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dy zwane sa niekiedy histochemia 1losciowa, co metodom barwienia
mikroskopowego implikuje wstydliwag nazwe metod jakosciowych. Cze-
stokroC¢ rowniez wstepne cztony ,,histo” 1 ,,cyto” stosowane sa arbitral-
nie. Jest to nilezrozumiate, poniewaz ,histo” odnosi sie do lokalizacji,
w Kktore]J topologiczng strukture tworzy tkanka, a ,,cyto” odnosi sie do
bardzie] doktadnej lokalizacji na poziomie komorki 1 jeJ organelli. Kon-
cowym jJjednakze celem wszystkich technik, ktore mozna nazwacC histo-
chemicznymi lub cytochemicznymi, jest jak najbardziej doktadna lokali-
zacja. Dlatego tez, w zaleznoscl od stopnia doskonatosci lokalizacji, po-
winny one bycC Inacze] nazywane; niekiedy spotyka sie takie propozycje,
co Jeszcze zwieksza nietad w nomenklaturze. W niniejszym artykule
przegladowym wybrano okreslenie cytochemia, przy czym pod to poje-
cle wigczono metody zarowno ultramikrochemiczne, jak 1 mikroskopo-
we. Wiaczenie metod ultramikroskopowych 1 mikroskopowych pod te
sama nazwe — cytochemia — Jak to uczyniono w niniejszym artykule,
zgodne Jest z sytuacja iIstniejaca w praktyce. Warto zaznaczycC, ze meto-
dy ultramikro czesto musza czyniC ustepstwa w sprawie lokalizacji, na-
tomiast metody mikroskopowe ustepuja tym pierwszym w zakresie za-
gadnien 1losciowych. Pierwsze z wymienionych technik sktaniaja sie
bardziej w kierunku biochemii, a drugie — bardziej w Kierunku morfo-

Rys. 2. Cytochemia w sensie zawezonym, zgodnie z obecnag praktyka definiowana
Jako potaczenie metod mikroskopowych 1 ultramikrochemicznych 1 odgraniczenie
je] od dyscyplin sasiednich

logil, lecz obie te metody sg ogniwem taczacym miedzy biochemig a cy-
tologia 1 histologia (rys. 2). Pominieto termin histochemig jako synonim
| przyjeto, ze bedzie on objety terminem cytochemia. Przedstawlany
przeglad poswiecony jest gtdwnie cytochemii mikroskopowe] 1 jeJ histo-
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ril, a szczegolng uwage zwrdécono na mozliwoscl 1| perspektywy wzmoc-
nienia jej, Jak dotychczas, najstabszego aspektu, jakim sg metody 1los-
clowe.

HISTORIA

Bezposrednia analiza chemiczna komorek 1 tkanek przy uzyciu mi-
kroskopu moze byC uwazana za metode z wyboru dla otrzymania w jed-
nej operacjl Informacji molekularnej 1 strukturalnej o poszczegolnych
komorkach. Dlatego zrozumiatym jest, ze wtedy gdy biologia komorki
| blochemia znajdowaty sie w okresie niemowlecym 1 nie zdawano sobie
jeszcze sprawy ze ztozonosci strukturalnej 1 molekularnej komorki, cy-
tochemia mikroskopowa wydawata sie najbardzie] obiecujaca droga dla
osiagniecia tego celu. Poczatek temu kierunkowl data praca Raspaila
,Essal de Chimie Microscopigue Appliguee a la Physiologie”, ktora uka-
zata sile w 1830 r. Po Raspallu tacy dziewietnastowieczni badacze, jak
His, Miescher 1 Ehrlich probowali stosowacC to taczne chemiczne 1 mi-
kroskopowe podejscie do komorki [36, 70]. Wprawdzie osiagnieto pewne
sukcesy, jednakze ogolnie w tym czasie proby te zawiodty. Od tego
czasu rozpoczyna sie wzglednie dtugl okres oddzielnego rozwoju bioche-
mii 1 histologil wraz z cytologia.

To rozdzielenie drog wyraznie ilustruja zyciorysy Virchowa, twaorcy
patologiit komorkowej 1 Hoppe-Seylera, tworcy biochemii [1]. Po obronie
tez doktorskich, mtody lekarz Hoppe-Seyler rozpoczyna swa kariere jako
prosektor 1 kierownik laboratorium chemicznego w Instytucie Patologil
w Berlinie, ktory zostat zbudowany dla Virchowa w 1856 r. Instytut ten
wydawat sie 1dealnym miejscem dla rozwoju cytochemili mikroskopowe],
Jednakze w 1861 r. Hoppe-Seyler opuszcza mury Instytutu I zostaje pro-
fesorem chemil fizjologicznej. W badaniach zajat sie systematyczng iden-
tyfikacja czasteczek w komorkach 1 ptynach ustrojowych (jako pierwszy
otrzymat krysztaty hemoglobiny), pozostawiajac na marginesie ich loka-
lizacje. Dla Virchowa, tworcy patologiit komorkowej, mikroskop pozostat
gtownym narzedziem obserwacji. Chociaz wprowadzit on Kilka technik
mikrochemicznych, jak je nazwat, probowat zrozumieC chorobe poprzez
mikroskopowe badanie ksztattu I czynnosci komorki.

W retrospekcji, przyczyny niepowodzen podejscia Raspaila 1 roz-
bieznosci pomiedzy podejSciami Virchowa 1 Hoppe-Seylera nie sa trudne
do zauwazenia. Ambitny plan biochemikow — identyfikacja 1 badanie
niezwykle ztozone] budowy molekularnej 1 dynamiki Swiata zywego —
nie mogt byC realizowany przy uzyciu jednego iInstrumentu jakim jest
mikroskop. Biochemia analityczna wymaga bardzie] roznorodnych 1 bru-
talnych metod, zmuszajac do czasowego porzucenia ldeatu, Jakim jest
powiazanie je] wynikow ze strukturami pojedynczej komorki.
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CYTOCHEMIA MIKROSKOPOWA

Po poczatkowych probach Raspaila, kilku badaczy w sposob raczej
przypadkowy przyczynito sie do rozwoju technik cytochemii mikrosko-
powe]. Jednakze dziedzina ta pozostawata w cieniu z powodu fascynuja-
cych 1 niezaleznych osiagniec morfologii 1 biochemii [61].

Odrodzenie te] dziedziny, zapoczatkowane przez Casperssona 1 LlI-
sona, nastapito w latach trzydziestych. Ponownie wprowadzili onl mikro-
skop Jako Instrument analizy molekularnej In situ, chociaz w swych ba-
daniach postugiwali sie dwoma odmiennymi podejsciami. Caspersson roz-
poczat badania cytochemiczne od rozwazenia aspektow iloSciowych cy-
tochemiczne] reakcji mikroskopowej na DNA, ktora zostata wprowa-
dzona w 1924 r. przez niemieckiego biochemika Feulgena. DoSwiadczenia
z roztworami DNA w probowkach wzbudzity jego watpliwosci odnosnie
do wiarygodnosci analitycznej te] metody, poniewaz dodanie do roztworu
DNA Dbiatek w znacznym stopniu wptywato na reakcje [9]. Od tego
czasu Caspersson skoncentrowat swe wysitki na wykorzystaniu fizycz-
nych wiasnosci sktadnikow komorki dla ich lokalizacji 1 pomiarow 1los-
ciowych, np. absorpcji kwasow nukleinowych 1 biatek w zakresie nad-
floletu. W ten sposob Caspersson zapoczatkowat swa pionierska prace
prowadzacg do przeksztatcenia mikroskopu w fotometryczny przyrzad
pomiarowy [10].

W 1936 r. Lison opublikowat ksiazke, pt. ,,Histochimie Animale”,
ktora zostata napisana z przeswiadczeniem o mozliwosci rozwiniecia tech-
nik barwienia o wystarczajace] specyficznosci chemiczne] by dostarczyty
prawdziwych, cho¢ nie zawsze ilosciowych, informacji o lokalizacji cza-
steczek In situ.

Trzecim kamieniem milowym w odnowie cytochemii mikroskopo-
we] byto ukazanie sie w 1953 r. ksigzki Pearse’a ,,Microscopic Histo-
chemistry”. W latach piecdziesiatych w wielu krajach powstaty takze
towarzystwa histochemiczne 1 cytochemiczne.

Bardziej cytofizyczny kierunek szkoty Casperssona, ktora zajeta sie
doktadnymi pomiarami absorpcji w ultrafiolecie, a poznie] wykorzysta-
niem absorpcji promieni X 1 zastosowaniem mikroskopu interferencyj-
nego dla oznaczania suche] masy [12], pozostawat przez pewien okres
troche 1zolowany od badan tych grup, ktore skoncentrowaty sie na wpro-
wadzaniu nowych parametrow w oparciu o techniki chemiczne. Ta ostat-

nia grupa stosowata bardzie] prymitywne cytofotometry lub zadowalata
sie potilosciowymi obserwacjami wzrokowymi.

Potgczenie reakcji histochemicznych z pomiarami cytofotometrycz-
nymi tak otrzymanych preparatow zaczeto stosowacC okoto 1950 r., a to

gtownie dzieki pracom Pollistera 1 jego szkoty oraz qgrupy z Kings
College w Londynie [25, 64, 65],



oG P. VAN DUIJN

ILOSCIOWA CYTOCHEMIA MIKROSKOPOWA

METODY CYTOFIZYCZNE

W ostatnich dziesiecioleciach cytochemia mikroskopowa czyni state
postepy. W dalszym ciagu mozna rozrozni¢ kierunek, ktory nalezatoby
zaliczyC do badan cytofizycznych — ze wzgledu na stosowanie mikrosko-
poOw do pomiaru naturalnych parametrow komorek — oraz badania cy-
tochemiczne. Na poziomie zdolnosSci rozdzielcze] mikroskopu Swietlnego
wykorzystuje sie takie zjawiska fizyczne, jak absorpcja, fluorescencja,
Interferencja 1 refrakcja, w celu otrzymania informacji o rozmieszczeniu
czasteczek w odniesieniu do struktury komorki. Do szeregu metod cyto-
filzycznych zostat ostatnio wprowadzony mikroskop akustyczny [46]. Du-
ze mozliwosci badawcze otworzyto takze wprowadzenie laserow 1 stoso-
wanie zasad holografii [3, 8, 19, 69, 99]. Rowniez mikroskop elektronowy
Z Instrumentu przeznaczonego do obserwacjl ksztattu 1 struktury przed-
miotu rozwija sie w Instrument analityczny nadajacy sie, w oparciu
o analize punktowa, do wykonywania pomiarow roznych parametrow
fizycznych [6, 13, 21, 39].

Wprowadzenie w ostatnich latach komputerdw znacznie przyczynito
slie do rozwoju wymienionych metod cytofizycznych. Zaprogramowane
komputery automatyzuja technike mierzenia 1 zblerania danych, w opar-
ciu o analize duzej liczby punktow w obrazie, ich magazynowanie oraz
przetwarzanie. Mozna spodziewacC sie, ze komputeryzacja doprowadzi do
znacznego przetomu w mikroskopii analitycznej, spowodowanego gtownie
niezwyktym wzrostem szybkosci 1 utatwieniami cytofotometrii. Wpro-
wadzenie sterowane] komputerem automatyzacji w odniesieniu do wy-
boru obrazu, jego stopnia dyskryminacjl, a takze systemu analizy punk-
towe] nie tylko otwiera nowe mozliwosci pomiarow parametrow fizycz-
nych In situ, lecz bedzie takze w znacznym stopniu stymulowat dziedzine
morfometrii tkanek 1 komorek [42, 55, 56, 98], Dotychczasowy postep
w te] dziedzinie badan, jakie stosowane byty w mikroskopii konwencjo-
nalnej, hamowany byt wymagajacymi wiele czasu I nudnymli pomiarami.
Wyprowadzenie w pewnych przypadkach technik wzorow rozpoznawania
obrazOw przez zaprogramowany komputer, juz obecnie uwolnito badaczy
od selekcji obrazow przeznaczonych do pomiarow. Potaczenie ilosciowe]
analizy morfologicznej z ilosciowa cytochemia mikroskopowa w odnie-
sieniu do duzej liczby komorek, catkowicie czy tez czesciowo zautoma-
tyzowane (operator wybiera obrazy), moze dostarczyC skorelowanych In-
formacji o morfologii 1 miejscowym sktadzie molekularnym poszczegol-
nych komorek.

Wprowadzenie komputerow w znacznym stopniu przyspieszyto roz-
wo] — ktory w chwili obecnej porowna¢ mozna do eksplozji — nowych
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tzw. przeptywowych metod cytofotometrycznych. W metodach tych, pod-
czas szybkiego przeptywu komorek przez uktad rurek kapilarnych, moz-
na mierzyC szereg parametrow optycznych 1 elektrycznych poszczegol-
nych komorek czy tez organelli komorkowych lub chromosomoéow |35, 37,
44, 56, 71]. Zaleta te] metody jest mozliwosc okreslenia parametrow
kilku tysiecy komorek czy tez organelli komorkowych w czasie zaledwie
Kilku minut. We wczesnych systemach przeptywowych mikroskop byt
tylko soczewka zbiorcza stosowang dla uzyskania informacji o catkowil-
tej fluorescencji lub absorpcji badane] komorki. Obecnie jednakze ten
system zastepowany jest uktadami o wieksze] zdolnoSci rozdzielczej, In-
formujagcymi rowniez o niektorych wewnatrzkomoérkowych parametrach
topologicznych. Spodziewac sie mozna, ze W miare rozwoju tego Kierun-
ku, na podstawie duzej i1losci badanych probek, cytometry przeptywowe
pozwola na +taczenie wynikow pomiarow naturalnych parametrow fi-
zycznych badz tez parametrow wprowadzonych metodami cytochemicz-
nymi z odpowiednio dobrg informacja morfologiczng o tej] same] Kko-
morce.

Dodatkowa zaleta cytometrow przeptywowych jJjest mozliwoscC ich
potaczenia z uktadami rozdzielajacymi komorki. Kierowane sygnatem
z detektora moga rozdzielac komorki lub organelle w zaleznosci od ich
roznych witasciwosci [20, 52, 55, 58]. Cala wspomniana aparatura pomia-
rowa moze byC zastosowana rowniez do zyjacych lub tylko nieznacznie
zmienionych komorek pochodzacych z tkanek, wzglednie tez do badania
sktadnikow komorek. Po rozdziale zywych komorek otrzymane populacje
mozna badaC w roznego rodzaju eksperymentach biologicznych, maja-
cych na celu okreSlenie wiasSciwosci biologicznych 1 interakcji roznych
typow komorek. Rozdzielone populacje komorek mozna takze poddac
wielorakim analizom biochemicznym.

METODY CYTOCHEMICZNE

Omowione najnowsze osiagniecia w budowie zautomatyzowanych
| skomputeryzowanych instrumentow opto-elektronicznych, 1 to zarowno
w dziedzinie mikroskopii swietlnej, jak 1 elektronowej, stanowia za-
chete dla wszystkich, ktorzy pracuja nad wprowadzaniem nowych lub
udoskonalaniem juz istniejacych technik barwienia cytochemicznego.

Wprawdzie zastosowanie metod fizycznych do pomiaru naturalnych para-
metrow komorek pomija problemy zwigzane ze specyficznoscig 1 ste-

chiometrig metod cytochemicznych, to jednak 1los¢ otrzymywanych in-
formacji molekularnych tym sposobem jest ograniczona. W przeciwien-
stwie do tego, chemia organiczna oferuje prawie nieskonczong liczbe
mozliwosci specyficzne] modyfikacji czasteczek biologicznych tak, ze mo-
ga one absorbowacC swiatto widzialne, uzyskiwac wiasciwosci fluorescen-
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cyjne lub po przytaczeniu elektronowo gestych atomdow moga byC uwi-
docznione w mikroskopie elektronowym. Jednakze, aby na teJ podstawie
uzyskac wiarygodne ilosciowe informacje molekularne, wszystkie te mo-
dyfikacje musza spetniac warunki chemii analitycznej. W tym zakresie
cytochemiczne metody barwienia maja zta opinie. Nie Jest ona jednakze
catkowicie uzasadniona 1 czesciowo wynika z braku odpowiednich infor-
macji, gdyz na przyktad niespecjalisci czesto mylg te metody z barwie-
niem histologicznym lub cytologicznym. Nalezy podkreslic, ze te ostatnie
metody wprowadzone zostaty nie w celu dostarczania informacji che-
micznej, lecz gtownie w celu optycznego uwidaczniania struktur. Roz-
patrujac Jjednakze cytochemiczne metody barwienia z punktu widzenia
ich specyficznej 1 1losciowe] wiarygodnosci jasnym jest, ze na tym polu
wiele jeszcze pozostaje do zrobienia.

CHEMIA PODLOZY NOSNIKOWYCH

Gdy reakcje chemiczne zachodzace w czasie barwienia In Situ s3a
catkowicie poznane, specyficznoS¢ 1 stechiometria metody nie powinny
stanowiC problemu. Jednakze ideat ten jest rzadko osiggany. ZtozonoScC
sytuacji w przypadku przeprowadzania reakcji, gdy jednym z czynnikow
reagujacych jest utrwalona komorka, czesto bywa niedoceniana. Niekie-
dy o rzekomym stopniu specyficznosci wnioskowano z witaSciwosScl za-
stosowanych odczynnikow, jakie wykazywaty one w doSwiadczeniach
w probowkach, opisanych w literaturze dotyczacej chemii organicznej.
Sytuacja ta gmatwa sie Jeszcze bardzie] dziekli autorom uwazajacym
specyficznoSC chemiczna jako pojecie absolutne, co prowadzi ich do kla-
syfikacji reakcji jako catkowicie specyficznych lub niespecyficznych.

Rbznorodnos¢c warunkow barwienia, jak 1 stosowanie wielorakich
obiektow biologicznych, moze w pewnych przypadkach pomoc w uzyska-
niu informacji o chemicznych podstawach procedury. DoSwiadczenia che-
miczne z modelowymi zwiazkami, przeprowadzane w probowkach, 1 ba-
danie tej same] reakcji w szeregu roznych obiektow biologicznych moze
byC roOwnie pomocne I moze pogtebiC nasza wiedze o reakcji. Jednakze
czesto modele te sa nieadekwatne, wprowadzajag bowiem zbyt wiele sy-
tuacji o duze] liczbie niewiadomych 1 w wyniku zamiast wyjasnienia
problemu moga powodowacC wzrastajace zamieszanie.

Badanie reakcji w znanych zwigazkach modelowych jest praktyka
dobrze znang w kolorymetrii. W cytochemil jednakze, eksperymenty
probowkowe moga zawieSC z Innego powodu. Mianowiclie, reaktywnosc
chemiczna zwiazku w roztworze moze pod wieloma wzgledami rdznicC sie
od chemii zwiazkow potaczonych z podiozem komorkowym. Z drugie]
strony, chemia podtoza komorkowego stwarza nowe mozliwoscl, ponie-
waz zmiana srodowiska (analogiczna z precypitacja 1 dializa w chemii
probowkowej) jest w tym przypadku procedurg tatwa 1 szybka. Dodatko-
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we problemy wyptywaja z faktu, ze zardwno substraty, jak 1 produkty
Ich reakcji musza podlegac dyfuzji w podtozu komdorkowym. Ponadto, na
reakcje pomiedzy odczynnikiem a badana w komorce substancja moze
latwie] anizeli w roztworach wptywacC bezpoSrednie srodowisko moleku-
larne. Dlatego tez, w celu opracowania systemow modelowych 0 znanej
strukturze, zaproponowano mniej lub bardziej wymyslne podejsScia, kto-
re niejednokrotnie bardzo wiernie odtwarzaja sytuacje cytochemiczna
In situ. Wysitki te obejmuja cata game metod — od potilosciowych badan
na rozmazach prostych substancji makromolekularnych do doktadnych

TECHNIKI KOLORYMETRYCZNE

Biochemia Chemia podtozy nosni- Cytochemiag

(roztwory, zawiesiny) kowych (komorki, tkanki)
(okreslona geometria)

wstepne oczyszczanie badanie  specyficznosci substancje In situ wy-
dopuszcza niska specy- z czystymi substancja- magajg wysokiej specy-
ficznos$¢ mi i mieszaninami ficznoSci
nie ma problemu dy- badanie wptywu dyfuzji dyfuzja Jjako czynnik
fuzji komplikujacy
wolne substancje badanie wplywu prze- substancje w state] po-
strzennego potozenia Zycjl
substancji na reakcje
kolejne etapy Dbarwie- jak w komodrkach barwienie w poszcze-
nia: wolne 1 trudne golnych etapach szyb-
Kie 1 tatwe
pomiary 1losciowe po- potaczenie pomiedzy cechowanie poprzez
przez ~ cechowanie  ze biochemia i cytochemia substancje w modelach
znanymi ilosciami sub- poprzez cechowanie z podtozy nos$nikowych

stancji standardowe]

Rys. 3. Porownanie problemow 1 mozliwoscit kolorymetrii analitycznej zastosowanej
do badania roztworow I komodrek

badan I1losciowych podtozy o znanej ultrastrukturze 1 geometrii, Kktore
zamykaja lub sa kowalencyjnie zwiazane z substancjami modelowymi

(rys. 3).
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BADANIA Z SUBSTANCJAMI MODELOWYMI

MODELE STOSOWANE DO CECHOWANIA INSTRUMENTOW CYTOFIZYCZNYCH

Mikromodele do cechowania instrumentow cytofizycznych stosowano
Jjuz we wczesnym okresie mikrospektrofotometrii. Ze stosowanych mo-
deli nalezy wymienic krople szkartatu R, rozpuszczonego w heksanie
| zawleszone W wodzie, czy tez krople zieleni trwatej, rozpuszczone]
w glicerolu 1 zawieszone w oleju mineralnym |11, 76].

Modele do cechowania sa szczegolnie potrzebne we fluorymetrii.
W odroznieniu od cytofotometrii absorpcyjnej, gdzie wynik jest i1lorazem
dwu wartoscl przepuszczalnosSci, co uniezaleznia ten parametr od Inten-
sywnoscl wiazki mierzacej, intensywnosc Swiatta fluorescencyjnego w du-
zym stopniu uzalezniona jest od IntensywnosSci Swiatia wzbudzajacego
| geometril stosowanego systemu mikroskopowego. Przy porownywaniu
sprawnosci fluorescencyjnej roznych instrumentOw wymagane jest zasto-
sowanie modeli mikroskopowych o okreslonym 1 statym sktadzie. W tym
celu zaleca sie stosowanie mikrokropli, mikrokapilarow, skrawkow zelu
| barwionych ziaren amino-sefadeksu [33, 62, 63, 81]. Modele takie s3g
bardzo przydatne do cechowania uktadow opto-elektronicznych aparatow,
lecz same przez sie nie przyczyniaja sie do pogtebienia wiadomosSci 0 spe-
cyficznosci 1 stechiometrii reakcji cytochemicznych.

MODELE STOSOWANE DO BADANIA MIKROSKOPOWYCH REAKCJI BARWIENIA

Stosowanie w postaci rozmazow na szkietku podstawowym modell
mnie] lub bardzie] oczyszczonych substancji mikroczasteczkowych, zmie-
szanych z takim nosSnikiem jak zelatyna, zalecano juz w podreczniku
Lisona (por. [18]). Nie sa to modele idealne, poniewaz trudno stosowac
Je w badaniach 1losciowych. W modelach tych zachodzi bowiem mozli-
woSC utraty badanych substancji, co jest szczegolnie niebezpieczne, gdy
maja one maty ciezar czasteczkowy. Tego typu proby stopniowo stawaty
sie coraz bardziej wymysSlne. Do badania cytochemicznych reakcji biatek
grupa z Karolinska Institutet wprowadzita suszone krople roztworow
biratek uzyskiwane przez rozpylenie emulsji lub nakraplanie przy uzyciu
cienkich szklanych nict [43], Sucha mase poszczegolnych kropli, przed
barwieniem lub po odbarwieniu, mierzono za pomocag mikrointerfero-
metru. W podzniejszych badaniach suszone krople substancji modelowe]

przygotowywano przez bezposrednie rozpylanie ich roztworow na szkKiet-
ku; w ten sposob przez rozpylanie roztworu glikogenu uzyskano krople
glikogenu [32, 33]. Do badania cytochemiczne] reakcji barwnej z oran-
zem akrydyny zastosowano krople roztworow kwasow nukleinowych
| nukleoproteidow, a do badan fluorymetrycznych kwasnych barwnikow
biatkowych — rozmazy bilatek [45, 67]. W tych przypadkach substancja
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badana byta zasadniczym sktadnikiem Dbtony lub kropli. Suszone Kkrople
biatkowe stosowano tez jako podtoze w badaniach iloSciowych nad prze-
ksztatceniem amin biogennych w substancje fluoryzujace [41, 68].

Suszone Kkrople substancji modelowych wprawdzie majg zalety, ale
nie sg 1dealnymi systemami modelowymi. Proces suszenia moze prowa-
dzic do niekontrolowanej zmiany ich wielkosci 1 w sposob przypadkowy
moze zmieniac ich ultrastrukture. Proces utrwalania czestokroc jest ko-
nieczny dla uzyskania spojnosci podioza nosnikowego, stad nie mozna
oddzielnie badac wptywu utrwalania. W konsekwencji, w przypadku sto-
sowania kropli, rownolegte badania wszystkich faz procesu cytochemicz-
nego metodami biochemicznymi ma zbyt wiele praktycznych ograniczen.
ByC moze, ze z tego witasnie powodu nie opisano dotychczas badan cyto-
chemicznych na kroplach bilatkowych zawierajacych aktywne enzymy.

Poza mikrokroplami, do jakosciowych 1 ilosciowych badan reakcji
cytochemicznych stosowano takze btony rozpostarte na szkietkach pod-
stawowych. llosciowe badania nad interakcja zasadowych 1 kwasnych
barwnikow przeprowadzono na btonach, w ktorych widknik byt zarowno
substancja modelowa, jak 1 sktadnikiem strukturalnym btony [74]. Do
badan uzywano rowniez substancje modelowe znajdujace sie w utrwalo-
nym podtozu noSnikowym, ktore umieszczano na szkietkach podstawo-
wych. W tym celu do DNA dodawano zelatyny, z ktore] sporzadzano
btony, albo tez utrwalano w bloczki zelatynowe, po czym Je skrawano
[48, 49], W przypadku neurotransmiterow, Jako podtoze stosowano zela-
tyne lub albuminy surowicy, a jJako modele stosowano skrawki z tak
przygotowanych bloczkow [50, 84], Badania z fuksyna aldehydowa prze-
prowadzono na biatkach witaczonych w utrwalone bloczki agaru [53].
W omawianych technikach btony musza byC umieszczane na szkietkach
albo, celem otrzymania odpowiednich skrawkow, wymagaja utrwalania
badz zatapiania. Zmniejsza to ich przydatnos¢ do badania enzymow
| zwigzkow immunologicznie czynnych. Jednakze w jednym przypadku

opisano zastosowanie z pomysinym wynikiem mrozonych skrawkow ho-
mogenatu mozgu zatopionego w bloczkach zelatyny, na ktorym to modelu
przeprowadzono badania ilosciowe nad cholinesterazami [97], Nie ziden-
tyfikowana ultrastruktura, koniecznoS¢ utrwalania 1 trudnosci zwigzane

Z biochemicznym oznaczaniem stopnia utraty substancji modelowe] z pod-
loza w czasie wszystkich etapow procedury, to gtowne wady tych metod.

Kilka lat temu nasza grupa rozpoczeta W milare systematyczne do-
ciekania nad mozliwoscig zastosowania podtozy nosnikowych o okreslo-
nej geometrii 1 ultrastrukturze, co umozliwitoby przeprowadzenie badan
nad podstawowymi aspektamil mikroskopowych reakcji barwnych. Plan
ten opilerat sie na zatozeniu, ze celem cytochemii mikroskopowej, o Ile
spetniaC ma ona role w szerszym kontekScie biochemii oraz biologii ko-
morki (rys. 1), jest wiarygodnosc lokalizacyjna 1 1losciowa [89, 90, 92 94].
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Postepowano w dwoch zasadniczych kierunkach: badano wolno pty-
wajace btony o grubosci bliskiej gruboSci preparatu, przy utrzymaniu
pozostatych wymiarow makroskopowych, oraz stosowano ziarna 0 okre-
Slonych ksztattach 1 mikroskopowych rozmiarach. Wybrane btony sta-
nowiace podtoze nosnikow (celulozowe lub poliakrylamidowe) moga byc
barwione w sposob podobny jak skrawki 1 rozmazy, a intensywnosc ich
zabarwienia mozna mierzyc w specjalnie opracowanym kolorymetrze do
bton. W kazdej fazie procedury z utrwalaniem witacznie, roztwor otrzy-
many z btony moze byC badany biochemicznie. WySmienitym podtozem
nosnikowym okazaty sie kuliste ziarna (gtownie z agarozy), gdyz mozna
Jje tatwo modyfikowacC chemicznie, celem przyczepiania roznych rodzajow
bioczasteczek. Obie te metody przygotowywania podiozy nosnikowych
mozna rowniez stosowacC dla tak labilnych substancji jakimi sa enzymy
lub iImmunoglobuliny. Okazato sie, ze oba typy podtozy dobrze spetniaja
swa role tagczac kolorymetryczne metody stosowane w biochemii ogolne)
| w cytochemil.

BLONY STOSOWANE JAKO PODLOZE NOSNIKOWE

Znaczne utatwienie w iloSciowych badaniach zabarwionych bton sta-
nowlito zastosowanie kolorymetru do bton, bedacego adaptacja spektro-
fotometru kuwetowego uzywanego powszechnie w bilochemil. Zasada
dziatania tego kolorymetru przedstawiona jest na rys. 4. Jego zastoso-
wanie umozliwia wykorzystanie skali makro do wielu problemow ilo-
Sciowe] cytochemil mikroskopowe]. Dotychczas instrument ten byt sto-

Rys. 4. Przygotowanie bton 1 pomiar zabarwionych bton w kolorymetrze btonowym.
Probe pobrang z czesci btony znajdujacej sie na drodze swiatta wazy sie | absorpcje
wykresla sie w zaleznosci od ciezaru proby
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sowany gtownie do bton nosnikowych celulozowych lub poliakrylamido-
wych, lecz mozna zastosowac dowolng btone o okreslonej wytrzymatosci
mechanicznej [5, 22, 82]. Stosujac jako podioze nosSnikowe celuloze, bto-
ny preparowano w srodowisku kwasnym z wiskozy. Rozcienczenie wisko-
Zy obojetnymi substancjami 1 réoznorodnosc typow kwasnych wywoty-
waczy umozliwia otrzymanie bton nosnikowych o znacznych roznicach
w ultrastrukturze. Witaczanie zwiazkow makromolekularnych w ultra-
strukture dokonuje sie przez uprzednie jego wymieszanie z alkaliczng
wiskoza, co ogranicza technike do odpornych na zasady substancji ma-
kromolekularnych. Btony celulozowe sa wyjatkowo przydatne do tacze-
nia wigzaniami kowalencyjnymi takich zwigzkdéw niskoczasteczkowych,
Jak aminokwasy 1 nukleotydy. Przyktadowo, szereg takich bton umozli-
wit rozwiagzanie dtugotrwatych kontrowersji o specyficznosci cytoche-
micznych metod barwienia na grupy boczne w biatkach.

Btony poliakrylamidowe przygotowywane z roztwordow niskoczaste-
czkowych monomerdow, do ktorych dodaje sie odpowiednie zwiazki wa-
runkujace powstanie wiagzan krzyzowych oraz zwiazkl Inicjujace, sa Szcze-
golnie przydatne do wbudowywania takich wrazliwych substancji wiel-
koczasteczkowych, jakimi sa enzymy 1 nukleoproteidy. Polimeryzacja po-
liakrylamidow zachodzi w obojetnym pH, moze byC prowadzona w ob-
nizone] temperaturze 1, jak to wielokrotnie zostato potwierdzone, utrzy-
muje takie wrazliwe substancje, jak enzymy w aktywne] konformacji.
W te] technice jakakolwiek inaktywacja enzymu lub utrata zwiazku mo-
delowego z btony moga byC oceniane za pomoca metod biochemicznych
przed 1 po polimeryzacji.

Ostatnio wykazano, ze metody, w ktorych jako inicjator polimery-
zacjl stosuje sie nadslarczan, prowadza do prawlie catkowite] Inaktywacji

glukozo-6-fosfatazy 1 Innych enzymow mikrosomalnych. Inaktywacje
mozna ograniczyC stosujac mniejsze stezenia monomeru 1 Inicjujac poli-
meryzacje ryboflawina 1 Swiattem ultrafioletowym. Wbudowana w tych
warunkach frakcja mikrosomalna watroby szczura zachowuje wiece] niz
90% mierzone] biochemicznie aktywnosSci glukozo-6-fosfatazy. Rowniez

Za pomoca tej nowe] metody mozna prawie catkowicie zachowacC aktyw-
noSC niektdérych dehydrogenaz mikrosomalnych [27],

MozliwosC wptywu ograniczone] dyfuzji, szczegdlnie prawdopodobna
w cytochemicznych reakcjach enzymatycznych, doswiadczalnie mozna ba-
dac na btonach w ksztatcie klina. W tym celu pobiera sie proby z czesci
klina rozniacych sie gruboscia. Zjawisko dyfuzji okreSla sie z wykresu
zaleznosci grubosci btony (okreSlana przez wazenie wysuszonych bton po
pomiarze ich absorpcji w kolorymetrze btonowym) 1 iIntensywnosSci za-

barwienia cytochemicznego. W przypadku ograniczenia dyfuzji przy
grubszych prdobkach nastepuje sptaszczenie krzywej. Podobnie zjawisko
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to mozna wykazaC na wykresie przedstawiajacym wspotzaleznoSC miedzy
biochemicznie oznaczang aktywnoscia enzymu w btonie a grubosScia bto-
ny [92]. W przypadku przeciecia przez krzywa osi grubosci, wykres taki,
co jest Jego dodatkowa zaleta, moze wskazywaC na Inaktywacje lub
utrate enzymu z zewnetrznych warstw btony.

Kolorymetr btonowy oferuje rowniez mozliwosci badania Innych
aspektow reakcji cytochemicznych. Btone z wbudowanymi zwigzkami
umieszcza sie w oprawce, ktora z kolei przenosi sie do wypetnionych
roznymi ptynami kuwet spektrofotometrycznych. Umozliwia to badanie
w makrosystemie wptywu sSrodowiska zatapiania na efekt zatamania
Swiatta, ktory, jak wiadomo, jest zrodiem bitedu w cytofotometrii. Ba-
dajac absorpcje substancji w btonach silnie rozpraszajacych Swiatto,
efekt swiatta zbtgkanego mozna przyttumic umieszczajac bezposrednio
poza btona matg ptytke dyfuzyjnag [92], Przy wysokie] jakoSci spektro-
fotometru mozna nawet mierzyc wartosci absorpcji do 2,5-3,0. Ta mozli-
wosSC W pewnym stopniu kompensuje koniecznosc stosowania bton poli-

Rys. 5. Logarytmiczny wykres

spadku absorpcji dezoksyry-
bonukleoproteidu Zabarwio-
nego za pomocag metody Feul-
gena W Dbtonie umieszczone]
w kuweclie kolorymetru bto-
nowego | mierzone] W [r0z-
tworze 1 N HC1l. Rozdzielenie
krzywe] rozpadu na dwie re-
akcje rzekomo  plerwszego
rzedu (Wedtug [30, 31])

Krzywa e

Krzywa e

akrylamidowych o minimalnej grubosci okoto 25 [im, ktdéra to grubosc
warunkuje ich odpowiednia wytrzymatoS¢ mechaniczna.

Ostatnio, system kolorymetru btonowego zastosowano do badania
Kinetykl powstawania 1 rozktadu cytochemicznie zwigzanego barwni-
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ka [30]. Poniewaz wigzki Swiatta kontrolnego 1 swiatta mierzacego ab-
sorpcje btony przechodza przez ten sam roztwor, wptyw absorpcji barw-
nika obecnego w srodowisku zostaje automatycznie zniesiony. Znacznie
to upraszcza okreSlenie parametrow Kkinetyki, poniewaz okresla sie tylko
wzrost lub spadek absorpcji barwnika zwigzanego ze struktura. Zastoso-
wanie te] metody do reakcji Feulgena na DNA umozliwito wykrycie
obecnosci bezbarwnego produktu posredniego w czasie reakcji Schiffa.
Czasowy wzrost stezenia te] substancji zostat dla btony znajdujace] sie
w odczynniku Schiffa |[31] niezaleznie potwierdzony zapisem Krzywej
absorpcji w nadfiolecie w zaleznoSci od czasu.

Badanie Kkinetykil rozktadu zabarwionych struktur dostarcza nowych
Interesujacych danych. Na podstawie Kinetyki rozktadu koncowego za-
barwienia chromoforow dezoksyrybonukleoproteidow, zabarwionych w
srodowisku kwasnym metoda Feulgena, stwierdzono obecnoS¢ dwoch
chromoforow o roznej labilnosci w srodowisku kwasnym (rys. 5). Takie
badania mozna rozszerzyC na wszystkie cytochemiczne reakcje barwne,
CO powinno w znacznym stopniu utatwiC poznanie podstawowych mecha-
nizmow reakcji. W ten sposob mozna rowniez otrzymac informacje o sile
wigzan atomowych oraz o charakterze wiazania chromoforow do wbudo-
wanych zwigzkow, ktorych to informacji nie mozna otrzymac z badania

widm spektralnych. SpodziewacC sie mozna, ze badanie Kinetyki barwie-
nia |1 odbarwiania dostarczy takze bogatych danych o sile 1 typie wigzan
powstajacych w czasie reakcji cytochemicznej. Nietrudno wyobrazi¢ so-
bie zastosowanie takiego sposobu do kKuwety przeptywowe] znajdujace]
sle na szKietku podstawowym umieszczonym w mikroskople stanowia-
cym czesC uktadu fotometrycznego.

Choclaz normalny spektrofotometr mozna stosunkowo tatwo zamie-
nic w kolorymetr btonowy, doniesienia o podobnych badaniach sa sto-
sunkowo nieliczne. Zastosowanle uproszczonej wersjl oprawkl btony —
taki uchwyt bez modyfikacji aparatu mozna wiaczy¢c w kazda kuwete
spektrofotometru 1 przy zastosowaniu drugie] kuwety jako punktu od-
niesienita — pozwolito na uzyskanie interesujacych danych dotyczacych
Interakcji barwnikow metachromatycznych z glikozaminoglikanami [77,
79, 80]. Podobne badania przeprowadzit Toepfer [85]. Rowniez szczegoto-

wo opisano badania modelowe techniki rownoczesnego barwienia biatek
| kwasow nukleinowych [57, 80]. Ostatnio modelowe btony poliakryla-
midowe zastosowano w modelowych badaniach immunocytochemicznych
1100]. Btony poliakrylamidowe sa wyjatkowo przydatne nie tylko do

badan cytochemicznych czystych zwiazkow modelowych, lecz mozna je
takze stosowaC w celu nasladowania bardziej ztozonych sytuacji wyste-
pujacych w komorce. W tym celu, dla 1loSciowego cytochemicznego ozna-
czania histonow w obecnosSci biatek, mieszanine histonow 1 innych biatek
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barwiono barwnikami kwasnymi [15]. Do badan modelowych mozna uzy-
wac takze zawiesiny homogenatow komorek czy tez takich organelli ko-
morkowych jak jadra, a takze mikrosomy [27, 29, 95]. W systemach
0 wzrastajace] ztozonosci — od oczyszczonych zwiazkdow do catych orga-
nelli komorkowych — mozna badaC czynniki srodowiska wptywajace na
dang reakcje cytochemiczna. Moga to byC badania zarowno jakoSciowe,
jak 1 1losciowe, a wszystkie etapy postepowania mozna korelowaC z nie-

zaleznymi analizami biochemicznymi.

BADANIA MODELOWE NA BLONACH W ILOSCIOWEJ CYTOCHEMII ENZYMATYCZNEJ

Reakcje cytochemiczne, stuzace do lokalizacji miejsc aktywnosSci en-
zymatyczne] w komorkach lub tkankach, sa szeroko stosowane zarowno
na poziomie mikroskopu elektronowego, jak 1 Swietlnego. Trafnie do-
brane warianty substratow 1 Inhibitorow Swiadcza w pewnym stopniu
o Identycznosci lokalizowanego enzymu. Niekiedy jednakze nasuwaja sie
watpliwoscl, czy rzeczywiscie lokalizacja barwnego produktu koncowego
wskazuje aktualne miejsce enzymu. Wprawdzie dzieki dostepnosci roz-
nych typow cytofotometrow oraz coraz bardziej wymyslinym instrumen-
tom cytofizycznym, opisanym w pierwsze] czescl artykutu, pomiary In
situ koncowej ilosci chromoforu nie stanowia powazniejszego problemu,
to doniesienia o cytofotometrycznych pomiarach ilosci produktu konco-
wego reakcjl enzymatyczne] sa Jeszcze rzadkie [2, 96]. Przyczyna tego
jest najprawdopodobniej ogolna niedostepnosc niezaleznych dowodow
Swiadczacych o tym, ze aktywnoSC enzymatyczna badana cytochemicznie
jest odzwierciedlana na wykresie prawidtowym przebiegiem Krzywej] Ilu-
strujace] wspotzaleznoS¢ miedzy 1loscia chromoforow a czasem reakcjli,
co jest warunkiem wiarygodnego oznaczania enzymow Ww probowce.

Stosowanie enzymow wbudowanych do podtoza nosnikowego nasla-
dujace w znacznym stopniu sytuacje enzymu w komorce wykazato, ze
w prawidtowych warunkach pomiar aktywnoSci enzymatycznej In Ssitu
Jjest mozliwy, co zreszta przewidywano w rozwazaniach teoretycznych
[91]. Rozwazania te, oparte na prawie dyfuzji Ficka 1 kinetyce enzymow
wg Michaelisa-Mentena, wskazuja, ze jesli miejscowa aktywnosSC enzy-
matyczna Jest badz to zbyt wysoka, badz tez zbyt niska, w badaniach
mozna zastosowacC Srodowiska prowadzace do normalizacji kinetyki Mi-
chaelisa 1 Mentena. Dlatego tez przy zatozeniu, ze warunki reakcjl sa
dobrze dobrane, pewien optymizm co do mozliwosci prawidtowego mie-
rzenia aktywnoscli enzymu In situ wydaje sie usprawiedliwiony. Jednak-
Zze konieczne sa w tym zakresie dalsze badania majace przyktadowo na
celu usprawnienie procesu utrwalania. Utrwalanie powinno pozostawiac
enzym w mozliwie najwiekszym stopniu nie uszkodzony lub, gdy nie
mozna uniknaC czeSciowe] Inaktywacji, powinno ono powodowacC znany
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| staty procent inaktywacji [14]. Na szersze stosowanlie zastuguje takze
zasada ochrony substratem, dzieki ktorej niekiedy mozna ograniczycC In-
aktywacje aktywnosci enzymow przez utrwalacz [60].

Problemem w cytochemicznych reakcjach enzymatycznych jest do-
ktadnosC lokalizacji produktu koncowego w zaleznosci od aktualnego
miejsca wystepowania enzymu. Jak wiadomo, zagadnieniem tym nie zaj-
muje sie biochemia. W cytochemii enzymow lokalizacje osigga sie po-
przez dobor substratow, ktore zostaja przeksztatcone w produkty nie-
rozpuszczalne lub sa wytracane za pomoca dodanych czynnikow. Spoj-
rzenie w 1losciowe aspekty reakcji wytragcania wymaga podstaw teore-
tycznych taczacych Kkinetyke reakcji enzymatycznej] z prawamil odnosza-
cymi sie do procesow dyfuzji [93], Mdowiac ogolnie, dla wysokie] spraw-
nosci wytracania, lokalne powstawanie produktu w miejscu enzymu po-
winno miec maksymalna szybkosc. Opracowano takze teoretyczne pod-
stawy stuzace do uzyskania iloSciowe] informacji o parametrach wpty-
wajacych na wiarygodnosc lokalizacyjna 1 1losciowa cytochemiczne] re-
akcjl enzymatyczne] [16]. Model teoretyczny przewiduje, ze niezaleznie
od ograniczen przepuszczalnosci stezenie zalezy od lokalne] aktywnosci
enzymatycznej 1 od srednicy miejsca jego aktywnosci. W dodatku, re-
akcja wytrgcania powinna byC odpowiednio szybka. Doswiadczalne bada-
nia nad dyfuzja 1 wytracaniem fosforanow jonami otowilawymi przepro-
wadzono poprzez nasaczanie bton poliakrylamidowych o rdoznej grubosci
nieorganicznym radioaktywnym fosforanem, a nastepnie umieszczanie
tych bton w roznych srodowiskach zawierajacych otow [16]. W tych
modelach i1los¢ fosforandw przechodzacych z btony do srodowiska w wa-
runkach wytracania 1 niewytracania dostarcza informacji o wspotczyn-
niku dyfuzji ruchomych jondw oraz o wydolnosci reakcji wytracania.
WydolnosC reakcji wytragcania okreSlona w btonie modelowe] porow-
nano z teoretycznie obliczonym powstawaniem fosforandow w lizosomach
w czasie reakcji Gomoriego [17]. DoSwiadczenie to mozna uogolniC na
Inne reakcje enzymatyczne. Mozna je rowniez zastosowac do badania
warunkow koniecznych dla szybkiego utrwalenia in situ, przez reakcje
z czynnikiem precypitujacym, takich wysoce ruchliwych zwigzkow nisko-
czasteczkowych, jak jony 1 neurotransmitery. Zastosowanie tych sposo-
bow na szeroka skale moze wydatnie zwiekszyc zaufanie do analityczne]
rzetelnoSci metod cytochemicznego wykrywania enzymow.

BLONY MODELOWE DLA BIOCHEMICZNEGO CECHOWANIA REAKCJI
CYTOCHEMICZNYCH

Celem obliczenia z pomiarow iIntensywnosci zabarwienia aktualne]
llosci zwigzku iIn situ, nalezy znaCc wspotczynnik ekstynkcji molarne]
Zzwlgzanego barwnika. Korzystajac ze spadku stezenia barwnika w roz-

2 — Postepy Biol. Kom. 2/77
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tworze barwiacym, wprowadzono metode eksperymentalnego okreslania
wspotczynnika ekstynkcji molarnej substncji zwigzanych z podiozem
nosnikowym [86, 88]. Gdy po zabarwieniu btony mozna ekstrahowac
chromofor 1 rownolegle mierzyC spadek absorpcji zwigzanego z podtozem
chromoforu skorelowany z absorpcja roztworu, nawet w ztozonych pod-
tozach mozna okreslic molarny wspotczynnik ekstynkcji zwiagzanego chro-

moforu [29].
Btony zawierajace znane ilosci substancji barwiacych sie mozna nie-

zaleznie analizowac metodami biochemicznymi oraz barwiC cytochemicz-
nie. Dlatego tez, wprowadzajac model adekwatnie nasSladujacy warunki
w obiekcie Dbiologicznym, btony mozna stosowac do cechowania konco-
wego produktu przeprowadzone] reakcjl barwnej. Stosujac Jako obiekt
biologiczny jadra erytrocytow kurczecia 1 jako system odniesienia DNA
w celulozie, powyzsza zasade przebadano dla cytochemii DNA w reakc]l
Feulgena. Do przeliczenia jednostek absorpcji Feulgena, w 1los¢C DNA na
Jadro, zastosowano btony zawierajace znane ilosci DNA, ktore wraz z ko-
morkami barwiono na szkietkach podstawowych. WiarygodnoSC systemu
oceniano 1 potwierdzono niezalezng analizg biochemiczng zawiesiny Ko-
morek. Celem otrzymania Sredniej ilosci DNA na komorke, przeprowa-
dzono pomiary 1losci komorek w jednostce objetosci. Jak wykazano, 110SC
DNA na komorke w oznaczeniach biochemicznych zgodna jest z war-
toSciami cytofotometrycznymi otrzymanymi dla pojedynczej komorki [28],
Te sama zasade zastosowano w cytochemii chromosomow [34].

Podobne eksperymenty przeprowadzono mierzac aktywnosc fosfata-
zy zasadowe] w roznych leukocytach polimorficznych przy uzyciu cyto-
chemiczne] metody z barwnikami dwuazowymi. AktywnoSC fosfatazy
zasadowe] oznaczana cytochemicznie 1 cechowana biochemicznie byta
0 okoto 40°/0 nizsza w porownaniu z wartoSciami otrzymanymli w nieza-
leznych analizach biochemicznych zawiesiny komorek [95]. Najnowsze
dane wskazujg, ze rozbieznoSC ta spowodowana jest zjawiskiem latenc]i,
Jaka wykazuje alkaliczna fosfataza zlokalizowana w ziarnistoSciach [27].
Badania Innych technik cytochemicznych wedtug tego schematu moga
umocni¢ wiare w Ich analityczng rzetelnoSC¢, szczegdlnie wtedy, gdy beda
one poparte niezalezng analiza biochemiczna dajaca i1dentyczne wartosci.
W biochemii, gdzie pewnoSC reakcji jest niewatpliwa, przyjete jest wy-
razanie danych we wzglednych jednostkach enzymu. Zaktadajac, ze zo-
staty starannie zbadane podstawowe aspekty reakcji, praktyka ta moze
byC rowniez zastosowana w cytochemii mikroskopowej.

Podobne rozwigzania mozna zastosowaC w cytochemii mikroskopo-
wo-elektronowej. Opublikowano wyniki pomiarow ilosci hemoglobiny

w pojedynczych erytrocytach, ktore zgodne sa z niezaleznym biochemicz-
nym oznaczaniem hemoglobiny w tych samych komorkach [72]. W tym
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przypadku, z gestosci optycznej obrazow skrawkow na negatywie 1loSC
hemoglobiny okreslano przez pordéwnanie gestosSci optycznej rownolegle
barwionych 1 skrawanych kulek wymieniacza jonowego, ktore zawieraty
rozne, znane stezenia grup aminowych.

Chociaz nie mozna nie doceniac licznych problemdow, juz obecnie
Istnieja przestanki pozwalajace z umiarkowanym optymizmem patrzec
w przysztosc tlosciowe] cytochemii enzymow. Obecnie metody cytochemii
enzymatyczne] stosowane sa w takich cytometrach przeptywowych, jak
llemalog-D [59]. W tym przypadku barwienia wykrywajacego peroksy-
dazy 1 esterazy nie nalezy ograniczaC tylko do szybkiego rdznicowania
roznych typow leukocytow, lecz prawdopodobnie nasilenie sygnatu jest
rowniez odbiciem rzeczywiste] roznicy w zawartoscli enzymu W pPOSzZcCze-
golnych komorkach, dostarczajac w ten sposdb nowych parametrow dia-
gnostycznych [54, 73]

W chwili obecnej nie ma a priori powodow, dla ktorych histogramy
apbsorpcji 1 fluorescencji, poparte dodatkowo teoretycznymi 1 ekspery-
mentalnymi badaniami modelowymi, nie miatyby odzwierciedlac praw-
dziwe] aktywnosci enzymu w badanej komodrce. Badania modelowe po-
winny dostarczyC jeszcze pewniejszych podstaw dla aspektow ilosciowych
tych cytochemicznych reakcji enzymatycznych. W tym przypadku w cy-
tometrach przeptywowych mozna by zastosowaC cate bogactwo metod
cytochemicznych juz wprowadzonych w jakosciowe] cytochemii mikro-
skopowe].

ZIARNA JAKO PODLOZE NOSNIKOWE

Wprawdzie przez zemulgowanie roztworu wiskozy mozna przygoto-
wac kuliste ziarna celulozy o mikroskopowych rozmiarach [92], to sto-
sowanie takiego modelu zostato ograniczone wprowadzeniem handlowo
dostepnych ziaren substancji polisacharydowych. Sa one stosowane
w chromatografii pod tradycyjna nazwa sefadeksu 1 sefarozy. Obok za-
stosowania w chromatografii powinowactwa, ziarna te sg wysmienitymi
podtozami noSnikowymi w modelowych badaniach cytochemicznych.
Ich duza przydatnoSC wynika z wprowadzenia tatwych do stosowania
metod wigzania biatek 1 Innych grup do tych nosnikow przy uzyciu
bromocjanu (CNBr) [66].

Kuliste ziarna agarozy z submikroskopowymi porami umozliwiaja-

cymi penetracje nawet duzych czasteczek sa wysoce odpowiednimi pod-
tlozami nosnikowymi dla biatek w przypadku badan specyficznosci 1 1l0Ss-

ciowych aspektow Kkilku modyfikacji 1mmunocytochemiczne] metody
Coonsa (rys. 6, 7). Z powodzeniem stosowano je w takich badaniach, przy
czym jJjako znacznikow uzyto fluorochromow lub peroksydaze [75, 87].
Kulki takie mozna stosowacC jako podtoze nosSnikowe taczace rozne rodza-
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Rys. 6. Ziarna agarozy (Sepharose, Pharmacia) sprzezone

z gammaglobulinami wolu (EGG). Inkubacja z krolicza

lgG anty - EGG potaczona z peroksydaza chrzanowg. Za-

barwienie z dwuaminobenzydyna w obecnosci H20 2 Po-

Zytywnie reagujace ziarna zabarwione sga brazowo, a ne-

gatywnie reagujace (sprzezone z owoalbuming) sg bez-
barwne (Wedtug [75])

je antygenow lub przeciwciat 1 stopniowo zajmuja one poczesne miejsce
w immunocytochemii 1 w immunologii ogolnej [63].
Podobnie do bton, rowniez 1 te modele otwieraja olbrzymie mozli-

RD

min DAB

Tmin DAB

a\9]g: ole

objetosc (jednostki wzgledne)

Rys. 7. Mikrospektrofotometria immunocytochemicznie zabarwionych ziaren agarozy
sprzezonych z gammaglobuling wotu. Wykres obrazujgcy zaleznoSC absorpcji od
objetosci ziaren 1 czasu barwienia w dwuaminobenzydynie (DAB) (Wedtug [75])
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woscl badan nad podstawowymi mechanizmami cytochemicznych reakcjli
barwnych. Rownolegle literatura biochemiczna opisuje znaczng 1loSC me-
tod przytaczania substancji o niskie] 1 wysokie] masie czasteczkowe] do
takich podtozy, jak agaroza, poliakrylamidy czy tez do powierzchni szkla-
nych kulek [40]. Aby ograniczy¢ wptyw podtoza nosSnikowego na re-
aktywnosC wbudowanych substancji, mozna przeprowadziC wigzanie za
pomocg dtuzszych lub krotszych tacznikow. Wprowadzajac celowo do
podtoza grupy chemiczne obdarzone tadunkiem mozna wptywac na spe-
cyficznos¢ reakcji immunologicznych badanych z antygenami przytaczo-
nymi do podtoza. Sytuacja taka przypomina warunkil wystepujace przy-
ktadowo w takich utrwalonych strukturach, jak btony komorkowe [24].

Chociaz enzymy moga byc tatwo sprzegane z ziarnami [4], a w licz-
nych przypadkach nabywac¢ juz mozna gotowe preparaty, dotychczas nie
opisano badan cytochemicznych enzymow bezpoSrednio zwiazanych
Zz zilarnaml. Jednakze wydaje sie prawdopodobne, ze coraz wiece] cyto-
chemikow zainteresuje sie mozliwosciag przeprowadzania badan podsta-
wowych mechanizmow juz istniejacych lub wprowadzanych enzymatycz-
nych reakcji barwnych.

CYTOCHEMIA W SZERSZYM UJECIU

Rozwoj historyczny plasowat technike celowej fragmentacji tkanek
| komorek poza dyscypling cytochemii. Jednakze interesujace jest, ze
techniki te zostaty wprowadzone przez anatomow, ktorzy jako pierwsi
przygotowali zawiesine mitochondriow 1 badali ja pod mikroskopem,
a takze analizowali metodami chemicznymi [7], W nowoczesnych bada-
niach kierunek ten znalazt swo0j] odpowiednik w biochemicznej analizie
frakcji podkomorkowych potaczonej z badaniami mikroskopowo-elektro-
nowymi osadu. Te techniki biochemiczne staraja sie osiagngC ten sam
cel co cytochemia (rys. 1). Stad nie jest zaskoczeniem, ze pojawlaja sie
metody taczace trzy Kkierunki analizy molekularnej 1 strukturalnej orga-
nizmu. Cytochemiczne mikroskopowe metody enzymatyczne stosuje sie
w celu zwiekszenia ciezaru wiasciwego niektorych typow organelli ko-
morkowych, aby poprzez frakcjonowane wirowanie wyeliminowac
niepozadane zanieczyszczenia. Cytochemiczng mikroskopowa metode te-
trazoliowg na dehydrogenaze bursztynianowga zastosowano w celu zwiek-
szenla gestosci zanieczyszczonych mitochondriami frakcji bton zakonczen
synaptﬁ/cznych kory mozgu szczura [23]. Podobnie, dla zwiekszenia ge-
stosci frakcji siateczki Srodplazmatyczne] szorstkiej, zastosowano cyto-
chemicznag reakcje na glukozo-6-fosfataze [47]. SpodziewaC sie mozna, ze
analiza zawiesiny cytochemicznie zabarwionych organelli komorkowych
Za pomoca cytometru przeptywowego dostarczy nowych iInteresujacych
wynikow.
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Ultramikrochemia, a takze cytochemia mikroskopowa charakteryzuja
sie wspolnym rozwojem. Przyktadowo, wprowadzono odwrocony mikro-
skop cytofluorometryczny zdolny do ilosciowego zmierzenia 20 nano-
litrow fluoroforu. Instrumentem tym, za pomoca metody fluorometrycz-
nej, mozna oznaczac aktywnosSC dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowe]
w wyclagu z Jednego fibroblastu. W tym przypadku jedyna roznica
miedzy wspomniang metoda ultrachemiczng a mikroskopowa metoda
cytochemiczna sprowadza sie do faktu, ze w pierwsze] metodzie komor-
ka Jest homogenizowana, natomiast w badaniu In situ jest ona nie zmie-
niona.

Nalezy oczekiwacC, ze nasili sie ta zbiezna tendencja metod wprowa-
dzanych przez rozne grupy badaczy dazacych do tego samego naukowego
celu. Jest to powodowane osiagnieciem przez cytochemiczne metody tego
samego standardu specyficznosci 1 wiarygodnosci ilosciowej, jakimi cha-
rakteryzuja sie dwie pozostate metody badawcze. Aby osiagnacC ten
cel, w chwili obecnej prowadzi sie doSwiadczenia na podtozach btonowych
| ziarnistych stuzace do okreslenia specyficznosci, tlosct 1 lokalizac)i
reakcji mikroskopowych, korelujagc jednoczesnie te dane z analizami
biochemicznymi tych modeli. Z podtozy btonowych 1 ziarnistych o okres-
lone] geometrii mozna skonstruowac szereg modell o wzrastajacym stop-
niu ztozonosci. W ten sposOb spojrzenie na ztozong chemie reakcji In
situ moze uzyskacC sciste podstawy analityczne. Podobne podejScia meto-
dyczne pojawlaja sie takze w Dbiochemil, gdzie np. ztozone zjawiska
transportu w btonie badane sg na wielofunkcyjnych btonach sztucznych
122, 82, 83]. Poniewaz takze cytochemicy w coraz wiekszym stopniu
przekonuja sie do obiecujacych badan sztucznych modeli, nalezy sie li-
czyC z dalszym postepem badan w tym zakresie.

Gwattowny rozwd0] automatyzowane] cytochemii komorek dostoso-
wane] do badania materiatu na szkietkach podstawowych 1 w przepty-
wie stanowl silny 1mpuls do stosowania 1 rozwijania mikroskopowych
metod cytochemicznych. Obecnie na podstawie analizy duze] liczby ko-
morek wolnych oraz pochodzacych z tkanek mozna szybko uzyskacC dane
o naturalnych 1 cytochemicznie wprowadzanych parametrach poszcze-
golnych rodzajow komorek. Danych tego typu nie mozna otrzymac
z klasyczne] analizy bilochemiczne] czy tez z mikroskopowych obserwa-
cji anatomopatologicznych. Pole zastosowania tego typu Instrumentow
powinno Sie znacznie rozszerzyc przez wprowadzenie ilosciowych cyto-
chemicznych reakcji barwnych o znane]j wiarygodnosci. Mozliwe stanie
sie takze otrzymanie szczegotowych obserwacji topologicznych zaréwno
o komodrkach, w strukturach bardzie] ztozonych, jak 1 o0 organellach
wewnatrz komorki. W takich dziedzinach, jJak genetyka, immunologia
czy neurochemia badanie procesow molekularnych w catych narzadach
zastepuje sie badaniem matych wycinkow tkanek, pojedynczych komo-
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rek czy nawet organelli komorkowych, co jest niezbedne dla gtebszego
Zrozumienia badanych zjawisk. Cytochemia mikroskopowa jJest jedna
Z metod stuzacych do uzyskania takich informacji [94], Z drugie] strony,
metody cytochemii mikroskopowej, szczegolnie potaczone z nowoczes-
nymi instrumentami cytofizycznymi, moga byC stosowane jako nowe
sposoby diagnozy. W ten sposob uzyskac mozna cenne informacje mole-
kularne o poszczegdlnych komoadrkach, ktére moga byCc pomocne w roz-
poznawaniu procesow patologicznych we wczesSniejszych okresach cho-
roby, kiedy moze byc zmieniona tylko wzglednie mata liczba komorek.
W ten sposob metody cytochemiczne wspomagaja klasyczne metody
chemii klinicznej 1 anatomii patologicznej. Nalezy sie spodziewacC, ze
rowniez w te] dziedzinie potaczenie wiarygodnych metod cytochemii
mikroskopowe] z wspotczesnymi szybkimi instrumentami cytofizycznymi
znajdzie szerokie zastosowanie w diagnostyce klinicznej.

Wysitki majace na celu otrzymanie zintegrowanych wiadomoscl
0 komorkowe] 1 podkomorkowej strukturalnej 1 molekularnej budowie

tkanek 1 narzadow niewatpliwie tacza ze soba klasycznych biochemikow
1 cytochemikow. Ponownie, po trwajacym ponad wiek oddzielnym roz-
woju, cytochemig wydaje sie tworzy¢c nowy pomost miedzy biologig ko-
morki 1 biochemia.
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PROCES ENZYMATYCZNEJ DESATURACIJI
KWASOW TtUSZCZOWYCH

Joanna STROSZNAJDER

Zespot Neurochemii Centrum Medycyny DosSwiadczalnej 1 Klinicznej
Polskie] Akademil Nauk

Streszczenie. W pracy omowiono proces syntezy nienasyconych kwasow ttuszczowych
w reakcjl desaturacji. Przedstawiono aktualne dane dotyczace mechanizmu reakcjl.
Zwrocono szczegdlng uwage na zdolnosc tkanki nerwowej do syntezy kwasow ttu-
szczowych nienasyconych 1 na znaczenie biologiczne procesu desaturacjl.

MECHANIZM PROCESU DESATURACJI KWASOW TLUSZCZOWYCH

Synteza nienasyconych kwasow ttuszczowych przebiega w procesie
desaturacji. Enzymy odpowiledzialne za odwodorowanie nasyconego WIg-
zanla do wigzania nienasyconego wymagaja do swoje] aktywnosci tlenu
czasteczkowego zredukowanych nukleotydow pirydynowych ATP, CoA
| Mg++ w zaleznoSci od rodzaju substratu. W procesie tym bierze udziat
mikrosomalny tancuch transportu elektronow.

Badania ostatnich lat wykazaty istnienie dwoch tancuchdw transpor-
tu elektrondw funkcjonujacych w mikrosomach watroby. Jeden z nich
Zwlazany Jest z dziataniem cytochromu b5 drugl natomiast z biatkiem
hemowym P4 [43].

Dotychczas nie okreslono doktadnie funkcji fizjologicznej cytochro-
mu b5 Stwierdzono natomiast, ze przeniesienie elektronow z NADPH
na cytochrom P&) jest koniecznym ogniwem w aktywacji tlenu dla za-
lezne}] od NADPH tlenowej transformacji roznych lekow 1 sterydow
w komorkach watroby 1 nerki [8, 15] oraz by¢ moze innych jeszcze
reakcji wymagajacych NADPH 1 tlenu. Tlenowa desaturacja aktywnych
pochodnych kwasow ttuszczowych jest jednag z tych reakcji, ktore prze-
biegaja w szeregu organizmach. Aktywnosc desaturaz stwierdzono u alg
[20, 38], bakterii [16], drozdzy [53], grzybow [2], roSlin [61] oraz zwie-
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rzat [23, 44]. W organizmach zwierzecych badano te reakcje w tkance

watrobowej], ttuszczowej 1 w tkance nerwowe]. Aktualnie mato jeszcze
wiadomo na temat mechanizmu reakcji oraz charakteru substratu [23,
25, 29].

W procesie desaturacji stearynianiu, stearylo - CoA lub potaczony
z nosnikiem biatkowym kwas stearynowy moze byc uzywany jako sub-
strat. Jednakze ostatnio Gurr 1 wsp. [21] oraz Baker 1 Lynen [2] uwaza-
Ja na podstawie swoich badan, ze czasteczka fosfolipidu moze rowniez
stuzyCc jako substrat w procesie desaturacji, np. kwasu oleinowego. Po-
dobne wynikl uzyskat Kates 1 Paradis [31] w badaniach z preparatem
drozdzy Candida lipolytica. Badacze ci sugerowalil, ze przejscie kwasu
oleinowego do linolowego w Candida lipolytica zachodzi w wyniku dzia-
lania enzymatycznego systemu desaturazy bezpoSrednio na czasteczce
fosfolipidu.

W kolejnej pracy Pugh 1 Kates [50] potwierdzili te hipoteze. Do-
Swiadczenia prowadzono w atmosferze tlenu w systemie inkubacyjnym
zawlerajacym [t4C, 3P| fosfatydylocholine lub fosfatydyloetanoloamine,
frakcje mikrosomalng z C. lipolytica oraz zredukowane nukleotydy piry-
dynowe. W celach porownawczych prowadzono badania z [1AC] oleito -
- CoA oraz kwasem [1AC] oleinowym. Stosowano rowniez uktad inkuba-
cyjny zawlerajacy znakowane mikrosomy 14C 1 3P. Zwiazany z btong
system desaturazy byt zdolny desaturowacC egzogennie dodana nietknie-
ta czasteczke fosfatydylocholiny 1 fosfatydyloetanoloaminy, jak rowniez
endogenng mikrosomalng fosfatydylocholine. Ten system enzymatyczny
wydaje sie niezalezny od aktywnego systemu desaturazy acylo - CoA
(oletto - CoA), poniewaz dodanie ATP, Mg++ 1 CoA, kofaktorow stymu-
lujacych desaturacje wolnego kwasu oleinowego, nie wywilera wptywu
na desaturacje kwasow ttuszczowych fosfolipidu. Nie obserwowano hy-
drolitycznego rozpadu fosfolipidowego substratu 1 kolejnej resyntezy
w wyniku transacylacji z nieznakowanym kwasem. Zostata wykluczona
mozliwos¢, aby grupa acylowa fosfolipidowego substratu byta przepro-
wadzona do pochodne] CoA, desaturowana, a nastepnie ponownlie wbu-
dowywana do fosfolipidu. Odnosnie do specyficznosci substratowe]
stwierdzono, ze Inne fosfolipidy, jak fosfatydyloseryna 1 fosfatydyloino-
zytol, dodane egzogennie nie ulegaja desaturacji. ByC moze wynika to
z faktu, ze te fosfolipidy tworza emulsje o odmiennych wiasciwosciach.
In vivo znacznie efektywnie] ulegaja desaturacji kwasy ttuszczowe fos-
fatydylocholiny 1 to zarowno w pozycji CIf jak 1 C2 glicerolu w porow-
naniu z kwasami ttuszczowymi fosfatydyloetanoloaminy. W tym ostatnim
przypadku procesowl desaturacji ulegaja tylko kwasy ttuszczowe w po-
zycji C2 glicerolu (schemat 1). Innym przyktadem procesu desaturacji
na nietkniete] czasteczce fosfolipidu wzglednie lizofosfolipidu jest synte-
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za plazmalogendow etanoloaminowych [17, 58, 62] z 1- 0 - alkilo - 2 - acy-
lo - sn - glycero - 3 - fosforyloetanoloaminy oraz 1- 0- alkilo - sn - glycero -
- 3 - fosforyloetanoloaminy do 1-0-alk - 1'enylo - 2- acylo -sn - glycero -
- 3 - fosforyloetanoloaminy.

Schemat 1. Desaturacja kwasow ttuszczowych fosfatydylocholiny 1 fosfatydyloetanoloaminy

Badania Oshino 1 wsp. [45, 46] oraz Holloway [23] wykazaty, ze system
enzymatyczny odpowiedzialny za reakcje desaturacji sktada sie z NADH —
cytochrom b5 reduktazy [22, 45], NADPH — cytochrom c¢ reduktazy

[44, 45], cytochromu bT [45] oraz koncowej komponenty w tancuchu

Schemat 2. Fpi NADH — cytochrom b5reduktaza,

Fp2 NADPH — cytochrom b5reduktaza,
Fp3 NADPH — cytochrom c reduktaza,
CCC — ,cyjankoczuty czynnik”
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przenoszenia elektronow, tzw. ,,cyjankoczutego czynnika” [44-46], ktory

aktywuje tlen. Udziat tych komponent mikrosomalnego transportu elek-
trondw w procesie desaturacji tlustruje schemat 2.

ETAPY PROCESU DESATURACIJI KWASU STEARYNOWEGO
W MIKROSOMACH WATROBY SZCZURA

ATP + I\/Ig++
1. Kwas stearynowy + CO0A - > stearylo - CoA.
supernatan
mikrosomy
2. Stearylo - CoOA + enzym > stearylo - enzym + CoA.
02 + NADPH
3. Stearylo - enzym -> hydroxystearylo - enzym.
- h20

4. Hydroxystearylo - enzym > olelto - enzym.
5. Oleito - enzym + CoA  >oleito - CoA + enzym.

Sumarycznie

ATP+ Mg T~ _
Kwas stearynowy + COA -------------- > oleito - CoA.

oZ2+tnadph
Dla optymalnej aktywnosSci enzym potrzebuje jonow Mg . W pro-
cesie desaturacji kwasu [1M4C] linolowego do vy - linolenowego w mikroso-

mach mozgu znacznie efektywniej dziataja jony Mn++ [60]. Nalezy pa-

mietaCc, ze na proces desaturacji kwasow ttuszczowych wptywa rowniez

aktywnosc takich enzymow, jak syntetaza acylo - CoA 1 hydrolaza - CoA,
co Ilustruje schemat 3.

Schemat 3. Reakcje enzymatyczne w procesie desaturacji kwasu stearynowego
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Proces hydroksylacji lekdbw w mikrosomach watroby jest akty-
wowany rowniez przez tlen 1 zredukowane nukleotydy pirydynowe
NADPH oraz zredukowana forme mikrosomalnego biatka hemowego

P430. Reakcja przebiega wedtug nastepujacego schematu:

NADPH -> NADPH — specyficzny flawoproteid -> nileznany czynnik -> cyto-
chrom P40

Ostatnie badania sugeruja, ze cytochrom P43 moze wchodzi¢ w reak-
cje z substratem w procesie hydroksylacji lekow [27]. Pierwszy etap
reakcji katalizowany przez NADPH — specyficzny flawoproteid jest
wspolny zarowno dlaprocesuhydroksylacii, Jjak 1desaturacji. NADH
odgrywa nieznacznarole jakodawcawodorow w procesiehydroksylacji.

NADPH->NADPH—specyficzny flawoproteid->nieznany czynnik->P4so0->(hydroksylacja)
] |
' i

(o> ?)

L ------------------------- cyjankoczuty czynnik > (desaturacja)

Schemat 4. Wedtug Oshino, Imai (1966).

Askorbinian we wzglednie wysokim stezeniu 10 mM jest rowniez
donatorem elektronOw dla procesu desaturacji. Jest jednak znacznie
mnie] efektywny anizeli NADH 1 NADPH. Aktualnie niewiele wiadomo
na temat mechanizmu dziatania askorbinianu z wyjatkiem tego, ze
W procesie transportu elektronOw wiaczony jest rowniez cyjankoczuty
czynnik. Stwierdzono, ze 10 mM askorbinian powoduje w warunkach
tlenowych redukcje mikrosomalnego cytochromu b5w 20%.

Bloch 1 wsp. [6] przedstawili r6zne mechanizmy desaturacji. Procesy
oksydacyjne] desaturacji przebiegaja nieco odmiennie w roznych orga-
nizmach 1 mozna mowiC o rdoznych typach reakcji, przy czym wszystkie
wymagaja udziatu NADPH, NADH 1 tlenu czasteczkowego. Proces de-
saturacji acylo - CoA w M. phleil jest czuty na dziatanie cyjankdow 1 za-
lezy od nukleotydow flawinowych 1 jonow zelaza [16]. W procesie de-
saturacji u Euglena gracilis substratem reakcji sa kwasy ttuszczowe
potaczone z nosnikiem biatkowym. Pochodne CoA kwasow ttuszczowych

substratem reakcji w procesach katalizowanych przez mikrosomy
drozdzy [5], watroby [36] 1 mozgu [9]. Proces desaturacji w drozdzach
nie jest czuty na dziatanie cyjankow [b], ktore sa natomiast silnymi
Inhibitorami reakcji desaturazy w watrobie 1 mozgu.

3 — Postepy Biol. Kom. 2/77
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Badania desaturazy kwasow ttuszczowych w gtowne] mierze doty-
czyty desaturazy stearynianu 1 stearylo - CoA [14, 48]. Badano rowniez
desaturaze kwasow 12:0-20:0 [28], jak rowniez desaturacje szeregu
nienasyconych kwasow ttuszczowych do kwasow 0 wyzszym stopniu nie-
nasycenia.

Oznaczono [48] energie aktywacji dla procesu desaturacjl poszcze-
golnych kwasow tituszczowych:

Kwas ttuszczowy kcal/mol
12 : 0 18,8
13 : 0 15,5
14 : 0 19,2
15 :0 20,8
16 : 0 16,3
17 . 0 19,8
18 : 0 21,8
19 : 0 24.1
Gurr 1 Robinson [21] wyizolowali 1 oczyscili czeSciowo desaturaze,

Stwierdzili, ze ciezar czasteczkowy tego enzymu jJest wiekszy od 4 X 106
Z badan nad desaturaza kwasow ttuszczowych wiadomo, ze wymaga
ona dla swoje] aktywnosci udziatu lipidow [29], Charakter tego zapotrze-
bowania nie jest dotychczas wyttumaczony.

Holloway 1 Katz [24] sugeruja, ze kompleks desaturazy wymaga
fosfolipidow dla prawidtowe] aktywnosci w reakcji miedzy zredukowa-
nymi nukleotydami pirydynowymi a reduktaza cytochromu b5 oraz mie-
dzy cytochromem b5 a tlenem. Holloway [26] badat desaturacje stearylo -
- CoA | stwierdzit, ze pierwszym produktem w te] reakcji jest 14C
oleito - CoA.

Synteza fosfolipidow zawierajacych kwas 14C oleinowy zachodzi
wtedy, kiedy aktywnoSC desaturazy ulega obnizeniu.

REGULACJA ENZYMATYCZNEGO PROCESU DESATURACJI KWASOW
TLtUSZCZOWYCH

Reakcja desaturacji kwasow ttuszczowych podlega wptywowi roz-
nych czynnikOw egzogennych, takich jak dieta. Wptywa na niag proces
starzenia, rozne stany fizjopatologiczne [4, 39] oraz szereg czynnikow
endogennych, jak a- glicerofosforan, ATP, kwasy ttuszczowe [51] 1 lI-
pidy [29].

Z pracy Schultza 1 Lynena [53] wynika, ze oleito - COA — produkt
desaturacji stearylo - COA — jest rownoczeSnie kompetycyjnym inhibi-

torem reakcjl desaturazy kwasu stearynowego w drozdzach. Hamuje on
rowniez reakcje desaturacji w watrobie [44].



DESATURACJA KWASOW TLUSZCZOWYCH 125

W trakcie badan in vitro procesow mikrosomalnego przeksztatcenia
nasyconych kwasow ttuszczowych do kwasow jednonienasyconych 1 kwa-
SOW 0 wyzszym stopniu nienasycenia stwierdzono istnienie reakcjl
kompetycyjne] miedzy kwasem oleinowym, linolowym 1 linolenowym
W preparacie mikrosomow watroby.

Kwas arachidonowy w i1losciach ekwimolarnych powoduje wzrost
desaturacji kwasu linolowego do y- linolenowego. Kwas arachidonowy
moze nie tylko wptywac na przejscie kwasu linolowego do vy - linoleno-
wego. Zmienia wzglednag proporcje wolnego linolo - CoA do V- linole-
nylo - CoOA poprzez wptyw na reakcje estryfikacji. W oparciu o wyniki
doswiadczen przyjeto raczej te druga interpretacje, co ilustruje zatgczony
schemat 5 [41], Kwas arachidonowy aktywuje desaturacje kwasu lino-

Schemat 5 Wptyw kwasu arachidonowego na mikrosomalng desaturacje kwasu linolowego do
y-linolenowego 1 na proces wbudowywania tych kwasow do fosfolipidow

lowego. Wspotzawodniczy z tym kwasem w rownolegte] reakcji syntezy
fosfolipidow. Wiece] linolo - CoA ulega wowczas procesowl desaturacii,
natomiast kwas arachidonowy ulega wbudowaniu do czasteczki fosfoli-
pidu.

Nakagawa 1 wsp. [40] wykazali zwigzek pomiedzy reakcja desatu-
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racjl a wydtuzaniem sie tancucha kwasow ttuszczowych w mikrosomach
watroby szczura. Stwierdzono wzrost aktywnoSci procesu desaturacji
| wydtuzania tancucha weglowodorowego, w wyniku powrotu do normal-
ne] diety po okresie gtodzenia. Zsonifikowana zawilesina fosfatydylocho-
liny, dodana do srodowiska inkubacyjnego zawierajagcego kofaktory obu
wymienionych reakcji, powodowata pobudzenie tworzenia sie kwasu
stearynowego 1 obnizenie aktywnosci desaturazy. Fosfatydylocholina moze
odgrywac wazna role w tych reakcjach enzymatycznych jako jeden z re-
gulatorow reakcji desaturacji 1 elongacji kwasow ttuszczowych w mikro-
somach watroby. Aktualnie trudno wyttumaczyc mechanizm dziatania
tego fosfolipidu. Badacze ci sugeruja, ze moze ona wywierac wptyw bez-
posredni na enzym lub wptywaC na tworzenie sie kompleksu enzym -
substrat. Nie wiadomo rowniez, czy analogiczny efekt wywiera endo-
genna lecytyna z mikrosomow watroby szczura.

Schemat 6. Wptyw zsonifikowanej zawliesiny lecytyny na desaturacje 1 wydtuzanie
tancucha palmitylo - CoA w mikrosomach watroby szczura po powrocie do pra-
widtowego odzywlania

Mieszanina Inkubacyjna zawierata: 45 [J.M palmitylo-CoA, 34 1-14C palmitylo-CoA, 100 [IM

malonylo-CoA, 6 mM 3-mercaptoetanol, 3 mM NADH, 3 mM NADPH, 25 mM sacharoze

I mikrosomy (0,8 mg biatka), 360 [ig zawliesiny lecytyny, 0,1 M bufor fosforanowy, pH 7,4.
Koncowa objetosc 1 ml. Inkubacja w temperaturze 30°C w atmosferze tlenu

Warunki dietetyczne w wyrazny sposob wptywaja na aktywnosSc
procesu desaturacji, co ilustruje tabela 1 Brak niezbednych kwasow

ttuszczowych w diecie powoduje zmiany skiadu kwasow ttuszczowych
lipidow. Niedobor niezbednych kwasow ttuszczowych w diecie powoduje
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TABELA 1 Wptyw warunkow dietetycznych na aktywnos¢c mikrosomalne]
desaturacji w watrobie szczura

AktywnoSC desaturazy nmole
Grupa Warunki oleintanu/min/mg biatka

NADH NADPH askorbinian

1 30% dieta biatkowa 1,01 0,70 0,17
2 Gtodzenie przez catg noc 0,51 0,36 0,09
3 30% dieta biatkowa po okresie gto-

dzenia (podawana przez 17 godz.) 5,77 3,81 1,10

4 Wysokoweglowodanowa dieta PO
okresie gtodzenia (podawana przez

17 godz.) 7,26 5,36 1,25
5 Wysokoweglowodanowa dieta po

okresie gtodzenia (podawana przez

41 godz.) 2,87 1,82 0,49

Mieszanina inkubacyjna zawierata w koncowej objetosci 0,5 ml, mikrosomy 0,3-1,5 mg

nlatka, 0,1 M Tris-HCI, pH 7,2, 53 p.M 14C-stearylo-CoA, 0,4 mM NAD/P/H lub 10 mM askor-
oinian sodu. Inkubacje prowadzono w temperaturze 30°C przez 1,5-5 min. Warunki dietetyczne

nodano w tabeli.

Wedtug Oshino 1 wsp. (1972)

TABELA 2. AktywnoS¢ mozgowe] desaturazy sterylo-CoA w rdéznym
okresie zycla szczura

Wiek Specyficzna aktywnosc Catkowita aktywnosc
dni pmol/min/mg biatka pmol/min/maozg

8 475+ 30 1138

15 223+49 930

22 21554 938

29 175+£26 807

60 140+ 8 1013

Wartosci przedstawiaja Srednie +S.D. Wszystkie oznaczenia prowadzono
uwzgledniajac rozne stezenia biatka.

Wedtug Pullarkat 1 Reha (49].

wyraznie mniejsze zmiany w sktadzie kwasow ttuszczowych fosfolipidow
mozgu w porownaniu ze zmianami w watrobie, miesniach 1 surowicy
krwi [1, 30]. Podczas gdy Istothe zmiany w proporcji jednonienasycc-

nych kwasow do wielonienasyconych kwasow obserwuje sie w surowicy
| miesniach, to w fosfoglicerydach mozgu — tylko nieznaczne. Nie

obserwowano zmian w proporcji nasyconych kwasow ttuszczowych do
Jednonienasyconych w 1i1zolowanych frakcjach mieliny, frakcji synapto-
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TABELA 3. AktywnosC desaturazy stearylo-CoA w roznych czesSciach
anatomicznych mozgu dorostych szczurow

Czescl anatomiczne Specyficzna aktywnosc % catkowite]

mozgu pmol/min/mg biatka aktywnosci
Mozdzek 60 6,8
Rdzen przedtuzony 126 12,6
Srodmozgowie 145 30,2
Potkule mozgu 08 | 50,5

Mikrosomy z mozgow 120-dniowych szczurow. Catkowitg aktywnos¢ kazdej czesci
anatomicznej mozgu obliczano ze specyficznej aktywnosci 1 ilosci wyizolowanych mikro-
somow. Specyficzna aktywnos¢ mozgowej desaturazy wynosi 105 pmoli/min/mg biatka.

Wedtug Pullarkat 1 Reha (49].

somalnej 1 frakcji bton plazmatycznych [30]. Niedobor niezbednych nie-
nasyconych kwasow ttuszczowych moze zmieniac stosunek miedzy po-
szczegolnymi wielonienasyconymi kwasami ttuszczowymi.

Karlsson [30] uwaza, ze pewna statos¢ sktadu kwasow ttuszczowych
fosfoglicerydow bton mozgu jest godna uwagi. StatoSC skiadu lipidowe-
go 1 sktadu kwasow ttuszczowych fosfoglicerydow w btonach modzgu jest

prawdopodobnie konieczna dla prawidtowego rozchodzenia sie impulsow
W neuronach.

/Z szeregu prac |11, 18-20] wynika, ze egzogenne wielonienasycone
dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe przechodza przez bariere krew-mozg
do tkanki nerwowej 1| wptywaja w kompetycyjny sposob na sktad wielo-
nienasyconych kwasow ttuszczowych w fosfolipidach. Wielonienasycone

kwasy ttuszczowe z serii n-6 moga zajmowaC miejsce kwasow ttusz-
czowych z serii n -3 w fosfolipidach 1 vice versa, w zaleznosci od pozio-
mu tych kwasow w diecie [18]. Wysoki poziom kwasu 20 :5, 22 :6 (n - 3)
hamuje desaturacje kwasow ttuszczowych 22 :4 (n-6) do 22:5 (n- 6)
W mozgu.

Oshino 1 wsp. [47] stwierdzili, ze warunkl dietetyczne wptywaja
W nieznacznym stopniu na poziom flawoprotein 1 cytochromu b5 Po-
woduja one natomiast zmiany w aktywnoSci desaturazy poprzez wptyw
na ostatnia komponente transportu elektronow ,,cyjankoczuty czynnik”.
Moze to wskazywacC, ze ,,cyjankoczuty czynnik” jest czynnikiem limi-
tujacym procesy desaturacji. Stwierdzono, ze w mikrosomach watroby,
w ktorych NADH - cytochrom bs reduktaza jest hamowana w 99n0o przez
miedz, aktywnoSC procesu desaturazy jest zachowana w 80% [45], Do
chwili obecnej niewiele wiadomo na temat ,.cyjankoczutego czynnika”.
Jest on prawdopodobnie syntetyzowany na polisomach zwigzanych z bto-
nami szorstkimi, a nastepnie transportowany do bton gtadkich endopla-
zmatycznego retikulum w wyniku nie znanego Jeszcze dzisia] mecha-

nizmu [47].
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Lee 1 wsp. [35] stwierdzili, ze aktywnoSC desaturazy stearylo - CoA
wzrasta wyraznie w watrobie, w guzach watroby, gdy zwierzeta utrzy-
mywane byty na diecie bezttuszczowej. AktywnoSC desaturazy alkiloacy-
loglycerofosforyloetanoloaminy w guzach Fischera R - 3259 nie ulegata
zmilanie pod wptywem diety. Na podstawie tych danych wysunieto hi-
poteze, ze te dwa systemy desaturaz nie sa identyczne 1 ze byC moze sa
one kontrolowane przez rdozne komponenty mikrosomalnego +tancucha

transportu elektronow.

PROCES DESATURACJI KWASOW TEUSZCZOWYCH W OSRODKOWYM
UKLADZIE NERWOWYM

Do poczatku lat siedemdziesigtych bardzo mato byto Informacji na
temat procesu desaturacji kwasow ttuszczowych w mozgu. Przede wszyst-
kim nie byto wiadomo, czy komorki tkanki nerwowe] posiadaja ukitad
enzymatyczny przeprowadzajacy kwasy ttuszczowe nasycone w o0dpo-

wiednie kwasy ttuszczowe nienasycone.

Aktywna synteza de novo kwasow ttuszczowych w mozgu oraz pro-
cesy elongacji kwasow ttuszczowych wskazywaty, ze desaturacja nasy-
conych prekursorow do zwigzkOw nienasyconych powinna byC rowniez
aktywna reakcja w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Menkes [37] stwierdzit tworzenie sie jednonienasyconych kwasow
ttuszczowych w hodowli tkankowej z modzgu 3-dniowych szczurow po
podaniu kwasu stearynowego I palmitynowego.

Cook 1 Spence |9, 10] natomiast, po raz plerwszy jasno udokumen-
towali aktywnosSC desaturazy w homogenacie z 10 - dniowych mozgow.
Proces desaturacji stearylo - CoA osiggat maksimum przy pH 6,0-6,0.
Optimum pH dla reakcji desaturacji wolnych kwasow ttuszczowych wy-
nosito 7,2-7,6. W tym przypadku reakcja jest dwustopniowa. Mianowicie,
| etapem jest aktywacja nasyconych kwasow ttuszczowych do pochod-
nych CoA w reakcjl acylo - CoA -syntetazy. Kolejna reakcja, to desa-
turacja pochodnych CoA kwasow tiuszczowych. W wyniku desaturacji
kwasu stearynowego powstaje 91% kwasu oleinowego 18 :1 (n-9). W wy-
niku desaturacji kwasu palmitynowego powstaje kwas palmitooleinowy
w 22% 16:1 (n-7) 1w 72% kwas cis - vakceinowy 18:1 (n- 7). Tworze-
nie kwasoOw nienasyconych jest hamowane przez wysokie stezenie kwasu
stearynowego, palmitynowego, a nawet stearylo - CoA. Przy statym ste-
zeniu substratu synteza kwasow ttuszczowych nienasyconych jest hamo-
wana przez wzrastajace wysokie stezenie biatka 1 obniza sie wraz z prze-
dtuzonym czasem iInkubacji. Enzym ten jest bardzo czuty, tak ze w za-
sadzie jest niemozliwe przechowywanie tkanki do dalszych badan.
W przypadku kwasu stearynowego 1 palmitynowego wiazanie podwojne
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jest wprowadzane miedzy C3C10. Na podstawie danych dosSwiadczalnych
badacze clI uwazaja, ze jeden enzym dziata tuta] na obydwa kwasy ttusz-
CZOWe.

Rola systemu moézgowe] desaturacji kwasow ttuszczowych w sto-
sunku do takich zewnatrzmdzgowych zrodet nienasyconych kwasow
ttuszczowych, jak watroba 1 dieta pozostaje dotychczas problemem nie
rozwigzanym. Obecnie jest oczywiste, ze osrodkowy system nerwowy nie
jest catkowicie zalezny od zewnatrzmozgowych zrodet. Procesy desatu-
racjl w o0.u.n. w potaczeniu z Innymi procesami biosyntezy kwasow
ttuszczowych, synteza de novo 1| procesem wydfuzania tancuchow kwa-
sOow ttuszczowych dostarczaja koniecznych dla moézgu izomerow kwasow
ttuszczowych. Fakt, ze tkanka nerwowa posiada wtasny system desa-
turaz ma bardzo Istotne znaczenie dla utrzymania normalnej funkcji
mozgu, gdy Inne zrodta nie moga w peini ich dostarczyC. Spence o0zna-
czyt sktad niektorych 1zomerow nienasyconych kwasow ttuszczowych
w mozgu. Gtowne izomery, 16:1 (n-10), (n-9), (n-7), (n-5); 18:1
(n-10), (n-9), (n-7); 20-1 (n-11), (n-9), (n-7), wystepuja we wWszyst-
kich badanych lipidach mdzgu. Proporcje miedzy poszczegolnymi 1zome-
ramil roznia sie w zaleznoSci od wieku 1 rodzaju fosfoglicerydu. Skitad
kwasow ttuszczowych fosfolipidow zmienia sie nie tylko wraz z wiekiem,
ale rowniez w zaleznosci od odzywiania 1 roznych standw fizjopatolo-
gicznych. Wywiera to bezposredni wptyw na potaczenia lipid-lipid oraz
lipid-biatko, modyfikujac w ten sposob strukture bton 1 wptywajac na
ich funkcje. Spence zanalizowat sktad jednonienasyconych kwasow
ttuszczowych w mozgu ptoddéw, noworodkdw 1 dojrzatych szczurow.

Jak wynika z prac Klenka 1 wsp. [33], 25-50% sktadu kwasow ttusz-
czowych glicerofosfolipidow moézgu stanowi kwas 18 : 1 Synteze tego
kwasu z stearylo - COA w skrawkach mozgu 1 watroby w rozwoju badat
Seng 1 wsp. [54]. Najwyzsza aktywnosc desaturazy stwierdzono w skraw-
kach kory moézgu 4 - dniowych szczurow. Malata ona ewidentnie wraz
z wiekiem, oslagajac bardzo niskie wartosci w skrawkach mozgu zwierzat

dorostych. Zupeinie odwrotnie sprawa przedstawia sie w skrawkach wa-
troby szczura. AktywnosC desaturazy osiaga najwyzsze wartosci w skraw-
kach watroby zwierzat dorostych (wykres 1).

Cook 1 Spence [9, 10] badali aktywnosSC desaturazy w rozwoju osobni-
czym szczurow w homogenacie z mozgu | watroby. Najwyzsza aktywnosc
enzymu obserwowalil u ptodow. Spadata ona gwattownie miedzy 10 a 20
dniem, osiagajac 10% wartosci stwierdzanej u ptodow (wykres 2). Gto-
dzenie tylko nieznacznie obnizato aktywnoSC¢ desaturacji w tkance nerwo-
we] dorostych 1 10 - dniowych szczurow. AktywnosSC desaturazy ulegata

wyraznemu obnizeniu w watrobie zwierzat dorostych. Powrdt do pra-
widtowego odzywiania powodowat pobudzenie aktywnoSci enzymu w wa-
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Wykres 1. Desaturacja kwasu stearynowego w skrawkach watroby 1| mozgu szczura
(Wedtug [54])

[
130-350
przedporodowy okres poporodowy doroste
wiek (dni)
Wykres 2. Zalezne od wieku zmiany w desaturacji stearylo - CoA, pH 6,00 w homo-
genacie 1 — mozgu 1 2 — watroby.

Warunki doswiadczalne jak dla stearylo-CoA (wykres 3) z wyjatkiem buforu fosforanowego,
pPH 6,0 I czasu inkubacji 10 min. WartosSci srednie z podwdjnego oznaczenia.
(Wedtug Cook 1 Spence [9])
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trobie zwierzat dorostych 1 wywotywat zmienne efekty w modzgu do-
rostych 1 10 - dniowych szczurow, jak rowniez w watrobie 10 - dniowych
szczurow. Wykres 3 obrazuje aktywnosSC desaturazy kwasu stearynowego
| stearylo - CoA w homogenacie z mozgu ptodow, noworodkow 1 szczurow

dorostych.

Wykres 3. Zalezne od wieku zmiany w desaturacji kwasu stearynowego 1 stea-
rylo - CoA homogenacie z mozgu szczura. 1 — stearylo - CoA, 2 — kwas stearynowy.

Mieszanina Iinkubacyjna zawierata 0,7 mM NADH, 75 mM bufor fosforanowy, pH 7,4, 20 mg
albuminy z surowicy wotu, 80 nM [|-u-C-stearylo-CoA lub 100 xM [|-M4C-kwas stearynowy,
8-12 mg biatka homogenatu. Objetos¢ catkowita 2,1 ml. W doswiadczeniach z kw’asem stea-
rynowym mieszanina inkubctcyjna zawierata 35 mM ATP, 001 mM CoA i1 24 mM MgCl2. In-
kubacje w temperaturze 37°, 15 min. Wartosci dla kwasu stearynowego przedstawiaja Srednie
+ S.E.M., 1los¢ doSwiadczen podana w nawiasach, dla stearylo-CoA Srednie. Wedtug Cook

| Speice [9]

W interpretacji aktywnoscl desaturazy w zaleznosci od wieku na-
lezy wzig¢ pod uwage obserwacje wskazujaca na obnizenie aktywnosSci
miedzy 10-20 dniem zycia. Nalezy podkreslic, ze dotyczy to tylko aktyw-
nosci specyficzne] 1 jJjak dyskutuja autorzy aktywnoSC catkowita ulega
tylko nieznacznemu obnizeniu. Obnizenie syntezy kwasow nienasyconych
w tym okresie bytoby dosyC zaskakujacym zjawiskiem, jest to bowiem
okres aktywne] mielinizacji u szczurow, wypadajacy witasnie miedzy
10 a 20 dniem zycia. Nalezy rowniez pamietac, ze w tym okresie znacz-
nie wzrasta zawartosc biatka w moézgu. Uzasadnia to otrzymane wartos-

ci aktywnosci specyficznej.
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Zarowno Cookowi 1 Spencowi [9, 10], jak rowniez Sengowi I Debuch
I55] nie udato sie oznaczyC aktywnosSci desaturazy kwasow tiuszczowych
w mikrosomach mozgu.

Pullarkat 1 Reha (przy zastosowaniu odmiennej techniki) [49] ozna-
czyli aktywnoSC desaturazy stearylo - CoA w mikrosomach mozgu. W ba-
daniach uwzgledniono problem dojrzewania o.u.n., jak rowniez rozmiesz-
czenie aktywnosci enzymu w roznych czesciach anatomicznych mozgu.
Z badan ich wynika, ze specyficzna aktywnosc ulega obnizeniu o V3 war-
tosci od 8 do 60 dnia zycia, natomiast catkowita aktywnosc nie ulega
Zzmianie.

Rozmieszczenie aktywnosci enzymatyczne] w roznych czesSciach ana-
tomicznych mozgu dorostego szczura jest nierownomierne. Najwyzsza
aktywnosSC obserwowano w srodmoézgowiu, kolejno nizsza — w rdzeniu
przedtuzonym 1 potkulach mozgowych, a najnizsza — w mozdzku. Aktyw-
noSC w srodmoézgowiu — 145 pmoli/min/mg biatka — jest przeszto dwu-
krotnie wyzsza niz w mozdzku — 60 pmoli/min/mg biatka. Mozgowa
mikrosomalna desaturaza jest enzymem bardzo niestabilnym. W ciagu
5 dni w temperaturze —100°C aktywnoSC enzymu spadta o ’/a, a w clagu
12 dni o 23 wartosci wyjsciowej. W przeciwienstwie do mézgowe] desa-
turazy, enzym watrobowy — otrzymany przy zastosowaniu te] same]j
preparatyki — byt stabilny przez trzy tygodnie w temperaturze —100°C.
Jezell chodzi o optimum pH, wptyw nukleotydow pirydynowych 1 inhi-
bicje przez cyjanki, enzym modzgowy zachowywat sie analogicznie jak
watrobowa desaturaza stearylo - CoA. Obecnos¢ pewnych czynnikow
w preparacie mikrosomow watroby moze wptywacC na stabilnoSC enzy-
mu. Zagadnienie zdolnosSci tkanki nerwowe] do syntezy jedno - 1 wielo-
nienasyconych kwasow ttuszczowych jJest przedmiotem dalszych badan.
W ostatnich latach zwrocono szczegdlna uwage na role niezbednych nie-
nasyconych kwasow tituszczowych w rozwijajacym sie mozgu. Wielonie-
nasycone kwasy ttuszczowe wystepuja w stosunkowo duzej ilosci w fos-
folipidach tkanki nerwowej, szczegolnie we frakcji lipidow etanoloami-
nowych.

W organizmach zwierzecych biosynteza wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych przebiega dwoma niezaleznymi, metabolicznymi drogami.
Dtugotancuchowe kwasy serii (n - 6) sa syntetyzowane z kwasu linolowe-
go 9, 12 (18 :2) (n- 6) Jjako prekursora (liczba przy ,n” oznacza pozycje
podwojnego wigzania liczac od grupy metylenowe]), y - kwas linolenowy
(18:3) (n-3) jest konieczny do biosyntezy dtugotancuchowych kwasow
serilt (n - 3).

Wzajemne przejscie kwasow z serii (n-6) 1 (n - 3) nie wystepuje w tkan-
ce nerwowej, jak rowniez w innych tkankach organizmow zwierzecych.
Najlicznie] wystepujace w tkance nerwowe] nienasycone kwasy ttusz-
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czowe, to kwas arachidonowy 20 : 4 zserit (n-6) 1 kwas 22 :6zseril (n- 3).
Poczatkowo sugerowano, ze np. kwas 22 : 6 jest syntetyzowany w watro-
bie z kwasu 18:3, a nastepnie transportowany do mozgu. Tym samym
wykluczano zdolnosC tkanki nerwowej do syntezy tego kwasu. W kolej-
nych pracach stwierdzono, ze kwas 22 :6 jest syntetyzowany z 18:3
w mozgach zarodkow kurzych, a ostatnio Yavin [63] wykazat te reak-
cje w hodowli z komorek neuroblastoma.

Dhopeshwarkar [12, 13] badat Dbiosynteze kwasu arachidonowego
w o0.u.n. Badania prowadzit in vivo na mozgu. W celu wykluczenia
udziatu watroby w tym procesie, podawat domozgowo 1l-dniowym
szczurom 1 - [1AC] kwas linolowy cis 9, 12 1 kwas linolenowy 1- |14C] 18 : 3
cis 9, 12, 15. Stwierdzit, ze kwas linolowy jest prekursorem kwasu arachi-
donowego w wyniku kolejnych reakcji desaturacji 1 elongacji 18 :2
9, 12) — 18:3 (6, 9, 12) — 20:4 (5, 8, 11, 14), natomiast kwas linole-
nowy Jest metabolizowany w nastepujacy sposob: 18 :3 (9, 12, 15) —
18:4 (6, 9, 12, 15 — 20:4 (8, 11, 14, 17) — 20:5 (5, 8, 11, 14, 17) —
22 :5 (7, 10, 13, 16, 19) — 22 :6 (4, 7, 10, 13, 16, 19). Desaturaza A 8 nie
wystepuje w tkance nerwowej, tzn. nie jest mozliwe przejscie kwasu
linolowego do kwasu arachidonowego poprzez etap kwasu 20 :2 (11, 14,
17) 1 20:3 (8, 11, 14, 17); 18:2 (9 12 — 20:2 (11, 14 — 20:3 (11,
14, 17) — 20:4 (8, 11, 14, 17). Kwasy 20:2 (11, 14) 1 20 :3 (11, 14, 17)
prawdopodobnie nie sg syntetyzowane In VIVo.

Sprecher 1 Lee [57] stwierdzili rowniez brak aktywnosSci A 8 desa-
turazy w watrobie.

Badania Dhopeshwarkara 1 Sprechera [12, 13, 57/7] wnosza nowe dane
na temat biosyntezy wielonienasyconych kwasow ttuszczowych z rodzi-
ny (n-3). Zaproponowany I przytoczony przez Klenka [34] schemat musi
ulec zmianie w odniesieniu do badan in vivo. Jak wynika ze schematu 7,
Klenk stwierdzat desaturacje kwasu 20 : 3 do 20 : 4.

ZNACZENIE BIOLOGICZNE PROCESU DESATURACIJI

AktywnoSC desaturaz w rozwoju osobniczym warunkuje odpowiedni
sktad kwasow ttuszczowych fosfolipidow bton. Sktad nienasyconych kwa-
sow ttuszczowych fosfolipidow mozgu szczura zmienia Sle wraz z Wwie-
kiem. Stwierdza sie obnizenie kwasu ttuszczowego 16 : 1 1 wzrost kwasow
18:11 20 :1 |56]. Podobne zmiany obserwowat O’Brien I Sampson [42]
w mozgu cztowieka. Ulega rowniez zmianie sktad poszczegolnych i1zome-
row kwasow ttuszczowych. Przyktadowo, u noworodkOw stwierdza sie
wyzszy poziom kwasu 16:1 (n-10), 16:1 (n-9), 18:1 (n-7) 1 20:1
(n - 11) anizeli u osobnikdw dorostych. Wystepuja rowniez zmiany w pro-
porcjach 16 :1/18 : 1 i1zomerow w 1 1 2 pozycji glicerolu fosfolipidow.
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Jak wynika z prac Reinerta [52], stopien nienasycenia lipidow wywiera
bezposredni wptyw na stan lipidowe] komponenty bton w roznych tem-
peraturach oraz na przejscie lipidowej] komponenty btony ze stanu ptyn-
nego do stanu krystalicznego.

Schemat 7.

Nienasycone kwasy tituszczowe lipidow bton biora udziat w proce-
Sle taczenla sie enzymu z btonami wzglednie w wytwarzaniu odpowied-
niego srodowiska dla optymalnej aktywnosSci enzymu [3, 7, 32].

Bardzo istotnym zagadnieniem jest zdolnosC tkanki nerwowej do
enzymatycznej syntezy nienasyconych kwasow ttuszczowych. W warun-
kach niewydolnosci pozamdzgowych zrodet syntetyzujacych kwasy ttusz-
czowe nienasycone, uktady enzymatyczne tkanki nerwowej sa w stanie
zabezpieczyC odpowiedni skiad komponenty lipidowej bton. Pozostaje to
w bezposrednim zwiazku z utrzymaniem prawidtowych funkcji osrod-
kowego uktadu nerwowego. Procesy desaturacji odgrywaja rowniez role
w syntezie plazmalogenow etanoloaminowych (alk - 1-enylo - 2- acylo -
- sn - glicero - 3 - fosforyloetanoloaminy). Zagadnienie to omowiono Sze-
rze] w pracy pogladowe] [59], Fosfolipidy te sa iIstotnym sktadnikiem
strukturalnym bton biologicznych. Aktualnie nie wiadomo, czy w synte-
zle nienasyconych kwasow ttuszczowych 1 plazmalogenow bierze udziat
ten sam uktad desaturazy, czy w gre wchodza enzymy o odmiennych
witasciwosciach. Bardzo skgpe dane na ten temat sugeruja, ze sa to dwa
odmienne uktady enzymatyczne. AktywnoSC desaturaz warunkuje od-
powiedni sktad nienasyconych kwasow ttuszczowych fosfolipidow bton
| odpowiedni poziom plazmalogenow w lipidach bton. Wpitywa to bez-
posrednio na rodzaj potaczen lipid-lipid, lipid-biatko w btonie. Zaburze-
nie procesu desaturacji kwasow ttuszczowych 1 lipidow eterowych w wa-
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runkach patologicznych moze pozostawaC w bezposrednim zwiazku ze

zmlang stanu fizykochemicznego bton 1 ze zmiang Ich funkcji biolo-
gicznych.
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MECHANIZMY REGULACIJI CYKLU KOMORKOWEGO U ROSLIN

Maria J. OLSZEWSKA

Zaktad Cytologii 1 Cytochemii Roslin, Instytut Fizjologii 1 Cytologii
Uniwersytetu todzkiegol

Streszczenie. Mechanizmy regulacji cyklu komdrkowego u roslin przedstawiono na
przyktadzie merystemow korzeniowych 1 nici spermatogenicznych ramienic. Omo-
wiono metody synchronizacji indukowanej oraz metody obliczania czasu trwania

cyklu komdrkowego 1 jego poszczegolnych faz.
W cyklach komorkowych typu Gx+ S+ G, + M wzrost komorki odbywa sie

w sposob ciaggty, natomiast w cyklu typu S+ G2+ M — gtownie w fazie G2 Dtu-
gosc replikonow 1 szybkoSC replikacji sg odmienne we wczesne] 1| poznej fazie S.
PrzejScie z fazy GJ do S oraz z G2 do M jest uwarunkowane przez synteze spe-
cyficznych biatek 1 dostawe energil.

Czas trwania cyklu jest regulowany nie przez liczbe chromosomow, lecz przez
zawartos¢c DNA oraz przez inne czynniki genetyczne, jak forma zyciowa 1 cechy
odmianowe. U tego samego gatunku czas trwania cyklu komorkowego jest regu-
lowany przez czynniki morfogenetyczne. Na czas trwania cyklu komorkowego
wptywa rowniez temperatura. Czynnik swietlny powoduje rytmy dobowe aktyw-
nosci mitotycznej. Pod wptywem wymienionych warunkow Srodowiskowych, mo-
dyfikacji ulega gtownie czas trwania Gj 1 G2 Mechanizmy dziatania regulatorow
wzrostu na przebieg cyklu komdrkowego, a szczegolnie auksyn 1 cytokinin ko-
niecznych dla podziatow komorkowych, nie sa obecnie wystarczajaco wyjasnione.

Dzielace sie mitotycznie komorki roslin wyzszych, tj. komorki mery-
stematyczne, stanowia gtowny, lecz trudny obiekt badan cyklu komor-
kowego. TrudnosSci sa spowodowane przez asynchronicznoSC ich rozwoju
| krytyczna ocene efektow synchronizacji indukowanej przez czynniki
chemiczne, jak rowniez przez fakt, 1z w hodowli in vitro izolowane ko-
morki ulegaja szybko rdznicowaniu, tracac zdolnosC do podziatu. Syn-
chronizacja podziatdbw komorkowych w wyniku zastosowania czynnikow
fizycznych (Swiatto, temperatura) jest z powodzeniem od szeregu lat

1 Nie opublikowane badania wykonane w ramach tematu 3.1.4 problemu 09.7
zostaty oznaczone *,
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uzyskiwana u glondw jednokomorkowych, przede wszystkim z rodzaju
Chlorella; jednakze cykl podziatowy jest u Chlorella zwigzany ze specy-
ficznym dla tych glonow cyklem rozwojowym (ref. Mitchinson, 1971).
Okolicznosci te sprawiaja, ze przebieg cyklu komorkowego u rosSlin wyz-
szych jest znacznie mniej poznany niz np. u ssakow. Luki te sg szcze-
golnie wyrazne w zakresie mechanizmow molekularnych, poniewaz —
ze wzgledu na brak catkowite] synchronizacji — w badaniach cyklu ko-
morkowego u rosSlin stosowane sa przede wszystkim metody cytoche-
miczne, ktore w tak waznych zagadnieniach, jak rytmika aktywnosci
| syntezy enzymow w poszczegolnych fazach cyklu, stanowia narzedzie
badawcze o0 Dbardziej ograniczonym zakresie poznawczym niz metody
biochemiczne.

Poznane dotad procesy regulujace przebieg cyklu komorkowego sa
takie same w swiecie roslin 1 zwierzat (np. replikacja DNA, mitotyczna
kondensacja chromosomow, formowanie 1 funkcjonowanie wrzeciona po-
dziatowego), a odmienne sa czynniki endogenne (np. znaczne roznice
w zawartosci DNA u poszczegolnych gatunkow, hormony roslinne) 1 inge-
rencja czynnikow srodowiskowych (Swiatto, temperatura) wptywajacych
na tok cyklu. Udziat tych specyficznych czynnikow w regulacji cyklu
komorkowego u roslin starano sie uwzgledniCc w niniejszym przegladzie.
Referowane wyniki badan ograniczono w zasadzie do komaorek roslin wyz-
szych oraz do jednego przedstawiciela ramienic (glony wyzsze), u Kktore-
go komorkil nici spermatogenicznych wykazuja spontaniczng synchroni-
zacje podziatow.

SYNCHRONIZACJA CYKLOW KOMORKOWYCH

W Dbadaniach biochemicznych cyklu komdrkowego niezbedne jest
postugiwanie sie materiatem o0 bardzo wysokim stopniu synchronizacjil.
Przytoczone dane wskazuja, ze uzyskanie takie]j populacji komorek
z tkanek roslin wyzszych jest bardzo trudne, a w najlepszym przypad-
ku (1zolowane komorki 1 protoplasty) osiaga sie pewien stopien synchro-
nizacji pilerwszego cyklu podziatowego. Z tego powodu badania cyklu
komorkowego u roslin wyzszych sa znacznie mniej] zaawansowane niz
np. komorek ssakow, niektorych pierwotniakow, Ssluzowcow 1 drozdzy,
ktore moga byc tatwo hodowane in vitro, a indukowana synchronizacja
jest bardzie] efektywna niz w przypadku komorek roslinnych.

SYNCHRONIZACJA SPONTANICZNA

Spontaniczng synchronizacja cyklow komorkowych u roslin okryto-
zalazkowych charakteryzuja sie systemy syncytialne, tj. takie, w ktorych
Jadra nie sa od siebie oddzielone przez bariere jaka stanowl plazmolema
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| sclana komorkowa zindywidualizowanych komorek. Klasycznym przy-
kKtadem spontaniczne] synchronizacji sa rurki mleczne u Euphorbia,
a przede wszystkim — bielmo tzw. jadrowe, ktore we wczesnych sta-
diach rozwoju bedac tworem syncytialnym wykazuje catkowita syn-
chronizacje podziatdw. Synchronizacja ta stopniowo ustepuje w miare
przeksztatcania sie bielma jadrowego w komadrkowe.

U glondw synchronizacja podziatow wystepuje w poszczegolnych
wielojgdrowych cztonach plechy u Cladophoraceae oraz w nicilach sper-

matogenicznych ramienic. Nicl spermatogeniczne sg wprawdzie zbudo-
wane z komorek jednojadrowych, ale komorki o synchronicznym rytmie

cyklow mitotycznych potaczone sa ze soba szerokimi plazmodesmami,

dzieki ktorym kolejne komorki sktadajace sie na nic spermatogeniczng

stanowlia Jeden wspolny system analogiczny do struktury syncytialnej,
t]. nie rozdzielony plazmolemami sasiednich komodrek. Natomiast odcinki

te] same] nici sktadajace sie z komorek o odmiennym rytmie podziato-

TABELA 1 Skilad populacji komorek merystemu w korzeniach zarod-
kowych nasion w stanie spoczynku; komorki 2C sa w Gh komorki 4C
sg W G2 (ref. [95])

Gatunek % A % 4C
1 1

Aegilops longissima 98 2
Allium cepa var. Bianci di Maggio ; 98 2
Allium cepa var. Rosa Fiorentino 98
Allium cepa var. Evergreen Bunching 100 0
Helianthus annuus 100 0
Lactuca sativa 100 0
Lactuca sativa var. Grand Rapids 100 0
Pinus pinea 100 0
Pisum sativum var. Alaska 65 35
Triticum aestivum var. Indus 100 0
Triticum dicoccum 97 3
Triticum durum var. Azialt 94 o
Triticum durum var. Capelli 75 25
Vicia faba var. Major 83 1 17
Vicia faba var. Minor 71 29

wym sa od siebie oddzielone wskutek zaczopowania plazmodesm, w wy-
niku czego komunikacja miedzy sasiednimi odcinkami jest utrudniona

lub zablokowana [50]. Podobna sytuacja, tj. zachowanie #t3acznosci za
posrednictwem szerokich plazmodesm, wystepuje u rosSlin okrytozalaz-
kowych w okresie synchronicznego rozwoju mikrospor [41].

Merystemy korzeniowe — najczestszy obiekt badan cyklow komor-
kowych — zbudowane sa z komorek o asynchronicznym rytmie podzia-
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towym. Fopulacje asynchroniczne powstajg w trakcie Kkietkowania na-
sion, poniewaz w Kkorzeniu zarodkowym w nasionach bedacych w stanie
spoczynku wystepuja tylko dwie populacje komorek: w fazie Gxi1 w fa-
zle G2 (tabela 1). Po kilku dobach kietkowania rytm mitotyczny wyni-

kajacy z iIstnienia tych populacji zanika (por. str. 170).

Rys. 1. A — szczytowa czesc plechy ramienicy Chara vulgaris L.; w kolejnych

okotkach zaznaczono na czarno plemnie, w ktorych nici spermatogeniczne znajduja
sie w stadium 1 2 4 8 16 32- 1 64-komorkowym. B — dtugos¢ komorek

nici spermatogenicznych w kolejnych stadiach rozwoju 1 czas trwania cyklu Kko-
morkowego (Wedtug [26])

Bielmo jadrowe, mimo wielu prob, nie moze bycC utrzymane w ho-
dowli In vitro dtuzej niz 1-2 doby. Obecnie jedynym obiektem o spon-
tanicznej synchronizacji cyklow komorkowych sa nici spermatogeniczne
ramienic, przy czym synchronia ta obejmuje tylko poszczegolne nici
w anterydiostanie. Obiekt ten nie spetnia jednak wszystkich wymagan
stawianych i1dealnym modelom doswiadczalnym do badan cyklu komor-
kowego: na razie nie udato sie uzyska¢ hodowli in vitro, a po kolejnych
podziatach, jako wyraz prawidtowosci morfogenetycznej, nastepuje stop-
niowe ograniczanie wzrostu komaorek (rys. 1, [75]).

SYNCHRONIZACJA INDUKOWANA

Mechanizm jaki jest uruchamiany przy sztuczne] synchronizacjl po-
pulacji komorek o asynchronicznym rytmie podziatowym polega na
wprowadzeniu czynnika wybiorczego dziatajagcego na okreslona faze
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cyklu komorkowego. W wyniku dziatania inhibitora w czasie obejmu-
jacym co najmniej caty cykl komorkowy, wszystkie komorki zostaja
zablokowane w te] samej fazie cyklu. Usuniecie Inhibitora powoduje
prawlie Jjednoczesny start wszystkich komodrek do nastepnych faz cyklu.
Jednakze po takim zabiegu tylko pierwsze pokolenie komorek wykazuje
wysokl stopien synchronizacji (rzedu 80-90%); w nastepnych pokole-
niach nastepuje stopniowa desynchronizacja przebiegu cyklow komor-
kowych.

Najczescie] przy chemiczne] synchronizacji stosuje sie Inhibitory
syntezy DNA o0 rozmaitym mechanizmie dziatania (nadmiar tymidyny,
5-aminouracyl, hydroksymocznik), ktore dziataja wybiorczo na komorki
bedace w fazie S. Te 1 Inne zwigzkl chemiczne powoduja jednak czesto
uszkodzenia komorek, a szczegolnie uszkodzenia aparatu genetycznego.

Merystemy korzeniowe Vicia faba poddane przez 24 godziny dzlata-
niu 5-aminouracylu wykazuja synchronizacje podziatow rzedu 45% po
uptywie 14 godzin od usuniecia Inhibitora, ale nastepny szczyt aktyw-
noscli mitotycznej osiaga tylko 15%. Ponadto 5-aminouracyl powoduje
aberracje chromosomowe [84]. Podobne dziatanie uboczne, polegajace na
uszkodzeniu chromosomow zachodzacym zarowno w GZT jak 1 w G2
u Vicia faba 1 Allium cepa, powoduje hydroksymocznik [46, 89]. Nalezy
podkreslic, ze Mitchinson [63] — autor pierwsze] monografii dotyczacej
cyklu komorkowego — z wielka rezerwa odnosi sie do wynikow uzyski-
wanych na materiale zsynchronizowanym przez dziatanie inhibitorow

| antymetabolitow.

Wobec wymienionych zastrzezen dotyczacych synchronizacji wy-
wotane] przez antymetabolity, na uwage zastuguje opracowana przez
Van’t Hofa 1 jego wspotpracownikow metoda czesciowe] synchronizacjl
wywotana gtodem weglowodanowym [93, 98, 100, 103]. Uktad ekspery-
mentalny polega na hodowli In vitro odcietych merystemow korzenio-
wych na pozywce White’a bez sacharozy. Po kilkudziesieciu godzinach

nastepuje zanik aktywnosci mitotycznej, a komaorki zostaja zatrzymane
w rozwoju tylko w dwoch fazach cyklu: G 1 G2 (tabela 2). Uzyskany
w ten sposob ,merystem stacjonarny” imituje wiec sytuacje, jaka istnie-
Je w korzenilach zarodkowych w okresie spoczynku nasion, chociaz liczba
komorek w G: 1w G2rozni sie w obu uktadach u tych samych gatun-
kow (por. tabele 1 1 2). Przeniesienie ,merystemow stacjonarnych” do
pozywkl White’a z dodatkiem 2% sacharozy powoduje Inicjacje fazy S
lub mitozy. Uktad eksperymentalny Van’t Hofa jest wiec uktadem fizjo-

logicznym, odwracalnym, imitujacym uktad naturalny, a wyniki uzyskane
na tym modelu w znacznym stopniu przyczynity sie do poznania Kry-
tycznych momentow w przebiegu cyklu komorkowego u roslin wyzszych.
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TABELA 2. Procent komorek zatrzymanych w Gi 1 w G2 w izolowanych
korzeniach poddanych gtodzeniu weglowodanowemu (Wedtug [95])

Gatunek % G* 9 © o © % M
Crepis capillaris 74 0 20 0
Glycine maxima 50 0 50 0
Helianthus annus 77 2 21 0
Lycopersicon esculentum 50 0 50 0
Pisum sativum 44 0 56 0
Triticum aestivum 64 0 36 0
Vicia faba 29 0 71 0
Zea Mays 53 0 47 0

Wobec szybkiego rozwoju metod hodowli in vitro 1zolowanych komo-
rek 1 protoplastow (ref. [4, 55]) mozna spodziewacC sie, 1z ten material
bedzie stuzyt w przysztosci jako obiekt badan biochemicznych 1 cyto-
logicznych cyklu komdrkowego. Zostaty juz poczynione zachecajace pro-
by synchronizacji cyklow w i1zolowanych komorkach jawora, oparte na
modyfikowaniu warunkow hodowli 1 polegajace na wprowadzeniu od-
powiedniej liczby komdrek do pozywki pozbawione] poczatkowo azota-
noOw; po przeniesieniu komorek do petne] pozywki po wstepnym okresie
gtodzenia nastepuje pierwsza synchroniczna fala mitoz [35, 47]. Jednak
na razie wielka niedogodnoscia — obok spontanicznej poliploidyzacji
| aneuploidil [54] — Jest znacznie przedtuzona faza G! poprzedzajaca
pierwsza fale podziatowa, po ktore] np. komorki topinambura sg mniej-
sze niz komorki macierzyste, a wiec w Interfazie nie nastepuje podwo-
jenie materiatu komorkowego [1]. Oba te zjawiska sg zapewne konse-
kwencja wyprowadzania kultur z komorek miekiszowych, tj. zroznico-
wanych, ktorych podziaty w warunkach dedyferencjacji in vivo prowadza
do powstania komorek mniejszych od pierwotnych komorek macierzy-
stych.

METODY OBLICZANIA CZASU TRWANIA CYKLU KOMORKOWEGO

W wielu badaniach dotyczacych mechanizmu regulacji cyklu komaor-
kowego Istotnym zagadnieniem jJest czas trwania catego cyklu 1 jJego
poszczegolnych faz. Parametry czasowe tego procesu sa czesto waznag
wskazowka informujacag o zmianach w przebiegu cyklu w danych warun-
kach eksperymentalnych. Metody bezposrednie pozwalajagce na obliczenie
czasu trwania cyklu polegaja na oznakowaniu komorek, przy czym ozna-
kowanie to musi byC wybidrcze 1 specyficzne dla okreslonej fazy cyklu,
a raczej 1 nawet je] wycinka.
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Obliczanie czasu trwania cyklu komdrkowego przy zastosowaniu 3H
tymidyny polega na oznakowaniu komorek bedacych w fazie S. Z requty
stosuje sie krotka (pulsowg) Inkubacje z tym nukleozydem, pietnujac
w ten sposob tylko te komorki, ktore byty w fazie S w czasie inkubacji.
Nastepnie przenosi sie materiat do Srodowiska nieradioaktywnego 1 co
1-2 godziny bada sie w autoradiogramach pojawianie metafaz radio-
aktywnych, wyszukujac moment, kiedy °/o radioaktywnych metafaz
osiagnie maksimum. Dalsze przedtuzanie inkubacji w srodowisku niera-
dioaktywnym wyjawi moment, w ktorym pojawia sie nastepne maksi-
mum metafaz radioaktywnych, przy czym ten szczyt jest z reguty nizszy
od pierwszego. Na rys. 2 przedstawiono wynik takiego doswiadczenia.

Rys. 2. Obliczanie czasu trwania cyklu komorkowego 1 jego faz metoda Kkrotkiego

znakowania komorek 3H tymidynag na przyktadzie merystemu korzeniowego Cucur-

bita pepo, temperatura 21-22°C; rzedna — °/o znakowanych metafaz, odcileta —

czas postinkubacji; t.c. — czas trwania catego cyklu komodorkowego (Marciniak, nie
publikowane)

Czas Jakl uptynat od poczatku postinkubacji do pierwszego maksimum
metafaz radioaktywnych wyznacza trwanie G2+ 1/2 M. Trwanie fazy S
wyznacza czas, jJakl uptynat miedzy pojawieniem sie potowy maksymal-
ne] liczby metafaz radioaktywnych w pilerwszym szczycie na WZN0SzZ3a-
cym sie odcinku krzywe] a potowa maksymalne] liczby metafaz w tym
szczycie na odcinku opadajacym. Caty cykl komodrkowy trwa tyle, ile
wynosl czas od pilerwszego do drugiego maksimum metafaz radioaktyw-
nych lub momentem wystapienia potowy maksymalne] liczby metafaz
radioaktywnych na odcinku wznoszacym sie pilerwszego Szczytu a mo-
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mentem, w Kktorym wznoszacy sie odcinek drugiego szczytu rowniez
osiaga potowe maksymalnej liczby metafaz radioaktywnych. Przez od-
jecie od czasu trwania catego cyklu liczby godzin przypadajacych na fazy
G24- 1/12 M + S, wyliczy¢ mozna czas trwania fazy G2+ 1/2 M. Czas
trwwania poszczegolnych faz mitozy lub cate] mitozy mozna obliczyC ana-
lizujac roznice w czasie pojawilania sie silnie radioaktywnych profaz,
metafaz 1 telofaz.

Metoda kolchicynowa oznaczania czasu trwania cyklu komorkowego
polega na zahamowaniu polimeryzacji podjednostek mikrotubul wrzecio-
na podziatowego; tylko komorki bedace w profazie w czasie dziatania tego
alkaloidu (np. w ciagu 1 godziny) stang sie, wobec braku wrzeciona, tetra-
ploidalne. Czas, jaki uptywa od zakonczenia inkubacji z kolchicyna do
pojawlienia sie pilerwszych metafaz tetraploidalnych w nastepnym cyklu,
stanowi tzw. minimalny czas trwania cyklu komdrkowego [101], natomiast
czas, w Jakim pojawla sie maksymalny % metafaz tetraploidalnych obra-
zuje Sredni czas trwania cyklu komorkowego. Efektywna koncentracja
kolchicyny zalezy od rozmiarow komorek u danego gatunku (a tym sa-
mym 1 obszaru wrzeciona) I powinna byC zawsze starannie dobierana [101].

Metoda kofeinowa polega na wykorzystaniu specyficznego hamowa-
nia cytokinezy w merystemach przez te puryne. W wyniku Kkrotkiego
dziatania kofeiny powstaja wiec komorki dwujadrowe. Czas, jaki uptywa
od powstania komorek dwujadrowych do ich wejScia w nastepng telofaze,
jest czasem trwania cyklu komorkowego. Metoda ta, wprowadzona przez
badaczy hiszpanskich [33], ma dodatkowy walor, a mianowicie po je]
zastosowaniu otrzymuje sie homokariony, tj. komorki dwujadrowe, przy
czym oba jadra sg siostrzane 1 w tym samym wieku w sensie zaawanso-
wania w cyklu komorkowym.

Metody obliczania czasu trwania fazy S. Poza wymieniong metoda
z krotka inkubacja z 3H tymidyna, czas trwania fazy S mozna obliczycC
Znajac czas trwania catego cyklu komorkowego, oznaczony metoda kol-
chicynowa lub kofeinows.

Pierwsza metoda polega na obliczeniu tzw. indeksu radioaktywnosci,
t]. % komorek wiaczajacych 3 tymidyne po krotkiej inkubacji 1 zasto-
sowaniu nastepujacego wzoru:

Ts = Tc IR,

gdzie Ts oznacza czas trwania fazy S, Tc — czas trwania catego cyklu
komorkowego, IR — % komorek wyznakowanych 3H tymidyna po Krot-
KieJ inkubacji [64].

Druga metoda obliczania czasu trwania fazy S polega na okresleniu
czasu, w Jakim wszystkie jJadra stana sie radioaktywne przy cilagte]
| diugotrwate] iInkubacji z 3H tymidyna. Komodrki, ktdore w momencie
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rozpoczecia dosSwiadczenia byty w fazie G2 wejda nastepnie w mitoze
| Gx 1 Jako ostatnie wchodzg w faze S, tj. zaczna witaczaCc tymidyne ra-
dioaktywna. Dlatego czas potrzebny dla wyznakowania 3H tymidyna
wszystkich jader jest uwarunkowany przez te witasnie grupe komorek,
ktore jako ostatnie wchodza w faze S pod koniec inkubacji. Odjecie tego
czasu od czasu trwania catego cyklu wyznacza czas trwania fazy S [64].

Przeprowadzenie Kkrytycznego porownania wynikow uzyskanych
trzema wymienionymi metodami obliczania czasu trwania cyklu komor-
kowego nie jest obecnie mozliwe, poniewaz rozmaicl autorzy, postuguja-
cy sie réznymi metodami, nie zawsze podaja tak istotne warunki do-
Swiadczenia, jak temperatura 1 dtugosc korzeni. Systematyczne porowna-
nie wynikow uzyskanych metoda kolchicynowa 1 z 3H tymidyna na 2 ga-
tunkach Trillium wykazato, ze metoda kolchicynowa daje wyniki o0 5-10%
wyzsze niz metoda z 3H tymidynag [10], natomiast u Sinapis alba jest
odwrotnie (ref. [36]). Wynikl uzyskane metoda tymidynowa 1 kofeinowa
u Allium cepa sa 1dentyczne (ref. [36]). Zagadnienie to zastuguje na do-
ktadne zbadanie, poniewaz przy zastosowaniu kosztowne] metody z 3H
tymidyna nastepuje niekiedy zablokowanie dalszego rozwoju komoarek
radioaktywnych, podczas gdy metoda kolchicynowa 1 kofeinowag wydaja
sie by¢c mniej szkodliwe dla komorek.

RODZAJE CYKLOW KOMORKOWYCH | ICH PRZEBIEG

U wszystkich zbadanych dotad rosSlin wyzszych wystepuje najbar-
dzie] rozpowszechniony typ cyklu komodrkowego, tj]. G + S + G2+ M.
W komorkach o niskiej aktywnosSci podziatowej, a mianowicie w tzw.
centrum nieczynnym Kkorzenia, wobec znacznego przedtuzenia fazy G4
(por. tabela 8) wyrdznia sie takze GO. W niciach spermatogenicznych
Chara vulgaris cykl komorkowy jest typu S + G2+ M (replikacja DNA

rozpoczyna sie juz w telofazie [75]).
W tkankach o asynchronicznych podziatach komorek wyroznienie faz

Interfazy moze nastapiC droga posrednia, poprzez pomiary jader I komo-
rek syntetyzujacych DNA, tj. bedacych w fazie S. Komorki 1 jadra
mniejsze niz replikujace DNA sa w fazie G:, wieksze od nich — w fazie
G2 [70, 76], Ze znacznie wieksza doktadnosScig I w prostszy sposob mozna
na podstawie zaleznosci miedzy synteza DNA a diugoscig komorki wy-
znaczyC 4 etapy interfazy (wczesng S, pdozna S, wczesng G2 pozna G2
wr komorkach nici spermatogenicznych Chara vulgaris [75].

W przebiegu cyklu komorkowego typu Gx+ S + G2+ M nastepuje
co najmnie] podwojenie objetoSci komorki 1 jagdra oraz podwojenie Su-
chej masy jader (ref. [51]). Natomiast w komdrkach nicl spermatogenicz-
nych Chara vulgaris komodrki po kolejnych podziatach osiagaja zaledwie
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2/3 dtugosci komorek poprzedniego pokolenia (rys. 1). Redukcja objetosci
komorek jest wyrazem procesow morfogenetycznych, bowiem po zakon-
czeniu etapu podziatow protoplasty tych komorek przeksztatcaja sie
w plemniki [75]. W interfazie kolejnych cyklow komorkowych w niciach
spermatogenicznych nastepuje podwojenie tylko suche] masy Jader, nato-
miast przyrost suche] masy cytoplazmy jest coraz mniejszy po kolejnych
podziatach 1 odbywa sie niemal wytacznie w fazie G2 [51], Porownanie
tych dwoch systemow, tj. komorek merystemow korzeniowych 1 nici sper-
matogenicznych ramienic, wskazuje, ze w fazie G: nastepuje plerwszy

etap wzrostu komorek, zabezpieczajacy podwojenie ich masy pod koniec
fazy G2

Zawartos¢ RNA 1 biatek podwaja sie podczas interfazy w i1zolowa-
nych komorkach jawora w hodowli in vitro [47], W merystemach korze-
niowych w okresie intensywnego wzrostu komorek, tj. w fazie G} 1 G2
zachodzi znacznie wieksze wiaczanie radioaktywnych prekursorow RNA
niz w fazie S [70], [76], Komorki w fazie G, 1 G2sa szczegolnie wrazliwe
na zahamowanie syntezy pozajaderkowego RNA wywotane dziataniem
u-ammanityny; w obecnosci tego inhibitora nastepuje prawie dwukrotne
przedtuzenie fazy Gj 1 G2 podczas gdy faza S trwa tylko nieznacznie
dtuze] [86], Na poczatek fazy G2 Inicjujacej] w niciach spermatogenicz-
nych Chara vulgaris okres najwiekszego wzrostu komorki, przypada naj-
wieksze wigczanie 1AC adeniny do RNA oraz szczegolnie intensywne wig-
zanie 3H aktynomycyny D do DNA jadrowego [/2, 75], W obu typach
cyklow komorkowych synteza Dbiatek cytoplazmatycznych, oceniana na
podstawie wiaczania radioaktywnych aminokwasow, przebiega w przeli-
czeniu na powierzchnie cytoplazmy z jednakowa Intensywnoscig |70,
71, 76].

Pod koniec cyklu, w komorkach rozpoczynajacych mitoze, szczegol-
ng aktywnoS¢ wykazuje aparat Golgiego, witaczajacy w tym okresie szyb-
ko 1 Intensywnie 3H galaktoze, ktdora stanowil prekursor dla wytwarza-
nych w tej strukturze 1 wydzielanych do przegrody pierwotne] kwasnych
polisacharydow [16].

Replikacja DNA 1 faza S. Komorki, ktore zainicjowaty faze S zawsze
Ja koncza, nawet jezeli znalazty sie w warunkach niekorzystnych. Repli-
kacja DNA odbywa sie w niezaleznie funkcjonujacych jednostkach, zwa-
nych replikonami (ref. [106]). Tempo replikacji DNA jest zdeterminowa-
ne przez 2 czynniki: liczbe replikonow oraz szybkoSc replikacji.

Ditugosc replikonow wynosi u ssakow — 17-60 1im, u ptazow —
60-350 am, u ptakow — 63 um, a tempo replikacji — odpowiednio 30-
72 [Im/godz., 9-20 [im/godz. 1 24-30 [im/godz. (ref. [38, 96]). Teoria repli-
kondw wyjasnia dwa zjawiska: po pierwsze — Kkrotszy rzeczywisty czas

trwania fazy S niz teoretycznie wyliczony na podstawie diugosci czaste-.
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czek DNA w danym genomie, po drugie — asynchronie wewnatrzchro-
mosomowa replikacji DNA. Fakt, 1z szereg replikondw w obrebie tej
same] czasteczki DNA (tJ. tego samego chromosomu) zaczyna funkcjono-
wac jednoczesnie sugeruje, ze reaguja one na wspolny czynnik wyzwala-
Jacy ten proces [96],

U grochu, Pisum sativum L., wystepuje — podobnie jak u Innych
gatunkow roslin 1 zwierzat (ref. [106]) — asynchronia miedzychromoso-
mowa replikacji DNA oraz opoznienie replikacji DNA w heterochroma-
tynie. W merystemach korzeniowych w hodowli In vitro na pozywce
White’a z 2°/o sacharoza, podziaty przebiegaja (podobnie jak In vivo)
asynchronicznie, wobec czego komorki replikujace DNA sa w roznych
stadiach fazy S. W jadrach i1zolowanych z takiego materiatu dtugosSC re-
plikonow wynosi od 20 do 104 am, srednio — 54,7 um, a replikacja prze-
biega z szybkoscia 30 um/godz. [96]. Replikony u grochu sa wiec najbar-
dzie] zblizone do replikonow u ptakow 1 ssakow.

W komorkach merystemow grochu, bedacych obiektem doSwiad-
czen, zawartos¢ 2C DNA wynosi 7,9 pg, a wiec suma czasteczek DNA ma
dtugosc 240 cm. Poniewaz 2n — 14, na jeden chromosom przypada cza-
steczcka DNA o diugosci okoto 17 cm. Zaktadajac, ze srednia dtugosc
replikondw wynosi okoto 54 am oraz ze kazdy chromosom zawilera jedna
czasteczke DNA, liczba replikonow w jednym chromosomie wynosi oko-
to 3100, a liczba replikonow w jadrze u tego gatunku — okoto 43 000 [98].

Rozmiary replikonow nie sa stata cecha gatunkowa,- sa bowiem od-
mienne w roznych komodrkach tego samego osobnika. W spermatocytach
Triturus replikony sa diuzsze niz w komorkach somatycznych (ref. [97]).

Poszczegolne stadia fazy S moga rozniC sie rozmiarami replikonow,
Jak rowniez tempem ich replikacji. Merystemy korzeniowe grochu w ho-
dowli In vitro bez sacharozy,(por. str. 145 po 24 godzinach gtodzenia
zawileraja mniej] niz 1% komorek syntetyzujacych DNA. Sa to komorki
bedace w koncowym stadium fazy S. W takich komorkach dtugosc repli-
kondw wynosi od 15 do 75 am, Srednio — 36-38 am, a szybkosc¢ replika-
cjil — zaledwie 2 am/godz. Dodanie do pozywkl sacharozy po 72-godzin-
nym gtodzie weglowodanowym powoduje przejscie komorek z Gx do S
(por. str. 153), a wiec komorki te znajduja sie we wczesne] fazie S. W Kko-
morkach takich nastepuje inicjacja replikacji DNA w dtuzszych repliko-
nach — od 15 do 150 am, a szybkosc replikacji wynosi 12 am/godz. [97].

Wystepowanie Kkrotszych replikondw, wolniej replikujacych DNA
u roslin gtodzonych, moze swiadczyCc o prawidtowosSci charakterystyczne]
dla poznej fazy S; argumentem przemawiajacym za taka interpretacja
Jjest takze fakt zwolnionego tempa replikacji DNA pod koniec fazy S.
/Z drugie] strony, wystepowanie Kkrotszych replikonow moze byC wyni-
kKiem pojawienia sie systemu, ktory zabezpiecza zakonczenie fazy S w wa-
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runkach suboptymalnych, co zapewnia zachowanie genotypu I rOwnowa-
ge genowa [97].

Autoradiografia ultracienkich skrawkow po inkubacji z 3H tymidyna
wykazata, ze replikacja DNA odbywa sie w zdekondensowanych obsza-
rach chromatyny, ktora po zakonczeniu replikacji moze powrocic do
stanu skondensowanego, tj. takiego, w jakim znajdowata sie w Gx [52].

W mysl koncepcji niektorych autorow, w komoadrkach ssakow odcin-
ki replikondw aktualnie funkcjonujace znajduja sie w poblizu btony ja-
drowe] (ref. [106]). Analogiczna prawidtowosc stwierdzono w jadrach
merystemu korzeniowego grochu [43]. Po krotkiej inkubacji z 3H tymi-
dyna radioaktywny DNA, wyekstranowany z izolowanych jader, wy-
stepowat we frakcji zawierajace] btony (prawdopodobnie btony jadrowe).
Po przeniesieniu roslin, w ktorych DNA byt oznakowany 3H tymidyna
po krotkiej inkubacji, do 14C tymidyny na rozny okres czasu, do 150 min.,
3H DNA przesuwat sie do frakcji pozbawione] bton, natomiast 14C DNA
pojawlit sie we frakcjl zawilerajace] btony. Zwiekszajacy sie w tych wa-
runkach doswiadczalnych stosunek 14C DNA/3H DNA we frakcji zawie-
rajace] btony wskazuje, ze odcinki replikonow aktualnie replikujace DNA
Znajduja sie przy btonie Jadrowej, a nastepnie ulegaja przesunieciu
W gtab jadra.

Synteza histonow przebiega rownolegle z synteza DNA. Wykazano
to na merystemach korzeniowych metodg podwojnej autoradiografii
(rownolegtosc witaczania 3 lizyny do biatek 1 14C adeniny do DNA, [70,
7/6]) lub poprzez pordwnanie IntensywnosSci witaczania 3H lizyny 1 3H
argininy z intensywnoscig witaczania 3H tymidyny [8], jak rowniez me-
toda cytofotometrycznych pomiarow zawartosci histonow [19]. WyniKi
badan zarowno autoradiograficznych, jak 1 cytofotometrycznych sugeru-
ja, ze synteza histondOw moze nieco poprzedzaC faze S 1 odbywacC sie
jeszcze w fazie G2 Trzeba zauwazyC, ze w metodzie autoradiograficznej

Jedyna przestanka wskazujaca na synteze biatek histonowych sa wyniki
uzyskiwane po Inkubacji z aminokwasami zasadowymi — 31 argining

| 3H lizyna; aminokwasy te moga byC jednakze zuzywane rowniez w pro-
cesie biosyntezy biatek jadrowych innych niz histonowe. Badania Dbio-

chemiczne, pozwalajace na elektroforetycznag identyfikacje poszczegol-
nych frakcji histonowych, przeprowadzone na merystemach korzenio-
wych grochu na poczatku kietkowania (jadra w fazie Gx stanowity 80°/o,
a /3% komorek jednoczeSnie iInicjowato faze S) wykazaty, ze synteza
histonow osigga maksimum w fazie S, a w catym okresie interfazy 14C
lizyna wtacza sie do niehistonowych biatek jadrowych [88].

W wyniku podwojenia materiatu chromosomowego nastepuja zmiany
w 1losci chromatyny oraz w wymiarach fibryli chromatynowych. ObjetoscC
chromatyny, obliczona metoda stereologiczna w jadrach merystemu Kko-
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rzeniowego cebuli, wynosi w fazie Gx okoto 181 am3 w fazie S — okoto
271 [Im3, a w fazie G2— 380 |Im3 W jadrach z fazy GI dominuje popu-
lacja fibryli chromatynowych o rozmiarach typowych, tj. o szerokosci
okoto 12,5 nm, natomiast w jadrach z fazy G2 pojawia sie populacja fi-
bryli o srednicy dwukrotnie wieksze] — 22,5 nm [87]. Dwukrotnie szer-
sze fibryle chromatynowe stanowia prawdopodobnie przylegajace do sie-
bie pary niezupetnie rozdzielonych fibryli siostrzanych; ich catkowite

roztagczenie nastepuje we wczesne] profazie, na poczatku spiralizacjl pro-
wadzace] do sformowania chromatyd [74],

GELEOWNE MOMENTY KONTROLNE CYKLU KOMORKOWEGO

/ badan nad fuzja komorek ssakow bedacych w roznych fazach
cyklu komorkowego wiadomo, ze indukcja syntezy DNA 1 kondensacja
chromosomow, tj. osiagniecie przez nie stanu odpowiladajacego profazie,
nastepuje poprzez sygnaty cytoplazmatyczne, ktore nie sa specyficzne
gatunkowo (ref. [39, 44)).

W i1zolowanych merystemach korzeniowych hodowanych In vitro te
krytyczne momenty w przebiegu cyklu komdorkowego sa uwarunkowane
dostawa weglowodanow. Badania Van’t Hofa 1 jego wspotpracownikow
(por. str. 145) dowiodty, 1z w przypadku gtodzenia weglowodanowego
asynchroniczne populacje komorek merystemu szeregu gatunkow roslin
rozwarstwiajg sie na komorki bedace tylko w dwdch fazach cyklu: Gx
| G2 (tabela 2). Wprowadzenie 2% sacharozy do pozywkl powoduje Ini-
cjacje fazy S I mitozy po uptywie 2-11 godzin (tabela 3).

TABELA 3. Procent komorek zatrzymanych w Gi 1 G2po 72 godzinach gtodzenia

weglowodanowego oraz kinetyka inicjacji syntezy DNA | mitozy po wpro-

wadzeniu 2% sacharozy do pozywki; R — zwiekszenie liczby jader interfa-

zowych witaczajacych 3H tymidyne, Tds — czas potrzebny na Inicjacje syntezy
DNA, Tdm — czas potrzebny na inicjacje mitozy (Wedtug [95])

% kornorek R Tds Tdm
Gatunek
w Gt w G2 %/godz. godz. godz.
Helianthus annuus 77 21 5-8 2-4 2-3
Pisum sativum 44 56 2 10-11 10-11
Triticum aestivum 64 36 3 10 6
Vicla faba 29 71 0,6-1 /-8 {

Czas potrzebny do syntezy czynnikdw niezbednych dla Inicjacji fa-
zy S (Tds) oraz iInicjacji mitozy (Tdm) jest rozmaity u poszczegolnych
gatunkow 1 nie jest zalezny ani od czasu trwania catego cyklu, ani jego
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poszczegolnych faz (por. tabela 7). Waha sie on w granicach od 2 godzin
u stonecznika do 11 godzin u grochu. Do czynnikow warunkujacych ini-
cjacje fazy S I mitozy z catg pewnoscia mozna zaliczyC specyficzne biat-
ka, poniewaz dodanie inhibitorow syntezy biatek jednoczeSnie z wpro-
wadzeniem sacharozy do pozywki hamuje przejscie z G; do S1 z G2 do
mitozy [95, 98, 103] oraz hamuje replikacje DNA, lecz nie je] kontynua-
cje w korzeniach Allium cepa In vivo [31] 1 w I1zolowanych korzeniach
Vicia faba [83].

U Pisum sativum procesy warunkujace Inicjacje fazy S oraz Inicjacje
mitozy sa uzaleznione od dostawy energil 1 wymagaja poza weglowoda-
nami takze dostarczenia tlenu [94]; te same prawidtowoscl zapewne WwWy-
stepuja u innych gatunkow [95].

Na udziat czynnika cytoplazmatycznego w regulacjli czasu trwanila
G2 1 w Inicjacji mitozy wskazuja wyniki doSwiadczen z homokarionami
Indukowanymi dziataniem kofeiny (por. str. 148). W takich jadrach na-
stepuje Jjednoczesna Inicjacja fazy S, jednakze zakonczenie replikacji
DNA nastepuje najpredzej w tych jadrach, ktore sa otoczone najwieksza
Illoscig cytoplazmy; w takich witasnie jadrach zachodzi najwczeSniej Ini-
cjacja mitozy, lecz czas trwania G2+ profazy ulega nastepnie wydtu-
Zeniu, poniewaz ostatecznie wszystkie jadra te] samej] komorki jedno-
czeSnie rozpoczynajag metafaze. Wynika stad, ze wzbogacenie w cytopla-
zme stwarza warunki przyspieszajace replikacje DNA, lecz jednoczesnie
nastepuje zwiekszenie zawartosci czynnika wydtuzajagcego G2+ profaze,
poniewaz jadra z przedtuzona fazg S ostatecznie osiggaja etap metafazy
jednoczesnie z jadrami o przedituzone] fazie S, a wiec majg skrocony

okres G2+ profaza [30].
Zahamowanie aktywnosci mitotyczne] w wyniku zablokowania syn-

tezy Dbilatek nastepuje jJjuz po 2 godzinach dziatania cykloheksimidu,

a efekt ten ustepuje w merystemie korzeniowym Vicia faba po 15 godzi-
nach regeneracjl [85]. Synteza Dbilatek warunkujacych iInicjacje mitozy
odbywa sie we wczesne] fazie G2 w merystemie Allium cepa, przy czym
trwa ona przez okoto 3°/0 czasu catego cyklu [31].

Wyniki te sa w nieznacznym tylko stopniu uzupetnione przez bada-
nia biochemiczne. W czesciowo zsynchronizowanych kulturach in vitro
1zolowanych komorek jawora 1 topinambura, aktywnosc enzymow zwia-
zanych z synteza DNA, t). kinazy tymidynowe] (w obecnoSci egzogenne]
tymidyny), polimerazy DNA 1 kKinazy tymidyno-monofosforanowej, utrzy-
mujaca sie na takim samym 1 niskim poziomie w Gx gwattownie wzrasta
od poczatku fazy S I pozostaje na wysokim poziomie do konca interfazy.
Natomiast aktywnosC¢ karbamoilotransferazy asparaginianowej, kluczowe-
go enzymu w syntezie pirymidyn, jest szczegolnie wysoka w G2 nie jest
wiec regulowana przez inicjacje syntezy DNA. Maksymalna aktywnosSc
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dehydrogenazy glokozo - 6 - fosforanowe] przypada na faze S u topinam-
bura, natomiast u jawora wykazuje staty wzrost. Maksimum aktywnosci
dehydrogenazy bursztynianowe] przypada na faze S, po czym spada,
lecz aktywnoSC obu enzymow jest dwukrotnie wyzsza w G2 niz w G4
[1, 47], Intensywnosc oddychania w komorkach jawora wolno wzrasta
w GJ, a szybko — poczawszy od fazy S 1 w fazie G2 Bezposrednio po

cytokinezie intensywnoS¢ oddychania spada, aby zndw powoli zwiekszac
sie w milare zaawansowanlia nastepne] fazy Gj [47].

Rys. 3. Modele cyklow komorkowych w dwoch zsynchronizowanych hodowlach

[73, 77] 1zolowanych komorek Acer pseudoplatanus L. R'-R"™ — okres wzmozonego

oddychania; ATC'-A.TC" — okres wysokie] aktywnosci karbamoilotransferazy aspa-

raginianowej; TK'-TK" — okres wysokiej aktywnosci Kkinazy tymidynowej;

SDH'-SDH" — okres wysokiej aktywnoSci dehydrogenazy bursztynianowej (Wedtug
[47], zmodyfikowane)

Badania przeprowadzone na izolowanych komorkach jawora w ho-
dowli In vitro [47] dotyczyty dwodch linti, ktore roznity sie zarOwno cza-
sem trwania catego cyklu, jak 1 poszczegdlnych jego faz. W hodowli 73
cykl komorkowy trwat 67,5 godziny, natomiast w hodowli 77 — 48 go-
dzin. Skrupulatne skojarzenie faz cyklu z aktywnosScig badanych enzy-
mow pozwolito na skonstruowanie modeli przedstawionych na rys. 3.
Nalezy zaznaczyC, ze znaczne wyprzedzenie wzrostu aktywnosSci kinazy
tymidynowej] w stosunku do inicjacji syntezy DNA moze byC spowodo-
wane przez wprowadzenie do Ssrodowiska tymidyny, ktora ulega fosfo-
rylacji za posrednictwem tego enzymu; ani tymidyna, ani kinaza tymi-
dynowa nie uczestnicza w normalnym szlaku syntezy DNA. Wzrost ak-
tywnosci karbamoilotransferazy asparaginianowe] w G2 moze byC iInter-
pretowany Jako wynik derepresji genetyczne] wskutek obnizenia puli
pirymidyn po zreplikowaniu DNA.

Maksima aktywnoSci dehydrogenazy bursztynianowej zbiegajace sie

5 — Postepy Biol. Kom. 2/77
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z nasileniem oddychania wzmagaja dostawy ATP 1 trojfosforanow dezo-
ksyrybonukleozydow dla replikacji DNA. Drugi szczyt, nie zaznaczony
na rys. 3 (zgodnie z pierwowzorem autorow), wystepuje w hodowli 73
tuz przed iInicjacja mitozy. Ten z kolel okres wzmozonej produkcji ATP
zabezplecza dostawe energil potrzebnej dla przemieszczania sie chromo-
somoOw w czasie mitozy. Oba maksima aktywnosci dehydrogenazy bur-
sztynianowe] 1 oddychania, poprzedzajace kolejno faze S I mitoze, w zu-
petnosci pokrywaja sie z krytycznymi momentami w przebiegu cyklu
komorkowego, dla ktorych przekroczenia konieczna jest dostawa weglo-
wodanow 1 tlenu (prace Van’t Hofa 1 wspotpracownikow, por. str. 154).

Inicjacja mitozy polega na kondensacji chromatyny prowadzace] do
wyodrebnienia chromosomdw mitotycznych oraz na formowaniu wrzecio-
na podziatowego.

Liczne badania przeprowadzone na homo - 1 heterokarionach komo-
rek ssakow wykazaty, ze jezeli jeden ze sktadnikow charakteryzowat sie
zaawansowang kondensacja chromatyny (nawet jJezeli kondensacja nie
byta wynikiem inicjacji mitozy, lecz starzenia komorki), wowczas nie-
zaleznie od fazy cyklu komorkowego drugiego sktadnika hybrydu naste-
puje w Jego Jadrze przedwczesna kondensacja chromatyny (PCC) [44,
79, 83, 105]. Podobnie przedwczesna kondensacja mitotyczna chromatyny
plemnika jest indukowana po jego wprowadzeniu do jaja jezowca, ktore-
go partenogenetyczna replikacja DNA, a w Slad za tym — Inicjacja mi-
tozy — Dbyta uprzednio wywotana dziataniem amoniaku [61]. PCC w hy-
brydach komorkowych jest hamowana przez dodanie Inhibitorow synte-
zy RNA 1 biatek [78], co wydaje sie byC wynikiem zahamowania syntezy
kinazy fosforanowej histonu FI, odpowiedzialne] za kondensacje chro-
matyny realizowane] za posrednictwem dodatkowych wigzan miedzy cza-

steczkami tego histonu [11].

Na podstawie przedstawionych danych mozna przypuszczac, 1z sto-
pien kondensacji chromatyny, charakterystyczny dla danego gatunku lub
stadium rozwojowego, Jest czynnikiem determinujacym inicjacje mitozy,
a tym samym — determinujacym czas trwania fazy G2

Dowody Swiadczace o stusznosSci tego rozumowania zostaty zebrane
w wyniku porownania czasu trwania cyklu komdrkowego 1 zawartoscl
heterochromatyny (chromatyny skondensowanej) u gatunkow z rozna
zawartoscia DNA. Dane zawarte w tabeli 4 wskazuja, ze przy zblizone]

zawartosci DNA (determinujacej czas trwania cyklu komorkowego —
por. str. 158) kroce] trwa cykl u tych gatunkow, ktdore zawieraja wiece]

chromatyny skondensowane] [67]. W komaorkach nici spermatogenicz-
nych Chara vulgaris, przy te] samej zawartosci DNA 1 tym samym
czasle trwania fazy S [29], czas trwania fazy G24- mitozy jest skorelo-
wany z zawartoscig chromatyny zwarte] (tabela 5). Nalezy zaznaczyc.
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TABELA 4. Zaleznos¢ miedzy zawartoscig heterochromatyny a czasem
trwania cyklu komorkowego (Wedtug [67])

Zawartosc

Zawartosé ) ) Czas trwania
Gatunek DNA, pg eterochroma- cyklu
tyny w % DNA™*
Anthemis tinctoria 7,46 2.43 12,3
Artemisia absinthium 7,28 45 .45 95
Anacyclus clavatus 10,48 8,55 11,0
Anthemis austriaca 9,63 34,11 7,0
Anacyclus radiatus 16,92 6,84 13,6
Anthemis cota 15,78 9,09 0,5

* Obliczona z preparatow mikroskopowych jako % objetosci jgder [68].

ze w kolejnych pokoleniach komorek nici spermatogenicznych chromo-
somy metafazowe sa coraz krotsze, tj. coraz bardzie] skondensowane, co
sugeruje 1z zwiekszanie obszarow chromatyny zawarte] w Interfazie jest
spowodowane m. In. przez wiekszy stopien kondensacji chromosomow
metafazowych w poprzednim pokoleniu (Olszewska *).

Poza kondensacja chromosomow, procesem specyficznym dla inicja-
cjJi mitozy Jest formowanie wrzeciona podziatowego, ktdorego funkcjo-
nalnym 1 strukturalnym elementem sa mikrotubule (Mt), powstajace
w wyniku polimeryzacji ich podjednostek biatkowych. Podjednostki Mt
cytoplazmatycznych wiaza sie z kolchicyna (ref. [48, 49]), wobec czego
posrednia metoda cytochemiczng badania zmian w zawartosci podjed-
nostek Mt w przebiegu cyklu komdérkowego moze bycC intensywnoSC wia-
zanla 3H- kolchicyny, ktorej] 1 mol w warunkach In vitro wigze sie
z 1 molem tubuliny (blatka Mt). Badania takie przeprowadzone na Kko-

TABELA 5. Zalezno$¢ miedzy zawartoscia chromatyny zwartej
a czasem trwania G2 1 mitozy w kolejnych pokoleniach nici
spermatogenicznych Chara vulgaris L. (Olszewska*)

Powilerzchnia _
Czas trwanila

_ _ chromatyny
Stadium rozwoju zwartej w pézne; g2+t m
G2, (Im2 [29]
2-komorkowe 3,0£0,76 35
4-komorkowe 3,8+0,48 25
8-komorkowe 4,8+0,42 19
16-komorkowe 7/,6+0,64 12

32-komorkowe 9,3+0,52 7
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morkach ssakdow nie doprowadzity do jednoznacznych wynikow, tj.
stwierdzano ciagta synteze biatka Mt w cyklu komdérkowym lub prze-
ciwnie — gtownie lub wytacznie w fazie G2 (ref. [73]). W komodrkach nici
spermatogenicznych Chara vulgaris radioaktywnos¢c wynikajaca z wia-
zania 3H- kolchicyny jest proporcjonalna do zawartosci cytoplazmy 1 ukta-
da sie w przebiegu cyklu komorkowego podobnie, jak ma to miejsce
w wyniku witaczania aminokwasow radioaktywnych, a wiec zwieksza sie
gtownie w fazie G2, dodatkowe zwiekszenie radioaktywnosci nastepuje
Juz po zainicjowaniu mitozy |71, 73].

Zdaniem Mazia [61], wspolnym mechanizmem dla inicjacji formo-
wania wrzeciona (polegajacego na przemieszczeniu sie Istniejacych Mt
| wytwarzaniu nowych Mt z podjednostek) I kondensacji chromatyny moze
byC obnizenie wewnatrzkomodorkowej zawartosci jonow Ca. Jest to tylko
pozornie sprzeczne z pogladem, ze jony Ca powoduja sklejanie chroma-
tyny przypominajace kodensacje, innym bowiem procesem jest uporzad-
kowana kondensa