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Enzym wyklucia ryb

Wstep

Zarodki ryb wykluwaja si¢ przy udziale specyficznej proteinazy, ktéra czgSciowo
lrawi otaczajaca je ostong jajowa (chorion). Proteinaza ta zwana enzymem wyklucia
lub chorionaza hydrolizuje glikoproteiny wewngtrznej warstwy ostony jajowej 1
ostabia ja tak dalece, Ze pozostate jej czgSci rozrywane sa przez energiczne ruchy
zarodka, ktory uwalnia si¢ i rozpoczyna samodzielne zycie.

Synteza i sekrecja enzymu

Enzym wyklucia ryb kostnoszkieletowych syntetyzowany jest w wyspecjalizowa-
nych, jednokomérkowych gruczotach wyklucia. Do momentu wyklucia enzym magazy-
nowany jest w granulach sekrecyjnych w formie proenzymu [31, 35]. W rozZwoju
zarodkowym gruczoly wyklucia pojawiaja si¢ po raz pierwszy najczesciej w stadium
pigmentacji oczu [34]. U wigkszosci gatunkéw ryb kostnoszkieletowych gruczolty wy-
klucia sa pochodzenia ektodermalnego i zlokalizowane s w nabfonku jamy gebowe;j,
gardzieli oraz na wewngtrznej powierzchni wieczka skrzelowego [38]. Gruczoty wyklu-
cia u wickszosci gatunkéw ryb potozone sa migdzy peridermg (pojedyncza warstwa
komérek nablonkowych, stykajacych si¢ z ptynem okotozéitkowym) a komoérkami
embrionalnego naskérka (warstwa komérek przylegajacych do btony podstawnej).

W okres$lonym stadium rozwoju zarodkowego nast¢puje sekrecja enzymu zZ gru-
czotéw wyklucia do ptynu okotozéttkowego. Podczas wydzielania enzymu wyklucia
komdrki gruczotowe pecznieja, a potaczenia okrywajacych je komorek peridermal-
nych ulegajq rozdarciu. Nad gruczotami powstaje "okienko sekrecyjne", przez ktéfe
blona cytoplazmatyczna wierzchotkowej czesci komorki gruczotowej kontaktuje si¢
z ptynem okotozéitkowym [29, 39]. Wewnatrz komdrek nastgpuje cze¢Sciowa fl‘lZ]a. i
rozpuszczanie si¢ granul. Jednoczesnie w wierzchotkowej czesci komorki fOI‘m.ll_]e sig
duza wakuola sekrecyjna, otwierajaca sig do przestrzeni okotozottkowe;. Wydzu.alame
Zawartosci granul nastepuje najczesciej na wierzchotku komorki gruczoiow.ej albo
bezposrednio do przestrzeni okotozéttkowej, albo za posrednictwem wakuoli sekre-
Cyjnej [29, 39]. ‘
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Czynniki stymulujace sekrecje enzymu wyklucia

Sekrecja enzymu wyKklucia pozostaje pod znacznym wptywem czynnikéw Srodowi-
ska zewngtrznego. Decydujacy wptyw na sekrecj¢ enzymu wyklucia, i w konsekwenc;ji
wylegnigcie si¢ zarodkow, wywiera koncentracja tlenu w Srodowisku otaczajacym jajo.
Podniesienie zawartosci tlenu w wodzie op6znia wyklucie zarodkéw [6]. Niska koncen-
tracja tlenu w Srodowisku natomiast stymuluje proces wyklucia ryb [4, 10]. Di Michele i
Taylor [3] zaobserwowali, Ze inkubacja zarodkéw fundulus (Fundulus heteroclitus) w
wodzie z rozpuszczonym tlenem o stgzeniu powyzej 6 cm’ O2 - dm ~ op6znia proces ich
wyklucia. Zarodki te natomiast wykluwajg si¢ normalnie, gdy stezenie tlenu w wodzie
wynosi 4 cm® - dm™ lub mniej. Di Michele i Powers [4] sugeruja, ze wyklucie jest
stymulowane, kiedy wzrasta zapotrzebowanie oddechowe zarodkow, przez co wytwa-
rzaja si¢ warunki hipoksji w mikrosrodowisku otaczajacym jajo.

Innym waznym czynnikiem wplywajacym na sekrecje enzymu wyklucia jest
temperatura, szczegdlnie w odniesieniu do ryb zimnolubnych. U zarodkow siejowa-
tych w temperaturze okoto 2°C zostaje zahamowane wydzielanie chorionazy, mimo
licznie wyksztatconych dojrzatych gruczotéw wyklucia [17]. W warunkach natural-
nych sekrecja chorionazy pozostaje réwniez pod wpltywem Swiatta. Szybkos$¢ wyklu-
cia zarodkéw ryzanki japonskiej (Oryzias latipes) inkubowanych w warunkach 12
godzin Swiatta — 12 godzin ciemno$ci byta znacznie wyZsza w pierwszym z wymie-
nionych okreséw [30]. W norweskich wylegarniach cz¢sto obserwowano, ze krotka
ekspozycja Swietlna jaj tososia atlantyckiego bezposrednio przed wykluciem moze
indukowac ten proces [22]. Odnotowano réwniez pozytywny wptyw Swiatfa na
embriogenezg i1 wyklucie ryb siejowatych [1].

Na wyklucie prawidtowo rozwini¢tych zarodkow moga wywiera¢ niekorzystny
wptyw jony metali cigzkich. MiS i in. [19] odnotowali spadek normalnych i wzrost
zdeformowanych zarodkéw Karpia wyklutych z zaptodnionych jaj inkubowanych W
obecnosci jonéw miedzi (w st¢zeniu od 0,2 do 1,2 mg - dm’3) i w obecnosci joné“{
cynku (w st¢zeniu od 3,0 do 13,0 mg - dm ~). Cytowani autorzy zaobserwowall
jednoczesnie, ze jony Cué+ i Zn wplywaja na zmniejszenie powierzchni gruczotow
wyklucia, a takze na degradacj¢ cytoplazmy wewnatrz tych komorek.

Mechanizm fizjologiczny powodujacy sekrecje enzymu wyklucia nie jest jeszcze
catkowicie poznany. Juz na poczatku lat osiemdziesiatych zaobserwowano, ze homo-
genat przedniego plata przysadki mézgowej uwalnia chorionazg z izolowanych grt-
czotéw wyklucia ryzanki japofiskiej. Szczegotowsze badania wykazaly, ze za sekrec)¢
enzymu wyklucia odpowiedzialna jest prolaktyna, ktérej uwalnianie pozostaje pod
kontrolg podwzgorza [27, 30]. Wsréd czynnikéw Srodowiskowych uruchamiajacych
neurosekrecyjny szlak uwalniania chorionazy wymienia si¢ hipoksjg i Swiatto [27’
30]. W kaskadzie reakcji prowadzacej do uwolnienia enzymu z gruczotow wyklucid
prawdopodobnie biora rowniez udziat jony wapnia. Wykazano bowiem, ze jonofory
wapniowe prawie natychmiast indukuja sekrecj¢ enzymu wyklucia [36].
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Chorion

Ostona niezaptodnionych, jak i zaptodnionych jaj oraz rozwijajacych si¢ zarod-
kow ryb zwana jest chorionem. Ostony jajowe wigkszoSci ryb zawieraja dwie lub trzy
warstwy. Warstwy te r6znig si¢ cechami morfologicznymi i wlasciwosciami chemi-
cznymi. Jedna lub dwie warstwy sg cienkie, natomiast najbardziej wewngtrzna war-
stwa jest przewaznie grubsza i najcze¢sciej wieloblaszkowa [32, 35].

Wewngtrzna warstwa ostony dojrzatych oocytow ryb kostnoszkieletowych sktada
si¢ z kilku duzych (najczgsciej trzech, czterech) i z kilku matych komponentow
glikoproteinowych [9, 23]. Po zaptodnieniu migkka i krucha ostona oocytéw ulega
lzw. procesowi twardnienia i zostaje zamieniona w twarda 1 mocng strukture o duze;j
elastycznosci. Proces twardnienia oston zaptodnionych jaj ryb kostnoszkieletowych
nastgpuje w wyniku formowania si¢ kowalencyjnych wigzan poprzecznych (izopep-
tydowych) migdzy y-karbonylowymi grupami glutaminy jednego taicucha polipep-
tydowego a e-aminowymi grupami lizyny drugiego tancucha w obecnosci Ca**-za-
leznej transglutaminazy ptynu okotozéttkowego. W wyniku polimeryzacji biatka
chorionu staja si¢ prawie catkowicie nierozpuszczalne w roztworach wodnych, kon-
struujac mocny jego szkielet o duzej wytrzymatosci mechanicznej [23].

Chorionaza

Mocne ostony jajowe ryb z duza trudno$cia trawione przez wiele znanych protei-
nNaz sa sprawnie uplynniane przez natywne enzymy wyklucia. Stwierdzono [43], ze w
Czasie katalizy enzym wyklucia ryb wiaze si¢ z chorionem za pomoca specjalnego
miejsca, niezaleznego od centrum aktywnego. Nalezy przypuszczad, Ze zwiazanie
tnzymu zsubstratem utatwia trawienie twardej biologicznej struktury, jaka jest ostona
Jajowa ryb kostnoszkicletowych. Wieloblaszkowa wewnetrzna warstwa chorionu jest
Sukcesywnie trawiona od najbardziej wewngtrznej strony (przylegajacej do przestrze-
ni okotozéttkowej) do strony zewngtrznej. Po trawieniu enzymem pozostaje tylko
cienka warstwa zewnetrzna chorionu, ktéra jest rozrywana mechanicznie przez wy-
kluwajacy sie zarodek.

Generalnie chorion jest trawiony na drodze proteolizy ograniczonej, w wyniku
ktérej uwalniane sq rozpuszczalne biatka o relatywnie wysokiej masie czasteczkowe;j
[? 1,12]ipeptydy [11]. W enzymatycznym hydrolizacie oston jajowych ryb stwierdza
S1¢ réwniez wolne aminokwasy od niewielkich iloSci u siejowatych [12] i ryzanki
Japofiskiej [11] do znacznych u pstraga tgczowego [21].

Enzymy wyklucia siei, sielawy [12] i ryzanki japonskiej [41] preferencyjnie
hydrolizujq wiazania peptydowe utworzone przez aminokwasy hydrofobowe (leucy-
N¢, izoleucyng i waling), a takze tyrozyne.
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W warunkach naturalnych czas enzymatycznej hydrolizy oston ja jowych jest stosun-
kowo krotki. Dla przyktadu dla ryzanki japoriskiej wynosi on ok. 0,5 godz. [35], ryb
siejowatych — 1,2-2,0 godz. [18] i podobnie pstraga teczowego —2 godz. [11]. Chorio-
naza moze trawic nie tylko wlasny chorion, ale takze ostony jajowe innych gatunkéw. [
tak proteinaza wyklucia sielawy trawi choriony siei, pelugi, troci czy pstraga tgczowego
[12]. Enzym wyklucia szczupaka wykazuje raczej wysoka gatunkowa specyficznosc,
bowiem nie trawi oston jajowych danio prggowanego czy ryzanki japoriskiej [28].

Proteinazy wyklucia ryb sa niskoczasteczkowymi biatkami. Masa czasteczkowa
enzymow wyklucia opisanych dotychczas gatunkéw ryb kostnoszkieletowych miesci
sig w zakresie 8,0-25,4 kDa [ 20, 28, 41]. Jak wykazaty dotychczasowe badania enzym
wyklucia wielu gatunkéw ryb, m.in. pstraga tgczowego [8], ryzanki japoriskiej [41],
siei 1 sielawy [12, 13] czy szczupaka [28] mozna zaliczy¢é do metaloproteinaz,
zawierajacych w centrum aktywnym cynk. Enzym wyklucia tososia atlantyckiego,
Jak wynika z badafn Ronga i Walthera [25] nalezy prawdopodobnie do proteinaz
serynowych. W wypadku chorionazy fundulus w katalizie enzymatycznej prawdopo-
dobnie uczestniczy jon metalu, jak i obecna w centrum aktywnym seryna [S]-

Aktywnos$¢ chorionazy pozostaje pod duzym wptywem czynnikéw srodowiska,
lakich jak temperatura, odczyn czy sita jonowa wod. U ryb temperatura jest najwaz-
niejszym czynnikiem determinujacym czas uptywajacy miedzy zaptodnieniem jaj a
wykluciem si¢ zarodkow. Wplyw temperatury na aktywnos¢ enzymu wyklucia bada-
no natomiast u niewielu gatunkéw. Z nielicznych badan wynika, ze optimum tempe-
ratury dla enzymu wyklucia ryb cieptolubnych wynosi 30-40°C [37], dla ryb zimno-
lubnych warto$¢ ta miesci sig w zakresie 18-25°C [7, 12, 15].

Wsr6d ryb zimnolubnych odnotowuje si¢ dos¢ istotne zréZnicowanie wartosci opty-
malnych temperatur dla aktywnosci enzymu wyklucia. I tak na przyktad optimum
temperatury enzymu wyklucia golca zwyczajnego (Salvelinus alpinus), gatunku wybitnie
zimnolubnego, zasiedlajacego pémocne wody Norwegii jest o okoto 5°C nizsze niZ
innych gatunkow fososiowatych czy siejowatych [16]. Badania wptywu temperatury na
tempo choriolizy przedstawiaja si¢ réwniez interesujgco w odniesieniu do ryb siejowa-
tych. Enzym wyklucia siei i siclawy wykazuje aktywno$¢ proteolityczna juz w 2°C, ktora
szybko ro$nie i ulega podwojeniu w temp 6-8°C. W temp. 10°C aktywno$¢ omawianych
proteinaz wyklucia wynosi ponad 40% aktywnosci maksymalnej [12].

Niekorzystny wptyw na reprodukcj¢ niektérych gatunkéw ryb zimnolubnych
moze mieC globalne ocieplenie i w konsekwencji wzrost temperatur wéd naturalnych.
Scott 1 Poynter [33] sugeruja bowiem, Ze przy podwyZszeniu temperatury wod ne
potnoc od 37°S 0 1,5°C w Nowej Zelandii przed 2050 rokiem nastapi ograniczenie
obecnosci pstraga potokowego wskutek obnizenia efektow wyklucia. Wzrost tempe-
ratury wod o 3°C moze spowodowac eliminacje z tego obszaru zaréwno pstraga
potokowego, jak i pstraga t¢czowego.

Ryby charakteryzujg si¢ rézna tolerancja na stopien zasolenia wéd. Niektore
gatunkiryb (euryhalinowe) moga zy¢ w wodach réznigcych si¢ znacznie pod wzgledem
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zawartoscisoli, podczas gdy inne, okreslane jako stenohalinowe znoszg tylko niewiel-
kie wahania zasolenia. Podobnie jak ryby doroste, rowniez ikra i wczesne stadia
rozwojowe odznaczaja si¢ rozng wrazliwoscig na zasolenie. Enzymy wyklucia ryb
stodkowodnych charakteryzuja si¢ znaczng tolerancjq na stopien zasolenia wéd. Dla
przyktadu enzymy wyklucia siei i sielawy tracity znaczna cz¢sS¢ aktywnos$ci dopiero w
roztworach z zawartoScia NaCl powyzej 3%o [12], podczas gdy zasolenie wod stodkich
rzadko kiedy przekracza 0,3%o. Z drugiej strony enzymy wyklucia ryb stonowodnych
(fundulus, babki czarnej — Gobius jozo) traca aktywnos$¢ po usunigciu wszystkich
Jjonéw z medium inkubacyjnego i odzyskuja ja po dodaniu wody morskiej [2].

Zdolnos¢ zarodk6w ryb gatunkéw stodkowodnych i wéd stonawych do degradacji
chorionéw w warunkach relatywnie wysokiej sity jonowej i relatywnie wysokiego
pH, ktére bardziej odpowiada odczynowi wody morskiej niz wod stodkich, sktania do
interpretacji faworyzujacej morskie pochodzenie ryb kostnoszkieletowych [22].

Na prawidlowy i terminowy wyleg zarodkéw ryb kostnoszkieletowych wywiera
wptyw odczyn wéd. Obnizenie pH w koficowym okresie inkubacji powoduje opéZnienie
lub uniemozliwia wykluwanie si¢ zarodkéw ryb [24, 26]. Op6Znienie wykluwania sig
zarodkow ryb w kwasnym srodowisku jest nastgpstwem obniZenia aktywnosci enzymu
Wyklucia przez wysokie stezenie jonéw wodorowych. Aktywnos$¢ enzymu wyklucia ryb
bowiem gwattownie spada w pH ponizej 7,0. U niektérych gatunkéw aktywnosé enzymu
W zakresie pH 6,0-7,0 moZze wynosi¢ ponizej 20% aktywnoS$ci maksymalnej [12].
Najwyzsza aktywnos$¢ enzym wyklucia ryb wykazuje Srodowisku alkalicznym, najczg-
Sciej jest to warto$é pH w zakresie 8,0-9,0 [7, 12, 14, 15, 16, 28, 41].

Zaréwno pH, jak i sifa jonowa, a cz¢sto réwnieZ temperatura, w ktorych wykluwaja
Si¢ zarodki ryb sa odlegte od optymalnych wartoéci dla reakcji choriolitycznej. W
Warunkach naturalnych enzym wyklucia ryb moze wykazywac tylko niewielka cz¢SC
aktywnosci maksymalnej. W wypadku fundulus jest to okoto 10% aktywnosci maksy-
malnej S|, a w wypadku ryb siejowatych okoto 20% tej wartosci [12]. W zwiazku z tym
kazdy dalszy, nawet niewielki ubytek aktywnoS$ci omawianego enzymu, np. w wyniku
nickorzystnych zmian Srodowiskowych moze wplyna¢ na opdznienie lub zahamowanie
Wyklucia zarodkéw ryb. Dlatego dla rozrodu ryb tak wazne jest zachowanie ekosystemow
W(fd“)’Ch W jak najmniej naruszonym stanie, bowiem enzym wyklucia jest jednym z
Ma)Wazniejszych ogniw procesu reprodukcji ryb kostnoszkieletowych.

- Uwagi koncowe

. Yasumasu i in. [40, 41] badajacy molekularne podstawy wyklucia u rybki akwa-
'YInej — ryzanki japoniskicj (Oryzias latipes) uwazaja, ze jej enzym wyklucia sktada
81¢ Zdwdéch cynkoproteinaz, ktére okreslili jako HCE (ang. high choriolytic enzyme)
'LCE (ang. low choriolytic enzyme). Oba sa syntetyzowane w tych samych komdr-
Kach gruczotowych wyklucia i magazynowane w tych samych granulach sekrecyj-
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nych [42]. Ci sami autorzy w rozszerzonym sktadzie [44] uzyskali cDNA dla HCE i
LCE, okreslili ich sekwencj¢ nukleotydowa i odpowiadajaca im sekwencje amino-
kwasowa. cDNA dla LCE zawiera 813 par zasad otwartej ramki odczytu kodujacych
proenzym z 20-aminokwasowga sekwencja sygnatowa, S1-aminokwasowym propep-
tydem 1 200-aminokwasowym dojrzatym enzymem. Dla HCE otrzymano dwa od-
mienne cDNA o zblizonej w 92,8% sekwencji nukleotydéw. Oba cDNA zawieraja
otwarte ramki odczytu kodujace preproenzymy zawierajace odpowiednio 279 i1 270
aminokwasow. Obie formy dojrzatego enzymu HCE zawieraja 200 aminokwasow, a
podobienstwo migdzy nimi wynosi okoto 95,5%. Stwierdzono réwniez obecnos¢
aminokwasowego motywu sekwencyjnego HExxH, ktory jest znanym sktadnikiem
centrum aktywnego niektorych cynkoproteinaz.

Jak dotad poza Oryzias latipes nie opisano enzymu wyklucia u pozostatych
gatunkéw ryb kostnoszkieletowych czy innych zwierzat jako podwdjnego kompleksu
cynkoproteinaz.
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The hatching enzyme of fish

Summary

The hatching of embryo fish is a biochemical-mechanic process. In the final stage
of embryogenesis the specialised hatching gland cells of the embryos secrete specific
proteinase named a hatching enzyme or chorionase, which partially digests the
multilayered egg envelope surrounding the embryo. The remaining parts of the
envelope are ruptured by energetic movement of the embryo, which then emerges and
starts an independent life.

Present paper reviews the recent literature on the properties of hatching enzyme
of various species of teleost embryos. It also contains a review of literature on the
influence of environmental factors on the secretion and activation of this enzyme.



