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Metody pomiaru cyklu zyciowego komorki

Streszczenie

Cykl komoérkowy jest czasem zyciajednego pokolenia komdrek, trwajacym od jednego podziatu do
nastepnego. Zalezy on od gatunku, rodzaju komérek i warunkéw $rodowiska. W cyklu komérkowym
zachodzi caty szereg skomplikowanych proceséw zaréwno wjadrze jak i w cytoplazmie.

Dokonano przegladu bezposrednich i posrednich metod pomiaru czasu trwania cyklu komdérkowe-
go. Przeanalizowano aktywno$¢ mitotyczng w cyklu dobowym w komérkach merystematycznych stoz-
kow wzrostu korzeni u 6 gatunkéw rodlin: Vicia saliva L., Vicia villosa Roth, Lupinus angustifolius L.,
Lupinus polyphyllus Ldi, Brassica oleracea L. var. capitata (biata wczesna), Allium cepa L.

Wstep

Cykl komérkowy jest to szereg zmian fizycznych i chemicznych zachodzacych w ko-
moérce miedzy kolejnymi jej podziatami. Rozpoczyna sie w momencie zakornczenia cytoki-
nezy. Powstate komoérki posiadajg informacje genetyczna, ktéra daje jej szanse na przezy-
cie, spetnienie jej okreslonych funkcji zyciowych. Ws$réd cytologéw ».panuje powszechne
przekonanie, ze poznanie prawidtowego przebiegu procesu podziatlu komérki jest jednym
z podstawowych probleméw biologii (Dirksen 1978).

Cykl zyciowy komérki somatycznej obejmuje dwa okresy: interfaze i podziat jadra
oraz cytoplazmy; w wyniku tych proceséw powstaja dwie komdrki potomne. Nastepstwo
tych faz powtarza sie w kazdym pokoleniu. Ditugosé¢ cyklu zyciowego zalezy od typu
komérek. W tkance merystematycznej podziaty zachodzg czesto i dlatego komérki te maja
krotki cykl zyciowy, u innych za$ interfaza trwa bardzo diugo, nieraz tak diugo jak zycie
organizmu np. komérki nerwowe (Olszewska 1971; Ktyszejko-Stefanowicz 1995).

Interfaza zostata podzielona na trzy fazy; G!, S i G2 Faza Gi zwana jest inaczej okre-
sem posttelofazowym i rozpoczyna sie zaraz po zakoriczeniu podziatu. Jest to decydujacy
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moment, w ktéorym komoérka ,podejmuje decyzje”, czy przygotowuje sie do kolejnego
podziatu, czy tez pozostaje w fazie Gi i bedzie sie réznicowata w tkanke statg. Pewne dane
wskazuja, ze los komérek zostaje ustalony w czasie poprzedniego cyklu. W fazie S i G2
oraz mitozie zdeterminowana zostaje ekspresja genéw aktywnych w nastepnym cyklu
zyciowym (Wheatley 1986).

Pomiary cyklu komérkowego opierajg sie na bezposredniej obserwacji proceséw
zyciowych zachodzacych w komérce lub na obliczeniu indeksu mitotycznego.

Metody pomiaru cyklu zyciowego komorki

A. Obserwacja przyzyciowa

Bezposrednie pomiary czasu trwania cyklu zyciowego komérek moga by¢ dokonane
poprzez obserwacje przyzyciowa komérek pod mikroskopem. Jest to jednak metoda bardzo
ucigzliwa, poniewaz wymaga ciggtej i dtugiej pracy przy mikroskopie. Pewnym udoskona-
leniem tej metody jest zastosowanie kamery do zdje¢ poklatkowych. Stosujac technike
zdje¢ poklatkowych, w latach piecédziesigtych sfilmowano przebieg mitozy (Bajer 1954).
Kamera filmowa wykonuje 25 zdje¢ w ciggu sekundy i z tg sama predkoscig odbywa sie
projekcja filmu. Przy tej predkosci wyswietlania oko nasze nie rejestruje pojedynczych
obrazéw tylko efekt ruchu. W przypadku filmowania bardzo dtugich proceséw, charaktery-
zujacych sie powolnymi zmianami, zdjecia wykonuje sie w znacznie wiekszych odstepach.
Po wywotaniu, film jest odtwarzany z normalng predkoscig. Mnozac czas trwania filmu
przez czas, w ktérym wykonywano zdjecia i predko$¢ projekcji (mierzona iloscig obrazéw
wyswietlanych na sekunde) wyliczymy rzeczywisty czas trwania procesu mitozy.

Przyktad: projekcja filmu pt. Mitoza trwa dziesie¢ minut. Zdjecia wykonano technika
poklatkowa, w odstepach trzydziestosekundowych. Rzeczywisty czas trwania mitozy mozna
obliczy¢ nastepujaco.

10 min. x 0,5 min. x 25 = 125 min.

W badanym materiale mitoza trwa 125 minut.

Ze wzgledu na przyspieszenie dostrzegalne stajg sie powolne ruchy struktur komérko-
wych niewidoczne w bezposredniej obserwacji. Obok niewatpliwych zalet metoda ta posia-
da wiele ograniczen. Obserwacje musza byé przeprowadzone iN Vitro na obiektach jedno-
komoérkowych lub na kulturach tkankowych jednowarstwowych. W komérkach meryste-
matycznych roélin, bezposrednia obserwacja jest niemozliwa. Stosowane sg inne metody
obliczenia czasu trwania cyklu zyciowego.

B. Znakowanie izotopami promieniotwoérczymi

Izotopy promieniotwércze wprowadza sie do komoérki w postaci prekursoréw DNA.
Najczesciej jest to znakowana tymidyna, specyficzny skiadnik DNA. Znakowanym pier-
wiastkiem jest wodér (3H) lub wegiel (MC).W metodzie tej zaktada sie, ze komérka nie
odr6znia podawanych w pozywce izotopéw promieniotwdérczych i ze zwigzki zawierajace
radioaktywne izotopy pierwiastkéw nie wptywaja na procesy komérkowe. Hodowle przenosi-
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my na krotki okres czasu do pozywki ze znakowana tymidyna. Radioaktywng zasade azotowag
wbudowujg w swoje DNA tylko te komorki, ktére znajdujg sie w fazie S. Po ponownym
umieszczeniu hodowli w nie radioaktywnym $rodowisku, utrwalamy czes$ci materiatu w okre-
$lonych odstepach czasu. Metoda autoradiograficzng identyfikujemy znakowane mitozy.
Poczatkowo na autoradiogramach nie wykrywa sie znakowanych jader w stadium mitozy,
poniewaz komorki nie ukoriczylty fazy G2 Pojawienie sie sygnatu na bionie fotograficznej
potwierdzajgce obecno$¢ radioaktywnych mitoz pozwala okres$li¢ $redni czas trwania fazy S
i G2 Metoda znakowania izotopami zostata oméwiona szczegétowo przez Aheme (1977).

C. Obliczenie wartosci indeksu mitotycznego

Indeks mitotyczny jest to procent komérek w stadium mitozy obliczony w stosunku do
wszystkich komoérek danej tkanki. Umozliwia on obliczenie wzglednego czasu trwania mitozy
w stosunku do czasu trwania catego cyklu komérkowego. Opiera sie na zatozeniu, ze liczba
komoérek bedacych w stadium podziatu jest wprost proporcjonalna do czasu trwania mitozy.
Jest to metoda najprostsza, najczesciej stosowana w odniesieniu do komérek meiystematycz-
nych, w ktérych bezposrednia obserwacja proceséw podziatowych jest niemozliwa.

Ponizej oméwiono metode pomiaru cyklu zyciowego komérki, oparta na obliczeniu
wartosci indeksu mitotycznego w cyklu dobowym. Obliczenie czasu trwania cyklu zycio-
wego komoérki na podstawie wartosci indeksu mitotycznego jest metodg prostg. Pomimo
pewnych niedoskonatosci (wynik w jednostkach wzglednych) jest ona powszechnie stoso-
wana w badaniu efektéw wpltywu inhibitoréw i stymulatoré6w na procesy podziatowe
(Jagoda 1980; Klein 1994).

Materiat i metody

Doswiadczenie przeprowadzono na stozkach wzrostu korzeni gatunkéw nastepujacych
roslin: Viciasativa L., Vicia villosa Roth, Lupinus angustifolius L., Lupinus polyphyllus Ldi,
Brassica oleracea L. var. capitatta (biata wczesna), Allium cepa L. Materiat badawczy
w postaci nasion uzyskano ze stacji Oceny Nasion w Krakowie. Hodowle prowadzono na
bibule filtracyjnej zwilzonej woda destylowanag, na szalkach Petriego w temperaturze
pokojowej. Stozki wzrostu korzeni siewek utrwalano w utrwalaczu Camoy’a o godzinach:
300, 600, 900, 1200, 1500, 1800, 2100 i 2400. W kazdej prébie pobierano losowo po 15 korzeni.
Z przygotowanego materiatu wykonano preparaty rozgniotowe, barwione metoda Feulgena.
Przeanalizowano co najmniej 36 000 komdrek merystematycznych dla kazdego gatunku
i na tej podstawie obliczono indeks mitotyczny. Eksperyment przeprowadzono w zimie
(styczen, luty) w latach 1972-1976, w ramach realizacji tematéw prac magisterskich na stu-
diach zaocznych i dziennych.

Wyniki i ich interpretacja

Szczegbétowe dane dotyczace zmian indeksu mitotycznego w cyklu dobowym przed-
stawiono w tabeli 1-6 i fig. 1-6.

55



Ogdlna Liczba Ind
. - Indeks fazo ndeks
Godziny liczba mitoz d mitotyczny
komoérek
profaza metafaza anafaza telofaza
189 72 39 207
3 7500 507 2,5% 1,0% 0,5% 2,8% 6,8%
237 93 51 273
6 7500 654 3,2% 1.2% 0,7% 3,6% 8,7%
216 69 30 186
9 7500 603 2,9% 0,9% 0,4% 3,8% 8,0%
396 78 42 183
© 7500 702 5,3% 1,0% 0,6% 2,5% 9.4%
489 60 30 282
15 7500 786 6.5% 0.8% 0.7% 2.4% 10,5%
342 99 30 282
18 7500 753 4.6% 13% 0.4% 3.8% 10,0%
324 138 102 183 .
a 7500 747 43% 1,8% 1,4% 2,4% 9,7%
213 87 48 225
24 7500 573 2.8% 12% 0.6% 3.0% 7,6%
Suma 60000 5325 2406 696 396 1827
Srednia 4,0% 1,2% 0,7% 3,0% 8,9%

Tabela 1 llosciowy i procentowy udziat dzielgcych sie komdrek w merystemie wierzchotkowym
korzeni Vicia saliva L. w cyklu dobowym

Godziny :(Oi((?rzj?gik rl;mii(;(z)kz)a Indeks fazowy miE[Z?;(I:(zsny
profaza metafaza anafaza telofaza
3 7500 339 2 Lo N oh A%
6 500 432 A Lo oo o 58%
9 7500 567 e Lo Lo omp  T6%
12 7500 744 542%& 1]";;] 1125/0 1%&) 9,9%
15 7500 642 T 2008 Lo e 85%
18 7500 372 2158& 1173% O,Eg)% 028% 5.0%
21 7500 303 112(;) OyE;l% 0%?% 1929, % 4,0%
114 72 26 63
2 7500 285 15% 10% 0,5% 0,8% 38%
Suma 60000 3684 1743 777 561 1228
Srednia 2,9% 1,3% 0,9% 1,0% 6,1%

Tabela 2 llosciowy i procentowy udziat dzielgcych sie komdrek w merystemie wierzchotikowym
korzeni Vicia villosa Roth w cyklu dobowym
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Godziny E((?%E:k rl;]iﬁ(z)ga Indeks fazowy miltg?;(l:(zsny

profaza metafaza anafaza telofaza

3 4500 219 2?1?% 1%)% 0% 0,25‘}% 4,9%

6 4500 108 O,:?:% 0,379% 0?’73;/0 O%’f% 2,4%

9 5116 292 21;’;7 175?) % 0?;5% % O?;i% % 57%

12 4500 399 31;;] 2912 % 1%% 1?11% 8,9%
98 69 24 51

15 4496 242 2,2% 1,5% 0,5% 1,1% 5.4%

18 4500 159 o i 0% opp  35%

2 4500 195 2%;,2 02,2% O,f% 0,25‘}% 4,3%

24 4568 281 31‘1%/0 fﬁ,/o 025% 0%2% 6,1%
Suma 36680 1895 857 439 172 1m

Srednia 2,3% 1,3% 0,7% 0,7% 5,2%

Tabela 3. llosciowy i procentowy udziat dzielacych sie komdrek w merystemie wierzchotkowym
korzeni Brassica oleracea L. w cyklu dobowym

Godziny ﬁgzoblga rl;]ii(t:(z)tz)a Indeks fazowy miltrc;?yeclfny
komérek

profaza metafaza anafaza telofaza

3 9970 410 0,78%/0 1?(%/0 0%3% 1%2;) 4,1%

6 9920 600 11(1);) 22(1)& 11451:‘;] 112&1 6,0%

9 1000 516 o o e i 52%

10000 1020 11%& 33502 332&1 222&1 10,2%

10000 au 3?,’830 22;04/0 228& 112& 8.4%

18 10000 748 22802 3380% 11202A) 0%2% 7,5%

2 10028 348 022% 11102& 0,8;})/0 118;) 3,5%

24 10000 808 112(;) 331;7 11;5/0 11208A) 8,1%
Suma 79918 5294 1176 1708 1270 1140

Srednia 1,5% 2,1% 1,6% 1,4% 6,6%

Tabela 4. llosciowy i procentowy udziat dzielacych sie komdrek w merystemie wierzchotkowym
korzeni Lupinus angustifolius L. w cyklu dobowym
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Ogolna Liczba Indeks fazowy Indeks

Godziny Egﬁ?grek mitoz mitotyczny
profaza metafaza anafaza telofaza
3 4500 336 425;) 0,38?% 022% 0,38?’/0 7,5%
156 51 39 21
6 4500 267 3,5% 1,1% 0,9% 0,5% 5,9%
9 4500 432 5218;) 1?2) % 1%70 % ;ﬁ % 9,6%
2 4500 510 62205@ 2?39; 177%,/0 Ofg% 11,3%
15 500 369 s 0% 060 om 8%
18 4500 369 425;3 1??3% 1,52‘%% O%J:% 8,2%
2 4500 468 528074 1?91% 1’7752,/0 og% 10,4%
24 4500 300 3}2; 1‘537% 1343:% Oiﬁ% 6,7%
Suma 12000 3051 1779 546 450 7]
Srednia 4,9% 15% 1,2% 0,8% 8,5%

Tabela 5. llosciowy i procentowy udziat dzielacych sie komodrek w merystemie wierzchotikowym
korzeni Lupinuspolyphyllus Ldl w cyklu dobowym

Ogdlna [ jczha Indeks
; ; Indeks fazo nae
Godziny ::grzr?gr ok mitoz d mitotyczny
profaza metafaza anafaza telofaza
426 123 58 726
3 17903 726 2.4% 0,7% 0,3% 0,7% 4,1%
527 119 72 841
6 17697 sl 3.0% 0.7% 0.4% 0.7% 4,7%
754 107 75 1067
9 17501 1067 4,3% 0,6% 0.4% 0,7% 6.1%
1166 172 127 1621
882 171 199 134
5 17451 134 50% 1,0% 0,6% 11% 8%
775 162 14 1182 0
446 178 187 922 0
21 17816 922 2.5% 10% 0.6% 10% 5.2%
402 9% 102 678
Suma 133067 8391 5378 1128 714 urn1
Srednia 3,8% 0,8% 0,5% 0,8% 5,9%

Tabela 6. llosciowy i procentowy udziat dzielacych sie komorek w merystemie wierzchotkowym
korzeni Allium cepa L. w cyklu dobowym



Fg. 1 Wartosci indeksu mitotycznego dla komdrek merystemu stozkow wzrostu korzeni Vicia

saliva L. w cyklu dobowym

Hg. 2 Wartosci indeksu mitotycznego dla komdrek merystemu stozkdw wzrostu korzeni Vicia
villosa Roth w cykiu dobowym

Fg. 3 Wartosci indeksu mitotycznego dla komorek merystemu stozkow wezrostu korzeni
Brassica oleracea L. w cyklu dobowym



Hg. 4 Wartosci indeksu mitotycznego dla komdrek merystemu stozkow wzrostu korzeni
Lupinus angustifolius L. w cyklu dobowym

Hg. 5 Wartosci indeksu mitotycznego dla komorek merystemu stozkow wzrostu korzeni
Lupinus polyphyllus Ldl w cyklu dobowym

FHg. 6. Wartosci indeksu mitotycznego dla komorek merystemu stozkow wzrostu korzeni
Allium cepa L w cyklu dobowym



Badajac zmiany wartosci indeksu mitotycznego w cyklu dobowym, stwierdzono r6zna
liczbe jader podziatowych w zaleznosci od pory utrwalania. Najwyzsze wartosci indeksu
mitotycznego zaobserwowano w stozkach wzrostu korzeni utrwalanych w godzinach potu-
dniowych. W merystemach korzeniowych Vicia villosa Roth, Lupinus angustifolius L., Lu-
pinus polyphyllus Ldi1, Brassica oleracea L. var. capitatta (biata wczesna), Allium cepa L.,
szczyt podziatowy przypada doktadnie na godzine 1200 i na wykresie jest wyraznie zazna-
czony w formie piku (fig. 2-6, tabela 2-6).

Natomiast w przypadku merystemu korzeniowego u Vicia sativa L. nie ma wyraznie
zaznaczonego maksimum podziatowego, a wartosci indeksu mitotycznego w ciggu doby
wykazuja niewielkie wahania (fig. 1, tabela 1). R6znica miedzy wartosciami maksymalng
i minimalng nie przekracza 4%, Najwieksze wartosci indeksu mitotycznego uzyskano dla
materiatu pobranego w godzinach popotudniowych i wieczornych (1500, 1800, 2100). Ustalo-
no dwa maksima podziatowe dla dwu badanych gatunkéw tubinu i kapusty. Drugi szczyt
podziatowy w tubinie trwatym {Lupinus polyphyllus Ldl) wystapit o godzinie 1800, nato-
miast w tubinie waskolistnym {Lupinus angustifolius L.,) 0 2100. W merystemach korzenio-
wych kapusty {Brassica oleracea L.) najwiecej podziatéw stwierdzono w materiale utrwa-
lonym w potudnie (8,9%) i o péinocy (6,1%). Wystgpienie szczytéw podziatowych wska-
zuje na krétszy cykl komérkowy, zwigzany z mata ilosScig DNA. U wymienionych trzech
gatunkéw 2C DNA w jadrze nie przekracza 5pg. (Olszewska 1981). U wyki i cebuli, u kto-
rych poziom DNA w jadrze wynosi okoto 30pg. (Olszewska 1981), brak jest drugiego wy-
raznego szczytu podziatowego.

Najnizszg aktywno$¢ mitotyczna obserwowano w preparatach wykonanych ze stozkéw
wzrostu utrwalanych po pétnocy. Wyjatek stanowity korzenie kapusty i tubinu waskolistne-
go, dla ktérych najnizsze wartosci indeksu mitotycznego przypadajg na inne godziny.
U kapusty minimum przypada na 600, a dla tubinu waskolistnego - na 1800.

Udziat poszczegélnych faz mitozy w procesie podziatowym jest zréznicowany w za-
leznosci od gatunku. Najdtuzej trwajaca faza jest profaza. Szczegélnie wyraznie widoczne
sg roéznice miedzy profazg a pozostaltymi fazami w przypadku merysteméw korzeniowych
Allium cepa L., i Lupinus polyphyllus Ldl (fig. 5, 6, tabela 5, 6). Proporcje te zgodne sa
zdanymi z literatury (Olszewska 1971; Kawiak 1992; Ktyszejko 1995).

Czas trwania pozostatych faz jest w ogélnosci zblizony u wszystkich badanych gatun-
kéw za wyjatkiem Vicia sativa L., gdzie stwierdzono zdecydowanie dtuzszy czas trwania
telofazy (fig. 1).
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