
POLSKIE 
TOWARZYSTWO 
ANATOMICZNE

TOM 3 ■ NR 3
1976 (161-286)

PWN - WARSZAWA



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 3, NR 3, 1970

Kwartalnik
Polskiego Towarzystwa Anatomicznego 
wydawany z pomocą finansową 
Polskiej Akademii Nauk

Redaguje Kolegium

Jerzy KAWIAK, Wincenty KILARSKI, Jan MICHEJDA, Maria OLSZEWSKA

Komitet Redakcyjny

Jadwiga ACKERMAN, Leszek CIECIURA, Jerzy KAWIAK, Wincenty KILARSKI, 
Jan MICHEJDA, Maria OLSZEWSKA, Stanisław ZAWISTOWSKI

Adres Redakcji

Centrum Medyczne Kształcenia Podyplomowego, ul. Marymoncka 99, 
01-813 Warszawa

Państwowe "Wydawnictwo Naukowe — Oddział we Wrocławiu 1976
Wydanie I. Nakład 41G-|-104 egz. Ark wyd, 11. Ark. druk. 7’;s + wkl. Papier druk. sat. III kl. 
80 g, 70 X 100 em. Oddano do składania w kwietniu 1976. Podpisano do druku w lipcu 1976. 
Druk ukończono w sierpniu 1976. 7.am. 223.'76 — L-12. Cena zł 20,—

Wrocławska Drukarnia Naukowa, Wrocław, ul, Lelewela 4

http://rcin.org.pl

http://rcin.org.pl


POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 3, NR 3, 1976 (161-234)

NOWE KIERUNKI W HODOWLI TKANEK I KOMÓREK 
ROŚLINNYCH IN VITRO

Ewa BARTKOWIAK

Instytut Genetyki i Hodowli Roślin SGGW w Warszawie

Streszczenie. Artykuł obejmuje zestawienie dotychczasowych osiągnięć w zakresie 
hodowli haploidów i protoplastów roślinnych. Omawiane są również możliwości 
wykorzystania metod in vitro w badaniach teoretycznych, ze szczególnym uwzględ
nieniem zagadnień genetycznych.

WSTĘP

Obecny stan wiedzy na ternat molekularnych podstaw działania genu 
i mechanizmów ekspresji genetycznej opiera się w głównej mierze na 
analizie tych zagadnień u mikroorganizmów. Stanowią one systemy, 
w których zależność między genem a cechą jest stosunkowo prosta i ze 
względu na poziom haploidalny łatwa do uchwycenia. Możliwość two
rzenia przejściowego stanu diploidalnego pozwala na badanie zjawisk 
komplementacji i rekombinacji, a krótki cykl życiowy ułatwia otrzymy
wanie dużych populacji w warunkach laboratoryjnych.

U organizmów wyższych, a więc również roślin, możliwość zastoso
wania metod biologii molekularnej do analizy genetycznej jest w dużym 
stopniu ograniczona, przede wszystkim ze względu na kompleksowość 
procesów rozmnażania i rozwoju, długi cykl życiowy oraz poziom diploi- 
dalny uniemożliwiający bezpośrednią ekspresję wszystkich genów. Ba
danie zjawisk rekombinacji wewnątrzgenowej czy wykrycie określonych 
mutacji biochemicznych wymaga olbrzymiej liczebności potomstwa i za
stosowania odpowiednio czułych metod w ściśle kontrolowanych warun
kach, co w przypadku populacji roślinnych jest trudne do zrealizowania.

Jakkolwiek można się spodziewać, że mechanizmy podstawowych
zjawisk genetycznych u organizmów wyższych i mikroorganizmów są 
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podobne, przeprowadzenie między nimi analogii nawet na poziomie ko
mórkowym nie jest możliwe. Decyduje o tym, z jednej strony, odręb
ność strukturalna i funkcjonalna komórek pro - i eukariotycznych, z dru
giej strony, całkowicie różny poziom organizacji, co oznacza, że pewne 
procesy będą w ogóle nieporównywalne. Przede wszystkim w obrębie 
organizmu komórki nie funkcjonują niezależnie od siebie, każda z nich 
jest częścią składową jednostki wyższego rzędu jaką jest tkanka czy 
organ. Określona sekwencja bodźców egzo - i endogennych wyzwala od
powiednie reakcje, indukując rozwój w takim a nie innym kierunku. 
Informacja genetyczna zawarta w ogranizmie nie jest przez cały czas 
i we wszystkich komórkach jednakowo wykorzystywana, w kolejnych 
etapach ontogenezy funkcjonują tylko niektóre geny. Ekspresja genów 
na poziomie komórkowym będzie więc uzależniona od nadrzędnej kon
troli, podporządkowana zintegrowanej regulacji wewnątrz organizmu. 
Ciekawe byłoby zatem poznanie mechanizmów ekspresji genetycznej 
i charakteru egzo - i endogennych bodźców związanych z kontrolą aktyw
ności genów w procesach różnicowania i rozwoju.

Możliwość eksperymentalnego badania tych zagadnień stwarza ho
dowla izolowanych komórek roślinnych w warunkach sztucznych. Bodź
cem rozwoju metod hodowli in vitro stała się hipoteza totipotencji ko
mórek. Zakłada ona, że skoro wszystkie komórki organizmu mają taki 
sam skład genetyczny, każda z nich, podobnie jak zygota, powinna być 
potencjalnie zdolna do wytworzenia całego skomplikowanego organizmu. 
W ostatnich latach uzyskano pełne potwierdzenie totipotencji komórek 
roślinnych i to zarówno diploidalnych, jak i haploidalnych [161, 182, 284,
381, 411], Okazało się, że nawet wysoko wyspecjalizowane komórki
w warunkach in vitro nabierają charakteru merystematycznego i zdolne 
są do odtworzenia całego procesu rozwojowego. Odróźnicowanie komó
rek następuje oczywiście w ściśle określonych warunkach. Jednym z pod
stawowych jest odizolowanie komórek od endogennego wpływu tkanek 
czy organów, w których się znajdowały. Drugim warunkiem jest do
starczenie im odpowiednich czynników i bodźców, podobnych do tych, 
jakie kierują rozwojem in vivo. Izolowane komórki nie podlegają wpraw- 
dzie endogennym ograniczeniom, 
wymagań. Zatem do odtworzenia 
dodatkowe bodźce uruchamiające 
odpowiednie kombinacje różnych 
waga hormonalna, światło i jego

mają natomiast szereg egzogennych 
procesów rozwojowych konieczne są 
ich metabolizm. Istotne są nie tylko 
bodźców (składniki pożywki, równo- 
intensywność, długość dnia, tempera -

tura itd.), ale również ich określona sekwencja. Dopiero wtedy możliwe 
jest przeprowadzenie in vitro pełnej sekwencji rozwojowej od komórki 
do organizmu. Możliwość przekształcania pojedynczych komórek w orga
nizm w aspekcie genetycznym oznaczałaby, że zablokowana w wysoce
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wyspecjalizowanych komórkach informacja może być in vitro urucho
miona, a odróżnicowanie komórek musi być związane z derepresją nie- 
transkrybowanych genów. Istnieją zatem metody badania czynników 
ograniczających ekspresję genetyczną komórek roślinnych in vivo i zmian 
molekularnych w procesach odróżnicowania. Hodowla komórek poza or
ganizmem i bez jego wpływu pozwala jednocześnie na zgłębienie bio
chemicznych i fizjologicznych podstaw indukcji różnicowania i rozwoju. 
Niezależnie od tego hodowla izolowanych komórek roślinnych in vitro 
stwarza możliwości bezpośredniego przeniesienia metod analizy gene
tycznej opracowanych dla mikroorganizmów czy zwierzęcych komórek 
somatycznych.

W artykule przedstawiono podstawowe metody i kierunki badań na 
kilku systemach eksperymentalnych (komórki haploidalne, diploidalne 
i protoplasty) oraz perspektywy ich wykorzystania w badaniach teore
tycznych. Zastosowania praktyczne będą tematem odrębnego artykułu.

I. O TRZYM YW ANIE H APLO IDÓ W

Hodując na pożywkach wyizolowane w odpowiednim stadium pylni- 
ki [388, 390] udało się otrzymać u szeregu gatunków rośliny haploidalne. 
Metoda ta polega na wywołaniu dość nietypowego rozwoju mikrospor. 
W warunkach in vivo mikrospory rozwijają się w ziarna pyłku, nato
miast in vitro mogą przekształcić się w wielokomórkowe zarodki lub 
tworzyć kalus. Następuje więc nie tylko zahamowanie normalnego roz
woju. ale i zmiana jego kierunku z gametofitycznego na sporofityczny. 
Zarodki przechodzą kolejne etapy porównywalne do normalnej embrio- 
genezy (stadia: globularne, sercowate, torpedowate, liścieniowe), nato
miast kalus można pobudzić do różnicowania i tą drogą doprowadzić do 
powstania roślin haploidalnych pochodzenia androgennego.

W tabeli 1 zestawiono dotychczasowe próby indukcji rozwoju ha- 
ploidalnego i ich rezultaty. Pełną regenerację mikrospor w rośliny udało 
się uzyskać u 50 gatunków. U pozostałych osiągnięto jedynie pewne 
etapy rozwoju, począwszy od inicjacji podziałów w mikrosporach, po
przez nieuorganizowany lub zdolny do różnicowania kalus, aż do ha
ploidalnych siewek. U Nicotiana, gdzie możliwe jest uzyskanie odpo
wiednio dużych populacji roślin haploidalnych. przeprowadza się bada
nia przydatności metod i otrzymanych haploidów do prac genetycznych. 
Obserwacje te dotyczą stabilności genetycznej haploidów, ekspresji róż
nych genów na poziomie di - i haploidalnym [48, 70, 72, 74, 266, 269, 
270, 297, 418] oraz segregacji genów w potomstwie otrzymanych tą 
drogą form homozygotycznych i ich porównania z potomstwem pocho-
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dzącym z krzyżowania linii czystych, uzyskanych za pomocą metod kon
wencjonalnych. Wyniki tych badań wskazują, że androgenne rośliny 
zachowują się jak normalne, otrzymywane przez krzyżowanie i selekcję 
formy, mają więc perspektywy dalszego wykorzystania.

Mimo że u wielu gatunków udało się osiągnąć przynajmniej pierw
sze etapy androgenezy, hodowla haploidów in vitro napotyka szereg 
trudności. Indukcja kalusa pyłkowego jest zjawiskiem częstym, ale 
w wielu przypadkach jego rozwój po pewnym czasie zostaje zahamo
wany, czy też ma on ograniczone zdolności organogenezy. U szeregu 
gatunków próby indukcji rozwoju haploidalnego nie dały żadnych w y
ników. Jednym  z problemów jest również powstawanie roślin o różnym 
poziomie ploidalności. Ponadto duży procent haploidów szczególnie u roś
lin jednoliściennych stanowią formy albinotyczne. Dlatego też prowadzi 
się szczegółowe badania dotyczące czynników odgrywających rolę w in
dukcji, jej mechanizmów i możliwości udoskonalenia metod w arunku
jących efektywniejszą indukcję.

1. C Z Y N N IK I IN D U K C J I  R O Z W O JU  H A P L O ID A L N E G O

a. Skład chemiczny pożywki. Z tabeli 1 wjmika, że wybór podsta
wowych pożywek dla pylników jest dość ograniczony. Są to pożywki 
normalnie stosowane w hodowli tkanek roślinnych [31, 36, 152, 237, 262, 
267, 432] czy też opracowane na ich podstawie dla haploidów. Dla po
szczególnych gatunków stosuje się jednak różne modyfikacje lub kom
binacje tych pożywek, a optymalne stężenia i proporcje różnych skład
ników dobiera się na ogół indywidualnie. Substancje nieorganiczne nie 
odgrywają zasadniczej roli, ale np. dosyć istotne jest źródło żelaza, 
szczególnie w przypadku bezpośredniej embriogenezy mikrospor. Nie
dobór żelaza hamuje bowiem rozwój zarodków [290] na etapie stadium 
globularnego. Żelazo podaje się nie w postaci soli nieorganicznych, ale 
chelatów. Zwykle są to sole kwasu etyleno - dwuaminotetraoctowego 
(EDTA), stwierdzono jednak, że u niektórych gatunków częstość zarod
ków znacznie wzrasta [344, 378, 380] po zastosowaniu soli kwasu etyle- 
nodwuamino - di - O - oksyfenyloctowego (EDDOA) czy kwasu etyleno- 
dwuamino - di - O - hydroxyfenyloctowego (EDDHA). Dobranie składni
ków organicznych i ich koncentracji jest trudniejsze, ponieważ mogą one 
spełniać kilka funkcji jednocześnie. Dość istotną rolę odgrywa stężenie 
sacharozy. Najistotniejsze jest jednak ustalenie równowagi hormonalnej 
(wzajemny stosunek auksyn i cytokinin) ze względu na wzajemne inter
akcje między tymi substancjami. Odpowiednie stężenia różnych typów 
regulatorów wzrostu mogą wpływać na rozwój w określonym kierunku. 
Często stosuje się naturalne ekstrakty bogate w składniki hormonalne
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(wyciągi z bielma, mleko kokosowe itd.). Ich skład jest jednak niezbyt 
ściśle określony, co utrudnia kontrolę procesów indukcji, dlatego sto
suje się je raczej tylko w przypadkach, kiedy syntetyczne regulatory
wzrostu nie dają pożądanych wyników. Najkorzystniejsze byłoby sto
sowanie całkowicie syntetycznych pożywek, ponieważ daje to możliwość 
precyzyjnego operowania poszczególnymi składnikami.

W badaniach wstępnych dla danego gatunku stosuje się pożywki 
o prostym i ubogim składzie, zapewniające zachowanie żywotności mi
krospor. Dopiero w następnych etapach wprowadza się wzbogacone 
stopniowo pożywki, warunkujące inicjację podziałów w mikrosporach. 
Po otrzymaniu kalusa lub zarodków następuje zmiana pożywek w celu 
dalszego różnicowania. Ich skład jest również odmienny dla poszcze
gólnych gatunków, ale ustala się go na podobnych zasadach.

#

b. Tem peratura i światło. Warunki w jakich prowadzi się hodowlę 
odgrywają również pewną rolę, a wymagania zmieniają się w zależności 
od obiektu. Zakres stosowanych tem peratur waha się 23-28°C, najczęś
ciej stosowana tem peratura wynosi około 25°C. Temperatura wpływa 
ponadto na długość okresu między wyszczepieniem pylników a otrzy
maniem siewek. Światło jest u niektórych gatunków bardziej, u innych 
mniej istotne [80, 121, 198, 216]. Pierwsze etapy hodowli przeprowadza 
się na ogół w ciemności, później stosuje się światło o różnym natężeniu. 
Po zainicjowaniu podziałów mikrospor korzystne dla dalszego różnico
wania jest stosowanie zmiennych cyklów światła i ciemności o różnej 
dla poszczególnych gatunków długości. W zależności od warunków świa
tła i tem peratury  mogą zmieniać się wymagania wzrostowe, a od składu 
pożywki może zależeć reakcja tkanek na warunki hodowli.

c. Stadium rozwojowe mikrospor w momencie wyszczepienia pylni
ków na pożywkę. Dla większości gatunków za optymalne uważa się sta
dium jednojądrowych mikrospor. Określenie to nie jest jednak zbyt 
precyzyjne, ponieważ stadium to trw a stosunkowo długo. Ponadto po 
rozpadzie te trad  nie ma już w pylniku ścisłej synchronizacji i poszcze
gólne mikrospory mogą znajdować się na różnych etapach cyklu ko
mórkowego, stąd też reakcja ich na warunki androgenezy może być 
niejednakowa. Dla pewnych gatunków, takich jak Vitis  [148] i Digita
lis [82] optymalne dla indukcji jest stadium tetrad. Z kolei u Lycoper- 
sicum  [147] kalus wytwarzał się w pylnikach wyszczepionych w stadium 
mejozy. Przypadki te nie podważają jednak ogólnej reguły, ponieważ 
u Lycopersicum  mejoza kończyła się w warunkach in vitro, natomiast 
u pozostałych gatunków nie podano, czy kalus tworzył się w obrębie 
tetrad, czy też po ich rozpadzie, z mikrospor.

Najściślej ustalono optymalne stadium indukcji dla Nicotiana [388]
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i Datura [296]. Jest to faza tuż przed lub po pierwszej mitozie mikro- 
spor i zbiega się ona z niską zawartością metabolitów i wysoką aktyw 
nością jądra. Wskazują na to również dane, że ziarna zawierające skro
bię nie dzielą się i nie biorą udziału w procesach androgenezy [20, 286, 
344]. Zdaniem niektórych autorów wybór odpowiedniego stadium roz
woju mikrospor jest w indukcji decydujący. Świadczą o tym obserwacje, 
że w pylnikach zawierających pyłek w optymalnym stadium zarodki 
mogą rozwijać się na różnych typach pożywek czy też pożywkach o bar
dzo prostym składzie [319], Stadium rozwojowe mikrospor wpływa rów
nież w pewnym stopniu na poziom ploidalności roślin otrzymywanych 
przez bezpośrednią embriogenezę.

d. Warunki wewnątrz pylnika. Różna reakcja pylników na te same 
wąrunki oraz fakt, że tylko niektóre mikrospory w obrębie pylnika 
podlegają procesom odróżnicowania wskazuje, że czynniki indukcji mogą 
mieć również charakter endogenny. Zagadnienia te zostaną poruszone 
w innych częściach artykułu.

e. Wiek, stadium rozwojowe oraz stan fizjologiczny roślin, z k tó
rych pobiera się pylniki. Efektywność indukcji jest najwyższa, jeżeli 
hoduje się pylniki roślin znajdujących się w początkowych okresach 
kwitnienia lub w pełni kwitnienia. W póżnejszych etapach pyłek ma 
mniejszą żywotność i ograniczone zdolności w kierunku androgenezy. 
Ponadto pod koniec okresu kwitnienia zwiększa się częstość nieprawidło
wych podziałów w tkance sporogennej pylnika [73], co może mieć bez
pośredni związek z powstawaniem niehaploidalnych roślin.

f. Droga indukcji. Jak  już wspomniano w hodowli pylników in vitro 
istnieją dwa typy indukcji rozwoju haploidalnego: w wyniku przekształ
cania się mikrospor w zarodki lub też z kalusa wytwarzanego przez
mikrospory.

Z genetycznego punktu widzenia bardziej pożądana byłaby bezpo
średnia embriogeneza mikrospor. Otrzymane w ten sposób haploidy mia
łyby określony skład genetyczny, byłyby więc bardziej przydatne do 
badań. W przypadku powstawania roślin z kalusa podłoże genetyczne 
jest trudniejsze do ustalenia. W związku z niestabilnością cytologiczną 
komórek kalusa mogą powstawać rośliny o różnym poziomie ploidal
ności czy nawet chimery. Ponadto rozrost kalusa wewnątrz pylników 
utrudnia rozwój i izolowanie skupisk komórek oraz ich obserwację. Za
chodzi również niebezpieczeństwo rozwoju kalusa z tkanek somatycz
nych i mieszania się komórek różnego pochodzenia.

. Wydaje się jednak, że typ indukcji zależy od warunków hodowli. 
Na stabilność cytologiczną komórek kalusa wpływa szereg czynników [14]. 
W kalusie zdolnym do różnicowania, odchylenia od prawidłowego prze-
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biegu podziałów są rzadsze. Istotny więc byłby czas hodowli oraz prze
noszenie kalusa na świeże pożywki [276, 277, 426], ponieważ z wiekiem 
hodowli obniżają się zdolności morfogenetyczne. To samo dotyczyłoby 
możliwie wczesnego izolowania zarodków [346]. Ponadto typ indukcji 
może być do pewnego stopnia regulowany składem pożywki. Na przy
kład u niektórych gatunków [346] wysoki poziom potasu powoduje od
chylenia od haploidalnej liczby chromosomów, a niektóre chelaty [344, 
378] ograniczają rozwój kalusa. Wiadomo również, że częstość niepra
widłowych podziałów komórek in vitro zależy od typu regulatorów 
wzrostu i ich stężenia. Ponadto w wielu przypadkach indukcji za po
średnictwem kalusa, pierwsze etapy podziałów mikrospor [62, 155, 430]
przebiegają w sposób podobny jak w przypadku bezpośredniej embrio- 
genezy. Pewne obserwacje wskazują, że dopiero na pewnym etapie
rozwoju mikrospor następuje przekształcanie się wytworzonych komó
rek w kalus. Z kolei u Nicotiana, gdzie bezpośrednia embriogeneza zia
ren pyłku jest regułą, obserwuje się niekiedy recesję na kalus [106, 389], 
którą można usunąć wycofaniem niektórych substancji wzrostowych 
z pożywki. Indukcja w kierunku kalusa czy embriogenezy może zatem 
być kwestią odpowiedniej równowagi hormonalnej między egzo - i endo
gennymi regulatorami wzrostu w pierwszych stadiach rozwoju i istnieją 
pewne możliwości indukcji w pożądanym kierunku drogą dodawania lub 
usuwania różnych substancji z pożywki na określonych etapach hodowli.

W związku z intensywnym rozrostem kalusa, również z tkanek so
matycznych, powstał problem ograniczenia jego rozwoju. Natomiast 
wobec braku stabilności cytologicznej komórek kalusa zachodzi koniecz
ność opracowania metod utrzymania jego haploidalności. W tym celu 
stosuje się parafluorofenyloalaninę (PFP) używaną do haploidyzacji 
grzybów; u roślin analog ten powoduje somatyczną redukcję liczby 
chromosomów [295], Mechanizm działania PFP mimo szeregu badań nie 
został wyjaśniony [274, 375, 431], Istnieją jednak pewne dane świad
czące o możliwości zastosowania PFP w celu wybiórczej selekcji haploi- 
dalnych linii kalusa. Porównawcze obserwacje dotyczące wzrostu, liczby 
chromosomów i zawartości DNA w di - i haploidalnym kalusie N. taba- 
cum  [158, 159, 191, 278] i N. glauca X N. langsdorjii [377] na pożywce 
z P FP  wykazały, że analog ten zapobiega diploidyzacji haploidalnego 
kalusa oraz powoduje częściową haploidyzację lub zahamowanie wzro
stu kalusa diploidalnego. Dane te nie znalazły jedynie potwierdzenia 
w przypadku kalusa N. sylvestris [98]. Na podstawie obserwacji doty
czących wpływu PFP  na różne linie haploidalnego kalusa, autorzy su
gerują, że wrażliwość na działanie tego analoga uwarunkowana jest nie 
tylko przez poziom ploidalności komórek, ale również przez genotyp.
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g. Tło genetyczne. Pozytywne wyniki indukcji u niektórych gatun
ków, a negatywne u innych wskazują, że różne genotypy odmiennie 
reagują na warunki androgenezy. Na przykład w rodzaju Nicotiana [286] 
indukcja jest łatwiejsza w przypadku gatunków poliploidalnych czy też 
pochodzenia mieszańcowego. Często również możliwe jest otrzymanie 
haploidów mieszańca międzygatunkowego [204, 222, 294], a podobne pró
by u form rodzicielskich nie dają wyników. Porównanie szeregu gatun
ków w obrębie rodzaju Oryza [155, 156] wykazało, że gatunki pierwot
niejsze lepiej reagują na warunki indukcji. Różna reakcja poszczególnych 
odmian, linii czy mutantów w obrębie jednego gatunku [48, 287, 305, 
320, 384] wskazuje, że genotyp jest w tym  procesie istotnym czynni
kiem.

%

Według niektórych badaczy [313] możliwość indukcji rozwoju ha- 
ploidalnego wiąże się z określonymi warunkami wewnątrz i w otoczeniu 
pylnika. W normalnych warunkach in vivo mikrospory rozwijają się 
zgodnie z planem w gametofit męski. Natomiast in vitro lub przy zmia
nie warunków in vivo tendencja rozwoju gametofitycznego zostaje osła
biona lub zahamowana. Jednym  z czynników indukcji może być zatem 
neutralizacja tej tendencji. Jeżeli zahamowanie normalnego rozwoju ga
metofitycznego jest całkowite, następuje przekształcanie się mikrospor 
w zarodki; natomiast jeżeli następuje tylko osłabienie normalnej tenden
cji rozwojowej, powstaje z nich niezróżnicowany kalus. Być może u ga
tunków, dających negatywne wyniki indukcji androgenezy in vitro, uw a
runkowana genetycznie tendencja rozwoju gametofitycznego jest tak 
silnie ustabilizowana, że nie reagują one na żadne czynniki. W takich 
przypadkach indukcja mogłaby stać się możliwa przez poddanie roślin, 
pączków czy pylników warunkom znacznie odbiegającym od normal
nych. Czynnikami zwiększającymi efektywność indukcji mogłyby być:

1. Szoki termiczne: dla roślin, u których mikrosporogeneza zachodzi 
w wyższej temperaturze, skuteczne byłyby szoki tem pratury  niższej 
i odwrotnie. Badania Noreel [296] wykazały, że u N. tabacum  podziały
mikrospor są częstsze jeżeli rośliny, z których pobiera się pylniki prze
chowuje się przez pewien czas w temperaturze 3°C. Metoda ta znalazła 
również zastosowanie przy pobudzaniu do podziału izolowanych mikro
spor.

2. Egzogenne regulatory wzrostu: w zależności od stadium rozwojo
wego czy pozycji pąka kwiatowego na roślinie, poziom endogennych sub
stancji wzrostowych może być różny. Celowe byłoby zatem pobieranie 
pylników z określonych części kwiatostanu, lub można by zastosować 
spryskiwanie pączków substancjami wzrostowymi na pewien okres przed 
wyszczepieniem pylników. Badając wpływ spryskiwania roślin Ethre-
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lem u Triticum, Bennett i Hughes [19] stwierdzili m.in. obecność dodat
kowych mitoz w ziarnach pyłku. Zastosowanie tej metody w hodowli 
pylników in vitro u Allium, Lotus, Lycopersicum, Capsicum, Medicago
i Tradescantia nie dało jednak wyników [99]. U żadnego z badanych 
gatunków nie uzyskano zwiększenia częstości podziałów mikrospor w po
równaniu z kontrolą; obserwacje mikroskopowe świadczyły raczej o nie
normalnym przebiegu podziałów ziaren pyłku niż o indukcji podziałów 
dodatkowych. Hodowla pylników Triticum aestivum  [321] wykazała na
tomiast, że częstość tworzenia kalusa z ziaren pyłku zależna jest od 
pozycji pylników w obrębie kłosa.

3. Wykorzystanie cechy męskiej sterylności: ponieważ u roślin męs
ko sterylnych normalny rozwój mikrospor jest zahamowany, tendencję 
w kierunku rozwoju gametofitycznego można uznać za osłabioną. W in
dukcji androgenezy in vitro mogłaby być to cecha pożądana. Dotych
czas udało się otrzymać haploidy u częściowo sterylnego mieszańca Fe
st uca X Lolium  [294] oraz u męsko sterylnych form pszenicy [320, 321]. 
Ponadto wykazano [21], że izolowane mikrospory N. tabacum  hodowane 
w kontakcie z pylnikami męsko sterylnej formy Petunia hybrida dzielą 
się z wyższą częstością niż w kontakcie z pylnikami normalnymi.

4. Mutageneza: w pylnikach roślin napromieniowanych obserwowa
no często androgenny rozwój mikrospor; również zapylając rośliny na
promienionym pyłkiem otrzymywano rośliny haploidalne. W androge- 
nezie in vitro stymulacja za pomocą promieniowania mogłaby zwiększać 
częstość indukcji. Sugestie te znalazły potwierdzenie w indukcji andro
genezy u Nicotiana [95, 96, 97] i Secale [382].

5. Wirowanie: badanie wpływu różnych czynników na różnicowanie 
się ziaren pyłku u Lilium  [172] wykazało, że wirowanie pylników po
woduje przemieszczenie organelli, zmianę biegunowości komórek i nie
prawidłowy przebieg mikrosporogenezy. Wirowanie pylników Nicotiana 
przed ich wyszczepieniem in vitro [403] powodowało, że zarodki tworzyły 
się z większą częstością i średnia liczba siewek z pylnika w porównaniu 
z kontrolą była wyższa. Tą samą metodą udało się zaindukować rozwój 
kalusa z pyłku u Pinus [33].

2. M E T O D Y  D I P L O I D Y Z A C JI I  R O Z M N A Ż A N IA  H A P L O ID O W

In vitro otrzymuje się zwykle zbyt małą ilość haploidalnych roślin, 
co ograniczałoby ich szersze zastosowanie. Opracowano więc szereg me
tod rozmnażania haploidów w celu uzyskania dużych populacji. Są to 
metody rozmnażania wegetatywnego [215, 344], regeneracji z meryste- 
mów wierzchołkowych [344, 346], hodowli in vitro fragmentów roślin 
[95, 344], kalusa [288] oraz izolowanych komórek [202],
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Ponieważ rośliny haploidalne są z reguły sterylne, zachodzi ko
nieczność przywrócenia ich płodności. Podwojenie liczby chromosomów 
indukuje się działaniem kolchicyny we wczesnych stadiach rozwoju roś
lin [49, 402] lub dodaniem jej do pożywki zawierającej komórki haploi
dalne [346]. Często diploidyzacja zachodzi in vitro samorzutnie we wczes
nych stadiach rozwoju mikrospor [391] lub w kalusie [225, 288].

3. PO ZIO M  P L O ID A L N O Ś C I R O Ś L IN  O T R Z Y M Y W A N Y C H  Z H O D O W L I P Y L N IK Ö W
IN  V IT R O

Okazało się, że nie tylko w przypadku indukcji poprzez kalus, ale 
również w bezpośredniej embriogenezie powstają rośliny o różnym po
ziomie ploidalności. Aby zbadać podstawy tego zjawiska przeprowadzono 
szczegółowe badania w obrębie jednego gatunku [111], a następnie wśród 
kilku gatunków [113]. Stwierdzono, że poziom ploidalności roślin zależy 
w pewnym stopniu od stadium rozwojowego pąka w momencie wyszcze- 
piania pylników; im stadium rozwojowe jest późniejsze, tym wyższy 
jest poziom ploidalności otrzymanych roślin. W dalszych badaniach 
stwierdzono, że zjawisko to przejawia się u poszczególnych gatunków 
w różnym stopniu. Analiza trzech spokrewnionych ze sobą gatunków 
wykazała, że u Nicotiana tabacum  występuje zawsze przewaga haploi
dów, u Datura innoxia — osobniki o liczbie chromosomów ln-3n, nato
miast u Petunia axillaris przeważnie triploidy. Przypuszczano zatem, 
że mechanizmy powstawania niehaploidalnych roślin u poszczególnych 
gatunków mogą być różne i zależne od wielu czynników. Rozwój roślin 
d i - i  triploidalnych tłumaczono zjawiskami endomitozy lub zlania jąder 
we wczesnych stadiach embriogenezy. Sugestie te znalazły potwierdze
nie w analizie cytologicznej początkowych stadiów rozwoju mikrospor 
in vitro u Nicotiana, Datura i Paeonia [391, 392]. Podsumowując wyniki 
tej analizy i dane dotyczące kilku innych gatunków, opisano trzy typy 
podziału jądra mikrospory w warunkach in vitro:

a. Asymetryczny (u Nicotiana, Hordeum, Datura metel, Triticum  
aestivum, Capsicum annuum, Paeonia hybrida), w którym jądro wegeta
tywne uczestniczy w androgenezie. Jądro generatywne nie bierze udziału 
w tym procesie, nie dzieli się w ogóle, lub jego podziały są opóźnione 
w stosunku do jądra wegetatywnego, a produkty podziału zwykle dege
nerują. Powstanie diploidów w tym przypadku tłumaczy się endomitozą 
w komórce wegetatywnej ziarna pyłku.

b. Symetryczny (u Nicotiana, Datura innoxia, Triticum aestivum, 
Triticale, Capsicum annuum), w którym  jądro mikrospory nie dzieli się 
na wegetatywne i generatywne, ale na dwa jednakowe jądra. Powstanie 
takich „odróżnicowanych” jąder związane jest z określoną pozycją wrze
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ciona podziałowego, które umieszczone jest w komórce bardziej central
nie [290] niż przy normalnym podziale jądra mikrospory. Działanie nis
kiej tem peratury  przed wyszczepianiem pylników [284] zwiększa pro
porcję tego typu ziaren. Niepełna cytokineza po podziale takich jąder 
lub wytworzenie wspólnego wrzeciona może doprowadzić do ich zlania 
i wytworzenia diploidalnych zarodków.

c. Jednoczesne podziały zarówno jądra wegetatywnego, jak i gene- 
ratywnego, prowadzące z reguły do powstawania zarodków o wyższym 
niż 2n poziomie ploidalności. Po replikacji DNA przed mitozą jądra ge- 
neratywnego może dojść do zlania z jądrem wegetatywnym i powstania 
zarodków triploidalnych. Zachodzi również możliwość jednoczesnego wy
stąpienia endomitoz i zlewania jąder w wyniku czego powstają zarodki 
tetra - i heksaploidalne. Ten typ rozwoju mikrospor stwierdzono tylko 
u Datura innoxia, ale przypuszcza się, że występuje również w przypad
ku innych gatunków tworzących zarodki o niehaploidalnej liczbie chro
mosomów.

Wydaje się, że jakkolwiek wszystkie typy podziału mikrospor są 
funkcjonalne, to który z nich w danym przypadku daje początek embrio- 
genezie może zależeć od gatunku, warunków hodowli, fazy cyklu komór
kowego w jakiej znajdują się mikrospory oraz warunków w obrębie 
pylnika i wzajemnej konkurencji komórek wynikającej z pozycji w pyl- 
niku, polarności mikrospor, płaszczyzny podziału jąder itd. Selekcja 
mikrospor potencjalnie androgennych i zarodków o różnym poziomie 
ploidalności byłaby zatem wieloczynnikowa.

4. FO R M Y  A L B IN O T Y C Z N E

Duży problem w hodowli haploidów stanowią rośliny bezchlorofilo- 
we, które przeżywają tylko do pewnego stadium rozwoju, są więc bez
użyteczne.

Z badań nad różnicowaniem się chloroplastów in vitro u wielu ga
tunków wynika, że warunki hodowli są krytyczne dla prawidłowego 
rozwoju plastydów i syntezy chlorofilu w hodowanych komórkach i tkan
kach. Dosyć ważną rolę w tych procesach odgrywa koncentracja sacha
rozy i typ oraz stężenie egzogennych auksyn. Na przykład 2,4D hamuje 
syntezę chlorofilu [86], a podobny efekt wywołuje duże stężenie sacha
rozy w pożywce. Badania u ltrastrukturalne [87, 311] wykazały jedno
cześnie, że substancje te powodują nieprawidłowy rozwój lub degene
rację mitochondriów i plastydów. Po zastąpieniu 2,4D przez odpowiednie 
stężenia NAA nie obserwowano podobnych anomalii. Inne obserwacje 
[183, 217, 367] wykazały, że synteza chlorofilu stymulowana jest przez 
cytokininy lub cukry proste, w przeciwieństwie do złożonych.
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Podobne zależności mogą mieć miejsce w hodowli haploidów. Clap- 
ham [63] stwierdził wyraźny wpływ dużej zawartości sacharozy na czę
stość pojawiania się form albinotycznych u haploidów jęczmienia. Ba
dania u ltrastrukturalne albinotycznych haploidówT ryżu [386] wykazały, 
że w tkance liści występują plastydy, ale nie rozwijają się one w nor
malne chloroplasty. Prawidłowe różnicowanie chloroplastów zależne jest 
również od warunków świetlnych i wilgotności. W przypadku zatem w y 
stępowania omawianych trudności konieczne jest przeprowadzanie odpo
wiednich obserwacji i ich ścisła korelacja z warunkami hodowli.

5. A N A L I Z A  P IE R W S Z Y C H  E T A P Ó W  A N D R O G E N E Z Y

Na gatunkach, u których metody otrzymywania haploidów zostały 
już dobrze opracowane, przeprowadza się badania dotyczące zmian cy
tologicznych, cytochemicznych i u ltrastrukturalnych, podczas androgen- 
nego różnicowania się mikrospor. Celem tych prac jest poznanie mecha
nizmów komórkowych kierujących procesem indukcji, a tą drogą uła
twiona byłaby również eksperymentalna kontrola procesu androgenezy 
in vitro.

Obserwacje mikroskopowe embriogennych i nieembriogennych zia
ren  pyłku Nicotiana [388, 430] wykazały, że różnią się one morfologicz
nie. Następuje przede wszystkim zmiana intensywności zabarwienia ko
mórek po reakcji Feulgena; ziarna nieembriogenne, podobnie jak ziarna 
pyłku w warunkach naturalnych, mają ciemno zabarwioną cytoplazmę, 
z dużą ilością skrobi i słabo widoczne jądra. Natomiast w ziarnach em
briogennych cytoplazma nie barwi się, a jądra stają się wyraźnie wi
doczne. Zmiany te mogą być odbiciem różnej aktywności metabolicznej 
poszczególnych typów ziaren. W procesie indukcji następuje również 
reorganizacja strukturalna komórek [415, 416], zanik wakuoli i inten
sywna działalność lizosomów. Organelle komórkowe przesuwają się od 
ścian i grupują wokół jądra. Obserwuje się ponadto uproszczenie s truk
tu ry  plastydów i mitochondriów. Po pierwszym podziale jądra zwiększa 
się liczba mitochondriów i następuje aktywna synteza DNA. Opisane 
zjawiska związane są prawdopodobnie ze zmianą warunków in vivo na 
in vitro i odróżnicowaniem komórek. Przedmiotem szczegółowych badań 
są ponadto zmiany u ltrastrukturalne związane z różną aktywnością jądra 
wegetatywnego i generatywnego w procesie embriogenezy [107-109].

Są również próby ilościowego ujęcia zmian metabolicznych. Prze
prowadzono analizę spektrofotometryczną [23] zawartości kwasów nu
kleinowych i białek w ziarnach pyłku w momencie wyszczepiania oraz 
po pewnym czasie hodowli w ziarnach embriogennych i nieembriogen
nych. W dwu ostatnich typach ziaren zawartość DNA w porównaniu
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z wyjściową była podwojona. Zawartość białek w ziarnach embriogen- 
nych była podobna jak w momencie wyszczepiania, natomiast ilość RNA 
— wyraźnie zredukowana. W ziarnach nieembriogennych stwierdzono 
kilkakrotnie wyższą zawartość RNA i białek w porównaniu z wyjściową. 
Ziarna nieembriogenne zachowują się więc in vitro podobnie jak ziarna 
pyłku w warunkach naturalnych, następuje w nich akumulacja RNA 
i białek. Natomiast indukcja nietypowego rozwoju mikrospor związana 
jest nie tylko z zahamowaniem syntezy RNA i białek, ale również z pew
ną degradacją RNA.

6. M O ŻLIW O ŚĆ  H O D O W L I IZ O L O W A N Y C H  M IK R O SP O R

Praw ie równocześnie z początkiem indukcji androgenezy in vitro 
poprzez hodowanie pylników wyłonił się problem, czy możliwa jest ho
dowla izolowanych mikrospor i regeneracja ich w rośliny haploidalne. 
Szereg prób w tym  kierunku dawał wyniki negatywne, ponieważ na 
tych samych pożywkach, w których indukcja androgenezy w obrębie 
pylnika była możliwa, lub na modyfikacjach tych pożywek izolowane 
mikrospory nie miały zdolności do podziałów [20, 286, 317, 378], Ponadto 
w wielu przypadkach obserwowano w androgennych zarodkach obecność 
pseudowieszadełek [198, 286], co wskazywało, że przynajmniej pierwsze 
stadia embriogenezy są ściśle zależne od dopływu jakichś aktywnych 
substancji pochodzących z tkanek somatycznych pylnika. Próbowano ho
dować izolowane mikrospory w kontakcie z pylnikami [21, 368], ale 
dawało to pozytywne wyniki tylko w sporadycznych przypadkach.

Bliżej nieokreślony „efekt pylnika” został potwierdzony statystycz
nie [317], Próby zidentyfikowania jego charakteru zapoczątkowały inte
resującą serię badań [316, 317]. Przenoszono izolowany w optymalnym 
dla indukcji stadium pyłek jednego gatunku do pylników tego samego 
lub innego gatunku. Zastosowane metody nie wpływały ujemnie na pro
ces androgenezy. W pierwszym etapie wykorzystano dwie odmiany Ni- 
cotiana różniące się cechami morfologicznymi, co pozwalało na odróżnie
nie w bardzo wczesnych stadiach rozwoju formy pochodzące od jednej 
czy drugiej odmiany w obrębie pylnika. Przeprowadzona w obu kierun
kach transplantacja wykazała, że rozwijają się zarówno mikrospory ma
cierzyste, jak i wprowadzone. W dalszych etapach wykonano analogiczne 
próby z transplantacją mikrospor tytoniu do pylników Petunia. I w tym 
przypadku otrzymano podobne wyniki, co wskazywałoby, że androgenny 
rozwój mikrospor jednego gatunku może być pobudzany przez tkanki 
pylników innego spokrewnionego gatunku. W innej serii badań wyka
zano, że funkcje tkanek pylnika mogą być zastąpione przez inne tkanki
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somatyczne. Hodowano izolowane mikrospory N. tabacum w kontakcie 
z fragmentami różnych części kwiatu i liści oraz kalusem N. tabacum  
i Petunia hybrida. Rozwój mikrospor następował tylko w kontakcie 
z kalusem pochodzącym z płatków Petunia. Przy tym sam kalus nie 
miał zdolności do różnicowania, ale stymulował rozwój izolowanych 
mikrospor obcego gatunku. Jakkolwiek wyniki tych badań są ciekawe, 
brak ich interpretacji. Ewentualne wykrycie analogii między składem 
chemicznym kalusa z płatków Petunia  i tkanek somatycznych pylników 
Nicotiana umożliwiłoby identyfikację czynników indukujących rozwój 
izolowanych mikrospor.

Jedną z pierwszych, częściowo skutecznych prób hodowli całkowicie 
izolowanych mikrospor [26] przeprowadzono u Petunia hybrida. Na spe
cjalnie dobranej, nietypowej pożywce udało się doprowadzić rozwój 
mikrospor do stadium globularnego. Pełnym natomiast sukcesem zakoń
czyły się próby indukcji androgenezy w izolowanych mikrosporach
N. tabacum, N. sylvestris i D. innoxia [282-284], Zastosowano w tym  
przypadku działanie niskiej tem peratury na rośliny na pewien okres 
przed wyszczepieniem, następnie izolowane w optymalnym stadium pyl- 
niki hodowano przez krótki czas na normalnie stosowanej do tego celu 
pożywce, w końcu izolowano pyłek do pożywki płynnej z dodatkiem 
ekstraktu z embriogennych pylników. Uzyskano w ten sposób pełną 
regenerację mikrospor w rośliny. W przypadku Nicotiana porównano
ponadto skład chemiczny ekstraktu z pylników nieembriogennych (tuż 
po wyszczepieniu) i embriogennych (po pewnym okresie hodowli). Oka
zało się, że w przeciwieństwie do nieaktywnego, ekstrakt aktywny nie 
zawierał proliny, miał natomiast znacznie wyższą zawartość seryny. Na 
tej podstawie opracowano całkowicie syntetyczną pożywkę, na której 
uzyskano pełną regenerację. Analogiczne wyniki powtórzono na innej 
odmianie Nicotiana [351]. Podobnymi metodami udało się również [94] 
doprowadzić rozwój mikrospor Lycopersicum esculentum  do stadium 
globularnego.

Wyniki tych badań mają dość istotne konsekwencje ponieważ wy
kazały, że możliwa jest indukcja rozwoju mikrospor poza pylnikiem 
i w ostateczny sposób udowodniły totipotencję wysoko wyspecjalizowa
nych komórek sporogennych. Ponadto stanowią one nowy etap w bada
niu czynników indukujących androgenezę. Izolowane mikrospory będzie 
można hodować w innych, mniej optymalnych warunkach, badać ich re
akcję oraz ustalać precyzyjniej warunki indukcji, co w obrębie pylnika 
nie było możliwe. Stwarza to możliwość opracowania systemu kontrol
nego, w którym manipulacja kilkoma zmiennymi czynnikami pozwoliłaby 
na analizowanie dwu alternatywnych warunków, z których tylko jeden 
dawałby androgenezę. Hodowla izolowanych mikrospor stanowi również
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idealny system eksperymentalny do badania efektów mutacji na jedno
rodną genetycznie i haploidalną populację komórek.

Na zakończenie należy jeszcze wspomnieć o innej potencjalnej moż
liwości otrzymywania haploidów drogą izolowania protoplastów z tetrad. 
Badania te nie są jeszcze jednak dostatecznie zaawansowane i zostaną 
omówione w innej części artykułu.

II. HODOW LA PR O TO PLA STÓ W

Próby izolowania protoplastów z różnych tkanek roślinnych prze
prowadzano od dawna. Była to jednak metoda izolacji mechanicznej 
polegająca na rozbiciu tkanki i plazmolizie komórek, umożliwiająca 
otrzymywanie protoplastów tylko ze zróżnicowanych tkanek. Obecnie 
stosowana metoda enzymatyczna [66, 357] pozwala na izolację proto
plastów również ze słabo zwakuolizowanych komórek m e r y s te m a ty c z -  
nych.

Metoda ta polega na poddaniu fragmentów tkanek działaniu enzy
mów rozkładających celulozę i pektyny. Najczęściej stosowane ekstrakty
enzymatyczne pochodzą z bakterii, grzybów i ślimaków. Trawienie enzy
mami przeprowadzane jest w warunkach niezbyt silnej plazmolizy. Ma
ona efekt stabilizujący i powoduje, że komórki stają się mniej podatne 
na szkodliwe działanie preparatów enzymatycznych; zapewnia ponadto
całkowitą izolację protoplastów. W charakterze stabilizatorów osmotycz- 
nych używa się najczęściej sorbitolu lub mannitolu, rzadziej sacharozy. 
Po dokładnym usunięciu enzymów protoplasty oddziela się od pozosta
łości ścian poprzez wirowanie i umieszcza w pożywce stałej lub płynnej. 
Pod warunkiem właściwego stosowania metod izolacji w protoplastach 
następuje stosunkowo szybka regeneracja ścian, a następnie na odpo
wiednich pożywkach — podziały komórkowe i tworzenie kolonii, nie
kiedy nawet kalusa zdolnego do różnicowania.

W tabeli 2 zestawiono dotychczasowe wyniki hodowli protoplastów. 
Udało się je otrzymać z różnych tkanek i u wielu gatunków. W więk
szości przypadków osiągnięto jednak jedynie izolację, rzadziej udało się 
uzyskać podziały protoplastów, w sporadycznych przypadkach nastąpiła 
częściowa regeneracja, a tylko u trzech gatunków otrzymano pełną rege
nerację protoplastów w rośliny. Trudności występujące przy hodowli 
protoplastów stanowią na razie barierę dla szeregu dalszych badań. Tym 
niemniej skuteczna izolacja jest warunkiem wstępnym i zanim inne ba
dania staną się realne, konieczne jest ustalenie wymagań dla poszcze
gólnych gatunków.
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1. W A R U N K I  IZ O L A C JI I H O D O W L I P R O T O P L A S T Ó W

Skuteczność izolacji zależy od wielu parametrów: gatunku, typu 
organu lub tkanki, stanu fizjologicznego i wieku rośliny, charakteru 
i koncentracji stabilizatora osmotycznego, koncentracji enzymów, czasu 
inkubacji, pH, tem peratury  itd. [50, 407]. Oznacza to, że każdy obiekt 
należy analizować oddzielnie pod względem poszczególnych wymagań, 
ale istnieje jednocześnie możliwość operowania dużą ilością wariantów, 
co pozwala na dobranie warunków w zasadzie dla każdego gatunku. 
W izolacji i dalszej hodowli odgrywa rolę szereg czynników, które zo
staną pokrótce omówione. Są to:

a. Źródło komórek: mogą to być zarówno tkanki zróżnicowane, jak 
i merystematyczne, tkanka sporogenna, kalus czy zawiesina komórek 
hodowanych w pożywce płynnej.

Ponieważ metody hodowli in vitro dla niektórych gatunków są już 
opracowane, spodziewano się, że kalus i zawiesina komórek będą dobrym 
źródłem protoplastów. Rozproszenie komórek w zawiesinie stwarza do
godne warunki do penetracji enzymów hydrolitycznych, hodowane in 
vitro tkanki charakteryzują się ponadto większą jednorodnością fizjolo
giczną niż pobrane bezpośrednio z roślin. Okazało się jednak, że proto
plasty wyizolowane z hodowanych komórek i tkanek nie są trwałe i wy
magają do wzrostu i podziałów nieco innych pożywek niż standardowe 
dla hodowli in vitro danego gatunku. Problemy te udało się zresztą 
częściowo rozwiązać. Stwierdzono, że na stabilność protoplastów wpływa 
wiek hodowli, z której pochodzą komórki. Większą żywotność i trwałość 
mają protoplasty wyizolowane z aktywnie rosnącego kalusa czy hodowli 
komórek w fazie logarytmicznej [68], Hodowane komórki można ponadto 
przystosować do warunków wysokiego ciśnienia osmotycznego przeno
sząc je na pewien okres przed usunięciem ścian na pożywki stosowane 
dla protoplastów.

Przy izolowaniu protoplastów z tkanek in situ istotną rolę odgrywa 
stadium rozwojowe, stan fizjolgiczny oraz warunki wzrostu roślin [214, 
314], szczególnie tem peratura i wilgotność. Najlepiej do tego celu nadają 
się rośliny młode, bujne, o odpowiednim turgorze. Poszczególne gatunki 
i odmiany reagują różnie na warunki izolacji i hodowli [259],

b. W arunki degradacji enzymatycznej: stosuje się dwie podstawowe

O b j a ś n ie n ia :  a. E n z y m y :  C — c e lu la z a ,  CL — k o lo n a z a ,  D  — d r ise la z a ,  G  — g lu s u la z a ,  H  —
h e l ik a z a ,  HC — h y d r o c e lu la z a ,  M — m a c e r o z y m  ( p e k t y n a z a ) ,  MC — m e ic e la z a  
( c e lu la z a ) ,  P — p e k t y n a z a ,  P E  — p e k t y n e s t e r a z a ,  P G  — p o l ig a la k t u r o n a z a ,  R — 
r h o z y m ,  Z — z y m o la z a ,
b. P o ż y w k i  j a k  tab . 1. N O  — N i t s c h  i  O h y a m a  (1971), N T  — N a g a ta  i T a k e b e  
(1971), H — H a r a d a  (1973), B M  — B u i  - D a n g  -  H a i M a c k e n z ie  (1973)
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metody trawienia, jednoetapową (działanie mieszaniną celulazy i pekty- 
nazy) i dwuetapową (działanie najpierw pektynazą, a następnie celulazą). 
W niektórych przypadkach wystarcza stosowanie tylko jednego enzymu 
(208, 218, 340, 363] lub konieczne jest stosowanie mieszaniny kilku enzy
mów [89, 214, 238]. Wybór metody degradacji jest dosyć istotny, ponie
waż jej skuteczność zależy od gatunku czy typu tkanki. Ważne jest poza 
tym pH, stężenie enzymu i czas inkubacji. Czas trawienia wynosi od kil
kudziesięciu minut do kilkunastu godzin; dla zachowania żywotności 
protoplastów powinien być możliwie jak najkrótszy. Stosowanie miesza
niny enzymów [427] wymaga dłuższego czasu inkubacji. Degradację ścian 
można przyspieszyć wirowaniem; używanie enzymów odsolonych [119, 210] 
skraca również czas inkubacji. Sukteczność poszczególnych preparatów 
enzymatycznych zależy od obiektu, ale duże znaczenie ma ich czystość, 
brak zanieczyszczeń lipazami lub proteazami, które wpływają ujemnie 
na żywotność i regenerację protoplastów. Ujemny wpływ zanieczyszczeń
można zmniejszyć dodaniem węgla aktywowanego [117]; obniża to 
wprawdzie aktywność preparatu enzymatycznego, ale przeżywalność 
protoplastów jest znacznie wyższa.

c. Warunki osmotyczne w czasie inkubacji i hodowli: muszą być
scisle kontrolowane. Zbyt niskie lub zbyt wysokie ciśnienie osmotyczne 
powoduje nieodwracalne zmiany, pękanie i nietrwałość protoplastów. 
Stężenia i typ stabilizatora osmotycznego muszą być dobrane w zależ
ności od obiektu czy źródła protoplastów [254, 407]. Niekiedy stosowanie 
mieszaniny cukrów (mannitol +  sorbitol) daje lepsze efekty niż jeden 
stabilizator.

d. Hodowla protoplastów: regeneracja ścian po izolacji nie przed
stawia na ogół większych trudności i nie wymaga egzogennych regula
torów wzrostu. W systemach fotosyntetyzujących regeneracja ścian 
następuje nieco szybciej. Wiek hodowli komórek, z których izoluje się 
protoplasty ma również związek z odtwarzaniem ścian; im starsza ho
dowla, tym regeneracja jest trudniejsza.

Do dalszej hodowli protopalstów stosuje się różne pożywki, najczę
ściej odpowiednie modyfikacje pożywek używanych w hodowli in vitro
{31, 129, 262, 432] lub opracowane dla protoplastów [264, 292]. Częściej,
szczególnie w pierwszych etapach hodowli, stosuje się pożywki płynne, 
rzadziej agarowe, ponieważ na tych ostatnich częstość podziałów komó
rek jest niższa. Do podziału i regeneracji konieczne są odpowiednie sub
stancje wzrostowe. Ze składników pożywki istotną rolę odgrywają cukry, 
przy czym mieszanina różnych cukrów daje lepsze rezultaty {130, 211, 
422] niż stosowanie sacharozy. O dodatnim lub ujemnym wpływie soli 
nieorganicznych i cukrów na stabilność protoplastów decyduje stężenie
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jonów wapnia w pożywce [211]. Na przeżywalność i podziały proto
plastów wpływają również światło i temperatura. U niektórych gatun
ków światło jest konieczne, dla innych niepożądane [239], odpowiednia 
intensywność światła w początkowym okresie hodowli [114] wpływa 
stymulująco na rozwój protoplastów. Podziały protoplastów prowadzą 
najczęściej do wytworzenia kolonii komórek tworzących kalus, ale w nie
których przypadkach [91, 130, 206, 326] następuje również rozwój 
embriogenny.

Istotną rolę w hodowli in vitro odgrywa koncentracja komórek. Gę
stość wysiewu nie może być wysoka, ponieważ utrudnia rozwój i izolo
wanie kolonii, powoduje ich zrastanie, zachodzi ponadto zjawisko wza
jemnego ograniczania się komórek. Z drugiej strony jednak, pojedyncze 
komórki dla wzrostu i podziałów mają większe wymagania pokarmowe 
niż agregaty komórek lub kalus. Podobna zależność występuje w przy
padku protoplastów [130]. Niższa koncentracja zapewnia wprawdzie 
lepszy rozwój i większe rozmiary kolonii, ale obniża tempo podziałów. 
Protoplasty haploidalne wymagają do tworzenia kolonii wyższej gęstości 
wysiewu [400] w porównaniu z diploidalnymi. Konieczne jest zatem 
ustalenie koncentracji optymalnej. Opracowano również metodę [347, 
348] zapewniającą odpowiednią częstość podziałów przy niskiej koncen
tracji, stosowaną poprzednio w hodowli komórek zwierzęcych. Polega
ona na umieszczeniu odpowiednio rozcieńczonej zawiesiny protoplastów 
na warstwie zatopionych w agarze protoplastów napromieniowanych. 
Skuteczność zabiegu badano ustalając liczbę kolonii w 1 ml pożywki. 
Okazało się, że w normalnej hodowli protoplasty nie dzieliły się nawet
przy gęstości 103 komórek/ml. Natomiast po dodaniu protoplastów na
promieniowanych udało się obniżyć minimalną gęstość konieczną do 
przebiegu podziałów na 102 komórek/ml. Napromieniowane protoplasty 
nie dzielą się, ale przypuszczalnie w jakiś sposób „odżywiają” populację 
protoplastów normalnych, wydzielając do pożywki aktywne substancje. 
Metoda ta może być wykorzystana również do innych badań wymaga
jących niskiej gęstości wysiewu, np. przy izolacji komórek zmutowanych
w przypadku zastosowania pożywki toksycznej czy w eksperymentach 
ze zlewaniem protoplastów.

Metody izolacji i hodowli w znacznym stopniu wpływają na funkcjo
nowanie i właściwości protoplastów, decydują zatem o ich przydatności 
do dalszych badań wymagających dużych populacji żywotnych i aktyw 
nych metabolicznie komórek. W szeregu prac podkreśla się konieczność 
kontrolowania poszczególnych etapów izolacji i jej wyników oraz prze
prowadzania kompleksowych badań ultrastrukturalnych, biochemicznych 
i fizjologicznych w celu sprawdzenia, czy warunki izolacji i hodowli nie
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zmieniają właściwości protoplastów. Podstawowymi kryteriami żywot
ności protoplastów jest cykloza oraz wzrost liczby organelli związany 
z regeneracją ścian. Badania u ltrastrukturalne [135, 136] wykazały, że 
pod wpływem izolowania następuje w protoplastach kondensacja chroma- 
tyny i hypertrofia mitochondriów. Zmiany te są jednak odwracalne i po 
pewnym czasie ustępują. Szereg badań dotyczy również metabolizmu 
kwasów nukleinowych i białek w protoplastach [128, 350, 428]. Porów
nując protoplasty izolowane metodą mechaniczną i enzymatyczną [322, 
323] stwierdzono, że w tych ostatnich aktywność niektórych enzymów 
jest niższa. Okazało się również, że protoplasty mają wielokrotnie wyż
szą aktywność RN - azy [231] niż komórki, z których zostały wyizolo
wane. Gwałtowny wzrost aktywności RN - azy tłumaczy się reakcją 
protoplastów na szok osmotyczny i hodowlę w środowisku hypertonicz- 
nym. Istnieje więc szereg danych, że zarówno izolacja, jak i warunki 
hodowli indukują zmiany strukturalne i metaboliczne, ale są one od
wracalne. Według niektórych autorów właśnie urazowe efekty izolacji 
są czynnikiem stymulującym regenerację i podziały protoplastów, wpro
wadzając je w stan niejako merystematyczny. Tłumaczy się to również 
wpływem wewnętrznego ciśnienia osmotycznego na mitozę (im niższe 
ciśnienie tym  wyższe tempo cyklu komórkowego). Podczas regeneracji 
protoplastów i tworzenia kolonii [16, 17, 122-124, 265, 400, 401, 438]
następują procesy odróżnicowania, przejawiające się szeregiem zmian 
ultrastrukturalnych. Powodują one, że protoplasty tracą cechy komórek, 
z których zostały wyizolowane, nabierają natomiast cech typowych dla 
komórek merystematycznych.

2. Z L E W A N IE  P R O T O P L A S T Ó W

Podczas izolacji obserwowano często samorzutne zlewanie proto
plastów. W większości przypadków było to związane z rozszerzaniem się 
plazmodesm sąsiednich komórek [444], a więc niecałkowitą izolacją. 
Wykazano jadnak, że nawet w warunkach pełnej izolacji dochodzi do 
zlewania się protoplastów. Produkty takiego samorzutnego zlania po
chodzące z tej samej tkanki (homokariony) nie miałyby większego za
stosowania. Okazało się jednak, że proces zlewania jest niespecyficzny 
i zachodzi również w mieszaninie protoplastów pochodzących z różnych 
tkanek czy różnych gatunków. Produkty  takiego zlania byłyby więc 
heterokarionami i mogłyby zostać wykorzystane do otrzymywania mie
szańców somatycznych w analogiczny sposób jak w przypadku komórek 
zwierzęcych. Częstość samorzutnego tworzenia heterokarionów jest 
wprawdzie niska, ale można ją istotnie zwiększyć stosując różne czyn
niki stymulujące. Intensywne badania prowadzone zarówno na homo-
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jak i heterokarionach pozwoliły na ustalenie przynajmniej niektórych 
warunków kontrolowanego zlewania i czynników odgrywających rolę 
w tym  procesie.

a. Warunki zlewania. Ważnym czynnikiem jest źródło protoplastów. 
Protoplasty z komórek zróżnicowanych zlewają się trudniej, co związane 
jest z silną wakuolizacją i peryferycznym ułożeniem organelli (np. zle
wanie protoplastów z liści etiolowanych zachodzi intensywniej). Najle
piej do tego celu nadawałyby się komórki merystematyczne, ale na razie 
niezbyt dobrze opracowane są warunki i metody ich hodowli. W przy
padku protoplastów, pochodzących z kalusa lub zawiesiny komórek, 
istotną rolę odgrywa wiek hodowli. Podstawowym warunkiem zlania jest 
szybka izolacja i szybki kontakt protoplastów oraz niezbyt szybka rege
neracja ścian. Trwałość zlania może zależeć od „zgodności osmotycznej” 
protoplastów pochodzących z różnych tkanek [335]. Na częstość zlewania
mają ponadto wpływ warunki hodowli [28, 212, 220, 371], takie jak tem 
peratura, typ i koncentracja stabilizatora osmotycznego, stężenie jonów 
wapnia i pH.

b. Stymulatory zlewania. Stosuje się różne czynniki stymulujące 
zarówno fizyczne, jak i chemiczne. Ich efektywność zależna jest jednak 
również od obiektu, stężenia stymulatora, czasu jego działania, tem pera
tury, pH, gęstości protoplastów itd. [10, 78, 212, 423]. W charakterze 
stymulatorów stosowano: N aN 03 [138, 333], konkawalinę A [142, 149], 
lizozym [207, 328, 329], wirowanie [219], glikol polietylenowy — PEG 
[78, 423], żelatynę [207], przeciwciała [169], inaktywowany wirus Sendai 
[219] oraz szereg innych związków. Najszersze zastosowanie znalazły 
dotychczas N aN 03, PEG, lizozym oraz opracowana przez Kellera i Mel- 
chersa [220] metoda stymulacji wysoką koncentracją jonów wapnia 
w warunkach alkalicznego pH. Stym ulatory te indukują zlewanie pro
toplastów pochodzących z różnych tkanek i różnych gatunków. Opty
malny stymulator powinien dawać małe skupiska złożone z kilku proto
plastów. Zbyt silna agregacja nie jest pożądana, ponieważ utrudnia
izolację i obserwacje produktów zlania, a przede wszystkim uniemożliwia 
otrzymanie rzeczywistych heterokarionów. Stopień agregacji można jed
nak w pewnym zakresie kontrolować czasem działania i stężeniem sty
mulatora. Czynnik stymulujący powinien być ponadto możliwie mało 
toksyczny, nie obniżać żywotności, tempa regeneracji ani podziałów 
w protoplastach. Aby indukował zlewanie protoplastów z różnych tkanek, 
jego działanie powinno być niezależne od ciśnienia osmotycznego ko
mórek.

c. Identyfikacja heterokarionów. Ponieważ proces zlewania nie jest 
specyficzny, zasadniczym problemem jest odróżnienie homokarionów
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(A4-A i B +  B) od heterokarionów (A +  B) w mieszanej populacji proto
plastów. W tym celu wykorzystuje się szereg cech morfologicznych i cy
tologicznych mogących służyć jako m arkery do selekcji produktów mie
szańcowych. Takimi markerami mogą być: kształt i wielkość komórek, 
obecność lub brak chloroplastów w tkankach fotosyntetyzujących i nie-
fotosyntetyzujących [119, 444], barwników [205, 329, 447], stopień wakuoli-
zacji komórek merystematycznych i zróżnicowanych. Do badania częstości 
zlewania opracowano metodę [219] zróżnicowanego barwienia się jąder 
fuksyną karbolową. Ograniczona jest ona jednak tylko do gatunków da
jących zróżnicowaną reakcję, a ponadto wymaga utrwalania materiału.

Idealnymi markerami byłyby m utanty biochemiczne, ponieważ w a
runkowałyby rozwój heterokarionów na selektywnych pożywkach. Pro
blem ten zostanie poruszony nieco później. Dobrymi markerami okazały 
się również mutacje chlorofilowe [138, 249] oraz różne wymagania hor
monalne poszczególnych gatunków [55, 56, 59, 127].

d. Mechanizm zlewania. Badanie mechanizmu zlewania wiąże się 
ściśle z działaniem stymulatorów i ustalaniem ich właściwości fizyko
chemicznych, warunkujących wzajemne przyciąganie protoplastów. Licz
ne obserwacje wykazywały, że agregacja protoplastów indukowana jest 
w niektórych przypadkach przez związki o charakterze polikationów, 
w innych — polianionów. Świadczyłoby to, że ładunki elektryczne na 
powierzchni protoplastów odgrywają decydującą rolę we wzajemnym 
przyciąganiu i kontakcie protoplastów, który jest wstępnym warunkiem 
zlania. Pierwotnym efektem działania stymulatorów byłaby zatem mo
dyfikacja tych ładunków lub tworzenie „mostów” molekularnych, łą
czących jednakowo naładowane protoplasty. Innym czynnikiem mogłyby 
być zmiany strukturalne plazmalemmy. Z badań nad komórkami 
zwierzęcymi wynika, że przynajmniej niektóre ze stymulatorów powo
dują zmiany konfiguracji lipidów, co zwiększa przepuszczalność kationów 
i również zmienia ładunek elektryczny. Przeprowadzono szczegółowe 
badania [324, 358] dotyczące s truk tury  plazmalemmy i stanu elektrycz
nego powierzchni protoplastów roślinnych oraz zmian tych właściwości 
pod wpływem czynników indukujących zlewanie. Stwierdzono, że ruchli
wość elektroforetyczna protoplastów zależna jest od typu komórek, pH, 
siły jonowej, lepkości i składu pożywki [149]. Wykonano również porów-

w tych samych warunkach po 
zastosowaniu różnych koncentracji poszczególnych czynników stymulu
jących. Większość stymulatorów hamowała ruchliwość elektroforetyczną 
protoplastów w kierunku określonego bieguna. Im wyższa była koncen
tracja stymulatora, tym niższa ruchliwość; w krańcowych przypadkach 
następowała zmiana kierunku do bieguna przeciwnego. Działanie stymu

nawcze badania mikroelektroforetyczne
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latorów może więc polegać na modyfikacji powierzchniowego ładunku 
elektrycznego i osłabieniu sił odpychania między protoplastami. Jednak 
niektóre ze stymulatorów w koncentracji optymalnej do zmiany ładunku 
wpływały na protoplasty ujemnie. Istnieje zatem konieczność wyboru 
warunków kompromisowych. Inne badania [439] wykazały, że pod wpły
wem stymulatorów następuje zmiana potencjału powierzchni proto
plastów, przemieszczenia jonów i zmiana warunków7 sterycznych. Powo
duje to destabilizację molekularną plazmalemmy, a równoważona jest 
ona przez zlanie.

e. Zlewanie a komplementacja. Wstępnym warunkiem stabilizacji 
genomów u ewentualnych mieszańców otrzymanych w wyniku hybry
dyzacji somatycznej jest komplementacja. Próbowano zatem zbadać, czy 
zachodzi ona na poziomie komórek roślinnych i wykazano [138-139], że 
możliwość taka istnieje. Wykorzystano w tym celu dwie jądrowe mu
tacje chlorofilowe (ij i wd) u kukurydzy. Jedna z nich warunkowała
nietypową strukturę chloroplastów w określonych regionach liści, a d ru 
ga brak syntezy chlorofilu. Zakładano, że po zlaniu protoplastów obu 
typów powinno nastąpić tworzenie normalnie zabarwionych heterokario- 
nów, w wyniku wzajemnego uzupełniania się mutacji. Po połączeniu 
protoplastów, m utanta ij, pochodzących z zielonych sektorów tkanki, 
z protoplastami typu wd  w białym składniku heterokarionu następowało 
zielenienie plastydów; obecność chlorofilu potwierdzono dodatkowo fluo- 
rescencją w ultrafiolecie. Łączenie protoplastów ij z białych sektorów’ 
tkanki i protoplastów typu wd  nie dało podobnego efektu, braku kom- 
plementacji nie udało się w tym przypadku wyjaśnić. Natomiast łączenie 
protoplastów z liści normalnych i protoplastów wd  powodowało fluo- 
rescencję. Ilościowe badania mikrodensytometryczne wykazały, że po 
upływie 48 godzin od zlania składnik wd  zawierał 32% całkowitej fluo- 
rescencji heterokarionu. Prowadzi się również podobne badania nad 
możliwością uzupełniania się trzech różnych mutacji ws. Analogiczne 
metody można będzie ponadto wykorzystać do badania zależności między
mutacjami cytoplazmatycznymi lub genami jądrowymi i cytoplazma-
tycznymi.

W tabeli 3 zestawiono próby zlewania protoplastów pochodzących 
z różnych tkanek i różnych gatunków. Z przedstawionych danych w yni
ka, że możliwe jest łączenie protoplastów w różnych kombinacjach, 
nav?et z roślin dość odległych filogenetycznie — jednoliściennych i dw u
liściennych. Jednak tylko w pojedynczych przypadkach udało się dopro
wadzić do tworzenia kolonii, najczęściej zdolność do podziału jest w mie
szańcowych produktach zahamowana. Mieszańce somatyczne otrzymano 
dotychczas jedynie w przypadku Nicotiana. Na szczególną uwagę zasłu-

http://rcin.org.pl



TA
BE

LA
 

3. 
Zl

ew
an

ie
 

pr
ot

op
la

st
ów

192 E. B A R T K O W IA K

I

Lp
. 

G
at

un
ki

 
Ź

r6
d,

° 
Pr

ot
oP

la
' 

Kr
yt

er
iu

m
 

se
le

kc
ji 

St
ym

ul
at

or
 

W
yn

ik
i 

Li
te

ra
tu

ra
stó

w 
he

te
ro

ka
ri

on
ów

_ 
_ 

_ 
. 

_ 
. 

4 
I 

5 
j 

6 
j 

7
i 

i 
i

1 a 
B r

as
sic

a 
ol

er
ac

ea
 

liś
cie

 
za

ba
rw

ie
ni

e 
ko

m
ór

ek
 

N
aN

03 
zla

ni
e 

20
5

b 
B r

as
sic

a 
ch

in
en

sis
 

ko
rz

en
ie

2 
a 

Li
lliu

m 
lo

ng
ifl

or
um

 
PM

C 
sa

m
or

zu
tn

e 
zla

ni
e 

19
5 

b 
Tr

ill
iu

m 
ka

m
tsc

ha
tic

um
 

PM
C

3 a 
Av

en
a 

sa
tiv

a 
m

er
ys

t. 
ko

rz
. 

m
ar

ke
ry

 
m

or
fo

lo
gi

cz
ne

 
N

aN
03 

zla
ni

e 
33

3
,b 

Z e
 a 

m
ay

s 
ko

rz
. 

bo
cz

ne
4 a 

Gl
yc

in
e 

m
ax

im
a 

za
wi

es
in

a 
ko

m
. 

m
ar

ke
ry

 
m

or
fo

lo
gi

cz
ne

 
N

aN
03 

zla
ni

e 
13

7
b 

D
ig

ita
ria

 
sa

nq
ui

na
lis

 
liś

ci
e

5 a 
To

re
ni

a 
ba

ill
on

i 
pł

at
ki

 
kw

ia
tu

 
za

ba
rw

ie
ni

e 
ko

m
ór

ek
 

liz
oz

ym
 

zla
ni

e 
32

8,
32

9
b 

T o
re

ni
a 

fo
ur

ni
er

i 
pł

at
ki

 
kw

ia
tu

6 a 
Pe

tu
ni

a 
hy

br
id

a 
pł

at
ki

 
kw

ia
tu

 
za

ba
rw

ie
ni

e 
ko

m
ór

ek
 

liz
oz

ym
 

zla
ni

e 
32

9
b 

Pe
tu

ni
a 

hy
br

id
a 

pł
at

ki
 

kw
ia

tu
7 a 

N
em

es
ia

 
str

um
os

a 
pł

at
ki

 
kw

ia
tu

 
za

ba
rw

ie
ni

e 
ko

m
ór

ek
 

liz
oz

ym
 

zla
ni

e 
32

9
b 

N
em

es
ia

 
str

um
os

a 
pł

at
ki

 
kw

ia
tu

8 a 
N

ic
ot

ia
na

 
sa

nd
er

ae
 

liś
ci

e,
 

pł
at

ki
 

m
ar

ke
ry

 
m

or
fo

lo
gi

cz
ne

 
liz

oz
ym

 
zla

ni
e 

w 
ró

żn
yc

h 
ko

m
- 

32
9

b 
M

im
ul

us
 

hy
br

id
a 

pł
at

ki
 

kw
ia

tu
 

bi
na

cj
ac

h
c 

Pe
tu

ni
a 

hy
br

id
a 

liś
ci

e
d 

T o
re

ni
a 

fo
ur

ni
er

i 
liś

ci
e

9 a 
Pa

pa
ve

r 
rh

oe
as

 
pł

at
ki

 
kw

ia
tu

 
za

ba
rw

ie
ni

e 
ko

m
ór

ek
 

sa
m

or
zu

tn
e 

zla
ni

e 
44

5
b 

Pa
pa

ve
r 

rh
oe

as
 

pł
at

ki
 

kw
ia

tu
10 a 

Ze
a 

m
ay

s 
liś

cie
 

m
ut

. 
wd

 
zie

lo
ne

 
za

ba
rw

ie
ni

e 
N

aN
03 

zla
ni

e 
13

8
b 

Z e
a 

m
ay

s 
liś

cie
 

m
ut

. 
ij

11 a 
Ze

a 
m

ay
s 

liś
cie

 
m

ut
. 

wd 
zie

lo
ne

 
za

ba
rw

ie
ni

e 
N

aN
03 

zla
ni

e 
13

9
b 

Ze
a 

m
ay

s 
liś

cie
 

no
rm

.
12 a 

N
ic

ot
ia

na
 

tab
ac

um
 

liś
cie

 
m

ar
ke

ry
 

m
or

fo
lo

gi
cz

ne
 

N
aN

03 
zla

ni
e 

44
2

b 
Ly

co
pe

rs
ic

um
 

es
cu

len
tu

m
 

ow
oc

13 
a 

[ 
Pe

tu
ni

a 
hy

br
id

a 
| l

iśc
ie 

1 n 
\ 

m
ar

ke
ry

 
m

or
fo

lo
gi

cz
ne

 
N

aN
03

, li
zo

zy
m 

zla
ni

e 
28

http://rcin.org.pl



H O D O W L A  T K A N E K  I K O M O R E K 193

-oO

<
W
PQ

$

P o s t ę p y  B io l .  K o m .  3/76

1 
I 

2 
I 

3 
I 

4 
I 

5 
' 

I 
' 

6 
” 

I 
“

“ 
7

b 
P e

tu
ni

a 
hy

br
id

a 
liś

cie
 

2/z
c 

Pe
tu

ni
a 

hy
br

id
a 

ka
lu

s
14 a 

Ce
nt

au
re

a 
cy

an
us

 
liś

cie
 

m
ar

ke
ry

 
m

or
fo

lo
gi

cz
ne

 
N

aN
03 

zla
ni

e 
90

b 
Pi

su
m 

sa
tiv

um
 

liś
ci

e
15 a 

Vi
cia

 
ha

ja
sta

na
 

za
wi

es
in

a 
ko

m
. 

m
ar

ke
ry

 
m

or
fo

lo
gi

cz
ne

 
PE

G 
zla

ni
e 

12
5, 

21
2

b 
Pi

su
m 

sa
tiv

um
 

liś
ci

e
16 

a 
Gl

yc
in

e 
m

ax
im

a 
za

wi
es

in
a 

ko
m

. 
zr

óż
ni

co
w

an
e 

ró
żn

e 
zla

ni
e 

21
9

b 
Tr

iti
cu

m 
ae

sti
vu

m
 

liś
cie

 
ba

rw
. 

ją
de

r
17 

a 
Or

yz
a 

sa
tiv

a 
liś

cie
 

zr
óż

ni
co

w
an

e 
ró

żn
e 

zla
ni

e 
21

9
b 

Tr
iti

cu
m 

ae
sti

vu
m

 
liś

cie
 

ba
rw

. 
ją

de
r

18 
a 

Gl
yc

in
e 

m
ax

im
a 

za
wi

es
in

a 
ko

m
. 

pr
ze

ci
wc

ia
ła

 
ag

re
ga

cj
a 

16
9

b 
Vi

cia
 

ha
ja

sta
na

 
za

wi
es

in
a 

ko
m

.
c 

Br
om

us
 i

ne
rm

is 
za

wi
es

in
a 

ko
m

.
19 a 

Se
ca

le 
ce

re
al

e 
liś

cie
 

et
io

l. 
m

ar
ke

ry
 

m
or

fo
lo

gi
cz

ne
 

N
aN

03 
zla

ni
e 

11
9

b 
T r

iti
cu

m 
ae

sti
vu

m 
liś

cie
 n

or
m

.
20 

a 
D

au
cu

s 
ca

ro
ta

 
za

wi
es

in
a 

ko
m

. 
zr

óż
ni

co
w

an
e 

N
aN

03
, 

PE
G 

zla
ni

e 
w 

ró
żn

yc
h 

ko
m

- 
35

2
b 

At
ro

pa
 

be
lla

do
nn

a 
za

wi
es

in
a 

ko
m

. 
ba

rw
. j

ąd
er

, 
jo

ny
 

Ca
 

w 
wa

r. 
bi

na
cj

ac
h

c 
N

ic
ot

ia
na

 
tab

ac
um

 
liś

cie
 

m
ar

ke
ry

 
m

or
fo

lo
gi

cz
ne

 
w

ys
ok

ie
go

 
pH

 
d 

Pe
tu

ni
a 

hy
br

id
a 

liś
ci

e
21 a 

L u
pi

nu
s 

an
gu

sti
fo

liu
s 

liś
cie

 
m

ar
ke

ry
 

m
or

fo
lo

gi
cz

ne
 

PE
G 

zla
ni

e 
w 

ró
żn

yc
h 

ko
m

- 
41

4
b 

Lu
pi

nu
s 

an
gu

sti
fo

liu
s 

br
od

aw
ki

 ko
rz

. 
bi

na
cj

ac
h

c 
N

ic
ot

ia
na

 
tab

ac
um

 
liś

ci
e

22 
a 

Gl
yc

in
e 

m
ax

im
a 

za
wi

es
in

a 
ko

m
. 

zr
óż

n.
 

ba
rw

ien
ie 

PE
G

, 
ró

żn
e 

zl
an

ie
, 

po
dz

ia
ły

 
21

2,
 

21
9

b 
! 

V i
cia

 
ha

ja
sta

na
 

za
wi

es
in

a 
ko

m
. 

m
ar

ke
ry

 
m

or
fo

lo
gi

cz
ne

 
he

te
ro

ka
ri

on
ów

23 a 
Gl

yc
in

e 
m

ax
im

a 
za

wi
es

in
a 

ko
m

. 
m

ar
ke

ry
 

m
or

fo
lo

gi
cz

ne
 

PE
G 

po
dz

ia
ły

 
he

te
ro

ka
ri

o-
 

21
2

b 
H

or
de

um
 

vu
lg

ar
e 

liś
cie

 
nó

w
24 a 

Da
uc

us
 

ca
ro

ta
 

za
wi

es
in

a 
ko

m
. 

m
ar

ke
ry

 
m

or
fo

lo
gi

cz
ne

' 
PE

G 
po

dz
ia

ły
 

he
te

ro
ka

ri
o-

 
10

5
b 

H
or

de
um

 
vu

lg
ar

e 
liś

cie
 

nó
w

25 a 
N

ic
ot

ia
na

 
tab

ac
um

 
liś

cie
 

m
ar

ke
ry

 
m

or
fo

lo
gi

cz
ne

 
N

aN
03 

ka
lu

s 
zd

ol
ny

 
do 

ró
ż- 

33
5

b 
Pe

tu
ni

a 
hy

br
id

a 
liś

cie
 . 

ni
co

w
an

ia

http://rcin.org.pl



194 E. B A R T K O W IA K

V

o

cnJw03<

»

T 
2 

I 
3 

j 
4 

I 
5 

; 
6 

j
 

1

26 a 
Pe

tu
ni

a 
hy

br
id

a 
liś

cie
 

ró
żn

e 
w

ym
ag

an
ia

 
N

aN
03 

m
ie

sz
ań

co
w

y 
12

7
b 

Pa
rth

en
oc

iss
us

 
tri

cu
sp

id
at

a 
na

ro
sła

 
ho

rm
on

al
ne

 
ka

lu
s

27 a 
Br

as
sic

a 
na

pu
s 

liś
cie

 
m

ar
ke

ry
 

m
or

fo
lo

gi
cz

ne
 

PE
G 

he
te

ro
ka

ri
on

y 
tw

o-
 

21
3

b 
Gl

yc
in

e 
m

ax
im

a 
za

wi
es

in
a 

ko
m

. 
rż

ąc
e 

ko
lo

ni
e

28 
a 

N
ic

ot
ia

na
 

tab
ac

um
 

liś
cie

 
m

ut
. 

yc 
zie

lo
ne

 
za

ba
rw

ie
ni

e 
ro

śli
ny

 
24

7,
24

8
b 

N
ic

ot
ia

na
 

tab
ac

um
 

liś
cie

 
m

ut
. 

yg 
ko

lo
ni

i
29 a 

N
ic

ot
ia

na
 

tab
ac

um
 

liś
cie

 
m

ut
. 

Su 
zie

lo
ne

 
za

ba
rw

ie
ni

e 
PE

G 
ro

śli
ny

 
łą

cz
ąc

e 
ce

ch
y 

14
0, 

14
1

b 
N

ic
ot

ia
na

 
tab

ac
um

 
liś

cie
 

m
ut

. 
vg 

ko
lo

ni
i 

ob
u 

m
ut

an
tó

w
30 a 

N
ic

ot
ia

na
 

tab
ac

um
 

liś
cie

 
ha

pl
. 

ko
m

pl
em

en
ta

cj
a 

jo
ny

 
Ca

 
w 

wa
r. 

ro
śli

ny
 

m
ie

sz
ań

co
w

e 
24

9
b 

N
ic

ot
ia

na
 

tab
ac

um
 

m
ut

. 
s 

i 
v 

m
ut

an
tó

w 
w

ys
ok

ie
go

 
pH

31 a 
N

ic
ot

ia
na

 
gl

au
ca

 
liś

cie
 

ró
żn

e 
w

ym
ag

an
ia

 
N

aN
03 

m
ie

sz
an

ie
c 

m
ię

dz
yg

a-
 

57
, 

59
b 

N
ic

ot
ia

na
 

la
ng

sd
or

fft
i 

liś
cie

 
ho

rm
on

al
ne

 
tu

nk
ow

y
32 a 

N
ic

ot
ia

na
 

tab
ac

um
 

ep
id

er
m

a 
liś

ci 
m

ar
ke

ry
 

m
or

fo
lo

gi
cz

ne
 

ró
żn

e 
zla

ni
e 

44
4

b 
N

ic
ot

ia
na

 
tab

ac
um

 
m

ięk
isz

 
liś

ci
33 

a 
N

ic
ot

ia
na

 
tab

ac
um

 
m

ięk
isz

 
liś

ci 
m

ar
ke

ry
 

m
or

fo
lo

gi
cz

ne
 

ró
żn

e 
zla

ni
e 

! 
44

4
b 

Pe
tu

ni
a 

hy
br

id
a 

ep
id

er
m

a 
liś

ci 
i 

i

http://rcin.org.pl



H O D O W L A  T K A N E K  I  K O M Ó R EK 195

gują dwa przykłady: otrzymanie mieszańca N. tabacum powstałego ze 
zlania haploidalnych protoplastów pochodzących z mutantów chlorofi
lowych s i V [249] oraz mieszańca międzygatunkowego N. glauca i Nico- 
tiana langsdorfii [55, 57, 59], W pierwszym przypadku kryterium  selekcji 
heterokarionów była synteza chlorofilu, w drugim — różne wymagania 
hormonalne obu gatunków. W obu przypadkach wykazano identyczność 
mieszańców somatycznych (A +  B) z mieszańcami otrzymanymi drogą 
płciową (AXB).

Odrębnym problemem jest zlanie jąder w heterokarionach, będące 
koniecznym warunkiem integracji mieszańcowych genomów. Wykazano 
je tylko na nielicznych przykładach. Z badań nad wielojądrowymi homo- 
karionami [255, 334, 349, 350] wynika, że możliwość zlania jąder deter
minowana jest przez synchroniczne podziały zachodzące w różnych 
płaszczyznach i wytwarzanie wspólnych wrzecion podziałowych w w a
runkach zapobiegających cytokinezie.

Należy ponadto podkreślić konieczność badań ultrastrukturalnych 
w celu kontroli zlewania, ponieważ w mikroskopie świetlnym przyle
ganie protoplastów, agregacja czy zlanie dają podobny obraz i odróż
nienie poszczególnych przypadków nie jest możliwe. Badania w mikro
skopie elektronowym [125, 443, 444] wykazały, że następuje początkowo 
przyleganie plazmalemmy protoplastów, a później jej zlanie i stopniowe 
zanikanie z jednoczesnym rozszerzaniem się obszaru ciągłości cyto-
plazmatycznej.

III. ZA ST O SO W A N IE  HODO W ANYCH  IN VITRO KOM ÓREK SOM ATYCZNYCH,
G EN ER A TY W N Y C H  I PR O TO PLA STÓ W

Formy haploidalne otrzymane z hodowli pylników mogłyby znacznie 
ułatwić analizę kariologiczną szeregu gatunków. Na poziomie haploidal- 
nym  łatwiejsze byłoby również odróżnienie współdziałania genów lub 
interakcji między różnymi loci od efektu dominacji. Formy haploidalne 
po podwojeniu liczby chromosomów mogą stanowić źródło różnych linii 
izogenicznych. Linie takie są podstawą klasycznych metod analizy gene
tycznej, ale ich otrzymanie z form heterozygotycznych jest trudne i cza
sochłonne, wymaga bowiem krzyżowania i selekcji określonych geno
typów przez szereg pokoleń. Linie izogeniczne byłyby z kolei cennym 
źródłem komórek do analizy genetycznej metodami mikrobiologicznymi 
z pominięciem cyklu płciowego. Szczególne zastosowanie mogą mieć 
haploidy w badaniach mutacyjnych. Opracowano już pewne metody 
indukowania mutacji u haploidów [97, 257, 289] oraz otrzymano intere- 
sujące mutanty. Komórki somatyczne haploidów lub izolowane mikro
spory można będzie wykorzystać do otrzymania linii zmutowanych, po

I
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nieważ każda zmiana fenotypu może się w nich ujawnić i być po diploi- 
dyzacji utrwalona w postaci linii czystych. Komórki haploidalne mogą 
służyć również jako materiał wyjściowy do szeregu badań biochemicz
nych dotyczących kontroli metabolizmu komórek roślinnych.

Protoplasty stanowią idealny model do badań biogenezy ściany ko
mórkowej. Już obecnie prowadzi się szereg badań ultrastrukturalnych 
i biochemicznych [42, 47, 84, 150, 162, 251-253, 353, 440, 441], które 
pozwolą ustalić rolę plazmalemmy i organelli cytoplazmatycznych w wy
twarzaniu ścian, wyjaśnić wzajemne zależności między wytwarzaniem 
ścian a podziałami komórek oraz ustalić wpływ różnych czynników na 
te procesy.

W dalszych przykładach zastosowań komórki haploidalne, diploi- 
dalne i protoplasty zostaną omówione łącznie.

1. P R O B L E M  M A R K E R Ó W

Główną barierą ograniczającą analizę genetyczną na poziomie ko
mórek roślinych hodowanych in vitro była diploidalność. Obecnie 
w związku z możliwością otrzymywania dużych populacji komórek 
haploidalnych podstawowa trudność została przełamana. Pojawiły się 
jednak nowe problemy, przede wszystkim brak odpowiednich mutantów, 
oraz trudność selekcji i izolacji zmutowanych komórek. Markerami se
lekcji mogłyby być m utanty biochemiczne, których komórki zdolne są 
do wzrostu tylko na określonych pożywkach. Markery niezbędne są 
również do selekcji heterokarionów w zlewaniu protoplastów. W tego 
rodzaju badaniach istotne jest ponadto, aby mutacja wyselekcjonowana
na poziomie komórek została przeniesiona na roślinę jako cecha stała. 
Pierwsze próby otrzymania mutantów biochemicznych z hodowanych 
komórek roślinnych przeprowadzono u Nicotiana [51, 55, 58]. Zawiesinę 
komórek haploidalnych poddano działaniu sulfonianu etylo - metylowego 
(EMS) w celu wywołania mutacji. Aby wyizolować z mieszanej populacji 
komórki zmutowane zastosowano następującą metodę: umieszczono całą 
populację w pożywce minimalnej, warunkującej wzrost i podziały tylko 
komórek normalnych. Do pożywki dodano BuDR, który jako analog 
tym iny włącza się do DNA podczas replikacji. Ponieważ komórki zmu
towane nie dzieliły się, nie włączały również analoga. Został on nato
miast włączony w DNA komórek normalnych. DNA zawierający BuDR 
ulega na świetle degradacji, w wyniku czego komórki normalne ginęły. 
Wyselekcjonowane w ten sposób komórki zmutowane przenoszono na 
różne warianty uzupełnionych pożywek i testowano wymagania pokar
mowe. Po ustaleniu defektów biochemicznych kolonie komórek rege
nerowano w rośliny i diploidyzowano. W ten sposób otrzymano linie
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auksotroficzne, niezdolne do syntezy aminokwasów, puryn itd. Podobne 
m utanty  biochemiczne mogłyby znaleźć szerokie zastosowanie do anali
zy genetycznej i selekcji heterokarionów. Okazało się jednak, że otrzy
mane m utanty  są ,,leaky” (nieszczelne), tzn. mają pewną zdolność do 
wzrostu na nieuzupełnionych pożywkach. Zjawisko to związane jest 
z allopoliploidalnym charakterem genomu N. tabacum. Jakkolwiek otrzy
mane z hodowli pylników rośliny są haploidalne w stosunku do genomu 
wyjściowego, w rzeczywistości są diploidami, a więc ich komórki mogą 
zawierać więcej niż jedną kopię analizowanych genów. Selekcja mie
szańców somatycznych oparta na zasadzie komplementacji między otrzy
manymi mutacjami nie była skuteczna, ponieważ rozwijały się nie tylko 
hetero - ale i homokariony. Metody te mogłyby zatem zostać wykorzy
stane u innych typowo diploidalnych gatunków. U większości roślin nie 
znajdą jednak przynajmniej na razie szerszego zastosowania również 
z innych względów. Testowanie braków pokarmowych wymaga bowiem 
stosowania całkowicie syntetycznych pożywek pozwalających na doda
wanie lub usuwanie określonych składników, co nie jest osiągalne dla 
hodowanych komórek wielu gatunków. Poszukiwania markerów bio
chemicznych poszły więc innym torem, raczej w kierunku otrzymywania 
mutantów odpornych na antymetabolity, inhibitory syntezy czy analogi 
różnych związków oraz toksyny. Reakcja komórek jest w tym przypadku 
bardziej jednoznaczna, a kryterium  selekcji jest wzrost komórek odpor
nych. Metoda ta polega na umieszczeniu dużej populacji komórek w po
żywce zawierającej taką koncentrację inhibitora, która jest dla normal
nych komórek letalna i wykrywaniu komórek zmutowanych, które 
w tych warunkach będą zdolne do życia. Częstość komórek odpornych 
można zwiększyć stosując jednocześnie czynniki indukujące mutacje. 
Bardzo często komórki odporne hoduje się przez pewien okres na po
żywkach o coraz wyższym stężeniu inhibitora i selekcjonuje z nich 
linie o znacznie wyższej odporności w porównaniu z wyjściową. Otrzy
mane w ten sposób linie zachowują odporność przez szereg pokoleń ko
mórkowych po usunięciu inhibitora. Odporne linie komórek są w nor
malny sposób izolowane i mogą być regenerowane w rośliny.

W tabeli 4 zestawiono otrzymane dotąd m arkery i m utanty  z wyko
rzystaniem komórek haploidalnych, diploidalnych oraz protoplastów. 
Najbardziej zaawansowane prace przeprowadzono dla tytoniu i marchwi 
[310, 433-437]. Otrzymano w tym  przypadku nie tylko różne typy m u
tantów, ale udało się również wyjaśnić mechanizmy warunkujące od
porność komórek na działanie zastosowanych inhibitorów. Określone kon
centracje 5 - m etyltryptofanu (5 MT) hamują wzrost normalnych komórek 
u badanych gatunków, efekt inhibitora jest odwracalny po dodaniu do 
pożywki tryptofanu lub indolu. Wyselekcjonowano linie komórek nie
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TABELA 4. Markery biochemiczne

Lp. Gatunek

\
Źródło

komórek
Marker

1
Uwagi Litera

tura
T 2 3 4 5

9
6

i Petunia
hybrida

kalus 1» odporność 
na strepto
mycynę

Kalus odporny, ale niezdolny do róż
nicowania

24
25

2 Nicotiana 
syl vestris 
Nicotiana 
tabacum

i

kalus \ n \2 n odporność 
na strepto
mycynę

Linie odporne zregenerowano i zdi- 
ploidyzowano. Na podstawie wzro
stu w pożywce zawierającej inhibitor 
potwierdzono odporność komórek 
pochodzących z otrzymanych roś
lin. Skrzyżowano w cbu kierunkach 
rośliny odporne z wrażliwymi; wy
kazano, że cecha odporności uwa
runkowana jest cytoplazmatycznie

243

3 Nicotiana
tabacum

zawiesina
komórek
In

odporność 
na treoninę

Na pożywce zawierającej azotany, po 
dodaniu treoniny wzrost komórek 
normalnych jest zahamowany. Wy
izolowano linię odporną na inhibi- 
cyjne działanie treoniny. Wykazano, 
że pobieranie azotu z poż>wki prze
biega normalnie, a odporność zwią
zana jest z zahamowaniem syntezy 
reduktazy azotanowej

170

4 Nicotiana
tabacum

haploidalne
protoplasty 
i hodowane
komórki 
z lini wraż
liwej na Pse
udomonas 
tabaci

odporność 
na sulfoxi- 
minę me
ti oni nową 
(SIM)

Odporność indukowano za pomocą 
EMS. Otrzymano linie odporne na 
działanie SIM, która jest analogiem 
toksyny bakteryjnej. Zregenerowano 
rośliny odporne na infekcję; charak
teryzowały się one również podwyż
szoną zawartością metioniny

54
55 
58

5 Nicotiana
tabacum

zawiesina
komórek
2/7

odporność 
na 8-aza- 
guaninę 
i BuDR

Zastosowano koncentracje inhibito
rów, które nie hamowały wzrostu, 
ale powodowały zahamowanie syn
tezy chlorofilu. Otrzymano linie ko
mórek o normalnym zielonym za
barwieniu

236

6 Nicotiana
tabacum

kalus 1 n odporność 
na BuDR

Z otrzymanej linii odpornej zregene
rowano rośliny

244

7 Nicotiana 
tabacum 
Daucus 
caro ta

zawiesina
komórek
2/7

odporność 
na 5-metyl- 
tryptofan 
(5MT)

Otrzymano różne typy zmutowanych 
linii. Zregenerowano rośliny; hodo
wane z nich komórki zachowały od
porność na 5MT

433, 434 
435, 436 
437
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TABELA 4. -  cd.

1 2 3 4 5 6
\

8
1

Nicotiana
tabacum
Daucus
carota

zawiesina 
komórek 
2 n

odporność 
na paraflu- 
orofeny- 
loalaninę

Otrzymano odporne linie komórek 
o zwiększonym poziomie fenyloala
niny

310
437

9 Glycine
maxima

protoplasty 
z zawiesiny 
komórek 
2 n

odporność 
na Bu DR

Działając nitrozoguanidyną otrzyma
no odporną linię komórek

304

10 Acer pseudo- 
platanus

kalus 2n odporność 
na BuDR

Wyselekcjonowano odporną linię ka
lusa. Protoplasty wyizolowane z tej 
linii zachowały odporność i tworzyły 
kolonie na pożywce z inhibitorem

38

U Daucus
carota

zawiesina
komórek 
2 n

odporność 
na metyl- 
tryptofan

Otrzymano odporną linię, której ko
mórki charakteryzowały się ponadto 
niezależnością od egzogennych 
auksyn

393

reagujące na działanie analoga. Badania wykazały, że 5MT nie zastępuje 
tryptofanu, hamuje natomiast syntetazę antranilową (AS) biorącą udział 
w syntezie tego aminokwasu. Badano aktywność enzymu z linii wrażli
wych i odpornych w obecności 5MT. Stwierdzono, że aktywność enzymu 
z komórek odpornych hamowana była przez znacznie wyższe stężenia 
analoga. Wykazano również, że komórki odporne nie mają zdolności 
inaktywacji ani degradacji inhibitora, syntetyzują natomiast 30 - krotnie 
więcej tryptofanu niż komórki normalne. Odporność na 5MT związana 
jest najprawdopodobniej ze zmianą s truk tu ry  syntetazy antranilowej. 
Mutanty te oznaczono jako trp+AS i zregenerowano z nich rośliny. Ho
dowane z otrzymanych roślin komórki były również odporne na 5MT.

Wśród linii odpornych wyselekcjonowano ponadto drugą grupę mu
tantów, takich, u których odporność wynikała z innych przyczyn. Zna
kując 5MT wykazano, że cecha ta związana była z ograniczonym pobie
raniem analoga z pożywki. Ponieważ nie stwierdzono różnic w poziomie 
tryptofanu między tą linią a komórkami normalnymi, m utanty  te okre
ślono jako permeazowe (trp+P). Podobnie jak w poprzednim przypadku 
cechą w ykrytą na poziomie komórek odtworzono w roślinie i ponownie 
wykrywano w hodowanych komórkach. Zaindukowana odporność oka
zała się zatem stała.

Linie odporne otrzymano również hodując komórki N. tabacum 
i Daucus carota na pożywkach z PFP. W tym przypadku odporność 
związana była z ograniczonym pobieraniem analoga, ale wynikało ono 
ze zwiększonej zawartości wolnej fenyloalaniny w komórkach. Zwię
kszona pula normalnego metabolitu hamowała włączanie PFP.
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Z przytoczonych danych wynika, że możliwe jest otrzymywanie 
mutantów biochemicznych zarówno regulatorowych, jak  i s truk tu ra l
nych, które stanowiłyby nie tylko markery, ale mogłyby służyć również 
do badań metabolizmu komórek roślinnych. Pewnym  ograniczeniem tych 
możliwości jest niestabilność cytologiczna hodowanych komórek oraz 
brak ściśle opracowanych warunków hodowli dla wielu gatunków. Są 
również inne próby otrzymywania markerów i metod selekcji heteroka- 
rionów oparte na różnej reakcji komórek poszczególnych gatunków na 
te same związki chemiczne. Po ustaleniu, że dana substancja czy jej 
określona koncentracja hamuje wzrost protoplastów jednego gatunku, 
a nie wpływa na wzrost drugiego, dobiera się inną substancję, która 
w stosunku do analizowanych gatunków ma efekt odwrotny. Na pożyw
ce zawierającej mieszaninę testowanych związków możliwy byłby wzrost 
tylko heterokarionów. Na razie przeprowadzono wstępne próby, oddziel
nie dla dwu gatunków, które mają podobne wymagania pod względem 
warunków hodowli, ale się nie krzyżują. Hodowano protoplasty tytoniu 
i petunii [69] na pożywkach z dodatkiem aminokwasów, nukleotydów 
i ich analogów i przetestowano reakcję na kilkanaście związków che
micznych w różnych stężeniach. Okazało się, że przynajmniej niektóre 
z badanych substancji dawały przeciwstawną reakcję komórek obu ga
tunków. W dalszej kolejności można więc będzie umieścić mieszaninę 
protoplastów w pożywce zawierającej oba związki różnicujące i spraw
dzić, czy metoda daje spodziewane wyniki. Dodatkową jej zaletą jest 
możliwość bezpośredniej selekcji, bez konieczności otrzymywania linii 
zmutowanych, regeneracji ich w rośliny, izolowania protoplastów i do
piero potem ich zlewania. Rozwiązałoby to szereg problemów pod w a
runkiem, że stymulatory zlewania nie będą wpływały modyfikująco na 
zróżnicowaną reakcję protoplastów, a stosowane związki różnicujące nie 
będą hamowały normalnego rozwoju heterokarionów.

Jeszcze innymi markerami mogłyby być gatunkowe różnice izoenzy-
matyczne, umożliwiające identyfikację heterokarionów metodami bio
chemicznymi. K ryterium  selekcji stanowiłoby wykrycie w heterokario- 
nach izoenzymów charakterystycznych dla obu gatunków. Porównanie 
ilości, rozmieszczenia i ruchliwości elektroforetycznej dehydrogenaz jabł- 
czanowych u di - i haploidów Datura metel oraz Datura innoxia [132] 
wykazało, że układ izoenzymów jest stały niezależnie od tkanki, organu 
czy stadium rozwojowego, ale dla obu gatunków różny. Wykorzystanie 
izoenzymów w charakterze markerów wydaje się zatem celowe.

Izolowanie heterokarionów i komórek zmutowanych wymaga niskiej 
gęstości wysiewu i odpowiedniego rozproszenia komórek w hodowli. 
Istnieje więc konieczność opracowania metod zapewniających optymalne 
warunki izolacji. Stwierdzono, że dodanie do zawiesiny niskich stężeń
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kolchicyny [408] lub enzymów degradujących ściany [223] skutecznie 
zapobiega agregacji komórek. Można zastosować również omawianą już 
metodę wysiewu o niskiej gęstości i umieszczeniu zawiesiny komórek na 
warstwie agaru zawierającej komórki napromieniowane.

2. W Y K O R Z Y S T A N IE  H E T E R O K A R IO N ÖW

Heterokariony powstałe ze zlewania protoplastów mogłyby służyć 
do otrzymywania mieszańców międzygatunkowych, łączących zarówno 
materiał jądrowy, jak i cytoplazmatyczny obu gatunków. Hybrydyzacja 
somatyczna umożliwiająca pominięcie barier istniejących między gatun
kami miałaby u roślin rozległe perspektywy wykorzystania. Dotychczas 
jednak otrzymano mieszańce somatyczne tylko w przypadku Nicotiana, 
obiektu znanego z wysokich zdolności morfogenetycznych in vitro, i to 
u gatunków krzyżujących się ze sobą. U pozostałych gatunków udaje się 
jedynie otrzymać heterokariony rzadko zdolne do tworzenia kolonii lub 
organogenezy. Szereg badań wskazuje ponadto, że protoplasty po zlaniu 
rozwijają się słabiej oraz że inicjacja podziałów w homokarionach jest 
w porównaniu z heterokarionami znacznie łatwiejsza. Jedną z prób prze
zwyciężenia tych trudności jest metoda synchronizacji komórek jednego 
gatunku przed zlaniem protoplastów [105] zastosowana w heterokario- 
nach marchew-jęczmień. Przed izolacją protoplastów zawiesinę komórek 
marchwi synchronizowano działaniem niskiej tem peratury  i warunków 
beztlenowych. Po osiągnięciu wysokiego wskaźnika podziałów z komórek 
izolowano protoplasty i łączono je z protoplastami jęczmienia. Stwier
dzono, że wzrost aktywności mitotycznej komórek jednego gatunku 
w istotny sposób wpływał na zwiększenie częstości podziałów w hetero- 
karionach oraz indukował mitozy w nie dzielących się protoplastach 
drugiego gatunku. Na obecnym etapie badań postuluje się również two
rzenie takich heterokarionów, w których przynajmniej jeden ze skład
ników ma dobrze opracowane warunki hodowli in vitro. Z tych też 
względów w wielu kombinacjach mieszańcowych z innymi gatunkami 
łączone są komórki marchwi, soi i tytoniu. W kierunku zwiększenia 
możliwości hybrydyzacji somatycznej zmierzają ponadto prace dotyczące 
izolowania protoplastów z tetrad i młodych ziaren pyłku [6-9, 32, 341, 
342). Wstępne badania wykazały, że protoplasty te mają zdolność rege
neracji ścian, podziałów oraz zlewania się. Według niektórych sugestii 
tworzenie mieszańców somatycznych przez zlanie haploidalnych, zdeter
minowanych jako generatywne komórek mogłoby być łatwiejsze i proces 
ten ściślej odpowiadałby zapłodnieniu.

Na razie trudno jednak przewidzieć, czy otrzymanie mieszańców 
somatycznych u roślin okaże się realne, szczególnie w przypadku ga
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tunków odległych filogenetycznie. U zwierząt udaje się otrzymać 
żywotne przez pewien okres heterokariony odległych gatunków. Takie 
mieszańcowe połączenia komórek, np. gryzoni i człowieka, mają pewne 
interesujące właściwości [366, 373], Mianowicie, w heterokarionach na
stępuje stopniowa i wybiórcza eliminacja chromosomów jednego gatun
ku. Zjawisko to tłumaczy się faktem, że cykl spiralizacji chromosomów 
każdej z komórek wchodzących w skład heterokarionu może być różny. 
Chromosomy, których kondensacja następuje wcześniej, nie biorą udziału 
w mitozie i zostają eliminowane *. Zanim dojdzie jednak do pełnej elimi
nacji, możliwe jest wykorzystanie heterokarionów o pełnym zespole 
chromosomów jednego gatunku w połączeniu z różnymi kombinacjami 
poszczególnych chromosomów drugiego gatunku. Pozostający w mieszań
cu aneuploidalny genom drugiego gatunku jest funkcjonalny, może więc 
służyć do ustalania lokalizacji genów w chromosomach. Jeżeli na przy
kład genom gatunku, którego chromosomy nie są eliminowane, nie ma 
pewnej funkcji, która występuje w heterokarionie i łączy się z obec
nością chromosomu lub chromosomów drugiego gatunku, można przyjąć, 
że geny warunkujące tę cechę znajdują się w genomie drugim. Obecnie 
stosowane metody cytologicznej identyfikacji chromosomów zwierzęcych 
(fluorescencja i barwienie Giemsą) umożliwiają jednoznaczne skorelo
wanie analizowanej funkcji z określonym chromosomem. Za pomocą tych 
samych metod można nie tylko mapować poszczególne geny, ale ustalać 
również związki między grupami cech i badań sprzężenia genów. Jeżeli 
dwa geny są sprzężone, ich jednoczesna ekspresja w liniach mieszańco
wych niezależnego pochodzenia powinna być wzajemnie zgodna. N ato
miast zbieżność ekspresji obu cech z obecnością określonego chromo
somu wskazuje na sprzężenie genów z tym właśnie chromosomem. 
Kontrolę stanowiłby oczywiście brak danej funkcji związany z eliminacją 
tego chromosomu w innych liniach mieszańcowych. Fluorometryczne 
pomiary chromosomów umożliwiają z kolei lokalizowanie genów w okre
ślonych regionach chromosomu i ścisłą korelację map genetycznych
z cytologicznymi. W tym przypadku konieczne jest włączenie do ekspe
rymentów hybrydyzacyjnych komórek z określonymi aberracjami chro
mosomowymi, szczególnie typu translokacji. Dla komórek zwierzęcych 
opracowano ponadto skuteczne metody selekcji heterokarionów. Jedną 
z nich jest tzw. system HAT. Markerami tego systemu jest brak kinazy 
tymidynowej (TK), warunkujący niezdolność wykorzystywania tyminy, 
oraz brak fosforybozyltransferazy hipoksantyno - guaninowej (HGPRT), 
warunkujący niezdolność do wykorzystania hipoksantyny. Pierwszy 
z markerów indukowany jest przez hodowlę komórek na pożywkach

* Jako jedną z przyczyn elim inacji sugeruje  się obecność en zym ów  restry k cy j
nych.
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z BuDR, drugi — z 8 - azaguaniną. Brak wymienionych enzymów powo
duje odporność komórek na działanie tych związków, a mieszańce selek
cjonowane są na podstawie komplementacji.

Dzięki tym metodom w genetyce komórek somatycznych u zwierząt 
osiągnięto znaczne postępy [228]. Gdyby okazało się, że w heterokario- 
nach roślinnych występują podobne zjawiska, możliwa byłaby analiza 
genetyczna tymi samymi metodami. Istnieją nawet pewne dane wska
zujące na taką możliwość. W wyniku zlewania protoplastów Petunia 
i Parthenocissus [1271 na podstawie różnych wymagań hormonalnych 
obu gatunków wyselekcjonowano zdolne do podziałów heterokariony. 
Mieszańcowość otrzymanego kalusa potwierdzono za pomocą analizy 
izoenzymów. Charakterystyczny dla obu gatunków układ izoenzyma- 
tyczny był przez pewien okres zachowany, ale po roku hodowli prążki 
charakterystyczne dla izoenzymów Petunia stopniowo zanikały. Analiza 
cytologiczna wykazała, że komórki kalusa nie zawierały chromosomów 
tego gatunku. Otrzymano wyniki można interpretować w różny sposób. 
Być może rozwijający się kalus nie był mieszańcowy pod względem 
genetycznym,' zawierał tylko jakieś składniki enzymatyczne petunii, 
które ujawniały się w analizie chemicznej. Nie można jednak również 
wykluczyć możliwości somatycznej eliminacji chromosomów, analogicz
nej jaka ma miejsce w heterokarionach zwierzęcych. Zjawiska w arun
kujące tę eliminację uniemożliwiałyby integrację mieszańcowych geno
mów, a więc szanse otrzymywania mieszańców międzygatunkowych 
u roślin byłyby tym samym ograniczone. Istniałaby jednak możliwość 
wykorzystania heterokarionów w genetyce komórek somatycznych. Na
leży jednocześnie podkreślić, że przeprowadza się w tym kierunku sze
reg badań przygotowawczych, m. in. próby identyfikacji chromosomów 
roślinnych z zastosowaniem metod zróżnicowanego barwienia i wyko
rzystaniem protoplastów do analizy kariologicznej [261, 365]. Otrzymy
wanie niektórych markerów (tab. 4) zmierza również do opracowania 
systemów selekcji heterokarionów analogicznych do systemu HAT. Prze
prowadzono ponadto porównania aktywności niektórych enzymów w ho
dowanych tkankach diploidów i trisomików Datura [53] w celu zbadania, 
czy aktywność enzymatyczna może być wskaźnikiem obecności określo
nych chromosomów i ewentualnej lokalizacji genów.

Analiza genetyczna nie wyczerpuje bynajmniej wszystkich możli
wości wykorzystania heterokarionów. Mieszańce somatyczne stanowiłyby 
odpowiedni model do badania wzajemnego wpływu komórek o różnych 
cechach jądrowych i cytoplazmatycznych, różnej aktywności metabo
licznej, czy znajdujących się w różnych stadiach różnicowania. Połączenie 
komórki syntetyzującej DNA z komórką, w której ta synteza nie za
chodzi pozwoliłoby na sprawdzenie, czy w heterokarionie następowałaby
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synteza DNA przez jądro pierwotnie nieaktywne, co obserwuje się w he- 
terokarionach zwierzęcych. Analogiczne zlanie komórek pochodzących 
z dwu różnych gatunków mogłoby też wyjaśnić, czy jest to reakcja 
gatunkowo specyficzna. Interesujące byłoby również, jaką reakcję dało
by połączenie dwu komórek nie syntetyzujących DNA. W podobny spo
sób można by sprawdzić, czy RNA syntetyzowany przez jedną komórkę 
wchodzącą w skład heterokarionu warunkowałby syntezę białek w  ko
mórce drugiej. Możliwe byłoby też badanie interakcji jądrowo - cyto- 
plazmatycznych w przypadku łączenia komórek mutantów jądrowych 
i cytoplazmatycznych tych samych lub różnych gatunków. Jeżeli oka
załyby się skuteczne metody oddzielenia wpływu jądra od cytoplazmy 
w heterokarionach, opracowane dla komórek zwierzęcych [372], można 
byłoby ustalić, jakie czynniki, jądrowe czy cytoplazmatyczne, kontrolują 
ekspresję genów różnych składników heterokarionu oraz badać zmiany 
aktywności i ekspresji genów po połączeniu komórek. W tego rodzaju 
eksperymentach konieczne są oczywiście specyficzne m arkery genetycz
ne łub biochemiczne, dające gwarancję, że dany produkt syntetyzowany 
jest tylko przez komórkę określonego gatunku lub tkanki.

Łączenie komórek znajdujących się w różnych etapach cyklu ko
mórkowego pozwoliłoby na badanie kontroli procesów mitozy i mejozy. 
Badania dotyczące cyklu komórkowego są znacznie zaawansowane w ko
mórkach zwierzęcych [256], natomiast u roślin wyższych nie były dotąd 
przeprowadzane ze względu na brak odpowiedniego systemu ekspery
mentalnego. Połączenie protoplastów z komórek w różnych fazach cyklu 
komórkowego pozwoliłoby ustalić, czy w heterokarionie nastąpi ich 
synchronizacja. Jeżeli okazałoby się, że tak, w dalszych etapach możliwe 
byłoby sprawdzenie, czy różne kombinacje faz dają te same wyniki. 
Ciekawe byłoby również wyjaśnienie kwestii, czy zlanie komórek w fa
zie S i Gj indukuje wcześniejszą syntezę DNA komórki z fazy Gt 
w porównaniu z synchronizowaną populacją tych samych komórek. Je 
żeli takie heterokariony rozpoczynałyby podziały wcześniej niż produkty 
zlania, w których obie komórki były w jednakowych fazach cyklu, moż
na byłoby wykorzystać te fakty pod kątem usprawnienia metod otrzy
mywania mieszańców somatycznych. Do badań tych konieczne jest opra
cowanie odpowiednich metod synchronizacji hodowanych komórek roś
linnych, które są na razie ograniczone do niewielu gatunków [79, 144, 
224, 260]. Najbliższe lata mogą dać odpowiedź na pytanie, w jakim kie
runku i o ile posuną się badania dotyczące somatycznych komórek roś
lin wyższych. Istnieją szanse, że przynajmniej niektóre z przykładowo 
wymienionych zastosowań heterokarionów pozwolą wyjaśnić szereg pro
blemów, których rozwiązanie innymi metodami nie byłoby w ogóle
możliwe.
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3. B A D A N IA  W IR U SO L O G IC Z N E

Dotąd nie wspomniano o jeszcze jednej interesującej właściwości 
protoplastów roślinnych, jaką jest zdolność pobierania różnych cząstek, 
m. in. wirusów. Zainteresowano się zatem możliwością wykorzystania 
protoplastów w badaniach dotyczących mechanizmu infekcji wirusowej 
i charakteru odporności. Ponieważ badania wirusologiczne wymagają wy
dajnych, synchronicznych i powtarzalnych metod, protoplasty miałyby 
dużą przewagę nad dostępnymi dotychczas systemami eksperymental
nymi. Ze względu na brak ścian komórkowych infekcja byłaby efektyw
niejsza, a jednoczesne zakażanie dużych populacji protoplastów dałoby 
wysoki stopień synchronizacji, umożliwiając pobieranie prób w określo
nych odstępach czasu i badanie kolejnych stadiów replikacji wirusa.

Badania wirusologiczne na poziomie komórek roślinnych mogłyby 
przyczynić się również do wyjaśnienia specyficzności infekcji w stosun
ku do określonych gatunków i tkanek oraz mechanizmów w arunkują
cych odporność. Istotne byłoby np. ustalenie, czy w komórkach odpor
nych zahamowane jest wnikanie cząstek wirusa, zablokowana jego re
plikacja, czy też informacja genetyczna, jaką wnosi wirus, jest prze
twarzana w inny sposób niż w komórkach wrażliwych.

Dotychczasowe badania koncentrują się głównie na systemie wirus 
mozaiki tytoniowej (TMV) - protoplasty tytoniu. Opracowano skuteczne 
metody zakażania protoplastów i ilościowego oznaczania cząstek wirusa 
w protoplastach za pomocą fluorescencji i metod serologicznych [4, 398].
Porównanie wyników infekcji in vivo i in vitro [83] potwierdziło wyższą 
wydajność zakażania protoplastów. Przeprowadza się również szereg po
równań między protoplastami zainfekowanymi, niezainfekowanymi oraz 
pochodzącymi z tkanek zainfekowanych in vivo. Zastosowano ponadto 
metody biochemiczne z wykorzystaniem inhibitorów i znakowanych pre
kursorów [336, 360, 398] w celu badania replikacji kwasów nukleino
wych i syntezy białek wirusa. Wiele prac dotyczy również zmian ultra- 
s trukturalnych komórek w początkowych stadiach infekcji wirusowej
[43-46, 65].

Badania specyficzności procesu infekcji [45, 46, 189, 307, 360, 446] 
wykazały, że wirusy niespecyficzne dla pewnych gatunków mają zdol
ność namnażania się w ich protoplastach. Porównanie ekspresji genów 
wirusowych przy zakażaniu in vivo i in vitro {41, 120] wykazało, że 
pewne objawy odporności czy wrażliwości na infekcję występujące in 
vivo nie pojawiają się w protoplastach. Mogłoby to wskazywać, że okre
ślona ekspresja cech wirusa wyniką z wzajemnych interakcji między 
komórkami i w izolowanych komórkach jest inna. Nie wykluczone rów
nież, że warunki hodowli protoplastów zmieniają fenotypową ekspresję
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cech wirusa i dają inną reakcję niż w tkance. Szereg problemów pozo
staje zatem do wyjaśnienia.

Próby analogicznych badań na protoplastach przeprowadza się 
w przypadku infekcji bakteryjnych i grzybowych. Ich przykładami mogą 
być prace dotyczące odporności tytoniu na Pseudomonas tabaci [54, 55, 
58] oraz kukurydzy na Helminthosporium may dis [315].

4. M O D Y F IK A C JA  K O M O R E K  R O ŚL IN N Y C H

W związku z możliwością pobierania cząstek przez protoplasty, 
przewiduje się próby szeroko pojętej modyfikacji funkcjonalnej i gene
tycznej komórek roślinnych przez wprowadzanie mitochondriów, chloro
plastów, jąder, mikroorganizmów i DNA. Ponieważ pobieranie przez 
protoplasty stymulowane jest przez te same czynniki co zlewanie, przy
puszcza się, że mechanizm obu procesów jest podobny.

W tabeli 5 zestawiono dotychczasowe próby wprowadzania do w nę
trza komórek różnego rodzaju cząstek. Prace te mają charakter wstępny 
i ograniczają się tylko do udokumentowania pobrania obcego materiału 
przez protoplasty. Ich celem jest badanie funkcjonowania organelli róż
nego pochodzenia w komórkach roślinnych oraz możliwości utworzenia 
in vitro endosymbiotycznych połączeń między komórkami roślinnymi 
i mikroorganizmami.

Najbardziej interesujące projekty dotyczą modyfikacji genetycznej 
roślin opartej o zjawiska analogiczne do transformacji i transdukcji w y
stępującej u organizmów prokariotycznych. Procesy te polegają na prze
noszeniu genów z jednej komórki do drugiej i uzyskaniu przez komórkę 
biorcy cech charakterystycznych dla dawcy. U organizmów wyższych 
proponuje się nazwanie tego zjawiska transgenozą, ponieważ transfor
macja oznacza określone procesy specyficzne dla komórek bakteryjnych 
o znanym mechanizmie. Transgenoza in vitro polegałaby na wprowa
dzaniu DNA różnego pochodzenia do komórek roślinnych i dotyczyłaby 
form znacznie odleglejszych filogenetycznie. Kolejne etapy transgenozy 
obejmowałyby pcbranie egzogennego DNA, jego ewentualną integrację, 
transkrypcję, translację i ekspresję w komórkach biorcy.

Należy na wstępie podkreślić, że znane są dwa naturalne systemy 
interakcji między komórkami bakterii a roślinami wyższymi. Jeden z nich 
ma charakter patogenny i polega na indukcji nietypowego różnicowa
nia komórek roślinnych przejawiającego się tworzeniem narośli pod 
wpływem Agrobacterium tumefaciens. Drugi system interakcji związa
ny jest z symbiotycznym wiązaniem azotu przez brodawki korzeniowe 
roślin motylkowych pod wpływem zakażenia Rhizobium leguminosarum. 
Oba systemy są przedmiotem intensywnych badań mających na celu
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TABELA 5. Pobieranie przez protoplasty

Źródło protoplastów Pobrane cząstki Uwagi Litera
tura

I

Petunia hybrida
(liście)

Serum albuminowe wo- 
łu znakowane fluores- 
ceiną

Pobieranie stymulowane 
przez poly-L-ornitynę

177

£  Petunia hybrida 
■ £  (kiełkujący pyłek)

Serum albuminowe wo
łu znakowane fluores- 
ceiną

Obecność białka wewnątrz ko
mórek wykrywano na podsta
wie fluorescencji j

179
V

Nicotiana tabacum Ferrytyny ze śledziony 332
(liście) i konia
Pi sum sativum Rhizobium legumino- Obecność bakterii wewnątrz 88

S (korzenie i liście) sarum protoplastów wykazano w mi
t

G kroskopie elektronowym

Ï  Parthenocissus tri- Komórki i protoplasty Pobieranie stymulowane 93
W

? cuspidata (narośla)
j  i

Saccharomyces ,  komór- przez PEG
M ki sinic (Anacystis ni-

dulans)
Nicotiana tabacum Chloroplasty normalne Wykazano pobranie chloro 55
(liście mutanta vg) plastów i ich zdolność do fun 56

kcjonowania. Otrzymano nor
C / D

JZ malnie zabarwione rośliny
— ......... f ---- - . ...Ç': t  j  "  - - - - - - -

o Petunia hybrida Chloroplasty normalne Nastąpiło pobranie chloropla 331
+  (liście mutanta vg) stów, roślin nie udało się zrege
r \U nerować

Daucus carota Chloroplasty z glonów Wykrywano chloroplasty wew 34
(zawiesina komórek) ( Vaucheria dichotoma) nątrz komórek
Petunia hybrida Jądra Petunia hybrida Wykazano pobieranie jąder 330

! — 
Nicotiana glauca barwionych etylodwubromia-
Zea mays nem przez protoplasty z liści

różnych gatunków 1

sprawdzenie w jakim stopniu tworzenie narośli i brodawek związane 
jest z informacją genetyczną dostarczoną przez komórki bakterii.

Istnieje również możliwość eksperymentalnej transgenozy całych
roślin in vivo. Na przykładzie kilku gatunków [18, 173, 174, 176, 232- 
235] wykazano, że egzogenny, bakteryjny lub roślinny DNA może zostać 
pobrany przez korzenie siewek i nasion roślin wyższych, a obecność jego 
przejawia się fenotypowo również w dalszych pokoleniach. Wyniki te 
są jednak trudne do zinterpretowania, ponieważ obserwuje się w tym 
przypadku tylko początkowy i końcowy etap transgenozy, tzn. pobranie 
obcego DNA i jego ekspresję. Natomiast wszystkie pośrednie etapy są 
trudne do wyjaśnienia ze względu na kompleksowość organizmu roślin
nego.
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Wykorzystano zatem możliwość transgenozy również in vitro. N aj
bardziej interesujące wyniki uzyskano na systemie haploidalny kalus 
pomidora jako biorca +  fagi transdukujące À i cp 80 jako dawca [102— 
104]. Kalus pomidora charakteryzował się brakiem zdolności wzrostu 
na pożywkach zawierających laktozę lub galaktozę. Wykorzystano tę 
cechę dla prób przeniesienia określonych genów E. coli, warunkujących 
rozkład wymienionych cukrów na prostsze metabolity dostępne dla ko
mórek roślinnych. Inkubacja kalusa z określonymi typami fagów À i q) 80 
przenoszącymi operony lac i gal spowodowała, że uzyskał on zdolność 
wzrostu. W odpowiednich eksperymentach kontrolnych wykluczono moż
liwość ewentualnych zanieczyszczeń molekularnych lub bakteryjnych. 
Jakkolwiek sam wzrost komórek w warunkach pierwotnie letalnych 
świadczyłby o wykorzystaniu obcej informacji genetycznej, autorzy za 
pomocą metod biochemicznych i immunogenetycznych uzyskali dowody 
identyczności produktu operonu bakteryjnego i enzymów wytwarzanych 
przez kalus po wprowadzeniu określonej informacji. Wykorzystano po
nadto również zmutowane szczepy fagów w celu pełniejszego udoku
mentowania wyciągniętych wniosków. Prace te są przykładem dosko
nale opracowanego eksperymentu, w którym założono określone możli
wości i otrzymano przewidywane wyniki.

Inne próby wprowadzenia obcej informacji genetycznej do komórek 
roślinnych, przeprowadzone na hodowanych komórkach i protoplastach, 
zestawiono w tabeli 6. W niektórych wykazano pobranie, w innych ba
dano możliwość integracji, jeszcze w innych obserwowano ekspresję egzo
gennego DNA. Jakkolwiek interpretacja tych wyników nie jest pełna 
i podłoże molekularne nie wyjaśnione, na podstawie powyższego prze
glądu można wyciągnąć pewne wnioski. Stan haploidalny komórek roś
linnych nie jest niezbędnym warunkiem transgenozy, ponieważ ekspresję 
obcych genów wykrywa się również w komórkach diploidalnych. Nie
konieczna jest również specyficzność biorcy, mogą to być komórki lub 
protoplasty różnych gatunków. Transgenoza nie wymaga też określo
nego dawcy, ponieważ mogą nim być zarówno cząsteczki fagów, bakterii, 
jak i izolowany DNA różnego pochodzenia. Wydaje się jednak, że na j
odpowiedniejszym systemem umożliwiającym właściwą interpretację wy
ników byłyby haploidalne protoplasty w połączeniu z bakteriofagami. 
Wykorzystując protoplasty w charakterze biorcy można byłoby uniknąć 
nadmiernej adsorbcji DNA, która ma miejsce na ścianach komórek, oraz 
pewnej jego degradacji jeszcze przed wprowadzeniem, powodowanej 
przez enzymy nukleolityczne, obecne na powierzchni ścian komórko
wych. Istotny jest ponadto poziom i aktywność DN-azy w komórkach 
biorcy, który może przesądzać o dalszych losach pobranego DNA. Po
równując aktywność DN-azy w hodowanych komórkach i protoplastach
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TABELA 6. Transgenoza in vitro

Lp. Biorca

>

Dawca Uwagi Litera
tura1

1
I

Protoplasty aukso- 
troficznego mutanta 
Nicotiana tabacum

D N A  formy nor
malnej N. tabacum

Autoradiograficznie potwierdzono 
pobranie D N A ; nie uzyskano wzro
stu komórek na nieuzupełnionej po
żywce

! 52

2 Zawiesina diploidal- 
nych komórek Nico
tiana tabacum

D N A  Agrobacte- 
rium tumefaciens

Z komórek, które pobrały podwójnie 
znakowany D N A  wyizolowano pro
toplasty. Uzyskano pewne dane świad
czące o integracji wprowadzonego 
D N A

178

3 Protoplasty Daucus 
carota, Glycine ma- 
xima i A mm i visnaga

D N A  Escherichia
coli

Wykazano pobranie i replikację eg
zogennego DNA w protoplastach

300
301
303

4 Haploidalne proto- 
piasty Hordeum  
vulgare

Bakteriofag T3 W protoplastach wykryto aktywność 
enzymów specyficznych dla bakterio
faga

55

5 Diploidalny kalus 
Acer pseudoplatanus

Fag A p lac Kalus uzyskał zdolność wykorzysta
nia laktozy, wykryto w nim obecność ! 
ß-galaktozydazy. Cecha ta utrz> my
wała się w szeregu pokoleń komórko
wych

199
11

6 Protoplasty biało- 
kwitnącego mutanta 
Petunia hybrida

D N A  normalnej 
formy P. hybrida, 
o czerwonej barwie 
kwiatów

Komórki, które pobrały D N A  zrege
nerowano w rośliny. Wykazywały one 
cechy genotypu, który był dawcą

178
184
185

7 Kiełkujący pyłek 
Petunia hybrida

Fagi A i (p 80, D N A  
Escherichia coli !

Wykazano pobranie fagów i bakte
ryjnego D N A  za pomocą fluorescen- 
cji i autoradiografii

179
180

8 ! Kiełkujący pyłek 
Nicotiana glauca

DNA Rhizobium  
leguminosarum

W komórkach wykrywano bakteryjny
DNA

180

u Glycine maxima  [187, 188] wykazano, że w świeżo izolowanych proto
plastach jest ona niższa. Stwierdzono również, że aktywność DN-azy 
hamowana jest przez dekstran DEAE, 5’AMP i siarczan protaminy. 
Istnieje zatem możliwość ewentualnego zastosowania tych związków 
w zapobieganiu degradacji egzogennego DNA. W eksperymentach zwią
zanych z transgenozą duże znaczenie może mieć także odpowiednio wy
soka aktywność matrycowa jąder w protoplastach [30]. Odpowiednim 
dawcą byłyby z kolei całe cząsteczki fagów, ponieważ w szeregu badań 
wykazano, że DNA „uwolniony” z fagów czy bakterii w naturalny spo
sób wewnątrz komórek jest aktywniejszy biologicznie niż oczyszczone 
preparaty  DNA, które często w ogóle nie były skuteczne. Zdolność fa-

4 — P o s t ę p y  B io l .  K o m . 3/76
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gów do cyrkularyzacji genomu mogłaby stanowić również pewne za
bezpieczenie przed degradacją wprowadzonej informacji wewnątrz ko
mórek biorcy. Wykorzystanie niektórych bakteriofagów dawałoby po
nadto możliwość wybiórczego przenoszenia genów o określonych funk
cjach. Nie wyklucza się też możliwości wbudowywania obcego m ateriału 
genetycznego w genom roślinny za pośrednictwem bakterii patogennych 
i symbiotycznych.

Teoretycznie istnieje możliwość eksperymentów z pogranicza inży
nierii genetycznej u roślin wyższych, ale jest to cel dalekosiężny i t ru d 
ny do realizacji. Dotychczasowe wyniki transgenozy należy traktować 
zatem jedynie jako próby badania wpływu egzogennego materiału gene
tycznego na komórki roślinne w sposób kierunkowy i kontrolowany.
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LECTINS AS MOLECULAR PROBES IN MORPHOLOGICAL 
INVESTIGATIONS ON ARCHITECTURE AND DYNAMICS

OF CELL SURFACES

Jürgen ROTH

Institute  of P athology , Friedrich - Schiller - U niversity  
Jena, DDR - 69 Jena, G erm an D em ocratic  Republic

S u m m a r y .  The cell surface  g lycocom ponents seem  to play an im portant role in 
the regulation of growth, d eve lopm en t and com m unication  of anim al cells. At 
present the situation is characterized by the growing use of lectins as m olecular  
probes for elucidation of the structure and dynam ics of the cell surface. Lectins  
are antibody - like proteins or g lycoproteins of p lant origin w hich  can react r e v c i -  
sib ly  w ith  certain sugar residues. For use  in m em brane research it is desirable to 
utilize  h ighly  purified lectins. A com prehensive  su rvey  is g iven  on the techniques  
for purification of lectins w ith  d ifferent sugar specificity. Furtherm ore, the struc
ture and biological properties of som e representative  lectins are reported. The  
various electron - m icroscopic techniques for visualization of lectin receptors w ith  
respect to their advantages and d isadvantages are described.

INTRODUCTION

During the last years numerous experimental data point to the cell 
surface as the prim ary site for control and regulation of basic cellular 
properties such as cell growth, cell division, cell development, cellular 
communication, cell differentiation and cellular recognition. F urther
more, structural and functional changes in the cell surface have been 
suggested to accompany the process of transformation of normal cells 
to malignant cells and their property for infiltrative and metastatic 
growth. Cell surface changes associated with malignancy include for 
example varying changes in glycosaminoglycans, glycolipids, membrane 
proteins and lipids and enzyme activities as well as an increase in mobi
lity of some membrane components and an enhanced cell agglutinabilitv 
by lectins. The numerous and new facts on the structure and function
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of the cell surface partially result from improvement of the conventional 
and development of new electron - microscopic techniques and their
combination with ultrahistochemical labeling procedures, covalent label
ing of cell surface molecules as well as electron spin - resonance spectro
scopy. Lectins, a class of plant proteins or glycoproteins which bind 
to specific sequences in oligosaccharides of cellular and extracellular 
glycopeptides possess many im portant biological properties. For example 
they can stimulate cells to mitosis, affect cell transport systems, act like 
hormones, inhibit cell growth and movement, induce histamine secre
tion and others. During the last few years lectins have been introduced 
in membrane research as specific molecular probes for studying the 
number, arrangement, mobility and turnover of the corresponding lectin 
receptors which represent glycoproteins and probably glycolipids. At 
present the situation is characterized by the growing use of lectins in 
investigating the architecture and dynamics of cell surfaces and in 
elucidating the changes which cells undergo following transformation 
as well as in isolating of specific cellular and other glycocomponents.

In this review I shall describe some aspects of the normal and neo
plastic cell surface obtained by use of lectins. These include some com
ments on the physical, chemical and biological properties of lectins as 
well as on the development of electron - microscopic techniques for vi
sualization of certain lectin receptors and their use in the study of the 
architecture and dynamics of the normal and neoplastic cell surface.

It is, of course, not possible to give a complete survey of the com
plex field of membrane research and related problems. The reader is 
urged to consult other relevant reviews as given recently by Sharon 
and Lis [171], Burger [32], Lis and Sharon [102], Nicolson [126], Rapin 
and Burger [150], Nicolson [131] and Robbins and Nicolson [154].

LECTINS A S  MOLECULES

H IST O R IC A L

Lectins [27] (also named phytoagglutinins, phytohemagglutinins, 
plant agglutinins, hemagglutinins) represent a wide class of plant pro
teins or glycoproteins which possess important biological properties. 
At present lectins are undergoing a renaissance owing to their extensive 
use in membrane research. However, lectins were discovered already 88 
years ago by Stillmark [179, 180]. He prepared saline extracts from the 
beans of Ricinus communis and Croton tiglium  and found that these 
toxic plant extracts agglutinated erythrocytes. In 1907 Landsteiner and 
Raubitschek [93] reported the isolation of non - toxic lectins from pea,
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lentil a.o. The blood - group specific lectins were isolated for the first 
time by Boyd [26] and Renkonen [152]. However, the majority of lec
tins are non specific w ith regard to blood groups. Beside their classical 
use in clinical blood typing lectins have proved to be very useful in 
analysis of cell surfaces of normal and neoplastic cells [126].

Although lectins have been detected in extracts obtained from 
hundreds of plant species and from numerous species of invertebrates 
[102] only a small number of lectins have been isolated in purified 
form. It is however, absolutely necessary to use highly purified lectins 
in membrane research.

P U R IF IC A T IO N  O F L E C T IN S

Lectins can be purified from saline extracts of plants by conven
tional techniques for protein purification such as salt precipitation, gel 
chromatography, ion exchange chromatography and others. However, 
the most promising technique is affinity chromatography, by means of 
carbohydrate polymers as adsorbent, developed on the basis of the spe
cific binding properties of lectins. The bound lectin can be removed 
from 1 the affinity column either by adding the specific hapten to the 
elution buffer [3, 4] or by the use of an elution buffer of low pH [138]. 
In rare  cases glutaraldehyde fixed erythrocyte membranes [17] or for- 
malinised erythrocytes [151] were used as general affinity adsorbent 
instead of Sephadex or Sepharose. A further general purification pro
cedure is based on the use of the commercial gels to which a variety of 
acceptors for lectins can be chemically coupled. These affinity techniques 
possess many advantages in comparison with the conventional proce
dures. They represent small - step procedures with high effectivity under 
mild preparation conditions. The first lectin that was purfied in crystal
line form was Concanavalin A from the jack bean (Canavalia ensifor- 
mis).

Today it can be easily purified on a Sephadex gel by affinity chro
matography {3, 4], instead of the originally described isolation and 
crystallization procedure of Summer and Howell [182]. The procedure 
depends on the ability of Concanavalin A to form precipitates with 
dextrans and involves the saline extraction of jack bean meal, con
centration of the extract by (NH4)2S 0 4 fractionation and adsorption of 
lectin an a cross - linked dextran like Sephadex G - 50. Inert proteins 
are eluted by washing the column with 1 M NaCl. By addition of 
a 0.1 M solution of glucose to the NaCl solution Concanavalin A is 
eluted. The glucose can be removed from Concanavalin A by dialysis or 
gel filtration. The purified Concanavalin A can be stored in 1 M NaCl 
a t +4°C or in freeze - dried form.

http://rcin.org.pl



238 J. ROTH

Other lectins with somewhat similar sugar specificity can also be 
purified on Sephadex as the Lens culinaris lectin [42, 73]. Two closely 
related proteins with agglutinating activity have been isolated from 
this plant. They were called LcH - A and LcH - B. The purification of 
the two lectins consists in a two step process. First, a crude saline extract 
is prepared. The second step, which results in a m ixture of the two 
lectins, can be performed in two ways: (a) either dialysis against distill
ed water followed by DEAE - cellulose chromatography [73] or (b) spe
cific adsorption to Sephadex G - 100 and elution with D - glucose [42, 
74], Separation of LcH - A and LcH - B from the lectin mixture is done 
by CM - cellulose chromatography using a shallow salt gradient [74], 
The Lens culinaris lectin can be stored frozen at — 20°C or freeze - 
dried.

The group of galactose - specific lectins have been affinity - purified 
on agarose beads columns [127, 186], As an example the procedure for 
the purification of the Ricinus communis lectin is described here. The 
Ricinus communis beans were extracted routinely in saline. After cen
trifugation of the crude extract the supernatant was adjusted to 0.6 
saturation with (NH4)2S 0 4. The precipitate was dissolved in phosphate 
buffered saline and applied to a column of Sepharose 4B or Bio - Gel 
4 -0 .5  m agarose. After removal of the unbound proteins, the lectins 
were eluted with 0.2 M D - galactose or 0.2 M ß-lactose. The lectins were 
easily separated on a Sephadex G - 100, B io -G e l-P 1 0 0  or P150 column 
by elution with phosphate buffered saline. The first protein peak cor
responded to a protein of molecular weight 120 000, whereas the second 
corresponded to a protein of molecular weight 60 000.

Using similar procedures, agarose gels have been used to purify 
lectins from Semen jequiriti [135], Abrus precatorius [137, 186], Mo- 
mordia chorantia [186], Pseudomonas aeruginosa [50], Wistaria flori- 
bunda [188] Bauhinia purpurea alba [80], Dictyostelium discoideum [157] 
and Polysphondylium pallidum  [158]. Interestingly, not all lectins that 
are specific for D - galactose can be purified on Sepharose columns. 
The lectins from Crotolaria juncea cannot interact with internal resi
dues of the linear galactan chains of Sepharose [43]. Adsorption of this 
lectin was made possible after a mild acid hydrolysis of Sepharose re
sulting in an increase in the galactosyl end group. Purification of the 
lectin from Sophora japonica by Sepharose is not possible because of its 
reactivity towards a - D - galactose.

For purification of lectins for which no ready - made adsorbents 
are avialable, appropriate affinity columns can be prepared by covalent 
coupling of specific residues to a supporting m atrix  [103]. Various syn
thetic derivatives of specific sugars (for example N - (a - amino - caproyl) -
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ß - glycosylamine of L - fucose or 6 - aminohexyl - 2 - acetamido - 2 - de- 
oxv - ß - D - glucopyranoside) were reacted with cyanogen bromide - acti
vated Sepharose for purification of wheat germ agglutinin [106], Lotus 
tetragonolobus lectin [25] and soy bean lectin [57]. Matsumoto and Osa- 
wa [117] used epichlorhydrin for coupling L - fucose to starch. Hayes 
and Goldstein [69] isolated the lectin from Bandeiraea simplicifolia. 
They prepared an affinity column by oxidizing ̂ nelobiose to melobionic 
acid, and then coupling it to aminoethyl acrvlamide, using a water - 
soluble carbodiimide.

Beside mono - and oligosaccharides various glycoproteins can be 
coupled to an insoluble support for purification of the lectins from Do- 
lichus biflorus [44], Helix pomatia [64], lima bean [48], Sophora japo- 
nica [145], Vicia cracca [182a], Phaseolus vulgaris [117], wheat germ 
[24, 30, 96], Maackia amurensis [90], rabbit liver [75] and Limulus poly- 
phemus  [139, 155, 156].

A further possibility for affinity chromatography of lectins is based 
on the fact that many lectins are mannose - containing glycoproteins 
which can be adsorbed on a column of Sepharose - bound Con A [23].

S T R U C T U R E  A N D  P R O P E R T IE S  OF P U R IF IE D  L E C T IN S

The last years have witnessed a marked increase in the number 
of highly purified lectins whose chemical, physical and biological cha
racteristics have been investigated. Because of limitations of space only 
some representative lectins will be described here.

In general, lectins represent glycoproteins with the exception of 
Concanavalin A, which is devoid of sugar residues and is, therefore, 
a protein. A further characteristic of the lectins is their content of 
metal ions which are inevitable for the sugar - binding and agglutinating 
activities of lectins.

1. Concanavalin A. Concanavalin A is the most extensively investi
gated lectin and a voluminous literature has been published in the last 
several years. Concanavalin A agglutinates erythrocytes and other types 
of cells from different animal and bacterial species [126]. It has been
shown to interact with biopolymers containing multiple terminal non
reducing and internal 2 - O - linked a - D - glucopyranosyl, (or its 2 - acet
amido - 2 - deoxy derivative), a - D - mannopyranosyl or ß - D -» fructofu-
ranosyl residues [54, 55, 174, 175, 204], These include polysaccharides such 
as glycogens [182], dextrans [51, 52], o. - mannans [176, 182], fructans [51], 
pneumococcal polysaccharides [176], immunoglobulins [53], blood group 
substances [104], lipopolysaccharides [84], teichoic acid [88] and other 
lectins [53], Goldstein et al. [52] suggest that unmodified hydroxyl
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groups at C - 3, C - 4 and C - 6 of the D - arabino - hexopyranosyl con
figuration may represent the minimum structural features required for 
saccharide binding to Concanavalin A. In order to bind sugars Conca- 
navalin A requires certain divalent cations. Transition metal ions are 
inevitable for the binding of Ca++, and both are necessary for the b ind 
ing of saccharides.

Crystalline Concanavalin A can be separated into several molecular 
species which include at least two forms [1, 198]. One of them is made 
up of a single subunit species or “protom er” of molecular weight 27,000 
(a) which consists of a single polypeptide chain. Two fu rther polypeptide 
chains correspond to molecular weights of approximately 16,000 (ßj) 
and 13,000 (ß2). Since Concanavalin A has been reported to have a mole
cular weight of 55,000 at pH around 5 [87] the subunit structures pos
sible for this protein may be the following three: (a)2; (a)i, (ßi)i (ß2)i 
and (ßj)2 (ß2)2- Sedimentation equilibrium studies indicate that Concana
valin A exists as a 110,000 molecular weight tetram er at pH 7.0 and 
higher [87].

The structure of Concanavalin A as seen in the electron density 
map at 6.0, 4.25 and 3.0Â clearly shows a tetrameric configuration com
posed of four protomer molecules with a molecular weight of about
108,000 [65]. In summary, Concanavalin A is composed of identical asym
metric subunits (protomers) arranged in dimers, tetram ers and higher 
forms depending on the pH [41, 66, 118, 150a] and contains no a - helical 
but approximately 50% ß structures [91]. A dimer - te tram er transition 
of Concanavalin A can also occur if the tem perature is lowered [58, 77, 
119]. The dimer and tetram er configurations have significantly diffe
rent binding affinities for sugars [118, 119]. Optical rotatory dispersion 
and circular dichroism studies revealed that between pH 5 and 7 Con
canavalin A undergoes a conformational transition which involves 
a slight loss of the ß - structure but no perturbation of aromatic resi
dues [169]. The saccharide binding site of Concanavalin A, determined 
by X - ray methods using O - iodophenyl - ß - D - glucopyranoside for sub
strate, is proposed to be a 6 X  7,5 X  18 Â pocket located on each sub
unit [18, 41]. The structure of the myo - inositol binding site of Conca
navalin A, determined from a difference Fourier map of the saccharide - 
lectin complex, appears as a cavity and is formed entirely of the poly
peptide chain of one subunit [67]. The largest opening from the surface 
to the inositol position is approximately 4 X  6 Â. Through this opening, 
the centre of the inositol ring sits about 8 Â from the molecular surface. 
The distance between the saccharide and the transition metal binding 
sites, as determined by x - ray analysis, was reported to be about 20 Â 
(18]. Investigations of the solution structure of Concanavalin A using
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13C nuclear magnetic resonance or 19F nuclear magnetic resonance and 
the probe molecule methyl - D - glucopyranoside or N - trifluoroacetyl-
glucosamine indicate a much smaller separation of saccharide and metal - 
binding sites [10, 192]. Recently, Hardman and Ainsworth [68] have 
suggested that Concanavalin A has two types of organic molecule bin
ding sites. One is a general hydrophobic molecule - binding site and the 
other is a specific saccharide binding site.

In consequence, Concanavalin A has been used as reagent in ana
lytical and preparative biochemistry. For example, human gastric juice 
was found to contain at leas two vitamin B12 - binding substances [199]. 
One of the proteins was found to bind to a column of Con A - Sepharose. 
Since it was absent in the gastric juice of pernicious anemia patients, 
it was concluded tha t this protein was the intrinsic factor. Wiedmer 
et al. [200] present evidence that acetylcholinesterases from human 
erythrocytes, the electric organ of Electrophoms electricus and from 
plaice body muscle are bound by Con A - Sepharose, thus indicating the 
glycoprotein nature of these enzymes. Dopamine - ß - hydroxylase, a gly
coprotein, was found to interact strongly with Concanavalin A [197],

% • .  '

The enzyme is catalytically active when it is immobilized on a Con 
A - Sepharose column. It was concluded that the active site of the en
zyme is not near the point of carbohydrate attachment of the molecule 
and that this may be of significance in orienting the enzyme on the 
m embrane of the adrenal chromaffin granules. On the other hand, 
Concanavalin A causes a specific and reversible inhibition of ecto - 5' - 
nuc,leotidase of intact cultured C6 glioma cells [177]. The liver cell 
membrane enzyme 5' - nucleotidase is stimulated at low concentrations 
of Concanavalin A whereas high concentrations of Concanavalin A re
sult in an inhibition [153]. The two phases probably result from 
occupation of different binding sites. However, it is still unresolved 
w hether the modifications of 5' - nucleotidase activity were due to gene
ral perturbations of carbohydrate moieties or specifically to the binding 
of Concanavalin A to mannose residues.

A Concanavalin A - Sepharose column was used for fractionation 
and characterization of synaptosomal plasma membrane glycoproteins 
[208, 209], for the study of glycoproteins of liver microsomal membra
nes [201], for isolation of right side - out vesicles of purified plasma 
membranes from various cells [207] and others. Furthermore, Concana
valin A interacts with various viruses [83, 133, 142].

Concanavalin A possesses some important biological properties. For 
example, it can release histamine from human leucocytes [71], it can 
inhibit the interferon action [22] and thromboplastin activity [206], it 
mimics hormone action [37, 38], it stimulates mitosis [11, 120] and pla-
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telet release [61] and it acts as an immunosuppressive agent [94, 114,
132].

2. Wheat germ agglutinin. Aub et al. [12, 13, 14] first reported that 
crude wheat germ lipase preparations agglutinated certain tumor cells. 
The isolation and purification of the agglutinating principle was per
formed by Burger and Goldberg [31], In the mean time more efficient 
purification procedures have been developed as described in chapter 2.2. 
Although originally suggested as a glycoprotein [31] the most recent 
reports indicate that the lectin is carbohydrate free [9, 109, 121, 122].
The amino acid composition is characterized by an unusually high cy- 
stein and glycine content [9, 122]. Molecular weight estimates vary 
from 17,000 to 35,000, this corresponding to a pH dependent monomer - 
dimer transition of wheat germ agglutinin [122]. The lower molecular 
weight corresponds to that of one subunit composed of a polypeptide 
chain of 165 ±  12 amino acid residues [122].

Wheat germ agglutinin interacts with biopolymers containing N - ace
tyl - D - glucosamine or a closely related derivative [31]. Allen et al. [9] 
demonstrated that only derivatives of D - glucose with a 2 - acetamido 
group and a free hydroxyl group at position 3 were effective. F u rther
more, it could be shown that oligosaccharides were more effective inhi
bitors than monosaccharides. Equilibrium dialysis studies suggested that 
wheat germ agglutinin has binding sites for sialic acid [60].

Le Vine et al. [96] reported that wheat germ agglutinin has one 
sugar binding site per 23,000 g of the protein. The same conclusion was 
also deduced from fluorescence experiments in the case of ß - ( l - > 4 )  
linked oligomers of N - acetyl - D - glucosamine [107]. Recently, Nagata 
and Burger [122] and Privat et al. [147, 146] reported that wheat germ
agglutinin has two independent sugar binding sites per mole under 
conditions where it is known that the wheat germ agglutinin is in its 
monomeric form. It can therefore be concluded that the wheat germ 
agglutinin monomer has two independent binding sites for N - acetyl - 
- D - glucosamine and its ß - (1 -> 4) linked oligomer.

Recent fluorescence studies on saccharide binding to wheat germ 
agglutinin decided that the binding site is large and contains, at least,
three subsites which bind N - acetyl - D - glucosamine residues [148], In

%

order to bind sugar, wheat germ agglutinin required no divalent 
cations [122], Privat et al. [148] emphasize the importance of free car- 
boxylic groups in the binding of lectins to their specific ligands. X - ray 
crystallographic studies of the three dimensional structure of wheat 
germ agglutinin have been begun. Wright et al. [203] found that the
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wheat germ agglutinin crystals form a unit cell with eight molecules 
(subunits) in it.

Similarly to other lectins, wheat germ agglutinin was found to 
agglutinate bacterial cells and cell wall polymers [111]. From these 
experiments and other ones [2] it was concluded that secondary non
specific interactions contribute to the binding of lectin to the polymers. 
However, secondary interactions are not sufficient by themselves to 
cause precipitation in the presence of potent wheat germ agglutinin 
haptenic inhibitors. An further interesting property of wheat - germ 
agglutinin is its insulin - like activity [37]. At very low concentrations it 
can, like insulin, enhance the rate of glucose transport and inhibit
lipolysis in isolated fat cells, and inhibit the activity of adenylate cyclase 
in isolated liver and fat cell membranes. It was suggested that the 
insulin - like activity of wheat germ agglutinin may result from direct 
interactions with the insulin receptor in a way closely resembling the
interaction with insulin [35]. These studies indicate also that the insulin- 
- binding macromolecules of liver and fat cell membranes are glyco
proteins. It is of interest that the maximal effects of wheat - germ agglu
tinin occur at concentrations of 1 to 2|ig/ml which result in the occupa
tion of only a very small fraction of all the binding sites [36], Affinity 
chromatography with WGA - Sepharose was used as an effective proce
dure for fractionating erythrocyte membrane glycoproteins. In this way 
erythrocyte membrane receptors for wheat germ agglutinin could be 
isolated [2] and were characterized as a component of the major sialo- 
glycoprotein.

3. Ricinus communis agglutinin. Stillmark [179] first reported that 
a crude extract of Ricinus communis was toxic to mice and agglutinated 
erythrocytes. Recently, the lectins of Ricinus communis were purified 
by affinity chromatography [127, 186], The castor beans contain at least 
two lectins. One of these has a molecular weight of 50,000 to 60,000 and 
has been called RcA 60, RcAI; ricin D or Ricinus communis toxin [63, 
82, 85, 125, 135, 196]. The other lectin has a molecular weight of about
120,000 and has been called RcA120, RcAH or Ricin I i[40, 125, 186, 195, 
196], The two lectins appear to be composed of one identical and one 
distinct type of subunit [127], The RcA] consists of two major peptides of 
approximate molecular weight 29,500 and 37,000, respectively. The RcAn 
yielded peptides of approximate molecular weight 29,500 and 34,000, 
respectively. Nicolson et al. [127] proposed that RcAj is probably a tet- 
ramer of the a2ß2 type and RcAIt is a dimer of the aß' type. RcA( and 
RcA]! share a common type of peptide, the 29,500 molecular weight
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peptide, because of the similar amino acid compositions, tryptic finger
prints, and pH and tem perature stabilities [63, 127]. Saccharides with 
arrangement of hydroxyl groups at the C - 2, C - 3 and C - 4 positions 
similar to D - galactose are all strong inhibitors of RcAj and RcAh [125, 
127, 191]. These findings are in agreement with the hemagglutination 
inhibition data of Drysdale et al. [40] and Pardoe et al. [140]. RcA[ and 
RcAn were inhibited by saccharides containing terminal nonreducing 
D - galactose residues, but RcAn was additionally inhibited by N - acetyl - 
- D - galactosamine [127]. RcA| preferred a over ß linkages, but RcAn 
was inhibited equally by saccharides with a or ß linkages.

Irimura et al. i[81] investigated the carbohydrate binding specificities 
of various galactose - specific lectins by means of various glycopeptide 
hapten inhibitors. The authors suggested that galactose - specific lectins 
can be classified into three groups based on the type of sugar chains 
with which they primarily interact on the cell surface.

One of the most interesting properties of RcAn is its extreme 
toxicity [180], Recently, Lin et al. [98, 99] and Olsner and Pihl [194, 135, 
136] found that RcAn strongly suppresses cell protein synthesis by 
interferring with the completion of ribosome - bound initiated peptide 
chains. This process involves the binding of the RcAn to the cell surface 
receptors, followed by endocytosis and release of RcAn from inside 
endocytotic vesicles into the cytoplasm [128, 130]. Furthermore, lectins
that interact with the galactose N - acetyl - D - galactosamine sugar 
sequence, i.e. Ricinus communis agglutinin stimulates human peripheral 
lymphocytes to mitosis [81]. Kishiye et al. [92] demonstrated an increased 
membrane fluidity on human peripheral lymphocytes appearing after 
binding of RcAj or RcAn . This may probably represent the initial step 
in the mitogenic stimulation.

4. Lens culinaris lectin. The common lentil, Lens culinaris or Lens 
esculenta, was first reported to contain a lectin by Landsteiner and 
Raubitschek [93], Two isolectins, called LcH - A and LcH - B. were 
Isolated by Ticha et al. [183] and by Howard et al. [74]. The latter 
described that each of the two lectins consists of two identical polypeptide 
chains of 24,500 molecular weight. Contrary to these findings Fliegerova 
et al. [47] reported two types of subunits differing in their molecular 
weights (18,000 and 8,000) as well as amino acid composition and terminal 
acids. It was suggested that these subunits (called H and L) form an 
oligomer consisting of 2H +  2L. The molecular weight of such an oligo
mer would be 52,000 which is in good agreement with the values 
reported by Howard et al. [74], The bivalent Lens culinaris lectin [ 178i 
reacted with D - mannose and D - glucose - containing polysaccharides
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[42, 73, 205]. The Lens culinaris lectins contain Mn++ and Ca++
and take up additional Mn++ and Ca++ in solution with

I
a concomitant strong increase in hemagglutinating activity [141].
The Lens culinaris lectin mixture is relatively heat stable [141],
particulary in the presence of binding sugars. Lyophilization caused 
extensive dénaturation of LcH - A [73]. In comparison with Concanavalin 
A which reacts with similar sugar residues, the LcH - A has a 50 - fold 
lower sugar binding constant [178]. This might explain why Concanavalin 
A gives visible precipitation w ith dextrans which give never such visible 
reaction with the Lens culinaris lectins [178].

5. Soy bean lectin. The lectin from Glycine max was first purified 
by Liener et al. [97] and is a glycoprotein [100], The specificity of the 
purified lectin is attributable to terminal a - linked 2 - acetamido - 2 - 
- deoxy - 2 - D - galactopyranosyl or to a - or ß - galactopyranosyl residues
[101, 143].

The molecular weight, determined by sedimentation equilibrium and 
by gel filtration, was found to be 120,000 to 122,000 [110]. It was con
cluded that the soy bean lectin is a tetram er composed of identical 
subunits, each of molecular weight 30,000 [110]. Two binding sites for 
N - acetyl - D - galactosamine were found in one molecule of 120,000
molecular weight. Cross - linking of soy bean lectin with glutaraldehyde 
results in an enhancement of its hemagglutinating and mitogenic acti
vities [108], A similar increase in hemagglutinating activity was observed 
upon storage in lyophilized state i [  111 ]. This phenomenon is caused by 
the formation of high molecular weight aggregates. Soy bean lectin 
retains its full biological activity after periodate oxidation followed by 
reduction with sodium 3H borohydride [112]. This shows that the 
integrity  of the carbohydrate side chain of the lectin is not essential 
for the biological activity. On the other hand, fu rther lectins which are 
glycoproteins and devoid of S - S and - SH groups can be radioacti- 
vely labelled by this method.

S T R U C T U R E  O F M E M B R A N E  L E C T IN  R E C E P T O R S

The assumption that the cell surface lectin receptors are sufficiently 
characterized by the structure of the best hapten inhibitor in cell 
agglutination or polysaccharide precipitation is an oversimplification. 
For characterization, the lectin receptors should be isolated from the 
cellular membranes. It should, however, be stated that not all of the 
isolated inhibitors are actual lectin receptors on the intact cell surface. 
The release of membrane glycocomponents can be achieved by the use 
of proteolytic enzymes, hypotonic shock or various detergents. This is
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followed by purification of the receptors for example by affinity 
chromatography on lectin - Sepharose columns [2]. In this way receptors 
could be isolated from various cells for Concanavalin A [6, 7, 21, 33, 39, 
79, 123, 170, 187], for Lens culinaris lectin [187], for wheat germ lectin 
[2, 123, 189] for Ricinus communis lectin [2, 81, 189], for Agaricus 
bisporus lectin [145a, 189], for Robinia pseudoaccacia lectin [39, 95], and 
others. These investigations clearly demonstrated that the various lectin 
receptors, in general, are represented by complex structures such as 
glycopeptides.

T E C H N I Q U E S  F O R  E L E C T R O N  M I C R O S C O P I C  V I S U A L I Z A T I O N  O F  L E C T I N
R E C E P T O R S

As already described on p. 237 lectins are naturally  occurring 
antibody - like substances of plant origin. They can reversibly react with 
terminal nonreducing (and internal) saccharide moieties in a way 
comparable to an antigen - antibody reaction. According to these proper
ties and their protein or glycoprotein nature the lectins represent a new 
class of reagents for cytochemistry with a new high level of specificity. 
Avrameas [16] for the first time introduced lectins in cytochemistry for 
visualizing saccharide residues. Because of the insufficient inherent 
electron density of the lectin molecules they have been covalently 
coupled to electron dense markers or enzymes by modifications of the 
glutaraldehyde coupling procedure of Avrameas [15]. A further main 
improvement is represented by cytochemical affinity techniques without 
need for covalent linkage between the lectin and an appropriate marker.

L E C T IN  A F F IN IT Y  T E C H N IQ U E S

Bernhard and Avrameas [20] first used horseradish peroxidase for 
visualization of Concanavalin A receptors in the glycocalyx by means 
of a cytochemical affinity technique. Horseradish peroxidase does not 
need a special coupling procedure to from complexes with Concanavalin 
A. This enzyme is a glycoprotein containing approximately 18°/o saccha
ride residues among which the three saccharide residues for binding to 
the acceptor sites of the Concanvalin A molecules are present. The prin
ciple of the technique is illustrated in Fig. 1. The cells were incubated 
in Concanavalin A, which is fixed on the cell surface by the corre
sponding saccharide moieties. In a second incubation step horseradish 
peroxidase is added and becomes fixed on the still free sugar binding 
sites of the polyvalent lectin. The cells were then fixed with glutaral
dehyde or formaldehyde as usual. This cell surface receptor — the
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lectin - peroxidase complex is then revealed by the diamino bezidine 
reaction [59] leading to an osmiophilic precipitate. Controls for specifi
city of the technique usually contain 0.1 M or 0.2 M of the specific 
saccharide inhibitor (a - methyl - D - mannopyranoside, D - mannose, D - 
- glucose) in the incubation medium.

A further cytochemical affinity technique by means of horseradish 
peroxidase for binding to unoccupied binding sites of cell surface - bound 
lectins was described by Roth and Thoss [162] and Roth et al. [165],

Instead of Concanavalin A the Lens culinaris lectin with a sugar 
specificity directed towards D - mannose and D - glucose like residues 
was used. The cytochemical procedure corresponds to that described fo’r 
the Concanavalin A - peroxidase technique.

Theoretically, horseradish peroxidase can be utilized for binding 
other mannose or glucose - specific lectins as the Pisum sativum  lectin. 
Lectins with other sugar specificities for example Ricinus communis 
agglutinin with a binding specificity for ß - D - galoatose like sites cannot 
be revealed by this technique.

The cytochemical affinity techniques using horseradish peroxidase 
are uncomplicated and highly reliable. However, the reagents which 
were used were not covalently coupled. Therefore, the possibility of 
a loss of biolgoical activity of lectin is avoided. On the other hand, this 
fact involves several problems. Some lectin and/or peroxidase loss by 
spontaneous release from the cell surfaces or during the rinsing steps 
can occur [78]. Furthermore, differences in binding of peroxidase to 
receptor - lectin complexes are possible, obviously in relation to the 
number of free lectin sugar binding sites [34, 78]. The final electron 
dense reaction product is a limiting factor for the resolution in the 
electron microscope.

Another cytochemical affinity technique for demonstration of cell 
surface - bound Concanavalin A was developed by Smith and Revel [173]. 
Instead of horseradish peroxidase hemocyanin from Bucyon canaliculata 
was used as marker by virtue of the fact that it possesses the appropriate

Fig. 1. Schem atic  representation of the Con
canavalin  A - peroxidase technique after  
Bernhard and A vram eas [20], 1 — Cell w ith  
lectin receptor, 2 — Concanavalin  A, 3 —  
horseradish peroxidase, 4 — DA B - reaction,

5 — hapten inhibitor
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4

carbohydrate sequences for lectin binding. The distinctive size and 
cylindrical shape of this m arker renders it identifiable in thin sections 
(89, 185, 190] as well as in platinum - carbon replicas [173]. The labeling 
procedure of cells is similar to that described for the Concanavalin A - 
-peroxidase technique including a Concanavalin A incubation step fol
lowed by hemocyanin incubation. After fixation and dehydration of the 
labeled cells a shadowcast replica can be made at a 45° angle onto cover 
slips. This replica technique allows a two dimensional visualization of 
Concanavalin A - binding sites. However, the correlation between the 
cell surface label and the underlying cytoplasm cannot be investigated 
as it is possible after in situ embedding and sectioning of cells.

The size of the m arker molecules is a strong limitation for exact 
localization. Finally, the technique is not a quantitative one [173] and 
nonspecific adsorption may occur.

An entirely new affinity technique has been developed by Martin 
and Spicer [115] and by Roth and Franz [163] by the use of polysac
charide - iron complexes for visualization of membrane receptor - bound 
lectins. The principle of the technique is illustrated in Fig. 5. Franz and 
Roth [45] synthesized a mannan - iron complex for specific binding to 
Concanavalin A or Lens culinaris lectin, whereas Martin and Spicer 
[115] used a commercial d e x tra n - iro n  complex. These polysaccharide- 
- iron complexes exhibit two properties simultaneously: binding to lectin 
by their carbohydrate content as well as high electron density owing to 
their iron core. In this manner they represent both a receptor and a 
m arker substance. In the meantime other polysaccharide - iron com
plexes for demonstration of galactose - specific lectins were prepared by
us [46, 164].

L E C T IN -F E R R IT IN  C O N J U G A T E S

Nicolson and Singer [124] first used a modification of the glutaral- 
dehyde coupling procedures of Avrameas [15] for preparation of cova
lently linked Concanavalin A - ferritin. Stobo and Rosenthal [181] 
improved the effectivity of the coupling procedure by adding the 
saccharide inhibitor for protection of the sugar binding site of Concana
valin A molecules during the coupling procedure. After conjugate pre
paration the hapten can be removed easily by dialysis. In the meantime 
various lectins have been covalently coupled to ferritin  [70, 165, 168, 
184]. Generally, the coupling procedure by glutaraldehyde resulted in 
a m ixture of free ferritin  and lectin, lectin - ferritin  conjugates and 
polymers of ferritin  and lectin. In consequence, a purification of the 
reaction product must be performed by gel filtration on Sepharose 4 B, 
followed by affinity chromatography [129], A nother possibility for con-
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Fig. 4. L ens culinaris,  lectin - peroxidase  - technique on Ehrlich ascites tumor
cell. 40,000 X

Fig. 5. Schem atic  representation  of the Conca
navalin  A - m annan iron technique after Roth 
and Franz [163], 1 — cell w ith  lectin receptor, 
2 — Concanavalin  A (or Lens culinaris  lectin),

3 — m annan iron com plex.

Fig. 6. Concanavalin  A - m annan iron technique. Part of an intestinal m ouse cell
w ith  brush border. 82,000 X
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Fig. 7. Ferritin  - labelled  Concanavalin  A. In v ivo and in situ labelling  of normal
rat iiver cell culture. 70,000 X
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Fig. 8. Ferritin - labelled Ricinus com m unis  agglutinin. P leural m ésothélia l ceil
of m ouse. 47,000 X

Fig. 9. Ferritin -  labelled  w h eat germ  agglutinin. Part of an intestinal rat cell w ith
brush border. 80,000 X
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ju g a te  p u rifica tio n  consists in  agarose gel f iltra tio n  [193] or in  d ensity  
g rad ien t cen trifu g a tio n  [165]. The size an d  e lec tron  d en sity  of th e  lec tin  - 
fe rr i t in  con jugates enabled  a h igh  reso lu tion . The con jugates can be 
used in a one - s tep  p rocedure  fo r labelling  of un fixed  or p re fix ed  cells 
u nder various conditions. A n im p o rtan t app lica tion  of lec tin  - fe r r itin  
con jugates consists in  cell su rface  labelling  fo r freeze - e tch  e lectron  
m icroscopy [144, 161, 165, 166, 167, 184]. A fte r deep - e tch ing  of the  
fra c tu re d  cells th e  lec tin  - fe rr i t in  con jugate  a t th e  cell su rface  can  be 
localized to th e  in tram em b ran eo u s partic les  of th e  m em brane fra c tu re  
face. In  th is  w ay  it  is possible to co rre la te  th e  n u m b er and  d is trib u tio n  
of lec tin  recep to rs  to th e  in tram em b ran eo u s partic les.

LECTIN-ENZYME CONJUGATES

In  co n tra s t to  su g ar m ediated  binding  of ho rse rad ish  perox idase to 
C oncanavalin  A, H ue t and  C arrid o  [76] and  G onatas and A vram eas [56] 
succeeded in  cova len tly  coupling perox idase w ith  various lectins using 
g lu ta ra ld eh y d e  as a b ifunctional agent. Stobo and  R osenthal [181] applied  
cy tochrom e oxidase for C oncanavalin  A labelling . The p rocedures fo r 
coupling th e  enzym e to lectin  a re  s im ilar to those for lec tin  - fe rr it in  
coupling. T here  ex ists th e  possib ility  fo r one - s tep  or tw o - s tep  g lu ta ra l
dehyde coupling.

The la t te r  includes ac tiv a tio n  of perox idase by g lu ta ra ld eh y d e  
tre a tm e n t re su ltin g  in  in tro d u c tio n  of a ldehyde groups. In  th e  second 
step  th e  reac tio n  be tw een  th e  a ldehyde groups of th e  ac tiva ted  perox i
dase and th e  carboxy l groups of lectins leads to a stab le  com plex.

B eside these  lec tin  techn iques o th er seldom  used m ethods exist. 
H o rrisb e rg er e t al. [72] p rep ared  a m ercu ry  - labelled  C oncanavalin  A 
fo r d em o n stra tio n  of cell w all m an n an  in  y east cells. W agner e t al. [194] 
em ployed th e  colloidal gold techn ique fo r v isualization  of blood group  A 
sites b y  p ro tec tin  from  H elix  pom atia  (A nti A nei) on h u m an  e ry th ro 
cytes. The gold - labelled  A n ti A Hei can be applied  in  freeze - etching 
fo r th e  s tu d y  of th e  tw o dim ensional a rran g em en t of th e  cell surface 
receptors.

In  com parison w ith  o th er usefu l p rocedures fo r revealing  polysac
charides [49, 116, 149, 202] the  lec tin  techn iques have som e im p o rtan t 
advan tages as re cen tly  sum m arized  by  B ern h a rd  [19]: (a) th ey  posses 
a h igh  degree of specific ity  in  th e  im m unological sense fo r ce rta in  sugar 
residues; (b) th e  reactions m ay  be ca rried  out on living cells w ith o u t 
d én a tu ra tio n  of th e  recep to rs; (c) th ey  can be app lied  fo r th e  stu d y  of 
th e  dynam ic behav io u r of th e  cell su rface  u n d er various physiological 
conditions or a f te r  ac tion  of d rugs and  enzym es.
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The app lica tion  of lectin  techn iques to living cells is a fu n d am en ta l 
advan tage  in  com parison w ith  o th er sta in ing  procedures fo r po lysac
charides, since for the  f irs t  tim e e lec tron  m icroscopic techn ique enabled  
stud ies of the  m obility  of cell su rface  carbohydra tes. H ow ever, th e re  
ex ist sam e d isadvan tage consisting in  the  poor p en e tra tio n  of lec tin  in 
to solid tissues as w ell as in to  the  cells. In  th e  case of organs such as 
the  in te s tin e  [20, 163], the  lung, th e  p leu ra , the  trach eo b ro n ch ia l tre e  
[159, 160, 165, 168] and th e  k idney  /[28] positive re su lts  could be obtained. 
The use of u ltra th in  frozen  sections w ill solve these m ethod ical d iffi
culties.

LEKTYNY JAKO ODCZYNNIKI W MORFOLOGICZNYCH BADANIACH 
BUDOWY I DYNAMIKI POWIERZCHNI KOMÓREK

STRESZCZENIE

W ostatnich latach nagromadziły się dane wskazujące, że składniki cukrow- 
cowe powierzchni komórki odgrywają rolę w regulacji podstawowych funkcji 
i właściwości komórki, takich jak wzrost, podział, wymiana informacji, różnico
wanie i rozpoznawanie. Poza tym zmiany w strukturze cząsteczkowej i funkcjach 
powierzchni komórkowej zdają się wpływać na zmiany w sposobie rozrostu komó
rek po ich transformacji. Wprowadzono nowe sposoby oceny rodzaju i rozmieszcze
nia oraz dynamiki zachowania się węglowodanów powierzchni komórkowej na 
podstawie badań wzajemnego oddziaływania komórek zwierzęcych i lektyn. Lektyny 
są białkami, często glikoproteidami roślinnego pochodzenia, które specyficznie wiążą 
pewne reszty cukrowcowe na powierzchni komórek. W badaniach błon komórko
wych, jak również dla wykazania węglowodanowych składników na powierzchni 
komórki metodą mikroskopii elektronowej, ważne jest stosowanie lektyn dobrze 
oczyszczonych.

W artykule omówiono rys historyczny odkrycia lektyn, a następnie dokonano 
wyczerpującego przeglądu technik stosowanych do oczyszczenia tych substancji. 
Najlepiej rokującą metodą oczyszczania jest chromatografia powinowactwa z uży
ciem polimerów węglowodanowych jako adsorbentów. Metoda ta opiera się na 
właściwościach specyficznego wiązania się lektyn. Przykładowo opisano oczyszcze
nie metodą powinowactwa dwu lektyn specyficznych dla glukozy (z konkanawaliny 
A i Lens culinaris) na kolumnach dekstranowych. Grupa lektyn specyficznych dla 
galaktozy może być poddana oczyszczeniu podobną metodą na kolumnie z agarozy. 
Jako przykład opisano oczyszczenie lektyny z Ricinus communis. Do oczyszczania 
lektyn, dla których nie ma gotowych adsorbentów, można przygotować odpowied
nie kolumny powinowactwa przez kowalencyjne związanie substancji specyficznych, 
jak np. monosacharydów, oligosacharydów albo glikoproteidów z odpowiednim  
nośnikiem. W następnym rozdziale podano budowę i biologiczne własności konka
nawaliny A, aglutyniny z kiełków pszenicy, Ricinus communis, Lens culinaris (so
czewicy) i soji. Rozważono budowę cząsteczkową lektyn krystalicznych, specyficz
ność ich wobec cukrów oraz budowę miejsca wiązania lektyny z cukrem. Omówiono 
również wzajemne oddziaływanie z różnymi wielocukrami i komórkami. Krótka
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w zm ia n k a  dotyczy b u dow y receptorów  dla lektyn  w  błonie — receptory te składają  
s ię  ze złożonych g likopeptydów . L ektyny  są now ą klasą odczynników  służących do 
uw idocznian ia  w  m ikroskopie e lek tron ow ym  p ew n ych  reszt cukrow ych na zasadzie  
ich zdolności w iązania  cukrów  oraz ich charakteru białkow ego. Do tych c e ló w  
lek ty n y  w iąże  się k ow alen cy jn ie  z e lektronow o gęstym i znacznikam i lub enzym am i,  
u ży w a ją c  zm odyfikow anej m etody  sprzęgania a ldeh yd em  g lu tarow ym  w g A v r e -  
m easa . Inne m ożliw ości uw idocznienia  lek tyn  w yn ik ają  z ich cytochem icznego po
w in o w actw a . dzięki którem u nie zachodzi potrzeba k ow alen cyjn ego  w iązania p o 
m iędzy  lek tyn ą  a odpow iednim  znacznikiem . W ostatnim  rozdziale opisano te c h 
n ikę stosow aną dla lokalizacji m iejsc  w iązania  lek tyn  oraz korzyści i w a d y  tej 
m etody.
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METODY ZNAKOWANIA POWIERZCHNI KOMÓREK *

Jerzy K A W IA K

t

P racow n ia  Cytofizjologii Z akładu B iofizyki i B iom atem atyki,
Centrum  M edyczne K ształcenia  P od yp lom ow ego  w  W arszaw ie

S treszczen ie .  P rzedstaw iono  sposoby znakow ania  pow ierzchni kom órek przez dołą
czenie znacznika w iązan iam i kow alen cyjn ym i. Opisano n ieen zym atyczn e  m etody  
w iązania  z grupam i am inow ym i, tyrozy low ym i, h is ty d y lo w y m i i su lfh yd ry low ym i  
oraz m etod ę  znakow ania  trytem  koń cow ych  reszt sja low ych . Ponadto  przedstaw iono  
zalety  i  problem y m etodyczne znakow ania  kata lizow anego enzym am i: laktopero-  
ksydazą i oksydazą galaktozy. P ierw szy  z tych en zym ów  pozw ala  w prow adzić  jod 
rad ioaktyw ny  do reszt tyrozy low ych  i h is tyd y low ych  dostępnych na pow ierzchni  
kom órek. K om órki dobrze przeżyw ają  tę procedurę znakow ania  i rosną w  hodowli  
O ksydaza galaktozy  kata lizu je  u tlen ien ie  końcow ych  galaktoz i N  - acety loga lakto-  
zoamin przy w ęg lu  - 6, dostępnych na pow ierzchni komórki. P ow sta łe  grupy a ld e 
hydow e są w tórn ie  red u k ow an e try to w a n y m  borowodorkiem , przez co tryt zostaje  
w prow adzony  do reszty  cukrow cow ej.

%

Zgodnie z współczesnymi poglądami na budowę błon biologicznych 
[11, l ia ,  76], mogą one wykazywać istotne różnice strukturalne. Nawet 
tej samej błonie nie można przypisać określonej stałej budowy, ale 
wiele zmieniających się form. Tak np. błona komórkowa prawdopodob
nie może przybierać różne konfiguracje, w których jest różne ułożenie 
białek i lipidów, co mogłoby zmieniać możliwości funkcjonalne błony. 
Taka zmienność form błony komórkowej powiązana ze zmianami funkcji 
nie powinna dziwić ponieważ wiemy, że układ ten jest utrzymywany 
słabymi wzajemnymi oddziaływaniami składników. Stąd łatwo ulega 
zaburzeniu równowaga dynamiczna osiągana przez układ, powodując 
przejście jednej formy błony w drugą. W tym  sensie możemy uważać 
błonę za „płynną mozaikę” jej składników.

* Praca w yk on an a  w  ram ach program u badaw czego nr 5-536-3 Urzędu Ochro
ny  Środow iska  U SA .
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Głównymi składnikami błon biologicznych są białka, lipidy, jony 
i woda. Niektóre z nich są substancjami amfipatycznymi, w których 
przynajmniej jedna okolica cząsteczki ma właściwości hydrofilne oraz 
inna — hydrofobowe. Ta ich budowa powoduje, że mogą tworzyć micel
le w formie niestabilnych dwu - albo wielowarstwowych błon. Stanowią 
podstawowe składniki blon, bez których układ ten prawdopodobnie nie 
mógłby istnieć.

Nie wszystkie zmiany położenia substancji amfipatycznych w błonie 
są równie prawdopodobne. Mało prawdopodobna jest np. rotacja czą
steczki białka — z wyraźnie zaznaczoną hydrofilną okolicą wystającą 
na powierzchni komórki oraz zanużoną w warstwie lipidowej okolicą 
hydrofobową — wokół osi równoległej do powierzchni błony. Natomiast 
rotacja wokół osi prostopadłej do powierzchni błony była obserwowana 
dla rodopsyny, białka występującego w pręcikach komórek siatkówki 
oka [17]. Dla małych cząsteczek fosfolipidów czas połowiczny wymiany 
między powierzchniową i wewnętrzną warstwą lipidową (tzw. ruch 
f lip -f lop ) jest rzędu minut lub godzin [43, 50]. Cukrowcowe grupy do
łączone od strony powierzchni komórki do białek i lipidów błony pełnią 
m. in. funkcję stabilizatora położenia tych cząsteczek. Tę stabilność po
łożenia cząsteczek w błonie można wykorzystać dla obserwacji pewnych 
grup chemicznych należących do białek i lipidów w pobliżu powierzchni 
komórki, wnioskując stąd o chwilowej obecności tych składników na 
powierzchni komórki. Dotyczy to również sztucznie otrzymanych pęche
rzyków utworzonych z fragmentów rozerwanej błony komórkowej albo 
błon cytoplazmatycznych. W tym przypadku można śledzić obecność 
grup chemicznych na zewnętrznej powierzchni pęcherzyków. Informacje 
na temat ułożenia składników na powierzchni błon biologicznych mają 
istotne znaczenie dla rozumienia takich funkcji błony, jak rozpozna
wanie bodźców (hormony, wirusy, przeciwciała), transport przez błony 
(nośniki) czy sterowanie wenętrznymi procesami komórkowymi.

W obecnym przeglądzie będą przedstawione niektóre sposoby zna
kowania powierzchni błon, a raczej dostępnych na ich powierzchni grup 
chemicznych należących do białek i lipidów. Mimo że większość przy
kładów jest ograniczona do błony komórkowej, przedstawione ogólne 
wyniki i wnioski mają również zastosowanie do sztucznych pęcherzyków 
utworzonych z błon biologicznych. W obecnym przeglądzie bardziej 
szczegółowe opisy składników powierzchni komórek, np. dotyczące anty
genów czy receptorów dla hormonów, inhibitorów i lektyn, nie będą 
poruszane.

Wybrano metody, w których znacznik jest trwale, kowalencyjnie 
związany ze składnikami powierzchni błony. Czasem wyraźnie mody
fikuje to czynności błony komórkowej, chociaż nie powinno prowadzić
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do rychłego obumarcia całej komórki. Ma to pewne wady i zalety, które 
zostaną omówione.

Metody znakowania powierzchni całych, nienaruszonych komórek 
opierają się na tym założeniu, że grupy chemiczne składników błony są 
dostępne dla odczynnika wprowadzającego znacznik i jest on aktywny 
tylko od strony środowiska. Odczynnikami, które spełniają wymagane 
właściwości, są duże aniony oraz cząsteczki białek enzymatycznych. Stąd 
ogólnie można wyróżnić metody znakowania nieenzymatyczne i metody 
enzymatyczne. Jak wspomniano, dodatkowym wymaganiem są takie w a
runki reakcji chemicznej, by podczas znakowania nie doszło do uszko
dzenia komórek. Między innymi sprzyja temu krótki czas potrzebny do 
znakowania. Odczynniki wykorzystywane do znakowania zebrano w ta
beli.

TABELA. M etody znakow ania  powierzchni kom órek

Metody Znacznik Literatura

Nieenzymatyczne :
dw uazoniowa sól kwasu sulfanilowego 35S 5, 6
formylometionylo sulfono metylofosforan 35s 10
1-sulfono 2, 4, 5-trójnitrobenzen 3 H 2, 9
1-fluoro 2, 4-dwunitrobenzen 1 4 ^ 69
pochodne 2, 2,-dwuhydrostilbeno sulfonianu 14C , 125 ! 14, 46
fosforan pirydoksalu — redukcja borow odor 3 H 39, 72
kiem
1-sulfono 4-rtęciobenzenu chlorek 203Hg 42
utlenianie nadjodanem — redukcja borow odor- 3 H 8
k iem
imidoestry 3H, 14C 91
chlorek dansylu 3 H 75
Enzymatyczne:
jodowanie  katalizowane laktoperoksydazą 1 2 5 J  1 3 1 J 36, 63, 65
utlenianie katalizowane oksydazą galaktozy — 3H 26, 77
w tó rna  redukcja  borowodorkiem

1

Z N A K O W A N IE  NIEENZYM ATYCZNE

W metodach nieenzymatycznych znacznik najczęściej wiąże się 
z resztami histydylowymi i wolnymi grupami aminowymi oraz guanidy- 
lowymi białek. Większość grup aminowych na powierzchni komórek na
leży do białek, a nie do lipidów [11, 91]. Odczynnikiem łączącym się 
z tymi grupami jest dwuazoniowa sól kwasu (35S) sulfanilowego (rys. la) 
użyta do znakowania powierzchni erytrocytów [5, 6, 40]. Działanie tym 
odczynnikiem powoduje natychmiastową utratę jonów potasowych przez 
komórkę, co dowodzi znacznego uszkodzenia błony komórkowej.

267
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Jedną z wcześniej opracowanych metod było również znakowanie 
powierzchni erytrocytów formylometionylo (35S) sulfono metylofosforanem 
(rys. Ib), które wykonuje się w wysokim pH (około 10). Według autora 
tej metody Bretchera [10] do całych, nieuszkodzonych erytrocytów 
związek ten przenika słabo, a mimo to około 15°/o radioaktywności ca
łych komórek odnajduje się w hemoglobinie. Erytrocyty dobrze znoszą 
wysokie pH, w którym  prowadzi się znakowanie i zwykle nie więcej niż 
5°/o komórek ulega hemolizie.

Rys. 1. W zory odczynników  u żyw an ych  do znakow ania  pow ierzchni kom órek. 
Grupy reak tyw n e obw iedziono lin ią przeryw aną, a — d w uazon iow a sól k w asu  
su lfan ilow ego, b — form ylom etionylo  su lfono m ety lo fosforan , c — 1 - su lfono  
2,4,6 - trójnitrobenzen, d  — 1 - fluoro 2,4 - dw unitrobenzen , e — 1 - su lfono  4 - rętcio-

benzenu  chlorek.

Do znakowania powierzchni erytrocytów próbowano wykorzystać 
1 - sulfono 2,4,6 - trójnitrobenzen (TNBS) [2, 9]. Odczynnik ten
(rys. Ic) reaguje z grupami sulfhydrylowymi oraz z grupami amino
wymi peptydów i białek [24, 58], Jednak wykazano [3], że znakowanie 
odbywa się podczas dyfuzji odczynnika do komórki. Stąd znakowane 
jest również wnętrze błony komórkowej i hemoglobina erytrocytów, 
a nie tylko powierzchniowe składniki. Ten odczynnik użyto również do 
oddzielenia białek błon erytrocytów na zasadzie chromatografii powino
wactwa [84]. Z Sepharozą łączono przeciwciała przeciw dwunitrofenylo- 
wym związkom i na kolumnie z takiej Sepharozy zatrzymywano, a na-
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stępnie eluowano białka solubilizowanych błon otrzymanych z komórek
znakowanych TNBS.

Berg i wsp. [7] traktowali erytrocyty 1 - fluoro - 2,4 - dwunitroben- 
zenem (FDNB) (rys. Id) oraz jego analogiem z dwoma grupami aktyw
nymi: 1,5 - dwufluoro - 2,4 - dwunitrobenzenem. Zwiększają one przepu
szczalność erytrocytów dla kationów sodu i potasu, a Passow i Schnell
[59] odkryli, że FDNB powoduje również zmniejszoną przepuszczalność 
błony dla anionów siarczanowych. FDNB może wiązać się z różnymi 
grupami: aminowymi, imidazolowymi, sulfhydrylowymi i fenolowymi, co 
z kolei może wpływać na zmianę trzeciorzędowej budowy białek, 
w tym  również białek błony komórkowej. Odczynnik ten jest dobrze 
rozpuszczalny w lipidach i stąd szybko wnika do błony oraz do komórki, 
reagując z białkami i lipidami wewnętrznymi [69]. Ma więc małą w ar
tość w badaniach grup chemicznych dostępnych na powierzchni, chociaż 
używając go zyskano wiele informacji na tem at biernego transportu 
anionów przez błonę komórkową [60].

Rys. 2. Wzór 2,2' -  d w u -  
hydrostilbeno d w u su lfo -  
nianu z rea k ty w n y m i  
grupam i w  pozycjach  
4,4' -  : dw uizotiocyjan ia-  
n ow ym i (a) albo d w u -

azon iow ym i (b).

Podobny efekt hamowania transportu anionów wykazują pochodne 
dwusulfonostilbenu (rys. 2), które wiążą się z powierzchnią komórki, 
a więc nadają się do lokalizowania w błonie określonych miejsc. Wy
kazał to Maddy już w 1964 r. [46] używając 2,2' - dwusulfono 4 - aceta- 
mido 4' - izotiocyjanostilbenu (SITS). Odczynnik ten fluoryzuje, stąd 
można wykrywać go mikroskopem fluorescencyjnym [46, 49], ale uży
wano też pochodne znakowane trytem, 14C i 125I. Grupami aktywnymi 
w tych pochodnych mogą być izotiocyjanianowa, dwuazoniowa i inne, któ
re  służą do wiązania odczynnika z grupami aminowymi, histydylowymi, 
guanidylowymi, sulfhydrylowymi i tyrozylowymi dostępnymi na po
wierzchni komórek [23]. Wiązanie to jest dwu typów: silne, prawdo
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podobnie kowalencyjne, oraz słabe [14], Znakowane komórki płukane 
roztworami zawierającymi białko tracą tę część odczynnika, która jest 
przyłączona słabymi wiązaniami. W przypadku niektórych pochodnych 
prawie cały znacznik daje się w ten sposób wypłukać, ale inne, np. 
dwuizotiocyjanowa pochodna (4,4' - dwuizotiocyjano - 2,2’ - stilbeno dwu- 
sulfonian — DIDS), pozostają związane w tych warunkach. Reakcja tej 
ostatniej pochodnej jest szybka i całkowite związanie następuje po 
2 min. w temp. 0°C. Jeżeli pochodna była znakowana trytem, to cały 
izotop związany w błonach daje się wytrącić kwasem trójchloroocto- 
wym, a około 15°/o ekstrahuje się rozpuszczalnikami lipidów. Stąd wnio
sek, że zarówno białka, jak i lipidy są znakowane.

Większość znakowanych komórek pozostaje żywych w testach z błę
kitem trypanu i dobrze rosną one w hodowli. Udało się wykazać, że 
90% radioaktywnego DIDS wiąże się z jednym białkiem błony erytro
cytów o masie cząsteczkowej 95 000 [13]. Widocznie temu białku można 
przypisać funkcję we wspomnianym już transporcie anionów siarczano
wych hamowanym pochodnymi dwusulfono stilbenu. Odczynniki te 
prawdopodobnie oddziałują z miejscami o dodatnich ładunkach zwią
zanych w błonie komórkowej, które są ważne dla transportu anionów
[60], Warto dodać, iż hipotezy transportu biernego kationów przez błonę 
komórkową [33] przyjmują, że kanał odpowiedzialny za przenikanie jo
nów Na+ ma przy wejściu od strony środowiska związany z błoną ładu 
nek ujemny, prawdopodobnie zjonizowaną grupę karboksylową.

Reakcja z fosforanem pirydoksalu i wtórna redukcja trytowanym

Rys. 3. Reakcja fosforanu pirydoksalu  z grupą am inow ą lipidu lub białka pro
w adzi do pow stania  zasady Schiffa . Ten produkt reakcji m oże być redukow any  
borow odorkiem  trytow anym , ce lem  w prow adzenia  trytu  do cząsteczki lipidu lub

białka.
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borowodorkiem (rys. 3) przebiega prawdopodobnie przez etap zasad 
Schiff a [16], Była ona wykorzystana do znakowania powierzchniowych 
białek wirusa grypy oraz komórek chomika i myszy hodowanych in 
vitro [39, 72]. Według założeń, fosforan pirydoksalu obdarzony ładun
kiem powinien słabo przenikać przez błonę komórkową i reagować głów
nie z dostępnymi od strony środowiska grupami aminowymi białek, 
ewentualnie lipidów. W praktyce warunek ten nie jest ściśle spełniany 
(39] i w autoradiogramach obserwuje się znakowanie jąder wielu ko
mórek. Znakowanie nie jest trwałe i komórki wytrącone kwasem trój- 
chlorooctowym zachowują zaledwie 10°/o izotopu. Prawdopodobnie przy
łączony do grup aminowych try t łatwo wymienia się w środowisku 
kwaśnym i to jest przyczyną u traty  znakowania. Konieczna jest kon
trola bez fosforanu pirydoksalu, bo sam borowodorek znakuje lipidy 
i inne substancje w komórce.

Imidoestry reagują z pierwszorzędowymi grupami aminowymi 
(rys. 4) w stosunkowo łagodnych warunkach. Wykorzystano je do loka-

NH NH

* CH, _  c  — OR +  +NH3 — M  * *CH3 — C — NH — M +  HOR

R y s .  4. Przebieg reakcji grupy am inow ej sk ładnika błony ( + N H 3 — M) z im ido-  
e s t r e m .  Grupa am inow a estru jest znakow ana 3 H  albo 1 4 C ,  co zaznaczono gwiazdką.  

D l a  e s t r u  nieprzenikającego do błony R  =  — C H 2 C H 2 S 0 4 ,  a dla estru p rzen ik a
jącego R  =  —  C H 2 C H 3 .

lizaćji grup aminowych w błonach erytrocytów [91]. Używając estru 
przenikającego do błony oraz takiego, który nie przenika wykazano, że 
ponad 10 razy więcej reagujących grup aminowych białek błony jest na 
powierzchni cytoplazmatycznej niż od strony środowiska. Prawie wszyst
kie grupy aminowe lipidów są na powierzchni cytoplazmatycznej.

Dotąd opisane odczynniki wiązały się głównie z grupami aminowymi 
białek i lipidów. Stosowano też odczynniki, które wiązały się z grupami 
sulfhydrylowymi białek. Wykorzystanie odczynników znanych z chemii 
białek, takich jak: p - chlorortęciowy benzoesan, N - etylomaleimid [44] 
czy 1 - bromortęciowo - 2 - hydroksy propan, ma ograniczone zastosowa
nie, ponieważ cząsteczki ich są stosunkowo dobrze rozpuszczalne w lipi
dach i mogą wnikać do komórek. Większe nadzieje może budzić 1 - sulfono 
4 - rtęciobenzenu chlorek (rys. le) (PCMPS) ze względu na wolne 
przenikanie do komórek [82]. Powoduje on wzrost przepuszczal
ności błony erytrocytów dla kationów, ale bezpośrednio nie wpływa na 
przepuszczalność anionów [42]. Podobny odczynnik (p - chlorortęciowy 
benzoesan) związany z nośnikiem aminoetylopoliglukozy o masie czą
steczkowej 250 000 zastosował Ohta i wsp. [57], obserwując w całych
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komórkach hamowanie wrażliwej na ouabainę ATPazy zależnej od sodu 
i potasu, p - chlorortęciowy benzoesan związany z dekstranem o masie 
1 0  0 0 0  daltonów posłużył też do lokalizacji na powierzchni komórek 
trzustki grup - SH, istotnych dla wydzielania pobudzanego sekrety ną 
oraz glukozą [92].

Opisywano również metodę, która wprowadza radioaktywny znacz
nik do sjaloglikoproteidów. Według autorów [45] polega ona na u tle
nianiu końcowych reszt sjalowych działaniem kwasu nadjodowego oraz 
późniejszej redukcji trytowanym borowodorkiem powstałych w pierw
szym etapie grup aldehydowych (rys. 5). Metodę tę zastosowano do 
znakowania sjaloglikoproteidów błon erytrocytów [8 ]. Około 18°/o radio
aktywności błon erytrocytów jest związane z lipidami.

Rys. 5. U tlen ien ie  re sz ty  k w asu  sjalowego nadjodanem  i wtórna redukcja borow o
dorkiem  try tow an ym  wprowadza znacznik do cząsteczki.

Opisano również użycie odczynników przenikających do błony i do 
komórki, ale znakujących białka błony komórkowej na innej zasadzie. 
Protony niełatwo przenikają przez błonę, dlatego pH wewnątrz komórki 
pozostaje stałe. Gdy jednak doda się do środowiska chlorek dansylu [75], 
który reagując z grupam i - NH2 uwalnia protony, pH wewnątrz komórki 
szybko obniża się, pozostając niezmienione na zewnątrz, gdzie jest od
powiednio buforowane dużą objętością środowiska. Szybkość reakcji za
leży od liczby niepołączonych z protonem grup - NH2, a więc od pH. 
Stąd reakcja biegnie około 100 razy wolniej wewnątrz komórki niż blisko 
jej powierzchni. Na podobnej zasadzie wykorzystuje się do znakowania 
bezwodnik kwasu octowego [15].
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Można przyjąć, że wyniki znakowania powierzchni komórek odczyn
nikami o stosunkowo małej cząsteczce zależą nie tylko od słabej dyfuzji 
tych substancji przez błonę komórkową. Warto również zwrócić uwagę 
na możliwość reagowania tych odczynników ze składnikami powierzchni 
komórek lokalnie, w miejscu, gdzie przebiega proces znakowania. Ogólnie 
można powiedzieć, że bardzo często podczas znakowania nieenzymatycz- 
nego zachodzą w błonie komórkowej dość zasadnicze zmiany prowadzące 
do zaburzenia funkcji transportowych. Być może zależą one od zmian 
konformacji białek w błonie i wynikających stąd zmian interakcji mię
dzy lipidami i białkami błony. Składniki są oznakowane, chociaż nie ma 
gwarancji, że dokładnie te same grupy były na powierzchni komórek 
przed rozpoczęciem znakowania. Zastanawiające jest jednak to, że na 
ogół te same białka są znakowane w erytrocytach człowieka różnymi 
technikami nieenzymatycznymi, co mogłoby dobrze świadczyć o rzetel
ności wyników.

Dużo łagodniejsze w stosunku do komórek wydają się metody, 
w których jako odczynniki używa się enzymów. Dwie z opracowanych 
metod chciałem przedstawić bardziej szczegółowo ze względu na częste 
ich stosowanie: metodę z laktoperoksydazą oraz z oksydazą galaktozy. 
Pierwsza z tych metod opracowana przez Phillipsa i Morrisona [63, 65, 
66] zakłada, że enzym o dużym ciężarze cząsteczkowym nie wnika do 
wnętrza komórki przez nieuszkodzoną błonę i katalizuje włączanie jodu 
do reszt tyrozylowych albo histydylowych białek błony tylko od strony 
środowiska. Wydaje się, że jest to założenie słuszne, chociaż w pewnych 
warunkach enzym może być pobierany przez komórkę w drodze pinocy- 
tozy.

E N Z Y M A T Y C Z N E  J O D O W A N I E

Laktoperoksydaza jest hemoproteidem o masie cząsteczkowej 78 600, 
nie rozpadającym się na podjednostki i obecnym w mleku [54]. Bardziej 
szczegółowo badano aktywność katalizowania reakcji jodowania białka 
tym  enzymem w przypadku cytochromu c z mięśnia sercowego wołu. 
Cytochron c ma w cząsteczce 4 reszty tyrozylowe [22], ale metodami 
chemicznymi, tj. przy użyciu chloraminy T, udaje się jodować tylko
dwie reszty tyrozylowe znajdujące się w pozycjach 67 i 74 łańcucha po- 
lipeptydowego. Jodowanie cytochromu c przy użyciu laktoperoksydazy 
pozwala wprowadzić jod tylko do reszty tyrozylowej 74 [48]. Przypu
szczalnie reszta Tyr 67 nie jest dostępna dla enzymu jako głębiej scho-

% •

wana w cząsteczce. Potwierdzają to badania budowy cytochromu metodą 
ugięcia promieni rentgenowskich [22]. W ten sposób jodowanie lakto-
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peroksydazą pozwala na określenie topografii reszt tyrozylowych w czą
steczce białka. Całkiem podobna sytuacja może istnieć na powierzchni 
komórek.

Do katalitycznego jodowania białek używano również innych pero- 
ksydaz, np. nierozpuszczalną pochodną mieloperoksydazy [22a], Enzym 
ten nadaje się do znakowania izolowanych błon komórek wątrobowych 
(A. Dubin, N. Paczoska - Eljasiewicz, informacja osobista).

Wprowadzanie jodu katalizowane peroksydazą można ogólnie przed
stawić wzorem:

I— +  H20 2 +  akceptor - H  > akceptor - I +  OH~ +  H20.

Akceptorami mogą być różne cząsteczki: wolna tyrozyna albo reszty 
tyrozylowe i histydylowe w łańcuchach polipeptydowych. Pewne pero- 
ksydazy mogą przenosić również jony innych chlorowców na akceptory 
białkowe. Na przykład mieloperoksydaza otrzymana z obojętnochłonnych 
granulocytów i monocytów wytwarza aktywny chlor w roztworach soli 
fizjologicznej, co może prowadzić do denaturacji białek [92a] lub w bu
dowania chlorowca do jego cząsteczki [31].

Nie wszystkie reszty tyrozylowe i histydylowe białek na powierzch
ni komórki mogą być jodowane. Staje się to zrozumiałe po bliższym 
przyjrzeniu się przebiegowi reakcji na rys. 6. Według Hagera [31]

ENZYM 4- H20 2  -> ENZYM 1
ENZYM 1 +  I~  > ENZYM — 1+
ENZYM — 1+ +  A K C E P T O R  > ENZYM — 1+ — AKCEPTOR
ENZYM — 1+ — AKCEPTOR  > AKCEPTOR — I +  ENZYM

R y s .  6 .  P r z e b i e g  r e a k c j i  j o d o w a n i a  a k c e p t o r a  ( r e s z t y  t y r o z y l o w e j ,  h i s t y d y l o w e j )  
p r z y  u d z i a l e  l a k t o p e r o k s y d a z y .  D l a  r o z u m o w a n i a  o b j a ś n i o n e g o  w  t e k ś c i e  w a ż n y

j e s t  e t a p  p o w s t a n i a  k o m p l e k s u :  e n z y m - I + - a k c e p t o r .

w pierwszym etapie reakcji z nadtlenkiem wodoru powstaje pośrednia 
substancja I z hydroksylową grupą przyłączoną do żelaza (Fe4+) porfi- 
ryny w enzymie. Potem w substancji 1 grupa hydroksylowa zostaje za
stąpiona podjodanową (Ol). W procesie tym anion jodkowy jest utle
niany. Powstaje więc forma aktywnego enzymu, w której żelazo proto- 
porfiryny ma związany jod i stąd może on być przeniesiony na ekceptor. 
W arunkiem jest jednak powstanie przejściowego kompleksu enzymu - I " 
z akceptorem. Ponieważ przeniesienie jodu zależy od powstania tego 
przejściowego kompleksu, dlatego może on być jedynie przyłączony do 
grup na powierzchni komórki dostępnych dla dużej cząsteczki enzymu. 
Przy rozpadzie kompleksu jod zostaje przeniesiony na akceptor.

2 7 4  J . K A W IA K
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Nadtlenek wodoru może również nieenzymatycznie utleniać jony 
jodkowe do jodu cząsteczkowego, konkurując z enzymem. Cząsteczki 
jodu mają hydrofobowy charakter i łatwo wnikają do błony, gdzie mogą 
nieenzymatycznie reagować z lipidami i fenylowymi resztami białek oraz 
mogą przenikać przez błonę komórkową i w cytoplazmie rozpadać sit 
na aniony jodkowe. Tym sposobem jodkowe jony pojawiają się w cyto 
plazmie komórki i tam mogą jodować białka, zwłaszcza jeżeli wewnątrz 
komórki są odpowiednie enzymy katalizujące ten proces. Wynika stąd, 
że warunkiem wstępnym dla prowadzenia skutecznego jodowania p o 
wierzchni komórek jest sprawdzenie, np. przez wykonanie odpowiednich 
reakcji histochemicznych [61], czy wewnątrz komórki znajdują się pero- 
ksydazy przenoszące jod. Z tej przyczyny granulocyty zawierające mie- 
loperoksydazę nie nadają się do enzymatycznego jodowania ich p o 
wierzchni. Są jednak i takie komórki, które zawierają inhibitory pero- 
ksydaz [80]. Niskie stężenie I~ oraz duży nadmiar akceptora zapobiegają 
powstawaniu jodu cząsteczkowego.

Radioaktywność pochodząca od zaadsorbowanego na powierzchni ko
mórek radioaktywnego enzymu jest bardzo mała [25, 36, 74].

Jodowane komórki mają jod związany z powierzchnią błony [25, 65, 
66, 87], co potwierdzają badania autoradiograficzne [30, 81]. Przekonano 
się, że jest bardzo ważne, aby zaraz po znakowaniu usunąć z zawiesiny 
komórki, które były martwe w okresie znakowania [25], Dobrym sposo
bem usunięcia tych komórek jest metoda wirowania w gradiencie Fikolu 
i metrizoatu [51]. Chodzi o to, aby pozbyć się komórek, do których przez 
uszkodzoną błonę wniknął enzym i katalitycznie znakował ich zawartość. 
Nawet mała domieszka tych czasem mocno znakowanych komórek może 
powodować istotne artefakty, co dobrze ilustruje następujące rozumowa
nie. Załóżmy, że w znakowanej populacji komórek 95% stanowią komórki 
żywe, do których nie wnika enzym. Załóżmy też, że białka w błonie ko
mórkowej są znakowane w podobnym stopniu jak pozostałe białka i s ta
nowią one około 1% białek komórki. Wtedy udział radioaktywności 
95% komórek nie uszkodzonych w całej obserwowanej radioaktywności 
będzie wynosił 1 X 95 =  95 jednostek. Udział zaś pozostałych 5%  komó
rek uszkodzonych, w których wszystkie białka (100%) zostały znakowane 
będzie wynosił 100 X 5 =  500 jednostek, czyli będzie on 5 razy większy 
niż w przypadku komórek nie uszkodzonych. Warto więc przypomnieć, 
że stosowany najczęściej test dla sprawdzenia żywotności komórek, test 
z błękitem trypanu ma nie większą dokładność niż ± 2 - 3 % .

Bardzo często znakowane enzymatycznie komórki są wykorzystywa
ne do badania frakcji białek powierzchniowych o dostępnych grupach 
reagujących. W tym celu po jodowaniu izotopem promieniotwórczym 
komórki są homogenizowane, a z homogenatu izoluje się frakcję mikro-
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somową względnie wyodrębnioną frakcję „błon komórkowych”. Otrzy
mane frakcje są potem solubilizowane i poddawane elektroforezie w że
lach poliakrylamidowych zawierających siarczan dodecylu [90, 93]. Izotop 
znakujący powierzchnię komórki ułatwia izolowanie frakcji zawiera
jącej błony komórkowe. Do oceny stopnia oczyszczenia błon zwykle wy
korzystuje się m arkery enzymatyczne takie jak: 5' - nukleotydazę, ATPa- 
zę zależną od sodu i potasu czy fosfatazę zasadową [21]. Aktywność tych 
enzymów zależy jednak nie tylko od ilości enzymu proporcjonalnej do 
zagęszczenia zawiesiny błon, ale również od inhibitorów i aktywatorów 
oraz innych czynników, które mogą być usuwane lub wprowadzane 
przypadkiem podczas procedury wyodrębniania błon. Ponadto aktywności 
tych enzymów w różnych komórkach, a nawet w różnych okolicach błony 
tej samej komórki mogą być różne. Znakowanie promieniotwórczym jo
dem całych komórek przed homogenizacją pozwala ominąć te niedogod-

#

ności. Jod radioaktywny jest w tym  przypadku dobrym wskaźnikiem 
oczyszczenia preparatu  błon. Dla komórek L 1210 wykazano np. dobrą 
zgodność aktywności 5 '-  nukleotydazy oraz radioaktywności v e frakcjach 
homogenatu jodowanych komórek podczas wyodrębniania błon komórko
wych (J. Kawiak, B. Miks — nie publikowane).

Warto też dodać, że w przypadku badania radioaktywnych frakcji 
białek powierzchniowych nie jest konieczne wyodrębnienie błon komór
kowych od innych błon, które mogą znajdować się we frakcji mikro- 
somowej, np. błon śródplazmatycznych gładkich i szorstkich czy błon 
aparatu Golgiego. Możliwe są nawet rozdziały frakcji białek powierzch
niowych bez izolowania frakcji mikrosomowej, po solubilizacji całych 
komórek [30].

Jest zbyt dużo prac, w których wykorzystano metodę jodowania 
powierzchni komórek, by ich wyniki można tutaj omawiać. Pokrótce 
jednak wymienię grupy komórek, które były badane. Oprócz erytrocy
tów [36, 55, 63-67, 71], badano płytki krwi [4, 56, 62], różne komórki 
limfoidalne [18, 32, 47, 52, 74, 85, 88, 89], komórki tłuszczowe [19], ko
mórki nowotworowe [25, 30, 51, 86], jak i hodowane in vitro komórki 
i[32, 34, 35, 37-39, 68, 79, 87]. Oprócz znkaowania komórek w zawiesinie,
próbowano również znakować powierzchnię komórek nabłonkowych
w całej tkance [81].

Przy okazji doświadczeń z komórkami L 1210 ,[25] poczyniono spo
strzeżenia, które jak się wydaje są ważne również dla innych komórek. 
Intensywne płukanP komórek, szczególnie roztworami nie zawierający
mi białek, może znacznie zwiększyć liczbę m artwych komórek. Ponadto 
w przypadku komórek białaczki powoduje to dużą u tratę  izotopu do su- 
pernatantu. Ten izotop daje się wytrącać z supernatantu zimnym 
HCIO4, a strąt solubilizowany i rozdzielany w żelu poliakrylamidowym
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daje białkowe szczyty radioaktywne podobne jak frakcja mikrosomowa. 
Można przypuszczać, że podczas płukania komórek z ich powierzchni od
dzielają się liczne drobne fragmenty błony komórkowej znakowane izo
topem lub że znakowane białka są wypłukiwane.

Znakowane, drobne fragm enty błon komórkowych można otrzy
mać, gdy znakowane komórki L 1210 traktuje się roztworami hypoto-
nicznvmi.

Inną sprawą jest szybkość u tra ty  jodu związanego z powierzchnią 
komórek znakowanych. Wobec tego, że komórki takie można hodować 
in vitro, obserwowano szybkość uwalniania jodu do środowiska przez 
wiele godzin [35]. Komórki nawet po 20 godz. in vitro zachowywały około 
45% izotopu w porównaniu z ilością wyjściową.

Znakowanie powierzchni komórek można połączyć z badaniem dzia
łania na żywe komórki różnych enzymów, np. proteaz. W tym przypad
ku dla upewnienia się o tym, że enzymy nie wnikają do komórek, a dzia
łają wyłącznie na ich powierzchnię, można używać nierozpuszczalne po
chodne [41]. Znakowane 125I komórki L 1210 traktowano enzakrylową 
pochodną papainy, o której wiadomo, że uwalnia z powierzchni tych 
komórek pewne antygeny. Stwierdzono, że enzakrylowa papaina usuwa 
z powierzchni żywych komórek 31% radioaktywności w ciągu 45 min. 
w pokojowej temperaturze. Pozostała radioaktywność sedymentuje wraz 
z komórkami. Komórki po tej procedurze są żywe w teście z bromkiem 
etydyny. Bardzo mało radioaktywności pozostaje w preparacie enzakry- 
lowej papainy, około 0,5% po jednorazowym płukaniu preparatu. Spraw
dzono też przed doświadczeniem, że enzym nie uwalnia się z nieroz
puszczalnej pochodnej, a więc działa związany z dużymi cząstkami noś
nika.

Z N A K O W A N I E  K A T A L I Z O W A N E  O K S Y D A Z Ą  G A L A K T O Z Y

Metoda, w której wykorzystuje się do znakowania powierzchni ko
mórek enzym oksydazę galaktozy została opisana przez Steck i[77] oraz 
przez Gahmberga i Hakamori [26]. Również w tej metodzie zakłada się, 
że enzym o masie cząsteczkowej 75 000 [1] nie wnika do komórek nie 
uszkodzonych. Enzym ma dużą swoistość do galaktozy i N-acetylogalak- 
tozoaminy, których pierwszorzędowe grupy hydroksylowe przy węglu-6 
są utleniane do grup aldehydowych (rys. 7). Końcowy cukier lub ami- 
nocukier związany z lipidami [70, 83] albo glikoproteidami [53] jest utle
niany podobnie jak wolny cukier. W następnym etapie procedury zna
kowania grupy aldehydowe są redukowane przy użyciu trytowanego
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borowodorku. W ten sposób try t z borowodorku jest wprowadzany do 
reszt galaktozy i N-acetylogalaktozoaminy. Wykonując autoradiogramy 
przekonano się, że znakowana jest powierzchnia erytrocytów, a nie ich 
zawartość [26]. Oczywiście, tak jak w przypadku laktoperoksydazy, try- 
towane są reszty cukrowcowe na powierzchni komórek dostępne dla 
enzymu.

Rys. 7. Oksydaza galaktozy katalizuje  utlen ianie  końcow ej galaktozy (albo g a la k 
tozoaminy) przy w ęg lu  - 6, a w tórna redukcja try to w a n y m  borowodorkiem  w p ro 

w adza 3H  w  to m iejsce.

W rozdziałach elektroforetycznych solubilizowanych błon znakowa
nych erytrocytów można było stwierdzić obecność znakowanych lipi
dów, szczytu białkowego odpowiedającego głównemu glikoproteidowi błon 
erytrocytów oraz kilku mniejszych szczytów glikopeptydowych [26, 78]. 
Również i w tej metodzie wydaje się istotne podkreślenie, że komórki 
znakowane powinny być żywe, gdyż w przeciwnym przypadku enzym 
wnika do komórek, gdzie mógłby znakować składniki innych struktur 
niż błona komórkowa, np. błony aparatu Golgiego. Jednakże odwrócone 
stroną wewnętrzną na zewnątrz pęcherzyki otrzymane z błon erytrocy
tów są znakowane bardzo słabo ([78], co przyjęto jako dowód na po
wierzchniową lokalizację reszt galaktozy w lipidach i białkach błony ko
mórkowej.

Szczególnie intensywne znakowanie obserwuje się po uprzednim 
traktowaniu komórek neuraminidazą odsłaniającą dodatkowe końcowe 
galaktozy i N-acetylogalaktozoaminy [26]. Sugerowano, że traktowanie 
enzymem może powodować proteolizę w błonie, ale nie zaobserwowano
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takiego procesu przy krótkich czasach inkubacji [39], Łatwo również
inaktywować aktywność proteazową, obecną w preparatach handlowo 
dostępnych neuraminidaz, ogrzewaniem rozcieńczonego roztworu enzymu
do 50° przez 30 min [78].

W hodowanych in vitro komórkach nerek chomika (KBH) obserwo
wano zmiany intensywności znakowania błon komórkowych metodą 
z oksydazą galaktozy, podczas cyklu komórkowego [28]. Glikolipidy były 
maksymalnie znakowane w fazie G1} a minimalnie w fazie S, mimo 
braku zmian ilości badanych glikolipidów. Dowodzi to zmiennej organiza
cji powierzchniowych składników błony komórkowej w cyklu. Ponadto 
stwierdzono, że :,galaktoproteid a” o masie cząsteczkowej około 200 000 
[27, 29], występujący w błonach tych komórek, pojawia się w fazie Gt 
cyklu i potem znakowanie jego stopniowo nasila się. Można by tłumaczyć 
to odsłanianiem dotąd niedostępnych reszt galaktozy połączonych z róż
nymi składnikami na powierzchni komórek, a wynikające z tego skutki 
ilustruje rys. 8. Komórki transformowane nie wykazują takich zmian 
znakowania podczas cyklu komórkowego, chociaż ogólna wydajność zna
kowania glikolipidów jest większa niż w komórkach nietrasformowa- 
nych.

Na podstawie prac zebranych w tym przeglądzie można sądzić, że 
czyniono wiele wysiłków, aby nie zaburzając fizjologicznego ułożenia 
składników powierzchniowych komórek oznakować je i dalej badać.

0

Rys.  8. S ch em at zm ian ułożenia g likolip idów  i g likoproteidów  na powierzchni  
komórek w  różnych fazach cyklu ([28] trochę zmienione). Kółka oznaczają cukry  
o znanej budow ie  doczepione do lip idów  pow ierzchniow ej w a rstw y  (zaznaczonych  
ogonkami): łań cu ch y  dwu, trzech, czterech, pięciu kó łek  przedstaw iają  ceramido  
dw u-, trzy-, cztero-cukry  (globozydy) i pięciocukier (antygen Forssmana). D ługie  
Linie, m ocno skręcone w  obrębie b łony są łańcucham i polipetydow ym i. Są do nich  
doczepione cukry o znanej (kółka) lub nieznanej (trójkąty) budowie. Literą G za
znaczono końcow e reszty  galaktozy  albo galaktozoam iny, które m ożna znakow ać  
trytem w  reakcji kata lizow anej oksydazą galaktozy po wtórnej redukcji borow o

dorkiem  try tow an ym
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Większe sukcesy osiągnięto metodami, w których użyto enzymów dla 
wprowadzenia znacznika. Niewątpliwie metoda z użyciem laktoperoksy- 
dazy jest powszechnie wykorzystywana. Są również czynione pojedyncze 
próby wykorzystania innych enzymów do znakowania powierzchni ko
mórek, np. z użyciem transferazy alfa-N-acetylogalaktozaminylowej [73],
transaminazy glutaminianowej [12], transferazy sjalylowej [20] i innych. 
Ten kierunek wydaje się obiecujący. Opisane metody znakowania cza
sem łączy się z działaniem innymi enzymami, np. działaniem proteaz na 
powierzchnię komórek. Wydaje się, że — mimo istniejących już dośwad- 
czeń w tej dziedzinie — tymi sposobami można będzie jeszcze zebrać 
wiele nowych informacji o zachowaniu się powierzchniowych składni
ków komórek, szczególnie gdy użyje się nierozpuszczalnych pochodnych
proteaz [25, 41]. Omówienie tych perspektyw przekroczyłoby ram y obec
nego artykułu.
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INFO RM ACJE D L A  A U T O R Ó W

PO STĘPY BIOLOGII KOMÓRKI drukują a r ty k u ły  przeglądow e, om aw iające  
najnow sze  osiągnięcia w  dziedzinie biologii kom órki, n ie  pub likow ane dotąd w  in 
n ych  w ydaw nictw ach . A utorzy  odpow iadają  za śc is łość  podaw anych  informacji.  
A rtyk u ły  drukow ane w  PO STĘPA C H  BIO LO G II KOM ÓRKI nie m ogą być bez  
zgody R edakcji pub likow ane w  innych periodykach.

Prace należy  przysyłać w  dw u egzem plarzach  zarów no tekst, jak i załączniki. 
O bjętość tekstu  (bez rysu n k ów  wraz z objaśnieniam i) n ie  pow inna przekraczać  
20 stron. M aszynopis pow in ien  być jednostronny, z pod w ójną  interlinią, m arginesem  
około 4 cm po lew ej stronie oraz n u m eracją  stron. W tekście  nie na leży  robić 
żadnych  podkreśleń  na m aszyn ie  ani a tram entem .

Na p ierw szej stronie należy  podać, przed tekstem , ty tu ł pracy, pod n im  imiona  
(w  pełnym  brzmieniu) i nazw iska  autorów  oraz n azw ę zakładu naukow ego , w  k tó 
rym  autorzy pracują, następn ie  krótkie streszczen ie  (ok. 1/2 strony). Za streszczę • 
niem , z pozostaw ien iem  około 5 cm odstępu, n astęp u je  tekst g łów ny. W tekście  
nie należy zam ieszczać żadnych tabel, rysunków , fotografii ani schem atów . Dla  
usta len ia  ich lokalizacji na leży  pozostaw ić  w o ln y  w iersz  w  żądanym  m iejscu  
i odpow iednio  zaznaczyć o łów kiem  na m arginesie: tab. 1, rys. 1 itp.

Tekst podzielony na rozdziały jest bardziej przejrzysty. P o  ty tu łach  w y d z ie 
lonych  nie na leży  staw iać  kropek. Za tek stem  należy dołączyć spis literatury. P o 
w inna  być ona ułożona w  porządku a lfabetycznym . P o w o ły w a n ie  się na cytow aną  
l iteraturę następuje  przez w ym ien ien ie  liczby porządkow ej w  n aw iasach  prosto
kątnych, np. [5],

Przykłady cytow ania  literatury:
[1] Sachsenm ajer  W., R em y U., P lattner  R., Initiation of synchronous m itosis  in

P h y sa ru m  p o lycep h a lu m ,  Exptl. Cell Res., 73: 41-48, 1972.
[2] Hnilica L. S., M cClure M. E., Speltzberg T. C., H istone b iosynthesis  and the

cell cycle, [w] H istone and N ucleoh istones, red. D. M. P. Philips, P len u m  Press.
London, N e w  York 1977, 60-64.
Tabele  na leży  dołączyć na oddzielnych kartkach — każda pow inna być pod

pisana. Rysunki, schem aty , fo tografie  na leży  dołączyć w  postaci nadającej się  do 
reprodukcji lub przerysow ania. Fotografie  p ow in n y  być na b łyszczącym  papierze, 
kontrastow e. Podpisy  pod rysunki p ow in n y  być dołączone na oddzielnej kartce. 
P o  ty tu le  na leży  podać objaśnienia lub u w a g ę  „objaśnienia w  tek śc ie”. P rzy  za
łącznikach  pow inno być podane ich pochodzenie.

Redakcja zastrzega sobie m ożność dokonania skrótów  n ie  w p ły w a ją cy ch  na 
treść pracy.

Autor na życzenie  R edakcji obow iązany jest  dokonać korekty  autorskiej, którą  
p ow in ien  zwrócić w  ciągu 3 dni. K oszty  sp ow od ow an e zm ianam i tek stu  w  k o 
rekcie, poza popraw kam i b łęd ów  drukarskich, ponosi Autor.

A rtyk u ły  honorow ane są w g  usta lonych  staw ek, autorzy otrzym ują 25 odbitek  
artyku łu  bezpłatnie.

Z am ów ien ie  na egzem plarze  PO ST Ę PÓ W  BIOLOGII KOM ÓRKI przyjm uje  
O RW N P A N , W arszaw a, P a łac  K ultury  i Nauki.
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