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P O S T Ę P Y  B IO L O G II K O M Ó R K I T O M  13, N R  4, 1986 (415-444)

REAKCJE FOTOFOBOW E WICIOWCÖW EUGLENOIDALNYCH

P H O T O P H O B IC  R E S P O N S E S  IN  E U G L E N O ID  F L A G E L L A T E S

E w a  M IK O Ł A JC Z Y K

Z akład  B io lo g ii K o m ó rk i, In sty tu t  B io lo g ii D o św ia d cza ln ej im . M. N en ck ieg o , P A N ,
W A R SZ A W A

S tre s z c z e n ie .  P rz ed sta w io n o  a k tu a ln e  p o g ląd y  na  tem a t struk tur k o m órk ow ych  i m e ­
c h a n izm ó w  o d p o w ied z ia ln y c h  za r ea k c je  fo to fo b o w e  w ic io w có w  eu g len o id a ln y ch  —  
E uglena  grac ilis ,  A s ta s ia  lo ng a  i  P e r a n e m a  t r i c h o p h o ru m .  P rzed sta w io n o  ro lę  r ea k ­
c j i  fo to fo b o w y ch  w  fo to ta k s ja c h  u  E. gracilis .  O m ów iono zag a d n ien ia  fo to recep cji, 
tra n sd u k cji b o d źcó w  oraz m o lek u la rn e  p od łoże rea k cji fo to fo b o w y ch . P od k reślon o  
ró w n ież  ro lę  r ea k c ji fo to fo b o w y c h  w  a sp ek cie  e w o lu c ji w ic io w có w . Z w rócono u w a ­
g ę  na p o w ią za n ie  sy s te m ó w  fo to - , c h e m o - i m ech a n osen soryczn ego .

S u m m a r y .  R e ce n t co n c ep ts  co n cern in g  th e  ce ll stru ctu res and m ech a n ism s resp o n ­
s ib le  for  p h o to p h o b ic  r e sp o n se s  o f  eu g len o id  f la g e lla te s  — E uglena  gracilis ,  A s t a ­
sia  longa  and  P e r a n e m a  t r i c h o p h o r u m  are presen ted . T he ro le  o f th e  ph otoph ob ic  
resp o n ses  in  th e  p h o to ta x is  o f  E. gra c i l i s  is described . T he m ech a n ism  o f th e  p h o ­
torecep tio n , p h o to tra n sd u c tio n  an d  m o lecu la r  b asis o f th e  ph otoph ob ic  resp o n ses , 
a s  w e ll  as th e  s ig n if ic a n c e  o f  th e  ph otop h ob ic  resp o n ses in  th e  e v o lu tio n  o f f la ­
g e lla te s  are d iscu ssed . In ter a c tio n s  b e tw e en  p h oto -, ch em o - and  m ech a n o sen so ry  
sy s te m s are em p h a sized .

Stosowane skróty

CCCP
CTAB
DCMU
TPM P+
PFB
PFR

— m -chlorofenylohydrazon cjanku karbonylu
— brom ek cetylo-trójm etylo-am onow y
— 3-(3,4-dwuchlorofenylo)-l, 1-dwumetylomocznik
—  jon trójfenylo-m etylo-fosfoniow y
— ciałko przywiciowe
— pałeczka przywiciowa
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416 E. M IK O Ł A JC Z Y K

I. W ST Ę P

Światło — to energia dla żywych organizmów, która, w zależności od' 
natężenia, może być niezbędna bądź niebezpieczna zarówno dla auto-, 
jak i heterotrofów . W ydaje się więc w pełni zrozumiałe, że pierw otniaki 
rozwinęły m echanizm y umożliwiające odszukanie najdogodniejszych do 
życia w arunków  św ietlnych i przebyw anie w nich.

Na podstawie w ieloletnich badań sięgających początku XIX w. (podsu­
m owanych w pracach [23-26, 38, 39, 46, 53, 60, 61, 66, 81, 83, 103, 104]) 
wyróżniono następujące zasadnicze rodzaje reakcji wiciowców eugleno- 
idalnych:

1. Fotokineza — reakcja polegająca na zmianie szybkości poruszania 
się kom órki w zależności od natężenia światła. Podczas fotokinezy pier­
wotniak nie adaptu je się do nowych w arunków  świetlnych, tzn. reakcja 
fotokinetyczna trw a tak długo, jak długo utrzym uje się niższy lub wyż­
szy od poprzedniego poziom natężenia światła.

2. Reakcje fotofobowe — reakcje organizmu na nagłe zmiany natęże­
nia światła stym ulującego (powyżej lub poniżej progu adaptacyjnego). 
Reakcja kom órki na nagłe zwiększenie natężenia św iatła zwana jest, zgod­
nie z term inologią Diehna i wsp. [40], reakcją step-up, natom iast na na­
głe zmniejszenie natężenia św iatła — step-down. Polegają one na zmia­
nie położenia wici i rotacji komórki, co prowadzi do gwałtownej zmiany 
kierunku ruchu. Reakcje te są przejściowe; kom órki adaptują się do no­
wych w arunków  oświetlenia i powracają do zwykłego dla nich sposobu 
poruszania się. Czas adaptacji zależy od typu i siły bodźca.

3. Fototaksja — reakcja polegająca na ukierunkow anym  poruszaniu 
się pierw otniaków  w stosunku do źródła światła. Organizmy mogą płynąć 
w kierunku światła, wykazując fototaksję dodatnią, lub od niego oddalać, 
w ykazując fototaksję ujem ną. Do lat osiemdziesiątych badanie fototaksji 
u Euglena gracilis sprowadzało się w rzeczywistości do badania zjawisk 
fotoakum ulacji i fotodyspersji. Dopiero badania zachowania się komó­
rek metodą m ikrowideografii pozwoliły na obserwację u Euglena graci­
lis rzeczywistej fototaksji zarówno dodatniej, jak i ujem nej |23, 63]. Fo­
to taksja dodatnia jest szczególnie trudna do obserwacji, ponieważ zwykle 
jedynie około 50%  kom órek jest zorientow anych dokładnie w kierunku 
padającego św iatła [63].

Zjawiska fotoakum ulacji i fotodyspersji nie są równoznaczne z poję­
ciem fototaksji. Akum ulacja, działająca na zasadzie pułapki św ietlnej, po­
lega na grom adzeniu się kom órek pływ ających ruchem  nieukierunkow a- 
nym, w oświetlonym  polu. Komórka, k tóra wpłynęła tu  przypadkowo, 
już go nie opuszcza, gdyż w momencie zetknięcia się z jego granicą poja­
wia się u niej reakcja step-dow n, zawracająca ją, natom iast dyspersja
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R E A K C JE  F O T O F O B O W E  W IC IO W C Ó W 417

polega na tym, że kom órki znajdujące się w zbyt silnie oświetlonym  polu, 
po wypłynięciu z niego, nie w pływ ają tam  ponownie, zawracane na jego 
granicy reakcją step-up.

W tej pracy uwaga skupiona będzie na reakcjach fotofobowych trzech 
pierwotniaków z grom ady Euglenida: wiciowca fotosyntetyzującego — 
Euglena gracilis i wiciowców bezbarwnych — Astasia longa i Peranema 
trichophorum. Wiciowce te były obiektami moich prac doświadczalnych 
[91-100, 1331.

II. K R Ó T K A  C H A R A K T E R Y ST Y K A  O BIEK TÓ W  B A D A Ń

Do gromady Euglenida (synonimy — Euglenophyta, Euglenoidina) n a ­
leżą zarówno organizmy zielone — fotosyntetyzujące np. Euglena graci­
lis, jak i bezbarwne, np. Astasia longa lub Peranema trichophorum. Jest 
oczywiste, że wszystkie zielone, fotosyntetyzujące wiciowce są zdolne do 
odbierania bodźców świetlnych. Zdolność tę w ykazują również wiciowce 
bezbarwne. U Peranema trichophorum, organizmu fagotroficznego, poru­
szającego się ruchem  pełzającym, wrażliwość na światło była obserwo­
wana przez Masta [87], a potem  szczegółowo badana przez Shettlesa [120] 
i Shortessa [121]. Astasia longa, bezbarwny, na tu ra lny  m utan t Euglena 
gracilis [114, 115, 117, 121, 137], przez wiele lat uchodził za organizm 
pozbawiony zdolności do reagowania na światło [59, 85, 117]. W ostat­
nich latach wykazano jednak, że reaguje ona na zwiększanie jego natę­
żenia [92, 99, 128].

Euglena gracilis jest obiektem modelowym do badań biochemicznych, 
ewolucyjnych i fizjologicznych wiciowców z gromady Euglenida  (rye. 1). 
Na niej przeprowadzono większość badań dotyczących reakcji fotofobo­
wych, fotoakum ulacji i fotodyspersji, fototaksji, m echanizm ów fotore-

Ryc. 1. S ch em a t b u d o w y  Euglena  grac ilis
F j — w ić  lo k o m o to r y c z n a ;  F 2 — w ić  z re d u k o w a n a ;  S — s tig m a ; 
P F B  — c ia łk o  p rz y w ic io w e ; P  — p a ra m y lo n ;  N  — ją d ro ;  

C h i — c h lo ro p la s t
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418 E. M IK O Ł A JC Z Y K

akcji i transdukcji bodźców świetlnych. W norm alnych w arunkach ko­
m órka płynie do przodu, zataczając helisę i spiralizując wokół podłużnej 
osi ciała. Oś helisy określa k ierunek ruchu (ryc. 3, część dolna). O rga- 
nelam i odpowiedzialnymi za zachowanie się organizmu, w zależności od 
rodzaju i natężenia światła, są stigm a i ciałko przywiciowe (paraflagellar 
body), nazywane w skrócie PFB (ryc. 1, 2, 10, 11, 13), którem u przy ­
pisuje się rolę fotoreceptora. U innych wiciowców nieznane są struk tu ry

R yc. 2. S ch em a t rezerw u a ru  E uglena  gracilis
F j — w ić  lo k o m o to ry c z n a ;  F 2 — w ić  z re d u k o w a n a ;  P F B  — 
c ia łk o  p rz y w ic io w e ; S — s tig m a ; m o  — m ik r o tu b u le  o k rę ż ­
n e ; m p  — m ik r o tu b u le  p o d łu ż n e ; s f  —  s t r u k tu r a  f ib r y la r n a ;  
f  — f i l a m e n ty  łą c z ą c e  m ik r o tu b u le  p o d łu ż n e  z b ło n ą  r e z e r ­

w u a r u

R yc. 3. S ch em a t r ea k cji fo to fo b o w y ch  u E uglena  grac ilis  [99] 
s t r z a łk i  w s k a z u ją  k ie r u n e k  p ły n ię c iahttp://rcin.org.pl



R ye. 4-9. R eakcja  fo to fo b o w a  step -u p  u Euglena  grac ilis  
4 — w ić  w  p o ło ż e n iu  w z d łu ż  c ia ła ;  5 — m in im a ln a  r e o r ie n ta c ja  w ic i;  6 — m a k s y m a ln a  r e o ­
r i e n t a c j a  w ic i; 7, 8 — s k u rc z  k o m ó rk i ;  9 — re n o rm a liz a c ja  — p o w ró t  w ic i  do  p o ło ż e n ia  
w z d łu ż  c ia ła  i w y d łu ż a n ie  s ię  k o m ó rk i ;  o b ra z y  u z y s k a n e  w  m ik r o s k o p ie  ś w ie tln y m , s k a la  —

10 H m
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R ye. 10. C iałko p rzy w ic io w e  (PFB ) w id o czn e  w  u trw a lo n ej osm em  kom órce E u g le ­
na grac ilis

o b ra z  u z y s k a n y  w  m ik r o s k o p ie  ś w ie tln y m , s k a la  — 10 ^ m  

R y c .  11. P rzekrój p op rzeczny  przez rezerw u ar Euglena  grac i l is  na  p oziom ie stig m y
i P FB

o b ra z  u z y s k a n y  w  m ik r o s k o p ie  e le k tro n o w y m , X 30 000 

R y c .  12. F ragm ent przek roju  pop rzecznego  rezerw u aru  u  E uglena  gracilis .  W idocz­
n e  fila m e n ty  łą czą ce  m ik ro tu b u le  pod łużne  z b łon ą  rezerw u a ru  

o b ra z  u z y s k a n y  w  m ik r o s k o p ie  e le k tro n o w y m , X 60 000

R yc. 13. P rzekrój pod łużny  przez rezerw u ar, w ić  lo k o m otoryczn ą  i PFB , obraz  
u zy sk a n y  z m ikrosk op u  e lek tro n o w eg o , X  54 000 

o z n a c z e n ia  do  ry c .  11, 12, 13: F j  — w ić  lo k o m o to r y c z n a ;  F 2 — w ić  z r e d u k o w a n a ;  R — r e z e r ­
w u a r ;  P F B  — c ia łk o  p rz y w ic io w e ; S  — s t ig m a ;  M  — m ito c h o n d r ia ;  m p  — m ik r o tu b u le  p o ­

d łu ż n e ; f  — f i l a m e n ty  łą c z ą c e  m ik r o tu b u le  p o d łu ż n e  z b ło n ą  r e z e r w u a r uhttp://rcin.org.pl



R ye. 14. A s ta s ia  longa  w id oczn a  w  m ik rosk op ie  św ie tln y m  
(skala 10 jtm)

R yc. 15-17. R eak cja  fo to fob ow a P e r a n e m a  tr i c h o p h o r u m  
15 — k o m ó rk a  n o rm a ln ie  p e łz a ją c a ;  16, 17 — k u rc z ą c a  s ię

R yc. 18-20. R óżne p ołożen ia  w ic i u A sta s ia  longa  
18 — p o ło ż e n ie  w z d łu ż  c ia ła ;  19 — m in im a ln a  r e o r ie n ta c ja ;  20 — m ä k s y m a ln a  r e o r ie n ta c ja ;  
k o m ó rk i  im p r e g n o w a n e  p ro ta rg o le m , o b ra z y  u z y s k a n e  w  m ik r o s k o p ie  ś w ie t ln y m  [92], X 1000

http://rcin.org.pl



R ye. 22. H ip o tezy  dotyczące  fo to recep cji i fo to tra n sd u k cji u E uglena  grac i l is
a  — je d e n  ro d z a j  c z ą s te c z e k  f o to r e c e p c y jn y c h  ( f la w in a )  i  je d n o  o rg a n e lu m  fo to r e c e p to ro w e  
(P F B ) o d p o w ie d z ia ln e  za o b y d w ie  r e a k c je  fo to fo b o w e ; b  — o d d z ie ln e  c z ą s te c z k i  fo to r e c e p c y j -  
n e  i o rg a n e la  f o to r e c e p to ro w e  d la  k a ż d e j  z r e a k c j i  fo to fo b o w y c h ; c — j e d e n  ro d z a j  c z ą s te ­
c z e k  fo to r e c e p c y jn y c h  (f la w in a )  i je d n o  o rg a n e lu m  f o to r e c e p to ro w e  (P F B ), o d p o w ie d z ia ln e  
za  o b y d w ie  r e a k c j e  fo to fo b o w e  o ra z  d o d a tk o w e  c z ą s te c z k i fo to r e c e p c y jn e  d la  r e a k c j i  s te p - u p
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R E A K C JE  F O T O F O B O W E  W IC IO W C Ö W 419

homologiczne do PFB. Tak więc Euglena gracilis jest szczególnym wiciow- 
cem m ającym  fotoreceptor w postaci wyspecjalizowanego organelum.

Astasia longa nie różni się wyglądem  zew nętrznym  od Euglena gra­
cilis (ryc. 14), nie ma jednak chloroplastów, stigm y i PFB (ryc. 18-20). 
Po odkryciu zdolności do reagow ania na bodźce świetlne, Astasia stała 
się szczególnie interesującym  obiektem  badań mechanizmów fotoreakcji. 
Poznanie bowiem jej fotobehawioru rzuca światło nie tylko na zagadnie­
nia mechanizmów kierujących fotoreakcjam i innych wiciowców bezbar­
wnych, ale pozwala lepiej poznać istotę fotoreakcji organizmów fotosynte- 
tyzujących.

Peranema trichophorum  jest wiciowcem bezbarw nym  (ryc. 15), k tóre­
go głównym sposobem poruszania się jest pełzanie, choć również może 
pływ ać w toni wodnej. Pełzanie polega na tym, że komórka, wzdłuż k tó­
rej przebiegają fale perystaltyczne, ciągnięta jest po podłożu przez wić 
lokomotoryczną. Podobnie jak Euglena gracilis i Astasia longa, P. tricho­
phorum  m a dwie wici, z których jedna jest wicią lokomotoryczną. U wi­
ci lokomotorycznej, skierowanej do przodu, pracuje jedynie część dy- 
stalna, zgięta pod kątem  90° w stosunku do reszty [20, 73, 84],

III. R E A K C JE  FO TO FO BO W E

Euglena gracilis reaguje zarówno na gwałtowne obniżenie, jak i zwię­
kszenie natężenia światła, czyli w ykazuje obydwie reakcje fobowe: step- 
-up i step-down. Obie reakcje przejaw iają się w podobny sposób: wić 
z położenia wzdłuż ciała, charakterystycznego dla kom órki norm alnie 
pływ ającej (ryc. 3, 4), przechodzi do położenia prostopadłego do podłuż­
nej osi kom órki (ryc. 3, część górna, 5). Taka m inim alna reorientacja w i­
ci powoduje, że kom órka nie może płynąć do przodu. Ponieważ wić 
w dalszym ciągu pracuje norm alnie, jak w komórce niestym ulowanej 
[41], zmiana jej położenia powoduje więc rotację całej kom órki (ryc. 3, 
część górna). W środowisku wodnym  o norm alnej lepkości m inim alna 
reorientacja wici (ryc. 5) w ystarcza, aby kom órka rotowała i szybko 
zmieniała kierunek ruchu. W pew nych okolicznościach, np. w obecności 
czynnika mechanicznego, utrudniającego pływanie (w środowisku o pod­
wyższonej lepkości), lub pod wpływem  silnego bodźca świetlnego (jeśli 
trw a on wystarczająco długo) zachodzi m aksym alna reorientacja wici 
[95]. Polega ona na ustaw ieniu wici z przodu kom órki (ryc. 6). Do re ­
akcji wici dołączają się skurcze ciała eugleny (ryc. 7, 8). Skurczona ko­
m órka, w środowisku o niskiej lepkości, rotuje. Renormalizacja rozpoczy­
na się od powrotu wici do pozycji wzdłuż ciała, po którym  następuje w y­
dłużanie się komórki (ryc. 9).

Astasia longa reaguje jedynie na nagłe zwiększenie natężenia światłahttp://rcin.org.pl



420 E. M IK O Ł A JC Z Y K

stymulującego. Sama jednak reakcja step-up w środowisku o niskiej 
i podwyższonej lepkości przejaw ia się podobnie jak u Euglena gracilis 
[92, 128], Reorientacja wici przedstaw iona jest na ryc. 18-20.

Peranema trichophorum, podobnie jak Astasia longa, reaguje tylko 
na nagłe zwiększenie natężenia światła [93, 120, 121]. Odpowiedzią Pe- 
ranem y  na bodziec św ietlny jest zmiana charakteru  pracy wici, p row a­
dząca do zatrzym ania pełzania i pojawienie się skurczu ciała kom órki 
(ryc. 15-17).

IV. Ł A Ń C U C H  F O T O SE N SO R Y C Z N Y  U  E U G L E N A  G R A C I L I S

Łańcuchem fotosensorycznym nazywam y proces fizjologiczny, k tó ry  
rozpoczyna się absorpcją światła przez organizm a kończy jego reakcją 
lokomotoryczną (ryc. 21). Dotychczas u żadnego pierw otniaka nie ziden­
tyfikowano wszystkich kom ponentów łańcucha fotosensorycznego. W każ­
dym jednak systemie bodziec — reakcja muszą być zawarte następujące 
elementy:

1. Fotoreceptor (wyodrębniony morfologicznie bądź rozproszony) ab­
sorbujący światło i przetw arzający je w sygnał fizjologiczny.

2. Procesor, połączony z kom paratorem , decydujący o tym, czy impuls 
otrzym any przez kom órkę zapoczątkuje reakcję lokomotoryczną, czy nie. 
A więc procesor odpowiedzialny jest za progi reakcji, a w przypadku 
organizmów zdolnych do reakcji fotofobowych, które wym agają od ko­
mórki zdolności „pam iętania” natężenia poprzedniego bodźca, za porów- 
nanie natężeń impulsów.

3. Efektor powodujący na sygnał procesora reorientację wici. Nie na­
leży efektora utożsamiać z mechanizmem napędowym wici, k tóry  może 
działać niezależnie od tego, czy jest stym ulowany, czy nie. U Euglena 
gracilis i innych wiciowców nie poznano struk tu r, które pełniłyby rolę 
efektora.

IV . 1. F O T O R E C E P C JA

Podstawowym i elem entam i każdego fotoreceptora są cząsteczki foto- 
recepcyjne. Inform acji o naturze chemicznej fotoreceptora dostarcza prze­
de wszystkim porównanie widma czynnościowego z widm em  absorpcji 
znanych pigmentów, mimo że nie zawsze ustalenie aktywności widmo­
wej pozwala na definityw ne określenie charakteru  cząsteczek fotorecep­
cyjnych. Dzieje się tak np. wówczas, gdy aktyw ny zakres widma jest 
absorbowany przez kilka różnych barwników. Ma to miejsce np. u E. gra­
cilis, gdzie niebieskie światło jest absorbowane nie tylko przez żółty 
barw nik — flawinę (podejrzaną o udział w fotorecepcji), ale również
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przez obydwa barw niki fotosyntetyzujące — chlorofil i karotenoidy. 
Dlatego wielu autorów używało do badań kom órek pozbawionych chlo­
rofilu i częściowo lub całkowicie barw ników stigm y (przede wszystkim 
karotenoidów ) [14, 17, 43, 59, 91, 136].

Poglądy dotyczące cząsteczek fotorecepcyjnych i organeli fotorecep- 
torowych w kom órkach E. gracilis można podzielić na trzy  grupy. Zwo­
lennicy pierwszej [17, 26] sądzą, że barw nik flawinowy zlokalizowany 
w PFB jest barw nikiem  fotorecepcyjnym , a tym  samym wyłącznie PFB 
jest fotoreceptorem  dla obydwu reakcji fotofobowych i prawdopodobnie 
w  ogóle fotobehawioru tego wiciowca. Każda reakcja fotobowa m iałaby 
natom iast oddzielny łańcuch transdukcji. Druga grupa badaczy [35, 94, 
95] zakłada obecność dwóch rodzajów cząsteczek fotorecepcyjnych i dwóch 
organeli fotoreceptorowych, natom iast jeden łańcuch transdukcji bodź­
ca. M ikołajczyk [91] wysunęła hipotezę, że flawina w PFB odpowiedzial­
na jest za obydwie reakcje fotofobowe, jednakże istnieją w komórce do­
datkowe cząsteczki fotorecepcyjne dla reakcji step-up, ewolucyjnie wcześ­
niejsze, k tórych  widmo czynnościowe sięga 550 nm  (ryc. 22).

IV. 1. 1. Flaw ina jako barw nik fotorecepcyjny, a PFB jako organelum  
fotoreceptorowe dla obydwu reakcji fotofobowych

Euglena gracilis, jak wiele innych jednokomórkowych eukariontów, 
jest od dawna znana ze szczególnej wrażliwości na niebieski zakres wid­
ma [21, 51]. Obserwowano również, że najw rażliw szy na światło jest 
przedni koniec [74, 127], a więc tam należy doszukiwać się fotoreceptora 
niebieskiego światła. Pod uwagę brane były zarówno stigma, jak i ciałko 
przywiciowe (PFB) jako bezspornie biorące udział w fotoreakcjach Eu­
glena gracilis [3, 86, 130].

W 1956 roku Pringsheim  [116], po zbadaniu fotobehawioralnej w raż­
liwości widmowej E. gracilis, wskazuje na flawinę jako pigm ent fotore­
cepcyjny. Późniejsze, dokładniejsze badania potw ierdzają tę hipotezę [4, 
18, 19, 24, 32, 33, 42, 46, 56, 108, 129, 135]. Checcucci i wsp. [17] porów­
nali widma czynnościowe zarówno fotoakum ulacji komórek zielonych 
i etiolowanych, a więc pozbawionych chlorofilu i częściowo barw ników 
stigmy, jak i fotodyspersji kom órek odbarwionych streptom ycyną — 
pozbawionych zarówno chlorofilu, jak i barw ników karotenoidowych 
(ryc. 23b) z widm em  absorpcji flaw oproteiny (ryc. 23d). Należy podkre­
ślić, że wszystkie trzy  rodzaje komórek m iały nie naruszone PFB. Uzys­
kane krzyw e widmowe nie różniły się zasadniczo od siebie. Pozwoliło to 
autorom  na wysunięcie wniosku, że za obydwie reakcje fotofobowe, 
a prawdopodobnie i za wszystkie inne fotoreakcje, odpowiedzialny jest 
barw nik flawinowy. Krzywe widm czynnościowych dla reakcji step-down 
(ryc. 23c), uzyskane przez Barghigianiego i wsp. [4], i fotoakum ulacji
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(rye. 23a), otrzym ane przez Diehna [33], są w podobne do w idm  uzyska­
nych przez Checcucciego i wsp. [17]. Ukazała się praca Lenciego i wsp. 
[82] dostarczająca dowodów na flawinowy charakter barw nika w aru n k u ­
jącego ujem ną fototaksję u E. gracilis.

R yc. 23. W idm a c zy n n o śc io w e  u E u g len a  
grac i l is  [26]

a  — f o to a k u m u la c j i  k o m ó re k  z ie lo n y c h  b a d a n e j  
p rz e z  D ie h n a  [33]; b  — f o to a k u m u la c j i  k o m ó ­
re k  z ie lo n y c h  — 1, fo to a k u m u la c j i  k o m ó r e k  e t io -  
lo w a n y c h  — 2, fo lo d y s p e r s j i  k o m ó re k  o d b a r w io ­
n y c h  s tre p to m y c y n ą  — 3, b a d a n y c h  p rz e z  C h e c ­
c u c c ie g o  i w sp . [17]; c — r e a k c j i  s te p - d o w n  u  p o ­
je d y n c z y c h  k o m ó re k ,  B a r g h ig ia n i  i w s p . [4]; d  — 
a b s o r p c j i  f la w o p ro te in y  o k re ś lo n e j  p rz e z  C o lo m - 

b e t t ie g o  i w sp . [27]

Badania in vivo fluorescencji komórek E. gracilis [10, 11, 58] w yka­
zały, że przednia część komórki, w m iejscu gdzie znajduje się PFB, w y­
kazuje żółtozieloną fluorescencję charakterystyczną dla flawiny. W ska­
zywałoby to na flawinę jako barw nik fotorecepcyjny i ponadto na PFB 
jako na organelum  fotoreceptorowe. Potwierdzeniem  hipotezy o istnieniu 
jednego fotoreceptora — PFB u E. gracilis były doświadczenia nad  s ty ­
m ulacją różnych obszarów kom órki wiązką laserową [26]. Okazało się, 
że obydwie reakcje fotofobowe można było wywołać jedynie wówczas, 
gdy naświetlano obszar, gdzie znajduje się PFB.

IV. 1. 2. Prawdopodobieństwo występowania dwóch rodzajów cząsteczek 
fotorecepcyjnych i dwóch organeli fotoreceptorowych.

Możliwość występowania w komórce E. gracilis dwóch rodzajów czą­
steczek fotorecepcyjnych: flaw iny (w PFB) dla reakcji step-down i foto­
akum ulacji, cząsteczek fotorecepcyjnych o niezidentyfikow anej naturze 
dla reakcji step-up i fotodyspersji, oraz dwóch fotoreceptorów oddziel­
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nych dla każdej z tych reakcji (jednym z nich jest PFB), zakładał Diehn 
[35]. Uczynił to na podstawie wyników wcześniejszych badań nad w pły­
wem jodku potasu na fotoakum ulację kom órek [42] i porównaniu widm a 
absorpcji ryboflaw iny z widmem czynnościowym fotoakum ulacji [33].

Absorpcja św iatła przez flawinę prowadzi do jej elektronowego wzbu­
dzenia. Proces ten nie w ystępuje u barw ników  karotenoidow ych [123], 
Jeśli więc w kom órkach E. gracilis m iałoby miejsce wzbudzenie flaw iny, 
to substancje, które wygaszają ten stan, powinny wpływać ham ująco na 
jej fotoreakcje. Nie powinny natom iast wpływać na zachowanie się ko­
m órek, gdyby barw nikiem  były np. karotenoidy. Znanym  czynnikiem , 
k tó ry  wygasza stan wzbudzenia flawiny, nie wpływając na karotenoidy, 
jest w łaśnie jodek potasu [109, 123]. Związek ten istotnie ham uje foto­
akum ulację euglen, a widmo czynnościowe dla tej reakcji pokryw a się 
z widm em  absorpcji ryboflawiny. Dalsze badania nad wpływem  na re ­
akcje fotofobowe K J [94] i detergentów  [96] potw ierdzały tę hipotezę. 
Oba czynniki działały bowiem wybiórczo, ham ując reakcję step-down, 
nie w yw ierały natom iast w pływu na reakcję step-up. W ydawało się więc 
prawdopodobne, że za reakcję step-down odpowiedzialna jest flawina w y­
pełniająca PFB, a za step-up odpowiedzialne są jakieś inne, nieflaw ino- 
we cząsteczki fotorecepcyjne, umieszczone poza PFB. Obydwie reakcje 
fotofobowe m iałyby natom iast jeden wspólny łańcuch transdukcji.

IV. 1. 3. Prawdopodobieństwo istnienia dodatkowych cząsteczek fotore- 
cepcyjnych dla reakcji step-up

Wiadomo, że kom órki zielone i etiolowane E. gracilis m ają różny 
próg wrażliwości dla reakcji step-up [17]. Komórki etiolowane są znacz­
nie wrażliwsze na światło i reagują reakcją step-up na natężenie światła 
powodujące u komórek zielonych reakcję step-down. Szczegółowe bada­
nia przy zastosowaniu światła o różnej długości fali, przeprowadzone przez 
M ikołajczyk [91] wykazały, że obniżeniu progu dla reakcji step-up u ko­
m órek etiolowanych towarzyszy rozszerzenie widma czynnościowego dla 
tej reakcji do 535 nm, podczas gdy kom órki zielone w ykazują reakcję 
step-up w zakresie widma nie przekraczającym  520 nm (tab. 1). Obniże­
nie progu obserwowane jest u obydwu rodzajów komórek po zmianie 
środowiska zewnętrznego z hodowlanego na buforowe. Zjawisku tem u 
tow arzyszy rozszerzenie widma czynnościowego dla reakcji step-up w ko­
m órkach zielonych do 535 nm, a etiolowanych — do 550 nm. Ponieważ 
wiadomo, że flawina nie absorbuje św iatła powyżej 520 nm, muszą więc 
być w komórce dodatkowe cząsteczki fotorecepcyjne. Potwierdzać to mo­
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że  udowodniona przez H ädera i M elkoniana [64] wrażliwość zielonej 
E. mutabilis na światło o długości fali do 660 nm.

Lokalizacja dodatkowych cząsteczek fotorecepcyjnych w kom órkach 
E. gracilis nie jest pewna. Ponieważ, jak wykazały doświadczenia Colom- 
bettiego i wsp. [26], stym ulacja wiązką laserową jedynie regionu PFB 
wywołuje pojawienie się obydwu reakcji fotofobowych, w ydaje się więc, 
że cząsteczki fotorecepcyjne umieszczone mogą być w błonie wici na po­
ziomie PFB. Jest to tym  bardziej możliwe, że błona na poziomie PFB 
je s t inaczej zbudowana niż błona pozostałej części wici [118].

Widmo czynnościowe dla reakcji step-up u E.gracilis [nm] 

zielone eliolowane

środowisko H0
hodowlane

P° . . . 350-535 350-550przepłukaniu

W ydawało się, że dowodów na którąś z omówionych tu  hipotez do­
starczy zbadanie wpływu pronazy na reakcje fotofobowe E. gracilis [133], 
Było to o tyle obiecujące, że pronaza ma bardzo silny w pływ  na PFB 
u utrw alonych komórek E. gracilis [2]. N iestety, w yniki uzyskane in vivo 
nie rozstrzygnęły tego problem u. Pronaza nie powodowała widocznych 
zmian morfologicznych w PFB  (jak przy stosowaniu in vitro), hamowała 
natom iast reakcję step-down, gdy wpływ jej na reakcję step-up był 
znacznie mniejszy. Pow rót zdolności komórek do reagow ania na zwięk­
szenie natężenia światła (step-up) po usunięciu pronazy ze środowiska 
zachodzi w ciągu kilku m inut, natom iast na zmniejszenie natężenia św iat­
ła (step-down) dopiero po około 2 godz. od chwili przepłukania. Możliwe 
jest więc działanie pronazy w kilku miejscach łańcucha fotosensoryczne- 
go. Pronaza może oddziaływać zarówno na fotoreceptor, łańcuch trans- 
dukcji, jak i na aparat lokomotoryczny. Jeśli przyjm iem y, że PFB jest 
fotoreceptorem  dla obydwu reakcji fotofobowych, to w pływ  na nie pro­
nazy powinien być podobny. Ponieważ pronaza znacznie silniej wpływa 
na reakcję step-down, wydaje się więc, że zaatakowany jest łańcuch 
transdukcji odpowiedzialny za tę reakcję. Jeśli przyjm iem y hipotezę 
o istnieniu dwóch rodzajów cząsteczek fotorecepcyjnych (oddzielnych dla 
reakcji step-down i step-up), to uzyskane wyniki w skazują, że pronaza 
•działa destrukcyjnie na cząsteczki odpowiedzialne za reakcję step-down.
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Spraw ę kom plikuje fakt, że pronaza wpływa ham ująco na szybkość pły­
wania komórek, a więc może również oddziaływać na błonę wici lokomo­
torycznej. Sprawa więc liczby organeli fotoreceptorowych, jak i rodza­
jów cząsteczek fotorecepcyjnych pozostaje w dalszym ciągu w sferze nie 
rozstrzygniętych hipotez.

IV.1.4. Budowa PFB

Ciałko przywiciowe (PFB) leży pod błoną wici lokomotorycznej n ie­
daleko jej podstawy (ryc. 1, 2, 10, 11, 13). W ewnętrzna struk tu ra  PFB 
u E. gracilis była badana przez wielu biologów [2, 10, 34, 54, 75, 76, 79, 
80, 111, 112, 132], Ma ono formę krystaliczną o w ym iarach 8,9 X 7,7 X 
X 8 ,3 n m o lek k o  zaburzonym  wzorze heksagonalnym  [111]. Wiele badań 
w skazuje, że ma ono właściwości dwójłomne [10, 31, 33, 135]. Jego poło­
żenie jest stałe, o określonej orientacji w stosunku do aksonemy i tzw. 
pałeczki przywiciowej (paraflagellar rod — PFR), biegnącej wzdłuż 
aksonem y od podstaw y do końca wici. Ustalono metodami cytochemicz- 
nym i, że barw nik flawinowy w PFB związany jest z białkami, nie stw ier­
dzono natom iast obecności ani lipidów, ani wielocukrów.

Robenek i Melkonian [118], badając PFB metodą kriorytow nictw a 
(freeze fracturing) w ykazali nie tylko różną budowę błony wici na po"- 
ziomie PFB, ale w ykryli połączenie, w ich przekonaniu stałe, na krótkim  
odcinku między PFB i plazmolemą. W skazywałoby to na specjalne w łaś­
ciwości fragm entu błony, która mogłaby odgrywać istotną rolę w trans- 
dukcji bodźców. Mogłoby więc to być miejsce, gdzie, według Doughty 
i wsp. [50], pompa Na/K jest związana z procesem fototransdukcji u E. 
gracilis. W yniki te nie są zaskakujące. Powiązanie bowiem barw nika fo- 
toreceptora ze s truk tu ram i błonowymi sugerował również H aupt [66],

\

IV. 1.5. Rola stigmy w fotobehawiorze Euglena gracilis

Stigm a jest drugim, obok PFB, organelum  w arunkującym  fotobeha- 
w ior E. gracilis. Stigmą nazywa się skupisko obłonionych, osmofilnych, 
czerwonopomarańczowych kropli zaw ierających głównie karotenoidy [6, 
8, 9, 13, 68, 69, 131, 134], Krople stigm y ułożone są wzdłuż ściany rezer­
w uaru (ryc. 1, 2, 11) na długości 2-3 ąm. Oprócz karotenoidów, Sperling- 
Pagni i wsp. [126] w ykazali obecność w stigm ie niew ielkich ilości fla- 
winy. Wielkość stigmy i natężenie jej barw y są zależne od obecności barw ­
nych karotenoidów [70]. Tworzenie ich uw arunkow ane jest obecnością 
św iatła.
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IV.1.5.1. Ekranizująca funkcja stigmy

Spór o to, czy stigm a gra czynną rolę jako fotoreceptor, czy b ierną  
jako ekran osłaniający PFB przed światłem, toczył się dość długo. Obec­
nie przeważa opinia o jej biernej, ekranizującej roli w fotobehawiorze E. 
gracilis. Badania spektroskopowe i fotochemiczne stigm y [67, 14, 125] w y­
kazały, że karotenoidy nie mogą pełnić roli barw nika fotorecepcyjnego 
u eugleny, nie są bowiem zdolne do zainicjowania pierwszej fo toreakcji 
w  łańcuchu sensorycznym. W ykrycie jednak flaw iny w stigm ie p rzy ­
czyniło się do wysunięcia hipotezy, że stigma mogłaby, oprócz osłaniania 
PFB, pełnić czynną rolę w procesach fotorecepcji u E. gracilis.

Dalszych dowodów na ekranizującą rolę stigm y dostarczyły badania 
fotoreakcji komórek etiolowanych. Zielone, fotosyntetyzujące kom órki 
E. gracilis, ze stigmą o głębokiej, czerwonopomarańczowej barw ie reagu­
ją zarówno na zmniejszenie, jak i na zwiększenie natężenia św iatła. Ina­
czej zachowują się kom órki hodowane w ciemności, w których przepusz­
czalność światła przez krople stigm y zwiększa się do około 70% [9]r 
W prawdzie w dalszym ciągu m ają zachowaną zdolność do reakcji step- 
-down i step-up, jednak fotoakum ulacja w porównaniu do fotoakum ula- 
cji komórek zielonych zredukow ana jest do 50%. Komórki pozbawione 
na stałe (pod wpływem  streptom ycyny) zarówno chlorofilu, jak i barw ­
ników stigmy, nie w ykazują ani reakcji step-down, ani fotoakum ulacji. 
Zdolne są jedynie do reakcji step-up i fotodyspersji [17, 28]. Z danych 
tych wynika, że stigm a jest konieczna dla reakcji step-down, fotoakum u­
lacji i prawdopodobnie fototaksji dodatniej, niekonieczna natom iast dla 
reakcji step-up, fotodyspersji i być może fototaksji ujem nej.

IV. 1.5.2. W pływ zabarw ienia stigm y na próg wrażliwości dla reakcji 
step-up

Badania ostatnich lat wykazały, że próg wrażliwości euglen dla reak ­
cji step-up obniża się w zależności od zabarwienia stigm y [17, 28]. Bez­
barw ne (odbarwione streptom ycyną) kom órki E. gracilis w ykazują reak­
cję step-up w całym zakresie badanego natężenia św iatła [17], a u ko­
m órek hodowanych w ciemności próg wrażliwości dla reakcji step-up 
obniża się do poziomu progu reakcji step-down komórek zielonych [28].

Szczegółowe badania różnic we wrażliwości na światło euglen zielo­
nych i etiolowanych, przy różnych długościach fali światła stym ulujące­
go, przeprowadzone przez M ikołajczyk [91] wykazały, że wrażliwość ko­
mórek etiolowanych jest kilkakrotnie większa niż zielonych w zakresie 
widma 350-475 nm. Powyżej tego zakresu wrażliwość komórek etiolowa-
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nych  obniża się, a przy 525 nm są one już tylko niewiele wrażliwsze od 
zielonych (ryc. 24). Odbarwieniu stigm y towarzyszy lekkie, do 535 nm, 
rozszerzenie widma czynnościowego dla reakcji step-up. Zagadnienie to 
zostało omówione już w jednym  z poprzednich rozdziałów.

R y c. 24. R óżnice m ięd zy  w r a ż liw o śc ią  na  św ia tło  z ie lo n y c h  i e tio lo w a n y ch  k om órek  
E u g le n a  grac i l is  [91]. W zględn y próg oznacza sto su n ek  p ro gow ego  n a tężen ia  św ia tła  
d la  r ea k cji step -u p  kom órek  e tio lo w a n y ch  do p ro g o w eg o  n a tężen ia  św ia tła  d la

tej rea k cji k om órek  z ie lo n y ch

Jak  już było powiedziane, odbarw ieniu stigm y i całej kom órki towa­
rzyszy zanik reakcji step-down [17]; może on jednak występować w róż­
nych  okolicznościach, nie zawsze związanych ze stopniem odbarwienia 
stigm y, zawsze natom iast towarzyszy mu obniżenie progu wrażliwości 
dla reakcji step-up. A więc np. obniżenie progu wrażliwości dla reakcji 
step-up w ystępuje u kom órek będących w logarytm icznej fazie wzrostu, 
kiedy, według in terpretacji Colombettiego i wsp. [28], nie działa łańcuch 
fototransdukcji dla reakcji step-down. W raz ze starzeniem  się hodowli, 
p rzy  tym  samym  natężeniu światła stym ulującego, zwiększa się procent 
kom órek wykazujących reakcję step-down, a zmniejsza procent komórek 
w ykazujących reakcję step-up (podnosi się bowiem próg wrażliwości dla 
tej reakcji). Zahamowanie zaś reakcji step-down pod wpływem  detergen­
tów powoduje jednoczesne obniżenie progu wrażliwości dla reakcji step- 
-up [96], A więc przy natężeniu światła, dla którego u komórek kontrol­
nych występowała reakcja step-down, u traktow anych detergentem  
CTAB występowała reakcja step-up.

Innym, interesującym  przykładem  w arunków , w których wraz z za­
nikiem  reakcji step-down w ystępuje obniżenie progu dla reakcji step-up, 
jest zmiana środowiska zewnętrznego z hodowlanego na np. roztwór bu­
forowy, zaw ierający jedynie jony konieczne do normalnego funkcjono­
w ania wici, a więc Ca2+, Mg2+ i K + [91, 101]. Zjawisko czasowego (na 
k ilka godzin) zaniku reakcji step-down u kom órek przepłukanych bufo­
rem  po raz pierwszy obserwowali Doughty i D iehn [45]. Nie zależy ono 
od środowiska hodowlanego i nie jest spowodowane szokiem mechanicz­
nym  przy w irow aniu kom órek w czasie przepłukiw ania. Zarówno szyb­
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kość powracania tej reakcji, jak i jej siła zależą w dużym stopniu od 
obecności w środowisku jonów Ca2+ i K +, nie zależą natom iast od jo­
nów Na+ i H + [48]. W raz z powrotem  reakcji step-down próg dla reakcji 
step-up podnosi się do poziomu sprzed przepłukania. Podłoże m olekular­
ne tego zjawiska do tej pory nie jest znane.

Podsum owując dotychczasowe rozważania, można stwierdzić, że obni­
żenie progu wrażliwości dla reakcji step-up może być stałe lub czasowe 
[91]. Obniżenie stałe w ystępuje u komórek etiolowanych i jest związane 
z zabarwieniem stigmy. W ciemności stigma ulega częściowemu odbar­
wieniu, co w konsekwencji powoduje zwiększenie jej przepuszczalności 
dla światła. Obniżony próg dla reakcji step-up będzie trw ał tak długo, 
jak długo komórki będą trzym ane bez dostępu światła. Czasowym, trw a­
jącym  zwykle kilka godzin obniżeniem progu będzie np. obniżenie w y­
wołane wym ianą środowiska zewnętrznego. Z chwilą samoistnego po­
w rotu reakcji step-down, próg dla reakcji step-up podniesie się do stanu  
wyjściowego.

Zjawisko obniżenia progu dla reakcji step-up obserwowano również 
u Astasia longa [92]. Spowodowane ono było, podobnie jak u E. gracilis, 
zmianą środowiska zewnętrznego. Można więc wnioskować, że obniżenie 
progu dla reakcji step-up, spowodowane zmianą środowiska, nie zależy 
od obecności ani stigmy, ani PFB.

IV.1.6. Mechanizm fototaksji

Przyjm uje się, że fototaksja u Euglena gracilis jest wynikiem  serii 
reakcji fotofobowych step-down i step-up, korygujących kierunek ruchu 
|[15, 26, 32, 38]. Komórka musi więc umieć rozpoznawać położenie źródła 
światła [52]. Przy bocznym oświetleniu, w obecności stigm y i przy heli- 
kalnym  poruszaniu się organizmu światło periodycznie oświetla fotore- 
ceptor. W czasie będzie więc on np. znajdował się pod bezpośrednim 
wpływem  światła, aby za chwilę, w czasie t2, być od niego osłoniętym 
przez stigmę (ryc. 25a). Stigma absorbuje część padającego na nią św iat­
ła, w konsekwencji czego mniej światła może zaabsorbować fotorecepto*'. 
Fotoreceptor ma zdolności porównywania natężeń św iatła odebranych 
w różnym czasie [52]. Euglena odbierając więc dwa różne sygnały może 
określić z której strony pada światło i skorygować, poprzez reakcję fobo- 
wą, swoją pozycję. W przypadku fototaksji dodatniej, za każdym  razem, 
kiedy stigma jest ustawiona między źródłem św iatła a fotoreceptorem , 
pojawia się reakcja step-down, która powoduje zmianę położenia kom ór­
ki. Taka stopniowa korekcja trw a dopóty, dopóki kom órka nie będzie 
zorientowana w kierunku światła, a więc dopóki fotoreceptor nie będzie 
stale oświetlony (ryc. 25b). W przypadku fototaksji ujem nej eugleny,

http://rcin.org.pl



R E A K C JE  F O T O F O B O W E  W IC IO W C Ö W 429

poprzez reakcję step-up, ustaw iają się tylnym  końcem ciała do źródła 
światła, co powoduje, że chloroplasty spełniać mogą dodatkowo rolę 
osłaniającą PFB [9]. Foster i Sm yth [55] wskazali na analogię między 
śledzeniem przez komórkę kierunku padania światła a działaniem ra ­
daru.

R yc. 25. M echan izm  fo to ta k sji u Euglena  grac ilis
a — p o ło ż e n ie  k o m ó rk i  w  s to s u n k u  d o  ź ró d ła  ś w ia t ­
ła  w  c za s ie  i  t 2; b — s to p n io w a  k o r e k c ja  p o p rz e z  
r e a k c j e  fo to fo b o w e , k ie r u n k u  p ły w a n ia  od  ź ró d ła  

ś w ia t ła  i d o  n ie g o

Omówiony tu mechanizm fototaksji oparty jest na założeniu, że za 
orientację komórek w stosunku do padającego światła odpowiedzialne 
są reakcje fobowe. Nie można jednak pominąć stw ierdzenia, że fototaksję 
mogą być niezależne od reakcji fotofobowych [23]. Okazało się, że foto,- 
taksja ujem na może być wywołana światłem  o natężeniu znacznie m niej­
szym od tego, jakie jest potrzebne do wywołania reakcji step-up [23]. 
Ponadto NaN3 — ham ujący fototaksję ujem ną, a TPM P+ — dodatnią, 
nie m ają żadnego w pływ u na reakcje fotofobowe [5]. Tak więc m echa­
nizm orientacji komórek w stosunku do źródła światła ponownie stał się 
zagadnieniem otw artym .

IV. 1.7. M olekularne podłoże fotorecepcji i transdukcji bodźców

Penzer i Radda [109] oraz Song i Moore [123] wykazali, że absorpcja 
światła powoduje elektronowe wzbudzenie flaw iny do stanu tripletowego. 
Na tej podstawie oraz na podstawie badań własnych nad wpływem  jodku 
potasu na fotobehawior E. gracilis, Diehn i K int [42] wysunęli hipotezę 
o flawinowym  podłożu fotorecepcji (omówione w jednym  z poprzednich 
rozdziałów). Pozostaje jednak problem em  otw artym , w jaki sposób sygnał
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z fotoreceptora jest przenoszony do efektora zawiadującego m echanizm em  
kontrolującym  pracę wici. Najbardziej przekonującą hipotezę transdukcji 
przedstaw ił Diehn [35-37]. W edług niej system  transdukcji u euglen adap­
tu je  się do zewnętrznych warunków  świetlnych. W celu wywołania reak ­
cji fotofobowej, natężenie światła stym ulującego musi znacznie się róż­
nić od natężenia św iatła poziomu adaptacyjnego. Wiciowiec z zaadapto­
wanym  systemem transdukcji do światła o niskim  natężeniu będzie w y­
kazyw ał reakcję step-up natychm iast po zwiększeniu natężenia znacznie 
ponad poziom adaptacyjny, i odwrotnie, po adaptacji do dużego natęże­
nia, jego zmniejszenie wywoła reakcję step-down. Diehn podkreśla rów ­
nież, że dwie reakcje fotofobowe nie mogą wystąpić jednocześnie. R eak­
cja step-up nie w ystąpi więc u komórek, które właśnie zaczęły w ykazy­
wać silną reakcję step-down. Takie zachowanie się organizmu wskazuje, 
że w komórkach musi występować przetw arzanie sygnałów dostarczanych 
z fotoreceptora. Procesor, według Diehna, może więc być traktow any jako 
urządzenie elektroniczne. W ejście jego zawiera sygnał elektryczny, k tó ­
rego wielkość jest funkcją natężenia padającego na fotoreceptor św iatła, 
natom iast wyjście z procesora zawiera już „rozkazy”, które ak tyw ują 
odpowiedni efektor.

W modelu proponowanym  przez Piccini i Omodeo [112] zakłada się, 
podobnie jak w modelu Diehna, że kom órka zdolna jest do porów nyw a­
nia intensywności sygnałów wysyłanych przez fotoreceptor, a więc ma 
zdolność porównywania kolejnych sygnałów. Reakcja fotofobowa pojawia 
się wówczas, gdy kom órka jest w stanie w ykryć różnice w zmianach na ­
tężenia światła. Różnice w natężeniu sygnałów byłyby rozróżniane przez 
kom parator (nazywany przez Diehna procesorem). K om parator um iejsco­
wiony byłby u podstawy wici. Rolę efektora pełniłyby z kolei fibryle
0 naturze, być może, aktomiozynowej, leżące między podłużnym i a okręż­
nym i m ikrotubulam i na wysokości szyjki rezerw uaru (ryc. 2). Ich skurcz 
zmieniałby kształt rezerw uaru, co w konsekwencji prowadziłoby do re ­
orientacji wici i reakcji całej komórki. Na istnienie u E. gracilis F -ak tyny  
wskazują doświadczenia przeprowadzone przez Bassi i Domini [7]. Poli
1 wsp. [113], stosując te same metody, nie potwierdzili jednak tego. 
W cześniejsze badania nad wpływem  cytochalazyny B i C [29] na kom ór­
ki E. gracilis również nie wskazywały na aktynow y charakter fibryli 
u tych wiciowców. Aktynopodobne białka zidentyfikowano natom iast 
w  komórkach innego wiciowca euglenoidalnego — Distigma proteus [57]. 
Rolę efektora przypisuje się również PFR [16, 77] lub aksonemie wici 
lokomotorycznej [77]. Znalezienie w PFR aktyw nej ATP-azy [110] silnie 
w spiera hipotezę o roli tej s truk tu ry  jako efektora w łańcuchu fototrans- 
dukcji u E. gracilis.

Próbę znalezienia jonowego m echanizm u reakcji step-down podjęli
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Doughty i Diehn [45, 47, 49] oraz Doughty i wsp. [50]. Uważają oni, że 
w  tej reakcji fotofobowej bierze udział pompa N a+/K + w błonie wici 
lokomotorycznej. Na podstawie uzyskanych wyników przedstaw ili model 
jonowego m echanizm u kierującego reakcją step-down (ryc. 26). W edług

R yc. 26. S ch em a t zaproponow anego  przez D o u gh ty  i D ieh n a  [45] oraz D o u gh ty  i w sp .
[50] jo n o w eg o  m ech an izm u  rea k cji s tep -d o w n  [26, 83] (zm ien iony)

tego modelu światło zaabsorbowane przez flawinę w PFB aktyw uje pom­
pę N a+/K + (poziom adaptacyjny — I). W mqmencie kiedy obniża się 
natężenie światła, pompa N a+/K + staje się nieaktyw na. W następstw ie 
tego w przestrzeni wewnątrzwiciowej zwiększa się stężenie jonów N af 
(II), które in icju ją następnie otwarcie specyficznych kanałów wapnio­
w ych (III), co z kolei powoduje zwiększenie stężenia jonów Ca2+ wokół 
aksonem y i reorientację wici. Po reakcji fobowej kanały  wapniowe za­
m ykają się i pompa wapniowa (IV) przyw raca w wici norm alne, niskie 
(10—8 M) stężenie Ca2+.

V. Ł A Ń C U C H  FO T O SE N SO R Y C Z N Y  U W ICIOW CÓW  B E Z B A R W N Y C H

Niejasna jest do tej pory nie tylko na tu ra  fotorecepcji dla reakcji 
step-up u E. gracilis, ale również u wiciowców bezbarwnych — Astasia 
longa i Peranema trichophorum. Widmo czynnościowe dla reakcji step-up 
u A. longa określone przez Suzaki i W illiamsona [128] wskazuje na fla- 
w inowy charak ter tych cząstek. Po zmianie środowiska z hodowlanego 
na buforowe, A. longa, podobnie jak E. gracilis, wykazuje wzrost w rażli­
wości na światło. Obniżeniu progu dla reakcji step-up u komórek E. gra-
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cilis towarzyszy rozszerzenie widma czynnościowego do 550 nm [91]. Na­
leży sądzić, że to samo zjawisko w ystępuje również u A. longa. Jest więc 
prawdopodobne, że cząsteczki fotorecepcyjne, k tóre u E. gracilis odgry­
w ają rolę dodatkową do flaw iny w PFB, u A. longa są głównymi i jed y ­
nym i cząsteczkami fotorecepcyjnym i, odpowiedzialnym i za jej w rażli­
wość na światło.

Doświadczenia nad wpływem  perym ycyny i strofan tyny  na reakcję  
fotofobową Peranema trichophorum  sugerują udział pompy Na 7KU w fc- 
toreakcji tego wiciowca [92]. Pod wpływem  bowiem obydwu tych związ­
ków próg wrażliwości na światło znacznie się podnosi. W ydaje się, że 
mechanizm odpowiedzialny za reakcję fotofobową u P. trichophorum  nie 
jest bezpośrednio skorelowany z mechanizmem lokomotorycznym tych 
komórek. Świadczy o tym  fakt, że próg wrażliwości kom órek trak tow a­
nych perym ycyną podnosił się znacznie wcześniej, zanim obserwowano 
zwolnienie pełzania, a także brak różnic we wrażliwości na światło ko­
mórek pełzających i niepełzających, potraktow anych tym  antybiotykiem .

Zarówno Astasia longa, jak i Peranema trichophorum  najw rażliw szą 
na światło m ają przednią część ciała [120, 128]. W przypadku P. tricho­
phorum  naw et wici, które są oderwane od komórki, reagują na światło 
[120], Można więc przypuszczać, że najw ięcej cząsteczek fotorecepcyj- 
nych będzie zlokalizowanych u tych komórek w błonie wici lokomoto­
rycznej i rezerw uaru [92, 93].

VI. P O W IĄ Z A N IA  SY STEM Ó W  F O T O SE N SO R Y C Z N E G O  I F O T O SY N T E Z Y

Euglena gracilis należy do autotrofów, u k tórych aparat fo tosyntety- 
zujący nie działa jako fotoreceptor. Pow staje więc pytanie, czy w ystę­
puje u tego wiciowca jakieś powiązanie między system am i kontrolujący­
mi fotosyntezę i fotoreakcje. Niektórzy badacze zajm ujący się tym  p ro ­
blemem uzyskali wyniki pozytywne. Stwierdzono m. in., że reakcja step- 
-down i fotoakum ulacja są powiązane z fotosyntezą [44, 129]. W ykazano 
bowiem, że reakcja step-down zahamowana jest pod wpływem  DCMU — 
związku ham ującego przepływ elektronów między fotosystemem II a p la- 
stochinonem [30], jak i CCCP — rozprzęgacza fotofosforylacji [1]. Na 
powiązanie natom iast reakcji step-up z glikolizą lub cyklem oddecho­
wym wskazuje fakt, że reakcję tę mogą wykazywać kom órki z upośle­
dzoną fotosyntezą i bezbarwne [36, 38].

W ykazano, że zależności te nie są tak proste. Stwierdzono bowiem, 
że ogólny inhibitor metabolizmu, jakim  jest KCN, nie wpływa na foto- 
taksję ujem ną [82], a NaN3 — który  wprawdzie wygasza stan wzbudzony 
flawiny, ale znany jest również jako silny rozprzęgacz zarówno foto-,
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jak i oksydatyw nej fosforylacji [122], nie ma w pływ u na reakcję step- 
-down [5], ham uje natom iast fototaksję ujem ną [23]. Powiązanie fotore- 
akcji z procesami metabolicznym i nie jest nadal wyjaśnione.

V II. P O W IĄ Z A N IA  SY ST E M U  F O T O SE N SO R Y C Z N E G O  Z IN N Y M I  
SY ST E M A M I SE N SO R Y C Z N Y M I

V II. 1. P O W IĄ Z A N IE  Z SY ST E M E M  M E C H A N O S E N S O R Y C Z N Y M

Powiązanie systemów foto- i mechanosensorycznych u Euglena graci­
lis było badane przez M ikołajczyk i Diehna [95]. Jednym  z przeprow a­
dzonych doświadczeń było badanie zachowania się komórek na granicy 
faz środowiska o niskiej i wysokiej lepkości (podwyższonej przy  użyciu 
metylcelulozy). W czerwonym świetle (nie percepowanym  przez komórki) 
eugleny dotykające granicy faz prostopadle do niej w pływ ały do śro­
dowiska o dużej lepkości, bez reakcji mechanofobowej. Eugleny w śro­
dowisku m etylcelulozy były immobilizowane, zachowując swój wydłużo­
ny kształt. Doświadczenie to wskazuje, że samo przeniesienie komórek 
do roztworu m etylcelulozy nie powoduje reakcji fobowej organizmu. Gdy 
takie kom órki oświetlim y silnym  białym  światłem, obserw ujem y u wszyst­
kich m aksym alną reorientację wici, po której następował skurcz ciała. 
To samo natężenie światła w środowisku o niskiej lepkości powoduje 
m inim alną reorientację wici i rotowanie komórki, przy czym skurcze 
ciała nie pojaw iają się.

Mikołajczyk i Diehn [96] stw ierdzili zróżnicowany wpływ detergen­
tów na błonę komórkową Euglena gracilis. Zdjęcia uzyskane z m ikrosko­
pu elektronowego wskazują, że detergenty niszczą błonę rezerw uaru i w i­
ci, pozostawiając błonę ciała nienaruszoną. Na tej podstawie wysunęli 
hipotezę o istnieniu u E. gracilis dwóch rodzajów błony: typowej, cyto- 
plazm atycznej pokrywającej wici i rezerw uar, oraz błony o odmiennej 
strukturze, okryw ającej resztę komórki. Równolegle ukazały się prace 
nad błonami komórek E. gracilis, u których, za pomocą innych technik, 
potwierdzono zróżnicowanie w struk turze i we właściwościach błon po­
wierzchniowych [12, 72, 102, 119]. W ydaje się, na podstawie tych prac 
oraz zachowania się komórek w środowisku o podwyższonej lepkości, że 
miejsce m echanorecepcji powinno znajdować się w błonie rezerw uaru. 
S tym ulacja mechaniczna błony rezerw uaru powodowałaby przeniesienie 
impulsów do filam entów łączących błonę z m ikrotubulam i podłużnym i 
[2, 12] i (zakładając aktynow y charakter filamentów) skręcenie m ikro- 
tubul, co prowadziłoby w konsekwencji do zmiany kształtu  rezerw uaru, 
reorientacji wici oraz skurczu całej komórki.
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Podobnie jak w przypadku Euglena gracilis, lepkie środowisko powo­
duje, że skurcze ciała towarzyszą reakcji step-up u Astasia longa [92, 
128]. Niestety, brak jest jakichkolwiek doniesień na tem at zależności 
między fotoreakcjam i a czynnikami mechanicznymi u Peranema tricho- 
phorum.

V II. 2. P O W IĄ Z A N IE  Z SY ST E M E M  C H E M O S E N S O R Y C Z N Y M

Zależnością systemów foto- i chemosensorycznych zajm owali się Co- 
lom betti i Diehn [22]. Badali oni wpływ św iatła na obrączkę chem otak- 
tyczną utworzoną przez zielone lub etiolowane kom órki Euglena gracilis 
wokół pęcherzyków powietrza (02). Słabe, niebieskie światło powoduje, 
że komórki zielone przestają reagować na gradient bodźca chemicznego 
i zaczynają pływać we wszystkich kierunkach. Autorzy in terpretow ali 
zanik obrączki chemotaktycznej jako chwilowe przestaw ienie system u 
kontrolującego pracę wici z chemosensorycznego na fotosensoryczny. Po­
nowne tworzenie się obrączki (po 30-60 s), mimo że w dalszym  ciągu 
kom órki były stym ulowane niebieskim światłem, wskazuje, że m echa­
nizm kontrolujący aparat lokomotoryczny powrócił do system u chemo­
sensorycznego. Komórki etiolowane m ają również zdolność do chem oaku- 
mulacji. Stym ulacja silnym, białym  światłem  wywołuje u nich reakcję 
step-up i zacieśnianie się obrączki. Stym ulacja natom iast słabym , n ie­
bieskim światłem  nie wpływa na obrączkę chemotaktyczną, przeciw nie 
więc niż w przypadku kom órek zielonych.

W arto wspomnieć o badaniach zachowania się wiciowców bezbarw ­
nych w obecności tzw. fotouczulaczy, mimo że, jak się okazało, reakcja 
kom órek na światło w ich obecności jest n a tu ry  czysto chemo-, a n ie 
fotosensorycznej, i nie w ystępuje żadne powiązanie między system am i 
foto- i chemosensorycznym. Wiadomo, że wprowadzenie do środowiska 
z pierwotniakam i barw ników absorbujących światło (fotouczulaczy) zwię­
ksza wrażliwość komórek na światło i prowadzić może naw et do ich 
zniszczenia. Znanym i fotouczulaczami są ryboflawina, błękit m etyleno­
wy, toluidynowy i eozyna. Naświetlanie takich barw ników światłem  po­
wyżej 300 nm  powoduje ich przejście do tripletowego stanu wzbudzenia 
i zapoczątkowanie reakcji fotochemicznych. Hoffmann i M eneghini [71] 
w ykryli, że zniszczenie kom órek nie jest spowodowane wpływem  samego 
fotouczulacza, lecz jego fotoproduktu tworzącego się podczas naśw ietla­
nia — H20 2. Fotouczulacze nie są więc dodatkowymi fotorecpetoram i, jak 
to było wcześniej sugerowane ,[88-90].

Badano również wpływ fotouczulaczy na zachowanie się nie reagują­
cych na światło, bezbarwnych wiciowców Polymelia magna  .[78, 105, 
106, 107] i Peridiniopsis berolinensis [65]. W przypadku Polytom ella
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magna dodanie do środowiska zewnętrznego ryboflaw iny powoduje dys­
persję komórek z naświetlanego pola, a w przypadku Peridiniopsis he- 
rolinensis — akum ulację przy niższych, a dyspersję przy wyższych na tę ­
żeniach światła. Stwierdzono, że reakcja wywołana światłem  jest n a tu ry  
chem otaktycznej w stosunku do tworzącej się w oświetlonym polu H202. 
M ikołajczyk i wsp. [98] badali zachowanie się Astasia longa naśw ietlanej 
białym  światłem, w obecności ryboflaw iny i błękitu metylenowego. Wicio­
wce w obecności w środowisku zew nętrznym  fotouczulaczy skupiają się 
w oświetlonej części preparatu  (ryc. 27). Potwierdzono również hipotezę, 
że m am y do czynienia ze zjawiskiem chemo-, a nie fotoakum ulacji. 
A trak tan tem  jest, podobnie jak w przypadku opisanych już tu  wiciowców, 
woda utleniona.

R yc. 27. S k u p ia n ie  się  k om órek  A s ta s ia  longa  w  o b ecn ośc i
b łęk itu  m ety len o w eg o , w  polu  o św ie tlo n y m  b ia ły m  św ia tłem
[100], A  —  w  c h w ili rozp oczęcia  n a św ie tla n ia ; B —  po 90 s 

n a św ie tla n ia  (obrazy u zy sk a n e  w  m ik rosk op ie  św ie tln y m )

V III. PO D SU M O W A N IE

Wiele zagadnień dotyczących reakcji fotofobowych jest jeszcze nie 
rozwiązanych. Dalecy jesteśm y od choćby powierzchownego poznania m e­
chanizmów przenoszenia impulsów św ietlnych od fotoreceptora do apa­
ra tu  lokomotorycznego wici naw et u tak powszechnie badanego wiciow- 
ca jak  Euglena gracilis. Zapoczątkowane są również dopiero badania m e­
chanizmów fotorecepcji wiciowców bezbarwnych, mimo że zaintereso­
w anie tym  tem atem  sięga początków tego wieku. Odkrycie w ostatnich 
latach, że Astasia longa, gatunek blisko spokrew niony z E. gracilis, jest
w rażliw a na światło, może się przyczynić do poznania ogólnych m echa­
nizm ów kierujących fotoreakcjam i wiciowców.

Znacznie większy postęp obserw uje się w zakresie reakcji fotofobo­
w ych wiciowców barw nych. Reakcje fotofobowe można rozważać w per­
spektyw ie ich znaczenia biologicznego i ewolucji pierwotniaków. Ich rola
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biologiczna polega na ochronie przed szkodliwym prom ieniow aniem  
i utrzym aniem  organizmu w optym alnych w arunkach świetlnych, co ma 
istotne znaczenie w przypadku organizmów fotosyntetyzujących. W ydaje 
się prawdopodobne, że pierw otną reakcją, chroniącą kom órki przed nad­
m iernym, szkodliwym promieniowaniem  słonecznym, była reakcja foto- 
fobowa step-up. Mogła ona zachodzić dzięki obecności cząsteczek foto- 
recepcyjnych o widmie czynnościowym do 550 nm. Ten typ reakcji ob­
serw uje się w dalszym ciągu u wiciowców bezbarwnych (Astasia longa). 
W m iarę rozwoju ewolucyjnego i po pojaw ieniu się mechanizmów umoż­
liw iających fotosyntezę, reakcje fotofobowe pełniły nie tylko funkcję 
obronną, ale również umożliwiającą funkcjonowanie tych mechanizmów. 
Wymagało to jednak w ykształcenia odpowiednich struk tu r, k tóre pozwo­
liłyby na precyzyjniejsze funkcjonowanie układu fotosensorycznego. Rolę 
tych s tru k tu r pełnią wyspecjalizowane organele — PFB i stigm a (ryc. 
28). Pozwalają one komórkom reagować nie tylko na zwiększenie natę-

S Y S T E M  F O T O R E C E P C Y J N Y

P I E R W O T N Y

A . l o n g a

R O Z W I N I Ę T Y

E g r a c i l i s

c z ą s t e c z k i  nie
f o t o r e c ep c y j n e z i de nt yf i k owa ne  ( l a wi n a

R yc. 28. P o w ią za n ie  sy s tem ó w  fo to recep -  
c y jn y ch  E uglena  grac i l is  i A s ta s ia  longa

żenią światła (reakcja step-up), ale również na jego zmniejszenie (reak­
cja step-down); umożliwiają ustalenie położenia źródła św iatła i odpo­
wiednie kierowanie ruchem  komórek do (fototaksja dodatnia) lub od 
światła (fototaksja ujem na). U trzym ywanie się organizmu w optym al­
nych w arunkach św ietlnych oparte jest na delikatnej równowadze mię­
dzy dodatnią a ujem ną fototaksją [62]. Rolę fotoreceptora odgrywa, w y­
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pełnione flawiną, PFB. W porównaniu z innym i strukturam i komórko­
wymi, PFB  jest prawdopodobnie s truk tu rą  stosunkowo młodą [77, 99]. 
Stigm a pełni rolę osłaniającą fotoreceptor. Od jej zabarwienia zależy 
zdolność do reakcji step-down, próg wrażliwości dla reakcji step-up, 
fotoakum ulacja i fototaksja dodatnia, nie zależy natom iast występowanie 
reakcji step-up i fototaksja ujem na. P ierw otne cząsteczki fotorecepcyjne 
pełniłyby dla reakcji step-up, po w ykształceniu się PFB, funkcję dodat­
kową.
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APARAT GOLGIEGO. I. FUNKCJA BIOLOGICZNA. STRUKTURALNA 
I FUNKCJONALNA NIEJEDNORODNOŚĆ TEJ ORGANELI. 

ROLA W WEWNĄTRZKOMÓRKOWYM TRANSPORCIE

TH E G O L G I A P P A R A T U S . I. THE B IO L O G IC A L  F U N C T IO N . TH E ST R U C T U R A L  
A N D  F U N C T IO N A L  H E T E R O G E N E IT Y  OF T H IS O R G ANELLE . ROLE IN  THE. 

IN T R A C E L L U L A R  T R A N SP O R T

A n na  M aria K O R D O W IA K  

Z akład  B io ch em ii Z w ierząt, In sty tu t B io lo g ii M olek u larn ej U J, K rak ów

S tre szc zen ie .  P rzed sta w io n o  pog ląd y  na u d zia ł aparatu  G olg iego  w  b io sy n tez ie  w e ­
w n ą trzk o m ó rk o w ej. P od k reślo n o  fu n k cjo n a ln ą  i stru k tu ra ln ą  n ie jed n orod n ość  tej, 
organeli. O m ów iono  ro lę  op łaszczo n y ch  p ęch erzy k ó w  w  tran sp orcie , w  k tórym  
u czestn iczy  aparat G olg iego . P rzed sta w io n o  p o g ląd y  na  a sy m etr ię  u ło żen ia  fo s fo li­
p id ów  i ch o lestero lu  w  b łon ach  aparatu  G olg iego  oraz ro lę  te j org a n e li w  b io sy n ­
tez ie  g lik o sfin g o lip id ó w .

S u m m a r y .  The im p ortan ce  o f G olg i app aratu s for  the in tra ce llu la r , b io sy n th e tic  
p ro cesses is p resen ted  w ith  th e  em p h a sis  on th e  fu n ctio n a l and  stru ctu ra l h e tero ­
g e n e ity  o f th is o rg a n elle . T he ro le  coated  v e s ic le s  in  in tra ce llu la r  transp ort in  
w h ic h  p a rtic ip a te  th e  G olg i app aratu s is  rev iew ed . T he a sp ec ts  o f a ssy m etr ica l  
d istr ib u tio n  o f m em b ran e p h o sp h o lip id s and  ch o lestero l, as w e ll  as th e  ro le  o f  
G olg i app aratu s in  g ly co sp h in g o lip id  b io sy n th e sis  are d iscussed .

Stosowane skróty

AG — aparat Golgiego, ER — siateczka śródplazmatyczna, RER — ziar­
nista siateczka śródplazmatyczna, PM — błona plazmatyczna, cv — 
opłaszczone pęcherzyki, cp — opłaszczone dołki, GlcNAc-N — acetylo- 
glukozoamina, Gal — galaktoza, NANA — kwas N-acetyloneuram inow y, 
Fuc — fukoza, Gic — glukoza, M an-6-P — m annozo-6-fosforan, CMP- 
NANA — cytydylomonofosforan kwasu N-acetyloneuraminowego, GDP- 
-Fuc — quanozynodifosforan fukozy, UDP-GlcNAc — urydylodifosforan
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N-acetyloglukozoaminy, PA PS — adenozyno-3’fosforo-5’fosfosiarczan, 
ADP — adenozynodifosforan, PL — fosfolipidy, PS — fosfatydyloseryna, 
PE  — fosfatydyloetanoloam ina, PC — fosfatydylocholina, PI — fosfaty- 
dyloinozytol, S — sfingomielina, LDL — lipoproteiny o m ałej gęstości, 
HDL — lipoproteiny o dużej gęstości, VLDL — lipoproteiny o bardzo 
m ałej gęstości, TPP-aza — pirofosfataza tiam iny ( =  difosfataza nukleozy- 
dowa), w irus VSV — w irus pęcherzykowatego zapalenia jam y ustnej.

W ST Ę P

Od opisania przez Camillo Golgi (1898 r.) nowej organeli kom órko­
wej, nazwanej na cześć odkrywcy aparatem  Golgiego (AG), jest ona in ten ­
sywnie badana przez morfologów, analityków, fizjologów i biochemików, 
-czego wyrazem  są liczne prace, które ukazują się każdego roku. Udało 
się również dokonać pewnych uogólnień dotyczących s tru k tu ry  i funkcji 
tej organeli w  żywej komórce. Świadczą o tym  monografie, artyku ły  
przeglądowe oraz rozdziały w podręcznikach w ydrukow ane po 1970 r. 
zarówno w języku polskim [np. 43, 46, 62, 82], jak i angielskim  [np. 26, 
27, 61, 63, 64, 66, 84, 105, 114]. Niniejsza praca jest próbą przedstaw ie­
nia wyników doświadczeń opublikowanych w okresie 1979-1985 i doty­
czących badań funkcji biologicznej apratu  Golgiego.

U D Z IA Ł  A P A R A T U  G OLG IEG O  W B IO SY N T E Z IE  G L IK O P R O T E IN  I B IA Ł E K . 
S T R U K T U R A L N A  I F U N K C JO N A L N A  N IE JE D N O R O D N O ŚĆ  TEJ O R G A N E L I

Niejednorodność aparatu  Golgiego (cysterny, wakuole sekrecyjne, pę­
cherzyki wydzielnicze gładkie i opłaszczone) oraz polaryzacja tej organeli 
przy jednoczesnych jakościowych i ilościowych różnicach składu fosfo­
lipidów, cholesterolu, glikoprotein, białek enzym atycznych oraz grubo­
ści samych błon strony cis i trans [20, 24, 27, 34, 54, 64, 67, 81, 89, 94, 
105, 111, 114] sugerują polaryzację funkcjonalną tej organeli. Tartakoff 
[103, 106] wyróżnia struk tu ra lną  i histochemiczną heterogenność AG i je ­
go enzymatyczną i funkcjonalną specjalizację. Pogląd tego autora na ro­
lę AG w systemie błon wew nątrzkom órkowych i procesach transportu  
m ateriału  wydzielniczego oraz poszczególnych etapach glikozylacji białek 
przedstawiono szczegółowo w i[52]. Rothm an [87] stw ierdza, że AG to 
co najm niej „dwie organele komórkowe w tandem ie” . Po stronie cis za­
chodzi odszczepienie zew nętrznych reszt mannozy, dodawanie kwasów 
tłuszczowych do seryny oraz fosforanu N-acetyloglukozoaminy do białek
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przeznaczonych dla lizosomów. Strona trans (zdaniem Rothm ana jedna 
lub dwie ostatnie cysterny diktiosomu) jest „odbieralnikiem ” . N astępuje 
tu  dodanie końcowych reszt cukrowych (Gal, NANA, Fuc), odłączenie 
końcowej GlcNAc, k tóra m askuje reszty fosforanowe w przypadku gliko- 
protein lizosomowych, wprowadzenie reszt siarczanowych oraz ograniczo­
na proteoliza propeptydów  białek [27, 87].

Schächter [90] na podstawie wbudowywania różnych reszt cukrow ych 
do syntetyzow anej glikoproteiny w yodrębnia trzy  funkcjonalnie różne 
rejony AG (cis, środkowy i trans). Po stronie cis i/lub środkowej jest 
w prowadzana GlcNAc, natom iast Gal i NANA w części trans AG. Funk­
cjonalną niejednorodność potwierdza również różne rozmieszczenie en­
zymów znaczników i badania w mikroskopie elektronow ym  [18]. Po stro­
nie cis obserw uje się nagromadzenie osmu, stosowanego w kontrastow a­
niu, natom iast w części trans zlokalizowane są transferaza galaktozylowa 
oraz difosfataza nukleozydowa (początkowo nazywana TPP-azą i będąca 
pierwszym  cytochemicznym znacznikiem AG [27]). W rejonie tworzenia 
pierw otnych lizosomów (GERL) zlokalizowana jest kw aśna fosfataza.

W kom órkach wydzielniczych AG spełnia kluczową rolę w sortowa­
niu  białek syntetyzow anych na RER [22] oraz uczestniczy w końcowych 
etapach glikozylacji wydzielanych glikoprotein [56]. W innych kom órkach 
bierze udział w  biosyntezie i transporcie kolagenu [60], glukozy [95], 
glikoprotein w irusów Semliki forest [88] czy pęcherzykowego zapalenia 
jam y ustnej (ang. vesicular stam atitis virus, VSV), a także album iny 
i transferyny [101].

W prowadzenie końcowych reszt cukrowych odbywa się przy udziale 
swoistych transferaz glikozylowych, k tóre jako białka błon są skierowane 
do św iatła cystern AG [12, 30, 77, 90, 96]. Jak  zatem substraty, tj. nu- 
kleotydowe pochodne cukrów, syntetyzowane w jądrze lub cytoplazmie 
docierają do enzymów przez nieprzepuszczalne dla nich błony AG [12, 
30, 77]? Problem  ten dotyczy również nukleozydowych pochodnych fosfo- 
siarczanów, które są donorem reszt siarczanowych, związanych kow alen­
cyjnie z glikozoaminoglikanami, np. siarczanem  chondroityny, siarczanem  
derm atanu, siarczanem  keratanu, heparyną i jej siarczanem  oraz w ystę­
pują w niektórych glikosfingolipidach, hormonach sterydowych lub kw a­
sach żółciowych [11, 12, 92].

Istnieją zasadniczo dwa poglądy: Hirschberg i jego współpracownicy 
[12, 55, 76, 92, 96] oraz Fleischer i wsp. [6, 30, 31] zakładają obecność 
przenośnika białkowego w błonach. P ersat i wsp. [77] uważają, że Glq 
transportow ana jest przez błony AG przez pirofosforylazę związaną z ty ­
mi błonami, natom iast Bergeron i wsp. [1, 2, 70] proponują dolicholowy 
pośrednik dla reszt Gal, k tóry  odbiera cukier z UDP-Gal po stronie

Z — P o s t .  B io l. K o m . 4/86
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cytozolowej. W edług tych autorów dolicholowa pochodna Gal w nika na ­
stępnie z cytozolu do w nętrza cystern AG wskutek zwiększonej fuzji 
błon.

Udział aparatu  Golgiego w procesie sortowania i w ydalania na pow ierz­
chnię komórki jej produktów nie budził zastrzeżeń [22], natom iast nie 
było wiadomo, czy wszystkie glikoproteiny opuszczają komórkę w taki 
sam sposób. Doświadczenia Strousa i wsp. [101] potwierdzają, że różne 
glikoproteiny są w ydalane tą samą drogą. Jedynie szybkość, z k tó rą  
b iałka opuszczają komórkę, jest różna [18, 35, 58, 91, 100]. Na przykład 
w kom órkach KeLa okres, w którym  połowa glikoprotein w ydzielanych 
opuszcza AG wynosi 20-60 min, natom iast dla transferazy galaktozylo- 
wej wynosi aż 20 godz. [100], Większość glikoprotein wydzielanych oraz 
białek błony plazm atycznej opuszcza komórkę w ątroby w ciągu 2 godz. 
[35, 58], W trzustce obserw uje się szybki transport nieglikozylowanych 
białek — trypsynogenu, chym otrypsynogenu 2, lipazy 2 i prokarboksy- 
peptydazy A 2 (ok. 100 min), oraz wolny — amylazy (148 min) i p rokar- 
boksypeptydazy B (180 min) [91]. Fries i wsp. [33] sugerują w hepatocy- 
tach selektywny transport białek wydzielanych (albumina, transferyna, 
prealbum ina, białko wiążące retinol). Czas transportu  połowy każdego 
z tych białek z ER do AG (14-137 min) zachodzi przy udziale swoistych 
receptorów.

2. R O LA A P A R A T U  G O LG IEG O  W T R A N SPO R C IE  
W EW NĄ TRZK O M Ó RK O W Y M

Aparat Golgiego uczestniczy w przenoszeniu i sortowaniu białek lizoso- 
mowych, glikoprotein wydzielanych oraz glikoprotein błon plazm atycznych 
[34, 83]. Bierze także udział w krążeniu i powrocie fragm entów  błon 
z powierzchni błony plazm atycznej do w nętrza komórki [prace przeglą­
dowe 43 i 75 oraz 25, 36]. Proces ten zachodzi przy udziale s tru k tu r zwa­
nych opłaszczonymi dołkami (cp) i opłaszczonymi pęcherzykam i (cv) 
[45, 69]. Używane są również pojęcia oplaszczone k latryną dołki i pęche­
rzyki [9, 45, 49, 69, 98], W artykule przeglądowym  Hinek [43] bardzo 
dokładnie przedstaw ił obecne poglądy na tem at rodzajów i mechanizmów 
endocytozy. Opisane zostały również m. in. morfologia, komórkowa lo­
kalizacja i współzależność cp i cv z innym i organelam i komórkowymi, 
również z AG.

Badania w mikroskopie elektronow ym  wykazały, że LDL, a2 m akro- 
globulina, epiderm alny czynnik wzrostu, ßgalaktozydaza, transferyna, 
interferon, egzotoksyna Pseudomonas, asjaloglikoproteiny oraz w irusy 
m ięsaka Rousa, VSV czy Semliki forest w nikają do kom órki przez cp 
[10, 37, 73, 98]. U Eukaryota cv uczestniczą w transporcie nowo syntety­
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zowanych glikoprotein przez region Golgiego do miejsc docelowych 
[49]. Pośredniczą w transporcie produktów między przedziałami wew­
nątrz  komórki, np. immunoglobulin, enzymów lizosomowych, insuliny, 
receptorów M an-6-P oraz w krążeniu błon podczas endo- i egzocytozy 
[7, 8, 10, 23, 59, 68, 121]. W fibroblastach cv pośredniczą w przenoszeniu 
LDL, epidermalnego czynnika wzrostu, a2m akroglobuliny i insuliny, w he- 
patocytach przenoszą asjaloglikoproteiny. W kom órkach nerki cv aparatu  
Golgiego uczestniczą w wewnątrzkom órkowym  transporcie glikoprotein 
w irusów  VSV oraz Semliki forest [38, 88], chociaż Rogalski i Singer [85, 
86] uważają, że w procesie tym  uczestniczą m ikrotubule zasocjowane 
z AG. Również W ehland i wsp. [112, 113] przypisują ważną rolę m ikro- 
tubulom  fibroblastów ludzkich.

Pilch i wsp. [78] sądzą, że insulina w prowadzana jest do hepatocytu 
za pośrednictwem  endocytozy, w której uczestniczą receptory. W edług 
nich podobny mechanizm wprowadzania tego horm onu zachodzi w adipo- 
cytach i lim focytach ludzkich, niezależnie od tego, czy kom órka znajduje 
się w organizmie, czy w hodowli tkankowej. Tą drogą w nikają do komó­
rek również horm ony polipeptydowe [37].

Sposób tworzenia i rolę tzw. receptosomów w tym  procesie przedsta­
w ił również Hinek [43]. Pastan i W illingham [73] podają graficzny sche­
m at hipotetycznego tworzenia się receptosomu, k tó ry  przedstawiono na 
rycinie.

R yc. H ip o tety czn y  sp osób  tw o rzen ia  się  recep to so m u  z o p laszczon ego  dołka (cp)
w  b łon ie  p la zm a ty czn ej (PM)
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Uważa się, że receptosomy są większe niż pozostałe cv, ich średnica 
wynosi 200-400 nm  [73], a powstają w wyniku endocytozy, w k tórej poś­
redniczą receptory [36]. Należy dodać, że Kolb-Bachofen [50] sądzi, że to, 
czy dany pęcherzyk jest zwykłym cv, czy receptosomem zależy od typu 
badanej komórki.

S truk turę  „opłaszczającą” dołek, pęcherzyk czy receptosom tworzą 
tzw. triskeliony, z których każdy zbudowany jest z kom pleksu o masie 
630 kd (3 łańcuchy k latryny  o Mr =  180 kd każdy oraz 3 łańcuchy lekkie 
o Mr =  33 kd) [9, 49]. W strukturze opłaszczającej wykazano również 
polipeptydy o Mr =  100-110 kd oraz tubulinę o M r =  55 kd [39, 97]. 
Pearse, która po raz pierwszy oczyściła frakcję cv i wprowadziła nazwę 
k la tryna  dla opłaszczającego białka [74] uważa, że polipeptyd ten jest 
konieczny do tworzenia swoistych s truk tu r opłaszczających, natom iast 
inni badacze uważają, że fragm ent k la tryny  pozostający po częściowej 
proteolizie trypsyną o Mr =  100-110 kd w ystrczy do utw orzenia tej 
s tru k tu ry  [10, 79, 108, 121]. K latryna jest białkiem  pozbawionym kompo­
nen ty  cukrowej; jej sekwencję aminokwasową cechuje duża konserw aty- 
wność m iędzygatunkowa [74, 75]. Może oddziaływać z lipidami, co w yka­
zano w doświadczeniach z użyciem błon modelowych zbudowanych z di- 
palmityloglicerofosfocholiny [80], dioleilofosfatydylocholiny [4] lub obu 
tych  związków [97]. P rzy  niskim  stosunku białka do lipidów (1:500) tw orzy 
ona stabilne kom pleksy z pęcherzykam i fosfolipidowymi. S teer i wsp. 
[97] oraz Blum enthal i wsp. [4] stw ierdzili zależność oddziaływań k la t­
ry n y  z lipidami od pH i jonów Ca2+, a także pobudzenie przez k latrynę  
fuzji m ałych pęcherzyków fosfolipidowych. Dalsze badanie oddziaływań 
k latryna-lip id  może być pomocne w w yjaśnieniu m echanizm u tworzenia 
cp i cv, jak i lepszym zrozumieniu roli tych s tru k tu r w żywej komórce.

3. A SY M E T R Y C Z N Y  R O Z K Ł A D  F O SFO L IP ID Ó W  I CH O L E ST E R O L U  
W B Ł O N A C H  A P A R A T U  G O LG IEG O

Większość błon biologicznych zarówno komórkowych, jak śródkom ór­
kowych ma asym etryczne ułożenie białek enzym atycznych [19] — gliko- 
protein [116] i fosfolipidów [16, 40, 42, 115], które wchodzą w ich skład. 
Dotyczy to zarówno błon naturalnych  — błona plazm atyczna, w ew nętrz­
na błona m itochondrialna, siateczka śródplazm atyczna czy aparat Gol- 
giego [16, 32, 40, 42, 65, 116], jak i m ieszaniny błon izolowanych z ko­
m órki w postaci tzw. frakcji mikrosomów gładkich [16, 42], w skład k tó ­
rej wchodzą również błony AG.

Vance i wsp. [109] stw ierdzili asym etryczny rozkład enzymów biorą- 
l
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cych udział w syntezie PL w ątroby szczura. Te które uczestniczą w syn­
tezie PC i PE są położone po stronie zewnętrznej błon mikrosomów. We­
dług Strem m ela i Debucha [99] skład fosfolipidowy frakcji pęcherzyków 
i diktiosomów AG jest różny. Nilsson i D allner [65] uważają, że w AG 
w ątroby (podobnie jak w w ew nętrznej błonie m itochondrialnej, błonie 
lizosomów oraz otoczce jądrowej) po stronie zewnętrznej, odpowiadającej 
cytoplazm atycznej w żywej komórce, leżą PS, PE i PC, natom iast PI 
i S (a w przypadku błony m itochondrialnej — kardiolipina) leżą po 
stronie w ew nętrznej. Higgins i wsp. [41, 42] we wcześniejszych bada­
niach określali procentowy rozkład poszczególnych fosfolipidów w bło­
nach frakcji mikrosomowej i stw ierdzili ilościowe różnice w procentowej 
zawartości poszczególnych PL  po obu stronach tych błon. W edług osta t­
nich badań [40], są różnice w rozmieszczeniu PL w błonach AG w ątroby 
szczura, ponadto rozkład tych związków jest inny po stronie cis i trans 
AG. W błonach cystern strony cis PE jest rozmieszczona równom iernie, 
natom iast PC leży głównie po stronie zewnętrznej (cytoplazmatycznej). 
W błonach cystern trans PE leży głównie po stronie w ew nętrznej, po 
której znajduje się 25% PC. W edług autorki, prosty przepływ  2-warstwo- 
wej błony z ER do AG i PM nie może zachodzić. Tego zdania są rów ­
nież Chang i wsp. [14, 15], którzy już w 1977 r. stwierdzili, że hipoteza 
prostego przepływ u błon w komórce nie może być w pełni słuszna, gdyż 
błony aparatu  Golgiego w ątroby szczura są zdolne do syntezy PE i PC. 
Stw ierdzili to wbrew  panującem u powszechnie przekonaniu, popartem u 
poglądam i Palade’a [71] czy Sjöstranda [93], że AG jest pozbawiony en­
zymów syntetyzujących fosfolipidy, które tworzone są w siateczce śród- 
plazm atycznej i m itochondriach, skąd już jako składniki błon w ędrują 
do innych organeli komórkowych. W badaniach in vitro mieszaniny błon, 
k tó rą  stanowią mikrosomy, ustalono, że synteza PC zachodzi w w ątrobie 
dwoma drogami: K ennedy’ego
1,2 diacyloglicerol +  C D P-cholina_____ f o s f o t r a n s f e r a z a  c h o l in y  p r  +  CMp

oraz Brem er-G reenberga 
PE +  S-adenozylometionina roetyiotransferaza^  kolejne m etylacje z utw orze­

niem  PC.
Hoffman i wsp. [44] sugerują, że stw ierdzony przez nich spadek ak­

tywności m etylotransferaz PE i fosfatydylodim etyloetanoloam iny tłum a­
czy stw ierdzony przez innych w cukrzycy wywołanej alloksanem spadek 
zaw artości PC [102]. W edług tych autorów w ynika to z  ograniczenia d ru ­
giej drogi biosyntezy PC.

Jerg il i Sundler [47] stwierdzili, że fosforylacja P I może zachodzić 
w błonach AG w ątroby szczura, k tó re  m ają aktyw ną kinazę fosfatydy-
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loinozytolu. Aktywność tego enzymu jest dodatnio skorelowana z ak tyw ­
nością transferazy galaktozylowej.

Skład fosfolipidowy, zawartość cholesterolu, metabolizm tych związ­
ków w AG, jak również zmiany procentowego składu PL w cukrzycy 
wywołanej podaniem streptozotocyny lub alloksanu zostały już dość dob­
rze poznane [5, 13, 51, 53, 72, 99, 110, 117, 122], chociaż ich w pływ  na 
inne defekty metaboliczne, stw ierdzane w obu modelach cukrzycy, w ym a­
ga dalszych badań.

4. U D Z IA Ł  A P A R A T U  G O LG IEG O  W B IO SY N T E Z IE  I W Y D Z IE L A N IU  
G L IK O SFIN G O L IP ID Ó W

Glikosfingolipidy są kom pleksami lipidów i cukrowców. W osoczu są 
transportow ane przez lipoproteiny głównie beta LDL [17]. Te ostatnie 
zaś są metabolizowane przy udziale receptorów LDL. S truk turę  i nom en­
klaturę glikosfingolipidów w osoczu ludzkim  przedstawiono w tabeli 1.

Miejsce biosyntezy i dokładny mechanizm ich transportu  przez ko­
mórkę do różnych błon nie jest jeszcze wyjaśniony. Przykładem  tego mo­
gą być sfingolipidy, których głównym przedstawicielem  w różnych kom ór­
kach jest sfingomielina [57]. Lipski i Pagnano [57] użyli fluorescencyjne­
go analogu C6-NBD-ceram idu (N-(7-)nitrobenzo-2-oxa-l, 3-diazolo) am i- 
nokaproilosfingozyny do wykazania, że sfingomielina nie jest syn te ty ­
zowana, jak sądzono powszechnie, w błonie plazm atycznej, lecz że raczej 
jest syntetyzowana środkomórkowo i za pośrednictwem  AG przenoszona 
na powierzchnię komórki. Fishman [28] już w 1974 r. stw ierdził, że skład 
gangliozydów zależy od aktywności swoistych glikozylotransferaz AG Bio­
synteza gangliozydów jest regulowana podczas wzrostu i różnicowania, 
a potem związki te funkcjonują jako swoiste receptory powierzchniowe. 
Wykazano zdolność AG w ątroby szczura do wprowadzania znakowanego 
NANA z CMP-NANA do wew nętrznych akceptorów lipoproteinowych, 
podobnie jak GlcNAc z jej urydylow ej pochodnej. Praw ie całą ilość nowo 
syntetyzow anych związków stanowią VLDL i HDL [3],

Fleischer [29] wykazała, że enzymy odpowiedzialne za początkowe 
etapy glikozylacji ceramidów, tj. galaktozylo- i sjalylotransferazy są obec­
ne w AG nerki szczura. Coste i wsp. [21] wykazali, że w gruczołach pod- 
szczękowych świni przeniesienie glukozy na endo- i egzogenne ceram idy 
zachodzi w AG, a rozkład aktywności glukozylo- i galaktozylotransfera- 
zy jest podobny. Również aktywność sulfotransferazy jest wiązana z AG 
nerek i układu nerwowego. Tennekoon i wsp. [107] zlokalizowali ten en­
zym po stronie „św iatła” pęcherzyków AG, co sugeruje, że synteza sul- 
fatydów w mózgu szczura zachodzi po tej stronie. W kom órkach nerw o­
wych zaburzenie aktywności glikozylotransferaz AG prowadzi do zmian

http://rcin.org.pl



A P A R A T  G O L G IE G O . I 453

S
k

ró
t

G
lc

C
er

L
ac

C
er

U Shcu cu 
U UCO -T0) (D c/i c/i
O  o
X  X
Ü  Ü G

al
C

er

cu
u
CUUJ
o
la
y

§y

i
fcß
js

a
<D

%
o
o
03N

03
£N
03
£

TS
£
caI-icuo
o
■>>N
O

T3
£
caCh
ojCU
o

M
O-l->
ca
ifi

T3
I
caI-icuCU
o
V
SI
o
Ch
o
XI
o lo

b
o

te
tr

a
zy

lo
ce

ra
m

id
T3
I
caj-iCUcu

M
O

M
iS
ca

T3
£
cai-icuo
o
VN
O
X
_ca
ca

S
03U
3<D
G

-4->
O0  
031
£1

1

TS
£
ca
i-i(Uo
o

N
O

X
r3
O

o
£

'O
TJ

5 5 Ü o y hH►-H G

TA
BE

LA
 

1

a
’S
W)
_g
«fiC/l
O

X
ab
caIhfi
ca

3
fi
o
£
o
£3

caSh
fi

fi 1—1
W

03
GN

i
O)
.CCJ
03

S
3tn

55

—

u<uy
rH

1
ca

l-l fj
a

y  Üł-H -T

1 1  ca  °a

Ę  3  
Ü  O

l-l<uy
rH

t
ca
o

O

t
rH
CCL

aS
ÜTt<

t
O

la
U

o
5T
ł

ca

3
OT

t
Ö

13
Üco
t  n

<13
ca  y
CU
<  t  

la «“■
Ü

i-i
cuy
rH

t
QH

13
o

Ihcuy

t
CCL

13
O
rt<

t
£

13
O

*H<D
O

tca
cu
3
t

CQ.

13
Oco

t
a
CU
<
<u
£

i
0/

03C/i
03
3

ó
W)
_fi
«HC/l
O

£
3

o
X
o
>>
fi

'03
£ CU

fi

T3
>>N
O
ab
fi
ca
y

http://rcin.org.pl



454 A . M . K O R D O W I A K

gangliozydów pełniących funkcję swoistych receptorów powierzchnio­
wych. W ynikają stąd zmiany morfologiczne czasami patologiczne, np. 
zmiany biosyntezy gangliozydów stwierdzono w hodowlach kom órek 
transform owanych różnymi onkogenami [28].

W AG w ątroby szczura są aktyw ne dwa enzym y przenoszące reszty  
Gal na gangliozyd GM, [48]. Biosynteza gangliozydów w w ątrobie jest ha ­
mowana przez tunikam ycynę [119]. W edług Yusufa i wsp. [120] jest to 
spowodowane blokowaniem transportu  nukleotydów cukrowców przez 
błonę pęcherzyków. Autorzy ci sądzą, że synteza GM: i GM2 w n ien aru ­
szonych pęcherzykach AG w w ątrobie szczurzej jest stym ulow ana przez 
fosfatydyloglicerol, a także Triton X-100 i oktyloglukozyd. Ani ham ow a­
nie, ani stym ulacja nie polega na bezpośrednim oddziaływaniu na gliko- 
zylotransferazy [118], lecz raczej na przenośniki nukleotydowe cukrow ­
ców, których obecność w- błonach AG została stw ierdzona przez H irscher- 
ga i wsp. [12, 76, 92, 96].

Z przytoczonych danych można wnioskować, że zróżnicowana s tru k ­
tu ra  aparatu  Golgiego oraz jego wewnątrzkom órkowe położenie odpowia­
dają spełnianej wielozadaniowej roli w komórce. Coraz lepsze zrozum ie­
nie współzależności s truk tu ry  i funkcji AG ułatw iają badania stanów  
patologicznych. Można wywołać je sztucznie u zwierząt doświadczalnych 
lub przez podanie do hodowli komórkowej substancji toksycznych.
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APARAT GOLGIEGO. II. WPŁYW RÓŻNYCH SUBSTANCJI NA 
STRUKTURĘ I FUNKCJĘ TEJ ORGANELI. ZMIANY AKTYWNOŚCI 
BIOCHEMICZNEJ ORAZ MORFOLOGII APARATU GOLGIEGO W CU­

KRZYCY DOŚWIADCZALNEJ

THE G O LG I A P P A R A T U S . II. IN FL U E N C E  OF SO M E D R U G S O N THE ST R U C ­
TURE A N D  F U N C T IO N  OF T H IS O RG ANELLE. A L T E R A T IO N S OF BIO C H E ­
M ICA L A C T IV IT Y  A N D  M O R PH O LO G Y  O F THE G O LG I A P P A R A T U S  IN

E X P E R IM E N T A L  D IA B E T E S

A n na M aria K O R D O W IA K  

Z ak ład  B io ch em ii Z w ierząt, In sty tu t B io lo g ii M oleku larnej U J, K rak ów

S tre szc zen ie .  Z ebrano w y n ik i bad ań  nad w p ły w e m  różn ych  su b sta n c ji na  stru k ­
turę i fu n k c ję  aparatu  G olg iego . P rzed sta w io n o  w p ły w  k o lch icy n y  i w in b la sty n y , 
cy to ch a la zy n  i jon oforów , e ta n o lu  i czteroch lork u  w ęg la  oraz in h ib ito ró w  g lik o zy -  
la c ji g lik o p ro te in  na aparat G olg iego  różn ych  kom órek . P od su m o w a n o  ró w n ież  
w y n ik i d o św ia d czeń  nad  w p ły w em  strep to zo to cy n y  i a llo k sa n u  na a k ty w n o ść  b io ­
ch em iczn ą  i m o rfo lo g ię  aparatu  G olg iego  w ą tro b y  szczura.

S u m m a r y .  T he resu lts  o f in v e stig a tio n s  con cern in g  th e  e f fe c t  o f som e d rugs on  
stru ctu re  and  fu n ctio n  o f th e  G olg i app aratu s are su m m arized . T he co lch ic in e  and  
v in b la s tin e , cy to ch a la s in s  and  ionop hores, a cu te  e th a n o l or carbon  te tra ch lo rid e  
in to x ica tio n , a s w e ll  as in h ib ito rs o f g ly co p ro te in  sy n th e sis  in flu e n c es  on  the  
G olgi a p p aratu s from  d ifferen t c e lls  are p resen ted . T he e x p e r im en ta l stu d ies  o f  
l e s u lt s  on  strep to zo to c in  or a llo x a n  a ctio n  on  th e  b io ch em ica l a c tiv ity  and m orp h o­
lo g y  of th e  rat liv e r  G olg i app aratu s are reca p itu la te .

Stosowane skróty

AG — aparat Golgiego, PM — błona plazm atyczna, RER — ziarnista sia­
teczka śródplazm atyczna, PL — fosfolipidy, PS — fosfatydyloseryna, 
PE — fosfatydyloetanoloam ina, PC — fosfatydylocholina, PI — fosfaty- 
dyloinozytol, S — sfingomielina, TPP-aza — priofosfataza tiam iny =  di-
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fosfataza nukleozydowa, AspaAT — am inotransferaza asparaginianow a, 
A1AT — am inotransferaza alaninowa, LDH — dehydrogenaza m leczano- 
wa, ATP-aza — adenozynotrifosfataza, CMP-NANA — cytydylom onofos- 
foran kwasu N-acetyloneuraminowego, GDP-Fuc — quanozynodifosforan 
fukozy, UDP-GlcNAc — urydylodifosforan N-acetyloglukozoaminy, PA PS 
— adenozyno3’fosforo5’fosfosiarczan, ADP — adenozynodofosforan, 3’5 — 
ADP — 3’5’adenozynodifosforan, CoQ — ubichinon, SZ — streptozotocy- 
na, VLDL — lipoproteiny o bardzo małej gęstości, LDL — lipoproteiny 
o m ałej gęstości, kd  — kilodalton.

1. W PŁ Y W  R Ó ŻNY CH  SU B S T A N C JI N A  F U N K C JĘ  I ST R U K T U R Ę  A P A R A T U
G O LG IEG O

Czynniki zewnętrzne w pływ ają na aktywność AG [31], co w yraża się 
zmienioną aktywnością enzymów i innym  składem  produktów  biosynte­
zy w tej okolicy. Zwykle towarzyszą tem u zmiany s tru k tu ry  AG. Już 
zm iana diety zwierzęcia, np. wzbogacenie jej w  cholesterol, powoduje mo­
dyfikację surowiczych lipoprotein, przede wszystkim  VLDL, pochodzą­
cych z AG jelita szczura [78]. Romagnoli [65] stw ierdził zmienioną m or­
fologię AG w trzustce szczura. Po 10 min od ponownego nakarm ienia 
zw ierząt zaobserwował znaczne powiększenie cystern oraz istotne zwięk­
szenie wakuoli kondensacyjnych i lizosomów w stosunku do kontroli. 
Po 60 min zmiany te cofały się.

Polienowy antybiotyk filipina posłużyła do zbadania nierów nom ier­
nego rozłożenia cholesterolu w błonach AG. W rejonie tworzenia ziare­
nek wydzielniczych stwierdzono brak cholesterolu [59].

M ikroiniekcja quanozyno5’(a, ß-m etyleno)trifosforanu komórkom linii 
P t K2, A 549, Swiss 3T3 powodowała drastyczne zmiany w tworzeniu m i- 
krotubuli, ruchu komórek i organizacji A G [86]. Podanie cykloheksimidu 
szczurom umożliwiło uzyskanie błon AG bez otoczonych przez nie pro­
duktów wydzielania [79]. Poza tym  w ciągu 60 min synteza białka spada­
ła do 12% kontroli, natom iast wiązanie Ca2+ było zredukowane do 50%. 
Ilość wolnych kwasów tłuszczowych, które są prawdopodobnie miejscem 
wiązania jonów Ca2f, w tej frakcji błon spadała również pod wpływem  
tego związku do 48% w tym  samym czasie [14],

Doustne podanie szczurom 0,02% 2-acetyloam inofluorenu (hepato- 
karcinogen) powodowało spadek wiązania epidermalnego czynnika wzro­
stu  do frakcji błon gładkich, tzw. mikrosomów i AG[28]. Uzyskano rów ­
nież frakcję błon AG pochodzących z guzów w ątroby, indukow anych
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podaniem  tej substancji. Proporcje fosfolipidy: białko oraz cholesterol: 
białko w tej frakcji były podobne do kontroli. Jednak we frakcji tkanki 
nowotworowej stwierdzono 2-krotny wzrost PI i zmniejsznie zawartości 
PC [18].

Dicykloheksylokarbodiim id hamował aktywność ATP-azy AG w ątro­
by szczura, co według Zhanga i Schneidera [88] było przyczyną 3-krot- 
nie większego nagrom adzenia się nowo syntetyzow anych białek w AG.

Działalność wydzielniczą AG w kom órkach ślinianki przyusznej sty­
m ulował isoproterenol. W pływał on na aktywność TPP-azy i kwaśnej fo­
sfatazy w rejonie GERL. Obserwowano również liczne niedojrzałe ziaren­
ka wydzielnicze. Zm iany te cofały się w ciągu 16-24 godz. [21].

K upfer i wsp. [44] potwierdzili współzależność AG i centrum  organi­
zującego m ikrotubule w klonach mysich komórek NK. W wielu typach 
komórek stwierdzono asocjację m ikrotubuli z AG, np. w hepatocytach 
szczurzych po doświadczalnej nekrozie spowodowanej aminonukleozy- 
dem purom ycyny [52].

Po podaniu 4-procentowej cholestyram iny doustnie lub wywołaniu 
chronicznej przetoki żółciowej zaobserwowano 2-krotny wzrost objętości 
AG w ątroby szczura [15], H ypertrofię AG obserwowano również w sta­
nach zapalnych [50] oraz przy podwyższonej syntezie cholesterolu i kw a­
sów żółciowych [21].

Na transport CMP-NANA, GDP-Fuc, UDP-GlcNAc oraz PAPS przez 
błony AG działały ham ująco takie związki jak 3’5’ADP, CoA, estry kw a­
sów tłuszczowych, palmityloCoA i atraktylozydy [8, 71].

1. 1. W P Ł Y W  K O L C H IC Y N Y  I W IN B L A S T Y N Y  N A  AG

W pływ kolchicyny i w inblastyny na s truk tu rę  aparatu  Golgiego oraz 
jego funkcję w takich kom órkach jak chondrocyty, kom órki A i B trzu st­
ki świnki morskiej czy kom órki zwojów rdzeniowych zarodków kury, 
a także współzależność AG z m ikrotubulam i, wykazali, wspólnie z inny­
mi, już w latach siedemdziesiątych polscy badacze Moskalewski [56-58] 
oraz Hinek [26, 57, 81]. Moskalewski i wsp. [58] stwierdzili, że zarówno 
kolchicyna, jak i w inblastyna powodują gwałtow ny zanik m ikrotubuli 
w cytoplazmie hodowanych chondrocytów. Towarzyszy tem u rozsianie 
diktiosomów w cytoplazmie. Zm iany te pojaw iają się już po 40 min qd 
podania kolchicyny i po 4 godz. uzyskują poziom utrzym ujący się aż do 
11 dnia. Wiele diktiosomów ma krótsze i m niej liczne cysterny niż w kon­
troli. Diktiosomom towarzyszy niewiele wakuoli; małe pęcherzyki w ystę­
pują w ograniczonej liczbie. W edług tych badaczy, oddziaływanie w in-
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blastyny jest nieco słabsze, gdyż powoduje zwiększoną autofagocytozę, 
a zmiany dotyczą przede wszystkim lizosomów i m akrotubuli. Również 
w komórkach zwojów rdzeniowych zarodków kury  [81] kolchicyna od­
działywała silniej niż w inblastyna na zanik m ikrotubuli i na zmiany 
struk tu ry  AG. Dalsze badania Moskalewskiego i wsp. [56] dotyczyły 
w pływu kolchicyny na kom órki A i B świeżo wyizolowanych w ysepek 
trzustki świnki morskiej. W ydaje się, że komórki te są bardziej odporne 
na działanie tej substancji niż chondrocyty. 4 godz. po dodaniu kolchi­
cyny o stężeniu 10_3-10-5 M do środowiska hodowlanego obserw owa­
no zanik m ikrotubuli bez rozpraszania diktiosomów. Efekt tego związku 
był w yraźniejszy w hodowli kom órek A i B. Zależność praw idłow ej s truk ­
tu ry  AG od norm alnie funkcjonującego w danej komórce układu  m ikro- 
tubularnego udowodniły badania tych samych autorów [57] nad AG chon- 
drocytów świnki morskiej w różnych stadiach podziału komórkowego, 
a także badania Hinka i wsp. [26] nad AG praw idłowych kom órek zwo­
jów rdzeniowych zarodków kury.

Kolchicyna i w inblastyna użyte zostały przez Reaven i Reaven [61] 
do badania udziału AG w procesach wydzielania w hepatocytach. We­
dług tych autorów, obie substancje zm niejszają wydzielanie VLDL i po­
wodują zmianę morfologii AG, tj. około 15% redukcję błon diktiosomów 
w odniesieniu do kontroli, z równoczesnym pokryciem  zajmowanego ob­
szaru przez elektronowo gęste ziarenka. W ehland i wsp. [85] stw ierdzi­
li, że po depolimeryzacji m ikrotubuli przez w inblastynę następuje frag- 
m entacja AG, a jego elem enty nie w ykazują asocjacji z nietypow ym i 
polim erami tubuliny. Po inkubacji komórek A 549 z taksolem, AG był 
pofragm entowany, a jego elem enty znajdowały się w części cytoplazm y 
bogatej w m ikrotubule. W doświadczeniach tych autorów  [85] inkubacja 
komórek z kolcemidem prowadził do depolimeryzacji m ikrotubuli i frag- 
m entacji AG. Brodie [6, 7] stw ierdził, że w AG kom órek owadów po 
podaniu im kolchicyny, siarczanu w inblastyny lub obniżeniu tem peratury  
następuje blokada wew nątrzkom órkowego transportu  między AG i PM. 
Czynniki te nie w pływ ały natom iast na transport między RER i AG. We­
dług tego autora, odpowiedź kom órki na działanie obu tych substancji 
zależy od typu komórki.

Azhar i wsp. [3] stwierdzili, że kolchicyna w dawce 0,8 mg na 1 kg 
m asy ciała lub  w inblastyna w dawce 20 mg na 1 kg m asy ciała, podane 
szczurom in vivo, powodowały spadek aktywności glikozylotransferaz tej 
organeli głównie galaktozylo-, sjalylo- i N -acetyloglukozoam inylo-trans- 
feraz. Aktywność m annozylo- i N -acetaloglukozoam inylo-transferaz sia­
teczki śródplazm atycznej, podobnie jak 5’nukleotydazy, glukozo-6-fosfa- 
tazy czy dehydrogenazy burztynianow ej, nie uległa zmianie.
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1. 7. W P Ł Y W  C Y T O C H A L A Z Y N  JO N O F O R Ö W  E T A N O L U  I C Z T E R O C H L O R K U  W Ę G L A  
O R A Z  IN H IB IT O R Ó W  G L IK O Z Y L A C JI N A  A G

Cytochalazyna B powodowała zbijanie się m itochondriów oraz nagro­
m adzanie pęcherzyków w obszarze otaczającym  diktiosomy [43, 48], W ko­
m órkach owadów cytochalazyny B i D, uszkadzając m ikrofilam enty, nie 
w pływ ały jednak na transport między RER i AG [6, 7],

Pod wpływem  takich czynników jak epinefryna, acetylocholina, pilo­
karp ina oraz jonofor A 23187 w  AG gruczołów podszczękowych szczura, 
cysterny  ściśle przylegały do siebie, a wydłużone pęcherzyki łatwo agre­
gowały [4]. W celu wykazania aktywności kinazy kazeiny w błonach AG 
gruczołów mlecznych użyto tego samego jonoforu. Powodował on utra tę  
Ca2 z tych pęcherzyków i obniżał fosforylację kazeiny, natom iast inny 
jonofor — alam etycyna, powodowała zwiększenie tuneli śródbłonowych 
oraz w zrost fosforylacji kazeiny [87].

Etanol podany szczurom doustnie powodował już po 6 godz. spadek 
zawartości CoQ we frakcji błon AG w ątroby i nerk i szczura [9, 10]. Po­
nadto  spadała w tej frakcji zawartość fosfolipidów [11]. Równolegle w ER 
i AG pow staw ały zmiany morfologiczne, polegające na proliferacji błon, 
poza tym  w zrastała liczba i rozm iary diktiosomów, wakuoli i pęcherzy­
ków oraz zawartość VLDL w AG w ątroby [51].

W ydzielanie lipoprotein w w ątrobie było hamowane przez CC14. Sto­
sowano następujące dawki tego związku: w hodowli hepatocytów CC14 
dodawano do końcowego stężenia 129 |j.M, natom iast w  doświadczeniach 
in vivo podawano go jako 50°/o v/v roztwór w oleju mineralnym* jedno­
razowo, dożołądkowo natom iast w dawce 250 ąg/lOO g m asy ciała szczura. 
Związek ten zaburzał również wbudowywanie heksoz do lipoprotein i w y­
dzielanie ich przez AG. Zm iany te dotyczyły zarówno strony cis, jak 
trans AG [60]. Podanie w itam iny E przed CC14 normalizowało wbudowy­
wanie cukrowców, natom iast tylko w nieznacznym stopniu wydzielanie 
lipoprotein [12].

Problem  stanowi wpływ  inhibitorów glikozylacji białek na AG. Sub­
stancje te, będąc inhibitoram i swoistych glikozylotransferaz, zmieniają 
funkcję tej organeli i zarazem jej s trukturę . Przegląd najw ażniejszych 
inhibitorów  biosyntezy glikoprotein podał Elbein [16]; spośród nich w ba­
daniu funkcji AG najczęściej stosowano monezynę [1, 5, 13, 25, 47, 53, 
66, 77] i swainsoninę [47, 82-84],

M onenzyna zaburza glikozylację białek wiążących cukier N- i O-gli- 
kozydowo oraz w ew nątrzkom órkowy transport różnych m akromolekuł. 
W edług Andersona i Pathaka [1], podstawą różnic w sortowaniu m a­
teria łu  w obrębie AG, którą sugerował Rothm an [66], była różnica pH. 
Je st możliwe, że przez analogię do receptorów powierzchniowych, różne 
makrocząsteczki w ym agają swoistych receptorów do przeniesienia ze
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strony cis do trans AG. W obecności monezyny transport w ew nątrzko­
mórkowy był blokowany w cysternach trans AG. G likoproteina w irusa 
VSV, transferyna czy album ina nagrom adzały się w rozdęciach cystern 
’[77], a same białka były mniej kwaśne niż te, które były syntetyzow ane 
bez monenzyny. Użycie m onenzyny w badaniach syntezy i w ydzielania 
lipoprotein przez hodowlę hepatocytów szczurzych wykazało, że wydzie­
lanie fosfolipidów, apolipoprotein E i A x oraz HDL było silnie przez nią 
hamowane [53]. Stwierdzono ponadto, że wydzielanie imm unoglobulin, 
prokolagenu i białek błon było hamowane bez wpływu na ich biosyntezę. 
Proteoglikany i IgM były wydzielane, ale glikozylowane niekom pletnie lub 
bez wbudowania reszt siarczanowych. Uważa się, że VLDL oraz LDL 
m ają podobny mechanizm wydzielania komórkowego, ham ow any przez 
monenzynę [53].

Monenzyna powodowała wakuolizację AG, bez wpływu na rozkład 
diktiosomów wokół jądra [25, 47]. Również w kom órkach roślinnych po­
wodowała zwijanie dojrzałych cystern AG [5] na zasadzie tw orzenia gra­
dientu protonów, jak sądzą autorzy. Jedynie Craig i Goodchild [13] 
w liścieniach grochu nie stw ierdzili ani zwiększonej liczby wakuoli, ani 
zahamowania ich ruchu pod wpływem  monenzyny.

Drugim z inhibitorów stosowanym w badaniach AG jest swainsonina, 
toksyczny alkaloid roślinny. Ham uje ona swoiście mannozydazę II AG, 
nie wpływając na inne enzymy. Powoduje nagrom adzanie się Man5 
GlcNAc2-Asn-białko, z którego może powstać hybrydow y oligosacharyd 
'[84]. Obecność takich oligosacharydów stwierdzono w alfajan ty trypsynie 
oraz glikoproteinach wirusów syntetyzow anych w obecności tego inhibi­
tora [49]. Tulsiani i Touster [83] wykazali, że swainsonina nie działała 
na alfa-D-m annozydazy lizosomów w ątroby i mózgu szczura i powodo­
wała wzrost aktywności kilku kwaśnych hydrolaz osocza. Nie działała 
również na alfa-D-m annozydazę cytozolową [82].

2. W PŁY W  ST E R E PT O Z O T O C Y N Y  I A L L O K SA N U  N A  A K T Y W N O ŚĆ  
B IO C H EM IC ZN Ą  I M O R FO LO G IĘ A P A R A T U  G OLG IEG O  W Ą T R O B Y  

SZC ZU R A . O CH RO NNE D Z IA Ł A N IE  P R O ST A G L A N D Y N

Do substancji w yw ierających wpływ na aktywność biochemiczną i m or­
fologię AG należą streptozotocyna i alloksan, stosowane powszechnie do 
wywołania cukrzycy doświadczalnej u zwierząt. W latach 1975-1984 ba­
dano wpływ obu tych związków na aktywność biochemiczną oraz m orfo­
logię AG wątroby. W badaniach biochemicznych obliczano wydajność 
izolowania frakcji błon AG w mg/g w ątroby i oznaczano aktyw ność enzy­
mów znacznikowych (galaktozylotransferaza, 5’-nukleotydaza, ATP-aza
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stym ulow ana Mg2+, kwaśna fosfataza, glukozo-6-fosfataza we frakcjach 
błon śródkomórkowych). Określano również zawartość RNA. W celu 
stw ierdzenia, czy i w jakim  stopniu streptozocyna uszkadza hepatocyty, 
oznaczano aktyw ność enzymów wskaźnikowych, jak am inotransferazy 
AspAT i ALAT, LDH, glukozo-6-fosfataza osocza. We frakcji wzboga­
conej w błony AG określano również skład polipeptydowy i fosfolipido- 
wy. Równolegle w ykonyw ane były badania morfologiczne w m ikrosko­
pie elektronowym.

W 10-11 dniu od podania SZ stwierdzono drastyczne obniżenie w y­
dajności izolowania frakcji wzbogaconej w błony Golgiego w ątroby szczu­
ra, czemu towarzyszyło istotne statystycznie obniżenie aktywności trans- 
ferazy galaktozylowej i brak pasm polipeptydowych o masie powyżej 
76 kd [40, 69]. W badaniach morfologicznych AG in situ stwierdzono 
u tych zwierząt zaokrąglanie i zamykanie cystern w diktiosomach oraz 
zanik ich brzeżnych rozdęć oraz brak wakuoli i pęcherzyków wydzielni- 
czych [68].

Obniżenie aktywności galaktozylotransferazy mikrosomów w ątroby 
szczura z cukrzycą w yw ołaną SZ potwierdziły późniejsze badania Tepper- 
man i wsp. [80]. Aktywność tego enzymu obniżała się również w ner­
kach myszy z cukrzycą wywołaną streptozotocyną [19]. U zwierząt zaś 
zabitych 6 godz. po podaniu SZ stwierdzono zwiększenie wydajności izo­
lowania frakcji błon AG, istotny statystycznie wzrost aktywności gala­
ktozylotransferazy i hypertrofię AG in situ, bez zmiany składu białkowe­
go i aktywności enzymów wskaźnikowych osocza [38].

Żadne z opisanych tu zmian nie zostały stw ierdzone po podaniu al- 
loksanu [41]. W ydawało się zatem, że są one swoiste dla cukrzycy w y­
wołanej streptozotocyną lub dla samej streptozotocyny. Dlatego w dal­
szych doświadczeniach używano wyłącznie tego modelu cukrzycy.

Postanowiono sprawdzić, czy podanie insuliny zwierzętom z wywo­
łaną uprzednio cukrzycą, w dawkach proporcjonalnych do tych, które 
stosuje się w leczeniu chorych, zapobiegnie opisanym już tu  zmianom. 
Z wcześniejszych doświadczeń wiadomo było, że sama insulina podawana 
naw et przez 30 dni nie powodowała zmian aktywności transferazy ga­
laktozylowej, podobnie jak nie wpływała na poziom i skład seromukoidu 
[20]. Podanie insuliny nie normalizowało aktywności galaktozylotransfe­
razy, ani w ydajności izolowania frakcji błon AG, zapobiegało natom iast 
zaokrąglaniu cystern w diktiosomach [29] i poprawiało proporcje między 
cukram i obojętnym i w seromukoidzie [42]. W yniki te podsumowano 
w pracy [32].

Opisane fak ty  nasuw ają pytania. Po pierwsze, czy na aktywność ga­
laktozylotransferazy ma wpływ głodzenie, gdyż cukrzyca insulinozależna 
u ludzi przypom ina do pewnego stopnia stan braku pożywienia. Stw ier-
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dzono, że aktywność tego enzymu we frakcji błon wzbogacona w AG nie 
zależała od ilości pokarm u, którą otrzym ały przed zabiciem zw ierząta 
doświadczalne. U szczurów głodzonych stwierdzono natom iast spadek w y­
dajności izolowania błon AG [33]. Po drugie, kiedy stan pobudzenia i h i­
pertrofii AG (6 godz. po SZ) przechodzi w atrofię tej organeli, s tw ier­
dzoną w 10-11 dniu. Ze względu na niemożliwość prześledzenia tego zja­
wiska w sposób ciągły, w ybrano okres średni, tj. 6 dni po podaniu SZ. 
Stwierdzono, w odniesieniu do kontroli, zmiany przypom inające te, k tó ­
re występowały w cukrzycy 10-11-dniowej, chociaż jeszcze nie tak  w y-

R yc. A k ty w n o ść  tra n sfera zy  g a la k to zy lo w ej w  sied m iu  bad an ych  g ru p ach  zw ierzą t

1 — •  — s z c z u ry  k o n tr o ln e ,  n ie  g ło d z o n e ; 2 — ■ — sz c z u ry , k tó r y m  p o d a n o  3 -k ro tn ie  p o d s k ó r ­
n ie  16,16’d im e ty lo p ro s ta g la n d y n ę  E 2 (d m P G E 2) w  d a w c e  5 iag/kg m a s y  c ia ła  w  ro z tw o rz e  
0,9% N a C l w  c za s ie  0 o ra z  24 i 48 go d z . po  p ie rw s z e j in ie k c j i ,  s z c z u ry  z a b i to  w  n a r k o z ie  
e te r o w e j  po  6 d n ia c h  od  p ie rw s z e g o  z a s tr z y k u ;  3 — X  — s z c z u ry , k tó r y m  p o d a n o  d o o trz e w n o -  
w o  s t r e p to z o to c y n ę  w  d a w c e  65 m g /k g  m a s y  c ia ła  w  b u fo r z e  c y try n ia n o w y m  o pH  4,5, w y ­
b r a n o  z w ie rz ę ta  o p o z io m ie  c u k r u  w e  k rw i  w y ż sz y m  n iż  250 m g  w  100 m l (250—370 m g  w  100 m l), 
z w ie r z ę ta  z a b i to  w  n a rk o z ie  e te ro w e j  w  6 d n iu  p o  p o d a n iu  s t r e p to z o to c y n y ,  t  =  2,921, 
0,01 <  p  <  0,05 w  o d n ie s ie n iu  d o  g ru p y  1; 4 — ^  — s z c z u ry , k tó r y m  p o d a n o  s t r e p to z o to c y n ę  
ja k  w  g ru p ie  3, p rz y  c zy m  w  d a w k a c h  i w  sp o só b  id e n ty c z n y  ja k  w  g ru p ie  2 o trz y m y w a ły  
ro z tw ó r  d m P G E j ( t j .  30 m in  p rz e d  o ra z  24 i 48 go d z . po  in ie k c j i  s t r e p to z o to c y n y ) ;  5 — O  — 
s z c z u ry  k o n tro ln e ,  g ło d z o n e  o k o ło  12 g odz . p rz e d  z a b ic ie m ; 6 — □  — s zc z u ry , k tó r y m  p o d a n o  
0,5 m l 0,9% N a C l p o d s k ó rn ie  30 m in  p rz e d  o ra z  24 i 48 go d z . po  d o o trz e w n o w y m  p o d a n iu  
s t r e p to z o to c y n y  w  d a w c e  65 m g /k g  m a s y  c ia ła  w  b u fo rz e  c y t ry n ia n o w y m  o p H  4,5, s z c z u ry  
z a b i to  11 d n i  p o  p o d a n iu  SZ ; 7 — — s z c z u ry , k tó ry m  3 -k ro tn ie  p o d a n o  d m P G E 2 w  d a w c e
ri5 g /k g  m a sy  c ia ła  ro z p u s z c z o n e  w  0,5 m l 0,9% N aC l j a k  w  g ru p ie  6, n a s tę p n ie  z w ie rz ę ta  

o tr z y m a ły  s t r e p to z o to c y n ę  w  ilo ś c i i w  s p o só b  ja k  w  g ru p ie  6
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raźnie zaznaczone [34]. Po trzecie, ponieważ insulina jedynie w części 
w yrów nyw ała zmiany powstałe w cukrzycy wywołanej streptozotocyną, 
czy istnieje substancja, k tó ra  osłoni w ątrobę szczura przed opisanym i 
we wstępie zmianami. Wiadomo było, że prostoglandyny (PG) działały 
cytoprotekcyjnie na żołądek [45, 62, 64] i wątrobę [76]. Postanowiono 
sprawdzić działanie trw ałej pochodnej prostaglandyny, tj. 16,16’dim ety- 
loprostaglandyny E2 (dm PG E2) podanej 3-krotnie, tj. 30 min przed oraz: 
24 i 48 godz. po iniekcji streptozotocyny. Zarówno w 6, [34] jak i w 11 
dniu po podaniu SZ [35] podanie dm PG E2 powodowało, że drastyczne 
zmiany funkcji i s tru k tu ry  AG w w ątrobie nie pojaw iły się. Należy pod­
kreślić, że cytoprotekcyjne działanie prostaglandyny jest wyraźne w 11 
dniu od podania SZ zarówno w odniesieniu do aktywności transferazy 
galaktozylowej, jak i morfologii AG badanej w mikroskopie elektrono­
wym. W odniesieniu do kontroli w grupie zwierząt, k tórym  nie podawano« 
prostaglandyn, lecz wyłącznie 0,9°/o NaCl, obniżenie aktywności tra n s­
ferazy galaktozylowej, wyrażone w nM Gal/godz., całej w ątroby było 
istotne statystycznie (i =  2,267, 0,01 <C p <C 0,05, a morfologia AG zmie­
niona [35]).

Na rycinie zestawiono wyniki oznaczeń aktywności transferazy ga­
laktozylowej w 7 badanych grupach zwierząt, wyrażone w nM Gal/godz.. 
i na 1 g wątroby.

Znane są trzy propozycje ochronnego działania prostaglandyn. P ie rw ­
sza, dotycząca śluzówki żołądka, zakłada stym ulację wydzielania dw u­
węglanów oraz śluzu [62]. Dodatkowo PG, zwiększając przepływ krw i 
w żołądku [63], m ają działać cytoprotekcyjnie. Druga z hipotez dotyczy 
nerek i w ątroby i sugeruje, że PG E2 powodują wzrost oporności kom ór­
kowej na czynniki uszkadzające, zm ieniają liczbę i/lub własności recep­
torów PG [46], stym ulują pompę sodową, aktywność cyklazy adenylowej 
oraz chronią integralność błon kom órkowych [76], Jednakże autorzy 
stw ierdzają zgodnie, że precyzyjny mechanizm cytoprotekcyjnego dzia­
łania nie jest jeszcze znany. Trzecia hipoteza L ichtenbergera i wsp. [45] 
sugeruje, że PG E2 działa poprzez lokalny wzrost stężenia PL, k tóre, 
w pływ ając na hydrofobowość śluzówki żołądka, chroniły ją przed usz­
kodzeniami. W ydaje się, że dopiero dalsze badania pozwolą w yjaśnić ten 
bardzo w ażny biologicznie mechanizm. Czwarte pytanie dotyczyło fosfo- 
lipidowego składu frakcji wzbogaconych w błony AG uzyskiw anych z w y­
m ienionych grup zwierząt. Z poprzednich badań wiadomo było, że w  cu­
krzycy insulinozależnej u ludzi [39, 70, 75], jak i cukrzycy doświadczal­
nej u szczurów [73, 74] zmieniony był skład chemiczny oraz n iektóre 
fizykochemiczne własności błon erytrocytów. Zmianie ulegały także pro­
porcje poszczególnych fosfolipidów we frakcji błon Golgiego w ątroby 
szczura [36]. Poza tym  wiadomo, że aktywność galaktozylotransferazy
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[2, 23, 24, 55], podobnie jak wielu innych enzymów błon [17, 22, 27, 30, 
54, 67, 72], zależy od lipidowego otoczenia. Biorąc pod uwagę stw ierdzo­
ną zmienność aktywności tego enzymu pod wpływem  SZ oraz ochronne 
działanie PG należało oczekiwać zmian w składzie PL badanych frakcji 
[37], Nie uzyskano wprawdzie zmian składu całkowicie zgodnych z hipo­
tezą Lichtenbergera i wsp. [45], gdyż tylko w grupie zwierząt w 11 dniu 
po podaniu SZ z równoczesnym podawaniem dm PG E2 stwierdzono 
istotny statystycznie wzrost procentowej zawartości PC. Należy jednak 
podkreślić, że w tej w łaśnie grupie ochronne działanie prostaglandyn 
było najw yraźniejsze. Inne wyniki nie potwierdziły hipotezy L ichtenber­
gera i wsp. [45]. Badania dotyczą jednak różnych narządów (żołądek, 
wątroba) i różnych poziomów (cały narząd, komórka, a naw et jej orga- 
nela). W przypadku hepatocytu główne zmiany zawartości fosfolipidów 
mogły dotyczyć błony plazm atycznej, k tóra jest pierwszym  miejscem 
działania zarówno streptozotocyny, jak prostaglandyn.
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MOLEKULARNE PODSTAWY USZKODZEŃ MROZOWYCH 
W KOMÓRKACH ROŚLINNYCH

M O L E C U L A R  B A S IS  OF FR E E Z IN G  IN JU R IE S IN  P L A N T  CELLS  

A lin a  K A C P E R SK A

Z akład  F iz jo lo g ii O dporności R oślin , In sty tu t B o tan ik i, U n iw er sy te t W arszaw sk i

S tre s z c z e n ie .  P rzed sta w io n o  p rzeg ląd  w sp ó łczesn y ch  d an ych  litera tu ro w y ch  w sk a z u ją ­
cy ch  na  k o m p lek so w o ść  sk u tk ó w  d zia ła n ia  tem p era tu ry  p o w od u jącej k ry sta liza cję  w o ­
dy  w  tk a n k a ch  roślin . O m ów iono  w a ru n k i, k tóre  sp rzyja ją  p o w sta w a n iu  lodu  w e w ­
n ą trz  k om órek  oraz sk u tk i tego  zjaw iska . S zczeg ó ło w o  p rzea n a lizo w a n o  fizy czn e  
i/lu b  ch em iczn e  a sp ek ty  d eh y d ra ta cji p rotop lastu , w y w o ła n e j p ozakom órkow ą k ry ­
sta liza c ją  w od y. P rzed y sk u to w a n o  ró w n ież  sk u tk i d z ia łan ia  sam ej tem p era tu ry  
(< 0 °C ) na lip id o w e  i b ia łk o w e  sk ła d n ik i błon . P o d k reślon o  k lu czo w ą  ro lę  p lazm o-  
lem y  w  p o w sta w a n iu  u szk od zeń  m rozow ych . S k o n fro n to w a n o  p o g ląd y  p o d k reśla ­
ją ce  f izy czn e  lub  m eta b o liczn e  sk u tk i ty ch  u szk o d zeń  i p rzed sta w io n o  schem at 
sy s tem a ty z u ją c y  różne a sp ek ty  u szk o d zeń  m ro zo w y ch  w  k om órkach  roślin n ych .

S u m m a r y .  T he cu rren t litera tu re  data  in d ica tin g  a h igh  c o m p lex ity  o f freez in g  
tem p era tu re  e ffe c ts  on  a p lan t ce ll are r ev iew ed . T he con d itio n s and  resu lts  o f  
in tra ce llu la r  ice  fo rm a tio n  are d iscu ssed . T he d eta iled  a n a ly sis  o f p h y sica l and/or  
c h e m ic a l e ffe c ts  o f p ro to p la st d eh yd ration , due to  ex tra c e llu la r  ice  form ation , is  
g iv en . T he e ffe c ts  o f lo w  tem p era tu re  (< 0 °C ) its e lf  on  p lan t m em b ran e c o n stitu ­
e n ts  (lip id s and  p rote in s) are d iscu ssed . T he k ey  ro le  o f p la sm a  m em b ra n e  in  
fr ee z in g  in ju r ies  is  p o in ted  out. T he p h y sica l or m eta b o lic  co n seq u en ces o f th e  
fr o st-in d u ce d  m em b ra n e  a ltera tio n s  are com p ared  and a sch em e sy stem a tiz in g  
d iffe r e n t  a sp ec ts  o f freez in g  on a p la n t ce ll is  p resen ted .

W ST Ę P

Problem  odporności na zam arzanie (tzn. na działanie tem peratury  
niższej niż tem peratu ra  krystalizacji wody) doczekał się wielu opracowań 
w  ciągu ostatnich kilku lat. Są to zarówno opracowania zbiorowe, przy-
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gotowane pod redakcją czołowych specjalistów z dziedziny odporności 
roślin [29, 30, 34, 49, 53], jak i opracowania przeglądowe, dotyczące w za­
jem nych relacji między odpornością na mróz a innym i stresam i [25, 27, 
28], skutków działania mrozu i odporności komórek na zamarzanie [52], 
zjawisk fizykochemicznych, zachodzących w trakcie zam arzania i ta ja ­
nia oraz ich znaczenia dla przeżycia stresu przez komórkę [38], zjaw iska 
głębokiego przechłodzenia i problem u unikania zam arzania przez tkanki 
i organy roślinne [2]. Ostatnie opracowanie tego typu dotyczy roli plaz- 
molemy w uszkodzeniach mrozowych i aklim atyzacji roślin do niskiej 
tem peratury  [78]. W opracowaniach tych podano poglądy różnych au­
torów na mechanizm uszkodzeń mrozowych. Zjawisko to, aczkolwiek 
obszernie dyskutowane na łamach czasopism naukowych, jest stosunkow a 
słabo prezentow ane w podręcznikach akademickich. Do dziś budzi dużo 
kontrow ersji i naw et emocji, gdy ścierają się poglądy różnych indyw idu­
alności naukowych, stanowiące rozwinięcie lub zaprzeczenie dotychczas 
znanych hipotez.

Opracowanie niniejsze jest próbą usystem atyzowania ostatnio prezen­
towanych poglądów na mechanizm uszkodzeń mrozowych, zachodzących 
na terenie kom órki roślinnej, i jednocześnie próbą ustosunkow ania się 
autorki artykułu  do tych poglądów.

PRO CES Z A M A R Z A N IA  I JEG O  SKUTKT

W wyniku obniżenia się tem peratury  środowiska poniżej punk tu  
krystalizacji wody zachodzą w tkankach roślinnych dwa zjawiska: 1) 
obniżenie tem peratury  protoplastów, 2) w tkankach lub kom órkach tw o­
rzą się kryształy lodu. W pierwszym  przypadku zachodzi zmiana w łas­
ności s truk tu r budujących komórki i tkanki, w drugim  — dochodzi do 
mechanicznego oddziaływania kryształów  lodu na struk tu ry  tkankow e 
lub komórkowe, czemu towarzyszy w tórny efekt: odwodnienie proto­
plastu, o ile lód powstaje pozakomórkowo. Te różnorodne efekty zam ar­
zania spraw iają, iż uszkodzenia mrozowe są zjawiskiem bardzo kom plek­
sowym (patrz schemat). Jest to zapewne przyczyną wielu kontrow ersji 
między badaczami tego zjawiska.

Nie budzi obecnie wątpliwości pogląd, że odporność tkanek roślin­
nych na zamarzanie polega na tolerowaniu pozakomórkowej krystalizacji 
wody [27, 28]. Pow stanie lodu w obrębie kom órki jest zawsze dla niej 
śm iertelne. Zachodzi wówczas, gdy spadek tem peratury  otoczenia jest 
bardzo szybki [4, 38, 40] lub też jest wynikiem  przechłodzenia treści ko-
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m órki poniżej tem peratu ry  hetero- lub homogennej nukleacji wody [39]. 
Może też być skutkiem  penetracji małych kryształów  lodu z zew nątrz 
do w nętrza kom órki [37] lub też skutkiem  uszkodzenia plazmolemy [82]. 
Homogenna nukleacja jest wynikiem  spontanicznej agregacji cząsteczek 
wody, które tworzą zarodki krystalizacji, i zachodzi jedynie w tem pera­
turze — 39°C lub poniżej w zależności od składu chemicznego roztw oru 
[62]. Heterogenna nukleacja może występować w wyższej tem peraturze 
wówczas, gdy w środowisku krystalizacji znajdują się inne substancje, 
k tó re  działają jako czynniki nukleacyjne.

Przypuszcza się, że uszkodzenia komórek, spowodowane w ew nątrzko­
m órkową krystalizacją wody, są skutkiem  zniszczenia u ltra stru k tu ry  ko­
m órki przez kryształy  lodu, zajm ujące większą objętość niż woda [27], 
lub też mechanicznego oddziaływania kryształów  lodu na błony kom ór­
kowe [78].

W ewnątrzkom órkowa krystalizacja wody zachodzi zazwyczaj w nie- 
zahartow anych tkankach roślin zielnych wówczas, gdy spadek tem pera­
tu ry  otoczenia jest bardzo szybki, np. >  3°C m in-1 [4], oraz w niektó­
rych  tkankach drzew i krzewów, które uległy głębokiemu przechłodzeniu 
[2]. P rzy  powolnym schładzaniu lód tworzy się zazwyczaj w apoplaście, 
tzn. w  przestw orach międzykomórkowych, ścianach kom órkowych i na­
czyniach, a także w przestrzeniach rozdzielających niektóre organy [20, 
63], np. pod łuskam i otaczającymi tkankę m erystem atyczną pąków. Pow ­
staje wszędzie tam, gdzie potencjał wodny środowiska jest wyższy niż 
potencjał wodny protoplastu. Pow stanie kryształów  lodu w apoplaście 
powoduje nagły spadek potencjału wodnego w tym  środowisku, co z ko­
lei powoduje przemieszczenie się porcji wody z kom órki do apoplastu 
(w celu wyrównania powstałej różnicy potencjałów wodnych), gdzie u le­
ga ona krystalizacji. Cały proces trw a tak długo, aż ustali się rów now a­
ga term odynam iczna między potencjałem  wodnym protoplastu a poten­
cjałem  wodnym otoczenia, w którym  powstaje lód. Moment ustalenia się 
tej równowagi zależy oczywiście od tem peratury  środowiska, osmolal- 
ności roztworu pozakomórkowego oraz od sił utrzym ujących wodę w ko­
m órce (obniżających potencjał wodny protoplastu). W rezultacie k ry sta ­
lizacji wody na zewnątrz kom órek dochodzi do ich odwodnienia, co z ko­
lei pociąga za sobą redukcję rozmiarów (skurcz) komórek i zatężenie roz­
tw oru  wewnątrzkomórkowego. Wielkość tych efektów i ich skutki zale­
żą, oczywiście, od tego, na jakim  poziomie ustali się równowaga między 
potencjałem  wodnym w niezam arzniętej części środowiska a chemicznym 
potencjałem  lodu. Badania wielu autorów [3, 13, 24] wskazują, że to leran­
cja zam arzania przez kom órki roślinne może zależeć od ich zdolności do 
tolerow ania odwodnienia.

Pogląd, że uszkodzenia mrozowe są spowodowane dehydratacją komó­
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rek, po raz pierw szy sugerow any przez M üller-Thurgau’a w 1886 r. [48], 
był następnie przy jęty  przez wielu badaczy, np. Äkerm an ,[1], Maksimów 
[35, 36] i Molisch [46]. Skutki dehydratacji obejmowane są często wspól­
ną nazwą efektów roztw oru (ang. solution effects) [38, 39]. Trzeba sobie 
jednak zdawać spraw ę z tego, że fizyczne i chemiczne następstw a dehy­
dratacji są bardzo różnorodne: zachodzi skurcz komórek (a więc znaczne 
zmniejszenie objętości i powierzchni protoplastów), czemu towarzyszy 
wzrost stężenia substancji rozpuszczonych w roztworach w ew nątrz- i po- 
zakomórkowych, zmiany pH soku komórkowego, a także może dojść do 
usunięcia wody z m akrom olekuł kom órkowych (patrz schemat). Ta róż­
norodność skutków dehydratacji mrozowej doprowadziła do wielu hipotez 
dotyczących mechanizmu tych uszkodzeń, przedstaw ionych w wielu opra­
cowaniach przeglądowych [18, 28, 38, 43, 76, 77, 86]. N iektóre z tych h i­
potez nie znalazły pełnego potwierdzenia doświadczalnego (np. hipoteza 
dotycząca tzw. krytycznej, m inim alnej objętości komórek M erym ana [41]), 
inne, np. hipoteza sulfhydrylow a Levitta [26, 27], są ostatnio bardzo k ry ­
tykowane. Istnieje jednak całkowita zgodność poglądów, że pierw otnym  
m iejscem uszkodzeń mrozowych są błony, przy czym coraz więcej fak­
tów przem awia za tym, że uszkodzenia nieodw racalne dotyczą w pierw ­
szym rzędzie plazmolemy [78]. W edług Steponkusa [78], konsekwencją 
indukowanej zamarzaniem  m odyfikacji s tru k tu ry  plazmolemy są uszko­
dzenia, które rozw ijają się w czasie tajania. Stout [88] stw ierdził jednak, 
że stres mrozowy powoduje uszkodzenia nie tylko plazmolemy, ale i to- 
noplastu. Ponadto wykazał, że krytyczny dla s truk tu ry  tonoplastu mo­
m ent w ystępuje wówczas, gdy kom órka pozostaje zam arznięta, mimo że 
w arunki tem peraturow e, w jakich przebiega proces rozm arzania i w ja ­
kich przebyw a tkanka po odtajaniu, m ają wpływ na wielkość powsta­
łych uszkodzeń.

F IZ Y C Z N E  A S P E K T Y  D E H Y D R A T A C JI M RO ZOW EJ

Badania skutków dehydratacji mrozowej polegają na obserwacji 
skutków  odwodnienia całych komórek albo skutków dehydratacji proto­
plastów uwolnionych ze ścian komórkowych. To pierwsze podejście poz­
woliło na sform ułow anie w latach trzydziestych hipotezy, iż pierw otną 
przyczyną uszkodzeń mrozowych jest mechaniczne rozerwanie protopla­
stu na skutek nierów nom iernych napięć, powstających w czasie tajan ia 
i szybkiego wnikania wody do skurczonej uprzednio kom órki [19]. W aż­
ne w tej hipotezie jest, że w ektory napięć i ich rozkład w komórce zależą
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od obecności ściany komórkowej, której rozkurcz w czasie tajan ia jest szyb­
szy niż ekpansja przytwierdzonego do niej odwodnionego protoplasta. 
Hipoteza Iljina była często kwestionowana przez badaczy, którzy obser­
wując skutki zam arzania i tajania w kom órkach zwierzęcych lub proto­
plastach izolowanych ze ścian komórkowych wykazali, że te obiekty 
również ulegają uszkodzeniom mrozowym spowodowanym dehydratacją 
[28, 42, 78], Jednakże badania Tao i innych [89] potw ierdzają znaczenie 
ściany komórkowej w mechanizmie uszkodzeń mrozowych roślin (punkt 
3 na schemacie) i wskazują, że jej obecność może zwiększyć zakres tych 
uszkodzeń w odwodnionych komórkach liści i kalusa ziemniaka: w ko­
m órkach tych nie dochodzi do plazmolizy protoplastu, a więc do oddzie­
lenia się protoplastu od ściany komórkowej i przyjęcia przez niego pos­
taci sferycznej, lecz zachodzi cytoryza, tzn. cytoplast wraz ze ścianą 
przyjm uje n ieregularny kształt. Prowadzi to do zróżnicowania napięć 
powstających w czasie tajania, kiedy następuje szybka ekspansja skur­
czonej komórki.

Grupa badaczy, zajm ujących się uszkodzeniami wywołanym i zam ar­
zaniem w kom órkach zwierzęcych lub w izolowanych protoplastach roś­
linnych, zakłada, iż bezpośrednią przyczyną uszkodzeń jest drastyczna 
redukcja objętości kom órki lub protoplastu [42, 90], k tórej towarzyszy 
drastyczna redukcja powierzchni błony komórkowej — plazmolemy 
(punkt 4 na schemacie), na co przede wszystkim  zwracają uwagę Stepon- 
kus i jego współpr. (5, 78, 79, 80, 83, 85, 92]. W czasie tajan ia zachodzi 
gwałtowna ekspansja protoplastu i plazmolemy. Zanim protoplast osiągnie 
swoje początkowe rozm iary, następuje jego liza. Możliwość ekspansji pro­
toplastu bez uszkodzenia nie zależy ani od zakresu uprzedniego jego 
skurczu, ani od jakiejś krytycznej wartości powierzchni plazmolemy, ale 
od wartości charakteryzującej zdolność protoplastu do powiększenia po­
wierzchni, tzw. tolerowalnego zwiększenia powierzchni (ang. Tolerable 
Surface Area Increm ent, TSAI) [92]. W artość TSAI50 określa takie zwięk­
szenia powierzchni plazmolemy, które powodują lizę 50% protoplastów 
w badanej populacji. Jest to w artość stała dla gatunku, ale zależy od 
pH i składu jonowego ośrodka, w k tórym  przem rażane są protoplasty. 
W artość ta rośnie znacznie w czasie hartow ania [4]. Zarówno M eryman 
i jego współpr. [43, 44, 93, 94], jak i Steponkus i jego koledzy [78, 95] 
uważają, że w czasie skurczu protoplastu zachodzi u tra ta  m ateriału  bu­
dującego błonę komórkową. Różnią się jednak poglądami na tem at m e­
chanizmu tego zjawiska. W illiams i inni [94] utrzym ują, że jest ono spo­
wodowane ogromnym wzrostem  ciśnienia w poprzek błony, pow stają­
cym w w yniku skurczu protoplastu, natom iast Wolfe i Steponkus [95-97] 
dowodzą, że jest to konsekwencja niewielkiego spadku napięcia powierz­
chniowego błony.
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Obserwacje mikroskopowe wskazują, że w niezahartow anych kom ór­
kach  i protoplastach poddanych przem rażaniu plazmolema wykazuje licz­
ne  wpuklenia, a ponadto tworzą się z niej na terenie cytoplazmy liczne 
drobne pęcherzyki świadczące o endocytozie [9, 51, 87]. W zahartow a­
nych protoplastach zamiast endocytozy zachodzi egzocytoza [10, 82], 
co — zdaniem badaczy — umożliwia w czasie tajan ia i ekspansji proto­
p lastu  szybkie ponowne wchłonięcie fragm entów  błony wydzielonych na 
powierzchni plazmolemy i zapobiega uszkodzeniom. W edług tych auto­
rów, różnice w zachowaniu się plazmolemy protoplastów niezahartow a­
nych i zahartow anych stanowią podstawę ich zróżnicowanej odporności 
na zamarzanie.

Rozważając inne ew entualne skutki dehydratacji kom órek i destabili­
zacji błon, spowodowanych pozakomórkową krystalizacją wody, należy 
wrócić do dawnej propozycji Maksimowa [35]; uszkodzenia mrozowe są 
spowodowane usunięciem wody z powierzchni komórki. Ostatnie bada­
nia, dotyczące przejścia fazowego w sztucznych i naturalnych  błonach, 
wykazały, że wiele fosfolipidów podlega mezomorficznej zmianie fazy 
w  w yniku dehydratacji: z układu dwuwarstwowego tworzy się układ hek­
sagonalny II, o ile zawartość wody w tym  układzie spadnie poniżej 20°/o 
[33, 72], W układzie tym  fosfolipidy tworzą długie cylindry, których 
w nętrze, zbudowane z grup polarnych, wypełnione jest wodą. Składniki 
hydrofobowe fosfolipidów (łańcuchy kwasów tłuszczowych) tworzą nato­
m iast amorficzną hydrofobową strukturę. Taka zmiana struk tu ry  błony 
pozwala na łatw y przepływ  wody wraz z jonami; błona traci własności 
selektyw ne i dochodzi do wycieku elektrolitów  z komórek. Ostatnia p ra­
ca Gordon-Kamm a i Steponkusa [11] wskazuje, że dehydratacja mrozo­
wa spowodowała faktycznie przejście fazowe w plazmolemie protoplas­
tów izolowanych z niezahartow anych liści żyta: w błonie tej w ykryto 
obszary lipidowe, pozostające w układzie heksagonalnym  II (punkt 6 na 
schemacie). Jednakże wyniki badań Pearce’a i W illisona [60] nie pot­
w ierdzają występowania s truk tu r heksagonalnych w błonach komórek 
liści pszenicy poddanych przem rażaniu. Autorzy ci stw ierdzili natom iast, 
że w błonach tych zachodzi segregacja w ystępujących w nich cząstek biał­
kowych (ang. In tram em brane Particles, IMP) i pojaw iają się obszary 
pozbawione tych cząstek (ang. IM P-free regions) — punkt 5 na schem a­
cie. Obszary te w ykryw ano na terenie błony komórkowej, błon cyto- 
plazm atycznych, a także tonoplastu. Analizując szczegółowo uzyskane 
obrazy błon i ew entualne przyczyny powstawania w błonach obszarów 
w olnych od IMP, autorzy dochodzą do wniosku, że zjawisko to nie jest 
spowodowane ani term otropiczną zmianą fazy lipidów, ani przejściem  
z układu dwuwarstwowego w heksagonalny. Nie może też być spowodo-
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wane agregacją białek, wywołaną według Levitta [26] utlenianiem  wol­
nych grup sulfhydrylow ych i powstaniem  mostków siarczkowych między 
poszczególnymi łańcuchami polipeptydow ym i białek. W edług L evitta  [28], 
tworzenie się mostków siarczkowych między polipeptydam i różnych czą­
stek białka mogłoby być przyczyną powstawania dużych agregatów biał­
kowych w odwodnionych kom órkach i prowadzić do denaturacji białek 
w czasie uwadniania. Pearce i W illison [60] w ysuw ają hipotezę, że p ier­
wotną przyczyną reorganizacji s tru k tu ry  błon są zaburzenia w system ie 
wiążącym IMP z cytoszkieletem kom órki. Uważają też, że pozbawione 
IMP obszary błon mogłyby być miejscami, w których zachodzi u tra ta  li­
pidowego m ateriału  błon w trakcie zamarzania, zgodnie z propozycją 
Steponkusa [78].

CH EM ICZN E SK U T K I D E H Y D R A T A C JI M RO ZOW EJ

Dehydratacja mrozowa, poza omówionymi już tu  efektam i, za k tóre 
odpowiedzialna jest silna redukcja objętości i powierzchni komórki, po­
woduje również zwiększenie stężenia substancji i jonów rozpuszczonych 
w soku komórkowym. W ielu dawnych badaczy ujem nych skutków prze- 
m rażania [12, 15, 31, 50] sugerowało, że uszkodzenia dehydratacyjne są 
spowodowane chemicznym oddziaływaniem  zwiększonego stężenia soli 
i/lub kwasów na protoplazm ę (punkty 7 i 8 na schemacie). Liczne doś­
wiadczenia wykazały, że w wyniku wzrostu stężenia elektrolitów , zmian 
pH i usunięcia wody na skutek krystalizacji eutektyku następuje dena- 
tu racja kompleksów białkowo-lipidowych. Heber i Santarius [16, 17, 18] 
zgromadzili dużą liczbę danych na tem at skutków oddziaływania elektro­
litów nieorganicznych, kwasów organicznych, aminokwasów, cukrów 
i różnych krioprotektantów  na błony tylakoidów. Z badań tych wynika, 
że utrzym anie nie zmienionej s tru k tu ry  błon w systemie składającym  się 
z potencjalnie toksycznych dla błon soli oraz związków obojętnych, np. 
polialkoholi, zależy przede wszystkim  od oddziaływań koligatyw nych 
w roztworach (polialkohole zapobiegają w sposób niespecyficzny wzrosto­
wi stężenia elektrolitów  w niezam arzniętej frakcji wody). Niskocząstecz- 
kowe węglowodany mogą chronić s truk tu rę  tylakoidów również w inny 
sposób — na drodze bezpośredniego oddziaływania ze składnikam i tych  
błon [64]. W uszkodzeniach m rozowych tych błon odgryw ają rolę też 
inne czynniki, takie jak ilość utworzonego lodu, ostateczne stężenie ele­
ktrolitów  i błon w nie zam arzniętej części roztworu, ostateczna objętość 
tej frakcji, tem peratura i okres przem rażania [65, 66]. W yniki badań
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Steponkusa i jego kolegów wykazały, że uszkodzenia tylakoidów powsta­
ją w  w yniku uwolnienia z błon (dysocjacji) specyficznych białek, takich 
jak  czynnik sprzęgający (ang. Coupling Factor, CFX) i plastocyjanina [32, 
75, 84]. Volger i inni [91] wykazali ponadto, że z przem rażanych tylako­
idów następowało również uwolnienie reduktazy ferredoksyna-NAD P. 
Z badań H erbera i współpracowników, którzy badali zachowania się ty ­
lakoidów w czasie przem rażania wynika, że destabilizacja tych błon spo­
wodowana jest albo bezpośrednią interakcją składników błony z sub­
stancjam i rozpuszczonymi w środowisku, albo też obniżeniem uporządko­
wania s tru k tu ry  wody na skutek działania rozpuszczonych w niej sub­
stancji chaotropicznych [78]. Bezpośrednie oddziaływania soli z błoną są 
przyczyną dysocjacji białek, spowodowanej zniesieniem oddziaływań jo­
nowych w obrębie błony, zmianami w oddziaływaniach hydrofobowych 
w błonie lub zobojętnieniem  ładunku, natom iast spadek stopnia uporząd­
kowania wody, spowodowany oddziaływaniem substancji chaotropicznych, 
zwiększa oddziaływania między częściowo polarnym i składnikam i błon 
i fazą wodną, co ułatw ia dysocjację s tru k tu ry  dwuw arstwow ej. Ponadto 
dysocjacja białek, które są nośnikam i ujem nych ładunków na zew nętrz­
nej części błony, może prowadzić do zmiany dystrybucji ładunku na bło­
nie, co z kolei powoduje otworzenie kanałów  hydrofilnych i w rezultacie 
może doprowadzić do zniszczenia s truk tu ry  błony. Ostatnie badania Jen - 
sena i Oetm eiera [21] w ykazują, że czynniki kriotoksyczne oddziałują lo­
kalnie na pewne m ikrostruk tury  w błonach tylakoidów, powodując pęcz­
nienie tylakoidów (utratę własności osmotycznych) w w yniku nieodw ra­
calnego otworzenia kanałów protonowych, czemu towarzyszy przepływ 
soli i/lub cukrów do woreczka tylakoidu.

W szystkie te obserwacje i rozważania w skazują na istotną rolę zwięk­
szonego (w w yniku dehydratacji mrozowej) stężenia elektrolitów  wew­
nątrzkom órkowych w uszkodzeniach mrozowych błon tylakoidów. Zbli­
żonych danych na tem at wpływ u stężonych roztworów soli na inne bło­
ny (np. błony m itochondrialne lub plazmolemę) jest znacznie m niej. Jed ­
nakże fakt, że izolowane protoplasty i kom órki roślinne, poddane działa­
niu roztworów hypertonicznych, w ykazują uszkodzenia podobne do usz­
kodzeń mrozowych [6, 71, 73, 90, 92], sugeruje, że plazmolema może ule­
gać podobnym jak chloroplasty modyfikacjom spowodowanym oddziały­
waniem  toksycznych stężeń soli.
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SK U T K I D Z IA Ł A N IA  N ISK IE J T E M PE R A T U R Y

Niezależnie od skutków dehydratacji, wywołanych krystalizacją wo­
dy w apoplaście, uszkodzenia mrozowe mogą być spowodowane działa­
niem  samej tem peratury: zbyt niska tem peratura może powodować zmia­
ny we własnościach i funkcjonowaniu s truk tu r komórkowych, niezależ­
nie od m odyfikacji spowodowanych dehydratacją mrozową (na schema­
cie punkty  1 i 2). Lipidowo-białkowa struk tu ra  błon sprawia, że zmiana 
własności błony pod wpływem  niskiej tem peratury  może być spowodo­
w ana lub zapoczątkowana zmianą s truk tu ry  każdego z tych składników. 
Prowadzone badania wskazują, że podobnie jak u roślin w rażliw ych na 
■chłód (tzn. u roślin wykazujących uszkodzenia w tem peraturze >  0 ° C ) ,  

również u roślin odpornych na chłód zachodzi term otropiczna zmiana 
fazy lipidów budujących błonę (płynno-krystaliczna s truk tu ra  przechodzi 
w struk turę  krystaliczną), albo też następuje rozdział (separacja) faz. 
W niektórych przypadkach tem peratura przejścia fazowego, określona 
dla całych komórek lub dla lipidów w yekstrahow anych z tych komórek, 
odpowiada tem peraturze powodującej uszkodzenia mrozowe [8, 61]. W in ­
nych pracach wykazano jednak, że przejście fazowe lipidów zapoczątko­
wyw ane jest działaniem tem peratury  znacznie wyższej od tem peratury  
letalnej. Na przykład tem peraturą letalną dla wielu drzew jest tem pera­
tu ra  niższa niż — 70°C, podczas gdy tem peratura rozdziału faz, określona 
dla fosfolipidów w yekstrahow anych z tkanek tych drzew, mieści się 
w granicach od —30° do — 60°C [14]. U zahartowanego rzepaku ozime­
go, krytyczną tem peraturą, powodującą zabicie 50% kom órek liścia, jest 
tem peratura  około — 15°C, rozdział zaś faz w błonach nienaruszonych 
liści lub w ekstraktach fosfolipidów uzyskanych z ich tkanek, zachodzi 
w tem peraturze około 0°C [70]. U hartow anych i niehartow anych od­
m ian żyta i pszenicy zachodzi odwrotne zjawisko: fosfolipidy w yekstra­
howane z tkanek tych roślin w ykazują rozdział faz w tem peraturze o oko­
ło 20°C niższej niż tem peratura letalna [14]. Niezgodność między tem ­
pera tu rą  krytyczną i tem peraturą przejścia fazowego tłum aczą niektó­
rzy tym, że tem peraturą krytyczną dla kom órek może być przede wszyst­
kim  ta tem peratura, w której zachodzi przejście fazowe jednej tylko bło­
ny  lub naw et jakiejś jej domeny, a nie wszystkich błon i wszystkich fos­
folipidów komórkowych. W yniki badań Yoshidy [99, 100], przeprowadzo­
nych na frakcji błon wzbogaconej w plazmolemę, wykazały, że tem pera­
tu ra  przejścia fazowego tej błony odpowiada tem peraturze 50% uszko­
dzenia mrozowego. Yoshida [100] uważa, że rozdział faz lub przejście 
fazowe plazmolemy predysponuje komórkę do reakcji na działanie in­
nych czynników spowodowanych zamarzaniem, a więc również na dehy-
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dratację. Yoshida [100] wykazał, że tem peratura przejścia fazowego plaz­
molemy zależy w dużej mierze od zawartości w niej białek. Obecność 
białek sprawiała, iż przejście fazowe tej błony zachodziło w tem peratu­
rze około 10°C niższej niż tem peratura przejścia fazowego liposomów 
lub błon potraktow anych pronazą. Sądzi więc, że białka błon stano­
wią istotny czynnik determ inujący reakcję plazmolemy na niską tem ­
peratu rę .

Pierwszorzędową rolę białek w reakcji błon na zamarzanie pozako- 
mórkowe sugerują też prace P alty  i jego współpr. ,[54-59]. Prowadząc 
obserwacje, dotyczące morfologii oraz zdolności do plazmolizy i deplaz- 
molizy komórek epiderm y łusek cebuli oraz liści ziemniaka poddanych 
przem rażaniu, w ykazali oni, że pierwszym  objawem  nienorm alnego funk­
cjonowania błon był wyciek niektórych jonów (przede wszystkim  potasu) 
i cukrów z przym rożonych komórek, przy czym zjawisko to zachodziło 
w komórkach, k tórych plazmolema zachowała nadal swoje własności pół- 
przepuszczalne w stosunku do wody. Na tej podstawie badacze dochodzą 
do wniosku, że pierw otnym  miejscem uszkodzeń spowodowanych niską 
tem peraturą są ATP-azy zlokalizowane w błonie, odpowiedzialne za trans­
port jonów, przede wszystkim  potasu (punkt 2 na schemacie). Zmiana sto­
sunków jonowych w komórce (spadek zawartości jonów K + pociąga za 
sobą uwalnianie Ca2+) prowadzi z kolei do degradacji błon i śmierci ko­
mórki. Propozycja ta spotkała się z ostrą k ry tyką  ze strony Steponkusa 
[78], k tó ry  zwraca uwagę, że prace Palty  i współpr. dotyczą początkowych 
i odwracalnych jeszcze skutków działania niskiej tem peratury, natom iast 
n ie  w yjaśniają m echanizm u uszkodzeń nieodwracalnych, których przy­
czyną jest dehydratacja protoplastu. Cytochemiczne badania Jiana i in­
nych [22] w skazują jednak, że w w yniku przem rażania niezahartow anych 
liści pszenicy faktycznie dochodzi do zahamowania aktywności ATP-az 
zlokalizowanych w plazmolemie, natom iast w kom órkach zahartow anych 
aktyw ność tych enzymów jest wysoka, naw et w niskiej (+5°C ) tem pe­
ratu rze środowiska.

W ydaje się, że zahamowanie aktywności ATP-az zaangażowanych 
w  transport jonów jest jedną z bardzo wczesnych reakcji błon na niską 
tem peraturę. Ponieważ u roślin wyższych pierw otnym  aktyw nym  proce­
sem  transportow ym  jest elektrogeniczny transport protonów, można więc 
przypuszczać, że hamowanie pomp elektrogenicznych zlokalizowanych 
w  plazmolemie i tonoplaście, powodujące depolaryzację błon, jest głów­
nym  elem entem  reakcji roślin na tem peraturę niższą od 0°C i być może 
jest też przyczyną uszkodzeń spowodowanych niską, ale >  0°C tem pe­
ra tu rą  u roślin wrażliwych na chłód [74],

Zmiany własności błon w niskiej tem peraturze i zaburzenia w gospo-
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darce jonowej komórek, głównie zmiany stężenia jonów Ca2+ i Mg2+, 
mogą również doprowadzić do aktyw acji enzymów lipolitycznych zwią­
zanych z błoną, przede wszystkim  fosfolipazy D [69, 98]. Enzym ten, 
aktyw ny naw et w tem peraturze — 30°C, powoduje degradację fosfaty- 
dylocholiny, czemu towarzyszy nagromadzenie się kwasu fosfatydowego 
w komórkach [98]. Kwas fosfatydowy, działając jako detergent, powodu­
je dalszą degradację błon. Badania M oreau’a i Isett [47] wykazały, że s ty ­
m ulowana przez Ca2+ aktyw acja enzymów lipolitycznych w kom órkach 
roślinnych może być pod kontrolą kalm oduliny.

W wyniku działania niskiej tem peratury  dochodzi również do ak ty ­
wacji lipoksygenazy [23, 101]. Enzym ten, katalizujący utlenianie wielo- 
nienasyconych kwasów tłuszczowych, powoduje powstawanie hydroksy- 
nadtlenków lipidów, które mogą zapoczątkować łańcuch reakcji wolno- 
rodnikowych w system ach biologicznych i doprowadzić do destrukcji błon 
i s truk tu r białkowych. Rozpuszczalna, nie związana z błonam i frakcja  
lipoksygenazy wykazuje znaczącą aktywność naw et w tem peraturze 
— 15°C [7].

Wspólną cechą m odyfikacji aktywności wym ienionych tu  enzymów 
jest to, że zależą one od gospodarki jonowej na terenie cytoplazmy, a prze­
de wszystkim od zmian stężenia jonów Ca2+. Być może słuszna jest h i­
poteza M inorsky’ego [45], k tóra proponuje, iż w reakcji roślin na s tres  
spowodowany niską tem peraturą centralną rolę odgrywają reakcje zależ­
ne od jonów Ca2f i kalm oduliny. W ydaje się, że reakcje te mogą prow a­
dzić do odwracalnych lub nieodw racalnych zmian własności błon, w za­
leżności od natężenia stresu (tzn. od spadku tem peratury  i czasu jej dzia­
łania), dodatkowych jego efektów (np. dehydratacji) i oczywiście uw a­
runkow ań genetycznych i środowiskowych (adaptacji ewolucyjnej i osob­
niczej). W yniki ostatnio prowadzonych badań wskazują, że wstępne n a ­
ruszenie właściwości błon jest czynnikiem nieodzownym do zainicjowa­
nia procesów prowadzących do zwiększenia tolerancji komórek na zam ar­
zanie, o ile zaistnieją sprzyjające w arunki [67, 68], Ten aspekt działania 
niskiej tem peratury  wymaga dokładnych badań.

Na zakończenie tego przeglądu udowodnionych doświadczalnie lub 
spodziewanych i postulowanych mechanizmów uszkodzeń mrozowych n a ­
leży dodać, że dotyczą one zachowania się pojedynczej, modelowej ko­
mórki. W rażliwość różnych kom órek na zamarzanie może być oczywiście 
różna. Jest ona wypadkową uw arunkow ań genetycznych (zmienności ge­
netycznej), program u genetycznego aktualnie przez komórkę realizowa­
nego (a więc jej stadium  rozwojowego, specjalizacji i lokalizacji tkanko­
wej), a także zmian spowodowanych oddziaływaniem środowiska na wzrost 
i  rozwój całej rośliny (zmienności fenotypowej). Można więc przypusz­
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czać, że główny mechanizm uszkodzeń spowodowanych zam arzaniem  mo­
że być różny dla różnych komórek. Na przykład skurcz protoplastu i re ­
dukcja powierzchni błony komórkowej mogą mieć zasadnicze znaczenie 
dla zwakuolizowanych kom órek parenchm atycznych kory  lub liści, nato­
m iast nie będą przyczyną uszkodzeń komórek m erystem atycznych. Ter- 
m otropiczny rozdział faz lub zaburzenia w transporcie i zawartości jonów 
mogą mieć zasadnicze znaczenie dla metabolicznie aktyw nych komórek 
liści lub korzeni, natom iast nie będą m iały większego znaczenia dla ko­
m órek znajdujących się w stanie głębokiego spoczynku (np. dla komórek 
kory  spoczynkowych gałęzi i pni). Mając więc na uwadze całą złożoność 
problem u uszkodzeń mrozowych, w badaniach ich mechanizm u należało­
by zawsze brać pod uwagę rodzaj, etap rozwojowy i stan fizjologiczny 
tkank i będącej przedm iotem  badań. W badaniach dotyczących odporności 
mrozowej całych roślin należy brać pod uwagę te tkanki, k tórych funk­
c ja  i lokalizacja może decydować o przeżyciu całego osobnika.
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NIEKTÓRE ASPEKTY ZAPŁODNIENIA OOCYTÖW SSAKÓW 

SO M E A S P E C T S OF M A M M A L IA N  O O CYTES F E R T IL IZ A T IO N

A n na N IEM IER K O , A ld on a  K O M A R

P ra co w n ia  E m brio log ii D o św ia d cza ln ej i Z ak ład  H isto lo g ii i E m brio log ii, 
A k a d em ia  M ed yczna , W arszaw a

S tre s z c z e n ie .  W  pracy  dokonano przeg ląd u  n a jn o w szy ch  badań d o tyczących  p ro ­
cesu  za p ło d n ien ia  o o cy tó w  ssak ów . O m ów iono trzy z ja w isk a : b loku  p rzec iw k o  p o -  
lisp erm ii, II pod zia łu  d o jrzew an ia  i rozw oju  przed jądrzy . O pisano stru k tu ry  u c z es t­
n iczą ce  w  b lok u  p rzec iw k o  p o lisp erm ii, z iarna korow e i o słon ę  przejrzystą  oraz  
m ech a n izm y  p o w sta w a n ia  b loku, rea k cje  korow ą i osłon y . P rzed sta w io n o  u d zia ł  
c y to szk ie le tu  kom órk i ja jo w ej w  m ech a n izm ie  II pod zia łu  d ojrzew a n ia  oraz w y ­
n ik i bad ań  d o ty czą cy ch  p rocesu  p rzek szta łca n ia  jądra p lem n ik a  w  p rzed jądrze  
m ęsk ie .

S u m m a r y .  T h is a r tic le  is a  r e v ie w  o f top ic  k n o w led g e  abou t m am m alian  fe r t iliz a ­
tion . S u cced in g  sec tio n s a re  con sid er in g  th ree  su bjects: b lock  to p o ly sp erm y , s e ­
cond  m eio tic  d iv is io n  and p ronu clear d evelop m en t. In  th e  sec tio n  regard in g  b lo ck  
to  p o ly sp erm y  p a rtic ip a tin g  e le m en ts  h a v e  b een  describ ed ; th e  co rtica l g ra n u le s  
and zona p e llu c id a , and  a lso  th e  m ech a n ism s o f d ev e lo p in g  th is  b lock  ha v e  b e e n  
co n sid ered : cortica l and zona reaction . In th e  n e x t  sec tio n s th e  p a rtic ip a tio n  o f  
o o cy te  c y to sk e le to n  in  the second  m e io tic  d iv is io n  and  th e  p rocess o f tra n sfo rm a ­
tion  of th e  sp erm atozoon  n u c leu s in to  m ale  p ro n u cleu s is described .

1. W ST Ę P

Fuzja błon oocytu i plem nika podczas zapłodnienia u ssaków zapocząt­
kowuje istotne zjawiska tego procesu, a są nimi: powstanie bloku prze­
ciwko polisperm ii, dokończenie II podziału dojrzewania i wyrzucenie II 
ciałka kierunkowego, oraz przekształcenie główki plem nika w przedjąd-
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rze męskie. W ostatnich latach zjawiska te są intensyw nie badane i do­
kładniej poznane, a ich wyniki będą tu  przedstawione.

2. PO W ST A N IE  B L O K U  PR ZECIW K O  P O L ISP E R M II

W oocytach ssaków blok przeciwko polispermii, dzięki k tórem u zapłod­
nienie jest monospermiczne, funkcjonuje na poziomie osłony p rzejrzy ­
stej (zona pellucida) i oolemy. W yjątkiem  są tu  oocyty chomika m ające 
tylko silny blok osłony przejrzystej i oocyty królika, gdzie funkcjonuje 
tylko blok oolemy [1].

W powstaniu bloku przeciwko polisperm ii na poziomie osłony uczest­
niczą dwie struk tury : ziarna korowe i osłona przejrzysta. Ziarna korowe 
większości gatunków ssaków m ają w ym iary od 200 do 600 ąm  i są otoczo­
ne błoną. Pow stają w kompleksie Golgiego i ulegając pew nem u zróżnico­
waniu w ędrują pod powierzchnię oocytu [16]. Są w ykryw alne już w oocy­
tach otoczonych jedną w arstw ą komórek follikularnych. W owulowanym  
oocycie rozłożone są polarnie, gdyż obecne są tylko w obszarze pokrytym  
mikrokosmkami, k tó ry  stanowi 80% powierzchni błony oocytu. Ziaren 
korowych nie stw ierdza się pod powierzchnią gładką oocytu, czyli ob­
szarze zajm owanym  przez wrzeciono m etafazy II [42, 43]. Z iarna te za­
w ierają głównie enzymy podobne do trypsyny i peroksydazy, zwane owo- 
peroksydazami, co ustalono na podstawie badań histochemicznych i fizjo­
logicznych [17, 59, 60]. W oocytach większości ssaków w yróżnia się dwie 
populacje ziaren różniących się gęstością elektronową, m niej liczną zia­
ren jasnych i dom inującą liczebnie ziaren ciemnych [16, 43]. Ciemne ziar­
na korowe uw alniane są w reakcji korowej, odbywającej się po fuzji błon 
oocytu i plemnika. W w yniku reakcji korowej pow staje tzw. reakcja 
osłony, podczas k tórej pod wpływem  enzymów ziaren korowych dokonu­
ją się biochemiczne zmiany właściwości osłony. Zmienia ona swoje właś­
ciwości fizyczne i chemiczne i staje się nieprzepuszczalna dla dalszych 
plem ników [20], Liczba ziaren jasnych znacznie m aleje po owulacji occy- 
tu. Uwalnianie ziaren jasnych przed wniknięciem  plem nika nosi nazwę 
przedwczesnej reakcji korowej. Zjawisko to nie wpływa na zmianę w łas­
ności osłony. Sugerowany jest jego udział w niszczeniu w ypustek komó­
rek follikularnych. W ypustki tych komórek do owulacji m ają ścisły kon­
tak t z cytoplazmą kom órki jajowej. Pozostaje nie w yjaśniona kwestia, 
czy ziarna ciemne i jasne przedstaw iają różne stadia dojrzew ania ziaren, 
czy ich występowanie związane jest z różną funkcją podczas dojrzewania 
oocytu i zapłodnienia. Spontaniczna, przedwczesna reakcja korowa 
w przedow ulacyjnych oocytach jajnikow ych, w której zachodzi egzocy- 
toza ziaren ciemnych, stw ierdzona została w oocytach niepłodnych ko­
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biet [56]. Podobne zjawisko w ystępuje u wsobnych myszy KE i jest de­
fektem  genetycznym, powodującym obniżenie płodności tego szczepu [25].

W egzocytozie ziaren korowych biorą udział podbłonowe filam enty 
aktynowe oocytu [16]. Zniszczenie tych filam entów przez cytochalazynę 
B, obecną podczas zapłodnienia, ham uje zarówno reakcję korową, jak 
i reakcję osłony [45]. Reakcja korowa przebiega, gdy w zrasta stężenie 
wolnych jonów Ca++ w cytoplazmie oocytu, co następuje po fuzji błony 
plem nika z oolemą. Mechanizm egzocytozy został dokładnie poznany 
w  jajach jeżowców. Na podstawie tych badań odtworzono sekwencję zda­
rzeń od wniknięcia plem nika do powstania reakcji korowej. Zapładnia- 
jący plem nik przez swój receptor na oolemie stym uluje G -proteiny —• 
białka związane z nukleotydem  guanylowym. Ten etap jest podobny do 
zdarzeń zachodzących podczas egzocytozy ziarenek kom órek tucznych 
[13]. Aktywowane G -proteiny oddziałują na fosfolipazę C — enzym do­
konujący hydrolizy dwufosforanu fosfatydyloinozytolu do tró jfosforanu 
inozytolu. Ten ostatni związek mobilizuje jony Ca++ w komórce, przez 
co dochodzi do egzocytozy ziaren korowych [64].

Osłona p rzejrzysta jest syntetyzowana przez oocyt podczas oogenezy 
[5, 6]. Przeprowadzono jednak badania dokum entujące cytochemicznie 
udział kom órek folikularnych przynajm niej w początkowym etapie tw o­
rzenia osłony [63]. O pochodzeniu osłony przejrzystej przesądza synte­
tyzowanie jej przez tzw. zagubione kom órki płciowe w m iejscach ekto- 
powych. Są to komórki, które nie dotarły do somatycznego zawiązka go­
nady, a najczęściej stw ierdza się ich obecność w nadnerczu. Komórki 
te, bez względu na płeć genetyczną, przechodzą oogenezę i w czasie w łaś­
ciwym  dla komórek żeńskich w jajn iku  zostają otoczone przez osłonę 
przejrzystą [72]. W m ikroskopie skaningowym  osłona przejrzysta u jaw ­
nia swoją fibry llarną struk tu rę  i wygląda jak system  nałożonych na sie­
bie siatek [53], Jest ona silnie porow ata i przepuszczalna dla cząsteczek 
w irusów  i imm unoglobulin |[16]. Biochemia osłony przejrzystej najpeł­
niej została poznana u świni i u myszy. Osłona przejrzysta oocytu świni 
zbudowana jest z 11 frakcji glikoprotein [12]. Z osłony przejrzystej oocy­
tu  m yszy wyodrębniono elektroforetycznie 3 klasy glikoprotein i ozna­
czono je symbolami ZP1, ZP2 i ZP3 [4, 5, 7]. Znana jest już w pewnym  
zakresie funkcja i zachowanie się tych frakcji podczas reakcji osłony 
oocytu myszy. Frakcja ZP1 stanowi 36% osłony przejrzystej i charakte­
ryzuje  się najw iększym i cząsteczkami i dużą zawartością fukozy. Frakcja 
ZP2 stanow i 46% osłony. Enzymy ziaren korowych zmieniają ją w częś­
ci peptydow ej. Dzięki tem u glikoproteina ta przestaje być substratem  dla 
akrozyny, enzym u uczestniczącego w penetracji plem nika przez osłonę, 
a związanego z w ew nętrzną błoną akrosomu plemnika. Zm iany w części 
peptydow ej polegają na wytworzeniu wiązań między tyrozynami, a prze­
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jaw iają się jako stw ardnienie osłony [59, 60]. Dzięki tem u zjawisku w y ­
dłuża się czas proteolizy osłony oocytu po zapłodnieniu, co w ykorzysty­
wane jest w badaniach reakcji korowej [20], Zmiana frakcji ZP2 jest p ro ­
cesem wolnym i odbywa się w ciągu 2-3 godz. po penetracji plem nika 
in vivo lub in vitro [45, 59, 60]. U twardzona osłona przejrzysta chroni 
zarodek podczas rozwoju przedim plantacyjnego przed enzymami i m akro- 
fagami jajowodu. Frakcja ZP3 stanowi 17% osłony i podczas reakcji osło­
ny  ulega zmianie w części cukrowej [7], F rakcja ZP3 rozmieszczona jest 
na zewnętrznej powierzchni osłony. Frakcja ta jest nazwana receptoro­
wą; z nią bowiem związane są cząsteczki zawierające końcowe N -acetyl- 
glukozaminy umożliwiające przyleganie plemników do osłony. Te recep­
torowe funkcje ulegają unieczynnieniu w ciągu 1 min od fuzji gamet. 
Powoduje to pierwsza fala uw alnianych ziaren korowych. Cały proces 
egzocytozy trw a 30 do 60 min po wniknięciu plem nika [14, 57], Końcowa 
N-acetyloglukozamina jest ogólnym i niespecyficznym znacznikiem, gdyż 
pozwala na m iędzygatunkowe przyleganie plemników. Uważana jest stąd 
za część receptora lub jeden z wielu receptorów zapewniających zapłod­
nienie i wędrówkę plem ników przez osłonę. Frakcja receptorowa osłony 
przejrzystej oocytu świni stanowi 11% białek osłony. Receptorem dla 
plem nika jest końcowa N-acetyloglukozalanina. F rakcja ta rozpuszczona 
i oznakowana 125J  wiąże się zarówno z plem nikam i swego gatunku, jak  
i plem nikam i ludzkimi. W skazuje to immunochemiczne podobieństwo 
receptorów lub części receptorów plemników ludzkich i świni. Z tej racji 
badania in terakcji osłony przejrzystej i plem nika u tego gatunku na po­
ziomie m olekularnym  w ydają się bardzo interesujące. Jednocześnie cy­
towane badania dostarczyły inform acji o lokalizacji receptora na błonie 
plem nika. N-acetyloglukozalanina wiązała się z w ew nętrzną błoną akro- 
somu plem nika [12].

Reakcję korową i reakcję osłony można wywołać sztucznie niektóry­
mi czynnikami powodującymi partenogenetyczną aktyw ację oocytów. Ba­
dania reakcji korowej po zastosowaniu różnych technik aktyw acji dostar­
czyły informacji, że bodźce, takie jak działanie hialuronidazy i szok osmo- 
tycizny, nie wyw ołują egzocytozy ziaren korowych [16]. Szok elektryczny 
i działanie jonoforu A23187 wyw ołują niepełną reakcję [16, 71], nato­
m iast pożywka pozbawiona jonów Ca++ [16] i etanol [18] wywołują peł­
ną reakcję korową, jak czyni to plemnik. W ymienione badania przepro­
wadzone były głównie przy użyciu m ikroskopu elektronowego. Najpeł­
niej scharakteryzow ano reakcję korową i osłony w oocytach aktywowa­
nych term icznie [26-28]. W mikroskopie elektronow ym  w oocytach w y­
kazano częściową egzocytozę ziaren korowych [28]. W badaniach fizjolo­
gicznych stwierdzono penetrację osłon przez plem niki [27], natom iast ba­
daniami enzymatycznym i wykazano niecałkowite utw ardzenie osłony [28].

http://rcin.org.pl



Z A P Ł O D N IE N IA  O O CY T Ö W  SS A K Ó W 501

W wyniku niepełnej egzocytozy ziaren korowych nie nastąpiła inaktyw a- 
cja receptorów dla plem ników i nie dokonała się pełna zmiana frakcji 
ZP2.

Blok na poziomie błony komórkowej oocytu myszy powstaje 40 
min po wniknięciu plem nika do cytoplazmy, co zostało ustalone w doś­
wiadczeniach polegających na reinsem inacji oocytów pozbawionych osłon 
przejrzystych [70]. Mechanizm powstawania bloku na poziomie błony 
cytoplazm atycznej oocytu pozostaje nadal nieznany [23]. Wiadomo jed­
nak, że nie ma on związku z reakcją korową. Uniemożliwienie egzocyto­
zy ziaren korowych przez cytochalazynę B nie wywołuje polispermicz- 
nego zapłodnienia, chociaż powoduje zwiększoną penetrację plemników 
przez nieutw ardzoną osłonę [46], Stwierdzono również, że plem niki w ni­
kają  do cytoplazm y jaj, w których wywołano reakcję korową jonoforem 
A23187. Blok na poziomie błony powstaje w tych jajach dopiero po w ni­
knięciu plem nika [3, 71].

3. II PO D Z IA Ł  D O JR Z E W A N IA

Cytoszkielet kom órki jajowej zbudowany jest z: tubuliny [67], aktyny 
[31, 36, 54], a-ak tyniny  [31], cytokeratyny [30] i n ieerytroidalnej spektry- 
ny  [54]. W zjaw isku II podziału dojrzewania zaangażowane są tubulina 
i aktyna. W oocycie przed zapłodnieniem, poza tubuliną budującą w rze­
ciono, stwierdzono tubulinę cytoplazm atyczną rozmieszczoną równom ier­
nie w postaci pęczków krótkich m ikrotubuli [67]. Po zapłodnieniu liczba 
ich w zrasta i grupują  się w sąsiedztwie powstających przedjądrzy, tow a­
rzysząc zagęszczeniom aktyny [58]. Działanie substancji wiążących się 
z tubuliną, takich jak kolcemid, nocodazol i griseofulwina podczas II po­
działu dojrzewania niszczy wrzeciono m ejotyczne i uniemożliwia tw orze­
nie nowych pęczków m ikrotubuli. Jednocześnie substancje te uniemożli­
w iają przekształcenie główki plem nika w  przedjądrze. Zniszczenie sy­
stem u m ikrotubuli uniemożliwia jednocześnie m igrację chrom atyny męs­
k iej i żeńskiej z obwodu jaja  do środka [58]. M igrację przedjądrzy ham u­
ją również cytochalazyny B i D [36, 44]. Stąd można sądzić o funkcjonal­
nym  związku obu elem entów cytoszkieletu w zjawisku m igracji.

Cytoszkielet aktynow y oocytu zaangażowany jest w zjawiska związa­
ne z polarnością oocytu wyrażoną podpowierzchniowym położeniem wrze­
ciona m etafazy II i polarnym  rozmieszczeniem ziaren korowych, m ikro- 
kosm ków błony kom órkowej oraz receptorów konkanaw aliny A na po­
w ierzchni oolemy. Dynamiczne zjawiska II podziału dojrzewania, jak ro­
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tacja wrzeciona m etafazy II, powstanie uw ypuklenia cytoplazm atycznego 
na przyszłe ciałko kierunkowe, m igracja wrzeciona do tego uw ypuklenia 
oraz odcięcie II ciałka kierunkowego, odbywają się przez szybką p rzebu­
dowę aktyny [34, 36]. Podbłonowa aktyna przez związek z receptoram i 
konkanaw aliny A wyznacza również właściwości powierzchni oocytu. Roz­
mieszczenie tych receptorów zmienia się podczas zapłodnienia, jak rów ­
nież pod wpływem  cytochalazyny B [24, 36],

Przebieg II podziału dojrzewania decyduje o praw idłowej ploidii zy­
goty. Zaburzenia tego podziału można spowodować eksperym entalnie przez 
zapłodnienie w obecności różnych substancji. Obecność cytochalazyn B 
i D [36, 44, 46] oraz estru forbolu — PMA [47] podczas zapłodnienia oo- 
cytów myszy in v itro  powoduje zahamowanie cytokinezy II podziału 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 II po­
działu dojrzewania przez te dwie substancje jest prawdopodobnie różny. 
Działanie cytochalazyn B i D polega m. in. na wybiórczym działaniu na 
aktynę [15]. Cytochalazyny B i D dezintegrują aktynowy w arstw ę k o rty - 
kalną kom órki jajowej i w pływ ają tym  samym na rotację wrzeciona 
i powstanie cytoplazmatycznego uw ypuklenia na ciałko kierunkow e [36]. 
Mechanizm blokowania II podziału dojrzewania przez ester forbolu 
(phorbol 12-myristate 13-acetate =  PMA) nie jest poznany. Substancja 
ta jest prom otorem  karcinogenezy. Jej receptorem  jest enzym błony ko­
m órkowej — kinaza proteinowa C [50]. W przeciw ieństwie do szybko 
działającej cytochalazyny [44], ester forbolu nie ham uje zapoczątkowanej 
cytokinezy II podziału dojrzewania, ale blokuje ją skutecznie, jeśli 1-2 
godz. działanie estru  wyprzedza ten proces. Na odmienne działanie estru  
forbolu od substancji niszczących m ikrotubule i m ikrofilam enty aktyno­
we w skazują obserwacje, iż nie ham uje on funkcjonowania wrzeciona 
i rozdziału chrom atyny oraz tworzenia i m igracji przedjądrzy w trip lo­
idalnych oocytach [47], Obserwacje sugerują, że ester forbolu upośledza 
proces podczepienia równika wrzeciona m etafazy II do błony kom órko­
wej, co jest istotnym  zjawiskiem podczas odcinania II ciałka k ierunko­
wego [36]. W ydaje się, że ester forbolu zaburza ten proces pośrednio przez 
zmianę właściwości błony komórkowej oocytu lub/i zmieniając związki 
cytoszkieletu aktynowego z oolemą. W ystępująca w oocycie m yszy nie- 
erytro idalna spektryna i a-aktynina prawdopodobnie tak jak w badanych 
kom órkach somatycznych, wiąże cytoszkielet aktynow y z błoną kom ór­
kową [9], Działanie estru  forbolu jest być może działaniem na a-ak tyni- 
nę, gdyż jej reorganizację pod wpływem  tego estru stwierdzono w ko­
m órkach linii BSC-1 [41].
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4. P R Z E K SZ T A Ł C A N IE  JĄ D R A  P L E M N IK A  W  PRZED JĄ D R Z E  M ĘSK IE

Po wniknięciu plem nika do cytoplazmy kom órki jajowej chrom atyna 
główki plem nika rozpoczyna przekształcanie w przedjądrze męskie. 
W wieloetapowym procesie przekształcania możemy wyróżnić etap roz­
padu błony jądrowej plemnika, rozpraszania chrom atyny i tworzenia bło­
ny przedjądrza męskiego.

Rozpad błony jądrow ej plem nika następuje bardzo szybko po jego 
penetracji do cytoplazm y oocytu [32] i polega na tworzeniu pęcherzy­
ków w wyniku fuzji zewnętrznej i w ew nętrznej błony jądra  plemnika. 
Proces ten przebiega z udziałem czynnika cytoplazmatycznego powodują­
cego fragm entację otoczki jądrowej. Jest to prawdopodobnie czynnik 
odgryw ający bardziej uniw ersalną rolę w regulacji fragm entacji otoczki 
jądrow ej w komórce zarówno w procesie dojrzewania oocytu, jak i pod­
czas m itozy [68], W ostatnich badaniach, przeprowadzanych in vitro przy 
użyciu homogenatów kom órkowych [8], wykazano, że polipeptydy, zwa­
ne lam inam i A, B i C, tworzące lam inę jądrową, są zaangażowane w pro­
cesy rozpadu i tworzenia de novo otoczki jądrow ej w komórce. Proces 
ten jest regulowany przez defosforylację i fosforylację lamin jądrow ych 
[49].

Przekształcenie jądra plem nika w funkcjonalne przedjądrze męskie 
jest wynikiem  interakcji jądrowo-cytoplazm atycznych [61], Główka plem ­
nika jest jądrem  interfazowym , w którym  chrom atyna jest bardzo zbita 
i aby mogła uczestniczyć w transkrypcji genomu, musi nastąpić zmiana 
stopnia jej upakowania. Odbywa się to prawdopodobnie dzięki obecności 
w ja ju  tzw. SNDF-sperm  chrom atin decondensing factor, czyli czynnika 
specyficznego, powodującego dekondensację jądra  plem nika. Czynniki cy- 
toplazmatyczne, kontrolujące dekondensację chrom atyny plem nika, są 
niezbędne, ale tylko we wstępnych stadiach i nie są identyczne z czyn­
nikam i kontrolującym i rozwój przedjądrza męskiego, tzw. SPD Fs-sperm  
pronucleus developm ent factors, lub PIA -pronucleus inducing activity  
i[48]. Do tej pory nie wiadomo jak przebiegają mechanizm y kontrolujące 
przekształcenie zdekondensowanej chrom atyny plem nika w przedjądrze 
m ęskie [73, 33]. Pewne jest natom iast, że do pełnej transform acji w przed­
jądrze męskie konieczna jest obecność m ateriału  pochodzącego z jądra 
oocytu, co stwierdzono zapładniając połówki oocytów jajnikow ych za­
w ierające i niezawierające jądra [2]. Począwszy od m om entu fragm en­
tacji otoczki jądra oocytu, wraz z zaawansowaniem dojrzew ania w zrasta 
zdolność cytoplazm y jaja  do transform acji jąd ra  plem nika [21]. W arun­
kiem  koniecznym  do omawianych przekształceń jest także aktyw acja 
oocytu [62]. Inne jest zachowanie jądra  plem nika w oocycie aktyw ow a­

http://rcin.org.pl



504  A - n i e m i e r k o , a . k o m a r

nym, a inne w nieaktywow anym . M ikroiniekcje jądra plem nika do oocy- 
tu myszy nie powodują aktyw acji i w związku z tym  transform acji, n a ­
tom iast u chomika uzyskano pełną transform ację w przedjądrze [66]. 
W eksperymencie, w którym  aktyw acja pod wpływem  bodźca parteno- 
genetycznego wyprzedzała zapłodnienie, uzyskano bardziej zaaw ansow a­
ne stadia transform acji jądra plemnika, im krótszy był czas m iędzy ak­
tyw acją a zapłodnieniem. Utworzenie przedjądrza męskiego może nastą ­
pić tylko w określonym  i ściśle ograniczonym czasie po aktyw acji. Pow ­
stające przedjądrze męskie nie rośnie, nie wyróżnicowują się z niego 
chromosomy i jest ono biernie przekazywane do jednego z blastom erów  
potomnych po I podziale bruzdkowania, w w arunkach hodowli in v itro  
[27], Główki plemników nie podlegały transform acji w przedjądrza męs­
kie, jeżeli dokonywano zapłodnienia zygoty w stadium  przedjądrzy [66]. 
Przypuszcza się, że czynnik w yw ołujący transform ację chrom atyny plem ­
nika lub innego jądra  interfazowego pojawia się lub staje się ak tyw ny 
tylko w określonych okresach cyklu komórkowego, kiedy dochodzi do 
fragm entacji otoczki jądra i wyróżnicowują się chromosomy [66]. Czyn­
nik odpowiedzialny za rozwój przedjądrza męskiego jest obecny w cyto- 
plazmie w ograniczonej ilości. Wniosek taki wyciągnięto z obserwacji, że 
w  przypadku zapłodnienia polispermicznego w ystępują zarówno w pełni 
wykształcone przedjądrza męskie, jak i główki plemników będące w róż­
nych stadiach transform acji [19, 69]. Czynnik ten jest niespecyficzny ga­
tunkowo [65].

Rozpraszanie chrom atyny jądra plem nika jest morfologicznym wyrazem  
zmiany składu białek jądrowych. Badania nad dekondensacją chrom aty­
ny dotyczą przemian, jakim  podlegają białka związane z DNA plem ni­
ka. Proces dekondensacji jest procesem odw rotnym  do zachodzącego pod­
czas spermiogenezy [33]. Podczas spermiogenezy histony są zastępowane 
przez szczególną grupę białek zwanych zasadowymi białkam i jądrow y­
mi plem nika [37-40], przez co następuje kondensacja chrom atyny i unie- 
czynnienie DNA. Do włączenia w transkrypcję musi z kolei nastąpić za­
m iana białek plem nikowych na inne białka. Z bardzo w ielu badań in 
vitro [10, 35, 38, 75, 76] wynika, że w tę przem ianę zaanagażowany jest 
proces redukcji wiązań dwusiarczkowych, co poprzedza rozpraszanie chro­
m atyny [51], Redukcja wiązań dwusiarczkowych prowadzi do destabili­
zacji chrom atyny jądra  plemnika, co przejaw ia się zmianą barwliwości 
jeszcze niezdekondensowanego jądra plem nika [29]. Za redukcję wiązań 
dwusiarczkowych są najprawdopodobniej odpowiedzialne substancje o nis­
kim  ciężarze cząsteczkowym, występujące w znacznej ilości w oocycie 
[55]. Inkubując plem niki in vitro z substancjam i zaw ierającym i wolne 
grupy -SH uzyskano dekondensację chrom atyny jąder plemników. Przy­
puszcza się w związku z tym, że proteoliza indukowana obecnością grup

http://rcin.org.pl



Z A P Ł O D N IE N IA  O O CY T Ö W  SS A K Ó W 505

-S H  może być także zaangażowana w dekondensację chrom atyny in vivo 
[11, 38, 74]. W procesie dekondensacji zaangażowana jest cytoplazm a- 
tyczna aktywność proteolityczna, gdyż po usunięciu proteinaz plem ni­
kowych i m ikroiniekcji takich plemników uzyskano dekondensację chro­
m atyny i przekształcenie jądra plem nika w przedjądrze męskie [52].

Pow stawanie otoczki przedjądrza męskiego opisano u w ielu gatunków 
zw ierząt [33] i jest ono podobne do powstawania otoczki jądrowej w ko­
m órkach m itotycznych i mejotycznych. Morfologicznie przejaw ia się to 
pojaw ieniem  się pęcherzyków na granicy rozproszonej chrom atyny, k tó­
re łączą się tworząc cysterny, a te z kolei łącząc się tworzą otoczkę jąd ­
rową przedjądrza męskiego.

Przedstaw ione zagadnienia są bardzo interesujące poznawczo. Z nie­
k tó rym i związane są przyszłe zastosowania praktyczne. Być może w ie­
dza o m olekularnej biologii receptorów gram et pozwoli na immunolo­
giczną interw encję w zjawiska zapłodnienia w celach antykoncepcyj­
nych.
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P O S T Ę P Y  B IO L O G II K O M Ó R K I TO M  13, N R  4, 1986 (511-516)

II EUROPEJSKI KONGRES BIOLOGII KOMÓRKI 
(6-11 lipca 1986 r., Budapeszt)

S zy b k i i w ie lo k ie r u n k o w y  rozw ój bad ań  z zak resu  b io lo g ii k om órk i sp o w o d o ­
w ał, że w  E uropean  C ell B io lo g y  O rgan ization  (ECBO), a po jej reo rg an izacji 
w  1978 r., jako  F ed era tio n  o f E uropean  C ell B io lo g y  S o c ie tie s , n a rod ziła  się  id ea  
zw o ły w a n ia  co 4 la ta  k o n g resó w  eu ro p ejsk ich . P osta n o w io n o , że k o n g resy  te  b ęd ą  
o rg a n izo w a n e  p rzem ien n ie  z k o n g resa m i św ia to w y m i, dz ięk i tem u  u m o ż liw i się  
u czon ym  w y m ia n ę  in fo rm a cji na  szerok im  foru m  m ięd zy n a ro d o w y m  w  ok resach  
2 -letn ich .

I E u ro p ejsk i K on gres obrad ow ał w  P aryżu  w  1982 r. D w a  la ta  późn iej (1984) 
odb ył s ię  T hird In tern a tio n a l C on gress o f C ell B io lo g y  w  T okio. W ybór B u d a p esz­
tu, jak o  m iejsca  zw o ła n ia  II E u ro p ejsk ieg o  K on gresu , n ie  b y ł p rzyp ad k ow y. ECBO  
p o sta n o w iło  p o w ierza ć  o rgan izację  k o n g resó w  cy to b io logom  z E uropy Z achodn iej, 
a n a stęp n ie  z E uropy W schod niej.

W ęg ierscy  b io lod zy  k o m órk ow i w y k a zy w a li od la t dużą a k ty w n o ść  nau k ow ą  
i org a n iza cy jn ą . W  roku  1927 od b y ło  się  w  B u d ap eszcie , w  ram ach  K on gresu  Z oo­
lo g iczn ego , p ierw sze  w  h isto r ii sp o tk a n ie  uczo n y ch  p ra cu ją cy ch  w  d z ied zin ie  cy to -  
b io lo g ii ek sp er y m en ta ln e j. T am że 12 la t późn iej (1939) m ia ł m ie jsce  m ięd zy n a ro d o ­
w y  zjazd  d la  u p a m ię tn ien ia  100-letn iej ro czn icy  od k rycia  kom órki.

II E u ro p ejsk i K on gres B io lo g ii K om órk i w  B u d a p eszc ie  (6-11 V II 1986 r.) zgro­
m ad ził b lisk o  1000 u c z estn ik ó w  z 35 krajów . Z godn ie  z trad ycją , do sto licy  W ęgier  
p rzy b y li r ó w n ież  u czen i zam orscy  z: A lg ieru , A u stra lii, Chin , In d ii, Iranu , Izraela , 
K anad y, M ek sy k u , N o w ej Z e la n d ii i S ta n ó w  Z jednoczonych .

P rogram  n a u k o w y  o b e jm o w a ł 4 w y k ła d y  p len arn e, 27 sy m p o zjó w , 2 sp otk an ia  
robocze, se sję  f ilm o w ą  oraz 2 se sje  p la k a to w e, na k tó rych  łą czn ie  p rzed sta w io n o  
b lisk o  500 p o steró w . C erem onia  o tw a rcia  i w y k ła d y  p len arn e  o d b y ły  się  na teren ie  
B u d a p esz ta ń sk ieg o  C entrum  Z ja zd ow ego  (B ud ap est C o n v en tio n  C enter), tam że m ia ­
ło też  m ie jsce  w ieczo rn e  sp o tk a n ie  zapozn aw cze . P oczy n a ją c  od pop o łu d n ia  7 l ip ­
ca, aż do za k o ń czen ia  K o n gresu  o 1300 11 lip ca  1986 r., obrady i p rezen ta cje  p la ­
k a to w e  o d b y w a ły  się  w  A k a d em ii M ed ycznej im . S e m m elw e isa  (SO TE). O brady  
sy m p o zja ln e  to czy ły  się  w  4 r ó w n o leg ły ch  k ieru n k ach . In teg ra ln ą  częśc ią  K ongresu  
b y ły  w y s ta w a  a p aratu ry , o d czy n n ik ó w  i w y d a w n ic tw , w  k tórej u czestn iczy ło  33 
w y sta w c ó w , a w śró d  n ich  ren o m o w a n e  firm y  św ia to w e  (B aker, B a lzers, Jeol, L eitz , 
L K B , M a x im ilia n , M erck , P h arm acia , P h ilip s, O pton, R e ich er t-J u n g , Springer).

C ztery  w y k ła d y  p len a rn e  b y ły  p o św ięco n e  różnej tem a ty ce: G arh am  W arren  
(U n iw er sy te t w  D u n d ee) m ó w ił na tem a t „In tracellu lar  m em b ran e tr a ff ic ”; W er­
n er W. F ra n k e  z C entrum  B ad an ia  N o w o tw o ró w  w  H eid e lb erg u  w y g ło s ił  w y k ła d  
„ C y to sk e le ta l and  k a r y o sk e le ta l proteins: ce ll —  sp ec ific  e x p r ess io n  of m u ltig e ­
ne fa m ilie s ” ; P ie tro  de C am illi z U n iw er sy te tu  w  M ed io lan ie  p rzed sta w ił w y n ik i, 
d o ty czą ce  „T arget p ro te in s for  second  m essen g ers  in  th e  n erv o u s sy s te m ”; w r esz -
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c ie  w y k ła d  P ś l  M aliga  z A u ck la n d  w  K a lifo rn ii n o s ił ty tu ł „ E n gin eerin g  o f th e  
cy to p la sm  in  f lo w er in g  p la n ts”.

P o d sta w o w ą  form ą obrad K ongresu  b y ły  sym p ozja  oraz se sje  p la k a to w e. Z a ­
łączona tabela  p od aje  ich  ty tu ły  oraz porządek  dzien n y  zgodn ie  z program em .

Program

D ata  
1986 r.

S ym p ozja S e sje  p la k a to w e

7 VII 1. T argetin g  and sorting  o f p ro ­
te in s  in  th e  ce ll

2. P a th w a y s to  secre tio n
3. E x p ressio n  and ev o lu tio n  o f  

c y to sk e le ta l g en es
4. C ells in  cu ltu re

I
M em b ran e stru ctu re, recep to rs ,  
ju n ction s, transp ort, e x c ita b il i ­
ty
E n d ocytosis
P ro te in  p rocessin g , secre tio n , 
e x o cy to sis
T argetin g  and  sortin g  o f pro­
te in s
P ro te in  p h o sp h o ry la tio n  
M itochon dia , ch lo ro p la sts, p ero ­
x iso m es  
C y to sk e le to n
G am eto g en esis , fe r tiliza tio n , e a r ­
ly  d ev e lo p m en t
D ifferen tia tio n : C ells o f sp ec i­
fic  organ  sy s tem s (neural, im ­
m un e, b lood , etc. cells). U n ic e l­
lu lar  o rgan ism s E n zym es  
C ells in  cu ltu re

8 VII
5. G en etic  a n a ly sis  o f som atic  

c e ll v a r ia tio n
6. R ecep to r—m ed ia ted  en d o cy to sis
7. D y n a m ics o f cy to sk e le ta l e le ­

m en ts
8. P ro te in  p h o sp h o ry la tio n  in  ce ll  

r eg u la tio n

9. T ransfer o f g en e tic  m ater ia l
10. T ra n scy to sis
11. T he a c tin  sy stem
12. M ech an ism  and reg u la tio n  of 

ce ll a c tiv a tio n  in  im m u n e ce lls

9 VII

13. G ene stru ctu re  and reg u la tio n
14. G olg i app aratu s and m ebrane  

b io g en esis
15. M em b ra n e-cy to sk e leto n  in te r ­

a ction
16. C ontrol o f ce ll p ro lifera tion

II
N u cleu s, ch rom atin , ch rom oso­
m es, D N A , rep lica tio n , repair , 
m itosis, m eio sis , c e ll cy c le  
G ene stru ctu re, reg u la tio n , tra n ­
scrip tion , p ostra n sscr ip tio n a l  
e v en ts
P lan t ce ll g en e tic s  
G row th  fac tors, in h ib ito rs, o n ­
cogen es
C ell su rfa ce  in tera c tio n s, e x tr a ­
ce llu la r  m a tr ix
G olg i ap p aratu s and m em b ran e  
b io g en esis
C ontract s ite s  and m em b ran e fu ­
sion
M em b ran e d y n a m ics

17. C ell p o la r ity
18. C ontract s ite s  and m em b ran e  

fu s io n

10 V II

19. C h rom atin  stru ctu re  and ch ro­
m osom es

20. C e ll-c e ll and c e ll-e x tr a ce llu la r  
m a tr ix  in tera ctio n s

21. W ater and  inorgan ic  e lem en ts  
in  th e  l iv in g  ce ll

22. P la n t ce ll g en e tic s
23. R eg u la tio n  o f ce ll v o lu m e  and  

in tra ce llu la r  pH
24. In tra ce llu la r  p rote in  d egrad a-
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Data 
1986 r.

Sympozja Sesje plakatowe

tion
25. W arzar m em oria l sym p osium : 

C ell aging

C ell p o la r ity
L ysosom es, p rote in  catabolism ,
a u top h agy
C ell ag ing
P a th o lo g y  o f va r io u s ce ll s y ­
stem s, to x ic  e ffec ts , v ir u s-c e ll  
in teraction  
N ew  tech n iq u es  
P o st-d ea d lin e  p osters

11 VII

1

26. M em b ran e d y n am ics and  b io ­
lo g ica l in fo rm a tio n  tra n sfer  
H y b rid o cy to ch em istry  (W ork­
shop)
A d v a n ced  im m u n o cy to ch em i-  
stry  (W orkshop) F ilm  se s s io n ! 
IU B S  jo in t Sym p osium : E n v i­
ron m en ta l! ce ll b io logy

P rzeb ieg  obrad w  czterech  ró w n o leg le  o d b y w a ją cy ch  się  sy m p o zja ch  sp o w o d o ­
w ał, że b y łem  w  sta n ie  w y s łu ch a ć  z a led w ie  oko ło  25% w y stą p ień . W ym iana u w a g  
z u czestn ik a m i różn y ch  se sji p ozw a la  m i jednak  na w y g ło sz e n ie  o g ó ln ych  w n io s ­
k ów  d oty czą cy ch  K ongresu .

Z łożon ość kom órk i eu k a r io ty czn ej okaza ła  się  w ięk sza  od p rzew id y w a n ej je sz ­
cze z p o czą tk iem  la t s ied em d ziesią ty ch . O sta tn ie  10-lec ia  p rzy n io sły  też  szybk i 
postęp  na polu  tech n ik  b ad aw czych : b io ch em iczn y ch , im m u n o cy to ch em iczn y ch  oraz  
in ży n ier ii g en e ty czn e j (tran sfer  fra g m en tu  pod łoża  dzied ziczn ego  z jed n ego  genom u  
do drugiego). C zyn n ik i te  sp o w o d o w a ły  rozw ój w ą sk ich  sp ecja liza cji. W ięk szość ba­
daczy in teresu je  się  przed e w szy s tk im  o k reślo n y m i u ltra stru k tu ra m i, p o jed y n czy ­
m i b ia łk am i, czy  se k w en cja m i n u k leo ty d o w y m i. K on gres w  B u d a p eszc ie  o d zw ier ­
c ied la ł obraz w sp ó łczesn eg o  stan u  badań. N ie  oznacza to, że obrady  p o zb aw ion e  
b y ły  te m a ty k i og ó ln ej, czy  też  w o ln e  b y ły  od k o n tro w ersji w  sp ra w a ch  za sa d n i­
czych . '

10 lip ca  od b y ło  się  sym p ozju m  „W ater and inorgan ic  e le m en ts  in  th e  liv in g  
c e l l”. P ierw sze  w y stą p ie n ie  m ia ł m ieć K eith  R. P orter, k tóry  w  osta tn ie j c h w i­
li o d w o ła ł sw ój przyjazd . W  za stęp stw ie  p rzed sta w io n o  ty lk o  o gó ln e  tezy  jego  
w y k ła d u  „S tru ctu re  and  org a n iza tio n  o f th e  cy to p la sm ic  m a tr ix ”. N a sym p ozju m  
w y stą p ił n a to m ia st z w y k ła d em  G ilb ert N . L ing. Jego  w y k ła d  b y ł o strym  a tak iem  
sk iero w a n y m  na h ip o tezy  zak ła d a ją ce  is tn ie n ie  tzw . pom p jo n o w y ch  w  błonach . 
W ięk szość u c z estn ik ó w  sym p ozju m  pop arło  to sto n a w isk o , argu m en tu ją c , że żadna  
kom órka n ie  b y ła b y  w  sta n ie  sprostać w y m o g o m  en erg ety czn y m , ja k ie  b y ły  n a ­
stęp stw em  d zia ła n ia  pom p. N a in n y ch  sym p ozjach  ro zw ijan o  k on cep cje  oparte  na 
za łożen iu  is tn ie n ia  a k ty w n e j d y stry b u cji jo n ó w  m ięd zy  kom órką a śro d o w isk iem , 
c a łk o w ic ie  ig n o ru ją c  p o g ląd y  L inga  i jego zw o len n ik ó w .

P od czas sym p ozju m  „D yn am ics o f c y to sk e le ta l e le m e n ts”, K arl R. W oh lfarth -  
-B o tterm a n n  p rzed sta w ił w y n ik i badań, d o tyczące  zach o w a n ia  się  in  v iv o  u k ła d ó w  
a k to m io zy n o w y ch , u zy sk a n y ch  z p lazam od iu m  ślu zo w ca  P h y s a r u m  p o lyc ep h a lu m .
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B adan ia  przep row ad zon e na o d b łon ion ych  krop lach  cy to p la zm a ty czn y ch  i k a n a ła ch  
ślu zo w ca  w y k a za ły  jed n o zn aczn ie , że w zro st poziom u jo n ó w  CA 2+ je s t  c zy n n i­
k iem  u n iem o ż liw ia ją cy m  sk urcz i p od trzy m u ją cy m  re la k sa cję . In h ib icy jn e  d z ia ła ­
n ie  jon ów  w a p n ia  su geru je , że m ech an izm  skurczu  n ie m ię śn io w y ch  sy s tem ó w  
a k to m io zy n o w y ch  m oże być różny od sy stem ó w  m ięśn io w y ch . N a ty m  sa m y m  
sy m p ozju m  G. P o lla ck  p rzy to czy ł w ie le  arg u m en tó w  p o d w a ża ją cy ch  p o w szech n ie  
u zn an ą  teorię  sk urczu  m ięśn i, w ed łu g  której zachodzi on  w  n a s tęp stw ie  w z a je m ­
neg o  p rzesu w a n ia  się  c ien k ich  i g ru b ych  fila m en tó w .

O rgan izatorzy K o n gresu  u s ły sze li o fic ja ln ie  i w  ro zm o w a ch  p r y w a tn y ch  w ie le  
s łó w  uznan ia , a n a w et za ch w y tu . W w ięk szo śc i n ie  b y ły  to  g e sty  g rzeczn o śc io w e .  
II E uropejsk i K ongres B io lo g ii K om órk i jako całość  b y ł im prezą  u d aną, o dobrej 
organ izacji i c iep łe j a tm osferze . K o led zy  w ę g ier sc y  n ie  u strzeg li się  jed n ak  od  
k ilk u  w y ra źn y ch  potk n ięć . O jednej w sp o m n ia łem  już tu. W yk ład y  p len a rn e  p o ­
w in n y  m ieć bardziej o g ó ln y  i po lem iczn y  charakter. N a jisto tn ie jszą  lu k ą  K ongresu  
b y ł jednak  ca łk o w ity  brak  zo rgan izow an ej d y sk u sji i p od su m ow ań  se sji p o stero -  
w y ch . Z k o le i w yb ór n iek tó ry ch  w y stą p ień  sy m p o zja ln y ch  b y ł m ało  u za sa d n io n y  —  
ich  sp ecja lis ty czn a  treść  n a d a w a ła  się  bardziej do p rezen ta cji p la k a to w ej, n iż  do  
p rzed sta w ien ia  ustn ego . W reszcie  w zg lęd y  o szczęd n o śc io w e  n ie  p o w in n y  dotyczyć  
„ tra d y cy jn y ch ” a k ceso r ii z jazd ow ych , jak  n o ta tn ik  i d łu gop is.

W II E urop ejsk im  K o n g resie  B io lo g ii K om órk i u czestn iczy ło  liczn e  grono P o la ­
ków . W edług m ego szacu n k u  do B u d ap esztu  p rzyjech a ło  31 osób: 16 z p la có w ek  
P A N  i 15 z w y ż sz y ch  u czeln i. B ardziej od liczb  była  p ociesza ją ca  stru k tu ra  w ie k o ­
w a  —  znaczn y  p rocen t ro d ak ów  sta n o w ili m łodzi n a u k o w cy  m ięd zy  30 a 40 ro ­
k iem  życia . U d zia ł P o la k ó w  w  K o n g resie  b y ł dobrze w id o czn y  na se sja ch  p la k a to ­
w y c h  i se sji f ilm o w ej, led w o  d o strzega ln y  pod czas obrad sy m p ozja ln ych .

O bradom  n a u k o w y m  II E u rop ejsk iego  K ongresu  B io lo g ii K om órk i to w a rzy ­
szy ły  zeb ran ia  o rg a n izacyjn e . 9 lip ca  odb yło  się  Z grom ad zen ie  O góln e ECBO, 
w  którym  u d zia ł w z ię li  z g ło sem  sta n o w ią cy m  cz ło n k o w ie  K o m ite tu  W y k o n a w cze­
go (E x ecu tiv e  C om m ittee) oraz po jed n ym  p rzed sta w ic ie lu  z k ażdego  to w a rzy stw a  
(lub inn ej organ izacji, b ędącej jego o d p ow ied n ik iem ), w ch od zącego  w  sk ład  F ed e­
racji. Do 9 lip ca  1986 r. do ECBO  n a leża ło  14 organ izacji. P odczas obrad Z grom a­
dzen ia  O gólnego w  B u d a p eszc ie  ECBO p o w ięk szy ło  się  o d a lsze  dw a to w a rzy stw a . 
D o F ed era cji p rzyjęto  o rgan izacje  zrzeszające  b io lo g ó w  kom órk i z H iszp a n ii i z F in ­
lan d ii. D ok onan o też  w yb oru  n iek tó ry ch  czło n k ó w  K o m ite tu  W ykon aw czego . P rze­
w o d n iczą cy m  ECBO  p o n o w n ie  zosta ł W erner W. F ran ke (RFN). W zw ią zk u  z u p ły ­
w em  k o le jn ej k a d en cji K azim ierza  O strow sk iego  na sta n o w isk u  w icep rezy d en ta  
F ed era cji dokonano w y b o ru  jego  n astęp cy . Z osta ł n im  W ęgier  P al R öh lich . W ysu­
n ię to  też  propozycje, ab y  od 1988 r. fu n k cję  sk arb n ik a  obją ł F ran cesco  C lem en ti 
(W łochy). J ed n ym  z p u n k tó w  Z grom adzen ia  O góln ego  b y ło  sp raw ozd an ie  organ i­
za cy jn e  i f in a n so w e  P ala  R öh licha  —  sek retarza  K on gresu  w  B ud apeszcie .

D otacje , w p ła ty  u c z estn ik ó w  i firm  m ają cy ch  p u n k ty  w y sta w o w e  w y n io s ły  
łą czn ie  ponad 5 m in  for in tó w . Sum a ta n ie  w y sta rc zy ła  na p ok ry c ie  w szy stk ich  
k osztów . D e ficy t b ęd zie  jed n a k  n iezn a czn y  i praw d op od ob n ie  w y n ie s ie  ty lk o  k ilk a ­
se t  ty s ię c y  fo r in tó w . T rudn ości f in a n so w e  i org a n iza cy jn e  n ie  w szy s tk ich  przera­
żają. T o w a rzy stw a  trzech  k ra jó w  —  H iszp an ii, W ioch i W ielk iej B ry ta n ii w y s tą ­
p iły  z propozycją  zo rgan izow an ia  w  1992 r. V  M ięd zyn arod ow ego  K ongresu  B io lo ­
g ii K om órki. N a jb liższy  kon gres —  F ourth  In tern a tio n a l C ongress o f C ell B iolo­
g y  —  odb ęd zie  się  14-19 sierp n ia  1988 r. w  M ontrealu .

Szczegó ln e  za in tereso w a n ie  organ izacją  V  K on gresu  są H iszp an ie, gdyż rok  
1992 będzie  obchod zon y w  tym  kraju  u roczyście  w  zw ią zk u  z p ięćsetn ą  rocznicą
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odk rycia  przez K olu m b a A m eryk i. N ajb liższe  p o sied zen ie  ECBO  o d b ęd zie  s ię  
w  m a ju -czerw cu  1987 r. D o w iem y  się  w ó w cza s, gdzie  odb ęd zie  się  T hird E uropean  
C ongress on C ell B io lo g y  w  1990 r. P raw d op od ob n ie  b ęd zie  to W ielka  B ry ta n ia  
bądź W łochy.

L e s z e k  K uźm ick i
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