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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 4, NR 2, 1977 (91-118)

PERSPEKTYWY CYTOCIIEMII MIKROSKOPOWEJ
P. van DUIJN

Zakład Histochemii Cytochernii, Wydział Medyczny, Uniwersytet w Leiden, 
Holandia

Streszczenie. Przegląd ten jest poświęcony głównie ocenie stanu cytochernii mikro 
skopowej, dyscyplinie mającej na celu lokalizację i ilościowe badania procesów7 
molekularnych w komórkach. Przedyskutowano w nim, z punktu widzenia histo
rycznego i metodologicznego, stosunek cytochernii do ultramikrochemii oraz w7 szer
szym zakresie — do biochemii i biologii komórki. Opisano osiągnięcia ostatnich lat
w zakresie ilościowych technik cytofizycznych, takich jak automatyzowana cyto-
fotomeiria mikroskopami połączonymi z kamerą telewizyjną i stolikiem skanującym
oraz konstruowanie szybkich przepływowych cytometrów7 i perspektywy analitycznej 
mikroskopii elektronowej. Wiele miejsca poświęcono nowym kierunkom badań, 
które umacniają analityczne podstawy barwnych reakcji cytochemicznych. Roz
szerzają one potencjalne możliwości wykorzystania instrumentów cytolizycznych do 
badania naturalnych parametrów komórkowych. Wypracowano również specjalne 
procedury barwienia substancji modelowych wbudowanych do podłoży nośnikowych. 
Podkreślono duże znaczenie tych procedur i ich potencjalne możliwości dla badania
podstaw mikroskopowych reakcji barwienia i dla kalibracji tych reakcji. W bio
chemii obserwuje się równoległy rozwój teorii i praktycznych metod chemii, w któ
rej wykorzystuje się podłoża nośnikowe. Wzajemne powiązania można zauważyć 
między mikroskopową cytochemią i zbliżonymi zagadnieniami, jak kontrolowana
fragmentacja komórek i metody mikroanalizy pojedynczych komórek.

WSTĘPHistochemia i cytochemią jest dyscypliną, którą można definiowaćzarówno w szerokim, jak i węższym sensie. W szerszym, metodycznym kontekście, definiować ją można jako dyscyplinę łączącą wszystkie metody służące próbom powiązania procesów molekularnych w żywym organizmie z poszczególnymi komórkami i organellami komórkowymi.W tym sensie można ją uważać za część biochemii, lecz można ją także uważać za punkt końcowy strukturalnej analizy organizmu, Topo(bio)-'
1 — Postępy Biol. Kom. 2/77
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92 P. VAN DVIJNchemia, na przykład, byłaby bardziej odpowiednią nazwą dla całej tej dziedziny, lecz z wyjątkiem podtytułu czasopisma — Acta histochemica,Zeitschrift fur histologische Topochemie — nie uzyskała ona popular* ności. To samo odnosi się do nazwy cytologia molekularna, która również dobrze charakteryzuje tę dziedzinę [51].Trzy drogi mogą prowadzić do tego rodzaju strukturalnej i molekularnej analizy organizmu, a mianowicie: zamierzona fragmentacja komórek i tkanek z następowym odwirowywaniem, ultramikrochemia pojedynczych komórek z małych fragmentów tkanek oraz cytochemia mikroskopowa (rys. 1). Rozgraniczenie tych różnych podejść metodycznych
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Rys. 1. Histochemia i cytochemia definiowane według ich 
szym metodycznym ujęciu

celów i widziane w szer-

skierowanych do tego samego celu — lokalizacji procesów molekularnych w powiązaniu ze strukturą — podyktowane zostało ich rozwojem historycznym. Metoda fragmentacji, chociaż należąca do tej samej kategorii, praktycznie uważana jest za część biochemii. Cytochemia mikroskopowa (lufo histochemia) jest dobrze zdefiniowaną dziedziną, w której morfologiczna obserwacja mikroskopowa połączona jest z reakcją chemiczną in situ i cytofizycznymi metodami pomiaru. W odniesieniu do dwóch innych kierunków nie uzgodniono jeszcze nazw. Ultramikrometo-
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P E R S P E K T Y W Y  CYTOCHEMII M IK R O SK O PO W E J 93

dy zwane są niekiedy histochemią ilościową, co metodom barwienia 
mikroskopowego implikuje wstydliwą nazwę metod jakościowych. Czę
stokroć również wstępne człony ,,histo” i „cyto” stosowane są arbitral
nie. Jest to niezrozumiałe, ponieważ „histo” odnosi się do lokalizacji, 
w której topologiczną strukturę tworzy tkanka, a „cyto” odnosi się do 
bardziej dokładnej lokalizacji na poziomie komórki i jej organelli. Koń
cowym jednakże celem wszystkich technik, które można nazwać histo- 
chemicznymi lub cytochemicznymi, jest jak najbardziej dokładna lokali
zacja. Dlatego też, w  zależności od stopnia doskonałości lokalizacji, po
winny one być inaczej nazywane; niekiedy spotyka się takie propozycje, 
co jeszcze zwiększa nieład w nomenklaturze. W niniejszym artykule 
przeglądowym wybrano określenie cytochemia, przy czym pod to poję
cie włączono metody zarówno ultramikrochemiczne, jak i mikroskopo
we. Włączenie metod ultramikroskopowych i mikroskopowych pod tę 
samą nazwę — cytochemia — jak to uczyniono w niniejszym artykule, 
zgodne jest z sytuacją istniejącą w praktyce. Warto zaznaczyć, że meto
dy ultramikro często muszą czynić ustępstwa w sprawie lokalizacji, na
tomiast metody mikroskopowe ustępują tym pierwszym w zakresie za
gadnień ilościowych. Pierwsze z wymienionych technik skłaniają się 
bardziej w kierunku biochemii, a drugie — bardziej w  kierunku morfo-

Rys. 2. Cytochem ia w  sensie zawężonym , zgodnie z obecną p ra k ty k ą  defin iow ana 
jako połączenie  m etod  m ikroskopow ych  i u ltram ik rochem icznych  i odgraniczenie

jej od dyscyplin sąsiednich

logii, lecz obie te metody są ogniwem łączącym między biochemią a cy
tologią i histologią (rys. 2). Pominięto term in histochemią jako synonim
i przyjęto, że będzie on objęty terminem cytochemia. Przedstawiany 
przegląd poświęcony jest głównie cytochemii mikroskopowej i jej histo-
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94 P. V A N  D U I J N

rii, a szczególną uwagę zwrócono na możliwości i perspektywy wzmoc
nienia jej, jak dotychczas, najsłabszego aspektu, jakim są metody iloś
ciowe.

H IST O R IA

Bezpośrednia analiza chemiczna komórek i tkanek przy użyciu m i
kroskopu może być uważana za metodę z wyboru dla otrzymania w jed
nej operacji informacji molekularnej i strukturalnej o poszczególnych 
komórkach. Dlatego zrozumiałym jest, że wtedy gdy biologia komórki 
i biochemia znajdowały się w  okresie niemowlęcym i nie zdawano sobie 
jeszcze sprawy ze złożoności strukturalnej i molekularnej komórki, cy- 
tochemia mikroskopowa wydawała się najbardziej obiecującą drogą dla 
osiągnięcia tego celu. Początek temu kierunkowi dała praca Raspaila 
„Essai de Chimie Microscopique Appliquee a la Physiologie”, która uka
zała się w  1830 r. Po Raspailu tacy dziewiętnastowieczni badacze, jak 
His, Miescher i Ehrlich próbowali stosować to łączne chemiczne i mi
kroskopowe podejście do komórki [36, 70]. Wprawdzie osiągnięto pewne 
sukcesy, jednakże ogólnie w  tym  czasie próby te zawiodły. Od tego 
czasu rozpoczyna się względnie długi okres oddzielnego rozwoju bioche
mii i histologii wraz z cytologią.

To rozdzielenie dróg wyraźnie ilustrują życiorysy Virchowa, twórcy 
patologii komórkowej i Hoppe-Seylera, twórcy biochemii [1]. Po obronie 
tez doktorskich, młody lekarz Hoppe-Seyler rozpoczyna swą karierę jako 
prosektor i kierownik laboratorium chemicznego w Instytucie Patologii 
w Berlinie, który został zbudowany dla Virchowa w 1856 r. Instytut ten
wydawał się idealnym miejscem dla rozwoju cytochemii mikroskopowej,
jednakże w 1861 r. Hoppe-Seyler opuszcza m ury  Instytutu i zostaje pro
fesorem chemii fizjologicznej. W badaniach zajął się systematyczną iden
tyfikacją cząsteczek w komórkach i płynach ustrojowych (jako pierwszy 
otrzymał kryształy hemoglobiny), pozostawiając na marginesie ich loka
lizację. Dla Virchowa, twórcy patologii komórkowej, mikroskop pozostał 
głównym narzędziem obserwacji. Chociaż wprowadził on kilka technik 
mikrochemicznych, jak je nazwał, próbował zrozumieć chorobę poprzez 
mikroskopowe badanie kształtu i czynności komórki.

W retrospekcji, przyczyny niepowodzeń podejścia Raspaila i roz
bieżności pomiędzy podejściami Virchowa i Hoppe-Seylera nie są trudne 
do zauważenia. Ambitny plan biochemików — identyfikacja i badanie 
niezwykle złożonej budowy molekularnej i dynamiki świata żywego — 
nie mógł być realizowany przy użyciu jednego instrum entu jakim jest 
mikroskop. Biochemia analityczna wymaga bardziej różnorodnych i bru
talnych metod, zmuszając do czasowego porzucenia ideału, jakim jest 
powiązanie jej wyników ze strukturam i pojedynczej komórki.
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CYTOCHEM IA M IK R O SK O PO W A

Po początkowych próbach Raspaila, kilku badaczy w sposób raczej 
przypadkowy przyczyniło się do rozwoju technik cytochemii mikrosko
powej. Jednakże dziedzina ta pozostawała w cieniu z powodu fascynują
cych i niezależnych osiągnięć morfologii i biochemii [61].

Odrodzenie tej dziedziny, zapoczątkowane przez Casperssona i Li- 
sona, nastąpiło w latach trzydziestych. Ponownie wprowadzili oni mikro
skop jako instrument analizy molekularnej in situ, chociaż w swych ba
daniach posługiwali się dwoma odmiennymi podejściami. Caspersson roz
począł badania cytochemiczne od rozważenia aspektów ilościowych cy- 
tochemicznej reakcji mikroskopowej na DNA, która została wprowa
dzona w 1924 r. przez niemieckiego biochemika Feulgena. Doświadczenia 
z roztworami DNA w probówkach wzbudziły jego wątpliwości odnośnie 
do wiarygodności analitycznej tej metody, ponieważ dodanie do roztworu 
DNA białek w znacznym stopniu wpływało na reakcję [9]. Od tego 
czasu Caspersson skoncentrował swe wysiłki na wykorzystaniu fizycz
nych własności składników komórki dla ich lokalizacji i pomiarów iloś
ciowych, np. absorpcji kwasów nukleinowych i białek w  zakresie nad
fioletu. W ten sposób Caspersson zapoczątkował swą pionierską pracę 
prowadzącą do przekształcenia mikroskopu w fotometryczny przyrząd 
pomiarowy [10].

W 1936 r. Lison opublikował książkę, pt. „Histochimie Animale” , 
która została napisana z przeświadczeniem o możliwości rozwinięcia tech
nik barwienia o wystarczającej specyficzności chemicznej by dostarczyły 
prawdziwych, choć nie zawsze ilościowych, informacji o lokalizacji czą
steczek in situ.

Trzecim kamieniem milowym w odnowie cytochemii mikroskopo
wej było ukazanie się w 1953 r. książki Pearse’a „Microscopic Histo
chemistry”. W latach pięćdziesiątych w wielu krajach powstały także 
towarzystwa histochemiczne i cytochemiczne.

Bardziej cytofizyczny kierunek szkoły Casperssona, która zajęła się 
dokładnymi pomiarami absorpcji w ultrafiolecie, a później wykorzysta
niem absorpcji promieni X i zastosowaniem mikroskopu interferencyj
nego dla oznaczania suchej masy [12], pozostawał przez pewien okres 
trochę izolowany od badań tych grup, które skoncentrowały się na wpro
wadzaniu nowych parametrów w oparciu o techniki chemiczne. Ta ostat
nia grupa stosowała bardziej prymitywne cytofotometry lub zadowalała 
się półilościowymi obserwacjami wzrokowymi.

Połączenie reakcji histochemicznych z pomiarami cytofotometrycz- 
nymi tak otrzymanych preparatów zaczęto stosować około 1950 r., a to 
głównie dzięki pracom Pollistera i jego szkoły oraz grupy z Kings 
College w Londynie [25, 64, 65],
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M E T O D Y  C Y T O F IZ Y C Z N E

W ostatnich dziesięcioleciach cytochemia mikroskopowa czyni stałe 
postępy. W dalszym ciągu można rozróżnić kierunek, który należałoby 
zaliczyć do badań cytofizycznych — ze względu na stosowanie mikrosko
pów do pomiaru naturalnych parametrów komórek — oraz badania cy- 
tochemiczne. Na poziomie zdolności rozdzielczej mikroskopu świetlnego 
wykorzystuje się takie zjawiska fizyczne, jak absorpcja, fluorescencja, 
interferencja i refrakcja, w celu otrzymania informacji o rozmieszczeniu 
cząsteczek w odniesieniu do s truk tu ry  komórki. Do szeregu metod cyto
fizycznych został ostatnio wprowadzony mikroskop akustyczny [46]. Du
że możliwości badawcze otworzyło także wprowadzenie laserów i stoso
wanie zasad holografii [3, 8, 19, 69, 99]. Również mikroskop elektronowy 
z instrumentu przeznaczonego do obserwacji kształtu i s truk tu ry  przed
miotu rozwija się w instrument analityczny nadający się, w oparciu 
o analizę punktową, do wykonywania pomiarów różnych parametrów 
fizycznych [6, 13, 21, 39].

Wprowadzenie w ostatnich latach komputerów znacznie przyczyniło 
się do rozwoju wymienionych metod cytofizycznych. Zaprogramowane 
komputery automatyzują technikę mierzenia i zbierania danych, w opar
ciu o analizę dużej liczby punktów w obrazie, ich magazynowanie oraz 
przetwarzanie. Można spodziewać się, że komputeryzacja doprowadzi do 
znacznego przełomu w mikroskopii analitycznej, spowodowanego głównie 
niezwykłym wzrostem szybkości i ułatwieniami cytofotometrii. Wpro
wadzenie sterowanej komputerem automatyzacji w odniesieniu do wy
boru obrazu, jego stopnia dyskryminacji, a także systemu analizy punk
towej nie tylko otwiera nowe możliwości pomiarów parametrów fizycz
nych in situ, lecz będzie także w znacznym stopniu stymulował dziedzinę 
morfometrii tkanek ii komórek [42, 55, 56, 98], Dotychczasowy postęp 
w tej dziedzinie badań, jakie stosowane były w mikroskopii konwencjo
nalnej, hamowany był wymagającymi wiele czasu i nudnymi pomiarami. 
Wyprowadzenie w pewnych przypadkach technik wzorów rozpoznawania 
obrazów przez zaprogramowany komputer, już obecnie uwolniło badaczy 
od selekcji obrazów przeznaczonych do pomiarów. Połączenie ilościowej 
analizy morfologicznej z ilościową cytochemią mikroskopową w odnie
sieniu do dużej liczby komórek, całkowicie czy też częściowo zautoma
tyzowane (operator wybiera obrazy), może dostarczyć skorelowanych in
formacji o morfologii i miejscowym składzie molekularnym poszczegól
nych komórek.

Wprowadzenie komputerów w znacznym stopniu przyspieszyło roz
wój — który w chwili obecnej porównać można do eksplozji — nowych

ILOŚCIOWA CYTOCHEMIA MIKROSKOPOWA
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tzw. przepływowych metod cytofotometrycznych. W metodach tych, pod
czas szybkiego przepływu komórek przez układ rurek  kapilarnych, moż
na mierzyć szereg parametrów optycznych i elektrycznych poszczegól
nych komórek czy też organelli komórkowych lub chromosomów [35, 37, 
44, 56, 71]. Zaletą tej metody jest możliwość określenia parametrów 
kilku tysięcy komórek czy też organelli komórkowych w czasie zaledwie 
kilku minut. We wczesnych systemach przepływowych mikroskop był 
tylko soczewką zbiorczą stosowaną dla uzyskania informacji o całkowi
tej fluorescencji lub absorpcji badanej komórki. Obecnie jednakże ten 
system zastępowany jest układami o większej zdolności rozdzielczej, in 
formującymi również o niektórych wewnątrzkomórkowych parametrach 
topologicznych. Spodziewać się można, że w miarę rozwoju tego kierun
ku, na podstawie dużej ilości badanych próbek, cytometry przepływowe 
pozwolą na łączenie wyników pomiarów naturalnych parametrów fi
zycznych bądź też parametrów wprowadzonych metodami cytochemicz- 
nymi z odpowiednio dobrą informacją morfologiczną o tej samej ko
mórce.

Dodatkową zaletą cytometrów przepływowych jest możliwość ich 
połączenia z układami rozdzielającymi komórki. Kierowane sygnałem 
z detektora mogą rozdzielać komórki lub organelle w zależności od ich 
różnych właściwości [20, 52, 55, 58]. Cała wspomniana aparatura pomia
rowa może być zastosowana również do żyjących lub tylko nieznacznie 
zmienionych komórek pochodzących z tkanek, względnie też do badania 
składników komórek. Po rozdziale żywych komórek otrzymane populacje 
można badać w różnego rodzaju eksperymentach biologicznych, m ają
cych na celu określenie właściwości biologicznych i interakcji różnych 
typów komórek. Rozdzielone populacje komórek można także poddać 
wielorakim analizom biochemicznym.

M E T O D Y  C Y T O C H E M IC Z N E

Omówione najnowsze osiągnięcia w budowie zautomatyzowanych 
i skomputeryzowanych instrumentów opto-elektronicznych, i to zarówno 
w dziedzinie mikroskopii świetlnej, jak i elektronowej, stanowią za
chętę dla wszystkich, którzy pracują nad wprowadzaniem nowych lub 
udoskonalaniem już istniejących technik barwienia cytochemicznego.
Wprawdzie zastosowanie metod fizycznych do pomiaru naturalnych para
metrów komórek pomija problemy związane ze specyficznością i ste
chiometrią metod cytochemicznych, to jednak ilość otrzymywanych in
formacji molekularnych tym sposobem jest ograniczona. W przeciwień
stwie do tego, chemia organiczna oferuje prawie nieskończoną liczbę 
możliwości specyficznej modyfikacji cząsteczek biologicznych tak, że mo
gą one absorbować światło widzialne, uzyskiwać właściwości fluorescen
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98 P. V A N  D U I J N

cyjne lub po przyłączeniu elektronowo gęstych atomów mogą być uwi
docznione w mikroskopie elektronowym. Jednakże, aby na tej podstawie 
uzyskać wiarygodne ilościowe informacje molekularne, wszystkie te mo
dyfikacje muszą spełniać warunki chemii analitycznej. W tym zakresie 
cytochemiczne metody barwienia mają złą opinię. Nie jest ona jednakże 
całkowicie uzasadniona i częściowo wynika z braku odpowiednich infor
macji, gdyż na przykład niespecjaliści często mylą te metody z barwie
niem histologicznym lub cytologicznym. Należy podkreślić, że te ostatnie 
metody wprowadzone zostały nie w celu dostarczania informacji che
micznej, lecz głównie w celu optycznego uwidaczniania struktur. Roz
patrując jednakże cytochemiczne metody barwienia z punktu widzenia 
ich specyficznej i ilościowej wiarygodności jasnym jest, że na tym polu 
wiele jeszcze pozostaje do zrobienia.

C H E M IA  P O D Ł O Ż Y  N O Ś N I K O W Y C H

Gdy reakcje chemiczne zachodzące w czasie barwienia in situ są 
całkowicie poznane, specyficzność i stechiometria metody nie powinny 
stanowić problemu. Jednakże ideał ten jest rzadko osiągany. Złożoność 
sytuacji w  przypadku przeprowadzania reakcji, gdy jednym z czynników 
reagujących jest utrwalona komórka, często bywa niedoceniana. Niekie
dy o rzekomym stopniu specyficzności wnioskowano z właściwości za
stosowanych odczynników, jakie wykazywały one w doświadczeniach 
w probówkach, opisanych w literaturze dotyczącej chemii organicznej. 
Sytuacja ta gmatwa się jeszcze bardziej dzięki autorom uważającym 
specyficzność chemiczną jako pojęcie absolutne, co prowadzi ich do kla
syfikacji reakcji jako całkowicie specyficznych lub niespecyficznych.

Różnorodność warunków barwienia, jak i stosowanie wielorakich 
obiektów biologicznych, może w pewnych przypadkach pomóc w uzyska
niu informacji o chemicznych podstawach procedury. Doświadczenia che
miczne z modelowymi związkami, przeprowadzane w  probówkach, i ba
danie tej samej reakcji w szeregu różnych obiektów biologicznych może 
być równie pomocne i może pogłębić naszą wiedzę o reakcji. Jednakże 
często modele te są nieadekwatne, wprowadzają bowiem zbyt wiele sy
tuacji o dużej liczbie niewiadomych i w wyniku zamiast wyjaśnienia 
problemu mogą powodować wzrastające zamieszanie.

Badanie reakcji w  znanych związkach modelowych jest praktyką 
dobrze znaną w kolorymetrii. W cytochemii jednakże, eksperymenty 
probówkowe mogą zawieść z innego powodu. Mianowicie, reaktywność 
chemiczna związku w roztworze może pod wieloma względami różnić się 
od chemii związków połączonych z podłożem komórkowym. Z drugiej 
strony, chemia podłoża komórkowego stwarza nowe możliwości, ponie
waż zmiana środowiska (analogiczna z precypitacją i dializą w chemii 
probówkowej) jest w tym przypadku procedurą łatwą i szybką. Dodatko
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we problemy wypływają z faktu, że zarówno substraty, jak i produkty 
ich reakcji muszą podlegać dyfuzji w podłożu komórkowym. Ponadto, na 
reakcję pomiędzy odczynnikiem a badaną w komórce substancją może 
łatwiej aniżeli w roztworach wpływać bezpośrednie środowisko moleku
larne. Dlatego też, w  celu opracowania systemów modelowych o znanej 
strukturze, zaproponowano mniej lub bardziej wymyślne podejścia, któ
re niejednokrotnie bardzo wiernie odtwarzają sytuację cytochemiczną 
in situ. Wysiłki te obejmują całą gamę metod — od półilościowych badań 
na rozmazach prostych substancji makromolekularnych do dokładnych

Biochemia
(roztwory, zawiesiny)

w stępne  oczyszczanie 
dopuszcza n iską  specy 
ficzność
nie m a  p rob lem u  d y 
fuzji
wolne substanc je

kolejne  e tap y  b a rw ie 
nia: w olne  i t ru d n e

pom iary  ilościowe po-
cechow anie  zeprzez

znanym i ilościami s u b 
s tanc ji  s tan d a rd o w e j

T E C H N IK I  K O L O R Y M E T R Y C Z N E

C hem ia  podłoży nośn i
kow ych
(określona geom etria)

bad an ie  specyficzności 
z czystym i su b s ta n c ja 
m i i m ieszan inam i
bad an ie  w p ływ u  dyfuzji

bad an ie  w p ływ u  p rz e 
strzennego położenia 
substanc ji  na  reakc ję
ja k  w  kom órkach

połączenie pom iędzy 
biochem ią i cytochem ią 
poprzez cechowanie

Cytochem ią 
(komórki, tkanki)

su b s tan c je  in  situ  w y 
m ag a ją  w ysokiej specy
ficzności
dyfuz ja  jako czynnik 
kom pliku jący
substanc je  w  stałej p o 
zycji

barw ien ie  w  poszcze
gólnych e tapach  szyb
kie i ła tw e
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Rys. 3. P o ró w n an ie  p ro b lem ó w  i możliwości ko lo rym etr i i  analitycznej zastosow anej
do b ad an ia  roz tw orów  i kom órek

badań ilościowych podłoży o znanej ultrastrukturze i geometrii, które 
zamykają lub są kowalencyjnie związane z substancjami modelowymi 
(rys. 3).
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BA D A N IA  Z SU B ST A N C JA M I MODELOW YMI

M O D E L E  S T O S O W A N E  D O  C E C H O W A N IA  I N S T R U M E N T Ó W  C Y T O F IZ Y C Z N Y C H

Mikromodele do cechowania instrumentów cytofizycznych stosowano 
już we wczesnym okresie mikrospektrofotometrii. Ze stosowanych mo
deli należy wymienić krople szkarłatu R, rozpuszczonego w heksanie 
i zawieszone w wodzie, czy też krople zieleni trwałej, rozpuszczonej 
w glicerolu i zawieszone w oleju mineralnym [11, 76j.

Modele do cechowania są szczególnie potrzebne we fluorymetrii. 
W odróżnieniu od cytofotometrii absorpcyjnej, gdzie wynik jest ilorazem 
dwu wartości przepuszczalności, co uniezależnia ten param etr od in ten
sywności wiązki mierzącej, intensywność światła fluorescencyjnego w d u 
żym stopniu uzależniona jest od intensywności światła wzbudzającego 
i geometrii stosowanego systemu mikroskopowego. Przy porównywaniu 
sprawności fluorescencyjnej różnych instrumentów wymagane jest zasto
sowanie modeli mikroskopowych o określonym i stałym składzie. W tym  
celu zaleca się stosowanie mikrokropli, mikrokapilarów, skrawków żelu 
i barwionych ziaren amino-sefadeksu [33, 62, 63, 81]. Modele takie są 
bardzo przydatne do cechowania układów opto-elektronicznych aparatów, 
lecz same przez się nie przyczyniają się do pogłębienia wiadomości o spe
cyficzności i stechiometrii reakcji cytochemicznych.

#

M O D E L E  S T O S O W A N E  DO B A D A N I A  M IK R O S K O P O W Y C H  R E A K C J I  B A R W I E N I A

Stosowanie w postaci rozmazów na szkiełku podstawowym modeli 
mniej lub bardziej oczyszczonych substancji mikrocząsteczkowych, zmie
szanych z takim nośnikiem jak żelatyna, zalecano już w podręczniku 
Lisona (por. [18]). Nie są to modele idealne, ponieważ trudno stosować 
je w badaniach ilościowych. W modelach tych zachodzi bowiem możli
wość u traty  badanych substancji, co jest szczególnie niebezpieczne, gdy 
mają one mały ciężar cząsteczkowy. Tego typu próby stopniowo stawały 
się coraz bardziej wymyślne. Do badania cytochemicznych reakcji białek 
grupa z Karolińska Institutet wprowadziła suszone krople roztworów 
białek uzyskiwane przez rozpylenie emulsji lub nakraplanie przy użyciu 
cienkich szklanych nici [43], Suchą masę poszczególnych kropli, przed 
barwieniem lub po odbarwieniu, mierzono za pomocą mikrointerfero- 
metru. W późniejszych badaniach suszone krople substancji modelowej 
przygotowywano przez bezpośrednie rozpylanie ich roztworów na szkieł
ku; w ten sposób przez rozpylanie roztworu glikogenu uzyskano krople 
glikogenu [32, 33]. Do badania cytochemicznej reakcji barwnej z oran- 
żem akrydyny zastosowano krople roztworów kwasów nukleinowych 
i nukleoproteidów, a do badań fluorymetrycznych kwaśnych barwników 
białkowych — rozmazy białek [45, 67]. W tych przypadkach substancja
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badana była zasadniczym składnikiem błony lub kropli. Suszone krople 
białkowe stosowano też jako podłoże w badaniach ilościowych nad prze
kształceniem amin biogennych w substancje fluoryzujące [41, 68].

Suszone krople substancji modelowych wprawdzie mają zalety, ale 
nie są idealnymi systemami modelowymi. Proces suszenia może prowa
dzić do niekontrolowanej zmiany ich wielkości i w sposób przypadkowy 
może zmieniać ich ultrastrukturę. Proces utrwalania częstokroć jest ko
nieczny dla uzyskania spójności podłoża nośnikowego, stąd nie można 
oddzielnie badać wpływu utrwalania. W konsekwencji, w przypadku sto
sowania kropli, równoległe badania wszystkich faz procesu cytochemicz- 
nego metodami biochemicznymi ma zbyt wiele praktycznych ograniczeń. 
Być może, że z tego właśnie powodu nie opisano dotychczas badań cyto-
chemicznych na kroplach białkowych zawierających aktywne enzymy.

Poza mikrokroplami, do jakościowych i ilościowych badań reakcji 
cytochemicznych stosowano także błony rozpostarte na szkiełkach pod
stawowych. Ilościowe badania nad interakcją zasadowych i kwaśnych 
barwników przeprowadzono na błonach, w których włókńik był zarówno 
substancją modelową, jak i składnikiem strukturalnym  błony [74]. Do 
badań używano również substancje modelowe znajdujące się w utrwalo
nym podłożu nośnikowym, które umieszczano na szkiełkach podstawo
wych. W tym celu do DNA dodawano żelatyny, z której sporządzano 
błony, albo też utrwalano w bloczki żelatynowe, po czym je skrawano 
[48, 49], W przypadku neurotransmiterów, jako podłoże stosowano żela
tynę lub albuminy surowicy, a jako modele stosowano skrawki z tak 
przygotowanych bloczków [50, 84], Badania z fuksyną aldehydową prze
prowadzono na białkach włączonych w utrwalone bloczki agaru [53]. 
W omawianych technikach błony muszą być umieszczane na szkiełkach 
albo, celem otrzymania odpowiednich skrawków, wymagają utrwalania 
bądź zatapiania. Zmniejsza to ich przydatność do badania enzymów 
i związków immunologicznie czynnych. Jednakże w jednym przypadku 
opisano zastosowanie z pomyślnym wynikiem mrożonych skrawków ho- 
mogenatu mózgu zatopionego w bloczkach żelatyny, na którym to modelu 
przeprowadzono badania ilościowe nad cholinesterazami [97], Nie ziden
tyfikowana ultrastruktura, konieczność utrwalania i trudności związane
z biochemicznym oznaczaniem stopnia u traty  substancji modelowej z pod
łoża w czasie wszystkich etapów procedury, to główne wady tych metod.

Kilka lat temu nasza grupa rozpoczęła w miarę systematyczne do
ciekania nad możliwością zastosowania podłoży nośnikowych o określo
nej geometrii i ultrastrukturze, co umożliwiłoby przeprowadzenie badań 
nad podstawowymi aspektami mikroskopowych reakcji barwnych. Plan 
ten opierał się na założeniu, że celem cytochemii mikroskopowej, o ile 
spełniać ma ona rolę w szerszym kontekście biochemii oraz biologii ko
mórki (rys. 1), jest wiarygodność lokalizacyjna i ilościowa [89, 90, 92 94].
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Postępowano w dwóch zasadniczych kierunkach: badano wolno pły
wające błony o grubości bliskiej grubości preparatu, przy utrzymaniu 
pozostałych wymiarów makroskopowych, oraz stosowano ziarna o okre
ślonych kształtach i mikroskopowych rozmiarach. Wybrane błony sta
nowiące podłoże nośników (celulozowe lub poliakrylamidowe) mogą być 
barwione w sposób podobny jak skrawki i rozmazy, a intensywność ich 
zabarwienia można mierzyć w specjalnie opracowanym kolorymetrze do 
błon. W każdej fazie procedury z utrwalaniem włącznie, roztwór otrzy
many z błony może być badany biochemicznie. Wyśmienitym podłożem 
nośnikowym okazały się kuliste ziarna (głównie z agarozy), gdyż można 
je łatwo modyfikować chemicznie, celem przyczepiania różnych rodzajów 
biocząsteczek. Obie te metody przygotowywania podłoży nośnikowych 
można również stosować dla tak labilnych substancji jakimi są enzymy 
lub immunoglobuliny. Okazało się, że oba typy podłoży dobrze spełniają
swą rolę łącząc kolorymetryczne metody stosowane w biochemii ogólnej 
i w cytochemii.

Znaczne ułatwienie w ilościowych badaniach zabarwionych błon sta
nowiło zastosowanie kolorymetru do błon, będącego adaptacją spektro
fotometru kuwetowego używanego powszechnie w biochemii. Zasada 
działania tego kolorymetru przedstawiona jest na rys. 4. Jego zastoso
wanie umożliwia wykorzystanie skali makro do wielu problemów ilo
ściowej cytochemii mikroskopowej. Dotychczas instrument ten był sto-

B Ł O N Y  S T O S O W A N E  J A K O  P O D Ł O Ż E  N O Ś N IK O W E

Rys. 4. P rzygo tow anie  błon i p o m ia r  zabarw ionych  błon w  ko lo rym etrze  błonowym. 
P róbę  p o b ran ą  z części b łony zna jdu jące j  się na  drodze św ia tła  w aży się i absorpcję

w yk reś la  się w  zależności od ciężaru próby
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sowany głównie do błon nośnikowych celulozowych lub poliakrylamido- 
wych, lecz można zastosować dowolną błonę o określonej wytrzymałości 
mechanicznej [5, 22, 82]. Stosując jako podłoże nośnikowe celulozę, bło
ny preparowano w środowisku kwaśnym z wiskozy. Rozcieńczenie wisko
zy obojętnymi substancjami i różnorodność typów kwaśnych wywoły
waczy umożliwia otrzymanie błon nośnikowych o znacznych różnicach 
w ultrastrukturze. Włączanie związków makromolekularnych w ultra- 
strukturę  dokonuje się przez uprzednie jego wymieszanie z alkaliczną 
wiskozą, co ogranicza technikę do odpornych na zasady substancji m a
kromolekularnych. Błony celulozowe są wyjątkowo przydatne do łącze
nia wiązaniami kowalencyjnymi takich związków niskocząsteczkowych, 
jak aminokwasy i nukleotydy. Przykładowo, szereg takich błon umożli
wił rozwiązanie długotrwałych kontrowersji o specyficzności cytoche- 
micznych metod barwienia na grupy boczne w białkach.

Błony poliakrylamidowe przygotowywane z roztworów niskocząste- 
czkowych monomerów, do których dodaje się odpowiednie związki wa
runkujące powstanie wiązań krzyżowych oraz związki inicjujące, są szcze
gólnie przydatne do wbudowywania takich wrażliwych substancji wiel
kocząsteczkowych, jakimi są enzymy i nukleoproteidy. Polimeryzacja po- 
liakrylamidów zachodzi w obojętnym pH, może być prowadzona w ob
niżonej temperaturze i, jak to wielokrotnie zostało potwierdzone, utrzy
muje takie wrażliwe substancje, jak enzymy w aktywnej konformacji. 
W tej technice jakakolwiek inaktywacja enzymu lub utrata związku mo
delowego z błony mogą być oceniane za pomocą metod biochemicznych 
przed i po polimeryzacji.

Ostatnio wykazano, że metody, w których jako inicjator polimery
zacji stosuje się nadsiarczan, prowadzą do prawie całkowitej inaktywacji 
glukozo-6-fosfatazy i innych enzymów mikrosomalnych. Inaktywację 
można ograniczyć stosując mniejsze stężenia monomeru i inicjując poli
meryzację ryboflawiną i światłem ultrafioletowym. Wbudowana w tych 
warunkach frakcja mikrosomalna wątroby szczura zachowuje więcej niz 
90% mierzonej biochemicznie aktywności glukozo-6-fosfatazy. Również 
za pomocą tej nowej metody można prawie całkowicie zachować aktyw
ność niektórych dehydrogenaz mikrosomalnych [27],

Możliwość wpływu ograniczonej dyfuzji, szczególnie prawdopodobna
w cytochemicznych reakcjach enzymatycznych, doświadczalnie można ba
dać na błonach w kształcie klina. W tym  celu pobiera się próby z części 
klina różniących się grubością. Zjawisko dyfuzji określa się z wykresu 
zależności grubości błony (określana przez ważenie wysuszonych błon po 
pomiarze ich absorpcji w kolorymetrze błonowym) i intensywności za
barwienia cytochemicznego. W przypadku ograniczenia dyfuzji przy 
grubszych próbkach następuje spłaszczenie krzywej. Podobnie zjawisko
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to można wykazać na wykresie przedstawiającym współzależność między 
biochemicznie oznaczaną aktywnością enzymu w błonie a grubością bło
ny [92]. W przypadku przecięcia przez krzywą osi grubości, wykres taki, 
co jest jego dodatkową zaletą, może wskazywać na inaktywację lub 
utratę enzymu z zewnętrznych warstw błony.

Kolorymetr błonowy oferuje również możliwości badania innych 
aspektów reakcji cytochemicznych. Błonę z wbudowanymi związkami 
umieszcza się w oprawce, którą z kolei przenosi się do wypełnionych 
różnymi płynami kuwet spektrofotometrycznych. Umożliwia to badanie 
w makrosystemie wpływu środowiska zatapiania na efekt załamania 
światła, który, jak wiadomo, jest źródłem błędu w cytofotometrii. Ba
dając absorpcję substancji w błonach silnie rozpraszających światło, 
efekt światła zbłąkanego można przytłumić umieszczając bezpośrednio 
poza błoną małą płytkę dyfuzyjną [92], Przy wysokiej jakości spektro
fotometru można nawet mierzyć wartości absorpcji do 2,5-3,0. Ta możli
wość w pewnym stopniu kompensuje konieczność stosowania błon poli-

Rys. 5. Logary tm iczny  w ykres  
spadku  absorpcji dezoksyry- 
bonukleopro te idu  zab a rw io 
nego za pomocą m etody  F eu l-  
gena w  błonie umieszczonej 
w kuw ecie  k o lo ry m etru  b ło 
nowego i m ierzonej w  ro z 
tworze 1 N HC1. Rozdzielenie 
k rzyw ej rozpadu  na dwie r e 
akcje  rzekom o pierwszego 

rzęd u  (Według [30, 31])

akrylamidowych o minimalnej grubości około 25 [im, która to grubość 
warunkuje ich odpowiednią wytrzymałość mechaniczną.

Ostatnio, system kolorymetru błonowego zastosowano do badania 
kinetyki powstawania i rozkładu cytochemicznie związanego barwni

krzywa e 

krzywa e
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ka [30]. Ponieważ wiązki światła kontrolnego i światła mierzącego ab
sorpcję błony przechodzą przez ten sam roztwór, wpływ absorpcji barw
nika obecnego w środowisku zostaje automatycznie zniesiony. Znacznie 
to upraszcza określenie parametrów kinetyki, ponieważ określa się tylko 
wzrost lub spadek absorpcji barwnika związanego ze strukturą. Zastoso
wanie tej metody do reakcji Feulgena na DNA umożliwiło wykrycie 
obecności bezbarwnego produktu pośredniego w czasie reakcji Schiffa. 
Czasowy wzrost stężenia tej substancji został dla błony znajdującej się 
w odczynniku Schiffa [31] niezależnie potwierdzony zapisem krzywej 
absorpcji w  nadfiolecie w zależności od czasu.

Badanie kinetyki rozkładu zabarwionych struk tur dostarcza nowych 
interesujących danych. Na podstawie kinetyki rozkładu końcowego za
barwienia chromoforów dezoksyrybonukleoproteidów, zabarwionych w 
środowisku kwaśnym metodą Feulgena, stwierdzono obecność dwóch 
chromoforów o różnej labilności w środowisku kwaśnym (rys. 5). Takie 
badania można rozszerzyć na wszystkie cytochemiczne reakcje barwne, 
co powinno w  znacznym stopniu ułatwić poznanie podstawowych mecha
nizmów reakcji. W ten sposób można również otrzymać informacje o sile 
wiązań atomowych oraz o charakterze wiązania chromoforów do wbudo
wanych związków, których to informacji nie można otrzymać z badania
widm spektralnych. Spodziewać się można, że badanie kinetyki barwie
nia i odbarwiania dostarczy także bogatych danych o sile i typie wiązań
powstających w czasie reakcji cytochemicznej. Nietrudno wyobrazić so
bie zastosowanie takiego sposobu do kuwety przepływowej znajdującej 
się na szkiełku podstawowym umieszczonym w mikroskopie stanowią
cym część układu fotometrycznego.

Chociaż normalny spektrofotometr można stosunkowo łatwo zamie
nić w kolorymetr błonowy, doniesienia o podobnych badaniach są sto
sunkowo nieliczne. Zastosowanie uproszczonej wersji oprawki błony — 
taki uchwyt bez modyfikacji aparatu można włączyć w każdą kuwetę 
spektrofotometru i przy zastosowaniu drugiej kuw ety jako punktu od
niesienia — pozwoliło na uzyskanie interesujących danych dotyczących 
interakcji barwników metachromatycznych z glikozaminoglikanami [77, 
79, 80]. Podobne badania przeprowadził Toepfer [85]. Również szczegóło- 
wo opisano badania modelowe techniki równoczesnego barwienia białek 
i kwasów nukleinowych [57, 80]. Ostatnio modelowe błony poliakryla- 
midowe zastosowano w modelowych badaniach immunocytochemicznych 
[100]. Błony poliakrylamidowe są wyjątkowo przydatne nie tylko do 
badań cytochemicznych czystych związków modelowych, lecz można je 
także stosować w  celu naśladowania bardziej złożonych sytuacji wystę
pujących w komórce. W tym  celu, dla ilościowego cytochemicznego ozna
czania histonów w obecności białek, mieszaninę histonów i innych białek
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barwiono barwnikami kwaśnymi [15]. Do badań modelowych można uży
wać także zawiesiny homogenatów komórek czy też takich organelli ko
mórkowych jak jądra, a także mikrosomy [27, 29, 95]. W systemach 
o wzrastającej złożoności — od oczyszczonych związków do całych orga
nelli komórkowych — można badać czynniki środowiska wpływające na 
daną reakcję cytochemiczną. Mogą to być badania zarówno jakościowe, 
jak i ilościowe, a wszystkie etapy postępowania można korelować z nie
zależnymi analizami biochemicznymi.

B A D A N I A  M O D E L O W E  N A  B Ł O N A C H  W IL O Ś C IO W E J C Y T O C H E M II E N Z Y M A T Y C Z N E J

Reakcje cytochemiczne, służące do lokalizacji miejsc aktywności en 
zymatycznej w  komórkach lub tkankach, są szeroko stosowane zarówno 
na poziomie mikroskopu elektronowego, jak i świetlnego. Trafnie do
brane warianty substratów i inhibitorów świadczą w pewnym stopniu 
o identyczności lokalizowanego enzymu. Niekiedy jednakże nasuwają się 
wątpliwości, czy rzeczywiście lokalizacja barwnego produktu końcowego 
wskazuje aktualne miejsce enzymu. Wprawdzie dzięki dostępności róż
nych typów cytofotometrów oraz coraz bardziej wymyślnym instrum en
tom cytofizycznym, opisanym w pierwszej części artykułu, pomiary in 
situ końcowej ilości chromoforu nie stanowią poważniejszego problemu, 
to doniesienia o cytofotometrycznych pomiarach ilości produktu końco
wego reakcji enzymatycznej są jeszcze rzadkie [2, 96]. Przyczyną tego 
jest najprawdopodobniej ogólna niedostępność niezależnych dowodów 
świadczących o tym, że aktywność enzymatyczna badana cytochemicznie 
jest odzwierciedlana na wykresie prawidłowym przebiegiem krzywej ilu
strującej współzależność między ilością chromoforów a czasem reakcji, 
co jest warunkiem wiarygodnego oznaczania enzymów w probówce.

Stosowanie enzymów wbudowanych do podłoża nośnikowego naśla
dujące w znacznym stopniu sytuację enzymu w komórce wykazało, że 
w prawidłowych warunkach pomiar aktywności enzymatycznej in situ 
jest możliwy, co zresztą przewidywano w rozważaniach teoretycznych 
[91]. Rozważania te, oparte na prawie dyfuzji Ficka i kinetyce enzymów 
wg Michaelisa-Mentena, wskazują, że jeśli miejscowa aktywność enzy
matyczna jest bądź to zbyt wysoka, bądź też zbyt niska, w badaniach 
można zastosować środowiska prowadzące do normalizacji kinetyki Mi- 
chaelisa i Mentena. Dlatego też przy założeniu, że warunki reakcji są 
dobrze dobrane, pewien optymizm co do możliwości prawidłowego mie
rzenia aktywności enzymu in situ wydaje się usprawiedliwiony. Jednak
że konieczne są w tym  zakresie dalsze badania mające przykładowo na 
celu usprawnienie procesu utrwalania. Utrwalanie powinno pozostawiać 
enzym w możliwie największym stopniu nie uszkodzony lub, gdy nie 
można uniknąć częściowej inaktywacji, powinno ono powodować znany
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i stały procent inaktywacji [14]. Na szersze stosowanie zasługuje także 
zasada ochrony substratem, dzięki której niekiedy można ograniczyć in- 
aktywację aktywności enzymów przez utrwalacz [60].

Problemem w cytochemicznych reakcjach enzymatycznych jest do
kładność lokalizacji produktu końcowego w zależności od aktualnego 
miejsca występowania enzymu. Jak wiadomo, zagadnieniem tym  nie zaj
m uje się biochemia. W cytochemii enzymów lokalizację osiąga się po
przez dobór substratów, które zostają przekształcone w  produkty nie
rozpuszczalne lub są wytrącane za pomocą dodanych czynników. Spoj
rzenie w ilościowe aspekty reakcji wytrącania wymaga podstaw teore
tycznych łączących kinetykę reakcji enzymatycznej z prawami odnoszą
cymi się do procesów dyfuzji [93], Mówiąc ogólnie, dla wysokiej spraw
ności wytrącania, lokalne powstawanie produktu w miejscu enzymu po
winno mieć maksymalną szybkość. Opracowano także teoretyczne pod
staw y służące do uzyskania ilościowej informacji o param etrach wpły
wających na wiarygodność lokalizacyjną i ilościową cytochemicznej re 
akcji enzymatycznej [16]. Model teoretyczny przewiduje, że niezależnie 
od ograniczeń przepuszczalności stężenie zależy od lokalnej aktywności 
enzymatycznej i od średnicy miejsca jego aktywności. W dodatku, re 
akcja wytrącania powinna być odpowiednio szybka. Doświadczalne bada
nia nad dyfuzją i wytrącaniem fosforanów jonami ołowiawymi przepro
wadzono poprzez nasączanie błon poliakrylamidowych o różnej grubości 
nieorganicznym radioaktywnym fosforanem, a następnie umieszczanie 
tych błon w różnych środowiskach zawierających ołów [16]. W tych 
modelach ilość fosforanów przechodzących z błony do środowiska w wa
runkach wytrącania i nie wy trącania dostarcza informacji o współczyn
niku dyfuzji ruchomych jonów oraz o wydolności reakcji wytrącania. 
Wydolność reakcji wytrącania określoną w błonie modelowej porów
nano z teoretycznie obliczonym powstawaniem fosforanów w lizosomach 
w czasie reakcji Gomoriego [17]. Doświadczenie to można uogólnić na 
inne reakcje enzymatyczne. Można je również zastosować do badania 
warunków koniecznych dla szybkiego utrwalenia in situ, przez reakcję 
z czynnikiem precypitującym, takich wysoce ruchliwych związków nisko- 
cząsteczkowych, jak jony i neurotransmitery. Zastosowanie tych sposo
bów na szeroką skalę może wydatnie zwiększyć zaufanie do analitycznej 
rzetelności metod cytochemicznego wykrywania enzymów.

B Ł O N Y  M O D E L O W E  D L A  B IO C H E M IC Z N E G O  C E C H O W A N IA  R E A K C J I
C Y T O C H E M IC Z N Y C H

Celem obliczenia z pomiarów intensywności zabarwienia aktualnej
ilości związku in situ, należy znać współczynnik ekstynkcji molarnej 
związanego barwnika. Korzystając ze spadku stężenia barwnika w roz-
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tworze barwiącym, wprowadzono metodę eksperymentalnego określania 
współczynnika ekstynkcji molarnej substncji związanych z podłożem 
nośnikowym [86, 88]. Gdy po zabarwieniu błony można ekstrahować 
chromofor i równolegle mierzyć spadek absorpcji związanego z podłożem 
chrom of oru skorelowany z absorpcją roztworu, nawet w złożonych pod
łożach można określić molarny współczynnik ekstynkcji związanego chro- 
moforu [29].

Błony zawierające znane ilości substancji barwiących się można nie
zależnie analizować metodami biochemicznymi oraz barwić cytochemicz- 
nie. Dlatego też, wprowadzając model adekwatnie naśladujący warunki 
w obiekcie biologicznym, błony można stosować do cechowania końco
wego produktu przeprowadzonej reakcji barwnej. Stosując jako obiekt 
biologiczny jądra erytrocytów kurczęcia i jako system odniesienia DNA 
w celulozie, powyższą zasadę przebadano dla cytochemii DNA w reakcji 
Feulgena. Do przeliczenia jednostek absorpcji Feulgena, w ilość DNA na 
jądro, zastosowano błony zawierające znane ilości DNA, które wraz z ko
mórkami barwiono na szkiełkach podstawowych. Wiarygodność systemu 
oceniano i potwierdzono niezależną analizą biochemiczną zawiesiny ko
mórek. Celem otrzymania średniej ilości DNA na komórkę, przeprowa
dzono pomiary ilości komórek w jednostce objętości. Jak wykazano, ilość 
DNA na komórkę w oznaczeniach biochemicznych zgodna jest z w ar
tościami cytofotometrycznymi otrzymanymi dla pojedynczej komórki [28], 
Tę samą zasadę zastosowano w cytochemii chromosomów [34].

Podobne eksperymenty przeprowadzono mierząc aktywność fosfata
zy zasadowej w różnych leukocytach polimorficznych przy użyciu cyto- 
chemicznej metody z barwnikami dwuazowymi. Aktywność fosfatazy 
zasadowej oznaczana cytochemicznie i cechowana biochemicznie była 
o około 40°/o niższa w porównaniu z wartościami otrzymanymi w nieza
leżnych analizach biochemicznych zawiesiny komórek [95]. Najnowsze 
dane wskazują, że rozbieżność ta spowodowana jest zjawiskiem latencji, 
jaką wykazuje alkaliczna fosfataza zlokalizowana w ziarnistościach [27]. 
Badania innych technik cytochemicznych według tego schematu mogą 
umocnić wiarę w ich analityczną rzetelność, szczególnie wtedy, gdy będą 
one poparte niezależną analizą biochemiczną dającą identyczne wartości. 
W biochemii, gdzie pewność reakcji jest niewątpliwa, przyjęte jest w y
rażanie danych we względnych jednostkach enzymu. Zakładając, że zo
stały starannie zbadane podstawowe aspekty reakcji, praktyka ta może
być również zastosowana w cytochemii mikroskopowej.

Podobne rozwiązania można zastosować w cytochemii mikroskopo- 
wo-elektronowej. Opublikowano wyniki pomiarów ilości hemoglobiny
w pojedynczych erytrocytach, które zgodne są z niezależnym biochemicz
nym oznaczaniem hemoglobiny w tych samych komórkach [72]. W tym
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przypadku, z gęstości optycznej obrazów skrawków na negatywie ilość 
hemoglobiny określano przez porównanie gęstości optycznej równolegle 
barwionych i skrawanych kulek wymieniacza jonowego, które zawierały 
różne, znane stężenia grup aminowych.

Chociaż nie można nie doceniać licznych problemów, już obecnie
istnieją przesłanki pozwalające z umiarkowanym optymizmem patrzeć 
w przyszłość ilościowej cytochemii enzymów. Obecnie metody cytochemii 
enzymatycznej stosowane są w takich cytometrach przepływowych, jak 
Ilemalog-D [59]. W tym przypadku barwienia wykrywającego peroksy- 
dazy i esterazy nie należy ograniczać tylko do szybkiego różnicowania 
różnych typów leukocytów, lecz prawdopodobnie nasilenie sygnału jest 
również odbiciem rzeczywistej różnicy w zawartości enzymu w poszcze
gólnych komórkach, dostarczając w ten sposób nowych parametrów dia
gnostycznych [54, 73].

W chwili obecnej nie ma a priori powodów, dla których histogramy 
absorpcji i fluorescencji, poparte dodatkowo teoretycznymi i ekspery
mentalnymi badaniami modelowymi, nie miałyby odzwierciedlać praw
dziwej aktywności enzymu w badanej komórce. Badania modelowe po
winny dostarczyć jeszcze pewniejszych podstaw dla aspektów ilościowych 
tych cytochemicznych reakcji enzymatycznych. W tym przypadku w cy
tometrach przepływowych można by zastosować całe bogactwo metod 
cytochemicznych już wprowadzonych w jakościowej cytochemii mikro
skopowej.

Z I A R N A  J A K O  P O D Ł O Ż E  N O Ś N IK O W E

Wprawdzie przez zemulgowanie roztworu wiskozy można przygoto
wać kuliste ziarna celulozy o mikroskopowych rozmiarach [92], to sto
sowanie takiego modelu zostało ograniczone wprowadzeniem handlowo 
dostępnych ziaren substancji polisacharydowych. Są one stosowane 
w chromatografii pod tradycyjną nazwą sefadeksu i sefarozy. Obok za
stosowania w chromatografii powinowactwa, ziarna te są wyśmienitymi 
podłożami nośnikowymi w modelowych badaniach cytochemicznych.
Ich duża przydatność wynika z wprowadzenia łatwych do stosowania 
metod wiązania białek i innych grup do tych nośników przy użyciu 
bromocjanu (CNBr) [66].

Kuliste ziarna agarozy z submikroskopowymi porami umożliwiają
cymi penetrację nawet dużych cząsteczek są wysoce odpowiednimi pod
łożami nośnikowymi dla białek w przypadku badań specyficzności i iloś
ciowych aspektów kilku modyfikacji immunocytochemicznej metody 
Coonsa (rys. 6, 7). Z powodzeniem stosowano je w takich badaniach, przy 
czym jako znaczników użyto fluorochromów lub peroksydazę [75, 87]. 
Kulki takie można stosować jako podłoże nośnikowe łączące różne rodzą-
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Rys. 6. Z ia rn a  agarozy (Sepharose, P harm ac ia )  sprzężone 
z gam m aglobu linam i wolu (EGG). In k u b ac ja  z króliczą 
IgG anty  - EG G  połączoną z peroksydazą  chrzanow ą. Z a 
barw ien ie  z dw uam inobenzydyną  w  obecności H 20 2. P o 
zytyw nie  reagu jące  z ia rna  zabarw ione  są brązowo, a n e 
ga tyw nie  reag u jące  (sprzężone z ow oalbum iną) są bez 

b a rw n e  (W edług [75])

je antygenów lub przeciwciał i stopniowo zajmują one poczesne miejsce 
w immunocytochemii i w immunologii ogólnej [63].

Podobnie do błon, również i te modele otwierają olbrzymie możli-
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Rys. 7. M ik rospek tro fo tom etr ia  im m unocytochem icznie  zabarw ionych  ziaren  agarozy 
sprzężonych z gam m aglobu liną  wołu. W ykres  obrazu jący  zależność absorpcji  od 
objętości z iaren  i czasu b a rw ien ia  w  dw uam inobenzydyn ie  (DAB) (Według [75])
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wości badań nad podstawowymi mechanizmami cytochemicznych reakcji 
barwnych. Równolegle literatura biochemiczna opisuje znaczną ilość me
tod przyłączania substancji o niskiej i wysokiej masie cząsteczkowej do 
takich podłoży, jak agaroza, poliakrylamidy czy też do powierzchni szkla
nych kulek [40]. Aby ograniczyć wpływ podłoża nośnikowego na re
aktywność wbudowanych substancji, można przeprowadzić wiązanie za 
pomocą dłuższych lub krótszych łączników. Wprowadzając celowo do 
podłoża grupy chemiczne obdarzone ładunkiem można wpływać na spe
cyficzność reakcji immunologicznych badanych z antygenami przyłączo
nymi do podłoża. Sytuacja taka przypomina warunki występujące przy
kładowo w takich utrwalonych strukturach, jak błony komórkowe [24].

Chociaż enzymy mogą być łatwo sprzęgane z ziarnami [4], a w licz
nych przypadkach nabywać już można gotowe preparaty, dotychczas nie 
opisano badań cytochemicznych enzymów bezpośrednio związanych 
z ziarnami. Jednakże wydaje się prawdopodobne, że coraz więcej cyto- 
chemików zainteresuje się możliwością przeprowadzania badań podsta
wowych mechanizmów już istniejących lub wprowadzanych enzymatycz
nych reakcji barwnych.

CYTOCHEM IA W SZERSZYM  U JĘ C IU

Rozwój historyczny plasował technikę celowej fragmentacji tkanek 
i komórek poza dyscypliną cytochemii. Jednakże interesujące jest, że 
techniki te zostały wprowadzone przez anatomów, którzy jako pierwsi 
przygotowali zawiesinę mitochondriów i badali ją pod mikroskopem, 
a także analizowali metodami chemicznymi [7], W nowoczesnych bada
niach kierunek ten znalazł swój odpowiednik w biochemicznej analizie 
frakcji podkomórkowych połączonej z badaniami mikroskopowo-elektro- 
nowymi osadu. Te techniki biochemiczne starają się osiągnąć ten sam 
cel co cytochemia (rys. 1). Stąd nie jest zaskoczeniem, ze pojawiają się 
metody łączące trzy kierunki analizy molekularnej i strukturalnej orga
nizmu. Cytochemiczne mikroskopowe metody enzymatyczne stosuje się 
w celu zwiększenia ciężaru właściwego niektórych typów organelli ko
mórkowych, aby poprzez frakcjonowane wirowanie wyeliminować 
niepożądane zanieczyszczenia. Cytochemiczną mikroskopową metodę te- 
trazoliową na dehydrogenazę bursztynianową zastosowano w celu zwięk
szenia gęstości zanieczyszczonych mitochondriami frakcji błon zakończeń

%

synaptycznych kory mózgu szczura [23]. Podobnie, dla zwiększenia gę
stości frakcji siateczki śródplazmatycznej szorstkiej, zastosowano cyto
chemiczną reakcję na glukozo-6-fosfatazę [47]. Spodziewać się można, że 
analiza zawiesiny cytochemicznie zabarwionych organelli komórkowych 
za pomocą cytometru przepływowego dostarczy nowych interesujących 
wyników.
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Ultramikrochemia, a także cytochemia mikroskopowa charakteryzują 
się wspólnym rozwojem. Przykładowo, wprowadzono odwrócony mikro
skop cytofluorometryczny zdolny do ilościowego zmierzenia 20 nano- 
litrów fluoroforu. Instrumentem tym, za pomocą metody fluorometrycz- 
nej, można oznaczać aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej 
w wyciągu z jednego fibroblastu. W tym  przypadku jedyna różnica 
między wspomnianą metodą ultrachemiczną a mikroskopową metodą 
cytochemiczną sprowadza się do faktu, że w pierwszej metodzie komór
ka jest homogenizowana, natomiast w badaniu in situ jest ona nie zmie
niona.

Należy oczekiwać, że nasili się ta zbieżna tendencja metod wprowa
dzanych przez różne grupy badaczy dążących do tego samego naukowego 
celu. Jest to powodowane osiągnięciem przez cytochemiczne metody tego 
samego standardu specyficzności i wiarygodności ilościowej, jakimi cha
rakteryzują się dwie pozostałe metody badawcze. Aby osiągnąć ten 
cel, w chwili obecnej prowadzi się doświadczenia na podłożach błonowych 
i ziarnistych służące do określenia specyficzności, ilości i lokalizacji 
reakcji mikroskopowych, korelując jednocześnie te dane z analizami 
biochemicznymi tych modeli. Z podłoży błonowych i ziarnistych o okreś
lonej geometrii można skonstruować szereg modeli o wzrastającym stop
niu złożoności. W ten sposób spojrzenie na złożoną chemię reakcji in 
situ może uzyskać ścisłe podstawy analityczne. Podobne podejścia meto
dyczne pojawiają się także w biochemii, gdzie np. złożone zjawiska 
transportu w błonie badane są na wielofunkcyjnych błonach sztucznych 
[22, 82, 83]. Ponieważ także cytochemicy w coraz większym stopniu 
przekonują się do obiecujących badań sztucznych modeli, należy się li
czyć z dalszym postępem badań w tym zakresie.

Gwałtowny rozwój automatyzowanej cytochemii komórek dostoso
wanej do badania materiału na szkiełkach podstawowych i w przepły
wie stanowi silny impuls do stosowania i rozwijania mikroskopowych 
metod cytochemicznych. Obecnie na podstawie analizy dużej liczby ko
mórek wolnych oraz pochodzących z tkanek można szybko uzyskać dane 
o naturalnych i cytochemicznie wprowadzanych parametrach poszcze
gólnych rodzajów komórek. Danych tego typu nie można otrzymać 
z klasycznej analizy biochemicznej czy też z mikroskopowych obserwa
cji anatomopatologicznych. Pole zastosowania tego typu instrumentów 
powinno się znacznie rozszerzyć przez wprowadzenie ilościowych cyto
chemicznych reakcji barwnych o znanej wiarygodności. Możliwe stanie 
się także otrzymanie szczegółowych obserwacji topologicznych zarówno 
o komórkach, w strukturach bardziej złożonych, jak i o organellach 
wewnątrz komórki. W takich dziedzinach, jak genetyka, immunologia 
czy neurochemia badanie procesów molekularnych w całych narządach 
zastępuje się badaniem małych wycinków tkanek, pojedynczych komó
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rek czy nawet organelli komórkowych, co jest niezbędne dla głębszego 
zrozumienia badanych zjawisk. Cytochemią mikroskopowa jest jedną 
z metod służących do uzyskania takich informacji [94], Z drugiej strony, 
metody cytochemii mikroskopowej, szczególnie połączone z nowoczes
nymi instrumentami cytofizycznymi, mogą być stosowane jako nowe 
sposoby diagnozy. W ten sposób uzyskać można cenne informacje mole
kularne o poszczególnych komórkach, które mogą być pomocne w roz
poznawaniu procesów patologicznych we wcześniejszych okresach cho
roby, kiedy może być zmieniona tylko względnie mała liczba komórek. 
W ten sposób metody cytochemiczne wspomagają klasyczne metody 
chemii klinicznej i anatomii patologicznej. Należy się spodziewać, że 
również w tej dziedzinie połączenie wiarygodnych metod cytochemii 
mikroskopowej z współczesnymi szybkimi instrumentami cytofizycznymi 
znajdzie szerokie zastosowanie w diagnostyce klinicznej.

Wysiłki mające na celu otrzymanie zintegrowanych wiadomości
0 komórkowej i podkomórkowej strukturalnej i molekularnej budowie 
tkanek i narządów niewątpliwie łączą ze sobą klasycznych biochemików
1 cytochemików. Ponownie, po trwającym ponad wiek oddzielnym roz
woju, cytochemią wydaje się tworzyć nowy pomost między biologią ko
mórki i biochemią.
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PROCES ENZYMATYCZNEJ DESATURACJI
KWASÓW TŁUSZCZOWYCH

Jo a n n a  STR O SZN A JD ER

Zespół N eurochem ii C en tru m  M edycyny D ośw iadczalnej i K linicznej
Polsk ie j A kadem ii N auk

Streszczenie .  W pracy  omówiono proces syntezy  n ienasyconych kw asów  tłuszczowych 
w  re ak c ji  desa tu rac ji .  P rzedstaw iono  a k tu a ln e  dane dotyczące m echan izm u reakcji. 
Zw rócono szczególną uw agę n a  zdolność tk a n k i  nerw ow ej do syntezy kw asów  t łu 
szczowych n ienasyconych i na  znaczenie biologiczne procesu  desa tu rac ji .

M ECHANIZM  PR O C ESU  D E SA T U R A C JI K W A SÓ W  TŁUSZCZOW YCH

Synteza nienasyconych kwasów tłuszczowych przebiega w procesie 
desaturacji. Enzymy odpowiedzialne za odwodorowanie nasyconego wią
zania do wiązania nienasyconego wymagają do swojej aktywności tlenu 
cząsteczkowego zredukowanych nukleotydów pirydynowych ATP, CoA 
i Mg++ w zależności od rodzaju substratu. W procesie tym bierze udział
mikrosomalny łańcuch transportu elektronów.

Badania ostatnich lat wykazały istnienie dwóch łańcuchów transpor
tu elektronów funkcjonujących w mikrosomach wątroby. Jeden z nich 
związany jest z działaniem cytochromu b5, drugi natomiast z białkiem 
hemowym P 450 [43].

Dotychczas nie określono dokładnie funkcji fizjologicznej cytochro
mu b5. Stwierdzono natomiast, że przeniesienie elektronów z NADPH 
na cytochrom P 450 jest koniecznym ogniwem w aktywacji tlenu dla za
leżnej od NADPH tlenowej transformacji różnych leków i sterydów 
w komórkach wątroby i nerki [8, 15] oraz być może innych jeszcze 
reakcji wymagających NADPH i tlenu. Tlenowa desaturacja aktywnych 
pochodnych kwasów tłuszczowych jest jedną z tych reakcji, które prze
biegają w  szeregu organizmach. Aktywność desaturaz stwierdzono u alg 
[20, 38], bakterii [16], drożdży [53], grzybów [2], roślin [61] oraz zwie
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rząt [23, 44]. W organizmach zwierzęcych badano tę reakcję w tkance 
wątrobowej, tłuszczowej i w tkance nerwowej. Aktualnie mało jeszcze 
wiadomo na temat mechanizmu reakcji oraz charakteru substratu  [23, 
25, 29].

W procesie desaturacji stearynianiu, stearylo - CoA lub połączony 
z nośnikiem białkowym kwas stearynowy może być używany jako sub- 
strat. Jednakże ostatnio Gurr i wsp. [21] oraz Baker i Lynen [2] uważa
ją na podstawie swoich badań, że cząsteczka fosfolipidu może również 
służyć jako substrat w procesie desaturacji, np. kwasu oleinowego. Po
dobne wyniki uzyskał Kates i Paradis [31] w badaniach z preparatem 
drożdży Candida lipolytica. Badacze ci sugerowali, że przejście kwasu 
oleinowego do linolowego w Candida lipolytica zachodzi w  wyniku dzia
łania enzymatycznego systemu desaturazy bezpośrednio na cząsteczce 
fosfolipidu.

W kolejnej pracy Pugh i Kates [50] potwierdzili tę hipotezę. Do
świadczenia prowadzono w atmosferze tlenu w systemie inkubacyjnym 
zawierającym [t4C, 32P] fosfatydylocholinę lub fosfatydyloetanoloaminę, 
frakcję mikrosomalną z C. lipolytica oraz zredukowane nukleotydy piry
dynowe. W celach porównawczych prowadzono badania z [14C] oleiło - 
- CoA oraz kwasem [14C] oleinowym. Stosowano również układ inkuba- 
cyjny zawierający znakowane mikrosomy 14C i 32P. Związany z błoną 
system desaturazy był zdolny desaturować egzogennie dodaną nietknię
tą cząsteczkę fosfatydylocholiny i fosfatydyloetanoloaminy, jak również 
endogenną mikrosomalną fosfatydylocholinę. Ten system enzymatyczny 
wydaje się niezależny od aktywnego systemu desaturazy acylo - CoA
(oleiło - CoA), ponieważ dodanie ATP, Mg++ i CoA, kofaktorów stym u
lujących desaturację wolnego kwasu oleinowego, nie wywiera wpływu 
na desaturację kwasów tłuszczowych fosfolipidu. Nie obserwowano hy- 
drolitycznego rozpadu fosfolipidowego substratu i kolejnej resyntezy 
w wyniku transacylacji z nieznakowanym kwasem. Została wykluczona 
możliwość, aby grupa acylowa fosfolipidowego substratu była przepro
wadzona do pochodnej CoA, desaturowana, a następnie ponownie wbu
dowywana do fosfolipidu. Odnośnie do specyficzności substratowej 
stwierdzono, że inne fosfolipidy, jak fosfatydyloseryna i fosfatydyloino- 
zytol, dodane egzogennie nie ulegają desaturacji. Być może wynika to 
z faktu, że te fosfolipidy tworzą emulsję o odmiennych właściwościach. 
In vivo znacznie efektywniej ulegają desaturacji kwasy tłuszczowe fos
fatydylocholiny i to zarówno w pozycji Clf jak i C2 glicerolu w porów
naniu z kwasami tłuszczowymi fosfatydyloetanoloaminy. W tym ostatnim 
przypadku procesowi desaturacji ulegają tylko kwasy tłuszczowe w po
zycji C2 glicerolu (schemat 1). Innym przykładem procesu desaturacji 
na nietkniętej cząsteczce fosfolipidu względnie lizofosfolipidu jest synte-
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za plazmalogenów etanoloaminowych [17, 58, 62] z 1 - 0 - alkilo - 2 - acy- 
lo - sn - glycero - 3 - fosforyloetanoloaminy oraz 1 - 0 - alkilo - sn - glycero -
- 3 - fosforyloetanoloaminy do 1 - 0 - alk - 1'enylo - 2 - acylo - sn - glycero -
- 3 - fosforyloetanoloaminy.

Schemat 1. Desaturacja kwasów tłuszczowych fosfatydylocholiny i fosfatydyloetanoloaminy

S chem at 2. Fp i N A D H  — cytochrom  b 5 reduk taza ,
F p 2 N A D PH  — cytochrom  b 5 reduk taza , 
F p 3 N A D PH  — cytochrom  c reduk taza , 
CCC — „cyjankoczuły  czynn ik”

Badania Oshino i wsp. [45, 46] oraz Holloway [23] wykazały, że system 
enzymatyczny odpowiedzialny za reakcje desaturacji składa się z NADH — 
cytochrom b5 reduktazy [22, 45], NADPH — cytochrom c reduktazy 
[44, 45], cytochromu b.T [45] oraz końcowej komponenty w łańcuchu
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przenoszenia elektronów, tzw. „cyjankoczułego czynnika” [44-46], który 
aktywuje tlen. Udział tych komponent mikrosomalnego transportu  elek
tronów w procesie desaturacji ilustruje schemat 2.

ET A PY  PR O C ESU  D E SA T U R A C JI K W A SU  STEARYNOW EGO
W M IK R O SO M A C H  W ĄTROBY SZCZURA

1. Kwas stearynowy +  CoA
ATP +  M g + +

supernatant
> stearylo - CoA.

mikrosomy

2. Stearylo - CoA +  enzym > stearylo - enzym +  CoA.

3. Stearylo - enzym
0 2 +  N A D PH

4. Hydroxystearylo - enzym

-> hydroxystearylo - enzym.
- h 2 o

> oleiło - enzym.

5. Oleiło - enzym +  C oA  > oleiło - CoA +  enzym.

Sumarycznie

A T P +  M g T ~
Kwas stearynowy +  C o A --------------> oleiło - CoA.

o 2+ n a d p h

Dla optymalnej aktywności enzym potrzebuje jonów Mg . W pro
cesie desaturacji kwasu [14C] linolowego do y - linolenowego w mikroso-
mach mózgu znacznie efektywniej działają jony Mn++ [60]. Należy pa
miętać, że na proces desaturacji kwasów tłuszczowych wpływa również 
aktywność takich enzymów, jak syntetaza acylo - CoA i hydrolaza - CoA, 
co ilustruje schemat 3.

S chem at 3. R eakcje  enzym atyczne  w  procesie d esa tu rac j i  k w asu  stearynow ego
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Proces hydroksylacji leków w mikrosomach wątroby jest akty
wowany również przez tlen i zredukowane nukleotydy pirydynowe 
NADPH oraz zredukowaną formę mikrosomalnego białka hemowego 
P430. Reakcja przebiega według następującego schematu:

N A D PH  -> N A D PH  — specyficzny f law opro te id  -> n ieznany  czynnik  -> cyto-
chrom  P 450

Ostatnie badania sugerują, że cytochrom P 430 może wchodzić w reak
cję z substratem w  procesie hydroksylacji leków [27]. Pierwszy etap 
reakcji katalizowany przez NADPH — specyficzny flawoproteid jest 
wspólny zarówno dla procesu hydroksylacji, jak i desaturacji. NADH
odgrywa nieznaczną rolę jako dawca wodorów w procesie hydroksylacji.

NADPH->NADPH—specyficzny flawoproteid->nieznany czynnik->P45 0 ->(hydroksylacja)
] I
! i

(?> i (?)

| I
1— -------------------------  cyjankoczuły czynnik -> (desaturacja)

Schemat 4. Według Oshino, Imai (1966).

Askorbinian we względnie wysokim stężeniu 10 mM jest również 
donatorem elektronów dla procesu desaturacji. Jest jednak znacznie 
mniej efektywny aniżeli NADH i NADPH. Aktualnie niewiele wiadomo 
na temat mechanizmu działania askorbinianu z wyjątkiem tego, że 
w procesie transportu elektronów włączony jest również cyjankoczuły 
czynnik. Stwierdzono, że 10 mM askorbinian powoduje w warunkach
tlenowych redukcję mikrosomalnego cytochromu b5 w 20%.

Bloch i wsp. [6] przedstawili różne mechanizmy desaturacji. Procesy 
oksydacyjnej desaturacji przebiegają nieco odmiennie w różnych orga
nizmach i można mówić o różnych typach reakcji, przy czym wszystkie 
wymagają udziału NADPH, NADH i tlenu cząsteczkowego. Proces de
saturacji acylo - CoA w M. phlei jest czuły na działanie cyjanków i za
leży od nukleotydów flawinowych i jonów żelaza [16]. W procesie de
saturacji u Euglena gracilis substratem reakcji są kwasy tłuszczowe 
połączone z nośnikiem białkowym. Pochodne CoA kwasów tłuszczowych 

substratem reakcji w procesach katalizowanych przez mikrosomy 
drożdży [5], wątroby [36] i mózgu [9]. Proces desaturacji w drożdżach 
nie jest czuły na działanie cyjanków [5], które są natomiast silnymi 
inhibitorami reakcji desaturazy w wątrobie i mózgu.

3 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  2/77
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Badania desaturazy kwasów tłuszczowych w głównej mierze doty
czyły desaturazy stearynianu i stearylo - CoA [14, 48]. Badano również 
desaturazę kwasów 1 2 : 0 - 2 0 : 0  [28], jak również desaturację szeregu
nienasyconych kwasów tłuszczowych do kwasów o wyższym stopniu nie
nasycenia.

Oznaczono [48] energię aktywacji dla procesu desaturacji poszcze
gólnych kwasów tłuszczowych:

K w as tłuszczowy kcal/m ol

12 : 0 18,8
13 : 0 15,5
14 : 0 19,2
15 : 0 20,8
16 : 0 16,3
17 : 0 19,8
18 : 0 21,8
19 : 0 24,1

Gurr i Robinson [21] wyizolowali i oczyścili częściowo desaturazę, 
Stwierdzili, że ciężar cząsteczkowy tego enzymu jest większy od 4 X 106. 
Z badań nad desaturazą kwasów tłuszczowych wiadomo, że wymaga 
ona dla swojej aktywności udziału lipidów [29], Charakter tego zapotrze
bowania nie jest dotychczas wytłumaczony.

Holloway i Katz [24] sugerują, że kompleks desaturazy wymaga 
fosfolipidów dla prawidłowej aktywności w reakcji między zredukowa
nymi nukleotydami pirydynowymi a reduktazą cytochromu b5 oraz mię
dzy cytochromem b5 a tlenem. Holloway [26] badał desaturację stearylo -
- CoA i stwierdził, że pierwszym produktem w tej reakcji jest 14C 
oleiło - CoA.

Synteza fosfolipidów zawierających kwas 14C oleinowy zachodzi 
wtedy, kiedy aktywność desaturazy ulega obniżeniu.

R EG U LA C JA  ENZYM ATYCZNEGO PR O C ESU  D ESA TU R A C JI KW ASÓW
TŁUSZCZOW YCH

Reakcja desaturacji kwasów tłuszczowych podlega wpływowi róż
nych czynników egzogennych, takich jak dieta. Wpływa na nią proces 
starzenia, różne stany fizjopatologiczne [4, 39] oraz szereg czynników
endogennych, jak a - glicerofosforan, ATP, kwasy tłuszczowe [51] i li
pidy [29].

Z pracy Schultza i Lynena [53] wynika, że oleiło - CoA — produkt 
desaturacji stearylo - CoA — jest równocześnie kompetycyjnym inhibi
torem reakcji desaturazy kwasu stearynowego w drożdżach. Hamuje on 
również reakcję desaturacji w  wątrobie [44].
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W trakcie badań in vitro procesów mikrosomalnego przekształcenia 
nasyconych kwasów tłuszczowych do kwasów jednonienasyconych i kw a
sów o wyższym stopniu nienasycenia stwierdzono istnienie reakcji 
kompetycyjnej między kwasem oleinowym, linolowym i linolenowym
w preparacie mikrosomów wątroby.

Kwas arachidonowy w ilościach ekwimolarnych powoduje wzrost
desaturacji kwasu linolowego do y -  linolenowego. Kwas arachidonowy 
może nie tylko wpływać na przejście kwasu linolowego do y - linoleno
wego. Zmienia względną proporcję wolnego linolo - CoA do y - linole- 
nylo - CoA poprzez wpływ na reakcję estryfikacji. W oparciu o wyniki 
doświadczeń przyjęto raczej tę drugą interpretację, co ilustruje załączony 
schemat 5 [41], Kwas arachidonowy aktywuje desaturację kwasu lino-

Schemat 5. Wpływ kwasu arachidonowego na mikrosomalną desaturację kwasu linolowego do
y-linolenowego i na proces wbudowywania tych kwasów do fosfolipidów

lowego. Współzawodniczy z tym  kwasem w równoległej reakcji syntezy 
fosfolipidów. Więcej linolo - CoA ulega wówczas procesowi desaturacji, 
natomiast kwas arachidonowy ulega wbudowaniu do cząsteczki fosfoli-
pidu.

Nakagawa i wsp. [40] wykazali związek pomiędzy reakcją desatu-
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racji a wydłużaniem się łańcucha kwasów tłuszczowych w mikrosomach 
wątroby szczura. Stwierdzono wzrost aktywności procesu desaturacji 
i wydłużania łańcucha węglowodorowego, w wyniku powrotu do norm al
nej diety po okresie głodzenia. Zsonifikowana zawiesina fosfatydylocho- 
liny, dodana do środowiska inkubacyjnego zawierającego kofaktory obu 
wymienionych reakcji, powodowała pobudzenie tworzenia się kwasu 
stearynowego i obniżenie aktywności desaturazy. Fosfatydylocholina może 
odgrywać ważną rolę w  tych reakcjach enzymatycznych jako jeden z re 
gulatorów reakcji desaturacji i elongacji kwasów tłuszczowych w  m ikro
somach wątroby. Aktualnie trudno wytłumaczyć mechanizm działania 
tego fosfolipidu. Badacze ci sugerują, że może ona wywierać wpływ bez
pośredni na enzym lub wpływać na tworzenie się kompleksu enzym -  
substrat. Nie wiadomo również, czy analogiczny efekt wywiera endo
genna lecytyna z mikrosomów wątroby szczura.

S chem at 6. W pływ  zsonifikow anej zaw iesiny lecy tyny  na  d esa tu rac ję  i w ydłużan ie  
łańcucha  pa lm ity lo  - CoA w  m ikrosom ach  w ą tro b y  szczura po pow rocie  do p r a 

w idłowego odżyw iania
M ie s z a n in a  i n k u b a c y j n a  z a w ie r a ła :  45 [j.M p a lm i t y lo - C o A ,  3,4 1-14C p a lm i t y l o - C o A ,  100 [ iM
m a lo n y lo - C o A ,  6 m M  3 - m e r c a p t o e t a n o l ,  3 m M  N A D H ,  3 m M  N A D P H ,  25 m M  s a c h a r o z ę  
i m i k r o s o m y  (0,8 m g  b ia łk a ) ,  360 [ig z a w i e s i n y  l e c y t y n y ,  0,1 M  b u f o r  f o s f o r a n o w y ,  p H  7,4.

K o ń c o w a  o b j ę t o ś ć  1 m l.  I n k u b a c j a  w  t e m p e r a t u r z e  30 °C w  a t m o s f e r z e  t l e n u

Warunki dietetyczne w wyraźny sposób wpływają na aktywność 
procesu desaturacji, co ilustruje tabela 1. Brak niezbędnych kwasów 
tłuszczowych w diecie powoduje zmiany składu kwasów tłuszczowych 
lipidów. Niedobór niezbędnych kwasów tłuszczowych w diecie powoduje
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TABELA 1. Wpływ warunków dietetycznych na aktywność mikrosomalnej
desaturacji w wątrobie szczura

Grupa Warunki
Aktywność desaturazy nmole 

oleinianu/min/mg białka

NADH NADPH askorbinian

1 30% dieta białkowa 1,01 0,70 0,17
2 Głodzenie przez całą noc 0,51 0,36 0,09
3 30% dieta białkowa po okresie gło

dzenia (podawana przez 17 godz.) 5,77 3,81 1,10
4 Wysokowęglowodanowa dieta po 

okresie głodzenia (podawana przez
17 godz.) 7,26 5,36 1,25

5 Wysokowęglowodanowa dieta po 
okresie głodzenia (podawana przez 
41 godz.) 2,87 1,82 0,49

M ieszanina inkubacyjna zawierała w końcowej objętości 0,5 ml, m ikrosom y 0 ,3 -1 ,5  mg 
białka, 0,1 M  Tris-HCl, pH  7,2, 53 p.M 14C-stearylo-CoA, 0,4 m M  N A D /P /H  lub 10 m M  askor- 
binian sodu. Inkubacje prowadzono w temperaturze 30°C przez 1,5-5 min. Warunki dietetyczne 
podano w tabeli.

Według O shino i wsp. (1972)

TABELA 2. Aktywność mózgowej desaturazy sterylo-CoA w różnym
okresie życia szczura

Wiek
dni

Specyficzna aktywność 
pmol/min/mg białka

Całkowita aktywność
pmol/min/mózg

8 475 ±  30 1138
15 223 ±49 930
22 215±54 938
29 175 ±26 807
60 140± 8 1013

Wartości przedstawiają średnie ± S .D .  W szystkie oznaczenia prowadzono  
uwzględniając różne stężenia białka.

Według Pullarkat i Reha (49].

wyraźnie mniejsze zmiany w składzie kwasów tłuszczowych fosfolipidów 
mózgu w porównaniu ze zmianami w wątrobie, mięśniach i surowicy 
krwi [1, 30]. Podczas gdy istotne zmiany w proporcji jednonienasycc- 
nych kwasów do wielonienasyconych kwasów obserwuje się w surowicy 
i mięśniach, to w fosfoglicerydach mózgu — tylko nieznaczne. Nie
obserwowano zmian w proporcji nasyconych kwasów tłuszczowych do 
jednonienasyconych w izolowanych frakcjach mieliny, frakcji synapto-
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TABELA 3. Aktywność desaturazy stearylo-CoA w różnych częściach
anatomicznych mózgu dorosłych szczurów

Części anatomiczne
mózgu

Specyficzna aktywność 
pmol/min/mg białka

% całkowitej 
aktywności

Móżdżek 60 6,8
Rdzeń przedłużony 126 12,6
Śródmózgowie 145 30,2
Półkule mózgu 98 j 50,5

M ikrosom y z mózgów 120-dniowych szczurów. Całkowitą aktywność każdej części 
anatomicznej mózgu obliczano ze specyficznej aktywności i ilości wyizolowanych mikro- 
som ów. Specyficzna aktywność mózgowej desaturazy wynosi 105 pm oli/m in/m g białka.

Według Pullarkat i Reha (49].

somalnej i frakcji błon plazmatycznych [30]. Niedobór niezbędnych nie
nasyconych kwasów tłuszczowych może zmieniać stosunek między po
szczególnymi wielonienasyconymi kwasami tłuszczowymi.

Karlsson [30] uważa, że pewna stałość składu kwasów tłuszczowych 
fosfoglicerydów błon mózgu jest godna uwagi. Stałość składu lipidowe
go i składu kwasów tłuszczowych fosfoglicerydów w błonach mózgu jest
prawdopodobnie konieczna dla prawidłowego rozchodzenia się impulsów 
w neuronach.

Z szeregu prac [11, 18-20] wynika, że egzogenne wielonienasycone 
długołańcuchowe kwasy tłuszczowe przechodzą przez barierę krew-mózg 
do tkanki nerwowej i wpływają w kompetycyjny sposób na skład wielo- 
nienasyconych kwasów tłuszczowych w fosfolipidach. Wielonienasycone
kwasy tłuszczowe z serii n - 6 mogą zajmować miejsce kwasów tłusz
czowych z serii n - 3 w fosfolipidach i vice versa, w zależności od pozio
mu tych kwasów w diecie [18]. Wysoki poziom kwasu 20 : 5, 22 : 6 (n - 3) 
hamuje desaturację kwasów tłuszczowych 22 : 4 (n - 6) do 22 : 5 (n - 6) 
w  mózgu.

Oshino i wsp. [47] stwierdzili, że warunki dietetyczne wpływają 
w nieznacznym stopniu na poziom flawoprotein i cytochromu b5. Po
wodują one natomiast zmiany w aktywności desaturazy poprzez wpływ 
na ostatnią komponentę transportu elektronów ,,cyjankoczuły czynnik” . 
Może to wskazywać, że ,,cyjankoczuły czynnik” jest czynnikiem limi
tującym procesy desaturacji. Stwierdzono, że w mikrosomach wątroby, 
w których NADH - cytochrom bs reduktaza jest hamowana w 99n/o przez 
miedź, aktywność procesu desaturazy jest zachowana w 80% [45], Do 
chwili obecnej niewiele wiadomo na temat „cyjankoczułego czynnika”. 
Jest on prawdopodobnie syntetyzowany na polisomach związanych z bło
nami szorstkimi, a następnie transportowany do błon gładkich endopla- 
zmatycznego retikulum w wyniku nie znanego jeszcze dzisiaj mecha
nizmu [47].
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Lee i wsp. [35] stwierdzili, że aktywność desaturazy stearylo - CoA 
wzrasta wyraźnie w wątrobie, w guzach wątroby, gdy zwierzęta u trzy
mywane były na diecie beztłuszczowej. Aktywność desaturazy alkiloacy- 
loglycerofosforyloetanoloaminy w guzach Fischera R - 3259 nie ulegała
zmianie pod wpływem diety. Na podstawie tych danych wysunięto h i
potezę, że te dwa systemy desaturaz nie są identyczne i że być może są 
one kontrolowane przez różne komponenty mikrosomalnego łańcucha
transportu elektronów.

PROCES D E SA T U R A C JI KW ASÓW  TŁU SZCZO W Y CH  W OŚRODKOW YM
U K ŁA D ZIE  NERW OW YM

Do początku lat siedemdziesiątych bardzo mało było informacji na 
tem at procesu desaturacji kwasów tłuszczowych w mózgu. Przede wszyst
kim nie było wiadomo, czy komórki tkanki nerwowej posiadają układ 
enzymatyczny przeprowadzający kwasy tłuszczowe nasycone w odpo
wiednie kwasy tłuszczowe nienasycone.

Aktywna synteza de novo kwasów tłuszczowych w mózgu oraz pro
cesy elongacji kwasów tłuszczowych wskazywały, że desaturacja nasy
conych prekursorów do związków nienasyconych powinna być również 
aktywną reakcją w ośrodkowym układzie nerwowym.

Menkes [37] stwierdził tworzenie się jednonienasyconych kwasów 
tłuszczowych w hodowli tkankowej z mózgu 3 - dniowych szczurów po 
podaniu kwasu stearynowego i palmitynowego.

Cook i Spence [9, 10] natomiast, po raz pierwszy jasno udokumen
towali aktywność desaturazy w homogenacie z 10 - dniowych mózgów. 
Proces desaturacji stearylo - CoA osiągał maksimum przy pH 6,0-6,6. 
Optimum pH dla reakcji desaturacji wolnych kwasów tłuszczowych w y
nosiło 7,2-7,6. W tym  przypadku reakcja jest dwustopniowa. Mianowicie, 
I etapem jest aktywacja nasyconych kwasów tłuszczowych do pochod
nych CoA w reakcji acylo - CoA - syntetazy. Kolejna reakcja, to desa
turacja pochodnych CoA kwasów tłuszczowych. W wyniku desaturacji 
kwasu stearynowego powstaje 91% kwasu oleinowego 18 : 1 (n - 9). W w y
niku desaturacji kwasu palmitynowego powstaje kwas palmitooleinowy 
w 22% 16 :1  (n - 7) i w 72% kwas cis - vakceinowy 18 :1  (n - 7). Tworze
nie kwasów nienasyconych jest hamowane przez wysokie stężenie kwasu 
stearynowego, palmitynowego, a nawet stearylo - CoA. Przy stałym stę
żeniu substratu synteza kwasów tłuszczowych nienasyconych jest hamo
wana przez wzrastające wysokie stężenie białka i obniża się wraz z prze
dłużonym czasem inkubacji. Enzym ten jest bardzo czuły, tak że w za
sadzie jest niemożliwe przechowywanie tkanki do dalszych badań. 
W przypadku kwasu stearynowego i palmitynowego wiązanie podwójne
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jest wprowadzane między C9-C 10. Na podstawie danych doświadczalnych 
badacze ci uważają, że jeden enzym działa tutaj na obydwa kwasy tłusz
czowe.

Rola systemu mózgowej desaturacji kwasów tłuszczowych w  sto
sunku do takich zewnątrzmózgowych źródeł nienasyconych kwasów 
tłuszczowych, jak wątroba i dieta pozostaje dotychczas problemem nie 
rozwiązanym. Obecnie jest oczywiste, że ośrodkowy system nerwowy nie 
jest całkowicie zależny od zewnątrzmózgowych źródeł. Procesy desatu
racji w o.u.n. w  połączeniu z innymi procesami biosyntezy kwasów 
tłuszczowych, syntezą de novo i procesem wydłużania łańcuchów kw a
sów tłuszczowych dostarczają koniecznych dla mózgu izomerów kwasów 
tłuszczowych. Fakt, że tkanka nerwowa posiada własny system desa- 
turaz ma bardzo istotne znaczenie dla utrzymania normalnej funkcji 
mózgu, gdy inne źródła nie mogą w pełni ich dostarczyć. Spence ozna
czył skład niektórych izomerów nienasyconych kwasów tłuszczowych 
w mózgu. Główne izomery, 16 :1  (n-10), (n - 9), (n - 7), (n - 5); 18 :1  
(n - 10), (n -  9), (n - 7); 2 0 -1  (n - 11), (n - 9), (n - 7), występują we wszyst
kich badanych lipidach mózgu. Proporcje między poszczególnymi izome
rami różnią się w zależności od wieku i rodzaju fosfoglicerydu. Skład 
kwasów tłuszczowych fosfolipidów zmienia się nie tylko wraz z wiekiem, 
ale również w zależności od odżywiania i różnych stanów fizjopatolo- 
gicznych. Wywiera to bezpośredni wpływ na połączenia lipid-lipid oraz 
lipid-białko, modyfikując w ten sposób strukturę błon i wpływając na 
ich funkcję. Spence zanalizował skład jednonienasyconych kwasów 
tłuszczowych w mózgu płodów, noworodków i dojrzałych szczurów.

Jak  wynika z prac Klenka i wsp. [33], 25-50% składu kwasów tłusz
czowych glicerofosfolipidów mózgu stanowi kwas 18 : 1. Syntezę tego 
kwasu z stearylo - CoA w skrawkach mózgu i wątroby w rozwoju badał 
Seng i wsp. [54]. Najwyższą aktywność desaturazy stwierdzono w skraw 
kach kory mózgu 4 - dniowych szczurów. Malała ona ewidentnie wraz 
z wiekiem, osiągając bardzo niskie wartości w skrawkach mózgu zwierząt 
dorosłych. Zupełnie odwrotnie sprawa przedstawia się w skrawkach wą
troby szczura. Aktywność desaturazy osiąga najwyższe wartości w  skraw 
kach wątroby zwierząt dorosłych (wykres 1).

Cook i Spence [9, 10] badali aktywność desaturazy w  rozwoju osobni
czym szczurów w homogenacie z mózgu i wątroby. Najwyższą aktywność 
enzymu obserwowali u płodów. Spadała ona gwałtownie między 10 a 20 
dniem, osiągając 10% wartości stwierdzanej u płodów (wykres 2). Gło
dzenie tylko nieznacznie obniżało aktywność desaturacji w tkance nerwo
wej dorosłych i 10 - dniowych szczurów. Aktywność desaturazy ulegała 
wyraźnemu obniżeniu w wątrobie zwierząt dorosłych. Powrót do pra
widłowego odżywiania powodował pobudzenie aktywności enzymu w wą-
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W ykres 1. D esa tu rac ja  k w asu  s tearynow ego w  sk raw k ach  w ą tro b y  i mózgu szczura
(Według [54])

/ f i

130-350

przedporodowy okres poporodowy dorosłe
wiek (dni)

W ykres 2. Zależne od w ieku  zm iany  w  d esa tu rac ji  s teary lo  - CoA, pH 6,0, w  homo-
genacie 1 — m ózgu i 2 — w ątroby .

W a r u n k i  d o ś w ia d c z a ln e  j a k  d la  s t e a r y lo - C o A  ( w y k r e s  3) z w y j ą t k i e m  b u f o r u  f o s f o r a n o w e g o ,
p H  6,0 i  c z a s u  i n k u b a c j i  10 m in .  W a r t o ś c i  ś r e d n ie  z p o d w ó j n e g o  o z n a c z e n ia .

(W e d łu g  C o o k  i S p e n c e  [9])
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trobie zwierząt dorosłych i wywoływał zmienne efekty w mózgu d o 
rosłych i 10 - dniowych szczurów, jak również w wątrobie 10 - dniowych 
szczurów. Wykres 3 obrazuje aktywność desaturazy kwasu stearynowego 
i stearylo - CoA w homogenacie z mózgu płodów, noworodków i szczurów 
dorosłych.

W ykres 3. Zależne od w ieku  zm iany w  d esa tu rac ji  kw asu  s tearynow ego i s te a 
rylo - CoA hom ogenacie z mózgu szczura. 1 — s tea ry lo  - CoA, 2 — kw as  stearynow y.
M ie s z a n in a  i n k u b a c y j n a  z a w ie r a ła  0,7 m M  N A D H , 7,5 m M  b u f o r  f o s f o r a n o w y ,  pH  7,4, 20 m g  
a l b u m i n y  z s u r o w i c y  w o ł u ,  80 n M  l - u - C - s t e a r y lo - C o A  lu b  100 |x M  l - 14C - k w a s  s t e a r y n o w y ,  
8-12 m g  b ia łk a  h o m o g e n a t u .  O b ję to ś ć  c a łk o w i t a  2,1 m l.  W  d o ś w ia d c z e n ia c h  z kw’a s e m  s t e a 
r y n o w y m  m ie s z a n in a  in k u b ć tc y jn a  z a w ie r a ła  3,5 m M  A T P , 0,1 m M  C oA  i 2,4 m M  M g C l2. I n 
k u b a c j e  w  t e m p e r a t u r z e  37°, 15 m in .  W a r to ś c i  d la  k w a s u  s t e a r y n o w e g o  p r z e d s t a w ia ją  ś r e d n ie  
±  S .E .M ., i l o ś ć  d o ś w ia d c z e ń  p o d a n a  w  n a w ia s a c h ,  d la  s t e a r y lo - C o A  ś r e d n ie .  W e d łu g  C ook

i S p e  i c e  [9]

W interpretacji aktywności desaturazy w zależności od wieku na
leży wziąć pod uwagę obserwację wskazującą na obniżenie aktywności 
między 10-20 dniem życia. Należy podkreślić, że dotyczy to tylko aktyw 
ności specyficznej i jak dyskutują autorzy aktywność całkowita ulega 
tylko nieznacznemu obniżeniu. Obniżenie syntezy kwasów nienasyconych 
w tym okresie byłoby dosyć zaskakującym zjawiskiem, jest to bowiem 
okres aktywnej mielinizacji u szczurów, wypadający właśnie między 
10 a 20 dniem życia. Należy również pamiętać, że w tym okresie znacz
nie wzrasta zawartość białka w mózgu. Uzasadnia to otrzymane wartoś
ci aktywności specyficznej.

http://rcin.org.pl



D E S A T U R A C J A  K W A S Ó W  T Ł U SZ C Z O W Y C H 133

Zarówno Cookowi i Spencowi [9, 10], jak również Sengowi i Debuch 
[55] nie udało się oznaczyć aktywności desaturazy kwasów tłuszczowych
w mikrosomach mózgu.

Pullarkat i Reha (przy zastosowaniu odmiennej techniki) [49] ozna
czyli aktywność desaturazy stearylo - CoA w mikrosomach mózgu. W ba
daniach uwzględniono problem dojrzewania o.u.n., jak również rozmiesz
czenie aktywności enzymu w różnych częściach anatomicznych mózgu. 
Z badań ich wynika, że specyficzna aktywność ulega obniżeniu o V3 w ar
tości od 8 do 60 dnia życia, natomiast całkowita aktywność nie ulega 
zmianie.

Rozmieszczenie aktywności enzymatycznej w różnych częściach ana
tomicznych mózgu dorosłego szczura jest nierównomierne. Najwyższą 
aktywność obserwowano w śródmózgowiu, kolejno niższą — w rdzeniu 
przedłużonym i półkulach mózgowych, a najniższą — w móżdżku. Aktyw
ność w śródmózgowiu — 145 pmoli/min/mg białka — jest przeszło dwu
krotnie wyższa niż w móżdżku — 60 pmoli/min/mg białka. Mózgowa 
mikrosomalna desaturaza jest enzymem bardzo niestabilnym. W ciągu 
5 dni w temperaturze — 100°C aktywność enzymu spadła o ’/a, a w ciągu 
12 dni o 2/3 wartości wyjściowej. W przeciwieństwie do mózgowej desa
turazy, enzym wątrobowy — otrzymany przy zastosowaniu tej samej 
preparatyki — był stabilny przez trzy tygodnie w temperaturze — 100°C. 
Jeżeli chodzi o optimum pH, wpływ nukleotydów pirydynowych i inhi
bicję przez cyjanki, enzym mózgowy zachowywał się analogicznie jak 
wątrobowa desaturaza stearylo - CoA. Obecność pewnych czynników 
w preparacie mikrosomów wątroby może wpływać na stabilność enzy
mu. Zagadnienie zdolności tkanki nerwowej do syntezy jedno - i wielo- 
nienasyconych kwasów tłuszczowych jest przedmiotem dalszych badań. 
W ostatnich latach zwrócono szczególną uwagę na rolę niezbędnych nie
nasyconych kwasów tłuszczowych w rozwijającym się mózgu. Wielonie- 
nasycone kwasy tłuszczowe występują w stosunkowo dużej ilości w fos
folipidach tkanki nerwowej, szczególnie we frakcji lipidów etanoloami-
nowych.

W organizmach zwierzęcych biosynteza wielonienasyconych kwasów 
tłuszczowych przebiega dwoma niezależnymi, metabolicznymi drogami. 
Długołańcuchowe kwasy serii (n - 6) są syntetyzowane z kwasu linolowe
go 9, 12 (18 : 2) (n - 6) jako prekursora (liczba przy „n” oznacza pozycję 
podwójnego wiązania licząc od grupy metylenowej), y - kwas linolenowy 
(18:3) (n - 3) jest konieczny do biosyntezy długołańcuchowych kwasów
serii (n - 3).

Wzajemne przejście kwasów z serii (n - 6) i (n - 3) nie występuje w tkan
ce nerwowej, jak również w innych tkankach organizmów zwierzęcych. 
Najliczniej występujące w tkance nerwowej nienasycone kwasy tłusz-
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czowe, to kwas arachidonowy 20 : 4 z serii (n - 6) i kwas 22 : 6 z serii (n - 3). 
Początkowo sugerowano, że np. kwas 22 : 6 jest syntetyzowany w wątro
bie z kwasu 18 :3 , a następnie transportowany do mózgu. Tym samym 
wykluczano zdolność tkanki nerwowej do syntezy tego kwasu. W kolej
nych pracach stwierdzono, że kwas 22 : 6 jest syntetyzowany z 1 8 :3  
w mózgach zarodków kurzych, a ostatnio Yavin [63] wykazał tę reak
cję w hodowli z komórek neuroblastoma.

Dhopeshwarkar [12, 13] badał biosyntezę kwasu arachidonowego 
w o.u.n. Badania prowadził in vivo na mózgu. W celu wykluczenia 
udziału wątroby w tym procesie, podawał domózgowo 11 -dniow ym  
szczurom 1 - [14C] kwas linolowy cis 9, 12 i kwas linolenowy 1 - [14C] 18 : 3 
cis 9, 12, 15. Stwierdził, że kwas linolowy jest prekursorem kwasu arachi
donowego w wyniku kolejnych reakcji desaturacji i elongacji 18 : 2 
(9, 12) — 1 8 :3  (6, 9, 12) — 2 0 :4  (5, 8, 11, 14), natomiast kwas linole
nowy jest metabolizowany w następujący sposób: 18 :3  (9, 12, 15) — 
1 8 :4  (6, 9, 12, 15) — 2 0 :4  (8, 11, 14, 17) — 2 0 :5  (5, 8, 11, 14, 17) — 
22 : 5 (7, 10, 13, 16, 19) — 22 : 6 (4, 7, 10, 13, 16, 19). Desaturaza A 8 nie 
występuje w tkance nerwowej, tzn. nie jest możliwe przejście kwasu 
linolowego do kwasu arachidonowego poprzez etap kwasu 20 : 2 (11, 14,
17) i 20 : 3  (8, 11, 14, 17); 18 : 2  (9, 12) — 2 0 : 2  (11, 14) — 20 : 3  (11, 
14, 17) — 2 0 : 4  (8, 11, 14, 17). Kwasy 2 0 : 2  (11, 14) i 20 : 3 (11, 14, 17) 
prawdopodobnie nie są syntetyzowane in vivo.

Sprecher i Lee [57] stwierdzili również brak aktywności A 8 desa
turazy w wątrobie.

Badania Dhopeshwarkara i Sprechera [12, 13, 57] wnoszą nowe dane 
na temat biosyntezy wielonienasyconych kwasów tłuszczowych z rodzi
ny (n - 3). Zaproponowany i przytoczony przez Klenka [34] schemat musi 
ulec zmianie w odniesieniu do badań in vivo. Jak wynika ze schematu 7, 
Klenk stwierdzał desaturację kwasu 20 : 3 do 20 : 4.

ZNACZENIE BIOLOG ICZNE PRO CESU  D E SA TU R A C JI

Aktywność desaturaz w rozwoju osobniczym warunkuje odpowiedni 
skład kwasów tłuszczowych fosfolipidów błon. Skład nienasyconych kwa
sów tłuszczowych fosfolipidów mózgu szczura zmienia się wraz z wie
kiem. Stwierdza się obniżenie kwasu tłuszczowego 16 : 1 i wzrost kwasów 
18 : 1 i 20 : 1 [56]. Podobne zmiany obserwował O’Brien i Sampson [42] 
w mózgu człowieka. Ulega również zmianie skład poszczególnych izome
rów kwasów tłuszczowych. Przykładowo, u noworodków stwierdza się 
wyższy poziom kwasu 16:1 (n - 10), 16 : 1 (n - 9), 18 : 1 (n - 7) i 20 : 1 
(n - 11) aniżeli u osobników dorosłych. Występują również zmiany w pro
porcjach 16 : 1/18 : 1 izomerów w 1 i 2 pozycji glicerolu fosfolipidów.
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Jak wynika z prac Reinerta [52], stopień nienasycenia lipidów wywiera 
bezpośredni wpływ na stan lipidowej komponenty błon w różnych tem
peraturach oraz na przejście lipidowej komponenty błony ze stanu płyn
nego do stanu krystalicznego.

Schemat 7.

Nienasycone kwasy tłuszczowe lipidów błon biorą udział w proce
sie łączenia się enzymu z błonami względnie w wytwarzaniu odpowied
niego środowiska dla optymalnej aktywności enzymu [3, 7, 32].

Bardzo istotnym zagadnieniem jest zdolność tkanki nerwowej do 
enzymatycznej syntezy nienasyconych kwasów tłuszczowych. W warun
kach niewydolności pozamózgowych źródeł syntetyzujących kwasy tłusz
czowe nienasycone, układy enzymatyczne tkanki nerwowej są w stanie 
zabezpieczyć odpowiedni skład komponenty lipidowej błon. Pozostaje to 
w bezpośrednim związku z utrzymaniem prawidłowych funkcji ośrod
kowego układu nerwowego. Procesy desaturacji odgrywają również rolę 
w syntezie plazmalogenów etanoloaminowych (alk - 1 - enylo - 2 - acylo - 
- sn - glicero - 3 - fosforyloetanoloaminy). Zagadnienie to omówiono sze
rzej w  pracy poglądowej [59], Fosfolipidy te są istotnym składnikiem 
struk tura lnym  błon biologicznych. Aktualnie nie wiadomo, czy w synte
zie nienasyconych kwasów tłuszczowych i plazmalogenów bierze udział 
ten sam układ desaturazy, czy w grę wchodzą enzymy o odmiennych 
właściwościach. Bardzo skąpe dane na ten temat sugerują, że są to dwa 
odmienne układy enzymatyczne. Aktywność desaturaz warunkuje od
powiedni skład nienasyconych kwasów tłuszczowych fosfolipidów błon 
i odpowiedni poziom plazmalogenów w lipidach błon. Wpływa to bez
pośrednio na rodzaj połączeń lipid-lipid, lipid-białko w błonie. Zaburze
nie procesu desaturacji kwasów tłuszczowych i lipidów eterowych w wa
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runkach patologicznych może pozostawać w bezpośrednim związku ze 
zmianą stanu fizykochemicznego błon i ze zmianą ich funkcji biolo
gicznych.
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MECHANIZMY REGULACJI CYKLU KOMÓRKOWEGO U ROŚLIN

M aria  J. OLSZEW SKA

Z akład  Cytologii i C ytochem ii Roślin, In s ty tu t  Fizjologii i Cytologii
U n iw ersy te tu  Ł ódzk iego1

Streszczenie.  M echanizm y reg u lac ji  cyklu kom órkow ego u  roślin  przedstaw iono  na 
p rzyk ładzie  m ery s tem ó w  korzeniow ych i nici sperm atogen icznych  ram ienic . O m ó
w iono m etody  synchronizacji indukow ane j oraz m etody  obliczania  czasu t rw a n ia  
cyklu  kom órkow ego i jego poszczególnych faz.

W cyklach  kom órkow ych  ty p u  G x +  S +  G , +  M w zrost kom órk i odbyw a się 
w sposób ciągły, n a to m ias t  w  cyklu  ty p u  S +  G 2 +  M — głównie w  fazie G 2. D łu 
gość rep likonów  i szybkość rep lik ac ji  są odm ienne  we wczesnej i późnej fazie S. 
P rze jśc ie  z fazy Gj do S oraz z G 2 do M jest u w a ru n k o w a n e  przez syntezę sp e 
cyficznych b ia łek  i dostaw ę energii.

Czas t rw a n ia  cyklu  jest regu low any  nie przez  liczbę chrom osom ów, lecz przez 
zaw artość  DNA oraz przez inne czynniki genetyczne, ja k  fo rm a  życiowa i cechy 
odm ianow e. U tego samego g a tu n k u  czas t rw a n ia  cyklu  kom órkow ego jest r e g u 
low any  przez  czynniki m orfogenetyczne. Na czas t rw a n ia  cyklu  kom órkow ego 
w p ływ a  rów nież  te m p e ra tu ra .  C zynnik  św ie tlny  pow oduje  ry tm y  dobowe a k ty w 
ności m ito tycznej. Pod w pływ em  w ym ienionych  w a ru n k ó w  środow iskow ych, m o 
dyfikac ji  u lega głównie czas t rw a n ia  Gj i G 2. M echanizm y dzia łan ia  regu la to rów  
w zrostu  na  przebieg  cyklu  kom órkow ego, a szczególnie auksyn  i cy tokinin  k o 
niecznych dla podziałów  kom órkow ych, nie są obecnie w ysta rcza jąco  w yjaśnione.

Dzielące się mitotycznie komórki roślin wyższych, tj. komórki mery- 
stematyczne, stanowią główny, lecz trudny obiekt badań cyklu komór
kowego. Trudności są spowodowane przez asynchroniczność ich rozwoju 
i krytyczną ocenę efektów synchronizacji indukowanej przez czynniki 
chemiczne, jak również przez fakt, iż w hodowli in vitro izolowane ko
m órki ulegają szybko różnicowaniu, tracąc zdolność do podziału. Syn
chronizacja podziałów komórkowych w wyniku zastosowania czynników 
fizycznych (światło, temperatura) jest z powodzeniem od szeregu lat

1 Nie opub likow ane  b ad an ia  w ykonane  w ram ach  te m a tu  3.1.4 p rob lem u 09.7 
zosta ły  oznaczone *.
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uzyskiwana u glonów jednokomórkowych, przede wszystkim z rodzaju 
Chlorella; jednakże cykl podziałowy jest u Chlorella związany ze specy
ficznym dla tych glonów cyklem rozwojowym (ref. Mitchinson, 1971). 
Okoliczności te  sprawiają, że przebieg cyklu komórkowego u roślin wyż
szych jest znacznie mniej poznany niż np. u ssaków. Luki te są szcze
gólnie wyraźne w zakresie mechanizmów molekularnych, ponieważ — 
ze względu na brak całkowitej synchronizacji — w badaniach cyklu ko
mórkowego u roślin stosowane są przede wszystkim metody cytoche- 
miczne, które w tak ważnych zagadnieniach, jak rytm ika aktywności 
i syntezy enzymów w poszczególnych fazach cyklu, stanowią narzędzie 
badawcze o bardziej ograniczonym zakresie poznawczym niż metody 
biochemiczne.

Poznane dotąd procesy regulujące przebieg cyklu komórkowego są
takie same w świecie roślin i zwierząt (np. replikacja DNA, mitotyczna 
kondensacja chromosomów, formowanie i funkcjonowanie wrzeciona po
działowego), a odmienne są czynniki endogenne (np. znaczne różnice 
w zawartości DNA u poszczególnych gatunków, hormony roślinne) i inge
rencja czynników środowiskowych (światło, temperatura) wpływających 
na tok cyklu. Udział tych specyficznych czynników w regulacji cyklu 
komórkowego u roślin starano się uwzględnić w niniejszym przeglądzie. 
Referowane wyniki badań ograniczono w zasadzie do komórek roślin wyż
szych oraz do jednego przedstawiciela ramienic (glony wyższe), u k tó re
go komórki nici spermatogenicznych wykazują spontaniczną synchroni
zację podziałów.

SY N C H RO N IZA CJA  CYKLÓW  K O M ÓRK OW YCH

W badaniach biochemicznych cyklu komórkowego niezbędne jest 
posługiwanie się materiałem o bardzo wysokim stopniu synchronizacji. 
Przytoczone dane wskazują, że uzyskanie takiej populacji komórek 
z tkanek roślin wyższych jest bardzo trudne, a w najlepszym przypad
ku (izolowane komórki i protoplasty) osiąga się pewien stopień synchro
nizacji pierwszego cyklu podziałowego. Z tego powodu badania cyklu 
komórkowego u roślin wyższych są znacznie mniej zaawansowane niż 
np. komórek ssaków, niektórych pierwotniaków, śluzowców i drożdży, 
które mogą być łatwo hodowane in vitro, a indukowana synchronizacja 
jest bardziej efektywna niż w przypadku komórek roślinnych.

S Y N C H R O N I Z A C J A  S P O N T A N I C Z N A

Spontaniczną synchronizacją cyklów komórkowych u roślin okryto- 
zalążkowych charakteryzują się systemy syncytialne, tj. takie, w których 
jądra nie są od siebie oddzielone przez barierę jaką stanowi plazmolema
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i ściana komórkowa zindywidualizowanych komórek. Klasycznym przy
kładem spontanicznej synchronizacji są rurki mleczne u Euphorbia, 
a przede wszystkim — bielmo tzw. jądrowe, które we wczesnych sta
diach rozwoju będąc tworem syncytialnym wykazuje całkowitą syn
chronizację podziałów. Synchronizacja ta stopniowo ustępuje w miarę 
przekształcania się bielma jądrowego w komórkowe.

U glonów synchronizacja podziałów występuje w poszczególnych
wielo jądrowych członach plechy u Cladophoraceae oraz w niciach sper- 
matogenicznych ramienic. Nici spermatogeniczne są wprawdzie zbudo
wane z komórek jednojądrowych, ale komórki o synchronicznym rytmie 
cyklów mitotycznych połączone są ze sobą szerokimi plazmodesmami, 
dzięki którym kolejne komórki składające się na nić spermatogeniczną 
stanowią jeden wspólny system analogiczny do s truk tury  syncytialnej, 
tj. nie rozdzielony plazmolemami sąsiednich komórek. Natomiast odcinki 
tej samej nici składające się z komórek o odmiennym rytmie podziało-

TABELA 1. Skład populacji komórek merystemu w korzeniach zarod
kowych nasion w stanie spoczynku; komórki 2C są w G h  komórki 4C

są w G 2 (ref. [95])

Gatunek O//0 ^
1 1

% 4C

A egilops longissim a 98 2
A lliu m  cepa var. B ia n ci d i M aggio ; 98 2
A lliu m  cepa var. Rosa Fiorentino 98
A llium  cepa var. Evergreen Bunching 100 0
H elianthus annuus 100 0
Lactuca sativa 100 0
Lactuca sativa var. G rand Rapids 100 0
Pinus pinea 100 0
Pisum  sativum  var. A laska 65 35
Triticum  aestivum var. Indus 100 0
T riticum  dicoccum 97 3
Triticum  durum  var. Azialt 94 6
Triticum  durum  var. C a p elli 75 25
V icia  fa ba  var. M a jo r 83 1 17
V icia  faba var. M in o r 71 29

wym są od siebie oddzielone wskutek zaczopowania plazmodesm, w wy
niku czego komunikacja między sąsiednimi odcinkami jest utrudniona
lub zablokowana [50]. Podobna sytuacja, tj. zachowanie łączności za
pośrednictwem szerokich plazmodesm, występuje u roślin okrytozaląż- 
kowych w okresie synchronicznego rozwoju mikrospor [41].

Merystemy korzeniowe — najczęstszy obiekt badań cyklów komór
kowych — zbudowane są z komórek o asynchronicznym rytmie podzia-
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-  . . . . .  • . .  . .

łowym. Fopulacje asynchroniczne powstają w trakcie kiełkowania na
sion, ponieważ w korzeniu zarodkowym w nasionach będących w stanie 
spoczynku występują tylko dwie populacje komórek: w fazie Gx i w  fa
zie G2 (tabela 1). Po kilku dobach kiełkowania ry tm  mitotyczny w yni
kający z istnienia tych populacji zanika (por. str. 170).

Bielmo jądrowe, mimo wielu prób, nie może być utrzymane w ho
dowli in vitro dłużej niż 1-2 doby. Obecnie jedynym obiektem o spon
tanicznej synchronizacji cyklów komórkowych są nici spermatogeniczne 
ramienic, przy czym synchronia ta obejmuje tylko poszczególne nici 
w anterydiostanie. Obiekt ten nie spełnia jednak wszystkich wymagań 
stawianych idealnym modelom doświadczalnym do badań cyklu komór
kowego: na razie nie udało się uzyskać hodowli in vitro, a po kolejnych 
podziałach, jako wyraz prawidłowości morfogenetycznej, następuje stop
niowe ograniczanie wzrostu komórek (rys. 1, [75]).

S Y N C H R O N I Z A C J A  I N D U K O W A N A

Mechanizm jaki jest uruchamiany przy sztucznej synchronizacji po
pulacji komórek o asynchronicznym rytmie podziałowym polega na 
wprowadzeniu czynnika wybiórczego działającego na określoną fazę

Rys. 1. A — szczytowa część p lechy ram ien icy  Chara vulgaris  L.; w  kolejnych 
okółkach zaznaczono n a  czarno plem nie, w  k tó rych  nici sperm atogeniczne  zna jdu ją  
się w  s tad iu m  1 2 4 8 16 32 - i 64 - kom órkow ym . B — długość kom órek
nici sperm atogenicznych  w  kole jnych  s tad iach  rozw oju  i czas t rw a n ia  cyklu ko 

m órkow ego (Według [26])

http://rcin.org.pl



CYKL K O M Ó RK O W Y U  ROŚLIN 145

cyklu komórkowego. W wyniku działania inhibitora w czasie obejmu
jącym co najmniej cały cykl komórkowy, wszystkie komórki zostają 
zablokowane w tej samej fazie cyklu. Usunięcie inhibitora powoduje 
prawie jednoczesny start wszystkich komórek do następnych faz cyklu. 
Jednakże po takim zabiegu tylko pierwsze pokolenie komórek wykazuje 
wysoki stopień synchronizacji (rzędu 80-90%); w następnych pokole
niach następuje stopniowa desynchronizacja przebiegu cyklów komór
kowych.

Najczęściej przy chemicznej synchronizacji stosuje się inhibitory 
syntezy DNA o rozmaitym mechanizmie działania (nadmiar tymidyny, 
5 - aminouracyl, hydroksymocznik), które działają wybiórczo na komórki 
będące w  fazie S. Te i inne związki chemiczne powodują jednak często 
uszkodzenia komórek, a szczególnie uszkodzenia aparatu genetycznego.

Merystemy korzeniowe Vicia faba poddane przez 24 godziny działa
niu 5 - aminouracylu wykazują synchronizację podziałów rzędu 45% po 
upływie 14 godzin od usunięcia inhibitora, ale następny szczyt aktyw
ności mitotycznej osiąga tylko 15%. Ponadto 5 - aminouracyl powoduje 
aberracje chromosomowe [84]. Podobne działanie uboczne, polegające na 
uszkodzeniu chromosomów zachodzącym zarówno w G1? jak i w  G2 
u Vicia faba i Allium cepa, powoduje hydroksymocznik [46, 89]. Należy 
podkreślić, że Mitchinson [63] — autor pierwszej monografii dotyczącej 
cyklu komórkowego — z wielką rezerwą odnosi się do wyników uzyski
wanych na materiale zsynchronizowanym przez działanie inhibitorów 
i antymetabolitów.

Wobec wymienionych zastrzeżeń dotyczących synchronizacji wy
wołanej przez antymetabolity, na uwagę zasługuje opracowana przez 
Van’t Hof a i jego współpracowników metoda częściowej synchronizacji 
wywołana głodem węglowodanowym [93, 98, 100, 103]. Układ ekspery
mentalny polega na hodowli in vitro odciętych merystemów korzenio
wych na pożywce White’a bez sacharozy. Po kilkudziesięciu godzinach
następuje zanik aktywności mitotycznej, a komórki zostają zatrzymane 
w rozwoju tylko w dwóch fazach cyklu: Gj i G2 (tabela 2). Uzyskany 
w ten sposób „merystem stacjonarny” imituje więc sytuację, jaka istnie
je w  korzeniach zarodkowych w okresie spoczynku nasion, chociaż liczba 
komórek w G: i w G2 różni się w obu układach u tych samych gatun
ków (por. tabele 1 i 2). Przeniesienie „merystemów stacjonarnych” do 
pożywki W hite’a z dodatkiem 2% sacharozy powoduje inicjację fazy S 
lub mitozy. Układ eksperymentalny Van’t Hofa jest więc układem fizjo
logicznym, odwracalnym, imitującym układ naturalny, a wyniki uzyskane 
na tym  modelu w znacznym stopniu przyczyniły się do poznania k ry 
tycznych momentów w przebiegu cyklu komórkowego u roślin wyższych.
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TABELA 2. Procent komórek zatrzymanych w Gi i w G 2 w izolowanych 
korzeniach poddanych głodzeniu węglowodanowemu (Według [95])

Gatunek % G* o/ c/0
o£5 % M

C rep is ca p illa ris 74 0 26 0
G lycine m axim a 50 0 50 0
H elianthus annus 77 2 21 0
L y  coper s i con esculentum 50 0 50 0
Pisum  sativum 44 0 56 0
Triticum  aestivum 64 0 36 0
V icia  faba 29 0 71 0
Z ea  M ays 53 0 47 0

Wobec szybkiego rozwoju metod hodowli in vitro izolowanych komó
rek i protoplastów (ref. [4, 55]) można spodziewać się, iż ten materiał 
będzie służył w przyszłości jako obiekt badań biochemicznych i cyto
logicznych cyklu komórkowego. Zostały już poczynione zachęcające pró
by synchronizacji cyklów w izolowanych komórkach jawora, oparte na 
modyfikowaniu warunków hodowli i polegające na wprowadzeniu od
powiedniej liczby komórek do pożywki pozbawionej początkowo azota
nów; po przeniesieniu komórek do pełnej pożywki po wstępnym okresie 
głodzenia następuje pierwsza synchroniczna fala mitoz [35, 47]. Jednak 
na razie wielką niedogodnością — obok spontanicznej poliploidyzacji 
i aneuploidii [54] — jest znacznie przedłużona faza G! poprzedzająca 
pierwszą falę podziałową, po której np. komórki topinambura są mniej
sze niż komórki macierzyste, a więc w interfazie nie następuje podwo
jenie materiału komórkowego [1]. Oba te zjawiska są zapewne konse
kwencją wyprowadzania kultur z komórek miękiszowych, tj. zróżnico
wanych, których podziały w warunkach dedyferencjacji in vivo prowadzą 
do powstania komórek mniejszych od pierwotnych komórek macierzy
stych.

METODY OBLICZANIA CZASU TRW A N IA  CYKLU KOM ÓRK OW EGO

W wielu badaniach dotyczących mechanizmu regulacji cyklu komór
kowego istotnym zagadnieniem jest czas trwania całego cyklu i jego 
poszczególnych faz. Param etry czasowe tego procesu są często ważną 
wskazówką informującą o zmianach w przebiegu cyklu w danych warun
kach eksperymentalnych. Metody bezpośrednie pozwalające na obliczenie 
czasu trwania cyklu polegają na oznakowaniu komórek, przy czym ozna
kowanie to musi być wybiórcze i specyficzne dla określonej fazy cyklu, 
a raczej i nawet jej wycinka.
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Obliczanie czasu trwania cyklu komórkowego przy zastosowaniu 3H 
tymidyny polega na oznakowaniu komórek będących w fazie S. Z reguły 
stosuje się krótką (pulsową) inkubację z tym  nukleozydem, piętnując 
w ten sposób tylko te komórki, które były w fazie S w czasie inkubacji. 
Następnie przenosi się materiał do środowiska nieradioaktywnego i co
1-2 godziny bada się w autoradiogramach pojawianie metafaz radio
aktywnych, wyszukując moment, kiedy °/o radioaktywnych metafaz
osiągnie maksimum. Dalsze przedłużanie inkubacji w środowisku niera- 
dioaktywnym wyjawi moment, w którym pojawia się następne maksi
mum metafaz radioaktywnych, przy czym ten szczyt jest z reguły niższy 
od pierwszego. Na rys. 2 przedstawiono wynik takiego doświadczenia.

Rys. 2. Obliczanie czasu t rw a n ia  cyklu kom órkow ego i jego faz m etodą  krótk iego 
znakow an ia  kom órek  3H  tym idyną  na  p rzyk ładzie  m erys tem u  korzeniowego C ucur
bita pepo, te m p e ra tu ra  21-22°C; rzędna  — °/o znakow anych  m etafaz, odcięta  — 
czas postinkubacji;  t.c. — czas t rw a n ia  całego cyklu kom órkow ego (M arciniak, nie

publikow ane)

Czas jaki upłynął od początku postinkubacji do pierwszego maksimum 
metafaz radioaktywnych wyznacza trwanie G2 +  1/2 M. Trwanie fazy S 
wyznacza czas, jaki upłynął między pojawieniem się połowy maksymal
nej liczby metafaz radioaktywnych w pierwszym szczycie na wznoszą
cym się odcinku krzywej a połową maksymalnej liczby metafaz w tym 
szczycie na odcinku opadającym. Cały cykl komórkowy trw a tyle, ile 
wynosi czas od pierwszego do drugiego maksimum metafaz radioaktyw
nych lub momentem wystąpienia połowy maksymalnej liczby metafaz 
radioaktywnych na odcinku wznoszącym się pierwszego szczytu a mo-
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mentem, w którym wznoszący się odcinek drugiego szczytu również 
osiąga połowę maksymalnej liczby metafaz radioaktywnych. Przez od
jęcie od czasu trwania całego cyklu liczby godzin przypadających na fazy 
G2 4- 1/2 M +  S, wyliczyć można czas trwania fazy G2 +  1/2 M. Czas 
trwania poszczególnych faz mitozy lub całej mitozy można obliczyć ana
lizując różnice w czasie pojawiania się silnie radioaktywnych profaz, 
metafaz i telofaz.

Metoda kolchicynowa oznaczania czasu trwania cyklu komórkowego 
polega na zahamowaniu polimeryzacji pod jednostek mikrotubul wrzecio
na podziałowego; tylko komórki będące w profazie w  czasie działania tego 
alkaloidu (np. w ciągu 1 godziny) staną się, wobec braku wrzeciona, te tra- 
ploidalne. Czas, jaki upływa od zakończenia inkubacji z kolchicyną do 
pojawienia się pierwszych metafaz tetraploidalnych w następnym cyklu, 
stanowi tzw. minimalny czas trwania cyklu komórkowego [101], natomiast 
czas, w  jakim pojawia się maksymalny %  metafaz tetraploidalnych obra
zuje średni czas trwania cyklu komórkowego. Efektywna koncentracja 
kolchicyny zależy od rozmiarów komórek u danego gatunku (a tym  sa
mym i obszaru wrzeciona) i powinna być zawsze starannie dobierana [101].

Metoda kofeinowa polega na wykorzystaniu specyficznego hamowa
nia cytokinezy w merystemach przez tę purynę. W wyniku krótkiego 
działania kofeiny powstają więc komórki dwujądrowe. Czas, jaki upływa 
od powstania komórek dwujądrowych do ich wejścia w następną telofazę, 
jest czasem trwania cyklu komórkowego. Metoda ta, wprowadzona przez 
badaczy hiszpańskich [33], ma dodatkowy walor, a mianowicie po jej 
zastosowaniu otrzymuje się homokariony, tj. komórki dwujądrowe, przy 
czym oba jądra są siostrzane i w tym samym wieku w sensie zaawanso
wania w cyklu komórkowym.

Metody obliczania czasu trwania fazy S. Poza wymienioną metodą 
z krótką inkubacją z 3H tymidyną, czas trwania fazy S można obliczyć 
znając czas trwania całego cyklu komórkowego, oznaczony metodą kol- 
chicynową lub kofeinową.

Pierwsza metoda polega na obliczeniu tzw. indeksu radioaktywności, 
tj. %  komórek włączających 3H tymidynę po krótkiej inkubacji i zasto
sowaniu następującego wzoru:

Ts == Tc • IR,
gdzie Ts oznacza czas trwania fazy S, Tc — czas trwania całego cyklu 
komórkowego, IR — %  komórek wyznakowanych 3H tymidyną po krót
kiej inkubacji [64].

Druga metoda obliczania czasu trwania fazy S polega na określeniu 
czasu, w jakim wszystkie jądra staną się radioaktywne przy ciągłej 
i długotrwałej inkubacji z 3H tymidyną. Komórki, które w momencie
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rozpoczęcia doświadczenia były w fazie G2, wejdą następnie w mitozę 
i Gx i jako ostatnie wchodzą w fazę S, tj. zaczną włączać tymidynę ra- 
dioaktywną. Dlatego czas potrzebny dla wyznakowania 3H tymidyną 
wszystkich jąder jest uwarunkowany przez tę właśnie grupę komórek, 
które jako ostatnie wchodzą w fazę S pod koniec inkubacji. Odjęcie tego 
czasu od czasu trwania całego cyklu wyznacza czas trwania fazy S [64].

Przeprowadzenie krytycznego porównania wyników uzyskanych 
trzema wymienionymi metodami obliczania czasu trwania cyklu komór
kowego nie jest obecnie możliwe, ponieważ rozmaici autorzy, posługują
cy się różnymi metodami, nie zawsze podają tak istotne warunki do
świadczenia, jak tem peratura i długość korzeni. Systematyczne porówna
nie wyników uzyskanych metodą kolchicynową i z 3H tymidyną na 2 ga
tunkach Trillium  wykazało, że metoda kolchicynową daje wyniki o 5-10% 
wyższe niż metoda z 3H tymidyną [10], natomiast u Sinapis alba jest 
odwrotnie (ref. [36]). Wyniki uzyskane metodą tymidynową i kofeinową 
u Allium  cepa są identyczne (ref. [36]). Zagadnienie to zasługuje na do
kładne zbadanie, ponieważ przy zastosowaniu kosztownej metody z 3H 
tymidyną następuje niekiedy zablokowanie dalszego rozwoju komórek 
radioaktywnych, podczas gdy metoda kolchicynową i kofeinową wydają 
się być mniej szkodliwe dla komórek.

R O D ZA JE CYKLÓW  KOM ÓRKOW YCH I ICH PR Z E B IE G

U wszystkich zbadanych dotąd roślin wyższych występuje najbar
dziej rozpowszechniony typ cyklu komórkowego, tj. Gj +  S +  G2 +  M. 
W komórkach o niskiej aktywności podziałowej, a mianowicie w tzw. 
centrum nieczynnym korzenia, wobec znacznego przedłużenia fazy G4 
(por. tabela 8) wyróżnia się także G0. W niciach spermatogenicznych 
Chara vulgaris cykl komórkowy jest typu S +  G2 +  M (replikacja DNA 
rozpoczyna się już w telofazie [75]).

W tkankach o asynchronicznych podziałach komórek wyróżnienie faz 
interfazy może nastąpić drogą pośrednią, poprzez pomiary jąder i komó
rek syntetyzujących DNA, tj. będących w fazie S. Komórki i jądra 
mniejsze niż replikujące DNA są w fazie G:, większe od nich — w fazie 
G2 [70, 76], Ze znacznie większą dokładnością i w prostszy sposób można 
na podstawie zależności między syntezą DNA a długością komórki wy
znaczyć 4 etapy interfazy (wczesną S, późną S, wczesną G2, późną G2) 
wr komórkach nici spermatogenicznych Chara vulgaris [75].

W przebiegu cyklu komórkowego typu Gx +  S +  G2 +  M następuje 
co najmniej podwojenie objętości komórki i jądra oraz podwojenie su
chej masy jąder (ref. [51]). Natomiast w komórkach nici spermatogenicz
nych Chara vulgaris komórki po kolejnych podziałach osiągają zaledwie
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2/3 długości komórek poprzedniego pokolenia (rys. 1). Redukcja objętości 
komórek jest wyrazem procesów morfogenetycznych, bowiem po zakoń
czeniu etapu podziałów protoplasty tych komórek przekształcają się 
w plemniki [75]. W interfazie kolejnych cyklów komórkowych w niciach 
spermatogenicznych następuje podwojenie tylko suchej masy jader, nato
miast przyrost suchej masy cytoplazmy jest coraz mniejszy po kolejnych 
podziałach i odbywa się niemal wyłącznie w fazie G2 [51], Porównanie 
tych dwóch systemów, tj. komórek merystemów korzeniowych i nici sper
matogenicznych ramienic, wskazuje, że w fazie G: następuje pierwszy
etap wzrostu komórek, zabezpieczający podwojenie ich masy pod koniec 
fazy G2.

Zawartość RNA i białek podwaja się podczas interfazy w izolowa
nych komórkach jawora w hodowli in vitro [47], W merystemach korze
niowych w okresie intensywnego wzrostu komórek, tj. w fazie Gj i G2, 
zachodzi znacznie większe włączanie radioaktywnych prekursorów RNA 
niż w fazie S [70], [76], Komórki w fazie G, i G2 są szczególnie wrażliwe 
na zahamowanie syntezy pozająderkowego RNA wywołane działaniem 
u-ammanityny; w obecności tego inhibitora następuje prawie dwukrotne 
przedłużenie fazy Gj i G2, podczas gdy faza S trw a tylko nieznacznie 
dłużej [86], Na początek fazy G2, inicjującej w niciach spermatogenicz
nych Chara vulgaris okres największego wzrostu komórki, przypada naj
większe włączanie 14C adeniny do RNA oraz szczególnie intensywne wią
zanie 3H aktynomycyny D do DNA jądrowego [72, 75], W obu typach 
cyklów komórkowych synteza białek cytoplazmatycznych, oceniana na 
podstawie włączania radioaktywnych aminokwasów, przebiega w przeli
czeniu na powierzchnię cytoplazmy z jednakową intensywnością [70, 
71, 76].

Pod koniec cyklu, w komórkach rozpoczynających mitozę, szczegól
ną aktywność wykazuje aparat Golgiego, włączający w tym  okresie szyb
ko i intensywnie 3H galaktozę, która stanowi prekursor dla wytwarza
nych w tej strukturze i wydzielanych do przegrody pierwotnej kwaśnych 
polisacharydów [16].

Replikacja DNA i faza S. Komórki, które zainicjowały fazę S zawsze 
ją kończą, nawet jeżeli znalazły się w warunkach niekorzystnych. Repli
kacja DNA odbywa się w niezależnie funkcjonujących jednostkach, zwa
nych replikonami (ref. [106]). Tempo replikacji DNA jest zdeterminowa
ne przez 2 czynniki: liczbę replikonów oraz szybkość replikacji.

Długość replikonów wynosi u ssaków — 17-60 iim, u płazów — 
60-350 ąm, u ptaków — 63 um, a tempo replikacji — odpowiednio 30- 
72 |im/godz., 9-20 [im/godz. i 24-30 [im/godz. (ref. [38, 96]). Teoria repli
konów wyjaśnia dwa zjawiska: po pierwsze — krótszy rzeczywisty czas 
trwania fazy S niż teoretycznie wyliczony na podstawie długości cząste-.
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czek DNA w danym genomie, po drugie — asynchronię wewnątrzchro- 
mosomową replikacji DNA. Fakt, iż szereg replikonów w obrębie tej 
samej cząsteczki DNA (tj. tego samego chromosomu) zaczyna funkcjono
wać jednocześnie sugeruje, że reagują one na wspólny czynnik wyzwala
jący ten  proces [96],

U grochu, Pisum sativum  L., występuje — podobnie jak u innych 
gatunków roślin i zwierząt (ref. [106]) — asynchronia międzychromoso- 
mowa replikacji DNA oraz opóźnienie replikacji DNA w heterochroma- 
tynie. W merystemach korzeniowych w hodowli in vitro na pożywce 
White’a z 2°/o sacharozą, podziały przebiegają (podobnie jak in vivo) 
asynchronicznie, wobec czego komórki replikujące DNA są w  różnych 
stadiach fazy S. W jądrach izolowanych z takiego materiału długość re
plikonów wynosi od 20 do 104 ąm, średnio — 54,7 um, a replikacja prze
biega z szybkością 30 um/godz. [96]. Replikony u grochu są więc najbar
dziej zbliżone do replikonów u ptaków i ssaków.

W komórkach merystemów grochu, będących obiektem doświad
czeń, zawartość 2C DNA wynosi 7,9 pg, a więc suma cząsteczek DNA ma 
długość 240 cm. Ponieważ 2n — 14, na jeden chromosom przypada czą
steczka DNA o długości około 17 cm. Zakładając, że średnia długość 
replikonów wynosi około 54 ąm oraz że każdy chromosom zawiera jedną 
cząsteczkę DNA, liczba replikonów w jednym chromosomie wynosi oko
ło 3100, a liczba replikonów w jądrze u tego gatunku — około 43 000 [98].

Rozmiary replikonów nie są stałą cechą gatunkową,- są bowiem od
mienne w różnych komórkach tego samego osobnika. W spermatocytach 
Triturus  replikony są dłuższe niż w komórkach somatycznych (ref. [97]).

Poszczególne stadia fazy S mogą różnić się rozmiarami replikonów, 
jak również tempem ich replikacji. Merystemy korzeniowe grochu w ho
dowli in vitro bez sacharozy, (por. str. 145) po 24 godzinach głodzenia 
zawierają mniej niż 1% komórek syntetyzujących DNA. Są to komórki 
będące w  końcowym stadium fazy S. W takich komórkach długość repli
konów wynosi od 15 do 75 ąm, średnio — 36-38 ąm, a szybkość replika
cji — zaledwie 2 ąm/godz. Dodanie do pożywki sacharozy po 72-godzin- 
nym  głodzie węglowodanowym powoduje przejście komórek z Gx do S 
(por. str. 153), a więc komórki te znajdują się we wczesnej fazie S. W ko
mórkach takich następuje inicjacja replikacji DNA w dłuższych repliko- 
nach — od 15 do 150 ąm, a szybkość replikacji wynosi 12 ąm/godz. [97].

Występowanie krótszych replikonów, wolniej replikujących DNA 
u roślin głodzonych, może świadczyć o prawidłowości charakterystycznej 
dla późnej fazy S; argumentem przemawiającym za taką interpretacją 
jest także fakt zwolnionego tempa replikacji DNA pod koniec fazy S. 
Z drugiej strony, występowanie krótszych replikonów może być wyni
kiem pojawienia się systemu, który zabezpiecza zakończenie fazy S w wa
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runkach suboptymalnych, co zapewnia zachowanie genotypu i równowa
gę genową [97].

Autoradiografia ultracienkich skrawków po inkubacji z 3H tymidyną 
wykazała, że replikacja DNA odbywa się w zdekondensowanych obsza
rach chromatyny, która po zakończeniu replikacji może powrócić do 
stanu skondensowanego, tj. takiego, w jakim znajdowała się w Gx [52].

W myśl koncepcji niektórych autorów, w komórkach ssaków odcin
ki replikonów aktualnie funkcjonujące znajdują się w pobliżu błony ją
drowej (ref. [106]). Analogiczną prawidłowość stwierdzono w jądrach 
merystemu korzeniowego grochu [43]. Po krótkiej inkubacji z 3H tym i
dyną radioaktywny DNA, wyekstrahowany z izolowanych jąder, w y
stępował we frakcji zawierającej błony (prawdopodobnie błony jądrowe). 
Po przeniesieniu roślin, w których DNA był oznakowany 3H tymidyną 
po krótkiej inkubacji, do 14C tymidyny na różny okres czasu, do 150 min., 
3H DNA przesuwał się do frakcji pozbawionej błon, natomiast i4C DNA 
pojawił się we frakcji zawierającej błony. Zwiększający się w tych w a
runkach doświadczalnych stosunek 14C DNA/3H DNA we frakcji zawie
rającej błony wskazuje, że odcinki replikonów aktualnie replikujące DNA 
znajdują się przy błonie jądrowej, a następnie ulegają przesunięciu 
w głąb jądra.

Synteza histonów przebiega równolegle z syntezą DNA. Wykazano 
to na merystemach korzeniowych metodą podwójnej autoradiografii 
(równoległość włączania 3H lizyny do białek i 14C adeniny do DNA, [70, 
76]) lub poprzez porównanie intensywności włączania 3H lizyny i 3H 
argininy z intensywnością włączania 3H tymidyny [8], jak również me
todą cytofotometrycznych pomiarów zawartości histonów [19]. Wyniki 
badań zarówno autoradiograficznych, jak i cytofotometrycznych sugeru
ją, że synteza histonów może nieco poprzedzać fazę S i odbywać się 
jeszcze w fazie G2. Trzeba zauważyć, że w metodzie autoradiograficznej
jedyną przesłanką wskazującą na syntezę białek histonowych są wyniki 
uzyskiwane po inkubacji z aminokwasami zasadowymi — 3Ii argininą
i 3H lizyną; aminokwasy te mogą być jednakże zużywane również w pro
cesie biosyntezy białek jądrowych innych niż histonowe. Badania bio
chemiczne, pozwalające na elektroforetyczną identyfikację poszczegól
nych frakcji histonowych, przeprowadzone na merystemach korzenio
wych grochu na początku kiełkowania (jądra w fazie Gx stanowiły 80°/o, 
a 73% komórek jednocześnie inicjowało fazę S) wykazały, że synteza 
histonów osiąga maksimum w fazie S, a w całym okresie interfazy 14C 
lizyna włącza się do niehistonowych białek jądrowych [88].

W wyniku podwojenia materiału chromosomowego następują zmiany 
w ilości chromatyny oraz w wymiarach fibryli chromatynowych. Objętość 
chromatyny, obliczoną metodą stereologiczną w jądrach merystemu ko
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rzeniowego cebuli, wynosi w fazie Gx około 181 ąm 3, w fazie S — około 
271 |im3, a w fazie G2 — 380 |im3. W jądrach z fazy Gi dominuje popu
lacja fibryli chromatynowych o rozmiarach typowych, tj. o szerokości 
około 12,5 nm, natomiast w  jądrach z fazy G2 pojawia się populacja fi
bryli o średnicy dwukrotnie większej — 22,5 nm [87]. Dwukrotnie szer
sze fibryle chromatynowe stanowią prawdopodobnie przylegające do sie
bie pary niezupełnie rozdzielonych fibryli siostrzanych; ich całkowite 
rozłączenie następuje we wczesnej profazie, na początku spiralizacji pro
wadzącej do sformowania chromatyd [74],

G ŁÓ W N E M O M E N T Y  K O N T R O L N E  C Y K L U  K O M Ó R K O W EG O

Z badań nad fuzją komórek ssaków będących w różnych fazach 
cyklu komórkowego wiadomo, że indukcja syntezy DNA i kondensacja 
chromosomów, tj. osiągnięcie przez nie stanu odpowiadającego profazie, 
następuje poprzez sygnały cytoplazmatyczne, które nie są specyficzne
gatunkowo (ref. [39, 44]).

W izolowanych merystemach korzeniowych hodowanych in vitro te 
krytyczne momenty w przebiegu cyklu komórkowego są uwarunkowane 
dostawą węglowodanów. Badania Van’t Hofa i jego współpracowników 
(por. str. 145) dowiodły, iż w przypadku głodzenia węglowodanowego 
asynchroniczne populacje komórek merystemu szeregu gatunków roślin 
rozwarstwiają się na komórki będące tylko w dwóch fazach cyklu: Gx 
i G2 (tabela 2). Wprowadzenie 2% sacharozy do pożywki powoduje ini
cjację fazy S i mitozy po upływie 2-11 godzin (tabela 3).

TABELA 3. Procent komórek zatrzymanych w G i i G 2 po 72 godzinach głodzenia 
węglowodanowego oraz kinetyka inicjacji syntezy D N A  i mitozy po wpro
wadzeniu 2% sacharozy do pożywki; R — zwiększenie liczby jąder interfa- 
zowych włączających 3H tymidynę, Tds — czas potrzebny na inicjację syntezy

D N A , Tdm — czas potrzebny na inicjację mitozy (Według [95])

Gatunek
% kor

w G t
nórek 

w G 2
R

%/godz.
Tds

✓

godz.
Tdm
godz.

H elianthus annuus 77 21 5-8 2-4 2-3

P isum  sativum 44 56
9

2 10-11 10-11

T riticu m  aestivum 64 36 3 10 6

V icia  faba 29 71 0,6-1 7-8 7

Czas potrzebny do syntezy czynników niezbędnych dla inicjacji fa
zy S (Tds) oraz inicjacji mitozy (Tdm) jest rozmaity u poszczególnych 
gatunków i nie jest zależny ani od czasu trwania całego cyklu, ani jego
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poszczególnych faz (por. tabela 7). Waha się on w granicach od 2 godzin 
u słonecznika do 11 godzin u grochu. Do czynników warunkujących ini
cjację fazy S i mitozy z całą pewnością można zaliczyć specyficzne biał
ka, ponieważ dodanie inhibitorów syntezy białek jednocześnie z wpro
wadzeniem sacharozy do pożywki hamuje przejście z G; do S i z G2 do 
mitozy [95, 98, 103] oraz hamuje replikację DNA, lecz nie jej kontynua
cję w korzeniach Allium  cepa in vivo [31] i w izolowanych korzeniach 
Vicia faba [83].

U Pisum sativum  procesy warunkujące inicjację fazy S oraz inicjację 
mitozy są uzależnione od dostawy energii i wymagają poza węglowoda
nami także dostarczenia tlenu [94]; te same prawidłowości zapewne wy
stępują u innych gatunków [95].

Na udział czynnika cytoplazmatycznego w regulacji czasu trw ania 
G2 i w inicjacji mitozy wskazują wyniki doświadczeń z homokarionami 
indukowanymi działaniem kofeiny (por. str. 148). W takich jądrach na
stępuje jednoczesna inicjacja fazy S, jednakże zakończenie replikacji 
DNA następuje najprędzej w tych jądrach, które są otoczone największą
ilością cytoplazmy; w takich właśnie jądrach zachodzi najwcześniej ini
cjacja mitozy, lecz czas trwania G2+  profazy ulega następnie w ydłu
żeniu, ponieważ ostatecznie wszystkie jądra tej samej komórki jedno
cześnie rozpoczynają metafazę. Wynika stąd, że wzbogacenie w cytopla- 
zmę stwarza warunki przyspieszające replikację DNA, lecz jednocześnie 
następuje zwiększenie zawartości czynnika wydłużającego G2+  profazę, 
ponieważ jądra z przedłużoną fazą S ostatecznie osiągają etap metafazy 
jednocześnie z jądrami o przedłużonej fazie S, a więc mają skrócony
okres G2+  profaza [30].

Zahamowanie aktywności mitotycznej w wyniku zablokowania syn
tezy białek następuje już po 2 godzinach działania cykloheksimidu, 
a efekt ten ustępuje w merystemie korzeniowym Vicia faba po 15 godzi
nach regeneracji [85]. Synteza białek warunkujących inicjację mitozy 
odbywa się we wczesnej fazie G2 w merystemie Allium  cepa, przy czym 
trwa ona przez około 3°/o czasu całego cyklu [31].

Wyniki te są w nieznacznym tylko stopniu uzupełnione przez bada
nia biochemiczne. W częściowo zsynchronizowanych kulturach in vitro 
izolowanych komórek jawora i topinambura, aktywność enzymów zwią
zanych z syntezą DNA, tj. kinazy tymidynowej (w obecności egzogennej 
tymidyny), polimerazy DNA i kinazy tymidyno-monof osf orano we j, u trzy
mująca się na takim samym i niskim poziomie w Gx, gwałtownie wzrasta 
od początku fazy S i pozostaje na wysokim poziomie do końca interfazy. 
Natomiast aktywność karbamoilotransferazy asparaginianowej, kluczowe
go enzymu w  syntezie pirymidyn, jest szczególnie wysoka w G2, nie jest 
więc regulowana przez inicjację syntezy DNA. Maksymalna aktywność
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dehydrogenazy glokozo - 6 - fosforanowej przypada na fazę S u topinam- 
bura, natomiast u jawora wykazuje stały wzrost. Maksimum aktywności
dehydrogenazy bursztynianowej przypada na fazę S, po czym spada, 
lecz aktywność obu enzymów jest dwukrotnie wyższa w G2 niż w G4 
[1, 47], Intensywność oddychania w komórkach jawora wolno wzrasta 
w Gj, a szybko — począwszy od fazy S i w fazie G2. Bezpośrednio po 
cytokinezie intensywność oddychania spada, aby znów powoli zwiększać 
się w miarę zaawansowania następnej fazy Gj [47].

Rys. 3. M odele cyklów  kom órkow ych  w  dwóch zsynchronizow anych hodow lach 
[73, 77] izolow anych kom órek  A cer  pseudopla tanus  L. R '-R " — okres wzmożonego 
oddychania ; ATC'-A.TC" — okres wysokiej ak tyw ności k a rb am o ilo tran sfe razy  aspa- 
ra g in ia n o w e j ; T K '-T K "  — okres wysokiej ak tyw ności k inazy  ty m id y n o w e j; 
SD H '-SD H " — okres wysokiej ak tyw ności dehydrogenazy  bu rsz tyn ianow ej (Według

[47], zm odyfikow ane)

Badania przeprowadzone na izolowanych komórkach jawora w ho
dowli in vitro [47] dotyczyły dwóch linii, które różniły się zarówno cza
sem trwania całego cyklu, jak i poszczególnych jego faz. W hodowli 73 
cykl komórkowy trwał 67,5 godziny, natomiast w hodowli 77 — 48 go
dzin. Skrupulatne skojarzenie faz cyklu z aktywnością badanych enzy
mów pozwoliło na skonstruowanie modeli przedstawionych na rys. 3. 
Należy zaznaczyć, że znaczne wyprzedzenie wzrostu aktywności kinazy 
tymidynowej w stosunku do inicjacji syntezy DNA może być spowodo
wane przez wprowadzenie do środowiska tymidyny, która ulega fosfo
rylacji za pośrednictwem tego enzymu; ani tymidyna, ani kinaza tymi- 
dynowa nie uczestniczą w normalnym szlaku syntezy DNA. Wzrost ak
tywności karbamoilotransferazy asparaginianowej w G2 może być inter
pretowany jako wynik derepresji genetycznej wskutek obniżenia puli 
pirymidyn po zreplikowaniu DNA.

Maksima aktywności dehydrogenazy bursztynianowej zbiegające się

5 —  P o s t ę p y  B i o l .  K o m .  2/77
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z nasileniem oddychania wzmagają dostawy ATP i trójfosforanów dezo- 
ksyrybonukleozydów dla replikacji DNA. Drugi szczyt, nie zaznaczony 
na rys. 3 (zgodnie z pierwowzorem autorów), występuje w hodowli 73 
tuż przed inicjacją mitozy. Ten z kolei okres wzmożonej produkcji ATP 
zabezpiecza dostawę energii potrzebnej dla przemieszczania się chromo
somów w czasie mitozy. Oba maksima aktywności dehydrogenazy bur- 
sztynianowej i oddychania, poprzedzające kolejno fazę S i mitozę, w zu
pełności pokrywają się z krytycznymi momentami w przebiegu cyklu 
komórkowego, dla których przekroczenia konieczna jest dostawa węglo
wodanów i tlenu (prace Van’t Hofa i współpracowników, por. str. 154).

Inicjacja mitozy polega na kondensacji chromatyny prowadzącej do 
wyodrębnienia chromosomów mitotycznych oraz na formowaniu wrzecio
na podziałowego.

Liczne badania przeprowadzone na homo - i heterokarionach komó
rek ssaków wykazały, że jeżeli jeden ze składników charakteryzował się 
zaawansowaną kondensacją chromatyny (nawet jeżeli kondensacja nie 
była wynikiem inicjacji mitozy, lecz starzenia komórki), wówczas nie
zależnie od fazy cyklu komórkowego drugiego składnika hybrydu nastę
puje w jego jądrze przedwczesna kondensacja chromatyny (PCC) [44, 
79, 83, 105]. Podobnie przedwczesna kondensacja mitotyczna chromatyny 
plemnika jest indukowana po jego wprowadzeniu do jaja jeżowca, które
go partenogenetyczna replikacja DNA, a w ślad za tym  — inicjacja mi
tozy — była uprzednio wywołana działaniem amoniaku [61]. PCC w hy
brydach komórkowych jest hamowana przez dodanie inhibitorów synte
zy RNA i białek [78], co wydaje się być wynikiem zahamowania syntezy 
kinazy fosforanowej histonu FI, odpowiedzialnej za kondensację chro
matyny realizowanej za pośrednictwem dodatkowych wiązań między czą
steczkami tego histonu [11].

Na podstawie przedstawionych danych można przypuszczać, iż sto
pień kondensacji chromatyny, charakterystyczny dla danego gatunku lub 
stadium rozwojowego, jest czynnikiem determinującym inicjację mitozy, 
a tym  samym — determinującym czas trwania fazy G2.

Dowody świadczące o słuszności tego rozumowania zostały zebrane 
w wyniku porównania czasu trwania cyklu komórkowego i zawartości 
heterochromatyny (chromatyny skondensowanej) u gatunków z różną 
zawartością DNA. Dane zawarte w tabeli 4 wskazują, że przy zbliżonej 
zawartości DNA (determinującej czas trwania cyklu komórkowego —
por. str. 158) krócej trwa cykl u tych gatunków, które zawierają więcej 
chromatyny skondensowanej [67]. W komórkach nici spermatogenicz- 
nych Chara vulgaris, przy tej samej zawartości DNA i tym  samym 
czasie trwania fazy S [29], czas trwania fazy G2 4- mitozy jest skorelo
wany z zawartością chromatyny zwartej (tabela 5). Należy zaznaczyć.
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TABELA 4. Zależność między zawartością heterochromatyny a czasem
trwania cyklu komórkowego (Według [67])

Gatunek
Zawartość 
D N A , pg

Zawartość 
heterochroma

tyny w % D N A *

Czas trwania 
cyklu

Anthemis tinctoria 
Artemisia absinthium

7,46
7,28

2,43
45,45

12,3
9,5

Anacyclus clavatus 10,48 8,55 11,0
Anthemis austriaca 9,63 34,11 7,0

Anacyclus radiatus 16,92 6,84 13,6
Anthemis cota 15,78 9,09 6,5

* Obliczona z preparatów mikroskopowych jako % objętości jąder [68].

że w kolejnych pokoleniach komórek nici spermatogenicznych chromo
somy metafazowe są coraz krótsze, tj. coraz bardziej skondensowane, co 
sugeruje iż zwiększanie obszarów chromatyny zawartej w  interfazie jest 
spowodowane m. in. przez większy stopień kondensacji chromosomów 
metafazowych w poprzednim pokoleniu (Olszewska *).

Poza kondensacją chromosomów, procesem specyficznym dla inicja
cji mitozy jest formowanie wrzeciona podziałowego, którego funkcjo
nalnym i strukturalnym  elementem są mikrotubule (Mt), powstające 
w wyniku polimeryzacji ich podjednostek białkowych. Podjednostki Mt 
cytoplazmatycznych wiążą się z kolchicyną (ref. [48, 49]), wobec czego 
pośrednią metodą cytochemiczńą badania zmian w zawartości podjed
nostek Mt w przebiegu cyklu komórkowego może być intensywność wią
zania 3H - kolchicyny, której 1 mol w warunkach in vitro wiąże się 
z 1 molem tubuliny (białka Mt). Badania takie przeprowadzone na ko-

TABELA 5. Zależność między zawartością chromatyny zwartej 
a czasem trwania G 2 i mitozy w kolejnych pokoleniach nici

spermatogenicznych Chara vulgaris L. (Olszewska*)

Stadium rozwoju

Powierzchnia 
chromatyny 

zwartej w późnej
G 2, (im2

Czas trwania
g 2± m

[29]

2-komórkowe 3,0 ± 0 ,76 35
4-komórkowe 3,8±0,48 25
8-komórkowe 4,8 ± 0 ,42 19
16-komórkowe 7,6 ± 0 ,64 12
32-komórkowe 9,3 ± 0 ,5 2 7
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morkach ssaków nie doprowadziły do jednoznacznych wyników, tj. 
stwierdzano ciągłą syntezę białka Mt w cyklu komórkowym lub prze
ciwnie — głównie lub wyłącznie w fazie G2 (ref. [73]). W komórkach nici 
spermatogenicznych Chara vulgaris radioaktywność wynikająca z wią
zania 3H - kolchicyny jest proporcjonalna do zawartości cytoplazmy i ukła
da się w przebiegu cyklu komórkowego podobnie, jak ma to miejsce 
w wyniku włączania aminokwasów radioaktywnych, a więc zwiększa się 
głównie w fazie G2; dodatkowe zwiększenie radioaktywności następuje 
już po zainicjowaniu mitozy [71, 73].

Zdaniem Mazia [61], wspólnym mechanizmem dla inicjacji formo
wania wrzeciona (polegającego na przemieszczeniu się istniejących Mt 
i wytwarzaniu nowych Mt z pod jednostek) i kondensacji chromatyny może 
być obniżenie wewnątrzkomórkowej zawartości jonów Ca. Jest to tylko 
pozornie sprzeczne z poglądem, że jony Ca powodują sklejanie chroma
tyny przypominające kodensację, innym bowiem procesem jest uporząd
kowana kondensacja profazowa fibryli chroma ty nowych (np. drogą wie
lokrotnej spiralizacji [74]), a innym — sklejanie fibryli chromatynowych 
w jądrze interfazowym, w którym udział jonów Ca jest niewątpliwy [62],

ZAWARTOŚĆ DNA A CZAS TRWANIA CYKLU K O M Ó RK O W EG O

Zawartość DNA w jądrach diploidalnych u roślin wyższych waha 
się w bardzo znacznych granicach i nie jest skorelowana z liczbą chro
mosomów (tabela 7 oraz [68]).

Na zależność między czasem trwania cyklu komórkowego a zawar
tością DNA pierwsi zwrócili uwagę Van’t Hof i Sparrow [101], wyka
zując istnienie takiej korelacji u 6 gatunków. Następnie Van’t Hoff [96] 
udowodnił, że na zależność tę rzutuje przede wszystkim czas trwania 
fazy S. Prawidłowość tę szereg autorów potwierdziło następnie na dal
szych kilkunastu gatunkach (tabela 6 i 7, rys. 4). Czas trwania fazy S nie 
jest proporcjonalny do zawartości DNA i nie zależy od liczby chromo
somów: 10-k ro tn e  zwiększenie zawartości DNA wydłuża czas trwania 
fazy S około 3, 4 razy (Vicia faba cv. Septimane  i Tradescantia palu
dosa), podczas gdy przy tej samej liczbie chromosomów, np. 2n =  12 
(Vicia sativa i Vicia faba), różnica czasu trwania fazy S jest związana 
tylko z różnicą w zawartości DNA (tabela 6).

Czas trw ania Gj i G2 nie jest regulowany przez zawartość DNA 
(tabela 6). Brak tej prawidłowości można w nieznacznym tylko stopniu 
przypisać różnicy temperatur, w jakich były prowadzone doświadczenia 
z poszczególnymi gatunkami (por. tabela 9).

Wydaje się, że poza zawartością DNA istnieje endogenny czynnik
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regulujący czas trwania cyklu komórkowego, który zapewne jest zwią
zany z tempem biosyntezy białek i wzrostu komórek. Świadczą o tym 
różnice trwania cyklu komórkowego i fazy S między odmianami zimo-

Rys. 4. Zależność między zaw artośc ią  DNA a czasem trw a n ia  cyklu kom órkow ego
i fazy S (W edług danych  z tabe li  6 i 7)

wymi (Septimane  i Myrto) i wiosennymi (VS1 i Sylphie) Vicia sativa [20]. 
U odmian zimowych, mimo różnic w zawartości DNA rzędu około 10%, 
krótszy jest czas trwania fazy S i całego cyklu niż u odmian wiosen
nych (tabela 7), czyli o czasie trwania fazy S i całego cyklu komórkowego

TABELA 6. Zależność między zawartością D N A  a czasem trwania cyklu
komórkowego (temperatura 19-23 °C)

Gatunek ' Zawartość
DNA, pg

Autor Cały
cykl

Faza S Autor

Crepis capillaris 3,8 [91] 10,7 3,2 [91]

Impatiens balsamina 5,1 [91] 8,8 3,9 [91]

Lycopersicum esculentum 8,4 [91] 10,6 4,3 [91]

Nicotiana tabacum 10,0 ref. [9] 12,5 5,0 ref. [20]

Allium  fistulosum 41,0 [91] 18,8 10,3 [91]

Allium cepa 54,3 [91] 17,4 10,9 [91]

Pinus banksiana 56 ref. [18] 25,7 7,6 ref. [18]

Allium tuberosum 66,3 [91] 20,6 11,8 [91]
Tulipa kaufmaniana 93,7 [101] 23 [101]

Trillium  erectum 120 [101] 29 [101]
Pinus resinosa 151,8 [18] 24,1 19,7 [18]
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TABELA 7. Zależność między zawartością D N A  a czasem trwania poszczególnych faz cyklu,
mierzonym metodą z 3H tymidyną (temperatura 19-23°C)

Gatunek 2n Zawartość
DNA, pg

S

Autor Cały 
cykl |

faza
G t

FazaS Faza G 2 Mitoza Autor

Vicia sativa 

cv. Septimane*

12
5,90

r

[20] 11,0 2,03

•

3,20 5,11 0,66 [20]
cv. VS1** 6,17 [20] 15,0 4,49 5,40 3,25 1,86 [20]
cv. Myrto* 6,43 [20] 11,0 1,65 3,90 4,63 0,82 [20]
cv. Sylphie** 6,85 [20] 14,0 2,43 4,70 5,91 0,96 [20]
Pisum sativum 1 4 10,01 [91] 13,5 5,0 4,5 3,0 1,2 [91]
Helianthus

annuus 34 12,0 ref. [20] 12,0 2,6 4,9 3,4 1,1 [92]
Zea Mays 20 15,5 ref. [20] 22,0 2,0 11,0 7,0 2,0 ref. [20]
Hordeum sativum 14 20,0 ref. [20] 12,0 2,6 4,9 3,4 1,1 ref. [20]
Vicia faba n

— i ■ i  ■ ■ ■ ■ ■  j

38,0 [92] 18,0 4,0 9,0 3,5 1,9 [92]
Tradescantia

paludosa 12 59,4 ref. [20] 20,8 5,8 10,8 1,7 [104]

* Odmiany zimowe, ** odmiany wiosenne.

w większym stopniu decyduje specyfika odmiany niż zawartość DNA. 
Z kolei forma życiowa również rzutuje na czas trwania cyklu. W pod- 
rodzinie Anthemideae  (Asteraceae) formy wieloletnie, mimo mniejszej
zawartości DNA, mają znacznie dłuższy czas trwania cyklu niż formy 
jednoroczne, przy czym u tych ostatnich wzrost komórek (odbijający się 
na czasie trwania G4 i G2) jest znacznie szybszy [67, 68], Czas trwania 
cyklu komórkowego u tego samego osobnika zależy ponadto od pozycji 
komórek w merystemie oraz od rodzaju merystemu (por. str. 161).

Interesujące i ważne dla praktyki są różnice w czasie trwania cyklu 
komórkowego u poliploidów, co ma również znaczenie przy interpretacji 
wyników dotyczących czasu trwania cyklu, uzyskanych różnymi meto
dami (por. str. 146). Dane poszczególnych autorów są rozmaite i nie dają 
jednoznacznej odpowiedzi. Spośród 8 gatunków roślin uprawnych lub 
mających znaczenie w hodowli, przy zastosowaniu tej samej metody 
(3H tymidyna, kultura in vivo), u 4 gatunków (Ornithogalum virens 
Lindi., Avena strigosa Schreb., Fagopyrum esculentum  Moench. i Lens 
esculenta Mill.) nie stwierdzono żadnych różnic między osobnikami di- 
i tetraploidalnymi ani w czasie trwania fazy S, ani całego cyklu, na
tomiast u 4 gatunków (Beta vulgaris L., Hyacinthus orientalis L., Hor
deum vulgare L. i Secale cereale L.) czas trwania fazy S wydłużony był 
u tetraploidów od 15 do 50°/o, nigdy dwukrotnie, przy czym o przedłu
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żeniu całego cyklu komórkowego decydowało wyłącznie przedłużenie 
fazy S (ref. [36]).

W populacjach mieszanych, w których w obrębie tego samego ko
rzenia w kulturze in vivo występowały komórki 1 - i 2 - jądrowe w y
wołane działaniem kofeiny (por. str. 148), w homokarionach, tj. w ko
mórkach dwujądrowych 2n +  2n, cykl komórkowy był nieznacznie prze
dłużony (z 13,5 godzin do 14,5 godzin w temperaturze 25°C w meryste- 
mie cebuli, Allium, cepa [25, 33]). W komórkach wielo jądrowych, powsta
łych w wyniku zakłóceń w funkcjonowaniu wrzeciona, w którym suma 
chromosomów =  4n, czas trwania cyklu nie różnił się od homokarionów
powstałych w wyniku działania kofeiny [40].

W komórkach marchwi i jawora w hodowli in vitro również nie
stwierdzono różnic między czasem trwania fazy S i całego cyklu a stop
niem poliploidalności, natomiast czas trwania cyklu zależał od wieku 
kultury [5, 34], Komórki haploidalne tytoniu wykazują większą dyna
mikę proliferacji, wyrażającą się zwiększonym tempem inicjacji podzia
łów komórkowych po założeniu kultury  w porównaniu z komórkami 
diploidalnymi [59]. TJ tego gatunku (Nicotiana tabacum  L.) czas trwania
cyklu jest dłuższy w komórkach hodowanych in vitro niż w  komórkach 
in vivo, wskutek znacznego przedłużenia G2 (6 - krotne) i Gx (2 - krotne) 
(ref. [36]).

Wyjaśnienia nieznacznych różnic w czasie trwania fazy S między 
d i-  i tetraploidami należy szukać w teorii replikonów (por. str. 150), 
w myśl której nie tylko liczba replikonów, lecz również ich długość oraz 
stopień synchroniczności inicjacji syntezy DNA determinują czas trw a
nia fazy S.

CZAS TR W A N IA  CYKLU K O M Ó RK O W EG O  JA K O  W YRAZ PROCESÓW
M O RFOGENETYCZNYCH

Czas trwania cyklu komórkowego w merystemie wierzchołkowym 
łodygi jest dłuższy niż w merystemie korzenia. U Pisum sativum  L. 
w korzeniu trw a on około 13,5 godziny [91], natomiast w  merystemie 
pędu — 65 godzin [56], W merystemie wierzchołkowym łodygi u tego 
gatunku czas trwania samej mitozy jest taki sam jak w merystemie ko
rzenia, natomiast faza G4 jest przeszło 7 -k ro tn ie  dłuższa, faza S — 
blisko 3 - krotnie, a faza G2 — 6 - krotnie dłuższa. U innych gatunków 
(Rudbeckia bicolor Nutt, [42]; Trifolium repens L .; ref. [36]) czas trw a
nia cyklu komórkowego w merystemie wierzchołkowym łodygi jest znacz
nie dłuższy niż w korzeniach u gatunków z wysoką zawartością DNA 
i wynosi odpowiednio 30 i 70 godzin.

W porównaniu z częścią szczytową merystemu łodygi, czas trw a
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nia cyklu komórkowego w zaczątkach liści jest znacznie krótszy: 
u Pisum sativum  wynosi on około 30 godzin [56], a u Trifolium repens —
30-50 godzin (ref. [36]).

Znacznie lepiej pod tym  względem zbadany jest merystem korze
nia. W centrum nieczynnym czas trwania cyklu komórkowego jest 10-20 
razy dłuższy niż np. w korze w odległości 150—200 urn od centrum nie
czynnego ([3, 15, 77], ref. [36]), przy czym wydłużeniu ulega przede 
wszystkim G;i — od 7,5 razy u Zea Mays (por. tabela 8) do 34 razy

TABELA 8. Czas trwania (w godzinach) poszczególnych faz cyklu komórkowego w tem
peraturze 21°C w różnych strefach merystemu korzeniowego Z ea M ays (Według [3])

Komórki

Odległość 
od szczytu 
merystemu 

(jim

Faza G x Faza S Faza G 2 Mitoza

centrum
nieaktywne 135 16

____________________ _ -  - _

13 6

walec

200 7,51 ± 0 ,7 4 6 ,10±0,28 3,15 ± 0 , 18 3 ± 7  "
400 6,34 i  0,94 ; 5,56±0,36 3,51 ± 0 ,3 2 3,49
700L____________________________________________________

% 03 3 dST 1,28 3,97±0,28 3,42 ± 0 ,3 0 ' 2,85
1000 6,59±1,02 4,78 ±0 ,75 4,72 ± 0 ,76 1,30

kora

200 17,55±4,98 4 ,87±  1,55 4,13±0,81 3,26
400 i 12,76±1,68 4,28 ± 0 ,45 4,91 ± 0 ,7 0 2,90
700 9 ,12±1,12 3,42±0,32 4,62 ± 0 ,6 6 2,47

1000 8,66±1,31 3,33 ±0,33 5,07±0,31 1,49
200 8,42±0,58 3,30 ± 0 ,46 9,92±0,55 3 3 7

skórka
400 14,18 ±0 ,63 ~ 3 , l l  ±0 ,42 5,22±0,78 2,49~
700 13,39±3,50 2 ,77±0,54 4 ,05± 0 ,67 2,76

1000
s

13,67±2,46 3,77±0,70 4 ,1 6 ±  1,09 1,90

u Allium  cepa; faza S jest przedłużona od 1,5 raza u Allium  cepa do 
3 razy u Zea Mays; również faza G2 ulega 2-3 - krotnemu przedłużeniu 
([3], ref. [36]). Czas trwania cyklu w komórkach inicjalnych czapeczki 
nie odbiega, lub jest nieco krótszy niż w korze ([3, 77], ref. [36j), 
a w walcu osiowym z reguły jest krótszy niż w leżących na tym samym
poziomie komórkach kory ([3, 14, 77], ref [36]). Epiderma i kora wyka
zują taki sam czas trwania cyklu komórkowego [2, 17].

Indeks mitotyczny zmienia się wzdłuż osi korzenia, a podziały ko
mórkowe ustają w odległości 2-4 mm od granicy merystemu i czapeczki. 
Mimo to, nie stwierdzono istotnych różnic w czasie trwania cyklu ko
mórkowego i samej mitozy [2], natomiast przy zastosowaniu metody
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z aH tymidyną wykazano, że największym wahaniom ulega czas trwania 
fazy Gx (tabela 8), a mianowicie, w korze skraca się w miarę oddalania 
od szczytu korzenia, podczas gdy w epidermie jest najkrótszy na pozio
mie 200 ąm, po czym wydłuża się i pozostaje taki sam [3].

Przy inicjacji korzeni bocznych u Vicia faba L. czas trwania cyklu 
jest taki sam w korzeniach długości 2 mm i 4 mm [57], chociaż we 
wczesnych stadiach rozwoju korzeni bocznych, od zaczątka złożonego 
z około 1500 komórek do momentu wysunięcia się korzenia bocznego 
poza korzeń macierzysty, 16°/o komórek wykazuje przedłużony czas trw a
nia cyklu komórkowego kosztem fazy G2 [82].

Porównując wyniki różnych autorów dotyczące tego samego ga
tunku, lecz uzyskane w różnych warunkach termicznych można stwier
dzić, że wymienione prawidłowości, dotyczące czasu trwania cyklu w ko
mórkach różnych stref korzenia, występują niezależnie od temperatury, 
chociaż ten czynnik oczywiście wpływa na bezwzględny czas trwania 
cyklu komórkowego.

Komórki centrum nieczynnego charakteryzują się bardzo niskim po
ziomem włączania radioaktywnych prekursorów RNA i białek. Przez 
analogię można więc przypuścić, że różnice w czasie trwania cyklu ko
mórkowego między innymi komórkami merystemu korzeni i pędu by
łyby spowodowane przez odmienne tempo transkrypcji i translacji, regu
lujące z kolei wzrost komórek. Z drugiej strony wiadomo, że komórki 
poszczególnych stref korzenia wykazują charakterystyczne rozmiary, np. 
objętość komórek inicjalnych czapeczki jest o 50% mniejsza niż komó
rek walca na poziomie 200 ąm i prawie 3 - krotnie mniejsza niż komórek 
walca na poziomie 700 ąm [3], odpowiednio też te ostatnie mają dłuższy 
czas trwania cyklu komórkowego kosztem fazy Gx. Jednakże ta zależ
ność nie może być uogólniona, ponieważ przy podobnej objętości komó
rek walca na poziomie 700 ąm i 1000 um czas trwania cyklu skraca się 
również kosztem fazy Gx (tabela 8, [3]).

Przytoczone dane wskazują, że okresem, w którym zachodzi regu
lacja czasu trwania cyklu komórkowego, jest faza G,; w tej właśnie fazie 
odbywa się wzrost komórek do krytycznej wielkości, po której uzyska
niu następuje inicjacja nowego cyklu, tj. replikacja DNA. Czas trwania
fazy S ulega nieznacznym wahaniom. W komórkach o cyklu typu 
S -r G2 +  M, tj. w niciach spermatogenicznych Chara vulgaris L., regu
lacja morfogenetyczna, wyrażająca się skróceniem cyklu i ograniczaniem 
wzrostu komórek, jest przesunięta na fazę G2 (rys. 1, tabela 5).

U jednoliściennych (Zea Mays), u których po pewnym czasie korzeń 
zarodkowy jest zastąpiony przez przybyszowe korzenie wiązkowe, w mia
rę starzenia się korzenia zarodkowego następuje spadek aktywności mi- 
totycznej oraz wydłużanie czasu trwania cyklu komórkowego z 16,5 go-
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dżiny w korzeniach młodych (24 godziny od rozpoczęcia kiełkowania) 
do 24 godzin w korzeniach starych (480 godzin od rozpoczęcia kiełko
wania). Wydłużenie cyklu komórkowego odbywa się przede wszystkim 
kosztem fazy Gj i G2 [24].

Wygasanie aktywności mitotycznej w wyższych odcinkach korzenia 
następuje bądź poprzez utratę zdolności do replikacji DNA, wówczas 
komórki przechodzące w etap różnicowania zawierają 2C DNA, bądź 
w fazie G2 — wówczas komórki są na poziomie 4C. Jednak w przeważa
jącej liczbie zbadanych pod tym względem gatunków, w komórkach 
pozbawionych aktywności mitotycznej, zachowana jest aktywność po- 
limerazy DNA, ponieważ nadal zachodzi replikacja DNA w cyklu endo- 
mitotycznym. Zanik cyklów mitotycznych w różnicujących się i w zróż
nicowanych komórkach jest, być może, kontrolowany przez mechanizm 
analogiczny do chalonów w tkankach zwierzęcych. Czynnik taki, powo
dujący zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G2 w merystemach ko
rzeni i łodyg grochu został wykryty w liścieniach tej rośliny [22].

W PŁY W  TEM PER A TU R Y  NA PR Z E B IE G  CYKLU K O M Ó RK O W EG O

Czynnik termiczny odgrywa znaczną rolę w regulacji tempa wzrostu 
tkanek roślinnych; istotny udział w przyroście organów roślinnych ma 
zwiększenie w nich liczby komórek oraz szybkość, z jaką ten proces
następuje.

Wpływ tem peratury na trawie całego cyklu komórkowego lub tylko 
mitozy i poszczególnych jej faz był przedmiotem licznych doświadczeń 
przeprowadzanych na żywych komórkach (mitoza) lub przy zastosowa
niu metod pozwalających na badanie czasu trwania całego cyklu komór
kowego. Wyniki tych badań, zreferowane w postaci szczegółowego re 
jestru przez Grifa i Ivanova [36], jednoznacznie wykazują, że dla więk
szości gatunków roślin okrytozalążkowych optymalna tem peratura — 
zarówno dla czasu trwania całego cyklu, jak i samej mitozy — wynosi 
25-30'C, pokrywa się więc z zakresem optymalnej tem peratury  dla 
aktywności enzymów roślinnych. Temperatura powyżej 30°C lub 35°C 
powoduje wydłużenie cyklu komórkowego.

W tabeli 9 uwzględniono tylko te dane z literatury, które — dzięki 
zastosowaniu metody z 3H tymidyną — uwzględniają wpływ tem pera
tury na czas trwania poszczególnych faz cyklu komórkowego. Z danych 
tych (por. także rys. 5) wynika, że podwyższenie tem peratury  z 10°C 
do 15°C lub z 11°C do 16°C skraca o 50% czas trwania cyklu komórko
wego; podwyższenie tem peratury w zakresie od 20°C do 30-35°C bądź
nie wpływa na ten proces, bądź modyfikuje go w nieznacznym stopniu.

U czterech porównywanych gatunków zmiany czasu trwania po-
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TABELA 9. Wpływ temperatury na czas trwania cyklu komórkowego i jego faz (w godzinach)
obliczony metodą z 3H tymidyną w merystemie korzeniowym

Gatunek Temp. °C Cały
cykl

Faza Gx
1

Faza S Faza G 2 Mitoza Autor

A lliu m  cepa L.

10 54,6 14,3 25,0 8,7
j

6,5 [32]

15 29,8 | 7,8 13,6 4,8 3,6 [32]

20 18,8 4,9 8,6 3,0 2,2 [32]

25 13,5 3,5 6,2 2,2 1,6 [32]

30 11,0 2,9 1 5,0 1,8 1,3 [32]

H elianthus i 
annuus L. i

10 46,4 14,8 22,3 4,9 4,4 [13]
15 23,2 6,8 11,8 2,9 1,7 [13]
20 12,5 3,8 6,1 1,6 1,0 [13]
25 7,8 1,2 4,5 1,5 0,6 [13]
30 6,3 0,4 4,3 1,1 0,5 [13]
35 6,4 0,8 4,0 1,1 0,5 [13]

Pisum  sativum  L.

11 43,7 23,1 10,6 6,0 4,0 ref. [36]

16 25,4 10,3 8,5 4,4 2,2 ref. [36]

22 16,4 5,5 7,3 2,3 1,3 ref. [36j

27 14,0 4,0 6,7 2,0 1,3 ref. [36]

i 33 9,0 1,3 5,0 1,5 1,2 ref. [36]

Tradescnatia p a lu 
dosa L.

13 51,4 15,4 22,5 8,3 5,1 [104]

21 " 20,8 5,8 10,8 2,5 1,7 [ 104]

I 30 16,0 2,4 9,5 2,4 1,7 [104]

szczególnych faz cyklu komórkowego pod wpływem tem peratury nieco 
się różnią. Jeżeli czas trwania poszczególnych faz cyklu komórkowego 
w temperaturze 10°C przyjąć za lOO°/o (rys. 5), wówczas okaże się, że 
komórki merystemu korzeniowego cebuli (Allium  cepa) reagują dokład
nie takim samym skróceniem wszystkich faz cyklu komórkowego, na
tomiast u 3 pozostałych gatunków (Helianthus annuus, Pisum sativum  
i Tradescantia paludosa) największemu skróceniu ulega Gj. Skrócenie 
fazy G2 wydaje się być podobne u wszystkich porównywanych gatun
ków, natomiast tempo replikacji DNA reaguje na zmiany tem peratury 
w sposób podobny u Allium  cepa, Helianthus annuus  i Tradescantia pa
ludosa, tzn. osiąga próg krytyczny w temperaturze około 25°C, natomiast 
u Pisum sativum  czas trwania fazy S wydaje się być skorelowany do
kładnie ze zmianami tem peratury.

Czynnik termiczny wydaje się kontrolować przede wszystkim przejś
cie z fazy G: do S, lecz czas trwania fazy S, po przekroczeniu pewnego 
minimum (uzależnionego od zawartości DNA, por. tabela 7), już nie 
może być modyfikowany. Analogicznie jak faza S, przedłuża się faza G2,
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która ulega nieznacznej zmianie w zakresie tem peratur 25-35°C. Na 
podstawie przytoczonych danych można ponadto wyciągnąć wniosek, że 
skrócenie czasu trwania cyklu komórkowego i jego faz w zakresie opty
malnych tem peratur może być cechą gakmkową, uzależnioną od wyma-

10 15202530 1015 2025 X 3 5  11 16222733 13 21X  temp ‘C

Rys. 5. W pływ  tem p era tu ry  na  czas t rw a n ia  fazy G u S, G 2, mitozy (M) i całego 
cyklu kom órkow ego (TC) u A l l iu m  cepa  (A.c.), H elian thus  annuus  (H.a.), P isu m  
sa t iv u m  (P.s.) i Tradescantia  paludosa  (Tr.); czas t rw a n ia  poszczególnych faz cyklu 
lub całego cyklu w  te m p era tu rze  10°C albo 11°C p rzy ję to  za 100°/o. (W edług danych

z tabeli  9)

gań termicznych: cebula (Allium  cepa) i groch (Pisum sativum) reagują 
5 - krotnym skróceniem cyklu, słonecznik (Helianthus annuus) — prze
szło 7 - krotnym, natomiast w analogicznym zakresie tem peratur bób 
(Vicia faba) oraz trzykrotka (Tradescantia paludosa) reagują zaledwie 
3 - krotnym skróceniem czasu trwania cyklu komórkowego [21, 65, 104].

Należy podkreślić, że pod wpływem zmian tem peratury analogicz
nym wahaniom, jak czas trwania całego cyklu, ulega czas trwania mitozy
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(rys. 5). Wobec tego, nie należy posługiwać się wartością indeksu mito- 
tycznego (IM) jako wskaźnikiem aktywności mitotycznej tkanek rosną
cych w rozmaitych warunkach termicznych. Na wartość IM wpływa 
bowiem nie tylko liczba komórek dzielących się, lecz również czas trw a
nia mitozy. Wykazano [13] u 3 gatunków (Helianthus annuus, Pisuvi 
sativum, A llium  cepa) tę samą wartość IM w różnych temperaturach, 
mimo że zarówno czas trwania cyklu komórkowego, jak i tempo wzro
stu korzeni były przez ten czynnik znacznie modyfikowane.

CZYNNIK ŚW IETLNY W R E G U L A C JI CYKLU KOM ÓRKOW EGO

Dobowe wahania aktywności mitotycznej występują zarówno 
w eksponowanych na naturalny ry tm  dnia i nocy nadziemnych częś
ciach rośliny, jak i w merystemach korzeniowych.

W merystemach wierzchołkowych łodygi obserwowano dwa szczyty 
aktywności mitotycznej, w których IM osiągał 20%; jeden z tych szczy
tów przypada na godz. 10-12, drugi — na późne godziny wieczorne lub 
przed północą.

W niciach spermatogenicznych Chara vulgaris, w warunkach na
turalnego fotoperiodu, maksimum dobowe aktywności mitotycznej (rzę
du 30-40%) przypada na godz. 12-14 (rys. 6). Dodatkowe szczyty aktyw
ności mitotycznej dla poszczególnych stadiów rozwojowych nici sperma
togenicznych wynikają z odmiennego czasu trwania cyklów komórko
wych w poszczególnych pokoleniach [28, 29].

W niciach spermatogenicznych pochodzących z plechy poddanej 
ciągłemu działaniu światła przez 96 godzin następuje prawie 3 - krotne 
zwiększenie IM, przy jednoczesnym zwiększeniu amplitudy dobowej fali 
aktywności mitotycznej; najsłabiej na ciągłe oświetlenie reagują komórki 
pokolenia najbardziej zaawansowanego w rozwoju, tj. komórki nici 
32 - komórkowych. Już po 24 godzinach stałego zaciemniania średni IM 
dla wszystkich pokoleń spada do 10,3%, przy czym — analogicznie jak 
w doświadczeniach ze stałym oświetleniem — najbardziej odporne na 
brak światła są nici 32 - komórkowe. Jednak brak światła w ciągu 72 go
dzin i w tym pokoleniu powoduje zanik aktywności mitotycznej, która
spada do 0,5% (rys. 7). Przeniesienie na światło roślin przetrzymywanych 
w ciemności przez 72 godziny powoduje już po 3 godzinach reaktyw a
cję mitoz w niciach 16 - i 32 - komórkowych, natomiast w niciach 2 -, 
4 - i 8 - komórkowych fala mitoz pojawia się dopiero po 18 godzinach [58].

W warunkach ciągłego oświetlenia następuje skrócenie cyklu ko
mórkowego o około 10%, przy czym biorąc pod uwagę coraz krótszy 
czas trwania cyklu w kolejnych pokoleniach komórek nici spermatoge
nicznych — bezwzględne skrócenie cyklu jest większe we wczesnych
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stadiach rozwoju nici (tabela 10) i wynosi dla nici 2 - komórkowych 
6 godzin, dla nici 4 - komórkowych — 5 godzin, dla nici 8 - komórko
wych — 3,5 godziny, dla nici 16 - komórkowych — 3 godziny i tylko 
1,5 godziny dla nici 32 - komórkowych. U roślin poddanych stałemu za
ciemnieniu, wobec zaniku aktywności mitotycznej, czas trwania cyklu 
komórkowego mógł być obliczony tylko dla pokolenia 16- i 32 - komór
kowego; jest on wydłużony o około 50% (tabela 10).

Rys. 6. R y tm  dobowy ak tyw ności m ito tycznej w  ko le jnych  pokolen iach  (2-, 4-, 8-, 
16- i 32 - kom órkow ych) nici sperm atogenicznych  Chara vulgaris  L. (W edług [28])

W niciach spermatogenicznych Chara vulgaris cykl komórkowy jest 
typu S +  G2 +  M [75], Ponieważ czas trwania fazy S nie ulega zmianie 
w różnych warunkach oświetlenia i wynosi w każdym pokoleniu 15-16 
godzin, czynnik świetlny ingeruje w fazie G2 i jego udział jest tym 
bardziej znaczący, im dłuższy jest czas trwania G2 (rys. 8, [58]). Należy 
jednak wziąć pod uwagę, że dalsze zaciemnianie może hamować również
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syntezę DNA. W hypokotylach łubinu, przetrzymywanych w ciemności, 
począwszy od czwartej doby endomitotyczna replikacja DNA ulega za
hamowaniu [90]. 

Obniżenie aktywności mitotycznej w ciemności nasuwa przypusz-

Rys. 7. Średni dobowy rozkład aktywności mitotycznej w  niciach spermatogenicz
nych C h a r a  v u l g a r i s  L. hodowanej w warunkach ciągłego oświetlenia przez 4 doby 
(S), przy 16 godzinach światła i 8 godzinach ciemności (K) oraz w ciągłej ciemności

przez 32 godziny (C) (Według [58])

TABELA 10. Czas trwania cyklu komórkowego (w godzinach) mierzony metodą z 3H tymidyną 
w kolejnych pokoleniach komórek nici spermatogenicznych Chara vulgaris L. w różnych warun

kach oświetlenia (Według [58])

Pokolenie
2 -komór 4 -komór 8-komór

i
16-komór-

f

32-komór

oświetlenie
kowe kowe kowe kowe kowe

światło 16 godz. 
ciemność 8 godz.

40,0 
100%

35,5
100%

31,0
100%

28,5 
100%

25,0
100%

oświetlenie ciągłe 36,0
90%

30,5
86%

27,5
89%

25,5
90%

23,5
94%

zaciemnienie ciągłe
1 •

— ” 45,0
158%

37,0
148%
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czenie, iż jest ono spowodowane przez nadmiar auksyn, tym bardziej 
że w ciemności następuje znaczne wydłużenie międzywężli w piesze 
Chara. Jednakże po 3 - dniowej hodowli w ciemności w obecności anty- 
metabolitu endogennych auksyn — PCIB — lub inhibitora transportu 
auksyn — TIBA — IM w niciach spermatogenicznych pozostaje na tym
samym poziomie, jak u roślin hodowanych w ciemności bez antyauksyn 
(Maszewski *).

Rys. 8. Czas trwania cyklu komór
kowego i fazy S w kolejnych (2-, 4-, 
8-, 16- i 32 - komórkowych) pokole
niach nici spermatogenicznych C h a r a  
v u l g a r i s  L. K — materiał kontrolny, 
S — materiał hodowany w oświetle
niu ciągłym, C — materiał hodowany 
w  ciągłej ciemności (Według [5BJ)

U rośliny krótkiego dnia, Lemna perpusilla [37], 1 - dobowy, 1 6 -g o 
dzinny fotoperiod powoduje wprawdzie początkowo zwiększenie aktyw 
ności mitotycznej, ale po kilku godzinach wartość IM jest zbliżona do 
IM u roślin poddanych 8 - godzinnemu fotoperiodowi. U tych ostatnich 
utrzymuje się 6 - godzinny cykl komórkowy, podczas gdy u roślin pod
danych działaniu długiego dnia (16 godzin) po pierwszym szczycie znako
wanych mitoz, przypadającym o 1 godzinę później niż w warunkach 
dnia krótkiego, nie następuje drugi wyraźny szczyt (por. rys. 1), co 
świadczy o zwiększeniu heterogenności komórek [99].

W korzeniu, tj. organie, który w warunkach naturalnych nie jest 
eksponowany na światło, również występują rytm y dobowe aktywności 
mitotycznej. Korzenie zarodkowe, zawierają w momencie rozpoczęcia 
kiełkowania tylko 2 populacje komórek — w fazie GŁ i G2 (tabela 1) — 
stąd w pierwszym okresie ich wzrostu można oczekiwać dwóch niezależ
nych szczytów aktywności mitotycznej, z których pierwszy pochodzi z ko
mórek będących w fazie G2 w momencie przerwania okresu spoczynko
wego, drugi — z komórek będących w fazie Gx. Istotnie, w korzeniach 
siewek cebuli, przetrzymywanych w ciemności w ciągu pierwszych 5 dni 
od namoczenia nasion, występują 4 dobowe maksima aktywności mito
tycznej, obejmujące 25-30% komórek [6]. Biorąc pod uwagę czas jednej 
generacji u tego gatunku (13,5 godziny w temperaturze 25°C, [30]) moż
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na przyjąć, iż co drugi szczyt odpowiada wejściu w mitozę populacji 
będącej w momencie przerwania spoczynku w fazie G2, a co drugi — 
populacji będącej wówczas w fazie G4. Przy ciągłym oświetlaniu siewek 
rytm  ten zanika nieco wcześniej, natomiast po zastosowaniu fotoperiodu 
9 : 15, 15 : 9, 12 : 12 występują tylko 2 maksima, przypadające na roz
maite pory doby, w zależności od zastosowanego fotoperiodu. Ponieważ 
dwa szczyty aktywności mitotycznej występują w merystemach korzeni 
przybyszowych cebuli Allium  cepa, a rytm y te zanikają w korzeniach 
roślin przetrzymywanych w ciemności (ref. [60]), trzeba przyjąć, że pier
wotny ry tm  podziałów komórkowych zdeterminowany przez fazy cyklu, 
w jakich przerywają okres spoczynkowy komórki korzeni zarodkowych, 
ulega następnie przebudowaniu na ry tm  dobowy, sterowany przez foto- 
period, któremu podlegają nadziemne części rośliny.

Trudno jest obecnie znaleźć wyjaśnienie dla roli czynnika świetl
nego w regulacji aktywności mitotycznej. W pierwszym rzędzie nasuwa 
się przypuszczenie o rytmicznym dopływie asymilatów i uwarunkowaniu 
przez nie gospodarki energetycznej komórki; z doświadczeń Van't Hofa 
i jego współpracowników wynika (Tabela 3), że przejście z G: do S 
i z G2 do M jest uzależnione pośrednio przez te właśnie czynniki. W ni
ciach spermatogenicznych Chara vulgaris czynnik świetlny ingeruje właś
nie w G, i warunkuje inicjację mitozy.

Ostatnio uwagę badaczy zwraca udział fitochromu w regulacji cyklu 
komórkowego. Podstawą dla stwierdzenia roli fitochromu są wyniki do
świadczeń wykazujące znoszenie działania światła czerwonego przez 
daleką czerwień oraz zniwelowanie przez światło czerwone zmian indek
su mitotycznego spowodowanego ekspozycją na daleką czerwień.

Apikalna komórka nitkowatego gametofitu paproci Adiantum capillus- 
- veneris dzieli się po upływie 24-36 godzin ekspozycji na światło czer
wone, lecz proces ten ulega opóźnieniu o wiele godzin po krótkim na-

TABELA 11. Wpływ światła czerwonego (R) i dalekiej 
czerwieni (ER) na liczbę podziałów komórkowych w ga- 
metoficie Adiantum capillus-veneris L. po upływie 32 
godzin ciemności od zakończenia ekspozycji na R lub

FR (Według [102])

Doświadczenie Podziały, %

R 17,7±2,2
R /F R 1,3±1,3
R/FR/R 17,0 ±4,4
R/FR/R/FR 2,0±0,6
R/FR/R/FR/R 24,8±2,5

6 —  P o s t ę p y  B i o l .  K o m .  2/77
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świetleniu daleką czerwienią. Hamujący efekt dalekiej czerwieni (FR) 
jest niwelowany przez taką samą, tj. 1 0 -m inutow ą ekspozycję na św iat
ło czerwone (R), przy czym wynik taki można uzyskiwać po wielokrot
nym naświetlaniu R/FR/R itd. (tabela 11); zawsze światło czerwone znosi 
hamujące działanie dalekiej czerwieni [102].

Z badań nad indukcją przez czerwień i daleką czerwień aktywności 
mitotycznej w niciach spermatogenicznych Chara vulgaris w  fazie G 2 
nie wynika jednak, aby istotną rolę w tym  procesie odgrywały przemia
ny fitochromowe. Po 10 godzinach ciemności (KD), przypadającej na 
okres nocy, rośliny zostały umieszczone w świetle białym (KL) lub 
kolejno na okres 30 minut w świetle czerwonym (R, / =  660 nm) i na 
30 minut w ciemności bądź w dalekiej czerwieni (FR, l  =  730 nm) na 
30 minut i w  ciemności w ciągu 30 minut; w sumie całe doświadczenie 
z naświetlaniem trwało 8 godzin. Efekt' światła czerwonego stosowanego 
na przemian z zaciemnianiem (doświadczenie R, tabela 12) jest taki sam,

TABELA 12. Wpływ światła czerwonego (R) i dalekiej czerwieni (FR) na aktywność mitotyczną
komórek nici spermatogenicznych Chara vulgaris L. (Maszewski*)

Pokolenie KD KL
1

R FR

2-komórkowe 0,9 ±0,9 8,5±2,8 8,2±2,6 4,4±1,6
4 - komórkowe 2,3 ±1,2 14,3±2,8 17,0±2,9 4,5±1,6
8-komórkowe 8,4±1,7 25,7±4,1 25,7±2,1 13,5 ±4,2
16-komórkowe 20,7±2,8 25,7 ±1,8 28,8 ±3,1 18,8±4,3
32-komórkowe 23,3 ±4,4 25,4±3,2 31,4±  3,1 ~  23,2±~3,5

jak ciągłego światła białego, natomiast daleka czerwień (doświadczenie 
FR) nie odwraca hamującego działania ciemności na aktywność mito
tyczną w niciach spermatogenicznych bardziej zaawansowanych w roz
woju (16 - i 32 - komórkowych), natomiast w  nieznacznym stopniu wzbu
dza inicjację mitozy we wczesnych stadiach rozwoju nici spermato
genicznych (2 -, 4 - i 8 - komórkowych). W pokoleniach młodszych efekt 
dalekiej czerwieni jest jednak mniejszy od efektu światła białego.

W doświadczeniach analogicznych [102], tj. z zastosowaniem naprze
miennej ekspozycji na światło czerwone i daleką czerwień komórek 
w fazie G2 nici spermatogenicznych, nie uzyskano uderzających różnic 
w zależności od ostatniego naświetlania. Wyniki te wskazują, że w od
niesieniu do fazy G2 efekt światła czerwonego lub dalekiej czerwieni 
może być związany raczej z różną energią światła przy obu tych dłu
gościach fali, a nie z samą przemianą fitochromową (Maszewski *).

Jeśli fitochrom odgrywa jakąś rolę w modyfikacji przebiegu cyklu
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komórkowego, może ona być równie rozmaita, jak rozmaite mechani
zmy są przypisywane temu czynnikowi w regulacji wzrostu i rozwoju 
roślin. Wielu autorów zmiany konformacyjne w błonach komórkowych 
uważa za pierwotny efekt fitochromu; z drugiej strony, po pewnym cza
sie fitochrom może działać na poziomie aparatu genetycznego, jak też 
powodować zwiększenie zawartości endogennych giberelin i obniżenie 
zawartości endogennych auksyn [7, 23, 80]. Wszystkie wymienione efek
ty fitochromu powinny być brane pod uwagę w dalszych badaniach nad 
jego ewentualnym udziałem w regulacji cyklu komórkowego u roślin.

U D ZIA Ł SU B ST A N C JI W ZROSTOW YCH W R E G U L A C JI CYKLU
K O M Ó RK O W EG O

Zagadnienie udziału regulatorów wzrostu roślin w kontroli przebie
gu cyklu komórkowego jest niezmiernie trudne ze względu na ograni
czone możliwości skonstruowania jednoznacznego modelu doświadczal
nego. Wprawdzie morfogeneza jest sterowana przez poszczególne hormo
ny lub ich współdziałanie, ale specyficzny ich efekt wyraża się ukierun
kowaniem różnicowania komórek, dla których podziału niezbędne są 
przynajmniej auksyny i cytokininy. Podawanie jednego rodzaju regula
tora daje w efekcie zsumowanie jego działania z hormonem endogennym, 
w wyniku czego wewnątrzkomórkowa koncentracja może stać się sub- 
optymalna i zmienić proporcje w jakich znajdowały się inne fitohormo- 
ny, modyfikując wskutek tego harmonijne ich współdziałanie.

W bardzo wielu badaniach efekt egzogennego regulatora wzrostu 
oceniano badając tylko zmiany IM. Jest to zupełnie niewystarczający 
wskaźnik dla oceny stymulującego lub hamującego efektu, a z całą pew
nością nie wnoszący żadnych informacji w wyjaśnienie mechanizmu jego 
oddziaływania na przebieg cyklu komórkowego. Z tego względu przyto
czone wyniki ograniczono tylko do takich, w których analizowano IM 
łącznie ze zwiększeniem liczby komórek bądź stwierdzano, które fazy 
cyklu komórkowego są kontrolowane przez dany regulator wzrostu. Na 
obecnym etapie nie jest jeszcze możliwe wyciąganie jakichkolwiek wnio
sków na temat rodzaju kontroli przebiegu cyklu komórkowego, jaką 
wywierają poszczególne hormony roślinne, tym  bardziej że pierwotny 
mechanizm ich działania jest ciągle jeszcze dyskutowany.

Auksyny. W hodowli in vitro izolowane protoplasty miękiszu korze
niowego grochu nie reagują na kwas fi - indolilooctowy (IAA). Zwiększe
nie zarówno IM, jak i par komórek siostrzanych (powstałych w wyniku 
nierozdzielenia komórek po cytokinezie) następuje w obecności kwasu
2,4 - dwuchlorofenoksyoctowego (2,4 - D) oraz w obecności kwasu a - n a -  
ftylooctowego (NAA). Najbardziej efektywna okazała się kombinacja IAA
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i 2,4 - D, przy czym stymulujący efekt był niezależny od koncentracji
2,4 - D [53], Podobny efekt stymulujący NAA lub IAA i- 2,4 - D stw ier
dzono w izolowanych protoplastach Haplopappus i marchwi (cyt. [53].

U Chara vulgaris IAA po długim działaniu (2-3 tygodnie) skraca czas 
potrzebny dla wytworzenia plemników, tj. skraca czas trwania cyklu 
komórkowego. Już po kilkudziesięciu godzinach IAA stymuluje włącza
nie radioaktywnych prekursorów kwasów nukleinowych i białek oraz 
skraca cykl komórkowy kosztem fazy G2 we wszystkich pokoleniach nici 
spermatogenicznych, z wyjątkiem 32 - komórkowego, tj. tego, w którym 
faza G2 trwa najkrócej, przy jednoczesnym przedłużeniu fazy S w poko
leniach młodszych (rys. 9). IAA przyspiesza więc inicjację mitozy. 
W przeciwieństwie do naturalnej auksyny, NAA — chociaż nieznacznie 
stymuluje włączanie 14C adeniny — przedłuża po kilkudziesięciu godzi
nach działania cykl komórkowy, a po dłuższym czasie ogranicza okres 
aktywności mitotycznej komórek nici spermatogenicznych, w wyniku 
czego plemniki powstają już w niciach 32 - komórkowych ([26], Godlew
ski *).

Cytokininy. Cytokininy, podobnie jak auksyny, są niezbędne dla 
wzbudzenia aktywności mitotycznej izolowanych komórek i protopla
stów w hodowli in vitro. Wykazano to zarówno po zastosowaniu natu
ralnej cytokininy — zeatyny [81], która jednocześnie stym uluje formo
wanie się polisomów, jak i kinetyny (6 - furfurylaminopuryny), benzylo- 
adeniny (BA) oraz 6 - A2 - izopentyloaminopuryny (IPA) [45, 53], Kinety-

Rys. 9. W pływ  IA A  (10_5M) na  czas t rw a n ia  cyklu  kom órkow ego, fazy  S i fazy 
G2+  M w  kole jnych  (2-, 4-, 8-, 16- i 32 - kom órkow ych) pokolen iach  nici sp e rm a 
togenicznych Chara vu lgaris  L. Czas t rw a n ia  cyklu  i jego faz w  obecności IAA

zaznaczony czarną  k re sk ą  (Według G odlew skiego *)
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na w protokormach storczyka w kulturze in vitro powoduje — w miarę 
zwiększenia koncentracji — zamianę cyklu mitotycznego w endomito- 
tyczny, a więc stymulując replikację DNA, w wyższych stężeniach w ko
mórkach 4 C hamuje inicjację mitozy [69]. Analogiczne efekty wywiera
kinetyna na komórki nici spermatogenicznych Chara vulgaris, w których
powoduje skrócenie o 2-4 godziny fazy S w każdym pokoleniu, wydłu
żając jednocześnie czas trwania fazy G2 +  M w pokoleniach starszych 
i nie modyfikując lub nieznacznie skracając fazę G2 +  M w pokoleniach
2 -  i 4 - komórkowych (rys. 10). Inna cytokinina — BA — hamuje syn
tezę białek i przedłuża cykl komórkowy w niciach spermatogenicz
nych [26].

Rys. 10. Wpływ kinetyny (10-GM) na czas trwania cyklu komórkowego, fazy S 
i fazy G2 +  M w  kolejnych (2-, 4-, 8-, 16- i 32 - komórkowych) pokoleniach nici 
spermatogenicznych C h a r a  v u l g a r i s  L. Czas trwania cyklu i jego faz w  obecności 

kinetyny zaznaczony czarną kreską (Według Godlewskiego, nie publikowane)

W kalusie rdzenia tytoniu kinetyna wydłuża czas trwania Gj, o czym 
można wnosić pośrednio poprzez stwierdzenie w obecności tej cytokininy 
dominacji komórek o niezreplikowanej zawartości DNA [12]. W izolo
wanych komórkach tytoniu tej samej odmiany (Wisconsin 38), pocho
dzących z klonów wymagających dodania egzogennych cytokinin, okre
sem cyklu komórkowego wymagającym obecności tych regulatorów 
wzrostu jest okres premitotyczny, a efektem ich działania jest synteza 
(specyficznych zapewne) białek koniecznych do inicjacji mitozy, ponie
waż po zahamowaniu syntezy białek dodanie IPA lub kinetyny nie indu
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kuje mitoz, które pojawiają się natychmiast, jeżeli cytokininy zostały 
dodane po usunięciu inhibitorów [45].

Gibereliny. W przeciwieństwie do auksyn i cytokinin, brak giberelin 
w pożywce nie hamuje podziałów komórkowych, a dodanie ich stym uluje 
syntezę kwasów nukleinowych i białek oraz zwiększa aktywność mito- 
tyczną, przy czym komórki hodowane in vitro na obecność giberelin 
reagują bądź w fazie Gj, bądź w fazie G2 (ref. [27]).

Kwas giberelowy (GA3) po 24 godzinach działania przyspiesza wzrost 
korzeni bobu o 23%. Cykl komórkowy ulega skróceniu o około 14%, 
a więc GA3 stymuluje również wydłużanie komórek [66]. W niciach sper
matogenicznych Chara vulgaris, GA3 po 24 godzinach silnie stym uluje 
włączanie radioaktywnych prekursorów kwasów nukleinowych i białek 
oraz skraca we wszystkich pokoleniach cykl komórkowy, przy czym 
silniej reagują komórki wcześniejszych stadiów rozwojowych. Skrócenie 
cyklu odbywa się przede wszystkim kosztem skrócenia fazy G2 +  M 
(rys. 11), ale również w wyniku skrócenia fazy S [27].

Rys. 11. Wpływ G A 3 (KHM) na czas trwania cyklu komórkowego, fazy S i fazy 
G2+  M w  kolejnych (2-, 4-, 8 - ,  16- i 32 - komórkowych) pokoleniach nici sperma
togenicznych C h a r a  v u l g a r i s  L. Czas trwania cyklu i jego faz w  obecności G A 3

zaznaczony czarną kreską (Według [27])

Z zestawienia tego wynika, że na obecnym etapie ocena działania re 
gulatorów wzrostu sprowadza się głównie do stwierdzenia ich skutecz
ności i efektywnej koncentracji dla realizacji procesów warunkujących 
mitozę. W nielicznych tylko badaniach udało się stwierdzić, która faza 
cyklu komórkowego jest stymulowana przez obecność regulatora egzo
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gennego, przy czym nie zawsze wyniki uzyskane na rozmaitych obiektach, 
a nawet podobnych, są zgodne. Wydaje się, że cytokininy stymulują syn
tezę DNA oraz, w optymalnych koncentracjach, mogą przyspieszać syn
tezę białek warunkujących inicjację mitozy. Można oczekiwać w przy
szłości coraz szerszego zastosowania izolowanych komórek i protoplastów 
jako obiektu badań cyklu komórkowego i w związku z tym bliższego 
wyjaśnienia mechanizmu kontroli sprawowanej przez hormony roślinne 
nad przebiegiem procesów zachodzących w interfazie.
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GENEZA POTENCJAŁU SPOCZYNKOWEGO 
W ŚWIETLE STRUKTURY I CZYNNOŚCI BŁONY

M aria  J .  BO RK O W SK A  

Z ak ład  Fizjologii Z w ierzą t In s ty tu tu  Biologii, UM K w  T orun iu

Streszczenie.  O bszarem  lokalizacji po tencja łu  spoczynkowego jest p lazm atyczna  
błona kom órkow a. W a r ty k u le  om ówiono skrótow o głów ne koncepcje  budow y ele
m en tów  sk ładow ych  błony i ich funkc je  zw iązane z po tenc ja łem  spoczynkowym  
oraz p rzedstaw iono  m odele budow y błony kom órkow ej z u jęciem  najnow szych, 
t rak tu jący ch  błonę jako  s t ru k tu rę  dynam iczną. Omówione zostały m ożliwe m ech a 
nizmy t ra n sp o r tu  jonów  przez błonę, zarówno bierne, podlegające p raw om  dyfuzji 
e lek trochem icznej, dążącej do u s ta len ia  rów now agi D onnana, jak  i czynne — zw ią
zane z zależnym  m etabolicznie  u k ładem  enzym atycznym  A T P  - azy zlokalizowanej 
w  błonie. Ze w zględu na  rozległość m a te r ia łu  będącego p rzedm io tem  a r ty k u łu ,  
większość p rzyk ładów  została  om ów iona na  podstaw ie  danych  dotyczących tk an ek  
pobudliw ych, gdzie po tenc ja ł  spoczynkow y jes t  podłożem e lek trycznym  innych z ja 
wisk b ioelektrycznych, bardzo  is to tnych  dla praw idłow ego funkc jonow an ia  o rg a 
nizmu. Zwrócono rów nież uw agę na  czysto e lek tryczne w łasności błony. Z agadn ie 
nia zostały  om ówione porów naw czo, na podstaw ie  m a te r ia łu  dotyczącego k ręg o w 
ców, zw ierzą t niższych (głównie ow adów  i m ięczaków) i roślin. Mimo bardzo  w ielu 
danych na  tem a t po tenc ja łu  spoczynkowego w  chwili obecnej, w badan iach  nad 
jego genezą jest jeszcze bardzo  w iele do zrobienia.

1. RYS H ISTO RY CZN Y  BADAŃ NAD PO T E N C JA Ł E M  SPOCZYNKOW YM

Elektrofizjologia, dzięki której zbadano wielkość błonowego poten
cjału spoczynkowego, jest stosunkowo młodą dziedziną nauki. Dopiero 
przeprowadzone w 1786 r. doświadczenia Galvaniego i prawie równo
czesne badania Volty dały początek temu nowemu kierunkowi fizjolo
gicznemu (według [57]).

Od wielu lat fizjologowie wiedzieli, że skład jonowy wnętrza tkanek 
pobudliwych jest bardzo odmienny od składu ich środowiska zewnętrz
nego. Fakt ten zajął główne miejsce w jonowej lub błonowej teorii 
bioelektryczności Bernsteina [5, 6], opartej na nowej w ówczesnych cza
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sach teorii błon półprzepuszczalnych, a próbującej wstępnie wyjaśnić 
genezę potencjału spoczynkowego komórek nerwowych i mięśniowych. 
Teoria ta nie oparła się jednak działaniu czasu i olbrzymiemu rozwojowi 
technik badawczych. W dobie obecnej nie jest ona akceptowana w ca
łości, lecz uległa modyfikacjom. Współczesne badania, próbujące uściślić 
genezę potencjału spoczynkowego, nie mogłyby jednak osiągnąć dzisiej
szego poziomu, gdyby nie takie właśnie wcześniejsze osiągnięcia, jak teo
ria Bernsteina, teoria Gibbs - Donnana [25], rozwinięta przez Boyle’a 
i Conwaya [10], teoria stałego pola Goldmana [29] i liczne późniejsze 
badania biernego i aktywnego transportu jonów przez błony komórko
we. Ważne miejsce w tych badaniach zajmują prace Hodgkina i Huxleya 
z lat 1949-1952 [38, 42-45], którzy stworzyli nową jonową teorię genezy 
zjawisk bioelektrycznych, według której potencjał błonowy zależy od 
nierównomiernego rozkładu jonów po obu stronach błony komórkowej, 
będącego wynikiem ich aktywnego transportu i różnic w biernej prze
puszczalności błony dla poszczególnych jonów.

  #

Rozwój badań mikroelektrodowych stał się kolejnym ogromnym 
krokiem naprzód w rozwoju elektrofizjologii, gdyż metoda ta stała się 
najbardziej zadowalającym sposobem badania czynności elektrycznych 
błony żywej komórki. Po raz pierwszy zastosowano ją do badań komórek 
roślinnych w 1931 r. [72], a następnie Hodgkin i Huxley [41] oraz Curtis
i Cole [21] posłużyli się nią w badaniach komórek zwierzęcych. W wyni
ku licznych badań stwierdzono, że elektroujemność wnętrza komórki 
w spoczynku może się wahać w dość dużych granicach, w zależności od 
rodzaju tkanki i gatunku zwierzęcia czy rośliny, bo począwszy od kilku 
miliwoltów (mV) w niektórych komórkach zwierzęcych [51] aż do 200 mV 
w komórkach roślinnych [79]. Właśnie ta różnica potencjałów między 
wewnętrzną a zewnętrzną powierzchnią błony znana jest jako poten
cjał spoczynkowy (resting potential — RP), zwany również potencjałem 
błonowym. Jest on podłożem elektrycznym innych zjawisk bioelektrycz
nych.

2. STR U K TU R A  BŁONY I J E J  H IPO TETY C ZN E MODELE

Komórka jako elementarna jednostka pracująca roślin i zwierząt jest 
skomplikowanym systemem elektrochemicznym. Obszarem lokalizacji po
tencjału spoczynkowego jest właściwie sama błona komórkowa. Należy 
zatem rozważyć pewne własności tej s truk tu ry  związane z powstawaniem 
błonowego potencjału.

Otóż plazmatyczna błona komórkowa jest szczególnym rodzajem bło
ny — jest nie tylko selektywnie przepuszczalna w stosunku do substan
cji, znajdujących się po obu jej stronach, ale także może tę przepuszczal
ność zmieniać w stosunku do jednej lub kilku z tych substancji w odpo
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wiedzi na określony bodziec. Właśnie ta zdolność błony do zmiany prze
puszczalności wskutek zadziałania bodźca jest podstawą wszystkich ele- 
ktrogenicznych reakcji tkanek pobudliwych.

Grubość błony otaczającej komórkę wynosi około 7,5 nm [1], poda
wane są wartości w granicach 5-10 nm [33], Szczegółowe badania jej 
struktury, najczęściej na „cieniach” erytrocytów — jako dobrym modelu 
błon innych komórek, są wciąż jeszcze prowadzone przy użyciu mikro
skopu elektronowego i zastosowaniu najnowszych metod biochemicznych. 
Jednak już w 1935 r. został zaproponowany przez Davsona i Danielliego 
[23] prosty model budowy błony komórkowej (rys. 1), przedstawiający

Rys. 1. M odel e lem en ta rne j 
b łony kom órkow ej Davsona 
i Danielliego (W edług [23]).
B — c z ą s t e c z k i  b ia łk a  g lo b u la r -  
n e g o ,  L — p o d w ó j n a  w a r s t w a  
c z ą s t e c z e k  l i p i d o w y c h ,  L P  — b i e 
g u n  p o l a r n y  l ip id u ,  L A  — b ie g u n

a p o la r n y  l ip id u

ją jako dwucząsteczkową warstwę lipidową, pokrytą z obu stron cienką 
warstwą cząstek białka. W warstwie lipidowej przeważają fosfolipidy 
(rys. 2), których hydrofobowe niepolarne bieguny są zwrócone ku sobie, 
natomiast bieguny polarne hydrofilne, z częścią fosforanową, są skiero-

obszar hydrofobowyobszar hydrofi

cholina

kwas palmitynowy (Cu) 
kwas arachidowy (C2o,

glicerol
tł uszczowefosforan

nienasycony)

Rys. 2. Lecytyna jako  p rzyk ład  budow y fosfolipidu wchodzącego w  sk ład  lip ido
w ej w a rs tw y  błony (Według [2])

7 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  2/77
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wane na zewnątrz, ku zaadsorbowanej po obu jej stronach warstwie pro
teinowej. Ten typ błony nazywa się błoną jednostkową. Według najnow 
szych danych [11] wiadomo, że dwuwarstwowa część lipidowa jest asy
metryczna, podobnie zresztą jak i białkowa. Tylko w zewnętrznej w arst
wie komponenty lipidowej występują glikolipidy i jest w niej około 
2 razy więcej cholesterolu niż w warstwie wewnętrznej. Fosfolipidy za
wierające cholinę, takie jak fosfatydylocholina i sfingomielina, wykryto 
w zewnętrznej warstwie lipidowej części błony, a fosfolipidy zawierające 
grupy aminowe (fosfatydyloserynę, fosfatydyloetanoloaminę) i charakte
ryzujące się większą ilością wielonienasyconych łańcuchów węglowodo
rowych, a w związku z tym  tworzące mniej uporządkowaną fazę — w cy- 
toplazmatycznej części lipidowej dwuwarstwy [11, 56]. Te cechy s tru k 
turalne błony mają istotne znaczenie dla skomplikowanych funkcji 
fizjologicznych, jakie błona pełni. W ostatnich latach, dzięki dokładniej
szemu poznaniu lipidów i białek błonowych, powstało wiele różnych mo
deli budowy błony, opartych jednak w dużej mierze na koncepcji Dav- 
sona i Danielliego [23], a różniących się bądź to rodzajem konfiguracji 
białek strukturalnych, bądź to sposobem ich penetracji do wnętrza błony 
[31, 84] (rys. 3). Lehninger [69] zaproponował model, tzw. „wielkiej bło-

Rys. 3. P rzyk ładow y m odel b łony uw zględn ia jący  udział w  jej s t ru k tu rz e  nie tylko 
białek pow ierzchniow ych (BZ), ale i in teg ra lnych  (BW) (Według [84]). Pozostałe

oznaczenia jak  na rys. 1

ny” (rys. 4), w którym na strukturalnych białkach zewnętrznej po
wierzchni lipoproteidowej konstrukcji nadbudowane są glikoproteidy. 
Obecnie wiadomo już z pewnością, że na powierzchni wszystkich komó
rek zwierzęcych występują węglowodany, w postaci glikoproteidów i gli
kolipidów [11, 78, 83], stanowiąc zwykle mniej niż 10°/o masy błony [11]
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(odgrywają one m. in. ważną rolę w reakcjach immunologicznych, a także 
są prawdopodobnie stabilizatorami położenia białek i lipidów [78]). Wie
le glikoproteidów, jak i gangliozydów powierzchniowego płaszcza błony, 
jako terminalną komponentę cukrową ma ujemnie naładowane grupy 
karboksylowe kwasu sialowego [11, 52], mogące wiązać jony sodu, wa
pnia ([3] i według [24]) i potasu [52], Są też sugestie, że estry siarcza
nowe sfingoglikolipidów (sulfatydy), będące także składnikami błon ko
mórkowych, mogą pełnić funkcje receptorów lub przenośników dla jonów 
sodu (Karlsson i wsp. według [56, 92]). Istotną cechą modelu Lehningera 
jest zróżnicowanie powierzchniowe błony, czyli asymetria molekularna, 
co wyraża się w mozaikowym ułożeniu węglowodanów związanych na 
zewnętrznej powierzchni błony. Mogłoby to być związane z omawianymi, 
zlokalizowanymi w błonie, reakcjami enzymatycznymi, np. aktywnym
transportem N a 1 i K + przez błonę.

Rys. 4. M odel budow y błony kom órkow ej L ehn ingera  uw zględn ia jący  obecność 
zew nętrznego płaszcza glikoproteidow ego (W edług [24]). G — gangliozyd

Według najnowszych danych, błona nie jest z pewnością strukturą  
statyczną, lecz dynamiczną. Wchodzące w jej skład białka i lipidy mogą 
ulegać przemianom konformacyjnym w zależności od szeregu czynników, 
a przede wszystkim tem peratury [13, 35] oraz zawartości wody i chole
sterolu w błonie [14]. Jest to w znacznej mierze związane z dużą pla
stycznością termiczną wielonienasyconych łańcuchów kwasów tłuszczo
wych, wchodzących w skład fosfolipidów, które mogą zmieniać stopień 
swego nienasycenia [13, 64], co z kolei jest nie bez wpływu na aktywność 
systemów transportujących jony [91]. W związku z tym istnieją modele, 
przedstawiające błonę jako heterogenną strukturę dynamiczną z współ-
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nie w niej występującymi stałymi (rigid) i płynnymi (liquid) obszarami 
wzajemnie w siebie mogącymi przechodzić, właśnie wskutek konfor- 
macyjnych przemian białek i lipidów [14].

W niektórych modelach błona jest traktowana, zgodnie z koncepcją 
Tasaki (według [85]), jako układ globularny lipidobiałkowych komplek
sów, „protomerów”, które mogą występować przynajmniej w 2 stanach 
konformacyjnych. Przykładem takiego modelu jest konformacyjny model 
błony zaproponowany przez Chizmadzhewa [15], Założeniem jego jest, 
że błonę tworzy dwuwymiarowy układ protomerów, mogących występo
wać w 3 stanach. W jednym wykazują one powinowactwo względem 
jonów sodu i mają niski opór elektryczny, w drugim — powinowactwo 
względem jonów potasu i wysoki opór, a w trzecim stanie są związane 
z jonami wapnia i przedstawiają sobą całkowicie zablokowane kanały. 
Tak więc liczba protomerów znajdujących się aktualnie w każdym z tych 
stanów warunkuje większą lub mniejszą przepuszczalność błony dla K 
i Na+. Model ten jest dość interesujący, gdyż dobrze wyjaśnia zależność 
potencjału spoczynkowego od stężenia kationów dwuwartościowych 
w środowisku zewnętrznym komórki.

Rys. 5. P rzes trzen n y  m odel p łynne j m ozaikow ej s t ru k tu ry  błony S ingera  - Nicolsona 
(Według [84]). Duże e lem enty  oznaczają  cząsteczki b iałka, drobne — fosfolipidy

Dość popularny i prawdopodobny jest model Singera i Nicolsona [84] 
(rys. 5), traktujący błonę jako płynną mozaikową strukturę. Według nie
go w błonie można wyodrębnić 2 grupy globularnych białek w zależności 
od ich lokalizacji w stosunku do warstwy lipidowej: stanowiące trzon
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błony — białka integralne (wewnętrzne), czyli penetrujące nieciągłą 
płynną warstwę fosfolipidów, i białka powierzchniowe (peryferyjne, ze
wnętrzne), które jednak w pewnym stopniu penetrują do hydrofobowej 
warstwy lipidów. Białka powierzchniowe są związane z błoną wiązania
mi elektrostatycznymi lub poprzez mostki jonowe. W reakcji amfipa- 
tycznych białek wewnętrznych z lipidami ważną rolę odgrywają wiąza
nia hydrofobowe tych ostatnich z niepolarnymi grupami białek. Polarne,
zawierające reszty aminokwasowe, części białek wystają ponad po
wierzchnię fosfolipidów (określa się to jako projekcję do fazy wodnej) 
[50, 83, 84]. W skład białek integralnych, ściśle współdziałających z bło
nowymi lipidami, wchodzą m. in. enzymatyczne białka transportujące [83]. 
Model ten dobrze wyjaśniałby koncepcję nośników białkowych w  aktyw
nym transporcie przez błony komórkowe, gdyż w tego typu błonie mia
łyby one możliwość swobodnego „pływania”, a więc dokonywania prze
mian konformacyjnych w celu czynnego przeniesienia substratu przez 
błonę [56, 60].

Rys. 6. Model budow y błony kom órkow ej Danielliego uw zględn ia jący  obecność
po larnych  k an a łó w  (W edług [1]).

K — p o l a r n y  k a n a ł ,  p o z o s t a ł e  o z n a c z e n ia  j a k  n a  rys .  1

Żadnego z tych modeli nie można jednak przyjąć bez zastrzeżeń 
i należy je traktować jako hipotezy robocze, posiadające szereg elemen
tów wymagających udowodnienia.

Istotną barierą dla poruszania się cząstek przez błonę jest, jak zba
dano, warstwa lipidowa. Albowiem, jak stwierdził już w XIX w. Overton 
(według [24]), a później inni badacze [19], substancje rozpuszczalne w tłu
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szczach (co ma się odwrotnie proporcjonalnie do wielkości ich cząsteczki, 
a przede wszystkim stopnia jej z jonizowania [24, 49, 63]) łatwiej pene
tru ją  błonę komórkową [19]. Okazało się, że jednak pewne małe czą
steczki stosunkowo zbyt łatwo przenikają przez błonę komórkową, lub 
też przenikają w większej ilości niż wskazywałaby na to wyłącznie ich 
rozpuszczalność w tłuszczach [1, 93]. Wyjaśnieniem tego może być istnie
nie przerw w jednolitej strukturze błony komórkowej, tzw. porów czy 
kanałów, których ściany są wysłane warstwą białkową, co pokazuje m. in. 
model Danielliego z 1954 r. [22] (rys. 6). Sugeruje się, że wspomniane 
penetrujące błonę białka integralne mogą tworzyć takie wypełnione wo
dą kanały [83], które pozwalają przenikać polarnym cząstkom i jonom 
niewielkich rozmiarów w poprzek błony. W cząsteczkach, stanowiących 
„ściany” kanałów, znajdują się bowiem spolaryzowane ugrupowania biał
kowe, nadające prawdopodobnie kanałom określony ładunek elektrycz
ny [34], Przepuszczalność ich dla jonów zależałaby więc m. in. od sto
sunku średnicy jonu (wraz z otaczającą go warstwą hydratacyjną) do 
średnicy poru oraz od ładunku elektrycznego tego poru i jonu. Błonę 
komórkową można więc wyobrazić sobie jako mozaikę różnie naładowa
nych miejsc [34], Jej bierna przepuszczalność dla danego jonu mogłaby 
zmieniać się wskutek zmiany średnicy kanału oraz / lub jego ładunku 
elektrycznego. Istnieją sugestie, że kanały pod wpływem zewnętrznego 
pola mogą się otwierać albo zamykać wskutek przenikania do nich jonów 
lub obrotu dipoli związanych z błonowymi białkami [16, 85]. Mają tutaj 
swój udział także dwuwartościowe kationy i tak być może Ca+ ' zmienia 
pole elektryczne kontrolujące kanały sodowe i potasowe [60].

Duncan [26] wysuwa ciekawą hipotezę, że w błonie komórkowej, 
a konkretnie w ścianach kanałów, znajduje się mechanoenzym, podobny 
do ATP - azy błonowej (zob. dalsza część artykułu), obdarzony również 
własnościami ATP - azowymi. W wyniku zadziałania odpowiednich bodź
ców (np. zmiany pola elektrycznego), enzymatyczne białko kurczliwe 
zmienia przestrzenne ułożenie swojej cząsteczki, przez co mogłoby zmie
niać zarówno średnicę kanału, jak i jego ładunek elektryczny, czego 
skutkiem byłyby zmiany w biernej przepuszczalności błony dla jonów.

Istnienie kanałów potwierdziły już liczne badania [30, 83, 93, 103], 
Nie ma jednak zgodności co do tego, czy kanały przewodzące N a+ i K ' 
są odmiennymi strukturam i [60], czy też jest to ten sam rodzaj kana
łów, zmieniających kolejno swoje powinowactwo na korzyść jednego czy 
drugiego jonu i stających się odpowiednio jonoforem sodowym lub po
tasowym. Należy jednak zaznaczyć, że ogólnie kanały zajmują tylko nie
wielką część powierzchni błony, bo około 0,06% [24], Jak podaje Key
nes [60], liczba kanałów sodowych w błonie nerwowej waha się w gra
nicach 36-75/um2, zależnie od rodzaju nerwu i gatunku zwierzęcia.

http://rcin.org.pl



G E N E Z A  P O T E N C J A Ł U  SP O C Z Y N K O W E G O 193

3. PR O C ESY  BŁONOW E BIORĄCE U D ZIA Ł W GENEZIE PO T E N C JA Ł U
SPOCZYNKOW EGO

3.1. T R A N S P O R T  B I E R N Y  I J E G O  U W A R U N K O W A N I A

Przechodzenie związków chemicznych i jonów przez błony jest pro
cesem bardzo złożonym. Na wstępie zajmiemy się najprostszymi jego 
elementami związanymi z bierną przepuszczalnością błon, oczywiście 
głównie dla jonów, gdyż one interesują nas przede wszystkim z punktu
widzenia genezy potencjału spoczynkowego (RP ).

Jak  wiemy, p r z e p u s z c z a l n o ś ć  jest to liczba jonów przecho
dzących przez jednostkę powierzchni błony w jednostce czasu. Jest ona 
zjawiskiem podstawowym dla funkcjonowania żywej komórki i zachowa
nia niezbędnych wewnątrzkomórkowych warunków fizjologicznych.

Błony komórkowe w spoczynku są praktycznie nieprzepuszczalne dla
anionowych białek i innych organicznych anionów, stanowiących więk
szość anionów wewnątrzkomórkowych. Przepuszczalność dla jonów sodu 
jest niewielka, około 25 do 100-k ro tn ie  niższa niż dla potasu, który po
dobnie jak jon chloru dyfunduje raczej swobodnie przez błonę. Stosunek 
biernej przepuszczalności błony komórki mięśniowej dla tych głównych 
jonów jest następujący: Pk : P ^ a : Pci =  1 : 0*04 : 0,45 (P — współczyn
nik przepuszczalności) [38]. Jedną z przyczyn różnic w tej przepuszczal
ności może być obecność kanałów w błonie, których wstępnie oszacowana 
średnica jest około 0,8 nm [30, 93, 103]. Jony w ustroju są uwodnione 
i przykładowo średnica uwodnionego Na+ jest znacznie większa (0,52 nm) 
niż uwodnionego KU (0,40 nm) [49, 100], nic więc dziwnego, że jon pota
sowy łatwiej przenika przez pory. Są wprawdzie sugestie, że kanały po
tasowe, jako bardziej liczne, mogą mieć niższe przewodnictwo indywi
dualne niż kanały sodowe, przez które przejście N a+ jest rzędu 108/s [601.

To zjawisko różnej przepuszczalności błony w stosunku do poszcze
gólnych jonów stało się podstawą uszeregowania ich, w zależności od 
łatwości dyfuzji przez biologicznie czynne błony, w postaci tzw. szere
gów Kofmeistera (według [49]), odpowiednio dla anionów:

Cl >  Br >  NO, >  S04~”  >  PO
i kationów:

K + >  N a-1" >  Ca++ >  Mg++

Dla błon mięśniowych owadów szereg przepuszczalności anionów 
proponowany przez McCanna (według [102]) wygląda nieco inaczej:

CH,COO >  NO, >  Br >  Cl >  SO

Sprawa genezy RP  jest tu ta j jednak bardzo skomplikowana i dane 
te należy traktować z pewną rezerwą.

http://rcin.org.pl



194 M. J. B O R K O W S K A

Jak widać z przedstawionych szeregów Hofmeistera, nie bez zna
czenia w biernej przepuszczalności błony dla jonów jest także wielkość 
ich ładunku elektrycznego i tak jony jednowartościowe dyfundują łatwiej 
niż dwuwartościowe. Cząstki rozpuszczalne w tłuszczach (np. 0 2 i C 0 2 — 
związane nieodłącznie z procesami metabolicznymi) przenikają przez bło
nę, prawie niezależnie od ich średnicy, bez trudu w obie strony na zasa
dzie dyfuzji [63, 100]. Głównym procesem kierującym bierną przepusz
czalnością błony dla jonów jest także zjawisko dyfuzji. Dyfuzja jest, jak 
wiadomo, biernym procesem, bazującym na bezładnym ruchu cząstek 
w roztworze, zależnym oczywiście od temperatury. W miejscach dużego 
zagęszczenia ulegają one często zderzeniom i mają zatem tendencję do 
rozprzestrzeniania się z miejsc o wysokim stężeniu do miejsc o niskim 
stężeniu, a więc zgodnie z gradientem stężeń, aż do jego zlikwidowania. 
Wielkość dyfuzji jest w tym wypadku proporcjonalna do gradientu stę
żeniowego, czyli chemicznego. Na dyfuzję jonów wpływa też ich ładunek 
elektryczny i m ają one tendencję do poruszania się wzdłuż gradientu 
elektrycznego. W ustroju dyfuzja zachodzi przez bariery, z których jedną 
jest właśnie błona komórkowa. Ponieważ w błonie jest warstwa lipidowa, 
będąca barierą dla jonów, są hipotezy, że jony jako nierozpuszczalne 
w tłuszczach łączą się w nietrwały kompleks z jakimś nośnikiem rozpusz
czalnym w nich i za jego pomocą, bez zużycia energii, przenikają przez 
błonę. Zjawisko to określa się mianem ułatwionej dyfuzji [49, 63j.

Zobaczmy teraz, jak wygląda rozmieszczenie jonów po obu stronach 
błony komórkowej (rys. 7). Jak już wspomniano, błona żywej komórki

Rys. 7. Schem atyczny  obraz roz
m ieszczenia g łów nych jonów we 
w n ę trz u  kom órk i i p rzestrzen i po- 
zakom órkow ej. Wielkość symboli 
p ro p o rc jo n a ln a  do stężenia  jonów

po obu s tronach  błony

jest spolaryzowana i oddziela ujemne wnętrze komórki od dodatnio na
ładowanej powierzchni. Cytoplazma zawiera znaczne stężenie nie dyfun- 
dujących anionów pochodzenia organicznego. Na te aniony składają się 
głównie organiczne fosforany i aminokwasy, które tylko w 10°/o są zwią
zane z białkami strukturalnymi [102]. Głównym kationem wnętrza ko
mórkowego jest potas, którego stężenie w płynach pozakomórkowych
jest niskie (około 10 do 100-krotnie niższe niż w komórce [331). Niewiele
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jest wewnątrz komórki jonów sodu i chloru, które natomiast dominują 
w przestrzeni pozakomórkowej. Przedstawione nierówności w rozłożeniu 
jonów po obu stronach błony są niezbędne dla aktywności bielektrycznej 
komórek nerwowych i mięśniowych. Te nierówności powstają i są u trzy
mywane przypuszczalnie za pośrednictwem dwóch systemów: (a) zwią
zanego z biernymi przepływami systemu równowagi Donnana, w kom
binacji z (b) procesami aktywnego transportu, które są sterowane energią 
metaboliczną.

Rys. 8. K o m ó rk a  stężeniow a (We
dług  [1]). O b jaśn ien ia  w tekście

Aby dokładnie rozważyć, co składa się na różnicę potencjałów, nale
ży omówić pojęcie komórki stężeniowej (rys. 8) [1]. Dwa przedziały 
zawierające różne stężenia elektrolitu XY rozdzielone są błoną prze
puszczalną dla kationu X ! , a nieprzepuszczalną dla anionu Y—, przy 
założeniu, że stężenie w przedziale 1 jest większe niż w  przedziale 2. 
Oczywiście X + będzie wędrował zgodnie z gradientem chemicznym do 
przedziału 2. Na skutek tego powstanie różnica potencjałów między 
dwoma przedziałami, która będzie przeciwdziałała temu ruchowi X r zgo
dnie z gradientem chemicznym. Pozycja równowagi zostanie osiągnięta
przy takim gradiencie elektrycznym między przedziałami (kierującym
X'h z przedziału 2 do 1), który zrównoważy gradient chemiczny. Różnica 
potencjałów w równowadze, będąca tutaj potencjałem równowagi katio
nu X +, powstaje z gradientu jego stężeń w dwóch przedziałach i jest 
właśnie systemem znanym jako komórka stężeniowa.

Mimo równowagi, przypuszczalnie mała ilość, dn moli, X przechodzi 
błonę wbrew gradientowi chemicznemu. Opierając się na elementarnych 
zasadach termodynamiki, można obliczyć wymaganą do tego pracę dWc,

[X],
S lVc =  XnRT In — ~l

l 12

R — stała gazowa, T — tem peratura bezwzględna, [X]1; [X]2 — stężenia 
molarne (a ściślej aktywności) jonu X +, odpowiednio w przedziale 1 i 2, 
przy założeniu, że jego współczynnik aktywności jest taki sam w obu 
przedziałach.

Należy także rozważyć pracę elektryczną, konieczną do poruszenia
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bn moli X+ w kierunku odwrotnym, tzn. wbrew gradientowi elektrycz
nemu,

SWe = 8nzFE;

z — wartościowość jonu, F  — stała Faradaya, E — różnica potencjałów 
w woltach między przedziałem 2 a 1.

W równowadze nie ma już ruchu netto X + i dlatego bWc = dWe,
czyli

[X],
ónRT  ln —— bnzFE,

[XI2
a więc

RT [X], 
L ~  z F ' n [X] 2 (1)

Otrzymaliśmy wzór Nernsta (1), który jest dla nas istotny, aby lepiej 
zrozumieć dalsze rozważania genezy potencjałów elektrycznych w ko
mórkach pobudliwych, które są częściowo zależne od różnic składu jono
wego cytoplazmy i płynu zewnątrzkomórkowego.

Równanie to można uprościć, podstawiając stałe przy temperaturze
18°C:

25 [X], 58 [X],
E=z7 ln nf\ lub E = ~T logrviz [X]2 z [X]2 (2)

gdzie E jest wyrażone w miliwoltach (mV)
Z wzoru (2) wynikałoby, że 10-k ro tn e  zwiększenie stężenia jedno- 

wartościowego kationu X w przedziale 1 powinno dawać zmianę poten
cjału E o +58 mV. Taka sytuacja mogłaby zaistnieć i w komórce ży
wej, gdyby za różnicę potencjałów odpowiadało tam rozłożenie jednego 
kationu, np. potasu. Na tym właśnie założeniu i wzorze Nernsta opiera się 
założenie zachowywania się błony komórkowej w spoczynku jako ele
ktrody potasowej [32, 34], której własności zostaną omówione w dalszej 
części artykułu. W każdym razie, zgodnie z nią potencjał równowagi 
potasu, dany z wzoru Nernsta,

,  „  .  [KL£■*=58 lo g p j - (3)

byłby potencjałem spoczynkowym komórki (E = E k). Na podstawie rów
nania Nernsta można obliczyć wielkość potencjału równowagi dla każde
go z jonów w komórce, znając jego zewnątrzkomórkowe i wewnątrzko
mórkowe stężenie.

Musimy tutaj zrobić małą dygresję, aby rozważyć kwestię, jak wiele
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jonów X musi przejść przez błonę dla utrzymania spoczynkowej różnicy 
potencjałów. Zależy to oczywiście od wartościowości jonu, wielkości 
utrzymywanego potencjału i pojemności błony. Elektryczna pojemność 
błon komórkowych jest zwykle około 1 ąF/cm2 [1], tj. taka, jakiej nale
żałoby oczekiwać, jeśli błona jest bimolekularną warstwą lipidów 5 nm 
grubości ze stałą dielektryczną 5. Rozważania przeprowadzimy właśnie 
dla błony z taką pojemnością i potencjałem 70 mV przez nią. Wówczas 
ładunek na 1 cm2 jest dany z wzoru Q — CV  (kulomb =  farad • wolt). 
Liczba poruszających się moli X będzie CV/zF, a przyjmując, że X jest 
jonem jednowartościowym, otrzymujemy

CV  10— 6 - 7 - 10~2 mol
zF  96500 ~ = 6 ’8 ' 10 1

co jest bardzo małą ilością. Dla wyjaśnienia — jeśli byłby to akson ka- 
łamarnicy o średnicy 1 mm, pojemności 1 iiF/cm2 i potencjale błonowym 
70 mV, utrzymywanym głównie przez jony K :', to 1 cm2 błony będzie 
otoczony ilością 3 • 10“ 5 mola (M) K +, a więc ubytek 6,8 • 10—13 M tych 
jonów powinien być niezauważalny. Różnica między ilością ujemnych 
i dodatnich ładunków wewnątrz aksonu będzie zaledwie około 0,000002%  
[!]•

Ruchy jonów X, rozważane przed osiągnięciem stanu równowagi, były 
ruchami netto. W stanie równowagi ruchów netto nie ma, ale jon X, 
podobnie jak jony w żywej komórce, przechodzi przez błonę, z tym  że 
wielkość przepływu jest równa w każdym kierunku. Na przykład jony 
chloru są w wyższym stężeniu w fazie pozakomórkowej niż w komórce 
i dyfunaują zgodnie z gradientem chemicznym do wnętrza komórki, 
a jednocześnie, w związku z przeciwnie skierowanym gradientem elek
trycznym, są z niej wypychane. Ustala się równowaga, w której wpływ 
i wypływ Cl~ są sobie równe. Potencjał błonowy, w którym taka równo
waga istnieje, nazywa się, jak wspomniano, potencjałem równowagi, 
w tym wypadku — jonów chloru. W mięśniach szkieletowych żaby (we
dług [28]) wielkość potencjału równowagi dla Cl“  ( — 87 mV) jest niemal 
identyczna z doświadczalnie zmierzonym RP  ( — 88 mV). Jeśli chodzi 
o jony potasu, to ich gradient chemiczny jest skierowany na zewnątrz, 
a gradient elektryczny — do wewnątrz. Obliczony z wzoru Nernsta po
tencjał równowagi dla K + jest —101 mV, a RP  zaledwie —88 mV. Zatem 
wewnętrzne stężenie K + musi być wyższe niż można to przewidzieć 
tylko na podstawie biernych ruchów potasu. Musi więc istnieć czynny 
transport tego jonu do wnętrza komórki. W przypadku jonów sodu tak 
gradient chemiczny, jak i elektryczny kieruje je do wnętrza komórki. 
Chociaż przepuszczalność błony dla N a f jest bardzo mała, aby utrzymać 
stałe, niskie stężenie wewnątrzkomórkowego sodu, musi być ten jon
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czynnie transportowany na zewnątrz komórki wbrew obu gradientom. 
Możliwe mechanizmy transportu czynnego będą omówione w dalszej czę
ści artykułu.

Rozważając bierne dyfuzyjne ruchy jonów, wspomniałam o rów no
wadze Donnana, która częściowo odpowiada za nierównomierne rozło
żenie jonów po obu stronach błony komórkowej. W ustroju udział rów 
nowagi Donnana w rozmieszczeniu dyfundujących jonów jest ważny ze 
względu na obecność dużych ilości nie dyfundujących anionów organicz
nych w komórkach, w porównaniu z płynem pozakomórkowym.

Gdy po jednej stronie błony znajduje się jon nie dyfundujący przez 
nią, łatwo można przewidzieć rozłożenie innych dyfundujących jonów. 
Rozpatrzmy przykładowo taki system (rys. 9). Anion A~ nie dyfunduje

Rys. 9. System  rów now agi D on
nana  (W edług [1]). O bjaśn ien ia

w tekście

przez błonę. Stężenie jonów potasu jest wyższe w części i, odpowiada
jącej wnętrzu komórki, a więc poruszają się one wzdłuż gradientu che
micznego do części o, pociągając za sobą jony chloru, gdyż całkowita 
liczba dodatnich i ujemnych ładunków w przedziale i musi być w przy
bliżeniu równa. Ponieważ w tym  stanie [K],- [K]0 i [ C l ] ;^  [Cl]0, musi
ustalić się stężeniowy potencjał równowagi między dwoma przedziałami, 
zgodnie z równaniem Nernsta dla obu jonów. Ruch netto KC1 przez bło
nę ustanie, kiedy potencjał równowagi K ! (EK) będzie równy potencja
łowi równowagi C l"  (Eci), czyli ustali się różnica potencjałów przez 
błonę. Tak więc, w stanie równowagi EK — ECh tzn.

RT  [K]0 RT [C\]0 
F  "[K], -  - F  11 [Cl], ’

więc [K)„/[K], =  [CIMCi]„, czyli

[K],X[CI] =  IK]„X [Cl]„.

Równanie to wyraża zasadę Donnana. Donnan [25] wykazał bowiem, 
że w obecności jonu nie dyfundującego, jony dyfundujące rozprzestrze
niają się tak, że po ustaleniu się równowagi, iloczyn stężeń dyfundują
cych jonów w jednym przedziale jest równy iloczynowi stężeń tych jo
nów w innym przedziale. Globalne stężenia po obu stronach błony są
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równe, z tym  że po stronie i jest nieznaczny nadmiar kationów, a po 
stronie o — anionów (w równowadze). Skutkiem tego jest istnienie róż
nicy potencjałów między tymi dwoma przedziałami. Różnica między licz
bą kationów po obu stronach błony jest oczywiście bardzo mała w sto
sunku do całkowitej liczby kationów i anionów.

Tego prostego systemu (rys. 9) nie możemy jednak zastosować do 
żywej komórki. Ciśnienie osmotyczne musi być w niej równe po obu 
stronach błony, a w tym  systemie tak nie jest. Warunek przybliżonej 
obojętności elektrochemicznej wymaga, aby suma anionów równała się 
sumie kationów po danej stronie błony, i tak: [K], =  [Cl],-)- [A],-, a [K]0 =
=[C1]0, przy czym [K],- >  [Cl],-. Ponieważ [K]f X [O], =[K]0x [Cl]0, zatem [K],-+  
+  [Cl], >[K]0+[C1]0, a więc [K],-+[Cl]f+  [A]> [K]0+[C1]0, tzn. że ciśnienie osmo
tyczne w przedziale i jest większe niż w o.

Aby system ten zbliżyć bardziej do warunków panujących w  komór
ce żywej, rozważymy inny system jemu podobny (ryc. 10), w którym bło
na jest nieprzepuszczalna również dla kationu sodowego, a pewna ilość 
NaCl znajduje się w przedziale o, odpowiadającym środowisku pozako- 
mórkowemu. Jony K + i Cl~ będą wykazywać ruchy netto aż do mo
mentu ustalenia się równowagi Donnana, gdy [K]; X [Cl],- =  [K]0 X [C1]G 
z tym, że teraz [K]0 <  [CI]0; jest to możliwe pod warunkiem, że system 
jest w równowadze Donnana i w równowadze osmotycznej jednocześnie. 
A jest tak, gdyż efekt osmotyczny nie dyfundującego anionu A“  w prze
dziale i jest równoważony przez efekt osmotyczny nie dyfundującego
kationu N a+ w przedziale o.

Rys. 10. P odw ójny  system  ró w n o 
w agi D onnana  (W edług [1]). O b ja ś 

n ien ia  w  tekście

Jak więc widać, systemem bardzo podobnym do pokazanego na 
rys. 10 można by wytłumaczyć nierówności rozłożenia jonowego przez 
błonę żywej komórki. Aby stwierdzić, czy jest tak rzeczywiście, należa
łoby wykazać, że iloczyn [K] X [Cl] jest równy wewnątrz i na zewnątrz 
błony komórkowej po osiągnięciu równowagi. Dowiedli tego doświadczal
nie Boyle i Conway [10] dla zewnątrzkomórkowych stężeń KC1 powyżej
10 mM (przyczyny niezgodności z tą hipotezą przy niższych stężeniach 
K + będą omówione).
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3.2. A K T Y W N Y  T R A N S P O R T

Prosta hipoteza równowagi Donnana zakłada, że błona komórkowa 
jest nieprzepuszczalna dla jonów sodu. Jednakże tak nie jest, gdyż w y
kazano, że komórki nerwowe i mięśniowe wchłaniają radioaktywne jony 
Na+ (według [1]) (spoczynkowe wejście sodu do aksonu olbrzymiego 
mątwy jest około 35 pM/cm2s). Nagromadzeniu tego jonu w komórce za
pobiega mechanizm stałego wyrzutu jonów sodu, nazwany przez Stein- 
bacha „pompą sodową” (według [49]). Jest to proces aktywny, włączający 
konsumpcję energii metabolicznej, gdyż odbywa się on wbrew gradien
towi elektrochemicznemu. Jednym z dowodów na korzystanie tego pro
cesu z energii metabolicznej jest spadek wyrzutu N a+ z wnętrza neuronu 
potraktowanego 2,4-dwunitrofenolem (DNP) [46] lub jonami cyjanko
wymi (CN—) [12] — inhibitorami metabolicznej aktywności, które praw 
dopodobnie zakłócają powstanie ATP na drodze fosforylacji oksydatyw- 
nej. Iniekcja ATP lub fosforanu argininy do aksonu powoduje natomiast 
szybki wzrost wyrzutu N a+ [12]. Dane te potwierdzają sterowanie pompy 
sodowej energią, pochodzącą z rozpadu wysokoenergetycznych związków 
fosforanowych.

Hodgkin i Keynes [46] wykazali też, że wypływ Na+ z aksonów m ą
twy jest zależny od zewnętrznego stężenia jonów potasowych (płyn bez- 
potasowy redukował znacznie wypływ N a4'). Przypuszczano więc, że w y
rzut sodu jest bardziej lub mniej luźno sprzężony z wychwytywaniem 
potasu do wnętrza komórki.

Zastanawiano się, jak wykazać bezspornie, że wyrzut sodu jest pro
cesem aktywnym, na co w komórkach mięśniowych było trudniej uzy
skać bezpośrednie dowody niż w aksonach. Ważnym dowodem na to 
było doświadczalne stwierdzenie odchylenia od równania Ussinga (we
dług [1]). Zgodnie z tym równaniem, jeśli jon X przechodzi przez błonę 
komórkową wyłącznie pod wpływem gradientu elektrochemicznego i jeśli 
jego ruch jest niezależny od ruchu sąsiednich jonów, to stosunek między 
jego wpływem (M;) a wpływem (M e) jest dany równaniem

M, [X]0 / EzF\
X  '  [X], CXP \ R T  )

Jeśli zastosujemy to równanie do rozłożenia jonów sodu w  komórce 
mięśniowej z RP — — 90 mV i stężeniami jonu sodu podanymi w pracy 
Conwaya (według [1]), to otrzymamy zależność

M: 109 /90  \

A L “ HMeXP( ^ ) = , 0 ’5e = 4 °4-
Jeśli więc ruchy Na *' byłyby tylko bierne, jego wpływ do komórki

powinien być około 400 razy większy niż wypływ. Według Hodgkina
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i Horowicza [39], przepływy te jednak w obu kierunkach są równe, w ilo
ści około 3,5 pM/cm2s. Zatem większa część wypływu Na+ musi być pro
cesem aktywnym.

Oprócz wymienionej sprzężonej pompy Na-K, Keynes [59] zauważył 
w aksonach kałamarnicy inny aktywny system transportu, związany z ru 
chem jonów chloru do wnętrza komórki. Jeśli byłyby one rozłożone bier
nie, to ich wewnątrzkomórkowe stężenie, obliczone na podstawie wzoru 
Nernsta, powinno być 55 mM. Keynes jednak doświadczalnie stwierdził, 
że wTynosi ono 108 mM. Albo więc połowa jonów chloru jest związana 
w komórce w formie niejonowej, co wykluczono pomiarami jego aktyw
ności, albo jest aktywny transport Cl- , co potwierdzono zahamowaniem 
wpływu Cl-  do komórki po zatruciu jej DNP. Funkcjonalne znaczenie 
tej chlorowej pompy w aksonach nie jest jeszcze jasne. W komórkach 
mięśniowych żaby te przepływy Cl-  są odpowiednio większe i prawdo
podobnie bardziej bierne. Rysunek 11 podsumowuje wyniki badań Key
nesa [59], a w innych komórkach ruchy jonów przez błony są bardzo 
podobne, z niewielkimi tylko modyfikacjami szczegółów.

Krew

Bfona

Aksoplazma

Cl

Energia .
a  metaboliczna A

Energia
metaboliczna

Rys. 11. Schem atyczne p rzedstaw ien ie  ru ch ó w  jonów  przez b łonę aksonu  o lb rzy
miego k a łam arn icy  w  w a ru n k a c h  spoczynku (W edług [1])

P r o s t e  s t r z a łk i  r e p r e z e n t u j ą  b i e r n e  p r z e p ł y w y ,  a i c h  g r u b o ś ć  s u g e r u j e  w i e l k o ś ć  p r z e p ły w u .  
S t r z a łk i  z a o k r ą g lo n e  w s k a z u j ą  t r a n s p o r t  c z y n n y .  W ie l k o ś ć  s y m b o l i  c h e m i c z n y c h  s u g e r u j e

v s t ę ż e n ia

Oprócz wymienionych jonów, w generowaniu potencjału spoczynko
wego u niektórych owadów mogą odgrywać znaczną rolę kationy dwu- 
wartościowe. A także tam, gdzie hemolimfa zawiera wysokie stężenia 
związków organicznych jest możliwe, że nierówne rozłożenie oraz/lub 
pompowanie organicznych jonów przyczynia się do wytworzenia różnicy 
potencjałów [102]. Są także sugestie, że u niektórych owadów występuje 
sprzężona pompa Na-Cl, przypuszczalnie aktywnie transportująca te jo
ny. Nie wiadomo jednak, czy jest to pompa elektrogeniczna, czy neutral
na. Być może jedna forma może przechodzić w drugą, w zależności od 
potrzeb [102], Ogólnie rzecz biorąc, rola sodu w determinowaniu RP  
u niższych owadów nie jest zbyt jasna (Wood, według [102]). U wyższych 
owadów jest natomiast mało prawdopodobne, żeby RP  mięśni był deter-
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minowany tylko przez rozład K + i Cl- . Błona zachowuje się tam przy
puszczalnie jak elektroda wielojonowa, włączając również pompy innych 
jonów, nie tylko nieorganicznych [9, 55, 65, 102].

Kitasato [61], badając rolę jonów wodorowych w błonowych zjawi
skach elektrycznych 'komórek glonów, należących do klasy ramienic, 
stwierdził występowanie szybkiej dyfuzji tych jonów do wnętrza komó
rek. Utrzymywanie w tej sytuacji stałego RP  i stałej wartości pH, wy
magałoby więc zrównoważenia wpływającego strumienia jonów wodoro
wych aktywnym wypływem tych jonów, czyli działaniem elektrogenicz- 
nej pompy H +. Koncepcję tę potwierdził Spanswick [94] w swych bada
niach nad glonem Nitella translucens. Także u niektórych zwierząt, np. 
we włóknach mięśniowych ćmy, stwierdzono bardzo wysoką, ustępującą

I •

tylko potasowi, przepuszczalność błony dla H r . Rheuben [75] sugeruje 
możliwość istnienia tam elektrogenicznej pompy K-H. W tej chwili roz
maite rozwiązania są proponowane dla wyjaśnienia mechanizmu wodo
rowych lub protonowych pomp. Dyskutuje je w swej pracy Thomas [98], 
skłaniając się ku istnieniu wymiany Na+ — H+ w neuronach ślimaka 
Helix aspersa. Nie stwierdza on jednak jednoznacznie, czy jest to pompa 
elektrogeniczna, czy neutralna. Sugeruje się też istnienie innego rodzaju, 
zależnych metabolicznie, elektrogenicznych pomp tak u zwierząt, jak 
i u roślin niższych [79] i wyższych [37].

Dla ścisłości przypomnijmy, że aktywny transport jest elektroge- 
niczny, jeśli aktywnie transportowane cząstki są z jonizowane, a więc ich 
przepływ może wnosić bezpośredni wkład do wartości napięcia na błonie 
[51, 85, 102]. Inną formą aktywnego transportu jest wspomniany trans
port elektroneutralny, tzn. taki, w którym wyrzut z komórki jednego 
kationu lub anionu jest sprzężony z pobraniem innego kationu lub anio
nu, odpowiednio, albo gdy kation jest usuwany lub pobierany wraz z anio
nem [51, 102].

Istniało i istnieje wiele hipotez dotyczących ogólnego mechanizmu
aktywnego transportu jonów. Próbą wyjaśnienia tego zagadnienia przez 
Shawa (według [49]) była sugestia, że transport jonów przez błonę odbywa
się za pośrednictwem odpowiednich nośników pobierających energię. Dal
szy, szybki postęp w badaniach, zmierzających do wyjaśnienia aktywnego 
transportu jonów sodu i potasu, nastąpił dopiero po wykryciu przez Skou
specjalnego enzymu transportującego — aktywowanej przez te jony 
adenozynotrójfosfatazy (ATP-azy) [86].

Kilka znanych cech czynnościowych pompy sodowo-potasowej, 
o której istnieniu, bez znajomości jej mechanizmu, wiedziano już wcześ
niej, można przypomnieć w punktach (według [28, 49, 70, 86, 88, 100]) 
(większość z nich będzie omówiona szerzej, w odniesieniu do układu 
enzymatycznego ATP-azy, w dalszej części artykułu):
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1. Lokalizacja w błonie komórkowej.
2. Sprzężenie zwrotne transportu jonów sodu i potasu.
3. Asymetria błon, polegająca na preferencji usuwania Na4 z ko

mórki w stosunku do pobierania K + (stosunek transportu N a-1" : K + jest 
3 : 2 [88, 91], co zapewnia utrzymanie stałego, ujemnego potencjału we
wnątrz komórki).

4. Proporcjonalność aktywności układu do wewnątrzkomórkowego 
stężenia jonów sodu i zewnątrzkomórkowego stężenia jonów potasu [17, 
88],

5. Praca metaboliczna komórki, a bezpośrednio ATP, jako źródło 
energii.

6. Zniesienie lub osłabienie działania pompy sodowo-potasowej tak 
u zwierząt, jak i u roślin wskutek:

(a) niedotlenienia spowodowanego brakiem tlenu [75, 105, 106] lub 
inhibitorami oddychania komórkowego (CN~, DNP) [12, 37, 46, 75, 105],

(b) zastosowania wybiórczych inhibitorów pompy jonowej — oua- 
bainy i pokrewnych glikozydów nasercowych [66, 80, 97, 105],

(c) spadku temperatury, powodującego obniżenie metabolizmu ko
mórkowego, gdyż pewne jej optimum jest konieczne dla stabilizacji ko
mórkowych procesów enzymatycznych [7, 74, 105] i utrzymania odpo
wiedniego stopnia płynności błony, a ściślej jej lipidowej części [64].

Wspomniana, wykryta przez Skou [86], APT-aza jest enzymem bło
nowym, transportującym jony sodu i potasu. Proces ten przebiega ze 
zużyciem ATP. W wyniku hydrolizy ATP powstaje ADP i nieorganiczny 
fosforan. Reakcja przebiega z wyzwoleniem energii, zużywanej do trans
portu jonów, a pochodzącej z hydrolizy bogatego energetycznie wiązania 
y-fosforanowego [91]. Szereg cech czynnościowych Na-K-ATP-azy jest 
identycznych z wymienionymi cechami pompy jonowej, wskazując na 
ich ścisły związek.

Układ Na-K-ATP-azy (użyto tutaj pojęcia układ, gdyż ta ATP-aza 
nie jest prawdopodobnie pojedynczym enzymem, lecz układem co na j
mniej kilku enzymów [88, 91]) wymaga do swego działania obecności 
jonów Mg++ i jest hamowany jonami Ca++ [86]. Aktywność jego zwię
ksza jeszcze obecność Na wewnątrz i K+ na zewnątrz komórki [86, 91],
przy czym jonów sodowych nie można zastąpić innymi [86, 87, 88], jony 
potasowe można natomiast zastąpić jonami NH4+, Rb+, Cs+ lub Li+ [86] 
(uszeregowane w kolejności ich efektywności). Rozkład ATP przez układ 
Na-K-ATP-azy odbywa się z grubsza dwustopniowo [48, 86] (rys. 12) — 
w pierwszym etapie następuje przeniesienie wysokoenergetycznych wią
zań fosforanowych na związek pośredni, przy udziale fosfokinazy białko
wej oraz jonów magnezu i sodu [73], a w drugim — defosforylacja 
w obecności jonów K+, a ściślej z udziałem zależnej od nich fosfatazy

8 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  2/77
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[73, 88, 89], Fosforylowanym związkiem pośrednim w układzie enzyma
tycznym ATP-azy jest prawdopodobnie reszta L-y-glutamylofosforanowa. 
Fosforylowanie reszty glutamylowej, a następnie deforforylacja fosfo
ranu  glutamylu są mechanizmem przetworzenia, dającym w efekcie zmia
ny konformacyjne układu ATP-azy [481. ATP-aza może istnieć w dwóch

,Na 4-
ATP +  Ex - -  8-------  F ,~ P + A D P

Mg2 +
EX̂ P-— E2‘—P

K +
£2~ P  +  H20  X-----— £ 2+P,-

E2^ = ± E x

Rys. 12. Rozkład A T P przez uk ład  N a -K -A T P  - azy (W edług [73]).
E i> e 2 —  d w i e  f o r m y  k o n f o r m a c y j n e  u k ła d u  e n z y m a t y c z n e g o ,  P  — resz ta  f o s f o r a n o w a  P,- —

f o s f o r a n  n i e o r g a n i c z n y ,  P o z o s t a ł e  o b j a ś n ie n ia  w  t e k ś c i e

formach konformacyjnych: w pierwszej, w której reszta glutamylowa 
jest defosforylowana i miejsca wiążące kationy — które mają dużo 
większe powinowactwo względem Na+ niż K+ — są skierowane tyłko 
ku wewnątrzkomórkowemu przedziałowi i w drugim, w którym reszta 
glutamylowa jest ufosforylowana i miejsca wiążące kationy — tym  ra 
zem wykazujące dużo większe powinowactwo względem K f niż Na+ — 
są skierowane tylko do przedziału zewnątrzkomórkowego. Tak więc sód 
łączy się z defosforylowaną formą reszty glutamylowej, aktywując jej 
fosforylację, a K+ — z formą ufosforylowaną, aktywując defosforylację 
[48, 82] (rys. 13). ATP-aza jest układem enzymatycznym asymetrycznym,

Na/

Mg-ATP ~ " (EXP) -  Na +  ADP

(E.P) -  Na , (m,2+)’..x (E P) +  Na+

K +

h 2o  +  (E2P) e2k  +  P/

e 2k  e 2 4- K;
ATP

E2 ^E x

+

Rys. 13. M echanizm , za k tórego  pośredn ic tw em  N a -K -A T P  - aza t ra n sp o r tu je  sód
i po tas  (Według [82J)

Na,-, K f, N a Q, K Q — o d p o w i e d n i o  w e w n ą t r z k o m ó r k o w y  i z e w n ą t r z k o m ó r k o w y  s ó d  i p o tas ;
p o z o s t a ł e  s y m b o l e  j a k  n a  rys .  12
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co polega na tym, że posiada ona 2 centra aktywne dla kationów; jedno, 
o powinowactwie 6-8 razy większym względem jonów sodu niż potasu, 
jest ono więc punktem uchwytu dla Na+, a drugie, o silnym powino
wactwie względem potasu, a słabym (100-krotnie niższym) względem so
du [87, 88]. Powinowactwa te są niezależne od ATP, a więc enzym musi 
mieć jeszcze jedno centrum katalityczne, związane z ATP, w którym ten 
nukleotyd wchodzi najprawdopodobniej w interakcje z grupami sulfhy- 
drylowymi ( —SH) reszty cysteiny, której obecność stwierdzono w skła
dzie tego kompleksu enzymatycznego [73, 99], W tym przypadku przebieg 
reakcji wiązania jonów Na+ i K+ do cząsteczki enzymu, w miejscach
0 odpowiednim powinowactwie po zewnętrznej (e) i wewnętrznej (i) stro
nie błony, byłby — według schematu Tostesona zmodyfikowanego przez 
Skou [87] — następujący:

wK +
e e

E  +  Mg++ +wK ! +  «Na+ >MgATPis,
i i

nNa +

gdzie n  — liczba kationów związanych z układem enzymatycznym.
ATP katalizuje zwykle transport 3 jonów Na+ i 2 jonów K+ [17, 88, 

91], chociaż są dane, że w tkankach niektórych zwierząt, np. neuronach 
ślimaka Aplys ia  [20] czy neuronach olbrzymich kałamarnicy, stosunek 
transportowanych jonów Na"5' i KU może być inny i wynosić 2 : 1 lub 
3 :1 .  Jest on prawdopodobnie funkcją wewnątrzkomórkowego stężenia 
sodu [91].

Wrażliwość układu Na-K-ATP-azy na działanie glikozydów naserco- 
wych jest różna dla różnych tkanek i gatunków zwierząt [88, 96]. Hamu
jący efekt tych glikozydów jest widoczny tylko przy stosowaniu ich na 
zewnątrz komórki i mają one wpływ jedynie na aktywność zależną od 
Na'4 i K4 [82, 88], a pozostają bez wpływu na aktywność zależną od 

[88], Punktem  uchwytu ich działania jest więc prawdopodobnie 
centrum aktywne enzymu dla K+ [82, 88, 96], chociaż jest to sprawa 
kontrowersyjna [81]. Zablokowanie tego centrum [88, 96], względnie zwią
zanie się ouabainy z dnnym miejscem układu ATP-azy [48, 81], wydaje 
się modyfikować konfigurację miejsca wiążącego ATP po wewnętrznej 
stronie błony [81]. Niektóre inhibitory układu ATP-azy, m. in. pewne 
syntetyczne pochodne glikozydów nasercowych [48], inaktywują go przez 
alkilowanie grup — SH [48, 56], oczywiście tych znajdujących się poza 
miejscem wiązania ATP, gdyż uważa się, że w układzie Na-K-ATP-azy 
są grupy — SH ze specyficzną reaktywnością względem ATP, Na ^ K+
1 ouabainy [56]. Skutkiem tej reakcji alkilowania jest zmiana konforma- 
cyjna układu enzymtycznego i jego inaktywacja [48], W podobny sposób 
działają niektóre analogi ATP [73], nukleozydowy antybiotyk — showdo-
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mycyna [99] i szereg innych związków [56, 88, 99]. Alkilują one grupy 
— SH w miejscu wiążącym ATP [73], uniemożliwiając jego przyłączenie 
i przeniesienie grupy fosforanowej na układ enzymatyczny ATP-azy. Mo
że to być bezpośrednim wynikiem alkilowania grup — SH lub też może 
być spowodowane wtórnymi zmianami konformacyjnymi enzymu [73, 99]. 
Środki redukujące lub utleniające, reagujące z grupami — SH, dają 
w efekcie także częściową inaktywację tego układu enzymatycznego [88].

Reasumując, aktywność układu ATP-azy jest zależna od obecności 
jonów magnezu, wewnątrzkomórkowego stężenia jonów sodu i zewnątrz- 
komórkowego — jonów potasu oraz dostatecznej ilości ATP (np. aktyw 
ność układu spada z obniżeniem tem peratury  [7, 105] lub dopływu tlenu 
[105, 106], wskutek osłabienia procesów oddechowych komórki). Aktyw
ność adenozynotrójfosfatazy w błonach komórkowych jest proporcjonal
na do szybkości transportu Na+ i K + przez nie. W związku z funkcją jaką 
pełni, jest ona nazywana ATP-azą transportującą.

Ten enzymatyczny kompleks, stanowiący około 10-15% wszystkich 
białek błonowych [56], jest najprawdopodobniej dużym lipoproteidem 
[48, 92], gdyż specyficzność systemu dla kationów wymaga zorganizowa
nej lipoproteidowej s truk tury  [88, 91]. W zależności od metody oczyszcza
nia enzymu, uzyskiwano znacznie rozbieżne wartości jego ciężaru czą
steczkowego, między 670 000 [48] a 280 000 ± 10% [27], ale wykryto go
w błonach komórkowych wszędzie tam, gdzie odbywa się aktywny trans
port jonów. Wspomniana poprzednio asymetria trój warstwowej błony ko
mórkowej jest bardzo ważna dla funkcji Na-K-ATP-azy; sulfatydy funk
cjonują przypuszczalnie jako miejsce sodowe, a fosfatydyloseryna jako 
miejsce potasowe ATP-azy [56].

Interesujące jest teraz, jaki jest szczegółowy mechanizm transporto
wania jonów przez układ ATP-azy błonowej. Jedna z hipotez (według 
[70]) opiera się na stwierdzeniu, że wykryte w błonach komórkowych 
włókien nerwowych białko enzymatyczne o własnościach ATP-azowych 
wykazuje też własności zbliżone do aktomiozynu. Tak więc omawiana 
błonowa ATP-aza transportująca miałaby cząsteczkę zdolną do prze
strzennych przekształceń, czyli byłaby rodzajem mechanoenzymu. Wią
załby on jony Na"1' po wewnętrznej stronie błony komórkowej, a jony 
K+ — po stronie zewnętrznej. Ta reakcja pobudzałaby centrum aktywne 
enzymu, następowałby więc rozkład ATP, a uzyskana energia byłaby 
zużytkowana do przestrzennego przekształcenia cząsteczki, wskutek cze
go ugrupowania, które związały Na+, zostałyby przesunięte ku zewnętrz
nej powierzchni błony, a ugrupowania, które związały K + — ku we
wnętrznej. Tam, wskutek zmiany powinowactwa enzymu względem jo
nów, zostałyby one odszczepione, co powodowałoby unieczynnienie en
zymu. Ponieważ ustawałby rozkład ATP, a wraz z tym dopływ energii,
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cząsteczka wracałaby do swego pierwotnego stanu konformacyjnego
i proces mógłby zaczynać się od początku.

Hokinowie [47] wysunęli koncepcję, że pośrednikiem w rozkładzie 
ATP pod wpływem ATP-azy, a zarazem nośnikiem jonów, może być fos- 
folipid — kwas fosfatydowy (PA) (rys. 14). Powstaje on przy udziale 
ATP z dwuglicerydu (DG) pod wpływem enzymu dwuglicerydokinazy

R y s .  14. S c h e m a t y c z n e  p r z e d s t a w i e n i e  c y k l u  k w a s u  f o s f a t y d o w e g o  i j e g o  r o l i  j a k o  
p r z e n o ś n i k a  s o d u  w  p r o c e s i e  w y d z i e l a n i a  c h l o r k u  s o d u  p r z e z  g r u c z o ł y  s o l n e

( W e d ł u g  [49]) .  O b j a ś n i e n i a  w  t e k ś c i e

(DG-kinaza), znajdującej się po wewnętrznej stronie błony komórkowej. 
Zgodnie z zaproponowanym schematem, jon sodowy, znajdujący się we
wnątrz komórki, łączy się z kwasem fosfatydowym, stanowiącym element 
składowy błony komórkowej. Następnie po zewnętrznej stronie błony ko
mórkowej, pod wpływem fosfatazy kwasów fosfatydowych (PAP-aza), 
następuje rozszczepienie soli sodowej kwasu fosfatydowego i Na"' prze
chodzi do płynu pozakomórkowego, jon fosforanowy wraca do komórki, 
a dwugliceryd na swoje poprzednie miejsce i cykl transportowy kwasu 
fosfatydowego może się zacząć od początku. Ten mechanizm transportu 
jest interesujący, ale zbyt wolny, co przyznają sami autorzy, aby można 
nim wytłumaczyć mechanizm pompy sodowej w całej rozciągłości. 
Stwierdzono jednak, że kwas fosfatydowy ma istotne znaczenie dla ak
tywności systemu transportującego [91]. Dyskutowany jest też udział 
kinaz białkowych (chociażby jako zależnych od cAMP pośredników fosfo
rylacji błonowych enzymów transportujących) w mechanizmie transportu
jonów [50, 73].

Interesujący model transportu kationów przez błony biologiczne za

http://rcin.org.pl



208 M. J. B O R K O W S K A

proponował Stein i wsp. [95] (rys. 15), traktując pompę jonową jako 
biologiczny przetwornik, mogący przekształcać energię chemiczną w osmo-
tyczną i odwrotnie. W skład oligomerycznego, osadzonego w błonie białka 
enzymatycznego N a-K -A TP - azy, będącego podstawą modelu, wchodzą 
2 różne typy łańcuchów polipeptydowych (Kyte, według [95]), tworzące 
tetram er [95], chociaż uważa się także, że może to być heksamer (we
dług [63]). Te oba typy łańcuchów, cięższe (nazwane a) i lżejsze (|1), są 
połączone wiązaniami kowalentnymi. Tylko łańcuchy typu u ulegają fo
sforylacji za pośrednictwem ATP w obecności jonów Na'*- i Mg++ i znaj
dują się one w wewnętrznej części błony. Lżejsze łańcuchy 0 są sialo- 
glikopolipeptydami i nie ulegają one fosforylacji. Jak wiemy z poprzed
nich danych [24, 78], reszty kwasu sialowego występują tylko po ze
wnętrznej stronie błony, łańcuchy fi są więc zlokalizowane w zewnętrz
nej części błony. Według ostatnich danych Jorgensena [56], cięższy łań
cuch białkowy ma molekularną wagę 100 000, a lżejszy — około 57 000.

Mechanizm transportu  z grubsza przedstawia się następująco: 
w obecności Na+ i Mg^+ enzym pompujący jest fosforylowany przez 
ATP (kompleks ten jest możliwy do wyizolowania), z kolei zetknięcie 
się z K+ powoduje defosforylację. W warunkach fizjologicznych pompo
wanie następuje w wyniku oscylacji białka pomiędzy dwoma równo
ważnymi konformacjami A i A'. Kationy z obu przedziałów komórko
wych są przenoszone do „wydrążenia” wewnątrz białka, podczas jednej 
zmiany konformacyjnej, a w następstwie drugiej — są one wyrzuca
ne po przeciwnej strome błony. Pompowanie zachodzi, gdyż powino
wactwa podjednostek enzymu do wiązania kationów przełączają się 
zgodnie podczas każdej zmiany konformacyjnej. Energia zużytkowana 
w tym procesie pochodzi oczywiście z hydrolizy ATP. (Szerszy opis me
chanizmu transportu jonów — w objaśnieniach do rys. 15).

Jak  widać z opisu aktywnego transportu  jonów w modelu na rys. 15, 
w układzie ATP - azy reaktywna jest tylko połowa miejsc aktywnych 
[95], tzn. że tylko jeden z dwóch łańcuchów może być fosforylowany 
w tym samym czasie, podczas jednego „obrotu” pompy. W bieżącym 
roku stwierdzono zresztą istnienie w N a-K -A T P - azie błon aksonalnych 
dwóch miejsc receptorowych dla ATP [27, 77] o różnym stopniu powi
nowactwa względem substratu i stosunek powinowactw miejsc o wy
sokim i niskim powinowactwie względem ATP jest 86 przy pH 7,5 [27], 
Reaktywność ATP - azy połową miejsc aktywnych sugerują też wyniki 
prac innych badaczy [73, 76, 77, 97]. Jorgensen (według [73]) w wysoko- 
oczyszczonych preparatach N a-K -A T P - azy wykrył istnienie dwóch
miejsc fosforylacji przez wiązanie ATP, a Skou [90] ponadto suge
rował istnienie dwóch form aktywności fosfatazy, zależnych od od
rębnych czynników w  systemie enzymatycznym ATP - azy. Robinson
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(według [77]) z kolei wykazał obecność w tym systemie dwóch odrębnych 
miejsc wiązania potasu, określanych jako a i |3, i różniących się stopniem 
powinowactwa względem tego jonu, a Taniguchi [97] i inni badacze [107] 
stwierdzili istnienie w układzie ATP - azy dwóch zupełnie różnych 
miejsc wiązania ouabainy, wykazujących różny stopień powinowactwa 
względem niej. Zgodnie z przedstawionym modelem Steina i wsp. [95],

R y s .  15. M o d e l  e n z y m u  t r a n s p o r t u j ą c e g o  k a t i o n y  p r z e z  b ł o n ę  ( W e d ł u g  [95]) 
K a ż d a  p o d j e d n o s t k a  e n z y m u  m o ż e  p o t e n c j a l n i e  i s t n i e ć  w  s t a n i e  w y ż s z e g o  (H )  

l u b  n i ż s z e g o  (L )  p o w i n o w a c t w a  w z g l ę d e m  s o d u .  W  w a r u n k a c h  f i z j o l o g i c z n y c h  
k a ż d a  z  t y c h  p o d j e d n o s t e k  p r z y b i e r a  k o l e j n o  t a k i e  s t a n y  w y s o k i e g o  i  n i s k i e g o  
p o w i n o w a c t w a .  W y s o k i e  p o w i n o w a c t w o  w z g l ę d e m  s o d u  ( H a ) j e s t  p o ł ą c z o n e  z  n i 
s k i m  p o w i n o w a c t w e m  w z g l ę d e m  p o t a s u  i  o d w r o t n i e  —  n i s k i e  p o w i n o w a c t w o  
w z g l ę d e m  s o d u  ( L 0 ) j e s t  p o ł ą c z o n e  z  w y s o k i m  p o w i n o w a c t w e m  w z g l ę d e m  p o t a s u .  
P r z e c h o d z e n i e  t e t r a m e r u  z  j e d n e g o  s t a n u  k o n f o r m a c y j n e g o  w  d r u g i ,  p o p r z e z  f a z ę  
p o ś r e d n i ą ,  j e s t  w y s t a r c z a j ą c e  d o  w y s t ą p i e n i a  a k t y w n e g o  t r a n s p o r t u .  R o z p a t r z m y  
d w i e  g ó r n e  p o d j e d n o s t k i  t e t r a m e r u .  W  k o n f o r m a c j i  A ,  s ó d  w i ą ż e  s i ę  p r z y  p o d -  
j e d n o s t c e  H a , a  p o t a s  —  p r z y  L a . T e t r a m e r  p r z e c h o d z i  z m i a n ę  k o n f o r m a c y j n ą  
d o  s t a n u  A '  i  j o n y  z o s t a j ą  p r z e n i e s i o n e  d o  w e w n ę t r z n e g o  „ w y d r ą ż e n i a ” , u t w o r z o 
n e g o  t e r a z  p r z e z  t e  d w i e  p o d j e d n o s t k i .  N a s t ę p u j e  n o w e  r o z ł o ż e n i e  j o n ó w  w  z w i ą z k u  
z e  z m i a n ą  p o w i n o w a c t w a  p o d j e d n o s t e k  i t a k  s ó d  i  p o t a s  b ę d ą  z w i ą z a n e  o d p o w i e d 
n i o  p r z y  p o d j e d n o s t k a c h  H g  i  L a. T e t r a m e r  w r a c a  d o  s t a n u  k o n f o r m a c y j n e g o  A ,  
s ó d  z o s t a j e  w y d a l o n y  d o  ś r o d o w i s k a  z e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o ,  a  p o t a s  —  d o  w e 
w n ą t r z k o m ó r k o w e g o  i p r o c e s  m o ż e  p o w t a r z a ć  s i ę  o d  p o c z ą t k u .  R u c h y  k a t i o n ó w  
w  d w ó c h  n i ż s z y c h  p o d j e d n o s t k a c h  p r z e b i e g a j ą  w  r ó w n o w a ż n y  s p o s ó b ,  t y l k o  s ą  
p r z e s u n i ę t e  w  f a z i e  o  180° .  C o  d o  z m i a n  w  f o s f o r y l a c j i ,  t o  w  k o n f o r m a c j i  A ,  A T P  
w i ą ż e  s i ę  z  g ó r n ą  p o d j e d n o s t k ą  H a . W  o b e c n o ś c i  N a +  i  M g + +  t a  p o d j e d n o s t k a  
j e s t  f o s f o r y l o w a n a  i t e t r a m e r  p r z e c h o d z i  d o  s t a n u  k o n f o r m a c y j n e g o  A ’. Z  u d z i a 
ł e m  o b e c n y c h  w e w n ą t r z  „ w y d r ą ż e n i a ”  j o n ó w  K + ,  j a k o  k o f a k t o r ó w ,  t a  p o d j e d n o s t k a  
u l e g a  d e f o s f o r y l a c j i  i  n a s t ę p u j e  k o n f o r m a c y j n e  p r z e j ś c i e  b i a ł k a  z  p o w r o t e m  d o  
s t a n u  A ,  z  u w o l n i e n i e m  k a t i o n ó w  d o  ś r o d o w i s k a .  Z  p r z e s u n i ę c i e m  w  f a z i e ,  p o 
d o b n i e  o d b y w a  s i ę  t e n  p r o c e s  w  n i ż s z y c h  p o d j e d n o s t k a c h .
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działające z zewnątrz komórki glikozydy nasercowe wiążą się na jp raw 
dopodobniej ze znajdującym się bliżej zewnątrzkomórkowego środowiska 
sialoglikopolipeptydowym łańcuchem (3.

Znaczenie fizjologiczne aktywnego transportu jonów jest ogromne, 
gdyż odgrywa on poważną rolę w utrzymywaniu stałego spoczynkowego 
potencjału błonowego, z niskim wewnątrzkomórkowym stężeniem chloru, 
a przez to także normalnej objętości komórki i ciśnienia wewnątrzko
mórkowego [24], Albowiem, gdyby pompa jonowa uległa zahamowaniu, 
Cl~ i Na+ wchodziłyby do wnętrza komórki, pociągając za sobą wodę, 
zgodnie z nowym gradientem osmotycznym i następowałoby obrzmienie 
komórki [28]. Transport czynny, utrzymując stały RP, zachowuje też 
niezbędne stężenia anionów, kationów i jonów specjalnych w komórce, 
a jony, jak wiemy, są niezbędne jako aktywatory licznych reakcji enzy
matycznych [24].

Napęd pompy sodowo - potasowej jest, jak wiadomo, w ścisłym 
sprzężeniu z natężeniem przemian metabolicznych w komórce i jak 
stwierdzono, około 30% metabolizmu komórkowego tkanek pobudliwych 
jest zużywane na napęd tej pompy jonowej [100]. W innych tkankach 
procentowe zużycie energii metabolicznej na ten cel jest trochę mniejsze 
(Maizels, według [49]).

Podsumowując aktywny transport jonów należy stwierdzić, że opty
malna praca enzymatycznego układu transportującego (i z tym związana 
optymalna pobudliwość, jeśli chodzi o tkanki pobudliwe) wymaga:

1. Dostatecznego dopływu tlenu [75, 105, 106] i substancji energe
tycznych (np. glukozy) do komórek.

2 Ustawicznej resyntezy ATP z ADP i fosforanu w procesie oddy
chania komórkowego.

3. Stałego usuwania z komórek końcowego produktu rozpadu sub
stancji energetycznych — dwutlenku węgla.

4. Odpowiedniego stosunku stężeń kationów sodu do potasu w śro
dowisku zewnątrzkomórkowym [88].

5. Optymalnej tem peratury dla wewnątrzkomórkowych procesów
enzymatycznych [7, 74, 105], jaką w przypadku organizmów stałociepl
nych jest 37°C.

4. H I P O T E Z A  E L E K T R O D Y  P O T A S O W E J

Jeśli komórka byłaby czystą elektrodą potasową, to jak już wspom
niano, tylko jony K+ determinowałyby RP  i byłby on równy potencja
łowi równowagi tego kationu oraz byłby możliwy do obliczenia na pod
stawie wzoru Nernsta (3). Aby można było przyjąć tę hipotezę, należa
łoby wykazać, że wewnątrzkomórkowe stężenie wolnych jonów K + jest
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równe całkowitemu stężeniu wewnątrzkomórkowych jonów K +, a istnie
nie takiej właśnie sytuacji w  aksonach olbrzymich mątwy stwierdzili 
Hodgkin i Keynes (według [1]). Potencjał równowagi kationów K~L jest 
zbliżony do wartości potencjału membranowego komórek mięśni szkie
letowych i wielu innych komórek pobudliwych. Ponieważ potencjał elek
tryczny, który równoważy siłę dyfuzji danego jonu, określa się poten
cjałem równowagi tego jonu, przemawiałoby to za tym, że RP  jest tu 
taj nieco zmodyfikowanym potencjałem dyfuzyjnym jonu K+. W niektó
rych komórkach zresztą zmiany RP  są prostą zależnością między we
wnątrz - i zewnątrzkomórkowym stężeniem potasu i można je przewi
dzieć na podstawie równania Nernsta (3) [53, 54]. Zazwyczaj występują 
jednak różnice między teoretycznie obliczonym potencjałem równowagi 
jonów K+ a rzeczywistą wartością potencjału membranowego [4, 55, 65] 
i są one spowodowane wpływem przepuszczalności błony komórkowej 
dla innych jonów, aktywnym transportem Na+ i K+ oraz niepełną prze
puszczalnością błony komórkowej dla jonów K+, wobec czego ich dy
fuzja na zewnątrz jest słabsza niż wynikałoby to z różnicy stężeń, więc 
równoważący ją  potencjał jest nieco niższy [40].

Mimo funkcjonowania pompy jonowej, RP  zależy więc w dużej 
mierze od biernego rozłożenia nie tylko K+, ale również Na+ i Cl-  oraz 
przepuszczalności błony dla każdego z nich. To właśnie, że błona ko
mórkowa nie jest całkowicie nieprzepuszczalna dla jonów Na"!" i jest 
przepuszczalna dla Cl- , jest przyczyną odchylenia od prostej hipotezy 
elektrody potasowej [1]. Wszystkie te dodatkowe warunki uwzględnia 
teoria stałego poła, rozwinięta przez Goldmana [29]. Zakłada ona, że 
jony w błonie poruszają się pod wpływem pola elektrycznego i gradien
tu chemicznego, jak w roztworze wolnym, i że stężenia tych jonów 
w błonie przy jej skrajach są proporcjonalne do tychże w roztworach 
wodnych, kontaktujących się z nią, oraz że elektryczny gradient poten
cjałów przez błonę jest stały. Na podstawie tego można wykazać, że 
kiedy nie ma prądu płynącego przez błonę, RP  jest dany przez równanie:

R T P,, [K]0 + P Na[Na]0 + P cl[Cl],
F n Pk [KL +  PNa [Na], +  Pa  [C\}0 ’

gdzie Pk, Pnb, Pci — współczynniki przepuszczalności jonów, mierzone
w cm/s.

Równanie (4) nie uwzględnia oczywiście wzajemnego oddziaływania 
jonów i elektrogenicznego aktywnego transportu. Określa ono wartość 
RP  w  stanie stacjonarnym; całkowity prąd płynący przez błonę jest 
równy zeru, Ik +  ^Na +  ^ci ~  0, i różnica stężeń jonów po obu stronach 
błony jest utrzymywana dzięki aktywnemu transportowi substancji [85].

Z omawianego równania Goldmana wynika, że wzrost przepuszczał-
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ności błony dla danego jonu powoduje przesunięcie potencjału błonowego 
w kierunku potencjału równowagi tego jonu. Najbliższy potencjałowi 
błonowemu jest potencjał równowagi jonu Cl- , a więc zmiany przepusz
czalności błony w stosunku do niego — w  założeniu — powinny nie mieć 
większego wpływu na RP. Jony Na+ odgrywają jednak pewną małą 
rolę w determinowaniu RP  (ich efekt bywa większy, gdy zewnątrzko- 
mórkowe stężenie jonów K+ jest niskie i stąd wspomniane niezgodności 
z hipotezą w doświadczeniach Boyle’a i Conwaya [10] przy stężeniach 
K+ poniżej 10 mM [1]). Zatem RP  można określić jako potencjał dyfu- 
zyjny, oparty na nierównym rozkładzie różnych jonów, ale przede 
wszystkim jonu K+, a rozkłady są ustalone przez warunki Donnana 
wewnątrz zrębu metabolicznie kierowanych pomp [32].

Jeżeli jednak chodzi o wkład jonów Cl-  w genezę RP, to jak w y
kazano, jony te mają niewątpliwy udział w jego utrzymywaniu, przede 
wszystkim dlatego, że zmiana przepuszczalności błony dla chloru pocią
ga za sobą zmiany przepuszczalności dla innych jonów, głównie K+, 
i wody [40, 65]. Hodgkin i Horowicz [40] przeprowadzili jednocześnie 
ciekawe badania nad wpływem zewnętrznego stężenia jonów K+ na 
włókna mięśniowe żaby. Badania te wykazały istnienie w kanale pota
sowym pewnego procesu prostowania, nazwanego przez Katza (według 
[1]) nienormalnym prostowaniem (anomalous rectification). Okazuje się, 
że jony K+ do wnętrza komórki przechodzą bardzo łatwo (czterokrotny 
wzrost [K]0 dawał natychmiastową depolaryzację 21 mV), lecz na ze
wnątrz — z dużo większą trudnością (późniejsze czterokrotne obniżenie 
[K]0 dawało repolaryzację tylko 3 mV). Obliczono, że P K jest około
8 * 10-6  cm/s dla prądu wejścia, a tylko 0,05 • 10“ 6 cm/s dla prądu wyjś
cia. Natomiast Pci pozostaje nie zmieniony, niezależnie od kierunku prą
du i wynosi około 4 • 10'“° cm/s.

5. P O R Ó W N A W C Z E  B A D A N I A  P O T E N C J A Ł U  S P O C Z Y N K O W E G O

Średnia wartość RP  w  neuronach ruchowych wynosi —70 mV, 
w szkieletowych mięśniach prążkowanych równa się —90 mV, w ko
mórkach mięśnia sercowego zaś —80 mV; trzewne mięśnie gładkie cha
rakteryzują się natomiast niestabilnością potencjału błonowego w gra
nicach od —70 do —25 mV. Te spontaniczne oscylacje RP, utrzymujące 
tonus mięśniowy, są typowe dla komórek posiadających własności auto
matyczne. Ciekawą rzeczą jest, że np. rozciągnięte mięśnia powodują 
obniżenie potencjału błonowego [70],

Większość przedstawionych rozważań oparto głównie na badaniach 
mięczaków i kręgowców i często zjawiska tam zaobserwowane przenosi
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się na inne zwierzęta, m. in. owady. Według Usherwooda [102], dopóki 
nie są jeszcze dokładnie znane jonowe i osmotyczne własności mięśni 
owadów, należałoby ekstrapolacje z mięśni kręgowców na mięśnie owa
dów ograniczyć do minimum. Przyjmując jednak, że teoria stałego pola 
Goldmana [29] stosuje się do owadów, należy uwzględnić komplikacje
elektrochemii ich mięśni i równanie to przybrałoby rozszerzoną postać 
(rys. 16).

RT  PNa [Naj ] +  PK [K„+] +  Pa  [Clr] +  Pc,  [Ca++]ł +  PMg[Mg0++]' 
E*,= —- lnM F  PNa [Nat] + P k [K |] +  f cl [Cl;] +  i>c,[Cat+]! +  P Mg [Mg++]‘

+  Pi B.+]‘ +  P i  [U l 1 +  I’o tO J ] 1 +  PoIOTl*
P i u t r  i -t / v < > ; r  r

R y s .  16. R o z s z e r z o n e  r ó w n a n i e  s t a ł e g o  p o l a  G o l d m a n a  ( w g  [102]) .  [ I + ] ,  [1 + ] ,  [ I r ], 

[ I - ] —  o d p o w i e d n i o ,  w e w n ę t r z n e  i z e w n ę t r z n e  s t ę ż e n i a  n i e  z i d e n t y f i k o w a n y c h
o

n i e o r g a n i c z n y c h  k a t i o n ó w  i a n i o n ó w ;  [O] —  p o d o b n i e ,  d l a  s t ę ż e ń  o r g a n i c z n y c h
j o n ó w

Należałoby także, badając RP  w mięśniach owadów, zwracać uwagę 
na to, że w ich komórkach wiele jonów jest częściowo związanych, 
a przez to wykazują one mniejszą aktywność niż można by wnioskować 
ze stężenia [102]. Zasługuje jeszcze na podkreślenie fakt, że liczba jonów, 
odpowiedzialna za utrzymanie stałego RP, jest jedynie niewielką częścią
całkowitej liczby jonów [1, 28], co zresztą było omówione.

Potencjał spoczynkowy jest funkcją zarówno procesów życiowych 
badanego organizmu (zależnych m. in. od stanu aktywności lub bezru
chu [58]), jak i szeregu czynników zewnętrznych, a głównie tempera
tury [7, 62, 74, 75, 94, 105], oświetlenia [85, 94] i omawianego już składu 
roztworu omywającego komórkę. Można więc sądzić, że RP  będzie zmie
niać się także w rozwoju osobniczym zwierząt, co rzeczywiście ma 
miejsce (na ogół wzrasta jego ujemność) [8, 36, 71, 101]. W komórkach 
roślinnych natomiast podlega on wahaniom sezonowym [68] i dobowym 
(podczas fazy jasnej jest wyższy i u glonu Nitella ma wartość 162 mV, 
a podczas ciemnej — tylko 111 mV) [94]. Badania wpływu oświetlenia 
na RP  wykazują, że reakcja fotosyntezy kontroluje zarówno przenikal- 
ność błon, jak i pracę elektrogenicznych pomp [85, 94].

Błony komórkowe są także wrażliwe, chociaż w różnym stopniu, 
na zmiany pH środowiska zewnętrznego [18, 65, 67, 68, 94], Jony HU 
[18], a także C a+ ł [60] ulegają adsorpcji na powierzchni błony i w spo
sób antagonistyczny regulują przepuszczalność jonów, powodując zmia- 
r.y wartości RP  [18, 55, 65], Zmianą stężenia jonów H+ tłumaczy się też 
hiperpolaryzujące działanie jonów dwuwęglanowych (HC03~) [9, 85, 104].

http://rcin.org.pl



214 M. J. B O R K O W S K A

Antagonizm między jonami H+ i Ca++ może mieć znaczny udział w s ta 
bilizującym mechanizmie regulacyjnym dla RP w nienaruszonych orga
nizmach zwierząt [18].

6. W Ł A S N O Ś C I  E L E K T R Y C Z N E  B Ł O N  K O M Ó R K O W Y C H

Zmiana pH wpływa także na własności elektryczne błony komór
kowej — jej opór jest najniższy przy pH alkalicznym [67] z tym, że 
zmiany pH w granicach 6-10 nie dają jeszcze na ogół dużych odchyleń 
w oporze elektrycznym błony. Temperatura także wpływa na własności 
oporowe błony i z jej spadkiem opór wzrasta, co najprawdopodobniej 
jest związane ze strukturalnym i zmianami w błonie [85]. Wartości oporu 
błon komórek roślinnych i zwierzęcych zawierają się w granicach od 
kilku dziesiątych do kilkudziesięciu, a nawet kilkuset kQ cm2, z tym 
że wartości oporów wyższe niż 10 kQ cm2 zostały stwierdzone wyłącznie 
w błonach komórek roślinnych. Błony komórkowe są więc wysokooporo- 
wymi strukturam i, charakteryzującymi się też dużą pojemnością elek
tryczną (do kilku ąF/cm2 (według [85]).

Wartości oporu elektrycznego są też zależne od przykładanego do 
błony napięcia elektrycznego. Przy małych wartościach natężenia prądu 
jest zachowana proporcjonalność zmian napięcia w stosunku do natę
żenia i opór pozostaje wielkością stałą. Przy większych natężeniach wy
stępuje zależność oporu od kierunku prądu, tj. efekt prostowania: dla 
prądu hiperpolaryzującego (wpływającego do wnętrza komórki) opór 
elektryczny jest wyższy niż dla prądu depolaryzującego (wypływa
jącego z komórki). Szczególnie silne własności prostownicze wykazują 
komórki nerwowe i stosunek oporów dla prądu wpływającego i wypły
wającego dochodzi do stu, dużo mniej wyraźne jest to zjawisko w ko
mórkach roślinnych [85].

Od strony technicznej należy stwierdzić, że różnica potencjałów przez 
błonę, rejestrowana za pomocą mikroelektrod, jest sumą algebraiczną 
kilku różnic potencjałów: omawianego potencjału spoczynkowego błony, 
różnic potencjałów na granicy dwu różnych cieczy przy zakończeniach
mikroelektrod i różnic potencjałów na granicy przylegającej do błony 
nieruchomej warstewki płynu. Wymienione różnice potencjałów są jed
nak niewielkie w stosunku do różnicy potencjałów na błonie i można ich 
nie uwzględniać [85].

W celu ostatecznego sprecyzowania genezy spoczynkowego poten
cjału błonowego należy przeprowadzić jeszcze wiele sprzężonych badań 
biochemiczno - elektrofizjologicznych, kładąc nacisk na badania chemiz- 
mu i s truk tu ry  błony.
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R E C E N Z J E

GEOFFREY A. MEEK, Practical Electron Microscopy for Biologists 
(II wyd.).

Pierwsze wydanie książki Meeka pod tym samym tytułem  ukazało 
się w 1970 r. Jak  potrzebną pozycją była ta książka dla wszystkich, 
którzy pracują z mikroskopem elektronowym, przekonałem się osobiście, 
pragnąc ją nabyć, bezskutecznie, w roku 1974. Książka ta  była już dawno 
wyczerpana.

Wydawcy dobrze orientowali się w potrzebach rynku książkowego 
oraz w postępie technicznym, jaki w ostatnich latach nastąpił w mikro
skopii elektronowej, decydując się na ponowne wydanie tego cennego 
opracowania.

Książka składa się z trzech części zawierających łącznie 19 rozdzia
łów oraz dwa bardzo cenne dodatki (apendix). Pierwszy dodatek za
wiera zwięzłe opisy, dane techniczne jedenastu najczęściej spotykanych 
mikroskopów, podczas gdy drugi dodatek zawiera adresy firm produ
kujących rozmaite akcesoria, potrzebne w każdej pracowni mikroskopu 
elektronowego.

W części pierwszej autor zapoznaje nas z elementarnymi zasadami 
optyki, a więc definiuje pojęcie powiększenia, kontrastu, zdolności roz
dzielczej. Dowiadujemy się z pierwszego rozdziału o zasadach działania
mikroskopu prostego, złożonego itp.

Rozdział drugi zawiera krótki opis zdarzeń, odkryć i teorii, które 
w sumie pozwoliły na skonstruowanie prototypu mikroskopu elektro
nowego.

W następnych rozdziałach dowiadujemy się kolejno o różnych mikro
skopach elektronowych oraz o sposobie powstawania sygnałów informu
jących nas o analizowanym przedmiocie, o własnościach soczewek 
elektromagnetycznych i przyczynach różnych anomalii magnetycznych, 
np. aberracji sferycznej, chromatycznej itp.

Kolejne rozdziały pierwszej części zawierają opisy konstrukcyjne 
nowoczesnego mikroskopu transmisyjnego, rozwiązania jego układu próż
niowego, metod kontroli oraz systemów zabezpieczających.

W ostatnim rozdziale części pierwszej znajdujemy dokładne opisy 
sposobów oraz warunków zainstalowania mikroskopu elektronowego 
w pracowni.
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Część druga poświęcona jest sposobowi użytkowania mikroskopu elek
tronowego. Autor opisuje szczegółowo w kolejnych rozdziałach wszystkie 
czynności związane z utrzymaniem mikroskopu w stanie jego najwyższej 
wydolności technicznej. Znajdziemy w tej części rozdział (14) specjalnie 
poświęcony technice fotograficznej, począwszy od opisów optymalnego 
materiału fotograficznego, do jego ciemniowej obróbki. Ostatnie dwa roz
działy zawierają opisy zalet mikroskopu elektronowego wysokonapięcio
wego (16) oraz zasady działania i zastosowanie w biologii mikroskopu 
elektronowego.

Część trzecia poświęcona jest wyłącznie metodom przygotowania 
materiału biologicznego do mikroskopu elektronowego. Autor opisuje roz
maite techniki, ich wady, zalety oraz kryteria  oceny przydatności danej 
m et ody.

Całość książki zamyka epilog o przyszłości mikroskopu elektronowe
go oraz dwa dodatki, opisane na wstępie.

Książka napisana jest stylem prostym i niezwykle dostępnym, nawet 
dla nie zaznajomionego z przedmiotem czytelnika. Rozdziały są bogato 
ilustrowane bardzo instruktywnymi rycinami oraz fotografiami. Recen-

S

zowana pozycja powinna się znaleźć na biurku każdego biologa czy me
dyka, który w swojej pracy naukowej posługuje się mikroskopem elek
tronowym.

W. K ilarsk i

L. T. THREADGOLD, The ultrastructure of the animal cell (II wyd.)

Str. X X IV  +  514. P ergam on  Press, O xford  1976.

Jak wynika z tytułu referowanego podręcznika cytologii, powinien on 
zwracać uwagę przede wszystkim na morfologię odmiennie niż najczęś
ciej ujmują to zagadnienie obecnie cytolodzy, opierając się na biochemii. 
Rozdział wstępny książki, poświęcony składnikom komórki, zawiera jed
nak sporo podstawowych informacji biochemicznych, a także i w  pozo
stałych częściach tekstu nie dostrzega się specjalnej dominacji morfologii. 
Zainteresowania morfologiczne autora przejawiają się tylko w wielkim 
bogactwie ilustracji, które zajmują około połowę objętości książki. Jest 
ich w sumie 389, a większość z nich to całostronicowe tablice, zawiera
jące dobre reprodukcje elektronogramów. Mankamentem wielu tablic 
jest brak marginesu między poszczególnymi elektronogramami. Jeśli są 
to s truk tu ry  wyraźnie różne, granica styku jest łatwo dostrzegalna, nie 
zawsze jednak tak jest i czytelnik ma czasem kłopoty z orientacją.
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Układ dzieła jest przejrzysty. Krótki przegląd, techniki mikroskopu 
elektronowego zajmuje 22 strony o numeracji rzymskiej, a więc zali
czono go do wstępu. Właściwy tekst podzielono na dwie części — pierw
szą, poświęconą komórce w interfazie, i drugą — omawiającą podział 
komórki. O treści pierwszego rozdziału już wspomniałem. Rozdział d ru 
gi omawia błony w sposób ogólny, trzeci — jądro, czwarty — błonę ko
mórkową, piąty — hialoplazmę i siateczkę endoplazmatyczną, szósty — 
aparat Golgiego i mitochondria, siódmy — zmiany towarzyszące różnico
waniu się zarodka i tworzeniu wydzielin. Część druga została podzielona 
tylko na dwa rozdziały. Po każdym rozdziale zamieszczono wykaz kilku
nastu prac, jako zaleconą dalszą lekturę.

Podręcznik tych rozmiarów, w którym połowę miejsca zajmują ilu
stracje, nie może szerzej referować żadnego zagadnienia, toteż niejedno
krotnie dostrzega się pewną powierzchowność. Tak np. nie ma wzmianki 
o mikroskopie elektronowym wysokonapięciowym, a zagadnienie pocho
dzenia mitochondriów i innych organelli podejrzanych o rozwój z sym- 
biontów zajmuje tylko półtorej strony, chromosomy szczoteczkowe 
tylko 11 wierszy. Pomimo tego, dzięki bardzo poważnym zaletom książka 
stanowi bardzo dobre wprowadzenie do zagadnień cytologii. Wszystkie 
zagadnienia są przedstawiane w sposób prosty — autor raczej sprawę 
upraszcza, lecz nigdy jej nie zaciemnia. Rozdziały są dobrze podzielone 
na niewielkie podrozdziały, omawiające poszczególne s truk tury  lub pro
blemy. Odszukanie informacji jest łatwe, a zrozumienie nie sprawia 
trudności wobec starannego i jednolitego słownictwa. Potencjalne kłopo
ty czytelnika usuwają też przejrzyste ryciny schematyczne. Wszystko to 
powoduje, że mimo iż recenzowanej książki nie można uznać za wyczer
pujące źródło wiadomości o komórce, chętnie stawia się ją na najbliższej 
półce i często do niej zagląda.

H en ry k  Szarski
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INFORMACJE DLA AUTORÓW

POSTĘPY BIOLOGII KO M Ó RK I d ru k u ją  a r ty k u ły  przeglądow e, o m aw ia jące  
najnow sze osiągnięcia w  dziedzinie biologii kom órki, nie pu b lik o w an e  do tąd  w  in 
nych w ydaw nic tw ach . A utorzy odpow iadają  za ścisłość podaw anych  inform acji. 
A rtyku ły  d ru k o w an e  w  PO STĘPA CH  BIO LO G II K O M Ó RK I nie m ogą być bez 
zgody R edakcji pub likow ane  w  innych periodykach.

P race  należy  przysyłać w  dw u  egzem plarzach  zarów no tekst, ja k  i załączniki. 
Objętość teks tu  (bez ry sunków  w raz  z objaśn ien iam i) nie p o w in n a  p rzekraczać  
20 stron. M aszynopis pow in ien  być jednostronny , z p odw ó jną  in te rlin ią , m arg inesem  
około 4 cm po lewej s tronie  oraz n u m e ra c ją  stron. W tekście nie należy  robić 
żadnych podkreś leń  n a  m aszynie  an i a tram en tem .

Na pierw szej s tron ie  należy podać, przed  tekstem , ty tu ł  pracy, pod n im  im iona 
(w pełnym  brzm ieniu) i nazw iska  au to rów  oraz nazw ę zak ład u  naukow ego, w  k tó 
rym  autorzy  p racu ją , nas tępn ie  k ró tk ie  streszczenie (ok. 1/2 strony). Za streszcze
niem, z pozostaw ieniem  około 5 cm odstępu, n as tęp u je  teks t  główny. W tekście 
nie należy zamieszczać żadnych  tabel, rysunków , fotografii an i schem atów . Dla 
usta len ia  ich lokalizacji należy pozostawić w olny  w iersz  w  żąd an y m  m iejscu  
i odpowiednio zaznaczyć ołów kiem  n a  m arg inesie : tab . 1, rys. 1 itp. *

Tekst podzielony na  rozdziały  jest bardziej przejrzysty . Po ty tu łach  w ydzie
lonych nie należy  s taw iać  kropek . Za tekstem  należy dołączyć spis l i te ra tu ry .  P o 
w inna  być ona ułożona w  porządku  alfabetycznym . P ow oływ an ie  się n a  cy tow aną 
l i te ra tu rę  nas tęp u je  przez w ym ien ien ie  liczby porządkow ej w  n aw iasach  p ros to 
kątnych, np. [5],

P rzyk łady  cy tow an ia  l i te ra tu ry :
[1] S ach sen m aje r  W., R em y U., P la t tn e r  R., In it ia t ion  of synchronous mitosis in 

P h y sa ru m  po lycepha lum ,  Exptl.  Cell Res., 73: 41-48, 1972.
[2] H nilica  L. S., M cClure M. E., Speltzberg  T. C., H istone b iosynthesis  and the 

cell cycle, [w] H istone an d  Nucleohistones, red. D. M. P. Philips, P len u m  Press. 
London, N ew  Y ork  1977, 60-64.
Tabele  należy dołączyć n a  oddzielnych k a r tk a c h  — każda  p o w in n a  być pod

pisana. Rysunki, schem aty, fo tografie  należy dołączyć w  postaci nada jące j się do 
rep rodukcji  lub  przerysow ania . Fotografie  pow inny  być n a  błyszczącym papierze, 
kontrastow e. Podpisy  pod rysunk i pow inny  być dołączone n a  oddzielnej kartce. 
Po ty tu le  należy  podać ob jaśn ien ia  lub  uw agę  „ob jaśn ien ia  w  tekśc ie”. Przy za
łącznikach pow inno  być podane  ich pochodzenie.

R edakc ja  zastrzega sobie możność dokonan ia  sk ró tów  nie w pływ ających  na  
treść pracy.

A utor n a  życzenie R edakcji obow iązany jes t  dokonać k o rek ty  autorskiej, k tó rą  
pow inien  zwrócić w  ciągu 3 dni. Koszty spow odow ane zm ian am i tekstu  w ko 
rekcie, poza p o p raw k am i b łędów  drukarsk ich , ponosi Autor.

A rtyku ły  honorow ane  są w g usta lonych  staw ek, au to rzy  o trzym ują  25 odbitek 
a r tyku łu  bezpłatnie.
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