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Aktywnoé¢ pektyno-metylo-esterazy w tkankach tumorowej
i normalnej Nicotiana tabacum hodowanych in vitro

Pectin-methyl-esterase in normal and tumor tissues of Nicotiana tabacum
H. LUKASIAK, A. RENNERT

Z zagadnieniami przemian cukrowcéw u roslin wiaze sig $cisle problem
metabolizmu $cian komérkowych. Dlatego tez enzymy biorgce udzial
w tym metabolizmie znajduja sie obecnie w centrum uwagi wielu ba-
daczy (Cleland 1963; Deuel, Stulz 1958; Feigold Neufeld,
Hassid 1958; Fray-Wyssling 1955; 1959; Husain, and Kel-
man 1959; Kiwilaan, Beaman and Bandurski 1939; Set-
terfield and Bayley 1958; Smith 1958; Whistler and
Smart 1953).

W poprzedniej naszej pracy na temat pektyno-metylo-esterazy (PME)
w ro§linach Datura stramonium wykazana zostala wyzsza aktywnos¢
tego enzymu w tumorach anizeli w lodygach roslin zdrowych (Luka-
siak 1963).

Biorac pod uwage duzg zaleznos¢ aktywnosci enzyméw od warunkow
zewnetrznych (dla pektyno-esteraz wykazali to Rouse, Atkins
i Moore (Rouse, Atkins and Moore 1962) wydawalo sie ce-
lowe prowadzenie dalszych naszych badan w warunkach mozliwie stan-
dartowych, ktére zapewnia hodowla tkanek in wvitro.

MATERIAL I METODA

Do badan nad aktywnoscia PME postuzyly szczepy tkanek tumora
bakteryjnego i normalnej Nicotiana tabacum var. White Burley, utrzy-
mywane w hodowli in vitro przez kilka lat (Rennert 1965) w stalych
warunkach zewnetrznych (temperatura, wilgotnosé, oswietlenie). Szczepy
rosly na zmodyfikowanym podlozu syntetycznym White’a oraz na podlozu
wzbogaconym wyciggiem z pylku pszczelego (Rennert, Guban-
ski 1962).

Klony przeznaczone do badan oczyszczano dokladnie z resztek podloza
za pomoca bibuly. Z kilku kolonii sporzadzano 2-gramowe odwazki, ktére
nastepnie rozcierano w mozdzierzu z dodatkiem matej ilosci kwarcu w bu-
forze fosforanowym o pH 7. Homogenaty uzupelniano tym samym bufo-
rem uzyskujgc odpowiednie rozcienczenie. Jako substrat stosowano 20/y
roztwér pektyny wyizolowanej w naszej pracowni (Lukasiak 1963).
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Oznaczenia aktywnosci enzymu dckonywano metodg opisang przez Gla-
sziou (1958). 1 ml homogenatu, lub ekstraktu po odwirowaniu prze-
noszono do bocznego naszynka aparatu Warburga, natomiast do glow-
nego maczynka wprowadzano 1 ml 1% weglanu sodu oraz 2 ml sub-
stratu o pH 4,8—4,9. Calc$¢ umieszczano w lazni wednej o temp. 25°
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Ryc. 1. Por6wnanie aktywno$ci PME tkanek: normalnej oraz tumorowej N. tabacum

1 — tkanka normalna na podlozu standartowym; 2 — tkanka normalna na podloZu wzboga-

conym; 3 — tkanka tumorowa na podiozu standartowym; 4 — tkanka tumorowa na podlozu
wzbogaconym

Comparison of PME activites in normal and tumor tissues of N. tabacum
1 — normal tissue on standard medium; 2 — normal tissue on supplemented medium; 3 — tumor
tissue on standard medium; 4 — tumor tissue on supplemented medium

i ostroznie mieszano. Po uplywie 15 minut roztwér enzymu z naczynka
bocznego przelewano do substratu w naczynku glownym. Pomiaréw
ilodci wydzielonego w reakcji CO, dokonywano w réinych cdstepach
czasu. Wykonano 5 serii pomiaréw w 5-tygedniowych odstepach czasu.
Kazdy wynik w pojedynczej serii stanowil $rednig 6 powtérzen. Porow-
nywano aktywno$¢ enzymu w tkance normalnej i tumorowej, przy czym
kazdy z tkanek hodowano na dwu réznych podtozach.
Uzyskane wyniki przedstawiono w pestaci wykresu.

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Otrzymane wyniki $wiadcza wbrew naszym oczekiwaniom o wyzsze]
aktywnosei PME w tkance zdrowej w poréwnaniu z tkanka tumorowa.
W poprzednich badaniach nad D. stramonium (Lukasiak 1963) za-
leznosé ta byla odwrotna. Niniejsze wyniki dotycza jednak materialu
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z dwu réznych gatunkéw roslin oraz z dwu réznych hodowli: in vivo i in
vitro. Nalezy réwniez podkresli¢, ze w przeciwienstwie do badanych
poprzednio tumoréw z D. stramonium, obecnie badana tkanka tumorowa
tytoniu nie zawierala bakterii (Rennert 1965). W niniejszych roz-
wazaniach fakt ten uznano jednak za nieistotny, poniewaz z wstepnych
naszych badan (materialy mie publikowane) wynikato, ze aktywnos¢ PME
w tumorach pierwotnych (zawierajgcych bakterie) i wtérnych (bezbak-
teryjnych) u D. stramonium jest identyczna.

Rouse, Atkins i Moore (1962) wykazali, ze aktywnos¢ pek-
tyno-esteraz oraz zawartos¢ zwigzkow pektynowych moga by¢ rézne
nawet dla tych samych odmian jednego gatunku w tych samych sta-
diach rozwojowych, lecz w dwu réznych sezonach. Aktywnos¢ PME moze
réwniez zaleze¢ od stopnia estryfikacji zwigzkoéw pektynowych w da-
nym materiale biologicznym oraz od wystepowania dostatecznej ilosci
metioniny bedacej glownym dostarczycielem grup metylowych (Cle-
land 1963). Mozliwe, ze tkanka tumorowa cdcigta od swego natural-
nego podloza (tkanki rosliny-gospodarza) nie jest zdolna do wytwa-
rzania wystarczajacej ilosci metioniny, co mogloby mie¢ ujemny wplyw
na aktywno$¢ PME. Pozorna zatem sprzeczno$¢ uzyskanych wynikow
wydaje sie by¢ uzasadniona.

W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano ciekawa zaleznosc
aktywnosci PME od podloza, na ktéorym rosty tkanki. W przypadku tkanki
tumorowej aktywnosé PME byla stymulowana przez dodatek ekstraktu
z pylku pszczelego (pierzga), natomiast w tkance zdrowej uzyskano hamo-
wanie aktywnosci enzymu przez ten sam ekstrakt. Fakt ten moze wigzac
sie z dzialaniem niejednakowych stezen czynnikéw wzrostowych w ba-
danych szczepach. Tkanke normalng hodowano na podlozu zawierajacym
kwas P-indolooctowy, kinetyne oraz adenine. Podloze dla tkanki tumo-
rowej nie zawierato tych skladnikow, gdyz tumory wytwarzajg substan-
cje wzrostowe w trakecie wlasnej przemiany materii. Prawdopcdobnie
wraz z pylkiem pszezelim zostaly wprowadzone do podloza dodatkowe
czynniki o charakterze stymulatoréw wzrostu (Rennert 1965). Zbyt
duze ich stezenie (tkanka normalna) moglo spowodowac¢ obnizenie aktyw-
noéci PME. Jak wykazali Ordin (1955) i Jansen (1960) auksyny
wplywaja na przyspieszenie metylacji pektyn.

Dalsze badania mad skladem i wlasnosciami pyltku pszezelego, jak
i dzialaniem jego frakcji na wzrest tkanek mogg mie¢ decydujace znacze-
nie w rozstrzygnieciu tej kwestii.

Katedra Biochemii UL (Wplynelo dn. 3.6.1964 r.)
Katedra Fizjologii Roslin UL



116 H. RLukasiak i A. Rennert

STRESZCZENIE

Poréwnywano aktywno$é pektyno-metylo-esterazy (PME) w tkankach tumora
bakteryjnego i normalnej Nicotiana tabacum hodowanych in vitro, Tkanka nor-
malna na podlozu standartowym wykazywata wyzszg aktywnos¢ PME. Na podiozu
wzbogaconym wyciggiem z pylku pszczelego obserwowano hamowanie aktywnosel
tego enzymu w tkance normalnej oraz stymulacje w tkance tumora bakteryjnego.
Fakt ten wigze sie prawdopodobnie z dzialaniem zbyt duzego stezenia substancji
wzrostowych w podlozu dla tkanki normalnej.

SUMMARY

The activities of pectin-methyl-esterase (PME) in crowngall tumor and normal
tissues of Nicotiana tabacum cultured in vitro were compared. The normal tissue
showed the higher activity of this enzyme when grown on the standard medium.
On the medium supplemented with bee bread extract the higher activity of PME
was observed in tumor tissue. In normal tissue however the inhibition of PME
activity took place. This fact is probably connected with too high concentration
of growth substances in the culture medium of normal tissue,
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