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ROLA CYTOKININ W ONTOGENEZ1E PLASTYDÓW

THE ROLE OF CYTOKININS TN PLASTID ONTOGENESIS

Adam WOŻNY

Zakład Botaniki Ogólnej, Instytut Biologii UAM, Poznań

Streszczenie. Przedstawiono poglądy na temat możliwej roli jaką pełnią cytoki- 
niny w procesie ontogenezy plastydów i jakie są mechanizmy działania tych sub
stancji na poziomie komórkowym i molekularnym. Szczegółowo opisano działanie 
cytokinin na: 1. biosyntezę i akumulację chlorofilu, 2. ultrastrukturę plastydów 
i ich podziały, 3. enzymy plastydowe i cytoplazma tyczne, 4. syntezę kwasów nu
kleinowych, 5. biosyntezę plastydowych białek.

Zaprezentowane wyniki badań nie pozwalają w sposób jednoznaczny wska
zać co w chloroplastogenezie jest pierwotnym efektem działania cytokinin. Wy- 
daje się jednak, że stymulacja przez te substancje rozwoju chloroplastów jest 
ściśle związana ze stymulacją ekspresji genów, a szczególnie z podwyższaniem 
tempa translacji plastydowych białek, chociaż inne miejsca działania tych roślin
nych regulatorów wzrostu i rozwoju nie mogą być wykluczone.

Summary. The possible role of cytokinins in plastid ontogenesis and possible 
modes of action on the cellular and molecular levels are reviewed. The following 
aspects of cytokinin action in chloroplast formation are considered in detail: 
1. chlorophyll biosynthesis and accumulation, 2. ultrastructure and replication of 
plastids, 3, plastid and cytoplasmic enzyme synthesis and activity, 4. nucleic acid 
biosynthesis, 5. plastid proteins biosynthesis.

The resuits available at present are not sufficient for unequivocal demonstra
tion of a primary or direct cytokinine action in chloroplastogencsis. Although the
re are indications that the promotion of chloroplast development by cytokinins is 
closely connected with a stimulation of the gene expression, in particular with 
enhanced translation of plastid proteins. However other sites of hormone action 
cannot be excluded.

WSTĘP

Powszechnie wiadomo, że w pełni funkcjonalne chloroplasty roślin 
okrytozalążkowych mogą powstawać wyłącznie przy udziale światła. Ża
den ze znanych do chwili obecnej czynników — tak fizycznych, jak i che
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138 A. WOŹNY

micznych — nie może go zastąpić. Jednak opublikowane w końcu lat 
pięćdziesiątych i na początku sześćdziesiątych prace (np. [158, 185]}, 
w których doniesiono o możliwości hamowania przez cytokininy proce
sów starzenia się liści, a nawet stymulowania syntezy niektórych skład
ników plastydowych, pokazały, że również te roślinne regulatory wzro
stu i rozwoju pełnią istotną rolę w ontogenezie plastydów.

Cytokininy są jak wiadomo pochodnymi 6-aminopuryny (adeniny), 
podstawionymi przy atomie azotu w pozycji 6 (N0) (rye. 1). Ich biolo-

Ryc. 1. Budowa chemiczna niektórych cytokinin [851; a — trans 6-(4~hydroksy-3~me- 
tylobut-2-enylo)aminopuryna = zeatyna, b — 6-(3-metylobut-2-enylo)aminopuryna — 
= (y,Y,dwumetyloalliloamino)puryna — i’ade, c — N6-furfuryloaminopuryna = kine- 

tyna, d — Ne-benzyloaminopuryna — BA

giczna aktywność wiąże się bardzo ściśle z budową cząsteczki. Według 
Skooga i Armstronga [212] mają na nią wpływ: (1) rodzaj podstawniku 
(alkil lub aryl), (2) długość łańcucha (w przypadku dołączonego podstaw
niku alkilowego), (3) liczba i rozmieszczenie wiązań wielokrotnych i grup 
hydroksylowych w podstawniku alkilowym, (4) długość mostka między 
adeniną a podstawnikiem pierścieniowym, (5) modyfikacja cząsteczki 
adeniny. Pierwszą zidentyfikowaną naturalną cytokininą była zeatyna, 
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CYTOKININY W ONTOGENEZIE PLASTYDÓW 139

która — jak już obecnie wiadomo —- jest bardzo szeroko rozpowszech
niona. Występuje ona zarówno w organizmach wyższych, jak i niższych. 
Drugą powszechnie występującą naturalną cytokininą jest 6-(3-metylo- 
but-2-enylo)aminopuryna = i6ade. Z kolei najszerzej stosowanymi syn
tetycznymi cytokininami są: NMurfuryloaminopuryna - kinetyna i N6- 
-benzyloaminopuryna — BA.

Droga biosyntezy cytokinin jest poznana bardzo słabo k Prekurso
rem oocznego łańcucha izoprenoidowego cytokinin, występujących za
równo w tRNA, jak i cytokinin wolnych, jest kwas mewalonowy i jego 
sole. Należy przy tym pamiętać, że cytokininy wolne mogą powstawać 
zarówno na drodze uwalniania się z tRNA, jak i niezależnie od form 
związanych [30, 85]. Hall [85] zaproponował schemat znanych do tej 
pory etapów biosyntezy i przemian cytokinin w tkance roślinnej (ryc. 2). 
Wiadomo, że — w odróżnieniu od hormonów' zwierzęcych — roślinne

Ryc. 2. Schemat etapów biosyntezy i przemian cytokinin w tkankach roślinnych [85]

regulatory wzrostu i rozwoju działają niespecyficznie. Efekt, jaki ob
serwujemy, zależy nie od obecności czy braku określonego regulatora, 
ale od wpółdziałania występujących w roślinie stymulatorów i inhibi
torów'. Tak więc w badaniach, w których do organizmu roślinnego wpro
wadza się na przykład egzogenną cytokininę, należy liczyć się z możli
wością przekroczenia optymalnego stężenia, a także naruszenia ilościo-

1 Już po napisaniu niniejszego artykułu ukazała się, w Ann. Rev. Plant. 
Physiol. 34: 163-197, 1983, praca przeglądowa na ten temat: D. S. Letham. 
L. M. S. Palni — „The biosynthesis and metabolism of cytokinins”.
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140 A . W O Ź N Y

wej równowagi pomiędzy poszczególnymi stymulatorami i inhibitorami. 
Z tego powodu rolę cytokinin bada się najczęściej w organach odcię
tych do rośliny (np. w liścieniach czy liściach), bowiem głównym m iej
scem biosyntezy tych substancji są korzenie [237].

Zakres biologicznego działania cytokinin w roślinach jest bardzo 
szeroki — bliższe dane na ten temat można znaleźć w licznych pracach 
przeglądowych [22, 85, 97, 106, 115, 157]. W niniejszym opracowaniu 
koncentrowano głównie uwagę na roli, jaką pełnią cytokininy w  onto- 
genezie plastydów. Parthier [172], przyjmując za kry terium  w yraźną 
zależność od egzogennych cytokinin, wyróżnił pięć aspektów tej onto- 
genezy. Są nimi: biosynteza i akumulacja chlorofilu, s truk tu ra  p lasty 
dów, biosynteza i aktywacja cytoplazmatycznych i plastydowych enzy
mów, procesy transkrypcji i translacji.

I. CY TO K IN IN Y  A BIO SY N TEZA  I A K U M U L A C JA  C H L O R O F IL U

Zazielenianie się jest wygodnym makroskopowym wyznacznikiem 
tworzenia się chloroplastów. Syntezie chlorofilu towarzyszy bowiem kom 
pleks kolejnych zmian rozwojowych wewnątrz plastydu. Nie bez zna
czenia jest także i to, że barwnik ten można bardzo łatwo ekstrahować 
i oznaczać oraz że enzymy biorące udział w jego biosyntezie od kwasu 
glutaminowego lub a-ketoglutarowego do protochlorofilu(-idu) znajdu
ją się wewnątrz plastydu [9, 184]. Interpretację działania cytokininy na 
biosyntezę i akumulację chlorofilu komplikuje jednak fakt, że na jp raw 
dopodobniej wszystkie te enzymy są pochodzenia cytoplazmatycznego,
a ich synteza kontrolowana jest przez geny jądrowe [9], a być może i pla- 
stydowe.

Stymulacja przez cytokininy syntezy i akumulacji chlorofilu była
opisywana u bardzo wielu gatunków roślin [23, 24, 31, 32, 35, 56-58, 
63-65, 112, 113, 163, 200, 219, 244, 250] oraz w kulturach tkankowych [93, 
101, 104, 105]. Należy jednak pamiętać, że znane są również doniesienia, 
w których stymulacji nie uzyskano [231, 251].

Biosynteza chlorofilu zależy zarówno od rozwoju komórki, jak 
i plastydu. Jak wykazały badania przeprowadzone na izolowanych liś
cieniach ogórka odcinanych od etiolowanych siewek znajdujących się 
w różnym wieku (Woźny — niepublikowane), najsilniejsza akumulacja 
chlorofilu pod wpływem kinetyny miała miejsce w liścieniach pocho
dzących z młodych siewek. Liścienie 4- czy 6-dniowych siewek aku- 
mulowały w obecności kinetyny ponad dwa razy więcej chlorofilu niż 
liścienie kontrolne. Z kolei liścienie odcięte od siewek 12-dniowych aku- 
mulowały w takich samych warunkach w obecności cytokininy już tyl
ko o około 5-7°/o chlorofilu więcej (ryc. 3). W pewnych warunkach za-
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Ryc. 3. W pływ  k in e ty n y  (100 jjiM) 
n a  a k u m u lac ję  ch lorofilu  w  izo
low anych  liśc ien iach  ogórka (C u 
cum is  sa t ivu s  cv. M onastyrsk i)  
w  zależności od w iek u  siewki.
K P  — kon tro la ,  K IN  — w odny  
roz tw ór k in e ty n y , d — dn i (Woź

n y  — niepubl.)

wartość chlorofilu może być nawet podwyższona przez cytokininę o 450% 
[63]. Szybkość obserwowanego efektu jak również fakt, że po wysta
wieniu na światło eliminowana była, w obecności cytokinin, faza opóź
nienia (lag phase) w tworzeniu chlorofilu(-idu), sugeruje bezpośredni 
wpływ tych substancji na biosyntezę chlorofilu. Dla bliższego wyjaśnie
nia roli cytokinin w biosyntezie chlorofilu niezwykle istotne znaczenie 
mają wyniki uzyskane, przy udziale tych regulatorów, w tkankach ros
nących w ciemności. I tak na przykład Buschmann [31] oraz Buschmann 
i Sironval [35], badając różnowiekowe siewki Raphanus, uzyskali (po
dobnie jak Awierina i Szłyk [6]) wyniki wskazujące, że w materiale 
rosnącym w ciemności kinetyna indukowała silniejszą akumulację cał
kowitego protochlorofilu(-idu), szczególnie zaś jego zdolnej do fototrans- 
formacji formy — P C h 657 _ 65o. Najlepsze efekty uzyskiwano w doświad
czeniach z 6-10-dniowymi siewkami. Z kolei zdolność do resyntezy 
P C h 657 - 65o w ciemności po krótkim błysku światła (rzędu 1 ms) była 
w znacznej mierze niezależna od traktowania cytokininą, natomiast wy
raźnie zależała od wieku siewek, tzn. z wiekiem malała. Odmienne wyni
ki uzyskali Szłyk i wsp. [222] oraz Walter i wsp. [240], którzy nie za
uważyli żadnego specyficznego wpływu wywołanego przez kinetynę ani 
na zdolną do fototransformacji formę P C h 65o, ani na „nieaktywną” for
mę P C h 6 3 5 . W alter i wsp. [240] w konkluzji stwierdzili, że cytokininą 
powoduje wzrost akumulacji chlorofilu zwiększając jedynie zawartość 
białkowej części kompleksu protochlorofil(-id) białko.

Inaczej interpretowali uzyskane przez siebie wyniki Fletcher i wsp.
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[64, 65]. Uważali oni, że hamowanie indukowanej BA akumulacji chlo
rofilu przez inhibitory (aktynomycynę, chloramfenikol =  CAP, cyklohek- 
simid =  CHI) było związane z hamowaniem przez te związki aktyw no
ści enzymu limitującego tempo produkcji protochlorofilu(-idu), a m ia
nowicie syntetazy kwasu 8-aminolewulinowego (ALAS). Nie udało się 
im jednak wykazać doświadczalnie wpływu cytokininy na formowanie 
się protochlorofilu(-idu) w ciemności. Postawili więc hipotezę, że cyto- 
kinina działa na etap poprzedzający formowanie się kwasu 8-aminole
wulinowego (ALA). W konkluzji stwierdzili, że BA stymuluje formowa
nie chlorofilu indukując produkcję szeregu białek (w tym  także ALAS). 
Nie przedstawili jednak żadnych dowodów eksperymentalnych popie
rających tę hipotezę. Stobart i wsp. [218] przedstawili dane wskazujące, 
że kinetyna zachowywała stałą aktywność dehydratazy ALA w etiolo- 
wanych liściach jęczmienia, a Naito i wsp. [162], że BA podwyższała 
zdolność syntetyzowania ALA i aktywność dehydratazy ALA w liś
ciach fasoli. Efekty zależały jednak od wieku liścia, który był trak to 
wany hormonem. Kiedy rozpoczęto traktowanie w późnych stadiach 
rozwojowych liścia, wtedy miało miejsce podwyższenie poziomu ALA 
i zahamowanie obniżania zawartości chlorofiu, lecz pozostawało bez 
wpływu na obniżanie się aktywności dehydratazy ALA. Na tej podsta
wie autorzy ci stwierdzili, że synteza chlorofilu może być regulowana 
przez cytokininy nie tylko na drodze podwyższania zawartości ALA, 
lecz także przez wpływ na aktywność dehydratazy ALA. Wiadomo z ko
lei, że miejscem formowania ALA w zazieleniających się roślinach są 
plastydy, natomiast wydaje się, że enzymy regulujące jego syntezę są 
syntetyzowane w cytoplazmie [9]. W swej kolejnej pracy Naito i wsp. 
[163] podjęli więc próbę wyjaśnienia czy zasadniczy wpływ BA na two
rzenie ALA ma miejsce na poziomie transkrypcji RNA czy translacji. 
Uzyskane przy użyciu inhibitorów syntezy RNA i białka wyniki wy
dają się wskazywać, że cytokinina w ciemności powoduje jedynie akty
wację już istniejącego mRNA, natomiast po oświetleniu akumulacja ALA 
i synteza chlorofilu (regulowana przez syntezę enzymów odpowiedzial
nych za produkcję ALA i innych białek włączonych w biosyntezę chlo
rofilu) jest rezultatem podwyższenia syntezy mRNA w jądrze, a nie 
zwiększenia jego aktywności. Potwierdza to pogląd, że cytokinina, przy
najmniej przy regulacji syntezy chlorofilu, działa na poziomie trans
krypcji, a nie — jak postulowali na przykład Maass i Klambt [140] —■
na poziomie translacji.

Z przedstawionych danych widać, że istnieją w chwili obecnej prze
słanki wynikające z rezultatów eksperymentalnych, które pozwalają r.a 
przypuszczenie, że cytokininy wpływają na akumulację chlorofilu już 
na poziomie formowania enzymów zaangażowanych w biosyntezę tego

http://rcin.org.pl



C Y T O K I N I N Y  W  O N T O G E N E Z IE  P L A S T Y D Ó W 143

barwnika. Z drugiej jednak strony ścisła korelacja, jaka istnieje mię
dzy stanem fizjologicznym komórek i tkanek a efektem cytokinin na 
procesy zazieleniania się, przemawia raczej za pośrednim wpływem tych 
substancji na syntezę i akumulację chlorofilu.

II. W PŁYW  CY TO K IN IN  NA U LTR A STR U K TU R Ę CHLO RO PLA STÓ W
I IC H  PODZIAŁY

Proplastydy (eoplasty), będące małymi, bezbarwnymi lub lekko zie
lonkawymi, niezróżnicowanymi plastydami o stosunkowo homogennym 
wnętrzu, mogą się różnicować w wiele różnych form plastydów charak
teryzujących się, szczególnie u roślin wyższych, różnorodnością struk
tur wewnętrznych i pełnionych funkcji. Spośród znanych form na szcze
gólną uwagę zasługują chloroplasty, będące według wielu autorów jed
ną z najważniejszych organelli. Te zawierające chlorofil plastydy są 
wyspecjalizowane w wychwytywaniu energii świetlnej i wykorzystywa
niu jej do produkcji wysokoenergetycznych cząsteczek włączanych na
stępnie do energetycznego metabolizmu komórek. Są one też podsta
wowym źródłem większości naszego ,,paliwa” i pierwotnym producen
tem  pokarmu.

Stetler i Laetsch [217] pierwsi wykazali nieodzowność cytokinin dla 
zależnego od światła rozwoju chloroplastów w kulturze tkankowej ty 
toniu. Brak kinetyny w pożywce powodował, że proplastydy zwiększały 
na świetle swoje wymiary do wymiarów normalnych chloroplastów, 
jednak tylakoidy powstające drogą odcinania pęcherzyków od wewnę
trznej błony otoczki plastydowej nie formowały gran. Plastydy takie 
nie akumulowały także chlorofilu, a ich struktura wewnętrzna przy
pominała strukturę plastydów mutantów jęczmienia „albina” po wy
stawieniu ich na światło. Z kolei tkanka rosnąca w obecności kinetyny 
wykształcała w pełni zróżnicowane chloroplasty. Przeciętna zawartość 
chlorofilu w takich chloroplastach była zbliżona do wartości, jaką uzys
kiwano dla dojrzałych liści tytoniu. Autorzy ci obserwowali również 
ścisłą, odwrotną zależność między różnicowaniem się chloroplastów 
a wzrostem tkanki — dwoma procesami, na które wpływa kinetyna. 
Kultury, które szybko się zazieleniały, równie szybko stawały się kul
turam i stacjonarnymi, natomiast tak długo jak komórki aktywnie się 
dzieliły, populacja proplastydów nie różnicowała się w dojrzałe chloro
plasty. Przyjmuje się, że odwrotna zależność między wzrostem tkanki 
a różnicowaniem się chloroplastów jest wynikiem replikacji plastydów 
i aktywności podziałowej komórek w kulturze tkankowej, przy czym 
określone ilości cytokininy bardziej stymulowały podziały chloroplastów 
niż wzrost komórek [20]. Istnienie takiej korelacji między wzrostem ko
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mórki a formowaniemmórki a formowaniem chloroplastów zostało potwierdzone przez doświad
czenia przeprowadzone z zależnymi od cytokinin i autonomicznymi ku l
turam i tkankowymi tytoniu [101]. Podobnie linia AGi4 kultury  komór
kowej tytoniu była zdolna do normalnego wzrostu bez egzogennej cy
tokininy, lecz wymagała jej do produkcji chlorofilu i formowania chlo
roplastów [209]. Seyer i wsp. [209] wykazali, że plastydy ulegały cy
klicznym transformacjom morfologicznym w czasie cyklu podziałowe
go komórki. I tak komórki stanowiące materiał wyjściowy miały doj
rzałe chloroplasty z dobrze rozwiniętym systemem tylakoidowym. Po 
pierwszych trzech dniach wzrostu na pożywce z dodatkiem kinetyny 
w plastydach zmniejszała się wydatnie liczba tylakoidów, a pojawiały 
się stosunkowo liczne i duże ziarna skrobi. Powierzchnia plastydów 
(określana na przekrojach) w zasadzie się nie zmieniła. Po kolejnych 
trzech dniach zmniejszyła się nieco zawartość skrobi, a powierzchnie 
przekrojów plastydów były wyraźnie mniejsze. W stadium tym  plasty
dy wydłużały się, a na terenie gęstej dla elektronów stromy obecne 
były nieliczne, chociaż osiągające niekiedy duże wymiary plastoglobule 
i stosunkowo słabo wykształcony system tylakoidowy. Pod koniec 
okresu wzrostu i w czasie fazy stacjonarnej obserwowano ponowny 
wzrost liczby tylakoidów budujących grana. Zwiększyła się też po
wierzchnia przekroju plastydów, które były bardzo zbliżone do chlo
roplastów dojrzałych liści. Seyer i wsp. [209] stwierdzili również, że 
wrażliwość tego systemu doświadczalnego na cytokininy (w odniesie
niu do różnicowania chloroplastów) była ograniczona tylko do okreś
lonej fazy wzrostu komórki. Cytokinina dodawana w czasie fazy sta
cjonarnej była nieaktywna, co wskazuje, że substancja ta podczas lo
garytmicznej fazy wzrostu komórek musiała inicjować jakieś wydarze
nia będące warunkiem wstępnym akumulacji chlorofilu i tworzenia 
tylakoidów.

W chwili obecnej nie ma właściwie dowodów popierających pogląd, 
że plastydy komórek roślin wyższych mogą powstawać de novo, pomimo 
że niektóre elementy plastydów są syntetyzowane dzięki informacji za
wartej w jądrze. Tak więc wszystkie te plastydy należy uważać za wywo
dzące się z plastydów już istniejących [92]. Warto przypomnieć, że istnie
nie ciągłości plastydów postulował już w dziewiętnastym wieku Schimper 
[199]. Pogląd o ciągłości plastydów potwierdziły też między innymi ob
serwacje przeprowadzone na komórkach liści za pomocą mikroskopu 
świetlnego i elektronowego. Wykazały one mianowicie, że zwiększanie 
się liczby plastydów wraz ze wzrostem liścia odbywa się dzięki podzia
łom już istniejących plastydów [123, 179, 241]. Na wzrost i podziały 
plastydów ma wpływ bardzo wiele czynników, jak na przykład: światło, 
temperatura, warunki troficzne, poziom jądrowego DNA, a najprawdo
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podobniej także poziom plastydowego DNA [178], Również cytokininy 
mogą stymulować replikację plastydów. I tak np. kinetyna zwiększała 
intensywność podziałów chloroplastów w krążkach dojrzałych liści ty 
toniu [19-21, 78], chociaż Possingham i Smith [180] nie uzyskali takie
go efektu w krążkach młodych liści szpinaku. Substancja ta podwyż
szała również (w porównaniu z materiałem kontrolnym) liczbę plasty
dów w zazieleniających się liścieniach łubinu [245]. Z kolei Naito i wsp. 
[166] stwierdzili, że benzyloaminopuryna podwyższała replikację chlo
roplastów w nieuszkodzonych, rosnących liściach fasoli tylko w okreś
lonej fazie ich wzrostu. Eoasson i wsp. [19] stwierdzili, że wzrost liczby 
chloroplastów w komórkach tytoniu był sumą efektów cytokininy i świa
tła, przy czym czynnikiem krytycznym było światło. Nie obserwowali 
oni bowiem replikacji plastydów w ciemności, niezależnie od tego, czy 
cytokinina była obecna czy nie. Ich zdaniem replikacja chloroplastów 
była związana tylko z powiększaniem się komórek, ponieważ nie udało 
im się znaleźć komórek dzielących się. Podobne wyniki uzyskano dla 
zazieleniających się liścieni ogórka i łubinu (Woźny — niepubl.). Miku- 
łowicz i Kułajewa [147] natomiast wykazały, że w procesie wzrostu 
liścieni dyni pod wpływem benzyloaminopuryny miało miejsce zwię
kszenie zarówno wielkości komórek, jak i ich liczby. Z kolei wiadomo, 
że istnieje pozytywna korelacja między wielkością komórki a liczbą chlo
roplastów przypadających na komórkę [166, 180, 223]. Szulgin i wsp. 
[223] obliczyli na przykład, że stosunek między powierzchnią komórek 
a powierzchnią chloroplastów, w sprzyjających warunkach świetlnych, 
był stały i wynosił średnio 1,33-1,36. Nie wiadomo więc, czy obserwo
wana przez tak wielu autorów stymulacja przez cytokininę replikacji 
plastydów była efektem wtórnym, stanowiącym konsekwencję zmian 
(podziały lub powiększanie się) wywołanych przez tę substancję w ko
mórkach, a nie w samych plastydach.

Badania przeprowadzone przez Naito i wsp. [166] pokazały, że 
w traktowanych BA liściach fasoli liczba chloroplastów przypada
jących na komórkę zwiększyła się o 25°/o, poziom chlorofilu aż 
o 43-51%. Wzrost zatem poziomu chlorofilu w chloroplaście w y
nosił 14-21%, co jak wiadomo musiało się wiązać z rozbudową 
systemu tylakoidowego. Wpływ cytokininy na ultrastrukturę pla
stydów głównie w odciętych, etiolowanych liścieniach był bardzo często 
przedmiotem badań [37, 55, 56, 86, 137, 146, 155, 195, 231, 244, 248, 250]. 
W tym przypadku procesy różnicowania się plastydów w tkankach by
ły z reguły wyraźnie stymulowane przez cytokininy i to zarówno na 
świetle, jak i w ciemności. W roślinach etiolowanych przyspieszonemu 
przez cytokininę (w obecności światła) rozwojowi systemu tylakoidowe
go i dezintegracji ciała prolamellarnego towarzyszyło zwiększenie tem 
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pa syntezy chlorofilu. Chociaż cytokininy nie mogą zmieniać typowych 
dróg rozwoju plastydów ani w ciemności, ani na świetle [37], to jednak 
często obserwowano pod ich wpływem pewne nienormalne cechy prze
jawiające się na przykład znacznym wzrostem liczby tylakoidów w gra
num  i równocześnie słabym rozwojem systemu tylakoidów intergrano- 
wych [56, 152, 244] (ryc. 4). Z rozbudową wewnętrznych błon plastydu

Ryc. 4. W czesne e tapy  rozw oju  ch lorop lastów  hodow anego uprzedn io  w  ciemności 
sp lą tka  m chu  Ceratodon p u r p u re u s : A  — w  sp lą tk u  k o n tro ln y m  (rosnącym  na 
pożywce podstaw ow ej bez cytokininy), B  — w  sp lą tk u  rosnącym  n a  pożywce z d o 

da tk iem  cytok in iny  (i6ade — 100 ąM), S t — skrob ia  (Woźny — niepubl.)

wiązał się funkcjonalny wzrost efektywności aparatu  fotosyntetycznego, 
np. fosforylacji, głównie cyklicznej [99], poziomu chlorofilu (patrz roz
dział I), aktywacji lub syntezy enzymów plastydowych (rozdział III) 
i syntezy RNA (rozdział IV).

W doświadczeniach z izolowanymi, etiolowanymi organami, np. liś- 
cieniami ogórka, stwierdzono (Woźny — dane niepubl.), że stym ulu
jący wpływ cytokininy na poziom chlorofilu (patrz rozdział I) i rozwój 
ultrastrukturow y plastydów był w znacznej mierze uzależniony od wie
ku siewki, od której odcinano liścienie. Najlepsze efekty uzyskiwano 
w młodych (odciętych od 4-6-dniowych etiolowanych siewek) liścieniach. 
Komórki takich liścieni zawierały jeszcze znaczne ilości materiałów za
pasowych, a ich plastydy były albo z reguły pozbawione ciał prolamel- 
larnych (w 4-dniowym materiale), albo dominował w nich luźny typ 
tych ciał; natomiast komórki liścieni odciętych od 12-dniowych, etiolo
wanych siewek były już prawie bez materiałów zapasowych, w plasty- 
<łach zaś obserwowano duże, zwarte ciała prolamellarne. Liścienie takie
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reagowały bardzo słabo zarówno na światło, jak i na obecność egzogen
nej cytokininy, czego efektem był, między innymi, słaby rozwój gran 
w plastydach (ryc. 5). Częściowego wyjaśnienia tego zjawiska dostarczył 
stosunkowo niedawno Lutz [138, 139]. Wykazał on mianowicie, że istnieje 
ścisła korelacja między długością fazy opóźnienia (lag phase) dla for-

nasion

Plasłydy izolowanych liścieni
2 4  h światło V \  1.4 W m J

Plaslydy w fi^cieniach 
przed izo lac ją , ciemnołć

Ryc. 5. Schem at u l t r a s t ru k tu ry  p lastydów  liścieni ogórka (C ucum is  sa tivus  cv. 
M onastyrsk i)  w  zależności od w ieku  siew ki z k tó re j  odcinano liścienie. Pokazano 
p las ty d y  przed  izolacją liścieni oraz zm iany jakie  zaszły w  s t ru k tu rz e  p lastydów  
po 24 h od m om entu  izolacji liścieni, k tó re  inkubow ano  w  wodzie (H20) lub 
w  w o d n y m  roztw orze k ine tyny  (KIN — 100 jiM) i naśw ie tlano  ciągłym, b iałym  
św ia t łem  jarzen iow ym  (1,4W • m ~ 2), P b  — ciało p ro lam ella rne , St — skrobia  (Woź

n y  — niepubl.)
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mowania chlorofilu a czasem inkubacji rośliny w ciemności. W młodych 
liściach, których plastydy charakteryzowały się stosunkowo luźnym ty 
pem ciał prolamellarnych i dobrze rozwiniętymi protylakoidami, stwier
dzał niski poziom saponin i bardzo krótką fazę opóźnienia. Wydłużenie 
czasu inkubacji roślin w ciemności powodowało w plastydach wzrost 
objętości ciała prolamellarnego, zawartości w nim saponin i redukcję 
długości protylakoidów (dla Avena  począwszy od 9 dnia inkubacji). Zm ia
nom tym towarzyszyło wyraźne wydłużanie fazy opóźnienia dla formo
wania chlorofilu.

W odróżnieniu od chloroplastogenezy stymulowanej cytokininą w od
ciętych organach i tkankach, regulatory te z reguły nie wpływały na 
akumulację chlorofilu, formowanie systemu tylakoidowego (głównie 
gran) i funkcje fotosyntetyczne w nieuszkodzonych zazieleniających się 
liściach [1]. Jest to zgodne z poglądem o syntezie cytokinin w korze
niach (np. [158, 237] i cytowana tam literatura), ponieważ po odcięciu 
korzeni czułość na egzogenne cytokininy w rosnących i zazieleniających 
się liścieniach wzrastała proporcjonalnie do obniżania się w nich za
wartości endogennych cytokinin [52, 196]. Obserwowane symptomy de
generacji chloroplastów, takie jak zmniejszenie objętości, zanikanie 
gran, obniżenie zawartości chlorofilu, chloroplastowych rybosomów, biał
ka i RNA, aż do końcowego rozpadu plastydów w wakuoli trawiącej, 
ulegały zwolnieniu lub wręcz zatrzymaniu wkrótce po dodaniu egzo
gennych cytokinin [152, 247].

W porównaniu z materiałem kontrolnym, w plastydach traktow a
nych cytokininami, obserwowano niekiedy nawet stymulację syntezy

formowania tam
teratura  [169]). Legocka i Szweykowska [126] podały, że w odciętych liś
ciach jęczmienia trzymanych w ciemności, i6ade hamowała wzrost ak
tywności proteolitycznych enzymów i wyraźnie stymulowała syntezę 
białek. Stymulacja ta była najwyraźniejsza w frakcji jądrowej, a sto
sunkowo niewielka w frakcji chloroplastowej.

W badaniach mechanizmu działania cytokinin w procesie starzenia 
się plastydów przeważają prace dotyczące wpływu tych substancji na 
metabolizm białek i kwasów nukleinowych,
przemiany cukrowców. Tymczasem, jak wynika z pewnych prac, zasto
sowanie egzogennych cukrów hamuje starzenie się odciętych liści [np

a w mniejszym

metabolizmu
lu pracach wyraźnie akcentowany mogą

hamować proces starzenia się chloroplastów, modyfikując
kład przepuszczalność błon [47, 186]. Opublikowane niedawno wyniki 
badań Gilberta i wsp. [73] potwierdzają przypuszczenia, zgodnie z k tó
rymi hamowanie starzenia przez cytokininy odbywa się na drodze kon-
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troli funkcji błon komórkowych. Mechanizm, dzięki któremu substancje 
te u trzym ują integralność błon, hamując tym samym procesy starze
nia, nie jest jeszcze jasny. Pewne światło rzucają na to zagadnienie in
formacje o zapobieganiu przez egzogenne cytokininy wzrostowi aktyw 
ności lipoksygenazy. Wzrost aktywności tego enzymu towarzyszył s ta
rzeniu się odciętych liści grochu [79]. Powyższa informacja wiąże się 
również z danymi wskazującymi, że formowanie się krystalicznych li
pidów w starzejących się błonach było wywołane utlenianiem lipidów 
(peroksydacja [174]). Podzielone są natomiast opinie na tem at zjawiska 
obniżania się poziomu endogennych cytokinin w miarę starzenia się liś
ci. I tak, między innymi Hewett i Wareing [91] oraz Mayak i Halevy 
[142] stwierdzili, że koncentracja cytokinin w starzejących się liściach 
była niższa niż w tkankach młodych. Z drugiej strony Engelbrecht [51], 
lian i Goren [96] oraz Van Staden [236] uzyskali wyniki wskazujące na 
wysoki poziom tych substancji w żółknących liściach, a u pewnych 
drzew nawet wyższy niż w liściach młodszych, nie wykazujących oznak 
starzenia. Nie zawsze więc można tłumaczyć hamowanie przez egzogen
ne cytokininy procesów starzenia tylko spadkiem zawartości endogen
nych cytokinin.

Możliwość odwracania procesów degeneracji plastydów przemawia 
raczej za udziałem cytokinin głównie w stymulowaniu syntezy m ate
riałów budujących strukturę chloroplastów. Z danych przedstawionych 
w niniejszym rozdziale wynika, że cytokininy wpływają szczególnie na 
tworzenie gran. Już w 1974 r. Młodzianowski [152] zakładał, że jednym 
z możliwych mechanizmów oddziaływania cytokinin na ten proces mo
że być stymulowanie syntezy białka wchodzącego w skład pewnych 
cząstek odpowiedzialnych za łączenie się tylakoidów w grana. Obecnie 
wiadomo, że za łączenie to odpowiedzialne są przede wszystkim zbie
rające światło kompleksy chlorofil a/b — białko =  LHC [143]. Z kolei 
Axelos i Peaud-Lenoel [7] opublikowali wyniki wskazujące, że cytoki
nina warunkowała obecność w plastydach jednego z głównych składni
ków tego kompleksu, a mianowicie polipeptydu o masie cząsteczkowej 
25 kilodaltonów. Nie wiadomo jednak jeszcze, czy cytokinina kontroluje 
biosyntezę czy penetrację tego białka do wnętrza plastydu.

III. D ZIA ŁA N IE C Y TO K IN IN  NA ENZYMY PLA STY D O W E
I CYTOPLAZM ATYCZNE

Istnieje wiele dowodów wskazujących, że w procesie zazieleniania 
się etiolowanych roślin światło funkcjonuje nie tylko jako aktywator 
już istniejących enzymów, ale również jako promotor syntezy de novo 
[2, 25, 238]. Szczególnie dobrze udokumentowane są wyniki ilustrujące
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rolę światła w aktywacji karboksylazy rybulozo-l,5-dwufosforanu (np. 
[27, 206]). Mało natomiast poznana jest rola światła w aktywacji innych 
chloroplastowych enzymów związanych z błonami. Najbardziej kompletne 
wyniki w tym zakresie uzyskał Bennett [10]. W 1977 r. wykazał on, że 
po oświetleniu polipeptydy związane ze zbierającym światło komplek
sem chlorofil a/b — białko były fosforylowane w nieuszkodzonych chlo
roplastach. Zaś w roku 1979 [11] udowodnił, że światło jest również ak
tywatorem związanej z błonami tylakoidowymi kinazy. Z kolei z pracy 
Millsa i Hinda [150] wynika, że światło indukuje także aktywność za
leżnej od Mg2+ ATPazy. Inne dane na tem at roli światła w regulacji 
chloroplastowych enzymów można znaleźć w opracowaniu Buchanana 
[28].

Cytokininy w działaniu na niektóre organy roślinne wykazują sze
reg analogii do efektów jakie powoduje białe światło. Najwięcej dowo
dów eksperymentalnych potwierdzających te analogie pochodzi z ba
dań wpływu cytokinin na rozwój plastydów. Dane o wzroście aktywno
ści (spowodowanej przede wszystkim syntezą de novo) karboksylazy 
rybulozo-l,5-dwufosforanu i NAPD-zależnej dehydrogenazy aldehydu 
3-fosfoglicerolowego po potraktowaniu cytokininą siewek żyta (niezależ
nie od tego czy rosły na świetle, czy w ciemności) opublikował Feiera- 
bend [58, 59]. Informacja Feierabenda o aktywacji przez cytokininę syn
tezy karboksylazy RuBP została potwierdzona przez Chochłową i wsp. 
[38], Harveya i wsp. [86], Klyachko i Parthiera [111], Klyachko i wsp. 
[112], Romanko i wsp. [192], Wzrost aktywności pod wpływem cytoki
niny także innych enzymów plastydowych wykazali w siewkach żyta 
Feierabend i De Boer [60] oraz Romanko i wsp. [192]; w pełni rozwi
niętych liściach fasoli — Treharne i wsp. [233], a w liścieniach ogór
ka — Harvey i wsp. [86]. Ze wzrostem aktywności karboksylazy RuBP 
wiązała się między innymi wyższa liczba polirybosomów plastydowych 
(tabela 1). Obecność zarówno chloramfenikolu (CAP), jak i cykloheksi- 
midu (CHI) wpływała hamująco na wzrost aktywności tego enzymu, 
przy czym CAP (200 mg • l -1) blokował wzrost aktywności natychmiast, 
a CHI (10 m g * l -1) przez początkowe 4 godziny swej obecności tego 
wzrostu nie hamował, co wskazuje, że większa podjednostka karboksy
lazy RuBP może być syntetyzowana także wtedy, gdy równolegle nie 
zachodzi synteza mniejszej pod jednostki [112]. Z kolei aktywność zależ
nej^ od NADP dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerolowego i niektó
rych enzymów cytoplazmatycznych była obniżona tylko po traktowaniu 
materiału CHI [58, 59, 86, 102]. Obserwowane różnice w hamowaniu 
przez dwa antybiotyki można łatwo wyjaśnić miejscem syntezy różnych 
enzymów na polirybosomach plastydowych — 70S (wrażliwe na CAP) 
lub na polirybosomach cytoplazmatycznych — 80S (wrażliwe na CHI).
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TABELA I

Zmiany w aktywności niektórych enzymów i w zawartości polirybosomów po 3-5 dniach trakto
wania cytokininami siewek żyta albo odciętych liścieni ogórka umieszczonych w ciemności lub na 
świetle. Wszystkie dane wyrażone jako procent kontroli (tkanka wyjściowa lub rosnąca w ciemności

na wodzie), o — siewki żyta pozbawione korzeni. Za [173]

Cytokinina
Enzym

ciemność
+

światło
+ Literatura

Karboksylaza RuBP 29° 190° 208 240 [58, 60]
Karboksylaza RuBP 114 172 165 206 [86]
Karboksylaza RuBP 65° 280° 170° 245 [192]
Fruktozodwufosfataza 28° 122° 540 --------- [60]
Kinaza fosforybulozy 53° 188° 665 -------- [60]
Transketolaza
NADP zależna dehydrogenaza

41° 160° 224 1 [60]

jabłczanowa
NADPH zależna dehydrogenaza

33° 160° 327 [60]

aldehydu-3-fosfoglicerolowego 87 167 97 192 [86]
41° 187° 160 330 [42, 58]

Katalaza
Reduktaza hydroksypirogronia-

OOT

135° 270 [42]

nowa
Dehydrogenaza glukozo-6-fosfo-

37° 127° 310 1 ■ [42]

ranu 75° 145° 100 -------- [42]
Oksydaza cytochromu c 
Zawartość polirybosomów 16S

65° 132° 79 ' [42]

rRN A  (plastydowe) 
Zawartość polirybosomów

91° 147° 325 [60]

18S rRNA (cytoplazmatyczne) 100° 110° 169 -------- [60]

Dodanie cytokinin przed lub równocześnie z inhibitorami nie przywra
cało pierwotnej aktywności enzymów w siewkach żyta. Ten brak zdol
ności do odwracania hamującego wpływu antybiotyku na syntezę enzy
mu obserwowano tylko dla enzymów piasty do wy ch; hamowanie przez 
CHI aktywności dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu i dehydrogenazy 
6-fosfoglukonianu było kompensowane przez kinetynę [59]. Należy za
znaczyć, że w etiolowanych liścieniach dyni hamujące efekty wywoła
ne antybiotykami były zwykle mniejsze (mniej dotkliwe) niż w etiolo
wanych siewkach żyta. Ponadto działanie CHI nie było lub tylko w nie
wielkim stopniu było zmniejszane przez cytokininę [86, 102], Rozbież
ności, jakie istnieją między tymi dwoma tkankami, mogą odzwiercie
dlać wyższy stopień podatności na antybiotyki syntetyzowanych de no
vo cząsteczek enzymu w siewkach żyta. Jednakowoż obserwowane róż
nice mogą być też spowodowane niejednakowym tempem penetracji in
hibitora do miejsca działania lub odmiennym metabolizmem inhibitora.
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Wnioski te nie zostały jednak gruntownie sprawdzone doświadczalnie. 
Dlatego dedukcja na podstawie wyników badań, w których użyto inhi
bitorów, o wpływie cytokinin na syntezę de novo, szczególnie enzymów 
plastydowych, powinna być bardzo ostrożna. Feierabend [58] w swej 
pionierskiej pracy opublikował dane, które informują, że po zaapliko
waniu kinetyny rosnącym w ciemności siewkom żyta karboksylaza RuBP 
i NADP zależna dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerolowego osiągnęły 
w przybliżeniu taką samą aktywność, jaką wykazują te enzymy w ro
ślinach nietraktowanych kinetyną, ale rosnących na świetle (tabela 1). 
Tempo wzrostu aktywności zależało od poziomu cytokininy w siewkach 
rosnących w ciemności, a obecność tej substancji wydawała się wstęp
nym  warunkiem dla syntezy enzymu. Podobne wyniki przedstawili H ar
vey i wsp. [86], Klyachko i wsp. [112] oraz Lampugnani i wsp. [121], 
jednak oświetlając etiolowane liścienie traktowane przedtem BA uzys
kali jeszcze dodatkowy wzrost aktywności enzymatycznej, przy czym 
wynik działania obu efektorów zastosowanych łącznie był silniejszy niż 
suma wyników uzyskanych przy zastosowaniu każdego z tych efektorów 
oddzielnie [121]. Z kolei Klyachko i wsp. [112], badając kinetykę wzro
stu aktywności karboksylazy RuBP w liścieniach dyni pod wpływem 
światła lub BA, stwierdzili istnienie fazy opóźnienia (lag phase), której 
czas trwania zależał od fizjologicznego stanu liścieni. Również rodzaj 
efektora wydawał się ważny dla długości tej fazy: wcześniej bowiem 
obserwowano rekację na oświetlenie niż na podanie egzogennej cytoki
niny. W chwili obecnej nie jest jeszcze jasne, czy szybkość reakcji od
zwierciedla różny czas, jakiego te efektory wymagają na dotarcie do 
będących ich celem cząsteczek (receptorów). Klyachko i wsp. [112] po
dali ponadto, że preinkubacja liścieni z BA w ciemności znosiła fazę 
opóźnienia we wzroście aktywności karboksylazy RuBP po oświetleniu. 
Wiadomo także, że cytokininy skracają lub nawet całkowicie likwidują 
istnienie fazy opóźnienia w syntezie chlorofilu (patrz rozdział I). P raw 
dziwy więc wydaje się pogląd, zgodnie z którym cytokinina w ciemno
ści działa stymulująco na pewne etapy biosyntezy karboksylazy RuBP 
i chlorofilu. Jednak kompleksowy charakter karboksylazy RuBP i roz
dzielenie miejsc kodujących dla jej podjednostek w różnych przedzia
łach komórki sugeruje konieczność istnienia kooperacyjnego mechaniz
mu w regulacji biosyntezy tego enzymu. Formowanie na drodze enzy
matycznej określonych aminoacylo-tRNA jako bezpośrednich substratów 
w biosyntezie białka może być czynnikiem regulacyjnym w procesie 
translacji. A na tym  właśnie poziomie postuluje się miejsce działania 
cytokinin. Wiadomo, że zlokalizowane w plastydach syntetazy aminoacy- 
lo-tRNA, jak również odpowiadające im syntetazy cytoplazmatyczne są 
kodowane w jądrze i syntetyzowane na polirybosomach cytoplazmatycz-
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nych ([243] i cytowana tam literatura). Badania Klyachko i Parthiera 
[111] wykazały, że cytokininy podwyższały szczególnie syntezę plasty- 
dodowych syntetaz (leucylo-tRNA syntetazy i walilo-tRNA syntetazy). 
Enzymy te, podobnie jak na przykład NADPH-zależna dehydrogenaza 
aldehydu fosfoglicerolowego, kinaza 5-fosforybulozy czy izomeraza 5-fos- 
forybulozy, należą do enzymów stromy, które są syntetyzowane na cy- 
toplazmatycznych polirybosomach. Tak więc stymulowana przez BA eks
presja genów w przedziale cytoplazmatyczno-jądrowym może dotyczyć 
przede wszystkim polipeptydów specyficznych dla plastydów, chociaż 
przy obecnym stanie wiedzy nie można także wykluczyć istnienia in
nego mechanizmu, a mianowicie ułatwiania przez cytokininę transportu 
przez błony. Fakt zwiększania przez cytokininy przepuszczalności błon 
znany był bowiem od dawna [61, 135]. Cytokininą podwyższała rów
nież aktywność ATPazy [181, 201], która między innymi odgrywa istot
ną rolę w transporcie jonów przez błony [53, 62, 119, 128, 167].

Zależna od hormonu stymulacja aktywności dotyczy przede wszyst
kim enzymów zlokalizowanych w plastydach. Aktywność na przykład 
enzymów cyklu pentozofosforanowego zlokalizowanych na terenie cyto- 
plazmy była mniej podwyższana po zastosowaniu egzogennej cytokininy 
(tabela 1). Z kolei aktywność enzymów markerowych dla peroksysomów 
(oksydaza glikolanowa i reduktaza hydroksypirogronianowa), które są 
funkcjonalnie związane z aktywnością chloroplastów przez swój współ
udział w procesie fotooddychania, była również podwyższana po potrak
towaniu cytokininą tkanki wrażliwej na tę substancję (tabela 1; [42]). 
Lista enzymów, których aktywność zależała od cytokinin została poważ
nie rozszerzona między innymi dzięki badaniom Gepsteina i liana [72], 
liana i Gepsteina [95], Karawajko i wsp. [102], Romanko i wsp. [192], 
Schneider i Szweykowskiej [204, 205], Spychały i wsp. [215]. Na przy
kład Karawajko i wsp. [102] oraz Romanko i wsp. [192] wykazali wy
raźną zależność od cytokinin enzymów roślin typu ,,C4” (np. zasadowej 
pirofosfatazy). Również aktywność kinazy rybulozo-5-fosforanu była 
w dużej mierze uzależniona od cytokininy, natomiast kwaśna pirofosfa- 
taza, karboksylaza fosfoenolopirogronianu, izomeraza rybozo-5-fosforanu, 
dehydrogenaza 6-fosfoglukonianu i fruktozo-l,6-dwufosfataza należały 
do enzymów mniej wrażliwych na tę substancję. Coraz więcej danych 
przemawia obecnie za poglądem, że wzrost aktywności enzymów pod 
wpływem cytokinin jest spowodowany stymulacją przez te substancje 
ich syntezy. Feierabend [58] uważa, że nie ma tu  miejsca derepresja 
genów. Cytokininy według niego określały jedynie zakres ekspresji ge
nów. Pogląd o wywołanych przez fitohormony ilościowych raczej zmia
nach niż jakościowych znalazł też poparcie w doświadczeniach z inhi
bitorami ekspresji genów [59, 60, 86, 102, 112].

2 — Postępy Biol. Kom. 2/84
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Podsumowując ten rozdział można przyjąć, że cytokininy w zaziele
niających się liściach i liścieniach dają dwa wyraźne efekty na poziomie 
ekspresji genu: ogólnie, ale stosunkowo słabo stymulują aktywność cy- 
toplazmatycznych enzymów, silniej natomiast — formowanie plastydo- 
wych enzymów i akumulację chlorofilu [60, 102]. Preferencja stym u
lacji aktywności plastydowych enzymów nie wiąże się jednak z poja
wieniem się nowych ich rodzajów. Cytokinina nie wpływa więc na re
akcje, które są związane z wywołaną światłem indukcją rozwoju chloro
plastu. Obecne wyniki nie pozwalają jeszcze na jednoznaczną konkluzję, 
że substancje te działają wprost na ekspresję genów wewnątrz plasty- 
du, ponieważ większość plastydowych enzymów pochodzi z przedziału 
jądrowo-cytoplazmatycznego lub przynajmniej jest pod jego kontrolą. 
Niemniej cytokininy mogą działać w sposób specyficzny na syntezę tych 
produktów pochodzenia cytoplazmatycznego, które są włączone w chlo- 
roplastogenezę, np. mniejszej podjednostki karboksylazy RuBP. Efekt 
ten może występować niezależnie od światła, które najprawdopodobniej 
stymuluje syntezę większej podjednostki (jest to ilustracja następującej 
po sobie kooperacji dwóch efektorów syntezy enzymu). Równocześnie 
nie powinno się wykluczać możliwości specyficznego działania cytokini
ny na syntezę większej podjednostki karboksylazy RuBP. Cytokinina 
może na przykład stymulować syntezę większej podjednostki w prost 
w plastydzie lub wpływać pośrednio przez ogólną kontrolę syntezy cy
toplazmatycznego białka ([110, 172] i cytowana tam literatura).

IV. W PŁYW  CY TO K IN IN  NA SYNTEZĘ KW ASÓW  N U K LEIN O W Y CH

Efekt działania cytokininy na syntezę DNA jest niejasny i kontro
wersyjny [15, 43, 75, 100, 147, 161, 164, 166, 242, 251]. Naito i wsp. [166]
na przykład przypuszczają, że oprócz wzrostu zawartości DNA na komór
kę spowodowanego endopoliploidią lub amplifikacją genu, poważny 
wpływ na ten wzrost może mieć również obserwowane przez nich zwię
kszenie liczby chloroplastów na komórkę i ich wymiarów w wyniku 
traktowania liści cytokininą. Herrm ann [89] oraz Herrm ann i Kowallik 
[90] wykazali bowiem istnienie pozytywnej korelacji między wymiarami 
chloroplastu a zawartością DNA na chloroplast. Także Lamppa i Ben- 
dich [120] uzyskali dane, według których procent chloroplastowego DNA, 
określanego względem globalnej zawartości DNA w komórce, wzrastał 
z 8°/o w młodych liściach grochu do 12°/o w liściach w pełni zielonych. 
Z drugiej jednak strony Scott i Possingham [207] uważają, że najwyż
szy poziom plastydowego DNA mają małe, nie całkowicie zróżnicowane 
pod względem struk tury  i funkcji chloroplasty pochodzące z młodych 
liści szpinaku. Duże liście zawierały, według autorów, średnio 30 kopii
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plastomu na chloroplast (tj. 5 X 10-15 g DNA), podczas gdy w mniej
szych chloroplastach pochodzących z bazalnej części dwucentymetrowych 
liści było ich aż około 200 (32 X 10~15 g DNA). Bezdek i Vyskot [15] 
na podstawie badań przeprowadzonych na autotroficznych pod wzglę
dem cytokinin komórkach Nicotiana konkludują, że substancje te są 
włączane w kontrolę syntezy DNA. Niezgodności zaś w wynikach uzys
kiwanych przez różnych autorów mogą być odzwierciedleniem złożo
ności problemu. Najprawdopodobniej bowiem cytokininy działają przy
najmniej w dwóch (powiązanych ze sobą) kategoriach procesów — na 
etapie translacji [cfr. 229] oraz przez strukturalne i funkcjonalne zmia
ny w błonach komórkowych [cfr. 48].

W przeciwieństwie do ciągle kontrowersyjnej kwestii wpływu cy
tokinin na syntezę DNA, pogląd o ich stymulującym wpływie na synte
zę RNA jest ogólnie akceptowany. Na podstawie wyników uzyskanych 
za pomocą różnych metod badawczych wiadomo, że cytokinina stym u
luje syntezę całkowitego RNA jak również wszystkich trzech głównych 
klas RNA w zazieleniających się lub starzejących tkankach [46, 78, 85, 
108, 110, 115, 117, 125, 161, 165, 171, 208, 210, 234, 242, 251]. Jednak 
metody stosowane w wymienionych pracach były z reguły zbyt mało 
czułe, aby można było za ich pomocą rozdzielić wszystkie klasy RNA 
i stwierdzić ilościowe różnice wywołane przez cytokininę. Należy ponad
to uwzględnić błędy w interpretacji uzyskanych wyników doświadczeń 
z włączaniem prekursorów. Mogły być one spowodowane na przykład 
różnicami w puli prekursora, jaka wymagana jest dla różnych klas RNA, 
różnicami metabolicznej stabilności itp. Daleko więc jeszcze do jedno
znacznego stwierdzenia, że cytokininy bezpośrednio lub pośrednio wpły
wają na określone klasy RNA silniej niż na inne. Szczególnie odczuwa
ny jest brak dobrze udokumentowanych doniesień wskazujących, że cy
tokininy działają na syntezę frakcji, którą można by bez wątpienia
traktować jako mRNA. Sugestie Rijvena [87] oraz Rijvena i Parkasha 
[189], że indukowany kinetyną wzrost odciętych liścieni kozieradki (Tri- 
gonella) był wywołany zmianą w syntezie mRNA, zostały oparte w y
łącznie na dowodach pośrednich. Także Shininger [210] przypuszcza ty l
ko, że wywołana traktowaniem kinetyną synteza RNA, w proporcjonal
nie niewielkiej z początku liczbie komórek wyizolowanej tkanki mię- 
kiszowej korzeni grochu, obejmowała frakcję podobną do mRNA. Póź
niej już więcej komórek syntetyzowało RNA, był to jednak przede 
wszystkim rRNA. Romanko i Selivankina [190] oberwowały stymulację 
przez BA włączania 14C adeniny głównie do frakcji RNA zbieranych mię
dzy 18S rRNA i 4S RNA. Rejestrowały one również podwyższone w y
znakowanie w polisomach materiału traktowanego cytokininą. Najle
piej udokumentowane wyniki wskazujące, że stymulowany BA wzrost
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liścieni ogórka w ciemności był spowodowany wpływem tej substancji 
na syntezę mRNA, przedstawili Naito i wsp. [161]. Niemniej ciągle brak 
przekonujących dowodów na to, że cytokinina wpływa stymulująco na 
syntezę plastydowego mRNA. Uważa się, że najlepszą metodą charakte
ryzowania poszczególnych mRNA oraz rozpoznania ich produktów są 
doświadczenia z zastosowaniem translacji w systemach bezkomórkowych. 
Posłużenie się tą metodą nie jest jednak jeszcze możliwe dla chloropla
stowych mRNA [172], Szczególne znaczenie dla wyjaśnienia mechaniz
mu działania cytokinin miały badania grupy Fosketa. Istotne w tych 
badaniach było między innymi stwierdzenie, że stymulacja przez cyto- 
kininę poziomu polirybosomów była niezależną od syntezy de novo 
mRNA, ale była wynikiem aktywacji zablokowanego, cytoplazmatycz- 
nego mRNA kodującego syntezę specyficznych białek umożliwiających 
podziały komórek [67]. W ostatnich latach intensywnie badano przede 
wszystkim organellowe RNA, głównie w odniesieniu do syntezy pod 
wpływem cytokinin rRNA. Jest to uwarunkowane między innymi wzglę
dami metodycznymi, ponieważ oddzielenie, na przykład elektroforetycz- 
nie, różnych rodzajów plastydowych rRNA od cytoplazmatycznych, poz
wala na określenie zawartości i tempa syntezy każdego z czterech wy- 
sokocząsteczkowych rRNA. Treharne i wsp. [233], pracując na dojrza
łych liściach fasoli, nie obserwowali, podobnie jak Legocka i Szwey
kowska [124] w liściach kalarepy, stymulującego działania kinetyny na 
zawartość plastydowego rRNA. Pod wpływem tego regulatora wzrastała 
natomiast znacznie aktywność karboksylazy RuBP. Brak stymulującego 
wpływu BA na syntezę RNA w nieuszkodzonych chloroplastach wyizo
lowanych z liścieni dyni opisały też Mikulovich i Kukina [144]. W krąż
kach starzejących się liści tytoniu Takegami [226] stwierdził, że zawar
tość chloroplastowych rRNA malała szybciej niż cytoplazmatycznych, 
a w ciemności BA zapobiegała tem u procesowi. Kiedy krążki liściowe 
trzymano na świetle, wtedy zwiększała się w nich zawartość zarówno 
plastydowych, jak i cytoplazmatycznych rRNA, jednak wówczas nie 
wykazywały one wrażliwości na BA. Założono więc, że światło i cyto
kininy kontrolują syntezę rRNA niezależnie od siebie.

Analizując inne wyniki można wyciągnąć odmienne wnioski. Dla 
przykładu: w izolowanych krążkach liściowych tytoniu umieszczonych 
na pożywce zawierającej sacharozę [78] oraz w etiolowanych lub zazie
leniających się liścieniach [108, 145, 194] — synteza chloroplastowych 
rRNA była stymulowana przez BA zarówno na świetle, jak i w ciemno
ści. Warto zaznaczyć, że chociaż oba efektory (cytokinina i światło) wy
raźnie zwiększały syntezę cytoplazmatycznych rRNA, to jednak światło 
znacznie silniej podwyższało syntezę plastydowych rRNA niż cytoplaz-
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matycznych [145]. Autorzy ci uważają, że stymulacja akumulacji plasty- 
dowego rRNA przez BA była wywołana zarówno przez wzrost liczby 
plastydów w komórce, jak i przez podwyższenie zawartości rRNA w pla- 
stydzie. Donieśli oni również, że istnieje wyraźna różnica w kinetyce 
wzrostu zawartości plastydowych i cytoplazmatycznych rRNA. W okre
sie 0-24 godzin, BA na świetle znacznie słabiej stymulowała nagroma
dzenie się plastydowych rRNA niż cytoplazmatycznych. Z kolei porów
nując kinetykę indukowanej światłem i BA akumulacji plastydowych 
rRNA stwierdzili, że efekt światła ujawnił się wcześniej niż efekt cyto
kininy. Z drugiej strony, Roussaux i wsp. [194] uzyskali wyniki wska
zujące, że cytokininy w czasie chloroplastogenezy w izolowanych liście- 
niach ogórka działają najpierw na poziom syntezy cytoplazmatycznego 
rRNA. Bowiem stymulacja, pod wpływem BA, włączania 32P do cyto
plazmatycznego rRNA była silniejsza niż do plastydowego rRNA, a po
nadto indukowana światłem synteza plastydowego rRNA nie była już 
bardziej podwyższana przez BA. Podobne rezultaty uzyskały Legocka 
i Szweykowska [125] badając wpływ i6ade na włączanie 14C uracylu do 
rRNA odciętych i umieszczonych w ciemności liści jęczmienia. Stosowa
na przez te autorki cytokinina zapobiegała wzrostowi aktywności RNa-
zy, powodowała wzrost poziomu całkowitego RNA oraz stymulowała 
włączanie 14C uracylu do cytoplazmatycznych rRNA, ich prekursorów 
i do niskocząsteczkowych RNA. Wywołane i6ade zmiany w RNA frak 
cji plastydowej były bardzo niewielkie lub nie obserwowano ich wcale. 
Pogląd, zgodnie z którym cytokinina hamując procesy starzenia liści 
działa głównie na poziom cytoplazmatycznych rRNA, popierają również 
wyniki opublikowane przez Romanko i wsp. [191] oraz Schneider i wsp. 
[203]. Stwierdzili oni, że podwyższenie aktywności polimerazy RNA 
w traktowanych cytokininą liściach jęczmienia, dotyczyło polimerazy 
I —* katalizującej właśnie syntezę rRNA. Wpływ cytokinin na syntezę 
cytoplazmatycznych rRNA był także obserwowany w badaniach, w któ
rych materiał stanowiły liście kalarepy, liścienie ogórka, liścienie rzod
kiewki, miękisz tytoniu [124, 161, 171, 254]. Naito i wsp. [161] badając 
wpływ BA na włączanie 3H urydyny do RNA izolowanych liści ogórka 
wykazali, że cytokinina w ciemności stymulowała znacznie silniej syn
tezę cytoplazmatycznego rRNA niż plastydowego rRNA. Również Ta- 
kegami [226] posługując się innym systemem doświadczalnym doszedł 
do podobnych wniosków. Używając w swych doświadczeniach cyklo- 
heksimidu stwierdził, że inhibitor ten obniżał efekt wywierany przez 
BA na poziom plastydowego rRNA. Wskazuje to, że cytoplazmatyczne 
rybosomy poprzez syntezę określonych białek uczestniczą w kontroli 
syntezy plastydowego rRNA. Kinoshita i wsp. [108] wykazali natomiast,
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że BA w podobnym stopniu zwiększała zawartość zarówno cytoplazma- 
tycznego rRNA, jak i plastydowego, przy czym proporcjonalnie wzrost 
ten był taki sam w ciemności, jak i na świetle [172].

Parthier [172] uważa, że stymulacja przez cytokininę procesu for
mowania się plastydowego rRNA w czasie chloroplastogenezy może być 
wyjaśniona jako zależna od hormonu aktywacja aparatu jądrowej trans
krypcji lub cytoplazinatycznej translacji, na przykład przez podwyższe
nie zawartości plastydowej polimerazy RNA lub rybosomalnych białek, 
które produkowane są na rybosomach cytoplazmatycznych. Ponadto po
zostaje otwartą kwestia, czy cytokininy i światło wpływają w taki sam, 
czy w różny sposób na pobieranie prekursorów RNA i ich dostępność 
w dwóch różnych miejscach polimeryzacji wewnątrzkomórkowej. Wia
domo również, że rybosomalne RNA mniej podlegają jakościowym zmia
nom w czasie procesów różnicowania niż RNA o mniejszej cząsteczce. 
Z tego też powodu należy oczekiwać większych różnic w spektrach 
i funkcjach na przykład izoakceptorowych tRNA, które podobnie jak 
mRNA są ściśle związane z regulacją procesów różnicowania. Istnieją co 
prawda opublikowane informacje o selektywnym wpływie cytokinin na 
tRNA po ich rozdziale na izoakceptory. Cytokinina powodowała jednak 
wyłącznie ilościowe zmiany i to tylko w pewnych izoakceptorach. 
W traktowanych BA liścieniach soi dwa plastydowe izoakceptory tRNA, 
specyficzne dla leucyny, wykazywały wzrost w porównaniu z kontrolą 
[16]. Zawartość cytoplazmatycznego izoakceptora tRNAleu ulegała w po
równaniu z kontrolą zmniejszeniu. Modyfikujący wpływ cytokinin na 
różnicowanie się niektórych tRNA obserwowano także w zarodkach łu
binu [127], Cztery lata później Pillay i Cherry [176] stwierdzili, że obok 
tRNAleu zmieniała się także zawartość serylo- i tyrozylo-tRNA cho
ciaż przy innych koncentracjach zeatyny i BA. Brak jakościowych róż
nic w izoakceptorach tRNA w czasie starzenia się liścieni jest zgodny 
z faktem nie pojawiania się nowych izoakceptorów tRNA przy trans
formacji etioplastów w chloroplasty [243].

W roku 1966, Zachau i wsp. [253] w swej pionierskiej pracy stwier
dzili, że w dwóch tRNA specyficznych dla seryny znajduje się w blis
kim sąsiedztwie końca 3'-antykodonu rybozyd i6ade (=?= 6-(3-metylobut-2- 
-enyloamino)-9-|3-D-rybofuranozylopuryna =  i6ado). Od tego czasu znaj
dowano cytokininy w preparatach tRNA pochodzących z szeregu orga
nizmów: bakterii, drożdży, roślin wyższych, a nawet zwierząt ([170, 212] 
i cyt. tam lit.). Wyróżniającymi się cytokininami w roślinnych tRNA są 
według Swaminathana i wsp. [221]: (1) i6ado, (2) cis-rybozyd zeaty
ny =  6-(4-hydroksy-3-metylobut-cis-2-enyloamino)-9-|3-D-rybofuranozy-
lopuryna oraz (3) metylotio-rybozyd zeatyny =  6-(4-hydroksy-3-metylo- 
but-2-enyloamino)-2-metylotio-9-(3-D-rybofuranozylopuryna. Warto zazna
czyć, że ostatni typ podstawienia zlokalizowany jest wyłącznie we frak-
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cji chloroplastowego tRNA u Euglena gracilis, brak go w tRNA aplas- 
tydowych mutantów tego gatunku [87, 221]. Vreman i wsp. [239] stwier
dzili, że chloroplastowe tRNA z liści szpinaku zawierały i6ado oraz ty l
ko izomer cis-metylotio-rybozydu zeatyny, natomiast, rybozyd zeatyny 
występował jedynie w cytoplazmatycznych frakcjach tRNA, a nie wy
kryto go we frakcji chloroplastowego tRNA.

Obecność substancji wykazujących aktywność cytokininową w anty- 
kodonowej pętli tRNA nie jest najprawdopodobniej przypadkowa. Brak 
jednak dowodów na istnienie bezpośredniej korelacji między reakcją 
fizjologiczną a obecnością cytokinin w tRNA. Szereg faktów bezpo
średnio przemawia na korzyść poglądu o ich raczej niewielkiej roli. 
I tak zeatyna, na przykład jako naturalna, wolna cytokinina, w formie 
trans jest sto razy bardziej biologicznie aktywna niż formy cis, które 
są najczęściej wykrywanymi cytokininami w tRNA komórek roślinnych. 
Doświadczenia zaś, w których posługiwano się metodą włączania pre
kursorów, dostarczyły informacji, że tylko jedna cząsteczka cytokininy 
przypada na 2000-10 000 cząsteczek tRNA [29]. Ponadto znakowana BA 
czy kinetyna znacznie silniej włączane były w rRNA niż w tRNA [159]. 
Istnieją też uzasadnione przypuszczenia, że i6ado nie wykazuje w ogóle 
aktywności cytokininowej tak długo jak długo stanowi integralny skład
nik cząsteczki tRNA [30, 237]. Przypuszczenia te potwierdza dodatkowo 
fakt, że tkanki zależne od cytokininy, a zawierające takie substancje 
w  swoich tRNA, wymagają stałego dopływu z zewnątrz wolnych cyto
kinin [172]. Z drugiej strony wiadomo, że obecność cytokinin w tRNA 
ma duże znaczenie dla zdolności aminoacylo-tRNA do wiązania się z ry 
bosomami. Pozostaje też otwarta kwestia, czy aktywność nukleotydylo- 
transferazy tRNA (EC 2.7.7.25), kontrolującej proces translacji przez re
generację końcowych sekwencji tRNA (co stanowi warunek do estro
wego połączenia tRNA z aminokwasem), jest w głównej mierze zależna 
od cytokinin [205].

Jak więc widać z przedstawionych faktów, informacje, które są 
obecnie do dyspozycji, nie pozwalają jeszcze jednoznacznie odpowiedzieć 
na pytanie, czy cytokininy wpływają na procesy transkrypcji w plasty- 
dach i jądrze komórkowym. Nadal także nie wiadomo, czy pewne ro
dzaje RNA są wybiórczo syntetyzowane pod wpływem tych substancji, 
mimo że na ten temat prowadzonych jest bardzo wiele prac doświad
czalnych w licznych laboratoriach na całym świecie.

V. W PŁYW  CY TO K IN IN  NA BIOSYNTEZĘ BIA ŁEK  CH LO RO PLA STO W Y CH

Już dość wcześnie stwierdzono, że cytokininy stabilizują poziom 
syntezy białka w starzejących się liściach [169, 185]. Dalsze badania 
wykazały, że stymulacja syntezy RNA i białka jest jednym z najbar
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dziej charakterystycznych biochemicznych efektów działania cytokinin 
(cfr. [29, 97, 106, 116]). Grebanier i wsp. [77] zbadali zmiany, jakim 
uległy plastydowe białka kukurydzy przy przekształcaniu się etiopla- 
stów w chloroplasty. Na podstawie uzyskanych wyników wytypowali 
trzy klasy białka: do pierwszej zaliczyli białka obecne w etioplastach 
i zanikające w czasie zazieleniania się; do drugiej białka nieobecne lub 
obecne w niewielkich ilościach w etioplastach, a pojawiające się lub ule
gające zwiększeniu wraz z rozwojem chloroplastów, natomiast w trze
ciej klasie znalazły się białka, które były obecne zarówno w etioplastach, 
jak i chloroplastach. Podobne klasy wyróżnili Ohya i wsp. [168] wśród 
białek budujących błony plastydowe izolowanych liścieni ogórka. Do 
pierwszej klasy należały białka o masie 36 kilodaltonów (kd), w obrę
bie drugiej klasy znalazły się białka o masie 24 kd i 48 kd, zaś w trze
ciej białka o masie 56 kd i 59 kd oraz kilka innych. Na świetle obser
wowali oni szczególnie wyraźny wzrost zawartości białka o masie 24 kd. 
Podobnie charakterystyczny wzrost zawartości w czasie zazieleniania 
opisywano dla białkowych składników LHC [3, 4, 5, 77]. Chociaż 24 kd 
białko plastydów liścieni ogórka różniło się masą (podjednostki białko
we LHC kukurydzy mają na przykład masy cząsteczkowe 26; 27; 27,5 kd 
[77]), to Ohya i wsp. [168] uważają, że jest to podjednostka białkowa 
LHC. Z kolei białka o masach 59 kd i 56 kd są, według Ohya i wsp. 
[168], odpowiednio pod jednostkami a i p zewnątrzbłonowego oligomeru 
czynnika sprzęgającego (CFi). Autorzy ci stwierdzili również, że w liś
cieniach ogórka BA stymulowała w ciemności zanikanie białka o masie 
36 kd oraz eliminowała fazę opóźnienia syntezy LHC obserwowaną w kon
troli i zwiększała jego poziom, ale tylko na świetle. Już w roku 1980 
Axelos i Peaud-Lenoel [7] opublikowali dane, zgodnie z którymi biał
kowy składnik LHC może nawet być wykorzystywany w charakterze 
molekularnego m arkera aktywności cytokininy w komórkach kultury  
komórkowej tytoniu linii AGi4, rosnących przy ciągłym oświetleniu na 
płynnej pożywce. W swych wcześniejszych pracach zauważyli oni, że 
tylko wtedy, gdy doda się cytokininę w czasie fazy wzrostu tej ku ltu 
ry, w komórkach rozwijają się normalne chloroplasty z dobrze wykształ
conym systemem tylakoidowym [209], Kiedy wyizolowano takie chloro
plasty i przebadano w nich zawartość polipeptydów metodą SDS elek
troforezy na żelu poliakrylamidowym, okazało się, że specyficzną cechą
elektroforetycznego diagramu była obecność dużego polipeptydu migru
jącego razem z podjednostką białkową o masie 25 kd, a pochodzącą 
z oczyszczonego LHC. Pozbawione chlorofilu plastydy wyizolowane z ko
mórek rosnących bez cytokininy nie miały tego polipeptydu. Rodzi się 
jednak od razu problem, czy cytokininy kontrolują biosyntezę białko
wych podjednostek LHC czy też ich penetrację do wnętrza plastydu?
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W liściach jęczmienia Apel i Kloppstech [4] pokazali, że polipeptyd o m a
sie 25 kd jest transkrybowany jako prekursor o masie 29,5 kd i jako 
taki penetruje do wnętrza chloroplastu, gdzie łączy się z błonami po 
utracie małego fragmentu swej sekwencji. Do podobnych wniosków do
szli Axelos i Peaud-Lenoel [7]. Uważają oni mianowicie, że prekursor 
białkowej podjednostki LHC przed penetracją do plastydu przechowy
w any jest w cytoplazmie, a jego obecność w plastydzie kontrolowana 
jest przez BA. Ohya i wsp. [168] nie negując opisanej możliwości suge
ru ją  ponadto, że cytokininą może w ciemności zastępować cytochrom 
(Pfr) w stymulacji syntezy mRNA dla białka LHC, zaś na świetle zwię
kszać także tempo translacji.

Ogromne nadzieje na wyjaśnienie roli cytokinin w syntezie białka 
plastydów rokują pozakomórkowe doświadczenia nad translacją. Elimi
nują one bowiem uboczny efekt cytokinin — zwiększone pobieranie 
prekursorów [249]. Wczesne doświadczenia z tego zakresu, na przykład 
Daviesa i Cockinga [41] oraz Kułajewej i Romanko [118], pomimo że 
wykonane na podstawie „surowej” frakcji chloroplastów i ledwie speł
niające wymagania, jakie stawia się obecnie metodzie pozakomórkowej

#

syntezy polipeptydów w plastydach, dostarczyły jednak informacji o sty
mulującym wpływie cytokinin na włączanie znakowanych aminokwa
sów do materiału nierozpuszczalnego w kwasie trójchlorooctowym (TCA). 
Także Richmond i wsp. [186] stwierdzili stymulację włączania 14C leu- 
cyny do białek izolowanych chloroplastów liści tytoniu traktowanych 
cytokininą. Uzyskiwane przez nich wyniki w znacznej mierze zależały 
od pory roku. I tak, chloroplasty nietraktowanych roślin zbieranych 
wiosną, jesienią i zimą wykazywały wyższe włączanie w porównaniu 
z chloroplastami roślin zbieranych latem. Jednak tylko w przypadku 
tych ostatnich obserwowano stymulację przez cytokininy i to z reguły 
w początkowym okresie. Przy przedłużającym się czasie inkubacji z cy
tokininą brak było efektu. Autorzy tłumaczyli to działaniem cytokininy 
na stopień uwodnienia chloroplastów i stabilizację przepuszczalności błon. 
Nie zanotowano natomiast bezpośredniego wpływu cytokininy na chlo
roplastowy aparat translacji [185]. Z kolei Rijven [188] obserwował 
zwiększoną zdolność rybosomów z liścieni kozieradki, traktowanych 
uprzednio zeatyną, do inicjacji syntezy białka na matrycy poliU. Bez
pośrednie dodanie fitochromu do takiego układu pozostawało bez efek
tu. K lam bt [109] doniósł o niewielkiej stymulacji procesu translacji przez 
i6ade (o 20-30% wyższa niż w układzie kontrolnym) w systemie in vitro. 
Autor ten uzyskał stymulację syntezy białka jedynie w wyniku stoso
wania polirybosomów poddanych przez 20 godzin dializie, co miało 
uwalniać cytokininę związaną z rybosomami, czyniąc je tym  samym 
bardziej wrażliwe na cytokininę wprowadzoną do systemu in vitro.
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Gwóźdź [81] natomiast, używając niedializowanych polirybosomów ze 
splątka mchu wykazał, że dodanie iGade w szerokim zakresie stężeń do 
mieszaniny inkubacyjnej nie miało żadnego wpływu na intensywność 
białka in vitro, co wskazuje zdaniem tego autora na brak w tym  m a
teriale bezpośredniego oddziaływania między polirybosomami a cytoki- 
niną. Również Ralph i wsp. [182] nie uzyskali dowodów na istnienie 
bezpośredniego wpływu BA lub zeatyny na proces syntezy białka in 
vitro. W konkluzji stwierdzili oni, że w syntezie in vitro cytokinina nie 
wpływała ani na inicjację ani elongację polipeptydu. Z kolei analiza 
produktu translacji in vitro z użyciem polirybosomów liścieni ogórka 
wykonana przez Gwoździa [81] wykazała obecność kilkudziesięciu pasm, 
w tym  wiele w obszarze białek wysokocząsteczkowych. Nie stwierdzono 
jednak różnic jakościowych między wariantem kontrolnym a cytokini- 
■nowym w zakresie syntetyzowanych białek, a tylko zróżnicowanie w in
tensywności syntezy pewnych frakcji białkowych. Sugeruje to, że cyto
kinina w liścieniach ogórka zwiększała tylko poziom polirybosomów 
.odznaczających się wyższą intensywnością syntezy pewnych białek. We 
wszystkich tych doświadczeniach nie stwierdzono jednak, czy włącza
nie aminokwasów do materiału nierozpuszczalnego w TCA jest odzwier
ciedleniem biosyntezy określonego plastydowego czy cytoplazmatycznego 
polipeptydu. Dokonano tego dla pewnych rozpuszczalnych i tylakoido- 
wych białek, włącznie z większą pod jednostką karboksylazy RuBP [49]. 
Także Lescure [132] stwierdziła różnicę, kiedy porównywała syntezę in 
vitro polipeptydów w materiale traktowanym cytokininą i nietraktowa- 
nym. W plastydach wyizolowanych z komórek tytoniu linii AGi4, które 
hodowała w kulturach zawiesinowych, bez cytokininy uzyskała znacznie
słabsze wyznakowanie dwóch niskocząsteczkowych polipeptydów (16 kd
i 11 kd) niż w wariancie z cytokininą. Na tej podstawie uważała, że cy
tokinina, która jest wymagana w tych komórkach do wyróżnicowania 
się dojrzałych chloroplastów, specyficznie stymuluje syntezę pewnych 
plastydowych polipeptydów. Ze względu na to, że doświadczenie wyko
nano opierając się na „surowej” frakcji chloroplastów, autorka ponow
nie przeprowadziła analizę syntezy polipeptydów po uprzednim oczysz
czeniu chloroplastów na gradiencie gęstości krzemionki. Przeprowadzona 
następnie, metodą SDS elektroforezy na żelu poliakrylamidowym, anali
za syntezy polipeptydów z oczyszczonej frakcji chloroplastów wykazała, 
że radioaktywne wierzchołki zajmowały podobne pozycje, jak w przy
padku, kiedy stosowano „surową” frakcję [133]. Stanowi to zdaniem au
torki dowód, że opisane w pracy [132] niskocząsteczkowe polipeptydy 
są rzeczywiście chloroplastowego pochodzenia. Dość powszechnie przyj
m uje się, że o intensywności syntezy białka można wnioskować, m.in.
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na podstawie zawartości polirybosomów. Jednym  z charakterystycznych 
efektów traktowania cytokininą różnorodnego materiału roślinnego jest 
wzrost zawartości w komórkach i organellach rybosomów i poliryboso
mów [60, 81, 83, 98, 140, 216, 229, 246], przy czym cytokininy, podobnie 
jak światło, bardziej zwiększają zawartość plastydowych rybosomów niż 
cytoplazmatycznych [60, 226]. Feierabend i De Boer [60] podali na przy
kład, że w ciemności pod wpływem traktowania kinetyną, zawartość 
w liściu cytoplazmatycznych polirybosomów niewiele się zmieniła. Zna
cznie wyraźniej natomiast, zmieniała się zawartość polirybosomów pla
stydowych. W plastydach materiału kontrolnego polirybosomy stanowi
ły 11% całkowitej liczby plastydowych rybosomów, a w plastydach m a
teriału  traktowanego cytokininą liczba ta wzrosła do 18%. Jednak samo 
tylko działanie światła powodowało, że polirybosomy stanowiły aż 39% 
wszystkich rybosomów znajdujących się w plastydach liści żyta. Mimo 
że istnieje wiele doniesień, w których wykazano stymulujący wpływ 
roślinnych regulatorów wzrostu i rozwoju na formacje polirybosomowe, 
nadal niezbyt jasny jest mechanizm tego procesu. Niektóre dane suge
ru ją  na przykład, że hormonalna stymulacja powstawania poliryboso
mów może odbywać się na drodze przegrupowania wolnych rybosomów 
w polirybosomy, bez angażowania procesu transkrypcji [68, 83, 160, 246]. 
Nie można jednak wykluczyć innych możliwości, jak chociażby zmniej
szenia, pod wpływem cytokininy, aktywności bądź syntezy RNazy [17]. 
Z kolei wyniki badań Gwoździa [81] pokazały, że cytokininowej stym u
lacji tworzenia się polirybosomów nie odpowiadało zwiększone włącza
nie prekursora (3Ii-adenozyny) do tej frakcji. Większą korelację w roz
mieszczeniu radioaktywności obserwował on w obszarze monosomów, 
co może wskazywać na obecność nowo tworzonych rybosomów. Cyto
kinina powoduje nie tylko wzrost zawartości polirybosomów, ale także 
zwiększa ich efektywność w procesie translacji. Jakowlewa i wsp. [98] 
wykazali na przykład, że polisomy otrzymane z odciętych liścieni dyni 
traktowanych BA (10 mg - l -1), były aż dwukrotnie aktywniejsze w syn
tezie białka in vitro niż polirybosomy liścieni kontrolnych, które inku- 
bowano w wodzie. Podobne wyniki uzyskali Gwóźdź i Szweykowska 
[82] używając rybosomów splątka mchu Ceratodon purpureus. Maass 
i Klambt [140] zaś opublikowali dane, z których wynika, że w komór
kach kultury  tkankowej tytoniu, po uprzednim zablokowaniu syntezy 
RNA za pomocą aktynomycyny D, hormon stymulował in vivo włącza
nie znakowanych prekursorów do polipeptydów przyłączonych do rybo
somów. Dane te sugerują, że wpływ cytokinin na syntezę białka może 
być związany z modyfikacją samych rybosomów [cfr. 83]. Wskazują na 
to także doniesienia o przyłączaniu się cytokinin do tych struk tur [13]
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za pośrednictwem specyficznego białka receptorowego, funkcjonalnie 
związanego z rybosomami [69, 70, 227, 228]. Funkcjonalna rola tego biał
ka nie została jednak dotychczas wyjaśniona.

VI. M ECH A N IZM  D ZIA ŁA N IA  CY TO K IN IN

Od szeregu lat w wielu ośrodkach naukowych na całym świecie pro
wadzi się intensywne badania mające na celu wyjaśnienie molekular
nych podstaw działania cytokinin (i innych hormonów roślinnych). Jed
nak uzyskane dotychczas wyniki nadal nie pozwalają w sposób jedno
znaczny określić, jaki jest najbardziej pierwotny mechanizm, dzięki 
któremu substancje te wpływają na wzrost i rozwój roślin. Jest to spo
wodowane między innymi tym, że większość badań wykonana została 
in vivo, gdzie efekty egzogennych fitohormonów były modyfikowane 
przez przeważnie nieznany poziom i fizjologiczną aktywność endogen
nych hormonów. Z wpływem cytokinin na rozwój plastydów in vivo 
interferuje także wiele innych czynników, jak chociażby interakcje mię
dzy cytokininą a innymi hormonami. Nie bez znaczenia jest w takich 
badaniach również wiek tkanki, warunki pokarmowe, obecność lub brak 
systemu korzeniowego i wiele innych. Szereg doświadczeń nad wpły
wem cytokinin na rozwój plastydów wykonuje się używając kultur ko
mórkowych i tkankowych. Należy jednak pamiętać, że zawierające na 
przykład chloroplasty komórki kultury  tkankowej nie są ekwiwalentne 
komórkom mezofilu tego samego gatunku rośliny ani strukturalnie ani
funkcjonalnie.

Na podstawie aktualnego stanu wiedzy wysunięto kilka możliwych 
hipotez na temat sposobów działania cytokinin. Na przykład Miller [148, 
149], badając wpływ tych substancji na mitochondria i komórki kultury  
zawiesinowej soi, opisał że powodują one, w zależności od czasu poda
nia i koncentracji, podwyższanie lub obniżanie metabolizmu p-kum ara- 
nu (najprawdopodobniej jego utleniania). W stężeniu 0,5 mM niektóre 
z badanych cytokinin hamowały zużycie tlenu zarówno przez komórki, 
jak i przez preparaty mitochondriów. Hamowały one również utlenianie: 
gwajakolu, benzydyny, pirogalolu, L-epinefryny i innych. Miller sądzi 
więc, że hormony te oddziałują w niezbadany dotąd sposób na pewien 
etap oddychania. Z kolei Perl [175] doniósł, że cytokininy wpływają sty- 
mulująco na syntezę ATP. Autor ten stwierdził, że kinetyna (10~5- 
-10-3 M) zwiększała aktywność jednej z dwu wyodrębnionych przez 
niego frakcji kinazy adenylanowej (EC 2.7.4.3) w kierunku syntezy ATP 
z ADP. Intensywniejsza synteza ATP odbywała się, zdaniem autora, 
dzięki przyłączaniu kinetyny (33 ąmole • mg-1 białka) do tej frakcji 
(uzyskanej z nasion grochu) przez co zwiększało się powinowactwo kina-
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zy adenylanowej do ADP. Wpływ cytokinin na ATP i inne składniki 
komórkowe z konfiguracją pierścienia purynowego sugerowano już wcześ
niej. Kende [106] uważał, że cytokininy jako pochodne puryny mogą 
pełnić funkcję kofaktorów o specyficznej, regulacyjnej funkcji.

Z kolei hamowanie przez cytokininy procesów starzenia [151, 153, 
154, 247] sugeruje, że substancje te kontrolują degradację RNA i białka, 
głównie na drodze hamowania aktywności RNazy i proteazy [39, 106, 
171]. Przy analizowaniu wpływu cytokinin na procesy fizjologiczne na
leży pamiętać, że podobnie jak i pozostałe fitohormony mogą one w y
kazywać dwa typy działania: indukujące i stymulujące. Oba mogą być 
ściśle ze sobą związane i zachodzić równocześnie, jednak ich molekular
ne mechanizmy są odmienne. Bardzo dogodnymi obiektami do badania 
sposobu działania cytokinin są mchy. Jedną z najbardziej specyficznych 
reakcji na cytokininy jest bowiem indukcja masowego formowania pą
ków gametoforowych w splątkach mchów [76, 84, 225, 235]. U wielu 
mchów tylko kaulonema jest zdolna do takiej reakcji. Chloronema albo 
nie wykazuje reakcji, albo reaguje tylko niespecyficznie stymulacją po
działów komórkowych [224]. Z tego powodu traktu je  się komórki kau- 
lonemy jako „komórki docelowe” (target-cells), gdyż dysponują one me- 
chanizmem(-ami) rozpoznawania sygnałów zarówno endo-, jak i egzo
gennych. Percepcja bodźców hormonalnych związana jest najprawdopo
dobniej z obecnością specyficznych białek receptorowych. Badania auto- 
radiograficzne z użyciem UC benzyloaminopuryny wykazały akumulo- 
wanie się radioaktywności w komórkach kaulonemy, jak również w sa
mych pąkach gametoforowych [26]. Jednak brak zarówno akumulacji, 
jak i fizjologicznej reakcji po delikatnym płukaniu nitek wskazuje, że 
wiązania hormonu z miejscami receptorowymi nie miały charakteru ko
walencyjnego. Mimo dalszych licznych prac [13, 14, 36, 54, 69, 70, 71, 
114, 177, 220, 227, 228, 252] i istotnego postępu w badaniach nad biał
kami receptorowymi (wiążącymi cytokininy), uzyskane dane nadal nie 
wyjaśniają mechanizmu ani miejsca działania cytokinin. Istnieją bo
wiem na przykład znaczne niezgodności w subkomórkowej lokalizacji 
i masach cząsteczkowych wiążących cytokininy białek wyizolowanych 
w różnych laboratoriach (tabela 2). Badania Berridge’a i wsp. [13, 14] 
wykazały, że wiązanie cytokinin ma miejsce na rybosomach cytoplaz
matycznych. Wyniki te zostały potwierdzone przez Foxa i Eriona [69, 
70] oraz przez Takegami i Yoshidę [227, 228], którzy wyizolowali z ry 
bosomów białka wiążące hormon. Jest to również fakt potwierdzający 
pogląd o kontrolowaniu przez cytokininy procesu syntezy białka na po
ziomie translacji. Gwóźdź [81] przypuszcza, że kontrola taka może od
bywać się bądź na drodze syntezy czy aktywacji któregoś z czynników 
inicjacyjnych lub też poprzez taką modyfikację rybosomów, która zwię-
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TABELA 2

Ogólna charakterystyka białek wiążących cytokininy. Kd — stała dysocjacji wzbogaconego lub 
oczyszczonego białkowego receptora cytokininy, której skrót nazwy umieszczono w nawiasach. 
Glikoproteid uzyskany z Achlya wiąże oprócz cytokinin także IAA i tryptofan. Do oczyszczania

białek zastosowano różne metody chromatograficzne [172]

Materiał roślinny
Frakcja

komórkowa

Ciężar
cząsteczkowy

(D)
Kd (M) Literatura

Achlya błony 6000 (gliko około 10 5 [129]
proteid)

liście tytoniu rybosomy 5 000 4 x 10 5 (BA) [227, 228, 252]
do 4 x 1 0

kiełki pszenicy rybosomy, 93 000 5 x 1 O ’7 do [70]
frakcja 1 X 10 6 (BA)
rozpuszczalna 30 000

kiełki pszenicy frakcja
komórki tytoniu rozpuszczalna 180 000 2 x  10~7 (KIN) [177]

frakcja ziar-
• f • • 10-7 (BA) [220]

Funaria hygrometrica mstosci nie- 3 X 10 8 (BA) [71]
komórki zawiesinowej rybosomowych

kultury Daucus carota 3 x  10 6 (BA) [114]

kszałaby ich powinowactwo do matrycy lub błon cytoplazmatycznych. 
Białka wiążące cytokininy znajdowano także we frakcji cytozolowej. 
Sussman i Kende [220] uzyskali z komórek tytoniu ziarnistą (nierybo- 
somową) frakcję, która sedymentowała przy 80 000 X g. W frakcji tej 
autorzy stwierdzili obecność przynajmniej dwóch składników wiążących 
cytokininy. Jeden z nich (główny) wykazywał niskie powinowactwo do 
cytokinin, był odporny na podgrzewanie do 100°C oraz nie był specy
ficzny dla biologicznie aktywnych analogów cytokinin. Drugi, rzadziej 
spotykany składnik, był wrażliwy na wysoką temperaturę, wykazywał 
wysokie powinowactwo do cytokinin i był specyficzny dla biologicznie 
aktywnych analogów hormonu. Z drugiej strony, Polya i Davies [177],. 
używając cytozolowej frakcji uzyskanej z kiełków pszenicy, wyizolo
wali z niej białko o wysokim powinowactwie zarówno do naturalnych 
cytokinin jak i ich pochodnych. Stała dysocjacji tego białka (Kd) wyno
siła 2 X 10~7 M, co stanowi o dwa rzędy wielkości mniej niż Kd „re
ceptora” opisanego przez Takegami i Yoshidę [227, 228]. Należy rów
nież wspomnieć o możliwości przyłączania się cytokinin do niebiologicz- 
nych materiałów, na przykład do talku [71, 220]. Szczegółowa charak
terystyka takiego wiązania się BA z talkiem wykazała co prawda pew
ne różnice w porównaniu z wiązaniem cytokininy do biologicznych struk
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tur, jednak we wszystkich badaniach wiązania cytokinin powinno się 
mieć pewność, że dany przypadek nie jest tylko zwykłą adsorpcją bez 
większego biologicznego znaczenia.

Podsumowując zagadnienie receptorów wydaje się, że do zrozumie
nia, jak interakcja: hormon-specyficzny receptor inicjuje biochemiczne 
reakcje (prowadzące do efektu fizjologicznego) wymagana jest dalsza 
szczegółowa charakterystyka receptorowych białek, poznanie sposobu (ty
pu) interakcji cytokinina-receptor, a przede wszystkim precyzyjne okre
ślenie wewnątrzkomórkowej lokalizacji receptorów.

Znane są także próby zmierzające do wyjaśnienia mechanizmu dzia
łania cytokinin na innej drodze. Pogląd Skooga i Armstronga [212], że 
cytokininy mogą kontrolować syntezę i funkcje tRNA był jednak po
cząwszy od roku 1971 [106] wielokrotnie krytykowany. Nie zostały 
również potwierdzone dane opublikowane przez Matthyse’a i Abramsa 
[141]. Według tych autorów cytokinina miałaby aktywować geny przez 
specyficzne przyłączanie się fitohormonu do białek jądrowych.

Znaczne zainteresowanie budzi natomiast rola cytokininy w eks
presji genów na poziomie translacji, formowania polirybosomów i de
kodowania mRNA. Poważne osiągnięcia uzyskali w tym  zakresie Fosket 
i jego współpracownicy. Niestety używana przez nich kultura tkanko
wa soi (linia wymagająca cytokininy) wydaje się nie rozwijąć chloro
plastów. Uzyskane w pracowni Fosketa wyniki pokazały, że cytokinina 
podwyższała formowanie polirybosomów, a także umożliwiała translację 
tych rodzajów mRNA, które w komórkach pozbawionych cytokininy nie 
podlegały translacji. Dawka cytokininy wymagana do tworzenia się po
lirybosomów była bardzo zbliżona do dawki wymaganej dla wzrostu 
kultury. Sugeruje to, że cytokininy wpływają na podziały komórkowe 
przez stymulację formowania polirybosomów [211]. Z kolei Fosket i Tep- 
fer [67] oraz Gwóźdź i Woźny [83], stosując różnorodne techniki bioche
miczne, wykazali, że cytokininowa stymulacja powstawania polirybo
somów jest niezależna od syntezy de novo RNA, ale jest wynikiem 
aktywacji pewnej puli cytoplazmatycznego mRNA i włączania go do 
polirybosomów. Ten „odblokowujący” efekt cytokininy na nieaktywne 
mRNA powodował jakościowe zmiany w syntezie białka (odblokowaniu 
przez cytokininę ulegają, zdaniem autorów, między innymi mRNA spe
cyficznych białek wymaganych do podziału komórki). Z drugiej strony, 
wyniki uzyskane między innymi przez Romanko i wsp. [193] wskazują, 
że cytokininy aktywują zarówno jądrowe, jak i cytoplazmatyczne po- 
limerazy RNA. Po otrzymaniu z liści jęczmienia (za pomocą metody 
chromatografii powinowactwa) receptorowych białek dla cytokinin, w y
kazali, że w układzie in vitro kompleksy cytokinina-receptorowe białko 
aktywowały syntezę RNA. Jednak niedawno opublikowane wyniki uzys-
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kane przez Schneider i wsp. [202] wskazują, że cytokininą w izolowa
nych jądrach etiolowanych liści jęczmienia zwiększała tylko aktywność 
I polimerazy RNA (odpowiedzialnej za syntezę rRNA). Działanie cyto
kinin może obejmować także zapobieganie degradacji aktywnych mRNA, 
na co wskazują wyniki, w których obserwowano wyraźną korelację 
między spadkiem aktywności RNazy a cytokininową indukcją pączko- 
twórczą w splątku mchu Ceratodon purpureus [215]. Fosket i Tepfer 
[67] w konkluzji stwierdzili, że cytokininy są czynnikami „zezwalają
cymi” (permissive). Nie pełnią one inicjującej funkcji w ekspresji ge
nu, mitozie czy cytokinezie, są natomiast konieczne do zakończenia ge
netycznie zdeterminowanego programu. Odbywa się to poprzez kontrolę 
lub modulację translacji mRNA. Funkcja taka wyjaśnia zarówno wyso
ce specyficzną regulację cyklu komórkowego przez cytokininy, jak i przy
pisywane tym substancjom liczne efekty w procesach rozwoju roślin.

Dla zrozumienia możliwych sposobów działania cytokinin istotna 
jest także rola, jaką pełnią te substancje w kontrolowaniu pobierania 
i przepływu jonów. Istnieje wiele danych wskazujących, że cytokininy 
przynajmniej częściowo wywierały swój wpływ na rośliny modulując 
wewnątrzkomórkową koncentrację jonów wapnia. Wykazano na przy
kład, że cytokininy u Achlya  powodowały uwalnianie związanych z po
wierzchnią komórek jonów Ca2+ i równocześnie zwiększały ich pobie
ranie przez komórki [130, 131]. Wapń z kolei intensyfikował zarówno 
zjawiska hamowania przez cytokininy procesu starzenia liści, jak i s ty 
mulowaną cytokininami produkcję etylenu [122]. Pierwiastek ten uwa
żany jest ponadto za czynnik regulujący powstawanie i funkcje apara
tu  mitotycznego [88, 107]. Jednak wyniki uzyskane na siewkach Rapha
nus sativus przez Bittnera i Buschmanna [18] pokazały, że kinetyną mo
że również hamować pobieranie jonów K + i Ca2+ nie wpływając na ich 
rozmieszczenie wewnątrz liścieni, hypokotyli i korzeni. Saunders i Hep- 
ler [197] zaś, badając zmiany w ilości związanego z błonami Ca2+ (za
chodzące podczas indukowanego cytokininami formowania pąków game- 
toforowych), stwierdzili, że w komórkach tworzących się pąków gameto- 
forowych względna ilość wapnia przypadająca na jednostkę błony w y 
raźnie wzrastała (np. wewnątrz inicjalnej komórki pąka ilość błon wzra
stała o 50% a ilość związanego z błonami Ca2+ o ponad 400°/o). Pod
wyższony poziom Ca2+ utrzymywał się przez cały okres formowania 
pąków. Zdaniem autorów wzrost ilości związanego z błonami Ca2+ spo
wodowany był zwiększeniem, w wyniku działania cytokininy, koncen
tracji wolnych Ca2+ wewnątrz komórki. Tak więc cytokininy mogą 
uzyskiwać swoje efekty (np. efekt pączkotwórczy u mchów), przynaj
mniej częściowo, także poprzez zlokalizowaną, wewnątrzkomórkową mo
dulację jonów Ca2+. Jak z przedstawionych danych wynika, w kwestii
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poznania mechanizmu działania cytokinin zostało niestety jeszcze bar
dzo wiele do wyjaśnienia. Podstawową trudnością jest tu między inny
mi ograniczona dostępność możliwych do identyfikacji komórkowych 
i subkomórkowych docelowych miejsc (target sites) recepcji i działania 
hormonu [183].

Podsumowując — mimo wyraźnej zależności od egzogennych cyto
kinin, żaden z przedstawionych pięciu aspektów różnicowania plastydów 
nie może być uważany za taki, który z pewnością jest bezpośrednio 
i specyficznie kontrolowany przez tę grupę roślinnych regulatorów wzro
stu  i rozwoju.

Dla pełniejszego poznania miejsca i sposobu działania cytokinin w ar
to jeszcze zwrócić uwagę na powiązania działań tych substancji i światła. 
Światło na przykład reguluje pobieranie i przemieszczanie się cytoki
nin [33]. Efekty wywołane przez kinetynę są wyraźniejsze w ciemności 
i przy niskiej intensywności światła [34]. Rodzaj światła może też de
cydować czy wywołany kinetyną wzrost syntezy cukrowców doprowadzi 
w efekcie do syntezy skrobi (przy świetle czerwonym i białym), czy 
rozpuszczalnych cukrów redukujących [94]. Z kolei, jak już wspomnia
no, cytokininy w plastogenezie mogą wywoływać efekty podobne do 
efektów działania określonego światła. Lichtenthaler [134] wykazał na 
przykład, że podanie egzogennych cytokinin zazieleniającym się siewkom 
powodowało w tworzących się chloroplastach podobne zmiany w s truk 
turze i składzie biochemicznym do tych, jakie obserwowano po zadzia
łaniu niebieskiego światła lub światła białego, ale o wysokiej intensyw
ności. Uzyskane efekty można było odwrócić za pomocą czerwonego 
światła lub białego o niskiej intensywności. Na tej podstawie Lichten
thaler postulował udział fitochromu w stymulowanej hormonem plasto
genezie. Należy zaznaczyć, że znanych jest bardzo wiele pozycji litera
turowych informujących o udziale fitochromu w procesach różnicowania 
plastydów.

Smith [213], Giles i wsp. [74] donieśli, że fitochrom kontroluje bio
syntezę białka na etapie formowania polirybosomów, a więc na pozio
mie post-transkrypcyjnym. Wzrost zawartości polirybosomów dotyczył 
głównie cytoplazmy, chociaż proporcjonalnie silniejszy efekt wywoływał
fitochrom w chloroplastowych rybosomach. Jest to zgodne z wynikami 
uzyskanymi przez Feierabenda i De Boer [60] w badaniach nad trak to
wanymi cytokininą, ale rosnącymi w ciemności siewkami żyta i siewka
mi nietraktowanymi, rosnącymi na świetle (tabela 1).

Opisane obserwacje nie obalają naturalnie istniejącego od dawna 
poglądu, że światło i cytokininy prowadząc do biogenezy chloroplastów 
działają w ekspresji genów niezależnie od siebie. Parth ier [172, 173] na 
przykład uważa, że światło poprzez system fitochromu stymuluje trans-

3 — Postępy Biol. Kom. 2/84
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krypcję na terenie jądra i plastydów, a w konsekwencji (lub niezależnie) 
także i translację. Hormony zaś mogą pierwotnie działać na etapie syn
tezy cytoplazmatycznych polipeptydów lub przyczyniać się do formowa
nia polirybosomów, czy wreszcie oddziaływać na sam mechanizm poli
meryzacji aminokwasów. W takim przypadku jest jednak mało praw
dopodobne, by w plastogenezie światło i cytokininy były aktywne w tym 
samym łańcuchu przyczynowych zdarzeń. Potwierdzają to opublikowa
ne w ostatnich trzech latach wyniki prac Forda i wsp. [66], Kasemir 
i Mohra [103], oraz Tonga i wsp. [232], które między innymi wskazują, 
że działanie fitochromu (Pfr) na procesy rozwojowe nie zależy od zmian 
w poziomie cytokinin.

Innym, często dyskutowanym miejscem działania cytokinin są bło
ny komórkowe. Spośród problemów związanych z taką lokalizacją ak
tywności cytokinin, do ważniejszych należy brak powszechnie akcepto
wanej hipotezy, która wyjaśniałaby sposób importu do wnętrza p la s ty 
dów polipeptydów cytoplazmatycznego pochodzenia, na przykład mniej
szej podjednostki karboksylazy RuBP. Wiadomo, że wiele chloroplasto
wych białek lub ich podjednostek, szczególnie gdy pochodzą z przedzia
łu cytoplazmatyczno-jądrowego, jest syntetyzowanych w postaci prekur- 
sorowych polipeptydów. Wymiary takich polipeptydów podlegają wew
nątrz organelli redukcji przed włączeniem ich w dojrzałe funkcjonalnie 
białka. Schatz [198] określił to post-translacyjne działanie mianem „doj
rzewania wektorowego”. Obejmuje ono etap bezpośredniego transportu 
przez błony i odłączenie N-zakończonego peptydu („peptydu tranzyto
wego” [40]) od prekursorowego polipeptydu. Mniejsza podjednostka kar
boksylazy RuBP syntetyzowana jest na wolnych polirybosomach w cy- 
tozolu jako prekursorowe białko o względnej masie cząsteczkowej ( =  Mr) 
wynoszącej 20 000 i transportowana do wnętrza chloroplastu, gdzie uzys
kuje końcowy wymiar [92], N-zakończony peptyd (Mr =  4000) zostaje 
odczepiony przez nieznane endopeptydazy prawdopodobnie luźno zwią
zane z wewnątrzną błoną otoczki lub zlokalizowane w obszarze między 
błonowym otoczki [50, 214]. Transport stymulowany jest przez światło, 
a w ciemności wymaga energii w postaci ATP. Nie jest natomiast ha
mowany przez inhibitory plastydowej syntezy białka [80]. Tak więc 
funkcjonujące plastydowe rybosomy nie są konieczne dla pobierania 
i włączania w dojrzałe funkcjonalnie białka polipeptydów pochodzenia 
cytoplazmatycznego. Wydaje się natomiast, że musi istnieć jakiś me
chanizm umożliwiający odróżnianie właściwych polipeptydów (podana 
na przykład egzogennie większa podjednostka karboksylazy RuBP nie 
była stwierdzona wewnątrz chloroplastów). Może on działać na przy
kład dzięki specyficznej interakcji cząsteczek prekursorowych z ze
wnętrzną błoną plastydu. Nie udało się jednak wykryć doświadczalnie
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takiego mechanizmu. Istnieje znaczne prawdopodobieństwo, że w pro
ces rozpoznawania włączony jest właśnie N-zakończony peptyd [50]. Po
łączenie obu podjednostek karboksylazy RuBP w aktywny holoenzym 
odbywa się w stromie prawdopodobnie za pośrednictwem mało jeszcze 
poznanego białka (Mr =  60 000 =  „polipeptyd 60”), którego synteza ma 
miejsce na terenie cytoplazmy [8]. Niestety nie wiadomo, czy opisany 
przez Feierabenda i De Boer [60] wzrost pod wpływem cytokininy po
ziomu karboksylazy RuBP był wywołany wzrostem syntezy większej 
podjednostki, czy też intensywniejszą syntezą (lub transportem do chlo
roplastu) mniejszej podjednostki. Nie można także wykluczyć kontroli 
przez cytokininę syntezy (lub transportu) ,,polipeptydu 60” . Zdaniem 
Parthiera [172] cytokininy mogą kontrolować transport przez błony po
przez kontrolę syntezy „przenośnikowych” lub „receptorowych” białek. 
Burrows [29] zaś uważa, że fitohormon działa w błonie jako allosterycz- 
ny efektor.

Uzyskane dotąd wyniki badań nie pozwalają niestety na udzielenie 
jednoznacznej odpowiedzi, gdzie i w  jaki sposób działają cytokininy 
w procesie ontogenezy plastydów. Pozostaje także otwartą kwestia, czy 
hormon specyficznie wpływa na ekspresję plastydowych genów, czy 
działa na błony otoczki plastydowej. Wobec dominowania jednak wy
ników wskazujących na cytoplazmatyczno-jądrową kontrolę i przedział 
cytoplazmatyczno-jądrowy jako miejsce działania cytokinin, nie można 
także wykluczyć, że właśnie zaktywowanie ekspresji jądrowej genów 
przyczynia się do przyspieszenia formowania się chloroplastów.

Pani Prof, dr Alicji Szweykowskiej składam serdeczne podziękowa
nia za niezwykle cenne uwagi i wskazówki przy opracowaniu niniejszej 
pracy.
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WIDEOMIKROSKOPIA — NOWA METODA OBSERWACJI 
I BADANIA RUCHÓW KOMÓRKOWYCH I TRANSPORTU

WEWNĄTRZKOMÓRKOWEGO

V ID EO M IC RO SCO PY  — A NEW  TOOL FO R  TH E OBSERVATION AND STUDY 
TH E C ELLU LA R AND IN TRA C ELLU LA R MOVEMENT AND TR A N SPO R T

K rzysztof ŁA ZO W SK I

P raco w n ia  Fizjologii R uchów  K om órkow ych 
In s ty tu t  Biologii D ośw iadczalnej im. M. Nenckiego, PA N

Streszczenie .  W a r ty k u le  przedstaw iono  rozw ój i zastosow anie w ideom ikroskopii 
do b ad an ia  z jaw isk  kom órkow ych  i w ew nątrzkom órkow ych . Opisano podstaw ow e 
u k ład y  w ideom ikroskopu  i p rzeanalizow ano  możliwości jego budow y op iera jąc  się 
na  m a te r ia le  k ra jo w y m . W yszczególniono p a ra m e try  p rze tw o rn ik ó w  optyczno-elek- 
tro n o w y ch  n a jw ażn ie jsze  z p u n k tu  w idzenia  k o n s tru k c ji  w ideom ikroskopu.

S u m m a ry .  T he  deve lopm ent and  applications of the  videom icroscopy system s to 
th e  s tu d y  of various  ce llu la r  and in trace llu la r  events  a re  rev iew ed. The most 
im p o r tan t  VMS a re  shown. T he aspects of th e ir  ex p er im en ta l  design w hich  a re  
m ost likely  to  be im p o r ta n t  to the  construc to rs  a re  pointed  out.

WYKAZ SKRÓTÓW

DIC — różniczkow y k o n tra s t  in te rfe ren cy jn y
HEM  — m etoda  w ysokie j ekstynkc ji
K F  — k o n tra s t  fazowy
PO L — m ikroskop ia  po la ryzacy jna
POE — p rze tw o rn ik  op tyczno-e lek tronow y
ZRO — zdolność rozdzielcza ob iek tyw u

W STĘP

Biolog komórki, dla którego podstawowym narzędziem pracy jest 
mikroskop, często staje przed problemem zapisu i analizy obrazu o złej 
jakości i niewielkim kontraście. Jest to znana prawda, że mimo stoso
wania różnorodnych technik mikroskopowych, jak np. ciemnego pola,
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188 K . Ł A Z O W S K I

światła spolaryzowanego (POL), kontrastu fazowego (KF), metody w y
sokiej ekstynkcji (HEM), różniczkowego kontrastu interferencyjnego 
(DIC), wiele informacji zawartych w otrzymanych obrazach jest nadal 
słabo czytelnych lub wręcz niedostrzegalnych dla obserwatora z powo
du ograniczonej percepcji oka. Informacje te mogą być jednak w wielu 
przypadkach odtworzone za pomocą całego szeregu metod: od zwykłej 
fotografii do złożonych technik cyfrowych, w których wstępnym detek
torem obrazu jest przetwornik optyczno-elektronowy (POE) kam ery wi
deo (telewizyjnej) [48]. Do metod tych należy wideomikroskopia zdo
bywająca w ostatnich latach powszechne uznanie.

Dzięki regulacji, w szerokim zakresie, wielkości kontrastu i jasności 
tła  otrzymanego wideoobrazu, można spostrzegać niezauważalne do tej 
pory, z uwagi na nikły kontrast, elementy i s truk tury  komórek. Zasto
sowanie wysokoczułych POE lub sprzężonych z POE wzmacniaczy obra
zu, zwiększających jasność badanych obiektów o kilka rzędów wielko
ści, umożliwiło detekcję, obserwację i zapis słabych bioluminescencji czy 
też przejściowych, mało wydajnych fluorescencji. Możliwość śledzenia 
zapisywanego wideoobrazu pozwala również na natychmiastową korek
cję warunków zapisu.

Celem tego artykułu jest przedstawienie wideomikroskopii jako no
wej techniki obserwacji i dokumentacji badań biologicznych, omówie
nie jej zastosowań i osiągniętych za jej pomocą wyników, a także za
poznanie czytelnika z typowymi układami wideomikroskopu.

1. R O ZW Ó J W ID E O M IK R O SK O PII

Jednym  z pierwszych systemów wideomikroskopowych był układ 
użyty w 1951 r. przez Parparta  [38] do badań ruchu brownowskiego 
i postępowego ziaren (o średnicy 0,2-0,4 ąm) w cytoplazmie erytrocy
tów. Autor cytowanej pracy podkreślił istotny wzrost kontrastu obrazu 
otrzymanego z kamery wideo w stosunku do obrazu bezpośredniego 
(tzn. obrazu obserwowanego w okularze mikroskopu), wskazując także 
na wzrost czułości w zakresie ultrafioletu i światła widzialnego. W tym 
samym roku Flory [15] wykazał możliwość regulacji kontrastu i jasno
ści obrazu w układzie kam ery wideo połączonej z mikroskopem. Kon
trast otrzymanych przez niego wideoobrazów był znacznie większy od 
kontrastu obrazu bezpośredniego. Umożliwiło to pracę przy większych 
powiększeniach i z większymi niż dotychczas aperturami, a tym samym
osiągnięcie wyższej zdolności rozdzielczej.

Inną zaletą wideomikroskopii, na którą zwrócono już wówczas uwa
gę, było zastosowanie w kamerze wideo POE czułych w różnym zakre
sie spektralnym, od ultrafioletu do podczerwieni [15, 61].
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W ID E O  M I K R O S K O P I A 189

Skonstruowano różne rodzaje przetworników optyczno-elektrono- 
wych dostosowanych do własności badanego obiektu i warunków ob
serwacji. Wprowadzono techniki wzmacniania obrazu oraz wysokoczułe 
POE [33, 41, 42], co umożliwiło obserwację i ciągłą rejestrację zjawisk 
w obiektach słabo oświetlonych lub słabo świecących [16, 35, 42, 44],

Wysokoczułe POE o małej bezwładności zastosowano do zapisywa
nia poszczególnych faz zjawisk dynamicznych ze standardową rozdziel
czością czasową zapisu 1/60 s, a przy zewnętrznym impulsie steru ją
cym z rozdzielczością czasową rzędu mikrosekund.

Dużą zaletą wideomikroskopii jest również możliwość elektronicz
nej obróbki obrazu zapisanego na taśmie wideo w celu np.: redukcji 
szumów, regulacji jasności tła i kontrastu oraz ilościowych pomiarów.

Przez sprzężenie wideomikroskopu z komputerem otrzymano nowe 
sposoby podwyższania kontrastu i analizy obrazu, jak: redystrybucja 
stopni szarości, cieniowanie krawędziowe, pseudokolorowe kodowanie. 
Wprowadzenie komputera udostępniło także cały szereg metod bezpo
średniej ilościowej obróbki danych.

Przytoczone możliwości wideomikroskopii i opisane w latach osiem
dziesiątych [3, 4, 23, 24, 25] proste metody zwiększania kontrastu, czu
łości, zdolności rozdzielczej i szybkości rejestracji w układach optycz
nych dających mało światła (HEM, POL, DIC) stworzyły podstawy 
prawdziwej rewolucji w mikroskopii optycznej obiektów dynamicznych 
i zjawisk o ograniczonej wydajności kwantowej.

2. ZA STO SO W A N IE PR ZETW O R N IK Ó W  O PTY CZN O -ELEK TRO N O W Y CH
W W ID EO M IK R O SK O PII

Rozpatrując przydatność różnych typów POE do obserwacji i otrzy
mywania danych ilościowych, należy zwrócić uwagę na następujące pa
ram etry  przetworników: (1) czułość spektralną, (2) czułość kwantową 
i zakres dynamiczny, (3) stosunek prądu płytki sygnałowej do prądu 
ciemnego, (4) zdolność rozdzielczą, (5) bezwładność, (6) współczynnik 
przenoszenia kontrastu y.

Powszechnie używane przetworniki widikonowe pozwalają na otrzy
mywanie obrazów w warunkach dobrego oświetlenia i podobnie jak 
stosowane w technice studyjnej plumbikony charakteryzują się dużą 
zdolnością rozdzielczą. Badając procesy dynamiczne wykorzystuje się 
plumbikony z uwagi na ich małą bezwładność i wysoki stosunek prądu 
płytki do prądu ciemnego.

Dzięki wprowadzeniu wzmacniaczy obrazu jako stopnia wstępnego 
(coraz częściej w  postaci „płytki mikrokanałowej”) połączonych opty
ką włóknistą z POE osiągnięto wysoką czułość kwantową kamery wideo.
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Obecnie występują tendencje do zastępowania POE o konstrukcjach 
opartych na lampie analizującej przez półprzewodnikowe przetworniki 
typu  CCD *, które charakteryzują się niskim poziomem szumów, małą 
bezwładnością, szerokim zakresem spektralnym, liniowością odpowiedzi
Y =  1) [57].

Przy zastosowaniu przetwornika CCD, w układzie wzorowanym na 
AVEC-DIC 2, Roos i Brady [47] wyznaczyli, z analizy ilościowej cyklu 
skurczu i rozkurczu, średnią długość sarkomeru komórki mięśniowej se r
ca szczura (1,43 ± 0,53 tim) oraz przedstawili zależność długości sarko
m eru  od czasu.

3. PRZEG LĄ D  ZASTO SO W A Ń  W ID EO M IK R O SK O PII
W B IO L O G II K O M Ó RK I

Do pierwszych prac przedstawiających wyniki obserwacji biologicz
nych otrzymanych przy użyciu wideomikroskopii należą prace Parparta  
z lat 1951, 1964 [38, 39]. Za pomocą wysokoczułego widikonu zauważył 
on [39], że część kul żółtkowych odwirowanych jaj Arhacia punctulata  
uczestniczy w ruchu o właściwościach podobnych do ruchu saltacyjne- 
go. Ponadto, na podstawie materiału dokumentacyjnego otrzymanego 
w układzie wideomikroskopu, stwierdził, że cytoplazmatyczne s truk tu ry  
włókniste mogą mieć wpływ na ruch cząstek.

W 1957 r. Williams [59] zbadał na drodze bezpośredniej obserwacji 
absorpcję komórkową w nadfiolecie za pomocą POE czułego w tym  za
kresie widma.

Układ pozwalający na jednoczesną obserwację i naświetlanie pro
mieniowaniem UV wybranych części żywych komórek został przedsta
wiony w 1960 r. przez Montgomerego i wsp. [29].

Reynolds [42, 43], Morin i wsp. [30-32], a później Rich i wsp. [45] 
wykorzystali połączone z POE wzmacniacze obrazu do otrzymywania 
przestrzennego, czasowego i spektralnego rozkładu bioluminescencji i flu- 
orescencji w Noctiluca miliaris, Mnemiopsis leidyi, Gonyaulux polyhe- 
dra, Renilla reniformis i innych. Stwierdzili oni, że wszystkie komórki 
o własnościach luminescencyjnych wykazują fluorescencję i na odwrót.

Zastosowanie wzmacniaczy obrazu jako stopnia wstępnego w ka
merze wideo umożliwiło lepsze poznanie procesu przenikania pierwotnia
ków malarii do erytrocytów [13]. Przebieg zjawiska wymaga niskiego 
natężenia oświetlenia, a do zapisu niezbędna jest aparatura re jestru 
jąca o rozdzielczości czasowej rzędu 1/10 s. Za pomocą zestawionego

1 CCD — C harge  Coupled Device.
3 Om ówienie u k ład u  AVEC-DIC w  części 5.
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układu autorzy zaobserwowali szybko następujące deformacje erytro
cytów.

Wiele istotnych informacji uzyskano stosując wapniowo aktywowa
ną akworinę [11] i kompleks lucyferyna-lucyferaza będący indykatorem 
stężenia ATP [12]. Posługując się akworiną Rose i wsp. [50] zaobserwo
wali punktowy a nie dyfuzyjny rozkład wstrzykniętych jonów wapnia 
(Ca2+) w cytoplazmie komórek gruczołu śliniankowego muchy Chirono- 
mus. Zasugerowali oni sekwestrację wapnia w mitochondriach. Anali
zując przepuszczalność złączy międzykomórkowych w obecności zgro
madzonych w ich sąsiedztwie jonów (Ca2+) potwierdzili oni istnienie 
kontrolowanego przez (Ca2+) komórkowego kanału informacyjnego [49].

Za pomocą wzmacniacza obrazu sprzęgniętego z plumbikonem Tay
lor i wsp. [53-55] zlokalizowali luminescencję akworiny wstrzykniętej 
do ameby Chaos carolinennsis podczas lokomocji pierwotniaka, pinocy- 
tozy, reperacji błony komórkowej i kapingu powierzchniowych recepto
rów konkanawaliny A. Wyznaczyli oni również przestrzenne i czasowe 
fluktuacje (Ca2+).

W podobnym układzie Gilkey [17] zaobserwował i zarejestrował 
przemieszczanie luminescencji akworiny z miejsca zapłodnienia do prze
ciwległego bieguna komórki jajowej Oryzias latipes, potwierdzając cza
sową i przestrzenną lokalizację wzrostu stężeń jonów wapnia (rye. 1).

Zastosowanie wysokoczułych POE do badań rozkładu znaczonych 
fluorescencyjnie białek żywych komórek pozwoliło na ciągłą i długo
trwałą obserwację zjawisk wewnątrzkomórkowych przy niskim natęże
niu światła pobudzającego. Willingham i wsp. [60] zbadali pobieranie

Rye. 1. P ro p ag ac ja  lum inescencji  ak w o rin y  w  zapłodnionym  ja ju  Oryzias latipes. 
K o le jne  fo tografie  rob ione  w  odstępach  10 s. T rzy osta tn ie  fotografie  o trzym ano

przy  zew n ę trzn y m  ośw ietlen iu  ja ja  [17]
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i transport znaczonych fluorescencyjnie konkanawaliny A i a2-makro- 
globuliny za pomocą wysokoczułej kamery SIT. W eksperymencie trw a
jącym ponad 24 godziny autorzy obserwowali pęcherzyki endocytarne 
zawierające znaczone białka oraz powstawanie i ruch saltacyjny lizo- 
somów. Rozkład fluorescencyjnie znaczonej aktyny w żywych, porusza
jących się amebach C. carolinennsis i A. proteus został wyznaczony 
przez Taylora i wsp. [56] i Stockema i wsp. [52], Ci ostatni określili 
również rozkład miozyny w Amoeba proteus metodą immunofluorescen-
cyjną.

4. UKŁA D W ID EO M IK R O SK O PU

Typowy system wideomikroskopu przedstawia ryc. 2. Ważnym ele
mentem w konstrukcji układu wideomikroskopu jest sprzężenie optycz
ne mikroskop—kamera zapewniające właściwe zogniskowanie mikrosko
pu. W przypadku struktur o wymiarach rzędu zdolności rozdzielczej 
obiektywu mikroskopowego (ZRO) należy tak dobrać powiększenie ukła
du wideomikroskopu, aby ograniczenie jego zdolności rozdzielczej wy
nikało z ZRO, a nie ze zdolności rozdzielczej POE. Zagadnienie to zosta
ło szczegółowo omówione w monografii M. P luty  [40].

Wybór POE zależy od typu i warunków procesu badanego oraz od 
metody pomiarów ilościowych. Przy wyborze jednostki kontrolnej ka
mery należy zwrócić uwagę na możliwość bezpośredniej regulacji natę-

Ryc. 2. S chem at b lokow y u k ła d u  w ideom ik roskopu
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żenią tła i kontrastu obrazu uwidocznionego przez kamerę wideo. Przy
kładowo, polska kamera TPK16 (prod. WZT) nie spełnia tego warunku, 
bardziej przydatnym w konstrukcji wideomikroskopu jest tor kamero
w y TP-37 (WZT) lub wprowadzana do produkcji kamera K-12 (WZT). 
Tor kamerowy TP-37 (WZT) charakteryzuje się małym zniekształce
niem obrazu i dużą zdolnością rozdzielczą, a także umożliwia kontrolę 
ważniejszych parametrów pracy, jak np.: poziomu czerni, amplitud i li
niowości odchylania poziomego i pionowego, ogniskowania.

Występujące w odwzorowaniu mikroskopowym obrazy różnego ro
dzaju zanieczyszczeń, niejednorodności i odbić na elementach optycz
nych oraz wprowadzone układem elektronicznym szumy mogą być 
uśredniane i zmniejszone przez dołączenie komputerowej przystawki pa
mięciowej [2] (ryc. 3).

Bardziej złożony układ wideomikroskopu został wykorzystany do 
jednoczesnego śledzenia zachowania się żywych komórek oraz wewnątrz
komórkowego transportu fluorescencyjnie znaczonych białek. Inoue [25], 
stosując technikę dwukolorowego kodowania, połączył w czasie rzeczy-

Ryc. 3. W ideoobrazy uzyskane  za pomocą m etody  AVEC-DIC; a — obraz m ik ro -  
tu b u l  z nałożonym  na  niego obrazem  odbić i zanieczyszczeń na  e lem entach  optycz
nych  układu , b — obraz odbić i zanieczyszczeń w prow adzony  do pam ięci p rz y 

s taw ki kom pu terow ej został od ję ty  od obrazu  p ró b k i [2]
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wistym dwa obrazy tego samego obiektu uzyskane z dwóch kamer, na 
pojedynczym kolorowym monitorze. Słaba fluorescencja kodowania jed
nym kolorem nałożona na obraz próbki z POL lub DIC w drugim ko
lorze mogła być bezpośrednio powiązana z dwójłomnością lub różmcą 
dróg optycznych spowodowaną strukturam i poruszającego się obiektu. 
W innym układzie, wykorzystując technikę komputerową i DIC, Paol- 
lini i wsp. [37] otrzymali trójwymiarowe obrazy leukocytów.

5. W ZROST K ONTRASTU, ZDOLNOŚCI RO ZD ZIELCZEJ I ROZPOZNAW CZEJ
W U K ŁA D A CH  W ID EO M IK R O SK O PU

Już ponad trzydzieści lat temu zwrócono uwagę na przydatność me
tody wideo do otrzymywania wyraźnych, kontrastowych obrazów ży
wych struk tur biologicznych [15, 38], Parpart [39], badając za pomocą 
wideomikroskopu ruch cząstek o średnicy 1,3 ąm w cytoplazmie jaj 
Arbacia punctulata, zauważył, że kontrast wideoobrazu uzyskanego 
w jasnym polu mikroskopu jest porównywalny z kontrastem  obrazu 
uzyskanego przy użyciu techniki kontrastu fazowego, a co więcej pozba
wiony jest charakterystycznego dla KF halo.

Ryc. 4. S chem at u k ła d u  AVEC-POL, -DIC. 
M ikroskop Zeiss A x iom at ze sko rygow a
nym  w ew n ę trzn ie  ob iek tyw em  (3) 100 X, 
NA 1,3 p lan ap o ch ro m at i k o ndenso rem  (2)
ap lana tyczno-ach rom atycznym . P o la ry za to r  
i an a liza to r  skrzyżow ane, p ły tk a  ćw ie rć -  
falow a, dla długości fa li  ośw ie tla jącego  
św ia tła  X =  546 nm  (zielona lin ia rtęci), 
u s taw io n a  rów nolegle  w o lną  osią do k ie 
ru n k u  tran sm is j i  po la ryza to ra . O b ro to w y  
ana liza to r  p racu je  w ted y  w  układzie  k o m 
p en sa to ra  de S e n a rm o n t  i pozw ala  b ez 
pośrednio  m ierzyć spow odow ane d w ó j 
łom nością p rzesunięc ie  fazow e w  z a k r e 
sie od 0 do X/2 [20]. 1 — źródło św ia t ła  
HBO 50, 4 — sprzężenie  optyczne m ik ro -

sk o p -k am era  w ideo
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Dalszy istotny postęp w metodach wzmacniania kontrastu obrazów 
obiektów fazowych, obserwowanych mikroskopowo, jest związany z p ra
cami S. Inoue [23-25] i R. D. Allena [1, 3, 4]. Stwierdzili oni, że odpo
wiedni dobór i ustawienie konwencjonalnych elementów optycznych we 
współpracujących z POE systemach mikroskopowych wykorzystujących 
światło spolaryzowane (POL, DIC) pozwala na otrzymanie wysokokon- 
trastowych obrazów oraz na osiągnięcie maksymalnej zdolności rozdziel
czej.

Allen i wsp. [3, 4], w nazwanych przez siebie AVEC-POL, AVEC- 
-DIC, AVEC-DBI (AVEC — Allen Video Enhanced Contrast-) meto-

Ryc. 5. Zależność na tężen ia  przechodzącego św ia tła  I  w  funkc ji  p rzesunięcia  fazow e
go w prow adzonego  za pomocą k o m p en sa to ra  de S en a rm o n t d la  różnych w spółczyn
n ików  eks tynkc ji  F  (F =  7|( / I , , || — po la ryza to ry  rów noległe, _L — po laryza to ry  
skrzyżow ane), (A) F =  oo, (B) F  =  8, (C) F =  4. K o n tra s t  w izua lny  i fo tograficzny 
zm ienia  się silnie ze zm ianą F  (aż do całkowitego zaniku, na tom ias t  k o n tra s t  w i-  
deoobrazów , zależny od n ach y len ia  k rzyw ej I  w  punkc ie  p racy  kom pensa to ra  
±  ż/4 (±  0,78 rad.), linia ciągła, zm ienia się nieznacznie. I N — poziom szum ów  
optycznych spow odow anych  rozp raszan iem  św ia tła  na  z iarn istościach  obserw ow a
nych  s t ru k tu r ,  w ie lokro tn ie  un iem ożliw ia jący  obserw acje  w  HEM  (przesunięcie 
fazow e 0 rad.) n ie  w p ływ a na  jakość obrazów  o trzym yw anych  w  m etodzie  AVEC [3]
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Rye. 6. W ideoobrazy ludzkiego n ab ło n k a  z ust o trzym ane  za pomocą A V EC -PO L 
dla różnych  przesunięć  fazow ych; (A) — A/9, (B ) +  //9, (C) — A/4, (D) +  A/4, 
(E) — XI4 po la ryza to r  obrócono o 20° obniżając w spółczynnik  eks tynkc ji  F  poni
żej -10. W w ideoobrazach  od (A) do (E) zw iększano stopniowo poziom czern i  r e 
d u k u jąc  ty m  sam ym  w zrost jasności obrazów  pow odow any  w zras ta jący m  p rze 
sunięciem  fazowym. (F) M ikro fo tografia  uzyskana  p rzy  p rzesun ięc iu  fazow ym

A/l 00. K resk a  5 [im [3]
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dach, wykorzystał konwencjonalne elementy optyczne (mikroskop Zeiss 
Axiomat) i liniową kamerę wideo y =  1 z szerokozakresową regulacją 
natężenia tła i kontrastu (ryc. 4). Badając zmianę kontrastu wideoobra- 
zu w funkcji obrotu analizatora pracującego w układzie kompensatora 
de Senarmont stwierdził on, że dla obrotu analizatora o kąt ± (20-45°) 
względem położenia ekstynkcji (odpowiada to wprowadzeniu przesunię
cia fazowego ± (1/9-X/4) do liniowo spolaryzowanej wiązki światła prze
chodzącej przez kompensator) otrzymany obraz optyczny, niewidoczny 
z powodu dużej ilości światła pasożytniczego (ang. stray light), jest op
tym alny do detekcji kamerą wideo, dostarczając wysokokontrastowych, 
czytelnych wideoobrazów (ryc. 6). Ustawienie kompensatora w zakresie

Ryc. 7. W ideoobrazy d y frak c j i  Airiego na  30 (im apertu rze . O biek tyw  100 X; 1,3 
NA p lanapochrom at.  (A) św iatło  n iespolaryzow ane, (B)-(£) św iatło  spolaryzow ane, 
różne p rzesun ięc ia  fazowe: (B) 0, (C) — 1/100, (D) + 1 /1 0 0 , (E) — 1/4; (B), (C), (D)

an o m aln a  d y frak c ja  Airiego [3]

Ryc. 8. W ideoobrazy nab ło n k a  je litow ego 5-dniowego kurczęcia;
(A) -  1/4, (B) + 1 /4 .  K re sk a  5 p m  [3]

± (i/9-1/4) całkowicie redukuje anomalną dyfrakcję Airiego (ryc. 7), ob
serwowaną w mikroskopach polaryzacyjnych dla dużych apertur obiek
tywów (dotychczas do jej usunięcia stosowano drogie i trudne w pro
dukcji rektyfikatory polaryzacji [27]).

Stosując układy AVEC-POL i AVEC-DIC Allen i wsp. [3, 4] roz
różnili leżące obok siebie mikrokosmki nabłonka jelitowego o długości
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2 (im i średnicy 0,1 ąm (ryc. 8), wskazując na możliwość przekroczenia 
konwencjonalnej granicy zdolności rozdzielczej obiektywu mikroskopo
wego przy długości fali 546 nm. Rozpoznali także (ryc. 9) leżące na jed
norodnym tle mikrotubule o średnicy 25 nm całkowicie niedostrzegalne 
przy obserwacji obrazu bezpośredniego. O uwidocznieniu i ciągłej ob
serwacji elementów o wymiarach od 50 nm do 100 nm, w układzie m i
kroskopowym opartym na metodzie wysokiej ekstynkcji (HEM) współ
pracującym z wysokoczułym POE, doniósł też Inoue [23, 24]. Świadczy 
to, że technika wideo pozwala na pełniejsze wykorzystanie zdolności 
rozdzielczej i rozpoznawczej mikroskopu [7, 24, 26].

Słaba zależność kontrastu i jakości obrazu od natężenia światła pa
sożytniczego (kontrast obrazu zależy od pochodnej natężenia światła 
w punkcie pracy kompensatora (ryc. 5) czyni metodę AVEC szczególnie 
przydatną przy obserwacji obiektów zawierających dużą ilość cząstek 
rozpraszających światło jak np.: ameby, jaja jeżowców. Jednocześnie 
umożliwia ona zwiększenie zdolności rozdzielczej przez oświetlenie obiek
tów krótszymi, silniej rozpraszanymi falami z zakresu błękitu i fioletu.

Ryc. 9, W ideoobrazy w iązk i m ik ro tubu l,  (A) — /J9, (B) +  X/9.
K resk a  5 ąm  [3]

Użycie POE z współczynnikiem przenoszenia kontrastu 7 = 1  umo
żliwia wyznaczenie, w układzie AVEC-POL, przesunięcia fazowego spo
wodowanego dwójłomnością obiektu z bezpośredniego pomiaru różnicy 
natężenia tła i natężenia światła przechodzącego przez obiekt [3, 28].

Metoda AVEC pozwala również na obserwację i zapis ruchu sub- 
mikroskopowych cząstek, wiązek mikrotubul, a nawet poszczególnych 
mikrotubul [5, 6, 8, 9, 21] ze standardową rozdzielczością czasową 1/60 s. 
Oznacza to ponad tysiąckrotnie większą prędkość zapisu wideo w sto
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sunku do rejestracji przy użyciu wysokiej klasy materiałów fotograficz
nych, dla których czasy naświetlania, w tych samych warunkach świetl
nych, są rzędu 20 s.

ZAKOŃCZENIE

Prostota i łatwość zapisu, rozdzielczość czasowa, możliwość współ
pracy z generatorami daty i czasu, możliwość jednoczesnej z zapisem 
obserwacji zarejestrowanego obrazu to zalety, które spowodowały, że 
technika wideo jest coraz częściej stosowaną metodą dokumentacji ob
serwacji mikroskopowych [1, 14, 19, 34, 36, 51]. Istotna jest też ponad
stokrotnie niższa cena dokumentacji wideo w porównaniu z fotogra
ficzną.

Sprzężenie wideomikroskopu z komputerem nie tylko niesłychanie 
uprościło różnego rodzaju pomiary i analizy ilościowe [10, 18, 46], ale 
również dostarczyło nowych metod wzmacniania kontrastu i obróbki 
wideoobrazu [7, 22, 37, 45, 47, 58] ujawniając dotychczas niezauważalne 
elementy i struktury.
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CHROMOSOMY PŁCIOWE CZŁOWIEKA. WYBÓR INFORMACJI.
CZĘŚĆ I — CHROMOSOM X

SE X  CHROM OSOM ES OF MAN. SELECTION OF INFORM ATION.
PA R T  I — CHROM OSOM E X

Bogdan K A ŁU ŻEW SK I

Z ak ład  G enetyk i M edycznej, In s ty tu t  Endokrynologii AM w  Łodzi 
D ep a r tm en t  of M edical Genetics, In s t i tu te  of Endocrinology,

M edical A cadem y of Łódź

Streszczenie.  Do cech różniących  allocykliczny chrom osom  płciowy X  od au toso - 
m ów  m iędzy innym i należą: zdolność do he te rochrom atyn izac ji ,  a llocykliczna r e 
p likac ja  DNA oraz n ieak tyw ność  genetyczna. Szybki postęp, jak i  odno tow ano  
w  osta tn ich  la tach  w  doskonalen iu  m etod cytologicznych, cy togenetycznych oraz  
biochemicznych, pozwolił na  dokładniejsze  i m nie j a rb i t ra ln e  opisanie cech szcze
gólnych chrom osom u X. W ykry to  geny  oraz reg iony  u n ik a jące  inak tyw acji ,  sk o n 
s tru o w an o  m apę  cy togenetyczną chrom osom u X, uzyskano  kolekcję segm entów  
DNA tego chrom osom u. W ykorzystano  szansę lab o ra to ry jn e j  re a k ty w a c j i  a llo -  
cyklicznego chrom osom u X, dla b ad an ia  eksp res ji  genów  au tosom alnych  w  p rz y 
p ad k ach  tran s lo k ac j i  autosom y/X , co s tw arza  now ą jakość w  m apow an iu  g en o 
m u  człowieka.

S u m m a ry .  The allocyclic chrom osom e X  can be d if fe ren tia ted  from  th e  au toso- 
m es upon its he te rochrom atin iza tion , allocyclic DNA rep lica tion  and  genetic  in ac 
tiv ity . The  progress  of th e  last years  in im proving  of th e  cytological, cy togeneti
cal and  biochem ical m ethods  lead to m ore  precise  an d  less a rb i t r a ry  descrip tion  
of the  X  chrom osom e’s specific fea tu res . Genes and  regions escaping inac tiva tion  
w ere  localized an d  the  cytogenetical m ap  w as constructed . The collection of 
DNA segm ents of th is  chrom osom e w as ob ta ined  also. The „in v i t ro ” reac tiv a t io n  
of the  allocyclic X  chrom osom e gave the  chance of th e  au tosom al gene expression  
investigations in cases of au tosom es/X  translocations, w h a t  estab lished  the  n ew  
quality  in th e  m app ing  process of th e  h u m an  genome.

WYKAZ SKRÓTÓW I SYMBOLI

CBG — C -b an d s  by b a r iu m  h yd rox ide  using  G iem sa (m etoda p rążków  C z za 
s to sow an iem  Ba(OH)2 i b a rw n ik a  Giemsy)
GTG — G -b a n d s  by t ry p s in  using  G iem sa  (m etoda p rążków  G z zastosow aniem  
trypsyny)

http://rcin.org.pl



204 B .  K A Ł U Ż E W S K I

R B A  — R -b an d s  by B udR  using  acrid ine  o range  (m etoda p rążków  R z zastoso
w a n ie m  B udR  i b a rw n ik a  o ran żu  akrydynow ego)
R B G  — R -b an d s  by  B udR  using  G iem sa  (m etoda p rążków  R z zastosow aniem  
B udR  i b a rw n ik a  Giemsy)
M T X -B H G  — tech n ik a  um ożliw ia jąca  bad an ie  k in e ty k i  rep l ik ac j i  DNA chrom o
som ów  w  synchronicznie  p ro life ru jące j  populacji  lim focytów, M e th o tre x a te -B rd U -  
-H o ech s t-G iem sa
PC C -SC D  — p re m a tu re  condensed  chrom osom es (przedwcześnie skondensow ane  
chrom osom y)
SCD — s is te r  ch rom atid  d if fe ren tia l  s ta in ing  (zróżnicowane b a rw ien ie  s io s trza 
n y ch  chrom atyd)
SCE — s is te r  ch rom atid  exchange  (w ym iana  s iostrzanych  chrom atyd)
SCR — sis te r  ch rom atid  reu n io n  (łączenie s ios trzanych  chrom atyd) 
q  — ram ię  długie chrom osom u
P — ! Q — — znak minus po symbolu ramienia oznacza jego skrócenie, odwrotne 
znaczenie posiada znak plus 
cen —  centromer
ter — terminal (koniec chromosomu) 
die — chromosom dwucentromeryczny
psu die — chromosom dwucentromeryczny, w  którym jeden z centromerów uległ
inaktywacji
dup — duplikacja
rep — reciprocal (wzajemny)
del — delecja
idic — izochromosom dwucentromeryczny  
i — izochromosom  
t — translokacja  
s — satelita  
strzałka — do... do...
(:) — miejsce złamania
(: :) — miejsce złamania i połączenia chromosomu  
/  — znak rozdzielający w  zapisie kariotypu dwie linie komórkowe

Powszechne poczucie przynależności płciowej jest tak oczywiste, że 
często nie skłania do głębszej refleksji. Warto jednak pamiętać, że w sta
rych przekazach rabinackich został wyrażony pogląd o hermafrodytyz- 
mie Adama. Moment kreowania Adama przytaczany jest dwukrotnie: 
w Ks. Gen. 1 : 27 : ,,I stworzył Bóg człowieka na wyobrażenie swoje, 
na wyobrażenie Boże stworzył go; mężczyznę i białogłowę stworzył ich” 
oraz w Ks. Gen. 2 :2 1  : „Przypuścił tedy Pan Bóg twardy sen na Ada
ma; a gdy zasnął, wyjął jedno żebro z niego,... I zbudował Pan Bóg 
z żebra, które wyjął z Adama, białogłowę i przywiódł ją do Adama”. 
Wynikająca stąd pozorna sprzeczność może być wyjaśniona przez prze
tłumaczenie słowa hebrajskiego „zela” jako „żebro”, w rzeczywistości 
jednak należałoby słowo to tłumaczyć jako „bok”. Tak więc kreacja
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Ewy wymagała nie tylko wyjęcia żebra Adama, ale również boku jego 
ciała [75].

Również współcześnie problem identyfikacji płci nie jest łatwy i jed
noznacznie określony w praktyce zawodowej lekarza ginekologa, endo
krynologa, psychiatry. Lekarz oceniając płeć powinien brać pod uwagę 
szereg kryteriów, a wśród nich na ważnym miejscu płeć chromosomalną 
oraz płeć chromatyny X i Y [30].

W YBÓR IN F O R M A C JI O CHROM ATYNIE X  ORAZ CHROM OSOM IE X

Odkrycie chromatyny płciowej wyprzedziło niemal o ćwierć wieku 
opisy chromosomów płciowych. W roku 1937 Geitler zaobserwował di- 
morfizm płciowy grudek chromatyny przyjąderkowej [21, 22]. Prace te 
nie zostały zauważone. Dopiero w roku 1949 Barr i Bertram [5] w neu
ronach samicy kota opisali grudki chromatyny charakterystyczne dla 
płci żeńskiej. Odkrycie to zostało zauważone i przyniosło kolejne obser
wacje [27, 38, 79], wykazujące, że jeden z dwóch chromosomów X koń-

%

czy replikację DNA później niż autosomy oraz że liczba grudek chro
m atyny płciowej w diploidalnym jądrze komórkowym jest zgodna z licz
bą chromosomów X późno replikujących DNA. Zależność ta opisywana 
jest regułą Harndena [33]: S = X  — A / 2 (gdzie S jest liczbą spodzie
wanych grudek chromatyny X, X  liczbą chromosomów X, A  zaś liczbą 
zestawów chromosomów autosomalnych) bądź też według Browna i Chan
dry [7]: S = X  — A m (gdzie A m jest liczbą zestawów chromosomów au
tosomalnych pochodzenia matczynego). Test chromatyny X znalazł sze
rokie zastosowanie w klinice zaburzeń cielesno-płciowych, ułatwiając w y
krycie monosomii bądź polisomii X (por. [50]). Fakt, że heteropyknoza 
chromatyny przemawia za nieaktywnością genetyczną znany był od
dawna [34], dlatego niemal jednocześnie Lyon [63], Russel [100], Beut- 
ler i wsp. [6], Morishima i wsp. [79] dokonują syntezy faktów przedsta
wiając hipotezy o nieaktywności jednego z dwóch chromosomów X. 
Ponieważ jednak M. Lyon pierwsza podała najpełniejsze uzasadnienie 
swego poglądu, hipoteza jej weszła do literatury światowej jako „hi
poteza Lyon”.

Ważnym skutkiem genetycznej inaktywacji chromosomu X we 
wczesnym okresie rozwoju embrionalnego jest najczęściej zbliżony po
ziom produktów genów sprzężonych z chromosomem X u mężczyzn 
i u kobiet, pomimo obecności dwóch kopii genu u kobiety i jednej 
u mężczyzny. Inaktywacja ojcowskiego bądź matycznego chromosomu 
X ma charakter losowy, dotyczy wszystkich genów zlokalizowanych
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w chromosomie X i jest procesem nieodwracalnym [64], Te główne za
łożenia oryginalnej wersji hipotezy były przez autorkę doskonalone w ko
lejnych pracach, by w ostatecznej wersji uzyskać szeroki wachlarz do
wodów: 1. biochemicznych, 2. cytologicznych, 3. genetycznych.

M O LEK U LA RN E A SPEK T Y  H IPO T EZ Y  LYON

Dogodnym modelem doświadczalnym pozwalającym potwierdzić inak- 
tywację genów sprzężonych z chromosomem X (lyonizację) jest badanie 
jakościowe produktów genów heterozygotycznych nosicieli, np. hodo
wane fibroblasty skóry nosicieli elektroforetycznych wariantów A i B 
G-6-PD =  oksydoreduktazy D-glukozo-6-fosforanu (EC.1.1.1.49) wykazu
ją obecność dwóch typów prążków elektroforetycznych. Podobnie u no
sicielki niedoboru enzymu HPRT =  fosforybozylotransferaza IMP: piro- 
fosforan (EC.2.4.2.8) prawidłowy klon komórkowy wbudowuje H 3-hypo- 
ksantynę, podczas gdy zmutowany zdolności takiej nie posiada [65]. 
Wprowadzenie hybrydyzacji komórek ludzkich z komórkami gryzoni 
u nosicieli translokacji X/autosomy oraz zastosowanie eliminacji niepo
żądanych klonów przy użyciu selektywnych podłoży hodowlanych umo
żliwiło mapowanie chromosomu X znacznie wydajniejsze niż przy uży
ciu zasad genetyki mendlowskiej. Do roku 1982 podano przybliżone lo
kalizacje 42 loci genowych chromosomu X [107], Znanych jest ponad 
100 innych genów sprzężonych z chromosomem X (katalog McKusicka) 
[71], ale obecnie jest możliwa precyzyjna lokalizacja jedynie 16 genów 
[49], ze względu na niską częstość występowania genów sprzężonych 
w chromosomie X w populacji ludzkiej.

Lokalizacja locus genowego może być opisywana jako prowizorycz
na (provisional assignement), tymczasowa (tentative assignement) bądź 
potwierdzona niezależnie przez dwóch lub więcej badaczy. Wymienio
ne loci genowe należą do trzeciej grupy. W regionie term inalnym  Xp 
zlokalizowane są następujące geny: XG =  Xga antygen grupy krwi 
(pter —► p22.2) [17], STS =  sulfataza sterolowa EC.3.1.6.2. (pter -> p22.3) 
[120], HYB =  gen regulator antygenu H-Y (p te r -> p22.3) [128]. Wszyst
kie wymienione geny zlokalizowane w ramieniu Xp unikają lyonizacji. 
Znany jest jeden locus genowy odpowiedzialny za dystrofię mięśni dzie
cięcą postępującą typu Duchenne’a A (DMD), zlokalizowany w prążku 
Xp21, który podlega lyonizacji [41]. Wszystkie dotychczas zlokalizowa
ne loci genowe ramion długich chromosomu X podlegają lyonizacji. Są 
to, opisując od centromeru w kierunku Xqter, PGK =  kinaza fosfogli- 
cerynowa EC.2.7.2.3. (ql3), GLA (alfaGAL) =  galaktozydaza EC.3.2.1.22 
(q21->q24) PRPS =  syntetaza fosforybozylo-pirofosforanowa EC.2.7.6.1. 
(q21->q27), HPRT =  fosforybozylotransferaza hipoksantynowa E.C.2.4.
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2.8. (q26-xq28), G-6PD =  oksydoreduktaza D-glukozo-6-fosforanu E.C. 
1.1.1.49 (q28), CB =  nierozróżnianie barw rzędu protanowego, HEMA =  
=  hemofilia A [52, 107]. W ramieniu Xq lokalizuje się również gen 
SAX =  antygen powierzchniowy oraz gen TATR =  gen regulator ami- 
notransferazy tyrozyny [71]. W prążku Xq27 lokalizuje się również spe
cjalnego typu przewężenie wtórne chromosomu X „fragile site”, które 
można ujawnić hodując komórki na podłożu zubożonym w kwas folio
wy i tymidynę [114]. Mężczyźni, nosiciele „fragile X ”, mogą być zdro
wi psychicznie, ale obarczeni są bardzo wysokim ryzykiem wystąpienia 
specjalnego typu upośledzenia umysłowego.

Nieomal od początku istnienia teorii inaktywacji chromosomu X 
formułowano hipotezy tłumaczące molekularne mechanizmy tego pro
cesu. Najwcześniejszą hipotezę przedstawił Grumbach i wsp. [29]. Teoria 
ta zakładała istnienie episomalnego aktywatora, wbudowującego się do 
specyficznego receptora w chromosomie X, co miało prowadzić do ak
tywacji chromosomu X oraz jednoczesnej inaktywacji innych, niezwią-
zanych episomalnych czynników obecnych w komórce. Słabość tej hi
potezy polega na tym, że istnienie episomów jest udokumentowane 
u bakterii, natomiast kwestionowane jest u roślin i zwierząt. Kolejna 
hipoteza zaproponowana przez Lyon [65] oraz Ohno [84] opiera się na 
specyficznej sekwencyjności wiązania DNA z białkami niehistonowymi. 
Białka posiadałyby wybiórczą zdolność aktywacji pewnych regionów 
chromatyny, w tym również centrum inaktywacji chromosomu X. Za
letą tego modelu jest możliwość uogólnienia procesu i wyjaśnienia re 
gulacji aktywności większości genów w procesie różnicowania. Słabość 
jej polega na tym, że cykl replikacyjny DNA wywoływałby częste k ry
zysy inaktywacji prowadzące do delyonizacji genów. Podczas replikacji 
bowiem, DNA zostaje odseparowany („swept off”) od niehistonowych 
białek chromosomalnych [92]. Teoria Browna i Chandry [7] zakłada, że 
w procesie ewolucji centrum decyzyjne inaktywacji zmieniło lokaliza
cję. U torbaczy jest ono zlokalizowane w chromosomie X ojcowskim 
i ten chromosom ulega inaktywacji (nie podporządkowując się losowości 
procesu), u ssaków łożyskowych centrum decyzyjne zostało przeniesio
n e  na autosomy i jest matczynego pochodzenia. Stąd autorzy sugerują, 
ż e  liczba aktywnych chromosomów X odpowiada liczbie autosomalnych 
zestawów chromosomów pochodzenia matczynego. Hipoteza ta lepiej tłu 
maczy liczbę późno replikujących chromosomów X w przypadkach trip- 
loidii 69,XXY i 69,XXX [42, 125] niż reguła Harndena [33], Badania 
Jacobs i wsp. [42] tylko pośrednio podtrzymują powyższy pogląd wy
kazując, że ojcowskie pochodzenie chromosomu X w przypadkach trip- 
loidii nie ma pływu na wzór replikacji chromosomu X oraz inaktywa- 
cie teso  chromosomu.
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Jeżeli jednak wartość hipotezy naukowej można oceniać na podsta
wie stymulującego wpływu na rozwój badań eksperymentalnych, to za 
wybitną należy uznać teorię Riggs’a [92]. Tłumaczy ona inaktywację 
chromosomu X procesem metylacji DNA. Autor przypisuje procesowi 
metylacji funkcję regulacyjną, która może prowadzić do selektywnej 
inaktywacji chromosomu X. Ta szczególna właściwość procesu jest mo
żliwa dzięki: 1. wysokiej specyficzności rozpoznawania sekwencji DNA,
2. powolnej metylacji cząstek DNA niezmetylowanych, 3. szybkiej me
tylacji cząstek, które uległy metylacji w jednej nici DNA. Proponowa
ny model, zdaniem autora, zapewnia: 1. stałość inaktywacji chromoso
mu X ssaków wyższych, 2. „ojcowski” typ inaktywacji u torbaczy,
3. „zrównoważoną” inaktywację chromosomu X w aneuploidii i poli- 
ploidii, co ma być związane z proporcjonalną liczbą autosomalnych ge
nów sterujących metylazą DNA (w tym miejscu można dostrzec słabość 
hipotezy, bo nie tłumaczy ona „nieproporcjonalnej” inaktywacji chro
mosomu X w przypadkach triploidii), 4. proces metylacji zapewnia od
wracalność inaktywacji w trakcie oogenezy, spermatogenezy oraz szyb
kich cyklów replikacyjnych DNA, które następują po zapłodnieniu. Pro
ponowany model nie wyjaśnia kompletności inaktywacji oraz faktu prze
kazywania inaktywacji, np. w przypadkach translokacji X/autosomy. Po 
przyjęciu hipotezy o specyficznej metylacji DNA, jako mechanizmu re
gulującego inaktywację chromosomu X, należało się spodziewać, że re
aktywacja genów chromosomu X pod wpływem analoga blokującego me- 
tylację będzie możliwa. Znane były fakty spontanicznej reaktywacji ge
nu HPRT w hybrydach fibroblastów kobiety z komórkami mysimi [35, 
45], jednak dopiero model doświadczalny zaproponowany przez Jones’a 
i wsp. [44] stworzył warunki dla kontrolowanej, wydajnej reaktywacji 
nieaktywnego chromosomu X. Autorzy uzyskali hybrydę: komórka my
sia/f ibroblast kobiety z jednym, prawidłowym, nieaktywnym chromoso
mem X. Po wprowadzeniu do medium hodowlanego 5-aza-2'-deoxycy- 
tydyny, analoga 5-metylocytozyny, uzyskali indukcję ekspresji HPRT. 
Pełny efekt reekspresji HPRT pojawia się, gdy hodowane komórki przej
dą dwa cykle komórkowe od chwili dodania 5-Aza-dCyd, co pozwala 
na wydajną demetylację specyficznych sekwencji DNA. Proces ten oka
zał się wydajniejszy w drugiej połowie fazy S, co sugeruje, że elemen
ty  kontrolujące supresję tego procesu replikują właśnie w tym okre
sie. Mohandas i wsp. [76] obok aktywacji genu HPRT uzyskali reekspre- 
sję genu G-6-PD oraz PGK. Jednak reaktywizacja dwóch ostatnich ge
nów nie zawsze występowała w tych samych klonach komórkowych, 
w których dochodziło do reaktywacji genu HPRT. Na tej podstawie au
tor sądzi, że inaktywacja i reaktywacja heterochromatycznego chromo
somu X realizuje się w niezależnie regulowanych segmentach chromo-
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somalnych. Warto w tym  miejscu przypomnieć, że wszystkie trzy wy
mienione geny zlokalizowane są w ramionach Xq. W kolejnym ekspery
mencie [77] wyizolowano hybrydę komórkową, która zawierała obok kom
plem entu chromosomów mysich, translokację der (13) (13 p te r ->  13ql2 : : 
Xp22 —> pter). Jak wiadomo prążek 13ql4 zawiera locus genowy dla este
razy D (ESD). W przypadkach zrównoważonych translokacji X/autosomy, 
najczęściej prawidłowy X jest późno replikującym. W jednym z klonów 
autorzy uzyskali hybrydę komórkową, która obok normalnego aktyw
nego chromosomu X zawierała 13,0°/o komórek z der(X). Pasaż w me
dium zawierającym 8-azaguaninę wyeliminował komórki posiadające ak
tyw ny gen HPRT'1-, jednak odsetek komórek z der(X) był zbyt niski, 
aby produkt genu mógł być zbadany elektroforetycznie. Autorzy zre- 
aktywowali loci genu HPRT stosując 5-aza-2'-deoxycytydynę i pasażo- 
wali klon przez selektywne medium HAT. W efekcie uzyskali hybrydę 
zawierającą w każdej komórce klonu nieaktywny der(X). Porównując 
ekspresję genów ESD, G-6-PD, PGK oraz HPRT w uzyskanej hybry
dzie zawierającej nieaktywny der(X) z hybrydą zawierającą aktywny 
der(X) jako kontrolę, autorzy, jak sądzę po raz pierwszy, uzyskali mo
lekularny dowód inaktywacji autosomalnego fragmentu, który uległ 
translokacji na nieaktywny chromosom X. Wydaje się, że opracowana 
technologia otwiera drogę do efektywnego mapowania genomu czło
wieka.

Wykazano dalej, że proces reaktywacji genu HPRT jest swoisty 
gatunkowo [12]. Stało się to możliwe dzięki zastosowaniu dwóch hete- 
rozygotycznych subpopulacji DNA: HPRT+ i HPRT-  dla transformacji 
hodowanych fibroblastów mysich obarczonych deficytem HPRT. Okaza
ło się, że komórki gryzonia nie posiadają sygnału uruchamiającego lyo- 
nizację ludzkiego genu dla HPRT.

Jak  już wspomniano, znane są technologie umożliwiające uzyskanie 
hybryd komórki gryzoni/fibroblasty ludzkie, które — dzięki selekcjo
nującym pasażom w podłożach HAT/8-azaguanina — pozwalają na 
„wzbogacenie” zhybrydyzowanego klonu w liczbę komórek zawierają
cych aktywny bądź nieaktywny chromosom X. Jednocześnie niezwykły 
rozwój technik rekombinacji i klonowania DNA, który miał miejsce 
w ostatnim dziesięcioleciu, pozwolił na opracowanie kompletnej kolekcji 
segmentów DNA ludzkiego genomu [107]. Połączenie obu wymienionych 
technologii było jedną z dróg, które pozwoliły na lokalizację charak
terystycznych segmentów DNA w poszczególnych chromosomach. W ludz
kim chromosomie X zlokalizowano następujące segmenty: DXS1 —
X/pter -> q l, DXS2 — X /p te r -* q l ;  DXS3 — X /q l-> q 2 1 ; DXS4 — 
X/q21 —> q24; DXS5 — X/q21-+q24; DXS6 — X /q 2 -> qter/; DXS7 — ?; 
DXS8 — Xp; DXZ1 — X (q23-> q25) [108]. Przyjęty trzyliterowy kod
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oznacza: D — DNA, druga litera oznacza num er chromosomu, S — 
unikalność sekwencji segmentu, Z — powtarzalność sekwencji seg
mentu.

Schmeckpeper i wsp. [103], klonując kolekcję ludzkiego DNA na 
1 wektorze Charon 4A, porównali metodą radioizotopowego skriningu 
homologię DNA rekombinantów hybryd komórkowych zawierających 
pojedynczy ludzki autosom, ludzki chromosom X z DNA gospodarza — 
komórki mysiej. Do dalszych badań wybrano rekombinanty o wysokiej 
homologii do DNA hybrydy. Wykazano dalej, że trzy rekombinanty by
ły wysoce homologiczne z powtarzalnymi sekwencjami DNA chromoso
mu X, ale jednocześnie charakteryzowały się homologią z powtarzalny
mi sekwencjami autosomów.

Wybór dotychczas przedstawionych informacji o molekularnych as
pektach hipotezy Lyon, pozwala zauważyć:

1. Większość znanych loci genowych chromosomu X podlega lyoni- 
zacji, jakkolwiek znane są trzy wyjątki.

2. Inaktywacja i eksperymenalna reaktywacja chromosomu X mo
że przebiegać niezależnie, w różnych regionach chromosomu.

3. Brak jest dowodów na to, że chromosom X posiada szczególną, 
odmienną od autosomów konstrukcję powtarzalnych sekwencji DNA.

CYTOLOGICZNE CECHY IN A K T Y W A C JI CHROM OSOM U X

Najłatwiej sprawdzalnym cytologicznym objawem inaktywacji jed
nego z dwóch chromosomów płciowych X jest heteropyknoza tego chro
mosomu dająca się obserwować w okresie międzypodziałowym komór
ki. Barr i Bertram obserwowali heterochromatyczne grudki w blisko 
95,0°/o neuronów kotek. U mężczyzny z mozaikowatym kariotypem 
47,XXY/48,XXXY Kałużewski i wsp. [51] odnotowali niższe odsetki ko
mórek chromatyno dodatnich (20,5%) w zwojach pnia współczulnego 
w porównaniu z odsetkiem komórek chromatyno dodatnich w nabłonku 
jamy ustnej (29,8°/o) oraz w naskórku (39,0%). Odsetki chromatyny płcio
wej (chromatyny X) w nabłonku jamy ustnej zdrowych kobiet różnią 
się w publikacjach pochodzących z różnych laboratoriów. Romer za p ra 
widłowe przyjmuje wartości 20-60% [96], Autor za normę przyjmuje 
wartości 15-30% [48], Tak niskie wartości normy spowodowane są na j
prawdopodobniej konsekwentnym stosowaniem selekcji jąder komórko
wych [38] oraz selekcją grudek chromatyny X [94].

Różnice międzygatunkowe oraz międzytkankowe w odsetku jąder 
chromatyno dodatnich zachęcały do poszukiwania zależności pomiędzy 
fazą cyklu życiowego komórki a stopniem heteropyknozy chromosomu 
X. Miles [73] stwierdził w hodowli komórek owodni żeńskich płodów
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zależność odwrotnie proporcjonalną pomiędzy częstością chromatyny X 
a indeksem mitotycznym. Therkelsen i Petersen [16] stwierdzili wy
stępowanie chromatyny X z częstością 60°/o w logarytmicznej fazie wzro
stu hodowli żeńskich fibroblastów i 100% w fazie postlogarytmicznej. 
Hosli [37] i James [43] obserwowali dimorfizm chromatyny X zależny od 
fazy cyklu życiowego komórki. Z drugiej jednak strony badania Co- 
mingsa [11], Klingera i wsp. [56] wskazują, że chromatyna X może re
plikować DNA w stanie pełnej spiralizacji oraz że odsetek komórek 
chromatyno dodatnich i chromatyno ujemnych nie zależy od cyklu ży
ciowego komórki. Miles i O’Neil [74], posługując się techniką kontrastu 
fazowego i aparaturą do ciągłego filmowania hodowanych fibroblastów 
wykazali, że chromatyna X w stanie spiralizacji może być obecna w fa
zie Gi, S oraz G2. Autorzy przeprowadzili również bezpośrednią obser
wację podtrzymującą wcześniejsze sugestie, że chromatyna X reprezen
tuje tylko fragment chromosomu X.

Przytoczone, często sprzeczne, wyniki badań znalazły częściowe wy
jaśnienie w pracy Backa [3]. Autor, posługując się autoradiograficzną 
techniką podwójnego piętnowania komórek tymidyną H3 i C14, wyka
zał, że chromatyna X może być widoczna bezpośrednio po zakończeniu 
mitozy jako wyraz opóźnionej dekondensacji chromosomu X, natomiast 
w komórkach o dostatecznie długim cyklu życiowym może być obserwo
wana ponownie przed wejściem komórki w stadium podziału. Niezależ
nie od ujawnienia się chromatyny X przed i po stadium podziału, chro
matyna X może być obserwowana również w fazie międzypodziałowej. 
Pierwszy typ heterochromatyny autor nazwał chromatyną płciową mi- 
totyczną, zależną od cyklu życiowego komórki; drugi typ heterochro
matyny — międzypodziałową, niezależną od cyklu życiowego. W cyklu 
życiowym każdej komórki występuje krótszy bądź dłuższy okres, w któ
rym  chromatyny X nie obserwuje się. Porównując dane z piśmiennic
twa dotyczące delecji Xp i Xq oraz odnosząc je do własnych obserwacji 
,,in vitro” w mikroskopie fazowo-kontrastowym, Back zauważył rów
nież, że najprawdopodobniej chromatynę X tworzą długie ramiona chro
mosomu X, natomiast ramiona Xp pozostają euchromatyczne podczas 
interfazy. Pogląd ten dodatkowo podtrzymywała obserwacja, że blisko 
10% komórek piętnowanych pod koniec okresu S nie posiadało piętna 
izotopowego ponad ramionami Xp.

Obserwowano obniżenie odsetka chromatyny X pod wpływem kor- 
tykosterydów [66, 105], metylandrostendionu [97], antybiotyków [111]. 
W badaniach sekwencyjnych przeprowadzonych na 564 kobietach w róż
nych porach roku stwierdzono znaczny spadek chromatyny X w stycz
niu i lutym oraz podwyższenie w czerwcu i lipcu [95]. Wyraźne obni
żenie odsetka chromatyny X obserwowano u kobiet w wieku starczym
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[127]. Obserwowano ewolucję odsetka chromatyny X w cyklu m enstru
acyjnym zdrowych kobiet, korelując spadek z podwyższeniem poziomu 
G-6-PD [1]. Chakravarty i wsp. [9] potwierdzili ewolucję odsetka chro
matyny X w cyklu menstruacyjnym, zaobserwowali ponadto obniżenie 
odsetka po doustnym podaniu środków antykoncepcyjnych oraz w cią
ży. Sugerowano pozytywną zależność pomiędzy aktywacją chromosomu 
X, obniżeniem odsetka chromatyny X a zwiększeniem liczby receptorów 
estrogenowych w raku piersi u kobiet [110]. Jednak świadomość wielo
letnich wysiłków wielu renomowanych zespołów badawczych oraz pre
cyzyjne określenie eksperymentalnych warunków indukcji aktywacji 
chromosomu X stanowi zachętę do ostrożności w przyjmowaniu infor
macji o aktywacji chromosomu X w omówionych okolicznościach.

Nieobecność chromatyny X bądź wyraźne obniżenie odsetka w tkan
kach raka sutka zostało wielokrotnie potwierdzone [78, 90, 98, 115], Je 
dyną znaczącą próbą porównania heteropyknozy chromatyny X ze wzo
rem replikacji chromosomów X w raku sutka są badania Camargi 
i Wanga [8]. Autorzy ci wykazali nieobecność chromatyny X w hodowa
nych komórkach raka sukta Elco oraz potwierdzili obecność dwóch 
wcześnie replikujących (genetycznie aktywnych) chromosomów X w tej 
niemal triploidalnej linii komórkowej (liczba modalna chromosomów 65). 
Autorzy tłumaczą to selekcją komórkową, która doprowadziła do wy
eliminowania linii z późno replikującym chromosomem X na drodze 
non-disjunkcji oraz błędnej segregacji chromatydowej, bądź reduplika- 
cji aktywnego chromosomu X. Możliwość podobnej selekcji została wy
raźnie potwierdzona w badaniach nad replikacją chromosomów X w trip- 
loidii 69,XXY oraz 69,XXX [42]. Niejednoznaczne staje się wyjaśnienie 
zrównoważenia genetycznego komórki w przypadku 47,X,del(X) (q22), +  
+  del(X) (q22) [122], W nabytej aberracji wykrytej w szpiku chorego 
ze zwłóknieniem i mieloidalną metaplazją prawidłowy X wykazywał 
późną replikację, a dwa nieprawidłowe del(X) były wcześnie replikują
cymi. Badania nad replikacją DNA chromosomów płciowych X w ko
mórce nowotworowej są w początkowej fazie i nie mogą upoważniać do 
zbyt szerokich uogólnień, jednak wydaje się interesujące, że diploidal- 
na komórka obarczona dwoma chromosomami del(X) (q22) jest zdolna 
do kolejnych podziałów komórkowych, a hipotetyczne centrum inakty- 
wacji zlokalizowane w regionie X q ll2  —>• Xq211 [69], będąc obecne
i strukturalnie nienaruszone, nie jest w stanie doprowadzić do inakty- 
wacji (późnej replikacji) jednego z dwóch nieprawidłowych chromoso
mów X.

Podsumowując informacje o heterochromatynizacji chromosomu X 
jako wyrazie inaktywacji genetycznej, można zauważyć:

1. Istnieją różnice międzygatunkowe, międzyosobnicze i między- 
tkankowe występowania chromatyny płciowej X.
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2. Heterochromatyczny chromosom X w cyklu życiowym każdej 
komórki przechodzi stadium, w którym nie jest obserwowany jako chro-
m atyna X. Wydaje się, że ramiona długie chromosomu X w większym 
stopniu zaangażowane są w formowanie chromatyny X niż ramiona Xp.

3. Szereg czynników środowiskowych oraz endogennych może mieć 
wpływ na zmiany odsetka chromatyny X. Dokładny mechanizm tego 
procesu czeka na swoje rozwiązanie.

4. Transformacja nowotworowa komórki może prowadzić do zabu
rzeń inaktywacji chromosomu X.

Kolejnym cytologicznym dowodem genetycznej inaktywacji jedne
go z dwóch chromosomów płciowych X jest asynchroniczna replikacja 
DNA heterochromosomu X pod koniec okresu S. Fakt ten ustalono 
blisko 20 lat temu, dzięki ciągłemu piętnowaniu hodowanych komórek 
znakowanym prekursorem DNA [23, 27, 53, 54, 79, 81, 104]. Przez pe
wien czas otwarty był problem, czy chromosom ten można nazwać „go
rącym X ”, co sugerowałoby, że jest on szczególnie zasobny w radioak
tyw ną tymidynę pod koniec okresu S, czy też allocykliczny. Problem ten 
rozwiązały badania Hsu i Lockhart [39], Petersena [87], Priest i wsp. [89], 
Comingsa [11], Ockey i de la Chapelle [83], Steffena i Stolzmanna [112]. 
Badacze ci wykazali, że jeden z dwóch chromosomów X nie tylko póź
no kończy, ale i później niż autosomy rozpoczyna syntezę DNA.

Jak już wspomniano, w przypadku polisomii X liczba późno repli
kujących chromosomów X odpowiada maksymalnej liczbie grudek chro
matyny. Należałoby spodziewać się, że replikacja allocyklicznych chro
mosomów X powinna przebiegać synchronicznie, tak jednak często nie 
dzieje się. Gianelli [25] u pacjentek z kariotypem 47,XXX obserwował 
około 5% komórek, w których można było wyróżnić tylko jeden allo
cykliczny chromosom X. Fróland [19], badając synchronię replikacji 
chromosomów X w zespole Klinefeltera u chorych z kariotypem 
48,XXXY oraz 49,XXXXY, wykazał asynchroniczną replikację w jed
nej komórce, dwóch w pierwszym i trzech w drugim przypadku allocyk
licznych chromosomów X. Podobnych obserwacji dokonano u chorych 
z mozaikowatością 48,XXXX/49,XXXXX [91] oraz u chorego z zespołem 
Klinefeltera 47,XXY/48,XXXY [51],

Wykazano, że ramiona izochromosomu Xq replikują DNA allocy- 
klicznie i symetrycznie [2, 26, 80].

W przypadku delecji ramion krótkich chromosomu X [81] stwier
dzono, że chromosom ten we wszystkich badanych płytkach metafazal- 
nych późno replikował DNA. Podobnych obserwacji dokonano w przy
padkach delecji ramion krótkich bądź długich chromosomu X [26]. Je 
dynie w nielicznych płytkach metafazalnych od dwóch chorych z de-
lecją X q — autor zaobserwował ponad ramionami Xp brak piętna bądź 
piętno w postaci kilku ziaren.
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Ryc. 1. P rzy  użyciu techn ik i au to rad io g ra f i i  H 3-T dR  zbadano k ine tykę  te rm in a c j i  
rep l ik ac j i  DNA izochromosomu X, chrom osom u 1 i 4 w  p rzy p ad k u  dysgenezji 
gonad  45,X/46,X,i(Xq). U w agę zw raca  w  przybliżen iu  sym etryczne  rozm ieszczenie 
p ię tn a  izotopowego ponad  ram io n am i izochromosomu. W pły tce  m e ta faza ln e j  
c większość z iaren  p ię tna  izotopowego zn a jd u je  się w  okolicy p roksym alne j,  w  p ły t 
kach  — d i e  raczej w  regionie te rm in a ln y m  izochromosomu X. P a t rz  rów nież

ry c in y  2, 4, 5 i 6

Chromosom X w formie pierścienia najczęściej replikuje DNA p ó ź 
no [10, 62, 99]. Jednak intensywność piętna ponad allocyklicznym chro
mosomem X w formie pierścienia jest różna. Zdarza się, że chromosom 
ten kończy syntezę DNA wraz z autosomami [10, 113]; w konsekwen
cji autorzy sformułowali hipotezę, że proces heterochromatynizacji al- 
locyklicznego chromosomu X koordynowany jest przez kilka centrów.
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U trata jednego bądź większej liczby centrów na skutek aberracji struk
turalnej może zmienić wzór allocyklicznej replikacji (heterochromaty- 
nizacji) [113].

Na różnice w replikacji DNA chromosomów pochodzących z różnych 
tkanek zwrócili uwagę Slezinger i Prokofieva-Belgovskaya [109]. Ger
man i Aronian [24] wykazali różny przebieg terminacji replikacji DNA
pomiędzy limfocytami i komórkami nabłonkowymi owodni ludzkiej. Allo- 
cykliczny chromosom X był łatwo wykrywalny w około połowie ba
danych płytek nabłonkowych. Jednocześnie okazało się, że posiada on 
mniej intensywne piętno niż allocykliczny chromosom X pochodzący 
z limfocytów krwi obwodowej. Pośrednio świadczy to o mniej „drama
tycznym” opóźnieniu syntezy DNA w obrębie allocyklicznego chromo
somu X komórek owodni. Wykazano [46], że w każdym badanym przy
padku kobiety z kariotypem 46,XX, w grupie płytek metafazalnych, 
w których ponad 15 autosomów było wolnych od piętna izotopowego 
(grupa I), w małym odsetku płytek (4,5-6,4%) allocykliczna replikacja 
DNA jako kryterium  identyfikacji heterochromatycznego chromosomu 
X zawodzi. Powracając do doświadczeń własnych sprzed 10 lat, na 
ryc. 2 przedstawiono fragmenty autoradiogramów sześciu różnych pły
tek metafazalnych pochodzących od jednej osoby.

Porównanie wzoru replikacji A z B prowadzi do konkluzji, że opóź
nienie replikacji DNA allocyklicznego chromosomu X szeregu A sta
nowi jednoznaczne kryterium  identyfikacji tego chromosomu. K ryte
rium to zawodzi przy próbie identyfikacji allocyklicznego chromosomu
X szeregu B; szczególnie dobrze jest to widoczne w płytkach metafa
zalnych Bb i Bc.

Shiraishi [106], łącząc technikę autoradiografii z techniką prążko
wą identyfikacji chromosomów, wykazał, że w końcowej fazie okresu 
S tylko segment dalszy allocyklicznego chromosomu X (odpowiednik 
regionu X q21->X q23 wg I.S.C.N., 1978) [40] późnq replikuje DNA. 
Tylko wyjątkowo jako ostatni kończył replikację DNA region terminal
ny ramion długich. W części płytek metafazalnych (4 płytki na 56 ba
danych) nie wykryto ponad jednym z dwóch chromosomów X silnego 
piętna izotopowego, mimo że płytki te  były piętnowane pod koniec 
okresu S. W epoce badań autoradiograficznych replikacji DNA chro
mosomów są to jedyne znane autorowi prace kwestionujące allocyklicz- 
ną replikację DNA chromosomu X jako bezwzględne kryterium  identy
fikacji tego chromosomu. *

Przełomowym momentem w badaniach nad replikacją DNA chro
mosomów płciowych było wprowadzenie techniki wykorzystującej właś
ciwości 5-bromodezoxyurydyny (BrdU). BrdU, jako analog tymidyny, sto
sowana była do ujawniania przewężeń wtórnych chromosomów [85].
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Zakharov [132, 133] wykazał, że związek ten posiada właściwość despira- 
lizacji specyficznych regionów chromatyny. Okazało się, że regionami 
szczególnie wrażliwymi na despiralizację są okolice wtórnych przewę
żeń oraz tych prążków G i Q, które dokonują replikacji DNA stosun
kowo późno w fazie S. Baranovskaya i wsp. [4], wbudowując BrdU przez 
ostatnie 5-6 godzin krótkotrwałej hodowli limfocytów krwi obwodowej, 
ujawnili różnice we wzorze prążkowym (prążków R), które pozwoliły 
zidentyfikować allo- i izocykliczny chromosom X. Latt [57, 58] wyka
zał, że barwnik 33258 Hoechst, pochodna bisbenzimidazolu, kompleksu- 
jąc z łańcuchami polinukleotydów poli(dA-BrdU), słabiej fluoryzuje niż 
po skompleksowaniu z poli(dA-dT). W szeregu dobrze udokumentowa
nych prac [57-59] określono precyzyjne warunki, w jakich wygaszanie 
fluorescencji jest najwydajniejsze. Perry i Wolf [86] wyeliminowali mi
kroskop fluorescencyjny jako narzędzie do obserwacji chromosomów 
z wbudowanym BrdU, uzyskując trwałe preparaty barwione barwni
kiem Giemsy. Od tego momentu szczegóły techniczne metody uległy

Ryc. 3. E fekt cytologiczny zróżnicowanego ba rw ien ia  BHG. Dłuższa s trza łka  w sk a 
zuje allocykliczny chrom osom  X. S trza łka  krótsza  w skazu je  izocykliczny chrom o

som X

6 — Postępy Biol. Kom. 2/84
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licznym modyfikacjom, ale stale były oparte na schemacie: wbudowa
nie BrdU -> barwienie (33258 Hoechst, oranż akrydyny, tionina itp.) -> 
-> ekspozycja na światło bogate w promieniowanie UV -+ inkubacja 
w SCC —> barwienie barwnikiem Giemsy. Willard i Latt [126] zmody
fikowali proces wbudowania BrdU, wprowadzając tzw. protokół T, po
legający na wyeliminowaniu w odpowiednim momencie z podłoża hodo
wlanego BrdU i zastąpieniu przez egzogenną tymidynę. Udoskonalenie 
to miało zalety, bowiem znacznie redukowało niepożądaną dekonden- 
sację chromosomów, występującą przy stosowaniu protokółu B (prąż
ki R).

Grzeschik i wsp. [31], posługując się opisaną techniką, opisali wzór 
replikacji DNA każdej pary ludzkiego kariotypu, uwzględniając chro
mosomy płciowe. Wykazano, że allocykliczny chromosom X może repli
kować DNA w dwojaki sposób. Niemal jednocześnie podobnych obser
wacji w odniesieniu do chromosomów X dokonali Willard i Latt [126]. 
Kim [55], posługując się protokółem B (prążki R), opisał inicjację repli
kacji DNA chromosomów człowieka. Dutrillaux i wsp. [15], wykorzy
stując opisaną przez siebie technikę prążków RBA (R — typ prążków; 
B — BrdU; A — technika barwienia, oranż akrydyny), opisali sekwen
cję replikacji DNA w 277 prążkach R i Q kariotypu człowieka. Kału- 
żewski [47, 49] połączył technikę synchronizacji hodowli limfocytów 
opracowaną przez Stef fena i Stolzmanna [112] z protokołem zbliżonym 
do zastosowanego przez Willarda i Latta [126] oraz Grzeschika i wsp. 
[31]. Autor wskazał na znaczne różnice międzykomórkowe wzoru repli
kacji allocyklicznego chromosomu X, mimo że badania przeprowadzono 
w jednolitej pod względem średniego czasu S +  G2 kohorcie limfocytów.

Podstawowe cechy różniące allo- i izocykliczny chromosom X opi
sywane na podstawie protokołu T. Willarda [126], protokołu BHG według 
Grzeschika [31] oraz protokołu MTX-BHG według Kałużewskiego [47, 
49] są zbieżne. Przedstawiono je schematycznie na ryc. 5, tam też znaj
duje się dokładny opis prążków i regionów późno replikujących DNA.

Podstawowa różnica pomiędzy wzorem replikacji allo- i izocyklicz- 
nego chromosomu X polega na tym, że pierwszy charakteryzuje się in
tensywniejszym zabarwieniem (lub fluorescencją) regionu Xq21 Xq23, 
intensywniejszym zabarwieniem prążka Xq21 (wyjątkowo również Xp22) 
w porównaniu z izocyklicznym homologiem. Powyższy wzór replikacji 
określany jest mianem dominującego. Obok tego występuje wzór a lter
natywny allocyklicznej replikacji DNA chromosomu X, który charakte
ryzuje się intensywniejszym zabarwieniem regionu Xp25 q27 oraz in
tensywniejszym zabarwieniem prążka Xp21 (wyjątkowo również Xp22) 
w porównaniu z izocyklicznym homologiem. W odróżnieniu od powyż
szego, wzór replikacji izocyklicznego chromosomu X charakteryzuje się 
jednym wzorem replikacji, na który składają się trzy późno replikujące
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Rye. 4. Przy użyciu techn ik i M TX -B H G  porów nano  te rm in ac ję  rep likac ji  DNA 
chrom osom ów  X, chrom osom ów  1 i 4. A — dom inujący  w zór te rm in ac ji  rep likacji 
DNA allocyklicznego chrom osom u X. P a trz  rów nież ryc ina  2A. B — a l te rn a ty w n y  
wzór te rm in ac ji  rep likac ji  DNA allocyklicznego chrom osom u X. P a trz  rów nież  ry 

cina 2 B

prążki wymienione w kolejności malejącej intensywności zabarwienia 
Xq21, Xp21, Xq27. Intensywność zabarwienia wymienionych prążków 
jest mniejsza niż analogicznych prążków allocyklicznego homoLoga. Wzór 
replikacji chromosomu X mężczyzny nie różni się od wzoru replikacji 
izocyklicznego chromosomu kobiety. Już w klasycznych pracach nad 
wpływem BrdU na chromatynę, odnotowano wybitniejszą despiraliza-
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Rye. 5. Schem aty  i lu s tru jące  wzór te rm in ac ji  rep likac ji  DNA chrom osom ów  płcio
w ych  X  (według W illard, Chrom osom a, 1977, 61: 61-73; zm odyfikowane). Ia  i Ib — 
wzór izocykliczny, Ha i I l i a  — wzór dom inujący , I lb  i I l l b  — wzór a l te rn a ty w n y

cję regionów późno replikujących DNA. Willard i Latt [126] dokonali 
pomiarów długości allo- i izocyklicznego chromosomu X w ponad 700 
płytkach metafazalnych. Autorzy wykazali, że despiralizacja późno repli
kującego chromosomu X może być zredukowana przez zastosowanie pro
tokółu T (w odróżnieniu od protokołu B =; prążki RBA wg Dutrillaux 
i wsp. [15] oraz przez stosowanie minimalnych dawek BrdU.

Kolejnym znaczącym wydarzeniem było zastosowanie techniki BrdU — 
33258 Hoechst dla charakterystyki replikacji DNA w przypadkach 
polisomii oraz aberracji strukturalnych chromosomu X [58]. U chorej 
z kariotypem 47,XXX wśród 281 płytek metafazalnych w 6 komórkach
autorzy zidentyfikowali alternatywny wzór replikacji obu allocyklicz- 
nych chromosomów X, a w 33 komórkach jeden allocykliczny chromo
som X reprezentował dominujący, a drugi alternatywny wzór replika
cji. U chorej z kariotypem 48,XXXX dominujący wzór replikacji w y
stępował w większości badanych komórek, jednak w 4 na 103 komórki
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Ryc. 6. P rzy  użyciu techn ik i  M TX -BH G  
poddano  ocenie k in e ty k ę  rep likac ji  DNA 
izochrom osom u X  oraz chrom osom ów  1 
i 4. U w agę zw raca  asym etryczny  wzór 
zab a rw ien ia  izochrom osom u X  w  p ły t
k ach  m eta faza lnych  — c i d oraz wzór 
sym etryczny  a l te rn a ty w n y  w  płytce m e-

ta faza ln e j  — e

wykryto alternatyw ny wzór w jednym z trzech allocyklicznych chro
mosomów X. W 5 komórkach wszystkie trzy allocykliczne chromoso
my X reprezentowały wzór alternatywny. Autorzy przebadali również 
trzy przypadki izochromosomu i(Xq), w tym  dwa przypadki mozaiko-
watości: 46,X,i(Xq)45,X oraz 46,X,i(Xq)45,X/46,XX. W sumie ocenione
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172 płytki metafazalne z nieprawidłowym chromosomem X. W 14 ko
mórkach wykryto wzór alternatywny replikacji. Uwagę autorów zwrócił 
uderzająco symetryczny wzór replikacji ramion Xq. Tylko w jednej 
płytce z alternatywnym wzorem replikacji zaobserwowano asymetrię 
replikacji. Asymetria była związana z późną replikacją prążka Xq21. 
W dwóch innych płytkach jedno ramię replikowało według wzoru al
ternatywnego, drugie dominującego.

U dwóch chorych autorzy wykryli translokację 46,X,t(X;X). W jed
nym przypadku charakter chromosomalnej przebudowy opisano wzo
rem Xpter Xq23 : : Xq24 -*  Xpter lub Xpter -> Xq24 : : Xq24 Xpter, 
w drugim przypadku wzorem Xpter -> Xq24 : :Xq25 —>• X pter lub Xq25 : : 
Xq25 -*■ Xpter. Jak łatwo zauważyć, w obu przypadkach został wyeli
minowany niemal w całości region Xq25 —> Xq27. U obu chorych nie 
obserwowano dwóch opisywanych wzorów replikacji. W kolejnych dwóch 
przypadkach autorzy wykryli zrównoważoną, wymienną traslokację
46,X,rep(X;13) oraz 46,X,rep(X;19). W przypadku translokacji X-13 
punkt złamania chromosomu X zlokalizowano pomiędzy prążkami Xq21 
i Xq23, a w chromosomie 13 — pomiędzy prążkami 13q21 i 13q21. 
W 263 komórkach spośród 268 przebadanych, prawidłowy X był allo- 
cykliczny. W 78% spośród 263 komórek, obserwowano dominujący wzór 
replikacji, a w 22% wzór alternatywny. W przebudowanym chromoso
mie Xpter -*  Xq :: I3q -> 13qter, prążki Xq21 i 13q31 charakteryzowa
ły się wybitniejszym opóźnieniem replikacji niż odpowiednie regiony 
izocyklicznego chromosomu X i prawidłowego chromosomu 13. W kom
plementarnym przebudowanym chromosomie 13pter—► 13q : : X q -> Xpter 
nie wykryto wpływu późno replikującego prążka 13q21 na dobudowany 
fragment chromosomu X. W drugim przypadku translokacji X-19 wy
miana zaszła pomiędzy prążkami Xq23 i Xq25 chromosomu XI oraz 
prążkiem 19ql3. Prawidłowy chromosom X był allocykliczny w 95% 
komórek. W jednej tylko komórce wykryto wzór alternatywny. W obu 
przebudowanych chromosomach Xpter -> Xq :: 19ql3 —>■ 19qter oraz 
19ter -> 19ql3 : : Xq -> Xqter prążki Xq21 i 19ql3 charakteryzowały się 
silniejszym zabarwieniem niż należałoby się spodziewać na podstawie 
wzoru replikacji prawidłowego chromosomu 19. To ostatnie spostrzeżenie 
pozwoliło autorom na przedstawienie poglądu, że efekt pozycji, pośred
ni bądź bezpośredni, zmieniający? kinetykę replikacji, a tym samym 
ekspresję genetyczną, może grać rolę w wielu, jeżeli nie wszystkich, 
translokacjach również wtedy, gdy w aberracji nie uczestniczy konsty
tutywna bądź fakultatywna 1 heterochromatyna.

2 2 2  B- k a ł u ż e w s k i

1 T rafność  te rm in u  „ fa k u l ta ty w n a  h e te ro ch ro m a ty n a ” jest kw estionow ana 
przez w ielu  cytologów. W tym  p rzy p ad k u  użyto  tego te rm in u  za w ym ienionym i 
au toram i.
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Już w okresie badań autoradiograficznych replikacji DNA chromo
somów uzyskanych z komórek reprezentujących różne tkanki, zwrócono 
uwagę na charakterystyczną specyfikę tkankową wzorów replikacyjnych. 
Po wprowadzeniu techniki BrdU-33258 Hoechst-Giemsa, Willard [24] 
zbadał to zjawisko w komórkach owodniowych, w płodowych i osoby 
dojrzałej fibroblastach skóry oraz w płodowych i dojrzałych limfocy
tach krwi obwodowej. We wszystkich badanych tkankach izocykliczny 
chromosom X charakteryzował się bardzo podobnym wzorem replikacji. 
Allocykliczny chromosom X wykazywał jednak wyraźną specyfikę tkan
kową. Zarówno limfocyty płodowe, jak i osobnika dojrzałego charakte
ryzował dichotomiczny wzór replikacji allocyklicznego chromosomu X. 
Fibroblasty skóry oraz komórki owodniowe reprezentowały jednak wzór 
replikacji bardzo zbliżony do wzoru alternatywnego limfocytów. Naj
większe różnice dotyczyły prążków Xq22, q23, i q24, które w limfocy
tach charakteryzowało opóźnienie inicjacji i terminacji replikacji DNA; 
w fibroblastach skóry prążki te replikowały DNA izocyklicznie. Dodat
kową różnicę stanowiło zachowanie się prążka Xp22.2, który tylko wy
jątkowo charakteryzował się późną replikacją DNA w płytkach meta
fazalnych uzyskanych z limfocytów. W komórkach owodni i fibrobla
stach skóry prążek Xp22.2 niemal zawsze charakteryzował się późną 
terminacją replikacji DNA. Podobny jak w fibroblastach i komórkach 
owodniowych wzór replikacji DNA chromosomów X odnotowano w ko
mórkach potworniaka jajnika [70].

W przypadku izodicentrycznego chromosomu X, idic(X) (pter -> 
q23 : : q23 —► pter) [20] opisano asymetryczny wzór replikacji DNA 

w 22 płytkach metafazalnych wśród przebadanych ogółem 64. Wykaza
no, że replikacja DNA rozpoczyna się wcześniej po stronie pojedyncze
go, aktywnego centromeru. Po drugiej stronie, gdzie centromer uległ 
inaktywacji, replikacja rozpoczyna się później. Fakt ten, zdaniem au
torów, dokumentuje wpływ aberracji strukturalnej centromeru na ki
netykę replikacji DNA izodicentrycznego chromosomu X.

Opisano homologię replikacji DNA prążków Xp22.3 — Xp22.13 allo
cyklicznego chromosomu X z prążkami Y pll.2  —>■ Ypll.32 [102] oraz 
wczesną inicjację i terminację replikacji wymienionych regionów. Po
dobnie wczesną kinetykę replikacji DNA opisano w regionie Xql3.1, któ
ry mógłby odpowiadać hipotetycznemu centrum inaktywacji chromo
somu X opisywanego poprzednio [69, 117].

Techniki wykorzystujące właściwość BrdU, polegającą na despirali- 
zacji chromatyny, znacznie zwiększyły liczbę informacji o mechanizmie
replikacji DNA chromosomów organizmów wyższych. Lau i Arrighi [60, 
61] opracowali technikę PCC-SCD, która umożliwiła zdefiniowanie i zmie
rzenie jednostki replikacji — chromosomalnego replikonu. Rozmiary
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chromosomalnego replikonu w trakcie trwania fazy S wahają się od 
0,2 do 1,2 (im i są bardzo zbliżone do replikonów euchromatyny i hete- 
rochromatyny. Replikony chromosomalne zawierają rodziny replikonów 
DNA. Wykazano dalej, że euchromatyna i heterochromatyna ssaków ma 
odmienną sekwencję dekondensacji, replikacji i ponownej kondensacji 
w przebiegu fazy S cyklu życiowego komórki. Autorzy dostarczyli da
nych, pozwalających sądzić, że replikacja DNA chromosomów ssaków 
odbywa się w obrębie rodzin chromosomalnych replikonów, wzdłuż chro
mosomu.

Inicjację replikacji można opisać jako „wybuch” tego procesu po
nad różnymi regionami chromosomu [32], Impuls ten uruchamia repli
kację DNA w sąsiadujących rodzinach chromosomalnych replikonów 
w zbliżonych sekwencjach czasowych. Rodziny replikonów pojedynczych 
chromosomów, dające się rozróżnić w mikroskopie świetlnym jako prąż
ki lub subprążki wcześniej lub później replikujące DNA, liczą 25-100 
replikonów [16]. Padania hybrydów komórkowych gryzoni pozwoliły 
wykazać znaczną autonomię replikacji indywidualnych chromosomów 
i określonych subregionów [67], Fakt, że określone prążki i regiony 
allocyklicznego chromosomu X charakteryzują się heterogennością mię- 
dzytkankową i międzykomórkową kinetyki replikacji DNA pozwala są
dzić, że proces ten sterowany jest z wielu dyskretnych centrów rozmie
szczonych wzdłuż chromosomu X [126].

Podsumowując informacje o kinetyce replikacji DNA chromosomu 
X człowieka, można zauważyć:

1. Technika autoradiografii H3-TdR oraz technika BHG i jej m e
todyczne odmiany pozwoliły potwierdzić istnienie znaczących różnic mię- 
dzytkankowych i międzykomórkowych wzoru i kinetyki replikacji DNA 
heterochromatycznego chromosomu X.

2. Zdefiniowano jednostkę replikacji, chromosomalny replikon, wska
zując na autonomię procesu replikacji DNA w poszczególnych chromo
somach oraz chromosomalnych regionach.

3. Uzyskane dane pozwoliły lepiej udokumentować hipotezę o wie- 
loogniskowej kontroli replikacji DNA allocyklicznego chromosomu X.

4. Dostarczono dowodów cytologicznych przemawiających za istnie
niem trzech regionów chromosomu X unikających inaktywacji.

GENETYCZNE A SPEK TY  H IPO TEZY  LYON

Myśl przewodnia hipotezy Lyon znajduje bogate potwierdzenie 
w praktyce cytogenetycznej. Niekwestionowany związek pomiędzy allo- 
cykliczną replikacją DNA jednego z chromosomów X, kondensacją chro- 
matyny X oraz nieaktywnością genetyczną tego chromosomu stał się
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punktem  wyjścia dla następującego poglądu: „centrum kondensacji chro
m atyny X =  centrum inaktywacji X, jest zlokalizowane w proksymal- 
nym regionie Xq. Jeżeli chromosom posiada dwa takie centra (np. na 
skutek translokacji X-X), odsetek komórek posiadających podwójne grud
ki chromatyny X oraz odległość między nimi zależna jest od odległości 
pomiędzy centrami inaktywacji chromosomu X” [119]. Hipotezę tę dos
konalono znajdując nowe dowody cytologiczne i genetyczne dla jej pod
trzymania [101, 117, 118]. Zakwestionowano trafność opisów izochromo- 
somu Xp [18, 121] twierdząc, że w rzeczywistości były to przypadki de- 
lecji (Xq-), a symetryczny układ prążków Xp i Xq sugerował rozpozna
nie izochromosomu [69], O tym, że taka możliwość jest prawdopodobna, 
świadczy dobrze udokumentowany opis dwóch przypadków delecji Xq-, 
bardzo podobnych do izochromosomu i(Xp), przedstawiony przez Cha- 
pella i Schrodera [13] oraz przypadek 1 przedstawiony przez Mattei i wsp. 
[69]. Uważa się, że izochromosom ramion krótkich chromosomu X nie 
istnieje, bowiem komórka dziedzicząca taką aberrację jest letalna na 
skutek braku mechanizmu inaktywującego i w konsekwencji niezrówno- 
ważenia produktów genów. Fakt ten, zdaniem Therman i wsp. [117] oraz 
Mattei i wsp. [69], przemawia za istnieniem tylko jednego centrum inak
tywacji, zlokalizowanego w subregionie ograniczonym prążkami X q ll-2  
i Xq211 [69], Kolejnym cytologicznym dowodem przytaczanym przez 
Therman i Patau [118] oraz Mattei i wsp. [69], przemawiającym za ist
nieniem tylko jednego centrum inaktywacji chromosomu X, jest ana
liza porównawcza punktów złamań chromosomu X w przypadku delecji 
(Xp-) i (Xq-). W pierwszym przypadku znane są opisy chorych, gdzie 
delecja objęła całe ramiona Xp; w wypadku delecji (Xq-) nie znane są 
dotychczas opisy chorych z całkowitą delecją ramion długich chromo
somu X. Podobnie w przypadkach izochromosomu dwucentromeryczne- 
go idic (Xp-) opisano chorych z całkowitą u tratą  ramion Xp, natomiast 
w przypadku idic (Xq-) opis najdramatyczniej zredukowanego regionu 
ramion Xq można przedstawić zapisem pter —> cen —>■ q211 : : q211 ->
—> c e n -> p ter [69], Przedmiotem szczególnego zainteresowania autorów
hipotezy o „centrum inaktywacji” są przypadki niezrównoważonych 
translokacji X/autosomy [68, 117]. Dokonano przeglądu literatury do
tyczącej ośmiu przypadków translokacji X/autosomy z punktem złama
nia na ramieniu krótkim (X pll)  [68]. Wśród członków rodzin wykryto 
15 niezrównoważonych i 20 zrównoważonych translokacji. W 15 przy
padkach niezrównoważonych translokacji X/autosomy, w których auto- 
som powinien być strukturalnie związany z ramionami krótkimi Xp, 
chromosom X nie został wykryty. W tych wszystkich przypadkach chro
mosom X pochodny pierwotnej aberracji der(X) uległ inaktywacji. 
W 6 przypadkach niezrównoważonych translokacji X/autosomy, z punk

oo5
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tem złamania chromosomu X w ramionach długich, sześciu członków ro
dzin było nosicielami zrównoważonych, sześciu natomiast niezrówno
ważonych translokacji X/autosomy. W tych ostatnich pochodna auto- 
somalna chromosomu zawierająca ramiona długie chromosomu Y ule
gła inaktywacji we wszystkich przypadkach. Konkludując, autorzy 
twierdzą, że w przypadkach translokacji X/autosomy dochodzi do se
lektywnej transmisji translokowanych chromosomów. Mechanizm selek
cji preferuje transmisję pochodnych chromosomalnych zawierających 
nienaruszony region X q l l - 2 -> Xq211. Region ten zawierając centrum 
inaktywacji, heterochromatynizacji oraz inicjacji allocyklicznej replika
cji DNA zabezpieczając genetyczne zrównoważenie komórki.

Obok regionu zawierającego centrum inaktywacji (region ,,c”) [117, 
118], opisano w ramionach krótkich (Xp) region „b” (cen-*X p21) per
manentnie aktywny. Wymienieni autorzy powołują się na fakt, że re 
gion ten został opisany przez Mikkelsen [72] oraz Willarda i Latta [126] 
jako wcześnie replikujący DNA. Region ,,b” występuje w stanie mono- 
somicznym u chorych z kariotypem 45,X,del(Xq) oraz i(Xq); w przy
padkach translokacji t(X;X) oraz polisomii X region ten występuje 
w zwiększonej liczbie. W obu przypadkach ma być współodpowiedzial
ny za stan kliniczny chorych.

Poglądy lokalizujące centrum inaktywacji chromosomu X w regio
nie proksymalnym ramion Xq wzbudziły duże zainteresowanie oraz zna
lazły potwierdzenie w szeregu opisach aberracji strukturalnych chromo
somu X, uwzględniających kinetykę replikacji nieprawidłowego chro
mosomu: Yu i wsp. [130] — 45,X/46,X,dic(X) (q23); Varella-Garcia i wsp. 
[123] — 46,X,dir dup(X) (pter -> q27 : : q21 -> qter); Mutchinik i wsp. 
[82] — idic(X) (p22.3 : : p22.3); Yu i wsp. [131] — 46,X,dic(X) (q te r -*  

p22 : : p22 ^  qter); Petit i wsp. [88] — 45,X/46,X,idic(X) (q211); Ro
bertson i wsp. [93] — 46,X,dic(X) (pter -> qter : : qter -> pter)

Aberracje strukturalne chromosomu X budzą duże zainteresowanie
nie tylko jako dogodny obiekt śledzenia podstawowych mechanizmów 
genetycznych. Gwałtowny rozwój diagnostyki prenatalnej wymaga tra f
nych i możliwie jednoznacznych odpowiedzi, jakie skutki kliniczne mo
że wywołać konkretna aberracja strukturalna heterochromosomu X. 
Większości znanych opisów aberracji strukturalnych chromosomu X to
warzyszy linia mozaikowa 45,X, co poważnie ogranicza możliwości in
terpretacji objawów klinicznych. Wady tej nie posiadają przypadki nie- 
mozaikowe. Dokonano ostatnio przeglądu 149 podobnych przypadków 
[129]; na tę liczbę składa się 36 przypadków delecji Xp-, 29 delecji 
Xq-, 3 przypadki interstycjalnej delecji Xp- lub Xq-, 44 przypadki 
zrównoważonych translokacji X/autosomy, 25 niezrównoważonych trans
lokacji X/autosomy, 12 przypadków translokacji X-X oraz Xp- lub Xq- 
izodicentryków. Z analizy wyłączono przypadki izochromosomu (Xq),
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bowiem ta częsta aberracja strukturalna chromosomu X nie jest na j
częściej dokładnie opracowana od strony klinicznej.

Dyskretne delecje Xp najczęściej charakteryzują się somatycznymi 
objawami zespołu Turnera, przy zachowanej funkcji gonad. Delecje 
bardzo rozległe, sięgające do prążka X p ll ,  w większości przypadków 
wywołują kompletne objawy kliniczne zespołu Turnera, włączając w to 
dysgenezję gonad. Opisano interstycjalną delecję 46,X,del(X) (pter -> 
-> p22 : : p i l  -> qter) u matki oraz dwóch spośród pięciu córek [36] (ryc. 
7). Delecja wywołała niższy wzrost nosicielek aberracji w porównaniu 
ze zdrowymi, żeńskimi członkami rodziny, bez uchwytnych innych ob
jawów klinicznych.

Delecje Xq sięgające prążka Xq21 wywołują dysgenezję gonad oraz 
w połowie przypadków somatyczne objawy zespołu Turnera. Delecje

.

Ryc. 7. T echn ika  p rążków  GTG badan ia  chrom osom ów. P rzy p ad ek  in te rscyc ja lne j
delecji 46,X,del(X) (pter p22 : : p i l  ->• qter)
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sięgające prążka Xq22 najczęściej wywołują czystą dysgenezję gonad 
(w tych przypadkach w odróżnieniu od delecji sięgających wyżej, moż
na obserwować często wtórny brak miesiączki). Autorzy przytaczają 
ciekawy przypadek opisany przez de La Chapella i wsp. [14], intersty- 
cjalnej delecji Xql3-q26. Porównanie obrazu klinicznego z typem aber
racji chromosomalnej pozwala sądzić, że geny odpowiedzialne za funk
cję gonad zlokalizowane są proksymalnie w stosunku do prążka Xql3 
oraz terminalnie w stosunku do prążka Xq26. Somatyczne objawy zes
połu Turnera mają być natomiast zależne od genów zlokalizowanych 
w regionie ograniczonym wymienionymi prążkami.

Objawy kliniczne 44 przypadków zrównoważonych translokacji X/' 
/autosomy nie stoją w sprzeczności z hipotezą Sarto i Therman [101] 
identyfikujących „strefę krytyczną” chromosomu X. Integralność stre
fy, obejmującej region X q l3 -> X q26 , ma być niezbędna dla prawidło
wej funkcji gonad. W większości przypadków zrównoważonych translo
kacji X/autosomy, selektywna inaktywacja obejmuje prawidłowy chro
mosom X, co jeszcze raz potwierdza, zdaniem autorów, trafność hipotezy 
lokalizującej „centrum inaktywacji” w ramionach Xq.

Niezrównoważone translokacje X/autosomy wywołują różnorodne 
objawy kliniczne w zależności od zrównoważenia genetycznego kompo
nenty gonosomalnej i autosomalnej aberracji. Kliniczna różnorodność 
objawów jest wywołana „efektem pozycji” oraz nieskutecznym (lub nie
wystarczająco wcześnie uruchomionym) procesem inaktywacji, który nie 
jest w stanie stłumić trisomiczny efekt autosomalnych genów.

Translokacje X-X są odpowiedzialne za objawy kliniczne zespołu 
Turnera bądź czystej dysgenezji gonad w zależności od zlokalizowania 
punktów złączeń w ramionach Xp bądź Xq. Translokacja X-X może 
również nie mieć wpływu na funkcję gonady w sytuacji, gdy wyelimi
nowaniu ulegnie dystalny region Xp.

• 3

Wyss i wsp. [129] proponują przyjęcie cytogenetycznej mapy chro
mosomu X (ryc. 8): geny odpowiedzialne za funkcjonowanie gonad zlo
kalizowane są w proksymalnym regionie Xp oraz terminalnym regio
nie Xq, ich nieobecność, na skutek aberracji liczbowej bądź s truk tu ra l
nej chromosomu X, wywołuje dysgenezję gonad. Materiał genetyczny, 
którego integralność czyni się odpowiedzialną za objawy somatyczne 
dysgenezji gonad, zlokalizowany jest w ramieniu Xp oraz w regionie 
Xq(q21 —► q26).

Podsumowując obserwacje dotyczące genetycznych aspektów hipo
tezy Lyon, można zauważyć:

1. Zgromadzono szereg dowodów cytogenetycznych i genetycznych 
przemawiających za istnieniem jednego centrum inaktywacji allocykli- 
cznego chromosomu X.
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Ryc. 8. C ytogenetyczna m ap a  chrom osom u X  (według Wyss i wsp., Clinical G e
netics, 1982, 21: 145-159). P ostu low ana  lokalizacja genów  chrom osom ów  X, k tó rych  
nieobecność czyni się odpow iedzialną  za som atyczne oraz gonadalne  objaw y dys-

genezji gonad

2. Aberracje strukturalne i liczbowe chromosomu X pociągają za 
sobą określone skutki kliniczne. Stało się możliwe przedstawienie cyto- 
genetycznej „mapy” allocyklicznego chromosomu X.

3. Istnieją przesłanki przemawiające za tym, że replikacja DNA
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allocyklicznego chromosomu X charakteryzuje się znamienną hetero- 
gennością, zarówno w normie, jak i w przypadku aberracji s truk tu ra l
nych i liczbowych tego chromosomu. Uzyskanie nowych informacji w tym 
zakresie mogłoby postawić w nowym świetle hipotezę „jednego centrum 
inaktywacji chromosomu X ”.

Ostatnie lata przyniosły renesans zainteresowania chromosomem X. 
Zjawisko to zostało wywołane z jednej strony wdrożeniem technik cy- 
togenetycznych o dużej rozdzielczości, z drugiej strony intensywnym 
rozwojem inżynierii genetycznej. Wydaje się, że badania nad chromo
somem X stanowią spektakularny przykład komplementarności obu 
dyscyplin naukowych.

A utor p ragn ie  podziękować Prof. Prof. d r  hab. med. Tadeuszow i P aw lik o w 
skiem u, M arkow i P aw likow sk iem u  oraz Jan o w i S teffenow i za insp irac ję  oraz 
w iele cennych  wskazówek.

P raca  była f inansow ana  przez A kadem ię M edyczną w  Łodzi w  ram ach  te 
m atu  bezumownego: „B adania  nad  procesem  inak tyw ac ji  chrom osom u płciowego 
X ” oraz środków  przyznanych  w  ram ach  tem a tu  PA N  No 09.7.3.2.3. „M oleku lar
ne  podstaw y procesów życiowych u d robnoustro jów  i w  organ izm ach  w yższych”.

Ryciny 1-4, 6, 7 pochodzą ze zbiorów Z ak ładu  G enetyk i M edycznej In s ty 
tu tu  Endokrynologii AM w  Łodzi, au to ram i zdjęć są B. K ałużew ski i Z. P o k o r
ska.

LITER A TU R A

[1] A SHKENAZI Y. E., GOLDM AN B., DOTAN A., R hytm ic  v a r ia t io n  of sex 
ch rom atin  and  g lucose-6-phosphate  dehydrogenase  ac tiv ity  in hum an  oral 
mucosa du rin g  the  m en s tru a l  cycle, Acta cytol., 19: 62-66, 1975.

[2] A TK IN S L., SANTESSON B., The p a t te rn  of DNA synthesis  in the  ch ro 
mosomes of hum an  cells con ta in ing  an  isochromosome for th e  long a rm  of 
an  X chromosome, H ereditas, 51: 67-73, 1964.

[3] BACK F., E uchrom atic  and  he te roch rom atic  behav io r  of th e  hum an  X2
chrom osom e in cell cycle and  cell developm ent, Hum. Genet., 25: 315-329
1974.

[4] BARANOVSKAYA L. T., ZAKH AROV A. F., D U TR IL A U X  B., C A R PEN - 
TIER S., PR IEU R  M., LEJEU N E J., D ifferencia tion  des chrom osom es X  p a r  
les m ethodes de desp ira lisa tion  au  5 -b ro m o d eo x y u y d in e  (BUDR) et de de- 
n a tu ra t io n  th e rm iq u e  m enagee, Ann. Genet., 15: 271-274, 1972.

[5] BARR M. L., BERTRAM  E. G., A m orphological d is tinc tion  be tw een  n e u 
rones of the  m ale  and  fem ale  and  the  behav iour of the  nuc leo la r  sa te lite  
during  accelera ted  nucleopro te in  synthesis, N ature , 1963: 676-677, 1949.

[6] BEUTLER E., YEH M., FA IR B A N K S V. F., The n o rm al h u m a n  female as 
a mosaic of X  chrom osom e activ ity : studies using the  gene  g-6-pd d e f i
ciency as a m ark e r ,  Proc. Natl. Acad. Sci. US, 48: 9-16, 1962.

[7] BROWN S. W., CHANDRA H. S., Inac tiva tion  system  of th e  m am m alian
X  chromosome, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 70: 195-199, 1973.

[8] CAMARGO M., W ANG N., Cytogenetic  evidence for the  absence in an

http://rcin.org.pl



C H R O M O S O M  X 231

inac tiva ted  X  chrom osom e in a h u m an  fem ale (XX) b reas t  carc inom a cell 
line, Hum. Genet., 55: 81-85, 1980.

[9] CH A K RA V A RTY  A., PURANDARE H., M EHTA L., CH A K RA V A RTY  B. P.,
Effect of syn the tic  and  n a tu ra l  sex steroids on X -ch rom atin ,  Ind ian  J. Med. 

Res., 68: 785-789, 1978.
[10] COHEN M. M., SANDBERG A. A., TA K A G I N., M ACGILLIVRAY M. H.,

A uto rad iograph ic  investigations of centric  fragm ents  and  rings in pa tien ts  
w ith  s tigm ata  of gonadal dysgenesis, Cytogenetics, 6: 254-267, 1967.

[11] COM INGS D. E., The d u ra tio n  of rep lica tion  of the  inactive X  chrom o
some in h u m an s  based on the  pers is tence  of the  he terochrom atic  sex ch ro 
m atin  body d u ring  DNA synthesis, Cytogenetics, 6: 20-37, 1967.

[12] DE JO N G E A. J. R., A BRAHAM S P. J., W ESTERVELD A., BOOTSMA D., 
Expression  of h u m an  h p r t  gene on the  inactive X  chrom osom e a f te r  DNA- 
-m edia ted  gene t ra n s fe r ,  N atu re , 295: 624-626, 1982.

[13] DE LA C H A PELLE A., SCHRODER J., R eappra isa l  of a 46, X, i (Xp) k a 
ryo type  as 46, X, del (Xq), H ereditas, 80: 137-140, 1975.

[14] DE LA C H A PE L L E A., SCHRODER J., H A A H TELA  T., ARO P., Deletion
m apping  of the  h u m an  X  chromosome, H ereditas , 80: 113-120, 1975.

[15] D U TR ILLA U X  B., CO UTURIER J., R ICH ER C. L., V IEG A S-PEG U IG -
NOT E., Sequence  of DNA replication  in 277 R- and  Q -bands of hum an 
chromosomes using  a B rdU  trea tm en t,  Chrom osom a, 58: 51-61, 1976.

[16] EVANS H. J., M olecular a rch i tec tu re  of h u m an  chromosomes, Br. Med. Bull., 
29: 196-202, 1973.

[17] F IA L K O W  P. J., X -chrom osom e inactivation  and  the Xg locus, Am. J. Hum. 
Genet., 22: 460-463, 1970.

[18] FITZG ER A LD  P. H., DONALD R. A., Isochrom osom e for the  short a rm  
of X: a h u m an  mosaic 45, X/46, XXpi, Clin. Genet., 7: 148-154, 1975.

[19] F R 0 L A N D  A., In te rn a t io n a l  asynchrony  in la te  rep lica ting  X  chrom oso
mes, N ature , 213: 512-513, 1967.

[20] FRYNS J. P., PE T IT  P., K LECZK O W SK A  A., van  der  BERGHE H., R epli
cation and  inactiva tion  of an  isodicentric X: p resence  of an  inactive cen tro 
m ere  influences the  rep lica tion  pa tte rns ,  Clin. Genet., 24: 180-183, 1983.

[21] G EITLER L., Das H eteroch rom atin  der  G eschlechtschrom osom en bei Hete- 
rop teren , Chrom osom a, 1: 197/1939, cyt. za Moore K. L., Sex ch rom atin  in
various anim als, [w] The Sex C hrom atin , red. K. L. Moore, W. B. S aunders  
Comp., Ph ilade lph ia , London 1966, 16-58.

[22] — Die Analyse des K ern b au s  und der K ern te ilu n g  der W asser lau fe r  Gerris
la tera lis  und G err is  L acu tr is  (H em iptera  H eterop tera) und  die Som adiffe- 
rezierung, Z. Zellforsch., 26: 641/1937, cyt. za Moore K. L., Sex chrom atin  
in various an im als , [w] The Sex C hrom atin , red. K. L. Moore, W. B. S a u n 
ders Comp., Ph ilade lph ia , London 1966, 16-58.

[23] GERM AN J., T he  p a t te rn  of DNA synthesis  in the  chrom osom es of hum an
blood cells, J. Cell. Biol., 20: 37-55, 1964.

[24] GERM AN J., A RO N IA N  D., A utorad iograph ic  studies of h u m an  chrom oso
mes. VI. C om parison  of the  E nd-of-S  p a t te rn s  in lym phocytes and  am niotic 
ep ithelia l cells, Chrom osom a, 35: 99-110, 1971.

[25] GIANNELI F., T he  p a t te rn  of X -chrom osom e deoxyribonucleic  acid sy n th e 
sis in two w om en  w ith  ab n o rm al sex-chrom osom e com plem ents, Lancet, 1: 
863-865, 1963.

http://rcin.org.pl



232 B . K A Ł U Ż E W S K I

[26] — H um an  Chrom osom es DNA Synthesis, wyd. S. K arger, Basel, M unchen , 
New York, 26, 1970.

[27] GILBERT C. W., M ULDAL S., L A JT H A  L. G., ROWLEY J., T im e sequence  
of h u m an  chrom osom e duplication , N atu re , 195: 869-873, 1962.

[28] GRUM BACH M. M., M O RISH IM A  A., Sex  ch rom atin  and  th e  sex ch ro m o 
somes; On the  origin of sex  ch rom atin  from  a single X  chrom osom e, Acta 
cytol., 6: 46-60, 1962.

[29] GRUM BACH M. M., M O RISH IM A  A., TAYLOR J. H., H u m an  sex c h ro 
mosome abnorm alit ies  in re la tion  to DNA rep lication  and h e te ro ch ro m atin i-
zation, Proc. Natl. Acad. Sci., 49: 581-589, 1963.

[30] GRUM BACH M. M., VAN WYK J. J., D isorders of sex d iffe ren tia tion , [w]
Textbook of Endocrinology, wyd. R. H. W illiams, W. B. S au n d e rs  Comp., 
1974, 423-497.

[31] G RZESCH IK  K. H., K IM  My. A., JO H A N N SM A N N  R., L a te  rep lica ting
bands of h u m an  chrom osom es dem onstra ted  by fluorochrom e and  G iem sa
staining, H um angenetik , 29: 41-59, 1975.

[32] HAND R., R egula tion  of DNA rep lication  on subchrom osom al un its  of m a m 
m alian  cells, J. Cell Biol., 64: 89-97, 1975.

[33] HARNDEN D. G., N uclear sex in tr ip lo id  X X Y  h u m an  cells, Lancet, 2 : 488,
1961.

[34] HEITZ E., Die H e rk u n f t  der C hrom osom enzentren , P lan ta , 18: 571-635, 1933.
[35] H ELLK U H L B., G RZESCH IK  K. H., P a r t ia l  reac tiva tion  of a h u m a n  inac

tive X -chrom osom e in h u m an  somatic cell hybrids, Cytogenet. Cell. Genet., 
22: 527-530, 1978.

[36] HERVA R., K A ŁU ŻEW SK I B., De la CH A PELLE A., In h e r i ted  in te rs ti t ia l
del (Xp) w ith  m in im al clinical consequence: w ith  a note  on th e  location 
of genes controlling phenotypic  fea tu res , Am. J. Med. Genet., 3: 43-58, 1979.

[37] HOSLI P., Shape and  position of the  sex ch ro m atin  in living h u m a n  cells,
Acta anat., 55: 370-392, 1963.

[38] HSU L. Y. F., K L IN G E R  H. P., WEIS J., In fluence  of nuc lea r  selection c r i 
te r ia  on sex ch rom atin  frequency  in ora l mucosa cells of n ew b o rn  females,
Cytogenetics, 6: 371-382, 1967.

[39] HSU T. C., LO C K H A R T L. H., The beginning and  the  te rm in a l  stages of
DNA synthesis  of h u m an  cells w ith  a X X X X Y  constitu tion, H ereditas , 52: 
320-324, 1964.

[40] ISCN (1978), An In te rn a t io n a l  System  for H um an  Cytogenetic  N om encla
tu re  (1978), B ir th  Defects: O rig inal A rtic le  Series, vol. XIV, No 8 (The N a 
tional Foundation , New York 1978), [również w] Cytogenet. Cell Genet., 21: 
309-404, 1978.

[41] JA CO BS P. A., HUNT P. A., M AYER M., BART R. D., D uchenne  m uscu la r
dystrophy  (DMD) in a fem ale  w ith  an  X /au tosom e transloca tion : fu r th e r  
evidence th a t  the  DMD locus a t  Xp21, Am. J. Hum. Genet., 33: 513-518, 1981.

[42] JA CO BS P. A., M ATSUYAM A A. M., BUCHANAN I. M., W ILSO N  C., L a te  
rep lica ting  X  chrom osom es in h u m an  trip loidy, Am. J. Hum. Genet., 31:
446-457, 1979.

[43] JA M ES J., In te rm ito tic  t ran s fo rm a tio n  of the  B a rr  body in cu ltu red  cells
of the  h u m an  female, Z. Zellforsch., 64: 178-188, 1964.

[44] JO N ES P. A., TAYLOR S. M., SH A PIR O  L. J., Cell cycle-specific re a c t i 
vation  of an  inactive  X -chrom osom e locus by 5-azadeoxycytid ine, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 79: 1215-1219, 1982.

http://rcin.org.pl



C H R O M O S O M  X 233

145] K A H A N  B., DeM ARS R., A utonom ous gene expression  on th e  h u m a n  inac
t ive  X  chrom osom e, Som atic  Cell Genet., 6: 309-323, 1980.

J46] K A Ł U ŻE W SK I B., A nalysis  of th e  co rre la tion  be tw een  percen tages  of ch ro 
m atin -p o s it iv e  cells an d  percen tages  of 46, XX, 47, X X Y  and  48, X X X Y  
cells w i th  asynchronous DNA rep lica tion  in X  chrom osom es a t  th e  begining 
and  end  of phase  S, Ann. Med. Sect. Pol. Acad. Sci., 19: 29-55, 1974.

147] — BrdU-33258 H oechst-G iem sa analysis  of DNA rep lica tion  in synchronized
lym phocy te  cu ltu res ; Iden tif ica tion  of h u m a n  X  chromosomes, [w] A bstrac t  
Book H elsink i Chrom osom e Conference, 1977, 35.

148] — A b e rrac je  chrom osom ow e w  chorobach cielesno-płciowych, [w] E n d o k ry 
nologia K lin iczna dla s tu d en tó w  m ed>cyny, wyd. A kadem ia  M edyczna w  Ł o
dzi, 1982, 180-194.

149] — B rdU -H oechst-G iem sa  analysis  of DNA rep lica tion  in synchronized  ly m 
phocytes cu ltures. S tu d y  of h u m an  X  and  Y chromosomes, Chrom osom a, 85: 
553-569, 1982.

150] K A Ł U Ż E W SK I B., JA K U B O W SK I L., M ORUZGAŁA T., Value of X -  and
Y -body tests, Can. Med. Ass. J., 116: 1342-1343, 1977.

[51] K A Ł U Ż E W SK I B., JE Ż E W SK A -M U SIA Ł  M., M ORUZGAŁA T., Cytogenetic
analysis  in K line fe lte r  syndrom e w ith  47, XXY/48, X X X Y  karyo type , Pol 
Endocrinol., 28: 214-229, 1972.

[52] K EA TS B., Genetic  m apping: X  chrom osom e, Hum. Genet., 64: 28-32, 1983.
[53] K IK U C H I Y., SANDBERG A. A., Chronology and  p a t te rn  of h u m an  c h ro 

m osom e replication . I. Blood leucocytes of n o rm a l subjects, J. Nat. C ancer 
Inst., 32: 1109-1143, 1964.

154] — C hronology and  p a t te rn  of h u m an  chrom osom e replication. II. A u to rad io 
g raph ic  behav iou r of various Y and  X  chromosomes, J . Nat. C ancer Inst., 
34: 795-813, 1965.

155] K IM  My. A ,  JO H A N SM A N N  R., G RZESCH IK  K. H., G iem sa s ta in ing  of
the  sites rep lica ting  DNA ear ly  in h u m an  lym phocyte  chromosomes., Cyto- 
genet. Cell Genet., 15: 363-371, 1975.

[56] K L IN G E R  H. P., SCH W A RZA CH ER H. G., W EISS J., DNA con ten t and
size of sex ch rom atin  positive fem ale  nucle i d u r ing  cell cycle, Cytogenetics, 
6: 1-19, 1967.

[57] LA TT S. A., M icrofluorom etric  detection  of deoxyribonucleic  acid rep lica 
tion in h u m a n  m e tap h ase  chromosomes, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 70: 
3395-3399, 1973.

[58] — M icrofluorom etric  analysis  od deoxyribonucleic  acid rep lica tion  kinetics
and  s is te r  ch rom atid  exchanges in h u m an  chromosomes, J. Histochem. Cy- 
tochem., 22: 478-491, 1974.

[59] LA TT S. A., W ILLA RD  H. F., GERALD P. S., BrdU-33258 Hoechst analysis
of DNA rep lica tion  in h u m an  lym phocytes w ith  su p e rn u m e ra ry  or s t ru c tu 
ra lly  a b n o rm a l  X  chrom osom es, Chrom osom a, 57: 135-153, 1976.

[60] LAU Y. F., A R R IG H I F. E., S tudies of m am m alian  chrom osom e replication.
I. B rdU -induced  d iffe ren tia l  s ta in ing  p a t te rn s  in in te rphase  an d  m etaphase  
chrom osom es, Cytogenet. Cell Genet., 27: 176-183, 1980.

[61] — S tud ies  of m am m alian  chrom osom es replication . II. Evidence for the
ex istence  of defined chrom osom e rep lica ting  units , Chrom osom a, 83: 721-741, 
1981.

[62] L IN D ST E N  J., T IL IN G E R  K. G., S e lf-p e rp e tu a tin g  r in g  chrom osom e in go
n ad a l  dysgenesis, Lancet, 1: 593-594, 1962.

7 — Postępy Biol. Kom. 2/84

http://rcin.org.pl



234 B . K A Ł U Ż E W S K I

[63] LYON M. F., G ene action  in th e  X -chrom osom e of th e  m ouse (Mus m u s c u 
lus  L.), N a tu re ,  190: 372-373, 1961.

[64] — Sex ch ro m atin  and  gene action  in the  m am m alian  X -chrom osom e, A m .
J. Hum. Genet., 14: 135-148, 1962.

[65] —• X -chrom osom e inac tiva tion  an d  developm enta l p a t te rn s  in m am m als , Biol. 
Rev., 47: 1-35, 1972.

[66] M A J S., G A D O M SK I J., C h ro m aty n a  płciowa u kobiet leczonych k o r ty k o -
s terydam i, Endokr. Pol., 21: 579-583, 1970.

[67] M ARIN G., C O LLETTA  G., P a t te rn s  of la te  chrom osom al DNA rep lica t io n
in u n b a lanced  C hinese  h am ste r-m o u se  somatic cell hybrids, Expt. Cell Res.r 
89: 368-376, 1974.

[68] M ATTEI M. G., M A TTE I J. F., AYME S., GIRAUD F., X -au tosom e t r a n s 
locations: cy togenetic  charac te ris t ics  and  th e ir  consequence, Hum. G enet., 
61: 295-309, 1982.

[69] M ATTEI M. G., M A TTEI J. F., VIDAL I., GIRAUD F., S t ru c tu ra l  a n o 
m alies of th e  X  chrom osom e and  inac tiva tion  center, Hum. Genet., 56:
401-408, 1981.

[70] McCAW B. K., L A T T  S. A., X -chrom osom e rep lica tion  in parthenogen ic  b e 
n ign  o v a r ian  te ra tom as , Hum. Genet., 38: 253-264, 1977.

[71] M cK U SICK  V. A., M endelian  inheritance  in m an . Catalog of au tosom al 
dom inant, au tosom al recessive an d  X -linked  phenotypes, [w] J. Hopkins
U nivers ity  Press, B altim ore  and  L ondon 1978.

[72] M IK K ELSEN  M., Iden tif ica tion  of ac tive  and  inactive  X  chromosomes b y  
B rdU  incorpora tion  and  fluorochrom e stain ing, [w] Chromosomes Today, red . 
P. L. P earson , K. R. Lewis, N ew  York: Jo h n  Wiley and Sons, 1976, 5: 
409-414.

[73] MILES C. P., M orphology and  functional re la tions of sex ch rom atin  in cu l
tu red  am n io n  cells, Exptl. Cell Res., 20: 324-337, 1960.

[74] M ILES C. P., O’N EIL  F., T im e-lapse  studies of mitosis and  sex ch rom atin
in h u m an  fibroblasts , Acta Cytologica, 14: 468-478, 1970.

[75] M ITTW O CH  U., W histling  m aids and  crow ing h en s-h e rm ap h ro d it ism  in 
folklore and  biology, [w] Perspectives  in Biology and  Medicine, 1981, 595-606.

[76] M OHANDAS T., SPA R K E S R. S., SH A PIR O  L. J., R eactiva tion  of a n  inac
tive h u m a n  X  chrom osom e: ev idence for X  inactiva tion  by DNA m ethy la tion ,
Science, 211: 393-396, 1981.

[77] — Genetic ev idence  for the  inac tiva tion  of a h u m a n  au tosom al locus a t t a 
ched to a n  inactive  X  chrom osom e, Am. J. H um  Genet., 34: 811-817, 1982.

[78] MOORE M., BA RR M., The sex ch rom atin  in h u m a n  m alig n an t  tissues, B r.
J. Cancer, 11: 384-390, 1957.

[79] M O RISH IM A  A., G RU M BA CH  M. M., TAYLOR J. H., A synchronous dup li
cation of h u m a n  chrom osom es an d  th e  origin of sex chrom atin , Proc. N atl.
Acad. Sci., 48: 756-763, 1962.

[80] M ULDAL S., G ILBERT C. W., L A JT H A  L. G., LIN D STEN  J., ROW LEY J .r
FRACCARO M., T r i t ia ted  thym id ine  incorpora tion  in an  isochromosome fo r
the  long a rm  of th e  X  chrom osom e in m an. Lancet, 1: 861, 1963.

[81] M ULDAL S., L A JT H A  L. G., G ILBERT C. W., T im e-sequence  of h u m a n
chrom osom e duplication , [w] C u rre n t  R esearch  in Leukem ia. F. G. J. H ay- 
hoe, C am br. Univ. Press, 1965, 89.

[82] M U TC H N IK  O., CASAS L., RUZ L., L ISK E R  R., LOZANO O., S y m m e tr i -

http://rcin.org.pl



C H R O M O S O M  X 235

ca l rep lica tion  p a t te rn s  and  sex ch rom atin  bodies fo rm ation  of a n  idic(X)
(p22.3 : : p22.3) chrom osom e, Hum. Genet., 57: 261-264, 1981.

[83] O CK EY  C., De la C H A PELLE A., A u to rad iograph ic  re a p p ra isa l  of an
X X X X Y  m ale  as a p robab le  X X X X Y  w ith  a 4/11 translocation , Cytogene
tics, 6: 178-192, 1967.

[84] O H N O  S., A ncien t l inkage  groups and  frozen  accidents, N atu re , 244: 259-
262, 1973.

[85] PA L M E R  C. G., 5 -b rom odeoxyurid ine-induced  constric tions in h u m an  ch ro 
m osom es, Canad. J. G enet. Cytol., 12: 816-830, 1970.

[86] PE R R Y  P., W OLF S., N ew  Giemsa m ethod  for th e  d iffe ren tia l  s ta in ing  of
s is te r  chrom atids , N a tu re ,  251: 156-158, 1974.

[87] P E T E R S E N  A. J., DNA synthesis  and  chrom osom al asynch rony  induced p a -  
ra sy n ch ro n o u s  DNA synthesis  in h u m a n  leucocyte cu ltu res  and  chrom oso
m a l  a syn ch ro n y  in th e  ea r ly  S phase, J .  Cell. Biol., 23: 651-654, 1964.

[88] P E T IT  P., FRYNS J. P., K O U M A N S J., V an den  BERG H., X -chrom osom es
a t ta c h e d  by th e ir  long a rm : case re p o r t  and  rep lica tion  k inetics  of the  
re a r ra n g e d  X -chrom osom e, Clin. Genet., 21: 384-387, 1982.

[89] P R IE S T  J. H., HEADY J. E., P R IE S T  R. E., Synchron iza tion  of h u m an  d i
ploid cells by fluorodeoxyurid ine . The f irs t  te n  m inu tes  of synthesis  in 
fem ale  cells, J . Natl. C ancer  Inst., 38: 61-72, 1967.

[90] R A JE S W A R I S., G H O SH  S. N., SH A H  P. N., B O R A H  V. J., B a r r  body f r e 
quency  in the  h u m a n  b rea s t  cancer tissue. A prospective  s tudy  on its p rog 
nostic  v a lu e  and  its co rre la tion  w ith  specific oestrad io l recep tor, Eur. J . C an 
cer, 13: 99-102, 1977.

[91] R IC C I N., D A LLA PICC O LA  B., V E N T IM IG L IA  B., T IEPO LO  L., FRA CCA - 
RO M., 48,XXXX/49, X X X X X  mosaic: asynchron ies  am ong th e  la te -rep lica ting  
X  chrom osom es, Cytogenetics, 7: 249-259, 1968.

[92] R IG G S  A. D., X  inactiva tion , d iffe ren ta tion , and  DNA m ethy la tion , Cyto-
genet. Cell Genet., 14: 9-25, 1975.

[93] R O B ER TSO N  J., FAED M. J. E., LA M O N T M. A., CROW DER A. M., Iso
d icen tr ic  X  chrom osom e in a m odera te ly  ta l l  p a t ien t  w ith  gonadal d y sg e 
nesis: lack  of effect of func tiona l cen trom ere  on inac tiva tion  p a t te rn .  J. Med. 
Genet., 19: 463-465, 1982.

[94] RO M ER T. E., B adan ia  n ad  sub iek tyw izm em  oceny c ia łka  B arra ,  Endokr.
Pol., 20: 576-583, 1969.

[95] — P o ra  ro k u  i te m p e ra tu ra  pow ie trza  a  odsetek  ch ro m aty n y  płciowej, E n 
dokr. Pol., 21: 219-229, 1970.

[96] — Z agadn ien ie  ch ro m aty n y  płciowej, Endokr. Pol., 21: 47-63, 1970.
[97] — O dsetek  ch ro m aty n y  płciowej w  trak c ie  leczenia M ety landrostend io lem - 

fa, E ndokr. Pol., 21: 231-238, 1970.
[98] R O SEN  P. P., SAVINO A., M EN EDEZ-BOTET C., U RBA N  J . A., M IKE V., 

SC H W A R TZ M. K., M ELAM ED M. R., B a r r  body d is tr ibu tion  and  estrogen  
recep to r  p ro te in  in m a m m a ry  carcinom a, Ann. Clin. Lab. Sci., 7: 491-499, 
1977.

[99] ROW LEY J., M ULDAL S., L IN D STEN  J., G ILB ER T C. W., H 3-thym id ine
u p ta k e  by a r ing  X  chrom osom e in a h u m a n  fem ale, Proc. Nat. Acad. Sci. 
USA, 51: 779-786, 1964.

[100] R U SSE L L  L. B., T he  genetics of m a m m alian  sex chromosomes, Science, 133:
1795-1803, 1961.

[101] SA RTO  G. E., TH ERM A N  E., R eplication  and  inac tiva tion  of a d icen tr ic

http://rcin.org.pl



236 B . K A Ł U 2 E W S K I

X  form ed by te lom eric  fusion, Am. J. Obstet. Gynecol., 136: 904-911, 1980.
[102] SC H EM PP W., M EER B., Cytologic ev idence for th re e  h u m a n  X -ch ro m o -

som al segm ents escaping inactivation , Hum. Genet., 63: 171-174, 1983.
[103] SC H EC K PEPER  B. J., W ILLA RD  H. F., SM IT H  K. D., Iso la tion  a n d  ch a 

rac te r iza tio n  of cloned h u m a n  DNA fragm en ts  ca rry in g  re i te ra te d  sequences 
com m on to both autosom es an d  th e  X  chrom osom e, Nucleic Acid Res., 9: 
1853-1872, 1981.

[104] SCHM ID W., DNA rep lica tion  p a t te rn s  of h u m a n  chromosomes, C ytogene
tics, 2: 175-193, 1963.

[105] SHETTY K. T., SH A RM A  N. L., W A H A L K. M., Sex  ch rom atin  in p re d n i
sone t re a ted  ch ildren , Brit. Med. J., 84-86, 1966.

[106] S H IR A IS H I Y., D iffe ren tia l  reac tiv i ty  in m am m alian  chromosomes. I. R e 
la tion  be tw een  spacia l segm ents an d  la te - labe ling  p a t te rn s  of DNA sy n th e 
sis in h u m an  X -chrom osom es, Chrom osom a, 36: 211-217, 1972.

[107] SHOWS T. B., SA K A G U C H I A. Y., NAYLOR S. L., M apping th e  h u m a n
genom e cloned genes, DNA polym orphism s, and  inherited  disease, A dvances
in H u m an  Genet., 12: 341-451, 1982.

[108] SK O LN IC K  M. H., FR A N C K E U., R eport  of th e  com m ittee  on h u m a n  gene
m app ing  by reco m b in an t  DNA techniques, Cytogenet. Cell Genet., 32: 194-
204, 1982.

[109] SLEZIN G ER  S. I., PR O K O FIEW A -B E L G O W SK A Y A  A. A., Replications of
h u m an  chrom osom es in p r im a ry  cu ltu res  of em brionie  fibroblasts. I. In te r -  
chrom osom al asynch rony  of DNA replication , Cytogenetics, 7, 337-346, 1968.

[110] SM ETH U RST M., B ISH U N  N. P., W ILLIA M S D. C., R ela tionship  be tw een
X  chrom osom e activation , B a r r  body frequency  and  oestrogen recep to r  s ta 
tus in h u m a n  b rea s t  cancer: a hypothesis, Oncology, 37: 30-32, 1980.

[111] SOHVAL A. R., CASSELM AN W. G. B., A lte ra tion  in size of n u c lea r  sex -
ch rom atin  m ass (B arr  body) induced by antibiotics, Lancet, 2: 1386-1388, 
1961.

[112] ST E FFE N  J. A., STOLZM ANN W. M., S tudies on in v i tro  lym phocyte  p ro 
life ra tion  in cu ltu res  synchronized  by the  inhib ition  of DNA synthesis. I. V a 
r iab ili ty  of S plus G2 periods of f irs t  genera tio n  cells, Expt. Cell Res., 56: 
453-460, 1969.

[113] ST E FFE N  J., W A REN IK  A., DNA rep lica tion  p a t te rn s  of s t ru c tu ra l ly  a l 
te red  X  chrom osom es in th re e  cases of T u rn e r ’s syndrom e w ith  45,X/46,XXqi; 
45,X/56,XXr and  45,X/46,XXq-? karyo types , Genet. Pol., 10: 294-302, 1969.

[114] SU TH ERLA N D  G. R., H eritab le  frag ile  sites on h u m an  chromosomes. I. F a c 
tors affecting  expression  in lym phocyte  cu ltu re , Am. J. Hum. Genet., 31:
125-135, 1979.

[115] TAVARES A. S., Sex  ch ro m atin  in tu m o r cells, A cta  Cytol., 6: 90-94, 1962.
[116] TH ER K ELSEN  A. J., PE TE R SE N  G. B., F req u en cy  of sex -ch ro m atin -p o s i

tive cells in th e  logarithm ic  an d  postlogarithm ic  g row th  phases of h u m a n  
cells in tissue  cu ltu re , Expt. Cell Res., 28: 588-590, 1962.

[117] TH ERM A N  E., D ENN ISTON C., SARTO G. E., ULBER M., X  chrom osom e
constitu tion  and  th e  h u m a n  fem ale  phenotype, Hum. Genet., 54: 133-143,
1980.

[118] TH ERM A N  E., PA T A U  K., A b n o rm al X  chrom osom es in m an: origin, b eh a 
v iou r and  effects, H um angene tik , 25: 1-16, 1974.

[119] THERM AN E., SARTO G. E., PA T A U  K., C en ter  for B a r r  body condensa-

http://rcin.org.pl



C H R O M O S O M  X 237

t ion  on the  p rox im al p a r t  of the  h u m a n  X q: a hypothesis, Chrom osom a, 44: 
361-366, 1974.

[120] TIEPO LO  L., Z U F FA R D I O., FRACCARO M., di N ATA LE D., G A R G A N -
T IN I L., M U LLER C. R., R O PER S H. H., A ssignem ent by deletion  m app ing  
of the  s tero id  su lfa tase  X -lin k ed  ichthyosis locus to Xp223, Hum. Genet., 
54: 205-206, 1980.

[121] V an  den  BERGE H., FRY N S J. P., X /X  trans loca tion  in a p a t ien t  w ith
T u r n e r ’s syndrom e, Hum . Genet., 20: 377-380, 1973.

[122] V an DYKE D. L., A BRA H A M  J. P., M AEDA K., W EISS L., PO EL M.,
M ultip le  ac tive  X  chrom osom es in m yelofibrosis w i th  m yeloid m etap lasia , 
C ancer  Genet. Cytogenet., 3: 137-144, 1981.

[123] V A R ELLA -G A R C IA  M., T A JA R A  E. H., G A G LIA R D I A. R. T., S t ru c tu ra l
ab e r ra t io n  of th e  X  chrom osom e in a p a t ien t  w ith  gonadal dysgenesis. An 
app roach  to k a ry o ty p e -p h en o ty p e  corre la tion , J. Med. Genet., 18: 228-231,
1981.

[124] W ILLA RD  H. F., T issue-specific  he te rogene ity  in DNA rep lica tion  p a t te rn s
of h u m an  X. chrom osom es, Chrom osom a, 61: 61-73, 1977.

[125] W ILLA RD  H. F., BREG  W. R., H u m an  X  chromosomes: synchrony  of DNA
rep lica tion  in diploid an d  trip lo id  fib roblasts  w ith  m ultip le  ac tive  o r  inac
t ive  X  chromosomes, Som atic  Cell Genet., 6: 187-198, 1980.

[126] W ILLA RD  H. F., L A T T  S. A., Analysis of deoxyribonucleic  acid rep lication
in h u m an  X  chrom osom es by fluorescence microscopy, Am. J. Hum. Genet., 
28: 213-227, 1976.

[127] W IŚN IEW SK A -R O SZK O W SK A  K., W pływ  s ta rzen ia  się n a  obraz ch ro m a-
ty n y  płciowej, Folia  Med. Lodz., 4: 63-103, 1967.

[128] W OLF U., FRACCARO M., M AYEROVA A., HECH T T., M ARASCHIO P.,
H A M EISTER  H., A gene  contro lling  H -Y  an tig en  on th e  X  chromosome. 
T en ta tive  ass ignm ent by deletion m app ing  to Xp223, Hum. Genet., 54, 149- 
154, 1980.

[129] W YSS D., DeLOZIER C., DA N IELL J., EN G EL E., S t ru c tu ra l  anom alies of
th e  X  chrom osom e: pe rsona l observation  and  rev iew  of nonm osaic  cases, 
Clin. Genet., 21: 145-159, 1982.

[130] YU Ch. W., CHEN H., M O RRISO N  J., K inetics of DNA rep lica tion  in a d i
cen tric  X  chrom osom e form ed by long a rm  to long a rm  fusion, Hum. Genet., 
56: 71-79, 1980.

[131] YU C. W., PR IE ST  J. H., BYRD J. R., DNA rep lica tion  sequence in a d i
cen tr ic  (functionally  m onocentric) X  chrom osom e form ed by th e  joining of 
tw o X  chrom osom es a t  region  p22. Am. J. Med. Genet., 11: 305-317, 1982.

[132] ZA K H A RO V  A. F., BARANOV SKAYA L. I., IB R A IM O V  A. I., B EN JU SC H
V. A., D EM IN TSEV A  V. S., O B LA PEN K O  N. G., D iffe ren tia l  sp ira liza tion  
along m am m alian  m ito tic  chromosomes. II. 5 -b rom odeoxyurid ine  and  5-bro- 
m odeoxycytid ine  revea led  d if fe ren ta t io n  in h u m a n  chromosomes, C hrom o
soma, 44: 343-359, 1974.

[133] ZA K H A RO V  A. F., EG O LIN A  N. A., D iffe ren tia l  sp ira liza tion  along m a m 
m a lian  m itotic  chrom osom es. I. B U dR -revea led  d if fe ren ta t io n  in C hinese  
h a m s te r  chrom osom es, C hrom osom a, 38 : 341-365, 1972.

O trzym ano: 13 m arca  1984 r.
Przyję to: 9 k w ie tn ia  1984 r.
A d res  autora: S terlinga  3, 91-425 Łódź

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  B IO L O G II  K O M O R K I T O M  11, N R  2, 1984 (239-262)

CHROMOSOMY PŁCIOWE CZŁOWIEKA. WYBÓR INFORMACJI.
CZĘŚĆ II — CHROMOSOM Y

SE X  CHROM OSOM ES OF MAN. SELECTIO N  OF INFORM ATION.
P A R T  II — CHROM OSOM E Y

Bogdan K A ŁU ŻEW SK I

Z ak ład  G enetyk i M edycznej, In s ty tu t  Endokrynologii AM w  Łodzi 
D ep a r tm en t  of M edical Genetics, In s t i tu te  of Endocrinology, M edical A cadem y

of Łódź

Streszczenie .  Chrom osom  Y należy  do na jm nie jszych  chrom osom ów  w  kario typ ie  
człowieka i ch a rak te ry zu je  się znam iennym  polim orfizm em  reg ionu  he te roch ro -  
m atycznego. Jedyn ie  k ilka  genów  lokalizuje  się w  chrom osom ie Y, z k tó rych  gen 
lub  geny d e te rm in u jące  m ęsk i k ie ru n ek  różn icow ania  należą do na jlep ie j  pozna
nych. Szybki postęp w  doskonalen iu  techn ik  cytogenetycznych i biochem icznych 
umożliwił dokładnie jsze  poznanie  s t ru k tu ry  i fu n k c ji  euch rom atyny  Y oraz h e te ro -  
ch ro m aty n y  Y. A naliza sk u tk ó w  klin icznych w  p rzy p ad k ach  patologii chrom oso
m u  Y pozwoliła na  bardz ie j  p recyzy jne  p rzyp isan ie  różnorodnych  funkc ji  genów  
o raz  specyficznych sekw enc ji  DNA do poszczególnych subregionów  tego ch ro 
mosomu.

S u m m a ry .  Chrom osom e Y is one of th e  sm alles t chrom osom es of the  h u m a n  
ka ryo type  an d  it is charac te r ized  by the  v e ry  v a r iab le  po lym orphism  of th e  he-  
te rochrom atic  region. J u s t  few  genes a re  localized in th is  chromosome, am ong 
w h ich  the  gene or genes de te rm in ing  the  m aleness  a re  th e  m ostly  know n. The 
progress in  cytological and  biochem ical techn iques  enab led  to recognize th e  s t ru c 
tu r e  and func tion  of th e  Y euch rom atin  and  he terochrom atin . T he  analysis  of 
th e  clinical consequences in cases of the  Y chrom osom e pathology m ade  it possible 
to  describe d iffe ren t  functions, genes and  specific DNA sequence in the  subregions 
of th e  chromosome.

M O RFO LO G ICZN E CECHY CHROM OSOM U Y

Odkrycie chromatyny płciowej Y wiąże się powszechnie z nazwis
kiem  Pearsona i Bobrowa [78], jednak sugestie na temat istnienia ko
mórkowego dimorfizmu płciowego wysuwano kilkadziesiąt lat wcześniej.
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T. Caspersson (informacja osobista), jeszcze przed II wojną światowąr 
mierząc fluorescencję wzbudzoną w jądrach komórkowych zanotował 
fakt, że — statystycznie oceniając — fluorescencja ponad komórkami 
osobników męskich jest silniejsza niż nad jądrami komórkowymi osob
ników żeńskich. Wynik ten jednak nie został opublikowany. Dopiero 
badania Zech [104], współpracownicy T. Casperssona, ujawniające fakt 
zwiększonego wychwytywania fluoryzujących pochodnych akrydyny 
przez terminalny region ramion długich chromosomu Y, stały się pod
stawą odkrycia przez Pearsona ciałka Y. Chromatyna płciowa Y jest 
widoczna w jądrze spoczynkowym pod postacią okrągłej, fluoryzującej 
grudki. Test chromatyny płciowej Y stał się rutynowym badaniem kli
nicznym w zaburzeniach cielesno-płciowych [54, 80]. W normie, chroma
tyna płciowa Y występuje w 30-80°/o komórek mężczyzn oraz 0-8% ko
mórek kobiet [52]. Ponieważ każdy prawidłowy chromosom Y posiada 
zdolność do jasnej fluorescencji, liczba grudek chromatyny Y jest rów
na liczbie chromosomów Y w kariotypie. Chromosom Y jest chromoso
mem małym, jego względna długość waha się od 1,82 ± 0>53 do 2,21 ±  0,3 
[47]. Chromosom Y ssaków naczelnych różni się znacznie wielkością 
u poszczególnych gatunków, ale zwykle jest chromosomem bardzo ma
łym, wyjątek stanowi chromosom Y małpy Cercopithecus diana [86 
Najmniejszy chromosom Y u ssaków naczelnych występuje u Pan tro
glodytes, uważany za protoplastę ewolucyjnego ssaków naczelnych. Po
równując intensywność fluorescencji regionu terminalnego chromosomu 
Y, ludzki chromosom najbardziej podobny jest do chromosomu Y go
ryla, co świadczy, że cecha ta jest nowa w ewolucji naczelnych.

Uważa się, że 1,5-18% mężczyzn posiada chromosom Y odbiegający 
rozmiarami od przeciętnego [93]. Cohen i wsp. [20] podają, że Japoń
czycy mają znamiennie dłuższy chromosom Y, w porównaniu z India
nami, Murzynami, Żydami oraz Aryjczykami, przy czym Żydzi mają 
najmniejszy chromosom wśród wszystkich badanych grup narodowoś
ciowych. Istnieją doniesienia o etnicznych różnicach w długości chromo
somu Y [68]. Z drugiej strony, zgodnie z holandrycznym typem dzie
dziczenia chromosomu Y w obrębie rodziny, chromosom ten charakte
ryzuje się stabilnością rozmiaru, co proponuje się wykorzystać w prak
tyce lekarskiej do potwierdzenia bądź wykluczenia ojcostwa w tych  
przypadkach, gdy zawiodą metody immunologiczne [28].

Zmienność wielkości chromosomu Y zależy głównie od polimor
fizmu bloku heterochromatyny Y [8]. Manolov i wsp. )[72] rozróżnili 
w bloku heterochromatyny Y dwa prążki Yq2 i Yq3, z których pierw
szy charakteryzuje się silniejszą fluorescencją. Jalal i wsp. [50], bar
wiąc heterochromatynę Y techniką prążków Q i C oraz dokonując po
miarów densytometrycznych, zidentyfikowali jeden prążek w ramieniu
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krótkim Y pl oraz pięć prążków w ramieniu długim, z których dwa 
prążki Yql i Yq2 są charakterystyczne dla regionu euchromatycznego 
chromosomu Y, natomiast prążki Yq3, Yq4 i Yq5 dla regionu hetero- 
chromatyny Y. Zapisy densytometryczne pozwoliły autorom na w yra
żenie poglądu, że molekularna konstrukcja bloku heterochromatyny Y  
jest niejednolita, a heterogenność może zależeć od różnic w zawartości 
par AT i GC.

K IN E T Y K A  R E P L IK A C JI DNA CHROM OSOM U Y

Niemal jednocześnie z wykryciem asynchronicznej replikacji DNA 
heterochromatycznego chromosomu X, podjęto próby zdefiniowania 
wzoru terminacji replikacji DNA chromosomu Y. Większość badaczy 
opisywała chromosom Y jako późno replikujący DNA, choć opóźnienie 
terminacji nie było tak dramatyczne jak w przypadku chromosomu X 
[7, 58, 83, 89, 92]. Podobne rezultaty uzyskano w badaniach nad repli
kacją DNA chromosomu Y w zespole Klinefeltera [3, 30, 46], Z drugiej,
jednak strony, Cave [18] nie potwierdził faktu późnej replikacji chro
mosomu Y. Takagi i Sandberg [95] natomiast uważali, że czas repli
kacji DNA chromosomu Y jest krótszy w porównaniu z innymi chro
mosomami, ale terminacja replikacji niekoniecznie jest późna.

Inni badacze oceniali autoradiograficzne tempo replikacji chromo
somu Y, porównując je ze wzorem replikacji chromosomów z grupy 
G. W tym  przypadku odnotowano również zasadnicze rozbieżności: Fer- 
rier i wsp. [31] oraz Boczkowski i Casey [10] opisali chromosom Y jako 
późno replikujący DNA w  porównaniu z chromosomami z grupy G,. 
Ockey [77] natomiast uważał, że chromosom Y w relatywnie wcześniej
szej fazie okresu S replikuje DNA później w porównaniu z chromoso
mami z grupy G, natomiast pod koniec fazy S różnica ta nie jest tak 
wyraźna. Nowych danych, weryfikujących te poglądy, dostarczyły ba
dania Craig i Shaw [23]. Autorki poddały autoradiograficznej analizie 
317 komórek od 4 dawców, wykazując, że chromosom Y w żadnej z ba
danych płytek metafazalnych nie replikował DNA jako ostatni. Zwró
cono uwagę, że najczęściej chromosom Y kończył replikację wraz z 15 
autosomami i że w relatywnie wcześniejszej fazie późnego okresu S ter
minacja replikacji w chromosomie Y była bardziej synchroniczna niż. 
autosomów. W okresie późniejszym, gdy 15 autosomów zakończyło re
plikację, chromosom Y był nieznacznie piętnowany lub zupełnie wolny 
od piętna. Autorki zwróciły uwagę, że powyższy scenariusz replikacji 
można odnieść do większości komórek, ale obok tego istnieje wyraźna 
dychotomia replikacji chromosomu Y. W płytkach o bardzo zbliżonym 
piętnie ponad autosomami, innymi słowy, w podobnej fazie okresu S,.
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Rye. 1. P rzy  użyciu techn ik i au to rad io g ra f i i  H 3-T dR  badano  k in e ty k ę  te rm in a c j i  
rep likac ji  DNA chrom osom u Y oraz chrom osom ów  1, 4 i 13. W trak c ie  p o ró w n y 
w a n ia  w zoru  k in e ty k i  te rm in ac j i  rep lik ac ji  DNA p ły tek  m e ta faza ln y ch  szeregu  
A  z B, n asu w a  się obserw acja , że chrom osom  Y może kończyć rep likac ję  DNA

re la ty w n ie  późno lub wcześnie w  p o ró w n an iu  z chrom osom am i 1, 4 i 13
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chromosom Y może być późno lub wcześnie replikujący. Niemal jedno
cześnie zjawisko dychotomicznej replikacji DNA chromosomu Y było 
opisane przez Kałużewskiego i wsp. [56]. Autorzy, dzięki zaadaptowa
niu techniki synchronizacji hodowli limfocytów, opisanej przez Steffe- 
na i Stolzmanna [91], mieli możność przebadania inicjacji replikacji 
DNA chromosomu Y na początku okresu S. Badając kariotyp mozaiko
wy 47,XXY/48,XXXY wykazano, że opóźnienie inicjacji replikacji he- 
terochromosomu X i chromosomu Y dotyczyło tylko części komórek. 
Chromosom Y tylko w 30% komórek był wolny od piętna (przy wszyst
kich piętnowanych autosomach), co świadczy o asynchronicznej inicjacji 
replikacji tego chromosomu. Asynchroniczny start replikacji DNA chro
mosomu Y w.części komórek może usprawiedliwiać asynchroniczną ter- 
minację replikacji. Zjawisko dychotomicznej terminacji replikacji DNA 
chromosomu Y pod koniec fazy S przedstawiono na ryc. 1.

Podsumowując dotychczasowe uwagi o morfologii i replikacji DNA 
•chromosomu Y, można zauważyć:

1. Cechą charakterystyczną chromosomu Y jest zmienność zależna 
głównie od polimorfizmu bloku heterochromatyny Y.

2. Inicjacja i terminacja replikacji DNA chromosomu Y przebiega 
dychotomicznie.

M O LEK U LA RN A  STR U K TU R A  HETEROCHROM ATYNY Y

Podobnie jak to miało miejsce w badaniach nad chromosomem X, 
wprowadzenie technik o wysokiej rozdzielczości, wykorzystujących wła
ściwości 5-bromodezoksyurydyny, dokonało znacznego postępu w ba
daniach nad molekularną strukturą heterochromatyny Y. Lin i wsp. 
[65, 66] jako pierwsi zaobserwowali boczną asymetrię w regionach cen- 
tromerycznych chromosomów mysich, komórek, które przez jeden cykl 
życiowy poddane były działaniu BrdU. Podobną asymetrię fluorescencji 
regionu heterochromatyny Y u człowieka zaobserwowali Latt i wsp. [63] 
i Angel i Jacobs [1]. Opisano również boczną asymetrię konstytutyw
nej heterochromatyny w chromosomach 1, 9, 15, 16, 17, 19, 20, 21 i 22 
[1, 2, 36, 59, 63].

Występowanie bocznej asymetrii konstytutywnej heterochromatyny 
tłumaczy się asymetrycznym rozmieszczeniem par AT w poszczególnych 
łańcuchach DNA [66], Łańcuch DNA z większą zawartością tyminy słu
ży za szablon dla wbudowania mniejszej ilości BrdU niż łańcuch sy
metryczny. Proces fotolizy chromatydy zawierającej większość ilości 
BrdU, w trakcie protokołu barwienia FPG, jest bardziej wydajny niż 
•odpowiedniego regionu chromatydy siostrzanej [41]. W płytkach meta- 
fazalnych uzyskanych z komórek hodowanych przez dwa cykle życiowe
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w  obecności BrdU i poddanych barwieniu FPG, ujawniono trzy  typy  
chromatydowego zróżnicowania [38]: typ I — z typowym zróżnicowa
niem chromatyd (SCD), typ II — z symetrycznym, delikatnie zabar
wionym terminalnym regionem heterochromatyny Y, typ III — z dwo
m a regionami SCD, przedzielonymi regionem zabarwienia symetrycz
nego. Autorzy sugerują, że oba regiony lateralnej asymetrii opisane 
w heterochromatynie Y zawierają odmienne rodzaje satelitarnego DNA. 
Rozwijając pierwotną hipotezę, Limon i wsp. [64] zaproponowali tech
nikę barwienia ujawniającą w płytkach metafazalnych Ml dwa regiony 
lateralnej asymetrii. I region LA (lateral asymmetry) w regionie term i
nalnym  Yql2 oraz II region LA w części proksymalnej heterochromaty
ny Y. Wykazano dalej, na podstawie badań wykorzystujących jedno
cześnie technikę QFQ i FPG, że region II LA zlokalizowany jest na 
granicy pomiędzy euchromatyną i heterochromatyną chromosomu Y. 
Wskazano również na użyteczność proponowanej modyfikacji techniki 
FPG dla lokalizowania punktów złamań w przypadkach aberracji s truk
turalnych chromosomu Y. Technika ta w przypadku chromosomu Y" 
przewyższa rozdzielczością dotychczas stosowane klasyczne techniki prąż
kowe.

Ryc. 2. E fek t cytologiczny zróżnicow anego barw ien ia  BHG. D łuż
sza s trza łka  w skazu je  chrom osom  Y, krótsza — izocykliczny ch ro 

m osom  X
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Rye. 3. P rzy  użyciu  techn ik i  M T X -B H G  poddano  ocenie k in e ty k ę  rep l ik ac j i  DNA 
chrom osom u Y oraz chrom osom ów  1, 4 i 13. U w agę zw raca  dichotom iczny w zór 
te rm in a c j i  rep l ik ac j i  chrom osom u Y, A  — w zór dom inujący , B — w zór a l t e r n a 
ty w n y .  C h arak te ry s ty czn a  jest rów nież  a sy m etr ia  te rm in ac j i  rep lik ac ji  DNA c h ro 

m osom u Y w idoczna w  p ły tk ach  dA, aB, bB oraz cB
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Ryc. 4. Schem aty  i lu s tru jące  w zór te rm in a c j i  rep likac ji  DNA chrom osom u Y. C ha
rak te ry s ty czn a  jest a sy m e tr ia  te rm in a c j i  reg ionu  te rm ina lnego  (odpow iednik  I r e 
g ionu LA) oraz reg ionu  gran icznego eu ch ro m aty n y  Y i h e te ro ch ro m aty n y  Y (od

pow iedn ik  II  reg ionu  LA)

Fakt występowania w chromosomie Y dwóch regionów LA, zaobser
wowany przez Limona i wsp. [64], został potwierdzony podczas badań 
nad replikacją DNA [16, 52].

Schempp i Muller [82] w płytkach prometafazalnych zidentyfiko
wali 8 replikacyjnych subprążków, w tym  dwa w ramieniu Yp, dwa 
w części euchromatycznej chromosomu Y oraz 4 prążki w bloku hetero
chromatyny Y. Terminalny region Yp charakteryzował się u wszyst
kich 8 badanych mężczyzn wczesną terminacją replikacji i — jak na 
to zwrócili uwagę Muller i Schempp [76] — replikował w zbliżonym 
czasie z terminalnym regionem Xp. Fakt ten, zdaniem autorów, może 
być interpretowany jako ewolucyjny relikt przemawiający za tym, że 
heteromorficzne chromosomy płciowe ssaków wyższych wywodzą się od 
wspólnego przodka. Blok heterochromatyny Y, zdaniem autorów, cha
rakteryzuje się znaczną międzykomórkową i międzyosobniczą zmienno
ścią wzoru replikacji. Wraz z obserwowaną zmiennością wzoru replika
cji zmieniała się wyrazistość wzoru LA. Autorzy wyróżnili trzy typy 
płytek metafazalnych: (1) komórki bez wzoru LA w chromosomie Y, 
(2) komórki z częściową boczną asymetrią, (3) komórki z boczną asyme
trią obejmującą cały blok heterochromatyny Y. Obok różnic między- 
osobniczych autorzy zauważyli, że wyrazistość wzoru LA maleje wraz 
z badaniem płytek we wcześniejszych stadiach podziału komórkowego 
niż metafaza, co może przemawiać za tym, że również upakowanie he
terochromatyny może mieć związek ze zmiennością zjawiska LA.

Zbliżony okres terminacji replikacji DNA regionów Yp oraz Xp 
jest jednym z cytogenetycznych dowodów przemawiających za homo- 
logią obu regionów. Dowodów genetycznych potwierdzających funkcjo
nalne pokrewieństwo obu loci dostarczyli Goodfellow i wsp. [39]. Au
torzy śledząc metodami immunologicznymi produkcję antygenu 12E7 
w hybrydach komórkowych, które z jednej strony były nosicielami trans
lokacji Xqter -> Xp22.3 : Y q l.l  -> Yqter eliminującej region Xp22.3

pter, oraz z drugiej strony oceniając ekspresję genu 12E7 w hybry
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dach zawierających zduplikowany chromosom Y, potwierdzili identycz
ność locus genowego MIC2, lokalizując go w regionie Xp22.3 oraz 
Y p te r -> Yql : 1. Locus MIC2 kontrolujący ekspresję antygenu 12E7 uni
ka lyonizacji, stąd funkcjonalne poziomy tego antygenu są zbliżone 
u kobiet i mężczyzn.

Wyniki badań Camargi i Cervenki [16] nad sekwencją replikacji 
subprążków chromosomu Y są zbieżne z wynikami Schemppa i Mullera 
[82], Camargo i Cervenka [16] odnotowali fakt występowania w obrębie 
euchromatycznego prążka Y q ll  subprążka późno replikującego DNA, 
identyfikując go z opisanym przez Limona i wsp. [64], II regionem LA 
zlokalizowanym na granicy euchromatyny z heterochromatyną. Fakt ten 
znajduje pewne uzasadnienie w badaniach Comingsa [21], z których w y
nika, że nie wszystkie powtarzalne sekwencje DNA barwią się C(+). 
Euchromatyczny, późno replikujący subprążek Y q ll  jest tego przykła
dem. Wraz z postępem badań nad sekwencją replikacji subregionów 
chromosomu Y rozwijano inne techniki różnicujące subprążki euchro
m atyny i heterochromatyny chromosomu Y. Schnedl i wsp. [85], sto
sując technikę barwienia DA-DAPI, wykazali obecność w euchromaty- 
nie Y subprążka DA-DAPI jasno fluoryzującego/echinomycyna-DAPI ne
gatywnie fluoryzującego, który można identyfikować z opisywanym prąż
kiem Y p ll ,  negatywnie barwiącym się techniką prążków C, ale boga
tym w powtarzalne sekwencje A-T. Autorzy sugerują, że opisywany sub
prążek zawiera „specyficzny-męski” DNA. Goyanes [40], stosując se
kwencyjne barwienie AgNOR i barwnikiem Giemsy, w blisko 50% ba
danych płytek metafazalnych, pochodzących od trzech mężczyzn, zaob
serwował dwa subprążki regionu Y-euchromatycznego. Podobnych ob
serwacji dokonali Yunis i wsp. [103], barwiąc techniką prążków G pro- 
metafazalne chromosomy Y.

Imponujący rozwój genetyki molekularnej zaowocował w badaniach 
nad chromosomem Y, identyfikacją specyficznego-męskiego, satelitarne
go DNA [11, 22, 62]. Stało się to możliwe dzięki analizie restrykcyjnej 
enzymem Hae III, satelitarnego DNA genomu człowieka. Zidentyfiko
wano specyficzne restrykcyjne prążki 3.4 kb oraz 1.8 kb. Wykazano,. 
że zawartość sekwencji 3.4. kb jest proporcjonalna do zmian wielkości 
bloku heterochromatyny Y [73]. Bostock i wsp. [11] sugerowali, że pew
ne powtarzalne sekwencje 3.4. kb zlokalizowane są również w euchro- 
matynie. Schmidtke i Schmid [84] wykonali analizę restrykcyjną Hae 
III powtarzalnych sekwencji DNA z nieprawidłowym chromosomem Y 
w tym: w przypadku polisomii Y, i(Yq), Y-, tandemowej duplikacji Y, 
translokacji Y-autosomy. W przypadkach delecji Yq- wykazano deficyt 
elektroforetycznego prążka restrykcyjnego 2.1. kb Y-DNA. Porównanie 
poszczególnych przypadków pozwoliło autorom sformułować następują-
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ce wnioski: (1) sekwencja 3.4. kb jest rozproszona w heterochromatynie 
Y i prawdopodobnie w niewielkim subprążku euchromatyny-Y, (2) se
kwencja 2.1. kb jest głównie zlokalizowana w regionie term inalnym  
Yq, (3) obszar heterochromatyny Y zawierający sekwencję 2.1. kb jest
regionem polimorficznym.

Podsumowując informacje o zjawisku bocznej asymetrii chromoso
m u  Y oraz molekularnej budowie, można zauważyć:

1. Występowanie wzoru LA w chromosomie Y charakteryzuje się
zmiennością;

2. W chromosomie Y obserwuje się podwójny wzór bocznej asy
metrii, który może odzwierciedlać różnice w zawartości satelitarnego 
DNA.

ROLA CHROM OSOM U Y W D ETER M IN A C JI P IE R W O T N E J GONADY
I DALSZYM  J E J  RÓŻNICOW ANIU

Rola chromosomów płciowych człowieka w determinacji pierwotnej 
niezróżnicowanej gonady jest przedmiotem zainteresowań od blisko 25 
lat. Powszechnie akceptowany jest pogląd, że ważną — jeżeli nie decy
dującą — rolę w tym  pierwotnym akcie determinacji odgrywają czyn
nik lub czynniki związane z chromosomem Y. Od roku 1959 wiadomo, 
że osobnik obarczony kariotypem 47,XXY jest mężczyzną [49], podczas 
gdy osoba posiadająca kariotyp 45,X jest kobietą [33]. W przypadkach 
zespołu Klinefeltera 48,XXXY [4] oraz 49,XXXXY [34], determinacja 
płci jest męska, jakkolwiek osobnicy tacy charakteryzują się niepłod
nością, ginekomastią, upośledzeniem umysłowym. Pewnym odstępstwem 
od tej reguły są przypadki „XX-mężczyzn”, przypadki prawdziwego her- 
mafrodytyzmu oraz przypadki dysgenezji gonad z kariotypem 46,XY. 
Bardziej precyzyjna lokalizacja czynnika/czynników determinujących 
„męskość” jest możliwa dzięki analizie przypadków aberracji s truk tu ra l
nych tego chromosomu, takich jak: chromosom Y dwucentromeryczny, 
izochromosom Y, chromosom Y w formie pierścienia, Y-autosomy, X-Y 
oraz Y-Y translokacje oraz delecje chromosomu Y. Z analiz takich w y
łącza się pericentryczne inwersje, które obok heteromorfizmu regionu 
silnej fluorescencji Y q l l - > q t e r  (I typ heteromorfizmu) oraz hetero
morfizmu regionu Ynf (II typ heteromorfizmu) określane są mianem 
heteromorfizmu III typu [97]. Jacobs i Ross [48] pierwsi wyrazili po
gląd, że czynnik odpowiedzialny za determinację płci męskiej zlokali
zowany jest w ramieniu Yp. Dobrze ilustruje ten pogląd porównanie 
przypadków 46,X,i(Yq), które są kobietami, z niektórymi przypadkami 
posiadającymi w kariotypie komponentę dic(Y), które są mężczyznami 
[27], Davis [27] przytacza 24 opisy kariotypów zawierających linie
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46,X,r(Y). We wszystkich przypadkach został wyeliminowany silnie flu
oryzujący blok heterochromatyny oraz mniejszy lub większy fragment 
ram ion Xq. W czterech przypadkach nie obserwowano mozaikowatości 
z udziałem linii 45,X. Obraz kliniczny cytowanych przypadków był zróż
nicowany i zawierał opisy typowych przypadków zespołu Turnera, praw 
dziwego hermafrodytyzmu, ale również kobiet i mężczyzn, których je
dyną wspólną cechą była niepłodność. Różnorodność opisów klinicznych 
przypadków z dic(Y) oraz r(Y) stanowiła inspirację do formułowania 
hipotez o istnieniu więcej niż jednego genu determinującego płeć męs
ką. Boczkowski [9] sugerował obecność dwóch różnych genów zlokalizo
w anych w ramieniu Yp oraz jednego w Xp. Gen zlokalizowany w są
siedztwie centromeru miał być odpowiedzialny za inicjację determinacji 
pierwotnej gonady, gen położony terminalnie w ramieniu Yp byłby od
powiedzialny za dalsze dojrzewanie jądra, natomiast genowi Xp przy
pisywano rolę supresora antygenu H-Y. Siebers i wsp. [87], opisując 
przypadek mozaikowatości 45,X/46,X,i(Yp) oraz dokonując przeglądu 
literatury, proponują zlokalizowanie genu regulatora odpowiedzialnego 
za pierwotny akt determinacji niezróżnicowanej gonady w proksymal- 
nym  regionie Yq oraz genu odpowiedzialnego za dojrzewanie gonady 
w ramieniu Yp. Weryfikację powyższych hipotez utrudnia fakt, że zwy
kle aberracjom strukturalnym  chromosomu Y towarzyszy linia mozaiko
w a 45,X, której udziału w kształtowaniu obrazu klinicznego nie można 
pominąć.

Interesująca dla endokrynologa jest koincydencja zaburzeń płod
ności chorych z wykrywanymi aberracjami strukturalnymi. Davis [27], 
dokonując oceny kilkunastu przypadków delecji (Xq-) bądź translokacji 
Y/autosomy (w których doszło do eliminacji regionu Ynf euchromaty- 
ny), uważa zależność pomiędzy integralnością Ynf euchromatyny a płod
nością za prawdopodobną. Przyjęcie takiej hipotezy miałoby wymierne 
znaczenie lekarskie. Jednoznaczną akceptację takiego poglądu utrudnia 
jednak fakt, że większość omówionych przypadków była w okresie przed 
osiągnięciem dojrzałości płciowej, u innych nie badano nasienia, wresz
cie w pozostałych przypadkach podejrzewano niepłodność jedynie na 
podstawie rozpoznawanego hipogonadyzmu. Wydaje się, że przy lokali
zacji punktów złamań w tak małym chromosomie jak chromosom Y, na
leży zabiegać o wdrożenie technik o większej rozdzielczości niż klasycz
ne techniki prążkowe. Wdrożenie takich technik do praktyki cytogene- 
tycznej z jednej strony oraz kompleksowa ocena rozwoju cielesno-płcio- 
wego chorych może przynieść wymierny postęp w wysiłkach nad okreś
leniem zależności genotypowo/fenotypowych u chorych z aberracjami 
chromosomu Y.

Interesujących informacji na temat roli chromosomów płciowych
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w determinacji pierwotnej gonady oraz dalszym jej różnicowaniu do
starczają niemozaikowe przypadki translokacji X-Y. Bernstein i wsp. 
[6] opisali mężczyznę z objawami hipogonadyzmu, u którego rozpozna
no translokację 46,X t(X;Y) (p22; p i l) .  W większości komórek (60-70%) 
inaktywacji uległ nieprawidłowy chromosom, w pozostałych komórkach 
inaktywacja objęła prawidłowy chromosom X. U chorego wykryto p ra 
widłowy poziom antygenu H-Y. W żadnej spośród 147 płytek metafa- 
zalnych uzyskanych z limfocytów oraz 298 płytek metafazalnych uzys
kanych z fibroblastów nie wykryto prawidłowego chromosomu Y. 
W przypadku opisanym przez Hechta i wsp. [42] wykryto ,,de novo’v 
niezrównoważoną translokację Y-X. Analiza cytogenetyczna wykorzy
stująca rozdzielczość techniki BHG (BrdU-Hoechst-Giemsa) pozwoliła do
kładnie rozpoznać punkty złamań 46,X,t(X;Y) (X q te r-> X pll.2  : : Y q ll  —>» 

Yqter) oraz określić wzór replikacji DNA. Wykryto zmienny wzór re 
plikacji bloku heterochromatyny Y, a w 17 na 40 badanych płytek 
stwierdzono obecność wzoru LA. We wszystkich badanych płytkach me
tafazalnych inaktywacji uległ der(X). Analiza restrykcyjna DNA en
zymem Hae III pozwoliła zidentyfikować prążki restrykcyjne 3.4 kb 
i 2.1. kb („specyficzny-męski” DNA) w typowym dla mężczyzn stęże
niu. Wykryto również pośrednie wartości antygenu H-Y. Chora cier
piała na wtórny brak miesiączki oraz nieznaczne upośledzenie wzrostu. 
W opisywanym przypadku region Xpl 1.2 —► Xpter był monosomicznym.. 
Autorzy sugerują, że fakt ten był odpowiedzialny za wykryte objawy 
kliniczne oraz obecność pośrednich wartości antygenu H-Y. Za mniej 
prawdopodobne uznano wyjaśnienie wiążące obecność pośrednich w ar
tości antygenu H-Y oraz objawów klinicznych z faktem wykrycia bloku 
heterochromatyny Y, któremu najprawdopodobniej nie towarzyszyła eu- 
chromatyna Yq.

Jak wynika z powyższych opisów, w przypadkach translokacji Y;X 
nie można spodziewać się prostych i jednoznacznych zależności pomię
dzy aberracją chromosomalną a stanem klinicznym. Prognozując w po
dobnych przypadkach należy uwzględnić lokalizację punktów złamań 
chromosomów X i Y, mechanizm translokacji oraz wzór inaktywacji.

Jeszcze bardziej złożonego mechanizmu można się spodziewać w p rzy 
padkach dysgenezji gonad 46,XY (zespół Swyera). Ekspresja antygenu 
H-Y jest związana z obecnością regionu pericentrycznego chromosomu 
Y(Yp) [60]. Delecja regionu Yp pociąga za sobą zredukowany poziom an
tygenu H-Y, dysgenezję gonad oraz rozwój żeńskiego fenotypu [81]. 
Z drugiej strony wykazano, że delecja regionu terminalnego Xp u ko
biet może korelować z obecnością antygenu H-Y+ [100]. Jak już o tym  
była mowa, nieprawidłowości chromosomu X, Y bądź obu chromoso
mów wywołują nieprawidłowy funkcjonalnie poziom antygenu H-Y.
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0  skutkach fenotypowych może decydować również brak bądź niepra
widłowe wykształcenie receptora komórkowego dla antygenu H-Y [98]. 
Tak więc, niemozaikowe przypadki czystej dysgenezji gonad mogą być 
rezultatem: (1) strukturalnej delecji genu/genów H-Y ramienia Yp, (2) 
supresji aktywności genów H-Y zlokalizowanych w chromosomie X bądź 
w autosomach, (3) brakiem specyficznego receptora dla antygenu H-Y 
w płodowej gonadzie, (4) brakiem niespecyficznych powierzchniowych 
miejsc wbudowania antygenu. W dwóch pierwszych przypadkach pozio
my antygenu H-Y będą ujemne, w pozostałych dodatnie [5].

Podsumowując powyższy wybór informacji o aberracjach s truk tu 
ralnych chromosomu Y i ich skutkach, można zauważyć, że:

1. Na podstawie klasycznych technik prążkowych precyzyjna lokali
zacja punktów złamań chromosomu Y jest trudna;

2. Trafną ocenę skutków fenotypowych aberracji strukturalnych 
chromosomu Y komplikuje bardzo częste współistnienie linii komór
kowej 45,X;

3. Trudności powyższe potęguje fakt, że chromosom Y jest jednym 
z elementów w mechanizmie determinacji i różnicowania pierwotnej 
gonady w kierunku męskim, obok takich czynników, jak inne geny 
sprzężone z chromosomem X i zlokalizowane w obrębie autosomów ucze
stniczące w ekspresji antygenu H-Y, a także czynniki immunologiczne
1 hormonalne.

ST R U K T U R A  HETEROCHROM ATYNY Y W PR ZY PA D K A C H
N IEFLU O R Y ZU JĄ C EG O  CHROM OSOM U Y

W patologii chromosomu Y osobne miejsce zajmuje problem nie- 
fluoryzującego, nieheterochromatycznego chromosomu Y (Ynf). W ykry
cie podobnych przypadków ułatwia stosowanie testów chromatyny X i Y. 
Oba testy w tych rzadkich przypadkach są negatywne. Z drugiej strony 
wiadomo, że polimorfizm chromosomu Y (typ I — polimorfizmu — 
patrz wyżej), przede wszystkim dotyczy bloku heterochromatyny Y, 
która posiada zdolność do jaskrawej fluorescencji, przy zastosowaniu 
techniki prążków Q, bądź pozytywnego barwienia się przy stosowaniu 
techniki prążków C [8, 96]. Zredukowanie wielkości bądź zupełny brak 
regionu heterochromatyny Y jest częstą patologią (polimorfizmem?) chro
mosomu Y i interpretowane jest jako delecja terminalna Yq-. Do 1981 r. 
zarejestrowano blisko 85 podobnych przypadków [27], W pewnych jed
nak przypadkach chromosom Y nie posiada zdolności do charaktery
stycznej fluorescencji, chociaż jego długość jest większa od euchroma- 
tycznego regionu ojcowskiego chromosomu Y [17, 24, 32, 35, 45, 55, 67, 
70, 102], W wymienionych pracach, u chorych ze zróżnicowanym obra
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zem klinicznym rozpoznawano niefluoryzujący chromosom Y (Ynf). 
W wielu pracach zwrócono uwagę na fakt, że niefluoryzujący chromo
som Y różni się pod wieloma względami od prawidłowego chromosomu 
Y. Sugerowano, że chromosom ten na drodze przebudowy molekularnej 
uzyskał odmienne od typowych własności cytochemiczne [13-15, 45, 57]. 
Prezentowano pogląd, że mechanizmem prowadzącym do przebudowy 
chromosomu Y jest interstycjalna delecja prążka Yq2 (wg Manollov) 
oraz paracentryczna inwersja [55]. Odnotowano fakt odmiennej termi- 
nacji replikacji DNA chromosomu Ynf w porównaniu z ojcowskim 
chromosomem Y [13, 32, 45, 55]. Zaproponowano wreszcie hipotezę 
o zmienionych właściwościach chromosomu Ynf wywołanych zmienio
nymi relacjami białka chromosomalne/DNA [45]. Kałużewski i wsp. [57] 
zaproponowali następującą chronologię cytogenetycznych wydarzeń, któ
re mogą doprowadzić do pojawienia się chromosomu Ynf, mozaikowa- 
tości z udziałem linii 45,X oraz specyficznych skutków klinicznych: 
„Uszkodzenie pierwotne dotyczy zygoty 46,XY, gdzie na drodze bliżej 
niesprecyzowanych molekularnych przemian, zmieniają się właściwości 
powtarzalnych sekwencji DNA terminalnego regionu ramion długich 
chromosomu Y. Wydarzenie to prowadzi do mitotycznej niestabilności 
chromosomu Y, co zwiększa ryzyko pojawienia się linii komórkowej 
45,X. Objawy kliniczne mogą być wywołane przez następujący mecha
nizm: geny determinujące męski rozwój gonady, zlokalizowane w po
bliżu centromeru, są prawidłowe i determinują rozwój gonady w kie
runku męskim. Brak dalszego prawidłowego różnicowania się gonady 
uwarunkowany jest zarówno przez obecność linii komórkowej 45,X, jak 
również zmienionych właściwości genów zlokalizowanych w Yq (genów 
znajdujących się w regionie sąsiadującym z sekwencjami powtarzalny
mi Yq), oba zresztą mechanizmy mogą funkcjonować obok siebie. Cho
rzy z kariotypem 45,X/46,XY oraz żeńskim fenotypem mogą stanowić 
wynik ilościowego udziału obu w/w mechanizmów”. Pogląd ten został 
odnotowany w kilkudziesięciu pracach, w kilku pracach podjęto z nim 
polemikę.

Madan i wsp. [70] przedstawili trzy nowe mozaikowe przypadki nie- 
fluoryzującego chromosomu Y, dokonując przeglądu dotychczasowych 
poglądów na etiologię tego zespołu. Madan zgadza się z opinią o pre- 
zygotycznym wydarzeniu prowadzącym do powstania Ynf. Nie zgadza 
się jednak z poglądem, że tak duży segment DNA, jaki zawarty jest 
w  heterochromatynie Y, na drodze pojedynczej mutacji w pierwszym 
pokoleniu może ujawnić zmianę sekwencji DNA.

Daniel i wsp. [25] wskazują na duże podobieństwo prezentowanego 
przez siebie przypadku 1 z przypadkami 1-3 prezentowanymi przez K a- 
łużewskiego i wsp. [57]. Daniel biorąc pod uwagę fakt, że w przypad

http://rcin.org.pl



C H R O M O S O M  Y 253

kach 1 i 3 opisanych przez Kałużewskiego wykryto typowo męskie po
ziomy antygenu H-Y zgadza się, że opisywane chromosomy są chromo
somami Y. Autor sugeruje jednak, że opisywane chromosomy są w rze
czywistości dwucentromerycznymi izochromosomami Y, w których je
den z centromerów uległ inaktywacji, tak jak ma to miejsce w opisywa
nym przez niego przypadku 1.

Priest i wsp. [79] opisali przypadek wykrytego „de novo” niefluory- 
zującego chromosomu Y. Autorzy odnotowali ten fakt w trakcie diag
nostyki prenatalnej. Nie wykryto linii 45,X zarówno w hodowli komó
rek owodniowych, jak i podczas 60 pasaży fibroblastów skóry noworod
ka. Obserwacja ta nie potwierdza, zdaniem autorów, mitotycznej niesta
bilności chromosomu Ynf sugerowanej przez Kałużewskiego i wsp. [57].

Wielu autorów [25, 71, 99] uważa, że chromosom Ynf jest chromo
somem dwucentromerycznym, który posiada podwójny region euchro- 
matyny, w którym doszło do wyeliminowania bloku heterochromatyny 
Y oraz w którym  inaktywacji uległ jeden z centromerów.

W przygotowaniu do publikacji znajdują się wyniki badań włas
nych dotyczące 4965 chorych z zaburzeniami cielesno-płciowymi, u któ
rych podejrzewano chromosomalne uwarunkowanie choroby. U 15 cho
rych testy chromatyny X i Y były ujemne, a chromosom Y nie posia
dał typowej zdolności do fluorescencji. Pięć rodzin opisano szczegółowo, 
wśród nich dwa przypadki niefluoryzującego, nieheterochromatycznego 
chromosomu Y. Wyniki badań własnych, będąc częściowo zbieżne z wy
nikami badań Cohen i wsp. [19], pozwalają na nawiązanie dyskusji z przy
toczonymi poglądami polemicznymi, umożliwiając również sformułowa
nie udoskonalonej wersji hipotezy o naturze niefluoryzującego, niehete
rochromatycznego chromosomu Y oraz konsekwencjach cytogenetycznych 
i klinicznych podobnej aberracji chromosomalnej.

Chromosom Y człowieka jest chromosomem niezwykłym. Podstawo
wą cechą, która odróżnia ten chromosom od chromosomu X i autoso
mów, jest obecność w terminalnym regionie ramion Yq bloku hetero
chromatyny, którego rozmiary oraz intensywność fluorescencji najczęś
ciej są największe w całym kariotypie osobnika. Blisko 20°/a ludzkiego 
genomu stanowi heterochromatyna C, zlokalizowana pericentrycznie 
i tylko w chromosomie Y położona jest ona terminalnie. Wśród powta
rzalnych sekwencji DNA ludzkiego genomu około 4%  stanowi sateli
tarny DNA. Ze względu na odrębne cechy poszczególnych frakcji sa
telitarnego DNA oznaczono je cyframi I-IV. Techniką hybrydyzacji „in 
situ” ustalono, że konstytutywna heterochromatyna chromosomów 2, 3, 
4, 6, 8 i 11 charakteryzuje się tym, że nie zawiera wszystkich frakcji,, 
natomiast heterochromatyna C chromosomów 1, 9, 13, 14, 15, 20, 21, 
11 i Y w mniejszym lub większym stopniu posiada wszystkie cztery
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frakcje. Dwa chromosomy w kariotypie człowieka charakteryzują się 
największą zawartością satelitarnego DNA — jest to chromosom 9 i Y 
[74]. W chromosomie Y zidentyfikowano techniką restrykcji enzymatycz
nej „specyficzny-męski DNA” utożsamiany w  dużym stopniu z frakcją 
II satelitarnego DNA — jest to kolejna, niezwykła cecha tego chromo
somu.

CHROM OSOM Y X  I Y W PR O C ESIE  EW O LU CJI K A R IO T Y P U

Fakt pojawienia się unikalnych sekwencji satelitarnego DNA chro
mosomu Y był prawdopodobnie pierwszym krokiem na ewolucyjnej dro
dze uzyskania morfologicznej tożsamości tego chromosomu [12, 61]. Po
dobne zjawisko obserwuje się w dimorficznych chromosomach płcio
wych węży (chromosomy W i Z) [51, 88]. Na drodze ewolucji od p ry 
mitywnych kręgowców, gdzie nie obserwujemy dimorfizmu chromoso
mów płciowych, do człowieka, chromosom Y w odróżnieniu od chromo
somu X został niemal zupełnie pozbawiony loci genowych, z w yjąt
kiem determinujących płeć oraz kontrolujących rozwój gonad i układu

Ryc. 5. Proces ew olucyjnej „erozji” chrom osom u Y (wg Wyss i wsp., C linical G e
netics 1982, 21: 145-159; zm odyfikow ane); (a) — n iezróżn icow ane  chrom osom y
płciowe niższych kręgowców, (b) — k ario ty p  46,X X  kobiety, (c) — k a r io ty p  46,XY

mężczyzny. Szczegóły w  tekście
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moczowo-płciowego. Podczas tego procesu, często nazywanego „dege
neracją chromosomu Y” [75] lub „erozją chromosomu Y” [26], rozmiary 
tego chromosomu zostały zredukowane do 1/3 chromosomu X (ryc. 5).

Wielu autorów [37, 43, 44, 69] przyjmuje, że mechanizmem napę
dowym ewolucji niezróżnicowanych chromosomów płciowych niższych 
kręgowców do chromosomów dimorficznych ssaków wyższych i człowie
ka była translokacja. Translokacji uległ znaczny fragment chromosomu 
Y (region A) na chromosom X (A —► X), jednocześnie terminalny region 
Xp (region E) został przeniesiony na region terminalny Xq. Po tym 
wydarzeniu jedynie regiony B i C chromosomu X i Y zachowały ho- 
mologię. Chromosom X stał się „chimerą” subregionów odpowiedzial
nych za cechy somatyczne (A i D) oraz funkcję gonad (B i E). Przenie
sienie fragm entu A z chromosomu Y do X spowodowało duplikację 
wielu sprzężonych z chromosomem X genów. Proces lyonizacji dopro
wadza do niezbędnego zrównoważenia genetycznego komórki. Hipotezę 
tę potwierdza szereg pośrednich dowodów genetycznych [101]. Jak już 
wspomniano, znanych jest obecnie ponad 100 loci genowych sprzężo
nych z chromosomem X. Przy założeniu, że w chromosomie X może 
być zlokalizowanych blisko 2000 loci genowych [37], należy się spodzie
wać, że jest tylko sprawą czasu wykrycie odseparowanych (np. w regio
nie A i D) zduplikowanych loci. Uzyskanie takiego dowodu uczyniłoby 
przedstawioną hipotezę bardzo prawdopodobną.

Proces lyonizacji stanowi charakterystyczną cechę jednego z dwóch 
chromosomów X — implikacje cytogenetyczne, biochemiczne i cytolo
giczne tego faktu zostały omówione wyżej.

Cechą unikalną chromosomu Y jest heterochromatyna Y. Jaką bio
logiczną funkcję spełnia heterochromatyna? Wielu autorów [29, 90, 94] 
przypisuje heterochromatynie następujące funkcje: stabilizację centro- 
merów i telomerów, zabezpieczenie życiowo ważnych regionów geno
mu — „body-guard”, koniugację homologicznych chromosomów w me- 
jozie, regulację procesu „crossing-over” oraz formowanie chiasm, stwo
rzenie barier reprodukcyjnych, stwarzanie warunków dla ewolucji kario- 
typu, koniugację chromosomów niehomologicznych dla zbliżenia regio
nów o podobnej funkcji, kontrolę rozmiarów komórki oraz szybkości 
podziałów, zabezpieczenie euchromatyny przez uformowanie wewnątrz- 
jądrowej ochrony „koperty”.

Żadna z wymienionych funkcji nie została przekonywająco udowod
niona. O ile funkcja heterochromatyny C jest przedmiotem domysłów, 
o tyle rola heterochromatyny Y jest całkowicie nieznana.

Powyższy wybór informacji o właściwościach cytologicznych, bio
chemicznych i genetycznych chromosomu X i Y został poprzedzony cy
tatem ze Starego Testamentu opisującym kreowanie Ewy. Akt ten wy
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magał wyjęcia żebra lub przeniesienia boku ciała Adama będącego her
mafrodytą. Gromadząc informacje o chromosomie X i Y korzystano 
z prac posługujących się nowymi osiągnięciami inżynierii genetycznej,, 
cytologii, cytogenetyki i biochemii.

Chcąc jednak na zakończenie zademonstrować istotę różnicowania 
się obu chromosomów, trzeba było powrócić do ewolucyjnego modelu, 
który wymaga przyjęcia poglądu o translokacji dużego fragmentu chro
mosomu Y na chromosomie X dla dokonania kroku w kierunku dim or- 
fizmu chromosomów płciowych. Symbolika tego luźnego skojarzenia 
przekazu biblijnego z hipotezą naukową zachęca do refleksji.

A uto r  p ragn ie  podziękować prof. prof. dr. hab. med. Tadeuszow i i M ark o w i 
P aw likow sk im  oraz prof. dr. hab. med. Jan o w i S teffenow i za insp irac ję  o raz  w iele  
cennych  w skazów ek.

P raca  była f inansow ana  przez A kadem ię  M edyczną w  Łodzi w  ra m a c h  t e 
m a tu  bezum ownego: „B adania  n ad  procesem  inak tyw ac ji  chrom osom u p łc iow e
go X ” oraz ze środków  przyznanych  w  ra m a c h  te m a tu  PA N  No 09.7.3.2.3. „Mole
k u la rn e  podstaw y  procesów  życiowych u d robnoustro jów  i w  o rgan izm ach  w y ż
szych”.

R yciny  1-3 pochodzą ze zbiorów Z ak ład u  G enetyk i M edycznej In s ty tu tu  E ndo
krynologii AM w  Łodzi, a u to ram i zdjęć są B. K ałużew sk i i Z. Pokorska.
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METODY IMMUNOCYTOCHEMICZNEGO
WYKRYWANIA ANTYGENÓW

IM M U N O CY TO CH EM ICA L METHODS OF DETECTING ANTIGENS

M aciej ZABEL

K a te d ra  i Z ak ład  Histologii i Embriologii, A kadem ia  M edyczna, Poznań

Streszczenie .  P rzedstaw iono  zasady m etod stosow anych w  b adan iach  im m unocy to -  
chem icznych. Omówiono między innym i m etody n ieznakow anych  przeciwciał, za
stosow anie  p ro te iny  A i u k ła d u  aw id y n a—biotyna oraz m etody równoczesnego 
w y k ry w a n ia  k ilku  an tygenów . Szczególną uw agę zwrócono na  zalety i w ady  po
szczególnych m etod oraz omówiono p rak tyczne  zasady w y k o n y w an ia  reak c ji  im- 
m unocytochem icznych. Oddzielnie p rzedstaw iono  techn ik i s tosow ane w  im m uno- 
cytochem icznej lokalizacji an tygenów  na  poziomie u l t ra s t ru k tu ra ln y m .

S u m m a ry .  P rinc ip les  of m ethods used in im m unocytochem ical studies w ere  p re 
sented. A m ong others, un labe led  an tibody  technique, app lica tion  of p ro te in  A and  
av id in—bio tin  system  and  m ethods of para lle l  detection  of severa l an tigens w ere 
discussed. P a r t ic u la r  a t ten tio n  w as paid to advan tages  and  pitfa lls  of using in
div idual m ethods. P rac tica l  princip les of perfo rm ing  im m unocytochem ical reactions 
w ere  given. In  a sep a ra te  section, techn iques  used in im m unocytochem ical loca
lization of an tigens  at th e  u l t ra c t ru c tu ra l  level w ere  presen ted .

1. W STĘP

Metody immunocytochemiczne polegają na wykrywaniu i lokaliza
cji składników komórek i tkanek na zasadzie reakcji antygen—prze
ciwciało. Najczęściej wykrywany jest antygen za pomocą swoistych 
przeciwciał znakowanych w sposób bezpośredni lub pośredni. Rzadziej 
stosowaną odmianą reakcji immunocytochemicznych jest tzw. reakcja 
odwrócona polegająca na wykrywaniu przeciwciał w tkance za pomo
cą znakowanego antygenu.

Coons [26] jako pierwszy zastosował przeciwciała znakowane izo- 
cyjankiem fluoresceiny do wykrywania antygenów. Później wprowadzo
no do znakowania przeciwciał izotiocjanian fluoresceiny, który lepiej
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wiąże się z przeciwciałami i daje silniejszą fluorescencję [100]. Fluoro- 
chromy były stopniowo wypierane przez inne znaczniki, jak enzymy 
(peroksydaza) [86], białka zawierające metal (ferrytyna) [114] i wreszcie 
metale (złoto koloidalne) [38]. Wprowadzenie nowych znaczników umoż
liwiło rozwój badań nad lokalizacją antygenów na poziomie u ltrastruk- 
turalnym. Obok tego wprowadzono nowe techniki pozwalające podnieść 
czułość tych metod lub umożliwić ich szersze zastosowanie poprzez two
rzenie „gotowych” układów, które mogą być użyte do wykrywania róż
nych przeciwciał. Do metod tych zaliczyć należy — reakcję pośrednią, 
wprowadzenie metod z nieznakowanymi przeciwciałami, a zwłaszcza 
z kompleksem PAP [20, 117], wykorzystanie silnego powinowactwa awi- 
dyny do biotyny (metoda ABC) [52] oraz proteiny A, a szczególnie kom
pleksu proteina A — złoto [4, 9, 14, 30, 107]. Dalszym postępem w im-
munocytochemii było wprowadzenie metod służących do w ykrywania 
kilku antygenów na tych samych skrawkach [84].

1.1. DANE OGÓLNE

Reakcje immunocytochemiczne polegają, jak już wspomniano, na 
wykrywaniu antygenów tkankowych za pomocą specyficznych przeciw
ciał. Należy przy tym  pamiętać, że antygen może być wykrywany w miej
scu syntezy, magazynowania lub jego wiązania, np. przez receptory [22]. 
W dalszym ciągu pracy stosowany będzie termin pierwsze przeciwciało, 
co ma oznaczać, że jest to swoiste przeciwciało wykrywające dany an
tygen. Przeciwciało najczęściej nie wiąże się z całym antygenem lecz 
jedynie z jego fragmentem zwanym determinantą antygenową. W przy
padku białka jest to ugrupowanie kilku aminokwasów. Dlatego istnieje 
zawsze możliwość wykrywania za pomocą przeciwciał także innych bia
łek, które mają inną strukturę i funkcję, lecz przypadkowo posiadają 
identyczną lub bardzo podobną determinantę antygenową [22, 93, 125]. 
Problem ten jest szczególnie ważny przy stosowaniu przeciwciał mono- 
klonalnych [63]. Dlatego też nawet po zastosowaniu testów kontrolnych 
i testów na specyficzność przeciwciała możliwe jest, że wykrywany bę
dzie nie ten antygen, przeciw któremu wyprodukowane zostało przeciw
ciało lub też wiele różnych antygenów. W przypadku takich wątpliwo
ści mówimy nie o wykryciu danego antygenu, lecz o wykryciu substan
cji o immunoreaktywności danego antygenu [125]. Jest to także ważne 
z powodu różnych sposobów przygotowania materiału do badań, które 
mogą tak zmieniać immunoreaktywność antygenu, że wykrywać go nie 
będziemy lub wykrywać będziemy jedynie niewielką jego część [22]. 
Z tych względów badania immunocytochemiczne wymagają często uzu
pełnienia innymi metodami lub potwierdzenia eksperymentalnego [22, 
93], Często pomocne jest stosowanie różnych surowic lub różnych orze-
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ciwciał monoklonalnych, co zwiększa prawdopodobieństwo, że w ykry
w am y rzeczywiście poszukiwany antygen [125].

Obecnie najbardziej popularna ze względu na dużą czułość i swo
istość jest metoda z kompleksem PAP, często zastępowana już przez 
przewyższającą ją czułością metodą z kompleksem awidyna—biotynowa- 
na peroksydaza (met. ABC). Dla celów mikroskopii elektronowej naj
bardziej zalecanymi, szczególnie ze względu na możliwość precyzyjnej 
lokalizacji antygenu, są metody ze złotem koloidalnym, szczególnie me
toda z kompleksem proteina A—złoto koloidalne [30]. Z punktu  widze
nia praktycznego istotne znaczenie ma zawsze wybór odpowiedniego zna
cznika, czyli substancji, która jako końcowy produkt reakcji immuno- 
cytochemicznej ma być obserwowana. Drugi problem to wybór odpo
wiedniej metody immunocytochemicznej, która w danych warunkach 
musi być dostatecznie czuła i swoista.

1.2. BUDOWA I CECHY PRZECIWCIAŁ [1, 35, 110, 116]

Przeciwciała używane w immunocytochemii należą przede wszyst
kim do immunoglobulin G (IgG). Zbudowane są one z czterech łańcu
chów, dwóch lekkich i dwóch ciężkich, które połączone są między sobą 
wiązaniami kowalencyjnymi (mostki dwusiarczkowe) i niekowalencyj- 
nymi (ryc. 1). W cząsteczce można wyróżnić dwie identyczne okolice 
wiążące antygen (Fab) oraz jedną Fc. Te okolice Ig można łatwo od
dzielić proteolitycznie stosując papainę. Większa część cząsteczki prze
ciwciała ma stałą budowę dla danego gatunku i dla danej klasy. Je 
dynie niewielka część obu łańcuchów w Fab ma budowę zmienną za
leżną od antygenu, przeciw któremu jest skierowana (ryc. 2). Jeżeli pu. 
zmieszaniu duża ilość przeciwciał powiązana jest z antygenem, a ilość
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Ryc. 1 Ryc. 2
Ryc. 1 i 2. S chem at budow y przeciw ciał (zmienione w ed ług  [1])
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Ryc. 3. W iązanie d e te rm in a n t  an tygenow ych  przez przeciw ciała  o dużym  pow i
now actw ie  (A i B) o raz  przez przeciw cia ła  o m ałym  pow inow actw ie  (C i D) (zmie

nione w ed ług  [1])

wolnych przeciwciał i wolnych antygenów jest niewielka, to mówimy 
o wysokim powinowactwie przeciwciała do antygenu. Zależy to przede 
wszystkim od trójwymiarowego dopasowania determinanty antygenowej 
do części zmiennej Fab przeciwciała (ryc. 3). Przeciwciała czy surowice 
heteroklonalne zawierają mieszaninę różnych przeciwciał przeciw dane
mu antygenowi. Różne determinanty antygenowe wiążą poszczególne 
przeciwciała zawarte w surowicy, przy czym powinowactwo poszcze
gólnych przeciwciał jest różne. Wytrzymałość wiązania (avidity) przeciw
ciał heteroklonalnych zależy od powinowactwa poszczególnych przeciw
ciał wiążących odpowiednie determinanty antygenowe. Im większy an
tygen i tym  samym większa ilość determinant antygenowych, tym  w y 
trzymałość wiązania przeciwciał jest większa. W przypadku przeciwciał 
monoklonalnych wytrzymałość wiązania jest większa, jeżeli antygen po
siada wiele powtarzalnych determinant, przeciw którym skierowane jest 
przeciwciało. Warunki otrzymywania przeciwciał o dużym powinowac
twie i wytrzymałości wiązania są nieznane. Jeżeli przeciwciała w ykry
wają tylko jeden antygen, to mówimy, że są to przeciwciała specyficzne.
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Ale czasami możemy mieć przeciwciała o małej specyficzności, tzn. wy
krywające kilka podobnych antygenów (ryc. 4). Wysoce specyficzne prze
ciwciała można uzyskiwać stosując do immunizacji czyste, najlepiej syn
tetyczne antygeny, a w razie konieczności tylko charakterystyczne frag
m enty antygenu.

Ryc. 4. Przeciw ciało  o m ałe j  specyficzności w iąże k ilka  podobnych d e te rm in an t
różnych  an tygenów  (zmienione w edług  [35])

Poprzez immunizację zwierząt otrzymuje się surowicę zawierającą 
przeciwciała heteroklonalne, a przeciwciała monoklonalne produkowane 
są przez komórki izolowane ze śledziony zwierzęcia uczulonego, po wy
tworzeniu hybrydy z allogeniczną komórką plazmatyczną nowotworową.
Przeciwciała monoklonalne wprowadzane są do badań immunocytoche- 
micznych od kilku lat i obecnie wiele z nich dostępnych jest w handlu. 
Wielką ich zaletą jest to, że można dokładnie sprecyzować determinantę 
antygenową, która jest wykrywana. Ale ich stosowanie wiąże się z pew
nymi trudnościami. Przede wszystkim wykrywanie jednej tylko deter
minanty antygenowej to duże niebezpieczeństwo występowania tej sa
mej determinanty w innych antygenach, co zmusza często do stosowa
nia różnych przeciwciał monoklonalnych dla potwierdzenia wykrycia 
poszukiwanego antygenu [63]. Ponadto przeciwciała te produkowane są 
w niskiej koncentracji, a prawdopodobieństwo niskiej wytrzymałości wią
zania (avidity) jest większe niż w przypadku przeciwciał heteroklonal- 
nych [125].

1.3. ZNACZNIKI STOSOWANE W METODACH IMMUNOCYTOCHEMICZNYCH

Ogólnie możemy powiedzieć, że znaczniki muszą posiadać właściwo
ści umożliwiające ich zaobserwowanie bezpośrednie (np. fluorochromy) 
lub pośrednie (np. enzymy) w jednym z rodzajów mikroskopów. Związ
ki stosowane do znakowania mogą być wbudowywane, służyć do opłasz-
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czania lub łączenia na innej zasadzie cząstek używanych w reakcjach 
immunocytochemicznych (np. przeciwciał). Do istotnych cech, którymi 
musi charakteryzować się ponadto znacznik, należą możliwość tworzenia 
stałych kompleksów oraz nieuszkadzanie struktury  i właściwości znako
wanej substancji, przynajmniej w zakresie koniecznym dla przeprowa
dzenia reakcji immunocytochemicznej.

1.3.1. Fluorochromy [83, 92, 130]. Fluorochromy są to substancje, 
które wykazują zdolność do emitowania światła po pobudzeniu ich źród
łem promieniowania. Mimo istnienia wielu fluorochromów tylko nie
liczne z nich emitują światło w zakresie widma widzialnego i to z w y
starczającą intensywnością. Do najczęściej stosowanych fluorochromów 
zaliczamy izotiocyjanian fluoresceiny (FITC). Ponadto stosuje się izocy
janian fluoresceiny (FIC), izotiocyjanian tetrametylorodaminy izomer G 
(TRITC), izotiocyjanian rodaminy B (RBITC), lissamina — rodamina JtB 
200 (LRB 200), 4-aminorosamina B, chlorek dansylu (DANSYL) i jego 
pochodne (BANSYL). Bliższe dane o zaletach i sposobach znakowania 
białek fluorochromami (np. przeciwciał) można znaleźć np. w rozdzia
łach podręczników [83, 92, 130]. Głównymi zaletami tych metod są mo
żliwość otrzymania bardzo trwałych kompleksów fluorochrom—przeciw
ciało, szybkość wykonania reakcji, a zasadnicze wady to stosunkowo 
niska czułość, duże trudności z całkowitym usunięciem nieswoistej flu- 
orescencji, nietrwałość preparatów, trudności aparaturowe i kłopoty 
związane z wykonywaniem dokumentacji. Fluorochromy stosować moż
na do znakowania przeciwciał, antygenów, komplementu, a także pro
teiny A [108].

1.3.2. Enzymy. Typowym przykładem znakowania pośredniego są 
enzymy, gdyż kompleks przeciwciała (lub też innego związku stosowa
nego w reakcjach immunocytochemicznych) z enzymem wymaga nastę
powego wykrycia aktywności tego enzymu za pomocą typowych metod 
histochemicznych. W wyniku otrzymujemy barwny lub elektronowo gę
sty produkt reakcji w miejscu występowania antygenu. Zaletami tych 
znaczników jest możliwość zastosowania ich zarówno w mikroskopii 
świetlnej, jak i eletronowej oraz możliwość użycia ich w bardzo czu
łych metodach z nieznakowanymi przeciwciałami (np. metoda z kom
pleksem PAP). Wadą tych znaczników jest przede wszystkim koniecz
ność blokowania aktywności enzymatycznej występującej w tkance, np. 
należy zablokować aktywność peroksydazy w tkance jeżeli stosujemy 
peroksydazę jako znacznik. Do najczęściej stosowanych znaczników en
zymatycznych zaliczamy peroksydazę chrzanową [20, 84, 117], cytochrom 
C [29], glukozooksydazę [25] lub fosfatazę zasadową [37], Najbardziej 
popularnym znacznikiem, głównie dzięki metodzie z kompleksem PAP,
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jest peroksydaza. Do wykrywania peroksydazy stosuje się reakcję we
dług Grahama i Karnowsky’ego [47] lub jej modyfikacje. W reakcji tej 
stosuje się jako substrat 3,3'-dwuaminobenzydynę (DAB). Jednakże ze 
względu na karcinogenne działanie DAB jest ona zastępowana przez in
ne substraty, jak np. 3-amino-9-etylokarbazol [48], 4-chloro-l-naftol [3, 
84] i odczynnik Hankera (chlorowodorek p-fenylodwuaminy i pyrokate- 
chol [54]) i inne [89]. W wyniku działania peroksydazy powstaje z DAB 
(w obecności H20 2) nierozpuszczalny polimer, który jest barw ny i dla
tego można go obserwować w mikroskopie świetlnym [47], a na skraw
kach półcienkich, na których występuje bardzo słabe znakowanie, także 
w mikroskopie fluorescencyjnym [49] i różnicowym mikroskopie in ter
ferencyjnym Nomarsky’ego [50], Dużą zaletą polimeru DAB jest także 
to, że może być łatwo osmowany, co stwarza możliwość zaobserwowania 
go w mikroskopie elektronowym [20, 117]. Stosowane substraty dla in
nych enzymów: cytochrom C — DAB [29], glukozooksydaza — beta 
D-glukoza [25], fosfataza zasadowa — fosforan naftolu AS [37]. Metody 
znakowania przeciwciał (lub białek) za pomocą enzymów przedstawione 
są m. in. w pracach Avrameas i wsp. [2], Nakane i Kavoi [85], Falini 
i wsp. [37].

1.3.3. Białka zawierające metal ciężki [92]. Praktyczne zastosowanie 
znalazła głównie ferrytyna. Ze zrozumiałych względów może być ona 
stosowana jedynie do celów mikroskopii elektronowej. Ferry tyna jest 
białkiem termostabilnym o c. cz. 600 000 — 700 000 i zawiera 23°/o że
laza. W mikroskopie elektronowym jest widoczna jedynie środkowa część 
cząsteczki zawierająca żelazo (wielkości ok. 5 nm). Mała wielkość czą
steczki i dobry kontrast który daje ferrytyna powodują, że ma ona sto
sunkowo duże zastosowanie. Ferrytyna może być zastosowana do zna
kowania m.in. przeciwciał, awidyny i lektyn [6, 8, 55, 92, 109], Sposoby
i problemy związane ze znakowaniem ferrytyną można znaleźć w cyto
wanych pracach.

1.3.4. Metale ciężkie. W latach sześćdziesiątych próbowano zastoso
wać do znakowania przeciwciał różne metale ciężkie, np. żelazo, uran, 
rtęć lub ich proste związki [92], obecnie nie są one praktycznie stoso
wane i mają jedynie znaczenie historyczne. Szerokie zastosowanie zna
lazło w różnych metodach immunocytochemicznych złoto koloidalne [30]. 
Po raz pierwszy zostało ono użyte w metodach immunocytochemicznych 
przez Faulka i Taylora w 1971 r. [38]. Dużymi zaletami złota koloidal
nego są bardzo dobry kontrast w mikroskopie elektronowym, stabilne 
i szybkie adsorbowanie białek, brak zmian w aktywności biologicznej 
zaadsorbowanego białka i możliwość tworzenia różnej wielkości (ale zaw
sze równej) cząstek złota, co umożliwia zastosowanie ich do wykrywania
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kilku antygenów na jednym skrawku [32, 42, 46, 61, 102]. Złoto koloidal
ne ma duże zastosowanie w badaniach ultrastrukturalnych i to nie tylko
immunocytochemicznych [13, 105].

Największe zastosowanie w immunocytochemii zyskało złoto kolo
idalne w tworzeniu kompleksów z proteiną A [12, 101, 107], z antyge
nami (GLAD) [70, 71], z awidyną [22] oraz z immunoglobulinami [30, 
32], Poza mikroskopem elektronowym transmisyjnym złoto koloidalne 
może być także użyte w mikroskopie elektronowym skaningowym ze 
względu na silną emisję elektronów wtórnych [45, 59, 60]. Dodatkową 
zaletą jest także fakt, że może być ono użyte do znakowania dla celów 
mikroskopii świetlnej [31, 34, 43, 51, 103]. W warunkach tych istnieje 
możliwość ciągłego monitorowania w mikroskopie tworzenia się znako
wania. Możliwe jest także bardzo szerokie zastosowanie tego znacznika 
w różnych eksperymentach i na różnorodnym materiale. Może być za
stosowane do wykrywania antygenów na skrawkach ultracienkich mro
żonych [10, 44] i z plastiku [41, 62, 71, 98, 107], a ze względu na dobrą 
penetrację do komórek także w reakcjach przed zatopieniem materiału 
[32], Ta ostatnia cecha została wykorzystana m. in. do wykrywania tu- 
buliny w komórkach hodowanych bezpośrednio na siatkach mikrosko- 
powo-elektronowych pokrytych formwarem [32]. Pewne nadzieje postę
pu wiąże się również z zastosowaniem opłaszczania złota koloidalnego 
przez przeciwciała monoklonalne, szczególnie wykorzystanie ich do w y
krywania wielu antygenów na tych samych skrawkach [30].

Sposoby tworzenia złota koloidalnego są stosunkowo proste [40]. Po
legają one na kontrolowanej redukcji kwasu czterochlorozłotowego 
w obecności eteru nasyconego białym fosforem [38, 104] (tworzą się 
cząstki wielkości od 3 do 5 nm) lub soli sodowej kwasu askorbinowego 
[58] (tworzą się cząstki wielkości 10-15 nm) lub cytrynianu sodu [40] 
(tworzą się cząstki wielkości 15-150 nm). Zaznaczyć należy, że stosowa
nie różnych stężeń tych związków daje różne wielkości cząstek złota 
w podanym zakresie, ale są one w danym przypadku zawsze równej, 
powtarzalnej wielkości. Dalszym etapem w przygotowaniu kompleksu ze 
złotem koloidalnym jest zadsorbowanie białka (np. proteiny A, awidyny, 
przeciwciał lub antygenu) na powierzchni cząstek złota koloidalnego. 
Najbardziej korzystne warunki adsorpcji otrzymuje się przy prowadze
niu reakcji w pH równym punktowi izoelektrycznemu białka i przy nis
kim stężeniu elektrolitów [42], Zastosowanie tych warunków jest mo
żliwe głównie w przypadku czystych białek, np. proteiny A lub synte
tycznych antygenów. Mechanizm tworzenia kompleksów białko—złoto 
koloidalne jest stosunkowo dobrze poznany [42, 105, 107]. Cząsteczki zło
ta w koloidzie są naładowane ujemnie i odpychają się od siebie. Dlatego 
różne kationy powodują ich agregację. Wprowadzone białko do roztwo
ru  złota koloidalnego zostaje zaadsorbowane na cząstkach złota na za
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sadzie sił elektrostatycznych Van der Waalsa i powoduje stabilizację 
koloidu. Po przeprowadzonej adsorpcji białka na cząstkach złota kolo
idalnego należy dodatkowo stabilizować otrzymany koloid. W tym  celu 
dodaje się glikol polietylenowy (PEG) 20 000 [60] lub albuminę (BSA) 
[30, 32]. Wirowaniem roztworu usuwa się nadmiar białka użytego do 
adsorpcji. Po zawieszeniu osadu otrzymujemy odczynnik, który może 
być przechowywany miesiącami w temp. 4°C lub w roztworze z glice
rolem poniżej 0°C [30].

1.3.5. Pierwiastki promieniotwórcze. Możliwości zastosowania pier
wiastków promieniotwórczych jako znacznika do celów immunocyto- 
chemicznych były stosunkowo często wykorzystywane w różnych meto
dach, np. do znakowania antygenów, przeciwciał, proteiny A (m.in. [18, 
72, 90, 91, 99]). Jednakże obecnie są one rzadko stosowane, głównie ze 
względu na trudności metodyczne oraz wprowadzenie innych prostszych 
znaczników dających lepszą lokalizację antygenów.

2. ZASADY M ETOD IM M UNOCYTOCHEM ICZNYCH

2.1. METODY BEZPOŚREDNIE [125]

Są to klasyczne reakcje immunocytochemiczne polegające na s to 
sowaniu znakowanego pierwszego przeciwciała (ryc. 5). Reakcje te są 
najbardziej proste w wykonaniu, ale też stosunkowo mało czułe ze wzglę
du  na małą ilość znacznika występującego w miejscu występowania an
tygenu. Dużą niedogodnością tej metody jest konieczność oddzielnego 
znakowania każdego ze stosowanych pierwszych przeciwciał.

2.2. METODY WIELOSTOPNIOWE

Polegają one na stosowaniu kilkuetapowych reakcji, w efekcie cze
go otrzymuje się wzmocnienie znakowania lub też wzrost specyficzno
ści reakcji. Zaletą tych metod jest także to, że nie znakuje się pierw
szego przeciwciała i dzięki temu nie ma strat w powinowactwie do an
tygenu [117]. Ponadto układy znakujące łączą się z reguły w większej 
ilości z pierwszym przeciwciałem, co wzmaga wielokrotnie ilość wpro
wadzonego znacznika. Ze względów praktycznych ważne jest także to, 
że te same układy znakujące można zastosować do przeciwciał przeciw 
różnorodnym antygenom. Ogólnie możemy podzielić je na metody, 
w których stosuje się dalsze przeciwciała (np. metody nieznakowanych 
przeciwciał), znakowane antygeny i metody, w których stosuje się ukła
dy bez przeciwciał (np. z proteiną A). Możliwe jest także stosowanie 
w jednym układzie kilku z wymienionych zasad (np. metody z przeciw
ciałem znakowanym haptenem, met. ABC).
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Ryc. 5. M etoda bezpośrednia  (schemat) Ryc. 6. M etoda pośredn ia  (schem at)

2.2.1. Metoda pośrednia [92]. Polega na na  stosowaniu po pierwszym 
przeciwciele (np. od królika) znakowanego przeciwciała przeciw króli
czym IgG (ryc. 6). Metody te są kilkakrotnie bardziej czułe niż bezpo
średnie, stosunkowo proste w wykonaniu i przed wprowadzeniem innych 
czulszych metod (PAP, ABC) były bardzo powszechnie stosowane. Obec
nie są one stosowane w enzymoimmunologicznych metodach oznaczania
poziomu hormonów lub przeciwciał, np. ELISA [92].

2.2.2. Metody nieznakowanych przeciwciał. Metody te polegają na 
stosowaniu układu przeciwciał, przy czym żadne z nich nie jest zna
kowane. Znacznik wprowadzony jest do tego układu w ostatnim etapie, 
gdyż antygenem dla ostatniego z użytych przeciwciał jest stosowany zna
cznik. Znacznikiem jest najczęściej peroksydaza. Duża czułość tych me
tod (kilkaset razy większa niż metod bezpośrednich) wynika ze stosowa
nia nieznakowanych przeciwciał i wielostopniowości reakcji (przeciwciała 
heteroklonalne łączą się z wieloma determinantami antygenowymi po
przedniego przeciwciała), co powoduje przyłączenie dużej ilości znacz
nika.

W metodach, które omówimy, przykładowo podane zostały układy, 
gdzie pierwsze przeciwciało uzyskane zostało od królika, a znacznikiem 
jest peroksydaza.

2.2.2.1. M o s t e k  p o j e d y n c z y  [77, 94, 118]. Stosujemy tu ta j 
kolejno pierwsze przeciwciało królicze, przeciwciało przeciw króliczym 
IgG, królicze przeciwciało przeciw peroksydazie i peroksydazę (ryc. 7).

2.2.2.2. M o s t e k  p o d w ó j n y  [88], Metoda ta polega na identycz
nej zasadzie jak poprzednio opisana, lecz przed peroksydazą stosuje się 
ponownie przeciwciało przeciw króliczym IgG, a następnie znów króli
cze przeciwciało przeciw peroksydazie. Ostatni etap jest identyczny i po
lega na stosowaniu peroksydazy (ryc. 8). Metoda ta jest bardziej czuła 
niż mostek pojedynczy, gdyż wprowadza się więcej cząsteczek peroksy
dazy. Jednak obie te metody są obecnie rzadziej stosowane niż metoda 
PAP, gdyż stosuje się w nich wiele etapów, a czułość nawet w mostku
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Ryc. 8. M etoda n ieznakow anych  p rz e 
ciwciał — m ostek  podw ójny  (schem at)

Ryc. 7. M etoda n ieznakow anych  p rze 
ciwciał — m ostek  pojedynczy (schemat)

podwójnym nie jest większa niż w metodzie PAP. Ponadto w obu me
todach mostku pojedynczym i podwójnym stosuje się pewien nadmiar 
peroksydazy, co może wpływać na zwiększenie niespecyficzności reakcji
(patrz podrozdział 3.3).

2.2.2.3. M e t o d a  P A P  [20, 117] (ryc. 22 i 23). Metoda ta znala
zła duże zastosowanie w immunocytochemii ze względu na dużą czu
łość i względną prostotę w przeprowadzeniu reakcji. Zasadniczym ele
mentem było tu wprowadzenie kompleksu peroksydaza—antyperoksyda- 
za (PAP). Kompleks PAP jest zbudowany z dwóch przeciwciał króli
czych przeciw peroksydazie i trzech cząsteczek peroksydazy. Najpraw
dopodobniejszy układ cząsteczek peroksydazy i przeciwciał w komplek
sie PAP [117] podany został na ryc. 9. Sposób przygotowywania kom
pleksu PAP podany jest w pracy Sternbergera i wsp. [117]. Obecnie 
stosować można gotowy kompleks PAP produkowany przez wiele firm. 
Wykonanie tej reakcji polega na stosowaniu dwóch pierwszych etapów, 
podobnie jak w metodzie mostka pojedynczego, a w etapie trzecim sto
sujemy kompleks PAP, co schematycznie przedstawia ryc. 9.

2.2.2.4. I n n e  m e t o d y  z n i e  z n a k o w a n y m i  p r z e c i  w-  
c i a ł a m i .  Metody te są oparte na identycznych jak poprzednio zasa
dach, ale możliwe jest zastosowanie przeciwciał i kompleksu PAP od 
innych zwierząt lub też zastosowanie innego enzymu jako znacznika, np. 
fosfatazy zasadowej [75]. Szczególnie zalecana jest metoda GAG, czyli 
metoda z kompleksem glukozooksydaza—antyglukozooksydaza [25], Me
toda ta  jest przeprowadzona identycznie jak metoda z PAP, ale ma ona 
być jeszcze bardziej czuła. Możliwe jest także przygotowanie kompleksu 
PAP z przeciwciał monoklonalnych [76].
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Ryc. #. M etoda n ieznakow anych  p rz e 
ciwciał z kom pleksem  peroksydaza  

an typeroksydaza  (PAP) (schemat)

Ryc. 10. M etoda z kom pleksem  p ro te i
n a  A —znacznik, np. złoto kolo idalne

(schem at)

2.2.3. Proteina A [87, 120] (ryc. 26). Proteina A jest białkiem
0 c.cz. 42 000, bardzo stabilnym w szerokim zakresie pH od 0.99 do 11.8. 
Została ona wyizolowana ze ściany komórkowej bakterii Staphylococcus 
aureus. Zasadniczą cechą biologiczną tego białka jest duże powinowactwo
do IgG wielu gatunków i częściowo także do IgA i IgM. Istnieją jed
nak  pewne różnice w wiązaniu proteiny A do Ig, zależnie od gatunku
1 klasy (tab. 1). Proteina A wiąże się do części Fc Ig, a nie do części

T A B E L A  I

Wiązanie immunoglobulin różnych gatunków i klas przez

Gatunek

proteinę A (według [120])

Rodzaj immunoglobuliny Podklasy

Człowiek IgG 1, 2, 4,
IgA 2
IgM niektóre

Królik IgG (kompleksy rozpuszczalne)
Mysz IgM (słabo)

IgG 1 (słabo) 
2a, 2b, 3

Szczur IgG 1, 2c
Świnka morska IgG 1, 2
Krowa IgG 2 (słabo)
Owca IgG 2 (słabo)
Koza IgG 2 (słabo)
Pies IgG a, b, c, d

IgA niektóre
IgM niektóre
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Fab. Każda cząsteczka proteiny A ma cztery miejsca do łączenia z Fc 
IgG i jedno miejsce, którym  łączy się z peptydoglikanem ściany komór
kowej bakterii. Stała dysocjacji wiązania proteiny A z ludzką lub kró
liczą IgG wynosi od 4 X 107 do 2 X 108 mol-1, co pozwala użyć proteinę 
A do izolowania IgG metodą fazy stałej. Podane właściwości proteiny A
są wykorzystywane w wielu technikach immunocytochemicznych. Szcze
gólnie ważna jest zdolność proteiny A do wiązania Fc IgG. Najczęściej 
stosowane jest bezpośrednie łączenie proteiny A ze znacznikiem np. 
złotem koloidalnym [14, 30, 101, 104, 107], peroksydazą [36], ferrytyną 
[9] lub znakowanie 125J  [18] i stosowanie ich w drugim etapie po stoso
waniu pierwszego przeciwciała (ryc. 10). Szczególnie godne polecenia są 
kompleksy proteiny A—złoto koloidalne dające bardzo dobre rezultaty 
w lokalizacji antygenu na poziomie ultrastrukturalnym . Ze względu na 
użycie immunoglobulin tylko jako pierwszego przeciwciała należy sto
sować nieco inne metody blokowania nieswoistego wiązania. W tym  ce
lu  stosuje się najczęściej albuminę bydlęcą lub owoalbuminę [14, 107].

2.2.4. Układ awidyna — biotyna [6, 7, 52]. Biotyna jest niskoczą- 
steczkową witaminą, która może być użyta w swojej aktywnej formie 
do znakowania prawie wszystkich białek, w tym  przeciwciał, lektyn 
i hormonów, a także wielu innych substancji, jak cukry i kwasy nukle
inowe, co schematycznie pokazane jest w tabeli 2. Sposoby biotynowa- 
nia białek i innych substancji podane są m. in. w pracy Bayera i wsp. 
[5] i innych [52, 81]. Ważny z punktu  widzenia immunocytochemicznego 
jest fakt, że biotyna może być dołączona w wielu miejscach, a więc 
jedna cząsteczka znakowanego związku ma wiele wbudowanych cząste
czek biotyny. Ponadto wiadomo, że biotynowanie nie powoduje najczęś
ciej żadnej lub jedynie bardzo niewielką różnicę w aktywności białka.

Z kolei awidyna jest glikoproteiną o c.cz. 68 000 otrzymaną z biał
ka jaja kurzego. Awidyna posiada cztery miejsca wiążące biotynę i to 
o  bardzo dużym powinowactwie (stała dysocjacji 1015 mol-1). Czyli po
winowactwo awidyny w stosunku do biotyny jest ok. 106 razy większe 
niż powinowactwo większości przeciwciał do odpowiedniego antygenu. 
Te cechy awidyny i biotyny wykorzystane zostały między innymi do 
opracowania bardzo czułych metod immunocytochemicznych. Możliwość 
kombinacji metod jest olbrzymia, tym  bardziej że także awidyna może 
być użyta do tworzenia kompleksów z innymi substancjami, np. z prze
ciwciałami lub znacznikami [5, 52].

2.2.4.1. M e t o d a  I B R A B ,  c z y l i  m e t o d a  p o ś r e d n i e g o  
m o s t k a  z u ż y c i e m  a w i d y n y  i b i o t y n y  [64]. Metoda ta 
w zasadzie jest podobna do metody mostka pojedynczego w metodzie 
nieznakowanych przeciwciał. Stosuje się tu taj kolejno: pierwsze przeciw-
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TABELA 2

B iotyna i jej pochodne, za pomocą k tó ry ch  m ożna b io tynow ać podane  po p r a w e j
s tron ie  g rupy  chem iczne lub  związki. U dołu podano p rzyk ład  b io tynow an ia  b ia łk a

(zmienione w edług  [7])

ciało (np. królicze), biotynowane przeciwciało przeciw króliczym IgG,. 
awidynę i biotynowaną peroksydazę (ryc. 11).

2.2.4.2. M e t o d a  A B C ,  c z y l i  m e t o d a  z u ż y c i e m  k o m 
p l e k s u  a w i d y  n a —b i o t y  n o  w a n a  p e r o k s y d a z a  [23, 24, 64] 
(ryc. 21 i 24). Dalszym etapem w rozwoju metod immunocytochemicz-
nych z użyciem awidyny—biotyny było rozwinięcie czulszej i prostszej 
niż IBRAB metody, którą nazwano metodą ABC. Zasadniczą cechą tej, 
metody jest tworzenie kompleksu awidyna—biotynowana peroksydaza
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Ryc. 11. M etoda IBRAB, czyli m etoda  po- Ryc. 12. M etoda ABC, czyli m eto-
ś redn iego  m ostka  z użyciem  aw idyny  i bio- da z kom pleksem  aw id y n a—bioty-

ty n y  (schemat) n o w an a  peroksydaza  (schemat)

przed zastosowaniem jej w reakcji immunocytochemicznej. Użycie od
powiednich stężeń obu substancji (awidyna — 10 ąg/ml i biotynowana 
peroksydaza — 5 gg/ml) prowadzi do powstania olbrzymich kompleksów 
o nieznanej bliżej strukturze, ale zawierającej wiele cząsteczek peroksy- 
dazy (ryc. 12). Stosowanie innych niż podano stężeń któregoś z reagen
tów powoduje znaczne osłabienie reakcji ABC. Samo wykonanie reakcji 
polega na stosowaniu kolejno: pierwsze przeciwciało (np. królicze), bio- 
tynowane przeciwciało przeciw króliczym IgG i w ostatnim etapie kom
pleks awidyna—biotynowana peroksydaza (ryc. 12). Metoda ta cechuje 
się bardzo dużą czułością (ok. 10-50 razy większą niż PAP), co umożliwia 
stosowanie wyższych rozcieńczeń pierwszego przeciwciała, a to w efek
cie zmniejsza zdecydowanie niespecyficzność rekacji.

2.2.4.3. M e t o d a  z k o m p l e k s e m  a w i d y n a —z n a c z n i k  
[52], Metoda ta jest mniej czuła niż metoda ABC. Zasadniczym elemen
tem  jest kompleks awidyna—znacznik, np. złoto koloidalne lub pero
ksydaza, stosowany w ostatnim etapie reakcji. Reakcja przebiega według 
schematu — pierwsze przeciwciało (np. królicze), biotynowane przeciw
ciało przeciw króliczym IgG, kompleks awidyna—znacznik, np. złoto 
koloidalne (ryc. 13).

2.2.4.4. I n n e  m e t o d y  i s p o s o b y  w y k o r z y s t a n i a  u k ł a 
d u  a w i d y n  a—b i o t y n a. Układ ten może być zastosowany także do 
metod z innymi znacznikami, np. awidyna znakowana ferrytyną [6], 
awidyna znakowana enzymami [52] lub biotynowany antygen [81]. Układ
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ten może być także wykorzystany do wykrywania receptorów za pomo
cą biotynowanego liganda [81] (ryc. 14) do oceny jakości przeciwciał me
todą fazy stałej, badań radioimmunologicznych i innych [52].

Ryc. 13. M etoda z kom pleksem  aw i-  
dyna—znacznik  np. złoto koloidalne

(schemat)

Ryc. 14. M etoda im m unocy tochem icz- 
nego w y k ry w a n ia  recep to rów  przy  po 
mocy b io tynow anego  liganda i m e to 

dy ABC (schemat)

2.2.5. Metody znakowanych antygenów [70] (ryc. 25). Polegają one 
na tworzeniu kompleksu antygen—znacznik i używaniu go w drugim 
etapie, po stosowaniu pierwszego przeciwciała (ryc. 15). Najczęściej sto
sowanymi znacznikami są tu  enzymy, np. peroksydaza, fosfataza zasa
dowa [37] lub złoto koloidalne [70]. Zaletą tych metod jest duża swo
istość, a przede wszystkim możliwość wykorzystania ich do wykrywa-

#

nia kilku antygenów na jednym skrawku poprzez zastosowanie w ostat
nim etapie różnych znaczników skompleksowanych z kolejnymi anty
genami. Pewną odmianą jest tu taj zastosowanie biotynowanego anty
genu, który może być wykrywany metodą ABC [81].

2.2.6. Metoda z przeciwciałami z wbudowanym haptenem [21, 66],
Uważana jest za bardzo swoistą i czułą metodę wymagającą jednak 
wielu dodatkowych czynności. Zasadniczą ideą metody jest stosowanie 
pierwszego przeciwciała z wbudowanym haptenem. Pierwsze przeciw
ciało ma wiele cząstek haptenu, przez co stosowane w drugim etapie 
przeciwciało przeciw haptenowi wzmaga znakowanie. Dalsze etapy uza
leżnione już są zastosowaniem bądź klasycznej metody PAP, bądź kom
pleksu PAP z wbudowanym haptenem (ryc. 16) lub ewentualnie innych 
z omówionych metod. Metoda ta ze względu na dużą czułość i specy
ficzność jest szczególnie zalecana przy stosowaniu przeciwciał monoklo- 
nalnych.
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Ryc. 15. M etoda ze znak o w an y m  a n 
tygenem  (schemat)

Ryc. 16. M etoda z p rzec iw cia łam i 
z w b u d o w an y m  h ap ten em  (schemat)

2.3. METODY RÓWNOCZESNEGO WYKRYWANIA KILKU ANTYGENÓW

Często konieczne jest wykrywanie równoczesne kilku antygenów, 
aby odpowiedzieć, czy antygeny te znajdują się w tych samych komór
kach lub organellach komórkowych. Klasycznym tego przykładem mo
gą być problemy związane z oceną występowania wielu hormonów w tych 
samych komórkach dokrewnych, szczególnie w komórkach serii APUD. 
Inny przykład to wykrywanie kilku różnych Ig lub ich łańcuchów. 
Pierwszy, który zastosował równoczesne wykrywanie kilku antygenów, 
był Nakane [84]. Wykorzystał on metodę usuwania przeciwciał i w y
krywał na tym  samym skrawku kilka hormonów w przysadce mózgo
wej. Możliwe jest stosowanie prawie nieograniczonej możliwości kom 
binacji różnych metod, znaczników i technik.

2.3.1. Metoda usuwania przeciwciał [84, 123]. Została ona wprowa
dzona przez Nakane [84]. Zasada jej polega na tym, że w niskim pH 
można wyeluować przeciwciała, a produkt reakcji pozostaje na skraw
ku. W metodzie tej stosuje się kolejno znakowane peroksydazą prze
ciwciało A, a potem reakcję z DAB, eluowanie przeciwciał w niskim 
pH, znakowane peroksydazą przeciwciało B i reakcja z innym substra- 
tem (dającym inne zabarwienie). Reakcje te mogą być jeszcze powta
rzane, jeżeli chcemy wykazać więcej niż dwa antygeny.

2.3.2. Metoda bezpośrednia z użyciem dwóch znaczników [37, 69, 125].
Polega ona na stosowaniu dwóch różnych pierwszych przeciwciał znako
wanych np. różnymi enzymami lub fluorochromami (ryc. 17).
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Ryc. 17. M etoda równoczesnego w y k ry w a n ia  dwóch an tygenów  tk an k o w y ch  m e
todą bezpośrednią  z użyciem  dw óch różnych  znaczników  (schemat)

2.3.3. Metody z zastosowaniem różnogatunkowych przeciwciał. Me
toda ta została po raz pierwszy zastosowana przez Masona i Sammonsa 
[78]. Polega ona na tym, że stosuje się pierwsze przeciwciała przeciw 
różnym antygenom uzyskane u różnych zwierząt (np. u królika i u  ow
cy) i dalej używa się dwa różne układy immunoenzymatyczne lub inne. 
Przykład taki podany został na ryc. 18. Pewną odmianą tej metody jest 
zastosowanie jednogatunkowych przeciwciał monoklonalnych różnych
podklas, np. IgGl i IgG2a [75].

Ryc. 18. • Równoczesne w y k ry w an ie  dw óch an tygenów  za pomocą różnoga tunko
w ych przeciw ciał na  p rzyk ładz ie  m etody  pośredn ie j (schemat)

2.3.4. Kombinacje różnych metod immunocytochemicznych. Możli
wość kombinacji jest praktycznie nieograniczona. Przykładowo można 
zastosować równolegle dwa pierwsze przeciwciała z wbudowanym hap- 
tenem [126] lub kombinacje tej metody z układem awidyna—biotyna 
[75] (ryc. 19). Możliwe jest także zastosowanie do tych celów dwóch 
znakowanych antygenów (ryc. 20) za pomocą różnych enzymów lub róż
nej wielkości złota koloidalnego [37, 104]. Roth [104] zastosował do w y
krywania dwóch antygenów na skrawkach ultracienkich kompleksy pro
teiny A ze złotem koloidalnym różnej wielkości 3 nm i drugi 15 nm. Do 
celów mikroskopii świetlnej zastosował ten sam autor [103] dwa kom
pleksy proteiny A ze złotem i srebrem koloidalnym. W mikroskopie op
tycznym koloid złota daje barwę czerwoną, a koloid srebra żółtą.
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Ryc. 19. M etoda rów noczesnego w y k ry w an ia  dw óch an tygenów  za pomocą róż 
n y c h  m etod  im m unocytochem icznych  na  p rzykładzie  m etody  z przeciw ciałam

w b u d o w an y m  h ap ten em  i m etody  ABC (schemat)

Ryc. 20. Rów noczesne w y k ry w an ie  dwóch an tygenów  za pomocą m etody  ze zna
k o w an y m i an ty g en am i (schemat)

2.3.5. Metoda skrawków seryjnych [50, 112, 129]. Możliwe jest wy
krywanie kilku antygenów na skrawkach seryjnych z zastosowaniem tej 
samej metody immunocytochemicznej zarówno dla celów mikroskopii 
świetlnej, jak i elektronowej.

#

3. U W A G I PR A K TY C ZN E W YKONYW ANIA 
R E A K C JI IM M UNOCYTOCHEM ICZNYCH

I

3.1. UTRWALANIE I PRZYGOTOWANIE MATERIAŁU

W celu wykonania reakcji immunocytochemicznej poszukiwany an
tygen musi pozostać w tkance nierozpuszczalny, powinien być możliwie 
łatwo dostępny dla przeciwciała, przy czym ogólna struktura  tkanki po
winna być możliwie dobrze zachowana. Najczęściej bardzo dobre wy
niki uzyskuje się po utrwaleniu w formaldehydzie lub w glutaraldehy-

10 — Postępy Biol. Kom. 2/84
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dzie lub po utrwaleniu w mieszaninach zawierających te aldehydy, szcze
gólnie w płynie Bouina [70, 73, 125]. Aldehydy tworzą wewnątrz- i ze-
wnątrzcząsteczkowe wiązania między białkami [53, 57], co najczęściej 
nie niszczy antygenowości większości substancji. Są jednak antygeny 
wrażliwe na jakiekolwiek utrwalanie oraz proces odwadniania i zatapia
nia, np. niektóre antygeny na powierzchni limfocytów. W tym  przypad
ku należy wykonywać reakcję na skrawkach kriostatowych lub na skraw
kach tkanki liofilizowanej [70, 125], Często zalecany jest w immunocy- 
tochemii p-benzochinon [124] lub akroleina [67], które utrwalają, po
dobnie jak formaldehyd, ale bardziej łagodnie, co powoduje mniejsze 
stra ty  antygenowości. Przy wykrywaniu nowego antygenu należy zaw
sze wypróbować odpowiedni utrwalacz. Utrwalona tkanka musi być da
lej odpowiednio przygotowana do wykonania reakcji. Najczęściej reakcja 
wykonywania jest na skrawkach parafinowych przygotowanych w spo
sób rutynowy lub rzadziej zatopionych w próżni [70, 92]. Ten ostatni 
sposób zatapiania jest szczególnie przydatny do wykrywania łatwo roz
puszczalnych antygenów wewnątrzkomórkowych. Antygeny zewnątrz- 
komórkowe i błonowe są najlepiej wykrywane na nieutrwalonych skraw
kach kriostatowych. Metoda ta może być także zastąpiona przez wyko
nanie reakcji immunocytochemicznej na małych fragmentach tkanek 
lub zawiesinie komórek, przed zatopieniem materiału [70,125]. Częsta 
dobre wyniki uzyskuje się przez zastosowanie proteaz bezpośrednio przed

Sposoby utrwalania i przygotowywania tkanki dla celów immunocytochemii (zmienione według
[125])

TABELA 3

Rodzaje antygenu Utrwalanie Przygotowanie tkanki

Antygeny zewnątrzkomórkowe np. 
immunoglobuliny w błonie podstawnej 
kłębuszków nerkowych

1. świeże
2. zimny alkohol lub 

aceton

1. skrawki kriostatowe
2. wykonanie reakcji 

przed zatopieniem
Antygeny na powierzchni komórek 1. świeże

2. zimny alkohol 
lub aceton

3. formaldehyd

1. rozmazy
2. skrawki kriostatowe
3. wykonanie reakcji 

przed zatapianiem
Peptydy i aminy biogenne w kom ór
kach dokrewnych lub nerkowych; 
enzymy i inne białka wewnątrzkomór
kowe

1. formaldehyd, 
glutaraldehyd, Bouin,

2. p-benzochinon
3. akroleina

1. skrawki parafinowe
2. liofilizacja, utrwalenie 

w parach paraformal- 
dehydu i zatopienie 
w próżni

Glikoproteidy

♦

1. formalina
2. kwas nadjodowy-

-lizyna-paraformal- 
dehyd (80)

1. skrawki parafinowe

http://rcin.org.pl



M E T O D Y  W Y K R Y W A N IA  A N T Y G E N Ó W 283

wykonaniem reakcji. Trypsyna lub pronazai najprawdopodobniej roz
luźniają strukturę białek w utrwalonej tkance i ułatwiają penetrację 
przeciwciał oraz udostępniają większą liczbę determinant antygenowych 
[28, 33, 39, 65]. Do tych samych celów stosować można także Triton 
X I 00 [70, 115]. Przygotowanie tkanki do celów mikroskopii elektrono
wej omówione zostanie w podrozdziale 4.1. Ogólne wskazówki u trw ala
nia i przygotowania tkanek podane zostały w tabeli 3.

3.2. P R Z Y G O T O W A N IE  P R Z E C IW C IA Ł  [70, 125]

Jak  podano w podrozdziale 1.2, przeciwciała powinny charaktery
zować się wysoką specyficznością, powinowactwem, siłą wiązania i od
powiednim stężeniem w surowicy, co w efekcie umożliwia stosowanie 
wysokich rozcieńczeń. Najczęściej przeciwciała dają się latami przecho
wywać w temp. — 20°C, a często także w temp. 4°C, najlepiej w dużym 
stężeniu z dodatkiem 0,1-1% albuminy i 0,01 do 0,1% azydku sodu lub 
0,01% merthiolatu (azydek sodu w stężeniu powyżej 0,01% hamuje ak
tywność peroksydazy). Pierwsze przeciwciało należy stosować w odpo
wiednim rozcieńczeniu, co każdorazowo należy określić doświadczalnie. 
Zbyt niskie rozcieńczenia powodują duże niespecyficzne znakowanie 
tkanki, a zbyt wysokie dają słabe znakowanie w miejscu lokalizacji an
tygenu. Inkubację z pierwszym przeciwciałem prowadzić należy najle
piej przez noc (18-24 godz.) w temp. 4°C i potem przez 1 godz. w temp. 
pokojowej. Przedłużona inkubacja jest bardziej korzystna niż inkubacja 
krótka (do 1 godz.) ze względu na możliwość stosowania wyższych roz
cieńczeń pierwszego przeciwciała, co daje lepszą specyficzność reakcji 
[94], Surowice zawierające mieszaninę wielu przeciwciał mogą być oczy
szczone metodą adsorpcji, np. na sefarozie opłaszczonej czystym anty
genem i następowym eluowaniu czystych przeciwciał w niskim lub w y
sokim pH. Przeciwciała monoklonalne oczyszczenia oczywiście nie w y
magają, co jest ich olbrzymią zaletą.

3.3. Z W IĘ K S Z A N IE  S P E C Y F IC Z N O Ś C I  R E A K C J I  IM M U N O C Y T O C H E M IC Z N Y C H

Niespecyficzna reakcja immunocytochemiczna wypada pozytywnie 
■w przypadku nieswoistego wiązania przeciwciał np. przez komplement 
lub siłami jonowymi [70, 125] albo wiązania znaczników w tych miej
scach tkanki, gdzie nie ma wykrywanego antygenu. Możliwe jest także 
wykrywanie antygenów „pokrewnych” mających identyczne lub podob
ne determinanty antygenowe. Niespecyficznie pozytywna reakcja jest 
oczywiście uzależniona od stosowanych przeciwciał i od typu reakcji im
munocytochemiczne j. Stosunkowo najmniej problemów tego typu w y
stępuje przy stosowaniu czystych przeciwciał lub przeciwciał monoklo- 
nalnych. Najmniej nieswoistego znakowania obserwuje się w metodach
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z kompleksem awidyna—biotynowana peroksydazą i znakowanych anty
genów. Dużym problemem jest wiązanie nieswoiste lub adsorbowanie 
przeciwciał przez różne miejsca w tkance. Problem ten występuje z róż
nym  nasileniem we wszystkich rodzajach metod. W celu blokowania 
tych miejsc należy przed inkubacją z pierwszym przeciwciałem wyko
nać krótką preinkubację przez 10-30 min. z normalną surowicą od zwie
rzęcia, od którego pochodzi drugie przeciwciało [125]. Potem, bez płu
kania, nakładamy pierwsze przeciwciało. Drugim sposobem jest inten
sywne płukanie skrawków w PBS (ewentualnie z dodatkiem albuminy 
lub Tritonu X100) między kolejnymi surowicami po pierwszym prze
ciwciele. Płukanie to usuwa z tkanki wiele nieswoiście związanych prze
ciwciał, które są wiązaniami o niskim powinowactwie. Niektórzy auto
rzy [83] zalecają adsorpcję stosowanych surowic z homogenatem lub 
proszkiem acetonowym wątroby. Problem nieswoistego wiązania prze
ciwciał jest mniejszy przy stosowaniu przeciwciał monoklonalnych, he- 
teroklonalnych oczyszczonych lub przy stosowaniu surowic w wysokim 
rozcieńczeniu [125]. Drugim problemem jest usuwanie ewentualnego zna
kowania występującego w tkance przygotowanej do wykonania reakcji. 
Przykładem tego jest fluorescencja własna tkanek [110] lub aktywność 
enzymów stosowanych jako znacznik np. peroksydazy. Blokowanie endo
gennej peroksydazy przeprowadzamy na samym początku reakcji przez 
stosowanie 0,1-1%> H20 2 w metanolu lub w wodzie [56, 70, 125]. I wresz
cie ostatni z większych problemów, to problem stosowania czystych 
kompleksów znacznika z przeciwciałem. Wiadomo bowiem, że np. wol
ne fluorochromy i enzymy mogą być nieswoiście związane przez tkan
kę i mogą dawać nieswoiście pozytywną reakcję [70, 125]. Sposoby otrzy
mywania czystych kompleksów znacznik—przeciwciało (lub innych) po
dane są w pracach cytowanych poprzednio przy omawianiu tworzenia 
tych kompleksów.

3.4. T E S T Y  N A  S P E C Y F IC Z N O Ś Ć  R E A K C J I  IM M U N O C Y T O C H E M IC Z N Y C H

Petrusz [93] zaproponował następujące niezbędne wymagania ko
nieczne do potwierdzenia wyników immunocytochemicznych: (1) dokład
na standaryzacja wszystkich etapów stosowanej metody, (2) stosowanie 
wzrastających rozcieńczeń pierwszego przeciwciała, aż do rozcieńczeń 
nie dających pozytywnego odczynu lub zastąpienia pierwszego przeciw
ciała przez inne przeciwciała lub normalną surowicę od zwierzęcia tego sa
mego gatunku, (3) stosowanie testu na specyficzność przeciwciał, (4) uza
sadnienie lokalizacji immunocytochemicznej istotnymi informacjami z in
nych badań (biochemicznych, fizjologicznych itp.). Są to innymi słowy 
niezbędne warunki, których pozytywne wyniki przemawiają za specy
ficznością wykonanej reakcji immunocytochemicznej.
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3.4.1. Zastępowanie pierwszego przeciwciała przez normalną suro
wicę. Ogólną kontrolą na specyficzność reakcji immunocytochemicznej 
jest zastąpienie pierwszego przeciwciała przez normalną surowicę od 
zwierzęcia tego samego gatunku, u którego otrzymano pierwsze przeciw
ciało w identycznym rozcieńczeniu. Negatywny wynik tej kontroli świad
czy o tym, że pozytywny odczyn z surowicą zawierającą pierwsze prze
ciwciało jest wynikiem specyficznego wiązania tego przeciwciała. Nie 
wyklucza to jednak możliwości wykrywania innych antygenów o podob
nej budowie. Ten problem występuje przy wykrywaniu wielu hormo
nów polipeptydowych posiadających identycznie zbudowane części swoich 
łańcuchów, np. gastryna, cholecystokinina, ceruleina lub przy w ykry
waniu hormonów komórek kortykotropowych. W tym  celu wykonać na
leży testy adsorpcyjne z odpowiednimi antygenami.

3.4.2. Testy adsorpcyjne [4, 95, 96, 111, 116, 125]. Testy te wyko
nujemy zawsze w przypadku zastosowania nowego przeciwciała, nowej 
tkanki lub też nowej metody. Mają one na celu potwierdzenie, że w y
krywamy rzeczywiście tylko poszukiwany antygen. Ogólna zasada te 
stów adsorpcji polega na preinkubacji pierwszego przeciwciała z anty
genem i antygenami pokrewnymi i potem użyciem tak przygotowanego 
przeciwciała do reakcji immunocytochemicznej. Pozytywny wynik tego 
testu, czyli całkowite zablokowanie reakcji świadczy o tym, że antygen 
użyty do preinkubacji może być wykrywany przez testowane pierwsze 
przeciwciało. Należy jednak pamiętać, że w teście tym  można otrzymać 
pozytywny wynik w barwieniu (wynik testu negatywny) zależny od 
wiązania kompleksu antygen—przeciwciało do receptorów tkankowych 
[125]. Klasycznym przykładem wymagającym szerokich testów adsorp- 
cyjnych są przeciwciała przeciwko którejś z katecholamin [111] wym a
gające preinkubacji z wieloma substancjami pokrewnymi (inne katecho- 
laminy, prekursory i metabolity, a także inne aminy biogenne). W przy
padku wykrywania antygenów posiadających identyczne fragmenty (np. 
niektóre hormony) należy do testowania użyć nie całe antygeny, lecz 
jedynie fragmenty charakterystyczne dla poszczególnych antygenów. Do 
testu stosujemy pierwsze przeciwciało w rozcieńczeniu używanym w re 
akcji i małe ilości możliwie czystego, najlepiej syntetycznego antygenu 
i ewentualnych antygenów pokrewnych w różnych stężeniach zwykle 
do kilku nmoli/ml. Preinkubację prowadzimy po zmieszaniu antygenu 
z przeciwciałem (z dodatkiem 0,l°/o albuminy) przez 12-24 godz. w temp. 
4°C. W celu eliminowania testowanego przeciwciała można także użyć 
antygenu zaadsorbowanego na sefarozie. Jedną z nowych technik na 
badanie specyficzności reakcji immunocytochemicznej jest metoda opra
cowana przez Schippera i Tildersa [111]. Czysty antygen i odpowiednie
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antygeny pokrewne rozpuszcza się w szeregu rozcieńczeń w żelatynie, 
utrwala i wykonuje reakcję immunocytochemiczną. Analiza otrzyma
nych wyników pozwala na dokładną ocenę specyficzności stosowanych
przeciwciał.

4. ZASTOSOW ANIE METOD IM M UNOCYTOCHEM ICZNYCH DO W Y K R Y W A N IA
ANTYGENÓW  NA PO Z IO M IE  U LTR A STR U K TU R A LN Y M

Zasady metod immunocytochemicznych do celów mikroskopii elek
tronowej są podobne jak do mikroskopii świetlnej, ale decydujące zna
czenie ma tutaj znacznik. Musi on albo zawierać dostatecznie dużą ilość 
pierwiastków o dużym ciężarze atomowym, albo też musi się nimi łatwo 
kontrastować. Do pierwszej grupy zaliczamy ferrytynę i złoto koloidal
ne, a do drugiej grupy peroksydazę. Produktem reakcji w w ykryw aniu 
peroksydazy jest polimer DAB, który daje się łatwo osmować (patrz
podrozdział 1.3).

4.1. U T R W A L A N IE  I  P R Z Y G O T O W A N IE  M A T E R IA Ł U

Ogólne zasady utrwalania i przygotowania materiału są identyczne 
jak  w przypadku mikroskopii świetlnej (patrz podrozdział 3.1), ale za
gadnieniem szczególnej wagi jest zachowanie prawidłowej s truk tu ry  ko
mórek i tkanek. Dlatego też najczęściej zalecanym utrwalaczem jest 
glutaraldehyd lub jego mieszanina z formaldehydem. Po utrw aleniu m a
teriał może być zatapiany w sposób rutynowy w wielu plastikach, np. 
metakrylany, Epon, Araldit. Do polimeryzacji obok wysokiej tem pera
tu ry  stosować można w razie potrzeby promieniowanie ultrafioletowe 
[125]. Ostatnio zastosowano zatapianie w niskiej temperaturze w Lo- 
wicryl K4M, co ma w niektórych przypadkach obok dobrego zachowania 
u ltrastruk tury  zapobiegać stratom antygenowości wielu białek [15, 106]. 
Wiele danych wskazuje, że czterotlenek osmu wprawdzie osłabia silnie 
antygenowość wielu substancji, jednak może być on łatwo usunięty, co 
wiąże się z odzyskaniem antygenowości tych substancji. Osm może być 
usunięty ze skrawków tkanek zatapianych w plastiku przez utlenienie 
nadtlenkiem wodoru, kwasem nadjodowym, a najlepiej metanadjodanem 
.sodu [16], choć w niektórych przypadkach jest to zbyteczne [3].

4.2. T E C H N IK I  W Y K O N Y W A N IA  R E A K C J I

Do celów mikroskopii elektronowej stosuje się skrawki ultracienkie 
z  tkanek zatapianych w plastiku, skrawki ultracienkie mrożone lub w y
konywanie reakcji immunocytochemicznej przed zatopieniem materiału. 
Wykonanie reakcji przed zatopieniem materiału w plastikach ma szcze-
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golnie dużą wartość w przypadku wykrywania antygenów na powierzch
ni komórek lub bakterii [20]. Metoda ta może dać dobre wyniki przy 
w ykryw aniu antygenów rozproszonych w cytoplazmie [97], ale nie gdy 
występują one w strukturach obłonionych, np. wewnątrz mitochondriów 
lub ziaren wydzielniczych [122]. W reakcji przed zatopieniem nie na
leży zapomnieć o trudnościach związanych z penetracją przeciwciał 
i znaczników i dlatego najlepiej stosować zawiesinę komórek np. z ho
dowli, leukocyty, czy komórki izolowane lub skrawki tkanek uzyskane 
n a  wibratomie. Technika wykonania reakcji polega na umieszczeniu za
gęszczonych komórek w odpowiednich płynach zawierających przeciw
ciała lub znaczniki, a usuwania tych płynów dokonuje się przez dekan- 
towanie supernatantu po wirowaniu. Po zakończonej reakcji komórki za
tapiane są w plastikach w sposób typowy, krojone i ewentualnie kon
trastowane. Szczegóły tej metody opisane są w wielu pracach (m. in. 
[32, 70, 122, 125]).

Skrawki ultracienkie mrożone wprowadzone zostały do immunocy- 
tochemii niedawno [10, 11, 44, 121]. Metoda ta daje nowe możliwości 
w immunocytochemii, ale wiąże się z dużymi trudnościami metodyczny
mi zarówno w otrzymaniu skrawków, jak i specyficznością reakcji im- 
munocytochemicznej. Ogólna technika reakcji jest podobna do wyko
nywania reakcji na skrawkach ultracienkich plastikowych [121].

Najczęściej do mikroskopii elektronowej stosuje się skrawki ultra- 
cienkie z tkanek zatapianych w plastiku. Wykonanie reakcji jest podob
ne jak na skrawkach parafinowych. Ze względu na kontakt z metalami 
ciężkimi skrawki powinny być umieszczone na siatkach niklowych lub 
złotych. Inkubację prowadzi się najczęściej umieszczając siatki na po
wierzchni kropli. Po wykonaniu reakcji immunocytochemicznej skrawki 
mogą być normalnie kontrastowane. Grubość skrawków * nie odgrywa 
roli dla intensywności znakowania, gdyż — jak to wykazali Bendayan 
i Zollinger [16] — reakcja między przeciwciałem i antygenem zachodzi 
jedynie na powierzchni skrawków. W technice tej istnieją pewne t ru d 
ności polegające na słabszej czułości metod związane z ograniczoną 
penetracją przeciwciał, a przede wszystkim z licznie pojawiającymi się 
strątami. W celu zwiększenia penetracji przeciwciał próbowano częścio
wo usuwać plastik za pomocą nasyconego roztworu NaOH w alkoholu, 
10°/a nadtlenku wodoru lub metanolami sodu [23, 79], jednak większość 
autorów wskazuje na bezcelowość tego postępowania [14, 16, 17, 104]. 
Powstające strąty  są wynikiem nieswoistego wiązania przeciwciał i du
żego zanieczyszczenia odczynników i surowic. Odpowiednie postępowanie 
prowadzi do całkowitego ich usunięcia. Wszystkie płyny do płukania, jak 
i surowice muszą zawierać dodatek albuminy (0,1 -1 °/o) i muszą być fil
trowane przez ultrafiltry  (0,22 |im lub 0,45 gm). Płukania między ko-
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lejnymi surowicami lub znacznikami powinny być bardzo dokładne i czę
sto powtarzane. Szczegóły przeprowadzania reakcji zależą od stosowa
nej metody i podane są w licznych pracach (m.in. [14, 29, 30, 68, 70, 
104, 107, 116, 117, 122, 125, 127, 128]).

Z innych ciekawszych technik wymienić należy użycie reakcji im- 
munocytochemicznych do mikroskopu skaningowego, szczególnie w celu 
lokalizacji antygenów na powierzchni komórek [42, 60, 61, 82, 113]. Ist
nieją też próby ilościowej oceny nasilenia reakcji immunocytochemicz- 
nej ze złotem koloidalnym polegające na liczeniu ziaren złota [14] lub 
analizie rentgenowskiej [119].

4.3. W Y B Ó R  M E T O D Y  I  Z N A K O W A N IA

Najczęściej stosowanymi znacznikami w reakcjach immunocytoche- 
micznych dla potrzeb mikroskopii elektronowej są złoto koloidalne, fer- 
ry tyna i peroksydaza. Zaletą peroksydazy jest możliwość zastosowania 
jej w bardzo czułych metodach PAP i ABC. Powstający w wyniku w y
krywania peroksydazy wyosmowany polimer DAB daje w mikroskopie 
elektronowym stosunkowo duże, mało ostre, elektronowo gęste konglo
meraty. Powoduje to, że otrzymujemy dobre znakowanie komórek, 
w których zlokalizowany jest antygen (ryc. 23 i 24). Jednak stosunkowo 
duży produkt reakcji i brak możliwości dodatkowego kontrastowania 
skrawków utrudniają subkomórkową lokalizację antygenów.

Ferrytyna, a szczególnie złoto koloidalne, dają w mikroskopie ele
ktronowym stosunkowo drobne, ostre i bardzo silnie elektronowo gęste 
ziarna. Znakowanie to jest słabiej zauważalne na małych powiększeniach, 
co utrudnia ogólną ocenę znakowanych komórek. Jednakże znaczniki 
te umożliwiają bardzo dokładną lokalizację subkomórkową tym  łatwiej
szą, że w przypadkach tych stosować można dodatkowe kontrastowanie 
(octanem uranylu i cytrynianem ołowiu). Należy jednak pamiętać, że 
zarówno ferrytyna, jak i złoto koloidalne są używane w mniej czułych
metodach niż PAP i ABC. Metoda proteina A—złoto koloidalne daje 
stosunkowo silne znakowanie (ryc. 26), ale trudno jest wyeliminować

Ryc. 21. S k raw e k  tarczycy  szczura in kubow any  z p rzeciw cia łam i przeciw  k a lcy 
tonin ie  (1 : 150 000). U trw a lan ie  w  p łyn ie  Bouina, m etoda  ABC, 500 X 

Ryc. 22. S k ra w e k  trzu s tk i  k ró lik a  in kubow any  z p rzec iw cia łam i przeciw  som ato-
s ta tyn ie  (1 : 1 000). U trw a lan ie  w  p łyn ie  Bouina, m etoda  PA P, 500 X 

Ryc. 23-26. S k ra w k i  u l trac ien k ie  ta rczycy  szczura u trw a lo n e j  w  2,5°/» g lu ta ra ld e -  
hydzie  i zatopionej w  Eponie. In k u b ac je  z p rzec iw cia łam i przeciw  kalcy ton in ie  
w  rozcieńczeniu 1 : 10 000, m etoda  PAP) (ryc. 23, 3750 X), w  rozcieńczeniu
1 :1 0 0  000, m etoda  ABC (ryc. 24, 11 300 X), w  rozcieńczeniu  1 : 3  000, m etoda  znako 
w anego  an ty g en u  — ka lcy ton ina  zaadso rbow ana  na  złocie ko lo idalnym  (ryc. 25, 
20 000 X), i w  rozcieńczeniu  1 : 3  000, m etoda  p ro te in a  A—złoto koloidalne (ryc.

26, 11 800 X)
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słabe znakowanie nieswoiste [14, 70]. Z kolei w metodzie antygenu zna
kowanego złotem koloidalnym znakowanie jest; słabsze [ryc. 25], ale 
o dużej specyficzności [70]. Ze względu na te duże różnice zależne od 
stosowanej metody i znacznika proponuje się, aby do immunocytoche
micznej lokalizacji antygenów na poziomie ultrastrukturalnym  stosować 
różne metody, a także różne techniki ich wykonywania [22].
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MECHANIZMY REGULUJĄCE AKTYWNOŚĆ
NEURONÓW HIPOKAMPA

M EC H A N ISM S R E G U L A T IN G  TH E A CTIV ITY  O F H IP PO C A M P A L  NEURONS

Grzegorz HESS

Z ak ład  Fizjologii Zw ierząt, In s ty tu t  Zoologii 
U n iw ersy te tu  Jagie llońskiego w  K rakow ie

Streszczenie .  K om órk i n e rw o w e  h ipokam pa, jedne j z na jszerze j zbadanych  części 
kory m ózgowej ssaków, pod legają  dz ia łan iu  złożonych m echanizm ów , w p ły w a ją 
cych na ich ak tyw ność. Na tran sm is ję  po tenc ja łów  czynnościowych w  obrębie  h i 
pokampa silny w p ły w  m odu lu jący  w y w ie ra ją  n eu ro p rzek aźn ik i  am inow e: ace ty lo 
cholina i n o rad ren a lin a .  Na poziomie synapsy , p rzy  in tensyw nej s tym ulacji,  do
chodzi do d ługotrw ałego  w zm ocnien ia  (torow ania) w  p rzek azy w an iu  impulsu.

S u m m a ry .  N ervous cells of th e  h ippocam pus, one of th e  m ost ex tensive ly  explored  
parts of th e  b ra in  co rtex  of m am m als , a re  in fluenced  by com plex  m echan ism s 
regulating th e ir  ac tiv ity . A m ine  n e u ro tra n sm it te rs :  acety lcholine  an d  n o ra d re n a 
line ex e r t  s trong  m o d u la to ry  influence on th e  transm iss ion  of th e  action  po ten tia l  
inside the hippocam pus. D uring  rep e ti t iv e  s tim ulation , th e  long -te rm  po ten tia t ion  
(enhancement) of th e  transm iss ion  takes  p lace  a t  th e  level of th e  synapse.

*

Hipokamp jest wyraźnie wyodrębnioną, wydłużoną, obustronnie sy
metryczną strukturą, ogólnym kształtem przypominającą literę C, zwi
niętą wokół rogu dolnego komory bocznej mózgu. Stanowi część kory 
mózgowej o stosunkowo prostej budowie histologicznej. Uważa się, że 
poznanie mechanizmów działania hipokampa może rzucić światło na za
sady działania całej kory mózgowej.

Pomimo że w skład tzw. formacji hipokampalnej wchodzi kilka pól 
kory mózgowej, ze względów anatomicznych i strukturalnych najwięcej 
uwagi poświęcono dwóm z nich: rogowi Ammona i zakrętowi zębatemu.
Główny trójsynaptyczny wewnętrzny obwód neuronalny przebiega w hi-
pokampie w płaszczyźnie prostopadłej do jego długiej osi, dlatego też 
mówi się o „lamellarnej” budowie tej s truk tury  [1]. Cecha ta została
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Ryc. 1. P rzek ró j  poprzeczny h ipokam pa  szczura, gc — kom órk i g ra n u la rn e  za
k rę tu  zębatego, CA1, CA3 — kom órk i p iram idow e pola CA1 i CA3, pp  — aksony  
neu ro n ó w  kory  śródw ęchow ej, m f  — aksony  kom órek  g ran u la rn y ch , Sch — ko- 
la te ra le  aksonów  kom órek  p iram idow ych  pola CA3, firn — strzępek  h ipokam pa. 
S trza łk i  w skazu ją  k ie ru n ek  przew odzenia  im pulsów nerw ow ych. W edług [7], zm o

dyfikow ane

wykorzystana do opracowania techniki skrawków hipokampa inkubo- 
wanych in vitro. W skrawkach tych, o grubości 400-500 pm, ulegają za
chowaniu połączenia synaptyczne, a zarazem morfologia i metabolizm 
pozostają nie zmienione [42]. Szereg aksonów biegnie jednakże w in
nych kierunkach i istnieje również dywergencja w przebiegu niektó
rych szlaków [4]. Poprzeczny przekrój hipokampa przedstawia ryc. 1.

Komórki piramidowe rogu Ammona i komórki granularne zakrętu 
zębatego stanowią 96-98% wszystkich neuronów hipokampa [11]. Wyka
zano, że neuroprzekaźnikiem (mediatorem) pośredniczącym pomiędzy 
tymi neuronami jest glutaminian lub asparaginian [41]. Pozostałą część 
komórek nerwowych hipokampa stanowią interneurony (neurony po
średniczące), głównie o charakterze hamującym, wydzielające na swoich 
zakończeniach kwas y-aminomasłowy (GABA) [41].

Pomimo dużej ilości prac, wykonanych na hipokampie, szczególnie 
u gryzoni, nie jest dotychczas wyjaśniona rola i miejsce hipokampa 
w ogólnej działalności mózgu. Istnieje szereg teorii, dotyczących roli tej 
s truk tury  (krótki przegląd [21]). Większość badaczy jednakże wskazuje 
na kluczową rolę w procesach uczenia się i zapamiętywania nowej in
formacji. Nie oznacza to jednak, że magazynowanie informacji musi za
chodzić w hipokampie. Posiada on bardzo bogatą sieć połączeń aferent- 
nych i eferentnych z wieloma korowymi i podkorowymi obszarami móz
gu. W obrębie hipokampa znajduje się szereg zakończeń włókien choli- 
nergicznych, noradrenergicznych, dopaminergicznych, serotoninergicz-
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nych oraz histaminergicznych. Wykazano w nim również obecność roz
maitych peptydów neuroaktywnych [41]. Wszystkie te związki wywie
rają  istotny wpływ na własności błony neuronów hipokampa.

C H O LIN ER G IC ZN A  M O D U LA CJA  AKTYW NOŚCI

Charakterystyczny dla hipokampa gryzoni, zającokształtnych i kota 
jest ry tm  aktywności elektroencefalograficznej, tzw. ry tm  theta. Rytm 
ten, w przybliżeniu sinusoidalny, mieszczący się w zakresie częstotliwo
ści 3-12 Hz, może być rejestrowany w określonych stanach behawioral
nych u ssaków nie należących do naczelnych [44]. Istnieją obserwacje 
wskazujące, że pojawianie się ry tm u theta jest związane z procesami 
uczenia się i zapamiętywania. Wykazano, że stymulacja struktur móz
gu, biorących udział w synchronizacji rytmicznej aktywności hipokampa, 
ułatwia zapamiętywanie. Jest to związane ze specyficzną aktywację szla
ku  przegrodowo-hipokampalnego w czasie uczenia się i krótko potem 
[16], Lezje w okolicy jądra przyśrodkowego przegrody, eliminujące cał
kowicie ry tm  theta, powodują poważne zaburzenia pamięci dotyczącej 
konfiguracji otoczenia [46]. Przypuszcza się [12], że, „rozrusznikowe” 
neurony przyśrodkowego jądra przegrody rytmicznie pobudzają komórki 
piramidowe hipokampa i powstałe w ten sposób synchroniczne pobu
dzeniowe potencjały postsynaptyczne są źródłem pozakomórkowo reje
strowanych fal theta. Nowsze badania sugerują rolę komórek granular- 
nych i interneuronów w generacji ry tm u theta. Istnieje także pogląd, że 
zasadniczą rolę grają tu  szlaki hamującego sprzężenia zwrotnego lub 
bezpośrednie pobudzanie interneuronów hamujących przez „rozruszni
kowe” aksony z przegrody [12].

Faza ry tm u theta wywiera wpływ na częstotliwość spontanicznych 
wyładowań pojedynczych neuronów hipokampa [6, 25], a także na am
plitudę potencjałów polowych (ang. field potentials), wywołanych sty
mulacją elektryczną [38], Przykład przebiegu potencjału polowego przed
stawia ryc. 2. Zależność amplitudy zbiorczego potencjału czynnościowe
go (ang. population spike) od fazy ry tm u theta oznacza, że impuls do
cierający we właściwym momencie podlega „uprzywilejowanej” tran 
smisji poprzez trójsynaptyczny obwód hipokampa. Rytm theta mógłby 
więc grać istotną rolę w ustalaniu odstępów czasowych pomiędzy ko
lejnymi impulsami, a tym samym w selekcji informacji [38]. Stwierdzo
no, że stymulacja elektryczna jądra przyśrodkowego przegrody, nie wy
wołująca odpowiedzi w obrębie zakrętu zębatego, powoduje wzrost am 
plitudy zbiorczego potencjału czynnościowego wywołanego stymulacją 
odpowiedniego szlaku aferentnego, gdy oba bodźce następują w krótkim
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Ryc. 2. Po tenc ja ł połowy (ang. field potential) re je s tro w an y  zew nątrzkom órkow o  
w  w ars tw ie  kom órek  p iram idow ych  pola CA1 w  odpowiedzi na  s tym ulac ję  sz laku  
aferen tnego . a — a r te fa k t  s tym ulacji,  b (fala dodatnia) — złożony postsynap tyczny  
p o ten c ja ł  pobudzeniow y (ang. popu la tion  EPSP), c (szybka fa la  u jem na) — zło
żony potencja ł czynnościowy (ang. popu la tion  spike), rep rezen tu jący  synchron iczne  
po tenc ja ły  czynnościowe w ielu  pobudzonych  kom órek  p iram idow ych. P odobne  po
te n c ja ły  polowe m ożna re je s tro w ać  w  w a rs tw ie  kom órek  p iram idow ych  pola  CA3

i kom órek  g ra n u la rn y c h  z ak rę tu  zębatego

odstępie czasowym [20], Wykazano również modulujący wpływ stym u
lacji jądra przyśrodkowego przegrody na amplitudę wywołanego w kró t
kim odstępie czasowym potencjału polowego rejestrowanego w polu CA1 
hipokampa. Analogicznie jak w przypadku zakrętu zębatego, modulacji 
ulegała amplituda zbiorczego potencjału czynnościowego, lecz nie zbior
czego EPSP (population EPSP) [26]. Sugeruje się, że pojedynczy bo
dziec stymulujący jądro przegrody powoduje zmiany pobudliwości ko
mórek piramidalnych, analogiczne do 1 cyklu ry tm u theta. W odróż
nieniu od komórek granularnych, w przypadku komórek piramidalnych 
pola CA1 wykazano, że modulacja zachodzi za pośrednictwem aksonów 
cholinergicznych [28, 37]. Należy dodać, że wykryto także drugi szlak 
„rozrusznikowy” rytm u theta, nie mający charakteru, cholinergiczne- 
go [43].

W obrębie pola CA1 hipokampa acetylocholina (ACh) działa w dwo
jaki sposób. Po pierwsze, zmniejszeniu ulega wydajność hamowania sy-< 
naptycznego komórek piramidowych [5, 27], Sugeruje się, że ACh po
woduje zmniejszenie ilości GABA, uwalnianego z interneuronów ha
mujących, a więc jest to presynaptyczne działanie odhamowujące. D ru
gi sposób działania ACh to efekt postsynaptyczny [36]. Badania farm a
kologiczne wykazały, że główną rolę w postsynaptycznym oddziaływa
niu ACh na komórki piramidowe odgrywają receptory muskarynowe.
Jednakże istnieje możliwość uczestniczenia w tym  procesie receptorów 
nikotynowych lub receptorów o własnościach mieszanych [36].

Wewnątrzkomórkowe badania neuronów piramidowych pola CA1 
wykazały istnienie zjawiska powolnego pobudzenia (ang. slow excitation) 
jako odpowiedzi na jontoforetyczne podanie ACh, oddziałującej za po
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średnictwem receptorów muskarynowych [4]. Stwierdzono, że aktywacja 
cholinergicznych włókien aferentnych z jądra przyśrodkowego przegro
dy powoduje nasilenie tendencji komórek piramidowych do odpowiada
nia na stymulację serią potencjałów czynnościowych, bez istotnej zmia
ny potencjału spoczynkowego [23]. Efekt działania ACh polega na bloko
waniu tzw. prądu M (M od muskaryna), czyli specyficznej klasy bło
nowych kanałów potasowych, odpowiedzialnych za przewodnictwo M. 
Przewodnictwo M, pierwotnie odkryte w neuronach zwojów współczul- 
nych żaby i szczura istnieje także w błonach komórek piramidowych 
pola CA1 hipokampa [9], W stanie spoczynku neuronu jedynie niewiel
ka liczba kanałów tych jest otwarta. W wyniku depolaryzacji komórki 
i powstania potencjału czynnościowego kanały odpowiedzialne za prze
wodnictwo M otwierają się ze stałą czasową ok. 150 msek, stosunkowo 
dużą w porównaniu do kanałów odpowiedzialnych za powstanie i roz
przestrzenianie się potencjału czynnościowego (rzędu 1 msek). Kanały 
błonowe, przez które zachodzi przewodnictwo M, otwierają się znacznie 
wolniej. W wyniku ich otwarcia wzrasta prąd wypływający poprzez 
błonę neuronu na zewnątrz, co powoduje zbliżenie potencjału wnętrza 
neuronu do wartości spoczynkowej. Równocześnie wzrasta przewodnic
two przez błonę, co jest przczyną podniesienia progu pobudliwości ko
mórki [33], Komórka odpowiada niewielką liczbą (1-3) potencjałów czyn
nościowych, jedynie bezpośrednio po zaistnieniu depolaryzacji. Istnienie
przewodnictwa M pozwala więc- neuronowi na przerwanie serii poten
cjałów czynnościowych, pomimo trwania depolaryzacji. ACh za pośred
nictwem receptorów muskarynowych blokuje przewodnictwo M. W ten 
sposób adaptacyjny wpływ tego przewodnictwa przestaje oddziaływać 
na błonę neuronu, która zachowuje się pasywnie w odpowiedzi na de
polaryzację. W wyniku tego seria potencjałów czynnościowych trw a tak 
długo, jak długo utrzymuje się depolaryzacja. W rezultacie odpowiedź 
na pobudzenie komórki za pośrednictwem konwencjonalnego neuroprze- 
kaźnika pobudzającego (glutaminianu) jest znacznie silniejsza [33].

Omówione zjawisko jest przykładem na to, że neuroprzekaźniki mo
gą oddziaływać nie tylko na kanały błonowe reagujące na bodziec che
miczny (efekt „klasyczny”), lecz również na kanały błonowe, których 
stan jest określony przez różnicę potencjałów na obu stronach błony 
neuronu. Wydaje się, że efekt ten zachodzi przy udziale „drugiego po
średnika”, substancji aktywowanej poprzez interakcję przekaźnika z re 
ceptorem, powodującej zmiany własności komórki postsynaptycznej [3], 
Jednakże molekularny mechanizm blokady prądu M jest jak dotąd nie
znany. Wykluczono rolę cyklicznego GMP w tym procesie [33]. Istnieją 
sugestie, że także inne przewodnictwa (klasy kanałów błonowych) mogą 
być modulowane przez ACh, lecz główny efekt działania ACh na komór
kę piramidową to blokada przewodnictwa M [9].
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Wykazano istnienie zależności transmisji impulsów nerwowych 
w obrębie hipokampa od stanu behawioralnego zwierzęcia doświadczal
nego [47]. Ilość komórek granularnych zakrętu zębatego, mierzona am
plitudą zbiorczego potencjału czynnościowego, odpowiadających na sty
mulację elektryczną była niewielka w czasie gdy zwierzę w stanie wzbu
dzenia nie poruszało się. Odpowiedź ta była jednakże znacznie silniejsza 
podczas snu, zarówno wolnofalowego, jak i paradoksalnego (REM). 
W przeciwieństwie do tego, odpowiedź rejestrowana w polu CA1 była 
znacznie silniejsza podczas snu REM i wzbudzenia niż w czasie snu wol
nofalowego. Zmiany te interpretuje się jako wyraz dostosowania funk
cjonowania hipokampa do określonego stanu behawioralnego zwierzęcia. 
Dalsze badania [40] wskazały na rolę neuronów serotoninergicznych w be
hawioralnej modulacji wywołanego potencjału polowego. Oprócz syste
mu serotoninergicznego, także system noradrenergiczny [14] wywiera 
istotny wpływ na transmisję. Aktywacja noradrenergicznych neuronów 
w jądrze miejsca sinawego (locus coeruleus) w czasie stanu wzbudzenia 
powoduje utrudnienie transmisji impulsu poprzez zakręt zębaty.

Na mechanizm oddziaływania noradrenaliny na neurony hipokampa 
rzuciły światło doświadczenia z zastosowaniem techniki skrawków [19, 
31, 32]. Wykazano, że egzogennie podana noradrenalina (NA) wchodzi 
w interakcję z receptorami alfa i beta adrenergicznymi. Efektem poda
nia NA jest zmiana amplitudy zbiorczego potencjału czynnościowego, 
rejestrowanego w polu CA1, przy czym aktywacja receptorów alfa ob
niża pobudliwość komórek piramidowych, zaś aktywacja receptorów be
ta tę pobudliwość zwiększa. Sugeruje się, że uwalnianie endogennej NA 
za pośrednictwem receptorów beta powoduje wzrost pobudliwości komó
rek piramidowych.

Wykryto istnienie specyficznego przewodnictwa przez błonę komór
ki piramidowej pola CA1, na które oddziałuje noradrenalina [22, 33]. 
Jest to aktywowane jonami Ca++ przewodnictwo potasowe [10]. W n ie
obecności NA przewodnictwo to służy jako hamulec, przerywający serię 
potencjałów czynnościowych podobnie jak przewodnictwo M. NA ułatwia 
pobudzenie komórki piramidowej poprzez blokowanie kanałów błono
wych, odpowiedzialnych za aktywowane jonami Ca++ przewodnictwo 
potasowe. Efekt ten, podobnie jak blokowanie przez ACh przewodnictwa 
M, jest przykładem zjawiska powolnego pobudzenia. Jednakże blokowa
ne w tym  przypadku kanały błonowe to niewrażliwe na różnicę poten
cjałów kanały potasowe (prąd M przepływa za pośrednictwem klasy 
kanałów potasowych, których stan zależy od stopnia polaryzacji błony). 
Istnieją pewne dane, dotyczące molekularnego przebiegu tego procesu
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[9], Przyjmuje się, że obecność NA powoduje, za pośrednictwem recep
torów beta, zmniejszenie ilości dostępnych wewnątrz neuronu jonów 
Ca++. Wydaje się prawdopodobne, iż powoduje to nasilenie syntezy cy
klicznego AMP i zmiany w poziomie ufosforylowania białek błonowych, 
co w efekcie prowadzi do zablokowania aktywowanych jonami Ca+_t‘ 
kanałów potasowych. Interpretację tę potwierdza możliwość imitowania 
działania NA czynnikami zwiększającymi ilość wewnątrzkomórkowego
cAMP.

Jednakże obecnie trudno jest powiązać efekty obserwowane na po
ziomie funkcjonującego mózgu ze zjawiskami modulacji noradrenergicz- 
nej zachodzącymi na błonie pojedynczego neuronu.

M O D U LA CJA  T R A N SM IS JI SY N A PTY CZN EJ

Odpowiedź neuronów hipokampa na stymulację elektryczną wska
zuje na istnienie kilku mechanizmów plastyczności [41], określanej rów
nież jako zjawisko wzmocnienia postaktywacyjnego. Ogólnie efekty te 
dzieli się na wzmocnienie krótko- i długotrwałe, w zależności od czasu, 
w jakim następuje ich zanik. Zjawiska krótkotrwałego wzmocnienia 
postaktywacyjnego są obserwowane na różnych poziomach obwodowego 
układu nerwowego, głównie w synapsie nerwowo-mięśniowej, jak rów
nież w rdzeniu kręgowym [34]. Efekt krótkotrwałego wzmocnienia od
powiedzi następuje po serii bodźców; przejawia się wzrostem amplitudy 
potencjału synaptycznego, wywołanego przez następujący pojedynczy bo
dziec testujący oddziałujący na zaktywowane synapsy, trwającym  do 
ok. 1 minuty [41], Długotrwałe wzmocnienie (torowanie, ang. long-term 
potentiation — LTP), efekt trwający w preparacie in vitro kilka go
dzin, a in vivo nawet tygodnie, wzbudziło duże zainteresowanie jako- 
zjawisko mogące stanowić podłoże długotrwałego przechowywania in
formacji w mózgu [41].

Długotrwałe wzmocnienie (LTP) przejawia się stabilnym, trw ałym  
wzrostem amplitudy zbiorczego postsynaptycznego potencjału pobudze
niowego (EPSP) lub zbiorczego potencjału czynnościowego, przy nie 
zmienionej sile bodźca, po uprzednim zastosowaniu serii bodźców o du
żej częstotliwości. Zachodzenie LTP stwierdzono we wszystkich skła
dowych wewnętrznego hipokampalnego obwodu trójsynaptycznego. Wy
kazano również możliwość wywołania LTP w innnych szlakach układu 
limbicznego [35].

Amplituda zbiorczego EPSP po wywołaniu LTP wzrasta średnio 
o 50% w stosunku do wartości kontrolnej, a wzrost amplitudy zbior
czego potencjału czynnościowego wynosi średnio 250% [41].
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Istnieje kilka teorii dotyczących mechanizmu zjawiska. Przyjm uje 
się, że LTP zachodzi na poziomie synaps, jakkolwiek szeroko dyskuto
wany jest problem pre- lub postsynaptycznej jego lokalizacji [7, 13]. 
Bezsprzecznie stwierdzono wzrost ilości neuroprzekaźnika (glutaminia
nu), uwalnianego do szczeliny synaptycznej z zakończeń presynaptycz-
nych w wyniku pobudzenia, po wywołaniu LTP [41, 18]. Wykazano 
również powstawanie znacznych zmian morfologicznych w zaktywowa- 
nym regionie. Stwierdzono powstawanie zmian, polegających na wzroś
cie rozmiarów kolców dendrytycznych (elementy postsynaptycznej [41], 
jak również na zwiększeniu ilości dużych synaps posiadających duże 
zagęszczenia postsynaptyczne. W sąsiedztwie strefy zaktywowanej za
obserwowano zwiększenie ilości małych synaps, będących prawdopodob
nie w stanie „wzrostu” [15]. Istnieją obserwacje wskazujące, że do w y
wołania LTP musi zostać pobudzonych wiele włókien, prowadzących do 
danej okolicy hipokampa, co oznacza konieczność „koaktywacji” neuro
nów przez więcej niż jedno włókno aferentne [29, 30]. Sugeruje się 
również uczestnictwo tzw. obwodów lokalnych, układów sprzężeń zwrot
nych, działających za pośrednictwem interneuronów hamujących lub 
pobudzających [11, 39, 41]. Zaproponowano biochemiczny model LTP
J41] (ryc. 3).

4

Hyc. 3. H ipotetyczny m echan izm  p o w staw an ia  LTP. P o w ta rza ln a  s ty m u lac ja  po 
w oduje  u w a ln ian ie  n eu ro p rzek aźn ik a  (mod) z zakończeń p resynap tycznych  (pse) 
i zw iększenie w n ik a n ia  jonów  w ap n ia  do w n ę trza  d e n d ry tu  przez b łonę postsy- 
n ap tyczną  (psm). P ow oduje  to fosforylację  dehydrogenazy  p irog ron ianow ej (pdh), 
enzym u  m itochondria lnego  (mit), co p row adzi pośredn io  do w zrostu  s tężenia  w a p 
n ia  w  dendrycie , a  w  rezu ltac ie  do ak ty w ac ji  p ro te inazy  ak ty w o w an e j  jonam i 
■Ca++ (pr), t raw iące j  b ia łka  s t ru k tu ra ln e  błony postsynaptycznej. E fek tem  jes t  
w y ek sp o n o w an ie  dodatkow ych  recep to rów  n eu rop rzekaźn ika  (gr). W edług [41], zm o

dyfikow ane
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Autorzy sugerują, że w wyniku powtarzalnej stymulacji, znaczna 
ilość jonów wapnia ze szczeliny synaptycznej wnika do wnętrza ele
mentów postsynaptycznych. Zwiększone wewnątrzdendrytyczne stęże
nie jonów Ca++ wywołuje w efekcie fosforylację dehydrogenazy piro- 
,gronianowej, jednego z enzymów oddechowych, które poprzez generację 
potencjału błonowego regulują transport Ca++ przez błonę mitochond- 
rium. W wyniku tego następuje przejściowe zwiększenie stężenia Ca++ 
w ew nątrz  dendrytu. Wywołuje to z kolei aktywację dotąd nieaktywnego 
•enzymu proteolitycznego, związanego z wewnętrzną powierzchnią błony 
komórki nerwowej. Zaktywowana proteinaza trawi związane z błoną 
neurofilamenty i inne białka strukturalne, co powoduje lokalne zmia
ny w budowie błony, a w efekcie wyeksponowanie dotychczas ukry
tych receptorów glutaminianu na powierzchni błony postsynaptycznej.

Jakkolwiek niektóre elementy tej teorii mają charakter spekulatyw- 
ny, to jednak fakty zwiększania się ilości receptorów glutaminianu, 
a  zwłaszcza krytyczna rola jonów wapnia w wywołaniu LTP są bez
sporne. Wykazano, że samo zwiększenie ilości zewnątrzkomórkowego 
wapnia wystarcza do wywołania LTP [17]. Stwierdzono ponadto zdol
ność neuroprzekaźników aminowych: serotoniny (5-HT) i NA do mo
dulacji wielkości LTP [8]. Długotrwałe wzmocnienie transmisji w hipo
kampie jest więc zjawiskiem bardzo złożonym. Przypuszcza się nawet, 
że LTP posiada dwie komponenty. Osobne mechanizmy leżałyby u pod
staw  długotrwałego wzmocnienia mierzonego wzrostem amplitudy zbior
czego potencjału czynnościowego — odzwierciedlenia pobudliwości neu
ronów, inne zaś u podstaw długotrwałego wzmocnienia mierzonego am
plitudą zbiorczego postsynaptycznego potencjału pobudzeniowego — od
zwierciedlenia prądów synaptycznych [7, 8].

U W A G I KOŃCOW E

Opisane przykłady wskazują jak skomplikowane są zjawiska regu
lacyjne, zachodzące w hipokampie na poziomie komórkowym; wspom
niano tylko niektóre, najszerzej opisane w literaturze. Pomimo inten
sywnie prowadzonych badań daleko jeszcze do pełnego zrozumienia włas
ności błony pojedynczego piramidowego neuronu hipokampa, jak rów
nież innych komórek nerwowych tej struktury. Bez znajomości zasad 
funkcjonowania neuronów i ich wzajemnych interakcji niemożliwe jest 
wyjaśnienie podstaw działania hipokampa jako całości. Co więcej, od
krywane są wciąż nowe sposoby modulacji aktywności hipokampa. 
Przykładem może być wykrycie ry tm u dobowego pobudliwości komó
rek granularnych zakrętu zębatego u szczura [45, 2], a także ry tm u do
bowego LTP [24].
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INFORMACJE DLA AUTORÓW

P O S T Ę P Y  B IO LO G II K O M Ó R K I d ru k u ją  a r ty k u ły  przeglądow e, om aw ia jące  
n a jn o w sz e  osiągnięcia w  dziedzinie biologii kom órki, n ie  pub likow ane  do tąd  w  in 
n y ch  w y d aw n ic tw ach . A utorzy  odpow iada ją  za ścisłość p o d aw an y ch  in form acji.  
O bow iązu je  te rm ino log ia  zgodna z polsk im  m ianow n ic tw em  histologicznym, a n a 
tom icznym  i em briologicznym .

A r ty k u ły  d ru k o w a n e  w  PO S T Ę P A C H  B IO LO G II K O M Ó R K I nie m ogą być 
bez zgody R edakc ji  pu b lik o w an e  w  innych periodykach .

P ra c e  należy  p rzysy łać  w  dw u egzem plarzach  — zarów no tekst,  jak  i załącz
niki. O bjętość  te k s tu  (bez ry su n k ó w  w raz  z objaśn ien iam i) n ie  pow inna  p r z e k ra 
czać 20 s tro n  m aszynopisu . M aszynopis pow in ien  być p isany  jednostronn ie , z p o d 
w ó jn ą  in te r l in ią ,  m arg inesem  około 4 cm  po lew ej s tron ie  oraz ponum erow any . 
W  teście  n ie  na leży  robić żadnych  podkreś leń  na  m aszynie  a n i  a tram en tem .

N a p ierw szej s tron ie  na leży  podać, p rzed  tekstem , ty tu ł  p racy  w  języku  po l
sk im  i angie lsk im , pod n im  im iona (w pe łnym  brzm ieniu) i nazw iska  au to ró w  oraz  
n azw ę  zak ład u  naukow ego, w  k tó ry m  au to rzy  p racu ją ,  n as tęp n ie  k ró tk ie  s tre sz 
czenie iok. 1/2 strony) — rów nież  w  języku  polsk im  i angielskim . Za streszczeniem , 
z pozostaw ien iem  około 5 cm odstępu, n as tęp u je  tek s t  główny. W tekście  n ie  
na leży  zamieszczać żadnych  tabel, ry sunków , fo tografii  an i  schem atów . Dla u s ta le 
n ia  ich lokalizacji na leży  pozostawić w olny  w iersz  w  żądanym  m iejscu  i odpow ied
nio zaznaczyć o łów kiem  n a  m arg inesie : tab . 1, rye. 1 itp.

T ekst podzielony na  rozdziały  jest ba rdz ie j  p rze jrzysty . Po ty tu łach  w ydz ie 
lonych  n ie  należy  s taw iać  kropek. Za tek s tem  należy  dołączyć spis l i te ra tu ry .  P o 
w in n a  być ona ułożona w  po rządku  a lfabetycznym . P ow oływ an ie  się na  cy to w an ą  
l i te ra tu rę  n a s tę p u je  przez w ym ien ien ie  liczby porządkow ej w  n aw iasach  p ro s to 
k ą tn y ch , np . [5].

P rz y k ła d y  cy tow an ia  l i te ra tu ry :
[1] S ach sen m a je r  W., R em y U., P la t tn e r  R., In i t ia t io n  of synchronous m itosis irt 

P h y sa ru m  po lycephalum ,  Exptl. Cell. Res., 73: 41-48, 1972.
[2] H nilica L. S., M cC lure  M. E., Speltzberg  T. C., H istone b iosynthesis  and  th e  

cell cycle, [w] H istone an d  Nucleohistones, red . D. M. P. Philips, P len u m  P ress .  
London, N ew  Y ork  1977, 60-64.

B ib liografia  p o w in n a  obejm ow ać g łów nie  p iśm iennic tw o z osta tn ich  5 lat.
T abe le  na leży  dołączyć n a  oddzielnych k a r tk a c h  — każda  pow inna  być p o d 

pisana. R ysunki, schem aty , fo tografie  należy  dołączyć w  postaci n ad a jące j  się do  
rep ro d u k c ji  lub p rzerysow an ia . Fo tografie  pow inny  być na  błyszczącym p ap ie rze ,  
kon tras tow e. Podpisy  pod ryc iny  pow inny  być dołączone n a  oddzielnej k a r tce .  
P rzy  załącznikach  pow inno  być podane  ich pochodzenie.

R ed ak c ja  zastrzega sobie p raw o  dokonyw an ia  skrótów .
A u to r  na  życzenie R edakc ji  obow iązany jest dokonać k o rek ty  au to rsk ie j ,  k tó r ą  

pow in ien  zwrócić w  ciągu 3 dni. Koszty spow odow ane zm ianam i tek s tu  w  k o 
rekcie, poza p o p ra w k a m i b łędów  d rukarsk ich , ponosi A utor.

A r ty k u ły  h ono row ane  są w ed ług  us ta lonych  s taw ek , au to rzy  o trzy m u ją  25- 
n ad b itek  bezpła tn ie .
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