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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 6, NR 4, 1979 (243 - 247)

PROFESOR WILHELM BERNHARD (1920-1978)

Maria KWIATKOWSKA i Maria J. OLSZEWSKA

Instytut Fizjologii i Cytologii Uniwersytetu Łódzkiego

Streszczenie. Przedstawiono wkład prof. Bernharda do poznania biologii komórki 
oraz wyjątki z jego wykładu „Spiritualite et neant dans la science” dotyczące 
problemów etycznych w środowisku naukowym.
Summary. Prof, Bernhard’s contribution to celi biology and the exetraets from 
his lecture „Spiritualite et neant dans la science” concerning ethical problems in 
scientific environrnent have been presented.

Twórczość naukowa Wilhelma Bernharda jest w Polsce znana bio
logom komórki, a w szczególności patofizjdogom komórki zajmującym 
się problematyką onkologiczną. Sylwetkę przedwcześnie zmarłego uczo
nego przypomniał szerokiemu gronu prof, Mieczysław Chorąży („Poli
tyka1'. nr 3 (1142) z 20 stycznia 1979 r.). Prof. Bernhard był wielkim
przyjacielem Polski: chętnie przyjmował Polaków do kierowanego przez
siebie Laboratorium Mikroskopii Elektronowej w Instytucie Badań nad
Rakiem w Ville juif pod Paryżem; równic chętnie odwiedzał Polskę,
dzieląc się swymi najnowszymi odkryciami.

Prof. Bernhard był pionierem mikro
skopii elektronowej, wnosił bowiem na każ
dym etapie rozwoju tej techniki rozwiąza
nia metodyczne o podstawowym znaczeniu, 
a w ślad za tym — odkrycia o nieprzemija
jącej wartości dla poznania biologii komór
ki. Jako jeden z pierwszych uzyskał ultra- 
cienkie skrawki na skonstruowanym, przez
siebie ultramikrotomie (1949 r.). Wprowa
dził metodę zatapiania tkanek w rozpusz
czalnym w wodzie metakrylanie glikolu, a 
następnie — metodę ultracienkich skraw
ków mrożonych, co umożliwiło rozwój cy- 
tochemii ultrastrukturalnej. Zasługa Jego 
zespołu było udoskonalenie techniki auto-
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radiografii wysokorozdzielczej oraz opracowanie metody znakowania 
receptorów błonowych przy użyciu kompleksu konkawalina-peroksyda- 
za. Dzięki Jego metodzie zróżnicowanego barwienia rybo- i dezoksy- 
rybonukleoprotein w jądrze komórkowym (powszechnie znanej jako 
metoda UA-EDTA Bernharda — 1969 r.), możliwa stała się identyfi
kacja odkrytych przez Niego fibryli perichromatynowych oraz ziaren 
perichromatynowych. Był jednym z pierwszych badaczy, którym  bio
logia komórki zawdzięcza wyróżnienie w jąderku składnika fibry lar- 
nego i składnika granularnego oraz trafną interpretację wzajemnej 
relacji tych składników. Wymienione badania były przeprowadzone na
komórkach prawidłowych i nowotworowych.

Druga grupa osiągnięć naukowych prof. Bernharda i Jego zespołu 
dotyczyła wirusów onkogennych u zwierząt. Zostały opisane wirusy 
erytroblastozy i mieloblastozy u ptaków, cząstki wirusowe raka sutka 
u myszy, których klasyfikacja na cząstki A, B i C jest obecnie po
wszechnie przyjmowana.

Prof. Bernhard, mimo wytężonej pracy badawczej, k tórą przed
kładał nad wszelkie inne formy działalności, poświęcał wiele czasu orga
nizacji badań ultrastrukturalnych: był przewodniczącym Francuskiego 
Towarzystwa Mikroskopii Elektronowej i sekretarzem generalnym Mię
dzynarodowej Federacji Towarzystw Mikroskopii Elektronowej. Szcze
gólnie zależało Mu na zachowaniu interdyscyplinarnego charakteru 
mikroskopii elektronowej, tj. na współpracy fizyków i biologów. Dał 
temu wyraz w referacie zamykającym IX Międzynarodowy Kongres 
Mikroskopii Elektronowej w Toronto w 1978 r., opublikowanym w „Bio
logie Cellulaire” (1978).

Twórczość naukowa i działalność organizacyjna prof. Wilhelma 
Bernharda są dobrze znane szerokiemu gronu specjalistów. Nie wszyscy 
zdają sobie zapewne sprawę z Jego głęboko humanistycznej postawy, 
z wielu Jego poglądów na tem at procesu poznawania świata, stosun
ków międzyludzkich w obszarze badań naukowych, relacji badacz—spo
łeczeństwo. Tym zagadnieniom poświęcony miał być Jego odczyt „Spiri
tuality et nóant dans la science”, który zamierzał wygłosić w Buenos 
Aires w październiku 1978 r. Tekst odczytu został opublikowany w spe
cjalnym numerze „Biologie Cellulaire” (1978). Z wielu rozważań i po
glądów prof. Bernharda przytoczymy jedynie kilka fragmentów, ma
jących charakter uniwersalny i skłaniających do refleksji przedstawi
cieli kilku pokoleń pracowników nauki.

»Podstawoivą szansą młodego człowieka, k tóry chce podążać za 
swym przemożnym powołaniem do nauki (nawet gdyby miał zostać za to 
ukarany, jak to jest pisane wszystkim, którzy ośmielają się kosztować 
owoców z drzewa wiedzy), jest mistrz  — bogaty w doświadczenie,
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W IL H E L M  B E R N H A R D 245

u szczytu swej dojrzałości. Wydawało się to samo przez się zrozumiałe 
i od starożytności było uważane za istotne i zasadnicze we wszystkich 
dziedzinach wiedzy. Dotyczyło to zarówno rzemieślnika, jak i filozofa, 
m urarza i budowniczego katedr. Przekaz ten dokonywał się od malarza 
do malarza, od muzyka do muzyka, od badacza do badacza. Zasadnicze 
znaczenie miało przeżycie przykładu  mistrza, a w mniejszym stopniu — 
to, co on napisał lub mówił i z pewnością nie to, czego można się obec
nie nauczyć dzięki maszynie elektronowej stosowanej w nowoczesnym 
nauczaniu. Można by cytować wiele słynnych przykładów stosunków 
mistrz—uczeń, które często decydowały o kształtowaniu i rozkwicie na j
większych. Najbardziej zdumiewający i najdłuższy łańcuch osobistego 
przekazu znany jest nam ze starożytności: Sokrates, Platon, Arystoteles, 
Aleksander Wielki. Tutaj kwintesencja hellenizmu była przekazywana 
bezpośrednio — słowem, gestem i milczeniem. Ale przypomnijmy sobie 
również sztuki czasów nowożytnych: to, co otrzymał Bach od Buxte- 
hudego, Mozart od Haydna, Brahms od Schumanna. W zakresie nau
ki — oto kilka przypadkowo wybranych przykładów: uznanie Keplera 
dla Tycho-Brahó, Faradaya dla Davy’ego, Virchowa dla J. V. Mullera, 
Piotra i Marii Curie dla Becquerela, uwielbienie uczniów Pasteura dla 
ich nauczyciela, poczucie wdzięczności Heisenberga wobec Sommer- 
fielda i Nielsa Bohra. Były to również czasy, kiedy nowe odkrycia 
wisiały w powietrzu i w których wszyscy otrzymali wiele od wszyst
kich. Można zacytować Maxa Borna, Diraca, Hahna, Lise Meitner i szko
łę Rutheforda, która była legendą dla pokoleń młodych fizyków. To, co 
nasze pokolenie uważało jeszcze za wyjątkowy przywilej — poszuki
wanie mistrzów surowych i prawdziwych — wydaje się być od dzie
siątka lat zupełnie omijane. W pewnych przypadkach relacje między
ludzkie pomiędzy mistrzem a uczniem zostały nawet całkowicie u n i 
cestwione, jak gdyby przez akt szaleństwa. Aby wytłumaczyć tę absur
dalną postawę, można przytoczyć przyczyny pozornie uzasadnione: 
nadmierna liczba studentów, którzy tłoczą się setkami w przeładowa
nych audytoriach i którzy w ciągu swoich studiów nie mogą mieć nigdy 
bezpośrednich kontaktów ze swymi profesorami. Ponadto, pojawiła się 
również czysto materialna motywacja podejmowania studiów uniwersy
teckich, bez wewnętrznych przesłanek ideowych i etycznych. Ale wy
daje się, że główny powód tej klęski jest związany z głębokim kryzysem 
cywilizacji zachodniej, z dewaluacją tych wszystkich wartości, które 
jeszcze wczoraj wydawały się nam nietykalne i całkowicie pewne. 
Wszystkie przejawy życia są spolaryzowane w sposób abstrakcyjny i ma- 
nichejski. starzy młodzi, bogaci — biedni, dobrzy — źli... Jakże więc 
dziwić się, że takie deformacje ideowe niweczą wzajemne zaufanie? Jak  
w tej napiętej atmosferze najhojniejszy  z mistrzów mógłby jeszcze da
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wać, a najbardziej chłonny z uczniów — mógłby uczyć się z entuzjaz
mem i dumą? Jeśli ponadto egzaminy i doktorat, które dawały każdemu 
studentowi możliwość zmierzenia własnych sił, przedstawia się obecnie 
jako szczeble awansu, wszelkie nauczanie może wydać się beznadziejne. 
Na szczęście znamy profesorów, którzy nigdy nie abdykowali i którzy
przetrwali wszelkie burze...

Badania naukowe jako przygoda i radość: ten, kto nie jest zdolny 
do odczuwania jednej i drugiej od chwili rozpoczęcia swego terminowa
nia w nauce do osiągnięcia mistrzostwa — powinien odejść od nauki 
na zawsze. Ta zasada odgrywała dużą rolę w przeszłości, ale obecnie 
jest mniej przestrzegana. Woli się często przeciętnego konformistę od 
umysłów niezależnych i oryginalnych. Przeciętność rozpowszechnia się 
i przemawia w imieniu „większości i demokracji”. Ten, kto odmawia 
udziału w tej grze, staje się podejrzany. Prawo do odmienności — draż
ni. Egalitaryzm jakobinów posługiwał się pojęciem „sprawiedliwości” , 
aby osłonić niezdolnych, obawiających się pracy o szczególnych wym a
ganiach. Diametralnie przeciwstawny w stosunku do tej sytuacji, zna
nej nam w Europie, jest system amerykańskich „grantów”, który hoj
nie subwencjonuje badania ukierunkowane i zaprogramowane. Ich bez
względna dewiza „publish or perish” rozpętała bezlitosną walkę między 
naukowcami. Walka ta, niezwykle agresywna, prowadzona jest za 
pomocą wszelkich wymyślnych środków, niekiedy nawet nieuczciwych. 
Wszyscy znamy przykłady szargania ideałów naukowych, przykłady 
świadczące o nietolerancji i rozkładzie stosunków w łonie wspólnoty 
naukowej, której członkowie nie cofają się nawet przed czynami w ul
garnymi. Wydaje się, że naiwny astronom amator był bliższy prawdzi
wego ducha badawczego niż taki uczestnik ostatniego sympozjum Cold 
Spring Harbor, który posłużył się nawet własnymi pięściami, ale wobec 
którego wykazano wiele pobłażliwości, ponieważ był pierwszym, który 
określił taki to a taki ciężar cząsteczkowy lub taką to a taką sekwencję 
nukleotydów... Musimy poważnie zastanowić się, czy wpadliśmy w jakąś 
pułapkę — w sposób niezawiniony lub z własnej winy. Logiczne na
stępstwo wydarzeń jest jasne a posteriori: współczesne badania naukowe 
wymagają narzędzi coraz bardziej złożonych, odczynników coraz droż
szych, współpracowników technicznych coraz liczniejszych. Kosztują 
więc nieskończenie więcej niż dawniej. Jedynie państwo lub wielki 
przemysł mogą im przyjść z pomocą, ale subwencjonowanie następuje 
w myśl zasady ogólnej: tylko ściśle określone programy — ponieważ
ci, którzy płacą — obywatel lub akcjonariusz — chcą widzieć wyniki 
możliwie najszybciej...

Nauka taka, jaką wymarzyliśmy i taka. jaką mieliśmy przywilej 
przeżywać w ciągu lat, jest czymś zupełnie innym. Narodziła się ona
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z pasji poznawania tajemnic wszechświata. Jest ona bardzo wąską b ra 
mą otwartą na cuda istnienia. Oby ci, którzy chcą ją uprawiać, mogli 
być ożywieni tym samym duchem, jaki ogarniał pierwszych żeglarzy 
i geografów wyruszających na odkrycie nowych kontynentów albo do
okoła świata. Oby mogli oni przypomnieć sobie Aleksandra Humboldta 
na Orćnoque i Darwina na Beagle albo pierwszych wielkich astrono
mów próbujących zrozumieć prawa rozgwieżdżonego nieba. Ten sam 
podziw należy się tym, którzy odsłonili prawa mikrokosmosu, świata 
cząsteczek i atomów. Oby mogli oni wybrać precyzyjnie najbardziej 
niedostępne, największe  — jako przestrogę, aby się nigdy nie przece
niali i aby mogli mądrze wymknąć się tym przebiegłym i hałaśliwym. 
Oby mogli oni być również zawsze świadomi oddania, odwagi, samo
zaparcia i poświęcenia tych uczonych, którzy świecą przykładem. Będą 
mogli w ten sposób sami uczestniczyć w tym procesie samorozpoznania, 
który pojawił się zaledwie wczoraj w tworzeniu życia, szukającym 
swojej drogi już od trzech miliardów lat. Poczują oni bratnią więź z tymi 
badaczami znanymi i nieznanymi, którzy ich poprzedzali, którzy mieli 
tę samą pasję, którzy tryumfowali albo doznawali ciężkich zawodów. 
Szacunek nasz powinien kierować się nie tylko ku tym, którzy znaleźli. 
ale jednakowo ku tym, którzy szlachetnie i namiętnie szukali...«

Tekst referatu  poprzedzony jest cytatem z Franciszka Rabelais 
(1532): „Wiedza bez świadomości jest jedynie ruiną duszy” oraz z T. S. 
Elliota (Four Quartets — 1970): „Jedyną wiedzą, jaką możemy mieć
nadzieję osiągnąć, jest pokora i nieskończona skromność” .

Sądzimy, że przytoczone fragmenty rozważań prof. Bernharda sta
nowią niezbędne uzupełnienie Jego osobowości badacza i myśliciela.
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POWSTAWANIE ŻÓŁTKA W OOGENEZIE BEZKRĘGOWCÓW

YOLK FORMATION DURING OOGENESIS IN INVERTEBRATES

Szczepan BILIŃSKI

Zakład Zoologii Systematycznej i Zoogeografii, Instytut Zoologii,
Uniwersytet Jagielloński

Streszczenie. Ultrastrukturalne badania nad oogenezą różnych grup zwierząt w y 
kazały, że witelogeneza (tj. proces formowania żółtka) odbywa się albo na drodze 
syntezy własnej oocytu <tzw. autosynteza), albo też przez mikropinocytotyczne 
wchłanianie gotowych substancji zapasowych. W pierwszym przypadku żółtko 
może pojawiać się bez widocznego kontaktu z organellami („wolno w  cytoplazmie”) 
lub też, co jest o w iele częstsze, w  procesie tym biorą udział rozmaite struktury  
komórkowe, np. ziarnista siateczka śródplazmatyczna, diktiosomy, mitochondria. 
W przeciwieństwie do autosyntezy, mikropinocytoza przebiega podobnie u w szyst
kich badanych gatunków. Substancje witelogeniczne pochłaniane na drodze mikro- 
pinocytozy prawie zawsze produkowane są poza jajnikiem, np. w  ciele tłuszczo
wym lub w  trzustkowątrobie, a tylko w  nielicznych przypadkach powstają one 
w otaczających oocyt komórkach folikularnych. U bardzo wielu gatunków żółtko 
powstaje w  wyniku współdziałania obu wymienionych rodzajów witelogenezy  
(autosyntezy i mikropinocytozy); mówimy wtedy o tzw. mieszanym typie w itelo
genezy. W artykule opisano również te szczególne przypadki oogenezy, w  których 
witelogeneza w  ogóle nie zachodzi, a materiały zapasowe konieczne do rozwoju 
zarodkowego zdobywane są w  inny sposób.

Summary. Ultrastructural studies of oogenesis in various groups of animals have 
shown that vitellogenesis, i. e. the process of yolk formation, takes place either 
through synthesis in the oocyte itself (the so-called autosynthesis) or by m icro- 
pinocytotic uptake of ready-made reserve foodstuffs synthesized elsewhere. In 
the first instance, the yolk may arise without visible contact with any of the cell 
organelles (“free in the cytoplasm”) or, much more commonly, the process involves 
the participation of such organelles as the rough endoplasmic reticulum, dictyo- 
somes and mitochondria. In contrast to autosynthesis, micropinocytosis shows 
a uniform pattern in all species examined so far. The vitellogenic substances
absorbed by w ay of micropinocytosis are nearly always produced outside the
ovary, for example in the fat body or hepato-pancreas, and only sporadically in 
the follicle cells surrounding the oocyte. In many species yolk formation results

http://rcin.org.pl



250 S. B IL IŃ S K I

from a combination of the two types of vitellogenesis described above (auto
synthesis and micropinocytosis); in such cases w e speak of the so-called mixed  
type of vitellogenesis. The article also includes those particular cases of oogenesis 
where vitellogenesis does not occur at all and reserve food materials indispensable 
to embryonic development are obtained in a different manner.

Witelogeneza jest jednym z charakterystycznych procesów, jakie 
zachodzą w rozwijającym się oocycie. Dzięki niej w ooplazmie groma
dzone są kule (płytki) żółtka stanowiące podstawowy materiał zapaso
wy, zużywany w czasie rozwoju embrionalnego. Dość liczne w ostat
nich latach badania u ltrastrukturalne i autoradiograficzne pozwoliły 
stwierdzić, że żółtko może być wytwarzane albo na drodze syntezy sub
stancji witelogenicznych wewnątrz oocytu (autosynteza), albo przez 
mikropinocytotyczne wchłanianie gotowych związków produkowanych 
poza oocytem, albo wreszcie w efekcie współdziałania obu wymienio
nych procesów.

TYPY WITELOGENEZY
■ • r

A U T O S Y N T E Z A

W przeciwieństwie do mikropinocytozy, która przebiega w ogól
nych zarysach bardzo podobnie u wszystkich badanych gatunków, auto
synteza nie jest procesem jednolitym. Obecnie wiadomo, że żółtko auto- 
syntetyczne (endogenne) może powstawać:

1. bez widocznego powiązania z organellami „wolno w cytoplazmie” ,
2. wewnątrz elementów ziarnistej siateczki śródplazmatycznej,
3. w mitochondriach oraz z pęcherzyków diktiosomalnych [4].
Powstawanie żółtka bez widocznego kontaktu z organellami opisano

dotychczas zaledwie u paru zwierząt, przy czym tylko u niezmogowca 
Priapulus (Priapulida) proces ten został dobrze udokumentowany [76]. 
W cytoplazmie oocytów tego gatunku pojawiają się nieregularne sku
pienia gęstego materiału, otoczone wieńcem pęcherzyków ziarnistej 
siateczki śródplazmatycznej. Stopniowo ilość tego materiału rośnie, 
a równocześnie zostaje on ograniczony cytoplazmatyczną błoną pozba
wioną rybosomów. W wyniku tych procesów powstają typowe kule 
żółtka wypełnione materiałem ziarnistym i otoczone kompletną błoną.

Powstawanie żółtka wewnątrz elementów siateczki śródplazmatycz
nej jest charakterystyczne dla skorupiaków wyższych [6, 30, 35, 44, 
55, 57] i kikutnic [49, 50]. W oocytach tych zwierząt występuje dobrze 
rozwinięty skomplikowany system siateczki śródplazmatycznej ziarni
stej, w której pojawiają się duże ilości specyficznego kształtu elektro
nowo gęstych ziaren (ryc. 3), tzw. „disc shaped bodies” [6]. Prekursory
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ziaren syntetyzowane są prawdopodobnie w kontakcie z rybosomami 
występującymi na powierzchni siateczki śródplazmatycznej [6], W nie
których miejscach systemu siateczki śródplazmatycznej ziarna skupiają 
się i ulegają równocześnie transformacji w materiał granularny (ryc. 3). 
W ten sposób powstają pierwsze drobne kule żółtka, które powiększają 
się dzięki przyłączaniu coraz to nowych „disc shaped bodies” . Ostatnio, 
bardzo podobny sposób powstawania żółtka opisano również u pstrąga 
tęczowego Salmo gairdneri [7],

Omawiany typ autosyntezy, w nieco odmiennej postaci, stwierdzono
u wypławka Prostheceraeus jloridanus [20], wioślarki Daphnia [55]
i trzech gatunków owadów bezskrzydłych: Tetrodontophora bielanen- 
sis [9], Campodea [12] i Petrobius maritimus  [22], W tych przypadkach 
prekursory żółtka, pojawiające się w świetle cystern siateczki śródplaz
matycznej, mają postać skupień gęstego materiału ziarnistego (ryc. 1, 5), 
w którym  czasem występują konkrecje mineralne [22],

Formowanie żółtka w mitochondriach najdokładniej przebadano 
u płazów [56, 68]. Według Massovera [68] proces ten obejmuje nastę- 
pujące etapy: 1. powiększenie niektórych obszarów macierzy mitochon- 
drialnej, 2. rozdęcie grzebieni w tych obszarach, 3. akumulację m ate
riału ziarnisto-włóknistego wewnątrz grzebieni, 4. krystalizację tego 
materiału, 5. powiększenie się kryształu do rozmiarów całego mito- 
chondrium, 6. wydostanie się kryształu (lub kryształów) z mitochon- 
drium, które równocześnie powraca do swego stanu wyjściowego. Wśród 
bezkręgowców gromadzenie żółtka wewnątrz grzebieni mitochondrial- 
nych stwierdzono ostatnio u wija Hanseniella nivea [13].

Bezpośredni udział mitochondriów w formowaniu kul żółtka suge
rowany był też u ślimaka Planorbis [38] i kosarza Leiobunum  [80]. 
Trzeba jednak zaznaczyć, że w świetle nowszych badań nad oogenezą 
mięczaków [46, 51] i pajęczaków [77, 78] wyniki te wydają się wątpli
we i są kwestionowane [51].

Udział diktiosomów w witelogenezie stwierdzono u wielu gatunków 
z rozmaitych grup systematycznych, od jamochłonów [54] do strunow
ców włącznie [53], W większości opisanych przypadków białkowe pre
kursory żółtka syntetyzowane są przez ziarnistą siateczkę śródplazma- 
tyczną, a tylko wyjątkowo w procesie tym  biorą udział wolne polirybo- 
somy [10, 53, 77]. Białka witelogeniczne z szorstkiej siateczki śród
plazmatycznej przedostają się następnie do diktiosomów, gdzie ulegają 
zagęszczeniu. W obrębie tych ostatnich organelli syntetyzowana jest 
też polisacharydowa komponenta żółtka. Gotowe substancje żółtkowe 
opuszczają diktiosom wewnątrz pęcherzyków odrywających się od brze
gów cystern diktiosomalnych (ryc. 1, 4, 5). Pęcherzyki te łączą się 
ze sobą dając początek kulom żółtka. W opisanym procesie mogą być
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TABELA

mikropinocytozy i różnych typów autosyntezy w formowaniu żółtka u bezkręgowców

Mi-
kro-
pino-

cytoza

Autosynteza

Gatunek (rodzaj) Literatura wolno 
w cyto- 
plazmie

w
elem.
sia

teczki

w mito- 
chon-
driach

z pęche
rzyków 
diktio- 

somalnych

1 2 3 | 4 " * 1 « [ 7

Coelenterata
Hydrozoa [54] +  +

Plathelm inthes
Prostheceraeus floridanus

I

[20] I +  +

Annelida
Enchytraeus albidus 
Diopatra cuprea 
Nicolea zostericola

[31]
[3]
[33]

+ +  
+  +  
+  +

Priapulida
Priapulus
Crustacea
Cambarus j
Homarus
Panulirus
Daphnia
Libinia emarginata 
Cancer pagurus 
Eriocheir sinensis 
Orchestia gammarella 
Porcellio scaber

[76]

[6] 
[55, 57] 

[55] 
[55] 
[44] 
[35] 
[30] 

[91,92] 
[11]

+
+
+
+
+

+  +

+  +  
+  +  
+  +  
+  +  

+  
+  
+  
+  
+

Pantopoda
Pycnogonum littorale 
Endeis laevis

[49]
[50]

+
+

+
+

Chelicerata
Limulus polyphemus 
Heptathela kimurai 
Plexippus paykulli

[32]
[77]
[78]

+  
+  

+  +

I +
+

M yriapoda
Lithobius forficatus 
Hanseniella nivea

[43]
[13]

+  +  
+ +

Insecta
P ro tura
Acerentomon gallicum [10]

I

1 +  +

Collem bola
Tetrodontophora bielanensis [9] +

|
+
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c.d. tab.

1 1 2 | 3 4 5 6 7

D iplura
Campodea [12] + 4- +
Thysanura

a A

Petrobius maritimus [22] + + +
Lepisma [25] +  +

•

P terygo ta
Sympetrum [69] +  +
Gryllus [69] +  +
Periplaneta americana [1] +  +
Leucophaea maderae [82] +  +
Gromphadorhina brauneri [67] +  +
Bothrogonia japonica [71] +  +
Rhodnius prolixus [45] +  +
Panorpa communis [79] +  4-

Drosophila melanogaster ! [41] 4- 4-

Aedes aegypti [81] +  +
Parastenopsyche sauteri [70] 4- 4-

Hyalophora cecropia [84] 4- 4-

Ophion luteus [59] +  4 -

Nasonia vitripennis [60] 4- 4-

t

T ardigrada
Macrobiotus richtersii [90] + +  i +
Mollusca

i

Mopalia [2]
Chaetopleura [2] +  +
Anodonta [8] +  +
llyanassa obsoleta [88] +  +
Physa acuta [89] +  +
Biomphalaria glabra ta [51] +  +
Allot eut his su bułat a [19] +  +
E chinoderm ata
Thyone bńareus [52] +  +
T  unicata
Ciona intestinalis [53] +  +

zaangażowane zarówno diktiosomy pojedyncze, bezładnie rozrzucone 
w ooplazmie [9, 33, 89] (rye. 1), jak i skupione w zespoły [12, 32, 77], 
Czasami w skład zespołu oprócz diktiosomów wchodzi też siateczka 
śródplazmatyczna [12, 77] (ryc. 5).

M IK R O P IN O C Y T O Z A

W tym  przypadku żółtko powstaje przez zlewanie się pęcherzyków 
mikropinocytotycznych zawierających substancje witelogeniczne (ryc. 2).
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Synteza tych substancji zachodzi najczęściej poza jajnikiem, np. w ciele 
tłuszczowym owadów lub w trzustkowątrobie skorupiaków, a tylko wy
jątkowo w nabłonku folikularnym [5, 83]. Niezależnie od miejsca syn
tezy materiał żółtkowy uwalniany jest do hemolimfy, następnie prze
nika przez błonę podstawną otaczającą jajnik [84] i poprzez przestrzenie 
między komórkami folikularnymi osiąga powierzchnię oocytu. Udział 
mikropinocytozy w witelogenezie opisano początkowo tylko u owadów 
[1, 36, 58, 81], W następnych latach proces ten został stwierdzony u bar
dzo wielu gatunków z rozmaitych grup systematycznych (patrz tabela). 
U niektórych zwierząt mikropinocytoza dostarcza całego materiału żółt
kowego (owady uskrzydlone, niektóre wije i pajęczaki) (tabela), podczas 
gdy u innych współdziała z procesami autosyntezy, które zachodzą 
w ooplazmie („mieszany typ witelogenezy”).

PRZEGLĄD SYSTEMATYCZNY

W tej części opisano przebieg witelogenezy w rozmaitych grupach
bezkręgowców (tabela). Powstawania żółtka nie należy jednak rozpatry
wać w oderwaniu od podłoża na jakim proces ten zachodzi; tam  gdzie 
było to możliwe, przedstawiono zatem budowę jajnika i rolę komórek 
towarzyszących oocytowi.

i

JA M O C H Ł O N Y  (C O E L E N T E R A T A )

W grupie tej zarówno plemniki, jak i jaja powstają z komórek 
interstycjalnych, które tworzą skupienia w mezoglei odpowiadające 
gonadom wyższych bezkręgowców. Jedyne, jak do tej pory, badania 
nad witelogenezą jamochłonów [54] wykazały, że u hydromeduz żółtko
powstaje w wyniku współdziałania ziarnistej siateczki śródplazmatycz- 
nej i diktiosomów (czwarty typ autosyntezy).

Bardzo interesujący jest przebieg oogenezy stułbiopławów H y
dra [87] i Tubularia [17], U zwierząt tych, powstałe z komórek in ter
stycjalnych oogonie leżą w grupach. W obrębie każdej grupy jedno 
oogonium przekształca się w prooocyt, który na drodze fagocytozy po
chłania pozostałe komórki. Następnie kilka sąsiadujących oocytów łą
czy się ze sobą tworząc w ten sposób tzw. oocyt wielo jądrowy, w któ
rym  tylko jedno jądro pozostaje aktywne, reszta natomiast ulega stop
niowej degeneracji. Efektem tych procesów jest nagromadzenie dużych 
ilości materiałów zapasowych w komórce jajowej, co w znacznym stop
niu wspomaga witelogenezę. Niestety sam proces powstawania elemen
tów morfotycznych żółtka u Hydra  i Tubularia nie został opisany.
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R O B A K I  P Ł A S K IE  ( P L A T H E L M I N T H E S )

W oocytach większości zaliczanych tu  gatunków żółtko w ogóle 
nie powstaje [42, 75], a materiały zapasowe, konieczne do rozwoju 
embrionalnego, gromadzone są w specjalnych komórkach żółtkowych 
w obrębie gruczołów zwanych witelariami [73, 85, 86].

Klasyczny proces witelogenezy u robaków płaskich opisano jedynie 
u wypławka Prostheceraeus floridanus [20]. U gatunku tego nie w y
stępują ani witelaria, ani dobrze wykształcone jajniki. W tej sytuacji 
oocyty rozwijają się samodzielnie, a żółtko powstaje wyłącznie na dro
dze autosyntezy, przy czym w procesie tym  zaangażowana jest jedynie 
ziarnista siateczka śródplazmatyczna.

P IE R Ś C IE N IC E  (A N N E L I D A )

U większości badanych do tej pory pierścienic młode oocyty uwal
niane są z jajników do jamy ciała, gdzie odbywa się ich dalszy rozwój. 
W celomie oocyty tworzą zespoły, które otoczone są zwykle komórkami 
nabłonkowymi [33, 39]. Oocyty każdego zespołu połączone są ze sobą 
mostkami cytoplazmatycznymi, co dowodzi, że są one względem siebie 
siostrzane. U niektórych gatunków tylko jedna komórka syncytialnego 
zespołu staje się oocytem, podczas gdy reszta spełnia rolę komórek 
odżywczych [3, 34, 40, 46]. Główną funkcją tych komórek jest produkcja 
rybosomalnego RNA, który następnie przez mostki cytoplazmatyczne 
transportowany jest do oocytu [3, 46]. Udział komórek odżywczych 
w witelogenezie opisano jak dotąd jedynie u Ophryotrocha labronica [34]. 
U pozostałych badanych gatunków pierścienic żółtko powstaje na dro
dze syntezy własnej oocytu [33, 46] lub też w efekcie współdziałania 
autosyntezy i mikropinocytozy [31], W procesach autosyntetycznych za
angażowana jest ziarnista siateczka śródplazmatyczna i diktiosomy [31, 
33, 46].

G R U B O R Y JK O W E  (P R I A P U L I D A )

Powstawanie żółtka u Priapulus opisano w przeglądzie typów wi
telogenezy.

S T A W O N O G I (A R T H R O P O D A )

S K O R U P IA K I  (C R U S T A C E A )

Jajniki skorupiaków pokryte są grubą błoną podstawową oraz na
błonkiem, k tóry  może wnikać między oocyty tworząc tzw. zrąb jajni
ka [6]. Oocyty rozwijają się niesynchronicznie i otoczone są warstwą 
komórek folikularnych. Przebieg witelogenezy w tej grupie zwierząt
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badany był już wielokrotnie, przy czym większość dotychczasowych ba
dań dotyczyła dziesięcionogów (Decapoda) [6, 30, 35, 44, 55, 57]. Począt
kowo uważano, że całe żółtko skorupiaków wytwarzane jest przez ziar
nistą siateczkę śródplazmatyczną [6, 55] (proces ten został już wcześ
niej szczegółowo opisany). Dopiero przeprowadzone w ostatnich latach 
badania u ltrastruk turalne [11, 30, 35, 91], szczególnie z użyciem pero- 
ksydazy chrzanowej [92], wskazują, że również i w tej grupie część 
materiałów zapasowych pochodzi z mikropinocytozy (ryc. 3). Do tej 
pory natomiast nie udało się wyjaśnić roli, jaką w witelogenezie skoru
piaków odgrywają diktiosomy. U wszystkich badanych gatunków orga
nelle te występują w cytoplazmie oocytów licznie, jednak tylko w nie
których przypadkach uzyskano dowody na ich udział w formowaniu 
żółtka [35, 44]. Nowe światło na to zagadnienie rzucają badania nad 
oogenezą kraba wełnistoszczypcego Eriocheir sinensis [30] i stonogi 
Porcellio scaber [11]. U gatunków tych cysterna siateczki śródplazma
tycznej otaczająca diktiosom od strony formowania wypełniona jest 
gotowymi już ziarnami (disc shaped bodies), co według Dhainaut i Leers- 
nyder [30] wyklucza udział aparatu  Golgiego w witelogenezie.

K IK U T N IC E  ( P A N T O P O D A )

W tej grupie zwierząt jajnik jest nieparzysty i ma kształt litery U 
[49, 50]. Leży on po grzbietowej stronie jelita i posiada liczne uchyłki 
wnikające do odnóży lokomocyjnych. Poszczególne oocyty otoczone są 
osłoną włóknistą, natomiast nie stwierdzono nabłonka folikularnego. 
W witelogenezie kikutnic, podobnie jak u skorupiaków, bierze udział 
ziarnista siateczka śródplazmatyczna i mikropinocytoza [49, 50].

S Z C Z Ę K O C Z U Ł K O W C E  ( C H E L I C E R A T A )

Żeńskie gonady szczękoczułkowców są bardzo różnorodne zarówno 
pod względem kształtu, jak i budowy. U wielu gatunków są one p a 
rzyste i workowate [77, 78], równie często jednak łączą się ze sobą 
i Przy jm ują kształt podkowy lub litery U. Ponadto, w niektórych przy
padkach jajniki zbudowane są z licznych rozgałęziających się cewek [32]. 
U wszystkich Chelicerata młode oocyty (najczęściej w okresie prewite- 
logenezy) wypychane są na zewnątrz gonady i sterczą do jamy ciała 
na specjalnych stylikach [32, 77, 78], Komórki folikularne nie wystę
pują w ogóle [32] lub też otaczają tylko niewielkie oocyty znajdujące 
się jeszcze w obrębie jajnika [77]. W tej sytuacji oocyty w czasie 
formowania żółtka otoczone są jedynie błoną podstawną, która pokrywa 
również cały jajnik. Witelogeneza szczękoczułkowców znana jest b a r
dzo słabo. Pierwsze badania w mikroskopie świetlnym wydawały się
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wskazywać, że w procesie formowania żółtka u tych zwierząt bierze 
udział tzw. jądro żółtkowe (ciało Balbianiego). Obecnie jednak wiadomo, 
że s truk tu ra  ta  związana jest z syntezą lipidów [78], natomiast żółtko 
powstaje podobnie jak u innych stawonogów, tzn. albo w wyniku mikro- 
pinocytozy [78], albo na drodze współdziałania tego procesu z auto- 
syntezą [32, 77]. Jak  to już wcześniej wspomniano, żółtko autosynte- 
tyczne w tej grupie zwierząt produkowane jest przez specyficzne kom
pleksy diktiosomów i siateczki śródplazmatycznej [32, 77].

W IJE  ( M Y R I A P O D A)

D R O B N O N O G I (S Y M P H Y L A )

Jajniki drobnonogów są parzyste i workowate. Pokrywa je błona 
podstawna, ponad którą znajduje się osłona nabłonkowa. Wnętrze go
nady wypełnione jest oocytami, które otoczone są jednowarstwowym 
nabłonkiem folikularnym [13]. Podstawowym źródłem żółtka drobno
nogów jest mikropinocytoza, pozostała niewielka część gromadzona jest 
wewnątrz grzebieni mitochondrialnych [13].

P A R E C Z N IK I  (C H I L O P O D A )

W tej grupie zwierząt całe żółtko powstaje na drodze mikropino- 
cytozy [43].

O W A D Y  (I N S E C T A )

Parzyste jajniki owadów składają się najczęściej z licznych cewek 
zwanych owariolami; tylko niektóre owady bezskrzydłe (Apterygota): 
pierwogonki (Protura), skoczogonki (Collembola) i widłogonki (Diplura) 
mają gonady proste, workowate [4, 9, 10, 12, 66]. Od zewnątrz jajniki 
otoczone są jedno- lub wielowarstwową błoną podstawną i osłoną na
błonkową. Ze względu na miejsce syntezy rybosomalnego RNA i ukształ
towanie tkanek odżywczych, dokonano podziału żeńskich gonad owadów 
na dwa podstawowe typy: panoistyczny i meroistyczny.

W jajniku panoistycznym, który stwierdzono u pierwogonków
(Protura) [10] i szczeciogonków (Thysanura) [22], wśród Apterygota  
oraz u prym ityw nych owadów uskrzydlonych (Pterygota), komórki od
żywcze nie występują, a oocyty otoczone są jedynie nabłonkiem foli
kularnym. W tej sytuacji cały rRNA produkowany jest przez jądra 
oocytów. Odmienna sytuacja panuje w jajniku meroistycznym, gdzie 
rybosomalny kwas rybonukleinowy dostarczany jest przez komórki od
żywcze, podczas gdy jądra oocytów są nieaktywne i prawie w ogóle 
nie biorą udziału w syntezie tego związku. Lokalizacja komórek odżyw
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czych stała się podstawą do wyróżnienia jajników telotroficznych i poli- 
troficznych. W jajniku telotroficznym, który jest charakterystyczny dla 
pluskwiaków równo- i różnoskrzydłych (Homoptera i Heteroptera) [45, 
74], chrząszczy (Coleoptera) [16, 21, 74] i niektórych wielkoskrzydłych 
(Megaloptera) [72], komórki odżywcze leżą na szczytach owariol two
rząc komory odżywcze. Oocyty otoczone są nabłonkiem folikularnym 
i kontaktują się z komorą odżywczą za pomocą długich wypustek cyto- 
plazmatycznych, tzw. sznurów odżywczych. W jajniku politroficznym 
każdy oocyt posiada grupę komórek odżywczych tworząc wraz z nimi 
komorę jajową, która jest otoczona nabłonkiem folikularnym. Jak  wy
kazały szczegółowe badania [23, 62], oocyt i komórki odżywcze jednej 
komory powstają przez synchroniczne i niekompletne podziały tzw. 
cystoblastu. W zależności od liczby podziałów, ilość komórek odżywczych 
jest więc różna i wynosi: u wojsiłki Panorpa 3 [79], u muchówek Dro
sophila [62] i Glossina [47] — 15, a u błonkówki Habrobracon junglan- 
dis [23] — 31. Jajn ik  politroficzny, poza owadami uskrzydlonymi, opi
sano też u skoczogonków (Collembola) i widłogonków (Diplura). W tym
jednak przypadku gonady wykazują wiele cech prymitywnych, jak np. 
workowaty kształt, słabe wykształcenie nabłonka folikularnego, a także 
brak osłony nabłonkowej [4, 9, 12, 66].

Po przedstawieniu budowy jajnika owadów należy zastanowić się, 
jaką rolę w oogenezie spełniają komórki towarzyszące oocytowi i jaki 
jest ich udział w procesie witelogenezy.

K o m ó r k i  o d ż y w c z e .  Niewątpliwie ich główną rolą jest p ro 
dukcja rybosomalnego RNA na potrzeby oocytu. W niektórych jednak 
przypadkach mogą one syntetyzować i przekazywać do oocytu lipidy 
w formie kropli [47] lub nawet drobne ilości żółtka [12].

K o m ó r k i  f o l i k u l a r n e .  Podstawową ich funkcją jest synteza 
prekursorów osłon jajowych, na co uzyskano wiele przekonywających 
dowodów [14, 16, 26, 37], Część badaczy przypisuje jednak tym  komór
kom udział w syntezie substancji żółtkowych, które następnie miałyby 
być transportowane do oocytu na drodze mikropinocytozy [5, 48].

Witelogeneza owadów, zarówno bezskrzydłych, jak i uskrzydlonych, 
poznana została stosunkowo dobrze. Szczególnie interesująco przedsta
wia się ten proces u Apterygota, gdzie opisano całą gamę różnych spo
sobów gromadzenia żółtka. U pierwogonków (Protura) całe żółtko po
wstaje w wyniku autosyntezy [10], w której zaangażowane są diktiosomy 
i specyficzne ciała lamelarne (ryc. 4), przy czym te ostatnie, według 
Klaga [63], pochodzą z mitochondriów. U skoczogonków (Collembola) 
[9] i widłogonków (Diplura) [12] w witelogenezie bierze udział zarów
no autosynteza, jak i mikropinocytoza (ryc. 5). W procesach autosynte-
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Rye. 1. F ragm en t  cytoplazmy oocytu Tetrodontophora bielanensis  (Collembola )
w czasie witelogenezy. X 46 000

W p r o c e sa c h  a u t o s y n t e t y c z n y c h  u te g o  g a tu n k u  biorą u d z ia ł  d ik t io s o m y  (d) oraz e l e 
m e n ty  z iarn is te j  s ia te c z k i  ś r ó d p la z m a ty c z n e j  (strzałk i) .  W id o czn e  są ró w n ież  w y t w o 

rzone  już k u le  żó łtka  (z) i k ro p le  l ip id ó w  (li)
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mm W'

Rye. 2. Cytoplazma powierzchniowa oocytu widłogonki Campodea  sp. (Diplura )
X 34 000

W id o czn y  też  f r a g m e n t  k o m ó rk i  fo l ik u la r n e j  (kf). O o cy t  p o k r y t y  je s t  m ik r o k o s m k a m i ,  
m ię d z y  k tó r y m i  p o w sta ją  l ic zn e  p ę c h e r z y k i  m ik r o p in o c y t o t y c z n e  (pm). P ę c h e r z y k i  t e  łącząc

s ię  ze  sobą dają  p o c zą tek  n ie w ie lk im  k u lo m  żó łtk a  (strza łka)
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tycznych współdziałają elementy ziarnistej siateczki śródplazmatycznej, 
posiadające zdolność samodzielnego zagęszczenia żółtka, oraz diktioso- 
my — pojedyncze (Collembola) lub tworzące zespoły (Diplura). Ponadto 
drobna część żółtka Diplura produkowana jest w komórkach odżyw
czych [12]. Wśród Thysanura, przerzutki, Machilidae [22] charak tery
zuje mieszany typ witelogenezy, podczas gdy całe żółtko rybików (Lepis- 
matidae) [25] powstaje na drodze mikropinocytozy. W przeciwieństwie 
do Apterygota, podstawowym źródłem żółtka wszystkich badanych owa
dów uskrzydlonych jest mikropinocytoza (tabela). Tylko nieliczne ga
tunki niewielką część tego m ateriału syntetyzują w ooplazmie [60, 67]. 
Wśród owadów znane są również takie formy, u których żółtko w ogóle 
nie powstaje. Przykładem mogą tu  być pasożytnicze błonkówki, np. 
Apantales glomeratus [61] i Ageniaspis juscicollis. Ja ja  tego ostatniego 
gatunku składane są do jam y ciała larwy motyla Yponeumata malinella. 
W czasie rozwoju zarodki A. juscicollis pobierają substancje odżywcze 
z hemolimfy żywiciela [65], dzięki czemu własne materiały zapasowe są 
zbyteczne.

•NIESPORCZAKI (T A R D I G R A D A )

Jajniki w tej grupie są nieparzyste i workowate. Oocytom towarzy
szą komórki odżywcze, brak jest natomiast nabłonka folikularnego. W wi- 
telogenezie bierze udział zarówno mikropinocytoza, jak i autosynteza, 
a dodatkowo część żółta dostarczana jest z komórek odżywczych [90],

M IĘ C Z A K I, S Z K A R Ł U P N I E ,  O SŁ O N IC E  (M O L L U S C A , E C H I N O D E R M A T  A ,  T U N I C A T A )

Żółtko tych zwierząt powstaje prawie wyłącznie w wyniku syntez 
zachodzących w ooplazmie (autosynteza). W procesie tym  bierze udział 
ziarnista siateczka śródplazmatyczna [24] lub diktiosomy [2, 19, 46, 51-53, 
88, 89]. Ciekawy przypadek witelogenezy opisano w oocytach ślimaka 
Viviparus contectus [18], Gatunek ten jest żyworodny i ze względu na to 
jego oocyty są małe i zawierają minimalne ilości żółtka, które podobnie 
jak u innych mięczaków powstaje w wyniku współdziałania retikulum  
i diktiosomów.

C Z Y  P R Z E B IE G  W IT E L O G E N E Z Y  M O ŻE BYC  IPO DSTAW Ą D O  IROZW AŻAN
F IL O G E N E T Y C Z N Y C H ?

Jak  widać z przedstawionego przeglądu, w rozmaitych, często zu
pełnie niespokrewnionych gromadach czy typach bezkręgowców żółtko 
produkowane jest w podobny sposób (tabela). W tej sytuacji jest oczy
wiste, że przebieg witelogenezy nie może stanowić podstawy do określa
nia pokrewieństw między dużymi jednostkami systematycznymi. Wydaje 
się natomiast, że w niektórych przypadkach omawiany proces jest
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dobrym punktem  wyjścia do rozważań nad filogenezą grup o niższej ran 
dze, jak np. rzędy czy rodziny. Szczególnie dobrze pogląd ten potwier
dzają badania nad oogenezą skorupiaków wyższych. Okazało się bowiem, 
że na sposób formowania żółtka w tej grupie nie wpływa środowisko; 
i tak  zarówno u gatunków morskich [30, 91, 92], słodkowodnych [6], jak 
i ściśle lądowych [11] w witelogenezie współdziała mikropinocytoza oraz 
silnie rozwinięty system siateczki śródplazmatycznej. Należy przy tym 
podkreślić, że we wszystkich opisanych przypadkach [6, 11, 30, 35, 44, 55, 
57, 91, 92] prekursory żółtka pojawiające się w świetle siateczki śródpla
zmatycznej m ają postać elektronowo gęstych ziaren.

W ostatnich latach przebieg witelogenezy stał się podstawą rozwa
żań nad filogenezą owadów bezskrzydłych [12], Jak  już wspomniano, 
u Apterygota, w przeciwieństwie do innych grup bezkręgowców (tabela), 
opisano rozmaite typy powstawania żółtka, od wyłącznej autosyntezy do 
wyłącznej mikropinocytozy. Tak duże zróżnicowanie witelogenezy w ob
rębie niewielkiej przecież jednostki systematycznej wydaje się wskazy
wać, że owady bezskrzydłe są grupą sztuczną, polifiletyczną. Najprawdo
podobniej tylko dwa rzędy (spośród czterech tu  zaliczanych) Collembola 
i Diplura są ze sobą spokrewnione. Świadczy o tym  nie tylko bardzo po
dobny przebieg witelogenezy, ale również zbliżona budowa gonady żeń
skiej. Trzeci zaliczany tu  rząd, Thysanura, jest chyba bliżej spokrewnio
ny z Pterygota niż z pozostałymi Apterygota. Również i w tym  przy
padku wskazuje na to sposób formowania żółtka i budowa jajników, 
które u szczeciogonków, podobnie jak u owadów uskrzydlonych, skła
dają się z licznych dobrze wykształconych owarioli. Z kolei Protura na j
prawdopodobniej reprezentują izolowany szczep nie związany z żadną 
grupą owadów bezskrzydłych. O dużej odrębności Protura świadczą za
równo wyniki badań nad witelogenezą [10], jak i inne dotyczące ultra- 
s truk tury  jelita [15, 28, 29], kutikuli [64] oraz plemników [27],

Na zakończenie należy zaznaczyć, że aktualny stan wiedzy o witelo
genezie bezkręgowców jest niepełny. Do tej pory bardzo mało lub nic 
nie wiemy o powstawaniu żółtka w oocytach takich zwierząt, jak gąbki, 
robaki obłe, skorupiaki niższe, pajęczaki itd. O niskim stanie naszej wie
dzy może świadczyć również fakt, że nawet w oogenezie owadów, która 
badana jest ostatnio bardzo intensywnie, wciąż jeszcze istnieje wiele 
niejasności i znaków zapytania.
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PROTEINAZY KOMÓREK DROŻDŻOWYCH I ICH INHIBITORY

PROTEINASES OF YEAST CELLS AND THEIR INHIBITORS

Krzysztof WOROWSKI

Zakład Chemii Analitycznej Instytutu Biochemii 
i Analityki Medycznej Akademii Medycznej w  Białymstoku

Streszczenie. Drożdże piekarskie wytwarzają enzymy proteolityczne o różnej spe
cyficzności substratowej i różnych optimach pH. W komórkach drożdży syntety
zowane są również inhibitory tych enzymów. Proteinazy zlokalizowane są w  w a- 
kuolach komórek drożdżowych, natomiast inhibitory występują w e frakcji cyto- 
zolowej. Rola biologiczna proteinaz drożdżowych polega na dokonywaniu całkowitej 
i ograniczonej proteolizy białek. Szybkość tych procesów zależy w  znacznym  
stopniu od dostępności i stężenia inhibitorów.

Summary. Baker’s yeast produces proteolytic enzymes of differing substrate specy-
ficity and different pH optima. In the yeast cell the inhibitors of these are also
synthesized. The proteinases are localized in the yeast cell vacuoles, whereas the
inhibitors occur in the cytosole fraction. The biological role of yeast proteinases
consists in the complete and limited proteolysis of proteins. The speed of these
processes depends to a large extent on the availability and concentration of the 
inhibitors.

Początek badań nad proteinazami wytwarzanymi przez drożdże pie
karskie (Saccharomyces cerevisiae) datuje się od 1917 r. [11]. Natomiast 
pierwsze doniesienia dotyczące inhibitorów proteinaz drożdżowych po
chodzą z lat sześćdziesiątych [49],

Zarówno proteinazy drożd.żowe, jak i ich inhibitory są białkami, 
które wyizolowano w jednorodnej postaci, poznano ich właściwości fizy
kochemiczne, centra aktywne, specyficzność działania i stałe kinetyczne 
zachodzących z ich udziałem reakcji, a badania nad ich s truk turą  che
miczną są daleko zaawansowane.

Zainteresowania proteinazami i inhibitorami wytwarzanymi w ko
mórkach drożdży piekarskich wynikają z możliwości prowadzenia badań
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modelowych nad znaczeniem biologicznym i mechanizmami regulacji 
proteolizy wewnątrzkomórkowej.

PROTEIN AZY DROŻDŻOWE

Komórki drożdży wytwarzają szereg proteinaz różniących się specy
ficznością substratową i optimami pH [21, 29, 60]. Do proteinaz drożdżo- 
wych należy proteinaza A (EC 3.4.23.8) i proteinaza B (EC 3.4.22.9) oraz 
karboksypeptydazy i aminopetydazy. Spośród karboksypeptydaz wystę
pujących w drożdżach należy wymienić karboksypeptydazę Y (EC 3.4. 
12.1), która jest opisywana w literaturze również jako proteinaza C, oraz 
karboksypeptydazę S. Aminopeptydazy drożdżowe stanowi natomiast 
aminopeptydaza I (EC 3.4.11.1) i aminopeptydaza II. W pełnym homo- 
genacie komórek drożdżowych proteinazy ujawniają tylko część swej 
aktywności proteolitycznej, gdyż są blokowane przez inhibitory [47, 50]. 
Kompleksy enzymów z inhibitorami są trwałe w pH =  7,0. Uwalnianie 
proteinaz od inhibitorów następuje w pH =  5,0 [43, 45, 60],

Przegląd metod izolowania i oczyszczania proteinaz drożdżowych
znajduje się w tabeli 1.

P r o t e i n a z a  A jest endoproteinazą. Ciężar cząsteczkowy tego 
enzymu wynosi 42000 [35]. Punkt izoelektryczny proteinazy A znajduje

TABELA 1

Przegląd metod izolowania i oczyszczania proteinaz drożdżowych

Proteinaza Metody frakcjonowania i oczyszczania Oczyszczenie
(X)

Literatura

proteinaza A aktywacja ekstraktu z drożdży w pH =  5,0, 
frakcjonowanie siarczanem amonu, chroma
tografia na DEAE-Sephadexie A-50,
chromatografia powinowactwa

260 [35]

proteinaza B aktywacja ekstraktu z drożdży w pH =  5,0, 
frakcjonowanie przez zakwaszenie, chroma
tografia na QAE-Sephadexie A-25, SP-Sep- 
hadexie C-50 i chromatografia powinowac
twa, sączenie na Sephadexie G-100

1900 [61]

kroteinaza C (karbo- 
psypeptydaza Y)

aktywacja ekstraktu z drożdży w pH =  5,0, 
frakcjonowanie siarczanem amonu, chroma
tografia na DEAE-celulozie i na DEAE- 
Sephadexie A-50

450 [27]

aminopeptydaza I frakcjonowanie siarczanem amonu, chroma
tografia na Sephadexie G-150, DEAE-celu
lozie i Sepharozie 6B

922 [54]
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się w pH =  3,5-4,0. Enzym ten nie traci aktywności w temperaturze 
45° C w pH =  5,0 w ciągu 30 minut. Jest natomiast nietrwały w pH zasa
dowym nawet w tem peraturze laboratoryjnej. Proteinaza A degraduje 
kazeinę i zdenaturowaną hemoglobinę w pH =  2-3 [29], Ze względu na 
hamowanie aktywności proteinazy A przez ester metylowy dwuazoace- 
tylo-D, L-norleucyny (DAN) i przez pepstatynę wnosi się, że posiada 
ona karboksylowe centrum  aktywne [44].

P r o t e i n a z a  B jest również endoproteinazą. Posiada ona masę 
cząsteczkową 31000 [61]. Ustalono skład aminokwasowy tego enzymu 
i określono aminokwasy tworzące jego centrum  aktywne, które stanowi 
seryna i cysteina [21]. Aktywność proteinazy B jest hamowana przez 
dwuizopropylofluorofosforan, p-chlorortęciobenzoesan, a także przez chy- 
mostatynę i antypainę [44]. Proteinaza B wykrzepia mleko w pH -= 6,2, 
kazeinę hydrolizuje najintensywniej w pH =  9,0, a estry etylowe acety- 
lotyrozyny i benzoiloargininy rozkłada w pH =  8,0. Aktywność pro
teinazy B oznacza się najczęściej przy użyciu azokolu jako substratu [60].

P r o t e i n a z a  C (karboksypeptydaza Y) posiada masę cząsteczko
wą 61000. Enzym ten zawiera 2,7°/o glukozaminy i 14,1% mannozy [12, 
19]. Drożdże hodowane w obecności tunikam ycyny syntetyzują proteinazę 
C o masie cząsteczkowej 51000, nie zawierającą składników węglowoda
nowych [19]. Ustalono skład aminokwasowy proteinazy C i stwierdzono, 
że enzym ten zawiera 11 reszt cysteiny, z których jedna jest wolna. 
N-końcową sekwencję aminokwasów stanowi Lys-Ile-Lys-Asp-Pro-Lys- 
Ile-Leu-Gly-Ile-Asp-Pro [41], a w C-końcowym fragmencie cząsteczki 
znajduje się sekwencja złożona z -Asp-Ser-Tyr-Leu [27]. W centrum 
aktywnym tego enzymu znajduje się seryna, histydyna i cysteina [22-25]. 
Centrum aktywne proteinazy C nie zawiera kationu metalu. Po znako
waniu proteinazy C za pomocą 32P-dwuizopropylofluorofosforanu i de
gradacji pepsyną wyizolowano fragment peptydowy zbudowany z 15 ami
nokwasów zawierający serynę centrum  aktywnego. Sekwencja amino
kwasów tego fragm entu jest następująca: -His-Ile-Ala-Gly-Glu-Ser-Tyr- 
Ala-His-Gly-Tyr-Iie-Pro-Val-Phe- [28]. Proteinaza C jest enzymem 
o szerokiej specyficzności. Odszczepia ona C-końcowe aminokwasy aro
matyczne, obojętne, kwaśne i zasadowe, jak również C-końcową resztę
proliny [27, 41]. Hydrolizuje ona także N-acetylowane peptydy, estry 
aminokwasów i amidy [23],

Innym enzymem komórek drożdżowych odszczepiającym amino
kwasy C-końcowe jest karboksypeptydaza S [67, 68]. Karboksypepty
daza S jest metaloenzymem inaktywowańym przez związki chelatujące.

A m i n o p e p t y d a z a  I jest glikoproteidem zawierającym 12% 
cukrów [54]. Charakteryzuje się dużą stabilnością nawet w znacznych
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rozcieńczeniach. Masa cząsteczkowa tego enzymu wynosi 600000, a jego 
punkt izoelektryczny znajduje się w pH =  4,7. Cząsteczka aminopepty- 
dazy I zbudowana jest z 12 podjednostek. Aminopeptydaza I jest meta- 
loenzymem zawierającym kation Z n+2, w związku z tym jest inaktywo- 
wana związkami chelatującymi. Jony chlorkowe i bromkowe aktywują 
ten enzym poprzez wywołanie dodatniego efektu allosterycznego [54], 
Aminopeptydaza I odszczepia N-końcowe aminokwasy od peptydów i bia
łek. Hydrolizuje także leucynoamid i leucyno-p-nitroanilid [54],

A m i n o p e p t y d a z a  II, jest również metaloenzymem [16, 26]. 
Masa cząsteczkowa aminopeptydazy II wynosi 34000. Enzym ten różni 
się od aminopeptydazy I również specyficznością działania.

Skład aminokwasowy proteinazy B, proteinazy C i aminopeptydazy I 
podano w tabeli 2.

TABELA 2

Skład aminokwasowy proteinaz drożdżowych

Aminokwas Proteinaza B 
[61]

Karboksypeptydaza Y 
(proteinaza C) [27]

Aminopeptydaza I*
[54]

Asx
*

29,5 65 45
Thr 17,9 18 23
Ser 21,9 30 29
Glx 14,2 41 36
Pro 8,6 25 21
Gly 8,8 34 38
Ala 26,6 25 28
Cys 0,9 11 4
Val 11,0 30 25
Met 2,0 7 5
Ile 8,6 20 21
Leu 17,4 37 39
Tyr 7,1 24 15
Phe 7,2 27 22
Lys 15,0 19 27
His 5,6 9 11
Arg 5,6 9 15
Trp 1,7 11 2
suma amino

kwasów 209-210 442 406

* Skład aminokwasowy jednej podjednostki.

Przegląd właściwości proteinaz drożdżowych przedstawiono w ta 
beli 3.
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TABELA 3

Charakterystyka proteinaz drożdżowych [35]

Proteinaza

proteinaza A 
proteinaza B
karboksypeptydaza Y 
(proteinaza C)
aminopeptydaza I

Centrum
aktywne

karboksylowe 
sery nowe 
sery nowe

metaloenzym
(Zn+2)

Masa
cząsteczkowa

42000
31000
61000

600000

Specyficzny
nhibitor

jA jA
1  2 > 3

B B

IC

Lokalizacja wew
nątrzkomórkowa

wakuole

INHIBITORY PROTEINAZ KOMÓREK DROŻDŻY

Drożdże piekarskie syntetyzują inhibitory hamujące aktywność pro
teinaz występujących w tych komórkach. Opisano inhibitory proteinazy 
drożdżowej A, B i C. Inhibitory te charakteryzuje znaczna heterogenność 
molekularna. Przegląd metod izolowania i oczyszczania inhibitorów pro
teinaz drożdżowych podany jest w tabeli 4.

W ekstrakcie z drożdży wykazano trzy inhibitory proteinazy A, 
które oznaczono symbolami If, if- i i f  [62]. Inhibitory I f  i I f  wyizolowano 
w postaci homogennej i podano ich charakterystykę fizykochemiczną [57], 
Punkt izoelektryczny inhibitora I f  leży w pH 5,7, a inhibitora I f

TABELA 4

Przegląd metod izolowania i oczyszczania inhibitorów wytwarzanych przez komórki drożdży

Inhibitor Metody frakcjonowania i oczyszczania Oczyszczanie
(X)

Literatura

Inhibitory 
proteinazy A

frakcjonowanie w podwyższonej temperatu
rze, kwasem trójchlorooctowym i etanolem, 
chromatografia na SP-Sephadexie C-25 
i QAE-Sephadexie A-25, elektroforeza pre- 
paratywna w żelu poliakrylamidowym

1
l f - 5 2

l f - 9 8
[62]

Inhibitory proteinazy 
B

frakcjonowanie w podwyższonej temperatu
rze, kwasem trójchlorooctowym i etanolem, 
chromatografia na DEAE-Sephadexie A-50, 
Sephadexie G-75, QAE-Sephadexie A-25 
i SP-Sephadexie C-25

i f  —151

i f  — 78
[4]

Inhibitor proteinazy
C (karboksypeptyda-
zy Y)

frakcjonowanie protaminą, acetonem i przez 
zakwaszenie, chromatografia na DEAE-Sep
hadexie A-50, hydroksyapatycie i Sephade
xie G-75

HH 0 1 00 SO O

[51]
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w pH =  6,3. Inhibitory proteinazy A są białkami o masie cząsteczkowej
23000, zbudowanymi z czterech podjednostek o masie 6000 każda. Kom
pleks proteinazy A z inhibitorem IA posiada masę cząsteczkową 48000 
[62], Ponieważ masa cząsteczkowa proteinazy A wynosi 42000, wnosi się, 
że tworzenie kompleksu enzymu z inhibitorem powoduje rozbicie s truk
tu ry  podjednostkowej, w wyniku czego enzym ten łączy się tylko z jedną 
podjednostką I A.

Inhibitory proteinazy B są również heterogenne i występują w dwóch 
formach molekularnych oznaczonych If  i I®- Są one białkami o masach 
cząsteczkowych 9000-10000 [4]. N-końcowym aminokwasem obu inhibi
torów jest treonina. Punkt izoelektryczny inhibitora I f  znajduje się 
w pH =  8,0, a inhibitora IB — w pH =  7,0. Znaczne różnice wartości 
pH punktów izoelektrycznych spowodowane są różnicami stosunku ami
nokwasów kwaśnych do ich amidów. Inhibitor Ij zawiera więcej amidów 
aminokwasów kwaśnych niż If  [4, 7]. Potraktowanie inhibitora I f  kw a
sem powoduje odszczepienie grup amidowych i obniżenie pH punktu  izo- 
elektrycznego. Obniżenie pH punktu  izoelektrycznego inhibitora If z 7,0 
do 6,6 uzyskano również po nitrowaniu tyrozyny wchodzącej w skład 
tego inhibitora za pomocą czteronitrometanu [7], Nitrowanie obniża po
nadto stałą wiązania inhibitora If z proteinazą B z 3,9 X109 M"1 dla in
hibitora natywnego do 3,2X10® M '1 dla inhibitora zmodyfikowanego. 
Efekt ten umożliwił zastosowanie zmodyfikowanego inhibitora If  zwią
zanego ze stałym nośnikiem do izolowania proteinazy B metodą chro
matografii powinowactwa. Inhibitor nie zmodyfikowany, ze względu na 
wysoką siłę wiązania uniemożliwiającą elucję z kolumny, nie nadaje się 
do tego celu. Rozdysocjonowanie kompleksu enzymu z natywnym  inhi
bitorem, połączone jednak z denaturacją enzymu, można osiągnąć dopiero 
przez 10-minutową inkubację w tem peraturze 100° C lub 1-godzinną 
inkubację w pH =  10,0 w tem peraturze 25° C [46].

Inhibitor proteinazy C nie wykazuje heterogenności molekularnej. 
Masa cząsteczkowa tego inhibitora wynosi 25000 [51]. W odróżnieniu od 
inhibitorów 1A i IB jest on wrażliwy na podwyższoną tem peraturę i za
kwaszenie [51]. Punkt izoelektryczny inhibitora proteinazy C znajduje 
się w pH =  6,6.

Skład aminokwasowy drożdżowych inhibitorów proteinaz podany jest 
w tabeli 5. Interesującym faktem jest brak argininy, cysteiny i trypto- 
fanu w strukturze tych inhibitorów. Ponadto inhibitor I f  nie zawiera 
proliny, a inhibitory I f  i If nie zawierają metioniny [35]. Na podkreślenie 
zasługują bardzo małe różnice w składzie aminokwasowym inhibitorów 
I f  i I® Wszystkie inhibitory zawierają duże ilości aminokwasów polar
nych, takich jak lizyna, kwas asparaginowy i kwas glutaminowy oraz ich 
amidy.
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TABELA 5

Skład aminokwasowy drożdżowych inhibitorów proteinaz

Aminokwas
Liczba reszt aminokwasowych w cząsteczce inhi

bitora

i f  [35] i f  [30] I? [35]

Asx 10 12 12
Thr 3 6 5
Ser

6
3 2

Glx 13 7 7
Pro 0 2 2
Gly 5 3 3
Ala 5 2 2
Val 2 10 8
He 1 6 5
Leu 2 5 6
Tyr 2 1 1
Phe 2 3 ! 3
Lys 13 12 11
His 1 2

6
6

Arg 0 0 0
Met 7

0
o

Cys 0 0 0
Trp 0 0 0
suma aminokwa-

SÓW j 6 8 7 8 73

TABELA 6

Charakterystyka drożdżowych inhibitorów proteinaz [33, 36]

Inhibitor Punkt izoelek- 
tryczny

Aminokwas
N-końcowy

Masa
cząsteczkowa

Stabilność Lokalizacja

i f

5,7
6,3

?
•

9•

23000 
(4 x 6000) termo- i kwaso- 

stabilny
cytozoli f

i?

8,0
7,0

Thr
Thr

9000-10000

ic 6,6 9
• 27000 termo- i kwaso-

labilny

Szczegółowa charakterystyka inhibitorów proteinaz drożdżowych po
dana jest w tabeli 6.

Inhibitory drożdżowe charakteryzują się wysoką specyficznością 
działania antyproteolitycznego (tabela 7). Inhibitor 1^ i Lf hamuje aktyw 
ność proteinazy A, lecz nie hamuje aktywności proteinazy B i C oraz 
pepsyny. Inhibitor I f  i I® hamuje aktywność proteinazy B, ale nie działa
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TABELA 7

Wzajemne oddziaływania inhibitorów i proteinaz drożdżowych [30, 36]

Inhibitor
•

Proteinaza inhibowana Proteinaza inaktywująca
A B c A B C

IA
IB
IC

+  — efekt inh

+

1 ~  

ibicyjny lub i

+

naktywacja.

+
+
+

+

+
------

na proteinazę A i C oraz trypsynę. Natomiast inhibitor I c ham uje aktyw 
ność proteinazy C, lecz pozostaje bez wpływu na aktywność proteinazy 
A i B oraz karboksypeptydazy A i B syntetyzowanej przez trzustkę [30]. 
Również inaktywacja inhibitorów drożdżowych jest procesem specyficz
nym. Inhibitor proteinazy A jest inaktywowany przez proteinazę B. 
Inhibitor proteinazy B jest inaktywowany przez proteinazę A. Nato
miast inhibitor proteinazy C jest inaktywowany przez proteinazę A 
i proteinazę B [36, 51].

BIOLOGICZNE FUNKCJE PROTEINAZ DROŻDŻOWYCH
I ICH INHIBITORÓW

Zadaniem biologicznym proteinaz drożdżowych jest w ew nątrzko
mórkowa degradacja białek, w tym  także białek enzymatycznych. Ze 
względu na liczbę rozszczepianych wiązań peptydowych wyróżnia się 
proteolizę całkowitą i ograniczoną.

Proteoliza całkowita jest procesem niespecyficznym, odbywa się ona 
w wakuolach i dokonywana jest przez szereg enzymów proteolitycznych 
uzupełniających się nawzajem w działaniu na białka. Celem tego pro
cesu jest likwidacja białek zużytych lub zbędnych i dostarczenie m a
teriału aminokwasowego do syntezy nowych białek. Proces ten może za
chodzić dzięki oddzieleniu przestrzennemu proteinaz od inhibitorów (ta
bela 8). Rozfrakcjonowanie homogenatu komórek drożdżowych za pomocą

TABELA 8

Rozmieszczenie proteinaz i ich inhibitorów w podfrakcjach komórek drożdżowych [47]

Podfrakcja
Proteinazy, inhibitory (j/g białka)

całe komórki
frakcja wakuołi
frakcja rozpuszczalna 
(cytozol)

A IA B 1 'B C AP

1880
1

3120 280 7200 1280 700
36400 0 12600 0 19000 3380

0 4020 0 8900 — ---------
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minut
stwierdzić, że proteinazy zlokalizowane są we frakcji wakuoli, a ich in
hibitory — we frakcji cytozolowej [4, 14, 18, 50, 53], Spostrzeżenie to 
potwierdzono techniką immunoprecypitacji inhibitorów. Na okres trans-

Ryc. 1. Transport proteinaz drożdżowych z siateczki śródplazmatycznej do w a
kuoli [36]

A, B , C — p r o te in a z a  A, B  i C; 1A , I®, I c  — s p e c y f i c z n e  in h ib i to r y  t y c h  e n z y m ó w

portu z miejsca syntezy, jakim jest siateczka śródplazmatyczna, do wa
kuoli, proteinazy są najprawdopodobniej wiązane z występującymi w cy- 
toplazmie inhibitorami (rye. 1). Dzięki temu nie mogą degradować i in- 
aktywować białek enzymatycznych cytoplazmy. Przedostające się do 
wakuoli proteinazy w postaci nieaktywnych kompleksów z inhibitorami 
są aktywowane autokatalitycznie według schematu przedstawionego na 
ryc. 2. Inicjatorami aktywacji są śladowe ilości aktywnej proteinazy A 
lub B, które są w stanie uruchomić cały system proteolityczny komórki 
drożdżowej. Uczynnienie proteinaz polega na inaktywacji inhibitorów 
[2, 20, 26].

3 — P o s t ę p y  B io l .  K o m . 4/79

Ryc. 2. Autokatalityczna aktywacja proteinaz
drożdżowych [62]

O b ja śn ie n ia  ja k  pod  ryc .  1

Tempo proteolizy wewnątrzwakuolarnej zależy od składu pożywki,
warunków w jakich prowadzona jest hodowla i fazy wzrostu komórek 
drożdżowych [1, 3, 5, 6, 16, 31, 48].

W okresie pączkowania komórek drożdżowych aktywność proteinaz
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wzrasta 10-25-krotnie, a około 30% białek ulega degradacji, dzięki cze
mu rozmnażająca się komórka uzyskuje materiał do syntezy białek [40],

Enzymy proteolityczne drożdży dokonują inaktywacji enzymów zbęd
nych w określonych warunkach hodowli. Dotyczy to m. in. inaktywacji 
enzymów katalizujących przemiany różnych związków węglowych w glu
kozę, w przypadku podania glukozy do pożywki [32], Inaktywacja doty
czy takich enzymów, jak permeaza maltozy, galaktozymaza, dwufosfataza 
fruktozy, dehydrogenaza jabłczanowa i liaza izocytrynianowa [36], P rzy
spieszona inaktywacja wymienionych enzymów spowodowana jest zmia
nami konformacyjnymi ich s truk tu ry  wywołanymi obecnością glukozy 
i jej metabolitów, co usposabia do agregacji i wnikania do wakuoli, 
w  których ulegają degradacji (ryc. 3).

Ryc. 3. Stymulacja przez efektory zmian cząsteczek enzymów usposabniających
do wnikania do wakuoli i proteolizy i[33]

E — e n z y m y  n a t y w n e ;  E* — e n z y m y  z m ie n io n e ;  B S  — m ie j s c e  w ią ż ą c e  e n z y m y  z m ie n io n e

Umieszczenie drożdży w podłożu bez składników odżywczych powo- 
duje inaktywację syntazy tryptofanu, której dokonuje proteinaza A i B 
[64], Procesowi inaktywacji zapobiegają inhibitory tych enzymów [13]. 
Syntaza tryptofanu zawiera jako koenzym fosforan pirydoksalu. Brak 
tego koenzymu powoduje 9-krotny wzrost podatności syntazy tryptofanu 
na działanie proteinazy A i 3-krotny wzrost — na działanie proteinazy B
[29, 64].

Wysokie stężenie NH3 lub glutaminy w pożywce powoduje przyspie
szoną degradację syntazy glutaminianowej [31].

Proteoliza ograniczona polega na rozszczepieniu jedynie jednego lub 
nielicznych wiązań peptydowych w cząsteczce i jest dokonywana przez 
enzymy proteolityczne o wysokiej specyficzności. Proces ten odbywa się 
lokalnie w różnych strukturach komórkowych, a jego celem jest n a j
częściej aktywacja lub unieczynnienie enzymów [34].
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W tabeli 9 przedstawiono wyniki działania proteinazy A, B i C na 
enzymy zawarte w surowym ekstrakcie drożdżowym. Spektrum  działa
nia poszczególnych proteinaz na enzymy ekstraktu drożdżowego różni 
się znacznie. Niektóre proteinazy nie działają na określony enzym, inne 
zaś powodują obniżenie lub zwiększenie jego aktywności.

TABELA 9

Aktywacja ( + )  i inaktywacja (—) enzymów surowego ekstraktu drożdżowego przez proteinazę
A, B i C [38]

W drodze ograniczonej proteolizy dokonywanej przez proteinazę B 
następuje aktywacja prosyntazy chityny (ryc. 4). Uczynniony enzym do
konuje syntezy chityny, co umożliwia utworzenie przegrody między ko
mórką macierzystą i potomną [8, 9, 17]. Inhibitor proteinazy B hamuje 
proces aktywacji prosyntazy chityny i tym  samym spełnia rolę regula
cyjną w syntezie chityny [10, 65],

Enzym
Bez proteinaz

Proteinaza A
•

| Proteinaza B J Proteinaza C

(procent zmian (procent zmian aktywności w porównaniu do układu
aktywności) bez proteinaz)

syntaza tryptofanu 
transferaza fosforybozy-

+  10 -1 0 0 -1 0 0 0

lowa
syntaza kwasu antranilo-

+  10 - 7 0 -1 0 0 - 5 0

wego +  30 - 1 5 -1 0 0 0
dehydrataza treoniny +  15 0 - 9 0 0
aminotransferaza
asparaginianowa

0 0 - 2 0 0

dehydrogenaza
jabłczanowa

0 - 1 0 - 2 0 - 1 0

dwufosfataza fruktozy - 5 0 - 8 0 - 1 0
dehydrogenaza
alkoholowa

- 2 0 0 +  30 0

fosfofruktokinaza - 1 5 +  50 - 7 0 - 1 0
dehydrogenaza glukozo- 
-6-fosforanu

+  5 0 - 6 0 - 2 0

heksokinaza +  5 0 - 2 0 0
dekarboksylaza
pirogronianu

- 1 5 0 - 8 0 0

dehydrogenaza glutami- 
nianowa NAD-zależna

+40 - 3 0 -1 0 0 0

dehydrogenaza glutami- 
nianowa NADP-zależna

-  5 0 0 0
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UWAGI KOŃCOWE

Opracowanie technik izolowania i oczyszczania proteinaz drożdżo
wych i ich inhibitorów oraz otrzymywania podfrakcji komórkowych 
umożliwiło zrekonstruowanie w układach izolowanych procesów zacho
dzących w komórce drożdżowej i poznanie mechanizmów ich regulacji.

Ryc. 4. Kaskadowy system aktywacji prosyntazy chityny [30]

Wynikiem tych badań jest wykazanie, że znaczenie proteinaz w ykra
cza poza rolę trawienną i przywracanie komórce aminokwasów pocho
dzących z degradacji zużytych białek. Niemniej ważna rola proteinaz do
tyczy aktywacji, modyfikacji i inaktywacji w drodze ograniczonej pro- 
teolizy enzymów należących do różnych klas, przez co wywierają one 
istotny wpływ na różne szlaki metaboliczne komórki drożdżowej. S tw ier
dzono ponadto, że szybkość proteolizy wewnątrzkomórkowej zależy nie 
tylko od bezwzględnej aktywności proteinaz, ale także od dostępności 
substratu i stanu fizykochemicznego jego cząsteczki, decydującego o po
datności na działanie proteinaz, oraz od zawartości i dostępności inhibi
torów.

Ze względu na znaczne zaawansowanie, wyniki badań nad proteolizą 
wewnątrzkomórkową prowadzone na komórkach drożdży można przyjąć 
za modelowe.

Istnieje wiele danych wskazujących na identyczną jak w komórkach 
drożdży rolę proteolizy i podobne mechanizmy jej regulacji w komórkach
innych drobnoustrojów [42, 55, 59, 70], roślin [15, 52, 58, 66] i zwierząt 
[39, 56, 63, 69],
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PLAZMOLEMA KOMÓRKI ROŚLINNEJ

II. FIZJOLOGICZNA FUNKCJA PLAZMOLEMY 

THE PLASMALEMMA OF THE PLANT CELL

II. P H Y SIO L O G IC A L  F U N C T IO N  O F iPL A SM  A L EM MA

Marek POLAŃSKI 

Zakład Fizjologii Roślin, Instytut Biologii Molekularnej, UJ

Streszczenie. Plazmolema jako błona stanowiąca zewnętrzną granicę protoplastu 
spełnia wielorakie i różnorodne funkcje o podstawowym znaczeniu dla życia ko
mórki. Dzięki specyficznej przepuszczalności plazmolemy stwarza ona i utrzymuje 
odpowiedni skład wewnętrznego środowiska komórki, częściowo przy wykorzy
staniu energii metabolicznej. Chwilowe zmiany we własnościach przepuszczalności 
prowadzą do powstania tzw. potencjałów czynnościowych będących wyrazem pro
cesu pobudzenia komórki. Plazmolema pełni funkcje receptorowe zarówno dla 
działania hormonów, jak i dla działania światła, błona ta pełni również funkcję 
sensoryczną w stosunku do ciśnienia turgorowego. Wreszcie plazmolema odgrywa 
ważną funkcję w  syntezie i regulacji tworzenia ściany komórkowej.

Summary. The plasmalemma is a membrane forming the outer boundary of 
protoplast, therefore plays very important role for the cell life. Owing to its 
specific permeability, plasmalemma is able to form and maintain suitable com posi
tion of the internal cell enviroment, in part by applying its metabolic energy. 
Transient changes of its permeability properties give rise to the so called action 
potentials; these potentials appear as a result of various processes of cell excita
tion. Plasmalemma is a receptor of hormonal and light activity, it seems also to 
have the sensoric function with respect to turgor pressure. At least this membrane 
plays an important role of cell wall formation.

WSTĘP

W pierwszej części artykułu  [59] przedstawiono informacje doty
czące metod izolacji plazmolemy, jej składu i struktury. Celem niniej
szego przeglądu jest omówienie podstawowych funkcji jakie spełnia ta 
błona.
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Plazmolema jest zewnętrzną błoną cytoplazmatyczną otaczającą 
każdy żywy protoplast. Jej podstawowym zadaniem jest utrzymanie od
powiedniego składu środowiska wewnętrznego komórki i niedopuszcze
nie do swobodnej dyfuzji substancji i ich rozproszeniu się w otoczeniu. 
Ponieważ jednak komórka jest układem termodynamicznie otwartym, 
wymieniającym z otoczeniem materię i energię, plazmolema nie może 
być błoną całkowicie nieprzepuszczalną. Jej selektywna przepuszczal
ność oraz mechanizmy regulujące transport wody, elektrolitów, metabo
litów i substancji s trukturalnych oraz gazów są podstawowym a trybu
tem każdego żywego układu. Obok kontroli przepuszczalności substan
cji plazmolema odgrywa szereg ważnych funkcji. Jest ona zaangażowa
na w procesy pobudliwości komórki, gdyż pobudzenie wiąże się z okre
sową zmianą przepuszczalności; ze względu na bliski kontakt ze ścianą 
komórkową, plazmolema odgrywa ważną rolę przy wzroście i budowaniu 
tego zewnętrznego szkieletu komórkowego, wreszcie ostatnio przypisuje 
się plazmolemie funkcje fotorecepcyjne z uwagi na lokalizację niektórych 
fizjologicznie czynnych barwników w tej strukturze.

TRANSPORT SUBSTANCJI PRZEZ PLAZMOLEMĘ

Błona plazmatyczna stanowi dla substancji bardzo specyficzną prze
grodę, tzn. wykazującą wybitną selektywność. Najlepiej świadczy o tym 
fakt, że współczynniki przepuszczalności dla różnych związków różnią 
się między sobą o 8 rzędów wielkości (1 : 100 000 000). Wybiórcze włas
ności plazmolemy mogą być tak specyficzne, że pozwalają na rozróż
nienie stereoizomerów tego samego związku, który w zależności od 
swej konfiguracji przestrzennej jest łatwo lub trudno pobierany. Cechą 
plazmolemy, podobnie jak innych błon biologicznych, jest również uprzy
wilejowanie określonego kierunku transportu, podczas gdy ruch w kie
runku przeciwnym może być utrudniony [56]. Cechy te, ważne dla 
utrzymania i kontroli wewnętrznego środowiska komórki, wiążą się 
z różnymi mechanizmami zjawisk transportu. Najogólniej mechanizmy 
te można podzielić na trzy kategorie: transport bierny, aktywny oraz
egzo- i endocytozę.

Transport bierny jest dyfuzją przez błonę biologiczną. Kierunek 
transportu zdeterminowany jest w tym  przypadku różnicą potencjałów 
elektrochemicznych danej substancji (j) po obu stronach błonyi. Po
tencjał elektrochemiczny /Li] określony jest równaniem (w przypadku 
roztworów rozcieńczonych i utrzymywanych w stałej temperaturze):

H j = f i j + R T \ n a j + V j - P — zr y ) - F ,  (1)
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gdzie juJ oznacza potencjał standardowy (stała), a ;- — aktywność che
miczną substancji, tj. jej stężenie pomnożone przez współczynnik aktyw 
ności, Vj — objętość molową substancji, P  — ciśnienie, Zj — wartościo
wość jonu z uwzględnieniem jej znaku, xp — potencjał elektryczny roz
tworu w mV, F — stałą Faradaya.

Natomiast o szybkości transportu  decydują nie tylko wielkość róż
nicy potencjału elektrochemicznego, ale i własności błony w stosunku 
do danej substancji charakteryzowane np. współczynnikiem przepu
szczalności lub współczynnikiem odbicia [56].

W zależności od rodzaju rozpatrywanej substancji różne elementy 
równania potencjału elektrochemicznego nabierają podstawowego zna
czenia. I tak dla wody, której transport odbywa się wyłącznie w sposób 
bierny, znika ostatni człon równania (zj dla wody można przyjąć jako 
zero), zatem o ruchu wody decyduje tylko aktywność wody i ciśnienie 
hydrostatyczne. W fizjologii komórki roślinnej czynniki determinujące 
ruch wody zwykło się określać jako potencjał wodny y>h2o, zwany daw
niej siłą ssącą lub deficytem ciśnienia dyfuzyjnego,

YtełO =  7?----------------------- =  p  ~ nV (2)
W

gdzie P  oznacza ciśnienie hydrostatyczne, n — ciśnienie osmotyczne, 
— potencjał standardowy wody, /uw — potencjał elektrochemiczny

wody, Vw — objętość molową wody.
Natomiast dla elektrolitów człon równania (1) obejmujący para

m etry elektryczne (różnica potencjałów elektrycznych po obu stronach 
błony) i wartościowość jonu nabierają zasadniczego znaczenia, podczas 
gdy różnice ciśnień odgrywają zupełnie podrzędną rolę [56], Wreszcie 
dla substancji organicznych nie posiadających ładunku elektrycznego 
podstawowe znaczenie m ają różnice w aktywności (w uproszczeniu róż
nice stężenia) danej substancji po obu stronach błony.

Podstawową cechą transportu  biernego jest, obok zdeterminowania 
jego kierunku różnicą w potencjale elektrochemicznym, fakt, że tran s
port ten odbywa się bez nakładu energii ze strony komórki.

Istnieją dwa typy transportu  biernego: prosty i ułatwiony. P ierw 
szy można traktować jako zwykłą dyfuzję przez błonę, której szybkość 
jest wprost proporcjonalna do różnicy stężeń (ściślej do różnicy poten
cjałów elektrochemicznych), danej substancji po obu stronach błony. 
W licznych przypadkach stwierdza się jednak, że szybkość przenikania 
danej substancji przez błonę nie jest wprost proporcjonalna do różnic 
jej potencjału elektrochemicznego, ale wykazuje zależność hiperboliczną 
wskazującą na wysycenie procesu (podobnie jak szybkość reakcji enzy
matycznej w stosunku do stężenia substratu  — krzywa Michaelisa Men-
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tena). Nasuwa to przypuszczenie, że w błonie istnieją centra (nośniki — 
translokazy) zaangażowane w przenoszenie substancji (ryc. 1). Trans
portowana substancja łączy się z określonym nośnikiem, podobnie jak 
substrat z enzymem, i rozłącza się z nim po drugiej stronie błony. Trans-

Ryc. 1. Schemat niektórych typów transportu poprzez plazmolemę
tra n sp o r t:  a — b ie r n y ,  b — u ła t w io n y ,  c — a k t y w n y ,  d — a k t y w n y  p o w ią z a n y  z a n t y p o r t e m  
S, S ’ — su b s tr a t ,  C — n o ś n ik  z lo k a l i z o w a n y  w  b ło n ie ,  P  — a k t y w n y  fo s fo r a n ,  P i — fo s fo r a n

n ie o r g a n ic z n y

port ułatwiony przy wykorzystaniu nośnika przebiega szybciej niż trans
port prosty, jest jednak dalej transportem  biernym, ponieważ nie w y
korzystuje energii metabolicznej komórki i prowadzi w zasadzie do 
równowagi termodynamicznej (wyrównania potencjałów elektrochemicz
nych substancji po obu stronach błony) [56],

W przeciwieństwie do transportu  biernego, transport aktywny może 
przyczyniać się do powiększania różnicy potencjałów elektrochemicz
nych. Jest to więc proces endoergiczny, wymaga nakładu energii i jest 
sterowany przemianą materii komórki dostarczającą tej energii. W licz
nych przypadkach stwierdzono, że pobieranie np. jonów jest uzależ
nione od natężenia oddychania, a zablokowanie tego ostatniego procesu 
działaniem np. inhibitorów powoduje nie tylko zmianę tempa przepły
wu jonów, ale nawet zmianę jego kierunku i ustalenie się nowego stanu 
równowagi [56], Wykorzystanie energii w procesach transportu  zwią
zane jest z hydrolizą ATP przez specyficzne ATPazy zlokalizowane
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w błonach, jak to schematycznie przedstawia rye. 1, gdzie nośnik C 
jest aktywowany przez ATP i tylko w formie aktywnej może transpor
tować substancję. Jedną z najlepiej poznanych ATPaz plazmolemy ko
mórek roślin jest enzym izolowany z komórek korzeni owsa [30], ko
rzeni kukurydzy [41] oraz liścieni fasoli [36]. Enzym ten jest istotnie 
związany z plazmolemą, o czym świadczy bardzo wysoki współczynnik 
korelacji (0,975) między aktywnością wspomnianej ATPazy w prepa
racie błon plazmolemy, określony przez specyficzne barwienie metodą 
PT A -C r03 [59] w mikroskopii elektronowej (ryc. 2). Z drugiej strony 
stwierdzono, iż pobieranie jonów 24K + przez komórki korzenia owsa jest 
ściśle skorelowane z aktywnością tego enzymu [18, 40] (ryc. 2). Oma
wiana ATPaza jest również, choć w mniejszym stopniu, stymulowana 
przez inne kationy alkaliczne jednowartościowe według następującego 
szeregu: K + >  Rb+ >  Na+ >  Cs+ >  Li+ [31]. Również jony dwuwar- 
tościowe wykazują własności aktywujące, przy czym szereg aktywujący 
ATPazę można zestawić następująco: Mg2+ =  Mn2+>  Zn2+ >  Fe2+ [31, 
40], Jony wapnia nie aktyw ują lub wręcz ham ują aktywność tego en
zymu [2]. Bardzo interesującą obserwacją jest stwierdzenie, że akty
wacja enzymu przez określone jony zależna jest od pH, np. jony Mg2+ 
wykazują optimum działalności przy pH =  7,5, natomiast jony K+ — 
przy pH =  6,5 (ryc. 2). W zjawisku tym  może tkwić mechanizm regu
lacyjny sterowany drobnymi zmianami kwasowości i składu jonowego 
otoczenia enzymu. Mechanizm molekularny transportu  aktywnego jest 
jeszcze daleki od pełnego wyjaśnienia.

W plazmolemie tkanek epidermalnych u Allium  wykazano obec
ność K+, Na+ ATPazy hamowanej (ouabainą) strofantyną G [8]. Ten 
rzadki przypadek występowania enzymu specyficznego dla błony ko
mórki zwierzęcej [23] jest na razie jedynym, gdyż wcześniejsze próby 
zlokalizowania aktywności tego enzymu w błonie plazmatycznej korzeni 
owsa nie dały pozytywnych wyników [17]. Prace cytochemiczne wska
zują na obecność w tkance epidermalnej korzeni kukurydzy ATPazy 
hamowanej przez oligomycynę, charakterystycznej dla błon mitochon- 
drialnych [44]. Można zatem sądzić, że w tkance epidermalnej korzeni 
istnieje mechanizm regulujący w tym  przypadku transport jonów fosfo
ranowych, ponieważ oligomycyna aktywnie hamuje pobieranie tych 
jonów przez korzeń oraz obniża aktywność ATPazy. Wszystkie te spo
strzeżenia mogą świadczyć o bardzo złożonej roli regulacyjnej błony 
plazmatycznej w transporcie aktywnym  realizowanym przez aktyw 
ność zlokalizowanych w niej ATPaz.

Transport aktywny, prowadzący do zwiększenia różnic w poten
cjale elektrochemicznym po obu stronach błony, można przyrównać do 
pompy napędzanej energią ATP. W komórkach zwierzęcych podstawową
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rolę w kontrolowaniu składu jonowego przypisuje się pompie sodo
wej [66], natomiast wydaje się, że w komórkach roślinnych dodatkowo 
ważne funkcje spełnia pompa protonowa.

Ryc. 2. ATPaza plazmolemy komórki korzenia
owsa

a — k o r e la c ja  m ię d z y  a k t y w n o ś c ią  K +  A T P a z y  
pH  =  6,5 a i lo śc ią  b ło n y  p la z m a t y c z n e j  w  p r o c e n ta c h  

[41]; b — k r z y w a  L in e w a v e r - B u r k a  a k t y w n o ś c i  K ~  
A T P a z y  s k o r e lo w a n e j  z s z y b k o ś c ią  p o b ie r a n ia  j o n ó w  

24 K +  p rzez  k o m ó r k i  k o r z e n ia  o w s a  [31], x  — x  K +  , 
. — . K+ A T P a z a ;  c — w p ł y w  j o n ó w  Mg*+  n a

o p t im u m  pH  A T P a z y  [31]

Często aktywnem u transportowi towarzyszy ściśle z nim związane, 
ale nieaktywne przenoszenie innych substancji. Przy przenoszeniu np. 
jonów, aktywnem u transportowi kationu może towarzyszyć nieaktywny 
transport w tę samą stronę anionu (symport) lub w przeciwną stronę 
innego kationu (antyport) (ryc. Id). Jest to zjawisko umożliwiające 
zachowanie równowagi ładunków elektrycznych. Procesy symportu i an- 
typortu  dotyczyć mogą nie tylko elektrolitów, np. u niektórych bakterii, 
glonów i grzybów stwierdzono sprzężone z pobieraniem glukozy w y
dzielanie protonów [69] (tabela 1). W tym  typie transportu  przejściu 
przez błonę jednej cząsteczki cukru towarzyszy przemieszczenie w prze
ciwną stronę jednego protonu [37], a przesunięcie jednego protonu 
związane jest z hydrolizą jednej cząsteczki ATP [14]. Zjawiska te mogą 
prowadzić do zakwaszenia środowiska, w którym  znajdują się komórki 
pobierające cukier.

Ostatni rodzaj transportu  przez błony — proces endo- i egzocy- 
tozy — jest zjawiskiem o bardziej ograniczonym znaczeniu, a nawet
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TABELA 1

Stosunek stechiometryczny wymiany proton/cukier [38, 67, 68, 69]

Organizm Cukier H+/cukier

Chlorella vulgaris glukoza 1,0
6-dezoksyglukoza 1,0
3-0-metylglukoza 1,6
1 -deoksyglukoza 2,0

E. coli laktoza 1,0
Saccharomyces carlsbergensis maltoza 2-3
Neurospora crassa glukoza 0,8-1,4

obecność endocytozy jest negowana przez niektórych autorów [45], 
O występowaniu tego typu transportu, szczególnie w komórkach ko
rzeni, dowodzą dwa rodzaje danych: pobieranie przez te komórki związ
ków głównie typu makrocząsteczek i obrazy elektronomikroskopowe. 
Wielokrotnie wykazano, że jeżeli korzeń rośliny kontaktował się przez 
krótki czas z środowiskiem zawierającym znakowane białka za pomocą 
125I, 3H lub 14C, to na radioautogramach przekrojów takich korzeni 
stwierdza się w komórkach skoncentrowane ogniska silnej radioaktyw
ności [15, 34, 70]. Gdyby białka pobierane były przez komórki korzenia 
po wcześniejszym rozłożeniu na aminokwasy, należałoby się spodziewać 
obrazu rozsianej radioaktywności. Dane te wskazują, że przynajmniej 
część drobin białka dostaje się do komórki w stanie nierozłożonym, 
a to możliwe jest tylko na drodze endocytozy. Pobieranie białek w ca
łości jest procesem wymagającym nakładu energii metabolicznej i może 
być hamowane działaniem inhibitorów typu 2,4-dwunitrofenolu, KCN 
lub strofantyny [52], Z drugiej strony, liczne obrazy elektronomikro
skopowe wykazują, iż plazmolema tworzy wpuklenia do wnętrza ko
mórki, które zdają się obrazować poszczególne stadia tworzenia wodni
czek endocytotycznych [43, 55] (ryc. 3).

Dodatkowym argumentem przemawiającym za możliwością endo
cytozy w komórkach roślinnych jest stwierdzone ponad wszelką wątpli
wość pobieranie przez izolowane protoplasty markerów ferrytyny, czą
stek wirusa mozaiki tytoniowej, lub ziaren lateksu [10, 50]. Pobieranie 
drogą endocytozy substancji przez nie uszkodzone komórki, np. korze
nia, jest z na tu ry  rzeczy ograniczone zdolnością tych substancji do 
penetrowania poprzez ścianę komórkową. Prawdopodobnie endocytoza 
jest zjawiskiem ograniczonym również z tego powodu, że podczas tego 
procesu pobrana zostaje do komórki pewna porcja substancji środo
wiska zewnętrznego (w tym  także jonów) w sposób nieselektywny, 
a jej szersze działanie ograniczałoby działalność mechanizmów regulu
jących stan jonowy wnętrza komórki. Natomiast egzocytoza, jako pro
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ces pozwalający na wydzielanie na zewnątrz protoplastu enzymów czy 
makrocząsteczek budujących ściany komórkowe, jest normalnym i p o 
wszechnym zjawiskiem w transporcie.

Ryc. 3. Schemat typów inwaginacji plaz- 
molemy w  komórkach korzenia ryżu [55]
PM  — p la z m o le m a ,  W — w a k u o la ,  S K  — ś c ia 
na  k o m ó r k o w a ,  w id o c z n a  in w a g in a c j a  w  k i e 

r u n k u  w a k u o l i  i  c y t o p la z m y

ZJAWISKA ELEKTRYCZNE ZWIĄZANE Z PLAZMOLEMĄ

Dzięki zastosowaniu nie polaryzujących się mikroelektrod, stało się 
możliwe dokonanie pomiarów różnicy potencjałów elektrycznych między 
otoczeniem a wnętrzem komórki. Klasycznymi obiektami do tego typu 
stały się komórki glonów o dużych wymiarach (Chara, Nitella, Val- 
lonia).

W komórkach Nitella nawet pod małym powiększeniem mikrosko
powym możliwa jest kontrola położenia końca mikroelektrody (w cyto-
płazmie lub wakuoli), co pozwala na dokonanie pomiarów między cyto-
plazmą a środowiskiem lub między wakuolą a środowiskiem. W komór
kach roślin wyższych, o cienkiej warstwie cytoplazmy, większość po
miarów dotyczy relacji środowisko-wodniczek. Wprowadzona ostatnio 
metoda odwirowywania cytoplazmy [42, 80] pozwala także dla małych 
komórek uzyskać dane o różnicy potencjałów między cytoplazmą a oto
czeniem komórki (ryc. 4).

Dość obszerny materiał eksperymentalny pozwala na stwierdzenie, 
iż zawsze wnętrze komórki roślinnej posiada ładunek ujem ny w sto
sunku do otoczenia. Przegrodą odgrywającą rolę izolatora są błony cyto- 
plazmatyczne, stąd różnicę potencjałów między cytoplazmą a środo-
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wiskiem określa się jako potencjał błonowy plazmolemy. W zależności 
od obiektu potencjał ten waha się najczęściej w granicach 80-250 mV. 
Potencjały innych błon ograniczających wewnętrzne przestrzenie ko
mórki są z reguły znacznie niższe [611 (ryc. 5).

Ryc. 4. Rejestracja potencjału spoczyn
kowego plazmolemy w  komórkach liścia

Mnium cuspidatum  [19]
O d w r a c a ln a  z m ia n a  p o te n c ja łu  w  o d w ir o w a 
n y c h  k o m ó r k a c h  (1,6 X 10* g  p rzez  30 m in )  w y 

w o ła n a  p rzez  0 ,ln  m o l o w y  N a C N

Pozornie niewielka różnica potencjałów między obu stronami błony 
cytoplazmatycznej odpowiada w istocie ogromnemu spadkowi poten-

8

Ryc. 5. Ważniejsze przestrzenie komórki roślinnej przegrodzone błonami, strzałki
skierowane w  stronę ujemnego potencjału [61]

CHLOROPLAST

WAKUOLA

190 mV

4 — P o s t ę p y  B io l .  K o m . 4/79
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cjału elektrycznego, o ile uwzględnimy bardzo małą grubość błony. 
Przykładowo, potencjał 200 mV w błonie grubości 100 A odpowiada 
spadkowi potencjału 200 000 V cm-1 . S truk tura  plazmolemy, a w szcze
gólności udział lipidów w jej budowie, pozwala jednak na utrzymanie 
większej różnicy potencjałów. Potencjał przebicia, tj. różnica ładun
ków, przy której plazmolema traci własności izolatora, wynosi np. dla
Vallonia około 850 mV [11, 12] (ryc. 6).

Ryc. 6. Pomiar impulsywnego (500 |xs) potencjału elektrycznego stosowanego dc 
wnętrza komórki Valonia utricularis, wewnątrz komórki potencjał dodatni [11]

do

Przyczyną pojawienia się różnic potencjałów między wnętrzem ko
mórki a środowiskiem jest różnica w składzie i koncentracji jonów, 
będąca z kolei wynikiem selektywnego transportu  jonów przez błony. 
Najwidoczniej niektóre mechanizmy transportu, przede wszystkim trans
port aktywny, mogą mieć charakter elektrogenny. O tym  czy dany jon 
znajduje się w stanie równowagi elektrochemicznej, czy też czynnie 
jest pompowany i w którym  kierunku można wnosić znając potencjał
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błonowy oraz różnice w koncentracji danego jonu po obu stronach mem
brany. Stan równowagi odpowiada sytuacji, w której potencjały elektro
chemiczne danego jonu są równe po stronie zewnętrznej (a) i wewnętrz
nej (b). Z relacji tej można wyprowadzić równanie Nernsta określające 
wielkość potencjału elektrycznego yj w stanie równowagi:

y>
RT
7F In

c.
c (3)

b

gdzie R — stała gazowa, T — tem peratura  w skali Kelvina, z — wartoś
ciowość jonu, F  — stała Faradaya, ca — stężenie jonu po stronie ze
wnętrznej i cb — wewnętrznej.

Według danych Gaffey i Mullinsa [21] w komórkach Chara globu- 
laria określono potencjał membranowy równy —181 mV. Równocześnie 
znając stężenia kilku jonów wewnątrz i na zewnątrz komórki obliczono 
potencjał Nernsta, k tóry wynosił dla jonów sodu V'Na+ =  —155 mV, 
dla jonów potasu VK+ =  —184 mV, dla jonów chloru V c ~  =  +202 mV. 
Z porównania tych danych widać, że najbliżej stanu równowagi są 
jony potasu (jest to regułą w komórkach roślinnych), nieco odbiegają 
od tego stanu jony Na+, dla których należy przyjąć działanie aktyw 
nego mechanizmu wypompowującego je na zewnątrz komórki, wreszcie 
najbardziej odbiegają od stanu równowagi jony Cl- , najwidoczniej sil
nie pobierane aktywnie do wnętrza.

Ryc. 7. Zm iany p aram etrów  elektrycznych plazm olem y w  kom órkach Chara coral-
liana  pobudzonej im pulsem  elektrycznym  o czasie trw an ia  100 ms [32]

1 — p o te n c j a ł  c z y n n o ś c io w y ,  2 — p r z e w o d n ic tw o  b ło n y  p la z m a ty c z n e j  (g ), y — p o te n -
CO c o

c ja ł  e l e k t r y c z n y  b ło n y  p la z m a ty c z n e j ,  V^a, — r ó w n o w a ż n y  p o te n c ja ł  e l e k t r y c z n y  d la
j o n ó w  N a + , K +
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Opisany potencjał plazmolemy nosi nazwę potencjału spoczynko
wego. Podrażnienie komórki bodźcem ponadprogowym, elektrycznym 
czy mechanicznym wprowadza komórkę w stan pobudzenia objawia
jący się zmianami potencjału błonowego, nazywanymi potencjałem czyn
nościowym. Pojawienie się potencjału czynnościowego interpretowane 
jest jako wynik zmian przepuszczalności plazmolemy. Chwilowy wzrost 
przepuszczalności prowadzi do ruchu jonów najbardziej odbiegających 
od stanu równowagi (wypływ jonów Cl- ), w nieco mniejszym stopniu
następuje wpływanie do komórki jonów Na+, jednakże zmieniający się 
na skutek ucieczki jonów Cl-  potencjał membranowy powoduje, że nie 
będące już w równowadze jony K+ zaczynają również opuszczać ko
mórkę. W czasie kilku sekund własności plazmolemy powracają do 
stanu wyjściowego, a działalność aktywnych mechanizmów transportu 
powoduje powrót poprzedniego stanu w składzie jonowym i w wiel
kości potencjału błonowego [32] (ryc. 7).

ROLA PLAZMOLEMY W BUDOWIE I DEGRADACJI ŚCIANY KOMÓRKOWEJ

Ściana komórkowa zarówno pierwotna, jak i wtórna jest wysoce 
zorganizowaną struk turą  złożoną z makrocząsteczek i zlokalizowaną 
poza granicami protoplastu. Rola plazmolemy zarówno w transporcie 
materiałów budulcowych ściany, jak i w jej organizacji strukturalnej 
jest więc ogromna, choć w wielu szczegółach nie w pełni jest wyjaś
niona [64].

Podstawowym składnikiem budującym ścianę jest celuloza, której 
biosynteza rozpoczyna się od GDP-glukozy (u niektórych roślin od CDP- 
lub ADP-glukozy [51]). Wydaje się, że istotne etapy biosyntezy cząstecz
ki celulozy przebiegają poza protoplastem — ekstracelularnie. Jest spra
wą nie rozstrzygniętą, czy fosforany nukleotydów glukozy wydzielane 
są drogą egzocytozy poza plazmolemę, gdzie odbywają się dalsze etapy 
syntezy, czy też polisacharydowe prekursory celulozy powstają w s truk 
turach  Golgiego [6] lub w siateczce śródplazmatycznej [62] i są następ
nie wydzielane poza protoplast. Natomiast pewne jest zlokalizowanie 
w plazmolemie syntetazy 1-4-glukanu, enzymu zdolnego do tworzenia 
wiązań 1-4-glukozydowych, typowych dla łańcucha celulozowego [63,71],

Szczególnie dogodny obiekt dla śledzenia procesów tworzenia ściany 
komórkowej uzyskano ostatnio w izolowanych protoplastach. Nagi proto
plast uzyskany drogą trawienia enzymatycznego ściany, pozostawiony 
w pożywce nie zawierającej enzymów litycznych, jest zdolny w ciągu 
kilku dni do odbudowy ściany komórkowej, przy czym poszczególne 
etapy tego procesu można śledzić metodami mikroskopii elektronowej,

http://rcin.org.pl



P L A Z M O L E M A  K O M Ó R K I R O Ś L IN N E J 295

stosując kriorytownictwo powierzchniowe (freeze fracturing) oraz wgłęb
ne (deep etching) [7, 20, 62], lub biochemicznymi [13].

Interesujące są szczególnie aspekty strukturalne procesu regenera
cji, które rozpatrzymy na przykładzie protoplastów Skimmia japoni- 
ca [62]. W błonie plazmatycznej świeżo wyizolowanych protoplastów 
stwierdzić można występowanie globularnych kompleksów białkowych 
(porównaj [59]) rozsianych mniej więcej równomiernie po całej po

Ryc. 8. O dtw arzanie  ściany kom órkow ej przez plazm olem ę pro toplastu  o trzym a
nego z liścia S k im m ia  japonica, inkubow anego przez 72 godz. w m edium  zaw iera 

jącym  kinetypy  i auksyny  [62]
a  — c z ę ś ć  p o w ie r z c h n i  p la z m o le m y  z h e k s a g o n a ln y m  u ło ż e n ie m  c z ą s te k ,  b — u k ła d  c z ą s te k  
w  r z ę d a c h  po 24-28 c z ą s te k ,  c — z e w n ę tr z n a  s tr o n a  p r o to p la s tu  (ES), w id o c z n e  f ib r y le  c e lu 

lo z o w e  (CF)
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wierzchni komórki. Już po 4-6 godz. trwania regeneracji ściany komór
kowej dają się zauważyć pierwsze symptomy reorganizacji tych kom 
pleksów polegające na ich zagęszczeniu w nieregularnych polach. Po 
24-48 godz. liczba globuli zwiększa się i dają się wyróżnić dwa rodzaje 
ich ułożenia. W niektórych polach układ ich staje się gęstszy, przy 
czym uwidacznia się tendencja do tworzenia heksagonalnych układów, 
w innych przy luźniejszym układzie tworzą się regularne rzędy kom 
pleksów ułożone równolegle, choć w sąsiadujących partiach ułożone są 
pod różnym kątem  [62] (ryc. 8 a i b). Już po 24 godz. stwierdzić można 
utworzenie pierwszych mikrofibryl celulozowych, których kierunek jest 
zgodny z kierunkiem układu rzędów globul w danym obszarze (ryc. 8c). 
O ile pierwszy rodzaj s truk tu r (globule w układzie heksagonalnym) in
terpretowany jest jako szkielet stabilizujący kanały transportu  substancji 
przez błonę [58, 62], o tyle na szczególną uwagę zasługują rzędy globul, 
gdyż w ich układzie zakodowana jest informacja o kierunku nowo two
rzonej fibryli celulozowej. Długość rzędu złożonego z 12 do 30 globul 
jest mała w stosunku do długości cząsteczki celulozy. S truk tura  ta

Ryc. 9. Schem at hydrolizy ściany kom órkow ej pod w pływ em  pektynaz tran sp o rto 
w anych  przez plazm olem ę drogą egzocytozy [1]

A  — p ę c h e r z y k i  z a w ie r a ją c e  n ie c z y n n ą  lu b  u ta jo n ą  fo r m ę  e n z y m ó w  h y d r o l i t y c z n y c h  u w a l 
n ia n e  są z s z o r s tk ie j  s ia t e c z k i  ś r ó d p la z m a ty c z n e j ,  B  — r o z p ła sz c z a ją  s ię  w  o k o l ic y  p ę c h e 
r z y k ó w  d ik t io s o m a ln y c h ,  C — „ d o jr z a ła ” fo r m a  d ik t io s o m ó w  t w o r z y  p ę c h e r z y k i ,  k tó r e  u l e 
g a ją  fu z j i  z p la z m o le m ą ,  D — p ę c h e r z y k i  p r z e d o s ta ją  s ię  do ś c ia n y  k o m ó r k o w e j ,  E — n a 

s t ę p u j e  h y d r o l iz a  ś c ia n y
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funkcjonuje zatem nie tyle jako matryca, raczej jako „starter” syntezy 
wystarczający jednak dla nadania kierunku tworzonej mikrofibryli. 
Istnieją sugestie, że kierunek rzędów globul zgodny jest z kierunkiem  
przebiegu mikrotubul cytoplazmatycznych. Rzędy globul są zatem m or
fologicznym wyrazem systemu przenoszenia informacji strukturalnej
z wnętrza komórki poza protoplast.

Drogą egzocytozy transportowane są na zewnątrz inne elementy 
strukturalne ściany, przede wszystkim białka (ekstensyny), a także biał
ka enzymatyczne biorące udział w degradacji, np. blaszki środkowej [1] 
(ryc. 9).

Niektóre fakty skłaniają do twierdzeń, że błona plazmatyczna może 
zawierać enzymy hydrolityczne typu celulaz, które występują w tk an 
kach liścieni kiełkujących nasion [36]. Istnieją sugestie odnośnie do 
udziału plazmolemy w uaktywnianiu glukanazy [22], świadczące o roli 
regulacyjnej tej błony dotyczącej enzymów hydrolizujących ścianę ko
mórkową.

ROLA PLAZMOLEMY W PROCESACH REGULACJI HORMONALNEJ

Szereg danych dotyczących szybkiego działania auksyn na elon- 
gację komórek i pojawienie się zmian w środowisku otaczającym ko
mórki potraktowane hormonami pozwala przypuszczać, że pierwotne 
miejsce działania auksyn znajduje się przy powierzchni komórki p raw 
dopodobnie w plazmolemie. Sugestie bezpośredniego oddziaływania r e 
gulatorów wzrostu z błonami znalazły doświadczalną podstawę w fakcie, 
że preparat błon zdolny jest do wiązania zarówno inhibitora transportu  
auksyn N -l-nafty lam idu kwasu ftalowego [39], jak i auksyn: kwasu 
1-naftyloctowego i 3-indolilooctowego [29]. Studia nad kinetyką wiąza
nia wykazały, że w surowej frakcji błon istnieją co najmniej dwa miejsca 
wiązania wykazujące wysokie, choć różne powinowactwo do auksyn 
[4, 5] (ryc. 10). Stałe dysocjacji określono odpowiednio: 16,1 • 10~7 
i 1,5* 10“ 7 M [4]. Później udało się stwierdzić, że pierwszy typ wiązania 
zlokalizowany jest w plazmolemie i odznacza się wysoką selektywnością 
wiązania przyłączając tylko aktywne auksyny, natomiast drugi — zlo
kalizowany w innych błonach — jest mniej aktyw ny i mniej selektyw
ny, wiążąc także nieaktywne analogi auksyn [5], Badania Williamsona 
i wsp. [72] pozwoliły na uszeregowanie różnego typu błon pod wzglę
dem ilości związanych auksyn; plazmolema/tonoplast >  diktiosomy 
siateczka śródplazmatyczna mitochondria.

Oddziaływanie auksyn z plazmolemą prowadzi do powstania w tej 
błonie swoistych zmian strukturalnych. Morre [53] wykazał, że grubość
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plazmolemy zmienia się po potraktowaniu i ąM roztworem kwasu indo- 
lilooctowego 10-15% w stosunku do próby kontrolnej. Wprowadzenie 
do błony znacznika fluorescencyjnego N-fenylo-l-naftylam iny i następ
nie potraktowanie auksyną powoduje przedłużenie czasu fluorescencji 
oraz wzrost stopnia polaryzacji fluorescencji [27], Dane te pozwalają

Ryc. 10. Analiza Sca tcharda  k ine tyk i w iązania 14C kw asu 1-naftyloctowego
(NAA) [4]

wnosić, że auksyny wywołują wzrost stopnia uporządkowania lipido
wych komponentów błony, powodują wzrost lepkości lipidów i stabili
zację ukierunkowania węglowodorowych łańcuchów lipidowych, co wpły
wa na zwiększenie orientacji znacznika fluorescencyjnego w błonie. Od
działywanie auksyn z plazmolemą nie ogranicza się do wywołania zmian 
w strukturze fazy lipidowej błony. Prawdopodobnie znacznie ważniej
szy jest regulacyjny wpływ auksyn na transport jonowy. Auksyny 
aktyw ują czynne pobieranie jonów K+ oraz wydzielanie protonów, co 
prowadzi do hy per polaryzacji elektrycznej błony i do zakwaszania 
obszaru zewnętrznego błony [48, 54]. Szczególnie przydatną w bada
niach tego typu okazała się fuzikocyna — toksyna produkowana przez 
niektóre grzyby będąca dwuterpenowym glukozydem [3], którą można 
traktować jako regulator wzrostu typu auksyn wykazujący jednak 
znacznie większą aktywność niż naturalny kwas indolilooctowy. Dla 
iuzikocyny wykazano bezpośredni wpływ na ATPazę błonową zależną
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od jonów K+ [47]. Istnieją przypuszczenia, że zakwaszanie zewnętrznego 
otoczenia plazmolemy wywołane działaniem zarówno naturalnych auk- 
syn, jak i fuzikocyny jest czynnikiem zwiększającym rozciągliwość ścian 
komórkowych [48, 60]. Schematyczny model działania hormonów na sy
stem wymiany K +/H + w plazmolemie i wiążące się z tym  skutki fizjo
logiczne przedstawia ryc. 11.

System  tran sp o rtu  K + /H +

S tym ulac ja : IAA, FC 
H am ow anie  ABA

i
W ydzielanie H +  Pobieran ie  K + H yperpolaryzacja

Zakw aszenie  wolnych 
przestrzeni kom órkow ych

A lkalizacja
cytoplazmy

i
U plastycz
nienie ścian 
kom órkow ych

I
Synteza
jabłczanu

1
A kum ulacja
jabłczanu

potasu

W zrost g rad ien tu  
stężenia jonów  H +

P obieran ie
kationów

I
W zrost potencjału  
osmotycznego

Ryc. 11. Model działania ak tyw ato rów  i inhib itorów  horm onalnych  na system
tran sp o rtu  K + /H +  i zw iązane z tym  działaniem  sku tk i fizjologiczne [48]

W niektórych wypadkach wpływ auksyn na metabolizm komórki 
zachodzi przy poważnym udziale plazmolemy. Działanie np. auksyn na 
wzrost aktywności jądrowej polimerazy RNA tłumaczy się w ten spo
sób, że auksyna wiążąc się z plazmolemą powoduje uwalnianie z tej 
błony hipotetycznego czynnika F, k tóry przechodząc do przestrzeni ją 
drowej aktyw uje działające tu  polimerazy [9, 24].

ROLA PLAZM OLEM Y W REG U LA CJI CIŚN IEN IA  TURGOROWEGO

Plazmolema jako s truk tura  stanowiąca zewnętrzną granicę proto
plastu i miejsce zlokalizowania mechanizmów transportu  jonowego od
grywa zasadniczą rolę w regulacji osmotycznej komórki. Nasuwa się 
jednak pytanie, czy samo istnienie ciśnienia turgorowego, a więc i sił 
przyciskających błonę plazmatyczną do sztywnych ścian komórkowych,
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nie powoduje w plazmolemie zmian, które mogą bezpośrednio regulo
wać turgor. Wiele danych sugeruje, że tak jest istotnie i że plazmo
lema pełni funkcję sensoryczną w stosunku do panującego aktualnie 
turgoru. Koncepcje te, rozwinięte w ostatnich latach przez Zimmer- 
manna i wsp. [11, 12, 76, 77], opierają się na następujących argum en
tach. Błona plazmatyczna jest s truk turą  elastyczną i jej grubość może 
ulegać zmianie pod wpływem zarówno sił mechanicznych, jak i pola 
elektrycznego (ryc. 12). Jeżeli wyjściową grubość błony, która nie jest

podłużne rozciąganie
+ turgor

podłużne siły 
rozciągające

poprzeczne siły
skracające (turgor)

potencjał
membranowy

Ryc. 12. Schem at zm ian grubości plazm olem y pod w pływ em  sił m echanicznych 
rozciągających, ściskających (turgoru) oraz sił e lektrycznych zw iązanych z p o 

tencja łem  błonow ym  — opis w tekście i[ll]

poddana żadnym napięciom, nazwiemy przez Lo, to grubość ta ulega 
zmniejszeniu pod wpływem wzdłużnych sił rozciągających (np. podczas 
wzrostu objętości komórki) do Lo', a szczególnie pod wpływem sił po
przecznych ściskających (będących np. wynikiem ciśnienia turgoro- 
wego) do lo'. Jeżeli dodatkowo istnieje potencjał membranowy, to siły 
elektryczne powodują dalsze zmiany grubości błony (1). Dowody na 
istnienie takich zmian strukturalnych w plazmolemie wynikają zarów
no z rozważań teoretycznych nad własnościami mechanicznymi błony, 
która ma określony i mierzalny moduł elastyczności [11, 12], jak i z fak
tów doświadczalnych. Do tych ostatnich zaliczyć należy stwierdzenie, 
że potencjał przebicia zmniejsza się wraz ze wzrostem turgoru [11, 12], 
że zmiana turgoru wpływa na zmianę oporu elektrycznego plazmole- 
my [75] oraz że zmiana turgoru wywołuje zmiany potencjału spoczyn
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kowego [76], Ostatnio wykazano nawet, że nagłe zmiany ciśnienia tu r-  
gorowego i to zarówno zwiększenie, jak i zmniejszenie mogą być przy
czyną powstania potencjału czynnościowego [76].

Z drugiej strony, reakcja komórki na szok osmotyczny jest z reguły 
dwufazowa. Komórki pozbawione ściany, np. wolne protoplasty po prze
niesieniu do hipo- lub hipertonicznego środowiska, reagują w przedziale 
sekundowym gwałtownym zmniejszeniem lub zwiększeniem objętości, 
po czym w czasie m inut lub godzin wracają do poprzednio zajmowanej 
objętości. W komórkach otoczonych ścianą zmiany objętości są znikome, 
natomiast szok osmotyczny objawia się gwałtowną zmianą turgoru, który 
po dłuższym czasie powraca do stanu mniej więcej początkowego [77]. 
O ile powolne procesy są wynikiem osmoregulacji metabolicznej, o tyle 
szereg autorów widzi przyczynę zmian o szybkim charakterze nie tylko 
w osmotycznym transporcie wody, ale także w oddziaływaniu zmiany 
turgoru na własności plazmolemy. Można przypuszczać, iż zmiany s truk
turalne zachodzące w błonie prowadzą do zmian konformacyjnych enzy
mów, „zakrywania” lub „odkrywania” miejsc transportu jonów, co 
w drastyczny sposób zmienia warunki przepuszczalności błony.

PLAZMOLEMA A ZJAWISKA FOTORECEPCJI

Aktywność i lokalizacja dwóch najważniejszych systemów recep
cyjnych komórki roślinnej, tj. systemu fitochromowego i f la winowego, 
wydaje się być związana z błonami. Dane o lokalizacji tych systemów 
można czerpać z dwóch kategorii eksperymentów: bezpośrednich analiz 
biochemicznych frakcji izolowanych błon i specyficznych reakcji na 
naświetlanie punktowe lub naświetlanie światłem liniowo spolaryzo
wanym. Już w 1967 r. Hendricks i Borthwich [28] wysunęli hipotezę, 
w myśl której działanie fitochromu w procesach rozwojowych i morfo- 
genetycznych związane jest z modulowaniem przez fitochrom własności 
błony cytoplazmatycznej. Istnieje szereg danych eksperymentalnych 
wskazujących na to, że fitochrom, a szczególnie forma aktywna P Fr 
może być związana z błonami i modyfikować aktywność niektórych
enzymów [57]. Natomiast w świetle danych analitycznych nie jest za
gadnieniem ostatecznie rozstrzygniętym, czy fitochrom wiąże się z plaz- 
molemą czy innymi błonami komórkowymi. Wcześniejsze prace [46, 73] 
sugerowały lokalizację fitochromu w plazmolemie. Z bardziej krytycz
nych ostatnich badań [74], w których poddano analizie nie tylko frakcję 
błon wzbogaconą w plazmolemę, ale cały profil gradientu rozdziału
błon, wynika jednak, że fitochrom nie jest specyficznie zlokalizowany 
w plazmolemie.
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Natomiast szereg danych dotyczących reakcji komórki na światło 
spolaryzowane popiera tezę o umiejscowieniu fitochromu w plazmole- 
mie. Ułożenie chromatoforów niektórych glonów Mougeotia i Mesote- 
nium  sterowane jest przez system fitochromowy, przy czym efekty 
wywołane światłem spolaryzowanym wskazują na ukierunkowanie czą
steczek fitochromu. Wektor absorpcji formy P R ustawiony jest w p ła 
szczyźnie plazmolemy i zorientowany jest helikoidalnie pod kątem  45° 
do osi komórki, natomiast wektor absorpcji formy P Fr ustawiony jest 
prostopadle do płaszczyzny plazmolemy [25, 26]. Również kierunek 
kiełkowania zarodników mchów, np. Funaria [33], lub kierunek wzrostu 
komórek przedroślowych niektórych paproci, np. Driopteris [16], n a 
świetlanych światłem liniowo spolaryzowanym sugeruje ukierunkowa
nie fotoreceptora fitochromowego w plazmolemie. Sugestia ta  jest na
tu ry  pośredniej, ponieważ zakłada, że plazmolema jest jedyną dosta
tecznie stabilnie ukierunkowaną struk turą  komórki, aby mogła zapew
nić regularne ułożenie cząsteczek fotoreceptora.

Absorpcję światła w systemie flawinowym reguluje m. in. uzależ
nione od światła położenie chloroplastów w komórkach większości ro
ślin. I w tym  przypadku specyficzna odpowiedź komórki na światło 
liniowo spolaryzowane [49, 78, 79, 81] wykazuje, że fotoreceptor zloka
lizowany jest blisko zewnętrznych granic protoplastu i ściśle ukierun
kowany, co może dowodzić jego lokalizacji w plazmolemie. Również 
dotychczasowe dane analityczne wykazują na obecność flawin, a także 
cytochromu b, który wraz z układem flawinowym może tworzyć specy
ficzny łańcuch transportu  elektronów we frakcji plazmolemy [35, 65].

Składam  serdeczne podziękow anie profesorow i drow i Janow i Zurzyckiem u 
za cenne uw agi dotyczące niniejszego przeglądu.
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SEGREGACJA RDZENI NUKLEOSOMÓW W CZASIE REPLIKACJI
DNA

SEGREGATION OF NUCLEOSOME CORES DURING DNA REPLICATION

Halina KONONOWICZ 

Zakład Cytologii i Cytochemii Roślin, Instytut Fizjologii i Cytologii UŁ

Streszczenie. Problem segregacji histonów w  czasie replikacji DNA budzi w iele  
kontrowersji. Przedmiotem badań głównie biochemicznych są zagadnienia rozmie
szczenia nowo zsyntetyzowanych histonów w  trakcie replikacji DNA, rozdziału 
i ewentualnych przemieszczeń histonów syntetyzowanych w  poprzednim cyklu ko
mórkowym pomiędzy potomne cząsteczki DNA oraz istnienie puli wolnych histonów  
i ich udziału w  strukturze chromatyny. Przedstawiono 3 podstawowe modele 
segregacji histonów w  trakcie replikacji DNA: konserwatywny, semikonserwatywny  
i przypadkowy. W św ietle ostatnich badań najmniej wątpliwości budzi zdaniem  
autorki model nieprzypadkowej segregacji nukleosomów.

Summary.  The problem of histone segregation during DNA synthesis is contro- 
versical. The current research, which is mainly biochemical, puts the question of 
deposition of histones synthesized de novo in the course of DNA replication, 
their distribution, and the possible translocation of histones synthesized during 
the preceding cell cycle among the daughter DNA strands, as w ell as the 
existence of the pool of free histones, and their role in the maintenance of 
chromatin structure. Three basic models of histone segregation during DNA  
synthesis have been presented: conservative, semiconservative, and random. In 
the light of recent studies, the author pronounces her opinion that at present, the 
non-random nucleosome segregation seems to be most probable.

Podwojenie chromosomów u eukariota jest wysoce złożonym pro
cesem obejmującym nie tylko replikację m ateriału genetycznego (DNA), 
ale także równoczesną syntezę histonów oraz łączenie DNA i białek 
histonowych w dezoksyrybonukleoproteinowe kompleksy chromatyny.

Badania ostatnich lat przyniosły wiele danych, które zmieniły po
gląd na s truk turę  i organizację chromatyny. W skład fibryli chromaty- 
nowej wchodzą powtarzalne jednostki — nukleosomy, których rdzeń

5 — P o s t ę p y  B io l .  K o m . 4/79
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zawiera po dwie cząsteczki czterech rodzajów histonów (H2A, H2B, 
H3 i H4) tworzących oktamer. Każdy taki rdzeń jest połączony z DNA 
o długości 140 par zasad. Sąsiadujące ze sobą nukleosomy łączy między- 
nukleosomowy DNA zawierający 40 par zasad. Te międzynukleosomowe 
odcinki DNA związane są jedynie z histonem HI. Chromatyna ma więc
struk turę  „koralików na sznurku”.

Przebieg replikacji DNA i syntezy białek histonowych w czasie 
fazy S są obecnie stosunkowo dobrze poznane, natomiast proces łączenia 
się nowo zsyntetyzowanego DNA z histonami budzi wiele kontrowersji. 
Problem ten stał się przedmiotem licznych badań po przyjęciu koncepcji 
nukleosomowej budowy fibryli chromatynowych.

CZY HISTONY ISTNIEJĄ W CZASIE REPLIKACJI?

Postęp w zrozumieniu s truk tu ry  chromatyny umożliwił nowe spoj
rzenie na proces replikacji i tranksrypcji. Powstało pytanie, czy w mo
mencie kiedy polimeraza (DNA lub RNA) łączy się z DNA nukleosomów 
histony oddysocjowują od DNA, czy też pozostają związane z nim w cią
gu cąłego procesu replikacji. Jeżeli nukleosomy pozostawałyby zasocjo- 
wane z DNA, musi istnieć mechanizm, który umożliwiłby proces repli
kacji na podstawie wzorca DNA połączonego z białkami [29].

Hancock [12] w badaniach prowadzonych na komórkach myszy P  815, 
które znakowane były 14C-lizyną i 3H-tymidyną, wykazał, że histony 
po inkorporacji do nowo utworzonej chromatyny zachowywane są przez 
co najmniej osiem pokoleń.

Dane wykazujące obecność nukleosomów w nowo zreplikowanym 
DNA pozwalają sądzić [29], że ich składnik białkowy pozostaje związa
ny z DNA podczas replikacji. Seale [28] uważa, że musiałyby być one 
w jakiś sposób zmienione przez replikujący kompleks. Autor ten bierze 
również pod uwagę inne możliwości: nukleosomy znajdujące się w obsza
rze rozdzielających się nici DNA mogłyby bądź pozostawać w jednej 
nici, bądź mogłyby chwilowo być odłączane, a ponowne połączenie ich 
z DNA następowałoby po zakończeniu replikacji. Dalsze badania tego 
autora [29] prowadzone na jądrach komórek HeLa wykazały, że nowo 
zreplikowany DNA był dwukrotnie bardziej wrażliwy na trawienie 
nukleazą Micrococcus niż DNA chromatyny po fazie S. Analiza pro
duktów pośrednich trawienia enzymatycznego doprowadziła do wniosku, 
że nowo zreplikowany DNA odporny na nukleazę wchodził w skład
nukleosomu. Jednak ten nowy DNA wykazywał odstępy między nukleo- 
somami podobne, ale nie identyczne z tymi, jakie występują w macie
rzystej chromatynie. Ponadto autor sugeruje, że nukleosom związany
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z nowo zreplikowanym DNA wykazuje różnice w samej strukturze 
swego rdzenia. Sugestie te zostały oparte na stwierdzeniu, że produkty 
pośrednie trawienia nukleazami chromatyny trypsynowanej były po
dobne do produktów pośrednich otrzymanych w wyniku trawienia ch ro 
m atyny nowo zreplikowanej. Ponieważ trawienie trypsyną, selektyw
nie degraduje krańce NH2-terminalne nukleosomalnych histonów, autor 
przypuszcza, że konformacyjne zmiany zachodzące podczas replikacji 
mogą wynikać z rozluźnienia kompleksu DNA-białko poprzez neutrali
zację NH2-terminalnych krańców cząsteczek histonów, podczas gdy kom
pleks globularny rdzeń-DNA pozostawałby nienaruszony. Neutralizacja 
ładunków mogłaby zachodzić w drodze takich procesów, jak acetylacja 
lub metylacja. To rozluźnienie więzi między DNA i histonami powodo
wałoby dostępność DNA dla enzymów bez usuwania czy uszkadzania 
rdzenia nukleosomu. Seale zakłada, że takie zmiany byłyby łatwo od
wracalne. Badania produktów trawienia enzymatycznego [35] potwier
dziły te przypuszczenia i wykazały, że aktywne geny są związane z h i
stonami w podjednostki o konformacji zmienionej w porównaniu z ge
nami nieaktywnymi.

Fakt, że histonowe oktamery pozostają zasocjowane z DNA in vivo 
przez szereg pokoleń [17] pozwala przypuszczać, że rozpad nukleosomu 
nie jest warunkiem niezbędnym w procesie replikacji DNA. Felsenfeld

I  * * 0 a

[5] nie wyklucza jednak odłączania nukleosomów i ponownego połącze
nia się ich z DNA.

KONTROLA SYNTEZY HISTONÓW

Synteza histonów zachodzi w fazie S cyklu komórkowego i ustaje 
wraz z zakończeniem replikacji DNA. Proces synchronizacji syntezy 
DNA i histonów w czasie cyklu komórkowego zachodzi w obu k ierun
kach, tzn. zahamowanie syntezy DNA hamuje syntezę histonów, a za
blokowanie syntezy histonów zwalnia o połowę szybkość syntezy DNA 
[3, 13, 33]. Badania synchronicznie dzielących się komórek merystemów 
korzeniowych cebuli [8] wykazały, że synteza histonów jest konieczna 
dla zainicjowania fazy S. Powtarzalność sekwencji DNA kodujących 
histony umożliwia syntezę dużej ilości histonów w krótkim  czasie.

Wiele dowodów wskazywało na istnienie powiązania między syntezą 
histonowego mRNA a replikacją DNA. Histonowy mRNA był w ykry
wany w cytoplazmie komórek podczas replikacji DNA [2]. Przy zaha
mowaniu syntezy DNA histonowy mRNA akum uluje się jako wolny 
mRNA w cytoplazmie i ulega szybkiemu rozpadowi [1, 2, 7, 21]. Suge
rowano, że ten rodzaj mRNA jest syntetyzowany podczas pierwszych
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godzin po rozpoczęciu fazy S i jest stabilny tylko podczas tej fazy 
cyklu, a następnie ulega szybkiemu rozpadowi.

Melli i wsp. [18] badali syntezę histonowego mRNA w komórkach 
HeLa w różnych fazach cyklu komórkowego. Badania te wykazały, że 
sekwencje histonowego mRNA są produkowane przez cały cykl komór
kowy w jądrze, natomiast w cytoplazmie mogą być wykrywane tylko 
w czasie trwania fazy S. Wykazany brak powiązania między syntezą 
histonowego mRNA i replikacją DNA sugeruje, że proces regulacji de
term inujący obecność lub brak tego mRNA nie zachodzi na poziomie 
transkrypcji. Jest prawdopodobne, że specyficzna i regulowana degra
dacja histonowego mRNA ma miejsce w cytoplazmie w czasie, kiedy 
nie zachodzi synteza DNA [21]. Obserwowany wzrost koncentracji histo
nów w cytoplazmie po zablokowaniu syntezy DNA może stanowić 
pierwszy sygnał w mechanizmie warunkującym  równoczesność syntezy 
histonów i DNA [21].

PRZEMIESZCZANIE HISTONÓW W CZASIE FAZY S

Histony po zsyntetyzowaniu w cytoplazmie komórek w fazie S prze
noszone są do jądra z dużą szybkością [19, 23]. Badania prowadzone 
w celu wyjaśnienia dalszych losów jakim podlegają histony po wniknię
ciu do jądra wykazały, że w czasie 3-30 min większość nowo zsyntety- 
zowanych histonów jest zasocjowana z DNA w nukleosomach [4, 12, 
16, 30].

Istnieje jednak szereg sprzecznych poglądów dotyczących miejsca 
tej asocjacji. Wiele danych przemawia za tym, że nowo zsyntetyzowane 
histony w czasie 3-30 min po syntezie są kompleksowane z DNA nie 
podlegającym aktualnie replikacji [12, 16, 27], jednocześnie nowo zrepli- 
kowany DNA jest całkowicie [8] lub częściowo połączony z histona- 
mi [14], Dane te skłoniły do wysunięcia hipotezy, w myśl której nowo 
zsyntetyzowany DNA łączy się z histonami syntetyzowanymi w po
przednim cyklu komórkowym [12, 16, 27], Wielu autorów sugerowało 
również istnienie puli histonów, które mogły być deponowane w jądrze 
poza chromatyną. Dla sprawdzenia istnienia takiej puli białek, Searle 
i Simpson [30] przeprowadzili badania z zastosowaniem cykloheksimidu. 
Inkorporacja pulsowo podawanych aminokwasów wykazała, że specy
ficzna aktywność histonów w jądrze wzrasta do 60 min po zahamowaniu 
syntezy białek, co autorzy uznali za dowód wspierający ich hipotezę. 
Jednak wykazanie obecności „nagiego” DNA w obecności cykloheksi
midu stanowiło poważny argum ent podważający występowanie puli wol
nych histonów. Badania prowadzone na komórkach zainfekowanych wi
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rusem SV40 wykazały, że DNA syntetyzowany w tych warunkach nie 
jest zasocjowany z białkami [9]. Podobnie, ostatnie badania z zastoso
waniem techniki mikroskopii elektronowej [22] sugerują, że replikacja 
DNA w obecności cykloheksimidu prowadzi do powstania długich nici 
pozbawionych nukleosomów, tj. wolnego DNA. Na podstawie tych da
nych nasuwa się przypuszczenie, że pula białek histonowych — jeżeli 
istnieje — musi być niezmiernie mała.

Fakt łączenia się nowo zsyntetyzowanego DNA z histonami pocho
dzącymi z poprzedniego cyklu komórkowego sugeruje konieczność prze
mieszczania białek chromatynowych podczas replikacji DNA. Seale [27] 
proponuje dwa możliwe mechanizmy zapewniające przemieszczanie się 
białek. Jeden z tych mechanizmów polegałby na przesuwaniu się białek 
histonowych wzdłuż cząsteczki DNA wraz z postępującym procesem
replikacji. W wyniku funkcjonowania takiego mechanizmu musiałyby 
powstawać odcinki nagiego DNA za widełkami replikacyjnymi. Jednak
liczne badania [4, 26, 30] wykazały brak odcinków nagiego DNA w re 
plikującej chromatynie. Inny mechanizm mógłby polegać nie na p rze
suwaniu się histonów podczas replikacji DNA, ale na ich odłączaniu się 
od DNA i ponownym przyłączaniu do zreplikowanego, nagiego DNA [22], 
Badania Jacksona i wsp. [16] sugerują, że nowo zsyntetyzowane histo- 
ny nie są deponowane w określonych strefach w pobliżu widełek repli- 
kacyjnych, lecz są przypadkowo rozmieszczane na DNA. Umieszczenie 
nowych histonów w sąsiedztwie widełek replikacyjnych musiałoby po
wodować zmiany w gęstości frakcji chromatynowych, co nie było obser
wowane. Pomimo że migrujące z cytoplazmy (tj. nowo zsyntetyzowane) 
histony nie wiążą się z nowo zsyntetyzowanym DNA, łączy się on bardzo 
szybko z białkami. Fakt ten wymienieni autorzy tłumaczą wiązaniem 
niezwykle dużej ilości białek niehistonowych z DNA.

Późniejsze badania, prowadzone przez Hancocka [12] na jądrach 
komórek myszy P  815 z zastosowaniem metody podwójnego znakowa
nia nowych nukleosomów 3H-argininą (histony) i 125I-jododezoksyury- 
dyną (DNA) oraz trawienia nukleazą Micrococcus dla uwolnienia nukleo
somów, dostarczyły podobnych informacji. Wykazano bowiem, że nowy 
DNA i nowe histony były już po 3 min od ich syntezy zespolone w struk
turach nukleosomowych oraz że nowo zsyntetyzowane histony w cza
sie 3-30 min są związane głównie z niereplikującym DNA. Hancock 
przypuszcza, że nowo utworzony DNA jest dopełniany histonami, które 
migrują z innych obszarów chromatyny. Ze względu na duże powino
wactwo nukleosomów do DNA, liniowa migracja wydaje się autorowi 
bardziej prawdopodobna niż wspomniany proces odłączania i ponow
nego przyłączania histonów.
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Liniowa migracja multimerów białkowych wzdłuż DNA nie jest 
zjawiskiem niezwykłym, jest bowiem dobrze znana w wypadku poli- 
merazy RNA. Natomiast interesującym aspektem migracji histonów 
z odległych regionów chromatyny jest możliwość powodowania przez 
ten proces zmian konformacyjnych w tych regionach [9]. Hancock [12] 
sugeruje, że taka liniowa migracja może mieć duże znaczenie i powinna 
być brana pod uwagę przy rozważaniu regulacji transkrypcji.

Natomiast odmienne dane przedstawili Riley i W eintraub [22], 
którzy wykazali, że przemieszczanie się histonów nie zachodzi w bada
nym przez nich okresie, tj. w ciągu 18 godz. Przeciwko procesowi prze
mieszczania się histonów przemawia także fakt występowania wolnego 
DNA w komórkach traktowanych cykloheksimidem.

ROZMIESZCZENIE HISTONÓW NA NOWYM DNA

Badania dotyczące sposobu i miejsca tworzenia nowych nukledso- 
mów, a także segregacji już istniejących, dostarczyły wielu sprzecznych 
informacji. Trudności w rozstrzygnięciu tego problemu są w dużym 
stopniu natury  metodycznej. Sposób odróżnienia wcześniej w ystępują
cych histonów od nowo zsyntetyzowanej chromatyny na podstawie m e
tody znakowania DNA jododezoksyurydyną polega na niewielkich róż
nicach w gęstości tych dwóch frakcji nukleoproteinowych [11]. Rozdział 
dwóch pasm DNA z zachowaniem histonów znajdujących się w chro- 
matynie natywnej jest praktycznie niemożliwy ze względu na koniecz
ność stosowania wysokiego pH, które powoduje denaturację DNA i dy- 
socjację kompleksu DNA-histon. Tsanev i Russev [24] opracowali metodę 
alkalicznej denaturacji chromatyny, która pozwala na rozdzielenie dwóch 
nici DNA z u tra tą  jedynie histonów H2B. Badania prowadzone na pod 
stawie tej metody wykazały, [32] że po replikacji DNA „stare” histony 
pozostają związane z macierzystą nicią DNA. Takie nieprzypadkowe roz
mieszczenie histonów postulowano już wcześniej (cyt. za [6]) i określano 
je mianem segregacji. Eksperymenty te nie dostarczały jednak żadnych 
informacji, czy histony pozostają związane z tą samą nicią DNA w ko
lejnych cyklach komórkowych. Autoradiograficzne metody zastosowane 
przez Prescotta i Bendera [20] do badania pulsowo znakowanych białek 
w. komórkach chomika chińskiego wykazały, że w następnym cyklu
komórkowym znakowanie jest nierównomiernie rozmieszczone nad chro- 
matydami. Jednak w badaniach tych nie odróżniano histonów od białek 
niehistonowych, co nie pozwala na jednoznaczną interpretację wyników.

Jackson i wsp. [16] badali losy radioaktywnie znakowanych białek 
oraz ciężkiego DNA (DNA-jododezoksyurydyna) dla wielu pokoleń ko
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mórek w hodowlach in vitro. Autorzy ci zaproponowali trzy modele, 
według których może następować rozmieszczenie histonów:

1. Konserwatywny: wszystkie histony cząsteczki macierzystej DNA 
są połączone tylko z jedną potomną cząsteczką DNA (ryc. 1A).

2. Semikonserwatywny: histony są stale związane z tą samą nicią 
w cząsteczce DNA, wobec czego są stale przenoszone wraz z nią do 
cząsteczek potomnych (ryc. IB).

3. Całkowicie przypadkowe rozmieszczenie histonów istniejących
wcześniej i nowo syntetyzowanych (ryc. 1C).

Konserwatywny i semikonserwatywny sposób depozycji histonów 
może być podzielony na szereg różnych form. W modelu konserwatyw
nym  nowo zsyntetyzowane histony mogą być związane z tą potomną 
cząsteczką DNA, która zawiera starszą nić. Innym sposobem konserwa
tywnej depozycji jest powiązanie nowo syntetyzowanych histonów z czą
steczką DNA zawierającą starszą macierzystą nić. W ramach semikon-

serwatywnego modelu proponowano pięć róż
nych możliwości w zależności od tego czy nowe 
histony wiążą się z wcześniej występującą, czy 
z nowo zsyntetyzowaną nicią DNA oraz czy 
histony mogą zmieniać pasmo w czasie repli
kacji (ryc. IB).

Jackson i wsp. [15] uważają, że sposób roz
mieszczania histonów jest całkowicie przypad
kowy. Byłoby więc możliwe, że histony roz
poznają cząsteczki DNA raczej jako całość niż 
jako poszczególne nici polidezoksynukleotydo- 
we. Późniejsze badania tych autorów [16] po
twierdziły sugestie przypadkowego rozmiesz
czenia histonów w chromatynie.

Chromatyna zawierająca nowo utworzony 
DNA różni się od normalnej, całkowitej chro- 
m antyny [1.5, 16, 26, 27, 32]. Różnice te dotyczą 
gęstości, zawartości białek i enzymów, a także 
wrażliwości na trawienie nukleazami. Uważa
się, że wyniki tego rodzaju badań wskazują na

%

Ryc. 1. Modele rozmieszczenia histonów w  czasie rep
likacji DNA [16]

A — m o d e l  k o n s e r w a t y w n y ,  B — m o d e l  s e m ik o n s e r w a t y w 
n y ,  C — m o d e l  p r z y p a d k o w y  

•  — h is to n y  s y n t e t y z o w a n e  w  p ie r w s z y m  c y k lu  k o m ó r k o 
w y m , +  — h is t o n y  s y n t e t y z o w a n e  w  d r u g im  c y k lu  k o m ó r 
k o w y m , — h is to n y  s y n t e t y z o w a n e  w  tr z e c im  c y k lu  k o 
m ó r k o w y m , X — h is to n y  s y n t e t y z o w a n e  w  c z w a r ty m  c y k lu

k o m ó r k o w y m
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mniej gęste upakowanie nukleosomów w nowo zsyntetyzowanym DNA 
niż w chromatynie całkowicie dopełnionej białkami [14]. W komórkach 
chomika chińskigo nowo utworzony DNA [31] wykazuje stałą sedymen
tacji 4S i jest związany z odcinkami odpornymi na nukleazy. Proces 
dojrzewania nowo replikowanej chromatyny do konfiguracji wykazują
cej taką samą wrażliwość na nukleazę, jak chromatyna niereplikująca, 
zachodzi w czasie 2-15 min, natomiast włączanie nowo zreplikowanego 
DNA do nukleosomów trwa jedynie kilka sekund. Autorzy sugerują, 
że związanie nowo zreplikowanego DNA z nukleosomami zachodzi już 
wówczas, kiedy ten DNA występuje w formie produktów pośrednich
0 ciężarze molekularnym 4S.

Badania nowo utworzonej chromatyny prowadzone były również 
na komórkach traktowanych cykloheksimidem [30]. Wykazano dwu
krotnie wyższą wrażliwość na trawienie nukleazą (ze Staphylococcus
1 DN-azą I) chromatyny syntetyzowanej w obecności cykloheksimidu 
niż chromatyny kontrolnej. Dane te wskazują, że w wyniku działania 
cykloheksimidu połowa chromatyny trawiona jest tak jak wolny DNA, 
a połowa jak normalna chromatyna. Autorzy sugerują, że ta resztkowa 
odporność chromatyny syntetyzowanej w obecności cykloheksimidu jest 
uwarunkowana obecnością tylko połowy normalnej ilości histonów, 
z którymi DNA łączy się tworząc nukleosomy.

Podobnie W eintraub [34] wykazał, że przy braku syntezy nowych 
histonów nowo zreplikowany DNA tworzy tylko połowę normalnej 
ilości nukleosomów, przy czym histony w tych nukleosomach pochodzą 
z macierzystej chromatyny z poprzedniego cyklu komórkowego. Po
wstało pytanie, w jaki sposób nukleosomy syntetyzowane w poprzed
nim cyklu rozmieszczone są na nowym DNA. Autor proponuje, że 
w obecności cykloheksimidu histony zsyntetyzowane w poprzedniej fa
zie S są „kooperatywnie” rozmieszczone wzdłuż podwójnej helisy DNA 
(ryc. 2A). Za takim rozmieszczeniem nukleosomów przemawia fakt, że 
znakowane fragmenty DNA, uzyskane przez częściowe trawienie nukle
azą Staphylococcus, stanowiły wielokrotność 180-200 par zasad obser
wowanych zwykle w normalnej chromatynie.

Sposób rozmieszczenia wcześniej istniejących histonów na nowo 
replikowanym DNA był także przedmiotem badań Seale [28], Analiza 
kinetyki trawienia chromatyny nukleazą Micrococcus dostarczyła danych 
pozwalających na przedyskutowanie dyspersyjnego i niedyspersyjnego 
modelu rozdziału histonów (ryc. 3). Model niedyspersyjny (ryc. 3A) prze
widuje, że jedno ramię widełek replikacyjnych otrzymuje wszystkie 
rodzicielskie histony. Gęstość upakowania tych nukleosomów jest bardzo 
zbliżona do gęstości charakteryzującej chromatynę macierzystą. Nato
miast drugie ramię widełek replikacyjnych zawiera nagi DNA. W mo
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delu dyspersyjnym nukleosomy są równomiernie podzielone między obie 
nowo zreplikowane cząsteczki DNA, w wyniku czego odstępy między 
nukleosomami są dwa razy większe niż w chromatynie macierzystej

Ryc. 2. Sposób rozmieszczenia histonów w  czasie replikacji DNA [34]
A  — k o o p e r a t y w n y ,  B  — p r z y p a d k o w y

%

(ryc. 3B). Kinetyka degradacji enzymatycznej nie wykazała jednak, 
aby istniały rozległe regiony wolnego DNA lub aby inne fragmenty 
zawierały gęsto upakowane nukleosomy. Istnienie takich regionów prze
jawiałoby się dwufazową krzywą trawienia, a zjawisko takie nie było 
obserwowane. Ponadto szybkość enzymatycznej degradacji chromatyny 
pulsowo znakowanej 3H-tymidyną w obecności cykloheksimidu p rzekra
czała szybkość charakterystyczną dla macierzystej chromatyny, była

Ryc. 3. Sposób rozmieszczenia histonów w  czasie replikacji DNA [28]
. . .  A  — n ie d y s p e r s y j n y ,  B  — d y s p e r s y j n y

s ta r e  — h is t o n y  s y n t e t y z o w a n e  w  p o p r z e d n im  c y k lu  k o m ó r k o w y m , n o w e  — h is to n y  s y n t e 
t y z o w a n e  w  a k t u a ln y m  c y k lu  k o m ó r k o w y m
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jednak znacznie mniejsza od szybkości spodziewanej w przypaaKU dys
persyjnego rozdziału nukleosomów. Na podstawie uzyskanych wyników 
Seale [28] proponuje konserwatywny lub niedyspersyjny sposób roz
mieszczenia nukleosomów. Zgodnie z tym  modelem białka histonowe są 
zasocjowane z jedną z dwu potomnych chromatyd podczas replikacji
(ryc. 3A).

Sprzeczność przedstawionych rezultatów zmuszała do wprowadza
nia ciągle nowych technik dla rozstrzygnięcia problemu segregacji histo
nów podczas replikacji DNA.

Freedlander i wsp. [6] zastosowali metodę, w której komórki ja jn i
ka chomika chińskigo (CHO) rosły in vitro przez kilka pokoleń w śro
dowisku zawierającym 14C-lizynę i tymidynę, następnie przez jedno 
pokolenie — w obecności 3H-lizyny i 5-bromodezoksyurydyny (BrUdRib), 
a przez następne pokolenie — w obecności nieznakowanych aminokwa
sów i BrUdRib. Wirowanie w gradiencie sacharozy pozwoliło na od
dzielenie chromatyny zawierającej podstawiony DNA (DNA—BrUdRib) 
w jednej nici do chromatyny zawierającej BrUdRib w obu niciach. 
Metoda ta umożliwiła badanie zarówno syntezy białek, jak i syntezy 
DNA w kolejnych pokoleniach komórek. Wykazano, że podczas rep li
kacji 5-22% białek chromatynowych pozostaje związana z nicią DNA 
syntetyzowaną w tym  samym pokoleniu, natomiast pozostałe białka były 
przypadkowo przenoszone do chromatyny potomnej. Dane te wskazują 
ńa nieprzypadkowy sposób rozdziału jedynie pewnej części (5-22%) 
białek chromatynowych. Być może, ta nieznaczna ilość histonów jest

••  • •  • •  t  y  , •  '  ,  • • « •

właśnie odpowiedzialna za kontrolę ekspresji genowej, natomiast po
zostałe białka, przenoszone przypadkowo, mają jedynie znaczenie s tru k 
turalne. Metoda ta jednak budzi zastrzeżenia ze względu na stosowanie 
BrUdRib, ponieważ białka wykazują wyższe powinowactwo do DNA 
zawierającego BrUdRib niż do normalnego DNA zawierającego tymi-

. . .  * .  -  • -  -  J / .  '

dynę. Autorzy zaznaczają, że takie preferencyjne wiązanie białek do 
nici zawierającej BrUdRib mogło spowodować wiązanie białek pierwszej 
generacji z nicią drugiego pokolenia. Dałoby to w efekcie zmianę rze
czywistego obrazu segregacji poprzez zwiększone znakowanie amino
kwasami radioaktywnymi chromatyny zawierającej w obu niciach
BrUdRib.

•  «  *  •

Leffak i wsp. [17] rozważali, czy nowo zsyntetyzowane histony mie
szają się z wcześniej syntetyzowanymi histonami w nukleosomach, czy 
też segregują oddzielnie. Badania przeprowadzono na mioblastach ku 
rzych, w których los histonów śledzono poprzez pulsowe znakowanie 
3H-lizyną oraz aminokwasami 14C i 15N. Nukleosomy izolowano i histony 
poddawano chemicznemu wiązaniu wewnątrz każdego nukleosomu. No
wo zsyntetyzowane histony stanowiły jedynie jedną siódmą całkowitych
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histonów, jednak wszystkie w wyniku wirowania znajdowały się w paś
mie „ciężkim” (14C i 15N). Eksperymenty te wykluczyły więc możliwość, 
że zespalanie nowych histonów w oktamery odbywa się poprzez p rzy 
padkowe mieszanie się „starych” i „nowych” histonów w każdej fa
zie S cyklu komórkowego. Nowe oktamery histonowe zawierały jedynie 
nowe histony. Dane te wskazują na konserwatywny sposób łączenia się 
histonów w oktamer. Takie nukleosomy pozostawały nienaruszone przez 
3-4 pokolenia.

Modyfikacje tych eksperymentów doprowadziły do stwierdzenia, że 
nowo utworzone nukleosomy m ają tendencję do lokalizacji obok siebie 
wzdłuż fibryli chromatynowej, co potwierdza model nieprzypadkowego 
rozmieszczenia nukleosomów.

Najnowsze badania, dostarczyły dowodów przemawiających także za 
nieprzypadkowym sposobem segregacji nukleosomów w czasie replikacji 
[22, 25]. Badania prowadzone z zastosowaniem techniki mikroskopii 
elektronowej [22] wykazały, że (zgodnie z wcześniej otrzymanymi w y
nikami) replikacja w obecności cykloheksimidu prowadzi do powstania 
długich nici DNA pozbawionych nukleosomów — określanego przez au
torów jako wolny DNA. Długość obserwowanych nici dochodziła do 
tysięcy par zasad. Należy jednak zaznaczyć, że nie przeprowadzono ba
dań, które mogłyby wykazać, że ten DNA jest pozbawiony białek. Nie 
jest też wiadomo, czy białka te nie zostały utracone podczas procedury 
izolacji chromatyny.

Duże znaczenie w rozwiązaniu problemu segregacji histonów może 
mieć możliwość obserwacji w mikroskopie elektronowym struk tur chro- 
matynowych o trójdzielnej konfiguracji [22]. Charakterystyczne jest, 
że dwa ramiona tych trójdzielnych s truk tu r  zawierały twory typu nu 
kleosomów, a jedno ramię ich nie posiadało. Jest bardzo prawdopodobne, 
że obserwowane s truk tu ry  stanowią widełki replikacyjne DNA. Wystę
powanie widełek replikacyjnych z dwoma ramionami zawierającymi 
nukleosomy i jednym pozbawionym tych struk tur sugeruje, że nukleo
somy segregują w sposób konserwatywny. Ponadto, autorzy p rzypu 
szczają, że rodzicielskie histony wybierają nić syntetyzowaną w kie
runku  5'-»-3'. Jednak dla uzasadnienia tego przypuszczenia potrzebne 
są dokładne badania biochemiczne.

Pogłębione badania nad omawianym problemem przedstawili 
w ostatniej swojej pracy Russev i Tsanev [25]. Opracowany przez tych 
autorów układ eksperymentalny dostarczył wyników pozbawionych — 
jak się wydaje — nieścisłości interpretacyjnych. Komórki raka Erlicha 
znakowane były in vivo przez dwa cykle komórkowe trzema różnymi 
metodami: 1. DNA znakowano podczas pierwszego cyklu 14C-tymidyną 
i podczas drugiego cyklu BrUdRib i 3H-tymidyną; 2. białka znakowano
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podczas pierwszego cyklu 14C-waliną, a DNA w drugim cyklu — 
BrUdRib i 3H-tymidyną; 3. zarówno białka, jak i DNA były znakowane 
podczas tego samego cyklu z 14C-waliną, BrUdRib i 3H-tymidyną. DNA 
izolowano ze znakowanych komórek. Zastosowano ponadto metodę che
micznego wiązania białek do DNA, co powodowało wiązanie 10-15% 
histonów. Chemicznie wiązane nukleohistony poddawano denaturacji al
kalicznej i wykazano, że nowo zsyntetyzowane histony były związane 
z nowo zsyntetyzowanymi nićmi DNA, podczas gdy stare histony pozo
stawały związane z macierzystą nicią DNA. Na podstawie tych danych 
autorzy sugerują semikonserwatywny sposób segregacji histonów w re
plikującej chromatynie. Wyniki te są jednak uzasadnione jedynie dla 
chemicznie związanych histonów (w ilości 10-15%). Powstało pytanie, 
czy reakcja wiązania histonów nie dotyczy wybranych frakcji chroma
tyny. Jednak na podstawie wcześniejszych prace, wykazujących p rzy 
padkowość metylacji wzdłuż łańcucha DNA, autorzy uważają taką
możliwość za mało prawdopodobną.

Jak  wynika z przedstawionego przeglądu literatury, intensywnie 
prowadzone badania nad problemem segregacji histonów w replikującej 
chromatynie przyniosły wiele sprzecznych informacji. Ta różnorodność 
rezultatów mogła być spowodowana błędami wynikłymi z niedoskona
łości stosowanych metod — jak niekontrolowana wymiana białek pod
czas procedury izolacji chromatyny, a także możliwości wiązania białek 
niehistonowych. Ponadto w wypadku znakowania DNA nie można wy
kluczyć występowania wymian siostrzanych chromatyd, co wpływałoby 
na przypadkowość wyniku. Pewne zastrzeżenia budzą dane uzyskane 
przy zastosowaniu BrUdRib, ponieważ — jak wspomniano — białka 
wykazują większe powinowactwo do DNA zawierającego BrUdRib niż 
do normalnego DNA zawierającego tymidynę.

W podsumowaniu należy stwierdzić, że pomimo rozbieżności danych, 
większość autorów wskazuje na nieprzypadkowy sposób rozmieszczenia 
histonów na widełkach replikacyjnych. Na nieprzypadkowość rozmie
szczenia histonów w replikującej chromatynie wskazuje także fakt, że 
replikacja zachodzi bez odłączania oktamerów histonowych od DNA. 
Wydaje się, że obecnie więcej danych eksperymentalnych przemawia za 
modelem konserwatywnym niż za semikonserwatywnym; natomiast 
model dyspersyjny raczej nie odpowiada rzeczywistości.

LITERATURA

[1] BORUN T. W., GABRIELLI F., AJIRO K„ ZWEIDLER A., BAGLIONI C., 
Further evidence of transcriptional and translational control of histone messen
ger RNA during the HeLa S3 cycle, Cell, 4: 59-67, 1975.

http://rcin.org.pl



S E G R E G A C J A  R D Z E N I N U K L E O S O M O W 319

[2] BUTLER W. B., MUELLER G. C., Control of histone synthesis in HeLa cells,
Biochem. Biophys. Acta, 294: 481^496, 1973.

[3] ELGIN S. C. R., WEINTRAUB H., Chromosomal proteins and chromatin
structure, Ann. Rev. Biochem., 44: 725-774, 1975.

[4] FAKAN S., TURNER S. N., PAGANO J. S., HANCOCK R., Sites of replication 
of chromosomal DNA in a Eucaryotic  cell. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69: 
2300-2305, 1972.

[5] FELSENFELD G., Chromatin, Nature, 271: 115-122, 1978.
[6] FREEDLANDER E. F., TAICHMAN L., SMITHIES O., Nonrandom distribution 

of chromosomal proteins during cell replication, Biochemistry, 16: 1802-1808,
1977.

[7] GALLWITZ D., Kinetics of inactivations of histone mRNA in the cytoplasm  
after inhibition of DNA replication in synchronised HeLa cells, Nature, 257: 
247-249, 1975.

[8] GARCIA-HUNDERGO G., GONZALES-FERNANDEZ A.; LOPEZ-GAEZ J. E., 
DNA replication in the presence of protein synthesis inhibitors in higher plant 
cells, Exp. Cell. Res., 104: 1-6, 1976.

[9] GERMOUND J. E., HIRT B., OUDET P., GROSS-BELLARD M., CHAM- 
BON P., Folding of DNA double helix in chromatin-like structures from  
simian virus 40, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72: 1843-1947, 1975.

[10] HANCOCK R., Conservation of histones in chromatin during growth and
mitosis in vitro, J. Mol. Biol., 40: 457-466, 1969.

[11] — Separation by equilibrium centrifugation in CsCl of density-labelled and 
normal deoxyribonucleoprotein from chromatin, J. Mol. Biol., 48: 357-360, 1970.

[12] — Assembly of new nucleosomal histones and new DNA into chromatin, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 75: 2130-2134, 1978.

[13] HAND R., DNA replication in mammalian cells, J. Cell. Biol. 67: 761-763, 1975.
[14] HILDEBRAND C. E., WALTERS R. A., Rapid assembly of new ly synthesized  

DNA into chromatin subunit prior to joining of small DNA replication inter
mediates, Biochem. Biophys. Ress. Commun., 73: 157-163, 1976.

[15] JACKSON V., GRANNER D. K., CHALKLEY, A. R., Deposition of histones
onto replicating chromosomes, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72: 4440-4444, 1975.

[16] — Deposition of histone onto the replicating chromosome: N ew ly synthesized
histone is not found near the replication fork, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
73: 2266-2269, 1976.

[17] LEFFAK M., GRAINGER R., WEINTRAUB H., Conservative assembly and
segregation of nucleosomal histones, Cell, 12: 837-845, 1977.

[18] MELLI M., SPINELLI G., ARNOLD E., Synthesis of histone messenger RNA 
of HeLa cells' during the cell cycle, Cell, 12: 167-174, 1977.

[19] OLIVER D., GRANNER D., CHALKLEY R., Identification of a distinction 
between cytoplasmic and subsequent histone deposition within the nucleus, 
Biochemistry, 13: 746-749, 1974.

[20] PRESCOTT D. M., BENDER M. A., Autoradiographic study of chromatid
distribution of labelled DNA in two types of mammalian cells in vitro, Exp. 
Cell. Res., 29: 430-442, 1963.

[21] REVEL M., GRONER Y., Post-transcriptional and translational controls of 
gene expression in Eukaryotes, Ann. Rev. Biochem., 47: 1079-1126, 1978.

[22] RILEY D., WEINTRAUB H., Conservative segregation of parental histones 
during replication in the presence of cycloheximide, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 76: 328-332, 1979.

http://rcin.org.pl



320 H. K O N O N O W IC Z

[23] RUIZ-CARILLO A., WANGH L. J., ALLFREY W. G., Processing of newly
synthesized histone molecules, Science, 190: 117-128, 1975.

[24] RUSSEV G., VENKOV C., TSANEV R., Stepwise dissociation of histones from
rat-liver chromatin in alkaline solution, E(ur. J. Biochem., 43: 253-256, 1974.

[25] RUSSEV G., TSANEV R., Nonrandom segregation of histones during chromatin
replication, Eur. J. Biochem., 93: 123-128, 1979.

[26] SEALE R. L., Assembly of DNA and protein during replication in HeLa cells,
Nature, 255: 247-249, 1975.

[27] — Temporal relationship of chromatin protein synthesis, DNA synthesis, and
assembly of deoxyribonucleprotein, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 73: 2270-2274, 
1976.

•  #

[28] — Studies on the mode of segregation of histone nu bodies during replication
in HeLa cells, Cell, 9: 423-429, 1976.

[29] — Nucleosomes associated with newly replicated DNA have an altered con
formation, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75: 2717-2721, 1978.

[30] SEARLE R. L., SIMPSON R. T., Effect of cycloheximide on chromatin bio
synthesis, J. Mol. Biol. 94: 479-501, 1975.

[31] SHEININ R., HUMBERT J., Some aspects of eukaryotic DNA replication,
Ann. Rev. Biochem., 47: 2777-2816, 1978.

[32] TSANEV R., RUSSEV G., Distribution of newly synthesized histones during
DNA replication, Eur. J. Biochem., 43: 257-263, 1974.

[33] WEINTRAUB H., HOLTZER H., Fine control of DNA synthesis in developing
chick-red blood cells, J. Mol. Biol., 66: 13-35, 1972.

[34] WEINTRAUB H., Cooperative alingment of nu bodies during chrosome re
plication in the presence of cycloheximide, Cell, 9i: 419-422, 1976.

[35] WEINTRAUB H., GROUDINE M., Chromosomal subunit in active genes an
altered conformation, Science, 193: 848-856, 1976.

* * V N * f  '  * '  •  t

Otrzymano: 15 czerwca 1979.
Przyjęto: 30 czerwca 1979.

A dres  autorki: ul. Banacha 12/16, 90-237 Łódź.

http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  B IO L O G II K O M  OR KI TOM  6, N!B 4, 19TO (321 -  3 « )

BIAŁKA KERATYNOWE

THE KERATINS

Małgorzata ROCHALSKA

Instytut Badań Jądrowych, Warszawa

Streszczenie. W artykule przedstawiono ogólne zagadnienia dotyczące budowy 
i biosyntezy białek keratynowych oraz regulacji procesu keratynizacji.

Summary.  Problems concerning structure and biosynthesis of keratins as well as 
its regulation are presented.

SCMK — sulfokarboksymetylokerateiny
SCMKBi — sulfokarboksymetylokerateiny bogate w reszty aminokwa
sów siarkowych, zawierające reszty lizyny i argininy w cząsteczce 
SCMKB2 — sulfokarboksymetylokerateiny bogate w reszty aminokwa
sów siarkowych, pozbawione reszt lizyny i argininy w cząsteczce 
SCMKA — sulfokarboksymetylokerateiny o niskiej zawartości reszt 
aminokwasów siarkowych w cząsteczce 
EGF — czynnik wzrostowy naskórka

— Prost°glandyny
c-AMP — cykliczny 3'5'-adenozynomonofosforan
ACTH — hormon kortykotropowy
LTH — prolaktyna
TSH — hormon tyreotropowy
LH — hormon stymulujący komórki interstycjalne 
FSH — hormon stymulujący pęcherzyki Graafa

K eratyny są białkami tworzącymi substancję rogową tkanek zwie
rzęcych. Jednoznaczna definicja tej grupy białek nie została dotąd osta

Wykaz stosowanych skrótów
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tecznie sformułowana. W skład keratyn wchodzą formy niedojrzałe 
zwane prekeratynami. W trakcie ekstrakcji keratyn z tkanek, zależnie 
od stosowanej metodyki, otrzymuje się dwie różne formy białka zwane 
kerateinami i keratozami. K eratyny powstają w procesie zwanym kera- 
tynizacją. Proces ten może być regulowany na poziomie biosyntezy 
białka lub na poziomie różnicowania się komórek. Łańcuchy białka 
keratyn występują w dwóch formach różniących się s truk tu rą  II-rzę- 
dową. Białka te posiadają również strukturę  morfologiczną, której pod
stawową jednostką jest włókno.

WSTĘP

D E F IN IC J A  K E R A T Y N

Zainteresowanie keratynam i datuje się od połowy XIX w. Usta
lenie definicji tej grupy białek napotyka na trudności. Ogólnie przyjęta 
jest definicja sformułowana przez Mercera [65]: „Keratyny są to białka 
nierozpuszczalne w roztworach soli, kwasów i zasad, roztworach bufo
rowych i rozpuszczalnikach organicznych, oporne na trawienie enzy
matyczne, utrzymujące swą strukturę  mostkami awusiarczkowymi po
między łańcuchami polipeptydowymi” . Określenie to, dotyczące całej 
grupy białek tworzących substancję rogową tkanek rogowaciejących 
ssaków, tj. włosów, kopyt, rogów, paznokci i naskórka, oraz ptaków, tj. 
piór i naskórka, opiera się w części na cechach niespecyficznych dla 
omawianej grupy białek [61, 67]. Mostki dwusiarczkowe występują rów 
nież w innych białkach, nie należących do keratyn, podobnie jak opor
ność na trawienie enzymatyczne nie jest cechą wyłącznie białek kera- 
tynowych. W czasie przeszło 100-letniej historii badań keratyn  sformu
łowano wiele innych definicji dotyczących tej grupy białek [7, 20, 81, 
102]. Są one jednak w większości fragmentaryczne i oparte na niejedno
znacznych kryteriach.

Ze względu na zawartość siarki można keratynę podzielić na „kera- 
tynę tw ardą” o wysokiej zawartości siarki oraz „keratynę miękką” 
o niższej zawartości tego pierwiastka. K eratyna tw arda występuje 
we włosach, rogu i paznokciach, natomiast keratyna miękka tworzy
warstwę rogową naskórka. K eratyny występują w dwóch formach róż
niących się s truk turą  II-rzędową. W naskórku, włosach, rogach i pa
znokciach występują keratyny o strukturze typu helisy-a, natomiast 
keratyny typu {3-struktury znajdują się w piórach ptasich.

Przedstawione w definicji cechy białek keratynowych tłumaczą 
trudności napotykane w trakcie badań tych białek. Rozpoczynają się 
one już w początkowym etapie badań, czyli izolowania białek z tkanek
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rogowaciejących. Pewne „młodociane form y” tych białek dają się w y
odrębnić metodą prostej ekstrakcji. Nazwano je prekeratynam i [62].

C H A R A K T E R Y S T Y K A  B IA Ł E K  P R E K E R A T Y N O W Y C H

Prekeratyny są to białka występujące w cytoplazmie komórek róż
nicujących się. Zawierają one grupy sulfhydrylowe, ale nie mają jeszcze 
mostków dwusiarczkowych w cząsteczce. Dlatego pod względem rozpu
szczalności są bardziej zbliżone do białek globularnych niż „dojrzałe” 
keratyny. Białka te można izolować z tkanek poprzez ekstrakcję bufo
rem  cytrynianowym lub roztworami mocznika [15, 40], Roztwór wyjś
ciowy zawiera kilka substancji białkowych. Białka balastowe można 
oddzielić obniżając pH ekstraktu wyjściowego. Roztwór o pH =  4,5 
zawiera jednorodną chromatograficznie frakcję prekeratyn.

Ryc. 1. Elektroforetyczny obraz poszczególnych 
etapów otrzymywania białek prekeratynowych  

epidermy. Schemat według Matoltsy [62]
1 — e k s tr a k t  w y j ś c i o w y  z r o z tw o r u  o  pH  =  7, 2 — 
e k s tr a k t  z r o z tw o r u  o pH  =  ,6,3, 3 — e k s tr a k t  z ro z 

tw o r u  o pH  =  4,5

Rycina 1 przedstawia obrazy elektroforetycznego rozdziału białek 
w poszczególnych etapach wydzielania prekeratyn. Stosując odpowiednie 
techniki elektroforetyczne można rozdzielić prekeratyny na kilka pasm 
białkowych różniących się masą cząsteczkową i zawartością niektórych 
aminokwasów, zwłaszcza lizyny i argininy [3, 4],

Tabela 1 przedstawia cechy charakterystyczne prekeratyn. Są to 
białka trwałe w dość szerokim przedziale pH. Stabilność ich w 5M roz
tworze mocznika w całym przedziale pH świadczy, że wiązania wodo
rowe nie biorą udziału w utrzymaniu s truk tury  przestrzennej cząsteczki. 
Zawartość węglowodanów i lipidów w cząsteczkach prekeratyn może 
świadczyć, że są one gliko-lipoproteidami albo o procesach adsorpcji 
tych związków na cząsteczkach białek prekeratynowych. Cząsteczki p re
keratyn zawierają mniejszą ilość reszt aminokwasów siarkowych i pro- 
liny niż keratyny [62, 63, 66, 86], Crounse [18] wykazał duże podobień
stwo składu aminokwasowego cząsteczek prekeratyn pochodzących z róż
nych s truk tu r rogowaciejących. Najbardziej istotną różnicą jest zawar
tość cysteiny (czterokrotnie wyższa w prekeratynach włosa) i glicyny 
(czterokrotnie wyższa w prekeratynach wyizolowanych z warstwy rogo
wej naskórka).

6 — P o s t e o v  B io l .  K o m . 4/79
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TABELA I

Charakterystyczne własności prekeratyn naskórka i mieszków włosowych, według Matoltsy
[62, 63] oraz Crounse [19]

Prekeratyny naskórka [62] Prekeratyny włosa [19, 63]

Sposób wyodrębniania ekstrakcja buforem cytrynia- 
nowym o pH =  2,6 lub 6M 
mocznikiem

ekstrakcja 8M mocznikiem 
j  o pH =  7

Masa cząsteczkowa 60000-70000 około 100000
Zawartość lipidów (% suchej
masy) 2,9 am -m m m m

Zawartość węglowodanów 
(% suchej masy) poniżej 0,1
Struktura drugorzidowa helisa-a 

(40% a-helisy)
helisa-a

Przedział pH, w którym są sta
bilne

2 - 1 2 w roztworze mocznika w ca
łym zakresie pH

Inne cechy bogate w reszty glicyny (30 
moli na 100 moli aminokwa- 
sów) i seryny (20 moli na 100 
moli aminokwasów)

PRODUKTY DEGRADACJI KERATYN

Omówione w poprzednim rozdziale prekeratyny są stosunkowo ła
twym do wyodrębnienia materiałem doświadczalnym. Głównym obiek
tem zainteresowania badaczy są jednak rozpuszczalne białka otrzymane 
z dojrzałych keratyn w wyniku rozszczepienia wiązań dwusiarczkowych 
poprzez utlenienie lub redukcję. Utleniając mostki dwusiarczkowe c y 
styny do reszt kwasu cysteinowego otrzymuje się białka zwane kerato- 
zami. Redukując je do reszt cysteiny otrzymuje się kerateiny, które po 
karboksymetylacji powstałych grup sulfhydrylowych, w celu zapobie
żenia możliwym reakcjom wtórnym, przekształcają się w S-karboksy- 
metylokerateiny (SCMK) [16], W przypadku zastosowania tej samej 
tkanki wyjściowej zarówno keratozy, jak i kerateiny stanowią dwie 
formy tego samego białka i należy oczekiwać daleko idącego podobień
stwa w ich właściwościach fizycznych i chemicznych.

K E H A T O Z Y

Kwasy nadoctowy lub nadmrówkowy działają specyficznie na most
ki dwusiarczkowe i w rezultacie tworzenia cząsteczek kwasu cysteino
wego powodują rozdzielenie łańcuchów polipeptydowych. Uzyskane 
w ten sposób rozpuszczalne białka można wyekstrahować roztworami
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mocznika, amoniaku lub roztworami buforowymi [99]. Ze względu na 
różnice rozpuszczalności wyróżnia się a-, (3- i y-keratozy [16].

Rycina 2 przedstawia schemat otrzymywania i rozdzielania keratoz 
włosa. Charakterystykę otrzymanych tą drogą keratoz przedstawia ta 
bela 2.

Pozostałość nierozpuszczalna
fl-keratozy

Ryc. 2. Otrzymywanie i rozdzielanie |3- i y-keratoz włosa według Crewthera
i wspr [16]

Skład aminokwasowy poszczególnych keratoz zależy od użytego 
związku utleniającego [15, 45]. Stosowanie kwasu nadmrówkowego daje 
białka o niższej zawartości kwasu glutaminowego i leucyny, a wyższej 
zawartości cysteiny, glicyny, fenyloalaniny i tyrozyny w porównaniu 
z białkami uzyskanymi w wyniku działania kwasu nadoctowego [19].

Najlepiej zbadaną grupą keratoz są a-keratozy [66, 79, 97]. Wia
domo że mają one różnorodny skład aminokwasów N-końcowych [69,
70], że chromatografia kolumnowa pozwala rozdzielić je na 6 podfrakcji 
różniących się składem aminokwasowym [13, 14] oraz że grupy N-koń- 
cowe natywnego białka są prawdopodobnie acetylowane. Uzyskane wy
niki pozwalają przypuszczać, że a-keratozy są mieszaniną białek posia-

1
Ekstrakt

Zakwaszenie kwasem  
octowym do pH =  3-4

|ł

1
Osad

Ponowne
wytrącenie
kwasem
octowym

1
a-keratozy

Włos

Kwas nadoctowy lub nadmrówkowy 1,6%>

Y
Włos utleniony

Ekstrakcja 0,1N wodorotlenkiem amonowym

Y
Supernatant

Zagęszczenie
i wytrącenie 
etanolem o koń
cowym stę
żeniu 90%

Y-keratozy
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TABELA 2

Charakterystyczne własności keratoz włosa, według Comfielda i wsp. [15]

a-keratozy (3-keratozy y-keratozy
1

Masa cząsteczkowa 40000 -  80000
' *

10000- 30000
Zawartość w białkach 
włosa (% ogólnego 
białka) 55 10 35
Zawartość azotu (% 
suchej masy)

* _ \

16 15,6 13,5
Zawartość siarki (% 
suchej masy 1,88 2,13 5,84
Struktura drugorzę- 
dowa

helisa-oc struktura-p nieustalona

Struktura morfolo
giczna

białka amorficzne białka fibrylarne białka amorficzne
•  • Ł •

Rozpuszczalność

------- - ‘ - ’

rozpuszczalne powyżej 
pH =  4

nierozpuszczalne rozpuszczalne w całym 
zakresie pH

Skład aminokwasowy 
(% suchej masy)

bogate w reszty:
Ala (4,8, Asp (6,2), 
Glu (10,9), Arg (20,8), 
Leu (7,3), Ser (6,7) 
ubogie w reszty:
His (1,2), Phe (1,9), 
Tyr (2,4), Pro (2,6)

bogate w reszty:
Arg (17,7), Ser (7,9), 
Glu (7,3)

ubogie w reszty:
Phe (2,3), His (2,6), 
Tyr (2,2), Ile (2,8)

bogate w reszty:
Arg (19), Cys (14), 
Pro (9,8), Ser (9), 
Thr (7,5)
ubogie w reszty:
Tyr (1,4), Phe (1), 
His (1,6), Lys (1), 
Asp (1,8)

dających stosunkowo labilne wiązania. W wyniku hydrolizy tych wią
zań powstają obserwowane podfrakcje.

K E R A T E IN Y

Są to rozpuszczalne frakcje białkowe powstałe w wyniku redukcji 
mostków dwusiarczkowych do grup sulfhydrylowych cysteiny, co po
woduje rozszczepienie cząsteczki białka do pojedynczych łańcuchów 
polipeptydowych. Jako związków redukujących używa się związków tio- 
lowych, jak tioglikolan potasu lub merkaptoetanol. Ponieważ powstałe 
grupy sulfhydrylowe są bardzo reaktywne, w celu zapobieżenia nie
pożądanym reakcjom wtórnym blokuje się je poprzez karboksymety- 
lację za pomocą jodooctanu, jodoacetamidu lub jodoetanolu [39, 40, 41].

Rycina 3 przedstawia schemat redukcji i frakcjonowania białek 
włosa. Stosując różne sposoby ekstrakcji i wytrącania białka uzyskuje 
się rozdział białek włosa na SCMKBi — czyli zredukowane, zalkilowane 
białka bogate w siarkę, zawierające w cząsteczce reszty lizyny i argi
niny, SCMKB2 — zredukowane, zalkilowane, bogate w siarkę białka
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pozbawione reszt aminokwasów lizyny i argininy w cząsteczce oraz 
SCMKA — zredukowane, zalkilowane białka o niskiej zawartości siarki 
w cząsteczce [40]. Zarówno SCMKA, jak i SCMKB nie są białkami jedno
rodnymi. Metodami elektroforetycznymi i chromatograficznymi można 
je rozdzielić na szereg podfrakcji [98]. Rycina 4 przedstawia elektro- 
foretyczny rozdział białek SCMK.

Ryc. 4. Obraz elektroforetyczny zredukowanych  
białek włosa według Crewthera i wsp. [16]

SCMKA były dotychczas mało badane i istnieje niewiele danych 
dotyczących ich budowy i struktury . Ich masa cząsteczkowa wynosi 
30000-50000. Mają strukturę  drugorzędową typu helisy-a. Dobrze rozpu
szczają się w środowisku alkalicznym, maksimum rozpuszczalności przy 
pH =  10,1. Siarka stanowi 1,5-2% ich suchej masy, a ruchliwością elek- 
troforetyczną przewyższają białka grupy SCMKB. Jak  dotąd w ich czą
steczkach nie wykazano obecności reszt lizyny i histydyny [41]. Znacz
nie lepiej poznaną grupą białek są SCMKB. Zmiana siły jonowej roz
tworu pozwala rozdzielić je na 2 główne podfrakcje: SCMKBi i SCMKB2 
(ryc. 3). Są to białka o masie cząsteczkowej 20000-30000 i zawartości

TABELA 3

Własności zredukowanych białek włosa o wysokiej zawartości siarki w cząsteczce według Crew
thera i wsp. [16]

SCMKB j I s c m k b 2

Masa cząsteczkowa 27000-28100 22000
Zawartość siarki 
(% suchej masy) 6,7 5,3
Ruchliwość elektroforetyczna 
(cm2/V sek) — 6,7x 105 -6 ,1  X105
Charakterystyka obecne reszty lizyny i histy

dyny w cząsteczce
brak reszt lizyny i histydyny 
w cząsteczce. Śladowe ilości 
reszt argininy

Reszty acetylowe brak obecne
Minimalne pH rozpuszczalności 2,9 2 ,3-3 ,3
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siarki około 6°/o suchej masy [43, 98]. Porównanie własności białek 
SCMKBi i SCMKB2 przedstawia tabela 3. Białka te nie są jednorodne. 
Zastosowanie metody sączenia na sitach molekularnych pozwala roz
dzielić białko podgrupy SCMKB2 na trzy podfrakcje: SCMKB2A,
SCMKB2B i SCMKB2C [26-28, 56]. Tabela 4 przedstawia charakterystykę 
trzech podfrakcji białkowych SCMKB2. Różnią się one masą cząstecz
kową oraz składem aminokwasowym. SCMKB2A posiada dwukrotnie

TABELA 4

Własności podfrakcji białka SCMKB2, według Ellemana [27] i Lindleya [56]

SCMKBjA SCMKB,B SCMKB2C

Masa cząsteczkowa 20000 18500 18000
Aminokwas N-koń-
cowy

Ac-alanina Ac-alan i na Ac-alanina

Aminokwas C-końco-
wy

glutamina glutamina glutamina

Sekwencja aminokwa
sów

ustalona ustalona ustalona

Skład aminokwasowy bogate w reszty:
Cys, Thr, Glu, Pro,
Gli
ubogie w reszty:
Phe, Asp, Tyr 
brak reszt lizyny 
w cząsteczce

bogate w reszty:
Cys, Ser, Pro, Thr, 
Gli
ubogie w reszty:
Asp, Phe, Tyr, Leu 
brak reszt lizyny 
w cząsteczce

bogate w reszty:
Cys, Ser, Thr, Pro, 
Glu, Gli
ubogie w reszty:
Asp, Phe, Try, Leu
brak reszt lizyny 
w cząsteczce

Inne cechy reszty argininy wystę
pują jedynie w centrum 
cząsteczki, skład ami
nokwasowy ubogi

mała różnorodność 
reszt aminokwaso
wych

większą ilość reszt fenyloalaniny w cząsteczce niż pozostałe białka [93]. 
SCMKB2B odznacza się daleko idącą homologią cząsteczki. N-końcowe 
fragm enty połówek cząsteczki są identyczne co do 50 reszt aminokwa- 
sowych. SCMKB2C odznacza się najbardziej urozmaiconym składem am i
nokwasowym. Większość reszt aminokwasów dwukarboksylowych, dwu- 
aminowych i glicyny grupuje się w centralnej części jego łańcucha zło
żonej z 15 reszt aminokwasowych, natomiast reszty aminokwasów siar
kowych rozmieszczone są w peryferyjnych częściach łańcucha poli- 
peptydowego. Większość mostków dwusiarczkowych rozmieszczona jest 
jednakowo w cząsteczkach wszystkich trzech białek, co sugeruje duże 
podobieństwo ich s truk tu ry  III-rzędowej [94].

Rycina 5 przedstawia sekwencję reszt aminokwasowych poszcze
gólnych białek wchodzących w skład SCMKB2 [56]. Jak  widać posia
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dają one identyczną sekwencję aminokwasów końcowych frag
mentów cząsteczki, a różnice dotyczą 8 reszt aminokwasów. Badacze 
zajmujący się porównaniem budowy białek grupy SCMKB2 i a-keratoz 
wykazali daleko idące podobieństwo składu aminokwasowego, obrazu 
rozdziału elektroforetycznego i składu produktów trawienia enzyma
tycznego tych białek.

Ryc. 5. Sekwencja aminokwasów białek tworzących podjednostkę SCMKB2 białek
włosa według Ellemana [26]

P e p t y d y :  1 — A c A la - C y s - C y s - S e r - T h r - S e r - P h e - C y s - G ly - P h e - P r o - I le - C y s - S e r ;  2 — -G ly -T h r -
C y s -G ly -S e r -S e r ;  3 — -T h r-C y s-;  4 — -G ln -T h r -S e r -C y s -C y s -G lr i -P r o -T h r -S e r -I le -G ln -T h r -S e r -  
C y s-C y s -G ln -P r o - ;  5 — -S e r - I le - G ln -T h r -S e r -C y s -C y s - G ln -P r o - T h r - S e r - I le - G ln -T h r - S e r - C y s -

C y s -G ln -P r o -T h r -C y s -L e u -G ln -T h r -S e r -G ly -C y s -G ln

BIOSYNTEZA PREKERATYN I PROCES KERATYNIZACJI

B IO S Y N T E Z A  B IA Ł E K  P R E K E R A T Y N O W Y C H

Biosynteza białek prekeratynowych najintensywniej przebiega w ko
mórkach warstwy podstawowej naskórka i komórkach dolnej części 
mieszka włosowego. Rycina 8 przedstawia schematycznie budowę na
skórka. We wszystkich tych komórkach znaleziono aktywne amino-acy- 
lo-tRNA syntetazy oraz duże ilości kwasu rybonukleinowego [33, 83]. 
W komórkach keratynizujących występują w dużej ilości rybosomy 
związane z błonami retikulum  [50, 73, 102]. Wszystkie dane wskazują, 
że omawiane warstwy komórek są miejscem syntezy prekursorów ke
ratyny. Badania autoradiograficzne potwierdziły te przypuszczenia [31, 
35]. Włączanie znakowanych try tem  lub 14C aminokwasów do białek 
naskórka i mieszków włosowych osiąga maksimum po 10 min od chwili 
podania znakowanego izotopem związku. Równomierne rozmieszczenie 
izotopów pomiędzy białkami naskórka wskazuje na równomierną syn
tezę tych związków. Dodatek do układu związków wysokoenergetycz
nych nie wywiera istotnego wpływu na przebieg syntezy. Podobnie jak 
syntezę RNA i białka również syntezę DNA wykryto w warstwie pod
stawowej naskórka [1, 5]. Komórki tej w arstw y zawierają wszystkie en
zymy i substraty potrzebne do syntezy kwasu dezoksyrybonukleinowego.
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• W  . ' '  t

Przy przechodzeniu do warstwy rogowej naskórka kwasy nukleinowe 
komórki ulegają destrukcji.

W białkach włosa wykryto obecność cytruliny [80]. Aminokwas 
ten  we wszystkich znanych tkankach występuje jedynie w stanie wol
nym. Nie wyjaśniono czy cytrulina oznaczana w keratynach powstaje 
w przemianach metabolicznych, czy też jej obecność jest wynikiem 
kodowania genetycznego. Druga możliwość wydaje się jednak mało 
prawdopodobna [81].

Rola miedzi w  tworzeniu keratyny

Zawartość siarki w keratynie jest różna i waha się w granicach 
od 2-3%» w naskórku do 18%) we włosach. Poziom jej zależy w szcze
gólności od zawartości miedzi w diecie zwierzęcia. Zwierzęta hodowane 
na diecie pozbawionej miedzi wykazują zwiększony przyrost włosów, 
przy jednoczesnym obniżeniu w nich zawartości siarki, zmianie składu 
aminokwasowego i obrazu elektroforetycznego białek włosa o niskiej 
zawartości siarki w cząsteczce. Również bogate w siarkę białka synte
tyzowane są nieprawidłowo [44]. Sugeruje się, że miedź bierze udział 
w tworzeniu mostków dwusiarczkowych z grup sulfhydrylowych przy 
tworzeniu twardej keratyny. W przypadku diety pozbawionej miedzi 
przejście od miękkiej do twardej keratyny trw a około 3 dni, natomiast 
w warunkach normalnego żywienia 6-8 godzin.

W pływ diety na syntezę białek keratynowych

Na tw ory rogowe organizmu wpływa zawartość w pożywieniu ami
nokwasów siarkowych [77], a przede wszystkim cysteiny, jednego z głów
nych substratów syntezy białek keratynowych. 35%) aktywności poda
nej owcom 35S-cysteiny odnajdywane jest w wełnie. Wynika z tego, że 
cysteina może wpływać na biosyntezę keratyn  na drodze stymulacji 
substratowej. Wzrost zawartości siarki w pożywieniu wpływa przede 
wszystkim na syntezę białek o wysokiej zawartości siarki, a jej nie
dobór sprzyja powstawaniu nieprawidłowych formacji włosowych. Dow
nes sądzi, że w tkankach keratynizujących istnieje stała pula cysteiny, 
natomiast wzrost włosa jest ograniczany zmianą ilości siarki dopływa
jącej z pożywieniem. Nie jest wykluczone, że np. w mieszkach włoso
wych może zachodzić synteza cysteiny z wykorzystaniem innych do
stępnych związków siarki, np. siarczanów [90].

Do normalnego przebiegu syntezy białek keratynowych konieczne 
są również jony cynku, żelaza, kobaltu oraz biotyna, ryboflawina i kwas 
pantotenowy [23, 52], Niedobór tych substancji powoduje syntezę nie
prawidłowych białek oraz hamuje wzrost włosa.
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Agregacja łańcuchów i tworzenie wyższych jednostek morfologicznych keratyny

Keratynizacja jest specyficzną formą różnicowania się komórek. 
Cytomorficzne i fizjologiczne zmiany zachodzące w komórkach metabo
licznie aktywnych prowadzą do powstawania nierozpuszczalnego zrogo- 
waciałego materiału, a tym  samym komórki stają się metabolicznie nie
aktywne. Istotą rogowacenia jest utlenianie grup sulfhydrylowych ami
nokwasów siarkowych, powstawanie mostków dwusiarczkowych między 
łańcuchami polipeptydowymi. Nie wykryto dotąd enzymu katalizującego 
syntezę mostków dwusiarczkowych, ale wysoka (40 ppm. suchej masy) 
zawartość miedzi w komórkach włosa, w strefie keratynizacji wskazuje 
na możliwość nieenzymatycznej katalizy, zwłaszcza, że całkowicie ske- 
ratynizowana część włosa zawiera 6-krotnie mniej tego metalu. Być może 
w tworzeniu wiązań dwusiarczkowych bierze również udział cysteilo- 
desulfataza, enzym charakterystyczny dla warstwy ziarnistej naskór
ka [38]. Cytologicznie proces keratynizacji rozpoczyna się w warstwie 
podstawowej naskórka, gdzie następuje synteza białek prekursorowych 
keratyny. W warstwie kolczystej wytwarza się w przestrzeniach między
komórkowych warstwa kontaktowa, bogata w polisacharydy. Następnie 
wewnętrzna warstwa błon różnicujących się komórek pokrywa się po
jedynczą warstwą filamentów białkowych. Poprzez dalszą agregację 
tworzą się fibryle, dobrze wykształcone w warstwie ziarnistej naskórka. 
Jednocześnie w warstwie tej ulegają rozpadowi i zanikają organelle 
komórkowe. W dalszym procesie s truk tu ry  włókniste agregują dalej, 
tworząc w warstwie rogowej dojrzałą „keratynę” [7, 95]. Wyróżnia się 
3 typy keratynizacji: charakterystyczny dla komórek pochewki włosa, 
włosa i naskórka [64, 79].

P O W S T A W A N IE  W I Ą Z A Ń  M IĘ D Z  Y Ł A N C U C H O W Y C H  I A G R E G A C J A  K ER A T  Y N

Morfologiczne uporządkowanie keratyn w  tkankach

Podstawową jednostką morfologicznej budowy keratyny jest włók
no. Badania przeprowadzone przy użyciu mikroskopu elektronowego 
wykazały, że włókno składa się z 11 fibry li. Każda fibry la składa się 
z 11 filamentów, które z kolei zbudowane są z protofilamentów.

Protofilamenty (włókienka o średnicy 20 A) spojone wewnątrzfibry- 
larną substancją podstawową, czyli amorficznym, nieprzejrzystym e lek 
tronowo materiałem białkowym, tworzą filamenty [30]. Obecność fila
mentów wykazano w wielu keratynizujących i prekeratynizującycb 
tkankach [30, 67]. Mają one wygląd długich nici o średnicy 50 A 
Jedynie w keratynie piór ptasich średnica ich jest mniejsza. Spojone 
międzyfibrylarną substancją podstawową tworzą fibryle włókienka biał
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kowe o średnicy 75 A. Pęczki fibry li nie zawierające już substancji 
podstawowej tworzą włókno. Upakowanie fibryli jest różne dla różnych 
typów komórek [84]. Niewiele wiadomo dotychczas o strukturze sub
stancji podstawowej. Nieliczni badacze zajmujący się tym  tematem 
podają przeciwstawne dane dotyczące jej budowy [24]. Obecnie istnieją
trzy poglądy na 
stawową (matrix)

pomiędzy mikrofibrylami

1. Układ mikrofibryli u trzym ują mostki dwusiarczkowe. Cały ten 
system „tkw i” w substancji podstawowej nie łącząc się z nią.

2. Mikrofibryle i substancja podstawowa są tworami autonomiczny
mi, powiązanymi jednakże mostkami dwusiarczkowymi.

protofilament

3. Mikrofibryle i substancja podstawowa reprezentują „amorficzne 
i „krystaliczne” regiony łańcucha polipeptydowego.

Rycina 6 przedstawia schemat morfologicznej s truk tu ry  keratyny. 
Znanych jest obecnie kilka modeli s truk tu ry  morfologicznej keratyny:

1. Model Cricka za podstawową jednostkę 
keratyny przyjm uje a-helisę zbudowaną z 3 
łańcuchów polipeptydowych [17]. Ten typ 
s truk tu ry  stwierdzony został zarówno dla ke
ra tyny  włosa, jak i naskórka [91].

2. Lee [55] uważa, że podstawowa jedno
stka strukturalna zbudowana jest z 2 łańcu
chów białkowych typu A i jednego łańcucha 
typu B (ta podstawowa jednostka może two
rzyć dimery i tetramery). Przypomina to 
struk turalną  budowę kolagenu i fibrynogenu 
[58].

3. Fraser [32] postuluje strukturę  typu 
a-helisy utworzoną z 9 mikrofibryli obwodo
wych i 2 centralnych (układ charakterystycz
ny dla „paracortex” włosa). Możliwe jest rów-

filament

fi bryła

włókno
Ryc. 6. Struktura morfologiczna keratyny, schema

według Rotha [851 — uproszczonyuproszczony

nież występowanie układów 9 mikrofibryli obwodowych bez centralnych 
(w „ortocortex” korowej części włosa), 9 mikrofibryli obwodowych 
+  1 centralna i 9 mikrofibryli obwodowych +  3 centralne. W „orto
cortex” helisy mikrofibryli ułożone są szeregowo, a w „paracortex” — 
heksagonalnie, dzięki temu włókno włosa uzyskuje dwułomność. Stosu
nek ilościowy fibryli do substancji podstawowej wynosi 4:1 w „orto
cortex” i 1:1 w „paracortex” [54],
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W odróżnieniu od dotychczas omawianych keratyn o strukturze 
drugorzędowej typu a-helisy, keratyny piór ptasich są białkami o dru- 
gorzędowej strukturze. Chemicznie keratyna typu ^-struktury  różni się 
od białek typu a-helisy niższą zawartością cysteiny a wyższą zawar
tością seryny i proliny [47, 87]. Białka pochodzące z różnych części pió
ra różnią się pomiędzy sobą zawartością niektórych aminokwasów, np. 
cysteiny, alaniny, glicyny, tyrozyny i proliny [46], Podobnie jak dla 
białek o strukturze drugorzędowej typu a-helisy, również dla białek 
o budowie (I-struktury starano się ustalić model morfologicznej s tru k 
tu ry  trzeciorzędowej.

1. Schorr i K rim m  [88, 89] postulują model spirali o okresie po
wtarzalności 189 A (co odpowiada 64 resztom aminokwasowym) i śred
nicy 15,7 A. Uważają oni, że regularne rozmieszczenie reszt proliny 
w łańcuchu polipeptydowym umożliwia powstawanie regularnej s truk 
tury.

2. Ramachandran [74] postuluje, że fibryla keratynowa składa się 
z 3 łańcuchów polipeptydowych. 6 fibryli obwodowych i 1 centralna 
tworzą włókno.

3. Inni badacze za podstawową jednostkę morfologiczną keratyny 
przyjm ują filament o średnicy 40 A. W wyniku agregacji tych fila- 
mentów powstają wyższe jednostki s trukturalne [84].

Wszystkie przytoczone tu  modele są obecnie dyskutowane i brak 
jak dotąd jednoznacznego poglądu na strukturę  białek keratynowych.

R E G U L A C J A  P R O C E S U  K E R A T Y N IZ A C J I

Proces keratynizacji może być regulowany na poziomie biosyntezy 
białka i na poziomie różnicowania się komórek. Regulacja może być 
wynikiem:

1. Zmian w informacji genetycznej dotyczącej biosyntezy białek 
keratynowych [42]. Badania Swarta [92] wykazały istnienie odpowied
nich genów strukturalnych białek keratynowych tworzących w trakcie 
preparatyki SCMKB2. Są one kodowane przez allele polimorficzne. Róż
nice w sekwencji aminokwasów w obrębie tej grupy dotyczą pojedyn
czych aminokwasów i są wynikiem akumulacji mutacji lub wyższej 
mutagenności w odpowiednim odcinku DNA genów prekursorów [71]. 
Kodony odpowiadające kwasowi glutaminowemu i cysteinie mogą po
przez pojedynczą zmianę nukleotydu stać się tripletami nonsensowymi, 
stanowiąc sygnał zakończenia biosyntezy łańcucha polipeptydowego. Po
stuluje się, że wszystkie bogate w siarkę białka włosa są pochodnymi 
jednego białka prekursorowego i powstały poprzez mutacje punktowe 
prowadzące poprzez zmianę 6 aminokwasów do utworzenia całej grupy
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polipeptydów. Powtarzanie się jednakowych sekwencji aminokwasowych 
w białkach włosa tłumaczone jest częściową duplikacją genów w ewo
lucyjnym rozwoju tej grupy białek. Zmienność i mutagenność w ich 
kodonach dotyczy prawdopodobnie regionów cząsteczki nie odgrywają
cych kluczowej roli w ich funkcji.

Istnieje możliwość regulacji funkcji białek keratynowych przez 
zmiany struk tury  cząsteczek będące wynikiem genetycznie uwarunko
wanych zmian sekwencji aminokwasów [59]. Podstawę dla rozważania 
takiej możliwości stanowi stwierdzenie działania mRNA poprzez selek
tyw ne blokowanie i uwalnianie określonych regionów zmutowanych
genów.

2. Działania hormonów. Hormony tarczycy oraz hormony płciowe 
męskie stym ulują wzrost włosów i innych utworów rogowych [29, 48], 
natomiast hormony płciowe żeńskie, ACTH i kortyzon działają ham u
jąco. Wpływają one na mitozę komórek naskórka i mieszków włoso
wych, a działanie ich uwidacznia się brakiem syntezy białek fibrylar- 
nych [25, 29]. Wpływ hormonów na tkanki keratynizujące obrazuje 
ryc. 7.

Ryc. 7. Schemat wpływu hormonów na tkanki keratynizujące, według Fergusona
i wsp. [29]

 -> — w p ły w  d o d a tn i  ( z w ię k s z e n ie  p r z y r o s tu  w ło s a  lu b  in te n s y f ik a c ja  k e r a ty n iz a c j i ) ,
 | j  —- w p ły w  u j e m n y  ( in b ib ic ja  p r o c e su  k e r a ty n iz a c j i ) ,   x   — b rak  e fe k tu

------------- — e f e k t  n ie z n a n y

3. Działania czynnika wzrostowego naskórka (EGF). Czynnik wzro
stowy naskórka (EGF) występujący np. w surowicy krwi i śliniankach 
jest białkiem niespecyficznym gatunkowo [11]. Jest on białkiem drobno- 
cząsteczkowym, o masie 6045. Tworzy kompleks z esterazą argininową, 
enzymem współdziałającym w procesie uwalniania EGF z białka pre-
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kursorowego [12, 48, 78]. Zawiera duże ilości reszt lizyny, alaniny i fe- 
nyloalaniny w cząsteczce. Działanie EGF przebiega drogą uaktywnienia 
syntezy RNA i białek w komórkach tkanek rogowaciejących [2],

4. Działania prostoglandyn. Prostoglandyny syntetyzowane są w na
skórku. Nie wykazano ich specyficzności tkankowej. Prostoglandyny 
PGEi i PF2 przyspieszają proliferację komórek naskórka, natomiast PE2 
ham uje proliferację a przyspiesza różnicowanie komórek tej tkanki. 
Prostoglandyny działają poprzez stymulację lub hamowanie syntezy 
c-AMP i być może poprzez działanie na cyklazę adenylową [60],

Ryc. 8. Schemat budowy naskórka według Za-
ruby [102] — uproszczony

1 — w a r s tw a  p o d s ta w o w a  (s tra tu m  b a sa le ) ,  2 — w a r 
s tw a  k o lc z y s ta  (s tra tu m  sp in o su m ) ,  3 — w a r s tw a  
z ia rn is ta  (s t r a t u m  g r a n u l o s u m ), 4 — w a r s tw a  r o g o w a

(s tra tu m  c o r n e u m )

5. Działania chalonów, specyficznych substancji produkowanych 
przez tkanki i będących inhibitorami proliferacji komórkowej [53]. Cha- 
lony są ściśle specyficzne w stosunku do tkanek, na które działają. Su 
to glikoproteidy o ciężarze cząsteczkowym około 25000. W naskórku 
występują 2 rodzaje substancji o charakterze chalonu: chalon Gi wy
stępuje w naskórku zrogowaciałym, wstrzymujący rozpoczęcie syntezy 
DNA komórki, i chalon G2 występujący w komórkach warstwy podsta
wowej, hamujący mitozę komórek [6, 10]. Z dotychczas uzyskanych da
nych wynika, że chalony są międzykomórkowymi przekaźnikami infor
macji o sprzężeniu zwrotnym pomiędzy dojrzałymi a rozmnażającymi 
się komórkami naskórka. Nie znany jest jednak mechanizm ich prze
mieszczania się do komórek poszczególnych warstw  naskórka.

6. Działania substancji toksycznych pochodzących z destrukcji ko
mórek rogowaciejących [75]. Substancje powstałe w trakcie cytolizy 
komórek naskórka stym ulują rogowacenie komórek.

7. Temperatury, która zwiększa liczbę podziałów komórkowych 
w naskórku. Szczególnie wrażliwe na ten czynnik są komórki w fa
zie G2 cyklu komórkowego [37].

http://rcin.org.pl



HALKA K E R A T Y N O W E 337

INNE PROCESY FIZJOLOGICZNE TOWARZYSZĄCE PROCESOM
KERATYNIZACJI

Oprócz syntezy białek w komórkach tkanek keratynizujących prze
biega wiele innych procesów metabolicznych. W młodych warstwach 
naskórka przebiega intensywny katabolizm glukozy drogą glikolityczną 
lub poprzez reakcje cyklu pentozowego [34, 38]. Związki wysokoenerge
tyczne, powstałe w czasie tych procesów, służą do syntezy lipidów i bia
łek. Część glukozy służy jako substrat syntezy glikogenu i mukopoli- 
sacharydów [22, 49]. Poziom glikogenu w komórkach tkanek keratyn i
zujących jest niski. Wyższe stężenia tego związku notowane są tylko 
w okresie wzrostu i różnicowania, a także przy uszkodzeniach, np. m e
chanicznych tkanek [1, 100]. Rola glikogenu w procesie keratynizacji 
nie została dotychczas wyjaśniona Postuluje się, że dostarcza on energii 
dla mitozy komórek mieszków włosowych i naskórka [9, 57], Niski po
ziom glikogenu w komórkach jest cechą charakterystyczną homeostazy
naskórka.

W związku z następującym w procesie keratynizacji rozpadem orga
nelli komórkowych, fosfolipidy wchodzące w skład ich błon zostają 
uwolnione. Następnie fosfolipidy ulegają hydrolizie, a uwolnione kwasy 
tłuszczowe estryfikują cholesterol. W wyniku tego warstwa rogowa 
naskórka posiada nie tylko wyższy od innych warstw poziom zestryfi- 
kowanego cholesterolu, ale zawartość w tej warstwie naskórka wolnego 
cholesterolu jest bardzo niska [21, 76]. Lipidy podtrzymują również 
strukturę błony komórkowej, która w procesie keratynizacji nie ulega 
destrukcji, a przeciwnie — zostaje wzmocniona do grubości około
100 A [102].

W tkankach keratynizujących występują liczne enzymy specyficzne 
dla naskórka [72], Są to wysokoaktywne fosfatazy dostarczające prawdo
podobnie energii dla syntezy wiązań peptydowych [51], niespecyficzne 
esterazy oraz (ł-glukuronidaza uwalniana z lisozomów w procesie kera
tynizacji, kwaśna fosfataza, której aktywność uwarunkowana jest obec-

t  « * •

nością w warstwie ziarnistej naskórka jonów magnezu [30]. Spośród 
enzymów przemiany glikolitycznej w naskórku stwierdzono obecność 
fosforylazy [96], fosfoglukomutazy [101], heksokinazy [22], glikozo-6- 
-fosfatazy, aldolazy [8], enolazy i dehydrogenazy mleczanowej. W miesz
kach włosowych stwierdzono przebieg reakcji cyklu kwasów trójkarbo-

•  t  •

ksylowych [82], natomiast w naskórku cykl ten jest zakłócony poprzez 
brak syntezy niektórych enzymów [21]. Większa ilość syntetyzowanego 
kwasu cytrynowego i a-ketoglutarowego niż pozostałych metabolitów 
cyklu może sugerować występowanie zmian, być może uwarunkowanych 
genetycznie, w dalszych enzymach cyklu, poczynając od dehydrogenazy 
a-ketoglutaranowej.
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MIANOWNICTWO DOTYCZĄCE HODOWLI
KOMÓREK I TKANEK IN VITRO

W sprawie propozycji „Mianownictwa”, ogło
szonej w „Postępach Biologii Komórki” (t. 6, nr 1, 
53 - 56, 1979), nadeszły dwa listy z uwagami, za któ
re dziękujemy. Okazuje się, że podobna propozycja 
mianownictwa ukazała się w II wydaniu książki 
prof, dra Z. Larskiego „Diagnostyka wirusologiczna 
chorób zwierząt” (PWRiL, Warszawa 1977), o czym 
Komisja Hodowli Komórek i Tkanek ani Redakcja 
nie wiedziały. Ponieważ materiały wyjściowe dla 
obu propozycji były te same, stąd duża zbieżność 
obu opracowań. W opracowaniu prof, dra Z. L ar
skiego są dodatkowo zamieszczone term iny w języ
ku niemieckim i rosyjskim. List nadesłany przez 
prof, dra B. Kubickiego i dra S. Malepszego (Szkoła 
Główna Gospodarstwa Wiejskiego, Instytut Gene
tyki i Hodowli Roślin, Warszawa) zawiera propozy
cję zastąpienia term inu „hodowla” term inem  „kul
tu ra ” . Propozycja wydaje się logicznie uzasadniona, 
ale trudna do przyjęcia wobec niemal wyłącznego 
stosowania term inu „hodowla” w polskim piśmien
nictwie biologicznym i lekarskim. Pewne obiekcje 
wzbudzają niektóre term iny genetyczne występują
ce w mianownictwie. Obiekcje te wynikają z faktu, 
że w oryginale angielskim definicje niezbyt ściśle 
odpowiadają terminowi, np. termin „haploid” defi
niowany jest nie jako organizm z haploidalną liczbą 
chromosomów, lecz jako podstawowa jednostka plo- 
idalności. Próba przetłumaczenia tego terminu jako 
„haploidalność” jest uważana za niesłuszną, gdyż 
ten term in też niezbyt ściśle odpowiada definicji. 
Po szeregu konsultacji uznaliśmy, że lepiej odda 
intencję autorów terminologii i będzie bardziej od
powiadać definicji, jeśli za odpowiednik polski 
określeń „haploid, diploid, tetraploid, polyploid,
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heteroploid i euploid” przyjmie się odpowiednio 
,,liczba haploidalna, liczba diploidalna” itd., a nie 
jak proponowaliśmy poprzednio „haploidalność, di- 
ploidalność” itd.

Komisja Hodowli Komórek i Tkanek Komitetu 
Patofizjologii Komórki PAN i Redakcja ,,Postępów 
Biologii Komórki” proponuje:

1. uzupełnienie „Mianownictwa” o termin
Ustalona linia komórkowa (established cell

line) — linia komórkowa wykazująca nieograniczo
ną zdolność do pasażowania. K ryteria czasu hodowli 
albo liczby pasaży, po których linia zostaje uznana 
za ustaloną, są arbitralne i mogą się zmieniać 
w miarę postępu techniki hodowli.

2. przyjęcie wersji „Mianownictwa”, opubliko
wanej w tomie 6, 1979, „Postępów Biologii Komór
k i”, wraz ze wspomnianymi uzupełnieniami, za
obowiązujące.
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INFORMACJE DLA AUTORÓW

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

Artykuły drukowane w POSTĘP/kCH BIOLOGII KOMÓRKI nie mogą być bez 
zgody Redakcji publikowane w innych periodykach.

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

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

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

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

Phy^arum polycephahtm, Exptl. Celi Res., 73: 41-48, 1972.
[2] Hnilica L. S., McClure M. E., Speltzberg T. C., Histone biosynthesis and the 

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

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

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

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

Artykuły honorowane są według ustalonych stawek, autorzy otrzymują 25 nad
bitek bezpłatnie.
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INSTRUCTI ON FOR AUTHORS

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI (Advances in Ccii Biology) publishes review 
articles discussing the latcst achievements in the field of celi biology, which so 
far have not appeared elsewhere. The authors aro rcsponsible for the exactness 
of the Information supplied. The papers appearing in POSTĘPY BIOLOGII KO
MÓRKI may not be published without conscnt of the editorial board in any 
other pcriodical.

Papers should be sent in Iwo copics, both the text and the annexes. The text 
(without figures and captions) should not excecd 20 pages, The typescript (one - 
sided) should be double - spaced with a margin of about 4 cm on the left side. 
The pages should be numbered. No underscoring by typewriter or in ink may be 
done in the text,

The first page bears the title and underneath the first names (in fuli) and 
family names of the authors and the names of the institutions where they work, 
followed by a short (ca. 1/2 page) summary. The proper text should follow with 
a 5 cm interval between. Tables, figures, photographs or diagrams should not be 
ineluded in the text. For indicating where they are to bc placed a linę may be 
left out and mention madę on the margin in pencil (e.g. table 1, fig. 1 etc.).

The text is better legible when divided inio chaptcrs. After the titles of 
chapters no fuli stops are put. The text should be followed by references arranged 
in alphabetical order according io the quoted authors. Reference in the text is 
madę by inserting the corresponding number in square brackets (e.g. [5]).

Examples of literaturę quotalion:
[TJ Sachsenmajer W., Remy U., Plattner R., Initiation of synchronous mitosis 

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

celi cycle, [in] Histone and Nucleohistones, ed, D. M. P. Philips, Plenum Press, 
London, New York 1977, 60-64.

Tables should be attached on separate pages — each with a heading. Figures, 
diagrams and photographs should be ineluded in a form suita ble for rcproduction 
or redrawing. Photographs should be well contrasted, on hard paper. The legend 
to figures should be typed on a separate page. If figures are ineluded, taken from 
papers of other authors, their origin should be quoted.

The editor is authorised to introduco some abbreviations in the text without 
affecting the subject.

On request of the editor the author is under the obligation of proof - reading 
the text and returning it within 3 days. The expenses due to changes introduced 
into the text during proof - reading will be charged to the author.

xYuthors fees are paid according to the established rates and the author 
receives 25 reprints free of charge.

Copies of POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI may be ordered by writing to 
ORWN PAN, Pałac Kultury i Nauki, 00-901 Warszawa.
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