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Nasz kraj, pustoszony od zarania dziejow najazdami z wszystkich
mozliwych stron $wiata, tak dobrej dokumentacji mie¢ nie moze, nie-
mniej wypada tu wspomnie¢ o réwniez z XIII w. pochodzacym, najdaw-
niejszym znanym polskim alchemiku Mikotaju z Polski (Nicolaus de
Polonia), zaprzyjaznionym z Albertem Wielkim dominikaninie, lekarzu
nadwornym Leszka Czarnego i autorze dzieta pt. ,,Experimenta”, gdzie
wsrdd opiséw i recept tajemnych mieszanin i tinktur, jak chce historyk
chemii polskiej prof. W. Hubicki, byty metody wytwarzania barwnikow,
bedacych obok metali szlachetnych jednym z celéw dziatah alchemicz-
nych. Nalezy pamieta¢, ze dominikanie witasnie najintensywniej zajmo-
wali sie alchemig i utrzymywali zywg tgczno$¢ z kulturg arabskg. O zy-
wych tradycjach alchemiczno-chemicznych w Polsce Swiadczy utrwale-
nie sie u nas w XV - XVI w. zawodu alchimisty, producenta réznych
uzytecznych substancji chemicznych, takze witasnie barwnikéw. W r. 1597
dwaj szlachcice polscy Cikowski i Niegoszewski uzyskali krolewski pa-
tent chemiczny na produkcje czerwonego .barwnika z czerwca.

W czasach Komisji Edukacji Narodowej, by juz tylko najwazniejsze
indywidualnosci i fakty polskiej chemii wymieni¢, dziatat w Polsce Jan
Jaskiewicz, dr medycyny, przyrodnik, czionek Krélewskiej Akademii
Nauk w Paryzu, kierownik Katedry Historii Naturalnej, Chemii i Bota-
niki w Szkole Gtownej Koronnej, dzisiejszym Uniwersytecie Jagiellon-
skim. Niestety, nie dochowaty sie do naszych czaséw dzieta i prace nau-
kowe Jaskiewicza i jego wspotpracownikow, istnieja dowody, ze sptonety
one w czasie Powstania Warszawskiego. Niemniej z zachowanego pro-
gramu jego wykiadéw wynika, ze (cytuje dostownie) ,czeSci zwierzat
przez rozktad chemiczny doswiadczane beda... Nakoniec w lekcjach bo-
taniki nastgpi tlumaczenie wydziatu roslin... przytaczajac rozktad che-
miczny tych ciat”. Trudno zaprzeczyé, ze wysoko przez Jedrzeja Snia-
deckiego oceniony Jaskiewicz byt polskim prekursorem zaréwno bio-
chemii, jak i histochemii.

Epoka Jaskiewicza i Sniadeckiego, jak wiemy, to juz poczatki wspot-
czesnego nam rozwoju i rozkwitu nauk przyrodniczych, to czasy Lavoi-
siera, Priestleya i Scheelego, w naukach biologicznych Spallanzaniego,
Buffona, Lamarcka, K. F. Wolffa i wielu innych badaczy. Na gruncie
przygotowanym przez postepy chemii rozwijaty sie mys$li badawcze bio-
logéw-morfologow i w tym wspdtdziataniu obu dyscyplin nalezy upatry-
wac narodzin histochemii. Pierwotnie dziatata ona w ramach biochemii
i ten jej kierunek, jak podaje Pearse, utrwalit sie na czas dtugi. Ostatecz-
nie jednak Franciszek Wincenty Raspail, z wyksztatcenia farmaceuta
0 szerokich zamitowaniach biologiczno-medycznych, po raz pierwszy w
historii zrealizowal we Francji badanie chemiczne nie zniszczonej, nie
zdeformowanej tkanki. Dzielo Raspaila zaliczano pierwotnie do mikro-
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chemii. Monografia jego ,,Essai de Chimie Microscopique Appliquee a la
Physiologie” ukazata sie¢ w 1830 r., a wiec w dobie w Polsce dla spraw
nauki bardzo niekorzystnej. Nie tudzmy sie jednak i nie smucmy, ze
w tym czasie na polu histochemii nie dziatali Polacy. Za mato o tym
wiemy. Sadze, ze w tym zakresie mamy niejedno do odkrycia i do przy-
pomnienia. Uzasadniajagc to, pozwole sobie przypomnie¢, ze wspotczesne
nam niemal odkrycie chartactwa przysadkowego (cachexia hypophysa-
ria) przez Konrada Glinskiego w r. 1913 zupetnie uszto uwagi Polakéw,
az dzieto Glinskiego w r. 1951 przypomniat nam brytyjski autor Douglas
Robertson. Jednakze w miedzyczasie w r. 1923 chartactwo to opisat ham-
burski lekarz Simmonds i pod jego to nazwiskiem choroba ta znana jest
Swiatu. Histochemia polska czeka wiec na swych historykow.

W w. XIX, w pradzie wielkich wydarzen nauk biologicznych i me-
dycznych, niektére osiggniecia biochemii sg wilasciwie osiggnieciami hi-
stochemii, jak chocby stynne odkrycie kwaséw nukleinowych w leuko-
cytach przez Mieschera, badania Sachsa i Emila Godlewskiego sen. nad
chemia chloroplastow w ramach studiéw nad fotosynteza, badania Will-
stattera nad karotenoidami chloroplastéw. Ducha tej epoki oddat Claude
Bernard piszac: ,,Gdyby mi wypadto zrobi¢ poréwnanie obrazujace moj
stosunek wewnetrzny do nauki o zyciu, to powiedziatbym, ze jest ona
wytworng, z blaskéw teczowych utkang komnatg, do ktérej prowadzi
dtuga i okropna kuchnia”. Sam Claude Bernard dokonat histochemicznej
lokalizacji komérek gruczotowych zotagdka za pomoca reakcji btekitu ber-
linskiego. Na fali tych wielkich XIX-wiecznych biochemiczno-histoche-
micznych osiagnie¢, obok nazwiska przyjaznego nauce polskiej R. Vircho-
wa z jego studiami nad produktami rozpadu hemoglobiny w tkankach
i P. Ehrlicha, autora metody histochemicznej demonstracji oksydazy cy-
tochromowej, tzw. wéwczas ,,Nadi oksydazy”, znajdujemy nazwisko Bro-
nistawa Radziszewskiego, badacza chemiluminescencji w tkankach roslin
i zwierzat, Leona Marchlewskiego, jakze znanego ze studiéw nad chloro-
filem roslin wyzszych i — wraz z Marcelim Nenckim — nad jego pokre-
wieAstwem z hemoglobing, nadto nad melaninami komo6rek nowotworo-
wych, znajdujemy tez nazwisko Stanistawa Kostaneckiego, profesora
w Bernie szwajcarskim, stynnego tworcy bernenskiej szkoty barwnikow
komorek roslinnych. Tu wiasnie nalezy przypomnie¢ i podkresli¢ walor
docenianych przez patrona histochemikéw polskich prof. A. G. E. Pear-
se’a badan Henryka Hoyera sen., profesora Uniwersytetu Warszawskiego,
ktory w 1890 r. odkryt metachromazje komdrek gruczotdw Slinowych
identyfikujgc ich mucyny barwnikami tiazynowymi. W ten sposob Hen-
ryk Hoyer sen. stworzyt nowy rozdziat histochemii o trwatej wartosci.

W asocjacji z Hoyerem nalezy wymieni¢ dokonane przez Emila God-
lewskiego jun. w latach | wojny $wiatowej odkrycie DNA w cytoplazmie
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jaj ptazéw. Spostrzezenie to, dzieki prof. J. Brachet, stalo sie istotnym
wkiadem w postep wspotczesnej cytochemii i cytologii, a takze cyto-
genetyki.

Z nazwiskiem Henryka Hoyera sen. wchodzimy w obreb publikacji
objetych ,Polska Bibliografiag Histochemiczng za lata 1890 - 1957” przy-
gotowang przez prof. Henryka Godlewskiego i wydang jego osobistym
trudem. Dzieto to daje doskonaty wglad w catoksztatt badan z zakresu
histo- i cytochemii wykonanych przez polskich badaczy w rzeczonym
okresie. Jest ono réwniez pomnikowym rejestrem wiodacych nazwisk
naszych uczonych dziatajacych aktywnie w tych dziedzinach po odzy-
skaniu niepodlegtosci.

W okresie miedzywojennym najaktywniejszymi osrodkami badan hi-
stochemiczno-cytochemicznych byly uniwersytety warszawski, Iwowski
i wilenski, nastepnie krakowski. W Warszawie juz w r. 1923 prof. Mie-
czystaw Konopacki, a w r. 1924 matzonka jego, prof. Bronistawa Kono-
packa, ogtosili wyniki pierwszych swych, kontynuowanych nastepnie az
do Il wojny badan dotyczacych biologii rozrodu. Wykonywali je na ma-
teriale jaj i zarodkéw piazéw gidéwnie za pomocg testdw na lipidy, DNA
i glikogen, pragnac na tej drodze pozna¢ przemiane materii, tzw. przez
Konopackich ,,mikrometabolizm” badanych komérek. Zatrudniony w ich
pracowni Henryk Godlewski w r. 1937 opublikowat swe pierwsze prace
dotyczace mikrospopielania, czyli spodografii. Bardzo aktywni na polu
histochemii zoologicznej w Warszawie byli juz w latach dwudziestych
P. Stonimski sen. i J. Zweibaum.

We Lwowie w r. 1924 ukazaly sie pierwsze prace J. Hirschlera na
temat lipidow plazmy pierwotniakow. Bardzo aktywna byta wilefiska
szkota histochemii, gdzie pod kierunkiem prof. Stanistawa Hillera pra-
cowali Stefan Baginski i Jan Kruszynski. W 1933 r. wszyscy ci trzej
badacze opublikowali w Pamietnikach XIV Zjazdu Przyrodnikéw i Le-
karzy wyniki swych badan histochemicznych nad regeneracjg u aksolotla.
Nastepnie Jan Kruszynski ogtosit drukiem szereg cenionych do dzi$ prac
na temat cytochemii spopielonych neuron6éw, histochemii chrzastki i oka
matwy (Sepia), a w 1939 r. na temat lokalizacji wapnia i zelaza w spo-
pielonym pantofelku (Paramecium caudatum). W r. 1939 Baginski zbadat
spodogram jajnika.

W Poznaniu w 1935 r. T. Kurkiewicz opracowatl metode wykrywania
adrenaliny w rdzeniu nadnercza, znang w pisSmiennictwie jako metoda
Henle-Kurkiewicza. W tymze roku K. Mietkiewski zbadat histochemicznie
najadrze Swinki morskiej. W 1929 r. J. Stotwinski oglosit wyniki badan
nad uktadem siateczkowo-$rédbtonkowym u psa, a w r. 1935 T. Pawli-
kowski opublikowat swe badania nad reakcjami barwnymi krwinek.

W Krakowie swoje pierwsze prace cytochemiczne dotyczace lumine-
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scencji zwierzgt morskich opublikowat w 1928 r. Stanistaw Skowron,
a wyniki badan nad lipidami zarodkéw ssakow oglosit Zygmunt Szan-
troch w 1932 r. W 1936 r. Jadwiga Ackermann w Biuletynie Polskiej
Akademii Umiejetnosci (PAU) w Krakowie opublikowata swe studia
nad metabolizmem lecytyny w tkankach zwierzecych, a w r. 1938 w tym-
ze Biuletynie PAU Zygmunt Grodzinski ogtosit dane o zéttku jaj ptasich.
Wszyscy ci wymienieni, a takze nie wymienieni tu badacze dziatali do
wybuchu Il wojny Swiatowe;j.

Jak widzimy, dorobek nasz na polu histo- i cytochemii do r. 1939 nie
byt skromny. Credo ludzi, ktorzy ten dorobek tworzyli, wyrazajg jasno
stowa nie przemijajacej wartosci, ktére znajdujemy w jednej z publika-
cji E. Godlewskiego jun.: ,Praca naukowa tworcza moze by¢ zrodiem
prawdziwego szczescia, wielu radosci i chwil pieknych i jasnych, ale
zwigzek z tg towarzyszka zycia musi by¢é oparty na uczuciu mitosci
i wiernosci. Nie mozna i nie trzeba liczyé, zeby poswiecajac sie nauce,
zdoby¢ mozna bylo réwnoczesnie zamoznos$¢, jakie$ szczeg6lnie dobre
warunki zycia lub stanowisko dajace duze wpilywy w kraju. Wszystkie
te rzeczy musi zastapi¢ poczucie zadowolenia i szczesScia z uzyskanych
wynikow prac naukowych. Czar takich przezy¢... moze by¢ wprost olbrzy-
mi i wynagrodzié¢ nie tylko trud pracy, ale i wiele brakow, niedostatkow,
a nawet niejedng niedole zycia. Zwiaszcza, kiedy cztowiek w takiej do-
brej chwili uswiadomi sobie, ze sie przyczynit wysitkiem duchowym
Polaka do posuniecia naprz6d wiedzy, do zwiekszenia dorobku mysli ludz-
kiej”. Tyle prof. Emil Godlewski jun.

Powaga jubileuszu naszego Towarzystwa wymaga, bySmy z wdziecz-
noscig i uznaniem pomysleli o tych pionierach polskiej histo- i cytoche-
mii i ich wspo6tpracownikach. Wysitek ich i stworzony przez nich doro-
bek naukowy daty realne podstawy utworzenia po Il wojnie Swiatowej
stowarzyszenia polskich histochemikdéw. Wstepnym, utatwiajgcym akcep-
tacje w Polsce takiego nowego stowarzyszenia naukowego aktem byt ar-
tykut prof. Henryka Godlewskiego pt. ,,O postep i rozwo6j wiedzy histo-
chemicznej”, zamieszczony w r. 1954 w ,Postepach Wiedzy Medycz-
nej”, w ktérym autor postulowat zaktadanie pracowni biochemiczno-hi-
stochemicznych przy istniejacych zakladach morfologicznych. Ostatecz-
nie stowarzyszenie to rozpoczeto swoj byt — dzieki inicjatywie prof.
H. Godlewskiego — jako sekcja histochemiczna Polskiego Towarzystwa
Anatomicznego w 1957 r. Sekcja ta ppd przewodnictwem prof. H. God-
lewskiego zapisata sie w Polsce zywg dziatalnoScig organizacyjng i nau-
kowa, dzieki czesto, tgcznie 5-krotnie urzagdzanym krajowym sympozjom
histochemicznym.

Pierwsze historyczne sympozjum sekcji dotyczyto histochemii fosfa-
taz. Odbyto sie ono 14 lutego 1958 r. w Warszawie pod przewodnictwem
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prof. H. Godlewskiego. Uczestniczyli w nim prof. B. Konopacka, dr Zofia
Lasota, dr A. Vorbrodt, dr dr Helena i Stanistaw Zawistowscy. Materiaty
tego sympozjum opublikowano w ,Postepach Higieny i Medycyny Do-
Swiadczalnej” (1959). Nastepne sympozja dotyczyty roznych fizycznych
metod w histochemii, przy udziale prof. N. M. Hancoxa (Liverpool)
i R. Wegmanna (Paryz), oraz histochemii wielocukréw. Szczeg6lnie bo-
gaty program miato sympozjum nt. enzyméw wewnatrzkomdrkowych
w Krakowie w r. 1960, w ktérym po raz pierwszy w naszym Kraju
wzieli udziat prof. A. G. E. Pearse (Londyn), A. Novikoff (Nowy Jork),
V. Dubovitz (Londyn), Z. Lojda (Praga) i T. H. Schiebler (Wiirzburg).
Autorzy ci wyglosili prelekcje, a materiaty tego sympozjum dzieki zyczli-
wosci prof. S. Hillera opublikowaty ,Folia Morphologica”. Co wiecej,
cztonkowie sekcji wzieli udziat w pierwszym Miedzynarodowym Kon-
gresie Histochemikow i Cytochemikow w Paryzu w 1960 r. oraz w sesji
konstytuujgcej Miedzynarodowg Federacje Towarzystw Histochemii i Cy-
tochemii, dziatajagcg przy UNESCO.

Dalsze nieustanne wysitki prof. H. Godlewskiego doprowadzity do
zwotania w maju 1960 r. w Warszawie posiedzenia konstytucyjnego
17 cztonkéw zatozycieli Polskiego Towarzystwa Histochemikéw i Cyto-
chemikéw (PTHC), ktore dzieki poparciu VI Wydziatu Polskiej Akademii
Nauk i Ministerstwa Zdrowia i Opieki Spotecznej rozpoczelo swg egzy-
stencje w lipcu 1961 r. Jednocze$nie zostal powotany Komitet Redakcyj-
ny kwartalnika ,Folia Histochemica et Cytochemica”, organu PTHC,
a redakcja czasopisma zostata powierzona J. Niwelinskiemu. W biezagcym
roku ukazuje sie 24 tom tego notowanego regularnie od 1973 r. w ,,Cur-
rent Contents” kwartalnika pod redakcjg prof. J. Katuzy. Tytut tego
czasopisma, stosownie z duchem czasu i wymogami postepu wynikaja-
cymi z samych zatozeh histo- i cytochemii, zostat w 1983 r. zmieniony
na ,Folia Histochemica et Cytobiologica”.

W ten sposob kraj nasz zdobyl nowe towarzystwo naukowe, prawem
panstwowym zabezpieczong instytucje opiekujgca sie badaniami histo-
chemicznymi i cytochemicznymi, ufatwiajacg tgcznos¢ pomiedzy poszcze-
goélnymi osrodkami tych badan i reprezentujagca ten dziat nauki w Polsce
i za granica. Nowo powstate PTHC, ktérego pierwszym prezesem byt
prof. Henryk Godlewski, juz na progu swej dziatalnosci przystapito do
wzmochnienia potencjatu wiedzy histochemicznej w Polsce, organizujgc
jesienig 1962 r. w Warszawie kurs histochemii teoretycznej i praktycznej.
W kursie tym wzieto udziat ok. 50 uczestnikobw — pracownikdéw wyz-
szych uczelni i Polskiej Akademii Nauk z catego kraju. Wkrdtce potem
pod red. A. Krygier-Stojatowskiej i H. Godlewskiego ukazat sie w dwoch
wydaniach 2-tomowy ,Skrypt Metod Histochemicznych”, historycznie
pierwszy polski podrecznik histochemiczny. Nastepnie w r. 1963 PTHC
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dato sie poznaé Swiatu nauki jako organizator I Miedzynarodowego Sym-
pozjum Histochemii w Warszawie. Temat sympozjum brzmiat ,Histo-
chemia wzrostu i réznicowania”. Sympozjum to byto pamietnym wyda-
rzeniem histochemii i cytologii polskiej i Swiatowej i obok czotowych
histochemikéw polskich bardzo licznie zgromadzito wiodace w owym
czasie zagraniczne osobistosci z tych dziedzin, ze wymienie tylko nazwi-
ska A. Ambrose z Londynu, J. Brachet z Brukseli, E. Benditta w Wa-
szyngtonu, I. Diculescu z Bukaresztu, Z. Lojdy z Pragi, H. Luppy z Lip-
ska, H. Mayersbacha z Nijmegen, G. Gerzeli z Pawii, M. Niemi z Helsi-
nek, Kazuo Ogawa z Kioto, J. M. Olenowa z Leningradu, A. G. E. Pear-
se’a z Londynu, W. Portugatowa z Moskwy, Z. Posalaky i Gy. Rappay
z Wegier, P. Rumiancewa z Leningradu, W. Sandrittera z Giessen, J. Ver-
ne’a i R. Wegmanna z Paryza. tgczno$¢ z tymi ludzmi i reprezentowa-
nymi przez nich kierunkami wiedzy histochemicznej i cytobiologicznej
w potgczeniu z wiasnym zapatem do pracy badawczej umozliwiata hi-
sto- i cytochemikom polskim dotrzymanie kroku ogoélnoswiatowemu roz-
wojowi histochemii wigzanej coraz mocniej z cytobiologig, a nawet wy-
przedzenie tego rozwoju na pewnych odcinkach.

Dokumentacjg tego stanu rzeczy sg publikacje autoréw polskich w
czasopismach krajowych i zagranicznych oraz ich wystapienia na kolej-
nych miedzynarodowych kongresach histo- i cytochemii, regularnie w od-
stepach czteroletnich organizowanych przez Miedzynarodowg Federacje
Towarzystw Histo- i Cytochemicznych, ktorej cztonkiem jest PTHC.
Przeglad tych publikacji wskazuje wyraznie na rosnaca z biegiem lat
tendencje interpretacji wynikoéw prowadzonych w Polsce badan histo-
i cytochemicznych w kategoriach biologii molekularnej.

Poszerzony i pogiebiony, atrakcyjny/program pracy Swiatowej histo-
i cytochemii spowodowat rozrost, a tym samym pociggnat za sobg zmiany
organizacyjne PTHC, ktére w chwili obecnej dziata w 10 oddziatach
czynnych w $rodowiskach uniwersyteckich, a mianowicie w Warszawie,
Krakowie, todzi, Poznaniu, Gdansku, Szczecinie, Lublinie, Wroctawiu,
Biatymstoku i Bydgoszczy. Ponadto przy Zarzadzie Gtownym PTHC
czynnych jest pie¢ sekcji specjalistycznych: Sekcja Biologii Komorki,
Sekcja Tkanki tacznej, Sekcja Metodyczna, Sekcja Hodowli Komorek
i Tkanek i Sekcja Matematyki w Biologii Komérki. Zakres tematyczny
prac podejmowanych przez histo- i cytochemikéw polskich jest ogromny.
Nie bedzie zadnej przesady w stwierdzeniu, ze nie ma takiej dziedziny
nauk biologicznych tacznie z medycznymi i rolniczymi, w ktérej bada-
cze ci nie byliby czynni. Skape rozmiary czasowe, jakimi dysponuje, nie
pozwalajg mi, wbrew pierwotnym zamierzeniom, poswieci¢ szczeg6towej
uwagi wynikom bardzo r6znorodnych badan prowadzonych przez naszych
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histochemikéw w poszczeg6lnych oddziatach Towarzystwa, ktére tak
uprzejmie nadestaty mi swe sprawozdania.

Bardzo réznymi tematami zajmuje sie Oddziat PTHC w Warszawie,
ktérego przodujaca rola w zyciu naszego Towarzystwa jest dobrze zna-
na. Dzialaja tu obok siebie liczne podlegte réznym resortom zaktady
naukowe, uczelniane i Polskiej Akademii Nauk, ktére pracujg wielokie-
runkowo nad zagadnieniami akademickiej i stosowanej histo- i cytochemii
w odniesieniu do tematdw zwigzanych z fizjologig i patologia rozwoju
organizmow nizszych i wyzszych, facznie z cztowiekiem. Wiele z nich
pracuje w zakresie biologii molekularnej. Z tymi aspektami aktywnosci
naukowej Oddziatu w Warszawie faczy sie jego wazna ogoélnopolska dzia-
falnos¢ dydaktyczna polegajagca na wydawaniu periodycznym podreczni-
ka ,Cytofizjologia” redagowanego przez J. Kawiaka i K. Ostrowskiego
oraz ,Podstawy Cytofizjologii” J. Kawiaka, J. Mireckiej, M. Olszewskigj
i J. Warchota. Bardzo aktywnie dziata w Warszawie Sekcja Tkanki tgcz-
nej pod przewodnictwem E. Maldyka. W Warszawie zespét K. Ostrow-
skiego opracowat oryginalng metode lokalizowania esteraz, opartg na
fasadzie wigzania ich inhibitoréw z enzymem, zesp6t Sierakowskiej me-
tode wykrywania rybonukleazy Il, a zesp6t Szempliriskiej metody wy-
krywania amylaz i hialuronidazy.

Analogicznie jak w stohcy ksztattuje sie sytuacja organizacyjna i te-
matyczna oddziatlu w Krakowie, gdzie w szeregu zaktaddéw naukowych
prowadzone sg liczne prace immunohistochemiczne, prace nad ultra-
strukturg komorek ukladu dokrewnego, komorek krwi i neurocytéw w
ich réznych stanach czynnosciowych, a takze skomplikowane metodycz-
nie prace na tematy biologii molekularnej. Zwrécié uwage trzeba na za-
awansowane badania paleohistochemiczne szczatkéw dinozaurow. W Kra-
kowie réwniez, drugim obok Godrnego Slaska najbardziej zagrozonym
ekologicznie rejonie Polski, histochemia intensywnie wspierana przez
wiadze Krakowskiej Akademii Medycznej pozostaje w stuzbie ochrony
naturalnego $rodowiska cztowieka. Bardzo jest czynna w Krakowie Sek-
cja Hodowli Komérek i Tkanek pod przewodnictwem S. Stoklosowe;j.

Oddziat todzki jako pierwszy w Polsce wprowadzit i zaadaptowat
metody cytochemiczne, zwlaszcza autoradiograficzne, do botanicznych
studiow cytogenetycznych w zakresie biologii molekularnej. Bardzo in-
tensywnie prowadzone sg tu badania nad ultrastruktura gruczotdow do-
krewnych, tu réwniez M. Olszewska, M. Wroniski i W. Fortak opracowali
nowg histochemiczng metode wykrywania mostkow dwusiarczkowych
S-S w tkankach, metode, ktéra weszta do literatury Swiatowej. W todzi
takze Bolestaw Broda wydatl monografie pt. ,Histochemia ros$linna”.
Przypomnie¢ trzeba, ze jedyny polski delegat na Il Miedzynarodowy
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Kongres Histochemii i Cytochemii w 1968 r. w Nowym Jorku prof.
M. Olszewska byta honorowym wiceprezesem tego Kongresu. A zaszczyt
wyswiadczony prof. Olszewskiej jest zaszczytem dla PTHC.

Niezwykle intensywnie pracuje Oddziat PTHC w Poznaniu, ktéry
program swéj wywodzi gtéwnie z zatozen szeregu zakitadéw Akademii
Medycznej. W dotychczasowej pracy Oddziat koncentrowat sie przede
wszystkim na opracowaniach zwigzanych z cytofizjologia komoérek do-
krewnych. Opracowane tu metody badan ilosciowych oparto na technice
laserowej. Wiele uwagi poswieca sie wyswietlaniu mechanizméw reakcji
histochemicznych. Osobny obszerny rozdziat stanowig prace poswiecone
problematyce neuropatologicznej, w tym rowniez schorzeniom neuronal-
nym indukowanym wptywami chemicznymi $rodowiska. W Oddziale Po-
znanskim czynna jest zwigzana z Zarzgdem Gitéwnym PTHC Sekcja ,,Mor-
fometria i matematyka w biologii komorki” kierowana przez L. Malendo-
wicza oraz Sekcja Biologii Komorki z przewodniczacym J. Warchotem.

Oddziat w Gdansku, kontynuujac tradycje swego mistrza prof. S. Hil-
lera, prowadzit badania histochemiczne z zakresu organogenezy, a nastep-
nie badania histoenzymatyczne narzgdéw migzszowych w szeregu standw
czynnosciowych. Obecnie cztonkowie Oddziatu opracowujg tematy cyto-
biologiczno-cytofizyczne. Wiele energii poSwieca Oddziat Gdanski propa-
gowaniu metod histochemicznych, takze drogg wspoOtpracy z Polskim
Towarzystwem Anatomicznym, Polskim Towarzystwem Biochemicznym,
Polskim Towarzystwem Fizjologéw i Polskim Towarzystwem Immunolo-
gicznym. Przy Oddziale czynna jest Sekcja Metodyczna PTHC, ktéra w
br. zorganizowata konferencje szkoleniowg nt. immunocytochemii i hy-
brydocytochemii z udziatem prelegentéw zagranicznych: M. van der
Ploega (Leyden) oraz Susan van Noorden i J. Varndella (Londyn). Kie-
rownikiem Sekcji Metodycznej jest A. Mysliwski.

Oddziat we Wroctawiu ma bogaty i godny uwagi program pracy. Wy-
rézniajg sie w nim priorytetowe w Polsce i $wiecie dtugofalowe badania
histochemiczno-autoradiograficzne nad przebiegiem fazy miesniowej witos-
nicy. Nadto kontynuowane sg pracochtonne badania nad cytochemig roz-
woju i regresji laktacji. Uznanie musi budzi¢ w dziedzinie embriogenezy
odkrycie nowego typu miogenezy i jej dowiedzionego, niezaleznego od
somitogenezy przebiegu u Anura, i wreszcie odkrycie nie znanego dotad
cytologom upostaciowanego skitadnika jgdra komorkowego. Inne rozdzia-
ty prac kolegow wroctawskich to cytochemig pecherzykéw jajnikowych
i zmian narzadowych towarzyszacych biataczce. Z uktadem biatokrwin-
kowym-limfatycznym wigzg sie liczne prace cytoenzymatyczne zdajgce
sie otwiera¢ nowe horyzonty interpretacji funkcji tego uktadu i stero-
wania nim. Wypada zaznaczyé, ze zrzeszeni w Oddziale Wroctawskim
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pracownicy Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach prowadza badania hi-
stochemiczno-ekologiczne.

Oddziat w Szczecinie powotany przed dwoma laty prowadzi rézno-
kierunkowe prace histochemiczno-cytobiologiczne dotyczace problematyki
fizjologicznej i patologicznej. Sg to badania cytochemiczne uktadu roz-
rodczego, badania ilosciowe kwaséw nukleinowych w tkankach, wreszcie
bezprecedensowe pod wieloma wzgledami badania cyto- i histochemiczne
pasozytéw cztowieka, potgczone z wnioskami dotyczacymi ich przyna-
leznosci taksonomicznej. Wiele uwagi poswieca Oddziat Szczecinski dzia-
falnosci odczytowej wsrod szczecinskich pracownikéw nauki, takze
z udziatem prelegentdw zagranicznych; dziatalno$¢ ta upowszechnia war-
toSci reprezentowane przez histo- i cytochemie.

Oddziat PTHC w Biatymstoku ozywiony pamiecig dziatalnosci doc.
H. Lewinskiej i prof. L. Komczynskiego moze sie chlubi¢ szerokim roz-
powszechnieniem metod histochemicznych i cytochemicznych w wielu
zaktadach i klinikach tamtejszej Akademii Medycznej. Wiekszo$¢ wy-
konanych tam badan histochemicznych wigze sie z fizjologig i patologig
uktadu rodnego zenskiego, rozdziatem medycyny tak istotnym dla zdro-
wotnosci naszego spoteczenstwa. Wspomnie¢ nalezy o prowadzonych w
tej dziedzinie badaniach tkanki #acznej i nukleoproteiddw w stanach
przednowotworowych i nowotworowych, w réznych stanach patologii
cigzy i porodu, o doswiadczalnych studiach nad lekami przeciwnowotwo-
rowymi, o badaniach nad neurosekrecjg u zwierzat doswiadczalnych i jej
przebiegem pod wpltywem czynnikéw farmakologicznych. Duzo miegjsca
w programie badan Oddziatu zajmujg prace o charakterze ekologicznym.

Oddziat w Lublinie kierowany przez wiele lat przez niezapomnia-
nego prof. M. Wawrzyniaka zastynat jego i jego wspotpracownikdw pio-
nierskimi pracami z dziedziny histoenzymatyki centralnego systemu ner-
wowego. Innym interesujagcym dziatem tamtejszych badan sa studia hi-
stochemiczne nad narzadem wzroku. Bardzo aktywnie prowadzi Oddziat
Lubelski dziatalno$¢ odczytowa i referatowag przy wspotudziale innych
towarzystw naukowych. Uczestniczag w niej prelegenci krajowi i zagra-
niczni.

Najmtodszy z naszych oddziatow to Oddziat w Bygoszczy, ktory sta-
wia pierwsze, lecz zdecydowane kroki na polu organizacyjnym i nauko-
wym.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze wszystkie odzialy naszego Towa-
rzystwa pracujg intensywnie, niektére wrecz z rozmachem, a wypraco-
wane przez siebie wyniki niezwlocznie przekazujg Swiatu nauki dzieki
sprawnosci naszego kwartalnika ,,Folia Histochemica et Cytobiogica” oraz
dziatajacego od 1974 r. czasopisma ,,Postepy Biologii Komorki” wydawa-
nego przez bliskie nam Polskie Towarzystwo Anatomiczne pod red. J. Ka-
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wiaka, W. Kilarskiego, M. Olszewskiej i J. Michejdy. Wszystkim Oddzia-
tom nalezy zyczy¢ uwieniczenia ich badan najpomysliniejszymi wyni-
kami.

Na przestrzeni swych 25 lat istnienia PTHC 9-krotnie zmienito swdj
zarzad. Przez trzy pierwsze kadencje prezesem Towarzystwa byt prof.
H. Godlewski, nastepnie godno$¢ te przez dwie kadencje sprawowali
prof. J. Kawiak i prof. A. Krygier-Stojatowska. Obecnym prezesem jest
doc. dr A. tukaszyk, kierownik Zaktadu Histologii Akademii Medycznej
w Poznaniu. Jak juz wspomniano, do programu naszego Towarzystwa
nalezy systematyczne coroczne organizowanie sympozjow naukowych
(facznie 22), z ktérych pierwsze odbyto sie w r. 1962 w Biatymstoku.
Sympozja te, kazdorazowo omawiajgce inny temat, z reguly goszczg
naukowcdw zagranicznych i sg okazjg do wymiany mysli i zacie$nienia
wspotpracy w Towarzystwie. Odbyte ostatnio sympozja w r. 1983 w Po-
znaniu, w r. 1985 w Gdansku i w r. 1986 w Rytrze miaty charakter mie-
dzynarodowy. Wzieli w nich udziat przedstawiciele szeregu krajow euro-
pejskich i pozaeuropejskich, a jezykiem obrad byt angielski.

Roéwnolegle od r. 1971 odbywajg sie corocznie konferencje biologii
komdrki w Warszawie organizowane na aktualne tematy cytologiczne
wspolnie przez zarzady PTHC, PTA i redakcje ,Postepéw Biologii Ko-
morki”, natomiast wydawnictwem ksigzkowym o trwatej wartosci jest
dzieto opublikowane w dwu kolejnych wydaniach w latach 1975 - 1981
pt. ,Topochemiczne metody badan komérek i tkanek”, a wiec pierwsza
powazna monografia histochemiczna w jezyku polskim. Ponadto pod red.
M. Wawrzyniaka z inicjatywy PTHC opublikowano w PZWL dzieta ,,Mia-
nownictwo histologiczne” i ,,Mianownictwo embriologiczne” w latach 1979
i 1983. Monografig cytologiczna jest dzieto zbiorowe ,Ultrastruktura
i funkcja komoérki”, ktorego | tom ukazat sie w PWN w r. 1973, a tom Il
w r. 1982.

Za wyr0Ozniajace sie opublikowane prace badawcze PTHC przyznaje
nagrody pieniezne z funduszéw wiasnych oraz z funduszu im. prof.
K. Mietkiewskiego, te ostatnie za prace histochemiczne w dziedzinie en-
dokrynologii. Ogo6tem dotychczas Towarzystwo nasze przyznato 71 na-
grod.

Ozywiona dziatalno$¢ badawcza naszego Towarzystwa tgczyta sie cze-
sto z dziatalno$cig oSrodkéw zagranicznych. W latach 1965 - 1975 odbyty
sie  sympozja onkologiczne polsko-radzieckie dzieki wsp6tpracy pol-
skiego Ministerstwa Zdrowia i Opieki Spotecznej oraz Akademii Nauk
Medycznych ZSRR. Sympozja te organizowano pod hastem ,,Metody hi-
stochemiczne w onkologii klinicznej i doswiadczalnej”, a miejscem obrad
byty kolejno: Moskwa w 1965 r., Warszawa w 1969 r., Thilisi w 1972 r.
i Gdansk w 1975 r. Zastuzonymi dla organizacji tych sympozjow ze stro-
ny radzieckiej byli zawsze prof. N. A. Krajewski i N. T. Rajchlin.
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PTHC utrzymuje kontakty z Sekcjg Histochemiczng Towarzystwa
Anatomow, Histologow i Embriologow w ZSRR. Wspdtpraca z Niemieckim
Towarzystwem Topochemii i Mikroskopii Elektronowej nawigzana w
r. 1973 przy wydatnej inicjatywie prof. Guntera Geyera zaowocowata
wspolnie zorganizowanymi sympozjami w Gdansku w r. 1975 i w Lipsku
wr. 1979. Czionkami honorowymi Niemieckiego Towarzystwa Topoche-
mii i Mikroskopii Elektronowej zostali prof. J. Kawiak i K. Ostrowski.
Prof. H. Godlewski natomiast uzyskat honorowe cztonkostwo Niemiec-
kiej Akademii Przyrodnikow ,Leopoldina” obok honorowego cztonko-
stwa Wegierskiego Towarzystwa Anatoméw, Histologdw i Embriologdw.

Jako cztonek Miedzynarodowej Federacji Towarzystw Histochemii
i Cytochemii PTHC brato przez swych delegatow czynny udziat w odby-
wajacych sie co cztery lata od 1960 r. kongresach miedzynarodowych
histochemii i cytochemii w réznych punktach kuli ziemskiej, a wiec w
Paryzu, Frankfurcie n/Menem, Nowym Jorku, Bukareszcie, Brighton
i Helsinkach. Nie uczestniczyliSmy w Kongresie IV w Kioto.

Zastugi cztonkéw PTHC oraz os6b spoza tego Towarzystwa szczegOl-
nie dla PTHC znaczace, oddane Towarzystwu w toku jego 25-letniej dzia-
falnosci, a takze nawigzane w kontaktach miedzynarodowych stosunki
przyjaznej wspotpracy, znalazty wyraz w godno$ciach nadanych przez
PTHC nastepujacym osobom w kraju i za grainica: w Polsce w kolejnosci
nadan cztonkami honorowymi zostali profesorowie: Bronistawa Kono-
packa (Warszawa), Jadwiga Ackerman (Krakow), Kazimierz Stojatowski
(Szczecin), Jan Stotwinski (Szczecin), Zygmunt Albert (Wroctaw), Henryk
Godlewski (Krakéw), Marek Wawrzyniak (Lublin), Kazimierz Jabtoriski
(Wroctaw). Cztonkowie honorowi z zagranicy to profesorowie: Jean Verne
(Paryz), Imre Toro (Budapeszt), Heinz von Mayersbach (Nijmegen), Gun-
ter Geyer (Jena), Anthony G. Everson Pearse (Londyn) i Peter van Duijn
(Leyden). Godnos¢ i tytut ,,Bene Meritus” nadano profesorom: Stanista-
wowi Hillerowi (Gdansk), Ludwikowi Paszkiewiczowi (Warszawa) i Wi-
toldowi Zawadowskiemu (Warszawa).

Zyczliwa pomoc i wspotpraca tych przezacnych ludzi utatwity Pol-
skiemu Towarzystwu Histochemikdéw i Cytochemikéw rozwdj i rozkwit.
Dzieki Im za to!

Wsréd wielu krytycznych pogladéow wypowiadanych dzis pod adre-
sem nauki spotkatem roéwniez zdanie, ze histochemia sie juz skonczyia,
wyczerpuje juz swoje mozliwosci badawcze wobec postepu nowoczesnych
technik w naukach biologicznych. Teze taka trzeba nazwaé gruba po-
mytka. Po pierwsze histochemia to nie tylko zbiér metod klasycznych
z pogranicza histologii i biochemii, a nawet nie tylko zupeinie nowe,
wcigz opracowywane metody wykrywania w tkankach i komdrkach ich
skfadnikéw, np. enzymoOw. Histo- i cytochemia, cytobiologia to cato-
ksztatt badan podstawowych wiodacych do poznania zwigzkéw struktury
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i funkcji, a oba te komponenty przeciez dzieki wtasciwemu zywej materii
zjawisku mutacji ustawicznie sie zmieniajg. Histo- i cytochemia, a z nimi
cytobiologia, rozwijaé sie wiec bedg zawsze, réwnolegle z postepujacym
ustawicznie rozwojem zywej materii. Prof. Kornel GibifAski w swym
referacie na Il Kongresie Nauki Polskiej powiedziat: ,Do zadan diugo-
terminowych nalezg badania podstawowe... W istocie liczba pytan wyma-
gajacych odpowiedzi w wyniku badan stale jeszcze przewyzsza liczbe
dotychczas uzyskanych przez nauke rozwiazan i odpowiedzi. Badania te
muszg by¢é kontynuowane. Nikt nie moze postawi¢ tamy dociekliwosci
ludzkiego umystu. Do najbardziej podstawowych naleze¢ bedzie nadal
biologia komo6rki, przekazywanie zycia, regulacja proceséw zyciowych
na poziomie komérki, tkanki, narzadéw i uktadéw w zakresie samoza-
chowania i adaptacji do zmiennych warunkéw, az po psychosomatyke.
Nie wiadomo, czy uda sie dociec istoty zycia przed samozniszczeniem
Swiata. Nie ma jednak innej drogi przed ludzkim umystem. W$réd naj-
dociekliwszych w odkrywaniu prawd podstawowych nie brakto polskich
umystdw. Sg one tez miedzy nami. Aby te najlepsze mogly zabtysnaé,
muszg dziata¢ licznie i przekazywa¢ nauke z pokolenia na pokolenie. Po-
zamerytoryczne ograniczenie nauk podstawowych, a wiec nie wynikie
z troski o ich najwyzszy poziom oznacza, by¢ moze, uzaleznienie gorsze
niz militarne, polityczne, techniczne czy ekonomiczne; oznacza wyrzecze-
nie sie prawa do tworzenia postepu na Swiecie”. Nie trzeba sie wiec bacd
0 przysztos¢ histochemii.

Powyzszy rzut oka na dziatalno$é Polskiego Towarzystwa Histoche-
mikéw i Cytochemikéw oraz jego oddziatow jest sitg rzeczy pogladowy,
mozemy jednak na jego podstawie — parafrazujagc wojskowe powiedze-
nie — stwierdzi¢, ze takze w nauce nie jesteSmy zoinierzami z papieru.
Mamy prawo orzec, ze na przestrzeni swego 25-lecia istnienia PTHC
dobrze sie zapisato w historii polskiej kultury i nauki. Jesli tak bylo, to
ztozyto sie na to wiele czynnikow: epoka i nasze zwigzki z jej pradami,
zamitowania i gorliwo$¢ badawcza polskich ludzi nauki, i ostatnie, nie
najmniejsze — obecnos¢ wsrod nas prof. Henryka Godlewskiego z jego
inicjatywa, horyzontem naukowym, bezprzyktadng pracowitoscig i po-
Swieceniem patriotycznym dzietu, ktére zbudowal, a ktdrego rocznica
zgromadzita nas tutaj. Za te prace, za to dzieto najserdeczniej dziekuje-
my Ci, Panie Profesorze Godlewski, w imieniu wiasnym i w imieniu
tych, co po nas przyjda!

Otrzymano: 11 listopada 1986.
Przyjeto: 10 grudnia 1986.
Adres Autora: Florianska 8/2, 31-021 Krakéw
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THE HIERARCHICAL ORGANIZATION OF PLANTS AND THE
TRANSFER OF INFORMATION DURING THEIR DEVELOPMENT

HIERARCHIA ORGANIZACJI ROSLIN ORAZ PRZEKAZ INFORMACIJI
PODCZAS ROZWOJU

Peter W. BARLOW

Long Ashton Research Station, University of Bristol

Summary. Consideration is given to how the levels in a biological hierarchy can
be defined and related to real entities. Plants life is constituted of five hierar-
chically organized systems, or levels, which correspond to cells, organs, organisms,
groups, and the community. J. G. Miller, in his book “Living Systems”, proposed
that an important property of each level in a biological hierarchy is that it is
sustained by a common set of subsystems, all of which are necessary for life.
These subsystems are concerned with reproduction, processing matter-energy, and
processing information. Some aspects of the latter group of subsystems are dis-
cussed, particularly as they relate to the informational role of hormones in plant
development.

Streszczenie. Przedstawiono tu rozwazania na temat sposobu zdefiniowania po-
szczegblnych pozioméw w hierarchii biologicznej oraz ich odniesienia do uktadéw
rzeczywistych. Zycie roélin sktada sie z pieciu, pozostajagcych w hierarchicznej
zaleznosci systemoéw lub poziomoéw odpowiadajacych komdérkom, narzagdom, orga-
nizmom, grupom i populacji. J. G. Miller, w swojej ksigzce ,Living Systems”,
przedstawit poglad, w mys$l ktédrego istotng wtasciwoscia kazdego z poziomow
w hierarchii biologicznej jest to, ze jego istnienie jest uzaleznione od wspdlnego
zespotu podsystemoéw, spos$réd ktorych kazdy jest niezbedny dla zycia. Podzespoty
te sa odpowiedzialne za reprodukcje, przemiane materia-energia, oraz przetwarza-
nie informacji. Omowiono tu takze pewne aspekty grupy podsystemdéw, ktora
wymieniona zostala jako ostatnia, a w szczegdlnosci zwigzku tychze podsysteméw
z informacyjng rolg hormonéw w rozwoju roslin.

1. INTRODUCTION

Growth and development are processes fundamental to living systems
and apply not only to cells within tissues but also to higher groupings
such as populations within ecosystems. One of the aims of both plant
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and animal biologists is to try and understand these processes in all
types of biological organizations, whatever their degree of complexity.

During the course of such an ambitious undertaking it is necessary
first to gather and organise the relevant information and then to for-
mulate clear concepts regarding the structure and function of the living
systems from which this information has been extracted. To illustrate
the difficulty of this task we can take as an example the process of leaf
initiation in plants. Despite more than 150 years of analytical and expe-
rimental research, no satisfactory theory accounting for the pattern of
leaf initiation (phyllotaxis) has yet emerged. This is partly because the
authors of the many theories that abound at present have not assimilated,
or perhaps had access to, all the data that exist; thus, no single theory
accounts for all the known phyllotactic patterns, and certainly none can
embrace the odd case where pattern is absent (e.g. Acacia conferta) [40a].
However, it should not be necessary to examine every extant species
to anive at a satisfactory hypothesis for phyllotaxis, or any other deve-
lopmental problem, if the initial premises are correct. When a “critical
mass” of information is reached it should be possible to formulate some
of general rules by which living systems are governed and to perceive
the goals to which their various processes are directed. The hope that
this critical mass is close to being attained in the field of plant develop-
ment encourages the presentation of the ideas in this article.

An active area of research in the plant sciences considers the role of
hormones in growth and development. However, there are remarkably
few examples where the details of hormone action are sufficiently well
known to formulate adequate explanations for their effects on develop-
mental processes. Moreover, exactly how we view their roles in plant
development might depend on what we mean by “development”, and
perhaps even on what we mean by “plant”. The concept of development
poses few problems: operationally it is the change in form bought about
by the transcription and translation of the genome, these processes in
turn being influenced by the external environment. But the second que-
stion, “what is meant by plant?”, may seem quite perverse if it were not
for the fact that up to the present day uncertainty surrounds the origin
of p'ant structures and the way in which they should be categorised
[15, 28, 40, 44, 45]. Even the techniques of molecular biology, a discipline
considered by many to be a touchstone for enlightenment, have so far
failed to resolve a controversy begun 120 years ago concerning the status
of the rhizophore of Selaginella [22, 32],

I believe that it is profitable to discuss plant growth and development,
and the role of hormones in these two processes, in terms of a hierar-
chical conception of plant structure [3]. By so doing, the way is opened



THE HIERARCHICAL ORGANIZATION OF PLANTS 65

for the application of systems theory to try and unravel some of the
attendant complexities. However, it is first necessary to propose some
definitions and to clarify some of the concepts that inevitably enter into
such a discussion. A few examples will then be presented to illustrate
the application of these concepts.

2. HIERARCHICAL ORGANIZATIONS

A hierarchical system consists of a set of interrelated levels, each
composed of a particular patterned assemblage of units. It is generally
accepted that the hierarchy of living systems, including plants, consists
of four structural levels — cell, tissue, organ, and organism * However,
the levels of this “living” hierarchy (as we may call it) extend beyond
these categories, for all cells are constructed of molecules, and organisms
are the units that construct populations. In fact, these two additional
levels (the molecular and the population) not only define the boundaries
of the living hierarchy but also help to define what is meant by a “level”:
a property of this type of hierarchy is that each level provides the mate-
rials from which the next higher level is constructed. This, in turn, gives
an indication of a second property of a hierarchy — its asymmetry. One
speaks of lower and higher levels within a hierarchy to mean that the
levels are ordered in a sequence of increasing complexity, where the
complexity of a level is defined by a minimum algorithm necessary for
its unambiguous specification in terms of either its structure or its pro-
cesses (this definition is derived from its usage in a mathematical con-
text [6]. One way of determining the order of levels is through their
interdependence: a higher level depends upon a lower for its existence,
but not vice versa. The various notions of levels employed in science and
ontology have been enumerated by Bunge [4]; the category of hierar-
chical levels often employed in biology is what this author calls “emer-
gent whole” — a term appropriately conveying the idea of structural
interdependence.

The antithesis of levels would be a continuum in which complex pro-
cesses and the structures which support them exist, but without there
being any indication that they have graded levels of organization. Ho-
wever, Simon [49] has argued that it is highly improbable that living

* A hierarchy based on the taxonomy of organisms is a further type of structu-
ral classification and has been dealt with by Gregg [14]; but it is based on phy-
togeny rather than on ontogeny.

2 — PBK 2/87
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organisms could have evolved in the absence of hierarchical structures *
It is, therefore, of as much interest to discover what separates one level
of a hierarchy from another as it is to know the contents of each level.
The boundaries between the different levels reflect many things. They
represent the historical evolutionary as well as the contemporary onto-
genetic steps by which organisms arose (molecules aggregate to give
cells, clusters of cells give tissues, etc.); they also represent sharp transi-
tions in size, life-span, or the amounts of energy needed to maintain
each successive level. The exact quantities of energy involved are hard
to define in a biological hierarchy, but to take an example from a phy-
sical hierarchy the energy interaction of pions is 140 MeV, while that
of molecules and large macromolecules is 5 and 0.5eV, respectively [50].
Then, at the highest levels of a physical hierarchy there are planetary
systems and galaxies which exhibit the weakest known energy inter-
actions in the universe. Thus, the energy association between entities
of a given level appears to decrease the higher that level is in the hierar-
chy and is probably a measure of their structural interdependence. Ano-
ther aspect of the boundary between levels is a transition in the amount
or type of intercommunication. For example, the number of communi-
cation networks within a cell is much greater than within a tissue, just
as the degree of communication within a country that is part of the
European Economic Community is greater than that between its member
countries. This last example purposely uses the analogy of countries
within a community defined by economic, rather than geographic, links
(a continent would be an alternative hierarchical grouping of countries,
but not necessarily of their societies) to illustrate another aspect of
a living hierarchy — the purposive activity of its component levels.
The more definite and coincident the various boundary criteria, the
greater the probability that the levels (and hence what constitutes each
level) have been correctly identified. Also, the probability is greater
that both the hierarchy and the levels that constitute it have an objective
reality rather than being a subjective artifact. Clear definition of levels
also makes substantive the heuristic criteria adopted by J. G. Miller
[30, p. 25] in his study of living systems when he states that levels “are

* Organized structures that are nonhierarchical have been described by O’Neil
[35] for management systems. It is possible that some of the configurations of
structure which he presents may find an application in biology and also have
a counterpart in the topology of the organism [39]. In a biological context, however,
topological organization seems best suited to describe functional interrelations
within levels (cells, organs, etc.). That is, the topological relations of cellular or-
ganelles reflect the functional organization of the cell, while those of organs re-
flect the organization of the organism.
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derived from a long scientific tradition of empirical observation of the
entire gamut of living systems. This extensive experience of the commu-
nity of scientific observers has led to a consensus that there are certain
fundamental forms of organization of living matter-energy.”

The foregoing should give confidence to the notion that the levels of
biological organization mentioned earlier — cells, tissues, organs and
organisms — are valid categories. It is perhaps significant that all four
categories combine both structural and functional features. This is pro-
bably more than simply a result of a predominantly visual perception of
the outside world but denotes an intuition of the interconnectedness of
these levels. However, if some other type of perception predominated,
or some feature other than cells or groups of cells caught the eye, other
categories might be possible. Indeed, Korn [23] has described the schizo-
genous aerenchyma found in the stems of water plants in terms of
a hierarchy of cell wall types, but this seems to be a hierarchy based
solely on structure and to have little direct relevance to the biological
activities enclosed within the walls. Nevertheless, it might be possible
to extend this analysis based on the geometry of cells, and the sequence
of formation of their walls, to higher organizational levels and at the
same time subordinate it to the function of the whole of which the walls
are but a part. Another possibility would be to categorise living systems
into a hierarchy of processes or functions (which, like structures, can
also be related to energy levels). However, ordering them on the basis
of function alone without the support of some other descriptor could
lead to ambiguities. For example, one crucial function of biological sy-
stems is to reproduce. But reproduction is a process shared by organisms,
their component cells and organelles, and by certain of their macromole-
cules — DNA being the most famous example. Moreover, terms that
might be used to denote functional categories, such as “gametophyte”
and “gamodeme”, are less rich in information than the terms “organism”
and “group” that are associated with their respective structural analo-
gues.

That it is possible to merge explicitly functional relationships with
structure in a hierarchical organization was shown by Lindenmayer [25]
in his description of life cycles, and by Korn [23] in his analysis of cellu-
lar transformations in a growing fern gametophyte. But, because of the
criteria used by these authors, this merger is relevant only to the aspects
of a living system concerned with cell reproduction and the fate of the
resultant clones of cells. A solution to giving the structural elements
of a hierarchy a functional component was developed by J. G. Miller
in a number of research papers from 1965 onwards, culminating in his
book “Living Systems” published in 1978 [30]. In Miller’s analysis of



68 P. W. BARLOW

living systems each hierarchical level is sustained by three major classes
of subsystems concerned with reproduction, processing matter-energy,
and processing information. Miller recognizes seven hierarchical levels
and a total of nineteen substystems, all of which, he asserts, must be
associated with each level to sustain its existence. The subsystems help
to define the levels, give them interconnections, and confer on them
qualities that we associate with life. Miller explicitly includes plants in
his analysis, but does not give much detail of the structures or processes
associated with each of their subsystems. Indeed, it is important to know
whether plants and animals, with their somewhat different internal
structures, share the same subsystems. Items listed in Table 1 suggest
that correspondence between structures and subsystems can be found.

The seven levels adopted by Miller [30] are cell, organ, organism,
group, organization, society, and supranational system. Tissues are not
considered to constitute a level because not all the subsystem processes
apply to them. These seven levels were proposed in order to encompass
the gamut of human activities which, within the biological world, are
the most highly organized both in terms of physiological and psycholo-
gical processes, as well as in the scope of their social interactions. The
two last-mentioned levels (society and supranational system) probably
cannot be applied to plants of a single species, but might have a counter-
part within the larger context of the plant kingdom either in its phylo-
genetic interrelations or in its interaction with other living organisms.
Interestingly, the level of “organism” seems to be an interface with
other hierarchical systems both organic (i.e. other life forms) and inorga-
nic (i.e. the physical world in which organisms live). “Group” and “orga-
nization”, as applied to a particular species, may be equivalent to “gamo-
deme” and “hologamodeme”, respectively [17], although, as mentioned
earlier, these latter terms give emphasis to functional (i.e. reproductive)
properties. Nor do all the subsystems apply within the plant kingdom.
For example, some of the information-processing subsystems concerned
with memory and learning are lacking, particularly at the higher levels,
since plants do not possess these faculties. At the higher levels the sub-
systems which process matter-energy become intermingled with the en-
vironment; and those which process information are absent above the
organism level (Table 1) having been internalized at lower levels by
means of mutation and selection.

Hormones, hormone-producing cells, and hormone-producing organs
all play essential roles in the information-processing subsystems of cell,
organ, and organism, respectively (Table 1); likewise their binding sites
and receptor cells. (Note that here there are hierarchical relationships
between each of these ro6le-playing groups). Hormones are also involved
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as transducers of information received from the environment surrounding
an organ or organism. One class of hormone, the gas ethylene, which is
released from the organism, could in theory impart information to ano-
ther receptive individual and thus serve an information-processing sub-
system at the level of the group.

Some examples of plant hormones and their role in information pro-
cessing for development will now be discussed in the context of some
of the subsystems proposed by Miller [30].

3. PLANT HORMONES AND INFORMATION PROCESSING

The word hormone derives from the Greek opfiww  (uring on) and
is defined as a substance which is made in one group of cells and trans-
ported to another where it excites some vital process. The property of
transportability is central to the role of hormones in information transfer
in both plants and animals.

The group of chemicals collectively known as auxins, cytokinins and
gibberellins, none of which are unique substances but are variant forms
of particular molecules, are held to be plant hormones. They can excite
two basic, vital processes — cell expansion and cell division, and they
are also highly mobile within the plant. Abscisic acid (ABA) is another
major hormone, though some compounds which are structurally related
to it share similar biological activities. In lower plants (e.g. liverworts)
the role of ABA seems to be taken by lunularic acid [29]. The fifth class
of hormone consists of a single molecular species, ethylene, a gas. Brassi-
nosteroids (e.g. brassinolide) constitute a relatively newly discovered
sixth class of hormone. They are steroids and found in large amounts
on pollen and in immature seeds [1, 55]. Sometimes many of these classes
of hormones when supplied to plants have similar effects. For example,
all of the classes except for ABA can, under certain circumstances, sti-
mulate cell enlargement [7], On the other hand, certain hormones have
effects that are not shared by the others. Abscisic acid, for example,
causes the rapid closure of the stomata of leaves by affecting the water
relations of the surrounding guard cells. Guard cells, but not the neigh-
bouring mesophyll cells, have a high-affinity binding-site for ABA [20]
which could account for the specific action of ABA in these cells.

In an earlier article [3] | proposed that plant hormones could be vie-
wed in two ways: either as regulators of development or as enablers of
function. Both categories bring about an increase in the structural com-
plexity of a plant either by causing the addition of new levels of com-
plexity (e.g. the emergence of new or modified tissues or organs) or by
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permitting processes within one level of organization which can then
impinge upon another level. The categories are not mutually exclusive,
but rather refer to the level of organization within which the results of
hormone action are expressed: enablers are links within the molecular
and cellular levels, while regulators achieve their effects in the domain
of tissues and organs. Since the processes initiated by hormones must
occur first at the molecular level, the difference between regulators and
enables follows from the number of levels through which the ensuing
reactions ultimately ascend. Also commented [3] was the subtle inter-
relation between structure and function with regard to plant organiza-
tion. Although one respected author [26] has recently averred that “stru-
cture is function” (that author’s italics), this view is a misapprehension.
Structure is the arrangement of matter in space; function involves the
transformation of matter by utilizing energy in association with a stru-
cture. Structure is the outcome of processes operating at a lower level
of organization. Thus, the function of one level is to build the structure
of the next; and so it follows that structure is the residue of a past
function. Miller [30, p. 1026 - 7] also warns of the danger of confusing
structure and function since to do so blurs the boundaries between levels,
subsystems and their components; a proper appreciation of the processes
that occur at each level then becomes impossible.

All biological organisms transform matter and energy. It is the goal
of each level in the hierarchy. In order for the transformations to be
correctly accomplished a source of information is needed that assists
the development of the hierarchically organised plant and provides the
necessary communication between its levels. Hormones can provide this
information. There are two subsystems that are specifically involved with
processing the information provided by hormones; these are the “encoder”
and the “decider” subsystems (Table 1).

4. EXAMPLES OF INFORMATION-PROCESSING SUBSYSTEMS THAT INVOLVE
HORMONES

41. ENCODERS

Hormones are informational molecules that move into and out of
cells. It is their outward flow that will be discussed here. The subsystem
termed “encoder” (see Table 1) is involved in this outflow of information.
According to Miller [30], an “encoder” is a subsystem that alters the
information received from other information-processing subsystems from
a “private” code used internally by a cell or organ into a “public” code
which can be interpreted by other cells or organs to which it has access.
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TABLE 1

Five hierarchical levels of plant life with the nineteen subsystems described by Miller [30] as being
essential for their support

Hierarchical level

Subsystems . L
Cell Organ Organism Group | Organization
1. PROCESS MATTER-ENERGY AND INFORMATION
Reproducer Chromosome Meristem Stamen One Plant Interbre-
Pistil if ? eding group
Seeds fruits Two Plants
if g
2. PROCESS MATTER ENERGY
Organ
boundary
Hypodermis Epidermis -
Boundary Wall Endodermis & Cuticle
Ingestor Membrane Root hairs Leaves
Stomata Roots <
Distributor Vesicles Apoplast Vascular Mycor-
ER Symplast system rhizae *—
Converter Enzyme - Leaf
parenchyma — —
Producer Nucleus
Mitochondrion * )
Matter-Energy Vacuole Tubers
Store Plastid <~ Bulbs ) Decaying -
Lipid Seeds individual
Grains
Extruder Dictyosome Root cap Stomata n e
Bark Lenticels
Motor Cytoplasm Phloem Motor cells
Actin strands Cells with
differential
growth
Supporter Cytoskeleton Cell walls — (Soil)
Xylem
reaction wood Heart wood
3. PROCESS INFORMATION
Input Trans- Nuclear and Sensitive cells <~
ducer cell membranes (e.g. Staten-
Phytochrome chyme) - -
Internal Enzymes Receptor cells - - -
Transducer
Channel & ER Symplast Vascular system - -
Net Membranes Symplast
Decoder Binding Target or — —

sites receptor cells
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Associater

Memory Biochemical Time keeping
oscmaiors cells

Decider Regulator Hormone pro-
genes ducing tissues

Encoder Components Hormone-pro-  Coloured or
producing ducing cells oderous glands
hormones

Output Membrane as Encoder Secretory tissue

Transducer Ethylene

releaser
An arrow indicates that a subsystem exists but is dispersed either to the next lower

level (<-) or to the next higher level (->).

— indicates absence or non-discovery.
In information theory there are three types of code, alpha, beta and
gamma, each of increasing complexity. All may have relevance for plant
material. An alpha code depends on the different spatial patterns of
molecular species, such as a messenger molecule that fits into a receptor
molecule. A beta code depends on variation in an informational process
such as, for example, a different temporal pattern, or a different intensity
of a signal [30]. Plant hormones may act as both alpha and beta encoding
molecules for they respectively bind to receptors [53] and exert effects
through changes in amount [52] and sometimes show oscillations of be-
haviour [16, 56]. A gamma encoder depends on the conversion of one type
of message into another (e.g. nerve impulses converted to speech). Plants
may convert the coding potential of a hormone into a secondarily encoded
form such as an ionic signal (e.g. calcium and calcium-protein complexes).

(@) Encoders at the cellular level. An example of an encoder acting
at the cellular levels is found in the slime-mould, Dictyostelium disco-
ideum. When food is scarce some of the starving amoebae respond to this
environmental cue with pulsed emissions of the nucleotide cyclic-ade-
nosine monophosphate (c-AMP). These cause the amoebae to aggregate
and form a multicellular pseudoplasmodium (or slug) whose subsequent
development culminates in the formation of a fruiting body and the pro-
duction of spores [34], The c-AMP can be identified as a component of
the cellular encoder system. It is also used for processes other than
cell-cell signalling in both the free-living amoeba and in the slug, but
it is only in response to the stress of starvation that its role as a “pri-
vate” code in these processes changes to one that is “public”, eliciting
the aggregative behaviour in neighbouring cells. Encoding is carried
out by whatever part of the cell produces the c-AMP. The c-AMP acts
as an alpha code (by its binding to receptors), but its pulsatile emission
may also have another, beta code, property.
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In cells of higher plants the auxin indoleacetic acid (IAA) may play
a similar role in an encoder system. The role (i.e. the “private” code)
of 1AA in differentiated parenchyma cells has not been closely defined,
but it probably helps maintain some property such as cellular polarity
or the import of sucrose. Wounding the vascular cylinder, and in parti-
cular severing the xylem, appears to transform the “private” auxin code
for cell-maintenance into a more “public” code that actively encourages
the differentiation of new xylem vessels from parenchyma cells [42]. The
encoder in this circumstance is the part of the cell that produces the
auxin for transmission to surrounding cells where its messenger pro-
perties can be decoded and responded to as a signal for differentiation.
The course of differentiation is such that the new vessels link end to
end eventually forming channels that functionally compensate for the
demaged tissue. The pattern of these channels looks as though it traces
the flow of the auxin signal for differentiation through the parenchyma
[43]. There is good evidence that the auxin not only induces differentia-
tion but a’so facilitates its own transport [41]. First, all cells near the
wound are exposed to the auxin which accumulates in its vicinity. Later,
a more limited number of cells show an enhanced capacity for transport
which favours the canalization of their further development in both
functional (as enhanced auxin transporters) and structural (as xylem)
terms. The process becomes autocatalytic: the commencement of cell
differentiation is the result of homeogenetic induction by already diffe-
rentiating cells. Once differentiation is complete the former status of the
remaining parenchyma cells is restored. The differentiating and diffe-
rentiated vascular systems themselves serve as an informational sub-
system — the channel and net — at the level of the organism (Table 1).

Xylem cells are dead, their contents having autolysing as part of the
differentiation programme. This in itself might constitute an encoding
system since there is some evidence that dying cells synthesise and re-
lease auxin [48] which may in turn affect the development of cells el-
sewhere. Likewise, ethylene, which normally regulates the rate of root
extension, [31] can, in the presence of certain environmental conditions
(e.g. poor aeration), also trigger the autolysis of cortical cells to form an
aerenchyma [10]. These two examples, as well as the example in the
preceding paragraph, may be the result of concentration effects; thus
the hormones auxin and ethylene would be acting as beta codes.

In these examples the information output is mediated by the cell
membrane where there is also evidence for a receptor molecule that can
export auxin from the cell [21]. This represents an output transducer
subsystem (Table 1).
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(b) Encoders at the organ level. The root cap is an organ surmounting
the tip of a root and is composed of three histologically distinct groups
of cells [2]. One of the cap’ functions is to convey information to the root
concerning its orientation with respect to the gravity vector and to re-
gulate the rate of extension of the root. Events in these two processes
have not been thoroughly clarified, but the hormones IAA and ABA,
both of which have been found in the cap, may be involved. It has
been suggested that IAA in the cap helps to maintain protein synthesis
which could in turn lead to ABA synthesis [11]. The ABA may be a re-
gulator of cap cell growth and dictyosome activity. Upon reorienting
a root within a gravity field, ABA from the cap becomes available to
cells within the root proper where it regulates cell extension [37] in such
a way that root growth returns to its original orientation. The result is
the well known gravitropic response.

This interpretation is somewhat controversial since it gives to both
IAA ABA the role of a “private” code used for cap development. In res-
ponse to a disturbance (reorientation) ABA, at least, becomes a “public”
code to which cells in another organ (the root) respond by adjusting
their elongation rate. If this interpretation is correct, ABA would be
acting as an alpha code. However, if ABA is normally transported to
the root from the cap, but the quantity transported is changed upon
reorientation, it would be acting as a beta code. The cells (possibly those
in the centre of the cap) that synthesise these two classes of hormones
are encoders at the level of the organ.

Other important subsystems in the graviresponse are the transducers
of information. The input transducer (Table 1) corresponds with cells
sensitive to gravity. In the root these are cells in the centre of the cap
which contain sedimentable starch grains enclosed within plastids. The
output transducer (Table 1) is those cells which secrete the gravitropic
hormone. Whether the output and the input transducers are the same is
not known.

Another, more complex, example of hormonal involvement in an organ
encoder subsystem (though one that could possibly also be interpreted
in terms of the decider subsystem (see section 4.2.) is one where leaf
form alters in response to the age of the plant or to its environment.
Shoots of the water plant, Callitriche heterophylla, produce linear leaves
when the apex is submerged, but broader leaves when the apex emerges
above water level [9]. There is some evidence to suggest that gibberellic
acid (GA) and ABA play roles in determining leaf form: linear, water-
-form leaves are induced on emerged apices by treating them with GA
and, conversely, broad, land-form leaves are induced on submerged
plants by application of ABA [8]. While details of the sites of synthesis
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(which would correspond to the encoder) and the nature of the pro-
cesses affected by these two hormones in the shoot are unknown, the
change from one environment to the other suggests that the former is
in the apex and that here concomitant changes occur in the informational
properties of the hormones. According to environmental circumstances,
the hormones cause the cells of the developing primordia to execute one
of two morphogenetic programmes. The programmer take some time
to be fully expressed: about 5-6 plastochrons in the case of the water-
to-air transfer, and 4-5 plastochrons when the change is from air to
water [8]. The primordia are thus sites where a decision relating to
morphogenesis is taken.

In other species factors that regulate leaf form are known to be
transported to the shoot apex (where the leaves are initiated) from more
remote regions of the plant. Thus, while successive leaves of Passiflora
caerulea normally change their form as the plant ages, grafting old
shoots onto a young root stock induces young-type leaves to be formed
once again at the apex [24], Similarly, the removal or absence of roots
from shoots of Hedera helix (English ivy) prevents the apex from ma-
king the transition from juvenile to adult phase — an event again cha-
racterised by a change of leaf form [13]. In both Passiflora [5] and Hedera
[13], GA made in one encoding organ or group of cells, and usually
associated with a certain type of activity (e.g. internode elongation), can
influence another type of activity (leaf form) in response to some in the
information status of the plant (e.g. its age).

(©) Encoders at the organism level. Encoders perhaps do not exist
at the level of the organism — at least in the sphere of plant-to-plant
communication (unless the interaction of gametophyte and sporophyte
generation is included as an example of communication at the organism
level). Encoders that permit plant-animal interactions do exist, however.
Examples are the glands that secrete substances which repel predators,
and odours or coloured pigments of organs that attract pollinators (Ta-
ble 1). At this level of organization plant hormones have no role in the
encoder subsystem, but do have a role in the decider subsystem. This
is dealt with in the next section.

42. DECIDERS

Plants have the means of assessing their total internal state by inter-
preting the information that flows into and between all their organs.
Thus plants can assess not only their relation to the seasons but also
their age and hence their developmental status. The totality of informa-
tion perceived concerning a season-linked environmental change, or a cur-
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rently held developmental stage, may then cause further a developmen-
tal step. Moreover, as already mentioned, plants such as Callitriche he-
terophylla can sense the position of its shoot within the environment
and modify the form of its apex accordingly. The subsystem which re-
ceives information from all other subsystems and transmits information
that controls the further activity of the whole organism is termed the
“decider” [30] (Table 1). In the organism as a whole this subsystem is
dispersed within tissues throughout the plant body, but at the level of
the cell the decider may reside within the genetic material.

TABLE 2

Principle stages in plant development and their association with hormone action

1 1AA K GA ABA c2hd Brassinolide

Sporophyte
Seed Growth + + +

Dormancy - + +

Germination + + + + (+)
Juvenile Growth + + + + +
Adult Growth + + + +

Abscission + + + o+

Flowering (+) (+) (+) (+)

Sexuality +(?) b+ . _
Gametophyte |1
Pollen Growth 4

+ Positive association.

(+) Positive association that depends on the species.

++ A particularly characteristic association.

Where no + is indicated either the response to the hormone is inhibitory, or not
enough is known about the relation of the hormone to the growth process to make
a generalization.

Data from [19] and [27].

It is possible that hormones, perhaps by virtue of their mobility, form
an integral part of the decider subsystem. Moreover, it seems that there
may be particular stages in plant development that are directed by
a particular hormone [27] (Table 2). This relationship may, perhaps, re-
flect the impact that the evolution of the hormone complement has had
on plant development. For example, gibberellins are associated with
sexual development in higher plants and it may be no coincidence that
they are structurally similar to antheridiogen, an antheridium-inducing
hormone in ferns [33]. Sexuality and gibberellins may have had a long
and interconnected history. Then, at some later stage in phylogeny
gibberellins may have additionally become connected with the regulation
of the juvenile stage of development (for a similar view of the roles of
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antheridiogen in sexuality and spore germination in ferns see [47]). Gib-
berellins are abundant and active in the embryonic stage of the sporo-
phyte generation, in seed germination, and in early seedling growth. One
way in which gibberellins may act is by constituting the “decider” sub-
system. At the cellular level they may influence the course of deve-
lopment through interaction with DNA [46]: thus, gibberellins may set
the genetic material to juvenile mode so that genes concerned with
early development are rendered available for activation.

Abscisic acid (ABA) usually has retarding functions, thus acting as
a developmental brake. It can retard germination, prevent vivipary, and
induce the activity of the genes that code for seed storage protein [38];
it can also retard root and shoot growth and bring about periodic (i.e.
seasonal) dormancy in their apices [36, 54]. In the latter example, the
decider subsystem controls meristematic activity as well as other phy-
siological attributes of dormancy expressed elsewhere in the plant. Furt-
hermore, ABA can act as a factor for organ senescence, and maybe for
senescence of the whole plant.

Ethylene is a hormone that can reduce the structural complexity of
the organism by its promotion of leaf and fruit abscission, for example.
And by its induction of aerenchyma in stems and roots of poorly aerated
plants it is able to reduce complexity at the organ level. The decider
may reside in the group of cells that maintain or monitor the ethylene
status of these two organs, while the cortex, which is where the histo-
Iytic changes involved in aerenchyma formation occur, may serve as
encoders and output transducers (Table 1).

The other classes of hormones, auxins and cytokinins (abbreviated
IAA and K in Table 2), seem to be all-pervasive in plant development,
possibly because of their participation in vital processes such as polar
transport, maintenance of cell growth and division, and protein synthesis.
Moreover, auxin appears to have some fundamental role in shoot de-
termination, while cytokinin is a determinant of roots [51]: they both
act in “deciding” whether uncommitted cells should be shoots or roots.

Most of hormone research is concerned with the responses of the
sporophyte generation, but it is valid to ask whether the gametophyte
generation has the same complement of hormones as the sporophyte, or
whether it has its own specific complement. Brassinolide, a steroid, found
on the surface of pollen grains, stimulates the growth of pollen tubes
at a concentration an order of magnitude lower that that of any other
hormone [18]. Thus, it might be a gametophyte-linked hormone partici-
pating in the decider or encoder subsystems of this phase of the plant’s

life cycle.
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5. CONCLUDING REMARKS

The ubiquity and multiple activities of auxins and cytokinins as well
as the effects that the three other classes have in common with them,
can understandably give rise to the feeling that their roles in deve-
lopment will continue to be elusive. However, a multiplicity of hor-
mone-mediated effects is probably an indication of a highly integrated
communication system operating in plant development. Redundancy of
information is one way of ensuring that a message is received and cor-
rectly interpreted above a prevailing background noise. Besides, it might
be useful to examine in more detail the ways in which information is
communicated between the parts of plants: “private” and “public” codes,
as well as alpha and beta codes have been mentioned earlier. When
viewed from the perspective of information transfer, discussions about
hormone action that pivot around opinions of an “either/or” type seem
futile (see, for example, the title of the discussion article by Trewavas
and Cleland [52]), particularly when the underlying concepts are poorly
defined and the appropriate experiments have not been performed [12].
The part that “either/or” thinking, which implies that only one view
can be right and alternative views must be wrong, has played in con-
fusing the study of morphology has been discussed by Rutishauser and
Sattler [40].

New means and approaches of analysing plant growth and deve-
lopment might be helpful [3], particularly if the role of hormones in
these processes is to be properly understood. The concepts that prevail
in any epoch determine the type of research and the sort of discoveries
that can be made. Hormones themselves were discovered in plants as
a result of the study of development, not vice versa. Since development
is concerned with the emergence of hierarchical levels and their inter-
connections, investigations and analyses which take this into account
seem likely to contribute most to our understanding of plant life in its
widest sense. The systems-analytical approach adopted by J. G. Miller
[30], which introduced the concept of common subsystems operating at
each level of the hierarchy, may help to focus attention more clearly
on the integration of processes occurring in development. Further re-
search is clearly necessary to clarify not only the information-processing
pathways in which hormones and other signals are involved but also
the nature of the subsystems operating in plant growth and development.
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Streszczenie. Aktywno$¢ cholinoesterazowg, przypisywang dotad wytgcznie komor-
kom zwierzecym, odkryto réwniez u przedstawicieli kilkudziesieciu gatunkéw ro-
§lin nizszych i wyzszych. Ponadto u wigkszo$ci badanych ro$lin stwierdzono wy-
stepowanie naturalnego substratu dla tego enzymu — acetylocholiny. Wykazano
rowniez, ze wiekszo$¢ wiasciwosci molekularnych i biochemicznych cholinoesteraz
roslinnych jest zblizona do wtasciwosci acetylocholinoesteraz zwierzecych. Podo-
bienstwa te oraz ekstraplazmalemmowa lokalizacja cholinoesteraz ros$linnych po-
zwalajg przypuszczaé, ze funkcjonowanie roslinnego systemu cholinergicznego, ana-
logicznie do sytuacji w S$wiecie zwierzat, sprowadzi¢ mozna do reakcji pierwotnych
zachodzgcych na poziomie bton.

Summary. Cholinesterasis activity, hitherto associated solely with animal cells,
was discovered in representatives of several tens of lower and higher plant species.
Moreover, the enzymes’ natural substrate — acetylcholine was discovered in most
of the examined plants. It was also found that most molecular and biochemical
properties of plant cholinesterases are similar to those of animal acetylcholine-
sterases. This similarity as well as extraplasmalemmal localization of plant cho-
linesterases give reason to believe that functioning of plant cholinergic system,
similarly as in the animal world, can be referred to primary reactions on mem-
brane level.

WSTEP

System cholinergiczny to uklad enzymoéw i receptoréw zwigzanych
z funkcjonowaniem acetylocholiny. W organizmach zwierzecych wyste-
puje on przede wszystkim na styku komdrek nerwowych i nerwowomie-



84 A. TRETYN, K. KWIATKOWSKA

$niowych, gdzie acetylocholina petni role mediatora synaptycznego. Oma-

wiany system wspétuczestniczy w procesie szybkiego przewodzenia in-

formacji odbieranej przez wyspecjalizowane w toku ewolucji receptory

(narzady zmystu) i przekazywania jej wzdtuz neuronu w postaci kodu

impulséw elektrycznych. Odpowiada on za wierne przekazywanie tej

informacji miedzy dwiema btonami — pre- i postsynaptyczng.

System cholinergiczny sktada sie z
— acetylocholinotransferazy (E.C. 2.3.1.6.) — enzymu katalizujgcego syn-

teze acetylocholiny z acetylo-CoA i choliny,

— acetylocholiny (ACh) — estru kwasu octowego i choliny uwalnia-
nego z blony presynaptycznej w momencie jej depolaryzacji,

— receptoréw acetylocholiny (RACh) — zlokalizowanych w btonie post-
synaptycznej,

— acetylocholinoesterazy (AChE, E.C. 3.1.1.7) — enzymu wystepujace-
go w btonie pre- i postsynaptycznej, odpowiedzialnego za hydrolize
ACh do choliny i reszty kwasu octowego.

System cholinergiczny wystepuje takze poza tkanke nerwowag, np.
w erytrocytach, plemnikach i w komorkach tozyska [27].

Trzy z czterech elementow systemu cholinergicznego (z wyjatkiem
RACh) zostaty zidentyfikowane rowniez w tkankach roslin wyzszych.
Acetylochonnotransferaze wykryto w suchych nasionach rodzaju Allium
i Pisum [9]. Obecnos¢ acetylocholiny stwierdzono w tkankach kilkudzie-
sieciu gatunkoéw ro$lin nizszych i wyzszych [11, 12, 13, 17, 21], co su-
geruje jej powszechne wystepowanie w krélestwie roslin. Substancje
te wykryto we wszystkich badanych tkankach i organach (liscie, todygi,
korzenie) i stadiach rozwojowych (siewki, dojrzate rosliny, nasiona).

W komorkach zwierzecych acetylocholina moze by¢ hydrolizowana
przez cholinoesterazy zaréwno specyficzne, jak i niespecyficzne. W ko-
moérkach roslinnych obecnos¢ tego typu enzymoéw stwierdzono poczat-
kowo jedynie u przedstawicieli trzech rodzin: Leguminosae, Cruciferae
i Solanaceae [6]. W 1982 r. Miura i wsp. [20] ze zbadanych 70 gatunkow
roslin nalezacych do 50 rodzin roslin wyzszych i 3 rodzin paproci tylko
u 6 gatunkéw nie wykryli aktywnosci cholinoesterazowej. W klasie
jednolisciennych wspomniang aktywno$¢é stwierdzono w etiolowanych
siewkach kukurydzy i owsa [6, 29] oraz w suchych nasionach 22 gatun-
kéw Allium [9, 10] i pszenicy [28], Ponadto aktywnos$¢ cholinoesterazo-
wg wykryto w komorkach glonu Nitella [2, 6].

Wyniki przedstawionych powyzej badan $wiadczg o powszechnym
wystepowaniu cholinoesteraz w krdlestwie rosdlin. W ciagu kilkunastu
lat badann wiele uwagi poswiecono lokalizacji i wiasciwosciom bioche-
micznym cholinoesteraz roslinnych. Niektére z nich wykazywaly duze
podobienistwa do cholinoesteraz zwierzecych.
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1. WELASCIWOSCI BIOCHEMICZNE CHOLINOESTERAZ ROSLINNYCH

Uzyskane dotad dane o wiasciwosciach biochemicznych ChE roslin
oparte sg w przewazajacej mierze na badaniach roslin dwulisciennych.
Prowadzono je na korzeniach Phaseolus aureus [25, 26], korzeniach i hy-
pokotylach Phaseolus vulgaris [4, 18] oraz korzeniach Pisum sativum
[16], Cicer arietinum [8] i Solanum melongena [7]. Natomiast w Kklasie
jednolisciennych scharakteryzowano dotad jedynie cholinoesteraze z etio-
lowanych siewek kukurydzy [7] i suchych nasion rodzaju Allium [10].

1.1. METODY OCZYSZCZANIA CHOLINOESTERAZ ROSLINNYCH

Standardowg metode ekstrakcji i oczyszczania ChE z materiatu ro-
§linnego opracowali Riov i Jaffe [26] dla korzeni fasoli (Phaseolus au-
reus). Metoda ta z pewnymi modyfikacjami uwzgledniajgcymi rozwoj
technik biochemicznych, stosowana jest do chwili obecnej. Polega ona
na ekstrakcji enzymu z tkanek przez wysokie stezenie (NHAH2S04w temp.
4°C i oczyszczeniu go przez wytracenie tg solg i sgczenie na kolumnie
z Sefadeksem.

Pierwszy etap ekstrakcji i oczyszczania ChE roslinnych [26] stano-
wita homogenizacja materiatlu w buforze o niskiej sile jonowej (10 mM
bufor K-fosforanowy, pH 7,0). Homogenat filtrowano przez siatke ny-
lonowg. Nastepnie enzym ekstrahowano z materialu pozostajgcego na
filtrze 4°/o roztworem siarczanu amonu w stosowanym buforze. Po ko-
lejnej filtracji przesagcz odwirowywano przy przyspieszeniu 20 000 g.
W nastepnym etapie procedury ChE wytragcano z supernatantu przez
dodanie siarczanu amonu do 80°0 nasycenia. Po kolejnym wirowaniu
(20 000 g) uzyskany osad rozpuszczano w buforze i dializowano lub od-
salano na Sefadeksie G-25. Zageszczony preparat enzymu sgczono po-
nownie na kolumnie z Sefadeksem G-200. Zastosowanie takiej procedu-
ry ekstrakcji i oczyszczania enzymu dawato 36 - 40-krotny wzrost jego
aktywnosci wiasciwej.

Postep w oczyszczaniu omawianego enzymu przyniosto zastosowanie
chromatografii powinowactwa [18] wprowadzonej uprzednio do oczysz-
czania acetylocholinoesterazy zwierzecej. Najskuteczniejszymi liganda-
mi okazaly sie pochodne akrydyny, a zwigzkiem wymywajagcym IM
NaCl w buforze K-fosforanowym pH 7,0. Stosujgc te metode osiggnieto
78-krotny wzrost aktywnosci wiasciwej enzymu [18]. Wydaje sie, ze
dalszy postep w dziedzinie oczyszczania ChE roslinnych bedzie mozliwy
po zastosowaniu technik immunochemicznych. Mintz i Brimijoin [19]
opracowali metode oczyszczania AChE z mézgu krolika pozwalajaca na
53 000-krotne oczyszczenie enzymu. Dokonali tego, saczac ekstrakt en-
zymu przez kolumne zawierajacg przeciwciata przeciw AChE, a nastep-
nie stosujac chromatografie powinowactwa.
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1.2. METODY OZNACZANIA AKTYWNOSCI CHOLINOESTERAZ ROSLINNYCH

Najczesciej uzywang metoda oznaczania aktywnosci ChE jest metoda
opracowana przez Ellmana i wsp. [3] zaadaptowana przez Riov i Jaffe
[26] dla cholinoesteraz roslinnych. Jej istota polega na zastosowaniu

estrow tiocholinowych. Produkt reakcji enzymatycznej — tiocholina —
tgczy sie z dodanym do Srodowiska inkubacyjnego kwasem 5,5 dwa-bis-
-(2-nitrobenzoesowym) — DTNB — dajagc w rezultacie z6ity jon 2-ni-

tro-tiobenzoesowy. Aktywno$¢ enzymu oznacza sie spektrofotometrycz-
nie przez pomiar ekstynkcji roztworu (A4l2). Nie jest to jednak metoda
zbyt doktadna, poniewaz roztwér moze by¢ odbarwiany przez nieziden-
tyfikowane zwigzki obecne w ekstrakcie lub dodatkowo barwiony przez
inne niz acetylotiocholina zwigzki sulfhydrylowe.

Metodg znacznie czulszg i wolng od tego typu bieddw jest metoda
radioizotopowa opracowana przez Reeda [24], w ktorej substratem jest
acetylo-1-14C cholina. Stosowanie tej metody pozwolito Miurze i wsp.
[20] na oznaczanie aktywnosci ChE w skrawkach lisci z pominieciem
dtugotrwatej procedury oczyszczania enzymu.

1.3. CIEZAR CZASTECZKOWY

Wstepny wniosek dotyczacy ciezaru czasteczkowego ChE ros$linnych
wynikal z procedury oczyszczania. Enzym otrzymywany z homogenatu
po uprzednim wyptukaniu go 10 mM buforem K-fosforanowym jest eluo-
wany w objetosci zerowej (VO na Sefadeksie G-200, co wg niektdrych
autoréw [16, 18, 26] dowodzi, ze jego ciezar czasteczkowy jest wiekszy
niz 200 000 daltonéw. Jednakze wg obowiazujagcych norm biochemicz-
nych w objetosci zerowej Sefadeksu G-200 eluowane sg biatka o cieza-
rze czasteczkowym przekraczajacym 800 000 daltondw.

Z drugiej strony wiele danych wskazuje na obecno$¢ aktywnych
form ChE o znacznie mniejszym cigzarze czgsteczkowym. Enzym z Pha-
seolus aureus ekstrahowany z homogenatu nie przeptukiwanego 10 mM
buforem K-fosforanowym obok ,form wiekszych” wykazuje obecno$é
»~form drobniejszych” o ciezarze czgsteczkowym wynoszacym 80 000 dal-
tonéw [26]. Ernst i Hartmann [4] w badaniach nad enzymem izolowa-
nym z hypokotyli Phaseolus vulgaris wykryli tylko 1 forme moleku-
larng enzymu, ktérego ciezar czgsteczkowy oznaczyli na 65000 dalto-
noéw. Podobne wyniki uzyskali Mansfield i wsp. [18] w przypadku ChE
uzyskanej z korzeni tej fasoli. Ciezar czasteczkowy tej ChE oznaczony
metodg graficzng Bonela z zastosowaniem wsp6tczynnika sedymentacji,
wyznaczonego metodg ultrawirowania w gradiencie sacharozy, oraz obli-
czonego wczesniej jego promienia Stokesa, jak rowniez ustalony metoda
elektroforezy w zelu z SDS, wynosi 73 000 daltonéw. Ernst i Hartmann
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14] wnioskowali, ze trzymana przez nich forma jest najmniejszg formga
aktywng enzymu wystepujgcego w postaci monomeru.

Otwarte pozostaje pytanie, ktdra forma enzymu — o duzym cieza-
rze czasteczkowym (ok. 200 000 lub 800 000 daltonéw) czy tez o matym
ciezarze (ok. 80 000 daltonéw) jest forma rodzima cholinoesteraz roslin-
nych? Czy formy wieksze powstajg w wyniku agregacji form drobniej-
szych [4], czy tez, jak wnioskujg Riov i Jaffe [26], formy mniejsze po-
wstajg na skutek rozbicia form wiekszych (np. droga proteolizy)? Na-
lezy nadmieni¢, ze réwniez acetylocholinoesterazy zwierzece charakte-
ryzuja sie zréznicowang struktura molekularng [23]. AChE rodzima wy-
stepuje w postaci monomerdw (rézne tkanki), dimeréw (btony erytro-
cytdw ludzkich i bydlecych) o ciezarze od 118 000 do 160 000 daltonéw
oraz tetramerdw (moézg bydia, szczuréw i cztowieka) o ciezarze czastecz-
kowym od 294 000 do 460 000 daltonéw. Formy dimeryczne mozna roz-
szczepia¢ na aktywne protomery poprzez zastosowanie czynnikow redu-
kujacych, ktore niszcza wigzania dwusiarczkowe spajajace protomery.
Aktywne protomeryczne podjednostki polimeréw enzymatycznych wy-
kazuja niewielkie roznice w ciezarze czasteczkowym wahajgcym sie od
66 000 do 80 000 daltondw [23].

Wydaje sie, ze analogicznie w przypadku rodlin wystepuja rézne for-
my rodzimych cholinoesteraz od monomeréw do polimeréw, a te ostat-
nie moga ulega¢ rozbiciu na podjednostki w czasie ekstrakcji i oczysz-
czania enzymu. Nie jest takze wykluczone, ze czagsteczki o masie 200 000
lub 800 000 dalton6éw sg agregatami powstajacymi w trakcie izolacji
i oczyszczania enzymu. Niezaleznie od zagadnienia ciezaru czasteczko-
wego form rodzimych warto zwré6ci¢ uwage na fakt, ze zarbwno AChE
zwierzece, jak i enzymy roslinne wykazujg in vitro tendencje do agre-
gacji, tworzac zespoty o ciezarze czasteczkowym przekraczajagcym mi-
lion daltonéw [4, 23].

1.4. SPECYFICZNOSC SUBSTRATOWA

Cholinoesterazy roslinne moga hydrolizowac¢ rézne estry cholinowe,
przy czym szybko$¢ hydrolizy spada wraz ze wzrostem dtugosci tancu-
cha kwasowego. Model zréznicowania szybkosci tych reakcji przedsta-
wia sie nastepujgco:

A> P> B [26] lub A>P”" B [4 8], u Pisum sativum B = 0 [16]
gdzie A to cholinowy ester kwasu octowego, P — propionylowego, B —
butyrylowego.

ChE izolowane z ros$lin majg tez zdolno$¢ rozktadania estréw niecho-
linowych, hydrolizujgc stosunkowo aktywnie octan indofenolu [16, 26]
i stabiej octan a-naftylu [16].
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1.5. CZYNNIKI OKRESLAJACE POZIOM AKTYWNOSCI CHOLINOESTERAZ
1.5.1. Optimum pH i temperatury

Optimum pH dla ChE roslinnych waha sie miedzy 8,0 i 9,0 w zalez-
nosci od zrédta enzymu [4, 7, 16]. RoOznice w oznaczaniu optimum pH
moga wynikaé z dos¢ duzej autokatalizowanej hydrolizy estrow choli-
nowych powyzej pH 8,0, ktéra zachodzi w czasie oznaczania aktywnosci
enzymu.

Optimum temperatury dla ChE roslinnych wynosi 30 - 36°C [4, 16].

1.5.2. Wptyw jondw

Obserwacje nad wptywem jondw na aktywno$¢ ChE roSlinnej pro-
wadzili jedynie Ernst i Hartmann [4], Badacze ci stwierdzili, ze Mg2+
w stezeniu 1-10 mM nie powodowat istotnych zmian aktywnos$ci en-
zymu, natomiast Mn2+ i Caz silnie jg hamowaty.

1.5.3. Wptyw stezenia substratu

Powinowactwo enzymu do substratu okresla wspotczynnik Km (ste-
zenie substratu, przy ktérym reakcja enzymatyczna zachodzi z potowg
szybkosci maksymalnej). Km cholinoesteraz roslinnych wyznaczone me-
todg graficzng Lineweavera-Burka wynosito od 5,610 5M (korzenie
Phaseolus vulgaris — [18]). do 4,6 «10“4v (hypokotyle Phaseolus vul-
garis — [4]). Dla enzymu z Phaseolus aureus Kmwynosito 7,2 - 8,4 « 10~5M
[26], z Cicer arietinum 1,5m10 4M [8], a z Pisum sativum 2,0 *10~4M
[16]. Jak wida¢, optymalne stezenie substratu nie przekraczato nigdy
1 mM. W przypadku wiekszego stezenia substratu enzymy zachowywa-
ty sie dwojako: cholinoesterazy z hypokotyli Phaseolus vulgaris, korzeni
Cicer arietinum i etiolowanych siewek Zea mays nie wykazywaly in-
hibicji substratowej [4, 7, 8], natomiast pozostate byty hamowane [7, 16,
18, 26]. Typowa krzywa przedstawiajgca wpltyw stezenia substratu na
aktywnos¢ tych enzymow ma ksztatt dzwonu [7].

Mechanizm enzymatycznej hydrolizy ACh w komdrkach roslinnych
wydaje sie podobny do mechanizmu wystepujacego w komoérkach zwie-
rzecych. Riov i Jaffe [26] sugeruja, ze centrum aktywne ChE z korzeni
Phaseolus aureus jest podobne do centrum AChE zwierzecej i w zwigz-
ku z tym jego funkcjonowanie ilustrowa¢ moze ogOlnie przyjety model
opracowany dla tejze AChE (rye. 1).

W centrum aktywnym sg dwa miejsca — anionowe, ktére przycigga
dodatnio natadowany atom azotu ACh, i estrowe, przy ktérym nastepuje
hydroliza substratu. ACh faczy sie z centrum aktywnym, tworzac kom-
pleks | na zasadzie przyciggania elektrostatycznego miedzy czwartorze-
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Rye. 1. Rozktad acetylocholiny przez cholinoesterazy ros$linne

dowym azotem i centrum anionowym oraz miedzy elektrofilowym we-
glem z grupy karboksylowej i grupg kwasowg (-G-H) miejsca estrowe-
go. Nastepuje przebudowa czasteczki ACh, odigczenie choliny, a pozo-
stajacy acylowany enzym (ll) reaguje szybko z wodg (lll) dajac kwas
octowy i zregenerowany enzym (1V).

ktada, ze miejsce estrowe i anionowe przyciggajg po jednej czasteczce
substratu. W tej sytuacji zadna z nich nie moze przyja¢ optymalnej po-
zycji przestrzennej, ktéra jest potrzebna do hydrolizy wigzania estro-
wego, co daje w rezultacie spadek aktywnosci enzymatycznej [7].

15.4. Wptyw choliny

Cholina jest inhibitorem konkurencyjnym AChE zwierzecej, posia-
dajgc bowiem dodatnio natadowany atom azotu oddziatuje z jej cen-
trum aktywnym, blokujagc aktywno$é enzymu [23], Taki sam wpltyw ma
cholina na aktywno$¢ ChE izolowanej z korzeni Solanum melangena
i Zea mays [7] oraz hypokotyli Phaseolus vulgaris [4], lecz jedynie w ste-
zeniach nizszych niz 1 mM. W stezeniach wyzszych cholina stymuluje
aktywnos¢ tych enzymow. Stymulacje obserwowano réwniez w przypad-
ku ChE izolowanej z Phaseolus aureus [26], gdy stezenie choliny byto
wyzsze niz 0,1 mM.

To odmienne dziatanie choliny na aktywno$¢ ChE tlumaczag obser-
wacje Clarka i wsp. [1] nad wptywem tego zwigzku na mozliwo$¢ hydro-
lizy fosforylowanej niespecyficznej ChE. Mozna wiec przypuszczaé, ze
cholina, oprocz tego ze jest inhibitorem konkurencyjnym ChE, moze
stymulowacé aktywno$¢ tego enzymu przez wzmaganie deacylacji enzy-
mu i to zjawisko maskuje inhibicyjny efekt choliny [26].
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1.6. INHIBITORY AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ

Niezaleznie od opisywanego powyzej hamowania aktywnosci ChE ro-
Slinnych przez nadmiar substratu oraz ambiwalentnego wptywu cho-
liny na aktywnos$¢ tych enzymoOw znane sa mniej lub bardziej specy-
ficzne inhibitory. Cze$¢ z nich to inhibitory konkurencyjne, tzn. takie,
ktére traktowane sg przez ChE jako substraty i hydrolizowane przy
wzglednie niskim stezeniu. Jednym z nich jest neostygmina, dobrze zna-
ny inhibitor AChE zwierzecej. Ona i zwigzki jej pokrewne reaguja
z AChE w taki sam sposéb jak ACh (I i Il etap reakcji), jednak karbo-
ksylowany enzym reaguje z woda okoto milion razy aktywniej niz for-
ma acetylowana enzymu. Potowe maksymalnej inhibicji cholinoesteraz
roslinnych przez ten zwiazek (13) uzyskiwano przy jego stezeniu réw-
nym 0,6 «10~6M, co jest poréwnywalne z hamowaniem AChE zwierze-
cej [16, 26].

Innym klasycznym inhibitorem ChE zwierzecych jest eseryna. Ste-
zenie 10 5M pozwalajace uzyska¢ catkowitg inhibicje (li0@) tych enzyméw
zawodzi w odniesieniu do ChE roslinnych i hamuje ich aktywno$¢ za-
ledwie w kilku procentach [26]. Potowa maksymalnej inhibicji 19 przez
eseryne nastepuje dopiero przy jej stezeniu od 10-4 do 6+10 3M [4, 8].
Wielko$ci te odnoszg sie do ChE wyekstrahowanych z tkanek roslinnych,
natomiast in vivo nawet niskie stezenia eseryny skutecznie hamujg ak-
tywno$¢ omawianych enzymow. Sugeruje to mozliwo$¢ wewngtrzkomor-
kowej jonizacji eseryny, ktéra zwiekszataby jej powinowactwo do ChE
[26].

Riov i Jaffe [26] badali wplyw innych inhibitorébw na aktywno$¢
ChE izolowanej z korzeni Phaseolus aureus. Ambenonium i BW 284 C 51,
specyficzne inhibitory AChE oraz chlorowodorek etopropazyny, inhibi-
tor niespecyficznych ChE, hamowaty aktywno$¢ enzymu roslinnego tyl-
ko przy duzych stezeniach (10~2- 10~3M). Natomiast retardanty wzro-
stu Q 80 i AMO 1618 w tych samych stezeniach byly znacznie skutecz-
niejsze i dawaty 80°/0 inhibicji.

W odniesieniu do cholinoesteraz roslinnych testowano réwniez inhi-
bitory fosforoorganiczne, ktdre sa podstawg licznych pestycydéw. Ich
dziatanie polega na trwatym fosforylowaniu enzymu w miejscu estro-
wym centrum aktywnego. Podobnie jak w przypadku cholinoesteraz
zwierzecych zwigzki te okazaly sie bardzo silnymi inhibitorami. Tak np.
Paraoxan daje 19 przy stezeniu 10 5M, a Fensulfonian 10~4M [16]. Bar-
dzo skutecznym w hamowaniu aktywnos$ci roslinnej ChE okazat sie dwu-
izopropylofluorofosforan (Dip-F), ktory w stezeniu 10“4M catkowicie ha-
muje aktywnos$¢ ChE roslinnej [18].
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1.7. LOKALIZACJA CHOLINOESTERAZ W KOMORKACH ROSLINNYCH

Cholinoesterazy ekstrahuje sie z tkanek roslinnych jedynie roztwo-
rami o duzej sile jonowej (4% (NH42S04 lub 6+10-1M KC1 — [26]).
Pozwala to wnioskowaé, ze enzymy te zwigzane sg z btonami. ldentycz-
ne wiasciwosci wykazuje grupa AChE zwierzecych, tzw. hydrofobowych
[23]. Jednakze roztwdr siarczanu amonu wypltukuje tylko cze$¢ aktyw-
nego enzymu. Enzymy z Solanum melongena i Zea mays moga by¢
ekstrahowane z materiatu buforem o matej sile jonowej — bez siarcza-
nu amonu [7], Swiadczy¢ to moze o innych wilasciwosciach struktural-
nych tych enzyméw badz tez o innej — nie tylko btonowej — ich loka-
lizacji.

Fluck i Jaffe [5] stosujagc metode Karnowsky-Rootsa [15] badali sub-
komoérkowa lokalizacje ChE w komdrkach 12-dniowych korzeni Phaseo-
lus aureus. Jedynymi miejscami, w ktérych obserwowali oni tworzenie
sie produktu reakcji enzymatycznej, byly S$ciany komdrkowe miedzy
preepidermalnymi i epidermalnymi komoérkami kory pierwotnej oraz
przestrzenie miedzy $ciang komdrkowg a plazmolemma. Tretyn i wsp.
[28] wykazali, ze w komorkach warstwy aleuronowej ziarniakéw psze-
nicy produkt ten istotnie powstaje na powierzchni plazmolemmy, co
potwierdzono przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego [30].
Jednakze w etiolowanych koleoptylach owsa produkt reakcji enzyma-
tycznej, podobnie jak w korzeniach fasoli [5], zlokalizowano zaréwno
na powierzchni plazmolemmy, jak i w S$cianach komoérkowych [29, 30].
Taka lokalizacja ChE roslinnych jest prawdopodobnie wynikiem dyfuzji
produktu reakcji enzymatycznej z powierzchni plazmolemmy do wne-
trza Scian komérkowych, co utatwiataby jej luzna struktura przestrzen-
na [30].

2. ZESTAWIENIE WEASCIWOSCI CHOLINOESTERAZ
ROSLINNYCH | ZWIERZECYCH.
KLASYFIKACJA CHOLINOESTERAZ ROSLINNYCH

Nalezy nadmienié, ze zwierzece enzymy hydrolizujace estry cholino-
we zalicza sie do dwu klas: niespecyficzna cholinoesteraza (E.C. 3.1.1.8)
i acetylocholinoesteraza (E.C. 3.1.1.7.). W tabeli 1 zestawione zostaly
omoOwione powyzej wiasciwosci ChE roslinnych. Dla poréwnania obok
zamieszczono charakterystyke AChE zwierzece;j.

Z tabeli 1 wynika, ze ChE roslinne nie sg identyczne z AChE zwie-
rzecymi, wykazujg jednak wiele podobienstw do nich. Szczeg6lnie in-
teresujgca jest wystepujgca w obu przypadkach btonowa lokalizacja tych
enzymow. Sugeruje ona bowiem, ze funkcjonowanie roslinnego ukiadu
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cholinergicznego, analogicznie do sytuacji w Swiecie zwierzecym, spro-
wadzi¢ mozna, przynajmniej czesciowo, do reakcji pierwotnych zacho-
dzacych na poziomie bton [13].

Na podobieAstwo ChE roslinnych do AChE zwierzecych wskazuje
takze szereg wiasciwosci molekularnych i biochemicznych. Ciezar cza-
steczkowy ChE roslinnych przekracza 200 000 lub 800 000 daltonéw, badz
jest mniejszy niz 80000. Sg to wielkosci analogiczne do ciezaru cza-
steczkowego polimeréw i protomerdw AChE zwierzecych. W przypadku

TABELA 1

Poréwnanie cholinoesteraz roslin i AChE zwierzat IE.C. 3.1.1.7.1
(Na podstawie [13], zmodyfikowane i uzupetnione wg [5, 6, 10, 14, 15, 16, 17])

Wiasciwose ChE roélin AChE zwierzat
Lokalizacja Zwigzana z btonami Zwigzana z btonami
Ciezar czasteczkowy Wiekszy niz 200 000 lub Monomery — ?

w daltonach 800 000

Tendencja do agregacji
Hydroliza estréw cholinowych
Hydroliza acetylo-[3-metylo-
octanu

Hydroliza estréow niecholi-
nowych

Km dla ACh

Optimum pH

Wplyw jonéw

Wplyw stezenia substratu

Wptyw choliny

Inhibitory: neostygmina
eseryna
Ambenonium
BW 284 C 51
fosforoorganiczne

lub mniejszy niz 80000

A>P>B

+ V

5,6-10-5M - 4, 6 +10-4M

8-9
Inhibicja przez Mn+2, Ca+2
brak wplywu Mg+2
Inhibicja przez nadmiar
substratu lub jej brak
Inhibicja lub stymulacja

+ + +

+
+ 4+ + +
+

Dimery 118 000-160 000
Tetramery 290 000—460 000
Protomery 66 000—380 000
+
A>P>B

+
Qmn

8,0 - 83

Stymulacja Ca+2 > Mg+2 >

> Mn+2

Inhibicja przez nadmiar

substratu

Inhibicja

Q- _.

+ + + + o+
+ + 4+ + +
+ + + + 4+

enzymoOw zaréwno roslinnych, jak i zwierzecych, nie ma korelacji mie-
dzy ciezarem czasteczkowym enzymu a wiasciwosciami centrum aktyw-
nego. Wspolna tym enzymom jest takze tendencja do agregacji in vitro.

Na uwage zastuguje rowniez duze powinowactwo ChE roslinnych
do acetylocholiny i preferowanie jej hydrolizy przed innymi estrami
cholinowymi. Wiasciwo$¢ ta w zestawieniu z wynikami badan Miury
i Shiha [21] dotyczacymi powszechnego wystepowania ACh sugeruje, ze
analogicznie do AChE zwierzecej rowniez acetylocholina jest pierwot-
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nym substratem enzyméw roslinnych. Podobnie jak AChE zwierzece, cho-
linoesterazy roslinne moga braé udziat w rozktadaniu innych estrow
cholinowych np. propionylocholiny, ktérej wystepowanie w tkankach ro-
Slinnych zostato stwierdzone przez wyzej wymienionych autorow [22].

Wptyw inhibitorow na aktywno$¢ ChE roélin i AChE jest réwniez
zblizony. Enzymy te sg silnie hamowane przez neostygmine i zwigzki
fosforoorganiczne, a ChE roSlinne in vivo przez eseryne. ChE roélin
i AChE majg podobne wymagania odnosnie do warunkéw fizycznych dla
swojej aktywnosci, tj. pH i temperatury Srodowiska.

Zasadniczg roznicg miedzy AChE zwierzat a ChE ro$linnymi jest
wiegksza niejednorodno$¢ tych ostatnich. Objawia sie ona, w zaleznosci
od materiatu, z ktérego ekstrahowano enzymy, odmienng wrazliwoscia
ChE ros$linnych na stezenie substratu oraz odmiennym wptywem cho-
liny i jonéw na ich aktywno$¢. Na tej podstawie mozna wyrdzni¢ dwie
grupy ChE roslinnych.

Godny uwagi jest fakt, ze wiasnie cholinoesterazy niespecyficzne
(E.C. 3.1.1.8), np. pseudocholinoesteraza surowicy krwi, nie wykazujg in-
hibicji substratowej, a cholina w pH kwasowym stymuluje ich aktyw-
nos$¢ [26], Poza ta wiasciwosciag ChE ro$linne zasadniczo rdznig sie od
ChE niespecyficznych zwierzat. Niespecyficzne esterazy zwierzece hy-
drolizujg estry cholinowe wg wzoru B> P > A, nie rozkladajg acety-
lo-(3-metylooctanu, nie podlegajg kinetyce Michaelis-Menten i majg inny
model wigzania substratu [8, 20, 26]. Ponadto Ambenonium i BW 284
C 51 nie hamujg ich aktywnosci [26].

Ze wzgledu na omdwione powyzej roznice we wiasciwosciach ChE
roslinnych zaszeregowanie ich do jednej z dwu wymienionych klas jest
utrudnione. W celu rozwigzania tej kwestii Fluck i Jaffe [5] oraz Ernst
i Hartmann [4] proponujg trzy warunki, ktére pozwoli¢ mogg na uznanie
ChE roslinnej za specyficzng AChE (E.C. 3.1.1.7.):

1. maksymalna aktywno$¢ wzgledem octanowych estréw choliny,

2. duze powinowactwo enzymu do acetylocholiny,

3. hamowanie aktywnosci enzymu niskimi stezeniami neostygminy.

Warunki te spetniajg wszystkie poznane dotagd enzymy rodlinne. Blo-
nowa lokalizacja ChE roslinnych oraz ich wasciwosci molekularne i bio-
chemiczne pozwalajg wnioskowaé, ze enzymy te sg acetylocholinoeste-
razami.

3. PODSUMOWANIE

Acetylocholinoesterazy roslinne wykazujg wiele podobienstw do ace-
tylocholinoesteraz zwierzecych, co moze Swiadczyé, ze enzymy te petnig
podobng funkcje w regulacji poziomu acetylocholiny w krolestwie za-
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rébwno zwierzat, jak i roslin. Natomiast wystepowanie réznic miedzy ty-
mi enzymami ttumaczyé mozna ich zmiennoscig ewolucyjng. Na jej ist-
nienie wskazuje fakt odnalezienia u organizmdw bezkregowych enzy-
moéw o wiasciwosciach posrednich miedzy cholinoesterazami zwierzecy-
mi a roslinnymi. Taka ewolucja biochemiczna przebiegataby prawdopo-
dobnie inaczej w pniu auto- i heterotroficznym. Réznokierunkowos$¢ po-
dyktowana bytaby faktem, ze mechanizm funkcjonowania calego syste-
mu cholinergicznego znalazt odmienne rozwigzanie w krdlestwie ro$lin
i zwierzat. W organizmach roslinnych ewolucja tego systemu wydaje sie
dazy¢ w kierunku wigzania go z ukladem fitochromowym [13].

Autorzy serdecznie dziekujg doc. dr hab. Alicji Gdrskiej-Brylass i prof. dr.
hab. Janowi Kopcewiczowi za pomoc w przygotowaniu artykutu. Praca ta pO|-
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PLATELET-DERIVED GROWTH FACTOR
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Streszczenie. Plytkowo-pochodny czynnik wzrostu (plateled-derived growth factor
PDGF) nalezy do rodziny autokrynowych i parakrynowych peptydéw wzrostu
ptytkowo-podobnych. Jest on gtéwnym biatkowym mitogenem osocza, dziatajgcym
na komorki pochodzenia mezenchymalnego. Strukturalnie PDGF jest podobny do
transformujagcego biatka p28 ,sis” retrowirusa miesaka matpy welnistej. W ni-
niejszej pracy przedstawiono biologie i budowe PDGF, oraz kaskade znanych
obecnie zjawisk, jakie zachodzag w komérce po zwigzaniu sie PDGF ze specyficz-
nym receptorem powierzchniowym.

Summary. Plateled derived growth factor (PDGF) belongs to the family of auto-
crine and paracrine PDGF-like peptides. PDGF is the major polipeptide mitogen
for mesenchymal cells. Structurally PDGF is related to the transforming protein
p28 “sis” of simian sarcoma wirus. This review summarized the data on the bio-
logy and structure of PDGF and described the molecular cascade events in cells
under PDGF action.

W ostatnich kilku latach w piSmiennictwie $Swiatowym obserwuje
sie fale zainteresowania ptytkowo-pochodnym czynnikiem wzrostu (pla-
telet-derived growth factor, w skrocie PDGF) w zwiazku z jego wpty-
wem na wzrost komérek i procesy naprawcze, a takze z jego rolg w on-
kogenezie, w stanach zapalnych, w miazdzycy oraz w zwioknieniu phuc
i watroby, jak réwniez w zwtéknieniu szpiku.

Wzrost prawidtowych komoérek podlega kontroli polegajagcej na wspot-
dziataniu szeregu peptydowych hormonéw i hormono-podobnych czyn-
nikdw wzrostu znajdujgcych sie we krwi i w ptynach tkankowych [38],
Pojecie ,sekrecji autokrynowej” (autocrine secretion), zaproponowane
przez Sporna i Todaro [80], polega na autostymulacji. Komdrka wydzie-

4 —PBK 2/87
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la hormono-podobny czynnik wzrostu, ktory dziata na jej wiasne recep-
tory znajdujgce sie na zewnetrznej powierzchni btony komdrkowej

(rye. 1).

Rye. 1. Przedstawiona schematycznie sekrecja endokrynna (a), parakrynowa (b)
i autokrynowa (c) [wg 80]

PDGF nalezy do rodziny autokrynowych i parakrynowych peptydéw
wzrostu plytkowo-podobnych (PDGF-like peptides). Jest on gidwnym
biatkowym mitogenem osocza dziatajacym na komorki pochodzenia me-
zenchymalnego, nie wywotujagcym jednak ich nowotworowej transfor-
macji, nawet przy zastosowaniu duzych dawek [81, 87]. Niemniej jed-
nak PDGF dodany do hodowli prawidtowych komdrek posiadajacych od-
powiednie receptory moze powodowaé wystgpienie pewnych cech feno-
typowych, podobnych do tych, jakie obserwuje sie w stransformowa-
nych komoérkach [51, 87], Ponadto PDGF wykazuje potezne dziatanie
chemotaktyczne w stosunku do monocytéw i neutrofili, jak réwniez do
fibroblastow i komoérek miesni gtadkich naczyn, ktérych migracja wy-
raznie zalezy od stezenia PDGF. Chemotaktyczne i mitogenne dziatanie
PDGF wigze sie z jego rolg w procesach zapalnych i naprawczych (pis-
miennictwo zob. w [22a]).

PDGF jest kodowany przez komoérkowy proto-onkogen ,sis” zloka-
lizowany w chromosomie 22 w prazku qll (g oznacza dtugie ramiona
chromosomu) [18, 82]. Wykryto uderzajgcg homologie sekwencji miedzy
jednym z dwu fancuchow polipeptydowych (taricuchem B), z ktdérych
sktada sie PDGF, a transformujgcym biatkiem kodowanym przez onko-
gen ,,sis” wirusa miesaka malpy wetnistej (simian sarcoma virus, w skro-
cie SSV) [23, 86]. SSV nalezy do szybko transformujgcych retrowiru-
sow, ktore w ciggu krotkiego czasu wywotujg u zwierzat doswiadczal-
nych miesaki, a w hodowli transformujg fibroblasty. Wirus ten po raz
pierwszy zostat wyizolowany z komérek widkniako-miesaka (fibrosar-
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coma) matpy wetnistej, co dato poczatek jego nazwie [85]. Genom SSV
jest chimerg powstatg przez rekombinacje sekwencji wirusowych (de-
lecyjnych genéw wirusowych kodujacych biatka wnetrza wirionu i gli-
koproteiny ostonki) z proto-onkogenem ,sis” pochodzacym z komorki
matpy welnistej [66, 67, 89].

Magazynem PDGF sa ziarna alfa krwinek ptytkowych [44, 45, 88],
przy czym przypuszcza sie, ze PDGF jest syntetyzowany w megakario-
cytach (cyt. wg ,[81]). Natomiast inne peptydy PDGF-podobne w szcze-
gélnych warunkach, np. w okresie wzrostu zarodkowego Ilub po
zranieniu tkanek, moga by¢ wytwarzane przez komorki miesni gtad-
kich (cyt. wg [79]). Ostatnio wykazano [49], ze uaktywnione monocyty
krwi obwodowej wykazujg ekspresje proto-onkogenu ,sis” i uwalniajg
czynnik PDGF-podobny, ktéry wspotdziata z innymi stymulatorami pro-
liferacji fibroblastow.

Kazda ludzka krwinka ptytkowa zawiera ok. 1000 czasteczek PDGF
izolowanych w ziarnach alfa, skad sg uwalniane po aktywacji plytek
w nastepstwie uszkodzenia naczynia krwionosnego. Uszkodzenie $rod-
btonka naczyn i odstoniecie widkien kolagenu, a takze pod$rédbtonko-
wych elementéw $ciany naczyniowej stymuluje adhezje i agregacje krwi-
nek ptytkowych oraz wywotuje reakcje uwolnienia. Podczas tego ostat-
niego procesu zostaje uwolniona do mikrosrodowiska zawarto$¢ ziaren
wewnatrzptytkowych, m. in. i PDGF.

PDGF nie jest jedyng aktywnosciag mitogenng zawartg w krwince
ptytkowej. W 1979 r. Castor i wsp. [10] opisali aktywno$¢ zwigzana
z frakcjg anionowa, ktorg nazywali 11l aktywujagcym peptydem tkanki
facznej (connective tissue activating peptide Ill, w skrécie CTAP III).
CTAP 1l aktywuje synteze DNA w fibroblastach i komo6rkach maziow-
kowych, jego ciezar czasteczkowy wynosi 9300 daltondéw i jest zblizony
do 4 czynnika ptytkowego o niskim powinowactwie (low affinity platelet
factor 4). Inni autorzy [61] wyizolowali zasadowe biatko ptytkowe (pla-
telet basic protein, w skrocie PBP) o ciezarze czagsteczkowym od 14 000
do 17 000 daltonéw. Biatko to wigze heparyne i wykazuje antygenowg
konkurencje z 4 czynnikiem ptytkowym. Rola tych czeSciowo oczyszczo-
nych aktywnosci nie jest dokladnie poznana. Interesujgce wydaje sie
powigzanie CTAP IIl i PBP z PDGF. Poza wyzej omdAwionymi biatkami
w ziarnach alfa krwinek plytkowych znajdujg sie jeszcze 4 czynnik
ptytkowy [7, 73] i beta tromboglobulina [45, 57]. Biatka ziaren alfa uwal-
niane miejscowo silnie wigza sie z obnazong blong podstawowa. Suro-
wica cztowieka zawiera 15-20 ng /ml PDGF, podczas gdy osocze zubo-
zone w plytki zawiera tylko 1-2 ng/ml. Linie komoérkowe wyprowadzo-
ne z fibroblastow, komorek miesni gtadkich i gleju, dla optymalnego
wzrostu w warunkach in vitro wymagaja 1-2 ng/ml PDGF [76, 87].
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Wystgpienie aktywnosci PDGF w krzepngcej krwi zbiega sie w roz-
woju filogenetycznym z wystgpieniem uktadu naczyniowego u kregow-
cow. Ta koordynacja w przebiegu ewolucji uwiarygodnia sugestie Rossa
i wsp. [69], ze PDGF in vivo uczestniczy w procesach naprawczych
wys$ciotki naczyniowej. Stad pochodzi jego wczes$niejsza nazwa ,.hormon
zranienia” (wound hormone) [4, 5]. Ponadto badania peptydéw PDGF-po-
dobnych w komorkach miesni gtadkich w obrebie zranienia dostarczyty
dowodu potwierdzajacego wczsniejszg sugestie Sporna i Todaro [80] od-
nosnie do autokrynowego modelu dziatania czynnikbw wzrostu w pro-
cesach naprawczych po uszkodzeniu tkanek [79]. Chociaz miesnie gtadkie
Sciany tetniczej wyizolowane z naczyn dorostych szczuréw nie wy-
twarzaja znamiennych ilosci peptydéw PDGF-podobnych, to jednak ana-
logiczne komorki pochodzace od szczurdw, ktérych tetnica zostata zra-
niona, uwalniaja do $srodowiska pozakomoérkowego hiologicznie znamien-
ne ilosci tych peptydow.

Krwinka ptytkowa zawiera niewielkie ilosci PDGF, dlatego oczy-
szczenie tego peptydu nastreczato wiele trudnosci. Antoniades i wsp. |2]
uzyskali PDGF z ludzkiej surowicy i zidentyfikowali go przy pomocy
przeciwciat skierowanych przeciw PDGF. Niedawno otrzymano PDGF
w wystarczajacych ilosciach dla przeprowadzenia jego charakterystyki
biochemicznej. Materiatem wyjsciowym byty przedatowane koncentraty
ludzkich krwinek ptytkowych [21]. Proces oczyszczania PDGF jest zio-
zony i przebiega w kilku etapach. Etap pierwszy polega na przepuszcze-
niu koncentratu ptytkowego poprzez kolumne wypetniong Sulfadeksem
G 50. Nastepnie, wykorzystujac kationowg nature biatka i jego opornosc
na wysokg temperature, uzyskany z pierwszej chromatografii przesacz
podgrzewa sie do 100° C i przepuszcza poprzez kolumne wypetniong
safedeksem (CM-Sephadex) i sefarozg (Blue-Sepharose). Konhcowy etap
oczyszczania polega na chromatografii w bio-zelu (Bio-Gel P 100). W za-
pisie chromatograficznym uzyskuje sie dwie wartosci szczytowe odpo-
wiadajace aktywnosciom PDGF | i PDGF Il. W poréwnaniu do produktu
wyjsciowego, po oczyszczeniu, specyficzna aktywno$¢ PDGF wzrasta
ok. 100 000 razy. PDGF | i Il roznig sie ciezarem czasteczkowym i skia-
dem weglowodanowym. Ciezar czasteczkowy PDGF | wynosi ok. 31 000
daltonéw, PDGF Il — ok. 28 000 daltonéw. PDGF | zawiera 7°0 grup
weglowodanowych, a PDGF Il — 4°0. Dokfadna analiza skiadu weglo-
wodanowego wykazata, ze PDGF | zawiera N-acetylogalaktozamine i fu-
koze, ktérych nie wykryto w PDGF Il. Z drugiej strony immunizujac
kroliki ludzkim PDGF 1 i Il, uzyskano surowice skierowane przeciw tym
biatkom, ktore jednak tak samo reagujg zarowno z PDGF |, jak i II.
Oba PDGF-y sa wiec nierozréznialne immunologicznie, chociaz czuto$¢
metody immunologicznej wynosi 0,2 ng PDGF/mlI.
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PDGF 1 i Il sktadajg sie z dwu tancuchéw polipeptydowych, zwanych
tancuchami A i B, pofagczonych mostkami dwusiarczkowymi [1, 21, 37,
43, 64]. Ciezar czasteczkowy tancucha A — PDGF | wynosi ok. 18 000
daltonéw, za§ PDGF Il — 16 000 daltonéw, natomiast ciezar czasteczko-
wy tancucha B jest taki sam zaréwno dla PDGF |, jak i Il i wynosi
15 000 daltonéw [43]. W 1985 r. Collins i wsp. [14] opisali czynnik PDGF-
-podobny uzyskany z hodowli komorek $rddbtonka. Ten S$réddbtonkowy
mitogen jest homodimerem taAcuchéw B. Nie ustalono, czy komorka
srédbtonka syntetyzuje rowniez tancuch A PDGF i jaka jest relacja
miedzy plytkowym a $rédbtonkowym PDGF.

Receptory specyficzne dla PDGF (R-PDGF) wystepujg na powierz-
chni ludzkich fibroblastéw, komérek NIH 3T3 (linia komérkowa 3T3
wyprowadzona z prawidtowych fibroblastow myszy w National Institute
of Health (NIH) jest linig ,,unieSmiertelniong” (,immortalized”) posia-
dajgcg zdolnos¢ ciagtej proliferacji w hodowli), a takze na powierzchni
komorek miesni gtadkich tetnic i innych komérek tkanki tgcznej u matp,
myszy, szczuréw i drobiu. Komdrki nabtonkéw, srédbtonkéw i limfocyty
krwi obwodowej nie wigzg 123-PDGF. Ilos¢ receptorow na reagujacych
komorkach waha sie w granicach 40 000 - 400 000 na komdrce. R-PDGF
jest biatkiem btony komédrkowej o ciezarze czgsteczkowym 165 000 -
185 000 daltonéw [32, 36]. Budowa R-PDGF jest podobna do budowy
receptordw dla innych czynnikdw wzrostu, takich jak receptor dla czyn-
nika wzrostu pobudzajgcego wytwarzanie kolonii makrofagéw (macro-
phage-colony stimulating factor, w skrécie M-CSF), lub czynnika wzro-
stu naskorka (epidermal growth factor, w skrécie EGF), przy czym
PDGF dziata m. in. modulujgco na ten ostatni receptor [60]. Ostatnio
Yarden i wsp. [90] metodg klonowania ¢cDNA kodujgcego pre-receptor
dla PDGF komorek NIH 3T3 precyzyjnie ustalili jego strukture. R-PDGF
sktada sie z trzech czesci: pierwszej — ktéra wystaje poza komérke i po-
siada miejsce wigzace PDGF, drugiej — osadzonej w btonie komorko-
wej i trzeciej — znajdujacej sie w cytoplazmie we wnetrzu komorki,
przy czym cytoplazmatyczna czes¢ R-PDGF wykazuje aktywnos$¢ kinazy
tyrozynowej i jest zdolna do autofosforylacji [36], Zewngtrzkomorkowa
czes¢ R-PDGF rozpoznaje i wigze PDGF. Zwigzanie PDGF prawdopo-
dobnie powoduje zmiany w konformacji receptora, co aktywuje we-
wnatrzkomorkowy obszar kinazy tyrozynowej [15, 25, 26, 58]. Kinaza
tyrozynowa jest enzymem przenoszacym wysoko energetyczne grupy
fosforanowe z komérkowego nosnika energii, jakim jest trdjfosforan
adenozyny (ATP), na rodniki tyrozyny biatek komorkowych. Jak sie
wydaje, fosforylacja tyrozyny odgrywa wazng role w ztozonym ukia-
dzie regulacyjnym odpowiedzialnym za zachowanie ksztattu komorki
i kontrole wzrostu (cyt. wg [40]). Réwnolegle z uaktywnieniem Kkinazy
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tyrozynowej wzrasta ilos¢ fosfotyrozyny w biatkach komadrkowych.
W ten sposéb poprzez fosforylacje tyrozyny docelowego biatka lub do-
celowych biatek mitogenny sygnat zostaje przeniesiony z aktywnego re-

ceptora do wnetrza komorki [15].
Gen kodujacy receptor dla PDGF zlokalizowano u cztowieka w chro-

mosomie 5 (5q31->-q32) [90]. Lezy on miedzy genem kodujgcym czyn-
nik wzrostu pobudzajgcy wytwarzanie kolonii granulocytéw i makro-
fagébw (granulocyte-macrophage colony stimulating factor, w skrécie
GM-CSF) (5¢923931), a komorkowym proto-onkogenem ,,fms” (5g33 ->
-> q34), ktory koduje receptor dla M-CSF.

W mitogennej odpowiedzi komoérkowej na PDGF wyr6zniono dwa
okresy: okres zjawisk bezposrednich wystepujacych w ciggu 1-10 min
od ekspozycji na PDGF i okres zjawisk wczesnych, wystepujgcych w
ciggu 30 min do 3 godz. W tabeli 1 przedstawiono bezpos$rednie i wczes-
ne cechy mitogennej odpowiedzi na PDGF.

TABELA 1

Mitogenna odpowiedz na PDGF [wg 81]

Zjawiska bezposrednie (1—10 min)
niezalezne od transkrypcji

Uaktywnienie kinazy tyrozynowej znajdujacej
sie w cytoplazmatycznej czeéci receptora
PDGF

Hamowanie wigzania EGF

Hamowanie wigzania insuliny $winki morskiej
Stymulacja uwalniania fosfolipazy A2

i prostaglandyn

Stymulacja tworzenia polisomu

Stymulacja przemiany fosfatydyloinozytolu

Reorganizacja wiékien aktyny

Zjawiska wczesne (30—180 min)
zalezne od transkrypcji

Usunigcie DPGF ze $rodowiska hodowlanego
juz nie hamuje dalszej aktywnosci mitogennej

Pojawienie sie wzglednie stabilnych sygnatéw
wewngatrzkomérkowych

Indukcja rzadkich sekwencji genowych ko-
dujacych stosunkowo niewielkie ilosci mMRNA
Pojawienie sie rzadkich biatek cytoplazmaty-
cznych

Stymulacja wigzania somatomedyny C
(insulino-podobny czynnik wzrostu 1)
Zwiekszenie ilosci receptorow dla lipopro-
tein o niskiej gestosci

Stymulacja uktadu transportu aminokwaséw

Liste zjawisk bezposrednich otwiera wystgpienie aktywnos$ci kinazy

tyrozynowej, ktdra cechuje takze dziatanie innych autokrynowych czyn-
nikow wzrostu, takich jak EGF ,[24], insulina [46], insulino-podobny
czynnik wzrostu | (insulin-like growth factor I, w skrécie IGF 1) [70]
oraz dziatanie produktow szeregu onkogendw szybko transformujacych
retrowiruséw nalezacych do rodziny ,src”. Rodzing produktow onko-
genoéw ,src” reprezentuje biatko p 60 v-,,src” kodowane przez onkogen
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»,Src” wirusa miesaka Rousa drobiu (Rous sarcoma virus, w skrocie
RSV).

Do zjawisk bezpos$rednich nalezy takze reorganizacja witdkien kurczli-
wego biatka — aktyny. Za jej posrednictwem PDGF wptywa na zmiany
w szkielecie komaérki, co jest intrygujace ze wzgledu na znany zwigzek
miedzy ksztaltem komdrki, wzrostem komorki i anabolizmem komorki
(cyt. wg [81]). Stad tez PDGF moze wywotywac¢ pewne cechy fenotypo-
we, ktore przypominajg wiasciwosci stransformowanych komérek. W ho-
dowli komoérek NIH 3T3, na ktorg zadziatano PDGF, komorki tracg
okragte ksztatty, stajg sie wrzecionowate i rosna, tworzac siatke [87].
W hodowlach ludzkich komérek glejowych i fibroblastach PDGF powo-
duje wczesng reorganizacje wigzek aktyny (actin bundle) i powstawanie
duzych przypominajacych kwiaty pofatdowan btony, podobnych do tych,
jakie wystepujg w stransformowanych komoérkach ,[51].

Jesli idzie o zjawisko wczesne, to niezwykle interesujacy jest fakt,
ze PDGF jest konieczny tylko poczatkowo do wywotania wzrostu. Juz
w ciggu 30 min od eksplozji na PDGF fibroblasty NIH 3T3 stajg sie
.kompetentne” (,competent”), tj. replikujag DNA i dzielg sie [63]. Od tego
momentu usuniecia PDGF ze $rodowiska hodowlanego lub zadziatanie
przeciwciatami skierowanymi przeciw PDGF nie zmienia przebiegu od-
powiedzi mitogennej [6, 11, 22, 63, 71, 77]. Takie nieciggte dziatanie od-
réznia PDGF od dziatania EGF i IGF |, ktore sg stale konieczne (az do
poczatku fazy S) dla podtrzymania wzrostu. Jak sie wydaje, po uptywie
30 min do 3 godz. od ekspozycji na PDGF, reagujace komorki nabywaja
stabilny juz uktad wewnatrzkomoérkowych sygnatéw, ktére warunkujg
odpowiedz na PDGF [78]. Powstanie tych wewnatrzkomérkowych syg-
natdbw zalezy od pewnych sekwencji genowych indukowanych przez
PDGF [12]. W komérkach pozostajacych w stanie spoczynku sekwencje
genowe indukowane przez PDGF korespondujg z niewielka iloscig infor-
macyjnego RNA (mRNA) (70 - 100 kopii w komérce). Po ekspozycji na
PDGF ilo$¢ kopii mRNA wielokrotnie wzrasta (700 - 3000 kopii w ko-
morce). Sekwencje indukowane przez PDGF stanowig jednak zaledwie
0,1-0,3°/o wszystkich genoéw ulegajacych transkrypcji i translacji w ko-
morkach NIH 3T3 [81]. Nalezg one do tzw. ,genéw wczesnych” (,early
genes”) cyklu komérkowego, przynajmniej niektoére z nich Stiles nazywa
»~genami kompetencji” (,competence genes”) warunkujagcymi wystgpienie
i przebieg cyklu komérkowego (cyt. wg [27]).

O poczatkowych zdarzeniach molekularnych, jakie zachodza na po-
wierzchni komorki stymulowanej czynnikami wzrostu, juz mamy troche
wiadomosci (ryc. 2). Otéz po zwigzaniu PDGF ze swoistym receptorem,
poza uaktywnieniem Kkinazy tyrozynowej, wystepuje takze aktywacja
fosfolipazy C. Ten drugi enzym zapoczatkowuje powstanie trdjfosfora-
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nu inozytolu i dwuacylglicerolu. Trdjfosforan inozytolu powoduje uwal-
nianie jonéw wapnia (Ca++) z magazyndéw wewngatrzkomorkowych. Dwu-
acylglicerol uaktywnia kinaze biatkowg C, co jak sie wydaje zapoczatko-
wuje wymiane Na+/H+ wraz z przejSciowym wzrostem pH, ktéry cha-
rakteryzuje komorki stymulowane czynnikami wzrostu.

Ryc. 2. Poczagtkowe zmiany wystepujagce na powierzchni komérek stymulowanych

Czynnikami wzrostu [wg 56], PDGF — ptytkowo-pochodny czynnik wzrostu, EGF —

czynniki wzrostu naskérka, TK — kinaza tyrozynowa, RAS — komorkowe geny

,ras”, PLC — fosfolipaza C, IP3 — tréjfosforan inozytolu, DG — dwuacylglicerol,

PKC — kinaza biatkowa C, AC — cyklaza adenylowa, cAMP — cykliczny mono—
fosforan adenozyny

SzczegOlnie intrygujgce jest pytanie, w ktérym miejscu w tancuchu
poczatkowych przemian dziatajg produkty komdrkowych proto-onkoge—
néw ,ras”. Komérkowe proto-onkogeny ,ras” sg homologiczne z onko-
genami ,ras” szybko transformujacych retrowiruséw migsaka Harveya
i Kirstena szczuréw (Harvey and Kirsten rat sarcoma viruses, w skrocie
odpowiednio Ha-RSV i Ki-RSV), ktore u zwierzat doswiadczalnych w
krétkim czasie wywotujg nowotwory, a in vitro transformujg komorki..
U cztowieka komérkowy proto-onkogen Ha-,ras” 1 zlokalizowano w krot-
kich ramionach chromosomu 11 (llpl5.1 -> pl5.5) (p — oznacza ramiona,
krétkie) [9, 19, 20, 29, 39], za$ komdrkowy proto-onkogen Ki-,,ras” 2 —s
w krétkich ramionach chromosomu 12 (12pl2->do konca p) [29, 42, 59,,
72, 74]. Prawidtowe kodowane przez komodrkowe proto-onkogeny ,ras”’
biatko p21,ras” (o ciezarze czasteczkowym 21 000) uczestniczy w we-
wnatrzkomorkowym (pozareceptorowym) uktadzie informacyjnym (intra-
cellular messenger system). p21,ras” jest zlokalizowane w obrebie btony
komoérkowej i wykazuje dwojakiego rodzaju aktywnos$¢:

— po pierwsze, silnie wigze guanozynotréjfosforan (GTP) [75],
— po drugie, posiada aktywnos$¢ hydrolazy GTP (GTP-azy) rozkiadaja-
cej GTP do nieaktywnej formy guanozynodwufosforanu (GDP) i nie-

organicznego fosforanu {30, 75, 83].
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Ta druga aktywno$¢ neutralizuje pierwsza, dzieki czemu wewnatrz-
komoérkowy sygnat nie dziata w sposéb ciagty. Biatko kodowane przez
komérkowe proto-onkogeny ,ras” wykazuje homologie sekwencji amino-
kwasow i, jak sie wydaje, petni podobne czynnosci co rodzina biatek G
(G proteins). Biatka G stanowig posrednie ogniwo przetwarzajace sygna-
ty pochodzace z réznych receptorow powierzchni komdrkowej i przeka-
zujace je do enzymu efektorowego — cyklazy adenylowej [31, 41, 68].
Gdy biatka G zwiaza sie z GTP, wchodza w ,stan aktywnosci” (,active
state”) i stymulujg cyklaze adenylowg. Gdy GTP ulegnie hydrolizie do
GDP, biatka G wracaja do ,,stanu nieaktywnosci” (,relaxed state”). A za-
tem hydroliza GTP ogranicza czas trwania aktywnos$ci biatek G i prze-
syfanie wewngtrzkomdrkowych sygnatow.

Biatkowy produkt kodowany przez wirusowy onkogen ,ras” posiada
podstawiony aminokwas w pozycji 12 (glicyna 12-—arginina 12), co
prawdopodobnie stabilizuje wigzanie GTP i warunkuje wiasciwosci on-
kogenne tego biatka. Mianowicie onkogenne biatko efektywnie wigze sie
z GTP, ale aktywno$¢ GTP-azy jest ok. dziesieciokrotnie mniejsza [28,
30, 48, 50, 83]. Niezdolno$¢ do efektywnej hydrolizy GTP stanowi pu-
tapke, utrzymujaca docelowe biatko w ,stanie aktywnosci”, wskutek
czego do wnetrza komorki jest przekazywany sygnat cigglty. Dotychczas
jednak nie znamy docelowego biatka dla p21,,ras”.

Interesujace, ze gdy PDGF zwigze ze swoim receptorem, ulega zmniej-
szeniu powinowactwo receptora EGF do EGF. Zwigzanie PDGF akty-
wuje mechanizm zalezny od kinazy biatkowej C, pod wpltywem Kktorej
zachodzi fosforylacja rodnika seryny znajdujgcego sie w cytoplazma-
tycznej czesci receptora EGF, tuz pod btong komorkowa.

W przeciwienstwie do skromnych, ale juz udowodnionych danych
dotyczacych tancucha przemian molekularnych, ktére zachodzg na po-
wierzchni stymulowanej komérki, prawie nic nie wiemy o p0Ozniej wy-
stepujacych procesach we wnetrzu komdrki. Zwlaszcza wazne jest usta-
lenie, ktére geny i w jakiej kolejnosci sg indukowane przez surowicze
czynniki wzrostu. Obecnie wiadomo, ze PDGF zwieksza transkrypcje
dwu gendéw komorkowych, a mianowicie ,myc” [47] i ,fos” [13, 34].
Komorkowy proto-onkogen ,,myc” jest homologiczny z onkogenem ,,myc”
wirusa mielocytomatozy ptakéw szczep MC 29 (avian MC 29 myelocyto-
matosis virus, w skrocie MC 29). U cztowieka proto-onkogen ,,myc” znaj-
duje sie w dystalnym koncu chromosomu 8 w prazku q24 [17, 55, 84].
Komérkowy proto-onkogen ,fos” jest homologiczny z onkogenem ,fos”
wirusa miesaka kosci FBJ myszy (Finel-Biskis-Jinkins (FBJ) murine
osteosarcoma virus, w skrocie FBJ-MSV). U cziowieka proto-onkogen
.fos” zostat zlokalizowany w prazkach gq21—q31 chromosomu 14 [3].
Zaroéwno ,,myc” [35, 62], jak i ,fos” [16] kodujg biatka zwigzane ze zre-
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bem jadra komorkowego. Zrab jadra komorkowego jest strukturg szkie-
letowg odgrywajgcg role w replikacji DNA. Jednakze ostatnie dane, su-
geruja, ze biatko kodowane przez ,myc” jest zlokalizowane obok (co-loca-
lized) jadra komdrkowego i nie wigze sie z DNA, ale uczestniczy w prze-
mianie RNA [65]. W zwiagzku z tg szczegdlng lokalizacjg biatka ,,myc”
wydaje sie, ze odgrywa ono role regulacyjng w cyklu komérkowym.
Przemawiajg za tym badania Kelly i wsp. [47], ktérzy wykryli, ze pro-
dukt ,myc” pojawia sie w rosnacych komérkach na krétko przed podwo-
jeniem sie DNA. Wykazano ponadto [8, 47], ze transkrypcja proto-onko-
genu ,,myc” wigze sie z nabyciem ,,kompetencji” wzrostu (growth ,com-
petence”) i uniezaleznieniem komorki od regulacyjnego wptywu czynni-
kéw wzrostu, a wiec i PDGF. Nie wiemy jednak, czy ekspresja
proto-onkogenu ,fos” przyczynia sie do podobnej utraty wrazliwosci
komérki na dziatanie PDGF, zwiaszcza ze aktywacja ,fos” wyprzedza
aktywacje ,myc” [52]. Ekspresja komoérkowych proto-onkogenéw ,fos”
i ,myc”, a takze innych gendéw kodujacych biatka zwiagzane z jadrem
komoérkowym, jak np. proto-onkogenu ,myb”, ktéry jest homologiczny
z onkogenem ,,myb” wirusa mieloblastozy ptakéw (avian myeloblastosis
virus, w skrocie AMV), ulega zmianom podczas proliferacji [8, 34, 47]
i réznicowania ,[33, 53, 54] komorek.

Stiles (cyt. wg [27 i 56]) wykazat ponadto, ze PDGF w komérkach
NIH 3T3 zwieksza transkrypcje nie tylko proto-onkogenow ,fos” i ,,myc”,
ale takze gendéw kodujgcych interferon beta (gen pokrewny ,fos”) i syn-
tetaze 2'5'-oligoadenylanowg. Transkrypcja tych dwu ostatnich gendw
wystepuje w pdzniejszym okresie niz ,fos” i ,,myc”. Jak wiadomo wy-
twarzanie interferonu i syntetazy indukujg wirusy. Co wiecej, wirus
pecherzykowego zapalenia jamy ustnej, wczes$niej, zanim wystapi ekspre-
sja genow dla interfronu i syntetazy, wywotuje ekspresje ,,fos” i ,myc”
(cyt. wg [56]). Z kolei syntetaza powoduje powstanie 2'5'-adenylanu,
ktdry aktywuje rybonukleaze przypuszczalnie specyficzng wobec wiru-
sowego MRNA (messenger RNA, w skrocie mRNA). Zwiekszenie przez
PDGF transkrypcji gendw kodujacych interferon beta jest niezwykle
interesujgce w Swietle ostatnich doniesien [47a], ktére méwig o prze-
ciwstawnym dziataniu na cykl komdrkowy interferonéw (alfa i beta)
i PDGF. Mianowicie interferony hamuja przejScie komérek z fazy GO
cyklu komoérkowego w faze Gx i S, podczas gdy PDGF dziata mitogen-
nie.

Stiles sugeruje istnienie duzej puli genéw indukowanych czynnika-
mi wzrostu, jednakze ekspresja tych gendw jest tylko przejSciowa, oczy-
wiscie jesli wzrost komorki jest prawidiowo regulowany. Sg to tzw.
»~geny kompetencji wzrostu” Stilesa. Do wyjasnienia pozostaje, ktore
y ,gendéw kompetencji” odpowiadajg ,wczesnym genom” cyklu komor-
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kowego, czy posiadajg one aktywnos$¢ transformujacg i jakie sg ich czyn-
nosci.
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KRUCHOSC CHROMOSOMOW CZtOWIEKA — WARIANTY
CHROMOSOMOWE CZY PATOLOGIA STANOWIACA ZAGROZENIE
WYSTAPIENIA WAD WRODZONYCH | CHOROB NOWOTWOROWYCH

FRAGILITY OF HUMAN CHROMOSOMES — CHROMOSOMAL VARIANTS OR
PATHOLOGY WITH A HIGH RISK OF NEOPLASTIC DISEASE
AND CONGENITAL DEFECTS

Ewa WIERASZKO-SZACIKOWSKA

Centrum Zdrowia Dziecka

Streszczenie. Szczegbtowo opisano zjawisko kruchos$ci chromosoméw cztowieka, po-
dajac jednocze$nie ich obowigzujaca klasyfikacje wedtug Sutherlanda. Wiekszo$¢
miejsc kruchych genomu cztowieka nie jest zwigzana z jakimkolwiek zespotem
klinicznym lub nienormalnymi cechami, z wyjatkiem kruchego chromosomu X,
ktory zwigzany jest z zespotem uposledzenia umystowego u mezczyzn. Nie znane
jest kliniczne znaczenie tych miejsc kruchych, jednak w czasie ostatnich dwu lat
zwrécono uwage na to, ze moze istnie¢ zalezno$¢ miedzy wystepowaniem Kkru-
chosci chromosomu i biataczkami, a takze by¢ moze innymi nowotworami. Wstep-
ne dane z trzech réznych zrédet wskazujg, ze istotnie moze tak by¢. Czy miejsca
kruche sg czynnikiem predysponujagcym w Kierunku transformacji nowotworowej,
czy tez dziataja jedynie w kierunku reorganizacji chromosomow, nie wiadomo.
Ztamanie chromosomu autosomalnego w miejscu kruchym moze mie¢ oczywiscie
zupetnie inne nastepstwa w mitozie i w mejozie. O ile w kolejnych mitozach moze
doprowadzi¢ do powstania jakosciowo nowej komorki somatycznej, mozaicyzmu
i ustalenia sie patologicznego klonu, o tyle w mejozie ztamanie chromosomu moze
predysponowa¢ do nowej reorganizacji chromosoméw w gametach, ktére mogg na-
stepnie byé zaptadniane. Pewne dane kliniczne potwierdzajg przypuszczenia, ze
krucho$¢ chromosoméw moze sprzyjaé powstajgcym de novo strukturalnym i licz-
bowym aberracjom autosomalnym.

Summary. Heritable fragile sites of human chromosomes have been described in
detailes according to the Sutherland’s classification. Most of these fragile sites do
not appear to be associated with any clinical syndrome or abnormalities but
X-chromosome fragile site is a marker for one form of X-linked mental retar-
dation in the male. We do not yet know the clinical significance of the fragile
sites. In the last couple of years attention has been put tqg some patients who
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have a neoplastic disease and a fragile site in their lymphocyte culture. In 1983,
Yunis reported that a relationship could exist between fragile sites and leukemia.
Preliminary data from three sources suggest that this may be so. Whether these
fragile regions carry genes related to cancer or whether these sites only represent
predisposing factors for chromosomal rearrangements is not know yet. Chromoso-
me breakage at autosomal fragile sites would, of course, have different outcomes
in meiosis and mitosis. In mitosis the carriage of autosomal fragile sites would set
the stage for a new somatic cell and mosaicism. Certain cells of these may be
destined to constitute cancer. In meiosis chromosome breakage predispose to new
chromosome rearrangement observed in the gamete or consequent conception. So-
me clinical data confirm that fragility can be attributed to a de novo autosomic
structural abnormalities or aneuploidies.

Intencjg autorki niniejszego artykutu jest przedstawienie na podsta-
wie najnowszej literatury bardzo trudnego problmu, budzacego wiele
kontrowersji, nawet wsrod fachowcoéw uchodzacych za autorytety. Cho-
dzi mianowicie o obraz morfologiczny, jakim jest obserwowana przez
cytogenetykéw krucho$¢ chromosomoéw cztowieka. Jak ma sie obserwo-
wany pod mikroskopem obraz chromosomu, wynikajacy z jego chemicz-
nej struktury, do funkcji jaka peini taki wiasnie kruchy chromosom
w komdrce? Czy miejsca kruche moga by¢ punktami ztaman chromoso-
mu i jakie owa krucho$¢ moze mie¢ ewentualne nastepstwa w mitozie
i w mejozie, a wiec co oznacza ona w ontogenezie dla organizmu, nosi-
ciela kruchosci, a co dla gamet, ktdre on wytwarza? Oto podstawowe
pytania, ktére nagromadzity sie wokot problemu kruchosci chromosomoéw.

Ogromny brak wiedzy w tym zakresie oraz brak odpowiedniej ilosci
danych klinicznych dotyczacych tego zagadnienia, doprowadzit do tego,
ze poszczego6lne osrodki badawcze na podstawie wiasnego materiatu sfor-
mutowaty pewne wnioski i zaleznosci, bedace jaskrawym przeciwien-
stwem tego, co sformutowaty inne os$rodki na réwnie obszernym i war-
tosciowym materiale.

Trwajagce od okoto dwudziestu lat badania nad kruchos$cig chromo-
somow cztowieka doprowadzity do opisania wielu takich miejsc w jego
genomie. Starannie dzielono miejsca kruche na grupy i klasy, w zalez-
nosci od warunkéw hodowli limfocytow, w ktérych ujawniaty sie te
kruchosci, oraz w zaleznosci od tego czy s one dziedziczne, czy nie. Na
tym polu szczegdlnie aktywnie dziatata grupa badaczy australijskich.
To witasnie z tej grupy Sutherland [10] jako pierwszy w 1979 r. w obszer-
nej pracy podat bardzo szczegétowo warunki hodowli limfocytow, dzieki
ktorym mozna sprowokowaé ujawnienie sie kruchosci chromosomoéw.
On takze zdefiniowat pojecie miejsca kruchego w chromosomie. Cho¢
definicja ta ulegta juz znacznym zmianom i wyodrebniono klasy miejsc
kruchych, z ktérych kazda ma swojg definicje, jednak ze wzgledu na
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fakt, ze wielu badaczy po dzien dzisiejszy stosuje sie do pierwotnie

zdefiniowanych zasad oraz ze wzgledu na fakt, ze ta pierwotna definicja

byta punktem wyjscia do dalszych modyfikacji, jak i pewnych nieporo-

zumien nomenklaturowych, warto wymieni¢ trzy podstawowe warunki,

ktére musiato wedtug Sutherlanda spetniaé miejsce kruche:

1 — jest to nie barwiacy sie odstep rdéznej szerokosci, ktéry zazwyczaj
wiacza obie chromatydy,

2 — miejsce to dziedziczy sie jako cecha dominujgca w spos6b zgodny
z prawami Mendla,

3 — krucho$¢ musi objawi¢ sie morfologicznie przez wytworzenie frag-
mentéw acentrycznych lub figur tréjpromienistych.

Precyzyjne wyodrebnianie réznych klas miejsc kruchych, uscislanie
definicji i cala ta klasyfikacyjna dyskusja miata na celu bardzo dokladne
oddzielenie miejsc kruchych od tzw. gorgcych punktéw, czyli lezji auto-
somalnych [4, 11]. Te ostatnie dajg pod mikroskopem najczesciej obraz
identyczny jak miejsca kruche, jednak nie sg dziedziczne, lecz powstajg
spontanicznie w pewnych warunkach hodowli i grupujg sie w poblizu
miejsc sktonnych do ztaman. Z czasem jednak okazato sie, ze lezje auto-
somalne sg tak rozpowszechnione (ponad 60% populacji wykazuje takie
lezje), ze w tej sytuacji jatowa stata sie dyskusja na temat dziedziczenia
tej cechy. Obecnie cze$¢ badaczy uznata lezje autosomalne za kolejng
klase miejsc kruchych, ktore niekoniecznie muszg by¢ dziedziczone [7].

W normalnej populacji wystepowanie lezji autosomalnych jest jed-
nak o wiele bardziej powszechne niz wystepowanie miejsc kruchych.
Miejsca kruche w klasycznym ujeciu Sutherlanda wystepujg rodzinnie
i stanowig wielkg rzadko$¢. Wytgcznie tak rozumiane miejsca kruche
beda rozwazane dalej w niniejszym tekscie.

Sutherland juz w 1979 r. opisat dziewieé¢ dziedzicznych miejsc kru-
chych, wystepujgcych w siedmiu chromosomach genomu cztowieka. Po
dzien dzisiejszy opisano takich miejsc 17. Pietnascie z tych miejsc kru-
chych ujawnia sie w warunkach braku kwasu foliowego w medium ho-
dowlanym limfocytdw i zlokalizowanych jest w nastepujgcych prazkach
chromosoméw: 2ql3, 3pl4, 6p23, 7pll, 8922, 9p21, 9932, 10923, 1llq 13,
11923, 2ql3, 16pl2, 20pll oraz Xqg27. Wszystkie one stanowig pierwszg
grupe miejsc kruchych. W grupie drugiej i trzeciej znajdujg sie te miej-
sca kruche, ktdre nie ujawniajg sie pod wptywem braku kwasu foliowego
w medium hodowlanym, lecz wymagaja specyficznego dziatania okre$lo-
nych substancji. Na przyktad miejsca kruche 16922, 17qgl2 i 10925 wy-
magajg specyficznego dziatania dystamycyny A lub netropsyny czy tez
bromodezoksyurydyny. Do czwartej grupy miejsc kruchych, zdefiniowa-
nej dos¢ enigmatycznie, zalicza sie w gruncie rzeczy lezje autosomalne
i pewne konstytucjonalne krucho$ci. Wiekszo$¢ z miejsc kruchych zebra-
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nych w owe cztery grupy, nie jest zwigzana z jakimkolwiek zespotem
klinicznym lub nienormalnymi cechami, z wyjatkiem kruchego chromo-
somu X, ktory jak wiadomo od wielu lat, zwigzany jest z zespotem
uposledzenia umystowego u mezczyzn. Z 17 dotychczas znanych miejsc
kruchych 16 dotyczy autosoméw. Warto podkreslic, ze wystepowanie
miejsc kruchych w normalnej populacji stanowi wielka rzadko$¢. Naj-
bardziej powszechny jest kruchy chromosom X, ktéry wystepuje z cze-
stoscig mniejszg niz 1 na 1000 osobnikdéw populacji. W przypadku obec-
nosci kruchego chromosomu u danego osobnika nigdy nie wystepuje on
we wszystkich komérkach metafazalnych. W zaleznosci od stosowanych
podtozy hodowlanych oraz czynnikow stymulujacych podziaty uzyskuje
sie rézny procent ujawniajacych sie miejsc kruchych. Na og6t 30%
metafaz zawierajagcych kruchy chromosom stanowi warto$¢ bardzo wy-
soka, zwykle siega ona kilkunastu procent lub mniej. W niektérych
przypadkach mozna uzyska¢ zaledwie 2-3% metafaz ujawniajgcych kru-
chy chromosom. U niektérych pacjentéw znalezienie kruchego chromo-
somu nastrecza tak wielkie trudnosci, ze znalezienie cho¢ jednej komorki
z miejscem kruchym jest potwierdzeniem nosicielstwa, natomiast ne-
gatywny rezultat poszukiwadA nawet w 300 ptytkach metafazalnych nie
jest jeszcze zaprzeczeniem nosicielstwa kruchosci. Tak wiec wykrywanie
kruchos$ci chromosomoéw jest ucigzliwe i nieadekwatne.

W czasie ostatnich dwu lat zwrécono uwage na niektorych pacjentow
cierpigcych na chorobe nowotworowa i bedacych jednoczes$nie nosiciela-
mi miejsca kruchego, dajgcego ujawni¢ sie w hodowli limfocytow tych
pacjentéw. W 1983 r. Yunis [12] na podstawie wiasnych obserwacji kli-
nicznych wyrazit przypuszczenie, ze moze istnie¢ zalezno$¢ miedzy no-
sicielstwem miejsc kruchych i zapadaniem na biataczki. W rok pézZniej
Lebeau i Rowly [5] wykazali, ze 7 z 17 dziedzicznych miejsc kruchych
jest wihaczanych w nieprzypadkowe anomalie chromosomowe w przypad-
ku biataczek i chloniakéw. Kolejny rok przynidst dalsze potwierdzenia
tych zaleznosci. De Braekeller i wspdtpracownicy [1] przeprowadzili kom-
puterowg analize cytogenetycznych danych 17 tysiecy przypadkéw bia-
faczek i chtoniakéw oraz 450 pacjentéw z niehematologicznym litym gu-
zem nowotworowym. | cho¢ wyniki tej pracy wykazaty, ze wiekszosc,
cho¢ nie wszystkie prazki, w ktdrych moga wystepowa¢ miejsca kruche,
wigczane sg w strukturalne aberracje w przypadku nowotworu, to jed-
nak nadal nie ma odpowiedzi na najtrudniejsze pytania dotyczace tego
problemu. Chodzi o to, czy miejsca kruche sg czynnikiem predysponu-
jacym w kierunku transformacji nowotworowej. lIstnieje przypuszcze-
nie, ze regiony kruche nosza geny zwigzane z nowotworzeniem lub ze
miejsca kruche reprezentujg jedynie czynniki predysponujgce do reorga-
nizacji chromosomoéw w ogéle. Dane Kkliniczne rowniez nie dajg odpo-
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wiedzi jednoznacznej. De Braekeller [1] cytuje trzy rodziny z rodzinnie
wystepujgcym nowotworem oraz z dziedzicznym w tej rodzinie regio-
nem kruchym 16922, przejawiajgcym sie zaréwno u zdrowych, jak i za-
atakowanych przez nowotwdr cztonkéw tej rodziny. Z drugiej za$ strony
Hecht i Hecht [3] opisujg trzy pokolenia duzej rodziny, gdzie dziedzicz-
ny kruchy chromosom 16922 wystepuje bezobjawowo u wszystkich czton-
kéw tej rodziny. Z najnowszych danych klinicznych oraz wynikéw prac
eksperymentalnych, jak i wielkich zbiorczych opracowarn danych cyto-
genetycznych i klinicznych metoda analizy komputerowej wynika, ze
nieznane jest przede wszystkim znaczenie kliniczne miejsc kruchych w
chromosomie. Na podstawie tych wstepnych opracowah mozna przy-
puszcza¢, ze pewne autosomalne miejsca kruche moga okazaé sie catko-
wicie nieszkodliwe, podczas gdy inne mogg by¢ rzeczywiscie kruche,
prowadzi¢ do ztaman chromosoméw i szkodliwych konsekwencji. Wiek-
szo$¢ miejsc kruchych obserwowano jedynie u heterozygot. Pewne auto-
somalne miejsca kruche moga by¢ szkodliwe w homozygocie i miec
charakter letalny, prowadzac do spontanicznych poronien. Ztamanie chro-
mosomu w miejscu kruchym moze mie¢ zupelnie inne nastepstwa w mi-
tozie i w mejozie. W mitozie przenoszenie autosomalnego miejsca kru-
chego moze utworzy¢ stan sprzyjajacy powstaniu jakosciowo nowej ko-
mérki somatycznej, zmienionej chromosomowo, co prowadzi do mozaicy-
zmu ze strukturalnie zmienionym fragmentem chromosomu. Niektdre
z tych komoérek moga by¢ sktonne do dalszych zmian w kierunku utwo-
rzenia komdrek nowotworowych. Dalszy rozwdj i ustalenie sie patolo-
gicznego klonu nastepuje wedtug wzoru innych proliferatywnych zabu-
rzen pochodzenia klonalnego. Dobrg ilustracjg kliniczng takiego wiasnie
mechanizmu dziatania jest praca Sessarego i wsp. [9]. W opisanym w tej
pracy przypadku pacjent wykazuje obecno$¢ miejsca kruchego 1lql3
w 12% ptytek metafazalnych limfocytéw krwi obwodowej, hodowanych
w medium bez kwasu foliowego. Komdrki hematopoetyczne majg nato-
miast interstycjalng delecje w tym samym miejscu tegoz chromosomu,
przy wspétistnieniu biataczki. Autorzy sugerujg oczywisty zwigzek mie-
dzy wystepowaniem opisanej kruchos$ci chromosomu u pacjenta i pre-
ferowaniem tego miejsca w zmianach, ktére doprowadzity do ustalenia
sie biataczkowej linii limfocytow. Podobnych doniesien mozna znalez¢
wiecej. Czesto dotyczg one miejsca kruchego 16¢22.

Ztamanie chromosomu w miejscu kruchym ma oczywiscie zupetnie
odmienne nastepstwa w mejozie, predysponujagc do nowej reorganizacji
chromosomowej obserwowanej w gametach. Reorganizacja ta moze pro-
wadzi¢ w rezultacie do jakosciowo nowych zmian w obrebie kruchego
chromosomu. Takie gamety moga bra¢ udziat w zaptodnieniu. Tak wiec
nosicielstwo kruchosci chromosomu wydaje sie zdecydowanie sprzyjacé
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powstawaniu aberracji chromosomowych. Niektérzy autorzy — szcze-
gélnie szkota hiszpanska [2] — stojg na tak dalece skrajnym stanowisku
w tej sprawie, ze w niektdrych przypadkach, a dotyczy to szczegdlnie
kruchosci miejsca 16922, autorzy ci traktuja nosicieli wymienionej kru-
chosci jako grupe o zwiekszonym ryzyku wystgpienia de novo aneuploidii
lub chromosomowej anomalii strukturalnej i kwalifikujg przysztych ro-
dzicow z tej grupy do diagnostyki prenatalnej.

Tymczasem amerykanscy badacze Hecht i Hecht [3] stojg na catko-
wicie odmiennym stanowisku. Ich zdaniem postulowanie biopsji kosméw-
ki w przypadkach nosicielstwa kruchosci w chromosomie 16 u jednego
z rodzicow jest wprowadzaniem zbednego ryzyka. Dysponuja oni bowiem
pewng liczbg rodzin, gdzie nosicielstwo miejsca kruchego 16022 prze-
biega bezobjawowo. Hiszpanie, przeciwnie, zebrali wtasny materiat uzu-
petniony doniesieniami kanadyjskimi [1, 6] i innymi, z ktérych wynika,
ze w rodzinach takich nagminnie wystepujg anomalie chromosomowe,
a wiec dzieci z wadami oraz inne niepowodzenia rozrodu. Amerykanie
sugeruja, ze jest to przypadkowy zbieg okolicznosci, a ogolna liczba
przypadkéw klinicznych zbyt mata, aby wyciggnaé wnioski co do sto-
sowania w tych przypadkach diagnostyki przedurodzeniowej.

Rye. 1 prezentuje kruchy chromosom 16 we fragmentach trzech réz-
nych mitoz. Zdjecie pochodzi z pracy Garcia i in. ,[2]. Nosicielem tego
chromosomu jest dorosty zdrowy mezczyzna. Jednak jego syn urodzit
sie z powstatg de novo translokacja, oceniong cytogenetycznie jako zrow-
nowazong, miedzy chromosomami 1 i 16. Pekniecie chromosomu 16 na-
stagpito w g22. Translokacja ta nie byta jednak w petni zrownowazona
pod wzgledem przeniesionego materiatu genetycznego. Dziecko wykazu-
je liczne wady rozwojowe.

Wiele najnowszych prac [1, 2, 6, 8] coraz wyrazniej wskazuje na
udziat miejsca kruchego 16g22 w predysponowaniu (przynajmniej w nie-
ktorych rodzinach) tak w kierunku transformacji nowotworowej, w wy-
niku ciggu mitoz zmienionych genetycznie komorek somatycznych, jak
i w kierunku powstawania aberracji chromosomowych w gametach w
wyniku zmian, ktére zaszty w trakcie mejozy. Z pewnoscig w zachodze-
niu tych zjawisk olbrzymia role odgrywajg inne jeszcze czynniki, obec-
nie nie znane, jednak juz dzi§ mozna okresli¢ nosicieli miejsca kruchego
16g22 jako ludzi obarczonych pewnym ryzykiem produkowania wadli-
wych genetycznie gamet, jak i predyspozycji do wytwarzania klonéw
nowotworowych. Najprawdopdobniej ryzyko takie zachodzi réwniez w
przypadku innych chromosoméw kruchych, lecz w obliczu dotychczas
zebranych faktéw rysuje sie to mniej wyraznie.

Zjawisko kruchosci chromosomoéw jest niestychanie intrygujace. Be-
dac u pewnych osobnikéw, a nawet w pewnych rodzinach, cechg prze-
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Rye. 1. Fragmenty trzech réznych mitoz z kruchym chromosomem 16g22 zazna-
czonym strzatkga. Zdjecie pochodzi z pracy Garcia i wsp. [2]

biegajaca bezobjawowo, fizjologicznie i zachowujac sie jak wariant chro-
mosomowy, styka sie jednak niemal z mozliwoscig zainicjowania procesu
kancerogenezy i mozliwos$cig powstania de novo aberracji chromosomo-
wych w gametach. Kiedy miejsce kruche staje sie niebezpieczne? Jakie
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okolicznosci muszg zajs¢ w komorce, aby cecha prawie fizjologiczna
doprowadzita do ostrej patologii? Oto pytania, na ktére moga rzucic¢
Swiatto intensywne badania lat przysztych.
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STAN BADAN NAD BIALKAMI WIAZACYMI WAPN —
REFLEKSJE PO MIEDZYNARODOWYM SYMPOZJUM
W CRANS-MONTANA

Jacek KUZNICKI

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

W dniach 16 - 18 wrze$nia 1986 r. odbyto sie w C.rans-Montana (Szwaj-
caria) sympozjum pt. ,Calcium and Calcium Binding Proteins”, w kto-
rym uczestniczyto okoto 50 os6b. Na program sympozjum skladaty sie
wyktady zaproszonych gosci oraz doniesienia innych autoréw. Jeden
dzien poswiecony byt biatkom wigzacym wapri z miesni i z komorek
niemiesniowych; drugi dzien — kalmodulinie i jej roli w regulacji pro-
cesow komdrkowych, natomiast trzeci dzien obrad dotyczyt problemu
zatytutowanego ,Waph w réznych systemach biologicznych”. Niniejsze
sprawozdanie, ze wzgledu na konieczno$¢ syntetycznego ujecia, nie be-
dzie doktadnie pokrywato sie ze strukturg sympozjum. Przede wszyst-
kim zostang omdéwione informacje o poszczegdlnych biatkach: ich wyste-
powaniu, strukturze i funkcji. Przedstawie nastepnie doniesienia na temat
regulacji poziomu wapnia w komorce i jej organellach, w normie i pa-
tologii.

Zarobwno organizmy jednokomadrkowe, jak i komdrki wchodzace w
sktad organizméw tkankowych, znajdujg sie stale w Srodowisku zawie-
rajagcym milimolowe stezenie jondw wapnia. Stezenie tego kationu we-
wnatrz komarek jest nizsze o co najmniej 3-4 rzedy wielkosci i wynosi
ponizej 10 7M. Ten gradient stezenia jondéw wapnia jest utrzymywany
dzieki pracy pomp, tj. ATPaz btonowych, wypompowujacych jony wap-
nia na zewnatrz lub do miejsc przechowywania wewnatrz komérki. Zgod-
nie z obowigzujagcym paradygmatem, niski poziom jonéw wapnia wy-
stepuje w komérkach nie pobudzonych, natomiast po aktywacji komorki,
np. w wyniku pojawienia sie potencjatu czynnosciowego, nastepuje wzrost
stezenia jondw Ca2+. Akceptorami tych jonoéw sa biatka o niskim cie-
zarze czasteczkowym, takie jak kalmodulina, troponina C, parwalbumi-
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na, biatko S-100, onkomodulina lub kalbindyna (biatko wigzace wapn
zalezne od witaminy D). Biatka te, posrednio lub bezposrednio, wywotu-
ja efekty fizjologiczne charakterystyczne dla stanu pobudzenia danej
komorki. Wszystkie wymienione biatka majg podobne elementy struktu-
ralne, zwane domenami o budowie ,,EF-hand”. Domena zbudowana jest
z dwoch odcinkéw spirali a-heliksu (odcinka ,,E” i odcinka ,,F”) oraz
faczacej je petli. Teoretycznie wszystkie domeny ,,EF-hand” powinny
wiaza¢ jony wapnia; w rzeczywistosci tylko niektére z nich wiaza jony
wapnia z wysokg statg powinowactwa.

Wigzanie kationéw dwuwarto$ciowych przez kalmoduling omowit
J. A. Cox. Kalmodulina zawiera cztery domeny ,,EF-hand”. Dane z NMR
wskazujg, ze | i Il domena czasteczki ma nizsze powinowactwo wzgle-
dem wapnia niz domena Il i IV, natomiast dane z uzyciem pH-statu, me-
tod mikrokalorymetrycznych oraz bezposrednie pomiary wigzania jonéw
wapnia wskazuja, ze kalmodulina ma 4 jednakowe miejsca wigzania
o0 statej réwnowagi asocjacji KCa= 109M-1. Ponadto, kalmodulina za-
wiera cztery miejsca wigzania jonéw magnezu (KMy= 102M_1), r6zne od
miejsc wigzania wapnia i dziatajgce antagonistycznie wzgledem siebie.
Jony wapnia koordynowane sg przez reszty aminokwaséw znajdujgce sie
w petli domeny ,,EF-hand”, podczas gdy jony magnezu sg najprawdo-
podobniej wigzane przez reszty aminokwaséw kwasnych, znajdujgce sie
na odcinkach ,,E” a-heliksu.

Wigzanie kolejnych jondéw wapnia przez domeny ,,EF-hand” kalmo-
duliny indukuje zmiany konformacyjne, ale dopiero po zwigzaniu trze-
ciego jonu mozliwa staje sie interakcja kalmoduliny z docelowymi biat-
kami, gtéwnie enzymami.

Do enzyméw roslinnych aktywowanych przez kalmoduline nalezg
Ca2+ATPazy blonowe, kinazy NAD (kinaza cytoplazmatyczna, kinaza
w zewnetrznej btonie mitochondrialnej i kinaza w btonie chloroplastow),
cksydoreduktaza ubichinon-NAD oraz r6zne kinazy biatkowe, w tym
kinaza zalezna od fosfolipidéw (referat D. Marme). Autor sugerowat tez,
ze inne procesy zalezne od jondw wapnia, takie jak mitoza, wzrost ko-
morki, ruch chloroplastéw i cytoplazmy oraz niektére efekty dziatania
auksyn i cytokinin, zalezg réwniez od kalmoduliny. Niski poziom jonow
wapnia w komdrce roslinnej utrzymywany jest przez ATPaze blonowa,
aktywowang przez wapn i kalmoduline. Aktywno$¢ tego systemu obniza
sie pod wplywem Swiatta, co prowadzi do wzrostu stezenia jonéw wapnia
w cytoplazmie komorki. Sugeruje sie, ze ATPaza btonowa traci wrazli-
wos¢ na kalmoduline pod wpltywem Swiatlta, ale dokitadny mechanizm
tego zjawiska nie jest znany.

W komorce zwierzecej kalmodulina réwniez reguluje wiele enzymow,
m. in. Ca+2 Mg+2-ATPazy btonowe, fosfodwuesteraze, cyklaze, rézne Ki-
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nazy biatkowe i niektore fosfatazy biatkowe. Jedng z nich jest fosfataza
izolowana z mozgu, zwana kalcineuryng, sktadajgca sie z podjednostki A
(60 kDa) i podjednostki B (19 kDa) (referat W. Y. Cheunga). Podjed-
nostka B wigze cztery jony wapnia z wysoka statg powinowactwa i wy-
kazuje 33% homologii z kalmoduling. W podjednostce A wyrézni¢ mozna
domene Kkatalityczng i dwie domeny regulacyjne: jedna wigze kalmodu-
line druga wiaze podjednostke B. Podjednostka B nie moze zastgpié
kalmoduliny i odwrotnie. A zatem Kkalcineuryna jest enzymem aktywo-
wanym synergistycznie przez dwa rozne biatka wigzace wapn. Najwyz-
sze stezenie kalcineuryny wykryto w mozgu. Na poziomie komérkowym
enzym zlokalizowano w ziarnisto$ciach postsynaptycznych i w poblizu
mikrotubul postsynaptycznych dendrytéw. W neuronach mézgu i w siat-
kéwce oka synteza kalcineuryny jest skorelowana z gtéwnym okresem
synaptogenezy. Na tej podstawie sugeruje sie, ze kalcineuryna bierze
udziat w aktywnosci synaps.

Kalmodulina petni kluczowa role w regulacji skurczu mieéni gtad-
kich jako podjednostka kinazy lekkiego tancucha miozyny. Obecnie uwa-
za sie, ze fosforylacja tego tancucha nie jest jedynym mechanizmem re-
gulujacym skurcz miesni gladkich. Na obecno$¢ dodatkowego systemu,
zwiazanego z filamentem aktynowym, wskazujg m. in. doswiadczenia,
w ktérych wykazano, ze preparaty cienkich filamentow z miesni gtad-
kich stymuluja aktywno$¢ ATPazowg miozyny izolowanej z miesni szkie-
letowych, w sposob zalezny od jonéw wapnia. S. B. Marston i niezalez-
nie M. Walsh pokazali, ze sktadnikami takich preparatow sa aktyna,
tropomiozyna i kaldesmon w proporcji 28 : 4 : 1 oraz niewielka ilo$¢ nie
zidentyfikowanego biatka 30 kDa. Marston omoéwit dane wskazujace,
ze kaldesmon — biatko o cigezarze 120 kDa, wigzace kalmoduline i akty-
ne — reguluje aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej mies$ni gtadkich in
vitro i postulowat, ze kaldesmon moze braé¢ udziat w regulacji skurczu
tych mieséni in vivo. Wedlug Marstona dziatanie kaldesmonu przypomi-
na dziatanie troponiny w miesniach szkieletowych. A mianowicie w nie-
obecnosci jonéw wapnia kompleks kaldesmon-tropomiozyna hamuje in-
terakcje aktyny z miozyng, natomiast w obecnos$ci wapnia kalmodulina
odrywa kaldesmon od aktyny i znosi te inhibicje. Inny poglad zaprezen-
towat Walsh. Badajgc nie tylko natywne filamenty aktynowe, ale row-
niez mieszanine biatek wchodzacych w sktad tego filamentu w réznych
kombinacjach, stwierdzit on, ze czuto$¢ na wapn ATPazy aktomiozyno-
wej jest zachowana nawet w nieobecnosci kaldesmonu. Zdaniem Walsha
wyniki te sugerujg, ze kompleks kaldesmon-kalmodulina nie jest odpo-
wiedzialny za zalezng od wapnia regulacje ATPazy aktomiozynowej mies-
ni gtadkich. A zatem, problem dodatkowych mechanizméw regulujacych
skurcz tych mieéni pozostaje nie rozwigzany.
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W 1977 r. stwierdzono, ze kalmodulina aktywuje synteze cyklicz-
nych nukleotydow, ale mechanizm tego zjawiska nie byt badany. We-
dtug G. Deliconstantinosa aktywacja cyklazy guanidynowej w prepara-
tach bton synaptosomalnych zachodzi tylko przy niskich stezeniach kal-
moduliny, natomiast przy wysokich stezeniach kalmoduliny nastepuje
obnizenie aktywnosci enzymu. W podsumowaniu referatu autor suge-
rowat, ze kalmodulina reguluje aktywnos$¢ cyklazy guanidynowej, dzia-
tajac na fizyczne wiasciwosci btony, tzn. zwiekszajac jej ptynnosc.

D. M. Watterson przedstawit wyniki badan nad zaleznoscia miedzy
strukturg pierwszorzedowg kalmoduliny a jej aktywnoscig biologiczna.
Pierwszy cykl oméwionych doswiadczen polegat na poréwnywaniu aktyw-
nosci kalmodulin rdznigcych sie nieznacznie sekwencjg aminokwasow.
Badano kalmoduline izolowang z Paramecium — pierwotniaka, ktéry
wykazuje reakcje ruchowe zalezne od wapnia, podczas ktérych zachodzi
aktywne wydalanie jonéw potasu. Z mutanta Paramecium (pnTa), ktory
nie ma wrazliwego na wapn wydalania potasu, wyizolowano kalmodu-
ling i oznaczono jej sekwencje. Okazato sie, ze oba biatka réznig sie
jedng resztg aminokwasowg. Nastepnie przeprowadzono mikroinjekcje
obu kalmodulin do komoérek zmutowanej formy Paramecium. Stwier-
dzono, ze kalmodulina wyizolowana z formy dzikiej przywracata mutan-
tom zalezny od wapnia wyrzut potasu, natomiast kalmodulina z mutanta
pnTa nie wykazywata tego dziatania.

Drugi cykl badan D. M. Wattersona i wsp. polegat na badaniu aktyw-
nosci kalmoduliny, ktérej sekwencje zmieniono przy uzyciu technik re-
kombinacji DNA. Stosujagc metode tzw. casette mutagenesis, wymieniono
trzy reszty kwasu glutaminowego na trzy reszty lizyny. Nastepnie prze-
prowadzono ekspresje zmutowanego genu w komérkach E. coli, ktéra
nie ma wiasnej kalmoduliny. Poréwnywano wplyw sztucznie zmutowa-
nej kalmoduliny na aktywnos$¢ trzech wybranych enzyméw. Stwierdzo-
no, ze fosfodwuesteraza cyklicznych nukleotydéw byta aktywowana przez
zmodyfikowane biatko tak jak przez natywng kalmoduling, kinaza NAD
w ogole nie byta aktywowana, natomiast kinaza lekkiego tancucha mio-
zyny byta aktywowana cze$ciowo w poréwnaniu z normalng kalmoduling.
Gtowny wniosek z tych badahn byt taki, ze miejsca interakcji réznych
enzymow z kalmoduling sg niejednakowe.

J. P. MacManus przedstawit wyniki wskazujagce, iz kalmodulina mo-
ze wplywac na proliferacje komorek. Brak jonéw wapnia w $rodowisku
zatrzymuje wzrost rédznych komorek hodowanych in vitro na granicy
fazy GI/S. Podobnie zachowujg sie niektdore komorki zwierzat wykazu-
jacych hypokalcemie, np. komdrki regenerujacej watroby, czy aktywo-
wane komorki $linianki przyusznej. Po dodaniu wapnia, komorki — tak
w hodowli, jak i w organizmie — kontynuujg normalny cykl zyciowy.
Stwierdzono, ze réwnolegle z przywroceniem zdolnosci do podziatu wzra-
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sta poziom kalmoduliny w tych komérkach. Ponadto okazalo sie, ze
zwigzki hamujace aktywnos$¢ kalmoduliny uniemozliwiaty kontynuacje
cyklu rozwojowego tych komoérek po dodaniu wapnia. Kalmodulina po-
dana z zewnatrz stymulowata synteze DNA w komoérkach zatrzymanych
w fazie G1 z powodu braku jonéw wapnia w Srodowisku.

MacManus opisat niektére zmiany w metabolizmie wapniowym Kko-
morek nowotworowych. W przeciwienstwie do komoérek normalnych
wiekszo$¢ komorek nowotworowych moze rosngé¢ w Srodowisku bez wap-
nia. Ponadto w komorkach nowotworowych obserwuje sie dwa rodzaje
zmian w poziomie biatek wiazacych wapn: po pierwsze, wzrost stezenia
biatek juz obecnych w komoérce, a wiec kalmoduliny, parwalbumin lub
S-100; po drugie, pojawienie sie bialek, ktorych normalnie nie ma w
tych komdrkach, np. onkomoduliny. Kwestig otwartg jest to, czy zmiany
poziomu biatek wigzacych wapn sg odpowiedzialne za wzrost komérek
nowotworowych w $Srodowisku pozbawionym jonéw wapnia, czy tez nie.
L. J. Van Eldik podata, ze w komoérkach nowotworowych poziom kinazy
lekkiego tancucha miozyny obniza sie, co moze by¢ odpowiedzialne za
zmiany w strukturze cytoszkieletu tych komoérek.

Ptytki krwi aktywowane trombina lub forskoling wydzielajg do $ro-
dowiska dwa biatka: kalmoduline i epidermalny czynnik wzrostowy
(C. H. Barton). Dwukrotny wzrost stezenia obu biatek stwierdzono row-
niez w S$linie pacjentéw po operacji szczeki. Sugerowano, ze moze to
mie¢ znaczenie fizjologiczne — stymulowaé¢ podziaty komdrkowe.

Referat Ch. Gerdaya dotyczyt parwalbumin — bialek cytoplazma-
tycznych o ciezarze 12 kDa, ktére wigzag dwa jony wapnia i dwa jony
magnezu. Parwalbuminy wystepuja gtéwnie w miesniach szybkich w
stezeniu okoto 1 mM. Chociaz istnieje $cista korelacja miedzy szybko-
$cig skurczu miesni a stezeniem parwalbumin, ich rola nie jest jedno-
znacznie wyjasniona. Prawdopodobnie utatwiaja one i przyspieszajg roz-
kurcz miesni, przenoszac jony wapnia z miofibrylli do sarkoplazmatycz-
nego retikulum. Uwaza sie, ze Mg, Ca2+-ATPaza sarkoplazmatycznego
retikulum nie bylaby w stanie odpowiednio szybko obnizy¢ stezenia
jonoéw wapnia do poziomu rozkurczowego. Ciekawg wiasciwoscig par-
walbumin, majacg byé moze znaczenie fizjologiczne, jest wigzanie nu-
kleotydéw. W nieobecno$ci kationéw dwuwarto$ciowych parwalbumina
wigze ATP, jednakze po zwigzaniu jon6éw wapnia wzrasta jej powino-
wactwo wzgledem ADP i 10-krotnie obniza sie wzgledem ATP.

M. W. Berchtold sklonowat gen kodujgcy jedng z parwalbumin i po-
réwnal go z genami innych biatek wigzacych wapn. Stwierdzit dzieki
temu, ze organizacja tego genu jest taka sama jak innych genéw kodu-
jacych biatka z rodziny ,,EF-hand”, co potwierdza wczesniejsze hipotezy
o0 ich wspdlnym pochodzeniu.

Przy pomocy metod immunologicznych zidentyfikowano parwalbu-
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miny w roéznych komdrkach niemie$niowych ssakow, w tym cztowieka
(referat C. W. Heizmanna). O ich funkcji mozna wnioskowa¢ na podsta-
wie lokalizacji w tkankach. W uktadzie nerwowym parwalbuminy sg
obecne w metabolicznie i elektrycznie aktywnych neuronach. Obecnosé
parwalbumin stwierdzono w neuronach zawierajagcych GABA, co suge-
ruje ich ewentualng role w wydzielaniu neurotransmiterow. Z szesciu
rodzajow komérek w siatkbwce oka tylko trzy posiadajg parwalbuminy.
W jadrach stwierdzono duzg ilos¢ parwalbumin, ale tylko w komérkach
Leydiga, ktére przetwarzajg testosteron w procesie zaleznym od jondéw
wapnia i CAMP. Po aktywacji tych komdrek wzrasta produkcja testoste-
ronu i réwnolegle wzrasta zawarto$¢ parwalbumin. Parwalbumina wy-
izolowana z jader jest identyczna z parwalbuming mies$niowa.

Biatka S-100 wystepuja w postaci trzech dimeréw, zbudowanych
z kombinacji dwdch monomeréw: SIOOa (alfa-alfa), S-100a' (alfa-beta)
i S-100b (beta-beta) (referat J. Baudiera). Kazdy monomer wigze dwa
jony wapnia ze stalg réwnowagi wigzania 105M_1. Dimery wigzg cztery
jony wapnia, ale ze statg nizsza o jeden rzgad wielkosci. Dimer S-100b
wigze nie tylko jony wapnia, ale roéwniez cztery jony cynku. Powoduje
to obnizenie stalej wiazania wapnia o jeden rzad wielkosci, ale nie za-
pobiega jego wigzaniu. Moze to sugerowaé, ze miejsca wigzania wapnia
i cynku sg rézne. Dimer S-100a w og6le nie wigze cynku. Biatko S-100b
depolimeryzuje mikrotubule za posrednictwem biatka tau. L. J. Van El-
dik wykryta kilka biatek specyficznie reagujacych z biatkiem S-100;
jedno z nich — o ciezarze 40 kDa — zidentyfikowata jako aldolaze. Po-
kazata tez, ze w obecnosci wapnia dimery biatka S-100 3-krotnie zwiek-
szajg aktywnos$¢ aldolazy z mézgu. Aktywuja one réwniez aldolaze mies-
niowa, ale niezaleznie od stezenia jonéw wapnia.

Biatko S-100 wystepuje nie tylko w komdrkach nerwowych. Przy
pomocy metod immunologicznych stwierdzono jego obecnos¢ w jadrach
(w komadrkach Leydiga), w nerkach, sercu i skdrze.

W jelitach kregowcéw sg dwa rodzaje biatek wigzacych wapn, za-
leznych od witaminy D. Jeden rodzaj to biatka o ciezarze 28 kDa (kal-
bindyna D-28k), a drugi to biatka o ciezarze 9 kDA. Ostatnio okazalo
sie, ze biatko 28 kDa wystepuje nie tylko w jelicie, ale rébwniez w mozgu,
nerkach i jadrze (referat M. R. Celio i K. Maruyamy). Synteza tego biat-
ka w nerkach, tak jak w jelicie, zalezy od witaminy D, natomiast w méz-
gu — nie zalezy. Przy pomocy przeciwciat zlokalizowano kalbindyne
D-28k w komérkach Purkiniego oraz w komdrkach nerwowych, ktérych
kanaly wapniowe sg blokowane przez pochodne dwuhydropirydyny.
Stwierdzono, ze w moézgu kalbindyna D-28k wystepuje komplementarnie
do parwalbumin. Neurony zawierajg albo parwalbumine, albo kalbindy-
ne. Opisano réwniez neurony, ktére nie zawieraja zadnego z tych biatek.
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Kalbindyna D-28k wystepuje gtéwnie w cytoplazmie i prawdopodobnie
jest zwigzana ze strukturami cytoszkieletu. W niektérych stanach pato-
logicznych obserwuje sie zmniejszenie stezenia kalbindyny w mézgu, tak
jak np. w chorobie Alzheimera charakteryzujacej sie m. in. zaburzeniem
pamieci. Synteza kalbindyny D-28k zalezy od stanu funkcjonalnego neu-
ronéw. Zakrycie jednego oka u kotéw powoduje zanik kalbindyny w neu-
ronach odpowiedzialnych za proces widzenia. Sekwencja aminokwasow
kalbindyny z mozgu wotu wykazuje 78,5% homologii z sekwencjg biatka
jelitowego z kurczat.

J. Kuznicki opisat wiasciwosci biatka wigzacego wapn wyizolowa-
nego z komdrek nowotworowych raka wysiekowego Ehrlicha. Wykryte
biatko wydaje sie podobne do jelitowego biatka o ciezarze 9 kDa, zalez-
nego od witaminy D.

J. P. MacManus podsumowat informacje na temat onkomoduliny.
Jest to biatko wigzace wapn, o ciezarze okoto 12 kDa, ktére normalnie
pojawia sie tylko w czasie rozwoju embrionalnego. Duze stezenie onko-
moduliny wykryto w tozysku, gdzie aktywuje ona fosfodwuesteraze cy-
klicznych nukleotydéw. Ponowng synteze onkomoduliny obserwuje sie
w 70% nowotwordéw wywotanych przez wirusy lub czynniki chemiczne.
Na podstawie sekwencji aminokwasowej oraz punktu izoelektrycznego
mozna uwaza¢ onkomoduline za parwalbumine typu beta. Onkomodu-
liny wyizolowane z tkanek ludzkich i tkanek szczura sg identyczne.

W miesniach bezkregowcéw nie ma parwalbumin, natomiast wyste-
pujg inne biatka sarkoplazmatyczne wigzace waph (SCaBP) (referat
Ch. Gerdaya). ROznig sie one od parwalbumin wyzszym ciezarem cza-
steczkowym (20 kDa) i zdolnosciag do tworzenia dimeréw. Monomery
SCaBP zbudowane sg z czterech struktur ,,EF-hand”, z ktérych niektdre
utracity zdolno$¢ wiazania jonéw wapnia.

Wedtug C. W. Heizmanna w warstwie proliferacyjnej skéry znajduje
sie biatko wigzace wapn o ciezarze 12 kDa, zwane EP-12. Biatko to ma
nizszy punkt izolektryczny od parwalbuminy znadujgcej sie w podskoérnej
tkance mie$niowej i przypomina inhibitor jednej z proteaz epidermal-
nych.

Troponina C w kompleksie z innymi biatkami reguluje cykl skurczo-
wo-rozkurczowy w miesniach szkieletowych i sercowych. Na podstawie
sekwencji troponiny C z miesni réznych organizméw uwaza sie obec-
nie, ze nie jest to biatko konserwatywne pod wzgledem strukturalnym
(referat W. Wnuka). Zmiany w sekwencji powoduja, ze liczbha wigzanych
jonow i specyficzno$¢ wigzania jondw wapnia i magnezu sg rézne dla
réznych biatek. Troponina C z mie$ni szkieletowych krdlika ma dwa
miejsca specyficzne wzgledem wapnia (I, 1) i dwa miejsca wapniowo-
-magnezowe (l11, IV). Troponina C z mig$ni wolnych i mie$nia sercowego
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