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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 7, NR I, 3980 (1-18)

AKTYWNOŚĆ NUKLEOL (TYCZNA PLAZMOLEMY KOMÓREK 
SSAKÓW

NUCLEOLYTIC ACTIVITY OF THE MAMMALIAN CELLS PLASMA MEMBRANES

Teresa SAWICKA

Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk, Warszawa

Streszczenie. Plazmolema wyizolowana z komórek wątroby szczura hydrolizuje droż- 
dżowe RNA. W reakcji kilkustopniowej hydrolizy uczestniczą cztery enzymy: endo- 
nukleaza, 3'-nuklcotydaza, fosfodwuesteraza I i 5'-nukleotydaza. Aktywność rybo-
nukleolityczną wykazano w plazmolemie komórek HeLa, plazmolemie komórek ra­
ka Ehrlicha u myszy oraz w plazmolemie retikulocytów królika, Fosfodwuesteraza I, 
pochodząca z plazmolemy różnych tkanek u ssaków, posiada aktywność hydroli-
tyczną skierowaną zarówno przeciwko wiązaniom mono-, jak i dwuestrowym. Su­
geruje się, że aktywność fosfodwuesterazowa i pyrofosfatazowa pochodzą od jednego 
białka enzymatycznego. 5'-nukleotydaza, występująca powszechnie w plazmolemie 
komórek ssaków, jest traktowana jako marker. Biologiczne znaczenie powierzchnio­
wych enzymów nukleolitycznych nie jest jeszcze wyjaśnione.

Summary. Isolated rat liver plasma membranę has been shown to reveal the capacity 
to degrade yeast RN A. In the pro ces s of degradation the activity of four enzymes : 
endonuclease, 3'-nucleotidase, phosphodiesterase I and 5'-nucleotidase is involved. 
The occurrence of ribonuclease on the surface of HeLa celi, Ehrlich Ascites cells 
and rabbit reticulocytos was showed. Phosphodiesterase I isolated from the plasma 
membranę of different kinds of tissues reveals hydrolytic activity against mono- 
and di- esters bounds. It was suggested that the activitles of both phosphodiesterase 
and pyrophosphatase derived from one enzyme. The common appearence of 5z-nu.- 
cleotidase in the plasma membranes is considered as the marker of this cellular 
structure. The biological significance of surface nucleolytic enzymes is so far unelear.

I. WSTĘP

Powszechnie wiadomo, że błony komórkowe (plazmolema) nie sta­
nowią wyłącznie biernej bariery, oddzielającej wnętrze komórki od ota­
czającego ją środowiska. Plazmolema uczestniczy aktywnie w takich pro-
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2 T. SA W IC K A

cesach, jak przyleganie komórkowe (cell adhesion) [4, 42, 53] i podział 
komórki [5, 7]. Sugeruje się, że w procesie regulacji podziałów komórko­
wych uczestniczą powierzchniowe enzymy hydrolityczne z grupy pro-
teaz [5].

Mechanizm przylegania komórkowego nie jest do dziś w pełni wy­
jaśniony, jakkolwiek w ostatnich latach sformułowano kilka hipotez 
dotyczących zależności tego zjawiska od składników plazmolemy [40, 46,
52, 55, 76, 83, 85].

May he w sugerował [40], że łączenie się w komplementarne pary za­
sad jednoniciowego RNA, występującego na powierzchni sąsiadujących 
komórek, może być powodem specyficznego rozpoznawania się i przy­
legania komórek. Roseman [52, 53] oraz Roth i White [56] sformułowali 
hipotezę, że rozpoznawanie się komórek, w wyniku którego zachodzi 
specyficzne przyleganie, zależy od oddziaływania między powierzchnio­
wymi glikozylotransferazami i resztami glikozylowymi na powierzchni 
komórki sąsiedniej. Obie hipotezy nie zostały jednakże dotychczas w spo­
sób dostateczny udokumentowane doświadczalnie.

Zmiany struktury i właściwości plazmolemy po zakażeniu wirusem 
karcinogennym komórki hodowanej in vitro znajdują się współcześnie 
w centrum uwagi wielu biologów. Zmiany powierzchni komórki, spo­
wodowane transformacją wirusową [85], obejmują takie zjawiska, jak 
wzmożenie transportu aktywnego związków przez plazmolemę, zmiany 
strukturalne glikoproteidów i glikolipidów powierzchniowych, zmniej­
szenie się ilości wielkocząsteczkowych glikoproteidów powierzchnio­
wych i zmiany zdolności do aglutynacji komórek pod wpływem lektyn 
roślinnych. Ponadto zmiany na powierzchni komórek nowotworowych, 
polegające na odsłonięciu miejsc receptorowych, dla takich lektyn roślin­
nych, jak np. konkanawalina A, towarzyszą zjawisku utraty  zdolności ko­
mórek do zahamowania kontaktowego [7].

Badania nad plazmolemą dotyczą również ustalenia jej składu enzy­
matycznego. Stwierdzono, że w plazmolemie występują liczne enzymy 
hydrolityczne. Funkcja biologiczna hydrolaz plazmolemy polega prawdo­
podobnie na umożliwianiu przenikania przez błony związków, takich 
jak nukleotydy, polinukleotydy i fosforany cukrowe, po ich uprzedniej 
defosforylacji [32]. Na przykład według Yanarell i Aronsona [861 całko­
wita degradacja pozakomórkowego RNA, w przypadku komórek wątroby 
szczura, może przebiegać na skutek zespołowego działania enzymów 
endonukleazy, 3'-nukleotydazy, 5'-nukleotydazy i fosfodwuesterazy, któ­
re występują w plazmolemie tych komórek. Podobnie powierzchniowa 
pyrofosfataza nukleotydowa, hydrolizująca nukleozydodwufosfo cukry, 
oraz fosfohydrolaza (alkaliczna fosfataza), hydrolizująca fosforany hek- 
soz, powodują odszczepienie grupy fosforanowej tych związków i umożli­
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wiają w ten sposób metabolizowanie produktów hydrolizy przez ko­
mórkę [76].

Właściwości enzymów powierzchniowych niektórych komórek ssa­
ków często są zbliżone do właściwości analogicznych enzymów występu­
jących w surowicy. Ostatnio sugeruje się nawet, że aktywności niektó­
rych enzymów powierzchniowych komórek hodowanych in vitro, takich 
jak np. rybonukleazy [21], pochodzą z surowicy.

Rozważając sens biologiczny występowania enzymów nukleolitycz- 
nych w plazmolemie ssaków, należy mieć na uwadze możliwość ich dzia­
łania jako systemu uniemożliwiającego wydostawanie się własnego kwasu 
nukleinowego poza komórkę lub chroniącego komórkę przed obcym RNA.

II. HYDROLIZA POZAKOMÓRKOWEGO RNA

Hydroliza pozakomórkowego RNA przebiega prawdopodobnie stop­
niowo, przy udziale szeregu kolejno działających enzymów. Zamieszczo­
ny schemat, zaproponowany przez Yanarell i Aronsona [86], przedsta­
wia hipotetyczny układ enzymatyczny degradujący RNA, złożony z en­
zymów nukleolitycznych występujących w plazmolemie komórek wątroby 
szczura.

Rozkład cząsteczki RNA rozpoczyna endonukleaza, która uwalnia 
fragmenty oligonukleotydowe z wolną grupą fosforanową przy węglu 3' 
i z wolną grupą wodorotlenową przy węglu 5'.

Następnie grupa fosforanowa przy węglu 3' ulega odszczepieniu pod 
wpływem 3'-nukleotydazy.

Oligonukleotydy z wolną grupą wodorotlenową przy węglu 3' są 
atakowane przez fosfodwuesterazę I, w wyniku czego odszczepiane są
5 '-mononukleoty dy.

%

Z kolei odszczepiane są grupy fosforanowe przy węglu 5' pod wpły­
wem 5'-nukleotydazy, powstaje wówczas fosforan nieorganiczny i odpo­
wiednie nukleozydy.

Omówione zostaną kolejno enzymy, które mogą brać udział w hy­
drolizie RNA według przedstawionego schematu.

1. R Y B O N U K L E A Z A  (Y) (R N A  >  O LIG O N U K LEO TY D Y )

Obszerne dane literaturowe o strukturze i funkcji rybonukleaz do­
tyczą głównie form rozpuszczalnych enzymu. Szczególnie dokładnie po­
znana jest rybonukleaza trzustkowa — RN-aza I [66], Stosunkowo skąpa 
i czasem kontrowersyjna jest literatura dotycząca właściwości rybonu­
kleaz związanych z błonami komórkowymi. Można tutaj także wspom­
nieć, że w organellach komórkowych tkanek zwierzęcych wykazano obec­
ność enzymów nukleolitycznych [12, 24-26, 35, 78].
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4 T. SA W IC K A

W badaniach nad występowaniem i aktywnością rybonukleaz 
w plazmolemie oznaczano albo stopień degradacji i utraty biologicznej 
aktywności RNA znajdującego się na zewnątrz całej nienaruszonej ko­
mórki, albo oznaczano aktywność rybonukleazy w wyizolowanej, okreś­
lonej frakcji błon. Ocena wyników uzyskiwanych drugim sposobem 
powinna być z reguły ostrożna ze względu na możliwość adsorbowania 
przez błony enzymu rozpuszczalnego. Natomiast w doświadczeniach,

w których stosowano całe komórki pochodzące z hodowli in vitro, istnieje 
możliwość adsorbowania się na błonie komórkowej rybonukleazy z su­
rowicy.

Aktywność rybonukleolityczną związaną z powierzchnią komórek 
HeLa wykazali w 1961 r. Norman i Veomett [47] inkubując całe komórki,
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będące w fazie wzrostu eksponencjalnego, z radioaktywnym 32P-RNA 
i oznaczając następnie produkty hydrolizy. Autorzy określali również 
procent utraty infekcyjności RNA wirusa mozaiki tytoniowej po inkuba­
cji z nienaruszonymi komórkami.

Stonehill i Huppert [61] wykazali, że frakcja błon komórkowych, 
uzyskana z komórek raka Krebsa u myszy techniką różnicowego wiro­
wania homogenatów, zawierała aktywną endonukleazę. Aktywność enzy­
mu oznaczano dwoma metodami: metodą badania ilości produktów roz­
puszczalnych w kwasie uwalnianych przez enzym z RNA drożdżowego 
oraz metodą określania procentu inaktywacji danego preparatu RNA 
wirusowego. Porównywano wyniki uzyskane tymi metodami dla endo- 
nukleazy z błon komórek nowotworowych i rybonukleazy trzustkowej. 
Autorzy stwierdzili, że działanie hydrolityczne endonukleazy na RNA 
drożdżowe było 25-krotnie mniej efektywne niż rybonukleazy trzust­
kowej przy równocennej ilości obu enzymów w metodzie drugiej. Auto­
rzy tłumaczyli te różnice specyficznością działania enzymu i przyjęli, że 
rybonukleaza z błon tnie RNA tylko w kilku miejscach, podczas gdy ry- 
bonukleaza trzustkowa rozkłada cząsteczkę RNA w wielu miejscach 
i uwalnia z RNA wiele małych fragmentów oligonukleotydowych.

Nukleazy, występujące w błonach komórkowych ssaków, badano 
również z punktu widzenia obrony komórki przed infekcją wirusową [72], 
De Clerq i wsp. [13] wykazali, że polirybonukleotydy indukują wytwa­
rzanie interferonu w komórkach ssaków hodowanych in vitro. Marcus 
i wsp. [39] zaobserwowali, że interferon indukuje aktywność alkalicznej 
rybonukleazy występującej w błonach fibroblastów zarodków mysich. 
Autorzy wyrazili przypuszczenie, że być może zjawisko to jest podstawą 
mechanizmu antyinfekcyjnego działania interferonu w komórkach ssa­
ków. Z badań Maennera i Brandera [41] wynika jednak, że aktywność 
RN-azowa jest indukowana przez interferon w plazmolemie tylko nie­
których rodzajów ssaków. Autorzy ci stwierdzili bowiem, że interferon 
nie indukuje aktywności RN-azowej w błonach komórkowych nerki 
małpy. Brown i wsp. [8] oraz Sen i wsp. [73] stwierdzili, że endonukle- 
aza z wyciągu komórek raka Ehrlicha, u myszy poddanych uprzednio 
działaniu interferonu, hydrolizuje mRNA w obecności dwuniciowego 
RNA szybciej w porównaniu z wyciągiem z komórek, których nie pod­
dawano działaniu interferonu. Ostatnio Ratner i wsp. [57] wyizolowali 
z komórek raka Ehrlicha dwa niskocząsteczkowe związki, które w cza­
sie inkubacji z ATP i dwuniciowym RNA indukowały tworzenie się ter- 
mostabilnego produktu, który z kolei był aktywatorem endonukleazy.

Omówione dane doświadczalne, dotyczące rybonukleaz jako skład­
ników błon komórkowych, komórek hodowanych in vitro są kontrower­
syjne w świetle wyników badań ostatnio opublikowanych przez Fullera
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6 T. SA W IC K A

i Marcusa [21]. Autorzy badali aktywność rybonukleazy powierzchniowej 
komórek linii Vero z nerki szarej małpy (GMK =  gray monkey kidney). 
Aktywność skierowaną przeciwko jednoniciowemu RN A oznaczano stop­
niem utraty infekcyjności RNA z wirusa Sindbis, a aktywność hydroli- 
tyczną skierowaną przeciwko dwuniciowemu RNA oznaczano metodą 
określania wydajności polinukleotydów (poli I : poli C) jako czynnika 
indukującego wytwarzanie interferonu przez komórkę. Wyniki przepro­
wadzonych równocześnie doświadczeń kontrolnych wskazywały, że ak­
tywność rybonukleazowa związana z błoną komórkową pochodzi z suro­
wicy dodawanej do pożywki, w której hodowano komórki. Stwierdzono, 
że surowica cielęca, która wykazuje aktywność nukleazową, inaktywo- 
wała w niektórych przypadkach nawet w 50% dodawany preparat RNA 
z wirusa Sindbis. Obliczono, że około 5% aktywności rybonukleazowej 
obecnej w surowicy adsorbuje się na powierzchni komórek (GMK) rosną­
cych w hodowli jednowarstwowej. Komórki rosnące w pożywce nie za­
wierającej surowicy oraz komórki przemyte około 10 razy wykazywały 
słabą aktywność rybonukleazową, około sto razy niższą od nie przemy­
wanych.

W wielu pracach dotyczących zmian aktywności rybonukleolitycz- 
nej jako metabolicznej reakcji komórki na bodźce, takie jak np. infekcja 
wirusowa [41] lub działanie interferonu [62], oznaczano aktywność enzy­
mu w ekstraktach z całych komórek. Trudno jest przeto ocenić udział 
w tym procesie rybonukleaz powierzchniowych. To samo odnosi się do 
badań nad aktywnością rybonukleaz w różnych fazach cyklu komórko­
wego, w ekstraktach z jąder komórkowych synhronizowanej hodowli 
komórek myszy [43], w lizosomach Tetrachymena pyriformis [73], w eks­
traktach z całych komórek zsynhronizowanej hodowli komórek roślin­
nych [61] oraz w sonifikatach limfocytów ludzkich stymulowanych do 
podziału phytohemaglutyniną [24]. Wiadomo, że inne enzymy występu­
jące w błonach komórkowych ssaków, jak np. alkaliczna fosfataza [38] 
lub glikozylotransferazy [59], zmieniają swoją aktywność w zależności 
od fazy cyklu komórkowego w hodowli synhronizowanej.

Badania nad rybonukleazami powierzchniowymi objęły również bło­
ny komórkowe retikulocytów. Wreschner i wsp. [84] wyizolowali inhi­
bitor biosyntezy białka z błon komórkowych retikulocytów królika po 
zadziałaniu na oczyszczoną frakcję błon Trytonem X-100. Inhibitor oczy­
szczono 120-krotnie, uzyskując preparat jednorodny elektroforetycznie. 
Jego ciężar cząsteczkowy mieścił się w zakresie wartości 5 000-8 000 dal- 
tonów. Oczyszczony inhibitor wykazywał aktywność endonukleolityczną 
i rozkładał rybosomalne RNA o stałej sedymentycji w 28S. Ze względu 
na jego lokalizację w błonie, enzym nazwano rybonukleazą M (mem­
brane).
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Charakterystykę reakcji enzymatycznych katalizowanych przez rybo­
nukleazy powierzchniowe przeprowadzano posługując się enzymem po­
chodzącym z błon komórkowych wątroby szczura, uzyskiwanych techniką 
różnicowego wirowania homogenatów tkankowych [19, 20, 37, 50]. Pro­
spero i wsp. [50] ocenili udział rybonukleaz powierzchniowych w odnie­
sieniu do aktywności rybonukleazowej całej komórki na 20 do 30%, przy 
czym aktywności enzymu badano w tym samym pH (8,7) i przy takim 
samym stężeniu jonów magnezu. Norris i wsp. [48] ocenili udział alka­
licznej rybonukleazy w plazmolemie komórek wątroby szczura na 50% 
aktywności rybonukleolitycznej całej komórki. Autorzy ci nie stwierdzali 
przy tym różnic w poziomie aktywności enzymu w plazmolemie komórek 
pochodzących z wątroby normalnej i nowotworowej.

Według Emmelota i wsp. [19] aktywność rybonukleolityczna plaz- 
molemy komórek wątroby szczura wykazuje dwa optima aktywności, 
a mianowicie: jedno w pH =  8,9 i drugie w pH =  7,6. Aktywność mie­
rzona w pH bardziej alkalicznym, po działaniu na błony dezoksychola- 
nem, dodatkowo wzrastała, przy równoczesnym obniżaniu się aktywności 
w pH =  7,6. Uzyskane wyniki sugerowały, zdaniem autorów, możliwość 
występowania w błonach złożonego układu rybonukleaz, składającego 
się z kilku różnych enzymów degradujących RN A.

Yanarell i Aronson [86] wykazali, że produktami hydrolizy RNA,
degradowanego przez rybonukleazę błon komórkowych wątroby szczura, 
są oligonukleotydy, co wskazywało na endonukleolityczny mechanizm 
działania enzymu. Autorzy stwierdzili, że około 25% aktywności endonu- 
kleolitycznej można oddzielić od błon stosując do wymywania 0,15 
M NaCl. EDTA nie hamowało aktywności enzymu.

Gaward i wsp. [26] wykazali występowanie na powierzchni hepato- 
cytów szczura aktywności alkalicznej i kwaśnej rybonukleazy. Enzym 
był wrażliwy w pH zasadowym na białkowy inhibitor wyizolowany z cy- 
toplazmy hepatocytów.

Według reakcji przedstawionych na schemacie, endonukleaza błon 
komórkowych wątroby szczura, powodująca powstawanie oligonukleoty- 
dowych fragmentów, dostarcza substraty dla 3'-nukleotydazy.

2. 3 '-N U K L E O T Y D A Z A  (E.C.3.1.3.6.)

Dane literaturowe dotyczące 3’-nukleotydazy powierzchniowej są 
stosunkowo nieliczne [11, 23, #6]. Enzym ten jest szeroko rozpowszech­
niony w świecie roślinnym [11]. Według schematu hydrolizy pozakomór- 
kowego RNA, zaproponowanego przez Yanarell i Aronsona [86], 3'-nukle- 
otydaza występująca w błonach komórkowych wątroby szczura katali­
zuje hydrolizę grup fosforanowych przy węglu 3'-oligonukleotydów. 
Stwierdzono [23, 86], że optimum pH dla 3'-nukleotydazy z błon komór­
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8 T. SA W IC K A

kowych wątroby szczura leży w granicach wartości od 8,9 do 9,5. Inhi­
bitorami enzymu są jony cynku oraz EDTA.

3. F O SF O D W U E ST E R A Z A  I (E.C.3.1.4.1).

Fosfodwuesteraza I jest 5'-egzonukleazą, która uwalnia nukleozydo- 
-5'-fosforany z RNA, wymagając do swej aktywności wolnej grupy wo­
dorotlenowej przy węglu 3'.

Ogólne dane dotyczące enzymu pochodzącego z różnych tkanek zo­
stały szczegółowo omówione w artykule przeglądowym [67], Występowa­
nie fosfodwuesterazy I w błonach komórkowych wątroby szczura 
wykazano zarówno metodami cytochemicznymi [65], jak też metodą 
biochemiczną oznaczania aktywności enzymu w błonach komórkowych 
wyizolowanych techniką wirowania [6, 16, 19, 48, 50, 86], Jako substrat 
stosowano bis-p-nitrofenylo-fosforan lub RNA. Prospero i wsp. [50] obli­
czyli, że aktywność fosfodwuesterazy I uwolnionej Trytonem X-100 
z błon komórkowych wątroby szczura wynosi około 65 do 90% całkowi­
tej aktywności enzymu w komórce. Autorzy ci ustalili, że optimum 
aktywności enzymu przypada w zakresie wartości pH między 8,5 a 8,9, 
w obecności jonów magnezu. Wykazano, że fosfodwuesterazę I można 
uwolnić z błon komórkowych rozpuszczalnikami organicznymi, enzy­
mami proteolitycznymi lub detergentami, takimi jak np. dezoksycholan 
[7, 16]. Badania Bishoffa i wsp. [7] oraz Evansa i wsp. [16] wykazały, że 
enzym ten jest glikoproteidem o ciężarze cząsteczkowym około 130 000 
daltonów. Yanarell i Aronson [86] stwierdzili, że spośród przebadanych 
dwuwartościowych jonów metali: Co2+, Mn2+, Ca2+, Mg2+ i Zn2+, naj­
bardziej efektywnym aktywatorem fosfodwuesterazy I z błon komórko­
wych wątroby szczura są jony cynku. Autorzy badali hydrolizę RNA ka­
talizowaną przez enzymy związane z błonami w obecności lub przy braku
EDTA w mieszaninie inkubacyjnej. Obecność EDTA w stężeniu 5 mM 
hamowała w 90% hydrolizę RNA, co wskazywało, że tylko 10% pro­
duktów rozpuszczalnych w kwasach jest uwalnianych z RNA na drodze 
innej reakcji enzymatycznej niż fosfodwuesterazowa. Ektoenzymy, któ­
rych centra aktywne znajdują się na zewnętrznej stronie błony komór­
kowej, często charakteryzują się zbliżonymi właściwościami [53], Fosfo­
dwuesteraza I pochodząca z plazmolemy komórek wątroby [75], nerek
[54] i limfocytów [1], a prawdopodobnie i innych tkanek, wykazuje ak­
tywność pyrofosfatazy nukleotydowej. Oba enzymy, obok aktywności 
skierowanej przeciw substratom specyficznym dla nich, charakteryzuje 
zdolność do hydrolizy wiązań dwuestrowych w syntetycznym substracie 
tymidyno-5'-monofosforanie p-nitrofenolu [11]. Bliższa charakterystyka 
właściwości pyrofosfatazy nukleotydowej jest opisana w punkcie III ni­
niejszego artykułu.
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4. 5 '-N U K L E O T Y D A Z A  (E.C.3.1.3.5.)

5'nukleotydaza jest enzymem szeroko rozpowszechnionym zarówno 
w świecie zwierzęcym, jak i roślinnym [12, 34], Enzym katalizuje hydro­
lizę 5'-mononukleotydów, odszczepiając grupę fosforanową przy węglu 
5'. Występowanie 5'-nukleotydazy w plazmolemie ssaków jest gruntow­
nie udokumentowane doświadczalnie [2, 3, 10, 15, 18, 19, 22, 27, 33, 48, 
49, 50, 86]. Ze względu na to, że enzym jest ściśle związany z plazmole- 
mą oraz z uwagi na wysoki poziom jego aktywności w porównaniu z in­
nymi ektoenzymami, 5'-nukleotydaza jest powszechnie przyjętym enzy­
mem odniesienia plazmolemy we frakcjach subkomórkowych, co jednak 
może budzić pewne niepewności. Aktywność enzymu stwierdzono bio­
chemicznie w wyizolowanej plazmolemie [2, 3, 15, 18, 19, 22, 23, 48, 50,
86] oraz na powierzchni całych komórek posługując się metodami: bio­
chemiczną [49] oraz histochemiczną [14, 45],

Badania nad rozmieszczeniem wewnątrzkomórkowym 5'-nukleoty- 
dazy w wątrobie szczura wskazują, że ponad połowa ogólnej aktywności 
enzymu jest zlokalizowana w siateczce śródplazmatycznej ziarnistej [82], 
We frakcji lizozomowej Pletsch i Coffey [51] wykazali 8% ogólnej ak­
tywności 5'-nukleotydazy oznaczanej w homogenatach z wątroby szczura.

Evans i Gourd [10] wyizolowali i oczyścili 5'-nukleotydazę z błon ko­
mórkowych wątroby myszy, uzyskując preparat jednorodny elektrofore- 
tycznie i stwierdzili, że enzym jest glikoproteidem o ciężarze cząsteczko­
wym 130 000-150 000 daltonów. Enzym ten jest zbudowany z dwu iden­
tycznych glikoproteidowych pod jednostek o ciężarze cząsteczkowym
70 000-75 000 daltonów. Ustalono następnie, że 5'-nukleotydaza z błon ko­
mórkowych wątroby myszy charakteryzuje się dwoma optymalnymi 
wartościami aktywności: w pH =  7,4 i 10,0 w obecności jonów magnezu. 
Silnym inhibitorem 5'-nukleotydazy jest ATP. Newby i wsp. [49] stwier­
dzili, że pozakomórkowe ATP w stężeniu 100 razy niższym od wewnątrz­
komórkowego hamowało całkowicie aktywność powierzchniowej 5'-nu-
kleotydazy komórek tłuszczowych szczura.

Przeciwciała, d globuliny, skierowane przeciw komórkom tłuszczo­
wym szczura hamowały aktywność 5'-nukleotydazy powierzchniowej, 
co stanowiło również dowód na to, że centra aktywne enzymu znajdują 
się na zewnętrznej stronie powierzchni komórek. Autorzy sugerowali, 
że fizjologiczna rola enzymu może polegać m. in. na współuczestniczeniu 
w regulacji przepływu krwi, ponieważ uwalniana z AMP adenozyna, 
podczas hydrolizy katalizowanej przez 5'-nukleotydazę, posiada właści­
wość rozszerzania naczyń krwionośnych. Przebadano warunki doświad­
czalne w jakich 5'-nukleotydaza powierzchniowa komórek ssaków może 
być uwalniana z błon komórkowych, przechodząc w formę rozpuszczalną 
[18, 29, 81], Stwierdzono, że enzym może być uwalniany z błon w formie
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kompleksu fosfolipidowego [80, 81] jak również w formie wolnej [18]. 
Prace dotyczące rozpuszczalnej formy 5'-nukleotydazy u ssaków dostar­
czyły wiele ogólnych danych odnośnie do właściwości enzymu [34, 79]. 
Sugeruje się, że rozpuszczalna forma 5-nukleotydazy, występująca w li- 
zosomach komórek wątroby szczura, różni się od enzymu związanego 
z plazmolemą [51]. Świadczą o tym doświadczenia, w których preparat 
enzymatyczny, uzyskany po zadziałaniu Trytonem X-100 na frakcję li- 
zosomalną, poddawano chromatografii na kolumnach z Sephadexu G-200. 
Podczas chromatografii uzyskiwano dwa szczyty wykazujące aktywność 
5'-nukleotydazy. Stwierdzono, że pierwszy szczyt był identyczny chroma­
tograficznie z 5'-nukleotydazą wyizolowaną z plazmolemy i błon lizoso- 

' malnych. Drugi szczyt zawierał enzym różniący się od 5'-nukleotydazy 
związanej z błonami niższym ciężarem cząsteczkowym i co za tym 
idzie — innej lokalizacji podczas elektroforezy w żelu poliakrylamido- 
wym.

Duża zawartość enzymów, takich jak 5-nukleotydaza i fosfodwu- 
esteraza I w solach żółci wydzielanych przez ssaki [31], nasunęła przy­
puszczenie, że wydzielaniu soli żółci przez hepatocyty ssaków towarzyszy 
rozpuszczanie częściowe składników błon komórkowych [9, 30]. Przepro­
wadzono doświadczenia z erytrocytami i limfocytami, które poddano od­
działywaniu soli żółci i stwierdzono, że przechodzeniu do niej 5'-nukleo- 
tydazy i fosfodwuesterazy nie towarzyszyła liza komórek [9, 30].

5'-nukleotydaza jest enzymem kończącym stopniową hydrolizę poza- 
komórkowego RNA w hipotetycznym schemacie Yanarell i Aronsona 
[86], W wyniku hydrolitycznego działania 5'-nukleotydazy powstają nu- 
kleozydy, które mogą przenikać do wnętrza komórki i włączać się w jej 
metabolizm.

III. PYROFOSFATAZA NUKLEOTYDOWA (E.C.3.6.9.1.)

Pyrofosfataza nukleotydowa występuje powszechnie u roślin [36], 
bakterii [75] i zwierząt [1, 16, 17, 70] zarówno w formie rozpuszczalnej 
[71], jak też związanej ze strukturami komórkowymi [1, 6, 16, 17, 70]. 
Enzym ten hydrolizuje również wiązania dwuestrowe w tymidyno-5'-p- 
-nitrofenylo-fosforanie oraz odcina 7-metyloguanozynę znajdującą się na 
końcu 5’-eukariotycznego mRNA [87].

W dzikim szczepie E. coli pyrofosfataza nukleotydowa występuje 
- w formie rozpuszczalnej w przestrzeni periplazmatycznej [75]. Podczas 

oczyszczania nie udało się, jak dotychczas, oddzielić aktywności pyro- 
fosfatazowej od aktywności 5'-nukleotydazy. Natomiast u S. typhimu- 
rium  LT-2 pyrofosfataza nukleotydowa występuje w  formie związanej
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z błoną cytoplazmatyczną [28] i nie wykazuje aktywności 5'-nukleoty- 
dazowej po wyizolowaniu.

Badania nad lokalizacją pyrofosfatazy nukleotydowej w plazmole­
mie komórek ssaków przeprowadzono posługując się różnymi technikami 
eksperymentalnymi [1, 16, 17, 58], Moneron i wsp. [45] zastosowali me­
todę cytochemiczną, polegającą na wytrącaniu fosforanów ołowiu po ze­
wnętrznej stronie powierzchni komórki (tymocyty cielęcia) podczas re­
akcji katalizowanej przez powierzchniową pyrofosfatazę nukleotydową. 
Osad soli ołowiu był widoczny na zdjęciach wykonanych mikroskopem 
elektronowym.

Touster i wsp. [76] wyizolowali i oczyścili plazmolemę komórek wą­
troby szczura techniką wirowania w gradiencie gęstości sacharozy, a na­
stępnie pod wpływem działania dezoksycholanu uzyskali preparat pyro­
fosfatazy nukleotydowej w formie rozpuszczalnej. Autorzy stwierdzili, 
że enzym poza aktywnością hydrolityczną skierowaną przeciwko NAD 
wykazał zdolność do hydrolizowania substratów, stosowanych do ozna­
czania aktywności fosfodwuesterazy I, takich jak tymidyno-5'-p-nitrofe- 
nyl oraz bis-p-nitrofenylo-fosforan. Podczas chromatografii na Sephadexie 
G-200 nie udało się rozdzielić aktywności hydrolitycznej skierowanej 
przeciwko wiązaniom mono- i dwuestrowym, co sugerowało, że aktyw­
ność pyrofosfatazy nukleotydowej i fosfodwuesterazy I pochodzi od jed­
nego białka enzymatycznego. Obserwacja ta została potwierdzona przez 
innych autorów [1, 16, 17]. Evans [17] scharakteryzował pyrofosfatazę 
nukleotydową wyizolowaną z hepatocytów szczura jako sjaloglikoproteid 
o ciężarze cząsteczkowym około 130 000 daltonów. Evans posłużył się
metodą znakowania białek powierzchniowych jodem radioaktywnym 
w obecności laktoperoksydazy, a następnie elektroforezą na żelu polia- 
krylamidowym. Stosując tę samą metodę podobne wyniki uzyskano dla 
enzymu wyizolowanego z plazmolemy limfocytów mysich [1],

Pyrofosfataza nukleotydową występuje nie tylko w plazmolemie ssa­
ków, ale również w plazmolemie komórek innych zwierząt. I tak, np. 
Sanford i wsp. [58] wykazali występowanie pyrofosfatazy nukleotydo­
wej w oczyszczanej (techniką wirowania w gradientach) plazmolemie 
komórek wątroby zarodków kurczęcia. Enzym katalizował hydrolizę nu- 
kleozydo- dwu- i trójfosforanów adenozyny, cytydyny, urydyny i gwa- 
niny. Tak szerokie spektrum substratowe dla enzymu nasunęło przy­
puszczenie o możliwości występowania kilku pyrofosfataz nukleotydo- 
wych, specyficznych dla określonego nukleotydu. Zagadnienie to było 
przedmiotem szeregu dalszych prac [70, 71]. Wzmożone zainteresowanie 
powierzchniową pyrofosfatazą nukleotydową komórek ssaków, jakie 
można zaobserwować w ostatnich latach, wiąże się z tym, że enzym 
współzawodniczy o substrat z glikozylotransferazami [1, 17, 68-70]. Ka­
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talizując hydrolizę nukleozydodwufosfocukrów w doświadczeniach, 
w których bada się włączanie radioaktywnych heksoz do glikoproteido- 
wych akceptorów powierzchniowych, pyrofosfataza nukleotydowa utrud­
nia właściwą ocenę przebiegu tych reakcji [1, 17, 70], Ponadto, sugero­
wano możliwą rolę pyrofosfatazy powierzchniowej w procesach przylega­
nia komórkowego na podstawie doświadczeń, w których zaobserwowano, 
że transformacja wirusowa, chemiczna i spontaniczna komórek zarod­
ków chomika hodowanych in vitro powoduje hamowanie aktywności en­
zymu plazmolemy [64], Okazało się jednak, że komórki embrionalne nie 
każdego rodzaju ssaków, po transformacji wirusowej tracą aktywność 
powierzchniowej pyrofosfatazy nukleotydowej [70],

Fizjologiczne znaczenie pyrofosfatazy nukleotydowej występującej 
w plazmolemie komórek ssaków nie jest dostatecznie wyjaśnione. Suge­
rowano, że enzym umożliwia transport aktywny przez błony takich 
związków, jak nukleotydy i nukleozydodwufosfocukry, hydrolizując je 
do prostych związków [17], Można również przypuszczać, że pyrofosfa­
taza nukleotydowa współuczestniczy w regulacji biosyntezy glikoprotei- 
dów powierzchniowych.

W podsumowaniu można stwierdzić ogólnie, że enzymy nukleołitycz- 
ne będące składnikami błon komórkowych ssaków są w większości gli- 
koproteidami, ich ciężar cząsteczkowy wynosi od 100 000 do 130 000 dal- 
tonów, przy czym łańcuchy glikoproteidowe enzymów i centra aktywne 
są umiejscowione na zewnętrznej stronie powierzchni komórki. Wyją­
tek stanowi niedawno odkryta w błonie retikulocytów królika rybonu-- 
kleaza M, która ma niski ciężar cząsteczkowy, w granicach 5 000-8 000 
daltonów, i nie jest glikoproteidem.

Jakkolwiek fizjolog:czne znaczenie powierzchniowych enzymów nu- 
kleolitycznych nie jest jasne, wydaje się prawdopodobne, że ze względu 
na swoje umiejscowienie enzymy te zabezpieczają metaboliczną i fizjolo­
giczną równowagę komórki. Dalsze badania dotyczące składu enzyma­
tycznego plazmolemy być może pozwolą na szersze zrozumienie roli, ja­
ką odgrywa w procesach życiowych komórki.
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ORGANIZACJA ODMIENNYCH NIŻ AKTYNO-MIOZYNOWE 
SYSTEMÓW KURCZLIWYCH WYSTĘPUJĄCYCH W KOMÓRKACH

PIERWOTNIACZYCH

ORGANISATION OF NON ACTO - MYOSIN CONTRACTILE SYSTEMS
IN PROTOZOAN CELLS

Barbara TOŁŁOCZKO

Pracownia Fizjologii Ruchów Komórkowych, Zakład Biologii Komórki, Instytut
Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa

Streszczenie. U podstaw niektórych zjawisk ruchowych pierwotniaków leżą procesy 
skurczowe, których mechanizmy różnią się znacznie od mechanizmów znanych z ko­
mórek Metazoa. Do tego typu zjawisk należą skurcze nóżek Peritricha oraz skurcze 
ciała niektórych Heterotricha. Zachodzą one dzięki zmianom w makromolekularnej 
konformacji filamentów w mionemie. W skurczu ciała Heterotricha współdziała też 
drugi system — mikrotubularne włókna kinetodesmalne, w  których zmiany prze­
strzenne generowane są przez ślizganie się elementów tych włókien względem  
siebie. Tego samego typu zjawisko występuje też w aksostylach wiciowców z grupy 
Pyr sony mphidae.

Summary. The contractile processes which mechanisms are different than in 
Metazoan cells are often the basis of some motile phenomena in Protozoa. Con­
traction of Peritricha  stalks and body of some Heterotricha belong to this group of 
phenomena. They are due to the changes of macromolecular conformation of 
myonemal filaments. The microtubular system (kinetodesmal fibres) cooperates also 
in body contraction of Heterotricha. The sliding of microtubules is the basis of 
motility of this system. The same type of phenomenon has been also observed in 
axostyles of Flagellata from Pyrsonymphidae  group.

W świecie pierwotniaków podłoże ultrastrukturalne i mechanizmy 
molekularne zjawisk ruchowych są w porównaniu z organizmami roślin­
nymi i zwierzęcymi wielokrotnie bardziej zróżnicowane.

Sleigh i Pitelka [59], na podstawie stopnia podobieństwa zjawisk 
skurczowych występujących u pierwotniaków do tego samego typu zja­
wisk w innego rodzaju komórkach, wyróżnili trzy zasadnicze ich grupy:

http://rcin.org.pl



20 B . TOŁŁOCZKO

- 1. procesy skurczowe zachodzące dzięki mechanizmom występującym je­
dynie u pierwotniaków (np. skurcze mionem Peritricha i Heterotricha), 
2. procesy skurczowe zachodzące dzięki odmiennemu wykorzystaniu me­
chanizmów występujących w innych komórkach (np. wzajemne oddzia­
ływanie między mikrotubulami a dyneiną w aksostylach niektórych wi- 
ciowców i we włóknach kinetodesmalnych Heterotricha), 3. procesy 
skurczowe zachodzące w podobny sposób jak w komórkach innych or­
ganizmów (np. ruch amebowy, strumień cytoplazmatyczny).

W pracy niniejszej zostaną omówione ultrastrukturalne podstawy 
zjawisk należących do dwóch pierwszych grup.

#

SKURCZE NÓŻEK PERITRICHA

Jednym z najbardziej interesujących rodzajów ruchu, u których 
podstaw leży skurcz, jest skręcanie się i relaksacja nóżek pewnych Peri­
tricha. Orzęski te mają przeważnie kształt kieliszkowa ty lub cylindrycz­
ny. Na aboralnym końcu ciała zaś posiadają nóżkę, za pomocą której 
mogą przyczepiać się do podłoża.

Już w 1905 r. Faurś-Fremiet [21] opisał zaobserwowaną za pomo­
cą mikroskopu świetlnego budowę nóżek Vorticella i Carchesium. Orga­
nella te składają się według niego z cylindrycznej otoczki, wewnątrz 
której spiralnie biegnie kurczliwa nić zwana spasmonemą. Na wewnętrz­
nej powierzchni otoczki znajdują się włókna pełniące rolę „usztywnia- 
czy”, dzięki którym nóżki po skurczu przybierają kształt spirali. Później­
sze badania przy użyciu mikroskopu elektronowego potwierdziły te dane 
i dostarczyły wielu nowych, istotnych szczegółów. Najwięcej informacji 
zawierają prace Amosa [4] i Allena [1, 2]. Otoczka nóżki zbudowana jest 
z bardzo cienkiej (12 nm) błony wykazującej strukturę trój warstwową. 
Wewnętrzna jej powierzchnia pokryta jest fibrylarną warstwą o grubości 
20 nm. Wewnątrz otoczki biegnie pasmo cytoplazmy o kształcie lewo- 
skrętnej spirali, a w nim acentrycznie położona jest spasmonema (rye. 1). 
Ma ona kształt wstęgi o zewnętrznej powierzchni spłaszczonej od strony 
otoczki. Druga powierzchnia spasmonemy, skierowana do wnętrza, sąsia­
duje z licznymi mitochondriami obecnymi w warstwie cytoplazmatycz- 
nej. Na terenie skopuli (miejsca połączenia nóżki z ciałem, czyli zooidem) 
pasmo cytoplazmy nóżki łączy się z cytoplazmą zooidu, a spasmonema 
rozgałęzia się tworząc mionemy. Każde z włókien usztywniających, two­
rzących spiralną palisadę, składa się z około 30 „podwłókien”. Badania 
Amosa [4] potwierdziły, że ich ułożenie warunkuje zwijanie się nóżki 
bez jednoczesnego obrotu ciała. Zarówno Vorticella [55], jak i Carchesium 
[4] w optycznie pustej przestrzeni między otoczką nóżki a cytoplazmą
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Rye. 1. Schemat budowy nóżki Peritricha [4]

posiada uwidocznioną za pomocą mikroskopu elektronowego gęstą sieć 
włókien.

Największym zainteresowaniem badaczy cieszyły się mionemy i spa- 
smonemy uznane przez wszystkich za miejsce skurczu. Pierwsze bada­
nia przy użyciu mikroskopu elektronowego przeprowadzone były przez 
Faurć-Fremiet i wsp. [23] i Randalla [52]. Opisali oni mionemy w ciele 
Vorticella campanula jako wstęgi gęstych fibryli. W nóżce tworzą one 
pojedynczy pęczek — spasmonemę o budowie beleczkowatej. Faurć-Fre-
miet i Rouiller [24] stwierdzili, że skurczona mionema Ophrydium versa-

%

tile zawiera fibryle o średnicy około 2 nm. Natomiast według Sotelo 
i Trujillo-Cenoza [60] elementarne fibryle w mionemach Vorticella mają 
średnicę 3 - 4  nm. Po udoskonaleniu technik mikroskopii elektronowej 
stały się możliwe dokładniejsze badania tych struktur. Grupy Randalla 
i Faurś-Fremiet opublikowały w 1962 r. bardziej kompletne badania kil­
ku Peritricha. Randall i Hopkins [55] wykazali istnienie korelacji mię­
dzy zdolnością nóżki do skurczu a posiadaniem przez nią spasmonemy. 
Dokładne badania wielu autorów [2, 4, 25, 27, 46, 55] pozwoliły ustalić, 
że wszystkie mikrofibryle, obserwowane w mionemach bądź spasmone-
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mach Petritricha, są tego samego typu. Średnica ich wynosi 2 - 5  nm.
Ułożone są one z grubsza równolegle do długiej osi pęczka mikrofibry- 
larnego.

W ścisłym związku z mikrofibrylami pozostaje towarzyszący im sy­
stem błonowy. Pierwsze obserwacje obłonionych pącherzyków (vesicles) 
leżących obok lub w mionemach Opercularia i Carchesium dokonane były 
przez Faurś-Fremiet i wsp. [23]. Następnie Faurć-Fremiet i Rouiller [24] 
stwierdzili, że mionemy w ciele Ophrydium versatile na swojej wew­
nętrznej powierzchni podścielone są przez mniej lub bardziej spłaszczo­
ne woreczki (saccules). Pomiędzy mikrofibryle zaś penetrują pęcherzyki
0 przekroju 30 - 120 nm, często rozszerzające się ampularnie. Pęcherzyki 
wewnątrzmionemalne wydają się być bezpośrednio związane z cytoplaz- 
matyczną siecią małych kanałów, leżące zaś na obrzeżu woreczki ko­
munikują się zarówno z siecią intermionemalną, jak i cytoplazmatyczną. 
Oba opisywane rodzaje struktur uznano więc za część retikulum endo- 
plazmatycznego. Sotelo i Trujillo-Cenoz [60] pisali o ciągłości kanałów 
wewnątrzmionemalnych w mionemach ciała Vorticella z podobnym sy­
stemem w spasmonemie. Wysunęli oni przypuszczenie, że kanały te mo­
głyby służyć jako przewodniki impulsu w sposób podobny jak retikulum 
sarkoplazmatyczne mięśnia prążkowanego zwierząt wielokomórkowych. 
Sadzili też, że mogą one przewodzić metabolity do wszystkich części ko­
mórki. Faurś-Fremiet i wsp. [25] ustalili, że peryferyczne woreczki mio­
nem i retikulum endoplazmatyczne są elementami tego samego systemu, 
wykazując, że błony woreczków na swej powierzchni skierowanej do 
cytoplazmy pokryte są rybosomami. Pęcherzyki wewnątrzmionemalne 
mają natomiast błony gładkie, a wnętrze ich wypełnia lekko elektrono- 
gęsty, homogeniczny materiał. U Epistylis anastatica pęcherzyki nie ma­
ją najprawdopodobniej ciągłości z woreczkami peryferycznymi. W dysku 
Trichodinopsis paradoxa Favard i wsp. [25] wyróżniają dwa typy syste­
mów mikrofibrylarnych, z których tylko jeden posiada peryferyczne wo­
reczki i tylko on uznany został przez autorów za kurczliwy. Favard
1 Carasso w serii trzech prac [13, 14, 27] dokładniej wyjaśnili strukturę 
i rolę tego związanego z mionemami retikulum, nazwanego przez nich 
tubulami. Dzięki bowiem utrwalaniu materiału aldehydem glutarowym, 
otrzymali oni obrazy nie woreczków czy pęcherzyków, a rurek  (tubules) 
o średnicy 50 nm i długości 10 um. Przecinają one spasmonemę pod róż­
nymi kątami, biegnąc w stałej od siebie odległości około 80 nm. Autorzy 
ci opisywali, że jeden koniec tubuli łączy się z warstwą cytoplazmy za­
wierającą mitochondria, podczas gdy drugi przylega ściśle do błony plaz- 
matycznej. Ta ostatnia obserwacja potwierdzałaby wcześniejsze sugestie 
Sotelo i Trujillo-Cenoza [60], że tubule (czy pęcherzyki) mogą działać 
jako ścieżki, wzdłuż których może płynąć pobudzenie z błony plazma-
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tycznej do miejsca uwalniania jonów wapnia. Hipoteza ta znalazła po­
twierdzenie, kiedy Carasso i Favard [13, 14] przez zastosowanie technik 
cytochemicznych wykazali akumulację jonów Ca2+ wewnątrz tych tubuli. 
Jednakże ani Arnos [4], ani Allen [1, 2] nie znaleźli dowodów na kon­
taktowanie się tubuli z błoną cytoplazmatyczną. W przypadku mionem 
ciała, taka ścisła zależność przestrzenna niemożliwa jest ze względu na 
to, że struktury  te oddzielone są od błony przez warstwę cytoplazmy 
i worki alweolame. Jedyny wyjątek mogłyby stanowić miejsca, gdzie 
błona plazmatyczna wpukla się do wnętrza komórki, tworząc tzw. pory 
pellikularne. Jednakże brak tych porów na terenie nóżki Peritricha 
sprawia, że nie mogą być one traktowane jako struktury łączące błonę 
z elementami kurczliwymi. Allen [2] opisał natomiast tzw. kompleks 
łączący (linkage complex), towarzyszący zarówno mionemom, jak i spa- 
smonemie Vorticella convalaria. Według tego autora struktury takie są 
również obecne u innych Peritricha. Kompleks łączący jest tworem gra- 
nularno-fibrylarnym kontaktującym się z mionemą (czy spasmonemą) 
oraz związanym z nią systemem ER z jednej, a błoną plazmatyczną 
z drugiej strony.

SZ Y B K O ŚĆ  I EN ER G IA  SK U R C Z U  SPA SM O N E M Y

Jones i wsp. [41] filmując skręcanie się nóżki Vorticella za pomocą 
szybkiej kam ery stwierdzili, że skurcz trwa u tego orzęska tylko 4 msek., 
podczas gdy faza rozkurczu trwa kilka sekund. Pomiary ich wskazy­
wały, że spasmonema kurczy się w bardzo niewielkim stopniu. Jednakże 
ponieważ w  Carchesium (którego spasmonema jest bardzo podobna) re­
dukcja długości przy skurczu wynosi 36%, słuszne wydają się być przy­
puszczenia Amosa [4], że w przypadku Vorticella popełniono błąd spo­
wodowany złymi warunkami optycznymi pomiaru. Spasmonema Zoota- 
mium, szczególnie wygodna do pomiarów ze względu na swe duże roz­
miary, skraca się podczas skurczu do 45% swej długości początkowej, 
a tempo skurczu może sięgać 172 długości/sek. [6]. Rahat i wsp. [51] 
zmierzyli siłę wytwarzaną przez nóżkę żywego osobnika Carchesium 
i wykazali, że napięcie w spasmonemie wynosi 4 X 10 i 8 X 10 Nm “ 2. 
Dane te zgadzają się z wartością obliczoną teoretycznie na podstawie fil­
mu Jonesa i wsp. [41], Wartości te według Amosa i wsp. [6] są porów­
nywalne z napięciem panującym w mięśniach. Natomiast nieporównal- 
nie wyższe jest tempo skurczu.

W P Ł Y W  K A T IO N Ó W  D W U W A R TO SC IO W Y C H  N A  SK U R C Z  SPA SM O N E M Y

Levine [45] stwierdził, że jony wapnia, magnezu i manganu mogą 
indukować skurcz glicerynowanych komórek Vorticella, dodanie nato­
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miast EDTA powoduje ich rozkurcz. Reakcja ta może być powtórzona 
wielokrotnie bez potrzeby dodawania ATP lub innego związku wysoko­
energetycznego. Hoffmann-Berling [36] wykonując podobne doświadcze­
nia wykazał, że jony Mg2+ i Be2+ nie mogą indukować skurczu, jony zaś 
Ca2+ działają w stężeniu mniejszym niż 10~5M. Efektywne są też według 
niego jony Sr2+ i Ba2+. Autor ten sugerował, że jony wapnia neutrali­
zują ładunki ujemne w długich cząsteczkach polimeru tworzącego mi- 
krofibryle, powodując znikanie elektrostatycznych sił odpychania i po­
zwalając tym samym na fałdowanie się tych cząsteczek. W obecności 
buforu Ca2+-EGTA [3] glicerynowane nóżki Vorticella kurczą się, jeśli 
poziom wolnych jonów wapnia jest wyższy niż 4 X 10Hs Reakcja ta 
może być powtórzona wielokrotnie. Detergenty, inhibitory metabolizmu 
i związki rtęci nie mają wpływu na liczbę cykli, nawet jeśli obecne są 
podczas całego doświadczenia. Lantan i terb też indukują skurcz, ale ich 
stężenia progowe nie były mierzone. Jony magnezu nie zmieniają pro­
gowego poziomu wapnia, nawet jeśli obecne są w wielkim nadmiarze, 
jakkolwiek wysokie ich stężenie (5 X 10~2M) blokuje skurcz nieodwra­
calnie. Wydaje się nieprawdopodobne, aby obecna była stale odpowiednio 
duża ilość wewnętrznego ATP, który dostarczałby energii potrzebnej do 
skurczu zachodzącego dzięki mechanizmowi odpornemu na tak wiele róż­
nych inhibitorów. Amos [3] wysunął hipotezę, że źródłem energii może 
być różnica potencjałów chemicznych między roztworami o wysokiej 
i niskiej zawartości jonów wapnia.

PO M IA R Y  ZAW ARTO ŚCI W A P N IA  W SPA SM O N E M IE

Routledge i wsp. [56] przy użyciu mikroanalizy rentgenowskiej zba­
dali zawartość wapnia w glicerynowanych spasmonemach Zootamium  
w czasie skurczu i wyciągnięcia. Wykazali oni, że skurczone organella 
zawierały zawsze około 1,7 g więcej wapnia na kg suchej masy niż wy­
ciągnięte i ta ilość wapnia była mocno związana. Dane te zgodne są 
z teorią, że energia skurczu pochodzi z potencjału chemicznego jonów
wapnia.

L O K A L IZ A C JA  I T R A N S P O R T  W A P N IA  W SPA SM O N EM IE

Ponieważ Zootamium, które ma spasmonemę o średnicy 40 um, rea­
guje na bodziec elektryczny skurczem po 8 msek. [6], niemożliwe jest, 
aby wapń potrzebny do tej reakcji był dostarczony drogą dyfuzji z zew­
nątrz. Natomiast reakcja ta jest w pełni zrozumiała, jeśli przyjmuje się,

%

że następuje uwalnianie wapnia z tubuli towarzyszących spasmonemom.
Bez względu na źródło wapnia, następować musi gwałtowne prze­

wodzenie bodźca (sygnału). Jedyną dotychczas zaobserwowaną struktu­
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rą, która mogłaby być odpowiedzialna za tę czynność, jest kompleks łą­
czący opisany przez Allena [2]. Według tego autora część tego kom­
pleksu wbudowana w błonę tubuli jest miejscem aktywnego pompowania 
wapnia. Interesujące jest, że gałęzie spasmonemy wchodzące do ciała 
komórki mogą być aktywowane niezależnie od części leżącej w nóżce 
[41], chociaż obie te części systemu kurczliwego mają identyczną struk­
turę i stanowią continuum. Sugeruje to, ża uwalnianie wapnia musi; 
zachodzić w różnych częściach komórki.

Amos i wsp. [6] sugerują, że masa filamentów spasmonemy jest
„mechanochemiczną maszyną” skracającą się w odpowiedzi na wzrost 
stężenia jonów wapnia. Tłumaczy to doskonale nieproporcjonalnie długi 
okres rozciągania się (rzędu sekund w porównaniu z 2-4 msek. potrzeb­
nymi na skurcz), który byłby fazą, kiedy energia metaboliczna zużywa­
na jest na pompowanie wapnia do systemu tubuli. Filamenty natomiast 
wyprostowują się, ponieważ wapń jest z nich usuwany. Gwałtowne 
uwalnianie wapnia z tubuli (w sposób dotychczas nieznany) powodowa­
łoby skracanie się masy filamentów, uwalniając energię potencjału che­
micznego nagromadzoną w długim czasie przez pompę.

B IA Ł K A  SP A SM O N E M Y

Badania Amosa i wsp. [5] wykazały, że glieerynowane preparaty 
spasmonemy, zdolne do skurczu indukowanego wapniem, nie zawierają 
ani aktyny, ani tubuliny na poziomie, który można wykryć na żelu po- 
liakrylamidowym. 60% stanowi białko o ciężarze częsteczkowym około 
20 000 daltonów składające się z dwóch podobnych podjednostek, którym 
autorzy nadali nazwę spasmin. Zawierają one dużą ilość kwasu aspara­
ginowego i glutaminowego i ich pochodnych oraz serynę, mają nato­
miast nieliczne aminokwasy aromatyczne oraz pozbawione są cysteiny 
i metioniny. Podczas elektroforezy na żelu poliakrylamidowym z bufo­
rem wapniowym obserwowano, że ruchliwość elektroforetyczna spasmin 
była redukowana specyficznie przez jony Ca2+ w tych samych niskich 
stężeniach, które indukują skurcz [5]. Sugeruje to, że spasminy są biał­
kami wiążącymi wapń i mogą być bezpośrednio zaangażowane w skurcz 
spasmonemy.

M E C H A N IC Z N E  I O PTYCZNE W ŁAŚCIW O ŚCI SP A SM O N E M Y

Wyciągnięta spasmonema wykazuje dodatnią dwójłomność, która 
podczas skurczu spada do zera [3, 57]. Sugeruje to, że podczas skurczu 
następuje fałdowanie się molekuł polimeru wchodzącego w skład mikro- 
fibryli, a nie ślizganie się tych ostatnich. Weis-Fogh i Amos [64] prze­
prowadzili optyczną i mechaniczną analizę izolowanych, glicerynowanych
spasmonem Zootamium. Przy wysokim poziomie wapnia (10—5M) orga-
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nellum to zachowuje się jak guma. Kiedy poziom wolnych jonów Ca2+ 
maleje do 10~8 M, spasmonema wydłuża się aktywnie, wytwarzając mie­
rzalną siłę pchania i staje się dwójłomna. Takie aktywne wyciąganie się 
spasmonemy obserwowano też w żywych Peritricha. Jeśli uniemożliwio­
no otoczce nóżki Zootamium  rozfałdowywanie się po skurczu, spasmone­
ma wydłużała się jednak i załamywała wewnątrz nóżki [16]. To samo 
zjawisko było też obserwowane w  Carchesium [3].

M O L E K U L A R N A  IN T E R P R E T A C JA  Z JA W ISK A  SK U R C Z U  S P A S M O N E M Y

Wiele dowodów wskazuje, że skurcz spasmonemy zachodzi dzięki 
bezpośredniemu, wzajemnemu oddziaływaniu między wapniem i apara­
tem kurczliwym. Jest prawdopodobne, że podstawą skurczu jest zmia­
na konformacyjna spasminy, zachodząca podczas wiązania jonów wapnia. 
Wskazuje na to powinowactwo spasminy do jonów dwuwartościowych. 
Wiąże ona wapń w tym samym zakresie stężeń, w którym zachodzi skurcz 
glicerynowanych preparatów spasmonemy, i ma wysokie powinowactwo 
do wapnia w porównaniu z magnezem, który nie indukuje skurczu i nie 
rywalizuje o miejsce z wapniem. Zmiana ruchliwości elektroforetycznej 
spasminy może być konsekwencją zmiany konformacyjnej, która zacho­
dzi pod wpływem wiązania wapnia. Pomiary za pomocą mikroanalizy 
rentgenowskiej wskazują, że każda molekuła spasminy wiąże jeden lub 
dwa jony wapnia. Z tego powodu, jak również ze względu na to, że jest 
ona kwaśnym białkiem o niskim ciężarze cząsteczkowym, przypomina 
spasmina parwalbuminę z mięśni karpia i troponinę C. Amos i wsp. [6], 
zakładając, że gęstość białka wynosi 810 daltonów/mm~3, wyliczyli, że 
średnica cząsteczki spasminy wynosi 3,6 nm, co w porównaniu z obser­
wowaną periodycznością poprzecznego prążkowania spasmonemy (3,5 nm) 
sugeruje, że filamenty mogą składać się z liniowo ułożonych cząsteczek 
spasminy. W takim przypadku byłoby możliwe, że skurcz spasmonemy 
byłby sumą pojedynczych zjawisk zachodzących niezależnie w poszcze­
gólnych cząsteczkach. Tłumaczyłoby to szybkie tempo skracania się spas­
monemy, jak również prosty, niekooperatywny stosunek między stęże­
niem wapnia i stopniem skurczu.

Pomiary dwójłomności i stosunku długości do napięcia 
nych spasmonemach wykazują, że przy wysokich poziomach wapnia za­
chowują się one jak guma. Weis-Fogh i Amos [64] stwierdzili, że stosun­
ki długość/napięcie w spasmonemie przy wysokim poziomie wapnia 
zgodne są z obliczeniami teoretycznymi przyjmującymi, że poszczególne 
połączenia w łańcuchu polipeptydowym są stałej długości i są elemen­
tami jednoosiowymi o stałej dwójłomności.

Teoria zakładająca, że spasmonema zachowuje się jak guma nie tłu­

w izolowa-
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maczy jednakże zachowania się tego organellum w niskim poziomie 
wapnia, kiedy pojawia się mechaniczna i optyczna anizotropia. Weis-Fogh 
i Amos [64] sugerowali, że w  stanie wyciągniętym spasmonema utrzy­
mywana jest podobnie jak kolagen przez mostki, które mogą być znisz­
czone przez jony wapnia. Jednakże w swej późniejszej pracy przyznają, 
że skoro wyciągnięta spasmonema jest tylko niewiele sztywniejsza niż 
w stanie skurczu — istnieje więc w obu stanach swoboda kinetyczna czą­
steczek spasminy [6]. Trudno jest więc wyobrazić sobie, w jaki sposób 
mostki mogą być wbudowane w sposób uporządkowany powodując anizo­
tropię. Ponadto autorzy ci wykazali, że dwójłomność spasmonemy nie 
może być uznana za wskaźnik konformacji łańcuchów polipeptydowych. 
Proponują więc inną hipotezę, głoszącą, że submolekularna struktura 
spasmonemy nie jest w żadnym stanie podobna do gumy, lecz każda jej 
podjednostka ma wysoko uporządkowaną konformację. W tym przypadku 
rozciągliwość wciąż istnieje, jeśli cząsteczki spasminy są połączone two­
rząc spiralne lub pofałdowane filamenty. Kiedy spasmonema jest biernie 
rozciągana, mostki wewnątrz cząsteczki mogą być rozciągnięte w nie­
wielkim stopniu, co powoduje, że kąt połączenia z następną cząsteczką 
zmienia się lekko. Podobnie jak w metalowej sprężynie, małe wewnętrz­
ne zmiany energii mogłyby odpowiadać znacznemu wydłużeniu struktury 
jako całości. Dalsze badania przy użyciu mikroskopu elektronowego 
i ewentualnie dyfrakcji promieni X mogłyby wyjaśnić, który z modeli 
jest bliższy prawdy.

SKURCZ CIAŁA ORZĘSKÓW

Zdolnością do gwałtownych zmian długości ciała charakteryzują się 
także niektóre orzęski z grupy Heterotricha. Do najlepiej wśród nich 

poznanych należą Stentor i Spirostomum. Wiele informacji na ten temat 
dostarcza praca Fabczaka [21]. Zwrócono w niej jednakże uwagę głów­
nie na zjawiska pobudliwości. W tej zaś pracy pragnę zająć się przede 
wszystkim ultrastrukturalnymi aspektami skurczu.

SK U R C Z E  C IA Ł A  S T E N T O R  C O E R U L E U S

Ogromną kurczliwość Stentor a przypisuje się dwóm systemom bieg­
nącym wzdłuż ciała orzęska w korteksie komórkowym. Struktury te były 
początkowo badane w mikroskopie świetlnym i opisane w pracach mono­
graficznych Taylora [62] i Tartara [61]. Nie było jednakże wtedy możli­
we wyciągnięcie wniosków dotyczących funkcji kurczliwości, związa­
nych z opisywanymi systemami. Pierwsze badania przy użyciu mikro­
skopu elektronowego przeprowadzili Faurć - Fremiet i wsp. [23] i Faurć -
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Fremiet i Rouiller [24]. Autorzy ci uznali, że oba obserwowane przez 
nich systemy włókniste biorą udział w skurczu zwierzęcia. Randall 
i Jackson [54] nazwali jeden z tych systemów, o charakterze mikrotu- 
bularnym, włóknami kinetodesmalnymi (km), drugi zaś, filamentowy — 
mionemami [M]. Z obserwacji ich wynikało, że oba te rodzaje struktur 
zachowują się identycznie: podczas skurczu skracają się i pozostają proste, 
podczas gdy w czasie relaksacji fałdują się. Podobne wnioski wysnuli 
również Bannister i Tatchell [7] na podstawie obserwacji przy użyciu 
mikroskopu świetlnego. Autorzy ci przeprowadzili również badania za 
pomocą mikroskopu elektronowego stwierdzając, że mionemy w części 
dystalnej pierwotniaka tworzą wyraźnie od siebie oddzielone pęczki, 
w części adoralnej natomiast łączą się ze sobą licznymi odgałęzieniami. 
Obserwowali również połączenia filamentowe między mionemami i ki- 
netosomami oraz włóknami km i kinetosomami, jak również między 
mikrotubulami sąsiednich wiązek we włóknach km. Autorzy ci przepro­
wadzili również pierwsze próby porównania ultrastruktury osobników 
skurczonych i zrelaksowanych. W tym celu przed utrwaleniem część 
orzęsków oziębiali do temperatury około 0° C lub zatapiali w żelatynie, 
co zapobiegało kurczeniu się pierwotniaków pod wpływem utrwalacza. 
Na podstawie obserwacji tak przygotowanych obiektów doszli do wniosku, 
że podczas zmian długości ciała pierwotniaka wiązki mikrotubuli ślizgają 
się względem siebie. W późniejszej pracy ci sami autorzy [8] zajęli się 
bardziej szczegółowo ultrastrukturą mionem w osobnikach skurczonych 
i wyciągniętych, dzięki zastosowaniu przed utrwalaniem środowiska 
o zwiększonej sile jonowej i wysokim stężeniu jonów jednowartościo- 
wych w stosunku do dwuwartościowych. W obu rodzajach preparatów 
obserwowali w mionemach rurkowate mikrofibryle o średnicy 8 nm, 
które stanowiły większość, oraz niewielką ilość filamentów o średnicy 
3-5 nm. Mikrofilamenty skurczonych mionem leżały w mniejszych od 
siebie odległościach niż w mionemach osobników wyciągniętych. Na tej 
podstawie autorzy wysnuli wniosek, że podczas skurczu mikrofilamenty 
nie przechodzą wewnętrznych zmian konformacyjnych, a zmieniają tylko 
swoje położenie względem osi komórki.

Lepsze rezultaty otrzymywania komórek w stanie wyciągniętym dała 
metoda zastosowana przez Huang i Pitelkę [38]. Przed utrwalaniem 
część komórek poddawana była wpływowi roztworu zawierającego 10 mM 
EGTA, 50-80 mM Tris, 3 mM M gS04, 7,5 mM NH4C1 i 10 mM buforu fos­
foranowego (pH =  7,1). Na podstawie pracy tych autorek oraz wcześ­
niejszych badań [7, 23, 24, 31, 40, 54] odtworzyć można dokładnie or­
ganizację struktur włóknistych Stentora (ryc. 2). Tuż pod powierzchnią 
komórki'biegną, ułożone wzdłuż długiej osi ciała pierwotniaka, widoczne 
na całej długości komórki włókna km. Każde z nich składa się z leżących
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Ryc. 2. Budowa korteksu Stentor coeruleus [28]
a — a lw e o le  p e l l ik u la rn e ,  p — g ra n u le  p ig m e n tu ,  A  — k in e to so m  
u rzęs io n y . P  — k in e to so m  n ie  u rzęs io n y , k m  — w łó k n o  k m , r — 
w s tę g a  m ik ro tu b u li ,  afs — p rzed n ie  p a sm o  w łó k n is te ,  t — w łó k n o  
tr a n sw e r sa ln e ,  m y  — m io n em a , c — c y s te r n a  r e t ik u lu m  e n d o -

p la zm a ty cz n e g o , db — e le k tr o n o w o  g ę s te  c ia ło

równolegle, zachodzących na siebie częściowo wstęg mikrotubuli. W swej 
przedniej części wiążą się one z nieurzęsionym kinetosomem, gdzie wi­
doczny jest jeszcze jeden system włóknisty. Większość wstęg składa się 
z 20 mikrotubuli ułożonych w rzędzie. Liczba ta maleje w dystalnej części 
wstęgi. Połączenia między mikrotubulami sąsiadujących wstęg wystę­
pują jedynie w przedniej części włókna km.

Bezpośrednio pod włóknami km leżą mionemy składające się z fila- 
mentów tworzących pęczki w tylnej części komórki, a niezorganizowaną 
sieć — w przedniej. Mionemy z trzech stron otoczone są kanałami gład­
kiego retikulum endoplazmatycznego penetrującymi nawet czasem do
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wnętrza mionemy. Wewnątrz tych cystern znaleźć m ożn a  gęste elektro­
nowo ciała o średnicy 0,1-0,5 pm. W korteksie komórkowym występują 
też grupy mitochondriów. Delikatne 4 nm filamenty łączą krawędzie 
włókien km z leżącymi pod nimi mionemami.

Z M IA N Y  U L T R A S T R U K T U R A L N E  W Ł Ó K IE N  K M  I M IONEM
P O D C Z A S SK U R C Z U

W skurczonych komórkach Stentor coeruleus ilość wstęg mikro- 
tubularnych zachodzących na siebie wynosi od 40 do 78, podczas gdy 
w komórkach zrelaksowanych liczba ta wynosi zaledwie 2-6. Podczas 
skurczu maleje aż dziesięciokrotnie (z 3 pm do 0,3 pm) odległość między 
parami kinetosomów [38].

Zmiainy długości komórki wiążą się też ze zmianami w strukturze 
i organizacji filamentów mionem. Mionemy w komórkach wyciągniętych, 
mające szerokość nie większą niż 0,5 pm, składają się z pęczków filamen­
tów ułożonych wzdłuż długiej osi mionemy. Mają one według Huang 
i Pitelki [38] średnicę około 4 nm. Autorki te nigdy w komórkach zrelak­
sowanych nie obserwowały grubszych, tubularnych filamentów. Sprzecz­
ność z wynikami Bannistera i Tatchella [7, 8] tłumaczyć należy faktem, 
że utrwalane przez tych ostatnich autorów komórki nigdy nie były w peł­
ni zrelaksowane. W komórkach skurczonych natomiast mionemy mają 
średnicę aż 2 pm. Składają się one z gęsto upakowanych filamentów ma­
jących kształt rurek. Ich średnica wynosi 10-12 nm, a długość nie więcej 
niż 0,1 pm. Poszczególne grupy filamentów leżą w stosunku do siebie 
pod niewielkimi kątami.

Podczas początkowych stadiów rozkurczu mionemy fałdują się, zaś 
filamenty wchodzące w ich skład identyczne są jak w komórkach całko­
wicie zrelaksowanych. Ułożone są one równolegle do osi mionemy, zgod­
nie z jej wycięciami [38].

Włókna km natomiast, w  komórkach częściowo tylko wyciągniętych, 
przypominają włókna w komórkach skurczonych.

Ponieważ rozkurczanie się mionem wyprzedza wydłużanie się włó­
kien km, a oba te systemy są połączone, w pierwszej fazie rozkurczu 
następuje fałdowanie się mionem „przytrzymywanych” przez włókna km. 
Podczas wydłużania się włókien km rośnie stopniowo odległość pomiędzy 
poszczególnymi miejscami połączeń z mionemą i następuje rozfałdowy- 
wanie się tej ostatniej.

FIZ JO L O G IA , W ŁA ŚC IW O ŚC I O PTY C ZN E I M ECH A N IC ZN E M IONEM

Zmiany obserwowane w morfologii filamentów podczas skurczu 
nie przemawiają za mechanizmem polegającym na ślizganiu się filamen­
tów względem siebie. Również właściwości optyczne wskazują, że
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w przypadku mionem Stentora mechanizm ich działania jest raczej taki, 
jak w przypadku Peritricha, wykazują one bowiem dwójłomność dodat­
nią w stosunku do ich długości [42].

Stan kurczliwości mionem Stentora zależy od obecności dostępnych 
jonów wapnia. Komórki kurczą się zawsze pod wpływem utrwalania
za pomocą aldehydu glutarowego. Zjawisko to nie zachodzi natomiast, 
jeżeli zostaną one przedtem poddane wpływowi EGTA [37, 38]. 10 mM 
EGTA sprawia również, że komórki nie reagują skurczem nawet na tak 
silny bodziec, jak cięcie. Inkubacja w roztworach zawierających 10 mM

« * % » A

EGTA przez 10-15 min powoduje również gwałtowną utratę różnych 
funkcji życiowych komórek. Przeniesienie ich do środowiska nie zawie­
rającego EGTA nie powoduje renormalizacji tych zjawisk [39]. Jednakże 
w tych samych warunkach mionemy nie tracą swych zdolności kurczli­
wych. Komórki poddane wpływowi EGTA, a następnie przeniesione do 
środowiska zawierającego powyżej 10—7M Ca2+ przechodzą stopniowy 
skurcz podobny do obserwowanego w żywych komórkach. Zjawisko to 
nie zachodzi, jeżeli ilość jonów wapnia w środowisku jest niższa. Skurcz 
może też być indukowany, jeżeli obecne są jony Ba2+ i Sr2+ w stężeniu 
podobnym, jakie potrzebne jest dla jonów Ca2+. Natomiast obecność jo­
nów Mg2+ nawet w stężeniu 10~2 M nie wywołuje skurczu. Obserwacje 
przeprowadzone za pomocą mikroskopu elektronowego wskazują, że 
morfologia mionem poddanych wpływowi EGTA, a następnie skurczonych 
pod wpływem jonów Ca2+, jest taka sama, jak włókien w żywych ko­
mórkach utrwalonych podczas skurczu [38]. Również zachowanie si,ę 
i morfologia mionem rozkurczonych pod wpływem usuwania ze środo­
wiska jonów Ca2+ jest taka sama, jak w żywych, wydłużających się p ier­
wotniakach. Te obserwacje wskazują, że musi istnieć piechanizm zmienia­
jący stężenie wolnych jonów wapnia wewnątrz komórki. Ponieważ Sten­
tor nie traci zdolności do skurczu w środowisku pozbawionym wapnia, 
należy wykluczyć przypuszczenie, że aktywacja mionemy zależy jedy­
nie od przepływu wapnia przez błonę komórkową. Zmiany poziomu 
wolnych jonów Ca2+ wewnątrz komórki mogą być powodowane przez 
uwalnianie się lub wychwytywanie wapnia przez woreczki retikulum 
endoplazmatycznego towarzyszące mionemom. System aktywacji wap­
niowej wydaje się być niezależny od obecności ATP. Świadczą o tym 
obserwacje Huang i Mazia [39] przeprowadzone na komórkach podda­
nych wpływowi EGTA, a następnie glicerynowanych. Mimo braku bez­
pośrednich dowodów wskazujących na wiązanie wapnia z filamentami
podczas skurczu należy jednak na podstawie zarówno badań fizjologicz­
nych, jak i optycznych przypuszczać, że zjawisko to następuje podobnie
jak w przypadku Peritricha.
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M ODEL SK U R C Z U  FILAM ENTO W EG O  M IONEM  S T E N T O R A

Ponieważ średnica ścianki tubularnych filamentów obserwowanych 
w skurczonych komórkach Stentor coeruleus jest taka sama jak średnica 
filamentów w zrelaksowanych komórkach, Huang i Pitelka [38] przypusz­
czają, że w obu wypadkach mamy do czynienia z tymi samymi włókien- 
kami, ale w różnych stanach. Podstawą tej zmiany może być albo liniowa 
agregacja, albo spiralne zwijanie się filamentów podczas skurczu. Ponie­
waż agregacja nie tłumaczyłaby znacznego skracania się filamentów pod­
czas skurczu, autorki skłaniają się ku hipotezie, że za zmianę odpo­
wiedzialne jest zwijanie się filamentów.

ŚL IZ G A N IE  SIĘ M IK R O T U B U L I WE W ŁÓ K N A C H  KM

Huang i Pitelka [38] na podstawie prac swych poprzedników oraz 
swoich wyciągnęły hipotezę ślizgania się mikrotubuli włókien km (ryc. 3). 
We włóknach Stentor coeruleus każda wstęga mikrotubuli ślizga się 
względem wstęgi przyległej tak, że równocześnie ze zmianą stopnia za­
chodzenie mikrotubuli na siebie następuje zmiana odległości między 
punktami początkowymi przylegających wstęg i zmiana ilości zachodzą­
cych na siebie wstęg widocznych w przekroju poprzecznym włókna. Ta 
ostatnia zmiana jest odpowiedzialna za zmiany wymiaru włókna km 
towarzyszące zmianom długości komórki. Param etry możliwych zmian 
położenia wstęg mikrotubularnych zależą od geometrii całego systemu. 
Ponieważ każda wstęga w swej przedniej części przyczepiona jest do 
ciałka bazalnego, maksymalne skrócenie może być zdefiniowane przez 
minimalną, możliwą odległość między środkami przyległych kinetoso- 
mów (około 0,3 (im). Maksymalne ślizganie się, które może zachodzić 
między sąsiadującymi wstęgami podczas skurczu, jest określone przez 
długość ślizgających się komponentów. Jednakże z pracy Huang [37] 
wynika, że w praktyce odległości te są mniejsze niż teoretycznie możli­
we. Przy czterokrotnym wzroście długości komórki każda wstęga mikro- 
tubularna ślizga się w stosunku do przylegającej na odległość około 
2,0 (im. Połączenia widoczne między mikrotubulami mogłyby być aktyw­
nymi, mechanochemicznymi jednostkami działającymi w sposób analo­
giczny do mięśniowych mostków poprzecznych (cross - bridgess), pchając

wyciągnięte skurczone

Ryc. 3 Schemat ślizgania się mikrotubuli we włóknie km Stentor coeruleus [38]

http://rcin.org.pl



O R G A N IZ A C JA  SY STE M Ó W  K U R C ZLIW Y C H 33

wstęgi względem siebie. Tę hipotezę potwierdzają obserwacje, że struk­
tu ra  i orientacja połączeń między wstęgami różni się w komórkach 
utrwalanych w różnych stadiach procesu skurczu [39]. Podczas skurczu 
komórki mostki odczepiają się, aby pozwolić na przemieszczenie się 
wstęg. W mostkach może znajdować się białko podobne do dyneiny, 
związane z aktywacją ślizgania się mikrotubuli podczas procesu roz­
kurczu.

SKURCZ CIAŁA SP1ROSTOMUM

Pierwsze badania organelli kurczliwych Spirostomum  przy użyciu
  m

mikroskopu elektronowego przeprowadzone zostały przez Finleya [28, 
29]. Opisał on pasma włókien o charakterze mikrotubularnym biegnące 
wzdłuż ciała orzęska i łączące się z błoną komórkową. Podobne wyniki 
otrzymał wkrótce potem Randall [52, 53], który również jako mionemy 
potraktował pasma tubuli o średnicy 25 nm. Dalsze badania struktury 
układu pellikularnego przeprowadzili Yagiu i Shigenaka [66, 67]. Jako 
pierwsi stwierdzili oni, że mionemom, czyli strukturom odpowiedzial­
nym za skurcz, odpowiada raczej znaleziona przez nich warstwa fila­
mentów leżąca na pograniczu ekto- i endoplazmy, a nie układ mikrotubu- 
larny (ryc. 4). System kurczliwy składa się z sieci filamentów o śred-

Ryc. 4. Budowa warstw powierzchniowych Spirostomum ambiguum  [67]
LFB — p o d łu żn e  p ę c z k i  f ib r y la r n e  (w łó k n o  k in e to d e sm a ln e ,  CFS — k u r c z l iw y  
s y s te m  w łó k n is ty  (m io n em a , sp f  — w łó k n a  p o d p e lik u la r n e ,  en p  — en d op lazm a ,

e cp  — e k to p la z m a , fb  — fr a g m e n t  w łó k ie n  ap aratu  g ę b o w e g o

3 — P o s tę p y  B io l .  K om . 1/80
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nicy 3-4 nm. Towarzyszą jej pęcherzyki gładkiego retikulum endoplazma- 
tycznego. System mikrotubuli natomiast nazwany został przez tych au­
torów podłużnymi pęczkami włóknistymi i odpowiada kinetodesmie in­
nych orzęsków. Według tych autorów jest to struktura zachowująca się 
podczas skurczu biernie. Bezpośrednio pod powierzchnią komórki Spi­
rostomum  Yagiu i Shigenaka [66, 67] odkryli trzeci układ fibrylarny 
składający się z elementów o przekroju 20-26 nm. Funkcja tego układu 
według nich polega na działaniu przeciwstawnym do układu mionemal- 
nego lub też powoduje spiralizację komórki podczas skurczu. Podobne 
obrazy kompleksu pellikularnego Spirostomum  otrzymali także Finley 
i wsp. [30]. Jako mionemy traktowali oni jednak zarówno struktury  
filamentowe, jak i mikrotubularne. Nie podali też żadnych hipotez do­
tyczących ich działania. Większej ilości informacji dostarczają natomiast 
prace Legranda [43] i Lehmana i Rebhuna [44], którzy użyli do swych
badań zarówno mikroskopu elektronowego, jak i świetlnego. Potwier-

9  *

dzili oni istnienie w komórce Spirostomum  włókien kinetodesmalnych, 
które — zgodnie z terminologią wprowadzoną dla Stentora — nazwali 
włóknami km. S truktury filamentowe, nazwane przez tych autorów włó­
knami M, tworzą ciągłą warstwę w postaci cylindra na całej długości ko­
mórki. Przeprowadzili oni również porównanie preparatów otrzymanych 
z komórek skurczonych i wyciągniętych. Nie pozwoliło to jednak na 
ustalenie roli, jaką w czasie skurczu odgrywa układ filamentowy i tu - 
bularny, ale autorzy sugerowali, że skracanie się komórek zachodzi dzięki 
włóknom mikrofilamentowym (M). Najbardziej prawdopodobne wydaje 
się, że u Spirostomum, podobnie jak w przypadku Stentor coeruleus, 
włókna M działają aktywnie podczas skurczu, system zaś mikrotubular- 
ny odpowiedzialny jest za powstawanie sił rozkurczowych.

M O L E K U L A R N E  P O D S T A W Y  D Z IA Ł A N IA  W ŁÓ K IEN  K URCZLIW YCH
S P I R O S T O M U M

Serawin i wsp. [58] przy użyciu digitoniny uzyskali modele ko­
mórek Spirostomum, które w roztworze fizjologicznym nie wykazują 
żadnej reakcji na różne bodźce. Wprowadzenie natomiast ATP i Mg2+ 
w stężeniach od 10~3 do 5 X 10—3 M powoduje wznowienie bicia rzęsek. 
Dodanie zaś jonów wapnia wywołuje reakcję skurczową modelu. Auto­
rzy ci stwierdzili też, że również obecność jonów Mg2+, Ba2+, Co2+ i in­
nych powoduje skurcz, jednakże w mniejszym stopniu niż jony wapnia. 
Mocny skurcz można też wywołać za pomocą NAD. Nie udało się nato­
miast spowodować relaksacji modeli ani za pomocą EDTA, ani ATP, który 
rozkurcza modele Peritricha. Dodanie do modeli Spirostomum  KC1 o du­
żej sile jonowej (wypłukującego miozynę z mo.deli mięśniowych) powo­
duje brak reakcji rzęskowej po dodaniu Mg2+ i ATP, natomiast nie ma
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wpływu na pojawienie się reakcji skurczowej po dodaniu jonów Ca2+ 
[58]. Wskazywałoby to, że miozyna może występować w organellach ru ­
chu, natomiast brak jej jest w układzie kurczliwym. Według tych au­
torów nie ulega jednak wątpliwości, że mionemy Spirostomum  zawierają 
F  - aktynę. Dalszych wiadomości na temat roli wapnia w procesie skur­
czu Spirostomum  dostarcza praca Etienne’a [17]. Zastosował on mikro- 
iniekcję do cytoplazmy Spirostomum  bioluminiscencyjnego białka — 
aquoriny, która w obecności zjonizowanego wapnia emituje światło wi­
dzialne. Rejestracja zmian świecenia aquoriny wewnątrz cytoplazmy po 
stymulacji elektrycznej wykazała, że zapoczątkowanie skurczu ciała 
Spirostomum  następuje wtedy, gdy w cytoplazmie pojawi się określona 
ilość wolnych jonów wapnia/ Jak wykazali Hawkes i Holberton [34] 
poziom ten wynosi 10~5 M.

Wydłużanie się komórki Spirostomum  wiąże się ze spadkiem na­
tężenia świecenia aquoriny, a więc z obniżeniem poziomu wolnego wap­
nia. Jeżeli poziom jego jest niższy niż 10~7 M, nie można wywołać 
skurczu ciała Spirostomum  [34]. Hawkes i Holberton [35] obliczyli, że 
teoretycznie mała ilość jonów Ca2+ musi wiązać się z filamentami kur­
czliwymi, aby wytworzyć energię potrzebną do skurczu. Wiadomo też, 
że błony wchodzące w skład układu pellikularnego Spirostomum  odzna­
czają się wysoką opornością właściwą [17]. Czas między początkiem dzia­
łania bodźca a początkiem reakcji jest bardzo krótki (nie więcej niż 
20 msek.), a oporność błony nie ulega wtedy zmianie [34]. Wszystkie te 
dane wskazują, że w procesie skurczu wapń ze środowiska zewnętrzne­
go nie bierze bezpośredniego udziału. Potwierdza to fakt, że aktywność 
skurczowa Spirostomum  występuje również w środowisku pozbawionym 
wapnia [20]. Jednakże w środowisku bezwapniowym okres latencji (czas 
między początkiem działania bodźca a początkiem reakcji) ulega stopnio­
wemu wydłużeniu [17], co wskazuje, że w warunkach tych następuje 
obniżenie poziomu wapnia cytoplazmatycznego, brak jest natomiast
możliwości jego uzupełnienia. Liczne twory wakuolarne, obserwowane 
w cytoplazmie Spirostomum  [15, 63, 65], mogą służyć jako miejsca aku- 
mulujące wapń. Etienne i Dickstein [18] zwracają uwagę, że jedynie faza 
skurczu niezależna jest od obecności ATP. Gromadzenie zaś i przecho­
wywanie jonów Ca2+ w obrębie retikulum endoplazmatycznego wymaga 
poboru energii. Obserwowany brak relaksacji w obecności inhibitorów 
metabolizmu [18, 19] powodowany jest zahamowaniem dopływu energii
potrzebnej do akumulacji jonów wapnia.

Jak wynika z przedstawionych badań, podstawą kurczliwości ciała 
Heterotricha jest współdziałanie dwóch systemów: mionem i włókien km. 
Powstawanie siły potrzebnej do skurczu tych orzęsków wiąże się naj­
prawdopodobniej ze zmianami w makromolekularnej konformacji fila-
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mentów w mionemie, indukowanym wapniem. U Stentor coeruleus zmia­
ny te  obrazuje odwracalne przejście filamentów w krótsze, tubularne 
formy. Zmiany przestrzenne we włóknach km są generowane przez śliz­
ganie się elementów tych włókien względem siebie. Zmiany morfologii 
połączeń między tymi komponentami sugerują, że działają one w proce­
sie wyciągania się komórki albo tworząc siły ślizgania potrzebne do ak­
tywnego przemieszczenia sąsiadujących ze sobą wstęg mikrotubularnych, 
albo regulując stopień tego ślizgania się.

RUCHY AKSOSTYLI NIEKTÓRYCH WICIOWCÓW

Dużej ilości informacji dotyczących mechanizmów ślizgania się mi- 
krotubuli względem siebie dostarczają prace dotyczące badań aksostyli. 
Aksostyl jest to organellum występujące u wiciowców z rodziny Pyrso- 
nimphidae, pasożytujących w jelicie termitów. Ma on kształt wstęgi lub 
pałeczki biegnącej przez całą długość komórki. Zdolny jest do przesu­
wających się wzdłuż całej jego długości ruchów typu zginania, powo­
dujących zmianę kształtu całej komórki, co z kolei sprawia, że cały 
organizm porusza się.

Grassć [32] pierwszy opisał ultrastrukturę tego organellum i przy­
równał ją do włókien obserwowanych u Spirostomum. Grimstone Cle­
veland [33] natomiast podkreślali podobieństwo elementów tej struktury  
z elementami wici, nie nazywając ich jednakże mikrotubulami. Opisy 
podane przez tych autorów potwierdzone zostały przez późniejsze ba­
dania Brugerolle [12]. Szczegółowych danych na temat u ltrastruktury 
aksostylu, ale bez interpretacji dotyczącej jego funkcjonowania, dostar­
cza praca Mclntosha i wsp. [49] przeprowadzona na dwóch gatunkach 
Saccinobaculus. Wyjaśnili oni, że opisywany już przedtem, znajdujący 
się w przedniej części aksostylu twór w kształcie pałeczki stanowi rząd 
mikrotubuli połączonych z centriolami. Z nim łączy się tzw. pierwotny 
rząd mikrotubuli (primary row), leżący na całej swej długości najbliżej 
powierzchni komórki. Przednią jego część otacza palisada utworzona 
z leżących do siebie równolegle, połączonych tubuli. Struktura ta od­
powiada opisywanej przedtem [33] cienkiej płytce (thin lamella). Rów­
nolegle do rzędu pierwotnego biegną inne rzędy mikrotubuli tworzące 
cały aksostyl. Mikrotubule jednego rzędu połączone są ze sobą z perio- 
dycznością charakterystyczną dla danego gatunku. Połączenia pomiędzy 
rzędami są rzadsze. Tylna część aksostylu na 1/5-1/10 swej długości po­
kryta jest otoczką zbudowaną z 25 nm tubuli połączonych ze sobą, po­
dobną do otoczki przedniej. Otoczki te mogą spełniać rolę przyczepienia
aksostylu [33, 49].

McIntosh [48] porównał strukturę aksostylu w miejscu zgięcia
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i w części wyprostowanej. Stwierdził, że przekrój poprzeczny niezgiętego 
aksostylu ma kształt różka, który spłaszcza się przy zgięciu. Pomiary 
dyfrakcji optycznej na elektronogramach przedstawiających aksostyl 
w miejscu zgięcia wykazały, że podczas zginania się aksostylu mikrotu- 
bule ślizgają się względem siebie. W niektórych przypadkach autor ob­
serwował też kurczenie się mikrotubuli leżących po wewnętrznej stronie 
zgiętej części aksostylu. Postuluje jednakże, że samo ślizganie się mikro­
tubuli jest wystarczające do spowodowania zgięcia aksostylu. Podobne

0

wyniki, dotyczące struktury mikrotubuli i łączących je mostków, otrzy­
mali Bloodgood i Miller [9] używając techniki „freeze - fracture”. U Pyr- 
sonympha stwierdzono też obecność sieci filamentów związanych z pier­
wotnym rzędem mikrotubuli [10].

M EC H A N IZM  ŚL IZ G A N IA  SIĘ  M IK R O T U B U L I A K SO ST Y L U

Moosaker i Tilney [50] izolowali aksostyle za pomocą Tritonu X 100. 
Zdolne one były do normalnego ruchu w tych samych warunkach, w ja­
kich następuje reaktywacja ruchu wici plemników. Zjawisko to wymaga 
obecności jonów dwuwartościowych. Najlepsze rezultaty dają jony Mg2+, 
podczas gdy Ca2+ są nieefektywne i hamują aktywację powodowaną przez 
Mg2+. Stymulujące działają też jony Mn2+, są jednak mniej efektywne 
niż Mg2+. Reakcja przebiega w szerokim zakresie pH (7,5-9,6) przy opti­
mum wynoszącym 8,3. Niezbędna jest też obecność ATP. ITP i GTP mają 
bardzo mały wpływ na to zjawisko. Izolowane aksostyle wykazywały 
aktywność ATP - azową podobną do wartości otrzymanych dla aksonem 
rzęskowych czy wiciowych. Wykryto też takie same białka, jak w aksone- 
mach: dyneinę, tubulinę, białko łączące (neksynę) i inne białka drugo­
rzędne. Przypuszcza się [50], że dyneina lub białko dyneinopodobne zloka­
lizowane jest w mostkach międzytubularnych. Przemawiają za tym na­
stępujące argumenty: 1. Aksostyl ma mostki umieszczone w odpowiedniej 
pozycji, aby generować ruch będący wynikiem wzajemnego oddziaływania 
między przyległymi rzędami mikrotubuli; 2. Wymiary mostków odpowia­
dają rozmiarom podjednostek dyneiny; 3. Aksostyl zawiera białko o tej 
samej masie cząsteczkowej co pod jednostki dyneiny rzęsek i wici. Moosa­
ker i Tilney [50] podkreślają ponadto, że mikrotubule przyległych rzędów 
nie są upakowane jednorodnie. Część z nich upakowana jest heksagonalnie, 
a część — prostoliniowo. Wydaje się, że następuje to dzięki wklęśnięciu 
aksostylu, co z kolei jest wynikiem stosunku mostków do sąsiednich mikro­
tubuli. Ze zdjęć Grimstone’a i Clevelanda [33] oraz Moosakera i Tilneya 
[50] wynika, że mostki pomiędzy mikrotubulami są nachylone. Pozostaje 
to najprawdopodobniej w związku z substrukturą mikrotubuli (tzn. nie­
równą ilością podjednostek). W każdym razie, w związku z tworzeniem 
się wklęśnięcia w nieaktywnym aksostylu, odległości między tubulami jed-
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nego rzędu i rzędu sąsiedniego roznią się i to nie pozwala na tworzenie 
się maksymalnej ilości mostków. Może to natomiast zachodzić, kiedy 
wstęga aksostylu jest spłaszczona. Z badań Mclntosha i wsp. [47] wynika, 
że aksostyl jest spłaszczony w rejonie aktywnym. Spłaszczenie to posuwa 
się wzdłuż aksostylu wraz z aktywną falą, co pozwala na maksymalną 
interakcję mikrotubuli przyległych rzędów w tym właśnie miejscu. Do­
datkowym dowodem na tego rodzaju przebieg zjawiska aktywacji akso­
stylu są obserwacje Longforda (cytowane w pracy Moosakera i Tilneya 
[50]) wskazujące, że spłaszczenie in vivo części aksostylu wywołuje ruch, 
który propagowany jest z tego miejsca w dwóch kierunkach. Bloodgood 
[11] na podstawie obserwacji przy użyciu mikroskopu elektronowego oraz 
badań biochemicznych postuluje również, że aktywność ATP-azowa zlo­
kalizowana jest w mostkach między rzędami mikrotubuli. Natomiast 
mostki wewnątrzrzędowe są — zdaniem tego autora — miejscem mecha- 
nochemicznej transdukcji. ATP i jony dwuwartościowe potrzebne są do 
wytwarzania się mostków w miejscu aktywacji (odwrotnie niż w mięśniu 
prążkowanym i wici plemnika jeżowca, gdzie gwałtowna redukcja stęże­
nia ATP powoduje wytwarzanie mostków, a obecność ATP — ich uwal­
nianie).

Ryc. 5. Model aktywności mostków międzyrzędowych aksostylu [11]
1 — n a d e jśc ie  fa l i  zg ięc ia ,  2 — a k ty w a c ja  A T P -a zy , 3 — h y d ro liza  A T P , 4 — tra n sd u k cja

m e c h a n o c h e m ic z n a
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Ryc. 5 przedstawia zaproponowany przez Bloodgooda [11] model cyk­
licznej aktywacji mostków międzyrzędowych podczas propagacji zgięcia 
aksostylu. Zakłada on, że każdy taki mostek międzyrzędowy posiada 
miejsce wiązania mikrotubuli na każdym końcu, z jednej strony jednak 
wiąże się z mikrotubulą silniej niż z drugiej. Postuluje też, że każdy taki 
mostek ma miejsce wiązania kompleksu kation-nukleotyd, miejsce wiąza­
nia jonu dwuwartościowego i jedną lub więcej grup sulfhydrylowych 
związanych funkcjonalnie z aktywnością ATP-azową mostka. Aby mostek 
mógł związać drugą mikrotubulę, substrat (Ca2+-ATP lub Mg2+-ATP) 
i kation dwuwartościowy (Ca2+ lub Mg2+) muszą być związane we właści­
wych dla nich miejscach. W normalnym stanie spoczynku każdej części 
aksostylu, wielka część mostków międzyrzędowych ma związany substrat 
(zwykle Mg2+-ATP) i kation (zwykle Mg2+), a więc jest w stanie przycze­
pienia. Aby powstała aktywność ATP - azowa mostka, muszą być spełnio­
ne dwa warunki: 1. mostek musi być przyczepiony do drugiej mikrotu­
buli, 2. na system musi być wywarty odpowiedni nacisk mechaniczny. 
Normalnie ten drugi warunek jest spełniony przez zgięcie aksostylu. Kie­
dy aktywność ATP - azowa mostka jest aktywowana, następuje hydroliza 
substratu i uwolniona w tym procesie energia chemiczna jest (w niezna­
ny dotąd sposób) przetwarzana na energię mechaniczną, powodując śliz­
ganie się mikrotubuli sąsiedniego rzędu. Generowanie siły zachodzi tylko 
wtedy, jeśli miejsce wiązania jonu dwuwartościowego zajęte jest przez 
Mg2+, natomiast jeśli tam związany jon Ca2+, uwalnianie energii zachodzi, 
brak jest natomiast mechanochemicznej transdukcji. Uwalnianie mostka 
i uwalnianie substratu zachodzi po mechanochemicznej części cyklu. Inna 
cząsteczka substratu i jon dwuwartościowy wiąże się następnie z mostkiem 
i zachodzi wiązanie drugiej mikrotubuli. W tym czasie zgięcie przeszło już 
przez ten region aksostylu i mostek, jakkolwiek związany, jest znowu nie­
aktywny.

Model Bloodgooda [11] postuluje więc, że aktywacja cyklu jest związa­
na z mechaniczną zmianą stanu spoczynkowego. Założenie to potwierdzają 
dwie obserwacje: 1. aksostyl Saccinobaculus, spłaszczony przez szkiełko 
przykrywkowe, inicjuje aktywne zgięcie w miejscu kontaktu, 2. rytmiczne 
oscylacje w wici plemnika ssaków mogą być w obecności ATP i ADP in­
dukowane przez mechaniczne zgięcie wici. Postulat, że mostki zawierają 
dwa miejsca wiązania: jedno dla substratu, a drugie dla kationu dwuwar­
tościowego, opiera się na założeniu, że stany konformacyjne aksostylu po­
zostają w  związku ze stanem mostków oraz na następujących obser­
wacjach: 1. EDTA powoduje przejście aksostylu z formy skręconej do wy­
prostowanej, 2. Ca2+ i Mg2+ jednakowo dostarczają aktywności ATP - azo­
wej, ale tylko w obecności jonów Mg2+ może być indukowany ruch 
aksostylu.
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Bloodgood [11] nie wyklucz-a też możliwości, że cykl przez niego za­
proponowany jest przesunięty, tzn. w stanie spoczynku aksostylu mostki 
są odczepione. W chwili nadejścia zgięcia powstają warunki sprzyjające 
przyczepianiu się mostków, następuje aktywacja własności ATP - azo­
wych, hydroliza substratu, mechanochemiczna transdukcja i prawdopo­
dobnie uwolnienie mostków, które w tym stanie pozostają do nadejścia 
następnej fali zgięcia.

Omówione rodzaje ruchliwości pierwotniaków świadczą o tym, że 
u jej podstaw leżą systemy włókniste zbudowane z filamentów lub mikro- 
tubuli. Ruch może być wynikiem działania jednego z tych układów (fi- 
lamentowego — u Peritricha, mikrotubularnego — w aksostylach Pyr- 
sonymphidae) lub współdziałania ich obu (skurcz ciała Spirostomum 
i Stentora). We wszystkich tych przypadkach mechanizmy leżące u pod­
staw skurczu, mimo wielu zewnętrznych podobieństw, na poziomie mole­
kularnym różnią się znacznie od zjawisk zachodzących w komórkach 
Metazoa.
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Państwowy Zakład Wydawnictw Lekarskich w Warszawie wydał 
w marcu 1979 r. ,,Atlas ultrastruktury tkanek i narządów”, przygotowany 
przez Michała Karaska i Marka Pawlikowskiego w nakładzie 3000 egzem­
plarzy. Atlas poprzedzony jest „Wprowadzeniem”, które zawiera infor­
macje o zasadach konstrukcji mikroskopu elektronowego, przygotowaniu 
materiału biologicznego do obserwacji w mikroskopie elektronowym oraz 
krótki syntetyczny opis ultrastruktury komórki zwierzęcej. Sam atlas 
obejmuje 155 elektronogramów. W pierwszej części, zatytułowanej „Ko­
mórka”, przedstawione są podstawowe organelle (32 elektronogramy).
Część druga „Tkanki i narządy” zawiera elektronogramy z wybranych 
fragmentów komórek, tkanek i narządów i tak w kolejności: powierzchnio­
we zróżnicowania nabłonków (6), komórki tkanki łącznej właściwej 
i krwinki (21), komórki mięśniowe (9), komórki i włókna nerwowe oraz 
synapsy (13), naczynia krwionośne (4), śledziona i grasica (4), gruczoły 
dokrewne (21), gruczoły przewodu pokarmowego (18), pęcherzyki płuc­
ne (5), nefron (6), pęcherzyki jajnikowe (5), kosmki łożyska człowieka (2), 
naskórek (7), siatkówka (6). Do szeregu elektronogramów dołączone są 
schematy, np. komórki neurosekrecyjnej, pęcherzyka płucnego, ciałka 
nerkowego i in. Kanalik nasieniotwórczy jądra przedstawiony jest wy­
łącznie w formie schematu. Obok elektronogramów i schematów podane 
są objaśnienia.

Jak sami autorzy podkreślają w  „Przedmowie”, atlas stanowić ma po­
moc naukową i uzupełnienie podręczników histologii dla studentów medy­
cyny i biologii. Wszystkie krajowe podręczniki histologii wydane obecnie 
uwzględniają szeroko zdobycze ostatnich lat dotyczące ultrastruktury ko­
mórek, tkanek i narządów, natomiast uboga jest w nich dokumentacja 
w formie elektronogramów, głównie z technicznych przyczyn wydawni­
czych. Student nie może więc skonfrontować tekstu z odpowiednim obra­
zem z mikroskopu elektronowego. Stąd też dobrze się stało, że autorzy 
M. Karasek i M. Pawlikowski odważyli się na wydanie swojego atlasu. 
Jest to pierwszy polski atlas ultrastruktury komórki zwierzęcej, który jest 
ogólnie dostępny. Zagraniczne atlasy sprowadzane są w niewielkiej licz­
bie egzemplarzy, a ponadto — ze względu na wysoką ocenę — dostępne 
są tylko nielicznym osobom.
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O wartości atlasu ultrastruktury komórek i tkanek decyduje dobór 
tematyczny elektronogramów i jakość druku. Dobór odpowiednich ele- 
ktronogramów jest zawsze trudny. Powinny one przedstawiać najbardziej 
charakterystyczne cechy danej struktury czy danej komórki, właściwe 
wszystkim zwierzętom i człowiekowi. Na elektronogramach siłą rzeczy 
uwidocznione są jedynie maleńkie fragmenty komórek, trzeba więc dyspo­
nować odpowiednio bogatą ich kolekcją, aby wybrać najwłaściwsze. Trud­
no jest też tak zestawić elektronogramy, aby dawały one obraz wszystkich 
struktur i komórek jakie występują w organizmie. Nawet w atlasach ultra­
struktury, opracowywanych przez autorów z renomowanych zagranicznych 
pracowni z długimi tradycjami badań w tym zakresie, nie znajduje się 
kompletnego zestawu elektronogramów. Podobnie i w przypadku omawia­
nego atlasu wybór tematyczny ilustracji został ograniczony materiałem, 
jakim autorzy dysponowali i ich zainteresowaniami naukowymi. Zastrze­
gli się oni na wstępie, że atlas nie obejmuje ultrastruktury wszystkich 
narządów. Drugą istotną sprawą jest jakość druku elektronogramów. Zna­
ne są ogólnie trudności na jakie w tym względzie napotykają krajowe wy­
dawnictwa. Zła jakość druku fotografii naukowej, a zwłaszcza elektrono­
gramów, w publikacjach biologicznych i medycznych jest stałą troską 
wszystkich zainteresowanych redakcji i wydawnictw. Zła jakość druku 
obniża, a często zaciera całkowicie czytelność elektronogramów i powo­
duje, że nie przedstawiają one wymaganej wartości. Jak więc udała się ta 
próba pierwszego polskiego atlasu ultrastruktury? W moim przekonaniu 
zadowalająco. Większość elektronogramów jest czytelna, można na nich 
łatwo odszukać charakterystyczne struktury, mając nawet mało wprawne
oko w ich rozpoznawaniu.

„Atlas ultrastruktury tkanek i narządów” spełni na pewno swoje za­
danie jako pomoc naukowa i ułatwi nie tylko naukę studentom, ale i pra­
cę dydaktyczną pracownikom naukowym.

Sądzę, że w następnym wydaniu autorzy dopełnią atlas nowymi ele- 
ktronogramami, ujednolicą i uzupełnią opisy oraz szczegółowiej oznaczą 
same elektronogramy.

Z. Bielańska-Osuchowska

D. A. ERASMUS, editor. Electron Probe Microanalysis in Biology.

Wydane przez Chapman and Hall Ltd. 11 New Fetter Lane, London 1978. Str. 248, 
wydanie pierwsze, twarda okładka z obwolutą, funtów ang. 15.

Fascynacja organizacją materii ożywionej, oglądanej za pomocą mikro­
skopu elektronowego, poczęła wygasać pod koniec lat sześćdziesiątych.
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Cytologowie wyrobili sobie określony obraz struktury cytoplazmy, pokla- 
syfikowali jej organelle i przy pomocy biochemików podporządkowali im 
określone funkcje biologiczne. Z początkiem lat siedemdziesiątych wyda­
wało się, że mikroskop elektronowy został zepchnięty wyłącznie do roli 
bardziej tylko złożonego aparatu fotograficznego służącego jedynie do 
rejestracji wyników prac doświadczalnych prowadzonych przez fizjologów 
i biochemików. Zastosowanie analizatora promieni Roentgena do mikro­
skopu elektronowego stworzyło już na początku lat sześćdziesiątych nowe 
perspektywy dla cytologii.

Mikroskop elektronowy wyposażony w sondę do mikroanalizy pier­
wiastków, na poziomie wybranych fragmentów cytoplazmy, umożliwia 
wykonanie mapy rozmieszczenie pierwiastków na kanwie poznanej już 
dokładnie struktury cytoplazmatycznej. Analityczny mikroskop elektro­
nowy jest przyrządem bardzo drogim, złożonym, a zatem niełatwym 
w obsłudze. Przygotowanie preparatów biologicznych do analizy wymaga 
specjalnych zabiegów, które zapewniają możliwie najmniejsze wahania 
w rozmieszczeniu i zawartości analizowanych w komórce pierwiastków.

Recenzowana książka, pod redakcją D. A. Erasmusa, wykładowcy pa­
razytologii w uniwersytecie Cardiff, ma na celu wprowadzenie czytelnika 
obeznanego już z rutynową techniką mikroskopii elektronowej w tajniki 
mikroanalizy za pomocą promieni Roentgena. Treść książki zawarta jesl 
w siedmiu rozdziałach napisanych przez zespoły autorów, łącznie 11 osób, 
pochodzących głównie z Anglii i Stanów Zjednoczonych. Po krótkim 
wstępie, napisanym przez redaktora, czytelnik znajdzie dwa pierwsze roz­
działy dotyczące ogólnych zasad analizy promieni Roentgena i ich zastoso­
wania w  mikroskopie elektronowym oraz wykorzystanie tego instrumentu 
do analizy pierwiastków w ultracienkich skrawkach. Rozdział czwarty 
i piąty zawiera omówienie różnych metod przygotowania preparatów bio­
logicznych do mikroanalizy oraz interpretację uzyskanych wyników. Wy­
stępowanie poszczególnych pierwiastków omawiają autorzy tego rozdziału 
na przykładach rozmaitych tkanek pochodzenia tak roślinnego, jak i zwie­
rzęcego. Równocześnie w rozdziale piątym czytelnik dowiaduje się, w ja­
kim stopniu technika krioultramikrotomii zapewniła wiarygodną analizę 
pierwiastków w komórce. Dwa ostatnie rozdziały mają w swojej treści 
charakter bardziej specjalistyczny od poprzednich. Rozdział szósty za­
wiera bowiem rozważania na temat połączenia mikroanalizy z różnymi 
technikami histochemicznymi. Ostatni rozdział dotyczy wyłącznie analizy 
przesączu kłębkowego nefronów przedstawicieli różnych gromad krę­
gowców: ssaków, płazów i ryb, oraz metod związanych z jego pobieraniem

4

i analizą. Całość książki zamyka indeks.
Poszczególne rozdziały są bogato ilustrowane fotografiami analizowa­

nych komórek, wykresami, schematami i tabelami, co czyni je bardzo czy-
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telne, a zawarte w  nich opisy metod są tym samym lepiej zrozumiałe 
i łatwiej przyswajalne. Omawiana w niniejszej recenzji książka będzie za­
pewne pożytecznym nabytkiem w bibliotece każdego cytologa.

W. Kilarski
#

G. V. SHERBET. The Biophysical Characterization of the Cell Surface.
Wydane przez Academic Press, London, New York, San Francisco 1978. Str. 298, 
twarda okładka z obwolutą, funtów ang. 12,80.

Odkrycie błony komórki zwierzęcej datuje się na XIX w. Pod koniec 
XIX stulecia pojawiły się pierwsze sugestie na temat składu chemicznego 
błony i jej ewentualnej funkcji. Jednym z ważniejszych odkryć, którym 
szczyci się mikroskopia elektronowa, jest sfotografowanie błony komórko­
wej i oparte na tym sugestywne interpretacje jej struktury. Odkrycie to 
przez długi czas ciążyło na koncepcji molekularnej organizacji błony ko­
mórkowej. Obraz i koncepcja strukturalna błony zmieniały się wielokrot­
nie od czasu jej odkrycia. Istotny wpływ na tworzenie coraz to nowych 
modeli morfofizjologicznych błony miały stale doskonalące się techniki 
badawcze, udostępniane w miarę ich rozpowszechniania cytobiologom. 
Odkrywanie coraz to nowych zjawisk biologicznych coraz częściej wiązano 
z istnieniem błony komórkowej, a przede wszystkim z jej różnym moleku­
larnym składem białkowo - cukrowo - lipidowym. Różnorodność składni­
ków błony oraz ich dynamiczny stan i stopień komplikacji doprowadziło 
do wytworzenia przez biologów komórki nowego, jakże odmiennego od 
pierwotnych, obrazu błony, którego stopień komplikacji i topograficzne 
zróżnicowanie cząsteczek może w dużym stopniu tłumaczyć różne zja­
wiska biologiczne związane z powierzchnią komórki.

Powierzchnia komórki, będąc wykładnikiem jej zróżnicowania i sta­
nów fizjologicznych, bierze udział i jest odpowiedzialna za wiele zjawisk 
biologicznych, takich jak podział, wzrost, różnicowanie morfologiczne, 
zdolność wzajemnego rozpoznawania i tolerancji komórek oraz transfor­
macji nowotworowej. Aktywność biologiczna błony komórkowej jest re­
gulowana jej składem molekularnym, który w obecnej dobie jest inten­
sywnie badany. Kluczowa rola błony w całym życiu komórki stała się 
ośrodkiem zainteresowania wyosobnionej grupy specjalistów, którzy stw5b- 
rzyli nową gałąź wiedzy z odrębnymi metodami badawczymi 
menklaturą. W konsekwencji pojawiły się na światowyną^ftig^is^tfgar- 
skim specjalistyczne wydawnictwa, które postgyg^^!rafrie^%nS§&
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wszechnianie metod badania błony komórkowej oraz analizy i interpre­
tacji uzyskanych nimi wyników.

Recenzowana książka jest jednym z wielu przykładów propagowania 
wiedzy o metodach badawczych i własnościach błony komórkowej. Za­
wiera ona opisy kilku dobrze znanych metod fizycznych, które zostały 
wprowadzone do analizy materii ożywionej, a przede wszystkim błony ko­
mórkowej i całych komórek. Oprócz opisów czysto metodycznych znajdzie 
w niej czytelnik interpretacje różnych zjawisk fizykochemicznych, jakie 
obserwuje się na powierzchni komórek w ich różnych stanach fizjolo­
gicznych i patologicznych. Treść książki podzielona jest na 6 rozdziałów; 
po krótkim wstępie autor umieszcza zestawienie skrótów, stosowanych 
przez niego w całym dziele, oraz osobne zestawienie symboli wartości fi­
zycznych. Pierwszy rozdział zawiera krótką rekapitulację dawnych i obec­
nych poglądów na molekularną organizację błony komórkowej. Natomiast 
w rozdziale drugim autor omawia biofizyczną i biochemiczną charaktery­
stykę powierzchni błony różnych komórek, określoną za pomocą metody 
miareczkowania elektrometrycznego. Rozdział trzeci poświęcony jest po­
miarom potencjału bioelektrycznego, jako jednej z cech charakteryzują­
cych powierzchnię błony komórkowej. Autor przytacza w tym rozdziale 
wyniki prac nad różnymi typami komórek: nabłonkowych, chrząstki, mięś­
ni, erytrocytów, komórkami nowotworowo zmienionymi itp. Omawia on 
również role potencjału błony w regulacji podziałów mitotycznych. Za­
stosowanie metody elektroforetycznej do badań powierzchni komórkowej 
prokariontów i eukariontów omawia autor w rozdziale czwartym, który 
notabene jest najobszerniejszym rozdziałem w tej książce. W części pierw­
szej główna uwaga została położona na opisie metodyki badawczej, 
a w części drugiej znajdzie czytelnik opisy zjawisk różnej ruchliwości 
elektroforetycznej komórek będących bądź to w różnych fazach cyklu, 
stopniu zróżnicowania, bądź też pod wpływem wirusów transformujących 
lub przeciwciał. Rozdział piąty zawiera opisy metod oraz interpretacji wy­
ników metody równowagi izoelektrycznej. W pierwszej części autor opi­
suje szereg technik badawczych i prostej aparatury, podnosząc ich zalety 
i ograniczenia wpływające na interpretację wyników. W drugiej części 
rozdziału znajdzie czytelnik opisy zastosowania tej metody badawczej, 
np. do obliczania ładunku elektrostatycznego błony, określenia ilości 
grup karboksylowych i aminowych na jej powierzchni, obliczenia ilości 
receptorów konkanawaliny, wpływu przeciwciał na równowagę izoele- 
ktryczną itd. Ostatni rozdział książki dotyczy metody rozdziału komórek 
oraz jej organelli w wodnym układzie dwufazowym. Jest to wprawdzie 
metoda stosowana do oczyszczania i izolowania makrocząsteczek biolo­
gicznych, np. wirusów, niemniej jednak może ona posłużyć w pewnym 
stopniu do scharakteryzowania powierzchni błon komórkowych. Różnie
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Ibowiefrn rozdzielają się komórki obciążone lekami w porównaniu do ko­
mórek zdrowych, erytrocyty stare od młodych oraz komórki w różnych 
fazach cyklu życiowego. Całość bardzo interesująco napisanej książki 
zamyka bogata bibliografia (bez tytułów) zawierająca ponad 1000 pozycji. 
Przyjemnie jest przeczytać w tym obszernym spisie kilka nazwisk pol­
skich uczonych, np. Kościelak, Korohoda, Łukiewicz, Lisowska, Mora- 
wiecki, Romanowska, Zakrzewski i inni. Recenzowana książka jest po­
zycją wybitnie specjalistyczną, ale godną polecenia wszystkim biologom 
komórki.

W. Kilarski
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Pragnąc przyczynić się do ujednolicenia polskiego mianownictwa 
z zakresu biologii komórki, Redakcja „Postępów Biologii Komórki”, w po­
rozumieniu z Prezydium Komitetu Cytobiologii PAN oraz Przewodniczą­
cym Komisji Mianownictwa Histologicznego prof, drem Markiem Wawrzy­
niakiem, proponuje polskie miana włóknistych struktur komórkowych od­
powiadające mianom w języku angielskim. Redakcja zwraca się z uprzej­
mą prośbą o nadsyłanie uwag dotyczących proponowanych mian do dnia 
30 czerwca 1980 r. Nadesłane uwagi po rozpatrzeniu zostaną opublikowa­
ne w zeszycie 4(1980) i z tą  chwilą miana te wraz z przyjętymi uwagami 
Czytelników będziemy uważali za obowiązujące.

Redakcja

termin w j. angielskim proponowany termin w  j. polskim

Microtubules
cytoplasmic microtubules 
neurotubules
mitotic spindle microtubules

Mikrotubule
mikrotubule cytoplazmatyczne 
neurotubule
mikrotubule wrzeciona podzia­
łowego

Filaments 10 nm filaments inter- Filamenty
m ediate-size filaments

muscle filaments 
glial filaments 
neurofilaments 
epidermal keratin filaments

filamenty mięśniowe 
filamenty glejowe 
neurofilamenty
filamenty naskórka keratynowe

Microfilaments 4 nm microfila­
ments, actin microfilaments

thin myofilaments 
thick myofilaments

Mikrofilamenty

miofilamenty cienkie, aktynowe 
miofilamenty grube, miozynowe
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INFORMACJE DLA AUTORÓW

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

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

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

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

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

Przykłady cytowania literatury:
[1] Sachsenmajer W., Remy U., Plattner R., Initiation of synchronous mitosis in

Physarum polycephalum, Exptl. Cell Res., 73: 41-48, 1972.
[2] Hnilica L. S., McClure M. E ., Speltzberg T. C., Histone biosynthesis and the

cell cycle, [w] Histone and Nucleohistones, red. D. M. P. Philips, Plenum Press,
London, New York 1977, 60-64.
Tabele należy dołączyć na oddzielnych kartkach — każda powinna być pod­

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

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów.
Autor na życzenie Redakcji obowiązany jest dokonać korekty autorskiej, którą 

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

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

http://rcin.org.pl



Warunki prenumeraty kwartalnika

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI

Cena prenumeraty krajowej

rocznie zł 80.— półrocznie zł 40.Prenumeratę na kraj przyjmują Oddziały RSW „Prasa-Książka-Ruch” orazurzędy pocztowe i doręczyciele w terminach;— do dnia 25 listopada, na I półrocze roku następnego i na cały rok następny, — do dnia 10 czerwca na II półrocze roku bieżącego.Jednostki gospodarki uspołecznionej, instytucje, organizacje i wszelkiego ro­dzaju zakłady pracy zamawiają prenumeratę w miejscowych Oddziałach RSW „Prasa-Książka-Ruch”, w miejscowościach zaś, w których nie ma Oddział ów RSW — w urzędach pocztowych.Czytelnicy indywidualni opłacają prenumeratę wyłącznie w urzędach poczto­wych i u doręczycieli.Prenumeratę ze zleceniem wysyłki za granicę przyjmuje RSW ,.Prasa-Książka- Ruch”, Centrala Kolportażu Prasy i Wydawnictw, ul. Towarowa 28, 00 - 958 War­szawa; konto NBP XV, Oddział w Warszawie, Nr 1153 -201045 - 139-11, w termi­nach podanych dla prenumeraty krajowej.Prenumerata ze zleceniem wysyłki za granicę jest droższa od prenumeraty kra­jowej o 50% dla zleceniodawców indywidualnych i o 100'Vc dla instytucji i zakładów pracy.Bieżące i archiwalne numery można nabyć lub zamówić we Wzorcowni Wy­dawnictw Naukowych PAN-Ossolineum-PWN, Pałac Kultury i Nauki (wysoki par­ter), 00 -90L Warszawa, oraz w księgarniach naukowych „Domu Książki”.A subscription order stating the period of time, along with the subscribebs name and address can be sent to your subscription agent or directly to Foreign Trade Enterprise Ars Polona-Ruch, 00-068 Warszawa, 7 Krakowskie Przedmieście, P. O. Box 1001, ROLAND.Payments are to be sent to the account of Ars Polona-Ruch in Bank Handlowy S. A., 7 Traugutt Street, 00 - 067 Warszawa, POLAND.
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Cena 20 zł,—
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