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Zawartość glutationu w jądrach Rana temporaria L.
w czasie hibernacji 

oraz w pierwszym okresie życia aktywnego na lądzie.
Doniesienie wstępne

Streszczenie

W jądrach Rana temporaria L. oznaczano poziom glutationu 
(GSH) w czasie hibernacji oraz w pierwszym okresie życia 
aktywnego płazów na lą d z ie . I lo ś ć  GSH określano zarówno 
w jednym gramie badanej tkanki, jak również w całych jądrach. 
Wykazano znaczny choć stopniowy jego spadek w miarę upływu 
okresu h ib ern acji, a także znaczny jego wzrost w okresie po­
ry godowej.

Na podstawie uzyskanych wyników w pracy dyskutowane są 
zależności pomiędzy ilo ś c ią  GSH a aktywnością śródmiąższo­
wych komórek i  procesem spermatogenezy.

WST$F

Dotychczas przeprowadzano badania nad metabolizmem GSH 
w krwi, mózgu, wątrobie, nerkach i  oocytach R. temporaria L. 
w cyklu rocznym. Badania te były wykonywane na żabach pocho­
dzących z ich naturalnego środowiska, jak również na takich , 
które poddawano stresowi głodzenia, dehydratacji i  tempera­
tury (Dziubek, 19 86 a ,b ,c).

Badania te wykazały, że poziom GSH je s t  zmienny i  poza 
oocytami osiąga na ogół maksymalne w artości w okresie życia 
aktywnego płazów na lą d z ie , zaś minimalne w okresie hiberna­
c j i ,  gdy płazy przebywają w n isk ie j temperaturze otoczenia 
i  nie pobierają pokarmu. Tak więc poziom GSH u tego gatunku 
płazów wydaje się  być dodatnio skorelowany z ich m etaboliz-
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mem. Dotyczy to  również oocytów, których metabolizm nie wy­
kazuje jednak zależności wprost proporcjonalnej do tempera­
tury (Dziubek, 1986c).

W związku z powyższym in teresu jące wydaje s ię  być pyta­
n ie , czy podobne zależności pomiędzy aktywnością m etabolicz­
ną a poziomem GSH mogą również występować w gonadach sam­
ców R. temporaria .L. Gonady samców R. temporaria L . są m iej­
scem biosyntezy androgenów (Christensen i  G illim , 1969; 
L o f ts , 1972), jak  i  produkcji plemników. Biosynteza androge­
nów dokonuje s ię  w komórkach śródmiąższowych, których aktyw­
ność je s t  zmienna w ciągu roku; charakteryzuje s ię  wysoką 
aktywnością w czasie  je s ie n i i  zimy, zaś niską na wiosnę 
i  całkowitym zanikiem w miesiącach le tn ic h . U Rana tempora­
r ia  L . i  Rana esculenta L . aktywność śródmiąższowych komórek 
je s t  dodatnio skorelowana z rozwojem modzeli godowych i  je s t  
bezpośrednio regulowana hormonami wydzielanymi z części gru­
czołowej przysadki, głównie zaś 1Л (Basu i  Nandi, 1965; 
L o fts , 1961), co ostateczn ie wykazano u ssaków.

Sezonowe zmiany w biosyn tezie androgenów jądrowych są 
także ś c iś le  skorelowane z sezonowym cyklem śródmiąższowych 
lipidów . Popiera to  hipotezę, że akumulacja s i ln ie  ch o le ste - 
rolowo pozytywnych lipidów w tych komórkach, która występuje 
po porze godowej, je s t  wskaźnikiem obniżenia s ię  syntezy 
androgenów (L o fts , 1968; Oordt i  K ort, 1969).

Podobnie jak w przypadku śródmiąższowych komórek, wyka­
zano także ś c is łą  korelację  pomiędzy aktywnością przysadki 
a sezonowymi zmianami w nabłonku nasieniotwórczym u samców 
R. temporaria L. (Oordt, 1965). Wykazano bowiem, że usunię­
cie  c a łe j przysadki lub ty lk o  j e j  czę śc i d ystaln ej wywołuje 
zanik jąder (L o fts , 1961). Burgos (1950) zaobserwował, że 
usunięcie dystaln ej części przysadki zawsze powoduje dezin­
tegrację  spermatyd (komórek macierzystych plemników) w na­
błonku nasieniotwórczym, co prowadzi w konsekwencji do po­
stęp u jącej d ez in te gra cji powstawania spermatocytów, które 
powstają ze spermatogonii w wyniku m itozy. Dezintegracje
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spermatogonii polega na zaniku ich m itotycznej aktywności, 
który u R. temporaria L . potw ierdził Oordt (1936). Ten earn 
autor (1961) wykazał w badaniach hietochemicznych, że wycię­
c ie  przysadki w czasie  wysokiej aktywności spermatogenetycz- 
nej powoduje w znacznie wyższym stopniu dezintegracyjne zmia­
ny w spermatogoniach. Nie zatrzymuje to  jednak procesu formo­
wania s ię  pewnej liczb y  wiązek plemników, co pozwala sugero­
wać, że sam proces spermiogenezy może być niezależny od wpły­
wów gonadotropicznych.

Zanik jąder, wywołany usunięciem gruczołowej cz ę śc i przy­
sadki, może być zahamowany przez podanie wyciągów przysadki 
płazów albo przez im plantację przysadek tych zwierząt (Oordt, 
1963). Hormonalna terapia w przypadku żab z wyciętymi przy­
sadkami wykazuje, że is tn ie ją  sezonowe różnice w re a k cji jąder 
na hormony gonadotropowe. I  tak  gdy wyciągi przysadkowe uzy­
skane ze zwierząt podczas zimy wstrzykiwano w innych okre­
sach, taka sana i lo ś ć  ekstraktów wywoływała większą aktyw­
ność spermatogenetyczną u zwierząt w okresie la ta , n iż w z i ­
m ie. Podobnie gdy ekstrakty przysadkowe pochodziły od żab 
z okresu la ta ,  to  także większą wrażliwość na nie wykazywały 
żaby w le c ie .  Jedynie w przypadku R . pipiens największą czu­
ło ść  na wyciągi przysadkowe notowano u żab z zimy (Basu 
i  Nandi, 1965).

Brak k o r e la c ji pomiędzy cyklem spermatogenezy a cyklem 
in terstycja ln ych  komórek, zdaniem Oordt i  de Kort (1969) może 
być zależny od temperatury, która w różny sposób uczula te  
dwie tkanki na gonadotropińy przysadkowe. I  tak w zimie śród­
miąższowe komórki reagują s i ln ie j  na cyrkulujące gonadotro- 
piny, zaś w okresie podniesienia s ię  temperatury otoczenia 
na wiosnę i  w le c ie  wywołują one wzrost czu łości nabłonka 
nasieniotwórczego na gonadotropiny, hamując tym samym aktyw­
ność komórek śródmiąższowych. Zostało  to  potwierdzone przez 
Korta (1971) u R. esculents L . , który wykazał, że in iek cje  
1Я do organizmu tego gatunku w n iskich  temperaturach bar­
d z ie j pobudzają śródmiąższową tkankę do aktywności.
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Nasuwa s ię  więc pytanie, czy poza temperaturą są i  inne 
czynniki uczulające w podobny sposób śródmiąższową tkankę 
i  nabłonek nasieniotwórczy na gonadotropiny w ciągu cyklu 
rocznego R. temporaria L. Być może, takim czynnikiem je s t  
GSH, którego metabolizm również je s t  dodatnio skorelowany 
z temperaturą u tego gatunku (Dziubek, 1986a,b). Próba odpo­
wiedzi na powyższą pytanie je s t  tr e ś c ią  t e j  pracy.

MATERIAŁ I  METODYKA BADAM

Badania przeprowadzona na 80 dojrzałych płciowo samcach 
R . temporaria L . ,  pochodzących bezpośrednio z ich  naturalne­
go środowiska. Płazy łowiono zawsze w 1 dekadzie każdego 
m iesiąca, począwszy od października do maja, uwzględniając 
charakterystyczne okresy w życiu płazów, a mianowicie: h i ­
bernację, porę godową i  początkowy okres życia aktywnego 
płazów na lą d z ie . M ateriał doświadczalny obejmował płazy o 
podobnej d ługości c ia ła ,  t j .  około 7 ,5  cm.

Bezpośrednio po przewiezieniu żab do pracowni, zabijano 
je  przez d ek ap ita cję , zawsze o t e j  samej porze dnia. Następ­
nie wypreparowane jądra ważono i  homogenizowano w homogeni- 
zatorze teflonowym w 0 .1  M buforze fosforanowym o pH 7 .4  za­
wierającym to mM EDTA. Uzyskane homogenaty wirowano przez 
15 minut przy 15 ty s .  obr./m in . w temperaturze 4 °C . Z k o le i 
próbki supernatantów badanych jąder odbiałczano w 10% TCA 
w obecności 10 mM EDTA i  po odwirowaniu uzyskane supernaten­
ty  przeznaczano do oznaczania GSH.

Poziom GSH oznaczano metodą Ellmana (1959) w supernatan- 
tach ją d e r . W metodzie t e j  używano DTNB, który reagując 
z grupami -SH daje żó łte  zabarwienie pochodzące od kwasu n i -  
trobenzoesowego (TNB). Jego  natężenie mierzono spektrofoto­
metry czn ie , przy długości f a l i  412 um. Ponadto prześledzono 
także zmiany ciężaru jąder w badanych okresach badawczych.
Z tak  uzyskanych danych wyliczono średnie arytmetyczne i  od­
chylenia standardowe.
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WYNIKI

Wszystkie dane liczbowe zestawiono w ta b . 1 oraz z i lu ­
strowano na f i g .  1. W wyniku przeprowadzonych badań stw ier­
dzono zmiany i lo ś c i  OSH w badanych jądrach R. temporaria L. 
w okresie h ib e rn a cji, pory godowej i  w pierwszym okresie ży­
cia  aktywnego płazów na lą d z ie . Natomiast w okresie pory go­
dowej zanotowano znaczny wzrost poziomu GSH, który obniżył 
s ię  w 1 dekadzie maja, po w yjściu żab z wody i  rozpoczęciu 
przez nie życia na lą d z ie .

Wykazano także zmiany ciężaru jąder w badanym okresie , 
mianowicie maksimum ciężaru w 1 dekadzie stycznia i  minimum 
po zakończeniu pory godowej. Spadek oiężaru jąder począwszy 
od 1 dekady stycznia je s t  dodatnio skorelowany z przebiegiem 
średnich i lo ś c i  GSH z wyjątkiem pory godowej. W początkowym 
okresie h ib ern acji ta  korelacja  była również ujemna.

DYSKUSJA

W wyniku przeprowadzonych badań stwierdzono spadek za­
w artości GSH w jądrach samców R. temporaria L . w miarę po­
stępowania h ibern acji oraz znaczny Jego wzrost w okresie po­
ry godowej.

U R. temporaria L . ,  tak jak u wielu zwierząt p o ik ilo te r - 
micznych, spermatogenetyczna aktywność rozpoczyna s ię  po 
k ilku  tygodniach od momentu zakończenia pory godowej. W mie­
siącach le tn ich  kan alik i nasieniotwórcze są już w zasadzie 
wypełnione dużą i lo ś c ią  cyst nasieniotwórczych w różnych 
stadiach rozwojowych. Je s ie n ią  procesy powstawania nowych 
cyst u legają  zahamowaniu, a te  cy sty , które powstały w cza­
s ie  la ta  dojrzewają i  formułują s ię  w pęczki plemników.
V ten sposób przed nastaniem zimy jądra są już wyposażone 
w plem niki, przeznaczane do zapładniania komórek jajowych, 
w czasie  nadchodzącej pory godowej. H istologiczne badania
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Tabela 1

Zmiany i lo ś c i  glu tation u  zredukowanego (GSH) w jądrach Rana 
temporaria L . w okresie h ib ern acji i  w początkowym okresie

życia aktywnego na ląd zie

Okres
badawczy cięża r jąder/mg uli GSH/2 jądrach uM GSH/g

październik 690-29*899 2 .1 9 1 -0 .2 2 0 3*177-0.243

listo p a d 714-68.602 2 .12 9-0 .3 97 2.986-0.491

grudzień 745-62.473 2 .10 3-0 .2 93 2 .88 5-0 .4 30

styczeń 707-36.527 1 .941-0 .328 2 .741-0 .845

lu ty 639-24.738 1.5111-0.788 2 .36 2-0 .2 67

marzec 554-55.704 1.237-0 .483 2 .234-0 .423

kwiecień 501-60.658 1.998^0.317 4 .092-0 .702

maj 122-17*262 0 .21 9-0 .0 66 1.849-0 .066

Test 0 348.120х 135,315X 328,730х

F /7 ,7 2 / Р /7 ,7 2 /
• ł

F /7 ,7 2 /

Każda grupa badawcza zawierała po 10 samców. 

x sta tysty czn ie  is to tn e  przy P ^  0 .0 0 1 .
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jąder w tym czasie  ujawniły w kanalikach nasieniotwórczych 
brak cy st nasieniotwórczych; stwierdzono jedynie n ie liczn e  
nieaktywne pierwszorzędowe spermatogonie, pomiędzy komórka­
mi S e r to lie g o  i  wiązkami plemników (L o fts , 1974).

Spermatogonie pomiędzy październikiem a styczniem zn aj­
dują s ię  w pobliżu spermatogenetycznej powierzchni i  ty lk o  
wyjątkowo d z ie lą  s ię  m itotyczn ie . To zimowe zahamowanie 
spermatogenezy uwidacznia 3ię w prawie stałym  ciężarze jąder 
i  s t a łe j  średnicy kanalików nasieniotwórczych (Oordt, 1956).

Stwierdzony więc w okresie h ib ern acji stopniowy spadek 
poziomu GSH w badanych jądrach R . temporaria L . wydaje s ię  
byó bardzo wyraźnie skorelowany ze spadkiem spermatogenezy 
u tego gatunku, jak  również z obniżonym ciężarem ją d er. Ta 
wyraźna k o rela cja  sugeruje t o ,  co już w cześniej stwierdzono 
w innych narządach R . temporaria L . ,  że i lo ś ć  GSH może być 
uważana za marker ich  m etabolicznej aktywności (Dziubek, 
1986a,b ) , jako że ten tró jp ep tyd , głównie d zięk i grupie -SH, 
uczestn iczy w utrzymaniu właściwej struktury i  fu n k cji wie­
lu  enzymów (Kosower, 1976). W łaściwości t e ,  zwłaszcza u zwie­
rzą t poikiloterm icznych, wydaje s ię  jednak ograniczać tem­
peratura otoczenia (Dziubek, 1976b), k tó ra , jak  wiadomo, na­
wet u ssaków posiada znaczny wpływ na tempo metabolizmu 
(Freeman i  in n i, 1989). Niższa temperatura wydaje s ię  zawsze 
ograniczać poziom syntezy GSH, jak  również syntezy białka 
w przeciwieństwie do podwyższonej temperatury (Dziubek,
1986b, Russo i  in n i, 1984).

Podobnie jak  w przypadku oocytów (D ziubek,1986c), w mia­
rę postępowania okresu h ib e rn a c ji, także w badanych jądrach 
wykazano spadek i lo ś c i  GSH. Spadek ten je s t  jednak nieznacz­
ny, a sam poziom GSH stosunkowo wysoki i  wydaje s ię  być wy­
sta rcza ją cy  do teg o , aby już powstałe i  ostateczn ie  u k szta ł­
towane plemniki uchronić przed procesami autooksydacji, do 
e lim in a cji nadtlenków lipidów i  wolnych rodników powstają­
cych w wyniku przemian metabolicznych (M itch e ll i  Jo llo w , 
1975). In teresu jący  wydaje s ię  być wzrost i lo ś c i  GSH w okre-
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się  pory godowej. Być mole je s t  to  związane z faktem, le  GSH 
je s t  potrzebny- do utrzymania odpowiednio wysokiej żywotności 
plemników, a także może być czynnikiem stymulującym ich ruch, 
może więc decydować o efektywności procesu zapładniania oocy- 
tów.

Uzyskane dane wydają s ię  być in teresujące i  d latego , że 
wykazany poziom GSH je s t  ujemnie skorelowany z cyklem in te r - 
stycjalnych  komórek, k tó re , jak wiadomo, u badanego gatunku 
wykazują maksymalną aktywność w okresie h ibern acji (L o fts , 
1961).
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Karol Dziubek

THE GLUTATHIONE CONTENT IN THE TESTES OF RANA TEMPORARIA L.

IN THE HIBERNATION PERIOD AND IN THE FIRST PHASE 
OF ACTIVE LAND LIFE. INTRODUCTORY REPORT

Summary

In the te s te s  o f Rana temporaria L . the content of g lu ­
tathione (GSH) during the hibernation period and in  the 
f i r s t  phase of a ctiv e  land l i f e  of the amphibians has been
determined. The GSH content has been determined both, in  one0
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gram of the tis su e  under study and in  whole te s t e s .  A s ig n i­
f ic a n t and gradual decrease in  GSH content has been shown, 
as the hibernation period progressed, with a considerable 
increase during the breeding period.

On the b a sis  o f the obtained r e s u lts  the dependences 
between the GSH content and the a c t iv ity  o f i n t e r s t i t i a l  
c e l l s  as w ell as spermatogenesis process are being discussed 
in  the paper.

Кароль Дзвбек
СОДЕРЖАНИЕ ПИЛАЖОПА В ЯДРАХ ВАНА TEŁIPORARIA Iu ВО ВРЕМЯ 
ГИБЕРНАЦИИ И В ПЕРВОЙ СТАДИИ АКТИВНОЙ ЖИЗНИ НА СУШЕ

Резиме

В ядрах Bana temporarla L . обозначили уровень глитатиона 
во время гибернации и в первый период активной жизни земно­
водных на суше. Уровень глитатиона был определен как в одном 
грамме осматриваемой ткани, так и в целых ядрах. Было показа­
но значительное и постепенное падение количества глитатиона 
в течение гибернации со значительным его повышением в период 
спаривания.

На основе результатов в этой статье обсуждается взаимозави­
симость количества глитатиона, активности интерстициальных 
клеток и процесса сперматогенеза.


