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REAKCJE FOTOFOBOWE WICIOWCOW EUGLENOIDALNYCH

PHOTOPHOBIC RESPONSES IN EUGLENOID FLAGELLATES
Ewa MIKOLAJCZYK

Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN,
WARSZAWA

Streszczenie. Przedstawiono aktualne poglady na temat struktur komérkowych ime-
chanizméw odpowiedzialnych za reakcje fotofobowe wiciowcéw euglenoidalnych —
Euglena gracilis, Astasia longa i Peranema trichophorum. Przedstawiono role reak-
cji fotofobowych w fototaksjach u E. gracilis. Omoéwiono zagadnienia fotorecepcji,
transdukcji bodzcéw oraz molekularne podioze reakcji fotofobowych. Podkreslono
rowniez role reakcji fotofobowych w aspekcie ewolucji wiciowcéw. Zwrécono uwa-
ge na powigzanie systemo6w foto-, chemo- i mechanosensorycznego.

Summary. Recent concepts concerning the cell structures and mechanisms respon-
sible for photophobic responses of euglenoid flagellates — Euglena gracilis, Asta-
sia longa and Peranema trichophorum are presented. The role of the photophobic
responses in the phototaxis of E. gracilis is described. The mechanism of the pho-
toreception, phototransduction and molecular basis of the photophobic responses,
as well as the significance of the photophobic responses in the evolution of fla-
gellates are discussed. Interactions between photo-, chemo- and mechanosensory
systems are emphasized.

Stosowane skroty

CCCP — m-chlorofenylohydrazon cjanku karbonylu
CTAB — bromek cetylo-trojmetylo-amonowy

DCMU — 3-(3,4-dwuchlorofenylo)-I, 1-dwumetylomocznik
TPMP+ — jon trojfenylo-metylo-fosfoniowy

PFB — ciatko przywiciowe

PFR — pateczka przywiciowa
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I. WSTEP

Swiatto — to energia dla zywych organizméw, ktéra, w zaleznosci od
natezenia, moze by¢ niezbedna badz niebezpieczna zar6éwno dla auto-,
jak i heterotroféw. Wydaje sie wiec w petni zrozumiate, ze pierwotniaki
rozwinety mechanizmy umozliwiajgce odszukanie najdogodniejszych do
zycia warunkow Swietlnych i przebywanie w nich.

Na podstawie wieloletnich badan siegajacych poczatku XI1X w. (podsu-
mowanych w pracach [23-26, 38, 39, 46, 53, 60, 61, 66, 81, 83, 103, 104])
wyrézniono nastepujace zasadnicze rodzaje reakcji wiciowcow eugleno-
idalnych:

1. Fotokineza — reakcja polegajgca na zmianie szybkos$ci poruszania
sie komorki w zaleznosci od natezenia Swiatta. Podczas fotokinezy pier-
wotniak nie adaptuje sie do nowych warunkéw Swietlnych, tzn. reakcja
fotokinetyczna trwa tak dtugo, jak dlugo utrzymuje sie nizszy lub wyz-
szy od poprzedniego poziom natezenia Swiatla.

2. Reakcje fotofobowe — reakcje organizmu na nagte zmiany nateze-
nia Swiatta stymulujgcego (powyzej lub ponizej progu adaptacyjnego).
Reakcja komérki na nagte zwiekszenie natezenia $wiatla zwana jest, zgod-
nie z terminologig Diehna i wsp. [40], reakcjg step-up, natomiast na na-
glte zmniejszenie natezenia Swiatta — step-down. Polegajag one na zmia-
nie potozenia wici i rotacji komérki, co prowadzi do gwattownej zmiany
kierunku ruchu. Reakcje te sg przejsciowe; komorki adaptujg sie do no-
wych warunkéw o$wietlenia i powracajg do zwyklego dla nich sposobu
poruszania sie. Czas adaptacji zalezy od typu i sity bodzca.

3. Fototaksja — reakcja polegajgca na ukierunkowanym poruszaniu
sie pierwotniak6w w stosunku do zrédta Swiatta. Organizmy moga ptynaé
w kierunku Swiatta, wykazujac fototaksje dodatnig, lub od niego oddala¢,
wykazujagc fototaksje ujemng. Do lat osiemdziesigtych badanie fototaksji
u Euglena gracilis sprowadzato sie w rzeczywisto$ci do badania zjawisk
fotoakumulacji i fotodyspersji. Dopiero badania zachowania sie komo-
rek metodg mikrowideografii pozwolity na obserwacje u Euglena graci-
lis rzeczywistej fototaksji zaréwno dodatniej, jak i ujemnej |23, 63]. Fo-
totaksja dodatnia jest szczeg6lnie trudna do obserwacji, poniewaz zwykle
jedynie okoto 50% komérek jest zorientowanych doktadnie w kierunku
padajacego Swiatta [63].

Zjawiska fotoakumulacji i fotodyspersji nie sg robwnoznaczne z poje-
ciem fototaksji. Akumulacja, dziatajgca na zasadzie putapki swietlnej, po-
lega na gromadzeniu sie komdérek ptywajgcych ruchem nieukierunkowa-
nym, w os$wietlonym polu. Komérka, ktéra wptyneta tu przypadkowo,
juz go nie opuszcza, gdyz w momencie zetkniecia sie z jego granicg poja-
wia sie u niej reakcja step-down, zawracajgca ja, natomiast dyspersja
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polega na tym, ze komérki znajdujace sie w zbyt silnie oSwietlonym polu,
po wyptynieciu z niego, nie wpltywajg tam ponownie, zawracane na jego
granicy reakcjg step-up.

W tej pracy uwaga skupiona bedzie na reakcjach fotofobowych trzech
pierwotniakow z gromady Euglenida: wiciowca fotosyntetyzujacego —
Euglena gracilis i wiciowcéw bezbarwnych — Astasia longa i Peranema
trichophorum. Wiciowce te byty obiektami moich prac do$wiadczalnych
[91-100, 1331

Il. KROTKA CHARAKTERYSTYKA OBIEKTOW BADAN

Do gromady Euglenida (synonimy — Euglenophyta, Euglenoidina) na-
lezg zaréwno organizmy zielone — fotosyntetyzujgce np. Euglena graci-
lis, jak i bezbarwne, np. Astasia longa lub Peranema trichophorum. Jest
oczywiste, ze wszystkie zielone, fotosyntetyzujace wiciowce sg zdolne do
odbierania bodzcéw Swietlnych. Zdolno$¢ te wykazujg réwniez wiciowce
bezbarwne. U Peranema trichophorum, organizmu fagotroficznego, poru-
szajacego sie ruchem petzajacym, wrazliwo$¢ na Swiatto byta obserwo-
wana przez Masta [87], a potem szczeg6towo badana przez Shettlesa [120]
i Shortessa [121]. Astasia longa, bezbarwny, naturalny mutant Euglena
gracilis [114, 115, 117, 121, 137], przez wiele lat uchodzit za organizm
pozbawiony zdolnoSci do reagowania na Swiatlo [59, 85, 117]. W ostat-
nich latach wykazano jednak, ze reaguje ona na zwiekszanie jego nate-
zenia [92, 99, 128].

Euglena gracilis jest obiektem modelowym do badan biochemicznych,
ewolucyjnych i fizjologicznych wiciowcéw z gromady Euglenida (rye. 1).
Na niej przeprowadzono wiekszos¢ badan dotyczacych reakcji fotofobo-
wych, fotoakumulacji i fotodyspersji, fototaksji, mechanizmoéw fotore-

Ryc. 1. Schemat budowy Euglena gracilis
Fj — wi¢ lokomotoryczna; F2 — wi¢ zredukowana; S — stigma;
PFB — ciatko przywiciowe; P — paramylon; N — jadro;
Chi — chloroplast
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akcji i transdukcji bodzcow Swietlnych. W normalnych warunkach ko-
morka ptynie do przodu, zataczajac helise i spiralizujgc wokét podiuznej
osi ciata. O$ helisy okres$la kierunek ruchu (ryc. 3, cze$¢ dolna). Orga-
nelami odpowiedzialnymi za zachowanie sie organizmu, w zaleznoS$ci od
rodzaju i natezenia Swiatta, sg stigma i ciatko przywiciowe (paraflagellar
body), nazywane w skrécie PFB (ryc. 1, 2, 10, 11, 13), ktéremu przy-
pisuje sie role fotoreceptora. U innych wiciowcéw nieznane sg struktury

Ryc. 2. Schemat rezerwuaru Euglena gracilis

Fj — wi¢ lokomotoryczna; F2 — wi¢ zredukowana; PFB —

ciatko przywiciowe; S — stigma; mo — mikrotubule okrez-

ne; mp — mikrotubule podtuzne; sf — struktura fibrylarna;

f — filamenty taczace mikrotubule podtuzne z blong rezer-
wuaru

Ryc. 3. Schemat reakcji fotofobowych u Euglena gracilis [99]
strzatki_w/skazujg kierunek ) ptyniecia



Rye. 4-9. Reakcja fotofobowa step-up u Euglena gracilis

4 — wi¢ w potozeniu wzdtuz ciata; 5 — minimalna reorientacja wici; 6 — maksymalna reo-

rientacja wici; 7, 8 — skurcz komorki; 9 — renormalizacja — powrdét wici do potozenia

wzdtuz ciata i wydtuzanie sie komorki; obrazy uzyskane w mikroskopie $wietlnym, skala —
10 Hm



Rye. 10. Ciatko przywiciowe (PFB) widoczne w utrwalonej osmem komodrce Eugle-
na gracilis
obraz uzyskany w mikroskopie $wietlnym, skala — 10 *m
Ryc. 11. Przekrdj poprzeczny przez rezerwuar Euglena gracilis na poziomie stigmy
i PFB
obraz uzyskany w mikroskopie elektronowym, X 30000
Ryc. 12. Fragment przekroju poprzecznego rezerwuaru u Euglena gracilis. Widocz-

ne filamenty taczgace mikrotubule podtuzne z btong rezerwuaru
obraz uzyskany w mikroskopie elektronowym, X 60 000

Ryc. 13. Przekrdj podiuzny przez rezerwuar, wi¢ lokomotoryczng i PFB, obraz
uzyskany z mikroskopu elektronowego, X 54 000

oznaczenia do ryc. 11, 12, 13: Fj — wi¢ lokomotoryczna; F2 — wi¢ zredukowana; R — rezer-

wuar; PFB — ciatko przywiciowe;$* ~ystigma; M= ymitochondria; mp — mikrotubule po-

dtuzne; f — filamenty tgczace mikrotubule’ podtuzne z btong rezerwuaru



Rye. 14. Astasia longa widoczna w mikroskopie Swietlnym
(skala 10 jtm)

Ryc. 15-17. Reakcja fotofobowa Peranema trichophorum
15 — komérka normalnie petzajaca; 16, 17 — kurczaca sie

Ryc. 18-20. Rézne potozenia wici u Astasia longa
18 — potozenie wzdtuz ciata; 19 — minimalna reorientacja; 20 — maksymalna reorientacja;
komdrki impregnowane protargolem, obrazy uzyskane w mikroskopie $wietlnym [92], X 1000



Rye. 22. Hipotezy dotyczace fotorecepcji i fototransdukcji

u Euglena gracilis
a — jeden rodzaj czasteczek fotorecepcyjnych (flawina) i jedno organelum fotoreceptorowe
(PFB) odpowiedzialne za obydwie reakcje fotofobowe; b — oddzielne czasteczki fotorecepcyj-
ne i organela fotoreceptorowe dla kazdej z reakcji fotofobowych; ¢ — jeden rodzaj czaste-
czek fotorecepcyjnych (flawina) i

jedno organelum fotoreceptorowe (PFB),

za obydwie reakcje fotofobowe oraz dodatkowe czasteczki fotorecepcyjne dla

odpowiedzialne
reakcji step-up
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homologiczne do PFB. Tak wiec Euglena gracilis jest szczegdlnym wiciow-
cem majacym fotoreceptor w postaci wyspecjalizowanego organelum.

Astasia longa nie rézni sie wygladem zewnetrznym od Euglena gra-
cilis (ryc. 14), nie ma jednak chloroplastéw, stigmy i PFB (ryc. 18-20).
Po odkryciu zdolnosci do reagowania na bodZce Swietlne, Astasia stata
sie szczegoblnie interesujacym obiektem badan mechanizmoéw fotoreakcji.
Poznanie bowiem jej fotobehawioru rzuca Swiatto nie tylko na zagadnie-
nia mechanizméw Kkierujacych fotoreakcjami innych wiciowcow bezbar-
wnych, ale pozwala lepiej pozna¢ istote fotoreakcji organizmdéw fotosynte-
tyzujacych.

Peranema trichophorum jest wiciowcem bezbarwnym (ryc. 15), ktdre-
go gtdbwnym sposobem poruszania sie jest petzanie, cho¢ réwniez moze
ptywaé w toni wodnej. Petzanie polega na tym, ze komorka, wzdtuz kto-
rej przebiegajg fale perystaltyczne, ciggnieta jest po podtozu przez wic
lokomotoryczng. Podobnie jak Euglena gracilis i Astasia longa, P. tricho-
phorum ma dwie wici, z ktérych jedna jest wicig lokomotoryczng. U wi-
ci lokomotorycznej, skierowanej do przodu, pracuje jedynie cze$¢ dy-
stalna, zgieta pod katem 90° w stosunku do reszty [20, 73, 84],

I1. REAKCJE FOTOFOBOWE

Euglena gracilis reaguje zarbwno na gwattowne obnizenie, jak i zwie-
kszenie natezenia Swiatta, czyli wykazuje obydwie reakcje fobowe: step-
-up i step-down. Obie reakcje przejawiajg sie w podobny sposéb: wic
z potozenia wzdluz ciata, charakterystycznego dla komdrki normalnie
ptywajacej (ryc. 3, 4), przechodzi do potozenia prostopadtego do podtuz-
nej osi komorki (ryc. 3, cze$¢ gbrna, 5). Taka minimalna reorientacja wi-
ci powoduje, ze komoérka nie moze ptyngé do przodu. Poniewaz wic
w dalszym ciggu pracuje normalnie, jak w komorce niestymulowanej
[41], zmiana jej potozenia powoduje wiec rotacje catej komaorki (ryc. 3,
cze$¢ gorna). W Srodowisku wodnym o normalnej lepkosci minimalna
reorientacja wici (ryc. 5) wystarcza, aby komodrka rotowata i szybko
zmieniata kierunek ruchu. W pewnych okolicznosciach, np. w obecnosci
czynnika mechanicznego, utrudniajgcego pitywanie (w $rodowisku o pod-
wyzszonej lepkosci), lub pod wptywem silnego bodzca Swietlnego (jesli
trwa on wystarczajgco diugo) zachodzi maksymalna reorientacja wici
[95]. Polega ona na ustawieniu wici z przodu komarki (ryc. 6). Do re-
akcji wici dotaczaja sie skurcze ciala eugleny (ryc. 7, 8). Skurczona ko-
madrka, w Srodowisku o niskiej lepkosci, rotuje. Renormalizacja rozpoczy-
na sie od powrotu wici do pozycji wzdtuz ciata, po ktorym nastepuje wy-
dtuzanie sie komorki (ryc. 9).

Astasia longa reaguje jedynie, na nagte-zwiekszenie natezenia Swiatta
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stymulujgcego. Sama jednak reakcja step-up w S$rodowisku o niskiej
i podwyzszonej lepkosci przejawia sie podobnie jak u Euglena gracilis
[92, 128], Reorientacja wici przedstawiona jest na ryc. 18-20.

Peranema trichophorum, podobnie jak Astasia longa, reaguje tylko
na nagte zwiekszenie natezenia Swiatta [93, 120, 121]. Odpowiedzig Pe-
ranemy na bodziec Swietlny jest zmiana charakteru pracy wici, prowa-
dzaca do zatrzymania petzania i pojawienie sie skurczu ciata komorki
(ryc. 15-17).

IV. tANCUCH FOTOSENSORYCZNY U EUGLENA GRACILIS

tancuchem fotosensorycznym nazywamy proces fizjologiczny, ktory
rozpoczyna sie absorpcjg Swiatta przez organizm a konczy jego reakcja
lokomotoryczng (ryc. 21). Dotychczas u zadnego pierwotniaka nie ziden-
tyfikowano wszystkich komponentéw tafncucha fotosensorycznego. W kaz-
dym jednak systemie bodziec — reakcja muszg by¢ zawarte nastepujgce
elementy:

1. Fotoreceptor (wyodrebniony morfologicznie badz rozproszony) ab-
sorbujacy Swiatto i przetwarzajacy je w sygnat fizjologiczny.

2. Procesor, potgczony z komparatorem, decydujacy o tym, czy impuls
otrzymany przez komdrke zapoczatkuje reakcje lokomotoryczng, czy nie.
A wiec procesor odpowiedzialny jest za progi reakcji, a w przypadku
organizméw zdolnych do reakcji fotofobowych, ktére wymagajag od ko-
morki zdolnosci ,,pamietania” natezenia poprzedniego bodzca, za porow-
nanie natezen impulséw.

3. Efektor powodujgcy na sygnal procesora reorientacje wici. Nie na-
lezy efektora utozsamia¢ z mechanizmem napedowym wici, ktéry moze
dziata¢ niezaleznie od tego, czy jest stymulowany, czy nie. U Euglena
gracilis i innych wiciowcoéw nie poznano struktur, ktére peinityby role
efektora.

IV. 1. FOTORECEPCJA

Podstawowymi elementami kazdego fotoreceptora sg czasteczki foto-
recepcyjne. Informacji o naturze chemicznej fotoreceptora dostarcza prze-
de wszystkim pordéwnanie widma czynnoSciowego z widmem absorpcji
znanych pigmentéw, mimo ze nie zawsze ustalenie aktywnos$ci widmo-
wej pozwala na definitywne okreslenie charakteru czasteczek fotorecep-
cyjnych. Dzieje sie tak np. wowczas, gdy aktywny zakres widma jest
absorbowany przez kilka r6znych barwnikéw. Ma to miejsce np. u E. gra-
cilis, gdzie niebieskie $wiatto jest absorbowane nie tylko przez zo6ky
barwnik — flawine (podejrzang o udziat w fotorecepcji), ale rowniez
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przez obydwa barwniki fotosyntetyzujgce — chlorofil i karotenoidy.
Dlatego wielu autorow uzywato do badah komoérek pozbawionych chlo-
rofilu i czeSciowo lub catkowicie barwnikow stigmy (przede wszystkim
karotenoidow) [14, 17, 43, 59, 91, 136].

Poglady dotyczace czasteczek fotorecepcyjnych i organeli fotorecep-
torowych w komorkach E. gracilis mozna podzieli¢ na trzy grupy. Zwo-
lennicy pierwszej [17, 26] sadza, ze barwnik flawinowy zlokalizowany
w PFB jest barwnikiem fotorecepcyjnym, a tym samym wytgcznie PFB
jest fotoreceptorem dla obydwu reakcji fotofobowych i prawdopodobnie
w ogo6le fotobehawioru tego wiciowca. Kazda reakcja fotobowa miataby
natomiast oddzielny #tancuch transdukcji. Druga grupa badaczy [35, 94,
95] zaktada obecno$é dwéch rodzajow czgsteczek fotorecepcyjnych i dwoéch
organeli fotoreceptorowych, natomiast jeden tancuch transdukcji bodz-
ca. Mikotajczyk [91] wysuneta hipoteze, ze flawina w PFB odpowiedzial-
na jest za obydwie reakcje fotofobowe, jednakze istniejg w komdrce do-
datkowe czasteczki fotorecepcyjne dla reakcji step-up, ewolucyjnie wczes-
niejsze, ktérych widmo czynnos$ciowe siega 550 nm (ryc. 22).

IV. 1 1 Flawina jako barwnik fotorecepcyjny, a PFB jako organelum
fotoreceptorowe dla obydwu reakcji fotofobowych

Euglena gracilis, jak wiele innych jednokomérkowych eukariontéw,
jest od dawna znana ze szczeg6lnej wrazliwosci na niebieski zakres wid-
ma [21, 51]. Obserwowano rdéwniez, ze najwrazliwszy na S$wiatlo jest
przedni koniec [74, 127], a wiec tam nalezy doszukiwaé sie fotoreceptora
niebieskiego Swiatta. Pod uwage brane byly zaréwno stigma, jak i ciatko
przywiciowe (PFB) jako bezspornie biorgce udziat w fotoreakcjach Eu-
glena gracilis [3, 86, 130].

W 1956 roku Pringsheim [116], po zbadaniu fotobehawioralnej wraz-
liwosci widmowej E. gracilis, wskazuje na flawine jako pigment fotore-
cepcyjny. PoOZniejsze, dokladniejsze badania potwierdzajg te hipoteze [4,
18, 19, 24, 32, 33, 42, 46, 56, 108, 129, 135]. Checcucci i wsp. [17] poréw-
nali widma czynnosSciowe zaréwno fotoakumulacji komoérek zielonych
i etiolowanych, a wiec pozbawionych chlorofilu i czesciowo barwnikow
stigmy, jak i fotodyspersji komdrek odbarwionych streptomycyng —
pozbawionych zaréwno chlorofilu, jak i barwnikéw karotenoidowych
(ryc. 23b) z widmem absorpcji flawoproteiny (ryc. 23d). Nalezy podkre-
§li¢, ze wszystkie trzy rodzaje komdrek miaty nie naruszone PFB. Uzys-
kane krzywe widmowe nie roznity sie zasadniczo od siebie. Pozwolito to
autorom na wysuniecie wniosku, ze za obydwie reakcje fotofobowe,
a prawdopodobnie i za wszystkie inne fotoreakcje, odpowiedzialny jest
barwnik flawinowy. Krzywe widm czynnosciowych dla reakcji step-down
(ryc. 23c), uzyskane przez Barghigianiego i wsp. [4], i fotoakumulacji
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(rye. 23a), otrzymane przez Diehna [33], s3 w podobne do widm uzyska-
nych przez Checcucciego i wsp. [17]. Ukazala sie praca Lenciego i wsp.
[82] dostarczajgca dowodow na flawinowy charakter barwnika warunku-
jacego ujemng fototaksje u E. gracilis.

Ryc. 23. Widma czynnoséciowe u Euglena
gracilis [26]

a — fotoakumulacji komérek zielonych badanej
przez Diehna [33]; b — fotoakumulacji komo-
rek zielonych — 1, fotoakumulacji komdrek etio-
lowanych — 2, folodyspersji komérek odbarwio-
nych streptomycyng — 3, badanych przez Chec-
cucciego i wsp. [17]; ¢ — reakcji step-down u po-
jedynczych komédrek, Barghigiani i wsp. [4];, d —
absorpcji flawoproteiny okre$lonej przez Colom-
bettiego i wsp. [27]

Badania in vivo fluorescencji komorek E. gracilis [10, 11, 58] wyka-
zaly, ze przednia cze$¢ komorki, w miejscu gdzie znajduje sie PFB, wy-
kazuje zétozielong fluorescencje charakterystyczng dla flawiny. Wska-
zywaloby to na flawine jako barwnik fotorecepcyjny i ponadto na PFB
jako na organelum fotoreceptorowe. Potwierdzeniem hipotezy o istnieniu
jednego fotoreceptora — PFB u E. gracilis byty doswiadczenia nad sty-
mulacjg réznych obszarow komérki wigzkg laserowg [26]. Okazato sie,
ze obydwie reakcje fotofobowe mozna byto wywotaé jedynie wowczas,
gdy naswietlano obszar, gdzie znajduje sie PFB.

IV. 1 2. Prawdopodobienstwo wystepowania dwoch rodzajow czasteczek
fotorecepcyjnych i dwoch organeli fotoreceptorowych.

Mozliwos¢ wystepowania w komorce E. gracilis dwoch rodzajow cza-
steczek fotorecepcyjnych: flawiny (w PFB) dla reakcji step-down i foto-
akumulacji, czasteczek fotorecepcyjnych o niezidentyfikowanej naturze
dla reakcji step-up i fotodyspersji, oraz dwoch fotoreceptorow oddziel-



REAKCJE FOTOFOBOWE WICIOWCOW 423

nych dla kazdej z tych reakcji (jednym z nich jest PFB), zaktadat Diehn
[35]. Uczynit to na podstawie wynikow wczes$niejszych badan nad wpty-
wem jodku potasu na fotoakumulacje komérek [42] i pordwnaniu widma
absorpcji ryboflawiny z widmem czynnosSciowym fotoakumulacji [33].
Absorpcja Swiatta przez flawine prowadzi do jej elektronowego wzbu-
dzenia. Proces ten nie wystepuje u barwnikow karotenoidowych [123],
Jesli wiec w komdrkach E. gracilis miatoby miejsce wzbudzenie flawiny,
to substancje, ktére wygaszajg ten stan, powinny wptywa¢ hamujgco na
jej fotoreakcje. Nie powinny natomiast wptywaé na zachowanie sie ko-
morek, gdyby barwnikiem byty np. karotenoidy. Znanym czynnikiem,
ktéry wygasza stan wzbudzenia flawiny, nie wpitywajac na karotenoidy,
jest wiasnie jodek potasu [109, 123]. Zwigzek ten istotnie hamuje foto-
akumulacje euglen, a widmo czynnosciowe dla tej reakcji pokrywa sie
z widmem absorpcji ryboflawiny. Dalsze badania nad wpltywem na re-
akcje fotofobowe KJ [94] i detergentow [96] potwierdzaly te hipoteze.
Oba czynniki dziataly bowiem wybi6rczo, hamujgc reakcje step-down,
nie wywieraty natomiast wptywu na reakcje step-up. Wydawato sie wiec
prawdopodobne, ze za reakcje step-down odpowiedzialna jest flawina wy-
petniajagca PFB, a za step-up odpowiedzialne sg jakie$ inne, nieflawino-
we czasteczki fotorecepcyjne, umieszczone poza PFB. Obydwie reakcje
fotofobowe miatyby natomiast jeden wspdlny tancuch transdukcji.

IV. 1 3. PrawdopodobiefAstwo istnienia dodatkowych czasteczek fotore-
cepcyjnych dla reakcji step-up

Wiadomo, ze komdrki zielone i etiolowane E. gracilis majg rozny
prog wrazliwosci dla reakcji step-up [17]. Komorki etiolowane sg znacz-
nie wrazliwsze na $wiatto i reagujg reakcja step-up na natezenie Swiatta
powodujagce u komoérek zielonych reakcje step-down. Szczeg6towe bada-
nia przy zastosowaniu S$wiatta o réznej dtugosci fali, przeprowadzone przez
Mikotajczyk [91] wykazaty, ze obnizeniu progu dla reakcji step-up u ko-
madrek etiolowanych towarzyszy rozszerzenie widma czynnos$ciowego dla
tej reakcji do 535 nm, podczas gdy komorki zielone wykazujg reakcje
step-up w zakresie widma nie przekraczajgcym 520 nm (tab. 1). Obnize-
nie progu obserwowane jest u obydwu rodzajow komdrek po zmianie
Srodowiska zewnetrznego z hodowlanego na buforowe. Zjawisku temu
towarzyszy rozszerzenie widma czynnosciowego dla reakcji step-up w ko-
maérkach zielonych do 535 nm, a etiolowanych — do 550 nm. Poniewaz
wiadomo, ze flawina nie absorbuje Swiatta powyzej 520 nm, muszg wiec
by¢ w komoérce dodatkowe czasteczki fotorecepcyjne. Potwierdza¢ to mo-
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ze udowodniona przez Hé&dera i Melkoniana [64] wrazliwo$¢ zielonej
E. mutabilis na swiatto o dtugosci fali do 660 nm.

Lokalizacja dodatkowych czasteczek fotorecepcyjnych w komdrkach
E. gracilis nie jest pewna. Poniewaz, jak wykazaty doswiadczenia Colom-
bettiego i wsp. [26], stymulacja wiazkg laserowg jedynie regionu PFB
wywotuje pojawienie sie obydwu reakcji fotofobowych, wydaje sie wiec,
ze czasteczki fotorecepcyjne umieszczone moga by¢ w btonie wici na po-
ziomie PFB. Jest to tym bardziej mozliwe, ze btona na poziomie PFB
jest inaczej zbudowana niz btona pozostatej czesci wici [118].

Wido czynnoiciove da reakgji step-up u Egracilis [nm)]

zielone eliolowane
$Srodowisko HO
hodowlare
P i 330535 350550

Wydawato sie, ze dowodow na ktérg$ z omoéwionych tu hipotez do-
starczy zbadanie wptywu pronazy na reakcje fotofobowe E. gracilis [133],
Byto to o tyle obiecujagce, Zze pronaza ma bardzo silny wplyw na PFB
u utrwalonych komérek E. gracilis [2]. Niestety, wyniki uzyskane in vivo
nie rozstrzygnety tego problemu. Pronaza nie powodowata widocznych
zmian morfologicznych w PFB (jak przy stosowaniu in vitro), hamowata
natomiast reakcje step-down, gdy wptyw jej na reakcje step-up byt
znacznie mniejszy. Powro6t zdolnosci komérek do reagowania na zwigk-
szenie natezenia Swiatlta (step-up) po usunieciu pronazy ze S$rodowiska
zachodzi w ciggu kilku minut, natomiast na zmniejszenie natezenia $wiat-
ta (step-down) dopiero po okoto 2 godz. od chwili przeptukania. Mozliwe
jest wiec dziatanie pronazy w kilku miejscach tancucha fotosensoryczne-
go. Pronaza moze oddziatywa¢ zar6wno na fotoreceptor, tancuch trans-
dukcji, jak i na aparat lokomotoryczny. Je$li przyjmiemy, ze PFB jest
fotoreceptorem dla obydwu reakcji fotofobowych, to wptyw na nie pro-
nazy powinien by¢ podobny. Poniewaz pronaza znacznie silniej wptywa
na reakcje step-down, wydaje sie wiec, ze zaatakowany jest tancuch
transdukcji odpowiedzialny za te reakcje. JeSli przyjmiemy hipoteze
o istnieniu dwoch rodzajow czasteczek fotorecepcyjnych (oddzielnych dla
reakcji step-down i step-up), to uzyskane wyniki wskazuja, ze pronaza
edziata destrukcyjnie na czasteczki odpowiedzialne za reakcje step-down.
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Sprawe komplikuje fakt, ze pronaza wptywa hamujgco na szybkos$¢ pty-
wania komérek, a wiec moze réwniez oddziatywac¢ na btone wici lokomo-
torycznej. Sprawa wiec liczby organeli fotoreceptorowych, jak i rodza-
jow czasteczek fotorecepcyjnych pozostaje w dalszym ciggu w sferze nie
rozstrzygnietych hipotez.

IV.1.4. Budowa PFB

Ciatko przywiciowe (PFB) lezy pod btong wici lokomotorycznej nie-
daleko jej podstawy (ryc. 1, 2, 10, 11, 13). Wewnetrzna struktura PFB
u E. gracilis byta badana przez wielu biologéw [2, 10, 34, 54, 75, 76, 79,
80, 111, 112, 132], Ma ono forme krystaliczng o wymiarach 89 X 7,7 X
X8,3nmolekko zaburzonym wzorze heksagonalnym [111]. Wiele badan
wskazuje, ze ma ono wiasciwosci dwojtomne [10, 31, 33, 135]. Jego poto-
zenie jest state, o okre$lonej orientacji w stosunku do aksonemy i tzw.
pateczki przywiciowej (paraflagellar rod — PFR), biegnacej wzdtuz
aksonemy od podstawy do konca wici. Ustalono metodami cytochemicz-
nymi, ze barwnik flawinowy w PFB zwigzany jest z biatkami, nie stwier-
dzono natomiast obecnosci ani lipidéw, ani wielocukrow.

Robenek i Melkonian [118], badajagc PFB metodg kriorytownictwa
(freeze fracturing) wykazali nie tylko r6zng budowe btony wici na po"-
ziomie PFB, ale wykryli potgczenie, w ich przekonaniu state, na krétkim
odcinku miedzy PFB i plazmolemg. Wskazywatoby to na specjalne wtas-
ciwosci fragmentu btony, ktéra mogtaby odgrywac istotng role w trans-
dukcji bodzcow. Mogtoby wiec to by¢ miejsce, gdzie, wedtug Doughty
i wsp. [50], pompa Na/K jest zwigzana z procesem fototransdukcji u E.
gracilis. Wyniki te nie sg zaskakujgce. Powigzanie bowiem barwnika fo-

toreceptora ze strukturami btonowymi sugerowat réwniez Haupt [66],
\

IV.15. Rola stigmy w fotobehawiorze Euglena gracilis

Stigma jest drugim, obok PFB, organelum warunkujacym fotobeha-
wior E. gracilis. Stigmg nazywa sie skupisko obtonionych, osmofilnych,
czerwonopomaranczowych kropli zawierajagcych gtéwnie karotenoidy [6,
8, 9, 13, 68, 69, 131, 134], Krople stigmy utozone sg wzdtuz Sciany rezer-
wuaru (ryc. 1, 2, 11) na dbugosci 2-3 gm. Oprocz karotenoidéw, Sperling-
Pagni i wsp. [126] wykazali obecno$¢ w stigmie niewielkich ilosci fla-
winy. Wielkos$¢ stigmy i natezenie jej barwy sg zalezne od obecnosci barw-
nych karotenoidéw [70]. Tworzenie ich uwarunkowane jest obecnoscig
Swiatta.
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IV.1.5.1. Ekranizujgca funkcja stigmy

Spér o to, czy stigma gra czynng role jako fotoreceptor, czy bierng
jako ekran ostaniajagcy PFB przed Swiattem, toczyt sie dosé diugo. Obec-
nie przewaza opinia o jej biernej, ekranizujacej roli w fotobehawiorze E.
gracilis. Badania spektroskopowe i fotochemiczne stigmy [67, 14, 125] wy-
kazaty, ze karotenoidy nie moga petni¢ roli barwnika fotorecepcyjnego
u eugleny, nie sg bowiem zdolne do zainicjowania pierwszej fotoreakcji
w tafncuchu sensorycznym. Wykrycie jednak flawiny w stigmie przy-
czynito sie do wysuniecia hipotezy, ze stigma mogtaby, oprécz ostaniania
PFB, petni¢ czynng role w procesach fotorecepcji u E. gracilis.

Dalszych dowoddéw na ekranizujgca role stigmy dostarczyty badania
fotoreakcji komodrek etiolowanych. Zielone, fotosyntetyzujagce komorki
E. gracilis, ze stigmga o gtebokiej, czerwonopomarainczowej barwie reagu-
ja zarébwno na zmniejszenie, jak i na zwiekszenie natezenia Swiatta. Ina-
czej zachowujg sie komorki hodowane w ciemnosci, w ktérych przepusz-
czalno$¢ Swiatla przez krople stigmy zwieksza sie do okoto 70% [9]r
Wprawdzie w dalszym ciggu majg zachowang zdolno$¢ do reakcji step-
-down i step-up, jednak fotoakumulacja w poréwnaniu do fotoakumula-
cji komérek zielonych zredukowana jest do 50%. Komorki pozbawione
na state (pod wptywem streptomycyny) zaréwno chlorofilu, jak i barw-
nikdw stigmy, nie wykazuja ani reakcji step-down, ani fotoakumulacji.
Zdolne sg jedynie do reakcji step-up i fotodyspersji [17, 28]. Z danych
tych wynika, ze stigma jest konieczna dla reakcji step-down, fotoakumu-
lacji i prawdopodobnie fototaksji dodatniej, niekonieczna natomiast dla
reakcji step-up, fotodyspersji i by¢é moze fototaksji ujemnej.

IV.152. Wplyw zabarwienia stigmy na prog wrazliwosci dla reakcji
step-up

Badania ostatnich lat wykazaly, ze préog wrazliwosci euglen dla reak-
cji step-up obniza sie w zalezno$ci od zabarwienia stigmy [17, 28]. Bez-
barwne (odbarwione streptomycyna) komérki E. gracilis wykazujg reak-
cje step-up w catym zakresie badanego natezenia Swiatta [17], a u ko-
mdrek hodowanych w ciemnosci prég wrazliwosci dla reakcji step-up
obniza sie do poziomu progu reakcji step-down komérek zielonych [28].

Szczeg6towe badania réznic we wrazliwosci na Swiatto euglen zielo-
nych i etiolowanych, przy réznych dtugosciach fali swiatta stymulujace-
go, przeprowadzone przez Mikotajczyk [91] wykazaly, ze wrazliwo$¢ ko-
morek etiolowanych jest kilkakrotnie wieksza niz zielonych w zakresie
widma 350-475 nm. Powyzej tego zakresu wrazliwosé¢ komdrek etiolowa-
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nych obniza sie, a przy 525 nm sg one juz tylko niewiele wrazliwsze od
zielonych (ryc. 24). Odbarwieniu stigmy towarzyszy lekkie, do 535 nm,
rozszerzenie widma czynnosciowego dla reakcji step-up. Zagadnienie to
zostato omowione juz w jednym z poprzednich rozdziatow.

Ryc. 24. Réznice miedzy wrazliwosciag na Swiatto zielonych i etiolowanych komoérek

Euglena gracilis [91]. Wzgledny prdég oznacza stosunek progowego natezenia $wiatta

dla reakcji step-up komdrek etiolowanych do progowego natezenia S$wiatta dla
tej reakcji komorek zielonych

Jak juz byto powiedziane, odbarwieniu stigmy i catej komorki towa-
rzyszy zanik reakcji step-down [17]; moze on jednak wystepowacé w roz-
nych okolicznosciach, nie zawsze zwigzanych ze stopniem odbarwienia
stigmy, zawsze natomiast towarzyszy mu obnizenie progu wrazliwosci
dla reakcji step-up. A wiec np. obnizenie progu wrazliwos$ci dla reakcji
step-up wystepuje u komérek bedacych w logarytmicznej fazie wzrostu,
kiedy, wedtug interpretacji Colombettiego i wsp. [28], nie dziata tancuch
fototransdukcji dla reakcji step-down. Wraz ze starzeniem sie hodowli,
przy tym samym natezeniu Swiatta stymulujgcego, zwieksza sie procent
komoérek wykazujacych reakcje step-down, a zmniejsza procent komérek
wykazujgcych reakcje step-up (podnosi sie bowiem prég wrazliwosci dla
tej reakcji). Zahamowanie za$ reakcji step-down pod wpltywem detergen-
tow powoduje jednoczesne obnizenie progu wrazliwos$ci dla reakcji step-
-up [96], A wiec przy natezeniu Swiatta, dla ktdrego u komorek kontrol-
nych wystepowata reakcja step-down, u traktowanych  detergentem
CTAB wystepowata reakcja step-up.

Innym, interesujacym przyktadem warunkéw, w ktérych wraz z za-
nikiem reakcji step-down wystepuje obnizenie progu dla reakcji step-up,
jest zmiana $rodowiska zewnetrznego z hodowlanego na np. roztwér bu-
forowy, zawierajgcy jedynie jony konieczne do normalnego funkcjono-
wania wici, a wiec Ca2+, Mg+ i K+ [91, 101]. Zjawisko czasowego (na
kilka godzin) zaniku reakcji step-down u komorek przeptukanych bufo-
rem po raz pierwszy obserwowali Doughty i Diehn [45]. Nie zalezy ono
od $rodowiska hodowlanego i nie jest spowodowane szokiem mechanicz-
nym przy wirowaniu komorek w czasie przeptukiwania. Zaréwno szyb-
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kos¢ powracania tej reakcji, jak i jej sita zalezg w duzym stopniu od
obecnos$ci w Srodowisku jonéw Ca2+ i K+, nie zalezg natomiast od jo-
néw Na+ i H+ [48]. Wraz z powrotem reakcji step-down prég dla reakcji
step-up podnosi sie do poziomu sprzed przeptukania. Podtoze molekular-
ne tego zjawiska do tej pory nie jest znane.

Podsumowujac dotychczasowe rozwazania, mozna stwierdzi¢, ze obni-
zenie progu wrazliwosci dla reakcji step-up moze by¢ state lub czasowe
[91]. Obnizenie state wystepuje u komdrek etiolowanych i jest zwigzane
z zabarwieniem stigmy. W ciemnos$ci stigma ulega czesciowemu odbar-
wieniu, co w konsekwencji powoduje zwiekszenie jej przepuszczalnosci
dla Swiatta. Obnizony prég dla reakcji step-up bedzie trwat tak diugo,
jak diugo komérki beda trzymane bez dostepu Swiatta. Czasowym, trwa-
jacym zwykle kilka godzin obnizeniem progu bedzie np. obnizenie wy-
wotane wymiang S$rodowiska zewnetrznego. Z chwilg samoistnego po-
wrotu reakcji step-down, prég dla reakcji step-up podniesie sie do stanu
wyjsciowego.

Zjawisko obnizenia progu dla reakcji step-up obserwowano réwniez
u Astasia longa [92]. Spowodowane ono byto, podobnie jak u E. gracilis,
zmiang S$rodowiska zewnetrznego. Mozna wiec wnioskowac, ze obnizenie
progu dla reakcji step-up, spowodowane zmiang Srodowiska, nie zalezy
od obecnosci ani stigmy, ani PFB.

IV.1.6. Mechanizm fototaksji

Przyjmuje sie, ze fototaksja u Euglena gracilis jest wynikiem serii
reakcji fotofobowych step-down i step-up, korygujacych kierunek ruchu
I[15, 26, 32, 38]. Komdrka musi wiec umie¢ rozpoznawac potozenie Zrédia
Swiatta [52]. Przy bocznym oswietleniu, w obecnosci stigmy i przy heli-
kalnym poruszaniu sie organizmu S$wiatlo periodycznie os$wietla fotore-
ceptor. W czasie bedzie wiec on np. znajdowat sie pod bezposrednim
wptywem Swiatta, aby za chwile, w czasie t2, by¢ od niego ostonietym
przez stigme (ryc. 25a). Stigma absorbuje cze$¢ padajacego na nig Swiat-
ta, w konsekwencji czego mniej Swiatta moze zaabsorbowac fotorecepto™'.
Fotoreceptor ma zdolnosci poréwnywania natezen S$wiatta odebranych
w réznym czasie [52]. Euglena odbierajgc wiec dwa rozne sygnaly moze
okresli¢ z ktdrej strony pada Swiatto i skorygowac, poprzez reakcje fobo-
wa, swojg pozycje. W przypadku fototaksji dodatniej, za kazdym razem,
kiedy stigma jest ustawiona miedzy zroditem S$wiatta a fotoreceptorem,
pojawia sie¢ reakcja step-down, ktora powoduje zmiane potozenia komar-
ki. Taka stopniowa korekcja trwa dopéty, dopdki komérka nie bedzie
zorientowana w kierunku $wiatta, a wiec dopdki fotoreceptor nie bedzie
stale oSwietlony (ryc. 25b). W przypadku fototaksji ujemnej eugleny,
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poprzez reakcje step-up, ustawiajg sie tylnym konAcem ciata do Zzrddia
Swiatla, co powoduje, ze chloroplasty spetnia¢c moga dodatkowo role
ostaniajgcg PFB [9]. Foster i Smyth [55] wskazali na analogie miedzy
Sledzeniem przez komérke kierunku padania Swiatta a dziataniem ra-
daru.

Ryc. 25. Mechanizm fototaksji u Euglena gracilis

a — potozenie komdrki w stosunku do Zrédia Swiat-

ta w czasie i t2; b — stopniowa korekcja poprzez

reakcje fotofobowe, kierunku ptywania od Zrédta
Swiatta i do niego

Omoéwiony tu mechanizm fototaksji oparty jest na zatozeniu, ze za
orientacje komorek w stosunku do padajgcego Swiatta odpowiedzialne
sg reakcje fobowe. Nie mozna jednak pomingé stwierdzenia, ze fototaksje
moga byé niezalezne od reakcji fotofobowych [23]. Okazato sig, ze foto,-
taksja ujemna moze by¢ wywotana Swiattem o natezeniu znacznie mniej-
szym od tego, jakie jest potrzebne do wywotania reakcji step-up [23].
Ponadto NaN3 — hamujgcy fototaksje ujemnag, a TPMP+ — dodatnig,
nie majg zadnego wptywu na reakcje fotofobowe [5]. Tak wiec mecha-
nizm orientacji komoérek w stosunku do Zrédia Swiatla ponownie stat sie
zagadnieniem otwartym.

IV.1.7. Molekularne podtoze fotorecepcji i transdukcji bodzcow

Penzer i Radda [109] oraz Song i Moore [123] wykazali, ze absorpcja
Swiatta powoduje elektronowe wzbudzenie flawiny do stanu tripletowego.
Na tej podstawie oraz na podstawie badan wtasnych nad wptywem jodku
potasu na fotobehawior E. gracilis, Diehn i Kint [42] wysuneli hipoteze
o flawinowym podtozu fotorecepcji (omowione w jednym z poprzednich
rozdziatow). Pozostaje jednak problemem otwartym, w jaki sposob sygnat
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z fotoreceptora jest przenoszony do efektora zawiadujagcego mechanizmem
kontrolujgcym prace wici. Najbardziej przekonujgcg hipoteze transdukcji
przedstawit Diehn [35-37]. Wedtug niej system transdukcji u euglen adap-
tuje sie do zewnetrznych warunkéw S$wietlnych. W celu wywotania reak-
cji fotofobowej, natezenie Swiatta stymulujgcego musi znacznie sie roz-
ni¢ od natezenia Swiatta poziomu adaptacyjnego. Wiciowiec z zaadapto-
wanym systemem transdukcji do Swiatta o niskim natezeniu bedzie wy-
kazywat reakcje step-up natychmiast po zwigkszeniu natezenia znacznie
ponad poziom adaptacyjny, i odwrotnie, po adaptacji do duzego nateze-
nia, jego zmniejszenie wywota reakcje step-down. Diehn podkresla réw-
niez, ze dwie reakcje fotofobowe nie moga wystapi¢ jednoczesnie. Reak-
cja step-up nie wystagpi wiec u komérek, ktére witasnie zaczety wykazy-
wac silng reakcje step-down. Takie zachowanie sie organizmu wskazuje,
ze w komorkach musi wystepowaé przetwarzanie sygnatéw dostarczanych
z fotoreceptora. Procesor, wedtug Diehna, moze wiec by¢ traktowany jako
urzadzenie elektroniczne. Wejscie jego zawiera sygnat elektryczny, kto-
rego wielko$¢ jest funkcjg natezenia padajacego na fotoreceptor Swiatla,
natomiast wyjscie z procesora zawiera juz ,rozkazy”, ktére aktywuja
odpowiedni efektor.

W modelu proponowanym przez Piccini i Omodeo [112] zaktada sie,
podobnie jak w modelu Diehna, ze komorka zdolna jest do poréwnywa-
nia intensywnos$ci sygnatdw wysytanych przez fotoreceptor, a wiec ma
zdolno$¢ poréwnywania kolejnych sygnatéw. Reakcja fotofobowa pojawia
sie wowczas, gdy komdrka jest w stanie wykry¢ réznice w zmianach na-
tezenia Swiatta. ROznice w natezeniu sygnatow bytyby rozrdzniane przez
komparator (nazywany przez Diehna procesorem). Komparator umiejsco-
wiony bytby u podstawy wici. Role efektora petnityby z kolei fibryle
0 naturze, by¢ moze, aktomiozynowej, lezagce miedzy podtuznymi a okrez-
nymi mikrotubulami na wysokosci szyjki rezerwuaru (ryc. 2). Ich skurcz
zmieniatby ksztatt rezerwuaru, co w konsekwencji prowadzitoby do re-
orientacji wici i reakcji catej komérki. Na istnienie u E. gracilis F-aktyny
wskazujg doswiadczenia przeprowadzone przez Bassi i Domini [7]. Poli
1 wsp. [113], stosujagc te same metody, nie potwierdzili jednak tego.
Wczesniejsze badania nad wptywem cytochalazyny B i C [29] na komor-
ki E. gracilis rdwniez nie wskazywaty na aktynowy charakter fibryli
u tych wiciowcow. Aktynopodobne biatka zidentyfikowano natomiast
w komorkach innego wiciowca euglenoidalnego — Distigma proteus [57].
Role efektora przypisuje sie rowniez PFR [16, 77] lub aksonemie wici
lokomotorycznej [77]. Znalezienie w PFR aktywnej ATP-azy [110] silnie
wspiera hipoteze o roli tej struktury jako efektora w tafcuchu fototrans-
dukcji u E. gracilis.

Prébe znalezienia jonowego mechanizmu reakcji step-down podjeli
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Doughty i Diehn [45, 47, 49] oraz Doughty i wsp. [50]. Uwazajg oni, ze
w tej reakcji fotofobowej bierze udzial pompa Na+/K+ w bionie wici
lokomotorycznej. Na podstawie uzyskanych wynikéw przedstawili model
jonowego mechanizmu kierujgcego reakcjg step-down (ryc. 26). Wedtug

Ryc. 26. Schemat zaproponowanego przez Doughty i Diehna [45] oraz Doughty i wsp.
[50] jonowego mechanizmu reakcji step-down [26, 83] (zmieniony)

tego modelu Swiatto zaabsorbowane przez flawine w PFB aktywuje pom-
pe Na+/K+ (poziom adaptacyjny — 1). W mgmencie kiedy obniza sie
natezenie Swiatta, pompa Na+/K+ staje sie nieaktywna. W nastepstwie
tego w przestrzeni wewnatrzwiciowej zwieksza sie stezenie jondw Naf
(I), ktore inicjujg nastepnie otwarcie specyficznych kanatéw wapnio-
wych (Ill), co z kolei powoduje zwiekszenie stezenia jonéw Ca2+ wokot
aksonemy i reorientacje wici. Po reakcji fobowej kanaly wapniowe za-
mykajg sie i pompa wapniowa (IV) przywraca w wici normalne, niskie
(10—8 M) stezenie Ca2+.

V. tANCUCH FOTOSENSORYCZNY U WICIOWCOW BEZBARWNYCH

Niejasna jest do tej pory nie tylko natura fotorecepcji dla reakcji
step-up u E. gracilis, ale réwniez u wiciowcow bezbarwnych — Astasia
longa i Peranema trichophorum. Widmo czynnos$ciowe dla reakcji step-up
u A. longa okres$lone przez Suzaki i Williamsona [128] wskazuje na fla-
winowy charakter tych czastek. Po zmianie $Srodowiska z hodowlanego
na buforowe, A. longa, podobnie jak E. gracilis, wykazuje wzrost wrazli-
wosci na Swiatto. Obnizeniu progu dla reakcji step-up u komorek E. gra-

2 — | ost. Biol. Kom. 4/86
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cilis towarzyszy rozszerzenie widma czynno$ciowego do 550 nm [91]. Na-
lezy sadzié, ze to samo zjawisko wystepuje réwniez u A. longa. Jest wiec
prawdopodobne, ze czasteczki fotorecepcyjne, ktore u E. gracilis odgry-
wajg role dodatkowg do flawiny w PFB, u A. longa sg gtownymi i jedy-
nymi czasteczkami fotorecepcyjnymi, odpowiedzialnymi za jej wrazli-
wos$¢ na Swiatto.

Doswiadczenia nad wptywem perymycyny i strofantyny na reakcje
fotofobowa Peranema trichophorum sugerujg udziat pompy Na 7KU w fc-
toreakcji tego wiciowca [92]. Pod wptywem bowiem obydwu tych zwiaz-
kéw prog wrazliwosci na Swiatto znacznie sie podnosi. Wydaje sig, ze
mechanizm odpowiedzialny za reakcje fotofobowg u P. trichophorum nie
jest bezposrednio skorelowany z mechanizmem lokomotorycznym tych
komérek. Swiadczy o tym fakt, ze prég wrazliwo$ci komérek traktowa-
nych perymycyng podnosit sie znacznie wcze$niej, zanim obserwowano
zwolnienie petzania, a takze brak rdéznic we wrazliwosci na Swiatto ko-
morek petzajacych i niepetzajgcych, potraktowanych tym antybiotykiem.

Zaréwno Astasia longa, jak i Peranema trichophorum najwrazliwszg
na Swiatto majg przednig cze$¢ ciata [120, 128]. W przypadku P. tricho-
phorum nawet wici, ktére sg oderwane od komorki, reagujg na Swiatto
[120], Mozna wiec przypuszczaé, ze najwiecej czasteczek fotorecepcyj-
nych bedzie zlokalizowanych u tych komérek w bionie wici lokomoto-
rycznej i rezerwuaru [92, 93].

VI. POWIAZANIA SYSTEMOW FOTOSENSORYCZNEGO | FOTOSYNTEZY

Euglena gracilis nalezy do autotroféw, u ktérych aparat fotosyntety-
zujacy nie dziata jako fotoreceptor. Powstaje wiec pytanie, czy wyste-
puje u tego wiciowca jakie$ powigzanie miedzy systemami kontrolujacy-
mi fotosynteze i fotoreakcje. Niektorzy badacze zajmujagcy sie tym pro-
blemem uzyskali wyniki pozytywne. Stwierdzono m. in., ze reakcja step-
-down i fotoakumulacja sg powigzane z fotosyntezg [44, 129]. Wykazano
bowiem, ze reakcja step-down zahamowana jest pod wptywem DCMU —
zwiazku hamujacego przeptyw elektronéw miedzy fotosystemem Il apla-
stochinonem [30], jak i CCCP — rozprzegacza fotofosforylacji [1]. Na
powigzanie natomiast reakcji step-up z glikoliza lub cyklem oddecho-
wym wskazuje fakt, ze reakcje te mogg wykazywa¢ komdrki z uposle-
dzong fotosyntezg i bezbarwne [36, 38].

Wykazano, ze zaleznoSci te nie sg tak proste. Stwierdzono bowiem,
ze ogo6Iny inhibitor metabolizmu, jakim jest KCN, nie wptywa na foto-
taksje ujemna [82], a NaN3— ktéry wprawdzie wygasza stan wzbudzony
flawiny, ale znany jest rowniez jako silny rozprzegacz zaréwno foto-,
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jak i oksydatywnej fosforylacji [122], nie ma wplywu na reakcje step-
-down [5], hamuje natomiast fototaksje ujemng [23]. Powigzanie fotore-
akcji z procesami metabolicznymi nie jest nadal wyjasnione.

VII. POWIAZANIA SYSTEMU FOTOSENSORYCZNEGO Z INNYMI
SYSTEMAMI SENSORYCZNYMI

VIl. 1. POWIAZANIE Z SYSTEMEM MECHANOSENSORYCZNYM

Powigzanie systemdOw foto- i mechanosensorycznych u Euglena graci-
lis byto badane przez Mikotajczyk i Diehna [95]. Jednym z przeprowa-
dzonych doswiadczerh byto badanie zachowania sie komoérek na granicy
faz srodowiska o niskiej i wysokiej lepkosci (podwyzszonej przy uzyciu
metylcelulozy). W czerwonym $wietle (nie percepowanym przez komorki)
eugleny dotykajace granicy faz prostopadle do niej wptywaty do $ro-
dowiska o duzej lepkosci, bez reakcji mechanofobowej. Eugleny w $ro-
dowisku metylcelulozy byty immobilizowane, zachowujgc swdj wydtuzo-
ny ksztatt. DosSwiadczenie to wskazuje, ze samo przeniesienie komoérek
do roztworu metylcelulozy nie powoduje reakcji fobowej organizmu. Gdy
takie komorki oswietlimy silnym biatym Swiatlem, obserwujemy u wszyst-
kich maksymalng reorientacje wici, po ktérej nastepowat skurcz ciata.
To samo natezenie Swiatta w S$rodowisku o niskiej lepkosci powoduje
minimalng reorientacje wici i rotowanie komdrki, przy czym skurcze
ciata nie pojawiajg sie.

Mikotajczyk i Diehn [96] stwierdzili zréznicowany wplyw detergen-
téw na bione komdérkowa Euglena gracilis. Zdjecia uzyskane z mikrosko-
pu elektronowego wskazujg, ze detergenty niszczg blone rezerwuaru i wi-
ci, pozostawiajagc btone ciata nienaruszong. Na tej podstawie wysuneli
hipoteze o istnieniu u E. gracilis dwoch rodzajow btony: typowej, cyto-
plazmatycznej pokrywajgcej wici i rezerwuar, oraz btony o odmiennej
strukturze, okrywajacej reszte komarki. Réwnolegle ukazatly sie prace
nad btonami komoérek E. gracilis, u ktorych, za pomocg innych technik,
potwierdzono zréznicowanie w strukturze i we witasciwosciach bton po-
wierzchniowych [12, 72, 102, 119]. Wydaje sie, na podstawie tych prac
oraz zachowania sie komorek w Srodowisku o podwyzszonej lepkoSci, ze
miejsce mechanorecepcji powinno znajdowac¢ sie w bionie rezerwuaru.
Stymulacja mechaniczna blony rezerwuaru powodowalaby przeniesienie
impulséw do filamentéw taczacych btone z mikrotubulami podtuznymi
[2, 12] i (zaktadajac aktynowy charakter filamentow) skrecenie mikro-
tubul, co prowadzitoby w konsekwencji do zmiany ksztattu rezerwuaru,
reorientacji wici oraz skurczu catej komorki.
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Podobnie jak w przypadku Euglena gracilis, lepkie srodowisko powo-
duje, ze skurcze ciata towarzyszg reakcji step-up u Astasia longa [92,
128]. Niestety, brak jest jakichkolwiek doniesien na temat zaleznosci
miedzy fotoreakcjami a czynnikami mechanicznymi u Peranema tricho-
phorum.

VII. 2. POWIAZANIE Z SYSTEMEM CHEMOSENSORYCZNYM

Zaleznos$cia systemow foto- i chemosensorycznych zajmowali sie Co-
lombetti i Diehn [22]. Badali oni wptyw S$wiatta na obraczke chemotak-
tyczng utworzong przez zielone lub etiolowane komérki Euglena gracilis
wokdt pecherzykéw powietrza (02). Stabe, niebieskie Swiattlo powoduje,
ze komarki zielone przestajg reagowaé¢ na gradient bodZzca chemicznego
i zaczynajg ptywaé we wszystkich kierunkach. Autorzy interpretowali
zanik obraczki chemotaktycznej jako chwilowe przestawienie systemu
kontrolujgcego prace wici z chemosensorycznego na fotosensoryczny. Po-
nowne tworzenie sie obraczki (po 30-60 s), mimo ze w dalszym ciggu
komoérki byty stymulowane niebieskim S$wiattem, wskazuje, ze mecha-
nizm kontrolujgcy aparat lokomotoryczny powrdcit do systemu chemo-
sensorycznego. Komorki etiolowane majg réowniez zdolno$¢ do chemoaku-
mulacji. Stymulacja silnym, biatym S$wiattem wywotuje u nich reakcje
step-up i zacie$Snianie sie obragczki. Stymulacja natomiast stabym, nie-
bieskim Swiattem nie wptywa na obrgczke chemotaktyczng, przeciwnie
wiec niz w przypadku komorek zielonych.

Warto wspomnie¢ o badaniach zachowania sie wiciowcoéw bezbarw-
nych w obecnosci tzw. fotouczulaczy, mimo ze, jak sie okazato, reakcja
komérek na Swiatto w ich obecnosci jest natury czysto chemo-, a nie
fotosensorycznej, i nie wystepuje zadne powigzanie miedzy systemami
foto- i chemosensorycznym. Wiadomo, ze wprowadzenie do $rodowiska
z pierwotniakami barwnikéw absorbujgcych Swiatto (fotouczulaczy) zwie-
ksza wrazliwo$¢ komérek na Swiatto i prowadzi¢ moze nawet do ich
zniszczenia. Znanymi fotouczulaczami sa ryboflawina, btekit metyleno-
wy, toluidynowy i eozyna. Naswietlanie takich barwnikéw Swiattem po-
wyzej 300 nm powoduje ich przejscie do tripletowego stanu wzbudzenia
i zapoczatkowanie reakcji fotochemicznych. Hoffmann i Meneghini [71]
wykryli, ze zniszczenie komoérek nie jest spowodowane wptywem samego
fotouczulacza, lecz jego fotoproduktu tworzgcego sie podczas naswietla-
nia — H2 2 Fotouczulacze nie sg wiec dodatkowymi fotorecpetorami, jak
to byto wczesniej sugerowane ,[88-90].

Badano rowniez wptyw fotouczulaczy na zachowanie sie nie reaguja-
cych na S$wiatto, bezbarwnych wiciowcéw Polymelia magna .[78, 105,
106, 107] i Peridiniopsis berolinensis [65]. W przypadku Polytomella
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magna dodanie do $rodowiska zewnetrznego ryboflawiny powoduje dys-
persje komoérek z naswietlanego pola, a w przypadku Peridiniopsis he-
rolinensis — akumulacje przy nizszych, a dyspersje przy wyzszych nate-
zeniach Swiatta. Stwierdzono, ze reakcja wywotana Swiattem jest natury
chemotaktycznej w stosunku do tworzgcej sie w oswietlonym polu H202
Mikotajczyk i wsp. [98] badali zachowanie sie Astasia longa naswietlanej
biatym Swiatlem, w obecnos$ci ryboflawiny i btekitu metylenowego. Wicio-
wce w obecnosci w Srodowisku zewnetrznym fotouczulaczy skupiajg sie
w oSwietlonej czesci preparatu (ryc. 27). Potwierdzono réwniez hipoteze,
ze mamy do czynienia ze zjawiskiem chemo-, a nie fotoakumulacji.
Atraktantem jest, podobnie jak w przypadku opisanych juz tu wiciowcow,
woda utleniona.

Ryc. 27. Skupianie sie komoérek Astasia longa w obecnosci

btekitu metylenowego, w polu o$wietlonym biatym Swiattem

[100], A — w chwili rozpoczecia naswietlania; B — po 90 s
naswietlania (obrazy uzyskane w mikroskopie $wietlnym)

VIIl. PODSUMOWANIE

Wiele zagadnien dotyczacych reakcji fotofobowych jest jeszcze nie
rozwigzanych. Dalecy jesteSmy od cho¢by powierzchownego poznania me-
chanizméw przenoszenia impulséw $wietlnych od fotoreceptora do apa-
ratu lokomotorycznego wici nawet u tak powszechnie badanego wiciow-
ca jak Euglena gracilis. Zapoczatkowane sg rdwniez dopiero badania me-
chanizméw fotorecepcji wiciowcow bezbarwnych, mimo ze zaintereso-
wanie tym tematem siega poczatkow tego wieku. Odkrycie w ostatnich
latach, ze Astasia longa, gatunek blisko spokrewniony z E. gracilis, jest
wrazliwa na Swiatto, moze sie przyczyni¢ do poznania ogolnychmecha-
nizméw kierujacych fotoreakcjami wiciowcéw.

Znacznie wiekszy postep obserwuje sie w zakresie reakcji fotofobo-
wych wiciowcow barwnych. Reakcje fotofobowe mozna rozwaza¢ w per-
spektywie ich znaczenia biologicznego i ewolucji pierwotniakéw. Ich rola
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biologiczna polega na ochronie przed szkodliwym  promieniowaniem
i utrzymaniem organizmu w optymalnych warunkach s$wietlnych, co ma
istotne znaczenie w przypadku organizmow fotosyntetyzujacych. Wydaje
sie prawdopodobne, ze pierwotng reakcjg, chronigca komdrki przed nad-
miernym, szkodliwym promieniowaniem stonecznym, byta reakcja foto-
fobowa step-up. Mogta ona zachodzi¢ dzieki obecnos$ci czasteczek foto-
recepcyjnych o widmie czynnosciowym do 550 nm. Ten typ reakcji ob-
serwuje sie w dalszym ciggu u wiciowcow bezbarwnych (Astasia longa).
W miare rozwoju ewolucyjnego i po pojawieniu sie mechanizméw umoz-
liwiajgcych fotosynteze, reakcje fotofobowe peinity nie tylko funkcje
obronng, ale rowniez umozliwiajagca funkcjonowanie tych mechanizméw.
Wymagato to jednak wyksztatcenia odpowiednich struktur, ktére pozwo-
lityby na precyzyjniejsze funkcjonowanie uktadu fotosensorycznego. Role
tych struktur peinig wyspecjalizowane organele — PFB i stigma (ryc.
28). Pozwalajg one komoérkom reagowaé nie tylko na zwiekszenie nate-

SYSTEM FOTORECEPCYINY
PIERWOTNY
A.longa
ROZWINIETY
E gracilis
czasteczki nie
fotorecepcyjne  zidentyfikowane (lawina

Ryc. 28. Powiazanie systemoéw fotorecep-
cyjnych Euglena gracilis i Astasia longa

zenig Swiatta (reakcja step-up), ale rdwniez na jego zmniejszenie (reak-
cja step-down); umozliwiajg ustalenie potozenia zrédta Swiatta i odpo-
wiednie kierowanie ruchem komdrek do (fototaksja dodatnia) lub od
Swiatta (fototaksja ujemna). Utrzymywanie sie organizmu w optymal-
nych warunkach Swietlnych oparte jest na delikatnej rownowadze mie-
dzy dodatnig a ujemng fototaksjg [62]. Role fotoreceptora odgrywa, wy-
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petnione flawing, PFB. W poréwnaniu z innymi strukturami komdrko-
wymi, PFB jest prawdopodobnie strukturg stosunkowo mioda [77, 99].
Stigma peini role ostaniajaca fotoreceptor. Od jej zabarwienia zalezy
zdolno$¢ do reakcji step-down, prog wrazliwosci dla reakcji step-up,
fotoakumulacja i fototaksja dodatnia, nie zalezy natomiast wystepowanie
reakcji step-up i fototaksja ujemna. Pierwotne czasteczki fotorecepcyjne
petnityby dla reakcji step-up, po wyksztatceniu sie PFB, funkcje dodat-
kowa.
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APARAT GOLGIEGO. I. FUNKCJA BIOLOGICZNA. STRUKTURALNA
| FUNKCJONALNA NIEJEDNORODNOSC TEJ ORGANELI.
ROLA W WEWNATRZKOMORKOWYM TRANSPORCIE

THE GOLGI APPARATUS. I. THE BIOLOGICAL FUNCTION. THE STRUCTURAL
AND FUNCTIONAL HETEROGENEITY OF THIS ORGANELLE. ROLE IN THE.
INTRACELLULAR TRANSPORT

Anna Maria KORDOWIAK

Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakow

Streszczenie. Przedstawiono poglady na udzial aparatu Golgiego w biosyntezie we-
wnatrzkomoérkowej. Podkre$lono funkcjonalng i strukturalng niejednorodnos¢ tej,
organeli. Omoéwiono role optaszczonych pecherzykéw w transporcie, w ktéorym
uczestniczy aparat Golgiego. Przedstawiono poglady na asymetrie utozenia fosfoli-
pidéw i cholesterolu w blonach aparatu Golgiego oraz role tej organeli w biosyn-
tezie glikosfingolipidow.

Summary. The importance of Golgi apparatus for the intracellular, biosynthetic
processes is presented with the emphasis on the functional and structural hetero-
geneity of this organelle. The role coated vesicles in intracellular transport in
which participate the Golgi apparatus is reviewed. The aspects of assymetrical
distribution of membrane phospholipids and cholesterol, as well as the role of
Golgi apparatus in glycosphingolipid biosynthesis are discussed.

Stosowane skroty

AG — aparat Golgiego, ER — siateczka $rddplazmatyczna, RER — ziar-
nista siateczka $rédplazmatyczna, PM — blona plazmatyczna, cv —
optaszczone pecherzyki, cp — optaszczone dotki, GIcNAc-N — acetylo-
glukozoamina, Gal — galaktoza, NANA — kwas N-acetyloneuraminowy,
Fuc — fukoza, Gic — glukoza, Man-6-P — mannozo-6-fosforan, CMP-
NANA — cytydylomonofosforan kwasu N-acetyloneuraminowego, GDP-
-Fuc — quanozynodifosforan fukozy, UDP-GIcNAc — urydylodifosforan
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N-acetyloglukozoaminy, PAPS — adenozyno-3’fosforo-5’fosfosiarczan,
ADP — adenozynodifosforan, PL — fosfolipidy, PS — fosfatydyloseryna,
PE — fosfatydyloetanoloamina, PC — fosfatydylocholina, PI — fosfaty-
dyloinozytol, S — sfingomielina, LDL — lipoproteiny o matej gestosci,
HDL — lipoproteiny o duzej gestosci, VLDL — lipoproteiny o bardzo
matej gestosci, TPP-aza — pirofosfataza tiaminy (= difosfataza nukleozy-
dowa), wirus VSV — wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej.

WSTEP

Od opisania przez Camillo Golgi (1898 r.) nowej organeli komdrko-
wej, nazwanej na cze$¢ odkrywcy aparatem Golgiego (AG), jest ona inten-
sywnie badana przez morfologéw, analitykow, fizjologéw i biochemikdw,
-czego wyrazem sg liczne prace, ktore ukazujg sie kazdego roku. Udato
sie rowniez dokona¢ pewnych uogdlnien dotyczacych struktury i funkcji
tej organeli w zywej komoérce. Swiadczg o tym monografie, artykuty
przegladowe oraz rozdziaty w podrecznikach wydrukowane po 1970 r.
zar6wno w jezyku polskim [np. 43, 46, 62, 82], jak i angielskim [np. 26,
27, 61, 63, 64, 66, 84, 105, 114]. Niniejsza praca jest proba przedstawie-
nia wynikow doswiadczen opublikowanych w okresie 1979-1985 i doty-
czacych badan funkcji biologicznej apratu Golgiego.

UDZIAL APARATU GOLGIEGO W BIOSYNTEZIE GLIKOPROTEIN | BIALEK.
STRUKTURALNA | FUNKCJONALNA NIEJEDNORODNOSC TEJ ORGANELI

Niejednorodnosé aparatu Golgiego (cysterny, wakuole sekrecyjne, pe-
cherzyki wydzielnicze gtadkie i optaszczone) oraz polaryzacja tej organeli
przy jednoczesnych jako$ciowych i iloSciowych r6znicach sktadu fosfo-
lipidow, cholesterolu, glikoprotein, biatek enzymatycznych oraz grubo-
$ci samych bton strony cis i trans [20, 24, 27, 34, 54, 64, 67, 81, 89, 94,
105, 111, 114] sugerujg polaryzacje funkcjonalng tej organeli. Tartakoff
[103, 106] wyréznia strukturalng i histochemiczng heterogennos$¢ AG i je-
go enzymatyczng i funkcjonalng specjalizacje. Poglad tego autora na ro-
le AG w systemie bion wewnatrzkomdrkowych i procesach transportu
materiatu wydzielniczego oraz poszczeg6lnych etapach glikozylacji biatek
przedstawiono szczeg6towo w i[52]. Rothman [87] stwierdza, ze AG to
co najmniej ,,dwie organele komorkowe w tandemie”. Po stronie cis za-
chodzi odszczepienie zewnetrznych reszt mannozy, dodawanie kwasow
tluszczowych do seryny oraz fosforanu N-acetyloglukozoaminy do biatek
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przeznaczonych dla lizosomow. Strona trans (zdaniem Rothmana jedna
lub dwie ostatnie cysterny diktiosomu) jest ,,odbieralnikiem”. Nastepuje
tu dodanie koncowych reszt cukrowych (Gal, NANA, Fuc), odlgczenie
koncowej GIcNAc, ktora maskuje reszty fosforanowe w przypadku gliko-
protein lizosomowych, wprowadzenie reszt siarczanowych oraz ograniczo-
na proteoliza propeptydéw biatek [27, 87].

Schéachter [90] na podstawie wbudowywania réznych reszt cukrowych
do syntetyzowanej glikoproteiny wyodrebnia trzy funkcjonalnie rézne
rejony AG (cis, srodkowy i trans). Po stronie cis i/lub $rodkowej jest
wprowadzana GIcNAc, natomiast Gal i NANA w czesci trans AG. Funk-
cjonalng niejednorodno$¢ potwierdza réwniez rézne rozmieszczenie en-
zymoOw znacznikéw i badania w mikroskopie elektronowym [18]. Po stro-
nie cis obserwuje sie nagromadzenie osmu, stosowanego w kontrastowa-
niu, natomiast w czesci trans zlokalizowane sg transferaza galaktozylowa
oraz difosfataza nukleozydowa (poczatkowo nazywana TPP-aza i bedaca
pierwszym cytochemicznym znacznikiem AG [27]). W rejonie tworzenia
pierwotnych lizosoméw (GERL) zlokalizowana jest kwasna fosfataza.

W komédrkach wydzielniczych AG spetnia kluczowg role w sortowa-
niu biatek syntetyzowanych na RER [22] oraz uczestniczy w korncowych
etapach glikozylacji wydzielanych glikoprotein [56]. W innych komorkach
bierze udziat w biosyntezie i transporcie kolagenu [60], glukozy [95],
glikoprotein wirusow Semliki forest [88] czy pecherzykowego zapalenia
jamy ustnej (ang. vesicular stamatitis virus, VSV), a takze albuminy
i transferyny [101].

Wprowadzenie koAcowych reszt cukrowych odbywa sie przy udziale
swoistych transferaz glikozylowych, ktore jako biatka bton sg skierowane
do Swiatta cystern AG [12, 30, 77, 90, 96]. Jak zatem substraty, tj. nu-
kleotydowe pochodne cukrow, syntetyzowane w jadrze lub cytoplazmie
docierajg do enzymOw przez nieprzepuszczalne dla nich btony AG [12,
30, 77]? Problem ten dotyczy réwniez nukleozydowych pochodnych fosfo-
siarczan6w, ktére sg donorem reszt siarczanowych, zwigzanych kowalen-
cyjnie zglikozoaminoglikanami, np. siarczanem chondroityny, siarczanem
dermatanu, siarczanem keratanu, heparyna i jej siarczanem oraz wyste-
puja w niektdrych glikosfingolipidach, hormonach sterydowych lub kwa-
sach zétciowych [11, 12, 92].

Istniejg zasadniczo dwa poglady: Hirschberg i jego wspdtpracownicy
[12, 55, 76, 92, 96] oraz Fleischer i wsp. [6, 30, 31] zaktadajg obecnos$é
przenos$nika biatkowego w btonach. Persat i wsp. [77] uwazaja, ze Glq
transportowana jest przez btony AG przez pirofosforylaze zwigzang z ty-
mi btonami, natomiast Bergeron i wsp. [1, 2, 70] proponujg dolicholowy
posrednik dla reszt Gal, ktory odbiera cukier z UDP-Gal po stronie

Z — Post. Biol. Kom. 4/86
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cytozolowej. Wedtug tych autoréw dolicholowa pochodna Gal wnika na-
stepnie z cytozolu do wnetrza cystern AG wskutek zwiekszonej fuzji
bton.

Udziat aparatu Golgiego w procesie sortowania i wydalania na powierz-
chnie komorki jej produktow nie budzit zastrzezeh [22], natomiast nie
byto wiadomo, czy wszystkie glikoproteiny opuszczajg komorke w taki
sam sposob. Doswiadczenia Strousa i wsp. [101] potwierdzajg, ze rdzne
glikoproteiny sg wydalane tg sama drogg. Jedynie szybko$¢, z ktorg
biatka opuszczajg komarke, jest rézna [18, 35, 58, 91, 100]. Na przyktad
w komorkach KelLa okres, w ktérym potowa glikoprotein wydzielanych
opuszcza AG wynosi 20-60 min, natomiast dla transferazy galaktozylo-
wej wynosi az 20 godz. [100], Wiekszos¢ glikoprotein wydzielanych oraz
biatek btony plazmatycznej opuszcza komérke watroby w ciggu 2 godz.
[35, 58], W trzustce obserwuje sie szybki transport nieglikozylowanych
biatek — trypsynogenu, chymotrypsynogenu 2, lipazy 2 i prokarboksy-
peptydazy A 2 (ok. 100 min), oraz wolny — amylazy (148 min) iprokar-
boksypeptydazy B (180 min) [91]. Fries i wsp. [33] sugeruja w hepatocy-
tach selektywny transport biatek wydzielanych (albumina, transferyna,
prealbumina, biatko wigzgce retinol). Czas transportu potowy kazdego
z tych biatek z ER do AG (14-137 min) zachodzi przy udziale swoistych
receptorow.

2. ROLA APARATU GOLGIEGO W TRANSPORCIE
WEWNATRZKOMORKOWYM

Aparat Golgiego uczestniczy w przenoszeniu i sortowaniu biatek lizoso-
mowych, glikoprotein wydzielanych oraz glikoprotein bton plazmatycznych
[34, 83]. Bierze takze udziat w krazeniu i powrocie fragmentow bton
z powierzchni biony plazmatycznej do wnetrza komorki [prace przegla-
dowe 43 i 75 oraz 25, 36]. Proces ten zachodzi przy udziale struktur zwa-
nych optaszczonymi dotkami (cp) i optaszczonymi pecherzykami (cv)
[45, 69]. Uzywane s3g réwniez pojecia oplaszczone klatryng dotki i peche-
rzyki [9, 45, 49, 69, 98], W artykule przegladowym Hinek [43] bardzo
doktadnie przedstawit obecne poglady na temat rodzajow i mechanizmoéw
endocytozy. Opisane zostaty réwniez m. in. morfologia, komérkowa lo-
kalizacja i wspotzalezno$¢ cp i cv z innymi organelami komdrkowymi,
réwniez z AG.

Badania w mikroskopie elektronowym wykazaty, ze LDL, a2 makro-
globulina, epidermalny czynnik wzrostu, Rgalaktozydaza, transferyna,
interferon, egzotoksyna Pseudomonas, asjaloglikoproteiny oraz wirusy
miesaka Rousa, VSV czy Semliki forest wnikajg do komorki przez cp
[10, 37, 73, 98]. U Eukaryota cv uczestniczg w transporcie nowo syntety-
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zowanych glikoprotein przez region Golgiego do miejsc docelowych
[49]. Posrednicza w transporcie produktow miedzy przedziatami wew-
natrz komorki, np. immunoglobulin, enzymdw lizosomowych, insuliny,
receptorébw Man-6-P oraz w krazeniu blon podczas endo- i egzocytozy
[7, 8, 10, 23, 59, 68, 121]. W fibroblastach cv posredniczag w przenoszeniu
LDL, epidermalnego czynnika wzrostu, a2znakroglobuliny i insuliny, w he-
patocytach przenosza asjaloglikoproteiny. W komorkach nerki cv aparatu
Golgiego uczestnicza w wewngatrzkomorkowym transporcie glikoprotein
wirusow VSV oraz Semliki forest [38, 88], chociaz Rogalski i Singer [85,
86] uwazajg, ze w procesie tym uczestniczg mikrotubule zasocjowane
z AG. Réwniez Wehland i wsp. [112, 113] przypisujg wazng role mikro-
tubulom fibroblastéw ludzkich.

Pilch i wsp. [78] sadza, ze insulina wprowadzana jest do hepatocytu
za posrednictwem endocytozy, w Kktorej uczestniczg receptory. Wedtug
nich podobny mechanizm wprowadzania tego hormonu zachodzi w adipo-
cytach i limfocytach ludzkich, niezaleznie od tego, czy komorka znajduje
sie w organizmie, czy w hodowli tkankowej. Tg droga wnikajag do komé-
rek rowniez hormony polipeptydowe [37].

Spos6b tworzenia i role tzw. receptosomoéw w tym procesie przedsta-
wit réwniez Hinek [43]. Pastan i Willingham [73] podaja graficzny sche-
mat hipotetycznego tworzenia sie receptosomu, ktéry przedstawiono na
rycinie.

Ryc. Hipotetyczny spos6b tworzenia sie receptosomu z oplaszczonego dotka (cp)
w blonie plazmatycznej (PM)
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Uwaza sie, ze receptosomy sg wieksze niz pozostate cv, ich $rednica
wynosi 200-400 nm [73], a powstaja w wyniku endocytozy, w ktdrej pos-
redniczg receptory [36]. Nalezy dodaé, ze Kolb-Bachofen [50] sadzi, ze to,
czy dany pecherzyk jest zwyktym cv, czy receptosomem zalezy od typu
badanej komorki.

Strukture ,optaszczajaca” dotek, pecherzyk czy receptosom tworzg
tzw. triskeliony, z ktérych kazdy zbudowany jest z kompleksu o masie
630 kd (3tancuchy klatryny o Mr = 180 kd kazdy oraz 3 tancuchy lekkie
o Mr = 33 kd) [9, 49]. W strukturze optaszczajagcej wykazano réwniez
polipeptydy o Mr = 100-110 kd oraz tubuling o Mr = 55 kd [39, 97].
Pearse, ktdra po raz pierwszy oczyscita frakcje cv i wprowadzita nazwe
klatryna dla optaszczajacego biatka [74] uwaza, ze polipeptyd ten jest
konieczny do tworzenia swoistych struktur optaszczajgcych, natomiast
inni badacze uwazaja, ze fragment klatryny pozostajacy po czesciowej
proteolizie trypsyng o Mr = 100-110 kd wystrczy do utworzenia tej
struktury [10, 79, 108, 121]. Klatryna jest biatkiem pozbawionym kompo-
nenty cukrowej; jej sekwencje aminokwasowg cechuje duza konserwaty-
wnos$¢ miedzygatunkowa [74, 75]. Moze oddziatywac z lipidami, co wyka-
zano w dosSwiadczeniach z uzyciem bton modelowych zbudowanych z di-
palmityloglicerofosfocholiny [80], dioleilofosfatydylocholiny [4] lub obu
tych zwiazkoéw [97]. Przy niskim stosunku biatka do lipidéw (1:500) tworzy
ona stabilne kompleksy z pecherzykami fosfolipidowymi. Steer i wsp.
[97] oraz Blumenthal i wsp. [4] stwierdzili zalezno$¢ oddziatywan klat-
ryny z lipidami od pH i jonéw Ca2+, a takze pobudzenie przez klatryne
fuzji matych pecherzykéw fosfolipidowych. Dalsze badanie oddziatywan
klatryna-lipid moze by¢ pomocne w wyjasnieniu mechanizmu tworzenia
cp i cv, jak i lepszym zrozumieniu roli tych struktur w zywej komorce.

3. ASYMETRYCZNY ROZKLAD FOSFOLIPIDOW | CHOLESTEROLU
W BLONACH APARATU GOLGIEGO

Wiekszo$¢ bton biologicznych zaréwno komoérkowych, jak srodkomor-
kowych ma asymetryczne utozenie biatek enzymatycznych [19] — gliko-
protein [116] i fosfolipidéw [16, 40, 42, 115], ktére wchodzg w ich skiad.
Dotyczy to zarowno bton naturalnych — blona plazmatyczna, wewnetrz-
na btona mitochondrialna, siateczka $rdédplazmatyczna czy aparat Gol-
giego [16, 32, 40, 42, 65, 116], jak i mieszaniny bton izolowanych z ko-
morki w postaci tzw. frakcji mikrosoméw gtadkich [16, 42], w skiad kto-
rej wchodzg réwniez btony AG.

Vance i wsp. [109] stwierdzili asymetryczny rozktad enzymow biorg-
|
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cych udziat w syntezie PL watroby szczura. Te ktére uczestniczg w syn-
tezie PC i PE sg potozone po stronie zewnetrznej bton mikrosomow. We-
dtug Stremmela i Debucha [99] sktad fosfolipidowy frakcji pecherzykow
i diktiosoméw AG jest rozny. Nilsson i Dallner [65] uwazaja, ze w AG
watroby (podobnie jak w wewnetrznej btonie mitochondrialnej, btonie
lizosoméw oraz otoczce jadrowej) po stronie zewnetrznej, odpowiadajgcej
cytoplazmatycznej w zywej komérce, leza PS, PE i PC, natomiast PI
i S (@ w przypadku btony mitochondrialnej — kardiolipina) lezg po
stronie wewnetrznej. Higgins i wsp. [41, 42] we wcze$niejszych bada-
niach okreslali procentowy rozktad poszczeg6lnych fosfolipidow w bto-
nach frakcji mikrosomowej i stwierdzili iloSciowe réznice w procentowej
zawartosci poszczeg6lnych PL po obu stronach tych bton. Wedtug ostat-
nich badan [40], sg roznice w rozmieszczeniu PL w btonach AG watroby
szczura, ponadto rozkilad tych zwigzkdw jest inny po stronie cis i trans
AG. W bilonach cystern strony cis PE jest rozmieszczona réwnomiernie,
natomiast PC lezy gtéwnie po stronie zewnetrznej (cytoplazmatycznej).
W bionach cystern trans PE lezy gtéwnie po stronie wewnetrznej, po
ktérej znajduje sie 25% PC. Wedtug autorki, prosty przeptyw 2-warstwo-
wej btony z ER do AG i PM nie moze zachodzi¢. Tego zdania sg row-
niez Chang i wsp. [14, 15], ktorzy juz w 1977 r. stwierdzili, ze hipoteza
prostego przeptywu bton w komoérce nie moze by¢ w petni stuszna, gdyz
btony aparatu Golgiego watroby szczura sa zdolne do syntezy PE i PC.
Stwierdzili to wbrew panujacemu powszechnie przekonaniu, popartemu
pogladami Palade’a [71] czy Sjostranda [93], ze AG jest pozbawiony en-
zymoOw syntetyzujacych fosfolipidy, ktore tworzone sg w siateczce $rod-
plazmatycznej i mitochondriach, skad juz jako skiadniki bton wedrujg
do innych organeli komérkowych. W badaniach in vitro mieszaniny bton,
ktdrg stanowig mikrosomy, ustalono, ze synteza PC zachodzi w watrobie
dwoma drogami: Kennedy’ego

1,2 diacyloglicerol + CDP-cholina fosfotransferaza choliny pr + CMp

oraz Bremer-Greenberga
PE + S-adenozylometionina roetyiotransferaza® kolejne metylacje z utworze-
niem PC.

Hoffman i wsp. [44] sugeruja, ze stwierdzony przez nich spadek ak-
tywnosci metylotransferaz PE i fosfatydylodimetyloetanoloaminy tiluma-
czy stwierdzony przez innych w cukrzycy wywotanej alloksanem spadek
zawartosci PC [102]. Wedtug tych autorow wynika to : ograniczenia dru-
giej drogi biosyntezy PC.

Jergil i Sundler [47] stwierdzili, ze fosforylacja Pl moze zachodzi¢
w btonach AG watroby szczura, ktére majg aktywng kinaze fosfatydy-
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loinozytolu. Aktywnos$¢ tego enzymu jest dodatnio skorelowana z aktyw-
noscig transferazy galaktozylowe;j.

Sktad fosfolipidowy, zawartosé cholesterolu, metabolizm tych zwigz-
kéw w AG, jak rowniez zmiany procentowego sktadu PL w cukrzycy
wywotanej podaniem streptozotocyny lub alloksanu zostaty juz do$¢ dob-
rze poznane [5 13, 51, 53, 72, 99, 110, 117, 122], chociaz ich wptyw na
inne defekty metaboliczne, stwierdzane w obu modelach cukrzycy, wyma-
ga dalszych badan.

4 UDZIAL APARATU GOLGIEGO W BIOSYNTEZIE | WYDZIELANIU
GLIKOSFINGOLIPIDOW

Glikosfingolipidy sg kompleksami lipidéw i cukrowcéw. W osoczu sg
transportowane przez lipoproteiny gtéwnie beta LDL [17]. Te ostatnie
za$ sg metabolizowane przy udziale receptoré6w LDL. Strukture i nomen-
klature glikosfingolipidow w osoczu ludzkim przedstawiono w tabeli 1.

Miejsce biosyntezy i doktadny mechanizm ich transportu przez ko-
morke do réznych bton nie jest jeszcze wyjasniony. Przyktadem tego mo-
ga by¢ sfingolipidy, ktérych gtéwnym przedstawicielem w réznych komér-
kach jest sfingomielina [57]. Lipski i Pagnano [57] uzyli fluorescencyjne-
go analogu C6NBD-ceramidu (N-(7-)nitrobenzo-2-oxa-l, 3-diazolo) ami-
nokaproilosfingozyny do wykazania, ze sfingomielina nie jest syntety-
zowana, jak sadzono powszechnie, w btonie plazmatycznej, lecz ze raczej
jest syntetyzowana $rodkomoérkowo i za posrednictwem AG przenoszona
na powierzchnie komorki. Fishman [28] juz w 1974 r. stwierdzit, ze skiad
gangliozydow zalezy od aktywnosci swoistych glikozylotransferaz AG Bio-
synteza gangliozydéw jest regulowana podczas wzrostu i réznicowania,
a potem zwigzki te funkcjonujg jako swoiste receptory powierzchniowe.
Wykazano zdolno$¢ AG watroby szczura do wprowadzania znakowanego
NANA z CMP-NANA do wewnetrznych akceptoréw lipoproteinowych,
podobnie jak GIcNAc z jej urydylowej pochodnej. Prawie calg ilos¢ nowo
syntetyzowanych zwigzkow stanowig VLDL i HDL [3],

Fleischer [29] wykazata, ze enzymy odpowiedzialne za poczatkowe
etapy glikozylacji ceramidéw, tj. galaktozylo- i sjalylotransferazy s obec-
ne w AG nerki szczura. Coste i wsp. [21] wykazali, ze w gruczotach pod-
szczekowych $wini przeniesienie glukozy na endo- i egzogenne ceramidy
zachodzi w AG, a rozktad aktywnosci glukozylo- i galaktozylotransfera-
zy jest podobny. Réwniez aktywno$¢ sulfotransferazy jest wigzana z AG
nerek i uktadu nerwowego. Tennekoon i wsp. [107] zlokalizowali ten en-
zym po stronie ,$wiatta” pecherzyk6w AG, co sugeruje, ze synteza sul-
fatydéw w moézgu szczura zachodzi po tej stronie. W komorkach nerwo-
wych zaburzenie aktywnosci glikozylotransferaz AG prowadzi do zmian
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gangliozydéw petnigcych funkcje swoistych receptorow powierzchnio-
wych. Wynikaja stad zmiany morfologiczne czasami patologiczne, np.
zmiany biosyntezy gangliozydow stwierdzono w hodowlach komoérek
transformowanych réznymi onkogenami [28].

W AG watroby szczura sg aktywne dwa enzymy przenoszgce reszty
Gal na gangliozyd GM, [48]. Biosynteza gangliozydéw w watrobie jest ha-
mowana przez tunikamycyne [119]. Wedtug Yusufa i wsp. [120] jest to
spowodowane blokowaniem transportu nukleotydéow cukrowcow przez
btone pecherzykéw. Autorzy ci sadza, ze synteza GM: i GM2w nienaru-
szonych pecherzykach AG w watrobie szczurzej jest stymulowana przez
fosfatydyloglicerol, a takze Triton X-100 i oktyloglukozyd. Ani hamowa-
nie, ani stymulacja nie polega na bezposrednim oddziatywaniu na gliko-
zylotransferazy [118], lecz raczej na przeno$niki nukleotydowe cukrow-
cow, ktérych obecno$é w btonach AG zostata stwierdzona przez Hirscher-
ga i wsp. [12, 76, 92, 96].

Z przytoczonych danych mozna wnioskowaé, ze zréznicowana struk-
tura aparatu Golgiego oraz jego wewnatrzkomérkowe potozenie odpowia-
dajg spetnianej wielozadaniowej roli w komérce. Coraz lepsze zrozumie-
nie wspotzaleznosci struktury i funkcji AG utatwiaja badania stanéw
patologicznych. Mozna wywota¢ je sztucznie u zwierzat doswiadczalnych
lub przez podanie do hodowli komo6rkowej substancji toksycznych.
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APARAT GOLGIEGO. Il. WPLYW ROZNYCH SUBSTANCIJI NA
STRUKTURE | FUNKCJE TEJ ORGANELI. ZMIANY AKTYWNOSCI
BIOCHEMICZNEJ ORAZ MORFOLOGII APARATU GOLGIEGO W CU-

KRZYCY DOSWIADCZALNE]J]

THE GOLGI APPARATUS. II. INFLUENCE OF SOME DRUGS ON THE STRUC-

TURE AND FUNCTION OF THIS ORGANELLE. ALTERATIONS OF BIOCHE-

MICAL ACTIVITY AND MORPHOLOGY OF THE GOLGI APPARATUS IN
EXPERIMENTAL DIABETES

Anna Maria KORDOWIAK

Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakéow

Streszczenie. Zebrano wyniki badan nad wpitywem ré6znych substancji na struk-
ture i funkcje aparatu Golgiego. Przedstawiono wptyw kolchicyny i winblastyny,
cytochalazyn i jonoforéw, etanolu i czterochlorku wegla oraz inhibitoréw glikozy-
lacji glikoprotein na aparat Golgiego réznych komoérek. Podsumowano réwniez
wyniki doswiadczen nad wplywem streptozotocyny i alloksanu na aktywno$¢ bio-
chemiczna i morfologie aparatu Golgiego watroby szczura.

Summary. The results of investigations concerning the effect of some drugs on
structure and function of the Golgi apparatus are summarized. The colchicine and
vinblastine, cytochalasins and ionophores, acute ethanol or carbon tetrachloride
intoxication, as well as inhibitors of glycoprotein synthesis influences on the
Golgi apparatus from different cells are presented. The experimental studies of
lesults on streptozotocin or alloxan action on the biochemical activity and morpho-
logy of the rat liver Golgi apparatus are recapitulate.

Stosowane skroty

AG — aparat Golgiego, PM — btona plazmatyczna, RER — ziarnista sia-
teczka $rddplazmatyczna, PL — fosfolipidy, PS — fosfatydyloseryna,
PE — fosfatydyloetanoloamina, PC — fosfatydylocholina, PI — fosfaty-
dyloinozytol, S — sfingomielina, TPP-aza — priofosfataza tiaminy = di-

4 — Post. Biol. Kom. 4/86
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fosfataza nukleozydowa, AspaAT — aminotransferaza asparaginianowa,
AlAT — aminotransferaza alaninowa, LDH — dehydrogenaza mleczano-
wa, ATP-aza — adenozynotrifosfataza, CMP-NANA — cytydylomonofos-
foran kwasu N-acetyloneuraminowego, GDP-Fuc — quanozynodifosforan
fukozy, UDP-GIcNAc — urydylodifosforan N-acetyloglukozoaminy, PAPS
— adenozyno3’fosforo5fosfosiarczan, ADP — adenozynodofosforan, 3’5 —
ADP — 3’5’adenozynodifosforan, CoQ — ubichinon, SZ — streptozotocy-
na, VLDL — lipoproteiny o bardzo matej gestosci, LDL — lipoproteiny
0 matej gestosci, kd — kilodalton.

1. WPLYW ROZNYCH SUBSTANCJI NA FUNKCJE | STRUKTURE APARATU
GOLGIEGO

Czynniki zewnetrzne wpitywajg na aktywno$¢ AG [31], co wyraza sie
zmieniong aktywnoscig enzymow i innym skladem produktéow biosynte-
zy w tej okolicy. Zwykle towarzyszg temu zmiany struktury AG. Juz
zmiana diety zwierzecia, np. wzbogacenie jej w cholesterol, powoduje mo-
dyfikacje surowiczych lipoprotein, przede wszystkim VLDL, pochodza-
cych z AG jelita szczura [78]. Romagnoli [65] stwierdzit zmieniong mor-
fologie AG w trzustce szczura. Po 10 min od ponownego nakarmienia
zwierzat zaobserwowal znaczne powiekszenie cystern oraz istotne zwiek-
szenie wakuoli kondensacyjnych i lizosoméw w stosunku do kontroli.
Po 60 min zmiany te cofaly sie.

Polienowy antybiotyk filipina postuzyta do zbadania nierownomier-
nego roztozenia cholesterolu w btonach AG. W rejonie tworzenia ziare-
nek wydzielniczych stwierdzono brak cholesterolu [59].

Mikroiniekcja quanozyno5’(a, B-metyleno)trifosforanu komorkom linii
Pt K2 A 549, Swiss 3T3 powodowata drastyczne zmiany w tworzeniu mi-
krotubuli, ruchu komérek i organizacji AG[86]. Podanie cykloheksimidu
szczurom umozliwito uzyskanie bton AG bez otoczonych przez nie pro-
duktow wydzielania [79]. Poza tym w ciagu 60 min synteza biatka spada-
ta do 12% kontroli, natomiast wigzanie Ca2+ byto zredukowane do 50%.
Ilos¢ wolnych kwaséw tluszczowych, ktore sg prawdopodobnie miejscem
wigzania jonow Ca2f, w tej frakcji bton spadata réwniez pod wptywem
tego zwigzku do 48% w tym samym czasie [14],

Doustne podanie szczurom 0,02% 2-acetyloaminofluorenu (hepato-
karcinogen) powodowalo spadek wigzania epidermalnego czynnika wzro-
stu do frakcji bton gtadkich, tzw. mikrosoméw i AG[28]. Uzyskano réw-
niez frakcje bion AG pochodzacych z guzédw watroby, indukowanych



APARAT GOLGIEGO. Il 405

podaniem tej substancji. Proporcje fosfolipidy: biatko oraz cholesterol:
biatko w tej frakcji byty podobne do kontroli. Jednak we frakcji tkanki
nowotworowej stwierdzono 2-krotny wzrost Pl i zmniejsznie zawartosci
PC [18].

Dicykloheksylokarbodiimid hamowat aktywno$¢ ATP-azy AG watro-
by szczura, co wedtug Zhanga i Schneidera [88] byto przyczyng 3-krot-
nie wiekszego nagromadzenia sie nowo syntetyzowanych biatek w AG.

Dziatalno$¢ wydzielnicza AG w komorkach $linianki przyusznej sty-
mulowat isoproterenol. Wptywal on na aktywno$¢ TPP-azy i kwasnej fo-
sfatazy w rejonie GERL. Obserwowano rowniez liczne niedojrzate ziaren-
ka wydzielnicze. Zmiany te cofaly sie w ciggu 16-24 godz. [21].

Kupfer i wsp. [44] potwierdzili wspétzaleznos¢ AG i centrum organi-
zujacego mikrotubule w klonach mysich komérek NK. W wielu typach
komorek stwierdzono asocjacje mikrotubuli z AG, np. w hepatocytach
szczurzych po doswiadczalnej nekrozie spowodowanej aminonukleozy-
dem puromycyny [52].

Po podaniu 4-procentowej cholestyraminy doustnie lub wywotaniu
chronicznej przetoki zoiciowej zaobserwowano 2-krotny wzrost objetosci
AG watroby szczura [15], Hypertrofie AG obserwowano réwniez w sta-
nach zapalnych [50] oraz przy podwyzszonej syntezie cholesterolu i kwa-
séw zétciowych [21].

Na transport CMP-NANA, GDP-Fuc, UDP-GIcNAc oraz PAPS przez
btony AG dziataly hamujaco takie zwiazki jak 3’5’ADP, CoA, estry kwa-
séw ttuszczowych, palmityloCoA i atraktylozydy [8, 71].

1. 1. WPLYW KOLCHICYNY | WINBLASTYNY NA AG

Wptyw kolchicyny i winblastyny na strukture aparatu Golgiego oraz
jego funkcje w takich komodrkach jak chondrocyty, komdrki Ai B trzust-
ki Swinki morskiej czy komdrki zwojow rdzeniowych zarodkéw kury,
a takze wspoétzaleznos¢ AG z mikrotubulami, wykazali, wspolnie z inny-
mi, juz w latach siedemdziesigtych polscy badacze Moskalewski [56-58]
oraz Hinek [26, 57, 81]. Moskalewski i wsp. [58] stwierdzili, ze zar6wno
kolchicyna, jak i winblastyna powoduja gwattowny zanik mikrotubuli
w cytoplazmie hodowanych chondrocytow. Towarzyszy temu rozsianie
diktiosoméw w cytoplazmie. Zmiany te pojawiajg sie juz po 40 min qd
podania kolchicyny i po 4 godz. uzyskujg poziom utrzymujacy sie az do
11 dnia. Wiele diktiosomdw ma krotsze i mniej liczne cysterny niz w kon-
troli. Diktiosomom towarzyszy niewiele wakuoli; mate pecherzyki wyste-
puja w ograniczonej liczbie. Wedlug tych badaczy, oddzialywanie win-
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blastyny jest nieco stabsze, gdyz powoduje zwiekszong autofagocytoze,
a zmiany dotyczg przede wszystkim lizosoméw i makrotubuli. Réwniez
w komorkach zwojow rdzeniowych zarodkéw kury [81] kolchicyna od-
dziatywata silniej niz winblastyna na zanik mikrotubuli i na zmiany
struktury AG. Dalsze badania Moskalewskiego i wsp. [56] dotyczyty
wptywu kolchicyny na komorki A i B Swiezo wyizolowanych wysepek
trzustki Swinki morskiej. Wydaje sie, ze komorki te sg bardziej odporne
na dziatanie tej substancji niz chondrocyty. 4 godz. po dodaniu kolchi-
cyny o stezeniu 10 3-10-5 M do s$rodowiska hodowlanego obserwowa-
no zanik mikrotubuli bez rozpraszania diktiosoméw. Efekt tego zwigzku
byt wyraZzniejszy w hodowli komérek A i B. Zalezno$¢ prawidtowej struk-
tury AG od normalnie funkcjonujgcego w danej komérce uktadu mikro-
tubularnego udowodnity badania tych samych autoréw [57] nad AG chon-
drocytow Swinki morskiej w réznych stadiach podziatu komdrkowego,
a takze badania Hinka i wsp. [26] nad AG prawidtowych komorek zwo-
jow rdzeniowych zarodkéw kury.

Kolchicyna i winblastyna uzyte zostaly przez Reaven i Reaven [61]
do badania udzialu AG w procesach wydzielania w hepatocytach. We-
dtug tych autoréw, obie substancje zmniejszaja wydzielanie VLDL i po-
wodujg zmiane morfologii AG, tj. okoto 15% redukcje bton diktiosomow
w odniesieniu do kontroli, z rownoczesnym pokryciem zajmowanego ob-
szaru przez elektronowo geste ziarenka. Wehland i wsp. [85] stwierdzi-
li, ze po depolimeryzacji mikrotubuli przez winblastyne nastepuje frag-
mentacja AG, a jego elementy nie wykazujg asocjacji z nietypowymi
polimerami tubuliny. Po inkubacji komérek A 549 z taksolem, AG byt
pofragmentowany, a jego elementy znajdowaty sie w czesci cytoplazmy
bogatej w mikrotubule. W dos$wiadczeniach tych autoréw [85] inkubacja
komorek z kolcemidem prowadzit do depolimeryzacji mikrotubuli i frag-
mentacji AG. Brodie [6, 7] stwierdzit, ze w AG komoérek owadoéw po
podaniu im kolchicyny, siarczanu winblastyny lub obnizeniu temperatury
nastepuje blokada wewnatrzkomorkowego transportu miedzy AG i PM.
Czynniki te nie wptywaty natomiast na transport miedzy RER i AG. We-
dtug tego autora, odpowiedz komoérki na dziatanie obu tych substancji
zalezy od typu komérki.

Azhar i wsp. [3] stwierdzili, ze kolchicyna w dawce 0,8 mg na 1 kg
masy ciata lub winblastyna w dawce 20 mg na 1 kg masy ciata, podane
szczurom in vivo, powodowaty spadek aktywnos$ci glikozylotransferaz tej
organeli gtownie galaktozylo-, sjalylo- i N-acetyloglukozoaminylo-trans-
feraz. Aktywno$¢ mannozylo- i N-acetaloglukozoaminylo-transferaz sia-
teczki $rédplazmatycznej, podobnie jak 5’nukleotydazy, glukozo-6-fosfa-
tazy czy dehydrogenazy burztynianowej, nie ulegta zmianie.
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1. 7. WPLYW CYTOCHALAZYN JONOFOROW ETANOLU | CZTEROCHLORKU WEGLA
ORAZ INHIBITOROW GLIKOZYLACII NA AG

Cytochalazyna B powodowata zbijanie sie mitochondriéw oraz nagro-
madzanie pecherzykdéw w obszarze otaczajgcym diktiosomy [43, 48], W ko-
madrkach owadow cytochalazyny B i D, uszkadzajgc mikrofilamenty, nie
wptywaty jednak na transport miedzy RER i AG [6, 7],

Pod wptywem takich czynnikow jak epinefryna, acetylocholina, pilo-
karpina oraz jonofor A 23187 w AG gruczotdow podszczekowych szczura,
cysterny S$ciSle przylegaty do siebie, a wydtuzone pecherzyki tatwo agre-
gowaty [4]. W celu wykazania aktywnosci kinazy kazeiny w btonach AG
gruczotdw mlecznych uzyto tego samego jonoforu. Powodowal on utrate
Ca2 1z tych pecherzykéw i obnizat fosforylacje kazeiny, natomiast inny
jonofor — alametycyna, powodowata zwiekszenie tuneli $rédbtonowych
oraz wzrost fosforylacji kazeiny [87].

Etanol podany szczurom doustnie powodowat juz po 6 godz. spadek
zawartosci CoQ we frakcji bton AG watroby i nerki szczura [9, 10]. Po-
nadto spadata w tej frakcji zawartos¢ fosfolipidow [11]. Rownolegle w ER
i AG powstawaly zmiany morfologiczne, polegajagce na proliferacji bton,
poza tym wzrastata liczba i rozmiary diktiosoméw, wakuoli i pecherzy-
kow oraz zawarto$s¢ VLDL w AG watroby [51].

Wydzielanie lipoprotein w watrobie bytlo hamowane przez CCl14. Sto-
sowano nastepujgce dawki tego zwigzku: w hodowli hepatocytow CC14
dodawano do koncowego stezenia 129 |j.M, natomiast w doswiadczeniach
in vivo podawano go jako 50°0 v/v roztwér w oleju mineralnym* jedno-
razowo, dozotgdkowo natomiast w dawce 250 ag/lOO g masy ciata szczura.
Zwigzek ten zaburzat rdwniez wbudowywanie heksoz do lipoprotein i wy-
dzielanie ich przez AG. Zmiany te dotyczyty zaréwno strony cis, jak
trans AG [60]. Podanie witaminy E przed CCl4 normalizowato wbhudowy-
wanie cukrowcow, natomiast tylko w nieznacznym stopniu wydzielanie
lipoprotein [12].

Problem stanowi wptyw inhibitordw glikozylacji biatek na AG. Sub-
stancje te, bedac inhibitorami swoistych glikozylotransferaz, zmieniaja
funkcje tej organeli i zarazem jej strukture. Przeglad najwazniejszych
inhibitoréw biosyntezy glikoprotein podat Elbein [16]; sposréd nich w ba-
daniu funkcji AG najczeSciej stosowano monezyne [1, 5, 13, 25, 47, 53,
66, 77] i swainsonine [47, 82-84],

Monenzyna zaburza glikozylacje biatek wigzacych cukier N- i O-gli-
kozydowo oraz wewngtrzkomérkowy transport réznych makromolekut.
Wedtug Andersona i Pathaka [1], podstawg ro6znic w sortowaniu ma-
teriatu w obrebie AG, ktorg sugerowal Rothman [66], byta rdéznica pH.
Jest mozliwe, ze przez analogie do receptoréw powierzchniowych, rézne
makroczasteczki wymagajag swoistych receptoréw do przeniesienia ze
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strony cis do trans AG. W obecnosci monezyny transport wewnatrzko-
morkowy byt blokowany w cysternach trans AG. Glikoproteina wirusa
VSV, transferyna czy albumina nagromadzaty sie w rozdeciach cystern
[77], a same biatka byly mniej kwasne niz te, ktore byty syntetyzowane
bez monenzyny. Uzycie monenzyny w badaniach syntezy i wydzielania
lipoprotein przez hodowle hepatocytéw szczurzych wykazato, ze wydzie-
lanie fosfolipidéw, apolipoprotein E i Ax oraz HDL byto silnie przez nig
hamowane [53]. Stwierdzono ponadto, ze wydzielanie immunoglobulin,
prokolagenu i biatek bton byto hamowane bez wplywu na ich biosynteze.
Proteoglikany i IgM byty wydzielane, ale glikozylowane niekompletnie lub
bez wbudowania reszt siarczanowych. Uwaza sie, ze VLDL oraz LDL
majg podobny mechanizm wydzielania komdérkowego, hamowany przez
monenzyne [53].

Monenzyna powodowata wakuolizacje AG, bez wptywu na rozkiad
diktiosomow wokét jadra [25, 47]. Rowniez w komdrkach roslinnych po-
wodowata zwijanie dojrzatych cystern AG [5] na zasadzie tworzenia gra-
dientu protonéw, jak sadza autorzy. Jedynie Craig i Goodchild [13]
w liscieniach grochu nie stwierdzili ani zwiekszonej liczby wakuoli, ani
zahamowania ich ruchu pod wptywem monenzyny.

Drugim z inhibitoré6w stosowanym w badaniach AG jest swainsonina,
toksyczny alkaloid roslinny. Hamuje ona swoiscie mannozydaze Il AG,
nie wplywajagc na inne enzymy. Powoduje nagromadzanie sie Man5
GIcNAc2Asn-biatko, z ktdrego moze powsta¢ hybrydowy oligosacharyd
'[84]. Obecnos¢ takich oligosacharydéw stwierdzono w alfajantytrypsynie
oraz glikoproteinach wiruséw syntetyzowanych w obecnosci tego inhibi-
tora [49]. Tulsiani i Touster [83] wykazali, ze swainsonina nie dziatata
na alfa-D-mannozydazy lizosoméw watroby i mézgu szczura i powodo-
wata wzrost aktywnosci kilku kwasnych hydrolaz osocza. Nie dziatata
réwniez na alfa-D-mannozydaze cytozolowg [82].

2. WPLYW STEREPTOZOTOCYNY | ALLOKSANU NA AKTYWNOSC
BIOCHEMICZNA | MORFOLOGIE APARATU GOLGIEGO WATROBY
SZCZURA. OCHRONNE DZIAELANIE PROSTAGLANDYN

Do substancji wywierajacych wptyw na aktywno$¢ biochemiczng i mor-
fologie AG nalezg streptozotocyna i alloksan, stosowane powszechnie do
wywotania cukrzycy doswiadczalnej u zwierzat. W latach 1975-1984 ba-
dano wptyw obu tych zwiazkéw na aktywno$¢ biochemiczng oraz morfo-
logie AG watroby. W badaniach biochemicznych obliczano wydajnos¢
izolowania frakcji bton AG w mg/g watroby i oznaczano aktywno$¢ enzy-
moéw znacznikowych (galaktozylotransferaza, 5-nukleotydaza, ATP-aza
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stymulowana Mg2+, kwasna fosfataza, glukozo-6-fosfataza we frakcjach
bton srodkomdrkowych). Okreslano réwniez zawartos¢ RNA. W celu
stwierdzenia, czy i w jakim stopniu streptozocyna uszkadza hepatocyty,
oznaczano aktywnos$¢ enzymoéw wskaznikowych, jak aminotransferazy
AspAT i ALAT, LDH, glukozo-6-fosfataza osocza. We frakcji wzboga-
conej w btony AG okres$lano rowniez sktad polipeptydowy i fosfolipido-
wy. Rdéwnolegle wykonywane byty badania morfologiczne w mikrosko-
pie elektronowym.

W 10-11 dniu od podania SZ stwierdzono drastyczne obnizenie wy-
dajnosci izolowania frakcji wzbogaconej w btony Golgiego watroby szczu-
ra, czemu towarzyszyto istotne statystycznie obnizenie aktywnosci trans-
ferazy galaktozylowej i brak pasm polipeptydowych o masie powyzej
76 kd [40, 69]. W badaniach morfologicznych AG in situ stwierdzono
u tych zwierzat zaokrgglanie i zamykanie cystern w diktiosomach oraz
zanik ich brzeznych rozde¢ oraz brak wakuoli i pecherzykow wydzielni-
czych [68].

Obnizenie aktywnos$ci galaktozylotransferazy mikrosomdw watroby
szczura z cukrzycg wywotang SZ potwierdzity pdzniejsze badania Tepper-
man i wsp. [80]. Aktywno$¢ tego enzymu obnizala sie réwniez w ner-
kach myszy z cukrzycg wywotang streptozotocyng [19]. U zwierzat za$
zabitych 6 godz. po podaniu SZ stwierdzono zwiekszenie wydajnosci izo-
lowania frakcji bton AG, istotny statystycznie wzrost aktywnosci gala-
ktozylotransferazy i hypertrofie AG in situ, bez zmiany skiadu biatkowe-
go i aktywnosci enzyméw wskaznikowych osocza [38].

Zadne z opisanych tu zmian nie zostaty stwierdzone po podaniu al-
loksanu [41]. Wydawato sie zatem, Ze sg one swoiste dla cukrzycy wy-
wotanej streptozotocyng lub dla samej streptozotocyny. Dlatego w dal-
szych doswiadczeniach uzywano wytgcznie tego modelu cukrzycy.

Postanowiono sprawdzi¢, czy podanie insuliny zwierzetom z wywo-
tang uprzednio cukrzycg, w dawkach proporcjonalnych do tych, ktére
stosuje sie w leczeniu chorych, zapobiegnie opisanym juz tu zmianom.
Z wczes$niejszych doswiadczen wiadomo bylo, ze sama insulina podawana
nawet przez 30 dni nie powodowata zmian aktywnos$ci transferazy ga-
laktozylowej, podobnie jak nie wptywata na poziom i skiad seromukoidu
[20]. Podanie insuliny nie normalizowato aktywnos$ci galaktozylotransfe-
razy, ani wydajnosci izolowania frakcji bton AG, zapobiegatlo natomiast
zaokrgglaniu cystern w diktiosomach [29] i poprawiato proporcje miedzy
cukrami obojetnymi w seromukoidzie [42]. Wyniki te podsumowano
w pracy [32].

Opisane fakty nasuwajg pytania. Po pierwsze, czy na aktywno$¢ ga-
laktozylotransferazy ma wptyw gtodzenie, gdyz cukrzyca insulinozalezna
u ludzi przypomina do pewnego stopnia stan braku pozywienia. Stwier-
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dzono, ze aktywnos$¢ tego enzymu we frakcji bton wzbogacona w AG nie
zalezata od ilosci pokarmu, ktérg otrzymaty przed zabiciem zwierzata
doswiadczalne. U szczurow gtodzonych stwierdzono natomiast spadek wy-
dajnos$ci izolowania bton AG [33]. Po drugie, kiedy stan pobudzenia i hi-
pertrofii AG (6 godz. po SZ) przechodzi w atrofie tej organeli, stwier-
dzong w 10-11 dniu. Ze wzgledu na niemozliwos¢ przeSledzenia tego zja-
wiska w sposéb ciagty, wybrano okres $redni, tj. 6 dni po podaniu SZ.
Stwierdzono, w odniesieniu do kontroli, zmiany przypominajace te, kto-
re wystepowaty w cukrzycy 10-11-dniowej, chociaz jeszcze nie tak wy-

Ryc. Aktywnos$¢ transferazy galaktozylowej w siedmiu badanych grupach zwierzat

1 — e« — szczury kontrolne, nie gtodzone; 2 — m — szczury, ktérym podano 3-krotnie podskér-
nie 16,16’dimetyloprostaglandyne E2 (dmPGE2 w dawce 5 iag/kg masy ciata w roztworze
09% NaCl w czasie 0 oraz 24 i 48 godz. po pierwszej iniekcji, szczury zabito w narkozie
eterowej po 6 dniach od pierwszego zastrzyku; 3 — X — szczury, ktérym podano dootrzewno-
wo streptozotocyne w dawce 65 mg/kg masy ciata w buforze cytrynianowym o pH 45 wy-
brano zwierzeta o poziomie cukru we krwi wyzszym niz 250 mg w 100 ml (250—370 mg w 100 ml),
zwierzeta zabito w narkozie eterowej w 6 dniu po podaniu streptozotocyny, t = 2921,
00l1< p< 005 w odniesieniu do grupy 1, 4 — ~ — szczury, ktérym podano streptozotocyne
jak w grupie 3, przy czym w dawkach i w sposéb identyczny jak w grupie 2 otrzymywaty
roztw6r dmPGEj (tj. 30 min przed oraz 24 i 48 godz. po iniekcji streptozotocyny); 5 — O —
szczury kontrolne, gtodzone okoto 12 godz. przed zabiciem; 6 — O — szczury, ktérym podano
05 ml 09% NaCl podskdérnie 30 min przed oraz 24 i 48 godz. po dootrzewnowym podaniu
streptozotocyny w dawce 65 mg/kg masy ciata w buforze cytrynianowym o pH 4,5 szczury
zabito 11 dni po podaniu SZ; 7 — — szczury, ktérym 3-krotnie podano dmPGE2 w dawce
ri5 g/kg masy ciata rozpuszczone w 05 ml 09% NaCl jak w grupie 6, nastepnie zwierzeta
otrzymaty streptozotocyne w ilosci i w sposéb jak w grupie 6
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raznie zaznaczone [34]. Po trzecie, poniewaz insulina jedynie w czesci
wyréwnywata zmiany powstale w cukrzycy wywotanej streptozotocyna,
czy istnieje substancja, ktéra ostoni watrobe szczura przed opisanymi
we wstepie zmianami. Wiadomo bylo, ze prostoglandyny (PG) dziataty
cytoprotekcyjnie na zolgdek [45, 62, 64] i watrobe [76]. Postanowiono
sprawdzi¢ dziatanie trwatej pochodnej prostaglandyny, tj. 16,16dimety-
loprostaglandyny E2 (dm PGE?2) podanej 3-krotnie, tj. 30 min przed oraz:
24 i 48 godz. po iniekcji streptozotocyny. Zaréwno w 6, [34] jak i w 11
dniu po podaniu SZ [35] podanie dm PGE2 powodowato, ze drastyczne
zmiany funkcji i struktury AG w watrobie nie pojawity sie. Nalezy pod-
kresli¢, ze cytoprotekcyjne dziatanie prostaglandyny jest wyrazne w 11
dniu od podania SZ zaréwno w odniesieniu do aktywnos$ci transferazy
galaktozylowej, jak i morfologii AG badanej w mikroskopie elektrono-
wym. W odniesieniu do kontroli w grupie zwierzat, ktdrym nie podawano«
prostaglandyn, lecz wytgcznie 0,9°/0 NaCl, obnizenie aktywnosci trans-
ferazy galaktozylowej, wyrazone w nM Gal/godz., catej watroby bylo
istotne statystycznie (i = 2,267, 0,01 <Cp <C 0,05, a morfologia AG zmie-
niona [35]).

Na rycinie zestawiono wyniki oznaczen aktywnosci transferazy ga-
laktozylowej w 7 badanych grupach zwierzat, wyrazone w nM Gal/godz..
i na 1g watroby.

Znane sg trzy propozycje ochronnego dziatania prostaglandyn. Pierw-
sza, dotyczgca Sluzéwki zotgdka, zaktada stymulacje wydzielania dwu-
weglanéw oraz $luzu [62]. Dodatkowo PG, zwiekszajac przeptyw krwi
w zotadku [63], majg dziata¢ cytoprotekcyjnie. Druga z hipotez dotyczy
nerek i watroby i sugeruje, ze PGE2 powodujg wzrost opornosci komor-
kowej na czynniki uszkadzajgce, zmieniajg liczbe i/lub witasnosci recep-
torbw PG [46], stymulujg pompe sodowg, aktywno$¢ cyklazy adenylowej
oraz chronig integralno$¢ bton komoérkowych [76], Jednakze autorzy
stwierdzaja zgodnie, ze precyzyjny mechanizm cytoprotekcyjnego dzia-
tania nie jest jeszcze znany. Trzecia hipoteza Lichtenbergera i wsp. [45]
sugeruje, ze PGE2 dziata poprzez lokalny wzrost stezenia PL, ktore,
wptywajagc na hydrofobowos¢ Sluzéwki zotgdka, chronity jg przed usz-
kodzeniami. Wydaje sie, ze dopiero dalsze badania pozwolg wyjasni¢ ten
bardzo wazny biologicznie mechanizm. Czwarte pytanie dotyczyto fosfo-
lipidowego sktadu frakcji wzbogaconych w btony AG uzyskiwanych zwy-
mienionych grup zwierzat. Z poprzednich badan wiadomo byto, ze w cu-
krzycy insulinozaleznej u ludzi [39, 70, 75], jak i cukrzycy doswiadczal-
nej u szczuréw [73, 74] zmieniony byt skiad chemiczny oraz niektore
fizykochemiczne wilasnosci bton erytrocytéw. Zmianie ulegaty takze pro-
porcje poszczegblnych fosfolipidow we frakcji bton Golgiego watroby
szczura [36]. Poza tym wiadomo, ze aktywnos$¢ galaktozylotransferazy
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[2, 23, 24, 55], podobnie jak wielu innych enzymoéw bton [17, 22, 27, 30,
54, 67, 72], zalezy od lipidowego otoczenia. Biorgc pod uwage stwierdzo-
ng zmienno$¢ aktywnosci tego enzymu pod wptywem SZ oraz ochronne
dziatanie PG nalezato oczekiwa¢ zmian w sktadzie PL badanych frakcji
[37], Nie uzyskano wprawdzie zmian skiadu catkowicie zgodnych z hipo-
tezg Lichtenbergera i wsp. [45], gdyz tylko w grupie zwierzat w 11 dniu
po podaniu SZ z rownoczesnym podawaniem dm PGE2 stwierdzono
istotny statystycznie wzrost procentowej zawartosci PC. Nalezy jednak
podkresli¢, ze w tej wiasnie grupie ochronne dziatanie prostaglandyn
byto najwyrazniejsze. Inne wyniki nie potwierdzity hipotezy Lichtenber-
gera i wsp. [45]. Badania dotycza jednak r6znych narzadéw (zotadek,
watroba) i réznych poziomoéw (caly narzad, komodrka, a nawet jej orga-
nela). W przypadku hepatocytu gidwne zmiany zawartosci fosfolipidow
mogly dotyczy¢ btony plazmatycznej, ktéra jest pierwszym miejscem
dziatania zaré6wno streptozotocyny, jak prostaglandyn.
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MOLECULAR BASIS OF FREEZING INJURIES IN PLANT CELLS

Alina KACPERSKA

Zaktad Fizjologii Odpornosci Roslin, Instytut Botaniki, Uniwersytet Warszawski

Streszczenie. Przedstawiono przeglad wspo6tczesnych danych literaturowych wskazuja-
cych na kompleksowos$¢ skutkéw dziatania temperatury powodujacej krystalizacje wo-
dy w tkankach roélin. Oméwiono warunki, ktére sprzyjaja powstawaniu lodu wew-
natrz komodrek oraz skutki tego zjawiska. Szczegdtowo przeanalizowano fizyczne
i/lub chemiczne aspekty dehydratacji protoplastu, wywotanej pozakomoérkowa Kkry-
stalizacjag wody. Przedyskutowano réwniez skutki dziatania samej temperatury
(<0°C) na lipidowe i biatkowe skiadniki bton. Podkres$lono kluczowg role plazmo-
lemy w powstawaniu uszkodzen mrozowych. Skonfrontowano poglady podkresla-
jace fizyczne Ilub metaboliczne skutki tych uszkodzen i przedstawiono schemat
systematyzujgcy roézne aspekty uszkodzen mrozowych w komdrkach roslinnych.

Summary. The current literature data indicating a high complexity of freezing
temperature effects on a plant cell are reviewed. The conditions and results of
intracellular ice formation are discussed. The detailed analysis of physical and/or
chemical effects of protoplast dehydration, due to extracellular ice formation, is
given. The effects of low temperature (<0°C) itself on plant membrane constitu-
ents (lipids and proteins) are discussed. The key role of plasma membrane in
freezing injuries is pointed out. The physical or metabolic consequences of the
frost-induced membrane alterations are compared and a scheme systematizing
different aspects of freezing on a plant cell is presented.

WSTEP

Problem odpornosci na zamarzanie (tzn. na dziatanie temperatury
nizszej niz temperatura krystalizacji wody) doczekat sie wielu opracowah
w ciggu ostatnich kilku lat. Sg to zaréwno opracowania zbiorowe, przy-

5 — Post. Biol. Kom, 4/86
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gotowane pod redakcja czotowych specjalistow z dziedziny odpornosci
roslin [29, 30, 34, 49, 53], jak i opracowania przegladowe, dotyczace wza-
jemnych relacji miedzy odpornosciag na mr6éz a innymi stresami [25, 27,
28], skutkéw dziatania mrozu i odpornosci komdrek na zamarzanie [52],
zjawisk fizykochemicznych, zachodzacych w trakcie zamarzania i taja-
nia oraz ich znaczenia dla przezycia stresu przez komérke [38], zjawiska
gtebokiego przechtodzenia i problemu unikania zamarzania przez tkanki
i organy roS$linne [2]. Ostatnie opracowanie tego typu dotyczy roli plaz-
molemy w uszkodzeniach mrozowych i aklimatyzacji ro$lin do niskiej
temperatury [78]. W opracowaniach tych podano poglady réznych au-
torbw na mechanizm uszkodzehn mrozowych. Zjawisko to, aczkolwiek
obszernie dyskutowane na tamach czasopism naukowych, jest stosunkowa
stabo prezentowane w podrecznikach akademickich. Do dzi§ budzi duzo
kontrowersji i nawet emocji, gdy $cierajg sie poglady réznych indywidu-
alnosci naukowych, stanowigce rozwiniecie lub zaprzeczenie dotychczas
znanych hipotez.

Opracowanie niniejsze jest préba usystematyzowania ostatnio prezen-
towanych pogladéw na mechanizm uszkodzeh mrozowych, zachodzacych
na terenie komoarki roslinnej, i jednoczes$nie préba ustosunkowania sie
autorki artykutu do tych pogladow.

PROCES ZAMARZANIA | JEGO SKUTKT

W wyniku obnizenia sie temperatury S$rodowiska ponizej punktu
krystalizacji wody zachodzg w tkankach roslinnych dwa zjawiska: 1)
obnizenie temperatury protoplastéw, 2) w tkankach lub komérkach two-
rzg sie krysztaty lodu. W pierwszym przypadku zachodzi zmiana wtas-
nosci struktur budujacych komorki i tkanki, w drugim — dochodzi do
mechanicznego oddziatywania krysztatéw lodu na struktury tkankowe
lub komdrkowe, czemu towarzyszy wtérny efekt: odwodnienie proto-
plastu, o ile 16d powstaje pozakomérkowo. Te réznorodne efekty zamar-
zania sprawiajg, iz uszkodzenia mrozowe sg zjawiskiem bardzo komplek-
sowym (patrz schemat). Jest to zapewne przyczyng wielu kontrowersji
miedzy badaczami tego zjawiska.

Nie budzi obecnie watpliwosci poglad, ze odporno$¢ tkanek roslin-
nych na zamarzanie polega na tolerowaniu pozakomoérkowej krystalizacji
wody [27, 28]. Powstanie lodu w obrebie komorki jest zawsze dla niej
$Smiertelne. Zachodzi wéwczas, gdy spadek temperatury otoczenia jest
bardzo szybki [4, 38, 40] lub tez jest wynikiem przechtodzenia tresci ko-
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morki ponizej temperatury hetero- lub homogennej nukleacji wody [39].
Moze tez by¢ skutkiem penetracji matych krysztatbw lodu z zewnatrz
do wnetrza komorki [37] lub tez skutkiem uszkodzenia plazmolemy [82].
Homogenna nukleacja jest wynikiem spontanicznej agregacji czgsteczek
wody, ktére tworzg zarodki krystalizacji, i zachodzi jedynie w tempera-
turze —39°C lub ponizej w zaleznosci od sktadu chemicznego roztworu
[62]. Heterogenna nukleacja moze wystepowa¢ w wyzszej temperaturze
wowczas, gdy w Srodowisku krystalizacji znajdujg sie inne substancje,
ktore dziatajg jako czynniki nukleacyjne.

Przypuszcza sig, ze uszkodzenia komorek, spowodowane wewnatrzko-
morkowga krystalizacjg wody, sg skutkiem zniszczenia ultrastruktury ko-
morki przez krysztaty lodu, zajmujgce wiekszg objeto$¢ niz woda [27],
lub tez mechanicznego oddziatywania krysztatow lodu na biony koméor-
kowe [78].

Wewnatrzkomdrkowa krystalizacja wody zachodzi zazwyczaj w nie-
zahartowanych tkankach roé$lin zielnych wdwczas, gdy spadek tempera-
tury otoczenia jest bardzo szybki, np. > 3°C min-1 [4], oraz w niekt6-
rych tkankach drzew i krzewdw, ktére ulegty gtebokiemu przechtodzeniu
[2]. Przy powolnym schiadzaniu 16d tworzy sie zazwyczaj w apoplascie,
tzn. w przestworach miedzykomorkowych, $cianach komaérkowych i na-
czyniach, a takze w przestrzeniach rozdzielajagcych niektore organy [20,
63], np. pod tuskami otaczajacymi tkanke merystematyczng pakéw. Pow-
staje wszedzie tam, gdzie potencjat wodny S$rodowiska jest wyzszy niz
potencjat wodny protoplastu. Powstanie krysztatbw lodu w apoplascie
powoduje nagty spadek potencjatu wodnego w tym S$rodowisku, co z ko-
lei powoduje przemieszczenie sie porcji wody z komorki do apoplastu
(w celu wyréwnania powstatej réznicy potencjatéw wodnych), gdzie ule-
ga ona krystalizacji. Caly proces trwa tak dlugo, az ustali sie réwnowa-
ga termodynamiczna miedzy potencjatem wodnym protoplastu a poten-
cjatem wodnym otoczenia, w ktorym powstaje 16d. Moment ustalenia sie
tej réwnowagi zalezy oczywiscie od temperatury $rodowiska, osmolal-
nosci roztworu pozakomoérkowego oraz od sit utrzymujgcych wode w ko-
madrce (obnizajagcych potencjat wodny protoplastu). W rezultacie krysta-
lizacji wody na zewnatrz komoérek dochodzi do ich odwodnienia, co z ko-
lei pociaga za sobg redukcje rozmiardw (skurcz) komorek i zatezenie roz-
tworu wewnatrzkomoérkowego. Wielkos¢ tych efektow i ich skutki zale-
73, oczywiscie, od tego, na jakim poziomie ustali sie rGwnowaga miedzy
potencjatem wodnym w niezamarznietej czesci srodowiska a chemicznym
potencjatem lodu. Badania wielu autorow [3, 13, 24] wskazuja, ze toleran-
cja zamarzania przez komorki roslinne moze zaleze¢ od ich zdolno$ci do
tolerowania odwodnienia.

Poglad, ze uszkodzenia mrozowe sg spowodowane dehydratacjg komé-
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rek, po raz pierwszy sugerowany przez Miller-Thurgau’a w 1886 r. [48],
byt nastepnie przyjety przez wielu badaczy, np. Akerman ,[1], Maksimow
[35, 36] i Molisch [46]. Skutki dehydratacji obejmowane sg czesto wspol-
ng nazwg efektéw roztworu (ang. solution effects) [38, 39]. Trzeba sobie
jednak zdawac sprawe z tego, ze fizyczne i chemiczne nastepstwa dehy-
dratacji sg bardzo réznorodne: zachodzi skurcz komérek (a wiec znaczne
zmniejszenie objetosci i powierzchni protoplastdw), czemu towarzyszy
wzrost stezenia substancji rozpuszczonych w roztworach wewnatrz- i po-
zakomoérkowych, zmiany pH soku komérkowego, a takze moze dojs¢ do
usuniecia wody z makromolekut komérkowych (patrz schemat). Ta ré6z-
norodnos$¢ skutkéw dehydratacji mrozowej doprowadzita do wielu hipotez
dotyczacych mechanizmu tych uszkodzen, przedstawionych w wielu opra-
cowaniach przegladowych [18, 28, 38, 43, 76, 77, 86]. Niektdre z tych hi-
potez nie znalazty peilnego potwierdzenia doswiadczalnego (np. hipoteza
dotyczaca tzw. krytycznej, minimalnej objetosci komorek Merymana [41]),
inne, np. hipoteza sulfhydrylowa Levitta [26, 27], sg ostatnio bardzo kry-
tykowane. Istnieje jednak catkowita zgodno$é¢ pogladdw, ze pierwotnym
miejscem uszkodzenn mrozowych sg btony, przy czym coraz wiecej fak-
tow przemawia za tym, ze uszkodzenia nieodwracalne dotyczg w pierw-
szym rzedzie plazmolemy [78]. Wedtug Steponkusa [78], konsekwencjg
indukowanej zamarzaniem modyfikacji struktury plazmolemy sg uszko-
dzenia, ktére rozwijaja sie w czasie tajania. Stout [88] stwierdzit jednak,
ze stres mrozowy powoduje uszkodzenia nie tylko plazmolemy, ale i to-
noplastu. Ponadto wykazal, ze krytyczny dla struktury tonoplastu mo-
ment wystepuje wowczas, gdy komorka pozostaje zamarznieta, mimo ze
warunki temperaturowe, w jakich przebiega proces rozmarzania i w ja-
kich przebywa tkanka po odtajaniu, majag wptyw na wielko$¢ powsta-
tych uszkodzen.

FIZYCZNE ASPEKTY DEHYDRATACJI MROZOWEJ

Badania skutkow dehydratacji mrozowej polegaja na obserwacji
skutkdw odwodnienia catych komérek albo skutkdw dehydratacji proto-
plastow uwolnionych ze $cian komdrkowych. To pierwsze podejScie poz-
wolito na sformutowanie w latach trzydziestych hipotezy, iz pierwotng
przyczyng uszkodzehA mrozowych jest mechaniczne rozerwanie protopla-
stu na skutek nieréwnomiernych napie¢, powstajgcych w czasie tajania
i szybkiego wnikania wody do skurczonej uprzednio komérki [19]. Waz-
ne w tej hipotezie jest, ze wektory napie¢ i ich rozktad w komoérce zaleza
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od obecnosci Sciany komorkowej, ktdrej rozkurcz w czasie tajania jest szyb-
szy niz ekpansja przytwierdzonego do niej odwodnionego protoplasta.
Hipoteza Iljina byla czesto kwestionowana przez badaczy, ktorzy obser-
wujac skutki zamarzania i tajania w komadrkach zwierzecych lub proto-
plastach izolowanych ze $cian komdrkowych wykazali, ze te obiekty
rowniez ulegajg uszkodzeniom mrozowym spowodowanym dehydratacja
[28, 42, 78], Jednakze badania Tao i innych [89] potwierdzajg znaczenie
$ciany komérkowej w mechanizmie uszkodzen mrozowych roslin (punkt
3 na schemacie) i wskazujg, ze jej obecno$¢ moze zwiekszy¢ zakres tych
uszkodzen w odwodnionych komdrkach lisci i kalusa ziemniaka: w ko-
morkach tych nie dochodzi do plazmolizy protoplastu, a wiec do oddzie-
lenia sie protoplastu od $ciany komodrkowej i przyjecia przez niego pos-
taci sferycznej, lecz zachodzi cytoryza, tzn. cytoplast wraz ze $ciana
przyjmuje nieregularny ksztalt. Prowadzi to do zrdoznicowania napiec
powstajacych w czasie tajania, kiedy nastepuje szybka ekspansja skur-
czonej komorki.

Grupa badaczy, zajmujacych sie uszkodzeniami wywotanymi zamar-
zaniem w komérkach zwierzecych lub w izolowanych protoplastach ros-
linnych, zaklada, iz bezpos$rednig przyczyna uszkodzen jest drastyczna
redukcja objeto$ci komorki lub protoplastu [42, 90], ktérej towarzyszy
drastyczna redukcja powierzchni bitony komoérkowej — plazmolemy
(punkt 4 na schemacie), na co przede wszystkim zwracajg uwage Stepon-
kus i jego wspoétpr. (5, 78, 79, 80, 83, 85, 92]. W czasie tajania zachodzi
gwattowna ekspansja protoplastu i plazmolemy. Zanim protoplast osiggnie
swoje poczatkowe rozmiary, nastepuje jego liza. Mozliwos$¢ ekspansji pro-
toplastu bez uszkodzenia nie zalezy ani od zakresu uprzedniego jego
skurczu, ani od jakiej$ krytycznej wartosci powierzchni plazmolemy, ale
od wartosci charakteryzujacej zdolno$é protoplastu do powiekszenia po-
wierzchni, tzw. tolerowalnego zwiekszenia powierzchni (ang. Tolerable
Surface Area Increment, TSAI) [92]. Warto$¢ TSAID okresla takie zwiek-
szenia powierzchni plazmolemy, ktore powodujg lize 50% protoplastéw
w badanej populacji. Jest to warto$¢ stata dla gatunku, ale zalezy od
pH i sktadu jonowego os$rodka, w ktorym przemrazane s protoplasty.
Wartosé ta ros$nie znacznie w czasie hartowania [4]. Zardwno Meryman
i jego wspOtpr. [43, 44, 93, 94], jak i Steponkus i jego koledzy [78, 95]
uwazajg, ze w czasie skurczu protoplastu zachodzi utrata materiatu bu-
dujacego btone komdérkowga. RoOznig sie jednak pogladami na temat me-
chanizmu tego zjawiska. Williams i inni [94] utrzymujg, ze jest ono spo-
wodowane ogromnym wzrostem cisnienia w poprzek btony, powstaja-
cym w wyniku skurczu protoplastu, natomiast Wolfe i Steponkus [95-97]
dowodza, ze jest to konsekwencja niewielkiego spadku napiecia powierz-
chniowego btony.
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Obserwacje mikroskopowe wskazujg, ze w niezahartowanych komor-
kach i protoplastach poddanych przemrazaniu plazmolema wykazuje licz-
ne wpuklenia, a ponadto tworzg sie z niej na terenie cytoplazmy liczne
drobne pecherzyki $Swiadczace o endocytozie [9, 51, 87]. W zahartowa-
nych protoplastach zamiast endocytozy zachodzi egzocytoza [10, 82],
co — zdaniem badaczy — umozliwia w czasie tajania i ekspansji proto-
plastu szybkie ponowne wchtoniecie fragmentéw btony wydzielonych na
powierzchni plazmolemy i zapobiega uszkodzeniom. Wediug tych auto-
réw, roznice w zachowaniu sie plazmolemy protoplastow niezahartowa-
nych i zahartowanych stanowig podstawe ich zréznicowanej odpornosci
na zamarzanie.

Rozwazajac inne ewentualne skutki dehydratacji komérek i destabili-
zacji bton, spowodowanych pozakomoérkowg krystalizacjg wody, nalezy
wroci¢ do dawnej propozycji Maksimowa [35]; uszkodzenia mrozowe sg
spowodowane usunieciem wody z powierzchni komérki. Ostatnie bada-
nia, dotyczace przejscia fazowego w sztucznych i naturalnych btonach,
wykazaty, ze wiele fosfolipidéw podlega mezomorficznej zmianie fazy
w wyniku dehydratacji: z uktadu dwuwarstwowego tworzy sie uktad hek-
sagonalny IlI, o ile zawarto$¢ wody w tym ukiadzie spadnie ponizej 20°/0
[33, 72], W ukiadzie tym fosfolipidy tworzg diugie cylindry, ktérych
whnetrze, zbudowane z grup polarnych, wypetnione jest wodg. Skitadniki
hydrofobowe fosfolipidow (tancuchy kwaséw ttuszczowych) tworza nato-
miast amorficzng hydrofobowa strukture. Taka zmiana struktury blony
pozwala na tatwy przeptyw wody wraz z jonami; blona traci wiasnosci
selektywne i dochodzi do wycieku elektrolitow z komoérek. Ostatnia pra-
ca Gordon-Kamma i Steponkusa [11] wskazuje, ze dehydratacja mrozo-
wa spowodowata faktycznie przejscie fazowe w plazmolemie protoplas-
tébw izolowanych z niezahartowanych lisci zyta: w blonie tej wykryto
obszary lipidowe, pozostajgce w ukiadzie heksagonalnym Il (punkt 6 na
schemacie). Jednakze wyniki badahn Pearce’a i Willisona [60] nie pot-
wierdzajg wystepowania struktur heksagonalnych w btonach komorek
liSci pszenicy poddanych przemrazaniu. Autorzy ci stwierdzili natomiast,
ze w bionach tych zachodzi segregacja wystepujacych w nich czgstek biat-
kowych (ang. Intramembrane Particles, IMP) i pojawiajg sie obszary
pozbawione tych czastek (ang. IMP-free regions) — punkt 5 na schema-
cie. Obszary te wykrywano na terenie bilony komorkowej, bton cyto-
plazmatycznych, a takze tonoplastu. Analizujgc szczegétowo uzyskane
obrazy bton i ewentualne przyczyny powstawania w bionach obszarow
wolnych od IMP, autorzy dochodzg do wniosku, ze zjawisko to nie jest
spowodowane ani termotropiczng zmiang fazy lipidéw, ani przejSciem
z uktadu dwuwarstwowego w heksagonalny. Nie moze tez byé spowodo-
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wane agregacja biatek, wywotang wedtug Levitta [26] utlenianiem wol-
nych grup sulfhydrylowych i powstaniem mostkéw siarczkowych miedzy
poszczeg6lnymi tancuchami polipeptydowymi biatek. Wedtug Levitta [28],
tworzenie sie mostkéw siarczkowych miedzy polipeptydami réznych cza-
stek biatka mogtoby by¢ przyczyng powstawania duzych agregatéw biat-
kowych w odwodnionych komoérkach i prowadzi¢ do denaturacji biatek
w czasie uwadniania. Pearce i Willison [60] wysuwajg hipoteze, ze pier-
wotng przyczyng reorganizacji struktury bion sg zaburzenia w systemie
wigzacym IMP z cytoszkieletem komorki. Uwazajg tez, ze pozbawione
IMP obszary bton moglyby byé miejscami, w ktérych zachodzi utrata li-
pidowego materiatu bton w trakcie zamarzania, zgodnie z propozycja
Steponkusa [78].

CHEMICZNE SKUTKI DEHYDRATACJI MROZOWEJ

Dehydratacja mrozowa, poza oméwionymi juz tu efektami, za ktore
odpowiedzialna jest silna redukcja objetosci i powierzchni komorki, po-
woduje rowniez zwigkszenie stezenia substancji i jonéw rozpuszczonych
w soku komoérkowym. Wielu dawnych badaczy ujemnych skutkéw prze-
mrazania [12, 15, 31, 50] sugerowato, ze uszkodzenia dehydratacyjne sa
spowodowane chemicznym oddziatywaniem zwiekszonego stezenia soli
i/lub kwaséw na protoplazme (punkty 7 i 8 na schemacie). Liczne dos-
wiadczenia wykazaty, ze w wyniku wzrostu stezenia elektrolitow, zmian
pH i usuniecia wody na skutek krystalizacji eutektyku nastepuje dena-
turacja komplekséw biatkowo-lipidowych. Heber i Santarius [16, 17, 18]
zgromadzili duza liczbe danych na temat skutkéw oddziatywania elektro-
litdw nieorganicznych, kwasow organicznych, aminokwasow, cukréw
i réznych krioprotektantow na btony tylakoidéow. Z badan tych wynika,
ze utrzymanie nie zmienionej struktury bton w systemie skiadajagcym sie
z potencjalnie toksycznych dla bton soli oraz zwigzkéw obojetnych, np.
polialkoholi, zalezy przede wszystkim od oddziatywan koligatywnych
w roztworach (polialkohole zapobiegajg w sposéb niespecyficzny wzrosto-
wi stezenia elektrolitow w niezamarznietej frakcji wody). Niskoczastecz-
kowe weglowodany mogg chroni¢ strukture tylakoidow rowniez w inny
spos6b — na drodze bezposredniego oddziatywania ze sktadnikami tych
bton [64]. W uszkodzeniach mrozowych tych bton odgrywajg role tez
inne czynniki, takie jak ilo§¢ utworzonego lodu, ostateczne stezenie ele-
ktrolitéw i bton w nie zamarznietej czeSci roztworu, ostateczna objetosé
tej frakcji, temperatura i okres przemrazania [65 66]. Wyniki badan
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Steponkusa i jego kolegow wykazaly, ze uszkodzenia tylakoidow powsta-
ja w wyniku uwolnienia z bton (dysocjacji) specyficznych biatek, takich
jak czynnik sprzegajacy (ang. Coupling Factor, CFX i plastocyjanina [32,
75, 84]. Volger i inni [91] wykazali ponadto, ze z przemrazanych tylako-
idow nastepowato rdédwniez uwolnienie reduktazy ferredoksyna-NADP.
Z badan Herbera i wspo6tpracownikéw, ktorzy badali zachowania sie ty-
lakoidow w czasie przemrazania wynika, ze destabilizacja tych bton spo-
wodowana jest albo bezpos$rednig interakcjg sktadnikow bilony z sub-
stancjami rozpuszczonymi w srodowisku, albo tez obnizeniem uporzadko-
wania struktury wody na skutek dziatania rozpuszczonych w niej sub-
stancji chaotropicznych [78]. Bezposrednie oddzialywania soli z btong sa
przyczyng dysocjacji biatek, spowodowanej zniesieniem oddziatywan jo-
nowych w obrebie btony, zmianami w oddziatywaniach hydrofobowych
w btonie lub zobojetnieniem tadunku, natomiast spadek stopnia uporzad-
kowania wody, spowodowany oddziatywaniem substancji chaotropicznych,
zwieksza oddzialywania miedzy czeSciowo polarnymi skiadnikami bton
i fazg wodna, co utatwia dysocjacje struktury dwuwarstwowej. Ponadto
dysocjacja biatek, ktére sa nos$nikami ujemnych tadunkéw na zewnetrz-
nej czesci btony, moze prowadzi¢ do zmiany dystrybucji tadunku na bto-
nie, co z kolei powoduje otworzenie kanatow hydrofilnych i w rezultacie
moze doprowadzi¢ do zniszczenia struktury biony. Ostatnie badania Jen-
sena i Oetmeiera [21] wykazujg, ze czynniki kriotoksyczne oddziatuja lo-
kalnie na pewne mikrostruktury w btonach tylakoidéw, powodujac pecz-
nienie tylakoidow (utrate wiasnosci osmotycznych) w wyniku nieodwra-
calnego otworzenia kanatow protonowych, czemu towarzyszy przeptyw
soli i/lub cukréw do woreczka tylakoidu.

Wszystkie te obserwacje i rozwazania wskazujg na istotng role zwiek-
szonego (w wyniku dehydratacji mrozowej) stezenia elektrolitbw wew-
natrzkomorkowych w uszkodzeniach mrozowych bton tylakoidow. Zbli-
zonych danych na temat wplywu stezonych roztworédw soli na inne bilo-
ny (np. btony mitochondrialne lub plazmoleme) jest znacznie mniej. Jed-
nakze fakt, ze izolowane protoplasty i komorki roslinne, poddane dziata-
niu roztwordéw hypertonicznych, wykazujg uszkodzenia podobne do usz-
kodzen mrozowych [6, 71, 73, 90, 92], sugeruje, ze plazmolema moze ule-
ga¢ podobnym jak chloroplasty modyfikacjom spowodowanym oddziaty-
waniem toksycznych stezen soli.
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SKUTKI DZIALANIA NISKIEJ TEMPERATURY

Niezaleznie od skutkéw dehydratacji, wywotanych krystalizacjg wo-
dy w apoplascie, uszkodzenia mrozowe moga by¢ spowodowane dziata-
niem samej temperatury: zbyt niska temperatura moze powodowac¢ zmia-
ny we wiasnosciach i funkcjonowaniu struktur komérkowych, niezalez-
nie od modyfikacji spowodowanych dehydratacjag mrozowg (na schema-
cie punkty 1 i 2). Lipidowo-biatkowa struktura bton sprawia, ze zmiana
wiasnosci btony pod wplywem niskiej temperatury moze by¢ spowodo-
wana lub zapoczatkowana zmiang struktury kazdego z tych skiadnikéw.
Prowadzone badania wskazujg, ze podobnie jak u roslin wrazliwych na
mchtdd (tzn. u roslin wykazujacych uszkodzenia w temperaturze > o°c),
réwniez u roslin odpornych na chidéd zachodzi termotropiczna zmiana
fazy lipidéw budujacych btone (ptynno-krystaliczna struktura przechodzi
w strukture Kkrystaliczng), albo tez nastepuje rozdziat (separacja) faz.
W niektorych przypadkach temperatura przejscia fazowego, okreslona
dla catych komérek lub dla lipidéw wyekstrahowanych z tych komorek,
odpowiada temperaturze powodujgcej uszkodzenia mrozowe [8, 61]. Win-
nych pracach wykazano jednak, ze przejscie fazowe lipidéw zapoczatko-
wywane jest dziataniem temperatury znacznie wyzszej od temperatury
letalnej. Na przykiad temperaturg letalng dla wielu drzew jest tempera-
tura nizsza niz —70°C, podczas gdy temperatura rozdziatu faz, okreslona
dla fosfolipiddw wyekstrahowanych z tkanek tych drzew, miesci sie
w granicach od —30° do —60°C [14]. U zahartowanego rzepaku ozime-
go, krytyczng temperaturg, powodujgca zabicie 50% komoarek liscia, jest
temperatura okoto —15°C, rozdziat za$§ faz w blonach nienaruszonych
lisci lub w ekstraktach fosfolipidow uzyskanych z ich tkanek, zachodzi
w temperaturze okoto 0°C [70]. U hartowanych i niehartowanych od-
mian zyta i pszenicy zachodzi odwrotne zjawisko: fosfolipidy wyekstra-
howane z tkanek tych roslin wykazuja rozdziat faz w temperaturze o oko-
to 20°C nizszej niz temperatura letalna [14]. Niezgodno$¢ miedzy tem-
peraturg krytyczna i temperaturg przejscia fazowego tlumacza niektd-
rzy tym, ze temperaturg krytyczng dla komoérek moze byé przede wszyst-
kim ta temperatura, w ktorej zachodzi przejscie fazowe jednej tylko bio-
ny lub nawet jakiej$ jej domeny, a nie wszystkich bton i wszystkich fos-
folipidéw komérkowych. Wyniki badan Yoshidy [99, 100], przeprowadzo-
nych na frakcji bton wzbogaconej w plazmoleme, wykazaly, ze tempera-
tura przejscia fazowego tej btony odpowiada temperaturze 50% uszko-
dzenia mrozowego. Yoshida [100] uwaza, ze rozdziat faz lub przejscie
fazowe plazmolemy predysponuje komérke do reakcji na dziatanie in-
nych czynnikéw spowodowanych zamarzaniem, a wiec rowniez na dehy-
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dratacje. Yoshida [100] wykazat, ze temperatura przejscia fazowego plaz-
molemy zalezy w duzej mierze od zawartoSci w niej biatek. Obecno$¢
bialek sprawiata, iz przejscie fazowe tej blony zachodzilo w temperatu-
rze okoto 10°C nizszej niz temperatura przejScia fazowego liposomow
lub bton potraktowanych pronazg. Sagdzi wiec, ze biatka bton stano-
wig istotny czynnik determinujgcy reakcje plazmolemy na niskg tem-
perature.

Pierwszorzedowga role biatek w reakcji bton na zamarzanie pozako-
morkowe sugerujg tez prace Palty i jego wspoipr. ,[54-59]. Prowadzac
obserwacje, dotyczace morfologii oraz zdolnoSci do plazmolizy i deplaz-
molizy komdrek epidermy tusek cebuli oraz lisci ziemniaka poddanych
przemrazaniu, wykazali oni, ze pierwszym objawem nienormalnego funk-
cjonowania bton byt wyciek niektorych jonéw (przede wszystkim potasu)
i cukréow z przymrozonych komdrek, przy czym zjawisko to zachodzito
w komorkach, ktérych plazmolema zachowata nadal swoje witasnosci pot-
przepuszczalne w stosunku do wody. Na tej podstawie badacze dochodzg
do wniosku, ze pierwotnym miejscem uszkodzenn spowodowanych niska
temperaturg sg ATP-azy zlokalizowane w btonie, odpowiedzialne za trans-
port jonéw, przede wszystkim potasu (punkt 2 na schemacie). Zmiana sto-
sunkow jonowych w komorce (spadek zawartoSci jonow K+ pocigga za
sobg uwalnianie Ca2+) prowadzi z kolei do degradacji bton i $mierci ko-
morki. Propozycja ta spotkata sie z ostrg krytyka ze strony Steponkusa
[78], ktéry zwraca uwage, ze prace Palty i wspdipr. dotyczg poczatkowych
i odwracalnych jeszcze skutkow dziatania niskiej temperatury, natomiast
nie wyjasniaja mechanizmu uszkodzen nieodwracalnych, ktérych przy-
czyng jest dehydratacja protoplastu. Cytochemiczne badania Jiana i in-
nych [22] wskazujg jednak, ze w wyniku przemrazania niezahartowanych
lisci pszenicy faktycznie dochodzi do zahamowania aktywnosci ATP-az
zlokalizowanych w plazmolemie, natomiast w komdérkach zahartowanych
aktywnos$¢ tych enzymoéw jest wysoka, nawet w niskiej (+5°C) tempe-
raturze Srodowiska.

Wydaje sie, ze zahamowanie aktywnos$ci ATP-az zaangazowanych
w transport jondw jest jedng z bardzo wczesnych reakcji bton na niska
temperature. Poniewaz u ro$lin wyzszych pierwotnym aktywnym proce-
sem transportowym jest elektrogeniczny transport protonéw, mozna wiec
przypuszcza¢, ze hamowanie pomp elektrogenicznych zlokalizowanych
w plazmolemie i tonoplascie, powodujace depolaryzacje bton, jest gtow-
nym elementem reakcji roslin na temperature nizszg od 0°C i by¢é moze
jest tez przyczyng uszkodzen spowodowanych niska, ale > 0°C tempe-
raturg u roslin wrazliwych na chtéd [74],

Zmiany witasnosci bton w niskiej temperaturze i zaburzenia w gospo-
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darce jonowej komorek, gtéwnie zmiany stezenia jondw Caz2+ i Mg2+,
moga réwniez doprowadzi¢ do aktywacji enzyméw lipolitycznych zwig-
zanych z btona, przede wszystkim fosfolipazy D [69, 98]. Enzym ten,
aktywny nawet w temperaturze —30°C, powoduje degradacje fosfaty-
dylocholiny, czemu towarzyszy nagromadzenie sie kwasu fosfatydowego
w komoérkach [98]. Kwas fosfatydowy, dziatajac jako detergent, powodu-
je dalszg degradacje bton. Badania Moreau’a i Isett [47] wykazatly, ze sty-
mulowana przez Ca2 aktywacja enzymoéw lipolitycznych w komorkach
roslinnych moze by¢ pod kontrolg kalmoduliny.

W wyniku dziatania niskiej temperatury dochodzi réwniez do akty-
wacji lipoksygenazy [23, 101]. Enzym ten, katalizujgcy utlenianie wielo-
nienasyconych kwaséw tluszczowych, powoduje powstawanie hydroksy-
nadtlenkéw lipidéw, ktdre mogg zapoczatkowaé tancuch reakcji wolno-
rodnikowych w systemach biologicznych i doprowadzi¢ do destrukcji bton
i struktur biatkowych. Rozpuszczalna, nie zwigzana z btonami frakcja
lipoksygenazy wykazuje znaczacg aktywno$¢é nawet w temperaturze
—15°C [7].

Wsp6lna cechg modyfikacji aktywno$ci wymienionych tu enzyméw
jest to, ze zaleza one od gospodarki jonowej na terenie cytoplazmy, a prze-
de wszystkim od zmian stezenia jonow Ca2+. By¢é moze stuszna jest hi-
poteza Minorsky’ego [45], ktéra proponuje, iz w reakcji roslin na stres
spowodowany niskg temperaturg centralng role odgrywajg reakcje zalez-
ne od jonéw Ca2f i kalmoduliny. Wydaje sie, ze reakcje te moga prowa-
dzi¢ do odwracalnych lub nieodwracalnych zmian witasnosci bton, w za-
leznosci od natezenia stresu (tzn. od spadku temperatury i czasu jej dzia-
tania), dodatkowych jego efektdw (np. dehydratacji) i oczywiscie uwa-
runkowan genetycznych i Srodowiskowych (adaptacji ewolucyjnej i osob-
niczej). Wyniki ostatnio prowadzonych badan wskazujg, ze wstepne na-
ruszenie wiasciwosci bton jest czynnikiem nieodzownym do zainicjowa-
nia proceséw prowadzgcych do zwiekszenia tolerancji komdrek na zamar-
zanie, o ile zaistniejg sprzyjajace warunki [67, 68], Ten aspekt dziatania
niskiej temperatury wymaga doktadnych badan.

Na zakonczenie tego przegladu udowodnionych doswiadczalnie lub
spodziewanych i postulowanych mechanizméw uszkodzernh mrozowych na-
lezy doda¢, ze dotyczg one zachowania sie pojedynczej, modelowej ko-
morki. Wrazliwo$é roznych komdérek na zamarzanie moze by¢ oczywiscie
rézna. Jest ona wypadkowg uwarunkowan genetycznych (zmiennosci ge-
netycznej), programu genetycznego aktualnie przez komoérke realizowa-
nego (a wiec jej stadium rozwojowego, specjalizacji i lokalizacji tkanko-
wej), a takze zmian spowodowanych oddziatywaniem srodowiska na wzrost
i rozwoj catej rosliny (zmiennosci fenotypowej). Mozna wiec przypusz-
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czac¢, ze gtbwny mechanizm uszkodzen spowodowanych zamarzaniem mo-
ze by¢ rézny dla ré6znych komdrek. Na przyktad skurcz protoplastu i re-
dukcja powierzchni btony komodrkowej moga mie¢ zasadnicze znaczenie
dla zwakuolizowanych komdrek parenchmatycznych kory lub lisci, nato-
miast nie bedag przyczyng uszkodzen komoérek merystematycznych. Ter-
motropiczny rozdziat faz lub zaburzenia w transporcie i zawartosci jondw
moga mieé¢ zasadnicze znaczenie dla metabolicznie aktywnych komoérek
lisci lub korzeni, natomiast nie bedg miaty wiekszego znaczenia dla ko-
morek znajdujgcych sie w stanie giebokiego spoczynku (np. dla komorek
kory spoczynkowych gatezi i pni). Majac wiec na uwadze calg ztozonos¢
problemu uszkodzen mrozowych, w badaniach ich mechanizmu nalezato-
by zawsze bra¢ pod uwage rodzaj, etap rozwojowy i stan fizjologiczny
tkanki bedacej przedmiotem badan. W badaniach dotyczgcych odpornosci
mrozowej catych ro$lin nalezy braé pod uwage te tkanki, ktorych funk-
cja i lokalizacja moze decydowaé o przezyciu catego osobnika.
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Streszczenie. W pracy dokonano przegladu najnowszych badan dotyczacych pro-
cesu zaptodnienia oocytéw ssakéw. Omoéwiono trzy zjawiska: bloku przeciwko po-
lispermii, Il podziatu dojrzewania i rozwoju przedjadrzy. Opisano struktury uczest-
niczace w bloku przeciwko polispermii, ziarna korowe i ostone przejrzysta oraz
mechanizmy powstawania bloku, reakcje korowa i ostony. Przedstawiono udziat
cytoszkieletu komdrki jajowej w mechanizmie Il podzialu dojrzewania oraz wy-
niki badan dotyczgacych procesu przeksztatcania jadra plemnika w przedjadrze
meskie.

Summary. This article is a review of topic knowledge about mammalian fertiliza-
tion. Succeding sections are considering three subjects: block to polyspermy, se-
cond meiotic division and pronuclear development. In the section regarding block
to polyspermy participating elements have been described; the cortical granules
and zona pellucida, and also the mechanisms of developing this block have been
considered: cortical and zona reaction. In the next sections the participation of
oocyte cytoskeleton in the second meiotic division and the process of transforma-
tion of the spermatozoon nucleus into male pronucleus is described.

1. WSTEP

Fuzja bton oocytu i plemnika podczas zaptodnienia u ssakéw zapoczat-
kowuje istotne zjawiska tego procesu, a sa nimi: powstanie bloku prze-
ciwko polispermii, dokornczenie Il podziatu dojrzewania i wyrzucenie 1l
ciatka kierunkowego, oraz przeksztatcenie gtéwki plemnika w przedjad-
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rze meskie. W ostatnich latach zjawiska te sg intensywnie badane i do-
ktadniej poznane, a ich wyniki bedg tu przedstawione.

2. POWSTANIE BLOKU PRZECIWKO POLISPERMII

W oocytach ssakéw blok przeciwko polispermii, dzieki ktéremu zaptod-
nienie jest monospermiczne, funkcjonuje na poziomie ostony przejrzy-
stej (zona pellucida) i oolemy. Wyjatkiem sg tu oocyty chomika majace
tylko silny blok ostony przejrzystej i oocyty krélika, gdzie funkcjonuje
tylko blok oolemy [1].

W powstaniu bloku przeciwko polispermii na poziomie ostony uczest-
niczg dwie struktury: ziarna korowe i ostona przejrzysta. Ziarna korowe
wiekszosci gatunkoéw ssakdéw majg wymiary od 200 do 600 gm i sg otoczo-
ne btong. Powstaja w kompleksie Golgiego i ulegajac pewnemu zréznico-
waniu wedrujg pod powierzchnie oocytu [16]. S§ wykrywalne juz w oocy-
tach otoczonych jedng warstwa komérek follikularnych. W owulowanym
oocycie roztozone sg polarnie, gdyz obecne sg tylko w obszarze pokrytym
mikrokosmkami, ktdry stanowi 80% powierzchni blony oocytu. Ziaren
korowych nie stwierdza sie pod powierzchnig gtadka oocytu, czyli ob-
szarze zajmowanym przez wrzeciono metafazy Il [42, 43]. Ziarna te za-
wierajg gtdwnie enzymy podobne do trypsyny i peroksydazy, zwane owo-
peroksydazami, co ustalono na podstawie badan histochemicznych i fizjo-
logicznych [17, 59, 60]. W oocytach wiekszosci ssakow wyrdznia sie dwie
populacje ziaren réznigcych sie gestosScig elektronowg, mniej liczng zia-
ren jasnych i dominujacg liczebnie ziaren ciemnych [16, 43]. Ciemne ziar-
na korowe uwalniane sg w reakcji korowej, odbywajgcej sie po fuzji bton
oocytu i plemnika. W wyniku reakcji korowej powstaje tzw. reakcja
ostony, podczas ktdrej pod wptywem enzymoéw ziaren korowych dokonu-
ja sie biochemiczne zmiany witasciwosci ostony. Zmienia ona swoje witas-
ciwosci fizyczne i chemiczne i staje sie nieprzepuszczalna dla dalszych
plemnikéw [20], Liczba ziaren jasnych znacznie maleje po owulacji occy-
tu. Uwalnianie ziaren jasnych przed wniknieciem plemnika nosi nazwe
przedwczesnej reakcji korowej. Zjawisko to nie wptywa na zmiane wias-
nosci ostony. Sugerowany jest jego udziat w niszczeniu wypustek koma-
rek follikularnych. Wypustki tych komoérek do owulacji majg Scisty kon-
takt z cytoplazmag komdrki jajowej. Pozostaje nie wyjasniona kwestia,
czy ziarna ciemne i jasne przedstawiajg rozne stadia dojrzewania ziaren,
czy ich wystepowanie zwigzane jest z r6zng funkcjg podczas dojrzewania
oocytu i zaptodnienia. Spontaniczna, przedwczesna reakcja korowa
w przedowulacyjnych oocytach jajnikowych, w ktorej zachodzi egzocy-
toza ziaren ciemnych, stwierdzona zostala w oocytach nieptodnych ko-
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biet [56]. Podobne zjawisko wystepuje u wsobnych myszy KE i jest de-
fektem genetycznym, powodujacym obnizenie ptodnosSci tego szczepu [25].

W egzocytozie ziaren korowych biorg udziat podbtonowe filamenty
aktynowe oocytu [16]. Zniszczenie tych filamentow przez cytochalazyne
B, obecng podczas zaptodnienia, hamuje zaréwno reakcje korowg, jak
i reakcje ostony [45]. Reakcja korowa przebiega, gdy wzrasta stezenie
wolnych jonéw Ca++ w cytoplazmie oocytu, co nastepuje po fuzji btony
plemnika z oolemg. Mechanizm egzocytozy zostat doktadnie poznany
w jajach jezowcOw. Na podstawie tych badan odtworzono sekwencje zda-
rzen od wnikniecia plemnika do powstania reakcji korowej. Zaptadnia-
jacy plemnik przez swoj receptor na oolemie stymuluje G-proteiny —e
biatka zwigzane z nukleotydem guanylowym. Ten etap jest podobny do
zdarzeh zachodzacych podczas egzocytozy ziarenek komérek tucznych
[13]. Aktywowane G-proteiny oddziatujg na fosfolipaze C — enzym do-
konujacy hydrolizy dwufosforanu fosfatydyloinozytolu do trdjfosforanu
inozytolu. Ten ostatni zwigzek mobilizuje jony Ca++ w komdrce, przez
co dochodzi do egzocytozy ziaren korowych [64].

Ostona przejrzysta jest syntetyzowana przez oocyt podczas oogenezy
[5, 6]. Przeprowadzono jednak badania dokumentujgce cytochemicznie
udzial komorek folikularnych przynajmniej w poczatkowym etapie two-
rzenia ostony [63]. O pochodzeniu ostony przejrzystej przesadza synte-
tyzowanie jej przez tzw. zagubione komorki piciowe w miejscach ekto-
powych. Sg to komorki, ktore nie dotarty do somatycznego zawigzka go-
nady, a najczesciej stwierdza sie ich obecno$¢ w nadnerczu. Komorki
te, bez wzgledu na pte¢ genetyczng, przechodza oogeneze i w czasie wtas-
ciwym dla komdrek zenskich w jajniku zostajg otoczone przez ostone
przejrzysta [72]. W mikroskopie skaningowym ostona przejrzysta ujaw-
nia swojg fibryllarng strukture i wyglagda jak system nalozonych na sie-
bie siatek [53], Jest ona silnie porowata i przepuszczalna dla czasteczek
wirusow i immunoglobulin |[16]. Biochemia ostony przejrzystej najpet-
niej zostata poznana u $wini i u myszy. Ostona przejrzysta oocytu Swini
zbudowana jest z 11 frakcji glikoprotein [12]. Z ostony przejrzystej oocy-
tu myszy wyodrebniono elektroforetycznie 3 klasy glikoprotein i ozna-
czono je symbolami ZP1, ZP2 i ZP3 [4, 5, 7]. Znana jest juz w pewnym
zakresie funkcja i zachowanie sie tych frakcji podczas reakcji ostony
oocytu myszy. Frakcja ZP1 stanowi 36% ostony przejrzystej i charakte-
ryzuje sie najwiekszymi czasteczkami i duzg zawartoscig fukozy. Frakcja
ZP2 stanowi 46% ostony. Enzymy ziaren korowych zmieniajg ja w czes-
ci peptydowej. Dzieki temu glikoproteina ta przestaje byé substratem dla
akrozyny, enzymu uczestniczgcego w penetracji plemnika przez ostone,
a zwigzanego z wewnetrzng btong akrosomu plemnika. Zmiany w czeSci
peptydowej polegajg na wytworzeniu wigzan miedzy tyrozynami, a prze-
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jawiaja sie jako stwardnienie ostony [59, 60]. Dzieki temu zjawisku wy-
dtuza sie czas proteolizy ostony oocytu po zaptodnieniu, co wykorzysty-
wane jest w badaniach reakcji korowej [20], Zmiana frakcji ZP2 jest pro-
cesem wolnym i odbywa sie w ciggu 2-3 godz. po penetracji plemnika
in vivo lub in vitro [45, 59, 60]. Utwardzona ostona przejrzysta chroni
zarodek podczas rozwoju przedimplantacyjnego przed enzymami i makro-
fagami jajowodu. Frakcja ZP3 stanowi 17% ostony i podczas reakcji osto-
ny ulega zmianie w czesci cukrowej [7], Frakcja ZP3 rozmieszczona jest
na zewnetrznej powierzchni ostony. Frakcja ta jest nazwana receptoro-
wa; z nig bowiem zwigzane sg czasteczki zawierajagce koncowe N-acetyl-
glukozaminy umozliwiajgce przyleganie plemnikéw do ostony. Te recep-
torowe funkcje ulegajg unieczynnieniu w ciggu 1 min od fuzji gamet.
Powoduje to pierwsza fala uwalnianych ziaren korowych. Caty proces
egzocytozy trwa 30 do 60 min po wniknieciu plemnika [14, 57], Koncowa
N-acetyloglukozamina jest og6lnym i niespecyficznym znacznikiem, gdyz
pozwala na miedzygatunkowe przyleganie plemnikéw. Uwazana jest stad
za cze$¢ receptora lub jeden z wielu receptorow zapewniajgcych zaptod-
nienie i wedrowke plemnikéw przez ostone. Frakcja receptorowa ostony
przejrzystej oocytu $wini stanowi 11% biatek ostony. Receptorem dla
plemnika jest kohcowa N-acetyloglukozalanina. Frakcja ta rozpuszczona
i oznakowana 1% wigze sie zar6wno z plemnikami swego gatunku, jak
i plemnikami ludzkimi. Wskazuje to immunochemiczne podobieAstwo
receptoréw lub czesci receptoréw plemnikéw ludzkich i $wini. Z tej racji
badania interakcji ostony przejrzystej i plemnika u tego gatunku na po-
ziomie molekularnym wydaja sie bardzo interesujgce. Jednocze$nie cy-
towane badania dostarczyty informacji o lokalizacji receptora na btonie
plemnika. N-acetyloglukozalanina wigzata sie z wewnetrzng btong akro-
somu plemnika [12].

Reakcje korowg i reakcje ostony mozna wywotaé sztucznie niektéry-
mi czynnikami powodujgcymi partenogenetyczng aktywacje oocytow. Ba-
dania reakcji korowej po zastosowaniu roznych technik aktywacji dostar-
czyty informacji, ze bodzce, takie jak dziatanie hialuronidazy i szok osmo-
tycizny, nie wywotujg egzocytozy ziaren korowych [16]. Szok elektryczny
i dziatanie jonoforu A23187 wywotujg niepetng reakcje [16, 71], nato-
miast pozywka pozbawiona jonéw Ca++ [16] i etanol [18] wywotujg pet-
ng reakcje korowa, jak czyni to plemnik. Wymienione badania przepro-
wadzone byty gtdwnie przy uzyciu mikroskopu elektronowego. Najpet-
niej scharakteryzowano reakcje korowg i ostony w oocytach aktywowa-
nych termicznie [26-28]. W mikroskopie elektronowym w oocytach wy-
kazano czeSciowa egzocytoze ziaren korowych [28]. W badaniach fizjolo-
gicznych stwierdzono penetracje oston przez plemniki [27], natomiast ba-
daniami enzymatycznymi wykazano niecatkowite utwardzenie ostony [28].
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W wyniku niepetnej egzocytozy ziaren korowych nie nastgpita inaktywa-
cja receptorow dla plemnikéw i nie dokonata sie petna zmiana frakcji
ZP2.

Blok na poziomie btony komoérkowej oocytu myszy powstaje 40
min po wniknieciu plemnika do cytoplazmy, co zostato ustalone w dos-
wiadczeniach polegajagcych na reinseminacji oocytow pozbawionych oston
przejrzystych [70]. Mechanizm powstawania bloku na poziomie btony
cytoplazmatycznej oocytu pozostaje nadal nieznany [23]. Wiadomo jed-
nak, ze nie ma on zwigzku z reakcjg korowg. Uniemozliwienie egzocyto-
zy ziaren korowych przez cytochalazyne B nie wywotuje polispermicz-
nego zaptodnienia, chociaz powoduje zwiekszong penetracje plemnikow
przez nieutwardzong ostone [46], Stwierdzono réwniez, ze plemniki wni-
kajg do cytoplazmy jaj, w ktorych wywotano reakcje korowg jonoforem
A23187. Blok na poziomie btony powstaje w tych jajach dopiero po wni-
knieciu plemnika [3, 71].

3. Il PODZIAL DOJRZEWANIA

Cytoszkielet komérki jajowej zbudowany jest z: tubuliny [67], aktyny
[31, 36, 54], a-aktyniny [31], cytokeratyny [30] i nieerytroidalnej spektry-
ny [54]. W zjawisku Il podziatu dojrzewania zaangazowane sg tubulina
i aktyna. W oocycie przed zaptodnieniem, poza tubuling budujacg wrze-
ciono, stwierdzono tubuline cytoplazmatyczna rozmieszczong réwnomier-
nie w postaci peczkéw krdtkich mikrotubuli [67]. Po zaptodnieniu liczba
ich wzrasta i grupuja sie w sasiedztwie powstajagcych przedjadrzy, towa-
rzyszac zageszczeniom aktyny [58]. Dziatanie substancji wigzacych sie
z tubuling, takich jak kolcemid, nocodazol i griseofulwina podczas Il po-
dziatu dojrzewania niszczy wrzeciono mejotyczne i uniemozliwia tworze-
nie nowych peczkéw mikrotubuli. Jednocze$nie substancje te uniemozli-
wiajg przeksztatcenie gtowki plemnika w przedjagdrze. Zniszczenie sy-
stemu mikrotubuli uniemozliwia jednoczesnie migracje chromatyny mes-
kiej i zenskiej zobwodu jaja do $rodka [58]. Migracje przedjadrzy hamu-
ja rowniez cytochalazyny B i D [36, 44]. Stad mozna sadzi¢ o funkcjonal-
nym zwiazku obu elementéow cytoszkieletu w zjawisku migracji.

Cytoszkielet aktynowy oocytu zaangazowany jest w zjawiska zwigza-
ne z polarnosciag oocytu wyrazong podpowierzchniowym potozeniem wrze-
ciona metafazy Il i polarnym rozmieszczeniem ziaren korowych, mikro-
kosmkow btony komaérkowej oraz receptoréw konkanawaliny A na po-
wierzchni oolemy. Dynamiczne zjawiska Il podziatu dojrzewania, jak ro-
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tacja wrzeciona metafazy Il, powstanie uwypuklenia cytoplazmatycznego
na przyszte ciatko kierunkowe, migracja wrzeciona do tego uwypuklenia
oraz odciecie Il ciatka kierunkowego, odbywajg sie przez szybka przebu-
dowe aktyny [34, 36]. Podbtonowa aktyna przez zwigzek z receptorami
konkanawaliny A wyznacza réwniez wasciwosci powierzchni oocytu. Roz-
mieszczenie tych receptoréw zmienia sie podczas zaptodnienia, jak réw-
niez pod wptywem cytochalazyny B [24, 36],

Przebieg Il podziatu dojrzewania decyduje o prawidtowej ploidii zy-
goty. Zaburzenia tego podziatu mozna spowodowac eksperymentalnie przez
zaptodnienie w obecnosci réznych substancji. Obecno$¢ cytochalazyn B
i D [36, 44, 46] oraz estru forbolu — PMA [47] podczas zaptodnienia oo-
cytéw myszy in vitro powoduje zahamowanie cytokinezy Il podziatu doj-
rzewania, bez hamowania przebiegu kariokinezy, co doprowadza do pow-
stania triploidalnych zygot. Mimo jednakowego efektu cytologicznego, ja-
kim jest triploidia digyniczna, mechanizm blokowania cytokinezy Il po-
dziatu dojrzewania przez te dwie substancje jest prawdopodobnie rézny.
Dziatanie cytochalazyn B i D polega m. in. na wybidrczym dziataniu na
aktyne [15]. Cytochalazyny B i D dezintegrujg aktynowy warstwe korty-
kalng komoérki jajowej i wplywajg tym samym na rotacje wrzeciona
i powstanie cytoplazmatycznego uwypuklenia na ciatko kierunkowe [36].
Mechanizm blokowania Il podzialu dojrzewania przez ester forbolu
(phorbol 12-myristate 13-acetate = PMA) nie jest poznany. Substancja
ta jest promotorem karcinogenezy. Jej receptorem jest enzym biony ko-
morkowej — kinaza proteinowa C [50]. W przeciwienstwie do szybko
dziatajgcej cytochalazyny [44], ester forbolu nie hamuje zapoczatkowanej
cytokinezy Il podziatu dojrzewania, ale blokuje jg skutecznie, je$li 1-2
godz. dziatanie estru wyprzedza ten proces. Na odmienne dziatanie estru
forbolu od substancji niszczacych mikrotubule i mikrofilamenty aktyno-
we wskazujg obserwacje, iz nie hamuje on funkcjonowania wrzeciona
i rozdziatlu chromatyny oraz tworzenia i migracji przedjadrzy w triplo-
idalnych oocytach [47], Obserwacje sugeruja, ze ester forbolu upos$ledza
proces podczepienia réwnika wrzeciona metafazy Il do btony komdrko-
wej, co jest istotnym zjawiskiem podczas odcinania Il ciatka kierunko-
wego [36]. Wydaje sie, ze ester forbolu zaburza ten proces posrednio przez
zmiane wiasciwosci btony komdérkowej oocytu lub/i zmieniajgc zwigzki
cytoszkieletu aktynowego z oolemg. Wystepujagca w oocycie myszy nie-
erytroidalna spektryna i a-aktynina prawdopodobnie tak jak w badanych
komérkach somatycznych, wigze cytoszkielet aktynowy z btong koméor-
kowa [9], Dziatanie estru forbolu jest byé moze dziataniem na a-aktyni-
ne, gdyz jej reorganizacje pod wptywem tego estru stwierdzono w ko-
maérkach linii BSC-1 [41].
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4. PRZEKSZTALCANIE JADRA PLEMNIKA W PRZEDJADRZE MESKIE

Po wniknieciu plemnika do cytoplazmy komorki jajowej chromatyna
gtowki plemnika rozpoczyna przeksztatcanie w przedjadrze meskie.
W wieloetapowym procesie przeksztatcania mozemy wyr6znié etap roz-
padu btony jadrowej plemnika, rozpraszania chromatyny i tworzenia bto-
ny przedjadrza meskiego.

Rozpad btony jadrowej plemnika nastepuje bardzo szybko po jego
penetracji do cytoplazmy oocytu [32] i polega na tworzeniu pecherzy-
kéw w wyniku fuzji zewnetrznej i wewnetrznej btony jadra plemnika.
Proces ten przebiega z udziatem czynnika cytoplazmatycznego powoduja-
cego fragmentacje otoczki jadrowej. Jest to prawdopodobnie czynnik
odgrywajacy bardziej uniwersalng role w regulacji fragmentacji otoczki
jadrowej w komorce zaréwno w procesie dojrzewania oocytu, jak i pod-
czas mitozy [68], W ostatnich badaniach, przeprowadzanych in vitro przy
uzyciu homogenatéw komdrkowych [8], wykazano, ze polipeptydy, zwa-
ne laminami A, B i C, tworzace lamine jadrowga, sa zaangazowane w pro-
cesy rozpadu i tworzenia de novo otoczki jagdrowej w komdérce. Proces
ten jest regulowany przez defosforylacje i fosforylacje lamin jadrowych
[49].

Przeksztatcenie jadra plemnika w funkcjonalne przedjgdrze meskie
jest wynikiem interakcji jadrowo-cytoplazmatycznych [61], Gtowka plem-
nika jest jadrem interfazowym, w ktérym chromatyna jest bardzo zbita
i aby mogta uczestniczyé w transkrypcji genomu, musi nastagpi¢ zmiana
stopnia jej upakowania. Odbywa sie to prawdopodobnie dzigki obecnosci
w jaju tzw. SNDF-sperm chromatin decondensing factor, czyli czynnika
specyficznego, powodujacego dekondensacje jadra plemnika. Czynniki cy-
toplazmatyczne, kontrolujagce dekondensacje chromatyny plemnika, sg
niezbedne, ale tylko we wstepnych stadiach i nie sg identyczne z czyn-
nikami kontrolujgcymi rozwdj przedjadrza meskiego, tzw. SPDFs-sperm
pronucleus development factors, lub PIA-pronucleus inducing activity
i[48]. Do tej pory nie wiadomo jak przebiegajg mechanizmy kontrolujgce
przeksztatcenie zdekondensowanej chromatyny plemnika w przedjadrze
meskie [73, 33]. Pewne jest natomiast, ze do peinej transformacji w przed-
jadrze meskie konieczna jest obecno$¢ materiatu pochodzacego z jadra
oocytu, co stwierdzono zaptadniajgc potéwki oocytéw jajnikowych za-
wierajgce i niezawierajgce jadra [2]. Poczawszy od momentu fragmen-
tacji otoczki jadra oocytu, wraz z zaawansowaniem dojrzewania wzrasta
zdolnos$¢ cytoplazmy jaja do transformacji jadra plemnika [21]. Warun-
kiem koniecznym do omawianych przeksztatceh jest takze aktywacja
oocytu [62]. Inne jest zachowanie jadra plemnika w oocycie aktywowa-
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nym, a inne w nieaktywowanym. Mikroiniekcje jadra plemnika do oocy-
tu myszy nie powodujg aktywacji i w zwigzku z tym transformacji, na-
tomiast u chomika uzyskano peing transformacje w przedjadrze [66].
W eksperymencie, w ktorym aktywacja pod wptywem bodZca parteno-
genetycznego wyprzedzata zaptodnienie, uzyskano bardziej zaawansowa-
ne stadia transformacji jadra plemnika, im krotszy byt czas miedzy ak-
tywacjg a zaptodnieniem. Utworzenie przedjadrza meskiego moze nastga-
pi¢ tylko w okreSlonym i SciSle ograniczonym czasie po aktywacji. Pow-
stajgce przedjadrze meskie nie ro$nie, nie wyrdznicowujg sie z niego
chromosomy i jest ono biernie przekazywane do jednego z blastomerow
potomnych po | podziale bruzdkowania, w warunkach hodowli in vitro
[27], Gtéwki plemnikdw nie podlegaty transformacji w przedjagdrza mes-
kie, jezeli dokonywano zaptodnienia zygoty w stadium przedjgdrzy [66].
Przypuszcza sie, ze czynnik wywotujgcy transformacje chromatyny plem-
nika lub innego jadra interfazowego pojawia sie lub staje sie aktywny
tylko w okreslonych okresach cyklu komorkowego, kiedy dochodzi do
fragmentacji otoczki jadra i wyrdznicowujg sie chromosomy [66]. Czyn-
nik odpowiedzialny za rozwdj przedjadrza meskiego jest obecny w cyto-
plazmie w ograniczonej ilosci. Wniosek taki wyciggnieto z obserwacji, ze
w przypadku zaptodnienia polispermicznego wystepujg zaréwno w petni
wyksztatcone przedjadrza meskie, jak i gtowki plemnikéw bedace w roz-
nych stadiach transformacji [19, 69]. Czynnik ten jest niespecyficzny ga-
tunkowo [65].

Rozpraszanie chromatyny jadra plemnika jest morfologicznym wyrazem
zmiany skiadu biatek jadrowych. Badania nad dekondensacjg chromaty-
ny dotyczg przemian, jakim podlegajg biatka zwigzane z DNA plemni-
ka. Proces dekondensacji jest procesem odwrotnym do zachodzacego pod-
czas spermiogenezy [33]. Podczas spermiogenezy histony sa zastepowane
przez szczeg6lng grupe biatek zwanych zasadowymi biatkami jadrowy-
mi plemnika [37-40], przez co nastepuje kondensacja chromatyny i unie-
czynnienie DNA. Do wi#aczenia w transkrypcje musi z kolei nastgpi¢ za-
miana biatek plemnikowych na inne biatka. Z bardzo wielu badan in
vitro [10, 35, 38, 75, 76] wynika, ze w te przemiane zaanagazowany jest
proces redukcji wigzan dwusiarczkowych, co poprzedza rozpraszanie chro-
matyny [51], Redukcja wiazarh dwusiarczkowych prowadzi do destabili-
zacji chromatyny jadra plemnika, co przejawia si¢ zmiang barwliwosci
jeszcze niezdekondensowanego jadra plemnika [29]. Za redukcje wigzan
dwusiarczkowych sg najprawdopodobniej odpowiedzialne substancje onis-
kim ciezarze czasteczkowym, wystepujace w znacznej iloSci w oocycie
[55]. Inkubujgc plemniki in vitro z substancjami zawierajgcymi wolne
grupy -SH uzyskano dekondensacje chromatyny jader plemnikéw. Przy-
puszcza sie w zwiazku z tym, ze proteoliza indukowana obecnos$cia grup
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-SH moze by¢ takze zaangazowana w dekondensacje chromatyny in vivo
[11, 38, 74]. W procesie dekondensacji zaangazowana jest cytoplazma-
tyczna aktywno$¢ proteolityczna, gdyz po usunieciu proteinaz plemni-
kowych i mikroiniekcji takich plemnikéw uzyskano dekondensacje chro-
matyny i przeksztatcenie jadra plemnika w przedjgdrze meskie [52].

Powstawanie otoczki przedjgdrza meskiego opisano u wielu gatunkéw
zwierzat [33] i jest ono podobne do powstawania otoczki jgdrowej w ko-
morkach mitotycznych i mejotycznych. Morfologicznie przejawia sie to
pojawieniem sie pecherzykéw na granicy rozproszonej chromatyny, kté-
re aczg sie tworzac cysterny, a te z kolei tgczac sie tworzg otoczke jad-
rowg przedjadrza meskiego.

Przedstawione zagadnienia sg bardzo interesujgce poznawczo. Z nie-
ktorymi zwiazane sa przyszte zastosowania praktyczne. By¢ moze wie-
dza o molekularnej biologii receptorow gramet pozwoli na immunolo-
giczng interwencje w zjawiska zaptodnienia w celach antykoncepcyj-
nych.
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Il EUROPEJSKI KONGRES BIOLOGII KOMORKI
(6-11 lipca 1986 r., Budapeszt)

Szybki i wielokierunkowy rozwd6j badan z zakresu biologii komérki spowodo-
wat, ze w European Cell Biology Organization (ECBO), a po jej reorganizacji
w 1978 r., jako Federation of European Cell Biology Societies, narodzita sie idea
zwotywania co 4 lata kongreséw europejskich. Postanowiono, ze kongresy te beda
organizowane przemiennie z kongresami S$wiatowymi, dzieki temu umozliwi sie
uczonym wymiane informacji na szerokim forum miedzynarodowym w okresach
2-letnich.

| Europejski Kongres obradowat w Paryzu w 1982 r. Dwa lata p6zniej (1984)
odbyt sie Third International Congress of Cell Biology w Tokio. Wybér Budapesz-
tu, jako miejsca zwotania Il Europejskiego Kongresu, nie byt przypadkowy. ECBO
postanowito powierza¢ organizacje kongreséw cytobiologom 2z Europy Zachodniej,
a nastepnie z Europy Wschodniej.

W egierscy biolodzy komoérkowi wykazywali od lat duzg aktywno$é¢ naukowa
i organizacyjng. W roku 1927 odbyto sie¢ w Budapeszcie, w ramach Kongresu Zoo-
logicznego, pierwsze w historii spotkanie uczonych pracujgcych w dziedzinie cyto-
biologii eksperymentalnej. Tamze 12 lat pdzniej (1939) miat miejsce miedzynarodo-
wy zjazd dla upamietnienia 100-letniej rocznicy odkrycia komorki.

Il Europejski Kongres Biologii Komoérki w Budapeszcie (6-11 VII 1986 r.) zgro-
madzit blisko 1000 uczestnikéw z 35 krajow. Zgodnie z tradycjg, do stolicy Wegier
przybyli réwniez uczeni zamorscy z: Algieru, Australii, Chin, Indii, Iranu, lzraela,
Kanady, Meksyku, Nowej Zelandii i Stanéw Zjednoczonych.

Program naukowy obejmowat 4 wyktady plenarne, 27 sympozjow, 2 spotkania
robocze, sesje filmowg oraz 2 sesje plakatowe, na ktérych tgcznie przedstawiono
blisko 500 posteréw. Ceremonia otwarcia i wyktady plenarne odbyty sie na terenie
Budapesztanskiego Centrum Zjazdowego (Budapest Convention Center), tamze mia-
to tez miejsce wieczorne spotkanie zapoznawcze. Poczynajgc od popotudnia 7 lip-
ca, az do zakonczenia Kongresu o 130 11 lipca 1986 r., obrady i prezentacje pla-
katowe odbywaty sie w Akademii Medycznej im. Semmelweisa (SOTE). Obrady
sympozjalne toczyty sie w 4 réwnolegtych kierunkach. Integralng czescia Kongresu
byly wystawa aparatury, odczynnikéw i wydawnictw, w Kktérej uczestniczyto 33
wystawcoéw, a wséréd nich renomowane firmy $Swiatowe (Baker, Balzers, Jeol, Leitz,
LKB, Maximilian, Merck, Pharmacia, Philips, Opton, Reichert-Jung, Springer).

Cztery wyktady plenarne byty posSwigcone réznej tematyce: Garham Warren
(Uniwersytet w Dundee) moéwit na temat ,lIntracellular membrane traffic”; Wer-
ner W. Franke z Centrum Badania Nowotworéw w Heidelbergu wygtosit wyktad
»Cytoskeletal and karyoskeletal proteins: cell — specific expression of multige-
ne families”; Pietro de Camilli z Uniwersytetu w Mediolanie przedstawit wyniki,
dotyczace , Target proteins for second messengers in the nervous system”; wresz-
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cie wyktad PS$I
cytoplasm
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Maliga z Auckland w Kalifornii
in flowering plants”.

nosit tytut ,,Engineering of the

Podstawowg forma obrad Kongresu byly sympozja oraz sesje plakatowe. Za-

taczona tabela podaje

Data
1986 r.

7 VI

8 VII

9 VII

10 VII

10.
11.
12.

13.
14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.

22.
23.

24.

Program

Sympozja

Targeting and sorting of pro-
teins in the cell

Pathways to secretion
Expression and evolution of
cytoskeletal genes

Cells in culture

Genetic analysis of somatic
cell variation
Receptor—mediated endocytosis
Dynamics of cytoskeletal ele-
ments

Protein phosphorylation in cell
regulation

Transfer of genetic material
Transcytosis

The actin system

Mechanism and regulation of
cell activation in immune cells

Gene structure and regulation

Golgi apparatus and mebrane
biogenesis
Membrane-cytoskeleton inter-
action

Control of cell proliferation

Cell polarity
Contract sites and membrane
fusion

Chromatin structure and chro-
mosomes

Cell-cell and cell-extracellular
matrix interactions

Water and inorganic elements
in the living cell

Plant cell genetics

Regulation of cell volume and
intracellular pH

Intracellular protein degrada-

ich tytuty oraz porzadek dzienny zgodnie z programem.

Sesje plakatowe

Membrane structure, receptors,
junctions, transport, excitabili-
ty

Endocytosis

Protein processing, secretion,
exocytosis

Targeting and sorting of pro-
teins

Protein phosphorylation
Mitochondia, chloroplasts,
xisomes

Cytoskeleton

pero-

Gametogenesis, fertilization, ear-
ly development

Differentiation: Cells of speci-
fic organ systems (neural, im-
mune, blood, etc. cells). Unicel-
lular organisms Enzymes

Cells in culture

11
Nucleus, chromatin, chromoso-
mes, DNA, replication, repair,
mitosis, meiosis, cell cycle
Gene structure, regulation, tran-
scription, postransscriptional
events
Plant cell genetics
Growth factors, inhibitors, on-
cogenes
Cell surface interactions, extra-
cellular matrix
Golgi apparatus and membrane
biogenesis
Contract sites and membrane fu-
sion
Membrane dynamics
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Data . .
1986 . Sympozja Sesje plakatowe
tion Cell polarity
25. Warzar memorial symposium: | ysosomes, protein catabolism,
Cell aging autophagy
Cell aging
Pathology of various cell sy-
stems, toxic effects, virus-cell
interaction
New techniques
Post-deadline posters
26. Membrane dynamics and bio-
logical information transfer
Hybridocytochemistry  (Work-
1 VI shop) . .
Advanced immunocytochemi-

stry (Workshop) Film session!
IUBS joint Symposium: Envi-
1 ronmental! cell biology

Przebieg obrad w czterech réwnolegle odbywajacych sie sympozjach spowodo-
wat, ze bytem w stanie wystucha¢ zaledwie okoto 25% wystgpien. Wymiana uwag
z uczestnikami réznych sesji pozwala mi jednak na wygtoszenie og6lnych wnios-
kéw dotyczacych Kongresu.

Ztozono$¢ komoérki eukariotycznej okazata si¢ wigeksza od przewidywanej jesz-
cze z poczatkiem lat siedemdziesigtych. Ostatnie 10-lecia przyniosty tez szybki
postep na polu technik badawczych: biochemicznych, immunocytochemicznych oraz
inzynierii genetycznej (transfer fragmentu podtoza dziedzicznego z jednego genomu
do drugiego). Czynniki te spowodowaty rozw6j waskich specjalizacji. Wiekszo$¢ ba-
daczy interesuje sie przede wszystkim okre$lonymi ultrastrukturami, pojedynczy-
mi biatkami, czy sekwencjami nukleotydowymi. Kongres w Budapeszcie odzwier-
ciedlat obraz wspotczesnego stanu badan. Nie oznacza to, ze obrady pozbawione
byty tematyki ogélnej, czy tez wolne byty od kontrowersji w sprawach zasadni-

czych.
10 lipca odbyto sie sympozjum ,Water and inorganic elements in the living

cell”. Pierwsze wystagpienie miat mie¢ Keith R. Porter, ktéry w ostatniej chwi-
li odwotat swoéj przyjazd. W zastepstwie przedstawiono tylko ogélne tezy jego
wyktadu ,,Structure and organization of the cytoplasmic matrix”. Na sympozjum
wystgpit natomiast z wyktadem Gilbert N. Ling. Jego wyktad byt ostrym atakiem
skierowanym na hipotezy zaktadajgce istnienie tzw. pomp jonowych w btonach.
Wiekszo$¢ uczestnikéw sympozjum poparto to stonawisko, argumentujac, ze zadna
komdérka nie bytaby w stanie sprosta¢ wymogom energetycznym, jakie byty na-
stepstwem dziatania pomp. Na innych sympozjach rozwijano koncepcje oparte na
zatozeniu istnienia aktywnej dystrybucji jonéw miedzy komoérkg a S$rodowiskiem,
catkowicie ignorujac poglady Linga i jego zwolennikow.

Podczas sympozjum ,Dynamics of cytoskeletal elements”, Karl R. Wohlfarth-
-Bottermann przedstawit wyniki badan, dotyczace zachowania si¢ in vivo uktadow
aktomiozynowych, uzyskanych z plazamodium $luzowca Physarum polycephalum.
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Badania przeprowadzone na odbtonionych kroplach cytoplazmatycznych i kanatach
§luzowca wykazatly jednoznacznie, ze wzrost poziomu jonow CA2+ jest czynni-
kiem uniemozliwiajagcym skurcz i podtrzymujgacym relaksacje. Inhibicyjne dziata-
nie jonow wapnia sugeruje, ze mechanizm skurczu niemig$niowych systemodw
aktomiozynowych moze by¢ rézny od systemoéw miesSniowych. Na tym samym
sympozjum G. Pollack przytoczyt wiele argumentéw podwazajgcych powszechnie
uznang teorie skurczu mieéni, wedtug Kktérej zachodzi on w nastepstwie wzajem-
nego przesuwania sie cienkich i grubych filamentéw.

Organizatorzy Kongresu ustyszeli oficjalnie i w rozmowach prywatnych wiele
stow uznania, a nawet zachwytu. W wiekszosci nie byly to gesty grzecznos$ciowe.
Il Europejski Kongres Biologii Komorki jako cato$¢ byt imprezg udang, o dobrej
organizacji i cieptej atmosferze. Koledzy wegierscy nie ustrzegli sie jednak od
kilku wyraznych potknigé. O jednej wspomniatem juz tu. Wyktady plenarne po-
winny mie¢ bardziej og6lny i polemiczny charakter. Najistotniejszag lukg Kongresu
byt jednak catkowity brak zorganizowanej dyskusji i podsumowan sesji postero-
wych. Z kolei wybér niektérych wystgpien sympozjalnych byt mato uzasadniony —
ich specjalistyczna tre$¢ nadawata sie bardziej do prezentacji plakatowej, niz do
przedstawienia ustnego. Wreszcie wzgledy oszczedno$ciowe nie powinny dotyczy¢
~tradycyjnych” akcesorii zjazdowych, jak notatnik i diugopis.

W Il Europejskim Kongresie Biologii Komorki uczestniczyto liczne grono Pola-
kéw. Wedlug mego szacunku do Budapesztu przyjechato 31 oséb: 16 z placéwek
PAN i 15 z wyzszych uczelni. Bardziej od liczb byta pocieszajgca struktura wieko-
wa — znaczny procent rodakéw stanowili mtodzi naukowcy miedzy 30 a 40 ro-
kiem zycia. Udziat Polak6w w Kongresie byt dobrze widoczny na sesjach plakato-
wych i sesji filmowej, ledwo dostrzegalny podczas obrad sympozjalnych.

Obradom naukowym Il Europejskiego Kongresu Biologii Komérki towarzy-
szyty zebrania organizacyjne. 9 lipca odbyto sie Zgromadzenie Ogélne ECBO,
w ktorym udziat wzieli z gtosem stanowigcym cztonkowie Komitetu Wykonawcze-
go (Executive Committee) oraz po jednym przedstawicielu z kazdego towarzystwa
(lub innej organizacji, bedacej jego odpowiednikiem), wchodzacego w skitad Fede-
racji. Do 9 lipca 1986 r. do ECBO nalezato 14 organizacji. Podczas obrad Zgroma-
dzenia Og6lnego w Budapeszcie ECBO powiekszyto sie o dalsze dwa towarzystwa.
Do Federacji przyjeto organizacje zrzeszajace biologoéw komérki z Hiszpanii iz Fin-
landii. Dokonano tez wyboru niektérych cztonkéw Komitetu Wykonawczego. Prze-
wodniczacym ECBO ponownie zostat Werner W. Franke (RFN). W zwigzku z upty-
wem kolejnej kadencji Kazimierza Ostrowskiego na stanowisku wiceprezydenta
Federacji dokonano wyboru jego nastepcy. Zostat nim Wegier Pal Rdohlich. Wysu-
nieto tez propozycje, aby od 1988 r. funkcje skarbnika objat Francesco Clementi
(Wtochy). Jednym z punktow Zgromadzenia Ogélnego byto sprawozdanie organi-
zacyjne i finansowe Pala Rohlicha — sekretarza Kongresu w Budapeszcie.

Dotacje, wptaty uczestnikéw i firm majacych punkty wystawowe wyniosty
tacznie ponad 5 min forintéw. Suma ta nie wystarczyta na pokrycie wszystkich
kosztéw. Deficyt bedzie jednak nieznaczny i prawdopodobnie wyniesie tylko Kkilka-
set tysiecy forintéw. Trudno$ci finansowe i organizacyjne nie wszystkich przera-

zaja. Towarzystwa trzech krajow — Hiszpanii, Wioch i Wielkiej Brytanii wystg-
pity z propozycja zorganizowania w 1992 r. V Miedzynarodowego Kongresu Biolo-
gii Komorki. Najblizszy kongres — Fourth International Congress of Cell Biolo-

gy — odbedzie sig 14-19 sierpnia 1988 r. w Montrealu.
Szczegblne zainteresowanie organizacja V Kongresu sg Hiszpanie, gdyz rok
1992 bedzie obchodzony w tym kraju uroczy$cie w zwigzku z pieésetng rocznica
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odkrycia przez Kolumba Ameryki. Najblizsze posiedzenie ECBO odbedzie sie
w maju-czerwcu 1987 r. Dowiemy sie wowczas, gdzie odbedzie sie Third European
Congress on Cell Biology w 1990 r. Prawdopodobnie bedzie to Wielka Brytania

badz Witochy.

Leszek Kuzmicki



KOMUNIKAT

Komitet Organizacyjny
111 Ogdlnopolskiej Konferencji Biologii Komorki
uprzejmie zawiadamia, ze Konferencja odbedzie sie
w drugiej potowie czerwca 1988 r. w todzi. Prosimy
0 przesylanie wstepnych zgtoszen do 30 czerwca
1987 r. pod adresem:

Zaklad Cytologii i Cytochemii Roslin
Uniwersytetu tdédzkiego, ul. Banach 12/16,
90-237 t.6dz.
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