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PANCERZYKIOKRZEMEK 3

sie wzajemnie, chociaz warstwa organiczna niekiedy bardzo Scisle przy-
lega do pancerzyka. Mozna je Jednak oddzieliCc od siebie usuwajac
poprzez wytrzasanie protoplast, a nastepnie wytrawienie krzemionki
kwasem fluorowodorowym [36].

Od takiego schematu budowy Sciany komorkowej okrzemek znane
sg Jednak odstepstwa [371. Poza jedynym catkowicle bezpancerzykowym
gatunkiem z rodzaju Licmophora, np. Phaeodactylum tricornutum jest

forma niemal catkowicie pozbawiona pancerzyka. Okrzemka ta moze

w zaleznosci od stopnia zasolenia srodowiska tworzyC dwa fenotypy
(rye. 1): wrzecionowaty (niekiedy takze trdjpromienisty), ktory nie wy-

Ryc. 1. Fenotypy Phaeodactylum tricornutum
A — owalny, B — wrzecionowaty, C — trojpromienisty

twarza pancerzyka, oraz owalny, wytwarzajacy bardzo delikatny 1 po-
zbawiony ornamentacji pancerzyk. Cata komorka miesci sie jJjednak
w Jedne] okrywie, a wiec w potowie pancerzyka. CzesC organiczna
sciany komorkowej sktada sie z trzech warstw (ryc. 2). Warstwa wew-
netrzna (A) przylega do plazmolemy, jest cienka (3 nm grubosci) I ciem-
na na fotografiach z transmisyjnego, mikroskopu elektronowego. Warst-
wa Ssrodkowa (B), ktora jest stosunkowo najgrubsza (4-6 nm grubosci)
| Jasna; tu tez u owalnych form tego gatunku odktadany jest pancerzyk.
Warstwa zewnetrzna (C), odgraniczajaca komorke od sSrodowiska zew-
netrznego, Jjest znowu clenka, ciemna I ma pofatdowang powierzchnie.
Fatdy te (7 nm wysoKkie 1 oddalone o 10 nm od sieble) grupuja sie po
2-5, a grupy takie rozrzucone w roznych Kierunkach uktadaja sie wzgle-
dem siebie pod katami: 40, 60 1 80 stopni (ryc. 3).

U wszystkich innych dotychczas zbadanych okrzemek warstwa orga-
niczna jest zwykle cienka 1 nie zroznicowana.
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Rye. 2. Rekonstrukcja sciany komorkowe]j
Phaeodactylum tricornutum [37], X 2 000 000

A — warstwa wewnetrzna, B — warstwa srodkowa, C — warstwa zewnetrzna

Ryc. 3. Fragment zewnetrznej powierzchni Sciany komorkowej
Phaeodactylum tricornutum wybarwionej w Kkwasie wolframowo-fosforanowym

(PTA) [37], X 5G0 000
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FORMOWANIE PANCERZYKA

Najczestszymi obiektami szczegotowych badan nad sposobem formo-
wania sie typowego pancerzyka sa: Amphipleura pellucida [43], Cylin-
drotheca fusiformis [35], Gomphonema parvulum [11,12], Navicula pellu-
cida [8, 36] 1 Nitzschia alba [22]. Zaobserwowano, ze proces ten przebie-
ga dosC podobnie u wszystkich tych gatunkow okrzemek. Nowy

pancerzyk lub tyllko nowa okrywa moze powstaC w zasadzie jedynie
przy Swiezo powstate] lub w Inny sposob odstonietej plazmolemie. Moze
to mieC miejsce po wyjsciu protoplastu z auksospory, po podziale ko-
morkowym lub po plazmolizie [21]. Formowanie nowej okKrywy rozpo-
czyna sie Jeszcze przed catkowitym oddzieleniem sie komodrek potom-
nych. Schemat obrazujacy ten proces u Gomphonema parvulum przed-
stawla ryc. 4. Pojawia sie wtedy najczescie] wzdtuz podtuznej osi komorki
wakuola szybko powiekszajaca sie, a jednoczesnie w je] wnetrzu obser-
wuje sie clemne plamy. Oznacza to, ze depozycja krzemu rozpoczeta
sie (spolikondensowany kwas krzemowy jest elektronowo gesty, stad
na fotografiach z mikroskopu elektronowego transmisyjnego struktury
Krzemionkowe sa czarne). Wakuola ta, nazwana wakuola odktadajacag
Krzem, powstaje z mniejszych pecherzykow, uktadajacych sie zawsze
bardzo Dblisko plazmolemy, niejako przycisnietych do niej, a nastepnie
zlewajacych sie. Trojwarstwowa btone tej wakuoli nazwano silikolema
[36]. Silikolema kazdej wakuoli odkladajace] krzem zawsze Scisle przyle-
ga do nowo tworzonego denka lub Iinnego elementu pancerzyka, tak ze
przy uzyskiwanych obecnie zdolnosciach rozdzielczych transmisyjnych
mikroskopow elektronowych nie mozna zaobserwowac jakiejkolwiek
wolnej przestrzeni miedzy nimi. Poszczegolne elementy pancerzyka, np.
tarczka, pasy obwodowe, tworzone sg przez jedna oddzielng wakuole.
U Navicula pelliculosa obserwowano w bardzo wczesnych stadiach for-
mowania pancerzyka, ze silikolema przylega bardzo Sscisle 1 nawet wpukla
slie W miejscach, gdzie powstana nastepnie prazki poprzeczne. Nie stwier-
dzono jednak u zbadanych dotychczas okrzemek by wakuola odktadajaca
Krzem przyblerata doktadny ksztatt tworzonej nastepnie krzemionkowe]j
struktury, tak jak to ma miejsce w czasie tworzenia tusek Synura
(Chrysophyceae).

Wydaje sie takze, ze nie ma morfologicznych roznic miedzy tymi
rejonami silikolemy, ktore w danej chwili odktadaja krzem 1 rejonami
nieaktywnymi.

Takze u gabki Spongilla lacustris [40] stwierdzono taka btone (siliko-
lema), w Kktorej obrebie odktada sie 1 zestala kwas krzemowy.

Decydujaca role w produkowaniu zlewajacych sie pecherzykow
| w konsekwencji wakuoli odktadajacej krzem oraz silikolemy w komor-
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kach okrzemek odgrywa aparat Golgiego [11] (na fotografiach z mik-
roskopu elektronowego znajdowany jest zawsze w poblizu miejsca pow-
stania wakuoli odktadajacej] krzem). Krzem ujawnia sie jednak dopiero
w obrebie wakuoli odktadajacej krzem. Pecherzyki produkowane przez
aparat Golgiego, poza wspomniana, spetniaja prawdopodobnie jeszcze
Inne funkcje. Przypuszcza sie [11], ze przenosza one takze do miejbca
powstawania wakuoli odktadajace] krzem 1 nowej okrywy materiaty
do ich budowy; najprawdopodobniej nie tylko kwas krzemowy, ale takze

polisacharydy. Zwiazek aparatu Golgiego 1 siateczki Srodplazmatycznej
z wytwarzaniem | przenoszeniem materiatow budujacych wakuole odktada-

Jaca krzem prezentuja na przyktadzie komorek Gomphonema parvulum
fotografie obrazujace wszystkie te struktury zawsze blisko siebie [11].

Bardzie] krytycznie do udziatu aparatu Golgiego w formowaniu wa-
kuoli odktadajace] krzem ustosunkowuja sie Inni badacze [7/] na przykia-
dzie Navicula pelliculosa. Obserwowali oni, ze pecherzyk Inicjujacy
wakuole odktadajgca krzem jest znacznie mniejszy niz pecherzyki produ-
kowane przez aparat Golgiego. Skionni sa oni przyjac, ze w tym przy-
padku ma miejsce kompleksowe oddziatywanie wielu organelli komorko-

wych (aparat Golgiego, siateczka srodplazmatyczna i1/lub mikrotubule).
Nawet udziat plazmolemy, tak jak ma to miejsce w przypadku gabek,

nie powinien by¢ wykluczany.

U wszystkich dotychczas badanych okrzemek, np. Gomphonema
parvulum. Navicula pelliculosa, Cylindrotheca fusiformis, Amphipleura
pellucida, Nitzschia alba, kwas krzemowy najwczesniej zaczyna polikon-
densowacC (termin ,,polimeryzacja” zastrzega sie [52] dla reakcji, gdzie
HZA) jest JeJ produktem) w okolicy szczeliny nowej okrywy, po czym
stopniowo postepuje kKu brzegom pancerzyka, np. Navicula pelliculosa.

W okolicy szczeliny pancerzyk jest zwykle potem najgrubszy. W na-
stepnej kolejnosci, np. u Gomphonema parvulum, zaktada sie peryferyczna

czesC okrywy, tzw. ptaszcz, a rejon wakuoli odktadajacej krzem miedzy
szczeling a ptaszczem wypetnia sie kwasem krzemowym na koncu. Inne
elementy pancerzyka, jak pas obwodowy, np. u Amphipleura pellucida
| Gomphonema parvulum [13, 14], czy przegrodki z komorami u Masto-
gloia 'greviller [42], powstaja dopiero wtedy, gdy okrywa jest juz komplet-
nie uformowana. Ale nawet wtedy jeszcze, np. u Gomphonema parvulum,
mozna zauwazyC cytoplazmatyczne potaczenie miedzy protoplastami
komorek potomnych. Jest to most cytoplazmatyczny przechodzacy przez
szczeliny obu komorek potomnych 1 wypetniajacy je (ryc. 4 D,E).
U Navicula pelliculosa ponadto obserwowano [/] takie potaczenie poprzez
pory prazkow poprzecznych.

Gdy pancerzyk jest juz catkowicie wyksztatcony, bezposrednio pod
nim pojawia sie, w sposob Jeszcze nie catkiem Jjasny, nowa plazmolema.



IPANCERZYKI okrzemek 7

Stoermer 1 wsp. [43], a potem 1 Inni [11, 36], sugerowali, ze powstaje ona
z wewnetrznej (dokomorkowej) czesci silikolemy. Zwigzane by to byto
oczywiscie z powaznymi zmianami funkcjonalnymi. Z btony, ktorej rola
ograniczona byta do odktadania kwasu krzemowego, silikolema miataby
przejaCc znacznie bardziej ztozone funkcje, jakie spetnia btona komodorkowa.

Pozostate na zewnatrz nowo wytworzonego pancerzyka btony orga-
niczne (zewnetrzna czesc silikolemy 1 plazmolema) spotkac moze dwojaki
los. Moga one zostaC odrzucone (ztuszczone), tak jak np. u Gomphonema
parvulum 1 Amphipleura pellucida. Wtedy najbardziej zewnetrzng
czescilag komorki staje sie pancerzyk. Komorki potomne w ten sposob od-
dzielaja sie od siebie 1 kazda z nich rozpoczyna samodzielny zywot.
Inacze] proces ten przebiega u Navicula pelliculosa 1 Cylindrotheca fu-
siformis, gdzie btony te pozostaja na zewnatrz pancerzyka | wraz z inny-
mi pozniej dodanymi elementami tworza dookota pancerzyka nie zrozni-
cowana organiczng otoczke (skin).

Otoczka taka moze, z obserwowanym u niektorych gatunkow cy-
toplazmatycznym potaczeniem poprzez szczeliny, pomaga¢ w tworzeniu
sie 1 utrzymywaniu Kkolonii, szczegolnie u tych okrzemek, ktorych okrywy
nie posiadajg wyrostkow taczacych komorki w kolonie (haczyki, guzkowate
wyrostki — ryc. 6 A). Moze takze spetniac 1 inna funkcje. Niektorzy sadza
[36], ze chroni¢ ona moze komorke przed rozpuszczeniem Krzemionki pance-
rzyka. Proces takli w mniejszym lub wiekszym stopniu ma miejsce doplero
po Smierci komorki, chociaz jest on stosunkowo bardzo powolny w po-
rownaniu do mineralizacji organicznych zwigzkow azotowych czy fosfo-
rowych. Brakuje jednak niestety eksperymentalnych badan, ktore po-
rownatyby te dwie na razie hipotetyczne funkcje otoczki u gatunkow

Zz otoczka oraz pozbawionych jej.

CHEMICZNE | FIZYCZNE WLEASCIWOSCI PANCERZYKOW

Pancerzyk zbudowany jest przede wszystkim z kKrzemu — jednego
Z najbardziej rozpowszechnionych w przyrodzie pierwiastkow. ZwigzKi
Krzemu stanowia 26,4°/o masy ziemi, a wraz z tlenem — 49,4% jejJ masy.
Dane te wskazuja, ze wigzanie Si- O jest najbardziej pospolitym wigzaniem
chemicznym w skorupie ziemskiej.

Sposrod 25 pierwiastkow, koniecznych dla zycia znanych organizmow,
Krzem zajmuje specjalng pozycje ze wzgledu na jego potozenie w uktadzie
okresowym, a mianowicie w grupie weglowodanow. Jednak witasciwosci
tego pierwiastka niosa znacznie bardzie] Interesujace roznice niz podo-
bienstwa. Wyrazaja sie one m. in. w sile wigzan miedzy krzemem 1 weglem
a kilkoma innymi pierwiastkami (C-H>SIH — wiagzanie bardziej trwate; *
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C-0<S10 — wigzanie mniej trwate; C-U Si-Si1) oraz fizykochemicznymi
witasciwosciami ich tlenkow (C02— gaz; S102— cilato state).

W organizmach wiekszosci roslin 1 zwierzat Krzem wystepuje stosun-
kowo rzadko 1 zazwyczaj w niewielkich 1losciach. Niemniej jednak
w historii Ziemi znane sa okresy masowego rozwoju organizmow odkia-
dajacych w swoim ciele zwigzkil Krzemu; uwaza sie, ze wszystkie pow-
state po refeju (najwyzszy proterozoik) osady krzemionkowe sa pocho-
dzenia organicznego [46]. Do tej pory, sposrod znanych glonow
krzemionke wykryto u przedstawicieli Bacillariophyceae, Silicoflagellatae
| niektorych Chrysophyceae, Chlorophyta, Phaeophyta, Xantophyceae.

PostaC, mechanizm pobierania 1 odkiadania krzemu w komorce oraz
role, jaka w niej speinia, byty najczesciej dotychczas badane 1 sa naj-
lepiej poznane u okrzemek 1 ztotowiciowcow (Chrysophyceae), a sposrod
Zwlerzat — u gabek.

Struktury krzemionkowe okrzemek — podobnie zreszta jak gabek
| roslin wyzszych — zbudowane sa z amorficznego, spolikondensowanego
| uwodnionego kwasu krzemowego, ktory wystepuje tutaj niemal w che-
micznie czyste] formie. Pancerzyki niektorych okrzemek morskich za-
wieraja ponadto inne zwiazki, gtownie tlenki glinu, zelaza 1 magnezu
w 1losci nie wieksze] niz 2%. Moga one z kwasem krzemowym bycC
Zwlazane strukturalnie lub jedynie zaadsorbowac sie na jego powierzchni.
Stopien uwodnienia kwasu krzemowego w pancerzykach roznych gatun-
kow okrzemek moze byC rozmaity, np. pancerzyk stodkowodnej okrzemki
Navicula pelliculosa zawiera 9,6% wody, a okrzemkil morskiej Biddulphia
sinensis— tylko 1,9%. Stopien uwodnienia kwasu krzemowego moze byc
rozny w pancerzykach nawet tego samego gatunku w zaleznosci od szyb-
kosci podziatu komorki. Im szybcie] komorka dzieli sie, tym bardziej
uwodniony jest jeJ pancerzyk [19, 20, 26]. Ciezar wtasciwy pancerzykow
tez nie jest wielkoscia stata dla wszystkich okrzemek; u form wspoitcze-
snych wynosi np. 2,07, podczas gdy u kopalnych — tylko 2,00. WH1tasci-
woSC ta wiazana jest ze zmiang czeSci amorficznej (najbardziej podobne]
do opalu, tj. koloidalnej krzemionki) struktury Kkrzemionki pancerzyka
w strukture Kkrystaliczna (kwarc) w miare uptywu czasu.

Obserwacje fizycznej struktury litej czesci pancerzyka w mikroskopie
elektronowym ujawnity jednolita plankowata budowe Krzemionki. Taka
struktura powsta¢ mogta, gdy w chwili polikondensacji kwas krzemowy
wystepowat w postaci zelu [15], Srednica tych sferycznych (piankowatych)
elementow budujacych skonsolidowany zel krzemowy wynosi, jak obli-
czono, 22 nm [27]. Budowa krzemionkowych igiet gabki Spongilla lacustris
[40] nie jest, w przeciwienstwie do okrzemek, tak jednolita. W obrebie
Igty (ryc. 5) zaobserwowano morfologiczne zroznicowanie Kkrzemionki.
Warstwa wewnetrzna Igty, starsza, otaczajaca filament osiowy Jest



Rye. 4. Schemat formowania pancerzykow u Gomphonema parvulum [11]

aG — aparat Golgiego, n - jJadro, p - pancerzyk, pl - plazmolema, pp - pozostatosci plaz-
molemy 1 zewnetrznej czesci silikolemy, ktore u tego taksonu ztuszczaja sie, r szczelina,
Si _ swiezo zdeponowana Kkrzemionka, sl — silikolema

Ryc. 5. Przekroj poprzeczny przez igte gabki Spongilla lacustris [40], X 42 500



Ryc. 6. Przyktady ksztattu 1 ornamentacji pancerzykow okrzemek

A — Melosira sulcata, kolonia (X 1100), B — Cyclotella ocellata (X 8600), C — Cymbella thu-
Tnensis (X 7800), D Achnanthes conspicua, okrywa gorna (X 7800); elektronogramy wyko-
nano w Pracowni Mikroskopii Elektronowej Instytutu Zoologit UJ w Krakowie
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elektronowo gestsza, nie wykazuje substruktury 1 jest mniej wrazliwa
na rozpuszczajace dziatanie kwasu fluorowodorowego (HF). Warstwa
peryferyczna, mitodsza, jest elektronowo mniej gesta, ziarnista |1 tatwie]
rozpuszczajaca sie w HF. Po catkowitym wytrawieniu Kkrzemionki
Zz obydwu warstw uwidacznia sie slateczka zbudowana z nie ziden-
tyfikowanych jeszcze substancji. Natomiast po wytrawieniu w takl sam
sposob pancerzylka okrzemek, podobnej siateczki nigdy nie obserwo-
wano. Warstwowa budowa Igiet gabkl sugeruje, ze proces odktadania
Krzemu przebiega w nich etapami.

W igtach gabek nie obserwowano, Jjak dotychczas, innych typow
budowy, a tzw. ,,bloki” krzemionki, obserwowane takze na ultracien-

kKich skrawkach okrzemek, wiazane sa z technika krojenia [11, 40].

KRZEM JAKO NIEZBEDNY SKLEADNIK ODZYWCZY

W jakie] postaci pobieraja okrzemki ten skitadnik odzywczy: zjoni-
zowanej, Jako H4S1044 czy tez H4AS1042, albo niezjonizowane] (H4S104),
nie mozna byto jak dotad rozstrzygnacC, gdyz wyniki przeprowadzonych
doswiadczen wskazuja na wszystkie trzy mozliwosci.

W przeciwienstwie do wczesSniejszych sugestii [28], ostatnie badania
[48] wykazaty, ze komodrka okrzemki w ciagu catego cyklu zyciowego
pobiera krzem niejednakowo intensywnie. Nie moze on tez byC pobrany
| pozostawiony w komorce ,na zapas”. Sulivan [47, 48] wykazat, ze
IntensywnosC pobierania kwasu krzemowego zalezy przede wszystkim
od stadium cyklu zyciowego, w Jakiem znajduje sie komorka.

Zsynchronizowane populacje Navicula pelliculosa w czasie podziatu
komorki pobieraty kwas krzemowy 10 razy bardziej intensywnie niz
w stadium wegetatywnym. IntensywnoSC pobierania zaczynata wzrastac
tuz przed podziatem komorek, a maksymalng wartoSCc osiggata przed
cytokineza 1 formowaniem pancerzyka. Krzywa obrazujaca Intensyw-
noSC pobierania kwasu Kkrzemowego podobna jest [48] do Kkrzywej
szybkoscl reakcji enzymatycznej. Kinetyczna analiza tego zjawiska
wykazata znaczne zmiany wartosci state] substratowe] (Ks) I maksy-
malnej] szybkosci reakcji (Vmax) w roznych stadiach cyklu zyciowego
okrzemek. Znaczne zmiany wartoscli te] ostatniej sugeruja wieksza
liczbe czynnych przenosnikow kwasu krzemowego w btonie komorko-
wej. Dostawca energil dla pobrania krzemu jest prawdopodobnie ATP
[15]. IntensywnosSc pobierania kwasu krzemowego nie jest, jak sugeruje
Sulivan, zalezna od ilosci kwasu krzemowego w srodowisku, w Ktorym
znajduja sie komorki, ani tez nie wydaje sie byc indukowana jego
obecnoscia.

Proces zuzytkowania kwasu kKrzemowego przebiega w Kkilku etapach
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|47], Zostaje on przede wszystkim aktywnie z duzym naktadem enerqgil
pobrany ze Srodowiska zewnetrznego poprzez plazmoleme do wnetrza
komorki. Dzieje sie to przy udziale czynnych przenosnikow 1 w obecno-
Sci kationow Na+ 1 K+. W komorce znajdowac sie moze w formie roz-
puszczonej 1 mozliwe, ze dlatego nie powiodty sie proby wykKkrycia
Krzemu metoda trawienia komorki kwasem fluorowodorowym. Moze
takze przejsciowo, na pewien okres, taczyC sie ze zwiazkami organi-
cznymi. Zwiazki takie, gdy zajdzie tego potrzeba, moga byC nastepnie
przy udziale specyficznego enzymu roztozone. Zwiazkl krzemoorganiczne
nie sa wprawdzie znane W przyrodzie (poza doniesieniem Schwartza
[38]), moga bycC jednak otrzymywane przez chemikow w laboratoriach [23].
Na koniec, Krzem dostarczony jest na miejsce formowania pancerzyka,
gdzie nastepuje polikondensacja kwasu krzemowego. Wydaje sie, ze
w przypadku okrzemek, w przeciwienstwie do gabek, polikondensacja
kwasu krzemowego w obrebie jednej wakuoll odktadajacej krzem jest
Jednorazowa. Bardzo mozliwe jednak, ze rozpatrujac ten proces na po-
ziomie molekularnym mozna bedzie w przysztosci wyodrebni¢ jakies
kolejne etapy. Ostatecznie powstaje pancerzyk charakterystyczny dla
danego gatunku. Jego wielkos¢, ksztatt 1 czesto bardzo skomplikowana
ornamentacja jest podstawa systematyki tej grupy glonow.
Krzem Jest konileczny dla normalnego rozwoju wszystkich dotych-
czas badanych okrzemek. Jest on przez komorki okrzemek zuzytkowy-
e wany nie tylko do budowy pancerzykéw, lecz takze, a moze przede
wszystkim, jest on koniecznie potrzebny dla metabolizmu ich komorek.
Reakcja okrzemek na brak kwasu krzemowego Jest bardzo szybka
| swoista. W podobny sposob nie ujawnia sie brak jakiegokolwiek innego
sktadnika odzywczego. Ani brak zwigzkow azotowych, ani fosforowych
w pozywce nie powoduje tak szybkich ani tak gtebokich zmian w pro-
cesach metabolicznych komorki. Gtod zwiazkow fosforowych uwidacznia
sie np. dopiero w trzecieJ generacji komorek. Jak bardzo okrzemki
potrzebuja krzemu swiadczy¢ moze fakt, ze hodowane w ciemnosci popu-
lacje Navicula pelliculosa potrafia pobierac kwas krzemowy nawet
w Srodowisku pozbawionym azotu [24, 25], a koncentracja kwasu krze-
mowego W komorce moze by¢c w pewnych warunkach nawet 250 razy
wieksza niz w Srodowisku [47]. DoSwiadczenia prowadzone na populac-
jJjach hodowanych w Kkulturach, w warunkach niedoboru Si, wykazaty
znaczny spadok aktywnosci metabolicznej 1 w konsekwencji zahamowa-
nie ich rozwoju najczesciej w dwoch fazach cyklu zyciowego okrzemki:
tuz przed podziatem komorki lub przed formowaniem pancerzyka (w za-
leznosci od organizmu 1 warunkow eksperymentu) [40]. U stodkowodne)
okrzemki Cyclotella cryptica brak krzemu powoduje zahamowanie wielu
bardzo Istotnych syntez organicznych, w tym syntezy biatek, DNA,
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karotenoidow, chlorofilu, co powodowato spadek intensywnosci foto-
syntezy nawet o 80°/0. Jedyna synteza, Jaka odbywa sie w takich warun-
kach, jest synteza ttuszczow. Jej IntensywnoSC moze nawet wzrosnac
0 100%. W zwiazku z tym wydaje sie, ze czesto obserwowane w zywych
komorkach okrzemek kropelki ttuszczu sSwiadcza o niedoborze Kkrzemu,
a nie o optymalnych warunkach zycia, jak to sugeruje wiele podreczni-
kow. Sulivan 1 Volcani [49, 50] wykazali, ze takze w Kkulturach Cylin-
drotheca fusiformis brak H4S104 powodowat zatrzymanie syntezy DNA
1 nie byto to wynikiem Dbraku potrzebnej energii, lecz zmniejszeniem
aktywnosci polimerazy DNA. Takze Oey 1 Schnepf [30] sugerowali
zaleznoSC¢ procesu formowania pancerzyka od wczesniejsze] syntezy
DNA, wskazujac, ze impulsy Inicjujace wytwarzanie pancerzyka pow-
staja w czasle lub tuz po fazie S cyklu zyciowego komorki. Poglad ten
podtrzymuja tez ostatnie obserwacje nad formowaniem pancerzyka
Navicula pelliculosa [7]. Zaobserwowano, ze plerwszym etapem podziatu
komorki jest wytworzenie trzeciego pasa obwodowego, po ktorym na-
stepuje mitoza, a potem formowanie nowej hypoteki (denko).

Ponowne dodanie krzemu do pozywkil tak gtodzonej populacji po-
woduje natychmiastowy wzrost aktywnosci metabolicznej (u Navicula
pelliculosa rozpoczecie syntezy biatek, DNA, chlorofilu, zatrzymanie
syntezy lipidéw) i rozpoczecie nowego podziatu komérki. W $rodowisku
catkowicie pozbawionym krzemu dkrzemki na ogot nie dzielg si¢ I nie
tworza pancerzykow. Co do dalszych losow takich komorek zdania ba-
daczy sa podzielone. Proskhina - Lavrenko [33] na podstawie danych
Bachracha 1 Lefevra [2-4] oraz innych [5, 6, 16 , 18, 54| uwaza, ze pows-
taja wtedy bezpancerzykowe komorki, ktdre moga zyC, dzielic sie, a po
dodaniu do pozywki krzemu tworzyC normalne, charakterystyczne dla
danego gatunku pancerzyki. Natomiast Lewin [28], a za nim Steward
[41] podaja, ze jakkolwiek nie tak rzadko spotyka sie w kulturach nagie
komorki okrzemek [3, 18, 44, 53], to jednak nie udato sie ich jak dotad
utrzymac dituzej przy zyciu ani tez pobudzic do wytworzenia pancerzyka
w kulturach w eksperymentalnie okreSlonych warunkach. Jedyny znany
przypadek catkowicie Dbezpancerzykowej okrzemki stanowil gatunek
Z rodzaju Licmophora zyjacy w symbilozie z morskim robakiem ptaskim
Convoluta convoluta [11], jednak dotychczasowe proby hodowania go

w kulturze 1 pobudzania do wytworzenia pancerzyka takze nie powio-
dty sie.
UWAGI KONCOWE

Niewatpliwie jednymi z najbardziej interesujacych obse%rwacji DO-
czynionych w ostatnich latach w dziedzinie Dbiologii okrzemek byty te,
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ktore dotyczyty roli krzemu w procesach metabolicznych komorek tych
glonow. W ich wyniku dotychczasowy prosty model, w mysl ktorego
kwas krzemowy pobierany jest 1 transportowany do odpowiednich pe-
cherzykow po to, by mogt powstac pancerzyk, zastapiony zostat przez
znacznie bardziej skomplikowany. Wiemy juz, ze kwas kKrzemowy bardzo
szybko 1 specyficznie wptywa na zahamowanie lub zintensyfikowanie
niektorych syntez organicznych. Jego losy jak i droga w obrebie komorki,
a takze morfogeneza krzemionkowych struktur, znajduja sie pod gene-
ralng kontrolg metaboliczng. Jaka wobec tego role moze spetniaC kwas
krzemowy w tych reakcjach? Szczegdlnie interesujace 1 obiecujace wyda-
Ja sie prace prowadzone nad zbadaniem wptywu Krzemianow na procesy
polimeryzacyjne. Ich wyniki sugeruja [51], ze moze on spetniacC role kata-
lizatora. Zaawansowane studia nad tym zagadnieniem poczynili Katcha-
Isky [20] 1 Paecht - Horowitz [31, 32]. Dokonali oni w obecnosci
montmorylonitu heterogenicznej polimeryzacji poliamin. Otrzymali w ten
sposob tancuch 50 aminokwasow. Zaktadajac, ze podobny system odgry-
wat role w przedbiologicznej ewolucji, mozna sie spodziewacC, ze funkcje
kwasu krzemowego w dzisiejszych organizmach zywych —w tym tez
okrzemek — moga byC rozwinieciem takich katalitycznych funkcji krze-
mianow. W zwiazku z tym rodzi sie pytanie, czy takie metaboliczne
funkcje kwasu krzemowego nie mogty byc w odlegtej historii okrzemek
funkcjami ewolucyjnie pierwotnymi, a moze nawet jedynymi w tym
czasie. WoOwczas mozna przypuszczac, ze przodkowie lub pierwsze pry-
mitywne okrzemki nie posiadaty jeszcze zdolnosci wytwarzania pance-
rzyka. W takim przypadku kwas krzemowy, np. tak jak to teraz ma
miejsce z wieloma innymi zwiazkami mineralnymi, mogt by¢ odktadany
w specjalnych wakuolach. Nastepnym krokiem w ewolucji okrzemek
mogto byC wytworzenie bardzo delikatnych krzemionkowych struktur
wewnatrzkomorkowych, ktore z czasem staty sie coraz bardziej skompli-
kowane, az do takiej postacl, jaka znamy od pierwszych kredowych nie-
watpliwych okrzemek.

Nie nalezy jednak sadzic, ze krzemionkowy pancerzyk jest niepo-
trzebnym produktem przemiany materii w komorce 1 jest taki skompli-
kowany tylko w wyniku splotu ewolucyjnych okolicznosci. Najprawdo-
podobniej sam pancerzyk takze spetnia istotne funkcje w zyciu okrzemki.
Jakie moga byc to funkcje, staraja sie wyjasnic dwie teorie. Pilerwsza
wskazuje na aspekt ekonomiczny. Polikondensacja kwasu krzemowego
nie wymaga tak duzego naktadu energii, Jjak w przypadku innych mate-
riatbw budujacych Sciane komodrkowa (celuloza, pektyny, chityna).
Dzieki temu pancerzyk moze stanowi¢c nawet wiece] niz 30% suchej
masy komorki. Druga teoria uwypukla korzysci, ktore moze odnosicC
organizm posiadajacy tak ogromna powierzchnie absorpcyjna, jaka jest
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krzemionkowy pancerzyk. Okrzemki rzeczywiscie potrafig skuteczniej
niz jakiekolwiek inne rosliny planktonowe wydobywac organiczne I nie-
organiczne skiadniki odzywcze, nawet gdy ich stezenie w srodowisku

jest bardzo niskie.
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PLAZMOLEMA KOMORKI ROSLINNEJ

. MORFOLOGIA, IZOLACJA | STRUKTURA

THE PLASMALEMMA OF THE PLANT CELL

. MORPHOLOGY, ISOLATION AND STRUCTURE

Marek POLANSKI

Zaktad Fizjologit RosSlin, Instytut Biologii Molekularnej, UJ

Streszczenie. Plazmolema, btona komorkowa komorki roslinnej, w odrdéznieniu
od btony komorki zwierzecej barwi sie kontrastowo przy uzyciu techniki PTA -
Cr03. Na cytoplazmatycznej powierzchni tej] btony wystepuja liczniej niz na po-
wierzchni zewnetrznej globule o charakterze kompleksow biatkowych. Powierz-
chnia plazmolemy wyizolowanych protoplastow wykazuje zdolnosC wiazania Con A.
Plazmoleme 1zoluje sie w (dradiencie ciagtym 1 skokowym sacharozy z homoge-
natu tkanki roslinnej. Otrzymane frakcje sa zawsze obarczone pewng zawartoscia
iInnych bton komodrkowych 1 moga by¢ traktowane jako wzbogacone w plazmo-
leme. ldentyfikacja frakcji plazmolemy dokonywana jJjest najczesSciej trytowanym
NPA oraz okreslaniem aktywnosci ATPazy zaleznej od jonow K+ w pH=6,5
jako enzymu markerowego. Btona komorkowa posiada w porownaniu z innymi
btonami cytoplazmatycznymi niski stosunek biatek do lipidow oraz przewazajaca
11osC fosfolipidow nad sterolami.

Summary. The plasmalemma of the plant cell in contrast to animal cell can be
Identified by special EM staining technique: PTA - Cr03. The surface of the plas-
malemma membrane shows globular structures of the protein complexes. The
surface of the isolated plant protoplasts has the ability to bind concanavalin A.

The methods used for isolation of plasmalemma membranes have been re-
viewed. Up till now no isolation procedure permit to get pure plasmalemma
membranes. The obtained fractions are only more or less enriched In plasma-
lemma. The method used for identification of plasmolemma membranes including
marker enzymes were described.

Chemical analysis showed that plasmalemma membranes have lover pro-
tein/lipid ratio In comparison to other cytoplasmic membranes. In lipid compo-
sition the domination of phospholipids was found.

2 — Postepy Biol. Kom. 1/79
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Istnienie warstwy powierzchniowej protoplastu o wtasnosciach innych
niz pozostata czesC cytoplazmy postulowali juz cytologowie drugiej po-
lowy XIX w. Warstwa ta, okreslona w literaturze niemieckiej jako
,Hautschicht” lub ,,Plasmahaut”, byta zdaniem Pfeffera [48] niemozliwa
ani do wyizolowania, ani do wykrycia metodami chemicznymi czy ana-
tomicznymi. W Innym miejscu ten sam autor [49] stwierdza, ze hyalino-
wa warstwa powierzchniowa tylko w wyjatkowych obiektach, np.
u Sluzowcow, siega grubosci do 8 am, natomiast w typowych komorkach
roslinnych jest niedostrzegalna 1 byCc moze ograniczona do wymiarow
warstwy molekularnej. Jak z tego wynika, Pfeffer traktowat warstwe
ektoplazmy jako wchodzaca w skiad warstwy powierzchniowej. OkreSle-
nie takie okazuje sie uzyteczne dla szeregu problemow, gdyz powraca
w nowej literaturze pod nazwa kompleksu powierzchniowego (cell sur-
face complex). Kompleks obejmuje typowa btone lipoproteidowa a takze
warstwe zelu cytoplazmatycznego o zmiennej grubosci niekiedy tylko
Kilkudziesigciu nm wraz z zakotwiczonymi w niejJ mikrofibrylami oraz
zewnetrzné' otoczke ztozona czesciowo z glikoproteidow [1], Termin
.plazmolema”, dla okreslenia samej btony zewnetrznej protoplastu ro-
slinnego, wprowadzit Ptowe w 1931 r. [51].

Do lat piecdziesigtych brak byto metod pozwalajacych na bezpo-
Srednie badanie plazmolemy, natomiast pewne Iinformacje o witasno-
Sclach tejJ btony przyniosty studia przepuszczalnosci [19]. Komodrka
roslinna ze swa charakterystyczna zdolnoscia do plazmolizy 1 deplazmo-
lizy nadawata sie dobrze do tego typu badan. Prace zwiazane z nazwi-
skami Overtona, Ruhlanda, Collandera 1 Innych [46, 61] wykazaty,
ze do komorki przenikaja najtatwiej substancje rozpuszczalne w ttu-
szczach. Im substancja Jest bardziej polarna, tym trudniejsze jest jej
wnikanie. ZwiazKki polarne (np. jony) moga Jjednak penetrowacC przez
plazmoleme, choC znacznie wolniej, a szybkoSc ich przenikania jest
odwrotnie proporcjonalna do wielkosci czasteczek. Na tej 1 podobnych
podstawach wytaniat sie obraz plazmolemy jako struktury gestszej niz
pozostata cytoplazma, w budowie ktorej to struktury dominuja substa-
ncje lipidowe. W 1937 r. Collander (cyt. za |[61l]) zaktadat, ze Dbtona
zbudowana jJest z lipidow, w obrebie ktorych istnieja pory umozliwia-
Jace przenikanie zwiazkow nierozpuszczalnych w ttuszczach.

Zasadniczy postep w badaniu plazmolemy dokonany zostat na prze-
tomie lat 50-60, dzieki wprowadzeniu nowych technik badawczych.
Pomiary wewnetrznych parametrow elektrycznych komorki za pomoca
mikroelektrod pozwolity stwierdzic, ze niemal caty opor elektryczny
miedzy wnetrzem komorki a srodowiskiem zlokalizowany jest w zewne-
trznej blonie cytoplazmatycznej. Barierg ograniczajaca przepuszczalnosc
jonow jJest wiec plazmolema [69, 70]. Z drugiej strony, mikroskopia
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elektronowa umozliwia wizualne stwierdzenie obecnosci plazmolemy
jako btony o podwojnym zarysie 1 grubosci okoto 8 nm, wystepujacej
W sposob ciagty na powierzchni kazdej zywej komorki. Obrazy te byty
zgodne z rozwinieta wowczas koncepcja struktury btony lipoproteinowej
typu btony elementarnej (unit membrane) [57], postulowang jako doty-
czaca wszystkich Dbton cytoplazmatycznych. Shemat ten z pewnymi
modyfikacjami [63] przyjmowany Jest do chwili obecnej jako najlepie]
zgodny z danymi doswiadczalnymi dla plazmolemy.

Obecnie badania nad plazmolema koncentruja sie wokot zagadnien
ptynnosci 1 dynamiki tej btony, jJej skiadu chemicznego 1 aktywnosci
enzymatycznej. Proby izolacji btony komorkowej dokonane z powodze-
niem dla komorek zwierzecych sa w odniesieniu do komoérek roslinnych
Zwiazane z wiekszymi trudnosciami. Znajduja sie one w fazie poczatko-
we], ale zarazem w fazie szybkiego rozwoju. Przedstawienie ich aktual-
nego stanu Jest jednym z celow niniejszego przegladu. Dodatkowo
przedstawione zostang niektore zagadnienia dotyczace funkcji plazmo-
lemy. O ile bowiem do lat piecdziesigtych za gtowne zagadnienie zewne-
trznej btony plazmatycznej uwazano kontrole przepuszczalnosci, o tyle
dzis przypisujemy plazmolemie szeroki wachlarz.istotnych dla zycia

komorkil procesow, zarowno o charakterze enzymatycznym, jak 1 o cha-
rakterze funkcjl receptorowej.

MORFOLOGIA PLAZMOLEMY

Na przekrojach komorki roslinnej utrwalonej czterotlenkiem osmu
plazmolema widoczna jest jako btona powierzchniowa o grubosci od
6 do 10 nm. Warstwa ta zawiera dwa peryferyczne obszary elektrono-
wo geste o grubosci okoto 2 nm 1 Srodkowy pas elektronowo rzadki
grubosci okoto 4 nm [17, 64]. Podobny obraz daja przekroje innych bton
komorki roslinnej. Jak dotad jedyna metoda selektywnego wyrdznienia
btony plazmatycznej od Innych bton jest opracowana przez Rolanda
| wsp. [58] technika barwienia kwasem fosforowolframowym 1 chromo-
wym (technika PTA - Cr03), zwana tez technika PACP I(periodic - chro-
mie - phosphotungstic acid) [35]. Polega ona na odbarwieniu skrawka
przygotowanego standardowa technika (utrwalanie glutaraldehydem
| 0s04, odwodnienie, zatopienie w Eponie) przez traktowwanie przez
30 min |°/o kwasem nadjodowym, a nastepnie, po wielokrotnym przeptu-
kaniu w wodzie destylowanej, potraktowaniu przez 5 min mieszaning
1% kwasu fosforowolframowego 1 10% kwasu chromowego.

Plazmolema wybarwia sie intensywnie w przeciwienstwie do bton
tonoplastu, mitochondridow, plastydow, diktiosomow czy siateczKi Srod-
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plazmatycznej (ryc.l). Reakcja jest specyficzna dla plazmolemy komodrek
roslin wyzszych, drozdzy 1 bakterii, natomiast nie daje rezultatow w ko-
morkach zwierzecych [58]. Specyficzna zdolnos¢ plazmolemy do barwie-
nia sie metoda PTA - Cr03 zostata wykorzystana przy identyfikacji
frakcji plazmolemy uzyskiwanej z homogenatu komorki [10, 30, 33,
35, 58, 68], W ogromnej wiekszosci przypadkow plazmolema przedstawia
sie na przekroju komorki jako ptaska btona przylegajaca do Ssciany
komorkowej (rye. 1). Wielokrotnie obserwowano jJjednak pofatdowania
| Inwaginacje tej btony [31, 44, 71, 73]. Inwaginacje te moga przybierac
krancowe formy, tworzac daleko w gtab komorki siegajace Wodniczki,
otwarte tylko waskim kanatem na zewnatrz, albo gesto utozone pofatdo-
wania typu mikrokosmkow (ryc. 2) Pierwsze struktury zostaty opisane
dla komorek Kkorzenia 1 sga przypuszczalnie morfologicznym objawem
endocytozy [14, 43], drugie stwierdzono w rurkach sitowych, gdzie ich
wystepowanie traktowane jest jako sposob wydatnego powiekszenia po-
wierzchni plazmolemy, co ma utatwi¢ transport miedzykomorkowy [65].

Uzyskanie obrazu powierzchni plazmolemy Ilub Je}] podtuznego
przekroju umozliwiaja dwie techniki: obserwacja powierzchni i1zolowa-
nych protoplastow 1 metoda kriorytownictwa (freeze fracturing), tj.
badanie powierzchni przetomu uzyskanego po zamrozeniu preparatu
w ptynnym azocie. Protoplasty otrzymane po usunieciu sciany komorko-
we] wykazuja w mikroskopie skaningowym powierzchnie z reguty
gtadka [7-9]. Niekiedy na powierzchni swiezo otrzymanych protoplastow
widoczne sa sferyczne uwypuklenia o srednicy 1 |[xm (ryc. 3). Sa to
miejsca kontaktu mate] Wodniczki cytoplazmatyczne] z powierzchnia
protoplastu. Na uwypukleniach tych nie wystepuja glikoproteidy [8].
Metoda Kriorytowa stwierdzono w plazmolemie, zarowno w komorkach
liscia, jak 1 w 1zolowanych protoplastach, obecnosc globularnych kom-
pleksow biatkowych [56], charakterystycznych zreszta dla wszystkich
bton aktywnych. Globule te sg rozrzucone rownomiernie, ale nie wyka-
Zuja uporzadkowanego regularnego uktadu. Sg one liczniejsze na we-
wnetrznej powlerzchnl przetomu niz na Jego powierzchni zewne-
trznej (ryc. 4)

Informacje dotyczace zmian morfologii plazmolemy 1 dynamiki
przebiegu tych zmian sa doS¢ skape z uwagl na to, ze podstawowa me-
toda badan — mikroskopia elektronowa — dostarcza obrazow statycznych,
Grubos¢ plazmolemy moze ulega¢ zmianom pod wptywem bodzcow
mechanicznych. Plazmolema komorki roslinnej podlega z requty dzia-
laniu sit Sciskajacych (poprzecznych), wynikajacych z istnienia cisnie-
nia osmotycznego przyciskajacego plazmoleme do Scian komorkowych.
Odksztatcenia wynikajace z napie¢ poprzecznych mozna obliczyC opiera-
jac sie na znajomosci modutu elastycznosci Sciskania (wyznaczonego
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roznymi metodami), ktorego wielkos¢ waha sie od 2 do 40-106 N-m~2
| tak, np. plazmolema posiadajaca modut 510® N-rn-2 1 grubos¢ pocza-
tkowa 9 nm ulega scisnieciu o okoto 0,17 nm*bar 1 dziatajacego na nia
cisnienia Sciskajacego. Jezeli w komorce ciSnienie turgorowe wynosi
10 bairow, wiagze sie to z redukcja grubosci plazmolemy z 9 nm do
7,3 nm [12, 13]. Cyfry te wskazuja, ze plazmolema jest czutym wska-
znikiem cisnienia, a zachodzace w niej zmiany moga wptywac zarowno
na wiasciwosci elektryczne btony (np. potencjat przebicia), jak 1 na
procesy osmoregulacji.

Zmiany grubosci plazmolemy stwierdzono rowniez jako wynik dzia-
lania substancji chemicznych modyfikujacych stan tej btony. Morrc
| Bracker [41] wykazali, ze np. plazmolema i1zolowana z etiolowanego
koleoptyla soji zmienia in vitro grubosc o 10-15% pod wptywem IAA
(kwasu indolilooctowego) lub zwieksza ja o 15-20% w stosunku do kon-
troli pod wptywem jondw wapnia (ryc. 5), przy czym zmiany te sa wielo-
Krotnie odwracalne.

Danych dotyczacych ptynnosci plazmolemy dostarczyty ostatnio
badania wiazania konkanawaliny A (ConA) przez protoplasty roslinne.
Zwigzek ten jJest lektyna otrzymana z Canavalia enisiformis 1 posiada
witasnosci specyficznego wigzania sie z resztami cukrow wchodzacych
w skiad strukturalnych glikoproteidow bton [45]. lzolowane protoplasty
wiaza ConA [/, 8], co Swiadczy o wystepowaniu na ich powierzchni
glikozydowych akceptorow. Podobnie jak w komorkach zwierzecych,
Istnieje granica wysycenla procesu wigzania pozwalajagca na 0Sszaco-
wanie liczby miejsc wigzania. Wynosi ona dla protoplastow lisci tyto-
niu okoto 108 [8], jest wiec tego samego rzedu co w komorkach
zwlerzecych. W poczatkowych fazach wigzania, czasteczki ConA s3g
rozmieszczone rownomiernie na catej powierzchni protoplastu (ryc. 6a),
po pewnym czasle jednak skupilaja sie w agregaty (ryc. 6b). Zjawisko
przemieszczenia zwigzane] ConA nile wystepuje w niskie] tempera-

turze, ani po potraktowaniu Dbtony glutaraldehydem, jJest objawem
ptynnosci plazmolemy.

I ZOLACJA PLAZMOLEMY

Pozytywne wyniki, uzyskane w latach szeScdziesiatych, w izolacji

plazmolemy komoérek zwierzecych [42] daty podstawy do podjecia podo-
bnych prob izolacji tych bton takze z tkanek roslinnych. W roku 1970
Morre 1 wsp. [40] dokonali ciekawego studium porownawczego nad
sposobem izolacji btony plazmatyczney z komorek watroby szczura

| komorek pedu cebuli. Dokonano tez prob izolacji plazmolemy z korze-
nia owsa [18, 26, 29, 34|, kukurydzy [35], soji [67], fasoli [2]; koleoptyla
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kukurydzy [5, 24, 28, 33]; mtodych siewek fasoli [21, 30]; liScieni fasoli
132]; hypokotylu Glicyne [11, 23], epidermy Allium porrum [10], dale]
z lisci: Suaeda maritiana [22], trzciny cukrowe] [62], a takze z drozdzy
[20, 59], grzybow Phycomycetes [60] 1 Neurospora [4, 5] oraz glonu
Ochromonas [47].

Specyfika materiatu roslinnego, zwigzana z obecnoscia odpornej me-
chanicznie sciany komorkowe] oraz duzej wakuoli zawierajace] kwasy
organiczne 1 hydrolazy, stwarza szczegolne problemy w izolacji bton Kko-
morek roslinnych 1 wymaga wprowadzenia modyfikacji w stosunku do
metod stosowanych dla materiatu zwierzecego. Proces 1zolacji obejmuje
etap homogenizacji tkanki, oczyszczania wstepnego oraz witasciwego roz-
dziatu bton na frakcje 1 ich i1dentyfikacje.

Homogenizacja komorek jest bardzo waznym elementem w omawia-
nym postepowaniu. Podczas homogenizacjl rozerwane zostaja btony plaz-
molemy 1 siateczki srodplazmatyeznej, ktorych fragmenty przeksztatcaja
sie w pecherzyki 1 na ogoét rozerwanych zostaje przynajmniej czescC
iInnych organelli zbudowanych z bton. Poniewaz wrazliwosS¢ poszczegol-
nych systemow Dbtoniastych jest rodzna, to od sposobu homogenizacji
zalezy nie tylko wydajnosc procesu izolacji bton, ale 1 czystoS¢ uzyska-
nych frakcji. Stad szczegoty techniki homogenizacji nalezy dobra¢ do

badanego materiatu. Homogenizacje przeprowadza sie w temperaturze
bliskiej 0°C w oSrodku zawierajacym 0,25 M sacharozy, 1-3 mM EDTA
| 259300 mM Dbuforu Hepes lub Tris o pH w granicach od 7,2 do 7,6.
W niektorych przypadkach stosowany bywat dodatek jonow Mg2+ [3, 35],
merkaptoetanolu [47], dekstranu [40] lub albuminy [30]. Homogenat sa-
czy sie przez gaze w celu oddzielenia nierozdrobnionych czesci tkanek.
Organelle, ich fragmenty 1 makroczasteczki zawarte w homogenacie
roznig sie zarowno swa gestoscia, jak 1 stata Svedberga (ryc. 7). Wiro-
wanie wstepne, zazwyczaj 2- lub 3- krotne, pozwala na eliminacje
sktadnikow o wiekszej zdolnosci do odwirowania (wiekszej state] Sved-
berga). | tak, stosujac przyspieszenia rzedu 1500 g przez 10 min usu-
wamy Sciany komorkowe, ziarna skrobil 1 jadra, a przy nastepnym
wirowaniu (15 000-40 000 g) sedymentuja mitochondria, peroksysomy

| plastydy. Pozostaty supernatant wiruje sie nastepnie przy przyspiesze-
niach 80~100 000 g przez okoto 30~150 min, uzyskujac osad zawierajacy

sktadnikl btonowe homogenatu. Kolejnym etapem jest 1zolacja poszcze-
golnych rodzajow bton z tak uzyskanego preparatu. Niestety, fragmenty
bton cytoplazmatycznych pochodzace z roznych struktur maja dosSc zbli-
zone wiasciwosci (mase, objetosc, gestosC, ruchliwosc elektroforetyczna)
I50], co powoduje, ze uzyskanie czyste] frakcji ztozonej tylko z Dbiton
jednego rodzaju jest niezmiernie trudne, a na ogot otrzymywane frakcje
sg tylko mniej lub wiecej wzbogacone w okreSlony typ bton.
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Dla rozdziatu poszczegélnych rodzajow bton wykorzystywana bywa
ich rézna gestosC. Postepowanie polega na natozeniu cienkie] warstwy
preparatu bton na szczyt gradientu gestosci sacharozy w probowce wi-
rowkowej 1 wirowaniu przy wysokich przyspieszeniach przez czas okres-
lony empirycznie. Stosowane bywaja przyspieszenia 75 000-100 000 g,
a czas wirowania wynosi od kilku do 15 godz. [35]. Uzywany gradient

gestosci moze miec charakter ciagty, w ktoryfm frakcja plazmolemy
umieszcza sie w strefie 1,165 g ml-1 (tJ. okoto 36°/o sacharozy) (tab. 1), lub

TABELA 1

Srednie gestos$ci blon cytoplazmatycznych i organelli komérkowych wedtug

metody wirowania w gradiencie gestosci sacharozy [17, 35]

Btony organelle Gestos¢ sacharozy (g/ml)

Siateczka Srodplazmatyczna gtadka 1,10

Zewnetrzna btona mitochondriatna 1.12-1,14
Diktiosomy 1.12-1,15
Btona tylakoidu 1,14-1,18
Plazmolema roslin wyzszych 1,16-1,18
Plazmolema glondéw 1 grzybow 1,18-1,23
Mitochondria 1.17-1,22
Peroksysomy 1.17-1,25
Siateczka Srodplazmatyczna ziarnista 1,19

Ostonka jadrowa 1.18-1,22
Chloroplasty 1,20-1,25
Wewnetrzna btona mitochondriatna 1,21

Glioksysomy 1,24-1,25

moze byc gradient skokowy 1 wowczas btony plazmolemy lokuja sie
w okolicy 36% sacharozy, np. w Interfazie 32/39% [3] lub 34/45% |[67].

Jak wynika z tabeli 1, gestosc plazmolemy nie rozni sie w sposob
zasadniczy od gestosci niektorych innych bton cytoplazmatycznych, co
powoduje, ze frakcja plazmolemy zawiera zawsze pewne zanieczyszczenia
fragmentami chloroplastow, mitochondriow 1 siateczKi srodplazmatycznej.

Teoretycznie istnieje mozliwos¢c wykorzystania roznic innych para-
metrow fizycznych Dbton, np. ich tadunku powierzchniowego 1 rozdziatu
metoda elektroforezy swobodnej, jednakze sposob ten nie znalazt dotad
zastosowania odnosnie do tkanek roslinnych, bywa rowniez rzadko sto-
sowany w izolacji bton komorek zwierzecych [6].

ldentyfikacja frakcji plazmolemy lub okreslenie udziatu bton plaz-
molemy w poszczegolnych frakcjach stwarza pewne trudnosSci. Za naj-
bardziej niezawodny sposob identyfikacji uwazany jest test ultrastruktu-
rowy, w Ktorym preparat badany w mikroskopie elektronowym zostat po-
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traktowany metodg PTA - Cr03 pozwalajaca na selektywne wybarwienie
plazmolemy |58] (ryc. 8). Testowanie kazde] frakcji metoda ultrastruktu-
rowg Jest jednak zadaniem bardzo czasochtonnym. Dlatego metoda ta
bywa stosowana gtownie dla sprawdzenia innych szybszych metod tes-
towania [30, 33, 35].

Z chemicznych, a scislej radiochemicznych sposobOw o0znaczania
plazmolemy na uwage zastuguje wykorzystanie zdolnosci plazmolemy do
specyficznego wiazania Inhibitora transportu auksyn, jakim jest N - 1-
naftylamid kwasu ftalowego (NPA) [39].

Jesli zwiazek ten (stosowany w formie trytowanej ze wzgledu na
tatwosc wykrycia) dozowany jest do preparatow biton w niskim stezeniu
rzedu 10 8-10~9 M, to jest on silnie 1 wybidrczo wigzany przez plazmo-
leme [28, 33]. Wykazano, ze istnieje Scista korelacja (wspotczynnik kore-
lacji 0,949) miedzy zwiazana radioaktywnoscig a udziatem bton plazmo-
lemy w danej frakcji oznaczonej metoda PTA-Cr03 [33]. Proby wpro-
wadzenlia innych metod radiochemicznych (24, 54] wzbudzaja zastrzeze-
nia 1 nie znalazty szerokiego zastosowania.

Najczescie] spotykanym sposobem identyfikacji frakcji komdorkowych
sa metody enzymatyczne, oparte na pomiarze aktywnosci specyficznych
enzymow m— markerow zwigzanych ze strukturami komorkowymi obec-

TABELA 2

Enzymy markerowe dla struktur btoniastych komorek roslinnych

Struktura btoniasta Enzym Literatura
Plazmolema K+ATPaza pH = 6,5 niewrazliwa na oua-
baine [25, 35]
Syntetaza (3-glukanu 11, czynna przy wyso-
Kich stezeniach UDPG [28, 55]
Btony Golgiego Utajona IDPaza [52, 55]
UDP: sterol glukozylotransferaza [72]
Siateczka Srodplazmatyczna NADPH-cyt ¢ reduktaza [10, 22, 26]
NADH-cyt ¢ reduktaza
niewrazliwa na antymycyne A |25, 27, 37]
Mitochondria Oksydaza cyt ¢ 166]
ATPaza pH = 9 [35]
Tylakoidy (absorpcja chlorofilu)

Ostonka chloroplastow Ca2+ATPaza [16]



Rye. 1. Obraz z mikroskopu elektronowego przekroju komorki liscienia fasoli po
potraktowaniu metoda barwienia PTA-Cr03 [30], pow. okoto X 20 000

t — tonoplast; er — siateczka srédplazmatyczna; m — mitochondria, ¢ — chloroplast;
pm — plazmolema

Ryc. 2. Obraz z mikroskopu elektrono- Ryc. 3. Powierzchnia protoplastu z liscia

wego mikrokosmek plazmolemy w Kko-  Antirrhinum, obraz otrzymany z mikro-

morkach rurek siatkowych Nymphoides skopu skaningowego [9], X 10 000
peltatum [65], pow. okoto X 84 000



Ryc.

Ryc. 4. Obraz powierzchni prze-
tomu plazmolemy z mikroskopu
elektronowego (technika freeze
fracturing) tkanki kalusowe]
Skimmia japonica [56]

PF — strona wewnetrzna plazmo-
lemy, EF — strona zewnetrzna plaz-

molemy

5. Zmiany grubosci btony pla-

zmatyczne] etiolowanych hypokotyli
Glicine max pod wptywem IAA |
CaCl2 (HXO — kontrola) [4]]

Ryc. 6a. Powierzchnia protoplastow lisci tytoniu, obraz

gowego [8]

Protoplast inkubowany przez 30 min w temperaturze 5°C w
nomierne rozmieszczenie czasteczek konkanawaliny A

Ryc. 6b. Agregaty konkanawaliny A na powierzchni

Protoplast

uzyskany z mikroskopu skanin-

roztworze 30 t<g/mt AuConA — row-

protoplastu lisci tytoniu [8]

iInkubowany przez 60 min w temperaturze 35°C w roztworze 30 \i g¢/ml AuConA



Rye. 7. ZaleznoSC wspotczynnika sedymentacji S (w swedbergach) od gestosci D
(g/cm3 dla bton 1 organelli komdrkowych [53]

Ryc. 8 Obraz z mikroskopu elektronowego frakcji bton plazmatycznych
liScienia fasoli barwiony technika PTA - CrO3 [30] X 29 000



Rye. 9. Rozktad aktywnosSci enzymatycznych bton z komodrek Kkorzeni kukurydzy

rozfrakcjonowanych w gradiencie ciggtym sacharozy podczas wirowania przy
80 000 g przez 15 godz. [35]

Ryc. 10. Model btony plazmatycznej
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nymi we frakcjach. Tabela 2 zestawla podstawowe enzymy markerowe
stosowane do wyrozniania bton komorek roslinnych.

Markerem enzymatycznym dla siateczki srodplazmatycznej komorek
roslinnych jest reduktaza NADPH:cytochrom c¢ [10, 22, 26] oraz red.uk-
taza NADH:.cytochrom c¢. Ten ostatni enzym jJjest mnie] specyficzny,
gdyz wystepuje tez w mitochondriach 1 peroksysomach, ale w tych o0s-
tatnich organellach reduktaza jest wrazliwa na Antymycyne A [15].
Dla okreSlenia bton mitochondrialnych uzywa sie oksydazy cytochromu
c, przy czym, jak wykazano w materiale roslinnym, aktywnosC ta jest
Scisle skorelowana z aktywnoscig ATPazy przy pH=9 [35]. Za typowa dla
bton struktur Golgiego uwazana jest ,,utajona” aktywnos¢ IDPazy. AKtyw-
noSC IDPazowa moze pojawiacC sie tez w plazmolemie, natomiast typowe
dla bton diktiosomow jest jejJ ujawnienie sie dopiero po 48 - godzinnym
przetrzymywaniu preparatu w temperaturze 0°C [55]. Ostatnio postuluje

sie Jjako enzym markerowy struktur Golgiego u roslin glukozylotrans-
feraze UPD:sterol [36, 72]. ObecnosC bton tylakoidow mozna okreslic
pomiarem absorpcji dtugofalowych pasm Swiatta przez zawarte w nich
chlorofile, natomiast za marker bton otoczki chloroplastow uwazana jest
ATPaza zalezna od jonow Ca+2 [16]. Dla btony komorkowej komorek
roslinnych brak enzymu markerowego, ktory bytby specyficzny 1 wyste-
powat powszechnie w plazmolemie wszystkich obiektow. Typowa dla
plazmolemy Kkregowcow 5’nukleotydaza albo wykazuje u roslin stabg
aktywnosc [34], albo nie jest w ogole wykrywalna [22, 32]. Jak dotych-
czas za nhajbardziej powszechny marker enzymatyczny plazmolemy Kko-
morek roslinnych uwazana jest zalezna od jonow K+ ATPaza w PH—6,5
[25, 26, 34, 35], Stwierdzono przynajmniej dla niektdrych obiektéw, ze
Istnieje Scista korelacja (wpotczynnik korelacji — 0,975) miedzy aktyw-
noscia tego enzymu a zawartoscig bton plazmolemy we frakcji btonowe]
zmierzong metoda PTA - Cr03 [35]. Jako enzym markerowy plazmo-
lemy stosowano takze synteze O - glukanowa Il aktywna przy wysokich
stezeniach UDPG w przeciwienstwie do syntetazy | stymulowanej jonami
Mg+2 aktywnej przy niskich stezeniach UDPG, ktora jest charakterys-
tyczna dla bton Golgiego [28, 55]. Ryc. 9 przedstawia przyktadowo wyni-
KI wirowania preparatu bton komorkowych w gradiencie ciagtym sacha-
rozy 1 wyniki aktywnosci enzymow markerowych w poszczegdlnych
frakcjach pozwalajace na wyroznienie m. In. frakcji bton wzbogaconych
w plazmoleme.

SKLAD PLAZMOLEMY

Podstawowa trudnosc w doktadnym okresleniu sktadu chemicznego
plazmolemy stanowi fakt, ze uzyskiwane dotychczas frakcje te] btony
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sg zawsze zanleczyszczone (do 30°/0) Innymi rodzajami bton. Niemnie]
wyniki analiz pozwalaja na stwierdzenie, ze plazmolema wyrdznia Ssie
sposrod innych bton pewnymi charakterystycznymi cechami. Pierwsza
Z nich jest mniejsza ilosC¢ biatek w plazmolemie w porownaniu z innymi
btonami 1 co za tym idzie wieksza 1los¢ lipidow przypadajacych na jed-
nostke biatka. Stosunek masy lipidow do biatek wynosi np. w plazmole-
mie korzeni owsa 1,17, podczas gdy srednio dla wszystkich bton wynosi
0,69, a w btonach mitochondrialnych spada do 0,49 [29]. Druga charak-
terystycznag cecha wydaje sie byc wysoka zawartosc steroli [25], Stosunek
steroli do fosfolipidow wynosi w plazmolemie korzeni kukurydzy 1,1-1,2,
podczas gdy dla innych bion jest on znacznie nizszy [25], Szczegdlnie
niski udziat fosfolipidow (rzedu 1%) zarejestrowano dla plazmolemy
lisci trzciny cukrowe] [62]. Analogicznie wysoki stosunek steroli do fos-
folipidow stwierdzono dla plazmolemy komodrek zwierzecych. Stosunko-
wo niski jest w plazmolemie udziat wolnych kwasow ttuszczowych [29].
Sposrod lipidow obojetnych szczegolnie duzy udziat przypada na troj-
glicerydy.

Nieliczne stosunkowo dane dotyczace sktadu chemicznego plazmo-
lemy komodrek roslinnych nie pozwalaja stwierdzic, czy wszystkie wy-
mienione cechy maja charakter ogolny 1 powszechny. Jak dotad zupetnie
brak informacji o asymetrii w skiadzie plazmolemy komorki roslinnej,
Jakkolwiek przez analogie z innymi organizmami [38] istnienie takiej
asymetrii jest dalece prawdopodobne.

Z przedstawionych informacji na temat morfologil, sktadu 1 cech
plazmolemy wynika, ze nie sa one sprzeczne z mozalkowym modelem
bton zaproponowanym przez Singera | Nicolsona [63]. Przypuszczalny

schemat struktury plazmolemy przedstawia ryc. 10.

Profesorowil drowil Janowl Zurzyckiemu sktadam serdeczne podziekowanie
za cenne mysSli 1 wskazowki dotyczace niniejszego artykutu.
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PROTEAZY BIALEK CHROMATYNY

PROTEASES OF CHROMATIN PROTEINS
¢

Henryk LUBON i Danuta TYRAWSKA - SPYCHALOWA

Zaktad Biochemii Wyzsze] Szkoty Pedagogiczne] w Kielcach
Zaktad Biochemii Wyzsze] Szkoty Rolniczo - Pedagogicznej w Siedlcach

Streszczenie. Niektore komodorkowe enzymy proteolityczne charakteryzuja sie duzym
powinowactwem do biatek chromatynowych. Obecnosc ich wykazano w obrebie
organelli cytoplazmatycznych 1 w jadrze komorkowym. Aktualnie wyodrebniono
| opisano wiasciwosci dwoch enzymow proteolitycznych Dbedacych integralnym
sktadnikiem chromatyny. AktywnosC proteaz biatek chromatyny zmienia sie wW ery-
troporezie 1 spermatogenezie. Uwaza sie, ze uczestniczg one w Indukcji proliferacji
oraz w dziataniu hormonow na tkanki docelowe. Obserwowano'takze roznice tkan-

kowe w aktywnosci proteaz. Sugeruje sie, ze proteazy biatek jadrowych moga pet-
nic pewna role w regulacji czynnosci gendow organizmow eukariotycznych.

Summary. Some cell proteolytic enzymes show a considerable relationship to chro-
matin proteins. Their presence has been indicated within cytoplasmic organelles
and In nucleus. The two proteolytic enzymes being an integral part of chromatin
were Isolated and their properties described recently. Activity of proteases of chro-
matin proteins changes during maturation of erythroid cells and spermatogenesis.
It Is considered that the protease are involved In the stimulation of proliferation

and effects of hormones on target tissues. Tissue specific In protease activity has
been observed. It Is suggested that proteases of nuclear proteins may play a role
In the gene regulation of eucaryotic organisms.

AktywnosCc enzymow proteolitycznych w jadrach komérkowych [22,
/5], chromatynie [71] lub w wyodrebnionych frakcjach biatek jadro-
wych [74] obserwowano od wielu lat. Wystepowanie enzymow proteoli-
tycznych w materiale wyodrebnionym z jader komorkowych potwier-
dzity badania przy zastosowaniu roznorodnych technik, jak np. chroma-
tografia kolumnowa [80], elektroforeza w zelu skrobiowym [69, 84] 1 poli-
akrylamidowym [72, 73], spektrofotometria [7/6], doSwiadczenia z pietno-
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wanymi suhstratami [9] 1 inhibitorami [10], oznaczanie grup koncowych
aminokwasow w preparatach biatek chromatynowych [74] | obserwacje
aktywnosci matrycowej chromatyny [82].

AktywnosSc proteolityczna stwierdzono w chromatynie tego samego
narzadu z roznych gatunkow zwierzat: grasicy szczura | cielecia [9, 27-
29], a takze w chromatynie i1zolowanej z roznych narzadow tego samego
organizmu, jak np. watroba, nerka, jadro, mozg szczura [9] lub ptuco,
Sledziona, nerka wieprza (cyt. wedtug [58]). Wystepowanie proteaz biatek
chromatyny stwierdzono takze w tkankach nowotworowych typu raka
Novikoffa [2], wysieku Ehrlicha [14] oraz w rdznych odmianach watro-
biaka Morrisa [12, 51]. Endogenng degradacje biatek chromatyny obser-
wowano ponadto u roslin, np. w chromatynie zarodkow grochu [49],
zlarnach pytku sagowca [6] 1 w liscieniach zyta [60].

Wysitkl badaczy skupity sie poczatkowo na wykluczeniu mozliwosci
degradacji biatek jadra komorkowego w czasie postepowania prepara-
tywnego, co byto warunkiem niezbednym w Dbadaniu ich witasciwoscl
fizykochemicznych. Ograniczenie aktywnosci enzymow proteolitycznych
osiagnieto poprzez preparowanie biatek jadrowych w niskich tempera-
turach (0°-4°C) oraz w obecnosci inhibitorow enzymow proteolitycznych.

Ostatnio komorkowe enzymy proteolityczne o duzej specyficznosci
w stosunku do Dbiatek chromatynowych wzbudzaja coraz wieksze zain-
teresowanie z uwagi na mozliwosc ich udziatu w mechanizmie regulacji
aktywnoscli genomu organizmow eukariotycznych.

WEWNATRZKOMORKOWE ROZMIESZCZENIE PROTEAZ

Lizosomy, mitochondria, peroksysomy, cytoplazma podstawowa
| jadro komorkowe posiadaja czesciowo specyficzne ukiady enzymow
proteolitycznych zdolnych do degradacji egzogennych biatek (cyt. wedtug
[5]). Fakt wystepowania w roznych frakcjach komorkowych enzymow
proteolitycznych utrudnia precyzyjne okreslenie zrodia proteolityczne]
aktywnoscl w poszczegolnych frakcjach. Szczegolnie pochodzenie enzymow
wykrywanych w jadrach komorkowych 1 chromatynie jest w swietle do-
tychczasowych doniesien zagadnieniem niejasnym. CzesC badaczy uwaza,
ze degradacja biatek w jadrach komorkowych, chromatynie 1 oczyszczo-
nych frakcjach biatek chromatynowych jest spowodowana obecnoscia
enzymow pochodzenia cytoplazmatycznego. Wedtug tej] koncepcji enzymy
proteolityczne cytoplazmy podstawowe] 1 organelli cytoplazmatycznych
moga Sie adsorbowac na zewnetrznej btonie jadra komorkowego w czasie
postepowania preparatywnego lub tez tworzy¢ kompleksy z chromatynag

preparowang bezposrednio z catej tkanki. Frakcja lizyno - bogatych hi-
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stonow, 1zolowana z jader komorkowych grasicy cielecej, inkubowanych
wczesnie] w temperaturze 37°C daje dodatkowe pasmo wykrywane ele-
ktroforeza w zelu poliakrylamidowym [80]. Stopien hydrolizy histonu
lizyno - bogatego Jest uzalezniony od 1losci catych komodrek obecnych
w zawilesinie jader komodrkowych, degradacja zmniejsza sie jezeli pre-
parat jader komorkowych zawiera wiecej catych komodrek. Stellwagen
| wsp. [80] uwazaja, ze aktywacja enzymow degradujacych histony jest
Zwlazana z rozerwaniem komorek w czasie homogenizacji 1 adsorpcja
na btonie jadra komorkowego mikrosomow zawierajacych proteazy. Za-
stosowanie w preparatyce jader komorkowych roztworow zawierajacych
detergent niejonowy (Triton X - 100) nie wywotuje rdéznic w obrazach
elektroforetycznych biatek chromatynowych watroby myszy lub szczura
1zolowanych z jader komorkowych przed lub po Kkrotkiej inkubacji
(15 min w temperaturze 37°C). Stwierdzono jednak Intensywna degrada-
cje biatek nukleoplazmatycznych [77]. Triton X - 100 powoduje usuniecie
zewnetrznej btony jadra komorkowego, co. ma duzy wptyw na wiasci-
woscl przechowywanej chromatyny [82]. AktywnoS¢ matrycowa chroma-
tyny watroby szczura wzrasta o 12°/0 w cilagu 36 dni (w temperatu-
rze 2°C), jezeli chromatyne otrzymano z jader komorkowych preparowa-
nych w obecnoscit Tritonu X - 100, 1 odpowiednio o 50°/0 1 150% w ciagu
25 dni, w przypadku chromatyny wyodrebnionej z jader komodrkowych
preparowanych bez stosowania detergentu lub tez w przypadku chroma-
tyny i1zolowanej bezposrednio z tkanki (rye. 1)

Chromatyna otrzymana z jader preparowanych w obecnosci Tritonu
X - 100 zawiera takze najmniej fosfolipidow 1 enzymow pochodzenia
cytoplazmatycznego. Sugeruje to, ze niektdore proteazy degradujace
biatka chromatyny pochodza z fragmentow bton retikulum endoplazma-
tycznego oraz zewnetrznej btony jadra komorkowego. Podobne wnioski
0 wystepowaniu proteaz biatek chromatynowych w zewnetrznej btonie

Jadra komorkowego wysnuto na podstawie badan wptywu antybiotykow
na stabilnosC¢ biatek jadra komorkowego nerki psa [52-54],

Wysoka aktywnosSc proteolityczna chromatyny izolowanej bezpoSred-
nio z tkanki wydaje sie byCc spowodowana wystepowaniem dodatkowego

enzymu. Whnioski takie sprecyzowano na podstawie dosSwiadczen ze
znakowanym H3 dwuizopropylofluorofosforanem. W rozdziatach Dbiatek

chromatyny watroby szczura, i1zolowane] bezposrednio z tkanki w zelu
poliakrylamidowym, wykryto pasmo biatkowe o0 masie czasteczkowe]

100 000 daltonow wiazace znakowany inhibitor, a ktdore nie wystepuje
w chromatynie preparowanej z Jjader komorkowych [10]. Degradacje
biatek chromatynowych moga powodowac enzymy pochodzenia lizoso-

mowego [19-21]. Kwasne 1| obojetne proteazy frakcji lizosomowej watroby
szczura hydrolizuja histony w chromatynie watroby szczura-i; erytrocytow

3 — Postepy Biol. Kom. 1/79



34 H. LUBON | D. TYRAWSKA-SPYCHALOWA

Xenopus laevis [21]. Proteaza obojetna lizosomow leukocytow Kkrolika
wykazuje duza specyficznos¢ w stosunku do histonow 1 aktywnoscC je]
wzrasta w miare oczyszczania frakcji lizosomowej [19, 20]. Brak aktyw-

nosci tego enzymu w catych komorkach potwierdza przypuszczenie
Stellwagena 1 wsp. [80] o wptywie rozbicia komorki na proteolize biatek

chromatynowych.

Innym zanieczyszczeniem jader komorkowych 1 chromatyny moga
byCc enzymy pochodzenia mitochondrialnego, wsrod ktorych stwierdzono
obecnos¢ obojetnej proteazy o duzym powinowactwie do histonow [33,
34, 38].

Z drugiej strony, wiele badan przemawia za wystepowaniem enzymow
proteolitycznych biatek chromatynowych In vivo w jadrze komorkowym.
Wskazuja na to doSwiadczenia, w ktorych inkubowano jadra komorkowe
w temperaturze 37°C, w Srodowisku obojetnym. Jak wczeSniej] wspomniano,
obserwowano stabilnos¢ biatek chromatynowych po krotkiej inkubacji
[77]. Inkubacja ponad jedna godzine powoduje zmiany w obrazach ele-
kKtroforetycznych biatek chromatyny Iludzkich Ilimfocytow, leukocytow
biataczkowych [85] | komorek macicy szczura [44], JednoczeSnie wyraznie
obniza sie po inkubacji 1los¢ pietnowanych aminokwaséw w Jjadrach
komorkowych watroby szczura [5] oraz ludzkich limfocytow 1 leukocytow
biataczkowych [85].

Doktadne badania wptywu postepowania preparatywnego na aktyw-
nosC proteaz w chrornatynie [9] wykazaly, ze preparaty chromatyny
watroby szczura, otrzymane powszechnie stosowanyml metodami,
posiadaja aktywnoSC enzymow proteolitycznych, mimo stosowania w nie-
ktorych metodach Tritonu X-100 na etapie otrzymywania jader komor-
kowych. Uzycie kwasu cytrynowego w izolowaniu jader komorkowych
nie wyklucza aktywnosci proteolityczne] w otrzymanych preparatach
chromatyny |[2],

AKktywnosC proteolityczng stwierdzono rowniez w wyodrebnionych
frakcjach Dbiatek jadrowych, tj. biatkach nukleoplazmatycznych [47],
bratkach chromatynowych rozpuszczalnych w 0,35 M NaCl [31], histonach
oraz innych Dbilatkach ekstrahujacych sie z chromatyny roztworem 0,25 N
HC1 [6, 57-59, 70], Powoduje to szereg trudnosci w rekonstrukcji chroma-
tyny z oczyszczonych komponentow (histondow, Dbiatek niehistonowych
| DNA) [11, 13, 14].

Jak wynika z przedstawionych danych, enzymy proteolityczne
0 duzej specyficznosci w odniesieniu do biatek chromatynowych 1 biatek
nukleoplazmatycznych sa obecne w jadrze komdrkowym 1 innych organe-
llach komorkowych.

Jak mozna przypuszczaC na podstawie wspomnianych danych, po-
zajadrowe 1 Jadrowe enzymy proteolityczne moga jednak stanowic cato-
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Rye. 1 Zmiany aktywnosci matryco-

we] chromatyny watroby szczura w

czasle przechowywania w temperatu-

rze 2°C (w obecnosci 10—® M - NaNs)
[82]

Chromatyne preparowano bezposrednio
z tkanki (1), jader komorkowych (2) oraz
jader komorkowych otrzymanych w obec-
nosci Tritonu x-100 (3).
Czarne symbole m, A, <« okresSlaja wzrost
syntezy RNA In vitro przy zastosowaniu
jako matrycy probek chromatyn trawio-
nych pronaza w ciaggu 90 min

Ryc. 2. Wykresy densytometryczne rozdziatu w zelu poliakrylamldowym Dbiatek
chromatynowych watroby szczura degradowanych przez endogenna proteaze [30]

Chromatyne

iInkubowano w

roztworze 004 M NaCl — 10 mM Tris (pH-=8) w roznym czasie

| preparowano histony (A) oraz niehistonowe Dbiatka chromatyny (B)
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sciowy uktad odpowiedzialny za katabolizm biatek chromatynowych
| iInnych biatek jadra komorkowego. Pewnych sugestii dostarczaja prace
w ktorych potwierdzono transport cytoplazmatycznych proteaz do jadra
komorkowego [45, 81]. Przemieszczanie sie enzymow moze odbywac sie
w oparciu o mechanizm jaki obserwowano w diploidalnych komadrkach
ludzkich fibroblastow W I- 38, komdrkach HelLa 1 komorkach nerki myszy
CBM - 17 [40, 64]-trypsyne dodana do hodowli tych komorek poczatko-
wo wykrywano w cytoplazmie, a pozniej w jadrze komorkowym.
W modelowych rozwazaniach udziatu lizosomowych enzymow w mecha-
nizmie kontroli aktywnosci gendow takze zakitada sie ich transport do
Jadra komorkowego [41].

Problemem otwartym pozostaje jednak ustalenie, w jakim stopniu
Ingerencja badacza powoduje zmiany w wewngtrzkomorkowym rozmie-
szczeniu enzymow proteolitycznych. S

PREPAROWANIE | NIEKTORE WLASCIWOSCI ENZYMOW
ZWIAZANYCH Z CHROMATYNA

Pierwszg probe izolowania enzymu wykrytego w jadrach komorko-
wych 1 chromatynie grasicy cielecej podjeli Furlan 1 Jericijo [27-29],
Rozpuszczong w 2,5 M NaCl chromatyne traktowano absolutnym etanolem
w celu wytracenia DNA. Frokcje biatkowa rozdzielono na zelu Sephadex
G - 75, zbierajac czesC frakcji posiadajaca aktywnoSC proteolityczng
| dodatkowo oczyszczono Jg poprzez autolize. Masa czasteczkowa enzymu
wynosita 24 000 daltonow, maksymalna aktywnoSc¢ zasS stwierdzono przy
pH=7,8 dla histonu catkowitego, gdy stezenie NaCl wynosito 0,1 M
lub 1 M. WrazliwosC réznych frakcji histondw na dziatalnos¢ proteazy jest
wyraznie zrdoznicowana. W dezoksyrybonukleoproteidzie szczegolnie po-
datna na hydrolize jest frakcja histonow fl (52%), a w mniejszym sto-
pniu atakowane sg pozostate frakcje, histony 2 (32%) oraz histony f3
(19%) - nazewnictwo histondw podano wedtug pracy [28]. Enzym wyka-
zywat duza specyficznosS¢ w stosunku do histonow, natomiast inne,,badane
biatka, takie jak: aloboumina, hemoglobina, globulina, wykazywaty mniejsza
podatnos¢ na hydrolize. Kompleksowanie enzymu z DNA 1 histonami
w roztworze NaCl w zakresie stezen od 0,1 M do. 0,3 M przemawia za
jego obecnoscia In vivo w chromatynie.

Kwasna proteaza (optimum pH=4,4) dajaca sie ekstrahowaé Z Jader
komorkowych roztworem 1 M NaCl nie komplekswe z DNA, dlatego

uznano, ze jest ona pochodzenla cytoplazmatycznego [28]

Metoda Kureckiego 1 wsp. [57, 58] i1zolowanla proteazy chromatyno-
we] grasicy cielecej jest oparta na wymywaniu proteazy tacznie z histo-
nami roztworem 0,25 N HC1l. Rozpuszczalne w kwasie solnym Dbiatka wy-
tracano czterema objetosciami zakwaszonego acetonu, po uprzednim
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doprowadzeniu roztworu biatek do pH=4,5-4,7. Filtracja zelowa kwalso-
rozpuszczalnych biatek chromatyny na zelu Sephadex G-75, autoliza
frakcji bogate] w enzym oraz ponowna filtracja zelowa pozwala oczy-
Scic enzym 1000 - krotnie. Pozostate zanieczyszczenia usuwano stosujac
preparatywna elektroforeze w zelu Sephadex G-75 lub w nowsze] mo-
dyfikacji — metoda chromatografii jonowymiennej w zelu CM - Sephadex

I59]. Tak otrzymany enzym daje praktycznie pojedyncze pasmo w toku
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym. Masa czasteczkowa tej proteazy
wynosi 15400 + 1000 daltonow, optimum pH=8,5 dla histonu catkowitego.

Reakcja z chlorowodorkiem p - nitrofenylo - p - guanidyno benzenu wy-
kazata, ze w oczyszczonym preparacie wystepuje 40°/0 aktywnego enzy-
mu [59]. Kiedy histony 1 enzym sa w kompleksie z DNA, to histony Il
| H3 sa szybko hydrolizowane, natomiast histony H4 1 H2ZA w mniejszym
stopniu [56], Kazeina, hemoglobina, rybonukleaza 1 albumina sa mniej
wrazliwe na atak enzymu, jedynie biatka zasadowe rybosomow sa roz-
ktadane z szybkoscia zblizona do histonow [57, 58], Proteaza chromaty-
nowa nie trawi (1- naftyloamidowych pochodnych alaniny, lizyny 1 histy-
dyny. Inhibitory specyficzne dla trypsyny, jak np. dwuizopropylofluoro-
fosforan, chlorometyloketon a- N - tosylo - L - lizyny, Inhibitor sojowy
trypsyny I zasadowy Inhibitor Kunitza z trzustki wotowej], reaguja stechio-
metrycznie z enzymem. Specyficzny inhibitor chymotrypsyny chlorome-
tyloketon a- N - tosylo - L - fenyloalaniny, kwasny siarczyn sodu, a tak-
ze zwlazkl chelatujace metale oraz blokujace grupy tiolowe nie hamuja
aktywnosci enzymu [58, 59]. WrazliwosC na inhibitory, a takze rozszcze-
planie przez proteaze chromatynowa gtdownie wigzan Liz- X 1 Arg - X
wskazuje na duze podobienstwo tego enzymu do trypsyny [48].
Carter 1 wsp. [9, 10] uwazaja, ze podobna niskoezasteczkowa prote-
aza 0 optimum pH=8-9 degraduje histony 1 biatka niehistonowe chroma-
tyny w wielu tkankach szczura, erytroidalnych komdrkach krolika 1 kur-
czecla, komorkach watrobiaka Morrisa 1 wysieku Ehrlicha. Aktywnosc jej
wzrasta w stosunku do biatek niehistonowych w miare zwiekszania Sity
jonowej roztworu, w ktorym jest inkubowana chromatyna. Stad wiek-
szosC badan przeprowadzono dysocjujac chromatyne w roztworze o skia-
dzie 2M NaCIl-5M mocznik. WrazliwosC histonu HI na degradacje zalezy
od sity jonowej roztworu w jJjakim iInkubowano chromatyne watroby
szczura; wzrasta ona wraz z podniesieniem stezenia NaCl od 0,1 do 0,5 M
I maleje przy zwiekszaniu stezenia NaCl do 2 M. Stopien hydrolizy
pozostatych histonow jest takze zalezny od warunkow inkubacji. Z wielu
badanych inhibitorow jedynie fluorek kwasu fenylometanosulfonowego,
dwuizopropylofluorofosforan, keton karbobenzoksyfenyloalaninowochlo-
rometylowy 1 octan p - nitrofenylowy efektywnie hamuja aktywnosc
enzymu. Fakt, ze dwa ostatnie zwiazki sa dobrymi inhibitorami proteazy



33 H. LUBON I d. tyrawska-spychalow a

chromatynowej sugeruje Jjej] podobienstwo do chymotrypsyny. Jednakze
Inhibitory chymotrypsyny, jak np. chlorometyloketon u- N - tosylo - L-
fenyloalaniny, nie maja wptywu na aktywnosS¢c enzymu. Proteaza chro-
matynowa watroby szczura nie jest takze wrazliwa na dziatanie specy-
ficznego dla trypsyny inhibitora chlorometyloketonu a- N - tosylo - L -
- lizyny oraz p - chloromerkaptobenzoesanu, chociaz zwiazki te hamuja
aktywnosC proteazy chromatynowej grasicy cielecej [29, 481

Na podstawie szeregu prac [9, 10, 27, 29, 48, 49, 56-59] nalezy uznac
niskoczasteczkowa, obojetng proteaze serynowa za podstawowy enzym
hydrolityczny wystepujacy w chromatynie in vivo. Roznice we witasciwo-
Sclach enzymu preparowanego z tej samej tkanki przez rdéznych badaczy
moga wynikac ze stosowanych metod. Nie mozna jednak catkowicie wy-
kKluczyc istnienia specyficznosci tkankowej 1 gatunkowej enzymu.

W watrobie szczura stwierdzono wystepowanie Innego enzymu proteo-
litycznego zwigzanego z chromatyng [15, 30]. Bogata w enzym frakcje
biatek otrzymano przez ekstrakcje chromatyny 0,7 M roztworem NaCl
0 pH-8. W dalszych etapach stosowano filtracje na ztozu Sepharoza 6B
w celu otrzymania frakcji bogate] w enzym, ale oddzielonej od Innych
biatek 1 DNA [30]. W pozniejszej pracy zastosowano chromatografie na
ztozu Bio - Gel A50m oraz wiazanie czesci biatek w zelu Bio - Rex 70 [15],
Biatka nie wiazane przez zel frakcjonowano na ztozu Sepharoza 6B.
Frakcje zawilerajaca enzym, mieszano z zelem fosforanu wapniowego
1 zbierano biatka wymywajace sie roztworem 04 M NaCl o pH-8.
W koncowym etapie preparat enzymu oczyszczano na drodze chromato-
grafii jonowymiennej przy uzyciu zywicy QAE - Sephadex z zastosowa-
niem gradientu stezen NaCl. Enzym ten wyodrebniony przez Chonga
| wsp. [15] jest zbudowany z dwoch podjednostek o masie czasteczkowe]
okoto 100 000 daltonow. Pasmo biatkowe o zblizone] masie czasteczko-
we] wigzace pletnowany H3 dwuizopropylofluorofosforan znaleziono
takze w chromatynie watroby szczura izolowane] bezposrednio z tkan-
Ki [10]. Wysoikoczasteczkowa proteaza chromatynowa wykazuje najwiek-
sza aktywnosc przy pH=7, atakujac histony 1 biatka niehistonowe (ryc. 2).
Szczegolnie podatnymi na degradacje enzymatycznag sa biatka kurczliwe
wykryte w chromatynie watroby szczura [24]. Szereg wtasSciwoscl wspom-
niane] wysokoczasteczkowe] proteazy chromatynowej odpowliada cechom
niskoczasteczkowe] proteazy chromatynowej, omowione] we wczesSniej-
szych ustepach pracy. Jest ona enzymem termostabilnym, a aktywnosc
JeJ zalezy od stezenia soli w roztworze. Dwuizopropylofluorofosforan
catkowicie hamuje jej aktywnoscC. Jezeli histony sa zwiazane z chroma-
tyna, to najbardziej wrazliwy na hydrolize jest histon HI. JednoczeSnie
histon HI jest najwolniej atakowany w oczyszczonym preparacie histonu
catkowitego. Z drugiej strony, omawiana proteaza chromatynowa po-
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siada duzo wieksza mase czasteczkowa niz poprzednio opisywana prote-
aza, a Jako aktywatorow wymaga jonow dwuwartosciowych. Zwiazki
rozrywajace wiazania dwusiarczkowe blokuja je] aktywnosC, co sugeruje
Istotne znaczenie obecnosci ugrupowan dwusiarczkowych nie tylko
w strukturze, ale 1 w funkcji. Kwasny siarczyn sodu okazat sie tu
efektywnym inhibitorem, co jest zgodne z doniesieniami niektorych ba-

daczy mowiacych o hamowaniu aktywnosci proteolitycznej chromatyny
przez ten zwiazek |1, 3, 46, 71, 72].

BIOLOGICZNA ROLA PROTEAZ BIALEK CHROMATYNY

Komorkowe enzymy proteolityczne biatek chromatyny moga uczestni-
czyc w autolizie biatek w tkankach o intensywnym obrocie komoarek, tj.
grasicy 1 nabtonku jelitowym cielecia [3]. Porownanie aktywnosci proteo-
litycznej chromatyny ludzkich diploidalnych fibroblastow WI - 38 pasazu
19, 22, 31, 40 1 50 wykazato wieksza degradacje biatek chromatynowych
w komorkach ,,starych”, co sugeruje udziat proteaz w procesach sta-
rzenia |[79].

Wiele danych przemawia za regulacyjng rola enzymow proteoli-
tycznych w procesach zmian struktury chromatyny oraz w mechanizmie
aktywacjli genow organizmow eukariotycznych. Na takie mozliwoscl
wskazuja badania wptywu inhibitorow proteaz na indukcje przez rozne
czynniki podziatow komorkowych w hodowlach in vitro. Wykazano, ze
Inhibitor sojowy trypsyny catkowicie hamuje witaczanie radioaktywnej
tymidyny do komorek limfoidalnych chomika stymulowanych do pro-
liferacji trypsyna oraz czesciowo hamuje dziatanie chymotrypsyny [36],
Indukcja proliferacji komodrek limfoidalnych chomika przez konkanawali-
ne .A 1 lipopolisacharydy E. coli jest blokowana w poczatkowe] fazie
przez chlorometyloketon u- N -tosylo-L-lizyny. Chlorometyloketon
« - L-tosylo - L - fenyloalaniny okazat sie efektywny takze po 24 godzi-

nach stymulacji [37]. Szereg inhibitorow proteaz oddziatuje na synteze
ItNA w limfocytach ludzkich stymulowanych do proliferacji przez fito-
hemaglutynine [39] oraz mitogenny czynnik szkartatki [16].

Nalezy zaznaczyC, ze indukcja proliferacji przez proteazy w hodow-
lach komorek In vitro nie jest spowodowana prosta proteolityczna hydro-
liza biatek zwiazanych z DNA [64], Trypsyna nie aktywuje syntezy DNA
w Jadrach komorkowych fibroblastow chomika bedacych w fazie S cyklu
komorkowego. Wywotanie syntezy DNA w jadrach komorkowych fibro-
blastow chomika w fazie Gj Jest zwiazane z 'bezposrednim dziataniem
trypsyny na aktywnosc polimerazy DNA [7]. Wydaje sie prawdopodobne,
ze przejscie komorek z fazy Gx do S jest kontrolowane m. In. przez
proteazy podobne do trypsyny.
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Reaktywacja syntezy DNA 1 RNA jader komorkowych erytrocy-
tow kurczecia w heterokarionach (heterokariony erytrocytow kurczecia
| komorek HelLa) jest hamowana przez inhibitory trypsyny 1 inhibitory
enzymow o witasciwosciach podobnych do trypsyny [17, 18]. Przyktado-
wo, w heterokarionach inkubowanych w srodowisku zawierajacym chlo-
rometyloketon a- N - tosylo- L - lizyny (0,1 M) w ciagu 48 godzin wta-
czanie pietnowanego trytem uracylu do RNA w jadrach komorkowych
erytrocytow zmniejsza sie siedmiokrotnie w porownaniu do heterokario-
now kontrolnych. Darzynkiewicz 1 wsp. [17, 18] uwazaja, ze aktywacja
enzymow proteolitycznych jader komorkowych erytrocytow w hetero-
karionach jest czynnikiem reaktywujacym synteze RNA 1 DNA.

Udziat proteaz biatek chromatyny w przemianach bilatek zwigzanych
Z DNA w czasle spermatogenezy jest juz obecnie dobrze udokumentowany.
W procesie spermatogenezy zachodzi wymiana somatycznych histonow
na specyficzne dla dojrzatych plemnikow protaminy, ktore decyduja
o tworzeniu zwartej postacli chromatyny. Chromatyne jader pstraga roz-
dzielono na dwie frakcje rozniace sie rodzajem Dbiatek zwigzanych z DNA
|65], Jedna frakcja okazata sie bogata w somatyczne histony, natomiast
druga zawierata wiece] protamin. Bogata w protaminy frakcja chroma-
tyny posiada biatka rozpuszczalne w 0,4 N kwasie solnym, ktore sa bar-

dziej heterogenne 1 wedrujg w zelu poliakrylamidowym przed histonami.
Dodatkowe niskoczgsteczkowe pasma biatkowe wskazujg na degradacje

histonow we frakcji chromatyny zawierajacej protaminy. MozliwosC wys-
tepowania selektywnej degradacji histonow przez proteazy w czasie
spermatogenezy sugeruja badania nad stopniem hydrolizy przez trypsyne
biatek Jjader komorkowych plemnikdw preparowanych z jJjader oraz
nadjadrzy myszy 1 szczura [68]. Gtowki plemnikow nadjadrzy zawiera-
jace wiecej arginino - cysternowych biatek zasadowych sg oporne na dzia-
lanie trypsyny, natomiast gtowki plemnikow Jjader nie posiadaja takich
wiasnosci. Rozbicie wigzan dwusiarczkowych wystepujacych miedzy cza-
steczkami protamin w chromatynie plemnikow utatwia ich degradacje
przez trypsyne. Podobnie proteaza zwigzana z chromatyna plemnikow
byka [66] 1 myszy [8] aktywnie hydrolizuje protaminy, jezeli zostana
zerwane wigzania dwuslarczkowe. Udziat specyficznego dla protamin
enzymu proteolitycznego sugeruje sie w procesie hydrolizy protamin po
zaptodnieniu komorki jajowej szczura [66].

Modelowe badania wymiany histonow w chromatynie grasicy cie-
lecej przez protaminy plemnikow tososia w roztworze o niskiej sile jono-
we] (0,15-6,3 M NaCl) potwierdzaja udziat chromatynowych proteaz we
wspomnianym procesie [67, 86]. Histon HI jest zastepowany w chroma-
tynie przez protaminy bez udziatu proteazy, lecz wymiana przebiega szyb-
cle] przy jednoczesnej jego proteolitycznej hydrolizie. Acetylacja histo-
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3. Aktywnosc proteazy chromatynowej komorek erytroidalnych Kkurczecia
w roznych stadiach rozwoju [50]

Wykresy densytometryczne rozdziatu histonow w zelu poliakrylamidowym preparowanych

Z chromatyn po inkubacji w pH=8, w temperaturze 37°C.
A — erytroblasty, B — retikulocyty, C — erytrocyty
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now H2A, H2B 1 H3 utatwia ich szybki proteolityczny rozpad 1 zastgpie-
nie przez protaminy. Pozostajacy w chromatynie acetylowany histon H4
latwo oddysocjowuje w roztworze NaCl o stezeniu 0,3 M. Z badan pro-
wadzonych In vitro [67, 86] I In vivo [32] wynika, ze w efekclie acetylac]l
| proteolizy histondOw moga one oddysocjowac od chromatyny w obecnosci
protamin w Srodowisku o sile jonowej zblizonej do wystepujacej In VIivo
w Jadrze komorkowym.

Przypuszcza sie, ze enzymy proteolityczne biatek chromatyny moga
odgrywac¢ wazna role w erytroporezie zwitaszcza, ze obserwowano wy-
razna zaleznosC stopnia degradacji histonow przez proteazy chromaty-
nowe od stadiow rozwojowych w komorkach erytroidalnych kurczecia.
Szybkos¢ hydrolizy histonow (gtownie HI 1 H5) — najwieksza w erytro-
blastach, zmniejsza sie w retikulocytach 1 jest minimalna lub nie wys-
tepuje w erytrocytach [35, 50] (ryc. 3). W chromatynie komorek erytro-
iIdalnych wykryto obok proteazy obojetne}] enzym o optimum pH=3,
Ktory nie ekstrahuje sie z chromatyny razem z histonami [35].

Powszechnie wiadomo, ze jadra komorkowe 1 chromatyna posiadaja
wieksza aktywnosS¢ matrycowa Jezeli sa trawione trypsyna. W macicy
szczura 1 cztowieka wptyw trypsyny jest uzalezniony od stanu hormo-
nalnego tkanki [42]. Chromatyna macicy szczurow pozbawionych jajni-
kow, ktorym nie podawano lub podawano estradiol, wykazuje wiekszg
wrazliwosC na wzgledny wzrost wiaczaala H3 UTP do RNA wywotany
dziataniem trypsyny niz chromatyna zwierzat otrzymujacych estradiol
| progesteron [43], Z badan cytologicznych wynika, ze macica szczurow
otrzymujacych estradiol w ciggu trzech dni znajduje sie w fazie wzrostu,

natomiast u zwierzat otrzymujacych estradiol 1 progesteron — w fazie
wydzielniczej. Inkubowanie chromatyny macicy szczura w temperaturze

37°C w clagu godziny powoduje silna degradacje histonu HI w grupie
zwierzat, ktore otrzymywaty lub nie otrzymywaty estradiolu [61].
Inkubacja chromatyny macicy samic szczurow bedacych w 17-19
dniu ciazy daje efekt odpowiadajacy rezultatom otrzymanym dla samic
pozbawionych jajnikdw otrzymujacych estradiol 1 progesteron. W kolej-
nych pracach Katz 1 wsp. [44, 45] stwierdzili wystepowanie w macicy
szczura enzymu proteolitycznego (optimum pH=8,5) o wiasciwosciach
zblizonych do trypsyny, ktorego dziatanie jest kontrolowane hormonalnie.
Proteaza ta, ich zdaniem, okresla in vitro wzrost syntezy RNA w chro-
matynie macicy szczura | wykazuje wyrazna specyficznosC¢ tkankowa.
Z Innych zjawisk zwigzanych z omawiang problematyka zwraca
uwage niejednorodny poziom aktywnosci jadrowych 1 chromatynowych
proteaz w réznych tkankach. Aktywnosc proteazy chromatynowej] ekstra-
hujace] sie z histonami jest wieksza w watrobiaku Morrisa linii 5123D
| 7777 niz w watrobie szczura. Jezeli proteaza jest zwigzana z chroma-
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tyna, to je] aktywnosC jest wieksza w wolno rosnacym watrobiaku Mor-
risa 5123D w porownaniu do szybko rosnacej linit 7777 [51]. Wedtug

Chae 1 wsp. [12], wzrost szybkosci degradacji histonu HI w roznych
linlach watrobiaka Morrisa przedstawia sie nastepujaco: linta 78001>
[7194A=91211>7777=watroba szczura, natomiast szybkosC wzrostu tych

czterech linit watrobiaka Morrisa przedstawia sie nastepujaco: 77771>
9121=7800>7794A.

W szybko rosnacym wysieku Ehrlicha myszy oraz ptacie ptucnym
cielecia aktywnosc, proteolityczna chromatyny jest minimalna w roztwo-
rach o niskiej sile jonowej. Natomiast obserwowano znaczna degradacje
blatek chromatyny wysieku Ehrlicha w roztworach o duzym stezeniu
NaCl 1 mocznika [9, 14] w porownaniu do degradacji biatek chromatyny
w tkankach o wysokim obrocie komorek, jak grasica 1 nabtonek jelitowy
cielecia [3]. Podobnie biatka nukleoplazmatyczne regenerujacej watroby
szczura, nowotworowych komodrek Yoshida 1 mdézgu myszy sa stabilne
w czasie krotkiej inkubacji jader w temperaturze 37°C, mimo Intensyw-
ne] Ich degradacji w przypadku innych tkanek szczura 1 myszy [/7].
Zaobserwowano rowniez duzo wieksza aktywnosC proteaz biatek jadra
komorkowego w ludzkich limfocytach 1 leukocytach biataczkowych niz
w limfocytach stymulowanych do proliferacji fitohemaglutyning oraz
komorkach chtoniaka Burkitta [85]. W transformowanych przez wirus
SV - 40 fibroblastach linit WI - 38 (linia 2RA) aktywnosC proteolityczna
chromatyny jest wieksza [55], a w linii WI - 38 VA - 13 — mniejsza [79]
niz w normalnych komorkach. Inne doswiadczenia wskazuja, ze stymu-
lacji ludzkich diploidalnych fibroblastow linit WI - 38 do proliferacji to-
warzyszy minimalna zmiana aktywnosci proteolitycznej chromatyny [25].
Mimo niestwierdzenia wyraznej zaleznosci miedzy aktywnoscia enzymow
degradujacych biatka chromatyny a szybkoscia wzrostu tkanek, interesu-
Jace jest istnienie roznic tkankowych we wzglednej aktywnosci proteaz.
Moze to Swiadczy¢ o istnieniu czynnikow tkankowych regulujacych ak-
tywnos¢ enzymow w tkankach. W macicy szczura aktywnoSC proteazy

degradujacej histony jest kontrolowana przez hormony sterydowe, Ktore
nie aktywuja proteaz przepony I grasicy [45].

UWAGI KONCOWE

Degradacja biatek chromatyny w preparatach jader komoérkowych
| chromatyny Jest tak znaczna, ze konileczne stato sie stosowanie w pra-
cach badawczych inhibitorow proteaz. Oddziatywanie inhibitorow proteaz

Z materiatem jadrowym jest Stabo poznane, choclaz sa prowadzone prace
w tym Kkierunku.
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Przyktadowo, powszechnie do niedawna uzywany kwasny siarczyn
sodu w reakcjl z cytozynag powoduje dezaminacje tej zasady [78], fluorek
kwasu fenylometanosulfonowego hamuje spontaniczne uwalnianie poli-
merazy RNA z jader komorkowych 1 jaderek watroby szczura [62]. Nie-
ktore inhibitory proteaz 1 stosowane jony metali ciezkich sa zwiazkami
silnte toksycznymi [9, 23]. Stosowanie inhibitorow proteaz z pewnoscia
zmienia biologiczne witasciwosci chromatyny, jezeli proteazy sa integral-
nym skiadnikiem chromatyny. ObecnoS¢ w komorce proteaz biatek
chromatyny utrudnia prowadzenie wielu eksperymentow In Vvitro,
np. synteze RNA, rekonstrukcje chromatyny czy fosforylacje biatek
chromatynowych.

Wysoka specyficznosC substratowa, niejednorodna aktywnoSC w roz-
nych tkankach, prawdopodobna specyficznosC tkankowa, zmiany aktyw-
nosci w czasie proliferacji 1 roznicowania sie komorek oraz podczas In-
dukcji aktywnosci genow, uczestnictwo w dziataniu hormonow na tkanki
docelowe sugeruja udziat proteaz bilatek chromatynowych w obrocie meta-
bolicznym histonow 1 niehistonowych biatek chromatyny. Wysoka wraz-
liwosSC histonow na proteolityczng hydrolize nie odpowiada ich ,,niskiemu
obrotowi” w jadrze komorkowym. Enzymy proteolityczne In vivo moga
by¢ hamowane przez komorkowe inhibitory lub wystepowaC w specy-
ficznych miejscach jadra komodrkowego 1 dopiero Ingerencja badacza
zmienia Ich rozmieszczenie oraz aktywnosSc (cyt. wediug [15]). Badania
aktywnoscl obojetnej proteazy chromatynowej w poszczegolnych frak-
cjach histonowych watroby szczura wykazaty degradacje tylko we frakcji
H2B [63]. Mozna przypuszczac, ze proteaza chromatynowa wystepuje
w chromatynie w kompleksie z histonem H2B.

Na obecnym etapie badan nie mozna wykluczyC udziatu proteaz
biatek chromatyny w determinowaniu struktury chromatyny 1 ich roli
w procesach regulacji czynnosci genow. WiekszosC proponowanych mo-
deli regulacji aktywnosci gendw w organizmach eukariotycznych zaktada
selektywne usuwanie represorowych biatek zwiazanych z DNA [4], Me-
chanizm usuwania represorowych biatek w chromatynie w czasie ¢geno-
we] derepresji I wiagzania biatek efektorowych moze byC podobny do
obserwowanego procesu wymiany histonow na protaminy w spermatoge-
nezie. Koncepcja udziatu proteaz biatek chromatyny w regulacji aktyw-
noscli genow ma Jjuz obecnie Swoich zwolennikow [15, 17, 18, 45], lecz

zagadnienie to pozostaje nadal dyskusyjne.
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RECENZJA

R. Y. STANIER, H. J. ROGERS and B. J. WARD, wydawcy.
Relation between structure and function In the prokaryotic cell.

Wydane przez Cambridge University Press; Cambridge, London, New York,
Melbourne, 1978. Str. 369, twarda oktadka z obwolutg, funtow ang. 17,50.

Omawiana ksigzka Jest zbiorem 14 wybranych referatow wygtoszo-
nych na 28 Sympozjum Towarzystwa Mikrobiologii Ogodlnej, odbytym
na Uniwersytecie w Southampton (Anglia) w kwietniu 1978 r. Autorzy
artykutow rekrutuja sie przede wszystkim z oSrodkow naukowych Sta-
now Zjednoczonych (11), nastepnie z Francji (6) 1 Anglii (6) oraz Repub-
liki Federalne] Niemiec (2). Ksiazka rozpoczyna sie krotkim wstepem
napisanym przez wydawcow, a nhastepne dwa je] rozdziaty poswiecone
sg strukturze rybosomow bakteryjnych (1) oraz strukturze 1 funkcjl
zespotu translacyjnego (2). Autor rozdziatu 1 omawia strukture rybosomu
bakteryjnego w oparciu o pozyskane informacje za pomoca rdoznych tech-
nik badawczych, m. In. immunoelektromikroskopii oraz technik rozpra-
szania elektronow.

Funkcja uktadu rybosomalnego zajmuja sie autorzy rozdziatu 2.
Omawiaja oni cala ztozonosC¢ tego uktadu, wigczaja do niego te skiad-

niki, ktore nierozerwalnie tworza kompleks syntetyzujacy: aminoacyl -
tRNA, mRNA, taczniki w formie jedno - 1 dwuwartosciowych jonow

oraz nukleotydy 1 przejsciowo zwiazane z rybosomami biatka. Obydwa
rozdziaty ilustrowane sa Instruktywnymi schematami | sga zaopatrzone

w bogaty spis literatury przedmiotu z petna bibliografia.

Rozdziat 3 1 4 zostat poSwiecony strukturze 1 funkcji sciany komorek
pbakterii Gram - negatywnych (3) 1 Gram - pozytywnych (4). Autorzy
przedstawili w nich swoje propozycje wyjasniajace procesy syntezy 1 od-
nowy Sciany bakterii po podziale. Rozdziat 4 jest ilustrowany bardzo
dobrymi elektronogramami.

W rozdziale 5 dwaj autorzy francuscy omawiaja immunogenne wias-

nosci oraz chemiczng strukture sciany mykobakterii.
Rozdziaty 6 1 7 posSwiecone zostaty strukturze 1 funkcji btony Kko-
morkowej, Jej ultrastruikturze, budowie chemicznej oraz wiasnosciom

antygenowym 1 JeJ sktadowil enzymatycznemu (6).
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W rozdziale 7 Henderson (Anglia) omawia bardzo krotko (4 strony)
strukture bton purpurowych Halohacterium halobium 1 Ich znaczenie
Jako pompy protonowe]j.

W rozdziale 8 znajdzie czytelnik nowe poglady na wydzielanie przez
Bacillus licheniformis enzymow (penicylinazy), ktore okazaty sie che-
micznie fosfolipoproteinamil.

Nastepne rozdziaty dotyczg struktury rewersji protoplastow bakteril
(dobrze 1lustrowane elektronogramami), struktury 1 funkcji witki bakte-
ryjnej, ruchliwosci bakterii oraz sporulacji bakterii 1 specyficznej struk-
tury wytwarzanych spor. Rozdziat ten jest bogato Ilustrowany schema-
tami obrazujacymi procesy zwigzane z formowaniem Sie Spory oraz
przypuszczalne zmiany konformacyjne btony bakterii w procesie Sporu-
lacjl.

Ostatni rozdziat zawiera Informacje morfologiczno - chemiczne na

temat pecherzykow gazowych w komodrkach wodnych prokarionta (sini-
cach 1 bakteriach).

Ksigzke zamyka starannie sporzadzony indeks. Nabywca ksigzkKi
znajdzie wiele Interesujacych 1 nowych informacji dotyczacych zjawisk
zyciowych komorek prokariotycznych.

Wincenty Kilarski
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MIANOWNICTWO DOTYCZACE HODOWLI KOMOREK | TKANEK
IN VITRO

Hodowla tkanek (tissue culture) —
technika pozwalajaca na badanie komo-

rek, tkanek lub narzadow przetrzymy-
wanych lub rosnagcych In vitro ponad
24 godziny.

(a) hodowla komorkowa (cell culture)
— nile zorganizowane w tkanke komor-
KI mnozg sie poza ustrojem.

(b) hodowla narzadowa (organ cul-
ture) — utrzymywanie przy zyciu zawlaz-
kow narzadow, catych narzadow , lub
ich czesci z zapewnieniem Im warun-
kow przezycia lub rozrostu, roznicowa-
nia sie 1 zachowania struktury 1/lub
czynnoscil.

(c) hodowla tkankowa (tissue culture)
— utrzymywanie fragmentow tkanKki
In vitro, niekoniecznie w warunkach
umozliwiajacych zachowanie struktury.

Eksplantat (expiant) — wyosobnio-
ny fragment tkanki lub narzadu uzyty
do zapoczatkowania hodowli In vitro.

Hodowla jednowarstwowa (mono-
layer) — pojedyncza warstwa komorek
rosnacych na powierzchni,

Hodowla w zawiesinie (suspension
culture) — hodowla, w ktdre] rozmna-
Zzaja sie komorki zawieszone w pozywce.

Hodowla pilerwotna (primary cul-
ture) — hodowla wyprowadzona z Kko-

morek, tkanek lub narzadow pobranych
bezposrednio z organizmu.

Termin nie obeyjmuje hodowlli wypro-
wadzonych z eksplantatow guzow powstatych
po wszczepieniu zwierzetom komorek z ho-
dowli. Hodowla pierwotna zachowuje swa na-
Zwe do czasu plerwszego pasazu (zatozenia

pierwszych podhodowli), a nastepnie staje sie
linia komorkowa.

Linta komorkowa (cell line) — po-
wstaje z hodowli pilerwotne] po przepa-
sazowaniu komorek (zatozeniu pierwszej
podhodowli). Hodowle z niej pochodza-
ce sktadaja sie z potomstwa komorek
obecnych w hodowli pierwotnej.

Szczep komorkowy (cell strain) —
moze zostaC wyprowadzony albo z ho-
dowli pierwotnej, albo z linii komdrko-
we] na drodze selekcji lub klonowania
komorek majacych swoiste witasciwoscl
lub znaczniki. Witasciwosci te lub znacz-
niki musza utrzymywac sie w dalszych
podhodowlach.

Przy opisie szczepu komorkowego na-
lezy okreSlic jego swoista ceche, np. szczep
komorkowy ze znacznikiem chromosomalnym,

szczep komorkowy z nabyta odpornoscia na
zakazenie okreslonym wirusem, szczep Kko-

morkowy ze swoistym antygenem Itp.

— . mozna
1zolujac poje-
lub grupe komorek o

Podszczep (sub - strain)
wyprowadzi¢ ze szczepu
dyncza komorke

* Opracowano na podstawie zalecen Komitetu do Spraw Stownictwa Stowa-

rzyszenia Hodowli
culture terms”, Exp. Cell

Tkanek (S. Fedoroff, 1967,

Res., 46 :642-648) z uwzglednieniem modyfikacji
nych w informacji technicznej katalogu Gibco 1976-1977, str.

tissue
poda-

,Proposed usage of animal

128 1 129.
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witasciwosciach lub znacznikach, ktérych
nie posiadaja wszystkie komorki szczepu.

Klon (clone) — populacja komorek
powstata na drodze podziatow mitotycz-
nych z pojedynczej komorki.

Klon nie musi by¢ jednorodny, stad
tez terminy ,klon” Ilub ,klonowany” nie
powinny by¢ uzywane dla okreslania jed-
norodnosci populacji komorek.

Szczep klonowany (cloned strain)
lub linta klonowana (cloned Iline) —
szczep lub linia bezposrednio wyprowa-
dzona z klonu.

Diploidalna linia komodrkowa (dip-
loid cell line) — linta komodrkowa, w
ktorej co najmniej 75% komorek (usta-
lenie arbitralne) ma taki sam kariotyp
jak normalne komorki somatyczne ga-
tunku, z ktdérego wyprowadzono ho-
dowle.

Diploidalna liczba
musi byC Jjednoznaczna z diploidalnym Kka-
riotypem, gdyz istniejg sytuacje, w Ktorych
komérka moze utraci¢ jeden chromosom, a
uzyskaC dodatkowo inny chromosom. Kario-
typ wtedy jJest zmieniony, a liczba chromo-
somow Jest zachowana. Komorki takie powin-
no nazywac sie pseudodiploidalnymi. Opis
diploidalnej linii komdrkowej powinien za-

chromosomow nie

wieraC liczbe zbadanych komorek oraz od-
setek komodrek diploidalnych 1 ich kariotyp.
Heteroploidalna linta komorkowa

(heteroploid cell line) — linta komorko-
wa, w Kktorej mniej niz 75% komorek
posiada diploidalna liczbe chromosomow.

Termin ten niekoniecznie musl o0znha-
czac, ze komorki maja cechy nowotworowe

lub ze sa zdolne do nieograniczonego w cza-
sile rozmnazania sie In vitro. Przy opisie
linii  heteroploidalnej nalezy podac¢ kariotyp
linii macierzyste] 1 odsetek komodrek z takim
kariotypem.

Ploidalnos¢ (ploidy) — liczba garni-
turow chromosomow.

Haploidalnos¢ (haploid) — 1. Pod-
stawowa jJjednostka ploidalnosci (symbol:
X); W tym znaczeniu haploid jest mono-
ploidem. 2. Liczba chromosomdéw w hap-

lofazie: zredukowana liczba chromosom-
ow charakterystyczna dla gamet diploida
(symbol: n).

Diploidalnosc¢, triploidalnos¢, tetra-
ploidalnos¢ itd. (diploid, triploid, tetra-
ploid, etc.) — podwodjna, potrdjna, pocz-
worna itd. (symbole 2x, 3x, 4x itd.) pod-
stawowa liczba chromosomow.

Poliploidalnos¢ (polyploid) — ogdlne
okreSlenie wskazujace na wielokrotna za-

wartosc podstawowej liczby chromoso-
mow, wieksza niz podwadjna.

Heteroploidalnos¢ (heteroploid)
1. U organizmow z dominujaca faza di-
ploidalna, kazda liczba chromosomow
roznigca sie od normalnej liczby diplo-
Idalnej. 2. U organizmow z dominujaca
fazg haploidalng, kazda liczba chromo-

somow roznigca sie od normalnej liczby
haploidalne].

Euploidalnos¢ (euploid) — wszyst-
kie doktadne wielokrotnosci podstawo-
wej liczby chromosomow (X).

Aneuploidalnos¢  (aneuploidy) —
kazda liczba chromosomow rozniaca

sie od x lub od doktadnej wielokrot-
noscl X.

MiksoploidalnoS¢ (mixoploidy) —
wystepowanie w populacji komorek co
najmniej dwu ich rodzajow rozniacych
sie liczba chromosomow.

Endopoliploidalnosc (endopolyploidy)
— wystepowanie w populacji komodrko-
we] komorek poliploidalnych powstatych
droga endomitoz.

Podhodowla (subculture) — hodow-
la uzyskana przez przeniesienie komodrek

Z Jednego naczynia hodowlanego do In-
nego.

Pasazowanie lub pasaz (passage) —
synonim okresSlenia ,,zaktadanie podho-
dowli”; moze oznaczaC przeniesienie ko-
morek z jednego naczynia do drugiego.

Uzywajac tego terminu nalezy jednak
wyraznie okreslic, co jest przenoszone, gdyz
wirusolodzy postuguja sie tym terminem opl-
sujac przeniesienie ptynu sponad hodowli.

Kolejny numer podhodowli (sub-
culture number) — liczba okreslajaca,
lle »razy dokonano pasazowania, czyli
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przenoszenia komérek z jednego naczy-
nia do drugiego.

Czas trwania podhodowli (subcul-
ture interval) — okres miedzy nastepu-
jacymi po sobie pasazami komorek.

Okresdlenie to nie ma zwigzku z ter-
minem ,czas generacji komérek”.

Czas generacji komdrek (cell gene-
ration time) — odstep czasu miedzy
dwoma nastepujacymi po sobie podzia-

tami komorki.

Termin ten nie jest synonimem termi-
nu ,czas podwojenia populacji”.

Czas podwojenia populacji (popu-

lation doubling time) — czas, w ktérym
podwaja sie liczba komérek catej popu-
lacji.

Termin ten nie jest synonimem termi-
nu ,czas generacji komdrek”. -«

Wydajnos¢ posiewu (plating effi-
ciency) — stosunek liczby utworzonych

kolonii do liczby posianych komoérek.

Bezwzgledna wydajno$¢ posiewu
(absolute plating efficiency) — odsetek
posianych komorek, ktére wytworzyly
kolonie.

Powinna byé¢ przy tym wymieniona cat-
kowita liczba komérek wprowadzonych do na-
czynia, rodzaj naczyn hodowlanych i wa-
runki $rodowiska (pozywka, temperatura,
szczelnie zamkniete Ilub otwarte naczynia,
sktad atmosfery itd.).

Wzgledna wydajnos$¢ posiewu (rela-
tive plating efficiency) — odsetek po-
sianych komorek, ktére wytworzyty ko-
lonie w odniesieniu do kontroli, dla ktd-
rej nalezy poda¢ bezwzgledng wydajnosé
posiewu.

Fibroblasty (fibroblasts) — komérki
0 ksztatcie wrzecionowatym lub niere-
gularnym zdolne do wytwarzania wid-
kien.

W hodowli komérek wiele innych ro-
dzajéow komérek nie rézni sie wygladem od
fibroblastéow. W hodowli narzagdowej lub tkan-
kowej, w ktérych zachowane sa stosunki od-

niesienia, fibroblasty mozna rozpozna¢ na
podstawie kryteriow ogdlnie przyjetych w
histologii.

Komérki fibroblastopodobne (fibro-

blast - like cells) — Komérki majace
ksztatt wrzecionowaty lub nieregularny
zaliczane do fibroblastow.

W hodowli komérkowej rézne typy ko-
moérek przybieraja podobny wyglad. Na ogét
nie jest jednak znane pochodzenie tych ko-
moérek ani ich zdolno$¢ do tworzenia wito-
kien.

Komérki  nabtonkowe  (epithelial
cells) — komorki przylegajace do siebie,
tworzace zwarte platy przypominajgce
wygladem mozaike, o bardzo matej ilosci
substancji miedzykomorkowej, tak jak to
wida¢ in vivo lub w hodowli tkanko-
wej albo narzadowej.

Komérki nabtonkowopodobne (epi-
thelial - like cells) — Komdrki nabton-
kowe przybierajgce w hodowli komér-

kowej rézne ksztatty i wykazujace na
0g6t daznos$¢ do tworzenia ptatéw ztozo-
nych ze S$ci$le przylegajacych do siebie
komérek wielobocznych.

Stopien tego przylegania moze by¢ réz-
ny. Je$li jedynym kryterium identyfikacji
tych komoérek jest ich dazno$¢ do wzajem-
nego przylegania, wtasciwiej jest okresla¢ je
jako komorki nabtonkowopodobne.

Przemiana hodowli (culture altera-
tion) — Trwata zmiana witasciwosci lub
zachowania sie hodowli.

Np. zmieniony wyglad, garnitur chro-
mosomoéw, podatno$é¢ na zakazenie wirusami,
wymagania odzywcze, zdolno$¢ do podziatéw,
cechy zto$liwosci itd. Terminowi temu zaw-
sze powinien towarzyszy¢ doktadny opis
zmiany, ktéra wystapita w hodowli.

»Transformacja komaérek” (cell trans-
formation) — Zmiany wywotane w ko-
moérkach przez wprowadzenie nowego
materiatu genetycznego.

Nalezy wtedy okre$li¢c nature i Zzroédio
tego materiatu.
Zdolno$¢ do wzrostu w postaci

guza (tumorigenicity) — nie ma Kkry-
teriow okreslajacych zdolno$¢ do two-
rzenia guzow przez komorki obserwo-
wane jedynie in vitro. Cecha ta moze
by¢ okreslona tylko na podstawie za-

chowania sie komérek po przeszcze-
pieniu ich  zwierzetom doswiadczal-
nym.

Toksyczno$¢ (toxicity) — Zjawisko
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