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TABELA

Modyfikacje 1 schemat dziatania metody immunocytochemiczne]
(w nawilasach podano nazwy uzywane w literaturze angielskiej)

Metoda iImmunoenzymatyczna

Metoda (Immunoenzymatic, immunoperoxidase technique)
im_munofluorescencyjna metoda oznakowanej peroksydazy metoda nieoznakowanej peroksy-
(immunofluorescence (conjugated peroxidase tech., dazy (unlabelled antibody

technique) peroxidase labelled antibody enzyme tech., immunoglobulin-
tech.) enzyme bridge tech.)

1. Przeciwciato I, anty-GnRH

2. Przeciwciato Il, 2. Przeciwciato 11, 2. Anty-y-globulina
anty-y-globulina ozna- anty-y-globulina oznakowana 3. Kompleks PAP
kowana fluoresceina peroksydaza chrzanowa 4, DAB + H20?2
3. Obserwacja w mikro- 3. DAB + H20 2 5. Obserwacja w mikroskopie
skopie fluorescencyj- 4, Obserwacja w mikroskopie Swietlnym
nym Swietlnym 6. Czterotlenek osmu
5. Czterotlenek osmu /. Obserwacja w mikroskopie
6. Obserwacja w mikroskopie elektronowym

elektronowym

Jako kompleks z wtasnym przeciwciatem, tzw. PAP (peroxidase-antipe-
roxidase complex). Ma on ksztatt pentagonalny 1 jJest rozpoznawalny
w mikroskopie elektronowym.
Jednoczesne oznaczenle wiece] niz jednego antygenu w tym samym
tkankowym jJest mozliwe pr
lukty reakcji o odmiennych [74] lub uzycie rdznych
enzymatycznych markerow w dwoch nastepujacych po sobie procedu
rach [29].

RODZAJE PRZECIWCIAL ANTYGONADOLIBERYNY

Powodzenie reakcji immunocytochemicznej zalezy od uzycla SwoO-
Istego 1 dobrze oczyszczonego przeciwclata. Procedury otrzymywania
przeciwciat w szeregu laboratoriach roznig sie znacznie 1 wydaje sie, ze
jest to Jedna z przyczyn uzyskiwania kontrowersyjnych wynikow w ba-
dantach nad lokalizacja GnRH metodami immunocytochemicznymi. De-

kapeptyd GnRH ma wiasciwosci hap'tenu prostego. Aby zwigzek ten
uczynic immunogennym adsorbuje sie go na weglu drzewnym lub poli-

winylopyrolidonie. Inng, najczescie] stosowang metoda jest chemiczne
sprzeganie GnRH z czasteczkami biatkowymi: ludzka lub bydleca albu-
ming, gamma-globuling swinki morskiej oraz ludzka alfa-globuling.
Witasciwoscl uzyskanego przeciwciata sa w duzym stopniu zalezne od
tego, w Jakie] pozycji aminokwasowe] hap'tenu nastepuje sprzezenile
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z czasteczka biatka. Okazato sie, ze wyniki uzyskane z badan nad immu-
nocytochemiczna lokalizacja GnRH przy uzyciu réznych przeciwciat an-
ty-GnRH nie zawsze sg ze soba zgodne. Szczegodlnie kontrowersyjny oka-
zat sie problem dotyczacy lokalizacji hormonu w perykarionach, gdzie
prawdopodobnie odbywa sie jJego synteza. Stwierdzono, ze np. przeciw-
clata anty-GnRH, otrzymane z dekapeptydu sprzezonego z bydlecag al-
buming w pozycji tyrozyny, nie byty zdolne do ujawnienia GnRH w pe-
rykarionach, w zadnych warunkach dosSwiadczalnych [6-8, 38, 41]. Na-
tomiast sprzezenie w tej samej pozycjl z Inna czasteczka blatka — pero-
ksydaza chrzanowa [54] lub tyroglobuling [2] — dawato w rezultacie
przeciwclata ujawnilajace gonadoliberyne w perykarionach. Pozytywna
reakcje w perykarionach dawaty rowniez przeciwciata uzyskane z GnRH
sprzezonej z czasteczkag bilatka w pozycji histydyny [14, 16, 18, 20, 25,
43, 95] 1 w pozycji koncowej glicyny [92]. Sternberger 1 Hoffman [99]
uwazaja, ze w wigzaniu GnRH z przeciwclatem istotng role odgrywa
C-koncowa glicyna, natomiast N-koncowa glutamina nie bierze udziatu
W reakcjl.

LOKALIZACJA GONADOLIBERYNY W OSRODKOWYM UKLADZIE
NERWOWYM METODA RADIOIMMUNOLOGICZNA

Pierwsze dane na temat wystepowania gonadoliberyny w osrodko-
wym uktadzie nerwowym Kkregowcow uzyskano za pomoca metody radio-
Immunologiczne] na Kkilka lat przed zastosowaniem technikl Immunocy-
tologicznej. W homogenatach tkanki nerwowe] oznaczano stezenie GnRH
uzywajac przeciwclat wytworzonych przeciwko syntetycznej GnRH
[4, 76], ktora wykazywata Sciste podobienstwo struktury u rdéznych ga-
tunkow kregowcow [37, 48, 103]. Gonadoliberyne oznaczono w Wwycla-
gach podwzgorzy ssakow [34, 51, 53, 7/, 106], ptakow [48] oraz ptazow
[103]. Znaleziono ja rowniez w szyszynce niektorych ssakow [107], a tak-
Zze W ptynie mdézgowo-rdzeniowym szczura [52].

Stwierdzono, ze strukturg zawierajaca najwieksze stezenie radiolm-
munologiczne] GnRH jest wyniostoSC posrodkowa, a takze jadro lejka
[77, 106]. Kizer 1 wsp. [53] zmierzyli stezenie GnRH w poszczegdlnych
czesclach wyniostosci posrodkowej 1 stwierdzili, ze w czesci przednie]
gonadoliberyna znajduje sie w gtebszych warstwach tego narzadu, na-
tomiast w Jego czesScl srodkowe] — w boczne] zewnetrznej strefie. Znacz-
ne 1losci GnRH znaleziono w okolicach skrzyzowania wzrokowego, ktora
to struktura pokrywata sie prawdopodobnie z regionem narzadu naczy-
niowego blaszki krancowej [51, 53, 106].

Doktadniejszych danych wskazujacych na cykliczne zmiany w za-
wartosci gonadoliberyny w rdéznych obszarach podwzgorza dostarczyty
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badania przeprowadzone na samicach szczura w roznych fazach cyklu
ptciowego. Badano okolice brzuszno-przysrodkowego podwzgorza (okolica
guzowa) Wwraz z czescig szyputy przysadki 1 wyniostoscig posrodkowa
oraz przednie podwzgorze pokrywajace sie z polem przedwzrokowym.
W Dbrzuszno-przySrodkowym podwzgorzu maksymalne wartoSci obserwo-
wano W proestrus rano 1 w estrus [3, 49], a takze w okresie poznego
proestrus [50], wartosci minimalne od godz. 120 estrus do godz. 120
diestrus Il [3]. W polu przedwzrokowym najwyzsze stezenie GnRH wy-
stepowato w okresie diestrus Il 1 proestrus [49], a nastepnie nastepowat
gwattowny spadek w estrus miedzy godz. 8 a 120 [3].

IMMUNOCYTOCHEMICZNA LOKALIZACJA GONADOLIBERYNY
W OSRODKOWYM UKLADZIE NERWOWYM

- Metoda immunocytochemiczna w przeciwienstwie do radioimmunolo-
giczne] pozwala na precyzyjna lokalizacje hormonu w poszczegdlnych
elementach komorki nerwowej, w jadrach podwzgorza, a takze na prze-
Sledzenie drog nerwowych przewodzacych hormon do zakonczen nerwo-
wych w wyniostosci posrodkowej 1 narzadzie naczyritowym blaszki kran-
cowej. Do chwili obecnej gonadoliberyne znaleziono w podwzgdrzu na-
stepujacych gatunkow: cztowieka [11, 22, 25, 27, 78], matp naczelnych
| matpy rezus [12 - 15, 43, 97], psa 1 kota [17, 18, 26], krolika [9, 91],
swinki 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 [/, 41,
43, 44, 58, 62, 109]. Poza wymienionymi gatunkami ssakow, GnRH Dba-
dano rowniez u nielicznych przedstawicieli innych kregowcow, jak ptaki
[23, 28], ryby [39, 94] oraz ptazy [2, 40]. We wszystkich tych doniesie-
niach, z matymi wyjatkami, gonadoliberyne reagujaca immunologicznie
ze swolstym przeciwclatem zlokalizowano za pomoca mikroskopu elek-
tronowego w aksonach |28, 38, 80, 96]. Hormon wystepuje w postacl
zlaren o Srednicy okoto 75-95 nm [80]. Tylko Koztowskl I Zimmerman
58] oraz Koztowski 1 wsp. [109] uwazaja, ze u myszy gonadoliberyna
wykazujagca aktywnoS¢ immunologiczng Jest zlokalizowana gtownie
w wypustkach komorek ependymy wysScielajacych 111 komore madzgu.

Najintensywniejsza reakcja immunocytochemiczna z przeciwclatem

anty-GnRH Jest obserwowana w czesci podwzgdrza zwanej wyniostoscia
posrodkowag, ktora ma bezposrednie potaczenie z przysadka przez Kraze-

niowy uktad wrotny. Hormon widoczny w mikroskopie Swietlnym
w postaclt brazowo wybarwionych ziaren (technika peroksydazowa) wy-

stepuje w zakonczeniach nerwowych tworzacych tzw. zewnetrzng war-
stwe palisadowg, usytuowana w bezposrednim kontakcie z naczyniami
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wtosowatymi uktadu wrotnego, oraz w proksymalnej czescli szyputy
przysadki przylegajace] do czesci guzowe] przysadki. Zgodnie z bada-
ntami Szentdghothal 1 wsp. [101] uktad ten stanowl koncowy fragment
tzw. drogi guzowo-lejkowe] (tubero-infundibular tract), ktory jest czes-
cla systemu drobnokomorkowego opisanego przez Szentaghothal w 1964 r.
[100]. Autor ten przypuszczat, ze droga guzowo-lejkowa rozpoczyna sie
w perykarionach jadra lejka, jednakze poOzniejsze badania wykazaty, ze
w Jego sktad wchodza rowniez aksony pochodzace 1 z innych jader pod-
wzgorza. Obecnie uwaza sie, ze droga guzowo-lejkowa jest jednym z waz-
niejszych uktadow neurosekrecyjnych, w ktorym sa produkowane tran-
sportowane 1 uwalniane hormony podwzgorzowe. WyniostosC posrodko-
wa petni w tym uktadzie role narzadu neurohemalnego, w ktorym hor-
mony sa gromadzone 1 uwalniane do krwil naczyniowego uktadu wrot-
nego. Synteza hormondow odbywa sie prawdopodobnie w perykarionach,
ktorych lokalizacja, w przypadku gonadoliberyny, do te] pory jest spra-
wa nie catkiem wyjasniong I kontrowersyjna.

TRUDNOSCI W WYKRYWANIU PERYKARIONOW GnRH

O i1le wykazanie obecnosci czynnego immunologicznie GnRH w wy-
niostosci posrodkowej nie sprawia trudnosci w wiekszosci przebadanych
gatunkow, o tyle uwidocznienie GnRH w perykarionie, gdzie odbywa sie
synteza hormonu, Jest bardzo trudne. Pierwsze 1 najobszerniejsze badania
lokalizacji GnRH metodg Immunocytochemiczng przeprowadzone Dbyty
na Swince morskiej 1 szczurze. Okazato sie, ze u tych dwoch gatunkow nie-
mozliwe jest uwidocznienie perykariondow syntetyzujacych GnRH bez u-
przedniego podania zwierzetom pewnych srodkow farmakologicznych. Nie
stosujac te] dodatkowe] procedury, uzyskiwano reakcje immunologiczna
z przeciwciatem anty-GnRH tylko w aksonach 1 w zakonczeniach ner-
wowych wyniostosci posrodkowej 1 blaszki krancowej [7, 50, 56]. Nato-
miast w ciatach neurocytow, gdzie jak sadzono hormon jest syntetyzo-
wany, reakcja nie zachodzita. U Swinki morskiej uzyskano reakcje Im-
munologiczng w perykarionach GnRH dopiero po podaniu kolchicyny
| po kastracji [19, 20] oraz po dokomorowe] iInfuzji serotoniny lub sul-
pirydu [61, 63]. aczne podanie sulpirydu, srodka hamujacego owulacje,
wraz z kolchicyna, Srodkiem blokujacym przeptyw aksoplazmatyczny,
zwiekszato liczbe perykarionow, w ktorych zachodzita reakcja z prze-
ciwclatem przeciwko GnRH [63]. U szczura takze nie udato sie wykryc
perykarionow GnRH u normalnych osobnikow, jak rowniez u tych, kto-
rym podano kolchicyne [89]. Dopiero zastosowanie narkozy nembutalo-
we] u samic w okresie owulacyjnym oraz ciec frontalnych podwzgorza



LOKALIZACJA GONADOLIBERYNY 03

w obszarze okotowzrokowym pozwolito na ujawnienie perykariondow
GnRH u tego gatunku [92].

Na podstawie wynikow doswiadczen stwierdzono, ze ciata neurocy-
tow, w ktorych zlokalizowano GnRH, wystepuja najliczniej w przednim
podwzgodrzu, a mianowicie: w okolicach skrzyzowania wzrokowego, w po-
lu okotowzrokowym, a takze koto przegrody. W 1975 r. Nailk [73] bada-
jac podwzgorze szczura spostrzegt obecnoSc perykariondw reagujacych
pozytywnie z przeciwclatem anty-GnRH nie tylko na obszarze przedniego
podwzgorza, ale rowniez w brzuszno-przysrodkowym podwzgorzu, w |a-
drach lejka 1 suteczkowatym. Taka samg lokalizacje podata Hoffman
[44]. Jednakze prace Naika poddane zostaty krytyce przez Setaldo 1 wsp.
192]. Zarzucono temu Dbadaczowl stosowanie zbyt stezonego roztworu
przeciwclata oraz brak odpowiednich kontroli. Wyniki pracy Hoffman
zostaty wkrotce przez nig sama odwotane [31].

Istnieje Kkilka hipotez wyjasniajacych przyczyny niepowodzenia
w wykrywaniu perykarionow syntetyzujacych GnRH u Swinki mor-
skiej, szczura, a takze niektorych innych gatunkow. Szereg autorow
uwaza, ze stezenie hormonu syntetyzowanego w ciele neurocytu jest zbyt
mate, aby mozna je byto wykry¢ metodami immunocytochemicznymi.
Dopiero zahamowanie przeptywu aksoplazmatycznego poprzez interwen-
cje eksperymentalng zwieksza stezenie hormonu 1 pozwala na jego ujaw-
nienie. Kordon [55] dowodzi, ze biologiczna 1 immunologiczna aktywnosc
gonadoliberyny nie istnieje poza frakcja synaptosomalng. DomanskKi
| Kochman [35] przedstawiaja dowody na to, ze w Dbilosynteze GnRH
witaczone sg rybosomy cytoplazmatyczne. W zwiazku z tym autorzy ci
sugeruja, ze dekapeptyd jest syntetyzowany w perykarionie w postacl
prohormonu, ktory poprzez enzymatyczna aktywacje w czasie transpor-
tu 1 magazynowania przeksztatca sie w czynny immunologicznie hormon.
Na podstawie licznych doniesien wiadomo, ze immunologiczna reakcja
GnRH ze swoistym przeciwclatem tatwie] zachodzi w aksonie niz w cie-
le komorkowym. Sugeruje to, ze forma hormonu zawartego w aksonie
posiada wiece] miejsc wiazacych przeciwciato niz hormon znajdujacy
sie w perykarionie. Hipoteza ta zostata potwierdzona przez Millara
| wsp. [69] na ostatnim Kongresie Endokrynologicznym w Melbourne.
Autorzy ci oczyscili 1 scharakteryzowali prohormonalng forme GnRH
W wyclagach podwzgorza bydlecego. Sugeruja oni, ze forma ta dominuje
w perykarionie, natomiast w aksonie jest ona stopniowo rozszczeplana
przez enzym proteolityczny typu trypsyny do dekapeptydu.

TrudnoSct w wykrywaniu perykarionow GnRH sg ttumaczone tak-
Ze przyczynaml natury technicznej. Goldsmith 1 Ganong [38] podaja, ze
w Ich doswiadczeniu az 98°/o0 GnRH Dbyto tracone podczas rdéznych eta-
pOw obrobki histologicznej. Sternberger 1 Hoffman [99], na podstawie
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prac innych autorow, dochodza do wniosku, ze czutosC metody peroksy-
dazowe] zalezy od rodzaju utrwalacza 1 sposobu podania go do tkankl.
Stwierdzono rozna intensywnosc reakcji immunocytologicznej przy uzy-
ciu takich utrwalaczy, jak Bouin-Holland bez kwasu octowego, Bouin
czy ptyn Zamboniego [108]. Podanie utrwalacza droga naczyniowa (do

serca) moze w znacznym stopniu zintensyfikowac reakcje w rdoznych ele-
mentach komorki nerwowej.

LOKALIZACJA PERYKARIONOW | DROG GnRH

Osrodki nerwowe zawilerajagce gonadoliberyne stosunkowo dobrze zo-
staty zbadane u takich gatunkow, jak cztowiek, matpa, krolik, pies 1 kot.
Na podstawie prac pochodzacych z laboratoriow Barry’ego, Setald 1 Hoff-
man wytania sie obraz dajacy pewne wyobrazenie 0 rozmileszczeniu pe-
rykarionow GnRH oraz o drogach nerwowych przenoszacych ten hormon
do wyniostosci posrodkowej lub do narzadu naczyniowego blaszki kran-
cowej. U wspomnianych gatunkdow perykariony zawierajace GnRH moz-
na odnalez¢ stosunkowo tatwo bez dodatkowe] interwencji eksperymen-
talnej. U matp naczelnych, matpy rezus, psa 1 kota [14, 17, 43] wiekszosScC
perykaritonow GnRH obserwowano w okolicach guza popielatego,
a szczegolnie w jadrach lejka 1 suteczkowatym. Druga grupa komorek
stanowigca okoto 25°/o wszystkich obserwowanych perykarionow GnRH
rozmieszczona byta w polu okotowzrokowym, w czescl naczyniowej
blaszki krancowe] oraz w okolicach przegrody. Stwierdzono, ze komorki
maja okoto 10-40 |im srednicy, kilka dendrytow 1 akson widzialny
w mikroskopie swietlnym w postaci paciorkOw rdzanca. Liczba obserwo-
wanych perykariondw GnRH u jednego osobnika wahata sie od kilku-
nastu do okoto 100. Wystepowaty one w stanie rozproszonym, rzadko
tworzac grupy sktadajace sie z 4-5 komorek. U krdlika [91] wiekszosc
perykarionow GnRH zlokalizowano w okolicy przedwzrokowej podwzgo-
rza 1 w czescl nadskrzyzowaniowej. Taka sama lokalizacja wystepowata
u szczura 1 swinki morskiej (jak juz wspomniano w poprzednim roz-
dziale). Natomiast u cztowieka komorki te wystepowaty prawie wytacznie
W brzuszno-przysrodkowym podwzgodrzu, w jadrze lejka 1 jadrze przed-
suteczkowatym |10, 11, 25].

Aksony, ktore biorg poczatek w perykarionach syntetyzujacych go-
nadoliberyne, tworza drogi nerwowe konczace sie w wyniostoScl posrod-
kowe] lub narzadzie naczyniowym blaszki krancowej [9]. Barry, opie-
rajac sie na wynikach swoich prac przeprowadzonych na matpach, kro-
liku 1 cztowieku, zaktada istnienie trzech takich drdg. Pierwsza, to
wspomniana juz uprzednio droga guzowo-lejkowa, zawilerajaca aksony
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wychodzace z przednich, bocznych 1 tylnych regionow brzuszno-przysrod-
kowego podwzgorza, konczy sie w wyniostosci posrodkowej. Druga, dro-
ga przedwzrokowo-lejkowa (preoptico-infundibular tract), opisana u gry-
zonl [21], bierze poczatek w perykarionach usytuowanych w przednim
podwzgorzu, poza obszarem podwzgdrza brzuszno-przysSrodkowego, kon-
czy sie rowniez w wyniostosci posrodkowej. U matp naczelnych istnienie
te] drogil jest racze] hipotetyczne. Barry witacza Jg do drogl guzowo-lej-
kowe] Jako je] przednie skrzydto. Trzecia droga, nazwana podwzgorzo-
wo-krancowa (hypothalamo-terminal tract), rozpoczyna sie prawdopo-
dobnie w perykarionach rozmieszczonych w polu przedwzrokowym,
a konczy w narzadzie naczyniowym blaszki krancowej. OdrebnoscC tej
drogi byta potwierdzona przez wyniki doSwiadczen na szczurach, ktorym
przecinano drogl nerwowe (tzw. deaferentacje *) [49, 104]. Stwierdzono
mianowicie, ze jezell dokona sie ciecla poza skrzyzowaniem wzrokowym
w kierunku donosowym, to w zakonczeniach nerwowych blaszki kran-
cowe] nie obserwuje sie reakcji z przeciwclatem anty-GnRH.

Oprocz wymienionych obszarow podwzgdrza, gonadoliberyne zloka-
lizowano rowniez w strukturach pozapodwzgorzowych mozgu, gtownie
u krolika, naczelnych 1 Swinki morskiej. Taka lokalizacja moze sugero-

wac, ze GnRH oprécz posrednictwa w uwalnianiu LH 1 FSH z przysadki
spetnia jakie$ inne funkcje w organizmie.

ROZMIESZCZENIE | POCHODZENIE NEURYTOW ZAWIERAJACYCH
GONADOLIBERYNE W WYNIOSLOSCI POSRODKOWE]

Jak Juz wspomniano, gonadoliberyna jest magazynowana w zakon-
czenlach nerwowych tworzacych zewnetrzng warstwe palisadowg wynlo-
stosci posrodkowej]. Topografia tych zakonczen najdoktadniej zostata
opracowana u szczura [8, 45]. Witokna nerwowe zawierajace GnRH ma-
Ja przebieg strzatkowy. Na przekrojach czotowych podwzgorza, w czesci
donosowe] wyniostosci posrodkowe] skupiaja sie one przysrodkowo
w warstwie usytuowanej tuz ponizej Il komory mozgu (ryc. 2). Troche
bardziej ku tytowl, gdzie szyputa przysadki zaczyna oddzielaC sie od wy-
niostosci posrodkowej, witokna GnRH zbieraja sie w dwa zwoje rozmiesz-
czone symetrycznie przy bruzdach guzowo-lejkowych. Bardzie] doogo-
nowo, po oddzieleniu szyputy od podwzgdrza, witokna te maja ponow-
nie uktad przysrodkowy, w warstwie usytuowane] ponizej zachytka su-

* Deaferentacja (termin angielski ,deafferentation”) zabieg chirurgiczny po-

legajacy na przecieciu okreslonych drog nerwowych (tzw. partial deafferentation)
lub odizolowaniu catych obszarow podwzgdrza (tzw. total deafferentation) wyko-

nywany za pomocag specjalnie skonstruowanego w tym celu ,,noza Halasza”.
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teczkowego. Na obszarze catej wyniostosci widoczne sa aksony kolate-
ralne tworzace zakonczenia podobne do gron w poblizu naczyn wtosowa-
tych splotu pierwotnego. Aksony takie widoczne sa rowniez wsrod pery-
kartonow Jadra lejka 1 jadra przedsuteczkowetgo (rye. 1). Pochodzenie

Rye. 1. Neuryty zawlerajagce GnRH w jadrze lejka u owcy

Preparat wykonano metoda znakowanej peroksydazy. Uzyto przeciwciata anty-GnRH nr 8531,
wytworzonego przez dr M-P. Dubois. Powiekszenie 240X

witdkien GnRH, obserwowanych w tym regionie podwzgOrza u szczura,
w gtdwne] mierze przypisywane jest raczej osrodkom przedniego pod-
wzgorza a nie jadrom brzuszno-przysrodkowego podwzgorza. Wskazuja
na to wyniki doSwiadczen przeprowadzonych na zwierzetach z deaferen-
tacjami podwzgorza. Browstein 1 wsp. [24] uzywajac metody radio-
Immunologiczne] stwierdzili, ze gonadoliberyna znikata z obszarow
brzuszno-przysrodkowego podwzgorza po catkowitym odizolowaniu te]
struktury od reszty podwzgorza. Podobne rezultaty uzyskat Kalra [49].
Wczesniej, Setald 1 wsp. [90] stwierdzili, ze takl sam rodzaj cieC powo-
duje zatrzymanie tonicznego uwalniania gonadotropin. Ajika 1 Hokfeld
[1], po dokonaniu frontalnych deaferentacji w doogonowe] czeSci skrzy-
zowania nerwow wzrokowych, stwierdzili wystepowanie zmian degene-
racyjnych w zakonczeniach nerwowych zewnetrzne] warstwy palisado-
we] wyniostoscl posrodkowe].

Wiele wynikow doswiadczen sugeruje, ze pochodzenie zakonczen
nerwowych GnRH w poszczegdlnych czeSciach wyniostosci posrodkowe]
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2. Schematy przekrojow czotowych podwzgdrza owcy, na ktorych zaznaczono

rozmieszczenie wiokien GnRH (kropki) 1 zakonczen nerwowych GnRH (krzyzyki)

a I b — przednie podwzgorze, ¢ — przednia, d — srodkowa, e 1/ — tylna czesS¢ wyniostosci po-
Ssrodkowej. Wedtug Polkowskiej 1 wsp. [83]
Wykaz skrotow ap — pole przedwzrokowe; ca — spoidio przednie; ch — skrzyzowanie WZro-
kowe; ez — zewnetrzna warstwa palisadowa wyniostosci posrodkowej; fx — sklepienie; hl —
pole doboczne podwzgorza; 1z — wewnetrzna warstwa wyniostosci posrodkowej; LT — blasz-
ka krancowa; na — jadro lejka; ha — jadro przednie podwzgdrza; ns — jadro skrzyzowania;
PS — szyputa przysadki; PT — czesC guzowa przysadki; ri — zachytek lejka; rs — zachy-
lek nadwzrokowy; soa — czeSC przednia jadra nadwzrokowego; to — droga wzrokowa; vm —

jadro dobrzuszno-przysrodkowe
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nie jest jednorodne. Kordon 1 Rotsztejn [57], po dokonaniu rdoznego typu
deaferentacjl u szczura, stwierdzili, ze catkowita 1zolacja brzuszno-przy-
Srodkowego podwzgorza, a takze przerwanie potaczen nerwowych miedzy
ta formacja a przednim podwzgdrzem powoduja znaczny spadek zawar-
tosci GnRH w przedniej 1 srodkowej czesci wyniostosci posSrodkowe], na-
tomiast ciecia w okolicy jadra lejka — tylko w czeSci tylne] wyniostosSci
| w szypule przysadki. Ibata 1 wsp. [46] podaja, ze uszkodzenie elektroli-
tyczne pola przedwzrokowego powoduje kompletny zanik GnRH w bocz-
ne] strefie Srodkowej czesci wyniostosci posrodkowej, natomiast W czes-
clach przedniej 1 tylne] obserwuje sie tylko nieznaczne zmniejszenie In-
tensywnosci reakcji immunologiczne] z anty-GnRH.

Zroznicowanie wiokien GnRH na obszarze wyniostosci posrodkowej
(Jezeli chodzi o ich pochodzenie) ma scisty zwigzek z fizjologicznym dzia-
taniem gonadoliberyny. Dowodza tego wyniki Polkowskiej 1 Jutisza [82]
oraz Polkowskie] 1 wsp. [83] otrzymane na podstawie Immunocytoche-
micznego badania podwzqgodrzy szczura 1 owcy w okresie cyklu ptciowe-
go. Stwierdzono, ze w okresie poowulacyjnym obserwuje sie zanikanie
czynnej] 1mmunologicznie GnRH w czeSciach przedniej 1 Srodkowe]
wyniostoscl posrodkowej. Zmiany te sugeruja, ze w tych strukturach
znajduja sie neurony odpowiedzialne za cykliczne uwalnianie LH. Przy-
puszcza sle rowniez, ze czesC tylna wyniostosci posrodkowej, w Kktore]
nie wystepowaty poowulacyjne zmiany w zawartosci GnRH, moze byc
odpowiledzialna za toniczne uwalnianie LH.

GONADOLIBERYNA W NARZADZIE NACZYNIOWYM BLASZKI KRANCOWE]

Narzad naczyniowy blaszki krancowej jest druga po wyniostosci po-
Srodkowe] formacja, w ktorej stwierdzono wystepowanie zakonczen ner-
wowych zawilerajacych gonadoliberyne. Na temat roli GnRH w tym na-
rzadzie istnieje dosc istotna kontrowersja. Baker 1 Dermody [6], Weiner
| wsp. [104] oraz Polkowska 1 Jutisz [82] nie stwierdzili wystepowania
cyklicznych zmian w GnRH zawarte] w blaszce krancowe] w okresie
cyklu ptciowego u szczura. Natomiast Setaldo 1 wsp. [93] oraz Wenger
1105] Obserwowalil takie zmiany u szczura, a Barry — u matpy [13]. Bar-
ry stwierdzit wystepowanie maksymalnej] zawartosci GnRH w blaszce
krancowe] w okresie fazy lutealnej 1 pecherzykowej] jajnika, a minimal-
ne] — w fazie owulacyjnej. Uwaza on, ze u matpy droga podwzgdrzo-
wo-krancowa, konczaca sie w narzadzie naczyniowym blaszki kranco-
wej, bierze udziat w modulowaniu wrazliwosci komorek gonadotropo-
wych na GnRH. Poniewaz w narzadzie tym istnieje bariera krew-mozg,
przychyla sie on do hipotezy Duvenroya 1 wsp. [36], ze krew z blaszki
krancowe] ptynie na obwdd przez przednia zyte mozgowa 1 ta droga
moze przedostac sie do przysadKki.
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PODSUMOWANIE

1. Za pomocg przeciwclat wytwarzanych przeciwko syntetycznej
GnRH mozliwe jest zlokalizowanie gonadoliberyny w osrodkowym ukta-
dzie nerwowym wielu gatunkow kregowcow.

2. Zlokalizowano perykariony, w ktorych najprawdopodobniej odby-
wa sie synteza hormonu lub jego formy prohormonalnej. Komorki te wy-
stepuja w stanie rozproszonym na obszarze przedniego podwzgdrza — nad
skrzyzowaniem wzrokowym 1 w polu przedwzrokowym — przede wszyst-

Kim u gryzoni, oraz na obszarze brzuszno-przySrodkowego podwzgo-
rza — u matp naczelnych 1 cztowieka.

3. Hormon jest przenoszony drogami nerwowymi do narzadow neuro-
hemalnych podwzgorza (wyniostosci posrodkowe] 1 narzadu naczynio-
wego blaszki krancowej), gdzie jest magazynowany | uwalniany do Kkrwi.

4. Zakonczenia nerwowe zawierajace GnRH, znajdujace sie w wy-
niostosci posrodkowej, maja rozne pochodzenie 1 prawdopodobnie spet-
niaja roznag funkcje.

5. Obecnos¢ GnRH w osSrodkach pozapodwzgorzowych sugeruje, ze
hormon ten oprocz dziatania na przysadke moze peinic inne funkcje
fizjologiczne.

LITERATURA

[ill] AJIKA K., HOKFELD T., Projections to the median eminence and arcuate
nucleus with special reference to monoamine systems. Effects of lesions, Cell
Tiss. Res., 158: 15 - 35, 1975.

2] ALPERT L. C., BRAWER J. R.,, JACKSON I. M. D.,, REICHLIN S., Localiza-
tion of LHRH In neurons iIn frog brain, Endocrinology, 98. 910 - 921, 1976.

3] ARAKI S.,, FERIN M., ZIMMERMAN E. A, VANDE WIELE R. L., Ovarian
modulation of Immunoreactive gonadotropin releasing hormone (GnRH) In
the rat brain; evidence for a differential effect on the anterior and mid
hypothalamus, Endocrinology, 96: 644 - 650, 1975.

[4] ARIMURA A., SATO H.,, KUMASKA T.,, WOROBEC R. B.,, DEBELJUK L.,
DUNN J., SCHALLY A. V., Production of antiserum to LH releasing hormone
(LH-RH) associated with gonadal atrophy In rabbits; development of radio-
Immunoassay for LH-RH, Endocrinology, 93: 1092 - 1103, 1973.

5] BABA Y., MATSUO H., SCHALLY A. V., Structure of the porcine LH and
FSH releasing hormone. Il. Confirmation of the proposed structure by the
conventional sequential analyses, Biochem. Biophys. Res. Commun., 44:
459 - 463, 1971.

6] BAKER B. L., DERMODY W. C., Effect of hypophysectomy on immunocyto-
chemically demonstrated gonadotropin-releasing hormone iIn the rat brain,

Endocrinology, 98: 1116 - 1122, 1976.



100

[7]

[8]
[9]
[10]
[11]
[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]
[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

23]

[24]

[25]

J. POLKOWSKA

BAKER B. L., DERMODY W. C., REEL J. R., Localization of luteinizing
hormone releasing hormonein the mammalian hypothalamus, Am. J. Anat.,
139: 129 - 134, 197/4.

— Distribution of gonadotropin releasing hormone In the rat brain as

observed with
BARRY J., Characterization and topography of LH-RH neurons
bit, Neurosci. Letters, 2: 201- 205, 1976.

Immunocytochemistry, Endocrinology, 97: 125 - 135, 1975.

InN the rab-

— Characterization and topography of LH-RH neurons In the human brain,
Neuroscl. Letters, 3: 287 - 291, 1976.

— Immunofluorescence study of LRF neurons *n man, Cell Tiss. Res., 181:
1- 14, 1977.

— Septo-epithalamo-habenular LRF-reactive neurons In the monkeys, Brain
Res., 151: 183 - 187, 1978.

— Immunofluorescence study ofthe preoptico-terminal LRF tract In the
female squirrel monkey during the estrous cycle, Cell Tiss. Res., 198: 1-13,

1979.

BARRY J.,, CARETTE B., Immunofluorescence
primates, Cell Tiss. Res., 164: 163 - 178, 197/5.
BARRY J.,, CROIX D., Immunofluorescence study of the hypothalamo-in-

fundibular LRH tract and serum gonadotropin levels Iin the femalesquirrel
monkey during the estrous cycle, Cell Tiss. Res., 192: 215 - 226, 1978.

BARRY J., DUBOIS M.-P., Etude en mimmunofluorescence de la diffSrencia-

tion de la vole neurosecretrice preoptico-infundibulaire chez le cobaye, Brain
Res., 6/7: 103 - 113, 1974.

— Immunofluorescence study of LRF producing neurons iIn the cat and dog,
Neuroendocrinol., 18: 290 - 298, 197/5.

— Immunoreactive LRF neurosecretory pathways
94:. 497 - 503, 1976.

BARRY J.,, DUBOIS M.-R, POULAIN P., LEONARDELII J., Caracterisa-
tion et topographie des neurones hypothalamoimmunorsactifs avec des anti-
corps anti LRF de synthese, C. R. Acad. Sci. (Paris), 276: 3191 - 3193, 1973.
BARRY J.,, DUBOIS M.-P., POULAIN P., LRF producing cells of the mam-
malian hypothalamus, Z. Zellforsch. Mikrosk. Anat., 146: 351 - 366, 1973.

study of LRF neurons in

IN mammals, Acta Anal.,

BARRY J.,, DUBOIS M.-P.,, CARETTE B., Immunofluorescence study of th?
preoptico-infundibular LH-RH neurosecretory pathway In ithe normal, castrat-
ed or testosterone treated male guinea pig, Endocrinology, 95: 1416 - 1423
1974.

BLOCH B., Les neurones producteurs de LH-RH chez I'homme ou cours di
la vie foetale, Ann. Sci. de I'Universits de Franche—Compte—Besaneor,
1-210. 1980.

BONS N., KERDELHUE B., ASSENMACHER |., Prssence de neurones Sla-
borateurs de LH-RH dans I|’'hypothalamo anterieur du canard (Anas pla-
tyrhynchos), C. R. Acad. Sci. (Paris), 285: 1327 - 1330, 1977.

BROWSTEIN M. J.,, ARIMURA A., SCHALLY A. V. PALKOWITS M,
KIZER J., The effect of surgical 1isolation of the hypothalamus on It;
luteinizing hormone-releasing hormone content, Endocrinology, 98: 662 - 665,
1976.

BUGNON C., BLOCH B.,, FELLMAN D., Mise en evidence cytoimmunologi-
que de neurones a LH-RH chez le foetus humain, C. R. Acad. Sci. (Paris)

282: 1625 - 1628, 1976.



[26]

[27]

28]

[29]

[30]

[31]
[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

LOKALIZACJA GONADOLIBERYNY 101

BUGNON C.,, BLOCH B., FELLMAN D., GOUGET A. Etude comparative

chez le cobaye, le chat et le chien des fibres nerveuses hypothalamo-infundi-
bulaires Immunorcactives a Immun-serum anti-LH-RH, C. R. SSanc. Soc.
Biol., 170: 83 - 89, 1976.

BUGNON C., BLOCH B., LENYS D., FELLMAN D., Ultrastructural study
of the LH-RH containing neurons 1In the human fetus, Brain Res., 137
155 - 180, 1977.

CALAS A.,, KERDELHUE B., ASSENMACHER I, JUTISZ M., Etude ultra-
structurale chez le canard par une technigue Immunocytochimique, C. R.
Acad. Sci. (Paris), 278: 2557 - 2560, 1974.

CAMPBELL G. T., BHATNAGAR A. S.,, Simultaneous visualisation by light
microscopy of two pituitary hormones In a single tissue section using a com-
bination of iIndirect immunohistochemical methods, J. Histochem. Cytochem.,
24. 448-453, 1976.

CAMPBEL H. J.,, FEUER G., GARCIA J, HARRIS G. W., The infusion of
brain extracts into the anterior pituitary gland and the secretion of gonado-
tropic hormones, J. Physiol. (London), 157: 30P, 1961.

CLAYTON C. J,, HOFFMAN G. E., Immunocytochemical evidence for anti-
ACTH activity in the “F” antiserum, Amer. J. Anat., 155: 139 - 145, 1979.
COONS A. H., Fluorescent antibody methods, [w] General Cytochemical
Methods, red. J. F. Danielli, New York, Academic Press, 1958, 399 - 422.
COURRIER R., JUTISZ M., SAKIZ E., ASCHHEIM P., Presence dans un
extralt d’nypothalamus d’une substance qul stimule la secretion de |I’hormone
antehypophysaire de lutsinisation, C. R. Acad. Sci. (Paris), 253: 922 - 927, 1961.
DEERY D. J.,, Determination by radioimmunoassay of the luteinizing hor-
mone-releasing hormone (LH-RH) content of the hypothalamus of the rat
and some lower vertebrates, Gen. Comp. Endocrinol., 24: 280 - 285, 1974.
DOMANSKI E., KOCHMAN K., Biosynthesis of luteinizing hormone releas-

Ing hormone (LH-RH) In the rat hypothalamus, [w] Hormones and Brain
Development, red. G. Dorner, M. Kawakami, Elsevier/North-Holland Biome-

dical Press. Amsterdam, New York, Oxford 1978, 455 - 465.

DUVENROY H., KORITKE J. G,, MONNIER G., Sur la vascularisation de la
lame terminale humaine, Z. Zellforsch., 102: 49 - 77, 19609.

FURR B. J. A,, ONUORA G. I., BONNEY R. C.,, CUNNINGHAM F. J., The
effect of synthetic hypothalamic releasing factors on plasma levels of
luteinizing hormone In the cockerel, J. Endocrinol., 59: 495 - 502, 1973.
GOLDSMITH P. C., GANONG W. F., Ultrastructural localization of luteiniz-
Ing hormone releasing hormone In the median eminence of the rat, Brain
Res., 97: 181 - 193, 1975.

GOOS H. J.,, MURATHANOGLU O., Localization of gonadotropin releasing
hormone (GnRH) In the fore brain and neurohypophysis of the trout (Salmo
gairdneri). An immunofluorescence study, Cell Tiss. Res., 181: 163 - 168, 1977.
GOOS H. J., LIGTENBERG P. J. M., VAN OORDT P. G. W. J, Immuno-
fluorescence studies on gonadotropin releasing hormone (GnRH) iIn the fore
brain and the neurohypophysis of the green frog (Rana esculenta L.), Cell
Tiss. Res., 168: 325 -333, 1976.

GROOS D. S.,, Distribution of gonadotropin-releasing hormone In the mouse
brain revealed by immunocytochemistry, Endocrinology, 98: 1408 - 1417, 1976.
HARRIS G. W.,, JACOBSON D., Functional grafts of the anterior pituitary
gland. Proc. Roy. Soc. (London) B, 139: 263 - 276, 1952.



102

[43]

[44]

[43]

[46]

[47]

48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

J. POLKOWSKA

HOFFMAN G. E.
releasing hormone (LH-RH)

30 - 41, 1976.
HOFFMAN G. E.,, KNIGGE K. M., MOYNIHAN J. A, MELNYK V. ARI-

MURA A., Neuronal fields containing luteinizing hormone releasing hormone
(LH-RH) In mouse brain, Neuroscience, 3: 219 - 231, 1978.

IBATA Y., WATANABE K. KIMURA H., SANO Y. SIN S, HOSHIMU-
RA E., IMAGAWA K., Distribution of LH-RH nerve endings In the median
eminence of proestrous female rats: Fluorescence and peroxidase anti-pe-
roxidase (PAP) immunohistochemistry, Endocrinol. Jap., 25: 142 - 148, 1978.
IBATA Y., WATANABE K., KINOSHITA H., KUBO S, SANO Y. The
location of LH-RH neurons In the rat hypothalamus and their pathways to
the median eminence, Cell Tiss. Res., 198: 381 - 395, 1979.

IGRASHI M., McCANN S. M., A hypothalamic follicle stimulating hormone
releasing factor, Endocrinology, 74. 446 -452, 1964.

JEFFCOATE S. L., SHARP P. J.,, FRASER H. M., HELLAND D. J.,, GUNN A,
Immunochemical and chromatographic similarity of rat, rabbit, chicken and
synthetic luteinizing releasing hormone, J. Endocrinol., 62: 85 -91, 1974
KALRA S .P., Circadian rhythm in LH-RH content of preoptic area during
the rat estrous cycle, Brain Res., 104: 354- 358, 1976.

KING J. C, PARSONS J. A, ERLANDSEN S. L., WILLIAMS T. H.,
Luteinizing hormone-releasing hormone (LH-RH) pathway of the rat hypo-
thalamus revealed by the unlabelled antibody peroxidase method, Cell Tiss.
Res., 153: 211 - 217, 1974

localization of luteinizing hormone-
Anat. Rec., 184:

Immonocytochemical
In murine and primate brain,

KING J. C.,, WILLIAMS T. H., ARIMURA A., Localization of luteinizing
hormone releasing hormone iIn rat hypothalamus using radioimmunoassay,
J. Anat., 120: 275 - 288, 197/5.

KIZER J. S.,, PALKOWITS M., BROWSTEIN M. J., Releasing factors iIn the

circumventricular organs of the rat brain, Endocrinology, 98: 311 -317, 1976.
KIZER J. S.,, PALKOWITS M., TAPPEZ M., KEBEBIAN J.,, BROWSTEIN

M. J., Distribution of releasing factors, biogenic amines and related enzymes
In the bovine median eminence, Endocrinology, 98: 685 - 695, 1976.

KNIGGE K. M., HOFFMAN G. E.,, SCOTT D. E.,, SLADEK J. R. jr., ldenti-
fication of catecholamine and LH-RH containing neurons In primary cultures
of dispersed cells of the basal hypothalamus, Brain Res., 120: 393- 405, 1977.
KORDON C., New data on hormone-neurotransmitter interaction Iin gonado-

tropic regulation, [w] Neuroendocrine Regulation of Fertility, International
Symp. Simla 1974, Kargel Basel 1976, 180 - 188.

KORDON C., KERDELHUB B., PATTOU E. JUTISZ M.
chemical localization of LH-RH 1In axons and nerve terminals of the
median eminence, Proc. Soc. Exp. Med. Biol., 47: 122 - 127, 1974,

KORDON C., ROTSZTEJN W., Subcellular distribution and neurotransmitter

control of hypophysiotropic factors In the median eminence, [w] Advances
In Biochem. Psychopharmac., red. E. Costa G. L. Gessa, Raven Press, New
York, 16: 89 - 97, 1977.

KOZLOWSKI G. P., ZIMMERMAN E. A., Localization of Gn-RH
and mouse brain, Anat. Rec., 17/8: 396 (abstr.), 1974.

KREY L. C.,, SILVERMAN A. J.,, The luteinizing hormone-releasing hormone

(LH-RH) neuronal networks of the guinea pig brain. Il. The regulation on

Immunocyto-
rat

In sheep



[60]

61}

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

103

LOKALIZACJA GONADOLIBERYNY

gonadotropin secretion and the origin of terminals In the median eminence,
Brain Res., 157: 247 - 255, 1978.

KUROSHIMA A., ISHIDA Y., BOWERS C. Y., SCHALLY A. V., Stimulation
of release of follicle stimulating hormone by hypothalamic extracts iIn vitro
and In vivo, Endocrinology, 76: 614 - 619, 1965.

LEONARDELLI J.,, DUBOIS M.-P., Commandes aminergique et cholinergi-

que des cellules hypothalamiques elaboratrices de LH-RH chez le cobaye,
Ann. Endocrinol., 35: 639 - 645, 1974

LEONARDELLI J.,, BARRY J., DUBOIS M.-P., Mise en evidence par immu-
nofluorescence d’un constituant immunologiguement apparente au LH-RH
dans I’hnypothalamus et I'eminence mediane chez les mammiferes, C. R. Acad.
Sci. (Paris), 276: 2043 - 2046, 1973.

LEONARDELLI J.,, HERMAND E., TRAMU G., Action du sulpiryde sur les
neurones hypothalamiques elaborateurs de LH-RH, C. R. Seanc. Soc. Biol,,
167: 1815 - 1820, 1973.

MASON T. E.,, PHIFER R. F.,, SPICER S. S,, SWALLOW R. A.,, DRESKIN
R. B.,, An immunoglobulin-enzyme bridge method for localization tissue anti-
gens, J. Histochem, Cytochem, 17: 563 - 569, 19609.

MATSUO H.,, ARIMURA A., NAIR R. M. G.,, SCHALLY A. V., Synthesis of
the porcine LH and FSH releasing hormone by the solid phase method, Bio-
chem. Biophys. Res. Commun., 45: 822 - 827, 1971.

MATSUO H.,, BABA Y., NAIR R. M. G,, ARIMURA A., SCHALLY A. V,
Structure of the porcine LH and FSH .releasing hormone. The proposed
amino acid sequence, Biochem. Biophys. Res. Commun., 43: 1334 - 1339, 1971.
MAZZUCA M., DUBOIS M.-P., Detection of luteinizing hormone releasing
hormone In the guinea pig median eminence with an Immunoenzymatic
technique, J. Histochem. Cytochem., 27: 993 - 996, 1974.

McCANN S. M, TALEISNIK S.,, FRIEDMANN H. M., LH-releasing activity
In hypothalamic extracts, Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 104: 432-434, 1960.
MILLAR R. P.,, WEGENER J., SCHALLY A. V., Characterization and purif-
Ication of putative prohormonal luteinizing hormone releasing hormone. Pro-
gram and abstracts of the Sixth International Congress of Endocrinology,
Melbourne 10 - 16 luty, 1980, 293.

MITTLER J. C.,, MEITES J., In vitro stimulation of pituitary follicle stimu-
lating hormone release by hypothalamic extract, Proc. Soc. Exp. Biol. Med.,
117: 309 - 313, 1964.

MONAHAN M., RIVIER J.,, BURGUS R, AMOSS M. BLACKWELL R,
VALE W., GUILLEMIN R., Synthese totale par phase solide d’un decapep-
tide quil stimule la sScretion des gonadotropineshypophysaires LH etFSH,
C. R. Acad. Sci (Paris) D, 273: 508, 1971.

NAIK D. V., Immuno-electron microscopic
mone-releasing hormone In the arcuate nuclel
the rat, Cell Tiss. Res., 157: 437 - 455, 1975.
Immunoreactive LH-RH neurons In the hypothalamus i1dentified by light
and fluorescent microscopy, Cell Tiss. Res., 157: 423-436, 1975.

NAKANE P. K., Simultaneous localization of multiple tissue antigens using

the peroxidase labelled antibody method: a study onpituitary glands of the
rat, J. Histochem. Cytochem., 16: 557 - 560, 1968.
NAKANE P. K., PIERCE G. B. jr., Enzyme labelled antibodies for the light

localization of luteinizing hor-
and the median eminence of

2 — Postepy Biol. Kom 2/81



104

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

87]

[88]

[89]

[90]

W. F., A

J. POLKOWSKA

and electron microscopic
307 - 318, 1967.

NETT T. M., AKBAR A. M., NISWENDER G. D.,, HEDLUNG M. T., WHITE
radioimmunoassay for gonadotropin releasing hormone (GnRH),
J. Clin. Endocr. Metab., 36: 880 - 885, 1973.

PALKOWITS M., ARIMURA A., BROWSTEIN M. J.,, SCHALLY A. V,,
SAAVEDRA J. M., Luteinizing hormone-releasing hormone (LH-RH) content
In the hypothalamic nuclei In rat, Endocrinology, 96: 554-558, 1974.
PAULIN C.,, DUBOIS M.-P., BARRY J., DUBOIS P. M., Immunofluorescence
study of LH-RH producing cells in the human fetal hypothalamus, Cell Tiss.
Res., 182: 341 - 345, 1977.

PAWLIKOWSKI T., Informacja w sprawie mianownictwa hormonow pepty-
dowyeh, Endocrynol. Polska XXIX, 5: 427 - 429, 197/8.

PELLETIER G., LABRIE F., PUVIANI R.,, ARIMURA A., SCHALLY A. V.,
Electron microscope immunohistochemical localization of luteinizing hormone
releasing hormone In the rat median eminence, Endocrinology, 95: 314-317,
1974.

PICKARD G. E., SILVERMAN A. J.,, Distribution of luteinizing hormone

releasing hormone (LH-RH) iIn the brain of the adult golden hamster, Soc.
for Neurosci. Abstr., 975: 679, 1976.

POLKOWSKA J.,, JUTISZ M., Local changes In immunoreactive gonadotro-
pin-releasing hormone (GnRH) 1In the rat median eminence during the

estrous cycle. Correlation with the pituitary luteinizing hormone (LH), Neuro-
endocrinology, 28: 281 - 288, 1979.

POLKOWSKA J.,, DUBOIS M.-P.,

luteinizing hormone releasing hormone (LHRH) iIn the sheep hypothalamus
during various reproductive stages. Correlation with the pituitary gonado-

tropic hormones, Cell Tiss. Res., 208: 327 - 341, 1980.

localization of tissue antigens, J. Cell.

Biol., 33:

DOMANSKI E., Immunocytochemistry of

SCHALLY A. V., BOWERS C. Y., Purification of Iluteinizing hormone
releasing hormone from bovine hypothalamus, Endocrinology, 75: 608 - 614,
1964.

SCHALLY A. V., ARIMURA A., KOSTIN A. J, MATSUO H., BABA Y,
REDDING T. W., NAIR R. M. G, DEBELJUK L., WHITE W. F., Gonado-

tropin releasing hormone: a polypeptid that regulates secretion of luteinizing
and follicle stimulating hormones, Science, 173: 1036 - 1038, 1971,

SCHALLY A. V., ARIMURA A., BABA Y., NAIR R. M. G, MATSUO H,,
REDDING T. W., DEBELJUK L., WHITE W. F., Isolation and properties

of FSH and LH-releasing hormone, Biochem. Biophys. Res. Commun., 43:
393 - 399, 1971
SCHALLY A. V., NAIR R. M. G.,, REDDING T. W., ARIMURA A., lIsolation

of the luteinizing hormone and follicle stimulating hormone releasing hor-
mone from porcine hypothalamus, J. Biol. Biochem., 246: 7230 - 7236, 1971.
SCHALLY A. V., REDDING T. W., MATSUO H., ARIMURA A., Stimulation
of FSH and LH release In vitro by natural and synthetic LH and FSH
releasing hormone, Endocrinology, 90: 1561 - 1568, 1972.

BEKALO G., VIGH S, SCHALLY A. V., ARIMURA A,
RH-containing neural elements In the rat hypothalamus,

135 - 142, 1975.
— Immunohistological

FLERKO B. LH-
Endocrinology, 96:

Investigations on the LH-RH synthetizing neuron



[91]

[92]
[93]

[94]

[99]

[96]

[97]

[98]

[99]
1100]
1101]

1102]

1103]

1104]

1105]

1106]

[107]

LOKALIZACJA GONADOLIBERYNY 105

system of the rat, [w] Cellular and Molecular Bases of Neuroendocrine
Processes, red. E. Endroczi, Akadcmiai Kiado, Budapest 1975, 77 - 78
— Immunohistological investigation of the LH-RH system In rabbits. Sympo-

sium “Regulation of Pituitary Functions”, Strbske Pleso, 13- 14 pazdziernik
1976.

— Immunohistological study of LH-RH containing nerve fibers of the rat
hypothalamus, Brain Res., 103: 597- 602, 1976.

— Changing immunoreactivity of LHRH containing nerve terminals iIn the
OVLT, Acta Biol. Acad. Sci. Hung., 27: 75 - 77, 1976.
SHARP P. J.,, HAASE E., FRASER H. M., Immunofluorescent localization

of sites Dbinding anti-synthetic LH-RH serum 1iIn the median eminence of
the green fish (Chloris chloris L.), Cell Tiss. Res., 162: 83 - 91, 1975.
SILVERMAN A. J., Distribution of luteinizing hormone-releasing hormone
(LHRH) In the guinea pig brain, Endocrinology, 99: 30-41, 1976.
SILVERMAN A. J., DESNOYERS P., Ultrastructural mmmunocytochemical
localization of luteinizing hormone-releasing hormone (LH-RH) In the median

eminence of the guinea pig, Cell Tiss. Res., 169: 157 -166, 1976.
SILVERMAN A. J.,, ANTUNES J. L., FERIN M., ZIMMERMAN E. A., The
distribution of hlteinizing hormone-releasing hormone (LH-RH) In the hypo-

thalamus of the rhesus monkey. Light microscopic studies using Immuno-
peroxidase technique, Endocrinology, 101: 134- 142, 1977.

STERNBERGER L. A, HARDY P. H., CUCULIS J. J,, MEYER H. G., The

unlabelled antibody enzyme method of Immunohistochemistry. Preparation
and properties of soluble antigen-antibody complex (horseradish peroxidase-

antihorseradish peroxidase) and 1ts wuse In I1dentification of spirochetes,
J. Histochem. Cytochem., 18: 315 - 333, 1970.

STERNBERGER L. A, HOFFMAN G. E.,, Immunocytology of luteinizing hor-
mone-releasing hormone, Neuroendocrinology, 25: 111 - 128, 1978.

SZENTAGHOTHAI J., The parvicellular neurosecretory system, Progr. Brain
Res., 5: 135 - 146, 1964.

SZENTAGHOTHAI J.,, FLERKO B., MESS B., HALASZ B., Hypothalamic
control of the anterior pituitary, Akadomial Kiado, Budapest 1968.
— The nomenclature of peptide hormones, IUPAC-IUB Commision on

Biochemical Nomenclature Recommendations (1964), Endocrinology, 97: 1606 -
1607, 1975.

THORNTON V. F.,, GESCHWIND I. 1., Hypothalamic control of gonado-

tropin release In amphibia. Evidence from studies of gonadotropin release In
vitro and iIn vivo, Gen. Comp. Endocrinol., 23: 294 - 301, 197/4.

WEINER R. 1., PATTOU E., KERDELHUfi B., KORDON C. Differential
effects of hypothalamic deafferentation upon luteinizing hormone releasing

hormone In the median eminence and organum vasculosum of the lamina
terminalis, Endocrinology, 97: 1597 - 1600, 1975.

WENGER T., Ultrastructural changes In the nerve terminals of the vascular

organ of the lamina terminalis In the rat during the estrous cycle, Neuroscl.
Letters, 3: 29 - 32, 197/6.

WHEATON J. E., KRULICH L., McCANN S. M., Localization of luteinizing
hormone releasing hormone In the preoptic area ancT hypothalamus of the

rat using radioimmunoassay, Endocrinology, 97: 30 - 38, 1975.
WHITE W. F.,, HEDLUNG M. T., WEBER G. F.,, RIPPEL R. H., JOHNSON



106

1108]

1109]

J. POLKOWSKA

E. S., WILBER J. F., The pineal gland, a supplement source of hypothalamic
releasing hormones, Endocrinology, 94: 1422 - 1426, 1974.

ZAMBONI L., De MARTINO C., Buffered picric acid formaldehyde, a new
rapid fixative forelectron microscopy, J. Cell. Biol., 35: 148A, 1967.
/IMMERMAN E. A, HSU K. C, FERIN M, KOZLOWSKI G. P., Locall-
zation of gonadotropin releasing hormone (GnRH) iIn the hypothalamus of
the mouse by Immunoperoxidase technique, Endocrinology, 95: 1-8, 1974.

Otrzymano: 12 kwietnia 1980.
Przyjeto: 11 listopada 1980.
Adres autora: 05-110 Jabtonna k. Warszawy.



fdstepy biologii komokki TOM 8, NR 2, 1981 (107-125)

KOMPLEKS CHLOROFIL A/B-BIALKO ZBIERAJACY ENERGIE
éwietlna

LIGHT-HARVESTING CHLOROPHYLL A/B-PROTEIN COMPLEX

Ewa WLOCH

Zaktad Biochemii RoSlin, Instytut Biologii Molekularnej UJ

Streszczenie. Z przytoczonych w tym artykule danych wynika, ze w btonach tyla-
kndow glondw 1 roslin wyzszych obok barwnikdéw pierwszego 1 drugiego uktadu
fctosyntezy wystepuje zespot barwnikow w kompleksie z biatkiem, ktorego gtowna
funkcja jest absorpcja kwantow energii Swietlne] 1 przekazywanie energii wzbu-
dzenia na centra reakcji. Barwniki tego zespotu uczestnicza rowniez w przekazy-
waniu energil wzbudzenia z drugiego uktadu fotosyntezy na pierwszy uktad foto-
syntezy, przy czym efektywnoSC przekazywania jest regulowana stezeniem Kkatio-
now dwu- 1 jednowartosciowych. Ten zbierajacy energie kompleks jest zlokalizo-
wany gtownie na terenie gran 1 przyczynia sie takze do ,,cementowania” sasiadu-

jacych ze soba tylakoidow.

Summary. As results from the data presented In the paper, In thylakoid membra-
nes of algae and higher plants, apart from pigments of photosystems | and Il
pigment-protein complex (light-harvesting chlorophyll a/b-protein complex) occurs.
Its main function 1Is to absorb light energy and to transfer excitation energy Into
reaction centers. Pigments of this complex take part also in spillover of excitation
energy from PS Il to PS | and the efficiency of this process iIs controlled by
monovalent or divalent cation concentration. This light-harvesting complex Is

located mainly In lamellae of granum region and it contributes to appression of
adjacent thylakoids.

Wykaz skrotow

PS I, PS Il — | 1 Il uktad fotosyntezy
LHC — kompleks chlorofil a/b-fo'ialko zbierajacy energie
EF, PF — powierzchnie bton tylakoidow (patrz ryc. 5)

SDBS — dodecylobenzosulfonian sodowy

SDS — dodecylu siarczan sodowy
DCMU — 3-(3,4-dichlorofenylo)l,l-dietylmocznik



108 E- WEOCH
WSTEP

Struktury lamelarne chloroplastow roslin wyzszych zbudowane s3
gtownie z lipidow 1 biatek; w sktad frakcji lipidowej wchodza rowniez
pbarwnikil fotosyntetyczne (chlorofile 1 karotenoidy). Stosujac wirowanie
lub chromatografie, wyodrebniono z bton tylakoidow traktowanych de-
tergentami niejonowymi (Triton X-100, digitonina) dwa zespoty barw-
nikdw. Nazwano je | 1 Il uktadem fotosyntezy (odpowiednio PSI 1 PSU)
[63]. W sktad kazdego z nich wchodza centra reakcji (P700 w PSI 1 P680
w PSIIl) biorace bezposredni udziat w transporcie elektrondw 1 barwni-
Ki tworzace, czyli anteny energetyczne, ktore przekazuja zaabsorbowana
energie na centra reakcji [25]. Oba uktady fotosyntezy rdznig sie miedzy
soba sktadem barwnikow antenowych: PSI jest wzbogacony w chlorofil a
| karoteny, a PSII — w chlorofil b 1 ksantofile [14, 48, 53].

Wyniki badan z ostatnich kilku lat wskazuja, ze barwniki fotosyn-
tetyczne w obrebie jednostki fotosyntetycznej tworza nie dwa, ale trzy
zespoty: poza wymienionyml uktadami fotosyntezy wystepuje Jeszcze
tzw. kompleks chlorofil a/b zbierajacy energie (ang. light-harvesting
chlorophyll a/b-protein complex, LHC). W jego sktad wchodzi okoto
50% [39, 47] wszystkich barwnikow chlorofilowych lisci, przy czym sto-
sunek chlorofilu a do chlorofilu b wynosi 1:1 [57, 58, 59], co wskazuje
na to, ze chlorofil b jest zlokalizowany gtownie, jezeli nie wytacznie,
w tym zespole barwnikow. LHC uczestniczy w absorpcji energii Swietlne]
| przekazywaniu zaabsorbowanej energil gtownie na centra reakcji PSII.
Chlorofil zawarty w LHC posredniczy rowniez w przekazywaniu energil
wzbudzenia z PSII na PSI |21, 23], a sktadnik biratkowy petni istotng
funkcje w procesie tworzenia gran |[3, 7, 8]. Kompleks zbierajacy energie
stat sie w ostatnich latach przedmiotem licznych badan. Zdaniem Butle-
ra 1 wsp. [21, 32] LHC tworzy odrebnag jednostke funkcjonalng 1 struk-
turalng w systemie lamelarnym chloroplastow.

SKLAD BARWNIKOWY | POLIPEPTYDOWY LHC

Stosujac metode elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w obec-
nosci SDS wyizolowano z bton tylakoidow rozpuszczonych w roztworze
SDS lub SDBS trzy zawierajace chlorofil pasma: CI, CII 1 CIIl [47,
57 - 59]. Tylko w dwdch z nich (Cl 1 CIl) znajdowato sie rowniez biatko,
a w paSmie CIIlI znajdowat sie wolny chlorofil* (tab. 1). Prace wykona-

* Nalezy zauwazycC, ze stosujac elektroforezy w gradiencie gestosci zelu polia-
krylamidowego w obecnosci SDS mozna wydzielic 6 frakcji zawierajacych kom-
pleksy chlorofil-biatko ([2] 1| In., patrz rowniez tab. 2). Wolny chlorofil prawdopo-
dobnie nie wystepuje in vivo, lecz uwalnia sie w czasie izolacji kompleksow.
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TABELA 1

Sktad barwnikowy 1 charakterystyka spektralna kompleksow CI, CII, CIIl wyizo-
lowanych metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowym z bton tylakoidow rOZ-
puszczalnych w roztworze SDS lub SDBS

Maksima Zawartosc
Nazwa Zawartc_)éé Stosunek I\/Iaksim_a_ fluore_s_- Viola.
komp- chlorofilu chla/chlb absorpcji  cencjl y lute- s neoksan-
arotenu . san
leksu w % (wg [B1]) w //K Iny tyny tyny
(wg [51])
CI 15-20 [51] 12,0 [14] 677 702 14* 5 0 0
7,0 [47] 490 693
470 687
437 081 g g** 0.9 0 0.1
420 677
669
662
Cll 32-35 [60] 1,2 [14] 672 V 677 5* 16 8 5
1,9 [47] 650 670
1,25 [51] 437 062 3 G** 6.7 0.3 1.7
470 654
650
C I 30-40 [51] 670 675 17* 1 9 5
64-66 [60] 480 [60] 669
0 [41] zmo- 667
dyfikowana - 650

*mole/mol chlorofilu [14], ** mole/mg biatka [47],

ne do 1974 r. sugerowaty, ze kompleksy CI 1 CIll pochodza odpowiednio
Z plerwszego 1 drugiego uktadu fotosyntezy, a brak aktywnosci fotoche-
miczne] wiazano z Inaktywujacym dziataniem SDS |[/]. Thornber [60],
porownujac rozdziaty elektroforetyczne otrzymane z jeczmienia typu
dzikiego I mutanta pozbawionego chlorofilu b (mutant ten wykazywat
normalna aktywnosc fotosyntetyczna), stwierdzit, ze forma niezmutowa-
na nie zawierata kompleksu CII. Dlatego zaproponowat dla CIllI nazwe
kompleks chlorofilowoJbiatkowy zbierajacy energie wzbudzenia, pod-
kreslajac tym samym, ze nie jest on elementem niezbednym w procesie
fotosyntezy, lecz petni tylko role pomocnicza.

Btony tylakoidow rozpuszczone w roztworze SDS mozna takze roz-
dzielic na kompleksy CI 1+ LHC (CIll) za pomocag kolumnowe] chromato-
grafiit na hydroksyapatycie, stosujac bufor fosforanowy o0 roznej molar-
nosci [34]. Po naniesieniu materiatu na zrownowazong 10mM bu-
forem fosforanowym (pH = 7,0) kolumne, kompleks CIl ulega wymyciu

w 0,2-03 M buforze fosforanowym (pH = 7,0). Natomiast CIl zostaje
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usuniety z kolumny podczas przemywania 0,4 M buforem fosforanowym

Zz dodatkiem 1 mM MqgCI2

Wielu badaczy podjeto systematyczne badania nad sktadem polipepty-
dowym 1 podjednostkowym LHC, zaktadajac, ze poznanie struktury wy-
1zolowanego kompleksu umozliwi zrozumienie jego rolt w uktadzie In
VIVOo. Zmieniajac sktad buforu, stezenie detergentu 1 akrylamidu oraz
warunki elektroforezy otrzymano dane, z ktorych wynika, ze w skitad
LHC wchodzi polipeptyd o ciezarze czasteczkowym okoto 25 000 dalto-
now (tab. 2) [26]. Wiele danych wskazuje na to, ze moze to byC miesza-
nina dwoch polipeptydow o podobnych ciezarach czasteczkowych, przy
czym tylko polipeptyd wystepujacy w wiekszych ilosciach tworzytby
kompleksy z chlorofilem. Z kazdym monomerem LHC ma byC zwiagza-
nych 6-12 czasteczek chlorofilu [61], a stosunek chlorofilu a do b jest
rozny w kompleksie chi. a/b-biatko zbierajacym energie u roznych ga-
tunkow roslin [56]. Stabilnos¢ LHC in vitro zalezy m.in. od pH buforu
Inkubacyjnego oraz zawartosci mocznika przy rozdziale elektroforetycz-
nym [38].

Stwierdzono, ze obnizenie stosunku SDS/chlorofil podczas uptynnia-
nia bton umozliwia wydzielenie metoda elektroforezy nie tylko formy
monomeryczne] LHC, ale takze dimerdow 1 oligomerow [2, 24, 27, 28],
ktore roznia sie m.in. widmami absorpcyjnymi (rye. 1). Rowniez obni-
zenie temperatury prowadzi do wydzielenia kompleksdow zagregowa-

Ryrc. 1. Widma absorpcyjne monomeru (1), dimeru (2), oligomeru (3) LHC (wg [2])
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nych [65]. In vitro dwa czynniKkl sprzyjaja agregacjl: duze stezenie biat-
ka LHC oraz duze stezenie kationow. Davis | Gross [23] stwierdzili, ze
wraz ze wzrostem stezenia bilatka LHC roSnie stata sedymentacji (S)
otrzymanych kompleksow. Krzywa zaleznosci S od stezenia chlorofilu

Ryc. 2. ZaleznosC state] sedymentacji (S) powstajacych kompleksow LHC od steze-
nia chlorofilu (wg [22])

uzywanego Jako wskaznik stezenia biatka ma charakter dwufazowy
(ryc. 2). w zakresie 0-5 mg ml-1 nastepuje powolny wzrost, w zakresie
5-6 mg ml-1 wzrost wartosci S jest o wiele szybszy. Dane te sugeruja,
Ze Istniejg oddziatywania biatko-biatko w agregatach LHC. Zmiany za-
chodzace w widmach absorpcyjnych 1 fluorescencyjnych oraz efektyw-
nosci wzbudzenia fluorescencji wskazuja, ze agregacja prowadzi do
zmilany otoczenia czastek chlorofilu a1 b [22].

Davis 1 Gross [22, 23] stwierdzili rowniez, ze LHC wigze kationy dwu-
wartosciowe, przy czym maja Istnie¢c dwa rodzaje miejsc wigzania (SI
| Sil). W warunkach, gdy nie zachodzl juz agregacja zalezna od stezenia
biatka (powyze] 6 mg ml-1), przytaczenie wapnia do Sil powoduje dalsza
zalezna od kationow agregacje. Kationy jednowartosciowe maja modulo-
wac zmiany konformacyjne, ktore utatwiaja agregacje (ryc. 3). tatwosc,
z Jaka LHC agreguje In vitro, sugeruje, ze kompleks ten moze wystepo-
wac w formie zagregowanej rowniez in Vivo.

Zaktadajac, ze 7 -8 czasteczek chlorofilu zwigzanych jest z mono-
merem LHC, mozna wyliczyC, ze okoto 40 takich jednostek znajduje sie
w Jednostce fotosyntetycznej zbudowane] z okoto 600 czasteczek chlo-
rofilu [27]. Czy z kazda jednostka fotosyntetyczna jest zwigzanych Kilka
agregatow LHC? Badania Hillera [29] miaty odpowiedzieC na to pytanie.
Zmieniajac warunki podczas uptynniania bton tylakoidow za pomoca
SDS przez dodanie matych t1losci Tritonu X-100, doszedt on do wniosku,
ze detergenty niejonowe stabilizujg istniejace dimery LHC w btonach
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tylakoidow, a nie sprzyjaja ich tworzeniu. Podobne wyniki uzyskali An-
derson [2] 1| Dunkley [24]. Istnieja takze Inne dane Swiadczace o tym, ze
LHC In vivo moze wystepowac w formie zagregowane] [27].

Ryc. 3. Wptyw jonow Ca2+ 1 Nat+ na wartosCc state] sedymentacji (S) kompleksow
LHC (wg [22])

Przeprowadzone przez Bennetta [15, 16] badania wykazaty, ze podczas
Inkubacji 1zolowanych chloroplastow lub catych lisci grochu z 3P orto-
fosforanem (w Swietle) zachodzi wbudowywanie izotopu (w sposob od-
wracalny) do kilku polipeptydow bton tylakoidow, wsrod ktorych znaj-
duja sie oba polipeptydy LHC (o ciezarze czasteczkowym okoto 26 000 dal-
tonow). Mechanizm te]J reakcji polega na tym, ze fosforan nieorganicz-
ny w reakcjl fosforylacji fotosyntetycznej tworzy poczatkowo y-3P-ATP,
ktory jest nastepnie substratem dla zwiazane] z btonami tylakoidow Ki-
nazy Dblatkowe] aktywowane] przez Mg2+. Potowiczny czas fosforylacji
wynosi okoto 1-3 minut [17]. Enzymem defosforylujacym jest prawdo-
podobnie zwiagzana z btonami tylakoidow fosfataza, ktorej aktywnosc nie
jest regulowana oSwietleniem. Potowiczny czas defosforylacji wynosi 5 -
-10 minut. Nie poznano dotychczas znaczenia tego cyklu fosforylacji 1 de-
fosforylacji biatek LHC. Nalezy jeszcze dodac, ze ortofosforan jest przy-
lgczony do reszty treonylowej znajdujacej sie w tancuchu peptydowym
wystajagcym ponad powierzchnie btony tylakoidu.

LOKALIZACJA LHC-W OBREBIE BLON TYLAKOIDOW

Poniewaz LHC stanowi bkoto 40% Dbiatek btony [57] 1| zawlera 32 -
50% chlorofilu [39, 60], powinien byc waznym elementem struktural-

nym bton tylakoidow. Otrzymane dane wskazuje, ze LHC jest czescia
tzw. zrebu biatkowego, ktorego obecnos¢c warunkuje zachowanie natyw-
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nej struktury btony. Na przyktad traktowanie trypsynag nie powoduje
catkowitego rozpadu LHC 1 dezintegracji bton, natomiast w obecnosci
pronazy nastepuje zanik LHC 1 rozpad bton [55]. Frakcja lipidowa od-
grywa wazng role w utrzymaniu stabilnosci LHC w btonie. Po usunie-
ciu lipidow 1 barwnikow za pomoca 80°/0 acetonu, -zwieksza sie bowiem
wrazliwos¢c LHC na dziatanie chlorowodorku guanidyny 1 trawienie tryp-
syna [39]. Stosujac pomiary dichroizmu kotowego (DC) w dalekim ultra-
fiolecie starano sie okreslic charakter oddziatywan miedzy wyizolowany-
mi frakcjami polipeptydow bton chloroplastow 1 lipidami [45], Wiadomo
bowiem, ze widmo DC w tym zakresie zalezy od struktury drugorzedo-
we] badanego biatka, tzn. od udziatu a helisy 1 @ struktury oraz zawar-
toSci statystycznego kitebka. Stwierdzono, ze sulfolipidy w waskim za-
kresie pH (6,8 - 7,2) powoduja wzrost eliptycznoSci, co odpowiada zmia-
nom konformacji polipeptydow (w tym polipeptydu o0 masie czastecz-
kowe] okoto 24 000 daltonow, tzn. apoproteiny LHC) w strone a helisy.
Tak wiec lipidy graja wazna role w utrzymaniu okreslonego stanu kon-
formacyjnego LHC In vivo.

Jedna z najbardzie] charakterystycznych cech LHC jest to, ze za-
wiera chlorofil b 1 jest wzbogacony w ksantofile, dlatego przez pewien
czas wiazano go z drugim ukladem fotosyntetycznym. Przynalezno$é te
potwierdzity rozdziaty elektroforetyczne frakcji bton tylakoidow wzbo-
gaconych w PSII [4, 7, 33, 52, 58]. Badania Arntzena 1 wsp. [12] suge-
ruja, ze LHC taczy sie z PSII przy udziale kationow. Ukazaty sie jednak
prace, z ktorych wynika, ze niewielkie ilosci LHC znajduja sie zawsze
we frakcjach wzbogaconych w PSI [33]. Poniewaz PSII zlokalizowany
jest gtownie w btonach tylakoidow granowych, nalezy spodziewac sieg,
ze frakcja wzbogacona w grana powinna byC takze wzbogacona w LHC
[1], Rzeczywiscie stwierdzono [8], ze stosunek biatek LHC do biatek CI
w lamelach stromy jest rowny 0,6 - 0,7 (podobnie jak w pierwotnych
tylakoidach); w catym systemie lamelarnym wynosi przecietnie okoto
2,5, a w tylakoidach gran (obliczono w sposob posSredni) osiaga war-
tosc 4.

Badania Prochaski [50] wykazaty, ze LHC jest rowniez wykrywalny
na powierzchni bton tylakoidow. Badacz ten stwierdzit, ze w chloro-
plastach pozbawionych otoczki w obecnosci EDC (l-etylo-3(3-dimetylo-
aminopropylo)karbodiimidu) znakowany GEE (eter etylowy glicyny) 13-
czy sie w sposob trwaty z miejscami wiazania kationow. Przeprowadza-
Jjac nastepnie dezintegracje bton tylakoidow za pomoca SDS 1 rozdzial
elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym wykazat, ze najwieksza
radioaktywnosSc jest zwiagzana z apoproteing LHC o0 masie czgsteczko-
we] 24 000 daltonow. Metoda Immunologicznga wykazano rowniez, ze
przeciwclata przeciw polipeptydowl o masie czasteczkowe] 24 000 dalto-
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now powoduja aglutynacje wolnych od stromy lamel [44]. WyniKi te su-
geruja, ze czesC czasteczki tego biatka jest obecna na zewnetrznej po-
wierzchni btony. Uogodlnienie to jest zgodne z wynikami badan, w Kkto-
rych stwierdzono, ze inkubacja bton tylakoidow w roztworze trypsyny
powoduje zwiekszenie ruchliwosci elektroforetycznej apoproteiny LHC
w zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS, co jest zwigzane ze zmniej-
szeniem sie masy czasteczkowej o 2000 daltondéw, tzn. o przypuszczal-
nie o ten fragment, ktory wystajac ponad powierzchnie warstwy lipi-
dowe] jJest dostepny dla trypsyny [54, 55]. Ostatnio Steinback 1 wsp. [54]
wykazali, ze po usunieciu powierzchniowego fragmentu LHC nie docho-
dzi do zaleznego od kationow tworzenia gran. Obserwacje te sugeruja,
ze witasnosci fizykochemiczne (np. tadunek elektryczny [13]) tego frag-
mentu odgrywaja role w tworzeniu sie podwojnych lamel w systemie
chloroplastow granowych. Miller [46] sugeruje, ze powstate na terenie
lamel stromy zawierajace LHC duze czastki (o srednicy 16,4 nm) po-
siadaja tendencje do migracji w obszar gran 1 istnieje jakisS specyficzny
czynnik (np. lokalna roznica w stezeniu Kkationow), Kktory determinuje
Intensywnosc te] migracji. ObecnosSC zwiekszonej liczby czastek o Sred-
nicy 16,4 nm powoduje zmiany witasnosci btony, w wyniku czego za-
chodzi tworzenie sie gran. O udziale LHC w tworzeniu gran moga row-
niez swiadczyC nastepujace fakty:

1. agregacja wyizolowanych monomerow LHC przebiega w takim sa-
mym stezeniu kationu, jakie jest wymagane do utworzenia gran w po-
Zbawione] stromy zawiesinie lamel [20];

2. pojawienie sie LHC w czasie rozwoju roslin jest skorelowane
Z powstaniem gran [7, 8],

Nalezy jednak dodacC, ze mutanty pozbawione chlorofilu b 1 LHC
maja zdolnoS¢ tworzenia mniejszej 1losci gran [46], co wskazuje, ze
w procesie tym LHC moze byC zastapiony przez inne biatka. Nie tylko
kationy wptywaja na stan konformacyjny LHC in vivo. OSwietlenie chlo-
roplastow doprowadza do zmian w budowie LHC, gdyz po oswietleniu
zmniejsza sie liczba miejsc wiazania kationow dwuwartosciowych [50].
Jest wiec prawdopodobne, ze btona tylakoidu, jak 1 inne btony cytoplaz-
matyczne, jest struktura dynamiczna, w obrebie ktdore] zachodza prze-
mieszczenia kompleksow biatkowych zaleznie od stanu funkcjonalnego,
a kationy reguluja te procesy.

POWSTANIE LHC

Badania przeprowadzone przez Apela [5 6] wykazaty, ze Swiatio
absorbowane przez oba uktady barwnikdw indukuje powstanie LHC.
Synteza sktadnikow tego kompleksu jest rowniez pod kontrola uktadu
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fitochromowego [6]. Ponadto badacz ten wykazat, ze trwajace 15s
oswietlenie roslin etiolowanych Swiatiem czerwonym powoduje powsta-
nie poli-A mMRNA, ktorego translacja prowadzi do utworzenia prekurso-
ra apoproteiny LHC o masie czasteczkowe] 29 500 daltonow. Wedtug
Macholda 1 wsp. [37] geny kodujace to biatko znajduja sie w jadrze Ko-
morkowym, a proces jego translacji zachodzi na rybosomach typu 80 S.
Krotkotrwate oswietlenie rosSlin etiolowanych Swiattem czerwonym nie
wystarcza jednak do powstania kompletnego LHC. Drugim niezbednym
elementem do Jego utworzenia Jest fototransformacja protochlorofilidu
w chlorofilid a 1 synteza chlorofilu b (ryc. 4). Dane te potwierdzaja hipo-
teze Thornbera [60], wedtug ktorej akumulacja chlorofilu b jest nie-
zbedna do wytworzenia trwatego kompleksu LHC.

Ryc. 4. Wptyw Swiatta na proces
tworzenia LHC (wg [6])

N — jJjadro, ¢ — cytoplazma, P —

chloroplast, Pr — fitochrom forma

krotkofalowa, Pfr — fitochrom forma

dtugofalowa, Ryb. 80S — rybosomy

80 S, Apo LHC — apoproteina LHC,

PChl — protochlorofil, Chi — chlorofil,
hv — miejsce absorpcji Swiatta

W badaniach fotochemicznych udowodniono rowniez, ze wielkosci
jednostek PSI 1 PSU zaleza od stopnia rozwoju chloroplastow. Jak wy-
nika z pomiarow aktywnosci fotochemicznej oraz Kkinetyki narastania
fluorescencji w protochloroplastach pozbawionych LHC, jednostki PSI
| PSU sg bardzie] aktywne fotochemicznie oraz posiadajag mniejsze wy-
miary niz w dojrzatych chloroplastach [9, 11]. Wynikl obserwacji prowa-

dzonych za pomoca mikroskopu elektronowego rowniez wskazujg na to,
Zze wraz z powstaniem LHC nastepuja zmiany w budowie uktadow foto-
syntezy.

Badania Armonda 1 wsp. [10] dotyczyty zmian w liczebnosci 1 wiel-
kosci czastek na powierzchni bton tylakoidow w czasie rozwoju chloro-
plastow. Rosliny etiolowane zawierajace etioplasty z ciatem protolame-
larnym Armond osSwietlat swiattem btyskowym w celu otrzymania proto-
chloroplastow, tzn. plastydow pozbawionych chlorofilu b 1 LHC, a nastep-
nie przenosit rosliny do oswietlenia ciagtego, gdzie chloroplasty osiggaty
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petny rozwoj. Dzieki zastosowaniu techniki kriorytownictwa * mogt on
stwierdzic, ze liczba czastek przypadajaca na jednostke powierzchni la-
mel gran 1 stromy nie ulega zmianie podczas rozwoju chloroplastow,,
wzrastajg natomiast ich wymiary (tab. 3); najwieksze roznice zaobser-

PF

Ryc. 5. Schemat ilustrujacy sposob powstawania 4 typow powierzchni bton tylako-
idow przy zastosowaniu techniki kriorytownictwa (wg [46])

PF — powierzchnie zewnetrzne bton tylakoidow, EF — powierzchnie wewnetrzne btom
tylakoidow, u 1 s — oznaczaja odpowiednio regiony stromy 1 gran
TABELA 3

Zmiany wzglednych objetoSci czastek wystepujacych na powierzchnt EF 1 PF

(patrz ryc. 5) w czasie transformacji protochloroplastow w chloroplasty w ciggtym

oswietleniu (zatozono, ze 2/3 bton tylakoidow znajduje sie w obszarze gran, a 1/3 —
w obszarze stromy) (wg [10])

ObjetoSc cza-

l10SC , . Suma objeto- Procent
godz. Nazﬁwa Sreaniica lloSC czastek _St6k p_rzypadz;l(— Sci czastek przy- sumaryczne]
oswietla- p0W|e_rz- Czastek na [Jim2 Jatd na_JednosF ¢ padajaca na objetosci
nig chni (A) powierzchni fi.m2 btony
(A3 (xm2)
0 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
48 105 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®

* Technika kriorytownictwa pozwala na otrzymanie czterech rodzajow po-
wierzchni powstatych w wyniku roztupania bton tylakoidow w obszarze gran
| stromy (ryc. 5).
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wowano na powierzchniach EF. Zatozono, ze kuliste czastki o Srednicy
80 A stanowig rdzen PSIlI z centrami reakcji, a elipsoidalne czgstki
o $rednicach 105, 132, 164 A powstaja w wyniku przytgczenia LHC do
rdzenia PSIl. Wyliczono rowniez, ze zmiany wielkosci $rednicy z 80 A
na 105, 132 lub 164 A prowadza do zmiany objetosci dzieki przytgczeniu
odpowiednio 1, 2 lub 4 podjednostek LHC. W tym samym czasie wymia-
ry czastek PSI w obszarze gran prawie nie ulegaja zmianie (70 - 77 A).
Natomiast w obrebie lamel stromy ulegajg zwiekszeniu wymiary obu
typéw czastek, tzn. o Srednicy 70 A (PSI) i 80 A (PSIl), do okoto 105 A
podczas rozwoju chloroplastéw [10]. Z danych tych wynika, ze wystepuje
zréznicowanie jednostek PSI i ze LHC jest przytagczone do PSI tylko na
terenie lamel stromy. Na podstawie tych wynikOw zaproponowano na-
wet model btony lameli na terenie gran (ryc. 6).

Ryc. 6. Schemat bton tylakoidéw z regionu gran wediug Armonda i wsp. [10]

ROLA LHC W PROCESIE FOTOSYNTEZY

Wedtug teorii Butlera i wsp. [21, 32] LHC przyczynia sie do znacz-
nego wzrostu absorpcji energii Swietlnej, ktéra jest nastepnie przeka-
zywana do centréw reakcji PSIlI i PSI oraz bierze udziat w regulacji
przeptywu energii wzbudzenia miedzy PSII i PSI. Wielko$¢ przeptywu
energii wzbudzenia z PSIl do PSI moze byé wyznaczona z krzywej in-
dukcji fluorescencji mierzonej przy 695 lub 730 nm w temperaturze
ciektego azotu [31] * Liczbowo jest on réwny stosunkowi FO/Fv mierzo-

* W temperaturze 77 K chlorofil anteny PSI (chlai), PSII (chla,) oraz chloro-
I]irlna[sl’_zl]-w wykazuja gtowne maksima fluorescencji odpowiednio przy 730, 695 i 685
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nemu w pasmie 695 nm lub wielkosci Fv przy 730 nm, gdzie FQrepre-
zentuje wartosci fluorescencji statej, a Fv — wartos¢ fluorescencji
zmiennej. Wydajno$¢ przenoszenia energii z centrum reakcji PSIlI na
PSI e?T(ii—) moze by¢ wyrazona jako funkcja ilosci pierwotnego akcep-
tora elektronéw PSII bedacego w stanie utlenionym (A):

_ AT(11-1) ~ 1~ \
ATn I kPB0 [-kmi + ~x(ii-i) + ~tii\ 1 ~97Tii9s5tii/
gdzie k — state szybkosci zaniku wzbudzenia chlan na drodze: kFi0 —
fluorescencji, kDn — procesdw bezpromienistych, kTn — przeniesienia
na centra reakcji, kr(ii-i) — przeptywu energii z PSII na PSI; @ — wy-
dajnos$¢ przenoszenia energii wzbudzenia z oTll — chlan na centra
reakcji PSII, qtll — centréow reakcji PSII na chlan.

Otrzymano wiele dowodéw na to, ze LHC uczestniczy w rozdziale
energii wzbudzenia zaleznym od stezenia kationéw [18, 19, 42, 49], Mie-
dzy innymi wykazano [20], ze dodanie przeciwciat przeciw LHC (aLHC)
do zawiesiny bezgranowych chloroplastow w obecnosci Mg2+ powoduje
(w odniesieniu do kontroli nie zawierajgcej aLHC):

a) redukcje wzrostu wydajnosci kwantowej PSII o 35%,

b) redukcje wzrostu zmiennej fluorescencji Fv w temperaturze po-
kojowej o 60%,

c) redukcje wzrostu stosunku natezenia fluorescencji F6b do Fm
w temperaturze 77 K.

Wszystkie te dane wskazujg na to, ze aktywny LHC jest konieczny
do zaleznej od kationdw regulacji rozdziatu energii wzbudzenia. Drugg
grupe dowoddéw uzyskano w badaniach wykonanych na mutancie Su/Su
tytoniu, ktory posiadat zmniejszong ilos¢ LHC [64]. Stwierdzono, ze:

a) dodanie Mg2+ do zawiesiny chloroplastow mutanta wywiera
mniejszy wptyw na poziom maksymalnej fluorescencji w temperaturze
pokojowej niz u formy niezmutowanej,

b) wprowadzenie Mg2+ nie zmienia stosunku Fm do Fm mierzone-
go w temperaturze 77 K.

Wyniki te sugeruja, ze u tego mutanta brak jest zaleznego od ka-
tionéw przeptywu energii z PSII na PSI.

Pewnego rodzaju dowodem moze by¢ réwniez wykrycie korelacji
miedzy pojawieniem sie LHC podczas zielenienia chloroplastow a po-
wstaniem zaleznej od kationdw regulacji rozdziatlu energii wzbudzenia
[30, 35]. Ponadto wykazano, ze Mg2+ przyczynia sie do wzrostu depola-
ryzacji fluorescencji ze szczytami przy 650, 675, 685 nm [66]. W tych wa-
runkach zaobserwowano takze wzrost wzglednej wydajnosci fluorescen-
cji przy 650 i 675 nm. Dane te przemawiaty za tym, ze po dodaniu Mg**
nastepuje wzrost efektywnosci przekazywania energii z LHC na chloro-

3 — Postgpy Biol. Kora. 2/81
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fil anteny PSU 1 rownoczesnie zachodzi spadek efektywnosSci przeptywu
energil z PSIlI na PSI. Natomiast kationy jednowartoSciowe stymuluja
przekazywanie energil wzbudzenia z PSIlI na PSI [18, 62, 65].

Wedtug modelu Seely (za [23, 62]) orientacja momentow przejsScia
niewlelu, bo tylko 6 czasteczek chlorofilu (z 344 znajdujacych sie w jedr-
nostce fotosyntetycznej) zlokalizowanych w strategicznym punkcie mie-
dzy PSII 1 PSI moze decydowacCc o wydajnosci przeptywu energii miedzy
dwoma uktadami fotosyntezy. Ten ,kanat” ma rozniC sie od Innych
kompleksow chlorofilowo-biatkowych sktadem 1 sposobem utozenia cza-
steczek chlorofilu. Kationy wigzac sie z nim powoduja zmiany konfor-
macyjne czasteczek, przy czym Kkationy jednowartosciowe sa odpowie-
dzialne za powstanie stanu sprzyjajacego przeptywowl energil wzbudze-
nia PSIl na PSI, a kationy dwuwartosciowe hamuja ten przeptyw.

Poniewaz chloroplasty w srodowisku zawierajacym lub nie zawiera-
Jacym kationy dwuwartosciowe odpowiadaja In vivo odpowiednim sta-
nom S| 1 Sil [42] * podjeto badania tych stanOw u mutanta sol z obnizo-
na i1loscia LHC 1 mutanta jeczmienia, ktorego pozbawiono LHC [35],
Z widm fluorescencji wykonanych w temperaturze 77 K chloroplastow
utrwalonych w aldehydzie glutarowym obliczono zmiany w stosunku do
wielkoscl pasm emisyjnych przy 685 1 730 nm po oSwietleniu Swiattem
710 nm 1 Swiattem 650 nm. Stwierdzono redukcje przejscia SI-SI u mu-
tanta sol I catkowite zahamowanie u mutanta jeczmienia, z czego mozna
wysnucC wniosek, ze LHC bierze udziat w rozdziale energil wzbudzenia
IN VIVO.

Analiza wzrostu pola nad krzywa iIndukcji fluorescencji w zawilesi-
nie chloroplastow z dodatkiem DCMU daje informacje o kinetyce Oreakcji
fotochemiczne) PSII [43]. WykresSlajac krzywa zaleznoSci logarytmu
wzglednego pola od czasu, wykryto dwufazowy przebieg reakcji foto-
chemicznych w centrach reakcji PSIl (ryc. 7). Prawdopodobnie jest to
ZWigzane z iIstnieniem dwodch typow centrow reakcji (a 1 fi), ktore posia-
dajg rozne state szybkosSci. Kationy dwuwartoSciowe zwiekszajg aktyw-
nosc tylko centrow a, co moze wskazywacC, ze tylko ten typ centrow
reakcjl jest zwigzany z kompleksem LHC.

/ przedstawionych faktow wynika, ze LHC tworzy odrebng jed-
nostke strukturalng w obrebie btony tylakoidow. Jednostka ta potaczona
gtownie z PSIl w obszarze gran 1 w mniejszej ilosct z PSI tego regionu

W stanie SI chloroplasty sa zaadoptowane do $wiatta absorbowanego przez
barwniki PSI lub do ciemnosci. Wystepuje intensywna fluorescencja, gdyz energia
absorbowana przez PSII nie jest przekazywana na PSI. W stanie Sil energia jest
absorbowana przez barwnik PSII 1 z duzag wydajnosScia jest przekazywana na PSI;

obserwuje sie w tym przypadku stabag lluoreseencje.
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czas (S)
Ryc. 7. Wptyw Mg*+ na zmiany wzglednego pola nad krzywa indukcji fluorescencji
(wg [43])
1 — czasteczkl wystepujgce r;a povviierzchni PF 12 — czq*stecz®l®<i V\;ystepujace na pz)wierzchni
EF, 3 — czes¢C korowa czagstek EF, 4 — kompleks chlorofil a/b-biatko zbierajacy energie

odgrywa istotng role w absorpcji energii $wietlnej i w rozdziale energii
wzbudzenia miedzy uktady fotosyntezy.

Sktadam serdeczne podzigkowania Panu prof. dr hab. St. Wigckowskiemu za

zainteresowanie, pomocna dyskusje oraz uwagi i wskazéwki przy opracowaniu
niniejszej pracy.
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APARAT KURCZLIWY | SZKIELETOWY KOMORKI
(Poktosie Il Miedzynarodowego Kongresu Biologii Komaorki)

Jacek KUZNICKI

Zaktad Biochemii Uktadu Nerwowego 1 Miesni, Instytut Biologii Doswiadczalne]
Im. M. Nenckiego, PAN, Pasteura 3, 02 - 093 Warszawa

W dniach 31 wrzesnia do 5 pazdziernika 1980 r. odbyt sie w Berli-
nie Zachodnim Il Miedzynarodowy Kongres Biologii Komorki zorganizo-
wany przez European Cell Biology Organization (Federation of European
Cell Biology Societies). W obradach wzieto udziat ponad 3000 uczestni-
kow reprezentujacych 51 krajow, w tym 12 uczestnikdow z Polski. Na
program Kongresu sktadaty sie wyktady plenarne, sympozja, spotkania
robocze oraz sesje plakatowe

Wygtoszono nastepujace wyktady plenarne: Nowe aspekty onkologil
(H. Harris); Organizacja 1 reorganizacja genow immunoglobulin (P. Le-
der); Zabiegl genetyczne na zarodkach (K. Ilimensee); Mapowanie gendow
a transfer genow w komoadrkach ssakow (F. Ruddle); Geny eukariotyczne
w komorkach prokariotycznych (W. Gilbert); Chloroplast 1 jadro
wspotdziatanie genomow rdznych organelli komdrkowych (D. von Wett-
stein).

Sympozja, spotkania robocze oraz sesje plakatowe odbywaty sie
W SzeSciu grupach tematycznych:

. Genomy, transkrypcja, powstawanie RNA 1 struktury z nim
ZWlgzane.

II. Btony, synteza biatka, wydzielanie 1 interakcja komorek.

I[Il1. Sktadniki aparatu kurczliwego 1 szkieletu komorki, ruchy we-

wnatrzkomorkowe 1 poruszanie sie komorek.
V. Komarki roznicujace sie 1 ich roznicowanie.

* Materiaty z Kongresu ukazaty sie w Eur. J. Cell Biol.,, 22 (1), 1980, w po-
staci zbioru komunikatow. Ponadto, w potowie 1981 r. ukaze sie ksigzka pt. “In-
ternational Cell Biology 1980/1981” zawierajaca teksty wyktadow plenarnych, sym-

pozjalnych 1 innych.
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V. Wyspecjalizowane uktady komorek 1 ogolne problemy metabo-

lizmu komorkowego.
V1. Patologia komorek 1 komorkowe aspekty chorob.

Ponadto wyodrebniono sesje plakatowa numer VII, pt. ,,Nowe me-
tody stosowane w biologii komorki™.

Przedstawlione sprawozdanie dotyczy tylko sympozjum III, pt. ,,Con-
tractile and Cytoskeleton Elements, Intracellular Movements, and
Cellular Locomotion”, 1 omawia te zagadnienia, ktore wzbudzity najwie-

ce] uwagl 1 dyskusji, a ktéore moga wytyczacC interesujace kierunki dal-
szych badan.

W komorkach niemiesniowych wyroznia sie trzy rodzaje ultrastruk-
tur petnigcych funkcje motoryczne 1 szkieletowe, tzw. cytoszKkielet. Sa
to mikrotubule, filamenty aktynowe, zwane mikrofilamentami, 1 fila-
menty posSrednie. Sympozjum podzielono na trzy czescli odpowiadajace
takiemu rozrdoznieniu struktur motoryczno-szkieletowych w komarce.
Podziat ten, dokonany ze wzgledow organizacyjnych, okazat sie czysto
formalny, gdyz przedstawione w czasie sympozjum fakty wskazujg na
wspotdziatanie mikrotubul z aktyna lub filamentami posSrednimi oraz na
Interakcje aktyny z filamentami posSrednimi.

W pierwsze] czescl sympozjum dotyczace] mikrotubul 1 mitozy na
szczegolna uwage zastuguja trzy zagadnienia:

(a) Witasciwosci biatek zwiazanych z mikrotubulami

Od kilku lat prowadzone sg prace nad charakterystyka bilatek zwia-
zanych z mikrotubulami, tzw. microtubule associated proteins (MAPSs),
obecnych w oczyszczonych przez polimeryzacje 1 depolimeryzacje prepa-
ratach tubuliny. W czasie sympozjum przedstawiono nowe dane na ten
temat. Miedzy Innymi za pomoca przeciwcliat wykazano, 1z MAPs wyste-
puja w wielu réoznych komorkach 1 niezaleznie od rodzaju komorki ma-
Jja jednakowe witasciwosci immunologiczne. Stwierdzono, ze MAPs wiaza
sie do kompleksu tubulina-liposomy. Wsrod MAPs, oprocz biatek o nie-
znanej funkcji enzymatycznej, wyrozniono fosfataze, ATPaze oraz dwie
kinazy. Jedna z nich o ciezarze czasteczkowym okoto 100 000 daltonow
katalizuje fosforylacje zwiagzanego z tubuling GDP do GTP. Aktywnosc
te] kinazy nie zalezy od stezenia jonow wapnia | cAMP, ale wzrasta pod
wptywem jonow magnezu. Druga Kkinaza, obecna w preparatach tubuli-
ny, katalizuje fosforylacje biatek zwigzanych z mikrotubulami, a je]

aktywnosSc zalezy od stezenia cAMP.
(b) Inhibitory polimeryzacji tubuliny

W ciggu ostatnich dwoch lat pojawity sie prace dotyczace hamuja-
cego, w obecnosci jonow wapnia, wptywu kalmoduliny na polimery-



APARAT KURCZLIWY | SZKIELETOWY 129

zacje tubuliny. Wynikil przedstawione w czasie sympozjum wskazuja,
ze kalmodulina nie wiaze sie, jak sugerowano wczesniej, bezposrednio
z tubuling, ale posrednio — poprzez biatka zwigzane z mikrotubulami
(MAPs). Ponadto, za pomoca metod Immunologicznych wykazano, ze
w czasie mitozy kalmodulina pojawia sie w duzym stezeniu w miejscu
tworzenia nowych mikrotubul. Wyniki te potwierdzaja wczesSniejsze Su-
gestie o udziale kalmoduliny w zaleznym od mikrotubul ruchu chromo-
somow. Przedstawiono tez nowe dane na temat obecnoscl I wiasciwoscl
kalmoduliny w rzeskach komodrek nabtonka skrzeli mieczakow 1 pier-
wotniakow. Kalmodulina z tych komorek jest bardzo podobna do kal-
moduliny z komorek ssakow, chociaz stabiej aktywuje fosfodwuesteraze
cyklicznych nukleotydow.

Z ameby Dictyostelium discoideum wyizolowano biatko o clezarze
czasteczkowym okoto 15 000 daltonow, bedace inhibitorem polimeryzacji
tubuliny. Prawdopodobnie taczy sie ono bezposrednio z tubulina, a nie
Jak kalmodulina za poSrednictwem MAPS.

Kolchicyna jest znanym 1 stosowanym od lat inhibitorem polimery-
zacjl tubuliny. W doniesieniach zaprezentowanych w czasie sympozjum
wykorzystano kolchicyne sprzezonag z i1zotiocyjanianem fluoresceiny do
zbadania lokalizacji tubuliny. Zaobserwowano iInny obraz fluorescencil
niz przy uzyciu przeciwclat na tubuline wskazujacy, ze tak zmodyfiko-
wana Kkolchicyna wiaze sie nie tylko do rozpuszczalnej tubuliny, lecz
rowniez do sktadnikow bton oraz do konca mikrotubul. W innych bada-
niach wykazano, ze kolchicyna stabie] hamuje polimeryzacje tubuliny
Z drozdzy niz tubuliny z mdézgu ssakow, co prawdopodobnie odzwierciedla
roznice w sekwencji aminokwasowe] obu biatek.

(c) Wspotdziatanie mikrotubul z aktyna

Aktyna 1 miozyna zostaty zidentyfikowane jako sktadnikil wrzecio-
na mitotycznego. Stwierdzono, ze In vivo czesC aktyny jJest zwigzana
Z mikrotubulami, a oczyszczona aktyna reaguje In vitro z tubuling, two-
rzac struktury o witasciwosciach zelu. Potaczenia miedzy aktyna a tu-
buling sa utworzone przez biatka zwigzane z mikrotubulami (MAPS),
ktore dodatkowo wykazuja zdolnosCc do rozgateziania mikrofilamentow
aktynowych. Wspotdziatanie mikrotubul z aktyng wykryto nie tylko
w komorkach nerwowych ssakow, lecz rowniez w ptytkach krwi, w na-
btonku tarczycy, w ciatkach bazalnych komorek rzeskowych nabtonka
tchawicy 1 nibynozek otwornic. Ponadto, za pomoca metod immunolo-
gicznych wykazano, ze rzeski nabtonka jajowodow zawieraja aktyne
| miozyne, cO razem z wczesniejszymi doniesieniami 0 obecnosci aktyny
V/ wicilach pozwala sugerowac o wystepowaniu w wiclach 1 rzeskach
dwoch uktadow: tubulino-dyneinowego 1 aktomiozynowego. Sugerowano,
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ze wspotdziatanie mikrotubul 1 mikrofilamentow aktyny podlegaC moze
podobnym zasadom, co wspotdziatanie miesni 1 kosci na poziomie makro-
skopowym.

W drugie] czesci sympozjum dotyczace] mikrofilamentow aktyno-
wych dwa zagadnienia zastuguja na szczegolna uwage:

(a) Rodzaje 1 witasciwosci biatek regulujacych polimeryzacje aktyny
| rozgatezianie je] mikrofilamentow

Na polimeryzacje 1 zelifikacje endogennej aktyny wptywajg w roz-
nych komodrkach rozne biatka: np. w Dictyostelium discoideum — biat-
ko o ciezarze czasteczkowym 39 000 daltondw, w Physarum polycepha-
lum — fragmina — 43 000, w makrofagach — zelsolina — 91 000 1 biat-
ko wigzace aktyne, w ptytkach krwi — Dbiatko o ciezarze czasteczkowym
95 000, w Acanthamoeba castellani — plastycina — biatko sktadajace sie
z dwoch tancuchow polipeptydowych o ciezarze 31 000 1 28 000, w komor-
kach Ehrlicha — aktynozelina o ciezarze czasteczkowym 115 000, w kosm-
kach sluzowki jelita — wilina — 95 000, a w osoczu krwi — biatko o cie-
zarze 92 000. Wiekszos¢ tych biatek dziata tylko w obecnosci mikromo-
lowych stezen jonow wapnia, ale nie wymaga obecnosci kalmoduliny.
Biatko z Dietyostelium discoideum hamuje depolimeryzacje aktyny, na-
tomiast zelsolina z makrofagow, plastycina z Acanthamoeby oraz frag-
mina z Physarum powoduja depolimeryzacje F-aktyny do krotkich mi-
krofilamentow. Z kolel aktynozelina z komorek Ehrlicha 1 biatko wiazace
aktyne z makrofagow biora udziat w rozgatezianiu mikrofilamentow akty-
nowych 1 tworzeniu struktur sieciowatych. Jeszcze Inaczej dziata wilina,
ktora tworzy potaczenia miedzy poszczegolnymi mikrofilamentami
w peczkach aktynowych kosmkow jelita.

(b) Zastosowanie cytochalazyny do badania polimeryzacji aktyny 1 je]
Interakcji z roznymi biatkami

Cytochalazyna wptywa destrukcyjnie na konce polimeryzujacych
mikrofilamentow aktyny oraz na tworzenie potaczen miedzy nimi. Ha-
mujace dziatanie cytochalazyny na cytokineze polega na dezintegracji

mikrofilamentow aktyny. Podobnie ttumaczy sie stymulujacy wptyw
tego zwiazku na sekrecje mukopolisacharydow 1 enzymow lizozomalnych
przez fibroblasty. Cytochalazyna powoduje gwattowne cofanie sie Kra-

wedzi hodowanych fibroblastow 1 odwracalne zmiany strukturalne w u-
ktadzie mikrofilamentow.

Tematem trzecie] czesci sympozjum byty poSrednie filamenty: ich
sktad Dbratkowy, wystepowanie 1 funkcja. Sa to podtuzne struktury
o srednicy okoto 100 A wystepujace w wiekszosci komorek. Na podsta-
wie wiasciwosci biochemicznych 1 immunologicznych wyroznia sie piec
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rodzajow posrednich filamentow: keratynowe, desminowe, wimentinowe
oraz neurofilamenty 1 filamenty komorek glejowych. Filamenty keraty-
nowe wystepuja w komorkach nabtonkowych 1 sg zbudowane z biatek
0 clezarze czasteczkowym od 40 000 do 70 000 daltonow. Neurofilamenty
sktadaja sie z dwoch, a czescie] z trzech biatek o roznych ciezarach
czasteczkowych. W modzgu ssakow dwa z tych biatek maja wysoki cie-
zar czasteczkowy, rzedu 200 000, a trzecie biatko — okoto 70 000 dalto-
now. Filamenty desminowe, zbudowane z jednego biatka zwanego des-
ming (50 000), znajduja sie w miesniach, natomiast filamenty wimenti-
nowe zbudowane sa z biatka wimentiny (52 000) 1 wystepuja zarowno
w miesniach, Jak 1 w komorkach niemiesniowych. W wiekszosci komo-
rek znajduja sie dwa rodzaje filamentow posrednich: filamenty specy-
ficzne dla danego rodzaju tkanki oraz filamenty wimentinowe, np.
w miesniach szkieletowych 1 sercowych sktadnikami linii Z oprocz iIn-
nych biatek sg desmina 1 wimentina, a w komadrkach nabtonkowych
oprocz filamentow keratynowych sa obecne filamenty wimentinowe.
Wszystkie biatka wchodzace w skitad filamentow posrednich sg ufosfo-
rylowane 1 ulegajg fosforylacji In vitro. Przypuszcza sie, ze proces fos-
forylacji wptywa na stopien polimeryzacji 1 agregacji posrednich fila-
mentow, chociaz nie zostato to dowiedzione.

Oczyszczone filamenty posrednie, podobnie jak mikrotubule, zawie-
raja zwigzane biatka, ktore pod wieloma wzgledami (ciezar czasteczkowy,
mapy peptydowe, zdolnosc do fosforylacji 1 zdolnoS¢ do iIndukowania
agregacji mikrotubul) przypominaja MAPs. Oprocz tych biatek w prepa-
ratach posrednich filamentow znaleziono rowniez zalezna od stezenia Jo-
nOw wapnia proteaze, specyficzng wobec tych filamentow. W komorkach
nerwowych oraz w fibroblastach wykazano, ze miedzy posrednimi fila-
mentami a mikrotubulami1 istnieja funkcjonalne potaczenia. Uwaza sie,
ze posrednie filamenty tworza mechaniczne potaczenia miedzy poszcze-
golnymi sktadnikami komorki 1 razem z mikrotubulami stanowia szkielet

komorkowy.
Omowione zagadnienia nie wyczerpuja tematow omawianych w cza-
sie Il sympozjum Il Miedzynarodowego Kongresu Biologii Komorki.

Odzwierciedlaja one jedynie te kierunki badan, wokot ktorych skoncen-
trowana byta uwaga duzej grupy uczestnikow. Najwiekszy postep za-
znaczyt sie w dwoch dziedzinach: w badaniach nad budowa 1 funkcja
posrednich filamentéw oraz w badaniach nad biatkami wiazacymi aktyne,
ktore reguluja stopien jej polimeryzacji 1 rozgatezienia. Dominowat po-
glad, ze witasnie wyniki tych badan przybliza nas w znacznym stopniu
do zrozumienia molekularnych zasad funkcjonowania aparatu ruchowego
komadorek miesniowych 1 niemiesniowych.
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Histochemistry. Theoretical and Applied. Volume one: Preparative and
Optical Technology, by A. G. E. Pearse.

Wyd. czwarte, Churchill Livingstone, Edinburgh, London and New York 1980.

Prawie 27 lat uptyneto od ukazania sie pierwszego wydania ,,HIsto-
chemii Pearse’a”, ktora stata sie swojego rodzaju ,,vademecum” nie tylko
poczatkujacych histochemikow. Pierwsze wydanie tej ksigzki (1953 r.)
doczekato sie ttumaczenia na jezyk polski, nastepnie hiszpanski, a wy-
danie nastepne (1960 r.) — na Jezyk rosyjski. Trzecie wydanie (1979 r.)
przetozono na jezyk witoski. Obecne czwarte wydanie, znacznie posSzerzo-
ne, sktadacC sie bedzie z trzech tomow, obecnego 1| dwdch nastepnych be-
dacych w przygotowaniu: ,Analytical Technology” 1 ,,Enzyme Tech-
nology”.

Od narodzenia sie pierwsze] mysli napisania tej ksigzki uptyneto
bez mata 30 lat. W tym okresie bylismy Swiadkami narodzenia sie wielu
technik badawczych, a przede wszystkim mikroskoplii elektronowej; naj-
pierw transmisyjnej, nastepnie skaningowe] 1 wysokonapieciowe]. Wy-
pracowano zatem 1| zaadoptowano wiele metod badawczych, ktore pozwa-
laja spojrzeCc na ultrastrukturalna organizacje cytoplazmy komorki oczy-
ma chemika 1 biochemika. Rozwo0j technik badawczych, synteza nowych
ZwWlazkow chemicznych, wprzegniecie w stuzbe histologii pierwiastkow
promieniotworczych 1 metod immunologicznych zmusity autora ksigzki
do gruntowne] rewizjl poprzednich wydan 1 poszerzenia wydania obec-
nego do objetosci trzech tomow.

Pierwszy tom, ktory ukazat sie na poczatku biezacego roku, obej-
muje gtdwnie zagadnienia techniki przygotowawcze] materiatu oraz mi-
kroskopii Swietlnej. Ksiagzka sktada sie z 11 rozdziatow oraz Kkrotkiego
dodatku, w ktorym czytelnik moze znalezC m. In. bardzo pozytecznie
zestawione wartosci 1 symbole roznych jednostek tak fizycznych, jak
| chemicznych. Oprdécz krotkiego rysu historycznego, ktory wprowadza
mtodego adepta histochemii w dzieje te] metody badawcze] (rozdz. 1), na-
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stepne cztery rozdziaty zawileraja opisy metod przygotowania tkanek
do dalszych procesow histochemicznych oraz rozwazania teoretyczne,
w ktorych autor uzasadnia zastosowanie poszczegolnych metod przygo-
towania tkanek do odpowiednich analiz chemicznych. Rozdziat drugl zo-
stat poSwiecony metodom skrawania tkanek w niskich temperaturach
z zastosowaniem kriomikrotomow 1 ultrakriomikrotomow, z przeznacze-
niem do obserwacji w mikroskopie elektronowym. Kazdy rozdziat ni-
niejszej ksigzki, a zatem 1 ten, sktada sie z dwoch czeSci: rozwazan histo-
rycznych nad powstaniem dane] metody oraz dyskusji teoretyczne] za-
wartych w rozdziale metod. Na koncu rozdziatu czytelnik znajdzie do-
datek, w ktorym autor zebrat szczegotowe recepty, wedtug ktorych czy-
telnik moze prowadzic swoje badania histochemiczne. Rozdziat drugi
jest bogato ilustrowany fotografiami roznych typow Kkrioultramikroto-
mow oraz ich schematami. W rozdziale trzecim autor omawia rézne me-
tody liofilizacji tkanek, t1lustrujac te metody wykresami obrazujacymi
przebieg fizycznego procesu, Jakim jJest zamrazanie tkanek. Znajduja
sie tam rowniez bardzo instruktywne schematy liofilizatorow, dzieki
czemu niejeden pomystowy badacz moze skonstruowac witasny aparat do-
suszenia tkanek. W rozdziale tym autor opisuje rowniez metody przy-
gotowania tkanek do obserwacji w mikroskopie skaningowym. W sto-
sunkowo krotkim rozdziale czwartym czytelnik moze zaznajomiC sie
Z metodami utrwalania tkanek na drodze wymiany, podstawienia wody
w tkankach odpowiednim rozpuszczalnikiem, jak alkohol lub aceton z do-
datkiem soli lub tlenkow niektorych metali ciezkich, takich jak osm,
rtec lub chrom. Metoda ta — , Freeze-substitution” — ma bardzo sze-
rokie zastosowanie w histochemil, a zwtaszcza W Immunohistochemil.
W rozdziale pilatym autor rozwaza procesy chemiczne, jakie maja lub
moga mieC miejsce w czasle dziatania zwiagzkow utrwalajacych, takich
jak aldehydy, sole metali ciezkich itp., na rézne zwiazki organiczne 1 po-
limery budujace sktadniki komorki. W dodatku czytelnik znajdzie Kkilka
przepisow rutynowo uzywanych utrwalaczy do réznych typow tkanek.
Najwiekszym rozdziatem recenzowane] ksigzki jest rozdziat poswiecony
Immunohistochemii. Autor rozwinagt w obecnym wydaniu ksigzki maty
fragment z podobnego rozdziatu wydania pierwszego do petnego rozdzia-
tu liczacego 95 stron. Opisuje w nim wiele metod znakowania przeciw-
ciat oraz sposoby ich wykrywania tak w mikroskopie Swietlnym, jak
| elektronowym. Rozdziat dotyczacy metod immunohistochemicznych jest
bogato ilustrowany kolorowymi schematami, ktore bardzo instruktywnie
obrazuja mechanizmy interakcji réoznie znakowanych przeciwciat z anty-
genami. Obszerny dodatek do tego rozdziatu obejmuje przepisy na spraw-
dzanie specyfikl przeciwclat, przygotowywanie 1 0Czyszczanie Immuno-
globulin 1 caty szereg recept niezbednych do pracy metodami Immuno-
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cytochemicznymi tak na poziomie mikroskopii Swietlnej, jak 1 elektro-
nowe]. Bardzo pozytecznym dodatkiem do tego rozdziatu jest zataczony
spis adresow firm, ktore rozprowadzaja potrzebne do immunohistochemii
odczynnikKi.

Rozdziaty 7 1 8 dotycza odpowiednio wykrywania pewnej grupy en-
Zymow za pomoca techniki sporzadzania bton zelatynowych nasyconych
odpowliednim substratem, np. DNA dla wykrywania DN-azy, zastosowa-
nia enzymow Jjako odczynnikow na specyficzne sktadniki komdorkowe, np.
nukieazy, hyaluronidazy 1 neuraminidazy. Oprocz te] plerwsze] grupy
enzymow o0 plerwszorzednym znaczeniu, autor z calg ostroznoscia oma-
wia jeszcze dwie Inne grupy enzymow o drugorzednym znaczeniu w tech-
nice histochemicznej, sa to: amylazy, trypsyna 1 pepsyna oraz rozne ela-
stazy, kolagenazy, pektynazy, lipazy 1 fosfolipazy. Drugim co do wiel-
koscl rozdziatem jest rozdziat 9 (43 str.), poSwiecony autoradiografii oraz
je] zastosowaniu. Z przyjemnoscia znajdujemy w tym rozdziale nazwis-
ka polskich uczonych (K. Ostrowski, W. Sawicki, E. Pigtkowska 1 1In.),
ktorzy opracowali specjalng metode scyntylacyjna, opisang 1 zalecanag
przez autora ksiazki. Ostatnie dwa rozdziaty (10 1 11) poswiecone mikros-
kopii fluorescencyjnej 1 histochemii i1losciowe] zostaty napisane przez
F. D. W. Rosta. Autor tych rozdziatbw omawia na wstepie podstawy zja-
wiska fluorescencji oraz jej zrodta 1 zastosowanie. W krotkim dodatku
znajdujemy zestaw barwnikow fluorescencyjnych oraz ich fizykochemicz-
ne wiasciwosci. Omawia rowniez rodzaje materiatu fotograficznego, jaki
powinien byc stosowany rownolegle z tg technika badawcza. W rozdzia-
le ostatnim (11) znajdzie czytelnik opisy, niestety bardzo kosztownych,
Instrumentow, ktore musza byC stosowane, jezell badacz postawl sobie
ambitne zadanie I1losciowego okreSlenia réznych wynikow przeprowas-
dzonych reakcji histochemicznych. Ksiazka zawilera bardzo czytelnie ze-
stawiony Indeks.

Recenzowana kslgzka zostata napisana przez wybitnego specjaliste
histochemika, ktorego autorytetu nie trzeba rekomendowacC wsrod cyto-
logow 1 histologow polskich. Zebrany w niej] kapitat informacji znajdzie
bez watpienia inwestorow/w naszym Kraju I pomimo zapewne wysokie]
ceny (recenzent dysponowat egzemplarzem okazowym) znajdzie chet-
nych nabywcow. Mozna rowniez zainteresowaCc wydawcow polskich do

wszczecla krokow z autorem, w celu przettumaczenia tego dzieta na je-
Zyk polski.

W. Kilarski

4 — Postepy Biol, Kom. 2/81
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Primordial Germ Cells In Chordates. Embriogenesis and development,
by Peter D. Nieuwkoop and Lien A. Sutasurya.

Wydana przez Cambridge University Press. Cambridge, London, New York, Mel-
bourne.

Recenzowana ksigzka jest nastepna (7) edycja w znane] seril ,,De-
velopmental and Cell Biology”. Opracowania problemu pochodzenia 1 lo-
sow komorek praptciowych w ontogenezie strunowcow podjeli sie
P. D. Nieuwkoop, dyrektor Laboratorium Hubrechta w Utrechcie 1 pro-
fesor uniwersytetu w Utrechcie (Holandia), oraz jego wspotpracownik
L. A. Sutasurya, obecnie wyktadowca biologit w Bandungu (Indonezja).

Ksiazka liczy 148 stron tekstu, jest zaopatrzona w spis literatury
0 petne] bibliografii. Zawiera ona okoto 520 pozycji datowanych od dru-
gie] potowy XIX w. do lat ostatnich naszego dziesieciolecia. Trzy In-
deksy: autorski, nazw zwierzat 1 rzeczowy podnosza dodatkowo wartosc
uzytkowa tego cennego dzieta.

Komorki praptciowe sa szczegolnie wyrozniajacymi sie wsrod in-
nych komorek budujacych ciato zarodka. Ich szczegolne cechy morfolo-
giczne pozwalajg wyrozniCc je wsrod innych komorek juz we wczesnych
stadiach rozwojowych strunowcow 1 nastepnie przeSledzi¢ szlaki ich we-
drowek od miejsca powstania do zawigzkow gonad, gdzie osiedlajg sie
1roznicujg w przyszte definitywne komorki ptciowe.

Autorzy dyskutuja na podstawie zarowno danych opisowych, jak
| badan eksperymentalnych prowadzonych na przedstawicielach prawie
wszystkich grup strunowcow. Przeprowadzaja oni porownawcze analizy
nad charakterystycznymi cechami morfologicznymi, ktore jak sie oka-
zato sg wspolne dla wielu grup strunowcow. Autorzy postawili sobie za-
danie ustalenia strukturalnego czynnika determinujacego przeznaczenie
komorek praptciowych. W efekcie tych rozwazan czytelnik dowiaduje
sie, ze czynnik determinujacy, zdaniem autorow, nie ma charakteru
strukturalnego, a obserwowane charakterystyczne dla tych komorek ele-
menty cytoplazmatyczne (plazma zarodkowa) sa Jedynie efektem towa-
rzyszacym 1 nie sa rownowartosciowe pod wzgledem funkcjonalnym
w komodrkach praptciowych rdéznych grup kregowcow. Zdaniem recen-
zenta autorzy zbyt pobieznie przedstawilli zagadnienie czynnika lub
czynnikdw determinujacych, ktdore bezsprzecznie maja swoje struktural-
ne wyktadniki pod postaciag uktadow czasteczkowych, ktore umykaja
obserwatorowl wyposazonemu nawet w najdoskonalsze mikroskopy elek-
tronowe czy tez inne Instrumenty analityczne.

Strunowce stanowia stosunkowo zwarta grupe z filogenetycznego
punktu widzenia. Dzieki wspotczesnie zyjacym bardzo prymitywnym for-
mom, oprocz tych, ktore stoja na szczycie filogenetycznego rozwoju, moz-
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na przesledziCc 1 wskazac stosunkowo wspodlna linie ogdlnego rozwoju ko-
morek praptciowych z rownoczesnym podkresleniem rdéznic tak w pocho-
dzeniu tych komorek, jak rowniez w sposobie ich wedrowek do miejsca
przeznaczenia (zawiazki gonad) w roznych grupach kregowcow. Autorzy
bardzo sugestywnie przedstawiaja filogenetyczne zaleznosSci, jakie ist-
nieja miedzy roznymi sposobami powstawania komodrek praptciowych
roznych grup strunowcow a historig ich rozwoju. Dzieki temu historia
rozwoju komorek praptciowych dostarcza nowych dowodow embriolo-
gicznych, ktore w pewnym stopniu wyjasniaja stosunki pokrewienstw,
jakie istnieja miedzy wspotczeSnie istniejgcymi strunowcami.

Tresc ksiazki zawarta jest w 9 rozdziatach obejmujacych dane do-
tyczace: wczesnych stadiow rozwojowych kregowcow ze specjalnym
uwzglednieniem powstawania mezodermy, charakterystyki komadrek pra-
ptciowych, ich powstawania, tworzenia zawiazkow gonad, sposobu mi-
gracji komorek praptciowych oraz filogenetycznego znaczenia omawia-
nych danych embriologicznych. Wiadomosci ujete w rozdziatach omawia-
ne sa wedtug jednego schematu. Autorzy omawilajg najplerw dane po-
Zyskane z obserwacjl opisowych, a nastepnie eksperymentalnych. W kon-
kluzji mozna stwierdzi¢, zgodnie z intencja autorow, ze wiadomoscl nha-
sze dotyczace powstawania komorek praptciowych sa bardzo ograniczo-
ne, a W niektorych grupach wprost fragmentaryczne. Po przeczytaniu te]
kstazki, 1lustrowane] bardzo przejrzystymi oraz instruktywnymi sche-
matami, czytelnik natychmiast zrozumie, ze problem powstawania Kko-
morek praptciowych pozostaje nadal otwarty, a wiele grup kregowcow
oczekuje nadal na podstawowe badania embriologiczne, tak opisowe, jak
| eksperymentalne, ktore dostarcza nowych, a w wielu przypadkach cat-
kiem podstawowych informacji o komorkach praptciowych.

Wincenty Kilarski
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