




http://rcin.org.pl

PO STEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 2, NR 4, 1975 (257-270)

DZIALANIE CYTOKININ W PROCESIE ROZNICOWANIA SIE
CHLOROPLASTOW

Adam WOZNY i Fortunat MELODZIANOWSKI

Zaktad Botaniki Ogolnej, Instytut Biologii
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza Poznan

Streszczenie. Cytokininy wywotuja szereg zmian w ontogenezie plastydow. Stymuluja
m. in. synteze chlorofilu (najprawdopodobniej gtéwnie chlorofilu b) poprzez zwiek-
szanie syntezy biatek enzymatycznych warunkujacych ten proces. Substancje te
wptywajag takze w szczegdlny sposOb na powstawanie gran, co prawdopodobnie
zachodzi poprzez pewne czastki biatkowe odpowiedzialne za fuzje tylakoidow.
Plastydy nie nalezg do struktur catkowicie autonomicznych pod wzgledem
genetycznym, g¢gdyz znaczna czesCc biatek enzymatycznych 1 strukturowych tych
organellt powstaje na rybosomach 80S zgodnie z 1Informacjg zawartg w DNA
jadrowym [7/3], Szereg danych przemawia obecnie wtasnie za uktadem cytoplazma-
tyczno - jadrowym jJjako miejscem dziatania cytokinin w ontogenezie chloroplastow.
Z prostych reakcji cytochemicznych wynika takze, ze cytokininy wptywajg tak na
synteze, jak 1 na mobilizacje skrobi oraz na procesy podziatowe plastydow.

. WSTEP

Cytokininy — to nazwa cate] grupy substancji wzrostowych, ktore
sg pochodnymi 6 -aminopuryny, a ktorych dziatanie wyraza sie gtow-
nie stymulowaniem cytokinez [69]. Wptyw cytokinin na rosSliny nie
ogranicza sie jednak tylko do stymulacji podziatow komorkowych, ale
substancje te kontroluja caty szereg procesow fizjologicznych takich jak
organogeneza, starzenie sie, roznicowanie sie chloroplastow, transport
asymilatow, synteza RNA 1 biatka oraz aktywnoSC niektorych enzymow
[37].

Stymulujacy wptyw cytokinin na proces roznicowania sie chloro-
plastow 1 towarzyszacy temu roznicowaniu wzrost poziomu chlorofilu
wykazato wielu autorow [2, 16, 20, 22, 52, 72, 75, 87]. Ten wptyw po-
lega najprawdopodobniej na zwiekszeniu syntezy RNA oraz biatek 1 to
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zarowno strukturowych, jak 1 enzymatycznych [2, 6, 19, 20, 21, 42
56-58, 63, 64, 71]. Czy jednak cytokininy wptywaja na rozwoj plastydow
przez wzmozenie syntezy biatka w plastydach, o ktorych z literatury
wiladomo, ze zawleraja nie tylko wtasny DNA, ale takze caty aparat
potrzebny do biosyntezy Dbilatka, czy tez poprzez stymulacje syntezy Dbila-
lek cytoplazmatycznych, pie zostato jeszcze do konca wyjasnione. Kuta-
jewa I Romanko [43] doniosty o wzroscie pod wptywem cytokinin syn-
tezy biatka w 1zolowanych chloroplastach tytoniu, a Jakuszkina 1 Pusz-
kina [33] u siewek kukurydzy. Z drugiej jednak strony wykazano, ze
blokujac np. u Eugleny synteze biatek cytoplazmatycznych, powoduje
sie hamowanie syntezy chlorofilu [39]. Hamowanie to wigzat Beale [3]
z blokowaniem tworzenia syntetazy kwasu oO-aminolewulinowego. Flet-
cher 1 wsp. [21, 22] sadza, ze cytokininy wptywaja na wzrost produkcjl
chlorofilu wtasnie poprzez indukcje tego enzymu.

Stosujac inhibitory blokujace dosc specyficznie synteze biatka na ry-
bosomach chloroplastowych (70 S), jak np. chloramfenikol [17, 82], czy
na rybosomach cytoplazmatycznych (80 S), jak cykloheksimid [39] I ana-
lizujac zawartosc chlorofilu 1 ultrastrukture plastydow z materiatu trak-
towanego rownoczesnie cytokining mozna uzyskac informacje, czy wptyw
cytokinin na ontogeneze chloroplastow odbywa sie poSrednio przez cyto-
plazme, czy bezposSrednio przez stymulacje syntezy biatka w plastydach.

. SYNTEZA CHLOROFILU

Pierwszym etapem biosyntezy chlorofilu jest kondensacja burszty-
nylo CoA 1 aminokwasu glicyny do nietrwatego kwasu a-amino - 3 -
- ketoadypinowego, ktéry po dekarboksylacji daje kwas O- aminolewuli-
nowy (ALA, [65]). Reakcja ta wymaga obecnosSci kofaktora w postaci
fosforanu pirydoksalu 1 katalizowana Jest przez enzym — syntetaze
kwasu o0-aminolewulinowego [24, 38] oraz rys. 1. W obecnosci enzymu
dehydratazy kwasu 0-aminolewulinowego 2 czasteczki ALA konden-
suja w czasteczke porfobilinogenu (monopirolu) z wydzieleniem 2 cza-
steczcek H20 (rys. 2). SzczegoOtowy opis pozostatych etapow biosyntezy
chlorofilu, z ktorych wazniejsze zostaty jedynie zaznaczone na rysunku,
znajdzie czytelnik u Zurzyckiego [88], Devlina [15] oraz Rebeiza 1 Castel-
franco [65].

Stymulujacy efekt cytokinin na synteze chlorofilu (rys. 3) jest naj-
prawdopodobniej zwiazany z ich wptywem na najwczesniejsze (,,ciemne”)
etapy biosyntezy [2, 33]. Fletcher 1 McCullagh [21] | Fletcher 1 wsp. [22]
na podstawie wynikow uzyskanych z i1zolowanymi liscieniami o0goérka
uwazaja, ze cytokininy wptywaja na synteze chlorofilu przez stymulacje
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syntezy syntetazy ALA. Na cytoplazme jako miejsce syntezy tego en-
zymu wskazuja wynikl uzyskane przez Beale’a [3]. Kiedy mianowicie
do hodowli Chlorella akumulujacej ALA w obecnosci kwasu lewulino-
wego (kompetycyjnego Inhibitora dehydratazy ALA) dodano cykloheksi-
midu (Cxd), akumulacja ta zatrzymywata sie w ciggu pot godziny, pod-

Rys. 2. Wazniejsze etapy biosyntezy chlorofilu z zaznaczeniem miejsc, w Kktdrych
najprawdopodobnie] dziataja cytokininy 1 antybiotyki (CAP 1 CXD) [15]
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czas gdy synteza chlorofilu zachodzita jeszcze przez dalsze 6 godzin przy
udziale ALA uprzednio nagromadzonego w komorce. Beale uwaza, ze
u Chlorella synteza bilatka wymagana dla formowania chlorofilu jest

synteza labilnego enzymu witaczonego do tworzenia ALA.

Rys. 3. Wptyw Kkinetyny (KIN) 1 A6-1zopentenyloaminopuryny (2IP) na synteze
chlorofilu w 1zolowanych liscieniach +tubinu (a) 1 ogorka (b) po 24 godzinach
wystawienia na swiatto

Wzrost aktywnosci pod wptywem Kkinetyny Innego enzymu zaanga-
zowanego w Dbiosyntezie chlorofilu, a mianowicie dehydratazy kwasu
b - aminolewulinowego (ALAD) wykazali dla niezielonych komodrek Kka-
lusa tytoniu Kaul 1 Sabharwal [35]. Ponilewaz zastosowany przez nich
chloramfenikol (Cap) hamowat wzrost aktywnosci tego enzymu autorzy
cl sugeruja, ze kinetyna stymuluje synteze biatka na rybosomach chloro-
plastowych (70 S).

Catkowicie odmiennag, niz Kaul 1 Sabharwal, lokalizacje syntezy
ALAD wykazali u Eugleny dla zazieleniajacych sie komorek Hoven-
kamp - Obbema 1 wsp. [31]. Badajac wptyw Cap 1 Cxd na Dbiosynteze
dehydratazy kwasu b-aminolewulinowego stwierdzili, ze wzrost aktyw-
noscli tego enzymu w zazieleniajagcych sie komorkach byt hamowany
przez Cxd, a Cap pozostawat bez wptywu na ten proces. W konkluzji
autorzy stwierdzaja, ze ALAD jest formowana na rybosomach cytoplaz-
matycznych (80S).

Przytoczone wyze] dane wydaja sie wiec wskazywac, ze wptyw cyto-
Kinin na synteze chlorofilu dokonuje sie poprzez stymulacje syntezy
biatek enzymatycznych na terenie cytoplazmy (rys. 11 2). Na cytoplaz-
matyczne miejsce dziatania cytokinin typu Kinetyny wskazuja takze wy-
niki uzyskane przez Berridge’a I wsp. [4]. Wykazall onl pozytywng kore-
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lacje miedzy biologiczna aktywnosSciag cytokininy a zdolnoscia je] do wia-
zania sie z rybosomami nalezacymi przede wszystkim do typu 80S.
Rowniez doSwiadczenia prowadzone z uzyciem antybiotykow (Cap 1 Cxd)
| Kinetyny na liscieniach 1 splatku mchu wydaja sie wskazywac na cyto-
plazme jako na miejsce dziatania cytokininy [86], ZdolnoSC je] do od-
wracania hamujacego efektu antybiotykow byta wyraznie wyzsza w przy-
padku Cxd — poziom chlorofilu wzrastat do poziomu kontroli — naste-
powato tu wiec catkowite zniesienie hamujgcego wptywu Cxd. Potwier-
dzeniem te] koncepcjl sa takze dane z elektroforetycznych analiz RNA
cytoplazmatycznego 1 chloroplastowego, z ktorych wynika, ze wptyw
Kinetyny na zahamowanie procesu starzenia sie plastydow lisci kalarepy
zachodzi poprzez kontrole procesow jadrowo - cytoplazmatycznych [45].
Posrednio swiadcza o poprawnosci tego wnioskowania takze wyniki Choe
| Thimanna [14], ktorzy badajac szybkosc starzenia mierzona spadkiem
poziomu chlorofilu 1 bilatka stwierdzili, ze proces ten zachodzl znacz-
nie wolniej w 1zolowanych chloroplastach niz w catych lisciach. Na te]
podstawlie uwazaja, ze czynnik odpowiedzialny za starzenie zlokalizo-
wany Jest na terenie cytoplazmy. Wiedzac z kolel, ze cytokininy hamu-
Ja procesy starzenia, mozna posrednio wnioskowac takze o cytoplazma-
tycznym miejscu Ich dziatania. Niezaleznie od stymulowania syntezy
biatka enzymatycznego zwigzanego bezposrednio z synteza chlorofilu,
cytokininy moga najprawdopodobniej] wptywaCc na synteze chlorofilu
rowniez posrednio przez stymulacje syntezy pewnych biatek strukturo-
wych [33], ktorych wystepowanie jest sciSle zwiazane z obecnoscia chlo-
rofilu [30, 40]. Interesujaca hipoteze dotyczaca sposobu dziatania cytokKi-
nin na synteze chlorofilu przedstawili Kaminek 1 Lustinec [36]. Wedtug
hipotezy tych autorow (rys. 4), zwiazki te miatyby wspotdziataC z pew-
nym czynnikiem (utilization factor(s)) w plastydach. W wyniku tej inter-
akcJl nastepowataby: 1 modyfikacja cytokinin do nowe] formy dziata]a-
ce] na plastydowy aparat syntezy biatka, lecz nie zwiekszajace] wzrostu
tkanki (cytokinina plastydowa) lub 2. przytaczanie cytokininy do odpo-
wiedniego miejsca (miejsc) aktywnego w plastydzie. Przedstawiony po-
glad jest jednak tylko wynikiem rozwazan teoretycznych 1 wymaga
bezposredniego potwierdzenia doswiadczalnego.

I1l. STRUKTURA PLASTYDOW W CZASIE ICH ROZNICOWANIA

Rownolegle ze stymulowaniem syntezy chlorofilu, obserwuje sie pod
wptywem cytokinin przyspieszenie roznicowania struktury plastydow.
W tkance kalusowej tytoniu kinetyna wrecz warunkowata roznico-
wanie sie chloroplastow z proplastydow. Powstate pod wptywem Kine-
tyny chloroplasty nie roznity sie budowa od typowych chloroplastow
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lisci tytoniu. Dziatanie kinetyny byto wysoce specyficzne, tzn. zadnym
Innym czynnikiem +tacznie ze Swiattem nie mozna byto je] zastapiCc [72],

(rys. 5).

Rys. 4. Schemat dziatania cytokininy na wzrost 1 synteze chlorofilu w tkance
kalusowe] tytoniu [36]

Szczegolnie dogodnym obiektem badan dla wykazania dziatania cyto-
Kinin na roznicowanie sie chloroplastow sa etiolowane liscie 1 liscienie.
Plastydy bowiem tych organdw, mimo ze zawileraja Szereg elementow
strukturowych typowych dla chloroplastow [54], nie maja wyksztatco-
nych gran, ktore tworza sie dopiero na Swietle z ciata prolamellarnego,
jak 1 chlorofilu, ktory powstaje rowniez pod wptywem sSwiatta z proto-
chlorofilu (idu) [88]. W izolowanych etiolowanych liScieniach grochu
[18], dyni [13, 44, 47], tubinu (rys. 6-8) [52], ogdrka [86], wystawionych
na swiatto cytokininy przyspieszaja roznicowanie sie chloroplastow, sty-
mulujac wyksztatcanie sie struktury tylakoidalnej, gtownie gran 1 zwiek-
szaja wzrost plastydow [13].

Oprocz wyraznego przyspieszenia procesu roznicowania systemu tyla-
koidalnego, wptywowi cytokinin przypisuje sie rowniez szereg anormal-
nosci w rozwoju chloroplastow. Farinneau 1 Roussaux [18] obserwowali
tworzenie sie olbrzymich gran w liscieniach grochu. W liscieniach dyni
| tubinu opisano zwiekszenie sie objetosci catych plastydow 1 tworzenie
licznych kulistych clatek na ich obwodzie [13, 52] (rys. 9). Przy dtuzszym
dziataniu kinetyny plastydy liscieni tubinu peczniaty 1 pekaty, a uwol-
nione tylakoidy tworzyty pecherzykowate uwypuklenia znaczne] wielkos-
ci (rys. 10). Wnetrza tych tylakoidalnych rozdec¢ byty w elektronogra-
mach dla elektrondow geste, co mogtoby sSwiadczyC o gromadzeniu sie
w nich jakiej$s substancji.

Zmiany zachodzace w czasie zazieleniania sie plastydow na pozio-
mie molekularnym sa przedmiotem wielu badan; m. In. Kirk [41] oraz
Park 1 Sane ([50] 1 cyt. lit.) przedstawili dane dotyczace sekwencjl two-
rzenia 1 rozmieszczenia w btonach jednostek fotosyntetycznych w trak-
cie tego procesu. W fotosyntezie biorg udziat dwie reakcje fotochemicz-
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Rys. 5. Elektronogramy plastydow kultury tkankowej tytoniu

A — Proplastyd z tkanki rosngcej w ciemnosSci. Skala 01 \xm. B — Chloroplast z tkanki
hodowanej na sSwietle przez 28 dni w obecnosci kinetyny. Obecne sa dos¢ liczne ziarna
skrobi, natomiast rozwodj gran jest stosunkowo staby. Skala 0.1 Mm C — Chloroplast z tkanki
hodowanej na Swietle przez 45 dni w obecnosSci kinetyny. Skala 1.0 jim. D — Plastyd z tkanki

hodowanej na Swietle przez 28 dni bez kinetyny. Skala 1.0 [im [72]

Rys. 6. Rozwo0] chloroplastow w izolowanych liscieniach +tubinu

W liscieniach suchych proplastydy zawieraty plastoglobule (PI) 1 fitoferrytyne (F). W czasie

pecznienia pojawiata sie skrobia (S), a dopiero pozniej pierwbkze tylakoidy (T). W doSwiad-

czeniu liscienie 1zolowano po 2 dniach pecznienia 1 Kietkowania nasion w ciemnosScli I WY-

stawiano na stabe Swiatto (14 lux) w wodzie (HO) 1 roztworze Kinetyny (KIN). Po 6 dniach

w materiale kontrolnym wystepowaty Jeszcze cilata prolamellarne (PB), fitoferrytyna (F)

| skrobia (S). W plastydach liscieni wytozonych na roztworze Kkinetyny cilata te wystepowaty
tylko sporadycznie
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ne, w Ktorych uczestniczg dwa uktady barwnikdow, charakteryzujace sie
roznymi maksimami absorbcji. W pierwsze] fazie zrdéznicowania chloro-
plastow na Swietle, kiedy wystepuja tylakoidy pierwotne (dtugie, poje-
dyncze lamelle) aktywny jest, fotosystem | z cykliczng fotofosforylacja,
natomiast wraz z utworzeniem gran obserwuje sie aktywnoSC fotosyste-
mu Il z transportem elektrondow z HsO do NADP, przyswajanie CO02
wydzielanie 02 1 niecykliczng fotofosforylacje. W pierwszej] fazie roz-
nicowania sie chloroplastow wartosc stosunku chlorofilu a do chlorofilu
b jest wyzsza niz w fazie drugie] [7, 28, 59, 60]. Poniewaz zwiekszanie
sie poziomu chlorofilu b jest zwigzane z tworzeniem sie gran stymulo-
wanym cytokininami, ciekawe byto wykazanie wptywu tych substancjl
wzrostowych na synteze chlorofilu b. Jak wynika z pracy Banerji 1 La-
lorayl [2] z liScientami dyni oraz Kaul 1 Sabharwala [34] z pewnym
szczepem tkanki kalusowej tytoniu, kinetyna rzeczywiscie stymulowata
bardziej synteze chlorofilu b niz a. Przyspieszanie przez cytokininy pro-
cesu rozwoju gran pozwala rowniez posrednio przypuszczac, ze stymuluja
one synteze pewnych czastek biatkowych, ktdére wedtug Goodenougha
| Staehelina [26] sa odpowiedzialne za zespalanie sie tylakoidow w stosy.

IV. SYNTEZA | MOBILIZACJA SKROBI

Ziarna skrobil spotyka sie w plastydach juz na etapie proplastydow.
W izolowanych liscieniach tubinu kinetyna wyraznie stymulowata degra-
dacje skrobi proplastydowej, co wykazano zarowno na poziomie mikro-
skopu Swietlnego, jak 1 elektronowego [52, 84], Dane te wydaja sie po-
twierdzaC przypuszczenia, ze cytokininy biora udziat w metabolizmie
cukrowcow [5, 11, 74,]. Rowniez z obserwacji przeprowadzonych na kul-
turach tkanek tytoniu rosnacych na roznych stezeniach kinetyny 10,
200 1 2000 ag/1 przy state]j koncentracji kwasu 3- indolilooctowego
(0,2 mg/l) sacharozy (3%) wynikato, ze gromadzenie skrobi w plasty-
dach jJest uzaleznione od koncentracji Kkinetyny. Przy najmniejszym
stezeniu kinetyny plastydy miaty postaC typowych amyloplastow wypet-
nionych skrobia (rys. 11). Przy wyzszym stezeniu Kinetyny, ktore stymu-
lowato podziaty komorkowe, skrobi w plastydach byto znacznie mniej
(rys. 12), a czesto nie obserwowano je] wcale. Wydaje sie, ze kumulo-
wanie ztogow skrobi w plastydach komorek tytoniu rosnacych przy
niskich stezeniach kinetyny ma zwigzek z mata aktywnoscia metabo-
liczng 1 podziatowa komorek. Skrobia w tym przypadku tworzyta sie
Z cukrowca zawartego w pozywce, a nie byta efektem fotosyntezy, po-
niewaz kultury rosty w miejscu zacienionym, a plastydy charakteryzo-

waty sie zredukowanym systemem bton [53]. Podobne zjawisko obssrwo-



Rys. 7. Plastydy z izolowanego liscienia tubinu wytozonego 6 dni na wodzie przy
stabym swietle (14 lux). Widoczne ciata prolamellarne (PB) oraz tworzace sie
tylakoidy (T). Duze ziarna skrobi (S) oraz obszary nukleoidopodobne
(strzatka). X 18 000 [52]

Rys. 8 Plastydy z izolowanego liscienia tubinu wystawionego przez 6 dni na wodnym

roztworze kinetyny na stabe Swiatto (14 lux). W porownaniu z kontrola (rys. 7)
widoczny dobrze rozwiniety system tylakoidalny, X 18 000 [52]
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Rys. 9. Fragment plastydu w 1zolowanym liscieniu tubinu iInkubowanym
w roztworze wodnym Kinetyny w ciagu 6 dni na stabym swietle. Miedzy btonami
otoczki plastydowe] widoczne jednobtoniaste, kuliste ciatko, X 24 000 [52]

Rys. 10. Dezintegracja plastydu w i1zolowanym liscieniu tubinu iInkubowanym
w roztworze wodnym Kkinetyny w ciagu 12 dni na swietle. Widoczne silne roz-
decia tylakoidow. X 27000 [52]



Rys. 11. Chloroamyloplast z duzymi ziarnami skrobl w tkance tytoniu rosngacej
na pozywce zawlerajace] niskie stezenie (10 J.ig/l) kinetyny, X 29 000 [53],

Rys. 12. Plastyd o stabo zroznicowanym systemie bton, z licznymi strukturami
pecherzykowymi, fitoferrytyna (F) 1 niewielkim ziarnie skrobi (S) w tkance
tytoniu rosnacej na pozywce zawlerajace] wysokie stezenie (2000 ug/1)
kKinetyny, X 25000 [53].
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wano w splatku mchu hodowanym w ciemnoSci na pozywce zawlerajace]
glukoze [50, 85]. Tasseron -de Jong 1 Veldstra [/7], badajac wptyw
6 - benzyloaminopuryny na wzrost lisci u Lemna minor wykazali, ze
nizsze stezenie tej cytokininy (10 6) stymulowato wzrost lisci, natomiast
wysokie (10~4) hamowato wzrost | powodowato jednoczesnie znaczne na-
gromadzenie skrobi. Wptyw rozwijajacych sie paczkow jabtoni na rozktad
skrobi mozna byto zastapi¢ kinetyng u drzewek pozbawionych pakow [61].

Przeciwnie, Usciati 1 wsp. [80], jako jeden z pierwszych efektow
dziatania 6 - benzyloaminopuryny, juz po 4 godzinach pobudzajace] spia-
ce paczKi do rozwoju, obserwowall kumulacje skrobi, co wskazywatoby na
gromadzenie je] w komorkach o znacznej aktywnoSci metabolicznej [12,
46, 79]. Nagromadzenie skrobl pod wptywem cytokinin obserwowano
rowniez w lisciach pszenicy [48, 49], tumorach stolonow ziemniaka [70],
eksplantatach rdzenia tytoniu [/78], wierzchotkach korzeni pomidora |[81],
splatku 1 paczkach gametoforowych mchu [32]. Byc moze, ze w dosSwiad-
czenlach wyze] cytowanych gromadzenie skrobl byto wynikiem ograni-
czenia przez cytokininy odprowadzania cukrow [1, 61], wzglednie efekt
ten zwiazany byt z syntezg enzymow uczestniczacych w tworzeniu skrobi
148, 49]. Ciekawa prace wykazujaca wptyw cytokinin na poziom skrobl,
cukrow 1 rdéznych estrow, z zastosowaniem znakowanych prekursorow
przedstawili dla krazkow lisciowych Brassica pekiniensis Berridge 1 Ralph
[5]. Z Dbadan ich wynikato, ze Kkinetyna mobilizuje skrobie zapasowa
| zwieksza przeptyw cukrowcow potrzebnych do syntezy bton budujacych
struktury komorkowe 1 tworzenia ATP. Praca ta jak 1 szereg innych,
omawilajacych przemieszczanie sie cukrowcow w roznych uktadach ro-
Slinnych [68, 84], potwierdza obserwacje cytologiczne, z ktérych wynika
Scista zaleznosC metabolizmu cukrowcdow od cytokinin dostarczonych
Zz zewnatrz, ktorych wptyw wyraza sie zwiekszona mobilizacja skrobi.
Obserwacje te sg rowniez zgodne z badaniami Gepstaina 1 liana [23] oraz
Haggmana 1 Haapali [29], ktorzy wykazali, ze cytokininy zwiekszaja
aktywnosC amylazy. Wedtug Sena 1 Sharmy [66], kinetyna 1 giberelina
moga kompensowaC nieobecnoSC osi zarodka w i1zolowanych liScieniach
Merrenia aegyptia w indukowaniu aktywnoSci amylazy rozktadajace]
skrobie zapasowa.

V. PODZIAL PLASTYDOW

O stymulacji przez cytokininy podziatow plastydow w kragzkach
lisci tytoniu wiadomo z badan Verbeek - Boasson [83], Boasson 1 Laetsch
[8, 9] oraz Boasson 1 wsp. [10], a podziaty i1zolowanych chloroplastow
Caulerpa w obecnosci kinetyny obserwowali Giles 1 Sarafis [25], choclaz
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Pssingham 1 Smith '[62J liczac chloroplasty zmacerowanych komorek
krazkow lisci szpinaku traktowanych trzema rdéznymi cytokininami nie
potwierdzili tych obserwacji. Boasson 1 wsp. [10] ttumacza wzmozonag
replikacje chloroplastow pod wptywem Kinetyny zachowaniem lepsze]
.kondycjl” przez komorke w obecnosci tego zwiazku, nie wykluczajac
jednoczesnie mozliwoscl bardzie] specyficznego wptywu cytokininy na
ten proces.

Autorzy dziekuja Pani Prof. A. Szweykowskie] za krytyczne uwagil
W przygotowywaniu niniejszego artykutu.
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DEGENERACJA CHLOROPLASTOW | MOZLIWOSC JEJ
ODWRACANIA

Fortunat MEODZIANOWSKI i Adam WOZNY

Zaktad Botaniki Ogolnej Instytutu Biologii Uniwersytetu A. Mickiewicza w Poznaniu

Streszczenie. Wedtug pogladu Frey - Wysslinga 1 wsp. [18] przeksztatcanie chloro-
plastow w chromoplasty jest nieodwracalnym procesem degeneracji (starzenia sie).
Przytoczono 1 omowiono szereg przyktadow na mozliwoS¢ nie tylko zahamowania,
ale 1 odwrocenia tego procesu I tym samym dostarczono Sszeregu argumentow na
poparcie starej hipotezy Schimpera [74 o wzajemnym przeksztatcaniu sie roznych
form plastydow, a wiec 1 0o mozliwosct przeroznicowania sie chromoplastow

w chloroplasty.
W regulowaniu procesu starzenia sie plastydow znacznag role odgrywa jadro

komorkowe 1 cytoplazmatyczna synteza biatka. Substancje wzrostowe, a szczegodlnie
cytokininy, wykazuja zdolnoSC hamowania | odwracania procesu degeneracji chlo-

roplastow.
Przedstawiono poglady na mechanizm indukowania starzenia sie plastydow,

Jak 1 Jego hamowania cytokininaml.

1. MONOTROPOWY A CYKLICZNY ROZWOJ PLASTYDOW

Wedtug pogladu Frey - Wysslinga 1 wsp. [18], rozwo] plastydow
zachodzi podobnie jak wszystkich biologicznych obiektow 1 organelli
komorkowych (z wyjatkiem jadra) od form mtodocianych poprzez dojrza-
te do starzejacych, a wiec w jJednym Kierunku. Ze schematu (rys. 1)
ktory jest 1lustracja tego pogladu o tzw. monotropowym rozwoju plasty-
dow wynika, ze przeksztatcanie chloroplastow w chromoplasty jest pro-
cesem degeneracji, a wiec przejsciem form metabolicznie aktywnych
w formy nieodwracalnie pasywne.

Juz Jjednak w roku 1885 Schimper [/4] uwazat, ze rozne rodzaje
plastydow moga wzajemnie przeksztatcaC sie w sposob przedstawiony na
rys. 2. Zgodnie z tym pogladem o cyklicznym rozwoju plastydow, chro-
moplasty moga przeksztatcaC sie rowniez w chloroplasty.
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Jakle mozna zajaC stanowisko wobec tych przeciwstawnych pogla-
dow na mozliwosc przeroznicowania sie chromoplastow w chloroplasty?
Jest to jedno z podstawowych pytan, na ktore ma odpowiedzieC niniejszy
artykut.

formy iInicjalne
stadium mitodocliane
proplastydy
roznicowanie
leukoplasty
stadium metabolicznie

aktywne
chloroplasty

degeneracja

stadium starzejace Ssieg,
metabolicznie nieaktywne

DA ERThY P

i chromoplasty
Rys. 1. Monotropowy rozwoj plastydow wg Frey - Wysslinga [18]

chloroplasty

1

leukoplasty chromoplasty

Rys. 2. Cykliczny rozwoj plastydow, wg Schimpera [74]

2. PROCES PRZEKSZTALCANIA CHLOROPLASTOW W CHROMOPLASTY

W procesie przeksztatcania chloroplastow w chromoplasty, bedacym
wedtug Frey - Wysslinga 1 wsp. [18] degeneracja, zachodzl szereg zmian
zarowno w sktadzie chemicznym, jak 1 w strukturze plastydow. Zjawisko
to traktujemy w tym artykule szeroko, jako zachodzace zarOwno w na-
turze, a wiec w czasie normalnie przebiegajacej ontogenezy, np. w z0otkna-
cych jesienig lisciach, jak 1 w wyniku dziatania czynnikow szkodliwych,
np. roznego rodzaju infekcji prowadzacych do stopniowego obumierania
organow. Degeneracje chloroplastow mozna rowniez indukowac w do-
Swiadczeniu, np. przez odciecie liscia czy jego fragmentow 1 inkubowanie
iIch w ciemnosci w wodzie.

W literaturze termin ,degeneracja chloroplastow” stosowany jest
czesto zamiennie z terminem ,starzenie sie chloroplastow”. Rowniez
w tym artykule, niezaleznie od warunkow czy czynnikdw prowadzacych
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do metamorfozy chloroplastow w chromoplasty, proces ten bedziemy
okreslaC tymi pojeciami zamiennie.

Podczas degeneracji chloroplastow obniza sie stopniowo poziom chlo-
rofilu, biatka 1 kwasow nukleinowych [6, 14, 76], cho¢ DNA plastydowy
jest dosc stabilny 1 wystepuje w chromoplastach [25]. Najbardziej dla
chloroplastow charakterystyczne struktury — tylakoidy, w ktorych sku-
piony Jest chlorofil, rozpadaja sie, a plastydy zmniejszaja w czasie
degeneracjli znacznie swoja objetosc. Profile przekrojow chromoplastow
sg czesto owalne 1 koliste w porownaniu z bardziej wrzecionowatymi
profilami chloroplastow. Z procesem starzenia sie chloroplastow zwigzane
jest tworzenie sie duzych, sudano - 1 osmofilnych globul, zwanych plasto-
globulami [38], w ktorych kumulowane sa produkty rozpadu tylakoidow
[38, 40, 46]. W otrzymane] frakcji plastoglobul szpinaku wykryto rozne
plastochinony 1 karotenoidy [40, 41]. Chromoplasty zawilerajace duze
plastoglobule sa charakterystyczne dla zottych lisci ([13, 46, 86], rys. 5),
ale wystepuja rowniez w owocach [7, 84], kwiatach [16, 33, 42-44] 1 u glo-
now [30].

Plastoglobule wystepuja w wiekszosci chromoplastow, lecz moga Im
towarzyszyc Jeszcze inne struktury kumulujace karotenoidy [/78], albo
w wyniku odktadania karotenoidow tworza sie* duze formy Kkrystaliczne
[1, 19, 22-24, 35, 72].

W degenerujacych chloroplastach zanika takze skrobia, a w pewnych
przypadkach, jak np. w liscitach Inu [9] 1 topoli [60] zainfekowanych
grzybem, w miejscu skrobi zywiciela pojawiaja sie ziarnistoscli przypo-
minajace ziarna glikogenu, wystepujace normalnie jako materiat zapaso-
WYy u zwierzat 1 grzybow.

Matriks degenerujacych chloroplastow zawiera czasami fitoferrytyne
[54, 57], ktora jest kompleksem zelazowo-biatkowym. Zelazo wystepuije
w postaci fitoferrytyny zazwycza] w proplastydach 1 zuzywane jest do

budowy aparatu fotosyntetycznego [26], Wydaje sie, ze w czasle rozktadu
tego aparatu zelazo moze byC rowniez odktadane w takiej formie.

W czasie starzenia sie lisci obserwuje sie stopniowa redukcje liczby
rybosomow plastydowych [11, 55, 57].

Przeksztatcanie sie chloroplastow w chromoplasty jest procesem
przebiegajacym bardzo roznorodnie [57, 58, 59]. Nalezy podkresli¢c, ze
chromoplasty tworza sie nie tylko z chloroplastow, ale rowniez bezpo-
Srednio z proplastydow czy leukoplastow [17, 64]. Bezposrednio z leuko-
plastow roznicuja sie np. chromoplasty owocow dyni w warunkach natu-
ralnych. Chromoplasty o podobnej strukturze otrzymano z leukoplastow
w 1zolowanych liScieniach ogdrka inkubujac je na swietle w chlorku
(2 - chloroetylo - trojmetyloamoniowym (CCC)), [31, 50].

2 — Postepy Biol. Kom. 4/75
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3. RODZAJE CHROMOPLASTOW

Zdaniem Sittego [78,], chromoplasty nalezg do najbardzie] heterogen-
nej] grupy plastydow. Autor ten niezaleznie od pochodzenia chromoplas-
tow, lecz na podstawie struktur kumulujacych karotenoidy, wyrdoznit 5
roznych typow tych plastydow:

a) Chromoplasty globularne, ktdére gromadza karotenoidy w plasto-
globulach. Ten typ chromoplastow jest bardzo powszechny, scharaktery-
Zowano Qo0 Juz szczegOtowo wyze] oraz wyrozniono we wczesniejszych
klasyfikacjach [17]. Do te] grupy chromoplastow zaliczono ostatnio row-
niez ciekawe formy tworzace najpierw plastoglobule, ktdore nastepnie
przeksztatcaja sie w catosct w Kkrysztaty [78].

b) Chromoplasty btoniaste (,,Membrantse Chromoplasten”), ktdére gro-
madza karotenoidy w strukturach mielinopodobnych. Tego typu plastydy
wystepuja u narcyza |34, 45, 62], u pewnych form dyni [20], czasami
u pomidorow [72], w epidermie kolb obrazkowatych [75], jak 1 w owocach
papryki [80].

c) Chromoplasty tubularne (te plastydy okreslane byty dotad jako
zawlerajace filamenty czy wiokniste struktury [17, 64]. Zdaniem Sittego
[78], dawniejsze okreSlenia powinny byC zastgpione nowymi, poniewaz
okazato sie, ze filamenty 1 witokna sa tubulami). Karotenoidy zlokalizo-
wane sa w wydtuzonych, nierozgatezionych tubulach, ktore na przekro-
Jjach poprzecznych sg kanciaste, o srednicy ok. 15 |iIm. Ten typ chromo-
plastow wystepuje w owocach papryki [16, 29, 80] 1 rozy ([91] cyt. za
[78]) oraz w ptatkach kwiatow ogorka [79].

d) Chromoplasty siatkowato - tubularne (,,Reticulotubuldése Chromo-
plasten”). Pigmenty wystepuja w delikatnych, falistych, czasami rozgate-
zlajacych sie, lecz nie przebiegajacych rownolegle tubulach. Dotad opi-
sano tylko jeden przyktad w kolbie Typhonium divaricatum [75].

e) Chromoplasty krystaliczne, w ktorych przez intensywna akumu-
lacje okreSlonego pigmentu (B8 - karoten, likopen), dochodzi do wytworze-
nia duzych krysztatow: ptytek, igietek, form srubowatych. Przyktadami
na wystepowanie tych plastydow moga byC korzenie rdéznych odmian
hodowlanych marchwi [1, 3, 19, 22, 90], owoce pomidorow |[2, 23, 24, 72}
| liScienie ogorka [50].

4. ODWRACANIE WZGLEDNIE HAMOWANIE DEGENERACJI CHLOROPLASTOW

W ostatnich latach dostarczono szereg przyktadow na mozliwosc nie
tylko hamowania procesu degeneracji chloroplastow, ale rowniez na
mozliwoSC jego odwracania. Powtdrne zazielenianie sie chromoplastow
obserwowano jJak dotad jedynie w globularnym 1 krystalicznym typie,
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natomiast czy pozostate, wymienione w poprzednim rozdziale rodzaje
chromoplastow wykazuja taka zdolnhosc, bedzie mozna stwierdzi¢c dopiero
W przysztych badaniach [12].

Przyktadem powtornego zazieleniania sie lisci, a jednoczesnie przek-
sztatcania sie chromoplastow w chloroplasty moze byé tyton. Zotknace
| wiednace na todydze liscie tytoniu zazieleniaja sie powtornie 1 uzyskuja
turgor, gdy ponad nimi zostanie odciety ped, a cata masa korzeni zaopa-
truje pozostate liscie w wode, sole mineralne 1 pewne hormony [46].
Warunkiem jednak odwrocenia procesu degeneracji byto nieprzekroczenie
przez postepujace starzenie Sredniej fazy zotkniecia, w Kktorej plastydy
obok duzych plastoglobul miaty jeszcze czesciowo zachowane grana.
Chromoplasty o bardzie] zaawansowanym stopniu degeneracjli nie byty
juz zdolne odtworzycC tylakoidow (rys. 3). Pierwszym objawem powtorne-

€

Rys. 3. Odnawianie struktury chloroplastow w powtdrnie zazieleniajacych sie lis-
ciach tytoniu. Chloroplast liscia zielonego (0), jasnozielonego (b) 1 zotkngcego (c),
ktorego stadium degeneracji pozwalato jeszcze na petne odbudowanie chloroplastu.
Plastydy o bardzie] zaawansowanym stopniu degeneracji (d) nie byty juz zdolne
odtworzyc tylakoidow. Chloroplasty lisci powtornie zazieleniajacych sie (/) miaty
pod pewnymi wzgledami struktury doskonalsze niz chloroplasty lisci zielonych,
bedacych materiatem wyjsciowym w doswiadczeniu (a). Ljubesi¢ [46]

go zazieleniania sie lisci tytoniu na poziomie plastydow byt wzrost ich
objetosci na skutek odtwarzania matriks. Nastepnie stosy gran potaczone
zostaty utworzonymi na nowo tylakoidami stromy. Procesom tym towa-
rzyszyta stopniowa redukcja duzych plastoglobul, choC czesc z nich pozo-
stata, 1 tym chloroplasty powtdrnie zazieleniajacych sie lisci rdéznity sie
od normalnych. Poza tym, w powtornie zazieleniajacych sie lisciach
chlorofilu 1 chloroplastow byto Srednio na komdrke nawet wiecej niz
w normalnie wyrosnietych lisciach roslin zielonych. W odtworzonych
chloroplastach byto rowniez wiece] skrobi. Poszczegolne etapy degenera-
cji 1 odbudowy chloroplastow przedstawione zostaty na rys. 41 5.

- Swiesznikowa 1 wsp. [82] dziatajac jedna z cytokinin (6 - benzylo-
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aminopuryna) na zoOtte liscie tytoniu obserwowali przeksztatcanie sie
w chloroplasty chromoplastow, ktdore zawieraty oprocz plastoglobul jedy-
nie Slady bton tylakoidalnych.

Cytokininom przypisuje sie zdolnosC stymulowania resyntezy mate-
riatow tworzacych struktury btoniaste chloroplastow, a ultrastrukturalne
zmiany potwierdzajace ten poglad opisano w starzejacych sie lisciach
pszenicy [51, 52, 77J, owsa [11], rzepienia 1 bobu [14], kapusty brukselki
[10], kalarepy [57], pietruszki [59], cykorii [58], jak rowniez w powtornie
zazieleniajacych sie pochwach okwiatu Zantedeschia aetiopica [66].

Badania procesu degeneracji chloroplastow 1 mozliwosci jego odwra-
cania prowadzi sie najczescie] na odcietych lisciach. Stosujac ten model
doSwiadczalny wybrano pewne rosliny (pietruszka, kalarepa, cykoria),
ktore roznity sie modelem degeneracji chloroplastow, ale jednoczesnie
byty ,czule” na Kkinetyne [57-59]. Chloroplasty pietruszki, kalarepy
| cykorii w czasie indukowane] odcieciem lisci degeneracji przeksztatcaty
sie w chromoplasty globularne, jednak sposob rozktadu tylakoidow
wymienionych gatunkow roznit sie znacznie. Pewne etapy tej roznorodne]
degeneracjl przedstawlia rys 6. U pietruszki (A) zanikaty najpierw tyla-
koidy stromy, u kalarepy (B) zanikaty grana, a na ich miejscu tworzyty
sie dtugie, rownolegle przebiegajace tylakoidy, u cykorii (C) pojawity
sie najplerw gesto upakowane grana olbrzymie o zredukowanej grubosci
bton. Jak widac z zataczonych rysunkow (rys. 6-8), niezaleznie od sposobu
degeneracji chloroplastow, kinetyna zapobiegata rozpadowi gran, a u kala-
repy 1 cykoril mozna mowi¢ o ich zwiekszone] pod wptywem Kinetyny
rozbudowie.

Wiadomo jednak, ze liscie nie wszystkich odmian rosSlin reaguja na
egzogenne cytokininy opdéznieniem starzenia. Starzenie liscli pewnych
rodzajow roslin, jak np. Taraxacum, Rumex 1 Tropaeolum jest w wiek-
szym stopniu hamowane przez kwas giberelowy niz przéz cytokininy.
Auksyny sa racze] mato efektywne w hamowaniu starzenia u roslin
zlelnych, natomiast wykazuja znaczng aktywnosS¢ u roslin drzewiastych
[88].

Transformacje chromoplastow typu globularnego w chloroplasty
obserwowano rowniez w owocach [12, 48, 85]. Dévide 1 Ljubesi¢ [12] ana-
lizowali szczegotowo w mikroskopie swietlnym 1 elektronowym poszcze-
golne etapy tworzenia sie chloroplastow z chromoplastow globularnych
w podepidermalnej warstwie owocow dyni (rys. 9 1 10). Chromoplasty
dojrzatych owocow dyni miaty ksztatt owalny o srednicy 3-4 pm | wy-
petnione byty plastoglobulami o srednicy 200-500 [im. Miedzy plasto-
globulami wystepowaty tylko fragmenty speczniatych tylakoidow, nato-
miast rybosomow plastydowych nie mozna byto zidentyfikowac. W czasie

powtornego zazieleniania sie owocow po ich naswietleniu (1000-3000 Ix)



Rys. 4. Rozne stadia degeneracji chloroplastu w czasie zotkniecia lisci tytoniu

A — Chloroplast zielonego liscia, X 10000. B — Chloroplast liscia bedacego we wczesne] fazie
z0tkniecia. Widoczne zmniejszenie objetosci plastydu kosztem stromy |1 powiekszajagce sie pla-
stoglobule, X 28000 C — Chloroplast liscia bedacego w Sredniej fazie zotkniecia. Objetosc plasty-
du zmniejszyta sie jeszcze Dbardziej, natomiast wzrosta liczba 1 objetos¢ plastoglobul. Grana sa

rozrzucone 1 wygiete (D) na skutek zaniku tylakoidow stromy, X 27 000. LjubesSic [11]



Rys. 5. A - Po6zne (nieodwracalne) stadium degeneracji chloroplastu — chromo-

plasty globularne w lisciach tytoniu wypetnione duzymi plastoglobulami, miedzy

ktorymi widoczne sa Slady pojedynczych tylakoidow, X 27000. B - Chloroplast

powtornie zazieleniajacego sie liscia, X 24500. C - Chloroplast liscia powtdrnie za-

zlelenionego, ktory tym gtdwnie rozni sie od chloroplastow liscia zielonej rosliny,
ze zawlera duze plastoglobule X 20500. Ljubesic [46]
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obserwowano pojawienie sie rybosomow 1 stopniowe rekonstruowanie
tylakoidow z pecherzykow pojawiajacych sie w matriks. Pecherzyki te
tworzyty sie z resztek tylakoidow chromoplastu, przez odsznurowywanie
sie wewnetrzne] btony otoczki chromoplastu lub tez jako wynik Inwagi-

nacjl ,wakuol plastydowych” wystepujacych w pewnych chromoplastach.
Tylakoidy poczatkowo byty speczniate, lecz pdzniej sptaszczaty sie 1 two-
rzyty normalne grana. Pod koniec tego procesu ultrastruktura chloro-

Rys. 6. Rozne typy degeneracjl chloroplastow oraz zapobieganie je] Kinetyna. Sche-
mat uwzglednia tylko najbardziej istotne, posSrednie stadia. W chloroplastach pie-
truszki (A) proces degeneracjli rozpoczyna sie stopniowym rozktadem najplerw
tylakoidow stromy, pozniej gran. W chloroplastach kalarepy (B) 1 cykorii (C) cha-
rakterystyczne jest tworzenie sie przejsciowo odmiennego uktadu bton, ktory u ka-
larepy wystepuje w postaci dtugich, luzno utozonych tylakoidow, a u cykorii jako
gesto upakowane grana olbrzymie. Niezaleznie od typu degeneracji chloroplastow,
kKinetyna zapobiegata rozpadowl gran
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plastow dyni wyksztatconych z chromoplastow jedynie tym sie roznita
od typowych chloroplastow, ze wystepowato w nich kilka duzych plasto-
globul. Po pewnym okresie obserwowano powtorne zotkniecie owocu,
a ultrastrukturalne zmiany plastydow byty takie same jak przy ich
pierwotnym starzeniu. Nalezy nadmieniC, ze doSwiadczenia ze wzajem-
nym odwracaniem rozwoju chromoplast —” chloroplast w owocach
dyni mozna powtarza¢ wielokrotnie w ten sposob, ze przez nakrycie
czescl owocu cliemnym papierem nastepuje zotkniecie zielone] tkanki
W clagu 2 tygodni, natomiast po jego usunieciu, w cilggu 7-10 dni na
Swietle z chromoplastow wyksztatcajg sie ponownie chloroplasty.

Thomson 1 wsp. [85] przesledzili metamorfoze tych dwu typow pla-
stydow u owocOw pomaranczy w czasie ich powtornego zazieleniania sie.
Matienko 1 wsp. [48] obserwowali przeksztatcanie sie chromoplastow
w chloroplasty w epidermie owocow arbuza.

Przyktadow transformacji chromoplastow krystalicznych w chloro-
plasty dostarczajag doswiadczenia z korzeniami marchwi [22, 90], Grone-
gress [22] obserwowat stopniowe przeksztatcanie sie chromoplastow
w chloroplasty w miekiszu korowym korzenia marchwi po 2- dniowym
oSwietlaniu (8000 Ix). Rysunek 11A przedstawia typowy chromoplast
z warstwy korowe] korzenia marchwi przed je] osSwietleniem. Widoczny
jest pojedynczy krysztat karotenu, plastoglobule oraz Slady pojedyn-
czych tylakoidow. Na rys. 11A 1 B pokazano kolejne etapy odtwarzania
gran przy jednoczesne] redukcji wielkosci krysztatu. Posrednie stadium
(rys. 11B), ktore zawiera elementy chloroplastu 1 chromoplastu jest nie-
zmiernie wazne Jako argument przeciwko tezie Frey - Wysllinga [17],
wedtug ktorej proces zazieleniania sie marchwi jest wynikiem roznico-
wania sie chloroplastow z proplastydow, a nie z chromoplastow, ktore
nieodwracalnie utracity zdolnoSC do takiej transformacii.

Badania Wrischer [90] potwierdzity obserwacje Gronegressa [22]
o mozliwosclt przeroznicowania sie chromoplastow w chloroplasty
u marchwi 1 to niezaleznie od jakoSci stosowanego w doSwiadczeniu
Swiatta. Autorka iIndukowata ten proces Swiattem biatym, niebieskim
oraz czerwonym 1 nie stwierdzita istotnych roznic w ultrastrukturze
tworzacych sie chromoplastow.

Nalezy zwrociC uwage na to, ze przy rozpatrywaniu mozliwosci
odwracania rozwoju chromoplastow krystalicznych podobnie jak globu-
larnych, wazne jest takze stadium degeneracji, ktore jest punktem wyj-
Scla w doswiadczeniu. Wydaje sie, ze byloby to niemozliwe w przy-
padku chromoplastu, ktorego cata zawartoSC zostata wyparta przez two-
rzacy sie krysztat karotenu. W przytoczonych przyktadach materiat wyj-
sciowy, obok krysztatow czy plastoglobul, zawierat jeszcze slady tylako-
idow 1 w pewnych przypadkach rybosomy. Zdaniem Dyer | Osborne [14],
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powtorne zazielenianie sie lisci jest mozliwe jedynie w przypadku obec-
nosci w plastydach okreslonego RNA.

W podsumowaniu mozna powiedzie¢, ze o ile odwracanie procesu
degeneracji chloroplastow zostato dowiedzione, to pytanie, jak daleko
moze byC zaawansowana ta degeneracja, aby byta jeszcze odwracalna,
| Jakie elementy ztozonej struktury 1 funkcji chloroplastow warunkuja
odwracanie degeneracjl, pozostaje ciagle bez jednoznaczne] odpowiedzl.

Wobec dosSwiadczalnego potwierdzenia mozliwoscit nie tylko hamo-
wania, ale 1 odwracania degeneracji chloroplastow, znalazta potwierdze-
nie stara hipoteza Schimpera [7/4]. Jednak dyskusja nad przyjeciem
tylko jedne] hipotezy Frey - Wysslinga [18] czy Schimpera [74] dla wy-
jasnienia wzajemnego przechodzenia roznych form plastydow jest pew-
nym nieporozumieniem [/8]. Nie nalezy tych hipotez sobie przeciwsta-
wiacC, lecz mozna je ze soba godzi¢ przy uwzglednieniu warunkow w ja-
kich proces zachodzi. Z jedne] bowiem strony dostarczono Sszereg przy-
ktadow na poparcie pogladu Schimpera o mozliwosci odwracania dege-
neracjl chloroplastow, z drugie]j zaS, w warunkach naturalnych chromo-
plasty stanowia rzeczywiscie koncowe stadium monotropowego rozwoju,
czego przyktadem moga byc plastydy komorek krotko zyjacych, jak
kwiaty, ow’ocolistki czy starzejace sie jesienia liscie.

5. MECHANIZM DEGENERACJI CHLOROPLASTOW | DZIALANIA
CZYNNIKOW ODWRACAJACYCH TEN PROCES

Jak wynika z prac Martina I Thimanna [47] oraz Petersona 1 Huf-
fakera [68] nad starzeniem sie lisci, synteza enzymow hydrolitycznych,
ktorych zwiekszona aktywno$¢ wiaze sie z zainicjowaniem procesu de-
generacji chloroplastow, hamowana jest przez specyficzny dla translacji
cytoplazmatyczne] antybiotyk — cykloheksimid. Wysunieto na teJ pod-
stawlie hipoteze, ze Inicjacja procesu degeneracji chloroplastow pochodzi
z cytoplazmy. Dla poparcia te] hipotezy wykonano dosSwiadczenie z 1z0-
lowanymi chloroplastami owsa 1 porownano poziom biatka 1 chlorofilu
w czasie degeneracji 1zolowanych chloroplastow z poziomem tych zwiaz-
kow w starzejacych sie lisciach [27], Wyniki dosSwiadczen przedstawia
rys. 12, wykazujacy znacznie wiekszy spadek poziomu chlorofilu 1 biat-
ka w starzejacych sie lisciach niz w 1zolowanych chloroplastach. ROw-
niez struktura plastydow i1zolowanych byta lepiej zachowana, a aktyw-
nosC fotosyntetyczna byta wyzsza niz chloroplastow niewyizolowanych.
Tak wiec hipoteza o zainicjowaniu procesu starzenia lisci 1 degeneracjl
chloroplastow z cytoplazmy, bedacej pod kontrola jadra komorkowego,
znalazta potwierdzenie.
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Szereg clekawych obserwacji cytologicznych zwigzanych ze znacze-
niem jadra komodorkowego w przebiegu procesow starzenia sie chloropla-
stow przeprowadzit Yoshida [93] na odcietych lisciach moczarki.

W wyniku plazmolizy w pewnych komorkach moczarki protoplasty
dzielity sie na dwie odrebne czescl: jadrowa 1 bezjadrowa. Okazato sie,
Zze W bezjadrowe] potowie protoplastu chloroplasty przez szereg dnl za-
chowuja chlorofil, skrobie 1 powiekszaja nawet swoja objetoS¢, nato-
miast w czescl Jadrowe] obserwowano typowe objawy degenerac]i
(rys. 13).

Reakcjami cytochemicznymi wykazano, ze w bezjadrowe] czesci
protoplastu poziom RNA byt nizszy niz w czesci jadrowej. Pod wpty-
wem egzogenne] RNazy starzenie sie chloroplastow zostato wstrzymane,
co Swiadczytoby o tym, ze degeneracja chloroplastow skorelowana jest
z synteza RNA zachodzacag w jadrze (rys. 13 C). Traktowanie tego sa-
mego materiatu NAD (dwunukleotyd nikotynamido - adeninowy — zna-
ny koenzym w Kkatabolizmie weglowodandw, ktorego synteza zwigzana
Jjest z funkcja jadra) przyspieszato rozktad skrobi 1 starzenie sie chloro-
plastow zarowno w bezjadrowych czeSciach protoplastow, jak 1 w Ja-
drowych traktowanych uprzednio RNaza. Z drugiej strony BIlZ (benzi-
midazol) znacznie zapobiegat degeneracji chloroplastow, wptywat na za-
chowanie ultrastruktury chloroplastow 1 przeciwdziatat efektowi NAD
(rys. 14). Z pracy Persona 1 wsp. [67] wynika, ze w odcietych liSciach
zwieksza sie intensywnosC¢ oddychania, natomiast nie obserwuje sie tego
zJawliska po zastosowaniu BIlZ. Yoshida [93] wyjasnia ten fakt tym, ze
BlIZ hamuje starzenie poprzez ttumienie efektu NAD. Jakkolwiek Istota
dziatania BlZ pozostaje niewyjasniona, miejsce jego dziatania zlokalizo-
wano w chloroplastach, bowiem znakowany 3H - benzimidazol witaczany
byt w struktury lamellarne [92].

Hamowanie starzenia sie lisci moczarki obserwowano tez przy za-
stosowaniu herbicydu (karbaminion -1zo - propyl - N - 3- chlorof mowy),
Znanego z tego, ze wywotuje kondensacje chromatyny 1 blokowanie mi-
tozy w korzeniach Viclia faba. Przyjmuje» sie, ze czynnik ten uniemozli-
wia transkrypcje. Stad tez mowiC mozna o pewne] chemiczne] enukleac]i
podobnej do mechaniczne] enukleacji wywotane] plazmoliza. Rozni inni
badacze ([32] 1 cyt. lit.), stosujac rozne retardanty wzrostu znane jako
Inhibitory syntezy biatka 1 RNA, opozniali starzenie lisci. Mechanizm
tego zjawiska ttumaczy sie hamowaniem syntezy specyficznych biatek
kontecznych do rozpadu chlorofilu.

Specyficznym inhibitorem syntezy RNA zaleznego od DNA jest akty-
nomycyna D. Z badan Yoshidy [93] wynika, ze dziata ona widocznie na
zahamowanie starzenia sie chloroplastow Elodea, spetniajac rzeczywiscie
role ,,chemicznej enukleacji”. *



Rys. 7. Wptyw Kkinetyny na zachowanie gran w odcietych lisciach cykorii po

12 dniach inkubacji w warunkach stabego oSwietlenia. U rosliny te] wystepowaty

dwa rodzaje plastydow rozniace sie strukturag tylakoidow. Rysunek ten przedstawila
chloroplasty z tylakoidami o anormalnym, osmofilnym wnetrzu

A — Chloroplast liscia kontrolnego, zanurzonego w wodzie. Brak gran. Widoczne resztki

tylakoidow (T) 1 plastoglobule (PL), X 30000. B — Chloroplast liscia traktowanego Kkinetynag.

Dobrze zachowane grana (G), tylakoidy stromy (Ts), plastoglobule (Pl) 1 skrobia (S), X 30 000.
C — Grana z lisci traktowanych kinetynag, X 60 000. Mtodzianowski I Mtodzianowska [58]



Rys. 8 Wptyw Kkinetyny na zachowanie gran w odcietych Ilisciach cykorii po
12 dniach inkubacji w warunkach stabego osSwietlenia. Tylakoidy przedstawionych
chloroplastow w przeciwienstwie do uwzglednionych na rys. 7, charakteryzuja sie

elektronowo — jasnym wnetrzem
A — Chloroplasty liscia traktowanego woda. Brak gran, tylko dtugie, pojedyncze tylakoidy
oraz duze plastoglobule, X 30000, B — Dobrze zachowane grana w materiale Kkinetynowym.

Widoczne szerokie, kontrastowe przegrody, X 90000. Mtodzianowski 1 Mtodzianowska [58]



Rys. 9. Plastydy z podepidermalnej] warstwy komorek owocow dyni

A — Chloroplast z mtodego, zielonego owocu, X 210000 B — Chromoplast z dojrzatego (po-
maranczowo-zottego) owocu. Poza plastoglobulami. w stromie plastydu widoczne tylko nie-
liczne krotkie 1 speczniate tylakoidy, X 25000. Devide 1 LjubesSic [12]




Rys. 10. Plastydy z podepidermalnej warstwy komorek owocow dyni (cd. rys. 9)

A — CzesC¢ plastydow z odtwarzajacymi sie granami, ktorych tylakoidy sa speczniate, X 20 000.
B — Odtworzony w czane zazieleniania sie chloroplast z normalnymi tylakoidami 1 duzymi
plastoglobulami, X 25000. Devide 1 Ljubesic [17]



Rys. 11. Plastydy miekiszu korowego korzeni marchwi w czasie metamorfozy chro-
moplastow w chloroplasty

A — Chromoplast z krysztatem karotenu, plastoglobulami 1 pojedynczymi tylakoidami. B —
Posrednie stadium zawierajgce elementy chromoplastu (krysztat karotenu) 1 chloroplastu
(tylakoidy). C — Chloroplast z dobrze wyksztatconymi tylakoidami przeroznicowany z chromo-

plastu po 2 dniach oSwietlania korzenia, X 30000. Grbnegress [22]



Rys. 12. Redukcja zawartosci chlorofilow 1 biatka zarowno w chloroplastach 1zolo-
wanych, jak 1 w segmentach lisci w czasie 7 - dniowego starzenia. Kotka ozna-
czaja chlorofil, kwadraty — biatko [27]



Rys. 13. Przyktady doswiadczen z jadrowymi 1 bezjadrowymi potowkami proto-

plastow moczarki kanadyjskiej uzyskanymi metoda plazmolizy (n — czesC jadrowa,
e — czeSC bezjadrowa)

A — Podziat protoplastow na czes¢ jadrowa (n) 1 bezjadrowa (e), mniej] wiece] tej samej wiel-

kosci, bezposrednio po plazmolizie 0,2 M CaCh. B — Po 8dniach inkubacjiw czesci jadrowe]

obserwowano wyrazne objawy degeneracji chloroplastow, natomiast w czescli bezjadrowe] —

powiekszenie chloroplastow 1 kumulacje skrobi. C — Wyrazne zahamowanie starzenia chloro-

plastow przez dodanie RNazy (100.ug/ml) po 11 dniach inkubacji — wyzej! po 7 dniach In-

kubacji nizej. Dobrze zachowane plastydy zawierajace skrobie zarowno w jadrowej, Jak
| bezjagdrowe] czesci protoplastu. Yoshida [93]



Rys. 14. Hamowanie procesu starzenia odcietych lisci moczarki kanadyjskiej. DW —
woda destylowana, NAD — roztwor dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego
(10—M), BlIZ — benzimidazol (10~3M). Yoshida [93]
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/ przedstawionych doswiadczen wynika, ze degeneracja chloropla-
stow jest scisle skorelowana z funkcja jadra, mimo ze przypisuje Ssie
Im doSC wysoka genetyczng 1 funkcyjna autonomie.

Szczegolng role w procesie hamowania wzglednie odwracania de-
generacji chloroplastow przypisuje sie substancjom wzrostowym, a Szcze-
golnie cytokininom [6, 28, 85]. Mayak 1 Halevy [49] wykazali obecnosSc
endogennych cytokinin w ptatkach rézy 1 substancjom tym przypisuja
gtowna role w regulowaniu procesu starzenia.

Z licznych analiz biochemicznych, rowniez z zastosowaniem znako-
wanych prekursorow wynika, ze egzogenne cytokininy zwiekszaja
wzglednie utrzymuja poziom chlorofilu, biatka 1 kwasow nukleinowych
w starzejacych sie lisciach [53, 56, 57, 87]. W dyskusji rjad rola cytoki-
nin w stymulowaniu syntezy biatka 1 kwasdw nukleinowych [63, 65, 70,
81, 89] wzglednie tylko w zahamowaniu ich rozpadu [37, 53], mozliwoscC
odwracania procesu degeneracjl [57, 82] przemawia za udziatem cytokKi-
nin w stymulowaniu resyntezy materiatdow budujacych strukture chloro-
plastow. Cytokininy wptywaja szczegolnie na tworzenie gran [49, 57-59,
82], Postuluje sie, ze jednym z mozliwych mechanizmow oddziatywania
cytokinin na ten proces moze byC¢ stymulowanie syntezy biatka wcho-
dzacego w sktad pewnych czastek odpowiledzialnych za taczenie tylakol-
dow w grana [56], Istnienie takich czgstek wykryto metodag ,freeze - et-
ching” u Chlamydomonas [21].

W badaniach mechanizmu dziatania cytokinin przewazaja prace nad
ich wptywem na metabolizm biatek 1 kwasdow nukleinowych, a w mniej-
szym stopniu na przemiany cukrowcow. Tymczasem, jak wynika z pew-
nych prac, egzogenne stosowanie cukrow hamuje starzenie sie odcietych
lisci [5, 11], a udziat cytokinin w regulacji metabolizmu cukrowcow jest
w pewnych pracach coraz czescie] akcentowany [4, 5 61, 81, 83]. Pod-
kreslana jest rowniez ostatnio rola cytokinin w regulowaniu syntezy
kwasow ttuszczowych 1 lipidow w lisciach [36]. Cytokininy moga hamo-
wacC proc:s starzenia sie chloroplastow, modyfikujac przepuszczalnosc
bton [15, 69, 71]. Richmond 1 wsp. [71] na podstawie dosSwiadczen nad
witaczaniem 14C - leucyny w obecnosci kinetyny do i1zolowanych chloro-
plastow tytoniu przypuszczaja, ze je] plerwszym efektem jest zwieksze-
nie przepuszczalnosSci bton, a nie bezposrednio synteza Dbiatek. Juz bo-
wiem Sacher [73] sugerowat, ze uszkodzenie bton czy zmiana iIch prze-
puszczalnosSci jest przyczyna procesu starzenia sie. Z badan Poovalaha
| Leopolda [69] wynika, ze starzenie sie krazkow lisciowych kukurydzy
moze bycC opoznione dodaniem do pozywkl wapnia, przy czym Kinetyna
dodana tacznia z solami wapnia wzmagata ten proces. Wedtug Eilama
[15] starzenie sie lisci fasoli zwigzane jest z ubytkiem K r, natomiast
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Kinetyna zwieksza pobieranie K 1 wptywajac na zmiane stosunku
K+/Na+.

Przytoczone dane wskazuja, ze efektu cytokinin w hamowaniu pro-
cesu starzenia mozna miedzy innymi doszukiwac sie w regulacji selek-

tywnego transportu przez otoczki chloroplastow.

Autorzy dziekuja Pani Prof. A. Szweykowskie] za Krytyczne uwagil
W przygotowywaniu niniejszego artykutu.
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ROLA CZYNNIKOW HUMORALNYCH W BLOKOWANIU
CYTOTOKSYCZNOSCI LIMFOCYTOW IN VITRO

Henryk SKURZAK

Zaktad Immunologii, Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej - Curie
w Warszawle

Streszczenie. Badania doSwiadczalne wskazuja, ze surowice pochodzace od osobni-
kow z zaawansowanym wzrostem nowotworu maja witasciwosc blokowania cyto-
toksycznosci uczulonych limfocytow przeciwko odpowiednim komdorkom docelowym
w testach iIn vitro. Surowice takie moga rowniez blokowacC faze rozpoznawcza od-
powiedzi immunologicznej. Z dotychczasowych badan wynika, ze czynnikiem bloku-
jacym jJest prawdopodobnie kompleks immunologiczny ztozony z antygenu 1 prze-

ciwclata.
Jak sie obecnie sadzi, czynniki blokujace zawarte w surowicy moga odgrywac

gtowng role w zapobieganiu rozwoju odpornosci I ujawnianiu sie efektorowe] fazy
reakcji przeciwko nowotworom. Wydaje sie, ze te same czynniki moga odgrywac
role w zapobieganiu odrzucania przeszczepu allogenicznego.

Dotychczas opisano wiele mechanizmow, ktore moga prowadzi¢ do
zniszczenia komorek przeszczepdow obcych tkanek lub autologicznych no-
wotworow. W wiekszosci przypadkdow mechanizmy te charakteryzuja
sie swoistoscig immunologicznag wynikajaca z obecnosSci antygenow, ktore
sg poznawane Jako obce przez gospodarza. Zrozumienie mechanizmow
aktywnych w procesie odrzucania przeszczepu, Jak 1 w procesie ochro-
ny przed odrzuceniem jest istotne, jezeli zaktadamy mozliwoSC czynnego
manipulowania procesami aktywnymi w reakcjach immunologicznych
organizmu. Z praktycznego punktu widzenia jest bardzo pozadana moz-
liwoS¢ zmiany rownowagli mechanizmow immunologicznego odporu, jak
| ochronnych, w zaleznoSci od oczekiwanych efektow klinicznych.

W obecnym przegladzie, gtownie w oparciu o badania nad nowo-
tworami, zostang przedstawione niektore fakty doSwiadczalne pozwala-
jace blize] zrozumiecC role czynnikow zawartych w surowicy krwi w ha-

mowaniu odpornosci komorkowe] ujawnianej In Vitro.
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MECHANIZMY BLOKOWANIA KOMORKOWEJ ODPORNOSCI

Kallis 1 Bryant [18] wykazali po raz pilerwszy, ze wszczepienie zabl-
tych komorek nowotworowych zwierzetom przed transplantacjag nowo-
tworu moze prowadzi¢c do pobudzenia wzrostu nowotworu. Efekt taki
moze byC przeniesiony z surowicg 1 zostat przez Kallisa okreSlony ter-
minem ,,immunologicznego pobudzenia” (immunological enhancement).
Obecnie jest wiadomo, ze immunologicznie swoista cytotoksycznosc lim-
focytow moze byC blokowana na drodze réznych mechanizmow. Orygi-
nalny termin ,pobudzenie Immunologiczne” Jest czesto zastepowane
przez mniej] ambitne okreslenie ,blokowanie” [15].

Przyjmuje sie ogolnie, ze efekt blokowania mozna podzielic na trzy
klasy w zaleznoSci od poziomu reakcji immunologicznej, odpornoscio-
we], w ktorym wystapl zjawisko zahamowania: 1. Blokowanie indukcji
odpowiledzi immunologiczne] - blok afferentny; 2. Zahamowanie prolife-
racji immunologicznie kompetentnych komorek pamieci — Dblokowanie
centralne; 3. Zaburzenie interakcji komodrek docelowych z komorkami
efektorowymi — Dblok efferentny. W obecne] dyskusji ogranicze sie do
przedstawienia tych mechanizmow 1 czynnikow, ktore oddziatywaja na
Interakcje limfocytow z komdrkami docelowymi.

Mozemy rozrozni¢c nastepujace rodzaje blokowania efferentnego:

a. maskowanie antygenow na powierzchni komorek docelowych.

1) Przeciwclata, fragmenty przeciwciat oraz kompleksy immunolo-
giczne, ktore posiadaja swoiste determinanty dla antygenow komorek
docelowych. W tym uktadzie antygeny komorkowe ulegaja zaangazowa-
niu bez aktywacjl mechanizmu efektorowego.

2) Maskowanie antygenu przez przeciwclata 1 makrofagi.

b. inktywacja komodrek efektorowych.

1) Blokowanie swoistych miejsc na cytotoksycznych limfocytach T
przez wolny antygen komodrek docelowych lub przez kompleksy immu-
nologiczne utworzone z antygenu komorek docelowych 1 swoistych prze-
ciwciat.

2) Konkurencyjne dziatanie miedzy wolnymi kompleksamil immu-
nologicznymi 1 przeciwclatami optaszczajacymi komorki docelowe. Ten
typ blokowania dotyczy gtownie receptorow dla immunoglobulin na cyto-
toksycznych komorkach B [20].

METODY BADANIA KOMORKOWEJ ODPORNOSCI IN VITRO | FUNKCIJI
CZYNNIKOW BLOKUJACYCH ZAWARTYCH W SUROWICY KRW!I

Analizujac komorkowa odpornoS¢ lub jej brak, nalezy rozwazac co
najmniej trzy skitadowe. Jedna z nich to komorki docelowe (komorki

nowotworowe, komorki przeszczepu lub pasozyty), przeciwko Ktorym
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odpornoscC jest wywotana. Druga sktadowa sa komorki efektorowe, zwyk-
le limfocyty 1 makrofagi, ktore reaguja przeciwko komorkom docelo-
wym. Trzeclag skitadowa sa czynniki zawarte w surowicy lub ptynach
tkankowych, ktore blokuja lub wzmagaja efekty odpornosci komorkowej.
Komdrkowa odpornoS¢ moze nie byCc ujawniana z dwoch powodow.
Komorki efektorowe moga byC¢ nieaktywne lub moga bycC niezdolne do
ujawnienia swe] aktywnosSci poniewaz na przeszkodzie stoja czynniki
blokujace, znajdujace sie w surowicy lub tkankach. Dla rozroznienia
miedzy tymi dwoma alternatywami, opracowane zostaty odpowiednie
technikl pozwalajace analizowacC zjawisko cytotoksycznosci limfocytow
poza ustrojem oraz wptywu czynnikow surowicy na to zjawisko. Spos-
rod kilku technik, ktore znajduja szerokie zastosowanie w badaniach
nad odpornoscia komorkowa mikrocytotoksyczny tekst, opracowany ory-
ginalnie przez Takasugl 1 Klein [30], Hellstroma 1 Hellstroma [14] I roz-
winiety poznie] przez zastosowanie izotopowych wyktadnikow destrukcji
komorek docelowych, jest najczescie] stosowanga metoda. Tekst mikrocy-
totoksyczny jest technika wydajng 1 bardzo ekonomiczng, co nie pozosta-
je bez znaczenia szczegOlnie w badaniach nad odpornoscia komorkowa
u ludzi. Metoda polega w skrdocie na wysiewaniu komorek docelowych na
mate ptytki plastikowe zawierajace liczne mikrokomory, a nastepnie na
liczeniu wszystkich komorek docelowych (rys. 1). Cytotoksycznosc limfo-
cytow dodawanych do mikrokomor w odpowiedniej proporcji do liczby
komorek docelowych jest wyrazana jako odsetek redukcji komorek do-
celowych w pordownaniu z odpowiednimi probami kontrolnymi.
Kontrole stanowig komorki docelowe bez limfocytow lub komorki
docelowe w obecnosci tej samej liczby limfocytow otrzymanych od zdro-
wych nieuodpornionych dawcow. Reakcje blokowania cytotoksycznosSci
limfocytow ujawnia sie przez dodanie surowicy pochodzace] od dawcy
uodpornionego w porownaniu z wptywem surowicy pochodzacej od daw-
cy zdrowego nieuodpornionego. W ten sposob mozna mierzyC stopien blo-
kowania swoiste] komorkowe] odpornosci przez autologiczne surowice.

ZNACZENIE CZYNNIKOW ZAWARTYCH W SUROWICY
W INTERAKCJI GOSPODARZ — NOWOTWOR

Od ponad 15 lat jest wiadomo, ze surowice zwlerzat z przeszczepial-
nym nowotworem moga pobudza¢ wzrost tych samych komorek nowo-
tworowych u Iinnych zwierzat [/, 18, 22]. Hellstrom [12] po raz pierwszy
w uktadzie syngenicznym wykazat, ze surowice zwilerzat z rosnacym
nowotworem moga blokowa¢ komorkowa cytotoksycznosc in vitro. W ba-
dantach tych surowice uzyskiwano od myszy z miesakiem rosnacym

3 — Postepy Biol. Kom. 4//5
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progresywnie, wywotanym wirusem Moloneya MSV. Wykazano, ze takie
surowice moga hamowacC niszczenie komodrek nowotworowych miesaka
przez uczulone komorki weztow chtonnych. Surowice zwierzat normal-

nych nieuczulonych nie wptywaty na efekty cytotoksyczne limfocytow.
Efekt blokowania w tych doSwiadczeniach byt swoisty, bowiem surowice

blokujace nie wykazywaty zadnych wiasciwosci w obecnosci Innych
komdorek nowotworowych takich jak samorzutny rak sutka lub miesak,

Rys. 1. Diagram przedstawlia schematycznie zasade wykonywania testu
cytotoksycznego w mikroptytkach

A — Komorki docelowe z nieuczulonymi, kontrolnymi komoérkami efektorowymi. B — Ko-
morki docelowe z uczulonymi limfocytami plus surowica kontrolna; redukcja liczby komorek
docelowych o 40°/o. C — Komorki docelowe z uczulonymi Ilimfocytami plus surowica bloku-

jaca; redukcja komorek docelowych zmniejszona do 10%. D — Komorki docelowe z uczulo-

nymi limfocytami plus surowica blokujaca plus surowica odblokowujaca; redukcja komorek
docelowych ponownie wynosi 40% (wg Allisona [1])

wywotane stosowaniem metylocholantrenu. Witasciwoscl blokujacych nie
wykazywaty surowice zwierzat, u Kktorych nowotwor ulegat regresji.
Jednakze w badanitach Skurzaka 1 wsp. [28, 29] stwierdzono, ze surowice
Zwierzat, u Kktorych przeszczep nowotworu wywotanego wirusem MSV
ulegat regresji, rowniez posiadajag witasciwosci blokujace cytotoksycznosc
uczulonych limfocytow. Efekt ten byt wyraznie widoczny przy niskim
stezeniu badane] surowicy, podczas gdy ta sama surowica w wysokim
stezeniu stymulowata cytotoksycznosSC limfocytow (rys. 2). Ten dwufazowy
efekt dziatania surowicy wystepowat doSC regularnie 1 dotyczyt gtdwnie
surowlic uzyskiwanych od zwierzat po regresji nowotworu. Autorzy
ttumaczyli obserwowany efekt prawdopodobna zmiana stezenia 1 pro-
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porcji swoistych przeciwciat. Za efekt wzmagania cytotoksycznosci limfo-
cytow odpowiedzialne byty prawdopodobnie immunoglobuliny klasy
IgM, ktorych stezenie w surowicy Jest niewielkie. Przy znacznym roz-
cienczeniu surowicy za efekt blokowania mogtyby byc odpowiedzialne
iImmunoglobuliny klasy 1gG, ktorych stezenie w surowicy jest znacznie
wyzsze niz IgM.

Potwierdzenie tych spostrzezen znajdujemy w pracy Ankersta [2],
ktory w badaniach nad nowotworami wywotanymi adenowirusem typ 12

stwierdzit, ze blokujace witasciwosci surowicy zlokalizowane sg we frak-

Rys. 2. Wptyw surowic uzyskiwanych od szczurdow szczepionych wirusem Moloneya,
na cytotoksycznosc uczulonych limfocytow przeciwko komorkom docelowym, posia-
dajacym na powlierzchni swoisty antygen Moloneya. Limfocyty uczulone wywoty-
waty redukcje komorek docelowych o 33,5% (linia pozioma). Surowica pochodzaca
od szczura z guzem rosnacym progresywnie blokowata cytotoksycznosc limfocytow.
Pozostate surowice pochodzace od zwierzat po regresji nowotworu lub bez objawow
wzrostu nowotworowego wywotywaty efekt wzbudzenia toksycznosci limfocytow
w wysokich stezeniach 1 blokowanie toksycznosci w niskich stezeniach. Same
surowice pozostawaty bez wptywu na liczbe komdrek docelowych (wg Skurzaka
| wsp. [28])
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cji 7S. Dalsze dowody wskazujace na udziat czynnikow blokujacych
odpornos¢ komorkowa iIn vitro 1 In vivo dostarczyty badania Sjogrena
| wsp. [26] wykonane nad nowotworami Indukowanymi wirusem Polyo-
ma u Szczurow. Surowice zwierzat z rosngcym nowotworem miaty zdol-
nosSC przyspieszania wzrostu nowotworu in vivo, jak rowniez hamowaty
komorkowa cytotoksycznosc limfocytow przeciwko komorkom nowotwo-
rowym Polyoma iIn vitro.

Ten rodzaj korelacji wynikdow wskazuje na uzytecznoSC testu mikro-
cytotoksycznego w badaniach nad odpornosciag komorkowa u zwierzat
| ludzl.

AktywnosSC blokujaca surowic zostata wykazana "w badaniach nad

roznymi modelami nowotworow u zwierzat [s, 11] 1 w badaniach nad
surowicami u chorych z roznymi nowotworami [16, 17]. WiekszosC o0sob-
nikow z nowotworem posiada komorki limfoidalne zdolne do reagowa-
nia przeciwko ich witasnym komorkom nowotworowym. Jezell nowo-
twory rosnag progresywnie, czynniki zawarte w surowicy moga SwWOISCIe
blokowacC cytotoksycznoSC komorek przeciwko autologicznym komorkom
nowotworowym lub tez przeciwko roznym komorkom nowotworowym
powligzanym witasciwosciami antygenowymi. Jezeli czynniki blokujace
W surowicy moga odgrywac role w zapobieganiu rozwoju obrony immu-
nologiczne] gospodarza przeciwko nowotworowi, to moga rowniez miec
Istotne znaczenie w zapobieganiu odrzucania przeszczepu allogeniczne-

go 1]

WEASCIWOSCI CZYNNIKOW BLOKUJACYCH CYTOTOKSYCZNOSC
LIMFOCYTOW

Wiasciwoscl 1 cechy czynnikow blokujagcych zawartych w surowi-
cy 1 Ich mechanizm dziatania nie sg dotychczas dobrze poznane. Nie-
mniej iIstnieje dostateczna i1losC dowodow doswiadczalnych pozwalajaca
przedstawi¢ w formie dyskusyjne] dotychczasowa wiedze w te] dziedzi-
nie. Dobrze udokumentowane prace, ktore wykazaty, ze immunoglobuli-
ny klasy 1gG2 sa odpowiedzialne za pobudzenie wzrostu alloprzeszcze-
pOw nowotworowych u myszy zostaty wykonane przez Tagasuki 1 Klein
[31], Safforda I Tokuda [25]. Dalszy rozwo0] badan w tym Kkierunku wy-
kazat, ze usuniete immunoglobuliny (elucja przy niskim pH) z nowotwo-
row syngenicznych u myszy naleza do grupy TgG2 [24]. Nalezy podkres-
liC, ze surowice pochodzace od zwierzat wielokrotnie immunizowanych
moga rowniez blokowac¢ cytotoksycznosSC limfocytow [9, 13, 23, 31], jak
rowniez transformacje limfocytow w mieszanym teScie leukocytarnym
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|110]. We wszystkich tych pracach efekt blokowania byt widoczny po

Inkubacji komodrek docelowych z surowica blokujaca, nie wystepowal
Jednakze po podobnej Inkubacjl surowicy z limfocytamil.

Blokujace czynniki ujawnione iIn vitro podczas testowania surowic
pochodzacych od osobnikdw z autogenicznymi lub syngenicznymi nowo-
tworami wykazujg szereg cech charakterystycznych dla przeciwciat.
Aktywnos¢ blokujagca moze bycC usunieta z badanych surowic droga ab-
sorbcji z odpowiednimi komdrkami nowotworowymi, natomiast inne
komorki (nowotworowe innego typu lub normalne) nie eliminuja aktyw-
nosci blokujacej [12]. Zaabsorbowane czynniki blokujagce na komorkach
nowotworowych moga byC odzyskane droga elucji [26]. Blokujace czyn-
niki naleza na ogot do frakcji 7S przy filtracji przez Sephadeks, a prze-
ciwclata skierowane przeciwko mysim 1mmunoglobulinom 1gG moga
znosiC blokujacy efekt surowic pochodzacych od myszy z rosngcym mie-
sakiem wywotanym wirusem Moloneya [12].

Istnieja rowniez fakty doswiadczalne wskazujace, ze czynniki bloku-
Jace, uzyskane od zwilerzat z nowotworami, w oparciu o badania In
vitro, moga zawilerac antygen niezaleznie od obecnosci przeciwciat" [12,
13, 26].

Najwiece] dowodow uzyskano na poparcie hipotezy, ze czynnikKi
blokujgce stanowila kompleks antygen - przeciwciato. Kiedy znany anty-
gen nowotworowy 1 swolste przeciwclata zostang wymileszane razem
poza ustrojem, to taka mieszanina posiada witasciwoscl blokujace, mimo
Ze anl antygen, ani przeciwciato z osobna nie hamuja cytotoksycznosSci
limfocytow [3]. Jezeli jednak antygen zostanie dodany do limfocytow,
to wowczas moze nastapi¢ blokowanie cytotoksycznosci tych limfocytow
|[4]. Mechanizm takie] reakcjl przedstawlia schematycznie rys. 3. Kom-
pleks antygen - przeciwciatlo moze taczyC sie z komorka docelowa po-
przez przeciwcliato lub z miejscami receptorowymi dla antygenu na po-
wierzchni komorki efektorowej. Jak to wykazat Sjogren 1 Hellstrom [27]
kompleks antygen - przeciwciato moze byC odzyskany z powierzchni ko-
morki docelowe] droga dysocjacji w niskim pH. Antygen 1 przeciwciato
bedace sktadowymi kompleksu moga byC rozdzielone przez dysocjacje
| odzyskane droga filtracji poprzez btony, ktore zatrzymuja wysoko
czasteczkowe przeciwclata, ale nie zatrzymuja czasteczek antygenowych.
Zanim przyjmiemy hipoteze udziatu kompleksu antygen - przeciwclato
w zjawisku blokowania komorkowe] odpornosci, wymagane sa dalsze
badania dotyczace tego zjawiska. Istotne Jest poznanie struktur czaste-
czek zaangazowanych w procesie blokowania. Niezbedne sag dalsze do-
wody wskazujace, czy rzeczywiscie czynnikiem blokujacym sa kom-
pleksy immunologiczne, jaki jest sktad kompleksow oraz doktadne wias-
ciwoscl antygenow 1 przeciwclat bedacych skiadowymi kompleksow.
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C

Rys. 3. Schematyczna ilustracja udziatu przeciwciat w interakcji komorki efekto-
rowe] (E) z komorka docelowag (D)

A — kontakt komorki efektorowej poprzez swoiste receptory z antygenem (A) obecnym na
powierzchni komorki docelowej. B — kompleks antygen-przeciwciato wigze sie z antygenem
na powierzchni komorki docelowe] lub ze swoistymi receptorami na powierzchni komorki
efektorowej. Sytuacja kiedy ujawnia sie efekt blokowania reakcji cytotoksycznej, C — wolne

przeciwciata z komponentg Fc zdolne do reagowania z receptorami komorek efektorowych

moga wzmagacCc cytotoksycznosc tych komorek. Takie przeciwciata moga wymieniCc kompleksy

antygen-przeciwciato na powierzchni. Na rysunku widoczny jest rowniez wolny kompleks
antygen-przeciwciato (wg Allisona [1])

CZYNNIKI ODBLOKOWUJACE

Ostatnio uzyskano dowody doswiadczalne wskazujace, ze niektore
surowice maja zdolnoS¢ odblokowywania hamujacego efektu surowicy
blokujace]. Po zmieszaniu surowicy odblokowujgce] (ktora moze pocho-
dzi¢c np. od zwierzat po regresji nowotworu) z surowicg blokujaca, ujaw-
nia sie ponownie cytotoksycznosc limfocytow [5]. Schematyczne przykia-
dy powyzszego zjawiska znajdujemy na rysunkach 1 1 3. Obserwacje
wskazujace na istnienie korelacji miedzy efektem dziatania surowicy o0d-
blokowujace] In vitro 1 In vivo zostaty opisane przez Hellstroma 1 wsp.
5] oraz Bansala 1 wsp. [13].

Surowica odblokowujgca wstrzyknieta szczurom zapobiega WwWzrosto-
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wi nowotworow wywotanych wirusem Polyoma, a takze moze zapobiegac
pojawlaniu sie czynnika blokujacego w surowicy [e6]. ZJjawisko to nie jest
zwigzane z liza komorek nowotworowych, wywotang poprzez przeciw-
clata. Podobnie u ludzi z samorzutng remisja nowotworu lub z nowotwo-
rem leczonym chemicznie mozna wykazacC istnienie surowicy odblokowu-
Jjace] [14]. Czynnik ten, podobnie jak w badaniach u zwierzat, ma cechy
swoistoscl, co wynika z faktu, ze surowica odblokowujaca ujawniona
w uktadzie raka jelita grubego u ludzi nie wykazuje tych witasciwosci
wobec komorek czerniaka 1 vice versa. Prosta interpretacja prowadzi do
wniosku, ze czynnik odblokowujacy stanowil wolne przeciwclato, ktore
jest zdolne wymieni¢c kompleks immunologiczny zwiazany z komorka
docelowa 1 dziataC synergistycznie z komorkami efektorowymi w ich
aktywnosci przeciwko komorkom docelowym (rys. 3). Potwierdzeniem
tego przypuszczenia sg badania Mortona 1 wsp. [21], w ktorych wykaza-
no technikami i1mmunofluorescencji obecnosc swoistych przeciwcial
w surowicach posiadajacych witasciwosci odblokowujace.
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Streszczenie. Metody pozwalajace na i1zolacje komorek z narzadu 1 ich rozdzielenie
na mniej lub bardziej czyste frakcje stanowig dla cytobiologa nieocenione narzedzie
badawcze. Pozwalajag one na analize In vitro czynnosSci poszczegdlnych typow Kko-
morek, niezaleznie od uktadu, w jakim wystepuja one w ustroju. Z metod 1zolacji
omowiono zarowno metody 1izolacji mechaniczne, jak 1 enzymatyczne, zwracajac
uwage na warunki zapewniajace nienaruszenie biologiczne] integralnosci komorki.
Wsrod metod rozdziatu wyrozniono metody fizykochemiczne, majace bardzie] 0gol-
ne zastosowane | metody biologiczne, szczegolnie szeroko rozwiniete dla oczyszcza-
nia poszczegolnych rodzajow komorek immunokompetentnych.

W ostatnich latach obserwuje sie duzy rozwd] metod pozwalajacych
na izolacje 1 rozdzielanie komorek pochodzacych z roznych narzadow
| tkanek. Metody te bowiem sa bardzo przydatne w rozwigzywaniu Sze-
regu zagadnien z zakresu biologii komorki, cytofizjologii, immunologii
czy tez endokrynologil doSwiadczalnej.

Metody 1zolacji komorek stawiaja sobie za cel wyodrebnienie komo-
rek z narzadow 1 tkanek przy rownoczesnym jJjak najpetniejszym zacho-
waniu ich wiasciwosci biologicznych. Otrzymane na te] drodze komorki
sa z kolel bardzo czesto rozdzielane za pomoca specjalnych metod na
mniej lub bardziej czyste frakcje komorkowe. RoOwniez w tych meto-
dach zwraca sie bardzo duzg uwage na zachowanie Jak najdale] 1dace]
wartosci Dbiologiczne] badanych komorek. Ponizszy opis ma ogolnie

orientowac w temacie I nie wyczerpuje obszernego pismiennictwa z tego
Zakresu.



300 S. R. HALWA, J. JAROSZEWSKI | J. B. WARCHOL

1. METODY I1ZOLACJI KOMOREK

Do chwili obecne] opracowano szereg metod stuzacych do 1zolowa-
nia komorek, majacych wieksze lub mniejsze zastosowanie w praktyce
laboratoryjnej. W zasadzie metody te mozna podzielic na mechaniczne
| enzymatyczne. Podziat ten w pewnym sensie jest nieadekwatny, ponie-
waz W szeregu przypadkow stosowana jest izolacja poprzez potaczenie
obu tych metod.

Pierwsza z wymienionych metod polega na mechanicznym rozrywa-
niu cilagtosct narzadow, w wyniku czego dochodzi do wyizolowania sie
poszczegolnych komorek. Druga natomiast metoda zwigzana jest z enzy-
matycznym rozluznianiem potaczen miedzy komorkami, prowadzacym
w ostatecznym wyniku do i1zolacji komorek.

1.1. METODY MECHANICZNE

Metody mechaniczne najczescie] stosowane sa dla tych narzadow,
ktorych utkanie jest stosunkowo luzne (Sledziona, wezty chtonne, gona-
da meska) lub w przypadku, gdy specyficzna struktura narzadu nie poz-
wala na 1zolacje za pomoca metod biochemicznych (uktad nerwowy).

Sposrod tych metod najczescie] stosowane jest przecieranie narza-
du przez siatki nylonowe lub stalowe o stopniowo zmniejszajacych sie
wymiarach oczek. PrzeSwity najgestsze] siatki musza pozwalac na swo-
bodne przechodzenie najwiekszych komorek [12, 31, 49, 67]. Do tego
celu mozna rowniez uzywac ,prasy tkankowe}” z odpowiednim komple-
tem siatek [17]. Zwykle stosowane sg siatki, ktorych wymiary oczek wa-
haja sie w granicach od 740 am do koncowego wymiaru 37 am. Na
Innej zasadzie opiera sie 1zolacja komorek nerwowych wprowadzona
przez Satake 1 Abe [es]. Autorzy ci, po skrojeniu zyletka tkanki nerwo-
we] na drobne czesSci rozdrabniali ja w homogenizatorze Elvhjema - Pot-
tera o przeSwicie o,2 mm poprzez trzynastokrotne, bardzo delikatne prze-
suniecie ttoka w gore 1 w dot. Lam 1 wsp. [36] 1zolowali komorki z go-
nady meskie] postugujac sie przyrzadem zbudowanym z 50 zyletek usta-
wionych rownolegle w odstepach 0,2 mm. Tak przygotowany material
poddawall dalszemu rozdrobnieniu przez Kilkunastokrotne wciagniecie
| wydmuchniecie z pipety. Shortman [/5] uwaza, ze i1zolacje “mfocytow
z wezta chtonnego lub sledziony przeprowadziC mozna krojac te narzady
nozyczkami na fragmenty 1 nastepnie ,wyciskajac” z nich komodrki na
sitatce o odpowiednich oczkach.
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1.2. METODY ENZYMATYCZNE ORAZ WYKORZYSTUJACE ZWIAZKI KOMPLEKSUJACE

Najczescie] 1zolacje komorek przeprowadza sie w oparciu o metody
enzymatyczne. Polegaja one na trawieniu substancji spajajacych komorki
za pomocg enzymow hydrolitycznych. Metody te sa od dawna wyprobo-
wane przy zaktadaniu hodowli tkankowych. Do najbardziej popularnych
enzymow nalezg peptydazy takie jak trypsyna, kolagenaza, elastaza lub
pronaza czy tez enzymy hydrolizujace substancje mukopolisacharydowe
Jak hialuronidaza czy neuraminidaza. Czesto uzywane s3a kombinacje
enzymow z obu grup. W niektorych przypadkach uzywa sie dodatkowo
DNA - ze 1| RNA - ze, ktore nie majac wptywu na i1zolacje komorek zapo-
biegaja zelifikacji kwasow nukleinowych pochodzacych z uszkodzonych
komaorek.

Ze wzgledu na udziat jonow wapnia w potaczeniach miedzykomorko-
wych, niektdorzy autorzy uzywali do i1zolowania komodrek kwasu etyleno-
dwuaminoczterooctowego (EDTA), kompleksujacego kationy dwuwartos-
ciowe. Istniejg takze prace [60, 61] donoszace o skutecznym dziataniu
1zolujgcym srodkdow kompleksujacych jony potasowe (czterofenyloboron
sodu — TPB). Najczescie] stosowane stezenia substancji rozluzniajacych
potaczenia miedzy komorkami oraz uzywane ptyny inkubacyjne podane
sg w tabeli 1. Jak z niej wynika, najczescie] stosowanym enzymem jest
trypsyna w stezeniu nie mniejszym niz 0,1°0. Szereg autorow w przy-
padku je] uzycia, po zakonczeniu trawienia stosuje swoiste dla tego en-
zymu Inhibitory, takie jak np. z pewnej odmiany fasoli [79]. Jest to
szczegoOlnie 1i1stothne w przypadku badan nad zjawiskami dotyczacymi
bton komorkowych. Uzycie do i1zolacji tylko neuraminidazy, wzglednie
EDTA jest rzadko stosowane, ze wzgledu na koniecznoSC przedtuzenia
okresu Inkubacji 1 wystepujacym wtedy (po czasie dtuzszym niz 30 min.)
efektem cytotoksycznym [26, 60, 96]. Trawienie enzymatyczne przepro-
wadzane Jest zazwyczaj] W potaczeniu z wytrzasaniem lub mieszaniem
ptynu Inkubacyjnego. Ponadto bardzo duze znaczenie dla zachowania
witasciwosci biologicznych pewnych rodzajow i1zolowanych komorek ma
utrzymywanie state] atmosfery o wysokie] koncentracjl tlenu oraz cia-
gta kontrola pH ptynu inkubacyjnego [35, 69].

2. METODY ROZDZIALU KOMOREK

Jak Juz wspomniano we wstepie, dla zdobycia blizszych informacji
dotyczacych poszczegolnych rodzajow komorek badanego narzadu, po
procesie 1zolacji przystepuje sie do rozdzielania frakcji zawlerajacych
poszczeqgolne rodzaje komorek. Przeprowadzenie jednoznacznego podzia-
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lu metod stosowanych do rozdzielania komorek napotyka na szereg trud-
nosci. Ogolnie jednak metody te mozna podzielic na fizykochemiczne
| biologiczne.

TABELA 1. Ptyny inkubacyjne najczesSciej stosowane do izolacji komorek

Trypsyna Kolagenaza Pronaza Hialuroni- Neurami- o n

daza 1 nidaza

0 -
Ptyn Krebsa-Ringera 0,25% 73] 0,5% [63] 6 X 10-6 ImMM[26]
0,1 % [26] g/ml [26]
N 19 [37]d 0 10
Ptyn Hanksa 0 ’
y 0,05% [35,58]ce
[35,58]c,e

Ptyn Tyroda 0,25% [41] 0,25% [41]

Ptyn Rinatdiniego 0,25% [29]b
PBS 0,25% [99]

Bufor HEPES 0,35% [82]a 0,1%[82]a
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