'BITKISEL PLASMA ZAR!N!N (Plasmalemma) REAKTlViTESi
Dr. Nebahat GENC

Plasmalemma’y! difer hlcre zarlarindan ayiran reaktivitenin vafhﬁlnl gos-
termek icin bircok sitokimyasal metod aynt yonde ve birlikte kullanimistir.

Siphe gotlrmez pozitif sonuclar iki cesit metodla elde edilmistir. Bir kismi,
dokular {zerinde elektronegatif gruplar tarafindan yakalanan kolloidal metaller
kullanilarak - ortaya konmus, diderleri cok ince Kesitler uzerinde: gerceklestiril-
mis‘t’ir. Bunlar; farkli inklusion (yerlestirme) ortamlarinda asagi Ph da fosfotungstik
asit ‘kullanilarak uygulanan metod ve APS (Asit-Periyodik-Schiff)’e dayanan
teknik. ,

Diger metodlar, Ozellikle inorganik iyonlar yakalama tekhikleri, ancak
yer yer gorilebilen sonuglar temin ederler. :

Bu sitokimyasal' veriler, bitkisel plasmalemmanin yiizeyinde hayvansal
hticrelerinkini dlsiindiiren bir cesit glikokaliks’in varhgini isaret etmeye y®ne-
liktir. Bununla birlikte onlardan cok defa bazi karakterleri ile ayrilirlar (Ornedin,
ndraminidaz etkisinin yoklugu). Bu sonuglarin: histootoradyografik . incelemeler-
den veya enzimatik aktivite testlerinden 'sonra elde edilmis olanlarla karsilasti-
rilmast, plasmalemmanin aktivitesine ‘bagh bir organizasyonu oldugu fikrini dog-:
rular.” Ayrica, bu sonuclar zarlarin farklilasmalarinin niteligi ve hiicre ile dis ortam
arasinda meydana .gelen dedisim (Pinositos, salgi vesiklllerinin gorulmeSI v.b.)
olaylanndakl iliski hakkinda kesinlik saglar ’

" Elektron mikroskobunun ilk incelemelerinden itibaren hiicrelerde hiicre
zarlarinin énemi ortaya konmus, cizilen sema ve sekillerle zar sistemlerinde bir
devamhligin gorildigia onerilmistir (BUVAT 1965, FREY.. WYSSLING ‘ve



MUHLETHALER 1965° SCHNEPF 1969)*. Plasmalemmaya iligkin ultrastriktiirel
gozlemler, plasmalemmanin organizasyonunun esas yapl yénlnden diger zarla-
rinkinden pek farkll olmadifini diisiindlrmektedir.

Bununla beraber bazi farklar ortadadir. Séyle ki, plasmalemmanin diger
hiicre zarlarina oranla daha biiyiik bir kalinhdi ve osmik fiksasyondan sonra gok
belirgin tripartid bir yapisi vardir. Tripartid veya (nit zarin molekiiler organizasycnu
yeni bilimsel tartismanin konusu olmus, misellar veya lamellar bir yapinin varhi§i
yéniinden simdiki halde bir beraberlik saglanameamigtir. Ovyle gériiniyor ki zann
yapist 6zellikle gok plastiktir ve hiicrenin gorevine gore degisiklik kazanmaya cok
yatkindir. Ayni sekilde, zarlarin farklilagsma ve iletme konusu, dis ortam ile madde
degisimi sirasinda plasmalemma ve diger hiicre zarlan arasinda kurulabilecek
iliski de ortaya konmustur (Pinositos, salgi vesikiillerinin olusumu) (BUVAT
1965 ve 1970, SCHNEPF 1969).

Bitki hiicresinde zarlarin cesitli kategorileri {izerine heniiz pek az biyokim-
yasal bilgi elde edilmistir. Bu, dzellikle ultrasentrifikasyon ve homojeneizasyon-
dan sonra diiz ve parlak zarlarin tayininin ¢ok gli¢ olusunun sonucudur (MORRE
ve ark. 1970). Zarlar arasinda yapisal farki ortaya koyan en kesin bilgiler 6zellikle
cryodecapage’da gerceklestirilen arastirmalar sonucu elde edilmigtir. Burada
partikiillerin durumu ve goriinisii her zar tipi igin ekseriya karakteristiktir (MOOR
ve MUHLETHALER 1963, BRANTON ve MOOR 1964, NORTHCOTE 1969,
BRANTON 1969).

Sitoplasmik zarn dis yapra§i tzerinde glusidik bir olusumun varhigr ilk
kez Amip gibi bazi Protczoa’larda ortaya kondu (PAPPAS 1954, O'NEIL 1964).
Bu ortli proteinlere badli asit polisakkaritlerin bilesigidir; Lifsi goriiniste bir ta-
baka olusturur. Ekseriya 1000 A° kadar varabilen bir genislikte olabilir ve taba-
kada bir gesit, bitkisel hiicrelerin etrafindaki olusumlara benzer bir yapi goriimis-
tir. Bununla beraber, bu 6rtii plastik bir zarla siki sikiya baghdir ve mekanik ola-
rak ondan aynimaz. ‘

Ayni sekilde Metazoa hiicrelerinin plasma zannin Uzerinde de bir ortiinin
bulundugu gosterilmistir (RAMBOURG 1969). Boyle bir yapt ¢ok geneldir
ve bircok hayvan dokularinda az veya gok blyik bir gelisme ile vardir. Bu ortii
veya hiicre kilifi (RAMBOURG ve LEBLOND 1967), hucre kilifi veya (BENNETT
1963) glikokaliks olarak isimlendirir galaktoz, fukoz ve asit gruplarndan zengin
(sialik asit, sulfat ve karboksil gruplar) glikoproteik tabiat gosterir. Buginki
otoradyografik arastirmalar (BENNETT ve LEBLOND 1970, BENNETT 1970,
WHUR 1970) polisakkaridik komposanlann sentezinin baz 6zel kosullara bagh

® Bibliyografyada gobsterilenlerin  disindaki  Literatlir -ROLAND, J.-C.,  BRIGITTE VIAN
(1971)/den site edilmistir. .




bulundugunu kesinlikle géstermistir. Hayvan hiicrelerinin glikokaliksinin oynadigi
rol gittikce onem kazanmaktadir. Bir cins koruyucu jel olusturmak suretiyle per-
meabilite ve immunite olaylarina kansti§) gosterilmigtir. Farklilasmasi hormonal
kontrol altindadir (PISAM ve ark. 1970).

VirGsler tarafindan sekil degisikligine ugratiimus hiicreler cok kalin bir gli-
kokaliks ve negatif yukte bir artis gosterirler; Bu 6rtli boylece bazi asit poliholosid
boyalarn (Rutenyum kirmizisi gibi) siddetle tutar. Sonug olarak, bitki hiicresi icin
plasmalemma ve zar sistemi 6nemli bir rol oynar. Hiicrenin bu bdlgesinin 6zel
aktivitesini isaret eden veriler arasinda peroksidazik ve fosfotazik aktiviteyi aciga
koymak (POUX 1967 ve 1969, ROBARDS ve KIDWAI 1969, CZANINSK! ve
CATESSON 1969), otohistografide radyoaktif prekirsérlerin katilmas! gibi olay-
lart sayabiliriz (PICKETT-HEAPS 1967, RAY 1967, WOODING 1968). Bu ca-
hismalardan hemen énce de HAUPT (1970) fitokromun plasmalemmada lokalize
oldugunu deneysel olarak aciklamistir, ROLAND (1969) kollankimanin ultrast-
riiktirel yapisinda sitokimyasal teknikler kulianarak plasmalemmanin bir kisim
reaktivitesini gostermistir. Bu zarnn farkhlasma ozellikletinin kesinlik kazanmasi
ilging gorunmiustlir. $Soyle ki: Bunun bir yandan sitoplasmik zarlarla plasma-
lemma arasinda ve difer yandan ceper ile plasmalemma arasindaki iliskiler konu-
sunda yeni bilgiler getirebilecegi dusiiniilmektedir. \

Materyal ve Teknik

Reaksiyonlar Pisum sativum'un 4 ginlik ¢imlenmis kékciklerinin ug ki-
simlarina ve Ballota nigra'nin blylimekte olan godvdesinin farklilasmakta olan
dokular na uygulanmistir. Bir kisim metaller ¢ok ince kesitler (izerine, diger bir
kismi da gémme isleminden Once. parcalar lizerinde denenmistir. )

Pargalar Uzerinde inkubasyon

1. Kolloidal Metaller: Kolloidal demirhidrat ve thorotrast daha once kur-
baganin sidik torbasi epitelial zarlarini ve diger hayvan dokularini incelemek igin
4-16 saat bekletildigi hallerde yararli olmustur (PISAM ve ark. 1970). Dokular
daha sonra yikanmis ve takiben ROLAND ve VIAN (1970) tarafindan kullanilan
ahisilmis metoda gobre recine icine alinmislardir.

Pozitif reaksiyonun sialik asidin varlifina bagli olup olmadifini kontrol
etmek igin hayvan hiicrelerinde oldugu gibi (PISAM ve ark. 1970) bir kisim par-
calar 6nceden 37 C° de 3-16 saat nGraminidaz iginde bekletilmistir.



.2- Rutenyum kirmizisi, LUFT (1966) metoduna gore kullaniimistir yani
(Glutaraldehit-Osmium) gibi farkh fiksasyon ve yikama banyolarina boya ilave
ederek. : «

inorganik iyonlan bulmak igin birgok teknikten yararlaniimistir:

a- Fllksésyolnda‘n once véya sonra doku pafcalarlnl % 2 lik kursun esatat
(CARASSO .ve, FAVARD 1966) veya kobalt nitrat icinde (FAURE- FRENIIET
ve ark,.1956) mkubasyon suretlyle degistirme metodu.

b- Potasyum piroantimonat metodu, reaktif ayni zan;anda daha Once
TANDLER ve ark. (1970)"in ileri siirdlkleri gibi fiksatif olarak da is gorar.

c- Oksalat metodu, Doku pargalarn fiksasyondan énce 0,002 M. amonyum
oksalat solusyonu icinde bir saat bekletilir (CARASSO ve FAVARD 1966).

Kesmerl Boyama

Uygulanan ' denemeler l(;mde genellikle - glikoprotein ve pohsakkant!erln
belirticisi gibi kabul edilen iki metod kesin: sonuglar vermektedir:

1 - APS (Asit periyodik Schiff)’den esinleren metod, sitokimyasal meka-
nizmast en iyi sekilde yerlesmis olanidir (JENSEN 1962). Metod SELIGMAN
ve ark. (1965) tarafindan elektron mikroskobu igin bazi degismelere ugratiimis,
daha sonra THIERY (1967) Uzerinde bir kistim degisiklikler yapmus, ROLAND
ve SANDOZ (1969) da bitkisel hiicrelere uyguiamxslardlr.

Asit periyodik tarafindan okside edilen vic-glikol gruplan aldehit fonksi-
yonu goriir. Bu uygun bir reaktifle (6rnedin, tiyokarbohidrolaz veya TCH, gii-
mils proteinat gibi) ortaya konulmustur. Reakswon Urtinleri-spesifik ve opak
glmis taneleri He oOrtuimustar. :

2- Asafi Ph derecelerinde (APT) asit fosfotungstik kullanitarak yapilan
reaksiyonlanin az bilinen bir mekanizmasi vardir fakat PEASE (1970) tarafindan
yvapilan' arastirmalar, bazi kullanma sartlarinda bunlann glus;dlk polimerazlar
icin -segime bag!l o!dugunu gostermxsﬁr

Faydalamlan,tekni,k RAMBOURG (1967) tarafindan belirtilen tekniktir.
Reaksiyonlar yalniz glutaraldehitte fikse edilmis ince kesitler- lizerinde uygulan-
mistir. GBmme ortaminin spesifitesi boyaninkinden farkh degildir. Ayni teknik
hidrofob recineler (epon,. araldit, butilmetakrilat) veya hidrosolub recineler (gli-
kol-metakrilat - veya GMA-glikometaakrilat- - gibi) - lglndekl materyal kemtlenne
de uygulanmistir (LEDUC ve BERNHARD, 1967). ‘ S




Sonuclar sirayla gozden gecirildiinde; |. Ektoplasmik zarin bitin profili
zerinde 6zel bir farklilasmanin oldugunu ortaya koyan ve bitkisel plasmalemma-
in ylzeyinde bir cesit glikokaliksin varligint distindirebilecek siphe  gotirmez
ozitif sonuclar, '

2. Sadece lncelenmls materyalm bir kismi hdkkmda ve bu plasmalemmamn
skal degisikliginin varligini lsaret eder glbl gorunen pozitif sonuclar olmak lize-
3 2 grupta toplanabilir. ’

Doku parcalarinin demlr veya thorotrast gibi kol!ondal metailer icinde inku-~
asyonu, plasmalemmanin bitiin yizeyi Uzerinde diizglin bir markaj meydana
etirir. Diger zarlar higbir metal yakalamaz ve ancak kesitlerin. Uranil asetatla
ontrasthigr arttinldiktan sonra farkedilir (Sekil 'I).‘Ko!ioidal‘ metalin yakalanmasi

ekil: 1 - Kolloidal Demir. Reaksiyon pargalar dzerinde uygulanmis. Pisum sativum kék
protodermast. ~ Glutaraldehitle fiksasyondan sonra, parcalar 5 saat asetik demir
hidrat icinde inkubasyona tutulup epon icine yerlestiriimistiv. Kesit uranil asetatla
kontrast edilmistir. f, salgi cukurcugu, G: golgi cihazi, m: mltokondr:, mn: nukieus
zar, n: nukleus, p : ceper, pe: plasmalemma, pl: plastid, va:vakugl.



bilhassa plasmalemmanin dis yiizinde meydana gelir ve burada yogun bir ortl
olusur. Zann i¢ ylziinde yer yer tripartid bir yap: halinde kendisini belli eden ince
bir birikinti kaydedilebilir.

, Bu teknidin, asit gruplarinin varhgini belirttigi kebul edilmistir. Boylece
zann orta bolgelerinin de kolloidal partikilleri tuttugu kaydedilebilir. Hayvansal
hiicre 6rtiisiiniin aniyonik gruplan baglamasinda bir azalma meydana getiren
néraminidaz ile muamele (BLANQUET ve ark. 1970), plasmalemma ylizeyinde
cBkelmenin siddetinde bir dedisiklik yapmaz.

Cok ince kesitler icin asagt Ph larda asit fosfotungstik kullanilarak- iyi bir
boyama sekli elde edilmistir: Uygulama sonucunda meydana gelen kontrast,
plasmalemma yiizeyinde ve endoplasmik retikulum, nuklear zar ve benzeri gibi
yalniz difer zanims: profiller lizerinde yiiksek olmustur. Bu metodla ektoplasmik
zarin gercek bir markajli yapiimistir,

Sonug farkli gdmme ortamlan kullanarak tekrar edilebilir: Ornedin, hid-
rofob veya hidrosolub recine (Sekil 2 a,b,c). Meristematik hiicreler, protoderma,
kortikal parankima, kollankima ve iletim dokusu gibi incelenen doku ne olursa
olsun plasmalemma lizerinde sonu¢ ayni diizgunliikte kendini belli eder. Reak-
sivon tesekkil halindeki floem hiicrelerinde siddetlidir. Plasmcdesmalar da ayni
sekilde APT'yi tutar; Buna karsilik geper, Ozellikle GMA igine gémiildikten son-
ra cok degisik davranir. APT tesir zamani 10 dakikaya varan hallerde, ¢eper ve
plasmalemma arasinda zanms: bolge icinde ince fibriller goillebilir.

APS’den yararlanilan metod plasmelemmeda kuvvetli bir reaksiyon temin
eder. Hiicre ister yalniz glutaraldehitle fikse edilmis olsun veya osmium tetraok-
sitle postfiksasyona tabi tutulsun, rezksiyon pozitiftir. Asit periyodik yerine ok-
sijenli su ile oksidasyona tabi tutulan kontrollerle TCH muamelesi gormeyerler
arasinda“ hicbir kontrast gériilmez. Ayni zeman icinde ¢eperin polisakkaritleri
opak bir glimiis birikintisi ile dlizglin sekilde ortiillir. Bir dnceki metodda oldugu
gibi APT kullanilarak baz sitoplasmik vesikllleri gevirenler haric, difer zarlar az
cok kontrast gosterirler.

Cok hassas olan bu teknik, ceper ile plasmalemma arasinda devamhlik
saglayan ince iplikgikleri (tractus) meydana cikanr (Sekil 3). Protodermada ¢ok
sik olarak rastlanan bu iplikcikler incelenen butiin hiicre tiplerinde gorilebilir.
Bununla beraber, bunlar devamli degildirler ve 6rnedin sekiesyon fazi gibi hiic-
relerin fizyolojik devrelerini ifade ederler. Béylece bu teknikle ayni hiicre iginde
plasmalemmay! degisik goriinUslerde gérmek mimkindar: 1. ister plasmalemma






cepere bir iplikgik grubu ile birlesmis olsun (Sekil 3), 2. ister iki yap! arasinda bir
devamlilik gorilmeksizin plasmalemma cepeie dayanmis olsun; 3. ve nihayet,
ster ceperi olusturan maddelere karisan amorf polisakkaritleri igeren kesecikleri
belirlesin.

$ekil: 3 - Plasmalemma’nin diger sekillerde ortaya ¢ikarihsi: Pisum sativum kok parankimasi,
Kesitler Gzerine APT uygulanmis ve gémme ortami olarak Epon kullanilmis, t: ceper
ve sitoplasma’y: birlestiren polisakkaridik tractus.

Selilaz ve pektinazla yapilan~bir muamele 1-4 saatte plasmalemmanin
reaktivitesini belirli bir sekilde etkilemeksizin keseciklerin icerigini, ince iplikgik-
leri ve geperi yok eder (Sekil 4). Boyle enzimatik bir muamele geperi parcalamak
ve incelemelerde kullanilan protoplasti elde etmek icin kullanilmistir (POWER
ve COCKING, 1968). Sunu belirtmek gerekir ki bu, plasmalemmanin ultrastrik-
tiirel ve sitokimyasal karakterleri iizerinde bir bozulma meydana getirmez.

Boéylece plasmalemmay! diger hiicre zarlarindan ayiran bir reaktivitenin
varligini gostermek icin bircok metod birlikte kullaniimistir. Bazi reaksiyonlar cok
belitlidir ve ektoplasmik zarin dzel bir markajina elveriglidir. Yine bu reaksiyonlar
plasmalemmaya 0Ozel bir farklilasmay! acifa cikanr. Yalmz sitokimyasal veriler-
den farklilasmanin tabiatini ayrintilan ile ¢ikarmak guctir. Diizglin zarlarin biyo-
kimyasal analizlerinden alinan sonuglar (MORRE ve ark. 1970), néraminidazin
olumsuz etkisinin varlifini kabul etmediginden, elektrogenatif gruplann asit
sialik’in varliina bagh olmadi§s gorisiine varilabilir.

Goémme ortami ne olursa olsun, asadi Ph larda APT ile plasmalemma lize-
rinde devam eden reaksiyonlar glikoproteik bir tabiat gOsterebilir. Seliilaz, pek-
tinaz gibi glikolitik enzimlerle muamele ¢eperi tamamen par¢alar fakat ¢eperin-
kilerden farkhi yap: maddelerinin bulunmasinin sonucu olarak plasmalemmanin



aktivitesini azaltmaz. Buna karsihk bu parcalama isi plasmalemmadan aynlan
slisakkaridik ince iplikeikleri ortadan kaldirir.

kil : 4 - Pisum sativum kék parankimasi 2 saat sellilaz ve pektinaz etkisine birakildiktan sonra
v: sitoplasmik vesikul. Sitoplasmanin reaktivitesi degismemis, bitiin polisakkaridik
tractus’lar erimis, ceper parcalanmak lizere.

Daha 6nceleri de bir yandan POUX (1969) Cucumis sativus'un meristema-
¢ hiicrelerinde, diger yandan CATESSON ve CZANINSKI (1969) Acer pseudo-
atanus ve Robinia pseudoacacia’nin iletim hiicrelerinde ektoplasmik zarn dig
izlinde c¢ok belirgin olarak peroksidazik bir aktiviteyi gosterdiler. BRANTON
969) zarlarin molekiiler organizasyonundan bshseden bir- galismasinda, zar-
rn olusturan iki lamel arasindaki dissimetriyi belirtti.

Sitokimyasal yol'a gun 1si§ina c¢ikarlan reaktivite, 6zellikle dis yeprega ve
wn ylzeyine aittir. Bu yapilar, reaktivitelelirden dolayl hayvensal hiicrelerin
ikokaliksini akla getirir. Cok defa, en az iki dnemli karaktetle glikokaliksten ay-
trlar: Asit sialik’in yoklugu ve polisekkaridik iplikgikler vasitasiyla geperle ara-
anda kurulan ve sirekli olmayan baglantiarla.

Ohalde hiicrede reaktiviteleri yoniinden homoleg olmayan iki tip zar or-
ya konabilir: 1 - Farkli testlere kuvvetle tepki yapenlar; Bu, 6zel’ikle plasmalem-
a ve baz sitoplasmik vesiklllerin értiisi 2 - Az tepki gbsterenler veya tepki gos-
rmeyenler: Endoplasmik retikulum, tonoplest ve digerleri... Sitoplasmik vesi-
ller ve plasmalemma arasinda gorilen degisim siras'nda BUVAT nin (1965,
169) da belirttigi gibi molekiiler yapisi esit olimayzn iki zar arasinda anastomoz
abilecedini distinmek zordur. Burada belirtmek gerekir ki i¢inde ¢epern poli-



sakkaridik énciil maddelerinin tesekkul ettigi sitoplasma vesiklilleri bir olgunlag-
ma devresi gegirir. Bu devrede sadece iceridin yogunlugu artmakta kalmaz ayni
zamanda vesikiilleri ceviren zar da sekil degisikligine ugrar. Bu zar, plasmaninkine
benzer bir reaktivite kazanir ve plasmalemma ile birlesebilir (Sekil 5). Daha az
olmakla -beraber diger hallerde icerigi bilinmeyen vesikiller plasmalemmaya
deddigi yerlerde farklilasmis gibi beliren bir zarla cevrili gorinitler.

Sekil : 5 - Zarlarin farklilasmasi, Asit periyodik ve giimils proteinat uygulanmasi. (Cift ok cok
reaktiv zarlari, tek ok reaktiv olmayan zarlar belirtmektedir).

Bu- hiicre kisminin biyokimyasal karakterlerini- kesinlestirmek icin tamam-
layici arastirmalara gerek vardir. Bu konuda, plasmalemma kontrast teknikleri
hiicre fraksiyonu sirasinda diger hiicre zarlar arasinda onun taninmasint sagla-

yan bir yo! temin eder.
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