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P O ST Ę P Y  BIOLOGII KOM ÓRKI TOM 1, N R  2, 1974 (99-141)

MITOCHONDRIALNY DNA I ZAKRES JEGO DZIAŁANIA

J a n  W. M IC H EJD A  

Z ak ład  Biochemii, In s ty tu t  Biologii, U n iw ersy te t  A d am a  M ickiewicza, Poznań

1. W PRO W A D ZEN IE

Odkrycie w mitochondriach i chloroplastach nie tylko specyficznego 
DNA, ale całego systemu genetycznego, o pełnym enzymatycznym apa
racie transkrypcji i translacji, ma ogromne znaczenie dla współczesnych 
koncepcji biogenezy mitochondriów i chloroplastów oraz ewolucyjnego 
powstawania Eukariota, a także dla zrozumienia współpracy, względnie 
kontroli obu układów genetycznych: jądrowego i plazmatycznego. Obec
ność tego systemu wyróżnia mitochondria i chloroplasty od mniej złożo
nych organelli, np. lizosomów czy peroksysomów. Odnośnie do biogenezy 
mitochondriów nasuwają się trzy zasadnicze pytania:

1) jakie składniki są kodowane przez mitochondrialny DNA (mt-DNA)?
2) jaki jest udział jądrowego i mitochondrialnego DNA w tworzeniu 

organelli?
3) czy istnienie dwóch odrębnych systemów genetycznych jest dla ko

mórki korzystne?
Odpowiedź na te pytania wymaga przede wszystkim poznania zakresu 

informacji genetycznej zawartej w mt-DNA. Całość informacji zawartej 
w podstawowej jednostce mt-DNA, jaką jest 5-|im odcinek, zawiera 15 000 
par zasad. Po odliczeniu około 40'°/o DNA stanowiącego zespoły cistronów 
dla mitochondrialnego mt-rRNA i tRNA, pozostałe 60°/o odpowiada 3000 
aminokwasów i umożliwia kodowanie około 20 niewielkich polipeptydów. 
Liczne białka, wchodzące w skład matriks i błon mitochondrialnych są 
wielokrotnie większe. Rozważania nad zakresem działania mt-DNA wiążą 
się więc ściśle z problemem przenikania makrocząsteczek z cytoplazmy 
do mitochondriów, wysyłania induktora z mitochondriów do genomu ją 
drowego lub odwrotnie oraz z problemem biogenezy, s truktury  i zdolności 
do energizacji błon, powstających w efekcie współdziałania obu genomów.

1 —■ P o s tę p y  b io lo g ii  k o m ó r k i 2/74
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100 J. W. M ICHEJDA

Literatura dotycząca mt-DNA i biogenezy mitochondriów jest bardzo 
obszerna [19, 26, 29, 32, 33, 51, 81, 82, 117, 123, 126, 129, 130, 149, 160, 
162, 166, 171, 187, 196, 213] i dlatego celowe wydaje się, tylko krótkie 
podsumowanie zagadnienia i skoncentrowanie się na aktualnych k ierun
kach badań.

Rys. 1. S chem at h ipotetycznego zak resu  au tnom ii m itochondriów . CX — cyk loheksi-  
m id; C P  — ch lo ram fen iko l; EB — e tid iu m  (e th id ium  brom ide); R F  — rifam p icy n a ; 
apo-1 — cy top lazm atyczna  sk ładow a enzym ów , np. cyt. a 3; apo-2 — m ito ch o n d ria ln a  
sk ład o w a  enzym ów ; Op! — jąd ro w e  geny dla m R N A ; O p2 — jąd ro w e  geny dla

m t- tR N A  i m t-m R N A

2. OGÓLNE W ŁASNOŚCI m t-D N A

2.1. K SZ T A Ł T  I  W IELKOŚĆ

Badane dotąd formy mt-DNA są dwuniciowe, a heterogenność jego 
stwierdzono tylko u Neurospora i u cytoplazmatycznych mutantów droż
dży (petite). W gradiencie CsCl gęstość mt-DNA pokrewnych gatunków 
jest podobna. Nagromadzone ostatnio informacje o gęstości, profilu top
nienia i składzie zasad mt-DNA różnych typów Eukariota (ssaki [124, 
125]), ptaki (cyt. wg [30]), płazy [55], owady [39], robaki [42], grzyby 
i pierwotniaki — pełna literatura jest podana w poz. [30, 31]) — wskazują 
na odmienność składu zasad mitochondrialnego i jądrowego DNA w róż
nych komórkach. Zawartość G +  C w mt-DNA jest zawsze poniżej 50°/o,

dalt.
Rybosomy m it o 

chondrialne
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M ITO CH O NDRIALNY D N A 101

a często nawet poniżej 30(l/o. Według Rabinowitza i Swifta [145] otrzy
mane dla mt-DNA i DNA jądrowego wartości tworzą układ, jakiego na
leżałoby oczekiwać od dwóch odrębnych systemów genetycznych, z któ
rych każdy ulega w ewolucji niezależnym zmianom składu. Z nietypowych 
zasad w mt-DNA stwierdzono tylko 5-metylo-cytozynę, która u Physarum, 
polycephalum  sięga 2°/o ogólnej zawartości mt-DNA [67].

Kształt mt-DNA jest kolisty, a długość jego wynosi około 5 pm 
u wszystkich zbadanych zwierząt [33] (tab. 1), przy czym trudności 
w oznaczeniu realnej długości konturu omówili ostatnio Wellauer i wsp. 
[201], Różnice gatunkowe, od 4,45 (jeżowce) do 5,85 pm (płazy), są istotne

TABELA 1. Kształt i wielkość mt-DNA
%

Organizm Kształt Wielkość w |im Pozycja literatury

Kręgowce kolisty 4,7-5,8 31
Szkarłupnie kolisty 4,6-4,9 31
Owady kolisty 5,2-5,3 31, 141
Pierścienice kolisty 5,9 31
Ascaris lumbricoides kolisty 4,8 42
Hymenolepis diminuta kolisty 4,8 42
Tetrahymena pyriformis liniowy 15 9, 31
Saccharomyces kolisty 25 23, 88
Neurospora crassa:

szczep 1118A, 5256 kolisty 19-20 3, 49
szczep 5297 kolisty 0,5-19 3
szczep Em 5256 liniowy 26 169

Groch kolisty 30 101

i znaczące, ale nie wykazują wyraźnego powiązania filogenetycznego. 
Przeważającą formą jest skręcona (supercoiled) cząsteczka kolista, którą 
od form pierścieniowych otwartych odróżnia charakterystyczny obraz 
w mikroskopie elektronowym, wyższy współczynnik sedymentacji, niższa 
lepkość i większa ruchliwość elektroforetyczna w żelu agarozowym.

DNA wykryto również w mitochondriach Ascaris lumbricoides i Hy~
menolepis diminuta, w których brak normalnie wykształconego toru 
transportu elektronów: również i tu długość pierścieni cząsteczki wyno
siła 4,8 pm [42].

W materiale roślinnym mt-DNA ma cząsteczkę długą, np. 25 pm 
u drożdży, 30 pm u grochu [101], Z mitochondriów drożdży, poddanych 
szokowi osmotycznemu uzyskuje się formy skręcone, złączone po dwa 
pierścienie (duplex) mt-DNA, o długości 25 pm każda (88). Często obser
wowano również drobne pierścienie 1-10 pm obwodu, których liczba za-
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102 J. W. M ICHEJDA

leży od stadium hodowli drożdży [133], a które mogłyby być formami 
pośrednimi w procesie rekombinacji.

U Neurospora, z którego dawniej otrzymywano tylko heterogenne, 
liniowe mt-DNA, uzyskano ostatnio [169] homogenną populację 25-26 jim 
cząsteczek liniowych, lub też [3, 49] skręcone pierścienie o obwodzie 
20 (im, a nawet zbiór kół o obwodzie 0,5-0,7 |im pochodzących ewentualnie 
z innych organelli komórkowych [47]. U glonu Euglena sp. mt-DNA, 
uwolniony wskutek szoku osmotycznego, ma długość tylko 1,7 um (Shori 
1970, cyt. wg [30]). Podważa to akceptowane dotąd sugestie, że odcinek 
5 |xm stanowi minimalną wielkość rodzimej cząsteczki DNA.

U różnych szczepów Tetrahymena  stwierdzono występowanie wyłącz
nie liniowego mt-DNA, o długości 15-18 j.im [31, 46]. Pomimo pozornie 
odmiennej s truk tury  mt-DNA u Tetrahymena  (tab. 1) istnieje możliwość, 
że i w tym  przypadku mt-DNA in situ jest koliste, a izolowanie cząste
czek liniowych wynika z obecności specyficznej nukleazy lub też z rozer
wania w miejscu przyczepu mt-DNA do błony mitochondrialnej [31], 
Stwierdzono na przykład [100], że w przypadku komórek HeLa in vivo 
i in vitro łatwo można spowodować pęknięcie kolistego mt-DNA na formę 
liniową w obecności etidium *. Po usunięciu etidium mt-DNA zamyka 
się znowu, prawdopodobnie na wewnętrznej powierzchni błony mito
chondrialnej. Pękanie takie zachodzi w miejscach nieprzypadkowych (trzy 
miejsca pękają pod działaniem alkaliów, a jedno miejsce jest wrażliwe 
na RNAazę). Zakłada się możliwość istnienia fizjologicznego cyklu pęka
nia i łączenia się mt-DNA w formy koliste [100].

Należy zaznaczyć, że u drożdży występuje w cytoplazmie tzw. omikron 
DNA [48] o długości 1,9 ąm, tworzący dimery i trim ery o formie kolistej. 
Może on pochodzić z peroksysomów, albo z jądra. Sugerowano występo
wanie podobnego DNA w komórkach HeLa [99] i Euglena [127]. Znane
są cytoplazmatyczne, ale nie mitochondrialne geny, nie eliminowane przez 
etidium, np. determ inanty ure-3 u drożdży (cyt. wg [48]) oraz „k” i „n” 
u pantofelka (Bevan 1969, cyt. wg [47]).

2.2. R 0Ż N O R O D N O SC  FORM, ILOŚĆ I ROZM IESZCZENIE

Wszystkie badane populacje mt-DNA zawierają formy pośrednie repli
kacji (lub rekombinacji czy naprawy), (tab. 2). Duży odsetek przypada 
na D-pętlowe formy replikacyjne (patrz niżej), a 10-20% stanowią „spię
te ” (catenated) pierścieniowe oligomery. Te ostatnie formy wykryto
u drożdży, trypanosom, bakterii i bakteriofagów. U kręgowców uznano

#

je początkowo za charakterystyczne dla komórek nowotworowych, zwłasz-

* B rom ek 2 ,7 -dw uam ino-10-e ty lo -9 -feny lo fenan trydynow y (e th id ium  brom ide).
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M ITO C H O N D R IA LN Y  D N A 103

cza transformowanych przez adenowirusa [157]; ostatnio jednak stwier
dzono ie również w komórkach nienowotworowych [211], także u ludzi
[133].

TABELA 2. Przybliżony skład całkowitego mt-DNA w wątrobie
gryzoni i kurczęcia [31]

Rodzaj DNA Procent
wagowy

DNA zamknięty, kolisty 48
DNA zamknięty, kolisty, z pętlami D 30
Spięte (catenated) oligomery DNA 10
DNA otwarty, kolisty 10
Otwarte koła z pętlami D i końcówkami ss 1-2
Cząsteczki nietypowe (np. koła rozwidlone, typu Cairnsa) 1

W alkalicznym CsCl mt-DNA rozdziela się na dwa pasma o odmiennej 
gęstości, przy czym różnica sięga od 5 mg/cm3 u jeżowców do 40 mg/cm3 
u kurczęcia [30] i wywołana jest odmienną zawartością tymidyny w dwóch 
komplementarnych niciach DNA. Mitochondrialny DNA jest dotychczas 
jedynym znanym DNA, który przepisuje się na RNA przy dużej różnicy
zasad w niciach komplementarnych.

W pojedynczym mitochondrium występuje 2-4 cząsteczek DNA. Masa 
cząsteczkowa mt-DNA jest około 100 razy mniejsza niż masa cząsteczko
wa DNA bakterii. Łącznie ilość mt-DNA nie przekracza zazwyczaj 1% 
DNA jądrowego [30], z wyjątkiem np. grzyba Agaricus —• 2°/o [194] 
i drożdży nie poddanych represji — 11,5% [24], Ogólnie zawartość 
mt-DNA na 1 mg białka mitochondrialnego jest niższa w wolno rosną
cych komórkach wyspecjalizowanych, niż w komórkach zarodkowych 
i hodowanych in vitro, a najwyższa w komórkach nowotworowych. Szcze
gólnie duże zmiany zawartości DNA w mitochondriach obserwuje się 
podczas morfogenezy owadów [183].

Rozmieszczenie cząsteczek mt-DNA, badane w mikroskopie elektro
nowym, wskazuje na istnienie, zwłaszcza w mitochondriach rozgałęzio
nych, kilku (aż do 6) obszarów nukleinowych w matriks pomiędzy grze
bieniami z prawdopodobieństwem obecności kilku pierścieni DNA 
w „nukleoidzie” [123].

W mikroskopie elektronowym mt-DNA, oglądany w skrawkach jak 
i w preparatach otrzymanych w wyniku szoku osmotycznego, jest często 
przyczepiony do błony mitochondrialnej. Nie jest to artefakt, bowiem 
DNA dodany do mitochondriów przed ich lizą nie przyczepia się do frag
mentów błon. Czy przyczepienie cząsteczki mt-DNA do błony ma funkcjo
nalne znaczenie przy jego replikacji i transkrypcji, jest zagadnieniem 
otwartym  [123].

http://rcin.org.pl



104 J. W. M ICHEJDA

2.3. K IN E T O PL A ST

Swoistym tworem jest kinetoplast, występujący u pierwotniaków 
Trypanosomidae. Twór ten, o dużej gęstości elektronowej, zawarty jest 
zawsze w olbrzymim mitochondrium, którego kształt i wielkość ulegają 
zmianom [197], zwłaszcza pod wpływem aktynomycyny D, puromycyny 
i mitomycyny C. DNA kinetoplastu (k-DNA) można zniszczyć lub uszko
dzić akryflawiną i podobnymi substancjami, co pociąga za sobą redukcję 
pewnych reakcji transportu elektronów, a w obrębie kinetoplastu zmniej
szenie powierzchni błon lub ich układanie się w nieregularne zwoje 
(diskinetoplasty). Zjawisko równoległej redukcji k-DNA i s truk tu ry  
mitochondrium oraz przejście z metabolizmu tlenowego na glikolityczny 
upodobnia Trypanosomidae do drożdży (petite). Obszerny przegląd ba
dań nad DNA kinetoplastu podał Simpson [176], a później Cosgrove [53].

Zawartość DNA w kinetoplaście jest wielokrotnie wyższa niż w mito
chondrium i wykrywalna cytochemicznie reakcją Feulgena. U Critidum  
luciliae k-DNA sięga 25°/o całkowitej zawartości DNA w komórce, róż
niąc się od DNA jądrowego większą zawartością A +  T [106], W gra
diencie CsCl k-DNA stabilizuje się bardzo szybko w wąskim paśmie 
wskazującym na bardzo dużą masę cząsteczkową. Morfologicznie składa 
się z pęczków zamkniętych pierścieni o obwodzie 0,3-0,8 urn, wzajemnie 
pospinanych lub połączonych odcinkami prostymi. U C. acanthocephali 
wykryto przeciętnie 27 000 takich pierścieni o łącznej masie 4 X 10t0

Rys. 2. U l t ra s t ru k tu ra  oczyszczonego k-D N A  z L eishm an ia  tarentolae.  K o n tra s t
odw rócony [176]
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M ITO C H O N D R IA LN Y  D N A 105

daltonów [154] (rys. 2) a każdy pierścień (1,5 X 106 daltonów) mógłby
kodować 4 polipetydy o masie 20 000. S truk tury  rozetkowe są in vivo 
bardzo odporne mechanicznie, a dopiero działanie DNAazy uwalnia po
jedyncze pierścienie [154].

Badania autoradiograficzne wykazały, że radioaktywna tymidyna włą
cza się jednocześnie do k-DNA i do jądra. W matriks kinetoplastu ury- 
dyna-3H wbudowuje się również w RNA oporne na RNA-azę (podobnie 
jak RNA chromosomalny lub jądrowy u Metazoa) [137]. Wykazano, że 
na niciach k-DNA występują białka, co sugeruje istnienie struktur po
dobnych do chromonemy. Synteza k-DNA wymaga prawdopodobnie obec
ności błonowej osłonki kinetoplastu [137].

Nie wiadomo czy k-DNA zbudowane jest z powtarzających się kopii 
niektórych genów; wykazano, że u T. cruzi w obecności berenilu tysiące 
pierścieni k-DNA replikują niezależnie od siebie [35], Pierścienie te, ba
dane metodą ilościowej renaturacji, okazały się identyczne. Są one za 
małe, aby kodować rRNA i ich funkcja jest zagadkowa [31].

Ważnych informacji dostarczyły badania nad modyfikacjami ultra- 
s truk tu ry  wywołanymi w k-DNA u T. cruzi lekami antytrypanosomowy- 
mi. Z nich, akryflawiny i etidium drogą interkalacji z DNA zmieniają 
jego superspiralizację, a berenil i stilbamidyny wywołują powstawanie 
wydłużonych pętli podobnych do chromosomów szczoteczkowych [36, 60]. 
Efekty te wynikają z zagęszczenia A-T w k-DNA. Diskinetoplasty przy
pominają ó cytomutację u drożdży (petite). Część wymienionych leków 
działających na polimerazę k-DNA ma również u drożdży wpływ na 
mt-DNA, mitochondrialny RNA i tRNA, prowadząc zarazem do spadku 
aktywności enzymów oddechowych i wzrostu aktywności enzymów gliko- 
litycznych. Wydaje się więc, że obserwacje strukturowych zmian k-DNA 
mogą wyjaśnić, co stanowi pierwotny cel w blokadzie biogenezy mito- 
chondriów.

W kinetoplaście, zarówno DNA, jak i RNA mają prawdopodobnie 
konformację parakrystaliczną, stanowiąc dobry model dla wykazania 
płynno-krystalicznych właściwości kwasów nukleinowych [60].

K-DNA nadaje się do hybrydyzacji cytologicznej, ponieważ znaczna 
część jego cząsteczek składa się z odcinków powtarzających się (cyt. wg 
[180]). Znaczne różnice w gęstości k-DNA, izolowanego z różnych ga
tunków Hemoflagellata wskazują na różnice w zawartości zasad (cyt. 
wg [180]).

Steinert i wsp. [180] opisali ostatnio metodę, pozwalającą na specy
ficzną, cytologiczną hybrydyzację radioaktywnego, komplementarnego 
RNA z k-DNA dwóch gatunków trypanosom w ich rozmazach. Nie stwier
dzono hybrydyzacji krzyżowej między k-DNA obu gatunków, co wska
zuje, że ewolucja większej części k-DNA nie jest ograniczona, a zarazem
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106 J. W. M ICHEJDA

sugeruje użyteczność hybrydyzacji cytologicznej do rozróżniania spo
krewnionych gatunków patogennych.

3. ZA W A RTO ŚĆ IN FO R M A C JI

Informacyjną zawartość mt-DNA badano głównie techniką renaturacji. 
Uzyskane wyniki są zgodne z ciężarem cząsteczkowym wyznaczonym 
długością cząsteczki, zmierzonej w mikroskopie elektronowym. Wskazy
wałoby to na brak heterogenności lub repetycji genów. Clayton i wsp. 
[50] badając mt-DNA z komórek HeLa metodą denaturacji i renaturacji, 
w połączeniu z obserwacjami w mikroskopie elektronowym pozwalającym 
wykryć tzw. regiony „ss” w odcinkach zawierających 100 nukleotydów, 
regionów takich nie znaleźli. Ewentualna mikroheterogenność musi więc 
istnieć poniżej tego poziomu.

3.1. L IC Z B A  GENÖW  (CISTRONÖW )

Wszystkie badane mt-DNA hybrydyzują z mitochondrialnym rRNA 
i tRNA. Jak widać z tabeli 3, w tkankach kręgowców (a prawdopodobnie 
i pierwotniaków) każda cząsteczka mt-DNA zawiera pojedynczy cistron 
dla obu rRNA. W przypadku komórek HeLa, posługując się mikroskopią 
elektronową hybrydów między ciężką nicią mt-DNA a mt-rRNA, wy
kazano, że pojedyncze geny dla obu typów tego rRNA (tj. 16S i 12S) są 
umieszczone blisko siebie w odstępie mniejszym niż 500 nukleotydów

TABELA 3. Liczba genów zawarta w mt-DNA dla rRNA i tRNA

Organizm
Geny Ciężar cząsteczkowy 

(x lO -6 daltonów) Pozycja
literatury

rRNA tRNA rRNA tRNA mt-DNA

Xenopus 1,0 15 0,30+0,5 0,028 12 57
Komórki HeLa 1,0 11 0,36+0,6 0,025 11 5, 158
Drożdże 0,64 20 0,6 +1,2 0,025 49 151, 152
Neurospora 0,71 0,6 +1,2 51 170
Tetrahymena 1,36 0,52+0,8 29 31
Szczu r $ 10 31
Groch 74 101

[158]. Tak więc genom mitochondrialny nie ma powtarzających się 
cistronów rRNA. Fakt ten zwiększa częstotliwość mutacji mitochondriów 
przy braku zmian w ich białkowej komponencie u mutantów drożdży 
odpornych na antybiotyki (Grivell 1970, cyt. wg [31]). Borst i jego szkoła 
tłumaczą odporność rybosomów tych mutantów mutacją ich komponent
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nukleinowych (rozdz. 74), pociągającą za sobą odmienną substrukturę
rybosomów mitochondrialnych.

Liczba cistronów dla tRNA jest mniejsza niż 33, co stanowiłoby mi
nimum dla odczytania 64 kodonów. Borst i Flavell [31] uważają za mało 
prawdopodobne, aby system genetyczny, używający tylko część możli
wych kodonów, mógł przetrwać i sugerują, że pozostałe tRNA pochodzą 
z genomu jądrowego, albo powstają przez wtórne modyfikacje skróco
nego zestawu pierwotnych produktów genów mitochondrialnych. Nie 
można rówmież wykluczyć heterogenności cistronów tRNA na mt-DNA.

Wyniki’ uzyskane metodami innymi niż renaturacja, wskazują, że 
mt-DNA koduje białka o charakterze wybitnie hydrofobowym (rozdz. 8). 
Zdolność przeżywania wyizolowanych mitochondriów grzyba Agaricus, 
które wbudowują prekursory do mt-DNA, mt-RNA i białek mitochondrial
nych przez kilkanaście dni [194], sugeruje nietypowo szeroki zakres ko
dowania białek przez mt-DNA tego organizmu.

Dotąd nie wiadomo jaki jest charakter nadmiaru informacji zawartej 
w 3-5 razy większej ilości mt-DNA pierwotniaków w porównaniu 
z mt-DNA Metazoa i dlatego z najwyższą ostrożnością należy ekstrapo- 
lować na wyższe organizmy wyniki uzyskane w badaniach nad pierwot
niakami [30].

3.2. GENOM  M ITO CH O NDRIALNY U  M U TA N TÓ W  DRO ŻDŻY

Pewne m utanty  drożdży wykazują zdolność do rozmnażania się w sta
nie represji glukozowej, kiedy nie wykształciły się typowe mitochondria. 
Również m utan ty  drożdży, które utraciły prawie cały mt-DNA (petite) 
np. w wyniku działania akrydyny czy etidium [120, 136], są zdolne do 
życia i rozmnażania się, aczkolwiek nie wytwarzają funkcjonalnego łań
cucha enzymów oddechowych (stan ro~). Pozostały mt-DNA o nietypowej 
u łtrastrukturze [88] jest heterogenny [21, 89], co jest wynikiem delecji 
oraz kompensacyjnej amplifikacji pozostałych (resztkowych) sekwencji 
do normalnego poziomu mt-DNA w komórce. U tratę genów mitochon
drialnych można odwrócić przez krzyżowanie genetyczne [178]. Choć 
u mutantów tych brak jest zazwyczaj genów mitochondrialnych dla rRNA 
i tRNA, niekiedy właśnie te geny ulegają kompensacyjnej amplifikacji.

Niska zawartość G +  C w mt-DNA u drożdży (17%) jest powodem 
wielu cech mt-DNA, jak np. mała gęstość w gradiencie CsCl, szeroki 
profil termiczny topienia i takie widma CD oraz ORD, które sugerują 
istnienie dużych odcinków poli-d(A-T). Heterogenność G +  C obserwo
wać można dopiero we fragmentach (uzyskanych działaniem DNAazy) 
mniejszych niż 2 miliony daltonów. Nadal jednak nie ma dowodów, że 
są to odcinki „przedzielające” (DNA przedzielający — spacer regions).
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Odcinki d(A-T) są krótkie i wchodzą w skład genów, tak że całość DNA 
może być informatywna [30].

Uważano do niedawna, że mt-DNA m utanta petite o zmniejszonej 
gęstości zawiera głównie sekwencje poli-d(A-T) [212] lub DNA nonsen
sowne. Tego rodzaju repetycje powinny wpływać na kinetykę renaturacji, 
która jednak pozostaje w większości przypadków II-rzędową przy 300- 
-krotnym  przyśpieszeniu reakcji w porównaniu z mt-DNA szczepu 
dzikiego [31]. Sugeruje to, że mt-DNA m utanta petite zawierający np. 
w szczepie RDjA tylko 5 moli fl/o G +C , składa się z powtarzalnych 
odcinków 100-300 nukleotydowych [89]. Wynika to również z analizy 
trak tu  pirymidynowego [191]. Te powtarzające się odcinki w całości 
hybrydyzują z mt-DNA szczepu dzikiego [87, 89], co wskazuje na brak 
jakichkolwiek nowych sekwencji w mt-DNA m utanta petite [168], To 
z kolei sugeruje, że mt-DNA dzikiego szczepu zawiera sekwencje o nie
zwykle małej zawartości G +  C.

Powstaje pytanie w jaki sposób zmutowany mt-DNA replikuje, umożli
wiając komórkom szczepu RTXA przeżycie przez okres 300 generacji? 
[168], Zgodnie z teorią replikonu, każdy DNA musi zawierać element 
zwany replikatorem, w którym zachodzi zapoczątkowanie replikacji. O ile 
mt-DNA mutantów petite zawiera taki sam replikator jak mt-DNA 
szczepu dzikiego, to różne m utanty  petite powinny mieć odpowiednią, 
wspólną sekwencję nukleotydową. Doświadczalnie stwierdzono brak takiej 
homologii sekwencyjnej u 3 mutantów petite, o małej gęstości mt-DNA. 
Wynikałoby stąd, że chodzi tu o model 25 (im pierścienia, w którym  300 
powtarzających się jednostek spiętych będzie krótką sekwencją replika- 
tora, stanowiącego mniej niż l'°/o DNA [168].

Sanders i wsp. [168] zwracają też uwagę na podobieństwo między 
mt-DNA szczepu RDiA, a wielokrotnie powtarzającą się prostą sekwen
cją satelitarnych DNA jądrowych w tkankach zwierzęcych [168],

U spontanicznych małych mutantów drożdży, wykazujących 30-pro- 
centowy brak homologii w stosunku do drożdży dzikich, stwierdzono 
ostatnio delecję mt-DNA normalnego — co wydaje się być typowe dla 
wszystkich mutantów drożdżowych — oraz utworzenie lokalnych od
cinków, o nowych, niehomologicznych sekwencjach zasad [83].

3.3. M IKROHETEROGENNOŚC

O sta tn io  opracow ano  [21, 62, 140] now ą techn ikę  szybkiego, ilościowego p re p a 
ro w a n ia  m t-D N A  drożdży w  dużych ilościach. 'U m ożliw iła  ona w ykryc ie  m ik ro h e te -  
rogenności m t-D N A  i roz frak c jon o w an ie  na h y d ro k sy ap a ty c ie  d robnych  frag m en tó w  
DNA dzięki różnicom  w  zaw artośc i G +  C [21]. D ośw iadczenia  udow odniły , że genom  
m ito ch o n d ria ln y  drożdży zaw iera  długie odcinki rzędu  105—106 daltonów , z k tó rych  
je d n e  są bogate  w  G +  C, a drligie w  A +  T. P ie rw szym  z nich p rzy p isu ją  au to rzy  
fu n k c je  k o d u jące  np. rRN A , n a to m ias t  biologiczne znaczenie odcinków  A + T  jest
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n ad a l n ie jasne . Te o s ta tn ie  s tan o w ią  50% m t-D N A , a ich zaw artość  G +  C je s t m n ie j
sza niż 10%. W y k azu ją  one częstotliw ość sk ładu  izostychow ych Tj, T2, T 3 (tzw. t r a k t  
p irym idynow y) i p raw dopodobn ie  zbudow ane są z przem ieszanych , k ró tk ich  s e k 
w encji n ap rzem ien n y ch  i n ien ap rzem ien ny ch  d(A-T) [62]. U m u ta n ta  w yw ołanego  
ak ry f law in ą , ch a rak te ry zu jąceg o  się n iew ydolnością  oddechow ą (DMX petite), 
m t-D N A  o gęstości 1,671 gem-3 zaw iera  96% A +  T [41]. Po dzia łan iu  u ltrad źw ięk am i 
w y k azu je  on w ew nątrzcząs teczkow ą heterogenność. Św iadczyć to m oże o tym , iż 
odcinki bogate  w  G +  C są p raw dopodobn ie  z lokalizow ane w  pew nej ty lko  okolicy 
cząsteczki, k tó ra  n ad a l zaw iera  in fo rm ac ję  genetyczną, np. kodu jącą  tRNA.

Rys. 3. M apow an ie  sekw encji C + G techn ik ą  re n a tu ra c j i  fo rm aldehydow ej [209]. 
aj — s trza łk am i oznaczono rozłączone (49°C) nici m t-D N A  z w ą tro b y  szczura 
(105 000 X); b — M apa d e n a tu ra c y jn a  25 cząsteczek (jak  w  a,), w yprostow anych

i s tan d a ry z o w a n y c h  w edług  rozszczepienia środkow ego (strzałka)
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W m t-D N A  u T e tra h y m e n a  s tw ierdzono  [72] 25% G + C ,  a u  drożdży jed y n ie  
17%. M etodą te rm icznej ch ro m ato g ra fii  na  h y d rok syap a tyc ie , w  rozb itym  u l t r a 
dźw iękam i m t-D N A  nie w y k ry to  [72] odcinków  o zaw artośc i G +  C poniżej 19n/q, je d 
n ak że  dzięki w iązan iu  po li-U  (poli-A  nie było w iązane) uzyskano  silne p rzesun ięc ie  
gęstości z 1,702 na  p asm a  1,735 i 1,746 gem-3. W skazu je  to na  is tn ien ie  obszarów  
bogatych  w  sekw encje  dA : dT, k tó re  m uszą być je d n a k  k ró tsze  niż 300 n u k le o -  
ty d ó w  [71].

Do b ad an ia  he terogenności m t-D N A  W olstenho lm e i wsp. [209] zastosow ali tzw. 
tech n ik ę  m ap o w an ia  d en a tp racy jn eg o , w y k o rzy s tu jącą  fak t, że odcinki bogate  w  AT 
w y k a z u ją  niższą te m p e ra tu rę  topnien ia . D odanie fo rm a ld eh y d u  zapobiega p o w tó r 
n e m u  połączeniu  się rozdzielonych zasad, co pow inno  n as tąp ić  po ochłodzeniu. 
O b se rw u jąc  tak  p o tra k to w a n e  cząsteczki w  m ikroskop ie  e lek tro n o w y m  m ożna w y 
k ry ć  obszary, w  k tó ry ch  n a s tę p u je  rozdział nici i zarazem , zlokalizow ać po jedyncze  
u g ru p o w an ia  różnych  p a r  zasad. Obecność fo rm a ld eh y d u  zm ienia  zarazem  I I I - r z ę -  
dow ą s t ru k tu rę  su p e r-sp ira lizo w an e j,  k ow alen tn ie  zam kn ię te j fo rm y  cząsteczki.

N a ry su n k u  3 w idać  m ie jsca  rozejśc ia  się nici m t-D N A  w  te m p e ra tu rz e  49°C 
w  rep ro d u k ty w n y c h  obszarach  cząsteczki kolistej. W te m p e ra tu rz e  51°C nici DNA 
rozchodzą się całkowicie. W cząsteczce m t-D N A  w ą tro b y  szczura s tw ierdzono  re g u 
la rn e  w ystępow an ie  trzech  p ie rw o tny ch  odcinków  rozszczepienia, oddalonych  od 
siebie o określoną  odległość [209] i za jm u jący ch  ty lko  jed n ą  połow ę cząsteczki.

M ikroheterogenność  u d a je  się też w ykazać  dz ia ła jąc  na  m t-D N A  jo n am i A g+, 
k tó re  w iążą się specyficznie z p a ra m i G +  C. U zyskane p rzesun ięc ie  gęstości w  g r a 
d iencie  Cs2S 0 4 je s t  m ia rą  zaw artośc i tych  p a r  [192].

4. R E P L IK A C JA  DNA

4.1. CZAS I CH A RA K TER  R EPL IK A C JI IN  VIVO

Doświadczenia autoradiograficzne i metaboliczne oraz morfologiczne 
dowody replikacji [95] wykazały, że synteza mt-DNA przebiega in situ 
[45]. Nie ma jednak zgodności co do chronologii tego procesu podczas 
cyklu komórkowego, a w szczególności co do związku z replikacją DNA 
jądrowego, jego periodyczności i synchronizacji procesu wśród populacji 
mitochondriów w tej samej komórce. W komórkach prymitywniejszych 
Eukariota (Tetrahymena pyriformis, Physarum polycephalum) obserwo
wano autoradiograficznie ciągły przebieg syntezy mt-DNA podczas cyklu 
komórkowego. Niekiedy proces syntezy mt-DNA następuje z widocznym 
przyspieszeniem w stosunku do syntezy DNA jądrowego (cyt. wg [138]). 
Tymczasem u Trypanosoma synteza k-DNA pojawia się w fazie S (cyt. 
wg [138]) podobnie jak u Euglena [40], Według niektórych autorów [54] 
replikacja mt-DNA u drożdży jest prawie zsynchronizowana z syntezą 
DNA jądrowego, a według innych [206] jest ona ciągła w całym cyklu.

Podobna odmienność zdań istnieje odnośnie do komórek zwierzęcych, 
hodowanych in vitro [139]. Może to wynikać z pomijania równoległych 
zmian w puli prekursorów mt-DNA. W komórkach HeLa, synchronizowa
nych różnymi metodami, znakowanie mt-DNA oraz całkowitej puli tymi- 
dynowej i jej fosforylowanych pochodnych tym idyną-3H świadczy

I
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również o braku synchronizacji syntezy DNA jądrowego i mt-DNA. 
W komórkach synchronizowanych techniką selektywnego odłączania syn
teza mt-DNA rozpoczyna się w fazie S i osiąga maksimum w fazie G2; 
natomiast w komórkach synchronizowanych podwójną blokadą tymidy- 
nową synteza mt-DNA przebiega z równą szybkością przez cały cykl [138]. 
Ostatnio, w hodowlach komórek linii S3 HeLa, synchronizowanych tym i
dyną, stwierdzono [195] dwa szczyty syntezy mt-DNA: jeden we wczesnej 
fazie S  (dla mt-DNA o gęstości 1,701 gem-3), drugi w fazie G2 (dla mt-DNA
0 gęstości 1,688 gem-3). Kinetyka tej syntezy jest asymptotyczna, wobec 
wykładniczej kinetyki syntezy DNA jądrowego; autorzy widzą w tej 
dwufazowości wyraz genetycznej różnicy między dwoma typami mito- 
chondriów, obecnymi obok siebie w badanych komórkach. Włączanie 
znakowanych prekursorów do mt-DNA badano też w komórkach fibro- 
blastów kurcząt in vitro [80]. Stwierdzono odmienny przebieg znakowa
nia mt-DNA i DNA jądrowego, zaznaczony zwłaszcza zmianą aktywności 
właściwej mt-DNA, wywołaną zmianami pożywki.

Wbudowywanie znakowanych prekursorów do mt-DNA stwierdzono 
również w wyizolowanych mitochondriach wątroby szczura [134, 119]. 
W izolowanych mega-mitcchondriach, powstałych pod wpływem cupri- 
sonu, wbudowywanie tym idyny-3H do DNA zachodzi ze zwiększoną in
tensywnością w porównaniu do mitochondriów normalnych [4],

Synteza mt-DNA w wyizolowanych mitochondriach wątroby szczura 
jest hamowana przez rifampicynę [163], znany inhibitor polimerazy 
mt-DNA. Fakt ten interpretuje się jako analogiczny do bakteryjnego 
synergizmu między polimerazą DNA i RNA, z punktem zbieżności na 
poziomie transkrypcji genomu mitochondrialnego [163]. Kinaza tymidy- 
nowa jest enzymem, którego aktywność wzrasta przed uruchomieniem 
syntezy DNA w regenerującej wątrobie szczura lub wskutek stymulacji 
ekdysonem nabłonka owadów. Enzym ten został w ykryty  również w mito
chondriach komórek nadnerczy chomika (cyt. wg [20]) i komórek L myszy,
1 to w formie odmiennej od kinazy tymidynowej, wbudowującej tymi
dynę do jądrowego DNA [20]. W jądrowym mutancie tych komórek, 
mitochondrialna kinaza, związana z błonami mitochondrialnymi, przepro
wadza nadal wbudowywanie tym idvny-3H do mt-DNA.

Szczególnie dużo mt-DNA, więcej niż DNA jądrowego, występuje 
w jajach jeżowców i płazów. Wbudowywanie tym idyny-3H w mt-DNA 
zarodków jeżowca Psamechinus stwierdzono już w stadium 64 komórek 
[37], O ile nie jest to naprawa (wymiana), a rzeczywista replikacja, na
leży zrewidować dotychczasowy pogląd, według którego mitochondria
byłyby aż do stadium pluteusa jedynie przekazywane do komórek po
tomnych [116].

Syntezę mt-DNA obserwowano do 5 godzin po zablokowaniu cyklo-

http://rcin.org.pl



112 J. W. M ICHEJDA

heksimidem cytoplazmatycznej syntezy białka i syntezy DNA jądrowego. 
Podczas represji glukozowej u drożdży ilość mt-DNA pozostaje nie 
zmieniona [24], wbrew poprzednim doniesieniom; w czasie tlenowej de
presji obserwuje się jedynie dodatkową syntezę mt-DNA, której nie 
można zahamować ani cykloheksimidem, ani chloramfenikolem. Również 
u glonu Euglena stwierdzono zdolność do kontynuacji syntezy mt-DNA 
przez przynajmniej 6 pokoleń, przy zahamowanej cykloheksimidem syn
tezie DNA jądrowego [40, 155], W warunkach naturalnych, replikacja 
mt-DNA u Euglena przebiega równolegle z replikacją DNA jądrowego, 
przy końcu interfazy; w tym  samym czasie mitochondria przyjmują cha
rakterystyczne formy olbrzymie, a po ukończeniu replikacji dają po
czątek drobnym, pojedynczym mitochondriom [40].

Polimeraza mt-DNA jest wybiórczo wrażliwa na etidium, gdy jest 
porównywana z polimerazą jądrową, działającą na tej samej m atrycy 
DNA [114]. Po kilku dniach działania etidium, różne hodowane linie 
komórek ssaków nie tracą — w odróżnieniu od drożdży — mt-DNA, ale 
odwracalnie zmniejszona zostaje intensywność jego syntezy [99, 107,
122]. Zwiększa się też spiralizacja i pękają koliste cząsteczki DNA [98, 
99, 107, 122],

W wyniku zakażenia wirusowego (RSV), które wywołuje spadek 
ogólnej syntezy DNA w komórce, wbudowywanie tym idyny-3H w super- 
spiralizowane mt-DNA komórek HeLa wzrasta prawie dwukrotnie w cią
gu pierwszych kilku godzin [147]. Wyniki te wskazują na niezależność 
syntezy mt-DNA od DNA jądrowego. Część obserwowanej stymulacji 
może wynikać ze zwiększenia puli dostępnych nukleotydów w efekcie 
zahamowania syntezy DNA jądrowego, wobec ograniczonego tylko współ
zawodnictwa wirusowego jako matrycy. Sugestię tę potwierdzają ostat
nie wyniki wskazujące, że w mitochondriach wyizolowanych z komórek 
zakażonych wirusem nie stwierdza się ani stymulacji, ani inhibicji syn
tezy mt-DNA [146].

W efekcie uszkodzenia mt-DNA u Tetrahymena , np. przez promie
nie nadfiołkowe, etidium lub brak tymidyny występuje gwałtowny (do 
40 razy) wzrost aktywności polimerazy mt-DNA [202], Proces ten jest 
wrażliwy na cykloheksimid, a nie wrażliwy na chloramfenikol. Indukcja 
polimerazy kończy się w momencie przywrócenia pierwotnej ilości 
mt-DNA w komórce. Jest to dowodem wzajemnej kontroli syntezy DNA 
w jądrze i w mitochondriach.

Podobną stymulację obserwowano w komórkach Neurospora [17], 
w których chloramfenikol lub etidium wywołują zwiększoną syntezę 
niektórych składników mitochondrialnych, kodowanych przez genom 
jądrowy, np. polimerazy RNA, rybosomów i czynnika G.

Obraz zależności czasowej i synchronizacji syntezy mt-DNA w cyklu 
komórkowym daleki jest od wyjaśnienia. Logiczną koncepcję wzajem-
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nych powiązań i czujników między obu typami informacji w komórce
podali Barath i Kiintzel [17].

O regulacji typu wyższych pięter wiemy jeszcze mało. Na przykład 
u ssaków synteza mt-DNA in vivo jest mało wrażliwa na kortizon, który 
bardzo silnie hamuje syntezę DNA jądrowego [94].

Z dużym zainteresowaniem przyjęto stwierdzenie zbieżności onko- 
gennej aktywności wirosomów, czyli cząstek rybonukleoproteidowych, 
wyizolowanych z mitochondriów mięsaka Rousa, a aktywnością „od
wrotnej transkryptazy” czyli polimerazy DNA, kierowanej przez RNA 
tego wirusa [90]. Wirosomy te wyizolowano ostatnio z frakcji zawiera
jącej tylko błony wewnętrzne mitochondriów, oczyszczone metodą digi- 
toninową [123]. Onkogenną aktywność wirusową stwierdzono już przed 
rokiem w mitochondriach z guzów ptaków i ssaków [90], a samą polime- 
razę DNA, kierowaną przez RNA, wykryto w całych komórkach za
rodków kurcząt [88] oraz w mitochondriach wątroby i kory mózgowej 
szczura [34], Wspomniana transkryptaza z wirosomów hamowana jest 
specyficznym przeciwciałem królika, a wykazuje aktywację na synte
tycznych matrycach poli(rA)oligo(dT) [90].

4.2. FORM Y R EPL IK A C JI

Przy replikacji mt-DNA pojawiają się dwa typy morfologiczne czą
steczek pośrednich: rozgałęzione pierścienie typu Cairnsa, stwierdzone 
przez Kirschnera i wsp. [95, 210] w wątrobie szczura oraz niedawno od
kryte  w szczepach komórek wątroby ssaków rozgałęzione pierścienie, 
zawierające krótką, pojedynczą nić, tzw. nić E, związaną wiązaniami 
wodorowymi, a odpychającą jedną z dwóch nici głównych w formie 
pętli przemieszczeniowej (pętla D) [91].

Nić E można łatwo oddzielić bez rozerwania pierścienia; jej długość 
stanowi 3°/o z 5-(im obwodu mt-DNA. Ponieważ nić E hybrydyzuje tylko 
z nicią lekką (L), więc sama przedstawia fragment nici ciężkiej (H).

Poza tym, pętlę D mt-DNA kurczęcia można użyć jako matrycę dla 
układu polimerazy DNA z E. coli, której działaniem powstaje cząsteczka 
pierścieniowa. Ten układ może w t przyszłości służyć do mapowania se
kwencji nukleotydów dla mitochondrialnego rRNA i tRNA na ciężkiej 
(H) nici mt-DNA.

Borst i Flavell [31] uważają, że synteza pętli D przebiega w matriks 
mitochondrium i ustaje po osiągnięciu 3,5°/o długości. Kolejny etap repli
kacji wymaga przyczepienia pętli do błony mitochondrialnej [31] i rozer
wania pierścienia^ Właśnie przyczepienie mt-DNA do błony mitochondrial
nej byłoby kontrolowane zarówno przez jądro, jak i cytoplazmę, a za
leżałoby również od fazy wzrostowej mitochondrium.

Borst i Flavell [31] zauważyli, że odmiennie niż w szczepach komórek
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ssaków in vitro [159], w wątrobie myszy i kurczęcia obserwuje się więcej 
cząsteczek typu Cairnsa niż cząsteczek z długą pętlą D. Cząsteczki Cairnsa 
są częściej widoczne w tkankach wolniej rosnących, gdzie procesy napra
wy przeważają nad replikacją. Ostatnio jednak stwierdzono dużą często
tliwość występowania długich pętli D także w mitochondriach wątro
bowych [78].

Wolstenhołme i wsp. [210] stwierdzili, że zarówno w normalnej, jak
i nowotworowej wątrobie szczura oraz w zarodku kurczęcia powszechnie
występuje mt-DNA w postaci dwóch typów cząsteczek rozwidlonych,
z których jeden typ zawiera wszystkie trzy segmenty dwuniciowe, a drugi
typ — jedynie nić pojedynczą, stanowiącą do 80°/o długości całej czą
steczki.

Robberson i wsp. [159] opisali etapy pośrednie replikacji pierście
niowej. Powstają one podczas syntezy przemieszczeniowej, kiedy na od
suniętej, głównej nici H rozpoczyna się synteza nowej nici L; przesunięcie 
wynosi wtedy 3 urn (czyli 8 000 nukleotydów). W powstałych widełkach 
jeden biegun jest nieruchomy, a drugi rozwija się. Sprawdzono to ostat
nio na mt-DNA komórek szczepu LD myszy; zawierają one dwa mono
merowe genomy i mają często po dwie pętle D, z których jedna pozostaje 
krótka (i dlatego została użyta za wyznacznik), a druga, umieszczona na 
połowie obwodu, rozszerza się zawsze jednokierunkowo (rys. 4, 5) [92],

Pętlę D badano również na liniowym mt-DNA, który u Tetrahymena

Rys. 4. S ch em at rep lik ac ji  w  pętli D (wg K asam a tsu  i V inogradow a [92], zm odyfi
kowane). a — N a nici lekk ie j L po jaw ia  się odcinek E, nić H  („pętla z a m k n ię ta ”) 
odsuw a się; b — O dcinek  E w yd łuża  się w  k o m plem en t nici H („pętla  rozszerzona”); 
c — Po 0,6 jednostk i genom u rozpoczyna się syn teza  k o m p lem en ta rn e j  nici L ' 0 — 
początek  rozw idlen ia . Tor a -» b -> c i lu s tru je  przem ieszczanie  jed n o k ie ru n k o w e; tor

a -> b '  i lu s tru je  ew en tu a ln e  przem ieszczanie  obuk ie runkow e
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Rys. 5. J e d n o k ie ru n k o w y  rozw ój pę tli  D w  dw ugenom ow ym  m t-D N A  kom órek  LD 
m yszy  [92]. a : D — m ała , n ie ro zw ija jąca  się pę tla ; SF  — n ie ruchom y  początek roz
w id len ia ; M F — po stępu jące  zakończenie  rozw id len ia ; a, d — „d u p lex ” w  obrębie  
pę tli ;  s. 1 — „ d u p le x ” poza pę tlą ; 1 — m a długość n iezm ienną, b: m ik ro fo tografia  
e lek tro n o w a  cząsteczek m tD N A , zaw iera jących : 1 — dw ie pętle  m ałe  (strzałki); 2 — 
je d n a  p ę tla  m a ła , n ie ro zw ija jąca  się (s trza łka  z ku lką); 3 — ja k  2 — s tad iu m  za 
aw an so w an e  (24 000 X). c: d iag ram  pętli pow iększające j się z p u n k tu  rozw idlen ia

n ie ruchom ego  (SF); D — pę tla  n ie ro zw ija jąca  się

#

2 — P o s tę p y  b io lo g ii  k o m ó rk i 2/74
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4.3. PO LIM ERA ZA  M T -D N A

Polimerazę mt-DNA wykrył Wintersberger u drożdży już w 1966 r. 
(cyt. wg [208]). Później enzym ten oczyszczono z mitochondriów drożdży 
(cyt. wg [30]) oraz z wątroby ([114], cyt. wg [31]) i śluzówki jelita szczu
ra  [142]. Brak było niezbitych dowodów na wyłącznie mitochondrialne 
jej pochodzenie [31].

ma długość 17,6 jim. Arnberg i wsp. [9] stwierdzili w takiej cząsteczce 
około 6 pętli o długości 0,2 urn każda, o rozmieszczeniu pozornie przy
padkowym. Po ustawieniu cząsteczek i ich pętli w postać diagramu 
kołowego, ujawnia się jednak cykliczność występowania pętli o przy
najmniej 8 specyficznych umiejscowieniach. Dane te, jak i zbieżność 
wielkości pętli D u Tetralnymena, ssaków i ptaków wykluczają możliwość 
przypadkowego ich powstawania; a zatem wykluczyć należy koncepcję 
tłumaczącą powstawanie pętli D w wyniku przerwania replikacji przez 
wyczerpanie polinukleotydów w efekcie izolacji mitochondriów. Pasmo 
E nie jest kwasem rybonukleinowym, bowiem nie jest wrażliwe na 
RNAazę [9].

Arnberg i wsp. [9] doszli do wniosku, że pierwotny kształt mt-DNA 
u Tetrahymena  jest kolisty, podobnie jak u Neurospora [49] oraz wydaje 
się, że replikacja tego DNA przebiega wielopunktowo, podobnie jak 
u faga T4.

Aczkolwiek przyjmuje się, że replikacja mt-DNA jest semikonserwa- 
tywna, zagadnienie jest nadal dyskusyjne [30]. Dyskusyjny jest też cha
rak ter syntezy mt-DNA w izolowanych mitochondriach. Są one zdolne do 
wbudowywania dezoksyrybonukleozydów i dezoksyrybonukleotydów do 
swojego DNA (lit. w [31]), nawet przy braku równoległej, cytozolowej 
syntezy białka, ale produkt nie przekracza ilościowo 0,5% zawartości 
obecnego w mitochondriach DNA. Przeważa pogląd o bardziej replika- 
cyjnym niż naprawczyjn charakterze tej syntezy. Ter Schegget i Borst 
[185] wykazali, że w tych warunkach powstaje składnik I* będący krótkim 
fragmentem znakowanego DNA (nić E) związany z pierścieniową cząstecz
ką i stanowiący być może analog natywnej pętli D. Poza składnikiem P 
przy inkubacji mitochondriów z prekursorami DNA powstaje mała ilość 
składnika II*, który prócz fragmentu nici H zawiera fragmenty znakowa
nej nici L i może reprezentować dalszy etap pośredni w replikacji 
DNA [71].

Podobnie heterogenną populację znakowanych in vitro cząsteczek 
mt-DNA wątroby szczura stwierdzili ostatnio Gause i wsp. [78], przy 
czym frakcja o pośredniej stałej sedymencji (35-38S) zawiera cząsteczk:
koliste z różnej długości fragmentami liniowymi i pewnymi odcinkami
jednoniciowymi.
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Dopiero zastosowanie równoległej analizy znaczników enzymatycz
nych typowych dla mitochondriów, a nawet dla ich przedziałów m eta
bolicznych pozwoliło na wykazanie mitochondrialnego pochodzenia poli- 
merazy mt-DNA w wątrobie szczura. Wykazano też, że jest ona zloka
lizowana na wewnętrznej powierzchni błony mitochondrialnej, skąd en
zym ten może być częściowo uwolniony działaniem roztworów soli [198].

Odmiennie od pozostałych polimeraz DNA, aktywność polimerazy 
mt-DNA jest stymulowana w warunkach wysokiej siły jonowej (ale 
hamowana w przypadku mt-polimeraz DNA ze śluzówki [142]). Poli- 
meraza ta wykazuje preferencję w stosunku do matrycy mt-DNA, 
Wspomniana, indukowana polimeraza z Tetrahymena  (oczyszczona 6 tys.
razy, o masie cząsteczkowej 80 000), może wykorzystywać DNA natywny

%

i zdenaturowany cieplnie.
Ostatnio oczyszczono [75, 188, 189] polimerazę mt-DNA z komórek 

HeLa, która zachowuje zdolność kopiowania natywnego, kolistego 
mt-DNA. Prawdopodobnie preparat ten zawiera endonukleazę, zdolną do 
rozrywania kolistego, dwuniciowego DNA. Aktywność endonukleolityczna 
zdaje się warunkować replikację mt-DNA zgodnie z interpretacją pętli D, 
jako początkowego etapu syntezy (tj. syntezy fragmentu zawierającego 
450 nukleotydów); w następnym stadium niezbędne jest pęknięcie ko
listego DNA. Powstająca komplementarnie nić H odsuwa nić dawną jako 
fragm ent liniowy [188] w sposób odmienny niż to zakładał Kasamatsu 
in vivo (rys. 4).

5. EW O LU C JA

Poznanie budowy, mikroheterogenności i typu replikacji umożliwia 
wgląd w ewolucję mt-DNA. Ewolucja ta jest interesująca z kilku po
wodów [31]: 1) mt-DNA jest jedynym małym DNA, obecnym u wszyst
kich Eukariota i jego ewolucję można śledzić od ponad 400 milionów 
lat; 2) cząsteczka DNA dostatecznie jest mała, dzięki czemu można badać 
homologie sekwencji zasad, delecje, wbudowywanie i zmiany indywidual
nych par zasad; 3) w jednej cząsteczce tego DNA zawarte są geny dla 
rRNA, tRNA i mRNA, dzięki czemu możliwe jest badanie ograniczeń 
w zmianach ewolucyjnych; 4) badania homologii w sekwencji zasad 
w mt-DNA u spokrewnionych gatunków mogą dostarczyć informacji 
o ewentualnej obecności szybko ewoluujących „odcinków przedzielają
cych” w mt-DNA.

Dawid [55], porównując dwa gatunki ropuchy Xenopus  techniką przy
wierania (coannealing) fragmentów zdenaturowanego mt-DNA, różniące
go się gęstością w CsCl, stwierdził, że tylko 20% mt-DNA, odpowiadają
cego cistronom dla rRNA i tRNA zachowało dużą homologię, podczas gdy
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80% DNA ewoluowało szybko, jak należałoby oczekiwać w przypadku 
odcinków przedzielających DNA.

Inne porównywane pary gatunków wykazują dużą homologię między
mt-DNA. Heterokompleks nici H i L szympansa i człowieka (Brown 
i Hallberg 1972, cyt. wg [31]) oraz hybrydy krzyżowe mt-DNA myszy 
i szczura wykazują większą homologię, niż DNA jądrowe tych gatunków 
(cyt. wg [3]). Podczas gdy homologia sekwencji okazała się identyczna 
dla mt-DNA wątroby i nerki szczura (cyt. wg [30]), maleje ona w miarę 
zwiększania dystansu filogenetycznego gatunków.

Metodą przywierania nie wykryto żadnej homologii między mt-DNA 
płazów i drożdży, a nawet pomiędzy mt-DNA Paramecium  i Tetrahyme-  
na [72]. Nie uzyskano także krzyżowej hybrydyzacji pomiędzy mt-DNA

I

kurcząt, drożdży i Tetrahymena  (Flavell i Sanders 1973, cyt. wg [31]). 
Ten brak homologii obejmowałby również geny dla mt-rRNA, co jest 
zastanawiające wobec wybitnego konserwatyzmu jądrowych genów dla
rRNA (cyt. wg [31]).

Borst i Flavell [31], uważają, że powodem dużej zmienności (dywer
gencji sekwencyjnej) mt-DNA, łącznie z jego genami dla tRNA i rRNA, 
jest szybka wymiana mt-DNA, o tyle częstsza od wymian DNA jądro
wego, o ile dłuższy jest czas generacji komórek. Ta dywergencja wynosi 
np. 6% dla mt-DNA dwóch gatunków Xenopus, przy dywergencji zero
wej dla ich rRNA cytoplazmatycznego (Brown i wsp. 1972, cyt. wg [3]).

Niezupełnie wyjaśniony jest mechanizm zapobiegający heterogen- 
ności populacji mt-DNA w jednym gatunku, a nawet u pojedynczego 
osobnika. Można go wytłumaczyć zarówno istnieniem układu „mistrz- 
uczniowie”, czyli obecności cząsteczki mt-DNA podporządkowującej sobie 
inne cząsteczki mt-DNA, lub też obecności w jądrze kopii sterującej 
(master copy), jak również redukcją mt-DNA do jednej tylko cząsteczki 
w komórkach rozrodczych. Borst i Flavell [31] uważają, że możliwość 
neutralnych mutacji w mt-DNA ograniczona jest przez trzy czynniki:

1) kompleksowe interakcje w obrębie mitochondrium, np. rRNA z biał-
#

kami rybosomalnymi, mito- i cyto- podjednostek cyt a3 z ATPazą przy 
wbudowywaniu w wewnętrzną błonę mitochondrialną,

2) zmiany w sekwencjach kodujących białko mitochondrialne ograni
czone na poziomie tRNA, ponieważ nie można wykluczyć, że pewne ko- 
dony nie są wcale odczytywane przez mitochondrialny system syntezy
białka,

3) ponieważ genom mitochondrialny jest podporządkowany syste
mowi jądrowo-cytoplazmatycznemu, a ścisła współpraca obu genomów 
niezbędna jest dla wszystkich faz biogenezy mitochondriów, szansę 
utrwalenia mają tylko te zmiany w mt-DNA, którym towarzyszyć będą 
odpowiednie zmiany w DNA jądrowym.
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I tak w kilku liniach hybryd komórkowych człowiek-mysz w ykry
wano jedynie mysi mt-DNA, chociaż w hybrydach pozostawało około 23 
chromosomów ludzkich [14]. Widoczna represja genomu mitochondrial- 
nego ludzkiego w tych krzyżówkach może być wynikiem eliminacji nie
których chromosomów ludzkich, podczas gdy produkty dominującego 
genomu myszy nie mogą zastąpić odpowiednich produktów genomu ludz
kiego przy biogenezie mitochondriów, jeśli zaś powstają swego rodzaju 
mitochondria hybrydowe, to są one usuwane z populacji mitochondrialnej.

Zarówno mt-DNA, jak i DNA chloroplastowy są odpowiedzialne za 
dziedziczenie cytoplazmatyczne, w którym allele nie segregują się w po
tomstwie w sposób mendlowski. Uważa się, że u organizmów, u których 
tylko jedna z gamet rodzicielskich stanowi większość cytoplazmy w mo
mencie zapłodnienia zwierzęcia, rośliny wyższe i pewne grzyby, że ge
nom cytoplazmatyczny samca (plemnika, pyłku, konidiospory) nie wchodzi 
w skład gamety męskiej. Tymczasem u Chlamydomonas gamety męskie 
i żeńskie są jednakowej wielkości, co daje pełną możliwość dziedziczenia

t  •

ze strony męskiej. W systemie takim stwierdzono nawet istnienie swoiste
go „chromosomu” chloroplastowego [143]. Gdy jednak DNA gamety 
męskiej oznakowano 14N, a gamety żeńskie 15N i dokonano nimi obu
stronnych krzyżówek, stwierdzono, że w zygocie pozostaje DNA chloro
plastowy ze strony żeńskiej, podczas gdy znika ze strony męskiej [167]. 
Również u płazów udowodniono, że hybrydy dwóch gatunków Xenopus  
mają w komórkach somatycznych tylko żeński mt-DNA [58].

6. PO CH O D ZEN IE%

Celem wyjaśnienia pochodzenia mitochondrialnego systemu genetycz
nego o charakterze zbliżonym do układu prokariotycznego proponuje 
się obecnie dwie hipotezy [126, 148, 149]:

1) Endosymbiotyczną, według której mitochondria wywodzą się z sym-
biotycznych probakterii, które w początkowej fazie ewolucji wniknęły
do komórki gospodarza i przekazały część swej informacji do genomu 
jądrowego;

2) Episomalną, według której mt-DNA wykształcił się jako episom
i otoczył się błoną zawierającą enzymy oddechowa (typu mezosomy)
jeszcze w czasie, gdy prakomórki eukariotyczne miały charakter pro- 
kariotyczny.

Chociaż większość faktów przemawia za hipotezą symbiotyczną, są 
pewne cechy popierające hipotezę episomalną: na przykład zdolność do 
replikacji mt-DNA przy braku 'Syntezy białka oraz jej wrażliwość na 
akrydyny. W poszukiwaniu dowodów potwierdzających te hipotezy, (któ
re omawiane są gdzie indziej [215, 216]), badania rozwijają się obecnie
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w dwóch kierunkach: poszukiwania kopii wzorcowej w jądrze oraz do
konywanie tzw. analizy najbliższego sąsiedztwa.

Problem istnienia w DNA jądrowym sekwencji zasad, odpowiadają
cych mt-DNA, dyskutowano już w 1963 r. i został on omówiony w prze
glądzie W hittakera i wsp. [204]. Tabak [181] prowadził badania hybry- 
dyzacyjne na DNA kurcząt, który okazał się jednak niekorzystny, bo
wiem jedna kopia mt-DNA stanowi tylko 5 X 10 4 %  haploidalnego ge
nomu jądrowego. Flavell i Trampe [73] powtórzyli ten typ doświadczeń 
na pierwotniaku Tetrahymena, u którego jedna kopia mt-DNA stanowi 
już 0,08°/o haploidalnego genomu jądrowego. Stwierdzili oni, że w haplo- 
idalnym genomie jądrowym można wykryć hybrydyzacyjnie mniej niż 
0,04% zintegrowanej m atrycy mt-DNA. Ponieważ makronukleus jest tu  
poliploidalny (około lOOn), w jądrze tym  należy oczekiwać najwyżej 4 
kopii dla mt-DNA. Można więc wykluczyć istnienie zintegrowanej chro- 
mosomalnej kopii dla mt-DNA u Tetrahymena. Do podobnych wniosków 
w odniesieniu do Xenopus laevis doszli David i Blacker [58],

Jest jednak możliwość istnienia kopii mt-DNA typu plazmidowego, 
która w jądrze nie byłaby związana z DNA chromosomalnym. Doświad
czalnie wykrywa się dwie takie kopie w genomie haploidalnym i z tego 
powodu zarówno potwierdzenie, jak i zaprzeczenie tej możliwości jest 
technicznie bardzo trudne. U drożdży S. cerevisiae Cohen [52] stwierdził 
tylko pół kopii mt-DNA, ale ostatnio Storti i Sinclair cyt. za [152]) w y
kryli dwie lub dwie i pół kopii mt-DNA. Stosowany jednak przez nich 
sposób podejścia budzi wiele zastrzeżeń, przedyskutowanych przez Reijn- 
dersa i wsp. [152]. Wprawdzie Tabak i wsp. [182] stwierdzili maksymalną 
ilość 1-3 kopii mt-DNA w haploidalnym jądrze kurczęcia, ale ilość tę 
tłumaczą wyłącznie zanieczyszczeniem DNA jądrowego przez mt-DNA.

Doświadczenia nad dziedziczeniem mt-DNA w hybrydach płazów [53] 
wykazały, że 14-16 kopii mt-DNA wykrywanych w pełnych jądrowych 
preparatach DNA pochodzi wyłącznie od matki, co interpretuje się jako 
dowód na zanieczyszczenie mitochondriami.

Analiza najbliższego sąsiedztwa i porównanie jej wyników uzyska
nych dla mt-DNA i DNA bakteryjnego i jądrowego może udzielić infor
macji o jedno- lub wielokierunkowym pochodzeniu mitochondriów oraz 
podobieństwie par wspólnych dla wszystkich jądrowych DNA u Euka- 
riota. Niestety, trudności interpretacyjne są bardzo duże [31].

W klasycznej analizie dubletów zasad, prowadzonej za pomocą poli-
merazy DNA, stwierdzono duże podobieństwa układu bogatego w GpG 
i ubogiego w GpC (między mt-DNA myszy, świnki i Tetrahymena  [161]). 
Układ ten jest wyraźnie różny od DNA jądrowego u Eukariota, DNA 
wirusów i bakterii. Wyniki przemawiają za wspólnym pochodzeniem
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mt-DNA u Metazoa i pierwotniaka Tetrahymena, ale nie są dostatecznie 
przekonywającym dowodem, wykluczającym teorię episomalną (por. dy
skusja Borsta i Flavella [31]).

7. M ITO CH O N D RIA LN Y  RNA

7.1. T R A N SK R Y P C JA  m t-D N A  IN  VIVO I  IN  VITRO

Mitochondria zawierają RNA odmienny od RNA cytoplazmatycznego
[11, 30, 145, 208]. O podobieństwie RNA mitochondrialnego (mt-RNA) do 
RNA bakteryjnego świadczy mała zawartość G +  C, niski stopień mety- 
lowania i odporność na aktynomycynę D, podaną w niskich stężeniach. 
Od RNA mykoplazmy mt-RNA różni się ruchliwością elektroforetyczną 
i większą wrażliwością na etidium [86].

Syntezę RNA w mitochondriach wykazano już dawno; np. w mito- 
chondriach hepatocytów kurczęcia, urydyna-3H jest najsilniej wbudowy
wana do obwodowych części tych organelli, na co wskazują badania 
autoradiograficzne. W badaniach Attardiego [5, 6, 7, 12, 13] znakowany 
urydyną mt-RNA z komórek HeLa hybrydyzowano z niciami H i L 
mt-DNA, rozdzielonymi uprzednio w alkalicznym gradiencie CsCl. W y
niki krótkotrwałej inkorporcji urydyny-3H wskazywały, że zachodzi 
transkrypcja obu nici DNA [7]. Wyniki długotrwałego znakowania wska
zują, iż mt-DNA hybrydyzuje w sposób całkowity z nicią H, a jedynie 
w niewielkim stopniu z nicią L mt-DNA [5]. Dane te mogą jednak świad
czyć, że możliwa jest pełna symetryczna transkrypcja obu nici mt-DNA 
[5]; po pewnym czasie następuje bowiem usunięcie lub degradacja 98% 
RNA przepisanego z nici L. Przypuszczalnie podobnie przebiega proces 
transkrypcji w mitochondriach szczura [2] i w mitochondriach Tetrahy
mena  [174].

W układzie izolowanym poli mer aza mt-RNA płazów prowadzi prawie 
wyłącznie transkrypcję nici H homologicznego mt-DNA [214], W daw
niejszych badaniach wykazano, że polimeraza RNA z Entamoeba coli 
może wykorzystywać jako matrycę mt-DNA wątroby szczura. Stwier
dzono, że zachodzi wówczas częściowo transkrypcja symetryczna a czę
ściowo transkrypcja tylko nici L mt-DNA. (Tabak i Borst 1970, cyt. 
za [208]).

Intensywność wbudowywania znakowanej urydyny w mt-RNA w ko
mórkach HeLa wzrasta począwszy od fazy S  i osiąga szczyt w fazie Go 
•cyklu komórkowego [137], zbiegając się z maksimum replikacji mt-DNA.
W wątrobie ssaka można wyróżnić dwie populacje mitochondriów o rów
nej zawartości DNA, ale różniące się zawartością RNA w przeliczeniu na

i
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mg białka [69]. Wynik ten sugeruje, że nie istnieje synchronizacja syntezy 
DNA we wszystkich mitochondriach w komórce.

Półokres trwania, mierzony w obecności etidium lub kordycypiny, 
w komórkach zwierzęcych hodowanych in vitro wynosi 3 godziny dla 
mt-rRNA, podczas gdy mt-tRNA jest stabilny. Półokres trwania dla szyb
ko znakującego się mt-RNA, mierzony na podstawie wygaszania syntezy 
białka odpornej na cykloheksimid, wynosi w komórkach HeLa 1-3 godzin 
a u drożdży mniej niż 10 minut. Półokres trwania mt-RNA, oznaczony 
przy zastosowaniu rifampicyny, okazał się znacznie krótszy [30]; np. dla 
Physarum  wynosi on 2-3 minuty [84].

W poszukiwaniu miejsc promotorowych na mt-DNA in vitro stwier
dzono, że bakteryjna polimeraza RNA rozpoznaje na nici mt-DNA kilka 
sekwencji przypominających punkty inicjacyjne u bakteriofaga. Stwier
dzono też, że polimeraza ta może asymetrycznie przepisywać cistrony 
kodujące mt-RNA u Neurospora [169], oraz cistrona dla rRNA u drożdży 
[115]; jądrowa polimeraza RNA drożdży prawie w ogóle nie odczytuje 
tych cistronów. Co więcej, polimeraza mt-RNA drożdży może prowadzić 
syntezę specyficznych enzymów i odczytywać informację fagów T3 i T7 
E. coli. Może to świadczyć, że sygnały dla rozpoczęcia transkrypcji i trans
lacji u bakterii, fagów i w mitochondriach są podobne [156], Jednakże
0 ile możliwa jest transkrypcja mt-DNA z N. crassa przy udziale poli
merazy RNA E. coli, nie jest możliwa translacja mt-DNA w układzie 
wyizolowanym z bakterii [25].

Być może istnieje specyficzna bariera na poziomie tRNA; u bakterii
1 w mitochondriach występują bowiem odmienne tRNA, gdy rybosomy 
mitochondrialne i rybosomy E. coli są podobne i mogą być wzajemnie 
zastąpione.

Regulację syntezy mt-DNA na poziomie komórki próbowali wyjaśnić 
Barath i Künzel [17] (patrz rozdz. 8). Aktywność polimerazy RNA zwięk
sza się przez związanie mt-DNA z błoną mitochondrialną przy hamującym 
wpływie białek matriksowych, rozpuszczalnych w dużym stężeniu NaCl 
[93]. Są też sugestie o regulacyjnym wpływie metabolicznych stanów 
mitochondriów na aktywność polimerazy mt-RNA [93]. Synteza mt-RNA 
aktywowana jest podawaniem ACTH in vivo [131] oraz hormonów ta r
czycy zarówno in vivo (cyt. wg [30]), jak i in vitro w mitochondriach 
wątroby [164].

Dotychczas niewiele wiadomo o pochodzeniu mt-RNA informacyjnego 
[5, 76, 152, 170]. Istnieją sugestie, że mt-RNA informacyjny pochodzi 
z jądra ([76], Dawid 1970, cyt. wg [194] lub powstaje w mitochondriach 
([5], Aaiji i Borst 1970, cyt. wg 176], Gaitshoki i wsp. 1972, cyt. wg [76]) 
a nawet nie wyklucza się możliwości przekazywania mt-RNA informa
cyjnego do cytoplazmy (Attardi i A ttarai 1967, cyt. wg [109]).
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Hipotezę samowystarczalności genomu mitochondrialnego poparli
ostatnio Mahler i Dawidowicz [109]. Stwierdzili oni, że u wrażliwego 
na wysoką tem peraturę Ts — 136 m utanta S. cerevisiae można selektyw
nie hamować syntezę mt-RNA i RNA jądrowego działaniem odpowiednio 
etidium lub podwyższonej tem peratury (36°C). Specyficzna wrażliwość wy
łącznie na etidium syntezy tzw. białek nowo powstających (nascent pro
tein) na polisomach mitochondrialnych wskazuje, że import mRNA z jądra 
nie jest niezbędny dla przebiegu syntezy białka w mitochondriach [152].

Stwierdzono jednak (Swanson 1971, cyt. wg [17]), że syntetyczne poli- 
nukleotydy pobierane są przez mitochondria i wykorzystywane jako ma
tryca w syntezie polipeptydów, a Georgatsos [79] wykazał, że wielko
cząsteczkowe RNA z jąder może wnikać do izolowanych mitochondriów 
wątroby myszy. Na jądrowe pochodzenie mt-mRNA wskazywał fakt, że 
część wysokocząsteczkowego RNA, stwierdzana w preparatach mitochond
rialnych, nie hybrydyzowała z mt-DNA, a znakowanie tego RNA nie było 
hamowane przez etidium [13]. Wykazano jednak później [111, 112], że ten 
RNA jest zanieczyszczeniem z rybosomów cytoplazmatycznych, będąc
produktem degradacji 28S RNA.

Z drugiej strony w plemnikach mających nieczynny genom jądrowy 
obserwuje się syntezę pozarybosomàlnego 16S RNA, który być może jest 
informacyjnym mt-RNA, zdolnym do kodowania pewnych białek mito
chondrialnych plemnika [144].

Stwierdzono, że w mitochondriach ssaka występuje polidyspersyjny 
RNA, wykazujący własności mRNA, którego synteza jest hamowana przez 
etidium. W cząsteczce tego RNA występują kowalencyjnie związane sek
wencje poli-A zawierające 50-80 nukleotydów i charakteryzujące się stałą 
sedymentacji 4-5S [135]. Informacyjny mt-RNA jest uwalniany z rybo
somów mitochondrialnych za pomocą puromycyny [135]. Zdaniem Perl- 
mana RNA ten jest syntetyzowany i wykorzystywany w mitochondriach. 
Wobec braku sekwencji poli-A w RNA u Prokariota, wykrycie takich 
sekwencji w mt-RNA świadczy o istnieniu dużych różnic między geno
mem bakteryjnym  i mitochondrialnym.

7.2. PO LIM ERAZA m t-R N A

Omówione fakty  wskazują, że mitochondria zawierają polimerazę RNA 
zależną od DNA. Niestety izolacja tego enzymu okazała się trudna, po
nieważ jest on ściśle zespolony z błonami mitochondrialnymi, względnie 
z mt-DNA. Drastyczne metody, stosowane z powodzeniem w celu izolacji 
enzymu z komórek bakteryjnych, uszkadzają enzym mitochondrialny, 
a metody łagodne nie uwalniają go ze struktur. Jego prawdziwej aktyw 
ności natywnej nie można mierzyć nawet w spęczniałych mitochondriach
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z uwagi na ograniczone wnikanie rybonukleotydów oraz na działalność 
trójfosfataz. W badaniach nad wydzieloną polimerazą RNA używa się 
zwykle jako matrycę DNA jądrowy grasicy albo kopolimer d(A-T), które 
mogą mieć różną od natywnego mt-DNA aktywność matrycową.

Dyskusja na tem at wrażliwości mitochondrialnej polimerazy RNA na 
rifampicynę toczy się już od kilku lat. Antybiotyk ten już w stężeniu 
1 jig/ml hamuje bakteryjną polimerazę RNA w momencie inicjacji syn
tezy RNA, a dopiero w bardzo dużych stężeniach hamuje polimerazę ją 
drową u ssaków. Zagadnienie to szczegółowo przedstawiają Borst [30] 
i Wintersberger [208]. Ostatecznie przeważa pogląd, że polimeraza 
mt-RNA jest wrażliwa na rifampicynę. Polimeraza ta jest również silnie 
hamowana akrydynami i etidium, ale efekty są skomplikowane m uta
gennym działaniem tych związków. Na razie jedynie polimerazę z rnito- 
chondriów Neurospora otrzymano w stanie homogennej czystości [105]. 
Przypomina ona strukturowo polimerazę tRNA bakteriofaga T7. Jest 
wrażliwa na rifampicynę, a odporna na a-amanitynę [165], podobnie jak 
polimeraza jąderkowa Eukariota. Najlepszą matrycą okazały się dla niej 
natywne DNA i kopolimery d(A-T). Jądrowy DNA nie wykazuje włas
ności matrycowych dla tego enzymu. Enzym stanowi pojedynczy łańcuch 
polipeptydowy o c. cz. 64 000 daltonów, a więc jest 4 razy mniejszy niż 
enzym bakteryjny. Jest najmniejszą i najprostszą znaną polimerazą; dla 
regulacji jej aktywności mogłoby wystarczyć pojedyncze białko represo- 
rowe. Polimerazą w mt-RNA o podobnym ciężarze cząsteczkowym w y
izolowano też z wątroby szczura [150].

Poziom tego enzymu drastycznie wzrasta w cytozolu komórek Neuro
spora, potraktowanych chloramfenikolem lub etidium [104a], co może 
świadczyć o powiązaniu obu systemów genetycznych w procesach regu
lacji syntezy składników mitochondrialnych. Istotny jest fakt, że po za
blokowaniu syntezy białek mitochondrialnych kontrola jądrowa ustaje 
[17]. Podobną sytuację opisano u Tetrahymena  (Lloyd 1971, cyt. wg [208]). 
Popiera to wcześniejsze sugestie dotyczące drożdży (cyt. wg [208]) o cyto- 
zolowym pochodzeniu i jądrowym kodowaniu mt-polimerazy RNA (rys. 1). 
Teoria bakteryjnego pochodzenia mitochondriów przyjmuje możliwość, że 
w toku ewolucji do genomu jądrowego wniknęły pewne cistrony probak- 
teryjnego genomu; dotyczyłoby to właśnie polimerazy, która nadal za
chowuje charakter bakteryjny.

Ostatnie wyniki badań nad drożdżami [207, 208] oraz Xenopus  
[214] wykazały charakterystyczne właściwości oczyszczonej polimerazy 
mt-RNA, odmienne od właściwości polimerazy jądrowej. Sugestia, w myśl 
której mitochondria zawierają dwa typy tej polimerazy [208], z których 
jeden jest odporny na rifampicynę [207], jest mało prawdopodobna wobec
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minimalnej wielkości genomu mitochondrialnego. Możliwe natomiast, że 
niskocząsteczkowa polimeraza, wrażliwa na rifampicynę [105], stanowi 
tylko część bardziej złożonej cząsteczki odpornej na rifampicynę, a typ 
otrzymanego enzymu zależy od czystości preparatu i od metody rozbicia 
mitochondriów [208]. Niszczenie struktury  mitochondriów dezoksychola- 
nem lub naddżwiękami uwalnia polimerazę wrażliwą na rifampicynę.

7.3. R Y B O SO M A LN Y  R N  A MITOCHONDRIÖW

Przyjm uje się powszechnie, że w mt-DNA u wszystkich badanych 
organizmów występuje tylko pojedynczy cistron dla mitochondrialnego 
rRNA [31, 32a, 152, 170] (patrzy rozdz. 3.1.). W hybrydach komórkowych 
chomik-mysz cistrony dla rRNA obu mitochondrialnych genomów dzia
łają niezależnie od rzeczywistej przewagi chromosomowej, aczkolwiek 
w odmiennych proporcjach w różnych typach hybrydów [63], Nasuwa się 
pytanie, czy transkrypcja mt-DNA odbywa się wtedy w różnych popu
lacjach mitochondriów, czy też tworzą się swoiste mitochondria „hybry
dowe”, a jeśli tak, to czy ich genomy zostają zintegrowane [63]. Na pod
stawie badań nad drożdżami, hodowanymi w warunkach niedoboru kwa
sów tłuszczowych [74] wysunięto sugestię, że synteza mt-rRNA kontrolo
wana jest przez skład i budowę błony mitochondrialnej.

Porównanie mt-rRNA z różnych komórek ssaków przeprowadzili Mitra 
i wsp. [118]. Zaobserwowali oni znaczną zależność struktury  II-rzędowej 
tego RNA od warunków jonowych środowiska. II-rzędowa struktura 
mt-RNA jest mniej stabilna od struktury  rRNA bakteryjnych i rRNA 
cytozolowych [28, 59]. Badanie za pomocą mikroskopu elektronowego 
i metody równowagi sedymentacyjnej pozwoliły ustalić, że ciężar czą
steczkowy mt-rRNA wynosi: dla drożdży 1,30 i 0,70X106 [153], dla Meta- 
zoa 0,55 i 0,33 X106 a dla Tetrahymena  0,91 i 0,47 X106 [174]. Masa czą
steczkowa mt-rRNA jest większa od masy cząsteczkowej rRNA Escheri
chia coli. Reijnders i wsp. [153] uważają, że może to być wskazówką - 
na istnienie różnych linii rozwojowych rybosomów mitochondrialnych 
u drożdży i u zwierząt, jako wyniku dywergencji wspólnej linii ewolu
cyjnej, wywodzącej się od endosymbiontów typu E. coli.

Występowanie pojedynczego cistronu dla rRNA w mt-DNA może być 
przyczyną wyższej częstotliwości mutacji mitochondrialnych. Przejawia 
się to na przykład w odporności rybosomów mitochondrialnych [56, 205] 
(patrz rozdz. 3.1.). Z drugiej zaś strony, mutacje rRNA u bakterii odpor
nych na antybiotyki są rzadkie, prawdopodobnie z powodu nadmierności 
(redundancji) tych cistronów [172]. Bezpośrednim mechanizmem tych m u
tacji mogłaby jednak być również modyfikacja cząsteczki mitochondrial-
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nej metylazy, chociaż stopień metylacji mt-rRNA nie przekracza l°/o [61]. 
Stwierdzono na przykład zmiany w metylacji rRNA u wykrytego nie
dawno m utanta bakteryjnego, równoległej do jego odporności na ery tro
mycynę.

W rybosomach mitochondrialnych nie stwierdzono obecności 5S rRNA 
[108]. Zawartość G +  C w mt-rRNA jest bardzo niska; na przykład u droż
dży wynosi 23% [152], a jedynie u ropuchy Xenopus  osiąga wyjątkowo 
dużą wartość 40% [59]. Podobnie małą zawartością G +  C charakteryzuje 
się 32S rRNA (o masie cząsteczkowej 2,4 X106 daltonów), w ykry ty  nie
dawno w mitochondriach Neurospora crassa. Uważany jest on za prekur- 
sorową formę dla obu mitochondrialnych rRNA.

7.4. M ITO CH O NDRIALNY tR N A

Mitochondria zawierają tRNA [11, 145] różniący się od cytoplazma- 
tycznego rozdziałem chromatograficznym [2, 38, 64, 65, 66], własnościami 
acylacyjnymi [128], brakiem zasady fluoryzującej [180], a przede wszyst
kim obecnością f-Met-tRNA [22, 43, 85]. Wobec niebezpieczeństwa zanie
czyszczenia preparatów mitochondrialnych obecnością tRNA cytoplazma- 
tycznego, do identyfikacji jego odrębności stosuje się kilka testów: 1) spe
cyficzność acylacji izoakceptorowych tRNA przez mitochondrialne ami- 
noacylo-tRNA syntetazy [18]; 2) hybrydyzację z mt-DNA tak powstałych, 
znakowanych promieniotwórczym aminokwasem kompleksów aminoacy- 
lo-tRNA; 3) hybrydyzację między mt-DNA a 4S RNA znakowanym ury- 
dyną *4C lub 3H.

Testem 1 i 2 wykazano, że mitochondria wątroby szczura zawierają 
przynajmniej sześć tRNA różnych od cytoplazmatycznych tRNA i taką 
samą liczbę syntetaz wobec nich specyficznych [38]; cztery z nich hybry- 
dyzują specyficznie z mt-DNA, co świadczy o ich mitochondrialnym po
chodzeniu [128]. Dwa rodzaje mt-DNA hybrydyzują z nicią H, a pozostałe 
dwa — z nicią L, co sugeruje, że obie nici zwierzęcego mt-DNA przeka
zują informację. U drożdży dwa mt-tRNA hybrydyzują w ten sam spo
sób z mt-DNA [43].

Piętnaście specyficznie mitochondrialnych tRNA wykazano u N. cras
sa. Metodą trzecią uzyskano specyficzną hybrydyzację grupową 4S RNA 
z mt-DNA dla 11 tRNA w komórkach HeLa [6], a dla 15 — u Xeno
pus [57]. Dane te świadczą, że odmienność mt-tRNA od izoakceptoro
wych tRNA cytoplazmatycznych nie polega tylko na wtórnych zmianach 
w strukturze przestrzennej, jakie przypisuje się np. syntetazom mito
chondrialnym.

Najwyższą wydajność hybrydyzacji między 4S i mt-DNA uzyskano 
w przypadku drożdży w obecności nadmiaru nieznakowanego, wysoko-
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cząsteczkowego mt-tRNA. Reijnders i Borst (cyt. wg [31]) uzyskali „pla
teau” hybrydyzacyjne przy 0,9 îg mt-4S-RNA na 100 jig DNA. Wynik 
taki wskazuje, że mt-DNA drożdży o c. cz. 5 +  106 daltonów zawiera przy
najmniej 20 genów dla tRNA, (którego średni c. cz. u drożdży określono 
na 25 000 daltonów, a u Xenopus  na 28 000 daltonów [59]. Jeśli użyty
w doświadczeniach Reijndersa i Borsta [151] wysokocząsteczkowy mt-RNA 
zawierałby sekwencje tRNA, co jest mało prawdopodobne, to wynik bę
dzie jeszcze wyższy, sugerując aż 26 genów dla tRNA. Pomimo tak dużej 
wartości, autorzy nie wykluczają możliwości transportu cytozolowego
tRNA do mitochondriów.

Cohen i Rabinowitz [52] porównywali hybrydyzację mt-tRNA w róż
nych klonach (w tym  petitach) drożdży i stwierdzili związek mutacji
mt-DNA z heterogenicznym ich zachowaniem się podczas hybrydyzacji 
z mt-tRNA, przy czym wszystkie klony zachowywały jednak cistron dla
leucylo-tRNA.

Brak fluoryzującej zasady, zwanej „zasadą Y” charakteryzuje za
równo prokariotowe jak i organellowe tRNA [68]. Zasada ta jest charak
terystyczna dla cytozolu Eukariota i jest szczególnie interesująca, ponie
waż usytuowana tuż przy 3’adenozynie antykodonu dla tRNA fenyloalani- 
nowych, jest niezbędna dla normalnego rozpoznania kodonu (cyt. wg [68]).

Wykryto również różnice w aktywności enzymów metylujących tRNA; 
na przykład aktywność metylazy 2-metyladenino-tRNA, występującą
u Prokariota [97], stwierdzono wyłącznie w preparatach mitochondrial- 
nych, a nie stwierdzono w cytoplazmie komórek u Eukariota [96]. To samo 
dotyczy metylacji rRNA, która jest podobna w mitochondriach u Proka
riota w odróżnieniu od cytoplazmy Eukariota [97].

Na specjalną uwagę zasługuje powszechna obecność w mitochondriach 
N-formylo-metionylo-tRNA [56, 66], który u bakterii jest inicjatorem 
syntezy białka. Tymczasem w cytozolu Eukariota inicjatorem jest metio- 
nylo-tRNA [100a]. O podobnej jak u bakterii roli mitochondrialnego 
N-formylo-metionylo-tRNA (który np. u drożdży hybrydyzuje specyficz
nie z mt-DNA, [85]), świadczy powstawanie N-formylo-metionylo-puro- 
mycyny w izolowanych mitochondriach drożdży [22] i w preparatach 
oczyszczonych rybosomów mitochondrialnych z Neurospora (Sala i Kün- 
zel 1970, cyt. wg [56]).

Ilość znanych mt-tRNA jest na razie zbyt mała, aby zapewnić odczy
tywanie całego, zdegenerowanego kodu. Przyjm uje się więc, że część 
tRNA jest przekazywana z cytoplazmy do mitochondriów. Izolowane mi
tochondria z niezapłodnionych jaj żaby nie zawierają żadnego cytoplaz- 
matycznego tRNA [55], być może z uwagi na bardzo niski metabolizm 
białkowy w tych komórkach.
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8. UW AGI KOŃCOW E

Z zakresem działania mt-DNA wiążą się ściśle takie zagadnienia jak 
rybosomy mitochondrialne [32], mitochondrialna synteza białka [56], ko
operacje cytoplazmatycznej i mitochondrialnej syntezy białka przy for
mowaniu błony mitochondrialnej [110, 113] i zakres wzajemnej kontroli, 
według zależności obu genomów, jądrowego i cytoplazmatycznego [17, 102].

Mitochondrialne białka powstają w wyniku współdziałania dwóch róż
nych przedziałów metabolicznych komórki, przy czym większość z nich 
syntetyzowana jest na rybosomach cytoplazmatycznych, a tylko niewielka 
ilość na rybosomach mitochondrialnych. Rybosomy mitochondrialne są 
odmienne od rybosomów cytoplazmatycznych u wszystkich Metazoa, przy 
czym u wyższych form ewolucyjnych obserwuje się redukcję wielkości 
rybosomów mitochondrialnych (od 80S u Tetrahymena  do 55S u  ssaków). 
Wrażliwość syntezy białka, prowadzonej przez rybosomy mitochondrialne, 
na chloramfenikol i niewrażliwość na cykloheksimid sugeruje ich bakte
ryjne pochodzenie. Jednak pewna istotna różnica w ich właściwościach 
[193] i w ich RNA [1] w stosunku do rybosomów bakteryjnych pozwala 
uznać rybosomy mitochondrialne za specjalną klasę organelli [56]. Nato
miast większość białek, budujących rybosomy mitochondrialne, powstaje
najprawdopodobniej na rybosomach cytoplazmatycznych. Zagadnienie ry 
bosomów mitochondrialnych omawiaja dokładnie Borst i Grivell [32] oraz 
David [56],

Charakterystycznym produktem rybosomów mitochondrialnych jest 
hydrofobowy, bardzo trudno rozpuszczalny polipeptyd, prawdopodobnie 
glikoproteid lub lipoproteid [203], Poza tym, mitochondrialnego pocho
dzenia jest kilka komponent peptydowych, tworzących w błonie mito
chondrialnej funkcjonalne kompleksy cytochromów: cx, b [199], a3 [200] 
oraz ATPazy [143, 190], których pełne wykształcenie zahamować można, 
na przykład na poziomie translacji chloramfenikolem, a na poziomie 
transkrypcji — etidium lub rifampicyną [113].

Wzajemną regulację i zależność genomu mitochondrialnego i jądro
wego próbowali wyjaśnić Barath i Kiintzel na przykładzie Neurospora [17].

Chociaż chloramfenikol hamuje syntezę białek na rybosomach mito
chondrialnych, przez co uniemożliwia prawidłowe wykształcenie czynnych 
kompleksów cytochromów a, a3 i b oraz ATPazy, nadal obserwuje się 
w tych warunkach wbudowywanie znakowanych aminokwasów do białek 
mitochondrialnych. Świadczy to, że białka mitochondrialnego aparatu 
translacji, przynajmniej u drożdży, powstają na rybosomach cytoplazma
tycznych. Chloramfenikol nie hamuje syntezy mt-RNA rybosomów mito
chondrialnych i takich enzymów jak polimeraza mt-RNA, translokaza
rybosomowa i transformylaza-metionylo-tRNA, a prawdopodobnie rów

http://rcin.org.pl



M ITO CH O NDRIALNY D N A .129

nież polimeraza mt-DNA (rys. 1) i aminoacylo-tRNA syntetazy. Co wię- 
sej, zablokowanie transkrypcji i translacji mt-DNA powoduje wzrost bio
syntezy omówionych enzymów, co sugeruje że kodujące je cistrony jądro
we kontrolowane są przez produkt translacji mt-DNA, powstający na 
rybosomach mitochondrialnych. Wspomniane cistrony jądrowe miałyby 
charakter zachowawczy, zastępując w toku filogenezy Eukariota pewne 
geny, utracone przez probakterię przekształconą w mitochondrium.

Niezależnie od pochodzenia genomu mitochondrialnego, zadziwia fakt 
przetrwania takiego szczątkowego systemu przez kilkaset milionów lat 
nacisku ewolucyjnego. Możliwe wydają się tu  następujące motywacje:

1) mt-DNA stanowi efektywną formę powielania genu, umożliwiają
cego syntezę rybosomów w miejscu ich zapotrzebowania, tj. we wnętrzu 
mitochondrium;

2) końcową funkcją genomu mitochondrialnego jest synteza pewnych, 
hydrofobowych białek, stanowiących trzon błony mitochondrialnej, które 
nie mogłyby przeniknąć z zewnątrz;

3) sytuacja obserwowana obecnie, jest końcowym etapem stopniowej 
redukcji genomu endosymbionta, który stopniowo przekazywał funkcję 
ze swego DNA na DNA jądrowy pod presją Eukariota, usiłującego wyeli
minować DNA organelli, przy zachowaniu jej pełnej s truk tury  i funkcji.

A utor p ra g n ie  w yraz ić  w dzięczność m g r L. K A SP R Z A K O W E J i m g r J . TY - 
C Z E W SK IE J za Ich  w arto śc iow ą  pomoc w  skom ple tow an iu  najnow szej l i te ra tu ry , 
a m g r L. H R Y N IE W IE C K IE J za koncepcję  i w y k onan ie  ry su n k u  1 oraz  za p rzed y 
sku tow an ie  w ie lu  zagadn ień  om ów ionych w  tym  a rtyku le .
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PEROKSYSOMY, ICH STRUKTURA I FUNKCJE METABOLICZNE

J a n  ZU RZY CK I

Z ak ład  Fizjologii Roślin, In s ty tu t  Biologii M oleku la rne j
U n iw ersy te t  Jag ie llońsk i, K ra k ó w

Streszczen ie .  P oznan ie  s t ru k tu ry  i fu n k c ji  peroksysom ów  d a tu je  się od la t  sześćdzie
s ią tych . P eroksysom y nie w y s tęp u ją  u  P ro k a r io ta ,  n a to m ias t  są o rgane llam i k o m ó r
kow ym i rozpow szechn ionym i zarów no w  św iecie roślin , ja k  i zw ierząt. W przeglądzie 
om ów iono m orfo logię  peroksysom ów , ich u l t r a s t ru k tu rę  oraz  p rzypuszcza lną  genezę 
w  kom órce. S ądząc  z zes taw u  enzym ów  obecnych w  peroksysom ach , fun k c je  b io 
chem iczne tych  o rgane lli  są na jszersze  u  p ie rw o tn iaków . U zw ierzą t wyższych p e 
roksysom y w y s tęp u ją  na jliczn ie j w  o rganach  o ak ty w n e j p rzem ian ie  m a te r ii ,  ja k  
w ą tro b a  i n e rk i  i o d g ry w a ją  pew ną  ro lę  w  m etabo lizm ie  p u ry n , a p rzede  w szy s t
k im  w y d a ją  się pe łn ić  fu n k c ję  och ronną  p rzed  szkodliw ym  dz ia łan iem  nad tlenków . 
U ro ś lin  specyficzna k a teg o ria  peroksysom ów  zw anych  g lioksysom am i pełn i is to tną  
ro lę  w  p rzem ian ach  tłuszczów  w  w ęglow odany , a także  zw iązana  je s t  ściśle z p ro 
cesem  fo tooddychan ia . Z ew olucyjnego  p u n k tu  w idzen ia  peroksysom y stanow iły  
p rzypuszcza ln ie  p ry m ity w n y  system  oksydacy jny , k tó ry  po jaw ił się p rzed  p o w sta 
n iem  o dd y ch an ia  m itochondria lnego . W dalszej ew olucji o rganelle  te  p rzystosow ały  
się do p e łn ien ia  specyficznej ro li w  m etabo lizm ie , różnej w  różnych  tk a n k a c h  i o r
gan izm ach .

W STĘ P

Do obszernej listy organelli komórkowych, tj. tworów cytoplazmy, 
mających określoną strukturę i pełniących określone funkcje, przybyła 
w latach sześćdziesiątych nowa pozycja — peroksysomy. Organelle te 
mimo ich niedawnego odkrycia i zdefiniowania wzbudziły żywe zainte
resowanie cytobiologów, czego dowodem jest obszerna już literatura 
przedmiotu i kilka opracowań monograficznych [1, 2, 3], w tym  także 
w piśmiennictwie polskim [4].

Jako peroksysomy określamy organelle cytoplazmatyczne zawierające 
jedną lub kilka oksydaz, których działalność prowadzi do powstania nad
tlenku wodoru oraz zawierające także katalazę lub per oksydazy rozkła
dające H20 2. Z ewolucyjnego punktu widzenia aktywność biochemiczna
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peroksysomów stanowi przypuszczalnie resztki prymitywnego systemu 
oksydacyjnego, który poprzedził w biogenezie organizmów powstanie od
dychania mitochondrialnego.

W Y STĘPO W A N IE PERO K SY SO M Ö W

Odkrycie peroksysomów jako jednostek biochemicznych zawdzięczamy 
pionierskim pracom de Duve i współpracowników [5, 6]. Wykazali oni, 
że wirowanie homogenatu komórek wątroby szczura w gradiencie sacha
rozy prowadzi do specyficznego rozkładu aktywności niektórych enzy
mów, takich jak oksydaza moczanowa, oksydaza D-aminokwasów, kata- 
laza, które zlokalizowane zostają we frakcji różnej od frakcji mitochon- 
drialnej czy frakcji lizosomalnej (rys. 1). W podobny sposób odkryto 
istnienie frakcji peroksysomalnej w homogenatach nerki [7, 8]. Wątroba 
kręgowców jest szczególnie dogodnym materiałem dla stwierdzenia obec
ności peroksysomów. W późniejszym okresie wykryto te organelle jeszcze 
w wątrobie żaby, kury, świnki morskiej, psa i człowieka [4]. Brak jest 
niestety szerszych informacji o występowaniu peroksysomów u bezkrę
gowców poza pierwotniakami. Wśród pierwotniaków peroksysomy wydają 
się być rozpowszechnionymi organellami. Wyizolowano je z komórek Te-  
trahymena pyriformis  [7, 9] oraz z Acanthamoeba  [10].

W świecie roślin peroksysomy są rozpowszechnionymi składnikami 
tkanek. Podobnie jak u zwierząt występują szczególnie licznie w pewnych 
organach. I tak np. wyizolowano je z endospermy nasion rącznika — roś
liny magazynującej materiały zapasowe w formie tłuszczów [11, 12], Tol
bert i wsp. wykazali, że peroksysomy występują powszechnie w komór
kach miękiszu asymilacyjnego liści [3, 13, 14]. Nawet z tkanek organów 
efemerycznych jakimi są wyrostki kolb kwiatowych w rodzinie obrazko- 
watych (Araceae) udało się wyizolować peroksysomy i zbadać ich skład 
enzymatyczny [15]. Niezależnie od wyników badań, które doprowadziły 
do izolacji frakcji peroksysomowej o występowaniu tych organelli wnosić 
można na podstawie analizy elektronogramów komórek. Analiza taka

Rys. 1. P rzy k ład y  ro zk ład u  ak tyw nośc i n iek tó ry ch  enzym ów  po w iro w an iu  h o m o 
g en a tu  w  ciągłym  grad ienc ie  stężeniow ym  sacharozy. Po s tro n ie  lew ej — k o m ó rk i 
w ą tro b y  szczura: oś x  — gęstość w  g cm -3; oś y  — ak ty w n o ść  enzym atyczna  f rak c ji .  
G ęstości około 1,1 odpow iada  f ra k c ja  lizosom alna, gęstości 1,2 — m ito ch o n d ria ln a , 
p rzy  gęstości 1,24 g cm-3 lo k u ją  się peryksysom y (wg [7]). Po p ra w e j s tron ie  podobny  
rozk ład  uzyskany  z hom ogenatu  en dosperm u  k ie łk u jący ch  nasion  rączn ika . F ra k c ja  
n r  16 (gęstość 1,19 g e m -3) odpow iada  m itochondriom , f r a k c ja  22 (gęstość 1,23 g e m - 3) 

— prop las tydom , f ra k c ja  30 (gęstość 1,25 g cm -3) — peroksysom om  (wg [12])
a:  l  — d e h y d r o g e n a z a  b u r sz ty n ła n o w a , 2 — o k sy d a z a  N A D H , 3 — b ia łk o ;  b:  1 — sy n te ta z a  
ja b łe z a n o w a , 2 — lia za  iz o c y tr y n ia n o w a  ; c :  l  — sy n te ta z a  c y tr y n ia n o w a , 2 — d e h y d r o g e n a z a

ja b łe z a n o w a
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wykazuje, że organelle odpowiadające swą morfologią typowym peroksy- 
somom są rozpowszechnionym składnikiem komórek glonów [16], a także 
niektórych niefotosyntetyzujących tkanek roślinnych, np. komórek ko- 
leoptyle traw  [17].

Ogólnie stwierdzić można, że poza Prokariota, u których nigdy nie 
stwierdzono obecności peroksysomów, organelle te są powszechnym skład
nikiem komórek zarówno roślinnych, jak i zwierzęcych. W niektórych 
tkankach występują one szczególnie obficie, w innych sporadycznie. Nie 
możemy natomiast dzisiaj odpowiedzieć na pytanie, czy obecność peroksy
somów jest niezbędna do życia każdej komórki, innymi słowy czy istnieją 
aktywne metaboliczne komórki nie mające tych organelli.

W chwili obecnej w literaturze znaleźć można wyniki co najmniej 
kilkunastu analiz składu enzymatycznego uzyskanych frakcji peroksyso- 
malnych. W tabeli 1 zestawiono przykładowo wyniki dotyczące peroksy
somów wyizolowanych z kilku rodzajów komórek. Materiał nazwany 1 
odnosi się do komórek pierwotniaka Tetrahymena pyroformis, 2 dotyczy 
w ątroby a 3 nerki szczura; 4 — endospermu kiełkujących nasion rącznika, 
5 — liści szpinaku, 6 — wyrostków kolb kwiatowych Araceae.

Z tabeli 1 wrynika, że typowym dla wszystkich przypadków jest obec
ność katalazy i jednej lub kilku oksydaz produkujących H20 2, który to 
zestaw enzymów należy uznać ex definitione za system markerowy pero
ksysomów. Jednakże w poszczególnych przypadkach stwierdzamy znaczne 
zróżnicowanie składu enzymatycznego, w zależności od materiału z któ-

W ŁA SN O SCI BIO CH EM ICZN E

Rys. 2. D ziałan ie  d ig iton iny  na  u w a ln ian ie  ak ty w n o śc i u k ry te j  enzym ów : kw aśnej 
fo sfa tazy  (z lizosomów) i k a ta lazy  (z peroksysom ów ; oś x  — stężenie  digitoniny 

w  m g  cm-3, oś ÿ  — sw obodna ak ty w n o ść  w  %  całkow ite j ak tyw nośc i (wg [19])
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Rys. 3. O braz  e lek tronom ik roskopow y  oczyszczonej frak c ji  peroksysom ów  z k ie ł
k u jący ch  nas ion  rączn ika  (wg [12])

Rys. 4. Peroksysom  kom órk i m iękiszu  liściowego w  b lisk im  sąsiedztw ie m itochon
d riu m  i ch lo rop lastów  (wg [21])
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rego peroksysomy zostały wyizolowane. Najbardziej bogatym zestawem 
enzymatycznym odznaczają się peroksysomy pierwotniaków (Tetrahym e
na). W pozostałym materiale, najbardziej stałe wydaje się być wystę
powanie oksydazy glikolanowej i oksydazy L-a-hydroksykwasów. O ile 
w tkankach zwierząt wyższych poza wymienionymi oksydazami najbar
dziej rozpowszechnione są oksydazy D i L aminokwasowa i moczanowa, 
a brak  enzymów związanych z cyklem glioksalowym, o tyle w materiale 
roślinnym oksydaz aminokwasowych nie stwierdzono, natomiast w m niej
szej lub większej liczbie reprezentowane są enzymy cyklu glioksalowrego.

TABELA 1. Enzymy niektórych preparatów peroksysomów

Enzymy
1

Rodzaje
2 3

Komórek
4 5 6

Katalaza + + + T
Oksydaza moczanowa ---------- + ---------- O ----------

I+
Oksydaza D-aminokwasowa + + + o ---------- O

#

Oksydaza L-aminokwasowa ---------- + + o O O
Oksydaza glikolanowa t + + + 1

- 4 —I o
Oksydaza L-a-hydroksykwasowa + + + o •

1 " o
Oksydaza glioksalanowa + O O o O o
Syntetaza cytrynianowa ---------- ---------- o o o
Akonitaza % O o ~ r o o
Liaza izocytrynianowa + — o + o o
Syntetaza jabłczanowa + — o I

-  »  - o o
Dehydrogenaza jabłczanowa (NAD) ---------- o —

u 1 o
Dehydrogenaza izocytrynianowa (NA DP) + o + — — o
Reduktaza glioksalanowa (NAD) ---------- o o O -J— o
Transaminazy O o o O o
Stężenie równowagi w gradiencie sacharozy g cm-3 1,24 1,23 1,24 1,25 1,24 1,22

1,24

1, 2, 3, 4, 5, 6 — o b ja śn ie n ia  w  te k śc ie ,  
t- — s tw ie r d z o n o  a k ty w n o ś ć ;

 n ie  s tw ie r d z o n o  a k ty w n o ś c i ;
o — n ie  b a d a n o .

Peroksysomy niezależnie od swego pochodzenia wykazują względnie 
dużą i stałą gęstość równowagi w gradiencie sacharozy (1,23-1,25 g cm-3) 
wyraźnie większą od mitochondriów, plastydów czy lizosomów. W odnie
sieniu do peroksysomów zwierzęcych de Duve interpretuje to zjawisko 
jako wynik względnie wysokiej przepuszczalności błony peroksysomów 
dla małych cząsteczek łącznie z cząsteczkami sacharozy. W istocie oma
wiane organelle nie zachowują się jak  osmometr i nawet po potrakto
waniu wodą destylowaną nie ulegają rozerwaniu czy poważniejszym 
uszkodzeniom prowadzącym do u tra ty  enzymów [2]. Otrzymane frakcje

4 — P o s tę p y  b io lo g ii  k o m ó r k i  2/74
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14.8 J. ZURZYCKI

peroksysomów kontrolowane w mikroskopie elektronowym wykazują iż 
ogromna większość izolowanych organelli ma nieuszkodzoną błonę ze
wnętrzną (rys. 3).

W związku z brakiem zjawisk osmotycznych peroksysomy układają 
się w gradiencie sacharozy w pasie odpowiadającym gęstości ich uwod
nionego matrix. W pewnych przypadkach stwierdzono zmianę tej gęstości 
związaną ze stanem rozwojowym organu. Na przykład peroksysomy w y
izolowane z kolb Araceae wykazują w trakcie okresu kwitnienia wzrost 
gęstości równowagi z 1,22 do 1,24 g em -3. Również zastosowanie detergen
tów wskazuje na znacznie większą odporność peroksysomów w porów
naniu np. z lizosomami (rys. 2), co jest bez wątpienia związane z innym  
charakterem błon obu organelli. Podobne wnioski można wysnuć dlą 
peroksysomów nasion tłuszczowych. Natomiast peroksysomy izolowane 
z liści odznaczają się znacznie większą wrażliwością [3, 13]. Ulegają one 
łatwo rozerwaniu przy szoku osmotycznym i nawet przy bardzo ostroż
nym postępowaniu w wyizolowanej frakcji peroksysomalnej znaleźć moż
na tylko do 50% enzymów, które przypuszczalnie w tych organellach w y
stępują (natomiast reszta znajduje się w supernatancie). Elektronogramy 
wykazują, że większość peroksysomów izolowanych z liści ma uszkodzoną 
błonę. Nie przeszkadza to ustawieniu peroksysomów liściowych w gra
diencie sacharozy zgodnie z gęstością owodnionej matrix.

Duża przepuszczalność błon peroksysomów dla substratów jest przy
puszczalnie powodem, dla którego nie stwierdza się ukrycia aktywności 
dla oksydaz peroksysomalnych. Natomiast aktywność ukryta występuje 
dla działalności katalazy w nieuszkodzonych peroksysomach zwierzęcych 
(por. rys. 2). Zjawisko to pozornie dziwne z uwagi na łatwość dyfuzji nad
tlenku wodoru zostało wyjaśnione [18] faktem, że katalaza występuje 
w peroksysomach w bardzo wysokim stężeniu i że katalizowana przez nią 
reakcja jest reakcją pierwszego rzędu. W takim systemie szybkość dyfuzji 
może stać się czynnikiem ograniczającym nawet w przypadku wysokiej 
przepuszczalności błon organelli.

M O R FO LO G IA  PERO K SY SO M O W

W roku 1954 Rhodin [20] opisał specjalny typ struk tur komórkowych 
występujących w nerce myszy i nazwał te twory mikrociałkami (micro- 
bodies). Istnienie podobnych tworów zostało później stwierdzone również 
w wątrobie myszy. Zasługą szkoły de Duve było wysunięcie koncepcji, 
że mikrociałka stanowią morfologiczny odpowiednik peroksysomów. Mimo 
iż koncepcję identyczności mikrociałek i peroksysomów w świetle zgro
madzonych faktów można uznać za udowodnioną, do dziś stosowane by- 
wają obie nazwy na określenie omawianych organelli.

Mikrociałka są to twory mniej więcej kuliste o średnicy od 0,5 do
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1,5 (im. Otoczone są pojedynczą otoczką błoniastą, a ich wnętrze wypełnio
ne drobnoziarnistą m atrix  o średniej gęstości dla elektronów. S truk tura  
błony peroksysomu nie jest bliżej poznana poza faktem, że różnić się 
musi od s truk tu ry  błon wielu innych organelli komórkowych z uwagi na 
swą wysoką przepuszczalność. W drobnoziarnistym wnętrzu zlokalizowane 
są enzymy peroksysomu. O ich mniej więcej równomiernym rozmieszcze
niu sądzić można na podstawie lokalizacji katalazy metodami mikroche- 
micznymi. Opracowana dla mikroskopii elektronowej metoda polegająca 
na inkubacji materiału przed jego utrwaleniem w roztworze zawierają
cym DAB (3,3’-dwuaminobenzydynę) i H20 2 [22, 23] powoduje wybitne 
zwiększenie gęstości dla elektronów w miejscach, w których działała 
katalaza. Metoda ta powoduje mniej więcej równomierne zaczernienie 
wnętrza mikrociałek. Istnieją pewne modyfikacje przedstawionego naj
prostszego schematu budowy peroksysomu. I tak np. u wielu typów 
peroksysomów, głównie zwierzęcych, ale także roślinnych, stwierdzono 
występowanie silnie zagęszczonego rdzenia (nucleoid) występującego za
zwyczaj centralnie, ale niekiedy zlokalizowanego peryferycznie. Tsukada 
i wsp. [25] zbadali bliżej u ltrastrukturę  rdzenia peroksysomów wątroby 
szczura i własności biochemiczne tych tworów. Odnośnie do pierwszego 
problemu stwierdzono, że rdzeń ma strukturę pseudokrystaliczną o bar
dzo wysokim stopniu uporządkowania materii. Jego podstawowym ele
mentem strukturalnym  są rurkowate twory o średnicy zewnętrznej 15 
a wewnętrznej 5 nm. Są one ułożone równolegle w sposób uporządko
wany dając w rezultacie rurki drugiego rzędu o średnicy około 19-20 nm. 
Dzięki równoległemu układowi tych elementów rdzeń w przekroju pod
łużnym robi wrażenie równolegle ułożonych struk tur błoniastych.

W strukturach części rdzeniowej zlokalizowana jest cała aktywność 
oksydazy moczanowej [26, 25]. Po zadziałaniu detergentami typu tryton 
X-100 peroksysomy zostają rozbite i wszystkie enzymy, z w yjątkiem  
oksydazy moczanowej, przechodzą do supernatantu. Uzyskane w ten spo
sób preparaty  części rdzeniowej wykazują bardzo wysoką aktywność oksy
dazy moczanowej, nie należy jednak wnosić, że s truk tu ry  te są zbudo
wane wyłącznie z wymienionego enzymu, gdyż pewnymi metodami można 
usunąć z nich część białka bez zmian aktywności oksydazy.

Opisane peroksysomy zawierające część rdzeniową występują we 
wszystkich przypadkach gdzie enzym ten jest składnikiem peroksysomu, 
a więc przede wszystkim w wątrobie i w nerce kręgowców, ale także 
u pierwotniaków, drożdży, koleoptyle owsa itp.

Inny typ wewnętrznego zróżnicowania strukturalnego stwierdzono 
u peroksysomów liści, przędę wszystkim traw  [23, 27, 28]. Polegają one 
na wykształceniu wewnątrz m atrix  licznych włókienek lub fibryli o wy
raźnej i regularnej substrukturze (rys. 7).

Niekiedy nici te łączą się z amorficznym lub pseudokrystalicznym
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»

Rys. 6. R ek o n s tru k c ja  u l t r a s t ru k tu ry  części rdzen iow ej peroksysom u  (wg [25]). U dołu 
p rzek ró j poprzeczny, u góry schem at rów noległego u k ła d u  s t ru k tu r  ru rk o w a ty ch
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Rys. 7. F ra g m e n t kom órki m ezofilu A v e n a  sa tiva  z typow ym  peroksysom em  (Mb) 
leżącym  obok  m itochondrium  (Mi) i ch lo rop lastu  (C). W łókienka widoczne w  m a tr ix  
p e roksysom u  zostały przedstaw ione w  do lnym  p raw y m  w ycinku  w  w iększym  p o 

w iększen iu  (“Wg [27])
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rdzeniem, w większości przypadków rdzeń taki nie występuje i włókien- 
kowate twory są rozłożone nieregularnie. W strukturach nitkowatych 
można wyróżnić linearne lub globularne podjednostki powtarzające się 
w okresie rzędu 16 nm [28]. Jest wątpliwe, aby pewien szczególny typ 
s truk tu ry  fibryli był specyficzny dla roślin prowadzących fotosyntezę 
według szlaku metabolicznego C-3 lub C-4. Brak jest również danych 
dotyczących funkcjonalnego znaczenia włókienkowatycn struktur, poza 
stwierdzeniem opartym na reakcji z DAB, iż aktywność katalazy wydaje 
się być najwyższa właśnie w włókienkach i w strukturze rdzeniowej [28].

PO W STA W A N IE I PR ZEM IA N Y  PERO K SY SO M O W

Istnieje szereg sugestii zarówno ze strony morfologicznej, jak i bio
chemicznej, które wskazywałyby, że białka peroksysomalne wątroby są 
wytwarzane przez siateczkę śródplazmatyczną, a same peroksysomy po
wstają z siateczki drogą pączkowania i odcinania pęcherzyków na brzegach 
cystern siateczki gładkiej. Dane biochemiczne opierają się na rozmiesz
czeniu znakowanej katalazy w poszczególnych frakcjach subkomórko- 
wych w różnym czasie po zastrzyknięciu zwierzęciu 14C-leucyny. Wska
zują one, że katalaza jest syntetyzowana przez rybosomy szorstkiej sia
teczki śródplazmatycznej i następnie (w czasie rzędu 30 min) transporto
wana do peroksysomów. Dane morfologiczne oparte są na stwierdzeniu 
mniej więcej podobnej gęstości elektronowo-optycznej w cysternach sia
teczki i w peroksysomach w wątrobie noworodków myszy [1].

Metodą znakowanej leucyny można też oszacować półokres trwania 
białek peroksysomów na około 3,5 dnia. Podobne oznaczenie półokresu 
trwania hem atyny katalazy oparte na zastosowaniu kwasu 14C-<5-amino- 
lewulinowego daje wynik około 1,5 dnia. Mimo pewnych rozbieżności 
przytoczonych danych należy przyjąć, że peroksysomy ulegają zanikowi 
jako całość i że na pewno nie są to organelle odznaczające się wysoką 
stabilnością [2]. Mechanizm zaniku peroksysomów (autofagia?) nie jest 
znany. Również brak zupełnie danych dotyczących powstawania i dyna
miki peryksysomów roślinnych.

Do badań nad powstawaniem i zanikiem peroksysomów stosowane 
bywają preparaty  sztucznie modyfikujące te procesy. Najważniejszym 
z nich jest CPiB (p-chloro-fenoksy-maślan etylowy), który wybitnie 
zwiększa szybkość generacji i liczbę peroksysomów w komórce i to za
równo w wątrobie kręgowców ,jak i u pierwotniaka Tetrahymena. Jed
nakże efekty cytologiczne uzyskane tą drogą (omówione obszernie przez 
Kahla i wsp. [4]) w tak wysokim stopniu odbiegają od normalnych 
obrazów, że na ich podstawie trudno wnosić o genezie i degradacji pero
ksysomów.
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FU N K C JE  M ETA BO LICZN E PERO K SY SO M Ó W

Można wyróżnić kilka grup peroksysomów.
1. Peroksysomy kręgowców charakterystyczne dla wątroby i nerki 

katalizują w dwustopniowej reakcji redukcję cząsteczkowego tlenu do 
wody. Donorami elektronów mogą być bardzo różne substraty. Naj
częściej jako donor pierwszego stopnia występują glioksalany, D- i L-ami- 
nokwasy, mleczny lub L-a-hydroksykwasy. W drugim stopniu reakcji 
będącej rezultatem peroksydacyjnego działania katalaz największe zna
czenie biologiczne wydaje się mieć utlenianie etanolu, mrówczanów i może 
nadtlenków kwasów tłuszczowych. Większość substratów, szczególnie 
drugiej grupy, wywiera w większych stężeniach działanie toksyczne. Tak 
więc pierwszą funkcją, którą można by przypisać peroksysomom byłoby 
ich działanie odtruwające.

W peroksysomach stwierdzono też występowanie dwu enzymów bio
rących udział w metabolizmie puryn — oksydazy moczanowej, której 
występowanie związane z pseudokrystalicznymi strukturam i rdzeniowy
mi jest dość powszechne i alantoinazy o znacznie bardziej ograniczonym 
występowaniu [29]. W przypadku obecności obu tych enzymów pewien 
odcinek szlaku metabolicznego puryn może odbywać się w peroksyso
mach wątroby.

Wreszcie procesy utleniania wymienionych substratów mogą drogą
substratowego transportu elektronów kontrolować poziom redukcji NAD

(a może i NADP) w cytoplaz- 
mie. Jak przypuszcza de Duve 
[1, 2] system taki (rys. 8), dzia
łając w powiązaniu z rozpusz
czalną dehydrogenazą mlecza- 
nową lub etanolową, może chro
nić przed zbytnim przesunię
ciem równowagi NAD/NADH
na stronę utlenioną. Ponieważ

Rys. 8. S ch em at m ożliw ej funkcji 
peroksysom ów  jako  przenośników

elek tro nó w  (wg [1])

stosunek NAD/NADH jest czynnikiem regulującym szereg procesów np. 
natężenie glikolizy, przebieg cyklu pentozowego itp., działalność peroksy
somów mogłaby odgrywać pewną rolę regulacyjną. Ponieważ system 
utleniania peroksysomalnego jest zancznie bardziej uzależniony od stężę-

http://rcin.org.pl



PER O K SY SO M Y 153

nia cząsteczkowego tlenu niż oddychanie mitochondrialne, nie jest wyklu
czone, że rola taka uwidacznia się dopiero wówczas, gdy działalność mito- 
chondriów nie jest w stanie utrzymać wewnątrzkomórkowego stężenia
tlenu na odpowiednio niskim poziomie.

2. Peroksysomy pierwotniaków mają znacznie bogatszy zestaw enzy
mów. Obok enzymów występujących u kręgowców, które u pierwotnia
ków pełnią przypuszczalnie podobne funkcje biologiczne, występują u tych 
ostatnich niektóre enzymy cyklu glioksalowego. I tak np. u Tetrahymena  
stwierdzono obecność liazy izocytrynianowej i syntetazy jabłczanowej 
(które to enzymy nie występują w mitochondriach) oraz około połowę 
ogólnej aktywności dehydrogenazy izocytrynianowej związanej z NADP 
[30], Podobieństwo takiego rozkładu enzymów do rozkładu występującego 
w peroksysomach grupy 3 każe przypuszczać, iż u pierwotniaków pero
ksysomy spełniają podobną rolę, tj. odgrywają ważną funkcję w gluko- 
neogenezie.

3. Do grupy tej należą peroksysomy roślinne występujące w nasio
nach gromadzących materiały zapasowe w formie tłuszczów. Szczególną 
aktywność peroksysomów tej grupy stwierdza się w okresie kiełkowania 
nasion. Ponieważ w peroksysomach roślin wyższych (grupy 3 i 4) pod
stawowymi substratami oksydaz i reduktaz tam występujących jest kwas 
glikolowy i glioksalowy, omawiany typ peroksysomów nosi często w lite
raturze nazwę glioksysomów.

Dokładniej zbadane glioksysomy nasion rącznika [12] zawierają pew
ne enzymy wspólne z mitochondriami, np. syntetazę cytrynianową, de
hydrogenazę cytrynianową, dehydrogenazę bursztynianową związaną 
z NAD, inne jak np. liaza izocytrynianowa i syntetaza jabłczanowa są 
charakterystyczne tylko dla glioksysomów (por. rys. 1).

Należy przypuszczać, że w tym przypadku aktywność metaboliczna
glioksysomów i mitochondriów polega na ich wzajemnym współdzia
łaniu. Schemat tych procesów przedstawiono na rysunku 9. Dwa mo
m enty przedstawione na schemacie zasługują na uwagę. Pierwszym jest 
możliwość generacji pozamitochondrialnej siły redukcyjnej dzięki two
rzeniu NADH w glioksysomach — organellach o błonach łatwo prze
puszczalnych dla tego związku. Proces ten możliwy jest dzięki istnieniu 
powiązań substratowych poprzez bursztynian, izocytrynian i jabłczan, 
umożliwiających wymianę substancji między mitochondrium a peroksyso- 
mem. Z drugiej strony redukcja powrotna glioksalanu do glikolanu zu
żywa NADH. Odpowiednia regulacja natężenia obu procesów może więc 
zapewnić właściwy stosunek NAD/NAJDH w cytoplazmie.

Drugi moment dotyczy możliwości glukonedgenezy, procesu ważnego 
dla organizmów gromadzących materiały zapasowe w formie tłuszczów.
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W zasadzie cykl metaboliczny określony dla glioksysomów polega na 
oksydacyjnej syntezie cząsteczki jabłczanu z glioksalanu i grupy acety- 
lowej dostarczonej w formie acetylo-CoA. Proces ten nie może przebiegać 
w mitochondriach, jeżeli brak jest w nich enzymów cyklu glioksakrwego.

Rys. 9. S ch em at p ow iązań  m e 
tabo licznych  pom iędzy  g liok- 
sysom em  en d o sp e rm u  nasion . 
P rocesy  odbyw ające  się w  
glioksysom ie p rzedstaw iono  w  
górnej części ry su n k u  w  ob 
szarze  o b ję ty m  po jedynczą  l i 
nią, w  m ito ch o n d riu m  poniżej 
w  obszarze o p o d w ó jn e j g r a 

nicy

W mitochondrium włączona do cyklu Krebsa reszta acetylową ulega tylko 
stopniowemu utlenianiu. Proces glukoneogenezy rozpoczynający się 
w glioksysomach prowadzi m. in. poprzez szczawiooctan, fosfoenolopiro- 
gronian do trioz i heksoz [31]. Jego substrat — w danym przypadku szcza
wiooctan — może powstawać tylko w mitochondriach, ponieważ w glio
ksysomach brak jest dehydrogenazy bursztynianowej i fumarazy [12]. 
Stąd jasno wynika konieczność współdziałania metabolizmu mitochondriów 
i glioksysomów w przemianach reszt acetylowych w węglowodany.

Omówione szlaki metaboliczne nie wyczerpują przypuszczalnie roli 
biologicznej glioksysomów, w której jednak generacja pozamitochon- 
drialnej siły redukcyjnej i glukoneogeneza wydają się mieć zasadnicze 
znaczenie.

4. Jako osobną grupę glioksysomów można wyróżnić peroksysomy wy
stępujące w komórkach fotosyntetycznych i mające ścisły związek z tzw. 
procesem fotooddychania. Glioksysomy, których obecność stwierdzono

szczawiooctan

cytrynian

izocytrynian

bursztynian

bursztynian

fumaran

jabTczanizocytrynian

cytrynian

szczawiooctan
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w liściach wszystkich rodzajów badanych dotychczas roślin [3, 33] za
wierają obok katalazy oksydazę glikolanową, dehydrogenazę jabłczanową 
związaną z NAD reduktazę a-hydroksykwasów (glioksalowego, hydro- 
ksypirogronowego) i specyficzną transaminazę glioksalano-glutaminową
[13, 3, 32]. Ostatnio stwierdzono również obecność dwóch innych specy
ficznych transaminaz: hydroksypirogroniano-serynowej i szczawiooctano- 
-glutaminowej. Od omówionych powyżej rodzajów peroksysomów, glio- 
ksysomy liści różnią się brakiem oksydaz aminokwasowych, mniejszą 
odpornością ich błony na szok osmotyczny, a także faktem że w nor
malnych warunkach ich aktywność objawia się tylko po oświetleniu liścia, 
co wskazuje na ścisłe powiązanie tej aktywności z procesem fotosyntezy. 
Schemat biochemicznych powiązań funkcji peroksysomów liściowych 
z aktywnością zarówno chloroplastów, jak i mitochondriów przedstawio
no na rysunku 10.

W badaniach nad fotosyntezą stwierdzono, że u ogromnej większości
roślin oddychanie liści w świetle przebiega inaczej niż w ciemności. Po

jabTczan

cx-hydroksy 
ß -szczawio- 
bursztynian

szczawiooctans zc za w iQ
o c ta n

-  glutaminian •+

cx-ketoglutaran

Jjum aran  

jabTczan

bursztynian

izocytrynian

cx- ketoglutaran
#  .  

glutaminian

2 glicyna 
' seryna
gli ceran 

1/2 glukozy

Rys. 10. S ch em at w za jem n y ch  pow iązań  m etabolicznych  ch lo rop lastu  (u góry na  
lewo — obszar ogran iczony  podw ójnie), g lioksysom u (poniżej — obszar ob ję ty  p o je 

dynczą linią) i m ito ch o n d riu m  (na p raw o  — podw ójna  lin ia  ograniczająca)
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oświetleniu liścia oddychanie „ciemne”zostaje zahamowane lub przy
najmniej znacznie ograniczone, a w pobieranie tlenu zostaje zaangażo
wany inny proces zwany fotooddychaniem [34]. Jedną z cech różniących 
obie drogi oddychania jest wybitna zależność fotooddychania od stężenia 
tlenu (rys. 11). Z biochemicznego punktu widzenia fotooddychanie po-

Kys. 11. W ydzielanie  C 0 2 (oś y ) w  procesie  oddychan ia  w  ciem ności (k rzyw a 1) 
i w  procesie fo tooddychan ia  (krzyw a 2) przez Picea glauca  w  zależności od stężenia

tlenu  w  środow isku  (wg [35])

lega na utlenianiu glikolanu — substancji produkowanej i wydzielanej 
w znacznych ilościach z chloroplastu. W chloroplastach 1,5 dwufosfory- 
buloza ulega przemianom albo łącząc C 0 2 na dwie cząsteczki 3-fosfogli- 
ceranu, albo bez karboksylacji na fosfogliceran i fosforan glikolanu [36, 
37]. Specyficzna fosfataza przekształca fosfoglikolan w glikolan. Dalsze 
przemiany glikolanu odbywają się już w glioksysomie, gdzie jest zloka
lizowana oksydaza glikolanowa [38, 39, 40]. Relacja między fotosyntezą 
a utlenianiem peroksysomalnym wydaje się być związkiem natu ry  sub
stratowej. Fotoodychanie w ciemności ustaje, ponieważ jego substrat — 
glikolan — nie jest tworzony w tych warunkach. Dodatkiem glikolanu 
z zewnątrz można pobudzić oddychanie peroksysomalne [41].

Związki metaboliczne chloroplast-peroksysom mają jeszcze inny aspekt. 
O ile penetracja glikolanu przez błonę chloroplastów jest praktycznie
jednostronna (glikolan jest wydzielany przez chloroplasty na zewnątrz, 
ale praktycznie nie wnika do chloroplastu), o tyle produkt jego utlenia
nia — glioksalan — może łatwo penetrować błonę chloroplastu i dostawać 
się do jego wnętrza [42]. W chloroplaście może następować ponowna re 
dukcja tego związku przez NADPH (generowany w fotosyntezie) i po
nowna ucieczka glikolanu na zewnątrz. Taki cykliczny proces umożliwia 
transport wodoru na zewnątrz chloroplastu i pozbycie się nadmiaru siły 
redukcyjnej tworzonej w fazie świetlnej fotosyntezy.
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Bardziej złożone jest powiązanie między peroksysomami liścia a mito- 
chondriami. Jednym  z jego aspektów jest cykliczna wymiana substra
towa, np. glutaminianu dającego przez transaminację z glioksalanem gli
cynę — jeden z produktów aktywności peroksysomów liściowych. Według 
ostatnich badań także pewien odcinek drogi glioksalowej wiodącej do 
węglowodanów (etapy: seryna — hydroksypirogronian — gliceran, nie 
zaznaczone na schemacie) może odbywać się w peroksysomach [33, 3], 

Interesującym, choć jeszcze nie w pełni wyjaśnionym problemem, jest 
zagadnienie wpływu aktywności peroksysomów na oddychanie „ciemnio
w e”, tj. mitochondrialne. Jedna z najbardziej prawdopodobnych prób 
wyjaśnienia tego związku opiera się na wynikach badań D’Abrama i wsp. 
oraz Ruffa i wsp. [43, 44], którzy wykazali, że glioksalan może tworzyć 
na drodze nieenzymatycznej kondensacji ze szczawiooctanem kwas a-hy- 
droksy-ß-oxaloszczawiowy według reakcji

CH2 • COOH COOH

O =  C +  H • CO • COOH =  HO — C — CO- COOH.

COOH COOH

Ten ostatni związek okazał się inhibitorem dwóch enzymów cyklu kwasów 
trójkarboksylowych: hydratazy akonitynowej i dehydrogenazy izocytry- 
nianowej. Reakcja hamowana jest odwracalnie. Porównując utlenianie 
peroksysomowe z mitochondrialnym należy podkreślić trzy zasadnicze 
różnice między obu procesami. Po pierwsze, we wszystkich zbadanych 
dotąd przypadkach energia wyzwalana przy utlenianiu peroksysomalnym 
jest zamieniana na ciepło, a więc utracona dla organizmu. Nie stwierdzono 
sprzężenia utleniania peroksysomalnego z fosforylacją [45, 2]. Po drugie, 
aktywność oksydaz peroksysomalnych jest wyraźnie uzależniona od stę
żenia tlenu, w przeciwieństwie do oksydaz mitochondrialnych, które 
w bardzo szerokich granicach (z wyjątkiem krańcowo niskich stężeń 0 2) 
są od stężenia tlenu niezależne. I wreszcie trzecia różnica dotyczy specy
ficzności substratowej. Peroksysomy mogą utleniać niektóre substraty, 
które są przez mitochondria nie atakowane, np. D-aminokwasy lub mo
czany (peroksysomy zwierzęce) lub których produkty utlenienia wręcz 
hamują aktywność mitochondriów (glioksalany — peroksysomy liściowe).

PER O K SY SO M Y  A EW O LU C JA

Mimo wielu różnic charakteryzujących poznane do dziś peroksysomy 
świata roślinnego i zwierzęcego, istnieje tyle cech wspólnych dotyczą
cych morfologii i funkcji tych organelli iż można przyjąć, że wywodzą 
się one z wspólnego pnia. Peroksysomy były przypuszczalnie pierwotnym 
systemem oddechowym, który pojawił się we wczesnej biogenezie (wg 
hipotezy de Duve i Baudhuina [1] na początku aerobiozy). Dalsze losy
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peroksysomów w ewolucji można określić jako stopniowy „wzlot i upa
dek” ich znaczenia biologicznego. '

Pierwotna atmosfera ziemi miała charakter beztlenowy, a pierwotne 
eobionty powstały w wodzie będącej w kontakcie z taką właśnie a tm o
sferą. Pojawienie się w niej tlenu (na skutek działalności organizmów 
fotosyntetycznych) stwarzało niebezpieczeństwo dla prym itywnych eobion- 
tów. Wiele substancji biologicznych, m. in. tiole, samorzutnie reaguje 
z tlenem, a produktem tych reakcji może być nadtlenek wodoru — sub
stancja o wysokim stopniu toksyczności dla żywych komórek. Wydaje 
się więc zrozumiałe, że zadaniem pierwotnego systemu obronnego był 
przede wszystkim rozkład H20 2 już to drogą katalazową, bądź poprzez 
działalność peroksydazową. Pogląd taki potwierdzają wyniki badań dziś 
żyjących bakterii beztlenowych, u których obecność katalaz jest w arun
kiem niezbędnym dla przeżycia w środowisku tlenowym [46].

Pierwotne eobionty rozwijały się w środowisku bogatym w związki 
organiczne, zdobywając łatwo energię na drodze fosforylacji substratowej 
(np. na drodze fermentacji, jak to czynią niektóre dzisiejsze organizmy). 
Fakt, że procesy oksydacyjne prowadzone przez peroksysomy nie do
starczały komórce energii metabolicznej miał więc małe znaczenie, a może 
nawet utlenienie produktów fermentacji ułatwiało pozbycie się ich z or
ganizmu [1]. Fosforylacja oksydacyjna, przynosząca ogromne korzyści 
energetyczne, nie była niezbędna w tym wczesnym okresie biogenezy 
i przypuszczalnie rozwinęła się znacznie później w okresie konkurencji 
o substraty organiczne. W świetle powyższej hipotezy dzisiejsze peroksy
somy stanowią pewnego rodzaju „kopalne organelle”. Wyjaśniałoby to 
fakt  występowania w peroksysomach wielu enzymów, bez których dzi
siejszy zdrowy organizm mógłby się w zasadzie obyć, np. oksydazy mo
czanowej u ssaków czy oksydaz D-aminokwasów.

Najbogatszy zestaw enzymów, prawdopodobnie najbardziej zbliżony 
do tego jaki występował w pierwotnych peroksysomach, mają pierwot
niaki (tab. 1). Zmiany peroksysomów w późniejszej ewolucji polegały 
w zasadzie na utracie pewnych enzymów. Tak np. oksydaza moczanowa 
zanikła przy odgałęzieniu ewolucyjnym kręgowców prowadzących do p ta
ków, pozostając u ssaków, ale i w tej gromadzie zanika u naczelnych. 
W ewolucji roślin zanikły z kolei oksydazy aminokwasowe, których nie 
spotykamy w glioksysomach. Fakt, że peroksysomy nie zanikły w pro
cesie ewolucji wskazuje, że spełniają one wciąż jeszcze istotne, choć 
często wąsko wyspecjalizowane funkcje. U ssaków peroksysomy wystę
pują wyłącznie w wątrobie i nerkach — organach wykazujących szcze
gólnie intensywną przemianę materii i rola ich może polegać na funkcji 
ochronnej. Klasycznym przykładem specjalizacji są glioksysomy w y
stępujące w endospermie nasion tłuszczowych, których działalność po
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zwala na skierowanie części rezerw drogą cyklu glioksalowego do węglo
wodanów, co istotnie ma miejsce podczas kiełkowania [11].

Charakterystyczne są ścisłe powiązania metaboliczne peroksysomów 
z chloroplastami i mitochondriami. Istnieją poważne argumenty, że oba 
ostatnie typy organelli komórkowych mają genezę symbiotyczną. Mito
chondria jako najbardziej sprawne w procesie utleniania biologicznego 
winny w zasadzie zwyciężyć we współzawodnictwie z peroksysomami. 
W istocie powstała jedna wzajemną współpraca i pewien podział funkcji
między tymi organellami.

Niejasne jest znaczenie biologiczne procesu fotooddychania prowadzo
nego przez glioksysomy liści. Proces ten powoduje niekiedy istotne 
zmniejszenie produktywności fotosyntetycznej. Można jedynie przy
puszczać, że pierwotne endosymbionty fotosyntetyczne wydzielały znaczne 
ilości asymilatów w postaci silnie dysocjującego kwasu glikolowego (po
dobnie jak to ma miejsce w pewnych warunkach u niektórych dziś 
żyjących glonów [47]), a dalsze przetwarzanie tego związku możliwe było 
tylko dzięki obecności glioksysomów z typową dla nich oksydazą gli- 
kolanową.

Należy podkreślić, że rozważania na tem at roli peroksysomów w ewo
lucji mają charakter bardzo spekulatywny. Niewątpliwie przyszłe bada
nia nad peroksysomami innych gatunków organizmów żywych, a w szcze
gólności nad ich aktywnością enzymatyczną i rolą biologiczną, pozwolą 
stwierdzić, jak dalece przedstawiony obraz odpowiada rzeczywistości.
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STRUKTURY GOLGIEGO W ŚWIECIE ROŚLIN

B a rb a ra  G A BA RA
£

Z ak ład  Cytologii i C ytochem ii Roślin, In s ty tu t  Fizjologii i Cytologii,
U n iw ersy te t  Łódzki

Streszczen ie .  S t ru k tu ry  Golgiego, w y stęp u jące  w  k o m ó rk ach  p ra w ie  w szystk ich  ro ś 
lin  z w y ją tk ie m  b a k te r i i  i sinic, zbudow ane  są z cyste rn  i pęcherzyków  w y k a z u ją 
cych obecność n iek tó ry ch  enzym ów  hydro litycznych  a także  po lisacharydów  i b ia 
łek. F u n k c ja  s t ru k tu r  Golgiego w  kom órce roś linne j polega na  reg u lac ji  zaw artości 
w ody  w  k o m ó rk ach  n iek tó rych  glonów  oraz na  dosta rczan iu  m a te r ia łu  dla blaszki 
ś ro d k o w ej i ściany kom órkow ej. Ponad to , s t ru k tu ry  Golgiego uczestn iczą w  tw o 
rzen iu  i rozbudow ie  p lazm alem m y  oraz b io rą  udzia ł w  p ro d u k c ji  śluzów.

*

Odkrycie przez Camillo Golgiego w roku 1898/1899 organelli komór
kowych, nazwanych potem strukturam i Golgiego, zainicjowało wiele ba
dań, spekulacji i dociekań.

Szczególne kontrowersje budził aparat Golgiego w komórkach roślin
%

ze względu na obecność garbników oraz fosforanów nieorganicznych 
i organicznych uniemożliwiających zastosowanie metod selektywnej im
pregnacji tych organelli komórkowych solami metali ciężkich, jak osm 
czy srebro, a wykorzystywanych z powodzeniem do ujawniania struktur 
Golgiego u zwierząt. Niemniej jednak sugerowano możliwość po zastoso
waniu odpowiednich metod wykrycia u roślin s truk tur Golgiego analo
gicznych jak w komórkach zwierzęcych [1].

Pogląd o braku aparatu Golgiego u roślin przetrwał przez wiele lat 
i aż do chwili zastosowania mikroskopii elektronowej do badań biolo
gicznych uważano struk tury  Golgiego za organelle charakterystyczne dla 
komórek zwierzęcych.

Badania mikroskopowo-elektronowe wykazały obecność struktur Gol
giego w komórkach prawie wszystkich roślin, z wyjątkiem najniżej 
uorganizowanych — bakterii i sinic. Okazało się ponadto, że wygląd 
s truk tu r Golgiego jest różny w komórkach glonów, grzybów, wątrobow
ców czy roślin wyższych (rys. 1).

5 — P o s t ę p y  b io lo g ii  k o m ó r k i  2/74
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Rys. 1. S ch em at budow y  s t ru k tu r  Golgiego w  k o m ó rk ach  n iek tó ry ch  p rzedstaw ic ie li  
roślin : a — Dunaliella  sp. [2]; b — Paecilom yces berlinensis  [3]; c — Spirogyra  sp. 
[4]; d  — M archantia  po lym orpha  [5]; e — Zea m a ys  [1]; /  — Tradescantia  paludosa  [6]

W ymiary diktiosomów u roślin wahają się w granicach od 0,5 pm
do kilku jim (np. u Laminaria 3 |im [7], u Micrasterias rotata 2-5,5 ąm 
a w żywej komórce nawet do 8 ąm [8],), natomiast ich liczba w jednej 
komórce wynosi od 1 (Schizochytrium aggregatum, T hr aust ochy trium  sp. 
[9], Dinobryon sertulata [10]) do dwudziestu kilku tysięcy (rhizoidy Chara 
foetida [11]). Wyliczono ponadto, że na jedną komórkę gruczołową Men
tha  o średnicy 22 |im przypada 840 diktiosomów [12].

BUDOWA

Z badań w mikroskopie elektronowym wynika, że w skład struktur 
Golgiego wchodzą dwa podstawowe elementy: cysterny i pęcherzyki. 
Cysterny są spłaszczonymi woreczkami ułożonymi w stos stanowiący 
centralną część s truk tur Golgiego, noszącą nazwę diktiosomu. Diktiosom 
ma kształt soczewkowaty lub dyskowaty i jego średnica zależy od śred
nicy cystern, a wysokość od ich liczby i grubości.

Liczba cystern w diktiosomie waha się od 1 (Paecilomyces berlinensis 
[3]) do 12 cystern (Dinobryon sertulata [10]) a nawet 15 (Ceramium  [13]).

Cysterhy są zwykle napęczniałe na brzegach diktiosomu, wskutek 
czego na przekroju podłużnym mają kształt maczugowaty. Wokół diktio
somu występują pęcherzyki Golgiego połączone z cysternami siecią 
długich, rozgałęziających się wypustek (rys. 2), widocznych jako system 
kanalików [14]. Wyróżnić można dwie kategorie pęcherzyków Golgiego: 
małe, elektronowooptycznie gęste, o średnicy 80-250 nm i duże, bardziej
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Rys. 2. Pinus silvestris,  m ery s tem  korzeniow y. M — m itochondria , D — diktiosom ,
S — ściana kom órkow a, V — pęcherzyk i Golgiego !(46 750 X)

Rys. 3. P inus  silvestris ,  m ery s tem  korzeniow y. ER — re t ik u lu m  endop lazm atyczne ,
D — dik tiosom  (105 000 X)
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Rys. 4. Pinus silvestris,  m erys tem  korzeniow y, P  — pory; D — diktiosom  (98 000 X) 
Rys. 5. D elphin ium  sp., tape tum . P asem ka  m iędzy cyste rnam i (strzałki) (138 380 X)
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przepuszczalne dla elektronów, o średnicy 0,3-1 jim [15]. Duże pęcherzyki 
Golgiego nazywane są wakuolami Golgiego.

Ponadto, w okolicy diktiosomu niektórzy autorzy [16] zaobserwowali 
jeszcze jeden rodzaj pęcherzyków o średnicy 85 |im tzw. „coated vesicles”, 
które według ich opini powstawać mogą z większych pęcherzyków pod
czas oddalania się ich od cystern Golgiego.

Z obserwacji mikroskopowo-elektronowych materiału roślinnego wy
nika, że im bardziej pęcherzyki oddalają się od cystern tym osiągają 
większe rozmiary.

Powszechnie uważa się, że pęcherzyki Golgiego są wyrazem aktyw 
ności diktiosomów, a ich brak charakteryzuje nieaktywne struk tury  
Golgiego.

Diktiosom wykazuje zróżnicowanie na biegun proksymalny zwany 
niekiedy regenerującym (forming), charakteryzujący się powstawaniem 
nowych cystern oraz biegun dystalny zwany też wydzielniczym (matu
ring), gdzie cysterny rozpadają się na pęcherzyki [17, 18, 19]. Czasem 
poszczególne cysterny mogą pęcznieć w całości i w rezultacie powstaje 
duża przestrzeń otoczona błoną Golgiego. Taka cysterna opuszczająca 
diktiosom zastępowana jest nową, i w ten sposób odbywa się przemieszcza
nie cystern z bieguna proksymalnego do dystalnego. W ten właśnie spo
sób powstają Wodniczki tętniące u glonów [20, 21]. Z badań niektórych 
autorów [22, 23] wynika, że cysterny diktiosomu mogą być w ścisłym 
związku z retikulum  endoplazmatycznym (rys. 3).

Ponadto wykazano, że w strukturach Golgiego widoczne są pory za
wierające granule podobne do tych jakie występują w porach błony ją
drowej (rys. 4). Liczba por w cysternie regenerującej jest większa aniżeli 
dojrzałych cystern bieguna wydzielniczego. Obecność por może być zwią
zana z istnieniem biegunowego przenoszenia makrocząsteczek koniecznych 
do dojrzewania zawartości cystern [24].

Pomiędzy cysternami, a także w ich wnętrzu, występują krótkie, 
cienkie, gęste elektronowo fibrylarne pasma łączące sąsiednie cysterny 
(rys. 5). Uważa się, że s truk tu ry  te są odpowiedzialne za ułożenie i przy
leganie cystern wewnątrz diktiosomu [25].

Ponadto, między kolejnymi cysternami diktiosomu zaobserwować moż
na pasma składające się z rzędu pałeczek, których średnica wynosi 2,5 nm. 
Zachodzą przypuszczenia, że są to mikrotubule [26, 27],

ONTOGENEZA

Panuje powszechnie pogląd, że s truk tury  Golgiego powstawać mogą 
z udziałem retikulum  endoplazmatycznego [28, 19] lub z błony jądrowej 
[29, 30], W obu przypadkach cysterny Golgiego powstają w wyniku fuzji
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pęcherzyków odsznurowujących się z gładkiego retikulum  endoplazma- 
tycznego lub też z zewnętrznej błony otoczki jądrowej (rys. 6 a b ,  7).

Tworzenie cystern zachodzić musi niesłychanie szybko; wykazano m ia
nowicie, że w aktywnym diktiosomie, mimo wydzielania z jego s tru k tu r  
co 30 sek. jednego pęcherzyka, liczba cystern nie ulega redukcji [20],

Rys. 6. S ch em at p o w staw an ia  s t ru k tu r  Golgiego

W trakcie przemieszczania się cystern z miejsca tworzenia do bieguna 
wydzielniczego zachodzi proces ich dojrzewania. W tym  właśnie okresie 
następuje gromadzenie się substancji PAS pozytywnych wewnątrz kana
łów retikulum endoplazmatycznego lub wewnątrz otoczki jądrowej [24].

Z badań przeprowadzonych na glonach wynika, że przynajmniej część 
pęcherzyków na terenie bieguna proksymalnego pochodzi z błony jądro
wej [30, 31]. Natomiast, na podstawie obserwacji niektórych przedstawi
cieli krasnorostów uważa się, że s truk tu ry  Golgiego mogą powstawać 
z udziałem retikulum  endoplazmatycznego i otoczki jądrowej równocześ
nie [18],

Panuje także pogląd, w myśl którego struk tury  Golgiego powstają 
przez podział istniejących organelli [22, 15]. W pierwszym etapie cysterny 
Golgiego wydłużają się, a następnie dzielą poprzecznie (rys. 6 c).

W trakcie mikrosporogenezy u Traaescantia paludosa pojawiają się
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pierścieniowate struktury, które w miarę trwania mikrosporogenezy 
otwierają się, zwiększając równocześnie liczbę cystern [6]. W ten właśnie 
sposób powstają s truk tu ry  Golgiego, a koliste formy stanowią ich młodo
cianą postać (rys. 6 d). Podobne struk tury  koliste przekształcające się 
w cysterny Golgiego wskutek pękania leżących obok siebie błon opisy
wane były przez innych badaczy [32].

W przeciwieństwie do przytoczonych poglądów, s truk tu ry  Golgiego 
u Acetabularia powstawać mogą z pozbawionych błon ciał tworzących się 
prawdopodobnie wewnątrz jądra [33], Badania prowadzone na bezjądro- 
wych fragmentach komórek Acetabularia zdają się świadczyć, że tworze
nie s truk tur Golgiego jest regulowane przez DNA jądrowy, ponieważ 
w przypadku zablokowania aktywności genetycznej DNA nie tworzą się 
ani wspomniane ciała, ani też s truk tury  Golgiego. Z badań tych wynika 
ponàdto, że zaciemnienie glonu powodujące spadek zawartości rybonu- 
kleGproteidów hamuje tworzenie tych ciał i prowadzi do powstania nie
aktywnych diktiosomów.

Brak światła wydaje się być ponadto czynnikiem redukującym liczbę 
struk tur Golgiego u Euglena gracilis [34].

SK ŁA D  CHEM ICZNY

Wiadomo powszechnie, że s truk tu ry  Golgiego zawierają białka i lipidy 
będące składnikiem konstytucyjnym ich błon. Podczas gdy badania pro
wadzone na izolowanych strukturach Golgiego dotyczą wyłącznie ich 
budowy [35] bądź metod otrzymywania nie zmienionych morfologicznie 
poszczególnych elementów struk tur Golgiego [36], to ustalenie ich składu 
chemicznego in situ ze względu na obecność w komórkach roślinnych fo
sforanów nieorganicznych i organicznych wyczerniających się metodami 
siarczkowymi stosowanymi do wykrywania enzymów napotyka poważne 
trudności.

Mimo tych trudności udało się wykazać za pomocą mikroskopu świetl
nego, że s truk tu ry  Golgiego zawierają fosfatazy: kwaśną i zasadową oraz 
pirofosfatazę tiaminową [37, 38], Zastosowanie metod cytochemicznych 
do badań w mikroskopie elektronowym pozwoliło zlokalizować wystę
pujące w strukturach Golgiego enzymy na peryferiach cystern, a niekiedy 
i w całych cysternach lub w pęcherzykach Golgiego [39, 40, 41].

Oprócz kwaśnej i zasadowej fosfatazy oraz pirofosfatazy tiaminowej 
wykazano ponadto na terenie s truk tur Golgiego komórek merystemu ko
rzeniowego Cucumis sativus obecność różnych nukleozydodwufosfataz 
w optymalnym pH 7,0, jak np. adenozynodwufosfatazy i inozynodwufosfa- 
tazy [39]. Poux [42, 43] zlokalizowała w tych komórkach również peroksy- 
dazę, występującą na terenie diktiosomów.
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Zaar i Schnepf [44] zwrócili uwagę na biegunową lokalizację enzy
mów na terenie diktiosomu. I tak np. nukleozydodwufosfataza w ykryta 
w strukturach Golgiego włośników korzenia Lepidium sativum  zlokalizo
wana jest, podobnie jak w komórkach zwierzęcych, na biegunie wydziel- 
niczym, natomiast biegun regenerujący nie ma tego enzymu.

Modyfikacja metody PAS pozwoliła wykazać obecność polisacharydów 
w pęcherzykach Golgiego oraz na terenie cystern [45]. Z badań autora- 
diograficznych w mikroskopie elektronowym wynika ponadto, że D-glu- 
koza-l-3H lub D-glukoza-6-3H włącza się wybiórczo po krótkim czasie 
inkubacji do pęcherzyków Golgiego [46].

Szczególnie dogodnym materiałem do badań składu chemicznego wy
dają się być s truk tu ry  Golgiego grzybni i zarodników Paecilomyces berli- 
nensis. Jedyna cysterna stanowiąca diktiosom wykazuje obecność polisa
charydów, białek z grupami S-S oraz enzymów — fosfatazy kwaśnej 
i pirofosfatazy tiaminowej. Podczas gdy białka, polisacharydy i fosfataza 
kwaśna obecne są w rozszerzonych zakończeniach cysterny, to pirofosfa- 
taza tiaminowa zlokalizowana jest na powierzchni tej jedynej cysterny, 
rzadko zaś w pęcherzykach otaczających diktiosom [3].

F U N K C JA

Rola s truk tur Golgiego w komórce roślinnej jest różnorodna i zależy 
od gatunku rośliny, stadium różnicowania i specjalizacji funkcjonalnej 
komórek w danym organizmie. Ogólnie można przyjąć, iż pełnią one 
funkcję wydzielniczą, przy czym produktem wydzielanym jest woda, 
a najczęściej polisacharydy, względnie inne związki chemiczne wchodzące 
w skład ściany komórkowej.

W komórkach autospor jednokomórkowych glonów Glaucocystis i Va- 
cuolaria virens cysterny diktiosomu przekształcone w Wodniczki tętniące 
pełnią funkcje organelli regulujących zawartość wody w komórce [20, 
21]. Zawartość wakuoli o średnicy 0,8 gm wylewa się co 75 sek. drogą 
egzocytozy, a błona Wodniczki łączy się z błoną komórkową. Z obliczeń
Schnepf a i Kocha [21] wynika, że tą drogą s truk tury  Golgiego dostarczają
w ciągu 1 godz. błonę do rozbudowującej się plazmalemmy w ilości sze
ściokrotnie przekraczającej powierzchnię komórki Vacuolaria. Ponieważ 
komórki tych glonów drogą pinocytozy pobierają wodę, można więc przy
jąć, że taka sama ilość błony komórkowej bierze udział w tworzeniu wa- 
kuol pinocytozowych [24],

Z badań nad glonami wynika, że istnieje ścisły związek między poło
żeniem diktiosomów i miejscem tworzenia ściany komórkowej (Chlorella 
vulgaris [47]). Ponadto Brown [48] wykazał, że składniki ściany u Pleuro- 
chrysis są syntetyzowane wewnątrz cystern Golgiego w postaci płytek.
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Te cienkie płytki wydalane z komórek drogą egzocytozy wtapiane są na
stępnie w bezpostaciową substancję ściany komórkowej. Płytki te zawie
ra ją  celulozę [49].

S truk tu ry  Golgiego u Navicula pelliculosa brałyby natomiast udział
w dostarczaniu krzemionki dla ściany komórkowej, przenosząc spolime-
ryzowaną krzemionkę w mikropęcherzykach, jak również uczestniczyłyby
w tworzeniu silikolemmy [31].

Ł)obberstein i Kiermayer [50] uważają, że s truk tury  Golgiego u Micra-
sterias denticulata  produkują rodzaj dyskowatych pęcherzyków pojawia
jących się w trakcie tworzenia ściany wtórnej a przenoszących globularne 
cząstki o średnicy 25 nm do miejsca syntezy celulozowych mikrofibryli, 
dostarczając jednocześnie błony do rozbudowy plazmalemmy.

Podobnie wydaje się, że aparat Golgiego bierze udział w tworzeniu
ściany komórkowej, zakładającej się centrypetalnie (dośrodkowo) u nitko
watych glonów jak Spirogyra czy Cladophora oraz w rozbudowie plazma
lemmy [51, 4],

W przypadku centryfugalnego (odśrodkowego) podziału będącego zaw
sze konsekwencją kariokinezy i zachodzącego głównie w komórkach roś
lin wyższych obserwuje się w płaszczyźnie równikowej fragmoplastu duże 
nagromadzenie aktywnych form struk tur Golgiego. Pęcherzyki submi- 
kroskopowych wymiarów produkowane przez s truk tury  Golgiego tworzą 
przegrodę pierwotną [52, 53, 54]. Zlewająca się zawartość pęcherzyków 
daje początek blaszce środkowej, natomiast ich błona wcielana jest do 
tworzącej się plazmalemmy. Po całkowitym podzieleniu cytoplazmy i wy
tworzeniu blaszki środkowej, nowe pęcherzyki, produkowane przez aparat 
Golgiego komórek potomnych, dostarczają materiału dla ścian komórko
wych. W tym  okresie obecne są (wykrywane metodami cytochemicznymi) 
substancje pektynowe [55] i hemicelulozy, wchodzące w skład substancji 
podstawowej ściany. W dalszym okresie rozbudowy, ściana pierwotna 
wzbogacana jest w fibryle celulozowe przy współudziale plazmalem-
m y [24].

Proces produkcji polisacharydów i ich wbudowywanie do tworzącej 
się ściany zachodzić musi bardzo szybko skoro, jak wynika z obliczeń 
kinetyki sekrecji, pęcherzyki Golgiego potrzebują około 2,5 min. dla prze
bycia drogi od diktiosomu do miejsca wydalenia zawartości na powierzchni 
komórki [56]. Dodatkowym argumentem przemawiającym za znacznym 
tempem tego jest fakt podwajania powierzchni komórek skórki korzenia 
pszenicy w ciągu 8 godz., a epidermy koleoptylu owsa tylko w 30 min. [24].

S trukturom  Golgiego przypisuje się udział w tworzeniu ścian komórek 
różnicujących się, jak np. komórki drewna [57, 58]. Produkt aparatu Gol
giego w postaci fibrylarnego materiału [59] wcielany jest do ściany ko
mórkowej, a błona pęcherzyków Golgiego — do plazmalemmy. Z badań
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Pickett-Heapsa [60] wynika, że prekursor ligniny — kwas cynamonowy 
włącza się intensywnie początkowo do struk tur Golgiego, a dopiero póź
niej widoczny jest w ścianie komórek drewna.

W komórkach charakteryzujących się wzrostem szczytowym, jak
strzępki grzyba [28], łagiewka pyłkowa [61] czy włośniki korzeniowe [11, 
62, 63], wzrost ściany poprzedzony jest zawsze pojawianiem się dużej 
ilości pęcherzyków Golgiego w strefie wzrostu (rys. 8). Zawartość tych

Rys. 8. S chem at fu n k c jo n o w an ia  s t ru k tu r  Golgiego w  ro sn ący m  w łośn iku
(wg S ievers [63])

pęcherzyków wcielana jest następnie do rozbudowującej się ściany, a ich 
błona do plazmalemmy [11, 61]. W miejscu gromadzenia się pęcherzyków 
nie obserwuje się nigdy całych diktiosomów, które występują w znacznej 
ilości dopiero poniżej strefy wzrostu.

Trawienie pektynazą usuwa zawartość pęcherzyków Golgiego, jak 
również materiał ściany łagiewki pyłkowej [61]. Ponadto, jeżeli podać 
mioinozytol-3H będący prekursorem pektyn i metioninę metylo-3H jako 
dawcę grupy metylowej, do łagiewek pyłkowych to zawsze znakowane są 
najpierw pęcherzyki Golgiego, a radioaktywność w miejscu wzrostu ścia
ny wykrywalna jest nieco później [61].

Z badań Olszewskiej i Gabara [64] wynika, że apikalne części włośni
ków, zawierające duże ilości s truk tu r Golgiego i wykazujące obecność
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Rys. 7. Pinus silvestris ,  m ery s tem  korzeniow y. N — jądro , D — diktiosom , V — p ę 
cherzyki Golgiego (94 500 X)

Rys. 9. L a r ix  sp., ko m ó rk a  m acierzysta  py łku . D — diktiosom  (17 850 X) (M ikulska,
niepubl., dzięki up rze jm ośc i au to rk i)
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Rys. 10. Magnolia soulangenana  Soul., k o m ó rk a  m acie rzysta  pyłku. V — pęcherzyki
Golgiego (105 000 X)

Rys. 11. Berheris  sp., kom órka  m ac ie rzy s ta  pyłku . V — pęcherzyk i Golgiego, K  —
kalozow e zaczątk i śc iany  (33 660 X)
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Rys. 12. D elph in ium  sp., tap e tu m . D — d ik tio som  (przekrój poprzeczny), Di — d ik tio -
som (przekrój skośny) (37 500 X)
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Rys. 13. D elph in ium  sp., tape tum . D — diktiosom , F — m a te r ia ł  f ib ry la rn y , S —
ściana kom órkow a (47 150 X)
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glikozydaz i polisacharydów uronowych, bardzo intensywnie włączają 
D-glukozę-3H, przy czym największe nasilenie radioaktywności znajduje 
się w obszarze zajętym przez same pęcherzyki oraz na terenie ściany ko
mórkowej. Przytoczone dane wskazują, że w pęcherzykach Golgiego za
chodzi polimeryzacja substancji pektynowych i hemiceluloz uronowych, 
a także metylacja pektyn.

Ponadto Bonnett i Newcomb [16] sugerują, że „coated vesicles” wcho
dzące w skład s truk tu r Golgiego włośnika rzodkiewki, przez analogię do 
wyników uzyskanych na materiale zwierzęcym, mogłyby brać udział w se
gregacji i transporcie białek w komórce. Przypuszczenia te jednak nie są 
poparte badaniami cytochemicznymi.

S trukturom  Golgiego przypisuje się udział w tworzeniu ściany kalo- 
zowej powstającej w procesie mikrosporogenezy [65]. Zarówno w trakcie 
I i II podziału mejotycznego w przypadku cytokinezy sukcesywnej i wy
łącznie w okresie II podziału komórek, charakteryzujących się podziałem 
jednoczesnym, obserwuje się nagromadzenie dużej ilości diktiosomów 
(rys. 9) w okolicy tworzenia się ściany komórkowej ([65]; Gabara, nie 
publ.). Pęcherzyki Golgiego, submikroskopowych wymiarów, wydzielane 
w dużej ilości (rys. 10) i gromadzące się w płaszczyźnie równikowej po
działu komórki zlewając się tworzą ciągłą warstwę kalozową (rys. 11), 
a ich błona wciela się prawdopodobnie do plazmalemmy. Udział s truk tur 
Golgiego w tworzeniu kalozy sugeruje także Eschrich [66] uważając, że 
niektóre pęcherzyki Golgiego zawierają fosforylowane prekursory kalozy 
wydzielane w okresie tworzenia ściany. O udziale s truk tur Golgiego 
w produkcji kalozy świadczyć mogłoby ponadto silne znakowanie ściany 
kalozowej u Magnolia po podaniu D-glukozy-l-3H, (Gabara, nie publ.), 
przy czym wewnątrzkomórkowa lokalizacja izotopu radioaktywnego od
powiada lokalizacji aktywnych struk tur Golgiego [65]. Godny podkreśle
nia wydaje się fakt, że jedynie pokłady kalozy wytworzone w czasie po
dawania prekursora radioaktywnego są wyznakowane, co świadczyć mo
głoby o tworzeniu się ściany kalozowej drogą apozycji (nakładania).

Podobnie, pojawienie się dużej ilości hyper troficznych form struk tu r
Golgiego w komórkach tapetum  — tkance odżywczej dla komórek macie
rzystych pyłku — zdaje się wskazywać na wydzielniczą funkcję tych 
organellów komórkowych (rys. 12), a obecność materiału fibrylarnego
w pęcherzykach Golgiego podobnego strukturalnie do materiału ściany 
komórkowej (rys. 13) świadczyć może o udziale s truk tu r Golgiego komó
rek tapetum  w budowie ściany. Być może, że w ten sposób syntetyzowana 
jest sporopollenina, która jak się wydaje powstaje z udziałem komórek 
tapetum  [67].

Ponadto dyskutowany jest udział s truk tu r Golgiego w tworzeniu in-
tyny [68].

O udziale s truk tu r Golgiego w budowie ściany komórek roślinnych
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świadczyć może pośrednio fakt, że inhibitory wzrostu, np. D-galaktoza, 
hamują tworzenie przegrody pierwotnej i ściany komórkowej oraz powo
dują wyraźne zmiany w morfologii diktiosomów. Diktiosomy stają się 
nieaktywne, a pęcherzyki Golgiego, wcielające się do ściany w materiale 
kontrolnym, nie wędrują pod wpływem D-galaktozy do przegrody pier
wotnej. D-galaktoza hamuje syntezę hemiceluloz lub pektyn, a ponadto 
rozbudowę plazmalemmy [69].

Do niedawna panował powszechnie pogląd, że aparat Golgiego jest 
odpowiedzialny za dostarczanie prekursorów bezpostaciowej substancji 
ściany, przede wszystkim kwaśnych polisacharydów, natomiast synteza 
celulozy, krzemionki czy kalozy odbywa się wyłącznie przy współudziale 
retikulum endoplazmatycznego i plazmalemmy [70].

Z wielu przytoczonych prac wynika jednak, że s truk tu ry  Golgiego 
zdolne są również do syntezy wszelkich substancji ścian komórkowych 
wydzielanych przez pęcherzyki Golgiego do miejsca powstawania ściany 
w formie gotowego materiału. Z tego też względu Frey-Wyssling [24] w y
suwa wniosek o identyczności s truk tur Golgiego i plazmalemmy.

S truktury  Golgiego biorą ponadto udział w wytwarzaniu śluzów, które 
wydzielane są na zewnątrz komórek jako substancja ochronna takich 
organów, jak korzeń [71, 72] bądź też u roślin owadożernych — Drosera 
czy Pinguicula — gdzie pełnią funkcje w wabieniu i przyklejaniu owadów 
[56, 73, 74]. Wydzielanie śluzów jest tak obfite, że możliwe było ustalenie
metodą chromatografii składu chemicznego związków produkowanych 
przez aparat Golgiego komórek czapeczki Zea mays  (tab. 1). Z danych 
przedstawionych w tej tabeli wynika, że śluzy wydzielane przez aparat 
Golgiego zawierają najwięcej glukozy i galaktozy oraz kwasu galakturo- 
nowego [72]. Ponadto, udało się wykazać, że s truk tury  Golgiego komórek 
produkujących śluzy wybiórczo włączają D-glukozę-l-3H i D-glukozę-6-3H 
[46, 54],

TABELA 1. Skład chemiczny polisacharydów wydzie
lanych z komórek czapeczki Zea mays [72]

%
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Składnik mg/100 mg

Kwas galakturonowy 12
Galaktoza 39
Glukoza 22
Mannoza 6
Fukoza 8
Ramnoza 1
Arabinoza 7
Ksyloza 5
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Z przeprowadzonych danych wynika, że rola struk tur Golgiego w ko
mórce roślinnej jest różnorodna i polega na regulacji zawartości wody 
w komórkach niektórych jednokomórkowych glonów, syntezie i wydzie
laniu substancji wchodzących w skład blaszki środkowej (kwaśnych poli
sacharydów) i ściany komórkowej (kwaśnych polisacharydów, krzemionki, 
ligniny, kalozy i ewentualnie celulozy) oraz na budowie i rozbudowie 
plazmalemmy. Ponadto, s truk tury  Golgiego produkują śluzy pełniące rolę 
ochronną niektórych organów roślin, a także biorą udział w wabieniu 
i przyklejaniu owadów u roślin owadożernych.

LITER A TU R A

[1] W H A LEY  W. G., K E P H A R T  J . E., M O LLEN H A U ER H. H., 1959 — D evelop
m e n ta l  changes in  the  G o lg i-ap p a ra tu s  of m aize roo t cells, A m er. J. Bot., 46: 
743-751.

[2] B E R K A L O F F  C., 1966 — O bservations  su r  l ’o rgan isa tion  in f ra s tru c tu ra le  d ’une 
Volvocale, C. R. Acad. Sei. Paris , 262: 1232-1234.

[3] G Y Ö R G Y -M IK L O S O., 1973 — A ctiv ités  enzy m atiqu es  e t in f ra s t ru c tu re  du 
d ic tyosom e sim ple, C. R. Acad. Sei., 276: 2261-2263.

[4] FO W K E L. C., P IC K E T T -H E A P S  J. D., 1969 — Cell division in  Spirogyra.  II. 
C ytokinesis , J. Phycol., 5: 273-281.

[5] V Ö LK ER H., H A L B SG U T H  W., 1966 — Z ur F e in s tru k tu r  der  R hizo id in itia len  
bei den  B ru tk ö rp e rn  von M archantia  p c lym o rp h a  L., Z. P flanzenphysio l., 55: 
158-164.

[6] M ARU Y A M A  K., 1965 — Cyclic changes of the  Golgi body du ring  m icrosporo- 
genesis in Tradescan tia  pa ludosa , Cytologia, 30: 354-374.

[7] EVANS L. V., S IM PSO N  M., CA LLO W  M. E., 1973 — S u lp h a ted  po lysaccharide  
syn thes is  in b ro w n  algae, P lan ta ,  110: 237-252.

[8] DRA W ERT H., M IX  M., 1962 — Z u r  F u n k tio n  des G olg i-A p p ara te s  in  der 
P flanzenzelle , P la n ta ,  58: 448-452.

[9] DA RLEY  W. M., PO R T E R  D., FU LLER  M. S., 1973 — Cell w all  com position 
an d  syn thesis  v ia  Golgi d irec ted  scale fo rm atio n  in  the  m a r in e  E ucaryo te , 
S c h izo c h y tr iu m  aggregatum  w ith  a note  on T h ra u s to c h y tr iu m  sp. A rch. M ikro- 
biol., 90 : 89-106.

[10] FR A N K E W. W., H E R T H  W., 1973 — Cell and  lorica fine  s tru c tu re  of the
C hrysom onad  alga D inobryon  sertularia  E hr. (C hrysophyceae ), A rch. M ikrobiol., 
91 : 323-344.

[11] SIEV ER S A., 1965 — E lek tro n en m ik ro sk o p ische  U n te rsu ch u n g en  am  geotro-
p ische R eak tion . I. Ü ber B esonderhe iten  im  F e ibau  der Rhizoide von Chara  
foetida,  Z. P flanzenphysio l, 53: 193-255.

[12] VON A M ELU N X EN  F., 1964 — E lek tro n en m ik rosk o p ische  U n te rsuchu n g en  an
den D rü se n h a a re n  von M entha  piperita  L., P la n ta  M edica, 12: 121-139.

[13] C H A M B ER L A IN  A. H. L., EVANS L. V., 1973 — A spects of spore p roduction
in the  re d  a lga  C eram ium ,  P ro top lasm a, 76: 139-159.

[14] M O LLEN H A U ER  H. H., M ORRÉ D. J., 1966 — T u b u la r  connections be tw een
dictyosom es and  fo rm ing  secre to ry  vesicles in  p la n t  Golgi ap p a ra tu s ,  J . Cell. 
Biol., 29: 373-376.

[15] K IE R M A Y E R  O., 1970 — E lek tron enm ik ro sk o p isch e  U n te rsu ch u n g en  zum  P ro b -

http://rcin.org.pl



174 B. G A B A R A

lern der C ytom orphologenese  von Micrasterias den ticu la ta  B réb. I. A llgem einer 
Ü berb lich , P ro to p lasm a , 69: 97-132.

[16] BONNETT H. T., NEW COM B E. H., 1966 — C oated vesicles a n d  o th e r  cy to 
p lasm ic  com ponents  of g row ing  roo t ha irs  of rad ish , P ro to p la sm a , 62: 59-75.

[17] G RA SSE P. P., 1957 — U ltra s tru c tu re ,  po la rité  e t  rep ro d u c tio n  de l ’a p p a re il  de
Golgi, C. R. Acad. Sei. P aris , 245: 1278-1281.

[18] BOUCK G. B., 1965 — F ine  s tru c tu re  and  o rganeile  associa tion  in  b ro w n  algae,
J . Cell. Biol., 26: 523-537.

[19] A M ELU N X EN  F., G R O N A U  G., 1966 — Ü ber die P o la r i tä t  de r  D ic tyosom en
von A corus  ca lam us  L., Z. P flanzenphysio l., 55: 327-336.

[20] SC H N E PF  E., K O C H  W., 1966 — G o lg i-A p p a ra t  u n d  W asserausche idung  bei
Glaucocystis,  Z. P flanzenphysio l., 55: 97-109.

[21] SC H N E PF E., K O C H  W., 1966 — Ü ber die E ns teh u n g  der p u ls ie ren d en  V acuole
von Vacuolaria  v irescens  (C hlorom onadophyceae ) aus  dem  G o lg i-A p p ara t,  
A p p a ra t ,  A rch. M ikrobiol., 54: 229-236.

[22] M O LLEN H A U ER  H. H., 1965 — T ran s itio n  fo rm s of Golgi a p p a ra tu s  secre tion
vesicles, J .  U ltra s tru c t .  Res., 12: 439^46.

[23] JE N SE N  W. A., 1965 — The u l t ra s t ru c tu re  and  h is to ch em is try  of the  synerg id s
of cotton, A m er. J . Bot., 52: 238-256.

[24] FR EY -W Y SSLIN G  A., 1973 — C o m p ara tiv e  o rgane llog raphy  of th e  cy top lasm ,
S pring  Verlag, W ien, N ew  York.

[25] FR A N K E W. W., K A R TEN B EC K  J., K R IE N  S., VANDERW OUDE W. J.,
SCHEER U., M ORRE D., 1972 — In te r -  and  in tra c is te rn a l  e lem en ts  of th e  
Golgi a p p a ra tu s .  A system  of m em b ran e  to m e m b ra n e  cross-links, Z. Z e ll-  
forsch., 132: 365-380.

[26] M O LLEN H A U ER H. H., M ORRÉ D. J., 1966 — Golgi a p p a ra tu s  and  p la n t  se
cretion, Ann. Rev. P la n t  Phys., 17: 27-46.

[27] JO R D A N  E. G., 1970 — U ltra s t ru c tu ra l  aspects  of cell w a ll  syn thes is  in  S p iro -
gyra, P ro top lasm a, 69: 405-416.

[28] GROVE S. N., B RA CK ER C. E., M ORRÉ D. J., 1970 — A n u l t r a s t ru c tu ra l  basis
fo r h y p h a l tip  g ro w th  in  P y th iu m  u l t im u m ,  A m er. J . Bot., 57: 245-266.

[29] M ORRÉ R. T., M cA LEA R J. H., 1963 — F ine  s t ru c tu re  of m ycota . 4 T he o ccu r
rence  of th e  Golgi d ictyosom e in th e  fungus Neobulgaria  pura  (Fr.) P e tra k , 
J . Cell Biol., 16: 131-142.

[30] M IL L IN G T O N  W. P., G A W L IK  S. R., 1970 — U ltra s t ru c tu re  an d  in it ia t io n  of
w a ll  p a t te rn  in P ed ia s tru m  boryanum ,  A m er. J . Bot., 57: 552-561.

[31] COOM BS J., L A U R IT IS  J . A., DARLEY W. M., V OLCA N I B. E., 1968 — Stud ies
on the  b iochem istry  and  fine  s t ru c tu re  of silica shell fo rm a tio n  in D iatom s.

»

V. E ffects  of colchicine on w all fo rm atio n  in N avicu la  pelliculosa  (Bréb.) Hilse, 
Z. P flanzenphysio l., 59: 124-152.

[32] FR EY -W Y SSLIN G  A., M Ü H LET H A LE R  K., 1965 — U lt ra s t ru c tu ra l  p la n t  cy
tology w ith  an  in tro d u c tio n  to m o lecu la r  biology, E lsev ier P ub l. Co. A m s te r 
dam , London, N ew  York.

[33] W ERZ G., 1964 — E lek tron enm ik ro sko p isch e  U n te rsu ch u n g en  zur G enese des
G o lg i-A ppara tes  (Dictyosomen) u nd  ih re r  K e rn a b h ä n g ik e it  bei Acetabularia ,  
P lan ta ,  63: 366-381.

[34] K Ö N IT Z  W., 1965 — E lek tro nen m ik ro sk o p isch e  U n te rsu ch u n g en  an  Euglena
gracilis  im  T agesperiod ischen  L ich t-D unkel-W echse l, P la n ta ,  66: 345-373.

[35] M ORRÉ D. J., M O LLEN H A U ER  H. H., 1964 — Iso la tion  of th e  Golgi a p p a ra tu s
from  p la n t  cells, J .  Cell Biol., 23: 295-305.

http://rcin.org.pl



ST R U K T U R Y  GOLGIEGO U  ROŚLIN 175

[36] E N G E L S F. M., 1973 — F un c tio n  of Golgi vesicles in re la tio n  to cell w a ll sy n 
th es is  in g e rm in a tin g  p e tu n ia  pollen. I. Iso la tion  of Golgi vesicles, A cta  Bot. 
N eer, 22: 6-13.

[37] O LSZEW SK A  M. J., G A B A R A  B., ST Ę PL E W SK I Z., 1966 — R echerches cyto-
ch im iques su r  la  succession dénzym es hydro ly tiques , su r  la  p résence  de la 
th ia m in e  p y ro p h o sp h a ta se  e t  des po lysaccharides  au  cours du  développem en t 
de la  p laque  ce llu la ire , P ro top lasm a , 61: 60-80.

[38] O LSZEW SK A  M. J., G A B A RA  B., K W IA T K O W SK A  M., PA LC ZEW SK A  I.,
1965 — R echerches cy tochim iques su r la  p résence  de la  th iam in e  p y ro p h o sp h a 
ta se  dans les cellu les végéta les , Bull. Soc. Sei. Let. de Łódź, Cl. III ,  16 no 5.

[39] P O U X  N., 1969 — L ocalisa tion  d ’ac tiv ités  enzym atiques  dans les cellules du
m éris tém e  ra d ic u la ire  de C ucum is  sa t ivus  L. I. A ctiv ités  phospha tas iques  n e u 
tre s  dans les cellules du p ro toderm e , J . Microsc., 6: 1043-1058.

[40] P O U X  N., 1970 — L ocalisa tion  d ’ac tiv ités  enzym atiques  dans le m eris tém e  r a 
d icu la ire  de C u cu m is  sa tivus  L. III . A ctiv ité  p h o sp h a tas iq u e  acide, J . Microsc., 
9: 407-434.

[41] K A ZA M A  F., 1973 — U ltra s t ru c tu re  of T h ra u s to c h y tr iu m  sp. zoospores. III .
Cytolysom es an d  acid  p h o sp h a tase  d is tr ibu tion , A rch. M ikrobiol., 89: 95-104.

[42] P O U X  N., 1969 — L ocalisa tion  d’ac tiv ités  enzym atiques  dans les cellules du
m éris tém e ra d ic u la ire  de C ucum is  sa tivus  L. II. A ctiv ité  peroxydasique , J . M i
crosc., 8: 855-866.

[43] PO U X  N., 1972 — L ocalisa tion  d ’ac tiv ités  enzym atiques dans  le m éris tém e  r a 
d icu la ire  de C u cu m is  sa t ivu s  L. IV. R eactions avec la  d iam inobenzid ine  m ise 
en évidence de peroxysom es, J .  Microsc., 14: 183-218.

[44] ZAAR K., S C H N E P F  E., 1969 — M em bran flu s  u n d  N ucleosido liphosphatase-
R eak tion  in W u rze lh aa re n  von L e p id iu m  sa t ivu m ,  P lan ta ,  88: 224-232.

[45] P IC K E T T -H E A P S  J. D., 1968 — F u r th e r  u l t r a s t ru c tu ra l  observa tions  on po ly 
saccharide  localisa tion  in  p la n t  cells, J .  Cell Sei., 3 ‘- 55-64.

[46] P IC K E T T -H E A P S  J . D., 1967 — T he use of ra d io a u to g ra p h y  for investiga ting
w all secretion  in p la n t  cells, P ro to p lasm a , 64: 49-66.

[47] B ISA L PU T R A  T., A SH T O N  F. M., W EIER T. E., 1966 — Role of dictiosom e in
w all fo rm ation  d u rin g  cell division of Chlorella vulgaris,  A m er. J . Bot., 53: 
213-216.

[48] BROW N R. M., 1969 — O bserva tions  on the  re la tio n sh ip  of th e  Golgi a p p a ra tu s
to w all fo rm atio n  in the  m a rin e  ch rysophycean  alga, Pleurochrysis  scherffe l l i  
P ringsheim , J . Cell Biol., 41: 109-123.

[49] BROWN R. M., FR A N K E W. W., K L E IN IG  H., FA L K  H., S ITT E  P., 1970 — 
Scale fo rm atio n  in C hrysophycean  algae. I. Cellulosis and  noncellulosic w all 
com ponents m ad e  by th e  Golgi a p p a ra tu s ,  J . Cell Biol., 45: 246-271.

[50] DOBBERSTEIN B., K IE R M A Y ER  O., 1972 — Das A u f tre te n  eines besonderen
Typs von G olg ivesikeln  w ä h re n d  der S e k u n d ä rw a n d b ild u n g  von  M icraste rias  
den ticu la ta  Bréb, P ro top lasm a , 75: 185-194.

[51] GABARA B., 1967 — Przebieg  cy tokinezy  u Spirogyra  sp. i Cladophora  sp.,
Zesz. N auk. U. Ł. se ria  II, 23: 113-132.

[52] W HALEY W. C., M O LLEN H A U ER H. H„ 1963 — T he Golgi a p p a ra tu s  an d  celi
p la te  fo rm ation  — a postu la te , J . Cell Biol., 17: 216-221.

[53] FREY -W Y SSLIN G  A., L Ô PE Z -SA E Z  J . F., M Ü H LET H A LE R  K., 1964 — F o r
m ation  and  deve lopm en t of the  cell p la te , J . U ltra s tru c . Res., 10: 432-432.

[54] P IC K E T T -H E A P S  J. D., 1967 — F u r th e r  observations on th e  Golgi a p p a ra tu s
and its function  in  cells of the  w h e a t  seedlings, J .  U ltra s tru c . Res., 18: 287-303.

http://rcin.org.pl



176 B. G A B A R A

[55] O LSZEW SK A  M. J., 1960 — R echerches sur la c a ra c tè re  ch im ique  de la  p la q u e
cellu laire , A cta  Soc. Bot. Pol., 29: 249-261.

[56] SC H N E PF E., 1961 — Q u a n ti ta t iv e  Z usam m enhänge  Z w ischen  der S ek re tio n  des 
Fangsch le im es un d  den  G o lg i-S tru k tu re n  bei D rosophyllum  lus i tan icum ,  Z. N a 
turforsch ., 16: 605-613.

[57] ESA U K., CHEADLE V. I., G IL L  R. H., 1966 — Cytology of d if fe ren tia t in g
trach ea ry  e lem ents. I. O rganelles  and  m em b ran e  system s, A m er. J . Bot., 53: 
756-764.

4  9

[58] CRONSHAW  J., BOUCK G. B., 1965 — The fine s t ru c tu re  of d if fe ren tia t in g
xylem  elem ents, J . Cell Biol., 24: 415-431.

[59] CRONSHAW  J., 1967 — T rach e id  d iffe ren tia tio n  in  tabacco  p ith  cu ltu res , P la n 
ta, 72: 78-90.

[60] P IC K E T T -H E A P S  J . D., 1968 — X ylem  w a ll  deposition. R ad io au to g rap h ic  in 
vestiga tions using  lign in  p recu rso rs , P ro top lasm a , 65: 181-205.

[61] D A SH EK  W. V., ROSEN W. G., 1966 — E lek tro n  m icroscopical localization  of
chem ical com ponents in the  g row th  zone of L ily  po llen  tubes, P ro to p lasm a , 
61: 192-204.

[62] SIEVERS A., 1963 — U ber die F e in s t ru k tu r  des P la sm as  w ach sen d e r  W u rze l
haare , Z. N atu rfo rsch ., 18: 830-836.

[63] SIEVERS A., 1963 — B eteiligung des G o lg i-A p p ara tes  bei der B ildung  der Z e ll
w an d  vom  W urze lhaaren , P ro top lasm a, 56: 188-192.

[64] O LSZEW SK A  M. J., G A BA RA  B., 1967 — R echerches  cy toenzym atiques  et
au to rad io g rap h iq u es  su r  les poils ab so rb an ts  eu croissance, P ro to p lasm a , 64: 
381-399.

[65] G A BA RA  B., 1971 — C ytokinesis  in pollen m o th e r  cells. II. Magnolia sou lan-
geana  Soul., Biochem. Physiol. P flanzen , 162: 450-458.

[66] ESCH RICH  W., 1962 — E lek tro nen m ik rosk op isch e  U n te rsu ch u n g en  a n  P o llen -
M utterze llen-C allose . IV. M itte ilung  über Callose, P ro to p la sm a , 55: 419-423.

[67] H E SL O P-H A R R ISO N  J., D IC K IN SO N  H. G., 1969 — T im e re la tio n sh ip  of spo-
ropollen in  syn thesis  associated  w ith  ta p e tu m  an d  m icrospores  in  L il iu m ,  P la n 
ta, 84: 199-214.

[68] M EPH A N  R. H., LA N E G. R., 1970 — O bserva tions  on th e  fine s t ru c tu re  of
developing m icrospores of Tradescantia  bracteata,  P ro to p lasm a , 70: 1-20.

[69] ENDO R. M., TH O M SO N  W. W., K R A U SM A N  E. M., 1968 — E ffects  of D -g a -
lactose on the  u l t r a s t ru c tu re  of b en tg rass  root apices, Can. J . Bot., 46: 391-395.

[70] N O R TH C O TE D. H., 1969 — Fine s tru c tu re  of cy top lasm  in  re la tio n  to sy n th e 
sis and  secre tion  in p la n t  cells, Proc. Roy. Soc. B., 173: 21-30.

[71] M ORRE D. J., JO N E S D. D., 1967 — Golgi a p p a ra tu s  m ed ia ted  po lysaccharide
secretion by o u te r  ro o t cap cells of Zea m ays ,  P lan ta ,  74: 286-301.

[72] JO N E S D. D., M ORRÉ D. J., 1973 — Golgi a p p a ra tu s  m ed ia ted  po lysaccharide
secretion  by o u te r  roo t cap  cells of Zea  m ays.  III . C ontro l by exogenous su 
gars, Physiol. P lan t., 29: 68-75.

[73] SC H N E PF E., 1961 — L ich t-  u n d  E lek tro n en m ik ro sk o p isch e  B eobach tungen  au
In sek tiv o ren -D rü sen  U ber die S ek re tion  des Fangsch le im es, F lora , 151: 73-87.

[74] SC H N E PF E., 1965 — Die M orphologie der S ek re tion  in  p flanz lichen  D rüsen ,
Ber. dtsch. bol. Ges., 78: 478-483.

O trzym ano:  grudzień, 1973.
P rzy ję to :  s tyczeń , 1974.

A d res  autorki:  ul. N ow opo łudn iow a  12/16, 90-227 Łódź.

http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  BIOLOGII KOM ÓRKI TOM 1, N R  2, 1974 (177-191)

CYKL RYBOSOMOWY W KOMÓRKACH BAKTERII, ROŚLIN
I ZWIERZĄT

A lek san der K O J

Z ak ład  B iochem ii Z w ierzą t In s ty tu tu  Biologii M oleku larne j,
U n iw ersy te t  Jag ie llońsk i, K ra k ó w

Streszczen ie .  O m ów iono głów ne sk ładn ik i rybosom ów  u P ro k a r io ta  i E u k a r io ta ,  
zw raca jąc  szczególną u w ag ę  na  b ia łk a  rybosom ow e i 5S RNA. P rzed s taw io n o  p rz y 
ję ty  schem at zapoczątkow ania , w y d łu żan ia  i zakończenia  syntezy  łańcucha  p e p ty -  
dowego, p o d k reś la jąc  podob ieństw a i różnice tego procesu  u  b ak te r i i ,  w  m ito ch o n -  
d riach  i ch lo rop las tach  oraz  w  cytoplazm ie kom órek  roślin  i zw ierząt.

Nazwę „rybosom” zaproponował de Robertis na określenie submikro- 
skopowych cząsteczek rybonukleoproteidów, nazywanych także „ziaren
kami Palade”, które są obecne we wszystkich żywych komórkach. W dal
szych badaniach ustalono, że rybosomy biorą udział w syntezie białek
1 reprezentują około 2/5 całkowitej ilości kwasów rybonukleinowych ko
mórki. P rzy  niskich stężeniach magnezu rybosom dysocjuje odwracalnie 
na dwie nierównej wielkości podjednostki, które określane są na podsta
wie ich współczynników sedymentacji podczas ultrawirowania. Zakłada
jąc pewne uproszczenia można zaklasyfikować wszystkie rybosomy do
2 typów różniących się zasadniczo wielkością i s truk turą  (tab. 1). Mniejsze 
rybosomy znaleziono u bakterii oraz w mitochondriach i chloroplastach 
komórek jądrzastych, natomiast większe są obecne w cytozolu Eukariota. 
W rzeczywistości zróżnicowanie strukturalne rybosomów jest znaczne 
(por. „minirybosomy” mitochondriów wątroby — tab. 1), przy czym mogą 
one ulegać dodatkowo pewnym modyfikacjom w procesie preparatyki.

W komórce populacje rybosomów występują w postaci mieszaniny 
pod jednostek, pojedynczych rybosomów (monosomów) oraz agregatów 
zawierających po kilka do kilkunastu rybosomów (polirybosomy lub poli
somy) połączonych wspólną nicią mRNA. Te składniki rybosomów można 
najłatwiej rozdzielić przez ultrawirowanie ekstraktu komórkowego w gra
diencie gęstości (rys. 1 i 2). Profil rybosomowy danej komórki zależy
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TABELA 1. Główne składniki rybosomów

Rybosomy 70S 
(Prokariota, mitochondria*

chloroplasty)

Rybosomy 80S 
(Eukariota)

*

Podjednostki 30S +  50S 40S +  60S

r-RNA 16S 17-18S
23S 25-30S

5S** 5-7S
Procent masy rybosomu

(łącznie) około 64 około 51

Białka rybosomów Podj. 30S: S1....S21 Ponad 60 różnych białek,
Podj. 50S: L I __ L34 w większości silnie zasado

% wych
Procent masy rybosomu

(łącznie) około 36 około 49

* „ M in ir y b o so m y ” m ito c h o n d r ió w  w ą tr o b y  55S z p odj. 28S+39S [1], 
** B ra k  w  r y b o s o m a c h  m ito c h o n d r ió w  N .  c r a s s a  [2].

głównie od intensywności syntezy białka, przy czym podczas translacji 
długich, policistronowych mRNA przeważają układy polisomowe. Liu 
i Neuhaus [3] wykazali, że indukcja syntezy glikoproteidów osocza u szczu
ra prowadzi do charakterystycznego wzrostu liczby polirybosomów w wą
trobie. Maksymalną reakcję w postaci zwiększonego szczytu poiiryboso- 
mów obserwuje się po 18 godzinach od urazu, co zgadza się z nasileniem 
syntezy białek ostrej fazy w tym  okresie (rys. 1). Należy dodać, że w ko-

Rys. 1. P ro fil  rybosom ów  w ą tro b y  szczura  po u l t ra w iro w a n iu  w  g rad iencie  gęstości
sacharozy  (wg L iu  i N eu h au sa  [3], zm odyfikow ane)

P o s z c z e g ó ln e  m a k s im a  a b so rp c j i  p r z y  260 n m  na  g ó rze  p r o b ó w k i o d p o w ia d a ją  p o d je d n o s tk o m  
i  p o je d y n c z y m  r y b o so m o m , a w  m ia r ę  zb liża n ia  s ię  do d n a  p r o b ó w k i  o d p o w ia d a ją  coraz  
c ię ż s z y m  a g reg a to m  (p o l iso m y ) .  U  z w ie r z ą t  k o n tr o ln y c h  p r z e w a ż a ją  p o je d y n c z e  r y b o s o m y  oraz  
a g r e g a ty  p aru  r y b o so m ó w , n a to m ia s t  w  w ą tr o b ie  18 godz. p o  u ra z ie  ( lap aratom ia) p r z e w a ż a ją

p o l is o m y
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morkach produkujących białka ,,na eksport” (np. białka osocza wytwa
rzane w wątrobie) znaczna część polirybosomów występuje w formie 
związanej z błonami siateczki śródplazmatycznej, skąd można je uwolnić 
działaniem detergentów. Według Pitota i wsp. [4] mozaikowa struktura 
siateczki śródplazmatycznej decyduje, że tylko pewne typy mRNA zwią
zane z rybosomami mogą przyczepić się do błony i ulec translacji (teoria
„membronu”).

Rys. 2. H y b ry d y  rybosom ów  k ie łków  grochu i w ą tro b y  m yszy  (wg C am m aran o
i wsp. [7], zm odyfikow ane)

A  — 60S m y s z  +  40S g r o c h  ; B  — g ro ch  (kontro la) ; C — m y s z  (k on tro la ) ; D  — 40S m y s z  +  60S 
groch . L in ia  c ią g ła  — z a w a r to ść  rR N A  (E 254 n m) : l in ia  p r z e r y w a n a  — r a d io a k ty w n o ść  p r e p a 
ratu  n ie r o z p u sz c z a ln e g o  w  g o r ą c y m  k w a s ie  trój c h lo r o o c to w y m  (po in k u b a c j i  z p o l i -U  i 14C-

- fe n y lo a la n in ą )

6 — P o s tę p y  b io lo g ii  k o m ó r k i  2/74
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Porównawcze badania Cammarano i wsp. [5, 6] wskazują, że wśród 
rybosomów Eukariota podjednostka mniejsza, tzn. 40S, wykazuje dosyć 
stałą masę cząsteczkową, około 1,5 miliona daltonów. Natomiast masa czą
steczkowa większej podjednostki waha się od około 2,4 miliona u roślin 
wyższych do około 3 milionów u ssaków. Te różnice nie są jednak istotne 
dla funkcjonowania rybosomów, gdyż in vitro udało się otrzymać hybrydy 
rybosomów z kiełków grochu i wątroby myszy [7] (rys. 2). W obecności 
odpowiedniej matrycy (polinukleotyd urydylowy) hybrydy te były zdolne 
in vitro do syntezy polipeptydu zbudowanego z 14C-fenyloalaniny. Opisane 
doświadczenie podkreśla wspólnotę drogi ewolucyjnej Eukariota. Nato
miast nie udało się uzyskać hybrydów rybosomów bakterii z rybosomami 
komórek roślin czy zwierząt.

Ogólnie rzecz biorąc rybosomy roślinne są bardziej wrażliwe od zwie
rzęcych na działanie czynników zewnętrznych, łatwiej dysocjują przy 
obniżonym stężeniu Mg+2 lub zwiększonym stężeniu K+, dlatego też bez- 
komórkowe układy syntezy białka u roślin wyższych gorzej funkcjonują 
i są słabiej poznane.

Kwasy rybonukleinowe stanowią ponad połowę masy rybosomu 
(tab. 1), przy czym wyróżnić można dwa rodzaje wysokocząsteczkowego 
RNA (rRNA) oraz jeden typ niskocząsteczkowego RNA (5S RNA). U bak
terii rRNA ma zawsze stałe sedymentacji 16S (w mniejszej podjednostce 
rybosomu), bądź 23S (w większej podjednostce), natomiast u Eukariota 
obserwuje się pewne zróżnicowanie zależne od pozycji ewolucyjnej orga
nizmu: najwyższe masy cząsteczkowe rRNA znaleziono w komórkach 
ssaków.

U Eukariota rRNA powstaje w jąderku jako wspólny prekursor o sta
łej sedymentacji 40-45 S i również w jąderku ulega „dojrzewaniu”. Pro
ces dojrzewania prekursorów rybosomów polega na metylacji niektórych 
nukleotydów, opłaszczeniu łańcucha rRNA białkami oraz częściowej de
gradacji nadmiaru sekwencji nukleotydowych z wytworzeniem odpowied
nich podjednostek. Ponadto do podjednostki większej-rybosomu przyłą
cza się 5S RNA.

Procesy transkrypcji rybosomowego RNA oraz jego losy metaboliczne 
były ostatnio przedmiotem obszernych opracowań [8, 9, 10, 11] dlatego 
zostaną tutaj pominięte.

U bakterii geny 5S RNA i rRNA są sprzężone i syntetyzowany jest 
wspólny prekursor (cyt. wg [9]). Natomiast u Eukariota synteza 5S RNA 
odbywa się poza jąderkiem, a geny mogą być rozrzucone w różnych chro
mosomach. 5S RNA nie zawiera metylowanych zasad i pseudourydyny,
a pewne odcinki łańcucha mogą występować w postaci podwójnej spirali 
[12] (rys. 3).
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Rys. 3. S ek w en c ja  n u k leo ty d ó w  i p rzypuszczalne  p a ry  zasad w  odcinku  5S RNA, do 
k tó rego  w iążą się b ia łk a  L18 i L25 z pod jednostk i 50S rybosom u E. coli (wg G a r re t ta

i W ittm a n n a  [12])
' *

Ford i wsp. [13] donieśli o istnieniu tkankowej odrębności 5S RNA 
pod względem sekwencji nukleotydów: nerka ropuchy zawiera tylko jeden 
rodzaj, a jajnik pięć rodzajów 5S RNA. Te doświadczenia mogą przema
wiać za pewną specyficznością tkankową rybosomów zależną od 5S RNA, 
ale wymagają jeszcze potwierdzenia.

Avadhani i Buetow [14] wykazali, że pomimo częściowego rozkładu 
wysokocząsteczkowego RNA w rybosomie przez rybonukleazę in vitro 
rybosomy zachowują zdolność translacji póki 5S RNA pozostaje niena
ruszony. Wiadomo również, że rybosomy zrekonstruowane in vitro bez 
5S RNA nie przyłączają 4 białek podjednostki 50S i nie wykazują aktyw 
ności peptydylotransferazy (cyt. wg [15]). Chladek [15] postuluje, że rola 
5S RNA polega na wytworzeniu komplementarnych wiązań z pętlą pseu- 
dourydyny w cząsteczce tRNA. Dzięki temu może nastąpić lepsze „dopa
sowanie” tRNA do odpowiednich miejsc wiążących na rybosomie (rys. 4). 
Zdaniem Dube [16] 5S RNA ułatwia rozpoznanie tRNA przez rybosom. 
Jednakże wypada dodać, że aktywne rybosomy mitochondriów nie zawie
rają 5S RNA [2, 17].

Rys. 4. P rzy puszcza lna  ro la  5S RNA p o d 
czas t ra n s la c j i  (wg C h ladek  [15], zm ody

fikow ane)
5S R N A  tw o r z y  k o m p le m e n ta r n e  w ią z a n ie  
z p ętlą  p s e u d o u r y d y n y  p e p ty d y lo  tR N A , k tóra  
za w iera  s e k w e n c ję  — G T v C G (A ) — w s p ó ln ą  dla  
w s z y s tk ic h  c z ą s te c z e k  tR N A . P o  w y tw o r z e n iu  
teg o  w ią z a n ia  m o ż e  u le g a ć  m o d y f ik a c j i  m ie j s c e  
w ią ż ą c e  P  (p e p ty d y lo w e ) ,  co  u ła tw ia  rea k c ję  
w y tw o r z e n ia  w ią z a n ia  p e p ty d o w e g o .  M ie jsce  A  
(a k cep to ro w e)  z a jm o w a n e  j e s t  p rzez  a a -tR N A

Peptydylo transfe ro  za
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Białka rybosomowe są obecnie przedmiotem intensywnych badań, przy 
czym najlepiej poznano dotychczas białka podjednostki 30S u Escherichia 
coli. Podczas dwukierunkowej elektroforezy w żelu poliakrylamidowym 
białka te można rozdzielić na około 20 składników oznaczonych kolejnymi 
liczbami i literą S (od „smali” — mała podjednostka rybosomu). Nomura 
[18] przeprowadził piękne badania nad rekonstrukcją rybosomów E. coli 
in vitro przez mieszanie oczyszczonego rRNA i oczyszczonych białek. Wy
różnił przy tym 3 typy białek: a) strukturalne, wymagane do „montażu” 
rybosomu i wiążące się bezpośrednio z 16S RNA; b) funkcjonalne, nie
zbędne dla udziału rybosomu w translacji; c) dodatkowe (dispensable), 
bez których rybosom może funkcjonować in vitro.

Zależnie od zawartości poszczególnych białek w podjednostce 30S Voy- 
now i Kurland [19] oraz G arrett i W ittmann [12] wyróżniają: a) białka 
jednostkowe w ilości 1 cząsteczka białka na 1 rybosom; b) białka brzeżne 
o średniej zawartości 0,5-0,8 cząsteczki na rybosom; c) białka cząstkowe — 
mniej niż średnio 0,5 cząsteczki na rybosom (tab. 2).

Mutacje białek rybosomowych mogą być przyczyną oporności pew-

TABELA 2. Własności białek rybosomowych podjednostki 30S u E. coli
(wg Garretta i Wittmanna [12], zmodyfikowane)

Białko Masa cząsteczkowa pK
Wiązanie 

z 16S RNA Klasa białka

SI 65 000 9• _ F
S2 27 000 6,7 ----------- F
S3 28 000 12,0 ----------- M
S4 25 000 10,4 + U
S5 21 000 9,9 — — M
S6 17 000 4,9 ----------- M
S7 26 000 12,2 + U
S8 16 000 9,1 + U
S9 17 500 >  12,0 ----------- U
SIO 17 000 7,8 ----------- M
S il 7• >  12,0 ----------- F
S12 17 000 >  12,0 ----------- F
SI 3 14 000 >  12,0 9• 7

•

S14 15 000 >  11,0 ----------- F
S15 13 000 >  12,0 + U
S16 13 000 11,6 ----------- U
S17 10 000 9,7 ----------- U
SI 8 12000 >  12,0 ----------- M
S19 14 000 >  12,0 ----------- F
S20 13 000 12,0 + M
S21 13 000 >  12,0 ----------- F

U  — b ia łk a  je d n o s tk o w e ,  M — b ia łk a  b rzeżn e , F  — b ia łk a  c z ą s tk o w e .
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nych szczepów bakteryjnych na antybiotyki. W ittmann i wsp. [20] wyka
zali, że m utanty  E. coli niewrażliwe na streptomycynę mają zmodyfiko
wane białko S12. Zmiana dotyczy tylko zastąpienia lizyny w pozycji 42 
lub 87 na argininę lub amid kwasu glutaminowego, a wywołuje znaczne 
efekty biologiczne. Inne badania dowiodły, że oporność E. coli na spekto- 
mycynę może polegać na mutacji prowadzącej do zmiany pojedynczego 
aminokwasu w białku S5 (cyt. wg [12]). Jednakże w pewnych przypad
kach mutacja wywołująca oporność na antybiotyki dotyczy nie białka, 
lecz rRNA: m utanty  E. coli oporne na kasugamycynę zawierają 16S RNA 
ze zmniejszoną zawartością metylowanych nukleotydów na końcu 3' (cyt. 
wg [12]).

Skład białkowy rybosomów Eukariota jest dotychczas poznany tylko 
fragmentarycznie. Delaunay i wsp. [21], używając dwukierunkowej elek
troforezy w żelu poliakrylamidowym wykazali w rybosomach zwierzę
cych typu 80S obecność ponad 60 białek, w większości silnie zasadowych. 
Nie udało się przy tym  zaobserwować istotnych zmian w składzie tych 
białek podczas różnicowania tkankowego i transformacji nowotworowej. 
Natomiast Gambino i wsp. [22] stwierdzili wyraźne zmiany w białkach 
rybosomowych następujące wkrótce po zapłodnieniu jaj jeżowca.

W ostatnich latach pojawiły się ciekawe dane na temat odwracalnej 
modyfikacji białek rybosomowych Eukariota przez kinazy przenoszące 
resztę fosforanową z ATP na grupy -OH seryny lub treoniny w białku. 
Loeb i Blat [23] obserwowali taką reakcję w rybosomach wątroby szczura 
a Kabat w retikulocytach królika. Fosforylacja białek rybosomów wątro
by jest aktywowana przez glukagon, który działa poprzez system cykłazy 
adenilowej i cykliczny AMP. Według Kabata [24] fosforylacja białka Si 
z rybosomu 80S utrwala postać monosomu, co może hamować syntezę 
białka. Również Manier i wsp. [25] obserwowali hamowanie wbudowy
wania aminokwasów przez izolowane rybosomy wątroby poddane enzy
matycznej fosforylacji. Jednakże regulacyjna rola fosforylacji białek ry 
bosomowych u Eukariota nie jest jeszcze w pełni wyjaśniona [26], a fos
forylacja białek rybosomowych u bakterii ma chyba mniejsze znaczenie
biologiczne [27].

Zasadnicza funkcja rybosomów związana jest z procesem translacji, 
w którym można wyróżnić trzy etapy (tab. 3). Czynniki białkowe uczest
niczące w tym  procesie zostały dokładnie poznane u bakterii, słabiej 
u zwierząt i roślin niższych, najsłabiej u roślin wyższych, jednakże zasad
niczy schemat biosyntezy białka jest wszędzie bardzo podobny.

Podczas procesu inicjacji u bakterii najpierw podjednostka 30S łączy 
się z mRNA w obecności czynników białkowych F2 i F3. Czynnik F3 nie 
jest konieczny, kiedy stosuje się syntetyczne matryce, np. poli-U. Następ
nie do kodonu startowego AUG przyłącza się inicjatorowy tRNA w obec-

http://rcin.org.pl



184 A . KOJ

TABELA 3. Główne czynniki uczestniczące w procesie translacji

Etap translacji Prokariota Eukariota

Zapoczątkowanie 30S +  mRNA 40S +  mRNA
(initiation) f-Met-tRNAp Met-tRNAp

F1 +  F 2+ F 3  +  GTP M1 +  M2 +  M3 +  GTP
Wydłużanie (elongation) 5 OS +  (Tu-Ts) +  G 60S + T 1+ T 2

+  G TP+aa-tR N A +  G TP+aa-tR N A
Zakończenie (termination) R1 +  R 2+ S R

ności GTP oraz czynników białkowych F l i F2. U bakterii oraz w mito
chondriach i chloroplastach funkcję inicjującą spełnia N-formylo-metio- 
nylo-tRNA, natomiast w cytozolu komórek zwierząt i roślin specjalny 
rodzaj metionylo-tRNA z niezablokowaną grupą aminową metioniny (te 
zagadnienia omawiają także Gąsior [28], Lucas-Lenard i Lipmann [29] 
oraz Rudland i Clark [30]). W dalszym etapie u Prokariota po przyłącze
niu podjednostki 50S powstaje pełny kompleks inicjujący oraz uwalniają 
się czynniki F, GDP i fosforan. Rola GTP w procesie inicjacji nie jest 
jednoznacznie wyjaśniona: przyjmuje się, że energia uwalniana przy 
hydrolizie tego nukleotydu służy do odpowiedniego „dopasowania” f-Met- 
-tRNA w miejscu donatorowym peptydylotransferazy.

Pewne dane wskazują na to, że czynniki inicjujące mogą wykazywać 
zróżnicowanie funkcjonalne, decydujące o regulacji szybkości translacji 
różnych typów mRNA in vivo. Do dziś nie jest całkiem jasne w jaki spo
sób czynniki inicjujące rozpoznają kodony startowe AUG od kodonów 
wewnętrznych metioniny. Przyjmuje się, że decydujące znaczenie ma 
II-rzędowa struktura  mRNA, ale jest także możliwe bardziej swoiste roz
poznawanie miejsc inicjacji na podstawie sekwencji poprzedzającej AUG, 
zakładając istnienie wielu rodzajów swoistych czynników F3. Na poparcie 
tej tezy można przytoczyć prace wykazujące, że po zakażeniu E. coli fa- 
giem T4 rybosomy bakteryjne mają wyraźnie osłabioną zdolność translacji 
natywnego mRNA bakterii w porównaniu z RNA faga (przegląd piśmien
nictwa na ten temat podany jest m. in., w artykułach Revela [31] oraz 
Filipowicza i Zagórskiego [32]). Zebrano również pewne dane przema
wiające za tkankową specyficznością czynników inicjacji (M) u Eukariota. 
Stwierdzono m. in., że mRNA miozyny wykazuje małe powinowactwo do 
rybosomów retikulocytów w obecności czynników inicjujących krwinek 
[33], Rolę czynników białkowych w translacji heterologowego mRNA
w bezkomórkowych układach Eukariota omawiają m. in. Revel [31] 
i K ruh [34].

Ilość czynników inicjujących w komórce może również ograniczać wy
dajność translacji, gdyż szacuje się, że w komórce bakteryjnej występuje
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1 komplet czynników inicjujących na 5 rybosomów, podczas gdy ilość 
czynników elongacji odpowiada ilości rybosomów.

Badania ostatnich lat dowiodły, że proces elongacji wymaga specy
ficznych białek dla rozpoznania kodonów wewnętrznych i utworzenia 
kompleksu aa-tRNA z rybosomem [29, 35]. Czynnik bakteryjny Tu o masie 
cząsteczkowej około 40 000 tworzy kompleksy z GTP lub GDP, które 
mogą chronić go in vitro od denaturacji cieplnej. Jednocześnie czynnik Tu 
wykazuje wysokie powinowactwo do białka Ts o masie cząsteczkowej 
około 19 000. W komórce Ts służy do regeneracji aktywnego Tu przez 
wytworzenie kompleksu Tu-Ts, z którego jest następnie wypierany przez 
GTP (rys. 5).

I U

Rys. 5. G łów ne re a k c je  w  procesie  elongacji łań cu ch a  peptydow ego (wg H aenn i [35], 
zm odyfikow ane). I — dosta rczan ie  su b s tra tó w  (cykl T); II — w łaściw y cykl e lon
gacji. P  — m iejsce  pep tydy low e; A — m iejsce  akceptorow e. 1 — w iązan ie  su b s tra tu ;  
2 — przen iesien ie  p ep ty d u ; 3 — enzym atyczna  tran s lo k ac ja ;  4 — uw oln ien ie  tRNA

t

Po związaniu aa-tRNA z miejscem akceptorowym na rybosomie na
tychmiast następuje przerzucenie peptydylo-tRNA (lub f-Met-tRNA) na 
wolną grupę aminową zaktywowanego aminokwasu, a reakcja jest katali
zowana przez peptydylotransferazę związaną z większą podjednostką 
rybosomu. Wytworzenie wiązania peptydowego nie wymaga dodatkowego 
nakładu energii, natomiast hydroliza GTP zachodzi pod wpływem czyn
nika G (lub T2 u Eukariota) w procesie translokacji, która jest dość zło
żonym procesem i obejmuje:

1. Przesunięcie mRNA względem rybosomu dokładnie o jeden tryplet 
nukleotydowy, przez co kolejny kodon staje się dostępny dla translacji.

2. Uwolnienie deacylowanego tRNA i przesunięcie peptydylo-tRNA
z miejsca A do P.

Przez powtórzenie procesu rozpoznawania kodonu w obecności czyn-
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ników T i GTP przyłącza się kolejny aa-tRNA i proces wydłużania po
wtarza się.

Ilość cząsteczek GTP zużywana podczas elongacji nie jest jednoznacz
nie ustalona. Dawniej przyjmowano, że jedna cząsteczka GTP wymagana 
jest do wiązania aa-tRNA a druga do translokacji. Jednakże doświadcze
nia z antybiotykami, które hamują czynnik G i translokację, przemawiają 
za hydrolizą tylko jednej cząsteczki GTP właśnie w tym procesie [35].

Elongacja u Eukariota przebiega analogicznie jak u bakterii, ale czyn
nik Tl spełnia funkcje Tu-Ts. Istnienie kompleksu aa-tRNA-Tl-GTP w y - '
kazano m. in. w drożdżach, kiełkach pszenicy i retikulocytach.

Ilość czynników T i G u bakterii jest znaczna i w fazie wykładniczej 
wzrostu mogą one stanowić 5% wszystkich białek komórki. Z kolei wspól
ną cechą czynnika T2 u Eukariota jest jego inaktywacja przez toksynę 
błonicy w obecności NAD. Proces inaktywacji obserwowano nie tylko 
w komórkach ssaków, ale także u bezkręgowców, pierwotniaków i roślin 
wyższych [36], przy czym czynniki mitochondrialne są niewrażliwe na 
toksynę. Sama reakcja jest bardzo ciekawa i polega na wytworzeniu 
kowalencyjnego wiązania między białkiem T2 a rybozą nukleotydu niko
tynowego w NAD (ADPR), jak to przedstawiono na schemacie [36]:

Błona kom órkow a
T o k s y n a ---------------------------* F ra g m e n t A +  F ra g m e n t  B
F rag m e n t A +  N A D + ---- - F ra g m e n t  A — N A D +

F rag m e n t A — N A D + +  T2 - — F r a g me n t  A — N A D + — T2

am id  k w a su
F ra g m e n t A — N A D + — T2 ^ A D PR  — T2 -F n iko tynow ego  +  F ra g m e n t  A

/
#

Zarówno u Prokariota, jak Eukariota proces translacji odbywa się do 
momentu, gdy kolejny kodon mRNA jest nośnikiem sygnału kończącego 
(UAA, UAG lub UGA). Wówczas do rybosomu przyłącza się swoisty czyn
nik białkowy R, który nadaje peptydylotransferazie na podjednostce 50S 
własności hydrolazy. U E. coli czynnik R1 rozpoznaje kodony UAA i UAG, 
a czynnik R2 kodony UAA i UGA [29], [37]. Ponadto wyizolowano czyn
nik stymulujący S, który wymaga GTP do swojej aktywności. U zwierząt 
wykazano istnienie tylko jednego czynnika kończącego, być może łącznie
z kompleksem S, gdyż jego masa cząsteczkowa jest 4-6 razy większa od 
bakteryjnych czynników R.

Należy podkreślić, że odszczepienie peptydu i tRNA od rybosomu nie 
jest jednoznaczne z dysocjacją rybosomu na podjednostki. Do tego po
trzebne są dodatkowe czynniki, być może identyczne z F3 z grupy czyn
ników inicjujących [38], co podkreśla istotną rolę puli podjednostek rybo-
somowych w procesie translacji. Doświadczenia z dodawaniem znakowa
nych podjednostek 30 lub 50S wykazały, że wszystkie polisomy pochodzą

\
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właśnie z puli podjednostek, natomiast monosomy stanowią nieaktywną
rezerwę.

Charkterystyczne przemiany rybosomów podczas translacji można 
przedstawić w postaci cyklu rybosomowego [39] (rys. 6). Zapoczątkowanie 
obejmuje fazy I-IV, wydłużanie fazy lVa-VII. Proces wydłużania ma 
charakter epicyklu (rys. 5) nałożonego wielokrotnie na główny cykl rybo
somowy, przy czym ilość powtórzeń epicyklu zależy od długości łańcucha 
peptydowego. Cykl rybosomowy u Eukariota jest bardzo podobny, a głów
na różnica dotyczy wielkości rybosomów oraz nomenklatury czynników 
białkowych, inicjacji, elongacji i zakończenia.

Rys. 6. Cykl rybosom ow y podczas syntezy b ia łk a  u b ak te r i i  (wg P es tk i  [39], zm o
dyfikow ane)

Zróżnicowanie funkcjonalne rybosomów w czasie translacji jest pod
kreślone przez fakt, że różne antybiotyki działają wybiórczo na poszcze
gólne fazy cyklu. W tabeli 4 przedstawiono jedynie przykłady z tego za
kresu, gdyż rzeczywista liczba antybiotyków modyfikujących translację 
jest bardzo długa, a sam przedmiot jest omawiany w obszernych mono
grafiach [40, 41]. Należy dodać, że wiele antybiotyków działa komplekso
wo na syntezę białka, a niektóre z nich, jak np. kwas fusydynowy, hamują 
zarówno rybosomy bakteryjne, jak i rybosomy Eukariota.

Należy jednocześnie zwrócić uwagę, że w obrębie jednej komórki zwie
rzęcej czy roślinnej może istnieć znaczne zróżnicowanie mechanizmu 
translacji w cytozolu oraz w mitochondriach i chloroplastach. Niektóre
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TABELA 4. Hamowanie głównych etapów translacji przez niektóre antybiotyki
(dane zestawione wg Munoza i wsp. [40])

Antybiotyk
Wiążąca

podjednostka
rybosomu

Mechanizm działania

Inhibitory zapoczątkowania
kasugamycyna 30S
phenomycyna 40S hamowanie tworzenia kompleksu inicjującego

Inhibitory wydłużania
sparsomycyna 50S hamowanie peptydylotransferazy oraz hamowanie
chloramfenikol 50S wiązania aa-tRNA na rybosomie
tiostrepton 50S hamowanie translokacji
siomycyna 50S
Kwas fusydynowy 50S hamowanie czynnika G (bakterie)

60S hamowanie czynnika T2 (Eukariotu)
cykloheksimid 60S „zamrożenie” polisomów

Inhibitory zakończenia
tetracyklina 30S utrudnienie rozpoznania kodonu kończącego
streptomycyna 30S
sparsomycyna 50S

A  B r  B r

chloramfenikol 50S hamowanie peptydylotransferazy

z tych różnic podano w tabeli 5. Ponadto trzeba pamiętać o dalszych róż
nicach dotyczących białkowych czynników inicjacji, elongacji i zakończe
nia [42], Wykazano m. in., że u N eurospora crassa białkowe czynniki trans
lacji z mitochondriów mogą być zastąpione przez czynniki bakteryjne lub 
też mogą być użyte w bezkomórkowym układzie bakteryjnym, natomiast 
nie mogą współdziałać z rybosomami cytoplazmatycznymi tej samej ko
mórki. Dalsze szczegóły dotyczące autonomii genetycznej mitochondriów 
i chloroplastów i związane z tym  cechy charakterystyczne syntezy białek 
w tych organellach zawarte są m. in. w pracy Kroona i wsp. [17] oraz 
w artykułach przeglądowych Michejdy [43] i Więckowskiego [44] w tym 
samym zeszycie Postępów Biologii Komórki.

TABELA 5. Niektóre różnice w mechanizmie translacji na rybosomach cytoplazmatycznych
w mitochondriach i chloroplastach (dane zestawione wg Kroona i wsp. [17])

Cytoplazma Mitochondria Chloroplasty

Rybosomy

Inicjatorowy tRNA 
5S RNA
Hamowanie przez chloramfenikol 
Hamowanie przez cykloheksimid

80S 55-60S zwierzęcy 66-70S
67-75S rośliny 

Met-tRNAp f-Met-tRNAF 
obecny brak

f-Met-tRNA,
obecny

+
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Porównując mechanizm translacji w świecie Prokariota i Eukariota 
oraz w świecie roślin i zwierząt można się pokusić o następujące wnioski 
przy obecnym stanie wiedzy:

1. Istnieje zasadniczy wspólny schemat translacji w całym świecie 
żywym.

2. Główne różnice w szczegółach tego procesu występują między 
Prokariota i Eukariota.

3. Obserwuje się znaczne podobieństwo między roślinami i zwierzę
tami w procesie translacji, m. in. zdolność tworzenia aktywnych hybry
dów rybosomowych, inaktywacja czynnika T2 przez toksynę błonicy.

4. Zaskakujące różnice w funkcjonowaniu cyklu rybosomowego mogą 
wystąpić w obrębie jednej komórki u Eukariota między cytozolem a mi- 
tochondriami lub chloroplastami — różnice niemal tak duże jak między 
Prokariota i Eukariota.
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P O S T Ę P Y  BIO LO G II KOM ÓRKI TOM 1, N R  2, 1974 (193-219)

AUTONOMIA GENETYCZNA CHLOROPLASTÓW W ŚWIETLE
BADAN BIOCHEMICZNYCH

K azim ierz  ST R Z A ŁK A  i S tan is ław  W IĘC K O W SK I

Z ak ład  B iochem ii Roślin In s ty tu tu  Biologii M oleku larne j,
U n iw ersy te t  Jag ie llońsk i, K rak ó w

S treszczen ie .  W ynik i dotychczasow ych b ad ań  b iochem icznych ja k  i genetycznych 
w sk azu ją , że p la s ty d y  m ogą syn te tyzow ać  b ia łko  w edług  w łasnego  kodu genetycz
nego (zaw iera ją  DNA, różne fo rm y  RNA, po lim erazy  DNA i RNA, oraz kom ple tny  
u k ład  b iosyn tezy  białek). Nie należą  one je d n a k  do s t ru k tu r  całkow icie  au tonom icz
nych pod w zględem  genetycznym , gdyż znaczna część b ia łek  enzym atycznych  i s t ru k 
tu ra ln y c h  tych  organelli p o w sta je  na  rybosom ach  80S zgodnie z in fo rm ac ją  zaw artą  
w  DNA jąd ro w y m . Pod  w zględem  n a tu ry  kw asów  nuk le inow ych  i u k ład u  b iosyn
tezy b ia łek  p la s ty d y  są bardz ie j podobne do P ro k a r io ta  niż E uk ario ta . W yniki 
w spółczesnych b a d a ń  s to ją  w ięc w  zgodzie z teo rią  tłum aczącą  pochodzenie ch loro
p las tó w  od sinic.

W końcu ubiegłego wieku Meyer i Schimper jako pierwsi zaobserwo
wali, że w czasie podziału komórki dzieli się nie tylko jądro komórkowe, 
ale także tem u procesowi podlegają chloroplasty. Obserwacje te były 
podstawą do opracowania teorii ciągłości plastydów [1], według której 
organelle te nie powstają de novo, lecz zawsze z sobie podobnych struktur. 
Ciągłość plastydów stosunkowo łatwo było udowodnić w glonach, zwła
szcza jednokomórkowych, i mchach, natomiast znacznie trudniej w ro
ślinach wyższych. Niemniej udało się wykazać, że zarówno w komórkach 
merystematycznych, jak również w gametach (głównie żeńskich) i zygo
cie występują chloroplasty lub ich prekursory (proplastydy, leukoplasty), 
które ulegają także procesom podziału i wzrostu [2, 3]. Wykazano 
przy tym, że podziały te poprzedzają lub odbywają się równocześnie z 
podziałem komórki.

Wykrycie procesu dzielenia się chloroplastów i ich prekursorów w 
różnych grupach roślin oraz wykazanie możliwości przekazania ich z 
jednego pokolenia na drugie nie tylko potwierdziło teorię Schimpera,
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ale także wskazało na pewną autonomię tych organelli. Bodźcem do pod
jęcia dalszych badań w tym  kierunku było wykrycie mutantów, w których 
cecha zmutowana nie była przekazywana zgodnie z prawami Mendla 
(nie zachodziła typowa segregacja i rekombinacja cech), np. Baur [4] 
stosując krzyżowanie przeciwne różnych ras Pelargonium zonale, które 
różniły się między sobą zawartością chlorofilu w liściach, stwierdził, że 
cecha ta jest przekazywana głównie przez gamety żeńskie. Wynik ten 
wskazywał, że w komórkach organizmu potomnego poza genomem pow
stałym w równej mierze z genomu gamety żeńskiej i męskiej, znajdują 
się także geny poza jądrowe, wniesione przez komórkę jajową. Podobne 
obserwacje zostały przeprowadzone na różnych rasach Mirabilis jala- 
pa [5], Antirrhinum  majuś  [6] i wielu innych [7]. Jeżeli plastydy są 
przekazywane z jednego pokolenia na drugie przez obie gamety (jak w 
przypadku roślin z rodzaju Oenothera), to wówczas w organizmie potom
nych występują komórki mieszane (mixed cells) zawierające plastydy, 
które pochodzą od obu rodziców. Ten typ komórek łatwo zauważyć w 
organizmach powstałych ze skrzyżowania ze sobą ras różniących się m or
fologią chloroplastów. Na przykład dimorfizm chloroplastów wystąpi w 
komórkach organizmu powstałego ze skrzyżowania dwóch osobników, 
gdy jeden z nich był m utantem  mającym chloroplasty o małych rozmia
rach i słabo wykształconym systemie lamellarnym [8, 9].

Wykrycie mechanizmu przekazywania informacji genetycznej z jedne
go pokolenia na drugie oraz chemizmu biosyntezy białek zapoczątkowało 
także nowy etap w określeniu stopnia autonomii genetycznej chloroplas
tów.

K W A SY  N U K LEIN O W E C H LO R O PLA STÓ W

Powszechnie wiadomo, że informacja o I-rzędowej strukturze białek 
jest zakodowana w kwasie dezoksyrybonukleinowym (DNA) w postaci 
odpowiedniej sekwencji nukleotydów, a odczytywana jest za pośredni
ctwem kwasu rybonukleinowego (RNA). Chloroplasty powinny więc za
wierać oba rodzaje kwasów jeżeli należą do organelli autonomicznych 
pod względem genetycznym. Pierwsze dane o występowaniu DNA i RNA 
w plastydach pochodzą jeszcze z lat pięćdziesiątych. W roku 1951 Chiba
stwierdził, że plastydy w liściach Selaginella savatieri, Tradescantia
fluminensis  i Rhoeo discolor wykazują pozytywną reakcję Feulgena i z 
zielenią metylową [10]. Podobne wyniki uzyskano badając chloroplasty 
Agapanthus umbellatus [11], Beta vulgaris [12] i innych gatunków roślin. 
Reakcje te nie występowały, jeżeli materiał roślinny potraktowano wcze
śniej gorącym kwasem trójchlorooctowym lub DNAazą. Za pomocą me
tod cytochemicznych (pozytywna reakcja z pyroniną) wykryto również
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RNA w plastydach [10, 11]. W późniejszych latach obecność kwasów nu
kleinowych w chloroplastach została potwierdzona za pomocą innych 
metod, np. autoradiografii, mikroskopii elektronowej, itp.

Za pomocą tych metod stwierdzono, że DNA w chloroplastach w ys
tępuje w postaci spirali wolnej od histonów. Na elektronogramach p re 
paratów traktowanych octanem uranylu i cieniowanych platyną cząstecz
ka DNA ma postać sznura [13, 14, 15], który występuje na terenie stromy

.* A  w*

Rys. 1. Zdjęcie z m ik ro sk o p u  e lek tronow ego  silnie poskręcanego  kolistego DNA 
z ch lorop lastów  szp inaku  (wg [17]). C ałkow ita  długość cząsteczki — 42 um, X 43 300

7 — P o s t ę p y  b io lo g i i  k o m ó r k i  2/74
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i może być przyczepiony końcem do błony tylakoidu [14]. Ostatnio M an
ning i Richards wykryli kolisty DNA (podobny do DNA bakterii) w 
chloroplastach E. gracilis [16] oraz szpinaku i kukurydzy [17] (rys. 1) 
Według danych Kolodnera i Te war i [18] w chloroplastach liści grochu 
około 37% DNA występuje w formie kolistej, reszta w formie liniowej. 
Kowallik i Herrmann [19] stwierdzili, że w każdej chloroplaście Beta  
vulgaris jest kilka regionów (oddzielonych tylakoidami), w których znaj
dują się oddzielne cząsteczki DNA; każdy region może być więc trak 
towany jako nukleoid.

Za pomocą wirowania w gradiencie gęstości chlorku cezu wykazano 
niejednorodność DNA z komórek liści. Na przykład Chun i wsp. [20] roz
dzielili DNA ze szpinaku i buraka na trzy frakcje o gęstościach: 
1,695 gem-3 (a), 1,705 gem-3 (ß) i 1,719 gem-3 (y). Badacze ci stwierdzili 
dalej, że izolowane jądra komórkowe zawierały tylko frakcję a. Natomiast 
pozostałe dwie frakcje dominowały w DNA izolowanych chloroplastów. 
Wyciągnięto z tych wyników wniosek, że DNA o gęstości 1,695 występuje 
w jądrach komórkowych, natomiast o gęstości 1,705 i 1,719 gem-3 w 
chloroplastach. Wielu innym badaczom udało się również oddzielić za 
pomocą te samej techniki DNA jądrowy od plastydowego i wykazać, że 
obie formy wyizolowane z liści różnych gatunków roślin tworzą frakcje 
o nieco innych gęstościach, co prawdopodobnie jest związane z gatun
kiem rośliny (patrz tab. 1).

TABELA 1. Gęstości i skład zasad DNA chloroplastowego i jądrowego niektórych roślin wyższych
(wg [21])

Gatunek rośliny
DNA jądrowy DNA chloroplastowy

gęstość w CsCl 
(g cm -3)

%GC gęstość w CsCl
(g cm -3)

%GC

Bób 1,695 38,8 1,697 37,8
Rzepa 1,694 37,8 1,695 35,7
Szpinak 1,694 37,8 1,696 36,8
Sałata 1 694 37,8 1,697 37,8
Groszek pachnący 1,695 38,8 1,697 37,8
Tytoń 1,697 40,8 1,700 40,8
Wyżlin 1,689 32,7 1,698 38,8
Fasola 1,697 40,8 1,696 36,7
Burak 1,694 37,8 1,696 37,3
Cebula 1,691 34,7 1,696 37,2
Pszenica 1,702 47,0 1,697 38,4

W następnych badaniach wykazano różnice w budowie chemicznej 
pomiędzy DNA jądrowym a chloroplastowym, np. DNA chloroplastów nie 
zawiera 5-metylocytozyny [22, 23], a stosunek adeniny do guaniny jest
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większy niż w DNA jądrowym [24, 25]. W porównaniu do DNA jądrowego 
w DNA plastydowym glonów jednokomórkowych jest względnie większa
zawartość adeniny i tyminy. W roślinach wyższych zawartość guaniny
i cytozyny w DNA chloroplastowym może być taka sama lub większa 
niż w DNA jądrowym [26].

Dotychczas otrzymane dane wskazują, że synteza, replikacja i repe
racja DNA zachodzą także w plastydach. Włączanie znakowanych trój- 
fosforanów nukleozydów (np. 3H-tymfdyno-5’-trójfosforanu) do DNA ob
serwowano w izolowanych chloroplastach Euglena [27], szpinaku [28] 
i innych roślin. Potwierdzeniem tego było wykrycie w tych organellach 
aktywnej polimerazy DNA [29, 30, 28], której produkt działania hybry- 
dyzował w 45% z DNA chloroplastowym, a tylko w 7% z DNA jądrowym. 
Ostatnio Keller i wsp. [31] wyizolowali i dokładniej scharakteryzowali 
polimerazę DNA z chloroplastów E. gracilis. Ze względu na swoje wła
ściwości (np. optymalna aktywność w pH obojętnym i niskim stężeniu jo
nów Mg2+, większa aktywność w stosunku do DNA zdenaturowanego) 
przypominała inne polimerazy DNA Eukariota. W stosunku do tych osta
tnich cechowała się jednak znacznie większą aktywnością.

Według Gibora [32] synteza i replikacja DNA w chloroplastach Ace- 
tabularia mediterranea ma zachodzić niezależnie od DNA jądrowego. Na
tomiast Vanden Driessche i wsp. [33] na podstawie doświadczeń wyko
nanych na tym  samym gatunku, doszli do wniosku, że replikacja DNA 
w tych organellach jest kontrolowana przez jądro komórkowe, jedynie 
czynniki odpowiedzialne za tę regulację mają stosunkowo długi okres 
życia.

Ilość DNA przypadająca na jeden chloroplast jest różna u różnych 
roślin, ale na ogół mieści się w granicach od lO-1  ̂ do 10“ 14 g (tab. 2). 
W porównaniu z ilością przypadającą na jedno jądro komórkowe jest to 
zawartość mniejsza o kilka rzędów wielkości. Interesujące było stwier
dzenie, że ilość DNA w chloroplaście E. gracilis jest tego samego rzędu

TABELA 2. Zawartość DNA w plastydach niektórych gatunków roślin (wg [34])

Gatunek rośliny Metoda oznaczenia DNA
g/plastyd

- 1 6Acetabularia mediterranea fluorymetria 1x10
mikroskop elektronowy do 3 x 1 0 “ 15

- 1 5Vicia faba metoda dwufenyloaminowa 2 x 1 0
Euglena gracilis gradient CsCl 1,1x10 14

- 1 5Chlamydomonas rein hardi gradient CsCl 8x10
Chlamydomonas reinhardi gradient CsCl 1 x 1 0 “ ' 4

- 1 5Nicotiana glutinosa gradient CsCl 4,7 X 10
Euglena gracilis gradient CsCl 1,2x10“ 15
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co w komórce sinicy Anabaena variabilis [35]. Obliczano, że ilość DNA 
' przypadająca na jeden chloroplast może stanowić kod genetyczny dla 

syntezy 150-15 000 różnych białek o przeciętnym ciężarze cząsteczkowym 
20 000. Przyjm uje się jednak, że w organellach tych istnieje od kilku do 
kilkunastu odcinków o takiej samej sekwencji zasad. Na przykład Wells 
i Birnstiel [36], badając kinetykę renaturaeji obliczyli, że chloroplasty 
sałaty zawierają DNA o łącznej długości 1000 pm, o powtarzających się 
odcinkach długości 1,5 i 60 (im. Natomiast w każdym chloroplaście Ch. 
reinhardi ma istnieć około 25 podobnych kopii DNA [37], każda wielkości 
1-10 X 106 daltonów. Chloroplasty należy więc uważać za pewnego ro
dzaju poliploidy [38]. Ponadto wykazano, że nie cały DNA plastydowy 
jest dostępny dla procesu transkrypcji; według Whitfelda i wsp. [39] je
dynie około 40°/o może uczestniczyć w tym  procesie.

Jeżeli uwzględni się istnienie kilkunastu powtarzających się kopii
DNA oraz nieaktywnych w procesie transkrypcji odcinków nici, to i tak 
ta pozostała część wystarczy na zakodowanie informacji o strukturze 
100-1000 różnych białek, co znaczy, że potencjalnie każde białko wystę
pujące w chloroplastach może być kodowane przez DNA zlokalizowany 
w tych organellach.

Występowanie kwasu rybonukleinowego w chloroplastach nie budzi 
dzisiaj również żadnych wątpliwości. Stwierdzono, że w liściach wystę
puje około 140-157 (ig RNA/mg chlorofilu, z tego około 14-29% przypada 
na RNA plastydowy [40, 41]. Główną część tego kwasu stanowią dwie 
formy RNA rybosomowego: 16S (ciężar cząsteczkowy 0,56 X 106) i 23S 
(ciężar cząsteczkowy 1,1 X 106). Obecność innych form RNA trudniej jest 
udowodnić, gdyż występują one w znacznie mniejszych ilościach. Ponadto 
wykazano, że rRNA o większej masie ulega łatwo dysocjacji (na skutek 
zaniku II-rzędowej struktury) w temperaturze pokojowej i w nieobec
ności Mg2<~ [42], Niemniej udało się wykazać, że chloroplasty zawierają 
jeszcze inne formy RNA, np. Galling i Jordan [43] opisali 5S rRNA, który 
swoim składem nukleotydów różnił się od 5S rRNA rybosomów 80S. Róż
ne tRNA wykryto w chloroplastach fasoli [44], grochu [45] i innych roś
lin. tRNA tych organelli ma się różnić budową od analogicznych form 
kwasów nukleinowych występujących w innych przedziałach komórko
wych i wykazywać specyficzność wobec plastydowych syntetaz amino- 
acylo-tRNA [46, 47, 48]. Trudniej jeszcze jest udowodnić istnienie mRNA. 
Pewnego rodzaju dowodem pośrednim może być wykrycie polirybosomów 
w chloroplastach Acetabularia [49].

Syntezę RNA, którą katalizuje m. in. polimeraza RNA zależna od DNA 
plastydowego [50, 51] stwierdzono w izolowanych chloroplastach z róż
nych gatunków roślin [52-57, 30], W etioplastach kukurydzy występuje 
prawdopodobnie kilka polimeraz RNA, których aktywność wzrasta po
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oświetleniu roślin etiolowanych [34, 58]. Joussaume [59] wyizolowała 
z chloroplastów grochu dwie formy polimerazy RNA zależnej od DNA. 
Jedna z nich ma być związana z błonami tylakoidów i może odczytywać 
zarówno DNA jądrowy jak i chloroplastowy. Natomiast druga forma 
występująca w stromie wykazuje specyficzność względem DNA plasty- 
dowego; ma ona odgrywać, zdaniem autorki, pewną rolę w systemie 
regulującym  kontrolę jądra nad chloroplastami (rys. 2). O istnieniu w pla_ 
stydach dwóch różnych polimeraz RNA, różniących się między innymi 
wrażliwością na działanie antybiotyków z grupy rifampicyn oraz jonów 
Ivlg2+ i Mn2+ donieśli wcześniej Bogorad i Woodcock [60].

Interesujące było stwierdzenie, że egzogenny DNA stymulował włą
czanie trójfosforanów nukleozydów w RNA chloroplastów szpinaku i gro
chu [15]. Jednakże nie był on w tym  przypadku matrycą dla transkrypcji, 
ale działał zapewne w sposób podobny do działania innych związków 
o charakterze polianionów, jak np. heparyna czy RNA wirusowy. Związki 
te powodują prawdopodobnie oddysocjowanie DNA od błon, przez co 
transkrypcja może zachodzić na dodatkowych odcinkach DNA.

Dość przekonywające dowody na obecność syntezy RNA wewnątrz 
chloroplastów uzyskała Gibbs [61]. Wykazała ona metodą radioautografii 
w mikroskopie elektronowym, że znakowana trytem  urydyna była włą
czana do RNA w tych miejscach chloroplastu Ochromonas danica, gdzie 
‘zlokalizowany był DNA. Po 2 godzinach inkorporacji radioaktywność 
rozproszona była w całej stromie, natomiast nie można było jej wykryć 
w innych przedziałach komórki, co może świadczyć o tym, że RNA był 
syntetyzowany wewnątrz chloroplastu, mając DNA tych organelli jako
matrycę.

Aczkolwiek synteza RNA w plastydach wydaje się być rzeczą udo
wodnioną, nie ma jednak pewności czy dotyczy to w równej mierze 
wszystkich jego rodzajów, np. synteza mRNA oparta na DNA plastydo- 
wym nie została do tej pory całkowicie udowodniona. Aktywność m atry
cową plastydowego RNA, jaką wykazano w układach bezkomórkowych 
w obecności bakteryjnego systemu syntezy białka [62], niekoniecznie 
trzeba wiązać z istnieniem chloroplastowego mRNA; w translacji mogły 
uczestniczyć fragm enty rozbitego rybosomowego RNA.

Wykazano, że niektóre rodzaje tRNA powstają na matrycy DNA pla
stydowego [47, 63]. Na podstawie doświadczeń z hybrydyzacją DNA chlo
roplastów szpinaku stwierdzono, że w organellach tych może być zawarty 
kod dla około 30 różnych tRNA [64],

Obecnie powszechnie przyjmuje się, że również synteza rRNA plasty
dów zachodzi na podstawie informacji zawartej w DNA tych organelli 
[65, 61]. Rawson i Haselkorn [66], izolując DNA z chloroplastów E. gra
cilis w gradiencie gęstości chlorku cezu, otrzymali oprócz głównego pasma
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w gęstości 1,686 także drugie słabe w gęstości 1,700 gem-3. To drugie 
pasmo ma stanowić DNA satelitarny, łatwo oddzielający się od „chromo
somu”, zawierający geny dla plastydowego rRNA. Jeden komplet genów 
kodujących rRNA ma przypadać na każdą jednostkę DNA wielkości 
90 X 10® aaltonów. Zdaniem Surzyckiego i Rochaix [67] geny te w ystę
pują w tandemach tworzących jednostki transkrypcyjne; każdy tandem
ma zawierać 2 lub 3 pary genów kodujących 16 i 23S rRNA.

Synteza rRNA plastydów u niektórych gatunków roślin jest zależna 
od światła [68, 69]; natomiast u wielu innych zależność ta nie występuje. 
Badając syntezę rRNA w synchronicznych kulturach Ch. reinhardi stw ier
dzono [70], że poziom tej formy RNA w cytoplazmie wzrasta liniowo pod
czas całej fazy Glt natomiast takiej zależności nie udało się wykazać 
w akumulacji chloroplastowego rRNA. Pewne różnice w metabolizmie 
tych kwasów stwierdzono również podczas fazy S. Otrzymane wyniki 
wskazują na istnienie odrębnych mechanizmów kontroli syntezy rRNA 
w tych dwóch przedziałach komórki.

PLA STY D O W Y  A PA R A T  BIO SY N TEZY  B IA ŁE K

W poprzednim rozdziale wykazano, że w plastydach występuje DNA 
i różne formy RNA. Przytoczono również prace z których wynika, że 
synteza przynajmniej niektórych typów kwasów nukleinowych odbywa 
się na miejscu. Należy postawić pytanie, czy w plastydach istnieją w a
runki do syntezy białek?

Wiadomo, że w biosyntezie białek na terenie cytoplazmy uczestniczą 
rybosomy, na których zachodzi, pod wpływem odpowiednich syntetaz, 
powstawanie łańcuchów polipeptydowych na podstawie informacji zawar
tej w mRNA [70a]. Należałoby oczekiwać, że podobny aparat funkcjonuje 
wewnątrz plastydów. Rybosomy w chloroplastach zostały po raz pierw
szy opisane przez Lyttletona w roku 1962 [71]. Okazało się później, że 
w tych organellach może być zlokalizowanych około 30% wszystkich 
rybosomów liścia [72], Bardzo intensywne badania prowadzone w następ
nych latach doprowadziły do poznania s truk tury  rybosomów plastydo- 
wych i mechanizmu syntezy łańcuchów polipeptydowych. Okazało się 
przy tym, że rybosomy plastydów należą do typu 70S i przez to wykazują 
wiele cech podobnych do rybosomów Prokariota (dysocjują na podjed
nostki 50 i 30S, wymagają większego niż rybosomy 80S stężenia jonów 
Mg2+ dla zachowania integralności, mając rRNA o tych samych rozmia
rach, reagują na te same antybiotyki), (tab. 3). Stwierdzono również, że 
rRNA ulega w takim samym stopniu metylacji jak rRNA bakterii [73]. 
Nie oznacza to jednak, że poszczególne elementy systemu syntezy białek 
w chloroplastach są identyczne, jak np. w komórkach bakterii. Między
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TABELA 3. Porównanie niektórych właściwości aparatu biosyntezy białek chloroplastów, komórek
Prokariota i komórek Eukariota

Składnik lub 
typ reakcji

Chloroplasty Komórki
Prokariota

Komórki
Eukariota

DNA występuje w stromie, występuje w cytozolu, występuje w jądrze ko
wolny od histonów wolny od histonów mórkowym w połącze

niu z histonami

występuje w połącze występuje w połącze występuje w połączeniu
niu z błonami niu z błonami z białkami chromaty- 

nowymi

Zawartość DNA io-16- i o - 14 g 3 x l 0 - 15g 0,55x 10-11 —31 X 10_u g 
(E. coli) (diploidalne jądro ro

śliny wyższej)

Rybosomowy RNA 16S i 23S 16S i 23S 18S i 25S

Rybosomy 70S 70S 80S

Inicjujący tRNA N-formylometio-
nylo-tRNA

N-formylometio-
nylo-tRNA

metionylo-tRNA

Wrażliwość na inhibitory 
a) transkrypcji

rifampicyna wrażliwe wrażliwe niewrażliwe

b) translacji
chloramfenikol wrażliwe wrażliwe niewrażliwe
linkomycyna wrażliwe wrażliwe niewrażliwe
aktidion niewrażliwe niewrażliwe wrażliwe

Hybrydyzacja pod- tworzą aktywne hybry tworzą aktywne hybry nie tworzą aktywnych
jednostek ryboso- dy z podjednostkami dy z podjednostkami hybrydów z podjednost
mowych rybosomów Prokario rybosomów chloropla kami chloroplastów

ta stów i Prokatiora

innymi wykryto znaczne różnice we właściwościach białek rybosomo-
wych [74]. Trzeba jednak podkreślić, że zachodzą istotniejsze różnice 
między naturą białek rybosomów 80S i rybosomów 70S; dotyczy to za
równo białek kwaśnych [75], jak również zasadowych [76]. Obrazy elek- 
troforetyczne białek obu typów rybosomów zależą także w pewnej mierze 
od stopnia rozwoju ewolucyjnego organizmu [77].

Rybosomy występują na terenie stromy w postaci wolnej lub poli- 
rybosomów [78-81]. Część z nich jest także przyczepiona do błon tylakoi- 
dów; te ostatnie mają być zaangażowane w biosyntezie innych polipepty- 
dów niż rybosomy wolne [82, 83].

Dotychczas opisano tylko nieliczne rośliny, które zawierały chloro
plasty pozbawione rybosomów. Na przykład ten typ plastydów znaleziono 
w mutancie Pelargonium zonale [84]; organelle takie były zdolne do po-

http://rcin.org.pl



202 K. ST R Z A Ł K A  I S. W IĘCKOW SKI

działu (zachodziła w nich także replikacja DNA), ale nie osiągały pełnych 
rozmiarów i normalnego zróżnicowania.

Poza rybosomami na terenie chloroplastów wykryto również synte- 
tazy aminoacylo-tRNA [47], które, jak wiadomo, są odpowiedzialne za
aktywowanie aminokwasów i łączenie ich z właściwymi tRNA. W yka
zano, że syntetazy te charakteryzują się dużą specyficznością w stosunku 
do tRNA chloroplastowego. Interesującym faktem o znaczeniu ewolucyj
nym było stwierdzenie, że syntetazy aminoacylo-tRNA z E. coli wykazują 
większe powinowactwo do tRNA z chloroplastów niż z cytoplazmy roślin 
wyższych [85].

Biosynteza polipeptydów została bezpośrednio udowodniona metodą 
pomiaru włączania znakowanych aminokwasów do frakcji białkowej pla- 
stydów. Na przykład Margulies [86] wykazał, że izolowane chloroplasty 
fasoli włączały radioaktywną leucynę do karboksylazy 1,5-dwufosfory- 
bulozy. Również Ranaletti i wsp. [87] opisali włączanie znakowanych ami
nokwasów w ATPazę zależną od wapnia w plastydach wyizolowanych 
z liści fasoli. O włączaniu znakowanych aminokwasów w białka przez 
izolowane chloroplasty donosiło także wielu innych autorów [79, 88, 62]. 
Jednakże liniową inkorporację udało się najczęściej utrzymać tylko przez 
pierwszych kilka minut po wyizolowaniu tych organelli. Po tym  czasie 
zachodzi znaczna destrukcja plastydów i wzrasta możliwość zakażenia 
bakteriami. Stosunkowo dobrym obiektem do tego typu badań okazały 
się chloroplasty Acetabularia mediterranea. Komórka tego glonu ma 
znaczne rozmiary i łatwo można oddzielić fragment zawierający jądro od 
fragmentu zawierającego chloroplasty. Ponadto stwierdzono, że chloropla
sty Acetabularia mają otoczkę, która jest względnie oporna na uszkodzenia 
mechaniczne i działanie wielu czynników chemicznych (np. detergenty). 
Goffeau i Brachet [89] stwierdzili, że chloroplasty izolowane z enukleo- 
wanych komórek Acetabularia włączają intensywnie znakowane amino
kwasy w białko nawet przez godzinę. Radioaktywność ta pojawiała się 
w białkach strukturalnych i enzymatycznych błon tylakoidów oraz we 
frakcji białek rozpuszczalnych [90] ; około 60°/o radioaktywności znajdo
wało się we frakcji membran i około 36% we frakcji rozpuszczalnej. 
Wyniki uzyskane na chloroplastach wyizolowanych w 1 dzień po enu- 
kleacji były identyczne jak w przypadku chloroplastów wyizolowanych 
po 25, a nawet 31 dniach po enukleacji. Fakt ten wyklucza, zdaniem 
autorów, udział czynnika jądrowego, nawet długo żyjącego w syntezie 
przynajmniej części białek chloroplastów.

Radioaktywność odnajduje się w białkach również wówczas, gdy izo
lowane chloroplasty oświetla się w atmosferze zawierającej 14C 0 2 [91], 
Oznacza to, że w organellach tych zachodzi nie tylko synteza białek 
z gotowych aminokwasów, ale także same aminokwasy są w nich synte
tyzowane.
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Ostatnio udało się opracować metodę izolowania aktywnych fizjolo
gicznie chloroplastów z komórek Euglena [92] ; liniowa inkorporacja zna
kowanych aminokwasów utrzymywała się w tym  przypadku w ciągu 
45 min. od chwili wyizolowania. Wyniki te wskazywały, że na ryboso
mach chloroplastowych zachodzi synteza białek o różnej wielkości czą
steczki: od polipeptydów o masie cząsteczkowej mniejszej niż 10 000 do 
białka o masie cząsteczkowej około 600 000 (to ostatnie odpowiada masie 
cząsteczkowej karboksylazy 1,5-dwufosforybulozy), przy czym najczęściej
były znakowane białka o masie 15 000 do 40 000 daltonów.

Synteza białek w chloroplastach jest regulowana światłem, np. Hear
ing [93] stwierdził, że po oświetleniu wyizolowanych etioplastów kuku
rydzy zwiększa się nie tylko ogólna pula białek, ale zaczynają powstawać 
nowe, charakterystyczne tylko dla chloroplastów.

ROLA GENOM U I RYBOSOM ÓW  TY PU  80S W SY N TEZIE B IA ŁEK
PLA STY D O W Y CH

Przedstawione fakty  nie wskazują jeszcze na to, że wszystkie białka
występujące w chloroplastach muszą być syntetyzowane w tych organel
lach opierając się na własnym materiale genetycznym. Opisano bardzo 
wiele mutantów chloroplastowych, w których cecha zmutowana ulegała 
dziedziczeniu zgodnie z prawami Mendla, co wskazywałoby, że mutacja 
musiała zajść w genomie. W ten sposób wykazano, że na przykład ostatnie 
etapy biosyntezy chlorofilu, karotenoidów i wielu nośników elektronów 
w fotosyntezie są pod genetyczną kontrolą jądra komórkowego [7], Von 
Wettstein i wsp. [94, 151] wykryli w jęczmieniu 86 genów jądrowych kon
trolujących syntezę określonych białek plastydowych.

Wyniki badań genetycznych już więc sugerowały, że albo część białek 
plastydowych jest syntetyzowana na rybosomach 80S w cytoplazmie na 
podstawie informacji zawartej w DNA jądrowym, albo niektóre rodzaje 
mRNA powstałe na DNA jądrowym, dostają się do chloroplastu i wcho
dzą w proces translacji na rybosomach chloroplastowych [95]. Omawiane 
zagadnienie nie jest jeszcze całkowicie rozwiązane, niemniej wiele cen
nych informacji uzyskano już po wprowadzeniu do badań antybiotyków 
selektywnie blokujących określone etapy biosyntezy kwasów nukleino
wych lub białek. Spośród bardzo długiej listy tego typu inhibitorów 
(patrz [7]) szczególnie cztery okazały się pożyteczne w tych badaniach: 
chloramfenikol (chloromycetyna), cykloheksimid (aktidion), aktynomy- 
cyna D, oraz rifampicyna. Pierwszy z wymienionych hamuje proces trans
lacji tylko na rybosomach 70S, drugi tylko na rybosomach 80S. Aktyno- 
mycyna D jest inhibitorem transkrypcji we wszystkich przedziałach ko
mórkowych, natomiast rifampicyna hamuje proces transkrypcji wewnątrz 
plastydów.
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TABELA 4. Miejsca transkrypcji i tran-

Składnik chloroplastu Miejsce
transkrypcji

Miejsce
translacji

Gatunek rośliny

RNA rybosomowy 
(5S, 16S, 23S)

Niektóre białka 
rybosomowe

Inne białka 
rybosomowe

RNA

Niektóre syntetazy 
aminoacylo-tRNA 
(np. izolecylo-tRNA)

Inne syntetazy 
aminoacylo-tRNA 
(np. fenyloalanino- 
-tRNA)

Polimeraza DNA

Polimeraza RNA 
zależna od DNA

Zewnętrzna otoczka 
chloroplastu

Niektóre białka 
lamellarne

chloroplast

chloroplast chloroplast

jądro

chloroplas t

cytoplazma

E. gracilis 
Ch. reinhardi

Ch. reinhardi 
Ochromonas 
danica, tytoń

Ch. reinhardi 
A. mediterranea

groch, fasola

Niektóre białka blon 
chloroplastów

Niektóre białka 
związane z błonami

Białko odpowiedzialne 
za fuzję lamell

prawdopodob- prawdopodob- E. gracilis 
nie chloroplast nie chloroplast

jądro cytoplazma

prawdopodob- cytoplazma 
bnie jądro

prawdopo
dobnie jądro

cytoplazma

cytoplazma

chloroplast

Jeden z głównych poli- 
peptydów błon ty- 
lakoidów, białko L jądro

cytoplazma

chloroplast
jądro

chloroplast

chloroplast

E. gracilis

Ch. reinhardi 
E. gracilis

Ch. reinhardi

jęczmień

Antirrhinum maj us,

Autor

65, 129, 
130

131, 132 
133, 134, 
111,

109, 112, 
131, 135,

141, 63 

144,

144

113, 114

130

137

Vicia faba, kukurydza, 136, 93,
101, 147,

groch, Ch. reinhardi, 104, 134,
tytoń, Ochromonas 
danica

Ch. reinhardi

148

145, 152, 
108

Ch. reinhardi 95

groch 72

E. gracilis 146

Niektóre białka 
fotosystemu I

Niektóre białka 
fotosystemu II

prawdopodob- chloroplast 
nie chloroplast

cytoplazma

Vicia faba, tytoń, 
Antirrhinum maj us

Vicia faba

105, 143, 
102, 103

103
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slacji niektórych składników chloroplastów

Składnik chloroplastu

Czynnik Q związany 
z fotosystemem II

Ferredoksyna

Miejsce
transkrypcji

Miejsce
translacji

Gatunek rośliny

Ch. reinhardichloroplast

prawdopodob
nie chloroplast szpinak

Autor

140

141

Ferredoksyna

Reduktaza ferre- 
doksyna-NADP

Cytochrom 559

Cytochrom ń-559Lp

Cytochrom b-563

Cytochrom 553

Cytochrom /

Alkaliczna DNAaza

ATPaza

Dehydrogenaza
jabłczanowa

Dehydrogenaza
mleczanowa

prawdopodob
nie jądro

prawdopodob
nie jądro

prawdopo
dobnie jądro

chloroplast

jądro i chlo
roplast

prawdopo
dobnie jądro

jądro

jądro

cytoplazma Ch. reinhardi

cytoplazma Ch. reinhardi

chloroplast Ch. reinhardi

prawdopodob
nie chloroplast fasola

chloroplast 
i cytoplazma

chloroplast

prawdopodob
nie chloroplast fasola

Ch. reinhardi

cytoplazma

chloroplast 
i cytoplazma

E. gracilis

fasola

A. mediterranea

A. mediterranea

130

130

140

150

fasola, Ch. reinhardi 150, 148,
130

148, 130

150

149

100

142

142

Dehydrogenaza NADP- 
aldehyd fosfoglicery- 
nowy jądro

Mała podjednostka kar- 
boksylazy 1,5-dwu- jądro 
fosforybulozy

Duża podjednostka kar-
boksylazy 1,5-dwu- chloroplast 
fosforybulozy

Fosforybulokinaza prawdopo
dobnie jądro

cytoplazma

cytoplazma

chloroplast

cytoplazma

E. gracilis

jęczmień, groch, 
tytoń

jęczmień, groch,
tytoń

Ch. reinhardi

139

138, 97, 
99, 98

138, 97, 
96, 98

130
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Blokując biosyntezę kwasów nukleinowych lub polipeptydów tylko 
w określonych przedziałach komórki można było stwierdzić, że duża 
część białek chloroplastów powstaje na rybosomach 80S, według kodu 
genetycznego zawartego w jądrze komórkowym. Na przykład duża 
podjednostka karboksylazy 1,5-dwufosforybulozy, enzymu kluczowego
w fotosyntetycznym wiązaniu C 0 2, jest kodowana przez DNA chloropla
stowy [96] i syntetyzowana na rybosomach tych organelli [97, 98], nato
miast mała podjednostka powstaje poza chloroplastami na podstawie in
formacji z jądra komórkowego [99]. Zatem w produkcji karboksylazy 
1,5-dwufosforybulozy zaangażowane są dwa systemy syntezy białka: chlo
roplastowy i pozachloroplastowy, przypuszczalnie oba systemy partycy
pują również w syntezie ATPazy [100] i białek lamellarnych [101, 102], 
Zwłaszcza wiele białek wchodzących w skład fotosystemu II ma powsta
wać na rybosomach 80S [103] zgodnie z informacją zawartą w DNA jądro
wym [104], natomiast białka fotosystemu I są kodowane przez DNA pla- 
stydowy [105].

Cenne informacje uzyskano badając wpływ chloramfenikolu i akti- 
dionu na powstawanie białek lamellarnych w mutancie Chlamydomonas 
reinhardi y-1 [106, 107], Mutant ten hodowany w ciemności na pożywce 
z octanem jako źródłem węgla zawierał chloroplasty, które nie miały 
jednak typowego systemu lamellarnego. Po oświetleniu takiej ku ltu ry  
synteza barwników fotosyntetycznych, lipidów i białek znacznie w zra
stała. Porównując wzory elektroforetyczne nie stwierdzono dużych różnic 
między białkami wyekstrahowanymi z komórek hodowanych w ciem
ności, a białkami wyekstrahowanymi z komórek hodowanych w świet
le. Próba pochodząca z komórek z wykształconymi normalnie chloro
plastami (kultura ze światła) miała jedynie dodatkowo silny prążek; 
to dodatkowe białko oznaczono jako białko L [108]. Po oświetleniu ku l
tu ry  ilość białka L wzrastała równolegle do ilości chlorofilu co wskazy
wało, że wchodzi ono w skład lamell. Chloramfenikol, choć hamuje sto
pień rozbudowy systemu lamellai*nego, nie hamował powstawania biał
ka L. Natomiast jego synteza była zatrzymana przez aktidion. Z tych 
doświadczeń również wynika, że część białek budujących lamelle po
wstaje na rybosomach 80S, a część na rybosomach 70S wewnątrz chlo
roplastów.

Przeprowadzono także badania nad miejscem biosyntezy poszczegól
nych białek wchodzących w skład rybosomów plastydowych. Na przykład 
Kloppstech i Schweiger [109] badali wpływ transplantacji jąder komór
kowych między pięcioma gatunkami Acetabularia na obrazy elektrofore
tyczne białek rybosomów plastydowych. Mogli oni w ten sposób stw ier
dzić, że przynajmniej część tych białek jest kodowana przez DNA jądro
wy. Istnieją także doniesienia, że część białek mniejszej podjednostki
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rybosomów 70S powstaje wewnątrz plastydów na matrycy DNA plasty- 
dowego [110], białka wchodzące w skład dużej podjednostki mają powsta
wać na podstawie informacji zawartej w DNA jądrowym [111] na rybo
somach 80S [112].

Jak  wykazały badania wykonane na komórkach Chlamydomonas rein-
hardi, polimerazy DNA i RNA są kodowane przez geny jądrowe, a synte
tyzowane są na rybosomach 80S [113, 114].

Znane miejsca transkrypcji i translacji białek plastydowych zesta
wiono w tabeli 4.

U W A G I OGÓLNE

Z przedstawionych danych wynika, że chloroplasty są tylko w pewnym 
stopniu autonomiczne pod względem genetycznym, znaczna część białek 
powstaje bowiem na rybosomach 80S zgodnie z informacją zawartą 
w DNA jądrowym. Należy oczekiwać istnienia określonych mechanizmów 
regulujących biosyntezę białek chloroplastowych w różnych przedziałach 
komórki. Mechanizmy te nie zostały jednak jeszcze poznane. Zapropono
wano kilka hipotez, które tylko w mniejszym lub większym stopniu opie
rają się na faktach stwierdzonych doświadczalnie. Na przykład Joussaume 
[59], uważa, że do chloroplastów dostają się nie tylko białka strukturalne
i enzymatyczne powstałe w cytoplazmie zgodnie z informacją zawartą 
w DNA jądrowym i cząsteczki mRNA wytworzone w jądrze komórko'- 
wym, ale także jakieś czynniki białkowe zależne od DNA jądrowego, które 
mają regulować aktywność plastomu (rys. 2). Z kolei DNA chloroplastowy 
ma być odpowiedzialny nie tylko za kodowanie informacji o strukturze 
części białek chloroplastowych, ale także czynników, które wpływają na 
syntezę przynajmniej niektórych białek na rybosomach 80S.

Według Vanden Driessche i wsp. [33] replikacja DNA plastydowego 
ma zależeć od aktywności genomu. Od ilości DNA w jądrze komórko
wym ma zależeć liczba chloroplastów w komórce [115]. Według Stubbe 
[3] cd wzajemnego oddziaływania genom-plastom zależy tempo podziału 
plastydów, podział komórki, wzrost blaszki liściowej, kształt ziarn pyłku 
oraz wzrost łagiewki pyłkowej.

Czy w świetle przedstawionych faktów można uważać kwestię po
chodzenia chloroplastów za wyjaśnioną? Jak  wiadomo po raz pierwszy 
Mereszkowsky [116] wysunął hipotezę o symbiotycznym pochodzeniu chlo
roplastów. Uważał on, że w roślinach wyższych i w większości glonów 
chloroplasty są endosymbiontami, które w ciągu ewolucji utraciły swoją 
samodzielność, podobnie jak to miało być z mitochondriami [116a]. 
Wszystkie do tej pory otrzymane fakty nie przeczą tej hipotezie, a raczej 
ją popierają (por. tab. 3). Natura DNA, RNA rybosomów, syntetaz amino-
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acylo-tRNA tych organelli jest zbliżona do natury  analogicznych związ
ków występujących w komórkach Prokariota. Ponadto w chloroplastach, 
podobnie jak w komórkach Prokariota kompleksem inicjującym syntezę 
łańcucha polipeptydowego jest N-formylometionylo-tRNA, a nie metio- 
nylo-tRNA, jak w przypadku inicjacji syntezy łańcuchów polipeptydowych 
w cytoplazmie komórek Eukariota [117].

Dodatkowym argumentem, przemawiającym za pochodzeniem chloro
plastów od Prokariota, mogą być wyniki badań nad hybrydyzacją podjedno-

Rys. 2. S ch em at ob razu jący  w spó łdzia łan ie  genom u i p las tom u  w  biosyntezie  b ia łek  
ch lo rop lastów  (wg [59], z uw zg lędn ien iem  roli dw óch form  p las tydow ej po lim erazy

RNA

K O N TR O LA  P L A ST Y D O W A

a) sy n te z a  n a  r y b o s o m a c h  c h lo r o p la s to w y c h :  1 — a k ty w u ją c e  b ia łk a  la m e lla r n e  ( ła ń cu ch  
tra n sp o rtu  e le k tr o n ó w ) ,  z a a n g a ż o w a n a  p o lim era za  R N A  z w ią z a n a  z b ło n a m i;  2 — b ia łk a  o d 
d z ia ły w a ją c e  n a  D N A  ją d r o w y , z a a n g a ż o w a n a  p o lim era za  R N A  s tr o m y ;

b) sy n te z a  na  r y b o so m a c h  c y to p la z m a ty c z n y c h :  3 — b ia łk a  o d d z ia ły w a ją c e  na D N A  ją d r o 
w y ,  z a a n g a ż o w a n a  p o lim era za  R N A  stro m y .

K O NTR O LA JĄ D R O W A

a) sy n te z a  na r y b o s o m a c h  c y to p la z m a ty c z n y c h :  4 — b ia łk a  p o z w a la ją c e  na tw o r z e n ie  b łon  
ty la k o id ó w  (b ia łk a  s tru k tu ra ln e)  i c h lo r o f i lu ;  5 — b ia łk a  o d d z ia ły w a ją c e  n a  D N A  p la s ty d o w y ,  
u m o ż l iw ia ją c e  d z ia ła n ie  p o l im e r a z y  R N A  zw ią za n ej  z b ło n a m i.

b) sy n te z a  na r y b o so m a c h  c h lo r o p la s to w y c h :  6 — a k ty w u ją c e  b ia łk a  la m e lla r n e  ( ła ń cu ch  
tra n sp o rtu  e lek tro n ó w ) i  e n z y m y  c y k lu  C alv ina  (k a rb o k sy la z a  1 ,5 -d w u fo s fo r y b u lo z y  =  k a rb .-  
-R D P ).
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stek rybosomów. Wiadomo, że zmniejszając stężenie Mg2+ w środowisku 
można odwracalnie zdysocjować rybosomy na podjednostki. Ponowne 
asocjaty są dalej aktywne w biosyntezie peptydów. Wykazano, że w ukła
dzie in vitro powstają aktywne biochemicznie asocjaty z połączenia 
podjednostki 50S z chloroplastów z podjednostką 30S z E. coli, tzn. na 
takich sztucznych asocjatach w układzie in vitro zachodzi synteza pepty- 
du zbudowanego z alaniny w obecności syntetycznego polinukleotydu 
urydylowego jako m atrycy [118, 119].

Chloroplasty należy więc uważać za organizmy prokariotyczne, które 
po dostaniu się do komórki organizmu eukariotycznego uległy mutacjom 
biochemicznym, dzięki czemu wiele szlaków metabolicznych w ogóle nie 
funkcjonuje, natomiast inne mogą funkcjonować tylko dzięki dostarcze
niu odpowiednich metabolitów przez komórkę gospodarza. Defekty w wie
lu szlakach metabolicznych doprowadziły do kompletnego uzależnienia 
rozwoju plastydów od komórki „gospodarza” ; chloroplasty wyizolowane 
z komórki nie są zdolne do normalnego rozwoju nawet na dość złożonej 
pożywce [120].

Pewne światło na pochodzenie chloroplastów mogą rzucić, między in
nymi, badania nad naturą symbiozy pomiędzy komórką auto- i hetero- 
troficzną w takich organizmach jak np. porosty (symbioza grzyba i zie
lonego glonu jednokomórkowego z rodzaju Chlorella) lub Paramecium  
(endosymbioza komórki heterotroficznej z komórką Chlorella).

Interesujące badania nad wzajemną współzależnością rozwoju dwóch 
partnerów w komórce Paramecium bursaria przeprowadził Pado [121], 
Stwierdził, że po wyizolowaniu komórki glonu bardzo szybko giną w kul
turach na powszechnie stosowanych pożywkach; mogą one normalnie roz
wijać się tylko wówczas, gdy do pożywki doda się tiaminy. Rasy Chlo
rella żyjące w komórce Paramecium  są więc mutantami biochemiczny
mi niezdolnymi do produkcji tej witaminy; składnik ten musi być więc 
dostarczony wraz z solami mineralnymi przez komórkę gospodarza. Pado 
[122] stwierdził również, że komórka gospodarza może regulować podziały 
i wzrost współżyjących z nią glonów: w każdej komórce Paramecium  
występuje znaczna liczba glonów w warunkach korzystnych dla foto
syntezy. Natomiast liczba ta jest w dużym stopniu zredukowana w wa
runkach niekorzystnych dla fotosyntezy, tzn. wówczas gdy glon żyje nie 
jako symbiont, ale pasożyt.

Przytoczony przykład symbiozy mówi tylko o możliwości współżycia 
komórki (czy zespołu komórek) auto- i heterotroficznej, natomiast nie
wiele o symbiotycznym pochodzeniu chloroplastów. Na pochodzenie 
chloroplastów mogą rzucić światło badania endosymbiozy między auto- 
troficzną komórką Prokariota (komórka otoczona pojedynczą błoną, brak 
wyróżnicowanych chloroplastów) a komórką heterotroficzną prymityw-
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nych Eukariota. Większość badaczy uważa, że nie bakterie zdolne do 
fotosyntezy, ale sinice mogłyby być „przodkami” dzisiejszych chloro
plastów. Sinice te przypuszczalnie dostały się do wnętrza komórki po
przez fagocytozę; błona wewnętrzna osłonki chloroplastu byłaby więc 
plazmolemmą endosymbionta, natomiast zewnętrzna — fragmentem 
plazmolemmy komórki gospodarza. Do tej pory wykryto jednak niewiele 
organizmów, w których można byłoby doszukiwać się pośrednich etapów 
ewolucji plastydów. Jednym  z lepiej poznanych przykładów jest Geosip- 
hon [123, 124] — asocjacja grzyba z sinicą z rodzaju Nostoc. Nostoc do
staje się do komórki grzyba przypuszczalnie w procesie fagocytozy. Po 
rozdziale oba symbionty doskonale rozwijają się, jeżeli tylko w podłożu 
znajdą potrzebne im do życia składniki.

Innymi przykładami są jednokomórkowe glony z rodzaju Glaucocystis 
i Cyanophora, o nieustalonej jeszcze przynależności systematycznej. Wy
stępujące na terenie ich cytoplazmy organelle zwane cyjanellami są 
uważane przez jednych badaczy [125, 126] za endosymbiotyczne, uprosz
czone w swojej budowie komórki sinic (w otoczce cyjanelli można do
patrzeć się szczątków ściany komórkowej, oraz stosunek G:C w DNA tych 
organelli jest taki sam jak w niektórych sinicach), a przez innych [127, 
128] tylko za chloroplasty będące na wcześniejszym etapie ewolucyjnego 
różnicowania się. Zdaniem tej drugiej grupy badaczy cyjanelle pod 
względem struk tury  i składu chemicznego przypominają nie sinice ale 
chloroplasty prymitywnych krasnorostów (zawierają fikobiliny podobne 
do fikobilin krasnorostów, nie zawierają echinenonu i myksoksantyny — 
barwników charakterystycznych dla sinic, nie zawierają również kwasu 
dwuaminopimelinowego, charakterystycznego składnika ścian komórek
bakterii i sinic).
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STRUKTURA I FUNKCJE LIZOSOMÓW (SFEROSOMÓW)
W KOMÓRKACH ROŚLINNYCH

I re n a  PA LC ZEW SK A  

Z ak ład  Cytologii i C ytochem ii Roślin, U n iw ersy te t  Łódzki

S treszczen ie .  L izosom y roś linne  s tanow ią  zróżnicow aną pod w zględem  m orfologicz
n y m  g ru p ę  organelli. P o w s ta ją  jako  pęcherzyk i oddziela jące się od re t ik u lu m  endo- 
p lazm atycznego , są to lizosom y p ierw otne . D alsze różn icow anie  tych  s t ru k tu r  je s t  
w  znacznym  s to pn iu  uzależnione od tk an k i w  jak ie j  w ystępu ją . Lizosom y tk a n e k  
m ery s tem aty czn y ch , n azy w an e  w akuo lam i, pe łn ią  fu n k c je  hydro lityczne  podczas 
rozw oju  siewki. F u n k c ję  w akuol, w  k tó rych  odbyw a się rozk ład  b ia łkow ych  su b 
s tan c ji  zapasow ych , pe łn ią  także  z ia rna  a leuronow e, w y s tęp u jące  w  tk a n k a c h  z ap a 
sowych. L izosom y ch a rak te ry s ty czn e  przede w szystk im  dla tk a n e k  nasion  g ro m a
dzących tłuszcze, n azy w an e  sferosom am i, są uw ażan e  za m ie jsca  ew en tua lne j 
syn tezy  tłuszczów. W  sferosom ach  tak ich , obok innych  enzym ów  hydro litycznych  
ch a rak te ry s ty czn y ch  dla w akuo l, w ystępu je  lipaza. W ystępow anie  w  lizosom ach 
ak tyw nośc i w ie lu  enzym ów  hydro litycznych  zostało s tw ierdzonych  na  podstaw ie  
b ad ań  b iochem icznych  izolow anych frakc ji. P rzy  zastosow aniu  m etod  cytochem ii 
u l t r a s t ru k tu ra ln e j  w y k ry to  w  lizosom ach k w aśn ą  fosfatazę, esterazę , a ry losu lfa tazę  
oraz  fosfa tazy  dz ia ła jące  p rzy  pH  7. W ystępu jące  w  różnego ty p u  kom órkach  ro ś 
linnych  cyto lisom y pe łn ią  ro lę  w  procesach  m orfogenezy i t ra w ie n ia  w ew n ą trzk o 
m órkow ego.

Termin sferosomy, wprowadzony przez Pernera [1, 2] przyjął się 
w literaturze od roku 1953, chociaż został zaproponowany już wcześniej, 
w 1921 r. przez Dangearda (patrz Olszewska [3]). Pierwszy okres badań 
nad sferosomami przynosi informacje o ich morfologii i składzie che
micznym [1, 2, 4-8].

Sferosomy oglądane w komórkach żywych przedstawiają się jako 
utwory kuliste o średnicy 0,3-1,5 |im (rysunek 1), widoczne wyraźnie 
w komórce, z tego względu, że mają większy niż cytoplazma podstawowa 
współczynnik załamania. Za pomocą metod cytochemicznych wykazano 
w nich obecność dwu składników — białka i lipidów. Barwią się one 
barwnikami lipofilnymi; barwniki fluorescencyjne jak błękit Nilu oraz 
3,4-benzopiren [9] fluorochromują je selektywnie.
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Wykrycie lokalizacji fosfatazy kwaśnej w sferosomach komórek skór
ki łuski cebuli za pomocą metod cytoenzymatycznych przez Wałek-Czer- 
necką [10], zwróciło uwagę na funkcję sferosomów. Autorka w tym sa
mym materiale stwierdziła później obecność innych enzymów hydroli- 
tycznych: esterazy, DNAazy, arylosulfatazy, ß-glukuronidazy, ß-galakto- 
zyaazy i lipazy [11], co pozwoliło jej uznać sferosomy za s truk tu ry  
analogiczne z lizosomami zwierzęcymi. Liczne prace, które ukazały się 
w późniejszym czasie, wykazały obecność wymienionych enzymów w ko
mórkach roślin wyższych i niższych [11-22, patrz także 3] (rys. 2, 3).

Pierwsze mikrofotografie elektronowe sferosomów otrzymano w la
tach 1962-1966 [23-27], Wygląd sferosomów jest uzależniony od zasto
sowanego utrwalacza: po 0 s 0 4 są nieprzenikliwe dla elektronów, a błona 
otaczająca je nie jest wyraźnie widoczna, natomiast po K M n04 przed
stawiają się jako częściowo lub całkowicie puste pęcherzyki objęte silnie 
skontrastowaną otoczką (rys. 4, 5). W wyniku obu typów utrwalania 
sferosomy przybierają kształt nieregularny. Zastosowanie w późniejszym 
czasie jako utrwalacza aldehydu glutarowego z wtórnym utrwaleniem 
0 s 0 4 ukazało sferosomy w postaci osmofilnych kul otoczonych błoną 
„inną niż błona elementarna” (rys. 6) (temat ten będzie omówiony w dal
szych partiach tekstu).

Frey-Wyssling i wsp. [24, 25] prześledzili rozwój sferosomów w ko
mórkach merystematycznych Zea mays. Powstają one jako małe pęche
rzyki odrywane od kanałów retikulum endoplazmatycznego. Pęcherzyki 
te rosną szybko, osiągając średnicę 10 000-15 000 nm — w tym  stadium 
jest w nich widoczna dobrze ziarnista strona. Nie ulegając dalszym zmia
nom powiększają się i wtedy ich średnica wynosi 0,5-1 [Am. U roślin nie 
gromadzących tłuszczów jest to ich postać ostateczna, natomiast u kuku
rydzy ich rozwój postępuje dalej — centralna część staje się jasna 
(w materiale utrwalonym K M n04), co jest spowodowane gromadzeniem 
tłuszczu. Stopniowo ziarnistość stromy zanika i powstaje otoczone błoną 
ciało tłuszczowe.

Powstawanie sferosomów jako pęcherzyków oddzielających się od 
cystern retikulum  endoplazmatycznego jest widoczne także na mikro
fotografiach elektronowych młodych strzępek wegetatywnych grzyba 
wodnego Achlya flagellata (rys. 7).

W okresie intensywnych badań nad enzymami hydrolitycznymi w li- 
zosomach komórek zwierzęcych, podjęto szereg badań biochemicznych 
na frakcjach izolowanych, wybierając do nich bądź materiał konwencjo
nalny, a mianowicie tkanki merystematyczne, pochodzące z młodych 
siewek [28-31], bądź też materiał, w  którym należało się spodziewać wy
stępowania procesów hydrolitycznych. Tego rodzaju procesy występują 
w liścieniach i bielmie kiełkujących nasion, zaopatrzonych w substancje
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zapasowe (białka i tłuszcze), mobilizowane podczas kiełkowania dla roz
woju przyszłej rośliny [32-37J.

Kilka prac poświęcono także charakterystyce biochemicznej izolo
wanych struk tur — odpowiedników lizosomów w komórkach grzybów 
[38-40]. Badania te wykazały występowanie znacznej aktywności enzy
mów hydrolitycznych w trzech kategoriach wyizolowanych organelli, 
mianowicie w wakuolach pochodzących z tkanek merystematycznych 
i grzybni, ziarnach (wakuolach) aleuronowych oraz sferosomach pocho
dzących z tkanek zapasowych nasion zawierających tłuszcze. S truk tury  
te zostały uznane za aparat lizosomalny komórek roślinnych.

Wykaz enzymów występujących w izolowanych frakcjach przedsta
wiony jest w tabeli 1.

Z tkanek merystematycznych Nicotiana tabacum  i Zea mays  [28-31] 
za pomocą frakcjonowanego wirowania w gradiencie sacharozy otrzy
mano dwie frakcje różniące się gęstością (1,138 i 1,05 gem-3), charakte
ryzujące się wysoką zawartością hydrolaz. Frakcja cięższa składała się 
z cząstek o średnicy 0,1-0,3 }im otoczonych błonami, przypominającymi 
błony wakuoli retikulum  endoplazmatycznego. W skład tej frakcji wcho
dziły — zdaniem autora przynajmniej trzy populacje różniące się gęsto
ścią i składem enzymatycznym. Cząstki, tworzące frakcję lżejszą miały 
średnice w granicach 0,3-1,5 jim, można je było izolować w mannitolu 
i były identyczne z małymi wakuolami widocznymi w tkankach m e ry 
stematycznych w mikroskopie elektronowym. W obu frakcjach nie w y
kryto obecności lipazy, fosfolipazy C, arylosulfatazy A i B. We frakcji 
cięższej — poza enzymami hydrolitycznymi — występowały jeszcze dwie 
charakterystyczne dla retikulum  endoplazmatycznego oksydoreduktazy, 
natomiast we frakcji lżejszej — dwie transaminazy — glutaminowo- 
-szczawioctowa i glutaminowo-pirogronowa.

Kwaśne hydrolazy, zawarte we frakcji lizosomalnej pochodzącej 
z siewek Nicotiana traw iły wyizolowane mitochondria i mikrosomy.

Wakuole merystematyczne zostały scharakteryzowane dokładniej dzię
ki badaniom Matile’a i Moora [41], przeprowadzonym za pomocą tech
niki łupania i wytrawiania zamrożeniowego (freeze etching). W genezie 
wakuol można wyróżnić następujące stadia: a) utworzenie małych, po
chodzących z retikulum  endoplazmatycznego pęcherzyków-prowakuol;
b) łączenie się prowakuol i tworzenie w ten sposób wakuol; c) włączenie 
do wakuol dużych pęcherzyków diktiosomowych drogą inwaginacji tono- 
plastu; d) inkorporacja materiału cytoplazmatycznego do wakuol. Morfo
logiczne obrazy są zgodne z wynikami badań biochemicznych. W rezul
tacie tych badań można by uznać prowakuole za pierwotne lizosomy — 
ich hydrolazy pochodziły z retikulum endoplazmatycznego. Występo
wanie transaminaz w błonach wakuol (lekka frakcja) może wskazywać,
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TABELA 1. Enzymy w izolowanych frakcjach

I. PA L C Z E W SK A

Typ organelli Charakterystyka frakcji Enzymy

Wakuole (lizosomy, sferosomy)

Tkanki merys tematyczne ciężka 1,138 gem-3 (prowa- proteazy kwaśne
Nicotiana tabacum kuole) fosfataza kwaśna
Cucurbita pepo 0,1-0,3 [i.m DNAaza
Zea mays izolowane w sacharozie RNAaza

lekka 1,05 gem-3 (wakuole) /5-amylaza
0,3-0,1 (im a-glukozydaza

izolowane w mannitolu karboksypeptydaza 
esteraza a-naftylooctanowa 
esteraza p-nitrofenylooctanowa 
arylosulfataza C

Grzyby proteazy (kwaśna i zasadowa)
Saccharomyces cerevisiae izolowane w sorbitolu i ficollu aminopeptydazy
Neurospora crassa esteraza
Coprinus lagopus fosfataza kwaśna 

fosfodiesteraza 
RNAaza (pH 6,5 i 8,6) 
a-glukozydaza 
chitynaza

Wakuole aleuronowe

Tkanki zapasowe izolowane w glicerolu lub proteaza kwaśna
Pisum sativum w sacharozie i sorbitolu fosfataza kwaśna
Gossypium hirsutum esteraza

RNAaza
/?-amylaza
a-glukozydaza

Sferosomy

Tkanki niezapasowe 81 % lipidy
Allium cepa 
Brassica capitata

14% białko

Tkanki zapasowe 98,1 % lipidy całkowite proteazy (pH 3,5 i 6,0)
Arachis hypogea 0,77% fosfolipidy fosfataza kwaśna
Ricinus communis 1,27% białko esteraza
Nicotiana tabacum 1-3 p.m lipaza + 4 —
Gossypium hirsutum izolowane w mannicie RNAaza)

D N A aza/mała aktywność

że osiągnęły one status funkcjonalny lizosomów wtórnych. Obrazy ma
teriału przygotowanego metodą „freeze etching” wykazują wewnątrz 
wakuol obecność materiału strukturalnego. Może zatem występować 
w nich rozkład makrocząsteczek.

Autorzy [31, 41] tłumaczą w sposób następujący rolę procesów litycz
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nych związanych z wakuolami, odpowiednikami lizosomów: zaopatrzony 
w transaminazy tonoplast może brać udział w transporcie grup amino
wych od aminokwasów (rozpad białek w lizosomie) do obecnych w cyto- 
plazmie cząsteczek akceptorowych. Podobne znaczenie może być przy
pisane także występującej w błonie wakuoli ATPazie. Konsekwencją tego 
procesu jest nagromadzenie w wakuolach kwasów organicznych.

Jest niewykluczone, że podczas włączania pęcherzyków Golgiego do 
wakuoli następuje wydzielenie węglowodanów do przestrzeni wakuolar- 
nej. Istotnie, izolowane wakuole zawierają dużą ilość substancji reduku
jących. Inny sposób gromadzenia cukrów jest sugerowany przez w ystę
powanie w izolowanych wakuolach glikohydrolaz — ß-amylazy i a-gluko- 
zydazy. Te enzymy katalizują końcowe reakcje rozkładu skrobi. Pierwsze 
produkty rozkładu skrobi — dekstrany — powstałe w wyniku działa
nia a-amylazy (enzym rozpuszczalny) mogą być inkorporowane do w a
kuoli wraz z fragmentami cytoplazmy: ß-amylazy i a-glukozydaza roz
kładałaby je następnie do glukozy.

P repara ty  izolowanych wakuol ze strzępek wegetatywnych, owoc- 
ników i zarodników grzybów także wykazują wysoką aktywność enzy
mów hydrolitycznych (tab. 1, [38-40]). Wakuole grzybów są przykładem 
lizosomów wyposażonych w kwaśne i zasadowe hydrolazy. Maksimum 
aktywności RNAazy w wakuolach zarodników Neurospora występuje 
przy pH 8,6; w grzybni Coprinus i komórkach Saccharomyces działają 
zasadowe proteazy. U Coprinus większość enzymów występuje w w aku
olach podczas całego cyklu rozwojowego, natomiast chitynaza pojawia 
się w komórkach owocnika podczas dojrzewania zarodników (u tego ga
tunku rozpuszczenie owocnika powoduje uwolnienie, a więc i rozsiewa
nie spor).

U drożdży stwierdzono [38, 42], że aktywność hydrolityczna enzymów 
lizosomalnych zależy od fazy wzrostu. Wzrasta ona znacznie podczas 
okresu indukcji, kiedy komórki przygotowują się do metabolizmu od
dechowego albo fermentacyjnego. Także podczas fazy stacjonarnej ko
mórki enzymów lizosomalnych mają dużą aktywność. Jeden z enzymów 
hydrolitycznych — proteaza — jest indukowany w strzępkach wegeta
tywnych grzybni Neurospora [43, 44] hodowanej na podłożu zawiera
jącym azot organiczny (np. pepton). Proteaza zostaje następnie wydzie
lona do podłoża. Badania biochemiczne oraz obserwacja w mikroskopie 
elektronowym wykazały, że cząstki zawierające proteazy są strukturam i 
kulistymi o średnicy 0,15-0,3 (im, wykazującymi gęstą zawartość, otoczo
nymi błoną elementarną. Ich specyficzna gęstość 1,35 gem-3 pozwala je 
zaliczyć do klasy pierwotnych lizosomów. Według autorów lizosomy te 
powstają najprawdopodobniej z cystern retikulum endoplazmatycznego.

Następną grupą struk tur zakwalifikowanych jako lizosomy przez
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Matile’a [37] są ziarna — wakuole aleuronowe, które stanowią białko 
zapasowe występujące w licznych nasionach. We frakcji wakuol aleuro- 
nowych pochodzących z liścieni wykiełkowanych (24 godz.) nasion Pisum  
[37] oraz liścieni niewykiełkowanych nasion Gossypium  wykryto kilka
enzymów hydrolitycznych o dużych aktywnościach specyficznych (tab. 1). 
W ziarnach aleuronowych Gossypium  zlokalizowano również fosfatazę 
kwaśną na poziomie ultrastrukturalnym . W ziarnach aleuronowych nie 
występuje DNAaza, enzym obecny w wakuolach merystematycznyeh.

Ze względu na zaopatrzenie w taki komplet enzymatyczny, wakuola 
aleuronowa spełniałaby funkcję lizosomu wtórnego. Mimo, iż wakuole 
aleuronowe gromadzą białka i fosforany, są w nich obecne nie tylko 
enzymy mające brać udział w ich degradacji (proteaza i fosfataza). Po
dobnie jak w przypadku lizosomów merystematycznyeh, produkt roz
kładu skrobi — dekstryny mogą być inkorporowane do wakuoli aleuro- 
nowej, w której następuje dalszy rozkład, o czym może świadczyć obec
ność enzymów ß-amylazy i a-glukozydazy. Ma tile przypuszcza, że wy
stępujące w nasionach sferosomy także są trawione w wakuolach ale
uronowych, co mogłoby wyjaśnić występowanie stosunkowo dużej ilości 
lipidów w izolowanych wakuolach.

Włączanie sferosomów do wakuoli, które jak wiadomo są także za
opatrzone w enzymy lizosomalne, prowadziłoby do akumulacji tych 
enzymów we wtórnym lizosomie. Matile podkreśla, że proces lityczny, 
spełniany przez enzymy związane z błoną wakuoli ma miejsce wewnątrz 
metabolicznie czynnej komórki. Taka organizacja wydaje się niezbędna 
dla regulacji transportu makrocząsteczek w kierunku rosnącego zarodka.

Trzecią grupę organelli uznanych za odpowiedniki lizosomów z po
wodu wysokiej aktywności enzymów hydrolitycznych (tab. 1) są sfęro- 
somy, uważane za miejsce syntezy lub gromadzenia tłuszczów, a także 
ich mobilizowania w odpowiednim czasie. Obiektem badań były liścienie 
i bielmo nasion spoczynkowych i kiełkujących Nicotiana tabacum, Ara-  
chis hypogea, Ricinus communis [32-35].

Według biochemicznej charakterystyki [32] sferosomy pochodzące 
z kiełkujących liścieni Arachis zawierają 98,1% lipidów całkowitych, 
w tym  0,77% fosfolipidów oraz 1,27% białka. Zawartość lipidów jest 
mniejsza w sferosomach, pochodzących z tkanki niezapasowej liści Bras
sica capitata ([45], tab. 1). S truk tury  wyizolowane z nasion są podobne 
do sferosomów in situ. Po utrwaleniu w czterotlenku osmu, otaczająca 
je błona jest niewidoczna, ujawnia się dopiero po rozpuszczeniu lipidów 
heksanem. Już wcześniej wspomniano, że błona ta przez niektórych ba
daczy była określana jako inna niż błona elementarna. Do wyjaśnienia 
jej s truk tu ry  przyczyniły się wyniki badań Schwarzenbacha [46] prze
prowadzonych na rozwijającym się bielmie Ricinus. Poczynając od 10
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Podpisy pod rysunki

Rys. 1. F rag m en t żyw ej s trzępk i grzyba A ch lya  sp., w idoczne sferosom y i m ito 
chondria  (X 2500)

Rys. 2. L okalizacja  fosfatazy kw aśnej w  strzępce Saprolegnia  sp. (u trw alacz aceton,
a -n a fty lo fo sfo ran  sodu +  F as t b lue  RR) (X 2500)

Rys. 3. L okalizacja  esterazy  indoksylow ej w  oosporach (strzałka) A ch lya  flagellata
(n ieu trw alony) (X 1500), (Palczew ska [22])

Rys. 4. F rag m e n t m łodej s trzępk i A ch lya  sp. u trw a lone j w K M M n 0 4, w idoczne sfe
rosom y (strzałki), w k tó rych  część cen tra ln a  jest e lek tronow o pusta  (X 21 900) 

Rys. 5. Sferosom y (strzałka) w  starsze j s trzępce w egeta tyw nej A ch lya  sp., u t rw a lo 
nej w  K M n 0 4 (X 18 500)

Rys. 6. Sferosom y w  strzępce w eg e ta ty w n e j A chlya  sp., u trw a lo n e j w  aldehydzie
g lu tarow ym , otoczone „half u n i t-m e m b ra n e ” (X 25 760)

Rys. 7. P rosferosom y oddzielające się od cystern  re tik u lu m  endoplazm atycznego
(strzałk i) w  w egeta tyw nej s trzępce A ch lya  sp., u trw a lo n e j w  K M n 0 4, N — ją d ra

(X  19 320)
Rys. 8. Sferosom y w  oosporach A ch lya  flagellata , w idoczna o tacza jąca  je  „half u n it  

m e m b ra n e ” (cienka strzałka), b łona e lem en ta rn a  (gruba s trza łka) (X 80 500) 
Rys. 9. L okalizacja  k w aśn e j j3-tgliceix>flasfatazy w  w akuolach  (v) kom órki m eryste- 
m atyczne j C ucum is sa tivus, u trw a lo n e j w  aldehydzie  g lu tarow ym . N — jąd ro ; nu — 
jąd e rk o ; ch — ch rom atyna ; p — plastyd ; e — re tik u lu m  endoplazm atyczne; d — d ik -
tiosom ; gl — krop la  lipidow a; pc — ściana  kom órkow a; m — m itochondrium

(X 7000) (Poux [55])
Rys. 10. Cytolisom w kom órce p rze trw a ln ik o w e j Saprolegnia  sp., lokalizacja  /?-gli-

cerofosfa tazy  kw aśne j (X 25 760)
Rys. 11. L okalizacja  /?-glicerofosfatazy w różnicującej się zarodn i Saprolegnia  sp., 
cy to lisom y w ykazu jące  ak tyw ność  enzym atyczną  w yznaczającą  s tre fy  rozdziału  cy-

toplazm y dla przyszłych zarodn ików  (X 25 760)
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dnia kiełkowania, można obserwować w jego komórkach pojawianie się 
prosferosomów, stanowiących liczną grupę kuleczek. W czasie dalszego 
rozwoju nasilenia prosferosomy gromadzą lipidową substancję zapasową 
między dwoma gęstymi dla elektronów warstwami błony elementarnej. 
W ten sposób podczas różnicowania sferosomów warstwy zewnętrzna 
i wewnętrzna błony zostają rozdzielone. Zewnętrzna część błony po
większa się, natomiast wewnętrzna staje się niewidoczna. Chociaż mecha
nizm tego procesu pozostaje niejasny, jest zupełnie prawdopodobne, że 
występujące w błonie enzymy mogą odgrywać rolę w tym  rozwoju.

Na podstawie później przeprowadzonych badań [47] błona ta została 
określona jako „half unit m em brane” (rys. 8), grubość jej wynosi od 2
do 3,5 nm.

W związku z gromadzeniem i mobilizacją lipidów zawartych w sfero- 
somach najbardziej interesująca wydaje się aktywność lipazy. Wyniki 
badań nad występowaniem lipaz w nasionach są niejednoznaczne. U Ara- 
chis nie wykryto lipazy związanej z frakcją sferosomową [32]. Spichiger 
[35] oznaczał aktywność lipazy w czystej frakcji sferosomowej z bielma 
tytoniu. Zastosowanie jako substratów trójoleinianu glicerolu i tweenu 
80 (oleinianu poliglikolu lub polimannitolu) nie dało rezultatów. Na
tomiast sztuczny substrat dwubutyrylofluoresceina była rozszczepiana 
w obecności ekstraktu z bielma. Izolowane sferosomy wykazywały jednak 
bardzo nieznaczną aktywność. Natomiast we frakcji sferosomów, które 
były inkubowane w 28°C (środowisko mannit pH 7,0) prawie połowa tró j- 
glicerydów była zhydrolizowana przy wzroście zawartości dwu- i mono- 
glicerydów. Wyniki te prowadzą do wniosku, że trójglicerydy zawarte 
w tłuszczach zapasowych są hydrolizowane przez lipazy, a odszczepione 
kwasy tłuszczowe przemieszczają się do innych obszarów cytoplazma
tycznych, gdzie ulegają dalszym przekształceniom. Reakcje te przebie
gają wolniej niż rozszczepianie trójglicerydów, ponieważ w przeciwień
stwie do izolowanych sferosomów w ekstrakcie z bielma udział wolnych 
kwasów tłuszczowych w lipidach całkowitych silnie wzrasta.

Na podstawie badań Spichigera i późniejszych [48, 49], przeprowadzo
nych na liścieniach Helianthus, Cucumis i Lycopersicum  wiadomo, że 
dalsze przemiany kwasów tłuszczowych są związane z glioksysomami, 
określoną kategorią mikrociał, pochodzących z retikulum  endoplazmatycz
nego, mających ziarnistą stromę, otoczonych błoną elementarną. Nie 
wiadomo czy glioksysomy biorą udział w początkowej lipolitycznej reakcji, 
jaka musi mieć miejsce wewnątrz ciała tłuszczowego lub na jego po
wierzchni, zanim kwasy tłuszczowe będą przydatne do dalszego m eta
bolizmu.

Obecność enzymów takich jak fosfataza, proteaza, DNAaza i RNAaza 
w sfercsomach bielma tytoniu pozwala przypuszczać, że organelle te nie

9 —  P o s t ę p y  b io lo g i i  k o m ó r k i  2/74
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są jedynie miejscem mobilizacji trójglicerydów lecz służą także jako 
miejsce trawienia innych składników komórek bielma.

Jedyne dane o cytochemicznej lokalizacji lipazy pochodzą z pracy 
Ory i wsp. [33]. Badacze ci stosując olej bawełniany jako substrat w y
kryli ją we frakcji sferosomowej z niewykiełkowanych nasion Ricinus. 
W mikroskopie elektronowym sferosomy te mają wygląd typowy, produkt 
aktywności lipazy w postaci mydła ołowiowego jest zlokalizowany na 
ich powierzchni.

Wydaje się, że w obliczu tak skąpych danych trudno jest zgodzić się 
z Frey-Wysslingiem [50], że lipaza jest enzymem typowym dla wszyst
kich sferosomów.

Niewątpliwie występujące w różnych tkankach zapasowych sfero
somy, wykazujące nieco odmienny skład w zawartości lipidów i białek 
nie są strukturam i identycznymi i mogą się różnić znaczną specyficz
nością wobec substratów. Wydaje się, że badania jeszcze innych typów 
sferosomów pozwolą na wyjaśnienie tego zagadnienia.

Z przedstawionych danych wynika, że nie ma jeszcze podstaw do
wyróżnienia sferosomów jako oddzielnej grupy organelli zaangażowa
nych w komórce roślinnej do syntezy lipidów. Z punktu widzenia morfo
logii traktowanie sferosomów jako oddzielnych organelli, różnych od 
kropli lipidowych, nie zostało jeszcze udokumentowane. Dlatego spoty
ka się używane jako synonimy nazwy dla tych ciał: sferosomy i krople 
lipidowe.

Trudno jest również już obecnie rozstrzygnąć w jakich organellach 
komórkowych występowały enzymy hydrolityczne wykrywane w mikro
skopie świetlnym w sferosomach.

Wobec zaistnienia znacznych rozbieżności w wynikach badań różnych 
autorów powodowanych zapewne użyciem różnorodnego materiału, praca 
Yatsu i wsp. [45] może być potraktowana jako próba porównania sfero
somów znanych z mikroskopu świetlnego, pochodzących z tkanek nie- 
zapasowych i niemerystematycznych (cebula Allium cepa i liście Brassica 
capitata) ze sferosomami nasion Gossypium, uważanymi przez tych auto
rów za krople lipidowe. Ze względu na trudność w otrzymaniu wystarcza
jącej objętości frakcji sferosomów cebuli ostatecznie porównano tylko
sferosomy frakcji otrzymanych z kapusty i bawełny. W ultracienkich 
skrawkach liści kapusty i skórki łusek cebuli jedynymi osmofilnymi 
strukturam i były sferosomy mające kształt gwiazdek po utrwaleniu 
w  0 s 0 4, wykazujące ciemną obwódkę i elektronooptycznie puste po 
utrwaleniu w K M n04. Sferosomy z nasion bawełny wyglądały tak samo. 
Sferosomy pochodzące z frakcji otrzymanych z kapusty i bawełny wyglą
dały na mikrofotografiach elektronowych identycznie. We frakcjach
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sferosomowych nie wykryto fosfatazy kwaśnej. Autorzy podtrzymują 
pogląd, że sferosomy są kroplami lipidowymi i proponują dla nich nazwę 
oleosomy. Jednakże dane przedstawione w ich pracy wydają się niew y
starczające do oceny funkcji tych struktur, natomiast termin oleosomy 
związany nie z kształtem lecz z funkcją wydaje się bardziej odpowiedni.

Podsumowując przedstawione dane dotyczące badań biochemicznych
nad frakcjami różnego typu lizosomów tzn. s truk tur wyposażonych w kil
ka co najmniej enzymów hydrolitycznych, poparte obserwacjami w mikro
skopie elektronowym można stwierdzić co następuje:

a) organelle te powstają w ten sam sposób — jako pęcherzyki od
dzielone od cystern retikulum  endoplazmatycznego;

b) oddzielone małe pęcherzyki nazywane prowakuolami, prosferoso- 
mami, lizosomami pierwotnymi, stanowią frakcję niejednorodną o róż
nej gęstości i różnych aktywnościach enzymów;

c) różnicowanie pierwotnych lizosomów może następować w trzech 
kierunkach; jest to w znacznym stopniu związane z tkanką vy jakiej w y
stępują;

d) w tkankach merystematycznych — pełnią one funkcje hydrolitycz- 
ne podczas rozwoju siewki — intensywność tych procesów w dojrzałych 
komórkach jest mniejsza; w dalszych etapach następuje włączanie do 
wakuol pęcherzyków Golgiego — takie s truk tu ry  porównuje się-do w tór
nych lizosomów;

e) białkowe substancje zapasowe są gromadzone w ziarnach aleuro- 
nowych, ich wyposażenie enzymatyczne jest nieco odmienne, a przede 
wszystkim między innymi brak jest DNAazy — w okresie kiełkowania
następuje przekształcenie ziaren aleuronowych w wakuole, które będąc

$

zaopatrzone nie tylko w proteazę, fosfatazę i esterazę lecz w a-glukozy- 
dazę i p-amylazę mogą brać udział w trawieniu także innych substancji;

f) w tkankach zapasowych gromadzących tłuszcze następuje różnico
wanie się w kierunku sferosomów; w takich sferosomach obok enzymów 
hydrolitycznych charakterystycznych dla wakuol występuje jeszcze li
paza; sferosomy są uważane za miejsca gromadzenia i ewentualnej syn
tezy tłuszczów; proponuje się dla nich termin oleosomy.

Należy stwierdzić, że metodami cytochemii ultrastrukturalnej, nie 
udało się znaleźć organelli homologicznych z lizosomami ocenianymi na 
podstawie kryteriów biochemicznych. W komórkach roślinnych nie moż
na zakwalifikować określonego składnika komórkowego jako lizosomu, 
przynajmniej przy aktualnym  stanie wiedzy.

Mimo wielu badań [51-62] występowanie w komórkach roślinnych 
utworów wyposażonych przynajmniej w kilka enzymów hydrolitycznych 
nie zostało dowiedzione w mikroskopie elektronowym. Aktywność enzy
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mów hydrolitycznych, wśród nich głównie fosfatazy kwaśnej, w ykryw a 
się w zróżnicowanym pod względem morfologicznym i funkcjonalnym  
materiale roślinnym, w strukturach typu wakuol nazywanych lizoso- 
mami. Nagromadzone dane nie wystarczają do poszukiwań analogii mię
dzy tymi utworami a pierwotnymi i wtórnymi lizosomami zwierzęcymi.

Wśród licznych prac wyróżniają się piękną dokumentacją oraz s ta 
ranną analizą prace Poux poświęcone lokalizacji enzymów hydrolitycz
nych w tkankach głównie merystematycznyeh [51-55]. Miejscem in ten 
sywnej aktywności fosfatazy kwaśnej są małe wakuole (rys. 9), przy czym 
wakuole pozbawione tej aktywności sąsiadują z wakuolami obfitującymi 
w osady produktu reakcji. W miarę powiększania się objętości wakuol, 
aktywność wydaje się maleć. W dużych wakuolach spotyka się mało 
osadów. Tego typu wakuole należą do kategorii wakuol, których nie 
udawało się wyizolować z materiału, będącego przedmiotem badań bio
chemicznych. W utworach tych autorka zlokalizowała ponadto aktywność 
arylosulfatazy, a także aktywność fosfataz specyficznych działających 
przy pH 7 z zastosowaniem jako substratów: IDP, TPP, ATP, ADP, 
AMP. Do enzymów zlokalizowanych w wakuolach należy jeszcze este- 
raza, rozkładająca octan naftolu ASD [58].

W wakuolach aleuronowych wykryto kwaśną fosfatazę [51, 52].
Coulomb w swych pracach, których obiektem jest m erystem  korze

niowy Cucurbita pepo [63-67], a także formacje tak specyficzne, jak bro
dawki korzeniowe i tumory bakteryjne [68, 69] poszukuje zależności 
między fitolisomami (termin autora) a innymi składnikami komórki przez
analogię do układu GERL (Golgi — endoplazmatyczne retikulum  — lizo-
somy) typowego dla niektórych komórek zwierzęcych. Opisywane przez 
niego utwory, będące miejscami lokalizacji fosfatazy kwaśnej, arylosul
fatazy, esterazy tiolooctowej (nie wykazujące aktywności DNAazy) m a
jące ziarnistą stromę i otoczone błoną, niestety niezbyt dobrze widoczną 
na zdjęciach, różnią się wyglądem od wakuoli. Trudno jest ocenić obecnie 
czy u tej rośliny występuje inny, specyficzny typ lizosomów, który nie 
dawał reakcji na peroksydazę z odczynnikiem DAB, a więc nie przypo
minał mikrociał występujących w niewielkiej liczbie w komórkach me- 
rystemów korzeniowych, w których wykrywano fosfatazę kwaśną i pero
ksydazę [55, 70]. Aktywność peroksydazową mają także wakuole mery- 
stematyczne. Wydaje się więc prawdopodobne w związku z tym, że 
sygnalizowana w pewnych pracach aktywność fosfatazy kwaśnej mogła 
dotyczyć właśnie mikrociał-peroksysomów. Jedynie M arty [69, 71] uważa, 
że może odróżnić lizosomy od peroksysomów w komórkach m erystem u 
korzeniowego Euphorbia characias.

U ltrastrukturalne aspekty pochodzenia, rozwoju i funkcji wakuol 
przedstawiła ostatnio Berjak [60] na przykładzie komórek merystemu
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korzeniowego Lepidium sativum, utrwalanych podwójnie, w aldehydzie
glutarowym i nadmanganianie potasu.

Z danych autorki wynika, że wakuole powstają jako pęcherzyki z reti- 
kulum  endoplazmatycznego. Błona tych pęcherzyków wykazuje aktyw 
ność fosfatazy kwaśnej, natomiast aktywności takiej nie obserwuje się 
w błonach cystern, od których one się oddzielają. Następnie wakuola 
zostaje otoczona cysterną retikulum. Do takiego układu zostają włączone 
pęcherzyki Golgiego, po czym wakuole pęcznieją. Autorka tłumaczy to 
zjawisko wzrostem ciśnienia osmotycznego wewnątrz wakuol, spowodo
wanym  rozpuszczeniem substancji w nich obecnych. W miarę rozwoju

4

wakuole stawały się głównym, jeżeli nie jedynym miejscem występowa
nia aktywności fosfatazy kwaśnej.

Obecność jednego z enzymów lizosomalnych — fosfatazy kwaśnej 
w strukturach odpowiadających wyglądem sferosomom — wykryto 
w bielmie u Iris [72] oraz w strzępkach grzyba Ceratocystis [62].

W komórkach roślinnych wielokrotnie opisano ciała przypominające 
wtórne lizosomy zwierzęce, którym przypisywano związek z endocytozą. 
Występują w normalnych komórkach stożków wzrostu [73-76], w ryzoi- 
dach Chara [77], w komórce apikalnej pąków Chara [78] pojawiają się 
w związku z procesami patologicznymi [74-79], a także w związku z in
nymi procesami wymagającymi wydzielenia pewnych obszarów cyto- 
plazmy i usunięcia ich [80].

Ciała te powstają w procesie sekwestracji przez otoczenie pojedynczą 
lub podwójną błoną pewnych terenów cytoplazmy. W obszarach tych 
mogą występować różne organelle komórkowe lub pęcherzyki i ciała mie- 
linowe, co jest uzależnione od stadium degradacji. Wewnątrz takich cyto- 
lisomów została stwierdzona aktywność fosfatazy kwaśnej (rys. 10).

Marty [82] opisuje pęcherzyki autofagowe kanałów mlecznych u E u
phorbia. Pęcherzyki zawierające wydzielinę związków politerpenowych 
są transportowane z części zewnętrznej komórki do kanału wydzielni- 
czego. W określonym obszarze, otoczonym błoną izolującą i zawierającym 
cząstki wydzieliny, występuje reakcja pozytywna na fosfatazę kwaśną. 
Jest to według autora przykład autofagii kierowanej — cytoplazma uwol
niona w ten sposób od składników paraplazmatycznych „odmładza się” .

Znane są u niektórych roślin etapy rozwojowe, podczas których pewne 
obszary w cytoplazmie ulegają strawieniu. Jednym  z przykładów takiego 
stadium w morfogenezie jest różnicowanie się sporangium u niektórych 
grzybów, np. Achlya, w wyniku którego w maczugowatej części term i
nalnej strzępki następuje podział protoplastu na zoospory. W sporangium 
w okresie przedpodziałowym widoczne są liczne wakuole z produktem 
reakcji na fosfatazę kwaśną (rys. 11). Obecnie nie wiadomo jak powstają 
tego rodzaju struktury. Na mikrofotografiach elektronowych sporangiów,
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znajdujących się w tym  stadium obserwuje się proliferację retikulum  
endoplazmatycznego i prawdopodobne jest przypuszczenie, że wakuole te 
powstają z retikulum.

Rozpatrywano także w kilku przypadkach procesy starzenia się [61, 
82, 83] komórek w związku z funkcją lizosomów i enzymów lizosomal- 
nych. Podczas starzenia się płatków korony Ipomea purpurea, stw ier
dzono za pomocą metod biochemicznych aktywność dezoksyrybonukleazy, 
rybonukleazy i ß-glukozydazy; aktywność innych enzymów hydrolitycz
nych wzrasta nieznacznie. Morfologicznym wyrazem starzenia się jest 
rozrzedzenie cytoplazmy, inwaginacja retikulum  endoplazmatycznego do 
wakuoli. W końcu następuje rozerwanie tonoplastu. W tedy produkty 
reakcji enzymatycznych są wykrywane w cytoplazmie.

Z przedstawionych danych wynika, że podobnie jak w komórce zwie
rzęcej lizosomy roślinne pełnią rolę w procesach morfogenezy i trawienia 
wewnątrzkomórkowego.
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MIKROTUBULE. I. BUDOWA I SKŁAD CHEMICZNY MIKROTUBUL

M aria  K W IA T K O W SK A

Z ak ład  Cytologii i C ytochem ii Roślin, In s ty tu t  Fizjologii i Cytologii,
U n iw ersy te t  Łódzki

Streszczen ie .  M ik ro tu b u le  (Mt) są ru rk a m i  o średn icy  18-30 nm. Ściankę M t tw o rzą  
k u lis te  pod jednostk i  połączone w  ko ra likow ate  m ak ro m o lek u ły  (pro tofilam enty)
0 uk ładz ie  l in e a rn y m  lub  he lika lnym . Na poprzecznym  p rzek ro ju  Mt w yróżn ia  się 
zw yk le  13 pod jednostek . M ożliwy jest po lim orfizm  s t ru k tu ra ln y  różnych ty p ó w  Alt. 
B ia łko  M t — tu b u lin ę  (stała sedym en tac ji  6S) rozdzielono na  tub u lin ę  a (m asa czą
steczkow a 56 000) i tu b u lin ę  ß  (masa cząsteczkow a 53 000). P rz y jm u je  się, że p o d je d 
nostk i o. i ß  złączone są w  h e te ro d im er  s tanow iący  e lem en t s t ru k tu ra ln y  Mt. Z M t 
zw iązane  są m osty  i ra m io n a  zbudow ane  z dyneiny  o w łaściw ościach  A TPazy (stała 
sedym en tac ji  14S, m asa  cząsteczkow a 600 000).

Mikrotubule są strukturam i komórkowymi dostrzegalnymi jedynie 
w mikroskopie elektronowym, dlatego nie mają własnej historii z epoki 
cytologii klasycznej. W pierwszym okresie badań mikroskopowo-elektro- 
nowych stosowano powszechnie utrwalanie komórek nadmanganianem 
potasu i czterotlenkiem osmu. W tych warunkach Mt również nie mogły 
być uwidocznione, ponieważ K M n04 niszczy je całkowicie, a O s04 zacho
wuje tylko nieliczne kategorie Mt. Chociaż już w latach pięćdziesiątych 
donoszono sporadycznie o ujawnieniu utworów opisywanych jako ele
menty nitkowate, kanaliki, rureczki, które dziś zaliczamy do Mt, inicjacja 
niezwykle aktywnych badań nad Mt została dokonana dopiero w 1963 r. 
przez dwie klasyczne prace — Slautterbacka oraz Ledbettera i Portera  
[90, 58]*. Slautterback opisał w komórkach stułbi rurkowate utwory
1 wprowadził dla nich nazwę „mikrotubule”. Ledbetter i Porter dzięki 
zastosowaniu aldehydu glutarowego ujawnili Mt w cytoplazmie in ter-

* P iśm ienn ic tw o  n a  te m a t  M t jes t  bardzo  obszerne i n ie m ogło być p rz e d s ta 
w ione w  całości w  n in ie jszym  przeglądzie. Dalsze in fo rm ac je  C zyte ln ik  może o d 
naleźć w  licznych p rzeg lądow ych  a r ty k u ła c h  i m onografiach  (m. in. N ew com b [74],
B a je r  i M oló -B ajer  [2], D ustin  [28], F rey -W yssling  [32], B arde le  [3], M argu lis  [65] 
G adow ska  [33]).
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kinetycznych komórek roślinnych, scharakteryzowali ich s truk turę  i w y
sunęli wiele przypuszczeń co do ich funkcji.

Powszechne zastosowanie przez cytologów utrwalaczy zawierających 
aldehyd glutarowy pozwoliło w krótkim  czasie wykazać, że Mt są po
wszechnie występującym składnikiem komórek Prokariota i Eukariota.

Mt niewątpliwie nie są artefaktem . Dowodem realności ich istnienia 
stało się bowiem ujawnienie Mt w preparatach uzyskiwanych metodą 
„freeze-etching” z komórek drożdży [70] oraz z korzeni grochu [75].

Wygląd Mt pochodzących z różnych tkanek i organizmów jest bardzo 
typowy. Są to stosunkowo proste, nierozgałęzione rurki o przeciętnej 
średnicy 18-30 nm, chociaż opisywano także mniejsze, tzw. „minitubule” 
około 15 nm  średnicy [31], także „makrotubule”, średnica 34-40 nm [24].

Długość Mt jest trudna do określenia na skrawkach; wynosi ona często 
kilka do kilkudziesięciu [im, a w neurytach prawdopodobnie może nawet 
przekraczać 1 m etr [28].

Mt występują bezpośrednio w cytoplazmie, zgrupowane niekiedy w wy
specjalizowanych regionach komórki. Okresowo pojawiają się również 
w jądrze, np. podczas mitozy w ew nątrzjądrowej lub w specjalnych sta
nach fizjologicznych komórki [72]. Rurkowate s truk tury  ujawnione na 
terenie diktiosomów [17] i plastydów [79] nie są jednoznacznie identyfi
kowane jako Mt.

Mt rozmieszczone są niekiedy pojedynczo (rys. 1), częściej tworzą 
pasma lub wiązki (rys. 2), w których poszczególne Mt nie przylegają do 
siebie bezpośrednio, tworząc układy mniej lub bardziej uporządkowane. 
Szczególnie uporządkowany system stanowią Mt wrzeciona podziałowego. 
Ogromne, zadziwiająco prawidłowe, charakterystyczne dla gatunku układy 
występują u pierwotniaków, tworząc aksostyl (rys. 4 b) lub wewnętrzny 
szkielet aksopodiów promienie, słonecznic (rys. 4 c) i sysydlaczków [3], 
Znany charakterystyczny układ ,,9 +  2” wykazują Mt wici i rzęsek oraz 
witki spermatozoidów organizmów roślinnych i zwierzęcych; z 9 triple- 
tów składają się ciała bazalne i centriole. Zarówno w dubletach, jak 
w tripletach Mt przylegają do siebie i mają wspólną ścianę (rys. 4d, e).

Rys. 1. M t cy top lazm atyczne  t ra n s fo rm o w a n e j  kom órk i F  5,1 chom ika; u trw a lan o  
a ld eh y d em  g lu ta ro w y m  i cz te ro tlen k iem  osmu. M t — m ik ro tu b u le ;  M f — m ikro -

f i lam en ty  (B. G a b a ra ,  dzięk i uprze jm ości A utork i)

Rys. 2. M t cy top lazm atyczne  l ip o tubu lo idu  ze skórk i zalążni O rn ithoga lum  um bella -  
tu m ;  u t rw a la n o  m ieszan iną  a ld eh y d u  g lu ta row ego  z cz te ro tlenk iem  osm u; a) F rag 
m e n t  l ipo tubolo idu ; 1 — k u la  l ip idow a; b) w iązka  M t połączonych m ostam i (m); 
c) w y n ik  reak c ji  h ek sam in o w o -s reb ro w ej na  po lisacharydy . Osad p ro d u k tu  reakcji

(o) z lokalizow any w  m ie jscach  w y s tęp o w an ia  M t
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STR U K TU R A  Mt

Pierwsze dane dotyczące u ltrastruktury  Mt zostały przedstawione 
przez Ledbettera i Portera [59], Obrazy uzyskane na podstawie analizy 
ultracienkich skrawków kontrastowanych techniką negatywową sugero
wały, że Mt są pustym cylindrem , którego ściany utworzone są z 12-13 
protofilamentów ułożonych linearnie lub śrubowo wokół osi Mt. Na prze
kroju poprzecznym protofilamenty mają wygląd kulistych podjednostek 
o średnicy około 4,5 nm (rys. 3 B).

Badania oparte na metodzie negatywowego kontrastowania Mt izolo
wanych wici i rzęsek wykazały, że protofilamenty tworzące ściany Mt 
mają wygląd koralikowatych włókien i są utworzone z globularnych pod
jednostek. Układ tych włókien w ścianie Mt nie jest jednak w pełni jasny, 
ponieważ w uzyskanych tą techniką obrazach może być interpretow any 
zarówno jako helikalny [21-23, 40, 41], jak linearny [4, 34, 8, 50, 100].

Rys. 3. M odele s t ru k tu ry  M t wg: A  — M oora [70]; B  — Ja ro sc h a  [48]; C — T ilneya
i wsp. [73]; D — B ard e le  [3]; E  — W itm an a  i wsp. [106] (zm odyfikow ane)

Linearny układ protofilamentów jest wykazywany najczęściej w Mt 
wici i rzęsek, natomiast układ spiralny widoczny w postaci skośnych pa
sków na ścianie tubuli demonstrowano w Mt cytoplazmatycznych i Mt 
wrzeciona, szczególnie w ultracienkich skrawkach różnego typu komórek. 
Nie można jednak przyjąć z całą pewnością, że helikalny lub linearny 
układ protofilamentów związany jest z polimorfizmem struk tura lnym  róż
nych typów Mt, ponieważ obserwacje Henley’a [43] i Thomasa [96] wyka
zały, że uzyskane metodą negatywową wyniki muszą być interpretowane 
z dużą ostrożnością. Okazało się bowiem, że drobne nawet różnice meto
dyczne (czas kontrastowania, pH roztworu) mogą spowodować istotne
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zmiany obrazów. W trakcie procesu kontrastow ania konfiguracja podjed- 
nostek w tej samej Mt może ulec zmianie z helikalnej w linearną, p raw 
dopodobnie w  w yniku wzmocnienia wiązań podłużnych i osłabienia w ią
zań bocznych [96].

Niemal wszyscy autorzy są zgodni co do tego, że kuliste podjednostki 
Mt są ułożone w ścianie tubuli w jedną warstw ę. Jedynie Moor [70] przed
staw ił bardziej złożony model s tru k tu ry  Mt opierając się na analizie 
obrazów uzyskanych m etodą „freeze-etching” z kom órek drożdży. Zda
niem  tego autora Mt są utworzone z globularnych jednostek o średnicy 
8 nm, które składają się z dwu 4-nm  podjednostek. Podjednostki ułożone 
są w dwu warstw ach, składając się na 8-nm ścianę Mt i są połączone 
w spiralny układ okalający światło Mt pod kątem  10-15° (rye. 3A). Liczba 
monomerów przypadających na jeden obrót spirali może być różna, w re 
zultacie czego średnica Mt wynosi odpowiednio 21, 22,4 lub 25 nm. Moor 
przypuszcza, że jeden rodzaj Mt może przekształcać się w inny w drodze 
reorganizacji układu podjednostek, w w yniku której z tej samej liczby 
podjednostek mogą powstawać Mt szersze i krótsze, bądź węższe i dłuż
sze. Podobny mechanizm proponowany jest dla kurczliw ych pochewek 
faga T zaw ierających 144 sferyczne podjednostki połączone w helisę [27].

Na możliwość wiązania się podjednostek Mt w różny sposób zdają się 
wskazywać wyniki badań eksperym entalnych. Obserwowano bowiem po
jaw ianie się szerszych 34-40 nm „m akrotubul” w procesie regeneracji po 
zniszczeniu 28 nm  Mt działaniem  zimna, ucisku oraz hialuronidazy [98, 24].

D w uw arstw ow y układ podjednostek 4,0-4,5 nm  średnicy (zgodnie 
z modelem Moora) obserwowali również Olson i H eat [77] w m ateriale 
u trw alanym  aldehydem  glutarow ym  i 0 s 0 4; wykazali oni równocześnie, 
że w tym  samym  m ateriale utrw alanym  aldehydem  glutarow ym  i akro- 
leiną ściana Mt wydaje się być zbudowana z jednego rzędu monomerów 
6,5-7,5 nm  średnicy. Nie wiadomo więc k tó ry  z obrazów odzwierciedla 
rzeczywisty układ podjednostek Mt.

W spólną cechą modeli budowy Mt proponowanych przez różnych auto
rów jest to, że uwzględniają one jednocześnie uporządkowanie podjedno
stek w kierunku linearnym  i helikalnym , niezależnie od tego, czy autor 
przyjm uje pogląd o linearnej, czy też helikalnej budowie Mt. K ąt na
chylenia spirali, k tórą można połączyć sąsiednie podjednostki, w różnych 
modelach Mt jest niejednakow y (rys. 3).

Rys. 4. U ltrastruktura Mt: a. aksopodium Echinosphaerium, b. izolowany aksostyl, 
c. Mt kinetochorowa i Mt ciągła izolowanego aparatu mitotycznego, d. aksonema 
wici Lytechinus, e. triplet z ciała bazalnego spermy Lytechinus. Utrwalano aldehy

dem glutarowym z dodatkiem kwasu taninowego (wg Tilney i wsp. [99])
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Ponieważ ostatnie badania biochemiczne wykazały, że jednostki bu
dulcowe Mt są zróżnicowane, w najnowszych modelach Mt za podjed- 
nostkę struk tura lną  przyjmuje się nie pojedyncze monomery, a hetero- 
dimery składające się z tubuliny a i ß. Nie wiadomo jednakże w jaki spo
sób heterodimery zorientowane są w ścianie Mt. Tilney i wsp. [99] zakła
dający „heterofilamentową” budowę Mt (rys. 3C) oraz Bardele [3], który 
przedstawia spiralną budowę Mt z heterodimerów (rys. 3D) proponują 
ustawienie długiej osi heterodimerów równolegle do osi Mt. Taki układ 
dimerów uwzględnia polarność Mt, na istnienie której wskazują liczne 
fakty [56].

Inny układ dimerów przedstawili Witman i wsp. [106], którzy przyj
mują, że Mt zewnętrznych dubletów wici oraz Mt zbudowane z 12 pod- 
jednostek mogą składać się z „homofilamentów” zbudowanych z tubu
liny 1 (oznaczona biało na rys. 3E) i tubuliny 2 (oznaczona czarno na
rys. 3E).

Liczba podjednostek wyróżnianych w ścianie Mt na przekroju po
przecznym stanowi jedną z precyzyjnie analizowanych kwestii. Najczęś
ciej podawana jest liczba 12-13 podjednostek ([59] i wielu innych auto
rów), jednakże Burton [21] wyodrębnił 8, zaś Kaye (1970, cyt. za [100]) — 
16 podjednostek. Natomiast Moor [70], zgodnie ze swoim modelem, przyj
muje zmienną liczbę podjednostek, zależnie od szerokości Mt.

Ostatnio Tilney i wsp. [99], dzięki nowej technice utrwalania materiału
z zastosowaniem aldehydu glutarowego z dodatkiem kwasu taninowego, 
uzyskali niezwykle przekonywające obrazy, które zdają się wskazywać, 
że w różnych typach Mt występuje stała liczba 13 podjednostek (rys. 4). 
Autorzy stwierdzili obecność 13 podjednostek w izolowanych Mt kineto- 
chorowych i ciągłych wrzeciona, w Mt izolowanych aksostyli, centralnych 
tubulach wici, A-tubulach dubletów aksonemy wici, A-tubulach ciał ba- 
zalnych oraz w Mt repolimeryzowanych in vitro z podjednostek izolowa
nych z zarodka kurczęcia. 13 podjednostek znaleziono również w Mt akso- 
podiów słonecznicy Echinosphaerum, których 12-promienna symetria wy
dawała się w pełni udowodniona [86, 97]. W niekompletnych tubulach B 
dubletów wici i tripletów ciał bazalnych wyróżniono 11 podjednostek. 
Wykazano ponadto, że skrajne podjednostki niekompletnych tubul 
o kształcie litery C są połączone tylko z 2 podjednostkami tubuli A 
w ten sposób, że wspólna dla obydwu tubul ścianka zawiera 5 podjedno
stek, a nie 3, jak podawano poprzednio [83, 100, 105]. W tubulach B i C 
tripletów ciał bazalnych jedenasta podjednostka ulega często rozpuszcze
niu, pozostaje jednak po niej wolna przestrzeń (rys. 4 d, e).

Należy dodać, że na zdjęciach demonstrowanych przez Tilneya i wsp.
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z Mt izolowanej aksonemy wici zorientowanych podłużnie do płaszczyzny 
przekroju (rys. 4 d), widoczne są wyraźnie koralikowa te protofilamenty 
równoległe do osi Mt. Proponowany przez tych autorów model s truk tu ry
Mt o linearnym układzie protofilamentów przedstawiony jest na rysun
ku 3 C.

Jak wynika z przedstawionego przeglądu literatury, zagadnienie u ltra- 
strukturalnej organizacji Mt nie zostało jeszcze ostatecznie rozwiązane. 
Dyskusja dotycząca przestrzennego układu protofilamentów (helikalnego 
lub linearnego), stałej lub zmiennej liczby pod jednostek na przekroju Mt, 
odnosi się nie tylko do problemów morfologicznych, lecz wiąże się bez
pośrednio z modelem funkcjonowania Mt. Zmienna liczba podjednostek 
w ścianie Mt, zmienna szerokość Mt, przy spiralnym układzie protofila
mentów mogłaby być przejawem kurczenia się Mt w wyniku zmian kon- 
formacyjnych. Linearny układ protofilamentów i stała liczba podjedno
stek na przekroju poprzecznym Mt odpowiada natomiast bardziej założe
niu, że Mt w procesie funkcjonowania nie zmieniają swojej długości [56].

Zdaniem Bajera i Molè-Bajer [2] założenie, że wszystkie Mt są zbu
dowane jednakowo jest dużym uproszczeniem. Bardzo prawdopodobny 
wydaje się bowiem zarówno strukturalny, jak i biochemiczny polimorfizm 
Mt różnego typu. Za możliwością występowania różnic między Mt prze
mawia już fakt, że jedne z nich utrwalają się czterotlenkiem osmu, inne 
zaś uwidocznia dopiero aldehyd glutarowy. Do Mt utrwalających się 
w 0 s 0 4 należą Mt wici i rzęsek [29, 6], Mt spermatozoidów roślinnych 
[61, 62] i zwierzęcych [35, 81], niektóre neurotubule [91, 39, 78], a także 
Mt wrzeciona niektórych organizmów [80, 26, 51, 36] oraz nieliczne Mt 
cytoplazmatyczne komórek roślinnych (np. Raphanus, Allium, [36], Orni- 
thogalum  [52]) i zwierzęcych [90]. Ten sam typ Mt w różnych obiektach 
może wykazywać odmienną trwałość przy utrwalaniu [52-54]. Mt u trw a
lane jedynie czterotlenkiem osmu mają nieco mniejsze średnice niż te 
same Mt utrwalane aldehydem glutarowym.

Mt są strukturam i wysoce labilnymi, wrażliwymi na działanie różnych 
czynników. Niszczą je: wysoka i niska temperatura, ciśnienie hydrosta
tyczne, kolchicyna, kolcemid, alkaloidy Vinca, podofilina, grizeofulwina, 
wodzian chloralu, siarczan miedzi i siarczan niklu.

Mimo braku wyraźnych różnic w strukturze morfologicznej rozmai
tych rodzajów Mt, ich wrażliwość na działanie tych czynników może być 
różna. Behnke i Forer [6] wyodrębnili w spermatocytach Nephrotoma
sturulis 4 klasy Mt różniących się wrażliwością na działanie kolchicyny, 
pepsyny, niskiej tem peratury  (0°C) i wysokiej tem peratury  (50°C) (tab. 1). 
Różnice te umożliwiają uzyskanie czystych frakcji określonych klas Mt.

Dalsze badania Behnke [5] dotyczące płytek krwi wykazały, że Mt
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TABELA 1. Klasy Mt spermatocytów Nephrotoma sturulis (Behnke i Forer [6])

Klasy 0°C 50° C kolchicyna pepsyna

I Mt cytoplazmatyczne +  +  +  +
II Centralne tubule rzęsek — +  — +  +

III B-tubule rzęsek — +  — +
IV A-tubule rzęsek — — — +  +  +

tego samego typu, wykonujące taką samą funkcję, pochodzące z różnych 
organizmów, wykazują różnice w reakcji na działanie niskich temperatur, 
kolcemidu i innych czynników.

Wykazano także, że Mt ciągłe i kinetochorowe wrzeciona reagują nie
jednakowo na działanie kolcemidu i zimna. Kolcemid dezorganizuje Mt 
ciągłe wrzeciona, podczas gdy Mt kinetochorowe są na ten czynnik nie
wrażliwe [2]. Również pod wpływem zimna Mt ciągłe wrzeciona rozpa
dają się szybciej niż Mt kinetochorowe [14, 15].

Mt mogą mieć różny stopień trwałości wzdłuż swojej osi. Na przykład
po zadziałaniu wysokiego ciśnienia hydrostatycznego Mt rzęsek rozpadają 
się wcześniej w części bazalnej niż wierzchołkowej [49],

W przeciwieństwie do czynników powodujących rozpad Mt, D20  sta
bilizuje Mt i zwiększa ich średnice. W tym stanie Mt są nieaktywne. D20  
blokuje np. mitozę w stadium metafazy [42], hamuje sekrecyjną działal
ność izolowanych wysepek Langerhansa [60], powoduje również zmniej
szenie sekrecji tyroglobuliny [73].

Czynnikami stabilizującymi polimeryzację izolowanych z mózgu świn-
' ki morskiej monomerów Mt okazały się sacharoza i glicerol [89],

$

Próbowano wyjaśnić mechanizm różnej wrażliwości Mt na działanie 
trucizn, a w pierwszym rzędzie kolchicyny. Inouè i Sato [47] przypusz
czają, że labilne Mt, tj. Mt cytoplazmatyczne i Mt wrzeciona, znajdują 
się w dynamicznej równowadze z pulą pod jednostek, które nie są zorga
nizowane w Mt. Procesy łączenia się podjednostek i rozmontowywania Mt 
kontrolowane są przez komórkę. Kolchicyna może być wiązana przez 
wolne podjednostki w miejscach (lub ich sąsiedztwie) odpowiedzialnych 
za łączenie się sąsiednich monomerów w procesie montowania Mt. Unie
możliwienie tworzenia się Mt zakłóca stan równowagi między pulą wol
nych podjednostek i podjednostek zespolonych w Mt, co prowadzi do
stopniowego zanikania Mt.

Stabilne Mt wici, rzęsek i witek spermatozoidów nie znajdują się 
w stanie równowagi z pulą wolnych podjednostek. Podjednostki tych Mt 
nie mogą wiązać kolchicyny, prawdopodobnie dlatego, że miejsce, w któ-

10 —  P o s t ę p y  b io lo g i i  k o m ó r k i  2/74
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rym  się ona przyłącza, jest zablokowane albo zmodyfikowane. Jednakże 
po zdepolimeryzowaniu stabilnych Mt metodą termiczną, uzyskane mono
m ery wiążą kolchicynę w sposób identyczny, jak monomery innych Mt 
[104]. Koichicyna może ponadto zahamować proces regeneracji wici [84, 
85] prawdopodobnie przez uniemożliwienie polimeryzacji nowo powsta
łych monomerów do Mt.

Założenie, iż podjednostki związane z kolchicyną nie mogą ponownie 
ulegać polimeryzacji, zostało poparte m. in. przez eksperymenty Browna 
i Boucka [16]. Stwierdzili oni, że jednokomórkowiec Ochromonas potrak
towany kolchicyną traci swój uwarunkowany obecnością Mt kształt, k tóry 
może być odtworzony po przeniesieniu organizmu do normalnego środo
wiska. Jeśli jednak w okresie regeneracji podawano cykloheksimid blo
kujący syntezę nowych białek, odtworzenie kształtu nie następowało. 
Gdy natomiast rozpad Mt powodowany był uciskiem — regeneracja Mt 
odbywała się mimo podania cykloheksimidu.

Prawdopodobnie w okresie formowania się wszystkie Mt są wrażliwe 
na kolchicynę. Zdaniem Margulis [65] rezultaty nielicznych badań, 
które zaprzeczają tej zasadzie, powinny być starannie przeanalizowane 
z uwzględnieniem czynników, które mogą znosić zdolność kolchicyny do 
wiązania się z białkami Mt. Do tego rodzaju czynników należą: bufor tris, 
w itaminy B oraz światło, które przekształca kolchicynę w luminokolchi- 
cynę tracącą właściwość wiązania się z białkami Mt [65].

Alkaloidy Vinca (winblastyna i winkrystyna), które również niszczą 
Mt, łączą się prawdopodobnie w innym miejscu z podjednostkami Mt, 
ponieważ białka Mt związane z winblastyną zachowują nadal zdolność 
wiązania kolchicyny. Wilson [102] przypuszcza, że miejsce wiązania win- 
blastyny jest identyczne z miejscem wiązania Ca++. Alkaloidy Vinca 
wywołują in vivo i in vitro agregację białek Mt w uporządkowane para- 
kryształy [9, 10, 63, 64], Na ultracienkich skrawkach wyróżniono w nich 
ściśle upakowane heksagonalne rurki 28-36 nm średnicy (zależnie od spo
sobu przygotowania materiału i jego pochodzenia). Według Nagayama 
(1972 cyt. wg [3]) rurki tworzące parakryształy zbudowane są z dwu 
ściśle związanych ze sobą plektonemicznych helis utworzonych z globu- 
larnych pod jednostek. Behnke i Forer [7] wykazali, że cytoplazmatyczne 
Mt spermatozoidów Nephrotoma  mogą być przekształcone pod wpływem 
winblastyny w luźno skręcone spirale o średnicy 34-36 nm. Przypuszcza 
się, że alkaloidy Vinca wiążące się z podjednostkami Mt wywołują kon- 
formacyjne zmiany, nadające im właściwość łączenia w nowy sposób. Inne 
trucizny niszczące Mt, np. podofilina, nie mają specyficznego miejsca wią
zania z podjednostkami Mt i przyłączają się prawdopodobnie w miejscu 
wiązania kolchicyny, lub bezpośrednim jego sąsiedztwie [18, 102],

http://rcin.org.pl



M IK R O TU BU LE I. B U D O W A  I  SK Ł A D  CHEMICZNY 245

BA D A N IA  BIOCHEM ICZNE M t

Wykorzystanie zdolności specyficznego wiązania kolchicyny radioak
tywnej przez podjednostki Mt przyczyniło się w znacznym stopniu do 
poznania ich składu chemicznego, umożliwiając wydzielenie czystych 
frakcji Mt. Kolchicyna może być ponownie oddzielona z izolowanego 
kompleksu przez działanie etanolu absolutnego, metanolu, mocznika lub 
trypsyny.

Białko Mt. tzw. tubulina__ (termin zaproponowany przez Yanagisawa 
i wsp. [107]) ma+śkład a mi nokwa sowy zbliżony do mięśniowej aktyny 
[88, 82, 107]. Tubulina izolowana z różnych obiektów wykazuje pewne 
indywidualne różnice (por. rys. 5).

Tubulina (neurotubute) Filarina (neurofi lamenty)

Aktyna

Rys. 5. G raf iczny  obraz 
sk ład u  am inokw asow ego  
tubu liny , f i la r in y  i ak tyny . 
W o p raco w an iu  B arde le  [3], 
na  pods taw ie  [69, 46, 25]. 
Długość p rom ien i „gw iaz 
d y ” odpow iada  ilości a m i
n o k w asó w  w  100 000 g 

b ia łk a  (zm odyfikowane)

Wbrew oczekiwaniom okazało się, że tubulina nie ma właściwości 
ATPazy.

Badania biochemiczne różnych Mt wykazały, że podstawową jednostką 
strukturalną o stałej sedymentacji 6S jest dimer o masie cząsteczkowej 
110 000 do 120 000, k tóry wiąże 1 cząsteczkę kolchicyny i 2 cząsteczki 
GTP (wyłączając neurotubule, których dimery wiążą 2 cząsteczki kolchi-

Tubulina (rzęski)
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cyny [28]). Dimer można następnie rozczepić do monomeru o masie czą
steczkowej 55 000-60 000 [12, 13, 93]. Monomery zawierają pewną ilość 
cysteiny (7,5 grup sulfhydrylowych na jedną jednostkę), która może być 
odpowiedzialna za wiązanie S-S między nimi [32].

Początkowo sądzono, że monomery są utworzone z jednego rodzaju 
białka, a dimer odpowiada dwu globularnym pod jednostkom o średnicy 
około 4 nm, wykrywalnym przy kontrastowaniu negatywowym. Jednakże 
wprowadzenie bardziej precyzyjnych metod stopniowego rozpuszczania 
Mt aksonemy spermy jeżowca umożliwiło wyodrębnienie dwu frakcji 
białek różniących się rozpuszczalnością i składem aminokwasowym [94]. 
Stephens przypuszczał, że tubula A zbudowana jest z innego rodzaju 
białka, niż tubula B (wprowadził dla nich nazwy tubulina A i tubulina B). 
Stopniowe rozpuszczanie kolejnych protofilamentów z zewnętrznych du
bletów aksonemy Chlamydomonas z zastosowaniem różnych stężeń sarko- 
sylu oraz elektroforetyczny rozdział białek uzyskanych w kolejnych eta
pach rozpuszczania pozwoliło ustalić, że zarówno podjednostki tubuli A,
jak tubuli B składają się z dwu różnych białek: tubuliny 1 i tubuliny 2
[105, 106]. Tubulinę 1 i 2 wyodrębniono również w tubulinie A i tubu- 
linie B [94] spermy jeżowca, które okazały się frakcjami niejednorodnymi 
[68]. Mt cytoplazmatyczne składają się także z dwu rodzajów tubulin [11, 
19, 76].

Są więc obecnie podstawy do przyjęcia, że tubulina różnych Mt składa 
się z 2 rodzajów białek, których nazewnictwo nie zostało jednolicie usta
lone. Jedno z nich, tubulina 1, X lub a, ma masę cząsteczkową 56 000 + 
+ 3 000, drugie białko określane jako tubulina 2, Y lub ß, charakteryzuje 
się masą cząsteczkową 53 000 + 3 000. Te dwa rodzaje tubuliny izolowane 
z mózgu kogutów różnią się znamiennie zawartością histydyny, cysteiny, 
seryny, metioniny i izoleucyny [19],

Jednym  z mało zbadanych zagadnień dotyczących chemizmu Mt jest 
ich związek z polisacharydami. Stephens [92] wykazał, że białko izolo
wane z aparatu mitotycznego jaj jeżowca zawiera 5-8%  węglowodanów 
związanych prawdopodobnie wiązaniami kowalencyjnymi. Flaxa i Gili 
[30] izolując białko związane z 3H-kolchicyną z mózgu cielęcego stw ier
dzili, że zawiera ono około 1% węglowodanów i uznali wyodrębniony gli- 
koproteid za podjednostkę, z której tworzą się Mt. O możliwości powią
zania neurotubul — Mt komórek nerwowych — z polisacharydami świad
czą również badania mikroskopowo-elektronowe z zastosowaniem czer
wieni rutenowej [95] i tlenku lantanu [57, 24]. Wymienieni autorzy 
stwierdzili, że pod wpływem barwienia pojawia się dodatkowa warstewka 
na zewnętrznej [24] lub zewnętrznej i wewnętrznej powierzchni Mt [57, 
95], powodując równocześnie pogrubienie ściany Mt. Warstewka ze
wnętrzna znajdowała się w miejscu jasnej strefy, tzw. „halo” wyróżnia-
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nego wokół Mt przez Ledbettera i Portera [58], którzy sugerowali możli
wość występowania w niej jakiejś niezidentyfikowanej substancji przezro
czystej dla elektronów.

W dostępnej literaturze jedyny przykład powiązania polisacharydów 
z Mt komórek roślinnych stanowią Mt lipotubuloidów znajdujących się 
w epidermie zalążni Omithogalum umbellatum  [55]. W tym materiale 
polisacharydy ujawnione zostały na poziomie ultrastrukturalnym  metodą 
heksaminowo-srebrową (rys. 2 c) oraz za pomocą czerwieni rutenowej. 
Pomiary grubości ścianki Mt i średnicy Mt wykazały, że warstewka poli
sacharydowa odkłada się na zewnętrznej powierzchni Mt.

Obecnie brak jest danych, które pozwoliłyby uznać występowanie 
polisacharydów związanych z Mt za zjawisko powszechne; być może jest 
to jeden z przejawów polimorfizmu Mt.

RA M IO N A  I MOSTY

Z funkcjonowaniem Mt związane są niewątpliwie tzw. ramiona (arms) 
i mosty (bridges), delikatne wyrostki zlokalizowane na zewnętrznej po
wierzchni Mt. Rozmiary ramion mogą być różne. Ich grubość wynosi 
2-5 nm, długość waha się w granicach 7-40 nm. Nie zostało jeszcze wy
jaśnione w jaki sposób mosty i ramiona połączone są ze ścianą Mt: czy 
łączą się z podjednostkami, czy tkwią pomiędzy nimi. Przypuszcza się, że 
w procesie polimeryzacji Mt mosty przyłączają się do nich na zasadzie 
„samomontowania”.

Gibbons i Rowe [38] wykazali, że ramiona wici i rzęsek zawierają. 
białko_mające właściwości ATPazy o stałej sedymentacji 14S i masie czą
steczkowej 600 000, które autorzy nazwali „dyneiną”, przypisując mu rolę

^   ________

elementu mechanochemicznego.
Ramiona najwcześniej zostały znalezione w wiciach i rzęskach [37], ich 

występowanie okazało się jednak bardziej rozpowszechnione. Ujawniono 
je przy Mt wrzeciona [67, 101, 1, 44, 20], a także przy Mt cytoplazmatycz- 
nych ([31] i in.), aksopodiach, aksostylach i aksonach. Wzdłuż Mt ramiona 
i mosty mogą być ułożone mniej regularnie, w większych odstępach, lub 
w mniejszych od siebie odległościach, rozmieszczone bardzo prawidłowo.

Dość regularnie rozmieszczone mosty występują przy Mt prof azowych 
[20] oraz Mt centralnego regionu wrzeciona i fragmoplastu [2]. Praw i
dłowe rozmieszczenie mostów decyduje o charakterystycznym dla gatunku 
układzie („wzorze”) Mt w aksopodiach pierwotniaków oraz o sposobie ich 
formowania się i regeneracji [86, 3], Dużą regularnością układu cechują 
się mosty aksostyli [71, 66] oraz pasm Mt Stentor  [45].

Układ ramion i mostów zdaje się mieć duże znaczenie zarówno dla 
wyjaśnienia szkieletowej, jak i ruchowej funkcji Mt.
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MIKROTUBULE. II. FUNKCJE MIKROTUBUL

M aria  K W IA T K O W SK A

Z ak ład  Cytologii i C ytochem ii Roślin, In s ty tu t  Fizjologii i Cytologii,
U n iw ersy te t  Łódzki

Streszczenie.  M ik ro tu b u le  (Mt) jak o  cytoszkielet s tały  lub  okresow y d e te rm in u ją  
ksz ta łt  kom órk i i uczestn iczą w  procesach  morfogenezy. P ow iązane  są z u k ie ru n k o 
w an y m  przem ieszczan iem  się organelli, p ro d u k tó w  sekrecji,  t ra n sp o r te m  cząsteczek. 
Mt s tanow ią  e lem en t  s t ru k tu ra ln y  system ów  ruchow ych: wici, rzęsek, aksostyli, 
w rzeciona podziałowego. S t ru k tu ra ln a  p o d s taw a  fu n k c jo n o w an ia  M t w  procesach 
ru ch u  w  różnych  u k ład ach  p raw dopodobn ie  jest odm ienna . D ysk u to w an a  jest 
możliwość: 1) ś lizgania  się M t p rzy  a k ty w n y m  udzia le  m ostów ; 2) in te rak c ji  M t 
i m ik ro f i lam en tó w ; 3) ku rczen ia  się M t ze zm ianą  ich średnicy.

Mikrotubulom przypisywany jest udział w bardzo różnorodnych pro
cesach dokonujących się na poziomie komórki lub organizmu. Jest to 
w pełni zrozumiałe, ponieważ Mt wraz z pulą wolnych podjednostek 
i systemem łączących je mostów są zwykle elementami składowymi roz
maitych, często bardzo złożonych, układów przystosowanych do pełnie
nia określonych funkcji. Zróżnicowanie charakteru funkcji oraz sposobu 
funkcjonowania Mt w różnych systemach wydaje się równie prawdo
podobne, jak istnienie strukturalnego i biochemicznego polimorfizmu 
Mt [49]. Ogólnie jednak funkcje Mt można sprowadzić do udziału w two
rzeniu okresowego bądź stałego cytoszkieletu, często związanego z morfo- 
genezą, oraz uczestniczenia w szeroko pojętych zjawiskach ruchu.

S Z K IE L E T O W A  I M O RFO G EN ETY CZN A  F U N K C JA  MT

Najbardziej prawdopodobna wydaje się szkieletowa funkcja Mt po
legająca na determinowaniu kształtu komórki. Jest ona szczególnie w y
raźna w organizmach jednokomórkowych i komórkach krwi. Na przykład 
eliptyczna forma płytek krwi jest związana z pierścieniem Mt, który jest 
prawdopodobnie jedną długą zwiniętą Mt [6], Pod wpływem zimna, kol-
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chicyny lub winblastyny płytki krwi przyjmują formę nieregularną
z licznymi wypustkami [4, 108]. Po usunięciu czynnika destrukcyjnego 
kształt płytki zostaje odtworzony, a Mt pojawiają się na nowo.

Eksperymentalne dowody na szkieletową funkcję Mt zostały przed
stawione również na przykładzie Ochromonas danica [10]. Wykazano, że 
zależny od Mt charakterystyczny kształt komórki Ochromonas zanika 
pod wpływem wysokiego ciśnienia hydrostatycznego lub kolchicyny i mo
że być przywrócony po usunięciu tych czynników. Jeśli zniszczenie Mt 
spowodowane było kolchicyną odtworzenie typowego kształtu komórek
mogło być zablokowane przez cykloheksimid, który hamuje syntezę no
wych białek.

Charakterystyczne dla słonecznic promieniste aksopodia związane są 
również z obecnością Mt, których zniszczenie działaniem ucisku lub 
niskiej tem peratury powoduje wciąganie aksopodiów do wnętrza ko
mórki [102].

Ciekawym przykładem ilustrującym rolę Mt w formowaniu okreso
wego, dynamicznego szkieletu wewnętrznego są aksopodia pierwotniaków 
z grupy Helioflagelida. Na przykład u Ciliophrys marina, k tóry  wy- 
stępuje bądź w formie pływającej podobnej do wiciowca, bądź w postaci 
słonecznicy zaopatrzonej w 20 |im aksopodia zawierające po 3 Mt, może 
w bardzo krótkim czasie następować resorbcja aksopodiów połączona 
z demontowaniem Mt i ponowne ich wytworzenie związane z repolimery- 
zacją Mt [3], Davison (cyt. wg [3]) wykazał, że wciąganie aksopodiów 
u Heterophrys marine może zachodzić w ciągu 20 milisek., przy czym 
w tym  czasie musi dokonać się nie tylko depolimeryzacja Mt, ale również 
przetransportowanie podjednostek Mt i materiału membranowego do 
wnętrza komórki. Wrażenie statyczności Mt, które wynosi się z obser
wacji w mikroskopie elektronowym powinno więc być odpowiednio zre
widowane.

W komórkach roślinnych funkcja szkieletowa Mt jest mniej ewidentna
ze względu na obecność sztywnej ściany komórkowej. Jednakże udział 
Mt w formowaniu kształtu przejawia się np. w procesie różnicowania 
komórki generatywnej ziarna pyłku. Sangar i Jackson [88] wykazali, że 
w ziarnie pyłku Haemanthus katherinae w okresie, kiedy komórka gene- 
ratyw na jest kulista, Mt są rozmieszczone bezładnie w całej cytoplazmie. 
Kiedy zaś komórka generatywna się wydłuża, Mt są ułożone przy jej 
ścianie równolegle do długiej osi. Inkubacja pylników w roztworze kol
chicyny prowadzi do rozpadu Mt i u tra ty  wydłużonego kształtu przez 
komórkę generatywną.

Prawidłowy przebieg formowania się jądra w rozwoju spermatozoidów 
koguta [64] wydaje się także związany z występowaniem równolegle uło
żonych Mt w tzw. „mankiet”, który tworzy ślizgającą się spiralę nadającą
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jądru  kształt wydłużony. Podobny mechanizm został przedstawiony na 
podstawie obserwacji spermatogenezy zwierząt bezkręgowych [23, 50].

Mikrotubule biorą też udział w rozwoju spermatozoidów u ramienic 
z rodzaju Chara [79] i Nitella [103]. Na przykładzie Nitella stwierdzono, że 
działanie kolchicyny zakłóca prawidłowy przebieg spermatogenezy [104]. 
Spermatozoidy tego glonu, które różnicują się w obecności kolchicyny, 
pozbawione są witek i mankietu utworzonego z Mt, a jądro, mimo iż pro
ces kondensacji chromatyny nie został zahamowany, nie przybiera cha
rakterystycznego kształtu zwiniętej spirali. Jeśli kolchicyna podawana 
była przez 24 godz., a następnie umożliwiono regenerację w ciągu 4-5 
dni, powstawały spermatozoidy normalne, ale zaopatrzone w rozwidlone 
wici, w których układ i liczba Mt była całkowicie nieprawidłowa. Mikro
tubule uczestniczą więc w tych przypadkach w procesie morfogenezy.

Innym przykładem morfogenetycznej roli Mt jest ich udział w roz
woju gastruli, która traci swój typowy wydłużony kształt pod wpływem 
niszczących Mt czynników: kolchicyny, ucisku, niskiej temperatury. Dzia
łanie tych ostatnich może być zniesione za pomocą D20  jako stabilizatora 
Mt. Efekt wywołany kolchicyną jest jednak możliwy tylko we wczesnych 
stadiach rozwoju [101].

Wydłużanie się komórek przy różnicowaniu soczewek ocznych jest 
także związane z występowaniem licznych, ułożonych równolegle do osi 
komórki Mt i może być zahamowane za pomocą kolchicyny [84]. Po 
zakończeniu różnicowania komórek ich kształt jest najczęściej niezależ
ny od Mt.

Funkcja morfogenetyczna Mt zdawała się przejawiać w procesie asy
metrycznego podziału komórek, który często poprzedza ich różnicowanie. 
Pickett-Heaps i Northcote [81, 82] zbadali przebieg asymetrycznych po
działów występujących w procesie różnicowania aparatu szparkowego 
pszenicy i wykazali, że kolejne asymetryczne podziały są poprzedzane 
pojawieniem się tzw. preprofazowej wiązki Mt dokładnie w tej pozycji, 
w której dokonuje się później podział. Przed ostatnim podziałem odby
wającym się symetrycznie wiązka preprofazowa Mt jest także zlokali
zowana symetrycznie. Na podstawie tych faktów autorzy doszli do 
wniosku, że lokalizacja wiązki preprofazowej Mt wyznacza plan podziału 
komórki. Jednakże Burgess i Northcote [12] wbrew oczekiwaniom stw ier
dzili, że w korzeniu Phleum  preprofazowe Mt pojawiają się w położeniu 
symetrycznym nawet wówczas, kiedy późniejszy podział dokonuje się 
asymetrycznie. Na podstawie dalszych badań Pickett-Heaps [80] doszedł 
do wniosku, że asymetryczny układ preprofazowej wiązki Mt może być 
wynikiem, a nie przyczyną polaryzacji komórki. Wyraził pogląd, że po
jawianie się preprofazowej wiązki Mt stanowi przejaw wstępnych przygo
towań do mitozy; w dalszych stadiach Mt preprofazowe zostają wcielone
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do wrzeciona mitotycznego. Pogląd ten był krytykow any przez innych 
autorów [13, 11], którzy wykluczają przemieszczanie się niezdemonto- 
wanych Mt i zakładają, że preprofazowe Mt przenoszone są do wrzeciona 
przez retikulum endoplazmatyczne w postaci monomerów. Jednakże przy
życiowe obserwacje Bajera i Molè-Bajer [1] wskazują na możliwość prze
mieszczania się wiązek nie zdemontowanych Mt.

Jednym z przedmiotów bardzo intensywnych badań na materiale 
roślinnym był związek Mt ze wzrostem i grubieniem ściany komórkowej 
zasugerowany przez Ledbettera i Portera [52]. Mimo licznych publikacji 
[70] problem ten nie został definitywnie rozwiązany do chwili obecnej.

Regularny układ Mt przypominający „setki obręczy” opasujących ko
mórkę przy błonie komórkowej był wielokrotnie opisywany w okresie 
rozrastania się ściany pierwotnej w komórkach charakteryzujących się 
wzrostem wydłużeniowym. Kierunek ułożenia Mt (prostopadły do długiej 
osi komórki) pokrywał się w większości przypadków z kierunkiem układu 
mikrofibryli celulozy w najbardziej wewnętrznej warstwie ściany ko
mórkowej [52, 67, 46 i in.].

Pojawianie się licznych Mt zorientowanych zgodnie z układem mikro
fibryli celulozy obserwowano również w okresie grubienia ścian ko
mórek w drewnie pierwotnym [35, 21, 77, 34] oraz w drewnie wtórnym 
[115, 15, 16, 96, 86].

W związku z tym  wysunięta została hipoteza, że Mt mogą w nie 
znany bliżej sposób uczestniczyć pośrednio lub bezpośrednio w procesie 
orientacji mikrofibryli celulozy [56], Według niektórych autorów funkcja 
Mt mogłaby polegać na bezpośrednim ich udziale w procesie syntezy poli
sacharydów, np. jako matrycy, na której powstawałyby makrocząsteczki 
celulozy [58].

Prace Pickett-Heapsa [78] nad wpływem kolchicyny na proces odkła
dania się wtórnych zgrubień w komórkach protoksylemu zdecydowały
0 przyjęciu przez wielu badaczy poglądu, że Mt nie uczestniczą bezpośred
nio w syntezie polisacharydów i nie kontrolują orientacji mikrofibryli 
celulozy, a raczej determinują miejsce odkładania się zgrubień ściany. 
Zniszczenie Mt nie hamowało procesu syntezy celulozy i nie naruszało 
układu mikrofibryli, wywołując jedynie powstawanie nieforemnych
1 niekompletnych zgrubień. W swoim eksperymencie Pickett-Heaps nie 
uzyskał jednak całkowitego zniszczenia Mt. W związku z tym  Hepler 
i Fosket [34] powtórzyli ponownie doświadczenie z wpływem kolchicyny 
na różnicowanie się komórek ksylemu w hodowli tkankowej Coleus. Wy
kazali oni, że powstające w zupełnej nieobecności Mt nieregularne zgru
bienie ściany komórkowej zawierają nieprawidłowo ułożone, „zwichrzo
ne” mikrofibryle celulozy widoczne po utrwaleniu K M n04. Również 
Robards i Kidwai [86] podkreślają istnienie korelacji pomiędzy układem
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Mt i mikrofibryli dającej się ujawnić także nawet wtedy, kiedy w ko
mórce powstają mikrofibryle zorientowane w kilku kierunkach. Nato
miast Chaff i Wardrop [14] oraz Schnepff [93] przedstawiają przykłady 
niezgodności układu Mt oraz mikrofibryli celulozy w warstwie ściany 
sąsiadującej z Mt.

Hepler i Fosket [34] wykazali ponadto, że kolchicyna może całkowicie 
uniemożliwić różnicowanie ksylemu, jeśli podana jest we wcześniejszych 
stadiach wzrostu hodowli tkankowej przez blokowanie podziału, który 
zawsze poprzedza wejście komórki w stadium różnicowania. Autorzy 
doszli do wniosku, że prawidłowe odkładanie się zgrubień ściany jest 
kontrolowane nie tylko przez Mt. W nieobecności Mt mogą powstawać 
prawidłowe zgrubienia w sąsiedztwie już istniejących zgrubień w ystępu
jących we wcześniej zróżnicowanych komórkach. Potwierdza to pogląd 
niektórych autorów [31, 93], że udział Mt w procesie wzrostu ściany ko
mórkowej konieczny jest tylko w określonych sytuacjach morfogene- 
tycznych. Obecności Mt nie stwierdzono w pobliżu rosnących ścian, które 
wykazywały nieregularny układ mikrofibryli celulozy, np. w strefie 
szczytowej włośników [71] i lagiewek pyłkowych [26], We włośnikach 
w pewnej odległości od szczytu komórki pojawiają się Mt, a nieco później 
rozpoczyna się regularne odkładanie mikrofibryli celulozy zgodnie z kie
runkiem układu Mt [71], Nie wiadomo, czy podobna zależność występuje
również w łagiewkach pyłkowych, o których dość długo sądzono, że nie 
zawierają w ogóle Mt. Badania Franke i wsp. [26] wykazały jednakże, 
że w łagiewkach Clivia sp. i Lilium  sp. poniżej części szczytowej wy
stępują Mt korowe sąsiadujące z błoną komórkową, ułożone równolegle 
do osi komórki oraz Mt strefy centralnej zorientowane mniej regularnie. 
Stwierdzony przez Franke i wsp. zastanawiający fakt, że łagiewki pył
kowe rozwijające się w obecności kolchicyny, kontynuowały normalny 
wzrost mimo zniszczenia wszystkich Mt mógłby być podstawą do daleko 
idących wniosków, nie został jednakże przez autorów przeanalizowany 
pod kątem zależności układu Mt i mikrofibryli celulozy w ścianie łagiewki.

Przypuszcza się, że Mt występujące przy ścianie komórkowej po
jawiają się w miejscach, w których na skutek działania auksyn, stała się 
ona bardziej plastyczna i mogą spełniać funkcję wzmacniającą [93, 83], 
Prawdopodobne wydaje się także, że Mt uczestniczą w przemieszczaniu 
różnych związków z komórki do ściany. Hepler i Fosket [34] sugerują, 
że w tym procesie rolę elementów generujących siłę mogą spełniać mosty 
łączące Mt z błoną komórkową.

W okresie wydłużania się komórek duże ilości Mt pojawiają się także 
w pericellularnej przestrzeni pomiędzy błoną komórkową i ścianą ko
mórkową [16, 33]. Jak  się przyjmuje, Mt w tym przypadku mogą ucze
stniczyć w wydzielaniu pozakomórkowym.

11 — P o s tę p y  b io lo g ii  k o m ó r k i 2/74
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U D ZIA Ł M t W PRO CESA CH  RUCHU I TR A N SPO R TU

Obecność Mt w wiciach i rzęskach oraz we wrzecionie mitotycznym 
nasuwała przypuszczenie o możliwości uczestniczenia Mt cytoplazma-
tycznych również w innych zjawiskach ruchu: ruchu cytoplazmy, prze
mieszczaniu się organizmów i organelli, oraz w transporcie wewnątrz
komórkowym.

Koncepcja udziału Mt w ruchu cytoplazmy wysunięta została przez 
Ledbettera i Portera [52] i miała początkowo wielu zwolenników. Zakła
dano, że Mt są elementami kurczliwymi, które mogą być siłą motoryczną 
ruchu [42, 20], Inni autorzy [87] przyjmowali raczej udział Mt w w y
znaczaniu szlaków, wzdłuż których ma się odbywać ruch cytoplazmy.

Możliwość generowania ruchu cytoplazmy przez Mt nie została po
twierdzona eksperymentalnie. Ruch ten na ogół nie jest wrażliwy na 
kolchicynę, co stwierdzili, m. in., Pickett-Heaps [78], Franke i wsp. [26] 
i Bradley [9], chociaż nie zawsze dokumentowano to kontrolą obec
ności Mt.

Wielu autorów upatruje siły motorycznej ruchu cytoplazmy w tzw. 
mikrofilamentach, włókienkowatych strukturach 5-10 nm (ref. [29]). 
Mikrofilamenty występują szczególnie obficie w cytoplazmie o bardzo 
szybkim ruchu (plasmodia śluzowców, komórki ramienic). Włókienka te 
u śluzowców są zbudowane z tzw. myksomiozyny i mają zdolność roz
kładania ATP [113, 114]. Stwierdzono również, że mikrofilamenty reagują 
z meromiozyną ciężką, tworząc kompleksy podobne do meromiozyny 
związanej z aktyną mięśni [41, 85]. Zastosowanie cytochalazyny B zda
wało się w pełni potwierdzać znaczenie mikrofilamentów jako siły na
pędowej ruchu. Wielu autorów obserwowało bowiem zanikanie mikro
filamentów pod wpływem tej substancji przy jednoczesnym zahamowaniu 
ruchu cytoplazmy [107], Jednakże dalsze badania wykazały, że cytocha- 
lazyna B, blokując ruch cytoplazmy, nie zawsze powoduje rozpad mikro
filamentów [26, 9]; kwestia ta w pewnym stopniu pozostaje otwarta.

Niektórzy autorzy wyrażają pogląd, że ruch cytoplazmy może być
rezultatem interakcji mikrofilamentów i mikrotubul [116, 76] lub mikro
filamentów, Mt i retikulum endoplazmatycznego [26]. Na możliwość współ
działania tych elementów wskazuje obecność delikatnych mostów łączą
cych Mt i mikrofilamenty oraz Mt i retikulum [26]. Przypuszczenie to nie 
zostało jeszcze poparte eksperymentalnie, ponieważ zatrzymanie ruchu 
cytoplazmy pod wpływem cytochalazyny B nie powodowało dostrzegal
nych zmian w strukturze mostów [26].

Istnieje także pogląd podtrzymywany obecnie przez Frey-Wysslinga 
[28], że mikrofilamenty i Mt mogą przekształcać się jedne w drugie 
w sposób odwracalny. Tę sugestię wysuwali wcześniej inni autorzy.
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O’Brien i Thimann [72], na podstawie badań ruchu cytoplazmy koleoptyli 
owsa przypuszczali, że mikrofilamenty ujawnione w komórce mogą być 
podjednostkami (protofilamentami) Mt, które w tej postaci partycypują 
w ruchu. Podobna sugestia wynikała z eksperymentów Wiśniewskiego 
i wsp. [109, 110], którzy wykazali, że po zniszczeniu Mt komórek ner
wowych pojawiają się na ich miejscu liczne fibryle około 10 nm śred
nicy, uważane przez autorów za przekształcone Mt. Również po zadzia
łaniu kolchicyną na melanofory zaobserwowano zwiększenie się liczby 
mikrofilamentów [111]. Jednakże w świetle badań biochemicznych i im- 
munochemicznych [38] ta koncepcja wydaje się mało prawdopodobna, 
ponieważ białko Mt — tubulina i białko mikrofilamentów — filarina izo
lowane z neuronu Doidicus gigas, nie są identyczne (rys. 5, [49]).

O ile udział Mt w ruchu cytoplazmy nie został udowodniony, to jed
nakże jest wiele przykładów ruchu na terenie cytoplazmy, w których 
uczestniczenie Mt jest bardziej prawdopodobne. Na przykład saltatoryjny 
ruch organelli komórkowych w jednowarstwowych hodowlach jest wraż
liwy na kolchicynę, winblastynę i podofilinę, a kierunek tego ruchu jest 
określony przez układ Mt [27], Przemieszczanie się wakuol endocytozo- 
wych, w hodowli komórek wątroby, z obwodu komórki do okolicy jądra 
jest hamowane przez kolcemid niszczący Mt [105]. Ukierunkowanie 
w określony sposób przesuwania się ziaren pigmentu wzdłuż szlaków 
wysłanych licznymi Mt obserwowano w melanoforach Fundulus hete- 
roclitus [7]. Dalsze badania nad tym procesem prowadzone w hodowlach 
melanoforów in vitro wykazały, że obok Mt w procesie przemieszczania 
się ziaren pigmentu uczestniczą również mikrofilamenty. Na podstawie 
eksperymentów z zastosowaniem kolchicyny i cytocholazyny B przypu
szcza się, że Mt wraz z mikrofilamentami biorą udział w ukierunkowa
nym skupieniu się ziaren pigmentu wewnątrz komórki, natomiast roz
przestrzenianie się tych ziaren odbywa się prawdopodobnie dzięki mikro- 
filamentom niezorientowanym w określony sposób [59, 60, 111, 3].

Liczne dane wskazują, że przy udziale Mt zachodzi transport RNA 
z komórek troficznych do oocytów [56, 37, 98, 97, 68]. Dowodzą tego 
badania autoradiograficzne z zastosowaniem urydyny-3H [97].

Związek Mt z transportem na poziomie cząsteczkowym sugerował 
Slautterback [94] na przykładzie stułbi. Uważał on, że system Mt otacza
jących rozwijającą się nematocystę jak „klepki beczkę” może na zasadzie 
kolumny chromatograficznej uczestniczyć w przemieszczaniu wody i za
wartych w niej jonów. Wędrówkę wody i jonów wzdłuż Mt przyjmuje 
także Witkus i wsp. [112], Natomiast Journey [43] oraz Boler i Arhelger 
[8] zakładali możliwość transportu enzymów hydrolitycznych i produktów 
hydrolizy przez Mt, które występowały w powiązaniu z systemem lizo- 
somalnym.
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Szczególny przykład funkcjonowania Mt cytoplazmatycznych stanowi 
amitoza w komórkach nadnerczy Rana temporaria [75], Zrekonstruowany 
przez Pehlemana na podstawie ultracienkich skrawków schemat amitozy 
zakłada możliwość aktywnego udziału Mt i mikrofilamentów w przewę
żaniu jądra. Mikrofilamenty i Mt tworzą rodzaj pętli, która zaciska się 
wokół jądra w płaszczyźnie podziału. Na uczestniczenie Mt w procesie 
amitozy wskazali również inni autorzy [100, 44].

Pickett-Heaps i Fowke [83] zaobserwowali, ze przeciąganie jądra po 
telofazie z obwodu siostrzanych asymetrycznych komórek howika (Clo-
sterium ) w położenie centralne odbywa się również w obecności wiązki 
Mt (rys. 1).

Rys. 1. P rzem ieszczanie  się jąd e r  po telofazie w  kom órkach  s ios trzanych  C loster ium  
dokonu jące  się przy udzia le  w iązki Mt. M t z n a jd u ją  się rów nież  p rzy  ścianie d o ra 

s ta jące j  części kom órk i (wg P ick e t t-H eap sa  i F ow ke [83])

Jest wiele bardzo przekonywających dowodów związku Mt z tzw. 
ciągłym przepływem aksonalnym komórek nerwowych. Wyróżnia się 
wolny i szybki przepływ aksonalny, których istnienie zostało stwierdzone 
za pomocą techniki autoradiograficznej oraz metody przewiązywania ca
łych nerwów. Mitochondria, granule sekrecyjne, przemieszczają się w wy
niku szybkiego przepływu z prędkością 2,8-0,25 m na dzień z ciała ko
mórki wzdłuż aksonu, wysłanego Mt i mikrofilamentami [19], Mt zdają 
się mieć długość równą długości aksonu (do l m  — [106]).

W ramach wolnego przepływu aksonalnego mogą się prawdopodobnie 
przemieszczać same Mt w stanie nierozmontowanym, do komórki zaś 
powracać w postaci monomerów [92, 51, 2].

Działanie kolchicyny, winblastyny, podofiliny prowadzi do zahamowa
nia szybkiego i powolnego transportu aksonalnego. Obserwowano np. 
blokowanie przemieszczania się radioaktywnych białek [45], acetylocho
liny [47] oraz katecholiny [17].

Zahamowaniu przepływu aksonalnego nie zawsze towarzyszy zani
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kanie Mt. Dustin i wsp. [24] badali metodą autoradiograficzną i mikro- 
skopowo-elektronową proces formowania się ziaren neurosekrecyjnych 
i ich transport do miejsca deponowania w tylnym płacie przysadki i w y 
kazali, że kolchicyna hamuje wyraźnie transport aksonalny ziaren bez 
zahamowania ich syntezy w ciele komórki. Unieczynnienie transporto
wej roli Mt w tym przypadku dokonuje się bez ich zniszczenia [24]. 
Podobne zjawisko zaobserwowali i inni autorzy [12, 36, 69].

W celu wyjaśnienia mechanizmu transportu aksonalnego zapropono
wano wiele modeli.

Według Schmitta [92] ślizganie się ziaren neurosekrecyjnych wzdłuż 
Mt odbywa się w obecności ATP dzięki specjalnym powiązaniom pomię
dzy ziarnem i Mt. Za tą koncepcją zdaje się przemawiać obecność mostów 
pomiędzy pęcherzykami synaptycznymi i Mt (Smith i wsp. 1970 cyt.
wg [3]).

Według hipotezy Ochsa [73] szybki transport aksonalny może być rea
lizowany w obecności ATP przez neurofilamenty transportowe wzdłuż 
statycznych Mt (neurotubul). Elementami mechanochemicznymi w tym  
ruchu byłyby mosty łączące neurotubule i neurofilamenty. Ochs zakłada 
możliwość istnienia różnych „wagonów transportowych” dla różnych ro
dzajów substancji.

Zdaniem Hejnowicza [32] natomiast mechaniczną bazą ruchu w tra n 
sporcie aksonalny m może być rozprzestrzenianie się fal potencjału 
elektrycznego wzdłuż filamentów. Transport mógłby być kontrolowany 
przez miejsca, w których generowane są fale elektrycznego potencjału.

Przypuszcza się również, że Mt są związane z powstawaniem bądź 
przekazywaniem impulsów czuciowych (ref. [3, 57]).

STR U K TU R A LN A  PO D STA W A  FU N K C JO N O W A N IA  M t W PRO CESA CH  RU CH U

W wielu strukturach takich jak wici, rzęski, aksostyle, wrzeciona 
podziałowe, Mt są niewątpliwymi składnikami układu ruchowego. Jed
nakże nie wiadomo dotychczas na pewno, czy w tych układach stanowią 
one element pasywny, szkieletowy, czy też są strukturalnym  zrębem dla 
elementów mechanochemicznych, czy wreszcie uczestniczą bezpośrednio 
w pracy, której efektem jest ruch.

Ostatnio dokonywane są próby wyjaśnienia tych kwestii na możliwie 
prostych i wygodnych do badań modelach.

Jednym z dokładniej zbadanych układów funkcjonalnych Mt są wici 
i rzęski. Charakteryzuje je co prawda odmienny sposób ruchu, ale zbu
dowane są według jednego modelu i podobna jest strukturalna baza ich 
ruchu. Według wcześniejszych poglądów za podstawę ruchu wici i rzęsek 
przyjmowano kurczenie się tubul, które je tworzą (cyt. wg [89]). Obecnie 
większość autorów uznaje model funkcjonowania ich na zasadzie ślizgania
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się jednych tubul w stosunku do drugich. Zgodnie z modelem przedsta
wionym przez Satira [90, 91] zakłada się, że sama aksonema rzęski jest 
odpowiedzialna za ruch. Rzęski izolowane, pozbawione błony komórkowej 
i zewnętrznej części cytoplazmy, mogą wykonywać uderzenia i płynąć 
o ile w środowisku znajduje się odpowiednia ilość ATP i właściwe kar 
tiony. Funkcja błony polega na zapobieganiu wydostawania się ATP poza 
układ oraz zaopatrywaniu w jony, ewentualnie na uczestniczeniu w okreś
laniu kierunku uderzenia rzęski.

Źródłem energii potrzebnej dla zginania jest ATP hydrolizowane przez 
dyneinę, która tworzy 2 rzędy ramion usytuowanych na tubulach A ob
wodowych 9 dubletów. W trakcie uderzania i falowania rzęsek Mt nie 
mogą zmieniać długości. Ruch odbywa się po osi, która przecina rzęskę
w ten sposób, że przechodzi przez dublet 1 i pomiędzy dubletami 5 i 6 
(rys. 2).

Rys. 2. a — P rzek ró j  poprzecz- 
ny rzęski — schem at, b — 
U kład  d u b le tó w  M t w  trakc ie ' 
w y ch y lan ia  się rzęski w lewo 
lub  w  p raw o , w ed ług  m odelu  
ś lizgania  S a t i ra  [91] (ob jaśn ie

n ia  w  tekście)

centralna

tubula A

dublet 6
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Ślizganie Mt odbywać się może dzięki tworzeniu niespecyficznych 
wiązań ramion tubuli A z tubulą B następnej pary. Ramiona mogą zmie
niać długość natomiast same Mt — nie, a wychylaniu się Mt w jedną lub 
drugą stronę towarzyszy przesuwanie się jednych tubul względem d ru 
gich. Przejawia się to wyraźnie w zmianach struk tury  zakończenia rzęski. 
Jak  widać na schemacie, tubula A dubletu jest nieco dłuższa niż tubula B. 
Przy wychylaniu się rzęski na prawo tubula B z dubletu 1 okazuje się 
krótsza od tubuli B dubletu 6. Obraz ten można rozpoznać na skrawkach 
poprzecznych końcowej strefy rzęsek (rys. 2). Przy wychylaniu się rzęsek 
w jedną stronę — na mikrofotografiach brak tubul B w okolicy dubletu 1, 
przy wychylaniu w drugą stronę — dubletu fi. Po usunięciu dyneiny akso- 
nema się prostuje.

Hipoteza ślizgania się Mt została poparta przez eksperymenty prowa
dzone na izolowanych aksonemach wici jeżowca poddawanych działaniu 
trypsyny [99], Wykazano, że w obecności ATP i Mg2+ zewnętrzne dublety 
rozpłaszczonej aksonemy przesuwają się względem siebie w kierunku 
podłużnym.

Funkcje innych elementów wici i rzęsek (neksyny, szprych) oraz szcze- 
góły dotyczące transponowania ślizgowych ruchów na charakterystyczne 
ruchy wici i rzęsek są obecnie jeszcze nie znane. Analiza porównawcza 
budowy chemicznej wici i rzęsek wskazuje nie tylko na ich ogromne po
dobieństwo, ale także na istnienie drobnych różnic w ilości ATPazy przy
padającej na jednostkę białka oraz w charakterze neksyny łączącej tu 
bule A sąsiednich dubletów. Neksyna wici wykazuje mniejszą trwałość 
niż neksyna aksonemy rzęsek [52, 53].

Model ślizgania Mt znajduje także zastosowanie przy objaśnianiu skur
czów ciała trąbika (Stentor coeruleus) [39], Kurczenie się trąbika w w a
runkach eksperymentalnych było uzyskiwane przez podawanie kationów 
Ca2+ i Mg2+. Systemami, w obrębie których powstaje siła potrzebna dla 
zmiany długości organizmu są włókna „km” i „mionema”. Włókna „km ” 
składają się z rzędów Mt połączonych ze sobą stałymi, regularnie rozmie
szczonymi wzdłuż Mt mostami. Sąsiednie rzędy Mt połączone są dłuż
szymi mostami międzyrzędowymi, których położenie jest zmienne. System 
drugi — mionema — składa się z kurczliwych filamentów. Te dwa syste
my funkcjonują antagonistycznie. Wydłużanie się trąbika związane jest 
z procesem ślizgania się sztywnych rzędów Mt względem sąsiednich rzę
dów dzięki, jak przypuszczają autorzy, mechanochemicznej działalności 
ramion międzyrzędowych, które mogą zmieniać swoje położenie. W w y
niku tego procesu rzędy Mt rozsuwają się, co prowadzi do zmniejszenia 
się ilości Mt w poszczególnych pasmach w danym wycinku oraz oddalenia 
się powiązanych z nimi ciał bazalnych. Przy skurczu zaś w pasmach „km” 
liczba Mt zwiększa się i ciała bazalne przybliżają się do siebie (rys. 3).
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Rys. 3. U kład  M t we w łóknach  „ k m ” oraz f ilam entów  w  m ionem ie  ciała S te n to r  
w  stanie skurczu  i rozku rczu  (wg H u an g  i P i te lk a  [39], ob jaśn ien ia  w  tekście)

Funkcjonowanie mionemy odpowiedzialne jest za skurcze ciała trąbika 
i morfologicznie wyraża się transformacją 4 nm filamentów do tubular- 
nych, 10-12 nm struktur. Proces transformacji prowadzi do gwałtownego 
skurczu mionemy i całego organizmu. Jednakże rozkurcz mionemy nie 
wywołuje wydłużania się trąbika. Dla osiągnięcia stanu wydłużonego nie
odzowne jest aktywne współdziałanie systemu „km”. Mt w procesie skur
czu nie zmieniają swej średnicy, system Mt w tym  przypadku funkcjo
nuje więc jako pewnego rodzaju ruchomy, aktywny szkielet.

Jedna z licznych teorii funkcjonowania wrzeciona mitotycznego opra
cowana przez Mclntosha i wsp. [63], oparta jest także na modelu ślizgania. 
Jest ona modyfikacją wcześniejszych koncepcji Östergrena i Bajera [74], 
Inouè i Sato [40]. Autorzy opierają swój model mitozy na istnieniu mo
stów łączących Mt wrzeciona, które uznają za jednostki mechanochemicz- 
ne odpowiedzialne za ruch chromosomów, podczas gdy układające się 
równolegle Mt stanowiłyby element podporowy wrzeciona i kierowały 
ruchem chromosomów. W myśl tej teorii Mt są spolaryzowane. Początek 
Mt to miejsca, w których zachodzi ich polimeryzacja, tzn. centriole lub 
kinetochory chromosomów. Mt ułożone równolegle do siebie, o k ierun
kach przeciwnych, mogą dzięki mostom przesuwać się względem siebie, 
Mt o identycznym kierunku polaryzacji — nie.

W profazie formują się Mt wokół par centrioli z podjednostek nagro
madzonych w cytoplazmie. Między Mt o przeciwnych kierunkach tworzą 
się poprzeczne mosty, które stabilizują wrzeciono. Z chwilą zniknięcia 
błony jądrowej zaczynają rosnąć Mt kinetochorowe; z dwu stron kineto- 
chorów tworzą się Mt o przeciwnej polarności. W metafazie ustala się 
równowaga między Mt kinetcchorowymi i ciągłymi wrzeciona. Anafaza 
rozpoczyna się załamaniem równowagi osiągniętej podczas metafazy albo 
na skutek zmniejszenia sił wiążących chromosomy siostrzane, albo zwięk
szenia siły działania mostów. Mt kinetochorowe i ciągłe ślizgają się w kie
runku  oddalającym je od miejsca powstawania. Zbliżanie się chromoso
mów do biegunów autorzy tłumaczą, zgodnie z wcześniejszą hipotezą
Inouè i Sato [40], jako efekt demontowania Mt do podjednostek. Szybkość
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ruchu chromosomów jest zatem określona częściowo przez kinetykę dzia
łania mostów, a częściowo — przez kinetykę demontowania Mt.

Inni autorzy [25, 55] opierają swoje modele mitozy na założeniu, że
we wrzecionie istnieje przypuszczalny składnik, niewykrywalny meto
dami morfologicznymi mikroskopii elektronowej, który stanowi element 
wytwarzający siłę motoryczną ruchu chromosomów. Za możliwością 
istnienia we wrzecionie takiego białka przemawiają wyniki badań z za
stosowaniem meromiozyny ciężkiej (HMM). Dzięki tej metodzie na te re 
nie wrzeciona znaleziono włókienka tworzące w wyniku reakcji z HMM 
wyrostki charakterystyczne dla aktyny związanej z miozyną [5, 30].

Dietz [18] opiera mechanizm ruchu chromosomów na skracaniu się Mt 
w wyniku wypadania z nich podjednostek oraz istnieniu równowagi dy
namicznej pomiędzy pulą wolnych podjednostek i podjednostkami zwią
zanymi w Mt. Wypadanie podjednostek z Mt powtarzające się wielokrot
nie prowadzi do stałego skracania się Mt. Ponieważ Dietz zakłada, że Mt 
są zakotwiczone na biegunie wrzeciona, skracające się Mt pociągają za 
sobą chromosomy, na które działają również siły odpychające. Są one 
rezultatem wydłużania się ciągłych Mt wrzeciona w wyniku procesu od
wrotnego do już opisanego. Skracanie się i wydłużanie Mt nie manife
stowałoby się zmiennością średnic Mt, której brak w różnych fazach 
mitozy jest powszechnie uznawany.

Żaden z dotychczasowych modeli mitozy nie jest wolny od zarzutów 
niezgodności z obserwowanymi faktami i niejasności. Szeroka dyskusja
nad tą kwestią została przeprowadzona przez Ba jera i Molè-Bajer [1]. 
Zagadnienie ruchu chromosomów wymaga dalszych dociekań.

Mclntosch [61] przedstawił ostatnio wyniki badań nad mechanizmem 
funkcjonowania Mt na modelu aksostyli anaerobowego wiciowca Saccino- 
baculus. Aksostyl jest wewnątrzkomórkową wiązką Mt składającą się 
z tysięcy Mt połączonych ze sobą regularnie rozmieszczonymi mostami 
w odstępach 15 nm [62], W czasie falowania aksostyla tworzy się wygię
cie, które przemieszcza się z prędkością 100 um/sek. Izolowany aksostyl, 
podobnie jak aksonema wici, może wykonywać charakterystyczne dla nie
go ruchy w środowisku zawierającym ATP i Mg2h dzięki mostom zawie
rającym ATPazę [66], Założeniem Mclntosha było zbadanie, czy tworzenie 
się wygięcia aksostyla jest efektem kurczenia się Mt po stronie wewnętrz
nej łuku, czy też jest rezultatem  ślizgania się Mt względem siebie. W przy
padku ślizgania się Mt periodyczność mostów mierzona metodą dyfrak
cyjną powinna być stała, w przypadku kurczenia się Mt powinna ona 
ulegać zwiększeniu (rys. 4). Okazało się, że po stronie wewnętrznej łuku 
zachodzi zwiększenie periodyczności mostów. Tym sposobem wykazana 
została możliwość kurczenia się Mt o około 25°/o. Autor nie uznaje jed
nakże skurczu Mt aksostyla za źródło siły motorycznej jego ruchu i p rzyj
muje, że kurczenie się Mt może być wtórnym efektem ślizgania.
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Kurczenie się Mt cytoplazmatycznych prawdopodobnie ma związek
z ruchem tzw. lipotubuloidów występujących w skórce różnych części 
kwiatu Ornithogalum umbellatum  [48], Lipotubuloidy zawierają liczne Mt 
powiązane ze sobą mostami (por. rys. 3 — [49]). Krzyżujące się pasma

Model ślizgania Model kurczenia

Rys. 4. Rozmieszczenie m ostów  łączących Mt w  wygięciu aksosty la  w  p rz y p a d k u
ślizgania oraz ku rczen ia  się M t (wg M cIntosh  [61], ob jaśn ien ia  w  tekście)

Mt tworzą sieć, w której tkwią kule lipidowe. Lipotubuloidy przemiesz
czają się w komórce ruchem złożonym obrotowym. Jest to
częściowo ruch autonomiczny, obroty lipotubuloidów okazały się bowiem 
niezależne od ruchu cytoplazmy. Średnice Mt lipotubuloidu wahają się 
w granicach 14-28 nm. Rozkład częstotliwości występowania Mt o różnych 
średnicach wykazuje zmienność, w zależności od tego, w jakim stanie 
utrwalano lipotubuloidy. W lipotubuloidach utrwalanych (pod kontrolą

Rys. 5. Rozkład średnic  Mt lipo tubu lo idów  O rnithoga lum  u t rw a la n y c h  w  trakc ie  
ru c h u  (a), bezruchu  w yw ołanego  dzia łan iem  dw un itro feno lu  (b) oraz  po ponow nym  
przyw rócen iu  ru ch u  przez usunięcie  dw un itro feno lu  (c) (wg K w ia tkow sk ie j  [48] —

zm odyfikow ane. O b jaśn ien ia  w  tekście)

16 18 20 22 24
Średnica Mt, nm
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mikroskopu świetlnego) w trakcie intensywnego ruchu występowały dwie 
populacje Mt o średnicach 14-22 nm i 22-28 nm. W preparatach pocho
dzących z lipotubuloidów, które przestały się poruszać po zadziałaniu 
dwunitrofenolem blokującym syntezę ATP, występowała natomiast jedna 
populacja Mt 16-24 nm. Usunięcie dwunitrofenolu powodowało przywró
cenie normalnego ruchu lipotubuloidów i ponowne pojawienie się Mt 
dwu populacji (rys. 5). Średnice Mt ulegają więc zmianom; zróżnicowanie 
ich na dwie populacje wymaga obecności ATP. Wydaje się prawdopodob
ne, że zmiany średnic Mt mogą być przejawem ich kurczenia się i w y
dłużania w drodze zmian konformacyjnych (zgodnie z modelem kurczenia 
się pochewek faga T20) i źródłem siły motorycznej ruchów obrotowych 
lipotubuloidów.

Występowanie na terenie tej samej komórki Mt cytoplazmatycznych 
o zróżnicowanych średnicach notowało wielu autorów [65, 75, 83, 26J, 
jednakże nie próbowano wyświetlić bliżej tego Zjawiska. Wyniki sugeru
jące możliwość funkcjonowania Mt w rezultacie ich kurczenia się są obec
nie odosobnione, co uniemożliwia uogólnienie wniosków.

Dotychczasowe obserwacje pozwalają sądzić, że w różnych układach 
ruchowych istnieją prawdopodobnie odmienne sposoby funkcjonowania 
Mt. Problem udziału Mt w procesach ruchu wymaga jednak dalszych 
badań.
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IN FO RM A CJE DLA AUTOROW

PO STĘPY  B IO L O G II K O M Ó R K I d ru k u ją  a r ty k u ły  przeglądow e, om aw ia jące  
najnow sze  osiągnięcia w  dziedzinie biologii kom órk i, n ie pub likow ane  dotąd w  in 
nych w ydaw nic tw ach . A u to rzy  odpow iada ją  za ścisłość p o d aw an y ch  in form acji.  
A rty k u ły  d ru k o w an e  w  PO S T Ę P A C H  B IO L O G II K O M Ó RK I nie m ogą być bez 
zgody R edakcji  p u b lik o w an e  w  innych  periodykach .

P race  należy p rzysy łać  w  dw u egzem plarzach  zarów no tekst, ja k  i załączniki. 
Objętość tek s tu  (bez ry su n k ó w  w raz  z ob jaśn ien iam i) nie pow inna  p rzekraczać  
20 stron. M aszynopis pow in ien  być jednostronny , z p odw ó jną  in te rlin ią , m a rg in e 
sem  około 4 cm po lew ej s tron ie  oraz n u m e ra c ją  stron. W tekście nie należy robić  
żadnych podkreś leń  n a  m aszynie , an i a tra m en te m .

Na pierw szej s tron ie  na leży  podać, p rzed  tekstem , ty tu ł  p racy , pod n im  im iona 
(w pełnym  brzm ieniu) i nazw iska  au to ró w  oraz nazw ę zak ładu  naukow ego, w  k tó 
ry m  au to rzy  p racu ją ,  nas tęp n ie  k ró tk ie  streszczenie (ok. V2 strony). Za s treszcze
niem, z pozostaw ieniem  około 5 cm odstępu, n as tęp u je  tek s t  główny. W tekście  
nie należy zamieszczać żadnych  tabel, ry su n k ó w , fo tografii  an i schem atów . Dla 
u s ta len ia  ich lokalizacji należy  pozostaw ić w olny w iersz  w  żądanym  m iejscu  i od 
pow iednio  zaznaczyć o łów kiem  n a  m arg inesie : tab . 1, rys. 1 itp.

Tekst podzielony na  rozdzia ły  jest bardz ie j p rze jrzysty . Po ty tu łach  w ydzie
lonych nie należy s taw iać  k ropek . Za tek s tem  należy dołączyć spis l i te ra tu ry .  
P o w in n a  być ona ułożona w  p o rząd k u  a lfabetycznym . P ow oływ an ie  się na  cy to
w a n ą  l i te ra tu rę  n a s tę p u je  przez w ym ien ien ie  liczby porządkow ej w  n aw iasach  p ro 
s tokątnych , np. [5].

P rzy k ład y  cy tow an ia  l i te ra tu ry :
[1] S ach sen m aje r  W., R em y U., P la t tn e r ,  R., 1972 — In it ia t io n  of synchronous 

mitosis in P h y sa ru m  po lycepha lum ,  Exptl. Cell Res., 73: 41-48.
[2] H nilica  L. S., M cC lure  M. E., Speltzberg  T. C., 1971 — H istone b iosynthesis  

and  the  cell cycle, [w] H istone an d  N ucleohistones, red. D. M. P. Philips, P le n u m  
Press , London. N ew  York, 60-64.
Tabele  należy dołączyć na  oddzielnych k a r tk a c h  — każda  p ow inna  być p od 

pisana. R ysunki, schem aty , fo tografie  należy dołączyć w  postaci n ad a jące j  się do 
rep ro d u k c j i  lub  p rzerysow an ia . Fo tografie  pow inny  być na  błyszczącym  papierze, 
k o n tras to w e . Podp isy  pod ry su n k i  pow inny  być dołączone n a  oddzielnej kartce . 
Po ty tu le  należy podać ob jaśn ien ia  lub  uw agę  „ob jaśn ien ia  w  tekśc ie”. P rzy  z a 
łączn ikach  pow inno  być podane  ich pochodzenie.

R ed ak c ja  zastrzega sobie możność dokonan ia  sk ró tów  nie w p ły w ający ch  na  
treść  pracy .

A u to r  na  życzenie R edakc ji  obow iązany  jes t  dokonać k o rek ty  au to rsk ie j ,  k tó rą  
pow in ien  zwrócić w  ciągu 3 dni. K oszty  spow odow ane zm ianam i tek s tu  w  korekcie, 
poza p o p ra w k a m i b łędów  d ru k a rsk ich ,  ponosi A utor.

A r ty k u ły  h ono row ane  są w g us ta lonych  s taw ek, au to rzy  o trzy m u ją  25 odbitek  
a r ty k u łu  bezpłatn ie .

Z am ów ien ie  na  egzem plarze  PO STĘPÓ W  B IO LO G II K O M Ó R K I p rzy jm u je  
ORW N PAN, W arszaw a, P a łac  K u l tu ry  i N auki.
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ERRATA

Str.
W iersz Je s t Pow inno  być

1071 74 7.4
126 3 rów noległej rów noległe
159 i reze rw  drogą rezerw  k w asów  tłuszczowych 

drogą
m iędzy 170 a
171, podpis pod soulangenana soulangeana
Rys. 10

0
0

O
O

r-H f-M et-tR N A , f-M et-tR N A p
223 i8 w akuo li  re t ik u lu m w akuo li  i re t ik u lu m
227 3 nasilen ia nasien ia
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