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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 6, NB i, WTO (57-77)

POLIAMINY A WZROST NOWOTWORÓW

POLYAMINES AND THE GRO W TH OF CANCER

Ryszard FARBISZEWSKI i Danuta KILCZEWSKA

Zakład Chemii Nieorganicznej, Instytut Chemii i Biofizyki AM w Białymstoku

Streszczenie, Poliaminy: putrescyna, spermidyna i spermina, obok wielu innych 
czynników, są w dużym stopniu odpowiedzialne za wzrost komórek prawidłowych. 
Nowotworom u ludzi i doświadczalnym nowotworom u zwierząt, wywołanym przez 
onkogenne wirusy i chemiczne czynniki karcinogenne, towarzyszy wzrost stężenia 
poliamin w komórkach i płynach biologicznych (surowica krwi, płyn mózgowo - 
-rdzeniowy, mocz). Zwiększenie zawartości tych związków spowodowane jest wzro
stem aktywności enzymów biorących udział w ich syntezie. Niektóre związki che
miczne, hamujące wzrost komórek nowotworowych, zmniejszają aktywność enzymów 
uczestniczących w biosyntezie poliamin. Wskazywałoby to na ważną biologiczną 
rolę poliamin w procesie wzrostu komórek nowotworowych.

Summary. Polyamines: putrescine, spermidine and spermine, apart from other 
factors in high degree are involved in nor mai celi growth. Based on the experi- 
mental evidence available at the present time it seems that the natural polyamines 
play an essential role in cellular metabolism and in celi proliferation in particular. 
Significant increase in the concentration of polyamines in cells and in biological 
fluids (blood serum, cerebrospinal fluid and urine) is connected with the human 
cancers and experimental animal cancers, induc ed by tumor - promoting agents, 
essential for carcinogenesis. Enhanced activity of four enzymes is primarily respon- 
sible for the biosynthesis of polyamines. Some chemotherapeutic agents, inhibitora 
of cancer celi growth, decrease the activity of enzymes engaged in synthesis of 
polyamines. It is concluded that these factors may be important in regulation of the 
process of tumor celi growth.

Wykaz stosowanych skrótów

BHK — komórki nerki chomika noworodka
cAMP — cykliczny 3'5' - adenozynom ono fosforan,
db cAMP — pochodna dwubutyrylowa cyklicznego 3'5' - adenozyno mo
no fosforanu
cGMP — cykliczny 3',5' - guanozynomonofosforan
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58 Rl. F A R B I S Z E W S K I  I D. K I L C Z E W S K A

Poliaminy są drobnocząsteczkowymi związkami organicznymi po
wszechnie występującymi we wszystkich komórkach zwierzęcych, ro
ślinnych, a także w . bakteriach i bakteriofagach. Ich prekursorami są 
ornityna i metionina, z których na drodze dalszych przemian powstają 
putrescyna, spermidyna i spermina. Chociaż biochemiczna funkcja tych 
związków nie została dotychczas dokładnie sprecyzowana, badania in 
vitro i in vivo wskazują na ważną i różnorodną rolę biologiczną polia- 
min. Stwierdzono, że poliaminy biorą udział w biosyntezie białka [3, 19, 
33, 52, 55, 65, 117, 126] oraz w procesie wzrostu komórek zwierzęcych 
i bakteryjnych [20, 53, 90, 103]. Metabolizm kwasów nukleinowych oraz
cały szereg innych biochemicznych reakcji jest ściśle związany z polia-
minami [13, 26-28, 54, 58, 62, 110, 118, 127].

Zawartość poliamin wewnątrz komórek u eukariotów ulega waha
niom i zależy od fazy cyklu komórkowego [29, 42, 78]. Hibasani i wsp.
[44] stwierdzili, że komórki nerki chomika noworodka w fazie stacjo
narnej zawierają mniejsze ilości poliamin niż komórki w fazie logaryt
micznego wzrostu. Komórki zwierzęce wykazują dość znaczne różnice 
w zawartości poliamin, uzależnione głównie od wieku zwierząt [57, 74, 
103, 112]. Zaobserwowano stopniowy spadek spermidyny, a wzrost sper- 
miny w komórkach wątrobowych wraz z wiekiem u myszy. Wśród zwie
rząt tego samego wieku brak jest zależności między masą ciała a stęże
niem poliamin [45].

Stwierdzono, że po dodaniu czynników stymulujących podział ko
mórek do hodowli różnych linii komórkowych (BHK, limfocytów) na
stępuje gwałtowny wzrost stężenia poliamin [46, 115]. Komórki regene
rujące! wątroby zwierząt po częściowej hepatektomii [49, 101], gruczoły 
ślinowe myszy pod wpływem izoproterenolu, wykazującego działanie 
(3 - adrenergiczne [56], a także niektóre tkanki pod wpływem działania 
hormonów inicjujących wzrost [18, 98] zawierają więcej poliamin niz.
odpowiednie tkanki nie pobudzone.

Ostatnio Roszel i wsp. [94] zaobserwowali, że poliaminy: putrescyna,
spermidyna i spermina, dodane łącznie do hodowli komórek nabłonka 
pęcherza moczowego utrzymują je w stanie maksymalnego wzrostu oraz
przedłużają znacznie okres ich przeżycia.

Biosynteza poliamin przebiega w kilku etapach. Enzymem zapocząt
kowującym pierwszy etap jest dekarboksylaza L -o rn i ty n y  (EC 4.1.1.17), 
która katalizuje reakcję syntezy putrescyny z ornityny. Drugim enzy
mem warunkującym szybkość tworzenia poliamin jest aktywowana przez 
putrescynę dekarboksylaza S - adenozylo - L - metioniny (EC 4.1.1.50). 
W następnym etapie cząsteczka propyloaminy z dekarboksylowanej 
S - adenozylo - L - metioniny jest przenoszona na putrescynę przy udziale
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POLI A MI NY A WZROST NOWOTWOROW 59syntezy spermidyny, tworząc spermidynę, lub na spermidynę przy udziale syntetazy sperminy, tworząc sperminę. Te dwa końcowe etapy biosyntezy poliamin są najmniej poznane. Przemiana spermidyny w sperminę zachodzi w komórkach bardzo szybko. Możliwa jest również przemiana w odwrotnym kierunku, sperminy w spermidynę, która może ulec dalszej przemianie w putrescynę. Obie te reakcje zachodzą przy udziale oksydazy poliaminowej (EC 1.5.3.3.), a jako produkt uboczny

Rye. 1. Schemat biosyntezy poliamin w komórkach u eukariotów [88]uwalnia się aldehyd 3 - aminopropionowy [51], Biosynteza poliamin w tkankach jest regulowana również zawartością substratów wyjściowych: ornityny i metioniny.Schemat biosyntezy poliamin w komórkach zwierzęcych przedstawiono na rye. 1.
http://rcin.org.pl
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I. ZAWARTOŚĆ PO LIA M IN  W KOM ÓRKACH ZW IERZĘCYCH ORAZ PŁYNACH
ZEWNĄTRZKOMÓRKOWYCH W CHOROBIE NOW OTW OROW EJ

W badaniach nad doświadczalną karcinogenezą u zwierząt zaobser
wowano wzrost stężenia poliamin w komórkach.

Stwierdzono, że olej krotonowy i jego aktywny składnik octan mi- 
rystylowy forbolu, wywołujący hyperplazję i promocję nowotworu skó
ry  u myszy [10], przyczynia się również do wzrostu stężenia poliamin 
w komórkach naskórka myszy [88].

W doświadczalnych nowotworach, zwłaszcza w szybko rosnących
wątrobiakach Morrisa [124], wątrobiakach Walkera i w innych komór
kach nowotworowych aktywnie proliferujących, poziom poliamin jest 
kilkakrotnie wyższy niż w komórkach, z których te nowotwory pocho
dzą. Wątrobiaki rosnące wolno i bardziej zróżnicowane zawierają mniej
sze ilości tych składników [49].

Zawartość poliamin jest wyższa w wątrobie myszy obarczonej ko
mórkami raka wysiękowego Ehrlicha [2, 5] niż w wątrobie myszy zdro
wej. Badania nad metabolizmem komórek raka wysiękowego Ehrlicha 
wskazują na zwiększenie syntezy spermidyny i sperminy [5, 9, 113]. 
Wykazano szczególnie wysoką zawartość putrescyny w pierwszym okre
sie wzrostu komórek po przeszczepieniu do nowego gospodarza [2, 60]. Ka
lio i wsp. [60] stwierdzili w komórkach raka wysiękowego Erhlicha nie
wielkie wahania w stężeniu putrescyny, natomiast dość znaczny wzrost 
spermidyny i sperminy podczas wzrostu nowotworu.

Marton i Heby [71] uważają, że wzrost nowotworu wywołanego 
N - nitrozometylomocznikiem jest ściśle skorelowany z poziomem w e
wnątrzkomórkowych poliamin. Podobny pogląd wyraża Russell i Levy 
[102] w przypadku doświadczalnej białaczki limfatycznej L 1210 u myszy.

Zaobserwowano również wzrost stężeń putrescyny i spermidyny po 
zakażeniu fibroblastów zarodka kurczęcia wirusem mięsaka Rousa [22, 
23] i po zakażeniu linii komórkowej BALB/3T3 wirusem mięsaka m y
szy [32].

W ostatnich latach wykazano znaczne gromadzenie poliamin w tkan
kach nowotworowych u ludzi, np. we włókniakach, mięsakach, wątrobia
kach, nowotworach mózgu, płuc i w szpiku kostnym w białaczkach u dzie
ci [72, 73, 83, 92]. Stwierdzono również zwiększenie zawartości poliamin
w nowotworach u roślin (cyt. za [8]).

Wydaje się interesujący fakt, że w większości przypadków wzro
stowi guzów nowotworowych towarzyszą zmiany syntezy poliamin rów
nież w narządach, które są bezpośrednio związane z komórkami guza, 
np. w przypadku raka wysiękowego Ehrlicha dochodzi do wzrostu stęże
nia spermidyny w wątrobie [2] oraz do wzrostu aktywności dekarboksy-
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PO LIA M JIN Y  A  W Z R O S T  N O W O T W O R Ó W 61

lazy ornitynowej w wątrobie i śledzionie [84, 85]. Obserwacje innych
autorów wskazują na wzrost poziomu spermidyny i sperminy w wątrobie 
szczurów z mięsakiem Rd/3 [82]. Również w przypadkach transplanto- 
wanych guzów mózgu obserwuje się zwiększone stężenie putrescyny 
i spermidyny w śledzionie i nieznaczny ich wzrost w wątrobie [71].

Zawartość poliamin: putrescyny, spermidyny i sperminy, w płynach 
zewnątrzkomórkowych u zdrowych ludzi i zwierząt jest niewielka. Wy
stępuje ona jedynie w śladowych ilościach (tabela 1). Wartości te ulegają 
znacznym zmianom i to zarówno w surowicy krwi, płynie mózgowo - rdze
niowym i moczu w stanach nowotworowych u ludzi i w doświadczal
nych nowotworach u zwierząt.

TABELA 1

Zawartość poliamin w płynach zewnątrzkomórkowych u ludzi zdrowych

Rodzaj
płynu

Metoda
anali
tyczna

Jednostki Put rescy na Spermidyna Spermina Literatura

Surowica
1

ChJW
MRI
ChG

nmol/ml
0,13±0,015 

0,13 ±0,008

0,49 ±0,085 
0,39±0,057 
0,34±0,016

0,057±0,040 
0,122 ±0,008 
0,041 ±0,002

[11]

Płyn
mózgowo-
rdzeniowy

ChJW pmol/ml
1

76-292 54-246 0,0 — ślad [73]

ChJW  — chrom atografia  jonow ym ienna, ChG — chrom atografia  gazowa, MRI — m etody 
radioim m unologiczne

Tokuoka, badając krew pobraną od ponad 1000 ludzi chorych na 
różne nowotwory, wykazał w 86°/o wzrost stężenia sperminy (cyt. za [8]). 
Bachrach i Robinson na mniejszej grupie osób chorych na nowotwory 
stwierdzili tylko w 65% podwyższone wartości tej poliaminy [4]. Wyniki 
badań Kalistratosa i wsp. [61] są zbieżne z danymi Tokuoki. Russell 
i wsp. [106] oraz Russel i Russell [108] stwierdzili, że w czasie stosowa
nia chemioterapeutyków u ludzi i zwierząt z nowotworami dochodzi do 
stopnionego wzrostu stężenia putrescyny i spermidyny w surowicy krwi. 
W fazie remisji polekowej maleje stężenie poliamin w surowicy, a znacz
nie wzrasta ich wydalanie z moczem. Wznowię raka gruczołu piersiowego 
u szczurów lub wznowię wątrobiaka towarzyszy wzrost poziomu spermi
dyny w surowicy, a spadek stężenia poliamin w guzie [71, 105]. Autorzy 
sugerują, że pomiar poliamin w surowicy krwi i moczu może być dodat
kowym wskaźnikiem w ocenie skuteczności terapii nowotworów. Wielu 
autorów uważa, że zmiany stężenia poliamin w surowicy i w moczu w sta-

http://rcin.org.pl



62 B .  F A R B I S Z E W S K I  I D. K I L C Z E W S K A

nach nowotworowych są zbieżne ze stanem klinicznym pacjentów [70, 
99, 100].

Dane o zawartości poliamin w płynie mózgowo - rdzeniowym w przy
padkach nowotworów centralnego układu nerwowego są nieliczne. Mar- 
ton i wsp. [72] wykazali wzrost stężenia putrescyny i innych poliamin 
v/ płynie mózgowo - rdzeniowym u ludzi z glejakomięsakiem (glioblasto
ma) i rdzeniakiem (meduloblastoma). Rennert i wsp. [93] stwierdzili 
w przypadku białaczki obejmującej równocześnie centralny układ ner
wowy podwyższoną zawartość poliamin. Ostatnio [73] podjęto ponownie 
badania nad zawartością poliamin w płynie mózgowo - rdzeniowym 
w przypadkach schorzeń nowotworowych, stosując metody radioimmu- 
nologiczne, mając na uwadze ich przydatność diagnostyczną. Dane te 
można podsumować następująco:

1. Stężenie poliamin w płynie mózgowo-rdzeniowym jest podwyż
szone w przypadkach nie leczonych nowotworów centralnego układu ner
wowego w porównaniu ze stężeniem u osób zdrowych.

2. Brak jest zależności między wzrostem zawartości poliamin a stę
żeniem białka w płynie mózgowo - rdzeniowym.

3. Przypuszcza się, że istnieje korelacja między stężeniem poliamin 
a masą nowotworu.

TABELA 2

Wzrost stężenia poliamin w płynach zewnątrzkomórkowych w niektórych nowotworach

Rodzaj nowotworu Płyn % wzrostu poliamin Literatura

Glejakomięsak, PMR 100 (putrescyna) [72, 73]
rdzeniak
Gruczolak przysadki, PMR 20— 70 (spermidyna) [72]
gwiaździak
Białaczka szpikowa S 75 (spermidyna) [99]
Czerwienica P 55 (spermidyna) [21]
Mięsak S 30—70 (putrescyna lub spermi

dyna)
[83]

Raki okrężnicy i odbyt s 50—65 (spermidyna lub sper- [99]
nicy mina)

iPMR — płyn mózgowo-rdzeniowy, S — surow ica, P  — osocze.

Po chemoterapii nowotworów centralnego układu nerwowego w pły
nie mózgowo - rdzeniowym następuje wzrost stężenia poliamin, zwła
szcza putrescyny. Zaobserwowano, że wzrost stężenia tych związków 
wyprzedza poprawę stanu klinicznego chorych na nowotwory, spadek 
świadczy o ponownym wzroście nowotworu. W tabeli 2 przedstawiono 
wTzrost zawartości poliamin w surowicy krwi i płynie mózgowo - rdze-

r
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niowym w nowotworach centralnego układu nerwowego oraz w niektó
rych innych nowotworach u ludzi.

Stwierdzono również zwiększone wydalanie poliamin z moczem u lu
dzi chorych na nowotwory [31, 67, 99, 122]. Wzrost spermidyny w mo
czu, a zwłaszcza monoacetylowej pochodnej stwierdził również Walie 
[123] u chorych z ostrą i przewlekłą białaczką limfatyczną. Fujita i wsp. 
[31] uważają, że spośród wszystkich poliamin zwiększone wydalanie pu- 
trescyny z moczem jest najbardziej charakterystycznym wskaźnikiem dla 
nowotworów układu krwiotwórczego i innych nowotworów o różnej lo
kalizacji narządowej u ludzi. Wzrost wydalania putrescyny z moczem 
obserwowano również w doświadczalnych nowotworach żołądka wywo
łanych przez 1 - metylo - 3 - nitro - 1 - nitrozoguanidynę u szczurów [31]. 
Znaczny spadek wydalania putrescyny stwierdzono po leczeniu chemo- 
terapeutycznym, radioterapeutycznym i chirurgicznym [24, 31] (tabe
la 3).

TABELA 3

Wydalanie poliamin z moczem u ludzi z chorobą nowotworową przed (A) i po leczeniu (B) [31]

Ilość poliamin w moczu (mg/24 godz.) Ilość
całkowita

Putrescyna Spermidyna Spermina (mg/24 godz.)

A B A B A ! B A | B

Ludzie zdrowi
i

4,2 - 1,1 — 3,4
1

8,7 ---------

Ostra białaczka mielocytowa 20,8 7,40 23,3 4,3 28,4 27,4 72,5 39,5
Włókniako-mięsak 19,1 --------- 7,8 ---------- 13,2 --------- 40,1 ---------

Nowotwory jamy ustnej 10,7 5,1 3,4 1,9 5,6 4,0 19,1 11,1
Nowotwory trzustki 10,0 3,3 1,8 1,2 1,9 3,8 14,4 8,4
Nowotwory wątroby : 16,6 2,5 11,4 2,2 9,3 ; 4,3 37,3 9,0

Durie i wsp. [25] oraz Russell i wsp. [104, 106, 109] uważają, że
znaczne zwiększenie zawartości spermidyny w płynach zewnątrzkomór- 
kowych, jakie obserwuje się podczas leczenia, jest proporcjonalne do 
ilości komórek nowotworowych, które uległy zniszczeniu w wyniku dzia
łania chemicznych związków przeciwnowotworowych i promieni X.

II. AKTYWNOŚĆ ENZYMÓW BIORĄCYCH UDZIAŁ W M ETABOLIZM IE
PO LIA M IN  W KOMÓRKACH NOWOTWOROWYCH

Wyższe stężenie poliamin w tkance regenerującej wrażliwej na 
działanie niektórych hormonów oraz w komórkach nowotworowych 
w porównaniu z odpowiednimi komórkami prawidłowymi nasuwają przy-
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64 R». F A R B I S Z E W S K I  I  D. K I L C Z E W S K A

puszczenie o podwyższonej aktywności wewnątrzkomórkowych enzymów 
warunkujących szybkość ich tworzenia lub zmniejszonej aktywności 
enzymów biorących udział w ich degradacji. Aktywność dekarboksylazy 
L - ornityny, enzymu zapoczątkowującego pierwszy etap biosyntezy po
liamin, jest w wymienionych tkankach podwyższona [16, 17, 32, 96]. 
W doświadczalnych wątrobiakach Morrisa, słabo zróżnicowanych i szyb
ko rosnących, jest ona wyższa niż w wątrobiakach bardziej zróżnicowa
nych, a wolniej rosnących. Również w komórkach raka wysiękowego 
Ehrlicha wzrasta aktywność dekarboksylazy ornitynowej [38, 60]. Ak
tywność enzymów, biorących udział w syntezie poliamin w dalszych eta
pach, nie ulega tak charakerystycznym zmianom podczas wzrostu ko
mórek.

Lembach [66] w badaniach in vitro na fibroblastach mysich trans
formowanych wirusem Rousa stwierdził, że podwyższeniu aktywności de
karboksylazy L - ornitynowej towarzyszy wzrost stężenia putrescyny. 
Należy podkreślić, że szybkość podziałów komórek transformowanych 
i prawidłowych była taka sama, mimo znacznej różnicy zawartości pu tre
scyny [6], Zaobserwowano, że zakażenie fibroblastów zarodków kurcząt 
wirusem onkogennym powoduje zmiany w aktywności dekarboksylazy 
L - ornitynowej przed zmianami fenotypowymi [23], Aktywność tego 
enzymu również znacznie wzrasta w hodowli linii komórek BALB/3T3

Ryc. 2. W pływ  pojedynczej daw ki czynnika karcinogennego na aktyw ność d e k a r 
boksylazy L -  o rn ityny  (EC 1.1.1.17) [88]

A —  3-m etyłocholantren, ■ — benzo(a )pyren, •  — 7-12-dwumetylobenzantracen
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P O L I A M I N Y  A W Z R O S T  N O W O T W O R Ó W 65

zakażonych wirusem mięsaka myszy [32] oraz w komórkach HeLa zain
fekowanych wirusem krowianki [48],

Wpływ niektórych chemicznych czynników karcinogennych na 
aktywność dekarboksylazy ornityny przedstawia ryc. 2.

Goldstein i wsp. [34] wykazali, że zakażenie komórek nerek myszy 
wirusem polyoma powoduje dwufazowy wzrost aktywności dekarbo
ksylazy L - ornityny i dekarboksylazy S - adenozylo - L - metioniny, 
przebiegający równolegle ze wzrostem poziomu poliamin. Pierwszy, wcze
sny szczyt wzrostu pojawia się w czasie syntezy wirusowego mRNA, 
przed syntezą DNA komórkowego. Drugi, późny szczyt wzrostu zbiega 
się w czasie z syntezą komórkowego DNA, stymulowanego wirusem 
polyoma.

Wykazano zależność między transformacją onkogenną, wywołaną 
przez wirusy, chemiczne środki karcinogenne (np. metylocholantren) 
i promienie X, a aktywnością dekarboksylazy L - ornitynowej [7, 22]. 
Aktywność tego enzymu jest proporcjonalna do poziomu poliamin w ko
mórce, a odwrotnie proporcjonalna do zróżnicowania komórek. Podobne 
spostrzeżenia poczynił Heby i wsp. [41]. Autorzy zaobserwowali korelację 
między aktywnością dekarboksylazy L - ornitynowej oraz dekarboksyla
zy S - adenozylo - L - metioninowej a wzrostem guza mózgu u szczu
rów.

Mechanizm wzrostu aktywności dekarboksylazy L - ornitynowej i de
karboksylazy S - adenozylo - L - metioninowej w komórkach nowotwo
rowych i transformowanych nie jest całkowicie wyjaśniony. Wzrost ten 
można tłumaczyć przyspieszoną syntezą enzymów. Bachrach [7] uważa, 
że wzrost aktywności dekarboksylazy L - ornitynowej w komórkach 
transformowanych można częściowo wyjaśnić wzrostem czasu połowicz
nego trwania enzymu (T/2). Należy podkreślić, że charakterystyczną ce
chą tego enzymu, odróżniającą go od wszystkich enzymów, jest jego 
bardzo krótki półokres trwania wynoszący 10-20 min [59, 97]. Zjawisko 
wzrostu półokresu trwania enzymu tłumaczyłoby gromadzenie putrescy- 
ny w fibroblastach, nie wyjaśniając jednak mechanizmu wpływu poli
amin na syntezę DNA, RNA i białka.

Stwierdzono, że czynniki wywołujące promocję nowotworu, np. po
jedyncza dawka oleju krotonowego, stymulują włączanie 32P w fosfo
lipidy błon i w białka histonowe [91], włączanie prekursorów do DNA 
i pobudzają syntezę RNA i białka [10]. O’Brien i wsp. [86, 87] uważają, 
że wzrost aktywności dekarboksylazy L - ornitynowej wywołany olejem 
krotonowym jest następstwem aktywacji specyficznych genów w komór
kach. Badania in vivo [86] z użyciem inhibitorów biosyntezy białek 
(np. cykloheksimidu) sugerują, że stymulacja aktywności enzymu jest 
spowodowana wzrostem syntezy de novo białka enzymatycznego. Rów
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nież badania wpływu innych związków chemicznych, stosowanych w te
rapii nowotworów i białaczek celem zahamowania syntezy białek, na 
aktywność enzymów uczestniczących w biosyntezie poliamin potwier
dzają tę sugestię. 5 - azacytydyna — związek o wybitnym działaniu prze- 
ciwbiałaczkowym hamuje wzrost aktywności dekarboksylazy L - ornity- 
nowej i dekarboksylazy S - adenozylo - L - metioninowej oraz gromadze
nie poliamin w komórkach białaczki limfatycznej L 1210 myszy. Przer
wanie podawania 5 - azacytydyny powoduje ponowny wzrost aktywności 
tych enzymów z równoczesnym zwiększeniem stężenia poliamin [39].

Do wzrostu aktywności dekarboksylazy L - ornitynowej w komór
kach dochodzi po podaniu cAMP lub związków prowadzących do zwięk
szenia zawartości cAMP [14-16, 95, 107]. Natomiast w komórkach naskór
ka myszy, poddanych uprzednio działaniu pochodnych forbolu, cAMP 
lub cGTP nie wywiera wpływu na wzrost aktywności dekarboksylazy
L - ornitynowej [80].

Wzrost aktywności dekarboksylazy L - ornitynowej w komórkach 
hepatoma u szczura, wywołany cAMP, może być zahamowany przez 
sperminę w stężeniu 10'5 M. Spostrzeżenie to sugeruje, że spermina od
grywa ważną rolę w kontroli aktywności dekarboksylazy L - ornityno
wej [119].

Bachrach [9] stwierdził wzrost aktywności dekarboksylazy S - ade
nozylo - L - metioninowej w hodowli komórek nowotworowych central
nego układu nerwowego (klon komórkowy glejaka szczura C - 6 - B4 - 1 
i klon nerwiaka u myszy N - 115) po przeniesieniu tych komórek do no
wego środowiska. Autor zaobserwował, że indukcję dekarboksylazy 
S - adenozylo - L - metioninowej mogą wywoływać inhibitory f osfodwu- 
esteraz, hormony aktywujące cyklazę a deny Iową lub db - cAMP [9]. Po
nieważ wymienione czynniki powodują gromadzenie się wewnątrzko
mórkowego cAMP, można przeto sugerować, że za indukcję dekarbo
ksylazy S - adenozylo - L - metioninowej również odpowiedzialny jest
cAMP.

Należy podkreślić, że aktywność dekarboksylazy L - ornitynowej 
w wątrobie zwierząt wzrasta również pod wpływem działania czynników, 
które nie powodują wzrostu komórek, np. po dootrzewnowym podaniu 
szczurom celitu lub mannitolu [111]. Podobne obserwacje poczyniono in 
vitro w komórkach HeLa oraz w komórkach tarczycy u myszy, po na
głym obniżeniu stężenia chlorku sodowego w środowisku inkubacyjnym 
[30, 81]. Przejściowy wzrost aktywności dekarboksylazy L - ornitynowej 
obserwuje się również w komórkach BHK po dodaniu do środowiska
płodowej surowicy cielęcej [47].

Związek między aktywnością dekarboksylazy L - ornitynowej i pro
liferacją komórek pozostaje nadal kontrowersyjny. Jedni autorzy uwa
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żają, że wzrost aktywności dekarboksylazy L - ornitynowej prowadzi 
do stymulacji syntezy DNA [13] i RNA [69], a inni sądzą, że nie ma 
takiej zależności [81, 87, 111].

Niewiele wiadomo na temat udziału innych enzymów uczestniczą
cych w metabolizmie poliamin. Doświadczenia Hannonena i wsp. wska
zują, że wzrost aktywności dekarboksylazy S - adenozylo - L - metioni- 
nowej i syntetaz spermidynowej i sperminowej następuje po częściowej 
hepatektomii u szczurów [35]. Podanie zwierzętom cykloheksimidu po
wodowało szybki spadek aktywności dekarboksylazy S - adenylo - L - 
- metioninowej. Inhibitor ten nie wykazywał natomiast wpływu na 
aktywność syntetazy spermidynowej i sperminowej.

Hólta [51] wykazał obecność w wątrobie szczura oksydazy poliami- 
nowej, enzymu biorącego udział w degradacji poliamin. Aktywność tego 
enzymu była wysoka w porównaniu z aktywnością enzymów biorących 
udział w syntezie poliamin. Biologiczna rola tego enzymu jest dotych
czas mało poznana.

III. HAMOWANIE BIOSYNTEZY POLIAM IN A WZROST NOWOTWORÓW

Wyniki dotychczasowych badań mogą sugerować, że wzrost komórek 
nowotworowych sprzężony jest z biosyntezą poliamin. Jeśli przypuszcze
nie to jest słuszne, należy sądzić, że wzrost guza nowotworowego po
winien być hamowany związkami blokującymi biosyntezę putrescyny, 
spermidyny i sperminy.

Większość znanych obecnie inhibitorów syntezy poliamin, hamują
cych jednocześnie wzrost nowotworów, wpływa na aktywność dekarbo
ksylazy L - ornitynowej lub dekarboksylazy S - adenozylo - L - metioni
nowej. Analogi ornityny: a - hydrazyno - ornityna i a - metylo - ornityna 
hamują biosyntezę putrescyny w komórkach wątrobiaka szczura [37, 68] 
i w śledzionie myszy, której przeszczepiono komórki białaczki L 1210 
[1].

Ostatnio McCann i wsp. [75] wykazali, że a - metylo - ornityna ha
muje dość znacznie biosyntezę putrescyny w komórkach wątrobiaka. 
Ponadto związek ten powoduje przedłużenie okresu połowicznego trw a
nia dekarboksylazy L - ornitynowej prawdopodobnie przez zmniejszenie 
szybkości degradacji białka enzymatycznego na drodze blokowania cen
trum  aktywnego enzymu.

Inny analog ornityny, kwas DL - o - hydrazynowalerianowy, hamu
je aktywność dekarboksylazy ornitynowej oraz wzrost stężenia putre
scyny wywołany uprzednio w skórze myszy przez etylo - fenylo - propio-
lan [116], Kato i wsp. [63] wykazali, że kwas DL - a - hydrazynowale
rianowy hamuje syntezę DNA w komórkach mięsaka 180 oraz jego
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wzrost u myszy. Autorzy uważają, że hamowanie syntezy DNA i wzrostu 
mięsaka jest spowodowane zmniejszeniem aktywności dekarboksylazy 
L - ornitynowej oraz spadkiem stężenia putrescyny w tkance nowo
tworowej.

Podanie myszom z rakiem wysiękowym Ehrlicha niektórych dwu- 
amin, takich jak kadaweryna (1,5 - dwuaminopropan), 1,6 - dwuaminohek- 
san, 1,3 - dwuaminopropan lub putrescyna, powoduje spadek aktywności
dekarboksylazy L - ornitynowej w komórkach nowotworowych oraz spa
dek stężenia poliamin. Szczególnie skuteczne działanie na komórki raka 
wysiękowego Ehrlicha wykazywała kadaweryna [60]. W komórkach 
białaczki u myszy L 1210, w nerwiakach oraz w komórkach wątróbiaka 
H - 35 putrescyna indukuje syntezę specyficznego białka hamującego
aktywność dekarboksylazy L - ornitynowej [43].

W ostatnich latach wielu autorów stwierdziło, że witamina A oraz. 
jej pochodne, a zwłaszcza forma kwasowa, mogą zapobiec powstawaniu 
nabłoniaków [12, 114], a nawet cofnąć promocję nowotworu wywołanego 
w skórze myszy estrami forbolu [120, 121]. Wyniki badań wskazują, że 
witamina A oraz jej pochodne hamują aktywność dekarboksylazy 
L - ornitynowej oraz magazynowanie putrescyny, natomiast nie mają
wpływu na poziom spermidyny i sperminy.

Kilkanaście lat temu Mihich [77] zaobserwował, że dodanie spermi
dyny do hodowli komórek białaczkowych u myszy L 1210 zapobiega 
cytotoksycznym efektom wywołanym uprzednio przez bis - guanylo 
hydrazon metyloglioksalu. Związek ten z uwagi na hamowanie prolife
racji komórek znalazł zastosowanie w lecznictwie w przypadkach nowo
tworowego rozrostu komórek syntetyzujących globuliny: szpiczaka mno
giego i jego odmian oraz białaczki limfatycznej. Mechanizm działania 
tego związku opisali po raz pierwszy Williams - Ashman i Schenone [125] 
i udowodnili, że jest on specyficznym inhibitorem dekarboksylazy S - ade- 
nozylo - L - metioninowej (EC 4.1.1.50) zależnej od putrescyny. Inhibi
tor ten hamuje biosyntezę spermidyny i sperminy. Podobne spostrzeże
nia poczynili Hóltta i wsp. [50]. Zaobserwowano, że po podaniu bis - gua
nylo hydrazonu metyloglioksalu myszom z białaczką limfatyczną L 1210 
następuje gromadzenie putrescyny w śledzionie zwierząt, a spadek w ko
mórkach białaczkowych spermidyny i sperminy [40]. Podobne spostrze
żenia poczyniono in vitro badając fibroblasty zarodka kurczącia, trans
formowane wirusem mięsaka Rousa (cyt. za [7]), oraz hodowane komór
ki BHK - 21/C13 [76].

Ostatnio wykazano [64], że bis - guanylo hydrazon metyloglioksalu — 
inhibitor syntezy spermidyny, hamuje włączanie 3H - tymidyny, 3H - ury- 
ayny i 14C - leucyny do DNA, RNA i białek komórek linii HeLa. Doda
nie spermidyny do hodowli komórek wraz z tym inhibitorem zapobiega
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jego hamującemu działaniu. Wskazywałoby to, że zmniejszenie poziomu 
spermidyny i sperminy spowodowane działaniem inhibitora może pro
wadzić do spadku syntezy DNA w komórce, spadku transkrypcji RNA 
i biosyntezy białka. Zatem poliaminy można uważać za induktory czyn
ności genu u eukariotów, które obok swoistych induktorów, jakimi są 
hormony, spełniałyby również rolę regulacyjną w procesie wzrostu ko
mórek.

Morris i wsp. [79] swtierdzili, że bis - guanylo hydrazon metyloglio- 
ksalu hamuje syntezę spermidyny i sperminy, lecz nie wpływa na syn
tezę putrescyny w limfocytach stymulowanych przez konkanawalinę A. 
Replikacja DNA w tych komórkach była zahamowana, natomiast nie 
stwierdzono wpływu tego związku na syntezę RNA i białka [79].

Russell i Levy [102], badając wpływ syntetycznych inhibitorów de- 
karboksylazy L - ornitynowej i S - adenozylo - L - metioninowej na bio
syntezę poliamin, wykazali, że leki zwiększające przeżywalność myszy 
z białaczką L 1210, a mianowicie NSC 45388 [5 - (3,3 - dwumetylo - 1 - 
- triazeno)imidazolo - 4 - karboksyamid] i NSC 82196 [5 - (3,3 - bis
<2 - chloro - etylo) - 1 - triazeno(imidazok> - 4 - karboksyamid], powodują 
spadek zawartości poliamin w tkance nowotworu. Bachrach [8] zaobser
wował, że NSC 45388 hamuje aktywność dekarboksylazy ornitynowej 
fibroblastów zarodka kurczęcia. Związek ten w stężeniu 1 mM wykazuje 
szczególną toksyczność wobec fibroblastów zarodka kurcząt transformo
wanych wirusem mięsaka Rousa. Tej selektywnej toksyczności towarzy
szy spadek poziomu putrescyny w transformowanych fibroblastach [6].

Niewiele poznano związków hamujących aktywność syntetaz spermi- 
dynowej lub sperminowej. Wiadomo jest, że putrescyna działa jako 
naturalny inhibitor syntetazy sperminowej w gruczole krokowym [89] 
oraz w mózgu szczura [36]. Stwierdzono ponadto, że putrescyna i kada- 
weryna hamują aktywność syntetazy spermidynowej w komórkach raka 
wysiękowego Ehrlicha [60].

UW AGI KOŃCOWE

Poliaminy, występujące powszechnie we wszystkich komórkach zwie
rzęcych, są w dużym stopniu odpowiedzialne — obok innych czynni
ków — za wzrost komórek prawidłowych. Indukcji nowotworów u zwie
rząt i transformacji nowotworowej fibroblastów, wywołanej przez che
miczne czynniki karcinogenne lub wirusy onkogenne, towarzyszy wzrost 
stężenia poliamin, związany ze zwiększeniem aktywności enzymów bio
rących udział w ich syntezie. Prawdopodobnie związki te oddziaływają 
na funkcję DNA i RNA, powodując indukcję genów. Mechanizm induk-
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cji przez poliaminy nie jest poznany *. Stwierdzono, że w obecności poli
amin dochodzi do stymulacji syntetazy AA - 1 - RNA oraz inicjacji syn
tezy łańcucha peptydowego.
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NATURALNA CYTOTOKSYCZNOŚC KOMÓRKOWA

NATURAL CELL - MEDIATED CYTOTOXICITY

M arek  JA K Ó B ISIA K  

Z akład  Transplantologii, In s ty tu t B io s tru k tu ry  A kadem ii M edycznej w  W arszawie

Streszczenie. U człowieka, myszy, szczura i św inki m orskiej stw ierdza się obec
ność na tu ra lnych  kom órek  cytotoksycznych (NKC) zdolnych bez uprzedniego uczu
lenia  do w yw ieran ia  efek tu  cytotoksycznego in v itro  w  stosunku do izo -, allo - 
i ksenogenicznych kom órek  now otw orow ych, a także w  stosunku do n iektórych 
kom órek  nienowotworowych. NKC m ają  w ygląd  lim focyta, posiadają receptory  
dla fragm entu  Fc przeciw ciał i mogą posiadać recep tory  dla sk ładnika C3 dopeł
niacza. Sugerow any jes t udział NKC w oporności przeciw now otw orow ej in vivo.

S u m m a ry .  N a tu ra l k ille r cells (NKC) p resen t in m an, mice, ra t,  and guinea - pig 
a re  capable w ithou t previous im m unization  to exert cytotoxic activity  against iso -. 
allo -. and xenogeneic tu m o r cells, and against some non - tum or ta rg e t cells. 
NKC have an  appearance  of lym phocyte, bear Fc receptors, and  m ay have  C3 
receptors. T heir partic ipa tion  in tum or resistance in vivo is suggested.

Wykaz stosowanych skrótów

Aktywność NKC — aktywnść naturalnych komórek cytotoksycznych 
BCG — Bacille Calmette - Gućrin 
NKC — naturalne komórki cytotoksyczne 

Jednym z centralnych zjawisk w immunologii jest cytotoksyczność 
limfocytów, w której limfocyty: a) pochodzące od swoiście uczulonych 
dawców, b) stymulowane nieswoiście mitogenami, c) za pośrednictwem 
swoistych przeciwciał, wywierają efekt cytotoksyczny w stosunku do 
komórek docelowych. Okazało się jednak, że cytotoksyczność limfocytów 
można obserwować także i wtedy, kiedy nie jest spełniony żaden z wy
mienionych warunków.
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W trakcie badania in vitro reaktywności cytotoksycznej limfocytów 
od osobników z rozwijającym się nowotworem w stosunku do komórek 
tego nowotworu nieoczekiwanie stwierdzono, że reaktywność taką posia
dają również limfocyty pochodzące od osobników zdrowych [65, 66, 
88, 92]. Przyjęto kilka terminów dla określenia tego zjawiska: na tu ra l
na (spontaniczna) cytotoksyczność komórkowa, naturalna (spontaniczna) 
cytotoksyczność limfocytów. Komórki odpowiedzialne za tę cytotoksycz
ność określono jako naturalne komórki cytotoksyczne (NKC). W odnie
sieniu do tego zjawiska należy unikać używania terminu — naturalna 
cytotoksyczność, gdyż w tym ostatnim pojęciu mieści się również — 
naturalna cytotoksyczność typu humoralnego uwarunkowana obecnością 
w surowicy zdrowych osobników przeciwciał humoralnych skierowa
nych przeciw komórkom nowotworowym. Dlatego w niniejszym opra
cowaniu będzie się używać dla określenia tego zjawiska terminu — 
aktywność NKC. Należy zaznaczyć, że niezależnie od NKC naturalną 
cytotoksyczność wykazywać mogą również makrofagi, który to temat 
nie będzie omówiony w tym artykule.

NKC to komórki pochodzące od zdrowych osobników zdolne do 
wywierania efektu cytotoksycznego in vitro w stosunku do komórek 
docelowych bez uprzedniego uczulenia przeciw tym komórkom. Nie 
wyklucza to oczywiście obecności NKC u osobników z rozwijającym się 
nowotworem, ale w tym przypadku należy odróżnić aktywność NKC 
od cytotoksyczności rozwijającej się w odpowiedzi na komórki nowo
tworu, a takie odróżnienie, choć możliwe [89], sprawia niekiedy trud 
ności. W związku z tym, w niniejszym opracowaniu omówiona będzie 
przede wszystkim aktywność NKC występująca u osobników zdrowych, 
nie mających zmian nowotworowych.

Aktywność NKC nie wydaje się artefaktem. Stwierdza się ją bez 
względu na metodę użytą do izolacji komórek efektorowych [36], w róż
nych środowiskach hodowlanych, z dodatkiem surowicy kseno -, allo - 
i autogenicznej, a nawet w środowisku pozbawionym surowicy [19,
36, 79].

W YSTĘPOW ANIE NKC

NKC wykryto dotychczas u człowieka [10, 12, 14, 15, 57, 68-70, 72, 
76, 93, 100], myszy [27, 29, 43, 44, 59, 84, 97], szczura [58, 61, 62, 85, 86] 
i świnki morskiej [3].

Naturalną cytotoksyczność komórkową wykazują: a) limfocyty krwi 
obwodowej u człowieka [10, 12, 14, 15, 57, 68-70, 72, 76, 93, 100], myszy 
[6, 29], szczura [58, 61, 62, 86] i świnki morskiej [3], b) splenocyty 
u człowieka [57], myszy [27, 29, 43, 44, 59, 84, 97], szczura [58, 61, 62,
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85, 86] i świnki morskiej [3], c) komórki węzłów chłonnych u człowie
ka [14] i myszy [29, 43, 97], a w węzłach chłonnych szczura cytotoksycz- 
ność ta jest niska [61, 86], d) komórki kępek Peyera (Kamiński i wsp. — 
praca w przygotowaniu). Niską aktywność NKC wykazują komórki 
wysięku z jamy otrzewnej myszy [29] i szczura [58, 61]. Obecność NKC 
w migdałkach człowieka sugerowana przez jednych [14] jest negowana 
przez innych badaczy [57, 69]. W szpiku szczura stwierdzono brak NKC 
[86], natomiast u myszy [29, 43] i świnki morskiej [3] obserwowano 
niską aktywność tych komórek. Brak NKC stwierdzono w grasicy za
równo u człowieka [69], myszy [29, 43, 97] i świnki morskiej [3], jak 
i u szczura [61, 86]. Niektórzy badacze stwierdzają jednak w grasicy 
szczura niską aktywność NKC [58]. Nie znaleziono NKC wśród komó
rek pochodzących z drenażu przewodu limfatycznego piersiowego u szczu
ra [61, 86]. Niska aktywność NKC w niektórych narządach może być 
uwarunkowana: a) niską zawartością NKC, b) obecnością NKC o niskiej 
aktywności, c) hamowaniem naturalnej cytotoksyczności komórkowej 
przez pewne mechanizmy supresyjne. Stwierdzana przez niektórych 
badaczy heterogenność NKC [75, 98], a także istnienie komórek supre- 
syjnych w stosunku do NKC [69, 83] nie pozwalają, na podstawie do
tychczasowych badań, na wykluczenie żadnej z wymienionych możli
wości.

U myszy i szczurów aktywność NKC nie jest obserwowana u nowo
rodków, pojawia się między 1-3 tygodniem życia, osiąga szczyt aktyw
ności między 5-8 tygodniem życia, a następnie obniża się [29, 58]. Dla
tego u zwierząt starszych aktywność NKC jest niska lub jest ona nie- 
wykrywalna [29, 58, 86]. U człowieka natomiast nie stwierdzono dotych
czas zależności aktywności NKC od wieku, płci, rasy czy wykonywanego
zajęcia [64]. NKC stwierdza się również u myszy i szczurów hodowa
nych bez dostępu mikroorganizmów (germ free) [29, 58, 86].

W YKRYW ANIE NKC

Należy pamiętać, że zjawisko naturalnej cytotoksyczności komór
kowej jest wykrywane dotychczas wyłącznie in vitro. Do wykrywania 
aktywności NKC używa się najczęściej testu cytotoksyczności typu ko
mórkowego z komórkami docelowymi znakowanymi chromem 51Cr [6, 36, 
47, 58, 79, 86]. Czas inkubacji komórek efektorowych i docelowych sto
sowany przez różnych autorów dla badania tego zjawiska waha się od 4 
[29, 58, 59, 61, 79, 86] do kilkunastu [6, 10, 43, 68, 72] godzin, choć 
aktywności NKC można wykryć już w ciągu pierwszych minut od 
rozpoczęcia inkubacji [36]. Prędkość z jaką rozwija się reakcja cyto-
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toksyczna nasuwa analogię do cytotoksyczności hyperimmunizowanych
limfocytów T [53].

Aktywność NKC wykrywa się również w teście uwalniania z ko
mórek docelowych trytowanej proliny [64], znakowanych węglem 14C 
aminokwasów [69], a także w teście mikrocytotoksycznym [12, 24, 40, 
91, 93]. Stosując test mikrocytotoksyczny lub inne testy wymagające 
długiego okresu inkubacji trzeba pamiętać, że naturalna cytotoksyczność 
typu komórkowego zmienia się w czasie inkubacji NKC in vitro [48, 
67, 86]. Ponadto w testach trwających kilka dni może rozwinąć się od
powiedź immunologiczna, w wyniku której powstają cytotoksyczne lim
focyty T. Dla wykazania aktywności NKC wymagany jest odpowiednio 
wysoki stosunek liczbowy komórek efektorowych do docelowych. Naj
częściej stosunek ten waha się od 10:1 do 200:1, choć już przy stosun
ku 5:1 cytotoksyczność ta ujawnia się [6, 69]. Przygotowując komórki 
efektorowe do eksperymentu należy pamiętać, że pewne metody izolacji 
komórek mogą wpływać na aktywność NKC [64].

KOM ÓRKI DOCELOWE DLA NKC

Stwierdzono występowanie aktywności NKC przeciw komórkom 
nowotworowym ksenogenicznym [21, 76], allogenicznym [11, 12, 24, 29, 
44, 59, 61, 68, 70, 79, 84, 91, 100] i syngenicznym [28, 29, 58, 61, 62, 86], 
w tym przeciw nowotworom indukowanym chemicznie [44, 45, 59], przy 
użyciu wirusów onkogennych [27, 44, 46, 58, 59, 86], promieniowania 
jonizującego [59, 84], a także przeciw komórkom nowotworów powsta
łych spontanicznie [12, 24, 31, 36, 40, 46, 64, 70, 72, 79, 89, 90, 91, 100],
Aktywność NKC jest wyższa przeciw allo - niż przeciw ksenogenicznym 
komórkom docelowym [23a]. Wśród nowotworowych komórek docelo
wych dla NKC nie wymienia się komórek autogenicznych nie dlatego, 
że NKC nie występują w takim układzie, ale dlatego, że stwierdzenie 
ich obecności wymaga w przeprowadzonych testach wykluczenia lub 
oddzielenia mechanizmów swoistej cytotoksyczności powstałej w wyniku 
odpowiedzi immunologicznej rozwijającej się przeciw komórkom nowo
tworowym [89]

Aktywność NKC wydaje się być wyższa przeciw liniom komórek 
nowotworowych długo hodowanym in vitro niż przeciw świeżo wyizolo
wanym komórkom nowotworowym [11, 12], jest także wyższa przeciw 
komórkom nowotworowym pasażowanym in vitro w porównaniu z ko
mórkami pasażowanymi in vivo [59, 84, 86]. Nie wszystkie badania
zgodne są jednak z tą ostatnią obserwacją [29].

Aktywność NKC wykrywa się również przeciw pochodzącym od
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zdrowych dawców allogenicznym komórkom limfoidalnym [79], auto- 
genicznym ustalonym liniom komórkowym [79], auto - i allogenicznym 
fibroblastom [69, 93] pochodzącym z krótkotrwałych hodowli in vitro. 
Należy zaznaczyć, że aktywność NKC jest wyższa przeciw komórkom 
nowotworowym niż przeciw komórkom normalnym [79]. U myszy niską 
aktywność NKC stwierdzono również przeciw syngenicznym i alloge
nicznym tymocytom, syngenicznym komórkom szpiku oraz przeciw syn
genicznym i allogenicznym makrofagom pochodzącym z 24 - godzinnej 
hodowli in vitro [59],

Nie znane są dotychczas antygeny powierzchniowe, przeciw którym 
skierowana jest aktywność NKC. Ponieważ szczególnie wysoki jej po
ziom obserwuje się przeciw nowotworom indukowanym przy użyciu 
wirusów onkogennych, istnieje hipoteza, że NKC u gryzoni rozpoznają 
antygeny związane z ekspresją endogennych wirusów typu C [29, 58, 86]. 
Trudno jest udowodnić czy obalić taką hipotezę, gdyż brak jest szcze
pów myszy czy wyprowadzonych z nich linii komórkowych, co do któ
rych istniałaby pewność, że są wolne od obecności wspomnianych wiru
sów. Do argumentów przemawiających przeciw tej hipotezie należy 
brak wzrostu aktywności NKC u myszy po superinfekcji komórek do
celowych wirusami typu C [41]. Nie ma również korelacji między wrażli
wością komórek docelowych na atak NKC z jednej strony i przeciwciał 
przeciw wirusom typu C z drugiej strony [5], Wyklucza się, aby anty
geny docelowe dla NKC były związane z mikoplazmą [79].

CHARAKTERYSTYKA NKC

NKC wyglądem przypominają limfocyta [43]. Wyniki badań marke
rów powierzchniowych świadczą o tym, że NKC mają receptor dla 
fragmentu Fc przeciwciał. Stwierdzono to w stosunku do NKC u ludzi 
[15, 31, 36, 48, 57, 68, 69, 72, 75, 93, 100] i u gryzoni [26, 61]. Chodzi tu 
o receptor dla fragmentu Fc IgG [26, 39, 61, 72]. Istnieją jednak rów
nież doniesienia sugerujące brak tego receptora na powierzchni NKC 
u myszy [27] i szczurów [85]. Na tej podstawie można sądzić, że popu
lacja NKC u gryzoni jest niejednorodna, jeżeli chodzi o obecność tego 
receptora, podobnie jak to ma miejsce w przypadku receptora dla skład
nika C3 dopełniacza albo jest to spowodowane trudnościami przy jego 
identyfikacji. Tę ostatnią interpretację sugeruje grupa badaczy z Labo
ratorium Immunodiagnostyki Narodowego Instytutu Raka w Bethesda 
tłumacząc fakt, że początkowo opisali NKC u szczura jako nie posia
dające Fc receptora [58], a następnie jako posiadające ten receptor [61]. 
Jeszcze mniej jednoznacznie przedstawia się problem obecności recepto-
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ra dla dopełniacza, NKC gryzoni wydają się go nie posiadać [27, 45, 58]. 
U ludzi wielu badaczy stwierdziło obecność na powierzchni NKC re
ceptora dla składnika C3 dopełniacza [36, 69, 72, 76, 89], natomiast inni 
receptorów dla dopełniacza nie stwierdzają [15, 31, 48, 68, 100]. Później
sze prace wydają się wyjaśniać tę sprzeczność, gdyż ich autorzy stwier
dzają, że wśród NKC występują komórki zarówno posiadające, jak i nie 
posiadające receptora dla składnika C3 dopełniacza [75, 98]. Brak nie
stety bliższej charakterystyki receptora dla składników dopełniacza 
na NKC. Określenie czy jest to receptor CR1 (dla fragmentów C4b - C3b), 
czy CR2 (dla fragmentu C3d) mogłoby pomóc w określeniu dróg różni
cowania NKC, gdyż wiadomo, że CR2 i CR1 pojawiają się sukcesywnie 
w trakcie różnicowania się komórek i wtórnie w stosunku do receptora 
dla Fc immunoglobulin klasy IgG. Dotyczy to zarówno granulocytów 
obojętnochłonnych, jak i limfocytów [80, 81].

NKC różnicują się z komórek szpiku [22] i zależą w związku z tym 
od normalnego funkcjonowania tego narządu [22, 23]. Aktywność NKC
u myszy naświetlonej i repopulowanej komórkami szpiku zależy od 
aktywności NKC u dawcy szpiku [22], NKC nie można utożsamić ani 
z dojrzałymi limfocytami B, ani T [69]. Przeciw ich identyfikacji z lim- 
fccytami B przemawia fakt, że według większości badaczy nie posiadają 
one receptorów immunoglobulinowych na swej powierzchni [27, 43, 57, 
68, 85, 99], choć istnieją również doniesienia świadczące o obecności 
immunoglobulin na NKC [36, 72], a także sugestie, że pewna subpopu- 
lacja NKC posiada receptory immunoglobulinowe. Stwierdzono miano
wicie, że u ludzi NKC z krwi obwodowej posiadają, a NKC wyizolowa
ne z migdałków i węzłów chłonnych nie posiadają receptorów immuno
globulinowych [15]. W jednej z prac stwierdzono obecność antygenów 
charakterystycznych dla limfocytów B na ludzkich NKC [50]. Gaza ny
lonowa, która zatrzymuje limfocyty B (Ig - dodatnie), nie zatrzymuje 
jednak NKC [45, 58, 59, 84]. W związku z tym obserwowano nawet 
wzrost aktywności NKC po przepuszczeniu komórek efektorowych przez 
kolumnę opłaszczoną przeciwciałami przeciw immunoglobulinom [47] lub 
przez warstwę gazy nylonowej [6, 27]. NKC nie reagują z surowicami 
skierowanymi przeciw limfocytom T mysim [27, 43, 45, 47, 59, 97, 99] 
ani szczurzym [58, 85], a u człowieka nie tworzą spontanicznych roze
tek z erytrocytami barana [15, 31, 36, 48, 68, 69, 72, 76]. Izolowane lim
focyty T nie wykazują aktywności NKC [76]. Niektórzy badacze suge
rują  jednak, że NKC mają na swej powierzchni antygeny charaktery
styczne dla limfocytów T [26a, 38] oraz receptory o niskiej gęstości lub 
słabej chwytliwości dla erytrocytów barana, co utrudnia ujawnienie 
tych receptorów [99, 100]. Te ostatnie, a także inne obserwacje skła
niają niektórych badaczy do przypuszczeń, że NKC są prekursorami
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limfocytów T [38, 45, 61] lub pobudzonymi limfocytami T [31]. Badacze 
próbujący utożsamić NKC z prekursorami limfocytów T sugerują, że 
jako komórki o receptorach dla fragmentu Fc IgG mogą należeć one do 
subpopulacji supresyjnych limfocytów T [38]. Na marginesie tej dy
skusji warto zwrócić uwagę na fakt, że NKC pojawiają się tylko w pew
nym okresie życia zwierzęcia i że u myszy nagich, nie posiadających 
grasicy, u których w związku z tym  różnicowanie się prekursorów w kie
runku dojrzałych limfocytów T jest zaburzone, aktywność NKC jest 
istotnie wyższa w porównaniu z myszami posiadającymi grasicę [8, 28], 
Zakładając, że hipoteza identyfikująca NKC z prekursorami limfocy
tów T jest słuszna, zjawisko to można by wytłumaczyć powiększeniem 
się puli prekursorów w związku z niemożnością ich różnicowania w kie
runku limfocytów T u myszy nagich. Mogłoby to tłumaczyć niezrozu
miały z punktu widzenia hipotezy nadzoru immunologicznego fakt nis
kiej zapadalności na spontaniczne nowotwory myszy nagich [82]. Jest 
rzeczą znaną, że supresyjne i cytotoksyczne limfocyty T posiadające anty
geny Ly 2,3, podobnie jak pomocnicze limfocyty T posiadające antygeny 
Ly 1 [9], różnicują się z prekursorów o fenotypie Ly 1,2,3 [35], Z kolei 
cytotoksyczność przeciw nowotworom izogenicznym wydaje się zależeć 
od limfocytów posiadających antygeny Ly 1,2,3 w odróżnieniu od innych 
limfocytów cytotoksycznych [87], Można na razie tylko przypuszczać, 
że aktywność NKC zależna jest od obecności pewnych form limfocytów, 
które z wiekiem ulegają dalszemu różnicowaniu, z czym wiąże się ich 
brak u zwierząt starszych [29, 58, 86] i równoległy wzrost zapadalności 
na nowotwory. Brak dokładnej i jednoznacznej charakterystyki recep
torów i antygenów powierzchniowych NKC uniemożliwia na razie roz
strzygnięcie tego problemu. Należy zaznaczyć, że istnieją próby identy
fikacji antygenu powierzchniowego swoistego dla NKC u myszy [17].

Przypuszczenie, że za aktywność NKC u zwierząt młodych odpowie
dzialna jest pewna subpopulacja komórek, które następnie różnicują się 
dalej i nie są już obserwowane w wieku późniejszym, wydaje się tylko 
pozornie paradoksalne. O ile bowiem odporność przeciwnowotworowa 
zwierząt w wieku reprodukcyjnym może utrwalać się w wyniku doboru 
naturalnego, o tyle nie odnosi się to w takim stopniu do zwierząt star
szych wychodzących z wieku reprodukcyjnego.

NKC nie wykazują własności żernych [27, 28, 31, 36, 43, 47, 58, 72, 
76, 85, 99] i nie przylegają do plastyku [10, 72, 99] ani do szkła [84, 99].

Obecność na powierzchni NKC receptorów dla Fc przeciwciał i brak
receptorów immunoglobulinowych skłania niektórych badaczy do przy
puszczeń, że NKC są identyczne z komórkami K. Nie znaczy to bynaj
mniej, że aktywność NKC jest identyczna z typową dla komórek K 
cytotoksycznością komórkową uwarunkowaną przez przeciwciała. Me
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chanizm efektu cytotoksycznego NKC jest bowiem dotychczas niewy
jaśniony.

W trakcie przebiegu badania NKC obserwuje się skupianie komó
rek efektorowych wokół komórek docelowych [36]. Odwirowanie ko
mórek przed inkubacją wzmaga efekt cytotoksyczny [10]. Obserwacje 
te wskazują, że aktywność NKC wymaga ścisłego kontaktu między ko
mórkami efektorowymi i docelowymi. Przy tej okazji należy wspomnieć, 
że same błony komórkowe również mogą ujawniać własności cytotok- 
syczne [37]. Sugestie, że za efekt NKC odpowiedzialna jest limfotoksy- 
na [71] nie znajdują potwierdzenia w innych pracach, w których opisano 
brak aktywności cytotoksycznej w supernatantach pochodzących z in
kubacji komórek efektorowych z komórkami docelowymi [10].

CZYNNIKI W PŁYW AJĄCE NA AKTYWNOŚĆ NKC

Aktywność NKC hamowana jest m.in. przez: aktynomycynę D, 
cytochalazynę B, cAMP, cyclophosphamid, konkanawalinę A, kortyko-
sterydy i azydek sodu [32, 36, 58, 60, 79]. Traktowanie trypsyną komó
rek efektorowych obniża [36, 45, 60, 72], natomiast traktowanie neura- 
minidazą nie ma wpływu [36, 60] na aktywność NKC. W jednej z prac 
sugerowano brak wrażliwości NKC na traktowanie trypsyną [27]. W pra
cy te3 jednak stosowano krótki (20 minut) czas inkubacji w przeciwień
stwie do dłuższego okresu (45 minut) stosowanego w tym celu przez 
innych autorów [45]. Aby aktywność NKC mogła zajść, wymagana jest 
w środowisku obecność jonów wapnia i magnezu [36]. Obniżoną aktyw 
ność NKC obserwuje się w chorobach z niedoboru immunologicznego
[69, 79],

Aktywność NKC stymulowana jest u szczura i u myszy przez poda
nie BCG [62, 101], zakażenie pewnymi wirusami lub podawanie kwasu 
poliinozyno - policytydylowego (poli I:C) [28, 62, 99]. Również iniekcja 
komórek nowotworowych powoduje nieswoiście wzrost aktywności NKC 
[28, 94]. Stymulację aktywności NKC przez podanie komórek nowotwo
rowych obserwuje się w ciągu 3 dni i po następnych kilku dniach wraca 
ona do normy, a nawet spada poniżej normy [28]. Ponieważ interferon 
również okazał się silnym stymulatorem aktywności NKC [16, 94, 96a] 
i dynamika wzrostu cytotoksyczności jest bardzo podobna do obserwo
wanej po podaniu komórek nowotworowych, jest bardzo prawdopodob
ne, że w tym  ostatnim przypadku mechanizm pobudzenia aktywności 
NKC zależy od uwalniania interferonu. Wiadomo, że interferon uwal
niany jest m.in. również w wyniku kontaktu limfocytów z komórkami 
nowotworowymi [95, 96, 96a]. Można przypuszczać, że stymulujące NKC
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własności poli I:C i BCG zależą również od uwalniania interferonu. 
W przypadku badania aktywności NKC w teście 18-godzinnym prze
ciw komórkom docelowym indukującym uwalnianie interferonu przez 
limfocyty, 80 - 90%> cytotoksyczności wydaje się zależeć od stymulują
cych własności interferonu [96a], Stymulując aktywność NKC inter
feron wydaje się równocześnie chronić przed tą cytotoksycznością ko
mórki normalne, a nie chroni komórek nowotworowych lub transformo
wanych wirusem. Ochronny wpływ interferonu w stosunku do normal
nych komórek docelowych odnosi się tylko do aktywności NKC, a nie 
do cytotoksyczności swoiście uczulonych limfocytów T [94]. Badania te 
wymagają potwierdzenia, gdyż stymulujący cytotoksyczność komórko
wą wpływ interferonu jest od dawna poznany, natomiast na temat jego 
wpływu na komórki nowotworowe nie osiągnięto jeszcze zgodnej opi
nii [13].

Jeżeli chodzi o Corynebacterium parvum, to istnieje doniesienie 
świadczące zarówno o jego pobudzającym [62], jak i hamującym [83] 
wpływie na aktywność NKC, co może zależeć m.in. od drogi podania 
tych migroorganizmów zwierzęciu [63].

NKC wydają się względnie oporne na promieniowanie [33, 42, 85,
99] i aktywność NKC może być nawet stymulowana przez naświetlanie 
dawkami w zakresie 500 - 1000 R [33], Stymulacja ta wydaje się zależeć 
od względnego zagęszczenia NKC wśród badanych komórek w związku
z u tratą  komórek wrażliwych na promieniowanie [33, 42], Dopiero wyż
sze dawki hamują aktywność NKC, lecz nawet naświetlenie komórek 
efektorowych dawką 15000 R zmniejsza cytotoksyczność tylko o około 
połowę [79]. W badaniach tych określano aktywność NKC bezpośrednio 
po napromienieniu dawcy komórek efektorowych (splenocytów) lub 
komórek in vitro. Badania, które śledziły aktywność NKC w różnym 
czasie po napromienieniu myszy dawką 700 R, wykazały, że po około 
12 dniach spada ona i pozostaje na niskim poziomie aż do 28 dnia, aby 
ponownie powoli wrócić do około 80°/o poziomu wyjściowego po 41 - 59 
dniach [33], Skłania to do wniosku, że w przeciwieństwie do dojrzałych 
NKC, ich prekursory są wrażliwe na promieniowanie.

Nie ma jednomyślności co do wpływu przechowywania komórek 
efektorowych w różnych temperaturach na aktywność NKC. Przechowy
wanie w temperaturze 4°C według jednych badań nie ma wpływu na 
NKC [27, 64], według innych natomiast obniża aktywność NKC w przy
padku inkubacji 48 - godzinnej [79]. Podobnie przechowywanie w tem 
peraturze pokojowej pozostaje bez wpływu [64], obniża [48] lub pod
wyższa ich aktywności [51]. Według różnych doniesień preinkubacja 
NKC w temperaturze 37°C obniża [27, 64], nie wpływa [36, 48], nawet
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w przypadku inkubacji 48 - godzinnej [36], lub stymuluje aktywność 
NKC [86]. Powodem tych rozbieżności mogą być: niejednorodność po
pulacji NKC, różnice w składzie stosowanych środowisk hodowlanych, 
a z drugiej strony różnice we wrażliwości komórek docelowych na atak 
nabywające cytotoksyczność spontanicznie w wyniku hodowli in vitro 
nie są identyczne [93a].

Obserwuje się uwarunkowane genetycznie różnice dotyczące aktyw
ności NKC między różnymi szczepami myszy [29, 44, 46, 61, 73, 84], 
a z drugiej strony różnice we wrażliwości komórek docelowych na atak 
NKC [29]. Według większości badaczy aktywność NKC bardzo różni 
się między komórkami efektorowymi pochodzącymi od różnych osobni
ków tego samego gatunku [70, 76], nawet jeżeli badana jest w różnym 
czasie u tego samego zwierzęcia przeciw tym samym komórkom doce
lowym [24, 29, 79], Jest ona także różna u myszy identycznych co do 
wieku, szczepu i płci badanych w jednym eksperymencie przeciw tym 
samym komórkom docelowym [58], Istnieją sugestie, że przyczyną 
zmiennej aktywności NKC, badanej w różnym czasie u tego samego 
osobnika, jest brak zachowania identycznych warunków, szczególnie 
temperatury, w której przygotowywane i przechowywane są komórki 
efektorowe, a także zmieniająca się w kolejnych pasażach wrażliwość 
komórek docelowych [51]. Aktywność NKC, mierzona u tych samych 
osobników przy zachowaniu identycznych warunków, nie zmieniała się 
nawet w ciągu wielu miesięcy [51]. Różnice aktywności NKC u ludzi 
nie wydają się być, jak wspomniano, zależne od płci, wieku, rasy czy 
wykonywanego zawodu [64]. Należy jednak zaznaczyć, że u ludzi do 
trzydziestego roku życia stwierdza się zależną od płci różnicę aktyw
ności NKC przeciw fibroblastom płodowym. Była ona wyższa u męż
czyzn niż u kobiet [93]. Różnicy takiej nie obserwowano natomiast 
u ludzi starszych [93]. Różnice aktywności NKC związane z płcią obser
wowano również u myszy [84].

Wydaje się, że in  vivo NKC podlegają mechanizmom regulującym.
We krwi obwodowej człowieka obecne są komórki hamujące aktywność 
NKC [69]. Usunięcie spośród krwinek jądrzastych krwi ludzkiej komó
rek mających własności żerne i przylegających do powierzchni plastyku 
podnosi aktywność NKC [31, 72], Splenocyty 9 - 13 - dniowych myszy 
hamują aktywność NKC splenocytów od myszy dorosłych [83], Istnie
nie mechanizmów regulujących jest tym' bardziej zrozumiałe, że jak 
wiadomo aktywność NKC stwierdza się nawet przeciw autogenicznym
komórkom docelowym [69, 93].

Wykazano, że u myszy aktywność NKC przeciw komórkom nowo
tworu allogenicznego spada wraz z rozwojem nowotworu, aby wrócić 
do normy po regresji nowotworu [6], W pracy tej nie stwierdzono zu-
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leżności tego efektu od działania komórek supresyjnych. W innych ba
daniach nie wykryto istotnych różnic dotyczących aktywności NKC
między osobnikami zdrowymi i chorymi z rozwijającym się czerniakiem 
przeciw hodowanym in vitro komórkom tego nowotworu [70, 72]. 
W tych ostatnich badaniach nie można było jednak wykluczyć nakła
dania się swoistej cytotoksyczności zależnej od limfocytów T na natu
ralną cytotoksyczność typu komórkowego, która mogłaby być faktycz
nie niższa u chorych w porównaniu z osobnikami zdrowymi.

PROPONOW ANY M ECHANIZM  I ZNACZENIE NKC

Aktywność NKC jest prawdopodobnie tylko fragmentem szerszego 
zjawiska naturalnej cytotoksyczności, która obejmuje również naturalna 
cytotoksyczność typu humoralnego. Na kilka lat przed opisaniem NKC 
znane były obserwacje świadczące o obecności u nie uczulonych zwie
rząt przeciwciał humoralnych skierowanych przeciw allogenicznym i syn
genicznym komórkom nowotworowym [2, 7, 25, 54, 55]. W związku
z tymi obserwacjami powstaje pytanie, czy u podłoża NKC nie leżą 
naturalne przeciwciała cytotoksyczne. Zagadnienie to dyskutowane było 
wielokrotnie i choć niektórzy badacze wypowiadają się za taką ewen
tualnością [49, 50, 68] i utożsamiają aktywność NKC z cytotoksycz- 
nością komórkową zależną od przeciwciał [1, 50, 68, 72, 89], wiele 
jednak prac wydaje się wykluczać udział przeciwciał humoralnych 
w aktywności NKC [4, 10, 27, 57, 79, 96a]. Istnieją też sugestie, że me
chanizm cytotoksyczności jest w obydwu przypadkach bardzo podobny, 
a jedyna różnica polega na tym, że w aktywności NKC przeciwciała 
lokują się pierwotnie na komórkach efektorowych (za pośrednictwem 
receptora dla fragmentu Fc przeciwciał), a w przypadku cytotoksycz
ności komórkowej uwarunkowanej przez przeciwciała opłaszczają ko
mórkę docelową [49]. Wiadomo skądinąd, że cytotoksyczność komórko
wa zależna od przeciwciał wymaga uczestnictwa bardzo niewielkiej ilości 
immunoglobulin [56].

Istnieje spór, w którym jedni badacze porównują lub nawet iden
tyfikują NKC z komórkami K [49, 68], inni zaś uważają, że te dwa typy 
komórek wyraźnie się od siebie różnią [6, 27, 45]. Spór ten trudno 
obecnie rozstrzygnąć z dwóch powodów. Z jednej strony, w kilku przy
padkach, o których już wspomniano w niniejszym opracowaniu, nie 
osiągnięto jednomyślności przy określaniu markerów powierzchniowych 
NKC. Z drugiej strony, pojęcie: „komórka K ” jest wieloznaczne i uży
wane jest w różnych pracach w odmiennym znaczeniu: a) jako komórka 
cytotoksyczna (killer cell) i w tym pojęciu mieszczą się wszystkie ko
mórki zdolne do wywierania efektu cytotoksycznego bez względu na

3 — Postępy Biol. Kom. 2/79
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mechanizm tego efektu [30], b) w nieco węższym znaczeniu jako ko
mórka posiadająca receptor dla fragmentu Fc immunoglobulin i zdolna 
do cytotoksyczności komórkowej zależnej od przeciwciał [78], c) jako 
limfocyt nie mający cech ani B, ani T limfocytu, lecz posiadający re 
ceptor dla fragmentu Fc immunoglobulin i zdolny do cytotoksyczności 
komórkowej zależnej od przeciwciał [68].

Zaobserwowano korelację i podobieństwo między aktywnością NKC 
i tzw. opornością hybryd [42, 83] polegającą na tym, że proliferacja 
komórek szpiku rodzicielskiego hamowana jest w organizmie „hybrydy”' 
w porównaniu z nie zaburzoną proliferacją szpiku izogenicznego. Za
równo oporność hybryd, jak i aktywność NKC pojawiają się u myszy 
około czwartego tygodnia życia, są mało wrażliwe na naświetlanie pro
mieniami jonizującymi i zależne od prawidłowego funkcjonowania szpi
ku kostnego [42], Obserwuje się jednak również różnice, jak np. różną 
wrażliwość na podanie hydrokortyzonu [32]. Niestety podobieństwo mię
dzy tymi dwoma zjawiskami niewiele wnosi do poznania aktywności 
NKC, gdyż mechanizm oporności hybryd nie jest również poznany do 
końca.

U myszy, u których, jak wspomniano, występują różnice aktywności 
NKC między różnymi szczepami, obserwuje się korelację między aktyw
nością NKC in vitro i opornością przeciw danemu przeszczepialnemu 
nowotworowi in vivo [20, 46, 47]. Wykazano również, że zawierające NKC 
normalne nie uczulone splenocyty, zmieszane z komórkami nowotworu,, 
hamują wzrost przeszczepionego nowotworu in vivo zarówno u myszy 
[47], jak i u szczura [86]. Istnieją jednak wcześniejsze doniesienia suge
rujące, że podane w ten sposób splenocyty mogą stymulować wzrost 
nowotworu in vivo [74]. Być może, że u podłoża tych rozbieżności leży 
różny wiek dawców splenocytów. Wykazano bowiem, że splenocyty
zmieszane z komórkami nowotworu mogą hamować lub stymulować jego 
wzrost in vivo w zależności od tego czy pochodzą od młodych, czy od 
starych dawców [18]. Efekt przeciwnowotworowy wykazano również 
wtedy, gdy splenocyty podawano myszom w oddzielnej dawce nawet 
24 godziny po podaniu komórek nowotworowych [34]. Przeciwnowotwo
rowy efekt normalnych splenocytów mysich in vivo wykazano również 
w innych doświadczeniach przy okazji badania efektu przeciwnowotwo- 
rowego komórek uczulonych [52] lub swoistych przeciwciał współdzia
łających z komórkami [77], Cytowane badania sugerują udział NKC 
w oporności przeciwnowotworowej in vivo. Z drugiej strony, u pacjen
tów z rozwijającym się nowotworem nie znaleziono korelacji między 
aktywnością NKC badaną we krwi obwodowej i węzłach chłonnych 
z jednej strony, a wielkością nowotworu lub jego zdolnością do tworze
nia przerzutów z drugiej strony [14].
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Należy pamiętać, że aktywność NKC obserwowana jest in vitro
tylko przy wysokim stosunku komórek efektorowych do docelowych, 
co powinno skłaniać do ostrożności w przypisywaniu jej dużego znaczenia 
in vivo, gdzie tak duży nadmiar NKC w stosunku do komórek nowo
tworu może być trudny do osiągnięcia.
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KOMÓRKI PANETHA — BUDOWA, CYTOFIZJOLOGIA
I PATOLOGIA*

THE PA N ETH  CELLS — MORPHOLOGY, CYTOPHYSIOLOGY
AND PATHOLOGY

; $0, I 'WĄ BL. : v |  ’*• §8 a  l&J i. &?§> I S I ' * ' ■ S  ̂W* wP M *'

Ja n  LAM PRECHT i Ireneusz  ADAMIEC

Z akład  Histologii i Embriologii, In s ty tu t B iostruk tury , A kadem ia Medyczna
w  W arszawie

Streszczenie.  K om órki P an e th a  ** łatw o identyfikow ane dzięki swej budow ie i loka
lizac ji nie doczekały się dotąd pełnej charak te rys tyk i funkcjonalnej. W ystępują 
u w szystkich badanych  dotąd ssaków z w y ją tk iem  psa i kota, w  dnach  gruczołów 
je l i ta  cienkiego oraz w  w yrostku  robaczkow ym  i jelicie ślepym. Rozwój, k inetyka 
p ro life rac ji oraz zan ikanie  tych kom órek  z populacji nabłonka są zagadnieniam i 
słabo poznanymi. Liczba oraz budow a kom órek P ane tha  zm ieniają się w  licznych 
stanach  chorobowych. W  niek tórych  en teropatiach  je lita  grubego obserw uje się 
m etap laz ję  nabłonka okrężnicy z pojaw ieniem  się w  nim  kom órek Panetha . Uważa 
się, że głównym  białk iem  syntetyzow anym  przez kom órki P an e th a  jest lizozym. 
Synteza i w ydzielanie lizozymu, a  także zdolność fagocytozy m ikroorganizm ów  flory 
je litow ej pozwala przypuszczać, że kom órki P an e th a  są częścią b a rie ry  obronnej
przew odu pokarm ow ego przed szkodliwym i w pływ am i środow iska zew nątrzustro jo- 
wego.

S u m m a ry .  The P an e th  cells m ay be easy identified, due to their morphology and 
localization, how ever the  know ledge concerning the ir  function is still incomplete. 
T hey  occur in all m am m als except for the  carnivores, in the bottom  of in testina l 
g lands of sm all bowel, verm ifo rm  append ix  and  caecum. The developm ent, d iffe ren 
tia tion  and pro lifera tion  kinetics of these cells a re  understood very  poorly, so is 
th e ir  d isappearance from  epithelial population. Morphology and the  num ber of

* P raca  w ykonana w  związku z realizacją P ro g ram u  Rządowego PR  - 6, tem at 
1315/13.

** Polskie M ianow nictw o Histologiczne PZWL, 1974 r. zaleca używ anie te r 
m inu  „kom órka je litow a z ziarnistościam i kw asochłonnym i” w  m iejsce te rm inu  
„kom órka P a n e th a ”. T radycy jna  nazw a została użyta przez au torów  jedynie 
ze względu na łatwość operow ania te rm inem  krótszym.
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F an e th  cells change in num erous diseases. In  some large in testine  en te ropa th ies  
the  m etap lasia  of colonic ep ithelium  w ith  th e  P an e th  cell occurrence can be 
observed. Lysozyme is considered to be  a  m ain  p ro te in  syntetized by th e  
P an e th  cells. Synthesis and  secretion of lysozyme as w ell as the 
phagocytic ab ility  of th e  P an e th  cells allow  to consider these cells as a p a r t  of th e  
sm all in testine defence system  against d e tr im en ta l influences of the  ex te rn a l 
environm ent.

WSTĘP

Złożoność funkcji jelita cienkiego, tzn. trawienie, wchłanianie, wy
dzielanie egzo- i endokrynowe oraz udział w nieswoistej i swoistej od
porności organizmu, znajduje swe odzwierciedlenie w bogactwie morfo
logicznych typów komórek nabłonka błony śluzowej.

Dominującą część nabłonka jelita cienkiego tworzą komórki z rąb
kiem prążkowanym, zwane enterocytami bądź komórkami chłonącymi, 
oraz komórki śluzowe (komórki kubkowe). Znacznie mniej licznie są 
reprezentowane tzw. „tuft cells”, komórki enteroendokrynowe, śród-
nabłonkowe elementy limfoidalne oraz komórki Panetha.

Komórki Panetha, mimo że zostały opisane już ponad 100 lat temu 
[96], a w swojej masie tworzą pokaźny gruczoł rozproszony, do dzisiej
szego dnia nie doczekały się jednoznacznego określenia ich funkcji. 
Pierwszy morfologiczny opis tych komórek podał w 1888 r. Paneth [81], 
natomiast pierwszy opis u ltrastruktury  zawdzięczamy Hally’emu [43].

WYSTĘPOWANIE

Komórki Panetha występują powszechnie u ssaków. Wśród przeba
danych gatunków nie stwierdzono ich u psa i kota; nie występują rów
nież u ptaków, płazów i gadów [17, 24, 63, 69, 74, 86, 99, 108, 113, 118]. 
Komórki te są charakterystyczne dla nabłonka jelita cienkiego, gdzie 
wraz z komórkami nie zróżnicowanymi (stem cells) tworzą dna gruczołów 
jelitowych (rye. 1 i 2). Liczba komórek w nabłonku jelita cienkiego 
wzrasta wraz z odległością od żołądka. Obserwuje się je w około 60% 
gruczołów jelitowych dwunastnicy człowieka, około 80°/o gruczołów jelita 
czczego oraz w około 95% gruczołów jelita krętego [78]. U człowieka na 
1000 komórek nabłonka jelitowego dwunastnicy przypada średnio około 
15 komórek Panetha, w jelicie czczym — około 18, a w jelicie krętym  
około 25 [78].

U człowieka komórki Panetha stwierdza się również w nabłonku 
ponad 95% badanych wyrostków robaczkowych [115] oraz sporadycznie 
w nabłonku jelita ślepego. W nabłonku pozostałych odcinków jelita gru
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bego, w stanach fizjologicznych, nie obserwuje się komórek Panetha. Je
dynym znanym gatunkiem, u którego komórki Panetha występują za
równo w nabłonku jelita cienkiego, jak i grubego jest kret [44],

BUDOWA

Komórki Panetha mają kształt ściętej piramidy, a swą szeroką pod
stawą oparte są o błonę podstawową nabłonka jelitowego (ryc. 2). Są to 
komórki o silnie zaznaczonej biegunowości budowy. Część szczytowa 
osiąga światło gruczołu, a jej powierzchnia ukształtowana jest w postaci 
nieregularnie ułożonych mikrokosmków. Między mikrokosmkami wystę
pują wpuklenia błony komórkowej będące morfologicznym przejawem 
egzocytozy ziaren wydzielniczych (ryc. 2). Charakterystyczną cechą bu
dowy komórek Panetha są silnie kwasochłonne ziarna wydzielnicze
0 średnicy 1-3 ąm, obserwowane w ich cytoplazmie nadjądrowej (ryc.
1-3). W obrazie mikroskopu elektronowego komórki Panetha myszy
1 wiewiórki posiadają między błoną otaczającą ziarno a gęstym centrum 
strefę o małej gęstości elektronowej (ryc. 3). Ziarna wydzielnicze ko
mórek Panetha pozostałych ssaków wykazują homogenną, elektronowo 
gęstą strukturę. Między jądrem a obszarem gromadzenia ziaren wy
dzielniczych występuje obficie rozbudowany układ Golgiego (ryc. 4). 
Jądro zlokalizowane jest w przypodstawnej części komórki. W odróż
nieniu od pozostałych typów komórek nabłonka jelitowego, długa oś 
jądra komórki Panetha ułożona jest zwykle prostopadle do długiej osi 
komórki. Obrys jądra jest nieregularny, często z licznymi wpukleniami. 
Chromatyna zwarta jąder układa się w sąsiedztwie wewnętrznego listka 
otoczki jądrowej, podobnie jak w innych wysoko zróżnicowanych ko
mórkach. Widoczne jest także na ogół wyraźnie wykształcone jąderko. 
Ziarnista siatka śródplazmatyczna jest niezwykle obficie rozbudowana. 
Równolegle lub koncentrycznie ułożone wąskie cysterny zajmują domi
nującą część cytoplazmy wokół- i pod jądrowej (ryc. 2 i 4). Mitochon
dria komórek Panetha posiadają w swej macierzy mniej wyraźne ziarna 
wewnątrzmitochondrialne niż sąsiadujące z nimi komórki nabłonka. 
W cytoplazmie okolicy przy- i podjądrowej obserwuje się występowanie 
lizosomów oraz tubularnych bądź wlókienkowatych wtrętów, często 
o ułożeniu koncentrycznym [86].

METODY UW IDACZNIANIA KOMÓREK PA N ETH A

Podstawowe znaczenie dla barwliwości i morfologii ziaren wydziel
niczych komórek Panetha ma rodzaj stosowanego utrwalacza oraz spo
sób przygotowania materiału [43, 46]. Utrwalacze kwaśne, a także alko
hol i eter, które niszczą ziarna wydzielnicze, są zdaniem niektórych
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autorów przyczyną wielu błędnych interpretacji wyników badań nad 
komórkami Panetha [68].

Cytoplazma komórek Panetha barwi się błękitem alcjanu, błękitem 
toluidyny, hematoksyliną żelazistą, karminem Besta, czernią naftalenową,, 
tioflawiną T, czerwienią Kongo, safraniną oraz metodą „azan”, paS i van 
Giesona [15, 43, 62]. Wszystkie wymienione barwniki nie są specyficzne 
dla ziaren komórek Panetha, wybarwiają bowiem również ziarna wy- 
dzielnicze innych komórek. Według niektórych autorów specyficzną 
metodą jest barwienie szkarłatem Biebricha, ponieważ barwnik ten wiąże 
się kompetycyjnie z aktywnym miejscem lizozymu obficie występującym 
w ziarnach wydzielniczych komórek Panetha [32].

W szczytowej części cytoplazmy komórek Panetha wykryto aktyw
ność glukozo - 6 - fosfatazy (EC 3.1.3.9), anhydrazy węglanowej (EC 
4.2.1.1), silną aktywność oksydazy monoaminowej (EC 1.4.3.4), a także 
aminopeptydazę (EC 3.4.1.3), dehydrogenazę amidu kwasu liponowego 
(EC 1.6.4.3) i inne dehydrogenazy (EC 1.3.99.1, EC 1.1.1.41, EC 1.1.1.27) 
[62, 89]. W obrębie ziaren wydzielniczych, których centrum zbudowane 
jest z obojętnego lub zasadowego kompleksu polisacharydowo - białko
wego, a obrzeże z kwaśnego mukopolisacharydu [43, 53, 69, 97, 101, 105] ̂  
wykryto obecność argininy, tyrozyny i tryptofanu [43, 108], a także wol
nych grup sulfhydrylowych i histydynowych [11, 68]. Wybitną kwaso- 
chłonność ziaren wydzielniczych przypisuje się obecności argininy. Zda
niem niektórych autorów, ziarna wydzielnicze komórek Panetha zawie
rają także enzymy lizosomalne [68, 89], choć w ziarnach wydzielniczych 
komórek Panetha człowieka nie stwierdzono obecności fosfatazy kwa
śnej, E - 600 opornej esterazy, sulfatazy arylowej i innych enzymów lizo- 
somalnych [90]. Obecnie uważa się, że głównym produktem wydziela
nym przez komórki Panetha jest enzym bakteriolityczny lizozym (mura- 
midaza) (EC 3.2.1.17) stwierdzany w obrębie ziaren wydzielniczych, oko
licy układu Golgiego oraz w niektórych lizosomach [25, 32, 39, 80], Ilość 
lizozymu określono na około 30 pg/komórkę Panetha jelita krętego szczu
ra, tj. 5-6 razy więcej niż ilość lizozymu w leukocytach [34],

Komórki Panetha myszy, szczura i człowieka zawierają immuno- 
globuliny IgA oraz IgG [33, 36, 91], natomiast nie stwierdzono w nich 
IgD, IgE ani IgM [91], Stosunek ilościowy immunoglobulin w obrębie 
komórki jest zmienny gatunkowo [33].

W obrębie ziaren wydzielniczych znajdują się także duże ilości jo
nów cynku [70], a stężenie jonów wapnia u niektórych gatunków jest 
znacznie wyższe niż w pozostałych typach komórek nabłonka jelito
wego [84], Obecność jonów wapnia wykrywa się na obwodzie niedojrza
łych ziaren wydzielniczych, w mitochondriach oraz w ziarnistej siatce 
śródplazmatycznej [92]. Badania autoradiograficzne ujawniły zdolność
komórek Panetha do wychwytywania Co60, Hg203, Pb210 [42].
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ROZW ÓJ

Komórki Panetha pojawiają się w nabłonku jelita cienkiego człowie
ka około 24 tygodnia życia płodowego [40], natomiast u myszy około 1, 
a u szczura między 1 a 2 tygodniem życia pozapłodowego [60, 68, 109], 
tj. w okresie wykształcania się gruczołów jelitowych. Według niektó
rych autorów komórki Panetha stwierdza się również w jelicie grubym 
noworodków ludzkich, lecz nie obserwuje się ich w późniejszych okre
sach życia [13]. Jak wykazały badania Stibenza i Geyera [104], rozwój, 
komórek Panetha w dwunastnicy myszy można przyspieszyć podając
zwierzętom' kortyzol.

Pochodzenie komórek Panetha nie jest ustalone, a poglądy na ten te
mat są bardzo rozbieżne. Patzelt [83] uważał, że komórki te powstają przez. 
przekształcenie się komórek śluzowych. Cairnie [16], jest zdania, że 
prekursory komórek Panetha pochodzą spoza nabłonka krypty jelitowej. 
Według Tonera [109] komórki Panetha stanowią populację zanikającą, 
powstając tylko w życiu płodowym i we wczesnym okresie życia poza
płodowego. Zdaniem Trashera [110] komórki te stanowią samoodtwarza- 
jącą się populację. Nowe komórki mają powstawać z właściwego dla 
tego typu komórek prekursora umiejscowionego między komórkami Pa
netha. Wymienione poglądy straciły ostatnio na popularności na rzecz, 
unitarystycznej teorii pochodzenia komórek nabłonka jelitowego [21]. 
Według tej teorii komórki Panetha rozwijają się z nie zróżnicowanych 
komórek - prekursorów wszystkich typów komórek nabłonka jelitowego- 
umiejscowionych w dolnych obszarach krypty jelitowej.

PRO LIFER A C JA  I RÓŻNICOW ANIE
#

W komórkach Panetha nie obserwuje się mitoz, nie posiadają one 
także zdolności syntezy DNA [16, 18, 113]. Badania autoradiograficzne 
wykazują, że zróżnicowane komórki Panetha nie wychwytują izotopu 
w krótkim czasie po pojedynczej iniekcji 3H - tymidyny. Znakowanie ją
der w zróżnicowanych komórkach Panetha obserwuje się w przypadku 
wielokrotnego podawania trytowanej tymidyny lub po dłuższym czasie- 
po pojedynczej iniekcji. Wskazuje to na wolny mechanizm odnowy
populacji komórek [16]. U ltrastrukturalne badania autoradiograficzne 
wykazały w nabłonku jelitowym obecność wyznakowanych komórek 
o morfologii pośredniej między komórkami niezróżnicowanymi, komór
kami Panetha a komórkami śluzowymi. Uważa się je za młode formy 
komórek Panetha posiadające zdolność podziału [113]. Odnowa komórek 
Panetha jest znacznie wolniejsza niż innych typów komórek nabłonka 
jelitowego. Czas odnowy jest rzędu tygodni, np. u myszy trwa 14-16. 
dni [20].
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Najmłodsze formy komórek Panetha poza nielicznymi małymi ziar
nami wydzielniczymi wykazują wiele cech morfologicznych komórek 
macierzystych nabłonka (stem cells). W miarę różnicowania wzrasta 
znacznie ilość cystern ziarnistej siatki śródplazmatycznej, ilość i śred
nica ziaren wydzielniczych oraz zmienia się wielkość i ułożenie jądra ko
mórkowego [21]. U myszy całą populację komórek Panetha Cheng [21] 
podzieliła na 3 grupy, tj. 1) młode komórki Panetha (23°/o) o średnicy 
ziaren poniżej 2 ąm, 2) dojrzałe komórki (63%) o średnicy ziaren
2-3 [im, 3) stare komórki (14%) o średnicy ziaren powyżej 3 ąm.

Podobnie jak poglądy dotyczące pochodzenia, również poglądy doty
czące zanikania komórek Panetha z populacji nabłonka jelitowego są kon
trowersyjne. Nabłonek jelitowy ulega ciągłej i szybkiej odnowie. Komór
ki powstające w gruczołach jelitowych migrują na kosmki, a następnie 
ulegają złuszczeniu do światła jelita [59]. Zdaniem większości autorów 
komórki Panetha nie posiadają zdolności migracji, lecz pozostają w na
błonku dna gruczołów, degenerują i są fagocytowane przez nie zróżnico
wane komórki nabłonka (zjawisko apoptozy) [21] (rye. 1) lub przez poza- 
nabłonkowe komórki przypominające monocyty krwi obwodowej [2]. 
Istnieją jednak również zwolennicy koncepcji postulującej migrację 
i przekształcanie się komórek Panetha w komórki śluzowe [12]. Za słu
sznością tej koncepcji może przemawiać obserwacja komórek o morfo
logii pośredniej między komórkami Panetha a komórkami śluzowymi 
zarówno w warunkach fizjologicznych (rye. 1) [17, 43, 47, 56, 113], jak 
również w warunkach doświadczalnych [56, 104] i w niektórych entero- 
patiach [106]. Komórki te obserwowano w nabłonku górnej części gru
czołów jelitowych [17], a także sporadycznie w nabłonku kosmków [56]. 
Za zdolnością komórek Panetha do migracji może przemawiać ponadto 
obecność desmozomalnych połączeń z komórkami sąsiadującymi, w arun
kująca synchroniczną migrację komórek nabłonka jelitowego [19], a także 
obecność w nabłonku jelita cienkiego człowieka i szczura subpopulacji 
komórek śluzowych wykazujących obecność lizozymu w obrębie ich 
materiału wydzielniczego [73].

Spostrzeżenia te sugerują, że synchroniczna migracja komórek Pa
netha z pozostałymi typami komórek nabłonka jelitowego jest prawdo
podobna również w warunkach normalnych, lecz być może nie jest ona 
zauważana wskutek zmian morfologicznych i/lub zmian barwliwości zia
ren  wydzielniczych w miarę starzenia się komórek Panetha. Dlatego też 
wydaje się, że proponowane przez Cheng [21] wyłączanie komórek Pa
netha z populacji poprzez zjawisko apoptozy, brak migracji komórek 
Panetha w przeciwieństwie do pozostałych typów komórek oraz zali
czenie komórek o budowie pośredniej do podtypu komórek śluzowych 
(tzw. komórki śluzowe ziarniste) wymagają krytycznej analizy.
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Ryc. 1. Dna dwu sąsiadujących gruczołów jelitowych dw unastn icy
myszy

Komórki Panetha (P) z wyraźnie zgrupow anym i ziarnam i wydzielniczymi 
w części szczytowej komórki, X — kom órka o budowie i cechach barwliwości 
pośrednich między komórką Panetha  a kom órką śluzową, A — ciałka apopto-

tyczne. Pow. około 1000 X

Ryc. 2. U ltra s tru k tu ra  kom órek dna gruczołu jelitowego dw unastn icy  myszy
Obok komórek niezróżnicowanych (N) kom órki P a n e th a  (P) z licznymi z iarnam i wydziel

niczymi. REH — ziarnista siatka śródplazmatyczna. Pow. około 5500 X
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Rye. 3. U ltra s tru k tu ra  części szczytowej kom órki P an e th a  myszy
G — ziarna wydzielnicze, AG — układ  Golgiego, HER — ziarnista siatka śródplazma

tyczna. Pow. około 18 000 X
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Rye. 4. Okolica cytoplazmy nadjądrow ej kom órki P ane tha  myszy
Widoczne różne postacie ziaren wydzielniczych (Gj—G3), obficie rozbudowana ziarnista 
siatka śródplazmatyczna (RER) oraz poszczególne elem enty GERL, tj. cysterny  układu 
Golgiego (AG), m ikropęcherzyki (V), poszerzone cysterny ziarnistej siatki śródplazma-

tycznej (X). Bo w. około 43 000 X
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Rye. 5. N abłonek syngenicznego przeszczepu fragm entu  dw unastn icy  myszy
pod to rebką nerk i

W 30 dni po przeszczepieniu obserwowano hiperplazję komórek Panetha. D — zaw ar
tość cysty nabłonkowej, C — kora nerki. Pow. około 1000 X
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Ryc. 6. F ragm en t kom órki P anetha  szczura w 14 dni po naprom ienien iu
daw ką 750 R

W obrębie ziaren wydzielniczych obserwowano pojawianie się tw orów  tubu larnych  o śred 
nicy 900—1000 A. Pow. około 20 000 X
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Rye. 7. F ragm ent ziarna wydzielniczego kom órki P an e th a  szczura w 8 dni
po naprom ienieniu  daw ką 750 R

Widoczna błona otaczająca ziarno (B) oraz krystaloid  w obrębie ziarna. Pow. około
72 000 X
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AKTYWNOŚĆ W YDZIELNICZĄ

Pełną aktywność wydzielniczą komórki Panetha myszy uzyskują 
począwszy od 4 tygodnia życia pozapłodowego [3], tj. w około 3 tygodnie 
po pojawieniu się w nabłonku jelitowym. Synteza i egzocytoza ziaren 
wydzielniczych zachodzi w sposób ciągły, a czas upływający między wy
tworzeniem a wydzieleniem ziarna zamyka się okresem 5-12 godzin [112]. 
Dunlop przedstawił dane sugerujące obecność rytmu dobowego aktyw
ności wydzielniczej mysich komórek Panetha. Najwyższą aktywność 
syntezy ziaren obserwował pod koniec fazy ciemnej, natomiast najniższą 
pod koniec fazy jasnej [28], Doniesienia o wpływie karmienia i głodze
nia zwierząt na aktywność wydzielniczą komórek Panetha są sprzeczne. 
Dunlop i Trier nie obserwowali takiego wpływu [28, 105, 112], natomiast 
Merzel i Ahonen donieśli o zwiększeniu liczby ziaren wydzielniczych 
w trakcie głodzenia oraz ich nasilonej egzocytozie po podaniu pokarmu 
[4, 68]. Obserwowano zwiększenie liczby komórek Panetha w nabłonku 
jelita cienkiego pod wpływem diety mlecznej [88].

Silny wpływ na czynność wydzielniczą komórek Panetha zdaje się 
wywierać wegetatywny układ nerwowy. Zarówno wagotomia, jak i sym- 
patektomia hamuje wydzielanie komórek Panetha [3]. Podobny wpływ 
wywiera podanie atropiny [105, 112], natomiast pilokarpina [105, 112] 
i dopamina [3] powodują pobudzenie syntezy i wydzielania.

Podanie glukagonu lub insuliny znamiennie zwiększa liczbę ziaren 
wydzielniczych w komórkach Panetha podobnie jak w pęcherzykach 
trzustkowych i w śliniankach [5].

KOMÓRKI PANETHA W STANACH PATOLOGICZNYCH

Istotnym elementem badań nad wyjaśnieniem funkcji komórek Pa
netha są obserwacje zmian morfologicznych oraz lokalizacji tych komó
rek w stanach patologicznych. Zdaniem Otto [78] w każdej gastroente- 
ropatii można dostrzec zmiany w lokalizacji, budowie lub czynności ko
mórek Panetha. W licznych schorzeniach przełyku, żołądka, pęcherzyka 
żółciowego oraz jelita grubego (choroba wrzodowa żołądka, wrzodzie- 
jące zapalenie jelita grubego, zanikowe zapalenie żołądka, anomalia 
Baretta, rak żołądka, rak okrężnicy) obserwuje się metaplazję nabłonka 
tych narządów z pojawianiem się komórek Panetha, w których można 
wykazać obecność lizozymu [51, 54, 58, 82, 93, 95], W metaplastycznym 
nabłonku, szczególnie w sąsiedztwie procesów zapalnych, wrzodów lub 
guzów nowotworowych, lokalizacja i budowa komórek Panetha różni 
się od tej, którą obserwuje się w obszarach nie dotkniętych metaplazją.

4 — Postępy Broi. Kom. 2/79
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Komórki Panetha zawierają często znacznie mniejsze ilości ziaren wy
dzielniczych, a także często występują tylko w niektórych gruczołach 
i nie zawsze w ich dnie [58], Pojawianie się komórek Panetha w nabłon
ku okrężnicy w przebiegu wrzodziejącego zapalenia jelita grubego jest 
zjawiskiem niezwykle częstym [82, 116].

W jelicie cienkim i wyrostku robaczkowym w wielu stanach choro
bowych (choroba trzewna, amyloidoza, cukrzyca i in.) liczba komórek 
Panetha zmniejsza się, z wyjątkiem choroby Leśniowskiego - Crohna 
i gruźlicy jelita, w których obserwuje się czasami zwiększenie liczby 
tych komórek oraz zmianę ich lokalizacji [7, 8, 24, 35, 52, 62, 85],

Nowotwory z udziałem komórek Panetha są bardzo rzadko spotyka
ne. Dotychczas opisano nieliczne przypadki guzów nowotworowych jelita 
cienkiego i grubego, u człowieka z udziałem tych komórek oraz 2 przy
padki eksperymentalnego wywołania takich guzów u myszy i szczurów 
za pomocą chemicznych karcinogenów [27, 49, 58, 71, 103, 117].

Wyraźne zmiany u ltrastruktury  komórek Panetha z brakiem zmian 
morfologicznych w innych typach komórek nabłonka jelitowego, zarówno 
na poziomie mikroskopu świetlnego, jak i elektronowego, obserwuje się 
u pacjentów z acrodermatitis enteropathica, której przyczyną jest praw
dopodobnie złe wchłanianie cynku [14, 64, 87]. Zmiany, które dotyczą 
głównie ziaren wydzielniczych, ulegają odwróceniu w kilka miesięcy po 
rozpoczęciu podawania cynku [14], Podobne zmiany ultrastruktury  ko
mórek Panetha udało się wywołać u szczurów pozbawionych cynku w po
żywieniu [77].

Hiperplazję i hipertrofię komórek Panetha z pojawianiem się zmian 
utrastrukturalnych udaje się wywołać doświadczalnie u królika [17, 50] 
lub myszy [56] (ryc. 5) poprzez izolację fragmentu jelita cienkiego z cią
głości przewodu pokarmowego. Zmiany budowy i lokalizacji tych komó
rek są czasowe i zanikają po ponownym włączeniu fragmentu w obręb 
przewodu pokarmowego [50] lub samoistnie w miarę upływu czasu [56].

Wyraźne zmiany ultrastrukturalne pojawiają się w komórkach P a
netha dwunastnicy szczura w przebiegu choroby popromiennej [55]. 
Zmiany te dotyczą głównie ziaren wydzielniczych z pojawianiem się 
w nich tworów tubularnych i krystaloidalnych (ryc. 6, 7) podobnych do 
tych, które obserwowano u szczurów żywionych dietą bezeynkową [77].

FU N K CJA

Przedstawione w poprzednich rozdziałach dane opisujące morfolo
gię i cytofizjologię komórek Panetha w stanach zdrowia i choroby stały 
się punktem wyjścia dla wielu hipotez dotyczących funkcji tych komó
rek. Celem niniejszego rozdziału jest przedstawienie proponowanych
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funkcji komórek Panetha oraz zwrócenie uwagi na fakt, że żadna z tych 
hipotez nie została dotąd w sposób ostateczny udowodniona.

Komórkom Panetha przypisywano udział w trawieniu pokarmu po
przez wydzielanie enzymów trawiennych, szczególnie dwupeptydaz, do 
światła jelita cienkiego [1, 11, 114],

Wydzielanie przez komórki Panetha aminokwasów do światła gru
czołu jelitowego, a także wychwytywanie pewnych aminokwasów ze 
światła gruczołu [68, 105, 137] może zdaniem Genta i Creamera świad
czyć o aktywnym  udziale komórek Panetha w utrzymywaniu homeosta
zy aminokwasów środowiska wewnątrzjelitowego.

Według Creamera [24] komórki Panetha poprzez wydzielanie zespołu 
białek i węglowodanów wytwarzają właściwe środowisko dla szybko 
dzielących się i dojrzewających komórek nabłonka jelitowego, wpływa
jąc pośrednio na utrzymanie właściwej struktury błony śluzowej jelita 
cienkiego. Wydzielina komórek Panetha może w tym wypadku działać 
jako wewnątrzjelitowa substancja wspomagająca odżywianie komórek 
nabłonka poprzez układ krwionośny bądź też zawierać troficzną substan
cję pobudzającą nabłonek gruczołu jelitowego i kosmka. Zdaniem Aho- 
nena potwierdzeniem hipotezy Creamera jest obserwacja, że komórki 
Panetha pojawiają się w nabłonku w okresie rozwoju gruczołów jelito
wych [3].

Badania autoradiograficzne nad zdolnością wychwytywania izotopów 
metali ciężkich przez komórki Panetha [41] oraz obecność znacznych 
ilości jonów cynku i wapnia w tych komórkach [70] dały podstawy do 
przypisania komórkom Panetha roli w wydalaniu tych metali z ustro
ju [42].

Współistnienie metaplazji komórek Panetha z hiperplazją komórek 
śluzowych i nadmiernym wydzielaniem śluzu w szeregu enteropatiach 
może, zdaniem Symondsa [107], świadczyć o roli komórek Panetha w kon
trolowaniu lepkości wydzielanego śluzu nie tylko w stanach patologicz
nych, ale również w warunkach normy.

Hipotezą posiadającą największą liczbę zwolenników oraz posiada
jącą największą dokumentację doświadczalną jest wiązanie funkcji ko
mórek Panetha z szeroko pojętą rolą bariery obronnej błony śluzowej 
jelita przed szkodliwymi wpływami środowiska zewnętrznego.

Jak już wspomniano, komórki Panetha syntetyzują i wydzielają 
enzym bakteriolityczny lizozym (muramidazę), którego substratem jest 
glikopeptyd ściany komórkowej większości bakterii [22], Badania u ltra- 
strukturalne ujawniły, że komórki Panetha posiadają zdolność fagocy- 
tozy i degradacji w obrębie swego układu lizosomalnego mikroorganiz
mów flory jelitowej [31], Ponadto wykazano, że komórki Panetha czło
wieka i szczura zawierają immunoglobuliny klas IgA i IgG w większych
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ilościach niż pozostałe typy komórek nabłonka jelita cienkiego [33, 91], 
choć rozkład tych immunoglobulin w poszczególnych komórkach Pa- 
netha jest bardzo heterogenny. Zdaniem Erlandsena [33] immunoglo- 
buliny nie są syntetyzowane w obrąbie komórek Panetha, lecz dostają 
się do nich wraz z opłaszczonymi przez nie mikroorganizmami. Dzięki 
immunocytochemicznym badaniom nad rozkładem immunoglobuliny A 
oraz lizozymu u szczura stwierdzono, że obydwa białka związane są z rąb
kiem prążkowanym jelita [33]. Łączne występowanie lizozymu i IgA na 
powierzchni mikrokosmków jelita cienkiego może tworzyć barierę ochron
ną przeciwdziałającą przyleganiu i penetracji bakterii poprzez szczytowy 
biegun enterocytów.

ZAKOŃCZENIE

Ilość informacji o budowie i funkcji komórek Panetha znacznie wzro
sła w ostatnich latach, a mimo to pozostają one wciąż jednymi z naj
mniej poznanych komórek ustroju. Wiadomości dotyczące poszczególnych 
etapów ich rozwoju i różnicowania są często sprzeczne. Tajemnicą po
zostaje również znaczenie występowania tych komórek tylko u ssaków. 
Niejasne są mechanizm i znaczenie metaplazji i hiperplazji tych komó
rek w stanach patologicznych. Problemy te w powiązaniu z dokładnie 
poznaną morfologią tych komórek stanowią o atrakcyjności komórek 
Panetha w badaniach nad różnicowaniem komórek.
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HODOWLA NARZĄDOWA, HODOWLA NA SZTUCZNYCH 
NACZYNIACH WŁOSOWATYCH ORAZ WYTWARZANIE 
SWOISTYCH PRODUKTÓW KOMÓRKOWYCH IN VITRO

ORGAN CULTURE, CULTURE ON A R TIFIC IA L CAPILLARIES, SECRETION
OF SPECIFIC CELL PRODUCTS

Stanisław a STOKŁOSOW A

U niw ersy te t Jagielloński, In s ty tu t Zoologii, Zakład  Fizjologii Zwierząt,
P racow nia  Hodowli T kanek

Streszczenie.  Omówiono m etody hodowli narządow ych, po k tó re  najczęściej sięgają 
badacze: 1. hodowle stac jonarne  na granicy dw ufazowej pożywki płynno - gazowej, 
2. na plastikow ych gąbkach, 3. m etody perfuzy jne  z m etodą hodowli na sztucznych 
naczyniach włosowatych. Porów nano hodowlę narządów  zarodkow ych i dojrzałych. 
P rzedysku tow ano  czynniki w aru n k u jące  powodzenie hodowli oraz ograniczenie jej 
s tosow ania  dyfuzją  tlenu  w  eksplan tacie  i jego wielkością. Większość przykładów  
cy tow anych  dotyczy hodowli narządów  w ydzielających hormony. Zaprezentow ano 
rów nież w łasny system hodowli narządow ej oparty  na zasadzie m etody Trowella. 
Przytoczono k ilka  przykładów  hodowli organotypowych, k tóre  przyczyniły się do 
w y jaśn ien ia  lub potw ierdzenia  w ażnych procesów biologicznych.

S u m m a ry .  T hree most often used organ  cu ltu re  techniques have been described: 
grid, sponge and perfusion  cultures. In  th e  la t te r  special a tten tion  has been paid 
to  cu ltu re  on artif ic ia l capillaries. The difference betw een  cu ltures of em bryonal 
and  m a tu re  organs and  tissues as well as factors lim itting  use of organ cu ltu re  
techn ique  havp been discussed. Most exam ples presented  concern cu ltu re  of endo
c rine  organs and  tissues. Significance of the  described techniques for some im portan t 
biological resu lts  such as th e  finding of an ti - M ullerian  Hormone, epiphyseal - hypo
physeal antagonism , d ifferen tia tion  of gonads etc. has been emphasized.

W STĘP

Pojęcie wzrostu organotypowego zostało wprowadzone przez Maxi- 
mowa [22] w 1925 r. na określenie wzrostu zorganizowanego w odróżnie
niu od wzrostu cytotypowego — niezorganizowanego.
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Hodowle narządowe, czyli organotypowe, różnią się od hodowli ko
mórkowych, które in vitro tracą charakterystyczną strukturę histologicz
ną, a często i właściwości fizjologiczne tkanki, z której je wyprowadzono. 
Przykładem takich różnic mogą być wyniki badania Whittakera [48], któ
ry wykazał, że komórki barwnikowe tęczówki, hodowane w pojedynczej 
warstwie, bardzo szybko tracą zdolność wytwarzania pigmentu. Barwnik 
pojawia się na nowo w tych komórkach podczas hodowli narządowej 
osadu otrzymanego z zawieszonych w pożywce i odwirowanych komó
rek.

Często zdarza się, że wycinek tkanki lub narządu obrasta warstwą
niezróżnicowanej tkanki. Franks i Barton [9] hodowali organotypowo 
eksplantaty prostaty i zauważyli, że zróżnicowany wycinek reagował 
na androgeny wprowadzone do pożywki, natomiast komórki w yrastają
ce z niego nie reagowały zupełnie. Już tylko te dwa przykłady przema
wiają za wyborem techniki hodowli narządowej tam, gdzie chodzi o ba
danie funkcji tkanek lub narządów z zachowaniem ich struktury  i wza
jemnych związków czynnościowych. Metoda ta bardziej przypomina 
warunki istniejące in vivo i częściej wyniki nią uzyskane dają się prze
nosić na wyniki in vivo.

HODOWLE NARZĄDÓW ZARODKOW YCH

Tkanki zarodkowe uzyskują większość energii na drodze glikolizy, 
mogą więc przeżywać, a nawet rosnąć w warunkach gorszego zaopatrze
nia w tlen. Jedne z pierwszych hodowli założyła Feli [8], hodując za
wiązki kości zarodków myszy na skrzepie osocza. Feli [7] opracowała me
todę hodowli na szkiełku zegarkowym umieszczonym w szalce Petriego 
wyłożonej wilgotną watą. Zmiana pożywki polegała na przeniesieniu eks- 
plantatu na świeży skrzep, przygotowany w innym szkiełku zegarko
wym.

Chen [3] wprowadził płynne pożywki do metody Feli, a zamiast
skrzepu zastosował kawałeczki papieru soczewkowego (lens paper — 
używany do czyszczenia optyki mikroskopowej), na których ułożone
eksplantaty pływały na powierzchni pożywki. Spratt [33] zastąpił skrzep 
agarem hodując na nim z powodzeniem wczesne zarodki kurcząt.

Tkanki zarodkowe nie zróżnicowane oraz bardziej odporne na nie
dobór tlenu mogą nie tylko przeżywać przez dłuższy czas w hodowli 
(kilka tygodni) bez wystąpienia zmian martwiczych w centrum eksplan- 
tatu, lecz mogą także różnicować się, a nawet powiększać [10, 11, 49, 50].
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HODOWLE NARZĄDÓW ZRÓŻNICOWANYCH POBRANYCH Z ORGANIZMÓW
DOJRZAŁYCH

W tym  przypadku mamy do czynienia bardziej z przeżywaniem 
eksplantatów niż z ich wzrostem. Dojrzałe narządy bowiem, w przeci
wieństwie do zarodkowych, czerpią energię z oddychania, stąd dobre na
tlenienie hodowli ma ogromne znaczenie. Większość zatem metod hodowli 
narządowej tkanek dojrzałych uwzględnia ich wymagania tlenowe. Wię
kszość też współcześnie stosowanych metod posługuje się pożywkami 
płynnymi o znanym składzie, wzbogaconymi odpowiednią surowicą lub 
białkowymi czynnikami stymulującymi wzrost [12, 24]. Hodowle narzą
dowe na pożywce bez surowicy zwykle nie udają się i eksplantaty wcze
śnie degenerują, chociaż Waymouth [46] opisuje przykłady hodowli wy
łącznie na pożywkach syntetycznych. Najczęściej hoduje się eksplantaty 
na granicy pożywia płynnej i atmosfery gazowej bogatej w tlen mieszany 
z 5% dodatkiem C 02. Dwutlenek węgla wraz z dwuwęglanem zawartym 
w pożywce stanowi bufor utrzymujący stałe pH środowiska. W meto
dach, gdzie eksplantaty lub agregaty komórek zanurzone są w pożywce, 
konieczne jest jej natlenianie przed wprowadzeniem do naczyńka hodo
wlanego lub w czasie przepływu przez nie. Do dziś rozwinięto i zaadap
towano wiele bardzo różnorodnych technik hodowli narządowych. Opis 
ich można znaleźć w pracach oryginalnych oraz w wielu opracowaniach
książkowych [1, 5, 16-19, 27, 30, 31, 45, 47].

HODOWLE NA GĄBKACH I SIATKACH

Narządy i kmórki można hodować na gąbkach plastikowych, a tak
że naturalnych. Leighton [20] zastosował kawałki gąbek powlekanych 
kolagenem. Liczne tkanki przylegają z łatwością do tak przygotowanych 
beleczek gąbki nasączonych pożywką i rosną w przestrzeniach między 
nimi w sposób organotypowy. Gąbki takie nadają się również doskonale 
do hodowli agregatów komórkowych [25, 26].

Metoda hodowli na siatkach stalowych została rozwinięta i wpro
wadzona do hodowli organotypowych przez Trowella [40, 41] i z mniej
szymi lub większymi modyfikacjami jest stosowana do dziś. Trowell po
służył się siatką ze stali nierdzewnej do podparcia hodowanej tkanki 
i utrzymania jej na powierzchni płynnej pożywki. Siatkę tę umieścił on 
w szkiełku zegarkowym, które wypełniał pożywką tak, aby dotykała siat
ki od spodu i lekko ją zwilżała. Na siatce można położyć kawałek papieru 
soczewkowego, zwilżyć go pożywką i na nim położyć hodowany eksplan- 
tat, który wzrasta między włókienka papieru i ułatwia potem manipulo-
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Rye. 1. Szalka p lastikow a produkcji „Falcon P las tics”
do hodowli narządow ej

Widoczny zbiorniczek na płynną pożywkę z zawieszoną siatką
stalową nad n im

wanie nim przy opracowaniu histologicznym hodowli. Eksplantat można 
utrwalać, odwadniać itp. razem z papierkiem, co przy małych obiektach 
ma bardzo duże znaczenie, zmniejszając straty  eksplantatów w czasie 
długiej drogi do zatopienia w parafinie. Szkiełka, zamknięte w szalkach

Ryc. 2. Zestaw  miseczek w łasnej roboty  z sia tkam i stalow ym i w ew nątrz
Na siatkach kaw ałk i papieru  soczewkowego i eksplantaty . Dno szalki Petriego>

wysłane bibułą f il tracy jną
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Ryc. 3. P lastikow a szczelna kom ora do natlen ian ia  hodowli
Widać wąż doprowadzający tlen do kom ory z butli stojącej obok termostatu . Na 
term ostacie  stoją płuczki gazu i przepływomierze do regulacji ilościowego sto

sunku tlenu i C 0 9

Petriego, przenosił on do skonstruowanej przez siebie komory metalowej, 
przez którą przepływała mieszanina tlenu i dwutlenku węgla w stosunku 
95 : 5°/o. Można zastosować również nieco inny skład mieszanki [3]: 60% 
tlenu, 5% dwutlenku węgla i 35% powietrza. Trowell opracował także 
pożywkę specjalnie dla hodowli narządowych, zwaną Medium T 8 [23]. 
Metoda Trowella jest typową hodowlą stacjonarną na granicy dwufazo
wej pożywki. Jej celem jest zapewnienie optymalnego dopływu tlenu 
do hodowanego eksplantatu. Mimo to jednak, zwłaszcza w przypadku 
narządów sferycznych, jak pęcherzyk jajnikowy, czy dość grubych, jak 
np. jajnik myszy, tak skonstruowane środowisko odżywcze nie wystarcza 
i wewnątrz narządu pojawia się martwica. Niektórzy badacze [6] uwa
żają, że dwufazowa pożywka nie jest niezbędna do przedłużenia czasu 
przeżywania eksplantatów, jeżeli obniży się temperaturę hodowli do
24°C. Dzięki temu uzyskuje się znacznie lepszą przeżywalność ciałek 
żółtych i całych jajników szczura. Thibault [39] uzyskał dobre rezultaty 
w hodowli pęcherzyków jajnikowych królika, zwiększając ciśnienie fazy 
gazowej do 1,5-2 atmosfer. Dickens [4] krytykował podnoszenie ciśnie
nia, twierdząc, że prowadzi to do nieodwracalnego zatrucia tlenem enzy
mów oddechowych tkanki. Jednakże pomyślne wyniki innych prac [2, 21,
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29] budzą zaufanie do tej modyfikacji, zwłaszcza gdy chodzi o hodowanie 
większych eksplantatów. Zamiast siatek umieszczonych w szkiełku zegar
kowym, jak w oryginalnej metodzie Trowella, używa się plastikowych 
szalek firmy Falcon z wgłębieniem na dnie, nad którym zawiesza się od
powiednią również fabrycznie wymodelowaną siatkę lub szklane na
czyńka wykonane przez szklarza z rurek szklanych [36], Rycina 2 przed
stawia dwa rozmiary takich szklanych miseczek z siatkami zagiętymi tak, 
aby utworzyły rodzaj stoliczków, na których układa się papierki i eks- 
plantaty. Pożywkę wprowadza się pod siatkę za pomocą strzykawki. 
Zmiana pożywki odbywa się również za pomocą strzykawek: osobnej do 
odciągania „starej” i osobnej do wprowadzania świeżej pożywki. Zam
kniętą szalkę Petriego, wypełnioną miseczkami, umieszcza się w szczel
nej plastikowej komorze, przez którą przepływa mieszanka tlenu i C 0 2 
(ryc. 3).

Ryc. 4. Pęcherzyk przedow ulacyjny  izolowany z ja jn ika  
szczura hodow any w systemie przedstaw ionym  na ryc. 2 i 3.

Pow. 35X

Metodą tą hodowano izolowane pęcherzyki jajnikowe szczura (ryc. 4 
i 5), a także jajniki zarodków myszy (ryc. 6) [35, 37, 38]. W tym systemie 
uzyskano bardzo dobrą korelację wydzielania pęcherzykowych hormonów 
sterydowych in vivo i in vitro [30, 38].
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Ryc. 5. P rzekró j przez pęcherzyk ja jn ikow y szczura po dwóch 
dniach hodowli. H em atoksylina i eozyna. Pow. 125 X

Ryc. 6. P rzekró j przez ja jn ik  myszy w  18 dniu życia 
zarodkowego. Hodowla 6-dn:owa. H em atoksylina

i eozyna. Pow. 125 X

CZYNNIKI OGRANICZAJĄCE STOSOWANIE HODOWLI NARZĄDOWYCH

Metoda ta pozwala jedynie na krótkotrwałe (kilkudniowe) ekspery
menty z tkankami zróżnicowanymi. Hodowle te są bardzo pożyteczne 
w badaniach morfogenetycznych, fizjologicznych, biochemicznych, far-

5 — Postępy Biol. Kom. 2/79
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makologicznych i radiologicznych. Szersze ich jednak stosowanie jest 
ograniczone dwiema trudnościami: 1. wielkością i 2. czasem przeżywania 
eksplantatów in vitro.

I. WIELKOŚĆ HODOWLI

Jeżeli eksplantat lub narząd przekracza pewną optymalną wielkość, 
to środkowa jego część obumiera z powodu utrudnionego dostępu tlenu, 
braku glukozy albo z powodu zatrucia gromadzącym się wewnątrz dwu
tlenkiem węgla, kwasem mlekowym lub innymi produktami katabolizmu. 
Wiadomo, że najważniejszym czynnikiem, determinującym wielkość eks- 
plantatu, jest przenikanie tlenu [40, 41]. Opracowano nawet wzór, z któ
rego można obliczyć promień eksplantatu kulistego, w którym nie w y
stąpi martwica centralna, będzie bowiem do niego przenikał tlen [43].
Ten krytyczny promień wynosi V r  — 6DC!A, gdzie A  jest stopniem 
zużycia tlenu, C — zawartością tlenu w atmosferze otaczającej eksplan
tat, D — współczynnikiem dyfuzji tlenu w tkance. Pierwsze dwie w ar
tości można zmierzyć, natomisat współczynnik dyfuzji w żywej tkance 
nie jest znany i często odnosi się go do wartości dyfuzji tlenu w wo
dzie. Trowell [42] znalazł dla większości badanych przez siebie narzą
dów, że promień krytyczny był większy w praktyce niż obliczony w sto
sunku do wody — w niektórych przypadkach nawet o 50°/o.

Próbowano zwiększyć rozpuszczalność i stężenie tlenu w pożywce
przez dodanie hemoglobiny. Niestety, okazała się ona toksyczna dla wię
kszości narządów nawet w stężeniu zaledwie 0,5% [43]. Wiadomo z fi
zjologii ssaków, że zużycie tlenu przez tkanki jest odwrotnie proporcjo
nalne do wielkości ciała. W świetle tego wydaje się, że małe gryzonie 
laboratoryjne nie są najlepszymi dawcami tkanek do hodowli narządowej. 
U krowy np. zużycie tlenu w tkankach wynosi zaledwie 1/3 tej wartości 
u myszy, zatem krytyczna średnica eksplantatu tkanek krowy wzrasta 
z 2 do 3,5 mm. Taki wycinek ma 5 razy większą objętość niż wycinek 
z tkanek myszy. Trowell [42], hodując wycinki różnych narządów kro
wy, wykazał, że eksplantaty o średnicy 4 mm i ciężarze 20 mg przeży
wały w atmosferze tlenowej bez wystąpienia wewnętrznej martwicy. 
Najbardziej odpowiednie do tego typu hodowli są narządy płaskie, jak 
np. gruczoł mlekowy myszy, przepona, krezka. Eksplantaty takie mogą 
mieć dużą powierzchnię. Gruczoł mlekowy myszy może być hodowany 
w całości. Taka hodowla jest znacznie zdrowsza niż hodowla fragmentu 
narzadu. wvkazuiaca nrzysnieszoną degenerację.narządu, wykazująca przyspieszoną degenerację.

2. CZAS PRZEŻYWANIA HODOWLI
\

Narządy zarodkowe przeżywają w hodowli bardzo długo, czasem do 
kilku miesięcy, a nawet przejawiają intensywny wzrost. W wyniku tego 
narząd może powiększyć się tak, że wystąpi martwica w jego wnętrzu.
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Dojrzałe narządy przeżywają znacznie krócej (3-7 dni), jedynie pła
ska prostata i postnatalne jajniki myszy — nieco dłużej. Część autorów 
[6, 40] uważa, że obniżanie temperatury hodowli i związane z tym zwol
nienie metabolizmu tkanki przedłuża przeżywalność. Martwica rozprze
strzenia się od wnętrza eksplantatu na zewnątrz. Rodzi to przypuszcze
nie, że w środku hodowanego narządu dochodzi do gromadzenia słabo 
dyfundujących substancji. Są to albo produkty rozpadu, albo jakieś wy
dzielane substancje, które stają się toksyczne, jeżeli nie zostaną usunięte 
z pożywki [29]. Krótki czas przeżywania dojrzałych narządów może być 
także wynikiem zaburzeń w oddychaniu tkanki. „Długowieczność” hodo
wli tkanek niezróżnicowanych pobudza do szukania przyczyn utrzymu
jących żywotność komórek zróżnicowanych in vivo.

METODY PERFU ZY JN E

Eksplantaty i komórki pobrane z narządów sekrecyjnie czynnych, 
np. z gruczołów dokrewnych, wydzielają swoiste produkty do pożywki. 
Ilość tych produktów można mierzyć, ekstrahować i oczyszczać. W związ
ku z tym poszukiwano metody spełniającej dwa warunki: 1. zapewnienie 
dużej powierzchni przyczepnej dla hodowanych komórek lub ich agre
gatów, 2. poprawienie natlenienia hodowli w celu przedłużenia jej ży
wotności. Rezultatem był rozwój metod perfuzyjnych, umożliwiających 
wzrost komórek do gęstości podobnej jak w tkance. Wydzielanie sub
stancji przez takie hodowle jest duże i może być regulowane lub pobu
dzane odpowiednimi czynnikami hormonalnymi lub farmakologicznymi 
dodanymi do pożywki.

Opis stosowanych współcześnie metod perfuzyjnych zebrano w książ
ce Kruzego i Pattersona [17]. Jedną z nich, przydatną do badań hormo
nalnych, jest hodowla na sztucznych naczyniach włosowatych. Autorem 
jej jest Knazek i wsp. [14, 15]. Polega ona na zastosowaniu plastikowych 
lub silikonowych rurek kapilarnych, których ściany są przepuszczalne 
dla gazów oraz substancji o ciążarze cząsteczkowym do 100 000 dalto- 
nów. Średnica takich naczyń wynosi 250-350 [i. Pęczek rurek (60-300
sztuk) zlepionych na obu końcach polimeryzującą substancją, umieszczo
ny w szklanym lub plastikowym naczyniu cylindrycznym o wymiarach 
dobranych do wielkości pęczka, tworzy sieć sztucznych naczyń włoso
watych, przez którą ciągle przepływa pożywka, wprawiana w ruchu pom
pą perfuzyjną. Pęczki są zanurzone w pożywce zawierającej zawiesinę 
komórek lub ich agregatów, które osadzają się na zewnętrznej ścianie 
sztucznych naczyń i tam rozrastają się. Zawiesina komórkowa nie mie
sza się z pożywką perfudowaną przez naczynia (ryc. 7b, d i w kółku). 
Sztuczne naczynia włosowate doprowadzają substancje odżywcze, testo-
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Ryc. 7. Schem at p rzedstaw iający  urządzenie do hodowli na sztucznych kap ilarach
złożonych z 3 pęczków sztucznych naczyń [15]

a — 3 pęczki sztucznych naczyń, b — pierścień izolujący pęczek naczyniowy od p lastiko
wego cylindra zawierającego hodowane komórki, c — zbiornik na pożywkę, d — urządzenie 
natlen ian ia  pożywki, e — pompa tłocząca pożywkę, /  — boczne wejście do cylindra służące

do wprowadzania zawiesiny kom órkowej do przestrzeni pozanaczyniowej

wane, stymulujące i substraty, które dyfundują z nich do przestrzeni 
pozanaczyniowej zajmowanej przez komórki, a produkty metabolizmu 
i sekrecji komórek dyfundują w kierunku przeciwnym do wnętrza kapi- 
larów. Produkty metabolizmu oraz substancje wydzielane można ozna
czać i mierzyć w próbkach pożywki wypływającej z pęczka.

Schemat systemu perfuzyjnego przedstawia ryc. 7. W urządzeniu 
takim komórki rosną w strukturze trójwymiarowej i dysponują olbrzy
mią powierzchnią sztucznych ścian naczyń oraz przestrzenią między ni
mi (ryc. 8). Opracowanie histologiczne takiej hodowli jest bardzo łatwe, 
bowiem pęczek naczyń porośnięty komórkami można w całości utrwalać, 
zatapiać, krajać i barwić rutynowymi metodami. Techniką tą hodowano 
z powodzeniem, bez odróżnicowania, komórki kosmówczaka (JEG - 7) 
przez 28 dni. W ciągu całego tego czasu komórki nie tylko energicznie 
dzieliły się, tworząc kolonie, lecz również wydzielały duże ilości gona-
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Ryc. 8. P rzekró j poprzeczny przez 2 sztuczne naczynia
w łosow ate

Widoczne gęste grupy hodowanych kom órek w przestrzeni
m iędzykapilarnej [151

dotropiny kosmówkowej. Podobnie hodowano guzy szczura i człowieka
[14, 15] produkuja.ee prolaktynę. Hodowano również wyspy Langerhansa 
wyizolowane z trzustek noworodków szczurzych. Uzyskano coś w rodzaju 
sztucznej trzustki, hodowla bowiem reagowała zwiększeniem wydzielania
insuliny w odpowiedzi na zwiększone stężenie glukozy w perfudowanej 
pożywce.

Przedstawione tu metody, umożliwiające hodowanie małych lub pła
skich narządów lub ich fragmentów, dostarczają często wyników zbliżo
nych do otrzymanych in vivo [15, 16, 27, 38], co najlepiej świadczy o w ar
tości tych metod.

Hodowle metodą Trowella dostarczyły bardzo ważnych informacji
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o różnicowaniu się gonad, ich sekrecji hormonalnej oraz wrażliwości na 
hormony [2, 32, 34, 37, 39, 49, 50]. Duże znaczenie mają informacje, uzy
skane in vitro, dotyczące dojrzewania pęcherzyka jajnikowego i oocy- 
tów [39, 44], Metodą stacjonarnej hodowli narządowej wykazano hamu
jący wpływ szyszynki na przysadkę [28], istnienie w jądrach hormonu 
odpowiedzialnego za uwstecznienie przewodu Mullera oraz udowodnio
no, że hormon ten wytwarzany jest w komórkach Sertoliego [13]. Nie 
sposób omówić wszystkie osiągnięcia hodowli narządowych, literatura 
bowiem od czasu ich wprowadzenia obejmuje niemożliwą do zreferowa
nia liczbę prac. Artykuł niniejszy jest jedynie bardzo pobieżnym prze
glądem niektórych technik, wartościowych w badaniach endokrynolo
gicznych.

Obiecująco przedstawia się opisana tu metoda hodowli na sztucz
nych naczyniach włosowatych. Dotychczas stosowano ją głównie do ho
dowli tkanek nowotworowych, które mnożą się szybko i wydzielają duże 
ilości hormonów. Jeżeli udałoby się dzięki niej przedłużyć żywotność 
hodowli pierwotnych tkanek lub agregatów normalnych komórek gru
czołów dokrewnych, wówczas hodowla taka mogłaby się stać źródłem 
hormonów. Interesujące byłyby badania narządów o złożonej budowie,
gdzie sekrecja hormonów nie zawsze jest dziełem jednego typu komórek. 
Łączenie różnych typów izolowanych komórek w hodowli na sztucznych 
kapilarach mogłoby rzucić trochę światła na miejsce syntezy i jej sekwen
cję w narządach o budowie bardzo złożonej. Możliwość łączenia pęczków 
naczyniowych szeregowo lub równolegle stwarza warunki dla hodowli 
parabiotycznych, np. komórek przysadki w pierwszym pęczku, a komó
rek gruczołów docelowych w dalszych układach kapilar. W ten sposób, 
przepuszczając pożywkę z pierwszej jednostki do następnej, obserwo
wano by wpływ substancji wydzielanych przez komórki w jednym pęcz
ku na drugi.

Metoda ta stwarza możliwości odżywcze zbliżone najbardziej do wa
runków fizjologicznych, dlatego pomysłowość i inwencja badacza znaj
dzie tu wielkie pole do popisu.
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SPRAWOZDANIE Z MIĘDZYNARODOWEGO SYMPOZJUM
MITOCHONDRIÓW ROŚLINNYCH

(INTERNATIONAL SYM POSIUM  ON PLA N T MITOCHONDRIA)

Staraniem prof. C. Lance’a z Laboratoire de Biologie Vegetale IV, 
Universite Pierre et Marie Curie w  Paryżu, i prof. C. Duceta z Labo
ratoire de Physiologie Cellulaire, Centre de Luminy w Marsylii, odbyło 
się 31 VII - 4 VIII 1978 r., na terenie miasta unwiersyteckiego Luminy 
w Marsylii, I Międzynarodowe Sympozjum Mitochondriów Roślinnych, 
w którym udział wzięło 90 osób (14 z USA, 48 z Europy i 3 z innych 
krajów).

Myślą przewodnią Sympozjum było podsumowanie obecnego stanu 
badań nad mitochondriami roślin i mikroorganizmów oraz nakreślenie
głównych kierunków rozwoju tych badań.

Otwierając Sympozjum C. Lance podał bardzo interesujący i pełen
humoru przegląd dotychczasowej literatury z dziedziny struktury  i funk
cji mitochondriów roślinnych. Do roku 1977 liczba publikacji sięgała 
około 1500 pozycji (głównie z USA, Anglii i Francji). O ile literatura 
mitochondriów zwierzęcych jest zdominowana przez materiał ssaków, 
o tyle to wśród materiału roślinnego panuje ogromna różnorodność, przy 
czym wybór roślin jest według Lance’a raczej specyficzny dla poszcze
gólnych laboratoriów i decyduje o nim „...szerokość i długość geogra
ficzna oraz lokalne zwyczaje hodowlane i gusty kulinarne. Laboratoria 
Kalifornii preferują fasolę, ziemniaki i różne owoce, w Illinois żyją z ku
kurydzy, w Pennsylvanii uwielbiają fasolkę i brukselkę, w Japonii — 
pataty (a nie ryż !), a laboratoria Francji — Arum, kalafiory i ziemniaki 
(efekt popularności frytek!)”. Do około roku 1965 główną dziedziną ba
dań nad mitochondriami roślin była enzymatyka oddychania i fosfory
lacja oksydacyjna, później zaś dzięki odkryciu mitochondrialnego apa
ratu genetycznego, silnie wzrósł udział badań nad biogenezą mitochon
driów i składem ich błon, przy równoczesnej inwazji mikroorganizmów 
jako materiału badawczego. Wzrosło również zainteresowanie transpor
tem przez błony mitochondrialne oraz udziałem mitochondriów w pro-
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cesach fizjologicznych, w tym głównie dojrzewaniu roślin i zarodków, 
wzroście, odpowiedzi na czynniki ekologiczne i patogenne, przechładza- 
niu i starzeniu się. Główną jednak dziedziną w problematyce fizjologicz
nej jest obecnie odporność na cyjanek i rola alternatywnego toru odde
chowego oraz jego mechanizm molekularny.

Materiał Sympozjum rozdzielono na cztery pełnodniowe sekcje, 
z których każda obejmowała trzy referaty przeglądowe, sesję posterową 
i dyskusję okrągłego stołu.

Sekcja I. S truktura i funkcja mitochondriów.
1. Czynniki kontrolujące integralność mitochondriów (R. Romani).
2. Cytochromy grupy b w mitochondriach roślinych (B. T. Storey).
3. Charakter i znaczenie sygnałów EPR (P. R. Rich).
W sesji poster owej zaprezentowano 14 komunikatów na temat łań

cucha transportu elektronów, a zwłaszcza cytochromu b i paramagnetycz
nych centrów Fe - S, kontroli oddechowej i I miejsca fosforylacyjnego. 
Dyskusja koncentrowała się głównie wokół roli i umiejscowienia cyto
chromu b w łańcuchu oddechowym.

Sekcja II. Funkcje mitochondriów (cd.).
1. Utlenianie NADH w efekcie utleniania jabłczanu przez izolowane

mitochondria roślinne (J. M. Palmer).
2. Transport jonów w mitochondriach roślinnych (N. J. Earnshaw).
3. Sprzężenie chemiosmotyczne i przekształcenie energii w mito

chondriach roślinnych (A. L. Moore).
Sesja posterową obejmowała 13 komunikatów dotyczących metabo

lizmu jabłczanu, transportu (metabolitów, NAD+, nukleotydów adenino- 
wych i jonów wapnia), gradientu protonowego oraz badań EPR nad 
oddziaływaniem centrów Fe - S z ubichinonen. Szczególne zaintereso
wanie wzbudziły pracochłonne modele budowy i wzrostu olbrzymiego 
mitochrondrium u Euglena. Dyskusja skupiała się głównie wokół specy
fiki metabolizmu jabłczanu u roślin, transportu NAD+ oraz sygnałów 
EPR przy transporcie elektronów.

Sekcja III. Odporność na cyjanek.
1. Oddychanie odporne na cyjanek i antymycynę (W. D. Bonner).
2. Komórkowy aspekt odporności na cyjanek (G. G. Latties).
3. Oddychanie odporne na cyjanek u Neurospora (A. M. Lambro-

witz).
W sesji posterowej przedstawiono 16 komunikatów dotyczących roli 

cyklu CoQ w mechanizmie regulacji alternatywnego toru oddechowego, 
prób izolacji i rekonstytucji oksydazy alternatywnej u roślin i drożdży, 
charakterystyki kinetycznej toru alternatywnego u roślin i mikroorga
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nizmów, jego zależności od Fe i AMP u  mikroorganizmów oraz jego roli 
fizjologicznej, np. w  biologicznym mechanizmie obronnym. Dyskusja 
skupiała się głównie nad znaczeniem centrów Fe - S w alternatywnym  
torze oddechowym, indukcją tego toru u roślin przez etylen, rolą tego 
toru w procesach regeneracji i starzenia się oraz nad izolacją i lokaliza
cją oksydazy alternatywnej.

Sekcja IV.
1. Oddziaływanie mitochondriów z innymi składnikami komórki 

(H. Beewers).
2. Rola fizjologii mitochondriów w procesie rozwoju roślin (L. H. W. 

van der Plas).
3. Zależność struktury  mitochondrialnej od anoksii (B. B. Vartape- 

tian, odczytane pod nieobecność autora).
Sesja posterowa obejmowała 13 komunikatów dotyczących roli mito

chondriów w szeregu procesów fizjologicznych, jak np. wzrost komórek 
w kulturach, germinacja, indukcja i wzrost kalusa. Trzy komunikaty do
tyczyły ruchliwości fosfolipidów w błonach mitochondrialnych, zmiany 
ich składu przy niskich temperaturach i roli w transporcie elektronów.

Wszyscy uczestnicy wyrazili wdzięczność profesorom Lance’owi 
i Ducetowi za doskonałą organizację i zachowanie swobodnej formy, zo
stawiającej dużo czasu na pracę w spontanicznie tworzonych grupach 
oraz za stworzenie stymulującej atmosfery podczas dyskusji. W wyniku 
konferencji wskazano najbardziej pożądane i obiecujące kierunku badań 
oraz zawiązano przyszłe zespoły współpracy różnych laboratoriów, ma
jące wyjaśnić ujawnione na konferencji rozbieżności wyników i inter
pretacji. Postanowiono ponowić zjazd za kilka lat w miarę nagromadza
nia się materiału i pojawiania się nowych problemów.

Na szczególne uznanie zasługuje sprawna pomoc ze strony przed
stawiciela Elsevier North - Holland Biomedical Press, który na miejscu
zebrał i uzgodnił maszynopisy, co pozwoliło na wydrukowanie już w li
stopadzie 1978 r. wszystkich referowanych materiałów w postaci 8 - stro
nicowych artykułów w książce pt. „Plant Mitochondria” (454 stron), wy
danej jako pierwszy tom serii „Developments in Plant Biology” .

r

i
J a n  M ichejda
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SPRAWOZDANIE Z MIĘDZYNARODOWEJ KONFERENCJI
POŚWIĘCONEJ ACANTHAM OEBA

(A C A N T H A M O E B A  CONFERENCE)

Z inicjatywy grupy biologów z USA zorganizowano w dniach 14- 16 
czerwca 1978 r. pierwszą Międzynarodową Konferencję poświęconą prze
glądowi i ocenie szybko rozwijających się badań nad amebami z rodzaju 
Acanthamoeba i rodzajów pokrewnych. Ameby te, zasadniczo wolnoży- 
jące w glebie, można stosunkowo łatwo i masowo hodować aksenicznie, 
przez co stanowią one coraz bardziej popularny model do badania pro
stej, eukariotycznej, heterotroficznej komórki. Zarazem pewne gatunki 
tych ameb są patogenne i mogą stanowić pewne zagrożenie.

Bezpośrednimi organizatorami konferencji byli prof, dr Robert A. 
Weisman z Zakładu Biochemii, Wright State University w Dayton, Ohio, 
i prof, dr Thomas J. Byers z Zakładu Mikrobiologii, Ohio State Univer
sity w Columbus, Ohio, gdzie odbywała się konferencja. Organizatorzy 
zaprosili biologów i lekarzy pracujących aktualnie nad Acanthamoeba 
i pokrewnymi gatunkami.

Pierwsze dwa dni konferencji wypełniły obszerne referaty przeglądo
we. Obrady zainicjował E. D. Korn z National Heart Institute, Bethesda. 
Omawiając biochemiczny aspekt ruchliwości u Acanthamoeba przed
stawił on wyniki swych wieloletnich badań nad izolacją i charaktery
styką aktyny u tej ameby. Następnie A. R. Stevens z Veteran’s Admi
nistration Hospital, Gainesville, omówiła biochemiczne badania nad po- 
wierzchnią komórki Acanthamoeba, a J. E. Thompson z Uniwersytetu 
Waterloo, Ontario, przedstawił problem wymiany składników i stanu 
fazowego błon u tej ameby. Zagadnienie translacyjnej kontroli syntezy 
białka w etapach rozwoju A. castellanii omówiła H. Jantzen z Uniwer
sytetu Heidelberg. Dwa obszerne referaty wygłoszone przez E. Willaerta 
z Veteran’s Administration Hospital w Gainesville i A. J. Martineza 
z Uniwersytetu Pittsburg dotyczyły bieżącego stanu wiedzy w zakresie 
acanthamoebiazy i naegleriazy, m. in. kliniczno-neuropatologicznych 
aspektów tej inwazji.
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W trzecim dniu konferencji obrady prowadzono w trzech sesjach, 
poświęconych różnicowaniu, patologii oraz biochemii, biologii komórki
i genetyce.

W sesji Różnicowanie, prowadzonej przez R. J. Neffa, centrum  za
interesowania stanowiły: problem encystacji A. castellanii, a w szcze
gólności wpływ zmienionych warunków wzrostu na encystację oraz zmia
ny aktywności cyklazy adeninowej podczas różnicowania (S. B. Achar 
i R. A. Weisman), wpływ berenilu (W. D. O’Dell i C. F. Vercio) i jonów 
talu oraz rubidu na wzrost i encystację (A. Sobota i W. W. Glazunow), 
indukcja różnicowania przez dezoksyadenozynę (R. J. Neff), indukcja 
encystacji lekami (T. J. Byers i wsp.) oraz właściwości katalityczne 
i strukturę DNA - zależnej polimerazy RNA w czasie encystacji (M. R. 
Paul i wsp.).

W sesji Patologia, prowadzonej przez G. S. Visvesvarę, omówiono 
zagadnienia wirulencji, patogenności oraz wrażliwości na leki ameb 
z rodzaju Acanthamoeba i Naegleria (J. F. De Jonckheere, grupa A. J. 
Martineza i G. Visvesvary). Omówiono metodę izolacji i patogenność
A. culbertsoni i nowo wyróżnionego gatunku A. royreba z nowotworo
wych tkanek ssaków hodowanych in vitro (R. L. Tyndall, E. Willaert 
i A. R. Stevens) oraz wyświetlono film o izolacji i hodowli rodzajów 
Naegleria i Acanthamoeba (E. Willaert i J. B. Jadin). Zasygnalizowano 
też znaczenie Acanthamoeba jako gospodarza i pośrednika w przenosze
niu mykobakterii (J. B. Jadin).

Sesję Biochemia, Biologia Komórki i Genetyka prowadził R. N.
Band. Otworzył ją bardzo interesujący komunikat J. J. Sellhamera 
i T. J. Byersa o wyizolowaniu mutantów A. castellanii odpornych na
erytromycynę, chloramfenikol i oligomycynę, co zarysowuje obiecującą 
możliwość rozwoju genetycznych badań nad tą amebą. Fagocytozę 
u Acanthamoeba omówiono z aspektu pomiarów stereologicznych (B. Bo
wers i T. E. Olszewski) oraz izolacji i charakterystyki błon fagosomów 
(A. H. Chagla i B. Bowers). Przedstawiono wyniki badań nad wiązaniem 
wapnia w błonie komórkowej A. castellanii (A. Przełęcka, A. Sobota,
B. Hrabenda i A. Janossy) oraz badań E. P. R. nad mikrosomalnymi bło
nami tej ameby (K. P. Paulus i J. E. Thompson). Z zagadnień bioener
getycznych przedstawiono wyniki badań nad zdolnością mitochondriów 
A. castellanii do energizacji i transportu wapnia oraz nukleotydów ade-
ninowych (J. W. Michejda i L. Hryniewiecka) oraz scharakteryzowano 
odporny na cyjanek alternatywny tor oddechowy u tej ameby (L. Hry
niewiecka i J. Jenek). Opracowanie mapy genetycznej mitochondrial- 
nego DNA A. castellanii omówił H. J. Bohnert. Sesję zakończono filmem 
o przebiegu mitozy u A. castellanii wykonanym przez B. Moleta przy
współpracy A. Bajera.
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W konferencji uczestniczyło 60 osób z 6 krajów. Z Polski udział 
wzięli A. Przełęcka i A. Sobota z Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN 
im. M. Nenckiego w Warszawie oraz L. Hryniewiecka i J. Michejda z In
sty tu tu  Biologii UAM w Poznaniu.

Konferencja była doskonale zorganizowana i przebiegała w bardzo 
miłej i koleżeńskiej atmosferze. Pomimo dużej ilości referatów wiodących 
i komunikatów, pozostawiono dużo czasu na swobodne dyskusje oraz 
zwiedzenie Zakładu Mikrobiologii Uniwersytetu Stanowego Ohio, w któ
rym grupa T. J. Byersa prowadzi prace nad izolacją i charakterystyką 
biochemiczną mutantów A. castellanii.

Pod koniec obrad postanowiono kontynuować ścisły kontakt między 
wszystkimi laboratoriami pracującymi nad Acanthamoeba i innymi wol- 
nożyjącymi amebami, prowadzić stałą wymianę informacji w zakresie 
badań podstwowych i stosowanych oraz ponawiać konferencje w odstę
pach dwuletnich; następna została zaplanowana na rok 1980 w USA.

Specjalną uwagę zwrócono na potencjalną patogenność rodzaju 
Acanthamoeba i zalecono przestrzeganie odpowiednich środków ostroż
ności przy pracy laboratoryjnej nawet z dotychczas niepatogennymi 
szczepami. Postanowiono opracować międzynarodowy rejestr (IFAR) 
wolnożyjących ameb obejmujący dane i preparaty ze znanych lub do
mniemanych przypadków chorób wywołanych amebami wolnożyjącymi. 
Opracowanie to powierzono drowi G. Healy’emu i drowi G. Visvesvarze 
z Centrum Zwalczania Chorób (CDC) w Atlancie. Drowi R. N. Bandowi 
z Zakładu Zoologii Uniwersytetu Michigan powierzono rozpoczęcie prac 
nad opracowaniem katalogu istniejących szczepów Acanthamoeba, Nae- 
gleria i innych rodzajów oraz zorganizowanie centralnego ośrodka ho
dowli zasadniczych szczepów. W Polsce różne gatunki Acanthamoeba 
i pokrewnych rodzajów ameb wolnożyjących hodowane są m. in. w Za
kładzie Biologii i Parazytologii Lekarskiej AM w Poznaniu oraz w Za
kładzie Mikrobiologii UMC w Lublinie. Akseniczne, masowe hodowle 
szczepu A. castellanii Neff utrzymywane są od 15 lat w  Zakładzie Bio
chemii UAM w wariancie o wzroście powolnym (czas generacji 20 godz.) 
i szybkim (czas generacji 8 godz.).

Lilia H ryniew iecka

6 — Postępy Biol. Kom. 2/79
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Szósty M iędzynarodow y K ongres Protozoolo- 
giczny odbędzie się w  W arszawie w  dniach 5 - 1 1  
lipca 1981 r. O rganizatoram i K ongresu są: In s ty 
tu t  Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego 
PAN w  W arszawie, K om ite t Cytobiologii Polskiej 
A kadem ii N auk  (krajow a g rupa  ECBO — Fede

rac ji  Europejskich  Tow arzystw  Biologii Komórki) i Sekcja Protozoologiczna Pol
skiego Tow arzystw a Zoologicznego.

Kongres jes t o tw arty  dla protozoologów w szystkich specjalności. P rog ram  n a 
ukow y przew iduje: re fe ra ty  przeglądow e z najw ażniejszych dziedzin protozoologii, 
sym pozja naukow e, sesje  dla p rezen tow ania  zgłoszonych kom unikatów  oraz sesje
plakatowe.

Sympozja i kom unikaty  będą  zgrupow ane w  następu jące  sekcje:
System atyka i filogeneza Protozoa  
G enetyka i m orfogeneza 
Rozwój i cykle życiowe 
Fizjologia, biochem ia i im m unologia 
Ruch i zachowanie
Ekologia wolnożyjących i pasożytniczych Protozoa  

Osoby zain teresow ane uczestnictw em  w  kongresie pow inny zgłaszać się o b a r 
dziej szczegółowe in form acje  pod adresem :

Doc. dr. S tan isław  L. K azubski
S ekre tarz  G eneralny  

VI M iędzynarodowego K ongresu  Protozoologicznego 
In s ty tu t Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN

02 - 093 W arszaw a, ul. P as teu ra  3

T erm in  w stępnych zgłoszeń up ływ a 1 m arca 1980 r
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D. G. MACKEAN, Introduction to Biology.

W ydanie b a rw n e  (in quarto), w  tw ard e j okładce. Jo h n  M u rray  Ltd., Londyn. 
F u n tó w  ang. 3,95.

Książka, zgodnie z tytułem, ma na celu wprowadzenie czytelnika 
z podstawy biologii. Przeznaczona jest w zasadzie dla studentów kursu 
zerowego w Wielkiej Brytanii oraz dla tych czytelników, którzy pragną 
zaznajomić się z biologią w celu poszerzenia własnej wiedzy o powszech
nie napotykanych zjawiskach związanych z cyklem życiowym zwierząt 
i roślin. Wiedza zawarta w tej książce pokrywa się w zasadzie z wiado
mościami jakie może czerpać nasza młodzież z podręczników biologii do 
szkół średnich, przy czym jest ona tutaj znakomicie udostępniona dzięki 
licznym i doskonałym barwnym fotografiom, schematycznym rysunkom 
i prostym schematom obrazującym niektóre procesy życiowe.

Recenzowana książka jest godna polecenia dla nauczycieli biologii, 
jako pozycja uzupełniająca, z której można czerpać wiele pomysłowych, 
z dydaktycznego punktu widzenia, schematów poglądowych do wykłada
nego przedmiotu. Autor książki podzielił jej treść na 35 rozdziałów. Oma
wia w nich kolejno różne formy organizmów żywych oraz ich cechy 
charakterystyczne. Typy komórek i ich organizację w tkanki. Budowę 
roślin kwiatowych ich fizjologię, rozmnażanie oraz elementy uprawy ro
ślin gospodarczo ważnych. Czytelnik znajdzie w tej książce również dwa 
rozdziały poświęcone grzybom i bakteriom. Jedenaście rozdziałów autor 
poświęca człowiekowi. Opisuje w nich elementarne czynności fizjolo
giczne organizmu, równocześnie daje dobrą podstawę morfologiczną tych 
narządów, których fizjologię streszcza. Ostatnie osiem rozdziałów zawiera 
opisy biologii owadów, ryb, płazów i ptaków. Krótki opis organizmów 
jednokomórkowych, chromosomową teorię dziedziczenia oraz zagadnie
nia ewolucji i doboru naturalnego znajdzie czytelnik w ostatnich trzech 
rozdziałach tego dziełka.

Dużą wartość książki stanowi słowniczek terminów biologicznych, 
pytania kontrolne oraz spis literatury zalecanej do dalszego pogłębienia 
studiów biologicznych. Książka jest godna polecenia dla bibliotek szkol
nych i pedagogicznych.

W. K ilarski
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ROBERT W. HORNE, Structure and Function of Viruses.
Wydanie pierwsze, broszura (paperback edition). Edward Arnold, London 

1978. Funtów ang. 1,60.

Recenzowana książka wydana jest w ramach znanej serii „Studies 
in Biology” i nosi kolejny numer 95. Autor, Robert Horne, znany w iru
solog, jest kierownikiem Zakładu Badań U ltrastrukturalnych Instytutu 
im. John Innes w Norwich, Anglia. Autor recenzowanej książki zawarł 
na 54 stronach podstawowe informacje dotyczące geometrii cząsteczek 
wirusów, opisał podstawowe formy wirusów oraz ich stosunek do komó
rek gospodarza.

W rozdziale 1 książki autor wprowadza czytelnika w elementarne 
pojęcia wirusologiczne, takie jak pojęcie wirionu, jego u ltrastrukturę 
spotykaną w różnych typach wirusów oraz stosowane nazewnictwo zwią
zane z poszczególnymi elementami strukturalnym i cząsteczki wirusa. 
Kolejne rozdziały (2—4) przedstawiają budowę wirusów zarówno o kuli
stym kształcie, jak i o wydłużonym oraz omawiają system replikacji 
bakteriofagów — ich stosunku do komórek bakterii, a w szczególności 
pojęcia eklipsji i lizogenii. W rozdziale 5 autor opisuje interakcje mię
dzy wirusami zwierzęcymi, DNA i RNA a komórkami gospodarza, efekty 
cytopatogenne, sposoby replikacji cząsteczek wirusów DNA i RNA. Roz
dział 6 i 7 zawiera wiadomości na temat infekcji i replikacji wirusów ro
ślinnych w komórkach gospodarza oraz w sztucznie uzyskanych proto
plastach. Wreszcie omawia się rzadko spotykane formy wirusów myko- 
plazm oraz wiroidy.

Książka może stanowić dobre uzupełnienie ogólnej wiedzy przyrod
niczej tych czytelników, którzy w procesie swojej edukacji zetknęli się 
z pojęciem wirusa, ale nie w ściśle zdefiniowanym jego znaczeniu, nie 
mieli natomiast okazji poznania struktury  jego cząsteczek, własności oraz 
stosunku, jaki zachodzi między wirusem a komórką gospodarza.

W. Kilarski
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