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REGULACJA METABOLIZMU WĘGLOWODANOWEGO 
W HEPATOCYTACH PRZY UDZIALE

FRUKTOZO-2,6-BISFOSFORANU, NOWO ODKRYTEGO 
METABOLITU

THE ROLE OF FRUCTOSE-2,6-BISPHOSPHATE, A NEWLY DISCOVERED 
METABOLITE, IN THE REGULATION OF CARBOHYDRATE METABOLISM 

IN HEPATOCYTES

Andrzej LESICKI, Anna KASPRZYK

Zakład Fizjologii Zwierząt, Instytut Biologii, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, 
Poznań

Streszczenie. W artykule przedyskutowano udział fruktozo-2,6-bisfosfonainu w syn­
chronicznej aktywacji glukone o genezy i inhibicji glikolizy w wyniku działania
glukagonu i adrenaliny na hepatocyty. Opisano mechanizm regulacji syntezy i de­
gradacji tego nowo odkrytego metabolitu w wątrobie. Zasygnalizowano poten­
cjalną rolę fruktozo-2,6-bisfosf.oranu w regulacji metabolizmu węglowodanowego 
w innych tkankach zwierzęcych i roślinnych.

Summary. The role of fiructase-2,6-bispho9phate in .synchronic activation of glu­
coneogenesis and inhibition of glycolysis, as the effect of glucagon and epinephrine 
action on hepatocytes is discussed. The mechanism of the regulation of its syn­
thesis and degradation in the liver is described. The possible role of fructose-2, 
6-bisphosphate in the regulation of carbohydrate metabolism in different animal 
and plant tissues is also signallized.

WSTĘP

Wątroba jest tkanką zawierającą enzymy katalizujące przeciwstaw­
ne szlaki przemian węglowodanów w zależności od stanu metabolicznego 
organizmu. W warunkach obfitej podaży glukozy we krwi, w okresie tra­
wienia pokarmu hepatocyty magazynują ten monocukier w postaci gli-
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kogenu lub katabolizują drogą glikolityczną. Natomiast pojawiające się 
w okresie potrawiennym niedobory glukozy we krwi w ątroba uzupełnia 
uruchamiając glikogenowe zapasy w procesie glikogenolizy lub synte­
tyzując jej nowe cząsteczki z niecukrowych prekursorów w procesie 
glukoneogenezy. Zmiany metabolizmu glukozy są kontrolowane hormo­
nalnie, a realizowane są przez zmianę aktywności odpowiednich enzy­
mów kluczowych [5]. Gdy np. w hepatocytach zachodzi glukoneogeneza, 
aktywne powinny być karboksylazy pirogronianowa (EC. 6.4.1.1) i fos- 
foenolopirogronianowa (EC. 4.1.1.32) oraz fruktozo-l,6-bisfosfataza (EC. 
3.1.3.11), natomiast nieaktywne kluczowe enzymy glikolityczne (fosfo- 
fruktokinaza, EC. 2.7.1.11 i kinaza pirogronianowa, EC. 2.7.1.40); i na 
odwrót. Wyjaśnienie mechanizmu tej synchronicznej zmiany aktywności 
enzymów metabolizmu węglowodanowego w wątrobie w odpowiedzi na 
sygnały hormonalne stało się istotnym problemem rozwiązywanym 
w ostatnich latach.

1. FRU K TO ZO -2,6-BISFO SFO RA N , NOWO ODKRYTY M ODULATOR
AKTYW NOŚCI FO SFO FR U K T O K IN A Z Y  I F R U K T O -l ,6-B lS F O S F A T A Z Y

Efektem działania glukagonu na komórki wątrobowe jest m. in. mo­
dyfikacja właściwości kinetycznych fosfofruktokinazy, prowadząca do
zahamowania aktywności enzymu [7, 38, 49, 57, 74]. P róby  wyjaśnienia 
mechanizmu tych zmian doprowadziły trzy  niezależne zespoły [31, 32, 
55, 69] do odkrycia fruktozo-2,6-bisfosforanu (rye. 1), silnego aktywatora 
badanego enzymu. Historię odkrycia i identyfikacji tego nieznanego do­
tąd metabolitu, a także pierwsze doniesienia o jego roli w metabolizmie 
glukozy opisano już w polskim piśmiennictwie [41].

Rye. 1. W zór fruktozo-2 ,6-bisfosforanu

Aktywujące działanie fruktozo-2,6-bisfosforanu na fosfofruktokina- 
zę wątroby przejawia się w allosterycznym zwiększeniu powinowactwa 
enzymu do substratu, fruktozo-6-fosforanu, przy jednoczesnym obniże­
niu jego wrażliwości na hamujące oddziaływania ATP i cytrynianu 
[32, 68, 69, 75]. Odkrycie, że fruktozo-2,6-bisfosforan ak tyw uje  fosfo-
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fruktokinazę w warunkach fizjologicznych stanowi istotny krok w w y­
jaśnianiu mechanizmu regulacji aktywności fosfofruktokinazy wątrobo­
wej. Badania nad aktywnością tego enzymu, w których in vitro dobie­
rano stężenia substratów, pozytywnych i negatywnych efektorów, a tak­
że kationów i jonów wodorowych (pH) tak, by odzwierciedlały warunki 
fizjologiczne, doprowadziły do stwierdzenia, że fosfofruktokinaza jest 
prawie całkowicie nieaktywna w wątrobie [59]. Co więcej, w' warunkach 
in vivo nie stwierdzono po podaniu glukagonu takich zmian stężeń 
substratów i dotąd znanych modulatorów, które pozwoliłyby na ak tyw a­
cję fosfofruktokinazy (cyt. według [54, 69]). A przecież enzym ten musi 
być w pewnych warunkach aktyw ny dla sprawnego katabolizmu gluko­
zy w hepatocytach drogą glikolityczną. I właśnie fruktozo-2,6-bisfosfo- 
ran  jest sygnałem uruchamiającym fosfofruktokinazę, gdyż — po pierw­
sze — jego fizjologiczne (mikromolarne) stężenia aktyw ują zahamowaną 
fosfofruktokinazę i — po drugie — jego poziom w hepatocytach ulega 
znacznym wahaniom w różnych stanach metabolicznych organu [32, 55, 
69]. Należy zaznaczyć, że fruktozo-2,6-bisfosforan działa wr sposób w y­
soce synergistyczny z AMP [68, 75], znanym aktyw atorem  fosfofrukto­
kinazy.

Obok stymulującego fosfofruktokinazę działania fruktozo-2,6-bisfos- 
foranu, wykazano, że metabolit ten ham uje aktywność fruktozo-l,6-bis- 
fosfatazy [29, 30, 53, 73]. I w tym  przypadku fruktozo-2,6-bisfosforan 
współdziała z AMP [53, 73]. Mechanizm inhibicji fruktozo-l,6-bisfosfa- 
tazy przez nowo odkryty ester nie jest w pełni wyjaśniony. Wbrew 
pierwszym doniesieniom, sugerującym jej allosteryczny charakter ]53, 
73], wydaje się, iż fruktozo-2,6-bisfosforan współzawodniczy z substra- 
tem, fruktozo-l,6-bisfosforanem, o centrum  aktyw ne enzymu [29, 30}. 
Nie jest też wykluczone, iż mają miejsce oba mechanizmy interakcji 
fruktozo-2,6-bisfosforanu i fruktozo-l,6-bisfosfatazy [29], Jednak, nie­
zależnie od ostatecznego rozstrzygnięcia tej kontrowersji, istotne wyda­
je się to, że aktyw ujący fosfofruktokinazę wpływ fruktozo-2,6-bisfosfo- 
ranu zostaje wzmocniony przez jego jednoczesne hamujące działanie na 
fruktozo-l,6-bisfosfatazę, enzym prowadzący reakcję odwrotną do kata­
lizowanej przez fosfofruktokinazę.

Ponieważ fruktozo-2,6-bisfosforan reguluje aktywność dwóch kluczo­
wych enzymów metabolizmu glukozy, sprawdzano czy i inne enzymy 
nie są podatne na działanie tego czynnika. Jak  dotąd nie znaleziono ta ­
kiego enzymu. Wykluczono bezpośredni udział fruktozo-2,6-bisfosforanu 
w regulacji fosforylazy glikogenowej, fosfatazy fosforylazy, fosfatazy 
syntetazy glikogenowej, glukokinazy, glukozo-6-fosfatazy, karboksylazy 
fosfoenolopirogronianowej, karboksylazy acetylo-CoA [32] oraz kinazy 
pirogronianowej [32, 66].
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2. R EG U LA C JA  SYNTEZY I D EG R A D A C JI FR U K TO ZO -2,6-BISFO SFO RA N U

Logiczną konsekwencją odkrycia fruktozo-2,6-bisfosforanu było po­
szukiwanie enzymów metabolizujących ten ester. Szybko w ykryto  spe­
cyficzną kinazę, nazwaną potocznie 6-fosfofrukto-2-kinazą, przenoszącą 
resztę fosforanową z ATP na anomeryczny atom węgla (C-2) frukto- 
zo-6-fosforanu (ryc. 2) [18, 26, 72]. Nieco później stwierdzono w w ątro­
bie obecność enzymu hydrolizującego fruktozo-2,6-bisfosforan (ryc. 3) 
i nazwano go potocznie fruktozo-2,6-bisfosfatazą [17, 27, 71].

2 -  fosfotransferaza
Fruktozo-6-fosforan + ATP   ► Fruktozo-2,6-b i sfosforan + ADP

ATP: D -fru k to zo -6 -fosforan

Ryc. 2. R eak c ja  syntezy  fruktozo-2 ,6-bisfosforanu, ka ta lizow ana  przez 6 -fosfo fruk-
to-2-k inazę

2-fosfohydrolaza .  . ,
Fruktozo -2 ,6 -b i sfosforan ■    . »  Fruktozo-6-fosforan + Pi

' D-fruktozo-2,6-bisfosfcxanu

Ryc. 3. R eak c ja  hydrolizy  f ru k to zo -2 ,6-b is fosfo ranu , ka ta lizow ana  przez fruktozo-2 ,
6-foisfosfatazę

W trakcie oczyszczania tych enzymów okazało się, że obie ak tyw ­
ności — kinazy i fosfatazy — oczyszczane są wspólnie [17, 20, 70, 71]. 
Stosując elektroforezę dyskową, wykazano jednorodność oczyszczonego 
preparatu  białkowego [17, 20]. Pozwoliło to wysunąć przypuszczenie [17, 
20, 71], zgodnie z k tórym  fruktozo-2,6-bisfosforan jest syntetyzowany 
oraz hydrolizowany przez dwufunkcyjny enzym 6-fosfofrukto-2-kina- 
zę/fruktozo-2,6-bisfosfatazę. Względna masa cząsteczkowa enzymu w y­
nosi około 90-100 tys. [17, 20, 28]. Zbudowany jest z dwóch podjedno- 
stek [19, 28], prawdopodobnie identycznych, gdyż tylko jedno pasmo biał­
kowe uzyskuje się w wyniku elektroforezy dyskowej w obecności siar­
czanu dodecylu [17, 20]. Względna masa cząsteczkowa podjednostki w y­
nosi 49-50 tys. [18, 20], a punkt izoelektryczny przypada w pH 6,6 [20]. 
Określono również skład aminokwasowy oczyszczonego enzymu [20].

Katalityczna podjednostka kinazy białkowej zależnej od cyklicznego 
AMP (cAMP) katalizuje fosforylację 6-fosfofrukto-2-kinazy/fruktozo-2,6- 
-bisfosfatazy [17, 20]. Fosforylacji ulega jedna z 73 reszt serynowych

mole mol
dimeru [20]. Szybkość fosforylacji ham uje obecność wyższych stężeń 
fruktozo-2,6-bisfosforanu [20]. Sugerowano, że 6-fosfofrukto-2-kinaza jest 
również fosforylowana przez kinazę fosforylazy w obecności jonów Ca2+ 
i kalmoduliny [28, 69], choć ostatnio zakwestionowano tę możliwość [58].
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Ufosforylowana forma 6-fosfofrukto-2-kinazy jest defosforylowana przez 
fosfatazę alkaliczną i fosfatazę fosforylazy [28, 69] lub przez specyficzną 
fosfatazę [58].

Fosforylacja 6-fosfofrukto-2-kinazy/frukto-2,6-bisfosfatazy gwał­
townie ham uje aktywność kinazy [13, 17, 20, 70]. Maleje powinowactwo 
enzymu do substratu, fruktozo-6-fosforanu [19, 70], a wzrasta jego w raż­
liwość na inhibitory, fosfoenolopirogronian i cytrynian [70] oraz 3-fosfo- 
glicerynian [13]. Fosforylacja enzymu wywołuje przeciwstawne zmiany 
jego aktywności fosfotazowej, ponieważ właśnie forma ufosforylowana 
jest aktyw na jako fruktozo-2,6-bisfosfataza [17, 20, 27, 71]. Fosforylacja 
zwiększa powinowactwo fosfatazy do fruktozo-2,6-bisfosforanu [27] i pod­
nosi kilkakrotnie szybkość maksymalną reakcji katalizowanej przez
enzym [17, 71].

3. M ECH A N IZM  R EG U LA C JI M ETA BO LIZM U  W ĘGLOW ODANOW EGO
H EPA TO C Y TÓ W  W ODPOW IEDZI NA SYGNAŁY PO ZA K O M Ó RK O W E

3.1. Glukagon. Wykrycie fruktozo-2,6-bisfosforanu wiązało się z od­
kryciem  jeszcze jednego efektu działania glukagonu na komórki w ątro­
by. Mianowicie stwierdzono, iż stężenie tego metabolitu gwałtownie spa­
da po inkubacji hepatocytów w obecności hormonu [32, 35, 40, 41, 
55, 61, 63, 69, 74]. Powiązanie tej obserwacji ze stwierdzonymi regula­
cyjnymi oddziaływaniami fruktozo-2,6-bisfosforanu na kluczowe enzymy 
pozwoliło uzupełnić mechanizm zmian metabolizmu węglowodanowego
w wątrobie o odpowiedź na sygnał glukagonowy (ryc. 4) [31, 32, 55, 61,
69].

Glukagon aktywując cyklazę adenylową podnosi komórkowe stęże­
nie cAMP, uruchamiając znany kaskadowy mechanizm aktywacji fosfo­
rylazy glikogenowej [5], cAMP, wiążąc się z kinazą białkową zależną 
od cAMP, uwalnia jej katalityczną podjednostkę, co w konsekwencji 
prowadzi do fosforylacji kinazy fosforylazy. Ta z kolei, fosforylując fos- 
forylazę, przekształca enzym ten w jego aktyw ną formę. Tym samym 
uruchomiona zostaje glikogenoliza. Jednocześnie ufosforylowana przez 
kinazę białkową zależną od cAMP syntetaza glikogenowa zaprzestaje 
syntezy tego wielocukru [5]. Ale katalityczna podjednostka kinazy biał­
kowej zależnej od cAMP fosforyluje i inne enzymy hepatocytów — 
przede wszystkim 6-fosfofrukto-2-kinazę/fruktozo-2,6-bisfosfatazę [17,20]. 
Dzięki fosforylacji enzym ten katalizuje wyłącznie reakcję hydrolizy 
fruktozo-2,6-bisfosforanu, a jego aktywność kinazowa zostaje zahamo­
wana [17, 20, 27, 70, 71]. W konsekwencji po zadziałaniu glukagonu na
komórki wątroby obserwujemy drastyczny spadek wewnątrzkomórkowe­
go stężenia fruktozo-2,6-bisfosforanu. Brak fruktozo-2,6-bisfosforanu ma 
znaczenie podwójne.
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Po pierwsze w komórce brakuje najważniejszego aktywatora fosfo- 
fruktokinazy. Co więcej, katalityczna podjednostka kinazy białkowej za­
leżnej od cAMP fosforyluje fosfofruktokinazę [7, 13, 32, 38, 69], a to 
prawdopodobnie prowadzi do zmniejszenia jej wrażliwości na frukto- 
zo-2,6-bisfosforan i ułatwia jej inhibicję przez ATP i cytrynian [25]. 
W ynikiem tych zmian jest zahamowanie aktywności fosfofruktokinazy. 
W wątrobie kinaza białkowa zależna od cAMP katalizuje także fosfory- 
lację, a przez to i inhibicję, kinazy pirogronianowej [16, 21, 52, 54]. 
Inhibicja dwóch kluczowych enzymów, fosfofruktokinazy i kinazy piro­
gronianowej, ham uje aktywność całej drogi glikolitycznej w odpowiedzi 
na sygnał glukagonowy docierający do hepatocytu.

Obniżenie poziomu fruktozo-2,6-bisfosforanu ma i drugie znaczenie, 
gdyż jest on ważnym inhibitorem fruktozo-l,6-bisfosfatazy [29, 53, 73].
I ten enzym jest fosforylowany przez katalityczną podjednostkę kinazy
białkowej zależnej od cAMP [15, 52, 64] w efekcie działania glukagonu 
na hepatocyty [12]. Fosforylacja fruktozo-1,6-bisfosfatazy prawdopodob­
nie obniża jej wrażliwość na hamujące działanie fruktozo-2,6-bisfosfora- 
nu [46]. Ten spadek wrażliwości enzymu, jak i obniżenie poziomu fruk- 
tozo-2,6-bisfosforanu w komórce, są odpowiedzialne za aktywację w ątro­
bowej fruktozo-l,6-bisfosfatazy pod wpływem glukagonu [9, 32, 46]. 
Aktywacja tego enzymu umożliwia syntezę glukozy drogą glukoneogen- 
ną, choć dla pełnego wyjaśnienia stymulacji glukoneogenezy w wątrobie 
pod wpływem glukagonu potrzebne jest jeszcze opisanie mechanizmu re­
gulacji aktywności karboksylaz pirogronianowej i fosfoenolopirogronia- 
nowej.

3.2. Adrenalina. Obok glukagonu także adrenalina stym uluje uw al­
nianie glukozy z hepatocytów do krwi [37] i wątrobową glukoneogenezę 
[22, 23, 56], Istotnym elementem tej stymulacji jest prawdopodobnie fos­
forylacja 6-fosfofrukto-2-kinazy/fruktozo-2,6-bisfosfatazy [58, 61, 69].
Prowadzi ona do obniżenia poziomu fruktozo-2,6-bisfosforanu, obserwo­
wanego po inkubacji hepatocytów w obecności adrenaliny [58, 60]. Kon­
sekwencją tego jest inhibicja fosfofruktokinazy (i glikolizy) oraz ak ty­
wacja fruktozo-l,6-bisfosfatazy (a więc glukoneogenezy). Mechanizm fos­
forylacji 6-fosfofrukto-2-kinazy/fruktozo-2,6-bisfosfatazy jest w tym
przypadku (ryc. 4) przedmiotem kontrowersji. Z jednej strony sugero­
wano, iż fosforylacja ta przebiega drogą niezależną od cAMP, związaną 
z aktywacją mechanizmu «-receptorowego, prowadzącą do podniesienia 
komórkowego poziomu jonów Ca2+ [61, 69]. Wzrost stężenia jonów Ca2+ 
ak tyw uje  kinazę fosforylazy, która katalizuje fosforylację fosforylazy 
glikogenowej, co aktyw uje ten enzym i uruchamia glikogenolizę. Kinaza 
fosforylazy miałoby jednocześnie fosforylować 6-fosfofrukto-2-kinazę [28,
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61, 69]. Ostatnio jednak zaprzeczono tej hipotezie [58]. Sugerowano jed­
nocześnie, że adrenalina obniża poziom fruktozo-2,6-bisfosforanu drogą 
pobudzanej przez (3-receptory, zależnej od cAMP, fosforylacji 6-fosfo- 
frukto-2-kinazy/fruktozo-2,6-bisfosfatazy [58].

3.3. Insulina i wysoki poziom glukozy. Wysokie stężenie glukozy we 
krw i powoduje zmianę metabolizmu węglowodanowego wątroby. Wzrost 
ilości glukozy w środowisku hepatocytów znajduje swe odbicie w znaczą­
cym wzroście wewnątrzkomórkowego poziomu fruktozo-2,6-bisfosforanu 
[32, 35, 36, 55, 60, 61, 69, 74]. W warunkach fizjologicznych wysokiemu 
poziomowi glukozy we krw i towarzyszy wzrost stężenia insuliny. Hor­
mon ten przywraca w wątrobie wysokie stężenie fruktozo-2,6-bisfosfora­
nu, obniżone u zwierząt z cukrzycą [48] lub po potraktowaniu hepato­
cytów glukagonem [58, 62]. Również hiperinsulinemii u myszy genetycz­
nie otłuszczonych towarzyszy wysoki poziom tego metabolitu w wątrobie 
[11, 36]. Wszystkie przytoczone obserwacje wskazują, że w warunkach 
obfitości glukozy i/lub wzrostu stężenia insuliny we krw i fruktozo-2,6- 
-bisfosforan może pełnić funkcje sygnału przełączającego kierunek biegu 
reakcji glukoneogennych w glikolityczny. Mechanizm tego procesu nie 
jest w pełni wyjaśniony [58, 69], lecz można przypuszczać, że w w arun ­
kach tych cyklaza adenylowa przestaje być aktywowana. Fosfodiesteraza 
nukleotydów cyklicznych hydrolizuje cAMP, a jego brak inaktyw uje ki­
nazy białkowe. Aktywność przejawiają odpowiednie fosfatazy, które, 
hydrolizując ufosforylowane formy enzymów, zmieniają ich aktywność. 
Hydroliza ufosforylowanej formy 6-fosfofrukto-2-kinazy/fruktozo-2,6-bis- 
fosfatazy przez fosfatazy niespecyficzne [28, 69] lub specyficzne [58] 
przekształca enzym w aktywną kinazę [17, 20, 28, 70]. Z drugiej strony 
wysoki poziom glukozy powoduje wzrost komórkowego stężenia hekso- 
zomonofosforanów [62]. Aktywna 6-fosfofrukto-2-kinaza i wysoki poziom 
jej substratu zapewniają sprawną syntezę fruktozo-2,6-bisfosforanu. Me­
tabolit ten ham uje aktywność fruktozo-l,6-bisfosfatazy, a jednocześnie 
stymuluje fosfofruktokinazę. Aktywacja tego enzymu podnosi stężenie 
produktu reakcji przezeń katalizowanej, fruktozo-l,6-bisfosforanu, któ­
ry  allosterycznie aktyw uje defosforylowaną kinazę pirogronianową [16, 
21, 54]. Mamy więc do czynienia z synchroniczną aktywacją kluczowych 
enzymów glikolitycznych, toteż cały szlak metaboliczny wzmaga swą w y­
dajność.

3.4. Niedotlenienie. Wydaje się jednak, iż fruktozo-2,6-bisfosforan 
pełni rolę stym ulatora fosfofruktokinazy (i całej glikolizy) wątrobowej 
tylko wtedy, gdy glikoliza w wątrobie ma na celu dostarczenie elemen­
tów trójwęglowych do komórkowych biosyntez (np. lipogenezy) i prze­
biega w w arunkach obfitości zapasów energetycznych [34]. Natomiast,
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jeśli glikoliza ma uzupełnić niedobory energetyczne powstałe w wyniku 
niedokrwienia i niedotlenienia organu, jej stymulacja odbywa się praw ­
dopodobnie bez udziału fruktozo-2,6-bisfosforanu. Stwierdzono bowiem, 
że w arunki beztlenowe powodują obniżenie poziomu tego metabolitu 
w hepatocytach [34, 35]. W w arunkach beztlenowych fosfofruktokinaza 
w ątroby  aktywowana jest prawdopodobnie przez wzrost stężenia AMP 
i obniżenie stężenia inhibitorów (ATP i cytrynianu), występujące w cza­
sie anoksji [34]. Natomiast nie jest jasny mechanizm i znaczenie obniże­
nia poziomu fruktozo-2,6-bisfosforanu w warunkach beztlenowych [34]. 
W czasie anoksji nie stwierdzono istotnych zmian aktywności 6-fosfo- 
frukto-2-kinazy [34]. Możliwe, że przyczyną spadku stężenia frukto- 
zo-2,6-bisfosforanu jest wzrost stężenia 3-fosfoglicerynianiu [34], ak ty­
w atora fruktozo-2,6-bisfosfatazy [71].

4. U D ZIA Ł FR U K TO ZO -2.6-B ISFO SFO R A N U  W R E G U LA C JI M ETABOLIZM U
W ĘGLOW ODANOW EGO INNYCH TK A N EK

4.1. Tkanki zwierzęce. Obok wątroby tkankami bogatymi we frukto- 
zo-2,6-bisfosforan są mózg i mięsień sercowy [35, 40], W ykryto go rów­
nież w  mięśniach szkieletowych, nerkach, tkance tłuszczowej [35, 40], 
płucach [35], jądrach [40] i wysepkach trzustki [43]. Nie w ykryto  jedy­
nie w erytrocytach [33, 35]. To powszechne występowanie fruktozo-2,6- 
-bisfosforanu w tkankach ssaków, jak również fakt, że syntetyzowany 
jest w nich [32, 40, 42] i oddziałuje na ich kluczowej enzymy [4, 30, 32, 
33, 47, 68] w sposób podobny jak w wątrobie, nasuwa przypuszczenie, że 
i w tych tkankach nowo odkryty ester spełnia zasadniczą rolę w regu­
lacji glikolizy. Pozostaje jednak do wyjaśnienia, w jakim stopniu me­
chanizmy z udziałem fruktozo-2,6-bisfosforanu przypominają procesy w ą­
trobowe, a w jakim się różnią. Na przykład adrenalina, odmiennie niż 
w wątrobie, stym uluje glikolizę [35] i aktyw uje fosfofruktokinazę [8, 
10, 51] w mięśniach, zwłaszcza sercowym. W mięśniu kończyny obserwo­
wano 4-krotny wzrost zawartości fruktozo-2,6-bisfosforanu po perfuzji 
adrenaliną, natomiast w mięśniu sercowym nie stwierdzono wzrostu jego 
zawartości po stymulacji glikolizy tym  hormonem [35]. Aktywacji gliko­
lizy w mięśniu przez insulinę towarzyszy wzrost stężenia fruktozo-2,6- 
-bisfosforanu, ale w czasie oddziaływania impulsami elektrycznymi, także 
wzmagającymi glikolizę w podrażnionym mięśniu, obserwuje się obniże­
nie poziomu tego estru [35].

W komórkach wysepek trzustki glukoza i glukagon współdziałają 
w pobudzeniu wydzielania insuliny, przy czym w stymulacji tej pośred­
niczy wzrost aktywności glikolitycznej. Temu odmiennemu niż w w ątro­
bie, aktyw ującem u glikolizę, działaniu glukagonu towarzyszy brak inhi­
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bicji 6-fosfofrukto-2-kinazy przez kinazę białkową zależną od cAMP (cyt.
według [32]).

Powyższe przykłady specyficzności metabolizmu poszczególnych tka­
nek i jego odmienności od przemian wątrobowych wskazują, że wj^jaś- 
nienie regulacyjnej roli fruktozo-2,6-bisfosforanu w tychże tkankach w y ­
maga dalszych badań [31, 35].

4.2. Tkanki roślinne. Wykrycie fruktozo-2,6-bisfosforanu także w 
tkankach roślinnych [32, 65, 67, 77] może sugerować jego uniwersalność 
jako regulatora metabolizmu węglowodanowego. Przedstawione poniżej 
doniesienia sygnalizują charakterystyczne dla roślin różnice w regu la­
cyjnej roli tego estru w porównaniu z mechanizmami wątrobowymi.

Hodując drożdże w warunkach beztlenowych stwierdzono kilkakrot­
ny  wzrost aktywności 6-fosfofrukto-2-kinazy, a w konsekwencji i znacz­
nie wyższe stężenie fruktozo-2,6-bisfosforanu [24], aktywatora fosfofruk- 
tokinazy tego organizmu [1, 2, 39, 50], Tak więc w komórkach drożdży 
efekt Pasteura można tłumaczyć wzrostem stężenia fruktozo-2,6-bisfos- 
foranu [24].

W tkankach roślin wyższych odkrycie fruktozo-2,6-bisfosforanu uw y­
pukliło różnice w regulacji cytoplazmatycznego i plastydowego m eta­
bolizmu węglowodanowego. W cytoplazmie metabolit ten inaktywuje 
fruktozo-l,6-bisfosfatazę [32, 67, 77]. Natomiast bez wpływu pozostaje 
na cytoplazmatyczny izoenzym fosfofruktokinazy [44, 45]. W cytoplazmie 
licznych tkanek roślinnych fruktozo-1,6-bisfosforan jest syntetyzowany 
nie tylko przez klasyczną fosfofruktokinazę, lecz również przez fosfo- 
transferazę nieorganiczny pirofosforan: D-fruktozo-6-fosforan [6, 76]. 
I właśnie ta transferaza jest bardzo silnie aktywowana przez fruktozo- 
-2,6-bisfosforan [14, 65, 67, 76], Plastydowy izoenzym fosfofruktokinazy 
jest aktywowany typowo przez fruktozo-2,6-bisfosforan [44, 45]. Z kolei 
sprzeczne wyniki uzyskano dotąd w odniesieniu do izoenzymu frukto- 
zo-l,6-bisfosfatazy z chloroplastów. Z jednej strony stwierdzano ham o­
wanie jego aktywności przez fruktozo-2,6-bisfosforan [30, 67], a z d ru ­
giej zaprzeczano temu [32, 44, 77].

UW AGI KOŃCOW E

Odkrycie fruktozo-2,6-bisfosforanu w tkankach roślinnych i zwie­
rzęcych pobudziło do nowych badań nad regulacją metabolizmu węglo­
wodanów. Z jednej strony dostarczają one danych na temat roli tego 
metabolitu w mechanizmach regulacji. Pojawiły się pytania dotyczące 
możliwości spełniania przez fruktozo-2,6-bisfosforan roli donora grup
fosforylowych lub 6-fosfofruktozylowych [1, 31]. Z drugiej strony fakt,
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że w ponad 50 lat po odkryciu i ustaleniu s truk tu ry  fruktozo-l,6-bisfos- 
foranu wykryto nowy dwufosforanowy ester fruktozy, pobudził do po­
szukiwań nowych metabolitów, potencjalnych regulatorów metabolizmu, 
jak np. sedoheptulozo-2,7-bisfosforanu [3].
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ZALEŻNOŚĆ MIĘŚNIA PRĄŻKOWANEGO 
OD UKŁADU NERWOWEGO. I. NEURON RUCHOWY

D EPEN D EN C E OF TH E STR IA TED  M USCLE FR O M  TH E NERVOUS SYSTEM.
I. M OTONEURON

A n n a  JA K U B IE C -P U K A

P ra c o w n ia  M etabolizm u Białek, In s ty tu t  Biologii D ośw iadczalnej im. M. Nenckiego,
PAN, W arszaw a

Streszczenie .  W a r ty k u le  p rzeds taw iono  a k tu a ln e  poglądy  n a  te m a t  oddzia ływ ań 
n e u ro n u  ruchow ego  na  budow ę i fu n k c ję  w łókna  m ięśniowego. S ch a rak te ry zo w an o  
ty p y  m etaboliczne w łók ien  m ięśniow ych oraz  omówiono współzależność m iędzy 
w łaściw ościam i w łó k n a  m ięśniow ego a dw om a g łów nym i czynnikam i, k tó re  je 
k sz ta ł tu ją ,  a m ianow icie  szybkością  sku rczu  i d ługotrw ałością  p racy . Z aak cen to w a­
no p ro b lem  plastyczności w łó k n a  m ięśniow ego zw iązanej ze zm ianą  jego czynności.

Omówiono, lub  tylko zasygnalizow ano, is tn ien ie  oddzia ływ ań  na  m otoneuron  
z ośrodków  różnych  p ię te r  u k ła d u  nerw ow ego, ja k  też  z obw odu (przez system y 
a ffe ren tne) .  O ddzia ływ ania  te  d e te rm in u ją  ty p  m otoneuronu , a ty m  sam y m  typ  
całej jednostk i  m otorycznej.

P rzeds taw iono  a k tu a ln y  s tan  w iedzy  na  te m a t  p lastyczności połączenia n e rw u  
z m ięśniem , „ troficznych o d d z ia ły w ań ” n e rw u  na  m ięsień  o raz  p rzep ływ u  akso- 
p lazm y, jak  też zasygnalizow ano p rzypuszcza lne  znaczenie tych  procesów  dla f u n k ­
cji i a d a p ta c j i  mięśnia.

S u m m a r y .  L a te s t  concepts concern ing  the  influence of the  m o toneuron  on the  
s t ru c tu re  and  func tion  of th e  m usc le  f ib e r  a re  p re sen ted .  Muscle f ib re  types are  
c h a ra c te r iz e d  and  th e ir  dependence  on  tw o  m a in  -factors m odelling  th e m  i.e. speed 
of con trac tion  and  d u ra t io n  of ac tiv ity  a re  described. The p lastic ity  of muscle 
f ibers  fo llow ing changes of m uscle  func tion  is p ronounced .

T he effect of severa l p a r t s  of th e  cen tra l  nervous  sys tem  and  of the  a f fe ren t  
system s on th e  m o to n eu ro n  fu n c tio n  is discussed. These system s d e te rm in e  the  
type of m o toneu ron  i.e. type  of m oto r unit.

S ev e ra l  p rob lem s concern ing  p lastic ity  of the  ne rve -m usc le  contact, of “the  
tro p h ic  in f lu en ce” of the  n e rv e  o n  m uscle, and  of axonal t ra n sp o r t  a re  p resen ted , 
as w ell as, th e ir  possible m ean in g  fo r  m uscle  func tion  and  m uscle  adap ta tion .

2 — P o s t ę p y  B io l .  Korn. 1/84
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Mięsień prążkowany zwierząt # wyższych tradycyjnie uw ażany byl 
za tkankę bardzo wyspecjalizowaną, k tórej komórki po wykształceniu 
się mogą ulegać już tylko bardzo nieznacznym zmianom. Tymczasem 
prowadzone w ciągu ostatnich 20 lat badania mięśni poddanych tren in­
gowi, jak też różnym warunkom  eksperymentalnym, wskazują na pla­
styczność i znaczne możliwości adaptacyjne tkanki mięśniowej. Ponie­
waż czynność włókna mięśniowego jest zależna od unerwiającego je neu­
ronu ruchowego, procesy adaptacyjne mięśnia należy rozpatrywać łącz­
nie z funkcją motoneuronów.

W SPÓ ŁZA LEŻN O ŚĆ W ŁAŚCIW OŚCI W ŁÓ K N A  M IĘŚNIOW EGO I JEG O
F U N K C JI

Mięśnie wykonywać muszą bardzo różnorodną pracę, by sprostać 
wielorakim potrzebom organizmu. Zwykle też ten sam mięsień ma udział 
w wielu czynnościach. W związku z tym  poszczególne włókna jednego 
mięśnia, a także to samo włókno, uczestnicząc w różnych czynnościach, 
kurczą się z odmienną szybkością oraz wykonują pracę różnorodną pod 
względem czasu trwania i intensywności. Dlatego włókna tego samego 
mięśnia wykazują odmienne właściwości biochemiczne, histochemiczne 
i s truk tura lne  [181].

Zgodnie z obecnie panującymi poglądami, na kształtowanie się cech 
włókna mięśniowego wpływają dwa czynniki, a mianowicie: szybkość 
jego skurczu oraz stopień długotrwałości i intensywności pracy [186]. Tak 
więc włókna mięśniowe kurczące się szybko mają, w porównaniu z włók-

•  a

nami tego samego mięśnia kurczącymi się wolniej, większą średnicę, re -
»  «  *

gularniejszą budowę aparatu kurczliwego, miofibryle o większej średni­
cy [52, 65, 154] i inaczej zbudowaną linię M [65, 67, 112, 190], Z szyb­
kością skurczu włókna mięśniowego związane są różnice fórm izome­
rycznych białek aparatu  kurczliwego: ciężkich i lekkich pod jednostek
miozyny [9, 42, 130, 160, 196, 203, 209, 219], a także ufosforylowanie lek-

%

kich podjednostek, które jak się przypuszcza, wpływa ńa wydajność en e r­
getyczną skurczu i pełni inną rolę w mięśniu szybkim i wolnym  [37. 
113, 135, 202]. Szybkie i wolne włókna posiadają też odmienne izomery

i

białek regulujących cienkiego filamentu — tropomiozyny [24, 83] i trzech 
podjednostek troponiny [48] oraz białek i lipidów siateczki sarkoplazma- 
tycznej [11, 183, 227]. Mięsień szybki ma znacznie bardziej od wolnego 
rozbudowaną i o odmiennych właściwościach siateczkę sarkoplazmatycz- 
ną oraz sprawniej działający system transportu  wapnia [183,' 186, 315 
227]. Mięsień szybki różni się też od wolnego zawartością kationów w e ­
wnątrzkomórkowych i właściwościami elektrofizjologicznymi błony, np.
wyższym spoczynkowym potencjałem membranowym [33].
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Inne z kolei cechy włókna mięśniowego rozwijają się w związku 
z przystosowaniem do pracy o różnej intensywności. Należy do nich bu­
dowa linii Z, która we włóknach pracujących nieustannie jest szersza 
(do około 125 nm) i mało regularna, podczas gdy we włóknach pracują­
cych krótkotrwale jest wąska (około 45-60 nm) i regularniejsza [65,- 67, 
175, 215]. Z intensywnością pracy związane są też przypuszczalnie iloś­
ciowe i jakościowe różnice w białkach C, H oraz X, stabilizujących fila­
m ent miozynowy [152, 164].

Zależnie od funkcji włókna mięśniowego energia dla resyntezy ATP 
jest dostarczana z różnych źródeł. We włóknach szybko kurczących się, 
pracujących krótko i intensywnie, źródłem energii jest głównie glikogen. 
Włókna te posiadają bogate zapasy glikogenu oraz aktywne systemy gli­
kolizy i resyntezy glikogenu; tradycyjnie nazywane są one „białymi”. 
Włókna mięśniowe pracujące nieustannie, zarówno wolno jak i szybko 
kurczące się, wymagają stałego dopływu energii. W związku z tym  są 
one bogate w mitochondria i mioglobinę oraz wykazują wysoką ak tyw ­
ność enzymów oddechowych i enzymów przemiany tłuszczowej, oplata 
je też obfita sieć naczyń krwionośnych; są to tzw. włókna „czerwone” 
[123, 165, 173, 186], Mięsień wolny „czerwony” posiada, w porównaniu 
do mięśnia „białego”, szybszy metabolizm (zarówno większą syntezę jak 
i degradację białka), więcej jąder we włóknach mięśniowych oraz więcej 
komórek satelitarnych [87, 102, 114, 127]. Koszt energetyczny pracy mięś­
nia wolnego jest mniejszy niż szybkiego [12, 38, 185].

Szybkość skurczu i intensywność pracy różnych włókien tego sa­
mego mięśnia jest zwykle odmienna, z tego względu występuje znaczna 
różnorodność kombinacji ich właściwości. Znaczne różnice mogą też 
istnieć pomiędzy włóknami poszczególnych mięśni tego samego organiz­
mu oraz tym  samym mięśniem różnych osobników w obrębie ga­
tunku [44, 45, 224], a zwłaszcza pomiędzy homologicznymi m ię­
śniami różnych gatunków [208], W przeszłości, zależnie od przyję­
tych kryteriów, dzielono włókna mięśniowe na dwa [51], trzy [65, 73, 
201], a nawet osiem typów [172]. Już same tylko różnice pomiędzy biał­
kami miofibryli pozwalałyby wyodrębnić 6 typów włókien [224]. Szcze­
góły dotyczące tych zagadnień znaleźć można w pracach przeglądowych 
[35, 52, 110]. Obecnie najpowszechniej przyjęła się klasyfikacja włókien 
mięśniowych uwzględniająca zarówno szybkość ich skurczu, jak i rodzaj 
metabolizmu. Jest to klasyfikacja na trzy typy: włókna wolno kurczące 
się, oporne na zmęczenie, o metabolizmie oksydatywnym; szybko k u r ­
czące się wrażliwe na zmęczenie, o metabolizmie glikolitycznym; szybko 
kurczące się oporne na zmęczenie, posiadające ak tyw ny metabolizm za­
równo oksydatywny, jak i glikolityczny. Te trzy  typy nazwane zostały
różnie przez różnych autorów: SO, FG i FOG [158], I, II b, i II a [52]
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lub S, FF, FR [30]. Wyróżniany jest dodatkowy czwarty typ włókien 
mięśniowych, pośredni pomiędzy szybkimi typam i (nazwany II c lub 
„F In t”) [52, 182]. Istnieją też liczne formy przejściowe, tak że obecnie 
przyjm uje się, iż typy włókien mięśniowych tworzą kontinuum  [169, 
194]. Ponadto szybkość skurczu każdego włókna i jego metabolizm u le­
gają perm anentnej modyfikacji pod wpływem czynności [74, 145, 153, 
200] oraz różnych czynników, np. hormonalnych [79, 177, 222]. Jedno 
włókno mięśniowe często też syntetyzuje jednocześnie odmienne izome­
ry  tego samego białka, reprezentując formę przejściową lub pośrednią 
typów metabolicznych [42, 124, 144, 182, 224].

Zmianą częstotliwości stymulacji, unerwieniem innym nerwem (tzw. 
„unerwienie krzyżowe”) lub odpowiednim treningiem, można w krótkim 
czasie (kilka dni do kilku tygodni) uzyskać wyraźną zmianę czynności 
mięśnia i odpowiednią do nowej czynności zmianę właściwości elektro- 
fizjologicznych i biochemicznych, a nawet pełną transformację typów
włókien mięśniowych [10, 27, 74, 81, 90, 93, 97, 116, 123, 128, 129, 135, 
159, 181, 184, 195, 196, 197, 200]. Może się przy tym  zmieniać ilość włó­
kien w mięśniu i ich średnica [90, 159] i liczba kapilarów między włókna­
mi [96]. Zgodnie ze zmianą typu ulega przebudowie s truk tu ra  włókien
mięśniowych łącznie z ich aparatem  skurczu [58, 97, 109, 111, 180, 181], 
co szerzej zostało omówione w drugiej części pracy [105]. Pojawiają się 
też nowe formy izomeryczne białek aparatu  kurczliwego [74, 83, 96, 97, 
135, 176, 195, 196, 198], zmienia się budowa, skład molekularny i czynność 
siateczki sarkoplazmatycznej [58, 116, 184, 196, 197, 212]. Odpowiednio 
do charakteru  zmienionej czynności mięśnia, zmienia się w nim ak tyw ­
ność enzymów przemiany oksydatywnej, tłuszczowej [93, 145, 153, 159, 
216] i glikolitycznej oraz zawartość glikogenu [58, 159, 216]. Zmiany przy­
stosowawcze są odwracalne [62, 80, 118, 216].

Jak  się okazało, poszczególne typy włókien mięśniowych różnie rea­
gują na zmienione warunki. Na przykład włókna wolno kurczące się, 
pracujące nieustannie, są na ogół wrażliwsze niż włókna szybkie na zm ia­
ny czynności i unerwienia [43, 71, 72, 76, 101-104, 214], chociaż s tw ier­
dzano i przeciwną reakcję [66, 78]. Natomiast prawidłowy stan włókien
szybkich jest bardziej zależny od działania niektórych hormonów, jak 
np. insuliny [151, 177] lub hormonu tarczycy [149, 222], a także od ży­
wienia [127].

Mechanizmy przystosowawcze powodują zmiany ilościowe w biał­
kach i organellach włókien mięśniowych, a także syntezę innych, nie­
obecnych uprzednio białek, wymagającą zmiany ekspresji genów [84, 
181]. O regulacji tych procesów ciągle jeszcze niewiele wiemy. Nie­
wątpliwie najbardziej istotnym czynnikiem jest rodzaj pracy włókna 
mięśniowego, wynikający z częstotliwości pobudzeń wysyłanych przez
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neuron ruchowy [26, 30, 77, 81, 129, 216, >217]. Nie można lekceważyć 
wszakże i innych poza częstotliwością impulsów, wpływów, jak np. „tro­
ficznego” niezależnego od impulsów oddziaływania motoneuronu [72, 78], 
działania hormonów [177, 222] lub układu nerwowego sympatycznego 
[14], a także wpływu żywienia [127, 143], o których mało na razie wia­
domo.

R E G U L A C JA  CZYNNOŚCI M OTONEURONU

Jak  wiadomo, czynność mięśni prążkowanych zależy od a-motoneu- 
ronów — komórek nerwowych zgrupowanych w rogach przednich rdze­
nia kręgowego i w jądrach pnia mózgu. W ypustka osiowa a-motoneu- 
ronu — akson jest końcową drogą, poprzez którą włókno mięśniowe 
otrzym uje „polecenia” z układu nerwowego [189]. „Polecenia” przycho­
dzą jako impulsy nerwowe, powodujące depolaryzację błony i skurcz 
włókna mięśniowego. Ilość i częstotliwość tych impulsów determ inuje 
charakter czynności włókna mięśniowego [26, 30, 77, 129, 217].

Ilość i częstotliwość impulsów wysyłanych przez poszczególne mo- 
toneurony jest różna, co wynika zarówno z właściwości samego moto­
neuronu, jak i z aktywujących oraz hamujących oddziaływań innych 
neuronów, których synapsy pokrywają ciało motoneuronu i jego den- 
dryty. Pochodzenie tych synaps, ich rozmieszczenie na powierzchni mc- 
toneuronu oraz intensywność oddziaływań wiąże się z różnorodnością 
funkcjonalną neuronów ruchowych. Czynność a-motoneuronów jest re ­
gulowana wielopoziomowo: 1. przez korę mózgową i ponadrdzeniowe 
ośrodki, 2. przez afferentne pobudzenia z obwodu, 3. wewnątrzrdzeniowo, 
na poziomie segmentowym, 4. przez wzajemne bezpośrednie oddziały­
wania motoneuronów, dzięki wewnątrzrdzeniowym odgałęzieniom ich 
aksonów — tzw. oddziaływanie zwrotne, 5. oddziaływania ze strony włó­
kien mięśniowych unerwianych przez motoneuron [29, 31, 47, 99, 199, 
207].

Włókna mięśniowe unerwiane przez odgałęzienie końcowe aksonu 
jednego motoneuronu tworzą wraz z nim zespół funkcjonalny nazwany 
jednostką motoryczną [189]. Wszystkie włókna mięśniowe jednostki mo- 
torycznej, których liczba w zależności od mięśnia waha się od kilku do 
kilku tysięcy [16], kurczą się równocześnie i z taką samą szybkością 
oraz m ają taki sam profil histochemiczny [30, 52, 57, 123]. Wszystkie one 
oddziaływają też jednakowo na zmiany czynności motoneuronu [123]. Po­
jedyncze włókno normalnego mięśnia ssaków nigdy nie kurczy się indy­
widualnie [15]. Poszczególne włókna mięśniowe jednostki motorycznej 
nie leżą obok siebie, lecz są rozmieszczone pojedynczo, obejmując zwykle 
znaczną część mięśnia [57, 123]. Sąsiadujące włókna są często różnych
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typów, "co daje znany obraz „mozaiki” w profilu histochemicznym 
mięśnia.

a-mótońeńrony jednego mięśnia szkieletowego (tzw. pula a-moto- 
neuronów) zgrupowane są w rogach przednich rdzenia w postaci kolumn, 
obejmujących jeden lub więcej segmentów rdzeniowych [53, 171]. P rze­
platają się one z a-motoneuronami innych mięśni oraz z innymi ko­
mórkami nerwowymi, jak np. y-motoneurony czy komórki wstawkowe
[53, 122, 166].

Każdy a-motoneuron otrzymuje bezpośrednio (monosynaptycznie) po­
budzenia z ruchowej części kory mózgowej, z okolicy reprezentacji dla 
ruchu zasadniczego jego mięśnia oraz często z okolic reprezentacji in­
nych ruchów, w których mięsień działa jako synergista [108]. a-moto- 
neurony mają ponadto monosynaptyczne połączenia, o nie wyjaśnionej 
jeszcze roli, z innymi niż ruchowe polami kory mózgowej [100, 108], 
Równolegle z bezpośrednimi połączeniami a-motoneurony mają połą­
czenia wielosynaptyczne z korą mózgową, jak również z jądrami podko- 
rowymi i móżdżkiem [100]. Najważniejsze są drogi z jądra czerwonego, 
z jądra przedsionkowego i z tw oru siateczkowatego [29, 98, 146]. Zna­
czenie tych dróg nie jest jeszcze w pełni znane. Z obserwacji skutków 
patologicznego czy też eksperymentalnego uszkodzenia tych szlaków wia­
domo, że ich prawidłowość jest konieczna dla utrzymania właściwego na-
pięcia mięśni, dla koordynacji ruchów i przeciwdziałania sile grawitacji

%

oraz inercji [91, 100]. Jak  wiadomo, mięśnie zachowują pewien stały stan 
nkpięcia. W czasie ruchu napięcie to ulega zmianie, a właściwy jego roz­
kład jest warunkiem, by ruch został w ykonany prawidłowo [100]. Po­
budzając różne części centralnego układu nerwowego, a przede wszystkim 
pószczególne ośrodki móżdżkowe [2, 121], można uzyskać odmienne zmia­
ny napięcia różnych grup mięśni lub przeciwnie tego samego mięśnia 
[54, 98, 146, 192], Efekt ten u trzym uje się jeszcze przez pewien czas po 
iaprżestańiu  działania bodźca centralnego [146].

Znaczna część impulsów pochodzenia centralnego i obwodowego do­
ciera do a-motoneuronów za pośrednictwem znajdujących się w ich są­
siedztwie komórek wstawkowych [54, 192]: komórek wstawkowych h a ­
mujących i aktywujących systemu afferentnego [98, 107] oraz ham ują­
cych komórek wstawkowych Renshawa [178]. Komórki Renshawa, któ­
rych jest co najmniej dwa rodzaje [41], ham ują motoneurony, komórki 
wstawkowe systemu afferentnego oraz inne komórki Renshawa. Czynność 
komórek Renshawa uzależniona jest od ośrodków ponadrdzeniowych, 
w szczególności od istoty siatkowatej, oraz od neuronów systemu affe­
rentnego i od wewnątrzrdzeniowych odgałęzień aksonów a-motoneuro­
nów [99, 166, 178, 179, 192].

Napięcie mięśniowe jest zjawiskiem bardzo złożonym i nie w pełni
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jeszcze poznanym [89]; zależy ono od odruchów rozciągowych (proprio- 
receptywnych) z tego samego mięśnia i z innych grup mięśni oraz od od­
ruchów skórnych [18, 95, 117, 192]. Odruchy te z mięśnia uruchamiane 
są przez pobudzenie wrażliwych na rozciąganie receptorów umiejsco­
wionych we wrzecionach mięśniowych (podłużnego kształtu strukturach, 
znajdujących się pomiędzy włóknami mięśniowymi [133]). Pobudzenie 
receptorów wrzecion powoduje aktywację a-motoneuronów drogą mo- 
nosynaptycznego odruchu, jak też hamowanie lub aktywację innych 
«-motoneuronów za pośrednictwem interneuronów rdzenia [29, 98, 117, 
187]. Pobudliwość receptorów wrzecion regulowana jest przez wewnątrz- 
wrzecionowe włókna mięśniowe utrzymujące odpowiedni stopień nacią­
gnięcia wrzecion. Włókna wewnątrzwrzecionowe unerwiane są przez 
małe komórki ruchowe rogów przednich rdzenia — y-motoneurony, otrzy­
m ujące pobudzenie z kory i pnia mózgu równocześnie z a-motoneurona- 
mi [98]. Wyróżnia się 2 typy  y-motoneuronów: „dynamiczne” i „statycz­
n e”. Unerwiają one odpowiednio, zróżnicowane włókna w ew nątrzw rze­
cionowe „dynamiczne” oraz 2 typy „statycznych” [2, 6, 17, 22, 106, 121, 
133, 193]. Pobudzenie y-motoneuronów „dynamicznych” powoduje wzmo­
żenie, a pobudzenie y-motoneuronów „statycznych” hamowanie impul- 
sacji z receptorów wrzecion, oddziałuje więc odpowiednio pobudzająco 
bądź hamująco na czynność a-motoneuronów [39]. y-motoneurony „dy­
namiczne” i „statyczne” posiadają odrębne centra dyspozycyjne i odrębne 
drogi doprowadzające z móżdżku do rdzenia [2, 32, 121]. Znaczny procent 
włókien wewnątrzwrzecionowych (głównie „dynamicznych”) jest uner­
wiony ruchowo przez odgałęzienia aksonów motoneuronów unerwiających 
normalne włókna mięśniowe. Są to tzw. fl-motoneurony, które, jak ostat­
nio wykazano, występują powszechnie również w mięśniach ssaków, 
w tym  i naczelnych [22, 32, 106, 122, 148]. System afferentny wrzecion 
tworzy z motoneuronami własnego segmentu rdzenia samoregulujący
się układ [29, 98, 107, 117, 178, 187, 188, 192].

Włókna afferentne mają różną średnicę (od dziesiątych części do 
kilkunastu mikrometrów) i odpowiednio różną szybkość przewodzenia 
(od około 0,5 do 125 m/s), jak też bardzo różny jest próg pobudliwości 
ich receptorów [100, 134, 168, 206, 207]. Zależnie od właściwości podzie­
lone zostały umownie na cztery grupy. Do pierwszej zalicza się włókna 
najgrubsze, najszybciej przewodzące i o receptorach najbardziej pobud­
liwych. Unerwienie czuciowe wrzecion należy do najbardziej reak tyw ­
nej grupy (la) oraz do grupy II. Obie grupy stanowią morfologiczne 
i czynnościowe continuum. Receptory obu grup znajdują się we wszy- 
stkich trzech rodzajach włókien wewnątrzwrzecionowych, z pewną pre­
ferencją receptorów grupy la do włókien typu „dynamicznego”, a grupy 
II do typu „statycznego” [8, 32, 206]. Włókna afferentne grupy la dają
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więcej niż włókna grupy II rozgałęzień wewnątrzrdzeniowych i m ają  
większy zakres oddziaływań [117, 134, 141, 147].

Inną częścią obwodowego systemu regulującego napięcie mięśni są 
receptory znajdujące się w organach Golgiego ścięgien, zaliczane do g ru ­
py Ib [95, 205]. Pobudzenie tych receptorów, następujące w w yniku ich 
naciągania, powoduje hamowanie a-motoneuronów własnego mięśnia na 
drodze dwusynaptycznego odruchu [18, 95]. Organy Golgiego w ystępują 
często w morfologicznym połączeniu z wrzecionami [133]. Liczba i roz­
mieszczenie przestrzenne w mięśniu receptorów grupy la  i Ib są zwykle 
podobne [69, 133, 205]; dostarczają one informacji o położeniu oraz r u ­
chach mięśni i stawów [5]. Ilość, rozmieszczenie oraz właściwości tych 
receptorów są bardzo różne w poszczególnych mięśniach, a ich czynność, 
będąca ciągle jeszcze w sferze hipotez, jest ściśle współzależna z um iej­
scowieniem w mięśniu, oraz z aktualnym  stanem rozciągnięcia mięśnia 
[1, 6, 17, 69, 133, 142, 178]. Zmiana impulsacji afferentnej może praw do­
podobnie spowodować transformację typu włókien mięśniowych, jak to 
obserwowano w mięśniu po tenotomii [87].

Oprócz szybko przewodzących, zmielinizowanych włókien afferent- 
nych grupy I i II, z mięśnia do rdzenia podążają liczne zmielinizowane 
i niezmielinizowane włókna, odpowiednio wolniej przewodzące i o m niej­
szej średnicy [207]. Należą do nich włókna o receptorach wrażliwych na 
bodźce mechaniczne, chemiczne i cieplne [125] oraz włókna grupy III 
i IV, o receptorach umiejscowionych w naczyniach, wrażliwych na bodź­
ce chemiczne. Pobudzenie tych ostatnich zwiększa efektywność innych 
bodźców afferentnych [119, 120]. Oddziaływanie na a-motoneuron wszy­
stkich przedstawionych dróg afferentnych, jak też odruchów z recepto- 
tów skórnych, jest zgodne i zachodzi poprzez wspólne in terneurony [119, 
120, 206]. W ostatnich latach udowodniono również obecność unerwienia 
autonomicznego włókien mięśniowych i wrzecion. Wpływa ono na im- 
pulsację afferentną z wrzecion oraz przypuszczalnie reguluje odporność 
na zmęczenie włókien mięśniowych [7, 14, 156].

Dzięki skoordynowanym działaniom wielopoziomowego systemu kon­
troli ruchu, następują odpowiednie zmiany napięcia mięśni działających 
synergistycznie i antagonistycznie, co umożliwia skuteczność i płynność 
ruchów [29, 45, 49]. Koordynacja ruchów częściowo zachodzi już na po­
ziomie rdzenia. Jak  wykazały prace eksperymentalne, komórki Rensha- 
wa i in terneurony systemu afferentnego tworzą wspólny hamująco-ak- 
tyw ujący układ, którego ośrodki dyspozycyjne umiejscowione są w rdze­
niu kręgowym [188]. W czasie wykonywania rytmicznych ruchów, np. 
w czasie chodzenia, ma miejsce cykliczna fluktuacja obniżonej i wzmo­
żonej pobudliwości całych grup interneuronów, oddziałujących odpo­
wiednio na a-motoneurony, co powoduje naprzemienne zmiany napięcia
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synergistycznie i antagonistycznie działających mięsni. Impulsy pocho­
dzenia ponadrdzeniowego [98, 188] oraz afferentne, a także z innych 
części rdzenia (ipsi- i kontralateralne) [49, 119, 120, 188, 206] docierają 
do motoneuronu przez ten sam układ interneuronów, ulegają w nim po­
dobnej korekcji. Pobudzenia różnego pochodzenia powodują zatem po­
dobną reakcję a-motoneuronu (a raczej puli motoneuronów). Z drugiej 
strony, bodźce z tego samego źródła oddziaływają odmiennie na tę samą 
pulę neuronów, w zależności od tego czy trafią na fazę jej pobudzenia, 
czy też zahamowania [187, 188]. Różnie też oddziaływają bodźce z tego 
samego źródła na neurony wstawkowe należące do puli zginaczy i pro­
stowników [54, 98, 99]. Stopień pobudzenia czy hamowania całego tego 
układu jest przypuszczalnie pod kontrolą tworu siatkowatego pnia móz­
gu [146].

Na stan motoneuronu wpływa też unerw iany przez ten motoneuron 
mięsień [19]. W motoneuronie pozbawionym kontaktu  z mięśniem (np. 
po przecięciu aksonu) zmniejsza się perikarion, jak też ilość, wielkość 
i stopień rozgałęzienia dendrytów [199, 204] oraz rozwija się w nim sze­
reg zmian, np. chromatoliza czy dezintegracja neurofibryli [20, 34]. Rów­
nocześnie zmieniają się właściwości fizjologiczne motoneuronu i wzrasta 
pobudliwość jego błony [55] oraz następuje wzrost syntezy białka i re ­
generacja aksonu [3, 20]. Po ponownym uzyskaniu kontaktu  z mięśniem 
(po reinnerwacji) wraca do norm y czynność i s truk tu ra  motoneuronu oraz 
ilość i wielkość dendrytów [20, 70, 199]. Jak  się uważa, dendryty pod­
legają fizjologicznemu cyklicznemu zmniejszeniu, a następnie regene­
racji; odnerwienie jak i reinnerwacja włókien mięśniowych są sygnałem 
pobudzającym te procesy [204]. F luktuacja wielkości i rozgałęzień den­
drytów wiąże się przypuszczalnie z przekazywaniem informacji i z w y­
twarzaniem najkorzystniejszych funkcjonalnie połączeń z innymi neuro­
nami, a także dowodzi plastyczności tych połączeń [199, 204].

System kontroli ruchu u wyższych kręgowców jest obecnie przed­
miotem intensywnych badań w wielu pracowniach. Przedstawiany jego, 
bardzo jeszcze niekompletny, obraz ukazuje jak wiele różnych oddziały­
wań decyduje o funkcji a-motoneuronu.

TY PY  JE D N O ST E K  M OTORYCZNYCH

Przyczyną różnic pomiędzy a-motoneuronami jest odmienność przed­
stawionych w poprzednim rozdziale oddziaływań, jak też różnorodność 
cech morfologicznych samych motoneuronów [29, 64]. Wyróżnia się 3 lub 
4 typy  motoneuronów: S, FR, FF oraz F-Int, odpowiednio do znanych 
typów włókien mięśniowych, z którym i motoneurony te tworzą typy
jednostek motorycznych [30, 31, 223].
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Poszczególne morfologiczne oraz fizjologiczne właściwości a-moto- 
neuronów zmieniają się ilościowo w zależności od typu jednostki moto- 
rycznej, tworząc continuum, od jednostek S poprzez FR do FF. Układa­
ją się one w zespoły charakterystyczne dla każdego z typów motoneuro- 
nów. Od jednostek wolnych ku szybkim wzrasta: siła i m aksym alny za­
k res  skurczu [28, 31, 53, 140, 223], liczba włókien mięśniowych w jed ­
nostce motorycznej [53, 140], wielkość ciała motoneuronu i średnica 
aksonu [40, 85, 86], liczba wewnątrzrdzeniowych rozgałęzień aksonu do 
komórek Renshawa oraz do sąsiadujących a-motoneuronów [40, 179], po­
budliwość progowa motoneuronu [85, 86], częstotliwość wysyłanych im­
pulsów [28, 140, 223], szybkość przewodzenia impulsów przez akson [28, 
30, 31, 91, 140, 223] oraz zależność a-motoneuronu od układów to ru ją ­
cych ponadrdzeniowych [29] (rye. 1). W odwrotnym porządku, tzn. od 
szybkich jednostek ku  wolnym, zwiększa się: odporność na zmęczenie
O d p o r n o ś ć  m o t o n e u r o n u  n a  z m ę c z e n i e .  ( Z m n i e j s z e n i e  c z ę s t o t l i w o ś c i  i m p u l s ó w  p o  60 s c z y n ­

n o ś c i  o: 51/# (S) i  M#/t (FF) [115J).
O d p o r n o ś ć  w ł ó k i e n  m i ę ś n i o w y c h  n a  z m ę c z e n i e  ( p i e r w s z e  o b j a w y  z m ę c z e n i a  po: 0,5 m i n .

(FF) — 60 m i n .  (S), [30]).
Z a l e ż n o ś ć  o d  s y s t e m u  a f f e r e n t n e g o  ( p o b u d z e n i o w y  p o t e n c j a ł  p o s t s y n a p t y c z n y :  4,5-9,1 m V ,  [31]). 
Z a l e ż n o ś ć  od  h a m u j ą c e g o  s y s t e m u  k o m ó r e k  R e n s h a w a .
Z a l e ż n o ś ć  od  u k ł a d u  h a m u j ą c e g o  p o n a d r d z e n i o w e g o  j ą d r a  c z e r w o n e g o .

.S z y b k o ś ć  s k u r c z u  (20-100 m s e k ,  [28]).
S i ła  s k u r c z u  (0,6-3,5 kg/cm *, [53]).
Z a k r e s  s k u r c z u  c a ł e g o  m i ę ś n i a  w  k t ó r y m  u c z e s t n i c z ą  j e d n o s t k i  p o s z c z e g ó l n y c h  t y p ó w  (S: 

0-20*/«, FR: 0-50»/t, FF: 2(M00V» [31]).
I lo ś ć  w ł ó k i e n  m i ę ś n i o w y c h  w  j e d n o s t c e  m o t o r y c z n e j  (180-328, [53]).
W i e l k o ś ć  c ia ła  m o t o n e u r o n u .
Ś r e d n i c a  a k s o n u  (9-20/ pim, [85]).
L ic z b a  o d g a ł ę z i e ń  a k s o n u  w e w n ą t r z  r d z e n ia  (28-98, [40]).
P o b u d l i w o ś ć  p r o g o w a  m o t o n e u r o n u  (reo b a za :  5-20 n A ,  [207]).
C z ę s t o t l i w o ś ć  i m p u l s a c j i  (25-85 s [28]). /
S z y b k o ś ć  p r z e w o d z e n i a  a k s o n u  (57-108 m /s  [223]).
Z a le ż n o ś ć  o d  u k ł a d u  a k t y w u j ą c e g o  p o n a d r d z e n i o w e g o  ( jąd ra  c z e r w o n e g o ) .

Rye. 1. Zm ienność poszczególnych cech m o to n eu ro n u  w  zależności od ty p u  jednostk i
m otorycznej

S t r z a ł k i  o z n a c z a j ą  k i e r u n e k  z w i ę k s z a n i a  s ię  w a r t o ś c i  b e z w z g l ę d n y c h .  J e d n o s t k i  m o t o r y c z n e :  
S —  w o l n e ,  F R  — s z y b k i e ,  o d p o r n e  n a  z m ę c z e n i e ,  F F  — s z y b k i e ,  p o d a t n e  n a  z m ę c z e n i e .  
W  n a w i a s a c h  p r z y k ł a d o w e  w a r t o ś c i  d la  j e d n o s t e k  t y p u  S i F F  o r a z  p r a c a ,  z k t ó r e j  są

c y t o w a n e
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m otoneuronu [115] i włókien mięśniowych [30, 57], zależność motoneu- 
ronu od układów zwrotnych i afferentnych, zarówno pobudzających jak 
i ham ujących [29, 31, 53, 179], i od układu komórek Renshawa [29, 31, 
179] (rye. 1).

Funkcja jednostek motorycznych poszczególnych typów jest ściśle 
współzależna z ich właściwościami. Jednostki motoryczne szybkie, typu 
FF, używane są najrzadziej i tylko w czasie wykonywania ruchów o zna­
cznym zakresie i dużej sile (np. skok) [31, 218]. Podlegają one w znacz­
ny m  stopniu ponadrdzeniowemu systemowi aktywacji, a o wiele mniej 
aktywacji i hamowaniu przez system afferentny [29]. Synergistycznie 
działające a-motoneurony szybkie pobudzają się wzajemnie poprzez we- 
wnątrzrdzeniowe rozgałęzienia aksonów [40], równocześnie ham ują za 
pośrednictwem interneuronów, wolne, działające tonicznie a-motoneuro­
ny  oraz y-motoneurony [60], same nie podlegają temu hamowaniu (40, 
179]. Analogicznie, aktywująco na motoneurony szybkie, a hamująco na 
wolne działają impulsy ponadrdzeniowe (z jądra czerwonego) [29], oraz 
pobudzenia korowe do neuronów szybkich, k tórym  towarzyszy, a nawet 
je wyprzedza, obniżenie napięcia mięśniowego [46]. Wszystkie te mecha­
nizmy wzmagają czynność fazową i powodują, że w czasie szybkiego 
ruchu hamowane jest napięcie toniczne mogące utrudniać ten ruch [40, 
179]. W przeciwieństwie do jednostek motorycznych szybkich, jednostki 
wolne, oporne na zmęczenie typu S, są używane najczęściej; pracują o re  
tonicznie [85, 218]. Jednostki te pełnią funkcję posturalną oraz uczestni­
czą w ruchach o małym zakresie i małej sile (np. stanie czy chodzenie 
[31, 218]). Będąc same pod silną kontrolą odruchów afferentnych [29, 
179], równocześnie pobudzają te odruchy [106, 148]. Motoneurony wolne 
podlegają układom zwrotnym, same wykazując nieznaczne jedynie od­
działywanie zwrotne [40]. Jednostki szybkie typu FR i F -In t posiadają

Ryc. 2. Schem atyczn ie  p rzedstaw ione  różnice dzia łan ia  m otoneuronów ; w olnych
(S) — A i szybkich (F) — B
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właściwości i pełnią funkcje pośrednie [29, 31, 218]. Schemat różnic 
działania jednostek motorycznych szybkich i wolnych przedstawia ryc. 2.

Przedstawione zasady działania motoneuronów nie zawsze obowią­
zują. W szczególnych przypadkach, np. przy potrzebie ruchu o znacznym 
zakresie i dużej sile, jednostki wszystkich typów kurczą się fazowo, z po­
dobną szybkością, a siła tej samej jednostki w czasie skurczu fazowrego 
jest większa niż w czasie skurczu tonicznego [36, 46, 218], wzrasta rów ­
nocześnie koszt energetyczny jej pracy [12]. Obecnie uważa sie, że 
w mięśniach prążkowanych wyższych kręgowców nie można wyróżniać 
włókien mięśniowych fazowych i tonicznych, ponieważ każde włókno jest 
zdolne do różnorodnej pracy [36, 44, 53, 85], Ustrój do wykonania okre­
ślonej czynności uruchamia takie i tyle włókien mięśniowych, jak rów ­
nież „poleca” im taki rodzaj pracy, jaki jest potrzebny [16]. O charak­
terze czynności poszczególnych a-motoneuronu decydują ośrodki po- 
nadrdzeniowe [64, 91].

Narastanie siły i szybkości skurczu zależy od ilości i szybkości w łą­
czania się kolejnych jednostek motorycznych (zwanej rekrutacją) oraz od 
częstotliwości impulsów wysyłanych przez każdy a-motoneuron do włó­
kien mięśniowych [36, 44, 45, 91, 207]. Rekrutacja przebiega według s ta­
łej dla danego mięśnia sekwencji: od najwolniejszych (małych) jednostek 
motorycznych do najszybszych (największych) [85, 86]. Gdy czynność 
mięśnia ustaje, sekwencja ta odwraca się, tzn. najpierw zaprzestają dzia­
łania te jednostki, które najpóźniej zaczęły [44, 85, 91]. Częstotliwość 
impulsacji motoneuronu narasta zwykle stopniowo po rozpoczęciu jego 
czynności [36]. Regulacja siły i płynności ruchu następuje poprzez s te­
rowanie zarówno rekrutacją , jak i impulsacją motoneuronów. Druga 
droga służy do osiągnięcia maksymalnej siły skurczu oraz jest bardzo 
użyteczna w mięśniach małych wykonujących precyzyjne ruchy, a po­
siadających małą liczbę jednostek motorycznych, zapobiega bowiem „sko­
kow em u” narastaniu siły skurczu [36, 44, 46, 91, 210]. Przedstawione 
zasady sterowania skurczem przestają obowiązywać, gdy mięsień działa 
jako synergista innego ruchu, w k tórym  uczestniczy tylko część jego 
jednostek motorycznych [47], oraz w przypadku ruchu bardzo szybkiego 
o znacznym zakresie, kiedy to wszystkie jednostki włączają się prawie 
równocześnie, osiągając też natychmiast znaczną częstotliwość impul­
sacji [46, 210]. W obu tych przypadkach, jak się przypuszcza, decydu­
jące jest oddziaływanie kory mózgowej [46, 47]. Człowiek potrafi dowol­
nie zmieniać sekwencję uruchamiania jednostek motorycznych [47], jak  
również może nauczyć się świadomie uruchamiać lub eliminować czyn­
ność pojedynczej jednostki motorycznej [15, 16, 47, 82]. Konsekwencją 
tego jest zmiana uprzedniej działalności motoneuronu, co musi pociągać 
za sobą odpowiednie zmiany przystosowawcze motoneuronu i całej jed­
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nostki motorycznej. Toteż w zależności od rodzaju czynności występują 
dość znaczne różnice pomiędzy motoneuronami tego samego mięśnia u po­
szczególnych osób [44, 45]. Do jakiego stopnia możliwa jest zmiana 
funkcji i s truk tu ry  dojrzałego motoneuronu pozostaje na razie sprawą 
otwartą. Wiadomo, że w czasie rozwoju osobniczego jednostka motorycz- 
na może zmieniać typ [124]. Trudno jednak orzec, gdzie jest granica mię­
dzy uwarunkowaniam i genetycznymi czy wpływami hormonów a skutka­
mi zmiany czynności.

PO Ł Ą C ZEN IE  NERW U Z M IĘŚNIEM

Motoneuron oddziałuje na włókno mięśniowe w dwojaki sposób: 
poprzez przesyłanie impulsów, powodujących depolaryzację błony włó­
kna i jego skurczu (omówione uprzednio), oraz za pośrednictwem sub­
stancji przenikających z aksonu [59, 72, 75, 78, 138, 164, 185, 225]. W obu 
przypadkach zasadnicze znaczenie ma synapsa nerwowo-mięśniowa. Sy­
napsa ma odmienną budowę w zależności od typu jednostki motorycznej, 
zgodnie z przystosowaniem do specyfiki pracy tej jednostki [170]. W jed­
nostkach motorycznych szybkich wykształcają się większe synapsy niż 
w wolnych. Posiadają one też większe i liczniejsze fałdy synaptyczne, 
większą ilość pęcherzyków synaptycznych [155] oraz inne rozmieszczenie 
i inne formy i izomeryczne esterazy acetylocholinowej [4], Różnicom 
synaps towarzyszą inne właściwości elektrofizjologiczne i biochemiczne 
błony komórkowej włókien różnych typów [28, 33, 81].

Połączenie motoneuronu z włóknem mięśniowym jest s truk tu rą  dy­
namiczną. Zakończenie aksonu w mięśniu kręgowców ulega perm anent­
nej cyklicznej regresji i regeneracji oraz ciągłemu modelowaniu, a w y ­
twarzanie odgałęzień końcowych przez akson jest jego fizjologiczną re ­
akcją na różnorodne bodźce. Sama synapsa również ulega ciągłemu re-
modelowaniu [13, 21, 157, 163, 170, 191, 220, 221]. W trakcie tych pro­
cesów włókno mięśniowe może zostać odnerwione. Ulega ono wówczas, 
w ciągu paru dni do paru  tygodni, reinnerwacji przez zakończeniu w ła­
snego lub innego aksonu [56, 92]. Bywa też, że unerwione włókno mięś­
niowe przyjm uje zakończenie obcego aksonu, stając się okresowo u n e r­
wione przez dwa motoneurony. Jedno z tych zakończeń ulega zwykle 
supresji i z czasem zanika [21], W dojrzałym mięśniu ssaków najwyżej 
kilka procent włókien może mieć podwójne unerwienie [72], Jak  się 
przypuszcza, motoneurony intensywnie działające wykazują większą 
zdolność do unerwienia włókien mięśniowych niż motoneurony pracu­
jące mniej. Ma więc miejsce niejako konkurencja motoneuronów o włó­
kno mięśniowe [21, 191]. Z drugiej strony, nie pracujące lub odnerwione 
włókno mięśniowe posiada zdolność wytwarzania nowej synapsy poza
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odrębem istniejącej i bardzo długo jest zdolne do przyjęcia nerw u [13. 
61, 76, 157], wydziela ono także czynnik stym ulujący akson do tw orze­
nia nowych końcowych odgałęzień [25, 94, 161, 191]. „Sygnały” dla tw o­
rzenia końcowych odgałęzień aksonu pochodzą też z motoneuronu, a t a k ­
że mogą być przekazywane pomiędzy neuronami, np. do mięśnia kontra  - 
lateralnego [174]. Wszystkie wymienione mechanizmy bardzo silne od­
działują w kierunku ochrony włókna mięśniowego przed brakiem u n e r­
wienia [163] oraz sprzyjają powiększaniu się jednych jednostek mcto- 
rycznych kosztem innych. Jak  wskazują wyniki prac eksperym entalnych 
oraz obserwacje pacjentów cierpiących na przewlekłe odnerwienne scho­
rzenia mięśni, motoneurony mogą zwiększać ilość unerwianych przez s ie ­
bie włókien mięśniowych 10-krotnie, a w wyjątkowych przypadkach 
nawet 30-krotnie [56, 139, 163, 211]. Taka plastyczność motoneuronów 
umożliwia kompensację uszkodzeń patologicznych [139] oraz przypuszczal­
nie ułatwia adaptację funkcjonalną tak  fizjologiczną, jak i wymuszoną 
treningiem. Włókno mięśniowe, w przypadku podwójnego unerwienia 
lub przejścia do innej jednostki motorycznej, musi ulec odpowiednim 
zmianom dla przystosowania się do nowych warunków czynności.

Jak  wiadomo, wzdłuż aksonu odbywa się stały przepływ aksoplaznm 
powodujący transport molekuł i organelli. Jest to proces bardzo d y n a ­
miczny, mający zasadnicze znaczenie dla funkcji motoneuronu. Transport 
od ciała motoneuronu ku zakończeniu aksonu zachodzi z szybkością jeder. 
do kilkunastu milimetrów na dobę, tzw. transport wolny, lub z szybkością 
100 do kilkuset milimetrów na dobę, tzw. transport szybki [88, 131, 213]. 
Niektóre substancje oraz niektóre rodzaje organelli mogą być tran sp o r­
towane z różną szybkością, inne podlegają tylko jednemu rodzajowi 
transportu. Do tych ostatnich należą białka szkieletowe: aktyna, tubulina 
oraz białka neurofilamentów, które są transportowane wolno [63]. M e­
chanizmy transportu  aksonalnego nie są jeszcze jasne. Wiadomo, że za­
sadnicze znaczenie dla tego transportu  mają mikrotubule [23] oraz że 
jest to proces zależny od obecności jonów wapnia i kalmoduliny, a także 
od dopływu energii [150]. Szybki transport uzależniony jest też p rzy ­
puszczalnie od obecności ak tyny  [68]. Znaczna część (50-70°/o<) transpor­
towanych substancji, po osiągnięciu końca aksonu, ulega transportowi 
z powrotem do ciała motoneuronu. Jest to tzw. powrotny transport akso- 
nalny [19]. Dzięki transportowi aksonalnemu wzdłuż aksonu przenoszo­
ne są w obu kierunkach substancje czynne, utrzymujące prawidłowy 
stan aksonu oraz w arunkujące jego regenerację w razie uszkodzenia [41r 
132, 162, 167]. Drogą transportu  zwrotnego motoneuron otrzymuje „in­
formacje” z obwodu, a także przypuszczalnie włókno mięśniowe może od­
działywać na motoneuron [19],

Substancje znajdujące się w zakończeniu aksonu, syntetyzowane na
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miejscu lub dzięki transportowi aksonalnemu przenoszone z ciała moto­
neuronu, mogą przedostawać się do włókna mięśniowego [126, 136, 137,. 
138]. Zjawisko to znane jest od dawna jako „troficzne oddziaływanie 
n e rw u ” [72, 78]. Substancje przedostające się przez zakończenie aksonu 
do mięśnia wpływają na jego metabolizm oraz na szereg właściwości 
elektrofizjologicznych i biochemicznych błon włókien mięśniowych [75r 
138, 225, 226]. Już samo wydzielanie acetylocholiny częściowo reprezen­
tu je  „troficzny wpływ n e rw u ”, regulując spoczynkowy potencjał m em ­
branowy i rozmieszczenie pozasynaptyczne receptora acetylocholinowe- 
go [50]. Niektóre z wydzielanych przez zakończenie aksonu mediatorów 
zostały już zidentyfikowane, jak np. alkaliczne białko o ciężarze 34 000 
daltonów, zwiększające aktywność podjednostki 16 S esterazy acetylo- 
eholinowej [126], czy też sciatyna — glikoproteid znaleziony w nerwach 
ptasich, regulujący różnicowanie się i dojrzewanie włókien mięśniowych
[137, 138].

Eogaty wachlarz możliwości czynnościowych motoneuronów, oraz 
znaczna plastyczność połączenia motoneuronu z mięśniem ukazują przy­
czyny wielkiej różnorodności i zmienności włókien mięśniowych, jak też 
częstego braku wyraźnej granicy pomiędzy poszczególnymi ich typami. 
Z drugiej s trony uzasadniają fizjologiczną konieczność plastyczności 
tkanki mięśniowej.

P O D Z I Ę K O W A N I E

S k ład am  serdeczne  podziękow anie  docentow i R om anow i Duszkowi za w yko- 
nan ię  i lu s trac j i  oraz p an i  H ann ie  C hom ontow skie j za pom oc w  p rzygo tow an iu  tego 
a r ty k u łu  do d ru k u .
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ZALEŻNOŚĆ MIĘŚNIA PRĄŻKOWANEGO OD UKŁADU 
NERWOWEGO. II. WPŁYW UNERWIENIA NA APARAT 

KURCZLIWY

D EPEN D EN C E OF T H E  STR IA TED  M USCLE FRO M  TH E NERVOUS SYSTEM .
II. IN FLU EN C E OF IN N ERV A TIO N  ON TH E C O N TRA CTILE A P P A R A T U S

A n n a  JA K U B IE C -P U K A

P ra c o w n ia  M etabolizm u Białek, In s ty tu t  Biologii D ośw iadczalnej im. M. Nenckiego,
PAN, W arszaw a

/

Streszczen ie .  W ym ieniono różnego rodza ju  zm iany w  odnerw ionym  w łóknie  m ięś­
n iow ym , w y n ik łe  z b r a k u  im pulsów  n e rw o w y ch  oraz (lub) z p rz e rw a n ia  „ tro ficz­
nych  o d d z ia ły w ań ” n e rw u  na  mięsień. Om ówiono spow odow aną odnerw ien iem  
„a tro f ię  p ro s tą ” s t r u k tu r y  kurczliw ej, po legającą  na  zn ikan iu  f i lam en tów  i zm n ie j­
szan iu  się m iofibryli, o raz  różnice w  je j p rzeb iegu  zależne od ty p u  w łókna  m ięś­
niowego. P rzeds taw iono  też różnego rodza ju  zm iany  ogniskowe, p o jaw ia jące  się 
w  s t ru k tu rz e  ku rcz liw e j odnerw ionego w łó k n a  mięśniowego.

Om ówiono p rocesy  zachodzące we w łóknie  m ięśn iow ym  i w  s tru k tu rz e  k u r ­
czliw ej po ponow nym  unerw ien iu  odnerw ionego atroficznego mięśnia. N a jw a ż n ie j­
sze z n ich  to cofanie się sym ptom ów  „atro fii  p ro s te j”, n a p ra w a  uszkodzeń w łók ien  
m ięśn iow ych  oraz p ro d u k c ja  now ej s t ru k tu ry  kurczliw ej.

O m ów iono zdolność w łókna  m ięśniowego i s t ru k tu ry  kurcz liw ej do szybkiej 
p rz e b u d o w y  n as tę p u ją ce j  w  razie zm iany  czynności lub długości m ięśnia. P rz e d ­
staw iono f ra g m e n ta ry c z n e  jeszcze w iadom ości na  te m a t  dróg  jak im i procesy  te 
zachodzą.

S u m m a r y .  Changes o ccu rr in g  in d en e rv a ted  m uscle a re  p resen ted . L ack  of n e u ra l  
im pu lses  an d  (or) lack  of the  “troph ic  in f lu en ce” of th e  n e rv e  on m uscle a re  
discussed as th e  reaso n  of p a r t ic u la r  sym ptom s of denerva tion . “Sim ple a t ro p h y ” 
w as charac te r ized  in th e  d en e rv a ted  m uscle fibers  of d if fe ren t  types; focal changes 
a p p ea r in g  in  th e  con trac ti le  s t ru c tu re  a re  also shown.

Processes, w h ich  deve lop  in the  m uscle fibers and  in the  contractile  a p p a ra tu s  
fo llow ing re in n e rv a t io n  of d en e rv a ted  a tro p h y in g  muscle, a re  discussed. M ain  
a t ten t io n  w as devo ted  to recovery  f ro m  “a tro p h y  s im p lex ”, to rep a ra t io n  of f ib e r  
dam age  and  to de novo p roduction  of con trac tile  s tru c tu re .
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The ab ili ty  of m uscle  fibers  an d  of th e  con trac tile  s t ru c tu re  to  re co n s tru c t  
itself following changes of m uscle fu n c tio n  or of m uscle leng th  is shown. V ery  
incom plete  a t the  m om en t in fo rm ation  on th e  m echan ism s of th ese  processes
supplied.

Przystosowanie do zmienionych potrzeb funkcjonalnych jest podsta­
wową cechą włókna mięśniowego. Odnerwienie, reinnerwacja oraz uner­
wienie „krzyżowe” pojedynczych włókien mięśniowych, a także zmiana 
czynności całych jednostek motorycznych, następuje w każdym normal­
nym  mięśniu, szczególnie w okresach przystosowywania się mięśnia do 
zmienionych warunków. Może to doprowadzać do transform acji typów 
włókien mięśniowych. Zagadnienia tć omówione zostały uprzednio [89]. 
W niniejszej pracy zaprezentowano, co wiadomo obecnie o zmianach 
w aparacie skurczu zachodzących w wyniku tych procesów.

ZM IANY W E W ŁÓ K N IE M IĘŚNIOW YM  W YW OŁANE BRA K IEM  U N ER W IEN IA

Pozbawienie włókna mięśniowego kontaktu  z nerwem  (odnerwienie) 
staje się przyczyną licznych zmian w jego budowie. Główne z nich 
to zanik (atrofia) włókna, pofałdowania sarkolemmy, przemieszczenia 
jąder z obwodowych regionów włókna ku środkowi, „pobudzenie” jąder 
[62, 79, 166, 169], zmiana orientacji przestrzennej, poszerzenie i proli­
feracja retikulum  sarkoplazmatycznego [51, 117, 127], zmiana wymiarów 
i ilości (zwykle zmniejszenie) oraz lokalizacji mitochondriów [84, 88, 
117, 127]. Odnerwienie wywołuje też we włóknie mięśniowym szereg 
zmian prowadzących do nadwrażliwości błony komórkowej na bodźce 
chemiczne i elektryczne [63, 166] oraz do zmniejszenia się zapasów 
związków wysokoenergetycznych i glikogenu [94]. Bardzo charak tery­
styczną dla odnerwionego mięśnia jest tzw. „dedyferancjacja” typów 
włókien, tzn. upodobnienie się ich właściwości fizjologicznych, s truk tu ­
ralnych i biochemicznych. Zmieniają się zwłaszcza cechy związane z przy­
stosowaniem do szczególnego rodzaju czynności; najbardziej na przykład 
obniża się aktywność enzymów przemiany oksydatywnej bądź glikoli- 
tycznej, tam  gdzie była ona szczególnie wysoka [52, 127, 137].

Odnerwienie pozbawia włókno mięśniowe zarówno dopływu impul­
sów z motoneuronu, jak i „troficznych oddziaływań” substancji przedo­
stających się z nerwu do mięśnia [59, 63]. Czynniki te w różnym stopniu 
rzutu ją  na pojawienie się poszczególnych symptomów odnerwienia. Wie­
le z tych zależności zostało już poznanych. Na przykład atrofia mięśnia, 
a także zmiana charakteru  skurczu mięśnia oraz pojawienie się nowych 
izomerów białek kurczliwych są skutkiem braku impulsów z motoneu-
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ronu i nieczynności mięśnia [18, 52, 77, 90, 106, 107, 171]. Udowodnione* 
to stosując odpowiednią stymulację, dzięki której można zapobiec w y ­
stąpieniu wymienionych objawów w mięśniu odnerwionym, jak też spo­
wodować zmianę właściwości skurczu i zmianę izomerów białek kurczli­
w ych mięśnia unerwionego [106, 107, 158]. Brakowi natomiast „troficz­
nych oddziaływań” przypisuje się zmianę różnych właściwości błony 
włókna mięśniowego i synapsy nerwowo-mięśniowej. Należy do nich 
obniżenie aktywności esterazy acetylocholinowej i zmiana proporcji jej 
pod jednostek (zwłaszcza zmniejszenie się ilości pod jednostki 16 S) [25, 
60, 143], pojawienie się receptora acetylocholinowego [26] i wrażliwości 
na acetylocholinę poza obrębem synapsy [2, 180], zanik miniaturowych 
potencjałów spoczynkowych [2], obniżenie spoczynkowego potencjału 
membranowego [2, 60, 136, 165], zwiększenie przepuszczalności błony 
dla jonów [136, 166] oraz wystąpienie spontanicznej aktywności, tzw. „fi- 
bry lacji” [6, 62, 133, 165]. Brak oddziaływań „troficznych” zaburza też 
metabolizm włókna mięśniowego, np. zmienia przemianę cyklicznych nu- 
kleotydów [115]. Brak w odnerwionym włóknie mięśniowym zarówno 
„troficznych oddziaływań”, jak i impulsów z motoneuronu uważany jest 
za przyczynę zwiększania autolizy białek i wzrostu aktywności kwaśnych 
hydrolaz [11, 134], a także za przyczynę zmiany właściwości retikulum 
sarkoplazmatycznego [109, 157] i wzrostu stężenia jonów Ca2+ w ew nątrz­
komórkowego [98].

Jak  się przypuszcza, u podstaw większości zjawisk wywołanych
*

odnerwieniem, podobnie jak i zmianą unerwienia włókna mięśniowego, 
leży zmiana ekspresji genów i synteza innych białek [36, 56, 166]. Szcze­
góły regulacji tych procesów są jeszcze mało znane.

Odnerwienie włókna mięśniowego staje się przyczyną wydzielania 
przez nie czynnika(ów) neurotropowego stymulującego akson do two­
rzenia końcowych odgałęzień [89, 152]. Odnerwione włókno mięśniowe 
wydziela też substancje stymulujące podziały mitotyczne [121], czego 
efektem jest zwiększenie się w odnerwionym mięśniu ilości komórek 
tkanki łącznej i komórek satelitarnych oraz pojawienie się mioblasów 
i miotub (omówione szerzej w dalszej części pracy) [125, 142]. Z drugiej: 
strony, w motoneuronie, po przerwaniu połączenia z mięśniem, rozwi­
jają się zmiany czynnościowe i strukturalne. Przecięcie aksonu powoduje 
jego degenerację (tzw. degeneracja Walleriana) [20, 39, 159].

ZA N IK  STRU K TU RY  K U R C Z LIW EJ W A TR O FICZN Y M  W ŁÓ K N IE M IĘŚNIOW YM
•  #

Atrofia mięśniowa wynika z przesunięcia równowagi metabolizmu 
białek w kierunku katabolizmu [118]. Po odnerwieniu wzmagają się 
w mięśniu procesy kataboliczne; podwyższeniu ulega aktywność we-
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wnątrzkomórkowych enzymów proteolitycznych, zarówno katepsyn 
kwaśnych proteaz lizozomalnych, jak i innych proteaz, o optimum aktyw ­
ności w neutra lnym  zakresie pH. Zwiększa się też autoliza białek mięś­
niowych [53, 82, 100, 130, 162, 175], zwłaszcza miofibrylarnych [82]. P ro­
cesy te mają decydujące znaczenie dla postępu atrofii mięśniowej. Za­
stosowanie in vivo inhibitorów wewnątrzkomórkowych proteaz w znacz­
nym  stopniu zapobiega atrofii [73, 161]. Równocześnie ze wzmożeniem 
katabolizmu, w odnerwionym mięśniu ulegają zahamowaniu procesy ana­
boliczne: zwalnia się synteza białek [53] w wyniku zmniejszenia się 
ilości aktywnych rybosomów i niektórych frakcji mRNA oraz czynni- 
ka(ów) inicjacji [80, 116].

W mięśniu ulegającym atrofii zmniejsza się masa i średnica włókien, 
możliwe jest także zmniejszenie się ilości włókien [1, 62, 79, 82, 127, 
160, 169]. W zanikających włóknach mięśniowych zmniejsza się ilość 
s tru k tu ry  kurczliwej. Zanik s tru k tu ry  kurczliwej może być wynikiem 
całkowitego wyeliminowania jej fragmentu, podczas gdy reszta pozostaje 
mało zmieniona [49, 99, 117, 127, 170], albo też stosunkowo równomier­
nego zanikania całej s tru k tu ry  kurczliwej przez zmniejszanie się ilości 
i średnicy miofibryli. W tym  drugim przypadku zachowana zostaje cha­
rakterystyczna budowa s tru k tu ry  kurczliwej, występują w niej jedynie
pewne nieregularności [84, 85, 114, 117, 127, 160, 169]. Ta droga zaniku
w dobie mikroskopii świetlnej nazwana została „atrofią prostą”, podczas 
gdy ogniskowe nieregularności zaliczano do tzw. „zmian degeneracyj- 
nych” („miopatycznych”) [1, 62]. „Atrofia prosta” dominuje w większości 
opisanych przypadków atrofii odnerwiennej, chociaż w odnerwionych 
włóknach rozwijają się też i zmiany ogniskowe (ryc. 1-3).

Pojawiające się w przebiegu atrofii odnerwiennej zmiany s truk tury  
kurczliwej prześledzono dokładnie w różnych mięśniach podudzia szczu­
ra, zanikających w wyniku przecięcia nerw u kulszowego [47, 79, 82, 84, 
85, 86, 88]: w mięśniu soleus posiadającym głównie włókna wolne, od­
porne na zmęczenie, oraz w mięśniach extensor digitorum longus (EDL) 
i tibialis anterior, posiadających włókna szybkie o różnych typach m eta­
bolizmu [24, 30, 40, 160]. W odnerwionych mięśniach podudzia szczura 
stopień zaniku włókien różnego typu, jak i poszczególnych mięśni w ca­
łości, jest zbliżony [62, 79, 82, 127, 160]. Zanik s tru k tu ry  kurczliwej na­
stępuje głównie drogą „atrofii p roste j”, doprowadzającej w ciągu 15 dni 
do zmniejszenia się masy mięśni o około 50% [79, 82, 84].

Od pierwszych dni po odnerwieniu we włóknach różnych typów 
wybiórczo zanikają filamenty miozynowe (ryc. 1 6, 2 a). Zanik ten ma 
miejsce zarówno w obwodowych, jak i centralnych regionach miofibryli 
(ryc. 2 a, b). Dalszy przebieg atrofii jest jednak odmienny w zależności 
od typu włókna mięśniowego [47, 79, 81, 86]. We włóknach przystoso-
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Rye. 1. Mięsień kon tro lny  i odnerw iony, p rzek ro je  podłużne
a — M i ę s i e ń  k o n t r o l n y .  R e g u l a r n e  p r ą ż k i  A (A),  I (I) o r a z  l in ia  Z (Z). W i d o c z n a  l in ia  M 
( s t r z a łk i ) ,  X9000; b — , ,A tr o f ia  p r o s t a ” w ł ó k n a  w o l n e g o .  W y r a ź n e  z m n i e j s z e n i e  i l o ś c i  f i l a -  
m e n t ó w  m i o z y n o w y c h  w  p r ą ż k u  A,  l in ia  Z r e g u l a r n a ,  d e s t r u k c j a  l in i i  M. M i t o c h o n d r i a  
n i e l i c z n e ,  p r z e m i e s z c z o n e  d o  p r ą ż k a  A,  X13 000; c — D e z o r g a n i z a c j a  s t r u k t u r y  k u r c z l i w e j  
w e  w ł ó k n i e  s z y b k i m :  s k ł ę b i o n e  m i o f i b r y l e  o r a z  f r a g m e n t a c j a  i z a n i k a n i e  l in i i  Z, X18 000

[84, 86]
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Rye. 2. „A trofia  p ro s ta ” odnerw ionego mięśnia, a-d  p rzek ro je  poprzeczne, e p rzek ró j
podłużny

a — W ł ó k n o  s z y b k i e  7 d n i  po o d n e r w i e n i u .  S t r u k t u r a  l in i i  M r e g u l a r n a ,  w  c e n t r a l n y c h  r e ­
g i o n a c h  m i o f i b r y l i  w i d o c z n e  m i e j s c a ,  w  k t ó r y c h  b r a k  f i l a m e n t ó w  m i o z y n o w y c h  (s trza łk i) ,  
X80 000; b — W ł ó k n o  s z y b k i e ,  o d p o r n e  na z m ę c z e n i e ,  27 d n i  po  o d n e r w i e n i u .  P o d w y ż s z o n a  
p r o p o r c j a  f i l a m e n t ó w  a k t y n o w y c h  d o  m i o z y n o w y c h  w  p r ą ż k u  A ( z a z n a c z o n e  k ó ł k a m i ) .  
W o b r ę b i e  l in i i  M i s t r e f y  H w i d o c z n e  b r a k i  f i l a m e n t ó w  m i o z y n o w y c h  ( s trz a łk i ) ,  X96 000; 
c  — W ł ó k n o  s z y b k i e ,  o d p o r n e  na  z m ę c z e n i e ,  20 d n i  po o d n e r w i e n i u .  W  o b r ę b i e  d o ś ć  r e g u ­
l a r n e j  l in i i  M w i d o c z n e  f i l a m e n t y  a k t y n o w e  ( s trza łk i ) .  D la  p o r ó w n a n i a  f i l a m e n t y  a k t y n o w e  
w  o b r ę b i e  p r ą ż k a  A  ( p r a w y  brzeg);  n a d m i a r  f i l a m e n t ó w  a k t y n o w y c h  z a z n a c z o n y  k ó ł k i e m ,  
X150 000; ci — W ł ó k n o  w o l n e  14 d n i  po  o d n e r w i e n i u .  W p r ą ż k u  A  (A) n i e l i c z n e  f i l a m e n t y

http://rcin.org.pl



Rye. 3. Z m iany  ogniskowe w  odnerw ionym  mięśniu, p rzek ro je  podłużne
a — D e z o r g a n iz a c j a  s t r u k t u r y  k u r c z l i w e j  ( s t r z a łk i ) ,  X1200; b — W ę z ł y  s k u r c z u  ( s trza łk i ) ,
s ą s i a d u j ą c e  r e g i o n y  w ł ó k n a  n a d m i e r n i e  ’ r o z c i ą g n i ę t e ,  X400; c — W ł ó k n o  n e k r o t y c z n e ,  
o p r z e r w a n e j  c i ą g ł o ś c i ,  n a c i e c z o n e  f a g o c y t a m i  ( s trza łk a ) ,  X200; d  — D e z o r g a n i z a c j a  s t r u k ­
t u r y  k u r c z l i v e j ,  X8000; e — P o w i ę k s z o n y  f r a g m e n t  d. W i d o c z n e  , ,p ł y n i ę c i e ” l in i i  Z ( s tr z a łk a )  
o t o c z o n e  p o l i s o m a m i ,  X32 000; /  — O g n i s k a  d e s t r u k c j i  i z a n ik u  s t r u k t u r y  k u r c z l i w e j  ( g w i a z d ­
k i) ,  w  o b r ę b e  i w  s ą s i e d z t w i e  k t ó r y c h  w i d o c z n a  , ,p ł y n ą c a ” l in ia  Z ( s trza łk i ) .  W b e z p o ś r e d ­
n i m  s ą s i e d z t w ie  s t r u k t u r a  * k u r c z l i w a  o n o r m a l n y m  w y g l ą d z i e ,  X10 000 [81, 85 o r a z  p raca

•  ̂ ' w  p r z y g o t o w a n i u  do  d r u k u ]

m i o z y n o w e  ( t o c z o n e  l i c z n y m i  f i l a m e n t a m i  a k t y n o w y m i .  B r a k  u k ł a d u  h e k s a g o n a l n e g o  f i l a -  
m e n t ó w .  Linia Z (Z) d o b r z e  z a c h o w a n a .  N i e l i c z n e  m a ł e  m i t o c h o n d r i a  p r z e m i e s z c z o n e  d o  
p r ą ż k a  A, >36 000; e — W ł ó k n o  s z y b k i e ,  w r a ż l i w e  na z m ę c z e n i e ,  7 d n i  po o d n e r w i e n i u .  
W  o b r ę b i e  Lnii M  (M) w i d o c z n e  f i l a m e n t y  a k t y n o w e  ( s trza łk i ) ;  b r a k  s t r e f y  H m i m o  s z e ­

r o k i e g o  p r ą ż k a  I (I), X60 000 [84, 86]
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Ryc. 4. Mięsień reg en eru jący  po innerw acji ,  a, c, d p rzek ro je  podłużne, b p rzek ró j
poprzeczny

a — M ie j s c e  p r z y p u s z c z a l n e j  n a p r a w y  d e z o r g a n i z a c j i  s t r u k t u r y  k u r c z l i w e j  ( s trza łk i ) :  p o s z e ­
rz o n a  l in ia  Z o r a z  s ła b o  w y b a r w i o n y  p r ą ż e k  A, w i d o c z n y  , . d o d a t k o w y ” s a r k o m e r  ( m a ł a  
s trza łk a ) ,  X1200; b — P r z y p u s z c z a l n a  p r o d u k c j a  n o w e j  s t r u k t u r y  k u r c z l i w e j  w  o b r ę b i e  s i l n i e  
z a s a d o c h ł o n n y c h  p i e r ś c i e n i  w  o k o l i c y  p o d s a r k o l e m a l n e j  ( s trza łk i ) ,  z a w i e r a j ą c y c h  „ p o b u d z o ­
n e ” ją d ra ,  X400; c — R e g e n e r a c j a  „ e m b r i o n a l n a ” . O b e c n e  ł a ń c u s z k i  ją d e r  n a l e ż ą c y c h  p r a w ­
d o p o d o b n i e  d o  m i o t u b  (s trza łk i ) ,  X400; d — R e g e n e r a c j a  „ p r z e z  c i ą g ł o ś ć ” z n i s z c z o n e g o  f r a g ­
m e n t u  w ł ó k n a  m i ę ś n i o w e g o .  W i d o c z n a  n a s u w a j ą c a  s ię  z a s a d o c h ł o n n a  c y t o p l a z m a  z j ą d r a m i

w  k i e r u n k u  p u s te j  p r z e s t r z e n i  w  o b r ę b i e  s a r k o l e m y ,  X400 [81]
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Ryc. 5. W łókna m ięśniow e regeneru jące  po re innerw ac ji .  M iofibrylogeneza w  oko­
licy podsarko lem alne j.  a, c p rzek ro je  podłużne, b p rzek ró j  poprzeczny

a — O t o c z o n a  p o l i s o m a m i  w i ą z k a  n i e r e g u l a r n y c h ,  r o z g a ł ę z i a j ą c y c h  s ię  m i o f i b r y l i ,  o m a ło  
r e g u l a r n e j ,  p o s z e r z o n e j  l in i i  Z, X20 500; b — W i d o c z n e  m a ł e  m i o f i b r y l e  ( p e ł n e  s trza łk i ) ;  
m i e j s c a  o p o d w y ż s z o n e j  p r o p o r c j i  f i l a m e n t ó w  a k t y n o w y c h  do  m i o z y n o w y c h  w s k a z a n e  p u ­
s t y m i  s t r z a łk a m i , .  X85 000; c — B r a k  l in i i  M i s t r e f y  H w  p r ą ż k u  A.  F i l a m e n t y  a k t y n o w e

w i d o c z n e  w z d ł u ż  c a ł e g o  s a r k o m e r u  ( s tr z a łk i ) ,  X60 000 [88]
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Ryc. 6. P rzypuszczalna  p ro d u k c ja  s a rk o m e ró w /p rz e k ro je  podłużne
a — M i ę s i e ń  w o l n y  w e  w c z e s n y m  o k r e s i e  po r e in n e r W a c j i .  W i d o c z n y  ,,d o d a t k o w y ” s a r k o m e r  
( s t r z a łk a )  o ra z  p ł y n i ę c i e ” l in i i  Z, X17 000; b — M ię s i e ń  u t r z y m y w a n y  w  n a d m i e r n y m  r o z ­
c i ą g n i ę c i .  P ł y n i ę c i e ” l in i i  Z o b e j m u j ą c e  l i c z n e  p ł a s z c z y z n y  Z; „ d o d a t k o w y ” s a r k o m e r

• M  *  •  •  •  '  •  f  •  •  •  •  '  ^

( s tr z a łk a ) .  R ó ż n y  s t o p i e ń  (czy t e ż  s t a d i u m )  z m i a n  w  l in i i  Z w  s ą s i a d u j ą c y c h  p ł a s z c z y z n a c h  Z,
o r a z  w  s ą s i a d u j ą c y c h  w ł ó k n a c h  m i ę ś n i o w y c h ,  X9000 [85, 67]
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w anych do długotrwałej pracy (wolnych i szybkich) zanik filamentów 
miozynowych prowadzi do zaburzenia heksagonalnego układu filamen­
tów, charakterystycznego dla mięśnia prążkowanego zwierząt wyższych 
[33, 75], oraz do obniżenia proporcji filamentów miozynowych do ak ty ­
nowych (ryc. 2 b-d). Częsta też jest destrukcja linii M [84, 86, 88] (ryc. 
1 b). Filamenty aktynowe zanikają również, ale w mniejszym stopniu, 
co daje wrażenie ich nadmiaru. Jak  wnioskować można z zawartości od­
powiednich białek w mięśniu, ilość filamentów miozynowych odnerwio- 
nego mięśnia soleus zmniejsza się w ciągu 2 tygodni około 5-krotnie, 
podczas gdy aktynowych tylko dwukrotnie [88]. Częsta jest też zmiana 
lokalizacji filamentów aktynowych: ma miejsce ich przemieszczenie 
wzdłuż całego sarkomeru, łącznie z linią M [84, 86, 88] (ryc. 2 c, e). Te­
m u to przypuszczalnie, a nie wyłącznie obecności filamentów konekty- 
nowych [110, 111], należy zawdzięczać zachowanie ciągłości miofibryli 
i sarkomerów, mimo znacznego deficytu filamentów miozynowych w atro- 
ficznym włóknie [79, 84, 88, 137]. Natomiast we włóknach „białych” 
mięśnia szybkiego proporcja filamentów miozynowych do aktynowych 
nie zmienia się, poza nieznacznym zmniejszeniem w pierwszych dniach 
po odnerwieniu, wynikającym z wybiórczego zaniku filamentów miozy­
nowych (ryc. 2 a). W tym  czasie obserwuje się też przemieszczenia fila­
mentów aktynowych wzdłuż całego sarkom eru (ryc. 2 e) [86]. Dopiero 
w  późniejszej fazie atrofii, gdy włókna poszczególnych typów upodabnia­
ją się, następuje zmniejszenie proporcji filamentów miozynowych do 
aktynowych we wszystkich włóknach mięśnia szybkiego. Odpowiednio 
do zmian ilości filamentów zmienia się też zawartość miozyny i ak tyny  
w mięśniu [86], Po miesiącach, a nawet latach trwania atrofii odnerwien­
nej s truk tu ra  kurczliwa jest obecna we włóknach mięśniowych mimo 
wielokrotnego zmniejszania się ich średnicy [62, 79, 137, 169].

Wybiórczy zanik filamentów miozynowych oraz rozmieszczenie fi­
lamentów aktynowych w całym sarkomerze należą przypuszczalnie do 
generalnych reakcji aparatu  skurczu mięśnia prążkowanego. Obserwo­
wane były nie tylko w atrofii odnerwiennej, ale i w innego pochodzenia
atrofiach mięśniowych ssaków [16, 58, 92, 135, 150, 151, 181], a także
w czasie fizjologicznej metamorfozy mięśni owadzich, kiedy to zanik 
filamentów miozynowych (trwający do kilkunastu godzin) poprzedza 
destrukcję innych elementów aparatu  skurczu [9, 28]. W świecie zwie­
rząt niższych zdarza się też odwrotna sekwencja znikania filamentów, 
na przykład w czasie fizjologicznej atrofii mięśnia prążkowanego kraba
[122 A].

W odnerwionym mięśniu nie tylko zmniejsza się ilość filamentów 
miozynowych i miozyny, ale następuje również zmiana właściwości 
cząsteczki miozyny i zmiana aktywności ATPazy aktomiozynowej [17,

4 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  1/84
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90, 163]. Spowodowane Jest to syntezą innych typów (izomerów) pod- 
jednostek miozyny [18, 52, 77], na skutek zmian transkrypcji i przesu­
nięć w odpowiednich frakcjach mRNA [68]. Synteza miozyny „wolnej” 
jest przy tym bardziej uzależniona od unerwienia niż „szybkiej” [18, 52, 
77]. Po odnerwieniu mięśnia synteza miozyny „wolnej” ulega zahamo­
waniu, a włókna wolne zaczynają syntetyzować izomery „szybkie” za­
równo lekkich, jak i ciężkich podjednostek miozyny [17, 18]. W mięśniu 
szybkim natomiast, we wczesnym okresie po odnerwieniu, zmiana typu 
izomerów podjednostek miozyny jest bardzo nieznaczna. Mimo to już 
od pierwszych dni obserwowano zaburzenia s truk tu ry  miozyny mięśnia 
szybkiego. W późniejszym okresie po odnerwieniu włókna szybkie syn­
tetyzować mogą równocześnie „szybkie” i „wolne” formy podjednostek 
miozyny [18, 52, 90]. Analogicznie do zmian izomerów podjednostek 
miozyny, w odnerwionym mięśniu zmieniają się izomery białek regu­
lujących cienkiego filamentu: tropomiozyny i troponiny [19, 36]. Obser­
wowano też zmiany struktura lne  F-aktyny, pojawiające się przypuszczal­
nie w miejscach interakcji z miozyną oraz pomiędzy cząsteczkami ak­
ty ny  [12].

W początkowej fazie atrofii odnerwiennej linia Z w miofibrylach 
jest na ogół dobrze zachowana (rye. 1 b) i posiada szerokość odpowiednią
do typu włókna mięśniowego [51, 84, 85, 92, 158, 169]. W późniejszej
fazie, w miarę jak włókna mięśniowe zatracają specyfikę typów, linia 
Z również zatraca cechy charakterystyczne dla poszczególnych typów 
włókien [86].

W odnerwionych włóknach mięśniowych następuje często przemiesz­
czenie względem siebie sąsiadujących miofibryli i całych ich wiązek [58, 
84, 169], świadczące o dezintegracji płaszczyzn Z [84]. Układ filamentów 
pośrednich [83, 101] odnerwionego mięśnia ulega przypuszczalnie zabu­
rzeniu, na co wskazuje oprócz przemieszczenia miofibryli, także niepra­
widłowe ułożenie i innych organelli, jak jądra czy mitochondria (ryc. 
I b ,  2d) [51, 62, 79, 84, 169]. Za dezintegracją układu filamentów p o ­
średnich przemawia też obniżenie w atroficznym mięśniu zawartości de- 
sminy [85, 168] — głównego białka filamentów pośrednich [83, 101]. 
Być może, że w zaburzeniu tego właśnie układu tkw i przyczyna i po­
czątek niektórych przynajmniej zmian destrukcyjnych aparatu  skurczu.

ZM IANY O G N ISK O W E ST R U K T U R Y  K U R C Z LIW EJ ODNERW IONEGO
W ŁÓKNA M IĘŚNIOW EGO

W strukturze kurczliwej odnerwionego włókna mięśniowego rozwi­
jają się różnego typu ogniskowe nieregularności (rye. 1 c, 3 a-f), których 
pochodzenie ani znaczenie nie jest jeszcze w pełni jasne. Niektóre z nich,
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jak  się zdaje, wiodą do destrukcji i zaniku s tru k tu ry  kurczliwej, a na­
w et zaniku całego lub części włókna (ryc. 3 c), inne mają przypuszczalnie 
związek z przebudową lub naprawą s truk tu ry  kurczliwej. Zmiany e róż­
nym  charakterze często znajdują się obok siebie [29, 49, 50, 144], co 
sugeruje, że reprezentują stadia tego samego procesu lub że różne pro­
cesy zachodzą równocześnie w tym  samym regionie. Pojawienie się roz­
m aitych zmian ogniskowych aparatu  skurczu obserwowano, zależnie od 
modelu doświadczalnego, w różnych typach włókien, jak też w różnym 
czasie po odnerwieniu.

W mięśniu odnerwionym następuje często ogniskowa dezorganizacja 
apara tu  skurczu (ryc. 3 a), polegająca na skłębieniu miofibryli i utracie 
regularnego układu filamentów oraz „fragm entacji” linii Z (ryc. 1 c). 
Zmiany takie pojawiają się najczęściej w okolicy podsarkolemalnej 
i prawdopodobnie szybko prowadzą do całkowitego zaniku s truk tu ry  
kurczliwej. Sąsiadujące regiony włókna mięśniowego zachowują przy 
tym  zwykle regularną budowę (ryc. 3 a, f) [47, 58, 79, 92, 99, 117, 127, 
170]. Tego typu ogniska destrukcyjne nie są cechą wyłącznie atrofii 
odnerwiennej, lecz raczej właściwością mięśnia niepracującego, nieza­
leżnie od przyczyny nieczynności [27, 58, 99, 170]. Stanowić one mogą 
drogę pozbywania się przez włókno mięśniowe nadmiaru nieużytecznej 
s tru k tu ry  kurczliwej [99].

W odnerwionych włóknach mięśniowych obserwuje się tzw. „węzły 
skurczu” (regiony nadmiernego skurczu) [79, 81]. Towarzyszy im zwykle 
znaczne rozciągnięcie sąsiadujących sarkomerów [29] (ryc. 3 b). Spotkać 
też można w mięśniu po odnerwieniu zmiany, przypominające swym 
charakterem  autolizę pośmiertną [127, 169 oraz obserwacje własne]. 
W trakcie autolizy pośmiertnej, jak wiadomo, w pierwszej kolejności 
znika linia Z, a następnie filam enty aktynowe; filamenty miozynowe 
i prążek A u trzym ują  się najdłużej [31, 108]. Ogniska o charakterze zbli­
żonym do autolizy pośmiertnej występują również w mięśniu unieru­
chomionym [27], niedokrwionym [93], w atrofii starczej [49], po mecha­
nicznym uszkodzeniu tkanki mięśniowej [112] oraz w schorzeniach mię­
śniowych i intoksykacjach [104]. Zmiany przypominające autolizę po­
śmiertną rozwijają się też w mięśniu po wyczerpującym wysiłku [172], 
co sugeruje, że należą one do zespołu szeroko rozumianych reakcji adap­
tacyjnych tkanki mięśniowej.

Wymienione zmiany włókna mięśniowego prowadzić mogą do jego 
m artw icy z następującą fagocytozą [29, 49], stwierdzaną sporadycznie 
w mięśniu odnerwionym (ryc. 3 c) [62, 79, 81, 117, 175]. W przypadku 
mniej intensywnych procesów powodują one przypuszczalnie tylko uby­
tek w  struk turze  kurczliwej (ryc. 3 /) i zwężenie średnicy włókna mię­
śniowego, bądź też kończą się naprawą uszkodzenia [99].
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Pojawienie się w żywej komórce zmian o charakterze m artw icy 
pośmiertnej jest, jak to udowodniono w ostatnich latach, wywołane 
wtargnięciem do komórki jonów Ca2+ zewnątrzkomórkowego [38, 45, 
66, 104]. Przypuszczalnie sama już obecność jonów Ca2+ w dużym stęże­
niu (około 10“ 3 M) [66, 140], a przede wszystkim uczynnienie w ew nątrz­
komórkowych proteaz aktywowanych tymi jonami [14, 32, 76, 105], staje 
się przyczyną niszczenia i śmierci komórki. Wywołane odnerwieniem za­
burzenie czynności błony włókna mięśniowego [2, 38, 165, 166] może 
ułatwić, podobnie jak ma to miejsce przy uszkodzeniach błony komórko­
wej z innych przyczyn [105, 140], przedostawanie się do wewnątrz włó­
kna nadmiernych ilości jonów Ca2+ zewnątrzkomórkowego. Tak można 
tłumaczyć powstawanie w odnerwionym włóknie mięśniowym zarówno 
węzłów skurczu, jak i ognisk nekrotycznych [45, 104, 105]. Do pojawie­
nia się ognisk autolizy we włóknie mięśniowym przyczyniają się też 
z pewnością uwalniane z lizosomów katepsyny [34, 138, 177].

W odnerwionych włóknach spotykane są poszerzenia i nieregular- 
ności linii Z, znane pod nazwą jej „płynięcia” lub „rozmazywania” („Z-li-
ne stream ing”) [42, 43, 47, 79, 81, 127, 144, 169] (ryc. 3 d-f). Zmiany te 
występują głównie we włóknach oksydatywnych. Intensywność ich oraz 
czas od momentu odnerwienia, w którym  się pojawiają, różnią się znacz­
nie w opisach różnych autorów. Włókna mięśniowe posiadające tego typu 
ognisko, nazywane są „tarczowatymi” („target f ibers”) [42]. Spotyka się 
je też często w mięśniach poddanych różnym w arunkom  eksperym ental­
nym, w intoksykacjach oraz w  mięśniach patologicznie zmienionych
[7, 50, 92, 135, 144, 146]. Wiele faktów wskazuje, iż zmiany w linii 
Z o takim charakterze są raczej symptomem napraw y lub przebudowy niż 
destrukcji aparatu  skurczu [7, 37, 49, 50, 69, 70, 79, 85, 87, 92, 93j].
Pojawiają się one powszechnie we wczesnym okresie po reinnerwacji, 
we włóknach o ewidentnych cechach regeneracji, równocześnie ze wzro­
stem masy mięśnia. Wskazuje to na niewątpliwy związek tych s truk tu r  
z naprawą albo przebudową aparatu  kurczliwego [81, 85, oraz dane nie­
publikowane], tym bardziej iż poszerzenia linii Z o takim samym cha­
rakterze występują w aparacie skurczu ulegającym przebudowie [41,
70, 87].

REG EN ER A C JA  PO R EIN N ER W A C JI A TR O FICZN EG O  W ŁÓ K N A  M IĘŚNIOW EGO

Ponowne unerwienie (reinnerwacja) odnerwionego mięśnia powo­
duje cofnięcie się atrofii oraz innych wywołanych odnerwieniem zmian 
i po jakimś czasie powrót do stanu normalnego zarówno włókien mięś­
niowych [61, 81, 131, 174], jak i unerwiających je motoneuronów [56, 
159]. Przydatnym  modelem do badania tych procesów okazał się doj-
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rżały mięsień ulegający przejściowej atrofii w wyniku uszkodzenia ner­
wu, bez przerywania jego ciągłości. Nerw regenerując unerwia ponownie 
ten sam mięsień [6, 61]. W początkowym okresie reinnerwacji mięśnia 
część jego włókien otrzymuje unerwienie od więcej niż jednego aksonu. 
To nadm ierne unerwienie zostaje wyeliminowane w ciągu paru tygodni 
[91, 114].

Regeneracja mięśnia atroficznego po reinnerwacji została przeba­
dana różnymi metodami w mięśniach podudzia szczura po zmiażdżeniu 
nerw u kulszowego. Stwierdzono, że atrofia odnerwienna postępuje iden­
tycznie po zmiażdżeniu nerwu, jak po jego przecięciu, aż do chwili, gdy 
po 14-20 dniach regenerujący nerw  osiąga mięśnie podudzia i powoduje 
ich reinnerwację [6, 10, 61, 81, 82, 88, 143]. Następuje wówczas wzrost 
masy mięśni i średnicy włókien mięśniowych, zwiększa się też gwałtow­
nie ilość mitochondriów, ziarnistości glikogenu i polisomów we włóknach 
[81, 82, 85, 88, 174]. W około miesiąc po reinnerwacji stwierdzono zbli­
żoną do normalnej s truk tu rę  i czynność mięśnia [81, 88, 143, 174] oraz 
czynności motoneuronów [10]. Powrót do stanu w pełni normalnego 
zarówno motoneuronów, jak i s truktury , funkcji i ilości włókien mięśnio­
wych trw ał jednak kilka miesięcy [6, 61, 81, 84, 88, 91, 114, 131, 142, 
159, 174]. Po przebytym procesie pozostawały w  mięśniu jedynie nie­
znaczne ślady w postaci złogów kolagenu między włóknami i zwiększo­
nej ilości komórek satelitarnych [81].

Po reinnerw acji włókna mięśniowego następuje rekonstrukcja uszko­
dzonego w okresie atrofii aparatu  skurczu (ryc. 4, 5). Cofają się lub ule­
gają naprawie ogniskowe uszkodzenia, ustępują objawy „atrofii prostej” 
oraz uzupełniony zostaje deficyt s tru k tu ry  kurczliwej, poprzez jej pro­
dukcję de novo. Następuje też naprawa uszkodzonych włókien mięśnio­
wych drogą regeneracji „przez ciągłość”, jak też dzięki elementom re­
generacji typu „embrionalnego” [81, 85, 88], znanych z badań regeneracji 
zniszczonego mięśnia. Procesy te zostaną kolejno omówione.

Od pierwszych dni po reinnerwacji nie spotyka się już ogniskowych 
nieprawidłowości, występujących w aparacie skurczu mięśnia atroficz­
nego, takich jak węzły skurczu czy ogniska destrukcyjne [81]. Naprawa 
ogniskowych uszkodzeń i ubytków aparatu  skurczu zaczyna się przy­
puszczalnie od rekonstrukcji płaszczyzn Z i formowania filamentów akty­
nowych. W następnym  etapie dochodzi do uzupełnienia filamentów mio- 
zynowych i formowania prążka A [81 oraz dane nieopublikowane] 
(ryc. 4 a).

W pierwszych dniach po reinnerwacji cofają się objawy „atrofii 
prostej”. Zmniejsza się deficyt filamentów miozynowych, dzięki gwał­
townemu wzrostowi ich ilości. Równocześnie ułożenie filamentów staje 
się regularniejsze niż w mięśniu atroficznym, a w ciągu kilku kolej-

http://rcin.org.pl



54 A. J A K U B I E C - P U K A

nych dni wraca prawidłowy heksagonalny ich układ oraz ulega zwiększe­
niu średnica miofibryli. Ilość filamentów aktynowych wzrasta w tym  
wczesnym okresie po reinnerwacji tylko bardzo nieznacznie [88]. D yna­
mika zmian ilości filamentów miozynowych i aktynowych w mięśniu 
zarówno atroficznym, jak i regenerującym, wskazuje na znaczną labil- 
ność filamentów miozynowych i miozyny, a stabilność filamentów ak ty ­
nowych i aktyny. Sugeruje ona również, że zarówno degradacja, jak 
i synteza aktyny i miozyny są regulowane niezależnie [84, 88], podobnie 
jak to stwierdzono w mięśniu embrionalnym [35].

W pierwszych dniach po reinnerwacji, równolegle z ustępowaniem 
symptomów „atrofii prostej”, pojawiają się w strukturze  kurczliwej 
sarkom ery  „dodatkowe” (ryc. 4 a, 6 a), a także poszerzenia i n ieregu­
larności linii Z oraz jej „płynięcie” (ryc. 6 a). Równocześnie, w p ierw ­
szych dniach po reinnerwacji, obserwuje się znaczną ilość filamentów 
pośrednich pomiędzy liniami Z sąsiadujących miofibryli i w okolicy pod- 
sarkolemalnej [83, 85]. Szybko też wzrasta zawartość desminy w mięśniu 
[85]. Wskazywałoby to na integrowanie się płaszczyzn Z, a tym  samym 
całej s truk tu ry  kurczliwej. W ciągu kilku następnych dni linia Z staje 
się na ogół regularna [81, 85].

Od początku regeneracji po reinnerwacji, ale najintensywniej w d ru ­
gim i trzecim jej tygodniu, mięsień uzupełnia powstały w czasie atrofii 
deficyt s truk tu ry  kurczliwej, poprzez formowanie nowych miofibryli. 
Ma ono miejsce głównie w okolicy podsarkolemalnej [81, 88] (ryc. 5 a). 
Nowo powstające miofibryle charakteryzują się częstymi rozgałęzieniami, 
zmienną średnicą i długością sarkomerów, szeroką i nieregularną linią 
Z, brakiem linii M (ryc. 5 a), oraz nadmiarem filamentów aktynowych 
(ryc. 5 b). Filam enty aktynowe często też rozlokowane są wzdłuż całego 
sarkom eru (ryc. 5 c) [88], podobnie jak to obserwowano w czasie miofi- 
brylogenezy w mięśniu rozwijającym się [48, 95, 103, 122, 124, 128, 145, 
148] oraz przerastającym [122]. Wydaje się, że w analogiczny sposób 
jak po reinnerwacji, formowana jest nowa s truk tu ra  kurczliwa w mięśniu 
przeciążonym pracą [122], a także regenerującym  po zwolnieniu unie­
ruchomienia [27]. Cały proces formowania miofibryli w dojrzałym mię­
śniu prążkowanym jest bardzo zbliżony lub identyczny z miofibryloge- 
nezą w mięśniu rozwijającym się [3, 48, 95, 97, 128].

REG EN ERA C JA  ZNISZCZONEGO W ŁÓ K N A  M IĘŚNIOW EGO

Uszkodzona lub zniszczona tkanka mięśniowa wykazuje znaczną 
zdolność "regeneracji. Przebieg regeneracji jest mało zależny od przy­
czyny uszkodzenia mięśnia, a o wiele bardziej od stopnia tego uszkodze­
nia oraz od warunków w jakich regeneracja zachodzi. Szczególnie istot­
ne są obecność unerwienia oraz dobre ukrwienie i zachowanie ciągłości
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sarkolem y [4]. Najczęściej, regeneracja zniszczonego mięśnia przebiega 
drogą „embrionalną”, tzn. analogicznie jak w mięśniu rozwijającym się. 
W procesie regeneracji „embrionalnej” włókna mięśniowe powstają z jed- 
nojądrzastych komórek miogennych, zwanych satelitarnymi [3, 5, 113, 
125, 141, 147, 182]. Komórki te leżą pomiędzy sarkolemą a błoną pod- 
stawną; jądra ich stanowią kilka procent obecnych w mięśniu jąder
[154]. W przeciwieństwie do jąder włókien mięśniowych, zachowały one 
zdolność do podziałów mitotycznych i do syntezy DNA [113, 120, 132, 
154]. W przypadku uszkodzenia lub odnerwienia włókna mięśniowego, 
komórki satelitarne zostają uaktywnione i ulegając podziałom mitotycz-
nym  stają się źródłem mioblastów [15, 23, 125, 126, 132, 142]. Mioblasty 
ulegają fuzji tworząc podłużnego kształtu komórczaki — miotuby. Mio- 
tuby  drogą dalszej fuzji z innymi miotubami oraz z mioblastami po­
większają się i, dojrzewając czynnościowo i morfologicznie, przekształ­
cają się we włókna mięśniowe [23]. Zarówno proces fuzji, jak i wzrost 
miotub oraz ich podłużne ukształtowanie regulowane są przez białko fi- 
bronektynę [4, 129]. Dla regulacji tej niezbędna jest obecność kolagenu 
[21, 64] oraz innych białek i mukopolisacharydów [4]. Regeneracja „em­
brionalna” w sprzyjających warunkach doprowadza do całkowitej napra­
w y zniszczonego lub uszkodzonego włókna mięśniowego, zwłaszcza jeśli 
jego sarkolema była zachowana [4], Formowanie s truk tu ry  kurczliwej 
w czasie regeneracji „embrionalnej” przebiega najprawdopodobniej ana­
logicznie jak w mięśniu rozwijającym się [4, 15].

W odnerwionym mięśniu pojawiają się symptomy regeneracji „em­
brionalnej” w postaci zwiększenia się ilości komórek satelitarnych oraz 
powstawania mioblastów i miotub [79, 132, 142]. Procesy te przybierają 
na intensywności po reinnerwacji mięśnia [81] (ryc. 4 c). W jakim stop­
niu wpływają one na naprawę atroficznych włókien mięśniowych nie 
wiadomo. Niewątpliwie komórki satelitarne są źródłem jąder dla włó­
kien mięśniowych [22, 120]. Nie bez znaczenia dla regenerującego mięś­
nia musi być też fakt, iż miotuby produkują czynnik(i) stymulujący 
motoneuron i pobudzający akson do wytwarzania końcowych odgałę­
zień [123]. Miotuby powstałe w odnerwionym mięśniu ulegają regresji 
i zanikają [142]. Taki sam los spotyka mioblasty i miotuby rozwijające 
się w dalszych tygodniach po reinnerwacji, gdy proces regeneracji traci 
dynamikę [81]. Część tych miotub przekształca się jednak we włókna 
mięśniowe; wskazuje na to obecność „młodych włókien” w mięśniu 
parę miesięcy po reinnerwacji [81].

Powstałe w odnerwionym mięśniu zniszczenia fragmentów włókien 
naprawiane mogą być drogą regeneracji „przez ciągłość” [81]. Proces 
określany jako regeneracja „przez ciągłość” („per continuum ”) [4, 57, 
65, 96, 147] polega na tworzeniu się w  ocalałej części włókna mięśnio-
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wego wypustek, przypominających budową miotuby. W ypustki te w y­
suwają się w kierunku zniszczonej okolicy, gdzie następnie przekształ­
cają się i dojrzewają, uzupełniając ubytek włókna mięśniowego [57, 65], 
Regeneracja „przez ciągłość” rzadko prowadzi do pełnej napraw y uszko­
dzenia. Jej prawidłowy przebieg zależy bowiem od zbyt wielu czynni­
ków, z których najważniejsze to obecność (często też rekonstrukcja) 
unerwienia, unaczynienia, ścięgien i powięzi, a także optymalnych ilości 
wielu białek, w tym  fibronektyny i kolagenu. Konieczne dla prawidłowej 
regeneracji jest też odpowiednie naciągnięcie tkanek [4]. Inny w ariant 
regeneracji „przez ciągłość” zachodzi w przypadku m artw icy części włó- 
kna mięśniowego, przy zachowanej ciągłości sarkolemy. Wówczas znisz­
czony odcinek, łącznie z aparatem  kurczliwym zostaje odbudowany przez 
nasuwającą się z ocalałej części włókna sarkoplazmę z organelami [96,
147] (ryc. 4 d).

Źródłem jąder dla regenerującego mięśnia prócz komórek sateli­
tarnych mogą stawać się też niektóre komórki tkanki łącznej pochodzą­
ce z układu naczyniowego [4, 96, 153] oraz komórki niektórych części 
układu nerwowego [176]. Podczas regeneracji „em brionalnej” , syn te ty ­
zowana jest miozyna „szybka” zamiast „wolnej” lub równolegle z nią. 
Podobnie dzieje się w regenerujących „przez ciągłość” fragm entach włó­
kien. Obecność unerwienia ma jedynie nieznaczny wpływ na to zja­
wisko [96].

PRZEBUDOW A STR U K TU R Y  K U R C ZLIW EJ

Zmiana charakteru czynności mięśnia może powodować zmianę wła­
ściwości włókien mięśniowych, łącznie z całkowitą transform acją ich 
typów [89]. Zmieniona czynność mięśnia staje się też często przyczyną 
zmiany średnicy i ilości włókien oraz masy mięśnia [69, 71].

Zwiększenie się liczby włókien w dojrzałym mięśniu może następo­
wać dzięki ich podłużnemu dzieleniu się [71] lub drogą tworzenia no­
wych włókien, przypuszczalnie analogicznie jak w przebiegu miogenezy
[155].' W mięśniu, z kolei, którego czynność stała się mniej intensywna, 
ilość włókien może ulegać redukcji [46]; w jaki sposób do tego dochodzi 
nie wiadomo.

Zgodnie z transformacją typów włókien, następuje przebudowa 
s truk tu ry  kurczliwej, która może ulec znacznym zmianom w ciągu nie­
wielu dni [8, 41, 155], Przebudowa s truk tu ry  kurczliwej może polegać 
na zwiększeniu bądź zmniejszeniu średnicy i ilości miofibryli we włók­
nie mięśniowym, na zmianie ilości sarkomerów w miofibrylach, a także 
na przebudowie poszczególnych elementów miofibryli, np. linii Z [41, 
139]. Liczba miofibryli we włóknie mięśniowym zwiększa się dzięki pro­
dukcji nowych miofibryli [22, 88, 97] lub też na skutek podziałów mio-
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fibryli już istniejących [54]. Podział taki zapoczątkowany zostaje pęknię­
ciem linii Z i powstaniem szczeliny pomiędzy filamentami, która obej­
m uje  następne sarkomery. W szczelinie formują się kanaliki retikulum  
sarkoplazmatycznego, prowadząc do powstania oddzielnych mniejszych 
od macierzystego miofibryli [149]. Czy zachodzić może proces odwrotny, 
tzn. łączenie się uformowanych miofibryli w większe, nie wiadomo; 
możliwość taką sugeruje obecność rozgałęzionych miofibryli w miejscach 
tworzenia się s tru k tu ry  kurczliwej [88] (ryc. 5 a, c). Średnica uformowa­
nych miofibryli może też zmieniać się przez przyłączanie bądź u tra tę  
filamentów [3, 97, 119, 127], odbywającą się głównie w obwodowych 
regionach miofibryli [44, 117, 119]. W przypadku jednak dużej in ten­
sywności tych procesów, mogą one obejmować również centralne części 
miofibryli w mięśniu ulegającym atrofii (ryc. 2 a, b) lub regenerującym 
po reinnerwacji, a także w niektórych stanach patologicznych [84, 88,
117, 144].

Wiadomo, że skurcz włókna mięśniowego jest najbardziej efektyw ny 
tylko przy pewnym określonym zakresie długości rozkurczowej sarko- 
merów (zwykle 2,1-2,4 ąm) [13, 24, 173, 179]. Długość ta jest nieco 
większa dla mięśnia wolnego niż dla szybkiego ![67] i różna dla skurczu 
izomerycznego i izotonicznego tego samego włókna [173]. Dla osiągnięcia 
więc optymalnej długości sarkomerów może zmieniać się ich ilość w mio- 
fibrylach. Staje się to w przypadku zmiany charakteru czynności włók­
na mięśniowego [41, 164, 179], jak też w razie zmiany długości mięśnia 
(wówczas następuje niezależnie od obecności unerwienia i od czyn­
ności). Liczba sarkomerów może w c iąg u ' niewielu dni zwiększyć się 
bądź zmniejszyć nawet o 40% liczby wyjściowej [8, 55, 74, 178, 179]. 
Przyrostowi ilości sarkomerów towarzyszy wzrost masy mięśnia oraz 
zwiększenie się długości i średnicy włókien, jak też wzmożona syn ­
teza białka [8, 55]. Rozciąganie mięśnia jest zatem czynnikiem indu­
kującym jego wzrost '[8] lub hipertrofię [44]; biernym rozciąganiem 
tłumaczy się przerost niektórych mięśni po odnerwieniu [8, 69]. I od­
wrotnie, redukcji ilości sarkomerów towarzyszy zmniejszenie długości 
i średnicy włókien mięśniowych, oraz spadek masy mięśnia, czyli atrofia
[156, 179].

Mechanizmy, poprzez które następuje zmiana ilości sarkomerów 
w miofibrylach, są mało zbadane. W jaki sposób dochodzi do redukcji 
ilości sarkomerów na razie nie wiadomo. Poznane są natomiast częścio­
wo drogi tworzenia się nowych sarkomerów. Miejscem powstawania no­
wych sarkomerów w mięśniu rozwijającym się jest głównie okolica dy- 
stalnego przyczepu ścięgna [178]. S truk tu ry  zwane sarkomerami „do­
datkowymi” lub „podzielonymi” „ex tra” lub „splitting” (ryc. 4 a, 6 a, b) 
uważane są za formy przejściowe w procesie przebudowy aparatu  skur-
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czu [102, 103, 167]. Opisano kilka przypuszczalnych mechanizmów tw o­
rzenia się nowych sarkomerów; w każdym z nich kluczową rolę odgrywa 
linia Z, a raczej płaszczyzna Z. Na przykład, we włóknach mięśnia ser­
cowego linia Z ulega poszerzeniu aż do wielkości sarkomeru. Na miejscu 
tej szerokiej linii Z są następnie formowane filam enty aktynowe i mio- 
zynowe, tworzące nowy sarkomer [102, 167]. Odmienną drogę tworzenia 
się sarkomerów zaobserwowano w komórkach Purkiniego serca ssaków 
[167] oraz w mięśniach owadzich [72]: linia Z „rozdwaja się” i obie, 
położone początkowo blisko siebie, linie Z połączone są filamentami 
o średnicy mniejszej od filamentów aktynowych. Przestrzeń pomiędzy 
tym i liniami Z ulega powiększeniu i formowane są w niej filamenty 
aktynowe i miozynowe. Według innego jeszcze mechanizmu przybywa 
sarkomerów w mięśniach kraba [78]. Stwierdzono mianowicie pękanie 
filamentów miozynowych w środkowej części prążka A i formowanie się 
w  miejscu pęknięcia linii Z i filamentów aktynowych. Równocześnie 
podzielone filamenty miozynowe ulegają dobudowaniu do normalnej 
długości i wchodzą w skład prążków A nowo powstałych sarkomerów.

W mięśniu szkieletowym ssaków obserwowano s tru k tu ry  mogące 
odpowiadać wszystkim z opisanych mechanizmów podziału sarkomerów 
{85, 87, 122, oraz dane nieopublikowane]. W mięśniu wolnym szczura 
przyrost ilości sarkomerów następuje, jak się wydaje, głównie poprzez 
poszerzenie linii Z [87], podobnie jak w mięśniu sercowym [102, 167]. 
Proces ten przypomina bardzo „płynięcie” linii Z. Może on obejmować 
wiele sąsiadujących płaszczyzn Z równocześnie (ryc. 6 b), zarówno 
w przyścięgnowych, jak i W środkowej części włókna mięśniowego [87], 
Przedstawiony obraz zmian budowy aparatu  skurczu, wynikłych ze 
zmian unerwienia i czynności bądź ze zmian długości mięśnia, ukazuje 
ogromną zdolność do adaptacji i plastyczność s truk tu ry  kurczliwej. 
Szczególnie labilne są filamenty miozynowe i miozyna. Następujące 
w krótkim czasie zmiany ilości miozyny, jak też zmiana izomerów jej 
podjednostek, pozwalają na szybkie przystosowanie się mięśnia do po­
trzebnego rodzaju czynności. Plastyczność s tru k tu ry  kurczliwej nale­
żałoby zatem traktować jako końcowy element w wielopoziomowym syste­
mie regulacji i kontroli ruchu, w arunkujący  uczenie się nowych czyn­
ności.
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PLASTYDOWY DNA

TH E PL A ST ID  DNA 

A d am  WOŹNY

Z akład  B otan ik i Ogólnej, In s ty tu t  Biologii UAM

S treszczen ie . W p racy  p rzedstaw iono  c h a ra k te ry s ty k ę  obszarów  nukleoidopodobnych, 
a tak że  w ynik i dośw iadczeń zm ierza jących  do okreś len ia  fizycznej i genetycznej 
s t r u k tu r y  chloroplastow ego DNA (ct DNA).

S u m m a ry .  In  this rev iew  I have  discussed ex p er im en ts  w hich  a t tem p te d  to e luc ida­
te  th e  physical and  genetic  s t ru c tu re  of ct DNA. The com bined resu lts  of the  
ex p e r im en ts  on th e  physica l s t ru c tu re  of ct DNA support  the  idea th a t  in most 
h ig h e r  p lan ts  and  algae th e  en tire  chloroplast genom e is rep resen ted  by the  sequen ­
ce of a single c ircu la r  ct DNA molecule. The nu m b er ,  size, shape and  d is tr ibu tion  
of th e  DNA — con ta in ing  a re a  (ct N) change d u r in g  ch loroplast ontogenesis. In 
m ost of the  land  p lan ts  an d  algae, exam ined  by K u ro iw a  e t  al. [67], the  n u m b e r  
of ct N in m a tu re  ch loroplasts  ran g ed  be tw een  8 and  40. C hloroplasts  in Zygne- 
m ata les , U lotrichales and  U lvales contained  la rg e r  n u m b ers  of th e  ct N (40-300). 
M ost p lan ts  could be classified into  five types accord ing  to d ifferences in the 
shape, size and  d is tr ibu tion  of th e  ct N in th e ir  m a tu re  chloroplasts  [67], The rep l i­
ca tio n  of ct DNA [63, 64] has been  show n to in it ia te  w ith  the  fo rm atio n
of tw o d isp lacem ent loops (D-loops) s im ila r  to the  d isp lacem ent loops th a t  in i­
t ia te  an im al m itochondria l  DNA replication . The tw o d isp lacing  s trands  ex p an d  
to w ard s  each o the r  an d  f ro m  a s t ru c tu re  th a t  looks like a Cairns rep licative  in ­
te rm ed ia te .  Rollipg circle rep lica tive  in te rm ed ia te s  of h igher  p lan t  ct DNA [39], 
(which ap p ea r  to re su l t  f ro m  a con tinuation  of the  C airns round  of rep lication  
w ere  also observed [63]. The m app ing  experim en ts  have d em o n s tra ted  th a t  the  
s t r u c tu ra l  genes fo r  severa l  ch loroplast com ponents a re  located on the  c ircu lar  
let DNA molecules. A tran sc r ip t io n a l ly  active  DNA — p ro te in  com plex isolated by 
B ria t  e t al. [16] f rom  sp inach  p lastids  is also described.

) W STĘP

Już  obserwacje dokonane przez Bauera [2] i Corrensa [25] wskazy­
wały na obecność genetycznego m ateriału w chloroplastach. Dopiero
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jednak wyniki badań cytochemicznych [57, 90, 92] i biochemicznych [13, 
88, 93, 106] wykazały, że chloroplasty mają własny DNA i to odmienny 
od DNA jądrowego. Obecnie wiadomo, że chloroplastowy DNA (ct DNA) 
koduje niektóre chloroplastowe polipeptydy [4, 5, 21, 31, 61, 107], ry- 
bosomalne RNA [5, 12] i przenośnikowe RNA [30, 103]. Stosunkowo 
niedawno skonstruowano genetyczną mapę, najpierw  dla ct DNA Chla- 
mydom onas reinhardii [91], a później dla ct DNA wielu innych roślin. 
W ostatnich latach uwaga badaczy koncentrowała się na poznaniu fi­
zycznej s truk tu ry  ct DNA (patrz praca przeglądowa: Bedbrook i Ko- 
lodner [4]).

OBSZARY N U K LEO ID O PO D O BN E

Obszary plastydów zawierające DNA są bardzo podobne do nukle- 
oidów bakterii [48], stąd nazwa: obszary nukleoidopodobne. Na ich okre­
ślenie stosuje się też wiele innych terminów (np. chloroplastowy nu- 
kleoid, chloroplastowy genofor, chloroplastowa nukleoplazma, chloropla­
stowe jądro itp.).

Fakt istnienia obszarów nukleoidopodobnych rodzi kilka kwrestii: 
jaka jest ich liczba w pojedynczym chloroplaście? Czy istnieje gatunko­
wa specyfika w liczbie, wymiarach i kształcie obszarów nukleoidopo­
dobnych? Jaki jest ich rozwój? itp. W literaturze znanych jest kilka prac 
wykonanych przy użyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego na 
temat liczby, wymiarów i kształtów obszarów nukleoidopodobnych wyż­
szych roślin [66], zielenic [90], brunatnie [7, 8, 37, 38] i okrzemek [17]. 
Korzystniejsza od metody elektronowo-mikroskopowej jest jednak m e­
toda świetlnego mikroskopu, szczególnie po wprowadzeniu przez Cole- 
mana [23, 24] oraz Jamesa i Jope [53] nowego i bardzo czułego fluoro- 
chromu dla DNA, a mianowicie: 4'-6-dwuamidino-2-fenyloindolu (DAPI). 
Posługując się tym  barwnikiem, Kuroiwa i wsp. [67] oraz Nishibayashi 
i Kuroiwa [81] przebadali za pomocą mikroskopu fluorescencyjnego ob­
szary nukleoidopodobne (ct N) w plastydach 69 gatunków roślin należą­
cych do różnych gromad. Stwierdzili, że liczba, wielkość, kształt i roz­
mieszczenie ct N zmieniały się w czasie ontogenezy plastydów. Na przy­
kład proplastydy komórek niedojrzałego zarodka Brassica juncea, które 
były bardzo małe, miały tylko jeden mały kolisty ct N o średnicy około 
0,2 |xm. Natomiast średnica ct N proplastydów komórek dojrzałego, spo­
czynkowego zarodka była większa (0,5-1,0 ąm), zmienił się również 
kształt z kolistego na owalny. Gdy takie proplastydy przekształciły się 
w etioplasty, wielkość ct N (zwykle 1-2 na jedną organellę) wzrosła 
2-4 razy. Po oświetleniu etioplastów ich ct N dzieliły się, tworząc małe, 
koliste w zarysie ct N, których liczba sięgała 20 w całkowicie dojrzą-
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łych chloroplastach. U Vicia faba autorzy ci oprócz normalnych, spoty­
kali niekiedy także olbrzymie chloroplasty o średnicy większej niż 9 pm.
Miały one bardzo liczne (40-50) ct N, natomiast w małych, zdegenero- 
wanych chloroplastach starszych liści tego gatunku liczba ct N zmniej­
szała się do 3-4.

typ-SN typ-CN typ-CL typ-SP typ-PS

Ryc. 1. Różne ksz ta łty , w y m ia ry  i rozm ieszczenie obszarów  nukle idopodobnych  
(ct N) w  do jrza łych  chloroplastach . Do ty p u  SN zalicza się rośliny  m ające  chlo­
ro p la s ty  z m ałym i, rów nom iern ie  rozm ieszczonym i ct N. Typ CN m a chloroplasty  
z jed n y m  lub  n iek iedy  k ilkom a ct N, z lokalizow anym i w  cen tra ln y m  obszarze 
ch loroplastu . C h lo rop las ty  roślin  zaliczonych do ty p u  CL ch a ra k te ry zu ją  się dużym  
ct N w  kształcie  pierścienia. T yp  SP  m a liczne, m ałe  ct N tw orzące  w  ch lorop la­
s tach  ja k b y  osłonkę dookoła p irenoidu . Typ PS m a  ct N rozmieszczone w  p e ry -

fe ryczne j części chloroplastów . W edług [67]

Kuroiwa i wsp. [67] podali, że ct N znaleźli w plastydach wszy­
stkich badanych gatunków roślin. Liczba ct N była względnie stała, 
kiedy określano ją w dojrzałych i zbliżonych do siebie wielkością chlo­
roplastach tego samego gatunku (tabela 1). Analiza tabeli pokazuje, że 
zielenice miały chloroplasty o niewielkiej liczbie ct N, Zygnemataceae, 
Desmidiaceae  i Bryopsidaceae — duże chloroplasty z licznymi ct N, 
Gymnospermae  — stosunkowo nieliczne ct N, Angiospermae  zaś um iar­
kowaną liczbę ct N.

Większość roślin można podzielić na pięć typów ze względu na kształt, 
w ym iary i rozmieszczenie obszarów nukleoidopodobnych w ich dojrza­
łych chloroplastach (ryc. 1 [67]). Pierwszy, oznaczony przez Kuroiwę 
i wsp. [67] jako typ  SN (smali nucleus), charakteryzuje się chloropla­
stami o małych równomiernie rozmieszczonych ct N. Średnica tych m a­
łych, kolistych ct N wynosiła 0,2-0,4 ąm. Spośród lądowych roślin do tego 
typu należy np. Brassica juncea, Vicia faba, a z zielenic — Nitella axi-  
lliformis  i Chlamydomonas reinhardii. Drugi, tzw. typ  CN (central nu­
cleus), ma chloroplasty z jednym lub niekiedy kilkoma ct N, zlokalizo­
wanymi w centralnym  obszarze chloroplastu. Średnica takich ct N mieś­
ciła się w granicach 0,5-1,2 pm. Do tego typu należy np. Acetabularia  
calyculus. Trzeci, typ CL (circular), ma chloroplasty z dużym ct N 
w kształcie pierścienia. Kształt pierścienia zmieniał się wraz ze zmianą 
kształtu chloroplastów. U okrzemek i brunatnie, które mają dyskowate
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TABELA 1

Liczba, kształt i typ obszaru nukleoidopodobnego w chloroplastach różnych gatunków roślin
według [67]

Gatunek Liczba Kształt ! Typ

Gelidium Amansii
i

5-15 pałeczkowaty, owalny PS
Symphyocladia lat i use ula 20-50 1 kolisty PS
Porphyra tenera 15-26 pałeczkowaty, kolisty PS
Cyanidium caldarium pierścieniowaty CL
Ectoearpus sp. pierścieniowaty CL
Sphacelaria sp. 1 pierścieniowaty C L
Licmophora abbreviata 1 pierścieniowaty CL
Melo sir a gra nula ta 1 pierścieniowaty CL
Biddulphia obtusa X , pierścieniowaty CL
Frag i lar i a sp. ' 1 pierścieniowaty ■ CL
Nitzsęhia sp. 1 pierścieniowaty CL
Rizosolenia alata 1 pierścieniowaty CL
Glaucocystis nostochinerum 1 pałeczkowaty CN
Cryptomanas sp. 22-50 i owalny, kolisty SN
Platymonans subcordiformis 20-30 kolisty SN
Euglena gracilis 20-34 I kolisty SN
Coccomyxa dispar ! 5-15 kolisty SN
Chlamydomonas reinhardii 10-40 owalny, kolisty SN
Chlorella ellipsoidea 2-8 kolisty SN
Ulothrix żonata 52-60 kolisty 1 SN
Stigeoclonium lubricum 30-45 kolisty, pałeczkowaty SN
Ulva pertusa 30-55 pałeczkowaty, owalny SN
Ankistrodesmus falcatus 8-16 kolisty SN
Pediastrum kawraiskyi 12-18

I
kolisty SN

Scenedesmus ecornis 2-4 kolisty j SN
Scenedesmus acutus 3-5 kolisty SN
Scandes mus arcuatus 2-4 kolisty SN
Scandesmus sp. 8-16 kolisty SN
Staurastrum paradoxum 8-16 kolisty SN
Coelastrum sphaericum 6-8 kolisty SN
Sphaerocystis schroeteri 10-40 kolisty SN
Sargassum fulve Ilum 8-16 kolisty, owalny SN
Spirogyra chungkingensis 150-300 kolisty, owalny SN
Closterium parvulum 26-28 kolisty, pałeczkowaty SN
Closterium dia nae 30-58 pałeczkowaty, kolisty SN
Mougeotia genu flexa 50-80 kolisty, owalny SN
Cosmarium intermedium 30-64 pałeczkowaty, kolisty ! SN
Cosmarium sp. , 130-200 kolisty, pałeczkowaty ! SN
Bryopsis plumosa 66-156 kolisty, owalny SP
Acetabularia calyculus 1-4 owalny

i

CN
Cladophora glomerata siateczkowaty SP
Chara australis 1

•

12-24 kolisty, pałeczkowaty SN
Nitella axilliforrnis 10-24 kolisty, pałeczkowaty SN
Polystrichum juniperi/tum 15-32 kolisty SN
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cd. tab. 1

Gatunek Liczba Kształt Typ

Equisetum arvense 6-12 kolisty SN
Gleichenia clichotoma 10-20 kolisty, owalny SN
A splenium inscisum 10-23 kolisty SN
Cycas revoluta i 8-16 pałeczkowaty, owalny SN
Ginkogo biloba 8-13 pałeczko waty, kolisty SN
Pinus Thunbergii 8-15 pałeczkowaty, kolisty SN
Aristolochia debilis 12-19 kolisty SN
Cley er a o cima ce a 11-23 kolisty SN
Robinia pseudo-Acacia 12-20 owalny, pałeczkowaty SN
Eriobotrya japonica 10-15 kolisty SN
O.xalis corniculata 19-43 kolisty SN
Polygonum minutulum 12-21 pałeczkowaty, kolisty SN
Lochnera rosea 11-24 kolisty SN
Cirsium HUgendorfi 12-24 kolisty, pałeczkowaty SN
Artemisia vulgaris 12-20 owalny, pałeczkowaty SN
Luffa cylindrica 5-13 pałeczkowaty, owalny SN
Rhododendron indicum 11-20 pałeczkowaty, owalny SN
Commelina communis 9-20 kolisty, pałeczkowaty SN
Pleioblastus variegatus 12-23 kolisty SN
Agave americana 15-23 kolisty SN
Trachy carpus excelsa 12-20 kolisty | SN

a Dokładniejsza charakterystyka typów podana jest w tekście.

chloroplasty, ct N jest kolisty, u innych natomiast okrzemek i krasno- 
rostów z chloroplastami nieregularnego kształtu, ct N mają postać nie­
regularnego pierścienia leżącego w peryferycznej części chloroplastu. 
Czwarty, typ SP (shell around a pyrenoid), ma liczne, małe ct N tw o­
rzące w chloroplaście jakby osłonkę dookoła pirenoidu. Należy tu np. 
Bryopsis pluviosa  (Bryopsidaceae). Ostatni, tzw. typ PS (peripheral scat­
tered), ma ct N rozmieszczone w peryferycznej części chloroplastów. Do
tego należą np. krasnorosty: Gelidium Amansii, Symphyocladia latiuscula.

%

K O LISTO SC  CH LO R O PLA STO W EG O  DNA

W roku 1971 Manning i wsp. [75] dokonali pierwszej obserwacji 
nieuszkodzonych cząsteczek ct DNA Euglena gracilis w mikroskopie elek­
tronowym. Wykazali oni kolistość cząsteczek ct DNA i określili ich 
obw’ód na 40 um. Duże koliste cząsteczki ct DNA obserwowano później 
w chloroplastach wielu gatunków wyższych roślin, glonu Chlamydomo-  
nas reinhardii i wątrobowca Sphaercarpos castellanii. Duże, koliste czą­
steczki stanowiły z reguły większość w obrębie całkowitego ct DNA. 
I tak, np. u Pisum sa tivum  stanowiły one aż 90°/o całkowitego ct DNA
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[62, 64]. Proporcjonalnie dużo ct DNA w układzie kolistym obserwo­
wano także u A ntirrh inum  m ajus  — 80% [50] oraz u Spinacia oleracea, 
Lactuca sativa, Zea m ays  i Avena  sativa — około 70% [64]. Mniej ko­
listych cząsteczek ct DNA (10-50%) obserwowano u Beta vulgaris i Oeno­
thera hookeri [50], Sphaerocarpos castellanii, Chlamydomonas reinhardii  
[6] i u Euglena gracilis [75]. Wynika stąd, że duże koliste cząsteczki ct 
DNA tworzą główny, jeżeli nie jedyny, składnik ct DNA. Znanym 
w literaturze w yjątkiem  jest Acetahularia, k tórej ct DNA występuje 
w układzie linearnym o długości ponad 200 ąm [44, 45].

W YM IARY PLA STY D O W EG O  DNA

Wielkość różnych ct DNA, wyrażona względną masą cząsteczko­
wą, mieści się w granicach: 79,8 • 106 (Vicia faba  [60]) -  143 • 106 (Chla­
m ydom onas reinhardii [51]). W chloroplastach roślin dwuliściennych 
przebadanych do końca roku 1981 wielkość kolistego ct DNA wahała 
się z reguły w pobliżu 100 • 106 (wyjątek stanowi tu  Vicia faba).

Gęstość DNA wypreparowanego z chloroplastów Sinapis alba w obo­
jętnym  CsCl wynosiła: 1,697 g • cm-3 [73]. Taka gęstość jest zbliżona 
dla większości ct DNA [56]. Wielkość cząsteczki ct DNA można także 
określać podając liczbę par zasad. I tak, uwzględniając dla jednej pary 
zasad masę cząsteczkową 660, określono ct DNA, np. Sinapis alba, na 
158 200 ±6400 par zasad [73].

RY BO N U K LEO TY D Y  W ct DNA

Jedną z bardziej fascynujących obserwacji dokonanych podczas fi­
zycznych badań nad s truk tu rą  kowalencyjnie zamkniętych, kolistych 
ct DNA było odkrycie labilności ct DNA w alkalicznym środowisku [65]. 
Kiedy kowalencyjnie zamknięte, koliste ct DNA osadzano w alkalicznym 
CsCl, w tedy przekształcały się one stopniowo z szybko sedymentujących, 
zamkniętych i kolistych form (240 S-264 S zależnie od ct DNA) w wol­
niej sedymentujące, pocięte i zdenaturowane pojedyncze nici ct DNA 
(55 S-58 S). Inkubacja z mieszaniną RNazy z trzustki i RNazy T I także 
powodowała przekształcanie się konwalencyjnie zamkniętych, kolistych 
ct DNA w otwarte, koliste cząsteczki wskazując, że alkalicznie labilne 
miejsca w ct DNA mogły być wynikiem obecności rybonukleotydów ko­
walencyjnie wbudowanych w ct DNA. Przeprowadzone kinetyczne ba­
dania tempa cięcia ct DNA w obecności NaOH sugerują, że ct DNA 
Pisum sa tivum  i Spinacia oleracea miały po 18 + 2 rybonukleotydów, 
podczas gdy ct DNA Lactuca sativa  12 + 2 rybonukleotydów.
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Jaka  jest funkcja owych rybonukleotydów dokładnie nie wiadomo, 
przypuszcza się, że mogą one pełnić jakąś funkcję przy replikacji ct DNA.

K O L IS T E  OLIGOM ERY ct DNA

Koliste oligomery wydają się stanowić jedynie małą frakcję całko­
witego kolistego ct DNA. Koliste oligomery obserwowano np. w ct DNA 
Pisum  sativum, Spinacia oleracea, Lactuca sativa, Zea m ays  i innych, 
przy czym stanowiły one około 10% ct DNA [4].

R E P L IK A C JA  ct DNA

Najwcześniejsze doświadczenia nad replikacją ct DNA przeprowa­
dzili Chiang i Sueoka [19]. Wykazali oni, że tak  chloroplastowy, jak i ją­
drow y DNA Chlamydomonas  replikują się semikonserwatywnie, w okre­
ślonym, ale odmiennym okresie cyklu komórkowego.

Kolodner i Tewari [63], na podstawie badań w mikroskopie elektro­
now ym  ct DNA Pisum  sa tivum  i Zea mays,  stwierdzili, że replikacja 
c t DNA rozpoczyna się od formowania dwóch przemieszczających się 
pętli (Displacement loops =  D-loops) (ryc. 2 i 3). Pętle  te były zawsze

Ryc. 2. Schem atyczny  ry su n ek  obrazu jący  cząsteczki chloroplastow ego DNA
A  — z p r z e m i e s z c z a j ą c ą  s i ę  p ę t lą  ( D - lo o p )  i  B  — ze  z d e n a t u r o w a n ą  p ę t lą  ( D e n - lo o p ) .  P r z e ­
m i e s z c z a j ą c a  s i ę  n i ć  r e p r e z e n t o w a n a  j e s t  p r z e z  g r u b s z ą  l i n i ę ,  n a t o m i a s t  j e d n o n i c i o w e  r e g i o n y

r e p r e z e n t o w a n e  są  p r z ez  z a k r z y w i o n e  l i n i e  z k r e s e c z k a m i .  W e d ł u g  [64)

umieszczone w określonych miejscach na dwóch przeciwnych niciach 
rodzicielskiego ct DNA. Długość D-pętli wynosiła 820 (±125) par zasad 
w  ct DNA grochu i 860 (±125) par zasad w ct DNA kukurydzy. D-pętle 
były oddalone od siebie o 7100 (±240) par zasad. Ci sami autorzy stw ier­
dzili również, że poza obszarami mającymi D-pętle, w rodzicielskim
ct DNA obecne były także regiony zdenaturowanego DNA (Den-loop), 
ryc. 2. Te ostatnie obserwowano jednak w innych miejscach niż D-pę­
tle, a mianowicie w obszarach bogatych w pary  A—T. D-pętle różniły 
się od Den-pętli również wyglądem; w przypadku pierwszych jedna
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Ryc. 3. R ysunek  f ra g m e n tu  cząsteczki ct DNA (w ykonany  na  podstaw ie  silnie po­
większonego e lek tronogram u)

A  — c t  D N A  g r o c h u  m a j ą c y  Jed n ą  D - p ę t l ę  i  j e d n ą  D e n - p ę t l ę ,  B  — c t  D N A  k u k u r y d z y  
z D - p ę t l ą ,  C — c t  D N A  g r o c h u  z t r z e m a  D e n - p ę t l a m i .  C i e n k i e  i g r u b e  l i n i e  n a  r y s u n k a c h

r e p r e z e n t u j ą  o d p o w i e d n i o  j e d n o n i c i o w e  i  d w u n i c i o w e  r e g i o n y .  W e d ł u g  [64]

Ryc. 4. R ysunek  w idełek  rep lik acy jn y ch  ty p u  „C a irn sa” z ct D N A  grochu  (w yko­
n a n y  na  podstaw ie  e lek tronogram u)

A  — f r a g m e n t  c z ą s t e c z k i  m a j ą c e j  j e d n o n i c i o w y  r e g i o n  ( c i e n k a  l in ia )  w  o b u  r o s n ą c y c h  w i ­
d e ł k a c h  r e p l i k a c y j n y c h ,  B  — f r a g m e n t  c z ą s t e c z k i  z r e p l i k o w a n e j  w  5,2*/» i  m a j ą c e j  j e d n o ­
n i c i o w y  r e g i o n  ( c i e n k a  l in ia )  t y l k o  w  j e d n y c h  r o s n ą c y c h  w i d e ł k a c h  r e p l i k a c y j n y c h .  W e ­

d ł u g  [64]

strona utworzona była z podwójnej nici, podczas gdy druga strona była 
jednoniciowa. Przy  Den-pętlach natomiast obie strony były  zawsze cien­
kie (jednoniciowe).

Przemieszczająca się (rosnąca) nić D-pętli jest niewielkim fragm en­
tem DNA przymocowanym do rodzicielskiej nici wiązaniami wodoro­
wymi (mogą być one odłączone np. po potraktowaniu alkaliami). Każda 
z rosnących nici D-pętli rozszerza się tylko w jednym  k ierunku  (tzn. 
do siebie), ryc. 5. W efekcie powstaje po pewnym czasie nowa s tru k tu ­
ra określana mianem s truk tu ry  (formy) „Cairns’a ” [18] (ryc. 4 i 5), k tóra 
kontynuując syntezę DNA daje ostatecznie kompletnie zreplikowany
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Ryc. 5. Z ap ro p o n o w an y  przez K olodnera  i T ew ari  [63] m odel rep likac ji  ct DNA.
a — z a m k n i ę t a  k o l i s t a  r o d z i c i e l s k a  c z ą s t e c z k a ,  b — c z ą s t e c z k a  z D - p ę t l a m i ,  c — c z ą s t e c z k a  
z r o z s z e r z a j ą c y m i  s i ę  D - p ę t l a m i ,  d i e  — „ s t r u k t u r y  C a i r n s a ” , f  — d w i e  p o t o m n e  c z ą s t e c z k i ,  
z k t ó r y c h  k a ż d a  m a  j e d n ą  n i ć  p ę k n i ę t ą ,  g i h — „ o b r a c a j ą c e  s i ę  k o ł a ” . G r u b e  i c i e n k i e  
l i n i e  o z n a c z a j ą  p r z e c i w n e  n i c i  c z ą s t e c z k i .  L i n i e  z a k o ń c z o n e  s t r z a ł k a m i  o b r a z u j ą  p o t o m n e  
n ic i .  O — o b r a z u j e  p o z y c j ę  p o w s t a n i a  d w ó c h  D - p ę t l i ,  T — o z n a c z a  m i e j s c a  z a k o ń c z e n i a  r e ­

p l i k a c j i  za  p o m o c ą  „ s t r u k t u r y  C a i r n s a ”

Ryc. 6. P o ró w n an ie  p rze ryw n ikow ych  sekw encji rD N A  (spacer sequences) p las to -  
m ów Zea m a ys  i Euglena gracilis oraz genom u E scherich ia  coli pod względem.

organ izac ji  genów dla  tR N A Ile i tR N A AIa. W edług  [58]
i —  r e g i o n  m i ę d z y g e n o w y ,  i n t r o n  I i II — s e k w e n c j e  w t r ę t o w e ,  b p  — p a r y  z a s a d
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ct DNA. Następnie siostrzane cząsteczki potomne oddzielają się od sie­
bie tworząc dwie koliste, dwuniciowe cząsteczki, z których każda ma 
jedną nić pękniętą. Pęknięcia te zlokalizowane są w takim samym m iej­
scu, tyle że w przeciwległych, siostrzanych niciach (ryc. 5 f). Ten etap 
procesu replikacji nie został jeszcze dobrze poznany. Kolodner i Tewari 
[64] przyjęli, że pęknięcia w ct DNA zostają albo zaplombowane (sea­
led) — dzięki czemu powstają kompletne, koliste cząsteczki, albo ko­
niec 3' — OH każdej pękniętej, potomnej cząsteczki zostaje wydłużony 
przez polimerazę DNA. Powoduje to usunięcie tej jednoniciowej, końco­
wej części poza obszar cząsteczki. Dzięki nieciągłej, podwójnej syntezie 
powstaje następnie cząsteczka z dodatkowym, dwuniciowym fragm en­
tem  (ryc. 5 h ) mogącym przekształcić się znowu w kolistą cząsteczkę. 
Proces ten określa się mianem replikacji mechanizmem „obracającego 
się koła” (rolling circle round of replication, [39]). Ponieważ inicjacja 
tego typu replikacji miała miejsce w lub tuż przy miejscu zakończenia 
się replikacji poprzez s truk turę  „Cairnsa”, Kolodner i Tewari [64] suge­
rują, że replikacja mechanizmem „obracającego się koła” jest inicjowa­
na przez replikację „Cairnsa”.

Dlaczego ct DNA wyższych roślin wymagają dwóch sposobów re ­
plikacji: jednego opartego na mechanizmie duplikacji, a drugiego na 
mechanizmie amplifikacji1; Zdaniem Kolodnera i Tewari [64], może to 
być związane z rozwojowym aspektem biogenezy chloroplastów wyższych 
roślin, która wymaga szybkiej syntezy licznych kopii ct DNA. Mecha­
nizm „obracającego się koła” mógłby być użyty  do szybkiej syntezy 
ct DNA, podczas gdy mechanizm „Cairnsa” do normalnego podwojenia 
ct DNA. Podobny typ replikowania się ct DNA kukurydzy  i grochu 
(dwóch gatunków ewolucyjnie oddalonych) wydaje się wskazywać na 
jego uniwersalność. Nie należy jednak zapominać, że np. w ct DNA 
Euglena gracilis nie obserwowano D-pętli, chociaż opisano s truk tu ry  
„Cairnsa” [89].

Interesujące wyniki uzyskali ostatnio Scott i wsp. [97]. Według 
tych autorów proces replikacji plastydowego DNA znajduje się pod 
kontrolą jądra komórkowego.

FIZY CZN E M A PY  CH LO RO PLA STO W Y CH  GENOMÓW

Dostępne dane wskazują, że chloroplastowy genom jest reprezen­
tow any przez sekwencję jednej, kolistej cząsteczki DNA. Ponieważ jed­
nak chloroplasty mają więcej DNA (np. chloroplasty komórki zielonego 
liścia lub Euglena gracilis mają około 10~n  mg DNA, co stanowi 5-10% 
całkowutego, komórkowego DNA) niż zawartość jednej cząsteczki, stąd 
wniosek, że chloroplasty muszą być poliploidami.
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Ryc. 7. G enetyczna  m ap a  p las tom u  Spinacia  oleracea ze  znanym i loci genów rRNA,
tRNA i p las tydow ych  po lipep tydów

G r u b e  l i n i e  o d p o w i a d a j ą  d w o m  p o w t ó r z o n y m  s e k w e n c j o m  c z ą s t e c z k i  D N A .  P S U  — f o t o s y -  
s t e m  II, c y t .  — c y t o c h r o m ,  P-32 k d  — b ia łk o  o m a s i e  c z ą s t e c z k o w e j  32 000; s k r ó t y  n a z w

a m i n o k w a s ó w  r e p r e z e n t u j ą  o d p o w i e d n i e  g e n y  t R N A .  W e d ł u g  [51] i [107]

Konstruowanie map genów za pomocą różnych restrykcyjnych en- 
donukleaz (przecinających dwuniciową cząsteczkę DNA w specyficznych 
miejscach, w wyniku czego powstają różnej długości fragmenty) w yka­
zało, że ct DNA wszystkich przebadanych dotąd gatunków maja cztery 
części: dwie unikalne (nie powtarzające się) sekwencje i dwie najp raw ­
dopodobniej identyczne, powtarzające się sekwencje (ryc. 7). Ocenia się, 
że powtarzające się sekwencje stanowią 20-30% plastomu i zawsze za­
wierają geny chloroplastowych rRNA.

#

G E N Y  D L A  C H L O R O P L A S T O W Y C H  r R N A

Badania nad hybrydyzacją DNA-RNA ujawniły, że ct DNA ma 
sekwencje komplementarne do rybosomalnych RNA [101]. W kilka lat 
później Thomas i Tewari [102] wykazali, że każda cząsteczka ct DNA,

6 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  1/84
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takich roślin jak: Pisum sativum, Spinacia oleracea, Lactuca sativa, Pha­
seolus vulgaris czy Zea mays,  miała dwie kopie sekwencji kom plem en­
tarnych zarówno do 23 S, jak i 16 S RNA. Badania nad hybrydyzacją 
chloroplastowego rRNA z fragm entam i ct DNA uzyskanymi w wyniku 
działania różnych restrykcyjnych endonuleaz, jak również badania h y ­
brydów rRNA-DNA w mikroskopie elektronowym, pozwoliły na kon­
strukcję szczegółowych map genów dla chloroplastowych rRNA. Mapy 
te potwierdziły wcześniejsze dane, które wskazywały na istnienie dwóch 
kopii sekwencji dla 23 S i 16 S RNA. W chloroplastowym DNA Euglena  
gracilis znaleziono jednak aż trzy kopie rDNA występujące w układzie 
szeregowym. Poza tym  szeregowym układem w ct DNA Euglena  znaj­
duje się jeszcze jeden pojedynczy gen dla 16 S rRNA [42, 54, 87]. W y­
daje się, że przypadek Euglena  jest tu raczej wyjątkiem  niż regułą, 
bowiem inne zielenice [91] i wyższe rośliny [4, 12, 35, 40, 51, 73, 108] 
mają ct DNA z dwoma identycznymi, ale odwróconymi o 180° sekwen­
cjami rDNA, oprócz ct DNA Vicia faba, k tó ry  — jak się wydaje — ma 
tylko jeden region rDNA [60]. W obrębie kolistej cząsteczki regiony 
rDNA utworzone są z około 18 000 par zasad, co stanowi 150/» plasto- 
mu. We wszystkich znanych ct DNA gen 16 S rRNA zlokalizowany był 
przy końcu 5'rDNA i oddzielony od genu 23 S RNA tzw. „przerywni­
kiem” (spacer) różnej długości: dłuższym u wyższych roślin (np. u Zea  
m ays  2407 par zasad), a krótszym u niższych roślin (np. tylko 258 par 
zasad u Euglena gracilis, ryc. 6 [58]). Niskocząsteczkowe rRNA (5S i 4,5S) 
były zlokalizowane na końcu 3' 23S rDNA. Sekwencje nukleotydów, za­
równo 16S rDNA [95], jak i 23S rDNA [33] były w znacznej mierze 
(75°/o) homologiczne do odpowiadających im sekwencji DNA E. coli.

Sekwencje oddzielające (przerywniki) geny dwóch dużych rRNA 
mają po dwa geny dla tRN A Ala i tRNAlle [41, 55, 83, 84]. Obecność 
w przerywniku między 16S i 23S genów dla tRN A Ala i tRNAIle znana 
jest także w DNA E. coli i stanowi jeden z frapujących przykładów ewo­
lucyjnej konserwatywności w organizacji prokaryotycznego genomu. 
W chloroplastowym DNA Zea m ays  dwa geny dla tRNA znajdujące się 
w przerywniku są rozdzielone przez duże sekwencje w trętow e (introny) 
złożone z kilkuset par zasad [58] (ryc. 6). Pozostaje jednak otw arta  
kwestia, czy takie w trętowe sekwencje, jakie obserwowano w genach 
dla tRNA ct DNA kukurydzy, istnieją także w odpowiednich genach 
dla tRNA innych plastomów wyższych roślin. W ct DNA C hlam ydo-  
monas, Rochaix i Malnoe [91] znaleźli intronową sekwencję obejmującą 
970 par zasad wewnątrz genu dla 23S rRNA.

G E N Y  D L A  C H L O R O P L A S T O W Y C H  t R N A

Znanych jest 23-30 genów dla chloroplastowych tRNA. Są one nie­
regularnie rozmieszczone w obrębie kolistej cząsteczki ct DNA (ryc. 7).
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Przy jm uje  się, że w sumie zajmują około 2000 par zasad długości pla- 
stomu. Lokalizację genów dla chloroplastowych tRNA wyznaczono opie­
rając się na wynikach uzyskanych z hybrydyzacji wyizolowanych, zna­
kowanych izoakceptorowych tRNA z restrykcyjnym i fragmentami DNA 
[30, 104], Otrzymane wyniki stwarzają wystarczającą podstawę do tego 
by sądzić, że ct DNA najprawdopodobniej koduje wszystkie izoakcepto- 
rowe tRNA potrzebne do syntezy polipeptydów na plastydowych poli- 
rybosomach. Import tRNA z przedziału jądrowo-cytoplazmatycznego jest 
bardzo mało prawdopodobny, chociaż postulowany dla pewnych rodza­
jów tRNA [77]. Schwartzbach i wsp. [94] natomiast wykluczyli taką 
możliwość. Interesujące dane w tym  zakresie pochodzą od Martina i wsp. 
[76]. Autorzy ci podali, że u drożdży tRNALiz kodowany w jądrze może 
być co prawda importowany przez mitochondria, ale nie bierze on udzia­
łu w  mitochondrialnej syntezie białka, lecz pełni w nich rolę regula­
torową.

W roku 1978 Steinmetz i wsp. [99] zidentyfikowali w ct DNA Spi-  
nacia oleracea 23 geny tRNA dla 15 różnych aminokwasów. Geny te 
były rozmieszczone zarówno w obrębie nie powtarzających się, jak i po­
wtarzających się sekwencji kolistej cząsteczki ct DNA.

G E N Y  D L A  P L A S T Y D O W Y C H  B I A Ł E K

Nie powtarzające się sekwencje ct DNA zawierają s truk tura lne  ge­
ny dla niektórych plastydowych białek (tab. 2). Najlepiej został pozna­
ny gen dla większej podjednostki (LS) karboksylazy RuDP. Zlokalizo­
wano go na ct DNA Chlamydomonas  [74], Zea [3, 21], Sinapis  [70] 
i Triticum  [12, 61]. Określono także sekwencję tego genu w ct DNA 
Zea [78], Spinacia [111] i Triticum  (Dyer, cyt. za 86]). Wiadomo już, że 
podlegający transkrypcji region genu dla LS ma 1690 par zasad d łu ­
gości, z czego na kodujący region przypada 1425 par zasad. Przy końcu 
5' znajduje się sekwencja o długości 178 par zasad, k tóra  nie ulega 
translacji, a przy końcu 3' sekwencja taka utworzona jest z 87 par zasad 
[111]. Gen dla LS zlokalizowany jest daleko od powtórzonych sekwencji 
(ryc. 7), podczas gdy drugi zidentyfikowany gen (indukowany światłem 
poprzez układ fitochromu [72]) — fotogen, umieszczony jest w bezpo­
średnim sąsiedztwie jednego powtórzonego regionu (ryc. 7) [31]. Nie­
dawno zlokalizowano na ct DNA szpinaku trzy  z pięciu podjednostek 
zewnętrznego oligomeru czynnika sprzęgającego (CFi), ATPazy [107]. 
Podjednostki beta i epsilon przylegają do genu dla LS, podjednostka 
alfa jest odległa od tego miejsca o 40 000 par zasad i sąsiaduje z I pod- 
jednostką wewnątrzbłonowego oligomeru (CF0) czynnika sprzęgającego 
(ryc. 7). Na ct DNA zlokalizowano także geny dla cytochromu b6 i bia­
łek PS II. Wszystkie te geny istnieją w postaci jednej kopii na cząstecz-
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TABELA 2

Polipeptydy kodowane przez ct DNA, identyfikowane metodą syntezy w izolowanych
chloroplastach (in organello) według Parthiera [86] zmienione

Polipeptyd Literatura

Większa podjednostka karboksylazy 
RuDP

Tylakoidowe białko P-32 kd

C F X
podjednostki a, (3, e
C F0 podjednostka I
podjednostka III (proteolipid)
Cytochrom b559
Cytochrom b6- f
Białka wchodzące w skład PS I

Białka wchodzące w skład PS II 
Czynniki elongacyjne T i G 
Rybosomalne białka (11 rodzajów)

Bottomley i wsp. [10]
Vasconcelos [103]
Bottomley i Whitfeld [11] 
Silverthorne i Ellis [98]
Langridge [68]
Eaglesham i Ellis [32]
Vasconcelos [103]
Grebanier i wsp. [43]
Weinbaum i wsp. [105] 
Silverthorne i Ellis [98]
Leto i wsp. [69]
Mendiola-Morgenthaler i wsp. [79] 
Nelson i wsp. [80]
Nelson i wsp. [80]
Doherty i Gray [29]
Zielinski i Price [110]
Doherty i Gray [28]
Zielinski i Price [110]
Oritz i Stutz [82]
Geatha i Gnanam [36]
Oritz i Stutz [82]
Ciferri i wsp. [20]
Eneas-Filho i wsp. [34]

kę ct DNA. Ponieważ pewne z nich (np. LS, (3, e) są zebrane w grupy 
także w ct DNA innych wyższych roślin [107], nie można więc w yklu­
czyć istnienia policistronowych transkrypcyjnych jednostek (ct DNA ope- 
ronów). Takie jednostki są już znane z transkrypcji regionów rDNA 
w obrębie plastomu.

T R A N SK R Y PC Y JN IE  AKTYW NY ct DNA

Odbiałczone plastydowe chromosomy, pokazane np. przez H erm anna 
i wsp. [49] czy przez Yoshidę i wsp. [109], miały postać silnie pofałdo­
wanych nici, uorganizowanych dookoła tzw. „centralnego ciała” (central 
body) utworzonego z białek, które nie ulegały ekstrakcji przy zastoso­
waniu zwykłej procedury. Funkcja centralnego ciała nie jest dokładnie 
znana. Przypuszcza się, że za jego pomocą nukleoid łączy się z błonami. 
Nie reprezentuje ono jednak fragm entu błony, ponieważ nie w ykryto  
w nim obecności kwasu a-linolenowego [16]. Prokaryotyczny, transkryp-
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cyjnie ak tyw ny kompleks DNA—białko został najpierw wyizolowany 
[100] i sfotografowany [27] u Escherichia coli. W roku 1976 Griffith [46] 
wykazał, że prokaryotyczny DNA może mieć postać skondensowanych 
chromatynopodobnych włókien, których substrukturę  stanowią powtarza­
jące się 13 nm koralikowate utwory.

Trankrypcyjnie ak tyw ny plastydowy kompleks DNA—białko sfoto­
grafowali po raz pierwszy Briat i wsp. [16]. Analiza wcześniej wyizolo­
wanych kompleksów [14, 15] ujawniła, że zawierały one ct DNA, poli- 
merazę RNA i inne białka. Po utrw aleniu  w aldehydzie glutarowym 
plastydowy, transkrypcyjnie aktyw ny kompleks DNA—białko był silnie 
skondensowany i miał koralikowatą s truk tu rę  [16]. Kiedy pominięto 
u trw alanie  aldehydem, ct DNA był znacznie mniej skondensowany.

Posługując się metodą wirowania w CsCl autorzy stwierdzili, że 
kompleksy DNA—białko pochodzenia plastydowego można rozdzielić na 
dwie populacje: jedną o gęstości 1,570 g • cm~3 i drugą o gęstości 
1,610 g • cm-3 . Po przebadaniu tych populacji, autorzy podali w kon­
kluzji, że białko może być: albo mocno przyłączone do DNA w cen­
tra lnym  ciele, albo znacznie słabiej, wzdłuż nici DNA. W tym  drugim 
przypadku białka, zdaniem Briata i wsp. [16], mogą pełnić funkcje en­
zymatyczne (transkrypcja), a także przyczyniać się do silniejszej spirali- 
zacji DNA. Dotychczas w kompleksie DNA—białko w ykryto  36 polipep- 
tydów o masie cząsteczkowej 12 000-180 000. Siedem z nich (o masach 
cząsteczkowych 14 000-46 000) było wysoce rozpuszczalnych w 0,4 N
H2S 0 4 [16].

R EG U LA C JA  E K S P R E S JI  GENÓW CH LO RO PLA STO W Y CH

Jednym  z powszechniej akceptowanych czynników regulujących 
ekspresję chloroplastowych genów jest światło. Czynnik ten może dzia­
łać poprzez układ fitochromu lub poprzez niektóre związki pośrednie 
szlaku biosyntezy chlorofilu (np. poprzez protochlorofilid). Na przykład 
Link [71, 72] doniósł, że światło działające poprzez układ fitochromu 
zwiększa poziom plastydowego mRNA dla polipeptydu o masie 35 000 
będącego prekursorowym polipeptydem tylakoidowego białka o masie 
32 000 (białko związane z PS II). Cohen i Schiff [22] uzyskali dane w ska­
zujące, że protochlorofil (lid) jest pośrednikiem w fotokontroli procesu 
transkrypcji: ct DNA —> chloroplastowe rRNA.

Czynnikami kontrolującym i mogą być również endogenne regula­
tory wzrostu i rozwoju takie jak cytokininy, o których od dawna wia­
domo, że bezpośrednio lub pośrednio zaangażowane są w wiele szlaków 
biogenetycznych związanych z chloroplastogenezą (patrz przeglądowa
praca P arth iera  [85]). Brak do chwili obecnej doniesienia na temat roli
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tzw. „wtórnego messengera”, tzn. cyklicznego AMP w procesie regulacji 
chloroplastowych genów. Istnieją natomiast liczne prace, w których wy­
kazano, że podlegające metabolizmowi źródła węgla (takie jak  np. glu­
koza, octany i inne) wyraźnie ham ują formowanie chloroplastów [1, 9, 
26, 52, 59, 96]. Prace te powinny zachęcić do badań nad metaboliczną 
kontrolą chloroplastogenezy.

Nie bez znaczenia są także u ltras truk tu ra lne  czy biochemiczne zmia­
ny, na przykład w przepuszczalności otoczki plastydowej [47] dla jonów 
i innych niskocząsteczkowych substancji („ligandów”), które mogą także, 
chociaż raczej w niespecyficzny sposób, wpływać na regulację ekspresji 
genów.
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GENETYCZNE ASPEKTY RÓŻNICOWANIA I ODNAWIANIA
SIĘ KOMÓREK MACIERZYSTYCH

GENETIC A SPEC TS OF D IF FE R E N T IA T IO N  AND SELF-REN EW A L
OF STEM  CELLS

#

Zofia M. RU PN IEW SK A , D an u ta  ROŻYNKOW A
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Streszczenie.  U trzy m an ie  s ta łe j  pu li  do jrza łych  kom órek  w  k tó re jk o lw iek  z bez­
ustann ie  o d n aw ia jących  się tk an ek ,  tak ich  jak  np. k rew , nie jest możliwe bez 
w ie low ażnych  k o m ó rek  m acierzystych , k tó re  ch a ra k te ry zu je  zarów no zdolność do 
różnicow ania  się w  linie kom órek  potom nych, ja k  i zdolność do odnaw ian ia  się. 
Szczególnie w ażn y m  okresem  w  procesie regu lac ji  różn icow ania  kom órkow ego jest 
tzw . „ u k ie ru n k o w a n ie ”, na  k tó re  sk ład a ją  się zarów no u t ra ta  u n ik a ln e j  zdolności 
w ie low ażne j kom órk i m acie rzyste j  do odnaw ian ia  się, ja k  i zawężenie je j zdolności 
do w ie lok ierunkow ego  różnicow ania . N asuw a się py tan ie , jak ie  są genetyczne pod­
s taw y  regu lac ji  u k ie ru n k o w an ia .  Till p roponu je  p ros ty  m odel genetycznego u k ie ­
ru n k o w an ia ,  k tó ry  op iera  się na  założeniu, że tran spozyc ja  m a te r ia łu  genetycznego, 
p row adząca  do u t r a ty  zdolności do odnaw ian ia  się kom órk i m acierzyste j, zapo­
czą tkow uje  p ro g ra m  różn icow ania  w  u k ie ru n k o w a n ą  linię kom órkow ą. T ak a  t r a n s ­
pozycja m a np. m iejsce p rzy  rek o m b in ac j i  genów  im m unoglobulinow ych.

S u m m a ry .  The m a in ten an ce  of m a tu re  cells in any  cell ren ew a l system  such as 
e.g. blood, req u ire s  u l t im a te ly  the  p resence  of p lu r ip o ten t  s tem  cells w hose unique 
charac te ris t ics  a re  th e i r  abilities bo th  to m ake  d if fe ren tia ted  p rogeny  and  to self- 
ren ew . A p a r t ic u la r ly  im p o r ta n t  s tage in the  regu la tion  of ce llu lar d iffe ren tia tion  
is “co m m itm e n t”, invo lv ing  bo th  the  loss of the  un ique  capa city of stem  cells 
for se lf-renew al and  the  re s tr ic t io n  of th e ir  po ten tia l i ty  for fu r th e r  d ifferen tia tion . 
T h e  question  is ra ised , w h a t  is th e  genetic  basis for regu la tion  of the  com m itm ent. 
The sim ple m odel fo r  com m itm en t has been  proposed by Till. This model is 
based  on th e  v iew  th a t  t ran sp o s it io n  of genetic  m a te r ia l  resu lts  in loss of po ten tia l 
fo r  stem  cell ren ew al,  follow ed by in itia tion  of a p a r t ic u la r  d iffe ren tia tion  p ro ­
gram . Such a t ran sp o s it io n  occurs e.g. du r in g  the  re a r ra n g e m e n t  of im m unoglobulin  
genes.
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K O M Ó RK I M ACIERZYSTE I K O M Ó R K I U K IERU N K O W A N E

Utrzymanie stałej puli dojrzałych, zwykle krótko żyjących komórek,, 
w którejkolwiek z bezustannie odnawiających się tkanek, takich jak: 
skóra, nabłonek jelit, jądra i krew, nie jest możliwe bez wieloważnych 
komórek macierzystych (pluripotent stem cells). Komórki macierzyste 
(KM) charakteryzują dwie kardynalne właściwości, a mianowicie: wie- 
loważność, tj. zdolność do wielorakiego różnicowania się w linie komó­
rek  potomnych o określonych czynnościach, oraz zdolność do odnawiania 
się („self-maintenance”, „self-renewal”, „self-reproduction”), k tóra  to 
właściwość w arunkuje  ich niezmienną liczbę. Dzięki zdolności do różni­
cowania się jedna hemopoetyczna KM (mówiąc o pełnym „wachlarzu”' 
komórek potomnych) może dawać dziennie ok. 4000 komórek z „przej­
ściowego dojrzewania” i ok. 1000 granulocytów lub ok. 200 000 ery tro ­
cytów z krwi obwodowej [73]. Przy dziennym obrocie wynoszącym 
u myszy ok. 10% [1] (co oznacza, że ok. 10% KM ulega różnicowaniu 
w  ciągu dnia) cała populacja KM powinna wynosić ok. 0,25% komórek 
szpiku [73]. Stanowi to wprawdzie bardzo m ały odsetek, ale jest on 
stały  dzięki zdolności hemopoetycznej KM do odnawiania się. Miano­
wicie komórki te mogą się dzielić ok. 200 razy w ciągu życia myszy 
(podczas życia człowieka prawdopodobnie dzielą się ok. 2000 razy) [86], 
przy  czym przeszczepione ze starego zwierzęcia na młode uzupełniają 
niespełnione cykle mitotyczne. Obliczono, że czas potrzebny dla rea li­
zacji wszystkich cykli mitotycznych KM przekraczałby 3-4-krotnie czas 
życia myszy. Można więc założyć, że KM z ich wielkim potencjałem 
podziałowym są praktycznie nieśmiertelne. Potten  i Lajtha [73], a także 
Metcalf [66] przyjm ują liczbę 100 cykli mitotycznych (i wyżej aż do 
500), za k ry terium  zdolności odnawiania się.

W układzie krwiotwórczym koncepcja wieloważnej limfo-hemopo- 
etycznej KM jest dobrze ugruntowana. Pierwsze argum enty  potwierdza­
jące istnienie wieloważnej KM pochodzą z badań chimer popromiennych 
z przeszczepionym szpikiem [30]. Myszom z popromienną niedokrwi­
stością aplastyczną przeszczepiano szpik, którego komórki zawierały m ar­
ker chromosomowy T6. Następnie m arker ten znajdowano nie tylko we 
wszystkich komórkach będących w stadium mitozy w narządach hemo- 
poetycznych (szpik, śledziona), ale również w tkankach czysto limfoidal- 
nych (węzły chłonne, grasica). Znacznie później wykazano, że u ludzi 
chorych na przewlekłą białaczkę szpikową charakterystyczny chromosom 
P h 1 występuje nie tylko w komórkach linii erytroblastów, granulocy- 
tów-monocytów i megakariocytów [14, 99, 105], ale także w limfocytach 
B i liniach limfoblastoidalnych B komórkowych pochodzących od tych
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chorych [3, 28]. Dane te wskazują, że w najwcześniejszym okresie roz­
wojowym istnieje wspólna wieloważna limfohemopoetyczna KM.

W historycznym przeglądzie badań nad wieloważną hemopoetyczną 
KM można wyróżnić dwa etapy: okres pierwszy, badań morfologicznych 
opartych na technice mikroskopowej i okres drugi — badań czynnościo­
wych. Identyfikacja morfologiczna hemopoetycznej KM jest trudna 
z uwagi na jej rzadkie występowanie w tkankach hemopoetycznych. 
Z wyglądu przypomina ona, jak się wydaje, mały limfocyt [101]. 
W pierwszym morfologicznym okresie badań najbardziej kontrow ersyj­
ny  problem stanowiło pytanie, czy KM mają, czy nie mają poten­
cjalnych zdolności do wielokierunkowego różnicowania się. Potwierdza­
jącą odpowiedź uzyskano dopiero w okresie badań czynnościowych, gdy 
w 1961 r. Till i McCulloch [96] udowodnili, że komórki syngenicznego 
szpiku (względnie komórki śledziony lub płodowej wątroby) przeszcze­
pione letalnie napromienionej myszy, po upływie 7-14 dni tworzą w śle­
dzionie biorcy makroskopowe guzki złożone z komórek hemopoetycznych 
(najczęściej z komórki linii erytrocytów, granulocytów lub mieszane, 
a rzadziej z megakariocytów lub z komórek niezróżnicowanych). Guzki 
te nazwano „koloniami śledzionowymi”, komórkę zaś — która je zapo­
czątkowywała — mielopoetyczną KM (colony forming unit-spleen; 
w  skrócie CFU-S). Nasuwało się jednak pytanie czy każda kolonia śle­
dzionowa pochodzi od KM. Niedawne badania Magli i wsp. [58] w yka­
zały, że początkowe kolonie pojawiające się między 7-9 dniem m ają 
w większości charakter kolonii erytropoetycznych oraz są pozbawione 
zdolności do odnawiania się i giną po 72 godz. Prawdopodobnie pochodzą 
one z bardziej zróżnicowanych komórek ukierunkowanych (burst-form- 
ing unit; w skórcie BFU).

Natomiast kolonie występujące później między 11-14 dniem są sta­
łe i pochodzą z młodszej rozwojowo KM (CFU-S) zdolnej do różnicowa­
nia się w więcej niż jedną linię hemopoetyczną, jak również zdolnej da 
retransplantacji do ponownego zapoczątkowywania podobnych wieloważ- 
nych kolonii śledzionowych. Tak więc nie każda kolonia śledzionowa 
pochodzi z CFU-S. Z drugiej strony chociaż CFU-S jest niewątpliwie 
wieloważną KM, to jeszcze nie jest wykluczone, że istnieją inne rodzaje 
KM nie dające kolonii śledzionowych. Możliwość tę potwierdziły obser­
wację Harrisona [42] oraz Loutita i wsp. [57]. Autorzy ci wykazali, że 
szpik myszy W/Wv (myszy z niedokrwistością wywołaną m utacją w obu 
lokusach W) i prawie pozbawiony CFU-S [61] jest jednak zdolny do sko­
rygowania aplazji u letalnie napromienionych biorców. A zatem m utan ty  
te muszą mieć inną niż CFU-S wieloważną hemopoetyczną KM. Prze­
mawia za tym jeszcze występowanie w ich krw i obwodowej licznych
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krw inek białych i płytek, jak również obecność erytrocytów, chociaż 
w obniżonej ilości. Istnieją więc KM, które nie tworzą kolonii śledzio­
nowych. Innymi słowy u myszy CFU-S jest KM, ale nie wszystkie KM 
są CFU-S. Burton i wsp. [12] podają, że początkowa wieloważna KM 
(stem cell for stem cells) jest oddalona aż o 17—19 pokoleń od p ier­
wotnych komórek klonogennych (colony-forming cells, w skrócie CFC). 
Wyliczenia te opierają się na obserwacji klonów krwinek czerwonych 
występujących podczas życia zdrowej myszy.

Odtworzenie drzewa genealogicznego począwszy od wieloważnej KM 
do licznych dojrzałych komórek w krwi obwodowej, zostało znacznie 
ułatwione dzięki badaniom ,,in v itro”. Bradley i Metcalf [7] i Ichikawa 
i wsp. [48] niezależnie od siebie opracowali metodę hodowli granulocy- 
tów i makrofagów z prekursorowych komórek szpiku. Okazało się, że 
granulocyty i makrofagi pochodzą od wspólnej komórki prekursorowej 
(colony forming unit-granulocytes, macrophages; w skrócie CFU-G, M). 
Zespół kierowany przez Axelrada [41, 64] przedstawił metodę hodowli, 
w której obserwowano rozwój kolonii erytrocytów, megakariocytów 
i mieszanych. Kolonie te pochodziły od rozwojowo wczesnej komórki 
ukierunkowanej, wspólnej dla linii erytrocytów i megakariocytów 
(BFU). Ustalono również późniejsze rozwojowo komórki ukierunkowane 
wyłącznie w linię erytrocytów (colony forming unit-erythrocytes; 
w skrócie CFU-E) i ich zależność od erytropoetyny. Uzyskano dane 
o niezależnych komórkach klonotwórczych die eozynofili i limfocytów 
[41]. Jak  dotąd nie ustalono prekursorów bazofili. Klon komórek pocho­
dzących z hodowli śledziony myszy, morfologicznie przypominających 
bazofile i komórki tuczne wykazywał czynność naturalnych komórek 
cytotoksycznych (natural killer cells; w skrócie NK cells) [34], które są 
zaliczane do limfocytów. Opracowano także takie w arunki hodowli, 
w których powstające kolonie zawierały komórki hemopoetyczne z linii 
erytrocytów, neutrofili, monocytów-makrofagów i megakariocytów. Ko­
mórkę prekursorową, dającą początek tym  wszystkim liniom, nazwano 
komórką tworzącą kolonie granulocytów, erytrocytów, makrofagów, me­
gakariocytów (colony forming unit-granulocyte, erythrocyte, macropha­
ge, megakaryocyte; w skrócie CFU-G,E,M,M) [27]. Nakahata i Ogawa 
[71] w kolonii wyprowadzonej z komórek szpiku lub śledziony myszy, 
a złożonej z niezróżnicowanych komórek blastycznych zidentyfikowali 
KM, która jak się wydaje w hierarchii KM jest wcześniejsza od komórki 
zapoczątkowującej CFU-G,E,M,M. Autorzy nazwali taką kolonię —  ko­
lonią KM (stem cell colony). Komórki tworzące te kolonie cechuje sze­
roka zdolność do odnawiania się oraz zdolność zapoczątkowywania w tór­
nych wieloważnych kolonii hemopoetycznych (CFU-G,E,M,M). Autorzy 
sugerują, że tworzenie kolonii KM jest procesem „narodzin” (birth),
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podczas gdy zapoczątkowywanie CFU-G,E,M,M jest procesem „śmierci” 
(death) KM.

Wyniki te stanowią potwierdzenie „in v itro” wcześniejszych danych 
sugerujących istnienie komórek młodszych od CFU-S (pre-CFU-S celi)
[45],

Streszczając: metodami hodowli szpiku „in v itro” dąży się do uzy­
skania wglądu w dwie kardynalne cechy hemopoezy, a mianowicie do 
kontroli odnowy KM oraz do kontroli zdolności różnicowania się tej ko­
mórki w odpowiednie linie komórek potomnych. Proces różnicowania 
komórek potomnych przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie powsta­
je populacja komórek ukierunkowanych, w drugim — z ukierunkow a­
nych komórek różnicują się rozpoznawalne komórki danej linii szpi­
kowej.

Długotrwała hodowla szpiku prowadzona metodą Dextera i wsp. 
[22] pozwala na rozwój adherentnych komórek zrębu szpikowego, które 
dostarczają właściwych warunków środowiskowych komórkom hemo- 
poetycznym. Do komórek zrębowych zalicza się komórki nabłonkowate, 
tłuszczowe i makrofagi. W tych warunkach możliwe jest utrzymywanie 
w ciągu kilku miesięcy hemopoezy „in v itro” z odnawiającymi się 
CFU-S i ciągłym powstawaniem prekursorów’ poszczególnych linii np. 
CFU-G,M. Niedawno doniesiono [53], że hodowla metodą Dextera szpiku 
pacjentów z przeszczepem pochodzącym od rodzeństwa zgodnego w ukła­
dzie HLA, przeciwnej płci (chromosom Y był chromosomem m arkero­
wym), wykazuje cechy szpiku dawcy i to nie tylko w odniesieniu do 
komórek hemopoetycznych, ale także w stosunku do komórek zrębo­
wych. Wiadomo, że makrofagi wywodzą się z CFU-G,E,M,M, a więc ich 
pochodzenie z komórek dawcy nie jest zaskoczeniem. Pochodzenie ko­
mórek nabłonkowatych od dawcy szpiku można wyjaśnić danymi [52] 
uzyskanymi z badań okresu embrionalnego, kiedy to erytrogeneza jest 
ściśle związana z śródbłonkiem. Natomiast pochodzenie komórek tłusz­
czowych od dawcy szpiku jak dotychczas nie znalazło wyjaśnienia.

Na ryc. 1 przedstawiono uproszczony model różnicowania wielo- 
ważnej limfo-hemopoetycznej KM w różne typy ukierunkowanych ko­
mórek. Jak  wynika z tej ryciny, zasadnicza różnica między poszczegól­
nymi przedziałami KM dotyczy ich zdolności do odnawiania się i różni­
cowania. U tra ta  zdolności do odnawiania się powoduje nieodwracalne 
ukierunkow anie komórki pnia w którąś z linii hemopoetycznych lub 
limfoidalnych i zawężenie zdolności do różnicowania (ograniczenie wie- 
lopotencjalności). Cały ten układ zdaje się podlegać precyzyjnym m e­
chanizmom regulacyjnym , jednakże dotychczas mało wiemy na tem at 
specyficznych czynników, które zawiadują procesami odnawiania się 
i różnicowania. Jedna z głównych kontrowersji w hemopoezie dotyczy

7 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  1/84
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Ryc. 1. P roponow any  przez K e lle ra  i Ph ilipsa  [54] d iag ram  różnicow ania  się wielo-
w ażn e j  lim fo-hem opoetycznej KM

pytania, czy różnicowanie jest regulowane przez sygnały zewnętrzne 
lub hemopoetyczne mikrośrodowisko [16], czy raczej jest zaprogramo­
wane w komórce, a określają je pojedyncze procesy stochastyczne (pro­
cesy, w których kolejno zachodzące przesunięcia są w swym kierunku 
przypadkowe) [98]. Zdaniem Tilla [95] zasadnicza różnica między KM
a bardziej ukierunkowanym i komórkami potomnymi leży na poziomie in­
formacji genetycznej. A zatem należałoby szukać odpowiedzi na pytanie, 
czy u tra ta  zdolności KM do samoodnowy wiąże się z jakimikolwiek 
zmianami w jej genomie. Będzie to prowadziło, jak sądzi Till [95], do 
rozwoju trzeciej fazy badań nad koncepcją KM, którą autor nazywa fazą
genetyczną.

H IPO T E Z A  N IEZM IEN N O ŚC I (THE CONSTANCY H Y PO TH ESIS)

W 1968 r. Davidson [19], wychodząc z założenia identyczności m a­
teria łu  genetycznego w różnych komórkach somatycznych, zapropono­
wał „hipotezę niezmienności”. W świetle tej hipotezy, w przeciwieństwie 
do późniejszej propozycji Tilla [95], różnice między KM a komórką ukie­

S ( L y m p h o i d  c o m m i t t e d  s t e m  c e l l )  — K M  u k i e r u n k o w a n a  w  l i n i ę  l i m f o i d a l n ą ,  S (S te m
I f  ^

c e l l  r e s t r i c t e d  t o  T  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n )  — K M  z z a w ę ż o n ą  z d o ln o ś c ią  d o  r ó ż n i c o w a n i a  s ię
w  l i n i ę  k o m ó r e k  T, S _  ( S t e m  c e l l  r e s t r i c t e d  to  B  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n )  — K M  z z a w ę ż o n ą

B
z d o ln o ś c i ą  d o  r ó ż n i c o w a n i a  s ię  w  l in ię  k o m ó r e k  B , C F U - S  ( C o lo n y  f o r m i n g  u n i t - s p l e e n )  — 
w i e l o p o e t y c z n a  K M , B F U  (B u r s t  f o r m i n g  u n it )  — w c z e s n a  r o z w o j o w o  k o m ó r k a  u k i e r u n k o ­
w a n a  w  l i n i ę  e r y t r o c y t ó w  i m e g a k a r i o c y t ó w ,  C F U -E  ( C o lo n y  f o r m i n g  u n i t - e r y t h r o c y t e s )  — 
p ó ź n ie j s z a  r o z w o j o w o  k o m ó r k a  u k i e r u n k o w a n a  w  l i n i ę  e r y t r o c y t ó w ,  C F U - M e g  (C o lo n y  f o r m ­
in g  u n i t - m e g a k a r y o c y t e s )  — k o m ó r k a  u k i e r u n k o w a n a  w  l i n i ę  m e g a k a r i o c y t ó w ,  C F U -G ,M  
( C o lo n y  f o r m i n g  u n i t - g r a n u l o c y t e s ,  m a c r o p h a g e s )  — k o m ó r k a  u k i e r u n k o w a n a  w  l i n i ę  g r a -  
n u l o c y t ó w  i m o n o c y t ó w - m a k r o f a g ó w ,  C F U -E o  ( C o lo n y  f o r m i n g  u n i t - e o s in o p h i l s )  — k o ­

m ó r k a  u k i e r u n k o w a n a  w  l in i ę  e o z y n o f i l i
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runkow aną dotyczyłyby w zasadzie zmian w ekspresji określonych ge­
nów, które w istocie byłyby genami w swym składzie niezmiennymi.

Interesujący zatem będzie przegląd danych doświadczalnych prze­
mawiających za i przeciw hipotezie niezmienności. Najbardziej znane 
obserwacje przemawiające za tą hipotezą pochodzą z doświadczeń nad 
przeszczepianiem jądra komórkowego [49, 55], które interpretowano jako 
wskazówkę, że u tra ta  wielopotencjalności komórki, przynajmniej dla 
jąder niektórych komórek somatycznych, nie odbywa się na poziomie 
genomu. Wyniki tych doświadczeń były jednak krytykow ane nie tylko 
z uwagi na możliwe błędy techniczne [63], ale również ze względu na 
niezadowalające wnioski, które nie tłumaczą, dlaczego komórki soma­
tyczne odmiennych tkanek różnią się pomiędzy sobą, jeśli nie zachodzą 
w nich zmiany genetyczne [13].

A RGUM ENTY PR ZE M A W IA JĄ C E PRZECIW  H IP O T E Z IE  NIEZM IENNOŚCI

Przeciw hipotezie niezmienności, a raczej za labilnością materiału 
genetycznego, przemawiają dane pochodzące z obserwacji ruchomych 
elementów genetycznych w komórkach bakterii [91] i drożdży [44]. N aj­
bardziej jednak przekonywające argum enty uzyskano z badań nad m e­
chanizmami genetycznymi, które uczestniczą w kodowaniu immunoglo-

Ryc. 2. S chem at b u d o w y  podstaw ow ej m onom erycznej cząsteczki im m unoglobulin  
(według [76]). Pod w p ły w em  działania  enzym ów  pro teo litycznych  cząsteczka im m uno- 
g lobuliny  rozpada  się na  t rzy  f ra g m e n ty  (Fv, F ab  i Fc). Z arów no  łańcuchy  lekk ie  
L  (od “l ig h t”), ja k  i ciężkie H  (od “h e a v y ”) m a ją  część zm ienną  V (od “v a r ia b le ”) 
i część s ta łą  C (od “co n s tan t”). P odw ójną  linią zaznaczono w iązan ia  dw usiarczkow e 
w  zawiasie. Zaznaczono także  w iązan ia  w ęglow odorow e m iędzy  łańcucham i cięż­
kim i. K ażd a  z p o d jed n o s tek  o ow alnym  kształcie (domena) jest k o d o w an a  p rz y -

. J  •

n a jm n ie j  przez jeden  od rębny  segm ent genu. Miejsce w iążące an ty g en  jest kodo­
w an e  przez segm enty  genów D i J
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bulin. Schemat budowy immunoglobulin przedstawia ryc. 2. Dotychczas 
nie jest jeszcze znana precyzyjna liczba specyficznych przeciwciał, które 
są niezbędne dla życia osobniczego, ale u ssaków przypuszczalnie mieści 
się ona w granicach 106— 107 [37]. Fakt ten wiązał się z pytaniem, czy 
w genomie znajduje się dostateczna ilość genów strukturow ych dla ko­
dowania tak wielkiej ilości przeciwciał. Zaproponowana w 1965 r. teoria 
Dreyera i Bennetta [23] kwestionuje starą zasadę „jeden gen, jeden łań­
cuch polipeptydowy”, a zakłada, że cząsteczka immunoglobuliny jest 
kodowana przez większą od jednego liczbę genów. Autorzy ci proponują, 
że jeden segment genu koduje część stałą C (od „constant”) łańcucha lekkie­
go immunoglobuliny, podczas gdy inne segmenty genu kodują część zmien­
ną V (od „variable”). Każdy z wielkiej liczby segmentów genów części V 
może połączyć się z segmentem części C tworząc kompletny gen struk- 
turowy całego łańcucha.

Gally i Edelman [36] dokonali przeglądu danych przemawiających 
za teorią somatycznej rekombinacji drobnych segmentów genowych, aż 
do utworzenia ostatecznego funkcjonalnego genu „mozaikowego”. Za­
kładając istnienie ok. 10 różnych segmentów genu części V, autorzy 
obliczyli, że wyłącznie za pomocą tego mechanizmu może powstać przy­
najmniej 106 łańcuchów lekkich. Jeśli podobny proces ma miejsce przy 
formowaniu genów łańcuchów ciężkich, istnieje możliwość powstania 
bogatego repertuaru  idiotypów. Inną atrakcyjną cechą tej teorii jest 
wyjaśnienie mechanizmu „przełączania” (switching) łańcucha ciężkiego 
w przypadku syntezy innej klasy immunoglobuliny. Gally i Edelman 
[36] proponują, że powstały przez rekombinację gen VC może zostać 
rozcięty, przy czym uwolniony segment genu części V może wchodzić 
w nowe połączenie z innym segmentem genu części C. Propozycję tę 
potwierdzili następnie inni autorzy [104].

Rabbits [75] analizował mechanizm tworzenia się kompletnych ge­
nów immunoglobulinowych i zaproponował dwuetapowy model integracji 
segmentów genu części V i C łańcucha ciężkiego. W początkowym eta­
pie, w DNA komórek linii zarodkowej (nie produkujących przeciwciał) 
gen części V jest oddzielony niekodującymi sekwencjami od genu części 
C, składającego się z różnych zestawów sekwencji. W drugim etapie, 
gdy komórka produkuje przeciwciała, dochodzi do rekombinacyjnego 
podstawienia zestawów sekwencji części V i zachodzi transkrypcja 
z utworzeniem prekursora mRNA (pre-mRNA). W procesie dojrzewa­
nia pre-mRNA do mRNA jeden z zestawów sekwencji genu części V zo­
staje przemieszczony w bezpośrednie sąsiedztwo sekwencji kodującej 
jedną z domen części C, przy czym eliminowane jest RNA skopiowane 
z wtrąconych sekwencji DNA. Segment genu części V może ulec dalszej 
retranspozycji w kierunku 3r i sąsiadować z innym segmentem genu 
części C, z czym wiąże się przełączanie klasy łańcucha ciężkiego.
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Odcinkowość genetycznego wzorca części V łańcuchów lekkich i cięż­
kich wymaga oddzielnego omówienia. Grupa kierowana przez Tonegawę 
[6] wykazała, że łańcuch lekki lambda kodują nie dwa, lecz trzy geny. 
Mniej więcej 10 ostatnich reszt aminokwasowych części V nazwano 
miejscem sprzęgającym J  (do „joining”), przy czym skład jego jest ko­
dowany niezależnie od pierwszych 95 reszt aminokwasowych. Istnienie 
miejsc J  w łańcuchach kappa, niemal równolegle wykazali Weigert 
i wsp. [106]. Łańcuch lekki kodują zatem segmenty genów V, J  i C.

Wkrótce po wprowadzeniu przez Maxama i Gilberta [60] oraz San- 
gera i Coulsona [83, 84] nowych i szybkich technik ustalania sekwencji 
zastosowano je do badań DNA kodującego łańcuchy immunoglobulin. 
Seidman i wsp. [88] wykryli szereg genów części V łańcucha kappa 
w ciągłej sekwencji DNA linii zarodkowej, przy czym każdy gen ko­
duje 1-97 reszt aminokwasowych łańcucha lekkiego. W dalszych bada­
niach okazało się, że istnieje, przynajmniej w układzie łańcucha kappa, 
szereg genów miejsca J, jak również liczne geny części V. Tak więc 
Seidman i wsp. [89] implikują, że różnorodność przeciwciał jest na­
stępstwem somatycznej rekombinacji między jednym z wielu setek ge­
nów części V z kilkoma genami miejsca J.

Sakano i wsp. [79] ustalili, że w linii zarodkowej myszy istnieje 
5 segmentów genu miejsca J  kappa, przy czym jeden z tych segmentów 
jest nieczynny. Połączenie V-J stanowi trzeci rejon nadzmienny (third 
hypervariable region) i reszty aminokwasowe tego połączenia, których 
u myszy w łańcuchu lekkim kappa jest 96, charakteryzuje znacznie 
większa zmienność niż jakiekolwiek inne reszty aminokwasowe [107].

Jeśli idzie o łańcuch ciężki, to trzy odrębne geny kodują domenę 
CH1, zawias, oraz domeny CH2 i CH3 [31, 81, 100]. Części V łańcucha 
ciężkiego są kodowane niezależnie od części C. Hood i wsp. [25, 85], 
porównując sekwencje aminokwasowe immunoglobulin o identycznej 
specyficzności wobec antygenów (zgodność idiotypów), wykazali, że obok 
segmentów genu V i J  łańcucha ciękiego występuje jeszcze trzeci kom­
ponent, tzw. segment D (od „diversity”). Badania DNA linii zarodkowej 
i sekwencji mRNA łańcucha ciężkiego potwierdziły przypuszczenie, że 
segment D koduje trzeci rejon nadzmienny od 102 do 106 reszty ami- 
nokwasowej łańcucha ciężkiego. A zatem bardzo wiele odmiennych części 
V łańcucha ciężkiego może być kodowanych przez włączenie jednego 
z szeregu segmentów genu D.

Kompletowanie genu łańcucha ciężkiego polega więc na rekombi­
nacji genu części V (kodującego reszty aminokwasowe od 1 do 101) 
z jednym z szeregu segmentów genu D (kodującego reszty aminokwa­
sowe od 102 do 106) i dalej za pomocą podobnego mechanizmu z seg­
mentem genu J  (kodującego reszty aminokwasowe od 107 do 115). For­
mowanie genu zostaje zakończone dzięki rekombinacji drugiego typu,
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DNA Unii zarodkowych 
V/ v  v  D o  d j  j  J J  J

b) D N A  zrgżni - 
co wane/ ko morki B

Za wr as cC) Joędrow y RNA
ko mark / B

d j  m RNA -tańcucha jj.

Ryc. 3. K ole jne  e tap y  w  serii rekom binac ji ,  jak ie  m a ją  miejsce p rzy  fo rm o w an iu
m R N A  łańcucha  ciężkiego m i z DNA linii zarodkow ej (według [76])

jaka ma miejsce między genem VDJ a genem części C (ryc. 3). Do­
kładny punkt połączenia, zwany „miejscem przełączania” (switch site), 
jest zlokalizowany w każdym genie CH w 5' [47]. Właściwości nieko- 
dujących sekwencji DNA w pobliżu miejsc łączących wskazują, że te 
dwa mechanizmy rekombinacji mają odmienny charakter [20, 30].

Streszczając należy powiedzieć, że tworzenie genu pełnego łańcu­
cha immunoglobulinowego zachodzi przynajmniej w dwu etapach w na­
stępstwie działania odmiennych mechanizmów. Podczas różnicowania się 
komórki B zostaje ukierunkowana specyficzność syntezy immunoglobu- 
liny poprzez odpowiednie rekombinacje między segmentami genów V, 
D i J. Jeśli komórka pod wpływem stymulacji antygenowej tworzy klon, 
całe jej potomstwo wykazuje taką samą specyficzność wobec antygenu. 
W dojrzałej komórce B kompletny gen części V może kolejno „przełą­
czać” geny części C kodujące wytwarzanie różnych klas immunoglobu­
lin. Np. po zsyntetyzowaniu IgM, która jest pierwszym przeciwciałem 
w ytw arzanym  w odpowiedzi na antygen, może zachodzić „przełączanie” 
na syntezę innych klas immunoglobulin, jak np. IgG. Jednakże przy­
czyny i mechanizmy tego zjawiska nie są jeszcze znane. Hurwitz i Cebra 
[47] wykazali, że podczas dojrzewania mysich śledzionowych komórek B 
zawierających IgM do sekrecyjnych plazmoblastów w hodowli s tym u­
lowanej baktery jnym  lipopolisacharydem występuje „przełączanie” izo- 
typu, czemu towarzyszą rekombinacje między sekwencjami J H i Cmi. 
Powstałe w hodowli plazmoblasty ujawniają „przełączanie” izotypu 
z IgM do IgG, co wiąże się z ewolucją do komórek sekrecyjnych. Auto­
rzy sugerują, że takie rekombinacje genetyczne mogą odgrywać rolę 
w różnicowaniu prawidłowych komórek B.

Pewne sekwencje genów immunoglobulinowych powstają wskutek
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punktowych mutacji somatycznych w rejonie nadzmiennym. Niemniej 
jednak w genach linii zarodkowej kręgowców jest zakodowany nie­
zwykły mechanizm, niezależny od antygenu, a umożliwiający rekombi­
nacje drobnych segmentów genowych i powstanie wielkiej różnorodności 
specyficznych przeciwciał.

Z badań onkogennych retrowirusów pochodzą dodatkowe dowody 
wskazujące, że informacja genetyczna komórek, z komórkami somatycz­
nym i ssaków włącznie, jest bardziej labilna niż to początkowo zakła­
dano. Badania te pozwoliły na wyróżnienie:
— grupy stosunkowo często spotykanych retrowirusów „przewlekłych” 

białaczek zwierzęcych, pozbawionych genu „one” (tzw. „onkogenu” 
lub „genu transform ującego”),

— grupy raczej rzadkich wirusów „ostrych” białaczek, chłoniaków i mię- 
saków, które posiadają gen „one” [35].

Retrowirusy „przewlekłych” białaczek, dopiero po długim okresie 
utajenia, wywołują szerokie spektrum  złośliwych proliferacji. W geno­
mie komórek gospodarza znajduje się bardzo wiele miejsc, w których 
prowirus DNA może zostać zintegrowany. Aby jednak został wzbudzo­
ny proces transformacji, sekwencja kontrolująca transkrypcję (miejsce 
wiążące polimerazę RNA) w genomie prowirusa, musi się koniecznie 
znaleźć w sąsiedztwie szczególnych komórkowych genów. Są to tzw. 
komórkowe geny „one” , w skrócie „c-onc” (cellular „one”), przy czym 
same te geny nie wywołują transformacji. Zachowanie genów „one” 
w procesie ewolucji [77] sugeruje, że odgrywają one ważną rolę w pod­
stawowych czynnościach i/lub różnicowaniu komórkowym. Przypuszcza 
się, że gdy sekwencje kontrolujące transkrypcję w DNA prowirusa znaj­
dą się w pobliżu komórkowego genu „one”, dochodzi do ciągłego po­
wielania tego genu (zmiana ilościowa), co z kolei powoduje gromadze­
nie się w komórce nadm iernej ilości produktów genu „one” i transfor­
mację nowotworową [35]. Za przykład może służyć wirus ptasiej bia­
łaczki, który zintegrowany w pobliżu komórkowego genu „myc” w y ­
wołuje chłoniaki B komórkowe, w pobliżu zaś komórkowego genu „erb” 
powoduje (rzadziej) rozwój erytroblastozy [35]. Choć więc w irusy „prze­
w lekłych” białaczek zwierzęcych nie posiadają genów „one” jako stałej 
części swego genomu, to jednak mogą transformować komórki przez 
aktywację komórkowych genów „one”. W pierwszym okresie po za­
każeniu wirusy są integrowane w wielu miejscach genomu komórki 
gospodarza, a zatem właściwe ustawienie wirusowej sekwencji kontro­
lującej transkrypcję przy komórkowym genie „one” może być sprawą 
przypadku. Jednakże gdy dojdzie już do właściwego układu, następuje 
aktywacja komórkowego genu, k tóry  koduje syntezę nadmiernych ilości 
produktów białkowych, z czym wiąże się proliferacja komórek, prowa­
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dząca w końcu do rozwoju nowotworu [35]. Taki model onkogenezy 
tłumaczy konieczność długiego okresu latencji i szerokie spektrum  pro­
liferacji związanych z wirusami „przewlekłych” białaczek oraz mono- 
klonainość nowotworów wywołanych przez te wirusy.

Retrowirusy, posiadające w swoim genomie gen „one”, są nazywa­
ne także wirusami transformującymi. Retrowirusy te w przeciwieństwie 
do wirusów „przewlekłych” białaczek, które wywołują złośliwą proli­
ferację dopiero po długim okresie utajenia, powodują szybki rozwój 
„ostrych” białaczek, chłoniaków i mięsaków, zaś „in v itro” transfor­
m ują komórki [93]. Gen „one” tych wirusów koduje część lub wszystkie 
białka niezbędne dla zainicjowania i utrzymania zmienionego nowotwo- 
rowo fenotypu komórki [5, 24, 102]. Jednakże nabycie genu „one” 
w większości przypadków wiąże się z u tra tą  części genu lub genów re- 
płikacyjnych, co jest przyczyną ułomności tych wirusów (defective vi­
ruses). W konsekwencji dla zakończenia cyklu replikacyjnego ułomne 
wirusy wymagają pomocy nieułomnego wirusa (helper virus). Obecnie 
wiadomo, że wirusowe geny „one” w skrócie „v-onc” (viral-„onc”) po­
chodzą z prawidłowych komórkowych genów „one” [2, 26, 38, 78, 109] 
i jak się wydaje, zostają nabyte przez retrow irusy  w następstwie re ­
kombinacji. Udowodniono bowiem istnienie rekombinacji między gena­
mi wirusów o ułomnej replikacji a prawidłowymi genami komórkowy­
mi [32, 87]. Klasycznym przykładem ,,v-onc” jest gen „sre” wirusa mię­
saka drobiu Rousa, który determinuje działania wirusa transformujące 
komórki gospodarza i jest genem komórkowym. Produktem  genu „sre” 
wirusa Rousa jest fosfoproteina tzw. pp 60 „v-src” [10, 74], analogiczna 
do prawidłowego białka komórkowego tzw. pp 60 „c-src” [15]. A zatem 
po zintegrowaniu w genomie wirusa ruchomych genów komórkowych 
ujawnia się ich działania transformujące. Jest bardzo prawdopodobne. 
że trzy prawidłowe geny komórkowe, biorące udział w różnicowaniu 
komórek hemopoetycznych, są odpowiedzialne za skłonność pewnych 
szczepów myszy, nosicieli wirusów o ułomnej replikacji, do nowotworo­
wej transformacji odpowiednio: układu erytroblastów, mieloblastów i ma-
krofagów [103].

Della Favera i wsp. [18] zlokalizowali w 22 chromosomie człowieka 
homolog zwierzęcego genu „one” — gen „c-sis”, jednoznaczny z trans­
formującym genem ,,v-sis” wirusa małpy (simian sarcoma virus). Gen 
ten leży w rejonie prążka q 11 chromosomu 22 (od q 11 do końca dłu­
giego ramienia). Wiadomo zaś, że w przewlekłej białaczce szpikowej 
materiał genetyczny z dystalnej części długich ramion chromosomu 22 
(od q l l  do końca) w ponad 90°/o przypadków zostaje przemieszczony na 
chromosom 9 — t(9 q + ; 22q —) [29]. Z drugiej strony, Heisterkamp i wsp. 
[43] zlokalizowali w chromosomie 9 inny gen „one” — gen „c-abl” ho­
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mologiczny z transform ującym  genem ,,v-abl” wirusa białaczki myszy 
Abelsona. De Klein i wsp. [21] wykazali, że w przewlekłej białaczce 
szpikowej gen „c-abl” ulega przemieszczeniu w przeciwnym kierunku 
od powszechnie znanego kierunku t(9q—{—; 22q —), a mianowicie z chro­
mosomu 9 na 22. Tak więc w przewlekłej białaczce szpikowej udowod­
niono obustronną wymianę genów ,,onc” między dwoma chromosomami 
(genu „c-sis” z chromosomu 22 i genu „c-abl” z chromosomu 9), co su­
geruje  etiologiczny udział tych genów w proliferacji białaczkowej. 
W chłoniaku B urkitta  gen „c-myc” homologiczny z transform ującym  
genem ,,v-myc” wirusa mielocytomatozy ptaków ulega translokacji 
z chromosomu 8 na 14 [59], co prawdopodobnie wiąże się z onkogenezą 
komórek B. Interesujące jest, że Westin i wsp. [108] wykazali powszech­
ną obecność produktów genów homologicznych z „c-abl” i „c-myc" 
(a także z genem ,,c-Ha-ras”, który odpowiada transformującego geno­
wi ,„v-Ha-ras” wirusa mięsaka myszy H arvey’a) w różnych komórkach 
hemopoetycznych i limfoidalnych człowieka, co sugeruje, że odgrywają 
one jakąś rolę w podstawowych czynnościach komórkowych. Ponadto 
zlokalizowano gen „c-fes” homologiczny z transform ującym  genem 
,,v-fes” wirusa mięsaka kotów Snyder-Theilera na chromosomie 15 [43]. 
Udowodniono zaś, że w ostrej białaczce promielocytowej chromosom 15 
jest odbiorcą m ateriału genetycznego z chromosomu 17 — t(15q+ ; 
1 7 q - )  [39, 40],

Z przedstawionych danych wynika, że gen w genomie nie jest for­
macją jednolitą, może występować w wymienialnych odcinkach i że 
hipoteza niezmienności w procesie różnicowania komórek jest co n a j­
mniej kontrowersyjna. Till [95] sądzi nawet, że należałoby oczekiwać 
uchwytnych różnic w sekwencjach DNA między KM a ich bardziej zróżni­
cowanym potomstwem. Co więcej, sugeruje on, że w w ybranym  układzie 
doświadczalnym po przeniesieniu określonego genu w odpowiednie m iej­
sce, może udałoby się wywołać konwersję zwrotną bardziej zróżnicowa­
nej komórki w KM.

W pewnym stopniu analogiczny proces ma miejsce podczas tran s­
formacji nowotworowej, gdy sekwencja kontrolująca transkrypcję w ge­
nomie prowirusa wzbudzi stałe powielanie komórkowego genu „one 
(samoodnowa bez zdolności do różnicowania).

M ODELE U K IERU N K O W A N IA

Okresem szczególnie ważnym w procesie regulacji różnicowania ko­
mórkowego jest tzw. ukierunkowanie, które polega zarówno na utracie 
unikalnej zdolności wieloważnej KM do odnawiania się, jak i na za­
wężeniu jej zdolności do wielokierunkowego różnicowania się. Na
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ryc. 1 okres ten w życiu KM jest przedstawiony jako przejście od wielo- 
ważnej np. hemopoetycznej KM (CFU-S) do ukierunkowanych komórek 
potomnych (np. CFU-E, CFU-Meg, CFU-G,M, CFU-Eo).

Obecnie propagowane są dwa zasadnicze modele dla wyjaśnienia 
procesów regulujących ukierunkowanie. Są to modele: stochastyczny 
i deterministyczny. Model stochastyczny przyjmuje, że w ukierunko­
waniu różnicowania komórkowego odgrywa rolę szczególny rodzaj przy­
padkowości lub pseudoprzypadkowości [95]. Najbardziej znanym przy­
kładem tego modelu ukierunkowania jest teoria selekcji klonalnej Bur- 
neta [11], która zakłada możliwość powstania ukierunkowanych klonów 
limfocytów gotowych do swoistej odpowiedzi immunologicznej na okre­
ślony antygen jeszcze przed jego wtargnięciem do ustroju. Zdaniem 
Tilla [95] takie ukierunkowanie polegałoby na zmianie w  sekwencji
DNA, bądź wskutek rekombinacji materiału genetycznego (patrz ryc. 3),

#

bądź wskutek klasycznej mutacji genu. Bodźce pochodzące ze środo-

Ryc. 4. Model s tochastyczny  w y ja śn ia jący  na  poziomie k om órkow ym  regu lac ję  od­
n aw ian ia  się i u k ie ru n k o w an ia  K M  (według [95])

•C iem ne  k o m ó r k i  — K M  z d o ln e  d o  o d n a w i a n i a  s ię ,  j a s n e  k o m ó r k i  — k o m ó r k i  p o t o m n e  u k i e ­
r u n k o w a n e  w  k t ó r ą ś  z l in i i  r ó ż n i c o w a n i a .  M o d e l  t e n  z a k ła d a ,  że  p r z y p a d k o w o  w y s t ę p u j ą c e  
z d a r z e n ie  p o w o d u j e  z a r ó w n o  u tr a tę  z d o l n o ś c i  do  o d n a w i a n i a  s ię  K M , j a k  i j e j  u k i e r u n k o ­
w a n i e .  W (a) i (b) K M  z n ik a j ą  o d p o w i e d n i o  ju ż  w  p i e r w s z e j  i d r u g ie j  g e n e r a c j i ,  p o n i e w a ż  

m a  m i e j s c e  u k i e r u n k o w a n i e .  W (c) K M  z a c h o w u j ą  z d o ln o ś c i  d o  o d n a w i a n i a  s ię

wiska zewnętrznego (antygeny) działają na ukierunkowane komórki, 
które to komórki już wcześniej uległy zmianom genetycznym. Zadzia­
łanie antygenu powoduje wyselekcjonowanie właściwej ukierunkow a­
nej komórki B, jej proliferację i dalsze różnicowanie.

Innym przykładem modelu stochastycznego, k tóry  tłumaczy pro­
cesy regulujące odnawianie się i ukierunkowanie KM jest tzw. „model 
przypadkowej hemopoezy” (hemopoiesis engendered at random  model)
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[56, 94, 97, 98]. W modelu tym  (ryc. 4) zakłada się, że jakieś przypad­
kowe zdarzenie prowadzi do u tra ty  przez KM zdolności do odnawiania 
się i ukierunkow uje ją w którąś z linii różnicowania hemopoetycznego. 
C harak ter tego zdarzenia na poziomie molekularnym nie jest sprecy­
zowany, być może jest to albo przypadkowa zmiana sekwencji DNA 
(transpozycja lub mutacja), albo wystąpienie ekspresji już wcześniej 
istniejącej sekwencji DNA w przypadkowych KM. Stochastyczny model 
odnawiania się i ukierunkowanego różnicowania pierwotnej hemopoe- 
tycznej KM (CFU-S) potwierdzili Nakahata i wsp. [70] w warunkach 
„in v itro” we wtórnych hodowlach komórek śledzionowych myszy na 
płytkach i metylocelulozą.

Drugim rodzajem modelu próbującego wyjaśnić procesy regulujące 
przejście KM w ukierunkowane komórki jest model deterministyczny. 
Opiera się on na założeniu, że odpowiedni bodziec zewnętrzny działa­
jący bezpośrednio na KM inicjuje ich przejście w komórki ukierunko­
wane. Takim przykładem mogą być wpływy mikrośrodowiska, które 
C urry  i Trentin  [16, 17] nazywają „mikrośrodowiskiem indukującym 
hemopoezę” (hematopoietic inductive m icroenvironm ent”, a w skrócie 
HIM). Dobrym przykładem roli, jaką odgrywa HIM, są badania mysich 
m utantów  Sl/Slcl z niedokrwistością uwarunkowaną genetycznie. Myszy 
te  m ają prawidłowe KM, ale uszkodzoną zdolność zrębu szpikowego do 
indukowania hemopoezy. Przeszczepiając komórki myszy Sl/Sld letalnie 
napromienionemu zwierzęciu uzyskiwano powrót prawidłowej hemopoe­
zy; z drugiej strony, gdy myszom Sl/Sld przeszczepiano elementy prawi­
dłowego zrębu szpikowego, następowało wyleczenie niedokrwistości
[4, 62].

Ryc. 5. K o n w en c jo n a ln a  i lu s trac ja  kon tro li  hem opoezy (według [66]), k tó ra  zak ła ­
da, że odnaw ian ie  się w ielow ażnej KM, ja k  i jej u k ie ru n k o w an ie  w  specyficzne 
kom órk i u k ie ru n k o w a n e  jest kon tro low ane  przez szczególne w pływ y niszy u tw o ­
rzonej z sąs iadu jących  kom órek  m ikrośrodow iska . Z kolei k lona lna  p ro life rac ja  
zróżnicow anych kom órek  pochodzących od kom órek  u k ie ru n k o w an y ch  jest regu lo ­
w an a  przez specyficzne s ty m u lu jące  czynniki hum ora lne , k tó rych  działanie m o d u ­

lu je  szereg czynników  h am u jący ch
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Działanie bodźców środowiskowych na poziomie KM przypuszczal­
nie sprowadza się albo do jej odnowy, albo do ukierunkowania w któ­
rąś z linii zróżnicowania hemopoetycznego [66]. Wyspecjalizowane ko­
mórki mikrośrodowiska sąsiadujące z KM tworzą tzw. niszę, w której 
te ostatnie zostają umieszczone (ryc. 5). Jeśli w takiej niszy znajduje  
się kilka KM, to zależnie od erytropoetycznego lub granulopoetycznego 
wpływu mikrośrodowiska rozwijają się ostro rozgraniczone między sobą 
wtórne populacje hemopoetyczne i tak np. na granicy kolonii ery tro- 
poetycznej rozwija się linia granulocytów-monocytów (ryc. 6(1)).

Ryc. 6. L in ia  ostro rozgran icza jąca  kom órk i linii e ry trocy tów , od kom órek  linii 
g ranu locy tów  w  koloniach śledzionowych (1) jest na  ogół u w ażan a  za po tw ie rdze ­
nie koncepcji w pływ ów  specyficznej niszy u tw orzonej przez kom órk i m ik ro śro d o w i­
ska, chociaż podobne ostre rozgran iczen ia  spotyka się w  koloniach m ieszanych 
rosnących „in v i t ro ” (3), gdzie nie m a kom órek  m ikrośrodow iska . Także nie ca ł­
k iem  p raw dziw a  jest hom ogenność kolonii śledzionowych, poniew aż morfologicznie 
„czyste” kolonie e ry tro c y ta rn e  (2) zw ykle  zaw ie ra ją  kom órk i u k ie ru n k o w an e  w  in ­
ne  linie, ja k  np. w  linię g ranu locy tów  i m onocy tów -m akro fagów  (CFU-G,M), eo- 
zynofili (CFU-Eo), m egakariocy tów  (CFU-Meg) i lim focytów  B (CFU-BL), obok

w ielow ażnych hem opoetycznych kom órek  pn ia  (CFU-S) (według [66])

Sprawą dyskusyjną pozostaje, czy dla wpływu mikrośrodowiska 
ukierunkowującego rozwój takich lub innych kolonii hemopoetycznych 
w śledzionie, konieczny jest bezpośredni kontakt między KM a sąsiadu­
jącymi komórkami tegoż mikrośrodowiska, czy może komórki mikrośro­
dowiska rozproszone w tkance wysyłają krótkozakresowe sygnały regu­
lujące hemopoezę. Nie jest także jasne czy mikrośrodowisko dostarcza 
substratów, czy ukierunkowywuje komórki za pomocą specyficznych 
sygnałów do różnicowania się w odpowiednią linię. Wyczerpujące obser­
wacje prowadzone nad powstawaniem kolonii w warunkach ,,in v itro” 
wykazały, że odmienne, klonalnie czyste populacje kolonii hemopoetycz­
nych mogą rozwijać się obok siebie w hodowlach zawierających mie­
szaninę czynników regulujących. Obserwacje te niewątpliwie wskazują. 
że raz ukierunkowana komórka w którąś z linii różnicowania tworzv
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generacje  komórek potomnych tej samej klasy niezależnie od wpływu 
innych molekuł reghlujących, nie związanych z daną linią różnicowania. 
Z tych to przyczyn wzrost kolonii hemopoetycznych w śledzionie z pew­
nością nie wymaga ani ciągłego kontaktu z komórkami mikrośrodowiska, 
ani specjalnego stężenia czynników humoralnych wywołujących różni­
cowanie [66].

Niedawne badania sugerują, że postulowany obecnie dwustopniowy 
układ kontrolujący hemopoezę, a mianowicie:
— komórki mikrośrodowiska odpowiedzialne za powstawanie ukierun­

kowanych komórek potomnych i
— regulujące czynniki humoralne, które wpływają na ostateczne po­

wstanie zróżnicowanych komórek końcowych (ryc. 5),
nie jest wystarczający z uwagi na zbytnie uproszczenie [66]. Tak np. 
komórki ukierunkowane, podobnie jak i regulujące czynniki humoralne, 
występują we krw i obwodowej, ale różnicowanie komórek hemopoetycz­
nych zachodzi tylko w pewnych tkankach, np. w szpiku lub w śledzio­
nie. Obserwacje te co najmniej implikują, że procesy środowiskowe m u­
szą odgrywać rolę ułatwiającą, a być może uczestniczą w regulowaniu 
końcowych zjawisk proliferacyjnych w różnych liniach hemopoetycz­
nych. Wprawdzie udokumentowano już wytwarzanie humoralnych czyn­
ników regulujących przez komórki mikrośrodowiska, to jednak niektóre 
z nich, jak np. czynnik kontrolujący proliferację granulocytów-monocy- 
tów  (colony stimulating factor-granulocyte, monocyte; w skrócie CSF- 
G,M), mogą być także wytwarzane przez inne nie hemopoetyczne tkan­
ki, jak np. niektóre tkanki płodu [8] lub łożysko [9]. A zatem komórki 
mikrośrodowiska narządów hemopoetycznych przypuszczalnie w ytw a­
rzają jeszcze dodatkowe czynniki regulujące, które są niezbędne i w a­
runkują  umiejscowienie hemopoezy w tych tkankach.

Podobnie zdolność do wzrostu mieszanych kolonii w półstałej ho­
dowli zawierającej tylko pojedynczą komórkę [51, 68] implikuje, że he- 
mopoetyczna KM nie wymaga dla proliferacji bezpośredniej interakcji 
z komórkami mikrośrodowiska. Być może kontakt z komórkami mikro­
środowiska skuteczniej kontroluje ten proces, ale nie jest obowiązujący.

Stosunkowo często w mieszanych koloniach rosnących ,,in v itro” 
obserwuje się odrębne strefy komórek erytrocytarnych i nieerytrocytar- 
nych wyraźnie rozgraniczone, podobnie jak w rosnących ,,in vivo” ko­
loniach śledzionowych [69] (ryc. 6 (3)). Obserwacja ta wskazuje, że roz­
graniczenie nie jest wynikiem jakichś specjalnych wpływów komórek 
mikrośrodowiska tworzących nisze. Co więcej, klonowanie poszczegól­
nych komórek z kolonii śledzionowych i analiza cytologiczna ujawniły, 
że kolonie które początkowo wydawały się złożone wyłącznie z komó­
rek linii ery trocytarnej syntetyzujących hemoglobinę, zawierają nie
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tylko wieloważne hemopoetyczne KM (CFU-S), ale również uk ierun­
kowane KM dla linii granulocytów-monocytów (CFU-G,M), eozynofiłi 
(CFU-Eo), megakariocytów (CFU-Meg) i limfocytów B (CFU-LB) (ryc.
6-2) [65, 67], co nasuwa wątpliwości odnośnie do wyłączności determ i­
nujących wpływów mikrośrodowiska na proces ukierunkowania.

Poza omówionymi czynnikami, wielu badaczy przedstawiło dowo­
dy, że komórki grasiczopochodne odgrywają pewną rolę w regulowaniu 
hemopoezy. W okresie wczesnych badań nad przeszczepami, Goodman 
i wsp. [82] wykazali, że dodanie tymocytów do komórek szpiku może 
pobudzać wzrost komórek hemopoetycznych u niektórych szczepów m y­
szy. Następnie Frindel i wsp. [33] udowodnili, że stymulowane przez 
różne antygeny i mitogeny limfocyty T mogą wzbudzać proliferację 
hemopoetycznych KM. Sharkis i wsp. [90] eliminowali komórki Thy 1 
ze szpiku za pomocą przeciwciał i komplementu, przez co znamiennie 
zmniejszyli zdolność tego szpiku do wyrównywania niedokrwistości, 
jeśli z kolei przeszczepiano go myszom z wrodzoną niedokrwistością na 
skutek defektu KM. Z drugiej strony tak zubożonemu szpikowi można 
przywrócić jego właściwości przez dodanie tymocytów pochodzących od 
zdrowego, nie anemicznego dawcy [50]. Ostatnio wykazano [72], że gdy 
do komory dyfuzyjnej zawierającej ludzkie komórki szpikowe (którą 
wszczepia się do jam y otrzewnowej myszy) zostanie dodane płynne 
środowisko pochodzące z ustalonej linii ludzkich limfocytów T, docho­
dzi do zwiększonego tworzenia się kolonii szpikowych w tej komorze.

Jeśli przyjmiemy deterministyczny model ukierunkowania, to na­
leżałoby oczekiwać raczej jednolitej odpowiedzi ze strony KM na bo-

Hyc. 7. P roponow any  przez Tilla [94] p ros ty  m odel k o n tro lu jący  odnaw ian ie  się
i u k ie ru n k o w an ie  KM  na  poziomie m o lek u la rn y m

CE ( c o n t r o l l in g  e l e m e n t )  — r u c h o m e  k o n t r o l u j ą c e  e l e m e n t y  g e n e t y c z n e  o d p o w i e d z i a l n e  za  
w y s t ą p i e n i e  e k s p r e s j i  p r z y l e g ł y c h  g e n ó w ,  S R  ( s te m  c e l l  r e n e w a l )  — g e n  lu b  k o m p l e k s  g e n ó w  
o d p o w i e d z i a l n y c h  za k o n t r o l ę  o d n a w i a n i a  s i ę  K M , D  ( d i f f e r e n t ia t io n )  — k o m p l e k s  g e n ó w  o d ­
p o w i e d z i a l n y c h  za  k o n t r o l ę  z a p r o g r a m o w a n e j  e k s p r e s j i  m a r k e r ó w  f e n o t y p o w y c h  b i o r ą c y c h  
u d z ia ł  w  r ó ż n i c o w a n i u  k o m ó r k i  u k i e r u n k o w a n e j .  M o d e l  t e n  z a k ła d a  t r a n s p o z y c j ę  e l e m e n t ó w  
k o n t r o l u j ą c y c h  (CE), co  z j e d n e j  s t r o n y  u r u c h a m i a  k o m p l e k s  g e n ó w  D ,  a z d r u g ie j  u n i e ­

r u c h a m i a  g e n y  S R
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dziec mikrośrodowiska (oczywiście pod warunkiem, że bodziec ten będzie 
kontrolowany). Badania komórek hemopoetycznych w hodowli, gdzie 
kontrolowane doświadczalnie bodźce mikrośrodowiska są znacznie sil­
niejsze od występujących ,,in vivo” wykazały, że regulacja procesu od­
now y KM jest znacznie słabsza „in v itro” [46] niż „in vivo” [92, 98]. 
W yniki te zdaniem Tilla [95] sugerują raczej interpretację stochastyczną
niż deterministyczną.

Jeśli przyjmiemy stochastyczny model ukierunkowania i że hipo­
teza niezmienności nie obowiązuje w procesie ukierunkowania oraz że 
ukierunkowanie i u tra ta  zdolności do odnawiania się KM są konsekwen­
cją tego samego zjawiska, wówczas pociągający wydaje się prosty model 
genetycznego ukierunkowania zaproponowany przez Tilla [94] (ryc. 7). 
Model ten opiera się na założeniu, że transpozycja m ateriału genetycz­
nego prowadząca do u tra ty  zdolności do odnawiania się komórki pnia, 
zapoczątkowuje program różnicowania w ukierunkowaną linię kom ór­
kową. W modelu przedstawionym na ryc. 7 naruszenie hipotezy nie­
zmienności odnosi się raczej do transpozycji niż delecji m ateriału  ge­
netycznego. Taka transpozycja ma również miejsce przy rekombinacji 
genów immunoglobulinowych. Jednakże rozstrzygających informacji co 
do genetycznej regulacji ukierunkowania należy oczekiwać z danych
doświadczalnych.
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KOMÓRKI NIELIMFOIDALNE GRASICY IN VITRO
I ICH CZYNNOŚCIOWA ROLA

TH Y M U S N O N -L Y M PH O ID  CELLS IN VITRO AND T H E IR  FU N C TIO N A L RO LE

Leszek K A CZM A REK

Z a k ła d  Im m unologii R ad iacy jne j  W ojskowego In s ty tu tu  H ig ieny  i Epidemiologii, 
W arszaw a oraz Z ak ład  Patom orfo logii C en tru m  Z drow ia  Dziecka, W arszaw a

Streszczenie .  K om órk i n ie lim foidalne  grasicy (KNLG) um ożliw iają  w y tw orzen ie  w e ­
w n ą t rz  tego n a rząd u  swoistego m ikrośrodow iska  w a ru n k u jąceg o  p raw id łow y  ro z ­
w ój lim focytów  T. Na K N LG  in situ  sk ład a ją  się p rzede  w szystk im  kom órk i n a ­
błonkow e, a ponad to  m ak ro fag i (histiocyty), kom órk i ś ródb lonka  naczyń k rw io n o ś­
nych  i f ib roblasty . Is tn ie je  szereg m etod hodow li kom órek  grasicy in v itro  p ro w a ­
dzących do o trzy m an ia  K N L G  pozbaw ionych lim focytów. W hodow lach tych  do ­
m in u ją  zw ykle kom órk i nabłonkopodobne, m akrofagopodobne  i f ib rob las to ida lne . 
K o m ó rk i  z tych  hodow li zdolne są in  v itro  do w y tw a rz a n ia  czynników  w p ły w a ją ­
cych na  przyspieszenie  do jrzew an ia  lim focytów  T, a wszczepione in  vivo um ożli­
w ia ją  w y tw orzen ie  s t r u k tu r  grasiczopodobnych i częściową norm alizac ję  u k ład u  
odpornościowego w  p rz y p a d k u  biorców, k tó rych  n iedobory  im m unologiczne spo­
w odow ane były  b ra k ie m  czynnościowo sp raw n e j  grasicy. Z astosow ania  m etody ho­
dowli K N LG  in v itro  um ożliw iają  pełniejsze zrozum ienie  fu n k c jo n o w an ia  m ik ro ­
środow iska limfopoezy T oraz m a ją  w zras ta jące  znaczenie lecznicze.

S u m m a ry .  T hym ic  non -lym pho id  cells (TNLCs) a re  engaged in the  fo rm atio n  of 
th y m u s  m ic ro en v iro n m en t w h ich  in tu rn  is responsib le  fo r  p ro p er  developm ent 
of T lym phocytes. T he TNLCs consist m a in ly  of: ep ithe lia l  cells, m acrophages 
<histiocytes), endo the lia l  cells and  fibroblasts . S evera l  m ethods of selective TNLCs 
grow th  in v i tro  have  been  described. The epithelioid, m acrophage-like  and  f ib ro -  
b lasto id  cells a re  recognized as a m a in  com ponents of TNLCs in v itro  cu ltu res . 
It  w as show n th a t  TNLCs in v itro  p roduce some fac to rs  s t im u la t in g  developm ent 
of T lym phocytes. C u ltu re  derived  TNLCs can develope into th y m u s-l ik e  s tru c tu re s  
w h e n  g ra f ted  into T -im m u n o d efic ien t  an im als  and  h u m a n  beings. Such g rafts  can 
also re s t i tu te  im m unologica l system  of recip ients . A pplica tion  of th e  in v i t ro  
TNLCs cu ltu res  m ay  allow  b e t t e r  u n d e rs tan d in g  of thym us  m icroenv ironm en t and  
m a y  have a n  increas ing  clinical im portance .
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W STĘP

Grasica jest narządem kręgowców, którego podstawową funkcją 
jest umożliwienie prawidłowego rozwoju limfocytom T. Komórki te 
z kolei pełnią istotne funkcje w zjawiskach odpornościowych organizmu. 
Dla powstania w pełni dojrzałych limfocytów T z ich prekursorów nie­
zbędna jest aktywność komórek nielimfoidalnych grasicy (KNLG). S ta­
nowią one blisko 20% składu komórkowego narządu [50]. Znajdują się 
wśród nich: komórki nabłonkowe (przeważające ilościowo), komórki 
śródbłonka naczyń krwionośnych, histiocyty (należące do makrofagów), 
fibroblasty, a w mniejszej liczbie również komórki mięśniopodobne, ko­
mórki tuczne oraz granulocyty kwaso- i zasadochłonne [50, 54], Zasad­
niczy składnik KNLG — komórki nabłonkowe powstają w rozwoju za­
rodkowym lokalnie (w odróżnieniu od składowej napływowej, jaką są 
m. in. limfocyty) na długo wcześniej zanim pierwsze tzw. dziewicze (ang. 
virgin) limfocyty T dostaną się do narządu [66].

W oddziaływaniach KNLG na rozwój limfocytów T można wyróżnić 
dwa rodzaje wpływów:

a. W pływy humoralne, polegające na wytwarzaniu i wydzielaniu 
swoistych substancji chemicznych („hormonów”) pobudzających rozwój 
limfocytów T. Substancje te, dzięki przenoszeniu ich przez krew, zdolne 
są do wywierania swego wpływu nawet na duże odległości. Niektóre 
z czynników humoralnych grasicy zostały wysoce oczyszczone, chemicz­
nie określone i otrzymane na drodze chemicznej syntezy. Należą do tej 
grupy takie peptydy jak np. tymozyna a lt uzyskana z wyciągu narządu 
i czynnik grasiczy znajdowany w surowicy krwi — FTS (fr. facteur 
thymique serique) [1, 2].

b. W pływy mikrośrodowiskowe, polegające na bezpośrednich od­
działywaniach pomiędzy rozwijającymi się limfocytami T a KNLG. 
Wpływy takie są ograniczone zasięgiem działania jedynie do grasicy 
i oddziałują zapewne na bardzo niewielkich odległościach. Są one znacz­
nie gorzej poznane od oddziaływań humoralnych [34, 40, 80].

Dla powstania w pełni dojrzałych limfocytów T, czyli zdolnych do 
wypełniania swoistych funkcji biologicznych w reakcjach odpornościo­
wych (np. wspomagania, tłumienia, cytotoksyczności), niezbędne jest za­
równo humoralne, jak i mikrośrodowiskowe oddziaływanie grasicy na 
limfopoezę T. Przekonują o tym m. in. następujące fakty:

— u zwierząt z genetycznie uw arunkow anym  brakiem czynnościo­
wo sprawnego podścieliska grasicy (mutacja „nude” u myszy i szczu­
rów) występuje niedorozwój limfocytów T [40, 77],

— trw ałe  zniszczenie KNLG (np. po lokalnym naświetleniu wyso­
kimi dawkami promieni Roentgena) prowadzi do braku produkcji doj-
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rzalych limfocytów T pomimo obecności w pełni sprawnych ich p re ­
kursorów [59],

— prawidłowy rozwój układu odpornościowego zwierząt, k tórynr 
bezpośrednio po narodzeniu usunięto grasicę, wymaga przeszczepu na­
rządu. Co więcej, przeszczep umieszczony w komorze dyfuzyjnej, za­
pewniającej przepływ substancji humoralnych, nie gw arantu je  cwegO' 
prawidłowego rozwoju [37, 39, 62].

BUDOW A GRASICY I D O JRZEW A N IE LIM FO CY TÓ W  T IN VIVO

Prawidłowa grasica dojrzałego ssaka zbudowana jest z dwóch du­
żych płatów otoczonych pochewką łącznotkankową, która wnika do ich 
wnętrza, dzieląc je na mniejsze obszary — zraziki. W każdym ze zra­
zików można wyróżnić część korową i rdzenną. Blisko 90% komórek 
limfoidalnych grasicy znajduje się w korze. W rdzeniu limfocytów T 
jest mniej (ok. 10%). Wymienione różnice w składzie komórek limfo­
idalnych kory i rdzenia powodują, że po zastosowaniu typowych b a r ­
wień na preparatach histologicznych kora pod małym powiększeniem, 
ostro odcina się od rdzenia. Limfocyty T umieszczone są w grasicy, jak­
by w oczkach sieci tworzonej przez komórki nabłonkowe, a zwłaszcza 
ich wypustki. Możemy odróżnić komórki nabłonkowe części korowej 
zrazika, cechujące się długimi i delikatnymi wypustkami, od komórek 
nabłonkowych części rdzennej, mających wypustki krótsze i grubsze 
[50]. Niektóre z komórek nabłonkowych posiadają w cytoplazmie pęche­
rzyki, które mają morfologiczne wykładniki aktywności wydzielniczej 
[8, 67], Ponadto wykazano, że w komórkach nabłonkowych grasicy w y­
tw arzane są takie czynniki humoralne narządu, jak wspomniane: ty- 
mozyna oą i FTS [10, 18, 53]. Można również w grasicy wyróżnić ko­
mórki nabłonkowe zaangażowane w budowę tzw. ciałek Hassalla. Są 
to s tru k tu ry  widoczne na przekroju grasicy w obrębie rdzenia zrazika, 
gdzie w ystępują w liczbie kilku. Funkcja ich nie jest znana; być może 
stanowią miejsca degeneracji starych komórek [50]. Kolejnym rodzajem 
komórek nabłonkowych grasicy o swoistych, wyróżniających je cechach,
są tzw. komórki opiekuńcze (ang. nurse cells) [34, 71, 72]. Są to bardzo 
duże (o średnicy 15-75 gm) komórki zawierające w swej cytoplazmie 
zatopione komórki limfoidalne. Komórki opiekuńcze otrzymuje się z za­
wiesiny pojedynczych komórek grasicy (dzięki dużemu ciężarowi właści­
wemu stosunkowo szybko opadają na dno naczynia z zawiesiną) i nie 
jest pewne czy również in vivo zawierają one limfocyty wewnątrz cyto- 
plazmy, czy też np. otaczają je jedynie bardzo silnie swoimi w ypustka­
mi, które ulegałyby połączeniu w trakcie izolacji tych komórek.

Cechami pozwalającymi odróżnić komórki nabłonkowe od innych.
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rodzajów komórek występujących w grasicy jest obecność w cytoplazmie 
komórek nabłonkowych filamentów oraz desmosomów, jako połączeń 
pomiędzy tymi komórkami. W komórkach nabłonkowych można wykryć 
keratynę za pomocą swoistych przeciwciał [27, 64],

Spośród pozostałych, stosunko obficie występujących KNLG, ko­
mórki śródbłonkowe są zlokalizowane zarówno w korze, jak i rdzeniu, 
makrofagi (histiocyty) w większości leżą na granicy kory i rdzenia, zaś 
fibroblasty głównie w okrywającej korę otoczce łącznotkankowej. N a­
leży tu  podkreślić, że dane te odnoszą się do grasicy zdrowego osobnika.

Histiocyty są czasem trudne do odróżnienia od komórek nabłonko­
wych za pomocą jedynie prostej obserwacji w mikroskopie świetlnym. 
Natomiast w mikroskopie elektronowym odróżnia je brak filamentów 
i desmosomów, a obecność licznych lizosomów. Ponadto komórki te ce­
chuje zdolność do intensywnej fagocytozy i dodatnia reakcja w barw ie­
niach cytochemicznych wykrywających obecność pewnych hydrolaz, 
zwłaszcza kwaśnej fosfatazy i nieswoistej esterazy [52, 65].

Przebieg rozwoju limfocytów T można przedstawić w skrócie na­
stępująco [60, 61, 78]. W szpiku kostnym występują komórki macierzy­
ste zdolne m. in. do wytwarzania prekursorów limfocytów T. Owe pre- 
kursory  docierają wraz z krwią do grasicy i na tym  etapie nazywa się 
je pretymocytami. Z kolei w ewnątrz narządu pod wpływem KNLG 
przekształcają się w tzw. protymocyty, a następnie w tymocyty dojrza­
łe. Te ostatnie komórki opuszczają grasicę (zwane są wówczas kom ór­
kami T) i osiągają ostateczną dojrzałość (zdolność do wypełniania swoi­
stych funkcji w reakcjach odpornościowych, w tym  rozpoznawanie an ­
tygenów) we krw i obwodowej i obwodowych narządach limfatycznych, 
przechodząc przez stadia zwane limfoblastami. Rozwój limfocytów T 
można opisać podając charakterystykę antygenów powierzchniowych 
tych komórek na każdym z etapów ich rozwoju W przypadku mysich 
limfocytów T szczególne znaczenie mają antygeny oznaczana symbolami 
Lyt i kolejnymi numerami: 1, 2, 3. Wczesne tym ocyty posiadają zestaw 
tych antygenów Lyt 1+, 2+, 3+. Następnie w grasicy zachodzi zróż­
nicowanie komórek z takim zestawem antygenów Lyt na dwie podsta­
wowe grupy Lyt 1 i Lyt 2,3. Te dwie grupy tymocytów prowadzą do 
różnych funkcjonalnie grup dojrzałych limfocytów T, jednych o funkcji 
wspomagającej (ang. helper) i drugich o funkcji tłumiącej (ang. suppres­
sor). W przypadku człowieka podobne znaczenie mają antygeny ozna­
czane symbolem T i kolejnymi numerami. Na przykład wczesne tym o­
cyty posiadają antygen T9 (oraz inne), następnie w toku rozwoju naby­
wają m. in. antygeny T4 i T8 tracąc T9, a w ciągu dalszego rozwoju 
w grasicy ulegają zróżnicowaniu na dwie grupy: jedną składającą się 
z tymocytów z antygenem T4 (prowadzącą do limfocytów wspomaga­
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jących) i drugą z antygenem T8 (prowadzącą do limfocytów tłum ią­
cych). Należy zwrócić uwagę, że wskaźnikami postępującego, zależnego 
od grasicy rozwoju limfocytów T są również: zdolność do odpowiedzi 
na swoiste dla tych komórek mitogeny (zwłaszcza fitohemaglutyninę 
i konkanawalinę A), zdolność do dodatniej reakcji w mieszanych ho­
dowlach limfocytów (MLR — ang. mixed lymphocyte reaction, w y ­
stępująca w w arunkach MLC — ang. mixed lymphocyte culture). Ze 
zmian w charakterystyce antygenów powierzchniowych szczególnie istot­
ne jest tracenie niektórych antygenów (np. TL) a nabywanie innych 
(np. w przypadku gryzoni antygenu theta). Wspomniane własności lim­
focytów T uważane są za swoiście indukowane przez grasicę. W przy­
padku ludzkich limfocytów T do takich własności należy również zali­
czyć zdolność do tworzenia tzw. rozetek E, czyli wiązania krwinek czer­
wonych barana.

METODY HODOW LI K N LG  IN  VITRO

Opracowano szereg metod hodowli grasicy in vitro, których cechą 
wspólną jest to, że w ich wyniku dochodzi do namnażania przede wszy­
stkim komórek nielimfoidalnych (KNLG). Należy zwrócić w tym  miejscu 
uwagę, że nazwa KNLG w hodowli, jako ogólna będzie stosowana w dal­
szej części pracy również w tych przypadkach, w których różni autorzy 
stosowali inne, bardziej szczegółowe określenia, np. komórki epitelialne 
(nabłonkowe) grasicy czy komórki retykuloepitelialne.

Metody hodowli można podzielić na dwie podstawowe grupy. W jed­
nej hodowle rozpoczyna się z niewielkich (o powierzchni mniejszej niż
1 m m 2) fragmentów narządu [22, 27-33, 43-49, 53, 55]. W drugiej m a­
teriałem  wyjściowym do hodowli jest zawiesina pojedynczych komórek 
grasicy [5, 35, 58, 68-70, 74, 75],

W obu przypadkach narząd może być rozdrabniany mechanicznie, 
np. nożyczkami, przepuszczaniem przez igłę od strzykawki lub przez 
stalowe sito oraz enzymatycznie przez traktowanie trypsyną lub kola- 
genazą. Zastosowana procedura rozdrabniania grasicy ma istotny wpływ 
na otrzym any w wyniku hodowli skład komórek [25].

Oprócz wymienionych czynników duże znaczenie ma tu także wy­
konywanie lub niewykonywanie różnych czynności mających zubożyć 
o trzym yw any zestaw komórek w tymocyty przez np. częste przemywa­
nie fragmentów grasicy pożywką [75] lub płukanie w płynie Waymoutha, 
k tóry  wybiórczo nie sprzyja tymocytom [70]. Ponadto istotne są w a­
runk i prowadzenia hodowli np. rodzaj pożywki, częstotliwość jej zmie­
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niania, czas prowadzenia hodowli. Na uzyskane wyniki znaczący wpływ 
ma również gatunek organizmu, od którego pobiera się grasicę [9],

Wymienione czynniki są ważne dlatego, że w zależności od zasto­
sowanej ich kombinacji różni badacze otrzymywali różny skład komórek 
w hodowli. Próba porównania wyników różnych autorów jest jeszcze 
trudniejsza jeśli weźmie się pod uwagę różnorodność kryteriów  roz­
różniania hodowanych komórek. Często były to jedynie proste różnice 
w morfologii komórek obserwowane za pomocą mikroskopu świetlnego, 
co, jak wspomniano we wstępie, może być mylące.

Dlatego, biorąc pod uwagę trudności w identyfikacji komórek in 
vitro, wprowadzono następującą terminologię na oznaczenie komórek 
nielimfoidalnych grasicy pochodzących z hodowli: komórki nabłonkopo- 
dobne, makrofagopodobne i fibroblastoidalne.

Szczególną uwagę na wspomniane trudności w identyfikacji komó­
rek zwrócili Jordan i Crouse [27]. Wykazali oni, że bez badań u ltra- 
s truk tura lnych  (obecność filamentów i desmosomów w nabłonku), cy- 
tochemicznych (obecność nieswoistej esterazy w makrofagach) i czynnoś­
ciowych (zdolność do intensywnej fagocytozy cechująca makrofagi) bar­
dzo trudno jest prawidłowo odróżnić komórki nabłonkopodobne od ma- 
krofagopodobnych. Należy zaś podkreślić, że te dwa rodzaje komórek 
oraz komórki fibroblastoidalne przeważają ilościowo w opisywanych 
hodowlach.

Dominacja wyżej wymienionych komórek (a także obecność innych 
np. mięśniopodobnych [73]) dowodzi, że skład jakościowy KNLG in 
vitro jest w dużej mierze zgodny ze składem podścieliska grasicy wy­
stępującego w nienaruszonym narządzie. Niestety nie można tego sa­
mego powiedzieć o składzie ilościowym. Zasadniczym problemem wyda­
je się uzyskanie w hodowli dominacji komórek nabłonkopodobnych.

Wypełnienia zadania otrzymania hodowli z dominującymi komórka­
mi nabłonkopodobnymi łatwiej dokonać drogą hodowli wyprowadzanych 
z fragmentów grasicy niż z zawiesiny pojedynczych komórek. F ragm en­
ty  te otrzymuje się po enzymatycznym lub mechanicznym rozdrobnieniu 
narządu, po czym kilkakrotnie przemywa się je pożywką. Sprzyja to 
usunięciu nadm iaru limfocytów. Następnie fragm enty  takie umieszcza 
się bezpośrednio w naczyniu hodowlanym i[44, 46] bądź na sączku z octa­
nu celulozy (np. firm y Nuleopore) pływającym na powierzchni pożywki 
w naczyniu [28], bądź na specjalnych stolikach przystosowanych do 
hodowli narządowej [22]. Jako pożywkę stosuje się płyny RPMI-1640 
lub HAM, lub MEM, za każdym razem z dodatkiem płodowej surowicy 
cielęcej, najlepiej 30%, gdyż mniejsze stężenie sprzyja nadm iernem u na- 
mnażaniu się komórek fibroblastoidalnych [48], 2 mM L-glutam iny i an­
tybiotyków. Pożywkę zmienia się początkowo dość często (np. następne­
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go i trzeciego dnia po założeniu hodowli), a następnie w odstępach 3-7 
dni. Ułatwia to pozbycie się limfocytów, które w przeciwieństwie do 
KNLG nie przylegają ściśle do dna naczynia lub innej powierzchni, na 
której hoduje się komórki. Hodowle prowadzi się zwykle w tem pera­
turze 37°C w obecności powietrza zawierającego 5°/o C 0 2. W celu ogra­
niczenia wzrostu makrofagów można przez pierwsze 7 dni prowadzić 
hodowlę w 24°C, przenosząc potem do 37°C [28]. Oprócz wysokiego stę­
żenia surowicy w pożywce rozwojowi komórek fibroblastoidalnych w y­
daje się nie sprzyjać również potraktowanie kilkudniowej hodowli pro­
wadzonej w nieobecności surowicy roztworem zawierającym 0,25% tryp- 
syny w PBS pozbawionym wapnia i magnezu (następnie hodowle pro­
wadzi się w w arunkach opisanych jako standardowe) [14].

Już po kilku dniach wokół wysianych fragmentów grasicy tworzy 
się otoczka składająca się głównie z komórek nabłonkopodobnych, jeśli 
hodowana jest grasica człowieka lub szczura, a makrofagopodobnych 
w  przypadku hodowli grasicy mysiej [9, 27, 48]. Również wewnątrz 
„wysianego” fragm entu degenerują limfocyty, zaś przeżywają głównie 
komórki nabłonkopodobne [27]. Czas hodowli prowadzący do całkowitej 
u t ra ty  komórek limfoidalnych w otoczce wynosi od 3 do 4 tygodni, na ­
tomiast w ew nątrz  fragm entu 8-10 dni [56]. Komórek uzyskanych w ho­
dowli nie należy pasażować, gdyż prowadzi to do przerastania hodowli 
komórkami fibroblastoidalnymi [24].

W przypadku zastosowania zawiesiny komórek jako m ateriału w y j­
ściowego do hodowli znacznie trudniej jest uzyskać dominację komórek 
nabłonkopodobnych. Częściowo szansę powodzenia daje uprzednie roz­
dzielenie zawiesiny komórek narządu wirowaniem w gradiencie gęstoś­
ci różnych substancji i wybranie frakcji o największej procentowej za­
wartości komórek nabłonkowych. [25, 35]. W arunki hodowli są nastę­
pnie podobne do już opisanych.

CZYNNOŚCIOW A C H A R A K TER Y STY K A  PO D SC IE LISK A  GRASICY IN VITRO

W ykonano liczne badania [9, 11, 14-16, 27, 31-33, 35, 44, 46, 48, 51, 
58, 68, 70], których celem było wykazanie, że otrzymane w sposób u- 
przednio opisany hodowle KNLG (podścieliska grasicy) mają in vitro 
wpływ na rozwój prekursorów limfocytów T. Jako znaczniki oceny 
stopnia tego rozwoju stosowano: nabywanie zdolności do odpowiedzi na 
swoiste mitogeny (konkanawalina A, fitohemaglutynina, mitogen szkar- 
łatki — PWN), dodatnią reakcję w mieszanych hodowlach limfocytów 
oraz zmiany w składzie antygenów powierzchniowych, w przypadku 
gryzoni zwłaszcza antygenu theta. W przypadku komórek ludzkich bar-
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dzo często stosowano w tym celu nabywanie zdolności do tworzenia, 
rozetek typu E.

W badaniach tych stosowano dwie zasadnicze metody:
1. wspólne hodowle KNLG i prekursorów limfocytów T,
2. poddawanie prekursorów limfocytów T działaniu pożywki zebra­

nej znad hodowli KNLG.
Rozróżnienie tych metod jest dość ważne, ponieważ można sądzić, 

że w pierwszej bada się zarówno oddziaływania mikrośrodowiskowe, 
w tym np. swoiste interakcje międzykomórkowe KNLG na limfocyty T, 
natomiast w drugiej metodzie przede wszystkim bada się w pływ y hu- 
moralne KNLG.

W omawianych badaniach stwierdzono dodatni wpływ, w podobnej 
zresztą mierze, zarówno wspólnej hodowli, jak i zebranej znad KNLG 
pożywki na rozwój limfocytów T. Świadczyć to może o tym, że zastoso­
wane w tych badaniach metody nie pozwalają wyróżnić swoistych od­
działywań mikrośrodowiskowych, które, jak wspomniano we wstępie,, 
wydają się istotne w prawidłowo funkcjonującej grasicy in vivo. Z w ra­
cał uwagę również fakt, że wpływ ten (dodatni czyli pobudzający) był 
stosunkowo niewielki, a ponadto stwierdzono, że hodowle KNLG w yw ie­
ra ją  podobny wpływ na nabywanie przez prekursory  limfocytów B zdol­
ności do odpowiedzi na swoisty dla tych limfocytów mitogen — lipopo- 
lisacharyd bak tery jny  (LPS) (Harper C. M., Sharp J. G. —  informacja 
własna). Należy również dodać, że pobudzający wpływ na rozwój lim­
focytów T w yw ierają  także hodowane in vitro komórki śledziony, a na­
wet jamy otrzewnowej [4, 42]. Te dwa ostatnie przykłady sugerują, że 
do pobudzenia rozwoju limfocytów T (w pewnym zakresie) zdolne są ko­
mórki makrofagopodobne pochodzące spoza grasicy, a zatem trudno 
w tym przypadku mówić o swoistym pobudzeniu.

Przytoczone dane sugerują, że KNLG in vitro zdolne są jedynie do 
częściowego wypełniania funkcji realizowanych przez te komórki w ew ­
nątrz organizmu. Ich czynność in vitro być może polega na w ytw arzaniu  
grasiczych czynników hum oralnych z pominięciem oddziaływań m ikro­
środowiskowych. W arto dodać, że wykazano, iż KNLG in vitro  zdolne są 
do produkcji FTS (grasiczego „horm onu” otrzymywanego z surowicy 
krwi) [53].

Zasadniczym potwierdzeniem czynnościowej sprawności KNLG po­
chodzących z hodowli in vitro stały się wyniki prób przeszczepów tych 
komórek żywym organizmom. Przeszczepów takich dokonali na szczu­
rach Willis i St. P ierre  [76]. Wykazali oni, że zawiesina 5 • 107 KNLG 
z hodowli wszczepiona pod torebkę nerki zwierzętom pozbawionym gra­
sicy tuż po narodzeniu, umożliwiała biorcom przeszczepu uzyskanie po­
praw y pewnych param etrów  układu odpornościowego silnie zakłóconego
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usunięciem grasicy. Obejmowało to podwyższenie w śledzionie i węzłach 
chłonnych liczby komórek dodatnio reagujących w mieszanych hodo­
wlach limfocytów oraz komórek zdolnych do odpowiedzi na zastosowa­
nie fitohem aglutyniny i konkanawaliny A. Nie towarzyszyło temu w y­
tworzenie w miejscu przeszczepu s truk tu r  zbudowanych z KNLG i lim­
focytów.

Z kolei Jo rdan  i wsp. [28, 30] wykazali, że hodowle KNLG myszy 
przeszczepione również myszom zdolne były do wytworzenia w miejscu 
przeszczepu s tru k tu r  przypominających grasicę w wieku płodowym. By­
ły one zbudowane z limfocytów i komórek nabłonkowych oraz cecho­
wało je nierównom ierne ułożenie tych dwóch podstawowych rodzajów 
komórek. Obrzeże było zbudowane głównie z limfocytów, wyraźnie do­
minujących ilościowo („kora”), natomiast w środku było stosunkowo wię­
cej komórek nabłonkowych („rdzeń”). Szczególnie dobre wyniki opisy­
wanych przeszczepów (100% przyjętych) autorzy ci uzyskali przeszcze­
piając komórki pochodzące z hodowli prowadzonej w w arunkach sprzy­
jających nam nażaniu się komórek nabłonkopodobnych, a niekorzystnych 
dla komórek makrofagopodobnych (wspomniana hodowla w 24°C).

M annhardt i wsp. [36] przeszczepiali KNLG z hodowli myszom z ge­
netycznie uw arunkow anym  brakiem grasicy (mutacje „nude”). Wykazali 
oni, że obecność komórek makrofagopodobnych wydaje się jednak niez­
będna dla zapewnienia powodzenia przeszczepu. Stwierdzili oni bowiem, 
że przeszczep KNLG z hodowli trak tow anej karaginianem  (carrageenan), 
k tó ry  wybiórczo uniemożliwia wzrost makrofagów, nie dawał w efekcie 
wytworzenia w miejscu przeszczepu s truk tu r  zbudowanych z nabłonka 
penetrowanego przez limfocyty. Również nie zaobserwowano w tym 
przypadku znaczącego wzrostu liczby krążących we krw i limfocytów 
T zdolnych do pobudzenia swoistymi mitogenami.

Przeszczepów KNLG z hodowli szczurom z genetycznie uw arunko­
w anym  brakiem  grasicy dokonali Schuurm an i wsp. [56]. Autorzy ci 
stwierdzili w okolicy przeszczepu powstawanie s tru k tu r  przypominają­
cych grasicę in situ — z występującymi zrazikami i ciałkami Hassalla. 
Badania param etrów  układu odpornościowego biorców wykazały, że zwie­
rzęta te nabyły  po przeszczepie zdolności do odpowiedzi na tzw. an ty ­
geny grasicozależne oraz zdolności do odrzucania przeszczepów skóry 
pochodzącej od zwierząt o innym genotypie.

Należy wspomnieć, że Hong i wsp. [22] wykazali, że dokonywany na 
myszach m utacji  „nude” przeszczep dawał pozytywne wyniki, zarówno 
gdy KNLG pochodziły od osobników syngenicznych, jak i allogenicz- 
nych. Ponadto autorzy ci wspominali o udanych przeszczepach KNLG 
ludzkich podawanych królikom [21].

W tym  miejscu należy zwrócić uwagę na wyniki badań Gorczyn-
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skiego i wsp. [13, 14]. Stwierdzili oni, że przedgrasicze prekursory  lim ­
focytów T, w wyniku hodowli w obecności KNLG, nabywają zdolności 
do rozpoznawania jako własnych (ang. self) antygenów zgodności tk an ­
kowej, które cechowały KNLG naw et wtedy, gdy nie były one zgodne 
z antygenam i zgodności tkankowej wyrażonymi na powierzchni tych 
limfocytów T. W przeciwieństwie zaś, pograsicze prekursory  limfocytów 
T „nie uczyły się” od KNLG rozpoznawania antygenów zgodności tk an ­
kowej. Jest to w dużej mierze zgodne z danymi Bevana [6] oraz Zinker- 
nagla i wsp. [79], świadczącymi, że własność rozpoznawania własnych 
antygenów zgodności tkankowej jest nabywana przez tym ocyty  od KNLG 
podczas przebywania tymocytów w grasicy.

HODOW LE GRASICY ZM IEN IO N EJ CHOROBOW O

Wykonano dotychczas niewiele badań KNLG in vitro pochodzących 
od osobników o zaburzonej in vivo funkcji tego narządu. U myszy NZB, 
cechujących się złożonymi i poważnymi defektami układu odpornościo­
wego, Gershwin i wsp. [12] wykazali zaburzenia prawidłowego obrazu 
KNLG w hodowli. Polegały one na braku wzrostu komórek nabłonko- 
podobnych, a przeważającym wzroście komórek fibroblastoidalnych. Nie­
stety  próby wyleczenia tych zwierząt za pomocą przeszczepu komórek 
prawidłowych z hodowli KNLG, pochodzących od zdrowych zwierząt, nie
powiodły się [41].

Badania KNLG pochodzących z hodowli in vitro grasicy myszy 
z genetycznie uw arunkow aną osteopetrozą stowarzyszoną z przedwczes­
nym zanikiem grasicy (mutacja „grey-lethal”) przeprowadzili W iktor-Je- 
drzejczak i wsp. [74]. Celem badań było wykazanie, czy zanik ten  może 
mieć pierwotną przyczynę w zaburzeniach podścieliska tego narządu. Nie 
stwierdzono jednakże jednoznacznie, że badany defekt ma charakter 
podścieliskowy. Natomiast wyniki opisywanych badań sugerują koniecz­
ność zwrócenia większej uwagi na komórki wielojądrowe w podścielisku 
grasicy. Mianowicie u m utantów grey-lethal wystąpiło w hodowli KNLG 
stosunkowo dużo komórek wielojądrowych o morfologii fibroblastoidal- 
nej lub nabłonkopodobnej, czego nie obserwowano w hodowlach KNLG 
myszy kontrolnych. Należy tu wspomnieć, że podobne komórki wystę­
pują również in situ i ich liczba wzrasta w okresie starzenia się grasicy 
[35], a ponadto podobne komórki spotykano również stosunkowo często 
wśród KNLG z hodowli wyprowadzonej z grasicy myszy z m utacją  Ste­
el, również cechującej się ograniczeniem ilościowym komórek tego na­
rządu (Jędrzejczak W. W. i wsp. — dane niepublikowane). Z kolei u my­
szy grey-lethal w hodowli nie obserwowano wśród KNLG komórek wie­
lojądrowych o morfologii makrofagopodobnej, które spotykano często
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w hodowlach pościeliska grasicy zwierząt kontrolnych. Należy zwrócić 
uwagę, że za przyczynę osteopetrozy u badanych zwierząt uważa się 
brak osteoklastów, komórek, o których sądzi się, że powstają w wyniku
łączenia się makrofagów [74].

W badaniach ludzkich KNLG w hodowli in vitro wykazano, że ho­
dowle otrzymane z narządu pochodzącego od ludzi w wieku, w którym 

. zachodzi fizjologiczna inwolucja grasicy, cechuje pojawianie się komó­
rek tłuszczowych i względny spadek liczby komórek nabłonkowatych [25]. 
Hodowano również in vitro KNLG pochodzące od ludzi z patologią gra­
sicy występującą np. w nowotworach tego narządu i myasthenia gravis. 
Badania takie były jednak nieliczne i nie pozwalają jeszcze na ich pod­
sumowanie [43].

ROLA M A K RO FA G Ó W  W PO D ŚC IELISK U  GRASICY
NA PO D STA W IE BADAN K N LG  IN VITRO

W opisywanych poprzednio badaniach większość uwagi poświęcono 
komórkom nabłonkowym grasicy, mniej natomiast innym rodzajom ko­
mórek występujących w nienaruszonym narządzie. Jednakże szereg no­
wych danych zmusza do poświęcenia większej uwagi również niena- 
błonkowym KNLG. Szczególne znaczenie wydają się mieć wśród nich 
makrofagi. Wspomniano już, że hodowle składające się głównie z tych 
komórek były zdolne do pobudzania rozwoju limfocytów T [4, 42] oraz 
że hodowle KNLG nie zawierające makrofagopodobnych komórek nie 
były zdolne do zrekonstruowania podścieliska narządu in vivo, po prze- 
szczepie [36]. Schulte-Wisserman i wsp. [54] wykazali ponadto, że ho­
dowle KNLG in vitro, składające się głównie z komórek nabłonkowatych, 
cechowała własność chemotaktycznego przyciągania, w sposób wybiórczy, 
makrofagów i granulocytów zasadochłonnych. Z kolei Sharp i wsp. [57] 
oraz Jordan i wsp. [29] zwrócili uwagę na występowanie we wczesnych 
hodowlach (kilkudniowych) grasicy in vitro kompleksów pojedynczych 
makrofagów otoczonych wieńcem limfocytów. Obecność podobnych s truk­
tu r  można również stwierdzić w zawiesinie komórek powstałej po roz­
drobnieniu narządu [34], Beller i Unanue [3, 4] opracowali metodę ho­
dowli in vitro czystej frakcji komórek makrofagopodobnych. Współhodo- 
wane z nimi niedojrzałe tymocyty wykazywały cechy postępującego doj­
rzewania, np. nabycie zdolności do dodatniej reakcji w mieszanych ho­
dowlach limfocytów [3, 4]. Na podstawie uzyskanych przez siebie w y ­
ników wymienieni autorzy sugerują kluczowe znaczenie makrofagów dla 
pewnych etapów dojrzewania tymocytów.

Również wyniki badań komórek fibroblastoidalnych grasicy, pocho­
dzących z hodowli, sugeruje znaczenie tych komórek dla prawidłowego

9 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  1/84
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funkcjonowania podścieliska grasicy in situ. H arper i Sharp (informacja 
własna) hodując komórki szpiku, zawierające prekursory limfocytów T, 
w obecności komórek fibroblastoidalnych stwierdzili, że w arunk i takiej 
mieszanej hodowli sprzyjają podziałom komórek limfoidalnych. Metodę 
otrzymywania czystych hodowli komórek fibroblastoidalnych należących 
do KNLG opracowali Ivanov-Smolensky i Friedenstein [24]. Za pomocą 
tej metody wykazali oni, że pożywka zebrana znad hodowli komórek 
fibroblastoidalnych grasicy, w przeciwieństwie do takiej pożywki zebra­
nej znad komórek fibroblastoidalnych szpiku, pobudzała nabywanie przez 
komórki szpiku zawierające prekursory  limfocytów T antygenu theta 
(badania wykonano na komórkach pobranych od gryzoni).

K LIN IC ZN E ZA STO SO W A N IA  HODOW LI KNLG

Hodowle podścieliska grasicy in vitro wydają się stanowić bardzo 
dogodne źródło prawidłowych komórek narządu, mogących po przeszcze­
pie u ludzi znosić zaburzenia układu odpornościowego, mające swą pier­
wotną przyczynę w nieprawidłowo funkcjonującym podścielisku grasicy. 
Zaletę tych komórek stanowić powinno bowiem znoszenie przyczyn za­
burzenia przy jednoczesnym niepowodowaniu choroby „przeszczep prze­
ciwko gospodarzowi” (ang. graft versus host), która często towarzyszy 
przeszczepom całej grasicy. Przesłanki te  stały się podstawą do wszech­
stronnej analizy hodowli KNLG pochodzących z grasicy człowieka, a na­
stępnie do przeprowadzenia prób leczenia pacjentów cierpiących na nie­
dobory odporności przeszczepami KNLG [7, 11, 15-17, 19-21, 23, 25, 26, 
44, 45, 47, 48].

Najczęściej próby zastosowania takich przeszczepów wykonywano 
u chorych z ciężkim, skojarzonym niedoborem immunologicznym (ang. 
SCID — severe combined immunodeficiency). Hong i wsp. [20] już 
w 1976 r. przedstawili wyniki leczenia tą  metodą. Uzyskali oni wyraźną 
poprawę stanu chorego cierpiącego na wspomnianą chorobę, jak też czę­
ściową normalizację wartości param etrów  układu odpornościowego u  te­
go pacjenta. Wymienieni autorzy jeszcze kilkakrotnie przedstawili wy­
niki leczenia tą metodą [19-21, 26, 38]. Podobne dane przedstawili rów ­
nież Gelfand i wsp. [11] oraz Herrod i wsp. [17]. Oprócz przypadków 
ciężkiego, skojarzonego niedoboru immunologicznego metodę tę zastoso­
wano również w celu wyleczenia zespołu Wiskotta-Aldricha [23] oraz 
zespołu Di George’a [63].

Jednakże w części przypadków [7, 21, 38] przedstawiono następnie 
dane, że obserwowana normalizacja układu odpornościowego u chorych 
leczonych tą metodą miała charakter przejściowy. Po kilkunastu bowiem
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miesiącach po przeszczepie następowało pogorszenie się stanu chorych 
prowadzące naw et do śmierci. Co więcej, w niektórych przypadkach po­
nowny przeszczep okazywał się nieskuteczny [17, 38], a w około 10'% 
przypadków u biorców przeszczepów KNLG rozwinęły się B-immuno- 
blastyczne chłoniaki [7].
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KOMUNIKAT

Druga Ogólnopolska Konferencja Biologii Komórki 
odbędzie się w Warszawie w dniach 18-20 września 1985 r.

Program Konferencji będzie obejmował referaty plenarne, doniesienia 
plakatowe i dyskusje okrągłego stołu z wszystkich specjalności biologii 
komórki.

Organizatorami Konferencji są: Instytut Biologii Doświadczalnej 
im. M. Nenckiego, prezydium problemu MR.II.l., i Komitet Cytobiologii 
PAN.

Osoby zainteresowane Konferencją proszone są o przesłanie wstęp­
nego zgłoszenia pod adresem:

Leszek Kuźnicki
Instytut im. M. Nenckiego 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

Zgłoszenie powinno zawierać:
1. Imię i nazwisko autora (autorów) plakatu,
2. Adres uczelni (placówki),
3. Tytuł (temat) plakatu.

Osoby, które prześlą wstępne zgłoszenie, otrzymają kolejne komuni­
katy drogą pocztową.
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