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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 8, NR 2, 1981 (87-106)

IMMUNOCYTOCHEMICZNA LOKALIZACJA GONADOLIBERYNY 
(GnRH) W PODWZGÓRZU

1MMUNOCYTOCHEMICAL LOCALIZATION OF GONADOLIBERINE (GnRH) 
IN THE HYPOTHALAMUS

Jolanta POLKOWSKA

Zakład Neurofizjologii Instytutu Fizjologii i Żywienia Zwierząt PAN

Streszczenie. W artykule omówiono wiadomości związane z lokalizacją hormonu 
podwzgórzowego gonadoliberyny (GnRH) metodami immunocytochemicznymi w pod­
wzgórzu ssaków. Na wstępie przedstawiono rodzaje metod immunoeytochemicznych 
oraz problemy związane z otrzymywaniem przeciwciał przeciwko GnRH. Omówio­
no także pokrótce, wyniki badań nad lokalizacją tego hormonu metodą radioimmu- 
noiogiczną. Opierając się na obszernych danych literaturowych przedstawiono obec­
ny stan badań na temat: obecności gonadoliberyny w ośrodkowym układzie ner­
wowym kręgowców; trudności w lokalizowaniu perykarionów zawierających 
GnRH; przebiegu dróg nerwowych przenoszących GnRH do narządów neurohemal- 
nych podwzgórza — wyniosłości pośrodkowej i narządu naczyniowego blaszki krań­
cowej; rozmieszczenia, pochodzenia i funkcji zakończeń nerwowych zawierających 
gonadoliberynę we wspomnianych narządach.
Summary. In the article, the immunocytochemical localization of gonadoliberine 
(GnRH) in the hypothalamus of the mammals was presented, First, the various 
modifications of the method and problems concerning the production of the anti- 
bodies anti-GnRH were described. Some radioimmunoiogical results on the 
localization of GnRH in the nervous tissue were put in addition. On the basis of 
the current references, the following data were presented: the presence of GnRH 
in the central nervous system of various species; the localization of. GnRH in 
pericarya and controversies related to their estimation; the course of nervous tracts 
carrying GnRH to the neurohemal organs of the hypothalamus — median eminence 
and organum vasculosum of the lamina terminalis; and finally, the data concerning 
the distribution, origin and function of the GnRH-nerve terminals in the above- 
-mentioned organs.

WSTĘP

W 1952 r. Harris i Jacobson [42] wysunęli hipotezę, że funkcja 
przedniego płata przysadki jest kontrolowana przez podwzgórze. W la­
tach sześćdziesiątych .uzyskano konkretne dowody stwierdzające, że wy­
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88 J, POLKOWSKA

ciągi z podwzgórzy bydlęcych, szczurzych i owczych zawierają aktywny 
czynnik powodujący uwolnienie hormonu luteinizującego (LH) [30, 33, 
68, 84], a także follitropinę (FSH) [47, 60, 70], Czynnik ten został wyizo­
lowany i oczyszczony w laboratoriach Schally’ego i Guillemina [85, 86, 
71] i nazwany hormonem uwalniającym hormon luteinizujący (luteini- 
zing hormone-releasing hormone — LH-RH). Ustalono, że jest to deka- 
peptyd o następującej sekwencji aminokwasów: pyro/GLU-HIS-TRP- 
SER-TYR-GLY-LEU-ARG-PRO-GLY-NH2 [5, 66], Naturalny hormon, 
a także zsyntetyzowany dekapeptyd [65] w jednakowo wysokim stopniu 
uwalniają zarówno LH, jak i FSH u szczura i wielu innych gatunków 
[86, 87], W związku z podwójną aktywnością tego związku, Schally 
i wsp, [85] zaproponowali nazwę LH/FSH-RH. Ostatnio Komisja Bio­
chemicznej Nomenklatury zaleciła stosowanie nazwy „gonadoliberyna” 
lub „hormon uwalniający gonadotropiny — GnRH” [79, 102].

Zsyntetyzowanie gonad óliberyny pozwoliło na opracowanie metod 
prowadzących do ilościowego oznaczenia tego hormonu oraz do jego lo­
kalizacji w tkance. Dwie z tych metod, radioimmunologiczna i immuno- 
cytochemiczna, opierają się na reakcji „antygen-przeciwciało”. Posługu­
jąc się radioimmunologią można ilościowo określić stężenie hormonu 
w osoczu krwi, a także w homogenatach tkankowych, Metody immuno- 
cy to chemiczne służą do lokalizowania hormonu w tkance. Dotychczaso­
we wyniki doświadczeń potwierdziły przypuszczenie, że można tym spo­
sobem odszukać elementy nerwowe syntetyzujące GnRH, a także struk­
tury, w których jest on gromadzony i uwalniany do krwi.

METODY IMMUNOCYTOCHEMICZNE STOSOWANE DO LOKALIZACJI 
GONADOLIBERYNY

Jak już wspomniano, metoda immunocytochemiczna opiera się na 
wysoce swoistej reakcji antygen^rzeciwciało. Zasady metody opracował 
Coons w 1958 r, [32]. Od tego czasu jest ona sukcesywnie rozwijana 
i obecnie istnieje szereg jej wariantów. Do lokalizacji hormonów przy­
sadkowych i podwzgórzowych stosuje się najczęściej technikę fluores­
cencyjną lub immunoenzymatyczną, gdzie w roli markera używana jest 
peroksydaza chrzanowa [75] (tabela), W 1969 r. Mason i wsp. [64] oraz 
Sternberger i wsp. [98] wprowadzili do oznaczania antygenów tkanko­
wych modyfikację metody peroksydazowej, która okazała się 100-1000 
razy bardziej czuła od metody fluorescencyjnej. W literaturze angielskiej 
znana ona jest pod nazwą „unconjugated” lub „immunoglobulin-enzyme 
bridge technique”, W metodzie tej wykorzystano właściwości antygeno­
we peroksydazy i wprowadzono ją do procedury immunocytochemicznej
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T A B ELA

Modyfikacje i schemat działania metody immunocytochemicznej 
(w nawiasach podano nazwy używane w literaturze angielskiej)

Metoda
immunofluorescencyjna

(immunofluorescence
technique)

Metoda immunoenzymatyczna 
(immunoenzymatic, immunoperoxidase technique)

metoda oznakowanej peroksydazy 
(conjugated peroxidase tech., 
peroxidase labelled antibody

tech.)

metoda nieoznakowanej peroksy­
dazy (unlabelled antibody 

enzyme tech., immunoglobulin-
enzyme bridge tech.)

1. Przeciwciało I, anty-GnRH

2. Przeciwciało II, 2. Przeciwciało 11, 2. Anty-y-globulina
anty-y-globulina ozna­ anty-y-globulina oznakowana 3. Kompleks PAP
kowana fluoresceiną peroksydazą chrzanową 4. DAB +  H 20 2

3. Obserwacja w mikro­ 3. DAB +  H 20 2 5. Obserwacja w mikroskopie
skopie fluorescencyj- 4. Obserwacja w mikroskopie świetlnym
nym świetlnym 6. Czterotlenek osmu

5. Czterotlenek osmu 7. Obserwacja w mikroskopie
6. Obserwacja w mikroskopie elektronowym

elektronowym

jako kompleks z własnym przeciwciałem, tzw. PAP (peroxidase-antipe- 
roxidase complex). Ma on kształt pentagonalny i jest rozpoznawalny 
w mikroskopie elektronowym.

Jednoczesne oznaczenie więcej niż jednego antygenu w tym samym
tkankowym jest możliwe pr 
lukty  reakcji o odmiennych [74] lub użycie różnych

enzymatycznych markerów w dwóch następujących po sobie procedu 
rach [29].

R O D ZA JE  PR Z E C IW C IA Ł  A N TY G O N A D O LIBERY N Y

Powodzenie reakcji immunocytochemicznej zależy od użycia swo­
istego i dobrze oczyszczonego przeciwciała. Procedury otrzymywania 
przeciwciał w szeregu laboratoriach różnią się znacznie i wydaje się, że 
jest to jedna z przyczyn uzyskiwania kontrowersyjnych wyników w ba­
daniach nad lokalizacją GnRH metodami immunocytochemicznymi. De- 
kapeptyd GnRH ma właściwości hap'tenu prostego. Aby związek ten 
uczynić immunogennym adsorbuje się go na węglu drzewnym lub poli- 
winylopyrolidonie. Inną, najczęściej stosowaną metodą jest chemiczne 
sprzęganie GnRH z cząsteczkami białkowymi: ludzką lub bydlęcą albu­
miną, gamma-globuliną świnki morskiej oraz ludzką alfa-globuliną. 
Właściwości uzyskanego przeciwciała są w dużym stopniu zależne od 
tego, w jakiej pozycji aminokwasowej hap'tenu następuje sprzężenie
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z cząsteczką białka. Okazało się, że wyniki uzyskane z badań nad immu- 
nocytochemiczną lokalizacją GnRH przy użyciu różnych przeciwciał an- 
ty-GnRH nie zawsze są ze sobą zgodne. Szczególnie kontrow ersyjny oka­
zał się problem dotyczący lokalizacji hormonu w perykarionach, gdzie 
prawdopodobnie odbywa się jego synteza. Stwierdzono, że np. przeciw­
ciała anty-GnRH, otrzymane z dekapeptydu sprzężonego z bydlęcą al­
buminą w pozycji tyrozyny, nie były zdolne do ujawnienia GnRH w pe­
rykarionach, w żadnych warunkach doświadczalnych [6 - 8, 38, 41]. Na­
tomiast sprzężenie w tej samej pozycji z inną cząsteczką białka — pero- 
ksydazą chrzanową [54] lub tyroglobuliną [2] — dawało w rezultacie 
przeciwciała ujawniające gonadoliberynę w perykarionach. Pozytywną 
reakcję w perykarionach dawały również przeciwciała uzyskane z GnRH 
sprzężonej z cząsteczką białka w pozycji histydyny [14, 16, 18, 20, 25, 
43, 95] i w pozycji końcowej glicyny [92]. S ternberger i Hoffman [99] 
uważają, że w wiązaniu GnRH z przeciwciałem istotną rolę odgrywa 
C-końcowa glicyna, natomiast N-końcowa glutamina nie bierze udziału 
w reakcji.

L O K A L IZ A C JA  G O N A D O LIBERY N Y  W OŚRODKOW YM  U K Ł A D Z IE
NERW OW YM  M ETODĄ R A D IO IM M U N O LO G IC ZN Ą

Pierwsze dane na temat występowania gonadoliberyny w ośrodko­
wym układzie nerwowym kręgowców uzyskano za pomocą metody radio- 
immunologicznej na kilka lat przed zastosowaniem techniki immunocy- 
tologicznej. W homogenatach tkanki nerwowej oznaczano stężenie GnRH 
używając przeciwciał wytworzonych przeciwko syntetycznej GnRH 
[4, 76], która wykazywała ścisłe podobieństwo struktury  u różnych ga­
tunków kręgowców [37, 48, 103]. Gonadoliberynę oznaczono w wycią­
gach podwzgórzy ssaków [34, 51, 53, 77, 106], ptaków [48] oraz płazów 
[103]. Znaleziono ją również w szyszynce niektórych ssaków [107], a tak­
że w płynie mózgowo-rdzeniowym szczura [52].

Stwierdzono, że s truk turą  zawierającą największe stężenie radioim- 
munologicznej GnRH jest wyniosłość pośrodkowa, a także jądro lejka 
[77, 106]. Kizer i wsp. [53] zmierzyli stężenie GnRH w poszczególnych 
częściach wyniosłości pośrodkowej i stwierdzili, że w części przedniej 
gonadoliberyna znajduje się w głębszych warstwach tego narządu, na­
tomiast w jego części środkowej — w bocznej zewnętrznej strefie. Znacz­
ne ilości GnRH znaleziono w okolicach skrzyżowania wzrokowego, która 
to s truk tura  pokrywała się prawdopodobnie z regionem narządu naczy­
niowego blaszki krańcowej [51, 53, 106].

Dokładniejszych danych wskazujących na cykliczne zmiany w za­
wartości gonadoliberyny w różnych obszarach podwzgórza dostarczyły
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badania przeprowadzone na samicach szczura w różnych fazach cyklu 
płciowego. Badano okolicę brzuszno-przyśrodkowego podwzgórza (okolica 
guzowa) wraz z częścią szypuły przysadki i wyniosłością pośrodkową 
oraz przednie podwzgórze pokrywające się z polem przedwzrokowym. 
W brzuszno-przyśrodkowym podwzgórzu maksymalne wartości obserwo­
wano w proestrus rano i w estrus [3, 49], a także w okresie późnego 
proestrus [50], wartości minimalne od godz. 1200 estrus do godz. 1200 
diestrus II [3]. W polu przedwzrokowym najwyższe stężenie GnRH wy­
stępowało w okresie diestrus II i proestrus [49], a następnie następował 
gwałtowny spadek w estrus między godz. 800 a 1200 [3].

IM M U N O CY TO CH EM ICZN A  L O K A L IZ A C JA  GONADOLIBERYNY
W OŚRODKOW YM  U K ŁA D ZIE  NERW OW YM

Metoda immunocytochemiczna w przeciwieństwie do radioimmunolo-
\

gicznej pozwala na precyzyjną lokalizację hormonu w poszczególnych 
elementach komórki nerwowej, w jądrach podwzgórza, a także na prze­
śledzenie dróg nerwowych przewodzących hormon do zakończeń nerwo­
wych w wyniosłości pośrodkowej i narządzie naczyriiowym blaszki k rań ­
cowej. Do chwili obecnej gonadoliberynę znaleziono w podwzgórzu na­
stępujących gatunków: człowieka [11, 22, 25, 27, 78], małp naczelnych 
i małpy rezus [12 - 15, 43, 97], psa i kota [17, 18, 26], królika [9, 91], 
świnki morskiej [7, 16, 20, 26, 59, 62, 67, 96], chomika [62, 81], owcy 
[58, 83], szczura [7, 38, 43, 46, 50, 56, 62, 72, 80, 89] oraz myszy [7, 41, 
43, 44, 58, 62, 109]. Poza wymienionymi gatunkami ssaków, GnRH ba­
dano również u nielicznych przedstawicieli innych kręgowców, jak ptaki 
[23, 28], ryby [39, 94] oraz płazy [2, 40]. We wszystkich tych doniesie­
niach, z małymi wyjątkami, gonadoliberynę reagującą immunologicznie 
ze swoistym przeciwciałem zlokalizowano za pomocą mikroskopu elek­
tronowego w aksonach [28, 38, 80, 96]. Hormon występuje w postaci 
ziaren o średnicy około 75 - 95 nm [80]. Tylko Kozłowski i Zimmerman 
[58] oraz Kozłowski i wsp. [109] uważają, że u myszy gonadoliberyna 
wykazująca aktywność immunologiczną jest zlokalizowana głównie 
w wypustkach komórek ependymy wyścielających III komorę mózgu.

Najintensywniejsza reakcja immunocytochemiczna z przeciwciałem 
anty-GnRH jest obserwowana w części podwzgórza zwanej wyniosłością 
pośrodkową, która ma bezpośrednie połączenie z przysadką przez krąże­
niowy układ wrotny. Hormon widoczny w mikroskopie świetlnym 
w postaci brązowo wybarwionych ziaren (technika peroksydazowa) wy­
stępuje w zakończeniach nerwowych tworzących tzw. zewnętrzną w ar­
stwę palisadową, usytuowaną w bezpośrednim kontakcie z naczyniami
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włosowatymi układu wrotnego, oraz w proksymalnej części szypuły 
przysadki przylegającej do części guzowej przysadki. Zgodnie z bada­
niami Szentdghothai i wsp. [101] układ ten stanowi końcowy fragment 
tzw. drogi guzowo-lejkowej (tubero-infundibular tract), który jest częś­
cią systemu drobnokomórkowego opisanego przez Szentaghothai w 1964 r. 
[100]. Autor ten przypuszczał, że droga guzowo-lejkowa rozpoczyna się 
w perykarionach jądra lejka, jednakże późniejsze badania wykazały, że
w jego skład wchodzą również aksony pochodzące i z innych jąder pod­
wzgórza. Obecnie uważa się, że droga guzowo-lejkowa jest jednym z waż­
niejszych układów neurosekrecyjnych, w którym są produkowane tran ­
sportowane i uwalniane hormony podwzgórzowe. Wyniosłość pośrodko- 
wa pełni w tym układzie rolę narządu neurohemalnego, w którym hor­
mony są gromadzone i uwalniane do krwi naczyniowego układu w rot­
nego. Synteza hormonów odbywa się prawdopodobnie w perykarionach, 
których lokalizacja, w przypadku gonadoliberyny, do tej pory jest spra­
wą nie całkiem wyjaśnioną i kontrowersyjną.

TRU D N O ŚCI W W Y K RY W A N IU  PER Y K A R IO N Ó W  G nR H

O ile wykazanie obecności czynnego immunologicznie GnRH w wy­
niosłości pośrodkowej nie sprawia trudności w większości przebadanych 
gatunków, o tyle uwidocznienie GnRH w perykarionie, gdzie odbywa się 
synteza hormonu, jest bardzo trudne. Pierwsze i najobszerniejsze badania 
lokalizacji GnRH metodą immunocytochemiczną przeprowadzone były 
na śwince morskiej i szczurze. Okazało się, że u tych dwóch gatunków nie­
możliwe jest uwidocznienie perykarionów syntetyzujących GnRH bez u- 
przedniego podania zwierzętom pewnych środków farmakologicznych. Nie 
stosując tej dodatkowej procedury, uzyskiwano reakcję immunologiczną 
z przeciwciałem anty-GnRH tylko w aksonach i w zakończeniach ner­
wowych wyniosłości pośrodkowej i blaszki krańcowej [7, 50, 56]. Nato­
miast w ciałach neurocytów, gdzie jak sądzono hormon jest syntetyzo­
wany, reakcja nie zachodziła. U świnki morskiej uzyskano reakcję im­
munologiczną w perykarionach GnRH dopiero po podaniu kolchicyny 
i po kastracji [19, 20] oraz po dokomorowej infuzji serotoniny lub sul- 
pirydu [61, 63]. Łączne podanie sulpirydu, środka hamującego owulację, 
wraz z kolchicyną, środkiem blokującym przepływ aksoplazmatyczny, 
zwiększało liczbę perykarionów, w których zachodziła reakcja z prze­
ciwciałem przeciwko GnRH [63]. U szczura także nie udało się wykryć 
perykarionów GnRH u normalnych osobników, jak również u tych, któ­
rym  podano kolchicynę [89]. Dopiero zastosowanie narkozy nembutalo- 
wej u samic w okresie owulacyjnym oraz cięć frontalnych podwzgórza
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w obszarze okołowzrokowym pozwoliło na ujawnienie perykarionów 
GnRH u tego gatunku [92].

Na podstawie wyników doświadczeń stwierdzono, że ciała neurocy- 
tów, w których zlokalizowano GnRH, występują najliczniej w przednim 
podwzgórzu, a mianowicie: w okolicach skrzyżowania wzrokowego, w po­
lu okołowzrokowym, a także koło przegrody. W 1975 r. Naik [73] bada­
jąc podwzgórze szczura spostrzegł obecność perykarionów reagujących 
pozytywnie z przeciwciałem anty-GnRH nie tylko na obszarze przedniego 
podwzgórza, ale również w brzuszno-przyśrodkowym podwzgórzu, w ją­
drach lejka i suteczkowatym. Taką samą lokalizację podała Hoffman 
[44]. Jednakże prace Naika poddane zostały krytyce przez Setaló i wsp. 
[92]. Zarzucono tem u badaczowi stosowanie zbyt stężonego roztworu 
przeciwciała oraz brak odpowiednich kontroli. Wyniki pracy Hoffman 
zostały wkrótce przez nią samą odwołane [31].

Istnieje kilka hipotez wyjaśniających przyczyny niepowodzenia 
w wykrywaniu perykarionów syntetyzujących GnRH u świnki mor­
skiej, szczura, a także niektórych innych gatunków. Szereg autorów 
uważa, że stężenie hormonu syntetyzowanego w ciele neurocytu jest zbyt
małe, aby można je było wykryć metodami immunocytochemicznymi. 
Dopiero zahamowanie przepływu aksoplazmatycznego poprzez interwen­
cję eksperymentalną zwiększa stężenie hormonu i pozwala na jego u jaw ­
nienie. Kordon [55] dowodzi, że biologiczna i immunologiczna aktywność 
gonadoliberyny nie istnieje poza frakcją synaptosomalną. Domański 
i Kochman [35] przedstawiają dowody na to, że w biosyntezę GnRH 
włączone są rybosomy cytoplazmatyczne. W związku z tym autorzy ci 
sugerują, że dekapeptyd jest syntetyzowany w perykarionie w postaci 
prohormonu, który poprzez enzymatyczną aktywację w czasie transpor­
tu i magazynowania przekształca się w czynny immunologicznie hormon. 
Na podstawie licznych doniesień wiadomo, że immunologiczna reakcja 
GnRH ze swoistym przeciwciałem łatwiej zachodzi w aksonie niż w cie­
le komórkowym. Sugeruje to, że forma hormonu zawartego w aksonie 
posiada więcej miejsc wiążących przeciwciało niż hormon znajdujący 
się w perykarionie. Hipoteza ta została potwierdzona przez Millara 
i wsp. [69] na ostatnim Kongresie Endokrynologicznym w Melbourne. 
Autorzy ci oczyścili i scharakteryzowali prohormonalną formę GnRH 
w wyciągach podwzgórza bydlęcego. Sugerują oni, że forma ta dominuje 
w perykarionie, natomiast w aksonie jest ona stopniowo rozszczepiana 
przez enzym proteolityczny typu trypsyny do dekapeptydu.

Trudności w wykrywaniu perykarionów GnRH są tłumaczone tak­
że przyczynami natury  technicznej. Goldsmith i Ganong [38] podają, że 
w ich doświadczeniu aż 98°/o GnRH było tracone podczas różnych eta­
pów obróbki histologicznej. Sternberger i Hoffman [99], na podstawie
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prac innych autorów, dochodzą do wniosku, że czułość metody peroksy- 
dazowej zależy od rodzaju utrwalacza i sposobu podania go do tkanki. 
Stwierdzono różną intensywność reakcji immunocytologicznej przy uży­
ciu takich utrwalaczy, jak Bouin-Holland bez kwasu octowego, Bouin 
czy płyn Zamboniego [108]. Podanie utrwalacza drogą naczyniową (do
serca) może w znacznym stopniu zintensyfikować reakcję w różnych ele­
mentach komórki nerwowej.

L O K A L IZ A C JA  PER Y K A R IO N Ó W  I DRÓG G nR H

Ośrodki nerwowe zawierające gonadoliberynę stosunkowo dobrze zo­
stały zbadane u takich gatunków, jak człowiek, małpa, królik, pies i kot. 
Na podstawie prac pochodzących z laboratoriów B arry’ego, Setaló i Hoff­
man wyłania się obraz dający pewne wyobrażenie o rozmieszczeniu pe­
rykarionów GnRH oraz o drogach nerwowych przenoszących ten hormon 
do wyniosłości pośrodkowej lub do narządu naczyniowego blaszki k rań ­
cowej. U wspomnianych gatunków perykariony zawierające GnRH moż­
na odnaleźć stosunkowo łatwo bez dodatkowej interwencji eksperymen­
talnej. U małp naczelnych, małpy rezus, psa i kota [14, 17, 43] większość 
perykarionów GnRH obserwowano w okolicach guza popielatego, 
a szczególnie w jądrach lejka i suteczkowatym. Druga grupa komórek 
stanowiąca około 25°/o wszystkich obserwowanych perykarionów GnRH 
rozmieszczona była w polu okołowzrokowym, w części naczyniowej 
blaszki krańcowej oraz w okolicach przegrody. Stwierdzono, że komórki 
mają około 10 -40  |im średnicy, kilka dendrytów i akson widzialny 
w mikroskopie świetlnym w postaci paciorków różańca. Liczba obserwo­
wanych perykarionów GnRH u jednego osobnika wahała się od kilku­
nastu do około 100. Występowały one w stanie rozproszonym, rzadko 
tworząc grupy składające się z 4 - 5 komórek. U królika [91] większość 
perykarionów GnRH zlokalizowano w okolicy przedwzrokowej podwzgó­
rza i w części nadskrzyżowaniowej. Taka sama lokalizacja występowała 
u szczura i świnki morskiej (jak już wspomniano w poprzednim roz­
dziale). Natomiast u człowieka komórki te występowały prawie wyłącznie 
w brzuszno-przyśrodkowym podwzgórzu, w jądrze lejka i jądrze przed-
suteczkowatym [10, 11, 25].

Aksony, które biorą początek w perykarionach syntetyzujących go­
nadoliberynę, tworzą drogi nerwowe kończące się w wyniosłości pośrod­
kowej lub narządzie naczyniowym blaszki krańcowej [9]. Barry, opie­
rając się na wynikach swoich prac przeprowadzonych na małpach, kró­
liku i człowieku, zakłada istnienie trzech takich dróg. Pierwsza, to 
wspomniana już uprzednio droga guzowo-lejkowa, zawierająca aksony
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wychodzące z przednich, bocznych i tylnych regionów brzuszno-przyśrod- 
kowego podwzgórza, kończy się w wyniosłości pośrodkowej. Druga, dro­
ga przedwzrokowo-lejkowa (preoptico-infundibular tract), opisana u gry­
zoni [21], bierze początek w perykarionach usytuowanych w przednim 
podwzgórzu, poza obszarem podwzgórza brzuszno-przyśrodkowego, koń­
czy się również w wyniosłości pośrodkowej. U małp naczelnych istnienie 
tej drogi jest raczej hipotetyczne. Barry  włącza ją do drogi guzowo-lej- 
kowej jako jej przednie skrzydło. Trzecia droga, nazwana podwzgórzo- 
wo-krańcowa (hypothalamo-terminal tract), rozpoczyna się prawdopo­
dobnie w perykarionach rozmieszczonych w polu przedwzrokowym, 
a kończy w narządzie naczyniowym blaszki krańcowej. Odrębność tej 
drogi była potwierdzona przez wyniki doświadczeń na szczurach, którym 
przecinano drogi nerwowe (tzw. deaferentacje *) [49, 104]. Stwierdzono 
mianowicie, że jeżeli dokona się cięcia poza skrzyżowaniem wzrokowym 
w kierunku donosowym, to w zakończeniach nerwowych blaszki krań­
cowej nie obserwuje się reakcji z przeciwciałem anty-GnRH.

Oprócz wymienionych obszarów podwzgórza, gonadoliberynę zloka­
lizowano również w strukturach  pozapodwzgórzowych mózgu, głównie 
u królika, naczelnych i świnki morskiej. Taka lokalizacja może sugero­
wać, że GnRH oprócz pośrednictwa w uwalnianiu LH i FSH z przysadki 
spełnia jakieś inne funkcje w organizmie.

RO ZM IESZC ZEN IE I PO C H O D Z E N IE  NEURYTÓW  ZA W IER A JĄ C Y C H
G O N A D O LIB ER Y N Ę W W Y N IO SŁO ŚC I PO ŚR O D K O W E J

Jak już wspomniano, gonadoliberyna jest magazynowana w zakoń­
czeniach nerwowych tworzących zewnętrzną warstwę palisadową wynio­
słości pośrodkowej. Topografia tych zakończeń najdokładniej została 
opracowana u szczura [8, 45]. Włókna nerwowe zawierające GnRH m a­
ją  przebieg strzałkowy. Na przekrojach czołowych podwzgórza, w części 
donosowej wyniosłości pośrodkowej skupiają się one przyśrodkowo 
w  warstwie usytuowanej tuż poniżej III komory mózgu (ryc. 2). Trochę 
bardziej ku tyłowi, gdzie szypuła przysadki zaczyna oddzielać się od wy­
niosłości pośrodkowej, włókna GnRH zbierają się w dwa zwoje rozmiesz­
czone symetrycznie przy bruzdach guzowo-lejkowych. Bardziej doogo- 
nowo, po oddzieleniu szypuły od podwzgórza, włókna te mają ponow­
nie układ przyśrodkowy, w warstwie usytuowanej poniżej zachyłka su-

* D ea fe ren tac ja  ( te rm in  angielsk i „ d e a ffe re n ta t io n ” ) zabieg ch iru rg iczny  p o ­
legający  n a  przecięciu  ok reślonych  dróg n e rw o w y ch  (tzw. p a r t ia l  d ea ffe ren ta tio n )  
lu b  odizolowaniu całych  obszarów  podw zgórza (tzw. to ta l  d ea ffe ren ta tio n )  w y k o ­
n y w an y  za pom ocą spec ja ln ie  skonstruo w aneg o  w  ty m  celu „noża H a lasza” .
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teczkowego. Na obszarze całej wyniosłości widoczne są aksony kolate- 
ralne tworzące zakończenia podobne do gron w pobliżu naczyń włosowa­
tych splotu pierwotnego. Aksony takie widoczne są również wśród pery- 
karionów jądra lejka i jądra przedsuteczkowetgo (rye. 1). Pochodzenie

Rye. 1. N eu ry ty  zaw iera jące  G nR H  w  jąd rze  le jka  u  owcy
P r e p a r a t  w y k o n a n o  m e to d ą  z n a k o w a n e j  p e r o k s y d a z y .  U ż y to  p r z e c iw c ia ła  a n ty -G n R H  nr 8531,

w y t w o r z o n e g o  p rzez  dr M -P . D u b o is .  P o w ię k s z e n ie  240X

włókien GnRH, obserwowanych w tym  regionie podwzgórza u szczura, 
w głównej mierze przypisywane jest raczej ośrodkom przedniego pod­
wzgórza a nie jądrom brzuszno-przyśrodkowego podwzgórza. Wskazują
na to wyniki doświadczeń przeprowadzonych na zwierzętach z deaferen-
tacjami podwzgórza. Browstein i wsp. [24] używając metody radio- 
immunologicznej stwierdzili, że gonadoliberyna znikała z obszarów 
brzuszno-przyśrodkowego podwzgórza po całkowitym odizolowaniu tej 
s truk tury  od reszty podwzgórza. Podobne rezultaty uzyskał Kalra [49]. 
Wcześniej, Setaló i wsp. [90] stwierdzili, że taki sam rodzaj cięć powo­
duje zatrzymanie tonicznego uwalniania gonadotropin. Ajika i Hókfeld 
[1], po dokonaniu frontalnych deaferentacji w doogonowej części skrzy­
żowania nerwów wzrokowych, stwierdzili występowanie zmian degene- 
racyjnych w zakończeniach nerwowych zewnętrznej warstwy palisado­
wej wyniosłości pośrodkowej.

Wiele wyników doświadczeń sugeruje, że pochodzenie zakończeń 
nerwowych GnRH w poszczególnych częściach wyniosłości pośrodkowej
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Ryc. 2. S chem aty  p rzek ro jó w  czołowych podw zgórza owcy, na  k tó ry ch  zaznaczono 
rozm ieszczenie w łók ien  G nR H  (kropki) i zakończeń n e rw o w y ch  G nR H  (krzyżyki)

a  i b  — p r z e d n ie  p o d w z g ó r z e ,  c — p r z e d n ia ,  d  — śr o d k o w a ,  e i /  — ty ln a  c z ę ść  w y n io s ło ś c i  p o -
ś r o d k o w e j .  W e d łu g  P o lk o w s k ie j  i w sp .  [83]

W y k a z  s k r ó t ó w  ap — p o le  p r z e d w z r o k o w e ;  ca  — sp o id ło  p r z e d n ie ;  c h  — s k r z y ż o w a n ie  w z r o ­
k o w e ;  ez  — z e w n ę t r z n a  w a r s t w a  p a l i s a d o w a  w y n io s ło ś c i  p o ś r o d k o w e j ;  f x  — s k le p ie n ie ;  h l  — 
p o le  d o b o c z n e  p o d w z g ó r z a ;  iz — w e w n ę t r z n a  w a r s t w a  w y n io s ło ś c i  p o ś r o d k o w e j ;  L T  — b la s z ­
k a  k r a ń c o w a ;  na  — ją d r o  le jk a ;  h a  — ją d r o  p r z e d n ie  p o d w z g ó r z a ;  ns — ją d r o  s k r z y ż o w a n ia ;  
P S  — s z y p u ła  p r z y sa d k i;  P T  — c z ę ś ć  g u z o w a  p r z y sa d k i;  r i  — z a c h y łe k  le jk a ;  rs — z a c h y ­
łe k  n a d w z r o k o w y ;  soa  — c z ę ś ć  p r z e d n ia  ją d r a  n a d w z r o k o w e g o ;  to  — d ro g a  w z r o k o w a ;  v m  —

ją d ro  d o b r z u s z n o -p r z y ś r o d k o w e
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nie jest jednorodne. Kordon i Rotsztejn [57], po dokonaniu różnego typu  
deaferentacji u  szczura, stwierdzili, że całkowita izolacja brzuszno-przy- 
środkowego podwzgórza, a także przerwanie połączeń nerwowych między 
tą formacją a przednim podwzgórzem powodują znaczny spadek zaw ar­
tości GnRH w przedniej i środkowej części wyniosłości pośrodkowej, n a ­
tomiast cięcia w okolicy jądra lejka — tylko w części tylnej wyniosłości 
i w szypule przysadki. Ibata i wsp. [46] podają, że uszkodzenie elektroli­
tyczne pola przedwzrokowego powoduje kompletny zanik GnRH w bocz­
nej strefie środkowej części wyniosłości pośrodkowej, natomiast W częś­
ciach przedniej i tylnej obserwuje się tylko nieznaczne zmniejszenie in ­
tensywności reakcji immunologicznej z anty-GnRH.

Zróżnicowanie włókien GnRH na obszarze wyniosłości pośrodkowej 
(jeżeli chodzi o ich pochodzenie) ma ścisły związek z fizjologicznym dzia­
łaniem gonadoliberyny. Dowodzą tego wyniki Polkowskiej i Jutisza [82] 
oraz Polkowskiej i wsp. [83] otrzymane na podstawie immunocytoche- 
micznego badania podwzgórzy szczura i owcy w okresie cyklu płciowe­
go. Stwierdzono, że w okresie poowulacyjnym obserwuje się zanikanie 
czynnej immunologicznie GnRH w częściach przedniej i środkowej 
wyniosłości pośrodkowej. Zmiany te sugerują, że w tych strukturach  
znajdują się neurony odpowiedzialne za cykliczne uwalnianie LH. P rzy ­
puszcza się również, że część tylna wyniosłości pośrodkowej, w której 
nie występowały poowulacyjne zmiany w zawartości GnRH, może być 
odpowiedzialna za toniczne uwalnianie LH.

G O N A D O LIBERY N A  W N A R ZĄ D ZIE NACZYNIOW YM  B LA SZK I K R A Ń C O W E J

Narząd naczyniowy blaszki krańcowej jest drugą po wyniosłości po­
środkowej formacją, w której stwierdzono występowanie zakończeń ner­
wowych zawierających gonadoliberynę. Na tem at roli GnRH w tym na­
rządzie istnieje dość istotna kontrowersja. Baker i Dermody [6], Weiner 
i wsp. [104] oraz Polkowska i Jutisz [82] nie stwierdzili występowania 
cyklicznych zmian w GnRH zawartej w blaszce krańcowej w okresie 
cyklu płciowego u  szczura. Natomiast Setaló i wsp. [93] oraz Wenger 
[105] Obserwowali takie zmiany u szczura, a Barry — u małpy [13]. Bar­
ry stwierdził występowanie maksymalnej zawartości GnRH w blaszce 
krańcowej w okresie fazy lutealnej i pęcherzykowej jajnika, a minimal­
nej — w fazie owulacyjnej. Uważa on, że u  małpy droga podwzgórzo- 
wo-krańcowa, kończąca się w narządzie naczyniowym blaszki krańco­
wej, bierze udział w modulowaniu wrażliwości komórek gonadotropo­
wych na GnRH. Ponieważ w narządzie tym istnieje bariera krew-mózg, 
przychyla się on do hipotezy Duvenroya i wsp. [36], że krew z blaszki 
krańcowej płynie na obwód przez przednią żyłę mózgową i tą drogą 
może przedostać się do przysadki.
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PO D SU M O W A N IE

1. Za pomocą przeciwciał wytwarzanych przeciwko syntetycznej 
GnRH możliwe jest zlokalizowanie gonadoliberyny w ośrodkowym ukła­
dzie nerwowym wielu gatunków kręgowców.

2. Zlokalizowano perykariony, w których najprawdopodobniej odby­
wa się synteza hormonu lub jego formy prohormonalnej. Komórki te wy­
stępują w stanie rozproszonym na obszarze przedniego podwzgórza — nad 
skrzyżowaniem wzrokowym i w polu przedwzrokowym — przede wszyst­
kim u gryzoni, oraz na obszarze brzuszno-przyśrodkowego podwzgó­
rza — u małp naczelnych i człowieka.

3. Hormon jest przenoszony drogami nerwowymi do narządów neuro- 
hemalnych podwzgórza (wyniosłości pośrodkowej i narządu naczynio­
wego blaszki krańcowej), gdzie jest magazynowany i uwalniany do krwi.

4. Zakończenia nerwowe zawierające GnRH, znajdujące się w wy­
niosłości pośrodkowej, mają różne pochodzenie i prawdopodobnie speł­
niają  różną funkcję.

5. Obecność GnRH w ośrodkach pozapodwzgórzowych sugeruje, że 
hormon ten oprócz działania na przysadkę może pełnić inne funkcje 
fizjologiczne.
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KOMPLEKS CHLOROFIL A/B-BIAŁKO ZBIERAJĄCY ENERGIĘ
Św i e t l n ą

L IG H T -H A R V E S T IN G  C H L O R O PH Y L L  A /B -P R O T E IN  CO M PLEX
r

E w a W ŁO CH

Z ak ład  B iochem ii Roślin, In s ty tu t  Biologii M oleku la rne j U J

Streszczenie.  Z przy toczonych  w  ty m  a r ty k u le  danych  w ynika , że w  b łonach  ty la -  
k ń d ó w  glonów  i ro ś lin  w yższych obok b a rw n ik ó w  pierw szego i drugiego u k ła d u  
fctosyntezy w y s tęp u je  zespół b a rw n ik ó w  w  kom pleksie  z b iałk iem , k tó rego  g łów ną 
funkcją  je s t  ab so rp c ja  k w a n tó w  energ ii św ie tlne j i p rzekazyw an ie  energ ii w z b u ­
dzenia na  c e n tra  reakc ji.  B a rw n ik i tego zespołu uczestn iczą rów nież  w  p rzek azy ­
w aniu  energ ii w zbudzen ia  z drugiego  u k ła d u  fo tosyn tezy  na  p ie rw szy  u k ład  fo to ­
syntezy, p rzy  czym  efek tyw ność  p rzek azy w an ia  je s t reg u lo w an a  stężen iem  k a t io ­
nów d w u- i jednow artośc iow ych . T en  zb ie ra jący  energ ię  kom pleks je s t zlokalizo­
w any głów nie na  te re n ie  g ra n  i p rzyczyn ia  się także  do „cem en to w an ia” są s ia d u ­
jących ze sobą ty lakoidów .

Sum m ary . As re su lts  from  th e  d a ta  p re sen ted  in  th e  paper, in  thy lako id  m e m b ra ­
nes of a lgae  and  h ig h er  p lan ts , a p a r t  f rom  p igm ents  of pho tosystem s I and  II, 
p ig m en t-p ro te in  com plex  ( l ig h t-h a rv es tin g  ch lo rophy ll a /b -p ro te in  com plex) occurs. 
Its m a in  func tion  is to abso rb  ligh t energy  and  to t r a n s fe r  exc ita tion  energy  into 
reac tion  cen ters . P ig m en ts  of th is  com plex  ta k e  p a r t  a lso  in  sp illover of ex c ita tio n  
energy  f ro m  PS II  to  PS  I a n d  th e  effic iency  of th is  process is con tro lled  by 
m onovalen t or d iv a len t ca tion  concen tra tion . This l ig h t-h a rv es tin g  com plex is 
located m a in ly  in  lam ellae  of g ra n u m  reg ion  and  it co n tr ib u tes  to appress ion  of
ad jacen t thy lako ids.

ft

W ykaz sk ró tów

PS I, PS II — I i II układ fotosyntezy
LHC — kompleks chlorofil a/b-fo'ialko zbierający energię
EF, PF — powierzchnie błon tylakoidów (patrz ryc. 5)
SDBS — dodecylobenzosulfonian sodowy 
SDS — dodecylu siarczan sodowy
DCMU — 3-(3,4-dichlorofenylo)l,l-dietylmocznik
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Struk tury  lamelarne chloroplastów roślin wyższych zbudowane są 
głównie z lipidów i białek; w skład frakcji lipidowej wchodzą również 
barwniki fotosyntetyczne (chlorofile i karotenoidy). Stosując wirowanie 
lub chromatografię, wyodrębniono z błon tylakoidów traktowanych de­
tergentami niejonowymi (Triton X-100, digitonina) dwa zespoły barw ­
ników. Nazwano je I i II układem fotosyntezy (odpowiednio PSI i PSU) 
[63]. W skład każdego z nich wchodzą centra reakcji (P700 w PSI i P680 
w PSII) biorące bezpośredni udział w transporcie elektronów i barw ni­
ki tworzące, czyli anteny energetyczne, które przekazują zaabsorbowaną 
energię na centra reakcji [25]. Oba układy fotosyntezy różnią się między 
sobą składem barwników antenowych: PSI jest wzbogacony w chlorofil a 
i karoteny, a PSII — w chlorofil b i ksantofile [14, 48, 53].

Wyniki badań z ostatnich kilku la t  wskazują, że barwniki fotosyn­
tetyczne w obrębie jednostki fotosyntetycznej tworzą nie dwa, ale trzy 
zespoły: poza wymienionymi układami fotosyntezy występuje jeszcze 
tzw. kompleks chlorofil a/b zbierający energię (ang. light-harvesting 
chlorophyll a/b-protein complex, LHC). W jego skład wchodzi około 
50% [39, 47] wszystkich barwników chlorofilowych liści, przy czym sto­
sunek chlorofilu a do chlorofilu b wynosi 1:1 [57, 58, 59], co wskazuje 
na to, że chlorofil b jest zlokalizowany głównie, jeżeli nie wyłącznie, 
w tym zespole barwników. LHC uczestniczy w absorpcji energii świetlnej 
i przekazywaniu zaabsorbowanej energii głównie na centra reakcji PSII. 
Chlorofil zawarty w LHC pośredniczy również w przekazywaniu energii 
wzbudzenia z PSII na PSI [21, 23], a składnik białkowy pełni istotną 
funkcję w procesie tworzenia gran [3, 7, 8]. Kompleks zbierający energię 
stał się w ostatnich latach przedmiotem licznych badań. Zdaniem Butle­
ra  i wsp. [21, 32] LHC tworzy odrębną jednostkę funkcjonalną i struk­
turalną w systemie lamelarnym chloroplastów.

SK ŁA D  BA RW N IK O W Y  I PO L IPE PT Y D O W Y  LHC

Stosując metodę elektroforezy w żelu poliakrylamidowym w obec­
ności SDS wyizolowano z błon tylakoidów rozpuszczonych w roztworze 
SDS lub SDBS trzy zawierające chlorofil pasma: CI, CII i CIII [47, 
57 - 59]. Tylko w dwóch z nich (CI i CII) znajdowało się również białko, 
a w paśmie CIII znajdował się wolny chlorofil* (tab. 1). Prace wykona-

* N ależy zauważyć, że s tosu jąc  e lek tro fo rezy  w  g rad ienc ie  gęstości żelu polia- 
k ry lam idow ego  w  obecności SDS m ożna w ydzielić  6 f ra k c j i  zaw iera jących  kom­
p leksy  ch lorofil-b ia łko  ([2] i in., p a trz  rów nież  tab. 2). W olny  chlorofil p raw dopo­
dobnie nie w y s tęp u je  in vivo, lecz u w a ln ia  się w  czasie izolacji kom pleksów .
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T A B E L A  1

S kład  b a rw n ik o w y  i c h a ra k te ry s ty k a  sp e k tra ln a  kom pleksów  CI, CII, C III  w yizo­
low anych  m etodą  e lek tro fo rezy  w  żelu po liak ry lam id ow ym  z b łon  ty lako idów  roz­

puszczalnych  w  roztw orze  SDS lub  SDBS

Nazwa
komp­
leksu

Zawartość
chlorofilu

w %

Stosunek
chla/chlb

Maksima 
absorpcj i 
(wg [51])

Maksima
fluores- 
cencj i 
w 77K 

(wg [51])

Zawartość

karotenu
lute-
iny

viola-
ksan-
tyny

C I 15-20 [51] 12,0 [14] 
7,0 [47]

677
490
470
437
420

702
693
687
681
677
669
662

14* 5 0 0

8,8** 0,9 0 0,1

C I I 32-35 [60] 1,2 [14] 672 V 677 5* 16 8 5
1,9 [47] 650 670
1,25 [51] 437 662 3,6** 6,7 0,3 1,7

470 654
650

C III 30-40 [51] 670 675 17* 11 9 5
64-66 [60] 480 [60] 669
0 [41] zmo­ 667
dyfikowana 650

i

neoksan-
tyny

* m o le /m o l  c h lo r o f i lu  [14], ** m o le /m g  b ia łk a  [47],

ne do 1974 r. sugerowały, że kompleksy CI i CII pochodzą odpowiednio 
z pierwszego i drugiego układu fotosyntezy, a brak aktywności fotoche­
micznej wiązano z inaktywującym działaniem SDS [7]. Thornber [60], 
porównując rozdziały elektroforetyczne otrzymane z jęczmienia typu 
dzikiego i m utanta  pozbawionego chlorofilu b (mutant ten wykazywał 
normalną aktywność fotosyntetyczną), stwierdził, że forma niezmutowa- 
na nie zawierała kompleksu CII. Dlatego zaproponował dla CII nazwę 
kompleks chlorofilowoJbiałkowy zbierający energię wzbudzenia, pod­
kreślając tym samym, że nie jest on elementem niezbędnym w procesie 
fotosyntezy, lecz pełni tylko rolę pomocniczą.

Błony tylakoidów rozpuszczone w roztworze SDS można także roz­
dzielić na kompleksy CI i LHC (CII) za pomocą kolumnowej chromato­
grafii na hydroksyapatycie, stosując bufor fosforanowy o różnej molar- 
ności [34]. Po naniesieniu materiału na zrównoważoną 10 mM bu­
forem fosforanowym (pH =  7,0) kolumnę, kompleks CI ulega wymyciu 
w 0,2 - 0,3 M buforze fosforanowym (pH =  7,0). Natomiast CII zostaje
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usunięty z kolumny podczas przemywania 0,4 M buforem fosforanowym 
z dodatkiem 1 mM MgCl2.

Wielu badaczy podjęło systematyczne badania nad składem polipepty- 
dowym i podjednostkowym LHC, zakładając, że poznanie s truk tu ry  wy­
izolowanego kompleksu umożliwi zrozumienie jego roli w układzie in 
vivo. Zmieniając skład buforu, stężenie detergentu i akrylamidu oraz 
warunki elektroforezy otrzymano dane, z których wynika, że w skład 
LHC wchodzi polipeptyd o ciężarze cząsteczkowym około 25 000 dalto- 
nów (tab. 2) [26]. Wiele danych wskazuje na to, że może to być miesza­
nina dwóch polipeptydów o podobnych ciężarach cząsteczkowych, przy 
czym tylko polipeptyd występujący w większych ilościach tworzyłby 
kompleksy z chlorofilem. Z każdym monomerem LHC ma być związa­
nych 6 - 1 2  cząsteczek chlorofilu [61], a stosunek chlorofilu a do b jest 
różny w kompleksie chi. a/b-białko zbierającym energie u różnych ga­
tunków roślin [56]. Stabilność LHC in vitro zależy m.in. od pH buforu 
inkubacyjnego oraz zawartości mocznika przy rozdziale elektroforetycz- 
nym [38].

Stwierdzono, że obniżenie stosunku SDS/chlorofil podczas upłynnia­
nia błon umożliwia wydzielenie metodą elektroforezy nie tylko formy 
monomerycznej LHC, ale także dimerów i oligomerów [2, 24, 27, 28],
które różnią się m.in. widmami absorpcyjnymi (rye. 1). Również obni­
żenie tem peratury  prowadzi do wydzielenia kompleksów zagregowa-

Ryrc. 1. W idm a abso rpcy jne  m onom eru  (I), d im eru  (2), o ligom eru (3) LHC (wg [2])
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nych [65]. In vitro dwa czynniki sprzyjają agregacji: duże stężenie biał­
ka LHC oraz duże stężenie kationów. Davis i Gross [23] stwierdzili, że 
wraz ze wzrostem stężenia białka LHC rośnie stała sedymentacji (S) 
otrzymanych kompleksów. Krzywa zależności S od stężenia chlorofilu

Ryc. 2. Zależność s ta łe j sed y m en tac ji  (S) pow sta jących  kom pleksów  LHC od s tęże­
n ia  ch lo rofilu  (wg [22])

używanego jako wskaźnik stężenia białka ma charakter dwufazowy 
(ryc. 2): w zakresie 0 - 5  mg ml-1 następuje powolny wzrost, w zakresie 
5 - 6  mg ml-1 wzrost wartości S  jest o wiele szybszy. Dane te sugerują, 
że istnieją oddziaływania białko-białko w agregatach LHC. Zmiany za­
chodzące w widmach absorpcyjnych i fluorescencyjnych oraz efektyw­
ności wzbudzenia fluorescencji wskazują, że agregacja prowadzi do 
zmiany otoczenia cząstek chlorofilu a i b [22].

Davis i Gross [22, 23] stwierdzili również, że LHC wiąże kationy dwu- 
wartościowe, przy czym mają istnieć dwa rodzaje miejsc wiązania (SI 
i Sil). W warunkach, gdy nie zachodzi już agregacja zależna od stężenia 
białka (powyżej 6 mg ml-1 ), przyłączenie wapnia do Sil powoduje dalszą 
zależną od kationów agregację. Kationy jednowartościowe mają modulo­
wać zmiany konformacyjne, które ułatwiają agregację (ryc. 3). Łatwość, 
z jaką LHC agreguje in vitro, sugeruje, że kompleks ten może występo­
wać w formie zagregowanej również in vivo.

Zakładając, że 7 - 8 cząsteczek chlorofilu związanych jest z mono­
merem LHC, można wyliczyć, że około 40 takich jednostek znajduje się 
w jednostce fotosyntetycznej zbudowanej z około 600 cząsteczek chlo­
rofilu [27]. Czy z każdą jednostką fotosyntetyczną jest związanych kilka 
agregatów LHC? Badania Hillera [29] miały odpowiedzieć na to pytanie. 
Zmieniając warunki podczas upłynniania błon tylakoidów za pomocą 
SDS przez dodanie małych ilości Tritonu X-100, doszedł on do wniosku, 
że detergenty niejonowe stabilizują istniejące dimery LHC w błonach
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tylakoidów, a nie sprzyjają ich tworzeniu. Podobne wyniki uzyskali An­
derson [2] i Dunkley [24]. Istnieją także inne dane świadczące o tym, że 
LHC in vivo może występować w formie zagregowanej [27].

Ryc. 3. W pływ  jonów  Ca2+ i N a +  n a  w arto ść  s ta łe j sedy m en tac ji  (S) kom pleksów
LHC (wg [22])

Przeprowadzone przez Bennetta [15, 16] badania wykazały, że podczas 
inkubacji izolowanych chloroplastów lub całych liści grochu z 32P orto- 
fosforanem (w świetle) zachodzi wbudowywanie izotopu (w sposób od­
wracalny) do kilku polipeptydów błon tylakoidów, wśród których znaj­
dują się oba polipeptydy LHC (o ciężarze cząsteczkowym około 26 000 dal- 
tonów). Mechanizm tej reakcji polega na tym, że fosforan nieorganicz­
ny w reakcji fosforylacji fotosyntetycznej tworzy początkowo y-32P-ATP, 
który jest następnie substra tem  dla związanej z błonami tylakoidów k i­
nazy białkowej aktywowanej przez Mg2+. Połowiczny czas fosforylacji 
wynosi około 1 - 3  m inut [17]. Enzymem defosforylującym jest prawdo­
podobnie związana z błonami tylakoidów fosfataza, której aktywność nie 
jest regulowana oświetleniem. Połowiczny czas defosforylacji wynosi 5 - 
- 1 0  minut. Nie poznano dotychczas znaczenia tego cyklu fosforylacji i de­
fosforylacji białek LHC. Należy jeszcze dodać, że ortofosforan jest przy­
łączony do reszty treonylowej znajdującej się w łańcuchu peptydowym 
wystającym  ponad powierzchnię błony tylakoidu.

L O K A L IZ A C JA  L H C -W  OBRĘBIE BŁON TY LA K O ID Ó W

Ponieważ LHC stanowi bkoło 40% białek błony [57] i zawiera 32 - 
50% chlorofilu [39, 60], powinien być ważnym elementem struktural­
nym  błon tylakoidów. Otrzymane dane wskazuje, że LHC jest częścią 
tzw. zrębu białkowego, którego obecność warunkuje zachowanie natyw-
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nej s truk tury  błony. Na przykład traktowanie trypsyną nie powoduje 
całkowitego rozpadu LHC i dezintegracji błon, natomiast w obecności 
pronazy następuje zanik LHC i rozpad błon [55]. Frakcja lipidowa od­
grywa ważną rolę w utrzymaniu stabilności LHC w błonie. Po usunię­
ciu lipidów i barwników za pomocą 80°/o acetonu, -zwiększa się bowiem 
wrażliwość LHC na działanie chlorowodorku guanidyny i trawienie t ry p ­
syną [39]. Stosując pomiary dichroizmu kołowego (DC) w dalekim u l tra ­
fiolecie starano się określić charakter oddziaływań między wyizolowany­
mi frakcjami polipeptydów błon chloroplastów i lipidami [45], Wiadomo 
bowiem, że widmo DC w tym zakresie zależy od s truk tu ry  drugorzędo- 
wej badanego białka, tzn. od udziału a helisy i (3 s truk tury  oraz zawar­
tości statystycznego kłębka. Stwierdzono, że sulfolipidy w wąskim za­
kresie pH (6,8 - 7,2) powodują wzrost eliptyczności, co odpowiada zmia­
nom konformacji polipeptydów (w tym polipeptydu o masie cząstecz­
kowej około 24 000 daltonów, tzn. apoproteiny LHC) w stronę a helisy. 
Tak więc lipidy grają ważną rolę w utrzymaniu określonego stanu kon-
formacyjnego LHC in vivo.

Jedną z najbardziej charakterystycznych cech LHC jest to, że za­
wiera chlorofil b i jest wzbogacony w ksantofile, dlatego przez pewien

t

czas wiązano go z drugim układem fotosyntetycznym. Przynależność tę 
potwierdziły rozdziały elektroforetyczne frakcji błon tylakoidów wzbo­
gaconych w PSII [4, 7, 33, 52, 58]. Badania Arntzena i wsp. [12] suge­
rują, że LHC łączy się z PSII przy udziale kationów. Ukazały się jednak 
prace, z których wynika, że niewielkie ilości LHC znajdują się zawsze 
we frakcjach wzbogaconych w PSI [33]. Ponieważ PSII zlokalizowany 
jest głównie w błonach tylakoidów granowych, należy spodziewać się, 
że frakcja wzbogacona w grana powinna być także wzbogacona w LHC 
[1], Rzeczywiście stwierdzono [8], że stosunek białek LHC do białek CI 
w lamelach stromy jest równy 0,6 - 0,7 (podobnie jak w pierwotnych 
tylakoidach); w całym systemie lamelarnym wynosi przeciętnie około 
2,5, a w tylakoidach gran (obliczono w sposób pośredni) osiąga w ar­
tość 4.

Badania Prochaski [50] wykazały, że LHC jest również wykrywalny 
na powierzchni błon tylakoidów. Badacz ten stwierdził, że w chloro­
plastach pozbawionych otoczki w obecności EDC (l-etylo-3(3-dimetylo- 
aminopropylo)karbodiimidu) znakowany GEE (eter etylowy glicyny) łą­
czy się w sposób trwały z miejscami wiązania kationów. Przeprowadza­
jąc następnie dezintegracje błon tylakoidów za pomocą SDS i rozdział 
elektroforetyczny w żelu poliakrylamidowym wykazał, że największa 
radioaktywność jest związana z apoproteiną LHC o masie cząsteczko­
wej 24 000 daltonów. Metodą immunologiczną wykazano również, że 
przeciwciała przeciw polipeptydowi o masie cząsteczkowej 24 000 dalto-

*
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nów powodują aglutynację wolnych od stromy lamel [44]. Wyniki te su­
gerują, że część cząsteczki tego białka jest obecna na zewnętrznej po­
wierzchni błony. Uogólnienie to jest zgodne z wynikami badań, w któ­
rych stwierdzono, że inkubacja błon tylakoidów w roztworze trypsyny 
powoduje zwiększenie ruchliwości elektroforetycznej apoproteiny LHC 
w żelu poliakrylamidowym w obecności SDS, co jest związane ze zmniej­
szeniem się masy cząsteczkowej o 2 000 daltonów, tzn. o przypuszczal­
nie o ten fragment, który wystając ponad powierzchnię warstwy lipi­
dowej jest dostępny dla trypsyny [54, 55]. Ostatnio Steinback i wsp. [54] 
wykazali, że po usunięciu powierzchniowego fragmentu LHC nie docho­
dzi do zależnego od kationów tworzenia gran. Obserwacje te sugerują, 
że własności fizykochemiczne (np. ładunek elektryczny [13]) tego frag­
mentu odgrywają rolę w tworzeniu się podwójnych lamel w systemie 
chloroplastów granowych. Miller [46] sugeruje, że powstałe na terenie 
lamel stromy zawierające LHC duże cząstki (o średnicy 16,4 nm) po­
siadają tendencję do migracji w obszar gran i istnieje jakiś specyficzny 
czynnik (np. lokalna różnica w stężeniu kationów), który determinuje 
intensywność tej migracji. Obecność zwiększonej liczby cząstek o śred­
nicy 16,4 nm powoduje zmiany własności błony, w wyniku czego za­
chodzi tworzenie się gran. O udziale LHC w tworzeniu gran mogą rów­
nież świadczyć następujące fakty:

1. agregacja wyizolowanych monomerów LHC przebiega w takim sa­
mym stężeniu kationu, jakie jest wymagane do utworzenia gran w po­
zbawionej stromy zawiesinie lamel [20];

2. pojawienie się LHC w czasie rozwoju roślin jest skorelowane
z powstaniem gran [7, 8],

Należy jednak dodać, że m utanty  pozbawione chlorofilu b i LHC
mają zdolność tworzenia mniejszej ilości gran [46], co wskazuje, że 
w procesie tym LHC może być zastąpiony przez inne białka. Nie tylko 
kationy wpływają na stan konformacyjny LHC in vivo. Oświetlenie chlo­
roplastów doprowadza do zmian w budowie LHC, gdyż po oświetleniu 
zmniejsza się liczba miejsc wiązania kationów dwuwartościowych [50]. 
Jest więc prawdopodobne, że błona tylakoidu, jak i inne błony cytoplaz- 
matyczne, jest s truk turą  dynamiczną, w obrębie której zachodzą prze­
mieszczenia kompleksów białkowych zależnie od stanu funkcjonalnego,
a kationy regulują te procesy.

PO W ST A N IE  LHC

Badania przeprowadzone przez Apela [5, 6] wykazały, że światło 
absorbowane przez oba układy barwników indukuje powstanie LHC. 
Synteza składników tego kompleksu jest również pod kontrolą układu
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fitochromowego [6]. Ponadto badacz ten  wykazał, że trwające 15 s 
oświetlenie roślin etiolowanych światłem czerwonym powoduje powsta­
nie poli-A mRNA, którego translacja prowadzi do utworzenia prekurso­
ra apoproteiny LHC o masie cząsteczkowej 29 500 daltonów. Według 
Macholda i wsp. [37] geny kodujące to białko znajdują się w jądrze ko­
mórkowym, a proces jego translacji zachodzi na rybosomach typu  80 S. 
Krótkotrwałe oświetlenie roślin etiolowanych światłem czerwonym nie 
wystarcza jednak do powstania kompletnego LHC. Drugim niezbędnym 
elementem do jego utworzenia jest fototransformacja protochlorofilidu 
w chlorofilid a i synteza chlorofilu b (ryc. 4). Dane te potwierdzają hipo­
tezę Thornbera [60], według której akumulacja chlorofilu b jest nie­
zbędna do wytworzenia trwałego kompleksu LHC.

%

Ryc. 4. W pływ  św ia tła  na  proces
tw orzen ia  LHC (wg [6])

N  — ją d r o ,  c  — c y to p la z m a ,  P  — 
c h lo r o p la s t ,  P r — f i t o c h r o m  form a  
k r ó tk o fa lo w a ,  P fr — f i t o c h r o m  form a  
d łu g o f a lo w a ,  R y b .  80S — r y b o s o m y
80 S , A p o  LHC — a p o p r o te in a  LHC,  
P C h l  — p r o to c h lo r o f i l ,  C h i  — ch lo ro f i l ,  

h v  — m ie j s c e  a b s o r p c j i  św ia t ła

W badaniach fotochemicznych udowodniono również, że wielkości 
jednostek PSI i PSU zależą od stopnia rozwoju chloroplastów. Jak  wy­
nika z pomiarów aktywności fotochemicznej oraz kinetyki narastania 
fluorescencji w protochloroplastach pozbawionych LHC, jednostki PSI 
i PSU są bardziej aktywne fotochemicznie oraz posiadają mniejsze wy­
m iary niż w dojrzałych chloroplastach [9, 11]. Wyniki obserwacji prowa­
dzonych za pomocą mikroskopu elektronowego również wskazują na to, 
że wraz z powstaniem LHC następują zmiany w budowie układów foto­
syntezy.

Badania Armonda i wsp. [10] dotyczyły zmian w liczebności i wiel­
kości cząstek na powierzchni błon tylakoidów w czasie rozwoju chloro­
plastów. Rośliny etiolowane zawierające etioplasty z ciałem protolame- 
larnym Armond oświetlał światłem błyskowym w celu otrzymania proto- 
chloroplastów, tzn. plastydów pozbawionych chlorofilu b i LHC, a następ­
nie przenosił rośliny do oświetlenia ciągłego, gdzie chloroplasty osiągały
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pełny rozwój. Dzięki zastosowaniu techniki kriorytownictwa * mógł on 
stwierdzić, że liczba cząstek przypadająca na jednostkę powierzchni la-
mel gran i stromy nie ulega zmianie podczas rozwoju chloroplastów,, 
wzrastają natomiast ich wymiary (tab. 3); największe różnice zaobser-

PF

Ryc. 5. S chem at i lu s tru ją c y  sposób p o w staw an ia  4 typ ó w  pow ierzchni b łon  ty la k o -
idów  przy  zastosow aniu  techn ik i k r io ry to w n ic tw a  (wg [46])

P F  — p o w ie r z c h n ie  z e w n ę t r z n e  b ło n  t y la k o id ó w ,  E F  — p o w ie r z c h n ie  w e w n ę t r z n e  błom
t y la k o id ó w ,  u  i  s  — o z n a c z a ją  o d p o w ie d n io  r e g io n y  s t r o m y  i  gran

T A B E L A  3

Z m iany  w zględnych  objętości cząstek  w y s tęp u jący ch  n a  pow ierzchni EF  i P F  
(patrz  ryc. 5) w  czasie tra n s fo rm a c ji  p ro toch lo rop las tów  w  ch lo rop lasty  w ciągłym  
ośw ietlen iu  (założono, że 2/3 b łon  ty lako idów  zn a jd u je  się w  obszarze gran , a 1/3 —

w  obszarze strom y) (wg [10])

0

48

Ilość
godz. Nazwa

•

oświetla­ powierz­

nia chni

Średniica
cząstek

(A)

Ilość cząstek
na [Jim2

Objętość czą­
stek przypada­

jąca na jednostkę 
powierzchni

(A3/(xm2)

Suma objęto­
ści cząstek przy­

padająca na
[i.m2 błony

Procent
sumarycznej

objętości

1

PF 70 5412 9,72 X108 9,72x10® 75

EF 80 1213 3,27 X 10® 3,27x10® 25

PF u 70 2930 5,26x10® 3,79x10® 19
105 1510 6,10x10®

PF s 77 4520 10,80x10® 7,20x10® 38

EF u 80 241 0,65x10® 0,49x10® 3
105 175 0,81x10®

EF s 105 762 3,52x10® 7,51x10® 40
' 164 704 7,74x10®

)

* T echn ika  k r io ry to w n ic tw a  pozw ala  na  o trzym an ie  czterech  rodzajów  po­
w ie rzch n i pow sta łych  w  w y n ik u  roz łupan ia  błon ty lako idów  w  obszarze g ra n
i s tro m y  (ryc. 5).
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wowano na powierzchniach EF. Założono, że kuliste cząstki o średnicy 
80 A stanow ią rdzeń PSII z centram i reakcji, a elipsoidalne cząstki 
o średnicach 105, 132, 164 A pow stają w w yniku przyłączenia LHC do 
rdzenia PSII. Wyliczono również, że zmiany wielkości średnicy z 80 A 
na 105, 132 lub 164 A prowadzą do zm iany objętości dzięki przyłączeniu 
odpowiednio 1, 2 lub 4 pod jednostek LHC. W tym  sam ym  czasie w ym ia­
ry  cząstek PSI w obszarze g ran  praw ie nie ulegają zmianie (70 - 77 A). 
Natom iast w obrębie lam el strom y ulegają zwiększeniu w ym iary  obu 
typów  cząstek, tzn. o średnicy 70 A (PSI) i 80 A (PSII), do około 105 A 
podczas rozw oju chloroplastów [10]. Z danych tych wynika, że w ystępuje 
zróżnicowanie jednostek PSI i że LHC jest przyłączone do PSI ty lko na 
terenie lamel strom y. Na podstawie tych wyników zaproponowano na­
w et model błony lam eli na teren ie gran (ryc. 6).

Ryc. 6. S ch em at b łon  ty lak o id ó w  z reg io n u  g ra n  w ed ług  A rm o n d a  i w sp. [10] 

ROLA  LH C  W  PR O C E SIE  FO TO SY N TEZY

Według teorii B utlera i wsp. [21, 32] LHC przyczynia się do znacz­
nego w zrostu absorpcji energii św ietlnej, k tóra jest następnie przeka­
zywana do centrów  reakcji PSII i PSI oraz bierze udział w regulacji 
przepływ u energii wzbudzenia między PSII i PSI. Wielkość przepływ u 
energii wzbudzenia z PSII do PSI może być wyznaczona z krzyw ej in­
dukcji fluorescencji m ierzonej przy 695 lub 730 nm w tem peraturze 
ciekłego azotu [31] *. Liczbowo jest on rów ny stosunkowi F 0/F v m ierzo-

* W te m p e ra tu rz e  77 K  ch lo ro fil a n te n y  P S I (chlai), P S II  (ch la„) o raz ch lo ro ­
fil a LHC w y k azu ją  g łów ne m ak s im a  flu o rescen c ji odpow iednio  p rzy  730, 695 i 685 
nm [32].
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nem u w paśmie 695 nm lub wielkości Fv p rzy  730 nm, gdzie FQ rep re ­
zentuje wartości fluorescencji stałej, a Fv — wartość fluorescencji 
zm iennej. W ydajność przenoszenia energii z centrum  reakcji PSII na 
PSI ę?T(ii—i) może być wyrażona jako funkcja ilości pierwotnego akcep­
tora elektronów  PSII będącego w stanie u tlenionym  (A):

_________ _  ^ T ( I I - I )    ___________^  1 ~  \

^T(n I} k F690 -[- k mi +  ^x(ii-i) +  ^tii \ 1 _~9?Tii95tii/
gdzie k  — stałe szybkości zaniku wzbudzenia chlan na drodze: kF6fi0 — 
fluorescencji, k Dn — procesów bezprom ienistych, k Tn — przeniesienia 
na cen tra  reakcji, kr(ii-i) — przepływ u energii z PSII na PSI; cp — wy­
dajność przenoszenia energii wzbudzenia z: cpTll — chlan na centra 
reakcji PSII, <ptII — centrów  reakcji PSII na chlan.

O trzym ano wiele dowodów na to, że LHC uczestniczy w rozdziale 
energii wzbudzenia zależnym od stężenia kationów  [18, 19, 42, 49], Mię­
dzy innym i wykazano [20], że dodanie przeciw ciał przeciw  LHC (aLHC) 
do zawiesiny bezgranow ych chloroplastów w obecności Mg2+ powoduje 
(w odniesieniu do kontroli nie zaw ierającej aLHC):

a) redukcje wzrostu wydajności kw antow ej PSII o 35%,
b) redukcje w zrostu zmiennej fluorescencji Fv w tem peraturze po­

kojowej o 60%,
c) redukcje w zrostu stosunku natężenia fluorescencji F685 do Fm  

w tem peraturze 77 K.
W szystkie te dane wskazują na to, że aktyw ny LHC jest konieczny 

do zależnej od kationów regulacji rozdziału energii wzbudzenia. Drugą 
grupę dowodów uzyskano w badaniach w ykonanych na m utancie Su/Su 
tytoniu, k tó ry  posiadał zmniejszoną ilość LHC [64]. Stwierdzono, że:

a) dodanie Mg2+ do zawiesiny chloroplastów m utan ta  wyw iera 
m niejszy wpływ  na poziom m aksym alnej fluorescencji w tem peraturze 
pokojowej niż u form y niezm utow anej,

b) wprowadzenie Mg2+ nie zmienia stosunku Fm  do Fm  m ierzone­
go w tem peraturze 77 K.

W yniki te  sugerują, że u tego m utan ta  brak  jest zależnego od ka­
tionów przepływ u energii z PSII na PSI.

Pewnego rodzaju dowodem może być również wykrycie korelacji 
między pojaw ieniem  się LHC podczas zielenienia chloroplastów a po­
wstaniem  zależnej od kationów regulacji rozdziału energii wzbudzenia 
[30, 35]. Ponadto wykazano, że Mg2+ przyczynia się do w zrostu depola­
ryzacji fluorescencji ze szczytam i przy  650, 675, 685 nm [66]. W tych w a­
runkach zaobserwowano także wzrost względnej wydajności fluorescen­
cji przy 650 i 675 nm. Dane te przem aw iały za tym , że po dodaniu  Mg** 
następuje wzrost efektywności przekazyw ania energii z LHC na chloro-
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fil anteny PSU i równocześnie zachodzi spadek efektywności przepływu 
energii z PSII na PSI. Natomiast kationy jednowartościowe stym ulują  
przekazywanie energii wzbudzenia z PSII na PSI [18, 62, 65].

Według modelu Seely (za [23, 62]) orientacja momentów przejścia 
niewielu, bo tylko 6 cząsteczek chlorofilu (z 344 znajdujących się w jedr- 
nostce fotosyntetycznej) zlokalizowanych w strategicznym punkcie m ię­
dzy PSII i PSI może decydować o wydajności przepływu energii między 
dwoma układami fotosyntezy. Ten „kanał” ma różnić się od innych 
kompleksów chlorofilowo-białkowych składem i sposobem ułożenia czą­
steczek chlorofilu. Kationy wiążąc się z nim powodują zmiany konfor- 
macyjne cząsteczek, przy czym kationy jednowartościowe są odpowie­
dzialne za powstanie stanu sprzyjającego przepływowi energii wzbudze­
nia PSII na PSI, a kationy dwuwartościowe hamują ten  przepływ.

Ponieważ chloroplasty w środowisku zawierającym lub nie zawiera­
jącym kationy dwuwartościowe odpowiadają in vivo odpowiednim sta­
nom SI i Sil [42] *, podjęto badania tych stanów u m utanta soi z obniżo­
ną ilością LHC i mutanta jęczmienia, którego pozbawiono LHC [35], 
Z widm fluorescencji wykonanych w temperaturze 77 K chloroplastów 
utrwalonych w aldehydzie glutarowym obliczono zmiany w stosunku do 
wielkości pasm emisyjnych przy 685 i 730 nm po oświetleniu światłem 
710 nm i światłem 650 nm. Stwierdzono redukcję przejścia SI-SI u m u ­
tanta soi i całkowite zahamowanie u m utanta jęczmienia, z czego można 
wysnuć wniosek, że LHC bierze udział w rozdziale energii wzbudzenia 
in vivo.

Analiza wzrostu pola nad krzywą indukcji fluorescencji w zawiesi-
%

nie chloroplastów z dodatkiem DCMU daje informację o kinetyce reakcji 
fotochemicznej PSII [43]. Wykreślając krzywą zależności logarytmu 
względnego pola od czasu, wykryto dwufazowy przebieg reakcji foto­
chemicznych w centrach reakcji PSII (ryc. 7). Prawdopodobnie jest to 
związane z istnieniem dwóch typów centrów reakcji (a i fi), które posia­
dają różne stałe szybkości. Kationy dwuwartościowe zwiększają aktyw ­
ność tylko centrów a, co może wskazywać, że tylko ten typ centrów 
reakcji jest związany z kompleksem LHC.

Z przedstawionych faktów wynika, że LHC tworzy odrębną jed­
nostkę strukturalną w obrębie błony tylakoidów. Jednostka ta połączona 
głównie z PSII w obszarze gran i w mniejszej ilości z PSI tego regionu

«  .  .  ;  ,  • .  ,  '  ■» '  ,  |  ,  I  . .  * ,  ,  i  i ,  «  . v  -  * f

W stan ie  S I ch lo rop lasty  są  zaadop tow ane  do św ia tła  abso rbow anego  przez 
b a rw n ik i P S I  lub  do ciemności. W ystępu je  in te n sy w n a  fluorescencja , gdyż energ ia  
ab so rb o w an a  przez P S II  n ie  je s t  p rzek azy w an a  ńa  P S I. W s tan ie  S i l  e n e rg ia  jest 
ab so rb o w an a  przez b a rw n ik  P S I I  i z dużą  w ydajnośc ią  jes t p rzek azy w an a  na  PSI; 
o b se rw u je  się w  tym  p rzy p ad k u  s łabą  Iluoreseencję .
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czas (s) .
Ryc. 7. W pływ  Mg*+ na zm iany  w zględnego pola n ad  k rzy w ą  indukcji fluorescencji

(wg [43])
•  • •  1 #• * i  * ® ® *

1 —  c z ą s te c z k i  w y s t ę p u j ą c e  na  p o w ie r z c h n i  P F ,  2 — c z ą s te c z k i  w y s t ę p u j ą c e  na p o w ie r z c h n i  
EF, 3 — c z ę ś ć  k o r o w a  c z ą s te k  EF, 4 — k o m p le k s  c h lo r o f i l  a /b -b ia łk o  z b ie r a ją c y  e n e r g ię

a  •  *  ^  Ł  ■  V  w  ■  W  •  1 T

'  . ' I  * * ,  • 4 . '  v  •

odgrywa istotną rolę w absorpcji energii świetlnej i w rozdziale energii 
wzbudzenia między układy fotosyntezy.

S k ład am  serdeczne podziękow ania  P a n u  prof. d r  hab. St. W ięckow skiem u za
. * * •• • •  ■ r  i  ‘ ’ '  r '  . * ,  •  ^  •  ;  '  • • • . • • • • • • • • * .  * •  •*

za in te resow an ie , pom ocną dy sku sję  oraz uw agi i w skazów ki przy  opracow aniu
nin ie jszej p racy .
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i

APARAT KURCZLIWY I SZKIELETOWY KOMÓRKI 
(Pokłosie II Międzynarodowego Kongresu Biologii Komórki)

Jacek  K U Ź N IC K I

Z ak ład  Biochem ii U k ład u  N erw ow ego i M ięśni, In s ty tu t  Biologii D ośw iadczalnej
im . M. Nenckiego, PAN, P a s te u ra  3, 02 - 093 W arszaw a

W dniach 31 września do 5 października 1980 r. odbył się w Berli­
nie Zachodnim II Międzynarodowy Kongres Biologii Komórki zorganizo­
wany przez European Cell Biology Organization (Federation of European 
Cell Biology Societies). W obradach wzięło udział ponad 3000 uczestni­
ków reprezentujących 51 krajów, w tym  12 uczestników z Polski. Na 
program Kongresu składały się wykłady plenarne, sympozja, spotkania 
robocze oraz sesje plakatowe

Wygłoszono następujące wykłady plenarne: Nowe aspekty onkologii 
(H. Harris); Organizacja i reorganizacja genów immunoglobulin (P. Le­
der); Zabiegi genetyczne na zarodkach (K. Illmensee); Mapowanie genów 
a transfer genów w komórkach ssaków (F. Ruddle); Geny eukariotyczne 
w komórkach prokariotycznych (W. Gilbert); Chloroplast i jądro 
współdziałanie genomów różnych organelli komórkowych (D. von Wett- 
stein).

Sympozja, spotkania robocze oraz sesje plakatowe odbywały się 
w sześciu grupach tematycznych:

I. Genomy, transkrypcja, powstawanie RNA i s truk tu ry  z nim 
związane.

II. Błony, synteza białka, wydzielanie i interakcja komórek.
III. Składniki aparatu kurczliwego i szkieletu komórki, ruchy we­

wnątrzkomórkowe i poruszanie się komórek.
IV. Komórki różnicujące się i ich różnicowanie.

* M a te r ia ły  z K o ngresu  ukaza ły  się w  E ur. J . Cell Biol., 22 (1), 1980, w  po ­
stac i zb ioru  kom un ika tów . P onad to , w  połow ie 1981 r. ukaże  się książka  pt. “I n ­
te rn a t io n a l  Cell Biology 1980/1981” zaw ie ra jąca  tek s ty  w y k ładó w  p lenarnych , sym - 
p o z ja ln y ch  i innych.
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V. Wyspecjalizowane układy komórek i ogólne problemy metabo­
lizmu komórkowego.

VI. Patologia komórek i komórkowe aspekty chorób.
Ponadto wyodrębniono sesję plakatową num er VII, pt. „Nowe me­

tody stosowane w biologii komórki”.
Przedstawione sprawozdanie dotyczy tylko sympozjum III, pt. „Con­

tractile and Cytoskeleton Elements, Intracellular Movements, and 
Cellular Locomotion”, i omawia te zagadnienia, które wzbudziły najwię­
cej uwagi i dyskusji, a które mogą wytyczać interesujące kierunki dal­
szych badań.

W komórkach niemięśniowych wyróżnia się trzy rodzaje u ltrastruk- 
tu r  pełniących funkcje motoryczne i szkieletowe, tzw. cytoszkielet. Są 
to mikrotubule, filamenty aktynowe, zwane mikrofilamentami, i fila- 
m enty  pośrednie. Sympozjum podzielono na trzy  części odpowiadające 
takiem u rozróżnieniu s tru k tu r  motoryczno-szkieletowych w komórce. 
Podział ten, dokonany ze względów organizacyjnych, okazał się czysto 
formalny, gdyż przedstawione w czasie sympozjum fakty  wskazują na 
współdziałanie mikrotubul z aktyną lub filamentami pośrednimi oraz na 
interakcję aktyny z filamentami pośrednimi.

W pierwszej części sympozjum dotyczącej mikrotubul i mitozy na 
szczególną uwagę zasługują trzy zagadnienia:

(a) Właściwości białek związanych z mikrotubulami

Od kilku lat prowadzone są prace nad charakterystyką białek zwią­
zanych z mikrotubulami, tzw. microtubule associated proteins (MAPs), 
obecnych w oczyszczonych przez polimeryzację i depolimeryzację prepa­
ra tach  tubuliny. W czasie sympozjum przedstawiono nowe dane na ten 
temat. Między innymi za pomocą przeciwciał wykazano, iż MAPs wystę­
pują  w wielu różnych komórkach i niezależnie od rodzaju komórki m a­
ją jednakowe właściwości immunologiczne. Stwierdzono, że MAPs wiążą 
się do kompleksu tubulina-liposomy. Wśród MAPs, oprócz białek o nie­
znanej funkcji enzymatycznej, wyróżniono fosfatazę, ATPazę oraz dwie 
kinazy. Jedna z nich o ciężarze cząsteczkowym około 100 000 daltonów 
katalizuje fosforylację związanego z tubuliną GDP do GTP. Aktywność 
tej kinazy nie zależy od stężenia jonów wapnia i cAMP, ale wzrasta pod 
wpływem jonów magnezu. Druga kinaza, obecna w preparatach tubuli­
ny, katalizuje fosforylację białek związanych z mikrotubulami, a jej 
aktywność zależy od stężenia cAMP.

(b) Inhibitory polimeryzacji tubuliny

W ciągu ostatnich dwóch lat pojawiły się prace dotyczące hamują­
cego, w obecności jonów wapnia, wpływu kalmoduliny na polimery­
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zację tubuliny. Wyniki przedstawione w czasie sympozjum wskazują, 
że kalmodulina nie wiąże się, jak sugerowano wcześniej, bezpośrednio 
z tubuliną, ale pośrednio — poprzez białka związane z mikrotubulami 
(MAPs). Ponadto, za pomocą metod immunologicznych wykazano, że 
w czasie mitozy kalmodulina pojawia się w dużym stężeniu w miejscu 
tworzenia nowych mikrotubul. Wyniki te potwierdzają wcześniejsze su­
gestie o udziale kalmoduliny w zależnym od mikrotubul ruchu chromo­
somów. Przedstawiono też nowe dane na temat obecności i właściwości 
kalmoduliny w rzęskach komórek nabłonka skrzeli mięczaków i pier­
wotniaków. Kalmodulina z tych komórek jest bardzo podobna do kal­
moduliny z komórek ssaków, chociaż słabiej aktywuje fosfodwuesterazę 
cyklicznych nukleotydów.

Z ameby Dictyostelium discoideum  wyizolowano białko o ciężarze 
cząsteczkowym około 15 000 daltonów, będące inhibitorem polimeryzacji 
tubuliny. Prawdopodobnie łączy się ono bezpośrednio z tubuliną, a nie 
jak kalmodulina za pośrednictwem MAPs.

Kolchicyna jest znanym i stosowanym od lat inhibitorem polimery­
zacji tubuliny. W doniesieniach zaprezentowanych w czasie sympozjum 
wykorzystano kolchicynę sprzężoną z izotiocyjanianem fluoresceiny do 
zbadania lokalizacji tubuliny. Zaobserwowano inny obraz fluorescencji 
niż przy użyciu przeciwciał na tubulinę wskazujący, że tak zmodyfiko­
wana kolchicyna wiąże się nie tylko do rozpuszczalnej tubuliny, lecz 
również do składników błon oraz do końca mikrotubul. W innych bada­
niach wykazano, że kolchicyna słabiej hamuje polimeryzację tubuliny 
z drożdży niż tubuliny z mózgu ssaków, co prawdopodobnie odzwierciedla 
różnice w sekwencji aminokwasowej obu białek.

(c) Współdziałanie mikrotubul z aktyną
Aktyna i miozyna zostały zidentyfikowane jako składniki wrzecio­

na mitotycznego. Stwierdzono, że in vivo część aktyny jest związana 
z mikrotubulami, a oczyszczona aktyna reaguje in vitro z tubuliną, two­
rząc s truk tu ry  o właściwościach żelu. Połączenia między aktyną a tu ­
buliną są utworzone przez białka związane z mikrotubulami (MAPs), 
które dodatkowo wykazują zdolność do rozgałęziania mikrofilamentów 
aktynowych. Współdziałanie mikrotubul z aktyną wykryto nie tylko 
w komórkach nerwowych ssaków, lecz również w płytkach krwi, w na­
błonku tarczycy, w ciałkach bazalnych komórek rzęskowych nabłonka 
tchawicy i nibynóżek otwornic. Ponadto, za pomocą metod immunolo­
gicznych wykazano, że rzęski nabłonka jajowodów zawierają aktynę 
i miozynę, co razem z wcześniejszymi doniesieniami o obecności aktyny 
V/ wiciach pozwala sugerować o występowaniu w wiciach i rzęskach 
dwóch układów: tubulino-dyneinowego i aktomiozynowego. Sugerowano,
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że współdziałanie mikrotubul i mikrofilamentów aktyny podlegać może 
podobnym zasadom, co współdziałanie mięśni i kości na poziomie makro­
skopowym.

W drugiej części sympozjum dotyczącej mikrofilamentów aktyno­
wych dwa zagadnienia zasługują na szczególną uwagę:

(a) Rodzaje i właściwości białek regulujących polimeryzację aktyny
i rozgałęzianie jej mikrofilamentów

Na polimeryzację i żelifikację endogennej aktyny wpływają w róż­
nych komórkach różne białka: np. w Dictyostelium discoideum  — biał­
ko o ciężarze cząsteczkowym 39 000 daltonów, w Physarum polycepha- 
lum  — fragmina — 43 000, w makrofagach — żelsolina — 91 000 i biał­
ko wiążące aktynę, w płytkach krwi — białko o ciężarze cząsteczkowym
95 000, w Acanthamoeba castellani — plastycina — białko składające się 
z dwóch łańcuchów polipeptydowych o ciężarze 31 000 i 28 000, w komór­
kach Ehrlicha — aktynożelina o ciężarze cząsteczkowym 115 000, w kosm- 
kach śluzówki jelita — wilina — 95 000, a w osoczu krwi — białko o cię­
żarze 92 000. Większość tych białek działa tylko w obecności mikromo- 
lowych stężeń jonów wapnia, ale nie wymaga obecności kalmoduliny. 
Białko z Dietyostelium discoideum  hamuje depolimeryzację aktyny, na­
tomiast żelsolina z makrofagów, plastycina z Acanthamoeby  oraz frag­
mina z Physarum  powodują depolimeryzację F-aktyny do krótkich mi­
krofilamentów. Z kolei aktynożelina z komórek Ehrlicha i białko wiążące 
aktynę z makrofagów biorą udział w rozgałęzianiu mikrofilamentów akty­
nowych i tworzeniu s truk tu r  sieciowatych. Jeszcze inaczej działa wilina, 
która tworzy połączenia między poszczególnymi mikrofilamentami 
w pęczkach aktynowych kosmków jelita.

(b) Zastosowanie cytochalazyny do badania polimeryzacji aktyny i jej
interakcji z różnymi białkami

Cytochalazyna wpływa destrukcyjnie na końce polimeryzujących 
mikrofilamentów aktyny oraz na tworzenie połączeń między nimi. Ha­
mujące działanie cytochalazyny na cytokinezę polega na dezintegracji 
mikrofilamentów aktyny. Podobnie tłumaczy się stymulujący wpływ 
tego związku na sekrecję mukopolisacharydów i enzymów lizozomalnych 
przez fibroblasty. Cytochalazyna powoduje gwałtowne cofanie się k ra­
wędzi hodowanych fibroblastów i odwracalne zmiany strukturalne w u- 
kładzie mikrofilamentów.

Tematem trzeciej części sympozjum były pośrednie filamenty: ich 
skład białkowy, występowanie i funkcja. Są to podłużne s truk tu ry  
o średnicy około 100 A występujące w większości komórek. Na podsta­
wie właściwości biochemicznych i immunologicznych wyróżnia się pięć
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rodzajów pośrednich filamentów: keratynowe, desminowe, wimentinowe 
oraz neurofilamenty i filamenty komórek glejowych. Filamenty kera ty­
nowe występują w komórkach nabłonkowych i są zbudowane z białek 
o ciężarze cząsteczkowym od 40 000 do 70 000 daltonów. Neurofilamenty 
składają się z dwóch, a częściej z trzech białek o różnych ciężarach 
cząsteczkowych. W mózgu ssaków dwa z tych białek mają wysoki cię­
żar cząsteczkowy, rzędu 200 000, a trzecie białko — około 70 000 dalto­
nów. Filamenty desminowe, zbudowane z jednego białka zwanego des- 
miną (50 000), znajdują się w mięśniach, natomiast filamenty wimenti­
nowe zbudowane są z białka wimentiny (52 000) i występują zarówno 
w mięśniach, jak i w komórkach niemięśniowych. W większości komó­
rek znajdują się dwa rodzaje filamentów pośrednich: filamenty specy­
ficzne dla danego rodzaju tkanki oraz filamenty wimentinowe, np. 
w mięśniach szkieletowych i sercowych składnikami linii Z oprócz in­
nych białek są desmina i wimentina, a w komórkach nabłonkowych 
oprócz filamentów keratynowych są obecne filamenty wimentinowe. 
Wszystkie białka wchodzące w skład filamentów pośrednich są ufosfo- 
rylowane i ulegają fosforylacji in vitro. Przypuszcza się, że proces fos­
forylacji wpływa na stopień polimeryzacji i agregacji pośrednich fila­
mentów, chociaż nie zostało to dowiedzione.

Oczyszczone filamenty pośrednie, podobnie jak mikrotubule, zawie­
rają związane białka, które pod wieloma względami (ciężar cząsteczkowy, 
mapy peptydowe, zdolność do fosforylacji i zdolność do indukowania 
agregacji mikrotubul) przypominają MAPs. Oprócz tych białek w prepa­
ratach pośrednich filamentów znaleziono również zależną od stężenia jo­
nów wapnia proteazę, specyficzną wobec tych filamentów. W komórkach 
nerwowych oraz w fibroblastach wykazano, że między pośrednimi fila-
mentami a mikrotubulami istnieją funkcjonalne połączenia. Uważa się, 
że pośrednie filamenty tworzą mechaniczne połączenia między poszcze­
gólnymi składnikami komórki i razem z mikrotubulami stanowią szkielet 
komórkowy.

Omówione zagadnienia nie wyczerpują tematów omawianych w cza­
sie III sympozjum II Międzynarodowego Kongresu Biologii Komórki. 
Odzwierciedlają one jedynie te kierunki badań, wokół których skoncen­
trowana była uwaga dużej grupy uczestników. Największy postęp za­
znaczył się w dwóch dziedzinach: w badaniach nad budową i funkcją 
pośrednich filamentów oraz w badaniach nad białkami wiążącymi aktynę, 
które regulują stopień jej polimeryzacji i rozgałęzienia. Dominował po­
gląd, że właśnie wyniki tych badań przybliżą nas w znacznym stopniu 
do zrozumienia molekularnych zasad funkcjonowania aparatu ruchowego 
komórek mięśniowych i niemięśniowych.
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RECENZJE

Histochemistry. Theoretical and Applied. Volume one: Preparative and 
Optical Technology, by A. G. E. Pearse.

W yd. czw arte , C h u rch ill  L iv ingstone, E d inburgh , L ondon  and  N ew  Y ork  1980.

Prawie 27 lat upłynęło od ukazania się pierwszego wydania „Histo- 
chemii Pearse’a”, która stała się swojego rodzaju „vademecum” nie tylko 
początkujących histochemików. Pierwsze wydanie tej książki (1953 r.) 
doczekało się tłumaczenia na język polski, następnie hiszpański, a w y­
danie następne (1960 r.) — na język rosyjski. Trzecie wydanie (1979 r.) 
przełożono na język włoski. Obecne czwarte wydanie, znacznie poszerzo­
ne, składać się będzie z trzech tomów, obecnego i dwóch następnych bę­
dących w przygotowaniu: „Analytical Technology” i „Enzyme Tech­
nology”.

Od narodzenia się pierwszej myśli napisania tej książki upłynęło 
bez mała 30 lat. W tym okresie byliśmy świadkami narodzenia się wielu 
technik badawczych, a przede wszystkim mikroskopii elektronowej; naj­
pierw transmisyjnej, następnie skaningowej i wysokonapięciowej. Wy­
pracowano zatem i zaadoptowano wiele metod badawczych, które pozwa­
lają spojrzeć na u ltrastruk tura lną  organizację cytoplazmy komórki oczy­
ma chemika i biochemika. Rozwój technik badawczych, synteza nowych 
związków chemicznych, wprzęgnięcie w służbę histologii pierwiastków 
promieniotwórczych i metod immunologicznych zmusiły autora książki 
do gruntownej rewizji poprzednich wydań i poszerzenia wydania obec­
nego do objętości trzech tomów.

Pierwszy tom, który ukazał się na początku bieżącego roku, obej­
m uje głównie zagadnienia techniki przygotowawczej materiału oraz mi­
kroskopii świetlnej. Książka składa się z 11 rozdziałów oraz krótkiego 
dodatku, w którym czytelnik może znaleźć m. in. bardzo pożytecznie 
zestawione wartości i symbole różnych jednostek tak fizycznych, jak 
i chemicznych. Oprócz krótkiego rysu historycznego, który wprowadza 
młodego adepta histochemii w dzieje tej metody badawczej (rozdz. 1), na­
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stępne cztery rozdziały zawierają opisy metod przygotowania tkanek 
do dalszych procesów histochemicznych oraz rozważania teoretyczne, 
w których autor uzasadnia zastosowanie poszczególnych metod przygo­
towania tkanek do odpowiednich analiz chemicznych. Rozdział drugi zo­
stał poświęcony metodom skrawania tkanek w niskich tem peraturach  
z zastosowaniem kriomikrotomów i ultrakriomikrotomów, z przeznacze­
niem do obserwacji w mikroskopie elektronowym. Każdy rozdział ni­
niejszej książki, a zatem i ten, składa się z dwóch części: rozważań histo­
rycznych nad powstaniem danej metody oraz dyskusji teoretycznej za­
wartych w rozdziale metod. Na końcu rozdziału czytelnik znajdzie do­
datek, w którym autor zebrał szczegółowe recepty, według których czy­
telnik może prowadzić swoje badania histochemiczne. Rozdział drugi 
jest bogato ilustrowany fotografiami różnych typów krioultramikroto- 
mów oraz ich schematami. W rozdziale trzecim autor omawia różne m e­
tody liofilizacji tkanek, ilustrując te metody wykresami obrazującymi 
przebieg fizycznego procesu, jakim jest zamrażanie tkanek. Znajdują 
się tam również bardzo instruktywne schematy liofilizatorów, dzięki 
czemu niejeden pomysłowy badacz może skonstruować własny aparat do­
suszenia tkanek. W rozdziale tym autor opisuje również metody przy­
gotowania tkanek do obserwacji w mikroskopie skaningowym. W sto­
sunkowo krótkim rozdziale czwartym czytelnik może zaznajomić sie 
z metodami utrwalania tkanek na drodze wymiany, podstawienia wody 
w tkankach odpowiednim rozpuszczalnikiem, jak alkohol lub aceton z do­
datkiem soli lub tlenków niektórych metali ciężkich, takich jak osm, 
rtęć lub chrom. Metoda ta — „Freeze-substitution” — ma bardzo sze­
rokie zastosowanie w histochemii, a zwłaszcza w immunohistochemii. 
W rozdziale piątym autor rozważa procesy chemiczne, jakie mają lub 
mogą mieć miejsce w czasie działania związków utrwalających, takich 
jak aldehydy, sole metali ciężkich itp., na różne związki organiczne i po­
limery budujące składniki komórki. W dodatku czytelnik znajdzie kilka 
przepisów rutynowo używanych utrwalaczy do różnych typów tkanek. 
Największym rozdziałem recenzowanej książki jest rozdział poświęcony 
immunohistochemii. Autor rozwinął w obecnym wydaniu książki mały 
fragment z podobnego rozdziału wydania pierwszego do pełnego rozdzia­
łu liczącego 95 stron. Opisuje w nim wiele metod znakowania przeciw­
ciał oraz sposoby ich wykrywania tak w mikroskopie świetlnym, jak 
i elektronowym. Rozdział dotyczący metod immunohistochemicznych jest 
bogato ilustrowany kolorowymi schematami, które bardzo instruktywnie 
obrazują mechanizmy interakcji różnie znakowanych przeciwciał z anty­
genami. Obszerny dodatek do tego rozdziału obejmuje przepisy na spraw­
dzanie specyfiki przeciwciał, przygotowywanie i oczyszczanie immuno­
globulin i cały szereg recept niezbędnych do pracy metodami immuno-
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cytochemicznymi tak na poziomie mikroskopii świetlnej, jak i elektro­
nowej. Bardzo pożytecznym dodatkiem do tego rozdziału jest załączony 
spis adresów firm, które rozprowadzają potrzebne do immunohistochemii 
odczynniki.

Rozdziały 7 i 8 dotyczą odpowiednio wykrywania pewnej grupy en­
zymów za pomocą techniki sporządzania błon żelatynowych nasyconych 
odpowiednim substratem, np. DNA dla wykrywania DN-azy, zastosowa­
nia enzymów jako odczynników na specyficzne składniki komórkowe, np. 
nukieazy, hyaluronidazy i neuraminidazy. Oprócz tej pierwszej grupy 
enzymów o pierwszorzędnym znaczeniu, autor z całą ostrożnością oma­
wia jeszcze dwie inne grupy enzymów o drugorzędnym znaczeniu w tech­
nice histochemicznej, są to: amylazy, trypsyna i pepsyna oraz różne ela- 
stazy, kolagenazy, pektynazy, lipazy i fosfolipazy. Drugim co do wiel­
kości rozdziałem jest rozdział 9 (43 str.), poświęcony autoradiografii oraz 
jej zastosowaniu. Z przyjemnością znajdujemy w tym rozdziale nazwis­
ka polskich uczonych (K. Ostrowski, W. Sawicki, E. Piątkowską i in.), 
którzy opracowali specjalną metodę scyntylacyjną, opisaną i zalecaną 
przez autora książki. Ostatnie dwa rozdziały (10 i 11) poświęcone mikros­
kopii fluorescencyjnej i histochemii ilościowej zostały napisane przez 
F. D. W. Rosta. Autor tych rozdziałów omawia na wstępie podstawy zja­
wiska fluorescencji oraz jej źródła i zastosowanie. W krótkim dodatku 
znajdujemy zestaw barwników fluorescencyjnych oraz ich fizykochemicz­
ne właściwości. Omawia również rodzaje materiału fotograficznego, jaki 
powinien być stosowany równolegle z tą techniką badawczą. W rozdzia­
le ostatnim (11) znajdzie czytelnik opisy, niestety bardzo kosztownych, 
instrumentów, które muszą być stosowane, jeżeli badacz postawi sobie 
ambitne zadanie ilościowego określenia różnych wyników przeprowa­
dzonych reakcji histochemicznych. Książka zawiera bardzo czytelnie ze­
stawiony indeks.

Recenzowana książka została napisana przez wybitnego specjalistę 
histochemika, którego autorytetu  nie trzeba rekomendować wśród cyto­
logów i histologów polskich. Zebrany w niej kapitał informacji znajdzie 
bez wątpienia inwestorów7 w naszym kraju  i pomimo zapewne wysokiej 
ceny (recenzent dysponował egzemplarzem okazowym) znajdzie chęt­
nych nabywców. Można również zainteresować wydawców polskich do 
wszczęcia kroków z autorem, w celu przetłumaczenia tego dzieła na ję­
zyk polski.

W. K ila rsk i

t
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136 RECEN ZJE

Primordial Germ Cells in Chordates. Embriogenesis and development, 
by Peter D. Nieuwkoop and Lien A. Sutasurya.

W ydana  przez C am bridge  U n ivers ity  Press. C am bridge , London, N ew  Y ork, M el­
bourne .

Recenzowana książka jest następną (7) edycją w znanej serii „De­
velopmental and Cell Biology”. Opracowania problemu pochodzenia i lo­
sów komórek prapłciowych w ontogenezie strunowców podjęli się 
P. D. Nieuwkoop, dyrektor Laboratorium Hubrechta w Utrechcie i p ro­
fesor uniwersytetu w Utrechcie (Holandia), oraz jego współpracownik 
L. A. Sutasurya, obecnie wykładowca biologii w Bandungu (Indonezja).

Książka liczy 148 stron tekstu, jest zaopatrzona w spis l i te ra tu ry
0 pełnej bibliografii. Zawiera ona około 520 pozycji datowanych od d ru ­
giej połowy XIX w. do lat ostatnich naszego dziesięciolecia. Trzy in­
deksy: autorski, nazw zwierząt i rzeczowy podnoszą dodatkowo wartość 
użytkową tego cennego dzieła.

Komórki prapłciowe są szczególnie wyróżniającymi się wśród in­
nych komórek budujących ciało zarodka. Ich szczególne cechy morfolo­
giczne pozwalają wyróżnić je wśród innych komórek już we wczesnych 
stadiach rozwojowych strunowców i następnie prześledzić szlaki ich wę­
drówek od miejsca powstania do zawiązków gonad, gdzie osiedlają się
1 różnicują w przyszłe definitywne komórki płciowe.

Autorzy dyskutują na podstawie zarówno danych opisowych, jak 
i badań eksperymentalnych prowadzonych na przedstawicielach prawie 
wszystkich grup strunowców. Przeprowadzają oni porównawcze analizy 
nad charakterystycznymi cechami morfologicznymi, które jak się oka­
zało są wspólne dla wielu grup strunowców. Autorzy postawili sobie za­
danie ustalenia strukturalnego czynnika determinującego przeznaczenie 
komórek prapłciowych. W efekcie tych rozważań czytelnik dowiaduje 
się, że czynnik determinujący, zdaniem autorów, nie ma charakteru 
strukturalnego, a obserwowane charakterystyczne dla tych komórek ele­
menty cytoplazmatyczne (plazma zarodkowa) są jedynie efektem towa­
rzyszącym i nie są równowartościowe pod względem funkcjonalnym 
w komórkach prapłciowych różnych grup kręgowców. Zdaniem recen­
zenta autorzy zbyt pobieżnie przedstawili zagadnienie czynnika lub 
czynników determinujących, które bezsprzecznie mają swoje s tru k tu ra l­
ne wykładniki pod postacią układów cząsteczkowych, które umykają 
obserwatorowi wyposażonemu nawet w najdoskonalsze mikroskopy elek­
tronowe czy też inne instrum enty analityczne.

Strunowce stanowią stosunkowo zwartą grupę z filogenetycznego 
punk tu  widzenia. Dzięki współcześnie żyjącym bardzo prym ityw nym  for­
mom, oprócz tych, które stoją na szczycie filogenetycznego rozwoju, moż­
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na prześledzić i wskazać stosunkowo wspólną linię ogólnego rozwoju ko­
mórek prapłciowych z równoczesnym podkreśleniem różnic tak w pocho­
dzeniu tych komórek, jak również w sposobie ich wędrówek do miejsca 
przeznaczenia (zawiązki gonad) w różnych grupach kręgowców. Autorzy 
bardzo sugestywnie przedstawiają filogenetyczne zależności, jakie ist­
nieją między różnymi sposobami powstawania komórek prapłciowych 
różnych grup strunowców a historią ich rozwoju. Dzięki temu historia 
rozwoju komórek prapłciowych dostarcza nowych dowodów embriolo- 
gicznych, które w pewnym stopniu wyjaśniają stosunki pokrewieństw, 
jakie istnieją między współcześnie istniejącymi strunowcami.

Treść książki zawarta jest w 9 rozdziałach obejmujących dane do­
tyczące: wczesnych stadiów rozwojowych kręgowców ze specjalnym 
uwzględnieniem powstawania mezodermy, charakterystyki komórek p ra ­
płciowych, ich powstawania, tworzenia zawiązków gonad, sposobu m i­
gracji komórek prapłciowych oraz filogenetycznego znaczenia omawia­
nych danych embriologicznych. Wiadomości ujęte w rozdziałach omawia­
ne są według jednego schematu. Autorzy omawiają najpierw dane po­
zyskane z obserwacji opisowych, a następnie eksperymentalnych. W kon­
kluzji można stwierdzić, zgodnie z intencją autorów, że wiadomości na­
sze dotyczące powstawania komórek prapłciowych są bardzo ograniczo­
ne, a w niektórych grupach wprost fragmentaryczne. Po przeczytaniu tej 
książki, ilustrowanej bardzo przejrzystymi oraz instruktywnymi sche­
matami, czytelnik natychmiast zrozumie, że problem powstawania ko­
mórek prapłciowych pozostaje nadal otwarty, a wiele grup kręgowców 
oczekuje nadal na podstawowe badania embriologiczne, tak opisowe, jak 
i eksperymentalne, które dostarczą nowych, a w wielu przypadkach cał­
kiem podstawowych informacji o komórkach prapłciowych.

W incen ty  K ila rsk i
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INFORMACJE DLA AUTORÓW

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

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

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

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

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

Przykłady cytowania literatury:
[1] Hnilica L. S., McCIure M. E., Speltzberg T. C., Histone biosynthesis and the 

celi cycle, [w] Histone and Nucleohistones, red, D. M. P. Philips, Plenum Press, 
London, New York 1977, 60-64.

[2] Sachsenmajer W., Remy U,, Plattner R., Initiation of synchronous mitosis in 
Physarum polycephalum, Exptl. Celi Res., 73: 41 - 48, 1972,
Tabele należy dołączyć na oddzielnych kartkach — każda powinna być pod­

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

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów.
Autor na życzenie Redakcji obowiązany jest zrobić korektę autorską, którą 

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

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