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10. BIOLOGIA STARZENIA W SWIETLE METODY

MIKROELEKTROFOREZY WEWNATRZKOMORKOWEJ
— EMN'

Wprowadzenie

Biologia starzenia z punktu widzenie podstawowych badan naukowych jest dzie-
dzina nauki obdarzong mnostwem nie odkrytych jeszcze tajemnic. Wynika to po pierw-
sze z trudnosci natury technicznej jakie napotyka na drodze poznania ztozonosci
i skomplikowania procesdw biologicznych a po drugie z prozaicznej przyczyny, mia-
nowicie agendy rzadowe oraz inni decydenci kontrolujacy podziat pieniedzy na bada-
nia naukowe, czesciej sg skorzy finansowad pewne wybrane gatezie nauk medycz-
nych zajmujacych sie dolegliwoéciami wieku starczego —ktdre relatywnie szybko mozna
przetozy¢ na finansowy zysk — niz dziedziny badan podstawowych zajmujacych sie
poznaniem podstaw procesow starzenia, ktére moga by¢ wysoce efektywne finanso-
wo ale zwykle w dalszej przysztosci. Oczywiscie i na tym polu nauka ma olbrzymie
osiggniecia w poznaniu ziozonosci podstawowych proceséw biologii starzenia. Jed-
nak wiasnie ta ztoZonos¢é procesdw, istnienie wielkiejilosci réznych teorii probujacych
ttumaczy¢ procesy starzenia oraz finansowa kalkulacja kosztow zwigzanych z pozna-
niem mechanizméw starzenia powoduja, ze pomimo duzej atrakcyjnosci naukowe;j
hasta ,aging” wydaje sie, ze problem ten nie jest w petni eksploatowany z punktu
widzenia badan podstawowych (oczywiscie relatywnie ujmujac wszelkie naklady fi-

' Nazwa metody ujetej w tytule to bezposrednie tumaczenie angielskiej nazwy ,intracellu-
lar microelectrophoresis”. Jest to nazwa metody badawczej tozsamej z funkcjonujaca od po-
nad 10 lat metoda badawcza rozwijana w Zakiadzie Biologii Rozwoju Czlowieka Instytutu
Antropologii UAM i blizej znanej jako EMN (Electrophoretical Mobility of Cell Nuclei) — elektro-
foretyczna ruchliwosé jader komarkowych, W literaturze Swiatowej spotykamy sie réwniez
z nazwa ENN (Electronegativity of Nuclei). Zaréwno okreslenie intracellular microelektropho-
resis” jak i rozwiniecie skrotu ENN oddaja biofizyczny charakter zastosowanej metodyki ba-
dawczej oraz charakter zmian jakie wystepuja w procedurze badawczej. Stosowana nato-
miast w Polsce nazwa, skupia sie na opisie zjawiska ,makro” drgajacych jader komdrkowych,
jakie obserwowane jest w trakcie przeprowadzania eksperymentu badawczego.
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nansowe na nauke). Komorki organizmu starszego sg bardziej podatne na dziatanie
réznorodnych czynnikoéw patogennych i innego rodzaju uszkodzenia, jednak mimo
tego wigksze fundusze kieruje sie na poznanie typowych przypadiosci wieku pode-
~ szlego jak: choroby uktadu sercowo-naczyniowego, uktadu nerwowego (choroba Al-
zheimera, Parkinsona), czy zwigkszonego w tym okresie ontogenezy prawdopodo-
bienstwa zachorowania na raka niz na poznanie podstawowych mechanizmow sta-
rzenia sie organizmu, ktdre niewatpliwie moga i wplywajg na czestosé wystapienia
tych dolegliwoséci u ludzi. Doceniam oczywiscie oba problemy badawcze, ktére wza-
jemnie zazebiajgc sie przynosza korzysciw jednym jak i w drugim wskazanym aspek-
cie badan.

Rozne sq metody badan proceséw starzenia organizmu czlowieka, zaréwno
w aspekcie praktycznych zastosowan ich wynikow jak i badan podstawowych. Propo-
zycjg badan procesoéw starzenia moze by¢ metoda ,mikroelektroforezy wewnatrzko-
morkowej” czy tez inaczej metoda EMN (Electrophoretical Mobility of Cell Nuclei) —
elektroforetycznej ruchliwosci jader komorkowych, ktéra prosta w zastosowaniu moze
stac sie narzedziem badawczym w reku auksologa, antropologa czy gerontologa
z punklu widzenia jej zastosowan praktycznych. Mozemy potraktowac owa metode
jako kolejny ,miernik” procesu starzenia i fizjologicznej kondycji cztowieka (dodatko-
wy parametr diagnostyczny) a z drugiej strony metoda ta umozliwia poznanie jednego
z wielu teoretycznych aspektow procesow biologicznego starzenia organizmu czto-
wieka ze wzgledu na zmiany biofizyczne jakim podlegaja badane w eksperymencie
komorki. Tym samym badania w tym zakresie moga w pewnym stopniu poszerzyc
informacje z zakresu podstawowych badar biologicznych mechanizmow starzenia.

Dlaczego metoda EMN?

Celem niniejszego opracowania nie jest naktanianie do odrzucenia dotychczaso-
wych metod powszechnie stosowanych w badaniach antropologicznych, gdyz za po-
mocg tych metod (szczegdinie tradycyjnej antropometrii) antropologia fizyczna radzi
sobie doskonale w poznawaniu niekiedy skomplikowanych problemdw biologii czto-
wieka. Tym bardziej, ze w Polsce istniejg osrodki, ktore stosuja w swoich badaniach
metode EMN. Znane od dawna biofizyczne zjawisko elektroforetycznej mobilnosci
struktur komaérkowych oraz catych komorek jest podstawa wielu dziedzin nauk biolo-
gicznych i moze informowac o biologii badanego organizmu. Umiejetne podejscie do
tej metody badawczej pozwala uzyskac informacje o procesach bioclogicznego starze-
nia sie organizmu czlowieka. Zainteresowani szczegotami zjawiska EMN znajda ob-
szerne informacje w literaturze przedmiotu. Wypada tutaj, krétko przypomnieé, ze
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materiatem badawczym jest tkanka z nabtonka jamy ustnej na podstawie, ktérej oce-
nia sig wartosci wskaznika EMN. Warto$¢ wskaznika EMN to stosunek komérek na-
btonka jamy ustnej z jadrami drgajacymi w polu elektrycznym do komérek nablonka
jamy ustnej, ktérych jadra nie drgajg w polu elektrycznym na 100 komarek obliczo-
nych przez osobe wykonujaca badanie. Zjawisko to charakterystyczne jest dla kazd ej
tkanki zaréwno ludzkiej, zwierzecej jak i roslinnej i charakteryzuje sie specyficznym
przebiegiem w trakcie trwania ontogenezy cziowieka. Wartosci wskaznika EMN ro-
sna w progresywnej fazie ontogenezy, po czym po osiagnieciu pewnego punktu opti-
mum (okoto 17 roku zycia) zaczynaja regularnie spadaé¢. Wartosci wskaznika EMN

korelujg istotnie statystycznie z wiekiem. Przebieg wartosci wskaznika EMN przed-
stawia wykres 1.
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Wykres 1. Ksztattowanie sie $rednich wartos$ci wskaznika EMN w ontogenezie cziowieka. Faza progre-
sywna — badania Makatowskiej 1992. Faza stabilna i inwolucyjna — badania wiasne.

Dlaczego metoda EMN warta jest zainteresowania? Przytoczmy pewien przyktad,
jesli wezmiemy pod uwage trzech osobnikéw o réznym deklarowanym przez nich
wieku kalendarzowym powiedzmy 15, 50 i 75 lat, ktorzy charakteryzuja sie identycz-
nymi podstawowymi parametrami morfologicznymi: masa 60 kg oraz wzrostem 170
cm kazdy i zalézmy, ze mamy tylko pomiary wspomnianych cech morfologicznych
i nic poza tym, nie znamy wieku biologicznego tych oséb a deklarowany fizjologiczny
stan wszystkich trzech os6b nie wzbudza zastrzezen, co wtedy mozemy zrobié cheac
okreslic w wiarygodny sposdb, jaki jest ich wiek biologiczny, w jakigj naprawde sa
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biologicznej kondycji? Jaka jest ich ,jakosé biologiczna"? Oczywiscie mozemy prze-
prowadzi¢ proste badania natury fizjologicznej np. testy wydolnosci fizycznej, czy inne
pomiary parametréw fizjologicznych, mozemy zrobi¢ skomplikowane badania morfo-
logii i biochemii krwi, ale mozemy réwniez zbadaé te osoby przy uzyciu metody EMN.
Niewatpliwie takie badania powiedza nam wiecej o biologii tych osobnikdw, czy
0 stopniu zaawansowania biologicznych proceséw starzenia badanych osobnikow:.
W przypadku testow na wydolnosé lub pomiaréw wysitkowych parametrow fizjolo-
gicznych, mozemy uzyskac juz jakies konkretne wiadomosci, jednak moze to by¢
trudne ze wzgledéw technicznych, badania biochemiczne wiaza sie z inwazyjnym wnik-
nieciem do organizmu, pobraniem krwi i stosunkowo drogimi badaniami laboratoryj-
nymi, chociaz niewatpliwie wyniki tych badan powiedzie¢ nam moga bardzo duzo,
jesli nie wszystko o biologicznej jakosci badanych osobnikéw. Natomiast, co w przy-
padku metody EMN? Otoz w prosty sposéb sterylnymi nozykami hematologicznymi
pobieramy nabtonek z jamy ustnej, metoda jest bezbolesna i nieinwazyjna, nie zmu-
szamy do wysitku, nie podtaczamy skomplikowanej aparatury, w przeciagu 10-15 mi-
nut uzyskujemy wynik. Przy odpowiednim uktadzie odniesienia (normie), dobrej zna-
jomosci technicznej strony procedury badawczej oraz odpowiednio skonstruowane;j
ankiecie uzyskujemy konkretny wynik o biologicznej jakosci badanego organizmu.
Wiedzac, e procesy biologiczne obserwowane na poziomie osobniczym i populacyj-
nym sg odzwierciedleniem tego, co dzieje sie na poziomie komérkowym i tkankowym
uzyskujemy w faki sposéb dodatkowe informacje o biologii starzenia badanych osob-
nikow. Poniewaz wiadomo, ze wskaznik EMN regularmie zmienia swoje wartosci wraz
z wiekiem badanych osobnikéw, mozemy wnioskowac, ze informuje on o procesach
biologicznego starzenia sie organizmu czlowieka, dzieki takiemu podejsciu do zasto-
sowanej metody badawczej wyjasniamy pewne blizej nieokreslone mechanizmy bio-
logicznego starzenia. Osoby bardziej zaawansowane w procesach biologicznego sta-
rzenia charakleryzuja sie nizszymi wartosciami wskaznika EMN niz osoby miodsze
w sensie biologicznym majac na uwadze stabilng i inwolucyjng faze ontogenezy.
W przypadku fazy progresywnej osobnik starszy biologicznie cechuije sie wyzszymi
wartosciami wskaznika EMN w stosunku do osobnikéw miodszych biologicznie, az do
uzyskania punktu przetomowego, optimum wartosci wskaznika EMN wyznaczonego
dla badanej populacji, kiedy to, zaleznosé ta ulega odwroceniu. Inaczej mowiac meto-
da mikroelektroforezy wewnatrzkomoérkowej wraz z wyznaczonym wskaznikiem EMN
jest pewnego rodzaju miernikiem proceséw starzenia. Inny, poznawczy aspekt tej
metody to fakt, ze wskaznik EMN jest czuly na dziatanie réznorodnych czynnikdw
srodowiska zewnetrznego, co jest dodatkowo jego atutem, gdyz odzwierciedla po-
przez swoja zmiennos¢ wpltyw roznych czynnikéw endo i egzogennych oraz czynni-
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kow genetycznych, tym samym odzwierciedla aktualny fizjologiczny stan organizmu
jako wynik wzajemnych interakcji wymienionych czynnikow, W antropologii fizycznej
skupiamy sie na praktycznym widzeniu zjawiska EMN i mozliwosciach aplikacyjnych
te] metody w naukach ontogenetycznych, geriatrycznych czy gerontologicznych. Ze
wzgledu na specyfike badan oraz zaplecze techniczne, jakim dysponuje zazwyczaj
laboratorium antropologa nie mozemy badaé biofizycznych wiasciwosci komaorek pod
katem poznania podioza biologicznych mechanizméw rzadzacych tym zjawiskiem,
ktore wydajg sie niezwykle interesujace majac na uwadze badania podstawowe.

Inny ciekawy aspekt poznawczy, z jakim sie spotykamy podczas stosowania me-
tody EMN w badaniach biologii cztowieka a w szczegélnosci w badaniach ontogenezy
cztowieka, jest fakt regularnosci zmian warto$ci wskaznika EMN w ontogenezie. Otoz
bez wzgledu na populacje, ktéra badamy zaréwno ze wzgledu na srodowisko i styl
zycia oraz zroznicowanie etniczne i genetyczne, wskaznik zawsze zachowuije sie po-
dobnie, jezeli chodzi o tendencje jego zmian w przebiegu ontogenezy. Jedynie po-
ziom realizacji tego wskaznika w ontogenezie moze by¢ inny ze wzgledu na specyfike
Srodowiska, w jakim badana populacje zyje. W kazdej badanej populacji w fazie pro-
gresywnej, wskaznik EMN rosnie a po uzyskaniu swojego optimum — dojrzafosci wy-
znaczonej tym wskaznikiem — nastepuje sukcesywny spadek jego wartosci. Reasu-
mujac powyzsze fakty mozna powiedzie¢, ze prezentowana metoda badawcza po-
zwala uchwyci¢ punkt, w ktérym nastepuje najprawdopodobniej przyspieszenie pro-
ceséw biologicznego starzenia. Obserwujac wykres 1 widzimy wyrazng tendencja
spadkowa omawianego wskaznika, czego nie obserwujemy tak wyraznie w przypad-
ku wysokosci ciata a zdecydowanie nie zaobserwujemy w przypadku masy ciata, gdyz
jak wiemy ten parametr ulega zazwyczaj wzrostowi wraz z wiekiem Ilub ma charakter
zmian fluktuacyjnych w zaleznosci od pici. Kierunek zmian wskaznika EMN jestzgod-
ny z kierunkiem zmian zachodzacych w trakcie catej ontogenezy, wskaznik EMN po-
zwala wykazac, ze mimo, iz faza stabilna i inwolucyjna istniejg to i tak od uzyskania
dojrzatosci biologicznej ,organizm zaczyna sie starzed” inaczej mowigc wskaznik EMN
odzwierciedla tzw. ,stopien zuzycia biologicznego organizmu” w tej fazie ontogenezy.
llustruja te zjawiska przecietne wartosci wskaznika EMN w stabilnej i inwolucyjnej
fazie ontogenezy przedstawione na wykresie 2.

Wskaznik EMN wykazuje w cdréznieniu od cech morfologicznych stata ukierunko-
wana zmiane wraz z wiekiem wartosci przecietnych. Wskaznik EMN jest taka wiasci-
woscig organizmu, takim sposobem opisu procesow ontogenetycznych, ktéry odzwier-
ciedla ,biologiczna jako$é organizmu”, ktdra ulega zmianie regularnie z wiekiem, zas
wyrazny kierunek zmian odzwierciedla ,fazowosé” ontogenezy wraz z jej biologiczna
jakoscia. Wspomniana ,fazowo$é” jest jak wiemy wiasciwoscig zdobyta na drodze.
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Wykres 2. Ksztaltowanie sie érednich wartosci wskaznika EMN w stabilngj i inwolucyjnej fazie ontogene-
zy — badania wilasne.

przemian filogenetycznych a uzyskane na tej drodze charakterystyczne fazy w rozwo-
ju ontogenetycznych sa specyficzng wiasciwoscig kazdego gatunku biologicznego.
Metoda EMN pozwala uchwycic ta fazowos¢ w sposéb jasny i oczywisty wskazujac
na biologiczny fakt rozpoczecia proceséw biologicznego starzenia. W przypadku, kie-
dy wypadkowa witasciwosci fizjologicznych, morfologicznych, biochemicznych organi-
zmu wskazywataby na stabilizacje w rozwoju biologicznym, ksztattowanie wskaznika
EMN w tej fazie ontogenezy wyraznie pokazuije, ze jest to pozorna, wzgledna stabili-
zacja ze wzgledu na wszystkie skomplikowane procesy biologiczne zachodzace
w organizmie, rowniez te bezposrednio zwiazane z pogorszeniem biologicznej jako-
sci tego organizmu, czyli starzeniem.

Co wihasciwie bada wskaznik EMN?

Pytanie, ktore bardzo czesto stawiane jest w aspekcie badan prowadzonych za
pomoca metody mikroelektroforezy wewnatrzkomaorkowej przy wyznaczaniu wartosci
wskaznika EMN. Oczywiscie mozemy sobie postawié réwniez inne pytanie, co bada,
0 czym mowi nam masa ciata, wysokosé ciata czy inny parametr morfologiczny, fizjo-
logiczny itp. Oczywiscie zaréwno wskaznik EMN jak i cechy morfologiczne czy inne
wskazniki oceny stanu biologicznego organizmu mowig o tym samym, a mianowicie
mowig o tym, co dzieje sie z punkiu widzenia biologii na poziomie tkanek czy komé-
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rek. Obserwowane i mierzone cechy w kazdym przypadku sg produktem determinacji
genetycznej, ekspres;ji okreslonych genow w okreslonym czasie oraz wszelkich me-
tabolicznych interakcji ich produktéw z czynnikami Srodowiska zewnetrznego. W kaz-
dym badanym momencie czasowym zachodzg okreslone procesy metaboliczne
w komorkach naszego organizmu, ktérych odbiciem sg parametry wybranych do ba-
dan cech. Wydaje sie, ze w sposdb bardziej bezposredni opisywane zjawiska od-
zwierciedla metoda EMN, z prostej przyczyny, procedura badawcza skupia sie na
obserwacji komérek ludzkich, badajac ich biofizyczne wiasciwosci, ktdre sg bezpo-
srednim odzwierciedleniem ich biologii w organizmie.

Zjawisko EMN podobnie jak wiele innych zjawisk biologicznych nie ma jasno
przypisanych mechanizméw je wyjasniajacych, najogolniej mowiac wiemy z cata pew-
noscia, ze zjawisko EMN odzwierciedla i to na pewno zmiennosé wewnatrz osobni-
czg, zmiennosc migdzy osobniczag a w sensie populacyjnym odzwierciedla fazowosé
ontogenezy jako funkcje czasu zgodnie z procesami metabolicznymi i fizjologicznym
stanem organizmu. Wiemy, iz istnieje proces biologicznego starzenia i jak wiemy wie-
le jest teorii i hipotez prébujacych wyjasnic te procesy w aspekcie biologicznym na
poziomie komorkowym, osobniczym czy populacyjnym, ale nikt nie wie dokfadnie,
jaki jest jeden okreslony mechanizm tych zmian, gdyz sam proces jest wieloaspekto-
wy i bardzo ztozony, naukowcy z kazdym wrecz dniem przescigajg sie w publikowaniu
teorii i przyczyn wyjasniajacych ten proces, ale ciagle nie sg pewni, ze to wtasnie oni
maja racje, gdyz ciagle pojawiaja sie nowe odkrycia w tej dziedzinie. Otéz sam me-
chanizm zmian z wiekiem wskaznika EMN nie jest doktadnie okreslony, ale mozna
przypuszczac, ze jest zwiazany w pierwszym rzedzie ze zmiana stosunku anionéw do
kationow na aktywnej elektroforetycznie otoczce jadrowej (przypomnijmy, ze badane
komorki umieszcza sie w polu elektrycznym a komorki natadowane ujemnie wedruja
do dodatniej anody — anadoforeza). Wraz ze starzeniem sie komorek dochodzi do
zmniejszenia sie liczby fosfolipidéw wehodzacych w sktad blon biologicznych, co przy-
czynia sie do zmniejszenia ich selektywnej przepuszczalnosci a to ma zwiazek ze
sktadem jonéw w $rodowisku wszystkich organelli komérki. Moze to by€ réwniez wy-
nik spadku w sktadzie ujemnie natadowanych biatek oraz wynik kondensacji chroma-
tyny. Znany jest fakt, ze kondensacja chromatyny wzrasta z wiekiem [Kanungo 1980],
to moze sie wigzac ze spadkiem ogélnego tadunku elekirycznego struktur wchodza-
cych w sktad chromatyny. Ten fakt zwigzku stopnia kondensacji chromatyny a elek-
trycznym tadunkiem jest znany od dawna. Redukcja tadunku elektrycznego jader ko-
morkowych indukuje spadek ich genetycznej aktywnosci. Spadek tadunku elektrycz-
nego jader jest natomiast najprawdopodobniej wynikiem silniejszego zwiazania DNA
z biatkami, co niejako neutralizuje tadunek DNA. Wzmocnienie takich wigzan z wie-
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kiem opisano u szczuréw. Tak, wiec zmniejszenie sie warto$ci wskaznika EMN z wie-
kiem moze by¢ zwigzane ze wzmocnieniem ,zakotwiczenia” jader w komorce jako
wynik usztywnienia sie cytoszkieletu komorki. Stwierdzono w przypadku jadra [Ma-
ekawa 1967], ze wzrost gestoscifadunku na jego otoczce odpowiada doktadnie okre-
sowi replikacji DNA i w konsekwencji wzrostowi aktywnego metabolizmu zwiazanego
z synteza RNA i biatek. Ma to oczywiscie swoje odbicie we wlasciwosciach powierzchni
btony cytoplazmatycznej komorki z uwagi na tacznosc bion cytoplazmatycznych ko-
morki z blonami plazmatycznymi otaczajacymi jadra. Badania [Kishimoto, Libermana
1965] wydaja sie potwierdzi¢, zwiazek z intensywnymi procesami metabolicznymi (re-
plikacja DNA) a wtasciwosciami bion jadrowych i tym samym z elektroforetyczna ru-
chliwoscig. Obserwuje sie wzrost elektroforetycznej ruchliwosci komaorek i jader ko-
morkowych hepatocytéw w regenerujacych sie komérkach szczurzych czy tez spa-
dek elektroforetycznej ruchliwosci hepatocylow wraz z trwaniem ontogenezy u sta-
rzejacych sie szczurdw, co mozna bezposrednio wiazaé z procesami aktywnosci trans-
krypcyjnej DNA w jadrze [Kishimoto, Libermana 1965, Maekawa 1967].

Ze wzgledu na tematyke zagadnienia, jakim jest, biologia starzenia czlowieka” nie
Sposob tutaj opisac wszystkich aspektow badan zwigzanych z zastosowaniami meto-
dy EMN. W tym opracowaniu zasygnalizowano i wskazano tylko na te aspekty badan
i te mechanizmy wyjasniajace zjawisko EMN, ktére bezposrednio dotykaja tematu
»Starzenie”. Oczywiscie znane sa prace | badanie naukowe, ktdre wyjasniaja zjawisko
EMN pod innym katem, ujmuja problematyke badawczg nie tylko w aspekcie badan
ontogenetycznych, ale rowniez, w aspekcie nauk medycznych, kultury fizycznej oraz
badan biofizycznych i cytologicznych. W tych dziedzinach poprzez zastosowanie me-
tody mikroelektroforezy wewnatrzkomorkowej badane sa aspekty zmian elektrofore-
tycznej ruchliwosci jader komérkowych pod wptywem okreslonego wysitku fizyczne-
go, zazywanie okreslonych specyfikow czy promieniowania o okreslonej diugosci fali.
Ponizej zamieszczono wybrane pozycje bibliograficzne, ktore przyblizajg tematyke
i zakres zastosowan metody EMN w badaniach naukowych.
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