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Zawartos¢ glutationu w jagdrach Rana temporaria L
w czasie hibernacji

oraz w pierwszym okresie zycia aktywnego na ladzie.
Doniesienie wstepne

Streszczenie

W jadrach Rana temporaria L. oznaczano poziom glutationu
(GSH) w czasie hibernacji oraz w pierwszym okresie zycia
aktywnego ptazéw na lgdzie. Ilo$¢ GSH okres$lano zaréwno
w jednym gramie badanej tkanki, jak réwniez w catych jadrach.
Wykazano znaczny cho¢ stopniowy jego spadek w miare uptywu
okresu hibernacji, a takze znaczny jego wzrost w okresie po-
ry godowej.

Na podstawie uzyskanych wynikéw w pracy dyskutowane sg
zaleznos$ci pomiedzy iloScig GSH a aktywnoscig $rédmigzszo-
wych komoérek i procesem spermatogenezy.

WST$F

Dotychczas przeprowadzano badania nad metabolizmem GSH
w krwi, moézgu, watrobie, nerkach i oocytach R. temporaria L.
w cyklu rocznym. Badania te byly wykonywane na zabach pocho-
dzacych z ich naturalnego $rodowiska, jak rowniez na takich,
ktére poddawano stresowi gtodzenia, dehydratacji i tempera-
tury (Dziubek, 1986a,b,c).

Badania te wykazaty, ze poziom GSH jest zmienny i poza
oocytami osigga na og6t maksymalne wartosci w okresie zycia
aktywnego ptazéw na ladzie, za$ minimalne w okresie hiberna-
cji, gdy ptazy przebywaja w niskiej temperaturze otoczenia
i nie pobieraja pokarmu. Tak wiec poziom GSH u tego gatunku
ptazow wydaje sie by¢ dodatnio skorelowany z ich metaboliz-
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mem Dotyczy to réwniez oocytow, ktérych metabolizm nie wy-
kazuje jednak zaleznos$ci wprost proporcjonalnej do tempera-
tury (Dziubek, 1986¢).

W zwigzku z powyzszym interesujace wydaje sie by¢ pyta-
nie, czy podobne zaleznosci pomiedzy aktywnos$cig metabolicz-
na a poziomem GSH mogg réwniez wystepowaé w gonadach sam-
cow R. temporaria .L. Gonady samcow R. temporaria L. sg miej-
scem biosyntezy androgenéw (Christensen i Gillim, 1969;
Lofts, 1972), jak i produkcji plemnikéw. Biosynteza androge-
now dokonuje sie w komodrkach srodmiazszowych, ktérych aktyw-
nos$¢ jest zmienna w ciggu roku; charakteryzuje sie wysoka
aktywnoscig w czasie jesieni i zimy, za$ niska na wiosne
i catkowitym zanikiem w miesigcach letnich. U Rana tempora-
ria L. i Rana esculenta L. aktywnos$¢ srédmigzszowych komodrek
jest dodatnio skorelowana z rozwojem modzeli godowych i jest
bezposrednio regulowana hormonami wydzielanymi z czesci gru-
czotowej przysadki, gtdownie zas 1J1 (Basu i Nandi, 1965;
Lofts, 1961), co ostatecznie wykazano u ssakow.

Sezonowe zmiany w biosyntezie androgendéw jadrowych sg
takze $Scisle skorelowane z sezonowym cyklem $rédmigzszowych
lipidow. Popiera to hipoteze, ze akumulacja silnie choleste-
rolowo pozytywnych lipidéw w tych komodrkach, ktéra wystepuje
po porze godowej, jest wskaznikiem obnizenia sie syntezy
androgendw (Lofts, 1968; Oordt i Kort, 1969).

Podobnie jak w przypadku $rédmiagzszowych komoérek, wyka-
zano takze S$cistg korelacje pomiedzy aktywnoscig przysadki
a sezonowymi zmianami w nabtonku nasieniotwdérczym u samcow
R. temporaria L. (Oordt, 1965). Wykazano bowiem, ze usunie-
cie catej przysadki lub tylko jej czesci dystalnej wywotuje
zanik jader (Lofts, 1961). Burgos (1950) zaobserwowalt, ze
usuniecie dystalnej czesci przysadki zawsze powoduje dezin-
tegracje spermatyd (komorek macierzystych plemnikéw) w na-
btonku nasieniotwdérczym, co prowadzi w konsekwencji do po-
stepujacej dezintegracji powstawania spermatocytow, ktore
powstajg ze spermatogonii w wyniku mitozy. Dezintegracje
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spermatogonii polega na zaniku ich mitotycznej aktywnosci,
ktéry u R. temporaria L. potwierdzit Oordt (1936). Ten eam
autor (1961) wykazat w badaniach hietochemicznych, ze wycie-
cie przysadki w czasie wysokiej aktywnosci spermatogenetycz-
nej powoduje w znacznie wyzszym stopniu dezintegracyjne zmia-
ny w spermatogoniach. Nie zatrzymuje to jednak procesu formo-
wania sie pewnej liczby wigzek plemnikéw, co pozwala sugero-
wacé, ze sam proces spermiogenezy moze by¢ niezalezny od wply-
wow gonadotropicznych.

Zanik jader, wywotany usunieciem gruczotowej czes$ci przy-
sadki, moze by¢ zahamowany przez podanie wyciggow przysadki
ptazéw albo przez implantacje przysadek tych zwierzat (Oordt,
1963). Hormonalna terapia w przypadku zab z wycietymi przy-
sadkami wykazuje, ze istniejg sezonowe rdznice w reakcji jader
na hormony gonadotropowe. | tak gdy wyciggi przysadkowe uzy-
skane ze zwierzat podczas zimy wstrzykiwano w innych okre-
sach, taka sana ilos¢ ekstraktow wywotywata wiekszg aktyw-
nos$¢ spermatogenetyczng u zwierzat w okresie lata, niz w zi-
mie. Podobnie gdy ekstrakty przysadkowe pochodzity od zab
z okresu lata, to takze wiekszg wrazliwos¢ na nie wykazywaty
zaby w lecie. Jedynie w przypadku R. pipiens najwiekszg czu-
tos¢ na wyciagi przysadkowe notowano u zab z zimy (Basu
i Nandi, 1965).

Brak korelacji pomiedzy cyklem spermatogenezy a cyklem
interstycjalnych komodrek, zdaniem Oordt i de Kort (1969) moze
by¢ zalezny od temperatury, ktéra w rézny sposéb uczula te
dwie tkanki na gonadotropiny przysadkowe. | tak w zimie $rod-
migzszowe komorki reaguja silniej na cyrkulujgce gonadotro-
piny, za$ w okresie podniesienia sie temperatury otoczenia
na wiosne i w lecie wywotuja one wzrost czutosci nabtonka
nasieniotwdrczego na gonadotropiny, hamujgc tym samym aktyw-
nos$¢ komorek srédmigzszowych. Zostato to potwierdzone przez
Korta (1971) u R. esculents L., ktéry wykazat, ze iniekcje
14 do organizmu tego gatunku w niskich temperaturach bar-
dziej pobudzajg srédmigzszowag tkanke do aktywnosci.
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Nasuwa sie wiec pytanie, czy poza temperaturg sg i inne
czynniki uczulajgce w podobny sposéb $srédmigzszowag tkanke
i nabtonek nasieniotwdrczy na gonadotropiny w ciggu cyklu
rocznego R. temporaria L. By¢ moze, takim czynnikiem jest
GSH, ktérego metabolizm réwniez jest dodatnio skorelowany
z temperaturg u tego gatunku (Dziubek, 1986a,b). Prdéba odpo-
wiedzi na powyzszg pytanie jest trescig tej pracy.

MATERIAL | METODYKA BADAM

Badania przeprowadzona na 80 dojrzatych piciowo samcach
R. temporaria L., pochodzacych bezposrednio z ich naturalne-
go Ssrodowiska. Ptazy towiono zawsze w 1 dekadzie kazdego
miesigca, poczawszy od pazdziernika do maja, uwzgledniajac
charakterystyczne okresy w zyciu ptazéw, a mianowicie: hi-
bernacje, pore godowag i poczatkowy okres zycia aktywnego
ptazow na lagdzie. Materiat doswiadczalny obejmowal ptazy o
podobnej diugosci ciata, tj. okoto 7,5 cm.

Bezposrednio po przewiezieniu zab do pracowni, zabijano
je przez dekapitacje, zawsze o tej samej porze dnia. Nastep-
nie wypreparowane jadra wazono i homogenizowano w homogeni-
zatorze teflonowym w 0.1 M buforze fosforanowym o pH 7.4 za-
wierajacym to nmM EDTA. Uzyskane homogenaty wirowano przez
15 minut przy 15 tys. obr./min. w temperaturze 4°C. Z kolei
probki supernatantéw badanych jader odbiatczano w 10% TCA
w obecnosci 10 MM EDTA i po odwirowaniu uzyskane supernaten-
ty przeznaczano do oznaczania GSH.

Poziom GSH oznaczano metodg Ellmana (1959) w supernatan-
tach jader. Wmetodzie tej uzywano DTNB, ktdéry reagujac
z grupami -SH daje zo6tte zabarwienie pochodzgace od kwasu ni-
trobenzoesowego (TNB). Jego natezenie mierzono spektrofoto-
metrycznie, przy diugosci fali 412 um. Ponadto przesledzono
takze zmiany ciezaru jader w badanych okresach badawczych.
Z tak uzyskanych danych wyliczono Srednie arytmetyczne i od-
chylenia standardowe.
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WYNIKI

Wszystkie dane liczbowe zestawiono w tab. 1 oraz zilu-
strowano na fig. 1. Wwyniku przeprowadzonych badan stwier-
dzono zmiany ilosci OSH w badanych jgdrach R. temporaria L.
w okresie hibernacji, pory godowej i w pierwszym okresie zy-
cia aktywnego ptazéw na lgdzie. Natomiast w okresie pory go-
dowej zanotowano znaczny wzrost poziomu GSH, ktéry obnizyt
sie w 1 dekadzie maja, po wyjsciu zab z wody i rozpoczeciu
przez nie zycia na lgdzie.

Wykazano takze zmiany ciezaru jader w badanym okresie,
mianowicie maksimum ciezaru w 1 dekadzie stycznia i minimum
po zakonczeniu pory godowej. Spadek oiezaru jagder poczawszy
od 1 dekady stycznia jest dodatnio skorelowany z przebiegiem
Srednich ilosci GSH z wyjatkiem pory godowej. W poczatkowym
okresie hibernacji ta korelacja byta rowniez ujemna.

DYSKUSIA

Wwyniku przeprowadzonych badan stwierdzono spadek za-
wartosci GSH w jadrach samcéw R. temporaria L. w miare po-
stepowania hibernacji oraz znaczny Jego wzrost w okresie po-
ry godowej.

U R. temporaria L., tak jak u wielu zwierzat poikiloter-
micznych, spermatogenetyczna aktywnos$¢ rozpoczyna sie po
kilku tygodniach od momentu zakonczenia pory godowej. W mie-
sigcach letnich kanaliki nasieniotwdrcze sg juz w zasadzie
wypetnione duzg ilosScig cyst nasieniotwdrczych w réznych
stadiach rozwojowych. Jesienig procesy powstawania nowych
cyst ulegajg zahamowaniu, a te cysty, ktore powstalty w cza-
sie lata dojrzewajg i formutujg sie w peczki plemnikow.

V ten spos6b przed nastaniem zimy jadra sg juz wyposazone
w plemniki, przeznaczane do zaptadniania komorek jajowych,
w czasie nadchodzacej pory godowej. Histologiczne badania
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Tabela 1

Zmiany ilosci glutationu zredukowanego (GSH) w jadrach Rana
temporaria L. w okresie hibernacji i w poczatkowym okresie
zycia aktywnego na ladzie

Okres
badawczy

pazdziernik
listopad
grudzien
styczen
luty
marzec
kwiecien

ey

Test 0

ciezar jader/mg

690-29*%899
714-68.602
745-62.473
707-36.527
639-24.738
554-55.704
501-60.658
122-17*262

348.120x
FI7,72/

uli GSH/2 jadrach

2.191-0.220
2.129-0.397

2.103-0.293
1.941-0.328

1.5111-0.788
1.237-0.483

1.99870.317
0.219-0.066

135,315X

PI7,72/

Kazda grupa badawcza zawierata po 10 samcow.

X statystycznie
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istotne przy P~ 0.001.

uM GSH/g

3*177-0.243
2.986-0.491

2.885-0.430
2.741-0.845
2.362-0.267
2.234-0.423
4.092-0.702
1.849-0.066

328,730x
FI7,72]
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jader w tym czasie ujawnity w kanalikach nasieniotwdrczych
brak cyst nasieniotworczych; stwierdzono jedynie nieliczne
nieaktywne pierwszorzedowe spermatogonie, pomiedzy komoérka-
mi Sertoliego i wiazkami plemnikéw (Lofts, 1974).

Spermatogonie pomiedzy pazdziernikiem a styczniem znaj-
duja sie w poblizu spermatogenetycznej powierzchni i tylko
wyjatkowo dzielg sie mitotycznie. To zimowe zahamowanie
spermatogenezy uwidacznia 3ie w prawie stalym ciezarze jader
i statej Srednicy kanalikbéw nasieniotwérczych (Oordt, 1956).

Stwierdzony wiec w okresie hibernacji stopniowy spadek
poziomu GSH w badanych jadrach R. temporaria L. wydaje sie
byé bardzo wyraznie skorelowany ze spadkiem spermatogenezy
u tego gatunku, jak réwniez z obnizonym ciezarem jader. Ta
wyrazna korelacja sugeruje to, co juz wcze$niej stwierdzono
w innych narzagdach R. temporaria L., ze ilo$¢ GSH moze by¢
uwazana za marker ich metabolicznej aktywnos$ci (Dziubek,
1986a,b), jako ze ten tréjpeptyd, gitébwnie dzieki grupie -SH,
uczestniczy w utrzymaniu witasciwej struktury i funkcji wie-
lu enzyméw (Kosower, 1976). Witasciwosci te, zwilaszcza u zwie-
rzat poikilotermicznych, wydaje sie jednak ogranicza¢ tem-
peratura otoczenia (Dziubek, 1976b), ktéra, jak wiadomo, na-
wet u ssakow posiada znaczny wplyw na tempo metabolizmu
(Freeman i inni, 1989). Nizsza temperatura wydaje sie zawsze
ogranicza¢ poziom syntezy GSH, jak rdowniez syntezy biatka
w przeciwienstwie do podwyzszonej temperatury (Dziubek,
1986b, Russo i inni, 1984).

Podobnie jak w przypadku oocytow (Dziubek,1986c), w mia-
re postepowania okresu hibernacji, takze w badanych jadrach
wykazano spadek ilosci GSH. Spadek ten jest jednak nieznacz-
ny, a sam poziom GSH stosunkowo wysoki i wydaje sie by¢ wy-
starczajacy do tego, aby juz powstate i ostatecznie uksztat-
towane plemniki uchroni¢ przed procesami autooksydaciji, do
eliminacji nadtlenkéw lipidéw i wolnych rodnikéw powstaja-
cych w wyniku przemian metabolicznych (Mitchell i Jollow,
1975). Interesujgcy wydaje sie by¢ wzrost ilosci GSH w okre-
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sie pory godowej. By¢ mole jest to zwigzane z faktem, le GSH
jest potrzebny- do utrzymania odpowiednio wysokiej zywotnosci
plemnikéw, a takze moze by¢ czynnikiem stymulujgcym ich ruch,
moze wiec decydowac¢ o efektywnosci procesu zaptadniania oocy-
tow.

Uzyskane dane wydajg sie by¢ interesujgce i dlatego, ze
wykazany poziom GSH jest ujemnie skorelowany z cyklem inter-
stycjalnych komorek, ktére, jak wiadomo, u badanego gatunku
wykazujg maksymalng aktywnos$¢ w okresie hibernacji (Lofts,
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 testes of Rana temporaria L. the content of glu-
tathione (GSH) during the hibernation period and in the
first phase of active land life of the amphibians has been
determineq) The GSH content has been determined both, in one
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gram of the tissue under study and in whole testes. A signi-
ficant and gradual decrease in GSH content has been shown,
as the hibernation period progressed, with a considerable
increase during the breeding period.

On the basis of the obtained results the dependences
between the GSH content and the activity of interstitial
cells as well as spermatogenesis process are being discussed
in the paper.

Kaponb [3B6ek

COOEPKAHVE TINJTAXKOMA B AOPAX BAHA TELIPORARIA Tu  BO BPEMA
VBEPHALIMIN U B TIEPBOV CTAOVIN AKTVBHO X/BHA HA CYLLE

Pe3snme

B apgpax Bana temporarla L. 0603Hauynin ypoBeHb AvUTaTUOHA
BO Bpems rmbepHauun v B MepBblid Mepuof akTUBHON >XU3HU 3eMHO-
BOAHbIX Ha cyule. YpoBeHb rnuntatmoHa O6bil onpefesieH Kak B OOHOM
rpaMmMe OCMaTpvBaeMol TKaHW, TaK M B UeMbiX sapax. bbuio mokasa-
HO 3HauuTe/NlbHOE W MOCTerNneHHoOe najeHue KOoJIM4YecTBa rnTaTuoHa
B TeyeHue rmbepHaumMm CO 3HAYUTESIbHbIM €ro roBbllLEHVIEM B Mepuos
cnapuBaHus.

Ha ocHoBe pe3ynbTaToB B 3TOW CTaTbe 060CYXXAaeTcs B3aMMO3aBU-
CMMOCTb KO/INYecTBa r/NTaTUOHAa, aKTUBHOCTU WHTepCTULMaIbHBbIX
K/IeTOK W npouecca criepmaToreHesa.



