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POSTĘPY BIOLOGII KOMORKI TOM 5, NR 3, 1978 (217-232)

ROLA NIEHISTONOWYCH BIAŁEK CHROMATYNY (NHP) 
W KONTROLI TRANSKRYPCJI PODCZAS CYKLU KOMÓRKOWEGO

THE ROLE OF NON - HISTONE CHROMATIN PROTEINS (NHP) 
AS REGULATORS OF TRANSCRIPTION DURING THE CELL CYCLE

Ewa WILAND

Zakład Genetyki Człowieka PAN, Poznań

Streszczenie. Rezultaty badań nad NHP proliferujących komórek wskazują, że NHP 
mogą odgrywać istotną rolę w kontroli transkrypcji podczas cyklu komórkowego. 
Niewiele jednak dotąd wiadomo o sposobie ich działania. Wiadomo jedynie, że 
synteza NHP biegnie poprzez cały okres cyklu komórkowego, niezależnie od repli
kacji DNA; maksymalny wzrost ilości NHP w fazie Gt zachodzi na skutek migra
cji z cytoplazmy oraz jednoczesnej syntezy specyficznych frakcji, przy czym 
maksymalna fosforylacja NHP również poprzedza replikację DNA. Synteza pew
nych frakcji NHP, występująca wkrótce po stymulacji komórki do proliferacji 
i niezbędna do aktywacji genomu, zachodzi na preegzystujących matrycach mRNA. 
Uwzględniając zarówno fakt zmniejszonej matrycowej aktywności chromatyny 
podczas mitozy w porównaniu z fazą S, oraz to, że histony są silniej związane 
z DNA podczas mitozy niż podczas fazy S, niektórzy autorzy sugerują, że udział 
NHP w regulacji transkrypcji u eukariotów może odbywać się poprzez pośredni
czenie w wiązaniu his tonów do DNA.

Sum/mary. Results of in vestiga tions on NHP in proliferating cclls indicate, that 
NHP may be important in control of transcription during the celi cycle. However 
up to now it is only little known about the mechanism of their action. They are 
synthesized during all stages of the celi cycle, independent of DNA synthesis. 
Maximal incrcase of NHP in Gi is the result of migration of NHP from the cyto- 
plasm with simultaneous synthesis of specyfic new fractions. Maximal phosphory- 
iation of NHP preccdes DNA replication. Synthesis of some fractions of NHP, 
appearing soon after celi stimulation to proliferation and indispensable for genome 
activation, occur on preexisting mRNAs, Because of the decreased template activity 
of chromatin during mitosis in comparison to S phase and stronger binding of 
histones to DNA during mitosis than in the S phase, some authors sugest, that 
NHP may participate in regulation of transcription in eucariots by interaction 
with histones bound to DNA.

Wyka® stosowanych skrótów

SDS — sól sodowa kwasu dodecylosiarkowego 
cAMP — 3 ,5'- cykliczny adenozynomonofosforan

http://rcin.org.pl

http://rcin.org.pl


218 E. W IL A N D

W STĘP

Chromatyna eukariotów jest nukleoproteidowym kompleksem skła
dającym się z DNA, białek i RNA. Mimo postępujących badań, wciąż 
mało jeszcze wiadomo o specyficznej funkcji, jaką odgrywają poszcze
gólne białka chromatyny. Obecnie na ogół przyjmuje się, że histony peł
nią rolę niespecyficznego supresora syntezy RNA DNA - zależnego oraz 
uczestniczą w tworzeniu struktury  chromosomów podczas cyklu komór
kowego [13-15, 20]. Coraz więcej badań wskazuje, że w regulacji ekspre
sji genu u eukariotów biorą udział NHP. NHP są niezwykle heterogenną, 
słabo jeszcze scharakteryzowaną frakcją białek jądrowych, obejmującą 
białka strukturalne, enzymatyczne i prawdopodobnie białka biorące udział 
w specyficznej aktywacji genów (por. komentarz red. Nature 1975, 257, 
644-645). Masa cząsteczkowa NHP wynosi od dziesięciu do kilkuset ty 
sięcy daltonów [15]. Punkt izoelektryczny NHP zawiera się w granicach 
3,7-9,0. Poddając NHP dwukierunkowej elektroforezie: w roztworze mocz
nika (zależność rozdziału od punktu izoelektrycznego) i w SDS (zależność 
rozdziału od masy cząsteczkowej), uzyskano około 7000 frakcji tych bia
łek [8].

W przeciwieństwie do histonów, których synteza jest ściśle związana 
z replikacją DNA, NHP są syntetyzowane poprzez cały okres cyklu ko
mórkowego, niezależnie od replikacji DNA [19, 51, 52, 64]. Istnieją nato
miast wyraźne różnice między frakcjami NHP zsyntetyzowanymi w róż
nych fazach cyklu [4, 19, 24]. Białka te ulegają specyficznym zmianom 
w  odpowiedzi na stymulację komórek mitogenami [1, 23, 34], hormo
nami [11, 48, 65, 66, 69], podczas procesu różnicowania się komórek [25, 
36, 39, 41, 46], produkcji przeciwciał [21, 42] oraz w procesie transfor
macji nowotworowej [9, 74]. Wiadomo także, że matrycowo aktywna chro
matyna w porównaniu z matrycowo nieaktywną zawiera więcej NHP 
[5, 73].

W polskim piśmiennictwie ukazało się szereg prac przeglądowych 
omawiających obszernie ogólną charakterystykę i udział NHP w regulacji 
transkrypcji [20, 26, 27, 33, 43]. W pracach tych podkreśla się, że regu
latorowe funkcje NHP należy przypisywać jedynie małej frakcji NHP, 
wyróżniającej się swoistością tkankową i gatunkową [2, 35, 50, 68, 72], 
szybkim obrotem metabolicznym [12, 70], specyficznością wiązania z DNA 
[28, 30, 67, 68, 71], specyficznością oddziaływania na aktywność m atry 
cową chromatyny [10, 38, 43, 49] i podlegającej zmianom w okresach 
indukcji aktywności genu [23, 56, 66]. Natomiast wyjaśnienie mecha
nizmu, na podstawie którego białka te mogą regulować transkrypcję, 
pozostaje nadal w  sferze hipotez [7, 20, 40, 62].
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W badaniach nad regulatorową funkcją NHP u eukariotów, szczegól
nie interesującym modelowym systemem aktywacji genów i tym  samym 
udziału białek regulatorowych jest komórka, przechodząca przez kolejne 
etapy cyklu komórkowego. Jeżeli NHP faktycznie biorą udział w kon
troli transkrypcji podczas cyklu komórkowego, to zmiany w syntezie 
specyficznych frakcji NHP związanych z DNA podczas kolejnych faz 
cyklu powinny wskazywać na regulatorową rolę tych białek. Do bada
nia mechanizmu kontroli ekspresji genów podczas cyklu komórkowego 
nadają się szczególnie stale dzielące się, zsynchronizowane komórki, 
względnie spoczynkowe komórki, pobudzane do podziałów przez zasto
sowanie odpowiednich stymulatorów.

ILO ŚCIO W E ZM IA N Y N H P  PO D CZA S SY N CH RO N ICZN EG O  W ZR O STU
K O M Ó R EK  H ELA

W synchronizowanej hodowli komórek HeLa cykl komórkowy dzieli 
się na cztery fazy:

Gi — okres od zakończenia mitozy do rozpoczęcia syntezy DNA (ma
miejsce od 8,5 do 12 godz. od początku syntezy DNA w po
przedzającym cyklu),

S — okres syntezy DNA (trwa około 6 godz., z maksymalną syn
tezą w 3 godz.),

G2 — okres między końcem syntezy DNA a początkiem mitozy
(między 5,5 a 7,5 godz. trwania cyklu),

M — mitoza (trwa około 1 godz.).

We wszystkich tych fazach komórek HeLa badano syntezę NHP [4, 6, 
24, 51). Zmiany NHP w kolejnych fazach cyklu komórkowego określano 
na podstawie różnic w inkorporacji radioaktywnych aminokwasów do 
frakcji NHP oraz różnic w densytometrycznych profilach tych białek 
w żelu poliakryloamidowym. Synteza NHP podczas mitozy nie różniła 
się od syntezy podczas fazy S i G2. W przeciwieństwie do tego, w okre
sie mitozy, kiedy zostaje zahamowana synteza RNA, następowało obni
żenie o 70-90% syntezy wszystkich pozostałych białek komórkowych [51]. 
Maksymalna inkorporacja 3H - leucyny do NHP występowała w późnej 
fazie Gi, poprzedzając początek syntezy DNA [53].

NHP ekstrahowane z komórek HeLa są heterogenną frakcją białek 
jądrowych o masach cząsteczkowych w granicach 15 000-180 000 dal to
nów, przy czym 85% tych białek ma masę cząsteczkową ponad 40 000 
daltonów [4], Poszczególne frakcje NHP wykazują specyficzne dla po
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szczególnych faz cyklu komórkowego zmiany w syntezie i obrocie me
tabolicznym. Szczególnie szybkim obrotem metabolicznym w komórkach 
HeLa cechują się polipeptydy wysokocząsteczkowe [53]. Przedstawione 
na rye. 1 elektroforogramy NHP w kolejnych fazach cyklu komórek 
HeLa wskazują na zmniejszanie frakcji NHP o masie cząsteczkowej 
75 000 daltonów (pasmo 11) bezpośrednio przed replikacją DNA. W po
łowie fazy S frakcja ta wracała do poprzedniego poziomu. Od połowy 
fazy S do połowy G2 następowało zmniejszanie o 50% frakcji przedsta
wionej jako pasmo 15. W fazie G2 ulegały obniżeniu także dwie dalsze 
frakcje NHP (pasma 4 i 17) [4]. Podobne zmiany w syntezie NHP w ko
lejnych fazach cyklu komórkowego obserwowano także podczas synchro
nicznego wzrostu komórek jajowych chomika [19].

Wczesna faza SWczesna faza G

środkowa faza G Ś rod ko w a

Późna faza G

Rye. 1 P ro file  densy tom etryczne  e lek tro fore tycznego  rozdz ia łu  N H P  izo low anych
z synchron izow anych  ko m ó rek  H eL a [4]

Stein i Matthews [59] działali na komórki HeLa podczas mitozy akty- 
nomycyną D w dawce, która hamuje syntezę RNA DNA - zależnego do 
poziomu 0,5% kontroli (2ąg/lml). Synteza pewnych frakcji NHP, o w y
sokiej masie cząsteczkowej, badana 20, 50 i 80 min. po mitozie okazała 
się niewrażliwa na aktynomycynę D. Ten wynik może oznaczać, że
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w komórkach HeLa synteza pewnych frakcji NHP odbywa się we wczes
nej fazie Gi na matrycach mRNA transkrybowanych przed mitozą i akty
wowanych podczas fazy Gj.

FOSFORYLACJA NHP W ROŻNYCH FAZACH CYKLU KOMÓREK HELA

Badania fosforylacji NHP w synchronicznie dzielących się komór
kach Hela wskazują, że fosforylacja tych białek zależy od fazy cyklu 
komórkowego [24]. Podstawą oceny tego procesu jest inkorporacja 
32P  - fosforanu do NHP ekstrahowanych z jąder komórkowych fenolem. 
Maksymalna fosforylacja NHP przypada na wczesną fazę Gi oraz na po
czątkowy okres fazy S cyklu komórkowego, natomiast minimalna fosfo
rylacja występuje w fazach G2 i M. Wbudowywanie 32P - fosforanu do 
poszczególnych frakcji NHP przebiega z różną intensywnością i w yka
zuje zmiany zależne od fazy cyklu 
(ryc. 2). Obrót metaboliczny grup 
fosforanowych trwa w różnych frak
cjach od 5,5 do 12 godz. Stwierdzo
no, że grupy fosforanowe ulegają 
wymianie bez degradacji łańcucha 
polipetydowego NHP [24]. Wbudo
wywanie fosforanu do NHP podczas 
różnych faz cyklu komórkowego wy
daje się mieć istotny związek z ak
tywacją kinaz białkowych zależnych 
od cAMP, którego poziom zmienia 
się w czasie synchronicznego wzro
stu komórek HeLa. Maksymalne stę
żenie cAMP występuje na początku 
fazy S, minimalne — od późnego 
okresu fazy G2 do M. Szczegółowe 
dane na temat fosforylacji NHP za
wiera artykuł Famulskiego [16].

REKONSTRUKCJA CHROMATYNY
Z KOMÓREK HeLa

Bardziej szczegółowych danych, 
przemawiających za tym, że NHP 
są odpowiedzialne za specyficzne dla 
fazy cyklu komórkowego różnice w 
ekspresji genów, dostarczyły bada
nia z rekonstruowaną chromatyną.
Podczas mitozy następuje obniżenie

Ryc. 2 W budow yw an ie  S2P  - fo sfo ra 
nu  do f ra k c ji  N H P  rozdzielonych 
e lek tro fo re tyczn ie  w  różnych  fazach

cvklu  kom órek  H eL a T241

http://rcin.org.pl



2 2 2 E. W XLAND

matrycowej zdolności chromatyny do syntezy RNA. Poprzez rekonstruk
cję chromatyny z DNA i białkami izolowanymi z fazy S lub alterna
tywnie z fazy M wykazano, że obniżenie aktywności matrycowej chro
m atyny następuje w wyniku interakcji białek chromatyny z fazy M 
z DNA [18]. Po oddzieleniu histonów od NHP stwierdzono, że aktyw 
ność matrycowa chromatyny rekonstruowanej z DNA i histonami z fazy 
S i M oraz z NHP pochodzącymi z fazy M była obniżona w porównaniu 
z aktywnością chromatyny rekonstruowanej z NHP z fazy S cyklu ko
mórek HeLa [57]. Poprzez selektywną dysocjację histonów z chromaty
ny jonowym detergentem dezoksycholeinianem sodu ustalono następnie, 
że histony są ściślej związane z DNA podczas mitozy w porównaniu 
z fazą S. Przypuszczalnie za zmiany w asocjacji histonów z DNA są od
powiedzialne specyficzne dla fazy cyklu komórkowego NHP. Okazało się 
bowiem, że dezoksycholeinian sodu silniej ekstrahował histony z chro
matyny rekonstruowanej z NHP izolowanymi z fazy S w porównaniu 
z NHP izolowanymi z mitozy (do rekonstrukcji użyto także puli DNA 
i histonów z fazy S i mitozy). Natomiast ekstrakcja histonów tym sa
mym detergentem z kompleksu nukleohistonowego rekonstruowanego 
z puli DNA z fazy S i M oraz z histonami izolowanymi alternatywnie 
z fazy S lub M była identyczna [58]. Biorąc pod uwagę zarówno fakt 
zmniejszonej aktywności matrycowej chromatyny w fazie M w porów
naniu z fazą S, jak i to, że histony są silniej związane z DNA podczas 
mitozy niż podczas fazy S, niektórzy autorzy sugerują, że NHP mogą 
modyfikować ekspresję genu podczas cyklu komórkowego poprzez po
średniczenie w wiązaniu histonów do DNA [58].

Używając trytowanego DNA komplementarnego do histonowego 
mRNA stwierdzono, że geny dla histonów są transkrybowane in vitro 
z chromatyny rekonstruowanej z NHP izolowanymi z fazy S, ale nie 
z NHP izolowanymi z fazy Gx cyklu komórek HeLa [10, 60, 61, 63]. Kie
dy chromatyna ze spoczynkowych fibroblastów linii WI - 38 lub z ko
mórek wątroby myszy była dysocjowana i następnie rekonstruowana 
w obecności frakcji NHP izolowanej z fazy S komórek HeLa, obserwo
wano aktywację transkrypcji genów histonowych w chromatynie spo
czynkowych fibroblastów i w chromatynie wątroby myszy [37]. Nato
miast chromatyna rekonstruowana z NHP izolowanymi z fazy S komó
rek HeLa i defosforylowanymi za pomocą fosfatazy wykazywała ponad 
50% obniżenie zdolności transkrypcji genów kodujących dla histonów 
w porównaniu z kontrolą [31,32].

ZM IANY N H P  W LIM FO C Y TA C H  STYM U LOW A N YCH  DO P R O L IF E R A C JI

Mitogeny roślinne, takie jak fitohemaglutynina (PHA) i konkanawa- 
lina A (Con A), stymulują in vitro transformację spoczynkowych lim
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focytów do limfocytów proliferujących. Limfocyty stymulowane do pro
liferacji są modelowym systemem do badania aktywacji genów poprze
dzających syntezę DNA. Indukowana synteza DNA rozpoczyna się w lim
focytach około 24 godz. po stymulacji. Początek syntezy DNA poprzedzają 
zawsze zmiany NHP. Levy [34] wykazał, że jednym z wcześniejszych 
procesów modyfikujących chromatynę w limfocytach świnki morskiej 
stymulowanych przez PHA był wzrost syntezy NHP. Wzrost syntezy 
NHP obserwowano już po pierwszej godzinie od podania mitogenu do 
hodowli komórkowej, przy czym wzrost ten był szczególnie wysoki w kil
ku specyficznych frakcjach NHP. Stwierdzono także, że PHA stym u
luje fosforylację NHP już po 15 min. inkubacji z tym  mitogenem [29].

Wczesne zmiany w chromatynie końskich limfocytów krwi obwodo
wej stymulowanych Con A dotyczyły m. in. fosforylacji i syntezy NHP 
[1,23]. Wpływ Con A na wzrost fosforylacji NHP, izolowanych sukce
sywnie z frakcji jądrowych po dokonanej stymulacji limfocytów, oraz 
wzrost ilości NHP przedstawiono na ryc. 3. Fosforylacja NHP wzrastała

Ryc. 3 W pływ  Con A n a  w zrost fosfory lac ji i ilości N H P  izolow anych z lim focytów
końsk ie j k rw i  obw odow ej [23]

4 - krotnie w ciągu 2 godz. od momentu podania Con A do hodowli lim
focytów i była maksymalna po 8 godz. inkubacji z tym  mitogenem. 
Ilość NHP rosła progresywnie od około 270 mg/107 komórek w hodowli 
kontrolnej do około 800 mg/107 komórek w hodowli po 6 godz. inku
bacji z Con A, kiedy ilość NHP osiągała stały poziom (oznacza to 4 - krot
ny wzrost ilości NHP w ciągu 6 godz.). Porównując elektroforogramy
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NHP izolowanych ze spoczynkowych limfocytów i limfocytów stymulo
wanych Con A wykazano także ilościowe zmiany w poszczególnych frak 
cjach NHP oraz różnice w poziomie ich fosforylacji [1, 23] (ryc. 4).

Ryc. 4 W pływ  Con A na  e lek tro fo re tyczny  rozdział i fosfo ry lac ję  N H P  izolowanych
z lim focy tów  końsk ie j k rw i obw odow ej

A — W budowywanie 32P - fosforanu (góra) i rozdział densytom etryczny (dół) NHP z l im fo
cytów spoczynkowych (bez Con A); B — W budowywanie 32P - fosforanu (góra) i rozdział

densytom etryczny (dół) NHP z l im focytów  inkubowanych 2 godz. z Con A [23]

Pewne dane wskazują, że znaczna część białek izolowanych z chro- 
matyny stymulowanych limfocytów występuje w cytoplazmie już przed 
indukcją komórek do proliferacji, a nie jest syntetyzowana de novo 
dopiero po stymulacji [1,23]. Stwierdzono mianowicie, że cykloheksymid 
(10 ąg/lml) dodany do hodowli limfocytów hamował wbudowywanie 
3H - leucyny do NHP w ponad 94%, nie miał natomiast żadnego wpły
wu na wzrost ilości jądrowych NHP wywołanych stymulacją Con A. 
Z tego wypływa wniosek, że indukowana mitogenem akumulacja NHP 
w chromatynie nie jest spowodowana jedynie syntezą tych białek już po 
dokonanej stymulacji komórek. Do takiego wniosku prowadzi także wy
nik doświadczenia, w którym spoczynkowe limfocyty hodowano w po
żywce zawierającej 3H - leucynę, a następnie stymulowano Con A w po
żywce nieznakowanej. W stymulowanych limfocytach obserwowano
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wzrost ilości znakowanych NHP. Zdaniem Allfreya [1], na początku akty
wacji genów w limfocytach stymulowanych mitogenem zachodzi masowa 
migracja NHP z cytoplazmy do jądra, jednak niezależnie od migracji 
NHP z cytoplazmy do jądra, w stymulowanych limfocytach następuje 
również wzrost syntezy NHP.

ZM IA N Y  N H P  W P R O L IF E R U JĄ C Y C H  FIB R O B LA STA C H  L IN II W I - 38

Ludzkie diploidalne fibroblasty linii WI - 38, rosnące w hodowli bez 
zmiany pożywki, tworzą „confluent monolayer”, w których synteza DNA 
i podział komórek prawie całkowicie ustaje. Zmiana pożywki lub doda
nie do pożywki świeżej surowicy cielęcej powoduje, że po około 9-15 
godz. komórki rozpoczynają syntezę DNA, będącą dowodem, że pod wpły
wem zmiany pożywki wystąpiła stymulacja fibroblastów z następową 
aktywacją genomu [3, 17, 44]. Stwierdzono, że już w ciągu pierwszej 
godz. po stymulacji zachodzi 70% wzrost matrycowej aktywności chro- 
matyny. Przypuszczalnie za wzrost w matrycowej aktywności chroma- 
tyny stymulowanych fibroblastach są odpowiedzialne NHP, wkrótce bo
wiem po stymulacji następowało zwiększenie syntezy NHP. Obrót meta
boliczny NHP w stymulowanych komórkach linii WI - 38 był 3 - krotnie 
wyższy w porównaniu z komórkami spoczynkowymi [45]. W stymulo
wanych fibroblastach wykazano także zmiany w syntezie dwóch specy
ficznych frakcji NHP o masach cząsteczkowych 35 000 i 120 000 daltonów 
[54], Podobnie jak w doświadczeniach z komórkami HeLa [51] stwier
dzono brak zależności syntezy NHP od replikacji DNA [64].

REKONSTRUKCJA CHROMATYNY Z FIBROBLASTÓW LINII WI - 38

Bardziej szczegółowy dowód na udział NHP w regulacji transkrypcji 
w fibroblastach linii WI - 38 przedstawił Stein [56], Badał on matrycową 
aktywność chromatyny w układzie rekonstrukcyjnym zawierającym DNA 
pochodzący z komórek HeLa oraz NHP i histony pochodzące zarówno ze 
spoczynkowych, jak i stymulowanych fibroblastów. Matrycowa aktyw
ność chromatyny rekonstruowanej z NHP izolowanymi z fibroblastów 
po pierwszej godz. stymulacji była wyższa w porównaniu z chromatyną 
rekonstruowaną z NHP izolowanymi z fibroblastów spoczynkowych 
(ryc. 5).

Zahamowanie cykloheksymidem (5 ąg/lml) syntezy białek w stymu
lowanych komórkach linii WI - 38 w ciągu pierwszej godz. po zmianie 
pożywki powodowało obniżenie matrycowej aktywności chromatyny 
w tym  okresie i zapobiegało syntezie DNA [44]. Te wyniki wskazują,
że dla aktywacji genomu w stymulowanych fibroblastach konieczna jest 
synteza NHP.
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Ryc. 5 M atrycow a ak tyw ność  ch ro m aty n y  rek o n s tru o w an e j z DNA pochodzącym  
z kom órek  H eLa, p u lą  h is tonów  z f ib rob las tó w  spoczynkow ych i po p ie rw sze j godz. 
s tym ulac ji  o raz  a l te rn a ty w n ie  z N H P  fib rob las tów  spoczynkow ych (1) albo z f ib ro 

b las tów  po p ierw szej godz. s ty m u lac ji  (2) [56]

Używając trytowanego DNA, komplementarnego do histonowego 
mRNA i techniki rekonstrukcji chromatyny, badano również regulację 
ekspresji genów histonowych w pobudzonych do proliferacji fibrobla- 
stach [22]. Rekonstrukcja chromatyny z DNA i histonami izolowanymi 
ze spoczynkowych fibroblastów oraz z NHP izolowanymi z fazy S fibro
blastów powodowała 500 - krotne zwiększenie transkrypcji mRNA dla 
histonów w porównaniu z chromatyną komórek spoczynkowych.

BADANIA mRNA DLA NHP FIBROBLASTÓW LINII WI - 38

W celu określenia syntezy mRNA dla NHP związanych z chromaty
ną w stymulowanych fibroblastach wykonano doświadczenia z użyciem 
aktynomycyny D jako inhibitora syntezy RNA. Rovera i wsp. [45] w y
kazali dużą wrażliwość syntezy NHP zachodzącej zarówno we wczesnych, 
jak i w późniejszych godz. po stymulacji fibroblastów na bardzo niskie 
dawki, aktynomycyny D (0,01 jig/lml). Natomiast Stein i B urtner stwier
dzili, że aktynomycyna D (1 jig/lml) dodana do hodowli komórkowej 
30 min. przed stymulacją fibroblastów nie wpływała na wzrost syntezy 
NHP obserwowany w fibroblastach po pierwszej godz. od stymulacji 
[54]. W dalszych badaniach autorzy ci uwzględnili wiek komórek linii 
WI - 38 (zależny od liczby pasaży) i wykazali, że stymulowana synteza 
NHP jest niewrażliwa na aktynomycynę D w fibroblastach „młodych”, 
będąc wrażliwą w fibroblastach „starych”. Ten wynik badania zdaje się 
wskazywać na syntezę NHP w „młodych” komórkach na preegzystują-
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cym mRNA, nieobecnym w komórkach „starych”. Stąd dyskutowana 
jest możliwość, że stymulowana synteza NHP i aktywacja transkrypcji 
wkrótce po zmianie pożywki w hodowli fibroblastów może być regulo
wana na poziomie translacji.

ZM IA N Y  N H P  W STY M U LO W A N Y CH  IZO PR O TER EN O LEM  K O M Ó RK A CH
g r u c z o ł ó w  Śl i n o w y c h  m y s z y

Przedstawione obserwacje, dotyczące komórek pobudzanych in vitro, 
są zgodne z badaniami NHP komórek stymulowanych do proliferacji in 
vivo. W komórkach gruczołów ślinowych myszy, po pojedynczym wstrzyk
nięciu izoproterenolu, następowała po około 20 godz. stymulacja synte
zy DNA, poprzedzająca podział komórek [47, 52]. W różnych okresach po 
podaniu izoproterenolu zwierzęta zabijano, po czym komórki gruczołów 
ślinowych inkubowano w pożywce z 3H - leucyną przez 30 min. Synteza 
NHP wzrastała w ciągu pół godz. po stymulacji, osiągając maksymalny 
poziom w 12 godz., po czym wracała do poziomu kontroli po 48 godz. 
Aktynomycyna D (30 ąg/mysz) podana 30 min. przed wstrzyknięciem 
izoproterenolu hamowała inkorporację 3H - leucyny do NHP syntetyzo
wanych w 8 i 12 godz. po stymulacji, nie wywierając natomiast żadnego 
wpływu na wzrost syntezy NHP w pierwszych godz. po stymulacji. Cy- 
kloheksymid (0,03 (ig/lg wagi ciała) podany 60 min. po wstrzyknięciu 
izoproterenolu hamował syntezę DNA i powodował przemijającą, trw a
jącą między 1 i 3 godz. po stymulacji, inhibicję syntezy NHP, w na
stępstwie czego ulegała zahamowaniu również synteza NHP w 8 i 12 godz. 
[52]. Wyniki te zdają się wskazywać, że synteza NHP we wczesnym 
okresie stymulacji komórek izoproterenolem może być spowodowana 
aktywacją preegzystującego mRNA i translacyjną kontrolą początko
wych procesów w prereplikacyjnej fazie cyklu komórkowego. W tym  
wypadku białko syntetyzowane w pierwszych 3 godz. po dokonaniu s ty 
mulacji mogło jednocześnie wyzwolić syntezę mRNA dla syntezy NHP 
występującej w późniejszym okresie fazy Gi (8-12 godz. po stymulacji).
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EGZYNA: STRUKTURA, CHEMIZM I ONTOGENEZA

EX IN E: STRUCTURE, C H EM ISTR Y  AND O N TO G EN ESIS

B a rb a ra  GABARA

Z akład  Cytologii i Cytochem ii Roślin, In s ty tu t  Fizjologii i Cytologii, UŁ

Streszczenie .  O pisano s t ru k tu rę  egzyny w  sporach  i z ia rn ach  p y łk u  u roślin  n iż 
szych i wyższych ze szczególnym  uw zględn ien iem  ściany  z ia ren  py łku  u o k ry to za -  
lążkow ych. B adan ia  sk ład u  chem icznego egzyny do jrza łych  z iaren  py łku  w skazu ją , 
że obok sporopolleniny, s tanow iącej głów ny sk ładn ik , w y s tęp u ją  w  niej n iew ie lk ie  
ilości lipidów, b ia łek  (głównie enzym ów), ś ladow e ilości po lisacharydów  i lignina. 
U w iększości roś lin  egzyna tw orzy  się w  s tad iu m  te tra d ;  jes t to egzyna p ie rw o tn a  
o celulozow ym  ch arak te rze . Egzyna p ie rw o tn a  s tanow i wzorzec dla egzyny b u d o 
w ane j ze sporopolleniny  bądź jej p reku rso rów . W zorzec egzyny pow sta je  w  cy to- 
plazm ie, a n as tęp n ie  odw zorcow any jest na  pow ierzchn ię  plazm olem y. W tw orzen iu  
w zorca w y d a je  się uczestniczyć śc iana  kalozow a bądź s t ru k tu ry  m em b ran o w e  typu  
pęcherzyków  Golgiego lub  sia teczki śródp lazm atyczne j. T w orzenie  w zorca egzyny 
w y d a je  się być kon tro low ane  przez gam etofit. D ysku tow any  jest ponad to  udzia ł t a 
p e tum  w  tw orzen iu  egzyny, poprzez p o w staw an ie  ciał U bischa i tape tosom ów  
będących  nośn ikam i sporopolleniny.

S u m m a ry .  E x ine  s t ru c tu re  in spores and  po llen  g ra ins  of low er and  h igher p lan ts  
has been described  w ith  p a r t ic u la r  a t ten tio n  to th e  pollen  g ra in  cell w all of A n -  
giosperms.  The stud ies of the  com position of ex ine  in the  m a tu re  pollen g ra in s  
have  revea led  besides of sporopollen in  being  a m ain  com ponent, lipids, p ro te in s  
(m ainly  enzym es) and  trace  am oun ts  of po lisaccharides  and  lignin. In  the  m a jo 
r i ty  of p lan ts  the  ex ine  is form ed in te t ra d  stage, i t  has  been  nam ed  p r im a ry  
ex ine , cellulose in charac te r .

The p r im a ry  ex ine  being the  p a t te rn  for ex ine  fo rm ed  of sporopollen in  or its 
p recu rso rs , is de te rm in ed  in the  cy top lasm  and  th en  th is  p a t te rn  is re p r in te d  upon  
p la sm a lem m a surface . The callose w a ll  or m e m b ra n e  s tru c tu re s  of Golgi vesicles

4

ty p e  or endoplasm ic  re t icu lu m  a re  supposed  to be invo lved  in th e  fo rm atio n  of 
ex ine  p a tte rn . F o rm atio n  of ex ine  p a t te rn  seem s to be  u n d e r  gam etophy tic  control. 
M oreover, the  co n tr ib u tio n  of th e  ta p e tu m  to th e  ex ine  fo rm a tio n  th ro u g h  th e  
ap p ea ran ce  of U bisch  bodies and  tapetosom es being  th e  sporopollen in  c a r r ie rs  
has  been discussed.

2 — Postępy Biol. Kom. 3/78
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Ziarna pyłku i ich ściana o unikalnej strukturze są od wielu lat 
przedmiotem intensywnych badań zarówno w mikroskopie świetlnym, 
jak i elektronowym. W badaniach tych zwraca się szczególną uwagę na: 
ontogenezę i s truk turę  wyjątkowo odpornej na działanie związków che
micznych egzyny, miejsce syntezy i skład chemiczny sporopolleniny, po
chodzenie i kontrolę wzorca ściany [33,63,66,67,90,112,132].

STR U K TU R A  EG ZY N Y  I J E J  EW O LU C JA

Egzyna jest zewnętrzną warstwą ściany komórkowej spor i ziaren 
pyłku roślin wielu grup systematycznych — sporodermy (zawierającej 
obok egzyny głębiej położoną intynę) i wykazuje skomplikowaną bu
dowę. Złożoność budowy i urzeźbienia egzyny jest właściwością wyko
rzystywaną w taksonomii, pozwalającą na określenie przynależności ro 
dzajowej, a czasem gatunkowej roślin. Ponadto nadzwyczajna trwałość 
egzyny umożliwia rozpoznawanie gatunków roślin kopalnych.

Ryc. 1. S chem at budow y sporoderm y: A  — w edług  E rd tm a n a  [36], B  — w ed ług
Faegriego  [38]

Badania mikroskopowo - elektronowe ujawniły kilkuwarstwową struk
turę egzyny. Mimo licznych prac dotyczących sporodermy, brak jest 
ujednoliconej terminologii dla elementów budujących egzynę (ryc. 1 A, 
B ). Liczba wymienianych warstw  w egzynie bywa różna [36,38, 143; 
Reistsma, 1970, cyt. za 139]. W niniejszym artykule zastosowano na
zewnictwo wprowadzone przez Faegriego [38].

Nie u wszystkich roślin egzyna jest w pełni wykształcona. Niektóre 
rodziny jednoliściennych, np. Iridaceae, Cannaceae i Zingiberaceae, m a
ją pofragmentowaną, a czasami znacznie zredukowaną egzynę. Tak np.

http://rcin.org.pl



u Crocus brak jest zarówno ciągłej egzyny, jak i wyraźnie zaznaczo
nych kolumelli [70], u Canna [133] zaś egzyna jest zredukowana do nie
licznych kolców rozmieszczonych w dużych odstępach na powierzchni 
ziarna pyłku. Natomiast egzyna spor wątrobowców składa się wyłącznie 
z endegzyny. Pewne rodziny dwuliściennych nie posiadają ciągłej w ar
stwy endegzyny [86], a u niektórych gatunków traw  endegzyna jest tak 
cienka, że intyna jest grubsza aniżeli całkowicie wykształcona egzyna. 
Podobnie u R um ex acetosella i R um ex acetosa ściana ziaren pyłku za
wiera więcej intyny niż egzyny. Stosunek ilościowy endegzyny do ekte- 
gzyny wydaje się podlegać zmianom w toku filogenezy (Walker i Kemp, 
1972, cyt. za [147]).

Obserwuje się dużą zmienność w strukturze egzyny u przedstawi
cieli roślin różnych, a nawet jednej grupy systematycznej (ryc. 2). Dla 
przykładu, u okrytozalążkowych najbardziej prym itywny typ struktury  
ściany ziaren pyłku znaleziono np. 
u Degeneria (Degeneriaceae) i Eu- 
pomatia (Eupomatiaceae), gdzie 
egzyna jest homogenna. Nato
miast u Magnoliaceae i Annona- 
ceae występuje egzyna o struktu
rze ziarnistej. W miarę ewolucji 
ziarnista forma zastępowana jest 
przez egzynę wykazującą zaczątki 
kolumelli. Bezkolumellowe ściany 
pyłków charakterystyczne są dla 
prymitywnych rodzin Magnoliales, 
tj. Magnoliaceae, Degeneriaceae,
Eupomatiaceae, i prymitywnych 
gatunków Annonaceae. Natomiast 
bardziej wyspecjalizowane gatunki 
Annonaceae, Canellaceae i Myri- 
sticaceae posiadają w większości 
kolumelle [148]. Obecność wyraź
nych kolumelli pokrytych warstwą 
okrywową (tectum) jest jedną 
z głównych cech, którymi egzyna ziaren pyłku okrytozalążkowych różni 
się od nagozalążkowych [145]. Wtórny zanik kolumellowej struktury 
ściany ziaren pyłku następuje u roślin kwiatowych wodnych, pasożytów
i saprofitów.

Z badań Walkera [147] nad 35 rodzinami prymitywnych okrytozaląż
kowych wynika, że ewolucja struktury  egzyny u roślin kwiatowych prze
biega w kierunku od nieperforowanej (homogennej) pokrytej warstwą
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Ryc. 2. K ie ru n k i ew olucji s t ru k tu ry  egzy
ny u roślin  naczyniow ych [148]
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okrywową poprzez perforowaną (ziarnistą, pęcherzykowatą z kolumella- 
mi) zawierającą warstwę okrywową do egzyny wykazującej obecność 
częściowo wykształconej warstwy okrywowej.

Wyraźne różnice obserwuje się u przedstawicieli różnych grup syste
matycznych również w strukturze dwu dających się wyróżnić w egzynie 
warstw: ektegzynie i endegzynie. I tak ściany spor mchów zawierają 
dwie warstwy egzyny odmiennie barwiące się fuksyną zasadową, podob
nie jak ektegzyna i endegzyna ziaren pyłku [40]. Egzyna spor mchów 
wykazuje obecność pojedynczych lamelli [94]. Dla odmiany w sporach 
wątrobowców, jak np. Riccardia pinquis [77], Scapania nemerosa [125] 
oraz u Jungermaniales [61], w egzynie są liczne lamelle. W megasporach 
i mikrosporach Marsilea vestita  egzyna jest kompleksem złożonym z ze
wnętrznej warstwy o strukturze pęcherzykowatej i wewnętrznej gład
kiej o nieco odmiennych zdolnościach barwienia [14].

U widłaka, Lycopodium clavatum, [1] egzyna jest wyraźnie dw u
warstwowa, przy czym zewnętrzna warstwa wykazuje strukturę lamel- 
larną, a wewnętrzna — ziarnistą. U niektórych paprotników struk tu ra  
egzyny jest podobna do endegzyny ziaren pyłku, jak np. u Bolbitis sp., 
gdzie egzyna jest gładka i nie urzeźbiona [62].

W ziarnach pyłku roślin należących do nagozalążkowych w ew nętrz
na warstwa egzyny (endegzyna) ma strukturę blaszkowatą, a zewnętrz
na (ektegzyna) zbudowana jest z ziarenek i kuleczek [20, 59]. Natomiast 
u Artemisia  (okrytozalążkowe) ektegzyna jest homogenna, podczas gdy 
u Lilium  wykazuje strukturę fibrylarną [138]. U okryto - i nagozalążko
wych lamelle są zwykle związane tylko z endegzyną, a brak ich w ekte
gzynie [114, 119, 125].

Egzyna ziaren pyłku wielu gatunków roślin wyższych jest prze
puszczalna dla takich substancji, jak np. białka [117] czy związki lan- 
tanu [122]. Rozwijająca się egzyna u Lycopodium guidioides jest poprze
cinana na całej grubości licznymi kanałami wypełnionymi lub wyścielo
nymi glikoproteidami [103]. Opisywano także kanały w egzynie traw  
[126] oraz cytoplazmatyczne rozwidlenia w egzynie Parkinsonia aculeata 
[89], Obecność kanałów cytoplazmatycznych w rozwijającej się i dojrza
łej egzynie, a także w intynie u Parkinsonia aculeata wskazuje, że pro
toplasty mikrospor jak i ziaren pyłku utrzym ują cytoplazmatyczny kon
takt z egzyną [89]. Wyraźne kanały przecinają endegzynę i tectum 
u Sorghum bicolor, przy czym w miarę postępującego rozwoju kanały 
stają się mniej wyraźne. Dzięki obecności kanałów ściana ziaren pyłku 
wydaje się być przepuszczalna dla różnych substancji zarówno w rejonie 
zawierającym pory, jak i w miejscach ich pozbawionych [12].

Egzyna jest powoli rozkładana przez mikroorganizmy [34,35,37, 
60], a w jednym przypadku (u Pharbitis) zaobserwowano nawet jej tra -
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wienie przez substancje wydzielane przez znamię [53]. Z badań pyłków 
i zarodników trawionych przez Phycomycetes  wynika, że ściany ziaren 
pyłku u nagozalążkowych są bardzo wrażliwe na infekcję [56], ale nie 
dotyczy to ziaren pyłku iglastych, np. sosny, które są wyraźnie odporne 
na niszczące działanie mikroorganizmów [60, 127, 128]. Z drugiej strony, 
brak jest danych wskazujących, że sporopollenina (stanowiąca główny 
składnik egzyny) jest substratem zużywanym przez mikroorganizmy [39]. 
Wydaje się natomiast prawdopodobne, że enzymy trawiące sporopolle- 
ninę są wykorzystywane przez grzyby jedynie do penetracji w głąb 
egzyny.

Istnieje także pogląd, w myśl którego zmiany jakie opisuje się w spo- 
rodermie spowodowane są nie trawieniem tego związku [3], a raczej 
uwalnianiem komponentu białkowego.

SK ŁA D  CHEM ICZNY EGZYNY

Egzyna dojrzałych spor i ziaren pyłku zbudowana jest głównie 
z substancji zwanej sporopolleniną, która nadaje sporodermie jej w y
jątkową strukturę. Ze względu na dużą zawartość sporopolleniny utoż
samia się często tę substancję z egzyną. Obok sporopolleniny egzyna 
zawiera niewielkie ilości białek, lipidów, śladowe ilości polisacharydów 
i ligninę. Są one wtopione w sporopolleninę, ale głównie występują na 
jej powierzchni i w kanałach [44,83,84, 100, 115, 135]. Materiały te mo
gą okrywać ziarno pyłku tak szczelnie, że utrudniają obserwację archi
tek tury  sporopolleniny w mikroskopie skanningowym [79, 111].

SPOROPOLLENINA

Frey - Wyssling [46] zaliczył sporopolleninę do substancji powleka
jących (Adkrusten), zlokalizowanych częściowo poza właściwym terenem  
ściany komórkowej. Sporopollenina wchodzi w skład egzyny u o k ry to - 
i nagozalążkowych, w  skład ścian spor paprotników, mszaków, grzybów 
i glonów [6, 56, 57]. Substancja ta buduje ściany komórkowe zarówno 
form żyjących, jak i kopalnych, wchodzi w skład ścian glonów Tasma- 
nites obecnych w skałach osadowych z syluru (w Anglii, na Tasmanii 
i w  rejonie Bałtyku); materiał podobny do sporopolleniny obserwuje się 
również u kopalnych form Dino flagellatae żyjących na Alasce przed 
150 milionami lat czy wreszcie w megasporach z karbonu [6]. Brooks 
i Shaw [8] wykazali obecność materiału typu sporopolleniny w m eteory
tach Orguiel i Murray, co sugerować mogłoby istnienie form życia po
zaziemskiego. Skoro sporopollenina pojawia się już w okresie prekam - 
bryjskim, można przypuszczać, że była ona produkowana przez bardzo
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prymitywne organizmy lub że powstawanie sporopolleniny było możliwe 
w takich zredukowanych warunkach atmosferycznych, jakie panowały 
w prekambrium.

Pierwsze wzmianki o sporopolleninie pochodzą z XIX w. (John, 
1814; Braconnot, 1829; cyt. za [130]), kiedy to substancję budującą ścia
ny ziaren pyłku nazwano „polleniną”. Następnie Zetsche i jego współpra
cownicy analizowali materiał wysycający ściany spor Lycopodium cla
vatum  i nazwali go ,,sporoniną”. Ze względu na podobieństwo sporoniny 
do wcześniej opisanej polleniny, w późniejszych pracach dla określenia 
związków wysycających zewnętrzną warstwę ściany spor i ziaren pyłku — 
egzynę, wprowadzony został termin „sporopollenina” [156].
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TABELA 1

Zawartość sporopolleniny i celulozy w egzynie roślin niższych i wyższych

Grupa systematyczna Gatunek Sporopollenina
(%)

Celuloza
(%)

Literatura

Algae (glony) Chara corallina 3,20 4,40 [130]
Fungi (grzyby) Aspergillus niger 4.80 6 , 1 0 [130]

Mucor mucedo 4,25 5,25 [130]
Selaginellales Selaginella kraussiana ! 27,80 3,10 [6 ]

(widliczki) (megaspora)
Lycopodiales Lycopodium clavatum 23,40 2,70 [6 ]

(widłaki) (spory)
Gymnospermae Pin us silvestris 19,60 3,60 [8 8 ]

(nagozalążkowe) 1 Pinus contorta 20,70 5,50 [6 ]
Angiospennae Tilia sp. 14,90 8 , 1 0 [8 8 ]

(okrytozalążkowe) Lilium henryii 5,30 3,10 [6 ]
Rumex acetosa 4,20 7,00 [6 ]

1 Corylus avellana 8,50 2,70 [8 8 ]

Istnieją uderzające różnice w ilości sporopolleniny (tabela 1) zawar
tej w ziarnach pyłku okryto - i nagozalążkowych, w sporach u widła
ków, widliczek, grzybów i glonów [6,88,130,155]. Przypuszcza się, że 
wyraźne zmniejszenie zawartości sporopolleniny w ścianie ziaren pyłku 
u okrytozalążkowych w porównaniu z nagozalążkowymi i roślinami za
rodnikowymi (Selaginellales, Lycopodiales) jest wynikiem stopniowej 
u tra ty  przetrwalnikowego charakteru ziaren pyłku u nagozalążkowych, 
a zwłaszcza u okrytozalążkowych [88]. Jak  jednak wytłumaczyć małą 
zawartość sporopolleniny w sporach glonów i grzybów, komórkach wy
bitnie przetrwalnikowych?

Sporopollenina zawiera C i H w stosunku 1 : 1,6 [156] oraz grupy 
OH, C - Me [130]. Udział C, H i O [6] przedstawia się nieco odmiennie

http://rcin.org.pl



E G Z Y N A 239

dla poszczególnych jednostek systematycznych, np. C90H124O81 (Selaginel- 
la kraussiana), C90H 14 4O27 (Lycopodium clavatum), C90Hi58O44 (Pinus sil
vestris), C 9oH 1420 36 (Lilium henryii). Porównując wzory sporopolleniny 
przedstawicieli różnych grup systematycznych można przypuszczać, że 
w miarę postępującej ewolucji wzrasta ilość wodoru i tlenu w tym 
związku.

Sporopollenina jest substancją homogenną, silnie osmofilną, wyka
zuje obecność podwójnych wiązań alifatycznych sprzężonych z pierście
niem aromatycznym. Brak jednak określonego wzoru strukturalnego 
cząsteczki sporopolleniny. Różni autorzy w odmienny sposób przedsta
wiają jednostkę strukturalną sporopolleniny (dla porównania cząsteczka 
sporopolleniny — ryc. 3).

Pozytywne barwienie egzyny barwnikami zasadowymi, np. błękitem 
Nilu A, ażurem B czy błękitem toluidynowym, wskazuje na obecność 
w niej grup anionowych [135], ale być może spowodowane jest raczej 
obecnością grup anionowych na lamellach zatopionych w egzynie ani
żeli w samej sporopolleninie [129], która nie zawiera grup karboksylo
wych warunkujących bazofilię typową dla egzyny [116].

Sporopollenina charakteryzuje się ogromną odpornością na czynni
ki chemiczne, jest jedynym składnikiem ziaren pyłku pozostającym po 
trawieniu mieszaniną bezwodnika kwasu octowego i kwasu siarkowego 
w stosunku 9 : 1 [36]. Nie działają na nią rozpuszczalniki organiczne, jest 
bardzo odporna na zasady i kwasy nieutleniające. Substancja ta jest na
tomiast rozpuszczalna w silnie utleniających roztworach i w pewnych 
zasadach organicznych. Związki utleniające powodują powolny rozkład 
sporopolleniny z wytworzeniem kwasu szczawiowego, dwutlenku węgla

Ryc. 3. B udow a cząsteczki sporopollen iny: A  — w edług  S h aw  i Y eadon [131],
B  — w ed ług  P o ton ie  i R ehne lta  [106]
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i ciekłych produktów utlenienia. Ściany niektórych ziaren pyłku w yka
zują zmniejszoną odporność na takie czynniki utleniające, jak np. 40°/o 
kwas chromowy [97, 121], kwaśny podchloryn sodu [138], stężony H N 0 3, 
K M n04 [88], podchloryn sodu, potasu, wapnia czy K M n02 [80].

Interesująca jest rozpuszczalność egzyny pyłków i spor w etanola- 
minie [137]. I tak, egzyna świeżych pyłków u okrytozalążkowych i nago- 
zalążkowych rozpuszcza się na gorąco w etanolaminie — warstwą, która 
ulega rozpuszczeniu, jest ektegzyna. Egzyna starych pyłków nagozaląż- 
kowych i jednoliściennych jest trudniejsza do rozpuszczenia i w niektó
rych przypadkach może być nawet nierozpuszczalna. Natomiast egzyna 
spor paprotników i mszaków jest niewrażliwa na etanolaminę.

Na podstawie różnej rozpuszczalności egzyny w etanolaminie w y
różnia się [137] 3 grupy sporopolleniny: (1) rozpuszczalną w etanolami
nie i zachowującą tę właściwość nawet w miarę starzenia (okrytozalążko- 
we — ektegzyna), (2) rozpuszczalną w okresie odkładania, nierozpuszczal
ną w miarę starzenia (nagozalążkowe — ektegzyna), (3) nierozpuszczalną 
w etanolaminie (okryto - i nagozalążkowe — endegzyna, paprotniki 
i mszaki — egzyna).

W procesie rozpuszczania w etanolaminie następuje pęcznienie i de
strukcja s truk tury  egzyny, przy czym pozostają tzw. globule resztkowe. 
Sporopollenina wydaje się podlegać hydrolizie enzymatycznej pod w pły
wem esterazy, której obecność wiązana jest z tworzeniem por, np. 
w ścianie ziaren pyłku jęczmienia [3]. Brak jest natomiast dowodów 
wskazujących na obecność sporopolleninazy w ścianach pyłku [83].

Interesująca jest również duża odporność sporopolleniny na działanie 
temperatury. Dopiero powyżej 180°C wydziela się z tego związku 
woda, nie powodując jednakże jego zmian fizycznych [158, 159]. Powy
żej zaś 300°C rozpoczyna się widoczny rozkład termiczny sporopolleniny, 
a w 340-360°C tworzy się z niej smolista masa (cyt. według [88]).

Powstały następujące koncepcje składu chemicznego sporopolleniny: 
(a) sporopollenina jest polimerem terpenów [157], (b) polimerem lipidów 
podobnych do kutyny i suberyny [42, 45], (c) polisacharydem o dużym 
ciężarze cząsteczkowym [142]. Natomiast analiza chemiczna [7, 130] w y
kazała, że produktem utlenienia sporopolleniny są krótkie (C2) i długie 
(C16) kwasy dwukarboksylowe i fenolowe. Na tej podstawie wysunięto 
pogląd, że sporopollenina jest utlenionym polimerem karotenoidów i ich 
estrów (np. palmitynianiu P - karotenu). Istnieje także pogląd, w myśl 
którego sporopollenina składa się z mieszaniny celulozy i ksylanów, m a
teriału ligninopodobnego oraz dużych ilości lipidów [131]. Nie wydaje 
się, aby skład chemiczny sporopolleniny mógł być definitywnie ustalo
ny, skoro zmienia się on w zależności od przynależności systematycznej 
roślin, jak i w czasie rozwoju egzyny.
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Miejsce powstawania sporopolleniny jest przedmiotem licznych dys
kusji. Według pierwotnej koncepcji Heslop - Harrisona [63] mitochondria 
były organellami odpowiedzialnymi za syntezę tego związku. W kilka 
lat później autor jednak wycofał się z tej koncepcji [67]. W komórkach 
Citrus i Selaginella sporopollenina tworzyłaby się w pęcherzykach Gol- 
giego i siateczce śródplazmatycznej [76]. Natomiast Risueńo i wsp. [107] 
sugerują, że pęcherzyki związane z siateczką śródplazmatyczną oraz 
powierzchnia kropli lipidowych (prociał Ubischa?) jest miejscem powsta
wania sporopolleniny. Istnieją wreszcie dowody, że prekursory sporopolle
niny pochodzą z tkanki odżywczej pylnika — tapetum  [72]. Sporopolle
nina wchodząca w skład ektegzyny jest deponowana wyłącznie na lamel- 
lach, które są zawsze produkowane przez cytoplazmę spory i we wszyst
kich badanych dotąd przypadkach są zwykle układane na powierzchni 
komórki wzdłuż szlaków wyznaczonych przez mikrotubule [19, 22],

Ze względu na miejsce powstawania wyróżnia się dwa rodzaje spo
ropolleniny: sporopolleninę spor (S - sporopollenina) elastyczną i PAS - 
- dodatnią, której obecność pozwala na zwiększenie objętości spory po 
uwolnieniu z tetrady, i sporopolleninę tapetum  (T - sporopollenina) od
kładaną wokół spory już uformowanej o ostatecznej wielkości, charakte
ryzującą się brakiem materiału PAS - dodatniego i dużą sztywnością. 
Jest wysoce prawdopodobne, że T - sporopollenina pochodzi z typu S. 
Nie można również wykluczyć, że dodatnia reakcja PAS i elastyczność 
charakteryzują częściowo spolimeryzowaną sporopolleninę [23], zwaną 
także protosporopolleniną [67,70]. Na dwa rodzaje sporopolleniny wska
zują również badania nad egzyną Parkinsonia aculeata [91], ponieważ 
endegzyna i ektegzyna wydają się mieć odmienny skład chemiczny. Obec
ność kilku typów sporopolleniny wykazano także w egzynie męskosteryl- 
nego m utanta  jęczmienia [2],

INNE SKADNIKI

1. L i g n i n a .  Badania cytochemiczne wskazują na obecność w spo- 
ropolleninie, podobnie jak w ligninie, grup fenolowych w śladowych 
ilościach [135]. Obecność niewielkiej ilości ligniny budującej wraz z li
pidami i węglowodanami sporopolleninę opisano również w endegzynie 
[44, 100]. Sporopollenina negatywnie reaguje na wszystkie testy cyto
chemiczne charakterystyczne dla ligniny, ale w obecności barwników 
metachromatynowych zachowuje się podobnie jak lignina [135]. Bardziej 
nierozpuszczalne frakcje ligniny przypominają nawet pewne właściwości 
sporopolleniny. Uważa się, że skoro oba te związki są bardziej utlenione 
niż kutyna i rozpuszczają się w etanolaminie, a także reagują z barwni
kami zasadowymi [42,75,135], są one dużymi cząsteczkami z regularnie 
ułożonymi grupami anionowymi.
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Z drugiej strony, obecność kwasów fenolowych podobnych do wy
stępujących w ligninie zdaje się wynikać z aromatyzacji karotenoidów 
w czasie izolowania sporopolleniny; nie są więc one składnikiem na- 
tywnej sporopolleniny [9],

2. B i a ł k a .  Pierwsze doniesienie o istnieniu białek w ścianie ziaren 
pyłku pochodzi z pracy Tsinger i Petrowskiej - Baranowej [143]. Autor
ki te wykazały obecność kwaśnej fosfatazy i oksydazy cytochromowej 
w dojrzałej egzynie u Peonia i Amaryllis. Później stwierdzono, że w egzy- 
nie ziaren pyłku u niektórych okrytozalążkowych brak jest białek enzy
matycznych, występowały one jedynie w intynie bądź w przestrzeni 
między intyną a endegzyną, bądź wreszcie w miejscach por [83].

W późniejszych pracach wykazano, że białka sporodermy, np. u Mal
vaceae [74], są gromadzone w dwóch miejscach: (1) w celulozowej in ty
nie, głównie w okolicy por i (2) w kanałach ektegzyny. Endegzyną nie 
zawiera białek. Wiele z białek zlokalizowanych w przestrzeniach i ka
nałach egzyny wykazuje aktywność enzymów hydrolitycznych [83,84].

Metodą immunofluorescencji wykazano, że w egzynie jak również 
w intynie obecne są antygeny. Tak np. w przestrzeniach i kanałach 
ektegzyny u Cosmos bipinnatus i Ambrosia  sp. obok innych białek w y
stępuje allergiczny antygen E [78]. Złożonym spektrum antygenów dy
fuzyjnych charakteryzują się pyłki traw  [153]. Uwalnianie białek z egzy
ny następuje już po 30 sek. od chwili umieszczenia w wodzie [85], nato
miast usunięcie białek intyny wymaga 4-5 min. [74]. Większość tak 
gwałtownie uwalnianego materiału ściany ziaren pyłku jest związana 
z reakcją rozpoznawania zgodności wewnątrz - i międzygatunkowej [81,
87]. i ;

Z obserwacji Heslop - Harrisona [74] wynika, że białka egzyny zia
ren pyłku okrytozalążkowych są zawsze pochodzenia sporofitycznego — 
z tapetum, w odróżnieniu od białek intyny, produkowanych przez ga-
metofit męski [78].

3. L i p i d y .  Lipidy, które często zawierają barwniki karotenoidowe 
[92] tworzą powłokę na powierzchni tectum bądź występują w formie 
dużych kul między kolumellami lub na powierzchni tectum [134].

Lipidy obecne w egzynie mogą chronić ziarno pyłku przed wysy
chaniem, ułatwiając jednocześnie wymianę gazową. Ponadto lipidy czy
nią ziarna pyłku bardziej kolorowymi i lepkimi, które to cechy ułatwiają 
przenoszenie pyłku przez owady.

Zarówno białka, jak i lipidy nie budują właściwej egzyny, wchodzą 
one w skład w arstw y powlekającej (Pollenkitt czy tryfiny) pojawiającej 
się na powierzchni egzyny po jej całkowitym uformowaniu [21, 69].
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4. P o l i s a c h a r y d y .  Od kilku lat ukazują się prace wskazu
jące na obecność w egzynie niewielkich ilości polisacharydów; czy rze
czywiście polisacharydy wchodzą w skład egzyny, trudno ustalić. Rowley 
[116] i Sengupta i Rowley [129] wykazali, że w egzynie podgrzanej do 
wysokiej tem peratury, jak i w częściowo rozpuszczonej, obserwuje się 
duże ilości lamelli, zwanych także filamentami czy „white tapes”.

Istnieją dwie koncepcje dotyczące składu chemicznego opisanych 
lamelli. W myśl pierwszej, lamelle egzyny zbudowane są z lipoproteidów 
[24], natomiast druga koncepcja zakłada obecność w nich lipopolisa- 
charydów [116]. Prawdopodobnie rola lipopolisacharydów w egzynie mo
głaby być tłumaczona przez analogię do lipopolisacharydów zewnętrznej 
ściany bakterii gram - ujemnych.

Pierwszy opis lamelli w egzynie pochodzi z pracy Afzeliusa i wsp. 
[1], dotyczącej spor u Lycopodium. Następnie opisywano lamelle w egzy
nie wielu ziaren pyłku i spor [4, 11, 16-18, 24, 29, 55, 61, 77, 90, 98, 119, 125, 
134, 140]. Lamelle podobne morfologicznie do lamelli obecnych w sporach 
i ziarnach pyłku były obserwowane w ścianach bardzo wielu komórek. 
Dla przykładu — opisywano je w komórkach korzenia Lemna minor [41], 
w nasionach grochu i fasoli [96], w regenerującej ścianie izolowanych 
protoplastów owocu pomidora [105], w suberynie komórek bulwy ziem
niaka [15] i w ścianie komórkowej bakterii [102, 149].

Powstawanie, skład i rola lamelli w rozwoju spor i ziaren pyłku jest 
jednym z ważnych i jak dotąd nie rozstrzygniętych problemów w paly- 
nologii i cytologii.

Wspomniane lamelle o grubości błony elementarnej (5 nm u A rte 
misia — [138]) i długości od 10 nm do 1 um lub więcej, przejrzyste dla 
elektronów, barwią się kwasem fosforowo - wolframowym w kwasie chro
mowym, co wskazuje na obecność w nich polianionów [116]. Lamelle te 
wydają się powstawać na zewnętrznej powierzchni plazmolemy i prawie 
natychmiast na obu ich powierzchniach odkładana jest sporopollenina. 
Takie lamellarne s truk tury  otoczone sporopolleniną wchodzą w skład 
egzyny ziaren pyłku i spor.

W czasie wczesnych stadiów rozwoju ziaren pyłku widoczne jest 
uwarstwienie egzyny dzięki obecności trój warstwowych lamelli przypo
minających membranę elementarną. W miarę jak egzyna grubieje, dwie 
zewnętrzne w arstw y lamelli stają się stopniowo nieodróżnialne od spo
ropolleniny, która gromadzi się na nich w taki sposób, że tylko środ
kowa, bezbarwna lamella jest widoczna na mikrofotografiach elektro
nowych. W czasie dojrzewania egzyny lamelle mogą całkowicie znikać 
z rejonu egzyny, w którym  uprzednio dominowały. Z badań Sengupta 
i Rowley a [129] wynika, że lamelle w egzynie spor i ziaren pyłku są 
bardziej oporne na etanolaminę aniżeli sporopollenina.

http://rcin.org.pl



244 B. G A B A R A

O N TO G EN EZA  EGZYNY

Proces tworzenia ściany ziaren pyłku rozpoczyna się wkrótce po 
zakończeniu mejozy. Powszechnie przyjmuje się, że tworzenie egzyny 
i wczesne stadia jej rozwoju mają miejsce, kiedy komórki tetrad otoczo
ne są ścianą kalozową [32, 54, 55, 67, 95], tylko z badań nad wątrobow
cami wynika, że tworzenie egzyny rozpoczyna się dopiero po rozpusz
czeniu ściany kalozowej (u Corsinia cariandrina) [154], ale u Riccardia 
pinguis [77] egzyna jest zakładana i rozbudowywana prawie całkowicie 
wewnątrz ściany kalozowej otaczającej komórki tetrad.

Formowanie ściany ziaren pyłku rozpoczyna się od egzyny. Pierwszą 
warstwą, która pojawia się, jest ektegzyna. U okrytozalążkowych we
wnątrz te trad  może być inicjowana również endegzyna, ale jej rozwój 
zachodzi głównie po zniknięciu ściany kalozowej. Egzyna może tworzyć 
się wokół całego kompleksu mikrospor, rozwija się wówczas jednolicie, 
np. u Eleocharis [27], bądź tworzenie egzyny jest ograniczone do pew 
nych obszarów, jak np. u Styphelia  ektegzyna nie pojawia się w rejonie 
przegrody pierwotnej, gdzie uprzednio nie odkładała się kaloza [44].

Pierwsza egzyna zbudowana z substancji fibrylarnej (matrix), w k tó
rą wtopione są elementy zawierające homogenny materiał, nosi nazwę 
primegzyny lub egzyny pierwotnej [64, 65] i pełni ona rolę wzorca dla 
egzyny [55]. U niektórych roślin brak jest substancji podstawowej 
(ryc. 6) i egzynę tworzą skupienia silnie osmofilnej substancji [49].

Egzyna pierwotna nie fluoryzuje z błękitem anilinowym, nie zawie
ra  więc kalozy. Normalnie jest ona izotropowa, ale po barwieniu błę
kitem toluid.ynowym wykazuje wyraźne podwójne załamanie światła 
spolaryzowanego [151]. W egzynie pierwotnej wykazano obecność grup 
aldehydowych (Flynn, 1969, cyt. za [28]) a także jej wrażliwość na t r a 
wienie celulazą [67]. Na podstawie tych danych można przypuszczać, że 
w skład egzyny pierwotnej wchodzą polisacharydy, wśród których znaj
duje się celuloza [151].

Egzyna pierwotna pojawia się wokół każdej ze spor tetrady pomię
dzy plazmolemą a ścianą kalozową (ryc. 4F, 5, 6); nie obserwowano jej
jedynie u Nuphar  [43].

Od samego początku rozwoju egzyny determinowane są dwa ele
menty przyszłego wzorca ściany: ustalenie rejonu przyszłej pory i loka
lizacja przyszłej kolumelli. Istnieje wiele danych wskazujących na udział 
siateczki śródplazmatycznej w ustalaniu miejsca przyszłej pory [19, 32,
64]. Zaobserwowano, że w miejscu tworzenia się pory układają się ele
menty siateczki śródplazmatycznej zabezpieczając w ten sposób powierzch
nię plazmolemy przed odkładaniem egzyny pierwotnej.

Młoda ściana ziaren pyłku składa się początkowo z materiału fibry-
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Rye. 4. S chem at s tad ió w  rozw ojow ych  ściany z iaren  p y łk u  u roślin  w yższych [150]
A  — ściana kalozowa wokół komórek tetrady, B — ustalanie wzorca egzyny w  cytoplazmie, 
C — przenoszenie wzorca na plazmolemę, D — wzrost zaczątków egzyny pierwotnej, E — 
grubienie zaczątków egzyny pierwotnej, F — egzyna pierwotna zbudowana z matrix i proko- 
lum elli (BCDE — na przykładzie Pinus  [23]), G — tworzenie warstwy powierzchniowej i pod
staw ow ej ze zlania się podstaw i szczytów prokolumelli, H — zlewanie się prokolum elli w ek-

tegzynę, tworzenie endegzyny

larnego budującego m atrix (ryc. 5). Wkrótce po pojawieniu się matrix 
egzyny pierwotnej na jej terenie formują się promieniście układające się 
prokolumelle — prekursory kolumelli — dzielące fibrylarną matrix na 
krótkie odcinki (ryc. 4F). U Lilium longiflorum  prokolumelle mają cha
rak ter lipidowy [69, 150] i wydaje się, że zawierają niedojrzałą sporo- 
polleninę, zwaną protosporopolleniną [67]. Rozpuszczają się one podczas 
acetolizy [67] i składają; się ze sfałdowanych lamelli [24] lub z luźno uło
żonego materiału z przejrzystą dla elektronów częścią centralną. Obser
wowana powszechnie zmienność struktury  prokolumelli (bezpostaciowa, 
ziarnista lub blaszkowata) wydaje się zależeć od techniki przygotowania
materiału [[69, 150].

W okresie formowania prokolumelli u Campanula rapunculoides tuż 
pod plazmolemą pojawiają się polisomy [28,29]. Podobnie u Lilium  [66] 
obserwowany był związek między miejscem formowania prokolumelii 
i polisomami. Sugeruje to, że polisomy uczestniczą w tworzeniu pro
kolumelli. Wydaje się to tym  bardziej prawdopodobne, że aż do stadium 
te trad  nie widać zmian w ułożeniu polisomów [69] w komórkach macie
rzystych pyłku.

Procesy rozwojowe prowadzące do uformowania ektegzyny polegają 
na tym, że powstają połączenia między główkami prokolumelli powy
żej jak i poniżej substancji fibrylarnej matrix egzyny pierwotnej (ryc.
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4G, 7). Zlewające się główki tworzą pęcherzykowatą egzynę, powstaje 
tectum, a wskutek rozbudowy podstaw prokolumelli poprzez apozycję 
lamelli tworzy się warstwa podstawowa. W miarę rozwoju ektegzyny, 
matrix egzyny pierwotnej zanika i uwidaczniają się elementy kolumelli 
połączone ze sobą za pośrednictwem warstwy podstawowej (ryc. 4G, 6, 7).

W okresie szybkiego zaniku kalozy uwalniane spory gwałtownie 
zwiększają swe rozmiary. Materiał m atrix  egzyny pierwotnej ulega roz
drobnieniu i rozproszeniu i egzyna pierwotna przekształca się w egzynę, 
odkłada się poprzez apozycję sporopollenina, dzięki czemu powierzchnia 
egzyny grubieje, pojawiają się kolce lub brodawki (ryc. 4H, 8).

Podobnie jak ektegzyna, następna warstwa egzyny — endegzyna — 
zbudowana jest ze sporopolleniny. Endegzyna jest inicjowana rów no
cześnie z ektegzyną — u Campanula, a dopiero po rozpuszczeniu kalo
zy — u Eleoclnaris [28, 29]. Endegzyna powstaje poprzez apozycję lamelli
0 grubości 4-5 nm, na których odkładana jest sporopollenina [125]. W ta 
ki sposób zachodzi również tworzenie kolumelli u Lilium  [19, 25, 71]. 
Inaczej wygląda sytuacja u Pinus banksiana [20], gdzie ektegzyna roz
wija się ze zgrubienia pęcherzyków, które powstają na powierzchni spory 
w okresie tetrad. W tym czasie tworzy się intyna.

Pod koniec rozwoju ściany ziaren pyłku pojawiają się substancje 
powlekające typu lipidów czy żywic, zwane „Pollenkitt”, oraz tryfina 
[30, 101], które — jak wykazał Dickinson [21] — u Lilium  i Raphanus 
są produkowane na terenie piastydów komórek tapetum. Należy jednak 
zaznaczyć, że Pollenkitt jest złożona całkowicie z produktów powsta
łych na terenie plastydów, a tryfina zawiera nie tylko lipidy z plasty- 
dów, ale i składniki cytoplazmatyczne i białka pochodzące z rozpadu ta 
petum [21]. Związki budujące Pollenkitt czy tryfinę pojawiają się w ka
nałach egzyny dopiero wówczas, gdy w ziarnach pyłku zachodzi podział 
mitotyczny, a rozwój egzyny jest zakończony przed rozpoczęciem mitozy, 
na krótko przed uwolnieniem pyłku.

TW ORZENIE W ZORCA EGZYNY

Egzyna w postaci egzyny pierwotnej (primegzyny), spełniającej rolę 
wzorca dla egzyny, pojawia się gdy młode mikrospory są w stadium 
tetrad. Wzorzec ten tworzony jest przez cytoplazmę spory w okresie izo
lowania od sporofitu (ryc. 4A - F).

Mechanizm, za pomocą którego cytoplazma tworzy wzorzec ściany
1 ścianę komórkową, nie jest jasny. Już w 1963 r. Heslop - Harrison [64,
65] spostrzegł korelację między pozycją siateczki śródplazmatycznej 
i miejscem powstawania kolumelli w ektegzynie u Silene. Podobnie sia
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teczka śródplazmatyczna leżąca pod kątem prostym do powierzchni mi- 
krospor wyznacza pozycję kolumelli u Zea [132]. Cysterny szorstkiej 
siateczki śródplazmatycznej uczestniczą w syntezie i sekrecji materiału 
egzyny pierwotnej również w komórkach mikrospor [48,49]. Według 
Goss [58], po uformowaniu kalozy i odepchnięciu plazmolemy komórek 
tetrad od ściany kalozowej, siateczka śródplazmatyczna i pęcherzyki są 
układane w pobliżu powierzchni błony plazmatycznej i uczestniczą 
w tworzeniu egzyny.

Odmiennego zdania jest Vazart [146], który wykazał, że mitochon
dria, rozrzucone w cytoplazmie mikrospor Linum, w okresie tworzenia 
prokolumelli układają się ściśle pod plazmolemą; wydaje się więc, że 
odkładanie egzyny jest zdeterminowane pozycją mitochondriów w przy
legającej cytoplazmie. U Campanula rapunculoides bardzo ścisły kontakt 
z plazmolemą w czasie tworzenia egzyny pierwotnej wykazują zarówno 
mitochondria, jak i plastydy [28,29]. Nie można jednak na razie ustalić, 
czy te organella komórkowe uczestniczą w tworzeniu wzorca egzyny.

Całkiem inną koncepcję wysuwa Dunbar [27]; według tej autorki 
duża aktywność aparatu Golgiego obserwowana blisko powierzchni ko
mórek w czasie formowania egzyny związana jest mniej lub bardziej 
z tworzeniem wzorca primegzyny. Aparat Golgiego mikrospor wydzie
lałby prekursory materiału dla budowy młodej ściany [91].

Istnieje również pogląd, w myśl którego wzorzec dla ściany komór
kowej powstaje w cytoplazmie młodej mikrospory z ułożenia pęcherzy
ków bądź wyrostków membranowych [20] na powierzchni komórki (ryc. 
4A - E). Pęcherzyki te pochodzą z cystern membranowych przypomina
jących diktiosomy (Pinus), z siateczki śródplazmatycznej (Cosmos) bądź 
są tworzone z diktiosomów per se (Lilium). Według Dickinsona [23] 
wzorzec egzyny jest ustalony najpierw w cytoplazmie i wynika z orga
nizacji mikrotubul lub s truk tur diktiosomopodobnych i ich pęcherzy
ków. Następnie, wskutek interakcji między pęcherzykami i plazmolemą, 
wzorzec jest przenoszony na powierzchnię protoplastu w postaci wy
pukłości protoplazmatycznych lub też jako warstwa pęcherzyków. W tór
ne odkładanie węglowodanów przez pęcherzyki pochodzące z diktioso
mów powoduje przemieszczanie plazmolemy i wzrost grubości młodej 
ektegzyny.

Wydaje się, że mikrotubule pojawiające się w mikrosporze w okre
sie tworzenia egzyny mogą uczestniczyć częściowo w determinowaniu 
wzorca prokolumelli [23, 32], skoro te organelle są ściśle związane z ini
cjacją ściany komórkowej w dzielących się komórkach parenchymy [99,
104].

Dość powszechny jest pogląd, że dla tworzenia wzorca egzyny pier
wotnej konieczna jest obecność ściany kalozowej. Zaobserwowano bo
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wiem, że u Styphelia  (Epacridaceae) po normalnej mejozie w komórce 
macierzystej pyłku, gdzie trzy jądra wędrują do jednego końca komórki 
i degenerują, a kaloza nie przenika normalnie do rejonu przegrody pier
wotnej, ektegzyna w tym rejonie nie pojawia się [44]. Podobny wniosek 
o udziale kalozy w tworzeniu wzorca primegzyny wynika z badań nad 
Ipomea purpurea [151], gdzie regularny wzór geometryczny widoczny 
w kontraście fazowym lub w mikroskopie fluorescencyjnym stanowi 
wzorzec dla primegzyny. Podobnie obecność kalozy u Campanulaceae 
wydaje się konieczna dla rozwoju egzyny pierwotnej, powstającej w krót
ce po całkowitym uformowaniu kalozy; wzorzec egzyny pierwotnej jest 
formowany w postaci warstwy przylegającej do wewnętrznej strony 
ściany kalozowej [28, 29]. Kaloza sama wyznacza wzorzec primegzyny 
[151] bądź dopiero w powiązaniu z plazmolemą, której wpuklenia wydają 
się wpływać na tworzenie wzorca egzyny [27]. Z drugiej strony, wniosek 
o udziale kalozy może być kwestionowany, skoro primegzyna u Sorghum  
tworzy się dopiero po rozpuszczeniu kalozy [12]. W tej sytuacji kaloza 
mogłaby jedynie pośrednio wpływać na wzorzec primegzyny.

Z badań nad procesem mikrosporogenezy u Rihes rubrum  wynika, 
że początkiem formowania egzyny jest pojawianie się blaszki polisacha
rydowej na powierzchni plazmolemy spor [52]. Blaszka ta widoczna jest 
później w egzynie.

Rozwój wzorca egzyny znajduje się pod kontrolą cytoplazmy ko
mórki macierzystej [69]. Zaobserwowano jednakże że pomimo degeneracji 
cytoplazmy ziaren pyłku u Mirabilis jalapa odwzorcowanie egzyny za
chodzi prawidłowo [141]. Wykazano także normalne urzeźbienie egzyny 
u męskosterylnej Silene pendula [73]. Podobnie u Leschenaultia formosa 
(Goodeniaceae), gdzie ziarna pyłku połączone są w tetrady ścianami pro
mienistymi, tworząca się egzyna ma normalną strukturę niezależnie od 
stopnia sterylności ziaren. Knox i Frederick [82] zakładają, że mecha
nizm warunkujący syntezę materiału ściany ziaren pyłku może funkcjo
nować bez kontroli żywego protoplastu.

Wykazano ponadto, że małe komórki pyłku o znacznie zredukowa
nych i zmienionych genomach w wyniku krzyżówek d i - i  tetraploidal- 
nych u Linum  [109] posiadają taką samą ornamentację egzyny i formę 
por jak duże ziarna pyłku z kompletnym lub prawie kompletnym geno
mem. Specyficzny wzorzec egzyny powstający wokół małych komórek 
pyłku z niekompletnym zespołem chromosomów mógłby być determino
wany przez plazmolemę bezpośrednio lub pośrednio dzięki informacji 
cytoplazmatycznej pochodzącej z komórki macierzystej pyłku.

Istnieje jeszcze jeden pogląd, w myśl którego charakterystyczne dla 
poszczególnych gatunków urzeźbienie ściany ziaren pyłku wydaje się 
być wynikiem genetycznej kontroli kompleksu plazmolema-glycocalyx

http://rcin.org.pl



Ryc. 5. Muscari, te trad a . X 19 920
Formowanie egzyny pierwotnej, materiał fibrylarny (strzałka) widoczny we wgłębie

niach plazmolemy między ścianą kalozową (K) i plazmolemą

Ryc. 6 . Berberis, te trad a . X 25760
Osmofilny materiał egzyny pierwotnej na powierzchni plazmolemy
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Ryc. 7. Muscari, późna te trad a . X 18 480
Wyraźnie widoczna warstwa powierzchniowa ektegzyny (EK) oraz tworząca się endegzyna

(EN), por. ryc. 4F

Ryc. 8 . Muscari, z iarno  py łku  w  okresie rozbudow y egzyny. X 19 600
Między kolumellami ektegzyny widoczny materiał fibrylarny (F). Na pow ierzchni plazmo- 
lem y elektronowoprzejrzyste lamelle (strzałki), które w miarę oddalania się od niej ota

czają się sporopolleninę

http://rcin.org.pl



Ryc. 9. M uscari,  tap e tu m  w  s tad ium  te t ra d  k om órk i sporogennej. X 34 800
Widoczna część centralna i fibrylarnej natury część korowa młodocianych ciał Ubischa (CU)

Ryc. 10. F ra g m e n t ta p e tu m  (T) i z ia rn a  py łku  (Z) Muscari. X 5 300
Dojrzałe ciała Ubischa (CU) na powierzchni komórek tapetum. Podobne struktury

obserwuje się w  obrębie egzyny
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Ryc. 11. M uscari , p rzek ró j przez pylnik , b a rw ien ie  b łęk item  to lu idynow ym . X 160
Ciała Ubischa zgromadzone wyłącznie w okolicy ziaren pyłku

Ryc. 12. F rag m en t tap e tu m  Muscari w  okresie  tw orzen ia  egzyny wokół z iaren  pyłku
X 2 0  160

Pojedyncze ciała Ubischa (CU) z wyraźnie zaznaczoną korą i częścią centralną oraz ich zle
wające się zespoły widoczne w okolicy plazmolemy
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Ryc. 13. Dactylis, tw orzen ie  egzyny w okół z iaren  pyłku. M łodociane form y ciał
U bischa (CU) na  pow ierzchni plazm olem y. X 28 000

Materiał egzyny i części korowej młodocianych ciał Ubischa w ykazuje podobną strukturę

Ryc. 14. Dactylis, końcow e s tad iu m  tw orzen ia  egzyny. X 52 200
Dojrzałe ciała Ubischa (CU) i egzyna wykazują obecność mikrokanałów
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Rye. 15. Muscari. X 67 280
Ścisły kontakt ciała Ubischa z egzyną. W idoczne lam elle  na powierzchni ciał Ubischa

i egzyny (strzałki)
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[124]. Ostatnie badania Rowleya i Dahla [118] wskazują jednakże, że 
glycocalyx mikrospor otoczonych ścianą kalozową jest jedynie p rekur
sorem warstwy okrywowej.

ROLA TA PETU M  W  TW O RZEN IU  EG ZY N Y

W badaniach nad u ltrastruk turą  tapetum szczególne zainteresowanie 
wywołuje ewentualny związek między tapetum i rozwojem ziaren pyłku 
[12, 30, 31, 72, 93, 95, 107], Zaobserwowano mianowicie, że po zakończeniu 
mejozy, kiedy powstaje wzorzec egzyny wokół każdej komórki tetrady, 
na powierzchni komórek tapetum typu sekrecyjnego, we wpukleniach 
plazmolemy pojawiają się ciała kuliste o średnicy 0,2-0,3 gm. W ciałach 
tych wyróżnia się dwa elementy: (a) część centralną kulistego kształtu, 
zawierającą homogenny, słabo przepuszczalny dla elektronów materiał 
lipidowy, oraz (b) część korową zbudowaną z materiału fibrylarnego 
(ryc. 9), morfologicznie podobnego do pojawiającego się wcześniej we 
wgłębieniach plazmolemy jak i obecnego w płynie pylnika [49]. Taką 
budową charakteryzują się młodociane ciała Ubischa opisywane w ko
mórkach tapetum  sekrecyjnego u wielu okrytozalążkowych i niektórych
nagozalążkowych [10, 27, 30, 31, 72, 107, 108, 113].

Termin ,,ciała Ubischa” pochodzi od nazwiska badacza, który wiele 
uwagi poświęcił tym  strukturom  [114], ale w ykryte one zostały znacznie 
wcześniej (Rosanoff, 1865; Mascrć, 1919, 1922; Kriatchenko, 1925, cyt. za 
[69]). Z tego względu niektórzy autorzy uważają termin „ciała Ubischa” 
za niewłaściwy i stosują inne nazwy dla określenia opisanych utworów, 
np. „granules” [93], „orbicules” [120], „plaques” [63,64,65,113].

Ciała Ubischa powstają z prociał Ubischa tworzących się w cyto- 
plazmie komórek tapetum. Prociała uwalniane do przestrzeni między 
plazmolemą i ścianą komórkową zostają natychmiast otoczone homogen- 
nym i elektronowogęstym materiałem podobnym do sporopolleniny [31] 
lub materiałem fibrylarnym  (ryc. 9), który mógłby być protosporopolle-
niną [30,31,72],

W stosunkowo krótkim czasie wzrasta ilość młodocianych ciał Ubi
scha na powierzchni plazmolemy komórek tapetum. Ilość uwalnianych 
prociał Ubischa może być tak duża, że tworzą one zespoły złożone z 2-3 
prociał, przylegających ściśle do siebie i wówczas jedynie niewielka ilość 
fibrylarnego materiału jest deponowana na ich powierzchni od strony 
najbardziej oddalonej od plazmolemy. Trawienie enzymatyczne wskazu
je, że materiał części centralnej zawiera lipidy w połączeniu z pektyna
mi [49]. Z badań Rowleya i Skvarli [123] wynika, że warstwa o s tru k tu 
rze fibrylarnej otaczająca część centralną ciał Ubischa zawiera kwaśne

3 — Postępy Biol. Kom. 3/78
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polisacharydy. Obecność polisacharydów wykazano również w części 
korowej młodocianych ciał Ubischa oraz w materiale fibrylarnym  zgro
madzonym wewnątrz wpukleń plazmolemy [49]. Odkładanie sporopolle
niny na powierzchni prociał Ubischa zachodzi w tym  samym czasie co 
rozwój egzyny wokół ziaren pyłku (ryc. 10). W obu przypadkach póź
niejsze stadia odkładania sporopolleniny są związane z lamellami o w y
miarach membrany elementarnej. Ciągłe odkładanie sporopolleniny pro
wadzi do tworzenia agregatu ciał Ubischa.

Po rozpuszczeniu ścian kalozowych, w okresie rozbudowy egzyny,
ilość i wielkość ciał Ubischa wzrasta (0,2-0,5 ąm). Barwią się one teraz 
błękitem toluidynowym, podobnie jak rozbudowująca się egzyna. Ciała 
Ubischa nie pojawiają się na tych powierzchniach komórek tapetum, 
które graniczą z tkanką endotecjum (ryc. 11). W miarę zwiększania odleg
łości między komórkami tapetum i ziarnami pyłku ciała Ubischa maleją 
i kompletnie zanikają. Materiał części korowej ciał Ubischa w okresie 
rozbudowy egzyny jest elektronowogęsty, morfologicznie podobny do spo
ropolleniny budującej egzynę (ryc. 12). Można przypuszczać, że fibrylarny 
lub homogenny materiał polisacharydowy części korowej młodocianych 
ciał Ubischa reprezentuje prekursory sporopolleniny lub protosporopolle- 
ninę i dzięki wzbogacaniu w karotenoidy jest zamieniany w sporopolle
ninę, co powoduje zmianę struktury  części korowej [49].

Obserwacje ciał Ubischa w mikroskopie elektronowym zwróciły uw a
gę na wyraźne podobieństwo ornamentacji egzyny i ciał Ubischa (ryc. 13, 
14, 15). I tak np. u Poa oba składniki są pokryte kolcami, u Degeneria 
oba są całkowicie gładkie, a u Cryptomeria  — pęcherzykowate [126]. 
Przypuszcza się, że część korowa ciał Ubischa powstaje w ten sam sposób 
jak egzyna [63].

Obserwowano również podobieństwo w strukturze materiału budu
jącego część korową ciał Ubischa i egzyny (ryc. 14). U wielu gatunków 
roślin w końcowych etapach rozbudowy ściany ziaren pyłku występują 
mikrokanały [12,49, 110, 113], analogiczne kanały przecinają promieniście 
otoczki ciał Ubischa. To podobieństwo ornamentacji egzyny i ciał Ubischa, 
jak i ich struktury, wydaje się wskazywać, że system kontrolujący two
rzenie egzyny w gametoficie musi być zgodny z zawartą w sporoficie 
kontrolą genetyczną powstawania części korowej ciał Ubischa.

U Muscari na powierzchni bądź we wnętrzu części korowej niektó
rych ciał Ubischa obserwuje się często lamelle opisywane na powierzchni 
plazmolemy komórek pyłku i w egzynie [49]. Podobieństwo materiału 
ciał Ubischa i materiału egzyny widoczne jest wyraźnie w  przypadku ich 
fluorescencji wywołanej primuliną [152]. Według Rowleya i Skvarli [123] 
specyficzna forma otoczki ciał Ubischa identyczna z powierzchnią egzyny 
jest zdeterminowana przez kompleks plazmolema-glycocalyx.
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Z faktu, że egzyna rozbudowuje się najpierw od strony przylega
jącej do tapetum, wyciągnięto wniosek o roli tapetum w syntezie m a
teriału egzyny [63].

Badania autoradiograficzne z włączaniem prekursorów lipidów (kwa
su palmitynowego 3H, mewalonowego 3H i octanu sodu 3H) do pylnika 
Dactylis glomerata i Muscari comosum  wskazują na ich wbudowywanie 
do ściany ziaren pyłku jak i do komórek tapetum  w czasie rozbudowy 
egzyny [49-51]. Wbudowywanie radioaktywnego octanu sodu do rozwi
jającej się ściany wykazano również w komórkach Gerbera. Skoro octan 
sodu 3H włącza się do rejonów, które są związane z egzyną i sporopolle- 
niną, można przyjąć, że jest on wykorzystywany do syntezy kwasów 
tłuszczowych i wbudowuje się do lipidów frakcji sporopolleniny [135]. 
W przeciwieństwie do komórek Gerbera [136], kwas mewalonowy włą
czający się do ściany ziaren pyłku Muscari comosum  w  czasie rozbudo
wy egzyny mógłby być wykorzystywany do syntezy karotenoidów [136].

Włączanie radioaktywnych prekursorów lipidów do komórek tape
tum i ziaren pyłku sugeruje udział ciał Ubischa w rozbudowie egzyny. 
Wyniki badań autoradiograficznych nie pozwalają jednak stwierdzić 
z całą pewnością, czy ciała Ubischa wbudowują się w całości do ściany 
ziaren pyłku, czy też jedynie część korowa ulega wbudowaniu, a lipo- 
polisacharydowa część centralna bierze udział w tworzeniu substancji 
zlepiającej, powstającej później [21, 68, 72].

Przypuszcza się, że egzyna składa się częściowo z ciał Ubischa [13, 
107]. Jeżeli jednak ciała Ubischa uczestniczą w rozbudowie egzyny, na
suwa się pytanie, w  jaki sposób następuje formowanie ściany ziaren 
pyłku w pylnikach z ameboidalnym tapetum, gdzie ciała Ubischa nie 
tworzą się wcale [30, 55, 95].

W rozważaniach nad udziałem ciał Ubischa w tworzeniu egzyny nie 
można pominąć koncepcji, w myśl której ciała Ubischa są zbędne w tym  
procesie [10, 54], powstawałyby one bowiem w wyniku nadmiernej pro
dukcji sporopolleniny [113], jako produkt uboczny rozwoju ściany [20]. 
Ciała Ubischa tworząc ciągłą warstwę na powierzchni komórek tapetum 
mogą również stanowić rodzaj bezwodnej powierzchni, od której ziarna 
pyłku mogą łatwo się odrywać [66], bądź też są one materiałem klejącym 
ziarna pyłku w okresie ich uwalniania z pylnika [108].

Oprócz ciał Ubischa, tapetum  produkuje (np. u Eleocharis [26]) tape- 
tosomy (ciała o nieregularnych kształtach, 1-3 pm średnicy, zawierające 
lamelle lub nie wykazujące obecności s truk tur lamellarnych), które po 
uwolnieniu z cytoplazmy komórek tapetum, razem z ciałami Ubischa 
otaczają ziarna pyłku. Po mitozie w ziarnach pyłku tapetosomy przeni
kają do ściany ziaren pyłku i wiele z nich może być widocznych pomię
dzy kolumellami egzyny. Obserwacje Dunbar [26] wskazują, że tapeto-
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somy zawierają materiał chemicznie podobny do sporopolleniny, mogły
by więc uczestniczyć w tworzeniu egzyny.

Z przedstawionych danych wynika, że aktywność metaboliczna tape
tum w końcowym okresie rozwoju ziaren pyłku związana jest z tworze
niem ciał Ubischa i tapetosomów, z syntezą sporopolleniny lub jej pre
kursorów [31, 54, 66, 67], a ponadto w końcowym okresie swej działal
ności z powstawaniem substancji lipidowej bogatej w karotanoidy, budu
jącej warstwę powlekającą (Pollenkitt czy tryfinę).
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CHLAM YDO M ONAS REINHARDTII  I JEGO APARAT WICIOWY 
W BADANIU MOLEKULARNYCH PODSTAW RÓŻNICOWANIA

I ROZWOJU ORGANIZMÓW

C H L A M Y D O M O N  A S  R E IN H A R D T II  AND IT S  FL A G ELL A  AS M ODELS FO R THE 
STU D Y  O F M O LECU LA R BA SIS O F D IF FE R E N T IA T IO N  AND DEVELOPM EN T

O F O RG A N ISM S

A lek san d er  F. S IK O R SK I

Z ak ład  Biochem ii, In s ty tu t  Biochemii, U n iw ersy te t  W rocław ski

#

Streszczenie .  W a r ty k u le  p rzedstaw iono  n iek tó re  zalety  C hlam ydom onas  re inhard tii  
jako  o rgan izm u  m odelow ego do b a d a ń  procesów  biochem icznych i fizjologicznych 
w  w a ru n k a c h  synchron izow anego  w zrostu  w egeta tyw nego  i gam etogenezy. W d a l
szej części p racy  za ję to  się s t ru k tu rą  wici i n iek tó ry m i zagadn ien iam i dotyczącym i 
ich różn icow ania . Ze w zględu na udzia ł w ici w  rozpoznaw an iu  gam et przeciw nego 
znaku  b a d a n ia  ich błony m ogą okazać się p rzy d a tn e  w  w y jaśn ien iu  m echan izm u 
z jaw isk  sw oistej adhez ji  kom órek . W a r ty k u le  dokonano  rów nież  szczegółowego 
p rzeg lądu  b a d a ń  nad  b łoną w ici C hlam ydom onas  i je j udzia łem  w  adh ez ji  gam et.

S u m m a ry .  Som e ad v an tag es  of C hlam ydom onas  re inhard tii  as a m odel o rganism  
for th e  s tudy  of b iochem ical and  physiological even ts  a re  discussed. The nex t 
p a r t  of th is  p a p e r  is connected  w ith  the  s t ru c tu re  of flagella  and  som e aspects 
of th e ir  d iffe ren tia tio n . S ince th e  f lage lla  p a r t ic ip a te  in  recognition  of opposite  m a 
ting  ty p e  gam etes th e  s tu d y  of f lage lla  m em b ran es  m ig h t re p re se n t  a u sefu l tool for 
e lucidation  of the  m echan ism  of specific cell adhesion. M oreover, num erous reports  
on C h la m yd o m o n a s  f lagella  and  th e ir  p a r t ic ip a t io n  in  th e  gam ete  adhesion  a re  
rev iew ed  in detail.

Poznanie molekularnych podstaw procesów różnicowania i rozwoju 
zależy w dużym stopniu od doboru odpowiedniego modelu doświadczal
nego. Jednokomórkowe glony stanowią dogodny obiekt badawczy, ponie
waż posiadają dobrze wykształcone jądro i inne ogranelle komórkowe 
oraz prosty cykl rozwojowy.

Rodzaj Chlamydomonas — Zawłotnie jest przedstawicielem Ziele
nic. Komórka tych glonów ma kształt eliptyczny, posiada cienką ściankę
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celulozową, dwie wici, jądro, chloroplast oraz pirenoid. Rozmnażanie we
getatywne odbywa się przez podział. U przedstawicieli tego rodzaju wy
stępują wszystkie trzy typy rozmnażania płciowego, a mianowicie: izo-, 
hetero- i oogamia. Omawiany gatunek Chlamydomonas reinhardtii (Dan- 
geard) jest izogamiczny i heterotalliczny. Jego cykl życiowy przedstawia 
się następująco: haploidalne komórki wegetatywne dzieląc się mitotycz- 
nie dają populację komórek wegetatywnych [43]. W pewnych w arun
kach, np. niedoboru azotu w podłożu, w wyniku podziału powstają w za
leżności od szczepu obdarzone wiciami gamety „plus” lub „minus” [66].

Bernstein [5] oraz Kates i Jones [34, 36] wykazali, że cykl życiowy
Chlamydomonas reinhardtii i Chlamydomonas moewusii daje się łatwo 
synchronizować przez umieszczanie hodowli na przemian w pełnym 
oświetleniu i w zupełnej ciemności.

I. SYNCHRONIZOW ANY W ZRO ST C H L A M Y D O M O N A S  R E IN H A R D T II

Gould i Jones [25] obserwując cykl życiowy Chlamydomonas wyka
zali, że podział komórki rozpoczyna się od chloroplastu w dziesiątej go
dzinie fazy świetlnej. Jądro dzieli się mitotycznie, a początek cytokinezy 
przypada na drugą godzinę fazy ciemnej. Komórki powstałe w wyniku 
pierwszego podziału nie wytwarzają ściany komórkowej. Drugi podział 
rozpoczyna się bezpośrednio po pierwszym. W efekcie powstają cztery 
komórki potomne, które na początku fazy świetlnej, dopiero po wytwo
rzeniu własnych ścian komórkowych, oddzielają się pozostawiając ścianę 
komórki rodzicielskiej.

Ryc. 1. S chem at s tad iów  rozw ojow ych  C hlam ydom onas  re inhard tii  w  czasie
synchronicznego w zrostu  i gam etogenezy [30]

Zaciemnione pole przedstawia czas trwania fazy ciemnej
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Johnson i Porter [28] stwierdzili, że Chlamydomonas ma „zamknięty” 
aparat mitotyczny, gdyż błona jądrowa nie zanika w czasie podziałów. 
Po pierwszym podziale jądro nie wraca do stanu „pełnej interfazy” . Na 
ryc. 1 przedstawiono schematycznie stadia rozwojowe Chlamydomonas 
w synchronizowanych hodowlach komórek wegetatywnych oraz podczas 
indukowanej gametogenezy. Na ryc. 2 przedstawiono podaną przez Jone
sa i wsp. [30, 35] kolejność replikacji DNA, podziału jądra i podziału 
komórki.

Ryc. 2. Zależność m iędzy  syn tezą  DNA, podzia łem  ją d ra  i cy tok inezą  w  czasie
„c iem nej” fazy w egeta tyw nego  w zros tu  [30]

Zjawiska zachodzące podczas synchronizowanego wzrostu charakte
ryzują się ustaloną sekwencją poszczególnych stadiów oraz dużą ostrością 
przejść. Oznacza to, że w dowolnie wybranym  czasie w większości komó
rek będą zachodzić takie same zjawiska biochemiczne i fizjologiczne. Jak 
wykazali Kates i Jones [33, 37, 39], w określonych stadiach rozwojowych 
Chlamydomonas znacznie wzrasta aktywność niektórych enzymów. Kuem- 
pel i wsp. [42], Masters i wsp. [51] oraz Gorman [24] również zaobserwo
wali cykliczną syntezę enzymów w hodowlach bakterii i drożdży o syn
chronicznym cyklu podziałów. Renke i Jones [61, 62] stwierdzili, że ak
tywność proteolityczna w komórkach wegetatywnych Chlamydomonas 
wzrasta podczas dwunastogodzinnej fazy świetlnej, osiągając maksimum 
w czasie inicjacji podziału. W dobowym cyklu hodowli podobnie zmienia 
się zawartość aminokwasów i peptydów [29]. Według Jonesa (doniesienie 
prywatne, 1976) główną proteazą tego organizmu jest katepsyna D, która 
występuje w dwóch formach molekularnych o masach cząsteczkowych
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39 000 i 63 000 daltonów. Chen i Jones [12,13] dostarczyli dalszych do
wodów polimorfizmu enzymów, wykazując w komórkach wegetatywnych 
Chlamydomonas obecność dwóch izoenzymów karboksylazy fosfoenolopi- 
rogronianowej.

Lien i Knutsen [45] prowadząc badania nad syntezą enzymów stw ier
dzili, że komórki Chlamydomonas hodowane w nieorganicznej pożywce 
produkują kwaśną fosfatazę. W dwa lata później Loppez i wsp. [48, 49] oraz 
Matagne i wsp. [52] uzyskali m utanty  z defektem w syntezie fosfataz. 
Okazało się, że komórki „dzikiego typu” wytwarzają pięć różnych fosfa
taz — dwie kwaśne (konstytucyjne) i trzy adaptacyjne, w tym  jedną 
obojętną i dwie zasadowe [49, 53]. Nie wyjaśniono, czy jeden lub dwa 
odrębne geny kodują obie zasadowe fosfatazy różniące się ruchliwością 
elektroforetyczną. Nie uzyskano bowiem dotychczas mutantów1 pozbawio
nych jednej lub obu fosfataz.

Indukowana przez środowisko gametogeneza, która stanowi prosty 
przykład różnicowania komórkowego, okazała się szczególnie przydatna 
w badaniach regulacji wzrostu i rozwoju [14, 15, 68, 72]. Gametogeneza 
Chlamydomonas wywołana brakiem azotu w podłożu stanowi szczególnie 
przydatny model do badania biosyntezy i degradacji endogennego białka. 
Jones [33] badając metabolizm białek w komórkach „dzikiego typu” i m u
tanta argininowego zaproponował następujący model regulacji metabo
lizmu białek. W obecności azotu w podłożu, a w przypadku m utanta argi
ninowego również argininy, komórka syntetyzuje nowe białka i kwasy 
nukleinowe. Przy braku azotu lub argininy w podłożu enzymy degradują 
istniejące białka do substratów wykorzystywanych w syntezie nowych 
białek i kwasów nukleinowych. W przypadku m utanta argininowego 
w obecności jonu amonowego i braku argininy w podłożu nie obserwuje 
się proteolizy, co wskazuje na represję syntezy enzymów proteolitycznych 
przez jony amonowe.

Martin i Goodenough [50] zaobserwowały, że podczas gametogenezy 
zmniejsza się ilość rybosomów, zmienia się morfologia chromatyny, orga
nizacja błon jądra i chloroplastu oraz retikulum endoplazmatycznego. 
W komórkach gamet dodatnich pojawia się struktura  „koniugacyjna” , 
która według Goodenough i Weiss [22] warunkuje tworzenie mostka 
cytoplazmatycznego podczas zlewania się gamet. Wici gamet pomimo 
braku zmian morfologicznych uzyskują właściwości adhezyjne, które w y
rażają się swoistym wiązaniem wici gamet przeciwnego typu płciowego. 
Gamety charakteryzują się wzmożoną syntezą skrobi i kwasów organicz
nych, obniżoną aktywnością fotosyntetyczną, obniżoną syntezą aminokwa
sów z CO2, a po dodaniu źródła azotu — wzrostem syntezy aminokwasów
zasadowych [30, 32, 35, 38]. Po dodaniu źródła azotu do podłoża gamety 
ponownie różnicują się do komórek wegetatywnych [30].
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Regulacja czasu wystąpienia podziału jak dotąd jest słabo poznana. 
W synchronizowanych hodowlach Chlamydomonas wielkość komórki nie 
jest jedynym czynnikiem decydującym o czasie podziału. Badania Jone
sa [30] ujawniły, że „decyzja” dotycząca ilości podziałów obejmuje wiele 
zjawisk poprzedzających sam podział. Intensywnie naświetlane komórki 
już po sześciu godzinach osiągają wielkość komórek hodowanych przez 
dwanaście godzin przy słabszym oświetleniu. Na początku fazy świetlnej 
zarówno „duże”, jak i „małe” komórki zaczynają się dzielić — różnią się 
jednak ilością następujących po sobie podziałów. Komórki hodowane przy 
intensywnym oświetleniu dzielą się dwu- a nawet trzykrotnie, podczas 
gdy hodowane przy słabszym oświetleniu dzielą się tylko jeden raz. 
Według Jonesa [30] zachodzą tu dwa odrębne zjawiska. Jednym z nich 
jest sterowanie czasem inicjacji podziału przez środowiskowy cykl świa- 
tłość-ciemność, a drugim — kontrola ilości podziałów przez ilość dostęp
nej energii.

II. A PA R A T  W ICIOW Y

Fakt, że wici dają się względnie łatwo odłączać od komórek i izolować 
bez naruszania ich struktury, pozwolił na poznanie ich budowy submi-
kroskopowej [60, 63, 64].

Aparat wiciowy Chlamydomonas zbudowany jest z dwóch identycz
nych s truk tu r tubularnych położonych w wierzchołku komórki i ułożo
nych w kształcie litery V. W każdej z nich wyróżnia się ciałko podstawo
we, położone w powierzchniowej warstwie cytoplazmy, strefę przejścio
wą zaczynającą się na poziomie komórki oraz wić i jej wierzchołek 
znajdujące się na zewnątrz błony komórki [63], Wić okryta jest bło
ną. Schemat przekroju podłużnego aparatu wiciowego Chlamydomonas 
przedstawiono na ryc. 3A, a typowe przekroje poprzeczne w poszczegól
nych strefach na ryc. 3B, 1 - 10.

Ciałka podstawowe łączą się przy wierzchołku dużym włóknem prąż
kowanym — dystalnym, a u podstawy — dwoma mniejszymi, proksy- 
malnymi. Pod błoną cytoplazmatyczną znajdują się wiązki cytoplazma- 
tycznych mikrotubuli wychodzących z obszaru pomiędzy ciałkami pod
stawowymi [63].

Ciałka podstawowe składają się z dziewięciu mikrotubularnych trip - 
letów (ryc. 3Bj, 8 -10). W każdym z nich wyróżnia się trzy subtubule, 
położoną najbliżej osi — „a”, środkową — „b” i zewnętrzną — „c”. Przy 
dystalnym końcu ciałka podstawowego (ryc. 3B, 8) triplety przechodzą 
w dublety strefy przejściowej (ryc. 3B, 7).

Strefa przejściowa zaczyna się na wysokości błony komórki, a koń-

4 — Postępy Biol. Kom. 3/78
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czy się przy powierzchni ściany komórki (ryc. 3B, 5 - 7). Na przekroju 
podłużnym (ryc. 3.4) widać, że oś organellum ma w tej strefie strukturę 
dwóch cylindrów. Cylinder proksymalny jest z obu stron otwarty, dy- 
stalny zaś z jednej zamknięty i przechodzi w dwie centralne mikrotubule 
wici (ryc. 3B, 4 i 3B, 5).

k

Ryc. 3. Schem at a p a ra tu  wiciowego C hlam ydom onas  [63].
A  — przekrój podłużny. Na rysunku zaznaczono cztery strefy aparatu w iciowego  

a — aksonema, b — dublet zewnętrzny, c — mikrotubule centralne, d — błona wici, e — dia- 
fragma poprzeczna, f — cylinder dystalny, g — cylinder proksym alny, h — w łókno dystalne,

i — dwa włókna proksymalne, k — ściana komórki, 1 — błona komórki  
B — przekroje poprzeczne w poszczególnych strefach aparatu w iciow ego oznaczono numerami

od 1 do 10

Pomiędzy błoną wici a dubletami zewnętrznymi, wchodząc pomiędzy 
nie klinowato, znajduje się materiał bezpostaciowy o większej gęstości 
elektronowej, nazywany diafragmą poprzeczną (ryc. 3.4).

4. S t ru k tu ra  wici. S ch em at zaczerpnięty
od S um m ersa  [78]

a i b — subtubule dubletów zewnętrznych.  
A — ramiona (arms), C — mikrotubule cen
tralne, B — mostki trwałe pomiędzy sąsiedni
mi dubletami (permanent bridge), L — w ią
zania (links), S — promienie (spokes), O — 
otoczka (sheath), G — główki szprych (spoke

heads)
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Wici i rzęski, które w większości przypadków stanowią homologiczne 
organella, posiadają taką samą organizację włókna osiowego, czyli akso- 
nemy. Włókno osiowe (ryc. 4) składa się z dziewięciu dubletów zewnętrz
nych mikrotubuli oraz dwóch pojedynczych mikrotubul stanowiących 
jej oś centralną. Dublety zewnętrzne składają się z subtubuli „a” położo
nej bliżej osi i subtubuli „b” znajdującej się bardziej na zewnątrz.

Mikrotubule centralne otacza s truk tura  zwana „otoczką”, lub „osłon
ką centralną”, która przez „szprychy” łączy się z subtubulą „a” duble
tów zewnętrznych. W miejscu przyczepu „szprych” do „otoczki” tworzą 
się zgrubienia „główki szprych”. Subtubule „a” sąsiednich dubletów łączą 
się ze sobą „wiązaniami”. Od subtubuli „a” biegną dwa „ramiona” w kie
runku subtubuli „b” sąsiedniego dubletu. Połączenie sąsiednich dubletów 
za pomocą „ramion” istnieje tylko przejściowo. Trwałe „mostki” zaobser
wować można tylko w przypadku dubletów położonych po przeciwnych 
stronach linii biegnącej prostopadle do osi mikrotubul centralnych.

Dublety mikrotubularne są charakterystycznymi strukturam i włókien 
osiowych wici i rzęsek. Subtubule „a” składają się z 13, a subtubule „b” 
z 11 protofilamentów o średnicy 45 A [64]. Trzy protofilamenty tworzą 
wspólną ścianę dubletu. Według Chaseya [11], podjednostki upakowane są 
w obydwu subtubulach tworząc spiralę lewoskrętną. Mikrotubule zbudo
wane są z tubuliny, białka złożonego z dwóch podobnych łańcuchów 
polipeptydowych a i (3 o masach cząsteczkowych około 55 000 daltonów. 
Dimer ten posiada dwa miejsca wiążące nukleotyd guaninowy, w tym  
jedno wiąże go odwracalnie, a drugie nieodwracalnie.

Mikrotubule wici, szczególnie dublety zewnętrzne, są bardziej sta
bilne niż mikrotubule cytoplazmatyczne i nie ulegają depolimeryzacji 
pod wpływem oziębienia, wysokiego ciśnienia i kolchicyny. W w arun
kach depolimeryzacji ich tubulina staje się mało stabilna [86], co znacz
nie utrudnia rekonstrukcję mikrotubul wici.

Witman i wsp. [88] zastosowali podwyższoną tem peraturę lub w zra
stające stężenia detergentu jonowego do frakcjonowania mikrotubul akso
nu wici Chlamydomonas.

Olmsted i Borrisy [58] oraz Snyder i McIntosh [76] przedstawili 
szczegółowy przegląd badań mikrotubul, a Summers [78] — aktualny 
stan badań dotyczący mechanizmu ruchów wici i rzęsek.

Gibbons [20] stwierdził, że „ramiona” oddzielają się od subtubuli „a” 
podczas dializy oczyszczonych aksonem do roztworu EDTA lub KC1. 
W pewnych warunkach zachodzi reasocjacja ramion z subtubulą „a”. Jak  
wykazali Gibbons [20] oraz Gibbons i Rowe [21], ramiona zawierają 
większość aktywności ATP - azowej aksonemy. ATP - aza wici, znana jako 
dyneina, występuje w dwóch postaciach — 14S i 30S o różnej aktywności 
właściwej i innym zapotrzebowaniu na kationy. Frakcja 30S rozpada się
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na kilka mniejszych podjednostek, które występują również we frakcji 
14S. Jak  wykazali Brokaw i Benedict [10], częstotliwość ruchów wici jest 
wprost proporcjonalna do aktywności dyneiny.

Według Bluma [6] „główki szprych” wykazują aktywność ATP - azo
wą różną od dyneiny. Watanabe i Flawin [80] oraz Piccini i Albergoni [59] 
stwierdzili występowanie niedyneinowej, Ca+2 - zależnej ATP - azy w wi
ciach Euglena i Chlamydomonas.

Bezpośrednio przed podziałem komórek Chlamydomonas wici ulega
ją regresji, a proces ten trw a około 30 minut. Można je również „ampu
tować” w homogenizatorze. Stosując łagodną homogenizację uzyskuje się 
komórki pozbawione tylko jednej wici.

Po „amputacji” obydwu wici niemal natychmiast rozpoczyna się ich 
regeneracja, która trw a zwykle 70 do 90 minut [60, 66, 67]. Cykloheksoi- 
mid w stężeniu wystarczającym do zahamowania syntezy białka znacznie 
ogranicza regenerację wici, kolchicyna natomiast hamuje ją całkowicie. 
Rosenbaum i wsp. [16, 67] wykazali, że cykloheksoimid w komórkach 
poddanych uprzednio działaniu kolchicyny słabiej hamuje regenerację 
wici.

Po „amputacji” jednej wici, nienaruszona wić stopniowo skraca się, 
podczas gdy amputowana regeneruje się. Po zrównaniu się długości obie 
wici rosną dalej z tą  samą prędkością, aż do uzyskania długości początko
wej. Pod wpływem kolchicyny skraca się wić nienaruszona, a amputo
wana nie regeneruje się. Cykloheksoimid ham uje regenerację w znacz
nie mniejszym stopniu niż w przypadku braku obydwu wici. Doświad
czenia te [16, 66, 67], jak również doświadczenia Gorovskiego i wsp. [23] 
wskazują na częściowe powstawanie aksonemy wici z istniejących już 
w cytoplazmie prekursorów białkowych. Weeks i  Collis [81] badając 
syntezę tubuliny w gametach Chlamydomonas stwierdzili, że indukcja 
translacji tubuliny następuje po amputacji wici. Nie stwierdzili oni syn
tezy tubuliny w komórkach kontrolnych.

III. BŁONA W ICI

Ringo [63] analizując u ltrastruk turę  wici Chlamydomonas stwierdził, 
że ich błonę pokrywa warstwa materiału bezpostaciowego tworzącego 
otoczkę. Na powierzchni wici obserwuje się także włókniste struktury, 
zwane mastigonemami [63, 87]. Witman i wsp. [87] wykazali, że mastigo- 
nemy są zbudowane z liniowo ułożonych podjednostek o okresie iden
tyczności 200 A. Autorzy ci stwierdzili w  elektroforezie w żelu poliakry- 
loamidowym, że mastigonemy zbudowane są z glikoproteidu o masie 
cząsteczkowej 170 000 daltonów.
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Dotychczas nie ustalono pochodzenia błony wici. Bouck [9] zaobser
wował w komórkach Ochromonas mastigonemy w kanalikach aparatu  
Golgiego. McLean i Bosmann [55] zakładają, że na powierzchni błony 
wici Chlamydomonas występują glikozylotransferazy. Enzymy te są w e
dług Keenana [41] charakterystyczne dla błon aparatu Golgiego. Obec
ność glikozylotransferaz również przemawia za pochodzeniem błon wici 
z błon aparatu Golgiego.

Witman i wsp. [87] do izolacji błony wici używali roztworów de
tergentów lub mieszanki STEEP *, a także stosowali dializę w zbuforo- 
wanym roztworze o niskiej sile jonowej zawierającym EDTA i m erka- 
ptoetanol. Detergenty niejonowe — Triton X - 100 i Nonidet P - 40 — 
ekstrahują błony z zachowaniem struk tury  mastigonem i aksonem. D eter
gent jonowy — Sarkozyl w niskim stężeniu, STEEP oraz dializa pozwa
lają uzyskiwać błony bez ich rozpuszczenia. Gibbons [20] ekstrahował 
błony wici Tetrahymena  roztworem digitoniny, a Snell [73] usuwał je 
mechanicznie stosując wytrząsanie zawiesiny wici Chlamydomonas.

Dane dotyczące bliższej charakterystyki błon wici Chlamydomonas 
są raczej skąpe. Z pracy Witmana i wsp. [87] wynika, że błony te za
wierają jedną, główną, wysokocząsteczkową frakcję białkową oraz jedną 
lub dwie mniejsze frakcje. Jedna z mniejszych frakcji jest głównym 
składnikiem mastigonemy. Podobne wyniki uzyskali Snell [73] oraz Berg
man i wsp. [3, 4]. Zarówno „główna” frakcja błony, jak i mastigonemy 
dają pozytywną reakcję z odczynnikiem Shiffa.

Sikorski [69] stwierdził, że błony wici w elektroforezie w 5,6°/o żelu 
poliakryloamidowym w obecności SDS dają 5 do 6  frakcji barwiących 
się błękitem, Coomassie. Trzy frakcje dają pozytywną reakcję z odczyn
nikiem Shiffa. Jedna z nich nie barwi się na białko lub barwi się bardzo 
słabo. Najszybciej wędrującą frakcją reagującą z odczynnikiem Shiffa 
jest frakcja glikolipidowa. Analiza cukrów obojętnych [69] wykazała 
obecność glukozy, galaktozy, mannozy i ramnozy.

Ze względu na istotną rolę jaką w procesie płciowym Chlamydo
monas odgrywa błona wici wykorzystuje się ją głównie w badaniach 
modelowych procesów rozpoznania i swoistej adhezji [19, 54, 72-75], Sche
mat procesu płciowego Chlamydomonas przedstawiono na ryc. 5.

Po zmieszaniu gamet „plus” i „minus” zachodzi adhezja wierzchoł
ków wici wielu komórek, po czym dwie komórki przeciwnych typów  
płciowych oddzielają się od całej grupy. Kontakt ich wici powiększa 
się tak, że wici układają się równolegle, a czasami zaobserwować można 
ich spiralizację. Przywiciowe części komórek stykają się ze sobą, nastę

* ST E E P  — 0,15 M sacharoza ; 15 m M  Tris; 2,5 m M  EDTA; l l #/o e tano l;  
30 mM KC1.

«
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puje miejscowe rozpuszczenie ściany komórkowej i utworzenie mostka 
cytoplazmatycznego. Uwolnione wici nie wykazują już właściwości ad- 
hezyjnych [36]. Według Goodenough i Weiss [22] powstawanie mostka 
cytoplazmatycznego zapoczątkowuje pojawienie się struk tury  „koniuga- 
cy jnej”. Proces ten zależy od swoistej adhezji powierzchni wici. P o trak 
towanie wici konkanawaliną A nie wpływa na pojawianie się tej s truk 
tury . W wyniku cytogamii tworzy się czterowiciowa, ruchliwa zygota, 
po czym wici ulegają regresji i powstaje otoczona grubą ścianą zygo- 
spora.

Ryc. 5. S chem at procesu płciowego C hlam ydom onas reinhardtii.
a — gam ety „plus” i „m inus”, b — po zmieszaniu gam et przeciw nych znaków  następuje  
adhezja w ierzchołków w ici w ielu  komórek, c — dwie kom órki przeciw nych znaków oddziela
ją się od całej grupy, d — kontakt w ici powiększa się, e — plazmogamia, f — czterow iciow a,

ruchliwa zygota (wici n ie wykazują w łaściw ości adhezyjnych), g — zygospora

Wiese i Jones [85] wykazali, że kationy dwuwartościowe Ca+ 2 

i M g + 2  aktywują, a nad jodan ham uje pierwszy etap procesu koniugacji, 
jakim jest kontakt wici. Jak  wykazał Wiese [84], trypsyna, subtilizyna 
i pronaza ham ują adhezję, podczas gdy mannozydaza, galaktozydaza 
i neuraminidaza pozostają bez wpływu.

Forster i wsp. [18] oraz Wiese [82,83] zaobserwowali, że gamety 
Chlamydomonas uwalniają do podłoża substancję aglutynującą gamety 
przeciwnego znaku. Nazwano ją „gamonem”, k tóry  Forster [18] uważał 
za glikoproteid o masie cząsteczkowej rzędu 1 X  108 daltonów. W dalszych 
badaniach McLean i wsp. [57] wykazali, że „gamoń” zbudowany jest z pę
cherzyków błoniastych pochodzących z błony wici. Uwolnione do podłoża 
fragm enty błony zachowują również mastigonemy. Jak  wykazał Snell [73], 
również wici komórek wegetatywnych, nieaktywne w procesie „zapłod
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nienia”, uwalniają pęcherzyki błoniaste do podłoża. Thompson i Baugh 
[79] stwierdzili w przypadku wici Tetrahymena, że wcielanie znakowa
nych kwasów tłuszczowych rozpoczyna się od postawy i postępuje w kie
runku  wierzchołka. Aaronson i wsp. [1] zaobserwowali uwalnianie błon 
wici do pożywki również w przypadku Ochromonas. Według McLeana 
i Browna [56] gamety Chlamydomonas stale odnawiają miejsca recepto
rowe w błonie wici. Snell [74] wykazał, że na regenerację tych miejsc 
w błonach wici poddanych działaniu trypsyny potrzeba przynajmniej 
dziewięciu godzin.

Badania nad u ltrastruk turą  błon wici Chlamydomonas prowadzone 
techniką „freeze cleaving” [4, 73, 75] wykazały, że błony gamet i komórek 
wegetatywnych różnią się ilością i rozmieszczeniem „cząstek wewnątrz- 
błoniastych”. W błonie wici gamet znajduje się ich znacznie więcej na 
powierzchni B niż na odpowiadającej powierzchni wici komórek wege
tatywnych. Według Bergmana i wsp. [4] białka błon wici komórek we
getatywnych i gamet poddane elektroforezie w żelu poliakryloamidowym 
nie różnią się od siebie. Z drugiej strony, Snell [73] badając właściwości 
„gamonu” stwierdził, że daje on w elektroforezie siedem frakcji białko
wych, wśród których znajdują się wszystkie białka błon wici. Gamoń 
„plus” różni się od gamonu „minus” obecnością jednej, dodatkowej frak
cji o masie cząsteczkowej około 70 000 daltonów. W badaniach własnych 
[69, 71] nad błonami wici komórek wegetatywnych i gamet szczepów 
89 („plus”) i 90 („minus”) stwierdzono, że błony te różnią się zawartością 
białek, cukrów i fosfolipidów. Podczas gametogenezy zachodzą wyraźne
zmiany w obrazie elektroforetycznym białek błon obydwu szczepów. 
W błonach wici gamet szczepu „90” zanika frakcja trzecia i pojawia się 
frakcja ,,3a” o zmienionej ruchliwości. W błonach wici gamet szczepu 
89 spada ilość białka we frakcji czwartej, a wzrasta, we frakcji piątej. 
Dane te w połączeniu z badaniami dotyczącymi lokalizacji poszczegól
nych frakcji w błonie wici komórek wegetatywnych szczepu 89 [70] 
i wskazującymi na powierzchniową lokalizację frakcji piątej sugerują 
funkcję receptorową i udział tej frakcji w adhezji.

Ponadto okazało się, że błony wici gamet obydwu szczepów w yka
zują różnice w zawartości poszczególnych cukrów [69, 71]. C haraktery
zują się one większą zawartością glukozy a mniejszą mannozy niż błony 
wici komórek wegetatywnych. Być może różnice te wiążą się z powsta
waniem lub modyfikacją istniejących receptorów powierzchniowych
podczas gametogenezy.

Mechanizmu swoistej adhezji jak dotąd nie wyjaśniono. Według 
McLeana i Browna [56] błona wici gamet posiada przynajmniej dwa 
miejsca receptorowe — jedno odpowiedzialne za swoistą adhezję, a d ru 
gie — za wiązanie konkanawaliny A. Wiese [84] uważa, że mechanizm
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swoistej adhezji przypomina reakcję antygen-przeciwciało. Crandall 
i wsp. [17] wydzielili z drożdży glikoproteidy odpowiedzialne za swoistą 
adhezję gamet przeciwnych znaków i tworzące kompleks ,,in v itro”. 
Lloyd i Cook [46, 47] zaobserwowali, że izolowane i desializowane gli
koproteidy błon fibroblastów aktyw ują agregację tych komórek.

Roseman [65] zakłada, że swoista adhezja opiera się na reakcji po
wierzchniowo usytuowanej glikozylotransferazy z glikolipidowym lub 
glikoproteidowym receptorem błony innej komórki.

Bosmann [7], badając reakcję kolagenu z płytkami krwi, znalazł na 
ich powierzchni glikozylotransferazy przenoszące glukozę, galaktozę i ga- 
laktozaminę. Receptorami dla tych enzymów jest kolagen, polipeptyd lub
glikoproteid. Według Bosmanna [8 ] czas adhezji (reakcji enzym-receptor) 
zależy od obecności jonów metali dwuwartościowych i dwufosfonukleoty- 
dowych pochodnych monosacharydów. Po dysocjacji kompleksu jedna 
z komórek zawiera nieaktywny receptor z dołączoną resztą monosacha- 
rydową. Receptor może ulegać restytucji pod wpływem swoistej gliko- 
zydazy, np. neuraminidazy, jak to ma miejsce w przypadku płytek krwi.

McLean i Bosmann [55] analizowali aktywność glikozylotransferaz 
w komórkach Chlamydomonas. Stwierdzili oni, że na powierzchni komó
rek wegetatywnych i gamet występują glikozylotransferazy przenoszące 
galaktozę, glukozę, mannozę, fukozę, N - acetyloglukozaminę i kwas 
N - acetyloneuraminowy. Gamety posiadają dwu- do trzykrotnie wyższą 
aktywność transferazową. Po zmieszaniu gamet przeciwnych znaków na
stępuje znaczny wzrost aktywności tych enzymów. Autorzy ci nie obser
wowali tego zjawiska po zmieszaniu komórek wegetatywnych przeciw
nych typów płciowych.

Ashwell i Moreli [2] sugerują natomiast, że mechanizm zarówno 
wewnątrz, jak i zewnątrzkomórkowego rozpoznania wiąże się z istnie
niem „lektyn zwierzęcych”, tzn. białek błon komórkowych o charakte
rze receptorów wiążących ligandy zawierające swoiste cukry. Hudgin 
i wsp. [27] wydzielili z hepatocytów receptor o naturze lektyny, który 
okazał się białkiem o masie cząsteczkowej 250 000 daltonów zawierają
cym pod jednostki o masach 40 000 i 48 000 daltonów [40]. Białko to ma 
zdolność swoistego wiązania zakończonych resztami galaktozy asialogli- 
koproteidów. Posiada zdolność aglutynacji erytrocytów, szczególnie de- 
sializowanych [77], oraz stymulacji mitozy limfocytów [2]. Jakkolwiek 
Hudgin i Ashwell [26] nie stwierdzili aktywności glikozylotransferazo- 
wej w receptorze hepatocytów, to nie wykluczają oni udziału tych enzy
mów w regulacji oddziaływań powierzchniowych komórek.

W artykule nie poruszono zagadnień genetyki Chlamydomonas, gdyż 
obszerne dane na ten tem at zawiera monografia pod redakcją Lewina [44],

Ponieważ Chlamydomonas pod względem zróżnicowania komórkowe
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go zajmuje miejsce pomiędzy bakteriami a wyższymi organizmami roślin- 
nymi i zwierzęcymi, stanowi dogodny model do badania regulacji wzro
stu i morfogenezy. Łatwość hodowli, synchronizacji podziałów, a także 
sterowania procesem różnicowania się gamet przyczyni się zapewne do 
szerszego zastosowania tego organizmu w praktyce badawczej.
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MECHANIZMY I EFEKTY DZIAŁANIA ZWIĄZKÓW TIOLOWYCH
NA KOMÓRKI

THE M EC H A N ISM S AND E FFE C T S O F TH IO L COM POUNDS ACTIO N ON CELLS

K rzysztof KRZYSTYNIAK 

Z ak ład  Patofizjologii, In s ty tu t Reum atologiczny, W arszaw a

Streszczen ie .  W a r ty k u le  om ów iono fizjologiczną ro lę  n ieb ia łkow ych  zw iązków  tio - 
low ych oraz  ro lę  u k ła d u  oksydoredukcy jnego  tio le /dw usiarczk i w  m etabo lizm ie  
kom órkow ym . O m ów iono e fek ty  dz ia łan ia  zw iązków  tio low ych na  odpow iedź im 
m unologiczną u s tro ju  ty p u  kom órkow ego oraz  ty p u  hum oralnego , m odu lac ję  r e a k 
tyw ności lim focy tów  w  różnych  ich s tanach  czynnościowych, w  b ad an iach  in v itro  
oraz in  vivo.

Z ab u rzen ia  u k ła d u  oksydoredukcy jnego  -S H /S S  w  kom órkach , zwłaszcza 
w  p rz y p a d k u  p o d aw an ia  niefizjologicznie w ysokich  d aw ek  zw iązków  tiolowych, 
p row adzą  do szeregu zm ian  m etabo licznych  i s t ru k tu ra ln y c h  ok reś lanych  n iek iedy  
jako  „szok b iochem iczny”. B ad an ia  sup res ji  bądź ak ty w ac ji  odpow iedzi im m u n o 
logicznej lim focy tów  pod w p ływ em  zw iązków  tio low ych p rzyczyn ia ją  się do pozna
nia m echan izm ów  reg u lac ji  ak tyw nośc i kom órek  im m unologicznie  kom peten tnych , 
jak  i p o zn an ia  biologicznej ro li zw iązków  tiolow ych.

S u m m a r y .  Physio logy of n o n p ro te in  th io l com pounds and  the  ro le  of th io ls /d i
su lph ides  redox  p o ten tia l  in cell m etabo lism  a re  described. The effects of thiols 
on im m uno log ica l ce llu la r  and  h u m o ra l response, as well, as th e  m odu la tion  of 
lym phocy te  reac tiv ity  of d iffe ren t func tiona l s ta tes  of cells in the  in vivo and in 
v itro  system s a re  discussed.

T he d iso rders  of -S H /S S  redox  p o ten tia l  in cells, especially  d u rin g  th e  ap p lica 
tion  of non-physio log ica l doses of th io l com pounds cause m an y  m etabo lic  and  
s t ru c tu ra l  changes described  as “b iochem ical shock”. S tud ies  of suppresion  or 
ac tiv a tio n  of lym phocy te  im m unological response  in fluenced  by thiols, shed new  
ligh t on th e  reg u la tio n  m echan ism s of the  im m unological com peten t cells ac tiv ity  
and  e x p la in  m ore  precise ly  the  biological func tions  of th io l com pounds.

W organizmach żywych występują głównie trzy typy siarkowych 
związków organicznych. Reszty metioninowe białek komórkowych zawie
rają niezbyt reaktywną, stabilną w roztworach alkalicznych grupę
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-S -CH 3. Grupy siarczanowe spotyka się głównie w związkach polisacha
rydowych i sterydowych. Trzecią frakcję stanowią grupy sulfhydrylowe 
(-SH) i dwusiarczkowe (SS), tworzące w komórce swoisty układ oksy- 
doredukcyjny. Związki sulfhydrylowe, takie jak zredukowany glutation 
(GSH), cysteina, homocysteina, kwas liponowy, koenzym A, cysteamina, 
łatwo ulegają odwracalnemu utlenianiu (odwodorowaniu), przechodząc 
w formę dwusiarczkową. W organizmach żywych wzajemna proporcja 
składników tego układu oksydoredukcyjnego jest ściśle określona i kon
trolowana enzymatycznie. W mechanizmie regulacji wewnątrzkomórko
wego poziomu grup sulfhydrylowych dominuje reduktaza glutationowa 
[6 6 , 77], która katalizuje reakcję

2 NADPH +  GSSG — 2 GSH +  2 NADP+.

W warunkach fizjologicznych glutation stanowi ponad 90°/o całkowi
tej zawartości drobnocząsteczkowych związków sulfhydrylowych [50] 
i występuje w komórkach głównie w postaci zredukowanej, z uwagi na 
wysoką wartość stałej równowagi katalizowanej reakcji oksydoredukcyj- 
nej, wynoszącej 109 [80]. Redukcja pozostałych związków dwusiarczko- 
wych i wiązań dwusiarczkowych białek zależy w znacznym stopniu od 
stężenia GSH i może przebiegać w sposób samorzutny [50] lub być ka
talizowana przez nieswoiste transhydrogenazy GSH : dwusiarczki (rvc. 1),

Ryc. 1. Enzym atyczna regu lac ja  zreauKowanej (LxbtT) i u tlen ionej (GSSG) form y 
g lu ta tio n u  przy  udzia le  re d u k ta zy  g lu ta tionow ej, w spó łdz ia ła jące j z fosforanem  
dw unuk leo tydu  n iko tynoam idoadeninow ego (NADP+) oraz przy  udziale niespecy

ficznych transhydrogenaz  GSH: dw usiarczk i RSSR

jak to opisał Tietze [1 0 2 ]. Wykazano również bezpośrednią redukcję wią
zań dwusiarczkowych białek i związków niebiałkowych przez fosforan
dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADPH) [46, 102],

Istnienie mechanizmu regulującego poziom grup sulfhydrylowych, 
w którym dominuje reduktaza glutationowa, powoduje, że w układach
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biologicznych przeważają ilościowo związki sulfhydrylowe [14,28,50]. 
Przewaga formy zredukowanej określa jednocześnie zasadnicze funkcje 
biologiczne tego układu polegające na „ochranianiu” grup sulfhydrylo- 
wych szeregu białek enzymatycznych i strukturalnych, których konfor
macja, s truk tura  trzecio - i czwartorzędowa, stereospecyficzność substra
towa oraz wiązanie przez nie koenzymu i substratu zależą w istotny spo
sób od grupy -SH  [3, 35, 50].

F IZ JO L O G IC Z N A  ROLA D RO BN O CZĄ STECZK O W YCH
ZW IĄ ZK Ó W  TIO LO W Y CH  W KOM ÓRCE

Ostatnio, wraz z gromadzeniem nowych danych, coraz powszechniej
szy staje się pogląd, że wzajemna przemiana związków sulfhydrylowych 
i dwusiarczkowych, prowadząca do ustalenia określonej proporcji pomię
dzy ich stężeniami, stanowi ważny, dynamiczny mechanizm regulujący 
liczne procesy metaboliczne i fizjologiczne. Udokumentowano udział oksy- 
doredukcyjnych przemian typu  tiole - dwusiarczki jako mechanizmu 
zmian strukturalnych i funkcji błon biologicznych [38, 91, 98, 99]. Haest 
i wsp. [38] sugerują, że tworzenie się wiązań dwusiarczkowych w obrębie 
grup -SH  białek błonowych prowadzi do zmiany oddziaływań białkowo - 
- fosfolipidowych i w  konsekwencji zmienia przestrzenną orientację fo
sfolipidów w zewnętrznej, jak i wewnętrznej warstwie lipidowej błony. 
Obserwowane zaburzenia transportu  przez błonę, działanie pompy sodo
wo - potasowej i ogólnej przepuszczalności błon, wywołane utlenianiem 
błonowych grup -SH  w wyniku działania promieniowania jonizującego 
lub blokowania odczynnikami rtęcioorganicznymi, dowodzi istotnej roli 
grup -S H  w funkcjonowaniu błon komórkowych [91,98,99], W bada
niach tych okazało się, że białkowe grupy sulfhydrylowe, zwłaszcza 
w przypadku białek enzymatycznych i błonowych, można różnicować na 
kilka typów [3, 35, 91, 99] na podstawie ich różnej reaktywności w reak
cjach z odczynnikami blokującymi grupy -SH. Bitny - Szlachto [3] scha
rakteryzował 3 typy grup -SH  heksokinazy III z drożdży, na podstawie 
kinetyki reakcji z dwusiarczkiem |3 - hydroksyetylo2,4 - dwunitrofenylo- 
wym. Gutm an i wsp. [35] określili 5 typów grup sulfhydrylowych de
hydrogenazy NADH na podstawie warunków tworzenia merkaptydów 
z odczynnikami rtęcioorganicznymi oraz wpływu tych reakcji na w ła
sności enzymu. Shapiro i wsp. [91] opisali występowanie przynajmniej 
3 typów grup -SH  błon erytrocytów na podstawie różnej charakterysty
ki wiązania odczynników rtęcioorganicznych i różnych efektów bloko
wania błonowych grup sulfhydrylowych, uwidaczniających się jako za
burzenia transportu  przez błony, przepuszczalności błon i szybkości he-

5 — Postępy Biol. Kom. 3/78
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molizy erytrocytów. Wykazano również istnienie mechanizmu pozwala
jącego na redukcję błonowych dwusiarczków w warunkach aktywnego 
metabolizmu erytrocytów [98, 99],

Postulowany jest udział przemian tiole: dwusiarczki w obrębie błon 
w  transporcie aminokwasów zależnym od Na+ oraz interakcja insuliny 
z błonowymi grupami sulfhydrylowymi [59,60,61]. Błonowe grupy -SH  
okazały się istotne w agregacji i adhezji embrionalnych komórek w ą
troby i nerki kurcząt, co wykazali George i wsp. [30], stosując blokowa
nie błonowych grup -SH  kwasem 6 ,6 ’ - dwutiodwunikotynowym.

Od szeregu lat znane jest radioprotekcyjne działanie związków sulf- 
hydrylowych, ochraniające komórki przed skutkami promieniowania jo
nizującego. Radioprotekcyjne działanie tioli i niektórych dwusiarczków 
obserwuje się jedynie w przypadku uprzedniego ich podania, poprze
dzającego napromieniowanie [50]. Naturalnie występujące związki tio- 
lowe o działaniu radioprotekcyjnym to L - cysteina, GSH, i homocysteina, 
natomiast egzogenne tiole to merkaptoetanol, ditiothreitol i najbardziej
aktywna cysteamina.

Ogólnie rzecz biorąc, absorpcja promieniowania jonizującego powo
duje inaktywację komórek w wyniku powstawania i toksycznego dzia
łania produktów radiolizy. Zdaniem Greenstocka i wsp. [32], w ochron
nym  działaniu związków sulfhydrylowych istotną rolę odgrywa translo- 
kacja atomów wodoru z grup sulfhydrylowych związków tiolowych do 
produktów radiolizy, posiadających potencjalnie niszczące właściwości. 
Odwrotnie, związki powodujące utlenienie produktów radiacji lub ich 
„utrw alenie” wzmagają wrażliwość komórek na promieniowanie jonizu
jące [32]. Należy przy tym  zaznaczyć, że obserwowane radioprotekcyjne 
własności niektórych związków dwusiarczkowych, jak np. cystaminy [50], 
sugerują istnienie innego mechanizmu ochrony struk tur komórkowych 
przed skutkami promieniowania. Jocelyn [50] wysuwa przypuszczenie, 
że ochronna rola cystaminy może polegać na reakcji tego dwusiarczku 
z białkowymi grupami sulfhydrylowymi, z wytworzeniem mieszanych
dwusiarczków.

BSH +  CSSC — BSSC +  CSH.

Wytworzenie takich mieszanych dwusiarczków ochraniałoby grupy 
-S H  białek i zapobiegałoby destrukcyjnemu działaniu produktów radio
lizy. Tak „osłonięte” białkowe grupy -SH  mogłyby następnie powoli ule
gać redukcji w  enzymatycznych reakcjach oksydoredukcyjnych [50].

W mechanizmach regulacji wzajemnych proporcji związków sulfhy
drylowych i dwusiarczkowych w komórce istotne znaczenie ma zdolność 
tworzenia tzw. dwusiarczków mieszanych [39, 46, 70], tworzących się po
między dwoma różnymi związkami sulfhydrylowymi. Mieszane dwusiarcz
ki typu  białko - niebiałko mogą spełniać rolę „magazynu” niskocząstecz-
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Ryc. 2. Drogi m etaboliczne p rzem ian  L -cysteiny
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kowych związków sulfhydrylowych w komórce, które w odpowiednich 
warunkach mogą być uwalniane do cytoplazmy [22, 53]. Modig [70] obli
czył, że mieszane dwusiarczki typu białko - niebiałko wiążą w komórkach 
nowotworu Ehrlicha blisko 1/3 ogólnej zawartości zredukowanego glu- 
tationu i cysteiny. Dwusiarczki mieszane powstałe w reakcji dwóch nie- 
białkowych związków sulfhydrylowych, z których jednym z powodu 
wysokiego stężenia w komórce jest zwykle glutation [23], również sta
nowić mogą „magazyn” drugiego ze związków sulfhydrylowych, np. ko
enzymu A [6 ] i regulować w ten sposób stężenie jego wolnej formy sulf- 
hydrylowej [51].

Głównym i w zasadzie jedynym donorem grup sulfhydrylowych 
w komórce jest aminokwas L - cysteina, odgrywająca kluczową rolę 
w przemianach metabolicznych zarówno drobnocząsteczkowych związków
tiolowych, jak i białkowych reszt siarkowych [50, 58, 104, 106]. L - c y s te i 
na jest transportowana do komórek w zredukowanej formie tego amino
kwasu [14] i występuje w komórkach głównie w postaci -SH. W roztwo
rach o pH neutralnym  cysteina ulega autooksydacji [52], przy czym 
powstaje cystyna. Enzymatyczne utlenianie cysteiny przebiega dwoma 
drogami katabolicznymi; szlakiem taurynowym  oraz szlakiem pirogro- 
nianowym [34, 94, 103-106] (ryc. 2). Kluczowym enzymem katabolizmu 
cysteiny jest oksydaza cysteinowa [94, 103-106], która katalizuje reakcję 
enzymatycznego utleniania L - cysteiny do kwasu L - cysteinosulfinowego. 
Ostatnio Sakakibara i wsp. [89] wyizolowali i częściowo oczyścili oksy
dazę cysteinową wątroby szczura, przy czym uzyskali tzw. białko stabi
lizujące A oraz białko enzymatyczne B.

Kataboliczny szlak taurynowy stanowi około 70°/o utleniania cystei
ny, natomiast szlak pirogronianowy około 30%, przy czym w warunkach 
in vivo obie drogi są znacznie stymulowane po podaniu cysteiny [104, 
106]. Cechą charakterystyczną niektórych enzymów katabolizmu cysteiny 
jest ich zależność od koenzymu fosforanu pirydoksalu (PALP) [34, 78, 
106]. W warunkach niedoboru witaminy B6 u szczurów, po podaniu cy
steiny in vivo wzrasta jedynie szlak pirogronianowy katabolizmu cy
steiny [106]. Wykazano również brak aktywności dekarboksylazy kwasu 
cysteinosulfinowego w mózgu szczurów pozbawionych witaminy B6 [78].

ROLA U K ŁA D U  O K SY D O R ED U K C Y JN EG O  TIO LE/D W U SIA R C ZK I
W M ETA B O LIZM IE K O M Ó RK OW Y M

W warunkach fizjologicznych udział cysteiny w oksydoredukcyjnym 
układzie -SH/SS jest nieznaczny; ponad 90% puli drobnocząsteczkowych 
związków sulfhydrylowych stanowi trójpeptyd y - glutamylo -  L - cystei-
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nyloglicyna, czyli glutation [50, 54]. Glutation jest endogennym nisko- 
cząsteczkowym związkiem tiolowym występującym w komórkach wszyst
kich badanych organizmów, nieraz w wysokich stężeniach, rzędu 5- 
10 mM.[50]. Zdaniem Jocelyna [50], najistotniejszą różnicą pomiędzy 
glutationem a cysteiną jest zdolność tworzenia związków tiazolidyno- 
wych; cysteina tworzy stabilny kompleks tiazolidynowy z grupami alde
hydowymi, jak np. w reakcji z fosforanem pirydoksalu, natomiast 
glutation takich połączeń nie tworzy (ryc. 3). Wolna grupa aminowa

Ryc. 3. R eakcja  fosforanu p irydoksalu  (PALP) z cysteiną, z u tw orzen iem  kom pleksu
tiazolidynow ego

glutationu jest znacznie przesunięta w porównaniu z grupą aminową cy
steiny, co uniemożliwia utworzenie pierścienia tiazolidynowego. W czą
steczce glutationu występują natomiast dwa ważne ugrupowania che
miczne: grupa sulf hydry Iowa oraz wiązanie y - glutamylowe. Glutationo- 
wi przypisuje się rolę głównego składnika układu oksydoredukcyjnego 
-SH /SS tioli drobnocząsteczkowych w komórce oraz składnika cyklu 
y - glutamylowego, związanego z translokacją aminokwasów przez błonę
[7, 65].

Zaburzenia układu oksydoredukcyjnego tiole/dwusiarczki w komór
kach, zwłaszcza w przypadku podawania niefizjologicznie wysokich da
wek związków tiolowych, prowadzą do szeregu zmian metabolicznych 
i strukturalnych, określanych niekiedy jako ,,szok biochemiczny” [28]. 
Niezależnie od aktywującego działania związków tiolowych na wiele 
enzymów, w  niektórych przypadkach związki sulfhydrylowe działają 
hamująco na wewnątrzkomórkowe procesy enzymatyczne [15,43,47,85].
D’Agostino i wsp. [15] wykryli prawie całkowite zahamowanie biosyn
tezy mitochondrialnego DNA pod wpływem związków tiolowych, takich 
jak merkaptoetanol, ditiotreitol, cysteina, przy czym mechanizm tego 
efektu nie został dotąd wyjaśniony. Postuluje się, że zaburzenie składni
ków układu oksydoredukcyjnego -SH/SS może prowadzić do daleko idą
cych zmian; przykładowo, niewielka zmiana stężenia glutationu (GSS) 
może pociągnąć za sobą dużą zmianę utlenionego glutationu (GSSG)
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z uwagi na proporcje stężeniowe tych składników, jak to opisali Koso- 
wer i wsp. [54]. Zwiększenie stężenia GSSG, zdaniem autorów, powo
duje zahamowanie biosyntezy białka, prawdopodobnie na poziomie ini
cjacji [54].

Lorber i wsp. [63] wykazali znaczny wzrost białkowych i niebiałko- 
wych grup -SH  surowicy krwi, erytrocytów jak i badanych tkanek po 
podaniu N - acetylocysteiny. Fillipowich i wsp. [28] wykazali znaczny 
wzrost poziomu cysteiny w tkankach grasicy, śledziony i wątroby szczu
rów po podaniu dootrzewnowo cysteiny. Inkubacja limfocytów w roztwo
rach związków tiolowych powoduje wzrost błonowych grup -SH  [55, 85]. 
Meldolesi [67] opisał hypertrofię gładkiego reticulum endoplazmatyczne- 
go komórek wątroby pod wpływem m. in. cysteiny, podobnie jak w przy
padku niektórych leków powodujących to zaburzenie. Huisman i wsp. 
[43, 44] scharakteryzowali aktywację lizosomalnej proteolizy natywnych 
i zdenaturowanych białek pod wpływem związków tiolowych. Kuchinsas 
i wsp. [57] wykazali, że obecność L - penicillaminy w diecie szczurów 
prowadzi do niedoboru witaminy B6 u zwierząt. Hamowanie wzrostu 
zwierząt spowodowane podawaniem L - penicillaminy może być znie
sione przez podawanie fosforanu pirydoksalu. Interakcja fosforanu piry- 
doksalu z aminotiolami, takimi jak penicillaminą, cysteiną, została po
twierdzona w badaniach chemicznych [5, 19]. Kompleks fosforanu piry
doksalu i aminotiolu pozostaje w równowadze z nie przereagowanym ami- 
notiolem, spontanicznie utlenianym do formy dwusiarczkowej. Kompleks 
tiazolidynowy zanika całkowicie dopiero w momencie, gdy cała ilość 
związku tiolowego zostanie utleniona do formy dwusiarczkowej [19].

Istotnych danych dotyczących mechanizmów wewnątrzkomórkowej 
regulacji układu oksydoredukcyjnego tiole/dwusiarczki dostarczyły bada
nia genetycznych defektów powodujących w konsekwencji zaburzenia 
tego układu, jak również schorzeń związanych z obniżeniem poziomu 
grup sulfhydrylowych [24,26,31,64,107]. Young i wsp. [107] oznaczyli 
potencjał oksydoredukcyjny glutation zredukowany/glutation utleniony 
w erytrocytach odmian genetycznych owiec Finnish Landrace i Tasma
nian Merino, posiadających obniżony poziom glutationu w krwinkach 
czerwonych. Okazało się, że zarówno komórki zawierające obniżoną za
wartość glutationu, jak i erytrocyty normalne charakteryzują się po
dobnym potencjałem oksydoredukcyjnym GSH/GSSG. W tych odmia
nach genetycznych owiec stwierdza się obniżenie zarówno poziomu GSH, 
GSSG, jak i całkowitej zawartości niebiałkowych grup -SH  w ery tro
cytach.

Thoene i wsp. [101] zbadali wpływ podawania cysteaminy na za
wartość cystyny w fibroblastach, w przypadku patologicznego odkładania 
się znacznych ilości tego aminokwasu w komórkach. Po upływie 1 godz.
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od podania cysteaminy, zawartość cystyny w komórkach obniża się o po
nad 90%, przy czym usuwanie cystyny zachodzi przypuszczalnie przy 
udziale mieszanych dwusiarczków [101] (ryc. 4).

Ryc. 4. Schem at u suw an ia  cystyny po podan iu  cysteam iny w  p rzypadku  p a to lo 
gicznego odk ładan ia  się cystyny w  kom órkach

W chorobach tkanki łącznej, jak np. w reumatoidalnym zapaleniu 
stawów, stwierdza się obniżenie poziomu -SH  surowicy krwi [24, 64] oraz 
błon limfocytów [26]. Stwierdzono również korelację obniżenia poziomu 
grup sulfhydrylowych surowicy krwi z przebiegiem klinicznym poadju- 
wantowego zapalenia stawów wywołanego u szczurów [64]. Depresja biał
kowych grup -SH  surowicy jest głównie związana z fazą przedłużoną 
choroby. Jednakże okazało się, że nie można spowodować redukcji czyn
nika reumatoidalnego podawaniem związków sulfhydrylowych, jakkol
wiek uzyskano wzrost poziomu grup -SH  surowicy do poziomu prawie 
normalnego [24]. Efekt taki stwierdza się w  przypadku podawania w ięk
szości niesterydowych leków przeciwzapalnych [2,26,31]. Następuje 
wówczas zarówno przyspieszenie reakcji wymiany tiole/dwusiarczki biał
kowych grup -SH  surowicy krwi, jak również błonowych grup sulfhy
drylowych limfocytów [26]. Przypuszcza się, że pod wpływem leków 
przeciwzapalnych, w wyniku zmian strukturalnych błon limfocytów 
i błon mitochondrialnych powstają lub stają się dostępne nowe grupy 
-SH  [26]. Być może, w farmakologicznym działaniu niesterydowych le
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ków przeciwzapalnych istotne znaczenie ma współdziałanie grup sulfhy
drylowych błon lub białek plazmatycznych z efektem rozprzęgania oksy- 
datywnej fosforylacji pod wpływem tych leków. Jak  wykazał Famaey 
i wsp. [26], mersalyl (inhibitor tiolowy) blokuje stymulację konsumpcji 
tlenu indukowaną przez niesterydowe leki przeciwzapalne, przy czym 
efekt ten jest znoszony przez cysteinę. Ten sam inhibitor podwyższa 
efekt pęcznienia mitochondriów wywołanego niesterydowymi lekami 
przeciwzapalnymi [26].

Przedstawione dane określają i potwierdzają istnienie układu oksy- 
doredukcyjnego -SH/SS w komórkach jako ważnego czynnika regulu
jącego metabolizm komórki. Krytycznie natomiast rozważane są hipo
tezy dotyczące regulatorowej roli tego układu oksydoredukcyjnego w po
działach komórek normalnych i zmienionych nowotworowo [25, 54, 74]. 
Ostatnio Fahey i wsp. [25] stwierdzili brak korelacji pomiędzy zmianami 
wewnątrzkomórkowego stężenia GSH i GSSG a procesami podziału ko
mórkowego w jaju jeżowca morskiego.

M O D U LA CJA  REA K TY W N O ŚCI LIM FO C Y TÓ W  PO D  W PŁYW EM
ZW IĄ ZK Ó W  TIO LO W Y CH

Znakomita większość badań immunologicznych prowadzonych w ostat
nich latach koncentruje się wokół problemu regulacji odpowiedzi im m u
nologicznej ustroju oraz poznania własności komórek immunologicznie 
kompetentnych, limfocytów. Udoskonalenie metod badawczych in vitro, 
a zwłaszcza techniki hodowli limfocytów in vitro z zastosowaniem ro
ślinnych mitogenów, jak fitohemaglutynina (PHA) czy konkanawalina A, 
pozwoliło na przebadanie wielu czynników supresorowych i stym ulu
jących odpowiedź limfocytów. W ostatniej dekadzie szeroko udokumen
towano działanie związków tiolowych na odpowiedź immunologiczną 
ustroju typu komórkowego, modulację reaktywności limfocytów w róż
nych ich stanach czynnościowych, w badaniach in vivo oraz in vitro. 
Supresję typu humoralnego wywołaną podawaniem DL - penicillaminy 
opisali Altman i wsp. [1 ], którzy zaobserwowali hamowanie syntezy 
przeciwciał u myszy. D - penicillamina stosowana jako czynnik chela- 
tujący oraz redukujący w schorzeniach reumatoidalnego zapalenia sta
wów, w warunkach in vitro powoduje również obniżenie chemotaksji 
leukocytów wielo jądrowych [8 ]. Silnym supresorem przebiegu i po
wstania poadjuwantowego zapalenia stawów wywołanego u szczurów 
jest cysteina, jak to wykazał Ryżewski [82]. Jak  się wydaje, cysteina 
nie zmienia odpowiedzi ustroju typu humoralnego [83], natomiast mo
duluje odpowiedź immunologiczną typu komórkowego [16,82,88]. Ry-
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żewski i wsp. [8 8 ] wykazali hamowanie choroby allogenicznej oraz re
akcji „graft versus host” u szczurów traktowanych cysteiną [84]. Stwier
dzono hamujące działanie cysteiny na zmienione nowotworowo komórki 
grasicy u myszy [13] oraz immunosupresyjne działanie tioglikolanu na 
powstawanie leukemii u myszy [96]. Chwaliński i wsp. [9, 10] szczegó
łowo opisali znaczne obniżenie liczby komórek i hamowanie syntezy 
DNA w grasicy szczurów po podaniu cysteiny.

Badania in vitro, jakkolwiek dostarczyły wielu danych dotyczą
cych supresji lub stymulacji komórek immunologicznie kompetentnych, 
pod wpływem związków tiolowych, w zależności od rodzaju i w arun
ków stosowania tioli, nie wyjaśniają dostatecznie mechanizmów dzia
łania związków tiolowych [11, 33,42, 79]. Niejasna jest rola 2  - merkapto- 
etanolu w modulacji odpowiedzi typu komórkowego i humoralnego lim
focytów. Jackson i wsp. [48] obserwowali m. in. pod wpływem 2 - mer- 
kaptoetanolu zaburzenia chromosomalne prowadzące do powstawania 
poliploidów’ w hodowlach limfocytów ludzkich stymulowanych roślin
nymi mitogenami. Z kolei Click i wsp. [11,12] oraz H eb e r-K a tz  i wsp. 
[42] opisali podwyższenie syntezy przeciwciał in vitro pod wpływem 
2  - merkaptoetanolu oraz stymulację reakcji mieszanych limfocytów 
(MLC) po podaniu 2 - merkaptoetanolu, a w mniejszym stopniu cysteiny 
i ditiothreitolu. Zdaniem Metcalf a [6 8 ], 2 - merkaptoetanol jest nie
zbędny w tworzeniu kolonii limfocytów B w środowisku półpłynnego 
agaru, przy czym autor postuluje wydzielanie czynnika wzrostowego 
przez komórki pod wpływem tego związku tiolowego. Natomiast Harris 
i wsp. [40, 41] przypisują działaniu 2 - merkaptoetanolu wzrost aktyw
ności cytolitycznych limfocytów T w reakcji mieszanych limfocytów. 
Podobną hipotezę wysuwają Soullilou i wsp. [93] oraz Lee i wsp. [62], 
którzy stwierdzili, że 2  - merkaptoetanol wpływa na rekonstrukcję od
powiedzi komórek poddanych immunosupresyjnemu działaniu kortyzonu.

Dane z piśmiennictwa wskazują na istotną rolę cysteiny i jej po
chodnych na odpowiedź immunologiczną ustroju [72,73,82,83,88]. Wy
kazano selektywne, znacznie stymulujące działanie cysteiny w immuno
logicznym mechanizmie wydzielania wolno reagujących substancji w ana- 
filaksji (tzw. SRS - A) z fragmentów płuc oraz limfocytów, przy jedno
czesnym braku tego efektu pod wpływem zalkilowanych pochodnych 
cysteiny [72,73]. Stwierdzono podwyższenie transformacji blastycznej 
limfocytów ludzkich i króliczych indukowanej fitohemaglutyniną, pod 
wpływem cysteiny i glutationu [27], Broome i wsp. [4] badali wpływ 
30 związków tiolowych i ich pochodnych na transformację blastyczną 
limfocytów normalnych i zmienionych nowotworowo, indukowanych mi
togenami roślinnymi, jak również wpływ tioli na hodowle limfocytów. 
Z przebadanych związków tiolowych i dwusiarczków 9 stymulowało
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wzrost i transformację blastyczną hodowanych limfocytów, w tym  rów
nież cysteina. Natomiast w niektórych przypadkach tiole i dwusiarczki 
działały hamująco [4].

Cysteina hamuje transformację blastyczną limfocytów stymulowa
nych nad jodanem [79], przy czym przypisuje się ten efekt zdolności blo
kowania grup aldehydowych w obrębie błon przez cysteinę z utworze
niem pierścienia tiazolidynowego. Inni autorzy odkryli antagonistyczny 
wpływ nadjodanu i cysteiny na wewnątrzkomórkowy poziom cykliczne
go GMP w mysich splenocytach [37] i na tej podstawie sugerują supre-
sorowe działanie cysteiny via cGMP.

Dodanie cysteiny do hodowli szczurzych limfocytów, w zależności od 
warunków powoduje wzrost lub znaczne zahamowanie inkorporacji 3H - 
- tymidyny, przy czym możliwa jest zależność tego efektu od stanu funk
cjonalnego limfocytów [17, 8 6 , 87). W odpowiednich warunkach, jak w y
kazano, można uzyskać zahamowanie reakcji mieszanych limfocytów pod 
wpływem cysteiny [16]. Jak wykazali Ryżewski i wsp. [86,87], w zależ
ności od czasu ekspozycji limfocytów na działanie L - cysteiny następuje 
stymulacja, przesunięcie w czasie lub zahamowanie odpowiedzi komórek 
na fitohemaglutyninę. Ciągła obecność 2 mM L - cysteiny w medium ho
dowlanym lub 2  - godzinna preinkubacja komórek powoduje inhibicję 
wbudowywania 3H - urydyny, 3H - tym idyny oraz 14C - leucyny, zarówno 
w hodowlach kontrolnych, jak i brak odpowiedzi limfocytów na fitohe
maglutyninę [8 6 , 87].

Mechanizmy biologicznego działania związków sulfhydrylowych na 
reaktywność limfocytów w różnych ich stanach czynnościowych nie zo
stały dotąd w pełni wyjaśnione. Wielu autorów postuluje wpływ podawa
nia związków tiolowych na układ oksydoredukcyjny tiole/dwusiarczki [27, 
28, 54, 63]. Wykazano znaczny wzrost poziomu cysteiny i utrzym ywanie 
się wysokiego wewnątrzkomórkowego stosunku cysteina/cystyna w lim
focytach szczurzych poddanych krótkim inkubacjom in vitro w roztworze 
cysteiny [56], co w powiązaniu ze stwierdzoną nieznaczną zawartością 
wolnej cysteiny w puli drobnocząsteczkowych związków tiolowych [50] 
sugeruje zaburzenie proporcji składników tego układu oksydoredukcyj- 
nego. Wydaje się, że supresja odpowiedzi limfocytów po podaniu cysteiny 
nie jest spowodowana ewentualnym nagromadzaniem się i toksycznym 
działaniem katabolitów cysteiny [47, 56]. Przeciwnie, kwas cysteinosulfi- 
nowy okazał się czynnikiem stymulującym odpowiedź komórek na fito
hemaglutyninę [56].

Wśród hipotez tłumaczących mechanizmy biologicznych efektów 
związków tiolowych interesujące są sugestie Ravida i wsp. [79], tłum a
czących działanie cysteiny jako związku kompleksującego grupy aldehy
dowe w obrębie błon limfocytów, oraz spostrzeżenie Haddoxa i wsp. [37],

http://rcin.org.pl



Z W IĄ Z K I TIOLOW E 291

dotyczące obniżenia wewnątrzkomórkowego poziomu cGMP pod wpły
wem cysteiny. Należy również wymienić sugestie Brooma i wsp. [4], 
których zdaniem obserwowane efekty biologiczne tioli i dwusiarczków 
związane są raczej ze stereospecyficznością tych związków niż z ich 
działaniem redukującym. Odrębnym zagadnieniem, jak się wydaje, jest 
mechanizm działania L - penicillaminy, a zwłaszcza D - penicillaminy, 
z uwagi na specyficzne własności tego trudno metabolizowanego leku. 
Stwierdzona dosyć dawno interakcja penicillaminy z witaminą B6 [57] 
w badaniach in vivo może mieć istotne znaczenie w obniżeniu reaktyw 
ności komórek immunologicznie kompetentnych. Ostatnio Robson i wsp. 
[80, 81] zwrócili uwagę na supresję odpowiedzi immunologicznej limfo
cytów charakteryzujących się obniżeniem zawartości witaminy B6.

Omówione hipotezy dotyczące działania związków tiolowych na lim
focyty należy uzupełnić sugestią bezpośredniego działania tioli na błonę 
limfocytów, popartą faktami doświadczalnymi [20,21, 55,85]. Z jednej 
strony stwierdzono podwyższenie zawartości błonowych grup -SH  [55, 85] 
zmiany aktywności cyklazy adenylowej pod wpływem związków tiolo
wych [85] w badaniach chemicznych, z drugiej natomiast strony stwier
dzono destrukcyjne działanie tioli na błonę limfocytów, powodujące u tra 
tę receptora C3b [21] oraz lizę leukemicznych limfocytów pod wpływem 
cysteiny i innych tioli [2 0 ],

W SPÓ ŁZA LEŻN O ŚC I PO M IĘD ZY  ZW IĄ ZK A M I TIO LO W Y M I A CYKLICZNY M I
N U K LEO TY D A M I W M ECH A N IZM A CH  R E G U L A C JI K O M Ó R K O W EJ

Wraz z rozwojem badań mechanizmów regulacji czynności komórek 
na poziomie cyklicznych nukleotydów, również w badaniach regulacji od
powiedzi immunologicznej zwrócono szczególną uwagę na rolę cykliczne
go adenozynomonofosforanu (cAMP) oraz cyklicznego guanozynomono- 
fosforanu (cGMP) w indukcji różnicowania i proliferacji limfocytów oraz 
modulacji tych procesów przez czynniki hormonalne [36, 37, 75, 85]. Do
tychczasowe odkrycia hamującego efektu cAMP we wczesnej fazie in
dukcji proliferacji oraz działania wielu czynników hormonalnych pod
wyższających stężenie cGMP w limfocytach pozwoliły na stworzenie hi
potezy przeciwstawnego działania cAMP i cGMP w regulacji funkcji 
limfocytów [36, 37, 75]. Ogólnie stwierdzono, że szereg czynników hormo
nalnych, jak epinefryna, prostaglandyna PGEX i histamina, które pod
wyższają wewnątrzkomórkowe stężenie cAMP, jednocześnie hamują pro
liferację limfocytów stymulowanych mitogenami roślinnymi oraz w yka
zują działanie immunosupresyjne i antyproliferatywne in vivo [36, 3 7 ]. 
Natomiast wzrost poziomu cGMP obserwowany we wczesnej fazie dzia
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łania mitogenów roślinnych skorelowany jest, jak się wydaje, z indukcją 
proliferacji limfocytów [36, 37, 75].

Spośród wielu zbadanych czynników modulujących mechanizmy re 
gulacji procesów komórkowych na poziomie cyklicznych nukleotydów 
w limfocytach, pewną rolę odgrywają również związki tiolowe. W 1973 r. 
Mitznegg [69] stwierdził wzrost poziomu cAMP w wątrobie myszy pod 
wpływem cysteaminy. Istnieją dane sugerujące współdziałanie układu 
cyklazy adenylowej i cysteaminy w mechanizmie radioprotekcji [69, 76, 
92]. Radioprotekcyjne działanie cysteaminy jest znacznie podwyższone 
w wyniku podawania czynników podwyższających poziom cAMP w ko
mórkach lub podawania egzogennego cGMP [76]. Stwierdzono ponadto 
addytywny efekt napromieniowania komórek śledziony promieniami X 
oraz podania cysteaminy, podwyższający aktywność cyklazy adenylowej
[92].

Wcześniejsza hipoteza istotnej roli grup -SH  będących bezpośrednio 
w obrębie miejsca receptorowego w odpowiedzi alfa-adrenergicznej jest 
obecnie rozważana krytycznie. Mottram [71] sugeruje, że grupy -SH  
w obrębie receptorów alfa-adrenergicznych odgrywają drugorzędną rolę, 
występując „obok” miejsca receptorowego. Inhibicja alfa-adrenergicznej 
odpowiedzi komórki wywołana czynnikami blokującymi grupy -SH  jest 
bowiem niespecyficzna [71]. Z kolei Suarez-Isla i wsp. [97] sugerują, że 
grupy sulfhydrylowe receptora acetylocholinowego nie są istotne w wią
zaniu ligandów i znajdują się w miejscu jedynie częściowo zależnym od 
miejsca przyłączenia ligandów i mogą służyć jako m arkery  zmian kon- 
formacyjnych białka receptorowego.

Inkubacja limfocytów szczurzych w roztworze cysteiny w  stężeniu 
wywołującym inhibicję odpowiedzi komórek na fitohemaglutyninę powo
duje jednocześnie zniesienie odpowiedzi cyklazy adenylowej mierzonej 
wewnątrzkomórkowym poziomem cAMP [85], jakkolwiek nie zmienia 
podstawowego poziomu cAMP. Stwierdzono natomiast, że podstawowe 
aktywności cyklazy adenylowej, tzn. stymulowana hormonalnie i stym u
lowana przez NaF, są całkowicie hamowane przez związki reagujące 
z grupami SH, co sugeruje, że wrażliwe grupy -SH  są związane z katali
tyczną pod jednostką cyklazy adenylowej [95]. Cyklaza guanylowa rów
nież jest szczególnie wrażliwa na zatrucie ciężkimi metalami bądź od
czynnikami rtęcioorganicznymi powodującymi inhibicję aktywności tego 
enzymu, przy czym związki ochraniające grupy -SH, jak ditiothreitol, za
pobiegają tej inaktywacji [29]. Natomiast w przypadku rozpuszczalnych 
preparatów cyklazy guanylowej stwierdza się wzrost aktywności cyklazy, 
hamowany w tym  wypadku związkami tiolowymi. Biorąc pod uwagę oba 
te  zjawiska, Garbers i wsp. [29] sugerują udział zarówno utlenionych, jak 
i zredukowanych grup -SH  w obrębie cyklazy guanylowej, odpowiedział-
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nych za utrzymywanie optymalnej aktywności enzymatycznej tego enzy
mu. W ykryto również, że związki tiolowe, takie jak ditiotreitol, zreduko
wany glutation i cysteina, powodują zniesienie stymulacji cyklazy guany- 
lowej wywołanej nitrozaminami [18]. Jednak w tym  przypadku stym u
lujące, Ca + -niezależnie działanie nitrozamin na układ cyklazy guanylo- 
wej różni się od działania fizjologicznych agonistów cGMP, jak np. stym u
latorów cholinergicznych. Hormonalna stymulacja układu cyklazy guany- 
lowej zachodzi jedynie w obecności egzogennego jonu C a + , w komór
kach nienaruszonych. Wydaje się, że stymulacja układu cyklazy guany- 
lowej nitrozaminami, znoszona w wyniku działania związków tiolowych, 
wiąże się przypuszczalnie z kompetycyjnym działaniem tioli i nitrozamin 
w stosunku do grup -SH  białkowych, istotnych w procesie aktywacji 
cyklazy guanylowej [18]. Byłoby to zgodne z postulowaną ostatnio hipo
tezą procesu oksydoredukcyjnego jako podstawowego mechanizmu ak ty
wacji układu cyklazy guanylowej [18, 37]. Hipotezę tę  popierają m. in. 
wyniki Haddoxa i wsp. [37], którzy stwierdzili aktywację cyklazy guany
lowej limfocytów pod wpływem nadjodanu oraz obniżenie endogennego 
poziomu cGMP pod wpływem cysteiny. Działanie cysteiny zdaniem tych 
autorów wyraża się jednocześnie obniżeniem wewnątrzkomórkowego po
ziomu cGMP jak  i zahamowaniem stymulacji wywołanej nadjodanem [37].

Stwierdzono również bezpośrednią współzależność pomiędzy endo
gennym poziomem zredukowanego i utlenionego glutationu oraz cysteiny 
a cyklicznym adenozynomonofosforanem [45, 100]. Podawanie dwubuty- 
rylo - cAMP powoduje z jednej strony wzrost mieszanych dwusiarczków 
typu białko-glutation oraz obniżenie zawartości zredukowanego glutatio
nu i białkowych grup -SH  w wątrobie szczura [45]. Isaacs i wsp. [45] 
tłumaczą to zjawisko ham ującym  działaniem dwubutyrylo - cAMP na ak
tywność katalazy, w wyniku czego zwiększony poziom nadtlenku wodoru 
powoduje utlenienie glutationu. Natomiast Tateishi i wsp. [100] stwier
dzili obniżenie się poziomu zredukowanego glutationu, jak również wzrost 
wewnątrzkomórkowego stężenia cysteiny po podaniu zarówno dwubuty
rylo - cAMP jak i teofiliny, przy jednoczesnym wzroście gama-glutary- 
lotransferazy.

W podsumowaniu rozdziału należy zaznaczyć, że uzyskane dotych
czas dane dotyczące wzajemnych zależności pomiędzy cyklicznymi nu- 
kleotydami a związkami tiolowymi mają charakter fragmentaryczny. Nie
mniej interesujące jest stwierdzenie obniżenia endogennego poziomu 
cGMP w limfocytach poddanych działaniu cysteiny przy jednoczesnym 
zahamowaniu aktywacji komórek [37] w świetle znanych faktów pod
wyższenia poziomu endogennego poziomu cGMP skorelowanego z induk
cją proliferacji limfocytów.

http://rcin.org.pl



294 K . K R Z Y ST Y N L A K

LITER A TU R A

[1] A LTM A N  K., TA BIN  M. S., S uppresion  of the  p r im a ry  im m u n e  response  
induced  by DL - pen ic illam ine, Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 118: 554-560, 1965.

[2] AYLW ARD M., A rev iew  of possible m echan ism s of ac tion  of th e  a n th i-  
reu m a tic  drug, a lcofenac, C urr. Med. Res. Opin., 3: 249-263, 1975.

[3] BITNY - SZLA CH TO  S., C h a ra k te ry s ty k a  g ru p  -S H  p re p a ra tó w  b ia łkow ych  
na  podstaw ie  ich reak c ji  z dw usiarczk iem  |3 - hydroksyetylo2,4  - d w u n itro fen y -  
lowym . I. C h a ra k te ry s ty k a  p re p a ra tu  heksokinazy  drożdżow ej, A cta Polon. 
P harm ., 29: 431-437, 1972.

[4] BROOM E J. D., JE N G  M. W., P rom otion  of rep lica tio n  in lym phoid  cells 
by specific th io ls  and  disulfides in v itro . Effects on m ouse lym phom a cells 
in  com parison  w ith  splenic lym phocytes, J . Exp. Med., 138: 574-592, 1973.

[5] BUELL M. V., H A N SEN  R. E., R eaction  of p iry d o x a l - 5 - p h o sp h a te  w ith  
am inoth io ls , J . A m er. Chem. Soc., 82: 6042-6049, 1960.

[6] CHANG S. H., W ILK EN  D. R., P a r t ic ip a tio n  of th e  u n sy m e tr ia l  d isu lfide  
of coenzym e A and  g lu ta th io n e  in enzym ic su lfh y d ry l -  d isu lfide  in te rchange . 
I. P a r t ia l  p u rif ica tion  and  p roperties , of the  bovine  k idney  enzym e, J . Biol. 
Chem., 241: 4251-4260, 1966.

[7] C H R ISTEN SEN  H. N., De CESPED ES C., H A N D LO G TEN  M. E., RO N - 
G U IST  G., E nerg isa tion  of am ino  acid  tran sp o r t ,  s tud ied  for th e  E hrlich  
ascites tu m o r  cells, Biochim. Biophys. Acta, 300: 487-522, 1973.

[8] C H W A LIŃ SK A  - SADOW SKA H., BAUM J., T he effec t of D - pen ic illam ine
on po lym orphonuclear leukocyte  function , J . Clin. Invest., 58: 871-879, 1976.

[9] C H W A L lN SK I S., RY ŻEW SK I J., The effect of DL - cyste ine  hyd roch lo ride  
on in  s itu  th y m u s  cells. Arch. Im m unol. Ther. Exp., 22: 181-192, 1974.

[10] — M ouse th y m u s  invo lu tion  u n d e r  the  in fluence  of DL - cyste ine  h y d ro 
chloride, A rch. Im m unol. Ther. Exp., 23: 91-104, 1975.

[11] C LIC K  R. E., BENCK L., A LTER  B. J., E n h an cem en t of an tib o d y  syn thesis  
in v itro  by m ercap toe thano l, Cell. Im m unol., 3: 156-160, 1972.

[12] CLICK  R. E., BEN CK  L., A LTER  B. J., LO V C H IK  J. C., Im m u n e  responses 
in v itro . VI. G enetic  con tro l of th e  in  vivo — in  v itro  d iscrepances in 19S 
an tibody  synthesis, J. Exp. Med., 136: 1241-1255, 1972

[13] CONNORS T. A., JO N E S M., C yste ine  and  su rv iv a l  of t ra n sp la n te d  thym om a. 
N atu re , 258: 458-459, 1975.

[14] CRA W H A LL J. C., SEG A L S., The in tra c e l lu la r  ra t io  of cyste ine  and  cystine  
in va rio u s  tissues. Biochem. J., 105: 891-896, 1967.

[15] D ’A G O STIN O  M. A., LOW RY K. M., K A L F  G. F., DNA - b iosyn thesis  in  r a t  
l ive r  m itochondria . In h ib itio n  by su lfh y d ry l com pounds an d  s t im u la tio n  by  
cy toplasm ic p ro te ins , A rch. Biochem. Biophys., 166: 400-416, 1975.

[16] D Ą BRO W SK A  B. K., RY ŻEW SK I J., D Ą B RO W SK I M. P., RY ŻEW SK A  A. G., 
Suppresion  of MLC - re a c tiv i ty  of r a t  lym phocy tes  by L  -  cysteine hyd roch lo 
ride , Bull. Acad. Polon. Sci., Ser. Sci. Biol., 22: 287-291, 1974.

[17] — C hanges in v i tro  p h y to h em ag g lu tin in  re a c tiv i ty  of r a t  lym phocy tes  in f lu 
enced by cysteine, Bull. Acad. Polon. Sci., Ser. Sci. Biol., 2J2: 281-286, 1974.

[18] De R U B ER TIS F. R., CRAVEN P. A., A c tiva tion  of h ep a tic  g u a n y la te  cyclase 
by N - m e th y l - N ' -  n itro  -  N  -  n itrosoguan id ine , J . Biol. Chem., 252: 5804-5814, 
1977.

[19] De M ARCO C., BA G N O LO  D., The reac tio n  be tw een  cysteam ine  and  p iry 
doxal phosphate , A rch. Biochem. Biophys., 98: 526-527, 1962.

http://rcin.org.pl



Z W IĄ Z K I TIOLOW E 295

[20] D IX  D. E., L eu k em ia  cell lysis by  su lfh y d ry l reag en ts  and  thiols, L ife  Sci., 
19: 973-978, 1976.

[21] D IE R IC H  M., FERRO N E S., PE L L E G R IN O  M. A., R EISFELD  R. A., C hem ical 
m o d u la tio n  of cell su rfaces b y  su lfh y d ry l com pounds: effect on C3b recep to rs , 
J . Im m unol., 113: 940-947, 1974.

[22] E L D JA R N  L., P IH L  A., On th e  m ode of ac tion  X - r a y s  p ro tec tiv e  agents.
I. F ix a tio n  in  v ivo of cysteam ine  and  cystam ine  to p ro te ins , J .  Biol. Chem., 
223: 341-352, 1956.

[23] — T he  eq u il ib r iu m  co nstan t and  ox ida tion /reduc tion  po ten tia ls  of some th io l/
d isu lfide  system s, J. A m er. Chem. Soc., 79: 4589-4593, 1957.

[24] EV A N S P. H., S e ru m  su lp h y d ry l levels in  rh eu m a to id  p a tien ts  t re a ted  w ith  
alclofenac, C urr. Med. Res. Opin., 3: 268-273, 1975.

[25] FA H E Y  R. C., M IK O Ł A JC Z Y K  S. D., M EIER G. P., E P E L  D., CA RRO L E. J., 
The g lu ta th io n e  th io l - d isu lfide s ta tu s  in the  sea u rch in  egg du ring  fe r t i l is a 
tion  and  the  f irs t  cell d iv ision  cycle, Biochim. Biophys. A cta, 437: 445-453,
1976.

[26] FA M A EY  J. P., M O CK EL J., Im p o rtan ce  of su lfh y d ry l groups for th e  u n -  
cup ling  ac tiv ity  of non - s te ro id a l acidic an ti  - in f lam m ato ry  drugs and  v a lino - 
m ycin  in  ox ida tive  phosphory la tion , Biochem . Pharm acol., 22: 1487-1498, 1973.

[27] FA N G E R  M. W., H A R T D. A., W ELLS J. V., N ISO N O FF A., E n h an cem en t 
by redu c in g  agen ts  of the  tra n s fo rm a tio n  of h u m an  and  ra b b i t  p h e r ip h e ra l  
lym phocytes , J . Im m unol., 105: 1043-1045, 1970.

[28] F IL IP P O V IC H  I. V., K O SH C H EEN K O  N. N., ROM ANTZEV E. F„ The m e 
ch an ism  of “b iochem ical shock”. I. The co rre la tio n  be tw een  th e  accum ula tion  
of som e th io l rad io p ro tec to rs  in  r a t  tissues and  b iochem ical changes induced  
by th em , Biochem. P harm aco l., 19: 2533-2540, 1970.

[29] G A R B ER S D. L., C H R ISM A N  T. D., H A RD M A N  J. G., G u an y la te  cyclase, 
[w] E ucario tic  Cell F unction  and  G row th , red. J . E. D um ont, B. C. Brow n, 
N. J .  M arshall, P len u m  Press , N ew  Y o rk  and  L ondon 1974, 155-193.

[30] G EORGE J. V., RAO K. V., The ro le  of su lp h y d ry l groups in ce lluar ad -  
hesivenes, J . Cell. Physiol., 85: 547-556, 1974.

[31] G E R B E R  D. A., COHEN N., G IU STR A  R., T he ab ility  of nonste ro id  an ti  -  i n 
f la m m a to ry  com pounds to  acce le ra te  a d isu lfide  in te rch an g e  reac tio n  of se ru m  
su lp h y d ry l  groups an d  5,5' -  d ith iob is  (2 - n itrobenzoic  acid), B iochem . P h a r m a 
col., 16: 115-123, 1967.

[32] G R EEN STO C K  C. I., C H A PM A N  J . A., R A L E IG H  J . A., SH ERM A N  E., 
PR EU V ER S A. P., C om petitive  rad io p ro tec tio n  and  rad io sens itisa tion  in  che
m ica l system s, R ad ia t. Res., 59: 556-571, 1974.

[33] G R E G E R SO N  D. S., K E L L Y  B., LEVY J .  G., Responses of gu inea  - pig ly m 
phocy tes  to  m itogens, a n  an tig en  an d  m ixed  leucocyte  cu ltu re  in  m ed ia  w ith  
an d  w ith o u t  m ercap to e th an o l an d  foe ta l calf se rum , Im m unology , 29: 237-246, 
1975. , j

[34] G U IO N  - R A IN  M. C., PO R TEM ER  C., CH A TA G N ER F., R a t l iv e r  cyste ine- 
su lf in a te  decarboxy lase  : pu rif ica tion , n ew  ap p ra isa l  of th e  m olecu la r w e ig h t 
and  d e te rm in a tio n  of ca ta ly tic  p roperties , Biochim . Biophys. Acta., 384: 265-

276, 1975.
[35] G U T M A N  M., M ERSM AN H., LU T H Y  J., S IN G ER  P., A ction  of SH  in h ib i

to rs  on d iffe ren t fo rm s of th e  re sp ira to ry  chain  l in k ed  red u ced  n ico tinam ide  - 
- ad en in e  d inucleo tide  dehydrogenase , B iochem istry , 9: 2678-2687, 1970.

http://rcin.org.pl



296 K. K R Z Y S T Y N IA K

[36] H ADDEN J. W., HADDEN E. M., JO H N SO N  L. D„ JO H N S O N  E. M., C yclic  
nucleo tides in lym phocytes fu n c tion  and  m etabo lism  [w] L ym phocytes a n d  
T h e ir  In te rac tio n s , red. R. C. W illiam s, J r .,  R aven  Press, N ew  York, 1975, 
27-55.

[37] H A D D O X  M. K., FU R C H T L. T., G EN TRY  S. R., M OSER M. E., S T E P H E N 
SON J. H., G O LD BERG  N. D., P e r io d a te  - induced  increase  in  cyclic G M P  
in  m ouse and  g u i n e a - p ig  sp len ic  cells in  association  w ith  m itogenesis, N a 

tu re ,  262: 146-148, 1976.
[38] H A EST C. M. W., D EU TIC K E B., Possib le  re la t io n sh ip  be tw een  m e m b ra n e  

p ro te in s  and  phospholip id  a sy m m etry  in  th e  h u m a n  e ry th ro cy te  m em b ran e , 
B iochim . B iophys. Acta., 436: 353-365, 1976.

[39] H A R R A P  K. R., JA C K SO N  R. C., R IC H ES P. G., S M IT H  C. A., H IL L  B. T., 
T he occurrence  of p ro te in  - boun d  m ix ed  d isu lfides in  r a t  tissues, B iochim . 
Biophys. A cta, 310: 104-110, 1973.

[40] H A R R IS  J., EN G ER S H., M acD O N A LD  R., C ER R O TIN I J . C., BRUNNER K. 
T., M echan ism  of action  of 2 -  m e rcap to e th an o l on th e  g en e ra tio n  of cy to tox ic  
T lym phocy tes  in  m ouse  MLC, Europ. Im m unol. M eeting, A m sterdam , S e p te m 
b e r  17-19 (1975), abstrac ts .

[41] H A R R IS  J . W., M acDONALD H. R., EN G ER S H. D., F IT C H  F. W., C ER R O 
T IN I J . C., In c reased  cyto ly tic  T lym phocy te  ac tiv ity  induced  by 2 - m e rc a p 
to e th an o l in  m ix ed  leucocyte cu ltu res : k ine tics  and  possib le  m echan ism  of 
action, J .  Im m unol., 116: 1076-1077, 1976.

[42] H EB ER  - K A TZ E., C LIC K  R. E., Im m u n e  response  in  v itro . Role of m e r 
cap to e th an o l in  th e  m ix ed  leucocyte  reac tion , Cell Im m unol., 3: 410-418, 1972.

[43] H U ISM A N  W., BOUM A J. M. W., G RU BER M., In fluence  of th iols, A T P an d  
CoA on p ro te in  b reak d o w n  by su b ce llu la r  frac tions  from  r a t  liver, Biochim. 
Biophys. A cta, 297: 93-97, 1973.

[44] — In v o lv em en t of th io l enzym es in  th e  lyzosom al b reak d o w n  of na tiv e  and  
d e n a tu ra te d  p ro te ins , Biochim. Biophys. A cta, 297: 98-109, 1973.

[45] ISSA C S J .  T., B IN K L E Y  F., Cyclic A M P - d ep en d en t con tro l of th e  r a t  hepatic
g lu ta th io n e  d isu lfide  - su lfh y d ry l ra tio , Biochim. B iophys. A cta, 498: 29-38,
1977.

[46] JA C K S O N  R. C., H A R R A P K. R., SM IT H  C. A., B ind ing  of g lu ta th io n e  and  
cyste ine  to  ce llu la r  p ro te in  by m ix ed  d isu lph ide  bonds, Biochem . J.. 110: 
37-39, 1968.

[47] JA C K S O N  J. F., Toxicity  of su lfh y d ry l com pounds to cu ltu red  h u m a n  ly m p h o 
cytes, Exp. Cell Res., 61: 468-469, 1970.

[48] JA C K S O Ń  J. F., K IL L A N D E R  D., DNA syn thesis  in p h y to h em ag g lu tin in  - 
s t im u la te d  h u m a n  leucocyte cu ltu res  t re a te d  w ith  P - m ercap to e th an o l, Exp. 
Cell Res., 33: 459-467, 1964.

[49] JA C K S O N  J . F., L IN D A H L  - K IE S S L IN G  K., A ction  of su lp h y d ry l com pounds 
on h u m a n  leucocyte  m itosis  in  v itro , Exp. Cell Res., 34: 515-524, 1964.

[50] JO C E L Y N  P. C., B iochem istry  of th e  SH  group, A cadem ic  P ress, L ondon  - N ew  
Y ork  1973.

[51] K IN G  T. P., O n th e  su lp h y d ry l g roups of h u m a n  p la sm a  a lbum in , J .  Biol. 
Chem ., 236: PC5, 1961.

[52] K IR K P A T R IC K  A., M A CLA REN  J. A., Thiol so lutions — in h ib it io n  and  
au to o x ida tion , A nal. Biochem., 56: 137-139, 1973.

[53] K O L L M A N  G., SH A PIR O  B., T he  m ech an ism  of action  of AET. VI. The

http://rcin.org.pl



Z W IĄ Z K I TTOLOWE 297

p ro tec tion  of p ro te ins  ag a in s t ionising rad ia tio n  by GED, R adia t. Res., 
27: 474-486, 1976.

54] K O SO W ER N. S., V A N D ER H O FF G. A., K O SO W ER E. M., G lu ta th ione . VII. 
The effects  of GSSG on in itia tio n  of p ro te in  synthesis , B iochim . Biophys. 
A cta, 272: 625-637, 1972.

55] K R Z Y ST Y N IA K  K„ R O SZK O W SK I - SLIŻ W., R Y ŻEW SK I J., In te ra c t io n  of 
6,6 - d ith iod in ico tin ic  acid  w ith  r a t  thym ocytes  p re tre a te d  w ith  th io l com pounds, 
A rch. Im m unol. Ther. Exp., 2|4: 109-114, 1976.

56] K R Z Y ST Y N IA K  K., R Y ŻEW SK I J., E ffect of cysteine ca tabo lites  on b lastic  
t ra n s fo rm a tio n  of r a t  lym phocy tes  caused by ph y tohem agg lu tin in , Bull. Acad. 
Polon. Sci., Ser. Sci. Biol., 6: 545-549, 1976.

57] K U C H IN SA S E. J., Du VIGNEAUD V., A n increased  v i ta m in  Bg re q u ire m e n t 
in th e  r a t  on a d ie t con ta in ing  L  -  penicillam ine, A rch. Biochem. Biophys., 66: 
1-9, 1957.

58] K U N  E., Selected  aspects of su lfu r  m etabo lism , [w] M etabolic  P a th w ay s , red. 
D. M. G reenberg , t. I l l ,  A cadem ic P ress , New Y ork  and  L ondon 1969, 375-404.

59] K W O CK  L., W A LLA CH  D. F. H., T he effect of ionising ra d ia t io n  on am ino  
acid t ra n s p o r t  system s in thym ocytes, Biochim. Biophys. A cta, 352: 135-145,
1974.

60] K W O C K  L., W A LLA C H  D. F. H., H E FT E R  K., In v o lv em en t of su lfhydry l
groups in the  action  of insu lin  and  rad itio n  on thym ocyte  N a +  - dependen t 

am ino  acid  tran sp o rt ,  Biochim. Biophys. Acta, 419: 93-103, 1976.
61] LA V IS V. R., W IL L IA M S R. H., S tud ies  of th e  in su lin  - like  action  of thiols 

upon  iso la ted  fa t  cells, J. Biol. Chem., 245: 23-31, 1970.
62] LEE K. C., LA N G M A N  R. E„ PA E T K A N  V. H., D IEN ER  E., The cellu lar 

basis of cortisone - induced  im m unosuppres ion  of th e  an tibody  response  stud ied  
by its re v e rsa l  in v itro , Cell. Im m unol., 17: 405-417, 1975.

63] LO R B ER  A., CHANG C. C., M A SU O K A  D., M EACHAM  I., E ffect of thiols
in biological system s on p ro te in  su lfh y d ry l content, Biochem. Pharm aco l., 19: 
1551-1560, 1969.

64] LO R B ER  A., LEEB J., CA RRO L P., BA U M G A RTEN ER W., H IL L  V., P ro te in  
su lp h y d ry l  depression  d u rin g  a d ju v a n t  a r th r i t is ,  A nn. R heum . Dis., 34: 346-349,
1975.

65] LU TZ W., P rz e m ia n a  g lu ta tio n u  i t r a n sp o r t  am inokw asów . C ykl y - g lu ta tio -  
nowy, Post. Biochem., 22: 387-400, 1976.

66] M A SSEY  V., W ILLIA M S C. H., On th e  reac tio n  m echan ism  of Y east g lu ta 
th ion e  reduc tase , J . Biol. Chem., 240: 4470-4480, 1965.

67] M ELD O LESI J., On the  s ign ificance of th e  h y p e r tro p h y  of th e  sm ooth  endo
p lasm ic  re ticu lu m  in  live r  cells a f te r  a d m in is tra t io n  of drugs, Biochem. P h a r 
macol., 16: 125-129, 1967.

68] M E T C A L F D., Role of m ercap to e th an o l and  endo tox in  in s t im u la tin g  B ly m 
phocy te  colony fo rm atio n  in  v itro , J .  Im m unol., 116: 635-638, 1976.

69] M ITZN EG G  P., E ffec t of cys team ine  on cA M P level in  m ouse  liver, Int. J. 
R ad ia t. Biol., 24: 339-345, 1973.

70] M O D IG  H., C ellu lar m ix ed  d isu lph ides be tw een  th iols and  p ro te in s  and  th e ir
possible im p lica tion  for ra d ia t io n  p ro tec tion , Biochem. P harm aco l., 17: 177-186,
1967.

71] M O TTRA M  D. R., Non - specifity  of su lfh y d ry l  inh ib itio n  of the  a lfa  ad renerg ic  
response, Biochem. P harm aco l., 25: 2104-2105, 1977.

6 — Postępy Biol. Kom. 3̂ 78

http://rcin.org.pl



298 K. K R Z Y S T Y N IA K

[72] ORANGE R. P., CHANG P. L., The effec t of th iols on im unologic re lease  
of slow reac tin g  substance  of anphy lax is . I. H u m an  lung, J. Im m unol., 115: 
1072-1077, 1975.

[73] ORANGE R. P., MOORE E. G., The effect of thiols on th e  im m unologic re le a 
se of slow reac ting  substance  of an ap h y lax is . II. O ther in  v itro  an d  in vivo 
models, J . Im m unol., 116: 392-397, 1976.

[74] ORD M. G., STO CK EN  L. A., V aria tion  in th e  phosphate  con ten t and  thiol/
disulfide ra tion  of histone d u rin  the  cell cycle, Biochem. J., 107: 403-410,

1968.
[75] PA R K ER  C. W., C ontro l of lym phocy te  function , N ew  Eng. J. Med., 295: 

1180-1186, 1976.
[76] PA ZD ER N IK  T. L., U Y EK I E. M., R ad iopro tec tion  of bone m a rro w  cells 

by cysteam ine, In t. J . R adia t. Biol., 26: 331-341, 1974.
[77] R A LL T. W., LEH N IN G ER  A. L., G lu ta th io n e  red uc tase  of an im al tissues, 

J . Biol. Chem., 194: 119-130, 1952.
[78] RA SSIN D. K., STURM AN J . A., C yste ine  su lfin ic  acid decarboxy lase  in ra t  

b ra in : effect of v i ta m in  B6 deficiency on soluble and  p a r t icu la te  componets, 
Life Sci., 16: 875-882, 1975.

[79] RAVID A., NOVOGRODSKY A., K inetics  of the  induction  of DNA synthesis  
in lym phocytes by periodate , Exp. Cell. Res., 97: 1-5, 1976.

[80] ROBSON L. C., SCHW ARZ M. R., V itam in  Bfi deficiency and  the  lym phoid  
system . I. Effects on ce llu lar im m u n ity  and  in v itro  inco rpo ra tion  of 3H - u r i 
d ine by sm all lym phocytes, Cell. Im m unol., 16: 35-144, 1975.

[81] — V itam in  B6 deficiency and  the  lym pho id  system . II. E ffect of v itam in  
Bk deficiency in u te ro  on th e  im m unolog ica l com petence of the  offspring, 
Cell Im m unol., 16: 145-152, 1975.

[82] RYŻEW SKI J., W pływ  cysteiny na p o w staw an ie  i przebieg  poad juw an tow ego  
w ielostaw ow ego zapa len ia  u szczurów, R eum atologia , 4: 227-234, 1966.

[83] RY ŻEW SK I J„  K O SSO W SK A  E„ The effect of cysteine on ea rly  ty p e  im m une 
response in ra ts , Ann. Im m unol., 4: 25-29, 1972.

[84] RYŻEW SKI J., R O SZK O W SK I - ŚLIŻ  W., C om petence of lym phoid  cells t r e a 
ted w ith  cysteine in th e  g ra f t  - versus  - host reaction , Arch. Im m unol. Ther.
Exp., 22: 45-49, 1974.

[85] RYŻEW SKI J., R O SZK O W SK I - SLIŻ  W., K R ZY STY N IA K  K., The action  of 
thiols on lym phocyte  m em branes . Im m unology, 31: 146-149. 1976.

[86] — The action of cysteine on PH A  - s t im u la tio n  of lym phocytes. I. In fluence 
on DNA synthesis, Arch. Im m unol. T her. Exp., 25: 377-383, 1977.

[87] — The action  of cysteine on PH A  - s tim u la tion  of lym phocytes. II. In fluence 
on inco rpo ra tion  of 3H - u r id in e  and  14C - leucine, Arch. Im m unol. Ther. Exp.,
25: 385-391, 1977.

[88] RY ŻEW SK I J., RYŻEW SKA A. G., B R A JC ZEW SK A  W., The effect of cysteine 
on im m une  response  in d ra in in g  lym ph  nodes in ra ts  w ith  post - a d ju v a n t  
po lya rth ritis ,  Ann. Im m unol., 3: 119-127, 1971.

[89] SA K A K IB A R A  S., Y A M A G UCHI K., H O SO K A W A  Y., K O H A SI N., UEDA I., 
SAKAM OTO Y., P u rif ica tio n  and  some p ropertie s  of r a t  l ive r  cyste ine  oxidase 
(dioxigenase), Biochim. Biophys. A cta, 422: 273—279, 1976.

[90] SCOTT E. M„ DUNCAN I. W., EK STR A N D  V., P u r if ica tio n  and  properties  
of g lu ta th ione  red u c tase  of h u m an  ery th rocy tes , J. Biol. Chem., 238: 3928-3933,
1963.

http://rcin.org.pl



Z W IĄ Z K I TIOLOW E 299

[91] SH A P IR O  B., K O LLM A N  G., ASNEN J., M echanism  of the  effect of ionising 
ra d ia t io n  on sodium  u p tak e  by h u m an  ery th rocy tes , R ad ia t. Res., 27: 139-158,
1966.

[92] SO Ł T Y SIA K  - PA W LU C ZU K  D., B ITN Y  - SZLA CH TO S., Effects of ionising 
rad ia t io n  an d  cysteam ine  (MEA) on ac tiv ity  of m ouse sp leen  adeny l cyclase, 
In t. J . R ad ia t.  Res., 29: 549-553, 1976.

[93] SO U L IL L O U  J. P., C A R PEN TER  C. B., LU N D IN  A. P., STROM  T. B., A ug
m en ta tio n  of p ro life ra tio n  and  in v itro  p roduc tion  of cyto toxic  cells by 2 - ME 
in the  ra t ,  J . Im m unol., 115: 1566-1571, 1975.

[94] SORBO B., EW ETZ L., The enzym atic  ox ida tion  of cyste ine  to cyste inesu lfi-  
n a te  in th e  r a t  liver, Biochim. Biophys. Res. Com m un., 18: 359-363, 1965.

[95] STORM  D. R., D O LG IN O W  Y. D., G lucagon s tim u la tio n  of ad en y la te  cyclase 
su lfh y d ry l reac tiv ity . E vidence fo r ho rm one  - induced  confo rm ationa l changes, 
J . Biol. Chem., 248: 5208-5210, 1973.

[96] STR A U SS R. R., FR IED M A N  H., M ILLA  H., ZAYON G., Suppresion  of m u 
rin e  v irus  leukaem ogenesis  by th ioglycollate , a bacterio logical cu ltu re  m edium  
th a t  affects  m acrop h ag e  perox idase , N a tu re , 255: 343-344, 1975.

[97] SUAREZ - ISL A  B. A., HUCH O  F., A cety locholinę recep to r: -S H  group  reac ti
v ity  as in d ica to r  of con fo rm ationa l changes and  fu n c tio n a l states, FEBS L e t
ters , 75: 65-69, 1977.

[98] SU T H ER LA N D  R. M., P IH L  A., R ep a ir  of rad ia t io n  dam age  to m em b ran e  
su lp h y d ry l g roups of h u m a n  ery th rocy tes , Biochim. Biophys. Acta, 135: 568-570,
1967.

[99] — R epa ir  of rad ia tio n  dam age  to e ry th ro cy te  m em b ran es : The reduction  
of rad ia t io n  - induced  d isu lfide  groups, R ad ia t. Res., 34: 300-314, 1968.

[100] T A T E IS H I N„ H IG A S A K I T., NARUSE A., N A K A SH IM A  K., SH IO Z A K I H„
SA K A M O TO  Y., R a t l ive r  g lu ta th ione . Possib le  ro le  as a re se rv o ir  of cysteine, 
J . N utr., 107: 55-60, 1977.

[101] THO ENE J . G., O SH IM A  R. G., CRA W H A LL J. C„ OLSON D. L., SC H N E I
DER J. A., In tra c e l lu la r  cystine dep le tion  by am ino th io ls  in v i tro  an d  in vivo, 
J. Clin. Invest., 58: 180-189, 1976.

[102] T IETZE F., D isu lfide  red u c tio n  in r a t  liver. I. E v idence for th e  p resence  of
nonspecific  nuc leo tide  - d ep en d en t d isu lfide  reduc tase  and  G SH  - d isu lfide 
tra n sh y d ro g en ase  ac tiv ities  in  the  high - speed s u p e rn a ta n t  frac tion , Arch. 
Bioch. Biophys., 138: 177-188, 1970.

[103] W A IN ER  A., M itochondria l ox ida tion  of cysteine, Biochim. Biophys. Acta, 141:
466-472, 1967.

[104] Y A M A G U C H I K., SA K A K IB A R A  S., A SA M IZU  J., UEDA J., In d uc tion  and
ac tiv a tio n  of cyste ine  ox idase  of r a t  l ive r  in the  m easu rem en t of cysteine 
m etabo lism  in  vivo and  the  ac tiva tion  of in vivo ac tiv ity  of cysteine oxidase, 
Biochim. B iophys. A cta, 297: 48-59, 1973.

[105] Y A M A G U C H I K„ S A K A K IB A R A  S., K O G A  K., UEDA J., In d u c tio n  an d  ac ti
v a tio n  of cyste ine  ox idase  of r a t  liver. I. The effects of cysteine, h y d ro co rti
sone and  n ico tin am id e  in iection  on hepa tic  cysteine ox idase  and  ty rosine  
t ra n sa m in a se  ac tiv ities  of in tac t  and  ad rena lec tom ized  ra ts , Biochim. Biophys. 
A cta, 237: 502-512, 1971.

[106] Y A M A G U CH I K., S H IG E H IS A  S., SA K A K IB A R A  S., H O SO K A W A  Y., U E
DA J., C yste ine  m etabo lism  in  vivo of v itam in  B6 - defic ien t ra ts ,  Biochim.

Biophys. A cta, 381: 1-8, 1975.

http://rcin.org.pl



300 K. K R Z Y S T Y N IA K

[107] YOUNG J. D., NIM M O T. A., H A L L  J. G., The re la t io n sh ip  b e tw een  GSH,
GSSG and  non - G SH  th io l in  G SH  - defic ien t e ry th ro cy tes  from  F inn ish  
L an d race  and  T asm an ian  M erino sheep, Biochim. Biophys. A cta, 404: 124-131,
1975.

O trzym ano: 20 s tyczn ia  1978.
P rzyję to: 11 m arca 1978.

Adres autora: Z ak ład  Patofizjo logii In s ty tu tu  Reum atologicznego, ul. S p a r ta ń sk a  1,
02 - 637 W arszawa.

http://rcin.org.pl



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 5, NR 3, 1978 (301-319)

ULTRASTRUKTURA PLEMNIKA SSAKA

U LTR A STR U C TU R E O F M A M M A LIA N  SPERM A TO ZO O N

F ranc iszek  K A C ZM A R SK I

P ra c o w n ia  M ikroskopii E lek tronow ej, In s ty tu t  P e d ia tr i i  A kadem ii M edycznej
im. M iko ła ja  K o p e rn ik a  w  K rak o w ie

Streszczen ie .  W a r ty k u le  p rzedstaw iono  u l t r a s t ru k tu rę  p lem n ik a  ssaka , jednej 
z n a jb a rd z ie j  w yspec ja lizow anych  i zróżnicow anych m orfologicznie k o m ó rek  M e-  
tazoa. W  os ta tn ich  la tach  now e m etody  badaw cze  (obserw acje  pow ierzchn i b łon 
zam rożonych  i roz łupanych , znakow an ie  pow ierzchni, f rak c jo n o w an ie  kom órkow e) 
um ożliw iły  dok ładn ie jszy  opis w ie lu  znanych  już  w cześniej s t ru k tu r  oraz w y o d ręb 
n ien ie  now ych. S tosunkow o n a jw ięce j now ych danych  zebrano  o p lazm olem ie  p le m 
n ik a  c h a ra k te ry z u ją c e j  się specyficznym i reg io n a ln y m i spec ja lizac jam i w łaściw ości 
pow ierzchn iow ych  oraz  w  organ izac ji b ia łek  in teg ra lnych . W  ją d ra c h  p lem ników  
n iek tó ry ch  g a tu n k ó w  opisano  budow ę b laszk o w atą  zaw artości. D okładn ie j określono 
fu n k c ję  su b s tan c ji  w ok ó łjąd ro w ej odpow iedzia lnej n a jp raw d o p o d o b n ie j  za s p a ja 
nie ak ro so m u  z p rzed n ią  częścią ją d ra  oraz  usz tyw nien ie  szczytow ej części główki. 
Z aw arto ść  ak rosom u  w y k azu je  w  n iek tó ry ch  re jo n ach  zagęszczenia lu b  s tre fy  
o o rg an izac ji  p a rak ry s ta liczn e j,  co może być zw iązane  z p rzes trzenn ie  ekonom icz
nym  u p ak o w an ie m  enzym ów . S zy jka  w y o d ręb n ia  się w y raźn ie  od g łów ki i w itk i 
poprzez m. in. n iek tó re  cechy m orfologiczne p lazm olem y, ostre  zaznaczenie  górnej 
g ran icy  p ie rśc ien iem  do lnym  czy b ra k ie m  ciągłości pom iędzy k o lu m n am i segm en- 
ta ln y m i a w łó k n am i obw odow ym i gęstym i w itk i. O toczka w łók ien  obw odow ych 
gęstych  w itk i  nie je s t  zdolna do skurczu , lecz n a d a je  dużej części w itk i  sp ręży 
stość n iezbędną  dla zdolności p lem n ik a  ssaka  do zm ian  położenia w  środow isku  
o dużej lepkości. Sprężystość w łók ien  obw odow ych gęstych  zapew niać  m a ją  b u 
d u jące  je  specyficzne b ia łk a  (panerginy).

S u m m a r y .  T he  a rtic le  p resen ts  th e  u l t ra s t ru c tu re  of th e  m am m alia n  sperm atozoon, 
one of th e  m ost specialized  and  m orpholog ica lly  com plex  cells of Metazoa. In  r e 
cen t years , th e  app lica tions  of n ew  re sea rch  techn iques  (f reez -frac tu re  an d  freeze- 
-e tch ing , su rface  labeling  cell frac tiona tion ) has m ad e  i t  possible to describe  in 
m o re  d e ta il  m any  prev iously  know n  s tru c tu re s  and  to de tec t new  ones. The new  
d a ta  re fe r  la rge ly  to th e  sperm atozoon  p la sm a le m m a  w hich  is ch a rac te r ized  by 
specific  reg iona l specializations of th e  su rface  p roperties  an d  of the  o rgan iza tion  
of in te g ra l  pro te ins. A la m e lla r  s t ru c tu re  of th e  nucleop lasm  has been re p o r ted  in 
th e  sperm atozoa  of ce r ta in  m am m als . A ccord ing  to  recen t concepts, the  p e r in u c lea r
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substance  m ost likely  functions  in cem en ting  th e  acrosom e w ith  the  a n te r io r  p a r t  
of th e  nucleus and  in s tiffen ing  th e  ap ica l portion  of th e  head. The con ten ts  of 
th e  acrosom e show  e lec tro n -den se  a reas  or zones of p a ra c ry s ta l l in e  s tru c tu re ,  
w hich  m ay  re flec t th e  com pact sp a tia l  a r ra n g e m e n t  of enzym es. The neck  d iffers  
c learly  from  bo th  th e  head and  ta i l  in, am ong o ther things, ce r ta in  m orpholog ica l 
fea tu res  of the  p lasm alem m a, a sh a rp  d em arca tio n  of its  u p p e r  l im it by th e  p o s te 
r io r  ring, and  lack  of con tinu ity  be tw een  th e  segm en ta l colum ns and  th e  o u te r  
dense fibres of th e  tail. The la t te r  a re  no t capab le  of con trac tion  b u t add  to the  
e lastic ity  of th e  ta i l  w hich  pe rm its  the  m am m alian  sperm atozoon  to change its 
position in an  en v iro n m en t of high viscosity. The e lastic ity  of p e r ip h e ra l  f ib res  
seems to be derived  from  specific p ro te in s  (panergins) w hich  m ak e  up  these  fibres.

W ST Ę P

W bieżącym roku mija 300 lat od opublikowania pierwszego donie
sienia o obserwacji plemników ludzkich i plemników psa. W 1678 r. 
Leeuwenhoeck przedstawił (w Philosophical Transactions, vol. 12, nr 142, 
str. 1040-1043) wyniki obserwacji swojego studenta Johana Hama i w ła
snych nad spermą psa i człowieka. Leeuwenhoeck uważał, że plemnik 
jest naturalnym  składnikiem spermy normalnej. Poglądem tym w znacz
nym stopniu wyprzedził swoją epokę, bowiem dopiero w 1875 r. Hartwig, 
przedstawiając wnikanie plemnika do komórki jajowej i zlanie się ich 
jąder, dowiódł zasadniczej roli plemnika w inicjacji rozwoju jaja. W la
tach następnych, w okresie stosowania mikroskopu świetlnego do badań 
morfologii plemnika, liczni autorzy, a szczególnie Benda, Retzius, Jensen, 
Bowen, Gatenby i Beams, opisali tę komórkę na tyle dokładnie, iż Steve 
w 1930 r. w schematycznym rysunku plemnika ludzkiego mógł wyróżnić 
i nazwać 1 2  s truk tu r [6 ].

Zastosowanie mikroskopu elektronowego do badań morfologii plem
nika spowodowało bardzo intensywny rozwój wiedzy o tej komórce. 
Świadczą o tym  kolejnie monografie plemnika ssaka opublikowane w os
tatnich 20 latach [6 , 23-25]. W języku polskim najszerszym opracowaniem 
u ltrastruk tury  plemnika ssaka jest jak dotychczas artykuł Krzysztofo- 
wicz [47]. Wiedza o morfologii plemnika i funkcjonalnym znaczeniu jego 
struk tur stale narasta. Dzięki morfologicznym obserwacjom plemników 
innych niż najczęściej uprzednio badanych plemników ssaków hodowa
nych lub laboratoryjnych, opisuje się coraz to nowe struktury  [50, 53], 
a także nadaje się znaczenie funkcjonalne poszczególnym, wcześniej opi
sanym organellom tej komórki. Znaczenie funkcjonalne organelli określa 
się coraz dokładniej dzięki postępowi metod pozwalających analizować 
powierzchnie błon [39, 61] oraz przez udoskonalenie metod frakcjonowa
nia, wskutek czego uzyskuje się stosunkowo czyste frakcje, wzbogacone 
w wybrane organelle komórkowe plemnika, analizowane następnie bio
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chemicznie i pod mikroskopem elektronowym [7,8,11,51,52]. Plemnik 
był i jest komórką nadzwyczaj interesującą i skupia na sobie uwagę ba
daczy wielu specjalności. Jak  najdokładniejsze poznanie tej komórki jest 
istotne dla hodowców, biologów i lekarzy. Analiza morfologiczna plemni
ka, jako najbardziej wyspecjalizowanej komórki w obrębie Metazoa [37], 
jest dla morfologa unikalną okazją do badania powiązań między morfolo
gią organelli komórkowych a ich funkcją. Na przykładzie morfologii 
plemnika ssaka można najpełniej zilustrować zależność określoną przez 
Franzen [30] pomiędzy morfologią plemnika a biologią rozrodu. W zwią
zku z wewnętrznym sposobem zapłodnienia; koniecznością pokonania dłu
giej drogi w ciele samicy, bariery immunologicznej, niekorzystnego pH, 
lepkości środowiska, nadzwyczaj złożonej topografii powierzchni jajowo
du, plemnik podlega w procesie dojrzewania daleko idącym przemianom. 
W stosunku do początku spermiogenezy — w dojrzałym plemniku zani
kają niektóre struktury, inne zmieniają kształt i lokalizację, a także pow
stają zupełnie nowe struktury. Zanikają tak ważne dla funkcjonowania 
komórki organelle, jak gładkie i szorstkie retikulum  endoplazmatyczne, 
aparat Golgiego, jąderko, prawie zupełnie zanikają pory otoczki jądrowej, 
a w niektórych przypadkach (plemnik szczura) zanikają też obie centriole. 
Modyfikacjom ulegają centriole, mitochondria i otoczka jądrowa. Zu
pełnie nowymi strukturam i są: 9 włókien gęstych (dense fibres, accessory 
fibres), pierścień dolny (posterior ring), czapeczka dolna (post nuclear 
cup), pierścień Jensena (pierścień dalszy) i otoczka włóknista [24]. Przed
stawione przemiany prowadzą w efekcie do bogatego zróżnicowania mor
fologicznego plemników, staje się on tak bardzo charakterystyczny dla 
danego gatunku, iż gdyby był łatwiej dostępny dla analizy, mógłby 
spełniać podobną rolę w taksonomii zwierząt jak ziarna pyłu w takso
nomii roślin [ 1 ],

PLA ZM O LEM A

Jak  wykazały badania w ostatnich latach, plazmolema plemnika 
ssaka różni się od plazmolemy komórek somatycznych tworzeniem mniej 
więcej stale zlokalizowanych regionalnych specjalizacji zarówno po
wierzchni, jak i budowy wewnętrznej [73].

Analizując sposób wędrówki plemników w polu elektrycznym, wyka
zano nierównomierny rozkład ładunków na jego powierzchni. Plemniki 
w polu elektrycznym wędrowały w kierunku anody witką do przodu. 
Wskazywało by to na przewagę ładunków ujemnych na powierzchni 
witki. Taki wzór rozmieszczenia ładunków na powierzchni potwierdza 
barwienie koloidalnym wodorotlenkiem żelaza oparte na powinowactwie
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jonowym między dodatnio naładowanymi jonami żelazowymi a ładunka
mi rozmieszczonymi na powierzchni plemnika [20, 73]. Stopień wysycenia 
powierzchni plemnika żelazem, obserwowany pod mikroskopem elektro
nowym, był niejednolity i charakterystyczny dla gatunku. W plemnikach 
królików plazmolema pokrywająca akrosom była słabo wysycona, nato
miast w plemnikach świnki morskiej akrosomalny rejon plazmolemy był 
wysycony znacznie silniej. Przy próbach funkcjonalnej interpretacji ta 
kiego sposobu rozmieszczenia żelaza koloidalnego należy być jednakowoż 
ostrożnym, ponieważ w omawianych doświadczeniach barwiono plemniki
uprzednio utrwalone [25].

Na powierzchni plazmolemy plemników z ejakulatu, podobnie jak 
na powierzchni komórek somatycznych, stwierdzono cienką warstewkę 
glikoproteidową (surface coat, glycocalyx), która zawiera punkty recepto
rowe dla konkanawaliny A [34], Wykazano, że rozmieszczenie tych punk
tów jest niejednolite i np. w plemniku królika powierzchnia główki po
siada znacznie więcej punktów receptorowych niż powierzchnia witki [34]. 
Rezultaty analiz rozmieszczenia punktów receptorowych konkanawa
liny A i wysycenia żelazem koloidalnym także wskazują, że powierzch
nia plazmolemy, szczególnie tej pokrywającej główkę plemnika, jest 
mozaikowata [20, 46]. Badania określające rozmieszczenie antygenów [46], 
receptorów dla prostaglandyn [35], na powierzchni plazmolemy główki 
wykazały, że plazmolema ponad akrosomem różni się od plazmolemy po
krywającej inne części główki.

Powierzchnia plazmolemy, badana metodą wyznaczania punktów re 
ceptorowych konkanawyliny A, podlega przemianom w ciągu życia plem
nika. Sekwencję tych przemian prześledzono dosyć dokładnie na plazmo- 
lemie plemników królika [35]. Plemniki królika, wydobyte z najądrza 
i świeżego ejakulatu i przemywane następnie buforem fosforanowym 
przed przeprowadzeniem reakcji, wykazują obecność licznych punktów 
receptorowych konkanawaliny A na główce, całkowity brak w rejonie 
szyjki i nieliczne punkty na witce. Plemniki pochodzące z tych samych 
źródeł nie przemywane przed reakcją buforem nie wykazują obecności 
punktów receptorowych konkanawaliny A, co wskazuje na to, że mycie 
w buforze odsłania znajdujące się na powierzchni punkty receptorowe. 
Taka reakcja przeprowadzona na plemnikach wydobytych z dróg rod
nych samicy, po pewnym okresie przebywania w nich, także wykazała 
brak lub tylko niewielką ilość punktów receptorowych konkanawaliny A 
na przodzie główki, a nieznacznie więcej u podstawy. W czasie przebywa
nia plemników w drogach rodnych samicy ma miejsce najprawdopodob
niej ubywanie materiału powierzchniowego zawierającego punkty  recep
torowe konkanawaliny A i w ten sposób plazmolema staje się coraz bar
dziej podobna do zewnętrznej błony akrosomalnej. Upodabnianie się plaz
molemy do zewnętrznej błony akrosomu może ułatwiać zlanie się tych
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błon w procesie reakcji akrosomalnej [35] i może stanowić jedną z kilku
zapewne składowych procesu kapacytacji.

W typowej trójwarstwowej błonie elementarnej (unit membrane) — 
plazmolemie plemnika, warstwa zewnętrzna jest najgrubsza — 50A, środ
kowa jasna ma 30 A, a wewnętrzna — 20 A [6]. Metody polegające na roz
łupaniu zamrożonych plemników i obserwacji powierzchni rozłamu błon 
bez sublimacji lub z sublimacją (freeze - fracture, freeze - etching) pozwa
lają na analizę rozmieszczenia cząsteczek integralnie związanych z błona
mi. Dotychczas opublikowano wiele prac wykazujących obecność w plazmo
lemie i w innych błonach ssaków układów cząsteczek różnych rozmiarów 
[25, 28, 31, 42, 43, 58, 64]. Wykazano obecność licznych cząsteczek o śred
nicy 50-90A ulokowanych w plazmolemie pokrywającej główkę, a szcze
gólnie licznie w plazmolemie pokrywającej akrosom. Cząsteczki te zorga
nizowane są parakrystalicznie w plazmolemie główek plemników świnki 
morskiej i szczura [25, 31], nieregularne zaś zespoły cząsteczek stwierdzo
no w plazmolemie główek plemników myszy [64] i królika [28]. W pla
zmolemie pokrywającej główkę u podstawy, w rejonie pierścienia dolne
go (posterior ring), cząsteczki uporządkowane są w szeregi [25, 28, 42]. 
Plazmolema, pokrywająca rejon szyjki i wstawki, ma mniejszą ilość czą
steczek niż plazmolema pokrywająca główkę, zorganizowanych niekiedy, 
na poziomie wstawki, w zespoły parakrystaliczne [64] albo bardzo cha
rakterystyczne, liniowTo rozmieszczone cząsteczki o przebiegu zależnym 
od niżej położonych mitochondriów spirali mitochondrialnych [25, 31, 44]. 
W plazmolemie pokrywającej środkową część witki na wysokości włókna 
n r  1 , otoczki włókien gęstych, cząsteczki ułożone są w długim szeregu 
[25, 31, 64]. Takie zespoły cząsteczek zlokalizowane w plazmolemie nie 
zajm ują stałej pozycji, zmieniają ją pod wpływem czynników kapacyta- 
cyjnych [45]. Przypuszcza się, że przedstawione zespoły cząsteczek są 
białkami enzymatycznymi i że mogą one zmieniać położenie w różnych 
warunkach fizjologicznych, jak np. podczas działania na plemniki czyn
nikami kapacytacyjnymi [45].

Plazmolema plemników wykazuje ponadto różnicowanie międzyga- 
tunkowe co do odporności na działanie czynników osmotycznych. Jest to 
według Lunga [48] związane z ilością wiązań dwusiarczkowych, np. pla
zmolema plemników buhaja jest znacznie bardziej odporna na szok osmo- 
tyczny niż plazmolema plemnika barana i świni [38]. Wiadomo rówmież, 
że różne rejony plazmolemy rozmaicie reagują na działanie detergentów. 
Plazmolema pokrywająca główkę plemnika w rejonie akrosomu jest 
znacznie mniej na nie odporna (np. na Triton - X - 100) niż plazmolema 
z poziomu czapeczki dolnej [6 8 ]. Na odporność plazmolemy obok odpo
wiedniej budowy molekularnej może wpływać sieć włókienek rozpostarta 
bezpośrednio pod plazmolemą witki plemnika torbacza (Trichosurus vul
pecula) [50].
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G ŁÓ W K A

1 . J ą d r o .  Jądro plemnika podlega zasadniczym przemianom w pro
cesie spermiogenezy: ustaje całkowicie synteza DNA i RNA, zanika ją- 
derko, ma miejsce odwodnienie i kondensacja chromatyny. W wyniku 
tych przemian jądro plemnika wykazuje charakterystyczny obraz pod mi
kroskopem elektronowym: zwartą, gęstą elektronowo i homogenną za
wartość oraz bardzo małe rozmiary (rye. 1). Małe rozmiary jądra plemni
ka są następstwem haploidalnej ilości DNA i stopnia kondensacji chroma
tyny. Różnice w stopniu kondensacji powodują, iż pomimo podobnych 
ilości DNA w jądrach, objętość jądra plemnika człowieka (7 firn3) jest
0 połowę mniejsza niż jąder plemników buhaja i królika [43]. Rozmiary 
jąder plemników ssaków nie są związane z wielkością zwierzęcia. Najwy
raźniej dokumentuje to fakt, iż największy plemnik znaleziono u niewiel
kiego chomika chińskiego (Cricetulus griseuś), podczas gdy najm niej
szy — u wieloryba (Physaster macrocephalus) [15]. Jądro plemników 
ssaków jest wydłużone, ku przodowi zwężone i najszersze u podstawy. 
W transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM) jednolicie gęsta 
elektronowo zawartość jądra prawie wszystkich ssaków w niektórych 
jednak miejscach ma niewielkie, jasne, owalne strefy (wakuole jądrowe) 
(rye. 1, 3). Są to najprawdopodobniej miejscowe zaburzenia kondensacji 
chromatyny. Wakuole bardzo dużych rozmiarów znane są tylko w nor
malnie sprawnych plemnikach człowieka, gdzie są one tak duże, że po
wodują nawet deformację kształtu główki plemnika [70]. Czasami przy 
bardzo cienkich skrawkach i niepełnym kontrastowaniu udaje się w yka
zać w TEM blaszkowatą budowę zawartości jądra [42]. Taką budowę 
potwierdzono także w badanych metodą kryorytowania jądrach plemni
ków królika [42] i buhaja [58].

2. O t o c z k a  j ą d r o w a .  Najbardziej uderzającą cechą morfolo
giczną otoczki jądrowej plemnika ssaka jest brak por jądrowych oraz 
bardzo znaczne zbliżenie się do siebie obu błon otoczki jądrowej, co w efek
cie daje zanik cystern wokół jądrowych [24].

W plemniku człowieka i zwierząt [24, 55] na poziomie tylnej części 
czapeczki dolnej zewnętrzna błona otoczki jądrowej zlewa się z plazmo
lemą poprzez substancję homogenną (ryc. 2). Otoczka jądrowa pozbawio
na jest całkowicie por jądrowych wokół całego jądra plemnika poza jed
nym rejonem, tj. u podstawy jądra, poniżej pierścienia dolnego, gdzie 
otoczka jądrowa w plemnikach niektórych gatunków odstaje od jądra
1 tworzy wypuklenie (ryc. 3). Ta część otoczki jądrowej to zbywająca 
otoczka jądrowa, a większa lub mniejsza przestrzeń zamknięta przez to 
wypuklenie nazywa się przestrzenią jądrową tylną (ryc. 3). W plemniku
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buhaja w przestrzeni tej znajdują się wypukłości podstawowe (bazal 
knobs) (ryc. 3) zbudowane z mniej spoiście zorganizowanego materiału 
niż gęsta elektronowo treść wypełniająca jądro [16]. W zbywającej otocz
ce jądrowej występują typowe pory jądrowe, a obie błony otoczki zacho
wują normalną odległość.

Zagadkowo, duże ilości zbywającej otoczki jądrowej występują 
w plemnikach niektórych ssaków [24]. Otoczka jądrowa wchodzi ponow
nie w ścisły kontakt ze skondensowaną chromatyną na dolnej powierzch
ni jądra i tu taj por znowu nie ma, a obie błony otoczki bardzo do siebie 
zbliżają się.

3. S u b s t a n c j a  w o k ó ł  j ą d r o w a .  W ciągu kilkunastu lat sto
sowania mikroskopu elektronowego do obserwacji plemników ssaków 
w tzw. przestrzeni podakrosomalnej, położonej pomiędzy zewnętrzną bło
ną otoczki jądrowej a akrosomem lub czapeczką dolną, przedstawiano na 
elektronogramach warstewkę substancji o średniej gęstości elektronowej. 
Badacze albo nie przypisywali jej jakiejś określonej funkcji [27], albo nie 
opisywali jej [26]. Tylko Jones [38] opisał kontynuacje subakrosomalnego 
materiału, znanego od dawna jako perforatorium albo ciałko szczytowe 
(apical body), z materiałem zawartym poniżej akrosomu pod czapeczką 
dolną. Wnikliwa analiza strefy bezpośrednio wokół otoczki jądrowej w y
kazuje, że zawsze występuje tam  materiał o średniej gęstości elektrono
wej (ryc. 4, 5), określony ostatnio jako substancja wokółjądrowa (perinu
clear substance) [17, 19]. Substancja wokółjądrowa jest białkiem bogatym 
w lizynę z licznymi stabilizującymi wiązaniami dwusiarczkowymi. Sub
stancja wokółjądrowa ma cementować otoczkę jądrową z błoną akroso- 
malną oraz poprzez swoją sztywność ułatwiać plemnikowi mechaniczne 
przenikanie przez otoczki jajowe [71],

4. A k r o s o m .  Zróżnicowanie morfologiczne plemników ssaka w y
raża się w największym stopniu rozmaitością kształtów i wielkością akro- 
somów. Szczególnie dużą część szczytową akrosomu, najbardziej charak
terystyczną gatunkowo, posiadają plemniki świnki morskiej, szynszyla 
i wiewiórki. Jest to zastanawiające, ponieważ budowa otoczek jajowych 
u tych spokrewnionych ze sobą gatunków jest zbliżona [24]. Fakt ten 
każe zastanowić się, czy akrosomowi mogą być przypisane jeszcze inne 
funkcje niż tylko najlepiej obecnie poznana, tj. ułatwianie przenikania 
plemnika przez otoczki jajowe. Rozpatrując funkcjonalną morfologię akro
somu należy wziąć pod uwagę, że na akrosom jak i na cały plemnik od- 
działywuje środowisko dróg rodnych samic, tj. bariera immunologiczna, 
lepkość, pH, bardzo złożona topografia dróg rodnych.

Ze względu na położenie względem jądra wyróżnia się trzy zasadni
cze części akrosomu (ryc. 4, 5). Ponad wierzchołek jądra wystaje część
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szczytowa akrosomu, najbardziej charakterystyczna pod względem kształ
tu, poniżej jest część zasadnicza pokrywająca większą część jądra od przo
du i z boku, poniżej części zasadniczej jest część równikowa (equatorial 
segment), charakteryzująca się dużym zbliżeniem obu błon akrosomal- 
nych i równoległym ich przebiegiem. Część równikowa akrosomu nie 
uczestniczy w reakcji akrosomalnej [10, 29, 71].

Błona otaczająca ,akrosom ma typową budowę, charakterystyczną 
dla błony aparatu  Golgiego [6 ], co wyraża się heksagonalnym ułożeniem 
wewnątrz błony cząsteczek średnicy 90A. W obrębie akrosomu znajdują 
się strefy  o wyższej gęstości elektronowej [6 ] lub rejony o organizacji 
parakrystalicznej [56]. Substrukturę zawartości akrosomu opisano w plem
nikach buhaja [58, 69], królika [28] i świni [49].

5. C z a p e c z k a  d o l n a .  Bezpośrednio poniżej dolnej krawędzi 
części równikowej akrosomu znajduje się czapeczka dolna (post nuclear 
cup). Jest ona struk turą  wyraźnie wyodrębniającą się morfologicznie 
(ryc. 1 , 5 ) oraz szczególnie interesującą, ponieważ plemnik przylega do 
jaja plazmolemą pokrywającą czapeczkę dolną [9, 65, 70, 71]. Dlatego sku
pia ona uwagę badaczy starających się dokładniej określić jej morfologię 
i wyjaśnić funkcję [6 , 24, 25, 58]. We wcześniejszych morfologicznych opi
sach czapeczki dolnej ukazywano ją jako struk turę  o wysokiej gęstości 
elektronowej i jednorodnej budowie [24]. Zastosowanie metody kryory- 
towania ujawniło, że czapeczka dolna plemników, np. buhaja, zbudowa
na jest z jednej warstwy rureczek ułożonych palisadowato [58]. W ystę
powanie rureczek w czapeczce dolnej potwierdzają badania nad działa
niem szoku termicznego na plemniki ogiera [14] oraz doświadczenia nad 
działaniem detergentu Triton - X -100 na plemniki buhaja [6 8 ]. Cza
peczka dolna razem z plazmolemą i regularnie rozmieszczonymi mostkami 
łączącymi te dwie struktury  [24, 26] tworzy bardzo zwarty i odporny na 
różne czynniki kompleks. Odpowiednia płaszczyzna przekroju uwidacznia 
na przykładzie plemników ludzkich, iż mostki pomiędzy plazmolemą 
a czapeczką mogą być przekrojami poprzecznymi żeberek przebiegających 
równolegle i obwodowo wokół czapeczki dolnej [55].

6 . P i e r ś c i e ń  d o l n y  (posterior ring). Bezpośrednio poniżej cza
peczki dolnej plazmolema na całym obwodzie wokół podstawy jest silnie 
wpuklona i ma postać rowka, tworząc tzw. pierścień dolny (ryc. 2 ) w y
znaczający granicę pomiędzy główką a szyjką. Pierścień dolny, opisany 
po raz pierwszy przez Greesona i Złotnika [36], jest s truk turą  typową 
w plemniku ssaka [24, 41, 44, 67]. Plazmolema w rejonie pierścienia dol
nego, analizowana metodą zamrożenia i rozłupania, wykazuje obecność 
uszeregowanych cząstek (w odstępach co 100 A) w plemnikach szczura 
[32], królika [28], myszy [64] oraz małpy i człowieka [54].
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7. P o d s t a w a  g ł ó w k i .  Podstawa główki jest wpuklona (tworząc 
zagłębienie implantacyjne), a powierzchnia zewnętrzna zewnętrznej bło
ny otoczki jądrowej jest pogrubiała (tworząc płytę podstawową) (ryc. 2  

6 , 8 ). Pomiędzy płytką podstawową a poniżej leżącym capitulum (ryc. 2, 
6 ) opisywano cienkie filamenty, które można wybiórczo rozpuścić, w  za
leżności od gatunku, trypsyną, chymotrypsyną, pronazą lub subtylizyną, 
co powoduje oddzielenie główek od witek [2 1 ]

S Z Y JK A

Poniżej pierścienia dolnego znajduje się pośredni odcinek pomiędzy 
witką a główką, tj. szyjka (neck) (ryc. 2, 6 , 8 , 9). Szyjkę budują przede 
wszystkim: centriola, kolumny segmentalne i capitulum. Opisywano je 
już wielokrotnie [6,24,25,27,47]. Capitulum jest homogenną nieciągłą 
w arstwą zazwyczaj podzieloną na trzy części. Położone jest ono pomiędzy 
płytką podstawową a dziewięcioma kolumnami segmentalnymi (ryc. 2 , 
6 - 8 ). Każdy z segmentów kolumn wykazuje delikatne prążkowanie, a ja
sną przestrzeń pomiędzy kolumnami rozdziela delikatny ciemny prążek 
(ryc. 7) [24]. Dziewięć kolumn segmentalnych przylega skośnie dolnym 
końcem do dziewięciu włókien gęstych, lecz nie zlewają się z nimi (ryc. 8 ), 
jak uprzednio opisywano [24, 47]. W skład szyjki wchodzą jeszcze centrio
la bliższa ułożona poprzecznie do długiej osi plemnika (ryc. 2 , 6 ) oraz 
pozostałości centrioli dalszej, występujące w postaci elektronowo gęstych 
pasm ułożonych na wewnętrznej powierzchni dziewięciu podwójnych 
mikrotubul zespołu włókien osiowych (ryc. 2, 7). W szyjce znajdują się 
ponadto struktury  charakterystyczne dla witki, tj. pionowe mitochondria 
spirali mitochondrialnej wstawki (ryc. 9), oraz środkowa mikrotubula 
podwójna zespołu włókien osiowych (ryc. 7). S truk tury  szyjki powinny 
wykazywać dużą odporność na wyginanie, ponieważ jest to strefa bardzo 
intensywnej ruchliwości podczas poruszania się plemnika. Odporność tę, 
obok celowej budowy upodabniającej kontakt capitulum i płytki podsta
wowej do stawu panewkowego (ryc. 2, 6 , 8 ), zapewniają według Bedforda 
i Calvina [1 2 ] liczne stabilizujące wiązania dwusiarczkowe powstające 
podczas dojrzewania plemników w najądrzu.

W IT K A

WSTAWKA

1. M i t o c h o n d r i a .  Pierwszy odcinek witki (wstawka) wyróżnia 
się przede wszystkim spiralnie ułożonymi mitochondriami (ryc. 10). Obe
cność mitochondriów w tej części plemnika jest oczywista, ponieważ wia-
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domo, że plemnik poruszając bardzo intensywnie witką wymaga nakładu 
energii dostarczanej przez mitochondria. Jednakże porównanie ilości mi- 
tochondriów i ilość zwojów spirali mitochondrialnej we wstawce pomię
dzy plemnikami różnych gatunków, niekiedy blisko ze sobą spokrewnio
nych [57], wykazuje, że brak jest prostej korelacji pomiędzy ilością 
mitochondriów a potrzebami plemnika dla poruszania się i dotarcia do 
jaja w drogach rodnych samicy [11, 25]. Rozbieżność ta skłania do rozwa
żania innych jeszcze możliwych funkcji mitochondriów w plemniku. Mo
że to być np. przenoszenie informacji genetycznej (wiadomo, że plemnik 
wchodzi do jaja razem z mitochondriami). Prem khum ar i Phargava [59] 
stwierdzili, że dojrzałe plemniki pobrane ze świeżego ejakulatu buhaja 
syntetytują w mitochondriach RNA i białka. Świadczy to, że zależna od 
DNA mitochondrialnego transkrypcja i translacja ma miejsce, pomimo 
iż działanie jądra w tym zakresie wcześniej ustało całkowicie. W plem ni
kach ssaków mitochondria ulegają w procesie spermiogenezy modyfika
cjom [30]. W wyniku tego różnią się od mitochondriów komórek soma
tycznych ilością, wielkością, kształtem i układem grzebieni. Przemianom 
ulega również błona zewnętrzna mitochondriów, grubiejąc z 70 do 100A 
i stając się pięciowarstwową [2 2 ].

Według Bedforda i Calvina [12, 13] zewnętrzna błona mitochondrial- 
na plemnika ssaków łożyskowych stabilizowana jest wiązaniami dwu- 
siarczkowymi. Zauważono również, że zewnętrzna błona mitochondrialna 
jest znacznie odporniejsza na warunki hypotoniczne [40] i działanie de
tergentów niż plazmolema leżąca ponad nią [57]. Pogrubienie i wzmocnie
nie zewnętrznej błony mitochondrialnej może wynikać z konieczności 
odpowiedniej adaptacji tego rejonu wstawki, narażonego przecież na sil
ne deformacje podczas bicia witki. Z czym również łączyć się może spi
ralny układ mitochondriów [57].

2. W ł ó k n a  o b w o d o w e  g ę s t e  w i t k i  (outer dense fibres, 
accesory fibres). Włókna gęste pojawiają się i wyodrębniają coraz w y
raźniej w miarę rozwoju zapłodnienia wewnętrznego. Stopień rozwoju 
tych włókien osiąga najwyższy poziom u ssaków [6 , 24, 25]. Dziewięć 
włókien gęstych zaczyna się w górnym rejonie wstawki skośnym stykiem 
z kolumnami segmentalnymi i biegnie przez całą wstawkę oraz przez 
dużą część odcinka środkowego witki, pozostając w położeniu zewnętrz
nym względem każdnej z dziewięciu podwójnych m ikrotubul zespołu 
włókien osiowych (ryc. 11). W odróżnieniu od dziewięciu zewnętrznych 
włókien zespołu włókien osiowych, włókna obwodowe gęste różnią się 
między sobą wielkością i kształtem. Włókna pierwsze, piąte i szóste są 
zazwyczaj wyraźnie większe (ryc. 11). Wielkość i kształt włókien gęstych 
bywa cechą charakterystyczną gatunkowo [24, 25]. Włókna obwodowe
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gęste są najgrubsze na poziomie wstawki i stopniowo cienieją w odcinku 
środkowym witki z tym, że włókna trzecie i ósme zaczynają cienieć 
wcześniej niż pozostałe. Ku końcowi swojego przebiegu włókna gęste 
stają się coraz cieńsze i zbliżają się coraz bardziej do odpowiadających 
im m ikrotubul podwójnych, tak  iż tuż przed zanikiem wydają się je do
tykać (ryc. 1 1 ). Równolegle do włókien obwodowych gęstych we witkach 
w większości ssaków przebiegają cienkie włókna satelitarne, jakkolwiek 
u niektórych gatunków, wyróżniających się szczególnie grubymi w itka
mi na poziomie wstawki, włókna satelitarne mogą być dosyć grube [18, 
24]. Położenie włókien gęstych w bezpośrednim sąsiedztwie włókien akso- 
nemy, odpowiedzialnych za ruch witek, sugerowało badaczom ich ewen
tualne zdolności do skurczu [7, 8 ]. Wyniki badań biochemicznych i mor
fologicznych wskazują jednak wyraźnie, iż włókna gęste są elementami 
biernymi, zwiększającymi tylko sztywność i elastyczność witki [7, 8 , 25], 
pomimo iż wykazano w nich metodami histochemicznymi aktywność 
ATP - azy [3,4]. Włókna gęste wykazują wysoką gęstość elektronową, 
chociaż na przekrojach poprzecznych widać, że zewnętrzna strefa włó
kien ma niższą gęstość elektronową (ryc. 2, 8 ). W barwieniu negatywo
wym i w metodzie replik powierzchniowych uwidacznia się ponadto po
przeczne prążkowanie włókien obwodowych gęstych [7, 8 , 25].

Dzięki udoskonaleniu metody izolacji włókien gęstych udało się je 
ostatnio poddać dokładniejszej analizie biochemicznej i mikroskopowo 
elektronowej. Baccetti i wsp. [7, 8 ] wykazali, że włókna te zawierające 
prawie cały cynk plemnika posiadają też liczne grupy -SH, co autorzy 
wiążą z mniejszą niż w innych strukturach plemnika ilością stabilizują
cych wiązań dwusiarczkowych. Duża ilość grup -SH  oznacza, iż proces 
ich utlenienia do - S - S -  nie nastąpił całkowicie, cynk zaś występujący 
tam tak  obficie byłby związany z grupami -SH. Niepełny rozwój wiązań 
dwusiarczkowych we włóknach gęstych powoduje, według autorów, iż 
włókna te są mniej sztywne niż inne s truk tury  plemnika z pełnym wy- 
syceniem -SH  do -S -S - .  Dzięki temu zachowały one elastyczność nie ha
mującą bicia witki. Biochemiczna analiza białek budujących włókna gęste 
wykonana przez Baccettiego i wsp. wykazała, że białka te zbudowane są 
z dwóch łańcuchów polipeptydowych połączonych mostkiem dwusiarczko- 
wym. Pierwszy łańcuch polipetydowy ma wysoki ciężar cząsteczkowy 
(42000-72 000 daltonów), jest bogaty w kwas asparaginowy, kwas gluta
minowy i leucynę, pozbawiony zaś jest całkowicie siarki. Drugi łańcuch 
polipeptydowy o niskim ciężarze cząsteczkowym (28 000-31 000 daltonów) 
bogaty jest w cysteinę i w siarkę. Białko to autorzy zaliczają do kera- 
tyn, a ze względu na specyficzne cechy i lokalizację proponują nazwać 
je pererginy (po grecku Ttapspyo^), co znaczy dodatkowy zgodnie z nazwą 
angielską włókien gęstych (accessory fibres — włókna dodatkowe).
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Ryc. 1. P rzek ró j pod łużny  (strzałkow y) przez g łów kę p lem n ik a  og iera  z e ja k u la tu .
X 60 000

Plazm olem a (P) odstaje, w  następstw ie utrwalania, od akrosomu (A), lecz przylega do 
czapeczki dolnej (CDol) Punkty o niskiej gęstości elektronow ej w  jądrze to w akuole  
jądrowe (NV)

Ryc. 2. P rzek ró j pod łużny  (równoległy) podstaw y  g łów ki i szy jk i p lem n ik a  ogiera
z e ja k u la tu .  X 70 000

Z obu stron podstaw y głów ki plazm olem a jest siln ie wpuklona (strzałki). Obwodowe  
w pklenie p lazm olem y tworzy pierścień dolny. Kolumna segm entalna (KS) styka się z k ilku-  
częściow ym  kapitulum  (C). Dwa zgrubienia u podstawy jądra odpowiadają p łytce  podstaw o
wej (PP). Poniżej prawej części p łytk i podstawowej znajduje się skośnie położona centriola  
bliższa w  przekroju podłużnym  (CP). W dolnej części szyjki resztki centrioli dalszej (CD). 
Pom iędzy poszczególnym i częściam i szyjki plem nika ogiera w ystępują  liczne m ikrotubule (MT)

Ryc. 3. P rzek ró j podłużny (równoległy) podstaw y  głów ki p lem n ik a  b u h a ja
z e ja k u la tu .  X 56 000

Wśród gęstej elektronow o zawartości jądra jasne w akuole  jądrow e (NV). Podstawa jądra  
zawiera strefę o niższej gęstości elektronowej; w ypukłość podstaw ow a (WP) charakterystycz
na dla plem nika buhaja. W ypukłość podstawowa znajduje się w  przestrzeni jądrowej tylnej  
utworzonej przez w ypuklenie zbywającej otoczki jądrowej (NL)

Ryc. 4. P rzek ró j pod łużny  (strzałkow y) p rzedn ie j części g łów ki p lem n ik a  m yszy
z n a jąd rza . X 40 000

Gęste elektronow o jądro z góry i z boków  otacza akrosom (A). Ponad w ierzchołek  jądra 
w ystaje  część szczytowa akrosomu. Poniżej części szczytowej akrosomu znajduje się charak
terystyczne dla p lem ników  gryzoni nagrom adzenie substancji wokółjądrowej (perforatorium)
(S)

Ryc. 5. P rzek ró j podłużny  (strzałkow y) f ra g m e n tu  ś rodkow ej części g łów ki p lem n ik a
ogiera z e ja k u la tu .  X 70 000

Plazm olem a (P) odstaje od akrosomu, a silnie przylega do czapeczki dolnej (CDol). 
Strzałka w skazuje przejście części zasadniczej akrosomu (AZ) w  część rów nikow ą (AR). 
Nieciągła w arstewka substancji o średniej gęstości elektronowej pom iędzy czapeczką dolną 
i  akrosomem  a otoczką jądrową to substancja w okółjądrow a (S)

Ryc. 6. P rzek ró j podłużny  (równoległy) podstaw y  głów ki, szy jk i i górnej części
w s taw k i p lem n ik a  m yszy  z n a ją d rz a .  X  48 000

Poniżej p łytk i podstawowej (PP) położone jest 3-częściowe kapitulum  (C). Pod pierwszą, 
od lewej, częścią kapitulum  znajduje się skośnie ułożona centriola bliższa (CP). Pod drugą 
i  trzecią częścią kapitulum  kolumna segm entalna. Mitochondria w staw ki (M)
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Ryc. 7. F ra g m e n t  szy jk i i p le m n ik a  b u h a ja .  X 88 000
Kolumna segm entalna z prążkam i w  środku segm entów  (strzałki grubsze) i  w  środku  

jasnej przestrzeni oddzielającej segm enty  (strzałki cieńsze). Resztki centrioli dalszej (CD), 
powyżej skośnie do kolum ny, fragm ent centrioli bliższej (CP). W górne rejony kolum ny do
chodzą m ikrotubule centralne zespołu w łók ien  osiow ych  (WO)

Ryc. 8. P rzek ró j pod łużny  (równoległy) p o d s taw y  głów ki, szy jk i i począ tku  w s ta w k i
p le m n ik a  og iera  z e ja k u la tu .  X 80 000

U podstaw y jądra rozciąga się n iejednolitej grubości p łytka podstawowa (PP). Strzałki 
wskazują na przerwą i brak ciągłości pom iędzy kolum ną segm entalną a w łóknem  gęstym  (WG)

Ryc. 9. P rzek ró j podłużny  (równoległy) p o d s taw y  główki, szy jk i i począ tku  w s ta w k i
p lem n ik a  ogiera  z e jak u la tu .  X 30 000

Pionow o ustaw ione m itochondria (M) pqdwojnej spirali m itochondrialnej w staw ki w n i
kają głęboko w obręb szyjki. Włókna gęste w  przekroju podłużnym  (WG)

Ryc. 10. P rzek ró j  podłużny  w itk i  p le m n ik a  b a ra n a  n a  poziom ie w staw k i. X  30 000
Mitochondria spirali (M) w  górnej częśc i elektronogram u są przekrojone poprzecznie, 

w  dolnej zaś części płaszczyzna przekroju jest styczna do spirali mitochondrialnej

Ryc. 11. P rze k ro je  poprzeczne w ite k  p lem n ik a  m yszy. X 56 000
U dołu przekrój w itk i na poziom ie w sta w k i z: plazm olem ą (P), m itochondriam i (M), 

otoczką 9 w łókien  gęstych  (WG 1 - 9 )  i zespołem  w łókien  osiow ych (9 +  2) (WO). U góry: 
przekrój w itk i na poziom ie części głów nej w itk i, gdzie obok otoczki w łókien  gęstych  w y stę 
puje otoczka włóknista (OW) z dwoma kolum nam i (K)

Ryc. 12 i 13. P rze k ro je  pod łużne w ite k  p lem n ik ó w  b a ra n a  (12) i m yszy (13) p rz e d 
s taw ia jące  do lną  część w s ta w k i i p o czą tek  części g łów nej w itk i, rozgran iczone

p ierśc ien iem  Je n se n a  (PJ). O toczka w łó k n is ta  (OW) X 30 000

Ryc. 14. Częściowo schem atyczny  p rzek ró j  części g łów nej w itk i  p lem n ik a  ssaka.
(według K rzysztofow icz [47], opis uzupełn iony  w ed ług  [51])

1 — m ikrotubula centralna, 2 — m igrotubula A, 3 — m ikrotubula B, 4 — ram ię ze
w nętrzne m ikrotubuli A , 5 — m ostek  łączący podstaw y m ikrotubul A (nexin  bridge), 6 — 
łącznik prom ienisty  (radial link), 7 — otoczka pary m ikrotubul centralnych, 8  — m ostek  
łączący parę m ikrotubul centralnych, 9 — otoczka w łók ien  gęstych  (1 - 9), 10 — otoczka  
w łóknista , U  —  kolum na otoczki w łóknistej

7 — P ostępy Biol. Kom. 3/78
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3. P i e r ś c i e ń  J e n s e n a  (pierścień dalszy). Dolny koniec w staw 
ki wyznacza pierścień Jensena (ryc. 12, 13). W mikroskopie elektrono
wym ma on budowę homogenną i dosyć charakterystyczną dla ga tun 
ku [25]. W plemnikach królika w pierścieniu Jensena wykazano wysoką 
aktywność ATP - azy [74]. Plazmolema na wysokości pierścienia Jensena 
przylega całkowicie do jego zewnętrznej powierzchni (ryc. 12, 13).

CZĘŚĆ GŁÓWNA WITKI (PRINCIPAL PIECE)

1. O t o c z k a  w ł ó k n i s t a .  Bezpośrednio poniżej pierścienia Jen 
sena rozpoczyna się otoczka włóknista (ryc. 12, 13) rozciągająca się przez 
całą długość części głównej witki, najdłuższego odcinka u większości plem
ników ssaków. Wcześniejsze badania ME sugerowały, że otoczkę włókni
stą tworzy jedno spiralnie zwinięte włókno wokół wstawki [5, 60,63], 
Badania późniejsze wykazały, że otoczka włóknista zbudowana jest 
z dwóch strukturalnie odrębnych komponent: dwóch zwężających się ku 
końcowi witki kolumn, położonych w stosunku do siebie naprzeciwległe 
w płaszczyźnie wyznaczonej przez środkową parę mikrotubul zespołu 
włókien osiowych oraz żeberek zorientowanych poprzecznie do długiej 
osi plemnika i zlewających się z kolumnami [23, 24]. Dzięki udoskonale
niu metod izolacji [52] uzyskano ostatnio z plemników szczurów stosun
kowo czystą frakcję, w wysokim stopniu wzbogaconą w struk tu ry  otoczki 
włóknistej. Analiza biochemiczna składu białek tej frakcji wykazała, że 
otoczka włóknista zbudowana jest z pojedynczego łańcucha polipeptydo- 
wego o ciężarze cząsteczkowym 80 0 0 0  daltonów.

W mikroskopie elektronowym po zastosowaniu metody barwienia 
negatywowego stwierdzono, że żeberka otoczki włóknistej składają się 
z równolegle przebiegających włókien o średnicy 50-60A (posiadających 
paciorkowate zgrubienia) i że filamenty żeberek kontynuują się w kolum 
nach. Oznacza to, że opisywana odrębność strukturalna nie łączy się z od
mienną budową molekularną.

2. Z e s p ó ł  w ł ó k i e n  o s i o w y c h .  Skoordynowany, falisty ruch 
plemnika ssaka odbywa się dzięki skurczom ślizgowym 9 podwójnych 
m ikrotubul obwodowych przy współudziale pary mikrotubul centralnych 
i innych elementów m atriks zespołu włókien osiowych (9 —j— 2) [2, 51]. 
Każda z dziewięciu podwójnych mikrotubul obwodowych składa się z cy
lindrycznej mikrotubuli A (subfibre A) i przyległego do niej niepełnego 
cylindra mikrotubuli B (subfibre B) (ryc. 14). Mikrotubula A posiada po
nadto dwa ramiona (zewnętrzne i wewnętrzne) sterczące w kierunku mi
krotubuli B sąsiedniego dubletu. Do podstawy mikrotubul A przylega 
pasmo substancji (radial link), o gęstości elektronowej wyższej niż m a
triks zespołu włókien osiowych, końcem doosiowym przylegające do otocz
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ki mikrotubul centralnych (central sheath). Podstawy mikrotubul A są 
połączone obwodowo mostkami (nexin bridges) (przegląd piśmiennictwa 
według [25]). Ostatnio, głównie dzięki metodzie barwienia negatywnego, 
opisano dosyć dokładnie wzajemne stosunki topograficzne poszczególnych 
elementów zespołu włókien osiowych, co w niniejszym przeglądzie przed
stawione będzie na przykładzie witki plemnika szczura [51].

W parze mikrotubul centralnych, obserwowanych metodą barwienia 
negatywnego, jedna ma powierzchnię gładką, a druga jest opłaszczona 
cząsteczkami ułożonymi w niektórych rejonach w regularnych odstępach. 
Mikrotubule centralne w całej długości połączone są mostkami odległymi 
od siebie o 160 A. Mikrotubule centralne analizowane w TEM w prze
krojach poprzecznych również połączone są mostkami treści o wyższej 
gęstości elektronowej. Mostek ten ma 70 A szerokości, a przestrzeń od
dzielająca mikrotubule — 60 A. Wokół mikrotubul centralnych opisuje 
się otoczkę mikrotubul centralnych utworzoną przez jedno lub kilka 
spiralnie przebiegających włókien [25, 33]. Olson i Linek [51] analizując 
plemnik szczura opisują w tym samym rejonie inną jeszcze otoczkę utwo
rzoną przez dwa przeciwległe położone rzędy równomiernie rozmieszczo
nych łukowatych wyrostków (ryc. 14). Według Olsona i Lincka [51] 
otoczka utworzona przez łukowate wyrostki może występować obok spi
rali.

Otoczkę włókien centralnych i 9 podwójnych mikrotubul obwodo
wych spajają szprychowate łączniki promieniste (radial spokes). Łączniki 
te występują wzdłuż całej witki parami lub w tripletach [62, 66]. W plem
nikach szczura łączniki promieniste występują w tripletach odległych od 
siebie o 320 A. W obrębie tripletu łączniki 1  i 2 odległe są od siebie 
o 320 A, a łączniki 2 i 3 — o 240 A. Triplety łączników promienistych 
są ułożone skośnie w stosunku do mikrotubul. Pomiędzy końcami łączni
ków 1 i 2 tripletu przylegającymi do każdej z 9 podwójnych mikrotubul 
obwodowych widoczne są owalne cząsteczki rozmieszczone co 960 A. Na 
podstawie periodyczności występowania i położenia tych cząsteczek auto
rzy sugerują, iż są to mostki obwodowo łączące podstawy mikrotubul A 
dubletów (nexin bridges, nexin filaments), widoczne też na przekrojach 
poprzecznych witek plemników.

Podwójne mikrotubule obwodowe na dużej części swojej długości 
przebiegają wspólnie z zewnętrznie względem nich położonymi obwodo
wo włóknami gęstymi. W barwieniu negatywowym izowanych fragm en
tów witek plemnika szczura stwierdza się [51], że dublety włókien obwo
dowych i odpowiadające im włókna gęste utrzym ują się razem pomimo 
działania czynników fragmentujących. Za utrzymanie tej łączności mogą 
być odpowiedzialne włókniste mostki rozmieszczone co 960 A, każdora
zowo na wysokości łącznika nr 1 tropletu łączników promienistych [51].
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3. O d c i n e k  k o ń c o w y  w i t k i  (end piece). Ostatni odcinek w it
ki, pozbawiony zupełnie otoczek, zawiera tylko mikrotubule zespołu włó
kien osiowych kończące się na różnych poziomach, przez co na przekro
jach poprzecznych tego odcinka witki występuje niepełny zestaw mikro- 
tubul.
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R E C E N Z J E

CHARLES JEFFREY, Biological Nomenclature.

W ydanie  drugie. B roszura . E d w ard  A rno ld  Ltd., L ondyn , 1977. S tr . 72, fu n tó w
ang. 1,95.

Książka Ch. Jeffrey a, dyrektora naukowego Królewskiego Ogrodu 
Botanicznego w Kew, wydana została po raz pierwszy w 1973 r. dzięki 
staraniom Komisji Towarzystwa Systematyków (Anglia). Broszura ta  w y
jaśniała wszystkie tajniki nom enklatury systematycznej oraz technikę 
i metody w stosowanym nazewnictwie biologicznym. Wydanie drugie sta
ło się logiczną koniecznością po opublikowaniu w 1974 r. materiałów do
tyczących zmian w nazewnictwie zoologicznym, jakie zostały powzięte 
w czasie 16 Międzynarodowego Kongresu Zoologicznego w 1963 r. To 
samo dotyczyło również nazewnictwa botanicznego (Kongres Botaniczny 
w Leningradzie, 1975) oraz mianownictwa wirusologicznego (Międzynaro
dowy Komitet Taksonomii Wirusów, 1976).

Autor w sposób niezwykle jasny wprowadza nie obznajomionych 
z regułami taksonomicznymi przyrodników w metody nadawania nazw 
i ich poprawnego cytowania. Czytelnik znajdzie w tej książce wiele przy
kładów, zarówno botanicznych, jak i zoologicznych, poprawnego cytowa
nia nazw różnych gatunków, które ulegały rozmaitym zmianom lub mo
dyfikacjom. Książka ta  jest przydatnym nabytkiem w bibliotece każdego 
naturalisty.

W incenty  K ila rsk i

A. W. GRIMSTONE, The Electron Microscope in Biology.

W ydanie  drugie. E dw ard  A rno ld  Ltd., Londyn, 1977. Str. 65, fun tów  ang. 1,50.

Książka ma charakter broszurowy i jest wydana w ramach serii w y
dawniczej „Studies in Biology”. Celem tej serii jest szybkie informowa
nie czytelników o wszelkich nowościach z dziedziny biologii, jakie poja
wiają się z roku na rok, a które nie mogą być ujęte w całości w wyda
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niach książkowych ze względu na ich długi cykl produkcyjny. Książka 
Grimstona została po raz pierwszy wydana w 1968 r., a następnie prze
drukowana w 1970 i 1972 r. Ostatnie wydanie zostało uzupełnione roz
działem, w którym autor omawia zasady działania mikroskopu skaningo
wego i jego zastosowanie w biologii.

W pierwszym rozdziale autor w sposób elementarny wprowadza czy
telnika w zasady działania mikroskopu elektronowego. Następne dwa 
rozdziały poświęcone są technice obserwacji wirusów oraz komórek i tk a 
nek. Rozdział ostatni daje czytelnikowi przegląd możliwości zastosowa
nia mikroskopu skaningowego w biologii.

Książka Grimstona stanowi zapewne bardzo dobre uzupełnienie wie
dzy tych wszystkich przyrodników, którzy jeszcze nie zetknęli się z tą 
techniką badawczą.

W incenty  K ila rsk i

R. H. LOWE - McCONNELL, Ecology of Fishes in Tropical Waters.

W ydanie  pierw sze. B roszura. E d w ard  A rno ld  Ltd., Londyn, 1977. S tr . 64, f u n 
tów  ang. 1,80.

Ryby są jednym z głównych źródeł białka, z którego zasobów natu
ralnych korzysta cała ludzkość. Liczebny wzrost populacji ludów afry
kańskich i ludów innych krajów tropikalnych nasilił intensyfikację poło
wów ryb morskich i słodkowodnych. Dla wyrównania niedoborów białka 
zwierzęcego w krajach afrykańskich i azjatyckich, ich rządy kładą szcze
gólny nacisk na zakładanie sztucznych hodowli ryb, głównie z rodziny 
pielęgnicowatych (Cichlidae). Znajomość ekologii ryb ma zatem, poza 
aspektem czysto poznawczym, również aspekt utylitarny.

Autor recenzowanej książki zebrał liczne informacje rozproszone 
w rozmaitych publikacjach i przedstawił w sposób zwarty cały szereg 
problemów ekologicznych ryb zamieszkujących wody tropikalne. Prze
czytanie tej książki zaznajomi czytelnika z podstawami ekologii ryb tro 
pikalnych, co nie oznacza ryb akwariowych i tu ta j należy ostrzec tę g ru 
pę czytelników, która może szukać w tej książce informacji o hodowli 
ryb akwariowych. W kolejnych rozdziałach autor omawia warunki śro
dowiska, w jakim bytują ryby tropikalne i rozmieszczenie geograficzne 
podstawowych grup ryb, które wchodzą w skład populacji odpowiednich 
nisz ekologicznych. W rozdziałach 1 - 4  zostały omówione ryby pelagicz-
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ne, ryby szelfowe żyjące przy dnie oraz ryby raf koralowych. W roz
dziale 5 przedstawiono problemy ekologiczne ryb żyjących w wodach 
słodkich: w dużych jeziorach afrykańskich oraz w sztucznych jeziorach 
zaporowych. W rozdziale ostatnim czytelnik znajdzie informacje o spo
sobach eksploatowania i o zasobach wód tropikalnych. Książka jest ilu
strowana licznymi rysunkami i schematami.

W incenty  K ila rsk i
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INFORMACJE DLA AUTORÓW

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI drukują artykuły przeglądowe, omawiające
najnowsze osiągnięcia w dziedzinie biologii komórki, nie publikowane dotąd w in
nych wydawnictwach. Autorzy odpowiadają za ścisłość podawanych informacji.
Obowiązuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem histologicznym, ana
tomicznym i embriologicznym.

Artykuły drukowane w POSTĘPACH BIOLOGII KOMÓRKI nie mogą być 
bez zgody Redakcji publikowane w innych periodykach.

Prace należy przysyłać w dwu egzemplarzach — zarówno tekst, jak i załącz
niki. Objętość tekstu (bez rysunków wraz z objaśnieniami) nie powinna przekra
czać 20 stron maszynopisu. Maszynopis powinien być pisany jednostronnie, z pod
wójną interlinią, marginesem około 4 cm po lewej stronie oraz ponumerowany. 
W tekście nie należy robić żadnych podkreśleń na maszynie ani atramentem.

Na pierwszej stronic należy podać, przed tekstem, tytuł pracy w języku pol
skim i angielskim, pod nim imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska autorów oraz 
nazwę zakładu naukowego, w którym autorzy pracują, następnie krótkie stresz
czenie (ok. 1/2 strony) — również w języku polskim i angielskim. Za streszczeniem, 
z pozostawieniem około 5 cm odstępu, następuje tekst główny. W tekście nie 
należy zamieszczać żadnych tabel, rysunków, fotografii ani schematów. Dla ustale
nia ich lokalizacji należy pozostawić wolny wiersz w żądanym miejscu i odpowied
nio zaznaczyć ołówkiem na marginesie: tab. 1, ryc. 1 itp.

Tekst podzielony na rozdziały jest bardziej przejrzysty. Po tytułach wydzie
lonych nic należy stawiać kropek. Za tekstem należy dołączyć spis literatury. Po
winna być ona ułożona w porządku alfabetycznym. Powoływanie się na cytowaną 
literaturę następuje przez wymienienie liczby porządkowej w nawiasach prosto
kątnych, np. [5],

Przykłady cytowania literatury:
[II Sachsenmajer W., Remy U., Plattner R., Initiation of synchronous mitosis in 

Physarum polyc&phalum, Exptl. Celi. Res., 73: 41^188, 1972.
[ 2] Hnilica L. S., McClure M. E., Speltzberg T. C., Histone biosynthesis and the 

celi cycle, [w] Histone and Nucleohistoncs, red. D. M. P. Philips, Plenum Press. 
London, New York 1977, 60-64.
Tabele należy dołączyć na oddzielnych kartkach — każda powinna być pod

pisana. Rysunki, schematy, fotografie należy dołączyć w postaci nadającej się do 
reprodukcji lub przerysowania. Fotografie powinny być na błyszczącym papierze, 
kontrastowe. Podpisy pod ryciny powinny być dołączone na oddzielnej kartce. 
Przy załącznikach powinno być podane ich pochodzenie.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów.
Autor na życzenie Redakcji obowiązany jest dokonać korekty autorskiej, którą 

powinien zwrócić w ciągu 3 dni. Koszty spowodowane zmianami tekstu w ko
rekcie, poza poprawkami błędów drukarskich, ponosi Autor.

Artykuły honorowane są według ustalonych stawek, autorzy otrzymują 25 nad
bitek bezpłatnie.
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