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P O S T Ę P L  B IO L O G II KOM Ö RK I TOM  15, N R  2, 1988 (117-140)

ZJAW ISKO ASYMETRII BOCZNEJ HETEROCHROMATYNY 
KONSTYTUTYW NEJ CHROMOSOMÓW METAFAZOWYCH

CZŁOWIEKA

LATERAL ASYMMETRY OF CONSTITUTIVE HETEROCHROMATIN OF HUMAN
M ETAPHASE CHROMOSOMES

J. LIMON, B. NEDOSZYTKO  

• Katedra i Zakład B iologii i G enetyki A kadem ii M edycznej w  Gdańsku

Streszczenie.  Zjaw isko asym etrycznego w ybarw iania się heterochrom atyny konsty
tu tyw nej niektórych chrom osom ów człow ieka pochodzących z komórek, które w bu
dow ały 5-brom odezoksyurydynę (BrdU) podczas jednego cyklu  podziałowego, ujaw 
nia się po zabarw ieniu m etafaz M l techniką FPG (Fluorescence plus Giemsa). Ta 
asym etryczna struktura okołocentrom erow ej heterochrom atyny jest konsekw encją  
nierów nom iernego rozkładu tym iny m iędzy kom plem entarnym i łańcucham i sateli
tarnego DNA w  siostrzanych chrom atydach chromosomu. Badania asym etrii bocznej 
w noszą nowe inform acje na tem at m olekularnej budowy oraz funkcji heterochro
m atyny konstytutyw nej, pozw alają na w yróżnienie w ielu  jej w ariantów  polim or- 
ficznych  i dostarczają now ych inform acji na tem at jej ew olucji.

S u m m ary .  Som e hum an chrom osom es display the lateral asym m etry staining  
patterns of their constitutive heterochrom atin. This phenom enon is observed after 
the incorporation of 5-brom odeoxyuridine (BrdU) in the first d ivision  m etaphases 
(M l) stained w ith  FPG technique. The asym m etrical structure of constitutive hetero
chrom atin is the effect of the difference in thym ine content b etw een  com plem entary  
strands in satellite DNA in both sister chrom atids. A study of lateral asym m etry  
m ay provide n ew  insight into the organization and the function  of constitutive  
heterochrom atin and its new  class of structure polym orphism s and evolution.

Pomimo iż term in „heterochrom atyna” został użyty  po raz pierwszy 
blisko 60. lat tem u w celu określenia skondensowanej części chrom atyny 
jądrowej, nadal istnieją trudności w precyzyjnym  określeniu różnych 
rodzajów tej chrom atyny [16, 42, 63, 65]. W niniejszej pracy term inem  
heterochrom atyna konstytutyw na będziemy określać tę chrom atynę, 
k tó ra  wybarw ia się pozytywnie m etodą prążkową C. H eterochrom atyna
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118 J. LIM O N, B . N E D O SZ Y T K O

ta obejm uje około 20% ludzkiego genomu i zlokalizowana jest w okolicy 
centrom erowej wszystkich chromosomów [63], z w yjątkiem  chromosomu 
płciowego Y, k tóry  ma dosyć duży obszar heterochrom atyny C-pozy- 
tyw nej w ram ionach długich. Stwierdzono ponadto, że heterochrom atyna 
konstytutyw na jest heterogenna m olekularnie i zawiera oprócz frakcji 
satelitarnego DNA o dużym stopniu powtarzalności sekwencji nukleoty- 
dów również sekwencje niepow tarzalne [16, 17, 63].

W budowanie analogu tym iny — 5-brom odezoksyurydyny (BrdU) do 
chromosomowego DNA powoduje w określonych w arunkach m odyfika
cje właściwości w ybarw iania się podstawionej chrom atydy. W chromo
somach metafazowych, które dokonały dwóch podziałów m itotycznych 
w obecności BrdU, DNA jednej z chrom atyd jest podwójnie podstawiony 
BrdU i cała ta chrom atyda barw i się m niej intensyw nie niż druga, pod
stawiona BrdU tylko w jednej nici DNA. Zjawisko to, nazywane zróż
nicowanym w ybarwieniem  chrom atyd siostrzanych (Sister chrom atid 
differentiation — SCD), obserw uje się w chromosomach po w ybarw ie- 
niu ich fluorochromami, np. Hoechst 33258 [50] lub dzięki połączeniu 
tej techniki z barw ieniem  roztworem  barw nika Giemsy, nazyw anym  
techniką FPG (Fluorescence plus Giemsa) [67].

Zjawisko asym etrii bocznej (Lateral asym m etry — LA), które jest 
ograniczone do regionu heterochrom atyny konstytutyw nej, zostało po raz 
pierwszy zaobserwowane w heterochrom atynie centrom erow ej chromo
somów myszy. Chromosomy te pochodziły z komórek, które dokonały 
tylko jednego cyklu podziałowego in vitro w środowisku zaw ierającym  
BrdU [54]. W heterochrom atynie tej zlokalizowano sate litarny  DNA [66], 
k tóry  w ykazuje nieproporcjonalny rozkład tym iny (45 i 22 mol % ) mię
dzy kom plem entarnym i łańcucham i DNA [26]. Ten nierów nom ierny roz
kład tym iny wywołuje nieproporcjonalną inkorporację BrdU w czasie 
replikacji DNA, a następujące później wygaszanie fluorescencji fluoro- 
chrom u przez BrdU lub jaśniejsze w ybarw ienie Giemsą uwidacznia się 
jako regionalne, asym etryczne w ybarw ienie chrom atyd siostrzanych 
chromosomu metafazowego. Dlatego też Lin i wsp. [54] w ysunęli hipo
tezę, że asym etryczne w ybarw ianie się regionów centrom erow ych chro
mosomów m yszy jest konsekwencją m iędzyłańcuchowej asym etrii w roz
kładzie tyminy.

A sym etria boczna heterochrom atyny konstytutyw nej została zaobser
wowana w chromosomach człowieka [1, 2, 8, 20, 23, 27, 29, 32, 47, 51, 
52, 53, 55, 56], m ałpy Rhesus [30], skoczka Dipodomys ordii [5], 
Drosophila hydei i nasuta [4, 49], a spośród pięciu badanych gatunków  
roślin w ykryto LA tylko w chromosomach bobu Vicia faba [21, 77].

U człowieka zjawisko asym etrii bocznej heterochrom atyny konsty
tu tyw nej obserwowano najczęściej w chromosomach 1, 15, 16 i Y [1, 2, 
27, 32, 47, 51, 55], rzadziej w chromosomach 9, 13, 14, 17, 20, 21 i 22
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A SY M ETR IA  BO C ZN A 119

[1, 8, 27, 55] oraz bardzo rzadko w chromosomach 2, 3, 4, 7 i 19 [8]. 
W yróżnia się dwa rodzaje asym etrii bocznej — prostą i złożoną. Asy
m etrię prostą obserw uje się wtedy, gdy pozytywnie w ybarw iający się 
region w ystępuje tylko w jednej chrom atydzie chromosomu m etafazo- 
wego, natom iast asym etria złożona w ystępuje wtedy, gdy w obu chro- 
m atydach obserwuje się na przem ian odcinki wybarwiające się pozy
tywnie i negatyw nie techniką FPG (rye. 1). Oba rodzaje LA w ykazują 
stabilność w podziałach komórkowych i dziedziczą się jako prosta cecha 
m endlowska [2],

+  BrdU

Simple LA

TA 3 A

Compound LA

Type 2 Type 1 Type 2 Type \ Type 3 Type 2

Rye. 1 Schem at w budow yw ania się BrdU do DNA chromosomu Y podczas dwóch  
cykli podziałowych i oczekiw ane wzory w ybarw iania się tych chrom osom ów tech
n iką FPG [53]: A, B i T — łańcuchy DNA bogate odpow iednio w  adeninę, BrdU  
i tym inę; M l i M2 — pierw szy i drugi podział m itotyczny kom órki, SCE — w y 
m iany chrom atyd siostrzanych; sim ple LA — prosta asym etria boczna; compound  
LA — złożona asym etria boczna; Type 1, 2, 3 — rodzaje w ybarw iania się chro

mosom u Y
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120 J. LIM O N, B . N E D O SZ Y T K O

ASYMETRIA BOCZNA CHROMOSOMÓW AUTOSOMALNYCH

Spośród chromosomów autosom alnych człowieka asym etrię boczną 
obserwuje się praw ie zawsze w chromosomach 1 i 16. Zjawisko to stw ier
dzano średnio w 87% chromosomów 16, 65% chromosomów 1 oraz tylko 
w m niej niż 5%  chromosomów 9 badanych osobników [27]. Stosując 
różne techniki barw ienia, w chromosomach 2, 3, 4, 7, 13, 14, 15, 16, 17, 
19, 20, 21 i 22 obserwowano tylko prostą postać LA [1, 8, 27]. W hetero- 
chrom atynow ym  prążku q l2 -q l4  chromosomu 6 obserwowano tylko zło
żoną LA [23], natom iast w heterochrom atynie chromosomów 1 i 9 obser
wowano zarówno prostą, jak  i złożoną postać LA [1, 2, 8, 20, 27, 29, 32, 
56, 58].

W chromosomie 1 częściej obserwuje się złożoną postać LA. Badania 
nad populacją 44 osobników wykazały, że w ystępuje ona w około 80% 
tych chromosomów, natom iast asym etria prosta w 20% [2, 29, 56]. W zło
żonej asym etrii bocznej tego chromosomu uw idaczniają się najczęściej 
dwa [1, 2, 27, 32, 56], w yjątkow o trzy  odcinki asym etrii [8]. Angell 
i Jacobs [2] w badaniach nad częstością występowania i sposobami dzie
dziczenia LA chromosomu 1 opracowały nowy sposób jej klasyfikacji. 
Biorąc pod uwagę indyw idualną wielkość prążka C (bardzo mały, mały, 
średni, duży i bardzo duży), w yróżniły 5 w ariantów  prostej LA — od 
IS do 5S. Typy asym etrii złożonej oceniały określając oprócz wielkości 
prążka C także lokalizację ciemno wybarwiającego się m ateriału  w chro- 
m atydach (ryc. 2).

Złożona asym etria boczna w chromosomie z dużym blokiem hetero-

Ryc. 2. Chromosomy nr 1 człow ieka w ykazujące różnego rodzaju asym etrie boczne  
heterochrom atyny konstytutyw nej [2]
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A SY M ET R IA  B O C ZN A 121

chrom atyny może się uwidocznić jako w arian t np. 4 (8,2) — gdy więk
sza porcja ciemno wybarwionego m ateriału  w ystępuje proksym alnie 
w jednej chromatydzie, a mniejsza dystalnie w drugiej, lub jako wa
rian t 4 (2,8) — przy odwrotnym  układzie asym etrii. Taki sposób klasy
fikacji pozwala na teoretyczne wyróżnienie 45 w ariantów  złożonej LA 
chromosomu 1. W cytogenetycznych badaniach przeprowadzonych nad 
populacją 51 osobników zaobserwowano występowanie 4 w ariantów  pro
stej LA i spośród teoretycznie możliwych 36 w ariantów  — 21 w ariantów  
złożonej LA chromosomu 1 [2].

ASYM ETRIA BOCZNA CHROMOSOMU Y

A sym etrię boczną regionu q 12 chromosomu Y po raz pierwszy zaobser
wowali L att i wsp. [51], k tórzy zauważyli spadek intensywności fluo- 
rescencji barw nika Hoechst 33258 w jednej z chrom atyd siostrzanych 
tego chromosomu w komórkach, które dokonały jednego podziału w obec
ności BrdU. Asym etrię prostą tego regionu opisali także inni autorzy, 
stosując inne fluorochrom y [55] bądź też technikę FPG [1, 27, 32, 52, 53J. 
Zaobserwowano ponadto drugi rodzaj asym etrii prostej zlokalizowanej 
na granicy regionów q l l /q l2  chromosomu Y [32, 52, 53]. A utorzy ci 
uważają, że przyczyną tego zjawiska jest nierów nom ierny rozkład ty- 
m iny w satelitarnym  DNA, znajdującym  się w obu regionach bocznej 
asym etrii chromosomu.

Rycina 1 przedstaw ia schem at wbudowywania się BrdU do DNA 
chromosomu Y, przy czym hipotetycznie założono, że cechą tego DNA 
jest nierów nom ierna zawartość tym iny w kom plem entarnych łańcuchach 
oraz przedstawiono przew idyw ane wzory w ybarw iania się tego chromo
somu w m etafazach komórek, które podzieliły się jeden raz (Ml) lub 
dwa razy  (M2) w obecności BrdU.

M e t a f a z y  M l. Podczas pierwszej fazy S kom plem entarny łań
cuch pow stający na m atrycy łańcucha bogatego w adeninę przyłączy 
więcej BrdU aniżeli łańcuch pow stający na m atrycy  łańcucha bogatego 
w tym inę. Różnica w zawartości BrdU m iędzy dwoma nowo powstałym i 
łańcucham i DNA będzie taka sama, jak różnica w zawartości tym iny 
między kom plem entarnym i łańcucham i wyjściowej cząsteczki DNA. Je 
żeli różnica ta będzie dostatecznie duża, aby spowodować różnicę w po
winowactwie do barw nika w trakcie barw ienia techniką FPG, to należy 
oczekiwać, że uzyska się asym etrię boczną w w ybarw ianiu się tego 
regionu.

Uzyskane dane eksperym entalne potw ierdzają przedstawione założe
nia teoretyczne (ryc. 3). W większości chromosomów Y stw ierdza się 
występowanie dwóch odmiennie barw iących się regionów prostej asy
m etrii bocznej (ryc. 3a). A sym etria pierwsza — Y-1LA obejm uje dystalną
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122 J. LIM O N, B . N E D O SZ Y T K O

część ramion długich chromosomu (ql2). W regionie tym  jedna chro- 
m atyda pod względem intensywności wybarw ienia jest podobna do re
gionów euchrom atynowych, a druga jest słabo wybarw iona i niekiedy 
wprost niedostrzegalna. Asym etria druga — Y-2LA jest położona w środ
kowej części ram ion długich i sąsiaduje bezpośrednio z Y-1LA. Region

Ryc. 3. W zory w ybarw iania się chromosomu Y człow ieka w  m etafazach komórek, 
które podzieliły się jeden raz (M l) (a — c) lub dwa razy (M2) w  obecności BrdU  
(d) [53]. a — strzałki duże w skazują asym etrię boczną Y-1LA, m ałe — asym etrię 
boczną Y-2LA. Chromosomy barwiono techniką FPG. b — chrom osom y Y w y -  
barw ione techniką Q i następnie FPG. Strzałki wskazują asym etrię boczną Y-2LA, 
która jest zlokalizow ana na granicy prążków q ll /q l2 . c — porów nanie normalnego 
chromosomu Y z niefluoryzującym  chrom osom em  Y (nfY). Strzałki w skazują na 
obecność tylko jednego rodzaju asym etrii — Y-2LA. d — wzory w ybarw iania się 
chromosomu Y (Type 1-3) w  m etafazach M2. Schem at w zorów  w ybarw iania znaj

duje się na ryc. 1
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A SY M ETR IA  BO C ZN A 123

ten jest o wiele m niejszy od poprzedniego i w ystępuje w postaci ciemnej 
kropki w jednej z chrom atyd w środku ram ienia długiego, natom iast 
druga chrom atyda ma intensywność wybarw ienia zbliżoną do euchro-
m atyny.

Dokładną lokalizację obu regionów LA w stosunku do prążków QF 
w chromosomie Y umożliwia badanie, w którym  chromosom ten barwi 
się fluorochrom em  C-15, fotografuje w mikroskopie fluorescencyjnym , 
odbarwia w alkoholu, a następnie barw i się metodą FPG i ponownie 
fotografuje [52]. Porównawcza analiza prążków QF i wzorów LA przed
stawiona jest na rycinie 3b. A sym etria boczna Y-1LA ograniczona jest 
do regionu ql2, natom iast Y-2LA jest zlokalizowana na granicy prąż
ków q ll /q l2 , częściowo zachodząc na słabo fluoryzującą część euchro- 
m atynow ą chromosomu. Biorąc pod uwagę najnowsze wzory prążkowe 
chromosomu Y, region Y-2LA znajduje się w prążku Y qll23. Obecność 
dwóch rodzajów asym etrii bocznej w chromosomie Y potwierdziły ba
dania nad replikacją tego chromosomu [11, 43, 44, 72].

N iefluoryzujące chromosomy Y (nfY) w ykazują tylko jeden rodzaj 
asym etrii bocznej k tóry  pod względem sposobu w ybarw iania odpowiada 
Y-2LA [52], Rycina 3c przedstaw ia chromosomy nfY po wybarwieniu 
techniką FPG.

M e t a f a z y  M2. Po drugiej fazie S komórki w obecności BrdU 
w połowie chromosomów Y każda z chrom atyd siostrzanych będzie za
w ierała łańcuch bogaty w BrdU (rye. 1). Łańcuchy kom plem entarne będą 
zaw ierały dużo adeniny, przy czym w jednej z chrom atyd łańcuch bo
gaty w adeninę nie będzie zawierał BrdU (łańcuch „stary”). Założenie, 
że obecność jednego łańcucha bogatego w BrdU w ystarczy do spowo
dowania jasnego w ybarw ienia się chrom atydy sprawia, że obie chro- 
m atydy powinny wybarw ić się jasno (izolabelling — typ  2, ryc. 3d). 
W pozostałych chromosomach jedna chrom atyda będzie zawierała DNA 
składający się ze starego łańcucha, bogatego w tyminę, i kom plemen
tarnego łańcucha bogatego w adeninę oraz zawierającego BrdU. Ponie
waż łańcuch ten będzie zawierał bardzo mało BrdU, należy więc ocze
kiwać, że rozpatryw ana chrom atyda w ybarw i się najciem niej w całym 
kariotypie. Druga chrom atyda będzie zawierała DNA składający się 
z łańcucha bogatego w BrdU i łańcucha bogatego w adeninę, nie zawie
rającego BrdU. Spowoduje to jasne wybarwienie się tej chrom atydy 
i chromosom wykaże zróżnicowane wybarwienie chrom atyd siostrza
nych — SCD (typ 1 — ryc. 3d).

Analiza kilkuset chromosomów Y wykazała, że w m etafazach M2 w y
stępują trzy  typy w ybarw iania się chromosomów Y [31, 32, 53]. Typ 1 — 
region q l2  w ykazuje typowe SCD, w którego obrębie rzadko zachodzi
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124 J. LIM O N, B . N E D O SZ Y T K O

wym iana chrom atyd siostrzanych (ryc. 3d). Typ 2 — SCD pojawia się 
w obrębie ram ion krótkich oraz w proksym alnej części ram ion długich. 
Dystalna część ram ion długich jest wybarwiona jasno, nie w ykazując 
SCD i tworzy izolabelling (IL). Typ 3 — SCD pojawia się w obrębie ra 
mion krótkich i w proksym alnej części ram ion długich, podobnie jak  
w chromosomach typu 2, ale w ystępuje także w dystalnej części ram ion 
długich. Oba regiony SCD są oddzielone fragm entem  IL, w którym  obie 
chrom atydy są jasno wybarwione. Wielkość fragm entu IL jest bardzo 
różna, a ciemno wybarwione fragm enty chrom atyd w proksym alnym  
i dystalnym  regionie SCD znajdują się w stosunku do siebie w pozycji 
cis lub trans.

W przedstaw ionych modelach heterochrom atyny Y (ryc. 1) w ym iany 
chrom atyd siostrzanych (SCE) mogą zachodzić zarówno podczas pierw 
szego, jak i drugiego cyklu podziałowego w obecności BrdU w środo
wisku. W ymiana chrom atyd, która zaszła w czasie pierwszego podziału, 
jest już zauważalna w  m etafazie M l, natom iast w ym iany zachodzące 
w regionach euchrom atynowych o równom iernym  rozkładzie tym iny nie 
są w ykryw alne w M l. Jeżeli SCE zajdzie podczas pierwszego podziału, 
to po drugim  podziale komórki powinno się obserwować dwa rodzaje 
chromosomów Y — z in terstycjalnym  IL oraz ze skróconym  IL w ra 
mionach długich. Opisane typy 2 i 3 w ybarw iania się chromosomów Y 
są zgodne z tym i założeniami. Jeśli natom iast SCE zajdzie podczas d ru 
giego podziału komórki, to powinny pojawiać się chrom osomy typu 2 
i typu  1 z SCE w dystalnej części ram ion długich (ryc. 1) i efekt ten 
został także zaobserwowany [31, 32]. Tak więc fakt w ystąpienia różnych 
typów w ybarw iania się chromosomu Y w m etafazach M2 można tłum a
czyć zjawiskiem nierównom iernego rozkładu tym iny w kom plem entar
nych łańcuchach DNA tego chromosomu.

Należy zwrócić uwagę, że obecność IL może prowadzić do błędów 
w ocenie liczby SCE w tym  regionie chromosomu Y. Ocena SCE w obsza
rze prążka q l2  nie jest możliwa i należy sądzić, że b rak  obserwacji 
w tym  chromosomie nie w ynika z faktu, że jest on relatyw nie m niejszy 
od pozostałych chromosomów, ale z faktu  występowania IL w jego hete- 
rochrom atynie w m etafazach M2.

SATELITARNY DNA A ASYM ETRIA BOCZNA HETEROCHROMATYNY
KONSTYTUTYW NEJ

Uwidocznienie asym etrii bocznej w chromosomach eukariotycznych 
jest wywołane sztucznie asym etrią wybarwienia, która odzwierciedla 
różnice w zawartości tym iny między kom plem entarnym i łańcucham i 
DNA, a tym  samym różnice we wbudow ywaniu się BrdU do określo
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nych regionów chromosomów (w następstw ie postępowania eksperym en
talnego). N ajbardziej prawdopodobnym  wyjaśnieniem  zjawiska LA hete- 
rochrom atyny konstytutyw nej jest lokalizacja w tych regionach różnych 
frakcji satelitarnego DNA. Frakcje te powinny wykazywać nierówno
m ierny rozkład tym iny między kom plem entarnym i łańcuchami. U trzy
m ywanie się dużych, międzyłańcuchowych różnic w zawartości tym iny 
może łatwo zachodzić, gdy DNA składa się z krótkich, pow tarzalnych 
sekwencji nukleotydów. Jeżeli odcinki takiego DNA składają się głównie 
z par A-T, to jeden z łańcuchów może mieć szczególnie wysoką zaw ar
tość tym iny [51].

Różnice w rozkładzie tym iny i adeniny w ykryto w satelitarnym  DNA 
m yszy [26], skoczka (Dipodomys ordii) [38] oraz w dwóch spośród czte
rech satelitarnych frakcji DNA człowieka [25, 33], Stwierdzono, że róż
nice w zawartości tym iny między kom plem entarnym i łańcucham i sateli
tarnego DNA człowieka wynoszą 10% w satelitarnym  DNA I i około 
4%  w satelitarnym  DNA II [25, 33]. Trudna jest do określenia zależność 
między wielkością różnicy w zawartości tym iny między kom plem entar
nym i łańcucham i DNA w chromosomie a wystąpieniem  wzoru w ybar- 
wiania się LA m etodą FPG. Ponieważ sate litarny  DNA II człowieka, 
w którym  różnice te wynoszą tylko 4%, jest jedyną frakcją zlokalizo
w aną w heterochrom atynie konstytutyw nej chromosomu 16 [25, 27, 33], 
a region ten w ykazuje z dużą częstością zjawisko LA [1, 2, 8, 25, 32], 
można więc przypuszczać, że już niewielka różnica w rozkładzie tym iny 
w ystarczy do ujaw nienia się LA w chromosomie. Jednakże obserwacje 
LA w regionach chromosomowych, gdzie nie zlokalizowano żadnej frak 
cji satelitarnego DNA [33] — w chromosomach 3 i 4 [8] oraz 6 [23], 
a także w chromosomie Y u Drosophila hydei  [4], sugeruje, że średnio 
pow tarzalny DNA może także tworzyć cytologicznie dostrzegalną asy
m etrię boczną [4, 16]. W chromosomach bobu wszystkie LA zlokalizo
wano w heterochrom atynie in terkalarnej [21, 77]. Bostock i Chriestie [5] 
sądzą ponadto, że niezależnie od nierównom iernego rozkładu tym iny 
w chromosomowym DNA, w procesie asymetrycznego w ybarw iania się 
chrom atyd siostrzanych pełnią rolę także inne czynniki, gdyż stwierdzili, 
że pomimo obecności takiego samego DNA w różnych chromosomach 
skoczka (Dipodomys ordii), tylko niektóre z nich ujaw niły LA. Można 
przypuszczać, że izolowany DNA globalnie wykazuje asym etrię, ale roz
mieszczenie jego w kariotypie danego organizmu, z którego go wyizolo
wano, może być różnorodne. K rótkie odcinki tego DNA mogą być tak 
rozproszone, że odpowiednie regiony chromosomów mogą być zbyt małe, 
aby wykazać ich obecność techniką FPG. Ponadto stan  kondensacji hete- 
rochrom atyny może mieć także wpływ na stopień uwidaczniania się 
LA [721.
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Zastosowanie hybrydyzacji in situ 3H — cRNA, transkrybow anych 
na czterech frakcjach satelitarnego DNA człowieka, ujaw niło rozkład 
tych frakcji w obrębie kariotypu człowieka. W szystkie te frakcje zloka
lizowano w dużych ilościach w chromosomie 9 oraz w chromosomie Y [33]. 
Ponadto frakcje te w ystępują, ale w m niejszych ilościach, w regionach 
przycentrom erow ych chromosomów 15, 21 i 22 [33]. Centrom erowe re 
giony chromosomów 1, 5, 7, 13, 14, 16, 17 i 20 były m iejscami, gdzie 
stale hybrydyzow ała co najm niej jedna frakcja satelitarnego DNA [33], 
Największą korelację stwierdzono między w ystąpieniem  zjawiska LA 
heterochrom atyny konstytutyw nej a obecnością w niej satelitarnego 
DNA II, co szczególnie wyraźne jest w chromosomie 16, gdzie w ystępuje 
wyłącznie frakcja II satelitarnego DNA i z wysoką częstością obserwuje 
się zjawisko LA [27, 33].

Ponieważ sposób w ybarw iania się m etodą FPG powinien przede 
wszystkim odzwierciedlać różnice we w budow ywaniu się BrdU do chro
mosomowego DNA, można więc sądzić, że przyczyną różnego barw ienia 
się dwóch opisanych już tu  regionów LA w chromosomie Y są różne 
właściwości DNA zlokalizowanego w tych regionach. Na odmienność obu 
tych frakcji DNA wskazują równoczesne obserwacje LA chromosomu Y 
oraz LA w innych chromosomach tej samej p łytki m etafazowej. W m eta- 
fazach M l region asym etrii Y-2LA oraz heterochrom atyna konstytutyw na 
chromosomów 1, 9, 15 i 16 są bardzo podobne pod względem w ybarw ia
nia się metodą FPG, natom iast Y-1LA, obejm ujący obszar prążka ql2, 
wybarw ia się inaczej [32, 52, 53]. W m etafazach M2 izolabelling w ykryto 
tylko w Y-1LA, natom iast w Y-2LA oraz w chromosomach 1, 9, 15 i 16 
nie w ykryto tego zjawiska [31].

Dalszych dowodów na heterogenność DNA heterochrom atyny kon
sty tu tyw nej niektórych chromosomów autosom alnych oraz chromoso
mu Y dostarczyły złożone barw ienia chromosomów z zastosowaniem 
AT-specyficznych oligopeptydowych antybiotyków  (Distamycyny A — 
DA) oraz AT-specyficznych fluorochromów, jak np. DAPI •— DA/DAPI 
bands [75, 76, 80]. Okazało się mianowicie, że chromosomy 1, 9, 15, 16 
oraz Y (region Y-2LA), tj. te, które w ybarw iają się podobnie w tech
nice FPG, intensywnie fluoryzują po zabarwieniu techniką DA/DAPI. 
Fakt ten potwierdza wcześniejsze obserwacje, że w tych silnie fluoryzu
jących regionach w ystępuje sate litarny  DNA bogaty w pary  AT.

Na obecność w ielu różnych frakcji satelitarnego DNA w heterochro- 
m atynie konstytutyw nej chromosomów 1, 9 i 16 wskazują w yniki badań, 
w których porównywano obraz cytologiczny tych samych chromosomów 
wybarw ianych kolejno różnym i technikam i [9, 10, 20, 34, 58, 74, 80]. 
Okazało się mianowicie, że jednolicie w ybarw iające się w technice prąż
ków C regiony heterochrom atynow e tych chromosomów wykazywały 
po zastosowaniu innych technik bardziej złożoną strukturę .
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In teresujący był efekt w ybarw ienia się chromosomu Y techniką 
DA/DAPI [75, 80]. Otóż w ybarw iająca się dotychczas stosowanymi tech
nikam i w postaci jednolitego bloku heterochrom atyna tego chromosomu 
ujaw niła dwa odrębne prążki o silnej fluorescencji, zlokalizowane w pro- 
ksym alnej i dystalnej części ram ion długich. Fakt ten wskazuje na obec
ność w tym  regionie, podobnie jak w chromosomach 1, 9 i 16, różnych 
klas satelitarnego DNA, a region proksym alny tej heterochrom atyny 
(DA/DAPI-pozytywny i Echinom ycin/DAPI-negatywny) uznano za m iej
sce lokalizacji „male specific DNA” [6]. Analiza DNA mężczyzn z za
stosowaniem enzymów restrykcyjnych wykazała, że ten specyficzny DNA 
tworzą dwie frakcje satelitarnego DNA III, jedna o 3 kb i druga 2,1 kb 
[6, 73]. Obie te frakcje tworzą polimorficzny blok heterochrom atyny 
ram ion długich chromosomu Y. Niestety, brak jest danych o rozkładzie 
tym iny w kom plem entarnych łańcuchach tych frakcji. Fakt występo
wania w tym  regionie LA sugeruje, że DNA tego regionu powinien w y
kazywać niesym etryczny rozkład tym iny. Region ten wybarw ia się rów 
nież, aczkolwiek m niej specyficznie niż techniką FPG, techniką Giemsa-11, 
k tórą uważa się za specyficzną dla satelitarnego DNA III [20, 28, 58].

Dodanie AT-specyficznego antybiotyku distam ycyny A lub DAPI do 
hodowli komórkowej powoduje, że w uzyskanych z tych hodowli chro
mosomach regiony bogate w satelitarny  DNA ulegają despiralizacji. Do
tyczy to najczęściej chromosomu Y oraz przewężeń w tórnych chromo
somów 1, 9 i 16 [68, 71]. Chromosom Y bardzo często despiralizował 
tylko w proksym alnej części heterochrom atynowego prążka ql2, różni
cując go na dwa regiony. Jest to kolejne potwierdzenie wielu dowodów 
przedstaw ionych już tu  na to, że sate litarny  DNA chromosomu Y jest 
złożony z różnych frakcji satelitarnego DNA, które mogą być uwidacz
niane cytologicznie.

W ykryte asym etrie boczne heterochrom atyny konstytutyw nej chro
mosomów 1, 9, 16 i Y człowieka stanowione są niew ątpliw ie przez różne 
frakcje satelitarnego DNA, szczególnie II i III. C harakter w ybarw iania 
się tych regionów techniką FPG sugeruje, że DNA tych regionów ma 
nieproporcjonalny rozkład tym iny w kom plem entarnych łańcuchach 
chrom atyd siostrzanych tych chromosomów.

BIAŁK A CHROMOSOMOWE A ASYMETRIA BOCZNA HETEROCHROMATYNY
KONSTYTUTYW NEJ

Uwidocznienie niesym etrycznie w ybarw iających się regionów w he- 
terochrom atynie konstytutyw nej zależeć może nie tylko od składu i roz
mieszczenia nukleotydów we frakcjach satelitarnego DNA, ale również 
od białek znajdujących się w tych regionach. Już sama obecność sateli
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tarnego DNA może spowodować jego specyficzne oddziaływanie z biał
kam i histonowym i [15]. Analiza składu chrom atyny w ykazuje, że w po
rów naniu z euchrom atyną, w heterochrom atynow ej frakcji chrom atyny 
białka niehistonowe w ystępują w większej masie lub są dla niej swoiste 
[19]. Zjawisko to znalazło potwierdzenie w specyficznie w ybarw ionych 
chromosomach myszy, w których heterochrom atynie centrom erow ej w y
kry to  swoiste białka kwaśne [60]. Powyższe w yniki w skazują zatem, że 
regiony heterochrom atynow e chromosomów w yróżniają się od pozosta
łych nie tylko składem  DNA ale i składem wiążących się z nim i białek.

Zaburzenia w oddziaływaniach DNA-białka histonowe lub kwaśne 
mogą być wywoływane wbudowywaniem  się BrdU do chromosomowego 
DNA [57, 61]. Analiza in v itro  i in  situ. kompleksów histonów z DNA 
podstawionym  i niepodstawionym  BrdU w ykazuje, że histony wiążą się 
silniej z DNA zawierającym  BrdU [57, 61]. Stwierdzono ponadto, że 
w baktery jnym  DNA, podstawionym  BrdU pod wpływem  prom ieniowania 
UV, powstaje więcej wiązań krzyżowych DNA-białko niż w DNA bez 
wbudowanego BrdU [82]. Lin i wsp. [57] uważają, że wyw ołane przez 
BrdU zaburzenia w oddziaływaniach histonów z DNA zm ieniają stan 
kondensacji chrom atyny, co wpływa na właściwości wybarw.iania się 
chromosomów metafazowych.

Przedm iotem  barw ienia techniką FPG jest chromosom metafazowy, 
którego większość białek histonowych zostaje usunięta w czasie jego 
u trw alania  w mieszaninie kw asu octowego i m etanolu [16, 42]. Ponadto 
chromosom taki m ając w większości zdenaturow any DNA z wbudowa
nym i cząsteczkami BrdU i barw nika Hoechst 33258 jest poddawany 
w tej technice naśw ietlaniu promieniowaniem  UV i inkubacji w tem pe
ratu rze  60°C w SSC [31, 35, 53, 67]. Wszyscy autorzy zajm ujący się ba
daniam i nad mechanizmem w ybarw iania się chromosomów techniką FPG 
są zgodni, że polega on na intensyw nej fotolizie podstawionego BrdU 
DNA w obecności fotouczulających związków (barw nik Hoechsta) oraz 
na późniejszej ekstrakcji tego DNA z chrom atydy podczas inkubacji 
w gorącym roztworze soli. Wybiórczość tej ekstrakcji zależy oczywiście 
od siły oddziaływań między chromosomowymi białkam i a podstawionym  
BrdU DNA. W przypadku stosowania m etod uzyskiwania SCD, w któ
rych  nie stosowano naśw ietlania promieniowaniem  UV, a więc bez etapu 
fotolizy DNA, decydującym  mechanizmem jest zróżnicowana ekstrakcja 
DNA i białek głównie z chrom atyd zawierających BrdU [84], Jak  ważne 
znaczenie dla uwidaczniania LA ma procedura barw ienia świadczy pra
ca, w której zaobserwowano LA w wielu chromosomach z w yjątkiem  
chromosomu Y [8]. Metoda barw ienia zastosowana w tej pracy nie za
w ierała etapu naśw ietlania promieniowaniem  UV, stosowanego przez in
nych badaczy opisujących LA tego chromosomu [27, 30, 32, 53].
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Ponieważ w utrw alonym  chromosomie nie ma wielu białek histono- 
wych, należy więc sądzić, że znaczny wpływ na ujaw nianie się LA mogą 
mieć białka kwaśne. Stwierdzono, że sole srebra reagują znacznie silniej 
z chromosomowymi białkam i kwaśnym i niż z białkam i histonowym i lub 
kwasam i nukleinowym i [40, 79]. Stosując barw ienie solami srebra Howell 
i Denton [40] zauważyli, że najbardziej charakterystyczną cechą tego 
barw ienia jest b rak  wiązania się srebra w przewężeniach w tórnych chro
mosomów 1, 9 i 16 oraz w dystalnej części ram ion długich chromosomu Y, 
a więc w regionach heterochrom atynowych. Te różnice w ybarw iania się, 
w porównaniu z pozostałymi chromosomami, mogą odzwierciedlać za
równo ilościowe, jak  i jakościowe różnice składu białek kwaśnych tych 
regionów. W skazuje to równocześnie na m olekularne podobieństwo chro
mosomów 1, 9, 16 i Y. W ykazano jednak, że traktow anie chromosomów 
gorącym i płynam i hipotonicznymi i następnie barw ienie Giemsą u jaw 
nia różnice w w ybarw ianiu się wym ienionych regionów [45]. Przypuszcza 
się, że białka kwaśne, odpowiedzialne za efekt barwienia, są usuwane 
w czasie barw ienia lub zmieniają swoją s truk tu rę  tracąc powinowactwo 
do soli srebrowych [40]. Wiadomo, że np. sa te litarny  DNA chromoso
m u Y denaturu je  najszybciej spośród wszystkich chromosomów czło
wieka [14] i fakt ten  może powodować u tra tę  powinowactwa otaczają
cych go białek do soli srebrowych. Nowych inform acji o białkach, w y
stępujących w chromosomie Y człowieka, dostarczył Goyanes [36], k tó ry  
zastosował dwustopniową procedurę barw ienia tego chromosomu srebrem . 
Zaobserwował on w nim dwa prążki „srebrow e” : jeden zlokalizowany 
blisko centrom eru oraz drugi na granicy eu- i heterochrom atyny 
(q ll/q l2 ), dokładnie w tym  samym miejscu, gdzie opisano występowa
nie LA typu Y-2LA [52]. Techniką srebrową nie w ybarw iał się region 
drugiej LA (Y-1LA), co świadczy o różnicach w składzie białek obu 
regionów.

Na podstawie omówionych faktów należy sądzić, że podłożem mo
lekularnego zjawiska asym etrii bocznej heterochrom atyny konstytutyw 
nej obserwowanego w chromosomach m etafazalnych jest:

(a) obecność odm iennych frakcji satelitarnego DNA o nierównom ier
nym  rozkładzie tym iny m iędzy kom plem entarnym i łańcucham i w sio
strzanych chrom atydach chromosomu;

(b) niesym etryczne wbudowywanie się BrdU do chromosomowego 
DNA, prowadzące do zaburzeń w oddziaływaniach białek z podstawio
nym  BrdU DNA w siostrzanych chrom atydach;

(c) działanie czynników fizykochemicznych, stosowanych w techni
ce FPG, prowadzące do fotolizy określonych rejonów  DNA i następnie 
preferencyjnej ekstrakcji części DNA z chrom atydy, w której DNA za
w iera BrdU w obu niciach, co powoduje po w ybarw ieniu roztworem
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barw nika Giemsy ujaw nienie się asym etrycznej s truk tu ry  heterochro
m atyny konstytutyw nej.

ZNACZENIE ASYMETRII BOCZNEJ HETEROCHROMATYNY  
KONSTYTUTYW NEJ CHROMOSOMÓW CZŁOWIEKA

Cytologiczne uwidocznienie zjawiska asym etrii bocznej heterochro
m atyny konstytutyw nej w chromosomach człowieka ma znaczenie nie 
tylko w poznawaniu m olekularnego zróżnicowania tych chromosomów, 
ale również wnosi nowe inform acje dotyczące roli tych obszarów w funk
cji chromosomów oraz ich ewolucyjnego pochodzenia.

Znajomość występowania dwóch LA chromosomu Y znalazła p rak
tyczne zastosowanie w cytogenetyce klinicznej. Łączne użycie kilku tech
nik barw ienia pozwala na precyzyjniejszą lokalizację miejsc pęknięć te
go chromosomu. Badania niefluoryzujących chromosomów Y (nfY), prze
prowadzone techniką FPG, w ykazują, że m ają one jedynie jeden typ 
asym etrii — asym etrię Y-2LA (ryc. 3). Sugeruje to u tra tę  regionu Y ql2 
z asym etrią typu Y-1LA [32, 44, 52, 53]. Na ogół przyjm uje się, że pier
wotnym  m echanizmem prowadzącym do powstania u człowieka nfY jest 
pęknięcie chromosomu, zachodzące między silnie fluoryzującą częścią 
heterochrom atynow ą ram ion długich, a słabo fluoryzującą euchrom aty- 
nową tych ramion, albo w obrębie q l2  [59]. Badania 15 przypadków 
nfY [44] w ykazują jednoznacznie, że w 13 spośród nich doszło do pęknię
cia między Y-1LA i Y-2LA. U trata dystalnej części q l2  chromosomu Y 
jest w m niejszym  lub większym stopniu ograniczeniem wybarwiającego 
się regionu Y-2LA. Szczególna wrażliwość na pęknięcie tego regionu jest 
bardzo ważna, gdyż zlokalizowano w nim geny kontrolujące sperm ato
genezę [85] i wszelkie uszkodzenia tego miejsca mogą mieć implikacje 
kliniczne. Stwierdzono ponadto, że jeżeli pęknięcie nastąpi powyżej obu 
typów asym etrii, to u osobników tych wystąpi mozaicyzm komórkowy 
mos 46,XY/45,X [44]. Tak więc u tra ta  satelitarnych frakcji DNA pro
wadzi do destabilizacji m itotycznej tego chromosomu. Przypuszcza się 
zatem, iż obecność pow tarzalnych sekwencji DNA w chromosomie Y 
odgrywa ochronną rolę w zapobieganiu formowania się aberracji tego 
chromosomu [44].

Znajomość zjawiska LA rozszerza także inform acje o polimorfizmie 
heterochrom atyny konstytutyw nej niektórych chromosomów i znajduje 
zastosowanie w badaniach populacyjnych i medycynie sądowej [2, 22, 69].

Najczęściej obserwowanym w populacjach ludzkich polimorfizmem 
heterochrom atyny konstytutyw nej jest powiększenie tego regionu w po
staci lq h + , 9qh+ i 16qh+. Rzadziej spotykanym  w ariantem  polimor-
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ficznym jest częściowa bądź całkowita inw ersja heterochrom atyny chro
mosomów 1 i 9 oraz w arianty  związane z u tra tą  tego obszaru w postaci 
Yq-, 9q- i lq -  [22, 24, 41, 48, 69]. Częstość występowania w ariantów  
chromosomowych na 1000 żywych urodzeń wynosiła 13,2 w ZSRR, 
15,0 w Danii, 15,6 w Kanadzie, 21,3 w Szkocji, 73,4 w USA oraz 106,0 
w Izraelu (cyt. [22]).

W badaniach populacyjnych przeprowadzonych u 6250 osób przez 
Hsu i wsp. [41] wykazano istnienie dużych różnic w częstości w ystępo
wania niektórych w ariantów  polimorficznych między czterem a grupam i 
etnicznym i ludności Nowego Jorku  (biali Europejczycy, am erykańscy 
M urzyni, ludność pochodzenia hiszpańskiego, Azjaci pochodzenia orien
talnego, Indianie). Częstość w ystępowania pericentrycznej inw ersji chro
mosomu 9 jest najwyższa w populacji M urzynów am erykańskich 
(3,57°/o), niższa wśród ludności pochodzenia hiszpańskiego i relatyw nie 
najniższa w populacji białych Europejczyków i Azjatów (odpowiednio 
2,42, 0,73 i 0,26%), natom iast chromosom Y wykazywał najwyższą 
zmienność w populacji Azjatów (3,37%) i ludności pochodzenia hiszpań
skiego (1,82%) w porównaniu z dwoma pozostałymi grupami. Nie udo
wodniono do tej pory w pływu w ariantów  polimorficznych heterochro
m atyny konstytutyw nej na fenotyp [22, 41, 69].

Do oceny polim orfizm u heterochrom atyny konstytutyw nej chromoso
mów 1, 9 i 16 stosuje się najczęściej metodę prążków C. Jednak  subiek
tywizm  w ocenie wielkości tego regionu powoduje powstawanie ogra
niczeń przy porównywaniu wyników uzyskanych z zastosowaniem tej 
m etody. Całkowicie nowe możliwości oceny polimorfizmu heterochro
m atyny tych chromosomów stw arza analiza zjawiska asym etrii bocznej.

Próbę zastosowania analizy tego zjawiska do oceny rodzinnego dzie
dziczenia wariantów  polimorficznych chromosomu 1 podejm ują Angell 
i Jacobs [2], Ocena jedynie wielkości prążka C tego chromosomu pozwo
liła na stw ierdzenie heterozygotyczności tylko u 4 spośród 44 badanych 
osobników. Liczba w ykrytych heterozygot wzrosła do 20 po użyciu tech
niki FPG  i zastosowaniu analizy zjawiska asym etri bocznej chromoso
m u 1. W przedstaw ionym  na ryc. 4 przykładzie rodzinnego dziedzicze
nia w ariantów  LA heterochrom atyny chromosomu 1, na podstawie w iel
kości prążka C nie można odróżnić od siebie chromosomów pochodzenia 
m atczynego (ryc. 4, chromosomy c i d). Stało się to możliwe po zabar
w ieniu ich techniką FPG. Uwidoczniła ona w ich heterochrom atynie 
dw a odmienne w arian ty  złożonej asym etrii bocznej, co pozwoliło określić 
chromosom c jako 4 (5,5), natom iast chromosom d jako 4 (2,8).

Prawdopodobieństwo wykluczenia ojcostwa na podstawie cech poli
m orficznych heterochrom atyny konstytutyw nej jest duże. W badaniach 
przeprowadzonych na ludności populacji czeskiej oceniono je na 64% [3],
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Ryc. 4. R odzinne dziedziczenie w zorów  asym etrii bocznej chromosomu 1 u czło
w ieka [2]

duńskiej — na 84,4% [64] i niem ieckiej — na 86,7% (cyt. [69]). Jego 
dokładność, po uwzględnieniu analizy zjawiska asym etrii bocznej, po
rów nuje się z dokładnością badań układu antygenów zgodności tkanko
w ej HLA [69].

Większość badaczy zajm ujących się indukcją aberracji w chromoso
m ach człowieka stw ierdza, że regiony heterochrom atyny konstytutyw 
nej ulegają pęknięciom częściej niż należałoby to oczekiwać biorąc pod 
uwagę wielkość tych regionów (cyt. [18]). Pod wpływem  m itom ycyny C 
stw ierdzano wysoką częstość aberracji chromosomów 1, 9, 16 i chromo
somów akrocentrycznych oraz chromosomu Y [7, 39], Uważa się, że 
obserwowane aberracje heterochrom atyny konstytutyw nej w ynikają 
z nierównom iernego crossing-over zachodzącego po procesie napraw 
czym, czemu sprzyja repetytyw ność DNA w tych regionach [39]. W lite
ra tu rze  spotyka się różne opinie na tem at lokalizacji pęknięć oraz w y
m ian chrom atyd siostrzanych w chromosomach eukariotycznych [78]. 
Wiele doniesień w skazuje jednoznacznie na fakt, że pęknięcia chrom atyd 
pod wpływem  m utagenów pow stają głównie na granicy przejścia eu-
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w heterochrom atynę [78]. Ponadto wielu autorów uważa, że wysoka 
częstość SCE w ystępuje także w m iejscu przejścia eu- w heterochro- 
tyny  [5, 46]. Badania crossing-over u m uchy owocowej wykazują, że 
regiony heterochrom atynow e są oporne na międzychromosomowe rekom 
binacje, natom iast często zachodzą one w regionach granicznych [70]. 
Tak więc s tru k tu ra  chrom atyny chromosomu w rejonach granicznych 
w ydaje się podatna zarówno na pęknięcia pod wpływem mutagenów, jak 
i na w ym iany chrom atyd siostrzanych. Rejony przejściowe między obu 
typam i chrom atyny są przypuszczalnie zbudowane z satelitarnego DNA 
o pow tarzalnych sekwencjach i konfiguracja kompleksów DNA — białka 
w ydaje się w  tych regionach przejściowo rozluźniona. H eterochrom a
tyna o zbitej struk turze jest słabiej dostępna zarówno dla m utagenów 
jak i enzymów naprawczych, stąd wykazuje niską częstość SCE [5, 12, 
13, 19, 46],

Zbyt m ało jest jeszcze danych eksperym entalnych, aby wykazać za
leżność m iędzy nierównom iernym  rozkładem  tym iny w regionach bocz
nej asym etrii a wrażliwością tych miejsc na pękanie czy SCE. W chro
mosomach bobu stwierdzono, że część regionów LA w ystępuje w m iej
scach tzw. hot spots, podatnych na działanie m utagenów [21]. Z kolei 
Bostock i Chriestie [5] wykazali wysoką częstość SCE między regiona
mi LA w chromosomach skoczka (Dipodomys ordii). Jest to zgodne 
z obserw acjam i chromosomu Y człowieka, w którym , jak już wykazano, 
w czasie form owania się aberracji s truk tu ra lnych  miejsca pęknięć zlo
kalizowano na granicy między eu- i heterochrom atyną, a więc na przej
ściu m iędzy Y-1LA a Y-2LA. W chromosomie 9 człowieka, k tóry  jest 
najbardziej zbliżony do chromosomu Y pod względem zawartości sa te
litarnego DNA [33, 37, 62], w czasie form owania się aberracji s tru k tu 
ralnych m iejsca pęknięć zlokalizowane są w heterochrom atynie lub ściśle 
na granicy przejścia eu- w heterochrom atynę [37]. Zwraca również uw a
gę fakt, że częstość polim orfizm u heterochrom atyny chromosomu Y jest 
wyższa aniżeli chromosomów 1, 9, 16 i chromosomów akrocentrycznych 
[18, 41]. Uważa się, że polimorfizm heterochrom atyny konstytutyw nej 
pow staje w w yniku nierównom iernego crossing-over, zachodzącego 
w satelitarnym  DNA. Są dowody na to, że nierównom ierny crossing- 
-over może zachodzić zarówno w mejozie, jak i mitozie [18]. To odchy
lenie powinno częściej występować w regionach zawierających pow ta
rza lny  DNA. Niezależnie od delecji, duplikacja jest przyczyną powsta
w ania polimorfizmu autosomów i chromosomu Y, a ten  wzrost zaw ar
tości DNA powinien mieć źródło w nierównom iernym  crossing-over, 
zachodzącym w komórkach somatycznych [28].

P rzy  założeniu, że powstanie w ym iany chrom atyd siostrzanych jest
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również wynikiem  nierównom iernego crossing-over, obserwowane w y
sokie częstości SCE na granicy eu- i heterochrom atyny mogą być odpo
wiedzialne za stopniowy wzrost lub u tra tę  pow tarzalnych sekwencji 
z końców regionów heterochrom atynow ych [5]. Opisane jest tu  zwiększe
nie częstości pęknięć pod wpływem  m utagenów na granicy przejścia eu- 
i heterochrom atyny w chromosomach 1, 9, 16 i Y zwiększa praw dopo
dobieństwo wystąpienia nierównom iernego crossing-over w tym  regio
nie. To preferencyjne zlokalizowanie SCE i ,,hot spots” na granicy eu- 
i heterochrom atyny może mieć znaczenie w proponowanym  mechanizmie 
ewolucji i am plifikacji satelitarnego DNA [83].

Analiza porównawcza asym etrycznych regionów heterochrom atyno
wych m ałp naczelnych i człowieka powinna dostarczyć nowych infor
m acji o ewolucji kariotypow ej na poziomie organizacji DNA w chro
mosomie. Pierwsze, zachęcające wyniki uzyskał Ghosh i wsp. [30], który 
zlokalizował jedną asym etrię boczną w chromosomie 13 m ałpy Rhesus  
i wyciągnął wniosek, że asym etryczny rozkład tym iny w DNA chromo
somu 1 człowieka powstał później ewolucyjnie aniżeli taka sama asy
m etria  w chromosomie 15 człowieka. Niestety, nie pojaw iły się do tej 
pory dalsze prace nad lokalizacją LA w chromosomach m ałp naczelnych. 
Interesujące byłoby zwłaszcza wybarw ienie techniką FPG chromosomu Y 
goryla, k tóry  wykazuje, podobnie jak u człowieka, intensyw ną fluo- 
rescencję i hybrydyzuje z wszystkim i frakcjam i satelitarnego DNA czło
wieka [81]. Analiza zjawiska bocznej asym etrii chromosomów Y oraz 
innych nie znanych jeszcze regionów LA w chromosomach m ałp naczel- m 
nych pozwoliłaby na pogłębienie naszej wiedzy o ewolucyjnym  pocho
dzeniu chromosomów człowieka.
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PODSTAWY GENETYCZNE INDUKCJI NOWOTWORÓW 
KOMÓREK PLAZMATYCZNYCH

GENETIC B A SIS OF PLASM ACYTOM AS INDUCTION  

Jan SALW A

Zakład Im m unologii N ow otw orów , Instytut Im m unologii i Terapii Doświadczalnej
PAN

Streszczenie.  W pracy przedstawiono przegląd p iśm iennictw a dotyczącego gene
tycznych uwarunkowań zw iązanych z indukcją now otw orów  komórek plazm atycz- 
nych. Jedynie w  szczepach m yszy BALB/c i NZB można indukować te now otwory  
poprzez dootrzew nową in iekcję oleju m ineralnego. W rażliwość tych szczepów  na 
indukcję jest cechą recesyw ną i uw arunkow ana jest prawdopodobnie obecnością  
genu czy genów  w rażliw ości zlokalizow anych na chrom osom ie dziew iątym . Częste 
w ystępow anie translokacji chrom osom owych tl2:15 i t6:15 w  plazm ocytom a, w  któ
rych w yniku następuje aktyw acja onkogenu c-m yc, sugerować mogą przyczynow y  
zw iązek tego onkogenu w  indukcji nowotworu.

S u m m ary .  In this rev iev  the problem s concerning genetical aspects of plasm a
cytom a induction are presented. The BALB/c and NZB are unique m ice strains 
w here plasm acytom as m ay be developed after intraperitoneal injection of m ineral 
oils. Sensitiv ity  to the plasm acytom a induction is probably conditioned by recessive  
gene or genes located on 9 chromosome. A lso chrom osom e translocations tl2:15 and 
t6:15, often found in  plasm acytom a can activate c-m yc oncogene are discussed as 
a possible cause in these tum ors induction.

Plazm ocytom a u m yszy indukuje się poprzez dootrzewnowe wszcze
pienie niektórych tworzyw sztucznych albo przez iniekcję olejów m ine
ralnych, wśród których najlepiej poznanym i najczęściej stosowanym 
jest p ristan  [23, 28, 33, 34]. Dootrzewnowa iniekcja pristanu powoduje 
powstawanie odczynu zapalnego w jam ie otrzew nej myszy oraz napływ 
kom órek żernych pochłaniających krople oleju. Komórki obładowane 
olejem m ają tendencję do gromadzenia się w postaci ziarniaków olejo
wych. Zbiory kom órek w formie agregatów mogą krążyć swobodnie 
w jam ie otrzewnej lub mogą przylegać do powierzchni jam y otrzewnej,
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gdzie tworzą unaczynione ziarniniaki. Badania histopatologiczne ziarni- 
niaków olejowych ujaw niają w nich obecność oprócz m akrofagów róż
nych rodzajów komórek pochodzenia limfoidalnego. Obecność nowotwo
rowych komórek plazm atycznych można obserwować po 120 dniach od 
iniekcji pristanu, a zaawansowaną chorobę nowotworową stw ierdza się 
między 180 a 280 dniem  od podania pristanu [23, 33].

POSZUKIW ANIA GENU WRAŻLIWOŚCI NA INDUKCJĘ PLAZMOCYTOMA
U MYSZY BALB/c I NZB

Plazmocytoma można indukować wyłącznie w dwóch wrażliwych, 
wsobnych szczepach myszy, które zostały otrzym ane niezależnie od sie
bie (ryc. 1), mianowicie w szczepach BALB/c i NZB. Myszy szczepu 
BALB/c wychodował H. Bagg w 1913 r. w Ohio i z tego szczepu otrzy-

dostadca 
z Ohio

I.R.C.S. Mill Hill 
1930

Univ. Otago 
Nowa Zelandia

Bielschowsky
1948

Nowa Zelandia
I I I

czarne białe czekoladowe
I I I

NZB NZW NZC
H-2d H-2Z H-2d

Bagg 1913

stado myszy 
białych

Mac Dowell 1922

Snell 1932

Jax 1947 Andervont 1933

BALB/cJ 
H-2d

Bailey 1964 Potter 1964

B A L B /c  B y  B A L B /c I l
, dH—2 H-2

Ryc. 1. Rodowód m yszy szczepów  BALB/c i NZB (wg Morse) [19]

mano różne podszczepy m yszy wsobnych BALB/c, oznaczone symbolem 
zależnie od ośrodka, w którym  były hodowane [19]. Myszy NZB otrzy
mano w hodowli Mill Hill, skąd wysłane zostały do Nowej Zelandii 
i utrzym yw ane w hodowli wsobnej przez Bielschowsky’go [19]. Jest mało 
prawdopodobne, żeby wrażliwość na indukcję plazmocytoma była na-
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stępstwem  nieum yślnej kontam inacji genetycznej jednego szczepu dru
gim. Oba te szczepy m ają wprawdzie taki sam haplotyp antygenów 
zgodności tkankow ej (H-2d), lecz różnią się innym i cechami [19]. Myszy 
BALB/c charakteryzują się niską zapadalnością na nowotwory gruczołu 
mlekowego, płuc i na białaczki, natom iast myszy NZB w ykazują w s ta r
szym wieku wysoką zapadalność na anemię hemolityczną o podłożu 
autoimmunolologicznym [19, 42].

Wrażliwość myszy szczepów BALB/c i NZB na indukcję plazmocyto- 
ma sugerowała istnienie u tych myszy genu czy też genów wrażliwości 
na indukcję tego nowotworu. Tabela 1 przedstaw ia wyniki badań nad 
próbą indukcji plazmocytoma w jedenastu szczepach myszy. Myszy 
BALB/c i NZB charakteryzują się wysoką wrażliwością na indukcję 
tego nowotworu, podczas gdy inne szczepy niską wrażliwością lub są

T A B E L A  1

Wrażliwość szczepów myszy na indukcję plazmocytoma [20]

Szczep
Myszy z nowo
tworem (myszy 
w doświadcz.)

°//0
plazmocytoma

Czynnik
indukujący

BALB/c 59/89 71 MO
BALB/c 73/120 61 P
BALB/cWehi 21/56 38 PO
BALB/cAnN 11/20 55 LU
NZB/Wehi 5/15 35 PO
C57B1/6N 3/108 3 B
C57Bl/KaN 0/56 0 B
C57Bl/KaWehi 0/85 0 PO
NZC/Wehi 0/81 0 PO
NZW/B.IN 0/50 0 P
B.10.D2/SnJ 0/32 0 MO
DBA/2N 0/36 0 MO
AL/N 1/59 1 MO
SWR/J 0/30 0 MO
C3H/HeN 4/80 5 LU
C58/LwN 0/67 0 P

MO — o lej m in er a ln y , P  — p r ista n , PO — o le j p a ra fin o w y , 
L U  — p la stik , B  — B a y o l F

niewrażliwe. Cecha wrażliwości ma charakter recesywny. Pierwsze po
kolenie szczepów wrażliwych i szczepów opornych jest oporne na in
dukcję plazmocytoma (tab. 2). Potwierdzono to badaniam i nad w rażli
wością na indukcję plazmocytoma w krzyżówkach wstecznych między 
szczepem wrażliwym  i opornym  (BALB/c X C57B1) F x X BALB/c, w któ-
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T A B E L A  2

Wrażliwość na indukcję plazmocytoma myszy mieszańców F x szczepów 
BALB/c i NZB ze szczepami opornymi [26, 42]

Szczep
wrażliwy Szczep oporny

Myszy z nowotwo
rem (myszy w doś

wiadcz.)

°//0
plazmocytoma

BALB/c AL/N 4/32 12
DBA/2 0/81 0
C57Bl/KaN 4/25 16
C57Bl/KaWehi 4/40 10
NH 2/42 5
C57B1/6N 16/227 8
CBA 1/76 1
C3H 1/28 4
SJL 2/53 4
NZC/Wehi 0/56 0
NZB/Wehi 79/163 49
NZB/B1N 226/860 30

NZB C57Bl/KaWehi 1/38 3
NZC/Wehi 5/67 7

(BALB/c x C57Bl/Ka)F! 5/88 6
(BALB/c X C57Bl/Ka)F1 X BALB/c 17/75 20
(NZB x C57Bl/Ka)F1 X BALB/c 30/160 29

rym  20°/o myszy okazało się wrażliwych. Także potomstwo m yszy pierw 
szego pokolenia Fj mieszańców szczepów NZB X C57B1 ze szczepem 
BALB/c jest wrażliwe na indukcję plazmocytoma (29%), co również su-

T A B E L A  3

Wrażliwość na indukcję plazmocytoma myszy linii rekombinacyjnych 
(IR), otrzymanych ze skrzyżowania między szczepami BALB/c i C57B1 /6N

[26]

Szczep 
lub linia IR

Liczba myszy z nowotworem 
(liczba myszy w doświadcz.)

% plazmocytoma 
wysoki 1 niski

BALB/cAnN 219/373 58 _
C57B1/6N 3/108 — 3
C xB D 15/53 28 —

C xB E 11/63 17 —

C xB G 31/85 36 —

C xB H 0/56 — 0
C xB I 2/69 — 3
C xB J 33/69 48 —

C xB K 2/46 - 4
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geruje, że gen wrażliwości u m yszy BALB/c jest alleliczny w stosunku 
do genu wrażliwości u myszy NZB [20].

W badaniach rekom binantów  wsobnych (RI) (tab. 3), wywodzących 
się ze skrzyżowania szczepów myszy BALB/c i C57B1, otrzym ano cztery 
z siedm iu linii RI z podwyższoną wrażliwością na indukcję plazmo- 
cytom a w porównaniu z m ieszańcami pierwszego pokolenia (BALB/c X 
X C57B1)F!, z czego autorzy wnioskują, że u myszy BALB/c jeden gen 
determ inuje fenotyp wrażliwości [20, 26].

Podsum owując, z badań tych wynika, że myszy BALB/c I NZB m ają 
gen wrażliwości na indukcję plazmocytoma. Gen ten  wykazuje cechy 
genu recesywnego i według Po ttera  jest zlokalizowany na chromosomie 
dziew iątym  [26].

Sanford i współpr. [35] wiążą cechę wrażliwości na indukcję plazmo
cytom a z genetycznie uw arunkow anym i różnicami w ystępującym i 
w chrom atynie szczepów opornych i wrażliwych. Stwierdzili, że DNA 
w fazie G2 cyklu komórkowego limfocytów B, pochodzących od myszy 
w rażliw ych na indukcję plazmocytoma, ulega uszkodzeniu w większym 
stopniu podczas naśw ietlania prom ieniam i X niż DNA z limfocytów B 
otrzym anych od m yszy szczepu DBA/2 opornego na indukcję plazmo
cytoma. Różnice takie występowały również między szczepem BALB/ 
/cA nPt (szczep w rażliw y na indukcję plazmocytoma) [25] a szczepem 
opornym, mianowicie BALB/cJ. Podlinia BALB/cJ różni się tylko opor
nością na indukcję plazmocytoma w porównaniu z innym i podliniami 
szczepu BALB/c. Cecha wrażliwości DNA w G2 cyklu komórkowego na 
naśw ietlanie prom ieniam i X jest cechą recesywną.

TRANSLOKACJE CHROMOSOMOWE I ZW IĄZANA Z NIMI AKTYW ACJA  
ONKOGENU C-MYC A INDUKCJA PLAZMOCYTOMA

Badania kariotypów  mysich komórek plazmocytoma w ykazały w więk
szości pierw otnych i przeszczepialnych nowotworów zmienną liczbę chro
mosomów, bliską tetraploidalnej. W prowadzenie techniki prążkowania 
chromosomów umożliwiło ich identyfikację. Niezależnie od siebie, dwie 
grupy badaczy,, mianowicie Shepard i współpr. [37] oraz Yosida [43] 
stw ierdziły  translokacje chromosomowe w komórkach przeszczepialnych 
plazm ocytom ata sugerując, że te translokacje są wym ienne i nieprzy
padkowe. Ohno i współpr. [21] badali 7 pierw otnych nowotworów lub 
ich wczesne generacje przeszczepialne. Stw ierdzili we wszystkich ko
m órkach tych linii translokacje dotyczące chromosomów 6, 12 i 15. 
T ranslokacje te były monosomiczne, tj. tylko jedną translokację stw ier
dzano w  diploidalnej komórce i dwie w komórce blisko tetraploidalnej.
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P unk ty  pęknięcia na chromosomie 15 występow ały między prążkam i 
D3/E. Udział chromosomów 6 i 12 w tym  procesie jest znaczący, gdyż 
na tych chromosomach zlokalizowane są sekwencje kodujące łańcuchy 
ciężkie immunoglobulin (chromosom 12) i łańcuch lekki kappa (chro
mosom 6). Okazało się, że w różnych nowotworach punkty  pęknięć na 
chromosomach 6 i 12 są w tych samych charakterystycznych miejscach. 
P unk t przełam ania na chromosomie 6 jest zgodny z lokalizacją locus 
dla łańcucha kappa, a punkt pęknięcia na chromosomie 12 jest w locus 
dla łańcucha ciężkiego.

Translokacje chromosomowe w ystępują w 95% plazm ocytom ata. 
Stwierdzono trzy  rodzaje nieprawidłowości chromosomalnych; pierwsza, 
najliczniejsza, dotyczyła chromosomów 12 i 15 (69%); druga —\ 6 i 15 
(21%), a trzecia to delecja chromosomu 15, obejm ująca prążek D/E 
[9, 10, 24, 25]. Najczęściej w ystępująca translokacja t l2 :15 przyczyniła 
się do wykrycia genu na chromosomie 15, którym  okazał się onkogen 
c-myc i w niej też zostały dokładnie scharakteryzow ane punkty  pęknięć 
na obu chromosomach. Okazało się, że na chromosomie 12 punkt pęk
nięcia znajduje się w miejscach przełącznikowych S a i to zarówno w no
wotworach wydzielających i niewydzielających IgA [9]. Ta obserwacja 
sugeruje, że miejsca te są wrażliwe na pęknięcia, a kom órki m ogły już 
ulec procesowi przełączenia klas S/; -> Su. Translokacje zachodziłyby więc 
w limfocytach B w fazie, kiedy m iał miejsce proces przełączenia klas 
imm unoglobulin w w yniku stym ulacji przez antygen [9, 24], P unk ty  pęk
nięć na chromosomie 15 w ystępują w pierwszym  egzonie lub intronie 
genu c-myc. Rycina 2 obrazuje trzy  możliwe konfiguracje chromosomów 
po ich translokacji. Najczęściej, bo w 23 z 24 badanych plazm ocytom ata 
stwierdzono konfigurację pierwszą [9].

Podobne translokacje chromosomowe, jak u plazmocytoma myszy, 
stwierdzono w ludzkim chłoniaku B urkitta. Translokacje dotyczyły chro
mosomów noszących locus dla łańcucha ciężkiego (chromosom 14) i lek
kiego (chromosom 22) z chromosomem 8. Na chromosomie 8 zlokalizo
w any jest onkogen c-myc [9, 17, 32, 40].

Mysi onkogen c-myc jest homologiczny do ptasiego onkogenu v-myc 
występującego w retrow irusie MC29, a indukującego ptasie myelocyto- 
matoses. Mysi onkogen c-myc zbudowany jest z trzech egzonów i dwóch 
intronów. Homologia z ptasim  onkogenem v-myc dotyczy egzonów dru
giego i trzeciego, gdyż w ptasim  onkogenie egzon pierwszy nie w ystę
puje [3]. Egzon pierwszy mysiego onkogenu c-myc jest egzonem nie 
kodującym  białka prawdopodobnie dlatego, gdyż zawiera liczne przery
wające kodony „stop codons” [39]. W przeciwieństwie do mysiego stw ier
dzono, że pierwszy egzon ludzkiego onkogenu c-myc koduje białko 
o 188 aminokwasach o jeszcze nie znanej funkcji [12], Drugi i trzeci
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Ryc. 2. W zajem ne położenie chrom osom ów 12 i 15 po translokacji chrom osom owej: 
1. Budowa onkogenu c-m yc. Poziom e lin ie w skazują obszar pęknięć w  obrębie 
egzona 1 genu c-m yc. 2. Schem at sekw encji kodującej łańcuch ciężki im m unoglo- 
buliny na chrom osom ie 12. 3. M ożliwe w zajem ne pozycje chromosomu 12 i onko
genu c-m yc po translokacji chrom osom owej: a) najczęściej w ystępujące połączenie 
m iędzy onkogenem  c-m yc w  obszarze egzonu lub intronu pierw szego i m iejsca  
przełącznikowego Sa dla łańcucha ciężkiego; b) punkt pęknięcia w ystępuje blisko 
genu c-m yc (2 kb) od końca 5' i; c) w ięcej niż 18 kb od końca 5' genu c-m yc

(wg Cory [9])

egzon mysiego onkogenu koduje białko o ciężarze 67 000 daltonów. 
Białko to charakteryzuje się wysoką zawartością proliny, krótkim  okre
sem półtrw ania (20-30 min), jest zlokalizowane w jądrze komórkowym 
i in vitro wiąże się do DNA [9, 24, 25], Ekspresję onkogenu c-myc 
stw ierdza się w komórkach norm alnych i nowotworowych [13, 24], Gdy 
komórki norm alne znajdują się w stanie spoczynkowym, ekspresja tego 
genu jest niska. Gdy fibroblasty w stanie G0 potraktow ać mitogenem, 
np. LPS, to w odpowiedzi na m itogen w zrasta kilkakrotnie (20-30) w cią
gu 2-3 godz. ilość onkogenowego mRNA. Indukcja genu c-myc związana 
jest z wejściem komórki do cyklu komórkowego, a w szczególności 
z przejściem  ze stanu G0 do Gx. Na podstawie wcześniejszych badań 
sądzono, że poziom mRNA onkogenu c-myc zmienia się podczas cyklu 
komórkowego [24], lecz ostatnio wykazano, że poziomy zarówno mRNA
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genu c-myc, jak i poziomy białka produktu  tego genu są stałe w cyklu 
komórkowym [14, 41].

Zm iany w ekspresji onkogenu c-myc mogą być spowodowane chro
mosomową translokacją tego genu do locus genu immunoglobulinowego, 
wbudowaniem  sekwencji prom otorowych retrow irusa do genomu ko
m órki w sąsiedztwie onkogenu c-myc czy też jego am plifikacją, i w y
daje się, że są związane z procesem onkogenezy nowotworów pocho
dzenia limfoidalnego u ludzi i zwierząt. Mechanizm aktyw acji onkogenu 
c-myc w wyniku translokacji chromosomowej nie jest wyjaśniony. 
Stw ierdzane częste występowanie translokacji u plazmocytoma, powią
zane z u tra tą  pierwszego egzonu genu c-myc, sugerowało, że gen c-myc 
traci swe sekwencje promotorowe znajdujące się w pierwszym  egzonie 
lub w jego bliskim sąsiedztwie od końca 5. W takich przypadkach u n ie
których plazmocytoma można byłoby przypuszczać, że gen c-myc jest 
aktyw ow any przez wzmacniacz immunoglobulinowy IgH [5, 11, 17], na
tom iast z badań nad m apowaniem punktów  przełam ania stranslokow a- 
nych chromosomów wynika, że sekwencje wzmacniające są zbyt odda
lone od kodujących sekwencji genu c-myc, aby mogły na niego oddzia
ływać [9]. W przypadku translokacji t6 :15, gdy punkt pęknięcia na chro
mosomie 15 jest zlokalizowany poza genem c-myc, miejsce przełam ania 
na chromosomie 15 zlokalizowano w odległości 72 kb od genu c-myc [8] 
i od końca 3 [4]. P unk t ten oznaczono pvt (plasmocytomas varian t trans- 
location). Bez odpowiedzi pozostają pytania, czy pvt reprezentuje jakiś 
nieznany onkogen i czy efekt działania pvt może być przeniesiony na 
onkogen c-myc [8, 9]. O wpływie sekwencji wzm acniających IgH na 
proces aktyw acji onkogenu c-myc świadczą doświadczenia Adamsa 
i współpr. [1, 2]. W badaniach tych u m yszy transgenicznych transdu- 
kow anych genem c-myc związanym z sekwencjam i wzm acniającymi E 
w ystąpiły  liczne samoistne nowotwory limfocytów B.

Badania nad ekspresją genu c-myc sugerują, że gen ten  może być 
aktyw ow any przez zm iany stabilności mRNA genu c-myc [6, 7, 22], u tra 
tę zahamowania zwrotnego ekspresji genu c-myc [38] lub zm iany 
w struk turze  chrom atyny spowodowane translokacją, w której w yniku 
udostępnione są sekwencje genu c-myc do transkrypcji [15, 16, 36].

AKTYW ACJA INNYCH ONKOGENÓW W PLAZMOCYTOMA

W mysich plazmocytoma opisywano aktyw ację innych onkogenów 
niż c-myc. Jeśli m yszy traktow ane pristanem  zainfekowano wirusem  
Abelsona, to średnio po 100 dniach pojaw iały się plazmocytomata. W irus 
Abelsona, to średnio po 100 dniach pojaw iały się plazmocytomata. W irus
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w iera on dwa elem enty: kom ponent replikujący, k tórym  jest w irus Molo- 
neja (MuLV), i defektyw ny elem ent transform ujący, k tóry pochodzi od 
mysiego oncogenu c-abl. W irus Abelsona indukuje u myszy chłoniaki 
komórek pre-B. Plazm ocytom a indukowane wirusem  Abelsona produ
kowały cząstki wirusowe. Podobnie jak  w nowotworach indukowanych 
pristanem , stwierdzono u nich translokacje chromosomowe i zaburzenia 
regulacji genu c-myc [18, 27].

Opisywano również aktyw ację genu c-mos w mysich plazmocytoma. 
Według autorów, aktyw acja onkogenu c-mos była wynikiem  przegru
powań DNA w obrębie onkogenu c-mos, skutkiem  czego aktywność bio
logiczna onkogenu w zrastała 50-70-krotnie [31].

W literaturze u trzym yw any jest pogląd, że onkogen c-myc odgrywa 
istotną rolę w procesie proliferacji i różnicowania komórki. Kom órki 
plazmatyczne reprezentują końcowy etap różnicowania, w którym  onko
gen c-myc nie jest aktyw ny i wydaje się prawdopodobne, że uaktyw 
nienie tego onkogenu w tych komórkach przyczynia się do utrzym ania 
ich w ciągłej prolifera-cji. To jednak nie wystarcza do przem ienienia ko
m órki norm alnej w nowotworową. W przypadku mysich nowotworów 
komórek plazm atycznych, indukowanych olejem m ineralnym , gdzie in
dukcja nowotworów ograniczona jest do nielicznych szczepów myszy, 
rozważane są, oprócz genetycznych, inne czynniki biorące udział w po
w staw aniu tego nowotworu [29, 30]. Zachowanie się guzów olejowych 
po dootrzewnowej iniekcji oleju m ineralnego u myszy opornych i w raż
liwych na indukcję plazmocytoma jest odmienne. U szczepów opornych 
powstałe guzy olejowe ulegają m artw icy i zwapnieniu, natom iast u m y
szy wrażliwych komórki plazm atyczne znajdujące się w guzach olejo
wych zaczynają proliferować i formować różnego kształtu skupiska. 
Uważa się, że stanowią one stan przednowotworowy komórki plazm a- 
tycznej [30]. W arunkiem  rozwoju plazmocytoma na tym  etapie jest obec
ność guzów olejowych. Podanie hydrokortizonu, k tóry  ham uje pow sta
wanie odczynu zapalnego przez elim inację komórek biorących w nim  
udział, powoduje zatrzym anie powstawania nowotworu. U takich myszy 
stw ierdza się w jam ie otrzew nej zmniejszoną liczbę lub brak guzów 
olejowych, natom iast gdy poda się zwierzętom indom etacynę (niesterydo- 
w y czynnik o działaniu przeciwzapalnym), stw ierdza się zahamowanie 
powstawania nowotworu, lecz nie guzów olejowych. Stąd przypuszcze
nie, że indometacyna ham uje powstawanie wolnych rodników w ytw a
rzanych w następstw ie fagocytowania oleju mineralnego. Wolne rodniki 
w  procesie powstawania plazmocytoma mogą działać m utagennie na ko
m órki plazmatyczne powodując np. pękanie chromosomów, co może 
ułatw iać ich translokację [24].

3 — PB K  2/88
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PO DZ IĘK O W A NIE

D ziękuję prof, drowi C zesław ow i Radzikow skiem u za krytyczne uw agi d oty
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CZY MOŻNA REGULOWAĆ TEMPO FAGOCYTOZY U ORZĘSKÓW? 

CAN THE RATE OF PHAGOCYTOSIS IN CILIATES BE REGULATED?

A nna W ASIK

Instytut Biologii D oświadczalnej im. M. N enckiego, Zakład Biologii Komórki,
W arszawa

Streszczenie.  Orzęski są dogodnym m odelem  do badania poszczególnych etapów  
procesu pobierania pokarmu przez komórki. Zarówno fagocytoza, jak i pełen cykl 
przem ian wodniczek pokarm owych są regulow ane przez czynniki endogenne. P ro
cesy te mogą być jednak istotnie m odyfikow ane przez niektóre czynniki egzogenne. 
Wśród czynników  endogennych, regulujących tem po fagocytozy, najistotniejszą rolę 
odgryw a ilość dostępnych pęcherzyków  błonowych, stanow iących m ateriał do bu
dow y now ych w odniczek pokarm owych. Ze w zględu na charakter oddziaływań  
można w yróżnić dw ie grupy czynników  egzogennych: działające na zasadzie fizycz
nej i chem icznej. W w yniku działania pierw szych, tem po fagocytozy m odyfikow ane  
jest przez m echaniczne pobudzenie błony przez cząstki obecne w  środowisku, a tak
że jest zależne od tem peratury środow iska zew nętrznego. Wśród czynników  egzo
gennych w  sposób istotny na przebieg i tem po fagocytozy w pływ ają w łaściw ości 
chem iczne pobranego pokarmu, czyli stopień jego atrakcyjności dla komórki. Oka
zało się ponadto, że na proces ten  w pływ a także stopień w ygłodzenia komórek. 
Można w ięc przyjąć, że nie tylko cechy środow iska zew nętrznego i obecność w  nim  
pokarmu, jako m echanicznego stym ulatora, w pływ ają na przebieg i tem po fago
cytozy, ale także m odyfikow ana jest ona przez rodzaj pobranych cząstek. Infor
m acja ze środowiska zew nętrznego, dzięki receptorom  pow ierzchniow ym , przeka
zyw ana jest do w nętrza komórki, powodując zm iany nie tylko tem pa fagocytozy, 
ale całego cyklu w odniczkow ego. M echanizm przekazyw ania tych sygnałów  pozo
staje nadal nieznany.
S um m ary.  C iliates are the useful models for studying the phagocytosis and the  
subsequent stages of food uptake by the cells.. Phagocytosis and the w hole vacuole  
cycle are regulated by the endogenous factors. These processes can be also essen 
tia lly  m odified by som e exogenous factors. The most im portant, among the endo
genous factors, regulating the fagocytosis, seem s to be the number of available  
disc-shaped vesicles, as a source of m em brane of the new ly form ed food vacuoles.

Praca finansow ana z CPBP nr 04.01.
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Regarding the m ode of action, the exogenous factors can be divided into two  
groups: the factors of physical and chem ical nature. The physical stim uli affect 
m ainly the rate of phagocytosis due to the presence of the particles in  the m edium  
as w ell as the m edium  tem perature. The chem ical properties of the particulate  
food being m ore or less attractive to the cell, influence the rate of phagocytosis. 
It appeared that the process of the food uptake in ciliates depends on the degree 
of the cell starvation. We can assum e that not only the attributes of the m edium  
and the presence of the particles in fluence the rate of phagocytosis but also this 
process is m odified by the nature of the particles. The signal from  the external 
m edium , thanks to the surface receptors, is transm itted to the cell interior and 
changes not only the rate of the phagocytosis but the w hole vacuole cycle. The 
m echanism  of this transm ission rem ains unknown so far.

WSTĘP

Orzęski stanowią dogodny model do badania fizjologii pierw otnia
ków, a szczególnie niektórych aspektów związanych z ich odżywianiem. 
W grupie tej najlepiej poznanym  sposobem pobierania pokarm u jest 
fagocytoza [51]. Dowody na istnienie innego sposobu pobierania pokar
mu, a mianowicie pinocytozy [44], która zapewne jest odpowiednikiem 
endocytozy receptorow ej (receptore-m ediated endocytosis), w ykryto do
tychczas jedynie w komórkach Tetrahymena pyriformis  [62]. U innych 
orzęsków zjawisko to nie zostało jeszcze stwierdzone, aczkolwiek należy 
spodziewać się jego istnienia.

Pobieranie pokarm u jest pierwszym etapem  rozbudowanego ciągu 
w ew nątrzkom órkow ych przemian, wchodzącego w skład szeroko pojęte
go procesu transportu  przez błonę komórkową, określanego jako cytoza 
[85]. S truk tu rą  odgrywającą decydującą rolę w przebiegu cytozy jest 
błona komórkowa, która stanowi barierę izolującą cytoplazmę od śro
dowiska zewnętrznego, a zarazem za jej pośrednictwem  odbywa się 
w prowadzanie pokarm u w postaci płynnej lub stałej do w nętrza ko
mórki, na drodze transportu  biernego, czynnego, jak i objętościowego 
[34]. Stockem [85, 86] zaproponował, aby transport różnych substancji, 
z jednej strony  błony komórkowej na drugą, a także transport między 
dwiem a wew nątrzkom órkowym i domenami oddzielonymi błoną trak to 
wać jako proces pozytyw ny lub negatyw ny, w zależności od tego, czy 
m am y do czynienia z lokalną stratą, czy zyskiem błony. W tym  kon
tekście fagocytoza i pinocytoza traktow ane są jako endocytoza nega
tyw na.

Choć fagocytoza u orzęsków jest procesem badanym  od wielu lat, 
m a jednak jeszcze wiele nie wyjaśnionych szczegółów. Podjęte próby
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doświadczalnej m odyfikacji tego zjawiska powinny pomóc w w yjaśnie
niu dróg i mechanizmów pobierania pokarm u oraz jego dalszego tran s
portu  w ew nątrz komórki. Dotychczas nie wiemy, k tóry  z czynników 
odgrywa decydującą rolę w procesie fagocytozy.

W ielu autorów próbowało rozwikłać to zagadnienie, jednak w róż
nych publikacjach spotyka się wiele sprzeczności. Celową wydała się 
więc próba usystem atyzowania podawanych w literaturze inform acji do
tyczących roli czynników endogennych i egzogennych we wzbudzeniu 
i przebiegu fagocytozy w komórkach orzęsków, a także przedstaw ienie 
wyników własnych badań dotyczących tych zagadnień w odniesieniu do 
komórek Paramecium hursaria.

FAGOCYTOZA I CYKL WODNICZKOWY

Proces tworzenia wodniczek pokarmowych, zawierających pobrane 
ze środowiska cząstki o średnicy przekraczającej 0,5 ąm, nazywany jest 
fagocytozą [51]. Jest to pierwszy etap szeroko pojętego procesu odży
wiania. Fagocytoza to rozpowszechniona forma pobierania pokarm u nie 
tylko wśród pierwotniaków, ale również wśród kom órek organizmów 
tkankow ych. Orzęski stanowią jednak w yjątkow o dogodny model do ba
dania jej przebiegu. Można ponadto stosunkowo łatwo ocenić i analizo
wać wpływ  różnego rodzaju czynników na ten proces. Sama fagocytoza 
składa się z czterech zasadniczych, pow tarzających się etapów. Są to: 
dostarczanie cząstek, które m ają być pobrane w okolicę cytostomu, w y
tw arzanie w dnie cytostomu Wodniczki pokarm owej, oddzielenie się 
Wodniczki od dna cytostomu i jej aktyw ny transport do w nętrza ko
mórki. Różnorodne cząstki pokarmowe są dostarczane w okolicę cyto
stom u przez rzęski lokomotoryczne [12, 35] oraz przez rzęski cytosto- 
m alne [33, 49]. W kom órkach Paramecium, w chwilach intensywnego 
żerowania w strefie bogatej w pokarm, część rzęsek lokomotorycznych 
zatrzym uje się i orzęski, na zasadzie tigm otaksji, przyw ierają na krótko 
do podłoża [38]. Pozostałe rzęski lokomotoryczne pracując nadal, biorą 
ak tyw ny udział w napędzaniu cząstek zawiesiny w okolicę cytostomu. 
Zadanie dalszego przesuwania ich w głąb przejm uje na siebie zespół 
rzęsek oralno-cytostom alnych. Po nagrom adzeniu m ateriału  pokarm owe
go, a przede wszystkim  po osiągnięciu przez wodniczkę odpowiedniej 
wielkości, oddziela się ona od dna cytostomu i przesuw ana jest gw ał
townie wzdłuż włókien postezofagalnych [95].

Podczas badania cyklu wodniczkowego u orzęsków stwierdzono ko-

http://rcin.org.pl



156 A . W Ą SIK

lejne zmiany: wielkości samych wodniczek, s tru k tu ry  ich błony oraz
wew nątrzkom órkowego pH [2-4, 7, 26, 30, 59, 69]. Prace prowadzone
przez grupę Allena na orzęskach z rodzaju Paramecium  pozwoliły na 
wyróżnienie kilku etapów tego procesu [7, 26]. Są to: tworzenie w odni
czek, zakwaszanie i kondensacja zawartości, traw ienie oraz w ydalanie. 
W kom órkach Paramecium, gdzie kolejne zmiany odbywają się w tra k 
cie przemieszczania się Wodniczki unoszonej wew nątrzkom órkow ym  
strum ieniem  cytoplazm atycznym  [82], czas trw ania trzech pierwszych
etapów  waha się od 20 do 60 min [26], podczas gdy w kom órkach
Tetrahymena, gdzie nie w ystępuje strum ień cytoplazm atyczny, jest on 
około dwa razy dłuższy [25].

Rejestrow ane w czasie kolejnych etapów cyklu wodniczkowego zmia
ny  wielkości związane są z dołączaniem dyskow atych pęcherzyków (two
rzenie wodniczek), acidosomów (zakwaszanie), a następnie lizosomów 
(trawienie). Ponadto obserw uje się odsznurowywanie długich, tubu lar- 
nych pęcherzyków z powierzchni wodniczek pokarm owych praw ie we 
wszystkich etapach cyklu [5].

Po zakończeniu procesu traw ienia następuje w ydalanie pozostałości 
pokarm u poza obręb komórki. Błona Wodniczki, ulegając rozpadowi na 
dyskowate pęcherzyki i pozostając w ew nątrz komórki, stanowi pulę bło
nową, w ykorzystyw aną do budowy nowych wodniczek pokarm owych [7].

CZYNNIKI ENDOGENNE

Tempo tworzenia wodniczek pokarm owych podlega w ielostronnej re 
gulacji. Czynniki wpływające na ten proces podzielić można na dwie 
zasadnicze grupy: endogenne i egzogenne.

Wśród czynników endogennych, warunkujących tworzenie nowej 
Wodniczki, w ym ienić należy odpowiednią ilość materiału błonowego, ko
nieczną do jej budowy.

Pierw otnie Bozler [10], Dembowski [20] i Mast [49] sądzili, że fago- 
cytoza jest procesem rytm icznym . Bozler [9] sugerował naw et istnienie 
lokalnego prądu cytoplazmatycznego, którego zadaniem jest odrywanie 
od dna cytostomu wodniczek tworzonych z częstotliwością 30-60 s. Mast 
[49], będąc przekonany o rytmiczności fagocytozy, negował jednak istnie
nie prądu, przypisując włóknom postezofagalnym decydującą rolę w pro
cesie odrywania świeżo utworzonych wodniczek pokarmowych. W edług 
W ichterm ana [95], dno cytostomu utworzone jest z błony o dużej ela
styczności, która wypełniając się cząstkami może ulegać znacznemu roz
ciąganiu, prowadząc w konsekwencji do w zrostu objętości Wodniczki
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i oderwania się jej. Zgodnie z sugestią Nilsson i W illiamsa [63] oraz 
Nilsson i wsp. [64], w dnie cytostomu komórek Tetrahymena pyriformis  
znajduje się s tru k tu ra  określana przez nich jako „oral lips”, która m ia
łaby odgrywać decydującą rolę w procesie odryw ania wodniczek pokar
mowych.

Rozwój badań spowodował w yraźny zwrot w poglądach dotyczących 
warunków, których spełnienie jest niezbędne do utworzenia nowej Wod
niczki pokarmowej, a następnie oddzielenia się jej od dna cytostomu. 
Schneider [77] przedstaw ił hipotezę postulującą wzrost objętości Wod
niczki dzięki w budow ywaniu w dno cytostomu makrocząstek. Późniejsze 
badania pozwoliły na udowodnienie, że powiększanie wodniczek odbywa 
się dzięki włączaniu w dno cytostomu fragm entów  błony [1, 7]. Allen [1] 
badając zmiany zachodzące w wodniczkach pokarm owych w trakcie ca
łego cyklu wodniczkowego w kom órkach Paramecium  doszedł do prze
konania, że orzęski te dysponują stałą pulą błonową. Okazało się bo
wiem, że w czasie defekacji jedynie nie strawione resztki zawartości 
wodniczek są w ydalane poza obręb komórki, natom iast błona pozostaje 
w niej w postaci dyskowatych pęcherzyków i stanowi m ateriał budulco
w y do utworzenia w dnie cytostomu nowych wodniczek. Podobne wnio
ski spotykam y w pracach Chapm an-Andresen, Nilsson [14] i Rickettsa 
[70, 71, 73], dotyczących Tetrahymena pyriformis. Ricketts [73] suge
ruje, że naw et przy zachowaniu dosyć stałych w arunków  zewnętrznych 
tempo fagocytozy w kom órkach tych może ulegać zmianie. Obserwowane 
przez niego periodyczne zahamowanie tworzenia wodniczek pokarm o
wych jest, jak twierdzi, wynikiem  w yczerpania się zapasów błony lub 
lizosomów niezbędnych do rozpoczęcia procesu trawienia. Dowody po
twierdzające zmienność tem pa fagocytozy w komórkach Tetrahymena  
pyriformis  przedstaw iła również Nilsson [58, 59]. Z jej badań wynika, 
że pierwsza wodniczka powstaje najszybciej, osiągając jednocześnie n a j
większe rozmiary, natom iast tempo tworzenia kolejnych jest coraz wol
niejsze. Autorka wykazuje także, że 30% wodniczek powstających w cią
gu 10-minutowej inkubacji w zawiesinie cząstek karm inu tworzonych 
jest w pierwszej minucie, 60% po upływie 5 min., a następnie szybkość 
procesu wyraźnie spada. Podobną zmienność tem pa fagocytozy, uw arun
kowaną wyczerpywaniem  się zapasów błony, stwierdzono u Euplotes [39] 
i u Blepharisma [16].

Stwierdzono ponadto, że pojawienie się i przebieg fagocytozy w znacz
nym  stopniu zależy od etapu w cyklu życiowym orzęsków. Na krótko 
przed rozpoczęciem oraz w trakcie podziału proces ten zanika całkowicie 
[41, 57, 95], aby pojawić się ponownie w siostrzanych komórkach po- 
podziałowych. Podobne zjawisko czasowego zahamowania tworzenia 
wodniczek pokarm owych zaobserwowano podczas koniugacji [81, 84].
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CZYNNIKI EGZOGENNE NATURY FIZYCZNEJ 

m e c h a n i c z n e ;  p o b u d z e n i e

Mechaniczne pobudzenie błony przez cząstki obecne w środowisku 
zewnętrznym  oraz tem peratu ra  otoczenia są czynnikami egzogennymi 
natu ry  fizycznej, w sposób istotny wpływającym i na tempo fagocytozy 
orzęsków.

Zwolennicy koncepcji mechanicznej stym ulacji fagocytozy podkreśla
ją decydującą rolę podrażnienia błony w czasie kontaktu  z cząstkam i 
zawiesiny, uważając, że czynnik ten inicjuje tworzenie wodniczek po
karmowych. Tempo procesu jest ściśle związane ze stężeniem  cząstek 
w środowisku [14, 49, 60, 66-68, 90, 93, 95]. Ricketts [72] zauważył, 
że w komórkach Tetrahymena pyriformis  tempo tworzenia wodniczek 
pokarm owych zmienia się proporcjonalnie do stężenia zawiesiny cząstek, 
czyli że odpowiedź komórki nie ma charakteru  „wszystko albo nic”, ale 
zależna jest zapewne od stopnia pobudzenia błony komórkowej. Moje 
badania potw ierdziły słuszność tych wniosków również w stosunku do 
komórek Paramecium  [90, 93].

Efekt działania cząstek w dużym stopniu zależy od ich właściwości, 
tj. geometrii, wielkości, ciężaru właściwego, a także właściwości che
micznych cząstek stym ulujących.

W w arunkach naturalnych  wiele gatunków orzęsków odżywia się bak
teriam i. Istnieje jednak prawdopodobieństwo kontaktu pierw otniaka 
z cząstkami, które nie stanowią pokarm u, a więc takimi, które nie będą 
trawione. W celu dokładnego poznania przebiegu procesu pobierania 
pokarm u, w badaniach laboratoryjnych stosuje się modele cząstek po
karmowych, które ze względu na swoją geometrię, ciężar właściwy oraz 
atrakcyjność przypom inają bakterie. Modele te pozwalają precyzyjnie 
opisać zarówno sam przebieg form owania się wodniczek, jak  również 
drogę przebytą przez nie w komórce. Najczęściej stosowanymi modela
mi cząstek pokarm owych są; nierozpuszczalne w wodzie, sproszkowane 
barw niki [14, 26, 49, 58, 59, 90], kulki lateksowe [26, 70, 71, 93, 94], 
sproszkowane diam enty [67] oraz złoto [23]. W ymienione cząstki mode
lowe są bardzo chętnie pobierane przez orzęski, a wszystkie powstające 
Wodniczki są nimi wypełnione w m niejszym  lub większym stopniu 
[17-19, 59], tak  więc możemy prześledzić kolejne etapy fagocytozy, a tak 
że oznaczać jej tempo.

Nilsson [58] przedstaw iła dowody, że naw et kilka cząstek jest w sta
nie wywołać fagocytozę u Tetrahymena, a Bozler [9] już przed wielu 
laty  wykazał, że Paramecium  w środowisku nie zawierającym  cząstek 
nie tw orzy wodniczek. Identyczne wyniki uzyskałam  w doświadczeniach
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z kom órkam i Paramecium bursaria [91], inkubowanym i w środowisku 
pozbawionym zawiesin. W badaniach tych stosowane były rozpuszczalne 
w wodzie barw niki: oranż G i czerwień obojętna, które według Grębec- 
kiego i Kuźnickiego [37] indukują fagocytozę. Okazało się, że wyelim i
nowanie cząstek z roztworów rozpuszczalnych barw ników prowadzi do 
zaham owania fagocytozy. Podobne wyniki w pracach z komórkami Tetra- 
hymena  uzyskał Rasmussen [68].

Potw ierdzeniem  koncepcji m echanicznej stym ulacji fagocytozy może 
być także obserwacja Masta [49] wskazująca na w yraźny ruch cząstek 
w ew nątrz cytostomu. Istnieje więc duże prawdopodobieństwo, że m ie j
scem m echanicznej stym ulacji jest dno cytostomu, błona przylegająca 
bezpośrednio do tej strefy  lub też końce rzęsek gębowych [76].

TEM PER A TU RA

Czynnikiem  egzogennym w sposób istotny w pływającym  na stan 
fizjologiczny orzęsków jest tem peratura  otoczenia. Pam iętać należy, że 
dla kom órek tych, jak i dla wszystkich żywych organizmów, istnieje 
pewien zakres tem peratur, w którego obrębie są one w stanie przeżyć, 
a także pewna wartość optymalna, najkorzystniejsza do ich rozwoju. 
Jest oczywiste, że gwałtowne zmiany mogą doprowadzić naw et do śm ier
ci komórki, natom iast łagodne, w zakresie tem peratur optym alnych, po
zwalają na badanie przebiegu i mechanizmów wielu w ew nątrzkom ór
kowych procesów.

Szczególnie w yraźny wpływ tem peratu ry  na poszczególne etapy cyklu 
wodniczkowego w kom órkach Paramecium  został stw ierdzony przez 
Leunga i Fok [43]. U orzęsków hodowanych w tem peraturze pokojowej 
(ok. 20°C) cykl ten, do m om entu rozpoczęcia wydalania, trw a co n a j
m niej 20 min. A utorzy ci wykazali, że po adaptacji komórek przez 24 h 
do tem pera tu ry  24, 27 i 30°C czas całego cyklu ulega skróceniu. Jest to 
szczególnie wyraźne w trzecim  etapie cyklu (trawienie), którego czas 
trw ania jest odwrotnie proporcjonalny do tem peratury . Podobne obser
w acje przeprowadziła także Fok i wsp. [27] badając optym alne tem pe
ra tu ry  dla przebiegu poszczególnych etapów cyklu wodniczkowego w ho
dowlach Paramecium caudatum. Okazało się, że najkorzystniejszą tem 
pera tu rą  dla tworzenia wodniczek jest 28-30°C, a dla zakwaszania i kon
densacji 26°C. Trawienie, aczkolwiek rzeczywiście ulega skróceniu wraz 
ze wzrostem  tem peratury , jednak przebiega jakby dwuetapowo: poniżej 
22°C jest to proces powolny, podczas gdy powyżej tej tem pera tu ry  
jego tem po gwałtownie wzrasta. Etap czw arty cyklu, czyli defekacja, 
w ogóle nie był obserwowany poniżej 15°C, natom iast powyżej tej tem 
p era tu ry  tem po defekacji rosło wraz ze wzrostem tem peratury . Można

http://rcin.org.pl



160 A . W Ą SIK

więc przypuszczać, że cykl wodniczkowy składa się z czterech odręb
nych procesów, z których każdy odmiennie reaguje na zmiany tem pe
ra tu ry  środowiska.

Przedstawione badania nad wpływem  tem peratu ry  na proces odży
wiania się orzęsków w skazują na możliwości regulacji nie tylko fago
cytozy, ale także pełnego cyklu wodniczkowego. Obieg wodniczek po
karm owych w kom órkach Paramecium  jest związany z w ew nątrzkom ór
kowym ruchem  cytoplazm y [92], k tóry  w sposób istotny zależy nie tylko 
od wartości, ale także od tem pa zmian tem peratu ry  środowiska [42, 82]. 
Koenum a [40] wykazał, że szybkość strum ienia cytoplazmatycznego 
rośnie liniowo wraz ze wzrostem tem peratu ry  od 5 do 30°C.

Jest bardzo prawdopodobne, że jedną z przyczyn przyspieszenia 
tem pa fagocytozy jest wzrost szybkości przepływ u w ew nątrzkom órko
w ej cytoplazmy, dzięki k tórej dostarczane są w okolicę dna cytostomu 
dyskowate pęcherzyki, niezbędne do budowy nowych wodniczek pokar
mowych.

CZYNNIKI EGZOGENNE NATURY CHEMICZNEJ

Przeciwnicy koncepcji fizycznej stym ulacji fagocytozy szczególną rolę 
przypisywali czynnikom egzogennym natu ry  chemicznej, tw ierdząc jed
nocześnie, że częstotliwość tworzenia wodniczek pokarm owych nie za
leży od gęstości zawiesiny w środowisku [20, 50]. W edług nich istotne 
znaczenie m ają właściwości chemiczne pobieranych cząstek, które przede 
wszystkim muszą być atrakcyjne dla komórek jako pokarm  lub też jego 
substytut. Uwzględnić należy ponadto różnicę w wartości pokarm owej 
cząstek, a więc czy mogą one być strawione, czy też nie.

Badania prowadzone na orzęskach z rodzaju Paramecium  wykazały, 
że pierwotniaki te mogą pobierać zarówno cząstki stanowiące pokarm, 
jak  i takie, które są tylko jego modelami. Sugerowano ponadto, że tem 
po tworzenia wodniczek zaw ierających zawiesinę, która może być s tra 
wiona, jest znacznie większe, niż tempo tworzenia wodniczek wypełnio
nych cząstkami niepokarm owym i [11, 17-20], a więc stopień atrakcy j
ności jest czynnikiem determ inującym  szybkość pobierania zawiesiny. 
Badania te potwierdzili Seam an [78, 79] oraz Seaman i M ancilla [80] 
dla komórek Tetrahymena pyriformis. Okazało się, że orzęski te hodo
wane w pożywce syntetycznej w ogóle nie pobierają błękitu  trypano- 
wego, jeżeli środowisko nie zostanie wzbogacone niew ielką ilością pro- 
teozopeptonu.
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Inform acje dotyczące różnic tem pa pobierania cząstek pokarm owych 
oraz substytutów  pokarm u znajdujem y także w pracy M üllera i wsp. 
[52], dotyczącej kom órek Paramecium  i Tetrahymena. Dowodzili oni, że 
pojawienie się kwaśnej fosfatazy, niezbędnej do rozpoczęcia procesu 
traw ienia, jest zależne od utworzenia wodniczek, a nie od ich zawar
tości. Przeciw staw ne wnioski wysunęli Rosenbaum i W ittner [75], któ
rzy prowadzili pom iary aktywności enzymów związanych z pobieraniem 
pokarm u oraz wydalaniem  nie straw ionych resztek przez orzęski Para
mecium caudatum. Ocena aktywności kwaśnej fosfatazy wykazała w y
raźną różnicę między komórkami karm ionym i tuszem i bakteriam i. Wy
soką aktywność enzym atyczną rejestrow ano wokół wodniczek, gdy orzę- 
skom podawano cząstki pokarmowe, natom iast gdy karmiono je tuszem, 
wysoką aktywność obserwowano wyłącznie w peryferycznych w arstw ach 
cytoplazmy. Szczegółowe badania [28] wykazały, że kwaśna fosfataza 
pojawia się w ściśle określonym etapie cyklu wodniczkowego. Syntety
zowana jest w endoplazmatycznym  retikulum , magazynowana w apara
cie Golgiego, z którego odsznurowywane są lizosomy I rzędu. Zlewają 
się one z błoną tylko w tedy, gdy nastąpiło zakwaszenie zawartości wod
niczek. Proces ten rozpoczyna się bezpośrednio po utw orzeniu nowej 
Wodniczki, a kończy po upływie 7 min [29]. A utorzy tej pracy sugerują, 
że lizosomy mogą łączyć się wyłącznie z błoną acidosomów, które zlały 
się z wodniczką w stadium  zakwaszania, jednak nie wcześniej niż po 
upływie 3 min. Uzyskane przez grupę Allena wyniki całkowicie zaprze
czają sugestiom Rickettsa [73], iż lizosomy są czynnikiem endogennym, 
regulującym  tempo tworzenia wodniczek pokarmowych.

Poza badaniem  w pływ u różnego rodzaju pokarm u na tempo fagocy- 
tozy w kom órkach orzęsków, przeprowadzono także wiele obserwacji 
dotyczących działania enzymów i innych związków chemicznych na bło
nę komórkową [6, 87-89, 96]. Kilka prac na ten tem at opublikowała 
Tołłoczko [87-89]. Stosując dwa enzymy: trypsynę i pronazę, traw iła 
ona zew nętrzną część korteksu komórki Paramecium. W w yniku uszko
dzenia błony w cytostomie następowało zahamowanie akum ulacji cząstek 
w zagłębieniu cytostomalnym  oraz przerw anie tworzenia wodniczek po
karm owych. W yniki te sugerują, że miejscem kontaktu cząstek stym u
lujących proces fagocytozy jest błona cytostomu orzęsków. Potw ierdziły 
to także wyniki prac W yroby i Brutkow skiej [96] z zastosowaniem ha
m ującej fagocytozę pronazy. Podobny efekt zahamowania tworzenia 
wodniczek w yw ołuje m ukopolisacharyd lizozym. Związek ten redukuje 
liczbę miejsc anionowych na powierzchni komórki, a co za tym  idzie, 
uniemożliwia zapewne przekazywanie inform acji o obecności zawiesiny 
w środowisku [87].

Inny  związek chemiczny — cytochalazyna B, zgodnie z wynikam i

http://rcin.org.pl



162 A . W Ą SIK

prac Tołłoczko [89], blokuje oddzielenie się powstających wodniczek od 
dna cytostomu, co według autorki sugeruje kierunkow e działanie związ
ku na błonę komórkową. Badania prowadzone przez grupę Allena [6, 31, 
43] w ykazały natom iast wpływ cytochalazyny B na wszystkie etapy 
cyklu wodniczkowego, z tym  że intensywność działania zależy od zasto
sowanego stężenia. Sugerują oni ponadto, że wszystkie obserwowane 
zm iany są wynikiem  rozpadu siateczki aktynow ej, związanej z błoną. 
Tak więc stru k tu ry  wrażliwe na działanie CB odgryw ałyby istotną rolę 
w przebiegu całego cyklu wodniczkowego, choć Cohen i wsp. [15] sto
sując metodę znakowania przeciwciał fluoresceiną, uwidocznili aktynę 
jedynie w świeżo utworzonych wodniczkach pokarmowych.

Podobny efekt działania CB na przebieg fagocytozy stwierdzono 
w  kom órkach Tetrahymena  [64, 74],

Badając wpływ kolchicyny na cytoszkielet komórkowy u Paramecium  
caudatum  Tołłoczko [89] wykazała w yraźny efekt ham ujący tego związku 
na przebieg fagocytozy. Przedstaw iła ponadto dowody, iż nie w yw ołuje 
on u ltrastruk tu ralnych  zmian w obrazie m ikrotubul gębowych. Leung 
i Fok [43] oraz Fok i wsp. [31] stw ierdzili natom iast brak  w pływ u kol
chicyny na trzeci i czw arty etap cyklu wodniczkowego, przy jedno
czesnym, zależnym od zastosowanego stężenia, zaham owaniu efektu 
tw orzenia wodniczek pokarm owych oraz ich zakwaszania.

Przedstaw ione wyniki sugerują, że zarówno cytochalazyna B, jak 
i kolchicyna, w zależności od użytego stężenia, m odyfikują przebieg 
fagocytozy w w yniku interakcji z błoną komórkową orzęsków.

W PŁY W  G Ł O D Z EN IA  N A  TEM PO TW O RZENIA W O DNICZEK  PO KARM OW YCH

Sądzić należy, że zarówno czynniki endogenne, jak i egzogenne od
gryw ają istotną rolę w stym ulacji procesu tworzenia wodniczek pokar
mowych. Trzeba jednak odpowiedzieć na kolejne pytanie: czy stopień 
wygłodzenia komórek może mieć wpływ na tempo fagocytozy? Jest to 
tym  bardziej istotne, ponieważ, jak wykazano w badaniach nad komór
kami Paramecium, głodzenie prowadzi do wielu zmian patologicznych, 
z k tórych najw ażniejszym i są: w yraźna wakuolizacja cytoplazmy, u tra ta  
rzęsek, a naw et degeneracja wew nątrzkom órkowych s tru k tu r [95]. Bar
barin  [8] sugerował ponadto, że orzęski takie w ykazują znacznie wyższą 
wrażliwość na lokalne stężenia różnych związków chemicznych. Nilsson 
[61] głodzeniem indukowała w kom órkach Tetrahymena pyriformis  od
w racalną autofagię. Po 1 h orzęski zmniejszały objętość do 80%, a po 
48 h inkubacji w środowisku soli nieorganicznych — do 25%.

Głodzenie jest także m etodą synchronizacji dzielących się komórek
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Tetrahymena pyriformis  [13]. Orzęski te są ponadto zdolne do modyfi
kacji syntezy białek pod wpływem  głodzenia, regulując ekspresję genów 
na poziomie zarówno transkrypcji, jak  i translacji [32].

Różni autorzy m ają przeciwstawne opinie na tem at wpływ u głodze
nia orzęsków na ich zdolność do fagocytozy. M üller i wsp. [52] badając 
kom órki Paramecium multimicronucleatum  i Tetrahymena pyriformis  
nie stw ierdzili różnic w tem pie pobierania cząstek pokarm owych i mo
deli pokarm u w zależności od uprzedniego głodzenia orzęsków. Również 
Chapm an-A ndresen i Nilsson [14] nie obserwowały zmian tem pa fago
cytozy zawiesiny karm inu w kom órkach Tetrahymena  głodzonych przez 
53 h, w  stosunku do komórek kontrolnych. Okresowe zahamowanie pro
cesu było, zgodnie z sugestią autorek, związane wyłącznie ze stanem  
kom órki w cyklu życiowym [14, 59]. Natom iast m.in. Ricketts [71, 72] 
wykazał istotny wpływ głodzenia na zdolność do pobierania pokarm u. 
Kom órki Tetrahymena  są, według niego, w stanie rozróżniać cząstki po
karm owe od niepokarmowych, a istotnym  czynnikiem w pływającym  na 
ich fagocytowanie jest stopień wygłodzenia orzęsków. W yniki te w y
raźnie wskazują, że najedzone kom órki Tetrahymena pyriformis  pobie
rają  szybko zarówno cząstki pokarmowe, jak i nie będące pokarmem, 
natom iast wygłodzone zdecydowanie preferu ją  cząstki pokarmowe. Po
dobnie zachowuje się Tetrahymena  w kontakcie z błękitem  trypano- 
wym [78], Dopiero po połączeniu barw nika z białkiem  rozpoczyna się 
jego fagocytoza. Głodna Tetrahymena  może naw et selekcjonować cząstki 
w mieszaninie pod względem ich przydatności pokarm owej [23]. Gdy 
kom órki karmiono zawiesiną złota, obserwowano powstawanie licznych 
wodniczek pokarmowych, natom iast gdy złoto pomieszano z bakteriam i, 
w wodniczkach znalazły się wyłącznie bakterie. Zdolność do tak daleko 
posuniętej selekcji stwierdzono tylko w przypadku m ieszaniny złota 
i bakterii, gdyż w doświadczeniach z mieszaniną barw ników i bakterii 
Wodniczki zawierały oba składniki. Nasze ostatnie badania sugerują [94] 
występowanie podobnej zależności również w aposymbiontycznych ko
m órkach Paramecium hursaria. Okazało się, że wydłużenie czasu głodze
nia prowadzi do obniżenia tem pa tworzenia wodniczek pokarmowych.

Istotną rolę w procesie fagocytozy odgrywa także rodzaj stosowanych 
w doświadczeniach cząstek różnych zawiesin. Sproszkowany karm in 
i kulki lateksowe, użyte jako modele cząstek pokarmowych, pobierane 
są przez orzęski m niej chętnie niż te same cząstki zawieszone w roz
tworze białka. Procent komórek, które po długotrw ałym  głodzeniu 
w ogóle nie tworzą wodniczek w obecności modeli pokarmowych, w zra
sta wyraźnie, natom iast cząstki pokarmowe nadal pobierane są chętnie. 
W yniki badań [94] pozwalają stwierdzić, że tempo tworzenia wodniczek 
pokarm owych jest ściśle związane nie tylko z obecnością i stężeniem
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zawiesiny w środowisku, ale także z rodzajem  użytych cząstek oraz 
stopniem  wygłodzenia komórek. Pozwala to przypuszczać, że gdy cząstki 
modelowe zostaną pomieszane z substancjam i określanym i jako induk- 
to ry  fagocytozy [14, 70, 78, 79, 80], takim i jak np. białko, zm ieniają się 
prawdopodobnie ich właściwości powierzchniowe. Induktory  prowadzą 
do zmian właściwości chemicznych i/lub elektrycznych cząstek, z któ
rym i wchodzą w kontakt. Giese [34] dowodził nawet, że „Tetrahymena  
chętnie pobiera cząstki niestraw ialne, o ile pokryte są one straw ialną 
powłoką”.

ROLA POWIERZCHNIOWYCH RECEPTORÓW W FAGOCYTOZIE

Sattler i Staehelin [76], stosując technikę kriorytow ania, stw ierdzili 
w kom órkach Tetrahymena, na zew nętrznych rzęskach m em branelli 
pierwszej, obecność szczecinek, którym  przypisywali nie tylko udział 
w napędzaniu i kierow aniu pokarm u do w nętrza cytostomu, ale także 
funkcję powierzchniowych receptorów. Jest prawdopodobne, że analo
giczne miejsca wrażliwe znajdują się w kom órkach Paramecium, gdyż 
pogląd o obecności receptorów na powierzchni ciała orzęsków jest po
wszechny [22, 24, 45, 54]. Przypuszcza się, że miejscem lokalizacji recep
torów wrażliwych na kontakt z cząstkami ze środowiska przed ich po
braniem  przez komórkę Paramecium  są rzęski [83], błona cytostomu lub 
sam cytostom [96]. Konsekwencją mechanicznego pobudzenia przez za
wiesinę obecną w środowisku jest proporcjonalne przyspieszenie nie ty l
ko tem pa fagocytozy, ale także prędkości przepływu cytoplazm y [90, 93], 
co zostało potwierdzone przy użyciu błękitu alcjanowego [91]. Barwnik 
ten  blokuje w sposób m echaniczny możliwość tworzenia wodniczek po
karm owych. Pomimo zaham owania fagocytozy sama obecność zawiesiny 
w środowisku nadal przyspiesza ruch cytoplazmy. Zapewnia to obfitość 
m ateria łu  błonowego, niezbędnego do utworzenia nowych wodniczek po
karm owych. Na tej podstawie przypuszcza się, że oba procesy: fagocy- 
toza i ruch cytoplazm y są regulowane m.in. przez sygnały pochodzące 
od powierzchniowych mechanoreceptorów.

W ielu autorów sugerowało, że strefa cytostomu u orzęsków jest w y
soce wrażliwa na bodźce zarówno chemiczne, jak i mechaniczne [20, 21, 
36, 53, 55, 75]. Okazało się jednak, że jest ona w porównaniu z przodem 
i tyłem  komórki [45, 65], mało wrażliwa na m echaniczne pobudzenie.

M ochanoreceptory odbierające sygnały ze środowiska zewnętrznego 
zlokalizowane są na błonie somatycznej komórek Paramecium  [46-48]. Po 
przeprow adzeniu doświadczeń z komórkami odrzęsionymi stwierdzono,
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że błona rzęskowa, aksonemy i ciałka podstawowe spełniają raczej b ier
ną rolę w przekazyw aniu mechanicznego pobudzenia ze środowiska ze
wnętrznego do komórki. Sugeruje to, że miejscem kontaktu cząstek sty 
m ulujących fagocytozę jest zapewne błona cytostomu [87, 96], choć 
trudno wykluczyć inne partie  błony somatycznej.

Jest prawdopodobne, że fagocytoza u orzęsków jest procesem regu
lowanym  przez wiele różnych receptorów. Są wśród nich, być może, 
także chemoreceptory. Potwierdzeniem  tego jest zdolność do rozróżnia
nia przez orzęski rodzaju pobieranych cząstek. Ponadto na podstawie 
ostatnich badań okazało się, że wrażliwość komórek Paramecium  na 
bodźce termiczne ma podłoże jonowe [56]. Podobnie jak w przypadku 
m echanorecepcji, w ystępuje zróżnicowanie wrażliwości przodu i ty łu  ko
mórki. W edług Nakaoki i wsp. [56], term oreceptory te są jednak różne 
od mechanoreceptorów.

PODSUMOW ANIE

Inform acje przedstawione w tej pracy w skazują na wielostronną re
gulację procesu pobierania pokarm u przez komórki orzęsków. Tempo 
i przebieg fagocytozy uzależnione są od stanu fizjologicznego komórki, 
a także od fazy w cyklu życiowym, w której się ona znajduje. Okazało 
się ponadto, że zmiany w arunków  fizycznych i chemicznych środowiska 
zewnętrznego w sposób istotny w pływ ają na tworzenie wodniczek po
karmowych.

Różnorodność bodźców ze środowiska zewnętrznego, z jakim i spoty
kają się wolnożyjące orzęski, jest przez nie odbierana dzięki w yspecja
lizowanym receptorom  powierzchniowym, zlokalizowanym w błonie so
m atycznej. Miejscami o szczególnej wrażliwości okazały się przód i tył 
komórki. Tam właśnie znajduje się większość kanałów jonowych (Ca++, 
K +) biorących udział w odbieraniu inform acji ze środowiska zew nętrz
nego. Obserwowaną doświadczalnie konsekwencją pobudzenia jest zmia
na przebiegu i tem pa różnych wew nątrzkom órkowych procesów. Me
chanizm i droga przekazu inform acji do w nętrza komórki pozostaje na
dal nie wyjaśniona.

Fagocytoza, jej dynam ika i przebieg u orzęsków uzależniona jest od 
różnorodnych czynników. Ponieważ niektóre z nich w yw ołują dom inu
jący w danych okolicznościach efekt, daje to więc możliwość kierowa
nia procesem pobierania pokarm u.

4 — PB K  2/88
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BIAŁKOWA KOMPONENTA BŁONY KOMÓRKOWEJ W BADANIACH 
METODĄ KRIORYTOWNICTWA

CELL MEMBRANE PROTEINS IN FREEZE-FRACTURING

Leszek KORDYLEWSKI 

Zakład Cytologii i H istologii, Instytut Zoologii, U niw ersytet Jagielloński

Streszczenie.  Przedyskutow ano zagadnienia m orfologii, sposobu rozm ieszczenia i za
gęszczenia cząstek białkow ych w idocznych w  błonie kom órkow ej w  obserwacjach  
m ikroskopow o-elektronow ych replik pow stałych w  w yniku zastosow ania techniki 
kriorytow nictw a (freeze-fracturing). Obszernie om ów iono obecne poglądy na cha
rakter cząstek z uw zględnieniem  ograniczeń techniki FF i jej artefaktów.

Sum m ary.  The m orphology, distribution and surface density of the protein particles 
seen in the electron micrographs of the replicas obtained through freeze-fracturing  
are discussed. Present v iew s on the character of the particles are review ed, w ith  
particular reference to the lim itations and artifacts of the FF technique.

W ykaz stosow anych term inów  i skróty

kriorytow nictw o (FF)
rozłupywanie mrożeniowe — freeze fracturing  (FF) 
rytow anie mrożeniowe — freeze etching (FE) 
głębokie rytow nictwo — deep etching 

krioprotektant — cryoprotectant 
prefiksacja =  utrw alanie wstępne — prefixation 
rozłupywanie zamrożonej próbki — fracturing 
rozszczepianie się błon — m em brane splitting 
napylanie próbki platyną i węglem — Pt-C  coating 
replika platynowo-węglowa — Pt-C  replica 
repliki kom plem entarne — com plem entary replicas 
replikacja rotacyjna — ro tary  replication 

cieniowanie rotacyjne — ro tary  shadowing
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cieniowanie bez rotacji — non-rotary  shadowing
autoradiografia w kriorytow nictw ie — freeze fracture autoradiography 
(FARG)
dwuw arstwow a błona lipidowa — lipid bilayer 
białka integralne błony — integral proteins 
białka peryferyczne — peripheral proteins 
cząstki białkowe — protein particles

cząstki wewnątrzbłonowe (śródbłonowe) — intram em brane particles 
(IMP)
cząstki przezbłonowe — transm em brane particles (TMP) 

cząstki lipidowe — lipidic particles 
odwrócone micele — inverted micelles 
dekoracja cząstek białkowych — particle decoration 
płaszczyzna przełomu — fracture plane 
płaszczyzna środkowa błony — central piane 
liposomy — liposomes 
złącze szczelinowe — gap junction (GJ) 
agregacja cząstek — particle aggregation 
dołeczek — pit
szerokość cienia cząstki — particle shadow w idth (PSW)
szerokość platynowo-węglowej czapeczki na cząstce — particle cap w idth
(PCW)
powierzchnie błony komórkowej — surfaces

powierzchnia zewnętrzna — external surface (ES)
powierzchnia w ew nętrzna (zwrócona do cytoplazmy) — protoplasm ic 
surface (PS) 

części natyw nej błony (przed rozszczepieniem)
listek zew nętrzny (przylegający do przestrzeni pozakomórkowej) 
listek w ew nętrzny (przylegający do cytoplazmy) 

strony rozłupanej błony — faces
strona P  (protoplazmatyczna) — protoplasm ic face (PF) 
strona E (zewnętrzna) — external face (EF) 

mikroskop elektronow y (ME)

STRUKTURA BŁONY KOMÓRKOWEJ

Budowę błony komórkowej uważa się obecnie za dobrze poznaną, 
a obowiązujący model jej organizacji jest szeroko rozpowszechniany 
w podręcznikach biologii komórki. Nie oznacza to jednak, że wszystko 
w dziedzinie s tru k tu ry  błon biologicznych zostało wyjaśnione. W ręcz 
przeciwnie, intensyw ne badania prowadzone w licznych ośrodkach na

http://rcin.org.pl



B IA Ł K O W A  K O M PO N E N T A  B ŁO N Y  KOM ÓRKOW EJ 173

świecie dostarczają wciąż nowych szczegółów, u jaw niają różnorodność 
błon, wskazują na nie rozwiązane problem y i na niejasności in terp re
tacyjne. Poprzez intensyw ne rozwijanie rozm aitych m etodycznie form 
badań atakowane są przede wszystkim  czynniki ograniczające możli
wości lepszego poznania s tru k tu ry  błony [167].

A ktualne poglądy na organizację m olekularną błony biologicznej 
omówione są w pracy Kilarskiego [61]. Obecnie uważa się, że integralne 
białka błony komórkowej zanurzone są w dwuw arstw ow ej lipidowej bło
nie elem entarnej (rys. 1-5). Białka te decydują o fizjologicznych włas-

Ryc. 1. K lasyczny m odel p łynnej m ozaiki, w yjaśniający strukturę błony kom órkowej 
w g Singera i N icolsona [138, z 121]

Ryc. 2. A ktualniejszy niż na rye. 1 schem at struktury błony biologicznej, uw zględ
niający obudowanie w arstw y dw ulipidow ej białkam i pow ierzchniow ym i [112]
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Ryc. 3. Schem at ilustrujący rozm aity stopień zagłębienia różnych białek przedsta
w ionych jako w arzyw a i owoce (np. GP — glikofosforyna, 3 — białko trzeciego  
szczytu elektroforetycznego) tkw iące w  szarym  tle gleby (w arstw a lipidowa). N ie
które z białek przechodzą przez błonę (białka przezbłonowe — transm em brane 
proteins TMP), podczas gdy inne zanurzone są w  niej jedynie częściowo. N iektóre 
wykazują zw iązek z elem entam i cytoszkieletow ym i w ew nątrz kom órki (u dołu), 
podczas gdy od strony zew nętrznej (u góry) mają w  różnym stopniu rozbudowane

łańcuchy glikoproteinow e [179]

Ryc. 4. Schem at osadzenia pojedynczej cząstki białkow ej (B) w  dw ulipidow ej w ar
stw ie (L) błony biologicznej [31]

http://rcin.org.pl



B IA Ł K O W A  K O M PO N E N T A  B ŁO N Y  KOM ÖRKOW EJ 175

Ryc. 5. Schem at struktury błony biologicznej, ukazujący w arstw ę dw ulipidową (L) 
oraz przenikające przez nią białka integralne (I) i tow arzyszące im białka pery- 

feryczne (P) (wg A m ersham  Research N ew s, 1981)

nościach błony komórkowej. Kom pleksy białkowe błony są odpowie
dzialne za zespół zjawisk elektrofizjologicznych kom órki i transport 
substancji przez błonę. Stanowią one m.in. kanały selektywne jonowo, 
nośniki specyficznych substratów  oraz specyficzne receptory [79, 121]. 
Cząstki białkowe błony są również miejscami zakotwiczenia elementów 
cytoszkieletowych oraz tworzą regionalne specjalizacje błony [79]. Przy 
użyciu konwencjonalnych technik transm isyjnego mikroskopu elektro
nowego cząstki białkowe nie są jednak bezpośrednio widoczne na pre
paratach skraw anych. Ich obecność w błonie można stwierdzić w m ikro
skopie elektronow ym  jedynie przy zastosowaniu techniki kriorytow - 
nictwa (freeze-fracturing).

KRIORYTOWNICTWO

W technice tej, po zamrożeniu tkanki w ciekłym azocie (— 196°C) 
i po przyłożeniu do próbki sił rozrywających, zaw arte w niej błony bio
logiczne rozszczepiają się w płaszczyźnie m iędzy obu w arstw am i lipi
dowymi (ryc. 7-9). Jest to więc unikatow a m etoda ukazania wnętrza 
błony, niedostępnego na drodze innych metod [16]. W yeksponowane 
w ten sposób kom pleksy białkowe, w ystające z lipidowego tła błony, 
dają znać o swej obecności po wycieniowaniu platyną i węglem. Po roz-
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Ryc. 6. Schem at struktury w ew nętrznej błony m itochondrialnej proponowany przez 
Sjöstranda [143]. Duże puste kręgi reprezentują białka, m ałe ciem ne punkty przed
staw iają hydrofobow e grupy fosfolipidów ; a — przekrój m odelu w  płaszczyźnie  
prostopadłej do błony, b — w idok z góry analogicznego obszaru błony. Błona m ito- 
chondrialna jest bogatsza w  cząstki białkow e niż błona komórkowa; nieliczne fo sfo 
lip idy zgrupowane są w yspow o i nie tworzą w yraźnej podw ójnej w arstw y. Trudno  
w ięc m ów ić o centralnym  rozszczepieniu takiej błony w  procesie rozłupyw ania [143]

Ryc. 7. Schem at rozłupyw anej błony kom órkow ej, zakładający, że część cząstek  
białkow ych zostaje w ysunięta  z w arstw y lip idow ej L, podczas gdy inne cząstki 
pękają centralnie w  procesie rozłupyw ania FF. C — cytoplazm a kom órki ([70],

w g [53])
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Ryc. 8. Schem at sposobu pękania zamrożonej błony pod w pływ em  uderzenia no
żem (n), zakładający w ysuw anie się całych cząstek b iałkow ych z połów ek w arstw y

lipidow ej [31]

puszczeniu tkanki otrzym uje się w ten  sposób jej platynowo-węglową 
replikę, stanowiącą jakby odlew powierzchni przełomu powstałego 
w  trakcie rozłupywania.

Repliki otrzym uje się stosując seryjne aparaty  produkcji firm  Balzers 
i Denton. Porównyw alne rezulta ty  można otrzymać również bez drogiej 
aparatury , w niefirm owych, w ykonanych ,,domowym sposobem” urzą
dzeniach. Rozłupywanie odbywa się tam  pod ciekłym azotem, a następ
nie w próżni przeprowadza się napylanie zamrożonej próbki platyną 
i węglem  [12, 16, 181]. Zaletę stosowania firm owych aparatów  stanowi 
fakt, że rozłupywanie i napylanie próbki przeprowadza się w jednym  
urządzeniu w wysokiej próżni (10~9 m ilibara). Ponadto istnieje możli
wość precyzyjnego kontrolowania grubości napylonego m etalu. Tkankę 
zwykle wstępnie zamraża się w ciekłym freonie, a następnie przecho
w uje w ciekłym azocie. Bezpośrednio przed rozłupywaniem  próbkę 
umieszcza się pod próżnią na stoliku aparatu  chłodzonym przepływem  
ciekłego azotu (ryc. 10a), a następnie uderza się w nią nożem (również 
ochładzanym  ciekłym azotem) (ryc. 10b). Używany nóż to po prostu
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Ryc. 9. Przestrzenny schem at rozszczepienia błony, zakładający w ysuw anie się czą
stek białkow ych B z w arstw  lip idow ych L, co w  efekcie prowadzi do pow staw ania  

dołeczków  i kom plem entarnych do nich cząstek P [153]
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ostrze stalowej żyletki lub skalpela; nie jest to nóż diam entowy, jak 
mylnie podaje Przestalski [112, s. 78]. N iektóre schem aty sugerują, że 
sam nóż przechodzi m iędzy w arstw am i lipidowymi (ryc. 8). N iestety nie 
jest tak, gdyż nie pozwala na to rozbieżność rozm iarów noża i grubości 
błony. Nóż wywołuje jedynie siłę nacisku na tkankę, która pęka (kruszy 
się) wzdłuż najsłabszych miejsc w płaszczyźnie przesuwania się noża, 
tuż przed nim. Następnie rozłam any p reparat wystawia się w  próżni na 
działanie par rozżarzonej elektrody platynowo-węglowej (ryc. 10c).

Napylanie przeprowadza się zwykle pod kątem  45° do płaszczyzny 
stolika. Gdy stolik jest nieruchomy, napylanie powoduje powstawanie 
jednokierunkow ych cieni w ypukłych szczegółów preparatu . Jeżeli nato
m iast w trakcie napylania stolik zostaje poddany rotacji względem osi 
prostopadłej do płaszczyzny powstania przełomu, następuje równom ier
ne w ykontrastow anie szczegółów preparatu , bez w yraźnie ukierunko
w anych cieni. Metoda cieniowania rotacyjnego (ro tary  shadowing lub 
ro ta ry  replication) [81] nie jest uwzględniona w tej pracy.

Zazwyczaj górna część próbki, zerwana nożem, zostaje stracona, 
a replikacji i obserwacjom podlega jedynie dolna, pozostająca na stoliku 
część preparatu  (ryc. 10). Zam iast uderzania nożem stosować można tak-

Ryc. 10. Schem at postępowania w  technice kriorytow nictw a: a) zamrażanie — 
próbkę S zamraża się na m etalow ej podstawce M; b) rozłupyw anie — uderzeniem  
noża (strzałka) odryw a się górną część próbki od dolnej; c) replikacja — pod 
próżnią (poniżej temp. —140°C) próbkę napyla się bocznie parami platyny i w ęgla  
(Pt — C) oraz w zm acnia napylaniem  odgórnym parami w ęgla  C; d) uzyskiw anie 
repliki (R) — po rozm rożeniu i rozpuszczeniu próbki pozostaje cienka w arstw a  
platyny i w ęgla odzw ierciedlająca szczegóły pow ierzchni przełom u; e) rytow anie — 
m iędzy rozłupyw aniem  (b) a replikacją (c) można próbkę ogrzać do ok. — 100°C 

i z jej pow ierzchni odparować zamrożoną wodę [181]
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że siły rozrywania. Zamrożoną próbkę umieszcza się w tedy w specjal
nych podwójnych podstaw kach zmontowanych na stoliku wyposażonym 
w blat otw ierany jak  książka. O tw ierając b lat stolika uzyskuje się re
pliki z obu powierzchni powstałych w w yniku rozerwania próbki: dolnej 
i zerw anej z niej górnej, która następnie zostaje odwrócona dla wyekspo
nowania i napylenia powierzchni przełomu (ryc. 11). Jest to tzw. m eto-

Ryc. 11. Schem at ilustrujący pow staw anie replik kom plem entarnych. Po lew ej 
fragm ent próbki przed rozłupyw aniem , zaw ierający dwa błoniaste pęcherzyki. 
Płaszczyzna pęknięcia zaznaczona strzałkam i i lin ią przerywaną. W nętrza pęche
rzyków  zakropkowano. Po prawej dwa kom plem entarne fragm enty próbki po roz
łam aniu. Część górną obrócono o 180° celem  w yeksponow ania do napylenia repliki. 
FM — szczegół środow iska m iędzy b łoniastym i pęcherzykam i, OFF — zew nętrzny  

listek  błony pęcherzyka, IFF — w ew nętrzny listek  błony pęcherzyka [175]

da replik  kom plem entarnych, niezm iernie cenna do poznania przebiegu 
płaszczyzny rozłupyw ania w próbce i do identyfikacji szczegółów próbki 
rozłamanych m iędzy obie powierzchnie [37, 70, 155, 182]. Metoda ta ma 
tę zaletę, że powstałe powierzchnie wolne są od obszarów zniszczonych 
przesuwaniem  się noża po preparacie, tzw. rys [6, 97, 152, 182]. Całość 
powierzchni przełomów w replikach kom plem entarnych powstaje w wy
niku naturalnego pęknięcia zamrożonej tkanki, podczas gdy w pojedyn
czych replikach, w ytworzonych przy zastosowaniu noża, część obszarów 
powstałych podczas pęknięcia, w ystających w postaci „szczytów” ponad 
płaszczyznę, w której porusza się nóż, zostaje nim  następnie zdarta. 
Jedynie szczegóły leżące niżej, w „dolinach” przełomu, zostają zacho
wane. Metoda replik kom plem entarnych, mimo swych zalet, jest jednak 
niezm iernie kapryśna i czasochłonna, a uzyskanie zadowalających wy
ników nie jest łatwe. Stąd też nie jest ona szeroko stosowana.

Przełom y przez cytoplazmę kom órki są trudne do in terpretacji. J e 
dynie elem enty włókniste (filam enty) dają obiecujące obrazy po zasto
sowaniu techniki kriorytow nictw a [15]. W ognisku zainteresowania ba
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daczy stosujących tę technikę są przede wszystkim odwzorowania we
w nętrznych powierzchni błon [23]. Jak  wierne jest odwzorowanie, jakie 
powstają przy zastosowaniu tej techniki artefak ty  oraz jak je in terp re
tować, jest obecnie przedm iotem  licznych dyskusji i badań.

W technice „kriorytow nictw a” wyróżnia się dwie odm iany proce
dury. Pierwsza to proces freeze-fracturing (FF) (nazyw any też czasem 
freeze-cleaving), k tóry  polega na natychm iastow ym  napyleniu p latyny 
i węgla, tuż po uzyskaniu przełomu przez próbkę (ryc. lOa-d). Druga 
odmiana, tzw. freeze-etching (FE), pozwala na odparowanie wody (a w łaś
ciwie na sublim ację lodu) z powierzchni zamrożonej próbki wystawionej 
na działanie próżni przez pewien czas po przełam aniu tkanki i podgrza
niu jej do tem peratury  ok. — 100°C (ryc. lOe). Daje to w rezultacie 
odsłonięcie głębiej leżących s truk tu r, zamaskowanych w płaszczyźnie 
przełomu drobinam i wody. Na tym  polega właściwe rytow anie (etching). 
Sublim ujące z próbki cząsteczki wody wyłapywane są przez chłodzony 
nóż lub inną osłonę preparatu , na których następuje ich kondensacja 
[157]. Stopień zagłębienia się poniżej poziomu przełomu jest proporcjo
nalny do czasu, jaki upływa między w ytworzeniem  pęknięcia a momen
tem rozpoczęcia napylania w arstw y p latyny i węgla [16]. Dosyć często 
stosuje się jeszcze inną m odyfikację rytow ania, tzw. deep-etching (głę
bokie rytownictwo), gdzie czas odparowywania próbki pod chłodzonym 
nożem (na którym  następuje kondensacja u latniającej się wody) docho
dzi do kilku m inut [53, 54, 56, 135, 181]. Problem atyka niniejszego a rty 
kułu ograniczać się będzie w zasadzie wyłącznie do techniki FF.

Term iny freeze-etching i freeze-fracturing są często używane nie
słusznie jako synonimy. Dotyczy to nie tylko źródeł polskich, lecz przede 
wszystkim anglosaskich. W polskim nazewnictwie również przyjęła się 
myląca nazwa kriorytow nictw a, stosowana do obu odmian procedury. 
Należy więc podkreślić, że fracturing (rozłupywanie) jest tu  procesem 
podstawowym, w którego w yniku powstaje przełom przez badany m a
teriał, podczas gdy „etching” (rytowanie) jest nie zawsze stosowanym 
procesem uzupełniającym , w którego w yniku uzyskać można informacje 
o przestrzennej organizacji s tru k tu r w w arstw ach leżących poniżej płasz
czyzny przełomu [9]. »

Stosowana nom enklatura polska nie jest też ani konsekwentna ani 
trafna. Na przykład w przetłum aczonej na język polski „Fizjologii ko
m órki” Giesego [44] na freeze-etching i freeze-fracture proponowane są 
mało praktyczne term iny: metoda w ytraw iania zamrożeniowego i me
toda rozłupywania zamrożeniowego. Przestalski natom iast [112] używa 
innego określenia FE: metoda w ytraw iania sublimacyjnego. Cieciura [23] 
stosuje term in m rożenie-rytow anie bez rozróżnienia obu rodzajów tech
nik (FF i FE). W ydaje się, że żartobliw y term in „metoda m rozołupu”
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[112] zasługuje na większą popularyzację. Ze względu na swą zwięzłość 
powinien on się przyjąć w polskim nazewnictwie, szczególnie na ozna
czanie techniki FF. Term in kriorytow nictwo (rytowanie) powinien w y
łącznie odnosić się do techniki freeze-etching (FE).

Obrazy uzyskiwane w każdej z metod (FF i FE) są bardzo różne, 
a odmienność ich charakteru  jest dla wprawnego obserw atora oczy
wista. Repliki uzyskane po wyłącznym  zastosowaniu procesu rozłupy
wania (FF) są s truk tu ram i bardzo przestrzennym i, ale repliki pocho
dzące z rytow ania (FE) są o wiele bogatsze w stru k tu ry  trójw ym iarow e 
i m ają znaczną głębię. Stąd też oznaczanie ich jednym  term inem  jest 
dużym uproszczeniem.

Technika kriorytow nictw a (FF i FE) ma ważną zaletę, która sta
nowi o jej wyższości nad innym i technikam i mikroskopii elektronow ej. 
Ukazuje ona mianowicie morfologię s tru k tu r komórkowych nie zmie
nioną chemicznym utrw alaniem , odwodnieniem, przepajaniem , skraw a
niem oraz barw ieniem  m etalam i ciężkimi [16]. Pozwala na wgląd w te 
stru k tu ry  niezależnie od ich własności chemicznego powinowactwa od 
odczynników kontrastujących, a uzyskane obrazy charakteryzują się 
wysoką zdolnością rozdzielczą [181]. Jedyne poważne zmiany, jakich 
można się spodziewać, to możliwe artefak ty  związane z zamrażaniem  
tkanki. W yeliminować je można (niezależnie od stosowania krioprotek- 
tantów  mogących być źródłem innych artefaktów ) odpowiednio obniża
jąc tem peraturę i skracając czas procedury zamrażania do niezbędnego 
m inimum  [110, 136]. Ponadto na m ałych powiększeniach technika ta 
daje rozeznanie w trójw ym iarow ej organizacji badanych s truk tu r. Na 
dużych powiększeniach pozwala poznać m akrom olekularną organizację 
badanego obiektu, np. błony organeli, plazmolemy, s tru k tu ry  w łók
niste [119].

JAK PĘKA ZAMROŻONA BŁONA?

Pogląd, iż błony biologiczne po zamrożeniu i przyłożeniu do próbki 
siły (nacisku noża lub rozrywania) pękają wzdłuż ich płaszczyzny środ
kowej (między dwiema w arstw am i lipidowymi), jest zgodny z rozw a
żaniami teoretycznym i, które mówią, że istniejące tam  niekow alentne 
wiązania między sąsiadującym i ze sobą grupam i hydrofobowymi obu 
w arstw  lipidowych są słabsze niż siły spójności w ystępujące w  otacza
jących je obszarach wypełnionych zamrożoną wodą [7-9, 16, 62]. Stąd 
też powszechnie uważa się, że procedura FF ujaw nia w nętrze apolarne 
podwójnej w arstw y lipidowej [169].

http://rcin.org.pl



B IA Ł K O W A  K O M PO N EN TA  B ŁO N Y  KOM ÖRKOW EJ 183

Inny  przebieg pęknięcia w rozłupyw anej próbce jest o wiele m niej 
prawdopodobny. Oczywiście zdarza się, że płaszczyzna przełomu opusz
cza błonę i przechodzi przez pozbawiony błon obszar cytoplazm y lub 
przestrzeni międzykomórkowych. Uważa się jednak, że przebieg prze
łom u wzdłuż błony, po jej stronie powierzchniowej, zew nętrznej lub 
protoplazm atycznej, zdarza się rzadko, jedynie w przypadku występo
w ania błon ciasno upakowanych obok siebie, jak np. w granach chloro
plastów [8] lub w osłonkach mielinowych włókien nerw owych [7, 84, 
105, 154].

Pogląd, że płaszczyzna przełomu z reguły  biegnie wzdłuż zew nętrz
nej lub w ew nętrznej (protoplazmatycznej) powierzchni błony, miał swych 
zwolenników w początkach zastosowania techniki kriorytow nictw a (FF) 
[64, 91, 121, 161, 176]. Obecnie tylko nieliczni badacze obstają przy ta 
kiej in terpretacji [139-143]. Choć większość przyznaje racje koncepcji 
B rantona [9], że błona pęka w płaszczyźnie środkowej, to jednak pogląd 
ten  nie w ydaje się niezachwiany. Problem  ten  będzie poruszony jeszcze 
w dalszej części niniejszego artykułu . Być może w przyszłości znajdą 
się też inne fakty, które zmienią nasze obecne przekonanie o sposobie, 
w jaki rozłupuje się zamrożona błona.

CZĄSTKI OBECNE W BŁONIE

Na replikach uzyskanych m etodą rozłupywania (FF) obraz w nętrza 
błony po rozszczepieniu jawi się jako jednorodna powierzchnia w arstw y 
lipidowej, która w różnym  stopniu usiana jest w ystającym i z niej na 
rozm aitą wysokość cząstkami [79, 121] (ryc. 9 i 16). C harakteryzują się 
one średnicam i około 8,5 nm [16]. Cząstki te zwane są cząstkami we- 
wnątrzbłonow ym i (intram em brane particles, IMP) lub przezbłonowymi 
(transm em brane particles, TMP) [23].

W w yniku centralnego rozszczepienia zamrożonej błony powstają 
dwie niejednakow e powierzchnie przełomu przez błonę. Uważa się, że 
połowa błony pozostaje związana z protoplazmą, podczas gdy druga jej 
połowa, przylegająca do przestrzeni pozakomórkowej, zostaje od niej 
oderwana (ryc. 7).

Część błony związana z protoplazm ą komórki nazywana jest stroną P 
(protoplasmic — P face), natom iast część zew nętrzna — stroną E 
(external —  E face) (ryc. 12-15). Zgodnie z obecnie powszechnie przy
jętym i poglądami, w replice oglądane są zawsze powierzchnie w ew nętrz
ne rozszczepionej błony (faces), pierw otnie skierowane do jej wnętrza. 
Faktyczne powierzchnie błony (surfaces): zewnętrzna (stanowiąca po
wierzchnie komórki) i w ew nętrzna (na granicy cytoplazm y i błony)
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(ryc. 15) nie są widoczne w replikach, gdyż płaszczyzna przełomu w za
sadzie nigdy nie przebiega wzdłuż tych powierzchni (ryc. 12-14). O obec
ności tych powierzchni wnioskować można jedynie wtedy, gdy przełom 
w pewnych miejscach opuszcza centralną płaszczyznę błony i kieruje 
się w głąb cytoplazm y lub w kierunku na zewnątrz komórki. W tedy 
krawędzie przełomu przebiegają w poprzek błony dając w replice w y
raźne uskoki stanowiące granicę obszarów błoniastych (ryc. 14 i 27).

Należy wyjaśnić, że przebieg płaszczyzny przełom u w tkance jest 
spraw ą przypadku i daje ograniczone możliwości sterow ania nim przez 
osobę dokonującą rozłupywania. W uzyskanej replice w yszukuje się do
piero obszary błon (lub innych struktur), w których rozłupywanie prze
biegło w sposób in teresujący badacza lub nadający się do in terpretacji, 
np. ukazujący duże obszary błon wolne od uskoków, albo powierzchnie 
poszczególnych organeli komórkowych. W jednej replice w ystępują czę
sto na przem ian oba rodzaje powierzchni (P i E), w zależności od tego,

Ryc. 12. Schem at kom órki z zaznaczoną strzałkam i płaszczyzną rozłupywania. 
Oznaczono rodzaje pow stających pow ierzchni przełom ów  błony kom órkow ej, m ożli
w ych do identyfikacji w  replice pow stałej w  płaszczyźnie oznaczonej linią prze
ryw aną (fracture plane). PF — strona docytoplazm atyczna (P-face), ES — po
w ierzchnia zew nętrzna błony (external surface), dostępna jedynie na drodze ryto- 
w ania (etching), EF — strona zew nętrzna (E-face), PS — pow ierzchnia cytoplazm a- 

tyczna błony, dostępna jedynie na drodze rytow ania (etching) [93]
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czy zerw ana została cała komórka, a w dolnej części próbki pozostał 
jedynie zew nętrzny listek jej błony (E-face), czy też kom órka pozostała 
zachowana (wraz z P-face jej plazmolemy), a oderw aniu podlegał jedy
nie zew nętrzny listek jej błony (ryc. 12 i 14). Podobna sytuacja w ystę
puje w przypadku każdej błoniastej organeli względem jej w nętrza 
(macierzy) i przestrzeni zewnętrznej (ryc. 13-14). Leżące obok siebie 
w tej samej replice obszary P  i E błony komórkowej nigdy zatem nie 
mogą należeć do tej sam ej komórki, ponieważ kom plem entarne frag
m enty tej samej błony danej komórki rozszczepiane są do dwóch frag
m entów próbki podlegającej rozłupywaniu: dolnej (pozostającej na sto
liku) i górnej (od dolnej odrywanej). Stąd też sąsiadujące ze sobą obsza
ry  P  i E w danej replice zawsze należeć muszą do dwóch różnych ko
mórek, które leżały obok siebie w preparacie przed rozłupywaniem  
(ryc. 14).

S trona protoplazm atyczna (P-face, PF) jest zawsze bogatsza w cząstki 
białkowe niż kom plem entarna do niej strona zewnętrzna (ryc. 15), przy
legająca do przestrzeni pozakomórkowej (E-face, EF) [7-9, 121]. Na ogół 
przechodzi się nad tym  do porządku dziennego i mało jest prób in ter-

Ryc. 13. A nalogiczny do ryc. 12 schem at ukazujący pow ierzchnie przełom u i ryto- 
w ania pow stające po rozłupyw aniu (i ew entualnym  rytow aniu) błoniastej orga
neli — m itochondrionu. Oznaczenia jak w  ryc. 12. Cyt — cytoplazm a, x  — prze

strzeń m iędzybłonow a [93]
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Ryc. 14. Schem at pow staw ania różnych rodzajów pow ierzchni w  błonach rozłupy
w anych  po zamrożeniu. W — przestrzeń m iędzykom órkowa, P — błona kom órkowa  
(plazm olem a), V — św iatło  b łoniastych pęcherzyków , M — m atriks m itochon- 
drionu, C — m atriks chloroplastu, P F v — listek  plazm atyczny błony budującej 
pęcherzyk, EFv — listek  w ew nętrzny błony budującej pęcherzyk, PFp — strona 
plazm atyczna (P-face) błony kom órkow ej, EFp — strona zew nętrzna (E-face) błony  
kom órkow ej, PFcs, EFss, EFcv, PFcv — pow ierzchnie błon budujących lam ele 
chloroplastu. Protoplazm ę kom órek w ykropkowano (w edług Präparationsm etodik  

in der Elektronm ikroskopie, Springer 1986)

pretacji tego zjawiska. Przyjęło się, że różnica we względnym zagęszcze
n iu  obu powierzchni (P i E) jest k ry terium  ich rozpoznawania, bez w ni
kania, czy istotnie strona gęściej obsadzona cząstkami jest stroną bliższą 
cytoplazm y, a strona rzadziej obsadzona — stroną dalszą od cytoplazmy. 
Je s t to bardzo istotne, gdyż u niektórych organizmów zachodzi zjawisko 
odwrotne: strona E (zewnętrzna) jest bogatsza w cząstki niż strona P 
(protoplazmatyczna) [77, 83]. Podkreślić również należy, że w próbach 
in terp re tac ji obrazów przełomów FF rozpowszechnione są różne inne, 
nie zupełnie sprawdzone dogmaty, zwykle powielane z opracowania na 
opracowanie.

W JAKI SPOSÓB ROZŁUPUJĄ SIĘ CZĄSTKI?

Jeżeli założy się, że przed rozszczepieniem każda cząstka obecna 
w nie tkniętej błonie stanowi jeden kompleks białkowy, będący np. ka
nałem , nośnikiem lub receptorem, to nierówne obsadzenie obu stron 
błony po rozszczepieniu tłum aczyć można dwojako. Po pierwsze, przy
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Ryc. 15. Schem at pow ierzchni błony kom órkow ej (zew nętrznej — Surface ES 
i w ew nętrznej — Surface PS) oraz jej pow ierzchni w ew nętrznych odsłoniętych  
przez rozłupyw anie (protoplazm atycznej — Face PF i zew nętrznej — Face EF) na 

przykładzie krw inki czerw onej [181]

założeniu, że błona pęka symetrycznie, nasuwa się wniosek, że błona 
zbudowana jest asym etrycznie, tzn. że w natyw nej błonie przed roz
szczepieniem cząstki białkowe zlokalizowane są bardziej po stronie cyto- 
plazm atycznej (ryc. 19Aa). Taka in terpretacja  zakłada, że asym etryczny 
rozdział cząstek m iędzy stronę P (silniej obsadzoną) i stronę E (słabiej 
obsadzoną) pozostaje w związku z wyższą zawartością białek w w e
w nętrznym  listku błony [10, 84]. Można też założyć, że błona zbudo
w ana jest sym etrycznie, tzn. że ilość białek błony skierowanych od jej 
płaszczyzny centralnej w kierunku do cytoplazm y i na zewnątrz jest 
jednakowa, za to pęknięcie błony lipidowej przebiega asym etrycznie, bli
żej przestrzeni pozakomórkowej niż cytoplazm y (ryc. 19Ba) i w kon
sekw encji większość cząstek widoczna jest po stronie P  (ryc. 19Bb). 
W tym  m odelu in terpretacyjnym  większość z nich w ykazuje silniejsze 
powinowactwo do cytoplazm y niż do przestrzeni pozakomórkowej, tzn. 
że w czasie rozszczepiania błony segregacja białkowych drobin m iędzy 
zew nętrzny (E) i w ew nętrzny (P) listek lipidowy następuje nierów no
m iernie, z większą tendencją przylegania s tru k tu r białkowych do strony  
cytoplazm atycznej (P) [60]. Na stronę P  przechodzą te cząstki (IMP), 
które zanurzone są w błonie częściowo, od strony  plazmy, oraz te, które 
przenikają błonę na wskroś (TMP), lecz w procesie rozłupywania w y
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ciągane są z zewnętrznego listka lipidowego i w ykazują większą tenden
cję do przylegania do strony P. Z listkiem  zewnętrznym  pozostawałyby 
jedynie te drobiny białka (IMP), które są niekom pletnie zanurzone w bło
nie od strony zew nętrznej (ryc. 3, 8, 9).

Problem  in terpretacji zjawisk zachodzących w metodzie FF  zaryso
w uje się ostro przy opracowywaniu wyników analizy ilościowej gęstości 
obsadzenia błon cząstkami białkowymi [65-67]. Właściwe rozum ienie 
rozłupywania się białkowych elem entów błony na dwie kom plem entarne 
części jest niezm iernie ważne przy porównywaniu wartości zagęszczenia 
cząstek otrzym anych po stronie P i E [69]. Porów nania takie m ają, jak 
dotąd, jedynie charakter statystyczny. Identyfikacja obszarów kom ple
m entarnych i ich kom plem entarnych szczegółów struk tu ra lnych  jest 
niezmiernie trudna. Dlatego też nie zostały dotychczas przeprowadzone 
żadne ilościowe analizy na replikach kom plem entarnych z identyfikacją 
kom plem entarnych szczegółów w obu przylegających do siebie przed 
rozszczepieniem obszarach tej samej błony.

Porównania takie zostały dokonane jedynie na sąsiadujących ze sobą 
w jednej replice obszarach P i E (ze względu na czasochłonność i złożo
ność procedury identyfikacji obszarów kom plem entarnych). Nie jest więc 
wcale oczywisty, ani tym  bardziej udowodniony potoczny pogląd, iż 
cząstce białkowej na jednej stronie, np. P, odpowiada dołeczek (pit) 
w  warstw ie lipidowej po stronie drugiej (E) [184], choć często sytuacja 
taka przedstaw iana jest na niektórych schematach, np. ryc. 7-9, 17a, 
18A, 20a. Dołeczki po jednej stronie błony, które daje się zidentyfiko
wać z w ysuniętym i z nich cząstkami po stronie drugiej, są bardzo nie
liczne [182]. Brak kom plem entarności tych s tru k tu r tłum aczy się czasem 
możliwością w ypełniania faktycznych dołeczków platyną w procesie re
plikacji [184]. W ydaje się jednak, że równie dobrze w trakcie rozszcze
piania błony cząstka może nie zostawiać żadnego śladu po stronie kom
plem entarnej, jak  i że cząstce może odpowiadać kom plem entarna cząstka 
(ryc. 20b i c). W tym  ostatnim  przypadku dochodziłoby do poprzecznego 
pęknięcia kompleksu białkowego, którego obie części występow ałyby 
w przeciwległych połówkach błony. Zagadnienie to w dużej mierze wdąże 
się z omówioną już tu  problem atyką sym etrii bądź asym etrii organizacji 
błony i symetryczności bądź asymetryczności jej pękania po zamroże
niu. Obraz powierzchni w ew nętrznej rozszczepionej błony zależny byłby 
od stopnia, w jakim  w natyw nej błonie zagłębione są kom pleksy biał
kowe, widoczne na replikach w postaci cząstek. Z punktu  widzenia zaś 
sił oddziałujących w czasie rozłupywania na natyw ne cząstki w błonie, 
nie jest jasne, czy cząstki białkowe są oporne na pękanie w poprzek ich 
rdzenia [35, 95], czy też raczej z reguły podlegają poprzecznem u pęka
niu w płaszczyźnie błony [28, 95].
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Ryc. 16. Fragm ent repliki błony kom órkowej (strona P) m iocytu serca 19-dniowego 
zarodka kury. Na szarym  tle lip idów  w idoczne liczne cząstki białkowe, które rzu
cają cienie o różnej długości, zależnie od stopnia w ystaw ania cząstki z podłoża 
i lokalnego nachylenia powierzchni. Zagęszczenia tła św iadczą o pofalowanym  

przebiegu błony. Pow iększenie 150 000 X
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Ryc. 17. Schem at ilustrujący rozbieżność m iędzy teoretycznym  sposobem  rozłupy
w ania błony, gdzie każdej cząstce odpowiada kom plem entarny dołeczek (a) i stanem  
faktycznym , gdy najczęściej dołeczki nie w ystępują na pow ierzchni kom plem en
tarnej z pow ierzchnią obsadzoną cząstkam i (b). L inią przeryw aną f zaznaczono 

teoretyczny przebieg pęknięcia [16]

Istnieją zatem trzy  możliwości wzajem nych relacji elem entów  s tru k 
turalnych  w replikach kom plem entarnych (ryc. 20): (a) cząstka w ystę
puje naprzeciw zagłębienia, z którego została wysunięta, (b) naprzeciw 
cząstki b rak  jest zagłębienia, (c) cząstka w ystępuje naprzeciw  cząstki. 
Sytuacja (c) może oznaczać, że natyw na cząstka IMP została rozfrag- 
m entowana na dwie części, które rozeszły się do dwu kom plem entarnych 
listków rozłupanej błony. W takim  przypadku jeden z powstałych frag
m entów może być za mały, aby uwidocznić się w postaci cząstki, co 
w efekcie dałoby sytuację (b). Sytuację (b) najczęściej spotyka się w re
plikach kom plem entarnych [16] (ryc. 17b, 18B i C, 20b, 27).

Analizując zagęszczenie cząstek na powierzchniach błon w replikach 
zainteresowani jesteśm y nie ty le odpowiedzią na pytanie, ile cząstek 
znajduje się na powierzchni przełomu przez błonę, lecz chcielibyśm y się 
dowiedzieć, jaka jest całkowita liczba cząstek białkowych w natyw nej 
błonie komórkowej oraz czy rozm aite błony różnią się pod względem 
tej cechy. Niejasność co do sposobu rozłupywania cząstek białkowych 
zaburza nam  prostą in terpretację  naszych wyników pomiarów. Nie wia
domo, czy cząstki po stronie P reprezentu ją całość populacji cząstek 
białkowych błony, a cząstki strony E są jedynie odłam kam i niektórych 
z nich; a może też całość populacji cząstek białkowych błony oszacować 
można z zsumowania ich po obu stronach P  i E? Tak należałoby uczynić 
przyjm ując za praw dziw y ten  w arian t interpretacyjny, w  którym  cząstki 
śród- lub przezbłonowe nie pękałyby poprzecznie w płaszczyźnie błony,
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Ryc. 18. Schem at ilustrujący trzy m ożliw e sposoby rozłupyw ania błony: A — cząstki 
po stronie cytoplazm atycznej (PF) w ykazują kom plem entarność do dołeczków  po 
stronie zew nętrznej (EF), gdy błona w  zasadzie rozszczepia się sym etrycznie. Obser
w ow any faktycznie brak kom plem entarności m ógłby być tłum aczony w  tym  m o
delu rozszczepienia jedynie przez m ożliw ość zam askow yw ania dołeczków  napylaną  
platyną; B — brak kom plem entarności pow stały w  w yniku asym etrycznego roz
szczepienia błony; C — brak kom plem entarności w ynik ły  z asym etryczności roz

m ieszczenia cząstek, przy sym etrycznym  sposobie rozszczepienia błony [37]

a jedynie dochodziłoby do ich wysuw ania z kom plem entarnej w arstw y 
lipidowej w procesie rozłupyw ania błony.

Należy podkreślić, stosując term inologię przyjętą przez Cieciurę [23], 
że w związku z tym i niejasnościam i w literaturze światowej term iny
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Ryc. 19. Schem at ilustrujący dwa m ożliw e sposoby pow staw ania nierów nego obsa
dzenia cząstkam i rozłupyw anych części błony — zew nętrznej (EF) i w ew n ętrz
nej (PF) w  założeniu, że nie dochodzi do fragm entacji cząstek (czarne kręgi). Aa — 
natyw na błona obsadzona cząstkam i niesym etrycznie w zględem  płaszczyzny środ
kow ej, Ba — błona obsadzona cząstkam i sym etrycznie pęka n iesym etrycznie, zo
staw iając selektyw nie w iększą liczbę cząstek przy stronie plazm atycznej (PF). 
W obu hipotetycznych sposobach rozszczepienia błony efekt końcow y (Ab i Bb) 

jest ten  sam, mimo że uw arunkowany różnym i przyczynam i

TMP i IMP często używane są zamiennie. Rozważając stosunki białko- 
wo-lipidowe w błonie przed jej rozłupaniem, tradycyjnie uważa się, że 
TMP są cząstkami przebiegającym i przez błonę na wskroś, podczas gdy 
IM P całkowicie aawarte są w obrębie podwójnej w arstw y lipidowej. Nie 
jest natom iast całkiem jasne, czy w ogóle cząstki białkowe pękają po
przecznie w trakcie rozłupywania (w płaszczyźnie równoległej do po
wierzchni błony, przebiegającej między w arstw am i lipidowymi), czy też 
jedynie wysuw ają się spośród lipidów kom plem entarnej połówki błony, 
bez podziału na fragm enty. Stąd też podział na IMP i TMP ([23], s. 27) 
trudno opierać na spekulatyw nym  sposobie ich rozłupywania.
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Ryc. 20. Schem at przedstaw iający trzy m ożliw ości w zajem nych relacji struktur 
w  replikach kom plem entarnych: a — cząstce odpowiada dołeczek, b — cząstce nie 
odpow iada dołeczek ani cząstka, c — cząstce odpowiada cząstka (prawdopodobnie 

zachodzi fragm entacja natyw nej cząstki)

CZY BŁONA ISTOTNIE ULEGA ROZSZCZEPIENIU?

Okazuje się, że koncepcja rozszczepiania błony w płaszczyźnie środ
kowej, mimo iż powszechnie przyjęta, nie jest nie do podważenia. 
Z obserwacji Sjöstranda [141-143] nad błonami m itochondriów wynika, 
że (zapewne ze względu na niską zawartość lipidów w tych błonach, 
a wysoki stopień zawartości białkowych cząstek) nie ma tam  w yraźnej 
w arstw y dwulipidowej, a więc płaszczyzna przełomu w ydaje się prze
biegać wzdłuż faktycznych powierzchni błon (lub czasem poprzecznie 
poprzez błonę), nie zaś wzdłuż jej płaszczyzny środkowej. Opierając się 
na obserwacjach poprzecznych i skośnych przełomów przez błony m ito- 
chondrialne Sjöstrand [143] stw ierdził w grzebieniach, że błony składają 
się głównie z globularnych białek widocznych w postaci cząstek. Są one 
ciasno upakowane, a lipidy w ystępują wśród nich wyspowo, zgrupowane 
głównie po stronie m acierzy (matrix) m itochondrialnej (ryc. 6).

Sjöstrand [141] twierdzi, że to, co uważa się za wew nętrzne po
wierzchnie błony P i E jest w istocie obrazem faktycznych powierzchni 
błon (surfaces): zew nętrznej i protoplazm atycznej, zwróconej do cyto
plazmy. Błona, zdaniem Sjöstranda, nie pęka w płaszczyźnie centralnej, 
lecz płaszczyzna pęknięcia w zamrożonym m ateriale przebiega na ze
w nątrz błony, wzdłuż niej, odsłaniając bądź podbłonową powierzchnię 
cytoplazmy, bądź prawdziwe powierzchnie nie tkn iętej błony, które w y

http://rcin.org.pl



194 L. K O R D Y LEW SK I

kazują obecność cząstek. Po uważnym  przyjrzeniu się nowszemu sche
matowi m odelu budowy błony biologicznej, k tóry  uwzględnia w ystępo
wanie białek powierzchniowych (ryc. 2), trudno oprzeć się w rażeniu, że 
to właśnie prawdziwe powierzchnie błony mogą przedstawiać się na re 
plikach jako obszary obsiane białkowym i cząstkami.

Sjóstrand [141] poddaje dobrze uargum entow anej krytyce obserw a
cje Brantona [7], P into da Silva i Brantona [103], Tillacka i M archesi 
[161], W einsteina i in. [177] oraz Nanninga [92]. W skazuje, że ogólnie 
przyjęta koncepcja B rantona [7] odnośnie sposobu rozłupyw ania błony 
w technice FF nie jest całkowicie pewna, jak również obowiązujący 
obecnie model budowy błony biologicznej Singera i Nicolsona [138] nie 
jest zapewne modelem ostatecznym. Fakt centralnego rozszczepienia bło
ny uważa on za dogmat, którego bezkrytyczne przyjęcie paraliżuje mo
żliwość właściwego zrozumienia nie wyjaśnionych spraw, takich jak np. 
brak  pełnej kom plem entarności s truk tu r w replikach kom plem entar
nych. Obserwacje S jöstranda [143] nie znajdują jednak powszechnego 
uznania, choć m ogłyby stanowić podstawę do wniesienia popraw ki do 
ogólnie przyjętego modelu s tru k tu ry  błony biologicznej. Obserwacje nad 
rozłupywaniem  błon w połączeniach międzykomórkowych typu złącza 
szczelinowego (gap junction) [68] mogą również wskazywać, że powszech
nie przy jęty  schem at modelu błony komórkowej i jej rozłupywanie 
w procesie kriorytow nictw a nie zawsze daje się bez zastrzeżeń pogodzić 
z wynikam i obserwacji.

Obsadzenie zew nętrznej powierzchni błony znanym  wyznacznikiem 
(markerem), rozpoznawalnym w m ikroskopie elektronowym , a następnie 
rozłupywanie jej i replikacja m iały bezspornie wyjaśnić miejsce po
w stawania przełomu w błonie [109, 133]. B ranton [9] np. użył ziarn 
ferrytyny, a Tillack i Marchesi [161] obłożyli zew nętrzną powierzchnię 
erytrocytów  włóknami aktyny. W replikach obecność wyznacznika (mar
kera) wykluczała się z obszarami obsadzonymi przez cząstki śródbło- 
nowe, co w efekcie pozwoliło stwierdzić, że nie są to te same powierzch
nie błony. W yznacznik obecny był zawsze w obszarach uznanych za 
faktycznie zewnętrzną powierzchnię błony, podczas gdy cząstki widocz
ne były w wolnych od wyznacznika obszarach uznanych za w ew nętrzne 
strony rozszczepionej błony [161].

Dla rozstrzygnięcia problemu, którędy przebiega pęknięcie w błonie, 
Bullivant i W einstein [13] przeprowadzili oryginalny eksperym ent, 
w którym  po rozłupaniu, zamiast replikacji, m ateriał zatopiono do u ltra- 
cienkiego skraw ania prostopadle do płaszczyzny pęknięcia FF i obser
wowano w transm isyjnym  mikroskopie elektronowym . Okazało się, że 
wzdłuż rozłupanej kraw ędzi tkanki były albo całe, n ietknięte błony, albo 
też same rybosom y oddzielone w procesie FF  od zerw anej z nich błony
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szorstkiej siateczki. Obserwacje te przem aw iałyby za tym, że pęknięcie 
przebiega wzdłuż faktycznej powierzchni błony, bez naruszania jej 
wnętrza. W niosku takiego nie wyciągnięto jednak, a niektóre obrazy, 
które można zinterpretow ać jako połówki błon, były dowodem tego, że 
płaszczyzna pęknięcia FF  przebiega w centrum  błony. Problem  nie zo
stał więc rozstrzygnięty, natom iast obserwacje niezgodne z powszechnie 
a bezkrytycznie akceptowaną koncepcją B rantona [9] zostały odrzucone. 
W ydaje się, że wczesny eksperym ent Bullivanta i W einsteina [13] na
leżałoby obecnie zweryfikować i powtórzyć, uwzględniając osiągnięcia 
w technice mikroskopii elektronowej.

CZYM SĄ CZĄSTKI ŚRÓDBŁONOWE?

Model s tru k tu ry  błony komórkowej Singera i Nicolsona [138], tzw. 
płynnej mozaiki (ryc. 1), zyskał znaczną popularność, gdyż oprócz tego, 
że tłum aczył fak t płynności błony, zgadzał się z obserwowanym obra
zem licznych cząstek białkowych IMP, związanych z podwójną w arstw ą 
lipidową. Słabą jego stroną było jednak założenie, że między pływ ający
mi jak góry lodowe kompleksami białek zanurzonych w lipidach zakła
dał istnienie dużych obszarów nieosłoniętych lipidów (ryc. 1), co nie 
było w zgodzie z obserwowanymi mechanochemicznymi własnościami 
błon [121]. W m iarę postępu naszej wiedzy o białkach błony, szczegóły 
struk tura lne  białkowej kom ponenty błony rozw ijały nasz dotychczasowy 
model błony z obu stron: cytoplazm atycznej i zewnętrznej. W naszym 
pojęciu błona staje się obecnie jakby coraz bardziej białkowa. Nastąpił 
pewien naw rót do pierw otnej koncepcji, że białka (tzw. białka peryfe- 
ryczne) obudowują obustronnie w arstw ę lipidową (ryc. 2). Różnica za
sadnicza z dawniejszym i modelami (typu białko-lipid-białko) polega na 
tym, że część białek (białka integralne) w ystępuje także we w nętrzu 
błony (ryc. 5), natom iast frakcja lipidowa, stanowiąca zapewne m niej 
aktywne, a zarazem m niej ciekawe struk tura ln ie  i funkcjonalnie tło, 
schodzi na plan dalszy zainteresowań badaczy.

Integralne białka błony uważa się za związane z występowaniem  
cząstek śródbłonowych (IMP). Choć sugerują to niektóre schematy, np. 
ryc. 21, to jest jednak znacznym uproszczeniem założenie, że w  repli
kach w postaci cząstek oglądać można bezpośrednio drobiny białek, po
kry te  w arstw ą p latyny  i węgla [121]. Na przykład liczba i rozm iary 
cząstek IM P wskazują na o wiele wyższą zawartość białek budujących 
błonę, niż ma to miejsce w rzeczywistości. W istocie więc natu ra  czą
stek IMP, a przynajm niej znacznej ich liczby, nie jest wyjaśniona [34].
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Trudności w rozszyfrowaniu n a tu ry  cząstek IMP, widocznych w bło
nie po FF, w ynikają z tego, że kry teria  morfologiczne tych cząstek są 
niejednoznaczne, tzn. nie da się przypisać konkretnej form y cząstki spe
cyficznemu białku, receptorowi lub innej makrocząsteczce [84]. Wszy
stkie cząstki w zreplikow anej błonie w yglądają podobnie, a odmienności 
ich morfologii są niespecyficzne. Ze względu jednak na w ielofunkcyj- 
ność błon, a także złożoność zadań każdej pojedynczej błony, spodzie
wać się należy występowania w ielu rodzajów cząstek [16]. Porów nanie 
danych biochemicznych o składnikach ekstrahow anych z błon z danym i 
dotyczącymi morfologii błony po FF jest dosyć trudne [84].

Populacja cząstek IMP może przedstawiać homogenną populację bia
łek lub wiele rozm aitych białek może jawić się jako populacja podobnych 
cząstek, co więcej, wiele rozm aitych białek może wchodzić w skład jed
nej cząstki [84]. Widoczne w replice cząstki są zbyt duże, aby przed
stawiać m iały pojedynczy polipeptyd [137]. Uważa się, że mogą składać 
się one z wielu, zapewne rozm aitych polipeptydów, tworzących funkcjo
nalne jednostki. F isher i Stockenius [33] wykazali, że jedna cząstka mo
że zawierać od 9 do 12 drobin białka. G erritsen i in. [43], McDonnel 
i Staehelin [86] oraz Steinback i in. [158] dostarczyli dowodu, że przy
najm niej niektóre cząstki m ają charakter białkowy. Poddanie proceso
wi FF i replikacji p reparatu  stanowiącego roztw ór białka daje w efekcie 
obrazy cząstek podobne do IMP obecnych w błonach [73]. Dowodu na 
białkowy charakter cząstek IMP dostarczają eksperym enty ze sztucznie 
utworzonym i pęcherzykam i lipidowymi, tzw. liposomami [16, 24, 62, 150]. 
Rozłupywane liposomy w ykazują gładkie powierzchnie, natom iast po 
dodaniu polipeptydów ujaw niają obecność cząstek podobnych do cząstek 
w błonach biologicznych [84, 90]. Tego typu eksperym enty nazywane są 
rekonstytucyjnym i [169].

Enzym atyczne w ytraw ianie białek z błon nie daje jednoznacznej od
powiedzi na pytanie, czy cząstki IMP m ają charakter białkowy [16]. Po 
w ytraw ieniu  pronazą [9, 16] liczba cząstek w zreplikow anych błonach 
nie zmniejsza się, lecz w ykazują one zaburzenia w rozmieszczeniu (agre
gacje). Tłumaczy się to oddziaływaniem  enzym u na związki cząstek 
z elem entam i cytoszkieletowymi, które m ają być odpowiedzialne za 
utrzym yw anie białek w odpowiednim układzie rozmieszczenia w błonie. 
Sądzi się natom iast, że białka integralne są zbytnio obudowane hydro
fobową frakcją lipidową w błonie, by mogły podlegać bezpośredniem u 
działaniu enzymu. Zadziałanie dwujodosalicylanem  litu, k tóry  zaburza 
stru k tu rę  kompleksów lipidowo-białkowych, powodowało zanik cząstek 
w rozłupyw anej błonie [16, 162]. Samo zaś traw ienie enzymatyczne da
wało nieznaczne obniżenie liczby cząstek w błonach dopiero po długo
trw ałej inkubacji [9].
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Za białkowym charakterem  cząstek przem aw ia również asym etrycz
ny rozdział cząstek IMP między stronę P  (silniej obsadzoną) i stronę E 
(słabiej obsadzoną), co pozostaje w związku z wykazaną wyższą zaw ar
tością białek w w ew nętrznym  listku błony [10, 84], W błonach, w któ
rych udział białek jest znikomy, np. w mielinie, obserw uje się m ini
m alną liczbę cząstek IMP [84, 154]. Przem aw ia to w yraźnie za białko
wym  charakterem  tych cząstek, a równocześnie świadczy o tym, że gład
kie tło w rozłupanych błonach ma bezspornie charakter lipidowy.

Choć licznie występujące cząstki w replikach błon praw ie powszech
nie uznaje się za białkowe, to jednak tylko nieliczne ze znanych in te
gralnych białek błony zostały zidentyfikowane jako związane z w ystę
powaniem cząstek IMP. Niektóre znane białka błony w ystępują jako 
cząstki IMP po w budow aniu ich do liposomów (w eksperym entach re- 
konstytucyjnych) [169]. Można je zidentyfikować przez specyficzne zna
kowanie [116, 137], zwłaszcza immunocytochemiczne [95, 108]. A utoradio- 
grafia w kriorytow nictw ie (freeze-fracture autoradiography — FARG) 
nie przyniosła jak dotąd obiecujących rezultatów , ze względu na tru d 
ności interpretacyjne. W tej metodzie nie jest bowiem pewne, czy źródło 
promieniowania leży w płaszczyźnie rozłupywania, czy też nie pochodzi 
z w arstw  tuż pod nią, które nie są widoczne w replice [32, 95, 120, 127]. 
Wśród oznaczonych białek błon najlepiej zbadane są: białko trzeciego 
szczytu elektroforetycznego (3SE; band 3 protein) błon erytrocytów  
[43, 183], ATP-aza aktyw owana przez sód i potas [25, 114, 144], ATP-aza 
aktyw owana wapniem  w siateczce sarkoplazm atycznej [126] oraz rodo
psyna zewnętrznych segmentów w pręcikach siatkówki oka [57].

Białko- trzeciego szczytu elektroforetycznego (3 SE) jest glikoproteiną, 
k tóra przebiega na wskroś przez błonę od przestrzeni pozakomórkowej 
po cytoplazmatyczne w nętrze komórki. Każda 9300-daltonowa drobina 
może być rozszczepiona na 3 fragm enty: zewnętrzny, przezbłonowy i cy- 
toplazm atyczny (ryc. 5). Od strony cytoplazm atycznej wykazano zwią
zek tego białka z aktyną i spektryną [29, 84], podczas gdy na powierzchni 
błony erytrocytów  drobiny tego białka zidentyfikowano jako lektyny, 
receptory wirusów oraz determ inanty  grup krw i [80, 84, 104, 106, 107, 
163]. Całość drobiny 3 SE (band 3) uważa się za cząstkę [178-180]. 
Stwierdzono, że glikoproteiną 3 SE (band 3) i inne białko — glikofosfo- 
ryna, stanowią większość licznej populacji cząstek w błonach erytrocytów  
[84, 180].

W wielu przypadkach identyfikacji cząstek z określonymi białkam i 
sprzyja fakt, że ciasne zgrupowanie cząstek IMP w zreplikowanych bło
nach odpowiada znanym  ogniskom aktywności, np. w złączach szczeli
nowych (gap junction) [48] lub w błonach purpurow ych u Holobacterium  
[5, 79]. Z takich obszarów udawało się wyizolować pojedyncze białka,

6 — FB K  2/88
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np. bakteriorodopsynę z błon purpurow ych Holobacterium [167]. Poprzez 
połączenie techniki FF z metodą dyfrakcji, cząstki IMP w błonach pu r
purowych zostały zidentyfikowane z drobinam i bakteriorodopsyny. Po
równano wzory dyfrakcji elektronów z odpowiednimi obrazami przeło
mów przez błonę, w której IMP w ykazyw ały ciasne, regularne upako
wanie [33].

W narządach elektrycznych Torpedo liczne cząstki IMP uważa się za 
wyznaczniki receptorów acetylocholiny [19, 53, 63]. Również w błonie 
postsynaptycznej zakończeń nerwowych udało się zidentyfikować IMP 
jako receptory [30, 79, 170, 171, 173], Furcht i W endelschafer-Crabb [42] 
ustosunkow ują się jednak krytycznie do założenia, że w m iotubach kury  
receptory konkaw aliny A m iałyby mieć funkcjonalny związek z cząstka
mi IMP. D opatrują się oni raczej funkcjonalnego związku m iędzy recep
toram i i elem entam i cytoszkieletowymi komórki.

W miejscach o znanych funkcjach, jak np. w przewężeniach Ranviera 
aksonów, liczne cząstki IMP zidentyfikowano jako kanały sodowe [122]. 
Heuser i in. [52] oraz Pum plin i in. [113] zidentyfikowali kanały sodowe 
w cząstkach IMP w zakończeniach nerwowych.

Większość niezgrupowanych cząstek IMP, w ystępujących powszech
nie we wszystkich błonach, nie została jednak zidentyfikowana i na tu ra  
ich pozostaje nieznana. Trudno się naw et domyślać, czy wszystkie one 
pełnią jakąś czynnościową rolę, czy są tylko składnikiem  budulcowym  
błony. P rzy  użyciu monoklonalnych przeciwciał z zastosowaniem m ikro
skopii im m unofluorescencyjnej przed rozłupywaniem  tych samych zna
kowanych komórek stwierdzono w m iotubach mięśni szkieletowych kury  
hodowanych in vitro, że (Na, K) ATP-aza daje się skorelować jedynie 
z 50% ilości obserwowanych cząstek IMP [114].

Nie brak i całkiem odm iennych poglądów na natu rę  cząstek IMP. 
Bullivant [16] uważa, że całkowicie niesłuszne jest utożsam ianie cząstek 
śródbłonowych (IMP), uwidocznionych m etodą FF, z w ystępującym i 
w błonie białkam i integralnym i. W edług niego cząstki są jedynie w y
znacznikami (markerami) miejsc, w których w błonie przed replikacją 
obecne było białko, a powstanie cząstki m iałoby być wynikiem  interakcji 
białek z otaczającymi je lipidami. Tonosaki i in. [164] skłaniają się ku 
poglądowi, że cząstka IMP nie jest specyficzną drobiną białka, lecz mo
lekularnym  „kom partm entem ” lub „wyspą” składającą się z rdzenia biał
kowego, obudowywanego lipidam i w czasie procedury utrw alania i za
mrażania. Cząstka według nich nie istnieje w natyw nej błonie, lecz po
w staje w w yniku procesu tzw. dekoracji białek inną kom ponentą (w tym  
w ypadku lipidową) w toku obróbki preparatu . V ervergaert i V erkelij 
[174] uważają, że przynajm niej część cząstek obserwowanych w zrepli- 
kowanej błonie może być zbudowana wyłącznie z lipidów. Nazywa się
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je w tedy cząstkami lipidowymi (lipidic particles). Pochodzą one z od
wróconych miceli (inverted micelles) [168, 169]. Być może powstawanie 
cząstek jest też wynikiem  dekoracji białek innym  czynnikiem, np. za
mrożoną wodą. Gross i Moor [47] zwracają uwagę, że w niektórych przy
padkach może dochodzić do kondensacji wody w rozłupyw anej błonie 
w taki sposób, że powstałe kryształy lodu mogą przypom inać cząstki 
IMP.

ROZMIARY I KSZTAŁTY CZĄSTEK

W związku z wielofunkcyjnością błon występowanie wielu rodzajów 
cząstek w ydaje się oczywiste [16]. Istotnie, w tkankach zwierzęcych roz
m iary i kształty  cząstek są bardzo rozm aite [84] i to zarówno w różnych 
błonach, jak i w sąsiadujących ze sobą obszarach tej samej błony. Od
nośnie zróżnicowania kształtów  cząstek brakuje system atycznych opra-

T A B E L A  1

Zagęszczenie cząstek błonowych strony P sarkolemmy rozmaitych ko
mórek serca owcy (por. ryc. 24) [66]

Rodzaj komórek Średnia gęstość cząstek na 1 p.m2 błony

miocyty komory serca 4680
miocyty przedsionka serca 3340
włókna Purkiniego 4096

cowań. P rzy  szacowaniu ich rozmiarów przyjm uje się zwykle teoretyczny 
kształt ku listy  cząstek i podaje się wartości ich średnic, mimo że właści
wie obserwowane cząstki nigdy regularnym i kulam i nie są. Pom iary 
tzw. średnic dokonywane są zwykle w kierunku prostopadłym  do kie
runku  cienia rzucanego przez cząstkę. Zam iast term inu średnica powinno 
się zatem używać term inu szerokość. Choć najczęściej w opracowaniach

T A B E L A  2

Średnice [66] i zagęszczenie [65] cząstek błonowych strony P sarkolemy 
miocytów komory serca różnych kręgowców (por. ryc. 22 i 23)

Gatunek
Średnia gęstość cząstek 

na 1 (im2 błony ±  SE
Średnia średnica cząstek 

[nm]

szczur 4525±231 7,09
królik 4799±235 6,94
kura 4281±218 6,71
żaba 5848 ±300 7,65
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podaje się jedną średnią wartość średnicy IMP (7-10 nm); wiadomo, że 
w badanym  m ateriale istnieje zawsze szerokie spektrum  rozm iarów tych 
cząstek.

W tubulach system u T komórek m ięśniowych oraz w siateczce sarko- 
plazm atycznej cząstki przyjm ują rozm iary ok. 9 nm [119]. W przypadku 
pierw otniaków  po stronie P średnia wartość średnic cząstek wynosi 
9,96 ± 0,64 nm, a po stronie E — 9,68 ± 0,54 nm, podczas gdy rozrzut 
wynosi 5,2 do 16,1 nm  [84]. Obszary specjalizacji błon, np. złącza szczeli
nowe, charakteryzują się występowaniem  cząstek większych niż w in
nych rejonach [88, 153]. Również zostało wykazane, że rozm iary cząstek 
w homologicznych błonach różnych gatunków są rozm aite [65] (tab. 2). 
W błonach komórek serca żaby stwierdzono występowanie statystycznie 
istotnie większych cząstek niż u innych kręgowców (ryc. 22 i 23).

Ryc. 21. Schem at ilustrujący pow staw anie obrazu cząstki i jej cienia w  replice 
obserw ow anej w  m ikroskopie elektronowym . Pt — kierunek napylania platyną (45°), 
e— — kierunek strum ienia elektronów  tw orzących obraz (O) w  m ikroskopie elektro
now ym . Górna linia ciągła w yznacza przekrój przez napyloną pow ierzchnię z w i
doczną centralnie cząstką. W arstwa w ykropkow ana oznacza platynę napyloną w  po
staci repliki (R). Obszar ukośnie zakreskow any ilustruje stopień gęstości elektro
now ej w  poszczególnych m iejscach repliki i jej obrazu (punkty odpow iadające 
sobie połączono lin iam i pionowym i). Obraz napylonej cząstki daje w ysoki pik 
(spow odow any akum ulacją m etalu na cząstce), podczas gdy cień (w którym  brak 
depozytu m etalu) oznaczony jest depresją w  w ykresie gęstości obrazu (por. ryc.

28) [156]

N ajm niejsze cząstki mogą zostać pom inięte w analizie, gdyż roz
m iary  ich zbliżają się do granicy rozdzielczości wyznaczonej wielkością 
platynow ych ziarn samej repliki (ok. 2 nm) [93, 145]. Równocześnie 
cząstki duże mogą być produktem  fuzji cząstek m niejszych [84]. Roz-
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Ryc. 23. Porów nanie zagęszczenia, sposobu rozm ieszczenia i rozm iarów  cząstek  
strony P w  obszarach 0,16 ąm 2 błon m iocytów  serca kury (A) i żaby (B). D iagramy  
sporządzone z ryc. 22. K reski podziałek oznaczają 0,1 ąm. W idoczne różnice w  za
gęszczeniu cząstek (4443 cząstki/jim 2 — kura, 5781 cząstki/ąm 2 — żaba) oraz w  śred

nicach cząstek [65]

m iary  cząstek w dużej m ierze podlegają też deform acji związanej z pro
cesem rozłupywania i napylania [123], dlatego też należy bardzo ostroż
nie interpretow ać w yniki pomiarów. Zreferowane tu  wątpliwości nie
których autorów (odnośnie tego, czym są cząstki obserwowane w repli
kach, i czy pow stają one w procesie rozłupywania i/łub replikacji oraz 
jakim  podlegają artefaktom ) poddają w wątpliwość wnioski dotyczące 
oceny kształtów i rozmiarów cząstek IMP.

ANALIZA ILOŚCIOWA ZAGĘSZCZENIA CZĄSTEK W BŁONIE

W ystępowanie rozm aitej liczby cząstek w błonach obserwowane było 
w ielokrotnie. Krańcowym i przypadkam i są np. błona osłonki mielinowej, 
praktycznie pozbawiona cząstek [7, 84, 105, 154] oraz błony lam eli chloro
plastów, bardzo bogate w  cząstki [8]. (Mielina jest metabolicznie nie
aktyw na i służy jako w arstw a izolująca dla włókien nerwowych, pod
czas gdy lamele chloroplastów w ykazują wysoki stopień aktywności 
w procesach fotosyntezy [7].)

W literaturze nie brak  danych liczbowych zagęszczenia cząstek po
daw anych dla rozm aitych błon biologicznych. W lim focytach szczura 
obserwowano 860 ± 27 IM P/ąm 2 po stronie P  i 362 ± 17 IM P/ąm 2 po 
stronie E, w kom órkach leukem icznych zaś 2692 ±  82 IM P/ąm 2 po stro
nie P  i 799 ± 29 IM P/ąm 2 po stronie E [84]. W m iocytach kom ory serca
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m yszy po stronie P  obserwowano średnio 1373 IM P/pm 2 [46]. W miocy- 
tach przegrody międzykomorowej serca królika obserwowano około 
2300 IM P/pm 2 [38, 39]. W kom órkach węzła zatokowo-przedsionkowego 
królika stwierdzono 1339 ± 69 IM P/pm 2 [85]. Po stronie E w węzłach 
Ranviera aksonów obserwowano 1200-1500 IM P/pm 2 [160]. W miobla- 
stach serca szczura in vitro wykazano 1756 ± 95 IM P/pm 2 [65]. B erry  
i wsp. [3] obserwowali około 2200 IM P/pm 2 po stronie P  i około 
700 IM P/pm 2 po stronie E w sarkolemie miocytów serca chomika sy ry j
skiego. Rayns i in. [118] stw ierdzili 400-700 cząstek/pm 2 po stronie P  
i 80-120 cząstek/pm 2 po stronie E w sarkolem ie miocytów kom ory serca 
świnki m orskiej. Baker i Baldwin [2] dla kom órek m ięśnia szkieleto
wego szczura podają 1508 ± 236 IM P/pm 2 po stronie P  i 169 ± 159 
IMP/fim2 po stronie E. Nie u wszystkich organizmów strona P  charak
teryzuje się wyższym zagęszczeniem niż strona E; np. u pierw otniaków  
strona E w ykazuje wyższe zagęszczenie cząstek (1875 IM P/pm 2) niż s tro 
na P (1866 IM P/pm2) [77, 83],

System atyczne porównania zagęszczenia cząstek w błonach poparte 
analizą statystyczną nie są jednak liczne. Z przytoczonych poniżej w y
ników analiz ilościowych wynika, że naw et ograniczając się jedynie do 
bogatszej w  cząstki strony  P, uzyskuje się statystycznie istotne różnice 
mierzonego param etru  gęstości cząstek błonowych w błonach komórko
w ych rozm aitych tkanek. Podobnie różnice w ystępują w  błonach ko
m órkow ych w tych samych tkankach u rozm aitych gatunków zwierząt.

Ryc. 24. Porównanie zagęszczenia i sposobu rozm ieszczenia cząstek strony P  
w  obszarach 0,16 pm2 błon różnych kom órek serca ow cy: m iocytu kom ory
(a) 5143 cząstek/pm 2 i kom órki układu przewodzącego serca (b) 4343 cząstki/pm 2. 
W w yniku  analizy kom puterow ej środki obrysów  cząstek zaznaczono krzyżyka

m i [66]
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W ykazane zostały różnice zagęszczenia cząstek błonowych strony  P 
sarkolem y miocytów serca u owcy między komórkami w przedsionkach 
oraz komorach i kom órkam i układu przewodzącego serca (włóknam i 
Purkiniego) [66] (tab. 1, ryc. 24). Sarkolem a w rozm aitych typach włó
kien mięśni szkieletowych (wolnych i szybkich) płazów różni się liczbą 
IMP po stronie P, jak również układem  cząstek [171]. W ykazano rów
nież statystycznie istotne różnice między sarkolem ą miocytów serca roz
m aitych gromad kręgowców (ssaki, ptaki i płazy) [65] (tab. 2, ryc. 22 
i 23). Przypuszcza się, że błony w  odm iennych regionach tej sam ej ko
mórki mogą różnić się s truk tu rą , a stosunkowo łatwo m ierzalna cecha 
gęstości cząstek błonowych jest w yraźnie zależna od rozm aitych stanów 
fizjologicznych komórki [59, 84, 169]. Jest ona także zmienna w czasie, 
w szczególności podlega zmianom rozwojowym w ontogenezie.

RÓŻNICOWANIE SIĘ BŁON POLEGA NA ZW IĘKSZANIU SIĘ ZAGĘSZCZENIA
CZĄSTEK

Wzrost zagęszczenia cząstek z wiekiem był obserwowany w błonach 
pręcików siatkówki oka myszy [99, 165]. W procesie mielinizacji obser
wowano wzrost zagęszczenia cząstek w węzłach Ranviera od 600-14 500 
IMP/fim2 do 1200-1500 IM P/ąm 2 po stronie E [160]. W m iocytach ko
m ory serca mysich embrionów stwierdzono nieznaczny wzrost zagęsz
czenia cząstek błony komorowej po stronie P  między 10 a 18 dniem  
ciąży (od 1404 do 1493 IM P/ąm 2 [46]). Wzrost liczby cząstek w repliko
wanych błonach (P-face) stwierdzono również w niektórych stanach pa
tologicznych, jak nowotwór pęcherza moczowego [101] i kardiom iopatia 
u chomika [3]. Równocześnie w dystrofii mięśniowej [129], u m utantów  
Drosophila oraz przy niedostatku w itam iny A [128], w eksperym ental
nym  niedotlenieniu [38] i we włóknach mięśniowych szczura unierucho-

T A B E L A  3

Wzrost zagęszczenia cząstek błonowych strony P w embriogenezie serca 
kurczęcia (por. ryc. 25). Wartości średnie z 3-6 replik dla każdego stadium 

rozwojowego [67]

Stadium rozwojowe 
wg [49]

Czas inkubacji 
w dobach (37° C)

Gęstość cząstek 
na 1 pm2 błony

12+ 2 2228+139
24 4 3064+109
30 7 3048 +  138
37 11 3234+285
40 15 3274+ 69
45 19 3762+234
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mionych przez tenotomię [2] obserwowano spadek wartości zagęszczenia 
cząstek w błonach zarówno po stronie P, jak i E.

W sercach zarodków kury  [67] stwierdzono stały  wzrost gęstości 
cząstek w toku embriogenezy, przy czym najintensyw niejszy przyrost 
liczby cząstek na jednostkę powierzchni błony po stronie P obserwowa
no w początkowych stadiach rozwojowych, we wczesnej embriogenezie 
serca bezpośrednio po rozpoczęciu akcji skurczowej (tab. 3, ryc. 25).

Ryc. 25. W ykres ilustrujący w zrost w artości zagęszczenia cząstek strony P w  m io- 
cytach em brionów  kurczęcia (oś rzędnych — liczba cząstek/pim2 pow ierzchni błony) 
z w iek iem  em brionalnym  (oś odciętych — dni inkubacji). Odpowiednie num ery  
badanych stadiów  rozw ojow ych w g [49] podano na górze w ykresu. N ajw cześniejsze  
stadium  badano tuż po rozpoczęciu akcji skurczow ej serca. W pierw szych dniach 
rozwoju obserw ow ano najintensyw niejszy przyrost w artości zagęszczenia cząstek

błony (por. tab. 3) [67]

Podobnie u płaza Xenopus laevis [69], najintensyw niejszy przyrost 
gęstości obsadzenia błon miocytów serca w ystępuje w rozwoju najm łod
szych larw, tuż po rozpoczęciu akcji skurczowej serca (tab. 4, ryc. 26); 
dalszy rozwój kijanek Xenopus  charakteryzuje się stałym , choć nieco 
słabszym wzrostem  gęstości cząstek. W końcu jednak gęstość cząstek 
w błonie miocytów serca po stronie P u dorosłych płazów osiąga o wiele 
wyższe wartości niż u stałocieplnych kręgowców (ptaków i ssaków)
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Ryc. 26. Porów nanie przyrostu zagęszczenia cząstek błony m iocytów  serca po stro
nie P (ciem ne punkty, ciągła linia) oraz po stronie E (jasne punkty, lin ia prze
rywana) w e w czesnym  okresie rozwoju larw y płaza Xenopus laevis  w  okresie bez
pośrednio po rozpoczęciu akcji skurczow ej serca. Gęstość cząstek — oś rzędnych, 
dni od zapłodnienia — oś odciętych. Num ery badanych stadiów  rozw ojowych po
dano w g [98], Przyrost zagęszczenia jest szczególnie intensyw ny w e w czesnym  

rozwoju, ale nie przebiega identycznie po obu stronach P i E (por. tab. 4) [69]

T A B E L A  4

Wzrost zagęszczenia cząstek błonowych po stronie P i po stronie E w em- 
briogenezie serca płaza Xenopus laevis (por. ryc. 26). Wartości średnie 

z 3-6 replik dla każdego stadium rozwojowego [69]

Stadium 
rozwojowe 

wg [98]

Dni
od zapłodnienia

Gęstość cząstek 
na 1 urn2 błony 

po stronie P ±  SE

Gęstość cząstek 
na 1 pim2 błony 

po stronie E ±  SE

33/34 1 3/4 2444±158 653±  90
37/38 2 1/4 3167±286 1361 ±194
42 3 1/3 4702±394 1446±122
46 4 3/4 4564±265 1616 ±  193
47 5 1/2 4898 ±143 2061 ±208
50 15 5009 ±206 2053±191
56 38 5499 ±244 2144± 135
66 58 6116±232 1996±209
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[65-67, 69]. P rzyrost gęstości cząstek jest więc większy w rozwoju płaza 
(X. laevis) niż ptaka (kura) i ustala się na wysokim poziomie, jeśli po
równać wartości dla dorosłych osobników (4281 — kura, 6116 — Xeno
pus). Jest rzeczą znamienną, iż u gatunku zimnokrwistego (Xenopus) 
liczba cząstek jest znacznie wyższa niż u innych badanych stałocieplnych, 
k tóre nie różnią się między sobą gęstością cząstek błonowych [65] (tab. 2).

Ze względu na większą niż u innych kręgowców liczebność cząstek 
białkowych w błonach miocytów serca płazów [65], podjęte zostały po
równawcze badania tem pa w zrostu gęstości cząstek w obu częściach 
błony (po stronie P  i po stronie E) w ontogenezie Xenopus  [69]. K łopot- 
liwość techniki replik kom plem entarnych (w szczególności niemożność 
uzyskania większej liczby kom plem entarnych replik) nie pozwoliła na 
przeprowadzenie ilościowej analizy na kom plem entarnych obszarach P  
i E, lecz jedynie na sąsiadujących ze sobą obszarach P i E w tych sa
m ych (a więc nie kom plem entarnych) replikach miocytów serca larw  
Xenopus laevis. Choć we wszystkich stadiach rozwojowych gęstości czą
stek strony E są zawsze mniejsze niż po stronie P, po obu stronach bło
ny obserw uje się wzrost ich zagęszczenia z wiekiem em brionalnym  lar
wy płaza [69] (tab. 4, ryc. 26). Tak jak  w przypadku strony P  w mio- 
cytach serca zarodków kury  [67], tak  po stronie E wzrost gęstości cząstek 
jest najbardziej intensyw ny we wczesnych okresach embriogenezy 
serca Xenopus  (tab. 4, ryc. 26). Tendencja wzrostowa utrzym uje się 
w dalszym  rozwoju, lecz jej tempo jest zwolnione [69]. Można zatem po
wiedzieć, że różnicowanie się błon miocytów serca w ontogenezie krę
gowców polega na dodawaniu cząstek białkowych do frakcji lipidowej, 
czyli na zagęszczeniu błony kom ponentą białkową. Byłoby interesujące 
znaleźć potwierdzenie tej inform acji w prostych, jak się wydaje, obser
w acjach biochemicznych nad rozwojem błon.

FIZJOLOGICZNA INTERPRETACJA ZAGĘSZCZENIA CZĄSTEK

W artości gęstości cząstek błonowych można porównać do zagęszcze
nia poszczególnych kanałów, nośników i receptorów oznaczanych przez 
analizę w budow ywania w błonę ligandów specyficznych dla poszczegól
nych typów kanałów, nośników lub receptorów białkowych [27]. Z po
rów nania tego wynika, że szybkie kanały sodowe (zarówno oznaczane 
tetrodoksyną, jak i saksitoksyną) oraz kanały wapniowe oznaczane n itren- 
dypiną stanowią jedynie m ałą frakcję w całej populacji białkowych czą
stek błony widocznych na replikach w ME, natom iast ich znaczną część 
stanowić mogą ogniska pom py sodowo-potasowej oznaczane ouabainą
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[27]. Mimo to gęstość cząstek obserwowanych po stronie P  znacznie prze
wyższa gęstość miejsc wbudow ujących znane ligandy. W artości tych 
ostatnich są jednak zbliżone do gęstości cząstek obserwowanych w repli
kach po stronie E. Stąd sugestia, aby cząstki strony E (niestety w m niej
szym stopniu skupiające uwagę badaczy) uznać za w ykładnik liczby 
czynnych kanałów, receptorów czy nośników błony [70].

Bezsporna w ydaje się korelacja wysokiej gęstości cząstek błony z jej 
aktywnością czynnościową. Za przykład posłużyć mogą wspom niane już 
błony osłonek mielinowych, których bierna izolacyjna rola skorelowana 
jest z niską zawartością cząstek [7-9, 84, 105], jak również gęsto obsa
dzone cząstkami błony lam eli chloroplastów, zaangażowane w procesy 
fotosyntezy [8], lub bogate w cząstki błony grzebieni mitochondriów, 
na których intensywnie przebiegają procesy fosforylacji oksydacyjnej 
[139-143],

ROZMIESZCZENIE CZĄSTEK W BŁONIE

N ajbardziej typowym  układem  cząstek, obserwowanym w rozłupy
wanych błonach (szczególnie zwierząt wielokomórkowych — Metazoa) 
jest układ równom ierny [84]. Z w yjątkiem  wyspecjalizowanych obsza
rów błony, jak np. połączenia międzykomórkowe, cząstki nie tworzą 
w tedy żadnych regularnych układów i wydaje się, że ich rozmieszcze
nie jest kwestią przypadku. W pewnych szczególnych stanach mogą w y
stępować agregacje cząstek [169].

Obszary specjalizacyjne błon o pewnych szczególnych układach czą
stek można podzielić na stałe i przejściowe [23]. Stałe obszary specjaliza
cyjne w ystępują przede wszystkim  w połączeniach międzykomórkowych, 
których szczegółowe omówienie wykracza poza ram y niniejszego opra
cowania. Przykładem  mogą być tu ta j dwuszeregowo ustawione cząstki 
w błonach zakończeń nerwowych [30, 170, 171, 173], charakterystyczne 
dla stref aktyw nych błony presynaptycznej [30, 41, 52, 78, 115, 117] lub 
regularnie rozmieszczone w układzie heksagonalnym  cząstki w rejonie 
złącza szczelinowego (gap junction), które uważa się za wyznaczniki 
koneksonów [4]. Ponadto stałe obszary zróżnicowanego rozmieszczenia 
cząstek w ystępują np. u niektórych pierwotniaków, gdzie spotyka się 
obszary błon pozbawione cząstek [83, 147]. W m iocytach mięśni gładkich 
i serca kaweole, tj. zagłębienia sarkolemy, uważane dawniej za pęche
rzyki pinocytotyczne, w zasadzie są wolne od cząstek [76]. Plem nik ssa
ków jest charakterystycznym  przykładem  specjalizacji rozmieszczenia 
cząstek błony [40].
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Do przejściowych odchyleń od równom iernego rozmieszczenia cząstek 
dochodzi w procesie egzocytozy [125]. W czasie endocytozy lub fuzji 
błon dochodzi do usunięcia cząstek z obszarów błon zaangażowanych 
w  te procesy [22, 72, 84, 96, 100, 169]. Uważa się, że w arunkiem  in ter
akcji błon jest zanik cząstek IMP w rejonach podlegających fuzji. Otwie
ranie się pęcherzyków synaptycznych, w w yniku fuzji błon pęcherzy
ków i błony presynaptycznej zakończeń nerwowych, związane jest z w y
stępow aniem  w strefach aktyw nych szczególnych układów dużych czą
stek, które uważa się za miejsca kanałów do przepływ u jonów wapnia 
[52, 54, 78, 114]. W niezróżnicowanych m ioblastach cząstki IMP w ystę
pują  grupowo. Różnicowanie się mioblastów i ich fuzja towarzyszy po
jaw ieniu się równom iernego rozmieszczenia cząstek IMP na błonach 
m iotub [42]. Dojrzewanie zakończeń nerw owych polega na przejściu od 
chaotycznego do wysoce uporządkowanego rozmieszczenia cząstek w stre
fach aktyw nych błony presynaptycznej [78], natom iast wiele lokalnych 
agregacji cząstek, obserwowanych w rozm aitych tkankach, nie znajduje 
na razie funkcjonalnego wytłum aczenia; stanowią one zapewne nieznane 
specjalizacje błon [135].

Zgodnie z przyjętym  modelem płynnej mozaiki zakłada się możli
wość przemieszczania się s tru k tu r białkowych w komponencie lipidowej 
błony. Ruch poprzez błonę ma być związany z zadaniami transportow y
m i błony (transport substancji przez błonę). Przemieszczanie się cząstek 
w płaszczyźnie błony (jak liście pływające po stawie) objawia się okre
sowymi lub lokalnym i zmianami zagęszczenia cząstek lub zmianą spo
sobu ich rozmieszczania (agregacja). Ruchliwość cząstek w preparacie 
zmienić można wahaniam i pH [84, 102], działaniem  glicerolu na komórkę 
[83, 87] oraz oddziaływaniem  hormonów [59]. W krw inkach czerwonych 
stwierdzono, że ruch ten  związany jest z w ystępowaniem  antygenów 
powierzchniowych, lektyn i receptorów w irusow ych [84]. Zm iana zaś 
wyspowego na równom ierne obsadzenie błon cząstkam i jest charaktery
styczna dla różnicujących się komórek [42, 69].

OBSERW ACJA STEREOSKOPOWA ZWIĘKSZA WYKRYWALNOŚĆ CZĄSTEK

Różny stopień w ystaw ania cząstek białkowych ponad poziom lipido
wego tła repliki jest zazwyczaj przyczyną zaniżania mierzonych wartości 
liczby cząstek na jednostkę powierzchni błony [38, 39, 46, 85]. Dzieje 
się tak  z powodu subiektyw nej oceny co cząstką jest, a co nie jest, 
a w przypadku niejasnego jej obrazu — pom ijania cząstki [38]. Niskie
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Ryc. 27. Przykład par zdjęć stereoskopow ych w ykonanych (przy różnicy nachylenia  
repliki w zględem  kierunku strum ienia elektronów  5°) w  celu lepszego rozeznania  
w  organizacji błony kom órkow ej na replikach kom plem entarnych m iocytów  serca  
ow cy po stronie P (górna para) i E (dolna para). Dla uzyskania efektu  stereosko
powego górną i dolną parę zdjęć należy oglądać za pomocą stereoskopu. Obszary 
kom plem entarne pozostają w  przybliżeniu ułożone sym etrycznie w zględem  poziomej 
lin ii oddzielającej obie stereopary. W idoczne w  centrum  złącze szczelinow e (gap
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cząstki odznaczają się krótkim  cieniem, k tóry  przy niekorzystnym  na
chyleniu lokalnego tła lipidowego może w ogóle nie występować (ryc. 31).

Najlepsze rezu lta ty  w rozpoznawaniu cząstek osiąga się stosując 
obserwacje trójw ym iarow ych obrazów replik, poprzez robienie par zdjęć 
(ryc. 27) różniących się kątem  ustaw ienia stolika goniometrycznego. 
Obrazowanie stereoskopowe zwiększa czułość m etody w ykryw ania obec
ności cząstek [65]. W obrazie płaskim  (w przypadku cieniowania bez 
rotacji preparatu) cząstkę rozpoznaje się po obecności jej cienia (ryc. 16, 
21, 28). Na zmontowanych stereoparach fakt obecności cienia cząstki jest 
jedynie pomocniczy, natom iast do rozpoznawania cząstki służą elem enty 
s tru k tu ry  jej samej, widziane pod różnym i kątam i i w ten sposób skła
dające się na trójw ym iarow y jej obraz (ryc. 27). Stąd też naw et na j
niższe „bezcieniowe” cząstki widoczne są bezspornie jako wyniosłości 
w ystające ponad powierzchnię lipidową.

Stosując konsekwentnie metodę obrazowania stereoskopowego uzyski
wałem  wyniki pomiarów gęstości cząstek błonowych o wartościach prze
ciętnie dw ukrotnie wyższych niż cytowane w literaturze [65-67, 69]. 
Oznacza to, że przy metodzie mono (płaskiego odwzorowania replik) 
około połowa liczby cząstek jest pomijana. Przydatność m etody stereo 
(przestrzennego obrazowania replik) jest zatem bezsporna, n iestety m e
toda ta nie jest zbyt popularna [26, 93, 151, 155, 156], Poza tym, że 
w mikroskopie elektronow ym  wym aga ona stolika goniometrycznego 
i odpowiednich uchwytów preparatu , umożliwiających jego nachylenie 
i rotację, jest to metoda, która podwaja zużycie m ateriałów  fotograficz
nych, co przy dużych liczbach zdjęć do analizy ilościowej nie jest spra
wą bagatelną.

Błąd w ynikły z zaniżania liczby cząstek błonowych jest większy po 
stronie E niż po stronie P. W ynika to z faktu, iż po stronie E tylko bar
dzo nieliczne cząstki są wyraźne, wysokie, podczas gdy większość tej 
(o wiele m niej liczebnej niż po stronie P) populacji cząstek strony E 
stanowią cząstki niskie, bardziej podatne na pominięcie przy zliczaniu. 
Po stronie P  natom iast cząstki wysokie stanowią większość, a frakcja 
cząstek niskich pozostaje w mniejszości; pominięcie m niej licznych czą
stek niskich ma zatem m niejszy wpływ na błąd w wyznaczaniu gęstości 
cząstek na jednostkę powierzchni strony P.

junction) charakteryzuje się regularnym  układem  w iększych niż gdzie indziej 
cząstek (górna para) oraz regularnym  układem  dołeczków  (dolna para). Na górnych  
zdjęciach ponad złączem  w idoczny obszar desm osomu, poniżej złącza mała kaw eola, 
dw ie dalsze kaw eole w  lew o w  skos. Po praw ej w yraźny uskok spow odowany  
przejściem  płaszczyzny przełom u z jednej błony na drugą, a co za tym  idzie — ze 
strony P na stronę E. Czarna kraw ędź uskoku przedstaw ia przestrzeń m iędzyko

m órkową. Pow. 100 000 X
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Dalsze błędy w oszacowaniu gęstości cząstek białkowych w błonie, 
których naw et obrazowaniem stereoskopowym wyeliminować się nie da, 
mogą być spowodowane zanikaniem niektórych cząstek, ich fragm enta- 
cją lub agregacją w w yniku chemicznego utrw alania tkanki, kriopro- 
tekcyjnej glicerynacji, mrożenia, rozłupywania i napylania.

PROBLEM KOMPLEMENT ARNOSCI

Obserwacje replik  kom plem entarnych są niezbędne do właściwego 
zrozumienia lokalizacji cząstek błony względem płaszczyzny przełomu. 
Waga badań nad kom plem entarnością rozłupywania doceniana jest przez 
wielu badaczy [37, 65, 68, 166, 175]. Jedynie na podstawie replik  kom
plem entarnych rozstrzygnąć można kwestię sposobu przylegania odpo
wiednich szczegółów rozszczepionych połówek błony. N iestety tylko nie
liczni autorzy decydują się na konsekwentne stosowanie obserw acji replik 
kom plem entarnych. Głównie ma to miejsce z uwagi na bardziej złożoną 
procedurę w ytw arzania replik kom plem entarnych względem techniki 
uzyskiwania replik pojedynczych, trudności w odnalezieniu kom plemen
tarnych fragm entów  na dużych powiększeniach, częstą u tra tę  komple
m entarnych fragm entów  w w yniku uszkodzeń w ytw arzanych replik 
oraz liczne niejasności in terpretacyjne szczegółów kom plem entarnych 
przy granicy rozdzielczości repliki (2 nm). Mimo wielu zalet metoda ta 
nie jest zatem atrakcyjna dla badaczy, gdyż zwykle nie daje wyników 
proporcjonalnych do koniecznego nakładu pracy.

W szystkie schem aty ilustrujące, co dzieje się z błoną w czasie roz
łupyw ania (np. ryc. 7-9, 11), przedstaw iają sytuację tak, jakby  po roz
szczepieniu błony powstawały jej dwie połówki, których szczegóły ideal
nie pasują do siebie. Schematów tych jednak nie tworzono na podstawie 
porównawczych badań replik kom plem entarnych. W rzeczywistości 
(szczególnie na dużych powiększeniach) trudno jest dopatrzyć się takie
go regularnego przylegania szczegółów w replikach kom plem entarnych 
(ryc. 27). W szczególności szeroko dyskutow any jest problem, dlaczego 
zwykle trudno jednoznacznie doszukać się zagłębień (pits) m ających od
powiadać w ysuniętym  z nich cząstkom (ryc. 17b, 18B, C, 20b, c). Nawet 
w w ypadku bardzo regularnych układów cząstek, jak np. w obszarach 
złącz szczelinowych, spraw a przylegania cząstek (będących wyznaczni
kami koneksonów) do obserwowanych w kom plem entarnych replikach 
dołeczków (pits) nie jest jednoznaczna [68]. W złączu szczelinowym sy
tuacja jest jednak inna niż w przypadku pojedynczej błony, gdyż na 
obraz błony w rejonie złącza ma wpływ bardzo bliskie (leżące tuż za
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szczeliną) sąsiedztwo elem entów struk tura lnych  drugiej błony, która 
sama nie podlega pęknięciu (Kordylewski, w przygotowaniu).

W przypadku rozłupywania pojedynczej błony sytuacja jest prostsza, 
ale i tak  absolutnej kom plem entarności obu jej rozszczepionych połówek 
nie ma. Idealne dopasowanie szczegółów replik kom plem entarnych było
by możliwe teoretycznie tylko wówczas, gdyby rozłupywanie nie było 
związane z żadnymi deform acjam i pękających struk tu r, a następujące 
po nim wystaw ienie powierzchni przełomu na działanie próżni i depozyt 
m etalu nie powodowałoby ubytków  ani pozyskiwania m ateriału. W tedy 
każde zagłębienia i każda wypukłość m usiałyby idealnie odpowiadać od
powiednim wypukłościom i zagłębieniom w „siostrzanej” replice. W isto
cie jednak zagłębienia mogące być „bliznam i” po cząstkach są obser
wowane o wiele rzadziej niż m ające im odpowiadać cząstki [20]. Fakt 
ten był naw et podstawą do kwestionowania realności istnienia cząstek. 
Nie brak też jednak doniesień o możliwości identyfikacji cząstek pasu
jących do dołeczków [16, 36, 151, 155]. Powszechne generalizowanie tych 
przypadków jest jednak nieporozumieniem.

Za stw ierdzony brak  kom plem entarności połówek rozszczepionych 
i replikowanych błon obarcza się odpowiedzialnością tzw. deform ację 
plastyczną (która będzie tu  omówiona), możliwość w ypełniania się do
łeczków platyną lub zanikania ich w w yniku kondensacji substancji na 
powierzchni przełomu, a także możliwość zacierania się ostrych k ra 
wędzi drobnych w pukleń i w ypukleń przełomu w w yniku napylania [37]. 
W szystkie te argum enty  m ają charakter spekulatyw ny i są poparte je
dynie teoretycznym i rozważaniami. System atyczne badania artefaktów, 
w szczególności artefaktów  prowadzących do braku  kom plementarności, 
praktycznie nie zostały przeprowadzone.

OGRANICZENIA TECHNIKI FF

Tak jak w każdej innej metodzie preparatyki mikroskopii elektro
nowej. technika FF charakteryzuje się rozm aitym i ograniczeniami [84, 
181]. liależy tu:

zdclność rozdzielcza rzędu 2 nm [145], nie pozwalającą na rozróżnie
nie szczegółów s tru k tu r wielkocząsteczkowych;

brak specyficznych wyznaczników do identyfikacji rozm aitych che
micznych kom ponentów obecnych w replikow anej błonie;

przypadkowość przebiegu płaszczyzny przełomu;
tru lność w uzyskaniu dużych obszarów dobrej jakości do pomiarów 

ilościowych;

7 — PBK  2/88
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zestaw rozm aitych artefaktów  powstających na różnych etapach pro
cedury, które u trudn ia ją  popraw ną in terpretację  uzyskiw anych obrazów 
[6, 70, 111, 124, 152, 181].

ARTEFAKTY TECHNIKI FF

W żadnej technice preparacyjnej artefaktów  uniknąć się nie da. Ko
nieczna jest więc właściwa in terpretacja zmian zaistniałych w p repara
cie [75]. Stosując w arian ty  procedury często trzeba wybierać mniejsze 
zło, gdyż środek zapobiegający jednym  artefaktom  jest często źródłem 
powstawania innych. Należy przede wszystkim uświadomić sobie, że 
w technice FF sama replika, którą poddaje się obserwacji, jest niczym 
innym  jak artefaktem , a nie biologiczną strukturą . Mimo iż istnieje ten 
dencja interpretow ania zdjęć replik w taki sposób, jakoby widoczne tam  
szczegóły m iały być szczegółami preparatu , to jednak nie są one niczym 
innym  jak tylko depozytami p latyny  i węgla. Ziarna platyny, budujące 
replikę, rozmieszczone są zależnie od organizacji replikow anej próbki 
oraz w w yniku nie całkiem poznanych procesów interakcji m iędzy czą
stkam i deponowanego m etalu i cząstkami zamrożonej próbki. Ponadto, 
zanim dochodzi do wytworzenia jej obrazu, próbka zostaje nie tylko pod
dana drastycznej obróbce, ale naw et zostaje całkowicie usunięta (roz
puszczona) i nie jest przedm iotem  obserwacji w mikroskopie.

A rtefak ty  techniki FF podzielić można na zasadnicze grupy zależnie 
od etapu procedury, na którym  powstają: 

wywołane utrw alaniem , 
wywołane krioprotektantem , 
wywołane procedurą zamrażania, 
wywołane procedurą rozłupywania, 
wynikające z sublim acji i kondensacji, 
poreplikacyjne,
w ynikające z zaburzenia odtw arzania obrazu w mikroskopie, 
in terpretacji obrazu.
O niektórych z nich wspomniano już w tym  artykule. Obecnie zaj

miemy się omówieniem, w jaki sposób poszczególne rodzaje artefaktów  
techniki kriorytow nictw a w pływ ają na in terpretację s tru k tu ry  błon bio
logicznych.

ARTEFAKTY UTRW ALANIA

Początkowo preferow ano rozłupywanie tkanek bez uprzedniego che
micznego ich utrw alania, uważając, że na tej drodze elim inuje się arte-
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fakty  związane z drastyczną ingerencją substancji chemicznej — u trw a
lacza. Okazało się jednak, że zabiegi krioprotekcyjne i sama procedura 
zamrażania nieutrw alonej tkanki w prowadzały nowe, inne artefak ty . 
Okazało się, że zarówno utrw alone, jak i nieutrw alone tkanki po rozłu
pywaniu dają podobne obrazy, a zamrażanie nieutrw alonej tkank i jest 
bardziej kłopotliwe i związane z ryzykiem  nowych artefaktów . Koniecz
ne jest w tedy stosowanie tzw. quick freezing lub rapid freezing ze 
zmniejszonym do m inim um  czasem zamrażania [58, 132, 135, 136].

Uzyskiwanie bardzo podobnych obrazów replik po zastosowaniu che
micznego utrw alania i bez zastosowania u trw alania pozwala zatem  przy
puszczać, że u trw alanie chemiczne przy użyciu powszechnych u trw ala
czy do m ikroskopii elektronowej, np. aldehydu glutarowego (nie stosuje 
się czterotlenku osmu), nie wprowadza znacznych zmian w struk tu rze  
błon. Stąd też kłopotliwa procedura szybkiego zam rażania bez u trw a
lania jest bardzo często z powodzeniem zastępowana przez m rożenie 
utrw alonych tkanek, łatw iejszych w obróbce [58],

L efort-T ran i in. [74] zalecają dużą ostrożność w in terpretacji obra
zów zamrożonych próbek w odniesieniu do m akrom olekularnej organi
zacji błon biologicznych. Uważają oni, że wstępne utrw alanie (prefiksa- 
cja) glutaraldehydem  może później prowadzić do fragm entacji niektó
rych cząstek błony, jak również do zaburzenia (często występującego 
w niektórych obszarach) ich parakrystalicznego układu, ponieważ glu- 
taraldehyd może zmieniać siły przylegania białkowych cząstek do reszty 
błony. Ponadto pH utrw alacza może mieć znaczenie dla procesu agre
gacji cząstek w błonie [84, 102].

Ryc. 29. Schem at sferycznej cząstki (L) o średnicy 100 nm, poddanej napylaniu  
platyną i w ęglem . Strzałka w skazuje kierunek napylania (45°) w zględem  podłoża. 
Zachowano skalę grubości napylonej w arstw y platyny 2,2 nm (ciem na lin ia  — Pt) 

oraz w ęgla 20 nm (jasny obszar w okół cząstki — C) [134]
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N astępująca po utrw aleniu  procedura odwodnienia tkanki może pro
wadzić do jej obkurczenia, co w rezultacie może spowodować zaburze
nie wyników obserwacji ilościowych, zarówno wartości zagęszczenia czą
stek  w błonie, jak i rozm iarów samych cząstek. Brak jednak na ten te
m at jednoznacznych danych. Pęcznienie lub obkurczanie się komórki 
i jej organeli może powodować zmianę przebiegu błon oraz rozpad s truk 
tu r  błoniastych na pęcherzyki. Rozmaici autorzy dyskutują też inne 
a rte fak ty  utrw alania [1, 11, 21, 45, 50, 51, 58, 132].

ARTEFAKTY KRIOPROTEKCJI

K rioprotektant, np. 30% zbuforowany wodny roztwór glicerolu, 
z regu ły  stosuje się po chemicznym utrw aleniu  tkanki, stąd nie należy 
spodziewać się drastycznych zmian w tkance po jego zastosowaniu [84, 
111]. Nieliczne prace zwracają jednak uwagę na możliwość zmian w bło
nach pod wpływem  wprowadzenia krioprotektanta [1, 87, 94, 110, 132]. 
U trw alanie tkanki przed krioprotekcją niekoniecznie zapobiega artefak
tom związanym z penetracją substancji krioprotekcyjnej [17, 132]. Na 
przykład zbyt gwałtowne przepajanie krioprotektantem  może spowodo
wać obkurczanie się próbki. Uważa się, że krioprotektant może mieć 
w pływ  na cytoarchitekturę komórki, stąd też może zaburzać rozmiesz
czenie cząstek IMP w błonie [82, 84, 87, 181].

ARTEFAKTY ZAM RAŻANIA

Pow staw anie kryształów lodu w w yniku niewłaściwego, zbyt wolne
go zam rażania powoduje zwykle totalną destrukcję s tru k tu r preparatu  
[181]. Trudno zatem zgrubne a rtefak ty  zam rażania pomylić ze szczegó
łam i struk tura lnym i preparatu. Replika dotknięta tego rodzaju artefak
tam i nie nadaje się zwykle w ogóle do analizy. Kłopotliwa jest nato
m iast in terpretacja  m ikrokryształów, których rozm iary mogą leżeć w po
bliżu zdolności rozdzielczej repliki (2 nm), a ich występowanie może 
być ograniczone do niektórych tylko rejonów preparatu.

Hudson i in. [58] uważają, że powstawaniu kryształów  w zamrożonej 
próbce zapobiec się nie da; tworzą się one zawsze, chodzi jednak o to, 
aby specyficznymi zabiegami (krioprotekcją lub/i przyspieszeniem tem pa 
zamrażania) spowodować, by rozm iary ich były jak  najm niejsze, tzn. 
by leżały poniżej rozdzielczości repliki (mniejsze niż 1 nm). Tempo za
m rażania powinno wynosić — 1000°C/s, tzn. obniżenie tem peratu ry  od
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+  4°C do — 100°C musi nastąpić w ciągu m niej niż 1/10 s [58]. Ideałem  
jest takie zamrożenie nieutrwalonego m ateriału  (umieszczonego w roz
tworze fizjologicznym bez krioprotektanta), aby w trakcie zam rażania 
nie doszło do zmiany aktywności biologicznej próbki. U ltraszybkie za
m rażanie (nieutrw alonych tkanek bez krioprotekcji) uzyskuje się przez 
spuszczenie małego skraw ka tkanki na blok czystej miedzi, oziębiony 
ciekłym helem  do tem peratu ry  — 266°C [18, 55]. Daje to zadowalające 
efekty w tkance na grubość do 20 ąm od powierzchni bloku miedzia
nego [54, 157].

ARTEFAKTY ROZŁUPYW ANIA

Jaw ne „grube” artefakty , powstające w trakcie rozłupyw ania prób
ki, to rysy od noża, depozyty pokruszonej tkanki (debrisu), odrywane 
i przenoszone przez nóż na inne miejsce w preparacie oraz m echaniczne 
przemieszczenie fragm entów  próbki. Są one łatw e do identyfikacji i in
terpretacji. Gorzej jest z delikatnym i zmianami struk tu ra lnym i na po
ziomie zdolności rozdzielczej repliki. Może tam  dochodzić do fuzji cząstek 
leżących blisko siebie lub też poszczególne cząstki mogą być w yryw ane 
z podłoża. W ten sposób zaburzeniu ulegać może ich liczba. Na czoło w y
suwa się tu  problem  deform acji plastycznej, k tóry  szeroko dyskutow a
ny jest przez badaczy [6, 14, 15, 28, 75, 89, 124, 146].

Sposób odkształcenia cząstki pod wpływem  sił rozrywających, zasto-

Ryc. 30. Schtem at ilustrujący przykład odkształcenia cząstki na drodze deform acji 
plastycznej w  trakcie rozłupyw ania po zam rożeniu w  ciekłym  azocie. Strzałka  
w skazuje płaszczyznę rozryw ania. Cząstka najpierw  ulega rozciągnięciu (a — c), 
po czym część słabiej zw iązana ze środow iskiem  (górna) zostaje w ysunięta  (d), lecz 

ostateczny kształt cząstki znacznie odbiega od pierw otnego (e) [146]
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Ryc. 31. Schem at ilustrujący zależność długości cienia poszczególnych cząstek P 
od lokalnego ukształtow ania błony (na przykładzie pow ierzchni zew nętrznej błony  

m itochondrionu M) przy stałym  kącie napylania SA 45° [93]

sowanych w niskiej tem peraturze, zależy na pewno od charakteru  samej 
cząstki i od jej związków ze środowiskiem (ryc. 30). Dobre utrw alanie 
i rozłupywanie w niskiej tem peraturze może złagodzić powstawanie 
artefaktów  w tym  zakresie. Nie wiadomo jednak, czy wielość kształtów 
cząstek i szerokie spektrum  ich rozmiarów jest wynikiem  natyw nej róż
norodności, czy też wynikiem  artefaktów  rozłupywania. Przyjęło się, że 
za wszelką (faktyczną lub domniemaną) niezgodność obserwowanych 
detali z oczekiwaniami, odpowiedzialnością obarcza się niesprecyzowaną 
deform ację plastyczną próbki.

ARTEFAKTY SUBLIM ACJI I KONDENSACJI

W technice „freeze-etching” (FE) po dokonaniu rozłupywania celowo 
doprowadza się do sublim acji wody z powierzchni preparatu . Przed 
przypadkowym  zanieczyszczeniem jest on w tedy zabezpieczony nożem 
lub inną osłoną. Ew entualne zanieczyszczenia osiadłe na rytow anej po
wierzchni są i tak zaraz usuwane przez prąd sublim ującej wody [157]. 
Może też dochodzić naw et do porywania przez sublim ujący prąd nie
których elem entów s tru k tu ry  preparatu  i przemieszczania ich lub gu
bienia, co jest artefaktem  specyficznym dla techniki freeze-etching (FE).

W technice freeze-fracture (FF) czas między przełam aniem  tkanki 
a replikacją powinien być możliwie najkrótszy, aby uniknąć niepożąda
nego „etchingu”, a także aby nie narażać przełomu na zanieczyszczenie.
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Zim na powierzchnia przełomu podatna jest na kondensację na niej dro
bin wody sublim ującej z odłamków preparatu  pozostałych na nożu lub 
z innych rejonów preparatu  [152, 159], a także innych resztkowych czą
stek z otoczenia — oleju z pom py próżniowej oraz innych lotnych sub
stancji (np. węglowodorów) [156]. Aby zmniejszyć wyłapyw anie tych za
nieczyszczeń przez preparat, stosuje się także zimne osłony. Również 
wysoka próżnia zmniejsza zanieczyszczenia [159]. Nie rozwiązany pro
blem  stanowi możliwość dekoracji natyw nych cząstek p reparatu  innym i 
substancjam i [47].

ARTEFAKTY REPLIKACYJNE

Replika zanieczyszczona jest często grubym i depozytami p latyny  lub 
węgla, które „odpadły” od elektrody w procesie jej odparowywania. Są 
to zwykle cząstki grubsze, stałe, które nie zostały zdeponowane na po
w ierzchni preparatu  w postaci pary. Delikatna błonka repliki (grubości 
25 Ä p latyny i 200 Ä węgla, ryc. 29) może też ulec pęknięciom lub ro- 
zerwaniom  w procesie jej przenoszenia na siatkę. Pęknięcia lub braki 
ciągłości replik są często przeszkodą w identyfikacji odpowiadających 
sobie obszarów w replikach kom plem entarnych. Niepożądane jest rów
nież zanieczyszczenie repliki resztkam i rozpuszczonej tkanki.

Depozyt p latyny i węgla może wpływać na zmianę rozmiarów obser
w ow anych szczegółów strukturalnych , np. średnic cząstek. Mimo stoso
wanego stałego kąta napylania, lokalne zmiany ukształtow ania repliko
wanego podłoża mogą być przyczyną rozmaicie kształtującego się cienia 
w ystępujących na tym  podłożu wypukłości, np. cząstek (ryc. 31). Może 
to być przyczyną niedostrzegania bezcieniowych cząstek i w związku 
z tym  zaniżenia ich liczby. Zakrzyw ienie napylanej powierzchni ma 
w pływ  na wyniki szacunku zagęszczenia cząstek [148]. Szczegóły blisko 
siebie leżące, np. sąsiadujące ze sobą cząstki, mogą nawzajem  zasłaniać 
się cieniami (ryc. 28). Również może dochodzić do wypełnienia platyną 
m ałych zagłębień (dołeczków — pits), a ich zanik może być przyczyną 
braku  kom plem entarności tych s tru k tu r do cząstek w replikach kom ple
m entarnych  [37]. Ostre kraw ędzie wpukleń i wypukleń mogą ulegać zła
godzeniu w w yniku depozytu m etalu w replice [37]. Depozyt węgla daje 
przejrzyste „halo” wokół ostrych platynow ych konturów  cząstek (ryc. 29) 
[134]. Ziarnistości p latyny  w struk turze  repliki zaburzać mogą w yra
zistość obrazu na dużych powiększeniach i są przyczyną ograniczenia 
zdolności rozdzielczej repliki do 2 nm [145].

Ruben [123] zwraca uwagę na możliwą deform ację s tru k tu r związaną
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z napylaniem  platyną. Stwierdza on, że ani szerokość cienia cząstki 
(particle shadow w idth  — PSW), ani też szerokość „czapeczki” wytw o
rzonej na cząstce przez platynowo-węglowy nalot (particle cap w idth — 
PCW) nie są jednoznaczne z faktycznym i rozm iaram i natyw nej cząstki. 
PCW  jest zależna od charakteru  chemicznego cząstki: inaczej powstaje 
na cząstkach białkowych, a inaczej na m etalicznych. Jest ona również 
zależna od kąta napylania i grubości podłoża. PSW  jest w ytw arzana nie
zależnie od składu chemicznego cząstki i może być lepszym wyznaczni
kiem jej rozmiarów. Cień cząstki nie powstaje jednak tak, jakby w y
nikało to z prostoliniowego rozchodzenia się „prom ieni” napylanego m e
talu. Tworzenie się cienia jest procesem niezależnym od tworzenia się 
„czapeczki”. O dgryw ają tu  rolę niezupełnie poznane, a skomplikowane 
m echanizm y in terakcji między cząsteczkami deponowanego m etalu i ele
m entam i pokryw anej s tru k tu ry  [123].

ARTEFAKTY PROJEKCYJNE

K ąt nachylenia repliki względem kierunku strum ienia elektronów 
w m ikroskopie jest bardzo w ażny dla właściwej kontrastowości obrazu 
(ryc. 21). W krańcow ych wypadkach pokrycie się kierunku strum ienia 
elektronów  z kierunkiem , pod jakim  została napylona platyna (zwykle 
45°), może wywołać efekt zaniku w ytworzonych w replice cieni [71, 156]. 
Ze względu na znaczną trójwym iarowość powierzchni repliki, kąt jej 
nachylenia w trakcie w ykonyw ania zdjęć ma duże znaczenie dla od
wzorowania odległości między poszczególnymi szczegółami w replice. 
Jest to bardzo istotne przy wykonyw aniu wszelkich pomiarów na zdję
ciach replik. Dzięki tym  różnicom możliwe jest tworzenie obrazów tró j
w ym iarow ych z par zdjęć robionych przy różnym  nachyleniu repliki 
w kolum nie m ikroskopu [157],

PROBLEMY INTERPRETACJI OBRAZU

Istnieją dwa sposoby przedstaw iania zdjęć replik z m ikroskopu elek
tronowego. N iekiedy stosuje się tzw. obrazy pozytywne, czyli takie, ja 
kie pow stają bezpośrednio na ekranie fosforyzującym  mikroskopu elek
tronowego. W ypukłości obecne w replice są ciemne, a ich cienie jasne. 
Na ogół jednak lepsze efekty osiąga się stosując obrazy negatywowe, 
tzn. takie, jakie otrzym uje się na kliszy naśw ietlanej w kolumnie m ikro
skopu [181]. W ypukłości repliki są w tedy jasne, a ich cienie ciemne.
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Na odbitkach fotograficznych efekt ten uzyskuje się przez tzw. double 
printing: przed ostatecznym  uzyskaniem  obrazu na papierze fotogra
ficznym z oryginalnego negatyw u uzyskuje się stykowo odwrócony ne
gatyw pośredni, k tóry  dopiero kopiowany jest na papier [130]. Takie 
przedstawienie s tru k tu r repliki (wypukłości jasne, cienie ciemne) uważa 
się za bardziej naturalne, zgodne z codziennym doświadczeniem, gdzie 
oświetlone obiekty rzucają ciemne cienie. Jest to jednak odwróceniem  
sytuacji w replice, gdzie cień wypukłości jest rezultatem  braku  depozytu 
m etalu i daje jasną plamę na ekranie m ikroskopu elektronowego, pod
czas gdy m etal osadzony na w ypukłej struk tu rze powoduje b rak  świe
cenia ekranu w tym  miejscu (ryc. 21). Białe cienie mogą jednak prow a
dzić do błędnych in terpretacji s tru k tu ry  obserwowanych detali [157]. 
W szczególności cyklicznie powtarzające się szczegóły, będące dołeczka- 
mi, zinterpretow ać można jako tw ory krateropodobne [18, 157]. Z tego 
też względu większość czasopism u ltrastruk tu ralnych  zaleca autorom  
przedstaw ianie zdjęć replik z czarnym i cieniami.

Niewłaściwa orientacja cienia może również prowadzić do błędów 
interpretacji obrazu. Dawniej zawsze stosowano oznaczenie k ierunku  na
pylania w postaci strzałki w kółku w rogu zdjęcia, inform ujące rów no
cześnie o kierunku cienia. Obecnie coraz częściej widzi się reprodukcje 
zdjęć replik bez tej informacji, za to stosowane są ujednolicone zasady 
orientacji cienia przy m ontowaniu zdjęć do publikacji. Cienie skiero
wane skosem w dół dają naturalne złudzenie boczno-górnego oświetle
nia i uw ypuklają w ystające detale. Gdy zdjęcie takie obróci się „do góry 
nogami” i cienie zostaną skierowane ku górze, dla niektórych obserw a
torów nieobeznanych z faktyczną struk tu rą  p reparatu  wypukłości ukażą 
się jako zagłębienia [157]. Jest to typowy przykład złudzenia optyczne
go, dem onstrow any na obrazach stosu kostek o czarnych i białych ścia
nach. Obrócenie takiego rysunku „do góry nogami” powoduje, że kostki 
wydają się wklęsłe. Dlatego większość czasopism zaleca obecnie takie 
montowanie zdjęć replik, aby ciemne cienie skierowane były w dół. Aby 
właściwie zinterpretow ać obraz z białym i cieniami (w wypadku stoso
wania obrazu nieodwróconego fotograficznie), zdjęcia fotograficzne na
leży montować tak, aby cienie skierowane były ku górze [157]. W szystkie 
zdjęcia replik reprodukow ane w niniejszej pracy (ryc. 16, 22, 27, 28) są 
przedstawione z ciemnymi cieniami skierowanym i ku dołowi.

Ze względu na znaczną trójwym iarowość s tru k tu ry  repliki oraz mo
żliwość wadliwej in terpretacji, co jest w niej wgłębieniem, a co w y
pukłością, zaleca się stosowanie obserwacji stereoskopowej (ryc. 27) [26, 
65, 93, 155, 156], która daje jednoznaczną orientację w preparacie co do 
jego wypukłości i zaklęśnięć, pod w arunkiem  właściwego zm ontowania 
zdjęć w parę. Zam iana zdjęcia prawego z lewym powoduje specyficzny
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„artefak t” widzenia trójwym iarowego: wszystkie wypukłości przedsta
w iają się jako zagłębienia, a wklęsłości są wypukłe.

Przedstawione tu  trudności techniczne i interpretacyjne, związane 
z zastosowaniem obserwacji replik błon biologicznych, narzucają ko
nieczność znacznej ostrożności w wyciąganiu wniosków z uzyskiwanych 
obrazów. Mimo to, metoda kriorytow nictw a nadal służy do lepszego po
znania organizacji błon. K ierunki badań oparte na tej technice, które 
będą rozwijane w przyszłości, to żmudne opracowania ilościowe oraz 
eksperym enty m ające na celu identyfikację cząstek obecnych w błonie.
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