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Electronomicroscopic Studies of Fibroblasts in the Process of Agzing of Tissue Culture

Fischer (1946) oraz de Robertis i wsp. (1969) omawiajac proces starzenia si¢ komorek
w hodowli tkankowej zwrocili uwage na czynniki endogenne, a przede wszystkim egzogenne, ktore
odgrywaja wazna, a nawet zasadnicza rol¢ w wywolaniu i przebiegu calego procesu. Autorzy
ci podkreslili takze, ze starzeniu si¢ komorki towarzyszy starzenie sie jej srodowiska zewngtrznego.
w ktérym postepujacy brak substancji odzywczych i nagromadzanie si¢ produktéow metabolizmu
prowadzi w konicowym etapie do katabiozy, a wigc do nieodwracalnego ustania zjawisk Zyciowych,
Podobnie uwazali migdzy innymi: Bickley, Harmon (1965), Honjo, Ichio (1968), Ketz,
Hans-Albrecht (1965) i Kohn, Roy (1965).

Analiza omawianych czynnikéw prowadzona na hodowlach tkankowych przy uzyciu wspoiczes-
nych metod biochemicznych, cytochemicznych, interferometrycznych, refraktometrycznych i auto-
radiograficznych w ostatnich latach zostala uzupelniona badaniami w mikroskopie elektronowym
przez Cohena (1961), Fortaka i wsp. (1968), Kochhnara (1968), Levinthala (1968) i innych.
Poddano wigc obserwacjom zachowanie si¢ blony komodrkowej, jadra, jaderka i organelli w jedno
i kilkudniowych hodowlach, zwracajac szczegdlng uwage na postepujace zaburzenia w przemianie
materii.

Mimo szczegdtowych badan nie udato si¢ dotychczas przeprowadzi¢ dokladnej granicy migdzy
cytofizjologia starzenia sie¢ hodowli a cytopatologia tego procesu, stad tez zagadnienia czynnikow
wzmagajacych lub hamujacych przejawy zyciowe komorki sg zagadnieniami otwartymi i wymagaja
dalszych badan. W badaniach naszych postanowiono przeanalizowaé¢ w mikroskopie elektronowym
zachowanie si¢ fibroblastow w hodowli tkankowej na starzejagcym sig podtozu.

MATERIAL. I METODY BADAN

Trypsynizowane fibroblasty mysie szczepu L otrzymane z Zaktadu Wirusologii Instytutu Wete-
rynarii w Pulawach byly namnazane w butelkach Legroux i zawieszone w pozywce zawierajacej
plyn Parkera Hanksa (w stosunku 1:1) z dodatkiem 10% surowicy cielecej. Komoér i hodowano przez
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24, 48, 72, 95, 120, 144 godzin nie zmieniajac srodowiska. Sredniz inoculum uzytej do badan hodowli
wynosito okoto 100 tys. komoérek zawieszonych w 1 ml pozywki. Do badan w mikroskopie elektro-
nowym wykorzystano zmodyfikowana metod¢ oparta na technice Raynoldsa (1964). Komorki
otrzymane w réznym stadium wzrostu zdejmowano bagietka szklana, przenoszono do proboéwek,
wirowano przy 1000 obrotéw/l min. w ciagu 5 min. i utrwalano w roztworze czterotienku osmu
zbuforowanym w buforze fosforanowym do pH 7,2, a po 2 godzinach dotrwalano przez 10 min.
w 194 roztworze KMnOy4 z dodatkiem buforu fosforanowego o pH 7,2. Nastegpnie przemywano
roztworem Ringera przez 15 minut. Komorki odwadniano w acetonie o wzrastajgcym stgzeniu
i zatapiano w westopalu. Skrawki grubosci ca 600A otrzymywane w mikrotomie Porter-Blum
umieszczano na siateczkach miedzianych pokrytych blona z formwaru (0,89 formwaru w chlorku
etylenu). Dla otrzymania kontrastu barwiono skrawki 8% octanem uranylu w 0,5%; kwasie octowym
przez 30 min., nastepnie ptukano, suszono i ponownie barwiono cytrynianem otowiu. Zdjecia wyko-
nano w mikroskopie elektronowym L. Philipsa E. M.-100, na materiale negatywowym Orwo Elek-
tronenplaten.

BADANIA WLASNE

Fibroblasty hodowli jednodniowej (24 godz.)

W hodowli jednodniowej komdrki mialy ksztalt okragly lub owalny. Posiadaly
blong plazmatyczna z licznymi wypustkami oraz tubularnymi i wakuolarnymi
wglebieniami (ryc. 1 ,2). Jadro bylo zwykle okragle, otoczone porowata podwojna
btona, podobnie jak w innych komdrkach (ryc. 1). Ziarna chromatynowe gromadzily
siec w wigkszych lub mniejszych skupieniach kariosomalnych przy wewnetrznej
powierzchni blony jadrowej. Najczesciej spotykato sie jedno lub dwa jaderka, wy-
kazujace duza zmienno$¢ rozmiaréw. W tej samej komorce réznily sie one ksztattem,
wielkoscia, oraz gestoscia elektronowa. Mitochondria ksztaltu paleczkowatego,
zawieraly liczne, prostopadle do dtugiej osi grzebienie mitochondrialne. Rozmie-
szczone one byly w calej cytoplazmie ze szczegdlnym nagromadzeniem w okolicy
jadra (ryc. 1, 2). Spotykato sie takze przestrzenie endoplazmatyczne otoczone btlo-
nami szorstkimi (ryc. 2). Rybosomy i polirybosomy rozproszone byly po calej
cytoplazmie (ryc. I, 2). Cytoplazma zawierala wakuole elektronowo jasne réznej
wielkos$ci, w ktérych obserwowato si¢ nieliczne pecherzyki (ryc. 2).

Fibroblasty hodowli dwudniowej (48 godz).

Komérki z hodowli dwudniowej nie zmienity ksztattu, jedynie wypustki proto-
plazmatyczne wydtuzyly si¢ nitkowato i wzmdgt si¢ proces pinocytozy, o czym $wiadczy
duza liczba pecherzykdw wakuoli pinocytotycznych (ryc. 3, 4) umiejscowionych —
jedne pod powierzchnia zewnetrzna (drobne), a inne rozrzucone po calej cytoplazmie
(duze), otoczone cienka blona. U wiekszosci komoérek struktury jadra i jaderka
podobne byty do opisanych w populacji jednodniowej (ryc. 4). W mitochondriach
ksztaltu owalnego lub okraglego gesta elektronowo macierz kryla duza liczbg grzebie-
ni (ryc. 4). Rybosomy i polirybosomy jedne byly rozsiane po cytoplazmie (ryc. 4),
inne nalezaly do alfa cytomembran szorstkich, otaczajacych przestrzenie endoplaz-
matyczne (ryc. 4). Najwiccej rybosoméw wolnych znajdowalo sie dookotla jadra,
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dzieki czemu gesto$¢ elektronowa stref sasiadujacych byla duza (ryc. 4). Obok
wakuoli elektronowo jasnych bezstrukturalnych znajdowaly si¢ fagosomy wy-
pelnione elementami ziarnistymi réznej gestosci elektronowej (ryc. 4).

Fibroblasty hodowli trzydniowej (72 godz.)

W trzecim dniu hodowli cytoplazma fibroblastéw tracita wakuole elektronowo
przejrzyste na korzy$¢ wzrastajacej liczby cialek wielopecherzykowych (ryc. 6).
Nastapit duzy spadek gestosci elektronowej jadra komérkowego (ryc. 5, 6). Roz-
proszona chromatyna grupowala si¢ w srodkowej i zewngtrznej czesci jadra (ryc. 5).
W niektérych komodrkach obserwowalo si¢ zanik struktur jaderkowych (ryc. 5, 6).
W $rodkowej czgéci cytoplazmy grupowaly sie mitochondria o zmienionych ksztal-
tach. Obok mitochondrii opisanych w drugim dniu hodowli, spotykalo sie geste
duze i wydiluzone formy (ryc. 5, 6). Widoczne byly grzebienie mitochondrialne
przebiegajace prostopadle, uko$nie lub podtuznie do diugiej osi (ryc. 5, 6). Zwracaty
uwage liczne struktury Golgiego o typowej budowie obserwowane w strefie przy-
jadrowej i w srodkowej czgsci cytoplazmy (ryc. 5). Utworzone one byly z kilku lub
kilkunastu gtadkich blon ulozonych zawsze réownolegle wzgledem siebie i z licznych
pecherzykdw réznej wielkosci. Kanaly retikulum endoplazmatycznego o szorst-
kich btonach byly dobrze widoczne, umiejscowione przewaznie na obwodzie ko-
morki i takze w okolicy jadra (ryc. 6). Zmniejszyla sig¢ liczba wolnych rybosomow
rozrzuconych po calej cytoplazmie (ryc. 6). W trzecim dniu hodowli zauwazalo sie
juz brak wakuoli elektronowo jasnych i wglebienl pinocytotycznych (ryc. 5). Zwracaly
réwniez uwage tzw. pinosomy, ktére powstawaly przez wnikanie do wakuoli i obec-
nos$¢ w nich elektronowo jasnych pecherzykow (ryc. 6).

W bliskim sasiedztwie, a niejednokrotnie w bezposrednim zwiazku z pinosoma-
mi wida¢ bylo wakuole elektronowo geste otoczone wyrazna blona (ryc. 6). Byly
to fagosomy, ktére — jak sie przypuszcza — w pdzniejszym stadium przechodza
w ciatka geste (widoczne na ryc. 6) w postaci twordow otoczonych blong. Cialka
geste czesto obserwowalo si¢ w bezposrednim sasiedztwie wakuoli fagocytotycznych
(ryc. 6), ktoére zawieraly albo cialka geste, albo drobne ziarnistosci (ryc. 6).

Fibroblasty hodowli czterodniowej (96 godz.)

W malo zréznicowanej cytoplazmie komérek w czwartym dniu hodowli spotyka-
lo si¢ nieliczne elementy wewnatrzkomérkowe najczesciej skupione na jednym
biegunie komérki i otoczone szorstkimi blonami (ryc. 7, 8). Blona komdrkowa
miala nieliczne kopulkowate i palczaste mikrowypustki protoplazmatyczne (ryc. 7).
W jednych komodrkach jadro zawieralo rozproszone ziarna chromatynowe (ryc. 7),
w innych chromatyna byla gléwnie zgromadzona przy blonie jadrowej (ryc. 8).
U wigkszosci komoérek obserwowalo si¢ zanik struktur jaderkowych (ryc. 7). Za-
okraglone mitochondria o zageszczonej strukturze znajdowaly si¢ na jednym
biegunie komorki (ryc. 7, 8). Struktury Golgiego byly nadal dobrze rozwinigte z
z widocznymi blaszkami i pecherzykami opisanymi w trzecim dniu hodowli (ryc. 9).
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Zwigkszyla sie liczba blon siatki endoplazmatycznej (ryc. 7, 8). Na blonach retiku-
lum endoplazmatycznego widoczne byly rybosomy, bylo ich jednak znacznie mniej
niz w trzecim dniu hodowli (ryc. 7, 8). Zmniejszona byla takze liczba wolnych ryboso-
mow rozrzuconych po calej cytoplazmie (ryc. 9). Mikropinocytoza prawie zupelnie
ustata. Spotykato sie¢ niewiele komdrek majacych jeszcze od kilku do kilkunastu
pecherzykéw mikropinocytotycznych umiejscowionych przy blonie komodrkowej
(ryc. 7). Tylko w niewielkiej liczbie komérek zauwazono wzrost wakuoli pinocyto-
tycznych grupujacych si¢ najczesciej w okolicy struktur Golgiego (ryc. 9), przewaz-
nie jednak obserwowalo si¢ komodrki o bardzo matej liczbie wakuoli. W komérkach
w czwartym dniu hodowli zaobserwowano liczne ciatka geste (ryc. 8, 9). Najczesciej
znajdowaly si¢ w okolicy struktur Golgiego (ryc. 9). We wnetrzu cialek gestych
widoczna byla duza liczba ziarnistosci elektronowo gestych (ryc. 8, 9).

Fibroblasty hodowli pieciodniowej (120 godz.)

Fibroblasty obserwowane w piatym dniu hodowli zawieraly elementy wewnatrz-
komorkowe zmienione, ktére ulegaly degeneracji (ryc. 10, 11, 12). Prawie catkowicie
zanikla blona komodrkowa, pozostalo jedynie waskie pasmo cytoplazmy otaczajacej
jadro (ryc. 10). Jadro w tych komodrkach utrzymywalo wyrazng, podwdjna blong
jadrowa, w ktdrej widoczne byly szerokie pory i szerokie pecherzykowate rozstepy
pomiedzy btonami zewnetrzna i wewngtrzng (ryc. 11, 12). Obserwowano zaledwie
waskie pasmo chromatyny, umiejscowione przy blonie jadrowej. W Srodkowej
czesci niektorych jader spotykato sie grudki chromatyny (ryc. 10, 11, 12). Nie za-
uwazono mitochondrii, struktur Golgiego, blon siatki endoplazmatycznej, ani
wolnych rybosoméw i polirybosomdw, a wieloksztaltne pecherzyki i wakuole mogly
$wiadczyC o ich specznieniu. Wydaje si¢, ze w tym okresie hodowli nastepuje uplyn-
nienie struktur cytoplazmy lacznie ze zmianami nekrobiotycznymi w karioplazmie
(ryc. 11, 12).

Fibroblasty hodowli szeSciodniowej (144 godz.)

Najczesiciej spotykanym obrazem komérek obserwowanych w széstym dniu
hodowli byly jadra komodrkowe i nieliczne pecherzyki uplynnionej cytoplazmy
(ryc. 14). Nastapit zanik struktury wewnatrzjadrowej. Pozostalo niewielkie pasmo
chromatyny jadrowej grupujacej si¢ przewaznie na krawedzi blony jadrowej. W jadrze
najdiuzej utrzymywata si¢ podwdjna btona jadrowa z duza liczba por. W niektérych
komoérkach widoczne byly jadra zbudowane z mocno zageszczonego zrebu chroma-
tynowego i otoczone resztkami cytoplazmy, ktéra ulegla destrukcji. Byly to jadra
pyknotyczne (rys. 13).

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Pod pojeciem starzenia si¢, zachodzacym w hodowli tkanek moZzna rozumiec
dwa zjawiska, tzw. starzenie si¢ hodowli komdérkowej, wystepujace pod wplywem
nieznanych czynnikéw, i starzenie si¢ komorek zachodzace wskutek wyczerpania
sktadnikéw odzywczych lub nagromadzenia substancji toksycznych w hodowlach,
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w ktorych przez dlugi okres nie zmieniano pozywki [Hanks (1948), Kaplan i innt
(1959), Palmer (1961), Hayflick (1965), Stockwell (1965))]. Ze wzgledu
na wage zagadnienia podjeto przy uzyciu mikroskopu elektronowego probe przesle-
dzenia stopniowych zmian zachodzacych w ustalonej linii fibroblastéw L, pozosta-
wionych w niezmienianej pozywce az do czasu ich catkowitej destrukcji.

Komérki szczepu L w pierwszym dniu hodowli mialy pofaldowana blong
komoérkowa z licznymi wglebieniami i wypustkami protoplazmatycznymi. Znaczne
zwigkszenie sie wglebien blony komdrkowej w drugim dniu hodowli zwiazane bylo
Z intensywna pinocytoza, a tym samym zwiekszeniem systemu wakuolarnego.
Kochhnar (1968) uwaza, ze zwigkszona pinocytoza powoduje wyrazne pofatdo-
wanie blony komorkowej. Komdrki obserwowane po dalszych dniach inkubacji
tracily prawie zupelnie wyrostki protoplazmatyczne i wglebienia btony komoérkowe;j,
ktdra ulegla wygtadzeniu. Komérki pod koniec prowadzonych obserwacji ulegly
lizie 1 mialy uszkodzona, poprzerywana, niec kompletna blong komdrkowa.

W komoérkach obserwowanych w pierwszym dniu inkubacji jadra fibroblastow
szczepu L wykazywaly duza zmienno$¢ morfologiczng w miare starzenia si¢ $rodo-
wiska odzywczego. Wystepowaly zazwyczaj geste elektronowo ziarnistosci kario-
plazmy i wyraZzne jaderko. Jadro do$é czesto posiadato pofaldowana blong jadrowa.
W hodowli komdrek dwudniowych zmniejszyla si¢ nieznacznie gestos¢ elektronowa
jadra. W jaderku nie zauwazono wyraznych zmian. W czasie obserwowania populacji
komorek 3, 4, 5 dniowych nastgpowalo stopniowe zmniejszanie si¢ gestosci elektro-
nowej jadra w calym jego obszarze. Najczesciej pozostawalo waskie pasmo chroma-
tyny gromadzace si¢ na brzegu jadra. Podobne zmiany w jadrze zauwazyli m. in.
Cohen iinni (1961), Levinthal iinni (1968), Kochhnar (1968), oraz Grzycki
i Latalski (1969). Podczas lizy 6 dniowej komdrki najdluzej spoérod wszystkich
elementéw komdrkowych utrzymywala sie blona jadrowa.

Mitochondria fibroblastow szczepu L wyrdznialy si¢ duza zmiennoscia wielkosct,
ksztaltu i liczby w miarg wzrostu hodowli, przy czym najwigksze ich wystgpowanie
dato si¢ zauwazy¢ w hodowli 24 godzinnej. W drugim dniu hodowli mitochondria
zmniejszyly sig liczebnie 1 zmienity ksztalty, co juz wyraznie bylo widoczne po trze-
cim dniu inkubacji, w ktorym spostrzeglo si¢ juz tylko niewielka liczba duzych
mitochondrii. Hayward (1961) uwaza, ze duze mitochondria powstaly przez
rozwinigcie si¢ grzebieni, tak Ze calkowite pole powierzchni wzrasta ze wzrostem
objetosci. Szczegdlnym zjawiskiem w komdrkach w czwartym dniu hodowli bylo
wystgpowanie znikomej liczby mitochondriéw w poblizu szorstkich bton cytoplazma-
tycznych otaczajacych zamkniete obszary cytoplazmy tzw. pola cytosegresomalne.
Biberfeld i wsp. (1966) organelle komérkowe o podobnym uloZzeniu w komdrce
nazwali cytosegresomami. Przypuszcza si¢, ze biegunowe zgrupowanie elementéw
wewnatrzkomoérkowych wskazuje na szybka degeneracje i lize pozostalej czgsci
cytoplazmy w komdérce. Komérki hodowli 5 dniowej zawieraly m. in. pozostatos¢
mitochondrii w postaci zwakuolizowanych twordw, ktére prawdopodobnie na sku-
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tek glodzenia komodrki, niedotlenienia, niedokarmienia, zahamowania przemiany
materil i wchionigecia duzej ilosci wody ulegly specznieniu. W pracach Dempsey
(1956), Matisson i wsp. (1962) zwrocono uwage, ze mitochondria w komoérkach
starzejacych si¢ ulegaja zmianom, a w komorkach starych znikaja i niejednokrotnie
przechodza w ziarnistosci gegste elektronowo. Na podstawie naszych obserwacji
przypuszcza si¢, Ze duza zmienno$¢ morfologiczna mitochondrii wystepujacych
w fibroblastach szczepu L mogla byé spowodowana zaréwno wiekiem hodowli,
jak 1 nagromadzeniem i nie usunigciem ze §rodowiska produktéw przemiany ma-
terii, a takze zakwaszeniem pozywki.

W naszej pracy zwrdcono rowniez uwage na rozmieszczenie mitochondrii w za-
leznosci od wieku hodowli. Zauwazono, ze w miodej hodowli mitochondria byly
zlokalizowane w komorkach bardzo blisko jadra, a w miarg¢ starzenia sie hodowli
migruja w kierunku zewnetrznej czesci cytoplazmy odsuwajac si¢ od jadra. Badania
North (1961) wskazuja na znaczne rdznice w rozmieszczeniu mitochondrii we-
wnatrz komorki tej samej tkanki w réznych stadiach morfogenetycznych. Na pod-
stawie naszych obserwacji uwaza si¢, ze mitochondria w komdrkach linii ciaglej L
sa tworami pleomorficznymi o réznych rozmiarach, ksztalcie, ztozonosci i ggstosci.
Sa one nietrwale, poniewaz ich liczba ulegta duzym zmianom. Istnieje mozliwosé,
ze te organelle wcigz tworza sie i znikaja w pewnych stanach fizjologicznych. Przy-
puszczalnie taczy si¢ to z udzialem ich w cyklicznych procesach metabolicznych.

Wyraznym zjawiskiem wystepujacym w obecnych badaniach byto bardzo duze
powigkszenie struktur Golgiego i1 retikulum endoplazmatycznego w hodowlach
starzejacych sie. Po pierwszym dniu hodowli nie dalo si¢ odrdézini¢ dobrze roz-
winigtego ukladu retikulum endoplazmatycznego i struktur Golgiego. Wzrost
ergastoplazmy nastepowal w drugim dniu, a do najwigkszego rozwoju dochodzilo
w trzecim i w czwartym dniu hodowli. System Golgiego w trzecim i w czwartym
dniu zawieral blaszki i duze wakuole. Przestrzen miedzy blaszkami gamma byta
szeroka o malej elektronowej gestosci. Zwiekszona liczba blon siatki endoplazma-
tycznej byla widoczna szczegdlnie w czwartym dniu hodowli. Najczesciej otaczaly
one nje wielkg liczbe pozostalych w komdrce organelli. W przeciwienstwie do rozwija-
jacego sie kompleksu Golgiego i retikulum endoplazmatycznego w hodowlach
starzejgcych sie, liczba monorybosomow i polirybosoméw malata.

W obecnych badaniach zwrdcono uwage, ze w komdrkach o wyraznie uksztalto-
wanych strukturach Golgiego i blonach retikulum endoplazmatycznego wystgpowaly
w poblizu tych blon dobrze rozwiniete wakuole trawienne zaréwno pinocytotyczne.
jak i fagocytotyczne. Szmidt (1962) spostrzegl, Zze trawienie komdrki wywoluje
zwiekszona czynnos$é systemu wakuolarnego (wakuoli 1 pgcherzykédw) powiazanego
z czynnoscig blon i pecherzykdow Golgiego i siatki endoplazmatycznej. W naszych
badaniach wysuwa si¢ przypuszczenie, ze aparat Golgiego i retikulum endoplazma-
tyczne odgrywaja gldwna role w koricowym etapie trawienia wewnatrzkomorko-
wego. Przemawia za tym fakt, ze zaréwno wakuole fagocytotyczne, jak i rozne
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stadia budowy cialek gestych sa w najblizszym sasiedztwie struktur Golgiego i bion
endoplazmatycznych.

W obecnej pracy zaobserwowano, ze degeneracja komorek w hodowli zwigzana
byla m. in. ze zmianami w aparacie trawiennym komorki. Trawienie wewnatrzko-
moérkowe w komorkach hodowli szczepu L wyrazalo si¢ wystgpowaniem réznych
form lizosomdw, a mianowicie: wakuoli trawiennych, powstalych na drodze pino-
cytozy albo fagocytozy, cialek wielopecherzykowych, cialek gestych 1 tworow za-
wierajacych resztki organelli komdrkowych. Te ostatnie nazwano wakuolami
autofagowymi w hodowlach starych, a opierajac si¢ m. in. na pracy Ericssona
(1968), uwazamy, ze powstaja one w wyniku samotrawienia, albo stanéw zwyrod-
nienia, a takze w tkankach ulegajacych lizie fizjologicznej.

W naszych obserwacjach zauwaZono w pierwszym dniu inkubacji wyrazna
pinocytozg, wzrastajaca w hodowlach drugiego dnia. Pinocytoza malala w trzecim
dniu ustepujac miejsca mikropinocytozie. Na zanik pinocytozy w hodowlach w trze-
cim dniu inkubacji wskazuje niepofaldowana blona komodrkowa, co jest zgodne
z obserwacjami Franceschiniego (1966). Opierajac si¢ na pracach Riedel,
Gross (1968) i Street (1966) przypuszcza sig, ze w naszych badaniach podczas
periodycznego spoczynku pinocytozy trwa wyrazna mikropinocytoza. Mikropino-
cytoza wystgpowala w trzecim i nieznacznie w czwartym dniu hodowli. Zjawisko
to pozwala przypuszczaé, ze komédrki szybko moga przerabia¢ pgcherzyki mikro-
pinocytotyczne zawierajace pozywke i nie powstaja juz wakuole Levisa. Zauwazono
réwniez, Ze pinocytoza zaczyna si¢ natychmiast po poruszeniu hodowli; pozywka,
ktora byla bardziej oddalona, dostaje si¢ na komorki. Zjawianie si¢ wigc duzych
wakuoli pinocytotycznych w czwartym dniu hodowli moze by¢ w ten sposob wytlu-
maczone. Pecherzyki mikropinocytotyczne zbieraja nastgpnie substancje jeszcze
catkowicie nie roztozona i powstaja duze wakuole Levisa, ktore sa poczatkowym
etapem w trawieniu wewnatrzkomoérkowym.

Wysuwane sa rézne hipotezy méwiace o procesie dzialania wakuoli. Opierajac
si¢ na jednej z ostatnich, tzn. na hipotezie Weissenfelsa (1968) i hipotezach jego
poprzednikéow [Essner, Novikoff (1962), Siekevitz, Palade (1960), Caro,
Palade (1964)), uwaza sie, ze dla komoérek szczepu L przy karmieniu hodowli
w sklad pozywki wchodza wolne aminokwasy i przede wszystkim bialko surowicze.
Przed synteza aminokwaséw na biatko wilasciwe komorce, musza byé rozloZzone
biatka surowicy cielecej obce komérce. Wobec tego Weissenfels uwaza, ze proces
ten przebiega wewnatrz komorki. Zbiorniki w ktérych zachodzi to zjawisko sa za-
wsze oddzielone od plazmy blong. Jest to przyczyna stwierdzonego silniejszego
rozwoju struktur Golgiego, ktdéry dostarcza przestrzeni ograniczonych blonami
dla trawienia substratu odzywczego przenikajacego do pecherzykéw pinocytotycz-
nych. Powstaja w ten sposéb stopniowo skupiajace si¢ wakuole w ktérych mikroskop
clektronowy oprécz struktur pecherzykowych zawierajacych pecherzyki mikro-
pinocytotyczne i pecherzyki Golgiego wykazywal geste elektronowo ziarenka,
nazwane przez Harforda (1956) [cyt. z Riedel, Gross (1969)] tworami globoidal-
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nymi, ,,globoid structures”. Wakuole wykazujace tylko budowe pecherzykowa
zwane sa obecnie cytosomami albo jeszcze dokladniej pinosomami [Weissenfels
(1967)]. Nie ulegaja one wyrzuceniu z komérki. Na podstawie dokladnych obserwacji
na glodujacych hodowlach szczepu L przypuszcza sie, ze cytosomy w koncowym
etapie swego istnienia moga ulegaé rozpuszczeniu, tworzy¢ jasne shomogenizowane
elementy albo przechodzi¢ w ciatka geste. W naszej pracy obserwowano brak wys-
tgpowania pinosomoéw w komoérkach w czwartym dniu inkubacji. Pozostaje, moz-
liwos¢, Ze material, z ktorego wywodza si¢ blony pinosoméw powstaje z innego
materialu anizeli wakuole Golgiego, tym bardziej ze w czasie pinocytozy pierwsze
wakuole pinocytotyczne powstaja w poblizu blony cytoplazmatycznej z daleka
od okolicy jadra. Wedlug przypuszczen Riedel, Gross (1969) cytosomy moga
by¢ raczej rozrzuconymi wakuolami Golgiego anizeli rozszerzonymi btonami retiku-
lum endoplazmatycznego. Pecherzyki Golgiego wypelniajace cytosomy moga byé
zaréwno odlaczone od bion retikulum endoplazmatycznego, jak rowniez wyrastaé
z woreczkdw Golgiego (Riedel, Gross, 1969).

W naszej pracy zjawisko fagocytozy zaobserwowano w drugim dniu hodowli
komérek L. W bliskim sasiedztwie jadra dato si¢ zauwazyé wakuole fagocytotyczne.
Szczegdlnie intensywny proces trawienia wewnatrzkomorkowego spostrzezono
w trzecim dniu inkubacgji fibroblastow. W tym wieku hodowli spotykalo si¢ wszyst-
kie etapy trawienia fagocytotycznego. Obserwowano wakuole fagocytotyczne za-
wierajace ciatka geste albo ziarnistosci elektronowo geste, przypuszczalnie koloidal-
ne czastki biatka. Widoczne byly rézne stadia rozwoju fagosomodw, cialek wielo-
pecherzykowych, a takze ciatek g@stycﬁ. Uwaza si¢, ze cialka ggste w komorce
powstaly w wyniku wczesniejszego pojawienia sie wakuoli fagocytotycznych zwa-
nych fagosomami. Obserwowane hodowle w czwartym dniu inkubacji zawieraty
bardzo liczne cialka geste, ktére wystepowaly prawdopodobnie jako koncowy etap
istnienia aparatu fagocytotycznego. Przemawial za tym fakt, Ze w tworach tych
spostrzega si¢ znaczna liczbe wakuoli. Niewielka liczba cialek gestych wystepuja-
cych w trzecim dniu i brak w piatym dniu hodowli wykazuje, ze byly to twory, ktdre
szybko sie tworzyly i réwnie szybko ulegaly zniszczeniu. Gordon i wsp. (1965)
zauwazyli pojawianie si¢ cialek gestych w cztery godziny po rozpoczeciu fagocytozy
1 znaczny spadek liczby tych tworéow w okresie 1-2 godzin w czasie trwania fagocy-
tozy. Opierajac sie na wlasnych obserwacjach mozna uwazaé, ze w czterodniowej
hodowli ciatka geste ulegajace dalszej wakuolizacji stanowia koncowy etap do przej-
§cia w telolizosomy, obserwowane w piatym dniu inkubacji. De Duve (1967),
(1966) i Wolna (1968) uwazaja, ze znaczny wzrost form lizosomalnych wystgpuje
podczas fagocytozy albo podczas samotrawienia. Gordon i wsp. (1965) zauwazyli
7e wystepuja one czgsto w komorkach szczepu L. W niniejszych badaniach przy-
puszcza sie, Ze telolizosomy widoczne sa w hodowlach stacjonarnych obserwowanych
w piatym dniu inkubacji. Aktualny proces wylaniania si¢ ich w hodowlach L musi
nastepowaé bardzo szybko, poniewaz trudno je dostrzec. Dlatego nie jest nie-
spodzianka, ze komdrki hodowli starych obserwowane w piatym dniu inkubacji
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zawieraja liczne twory podobne do wakuoli autofagowych. Podobne wakuole
obserwowali Karwacka (1967), Schuster i inni (1968). Obecnos¢ w hodowlach
pieciodniowych licznych telolizosomow zawierajacych resztki blon, wskazywalo
7e pochodza one z samotrawienia i jednocze$nie dostarczaja dowodéw na wzajem-
ne stosunki migdzy fagocytoza i samotrawieniem. Twory widoczne w piatym dniu
hodowli, zawierajace resztki organelli komérkowych nazwano ogdélnie wakuolami
autofagowymi. W obserwacjach naszych w trawieniu wewnatrzkomdérkowym
w hodowlach szczepu L spotykato si¢ rézne formy lizosoméw. Stopniowe zmiany
morfologiczne w hodowlach starzejgcych si¢ i1 starych pozwolity na ustalenie drogi
strukturalnej ich rozkladu. Ta przypuszczalna droga widoczna jest w chronolo-
gicznej kolejnosci na ryc 1-14 obejmujaca sze$¢ kolejnych dni obserwowanych
w obecnych badaniach. Na podstawie naszych obserwacji trudno powiedzie¢ z cala
pewnoécia czy na uzyskane przez nas wyniki zmian morfologicznych wplywaja
czynniki samotrawienia, stanow zwyrodnienia, czy lizy fizjologicznej ulegajacych
tkanek, czy tez zjawisko to moze by¢ spowodowane wyczerpaniem si¢ sktadnikow
odzywczych pozywki, lub nagromadzeniem substancji toksycznych w hodowlach,
w ktdrych przez dlugi okres nie zmieniano pozywki. By¢ moze, zastosowanie w pod-
lozu pierwiastkéw znakowanych wyjasniloby blizej przyczyne obserwowanych
przez nas zmian.

WNIOSKI

1. Inkubacja fibroblastéow szczepu L w $rodowisku bez odnawiania pozywki
prowadzi do katabiozy spowodowanej przemianami destrukcyjnymi cytoplazmy,
jadra, jaderka i pozostaltych organelli.

2. W trzecim i czwartym dniu hodowli pojawiaja si¢ zmiany degeneracyjne.
W tym okresie w komorkach spostrzegano najwigcej fagosomdw i cialek gestych.

3. W piatym i szostym dniu obserwuje si¢ rozkiad cytoplazmy wyrazajacy sie
obrzekiem i destrukcja mitochondriéw, golgioliza, obrzekiem blony jadrowe;.

4. Struktura jadra wykazuje dluisza niz cytoplazma zywotno$é¢ i odpornosé
na procesy autolityczne.
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Obijasnienia rycin

Ryc. 1. Fibroblast szczepu I. — jednodiiowa hodowla. BM—btona komoérkowa, M-mito-
chondria, Mv-wypustki protoplazmatyczne, N-jadro, Nu-jaderko, V-wakuole elektronowo jasne.
Pow. 12780x

Ryc. 2. Fragment komorki jednodniowei hodowli. M-mitochondria, R-rybosomy, RE-re-
tikulum endoplazmatvczne, P-pinosomy, Pm-pecherzyki mikropinocytotyczne. Pow. 12780x.

Ryc. 3. Fibroblast hodowli 48 godz. BM-blona komérkowa, M-mitochondria, Mv-wypustki
protoplazmatyczne, N-jadro, V-wakuole elektronowo jasne. Fow. 12780x.

Ryc. 4. Fragment komoérki z hodowli 48 godz. M-mitochondria, N-jadro, Nu-jaderko, R-ry-
bosomy, RE-retikulum endoplazmatyczne, Vi-wakuole trawienne. Pow, 36000x.
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Ryc. 5. Czesé komorki utrwalona z hodowli 72 godz. G-struktury Golgiego, M-mitochondria
N-iadro, Vt-wakuole trawienne. Pow. 22320x.

Ryc. 6. Czes¢ komorki z hodowli 72 godz. Db-ciatka ggste, F-fagosomy, M-mitochondria,
N-jadro, P-pinosomy, Pm-pgcherzyki mikropinocytotyczne, R-rybosomy, RE-retikulum endo-
plazmatyczne. Pow. 45000x.

Ryc. 7. Fragmenty dwoch fibroblastow z hodowli 96 godz. CS-pola cytosegresomalne, N-jadro
Pm-pecherzyki mikropinocytotyczne. Pow. 22320x.

Ryc. 8. Fragmenty komoérek hodowli 96 godz. CS-pola cytosegresomalne, Db-cialka geste,
N-jadro. Pow. 27000x.

Ryc. 9. Srodkowe czesci komorki z hodowli 96 godz. Db-cialka geste, G-strukiury Golgiego,
V-wakuole elektronowo jasne. Pow. 22320x.

Ryc. 10. Fibroblast z hodowli 120 godz. N-jadro. Pow. 11160x.

Ryc. 11. Komoérka z hodowli 120 godz. N-jadro, T-telolizosomy. Pow. 12780x.

Ryc. 12. Utrwalona komdrka z 120 godz. hodowli. N-jadro. Pow. 22320x.

Ryc. 13. Komorka z 144 godz. hodowli. Np-jydro pyknotyczne. Pow. 36000x.

Ryec. 14, Komorka utrwalona z hodowli 144 godz. N-jadro. Pow. 45000x.

PE3IOME

Ilpu oMoLIN 3AEKTPOHHOTO MHUKPOCKONA HCCIIEAOBAJIM NPOUECC NMOCTEHEHHBIX
W3MEHEHHUH, NMPOMCXOAILNX B cTabuibHON KynbType ¢ubpobiacroB L, xoTopsle
HaXOIWINCh B TOH CaMOH NMHUTaTeNbHOH cpede 10 NOJIHOM mecTpykuuu. [lns uccne-
MOBAHHI TIPUMEHSUIA TPHUICHHU30BAHHBIE KJIETKH KyJbTyphl ITaMMa L, KOTOpbie
pa3MHoxanuce B OyTbinke Legroux M BhlpammBainuce B kuiakocTsax Ilapkepa
u Xaskca ¢ nobasienueM 109, ceiBopoTku Tessat. Iocue 1, 2, 3, 4, 5 1 6 nusl HHKY-
Hauuu KyJIbpTypy 3akpenuiiu B pacrsope OsO;, HOTOM NpOMBUIH B pacTBope Punrepa
U 3aJIJIH BECTONAJIOM.

ITo mepe crapeHus KyJbTypbl pubpobiacTtoB L mpoHcXxoAsT OCHOBHBIE H3Me-
HEHUs, KOTOpble NMPHBOAAT K KaTabuo3y KJIETKH, BHI3BAHHOMY NECTPYKLUHOHHBIMH
H3MEHEHHSMHM LHTOMIA3MbI, SApA, SAPLILIKA M OCTANBHBIX BHYTPHKIJIET OYHBIX
orpaHoB. Ha 3 u 4 neHp pa3BeleHMs 3aMeTHJIM OoJipllle Bcero (arocoMoB H ry-
cThix Testen. Ha 5 m 6 nmeHs HaOurroganu pacnall HHTOILTA3MBbI, BHIDAXKAIOLIANHCS B
OTeKe U JEeCTPYKLHM MUTOXOHApPHH, cucTeMbl I'obri, oTeke snepHO 000 JI0YKH.
CrpykTypa sipa obnanayia Golice JITMTENbHON XU3HECIIOCOGHOCTHI0O U UMM YHHTE-
TOM IIPOTHB NPOLECCOB ayTONH3a, YeM IUTOIUIa3Ma.

.

SUMMARY

Fibroblasts of an established L line, which were left in unchanged culture medium
up to complete destruction, were studied under an electron microscope in the course
of changes. For examinations there were used the trypsinized cells of L line, which
were cultured in Legroux flasks in Parker’s fluid and Hanks solution (1:1) with
addition of 109 of calf serum. After 1, 2, 3, 4, 5 and 6 days of incubation the
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cultures were fixed in osmium tetraoxide solution, then rinsed with Ringer’s solution,

and embedded in vestopal.

In the course of culture ageing there occurred destructive changes in the cyto-
plasm, nucleus, nucleolus and organelles, which led to the catabiosis of a cell. The
largest number of phagosomes and dense bodies was noted on the third and fourth
day of culture. During the fifth and sixth day of culture the swelling and disin-
tegration of mitochondria, disintegration of Golgi apparatus as well as swelling
of the nuclear membrane were observed. The nuclear structures were most resistant

to autolytic processes.
EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Fibroblast of the L line after one day of culture. BM —- cell memnbrane, M — mitochon-
dria, Mv — protoplasmic microvilli, N — nucleus, Nu — nucleolus, V — electron bright vacu-
oles. Magn. 12,780x.

Fig. 2. Fragment of a cell after one day of culture. M — mitochondria, R — ribosomes, RE —
endoplasmic reticulum, P — pinosomes, Pm — micropinocytotic vesicles. Magn. 12,780x.

Fig. 3. Fibroblast after 48 hours of culture. BM — cell membrane, M — mitochondria, Mv —
protoplasmic microvilli, M — nucleus, V — electron bright vacucles. Magn. 12,780x.

Fig. 4. Fragment of a cell after 48 hours of culture. M — mitochondria, N — nucleus, Nu —
nucleolus, R — ribosomes, RE — endoplasmic reticulum, Vt — digestive vacuoles. Magn. 36,000x.

Fig. 5. Part of a cell fixed after 72 hours of culture. G — Golgi structures, M — mitochondria,
N — nucleus, Vt - digestive vacuoles. Magn. 22,320x.

Fig. 6. Port of a cell after 72 hours of culture. Db — dense bodies. F — phagosomes, M —
mitochondria, N — nucleus, P — pinosomes, Pm — micropinocytotic vesicles, R — ribosomes,
RE — endoplasmic reticulum. Magn. 45,000x.

Fig. 7. Fragments of two fitroblasts afier 96 hours of culture. CS — fields of cytosegresomes,
N — nucleus, Pm — micropinocytotic vesicles. Magn. 22,320x.

Fig. 8. Fragments of cells after 96 hours of culture. CS — fields of cytosegresomes, Db --dense
bodies, N — nucleus. Magn. 27,000x.

Fig. 9. Central part of the cell after 96 hours of culiure. Db — dense bodies, G — Golgi
structures, V — electron bright vacuoles. Magn. 22,320x.

Fig. 10. Fibroblast after 120 hours of culture. N — nucleus. Magn. 11,160x.

Fig. 11. A cell after 120 hours of culture. N — nucleus, T — thelolysosomes. Magn. 12,780x.

Fig. 12. A fixed cell after 120 hours of cuiture. N — nucleus. Magn. 22,320x.

Fig. 13. A cell after 144 hours of culture. Np — pyknotic nucleus. Magn. 36,000x.

Fig. 14. A fixed cell after 144 hours of culture. N — nucleus. Magn. 45,000x.
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