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ROLA FOSFOLIPIDÓW W PROCESIE PRZEPUSZCZALNOŚCI BŁON

THE ROLE OF PHOSPHOLIPIDS IN THE PERMEABILITY OF MEMBRANES

Joanna STR OS ZNAJ DER

Centrum. Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk
Zespół Neurochemii, Warszawa

Streszczenie. W pracy omówiono specyficzny i niespecyficzny udział łańcuchów 
kwasów tłuszczowych oraz polarnych grup fosfolipidów w procesie transportu 
jonów i niektórych metabolitów. Zwrócono uwagę na rolę połączeń lipidowo- 
-białkowych w błonie oraz wpływ cholesterolu na właściwości komponenty fosfoli- 
pidowej błony.

Summary. The specific and nonspecific role of fatty acid chains and polar-head 
groups of phospholipids on the transport of ions and some other metabolites is 
presented. Special attention is devoted to lipid-protein interactions in membranes 
and to the influence of cholesterol on the behaviour of the membranę phospholipids.

POŁĄCZENIA LIPIDOWO-BIAŁKOWE ORAZ ROLA CHOLESTEROLU 
W PROCESIE PRZEPUSZCZALNOŚCI BŁON

Złożona budowa biochemiczna błon biologicznych oraz ich funkcjo
nalna specjalizacja stanowią dużą przeszkodę w określeniu specyficznej 
roli każdej z komponent błony. Udział poszczególnych składników błony 
w jej funkcji na poziomie molekularnym nie jest całkiem jasny. Nie
mniej jednak odnośnie fosfolipidów wiadomo, że biorą one udział w pro
cesie chemicznego i elektrycznego pobudzenia oraz w procesie aktyw
nego transportu jonów Na+, K+, Ca++. Fosfolipidy odgrywają istotną 
rolę w procesach oksydacyjnej fosforylacji, selektywnej przepuszczal
ności, w procesach fagocytozy i pinocytozy oraz w innych bardziej ogól
nych funkcjach błony warunkujących jej stabilność. Badania zmierzające 
do określenia zależności między strukturą komponenty fosfolipidowej
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2 J .  S T R O S Z N A J D E R

błon a funkcją prowadzono na modelowych błonach fosfolipidowych, na 
błonach biologicznych modyfikowanych działaniem enzymów lipolitycz- 
nych lub rozpuszczalników organicznych oraz na błonach biologicznych 
modyfikowanych naturalnie w okresie rozwoju ontogenetycznego.

Modelowe błony fosfolipidowe wykazują szereg właściwości analo-
W

gicznych do właściwości błon biologicznych, takich jak: przepuszczalność 
dla wody, napięcie śródścienne i pojemność elektryczna. W przeci
wieństwie do błon biologicznych są one słabo przepuszczalne dla jonów 
i innych rozpuszczalnych w wodzie metabolitów. Przepuszczalność ich 
wzrasta po połączeniu się z białkami, polipeptydami, dwuwartościowymi 
metalami itd. Możliwość modyfikowania przepuszczalności modelowych 
błon fosfolipidowych przez inne komponenty błon jest zagadnieniem  
bardzo ważnym. Jednowarstwowe błony fosfolipidowe używa się do 
badań procesu transportu. Dwuwarstwowe błony fosfolipidowe są idealne
w badaniach parametrów elektrycznych. Liposomy, czyli dwuwarstwowe 
pęcherzyki fosfolipidowe, służą przeważnie do pomiaru współczynników  
dyfuzji. Oczywiście wyniki badań uzyskane na wszystkich rodzajach 
modelowych błon lipidowych uzupełniają się wzajemnie.

W ostatnich latach wiele uwagi poświęcono termicznym przejściom 
fazowym lipidów w błonach biologicznych [1, 7]. W temperaturach fizjo
logicznych błony biologiczne znajdują się w stanie płynno-krystalicznym. 
Stan ten uzależniony jest od ilości nienasyconych kwasów tłuszczowych 
w fosfolipidach błon. Przejście lipidów z postaci żelu do postaci płyn- 
no-krystalicznej i odwrotnie może wpływać na szereg właściwości błon. 
Stwierdzono, że bierny transport nieelektrolitów przez błony Achole-  
plasma laidlawii w temperaturach zakresu przejść fazowych lipidów za
chodzi głównie w regionach błony pozostającej w stanie płynno-krysta
licznym [7]. Błony Acholeplasma laidlawii i E. coli, w przypadku gdy 
wszystkie lipidy znajdują się w stanie żelu, wykazują znacznie niższy 
stopień wytrzymałości na działanie sił mechanicznych i osmotycznych. 
Przejście lipidów ze stanu żelu do stanu płynno-krystalicznego podlega 
silnym wpływom pH oraz jonów dwuwartościowych. Oddziaływanie 
ujemnie naładowanych polarnych grup fosfolipidów z dwuwartościo
wymi kationami ogranicza ruchliwość łańcuchów kwasów tłuszczowych. 
Podobny efekt obserwowano w przypadku oddziaływania fosfolipidów 
posiadających dodatni ładunek elektryczny z anionami oraz podczas wza
jemnego oddziaływania fosfolipidów z ujemnym i dodatnim ładunkiem. 
Przejścia fazowe lipidów mogą wpływać na lipidowo-białkowe połączenia 
w błonie. Z drugiej strony, białka wywierają wpływ na temperaturę
przejść fazowych lipidów [7, 9, 47]. Stwierdzono, że tylko białka, które
mają dodatni ładunek w pH fizjologicznym wpływają na molekularną or
ganizację lipidów, na temperaturę przejść fazowych oraz na wzrost prze-
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P R Z E P U S Z C Z A L N O Ś Ć  B Ł O N 3

puszczalności błon. Na właściwości błon biologicznych istotny wpływ w y
wiera również cholesterol. Jest on obecny w znacznych ilościach w więk
szości błon komórkowych z wyjątkiem błon mitochondrialnych i błon 
bakterii. Rola cholesterolu w błonach biologicznych nie jest do
kładnie znana. Na podstawie licznych prac wiadomo, że odgrywa on 
istotną rolę w  przepuszczalności błon i w ich osmotycznej oporności. 
Dane uzyskane na podstawie badań prowadzonych na wszystkich trzech 
rodzajach modelowych błon lipidowych wykazują, że cholesterol w y
wiera silny wpływ na ułożenie cząsteczek fosfolipidów i na ruchliwość 
łańcuchów węglowodorowych fosfolipidów [8]. Dodanie cholesterolu do 
fosfolipidów powoduje, nowy stan błony, bardziej skondensowany po
wyżej ich temperatury przejścia w porównaniu do czystych fosfolipidów 
i bardziej płynny poniżej ich temperatury przejścia [18]. Reasumując 
można powiedzieć, że cholesterol wywołuje „pośredni stan płynności 
błon” [2, 18]. Obniża on przepuszczalność pęcherzyków fosfolipidowych 
dla jonów, wody i metabolitów. Powoduje wzrost elektrycznej pojem
ności i oporności. W wyniku jego działania błony wykazują zwiększoną 
stabilność i mogą wytrzymywać zmiany temperatury w  szerszych gra- * 
nicach bez pojawiania się przejść fazowych [22, 30]. Błony synaptoso- 
malne, podobnie jak inne błony biologiczne, wykazują zdolność termi
cznych przejść fazowych, podczas których łańcuchy kwasów tłuszczo
wych fosfolipidów przechodzą ze stanu a - krystalicznego do stanu płyn
nych węglowodorów [44]. Wysoki poziom wielonienasyconych kwasów 
tłuszczowych w  lipidach błon utrzymuje ją w płynno - krystalicznym 
stanie i  umożliwia translokację małych cząsteczek przez błonę [6].

Wielonienasycone kwasy tłuszczowe są bogato reprezentowane 
w fosfolipidach błon synaptosomalnych [43] i jak wynika z badań Sun 
[44], dynamiczny stan łańcuchów kwasów tłuszczowych odgrywa istotną 
rolę w transporcie norepinefryny w synaptosomach oraz w aktywności 
Na+ K+ A T P -a zy  (EC 3.6.1.4).

W mózgach ssaków aktywne wychwytywanie norepinefryny do 
presynaptycznych zakończeń jest ważnym procesem związanym bezpo
średnio z jej fizjologicznym efektem. Sun badała wpływ fosfolipazy A 
(EC 3. 1.1.4) i fosfolipazy C (EC 3.1.4.3) na aktywne wychwytywanie 
norepinefryny we frakcji synaptosomalnej [41, 44]. Poza tym badała 
ona wpływ procesu peroksydacji kwasów tłuszczowych fosfolipidów na 
aktywność Na+ K+ ATP - azy [42], Aktywność procesu wychwytywania 
norepinefryny przez synaptosomy w wyniku działania fosfolipazy A ob
niżała się o około 40% w  porównaniu do wartości kontrolnych. Inhibi- 
cyjny efekt działania fosfolipazy A, jak wynika z badań doświadczal
nych, nie jest wywołany działaniem uwalniających się w reakcji kwasów 
tłuszczowych. Egzogenne kwasy tłuszczowe pozostawały bez wpływu na
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4 J. S T R O S Z N A J D E R

proces wychwytywania norepinefryny. Lizolecytyna hamowała ten pro
ces podobnie jak inne detergenty. Mechanizm transportu norepinefryny 
nie jest w  pełni wyjaśniony. Prawdopodobnie wchodzi ona w połączenia 
z białkiem transportującym. Fosfolipaza rozrywa wiązania lipid-białko 
i białko-białko w błonie i może powodować zmiany w strukturze białek 
transportujących. Zmiany konformacyjne białek błon plazmatycznych 
w wyniku działania fosfolipazy A były postulowane na podstawie zmian 
aktywności optycznej [12] oraz elektronowego rezonansu spinowego [40]. 
Działanie fosfolipazą A i fosfolipazą C powodowało hamowanie aktyw
ności Na+ K+ ATP - azy w błonach synaptosomalnych. W wyniku dzia
łania fosfolipazą C nie obserwowano hamowania wychwytywania nore
pinefryny we frakcji synaptosomalnej. Efekt fosfolipazy A na proces 
transportu norepinefryny oraz na aktywność Na+ K+ ATP - azy ma 
ważne fizjologiczne znaczenie w ośrodkowym układzie nerwowym, bo
wiem występuje ona w białej i szarej substancji mózgu ssaków i czło
wieka [4]. Wzrost aktywności fosfolipazy A w mózgu w niektórych sta
nach patologicznych, m. in. w niektórych postaciach niedotlenienia 
ośrodkowego układu nerwowego, w ewidentny sposób może wpływać na 
przewodnictwo synaptyczne, a tym samym na wyższe funkcje psychicz
ne mózgu.

W badaniach Strosznajder i wsp. [34, 36, 38] oraz Majewskiej i wsp. 
[24, 25] stwierdzono, że w warunkach niedotlenienia ośrodkowego układu 
nerwowego wzrasta poziom wolnych kwasów tłuszczowych oraz obniża 
się poziom fosfolipidów zarówno w niektórych częściach anatomicznych 
mózgu, jak również we frakcji mitochondrialnej i mikrosomowej homo- 
genatu mózgu. Wyniki tych badań świadczą o wzroście aktywności fos
folipazy Ai i A2 w tym stanie. Równocześnie stwierdzono aktywację wol- 
norodnikowego utleniania nienasyconych kwasów tłuszczowych fosfoli
pidów błon [25, 35, 38]. Procesy peroksydacji lipidów doprowadzają do 
obniżenia poziomu całej puli nienasyconych kwasów tłuszczowych. Pro
cesy te, zachodzące w wyniku niedotlenienia ośrodkowego układu ner
wowego, mogą wpływać bezpośrednio na zaburzenia procesu transportu 
jonów, neurotransmiterów, szeregu metabolitów i mogą leżeć u podłoża 
zaburzeń funkcji ośrodkowego układu nerwowego w wyniku jego niedo
tlenienia.

WPŁYW ŁAŃCUCHÓW KWASÓW TŁUSZCZOWYCH FOSFOLIPIDÓW
NA PRZEPUSZCZALNOŚĆ BŁON

Wpływ długości łańcuchów kwasów tłuszczowych oraz stopnia ich 
nienasycenia na przepuszczalność błon fosfolipidowych badał po raz 
pierwszy Gier i wsp. [11]. Doświadczenia prowadzono z uwzględnieniem
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różnych preparatów syntetycznej fosfatydylocholiny o różnej długości 
łańcuchów kwasów tłuszczowych oraz różnej ilości nienasyconych wią
zań. Stopień pęcznienia pęcherzyków fosfolipidowych służył za pomiar 
przepuszczalności. Na podstawie tych badań stwierdzono, że krótkie łań
cuchy kwasów tłuszczowych, a także podwójne wiązania wyraźnie zw ię
kszają przepuszczalność pęcherzyków fosfatydylocholinowych. Stwier
dzono również, że na stopień przepuszczalności pęcherzyków fosfolipi
dowych ma istotny wpływ poziom „niezbędnych kwasów tłuszczowych”, 
mianowicie kwasu linolowego i linolenowego. Zagadnienie to opracowy
wano w następnych latach zarówno na modelowych błonach fosfolipi
dowych, jak również na błonach biologicznych. Boland i Martonosi [2] 
w badaniach zmian rozwojowych endoplazmatycznego retikulum stwier
dzili ścisłą zależńość między wzrostem transportu jonów wapnia a zmia
nami składnika lipidowego błon. Równocześnie badano ultrastrukturę 
tych błon [17]. Analizowano składniki białkowe i lipidowe błon oraz 
skład kwasów tłuszczowych fosfolipidów błon endoplazmatycznego reti
kulum z mięśni szkieletowych i mięśnia sercowego kurcząt w rozwoju 
ontogenetycznym. Stwierdzono, że wzrostowi aktywności ATP - az, wzro
stowi aktywności transportu jonów wapnia oraz wzrostowi stężenia 
białek fosforylowanych towarzyszy obniżenie poziomu fosfolipidów  
i cholesterolu w błonach endoplazmatycznego retikulum. Równocześnie 
obserwowano zmiany w składzie kwasów tłuszczowych fosfolipidów  
błon. Zwiększał się poziom kwasu linolowego i obniżał poziom nasyco
nych kwasów tłuszczowych. Zmiany w stopniu nienasycenia i długości 
łańcuchów kwasów tłuszczowych mikrosomalnych fosfolipidów są istot
ne w utrzymaniu właściwej płynności lipidowej składowej błony w tem
peraturach fizjologicznych. Widoczna jest korelacja między występo
waniem i wzrostem aktywności cząsteczki białka enzymatycznego 
ATP - azy a składem kwasów tłuszczowych fosfolipidów w rozwoju [2]. 
Można przyjąć, że synteza podstawowych składowych błon zarówno lipi
dów, jak i białek zachodzi niezależnie, ale jest tak skorelowana, że np. 
skład kwasów tłuszczowych fosfolipidów błon staje się optymalny w mo
mencie, gdy ATP - aza zależna od Ca2+ jest w pełni aktywna. Stworzone 
zostaje wówczas odpowiednie środowisko dla aktywności enzymu. Moż
na sugerować, że sprzężenie aktywności ATP - azy z transportem jonów 
wapnia, jak również połączenie podjednostek enzymu w kompleks ak
tywnej ATP - azy lub przyłączenie białka enzymatycznego do błony w y 
maga udziału nienasyconych kwasów tłuszczowych. Nie wydaje się bo
wiem prawdopodobne, żeby udział fosfolipidów w procesie transportu 
wapnia ograniczał się jedynie do prostej funkcji przepuszczalności. Fos
folipidy zawierające nasycone kwasy tłuszczowe stanowią barierę dla 
przepuszczalności jonów wapnia [2]. Stwierdzono, że przepuszczalność
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6 J. S T R O S Z N A J D E R

błon mikrosomalnych dla wapnia była od 4 do 6 razy większa aniżeli 
sztucznych błon dwuwarstwowych z fosfolipidów uzyskanych z endo- 
plazmatycznego retikulum. Doświadczenia prowadzono w tempera
turze 25°C w buforze 10~2 M Tris - HC1 pH 8,0. Inne składowe błon 
decydują w dużej mierze o ich przepuszczalności dla jonów. Działanie 
fosfolipazami lub enzymami proteolitycznymi na naładowane wapniem  
mikrosomy wskazuje, że zarówno fosfolipidy, jak i białka odgrywają 
istotną rolę w regulacji przepuszczalności błon dla jonów wapnia. 
W celu dokładnego określenia roli fosfolipidów w tym procesie Boland 
i wsp. [3] badali szybkość uwalniania jonów wapnia z pęcherzyków lipi
dowych przygotowanych z czystej fosfatydylocholiny, fosfatydyloetano- 
loaminy, fosfatydyloseryny, fosfatydyloinozytolu, kardiolipidów oraz w y
ekstrahowanych lipidów mikrosomowych. Stwierdzili oni, że szybkość 
wypływu jonów była w granicach 10-15-10~ 18 mol • cm-2 • sek-1 . Była ona 
kilkakrotnie niższa w porównaniu z pasywnym wypływem wapnia z izo
lowanych błon endoplazmatycznego retikulum. Na podstawie badań do
świadczalnych stwierdzono, że przepuszczalność błon dla jonów wapnia 
uzależniona jest od składu kwasów tłuszczowych fosfolipidów i że w y
raźnie wzrasta wraz ze wzrostem temperatury. Dokonano pomiaru szyb
kości uwalniania jonów 45Ca++ z pęcherzyków fosfolipidowych o róż
nym składzie kwasów tłuszczowych. Okazało się, że pęcherzyki przy
gotowane z dwuoleilofosfatydylocholiny, składającej się w 100°/o z kwasu 
oleinowego (18 : 1), charakteryzują się wysoką przepuszczalnością dla 
jonów Ca++, szczególnie w wyższych temperaturach. Pęcherzyki fosfo- 
lipidowe przygotowane z fosfatydylocholiny mózgu wołu, a w szczególności 
z lecytyny jaja charakteryzuje znacznie niższa przepuszczalność dla jonów 
wapnia. Pasywny transport wapnia przez błony fosfolipidowe może zacho
dzić w wyniku jednego lub kilku możliwych mechanizmów, m. in. w wyni
ku procesu przenikania przez płynne błony lipidowe. Szybkość przenika
nia Ca++ przez dwuwarstwową błonę lipidową wynosi 10_16-10~18 
mol • cm-2 • sek“ k Szybkość przenikania Ca++ w wodzie wynosi 7 X 
X 10- 6 mol • cm-2 • sek~1. Różnica ta uwarunkowana jest znacznie mniej
szą rozpuszczalnością Ca++ w fazie lipidowej aniżeli w fazie wodnej. 
Transport jonów Ca++ w fazie lipidowej może zachodzić za pomocą 
ruchomych przenośników. W przypadku dwuwarstwowych błon fosfoli
pidowych rolę przenośników mogłyby spełniać cząsteczki fosfolipidu 
wchodzące w interakcję z jonami na jednej stronie błony i przenoszące 
je na drugą stronę błony [3]. Istnieje również możliwość przenikania 
jonów przez pory. W błonie fosfolipidowej mogłaby wytwarzać się zależ
na od temperatury równowaga między fazą dwuwarstwową a cylin
drycznymi i sferycznymi micelami, które tworzą hydrofilne kanały prze
chodzące przez dwuwarstwową błonę. Stanowią one drogę dla przenika
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P R Z E P U S Z C Z A L N O Ś Ć  B L O N 7

nia jonów. Badano również szybkość przenikania jonów wapnia z pęche
rzyków przygotowanych z mikrosomalnych fosfolipidów ekstrahowanych
acetonem-eterem oraz chloroformem-metanolem. Szybkość wypływu
Ca++ z pęcherzyków lipidowych ekstrahowanych acetonem i eterem była 
znacznie większa aniżeli z pęcherzyków otrzymanych z lipidów po 
ekstrakcji chloroformem-metanolem. W tym ostatnim przypadku mniej
sza szybkość przenikania jonów Ca++ spowodowana była ekstrakcją 
cholesterolu, który jak wiadomo obniża wypływ jonów poprzez ograni
czenie ruchliwości łańcuchów kwasów tłuszczowych fosfolipidów błon 
[21, 22]. Zgodnie z badaniami Fiehna i wsp. oraz Hasselbacha i wsp. [10, 
13, 14] komponenta lipidowa endoplazmatycznego retikulum nie tylko 
jest konieczna w  procesie translokacji jonów i hydrolizy ATP, lecz także 
odgrywa istotną rolę w  procesie syntezy i hydrolizy białek fosforylowa
nych.

The i Hasselbach [46] wykazali, że odlipidowanie błon retikulum  
sarkoplazmatycznego prowadzi do drastycznego obniżenia tworzenie bia
łek fosforylowanych. Dodanie lizolecytyny do odlipidowanych prepara
tów jeszcze bardziej obniżało ten proces, natomiast kwas oleinowy akty
wuje znacznie tworzenie białek fosforylowanych. Nakamura i wsp. [31] 
stwierdzili, że zastąpienie fosfolipidów błon endoplazmatycznego retikulum  
dwupalmitynolecytyną hamuje aktywność Mg++ i Ca++ zależnej ATP - 
- azy poniżej 40°C. Hamowanie aktywności ATP - azy następuje w w y
niku hamowania rozpadu kompleksu enzymu z fosforanem. Wskaźnik 
tworzenia białek fosforylowanych ulegał obniżeniu w znacznie mniej
szym stopniu. Hamujący efekt dwupalmitynolecytyny na aktywność 
ATP - az jest prawdopodobnie związany ze stopniem płynności węglowo
dorowych łańcuchów w  błonie. Nasycone kwasy tłuszczowe hamują 
zmiany konformacyjne enzymu prowadzące do translokacji wapnia i roz
padu kompleksu enzymu z fosforanem.

Prawdopodobny mechanizm hydrolizy ATP w procesie transportu 
jonów wapnia i udziału w nim jonów magnezu obrazują reakcje przed
stawione na schemacie 1. Translokacja wapnia zachodzi w wyniku zmian 
konformacyjnych enzymu, a uwolnienie jonów wapnia z kompleksu 
z enzymem zachodzi na zasadzie wymiany z jonami magnezu przy równo
czesnej hydrolizie grupy fosforanowej enzymatycznego białka fosforylo- 
wanego.

Transport jonów wapnia przez błony sarkoplazmatyczne jest ha
mowany przez różne czynniki, które wchodzą w  reakcję z komponentą 
lipidową błony. Hamowanie wychwytywania jonów wapnia przez izo
lowane pęcherzyki i hamowanie aktywności zależnej od wapnia ATP - azy 
stwierdzono w wyniku działania detergentów oraz fosfolipaz [5, 26-29]. 
Delikatne działanie eterem na błony endoplazmatycznego retikulum
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wpływa tylko na proces gromadzenia jonów wapnia. Aktywność zależnej 
od wapnia ATP - azy pozostaje nie zmieniona. Podobny efekt wywołują 
kwasy tłuszczowe w niskich stężeniach. Fiehn i Hasselbach [10] w w y
niku działania fosfolipazą A obserwowali hamowanie nagromadzania jo
nów Ca++ w błonach endoplazmatycznego retikulum prawdopodobnie

Schemat 1. Translokacja jonów wapnia w  błonach endoplazmatycznego retikulum
według Nakamury i wsp. [31]

E i E* — d w ie  r ó ż n e  f o r m y  k o n f o r m a c y j n e  e n z y m u

w wyniku wzrostu przepuszczalności błon dla wapnia. Podobną obser
wację uzyskano w wyniku działania fosfolipazy C. Intensywna degra
dacja fosfolipidów doprowadza do obniżenia i utraty aktywności zależnej 
od wapnia ATP - azy i do hamowania wychwytywania jonów wapnia 
w procesie aktywnego transportu.

W przypadku nadtrawienia błon fosfolipazą w niewielkim stopniu, 
usuwając produkty hydrolizy fosfolipidów poprzez związanie ich z al
buminą bydlęcą, można przywrócić zdolność nagromadzania jonów wap
nia. Dodanie obu produktów hydrolizy fosfolipidów do nietkniętych 
błon może spowodować naruszenie struktury błon, utworzenie się otwo
rów oraz przecieków i obniżenie zdolności nagromadzania jonów wapnia. 
Przy wysokim stopniu nadtrawienia błon usuwanie produktów hydrolizy 
fosfolipidów nie wywiera już korzystnego efektu na obniżoną zdolność 
nagromadzania jonów wapnia.

Łazarewicz i wsp. [23] zaobserwowali, że kwas oleinowy w stężeniu 
50 nmoli/mg białka mitochondrialnego hamuje nagromadzenie wapnia
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w mitochondriach w procesie związanym z utlenianiem bursztynianu. 
Nagromadzanie jonów wapnia w mitochondriach w obecności burszty
nianu i rotenonu jest silnie hamowane przez kwas oleinowy, podczas gdy 
ATP i Mg++ nie ulegają zmianie w obecności bursztynianu.

Użyte do badań in vitro stężenia kwasu oleinowego odpowiadały 
stężeniu wolnych kwasów tłuszczowych, stwierdzanych we frakcji mito- 
chondrialnej z mózgu zwierząt poddanych 5 min ischemii podekapitacyj- 
nej. Stwierdzono, że nagromadzenie jonów wapnia w mitochondriach, 
wyizolowanych z mózgu zwierząt poddanych ischemii, jest wyraźnie 
obniżone. Zmiany te zachodzą równolegle z rozprzężeniem procesu oksy
dacyjnej fosforylacji. Równocześnie obserwowano obniżenie poziomu 
fosfolipidów błon mitochondrialnych z towarzyszącym temu zjawisku 
wzrostem poziomu wolnych kwasów tłuszczowych. Sugerowano, że wolne 
kwasy tłuszczowe, uwolnione w mitochondriach mózgu w wyniku wzrostu 
aktywności fosfolipazy A2 w warunkach ischemii, są prawdopodobnie 
inhibitorami oksydacyjnej fosforylacji i czynnikiem hamującym groma
dzenie jonów wapnia w mitochondriach. Strosznajder [39] zaobserwowała 
obniżenie masywnego nagromadzenia jonów wapnia w mitochondriach 
z mózgu zwierząt poddanych zarówno ischemii podekapitacyjnej, jak 
i hipoksji (2 - godzinne niedotlenienie w atmosferze azotu z 8% 0 2). 
W tym ostatnim przypadku stopień hamowania procesu gromadzenia 
jonów wapnia był znacznie mniejszy.

TABELA 1

Wpływ ischemii i niedotlenienia na proces nagromadzania jonów wapnia w mito-
chondriach mózgu szczura

Kontrola Ischemia Hipoksia

nmole Ca2+/mg białka 1437±  153 (6) 929±48 (3) 1184±42 (3)
inhibicja w stosunku do wartości 

kontrolnej (%) 35,4 17,6
Mitochondria inkubowano w środowisku zawierającym 0,30 M sacharozę, 5 mM bufor tris-HCl 

pH 7,4, 2 mM bufor fosforanowy pH 7,4, 5 mM KC1, 5 mM MgCl2, 5 mM bursztynian, 2,5  
P-M rotenon, 3 mM Na-ATP, 1 mM CaCl2, 0,3 mg białka. Czas inkubacji 2,5 min w temperatu
rze 37°C. W nawiasach liczba doświadczeń.

W celu wykazania zależności między zaburzonym procesem w y
chwytywania jonówT wapnia w niedotlenieniu a stanem składowej fosfo- 
lipidowej błon, przebadano wpływ kwasu oleinowego, lizofosfatydylo- 
etanoloaminy i fosfolipazy A i C na proces gromadzenia wapnia w mito
chondriach. Okazało się, że wszystkie wymienione czynniki hamują ten 
proces. Obniżenie gromadzenia jonów wapnia obserwowano również po 
zadziałaniu detergentami, takimi jak dezoksycholan sodu i siarczan 
dodecylu. Na podstawie uzyskanych wyników należy sądzić, że niespe
cyficzne zmiany komponenty fosfolipidowej błon oraz działanie obu
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TABELA 2

Wpływ kwasu oleinowego, lizofosfatydyloetanoloaminy i detergentów na proces 
nagrom:dzania jonów wapnia przez mitochondria z mózgu dorosłych szczurów

Warunki
Nagromadzanie 
jonów wapnia 

nmole/mg białka

Inhibicja
OO

Wartość
kontrolna

°//o

Kontrola 1485 ±  171 (4)
+  kwas oleinowy 100 nmoli/mg 

białka 1093 ±  104(4) 26,4 73,6
+  lizofosfatydyloetanoloamina 

100 nmoli/mg białka 1153 ± 49 (4) 22,4 77,6
+  dezoksycholan sodu 0,05% 1306 ± 22 (2) 12,1 87,9
+  dezoksycholan sodu 0,1% 1132 ± 4(2) 23,8 76,2
+  siarczan dodecylu 0,125% 1211 ± 8 (2) 18,5

✓

81,5
+  fosfolipaza A 2 p-g/mg białka V . 47,0 53,0
+  fosfolipaza C 0,5 mg/mg białka . 43,7 56,3

Warunki inkubacji i środowisko inkubacyjne jak w tabeli 1. Wartość kontroli dla doświadczeń 
z fosfolipazami; 967+186 nmoli/mg białka.

produktów hydrolizy fosfolipidów na procesy oksydacyjne komórki i stan 
błon ogranicza proces gromadzenia jonów wapnia w mitochondriach.

Zależność procesu przenikania od składu kwasów tłuszczowych kom
ponenty lipidowej błony obserwował również Klein i wsp. [19] w ba
daniach procesu wypływu aminokwasów z pęcherzyków lecytynowych. 
Aminokwasy przenikały znacznie szybciej z pęcherzyków utworzonych 
z lecytyny zawierającej wielonienasycone kwasy tłuszczowe, przy czym 
przenikały szybciej hydrofilne kwasy o małej cząsteczce i to według 
następującej kolejności:

fenyloalanina ) metionina ) leucyny ) lizoleucyny ) norleucyna ) 
alanina ) glicyna ) histydyna

ROLA POLARNYCH GRUP FOSFOLIPIDÓW W PROCESIE TRANSPORTU

Udział fosfolipidów w procesie transportu oraz w aktywności enzy
mów był stwierdzany przez szereg badaczy. Zagadnieniem nie rozwiąza
nym pozostawała w  wielu przypadkach specyficzność tego zapotrzebo
wania. Hokin L. E. i Hokin M. R. [15] wysunęli hipotezę, że w procesie 
transportu jonów sodu bierze udział kwas fosfatydowy. Kwas fosfaty- 
dowy miał pełnić funkcję przenośnika jonów. Hokin zmodyfikował jednak 
swoją hipotezę odnośnie do mechanizmu transportu jonów sodu. Przyjął, 
że sód wiąże się z komponentą białkową tworząc kompleks: kwas fosta- 
tydowy-białko. Dwuglicerydy powstające w procesie defosforylacji kwasu
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fosfatydowego zmieniałyby konformację białka, a co się z tym wiąże, 
powinowactwo jego do jonów sodu. Sód byłby wiązany i uwalniany przez 
kompleks lipidowo - białkowy w  wyniku cyklicznych zmian kwasu fosfa
tydowego i dwuglicerydu. W kolejnej pracy analizowano udział fosfoli-

Wykres. Wpływ różnych lipidów na wskaźnik przepuszczalności K +/N a+ i na reakty
wację N a+ K+ ATP-azy. Kolumny białe przedstawiają aktywację N a+ K + ATP-azy  
wyrażoną jako stosunek aktywności enzymu po dodaniu lipidów do aktywności 
enzymu pozbawionego lipidów. Kolumny zakreskowane przedstawiają wskaźnik

dyfuzji K +/N a+ przez pęcherzyki lipidowe
K  — k o n tr o ln a  a k t y w n o ś ć  o d l ip id o w a n e j  A T P -a z y  0,8 u m o la  P i /m g  b ia łk a /g o d z . ,  FC — f o s f a -  
t y d y lo c h o l in a ,  FE  — f o s f a t y d y lo e t a n o lo a m in a ,  F S  — f o s f a t y d y lo s e r y n a ,  F G  — f o s f a t y d y lo -  
g l ic e r o l ,  FI — f o s f a t y d y lo in o z y t o l ,  K F  — k w a s  f o s f a t y d o w y ,  S u lf .  — s u l fa ty d y .  (w e d łu g

K im e lb e r g ,  P a p a h a d jo p o u lo s  [18])

pidów w aktywności Na+ K+ A T P -a zy  [16]. Kimelberg i  Papahadjo
poulos [18, 33] postanowili określić specyficzność udziału fosfolipidów 
w aktywności Na+ K+ ATP - azy i w transporcie jonów Na+ i K +. Wcześ
niejsze badania wykazały, że fosfatydyloseryna powodowała wzrost 
aktywności Na+ K+ ATP - azy w erytrocytach poddanych uprzednio dzia
łaniu fosfolipazy. Nie wykazywał tych właściwości ani fosfatydyloinozy
tol, ani fosfatydyloetanoloamina. Tanaka [45] stwierdzi, że zdolność re
aktywowania aktywności enzymu Na+ K+ ATP - azy z frakcji mikro-
somalnej mózgu poddanej uprzednio działaniu dezoksycholanu posiada 
fosfatydylocholina.

Ostatnie badania wskazują na specyficzną rolę fosfatydyloseryny,
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niemniej jednak Noguchi [23] uważa, że kwas fosfatydowy i lizolecytyna 
mogą być równie aktywne jak fosfatydyloseryna, a nawet w pewnych
warunkach może tę zdolność wykazywać cholesterol.

Wiele różnych danych, przytaczanych w literaturze odnośnie do
aktywacji Na+ K+ ATP - azy przez fosfolipidy w odlipidowanych prepa
ratach enzymatycznych, wynika niewątpliwie z niejednorodności używa
nych fosfolipidów do reaktywacji aktywności enzymatycznej. Niektóre 
różnice mogą wynikać ze stopnia odlipidowania błon. Poza tym badania 
Kimelberga wykazały, że preparaty ze stosunkowo niską aktywnością 
Na+ K+ ATP - azy wykazują znacznie mniej specyficzną aktywację przez 
fosfolipidy.

Kimelberg i Papahadjopoulos [18] przebadali dokładnie wpływ róż
nych fosfolipidów na aktywność Na+ K+ ATP - azy w  preparatach odli
pidowanych. Badali oni również ich wpływ na transport sodu i potasu. 
Uwzględniono udział zarówno polarnych grup fosfolipidów, jak również 
wpływ łańcuchów kwasów tłuszczowych. Z badań tych wynika, że 
w procesie reaktywacji aktywności Na+ K+ ATP - azy istotną rolę od
grywa fosfatydyloseryna i kwas fosfatydowy. Ten efekt fosfolipidów jest 
skorelowany z wpływem ich na przepuszczalność dla jonów. Dla jonów 
potasu jest on 10-krotnie wyższy w porównaniu z wpływem ich na prze
puszczalność dla jonów sodu. Wyniki te mogą sugerować, że fosfatydylo
seryna tak jak i kwas fosfatydowy mogą oddziaływać na specyficzne 
centrum kationowe Na+ KU ATP - azy i to głównie dla jonów potasu.

Można z kolei uważać, że sulfatydy wykazują wpływ na przepusz
czalność jonów sodu i mogą specyficznie wpływać na centrum kationowe 
w cząsteczce Na+ K+ ATP - azy — w tym przypadku dla wiązania jonów 
sodu [18].

Kimelberg i Papahadjopoulos [18] zwrócili również uwagę na nie
zbędność łańcuchów kwasów tłuszczowych fosfolipidów błon w aktyw
ności enzymu. Stwarzają one w tym przypadku właściwe środowisko
0 niskiej stałej dielektrycznej i mogą umożliwiać zmiany topograficzne
1 konformacyjne enzymu.

Kogo i Aizawa [20] stwierdzili, że fosfatydylocholina i fosfatydyloeta- 
noloamina wpływają na wzrost transportu nie ulegającej metabolizmowi
3 - 0  methyl - [14C) - D - glukozy. W procesie transportu cukru w grę 
mógłby wchodzić specyficzny udział polarnych grup wymienionych fos
folipidów.

\

UWAGI KOŃCOWE

Specyficzny i niespecyficzny udział fosfolipidów w procesie prze
puszczalności błon omówiono na podstawie wyników kilkudziesięciu prac 
eksperymentalnych z ostatnich lat. Aktualnie dostępne dane nie pozwą-
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łają na wyciągnięcie ostatecznych wniosków i na bardziej syntetyczne 
omówienie zagadnienia. Prawidłowy skład biochemiczny błon warunkuje 
ich prawidłową funkcję biologiczną. W wyniku niedotlenienia ośrodko
wego układu nerwowego stwierdzono zaburzenia metabolizmu fosfolipi
dów [24, 25, 35-38]. Zmiany składu ilościowego i jakościowego składowej 
lipidowej błon mogą wpływać na strukturę błon, na rodzaj i siłę od
działywań wzajemnych między lipidami oraz między lipidami i białkami. 
Tego typu zaburzenia wywołane np. niedotlenieniem ośrodkowego układu 
nerwowego mogą z kolei zmieniać aktywność enzymów, wywierać wpływ  
na procesy transportu i przekaźnictwa synaptycznego.
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APARAT GOLGIEGO 
IZOLOWANIE, CHARAKTERYSTYKA I FUNKCJA

THE GOLGI APPARATUS. ISOLATION, CHARACTERISTIC AND FUNCTION%

Anna Maria KORDOWIAK 

Zakład Biochemii Zwierząt, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Kraków

Streszczenie.  W artykule porównano metody otrzymywania frakcji aparatu Gol- 
giego z homogenatów komórek zwierzęcych. Podano przegląd najczęściej stosowa
nych kryteriów oceny czystości tej frakcji oraz badań dotyczących jej składu che
micznego. Omówiono poglądy na temat roli aparatu Golgiego w komórkach zw ie
rzęcych oraz czynniki wpływające na jego aktywność i strukturę.

Summary.  Methods for isolation of the Golgi apparatus from animal cells, in the 
form of a membrane - rich fraction, are compared. There is presented a review  
of some criteria of purity of the fraction and of experiments concerning its che
mical composition. The function of the Golgi apparatus in animal cells as well 
as factors influencing its activity and structure are discussed.

Wykaz stosowanych skrótów

5’ - AMP — adenozynomonofosforan 
TPP — pirofosforan tiaminy
NADPH — fosforan dwunukleotydu nikotynowoadenilowego w formie 
zredukowanej
NADH — dwunukleotyd nikotynowoadenilowy w formie zredukowanej 
SDS — siarczan dodecylu sodu
TCA — kwas trójchlorooctowy
GlcN — glukozoamina
GalN — galaktozoamina
GlcNAc — N - acetyloglukozoamina
UDP - Gal — urydylodwufosfogalaktoza

2 — P o s t ę p y  B io l.  K o m . 1/78
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NANA — kwas N - acetyloneuraminowy
BSM — glikoproteid gruczołów podszczękowych wołu
LDL — lipoproteidy o małej gęstości
VLDL — lipoproteidy o bardzo małej gęstości
AMP - aza — 5’ - nukleotydaza
TPP - aza — pirofosfataza tiaminy
AG — aparat Golgiego
ER — siateczka śródplazmatyczna : SER — gładka, RER — szorstka, 
PM — błona komórkowa, Mi — mitochondria.

I. WSTĘP

Włoski cytolog Golgi [36, 37] badając komórki tkanki nerwowej 
sowy, opisał w 1898 r. strukturę cytoplazmatyczną widoczną w mikros
kopie świetlnym jako siateczka otaczająca jądro, po impregnacji pre
paratów mieszaniną czterotlenku osmu i dwuchromianu rubidu, solami 
srebra albo osmu. Siateczkę tę nazwał „wewnętrznym retikularnym apa
ratem”. Analogiczne struktury komórek bezkręgowców i zarodków krę
gowców, przyjmujące po impregnacji solami metali ciężkich wygląd  
izolowanych łusek, Perroncito [79] nazwał w 1910 r. „diktiosomami” 
(dictyon =  sieć). W większości komórek roślin i zwierząt stwierdzono 
obecność takich form błoniastych, które ze względu na sposób ich 
uwidocznienia dosyć długo uważano nie za integralny składnik żywej 
komórki, ale za artefakty powstające podczas utrwalania i barwienia 
preparatów mikroskopowych. Dopiero badania cienkich skrawków ko
mórek nabłonkowych najądrzy, przeprowadzone w mikroskopie elektro
nowym przez Daltona i Felixa [20] w latach 1954-1955, udowodniły 
obecność organelli komórkowej, nazwanej ma cześć jej okrywcy apara
tem Golgiego, i wykazały jej własną morfologiczną i fizjologiczną indy
widualność w komórce.

Aparat Golgiego jest zbudowany z gładkich, pozbawionych ryboso
mów błon, grubości 7,5 nm i posiada różną postać w różnych typach 
komórek. Mimo to zwykle występują w nim trzy charakterystyczne 
elementy:

a) Wydłużone cysterny położone jedna nad drugą we wzajemnej od
ległości około 15-20 nm. Część centralna każdej cysterny jest płaska, 
natomiast jej części brzeżne są perforowane lub rozszerzone. Cysterny 
łączy tworzący sieć system rurek i kanalików o średnicy 30-50 nm. 
Równoległy układ cystern, zwany diktiosomem, jest morfologicznie cha
rakterystycznym elementem aparatu Golgiego.

b) Drobne pęcherzyki o średnicy 30-50 nm.
c) Duże pęcherzyki wydzielnicze (wakuole) o średnicy 0,05-3,0 (im.
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Liczba diktiosomów oraz cystern tworzących diktiosom jest zmienna 
i zależy od typu komórki. Cechą diktiosomu jest polarność. Cysterny 
występujące po jednej jego stronie różnią się od cystern przeciwnej 
strony układem oraz połączeniem z innymi elementami błon wewnętrz
nych komórki. Każdy diktiosom z jednej strony łączy się z błoną jądrową 
lub z gładką siateczką śródplazmatyczną. Część tę określa się jako 
„proksymalną” lub „tworzącą” diktiosomu, a przez niektórych autorów 
nazywana jest też stroną „cis”. Błony cystern tej części, o grubości
4-6 nm, są histochemicznie i morfologicznie podobne do błon siateczki
śródplazmatycznej gładkiej. W miarę przesuwania się ku części środ
kowej diktiosomu, rośnie grubość błony, która w części „dystalnej” 
zwanej też „dojrzałą”, a przez niektórych autorów „trans”, osiąga grubość 
8-10 nm i wykazuje typową trój warstwową strukturę oraz podobieństwo 
do błony komórkowej. Część dystalna diktiosomu bierze udział w two
rzeniu pęcherzyków wydzielniczych, które są zdolne do fuzji z błoną

Rys. 1. Schemat funkcjonalnej i strukturalnej współzależności aparatu Golgiego
i innych organelli komórkowych. Zmiany produktu dotyczą głównie dobudowywania 
części cukrowej do wydzielniczych glikoproteidów i glikolipidów. Za zgodą autorów

D. J. Morre i wsp. [69], D1} D2, D3 — diktiosomy, R — rybosomy
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komórkową i do przenoszenia syntetyzowanych cząsteczek oraz wydzie
lania ich na zewnątrz komórki [69].

Aparat Golgiego uczestniczy w wydzielaniu białek i lipoproteidów,
biosyntezie glikoproteidów i glikolipoproteidów oraz bierze udział w two
rzeniu lizosomów i transformacji błon. Funkcjonalna i strukturalna 
ciągłość wewnętrznych błon komórki umożliwia syntezę i transport 
substancji wydzielniczych. Prócz tego aparat Golgiego odgrywa rolę 
w  rozwoju i różnicowaniu błon wewnętrznych i błony komórkowej [5, 23, 
69]. Najlepszy jak dotąd schemat struktury i funkcji aparatu Golgiego
przedstawił Morre i wsp. (rys. 1).

Ze względu na ważną rolę biologiczną aparatu Golgiego wzrasta 
zainteresowanie tą organellą i coraz więcej pracowni zajmuje się jej ba
daniem w warunkach fizjologicznych i pewnych stanach patologicznych, 
stosując metody morfologiczne, cyto - i histochemiczne oraz biochemicz
ne zarówno w badaniach in situ, jak i w postaci tzw. frakcji bogatej 
w błony Golgiego.

II. METODY OTRZYMYWANIA I ROZDZIELANIA FRAKCJI BOGATEJ
W BŁONY GOLGIEGO

Opracowanie w latach 1968-1976 metod izolowania aparatu Golgiego 
z różnych tkanek i organów umożliwiło badanie tej organelli in vitro 
i pozwoliło na potwierdzenie jej fizjologicznej roli w komórce. Frakcja 
błon Golgiego ma gęstość około 1,12-1,14 g/cm3 i może być otrzymywana 
po homogenizacji tkanki i odwirowaniu w  ultrawirówce między 0,5 M 
i 1,1 M roztworami sacharozy. W ten sposób izolowano błony Golgiego 
z wątroby szczura [21, 24, 27, 45, 63, 67, 68, 89, 94, 104, 106, 112] i wolu 
[26, 104, 111], nerki szczura [26, 112], jąder szczura i myszy [19, 55], 
rdzenia nadnerczy wołu [101, 102], najądrzy wołu [19], śluzówki jelita 
szczura [25], tarczycy owcy [14] i przysadki świni [60]. W gruczołach 
mlecznych szczura [11] frakcję błon Golgiego otrzymywano między 0,5 M 
i 1,25 M roztworami sacharozy. W trzustce szczura błony Golgiego mają 
większą gęstość i mogą być izolowane między 1,30 M i 1,35 M roztworami 
sacharozy [87].

1. O T R Z Y M Y W A N IE  F R A K C JI B Ł O N  GOLGIEGO

Większość opracowanych metod izolowania polega na wstępnym  
wirowaniu różnicowym po homogenizacji badanej tkanki w buforowa
nych roztworach sacharozy. Wszystkie etapy izolowania prowadzi się 
w temperaturze 0-4°C. Najczęściej do homogenizowania wątroby szczura 
lub wołu oraz śluzówki jelita szczura stosuje się 0,5 M roztwór sacharo
zy w 37,5 mM buforze Tris - maleinianowym z 1% dekstranem 250 lub
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225 oraz 5 mM MgCl2 i 3 mM merkaptoetanolem (lub bez niego) 
o pH =  6,4 [45, 63, 67, 68, 94, 106]; używa się też 0,25 M roztwór sacha
rozy w 0,1 M buforze Tris - HC1 zawierającym 0,01 M MgCl2 i l°/o 
dekstran o pH =  7,6 albo 0,5 M lub 0,25 M roztwór sacharozy w 0,1 M 
buforze fosforanowym z l°/o dekstranem 500 o pH =  7,2 [24, 25, 27]. 
Trifaro i wsp. [101] zastosowali 0,3 M roztwór sacharozy o pH =  7,0 jako 
płyn do homogenizacji rdzenia nadnerczy wołu, natomiast Ronzio [87] 
dla trzustki szczura użył 0,5 M roztwór sacharozy z l°/o dekstranem 
50 000 oraz 5 mM merkaptoetanolem w 50 mM buforze Tris - maleiniano- 
wym o pH =  6,4. Przy pominięciu wirowania różnicowego tkankę homo
genizuje się w 53%, tj. około 1,66 M roztworze sacharozy w 0,1 M bu
forze fosforanowym o pH =  7,1 [24, 25, 27].

Homogenaty tkankowe po przesączeniu przez gazę lub jedwab wiruje 
się jednorazowo lub dwukrotnie. Oczyszczony wstępnie homogenat na
kłada się na skokowy gradient sacharozy złożony z czterech [21, 89], 
pięciu [24, 25, 27, 45, 63, 106] lub sześciu [87, 101, 102] warstw sacharozy 
rozpuszczonej w środowisku użytym do homogenizacji tkanki. Niekiedy 
homogenat umieszcza się na dnie probówki i na niego nakłada skokowy 
gradient sacharozy [24, 25, 27]. Schemat przedstawia rys. 2A. Stosuje 
się różne czasy wirowania i różną wielokrotność g, (g — przyspieszenie 
ziemskie) np. 30 min przy 71 000 g[45], 30-40 min przy 100 000 p[63, 
67, 68, 94], 70 min przy 113 000 gr[101, 102], 2 godz. przy 147 000 g[87] 
lub 3,5 godz. przy 63 000 gr[21]. Frakcja umieszczona między roztworami 
sacharozy o stężeniu 0,25 M i 1,15 M na podstawie kryteriów morfolo
gicznych i biochemicznych jest uważana za frakcję bogatą w błony 
Golgiego.

B. Fleischer i S. Fleischer [24, 27] oraz Schachter i wsp. [89], wyko
rzystując charakterystyczną gęstość błon Golgiego, opracowali stosunko
wo szybkie i wygodne metody izolowania frakcji bogatej w te błony 
z pominięciem czasochłonnego wirowania różnicowego. Rys. 2 B przed
stawia schematy tych metod. Na podstawie wnikliwej charakterystyki 
morfologicznej i biochemicznej autorzy potwierdzili, że frakcja bogata 
w błony Golgiego otrzymywana przez nich nie różni się czystością od 
frakcji izolowanych w sposób klasyczny.

Należy podkreślić, że każdą z metod izolowania frakcji bogatej 
w błony Golgiego można zastosować używając rotoru strefowego i zwięk
szając objętość nakładanych roztworów.

Przegląd metod izolowania frakcji bogatej w błony Golgiego po
zwala przypuszczać, że ze względu na charakterystyczną, stosunkowo 
małą gęstość tej frakcji, lepsze są metody otrzymywania jej na zasadzie 
flotacji, tzn. gdy otrzymany homogenat umieszcza się na dnie probówki, 
a na górę nakłada skokowy gradient sacharozy. W przypadku badań,

http://rcin.org.pl



22 A. M. K O RDO W I A K

A

1 .  Wstępna hom ogenizacja tk a n k i w zbuforowanym środowisku pH 6 ,5 - ' / , 4

2 .  Wirowanie różnicowe

3* Wirowanie w skokowym g r a d ie n c ie  buforowanej sacharozy

Rys. 2. Porównanie metod izolowania frakcji bogatej w  błony Golgiego. Szerokimi 
frakcji po odwirowaniu. Mi — położenie, w  którym stwierdzono mitochondria. Inne

gdzie konieczne jest uzyskanie jak największej liczby oznaczeń z poje 
dynczych osobników, celowe wydaje się użycie jednej z metod pomija 
jących wstępne wirowanie różnicowe. Pozwala to bowiem otrzymać frak 
cję bogatą w błony Golgiego z małej ilości materiału, np. ważącej okoł< 
5 g wątroby szczura.
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liniami oznaczono nakładany homogenat, kratka oznacza położenie izolowanej 
szczegóły izolowania w  tekście

2. R O Z D Z IE L A N IE  IZ O L O W A N E G O  A P A R A T U  GOLGIEGO N A  F R A K C JĘ  PĘ C H ER Z Y K Ó W
I C Y S T E R N

Ze względu na morfologiczną i funkcjonalną niejednorodność apa
ratu Golgiego [23, 94] Ehrenreich i wsp. [21] oraz Merrit i Morre [61] 
opracowali metody rozdzielania izolowanej frakcji, bogatej w błony
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Golgiego, otrzymanej z wątroby szczura. Autorzy obu metod wykorzysta
li obserwację, że etanol stymuluje syntezę kwasów tłuszczowych i pro
dukcję wydzielanych lipoproteidów, które są gromadzone w pęcherzy
kach wydzielniczych aparatu Golgiego. Szczurom podaje się dożołądkowo
50°/o etanol w ilości 0,6 g/100 g masy ciała. Po otrzymaniu całej frakcji

#

bogatej w błony Golgiego stosuje się dodatkowe frakcjonowanie w skoko-

Szczury

Homogenat

iOsad
(od rzu cić)

Nadsącz 
(odrzucić)

Nadsącz

Osad

S tężen ie  sacharozy

0 ,2 5  U

1,054-1 ,081  g /c
0 ,6 0  U

5

0 ,8 6  M

1,175 S/c 5

GF

1,15 1 i

-  podać e ta n o l 0 ,6  g/100 g masy

zebrać wątroby 90-  zebrać wątroby 90 min po podaniu etanolu

-  homogenizować wątroby w 0,25 M sacharozie

-  odwirować 10 min przy 10 OOOg

-  odwirować 90 min przy 105 OOOg

-  zaw iesić  w 1 ,15  M sacharozie
-  nawarstwić skokowy gradient
-  odwirować 5 ,5  godz. przy 65 500g

1

"Gładkie mikrosomy"
#

"Szorstkie mikrosom;

\
-  zaw iesić  w 0,04- tó buforze weronal-HCl p;
-  zastosować dwukrotnie prasę francuską
-  doprowadzić s tę ż e n ie  sacharozy do 0,25 3
-  odwirować w ciągu 1 godz. przy 105 OOOg

GF

Osad Nadsącz
(Błony GF1 )

Osad Nadsącz
(Błony GF2 ) Osad 

(Błony GF )̂
Nadsącz

Rys. 3. Schemat otrzymywania i frakcjonowania błon aparatu Golgiego z wątroby
szczura. Ehrenreich i wsp. [21]
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wym gradiencie sacharozy. Schemat metody Ehrenreicha i wsp. [21] 
przedstawia rys. 3.

Merrit i Morre [61] użyli dodatkowo takadiastazę, w ilości 3 mg/10 mg 
białka frakcji, która spowodowała rozluźnienie spoistości aparatu Golgie-

Szczury O

-  podać 50% e ta n o l ,  0 , 6  g / 1 0 0  g  masy

-  zebrać wątroby 50 min po podaniu etanolu

Ilomogenat

Osad
Nadsącz

AG

12-1.5 M

S t ę ż e n i e
s a c h a r o z y

0 ,2 5  M

0,90 M

homogenizować wątroby w środowisku o sk ład zie  
0,5 M sacharoza, 1% dekstran (225 000) ,  5 mM 
MgC1 2 , 5 mM merkaptoetanol w 57,5 mM bufor 
Tris-maleinianowy

-  oawirowac 
1/5  górną 
zbawionym
1,2-1,5 M

przy 6 OOOg w ciągu 15 min (zebrać 
warstwę i  zaw iesie  w nadsączu po- 
lip id ow . Nałożyć na około 2 obj. 
sacharozy)

100 OOOg w ciągu

-  zebrać z in te r fa z y  frak cję  wzbogaconą w AG, 
dodać takad iastazę  (5 mg/10  mg b ia łk a ) ,  do
prowadzić do s tę ż e n ia  0 ,9  M sacharozy. Każ
dą p o r c j ę  1 ml pipetowac około 40 * p ip etą
0 0  0 ,65  mm. Nałożyć na gradient sacharozy
1 nawarstwić 0,25 M sacharozą

1 ,15  M

1 ,40  M

pęcherzyki w yd zie ln icze  AG

cysterny aG

dodatkowe cysterny AG + błony ER i  Mi

-  odwirować 50 min przy 100 OOOg
-  zebrać poszczególne fr a k c je ,  rozcieńczyć H yO 1:1

błony zebrać jako osady po 
przy 7500g

i?/irowaniu 20 min

Rys. 4. Schemat otrzymywania i frakcjonowania błon aparatu Golgiego z wątroby
szczura. Merrit i Morre [61]
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go, co ułatwia następnie oddzielenie cystern aparatu Golgiego od pęche
rzyków wydzielniczych. Schemat tej metody przedstawia rys. 4.

Frakcje lekka i średnia (GFi i GF2) otrzymane przez Ehrenreicha 
i wsp. odpowiadają frakcji pęcherzyków wydzielniczych uzyskanych 
przez Merrita i Morre, natomiast GF3 można porównać z frakcją cystern. 
Szczegółowe badania biochemiczne, cytochemiczne i morfologiczne pro
wadzone przez oba zespoły doprowadziły do następujących stwierdzeń: 
frakcje GFX i GF2 składają się głównie z pęcherzyków wydzielniczych 
obładowanych lipoproteidami o bardzo niskiej gęstości (VLDL) oraz 
cystern. GFi nie wykazuje obecności cytochromu P - 450 oraz aktywności 
enzymów będących typowymi markerami mikrosomów, tj. glukozo- 
- 6 - fosfatazy, reduktazy NADPH: cytochrom c, i morfologicznie odpo
wiada stronie „trans” diktiosomu. Frakcję GF3 stanowią głównie cyster
ny, często spłaszczone, jest ona zanieczyszczona błonami siateczki śród- 
plazmatycznej i morfologicznie odpowiada stronie „cis” diktiosomu 
[8, 9, 22, 112]. Wszystkie frakcje wykazują podobną aktywność właściwą 
transferazy UDP - Gal->GlcNAc, przy czym całkowity odzysk aktywności 
w  odniesieniu do homogenatu wynosi około 70%. Niepodanie zwierzętom  
etanolu powoduje spadek odzysku do 35%. Galaktoza jest przenoszona 
na nie zidentyfikowaną bliżej substancję rozpuszczalną w  lipidach [8]. 
Stymulację aktywności galaktozylotransferazy przez etanol potwierdzili 
również Gang i wsp. {35].

W badaniach cytochemicznych Farquhar i wsp. [22] stwierdzili 
obecność 5’ - nukleotydazy wewnątrz pęcherzyków wydzielniczych we 
frakcji GFX i GF2 i po zewnętrznej stronie błon cystern w GF3, nato
miast kwaśną fosfatazę zlokalizowali w pęcherzykach wydzielniczych 
frakcji GFi i GF2 a glukozo - 6 - fosfatazę w błonach siateczki śródplaz- 
matycznej stanowiącej zanieczyszczenia frakcji GF3. Autorzy ci w y
kazali aktywność TPP - azy w niektórych pęcherzykach wydzielniczych 
i cysternach GFX i GF2, brak jej natomiast w cysternach GF3. Wyniki te 
są doskonałym przykładem jak ostrożnie należy wnioskować o zanie
czyszczeniach izolowanej frakcji Golgiego przez błonę komórkową czy
lizosomv.

Z badań Merrita i Morre [61] wynika, że aktywność właściwa en
zymu markerowego błon Golgiego, tj. transferazy UDP -  Gal-^-GlcNAc, 
jest dwukrotnie wyższa we frakcji pęcherzyków wydzielniczych niż we 
frakcji cystern. Potwierdza to według tych autorów rolę pęcherzyków 
wydzielniczych w  glikozylacji składników błony oraz białek i lipopro- 
teidów wydzielanych z komórki. Podwyższona aktywność galaktozylo
transferazy w pęcherzykach wydzielniczych może jednak wynikać ze 
stymulacji aktywności tego enzymu przez etanol [35], który jest w  nich 
wybiórczo akumulowany.
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3. F R A K C J O N O W A N IE  IZO L O W A N E G O  A P A R A T U  GOLGIEGO N A  M A T E R IA Ł
N IE R O Z P U S Z C Z A L N Y  I R O Z P U S Z C Z A L N Y  W K W A S A C H

Katona [45] oraz Sturgess i wsp. [95] zastosowali rozdzielenie izolo
wanych frakcji wzbogaconych w błony Golgiego na materiał wytrącalny 
i rozpuszczalny w HC104 [95] lub w 5% TCA oraz mieszaninie chloro- 
form-metanol (2 : 1, v/v) [45]. Sturgess i wsp. [95] stwierdzili pojawienie 
się 3H - glukozoaminy po 20 min od dożylnej iniekcji, we frakcji w y
trącanej 1,2 N HC104 i ekstrahowanej mieszaniną chloroform-metanol- 
-eter ( 2 : 1 : 1 ,  v/v/v), po 40 min we frakcji rozpuszczalnej w tym  
układzie, a następnie w surowicy. Doświadczenia te potwierdzają według 
autorów rolę aparatu Golgiego w procesie glikozylacji białek i lipidów 
produkowanych w wątrobie i wydzielanych do surowicy.

Katona [45] przeprowadził podobne doświadczenie, podając dożylnie 
H235S 0 4. P o 15 min większość 35S 0 42—, absorbowanego przez wątrobę, 
pojawia się we frakcji Golgiego. Po jej rozdzieleniu na materiał roz
puszczalny i nierozpuszczalny w  5% TCA stwierdzono, że 85% izotopu 
znajduje się w  części frakcji rozpuszczalnej w kwasie, natomiast 15% 
jest w części nierozpuszczalnej. Według autora jest to dowód na rolę 
aparatu Golgiego w procesie sulfonowania związków, np. sulfomukopo- 
lisacharydów lub w procesie metabolizmu siarczanów.

III. BADANIE CZYSTOŚCI IZOLOWANEJ FRAKCJI BOGATEJ W BŁONY
GOLGIEGO

Czystość izolowanej frakcji należy sprawdzić morfologicznie oraz 
biochemicznie przez oznaczenie aktywności tzw. enzymów markerowych.

1. M E T O D Y  M O R FO LO G IC ZN E

W badaniach morfologicznych aparatu Golgiego w mikroskopie 
elektronowym konieczne jest utrwalenie wstępne badanej tkanki lub 
izolowanej frakcji najczęściej w 1-4% buforowanym roztworze alde
hydu glutarowego o pH ~  7,4, a następnie w 1% 0 s 0 4 o tym samym  
pH. Następnie stosuje się odwodnienie materiału, np. w etanolu o wzra
stających stężeniach, i utwardzenie przez zatopienie w żywicach epoksy
dowych, np. Araldicie lub Eponie. Po pokrojeniu na ultracienkie skrawki 
często stosuje się kontrastowanie skrawków octanem uranylu lub cytry
nianem, lub wodorotlenkiem ołowiu [21, 34, 93, 94].

Strukturę izolowanej frakcji bogatej w błony Golgiego można 
sprawdzić w mikroskopie elektronowym trzema sposobami:

1. W ultracienkich skrawkach z frakcji — po utrwaleniu jej i utwar
dzeniu w  sposób analogiczny jak w przypadku tkanki.

2. Bez wstępnego utrwalenia i utwardzenia materiału — po kon-
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Rys. 5. Typowe obrazy w  mikroskopie elektronowym frakcji bogatej w  błony 
Golgiego, izolowanej z jąder szczura. Według Cunninghama i wsp. [19] za zgodą

autorów
1 __ rep lik a  m r o ż e n io w a ,  2 — u l t r a c ie n k i  s k r a w e k  z o sa d u  iz o lo w a n e j  fr a k c j i ,  3 — k o n tr a s to 

w a n ie  n e g a t y w o w e  k w a s e m  f o s f o r o w o l f r a m o w y m
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trastowaniu negatywowym. Najczęściej używanym „barwnikiem” jest 
l-2°/o kwas fosforo wolf ramo wy lub krzemowo wolf ramo wy, 1% molibde- 
nian amonu lub 1% octan uranylu.

3. Po zamrożeniu i odpowiednim rozłupaniu badanego osadu — jako 
tzw. repliki mrożeniowe.

Typowe obrazy frakcji bogatej w błony Golgiego izolowanej z jąder 
szczura przez Cunninghama i wsp. [19], otrzymane w sposób poprzednio 
opisany, przedstawia rys. 5.

2. M ETO D Y  B IO C H EM IC ZN E

Biochemiczną kontrolę czystości uzyskanego preparatu przeprowadza 
się oznaczając aktywność enzymów markerowych oraz zawartość RN A 
i białka w badanej frakcji. Do najczęściej oznaczanych enzymów w bada
niu biochemicznej czystości izolowanej frakcji Golgiego należą: 5’ - nu-  
kleotydaza EC 3.1.3.5 [3, 5, 8, 14, 24, 25, 34, 39, 68, 94, 101, 102], ATP - aza 
stymulowana Mg2+ EC 3.6.1.3 [8, 25, 27, 34, 87, 94], kwaśna fosfataza 
EC 3.1.3.19 lub EC 3.1.3.2 [3, 8, 14, 24, 25, 27, 34, 45, 89, 94], glukozo - 6 - 
-fosfataza EC 3.1.3.9 [3, 5, 8, 17, 24, 25, 27, 34, 68,'89, 101]. Rzadziej 
oznaczane są monoaminooksydaza EC 1.4.3.4 [34, 93], oksydoreduktaza 
NADH: cytochrom c EC 1.6.2.1 [3, 8, 24, 25, 27, 34] i oksydoreduk
taza NADPH: cytochrom c [8, 24, 25, 89] oraz reduktaza bursztynian: 
cytochrom c [8, 25, 27, 94], TPP - aza EC 3. 6. 1. — [24, 25, 45, 46], ary- 
losulfataza A i B EC 3.1.6.1 [27, 45, 46], galaktozydaza EC 3.2.1.23 [24, 
25, 27], fosfataza zasadowa EC 3.1.3.1 [45, 46], fi - glukuronidaza EC 
3.2.1.31 [101, 102] i oksydaza mocznikowa EC 1.7.3.3 [17, 46]. Aktywność 
właściwa tych enzymów we frakcji błon Golgiego powinna być mała, co 
świadczy o dobrym oddzieleniu od innych organelli komórkowych, np. 
błony komórkowej, siateczki śródplazmatycznej, lizosomów lub mito- 
chondriów. Białko badanej frakcji oznacza się zwykle metodą Lowry’ego 
i wsp. [5, 8, 14, 17, 24, 25, 27, 45, 87, 89, 101, 102, 106] lub biuretową [34]. 
Zawartość DNA [14, 89] i RNA [14, 25, 34, 87, 89, 101] po ekstrakcji 
frakcji, np. metodą Schneidera [90], oznacza się odpowiednio metodą 
dwufenyloaminową lub orcynową.

Swoistym enzymem markerowym aparatu Golgiego jest galaktozylo- 
transferaza, której aktywność właściwa jest kilkanaście do kilkadzie
siąt razy większa w odniesieniu do homogenatu, co potwierdzono w ba
daniach frakcji Golgiego pochodzącej z wątroby wołu [25, 111] i szczura 
[24, 27, 63, 68, 89, 106], nerek szczura [26, 112] jąder szczura i myszy 
[55], najądrzy wołu [25] śluzówki jelita szczura [34], tarczycy owcy [14], 
przysadki świni [60], gruczołów mlecznych szczura [11] oraz trzustki 
szczura [87]. Enzym ten oznacza się metodą izotopową. Donorem reszty
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galaktozylowej jest UDP - 14C - galaktoza, akceptorem — albo N - acety- 
loglukozoamina [3, 8, 24, 27, 34, 68, 101], albo glikoproteid pozbawiony 
reszt kwasu sjalowego i galaktozy [34, 45, 46, 63], np. desjalylowane 
i degalaktozylowane a i-k w aśn y  glikoproteid [89], fetuina [14] lub gli
koproteid gruczołów podszczękowych wołu [87].

IV. SKŁAD FRAKCJI BOGATEJ W BŁONY GOLGIEGO

Oprócz badań fizjologicznej roli aparatu Golgiego, dotyczących 
przede wszystkim oznaczeń aktywności enzymatycznej izolowanej 
frakcji bogatej w błony Golgiego, podjęto szereg oznaczeń składu biał
kowego tej frakcji oraz ilości lipidów i cukrowców wchodzących w  skład 
błon aparatu Golgiego.

1. S K Ł A D  B IA Ł K O W Y

Oznaczenie składu białek frakcji wzbogaconej w błony Golgiego 
wykonuje się w dwu układach przy użyciu elektroforezy w żelu polia-
kryloamidowym.

Pierwszy sposób polega na rozdziale białek w formie kationowej, po 
rozpuszczeniu błon w mieszaninie fenol-kwas octowy-mocznik ( 2 : 1 : 1 ,  
v/v/v) według Takayama i wsp. [98], w modyfikacji Zahler i wsp. [111]. 
Elekroforezę wykonuje się w 7,5% żelu poliakryloamidowym spolime- 
ryzowanym z 5 M mocznikiem i 35% kwasem octowym. Jako roztwór do 
naczyń elektrodowych używa się 10% kwas octowy. Białka barwi się 
błękitem Coomassie.

Stosując tą metodę Fleischer i wsp. [24, 27, 111] otrzymali kilka
naście pasm polipeptydowych dla błon Golgiego komórek wątroby szczu
ra. Układ pasm polipeptydowych był charakterystyczny dla tej frakcji 
i różny od składu błon mitochondriów, gładkich i szorstkich mikrosomów 
i błony komórkowej. Zastosowana metoda może być zdaniem autorów 
dodatkowym wskaźnikiem oddzielenia błon aparatu Golgiego od innych
błon komórki.

Drugi sposób analizowania białek błon Golgiego polega na rozpusz
czeniu frakcji w buforze zawierającym SDS, mocznik i zazwyczaj 2 - mer- 
kaptoetanol. Najczęściej używa się 0,01 M bufor fosforanowy o pH =  
— 7,0 z 1% SDS, 1% merkaptoetanolem oraz 6 M mocznikiem [108]. 
Stosuje się też 5 mM bufor Tris - HC1 o pH =  8,8 z dodatkiem 0,1% 
SDS i 0,1% merkaptoetanolu [19] lub 0,1 M bufor fosforanowy o pH =  
=  7,1 z 1,7 [iM SDS i 18 ąM merkaptoetanolem [5]. W tych warunkach 
rozdzielane białka mają formę anionową. Elektroforezę wykonuje się 
najczęściej zgodnie z metodą Weber i Osborn [108] w 6-10% żelu

http://rcin.org.pl



A P A R A T  GOLGIEGO 31

poliakryloamidowym, spolimeryzowanym z dodatkiem SDS w płytkach 
lub rurkach [5, 9, 19, 87, 102].

Stosując tą metodę Cunningham i wsp. [19] porównali skład białek 
całej frakcji wzbogaconej w błony Golgiego z białkami tej frakcji, które 
można ekstrahować kwasem fosforowolframowym albo wodą. Wyniki 
ich wskazują, że kwas fosforowolframowy powoduje przejście do roz
tworu pewnych białek błon, które nie są usuwane wodą. Trifaro i wsp. 
[102] stwierdzili pewne różnice w składzie polipeptydowym błon frakcji 
Golgiego oraz błon chromochłonnych ziarnistości pochodzących z rdze
nia nadnerczy wołu. Bergeron wsp. [9] porównali skład polipeptydowy 
podfrakcji GFi, GF2 i GF3 aparatu Golgiego ze składem polipeptydowym  
gładkich mikrosomów i błony komórkowej wątroby szczura, oceniając 
jednocześnie ich masę cząsteczkową. Bauer i wsp. [5] stwierdzili 
w 6 godz. po podaniu D - galaktozoaminy zmniejszenie lub brak kilku 
pasm polipeptydowych frakcji Golgiego, a szczególnie tego, które ruchli
wością odpowiada albuminie. Zmiany te korelowały ze zmienioną szyb
kością biosyntezy pewnych białek. Ronzio [87] stwierdził nieznaczne róż
nice między białkami błon aparatu Golgiego i gładkich mikrosomów 
trzustki, natomiast zupełnie odmienny skład białkowy błon ziaren zymo- 
genu. Kordowiak i Sarnecka - Keller [51] stwierdziły zmiany składu bia
łek frakcji Golgiego izolowanej z wątroby szczurów z cukrzycą wywoła
ną podaniem streptozotocyny. Natomiast długotrwałe podawanie insuliny 
innej grupie szczurów nie powodowało żadnych zmian składu białek 
izolowanej frakcji bogatej w błony Golgiego w odniesieniu do kontroli. 
Wyniki te były zgodne z brakiem różnicy w aktywności galaktozylotran- 
sferazy tych frakcji [41].

2. S K Ł A D  L IP ID O W Y

Porównanie składu lipidów aparatu Golgiego i innych organelli ko
mórkowych oraz surowicy przeprowadzili Nestruck i Rubinstein [74], 
Zambrano i wsp. [112] oraz Bizzi i Marsii [12]. W celu wyizolowania lipi
dów [112], frakcje organelli komórkowych (4-12 mg białka w 0,25 M 
sacharozie) ekstrahuje się 20 objętościami mieszaniny chloroform-meta- 
nol (2:1,  v/v) w temperaturze pokojowej w atmosferze azotu. Pozostałość 
zebraną na szklanym sączku ponownie ekstrahuje się 10 objętościami tej 
samej mieszaniny i sączy jak poprzednio. Połączone ekstrakty po za
gęszczeniu do małej objętości oczyszcza się od nielipidówych związków 
przez chromatografię na Sefadexie G - 25. Frakcje eluowane mieszaniną 
chloroform-metanol (19 : 1 v/v) wysycane są wodą i użyte do dalszych
badań jako ekstrakt wszystkich lipidów. Dalsze badanie wykonuje się 
zgodnie ze schematem na rys. 6.
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Nałożenie ekstraktu wszystkich lipidów na kolumnę o wymiarach 1,2 cm średnicy 
i 3 cm wysokości wypełnionej kwasem krzemowym o ziarnistości 100 - 200.

Kolejne elucje

'  v  2 v  3 N,
30 ml chloroformu 120 ml acetonu 30 ml metanolu

Frakcja lipidów obojętnych Frakcja glikolipidów Frakcja fosfolipidów

Rys. 6. Schemat rozdzielania ekstraktu lipidów na lipidy obojętne, glikolipidy
i fosfolipidy. Zambrano i wsp. [112]

*

Otrzymane frakcje lipidów obojętnych, glikolipidów i fosfolipidów 
poddaje się dalszym badaniom stosując np. dwukierunkową chromato
grafię cienkowarstwową w kwasie krzemowym. Otrzymane przez Zam
brano i wsp. [112] wyniki przedstawiają tabele 1 i 2.
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Mi 36,9 36,0 0,9 20,2
|

2,5 1,1 0,6 0,8 0,0
Nerki RER 24,2 37,7 17,3 2,4 1,8 9,8 1,5 3,6 0,6

AG 24,2 50,6 6,2 1,8 6,7 5,0 0,4 3,4 0,6
PM 32,4 33,7 13,8 3,6 1,9 8,3 0,5 3,9 0,5
Mi 34,6 40,3 0,5 17,8 4,6 0,7 0,6 n.o. n.o.

RER 21,8 58,4 2,5 1,1 10,1 2,9 1,1 9,5 0,7
Wątr )l a AG 23,5 54,0 7,8 1,0 8,6 3,0 0,3 0,4 0,4

G 19,6 49,6 7,6 ; 1,2 12,2 5,6 1,6 1,4 0,4
PM 23,3 ; 39,3 | 16,0 1,0 7,7 9,0 1,3 1,0 0,5

P o d a n e  w a r to ś c i  w y r a ż a ją  p r o c e n t  c a łk o w i t e g o  fo s fo r u  fo s fo l ip id ó w .

Mi — mitochondria, RER — szorstka siateczka endoplazmatyczna, AG — izolowana frakcja bogata w błony 
Golgiego, G — błony aparatu Golgiego, PM — błona komórkowa, n. o. — wartości nieoznaczalne.

Po porównaniu składu lipidów mitochondriów, szorstkich mikroso- 
mów, aparatu Golgiego i błony komórkowej, izolowanych z wątroby i ne
rek szczurzych, można stwierdzić, że aparat Golgiego w obu narządach 
posiada najwięcej lipidów obojętnych o dużej zawartości zestryfikowa- 
nego cholesterolu i ubichinonu. Pozbawienie aparatu Golgiego zawartości 
cystern powoduje zmniejszenie, ilości estrów cholesterolu nie wpływając 
na zawartość ubichinonu. Nerkowy aparat Golgiego w odniesieniu do

3 — P o s tę p y  B io l.  K o m . 1/78

TABELA 2

Fosfolipidy organelli komórkowych otrzymywanych z nerki i wątroby szczura, zmodyfikowane
według Zambrano i wsp. [112]
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mitochondriów, błony komórkowej i szorstkich mikrosomów posiada 
najwyższą zawartość sulfatydów i glikolipidów (tabela 1).

Skład fosfolipidowy szorstkiej siateczki śródplazmatycznej i apa
ratu Golgiego w wątrobie jest zbliżony, z tym że aparat Golgiego po
siada wyższą zawartość sfingomieliny. Natomiast porównanie składu 
fosfolipidów odpowiadających sobie organelli z wątroby i nerek wykazu
je największe podobieństwo w przypadku frakcji Golgiego izolowanych 
z tych dwóch organów (tabela 2).

3. C U K R Y  Z W IĄ Z A N E  Z B Ł O N A M I GOLGIEGO

Badania cukrów związanych z błonami mikrosomów i aparatu Gol
giego, pochodzących z wątroby szczurzej, przeprowadzili ostatnio Berg
man i Dallner [10]. W przeciwieństwie do dobrze znanej roli glikopro- 
teidów błony komórkowej erytrocytów czy innych komórek, funkcja 
mikrosomowych białek związanych z cukrami nie jest w pełni poznana, 
a ilość cukrów zbyt duża, aby ją można tłumaczyć wyłącznie obecnoś
cią glikoproteidów z grupy enzymów, np. pirofosfatazą nukleotydów, 
AMP - azą czy (3 - glukuronidazą. Badania glikoproteidów są utrudnione, 
gdyż poza dokładnym oczyszczeniem frakcji Golgiego czy mikrosomów 
od innych błon konieczne jest pozbycie się białek wydzielniczych, które 
w większości są glikoproteidami. Zastosowane przez Bergmana i Dallne- 
ra [10] kolejne odmywanie frakcji 0,15 M buforem Tris - HC1 o pH =  
=  8,0, a następnie zimną wodą destylowaną, po której stosuje się inku
bację w 30°C w ciągu 15 min i gwałtowne oziębienie do 0°C, powodują
uwolnienie zawartości pęcherzyków wydzielniczych. Błony Golgiego
przemywa się 0,15 M buforem Tris - HC1 o pH =  7,5 i zbiera przez od
wirowanie. Zabiegi te są zdaniem autorów dobrym sposobem uzyskiwa-

TABELA 3

Skład cukrowy błon mikrosomów i aparatu Golgiego pochodzących z wątroby szczura, zmody
fikowane według Bergmana i Dallnera [10]

Białko
mg/g

wątroby

Fosfoli
pidy (F) 

mg/g 
wątroby

Mannoza Galaktoza
GlcN

t*g
mgF

GalN
P'g

NA
Frakcja (ig/g

wą
troby

f'-g
mgF

ftg/g
wą

troby

P-g
mgF

Man NA
komórki Gal

% ^  

mgF ł*g
mgF

Mikrosomy

całość 11,0 5,28 60,2 11,4 22,2 4,20 2,71 11,6 0,5-1 7,22

szorstkie 5,85 2,65 27,3 10,4 8,69 3,28 3,14 8,9 0,5 4,92
gładkie 3,92 1,40 15,7 11,2 8,30 5,95 1,88 12,1 0,5-1 11,30

Błony aparatu
Golgiego 0,30 0,28 1,9 6,7 2,83 10,10 0,66 23,3 1-2 8,26
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nia czystych błon pozbawianych glikoproteidów wydzielniczych. * Wy
niki oznaczeń cukrów obojętnych i aminocukrów w tak przygotowanych 
błonach gładkich i szorstkich mikrosomów oraz aparatu Golgiego przed
stawia tabela 3.

Stosunek mannozy do galaktozy jest najwyższy w błonach szorst
kich mikrosomów, maleje w gładkich i osiąga najmniejszą wartość dla 
błon Golgiego. W porównaniu z błonami szorstkich mikrosomów, błony 
Golgiego zawierają stosunkowo dużo glukozoaminy i kwasów sjalowych 
w przeliczeniu na mg fosfolipidów. Glikoproteidy wszystkich błon za
wierają bardzo drobne ilości galaktozoaminy. Autorzy [10] sugerują typ 
wiązania N - glikozydowego między asparaginą i N - acetylogluko- 
zoaminą. Biorąc pod uwagę zewnętrzne położenie glikoproteidów 
w błonie komórkowej, należało przypuszczać, że w siateczce 
śródplazmatycznej oraz w aparacie Golgiego powinny one być wewnątrz 
pęcherzyków i cystern. Tymczasem wprowadzenie trypsyny do światła 
pęcherzyków powoduje uwolnienie mannozy pozostając bez wpływu na 
galaktozę. Podobnie trawienie neuraminidazą nie powoduje uwalniania 
związanego z glikoproteidami kwasu N - acetyloneuraminowego. Być 
może zatem większość mikrosomowych glikoproteidów nie leży po stronie 
wewnętrznej, lecz ma mniej lub bardziej symetryczny rozkład w błonie. 
Jest także możliwe, że pewne glikoproteidy błon zmieniają miejsce pod
czas biosyntezy, gdy zachodzi uzupełnianie oligosacharydowego łańcucha. 
Taka zmiana położenia zachodzi dla pewnych białek wydzielniczych, 
które podczas biosyntezy występują w formie związanej z błonami [101.

V. BADANIE FUNKCJI APARATU GOLGIEGO
W KOMÓRKACH ZWIERZĘCYCH

Aparat Golgiego pełni ważną i swoistą rolę w komórce, uczestni
cząc zarówno w biosyntezie, jak i kontroli transportu wydzielanych 
produktów. Zastosowanie związków znakowanych izotopami w autora- 
diografii i biochemii udokumentowało biosyntetyczną i wydzielniczą 
funkcję aparatu Golgiego. Neutra i Leblond [75, 76] użyli 3H glukozę 
i 3H galaktozę wprowadzając je dootrzewnowo szczurom i wykazali 
udział aparatu Golgiego w  biosyntezie glikoproteidów wydzielanych 
przez komórki jelita tych zwierząt. Flickinger [28] stosował 3H man- 
nozę i 3H galaktozę podając je pojedynczym amebom i udowodnił rolę 
aparatu Golgiego w biosyntezie części cukrowej powierzchniowej war
stwy glycocalix. Ten sam autor [29, 30] użył 3H leucynę, którą wprowa
dził dootrzewnowo szczurom, i wykazał udział a n a ra tn  Gnlcńpon w  s v n -
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tezie, wewnątrzkomórkowym transporcie i wydzielaniu białek w pęche
rzykach nasiennych i gruczołach płciowych szczurów. Innymi znakowa
nymi związkami zastosowanymi w badaniach autoradiograficznych były:
H235S 0 4 [109], 14C leucyna [23], 3H fukoza [62], W badaniach biochemicz
nych użyto: H235S 0 4 [45], 14C glukozoaminę [48, 49], 3H glukozoami- 
nę [52, 53, 95] 125J insulinę [9], 7 - 3H cholesterol i 1 - 14C palmitylo
CoA [3] oraz 14C leucynę [5] i 3H leucynę [74].

Użycie metod cytochemicznych i histochemicznych w modyfikacji do
mikroskopu elektronowego umożliwiło lokalizację pewnych enzymów
w obrębie organelli komórkowych, w tym również w aparacie Golgiego.
Badania wykonano in situ lub po izolowaniu frakcji bogatej w błony tej
organelli.

Farquhar i wsp. [22] zbadali rozkład AMP-azy, TPP-azy, glukozo- 6 - 
- fosfatazy oraz kwaśnej fosfatazy zarówno in situ w skrawkach wą
troby, jak i w podfrakcjach izolowanego aparatu Golgiego. W celu 
przeprowadzenie reakcji in situ, wątrobę przemywali metodą perfuzji 
przez żyłę wrotną kolejno 0,1 M buforem kakodylanowym o pH =  7,4, 
2% aldehydem glutarowym w tym samym buforze i ponownie samym 
buforem. Następnie pobierali skrawki o wymiarach 1 X1 X3  mm i prze
chowywali w 0,2 M roztworze sacharozy w buforze w ciągu nocy, 
po czym przenieśli je do 5 ml odpowiedniego substratu. Inkubację w y
konywali w ciągu 45-90 min w temperaturze 25°C, po czym skrawki 
przemywali 0,2 M roztworem sacharozy w 0,1 M buforze weronalowo- 
-octanowym  o pH =  7,2 i utrwalali 1% O s04 w tym samym buforze, 
a następnie w 0,5°/o octanie uranylu w ciągu 45 min, odwadniali w eta
nolu i zatapiali w Eponie.

We frakcji wzbogaconej w błony Golgiego, Farquhar i wsp. [22] 
oznaczali cytochemicznie rozkład tych samych enzymów albo po utrwa
leniu i odwirowaniu jako osad, albo w nieutrwalonych zawiesinach. 
Osad frakcji otrzymywali po dodaniu do zawiesiny błon 1% aldehyd 
glutarowy w 0,1 M buforze kakodylanowym o pH =  7,4 i tempera
turze 0°C. Po 10 min utrwalania próbki rozcieńczali 0,2 M roztworem 
sacharozy w tym samym buforze i umieszczali w odpowiednim medium
kontynuując inkubację 60-90 min w temperaturze 25°C lub 37°C. Re
akcję enzymatyczną przerywali przemywając osad trzykrotnie 0,2 M
roztworem sacharozy w 0,1 M buforze weronalowym i zbierając go

#

przez odwirowanie. Na końcu osad utrwalali kolejno w O s04 i octanie 
uranylu, odwadniali w  70°/o, 90°/o i absolutnym etanolu, po czym próbki 
kroili na kawałki 1X3 mm i zatapiali w Eponie. Natomiast w przypad
ku zawiesiny błon Golgiego, autorzy ci inkubowali frakcję w odpowied
nim medium w ciągu 30 min w temperaturze 25°C wstrząsając całość
mechanicznie, po czym przerywali reakcję enzymatyczną przez dodanie
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l°/o roztworu aldehydu glutarowego i oziębienie do 0°C. Całość odwi
rowali, osad utrwalali 0 s 0 4 i w dalszym ciągu postępowali jak po- 

' przednio z utrwalonymi osadami.
Podobnie Iijima i Imai [42, 43] oznaczyli lokalizację TPP - azy, fos- 

forylazy alfa glukonowej, heksokinazy, dehydrogenazy glukozo - 6 - fos
foranu, aldoazy, dehydrogenazy mleczanowej i dehydrogenazy burszty- 
nianowej w ultracienkich skrawkach śródmózgowia szczura. Gros i wsp. 
[40] zastosowali technikę histochemiczną w celu lokalizacji glikoprotei- 
dów w aparacie Golgiego komórek zarodków myszy.

Przeprowadzono szereg badań potwierdzających rolę aparatu Gol
giego w rozwoju i różnicowaniu błony komórkowej. Palade [78] badając 
trzustkę stwierdził, że część błony komórkowej może pochodzić z błony 
aparatu Golgiego, a szczególnie z pęcherzyków wydzielniczych, które 
ulegają fuzji z błoną komórkową, podczas gdy ziarna zymogenu są prze
noszone na zewnątrz komórki. Podobny mechanizm potwierdzili Berge
ron i wsp. [9], badają pochodzenie receptora insuliny w błonie komór
kowej wątroby, oraz McKeel i Jarett [60] w badaniach cyklazy adenylo- 
wej błony komórkowej i aparatu Golgiego w przednim płacie przysad
ki wieprza. Rambourg i wsp. [81, 82] wykazali, że kompleksy białko
wo - polisacharydowe glycocalix są syntetyzowane w aparacie Golgiego 
i następnie przenoszone na powierzchnię komórki przez wakuole pocho
dzące z aparatu Golgiego. Badania przeprowadzone w latach 1974-1976 
przez Binghama i Farrella [11], Baumruckera i Keenana [6] oraz Kuhna 
i White [54] nad rolą aparatu Golgiego w gruczołach mlecznych szczura 
i krowy wykazały ciągłość szorstkiej i gładkiej siateczki śródplazma- 
tycznej z aparatem Golgiego oraz jego rolę w kumulacji jonów Ca2+ 
i fosforylacji białek, a szczególnie kazeiny. Jest ona gromadzona i w for
mie micelli wydzielana przez wakuole aparatu Golgiego. Potwierdzono 
również zdolność fuzji wakuoli Golgiego z błoną komórkową po wydzie
leniu zawartości na zewnątrz komórki w komórkach nerwowych [38], 
wątrobie [39] oraz fibroblastach kurzych [77], a także rolę aparatu 
Golgiego w biogenezie lizosomów [50] i biosyntezie glikozoaminogli- 
kanów [6, 32],

VI. WPŁYW ROŻNYCH SUBSTANCJI NA MORFOLOGIĘ I FUNKCJĘ
APARATU GOLGIEGO

Jak wynika z badań licznych autorów, aparat Golgiego jest orga- 
nellą wrażliwą na działanie czynników zewnętrznych, zarówno fizycz
nych, jak chemicznych, które powodują jej zmiany morfologiczne i bio
chemiczne. Stockem i Korohoda [92] stwierdzili zmniejszenie ilości di-
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ktiosomów, jak również zmniejszenie ilości cystern w diktiosomie w ko
mórkach Amoeba proteus  pod wpływem pinocytozy indukowanej 0,5°/o 
roztworem albuminy, a także w wyniku obniżenia do 0°C lub podwyż
szenia do 30°C temperatury hodowli. Wakuolizacja aparatu Golgiego 
oraz innych błon w  kulturach komórkowych, pochodzących z różnych 
narządów kurczęcia i świnki morskiej, następowała [97] po podaniu 
antybiotyku X 537 A — produktu fermentacji Streptomyces. Badania 
Ravazzoli [83] nad przytarczycami potwierdziły wpływ tego antybiotyku 
na morfologię aparatu Golgiego, powodując po 60 min inkubacji pęcznie
nie i dezorganizację cystern i pęcherzyków. Proliferacja aparatu Gol
giego oraz siateczki śródplazmatycznej w wątrobie płaza Xenopus laevis 
zachodziła po podaniu 17 (3 estradiolu [56].

Moskalewski i wsp. [70, 71] wykazali, że pod wpływem kolchicyny 
i vinblastyny w hodowlach chondrocytów oraz izolowanych wysepek 
trzustki świnek morskich następowało zanikanie mikrokanalików oraz 
dysocjacja, jak również zmniejszenie ilości cystern w diktiosomach. Ba
dania Treloar i wsp. [100],Mitranic i wsp. [64] oraz Sturgess i wsp. [96] 
wykazały hamowanie aktywności transferazy galaktozylowej aparatu 
Golgiego wątroby szczurów pod wpływem cykloheksimidu i puromy- 
cyny, co powodowało również zmiany ultrastruktury tej organelli. Cy
sterny były nieregularne, przy czym zmiany nasilały się szczególnie po 
stronie bocznej. Obserwowano również nieregularność kanalików oraz 
akumulację lipoproteidów o dużej gęstości (LDL) i wakuolizację apa
ratu Golgiego. Zdaniem autorów, zmiany te są skorelowane z hamowa
niem syntezy białka przez puromycynę i wynikają z wpływu tego 
związku na błony wewnątrzkomórkowe. ^

Sam aminonukleozyd puromycyny [96] powoduje około dwukrotny 
wzrost objętości i powierzchni aparatu Golgiego, ale przede wszystkim  
wzrost proliferacji sieci drobnych kanalików otaczających cysterny oraz 
zwiększenie średnicy cystern i wzrost dużych pęcherzyków wydzielni- 
czych. Maksimum zmian strukturalnych następuje po 10 godz. od dożyl
nego podania aminonukleozydu, czemu towarzyszy równoczesny wzrost 
aktywności galaktozylotransferazy błon Golgiego i surowiczej.

Według Katony i Moscarella [44, 47] podanie tego związku minimal
nie zmienia aktywność galaktozylotransferazy błon Golgiego, natomiast 
stymuluje aktywność kwaśnej i zasadowej fosfatazy oraz TPP - azy 
i arylosulfatazy A, a zmniejszenie aktywności arylosulfatazy B. Zmiany
te zanikają po 5-24 godz. od momentu podania aminonukleozydu puro
mycyny.

Romijn i Gelsema [86] stwierdzili stymulację aktywności wydziel- 
niczej aparatu Golgiego w szyszynce królików pod wpływem noradre
naliny. Opierając się na znanym wpływie fenobarbitalu na wzrost ilości

V
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błon cytoplazmatycznych w hepatocytach, któremu towarzyszy wzrost 
aktywności enzymów metabolizujących leki, Bolender i Weibel [13] 
stwierdzili zwiększenie powierzchni aparatu Golgiego w hepatocytach 
przy równoczesnym wzroście objętości jąder, bez zmian objętości mito- 
chondriów i peroksysomów.

Stymulujący wpływ lizolecytyny na glikozylotransferazy potwier
dził Shier i Trotter [91] dla sjalylotransferazy mikrosomów, Mookerjea 
i Yung [65, 66] dla galaktozylotransferazy aparatu Golgiego wątroby 
szczurów, a Anttinen [2] dla galaktozylotransferazy zarodków kurzych. 
Young i wsp. [110] wykazali również stymulację aktywności transfera
zy UDP - Gal ->GlcNAc po związaniu izolowanych błon aparatu Gol
giego z konkanawaliną A, co według nich wynika ze zmian struktury 
błon po związaniu z lektynami.

Zmiany morfologii wewnątrzkomórkowych organelli zachodzą rów
nież w  pewnych stanach chorobowych, np. cukrzycy. Zmiany morfolo
gii mitochondriów serca i wątroby [57] oraz siateczki śródplazmatycz- 
nej, rybosomów i błony komórkowej [ 1, 15, 16, 84, 85] stwierdzono 
w cukrzycy doświadczalnej wywołanej podaniem alloksanu i streptozo- 
tocyny. Badania przeprowadzone przez Sarnecką - Keller i Kordowiak 
[51, 88] wskazują, że do organelli zmieniających swą strukturę pod wpły
wem cukrzycy streptozotocynowej należy również aparat Golgiego.

VII. PRÓBY IZOLOWANIA GALAKTOZYLOTRANSFERAZY,
ENZYMU MARKEROWEGO BŁON GOLGIEGO

Galaktozylotransferaza, podobnie jak inne glikozylotransferazy, w y
stępuje w formie wolnej, tzw. rozpuszczalnej w surowicy [31], płynie 
owodni [73], moczu [18], ślinie [72], kolostrum bydlęcym [80], mleku 
bydlęcym [4, 59, 80] oraz fibroblastach kurzych i komórkach aorty [7, 
33]. W błonach organelli komórkowych, tj. głównie w błonach aparatu 
Golgiego, enzym ten występuje w ścisłym związku z nimi w formie tzw. 
nierozpuszczalnej [58, 66, 87, 88, 89, 107, 109].

Gdy próby izolowania rozpuszczalnej galaktozylotransferazy z su
rowicy, mleka i kolostrum bydlęcego [31, 59, 80, 99, 103] powiodły się, 
otrzymanie czystego enzymu związanego z błonami przysparzało wiele 
trudności. W 1976 r. ukazały się prace dotyczące izolowania galaktozy
lotransferazy z błon mikrosomów śledziony [58] oraz wątroby [31].

Martin i wsp. [58] otrzymali frakcję mikrosomów śledziony szczura 
i poddali ją działaniu detergentów, tj. Tritonu X - 100 lub Tweenu 20, 
40, 60, 80. Po odwirowaniu zawiesiny w nadsączu autorzy uzyskali 
7-16°/o aktywności całkowitej transferazy galaktozylowej po działaniu
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Tritonu X - 100 oraz 10%, 6%, 6% i 4% odpowiednio dla pozostałych 
detergentów.

Fraser i Mookerjea [31] zastosowali ekstrakcję mikrosomów wą
troby 0,25 M roztworem sacharozy w 35 mM buforze Tris - HC1 o pH =  
=  7,4 z 25 mM KC1, 5 mM MgCl2 i 200 mM NaCl. Po 30 min inkubo- 
wania w temperaturze 0°C lub 30°C odwirowali zawiesinę przy 100 000 g 
w czasie 1 godz. W nadsączu uzyskali 17% aktywności galaktozylotrans- 
ferazy. Po oddzieleniu nadsączu autorzy ci stosowali oczyszczenie enzy
mu przez chromatografię kolumnową na Sephadex G - 200. Kolumnę
o wymiarach 2,5 X 100 cm kalibrowali 0,1 M buforem Tris - HC1 
o pH =  7,5 zawierającym 0,1 M NaCl i 0,02% NaN3. Zbierali porcje co 
30 min, przy szybkości przepływu 15-20 ml/godz. Następnie frakcje
0 największej aktywności transferazy galaktozylowej poddawali elek
troforezie dyskowej w żelu poliakryloamidowym. Otrzymali pasmo biał
kowe, które ruchliwością odpowiada położeniu pasma o największej 
aktywności transferazy galaktozylowej i jest porównywalne z oczyszczo
ną surowiczą galaktozylotransferazą.

Według Frasera i Mookerjea [31] badania ich mają znaczenie klinicz
ne, gdyż surowicza galaktozylotransferaza może pochodzić z nieroz
puszczalnej, związanej z błonami mikrosomów i posiadającej dużą masę 
cząsteczkową, formy tego enzymu i ulegać zmianie w różnych scho
rzeniach wątroby u ludzi.

VIII. UWAGI KOŃCOWE

Zastosowanie nowoczesnych metod morfologicznych i biochemicznych 
do badania aparatu Golgiego in vivo i in vitro pozwala na coraz lepsze 
poznanie organizacji strukturalnej i funkcjonalnej komórki i jej współ
zależności w badanym narządzie czy tkance. Zebranie wyników pocho
dzących z różnych zastosowanych w badaniach metod umożliwia próby 
uogólnienia roli jaką aparat Golgiego odgrywa w różnych narządach 
prawidłowych oraz stanach chorobowych, np. nowotworowych czy cuk
rzycy. Badania zmian tej organelli pod wpływem różnych czynników 
przyczynią się być może do poznania podłoża molekularnego pewnych 
stanów patologicznych.
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HISTOCHEMISTRY AND ULTRAHISTOCHEMISTRY

Jurgen ROTH

Institute of Pathology, Friedrich - Schiller University Jena, DDR - 69 Jena, German
Democratic Republic

Summary.  In recent years a marked increase has been witenessed in the knowledge 
on the structure, dynamics and function of biological membranes. Among other 
agents, lectins have been used successfully as probes for the study of the number, 
arrangement, mobility and turnover of cell surface glycocomponents. A comprehensi
ve survey is given on recent results in biological membrane research leading to 
the formulation of the concept of the fluid mosaic model of the organization 
of membranes. Some aspects of the use of lectins as structural probes for 
investigations on cell surface topography (number and arrangement of lectin - 
binding sites, correlation between lectin - binding sites and intramembraneous 
particles, ligand - induced redistribution of binding sites and transmembrane control 
over lectin - binding site mobility) are reported. Furthermore, the use of labeled 
lectins for light and electron microscopic visualization of saccharide residues on 
various cell types and different tissues is reviewed.

COMPOSITION AND ARCHITECTURE OF THE CELL SURFACE

The surface of the eukaryotic cell is a very complex and highly 
dynamic structural and functional entity (Fig. 1). A detailed elucidation 
of the chemistry and structure of the cell surface is still far from 
complete. At present the term cell surface is used to designate a structure 
which forms the cells outer semipermeable barrier, the plasma membrane 
(integral component), but which also contains peripheral components 
such as glycocomponents at the outer surface of the plasma membrane 
and intracellular contractile components such as microfilaments and 
microtubules (cytoskeleton) which transiently and temporarily interact 
with the plasma membrane (membrane - associated components). Biolo-
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gical membranes have been subjected to investigation for more than 
50 years and have been the subject of a number of recent reviews
[19, 27, 56, 58-60, 75, 82, 88, 89, 98, 109, 110, 119, 175-178, 205]. The 
methodical basis for formulation of the concept of the fluid mosaic

Fig. 1. Schematic version of the cell surface on the basis of the fluid mosaic
model of the membrane structure

1 — in teg r a l  p r o te in s ,  2 — lip id  b i la y e r ,  3 — p e r ip h e r a l  p r o te in s ,  4 — o l ig o sa c c h a r id e s ,  MF  
m ic r o f i la m e n ts ,  MT — m ic r o tu b u le s .  F or  d eta i ls  s e e  t e x t .  (F rom  Roth, J., E xp . P ath .  Sup p l. ,

3, 1977)

model for the organization of biological membranes [178] is the develop
ment of new electron microscopic techniques such as freeze - etching 
[11, 112, 113, 188] and lectin - ultrahistochemistry as well as the
utilization of biophysical techniques in membrane research [13, 61, 89, 
129, 171] as X - r a y  diffraction [95], electron spin resonance [74, 79], 
nuclear magnetic resonance [90], fluorescent probes [146], photodichroism, 
infrared and Raman spectroscopy and differential scanning calorimetry. 
In the fluid mosaic model the structure and thermodynamics of membrane 
components are considered. Neither hydrophobic nor hydrophilic inter
actions are maximized by this model in contrast to earlier model concepts. 
The lipids form the matrix of the mosaic, and since the membrane
lipids are generally rather fluid than crystalline under physiological
conditions, the mosaic is expected to be a dynamic one. Thus, the 
membrane appears to be a two - dimensional viscous solution, with its 
components capable of undergoing translational diffusion in the plane of
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the membrane. The nonpolar fatty acid residues of the membrane lipids 
are sequestered inside the hydrophobic portions of the membrane, while 
the ionic and polar groups of the lipids are in contact with the bulk 
aqueous phase, in order to maximize hydrophobic and hydrophilic 
interactions in the membranes. Thus, in respect to the arrangement of 
the integral proteins, the phospholipids are arranged in an interrupted 
bilayer [10, 11, 43, 57, 67, 74, 85, 132, 170, 190, 200, 213]. In some plasma 
membranes, as for instance the erythrocyte membrane the lipids appear 
to be asymmetrically distributed across the two halves of the lipid 
bilayer [17, 18, 76, 206]. The outer layer of the human erythrocyte 
membrane consists mainly of phosphatidylcholine and sphingomyelin, 
whereas phosphatidyethanolamine and phosphatidylserine are predo
minantly in the inner half of the bilayer.

The asymmetric distribution of the phospholipids could imply that 
the inner and outer leaflet markedly differ in the unsaturation of their 
phospholipid hydrocarbon chains. Since unsaturation is a parameter 
of lipid fluidity [23, 128], this could mean that the two leaflets 
differ in their fluidity. Recent results of Tanaka and Ohnishi 
[194] suggest asymmetric fluidity in erythrocyte membrane: a more rigid 
outer layer and a more fluid inner layer. It was concluded that the 
heterogeneity in the fluidity of intact erythrocyte membranes arises 
from interactions between lipids and proteins, from interactions between 
the membrane constituents and the inner proteins (spectrin), and from 
the concentration of cholesterol in the outer layer. In general, the 
location and effect of cholesterol in the bilayer should be considered. 
There exists evidence that cholesterol is concentrated in the outer leaflet 
of the plasma membrane [30]. Cholesterol has been shown to interact 
with the hydrocarbon chains of phospholipids and it is apparent that the 
effects of cholesterol on membranes depend on whether the membrane 
phospholipids are above or below their transition temperature [128, 131]. 
Cholesterol may possibly have a dual role in different regions of the 
same membrane, preventing the formation of crystalline, gel - like areas 
in some regions while simultaneously inhibiting the movement of 
relatively unsaturated phospholipids in more fluid, liquid - crystalline 
regions [128, 136], A cholesterol - containing outer leaflet and a more 
fluid inner leaflet of the phospholipid bilayer may be characteristic
features of the plasma membrane and may have organizational and 
functional significance (see for recent review [120]). In biological 
membranes containing low concentrations of cholesterol, therefore, the 
cholesterol will not be randomly distributed when both gel and liquid 
crystalline phases are present in the membrane, but will preferentially 
be associated with the lipids which are in liquid crystalline phase [34,
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136]. The transition between gel and liquid crystalline phases in lipids is 
also dependent on temperature. In biological membranes, the inter
pretation of the effects of changes in temperature which can lead to lipid 
segregation, phase transitions, lipid cluster formation or conformational
changes in proteins is difficult.

There is strong evidence for the diffusion of lipid molecules in the
plane of the bilayer [37, 92, 201]. Estimates have also been made of the 
rate of lateral diffusion of lipid molecules in biological membranes. The 
rate of lateral diffusion of lipids in sarcoplasmic reticulum membranes 
was estimated to be 7 X 10-8 cm2 sec-1 [170] or 6 X 10“ 9 cm2 sec-1 [92] 
in dependence on temperature; values of 11 X 10“ 8 cm2 sec-1 at 30CC 
and 3 X 10-8 cm2 sec-1 at 40°C were estimated for liver microsomal 
membranes [192] and E. coli membranes [168], respectively. In other 
systems estimates of phospholipid planar diffusion are also in the range 
of 10~8 cm2 sec-1 [74a, 85, 170]. The translational freedom of motion for 
at least some of the lipids in biological membranes suggests that some 
membrane proteins may also diffuse freely [169]. The only acurate 
measurements of protein diffusion rate in the surface of a membrane 
are those for rhodopsin in the retinal rod membrane [142] and for 
fluorescein labeled integral membrane proteins in cultured cells [41]. 
A high rate of lateral diffusion has also been estimated for antigens in 
the cell surface [33, 35, 39, 40, 52, 97, 135, 195, 203, 217]. Evidence for
translation of membrane proteins comes from experiments showing 
reversible particle aggregation. The particles appearing in freeze - 
fractured erythrocyte ghosts undergo a reversible pH - dependent 
aggregation [110, 138] and a temperature - dependent aggregation has 
been observed for the alveolar membrane of Tetrahymena  [182]. Little 
is known on the nature of the lipid - protein interaction in membranes, 
although there is quite strong evidence for a shell of “immobilized” 
lipid around the membrane proteins [74a]. There is a possibility that 
membrane proteins require particular lipids for activity [81].

It could be shown for isolated and purified membrane integral 
proteins and glycoproteins that they have distinct hydrophilic and 
hydrophobic regions [55, 69, 114, 216, 220]. The major sialoglycoprotein 
(glycophorin) of the human erythrocyte membrane is an integral 
glycoprotein which penetrates the membrane [14-16, 115, 215].
Glycophorin seems to be organized into three distinct domains which 
include (a) a glycosylated segment of approximately 64 residues from  
the NH2 - terminus, (b) a hydrophobic segment of approximately 32 
nonpolar residues and (c) a COOH - terminal segment, composed of 
approximately 35 residues [19, 102, 115, 151, 172, 173, 199]. It is evident 
from the amino acid sequence and the location of the glycosylated
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segment that human erythrocyte glycophorin spans the plane of the 
membrane. The glycosylated segment carries blood group antigens, 
lectin - binding sites and influenza virus receptors [103] and is exposed 
to the external milieu of the cell. The hydrophobic segment spans the 
lipophilic core of the membrane [172], serving thereby to anchor the 
molecule by hydrophobic interactions to the membrane lipids. The 
C - terminal segment is exposed to the cytoplasmic interior of the cell 
[19] and contains a large number of acidic amino acids. Thus, it is well 
suited for binding cations or electrostatic interaction with basic peptides. 
There exist other major integral membrane proteins in human erythro
cytes called component a [14] or band 3 component [185, 186] which has 
been shown to traverse the membrane [14, 15, 54, 66, 72, 116, 137, 189]. 
Band 3 is the protomer of a membrane - spanning dimer to which two 
tetramers of Band 6 (2 glyceraldehyde - 3P - dehydrogenase) can bind at 
the cytoplasmic surface [219]. Band 4.2, another inner surface protein 
also seems to form complexes with Band 3 at the inner membrane sur
face. The peptide may form a loop in the membrane with two distinct 
and discontinuous regions exposed at the cytoplasmic surface and sepa
rated by a segment of the peptide chain, that is exposed at the external 
surface. Thus, band 3 may have a S - shaped structure which traverses 
the membrane twice and contains a duplicated set of sites [72]. Sugge
stions for the function of the protein include the anion trans
port (18, 26, 29, 93] and a site for binding of intracellular enzymes 
[77], In contrast to the integral membrane proteins the peripheral ones 
are attached to the membrane either through divalent cation brid
ges or through specific integral membrane proteins [42, 60, 73, 122]. The 
human erythrocyte membrane spectrin is an example of a peripheral 
membrane protein [100, 101, 124, 187] which is located at the cytoplas
mic membrane surface. In association with actin - like molecules it is 
probably responsible for the cell shape and deformability [187]. At the 
inside of other cell types an analogous system composed of microfila
ments and microtubules is present [108, 134]. It differs from peripheral 
membrane proteins mainly because of its transient nature and tempo
rary association with the plasma membrane. Thus, it is a membrane - as
sociated component. There is some evidence for the presence of contrac
tile protein components at the outer surface of the plasma membrane of 
cultured cells [214].

LECTINS AS STRUCTURAL PROBES FOR CELL SURFACE TOPOGRAPHY

Many aspects of the use of lectins as structural probes in membrane 
research have been recently reviewed by Nicolson [119]. The structure
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and properties of lectins and techniques for electron microscopic visuali
sation of lectin receptors have also been reviewed [156a]. Therefore, in 
this chapter some of the more recent developments in the study of cell 
surface topography by use of lectins will be discussed.

For studies concerning the arrangement and distribution of the cell 
surface lectin - binding sites as well as their numerical relationship to 
intramembraneous structures it is important to have data on the number 
of the lectin - binding sites. The use of radioactively labeled lectins can 
provide information on both the number of binding sites and strength of 
binding to cells. However, it should be taken into account that the va
lues obtained are averages for the whole cell population tested and it 
is possible that individual cells differ in the actual number of binding 
sites. For example, investigations on age - dependent variations in the 
number of sialic acid residues in human erythrocytes have demonstra
ted a strong decrease of cell surface sialic acid in older cells as compa
red with its content in younger cells. Most numerous data for lectin - 
binding site numbers are available for the human erythrocyte mem
brane.

From all of these data some generalizations can be made. For 
human erythrocytes the number of binding sites for the different lec
tins, either blood group specific or not, is of the order of magnitude of 
105 per cell, whereas the values for association constant often differ in 
a relatively wide range. Other types of cells, such as lymphocytes of 
different origins and somatic cells have a higher number of lectin bin
ding - sites usually in the range of 106-107 [3, 62, 99, 125, 126, 144, 151, 
210]. Studies of the effect of one lectin on the binding of another pro
vide information on the relative disposition of binding sites on the cell 
surface. The competition between concanavalin A - (Con A) and 
wheat germ agglutinin - (WGA) - binding - sites was investigated for the 
first time by Ozanne and Sambrook [130] on monolayer cultures of trans
formed 3T3 cells. It was found that agglutination by Con A did not 
affect the amount of 125I - WGA bound subsequently; conversely, the 
amount of 125I - Con A bound to the cells was the same whether or not 
the cells had been exposed to WGA. In consequence, it was concluded that 
WGA and Con A bind to topologically distinct sites on the cell surface, 
and that there is no or little competition between the two lectins.

Roos and Temmink [153] investigated by cytochemical methods the 
reported absence of competition for binding sites between Con A and 
WGA, by reacting the 3T3 cells first with one lectin, with following 
addition of the ferritin complex of the other. The cytochemical investi
gation only parly confirmed the absence of competition. Precoating 
with Con A had no influence on subsequent binding of ferritin - labeled
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WGA. However, precoating with WGA appreciably reduces subsequent 
binding of ferritin - labeled Con A. Among other possibilities it is pro
bable that the large ferritin lectin conjugate reaches some of its sites 
less easily on WGA - covered membrane.

Results of competitive binding studies on human erythrocytes in
dicate that Phaseolus vulgaris  lectin can bind to virtually all the Robinia 
pseudoaccacia - binding sites [94]. In contrast Robinia pseudoaccacia lec
tin could only inhibit Phaseolus vulgaris lectin binding to erythrocytes 
in 50%. This finding indicates that approximately one half of the Pha
seolus vulgaris - binding sites are shared with Robinia pseudoaccacia 
lectin while the other half are inaccesible to it. The same result was 
reported by Kornfeld et al. [87], for the competitive binding of Lens 
culinaris lectin and Phaseolus vulgaris lectin to human erythrocytes. 
Between the lectins from Agaricus bisporus and from Phaseolus vulga
ris no competition for binding to human erythrocytes could be observed 
[144],

Adair and Kornfeld [2] investigated the relationship of the binding 
sites for WGA and RcA on human erythrocytes. With normal erythro
cytes no competition could be observed. However, after neuraminidase 
treatment of the cells Agaricus bisporus lectin almost completely bloc
ked the binding of ricin to the newly exposed binding sites. In addition, 
the binding of Agaricus bisporus lectin was inhibited by ricin when de- 
sialized erythrocytes were used. All these data obtained by the use of
radioactively labeled lectins mediate only indirect information. Only 
in electron microscopic investigations visualizing the lectin - binding 
sites by the above mentioned techniques, is direct observation of the 
localization and distribution of these specific cell surface sites possible. 
Using the Con A - peroxidase technique [8], Roth et al. [158] observed 
a discontinuous cell surface label on the unfixed treated Ehrlich ascites 
carcinoma cells. The arrangement of the cell surface label was inter
preted to be due to irregular distribution of the Con A - binding sites. 
Similar results were reported by Wagner and Wagner [208] for the bin
ding sites of protectin from Helix pomatia  on Ehrlich ascites carcinoma 
cells. However, conclusions as to the two - dimensional arrangement of 
macromolecules as lectin - binding sites or antigens at the cell surface 
by examination of single ultrathin sections are problematic. On the 
other hand, reconstruction of the topographical distribution of cell sur
face antigens by serial sectioning of single cells [183] is laborious even 
when only single cells are to be investigated. The preparation of mem
branes by lysis at an air - water interface for studies of the two - dimen
sional distribution of lectin - binding sites [121] is a more effective met
hod. However, in hypotonic medium detachement of lectin binding sites
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can take place [24] and it is not certain that the cell surface organiza
tion corresponds exactly to that of intact cells. Using membrane prepa
ration by lysis at an air - water interface Nicolson and Singer [123] 
found in a variety of mammalian plasma membranes that the saccharide 
residues (visualized by ferritin - labeled lectins) were localized exclusi
vely on the exterior face of the membranes, indicating the asymmetry 
of plasma membrane oligosaccharides. For example Irimura et al. [70] 
used membrane preparation by lysis to investigate the distribution of 
lectin - binding sites on sialidase treated human erythrocytes. The fer
ritin - labeled Con A and Ricinus communis lectin A (RcA) were found 
in clusters, whereas the ferritin - labeled Bauhinia purpurea  lectin and 
Arachis hypogaoea  lectin were random distributed. Labeling of erythro
cyte membranes with native Con A followed by ferritin - lebeled Bau
hinia purpurea  lectin resulted in a clustered arrangement of the latter, 
indicating that the Bauhinia purpurea-  binding sites were forced to move 
together with those for Con A. A further methodical possibility is the 
use of scanning electron microscopy [22, 64]. However, there are some 
limitations due to resolution. Among these techniques the freeze - et
ching technique is a mild method for preparation of large regions of the 
cell surface with sufficient resolution. After cell surface labeling and 
freeze - etching it is possible to investigate the topographical distribution 
of lectin - binding sites as well as their relationship to the intramembra- 
neous particles. In extension of earlier investigations Roth et al. [160] 
reported a clustered arrangement of the Con A - cell surface binding 
sites on Ehrlich ascites carcinoma cells, whereas the intramembraneous 
particles were distributed homogeneously. The lack of correlation bet
ween the number of lectin - binding sites and intramembraneous parti
cles in Ehrlich ascites carcinoma cells was also found for Lens culinaris 
lectin [162], In contrast to the findings on Ehrlich ascites carcinoma cells 
for the isolated human erythrocyte membrane a similar pattern in 
distribution of both intramembraneous particles and binding sites for 
Phaseolus vulgaris lectin was reported [103, 198]. Furthermore, a o n e - 
- t o  - one correlation and a structural linkage were suggested to exist 
between the lectin binding sites and the intramembraneous particles 
(which represent integral proteins in the case of human erythrocytes 
[44, 110, 138]). For human erythrocytes the only protein components 
found to bear lectin - binding sites are integral proteins [83, 84, 86, 87, 
172]. The actual biochemical nature of the intramembraneous particles 
in eukaryotic cells is unknown. Thus, the question arises of the existen
ce of a structural linkage between surface lectin - binding sites and 
intramembraneous particles. By freeze - fracture, freeze - etch and lectin 
labeling techniques the binding sites for Con A, WGA, RcA, Agaricus  
bisporus and Phaseolus vulgaris  lectins could be localized on the intra-
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Fig. 2. Immuno freeze - etching by use of lectins. Demonstration of the tw o-  
- dimensional distribution of Con A - binding sites by ferritin - labeled lectin at 
the cell surface of an Ehrlich ascites tumor cell (a). Localization of the 
A antigen sites of a human AB erythrocyte by gold - labeled anti - AHei (b)
( - f )  — in n e r  m e m b r a n e  fr a c tu r e  fa c e ,  S — c e l l  su r fa c e ,  I — ice. T h e  d ir e c t io n  of  
s h a d o w in g  is  in d ic a te d  by  e n c ir c le d  a r r o w h e a d .  62,000 X (a), 76,000 X (b). (F rom  R o th ,

J . ,  E xp . P a th .  Su p p l.  3, 1978)
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membraneous particles of human erythrocyte ghosts [102, 140, 198, 202]. 
However, evidence exists that some surface lectin - binding sites (for 
RcA) are not solely associated with intramembraneous particles [202]. 
In close correlation with this problem is the question of the existence 
of a one - to - one correlation between intramembraneous particles and 
lectin - binding sites. For isolated erythrocyte membranes there exists 
some experimental evidence of a possible o n e - t o - o n e  correlation [102, 
140, 198], Conversely, investigations on intact erythrocytes have sug
gested no close correlation between the number of intramembraneous 
particles and Con A - binding sites [6, 163, 207] or the binding sites for 
protectin from Helix pomatia.

McDonald and McDonald [107] incorporated the  ̂ major sialoglyco- 
protein (glycophorin) of the human erythrocyte membrane into phosp
holipid vesicles. The outward orientation of liposome - bound glycopho
rin could be clearly demonstrated insofar as neuraminidase released 
vesicle - associated sialic acid and the WGA mediated hemagglutination 
was inhibited by the vesicles. However, by freeze - fracturing only small 
particles and a few 80 A intramembraneous particles could be observed. 
In conjunction with the observation of Irimura et al. [70] on the common 
movement of Con A - binding sites (born by band 3) and Bauhinia pur-

Fig. 3. Hypothetical model of the human erythrocyte “permeaphore”. GP 
glycophorin, III — component 3, Sp — spectrin, VI — glycerophosphate - 3 - de

hydrogenase, V — actin. After [120]
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purea  lectin - binding sites (born by the major sialoglycoprotein) the 
results can be interpreted as evidence for an oligomeric structure of the 
intramembraneous particles containing the major sialoglycoprotein and 
band 3 glycoprotein [60]. This suggestion has received support from the 
findings of Pinto da Silva and Nicolson [140] that Con A - binding sites 
are associated with intramembraneous particles. The suggested role of 
this oligomeric complex in transport processes [5, 25] and water move
ment [139] led to the proposal that this membrane penetrating structure 
be called a “permeaphore” [140].

As already mentioned evidence has accumulated during the last 
years indicating that the cell surface of animal cells is sufficiently fluid 
to allow rotational and translational movements of membrane lipids and 
proteins. Cell surface glycoproteins are diffusely and randomly distri
buted in the unperturbed fluid membrane of cells. Multivalent ligands 
can cross - link membrane macromolecules and thus induce them to re
distribute in the plane of the membrane. Fundamental to the develop
ment of this concept were the experiments of Frye and Edidin [52].

Two - dimensional redistribution of cell surface molecules induced 
by binding with multivalent antibodies or lectins has been demonstrated 
in lymphocytes [35, 36, 78, 97, 147, 184, 195, 203] fibroblasts [31, 39] and 
epithelial cells [155, 193], Thus, ligand - induced redistribution of cell 
surface macromolecules is not only associated with some immunological 
functions of lymphoid cells but also occurs on most, if not all, cells [193]. 
Furthermore, the concept of relatively stable, long - lived, fixed recep
tors should be replaced by that of a dynamic state of these receptors. 
It was first noted by Taylor et al. [195] that after B cell binding of 
anti - Ig, the surface - Ig receptors aggregated into “clusters” and 
“patches” and subsequently into “caps” at one pole of the cell. Cap und 
patch formation is interpreted as due to aggregation by the reagent, fol
lowed by confluence of the aggregates in one or a few areas of the 
cell surface under the action of membrane flow [31, 32, 39]. Recent 
experiments with the use of ferritin - labeled Con A to label isolated 
fibroblastic plasma membranes were interpreted as indicative of a spon-

Fig. 4. Different steps leading to lymphoid cell capping (for details see text). After [120]
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taneous or inherent aggregation of Con A - binding sites [117]. In view  
of the studies mentioned above, it seemed more likely that the observed 
clustering of Con A - binding sites was induced by the binding of the 
multivalent ferritin - labeled Con A. The inherent distribution of the 
Con A binding sites, investigated on prefixed cells, in order to immobilize 
the membrane proteins, consists in a random dispersed arrangement. Ot
her experiments confirmed the prediction that clustering of lectin - bin
ding sites is induced by the binding of the multivalent lectin [21, 53, 68,
105, 159, 160, 162, 164-166, 181].

A convincing example for the different degree of relative mobility 
of the RcA - binding sites on one and the same cell is reported by Ni
colson and Yanagimachi [123]. The relative mobility of lectin - binding 
sites on rabbit spermatozoa was higher on postacrosomal regions than 
in acrosomal and tail regions. Only in the postacrosomal region could 
a lectin - induced clustering be demonstrated.

A temperature - dependent mobility of Con A - binding sites visu
alized by fluorescent labeled Con A was demonstrated by Nicolson [113]- 
Labeling of transformed 3T3 cells with FITC - anti Con A at 0°C 
followed by incubation at 22°C resulted in a patchy fluorescence. Incu
bation only at 0°C or followed by formaldehyde fixation before incu
bation at 22°C prevented the patchy fluorescence and resulted in a uni
form fluorescence as observed for the normal 3T3 cells.

Events occurring exclusively on one side of the membrane which 
perturb the membrane topographic organization are termed cis - mem
brane perturbation [178]. The trans - membrane perturbations are defi
ned as events occurring across the membrane, involving components on 
both sides. Direct experimental evidence for such a trans - membrane 
pertubation is reported by Yi and Nicolson [73]. Binding of RcAx to 
the outer surface of resealed human erythrocyte ghosts resulted in on 
organizational perturbation of peripheral membrane protein at the in
ner surface (spectrin), detected by an enhancement in the chemical 
cross - linking by dimethyl malonimidate. From another typ of experi
ments further evidence was obtained for a structural transmembrane 
linkage between inner surface peripheral protein spectrin and glyco
phorin. Nicolson and Painter [122] reported an antispectrin - induced 
transmembrane aggregation of sialic acid residues of the glycophorin of  
human erythrocyte membranes.

THE USE OF LECTINS IN HISTOCHEMISTRY AND ULTRAHISTOCHEMISTRY

Some examples for the application of lectins in investigations on 
the presence, localization and topographical distribution of certain sugar 
residues are given.
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Pratt and Gibson [143] used an indirect fluorescent antibody tech
nique for visualization of Con A - binding sites in the embryonic rat 
head with particular attention to the secondary palate. The Con A - bin
ding sites on the secondary palate of a 15 -d a y  embryonic rat are loca
lized mainly extracellularly and most abundant in the basement lamina. 
The most intense fluorescence in the rat oral - facial tissue was seen in 
cartilaginous structures such as the nasal septum.

For the study of differentiative events, the intestinal epithelium 
is an ideal system because of the spatial segregation of the epithelial 
cells according to their degree of differentiation [71]. The sur
face glycoproteins of the differentiated villus cell membranes are 
“complete”, but those of the crypt cells are “incomplete”. Such a diffe
rence in surface properties between crypt cells and villus cells could 
also be detected in agglutination experiments with Con A [212], Etzler 
and Branstrator [46] and Etzler [45] used different fluorescent labeled 
lectins for examination and characterization of cell surface and secre
tory components of rat intestinal epithelium. Differences in the reacti
vity with various lectins were found between the microvilli of the 
crypt cells and the cells of the villi. WGA, RcA and Lotus tetragono-  
lobus lectins reacted with the microvillar portion of the epithelial cells 
lining the crypts and villi in the intestine adjacent to the pylorus. This 
pattern of reactivity was sharply altered along the first 15 cm of the 
intestine: only the luminal surfaces of the epithelial cells in the crypts 
and at the base of the villi reacted with Lotus tetragonolobus  lectin and 
RcA whereas WGA reacted with the surfaces of the cells lining the 
villi. In the distal end of the small intestine all the three lectins reacted 
with the surfaces of cells only at the base of the villi and in the crypts. 
Regional differences in reactivity of goblet cell secretory material to the 
various lectins were also noted. On the whole, the data suggest that: (a) 
changes occur in the carbohydrate portion of the microvillar surface of 
epithelial cells as they differentiate and move up the villi; (b) these 
changes are related to the region of the intestine; and (c) the carbohy
drate nature of the secretory material of the goblet cells varies in dif
ferent regions of the small intestine. These morphological results extend 
the biochemical data on membrane glycoproteins of the rat small inte
stine [80] and on the chemical composition of goblet - cell mucin of the 
rat small intestine [51].

The outer segments of photoreceptors contain stacks of membra
neous disks bounded by a plasma membrane. The rod outer segment 
disk membrane consists of protein and lipid with the visual pigment gly
coprotein, rhodopsin [63, 152], Steinemann and Stoyer [192] observed 
that FITC - labeled Con A binds to the disk membrane with a disso
ciation constant of 2X10“ 7 M. At saturation one Con A monomer is

http://rcin.org.pl



62 J. ROTH

bound per one rhodopsin molecule. Bleaching of rhodopsin in disk mem
branes has little effect on the binding of Con A. The accessibility of the 
carbohydrate portion of rhodopsin to Con A suggests that this part is 
located on the surface of the disk membrane. These findings support the 
proposal that the carbohydrate portion acts as a hydrophilic surface 
marker to orient rhodopsin in the rod disk membrane. The surface den
sity of saccharide ligands for Con A on the outer surface of retinal rod 
disc membranes was calculated to be one ligand per 5 X 104 A2 by the
use of 60Co - Con A [218].

Up till now mainly fluorescent labeled lectins have been used in
histochemical investigations. Roth and Thoss [157] reported detailed m et
hodical investigations of various FITC - labeled lectins for light micro
scopic demonstration of sugar moieties. On their basis systematic histo- 
topochemical investigations with FITC - labeled lectins were performed 
[196, 197]. In various tissues and organs from different animal species 
positive results could be obtained. In general, connective tissue structu
res were stained and in a varying degree cell surface components and 
cytoplasmic as well as secretory components. To sum up, the light - mi
croscopic results speak in favour of the general presence of lectin - bin
ding sites in normal animal tissues and lend support to the concept of
a carbohydrate - rich cell coat [7, 149, 150].

The main aspect of use of various lectins in ultrahistochemistry is 
their application to examine the distribution of specific saccharide re
sidues on the surface of cellular membranes [121]. From these experi
ments most important results speaking in favour of a dynamic and mo
saic structure of biological membranes were obtained. However, as alre
ady mentioned, application of the electron microscopic lectin techniques 
to tissues is limited because of the problem of penetration [8]. By use 
of cryostat sections or tissue chopper sections this problem could be par
tially resolved [4, 23, 49]. The succesful utilization of the Con A - pero
xidase technique for ultrahistochemical investigations in lung tissue was 
first reported by Roth [154]. Signs of function - conditioned variations 
of the glycocalyx were found in the alveolar epithelium. In contrast to 
the membraneous pneumocytes which exhibit only a faint reaction at 
their luminal plasma membrane, a staining layer of about two - to three
fold thickness was visible on the granular pneumocytes. Positive re
sults could also be obtained on the pleural mesothelial cells. Additional 
demonstration of alveolar hypophase components of the surfactant sy
stem was also possible. These results could be extended in a later inve
stigation [157]. By morphological investigations using lectins the pre
sence of various sugar residues in the hypophase of the alveolar sur
factant system [158, 159, 204, 211] could be clearly demonstrated. Bret-
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ton and Bariety [23] reported the ultrastructural localization of Con 
A - binding sites in rat kidney. Beside plasma membranes, membranes 
of the perinuclear space and endoplasmic membranes, mature collagen, 
basement membranes of Bowman’s capsule and of the glomerular tuft 
and the mesangial matrix showed a positive staining.

The basement membrane of the ovarian sheeth of Galleria mello-  
nella has been shown to possess Con A - binding sites [145]. Under cir
cumstances of hormonal deficiency (after decapitation within the first 
two days after larval - pupal ecdysis) which led to disturbances in the 
normal development of the ovariole, the ability of Con A binding in the 
basement membrane was abolished. In contrast, the negative results 
observed in the basal lamina of mouse pleura [156] may be due to 
insufficient penetration.

In synaptic transmission and memory function the participition of 
sialoglycomacromolecules is obvious [148]. Both Con A and RcA - bin
ding sites could be demonstrated in synaptic membranes [9, 106]. In 
unfixed synaptosomes the lectin - binding sites visualized by ferritin 
labeled lectins are dispersed and mobile in synaptosome membranes and 
can be redistributed. In fixed synaptosomes, on the contrary, the lec
tin - binding sites were diffuselly and evenly distributed over the sur
face, but absent in the synaptic clefts. As expected from biochemical 
analyses [50, 141] the major glycoprotein of nerve myelin can bind Con 
A [106, 216a], The electron microscopic findings indicate clearly that the 
glycoprotein is located at the outer surface of myelin and at the inter
period line, and is capable of lateral movement.

Cell differentiation is associated with modifications in the structu
ral and chemical organization of the cell surface [12]. During erythro- 
poiesis for example, changes in plasma membrane proteins were 
detected [47], The surface characteristics of hemopoietic cells in normal 
human bone marrow have been explored by Ackerman and Wakśal [1] 
using the Con A - peroxidase technique. A marked change occurs on the 
cell surface during normal differentiation which includes a significant 
reduction in the capacity of the plasma membrane of erythrocytic and 
neutrophilic cells to bind Con A. Similar results were reported in the 
course of erythropoiesis by Skutelsky [180], whereas Parmeley et al. [133] 
was not able to detect such differences in Con A - binding to the cell 
surface during maturation. Wagner and Wagner [207, 209] using fer
ritin and gold - labeled protectin from Helix pomatia  observed a focal 
distribution of A antigen sites on human erythrocytes of groups Ax, A2 
and AxB. Furthermore it could be demonstrated that Aj and AjB - eryt
hrocytes have an A antigen concentration about 4 times higher than 
have A2 erythrocytes.
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As already mentioned lectin - binding sites are also present in in
tracellular membranes. The presence of RcA - binding sites on the 
outer surface of azurophilic and specific granules of rabbit polymor
phonuclear leukocytes has been demonstrated by Feigenson et al. [48]. 
The unexpected localization at the outer membrane surface is probably 
related with the fusion of the granules with endocytic vacuoles. In inve
stigations on the distribution of Con A -b ind in g  sites on chromaffine 
granules [38] no labeling in the outer surface of the granule membrane 
could be observed. However, an asymmetric distribution of ferritin - 
labeled Con A in isolated granule membranes indicated the presence of 
Con A - binding sites at the inner membrane surface. Thus, the mem
brane - bound dopamine - (1 - hydroxylase can be considered as the Con
A -b ind ing  site [167].

LEKTYNY JAKO ODCZYNNIKI W BADANIACH BŁON BIOLOGICZNYCH,
HISTOCHEMII I ULTRAHISTOCHEMII

Streszczenie

W ostatnich latach zaznaczył się znaczny postęp w  zrozumieniu struktury, dy
namiki oraz funkcji błon biologicznych. W artykule przedstawiono krótki przegląd 
ostatnich wyników badań nad błonami komórkowymi, które przyczyniły się do 
zapropońowania modelu płynnej mozaiki. W modelu tym uwzględniono strukturę 
oraz ruchliwość składników błony. Lipidy błon tworzą macierz mozaiki, a po
nieważ w  fizjologicznych ̂ warunkach są one raczej płynne niż krystaliczne, przeto 
można oczekiwać, że mozaika jest płynna. Błona jest dwuwymiarowym lepkim  
roztworem, którego składniki mogą przemieszczać się w  płaszczyźnie błony. Lipidy 
są asymetrycznie rozdzielone między dwie połowy podwójnej warstwy lipidów. 
Dla błony komórkowej charakterystyczna jest powierzchniowa warstwa zawierająca 
cholesterol oraz cytoplazmatyczna — bardziej płynna. Białka błon można podzielić 
na dwie grupy zależnie od tego czy wykazują, czy też nie hydrofobowe oddziały
wanie z lipidami błon. Postuluje że, że integralne białka przechodzące przez 
błonę posiadają strukturę umożliwiającą posiadanie przez część cząsteczki własności 
hydrofilnych, a przez część — hydrofobowych. Obwodowe białka, które nie prze
chodzą przez błonę, przyłączone są do niej albo za pomocą specyficznych integral
nych białek, albo też przez d yuwartcściowe mostki kationowe. Lektyny obok róż
nych innych sposobów używano z pozytywnym wynikiem do badania architektury 
i dynamiki błon biologicznych. Użycie tych roślinnych białek wiążących się z resz
tami cukrowcowymi pozwala ocenić liczbę tych reszt na powierzchni komórki oraz 
ich lokalizację. Stwierdzono, że reszty cukrowcowe wykrywane na powierzchni 
komórki są zlokalizowane wyłącznie na powierzchniowej warstwie błony komór
kowej. Połączenie techniki immunologicznej z techniką freeze - etching pozwala 
badać zarówmo rozmieszczenie miejsc wiążących lektynę w  płaszczyźnie błony 
(w dwm wymiarach), jak i ich korelację do śródbłonowych cząstek, które reprezen
tują integralne białka błon. Nieznana jest jak dotąd biochemia cząstek śródbłono-

*
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Fig. 5. Immunohistochemical demonstration of lectin - binding 
sites by fluorescent - labeled lectins: (a) Con A - binding sites 
in the rat trachea, (b) WGA - binding sites in rat large 
intestine (c) RcA - binding sites in epithelial, interstitial and 
muscle cells of human tongue, (d) RcA - binding sites in rat 
myocardium as visualized by fluorescent - labeled serum protein 
in a two - step affinity technique. 300 X (a - d). (from Roth,

Exp. Path. Suppl. 3, 1978)
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Fig. 6. Con A - peroxidase technique for specific visualization of cell surface 
glycocomponents of pneumocytes (a) and LcL - ferritin for demonstration of 
glycocomponents in the hypophase of the alveolar surfactant (b) of the mouse.

20,000 X (a), 70,000 X (b). (from Roth, Exp. Path. Suppl. 3, 1978)
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wych w  komórkach eukariotycznych. Stąd wynikają wątpliwości co do istnie
nia strukturalnego połączenia między miejscami wiążącymi lektynę na powierzchni 
i cząstkami śródbłonowymi oraz co do istnienia powiązania: jeden do jednego 
między nimi. W artykule przedyskutowano pewne aspekty przemieszczania się 
makrocząsteczek na powierzchni komórki następującego na skutek wiązania się 
wielowartościowego ligandu. Podano także pewne przykłady zastosowania lektyn  
w  mikroskopie świetlnym i elektronowym dla lokalizacji specyficznych reszt 
cukrowcowych. Badania w  mikroskopie świetlnym, przeprowadzone z użyciem  
znakowanych fluoresceiną lektyn, sugerowały zmiany w  części cukrowcowej po
wierzchni mikrokosmków komórek nabłonkowych jelita podczas różnicowania. P o
dobne zmiany zaobserwowano na powierzchni komórek szeregu krwiotwórczego. 
Przedstawiono także badania prowadzące do wykazania miejsc wiążących lektyny  
w  błonach śródplazmatycznych.
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OOGENEZA U GALLERIA MELLONELLA  — BADANIA
CYTOCHEMICZNE I ULTRASTRUKTURALNE

OOGENESIS IN GALLERIA MELLONELLA  — CYTOCHEMICAL AND
ULTRASTRUCTURAL STUDIES

Aleksandra PRZEŁĘCKA

Pracownia Cytochemii Zakładu Biologii Komórki,
Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego

P ro fe so ro w i  W ło d z im ie r z o w i  N ie m ie r k o  — m o 
j e m u  M is t r zo w i  i s e r d e c z n e m u  O p ie k u n o w i  — 
pracą tą z  g łąboką wdz iącznośc ią  o f ia row u ją

Streszczenie. Śledzenie rozwoju oocytów owadzich, jak to widać na przykładzie 
przedstawionej oogenezy u Galleria mellonella, daje biologowi okazję obserwowa
nia szeregu procesów cytologicznych występujących tu ze szczególną intensywnoś
cią. Obejmują one takie zjawiska, jak wybiórczą i okresowo trwającą amplifikację 
genów, transport substancji przez błonę komórkową i pinocytozę, regulację pozio
mu jonów wapnia w  komórce, gromadzenie w  cytoplazmie substancji zapasowych, 
interakcje między komórkami, a także między różnymi narządami. Procesy te,
jak również towarzyszące im głębokie przemiany biochemiczne, podlegają precy
zyjnej regulacji kierowanej przez układ neurohormonalny owada. Omówienie tego 
ostatniego zjawiska wykracza jednak poza z góry zamierzone ramy artykułu.

Summary.  Investigations on the development and muturation of insect oocytes 
give the cell biologist an opportunity to study different cytological phenomena, 
e. g. selective gene amplification, cellular membrane transport, pinocytosis, regu
lation of the intracellular level of calcium ions, storage of metaplastic substances, 
cell and tissue interactions. All these processes are expressed in developing 
oocytes with particular intensity. In the paper results of some studies — perfor
med on the ovariole of Galleria mellonella  — are presented, illustrating the above 
mentioned phenomena.

-
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RODZAJE PĘCHERZYKÓW JAJOWYCH OWADÓW

Oocyty owadów rozwijają się w owarioli, w pęcherzykach jajowych 
tworzących ściśle powiązane ze sobą zespoły komórek. Zależnie od ro
dzajów i rozmieszczenia komórek towarzyszących oocytowi pęcherzyki 
określa się jako panoistyczne, gdzie komórkami towarzyszącymi są jedy
nie komórki nabłonka folikularnego, i meroistyczne, gdzie oprócz na
błonka folikularnego występują specjalne komórki — trofocyty. Ko
mórki te mogą być umieszczone w grupie, w części apikalnej owarioli, 
stamtąd zaś za pośrednictwem specjalnych sznurów łączą się z poszcze
gólnymi pęcherzykami; trofocyty mogą też przylegać bezpośrednio do 
oocytu tworząc tzw. pęcherzyki politroficzne (rys. la). Pęcherzyki pano
istyczne występują u przedstawicieli Orthoptera, Isoptera, Odonata 
i Aphaniptera.  Pęcherzyki telotroficzne występują u Coleoptera  — Po-  
lyphaga  i u Hemiptera,  pęcherzyki politroficzne — u Coleoptera  — Ade-
phaga, Neuroptera, Hymonoptera, Lepidoptera  i Diptera  [15]. Galleria
mellcnella, jako przedstawiciel Lepidoptera,  posiada pęcherzyki jajowe 
typu politroficznego (rys. 1 b, c).

FORMOWANIE I GŁÓWNE ETAPY ROZWOJU OWARIOLI
G. MELLONELLA

W stadium gąsienicy u G. mellonella żeńskie gonady mają postać 
małych, elipsoidalnych pęcherzyków położonych symetrycznie po obu 
stronach ciała owada, w tylnej części jego odwłoka. W każdym z nich 
wśród masy tkanki nabłonkowej i łącznej wyróżnić można łatwo cztery 
grupy intensywnie dzielących się komórek oogonialnych, o typowym w y
glądzie tkanki zarodkowej (rys. 2b). Na przełomie stadium larwalnego 
i poczwarki, u tzw. larwy snującej, podziały oogoniów przyjmują cha
rakter różnicujący, w wyniku czego powstają preoocyty i towarzyszące 
im trofocyty. Preoocyty wchodzą wówczas w okres mejozy, o czym 
świadczą spotykane w ich jądrach kompleksy synaptemalne (rys. 2a) 
będące morfologicznym obrazem zachodzącego w pierwszych stadiach 
mejozy crossing over [28],

Proces różnicowania przyszłej komórki jajowej jest jednym z naj
ciekawszych zjawisk w biologii i od dawna intrygował on wielu badaczy. 
U przedstawicieli Dytiscidae  odrębny rozwój preoocytu od pozostałych 
trzech jego komórek siostrzanych determinuje pojawienie się w nim  
poza chromosomalnego DNA, tzw. ciałka Giardiniego [36]. U G. mello
nella nie prowadzono szczegółowych badań nad tym okresem rozwoju. 
Prawdopodobnie i w tym przypadku warunkują go jakieś zjawiska za
chodzące na poziomie genomu komórki. Formowanie i rozwój owarioli
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Rys. 1. a — Schemat budowy różnych typów owarioli występujących u owadów, 
przedstawione kolejno: owariola panoistyczna, politroficzna i telotroficzna; 
h, c — pęcherzyki jajowe G. mellonella  barwione zielenią metylową i pyroniną: 

5 — z okresu prewitellogenezy X 400, c — z okresu witellogenezy, X200
o — o o c y t ,  t — tr o fo c y t ,  n  — n a b ło n e k  fo l ik u la r n y

€ — P o s tę p y  B io l.  K o m . 1/78
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odbywa się u tego owada w stadium poczwarki. Około trzeciego dnia 
życia poczwarki wysuwają się z każdego z dwóch owarii rureczki jaj
nikowe, które następnie dzięki stałemu wzrostowi osiągają długość około 
30 mm. Tak znaczne wydłużanie się owarioli uwarunkowane jest zarów
no stałymi podziałami oogonialnymi, w wyniku których tworzą się 
wciąż nowe pęcherzyki, jak i gwałtownym wzrostem tych ostatnich. 
Wzrost ten, zainicjowany około 5 dnia życia poczwarki (trwającego 
w sumie około 10 dni), jest wynikiem bardzo znacznego zwiększania się 
objętości oocytów, w których w tym czasie następuje gromadzenie wiel
kich ilości substancji zapasowych, czyli witellogeneza [5]. W literaturze 
anglosaskiej przyjęto nazywać ten okres okresem wzrostu „olbrzymie
go”, co podkreśla niezwykłość tempa, w  jakim on zachodzi. Według da
nych Kinga i Aggarwal [16] objętość ooplazmy u jedwabnika dębowego 
(Cecropia) w okresie wittellogenezy zwiększa się około 100 000 - krotnie. 
Objętość ooplazmy u muszki owocowej (Drosophila) w tym okresie 
wzrasta wprawdzie tylko 100 razy, jednakże czas podwajania się u niej 
ooplazmy równa się około jednej godzinie, podczas gdy ten sam czas dla 
jedwabnika dębowego wynosi około 24 godzin. U G. mellonella w  okre
sie witellogenezy trwającej mniej więcej pięć dni objętość oocytu zwięk
sza się około 100 razy. Tak intensywny przyrost, jak się wydaje, nie był
by możliwy, gdyby komórka ta była zdana jedynie na własne mechaniz
my syntezy. Tę rolę też, zaopatrywania oocytu w związki potrzebne do 
spełnienia jego fizjologicznej funkcji, przejmują towarzyszące mu ko
mórki nabłonka folikularnego i trofocyty, a także przylegające do owa
rioli ciało tłuszczowe. Aktywność trofocytów ogranicza się do pierwszych 
stadiów rozwoju oocytu, tj. do okresu prewitellogenezy i początków 
witellogenezy. Gdy w ooplazmie zaczynają się pojawiać kule żółtkowe 
i pęcherzyk jajowy osiąga długość około 200-250 jim, to następuje gwał
towna liza całej komory trofocytowej. Dojrzały pęcherzyk jajowy oto
czony jest już tylko nabłonkiem folikularnym i wytworzoną przez ten 
ostatni ścianką zwaną chorionem.

STRUKTURA I FUNKCJA FIZJOLOGICZNA TROFOCYTÓW

Trofocyty, jak już wspomniano, powstają obok przyszłej komórki 
jajowej w  wyniku podziału oogonii. Utworzopa komórka preoocytu 
wchodzi w profazę podziału mejotycznego i w tym stadium, a więc 
z tetraploidalną zawartością materiału genetycznego, przechodzi cały 
okres wzrostu i witellogenezy. Natomiast wzrostowi trofocytów towa
rzyszy, albo raczej warunkuje go, endomitotyczny podział ich jąder. 
Charakterystyczny amebowaty kształt i duża objętość jąder trofocytów  
w pęcherzykach jajowych Lepidoptera  od dawna sugerowały różnym
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autorom, że komórki te odznaczają się dużym natężeniem przemian,
w których jądro może brać udział. U G mellonella  jądra trofocytów osią
gają objętość około 100 000 gm3, przy objętości jąder diploidalnych ko
mórek nabłonka folikularnego równej kilkudziesięciu mikrometrom sześ
ciennym [23]. Badania autoradiograficzne wykazały, że istotnie jądra 
trofocytów są głównym  miejscem produkcji RNA w całym pęcherzyku 
(rys. 3a, b). Metodą ilościowej oceny autoradiogramów owarioli inkubo- 
wanych uprzednio w środowisku zawierającym H3 - urydynę wykazano, 
że u G. mellonella  w  okresie witellogenezy, gdy trofocyty osiągają ma
ksymalną objętość, ilość syntetyzowanych przez ich jądra (łącznie) RNA 
przewyższa ponad 100 - krotnie ilość RNA syntetyzowanych przez ją
dra wszystkich komórek nabłonka folikularnego. Jednocześnie synteza 
RNA w jądrze oocytu jest ledwie wykrywalna, natomiast w ooplazmie 
występuje wyraźny przyrost jego zawartości [24]. Wyniki te wskazują na 
to, że w pęcherzykach jajowych G. mellonella, podobnie jak u przed
stawicieli innych owadów posiadających owariole typu politroficznego 
[2, 38], jądra trofocytów są miejscem intensywnej syntezy RNA przeka
zywanego następnie do oocytu. Stwierdzenie to znalazło poparcie 
w obrazach uzyskanych za pomocą mikroskopu elektronowego. Jądra 
trofocytów w  mikroskopie elektronowym wykazują obecność bardzo licz
nych, delikatnych wypustek, co zwiększa znakomicie powierzchnię kon
taktu tych jąder z otaczającą je cytoplazmą (rys. 4a, b). Gęsto rozmiesz
czone w ich otoczce jądrowej pory zapewniają ułatwione przedostawanie 
się przez nie różnych substancji. Duża ilość struktur zawierających RNA, 
zarówno na terenie samych jąder, jak i przylegającej do nich cytoplazmy, 
wyraźnie wskazuje na to, że aktywność fizjologiczna jąder trofocytów  
przejawia się głównie w produkcji RNA. Substancja ta przedostaje się 
następnie do oocytu, co ułatwione jest dzięki zachowaniu między komo
rą trofocytową i oocytem połączenia za pośrednictwem mostka cytoplaz- 
matycznego (rys. 5).

U G. mellonella, podobnie jak u Hyalophora cecropia [16], w oocy- 
tach gotowych do podziału redukcyjnego RNA wykryć można metodami 
cytochemicznymi jedynie w  kulach żółtkowych. Z punktu widzenia orga
nizacji morfologicznej dojrzałego oocytu substancja ta wchodzi zatem 
w  skład utworów metaplazmatycznych — kul żółtkowych, które są ma
gazynem materiałów zapasowych dla rozwijającego się przyszłego zarod
ka. Przez długi czas znaczenie biologiczne tego faktu było jedynie przed
miotem spekulacji naukowych. W pęcherzykach jajowych owadów, które 
mają owariole typu panoistycznego, wzmożona w  okresie witello
genezy synteza RNA zachodzi w jądrze oocytu [20]. Dzięki zastosowaniu 
testu hybrydyzacji molekularnej wykazano, że produkowane przez nie 
dodatkowe porcje RNA mają charakter RNA rybosomalnego [10, 14, 19].
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Wydaje się bardzo prawdopodobne, że w politroficznych pęcherzykach 
jajowych RNA dostarczany do oocytu przez trofocyty również ma cha
rakter RN A rybosomalnego. Świadczą o tym badania przeprowadzone 
ostatnio na muszce owocowej. Wykazano mianowicie, że w  politroficz
nych pęcherzykach jajowych tego owada, na wszystkich etapach ooge- 
nezy, zachodzi stale synteza rRNA, 5S RNA i tRNA. Produkcja rRNA 
jest jednakże procesem dominującym, czemu odpowiada wzrost ilości 
genów rybosomalnych i co autorzy wiążą z procesem poliploidyzacji ją
der trofocytów [21]. Badania prowadzone na tak różnorodnym materiale, 
jak omawiane tutaj oocyty owadów, oocyty jeżowców [13] i oocyty pła
zów [4], wskazują zatem, że z jedną z charakterystycznych cech rozwo
jowych przyszłej komórki jajowej, przynajmniej u wymienionych grup 
zwierząt, jest gromadzenie rybosomalnego RNA zabezpieczającego możli
wość zachodzenia intensywnej syntezy białka w pierwszych stadiach 
embriogenezy. Mechanizmy tego zabezpieczenia mogą być różne: synteza 
zwiększonych ilości rRNA może zachodzić w samym oocycie lub/i w zwią
zanych z nim komórkach troficznych. Zawsze jednak sprowadzają się 
one do zwielokrotnienia odpowiednich odcinków genomu, z okolicy tzw. 
organizatora jąderkowego, na których synteza rRNA może zachodzić [22]. 
Tego typu amplifikacja genów w przyszłej komórce jajowej jest przej
ściowa, a nagromadzony w określonym stadium oogenezy dodatkowy ma
teriał jąderkowy (rDNA) po pewnym cząsie na ogół zanika [36]. Można 
przypuszczać, że wzrost i następnie liza jąder trofocytów są przejawem
podobnego układu regulacyjnego.

Z przytoczonych danych wynika, że silnie poliploidalne jądra tro
focytów w politroficznych pęcherzykach jajowych G. mellonella  (jak 
i u innych owadów) powinny zawierać głównie cistrony rDNA. Zacho
dząca w nich endomitoza musiałaby zatem mieć charakter wybiórczej 
amplifikacji określonego odcinka genomu. Badania za pomocą odpowied
niej hybrydyzacji molekularnej przeprowadzonej na wyizolowanym DNA 
trofocytów lub na jądrach in situ prawdopodobnie odpowiedziałyby na 
pytanie, czy przypuszczenie to jest słuszne.

ZMIANY ROZWOJOWE W ULTRASTRUKTURZE OOCYTU

Owariole świeżo wyklutego motyla G. mellonella  zawierają łącznie 
około 300 pęcherzyków jajowych, reprezentujących kolejne właściwe im 
stadia rozwojowe. Ustalenie głównych etapów rozwoju według kryte
riów wielkości pęcherzyka jest dość trudne, natomiast zastosowanie pro
stych testów cytochemicznych na całych owariolach pozwala na wyzna
czenie ostrej granicy między pęcherzykami należącymi do trzech klas: 
pęcherzyków z etapu prewitellogenezy, witellogenezy i postwitelloge-

http://rcin.org.pl



O O G E N E Z A  U  G A L L E R I A  M E L L O N E L L A 85

nezy. Rozmą się one wyraźnie odpowiedzią na testy używane do wykry
wania w komórkach enzymów, jak np. fosfatazy alkalicznej, szeregu 
dehydrogenaz, a także RNA, glikoproteidów i fosfolipidów [1, 24, 26J.

Przynależność oocytów do wymienionych klas można także ustalić 
na podstawie ich kształtu oraz położenia jądra komórkowego. To ostatnie 
w komórce oogonialnej i w młodym, prewitellogenetycznym oocycie 
ułożone jest centralnie, w miarę zaś postępującej witellogenezy spycha
ne jest do cytoplazmy peryferyjnej. W jądrze młodego, prewitellogene- 
tycznego oocytu G. mellonella  — jak i w oocytach innych owadów 
nie można wybarwić chromatyny za pomocą reakcji Feulgena, natomiast 
zwraca uwagę występowanie dużej, kulistej struktury, wykazującej obec
ność RNA i fosfolipidów [27] (rys. 6a). Struktura ta oglądana w  mikros
kopie elektronowym przypomina skupienie chromatyny pozachromoso- 
malnej, która występuje w młodych oocytach u Dytiscidae  [36]. U przed
stawicieli tej rodziny chrząszczy kilkadziesiąt lat temu wykryto 
pojawianie się tej struktury podczas ostatnich, różnicujących podziałów 
oogonialnych [11] i uznano jej obecność za rodzaj determinanty gene
tycznej, decydującej o różnych drogach rozwoju powstałego w wyniku 
tych podziałów oocytu i siostrzanych względem niego trofocytów [37].

W oocytach G. mellonella, podobnie jak u Dytiscidae,  omawiana 
struktura występuje tylko w młodych oocytach i zanika w miarę prze
suwania się jądra z pozycji centralnej ku brzeżnej. Jej zasadniczy zrąb 
ma charakter sieciowaty, o włóknach grubości około 100 mu. W miarę 
rozwoju sieć ta staje się luźniejsza, następuje jakby jej wakuolizacja 
(rys. 6e, 7). Najbardziej wzrasta objętość wakuoli położonej centralnie, 
aż w końcu cała ta struktura przyjmuje postać dużego, koncentrycznie 
ułożonego w jądrze pierścienia, odcinającego się wyraźnie od pozostałej 
karioplazmy (rys. 8). Struktura ta, po usunięciu fosfolipidów, daje się 
częściowo zabarwić kwaśną hemateiną, co potwierdza jej chromatynowy 
charakter (rys. 6b). Poza tym w jądrze oocytu — właśnie jedynie w tej 
strukturze — można stwierdzić metodą autoradiografii zachodzenie syn
tezy lipidów, RNA oraz obecność białek bogatych w argininę [24, 25] 
(rys. 6c, d). Nie prowadzono jednak badań, które pozwoliłyby na bliższe 
scharakteryzowanie, jaki rodzaj RNA jest tu produkowany. Przytoczo
ne obserwacje pozwalają przypuszczać, że (podobnie jak u wspomnia
nych chrząszczy [36]) w oocytach G. mellonella struktura ta jest szcze
gólną formą olbrzymiego jąderka, charakterystycznego dla pierwszych 
faz rozwoju oocytu. Możliwe, że pojawianie się olbrzymiego jąderka jest 
formą przejściowej, stosunkowo krótkotrwałej amplifikacji genów, nie
zależnej od podobnego procesu zachodzącego — jak już omówiono 
w jądrach trofocytów. Potwierdzenie tego przypuszczenia wymaga 
jednak dalszych, szczegółowych badań. Mechanizmy regulujące uformo-
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wanie, a potem lizę takiego jąderka również pozostają nadal niejasne. 
Być może też, że jest to zjawisko bardziej powszechne, niż przypuszcza
no dotychczas, właściwe wczesnym stadiom rozwoju oocytów różnych 
owadów o politroficznych pęcherzykach jajowych. Jednoznaczną iden
tyfikację tej struktury dają dopiero badania prowadzone przy użyciu 
mikroskopu elektronowego, wiadomo zaś, jak nie łatwo jest trafić na 
odpowiedni przekrój przez jądro tak dużej komórki, jaką jest oocyt. Stąd 
też, być może, obserwacje dotyczące obecności w nim „jąderka olbrzy
miego”, lub według terminologii badaczy włoskich „ciałka Giardiniego”,
mają jedynie wyrywkowy charakter.

Jak już zaznaczono, jąderko olbrzymie stopniowo zanika w miarę 
postępującej witellogenezy. W oocycie zaczyna się wówczas gromadzić 
RNA produkowany przez trofocyty oraz substancje zapasowe odkładane 
w ooplazmie, tworzące żółtko. Żółtko to występuje w postaci kul różnie 
reagujących z zastosowanymi utrwalaczami, a więc zróżnicowanych pod 
względem składu chemicznego (rys. 9). Obok białka i lipidów występują 
w nim także węglowodany, odkładane regularnymi kręgami w brzeżnej 
części kuli (rys. 10a, b). Niektóre z kul żółtkowych wykazują regularną 
organizację ultrastrukturalną, co prawdopodobnie związane jest z ro
dzajem zawartego w nich materiału. Te utwory metaplazmatyczne stop
niowo wypełniają szczelnie całą komórkę, tak że cytoplazma i jej orga
nelle stanowią znikomą jej część. W przypadku mitochondriów zmniej
szenie się ich ilości na jednostkę masy ooplazmy znajduje odbicie w dra
stycznym spadku współczynnika aktywności metabolicznej oocytów (wy
rażonego ilością tlenu zużytego przez jednostkę masy w jednostce czasu, 
mierzoną metodą mikrorespirometryczną) podczas witellogenezy [17].

W pęcherzykach jajowych G. mellonella  prowadzono również po
miary zawartości niektórych pierwiastków za pomocą mikrosondy rent
genowskiej. W wyniku tych pomiarów okazało się, że oocyty — zarówno 
ze stadium wczesnej witellogenezy, jak i po jej zakończeniu — chara
kteryzują się bardzo dużą zawartością wapnia; podczas gdy w cytoplaz-
mie trofocytów i komórek nabłonka folikularnego Ca2+ występuje w stę
żeniu 3 mM, w ooplazmie stężenie tego pierwiastka dochodzi do 10 mM 
[34]. Dane te obejmują zarówno jony wapnia rozpuszczone w cytosolu, 
jak i występujące w powiązaniu z innymi cząsteczkami. Być może, tak 
duża zawartość tego pierwiastka w ooplazmie wiąże się m. in. z groma
dzeniem w żółtku znacznych ilości fosfolipidów, które ulegają pod wpły
wem wapnia stabilizacji [18]. Wiadomo również, że jony wapnia pełnią 
w komórce także szereg innych ważnych funkcji fizjologicznych i że 
utrzymanie określonego poziomu homeostazy wapniowej ma dla komórki 
zasadnicze znaczenie. Jednym z mechanizmów zapewniających utrzy
manie tej homeostazy jest — być może — zaobserwowana na błonie
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oocytów G. mellonella  zdolność wiązania przez nią jonów wapnia (rys. 
11). Zjawisko to występuje jedynie w okresie witellogenezy wówczas, 
gdy poprzez błonę oocytu od strony nabłonka folikularnego zachodzi 
stały napływ do ooplazmy różnych substancji [33]. Błona oocytu — 
oolemma — charakteryzuje się wówczas bardzo dużą aktywnością pino- 
cytotyczną [30]. Zastosowanie kwasu taninowego przy utrwalaniu pę
cherzyków jajowych z tego okresu daje obrazy wyraźnie wykazujące, 
że zarówno kanaliki, jak i pęcherzyki pinocytotyczne pełne są jakichś 
substancji reagujących z tym odczynnikiem (rys. 12). Nie wykluczone, 
że łatwość wiązania wapnia przez błonę tych kanalików związana jest 
także z niezwykłą jej ruchliwością, częstymi lokalnymi zmianami kształ
tu warunkującymi niezwykłą aktywność pinocytotyczną oolemmy. Pod 
koniec okresu witellogenezy aktywność ta ustaje i zanika też zdolność 
specyficznego wiązania przez nią jonów wapnia. Oocyt wypełnia się 
wówczas szczelnie kulami żółtka; w cytoplazmie obwodowej, tuż przy 
błonie, zaczyna się pojawiać warstwa tzw. błony żółtkowej (rys. 13a, b). 
Warstwa ta dochodzi do grubości równej około 1 ąm. Jest to gęsta, sia- 
teczkowata struktura, łatwo przepuszczalna dla związków o małej czą
steczce, jak np. sole strontu [33]. Widoczne są również biegnące przez 
całą tę warstwę prostopadle do jej obwodu kanaliki o średnicy docho
dzącej do kilkudziesięciu milimikronów. Obecność ich wskazuje na to, 
że nawet w końcowej fazie rozwoju oocyt nie jest całkowicie odcięty od 
ewentualnego dopływu substancji o większych cząsteczkach.

STRUKTURA I FUNKCJA FIZJOLOGICZNA NABŁONKA FOLIKULARNEGO

Komórki jednowarstwowego nabłonka otaczającego pęcherzyk ja
jowy przez stosunkowo długi okres zachowują zdolność podziałów mito- 
tycznych (rys. 14), co zapewnia utworzenie przez nie zwartej okrywy 
rosnącego oocytu. Kształt i wzajemne ułożenie komórek nabłonka ulega 
w miarę rozwoju pęcherzyka charakterystycznym zmianom. W bardzo 
młodych oocytach przylegają one ściśle do siebie (rys. 15, 16), natomiast 
w miarę ich wzrostu ulegają znacznemu wydłużeniu i pojawiają się 
między nimi wyraźne, stale zwiększające się przestrzenie. Przestrzenie 
te służą zapewne swobodnemu przepływowi różnych substancji do po
wierzchni oocytu. W następnych etapach dojrzewania oocytu komórki 
nabłonka tracą swój wydłużony kształt, ich oś pionowa staje się krótsza 
od osi poprzecznej, pozostają jednak między nimi nadal bardzo duże prze
strzenie międzykomórkowe. Pod koniec rozwoju oocytu komórki te w y
twarzają otoczkę okalającą cały pęcherzyk, zwaną chorionem.

Na ogół przyjmuje się, że osłona oocytu i utworzenie chorionu jest
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główną funkcją nabłonka folikularnego. Bliższe przyjrzenie się struk
turze tych komórek nasuwa jednak przypuszczenie, że spełniają one 
wobec oocytu także jakieś funkcje troficzne. Stale zachodząca synteza 
RNA w ich jądrach, bogato wykształcone endoplazmatyczne retikulum,
duża ilość mitochondriów, obecność kulistych utworów metaplazmatycz- 
nych zawierających glikoproteidy (podobnych do niektórych kul żółtka 
oocytu) świadczą o tym, że są to komórki o dużym natężeniu procesów 
metabolicznych (rys. 17a, b). Trudno jednakże na razie powiedzieć, które 
z produktów tego metabolizmu, jeżeli w ogóle tak jest, przekazywane są 
do oocytu. Przyjmuje się, że odkładane w żółtku białka dostarczane są
przez hemolimfę w postaci wysoko zorganizowanych cząstek. Świadczą
0 tym wyniki badań, w których wykazano identyczność serologiczną
1 taką samą ruchliwość elektroforetyczną białek hemolimfy i białek 
ooplazmy, w fazie jej intensywnego wzrostu [3, 12, 35]. Drugi ważny
składnik kul żółtkowych — lipidy — również wydaje się być dopro
wadzany do oocytu przez hemolimfę. Źródłem jego jest ciało tłuszczowe
owada pozostające w  okresie witellogenezy w ścisłym kontakcie morfo
logicznym z owariolą [31]. Krzywa prezentująca przyrost masy lipidów
w owarioli G. mellonella  w  okresie witellogenezy jest lustrzanym odbi
ciem krzywej prezentującej spadek zawartości tych substancji w jej 
ciele tłuszczowym [8]. Jednocześnie w ciele tłuszczowym obserwuje się
wzrost aktywności lipolitycznej ściśle związany z obecnością rozwijają
cej się owarioli [9]. Dane te sugerują, że lipidy ulegają przed uwolnie
niem ich z ciała tłuszczowego degradacji i formą transportową w hemo- 
limfie są produkty ich hydrolizy [6]. Wyniki wcześniejszych badań świad
czą o tym, że wolne kwasy tłuszczowe występujące w środowisku mogą 
ulegać bardzo szybkiemu wbudowaniu w różne frakcje lipidów w ystę
pujących w owarioli [7], przy czym najintensywniej (sądząc po zaczer
nieniu uzyskanych autoradiogramów) synteza lipidów wydaje się zacho
dzić w nabłonku folikularnym [25]. Nie można zatem wykluczyć, że re-
synteza (być może tylko częściowa) hydrolizowanych w ciele tłuszczo
wym lipidów odbywa się w komórkach nabłonka folikularnego. Lipidy
te dopiero stąd mogłyby przedostawać się do oocytu. Sugestia ta wymaga 
dokładniejszego sprawdzenia, w każdym bądź razie pozostaje faktem, że 
palmitynian sodu ulega już po 5 minutach wbudowaniu w  nabłonek foli- 
kularny, w związki pozostające w komórce przy procedurze histologicz
nej pozwalającej na zachowanie lipidów.

Bliższego wyjaśnienia wymaga też sprawa pojawiania się w komór
kach nabłonka folikularnego wspomnianych już utworów metaplazma- 
tycznych — kul zawierających glikoproteidy (rys. 17b). Struktur takich 
nie spotyka się nigdy w trofocytach, występują one jedynie w  nabłonku
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folikularnym i w oocycie. Za pomocą reakcji cytochemicznych — na po
ziomie mikroskopu świetlnego — obecność glikogenu można wykazać 
w  pęcherzykach młodych, prewitellogenetycznych i pod koniec witello- 
genezy, czy jednak jest on syntetyzowany bezpośrednio na terenie cyto- 
plazmy oocytu, czy w nabłonku folikularnym — pozostaje sprawą nie
wyjaśnioną.

STRUKTURA I FUNKCJA FIZJOLOGICZNA ŚCIANY OWARIOLI

Ściana owarioli G. mellonella  przylega szczelnie do zawartych w niej 
pęcherzyków, dzięki czemu wzdłuż całej owarioli zaznaczają się wyraź
nie ich kształty. Na preparatach histologicznych widoczna jest ona zwy
kle w  postaci nieregularnej warstwy, grubości paru mikronów, ściśle 
związanej z pęcherzykami, zwłaszcza w ich strefie „równikowej”. Na 
odcinkach leżących naprzeciw połączeń dwóch kolejnych pęcherzyków 
ściana ta ulega lekkiemu wklęśnięciu, w utworzonych zaś przestrze
niach widoczne są często pojedyncze komórki hemolimfy (rys. 18). Zbu
dowana jest ona z komórek mioepitelialnych, silnie wydłużonych 
(w kierunku osi długiej owarioli), pozazębianych między sobą, ale two
rzących też liczne przestrzenie międzykomórkowe. W komórkach tych 
widoczne są pęki dobrze wykształconych włókienek mięśniowych, w któ
rych na przekrojach poprzecznych widać grube filamenty regularnie 
otoczone cienkimi, zapewne odpowiadające miozynowym i aktynowym  
filamentom (rys. 19). Włókna te biegną zarówno wzdłuż, jak i w po
przek owarioli. Oprócz tego zwraca uwagę bardzo duża ilość komórek 
tchawkowych przylegających do zewnętrznej powierzchni ściany owa
rioli, jak również występujących w  jej głębszych warstwach (rys. 20).

Powierzchnia całej ściany owarioli, tak zewnętrzna, jak i wewnętrz
na, wyłożona jest warstwą błony podstawnej o grubości równej kilkuset 
mikronom. Warstwa ta, o typowej sieciowatej strukturze, zbudowana 
jest z glikoproteidów o polianionowym charakterze. Świadczą o tym  
wyniki testów cytochemicznych, takich jak reakcja Thierry’ego, bar
wienie czerwienią rutenową, wiązanie konkanawaliny A, wiązanie zasa
dowej formy żelaza koloidalnego [29, 31, 32], stosowanych powszechnie 
do wykrywania tzw. glikokaliksu (inaczej warstwy powierzchniowej) 
pojedynczych komórek (rys. 21a, b, 22, 23). Brak reakcji z czerwienią 
rutenową obserwowany przez nas po uprzednim trawieniu neuramini- 
dazą świadczy o obecności kwasu sjalowego. Wyniki te sugerują, że opi
sywana błona podstawna charakteryzuje się podobną budową chemicz
ną, jak glikokaliks. Z jednej strony, zapewnia ona całej rureczce jajni
kowej zwartą, sprężystą osłonę, z drugiej — działa prawdopodobnie jak
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sito molekularne umożliwiające swobodny przepływ metabolitów do jej 
wnętrza. Zarówno cząsteczki niewielkich rozmiarów, jak i duże cząstecz
ki — np. białka — wszystko, co potrzebne jest do rozwoju pęcherzyków 
i odkładane jest bezpośrednio albo po odpowiednim przekształceniu w  cy- 
toplazmie dojrzewającego oocytu, musi przejść przez barierę, jaką sta
nowi ściana owarioli. Prawdopodobnie bogata w ładunki ujemne i posia
dająca zdolność łatwego wiązania białek (o czym świadczy chociażby 
wiązanie konkanawaliny A) błona podstawna tej ściany odgrywa dużą 
rolę w kumulowaniu przy powierzchni owarioli dostarczanych przez he- 
molimfę substancji. Licznie występujące w ścianie owarioli przestrzenie 
międzykomórkowe bez wątpienia ułatwiają dalszy ich przepływ. Obec
ność wspomnianych włókienek mięśniowych w komórkach, z których 
zbudowana jest ta ściana, umożliwia ruchy całej owarioli, dobrze widocz
ne przy preparowaniu tego narządu pod mikroskopem stereoskopowym. 
Zapewne ma to duże znaczenie dla dopływu ku powierzchni owarioli 
substancji zawartych w hemolimfie i transportowanych następnie do 
leżących wewnątrz owarioli pęcherzyków jajowych.
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Rys. 2. Owaria gąsienic G. mellonella  z ostatniego stadium rozwojowego larwy
a — fr a g m e n t  jąd ra  z k o m p le k s e m  s y n a p te m a ln y m ,  X 50 000, b — gru p a  k o m ó r e k  o o g o

n ia ln y c h ,  X 9000
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Rys. 3. a — pęcherzyki jajow e G. mellonella  z okresu prewitellogenezy  
X600, b — autoradiogram owarioli z okresu witellogenezy, materiał 
uprzednio inkubowany w  3H - urydynie (2 pCi/ 0,0002|.im/ml, 60 min),

X 200
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Rys. 4. Fragmenty jąder trofocytów, a — X 32000, b — X 64000
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Hys. 5. Mostek cytoplazmatyczny łączący komorę trofocytową z oocytem, X 18000
o — o o c y t ,  t — tr o fo c y t
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Rys. 6. Jąderko „olbrzymie" w  młodych oocytach G. mellonella
a — p o  w y b a r w ie n iu  f o s f o l ip id ó w  k w a ś n ą  h e m a te in ą  w e d łu g  te s tu  B a k e r a ,  X 1600, b — 
po w y e k s t r a h o w a n iu  fo s fo l ip id ó w ,  w y b a r w io n e  c z ę ś c io w o  k w a ś n ą  h e m a te in ą ,  p o d o b n ie  
ja k  c h r o m a ty n a  w  ją d r a c h  n a b ło n k a  fo l ik u la r n e g o ,  c — a u to r a d io g r a m  u z y s k a n y  p o  in 
k u b a c j i  w  C14- p a lm i t y n ia n ie  s o d u  (5 ^ Ci / 0,21 nM /m l,  15 m in ) ,  X 600, d — a u to ra d io g ra m  
u z y s k a n y  po  in k u b a c j i  p ę c h e r z y k a  w  śr o d o w isk u  z a w ie r a j ą c y m  H 3-a r g in in ę  (10 LtCi / 0,008

m g /m l ,  60 m in ) ,  X 1800, e z d ję c ie  z m ik r o s k o p u  e le k t r o n o w e g o ,  X 5400

http://rcin.org.pl



ii

jfc
it

* jr  ^m

Rys. 7. Jąderko olbrzymie w młodym oocycie G. mellonella, X 7200
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Rys. 8. Jąderko olbrzymie w  oocycie G. mellonella  trochę starszym niż przedsta
w io ny  na ry s . 7, X  10500
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Rys. 9. Fragment wypełnionej kulami żółtka ooplazmy pęcherzyka jajowego 
G. mellonella z okresu witellogenezy, utrwalanie i kontrastowanie materiału 
według metody konwencjonalnej (aid. glutarowy, sole ołowiu i uranu), X 12500
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Rys. 10. Kule żółtkowe w oocytach G. mellonella, materiał po przeprowadzeniu 
reakcji Thierry’ego pozwalającej na uwidocznienie glikoproteidów, o — X 18000,

b — X 30000
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Rys. 11. Fragment pęcherzyka jajowego G. Mellonella z okresu witellogenezy; 
na błonie komórkowej oocytu widoczne liczne elektronowo gęste ziarnistości 
powstałe w wyniku utrwalania materiału w aldehydzie glutarowym z dodatkiem

jonów wapnia, X 24000
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Rys. 12. Fragment pęcherzyka jajowego G. mellonella  z okresu witellogenezy, 
silne wykontrastowanie błon komórkowych, substancji wypełniających prze
strzenie między komórkami nabłonka folikularnego oraz wnętrze kanalików i pę
cherzyków pinocytotycznych uzyskane w  wyniku zastosowania przy utrwalaniu

m a teria łu  kw a su  taninowego, X 36000
o — o o c y t
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Rys. 13. Fragmenty pęcherzyków jajowych G. mellonella  z okresu późnej 
witellogenezy, widoczna gruba warstwa błony żółtkowej poprzecinanej kanalikami

a — X 3500, b — 27 000; o — o o c y t ,  n — n a b ło n e k  fo l ik u la r n y
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Rys. 14. Komórka nabłonka folikularnego młodego pęcherzyka jajowego G. mello
nella w  stadium metafazy podziału mitotycznego, X 22000
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Rys. 15. Fragment pęcherzyka jajowego G. mellonella  z okresu prew.tellogenezy, 
widoczne ścisłe ułożenie komórek nabłonka folikularnego, X 10500; o — oocyt
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Rys. 16. Przekrój poprzeczny komórek nabłonka folikularnego pęcherzyka jajo
wego G. mellonella z okresu prewitellogenezy, X 25000. Zdjęcie udostępnione

przez doc. A. Dutkowskiego
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Rys. 17. Komórki nabłonka folikularnego pęcherzyka jajowego G. mellonella
z o k re su  w ite llo g e n e zy

a — w id o c z n e  ją d r o  o n i e r e g u l a r n y c h  k o n t u r a c h  i d o b r z e  w y k s z t a ł c o n e  e n d o p la z m a t y c z n e  
r e t ik u lu m ,  X 36 000, z d j ę c i e  u d o s t ę p n i o n e  p r z e z  d o c .  A. D u t k o w s k i e g o ,  b — w id o c z n e  
w  c y t o p l a z m i e  k u le ,  p o d o b n e  d o  k u l  ż ó ł t k o w y c h ,  z a w i e r a j ą c e  g l i k o p r o t e i d y  s i ln ie  w y -

k o n t r a s t o w a n e  d z ię k i  z a s t o s o w a n iu  r e a k c j i  T h i e r r y ’e g o ,  X 14 000
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R y s . 18. F ra g m e n t o w a rio li G. mellonella, z ok resu  p re w ite llo g e ne zy  obejm ujący
połączenie dwóch ko le jnych  pęcherzyków , X  9000

S — ściana owarioli, h — komórki hemolimfy, t — trofocyt

http://rcin.org.pl



R y s . 19. Ściana o w a rio li G. mellonella, widoczne ko m ó rk i m ioep ite lia lne oraz
liczne p rze strze n ie  m iędzykom órkowe, X  145000
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Rys. 20. Ściana owarioli G. mellonella, widoczne komórki tchawkowe, X 90000
#
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Rys. 21. Ściana owarioli G. mellonella z silnie wykontrastowaną błoną podstawną
a -- po zastosowaniu reakcji Thierryego na glikoproteidy, X 45 000, b — po zastosowaniu 
barwienia czerwienią rutenową, X 14 000; s — ściana owarioli, n — nabłonek folikularny
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