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W tym zeszycie • Postępów Biologii Komórki •

Po raz pierwszy publikujemy artykuł (patrz strona 99) o zdolności 
roślin do obrony przed patogenami. W obronę zaangażowane są 
roślinne geny odporności. Ich produkty białkowe mają domeny 
powtórzeń bogatych w leucynę (LLR). Białka te są aktywowane 
przez elicytory, cząsteczki sygnalne.

Cząsteczki adhezyjne odgrywają kluczową rolę w rozwoju zarod
kowym oraz w procesach histogenezy i organogenezy (artykuł 
na stronie 145). Ich kontrolowana ekspresja warunkuje prawid
łowe ukształtowanie złożonej architektoniki tkanek, w tym tkanki 
nerwowej.

Powstawanie, migracje i różnicowanie komórek grzebienia ner
wowego wyczerpująco omówiono w dwóch kolejnych artykułach 
na stronie 259 i 279. Udział cząsteczek adhezyjnych w tych 
procesach jest oczywisty.

Osiągnięcia dokonane w charakteryzowaniu podklasy RNA wy
stępującego w jąderkach Eukariota -  niskocząsteczkowych ją- 
derkowych RNA (snoRNA) opisano na stronie 227. Kilka 
rodzajów snoRNA jest wykorzystywanych w obróbce rybosomo- 
wego RNA. Przedstawiono też inne postulowane funkcje tej klasy 
RNA.
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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 24, NR 2 1997 (99-125)

M OLEKULARNE PODSTAW Y ODPORNOŚCI ROŚLIN  
NA CHOROBY; STRUKTURA I FUNKCJA  

ROŚLINNYCH GENÓW  ODPORNOŚCI

M O L E C U L A R  B A S IS  O F  R E S IS T A N C E  T O  D IS E A S E  IN  P L A N T S ; 
ST R U C T U R E  A N D  F U N C T IO N  

O F  P L A N T  D IS E A S E  R E S IS T A N C E  G E N E S

Przemysław LEHMANN

Pracownia Inżynierii Genetycznej, Instytut Genetyki Roślin,
Polska Akademia Nauk, Poznań

Streszczenie: Znaczny postęp, jaki osiągnięto w poznawaniu mechanizmu odporności roślin na choroby 
powodowane przez patogeny, obejmuje także poznanie struktury i funkcji genów odporności. Klonowa
nie genów kodujących białka, które warunkują ujawnienie się u roślin cechy odporności na choroby 
powodowane przez patogeny o całkowicie różnych cyklach życiowych (wirusy, bakterie i grzyby), 
wykazało, że kodowane przez nie białka posiadają szereg charakterystycznych wspólnych domen. 
Poznanie struktury i mechanizmu funkcjonowania tych domen może ułatwić odpowiedź na pytania: jak 
sygnały pochodzące z patogenów docierają do produktów genów odporności i czy to współdziałanie jest 
kluczowe dla zainicjowania szlaku transdukcji sygnałów w roślinie po infekcji patogena.

Słowa kluczowe: choroby roślin, odporność, hipoteza gen-na-gen, geny odporności (R), reakcja
nadwrażliwości, geny awirulencji, receptor, elicytor.

Summary. Considerable recent advances in the knowledge o f the plant defence mechanism concerns also 
the isolation and characterization of resistance genes against bacterial, fungal and viral pathogens. 
M olecular cloning o f these genes that enable plants to resist a diverse range o f pathogenes has revealed 
that the proteins encoded by these genes have several features in common. These features prompt the 
question of how the corresponding signal o f pathogen reaches product o f resistance genes or whether 
product o f  resistance genes are partners in a signal transduction cascade and indirectly perceive the 
pathogen signal.

Key words: plant diseases, resistance, hypersensitivity response, gene-for-gene concept, resistance 
genes (R), avirulence genes, receptor, elicitor.
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100 P. LEHMANN

Wykaz skrótów: HR (hypersensitive response) -  reakcja nadwrażliwości, LRR (leucine-rich repeats) -  
powtórzenia bogate w leucynę, białka PR (pathogenesis-related proteins) -  białka indukowane w 
następstwie infekcji patogena, NBS (nucleic-binding site) -  miejsce wiązania nukleotydów, A F T  -  
aktywne formy tlenu.

WSTĘP

Według definicji Gaeumanna -  choroba rośliny to proces patologiczny, spo
wodowany przez czynniki zewnętrzne, którego istotą jest długotrwałe zakłócenie 
funkcji fizjologicznych rośliny, ujawniające się w postaci zmian chorobowych i 
zagrażające egzystencji bądź normalnemu rozwojowi całej rośliny lub jej części
[28]. Zachorowania roślin są następstwem zakażenia i opanowania podatnego ży
wiciela przez infekcyjny czynnik chorobotwórczy (wirusy, bakterie, nicienie i grzy
by). Rozwój choroby zależy od rośliny i typu patogena i można go podzielić na 
trzy fazy: infekcję, inkubację i chorobę właściwą. Infekcja rozpoczyna się w m o
mencie przeniknięcia patogena do wnętrza zaatakowanej rośliny, w efekcie czego 
dochodzi do nawiązania kontaktu pasożytniczego pomiędzy żywicielem i patogenem. 
Inkubacja jest etapem, podczas którego patogen dostosowuje swój metabolizm do 
metabolizmu gospodarza. Czasami dochodzi również do modyfikacji pewnych eta
pów metabolizmu rośliny do wymogów narzuconych przez patogen. Ostatnim etapem 
rozwoju zachorowania u roślin jest właściwa choroba polegająca na namnażaniu 
się patogena kosztem żywiciela, co objawia się widocznymi zmianami patologi
cznymi gospodarza, w szczególnych przypadkach prowadzących do jego śmierci.

Przedmiotem niniejszej pracy jest struktura i funkcja roślinnych genów od
porności. Geny te kodują białka zdolne do zapoczątkowania reakcji obronej rośliny 
na atak patogenów przez uruchomienie szlaku przenoszenia sygnałów biologicznych 
od miejsca pierwotnego kontaktu komórek roślinnych z patogenem do jądra, do
prowadzając w rezultacie do wywołania w roślinie reakcji obronnej.

1. GENETYCZNE PODSTAWY NIEKOMPATYBILNEGO 
WSPÓŁDZIAŁANIA ROŚLINA -  PATOGEN

Jeżeli dochodzi do kontaktu rośliny z potencjalnym patogenem, możliwy jest:
(1) rozwój choroby wywołanej przez patogen,
(2) indukcja reakcji obronnej lub
(3) nie obserwuje się żadnej z tych reakcji.

Jeżeli patogen rozpozna roślinę i uzna ją  za gospodarza, a roślina nie ma systemu 
obronnego specyficznego wobec atakującego patogena, dochodzi do współdziałania
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zwanego współdziałaniem kompatybilnym, którego konsekwencją jest choroba go
spodarza. Jeżeli natomiast roślina rozpoznaje patogen i ma system obronny spe
cyficzny wobec atakującego patogena, dochodzi do kontaktu roślina-patogen 
zwanego współdziałaniem niekompatybilnym. Roślina zdolna do takiej odpowiedzi 
opóźnia lub całkowicie wstrzymuje rozwój choroby. O trzecim typie relacji między 
rośliną i patogenem mówimy wówczas, gdy patogen nie rozpoznaje w danej roślinie 
gospodarza.

Genetyczne podstawy odporności roślin na choroby zostały opisane przez Flora 
[26,27], który prowadził badania nad patosystemem: len/grzyb Melampsora lini. 
Odporność lnu na grzyba Melampsora lini jest związana z obecnością pary genów; 
jednego w genomie gospodarza, drugiego w genomie patogena.

W tabeli 1 zilustrowano niekompatybilne współdziałanie między loci gospodarza 
i patogena. Dominujący gen odporności gospodarza (R ) współdziała z dominującym 
genem awirulencji patogena (V), co jak 
wspomniano powyżej, wywołuje kon
takt zwany niekompatybilnym. Brak al
bo dominującego allelu odporności w 
genomie roślinnym, albo genu awiru
lencji u patogena, wywołuje kontakt 
zwany kompatybilnym, prowadząc do 
powstania w roślinie stanu patologicz
nego określanego jako choroba. Pro
dukt awirulentnego allela patogena jest 
rozpoznawany przez produkt allela od
porności gospodarza, a rozpoznanie in
dukuje szereg reakcji obronnych u gospodarza, co prowadzi w efekcie do ujawnienia 
się fenotypu odpornego [26,27]. Dotąd opisano liczne przykłady patosystemów 
opierających się na modelu gen-na-gen dla patogenów wewnątrzkomórkowych, np. 
wirusów, jak  i międzykomórkowych, takich jak: grzyby i bakterie. Ta różnorodność 
sugeruje, że identyczne lub co najmniej podobne mechanizmy rozpoznania i reakcji 
na infekcję patogena są związane z różnymi grupami organizmów patogenicznych 
i z różnymi gatunkami roślin.
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2. ROŚLINNE GENY ODPORNOŚCI (.R)

2.1. Charakterystyka ogólna
W ysiłki podjęte w ostatnich dwóch latach doprowadziły do zmapowania i sklo- 

nowania szeregu roślinnych genów odporności. Poznanie struktury i funkcji ich 
produktów białkowych jest istotne dla zrozumienia mechanizmu molekularnego

Tabela 1. Niekompatybilne współdziałanie rośli
na - patogen (hipoteza gen-na-gen, [26,27]): + = 
podatny, -  = odporny, R = odporność, r = podat

ność, V = awirulencja i v = wirulencja

Genotyp Genotyp gospodarza
patogena RR Rr rr

W _ — +
Vv - - +
w + + +
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102 P. LEHM ANN

reakcji obronnych roślin przeciw infekcjom powodowanym przez patogeny [10,81]. 
Najprawdopodobniej produkty większości genów odporności specyficznie rozpo
znają produkty genów awirulencji przenoszonych przez patogeny, a ich interakcja, 
co założono w modelu gen-na-gen [26,27], inicjuje proces przeniesienia sygnałów, 
prowadzący w konsekwencji do specyficznie skierowanej odpowiedzi obronnej ko
mórek rośliny zaatakowanej przez patogen.

Na podstawie struktury i lokalizacji produktów białkowych, roślinne geny od
porności dzielą się na cztery grupy. Pierwsza grupa obejmuje geny kodujące białka 
występujące w cytoplazmie o własnościach kinaz serynowo/treoninowych. Geny 
należące do tej grupy zostały zmapowane na chromosomie 5 pomidora [57,60]. 
Do drugiej grupy roślinnych genów odporności należą te, które kodują białka zwią
zane z membranami, zawierające powtórzenia bogate w leucynę (LRR). Obecność 
tych struktur sugeruje, że w trakcie ich współdziałania z produktami genów awi
rulencji patogena może dochodzić do bezpośredniej interakcji typu białko/białko. 
Grupa ta skupia około 10 genów zlokalizowanych w locus C f genomu pomidora 
[6,21] oraz gen L6 pochodzący z genomu lnu [25]. Do trzeciej grupy roślinnych 
genów odporności zalicza się geny kodujące białka funkcjonujące w cytoplazmie 
i zawierające powtórzenia bogate w leucynę (LRR). Grupa ta obejmuje geny locus 
RPS  zmapowane na chromosomie 4 Arabidopsis thaliana [3,63], gen R pg l zlo
kalizowany w genomie soi [1], gen P rf zlokalizowany w locus Pto u pomidora 
[78] oraz gen N  zmapowany w genomie tytoniu [88]. Czwartą grupę genów od
porności stanowią geny, które kodują białka związane z membranami posiadające 
domeny charakterystyczne dla kinaz serynowo/treoninowych, a równocześnie po
wtórzenia bogate w leucynę. Do tej kategorii genów zaliczamy gen Xa21 zmapowany 
na chromosomie 11 ryżu [80].

W tabeli 2 zamieszczono podstawowe dane na temat wybranych roślinnych 
genów odporności. W yszczególnione geny warunkują ujawnianie się fenotypu od
pornego w przypadku ataku patogenów o różnych cyklach życiowych (np. grzyby, 
bakterie, wirusy). Obserwowana wysoka homologia sekwencji aminokwasowych 
i obecność charakterystycznych domen w strukturze produktów białkowych nie
których z tych genów sugeruje możliwość podobnego mechanizmu molekularnego 
indukcji reakcji obronnych. W yjaśnienie roli charakterystycznych domen produktów 
genów odporności, w interakcji tych białek z białkami kodowanymi przez geny 
awirulencji patogena prowadzącej do zapoczątkowania szlaku transdukcji sygnałów 
będzie przedmiotem dalszej części tej pracy.
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Tabela 2. Ogólna charakterystyka wybranych roślinnych genów odporności

Gru Gen Roślina, Patogen Gen Charakterystyka
pa odpo lokalizacja awiru produktu genu R

rności w genom ie lencji

I Pto pomidor, Pseudom onas avrP to cytoplazm a, dom ena
locus Pto, chrom osom  5 syringae kinazy SER/TREO

II Cf-2 pomidor, C ladosporium avr2 membrana, LRR,
chrom osom  6, fulvum receptor transmembranowy

C f-9 pomidor, C ladosporium a vr9 membrana, LRR,
chrom osom  1, fu lvum receptor transmembranowy.

L6 len M elam psora membrana, LRR, N B S,
Uni receptor transmembranowy

III R ps2 rzodkiewnik, P seudom onas avrR pt2 cytoplazm a, LRR, N B S,
{A rabidopsis thaliana), syringae zam ek leucynow y
chrom osom  4,

R p m l rzodkiewnik, P seudom onas avrR p m l, cytoplazm a,LRR, N B S
(R p s3 ) (A rabidopsis thaliana), syringae avrB

chrom osom  3,
R p g l soja P seudom onas avrB

syringae
P f f pom idor P seudom onas cytoplazm a, LRR, N B S,

syringae zam ek leucynow y,
N tytoń wirus TM V cp cytoplazm a, LRR, receptor

wewnątrzkom órkowy

IV X a2I ryż, Xanthom onas membrana, LRR,
chrom osom  11, oryzae dom ena kinazy SER/TREO

2.2 Szczegółowa charakterystyka wybranych roślinnych genów 
odporności i ich produktów białkowych jako pierwotnych 

składowych szlaku transdukcji sygnałów prowadzących 
do wywołania reakcji obronnej rośliny

2.2.1 Roślinne geny odporności kodujące białka zawierające domeny kinaz seryno-
wo/treoninowych (Grupa I)

2.2.1.1 Grupa genów Pto

Pierwszym  roślinnym genem odporności należącym do tej grupy, który został 
zidentyfikowany w genomie pomidora, był gen Pto [60]. Gen Pto koduje białko 
o funkcji kinazy serynowo/treoninowej, której obecność w komórkach pomidora 
warunkuje uruchomienie reakcji obronnej po ataku bakterii Pseudomonas syringae 
przenoszących gen awirulencji avrPto [57,60,73,74,91]. Identyfikację i klonowanie
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104 P. LEHMANN

ąjsb
T r TI 1---- 1---- 1------1— r

-> 4-----------
Fen PrfPto

Rys. 1 Fizyczna mapa locus Pto genomu pomidora [78; rys. 1 ]

genu Pto przeprowadzono metodą mapowania pozycyjnego z wykorzystaniem m ar
kera RFLP. Gen Pto jest częścią dużego locus (locus Pto) zawierającego od 5-7  
genów zlokalizowanych na chromosomie 5 pomidora (rys. 1). W szystkie geny znaj
dujące się z tym locus wykazują wysoki stopień homologii w stosunku do genu 
Pto [61].

Jednym z tych homologów jest gen Fen warunkujący odporność pomidorów 
na herbicyd -  fention [57,61,73]. Podobieństwo między objawami nekrozy indu
kowanej przez fention a objawami charakterystycznymi dla reakcji nadwrażliwości 
(HR) indukowanej przez patogen może sugerować, że fention jest strukturalnie 
podobny do cząsteczki elicytora wytwarzanej przez gen awirulencji bakterii Pseu
domonas syringae [61]. Z badań prowadzonych w warunkach in vitro wynika, 
że zarówno białko PTO, jak i FEN są kinazami białkowymi oraz że zamiana reszty 
lizynowej na resztę glutaminową w miejscu wiążącym grupę fosforanową (sub- 
domena II) powoduje utratę aktywności kinazowej tych białek [57]. Porównanie 
sekwencji aminokwasów (w rejonie subdomen VIb i VIII biorących udział w roz
poznawaniu właściwych aminokwasów) wskazuje, że zarówno białko PTO, jak

i FEN, to kinazy serynowo/treonino- 
Tabela 3. Porównanie sekwencji aminokwasów subdo- (tab. 3 ) . Białka te zawierają w 

men VIb i VIII kilku roślinnych kinaz białkowych tych kluczowych pozycjach reszty li
zyny (K) i asparaginy (N), w przy
padku subdom eny V Ib, a reszty 
prolinowe (P) i reszty kwasu glutami
nowego (E), w przypadku subdome
ny VIII [60,61].

M echanizm, jakim  białko PTO (i 
FEN) rozpoznaje sygnał białkowy in
fekującej bakterii Pseudomonas sy
ringae (czy sygnał cząsteczki fen- 
tionu), nie jest znany. Zachodzi przy
puszczenie, że te kinazy mogą współ
działać z pozakom órkow ym  rece
p torem  aktyw ow anym  uprzednio

Kinazy
białkow e

Subdom eny
VIb VIII

FEN D V K C T N G NIG YIA PE
PTO D V K S IN G TLG YD PE
RLK5 D V K S SN G SCG YI PE
PRK 1 (s/y) H L K SSN L L V A Y K A P E
N P K I5 D L K SA N G TY G Y ID  PV
XA21 DLK PEN G T X X Y X A P E

FEN = kinaza serynowo/treoninowa FEN, PTO = 
kinaza serynowo/treoninowa PTO, RLK5 = kinaza biał
kowa A rabidopsis thaliana [36], PRK1 (S/Y) = kinaza 
białkowa Petunia inflata [64], NPK15 = kinaza białko
wa Nicotiana tabacum  [41] i XA21 = kinaza białkowa 
O ryza sativa  [80]

miejsca restrykcyjne EcoRI
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STRUKTURA I FUNKCJA ROŚLINNYCH GENÓW  ODPORNOŚCI 105

przez wiązanie z cząsteczką specyficznego elicytora kodowanego przez bakteryjny 
gen awirulencji lub cząsteczkę fentionu. Druga możliwość to taka, że sygnalna 
cząsteczka białka patogena (lub fentionu) może współdziałać bezpośrednio z białkiem 
PTO lub FEN i podnosić aktywność enzymatyczną tych kinaz.

Kolejnym homologicznym genem występującym w omawianym locus jest gen 
P rf  który jest związany zarówno z odpornością kontrolowaną przez gen Pto, 
jak i z wrażliwością na fention. Gen P rf został zmapowany w genomie mutanta 
pomidora upośledzonego pod względem obu wymienionych powyżej cech, tj. od
porności na Pseudomonas syringae, jak i wrażliwości na fention. Gen P rf koduje 
białko zawierające charakterystyczne motywy, takie jak powtórzenia bogate w leu- 
cynę (LRR), miejsce wiązania nukleotydów (NBS) czy suwak leucynowy (ang. 
leucine zipper). Obecność tych struktur w produkcie tego genu powoduje, że za
liczamy go do trzeciej grupy genów odporności (Rps2, Rpm l i N) [77,78]. Ostatnio 
stosując drożdżowy system został sklonowany ostatni, jak dotąd homologiczny do 
genu Pto, gen P til. Gen ten znajdujący się również w locus Pto koduje także 
kinazę serynowo/treoninową [91].

Zidentyfikowanie dodatkowych homologicznych genów kodujących kinazy biał
kowe: Fen i P ti l , których produkty współdziałają z kinazą PTO wspiera pogląd, 
że fosforylacja białek jest jedną z kluczowych reakcji w uruchamianiu systemu 
obrony rośliny przed infekcją patogenów. Brak domen transmembranowych i syg
nalnych sekwencji peptydowych w łańcuchach białkowych PTO i PTI1 wskazuje, 
że kinazy te zlokalizowane są w cytoplazmie. Kinaza kodowana przez gen P til 
jest fosforylowana przez kinazę PTO, natomiast produkt genu P til nie jest zdolny 
do fosforylacji białka PTO. Gdy próbowano przeprowadzić fosforylację białka PTI1 
przez kinazę FEN, wynik był negatywny (podobny wynik obserwowano, gdy układ 
został odwrócony) [91]. W spółdziałanie białka PTO z PTI1 wymaga obecności 
aktywności kinazowej białka PTO, ale nie wymaga aktywności tego typu u białka 
PTI1. Jak wspomniano wyżej, PTO fosforyluje białko PTI1 w warunkach in vitro, 
natomiast PTI1 nie przeprowadza podobnej fosforylacji białka PTO, czyli białko 
PTO nie jest substratem dla kinazy PTI1. Prawdopodobnie obserwowany brak zdol
ności do fosforylacji PTO u białka PTI 1 może być spowodowany brakiem fizycznego 
kontaktu pomiędzy tymi białkami. [91]. Chociaż wiadomo, że w warunkach in 
vitro krzyżowa fosforylacja pomiędzy białkami zachodzi (zakłada się udział białek 
pośredniczących) nawet przy braku fizycznego kontaktu między nimi. Przykładem 
tego są serynowo/treoninowe kinazy u drożdży: Ste7 i Stel 1. Choć są one niezdolne 
do fosforylacji w warunkach in vivo, w warunkach in vitro kinaza Stel 1 fosforyluje 
białko Ste7 [8,67]. Obserwacje te dają podstawę do stwierdzenia, że PTI1 może 
funkcjonować jako kolejny, pojawiający się na wcześniejszym etapie szlaku trans- 
dukcji sygnałów przekaźnik, prowadzący w konsekwencji do uruchomienia od
powiedzi obronnej na atak patogenów u roślin (rys. 2) [91].
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Pseudomonas 
syringae 
posiadający gen 
awirulencji avrPto

FENTION

Reakcja nadwrażliwości

Rys. 2. Ogólny schemat szlaku transdukcji sygnałów w patosystemie pomidor/Pseudornonas syringae

Pomimo strukturalnego podobieństwa pomiędzy PTO i FEN, jak  wspomniano 
powyżej, tylko PTO może fosforylować PTI1. Przypomina to sytuację u innych 
organizmów np. drożdży czy ssaków, gdzie białka o wysokiej homologii uczestniczą 
w różnych szlakach transdukcji sygnałów [66]. W szlakach, w których uczestniczy 
PTO i FEN, inne związane z tym białka przenoszące sygnały z produktów genu 
awirulencji patogena i z fentionu są różne przynajmniej w części, choć końcowa 
odpowiedź na te sygnały móże polegać na wywoływaniu reakcji nadwrażliwości. 
Specyficzna fosforylacja PTI1 przez PTO, ale nie przez FEN sugeruje, że PTU 
jest związany ze szlakiem przenoszenia sygnałów, w którym uczestniczy PTO, 
ale nie w tym, w którym bierze udział FEN. Wyniki badań świadczą, że białko
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PTI1 nie współdziała z białkiem FEN, a ewentualny homolog białka PTI1 bierze 
udział w przenoszeniu sygnałów na wcześniejszym etapie niż białko FEN. Fakt, 
że P til należy do tej samej rodziny genów co Pto i Fen, nasuwa przypuszczenie, 
że homolog PTI1 może być specyficznym substratem dla kinazy FEN (Rys. 2) 
[91].

Identyfikacja substratu specyficznego dla kinazy PTO wspiera model szlaku 
przeniesienia sygnałów, w którym jest możliwa fosforylacja przez kinazy PTO i 
FEN niezależnych pojawiających się na późniejszych etapach szlaku transdukcji 
sygnałów (rys. 2). W modelu tym założono, że elicytor, produkt genu awirulencji 
z bakterii Pseudomonas syringae oddziałuje (pośrednio lub bezpośrednio) z białkiem 
PTO. Białko to znajduje, a następnie fosfory luje białko PTI1, doprowadzając w 
ten sposób do jego aktywacji. Dalej białko PTI1 fosfory luje specyficzny substrat 
(jakieś niepoznane jeszcze białko) doprowadzając w rezultacie do indukcji reakcji 
nadwrażliwości. Chociaż pewne składowe związane ze szlakami transdukcji syg
nałów mogą być różne, istnieją poważne powody by przypuszczać, że przeniesienie 
sygnałów w szlakach Pto i Fen, odbywa się przy wykorzystaniu podobnych me
chanizmów (rys. 2). Te obserwacje to:

(1) podobieństwo pomiędzy objawami reakcji nadwrażliwości i działaniem fen- 
tionu,

(2) wysoki stopień homologii sekwencji aminokwasów pomiędzy białkami PTO 
i FEN,

(3) ekspresja genu Pto w roślinach transgenicznych uwrażliwiająca je  na działanie 
fentionu [61],

(4) uczestnictwo genu P rf w przenoszeniu sygnałów w obu szlakach transdukcji 
[77,78].

Gen P rf działa prawdopodobnie na wcześniejszym etapie szlaku przeniesienia 
sygnałów niż geny Pto i Fen, ponieważ zarówno w szlaku Pto, jak i Fen, jego 
obecność jest niezbędna. Przypuszczalnie białko PRF funkcjonuje także na koń
cowych etapach w obu szlakach przenoszenia sygnałów (rys. 2). Obecnie brak 
wystarczająco udokumentowanych eksperymentalnych danych na udowodnienie za
łożeń dotyczących roli białka PRF w procesie przenoszenia sygnałów u roślin. 
Przez analogię do niektórych receptorów hormonów u ssaków [5] i do białka TOLL 
u Drosophila [34], do których jest podobny produkt genu N  u tytoniu [88], białko 
PRF może działać jako receptor, który wiąże albo elicytor patogena albo fention 
i przenosi sygnał bezpośrednio do innych kinaz, które mogą być związane z m em 
braną. M ożna też rozpatrywać model, w którym istnieje inne białko pośredniczące 
pomiędzy PRF i kinazami PTO i FEN (rys. 2).

Na rysunku 3 przedstawiono uproszczony przebieg niekompatybilnego współ
działania komórki roślinnej z patogenem. Regulacja szybkości pojawiania się w 
komórce aktywnych form tlenu jest ściśle związana z niekompatybilnym współ
działaniem roślina-patogen i może być jednym  z dwu możliwych szlaków transdukcji
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sygnałów (rys. 3) [20,55,58]. 
Z wielu doniesień wynika, że 
fosforylacja białek jest pow ią
zana z indukcją oksydaty wne- 
go w yładow ania, co m oże 
następować przez fosforyla- 
cję kinaz, a następnie akty
w ację  o k sy d o re d u k ta zy  
NADPH odpowiedzialnej za 
uwalnianie reaktywnych form 
tlenu w kom órkach roślin
nych, k tóre dzia ła jąc  jako  
wtórne przekaźniki aktywują 
faktory transkrypcyjne. U- 
dział reaktywnych form tlenu 
w regulacji ekspresji genów 
został ostatnio wyczerpująco 
opisany w pracy przeglądowej 
opublikowanej w Postępach 
Biochemii [45]. W pracach 
związanych z patosystemem 
soyd/Pseudomonas syringae  
wykazano bezpośredni udział 
reakcji fosforylacji w indukcji 
wyładowania oksydatywnego
[55]. U pomidorów wyraża
jących gen Pto, inhibitor ki
nazy zapobiegał zamieraniu 
komórek (reakcja nadw rażli
wości) po ataku bakterii Pseu
domonas syringae mających 

gen awirulencji avrPto, co wskazuje, że aktywność kinazowa jest koniecznym wa
runkiem do zaistnienia reakcji obronnych charakterystycznych dla niekom patybil
nego współdziałania roślina-patogen [91].

Alternatywny przebieg szlaku przenoszenia sygnałów może polegać na bezpo
średniej regulacji ekspresji genów przez fosforylację faktorów transkrypcyjnych 
(rys. 3). Uruchamianie ekspresji typowych dla reakcji nadwrażliwości genów, takich 
jak: transferazy glutationowej, genów kodujących białka PR (np. PR-1, PR-5, 
(3-glukanaz), amoniako-liazy fenyloalaniny czy lipooksygenazy może odbywać się 
przez fosforylację faktorów transkrypcyjnych [30,90]. Białka PTO i PTI! mogą 
uruchamiać ekspresję genów obronnej odpowiedzi roślin przez bezpośrednią lub

Rys. 3. Uproszczony model niekompatybilnego współdziałania 
komórki roślinnej z patogenem: avr I, avr2 i avr3 -  geny 
awirulencji, R l, R2 i R3 -  produkty genów odporności, KB -  

kinazy białkowe, AFT -  aktywne formy tlenu

http://rcin.org.pl



STRUKTURA 1 FUNKCJA ROŚLINNYCH GENÓW  ODPORNOŚCI 109

pośrednią fosforylację faktorów transkrypcyjnych, które są związane z indukcją 
tych genów. Wykazano, że trzy białka współdziałające z białkiem PTO wykazują 
wysoką homologię ze znanymi faktorami transkrypcyjnymi [91]. Fosforylacja fa
ktorów transkrypcyjnych jest ogólnym mechanizmem aktywacji genów u eukariotów 
[38j ■ W ykazano, że synteza białka PR -1 Oa związanego z patogenezą jest indukowana 
w różnych tkankach ziemniaka po zranieniu, działaniu elicytora czy infekcji przez 
Phytophtora infestans [18]. Analiza delecyjna promotora genu PR-lOa ziemniaka 
pozwoliła na identyfikację odcinka 20-nukleotydowego specyficznie rozpoznawane
go przez dwa jądrowe faktory transkrypcyjne PBF-1 (PR-lOa Binding Factor 1) 
i PBF-2 (PR-lOa Binding Factor 2). W zrost związania tych faktorów do DNA 
był skorelowany ze wzrostem poziomu mRNA białka PR-lOa. Okazało się, że 
przynajmniej jedna z podjednostek faktora PBF-1 może być fosforylowana. Tra
ktowanie tkanek, w których wyrażany jest gen PR-lOa przy pomocy alkalicznej 
fosfatazy, hamowało nagromadzanie się mRNA-PR-lOa. Podobny efekt tzn. ob
niżenie poziomu mRNA i białka PR-lOa był obserwowany, gdy w doświadczeniu 
zastosowano inhibitor kinazy [18]. Inhibitor kinazy obniżał również aktywność 
amoniako-liazy fenyloalaniny (PAL) kluczowego enzymu uruchamiającego meta
bolizm fenylopropanoidowy (rys. 4) [2,23].

Geny kodujące enzymy szlaku metabolizmu fenylopropanoidowego, takie jak: 
am oniako-liaza fenyloalaniny (PAL), syntaza chalkonowa (CHS), izomeraza chal- 
konowa (CHI) czy reduktaza izoflawonowa (IFR), są uznawane za klasyczne geny 
markerowe obronnej odpowiedzi roślin na infekcje patogenów, jak również niektóre 
stresy abiotyczne. Wiele z końcowych produktów metabolizmu fenylopropainodo-

Ligniny

Fenyloalanina

Flawonoidy
Barwniki

Izoflawonoidy
Fitoaleksyny

Rys. 4. Ogólny schemat szlaku fenylopropanoidowego: PAL -  amoniako-liaza fenyloalaniny, 
CSH -  syntaza chalkonowa, CHI -  izomeraza chalkonowa, IFR -  reduktaza izoflawonowa
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wego, np. fitoaleksyny ma własności antymikrobiologiczne, inne natomiast służą 
do wzmocnienia błon komórkowych. [52].

2.2.2. Roślinne geny odporności kodujące białka zlokalizowane na membranach 
komórkowych i zawierające powtórzenia bogate w leucynę (Grupa II)

2.2 .2 .1  Grupa g en ó w  C f

Locus C f  obejmujący kilka homologicznych genów został zidentyfikowany w 
genomie pomidora. Geny te warunkują pojawianie się fenotypu pomidora odpornego 
na atak grzyba Cladosporium fulvum  przenoszącego gen awirulencji avr. Dotąd 
przeprowadzono mapowania i klonowania szeregu genów z grupy Cf. Jednym z 
pierwszych genów, jakie sklonowano z tej grupy, był gen Cf-9. M apowanie tego 
genu przeprowadzono przez zaznaczanie genomu pomidora transposonem Ds [43]. 
Część genów (Cf-1, 4 i 9) zlokalizowana na krótkim ramieniu chromosomu 1 po
midora jest alleliczna [42,47] i niecałkowicie dominująca, a fenotypowe sposoby 
wyrażania się reakcji odpornościowej tych allelicznych genów C f  mogą być bardzo 
zbliżone [19,32]. Dalsze badania nad lokalizacją i funkcjonowaniem locus C f  pro
wadzono przy zastosowaniu niemal-izogenicznych linii (NIL) pomidora [83]. Oka
zało się, że poszczególne geny z locus C f działają na różnych etapach ataku grzyba 
Cladosporium fulvum. Gen Cf-2 nadaje odporność, która polega na powstrzy
mywaniu rozwoju patogena bezpośrednio po wniknięciu go do aparatów szparkowych 
rośliny [12,32]. Inny gen z tego locus, gen Cf-3, działa w późniejszej fazie ataku 
grzybowego, dopuszczając uprzednio do intensywnego rozwoju patogena przed uru
chomieniem ekspresji genów z grupy C f [53,68]. Znaleziono ponadto korelację 
pomiędzy fenotypowym wyrażaniem się odporności każdego z genów C f  i ich 
genetyczną lokalizacją [32]. Blisko związane geny Cf-2 i Cf-5 zlokalizowane na 
chromosomie 6 [19,42] warunkują fenotypową odporność, która obejmuje powię
kszające się komórki mezofilu bezpośrednio otaczające aparaty szparkowe. Tego 
rodzaju reakcja odpornościowa nie jest obserwowana w przypadku niekompatybil
nego współdziałania uwarunkowanego obecnością genów Cf-4 i Cf-9 zlokali
zowanych na chromosomie 1 [42].

Specyficzne elicytory grzybowe, które są przypuszczalnie produktami genów 
awirulencji, stwarzają zupełnie nowe możliwości badawcze indukowanych reakcji 
obronnych u roślin. Specyficzne elicytory zidentyfikowano po raz pierwszy w płynie 
komórkowym podatnych liści pomidora infekowanych wirulentnymi rasami Cla
dosporium fulvum  [15,16]. Elicytory wprowadzone do zdrowych liści pomidora 
indukowały nekrozy i chlorozy, ale tylko wtedy, gdy liście zawierały odpowiedni 
gen C f [15]. Znaleziono poważne dowody, że elicytory aktywne w przypadku linii 
pomidora zawierających geny Cf-4 i Cf-9 są produktami grzybowych genów aw i
rulencji: avr4 i avr9 [44,86]. Fizjologiczna odpowiedź indukowana przez płyn ko
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mórkowy (zawierający elicytory) u pomidorów przenoszących geny z grupy C f 
obejmuje wzrost intensywności kilku typowych procesów, m.in. przepływu jonów 
przez błony, aktywności lipooksygenazy, nadutleniania tłuszczów i poziomu aktyw
nych form tlenu [69,87]. Obronna odpowiedź pomidorów na atak grzyba Clado
sporium fulvum  wiązała się również z odkładaniem się kalozy, uruchamianiem 
reakcji nadwrażliwości i wzrostem syntezy fitoaleksyn i białek PR (pathogene- 
sis-related proteins [12,13,14,17,53,54].

Z wcześniejszych badań wiadomo, że geny Cf-2 i Cf-9 różnią się między sobą 
lokalizacją w genomie pomidora (patrz tab. 2, Cf-2 na chromosomie 6, Cf-9 na 
chromosomie 1) [19,33,42, 43], natomiast struktury produktów białkowych tych 
genów są podobne. Ostatnie badania prowadzone przez grupę z Norwich próbują 
odpowiedzieć na pytanie, czy produkty obu tych niezwiązanych genetycznie genów: 
Cf-2 i Cf-9, inicjują podobne mechanizmy obronne na atak tego patogena w ko
mórkach pomidora [33,62]. Najbardziej ogólny wniosek, jaki można sformułować 
na podstawie wyników przeprowadzonych badań, brzmi: w obu przypadkach po 
zastosowaniu odpowiednich elicytorów obserwuje się następujące efekty współ
działania niekompatybilnego:

(1) zmiany morfologiczne komórek epidermy (warstwa LI),
(2) akumulację kwasu salicylowego,
(3) biosyntezę etylenu i
(4) śmierć komórki (HR).
Jak to przedstawiono w tabeli 4, w przypadku niekompatybilnego współdziałania 

produktów genów Cf-9 i avr9, otwieranie się aparatów szparkowych miało miejsce 
między godziną 2 a 6 po wprowadzeniu elicytora, a zamieranie komórek mezofilu 
rozpoczynało się po około 10 godzinach. Silny wzrost syntezy etylenu następował 
pomiędzy 9 a 12 godziną i wysoki poziom utrzymywał się dłuższy czas. W zrost 
poziomu kwasu salicylowego rozpoczynał się po 12 godzinach i trwał do 24 godzin 
po potraktowaniu roślin elicytorem, a następnie spadał [33]. Gdy chodzi o współ
działanie układu genów Cf-2 i avr2, aparaty szparkowe pozostają zablokowane 
jeszcze po 8 godzinach, poziom kwasu salicylowego podnosi się po 12 godzinach, 
a etylen po 16, a potem poziom obu tych substancji spada. Komórki tkanki na
czyniowej gospodarza zaczynają zamierać po około 24 godzinach. Śmierć komórek 
będąca wynikiem procesów zainicjowanych przez obie pary genów była często 
spowodowana ich powiększaniem się [33]. W yładowania aktywnych form tlenu 
oraz wzrost aktywności lipooksygenazy wydają się poprzedzać wszystkie pozostałe 
reakcje indukowane kompatybilnym współdziałaniem w obu układach genów 
(tab. 4) [33,62].

Produkt białkowy genu Cf-9 ma charakterystyczne domeny wskazujące na silne 
związki z błoną komórkową, co sugeruje, że funkcjonuje jako białko transmem- 
branowe. W jego pierwszorzędowej strukturze można wyróżnić następujące domeny: 
peptyd sygnalny, 28 zmutowanych fragmentów LRR oflankowanych przez dwie
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Tabela 4. Schemat kolejności włączania się poszczególnych etapów reakcji obronnych u pomidorów w 
trakcie współdziałania niekompatybilnego po zaindukowaniu tego procesu współdziałaniem produktu 

genu odporności z odpowiednim elicytorem [33]

Czas
po infekcji

C f2/avr2 Czas
po infekcji

C f9 /avr9

4 - 8
godzin

wyładow ania aktywnych  
form tlenu,
nadutlenianie tłuszczów , 
wzrost poziom u glutationu, 
zmiana stanu redoks

2-6
godzin

wyładow ania aktywnych  
form tlenu,
otwarcie aparatów szparkowych, 
nadutlenianie tłuszczów , 
wzrost poziom u glutationu, 
zm iana stanu redoks

8
godzin

wzrost poziom u lipooksygenazy 8 -1 2
godzin

wzrost poziom u lipooksygenazy, 
spadek żyw otności komórek, 
synteza etylenu, 
synteza kwasu sa licylow ego.

12 godzin synteza kwasu salicy low ego

16 godzin synteza etylenu 16 godzin sym ptom y m akroskopowe

24 god zin y spadek żyw otności komórek

72 god zin y sym ptom y m akroskopowe

domeny wykazujące homologię do poligalakturonozowego inhibitora i transmem- 
branową C-końcową kotwicę [31,43].

Gen Cf-2 zlokalizowany na chromosomie 6 u pomidora koduje białko wykazujące 
wysoki stopień homologii do białka CF-9 [22]. To podobieństwo wskazuje, że 
białka te mogą uruchamiać, współdziałając z produktami właściwych genów awi- 
rulencji grzyba, podobny (lub identyczny) szlak transdukcji sygnałów. Posiadanie 
przez te białka powtórzeń bogatych w leucynę, zakończonych C-końcową kotwicą 
membranową sugeruje, że mogą one pełnić rolę receptora dla ewentualnego liganda 
pozakomórkowego, np. białka AVR2 lub AVR9. W ydaje się, że kluczowym regionem 
dla tych białek są powtórzenia bogate w leucynę (LRR). Domeny te występują 
w tandemach w ilości od 1-30 kopii. LRR są wykrywane w wielu białkach zarówno 
pochodzenia zwierzęcego, jak i roślinnego [48]. Większość powtórzeń LRR składa 
się z 24 reszt leucynowych, lecz zdarzają się odstępstwa od tej liczby. Powtórzenia 
LRR znajdują się w funkcjonalnie i ewolucyjnie różnych grupach białek, np. w 
cyklazach adenylazowych u drożdży, w białkach TOLL u Drosophila czy w re
ceptorach gonadotropiny u człowieka. Ich obecność wiąże się jednak z reguły z:

(1) oddziaływaniami białko-białko oraz
(2) z wiązaniem peptydowych ligandów.
Prawie połowa białek, u których stwierdzono występowanie domen LRR, bierze 

udział w przenoszeniu sygnałów wewnątrz komórek oraz między komórkami i
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otoczeniem. Brak homologii sekwencji aminokwasów między białkami zawierają
cymi LRR wskazuje poza tym, że białka te nie pochodzą ewolucyjnie od jednego 
białka przodka [48].

Wykazano, że preparaty białek z membran liści pomidora wyrażającego gen 
Cf-9 wiązały peptyd AVR9 [35]. W wyniku współdziałania białek CF-9 i AVR9, 
cytoplazmatyczne domeny białka CF-9 mogą uaktywniać kinazę białkową (PK), 
analogiczną do tej, jaką kodują geny grupy Pto u pomidora. To przypominałoby 
mechanizm, przez który CD4-kotwica transmembranowego receptora na komórkach 
T uaktywnia kinazę tyrozynową p56Lek [84]. Alternatywny mechanizm uruchamiania 
następnego etapu szlaku transdukcji sygnałów mógłby polegać na współdziałaniu 
białka CF-9 z innymi białkami przy uaktywnianiu kinazy transmembranowej po
siadającej pozakomórkowe powtórzenia LRR [7] lub z niezidentyfikowanymi biał
kami posiadającymi powtórzenia LRR, np. inhibitorem poli- galakturonazowym 
(PGIPs) [11]. Uaktywnienie kinazy mogłoby prowadzić do aktywacji oksydore- 
duktazy NADPH. Membranowy kompleks oksydacyjny może być związany z uwal
nianiem aktywnych biologicznie form tlenu w liściach pomidora. Aktywne formy 
tlenu mogą być wytwarzane w celu:

(1) bezpośredniego hamowania wzrostu patogena,
(2) indukcji procesu prowadzącego do śmierci komórek (reakcja nadwrażliwości),
(3) wzmocnienia ścian niezainfekowanych komórek przez syntezę strukturalnych 

białek lub
(4) w celu indukcji ekspresji genów PR (chitynazy itp.).

2 .2 .2 2  G en L6

Kolejnym genem zlokalizowanym w genomie roślinnym był gen L6 zmapowany 
w genomie lnu. Obecność tego genu warunkuje powstawanie fenotypu lnu odpornego 
na infekcję grzyba Melampsora lini. Mapowanie i klonowanie przeprowadzono 
przy pomocy zaznaczania genomu transposonem Ac. Mutanty zawierające przy
puszczalnie transpozycję Ac w genie L6, zostały następnie wyselekcjonowane z 
tysięcy zmutowanych roślin [24,25,50]. Gen L6 koduje dwa produkty: jeden o 
długości 1294 aa, drugi krótszy o długości 705 aa. Białko L6 charakteryzuje wysoka 
hom ologia do białka N i nieco niższa do RPS2 [51 ]. W szystkie trzy białka, produkty 
genów: Ló, N  iRps2, mają charakterystyczne wspólne domeny. Najwyższa homologia 
sekwencji aminokwasów obserwowana jest w środkowej części łańcucha, w której 
ulokowane jest miejsce wiązania nukleotydów (NBS) obejmujące przynajmniej dwa 
motywy związane z wiązaniem nukleotydów: pętlę-P i domenę kinazy 2 [85]. Istnienie 
wysokiej homologii sekwencji aminokwasowych w białkach: RPS2, N i L6 pozwala 
przypuszczać, że te białka mogą funkcjonować w podobny sposób jako przekaźniki 
w szlaku transdukcji sygnałów. W ysoka homologia aminokwasów pomiędzy biał
kiem L6 i N wskazuje ponadto na ich bliskie genetyczne pokrewieństwo. Szczegółowe
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porównanie produktów białkowych genów N  i L6 wskazuje na obecność w białku 
L6 dodatkowych 60 aminokwasów przy N-końcu łańcucha nieobserwowanych w 
przypadku białka N. Potencjalny sygnalny peptyd pojawiający się w tym rejonie 
(we fragmencie 60-aminokwasowym) białka L6, sugeruje, że produkt genu L6 
może zapoczątkowywać szlak przenoszenia sygnałów pochodzący spoza komórki. 
Natom iast, co było wiadome już poprzednio, białko N jest zlokalizow ane w 
cytoplaźmie [88]. Pomimo że istniejąca wysoka homologia aminokwasów w białkach 
N i L6 mogłaby wskazywać na identyczne funkcje obu białek w systemie uru
chamiania reakcji obronnych u roślin (u lnu i tytoniu), to obecność sygnalnego 
peptydu w białku L6 dowodzi, że w przeciwieństwie do cytoplazmatycznego białka 
N produkt genu L6 funkcjonuje jako białko transmembranowe zdolne do indukcji 
szlaku przenoszenia sygnałów pochodzących spoza komórki. Dlatego gen L6 został 
zaliczony przez nas do drugiej grupy roślinnych genów odporności pom imo wysokiej 
homologii do genów: Rps2, P rf i N, zaliczanych do grupy trzeciej.

2.2.3. Roślinne geny odporności kodujące białka zlokalizowane w cytoplaźmie 
i zawierające powtórzenia bogate w leucynę (Grupa III)

2 .2 .3 .1  Grupa g en ó w  R P S

Grupa RPS  należąca do trzeciej grupy genów odporności skupia geny warunkujące 
pojawianie się fenotypu Arabidopsis thaliana odpornego na atak bakterii Pseu
domonas syringae przenoszącej specyficzne geny awirulencji [49,89]. Zalicza się 
do niej następujące geny: Rps2, Rps3 (Rpm l), Rps4 i Rps5. Pierwszym z genów, 
który został zmapowany, a następnie sklonowany w genomie Arabidopsis, był 
gen Rps2. Jego identyfikację przeprowadzono przez izolację mutantów Arabidopsis, 
które nie wytwarzały reakcji nadwrażliwości w odpowiedzi na atak grzyba Pseu
domonas syringae. Dalsza procedura prowadząca do jego sklonowania prowadziła 
przez zlokalizowanie go na fizycznej i genetycznej mapie genomu Arabidopsis 
podobnie jak w przypadku genów z grupy Pto u pomidora [63]. Produkt genu 
Rps2 zawiera kilka charakterystycznych motywów obejmujących między innymi: 
suwak leucynowy na N-końcu, miejsce wiązania nukleotydu (NBS) i region za
wierający 13 powtórzeń bogatych w leucynę (LRR) na C-końcu łańcucha białkowego 
[3,63]. Obecność motywów LRR w białku RPS2 może sugerować, że jego rola 
mogłaby polegać na uczestnictwie w szlaku przenoszenia sygnałów albo jako re
ceptora dla sygnalnej cząsteczki patogenu, albo jako komponenty współdziałającej 
z innym składnikiem szlaku przenoszenia sygnałów między patogenem i rośliną.

Obecność genu Rps3 (R pm l) w genomi& Arabidopsis warunkuje powstawanie 
fenotypu odpornego na atak bakterii Pseudomonas syringae szczepu przenoszącego 
gen zarówno awirulencji avrRpm l, jak i avrB. Między tymi genami nie wykazano 
żadnego pokrewieństwa [4,40]. Wydaje się więc, że produkt genu Rps3 (Rpm l)
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ma domeny specyficznie rozpoznające produkty obu genów awirulencji. Dotych
czasowe badania wskazują, że białko to podobnie jak produkt genu Rps2 ma miejsce 
wiązania nukleotydów (NBS) oraz szereg powtórzeń bogatych w leucynę (LRR)
[29]. To wskazuje, że albo białko RPS3 (RPM1) działa jako receptor, który mógłby 
wiązać dwie różne cząsteczki sygnalne patogena, albo że geny avrRpm l i avrB, 
pomimo braku homologii między nimi, wytwarzają podobne cząsteczki białka roz
poznawane przez produkt genu Rpml. Inna możliwość mogłaby polegać na tym, 
że gen R pm l może kodować element właściwy dla obu szlaków przenoszenia 
sygnałów: jednego, w którym pośredniczy białko produkt genu avrRpm l i drugiego, 
w którym pośredniczy białko AVRB [39].

Ponieważ geny awirulencji Pseudomonas syringae zostały sklonowane, za
istniała możliwość skonstruowania izogenicznych szczepów tej bakterii różniących 
się tylko obecnością specyficznego genu awirulencji: avrRpm l i avrRpt2. Linia 
Arabidopsis użyta w tym doświadczeniu przenosiła dwa geny odporności: Rps2 
i R pm l. W ykazano, że izogeniczne szczepy Pseudomonas syringae różnią się 
zdolnością indukowania reakcji nadwrażliwości (HR) w roślinach. Szczep prze
noszący gen avrRpm l indukował reakcję nadwrażliwości w ciągu 5 godzin, natomiast 
szczep posiadający gen avrRpt2 w ciągu 20 godzin od początku infekcji [72]. 
Autorzy tej pracy próbują znaleźć odpowiedź na pytanie, co się dzieje, gdy do 
rośliny docierają sygnały dwóch różnych genów awirulencji. Czy odpowiedzi się 
nakładają, czy mają raczej charakter epistatyczny? Okazało się, że produkt genu 
awirulencji avrRpt2  może zablokować odbiór sygnału pochodzącego od genu 
avrR pm l albo może dochodzić do zablokowania indukcji odpowiedzi obronnej 
na atak szczepu przenoszącego ten gen. Kiedy miała miejsce koinokulacja obu 
izogenicznych szczepów bakterii Pseudomonas syringae, pojawiała się reakcja 
nadwrażliwości charakterystyczna dla szczepu zawierającego gen avrRpt2. Nie ob
serwowano natomiast reakcji HR indukowanej przez sygnał genu avrRpm l. Ponieważ 
geny awirulencji są wyrażane w odrębnych szczepach Pseudomonas syringae , ha
mowanie przenoszenia się sygnału avrRpm l zachodzi przypuszczalnie poza ko
m órkam i bakteryjnym i. Stwierdzono również, że to zakłócenie miało miejsce 
niezależnie czy roślina przenosiła dziki gen Rps2, czy nie. Ten wynik wskazywał, 
że zakłócenie nie jest spowodowane przez aktywację szlaku RPS2. Autorzy prze
dyskutowali szereg możliwych wyjaśnień tych obserwacji, ale najbardziej prawdo
podobna i najprostsza wydaje się ta, że geny avrRpm l i avrRpt2 konkurują o wspólny 
elem ent (elementy) szlaku transdukcji sygnałów. Umocnieniem dla tego modelu 
jest obserwacja, że specyficzność odpowiedzi avrRpm l mogłaby być przywracana 
przez wzrost ilości komórek Pseudomonas syringae zawierających gen avrRpm l 
w inokulum.

Dalsze badania tego modelu (Arabidopsis/Pseudomonas syringae) były utru
dnione przez brak wiedzy na temat sposobu działania produktów genów: avrRm pl 
i avrRpt2. N ie wiadomo, czy produkty tych genów działają bezpośrednio jako
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cząsteczki sygnalne czy działają raczej jako enzymy katalizujące powstawanie czą
steczek drugorzędowych sygnałów. Ich pokrewne geny odporności na choroby: 
R pm l i Rps2 kodują białka o zbliżonej strukturze; oba zawierające przypuszczalnie 
suwak leucynowy na N-końcu, miejsce wiązania nukleotydów (NBS) oraz 13 po
wtórzeń LRR [29,63]. Cytoplazmatyczna lokalizacja białka RPS2 [63] sugeruje, 
że jeżeli to białko działa jako receptor dla sygnałów avrRpml i avrRpt2, to w 
tej sytuacj i sygnały muszą przechodzić przez membrany komórek. Jedna z możliwości 
jest taka, że sygnały avrRpt2 i avrRpm 1 konkurują o białka membranowe ułatwiające 
im transfer przez membrany. Nie ma w tej chwili przekonywującego dowodu, że 
białka -  produkty genów awirulencji Pseudomonas syringae wnikają do komórek 
roślinnych. Opublikowane dane z badań nad patogenami ssaków wskazują, że w 
przypadku tych patogenów dochodzi do wnikania białek patogena do komórek 
gospodarza [70,75,76]. Odpowiedzialny jest za to wyspecjalizowany system se- 
krecyjny patogena [76]. Badania prowadzone nad podobnym systemem sekrecyjnym 
u Pseudomonas syringae wykazały, że mutacje genów kodujących różne komponenty 
tego systemu powodują utratę zdolności inducji reakcji nadwrażliwości u roślin
[56]. Istnieje więc możliwość, że białka -  produkty genów awirulencji mogą być 
przenoszone w ten sposób do komórek gospodarza i że istnieją białka, które ułatwiają 
ten transport u Pseudomonas syringae. O możliwość współdziałania właśnie z tymi 
białkami konkurują produkty genów awirulencji: Avrrpt2 i A vrrp m l. Dotychczas 
jednak nie udało się zidentyfikować takich białek w przypadku patosystemu Ara- 
bidopsis/Pseudomonas syringae.

Dalsze badania prowadzone na tym modelu pozwoliły stwierdzić, że kolejność 
włączania genów związanych z odpowiedzią odpornościową różni się w zależności 
od genu odporności (Rps2 lub R pm l) obecnego w genomie Arabidopsis [71].

2 .2 .3 .2  G en R p g l

W genomie soi zmapowano gen R pgl nadający odporność na atak bakterii Pseu
domonas syringae posiadającej gen awirulencji avrB  [46,65]. Chociaż w przypadku 
większości hodowanych odmian soi gen R pgl jest specyficzny tylko w odniesieniu 
do genu avrB, znaleziono kilka linii posiadających gen odporności specyficzny 
do genu awirulencji avrRpm l. Ten nowy gen wydaje się być bardzo podobny 
do genu R pm l [1]. Gen R pgl nie został dotąd sklonowany i w związku z tym 
nieznana jest przypuszczalna struktura jego białkowego produktu.

2 .2 .3 .3  G en N

W przypadku wirusa mozaiki tytoniu (TMV) okazało się, że białko płaszcza 
tego wirusa spełnia rolę specyficznego elicytora międzykomórkowego, który wy
wołuje reakcję nadwrażliwości u odmian Nicotiana sylvestris zawierających gen
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odporności N  [9]. Gen ten sklonowano podobnie jak geny Cf-9 i L6, stosując za
znaczanie genomu transpozonem Ac pochodzącym z kukurydzy [9]. Genomowy 
DNA otaczający element Ac użyto do identyfikacji klonów: cDNA i genomowego, 
zawierających gen N. Potwierdzeniem, że wyselekcjonowany klon zawierał po
szukiwany gen było przywrócenie zdolności do odpowiedzi nadwrażliwej u mutanta 
dotąd niezdolnego do takiej reakcji poprzez transformację mutanta odnośnym klonem 
genomowego DNA [88]. Analiza sekwencji klonów cDNA i DNA genomowego 
wykazała, że gen N  koduje białko o masie 131,4 kDa zawierające charakterystyczną 
domenę na N-końcu przypominającą cytoplazmatyczne domeny białka TOLL u 
Drosophila  [34] i receptorów interleukiny-1 (IL-1R) u ssaków [79]. Domeny te, 
jak  się wydaje, mogą odgrywać kluczową rolę w szlaku transdukcji sygnałów w 
patosystemie tytoń/TMV. W systemie immunologicznym ssaków cytoplazmatyczna 
dom ena IL-IR  jest związana z transdukcją sygnałów wymaganych dla translokacji 
NF-B. Ta domena (IL -1R) jest podobna, jak wspomniano powyżej, do cytopla- 
zmatycznej domeny białka TOLL u Drosophila [37]. Podobieństwo domeny białka 
N do analogicznej domeny w białkach TOLL i IL-1R sugeruje, że domena ta 
może uruchamiać międzykomórkowy szlak transdukcji sygnałów u tytoniu, podobnie 
jak to się dzieje u zwierząt (TOLL i IL-1R). Białko N, a możliwe że i inne białka 
będące produktami genów odporności, mogą uaktywniać czynniki transkrypcyjne 
uruchamiające ekspresję genów odpowiedzialnych za zaistnienie reakcji nadwra
żliwości w komórkach roślinnych.

2.2.4 Roślinne geny odporności kodujące białka zawierające zarówno powtórzenia 
bogate w leucynę, jak i domeny kinazy serynowo-treoninowej (Grupa IV)

2 .2 .4 .1 . G en X a21

Gen Xa21, który został zmapowany na chromosomie 11 ryżu, nadaje tej roślinie 
odporność na infekcję bakteriami Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Gen Xa21 
został uzyskany za pomocą klonowania pozycyjnego [80], podobnie jak poprzednio 
w przypadku genów: Pto, Cf-9 i N. Gen Xa21 należy do rodziny genów roz
mieszczonych na odcinku o długości 30 cM chromosomu 11 [59]. Grupa ta składa 
się z co najmniej siedmiu genów związanych z odpornością ryżu na wirusy, bakterie 
i grzyby. Analiza sekwencji aminokwasowej przypuszczalnego produktu białko
wego genu Xa21 ujawniła wysoki stopień homologii kilku fragmentów białka 
XA21 do znanych domen białek produktów tej grupy genów.

Na N-końcu łańcucha białka XA21 stwierdzono obecność 23 hydrofobowych 
reszt aminokwasowych charakterystycznych dla peptydu sygnalnego. W rejonie 
łańcucha pomiędzy aminokwasami 81 i 634 ulokowane są 23 kopie powtórzeń 
LRR ujawniających zdolność tego białka do interakcji typu białko/białko. Sekwencja 
pom iędzy 708-1025 aminokwasem zawiera cytoplazmatyczną domenę kinazy biał-
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kowej. Podobieństwo sekwencji aminokwasów regionów domeny VIb i VIII (patrz 
tab. 3) z kilkoma kinazami serynowo/treoninowymi pozwala zaliczyć białko XA21 
do grupy kinaz serynowo/treoninowych [80].

Komputerowe porównanie sekwencji białka XA21 do sekwencji białkowych 
zgromadzonych w ogólnie dostępnych bazach danych wykazało istnienie 54,7% 
podobieństwa sekwencji tego białka do sekwencji białka RLK5 [36] i 53,1% do 
TMK1 [7], kinaz białkowych pochodzących z Arabidopsis [7]. Sekwencje ami- 
nokwasowe przypuszczalnych pozakomórkowych domen białka XA21 ujawniły po
dobieństwo do podobnych domen białka CF-9 pomidora (54,9%), natomiast domena 
aktywności serynowo/treoninowej kinazy białka X A 21 jest najbardziej homologiczna 
do podobnej domeny białka SRK-29 (56,3%) i do białka PTO (56,5%) [60,82].

3. PODSUMOWANIE

Zdolność roślin do obrony przed atakiem patogenów znajduje się zgodnie z 
koncepcją gen-na-gen pod kontrolą pojedynczego dominującgo genu odporności. 
Produkty genów odporności są zdolne do rozpoznawania patogena najprawdopo
dobniej przez bezpośrednią interakcję z produktami ich genów awirulencji. Ta in
terakcja zapoczątkowuje zmiany w metabolizmie komórki gospodarza, których 
efektem jest śmierć otaczających miejsce infekcji komórek gospodarza (reakcja 
nadwrażliwości), co prowadzi do zahamowania rozwoju patogena.

Produkty genów odporności są uaktywniane przez elicytory -  sygnalne cząsteczki, 
których synteza jest kontrolowana przez geny awirulencji patogena. W większości 
przypadków, geny awirulencji i odporności tworzą wysoce wyspecjalizowane pary. 
Z tego wynika, że produkt danego genu odporności jest aktywowany tylko przez 
ściśle określony elicytor -  produkt specyficznego genu awirulencji. W yjątkiem od 
tej reguły jest produkt genu R pm l z Arabidopsis, który rozpoznaje elicytory wy
twarzane przez dwa geny awirulencji; avrRpm l i avrB przenoszone przez Pseu- 
domonas syringae, co daje podstawę do stwierdzenia, że produkty genów odporności 
mogą niekiedy (bardzo rzadko) funkcjonować jako uniwersalne przekaźniki w szlaku 
transdukcji sygnałów patogena.

Jak to obszernie przedstawiono w niniejszej pracy, dokonano ostatnio licznych 
klonowań roślinnych genów odporności (klonowanie pozycyjne lub przez zazna
czanie transpozonami: Ac lub Ds). Poznanie przypuszczalnych pierwszorzędowych 
struktur produktów białkowych genów odporności pozwoliło na wykazanie obecności 
charakterystycznych domen ulokowanych w tych białkach. Dotyczy to przede wszy
stkim powtórzeń bogatych w leucynę (LRR), które występują u większości produktów 
genów odporności. Liczne kopie tych domen występujące w wielu bardzo różnych 
białkach są związane najczęściej z procesami transdukcji sygnałów. Miejsce wiązania
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nukleotydów (NBS) i suwak leucynowy to domeny, również bardzo często ob
serwowane w produktach roślinnych genów odporności. Obecność takich chara
kterystycznych elementów w białkach produktach genów odporności pochodzących 
z bardzo odległych gatunków roślin (tytoń, pomidor, ryż, len czy Arabidopsis tal- 
hiana) oraz to że reakcja nadwrażliwości jest indukowana przez patogeny o cał
kowicie odmiennych cyklach życiowych (grzyby, bakterie, wirusy) może wskazywać 
na istnienie zbliżonego mechanizmu indukowania szlaków transdukcji sygnałów 
prowadzących do uruchomienia systemu obrony przeciw patogenom w świecie roślin.

ADDENDUM

Cztery ostatnie prace opublikowane w grudniu 1996 r. [56a,78a,82a,86a] związane 
z odpowiedzią roślin na infekcję patogenów zawierają dowody, że białka kodowane 
przez geny awirulencji patogenu są wprowadzane do komórek roślinnych, gdzie 
następnie dochodzi do ich rozpoznania przez białka - produkty roślinnych genów 
odporności (R).

Z badań grupy Staskawicza [78a] wynika, że białko AvrPto -  produkt genu 
awirulencji bakterii działa wewnątrz komórki roślinnej. Autorzy przeprowadzili eks
presję transient genu avrPto w roślinach Nicotiana benthamiana transformowanych 
uprzednio genem pto. Ta ekspresja wywołała nekrozę przypominającą reakcję nad
wrażliwości (HR) związaną z obecnością genu pto, a powstającą w wyniku infekcji 
bakterii Pseudomonas syringae, która przenosi gen avrPto. Autorzy ci prezentują 
również dowód na to, że białko AvrPto było aktywne w komórce roślinnej. Delecja 
30 aminokwasów z C końca łańcucha białka AvrPto nie pozbawiała tego białka 
jego aktywności, gdy jednak usunięto 59 aminokwasów, białko traciło zdolność 
do wywoływania nekrozy. Wyniki przedstawione przez grupę Staskawicza świadczą 
o tym, że produkt genu awirulencji avrPto i produkt genu R mogą bezpośrednio 
współdziałać. Wyniki te w pełni potwierdzono, gdy zastosowano dwuhybrydowy 
system z drożdży.

Ponieważ białko Pto jest w 80% homologiczne z produktem blisko z nim zwią
zanego genu fen , którego produkt nie współdziała z AvrPto, użyto więc tego białka 
fen w doświadczeniach związanych z wymianą domen z białkiem Pto w celu okre
ślenia regionu odpowiedzialnego za specyficzność interakcji białka Pto. Wyniki 
badań grupy Staskiewicza [78a] wskazują, że istotny dla interakcji z białkiem 
patogenu region znajduje się między aminokwasem 129 i 224, natomiast z badań 
grupy M artina [82a] wynika, że istotnym z punktu widzenia specyficzności jest 
region między aminokwasami 190 i 209. Jak już wiadomo od dawna, dwie kon
serwatywne, katalityczne domeny kinazy białkowej znajdują się między am ino
kwasami 182 i 184 oraz między 202 i 211 w łańcuchu. W ynika z tego, że domeny
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odpowiedzialne za specyficzność kinazy Pto są rozmieszczone w rejonie między 
domenami katalitycznymi.

Dodatkowym potwierdzeniem wniosków wypływających z prac grupy Staska- 
wicza i Martina są prace publikowane w PNAS [56a] i w Celi [86a].

Leister i wsp. [56a] stosując bezpośrednią transformację Arabidopsis genami 
avrB  i avrRpt2 Pseudomonas syringae uzyskali ekspresję tych genów w komórkach 
roślinnych, które miały mutacje albo w genie rpml, albo w rps2. Reakcja nad
wrażliwości pojwiła się tylko wtedy, kiedy zarówno aktywny, jak i niezmutowany 
gen R (rpm l albo rps2)i odpowiadający mu gen awirulencji ulegały ekspresji w 
tej samej komórce. Podobnie Van den Ackerveken i in. [86a] stosując Agrobacterium, 
aby uzyskać transient-ekspresję genu awirulencji avrBs3 Xanthomonas campestris 
pv. vesictoria w wybranych liniach pieprzu zawierających gen odporności bs3, 
obserwowali zależną od białka Bs3 reakcję HR. W ynika z tego sugestia, że produkty 
genów arvBs3 i bs3 współdziałają wewnątrz tej samej komórki roślinnej, a w tym 
przypadku prawdopodobnie wewnątrz jądra komórkowego. Ponieważ gen bs3 nie 
został jeszcze wyizolowany, więc bezpośrednie badania lokalizacji Bs3 i powi
nowactwa do AvrBs3 będą jeszcze musiały poczekać.

Powyższe wnioski, chociaż są znaczące i ważne, pozostawiają oczywiście wiele 
otwartych pytań. Pozwalają jednak lepiej zrozumieć mechanizmy patogeniczności 
i potwierdzają wniosek, że geny awirulencji patogenu (avr) kodują czynniki pato- 
geniczości, które dają roślinom możliwość rozpoznawania i uruchamiania odpowiedzi 
obronnej na patogeny zawierające te geny w swoim genomie. Izolowanie roślinnych 
genów odporności (R), poznanie ich struktury i funkcji produktów białkowych tych 
genów, prowadzi do zrozumienia natury interakcji roślina-patogen na poziomie 
molekularnym, czyli wyjaśnienia, jak jest konkretnie realizowana "stara" koncepcja 
Flora interakcji rośliny z patogenem, zwana hipotezą gen-na-gen.
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MASTOCYTY I FIBROBLASTY -  
OBOJĘTNI SĄSIEDZI CZY PRZYJAŹNI PARTNERZY?

MAST CELLS AND FIBROBLASTS -  
INDIFFERENT NEIGHBOURS OR FRIENDLY PARTNERS?

Ewa BRZEZIŃSKA-BŁASZCZYK1, Anna ZALEW SKA2

'Sam odzielna Pracownia Immunologii Doświadczalnej oraz 
2Klinika Dermatologii, Akademia Medyczna w Łodzi

Streszczenie. Mastocyty i fibroblasty są jednymi z najważniejszych komórek wchodzących w skład 
tkanki łącznej właściwej. Obserwacje morfologiczne wskazały na ich bliskie sąsiedztwo w tkance. W 
pracy scharakteryzowano obie populacje komórek oraz przedstawiono i omówiono wzajemne oddziały
wania i zależności pomiędzy mastocytami i fibroblastami.

Słowa kluczowe: mastocyty, fibroblasty, powiązania międzykomórkowe

Summary’. Mast cells and fibroblasts belong to the most important cellular elements forming connective 
tissue. Morphological observations have shown their close proximity in the tissue. In this paper mast 
cells and fibroblasts have been presented and their mutual interactions and relationships have been 
described.

Key w ords: mast cells, fibroblasts, intercellular relationships

Wykaz skrótów. MiMC (ang. mucosal mast cells) -  mastocyty błon śluzowych; CTM C (ang. connective 
tissue m ast cells) -  mastocyty tkanki łącznej; M Ctc  -  mastocyty tryptazo-chymazo-dodatnie; M C t -  
mastocyty tryptazo-dodatnie; BM M C (ang. mouse bone m arrow-derived mast cells) -  mysie mastocyty 
pochodzące ze szpiku kostnego; PG -  prostaglandyna; LT -  leukotrien; PAF -  (ang. platelet activating  
factor) -  czynnik aktywujący płytki; IFN -  interferon; IL -  interleukina; SCF (ang. stem cell fa c to r) -  
czynnik wzrostowy komórek macierzystych; M G F (ang: mast cell growth factor) -  czynnik wzrostowy 
mastocytów; NG F (ang. nerve growth factor) -  czynnik wzrostu nerwów; bFG F (ang. basic fibroblast 
growth factor) -  zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastów; M -C SF (ang. m acrophage colony stimu
lating factor) -  czynnik stymulujący kolonie makrofagów; G -CSF (ang. granulocyte colony stimulating  
factor)  -  czynnik stymulujący kolonie granulocytarne; G M -C SF (ang. granulocyte-m acrophage colony  
stimulating factor) -  czynnik stymulujący kolonie granulocytarno-makrofagowe; EG F (ang. epiderm al 
growth factor) -  naskórkowy czynnik wzrostu; TG F (ang. transforming growth factor) -  transformujący 
czynnik wzrostu; TNF (ang. tumor necrosisfactor) -czyn n ik  martwicy nowotworu; M M C P(ang. mouse
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m ast cell protease) -  proteaza mastocytów myszy; RM CP (ang. rat mast cell protease) -  proteaza 
mastocytów szczura; M CAF (ang. monocyte chemotactic and activating factor) -  monocytarny czynnik 
chemotaktyczny i aktywujący; M IP(ang. m acrophage inflammatory protein) -zapalna proteina makro- 
fagowa; TCA (ang. T cell activating antigen) -  aktywujący komórki T antygen; ECF-A (ang. eosinophil 
chemotactic fa c to r o f  anaphylaxis) -  czynnik chemotaktyczny dla eozynofilów; N C F-A (ang. neutrophil 
chemotactic fa c to r ofanaphylaxis) -  czynnik chemotaktyczny dla neutrofilów; ICAM  (ang. intercellular 
adhesion molecule) -  cząsteczka adhezji międzykomórkowej; VCAM  (ang. vascular cell adhesion  
molecule) -  cząsteczka adhezji komórkowej naczyń; LFA (ang. leukocyte function-associated antigen)
-  antygen związany z czynnością limfocytów; LPAM  (ang. lymphocyte P eyerspatch adhesion molecule)
-  limfocytarna cząsteczka adhezji na kępkach Peyera; VLA (ang. very late antigen) -  antygen bardzo 
późny; VNR (ang. vitronectin receptor) -  receptor dla witronektyny;

WPROWADZENIE

M astocyty (komórki tuczne) i fibroblasty są jednymi z komórek budujących 
tkankę łączną właściwą (zarówno włóknistą luźną, jak  i włóknistą zwartą). M astocyty 
znajdują się z reguły w pobliżu naczyń krwionośnych, naczyń limfatycznych i 
zakończeń włókien nerwowych. Fibroblasty są bardziej równomiernie rozmieszczone 
w tkance, chociaż liczniej gromadzą się wzdłuż włókien kolagenu.

Od dawna zastanawiano się, czy obie populacje komórek są tylko przypadkowymi 
i obojętnymi względem siebie sąsiadami, czy też istnieją między nimi zależności 
i powiązania czynnościowe. A jeżeli takie powiązania istnieją, to czy mastocyty 
i fibroblasty wspólnie tworzą przyjazną i dobrze współpracującą koalicję, czy też 
są one w stosunku do siebie we wrogiej opozycji. W niniejszym opracowaniu 
przedstawimy obie komórki i przeanalizujemy ich wzajemne relacje, aby próbować 
odpowiedzieć na pytanie: mastocyty i fibroblasty -  obojętni sąsiedzi czy przyjaźni 
partnerzy?

OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA MASTOCYTÓW

Pomimo wielu badań prowadzonych w różnych laboratoriach pochodzenie m a
stocytów oraz przebieg procesu ich różnicowania i dojrzewania, nie zostały do 
dzisiaj ostatecznie wyjaśnione. Powszechnie jednak akceptowany jest pogląd, że 
prekursory mastocytów powstają z wielopotencjalnych komórek krwiotwórczych 
szpiku kostnego. Komórki prekursorowe mastocytów człowieka należą do linii 
CD34+ [41]. Ze szpiku kostnego wędrują one do krwi, przy czym wykazano, że 
liczba krążących komórek prekursorawych (opisywanych jako "komórki pozbawione 
ziarnistości") jest niewielka [37]. Komórki prekursorowe mastocytów znajdujące 
się w krążeniu wykazują już ekspresję receptorów FceRI i c-kit. Z kwioobiegu
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komórki prekursorowe wędrują do tkanek jako komórki niedojrzałe i tam dopiero, 
pod wpływem czynników mikrośrodowiska, ostatecznie się różnicują i dojrzewają.

Czynniki humoralne regulujące proliferację, różnicowanie i ostateczne dojrze
wanie komórek tucznych są bardzo liczne i do dzisiaj do końca nie poznane. Bez 
wątpienia główną cytokiną wpływającą na te procesy jest czynnik wzrostowy ko
m órek macierzystych (SCF; synonimy: ligand receptora c-kit, czynnik wzrostowy 
komórek tucznych -  MGF). Ponadto istotny wpływ wydają się mieć, przynajmniej 
u gryzoni, interleukiny 3, 4, 9 i 10 (IL-3, IL-4, IL-9, IL-10) oraz czynnik wzrostu 
nerwów (NGF) [36, 37, 42, 88].

M astocyty nie stanowią jednorodnej populacji komórek [74, 89, 90]. U gryzoni 
wyróżniono dwie podstawowe subpopulacje - komórki tuczne tkanki łącznej (CTMC) 
(tzw. "typowe" komórki tuczne) oraz komórki tuczne błon śluzowych (MMC) (tzw. 
"atypowe" komórki tuczne). U człowieka odpowiednikami subpopulacji mastocytów 
gryzoni są: subpopulacja MCTC oraz subpopulacja MCT. Podział komórek tucznych 
na dwie odrębne subpopulacje oparty jest przede wszystkim na obecności w ziar- 
nistościach mastocytów rodzaju obojętnych proteaz. Ziarnistości komórek subpo
pulacji CTMC (MCTC) zawierają przynajmnej dwa rodzaje obojętnych proteaz (w 
mastocytach człowieka są to tryptaza i chymaza), ziarnistości mastocytów sub
populacji MMC (MCT) zawierają jeden typ obojętnej proteazy (u człowieka jest 
to tryptaza). Należy podkreślić, że praktycznie w każdym narządzie znajdują się 
obie subpopulacje, chociaż w różnym składzie procentowym. Mastocyty typu CTMC 
(MCTC) liczebnie dominują w skórze i błonie podśluzowej układu pokarmowego, 
mastocyty typu MMC (MCT) dominują w błonie śluzowej układu oddechowego 
i układu pokarmowego.

Komórki tuczne obu subpopulacji różnią się wieloma cechami morfologicznymi 
[11, 17, 60]. Mastocyty "typowe" są większe, ich ziarnistości są jednolitego kształtu 
i wielkości, a struktury parakrystaliczne mają postać kratki o znacznej gęstości 
elektronowej. Mastocyty "atypowe" są mniejsze, ziarnistości mają mniej liczne, 
a struktury parakrystaliczne tych ziarnistości są ułożone spiralnie. Poza tymi róż
nicami morfologicznymi obie subpopulacje cechują się istotnie różną zawartością 
mediatorów. Zagadnienie to będzie jeszcze przedstawione w dalszym ciągu opra
cowania.

M astocyty wykazują ekspresję wielu różnych struktur powierzchniowych. Bez 
wątpienia, najważniejszym receptorem błonowym, warunkującym udział komórek 
tucznych w reakcjach nadwrażliwości typu I, jest receptor o wysokim powino
wactwie dla IgE (FceRI) [59]. W błonie mastocytów znajdują się także receptory 
dla wielu cytokin, w tym przede wszystkim dla IL-4 i SCF, a także antygen CD43 
(leukosialina). Udokumentowano również występowanie niektórych cząsteczek ad- 
hezyjnych, chociaż z pewnością zagadnienie to nie jest dzisiaj do końca poznane. 
W iadom o jednak, że w błonie mastocytów znajdują się: adresyna naczyniowa ICAM- 
1 (antygen CD54), selektyna L oraz liczne integryny -  a 4(3j (YLA-4; LPAM-2),
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a 4P7 (LPAM-1), a 5(3j (VLA-5), a vP2 (VNR), ocE|37 (HML-1), oraz, jak  ostatnio 
wykazano, integryna ocLp2 (LFA -1). Jak się wydaje ekspresja cząsteczek adhezyjnych 
na mastocytach zależy w znacznej mierze od stopnia dojrzałości komórek oraz 
ich stanu czynnościowego. Na przykład, ekspresja integryny a 4P7 jest bardzo wysoka 
na mastocytach niedojrzałych (znajdujących się w krwioobiegu), natomiast komórki 
dojrzałe, osiadłe w tkankach, wykazują już znacząco mniejszą ekspresję tej integryny. 
Ekspresja integryny a E|37 jest znacznie zwiększana pod wpływem stymulacji trans
formującym czynnikiem wzrostu beta (TGF-[3), a także po aktywacji mastocytów 
w wyniku mostkowania receptorów FceRI. Z kolei ekspresja adresyny ICAM-1, 
stosunkowo niewielka na mastocytach spoczynkowych, znacznie wzrasta pod wpły
wem IL-4 [45, 57, 79, 86, 88, 92].

Komórki tuczne są źródłem wielu mediatorów i cytokin o szerokim zakresie 
biologicznych aktywności [58, 77]. Tradycyjnie mediatory mastocytów przyjęto 
dzielić na trzy grupy:

(1) preformowane, magazynowane w ziarnistościach i uwalniane bardzo szybko 
po stymulacji komórki,

(2) wytwarzane wtórnie w odpowiedzi na stymulację i uwalniane znacznie wol
niej,

(3) cytokiny.
Mediatory uwalniane z mastocytów są zbiorczo przedstawione w tabelach 1 i 

2. Należy jednak z całym naciskiem podkreślić, że subpopulacje mastocytów różnią 
się dość znacznie zawartością poszczególnych mediatorów, a także, iż występują 
pewne różnice w zawartości mediatorów pomiędzy mastocytami różnych gatunków 
zwierząt.

Jak przedstawiono w tabeli 1, do grupy mediatorów preformowanych należą 
aminy biogenne -  histamina i serotonina. Zawartość histaminy jest ogólnie bardzo 
wysoka, chociaż w mastocytach subpopulacji CTMC jest jej znacznie więcej 
(10-30  pg/komórkę) niż w ziarnistościach mastocytów subpopulacji MMC (1-3 
pg/komórkę). Histamina jest zmagazynowana w postaci kompleksu z proteogli- 
kanami ziarnistości. Serotonina jest obecna w ziarnistościach mastocytów typu 
CTM C u gryzoni, natomiast mastocyty gryzoni typu MMC oraz mastocyty człowieka 
serotoniny nie zawierają. Proteoglikany obecne w ziarnistościach mastocytów, sta
nowiące około 30% zawartości ziaren wydzielniczych, to heparyna i/lub siarczan 
chondroityny; heparyna występuje głównie w ziarnistościach m astocytów typu 
CTMC, siarczan chondroityny w ziarnistościach mastocytów typu MMC. Obojętne 
proteazy, stanowiące niezwykle istotną grupę mediatorów komórek tucznych, wy
stępują w ziarnistościach wszystkich typów mastocytów w kompleksie z proteo- 
glikanami. Dla różnych typów mastocytów charakterystyczne są różne rodzaje 
obojętnych proteaz. W ziarnistościach mastocytów mysich stwierdzono obecność 
pięciu różnych rodzajów chymazy (M M CP-1, -2, -3, -4, -5), dwóch rodzajów tryptazy 
(M M CP-6, -7) i jednego rodzaju karboksypeptydazy A. W mastocytach mysich
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TABELA 1. Mediatory produkowane przez mastocyty 
[3, 7, 8, 24, 25, 34, 58, 66, 69, 70, 76, 77, 78, 82]

PREFORMOWANE Aminy biogenne: histamina, serotonina
Proteoglikany: heparyna, siarczan chondroityny 
Enzymy: 1. Obojętne proteazy 

chymaza 
tryptaza
karboksypeptydaza A lub B

2. Kwaśne hydrolazy
arylosulfataza
(3-heksozaminidaza
(3-galaktozydaza
(3-glukuronidaza

3. Pozostałe proteazy
elastaza 
katepsyna G 
kininogenaza

4. Enzymy utleniające
peroksydaza 
dysmutaza nadtlenkowa 

Czynniki chemotaktyczne dla eozynofilów (ECF-A)
dla neutrofilów (NCF-A) 

Czynnik martwicy nowotworu alfa (TNF-a)

WTÓRNE Czynnik aktywujący płytki krwi (PAF) 
Prostaglandyny (głównie PGD2) 
Leukotrieny (głównie LTC4)

INNE Zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastów (bFGF)
Kolageny typów IV oraz VIII
Łańcuchy (31, p2 lamininy
Tlenek azotu (NO)

typu MM C występują jedynie dwa rodzaje chymazy (MMCP-1, -2). W mastocytach 
mysich typu CTMC stwierdzono obecność trzech rodzajów chymaz (MMCP-3, 
-4, -5), dwóch rodzajów tryptaz (MMCP-6, -7) oraz karboksypeptydazy A. W ziar- 
nistościach mastocytów szczura wykazano obecność: chymazy RMCP-2 (w ko
mórkach tucznych typu MMC), chymazy RMCP-1, tryptazy i karboksypeptydazy 
A (w komórkach tucznych typu CTMC). U człowieka mastocyty subpopulacji M CTC 
zawierają tryptazę, chymazę i karboksypeptydazę B, a mastocyty subpopulacji M CT 
-  tryptazę, i być może niewielką ilość chymazy. Druga grupa enzymów zloka- 
lizownych w ziarnistościach komórek tucznych to kwaśne hydrolazy: arylosulfataza, 
(3-heksozaminidaza, (3-galaktozydaza, (3-glukuronidaza. Ich rozmieszczenie w po
szczególnych subpopulacjach mastocytów nie zostało jeszcze dokładnie opisane. 
W  ziarnistościach mastocytów znajdują się także czynniki chemotaktyczne dla eo
zynofilów (ECF-A) i czynniki chemotaktyczne dla neutrofilów (NCF-A), a także
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TABELA 2. Cytokiny produkowane przez mastocyty [3, 23, 46, 63]

INTERLEUKINY IL -L IL -2, IL-3, IL-4, IL-5, 
IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-13

CHEMOKINY Zapalne proteiny makrofagowe l a  i 1(3 (M lP -la , M IP-1 (3) 
Aktywujący komórki T antygen 3 (TCA-3)
Monocytarny czynnik chemotaktyczny i aktywujący (MCAF)

INNE Interferon gamma (IFN-y)
Czynnik martwicy nowotworu alpha (TNF-a)
Transformujący czynnik wzrostu beta (TGF-(3)
Czynnik stymulujący kolonie granulocytarno-makrofagowe (GM-CSF)

kininogenaza, elastaza, katepsyna G oraz enzymy utleniające: peroksydaza i dys- 
mutaza nadtlenkowa [3, 8, 34, 76].

W ostatnich latach udokumentowano dodatkowo, iż ziarnistości komórek tucznych 
zawierają także zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastów (bFGF) [66, 69], oraz 
czynnik martwicy nowotworu alfa (TNF-oc) [24, 25].

Mediatorami lipidowymi wytwarzanymi wtórnie po aktywacji komórki są czynnik 
aktywujący płytki (PAF) oraz produkty przemian fosfolipidów błonowych -  pro- 
staglandyny (głównie PGD2) i leukotrieny (głównie LTC4). Należy jednak w tym 
miejscu podkreślić, iż w mastocytach typu MMC przemiany kwasu arachidonowego 
prowadzą w zasadzie w kierunku powstawania LTC4 (proporcja LTC4:PGD? wynosi 
jak 25:1), natomiast w mastocytach typu CTMC w kierunku wytwarzania PGD9 
(proporcja LTC4:PGD2 wynosi jak 1:40) [70].

Mastocyty są również bardzo ważnym źródłem wielu cytokin, w tym niektórych 
chemokin [23, 46, 63]. Ich listę przedstawiono szczegółowo w tabeli 2. Należy 
jednak wyraźnie podkreślić, iż obecny stan badań w tym zakresie nie pozwala 
jeszcze na ostateczne sprecyzowanie listy "mastokin", gdyż:

(1) badania są prowadzone na bardzo różnych populacjach mastocytów (w tym 
na liniach hodowlanych),

(2) w wielu przypadkach wykazano w komórkach tucznych jedynie obecność 
mRNA dla danej cytokiny, co jeszcze nie jest przecież ostatecznym dowodem na 
to, iż komórki wydzielają te cytokiny. Niezwykle istotne przy tym wydają się być 
obserwacje, iż zakres indukcji genów dla cytokin zależy od rodzaju czynnika akty
wującego mastocyty oraz że w niektórych przypadkach komórki tuczne syntetyzują 
i wydzielającytokiny bez równoczesnej egzocytozy ziarnistości i sekrecji mediatorów 
preformowanych [10, 47].

Ostatnio wykazano, że komórki tuczne produkują kolagen typu IV i kolagen 
typu VIII, a także łańcuchy (3j i [39 lamininy [72, 82]. Są także źródłem tlenku 
azotu (NO) [7].
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OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA FIBROBLASTÓW

Budowa fibroblastów i miofibroblastów, uważanych za formy pośrednie pomiędzy 
fibroblastami a komórkami mięśni gładkich, jest dobrze znana [32, 60, 81]. W 
ostatnich latach wskazuje się coraz częściej na zróżnicowanie fibroblastów na po
szczególne subpopulacje, chociaż zagadnienie to nie jest do końca zbadane. Co 
wydaje się szczególnie interesujące, zróżnicowanie fibroblastów jest związane nie 
tylko z danym narządem, ale także różne rodzaje fibroblastów można spotkać w 
obrębie ściśle określonej przestrzeni anatomicznej. Dla przykładu, Knapp i wsp.
[43] opisali różne subpopulacje fibroblastów w skórze zdrowej oraz zbliznowaciałej, 
a Harper [29] wskazał na różnice pomiędzy fibroblastami warstwy brodawkowej 
i warstwy siateczkowatej skóry; fibroblasty warstwy brodawkowej cechowały się 
znacznie wyższym potencjałem proliferacyjnym. Niezwykle interesujące wydają 
się być obserwacje Sappino i wsp. [75] oraz Skalli i wsp. [78] dotyczące prze
kształconych fibroblastów, tj. miofibroblastów. Badacze ci wykazali, iż miofibrob- 
lasty mogą różnić się ekspresją białek cytoszkieletu i izoform aktyny. Na podstawie 
tych kryteriów badacze ci wyróżnili cztery różne subpopulacje miofibroblastów 
wykazujące ekspresję: 

wimentyny (komórki V), 
wimentyny i desminy (komórki VD), 
wimentyny i a-aktyny mięśni gładkich (komórki VA), 
wimentyny, desminy i a-aktyny mięśni gładkich (komórki VAD).
Fibroblasty wykazują ekspresję wielu cząsteczek adhezyjnych. Wśród nich ad

resy ny naczyniow e-IC A M -1 i VCAM-1 i in te g ry n y -a 3(3] (VLA-3), a 6P4 (VLA-6), 
a vp 3 (VNR).

Fibroblasty produkują włókna kolagenowe, siateczkowe i sprężyste, a także wię
kszość proteoglikanów tkanki łącznej. Syntetyzują również w znaczących ilościach 
liczne białka niekolagenowe -  fibronektynę, tenascynę, entaktynę, undulinę i trom- 
bospondynę. M ogą także syntetyzować cholesterol [38]. Fibroblasty są także bardzo 
ważnym źródłem kolagenazy. Enzym ten jest wydzielany w postaci nieaktywnej, 
a w przestrzeni pozakomórkowej aktywowany przez stromelizynę. Równocześnie, 
fibroblasty syntetyzują inhibitor kolagenazy [38, 64, 83].

W ykazano, iż fibroblasty stanowią również ważne źródło wielu cytokin. Należą 
do nich IL-1, IL-6, IL-8, czynnik stymulujący kolonie makrofagowe (M-CSF), 
czynnik stymulujący kolonie granulacytamo-makrofagowe (GM-CSF), czynnik sty
mulujący kolonie granulocytame (G-CSF), TN F-a, monocytamy czynnik chemota- 
ktyczny i aktywujący (MCAF), interferon beta (IFN-{3), a także SCF i FGF [21, 
71]. Prawdopodobnie fibroblasty syntetyzują także czynnik wzrostu nerwów (NGF) 
[85]. Substancje produkowane i wydzielane przez fibroblasty są zbiorczo przed
stawione w tabeli 3.
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TABELA 3. Substancje produkowane przez fibroblasty [21, 38, 64, 71, 83, 85]

SKŁADNIKI
SUBSTANCJI
POZA-
KOMÓRKOWEJ

Włókna; kolagenowe, siateczkowe, sprężyste
Proteoglikany: kwas hialuronowy, siarczan chondroityny, siarczan heparanu, 
siarczan dermatanu
Białka niekolagenowe; fibronektyna, tenascyna, entaktyna, undulina, 
trombospondyna

ENZYMY Kolagenaza 
Proteazy serynowe

INHIBITORY Inhibitor kolagenazy
ENZYMÓW Inhibitory proteaz

CYTOKINY Interleukiny: IL-1, IL-6, IL-8 
Czynnik stymulujący kolonie makrofagowe (M-CSF)
Czynnik stymulujący kolonie granulocytarno-makrofagowe (GM-CSF) 
Czynnik stymulujący kolonie granulocytarne (G-CSF)
Czynnik wzrostowy fibroblastów (FGF)
Czynnik wzrostu nerwów (NGF)
Czynnik wzrostowy komórek pnia (SCF)
Czynnik martwicy nowotworu alfa (TNF-a)
Interferon beta (IFN-(3)
Monocytarny czynnik chemotaktyczny i aktywujący (MCAF)

ZALEŻNOŚCI POMIĘDZY MASTOCYTAMI 
A FIBROBLASTAMI

M astocyty i fibroblasty oddziaływują wzajemnie na siebie, w różnorodny sposób 
wpływając na swoją aktywność biologiczną. W ydaje się obecnie, iż zależności 
te są bardzo złożone i wielokierunkowe.

Obserwacje morfologiczne. W preparatach histologicznych, pochodzących z 
tkanek zarówno zdrowych, jak i zmienionych chorobowo, zaobserwowano, iż ma
stocyty i fibroblasty położone są w tkance z reguły bardzo blisko siebie, często 
do siebie przylegając, a nawet wzajemnie się "przeplatając" [31,43]. Zaobserwowano 
także i opisano idące od fibroblastów w kierunku mastocytów długie wypustki 
cytoplazmatyczne [31, 40]. Szczegółowe badania ultrastrukturalne udokum en
towały, iż przyleganie obu komórek może mieć charakter prosty, tzn. błony pla- 
zmatyczne przebiegają mniej więcej równolegle. Może także występować wzajemne 
wpuklanie błon komórkowych i tworzenie drobnych mikrofałdów. Niekiedy do
chodzi do wytworzenia wyspecjalizowanych połączeń między oboma komórkami 
w postaci drobnych mostków (kanalików) przebiegających od jednej komórki do 
drugiej w najwęższym miejscu przylegających przestrzeni międzykomórkowych. 
Opisano także tworzenie połączeń polegających na powstawaniu cytoplazmaty-
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cznych wiązek mikrofilamentów [22, 27]. W miejscu przylegania do mastocytów 
na terenie cytoplazmy fibroblastów obserwowano liczne pęcherzyki pinocytarne. 
I chociaż struktury te były obserwowane także w obszarach "nieprzylegających" 
do komórek tucznych, ich obecność może świadczyć o zjawisku wymiany me
tabolicznej pomiędzy mastocytami a fibroblastami.

W warunkach in vitro na hodowlach mastocytów i fibroblastów również wskazano, 
iż oba typy komórek wzajemnie do siebie przylegają. Zaobserwowano także, że 
czasem  przyleganie obu komórek staje się mniej wyraźne, komórki "odsuwają się" 
od siebie a mastocyty pozostawiają skupienia ziarnistości [27]. Ziarnistości te są 
pochłaniane przez fibroblasty. Ten transfer ziarnistości mastocytów został nazwany 
"transgranulacją" [9, 27]. Transgranulacja ziarnistości jest kilkuetapowym procesem, 
podczas którego następują kolejno:

(1) utworzenie przez mastocyty pseudopodiów i zbliżenie ich do powierzchni 
fibroblasta,

(2) wytworzenie wyspecjalizowanych połączeń pomiędzy przylegającymi ko
mórkami,

(3) zmiany w obrębie ziarnistości komórek tucznych znajdujących się w pseu- 
dopodium,

(4) przeniesienie wydzielonych ziarnistości do cytoplazmy przylegającego fi
broblasta [27].

Proces fagocytozy ziarnistości mastocytów jest zależny od czasu; w hodowli 
fibroblastów do której dodano izolowane ziarnistości komórek tucznych liczba tych 
ziarnistości na terenie cytoplazmy fibroblastów wzrastała powoli i po 24 godzinach 
była największa [2]. Po tym czasie liczba ziarnistości pochłoniętch przez fibroblasta 
stopniowo malała, co wskazuje, iż fibroblasty rozkładają (degradują) matrix ziar
nistości [61]. Rao i wsp. [67] sugerowali, że proces fagocytozy ziarnistości jest 
czynnikiem pobudzającym aktywność fibroblastów.

W pływ fibroblastów na mastocyty. Wpływ fibroblastów na komórki tuczne 
wyraża się przede wszystkim poprzez ich wielostronne oddziaływanie na proliferację, 
różnicowanie i dojrzewanie mastocytów, i to na wszystkich etapach tych procesów.

Levi-Schaffer i wsp. [12, 49, 50], prowadząc hodowlę mysich mastocytów po
chodzących ze szpiku kostnego (mouse bone marrow-derived mast cells -  BMMC) 
-wykazujących cechy typowe dla subpopulacji MMC -  z fibroblastami 3T3 (linia 
pochodząca z fibroblastów skóry myszy) zaobserwowali, iż po 10-14 dniach w 
hodowli obecne są dojrzałe mastocyty o cechach subpopulacji CTMC. M astocyty 
te bowiem charakteryzowały się znaczną zawartością proteoglikanów i wysoką za
wartością histaminy (15 razy wyższą niż w komórkach wyjściowych). W ykazywały 
także charakterystyczną dla mastocytów CTMC morfologię ziarnistości (macierz 
ziarnistości elektronowogęsta, homogenna). Ci sami badacze prowadząc hodowlę 
szczurzych dojrzałych mastocytów o cechach subpopulacji CTMC z fibroblastami 
3T3 udokumentowali, iż w tych warunkach hodowlanych mastocyty zachowują
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swoją aktywność biologiczną co najmniej przez 30 dni [48, 54]. W obu układach 
doświadczalnych wykazano także, że mastocyty hodowane z fibroblastami 3T3 
(oraz innymi liniami fibroblastów) [53] cechują się wyższą zdolnością uwalniania 
histaminy pod wpływem stymulacji IgE-zależnej i stymulacji IgE-niezależnej (anafi- 
laktoidalnej) oraz zwiększoną syntezą LTB4 i PGD2. Ponadto, w obecności fi
broblastów  obserw ow ano szybszą regenerację m orfologiczną i biochem iczną 
komórek tucznych po ich aktywacji [51].

Dvorak i wsp. [14, 19] prowadząc hodowlę ludzkich komórek jądrzastych, otrzy
mywanych z krwi pępowinowej, z fibroblastami 3T3 udokumentowali, iż po 11 
-1 4  tygodniach hodowli w zawiesinie komórek obecne są komórki tuczne. M astocyty 
te były funkcjonalnie dojrzałe, zawierały 1,4-2,8 |ag histaminy/l O6 komórek, wy
kazywały ekspresję receptora FceRI (około 105 cząsteczek receptora/komórkę) i 
odpowiadały uwalnianiem histaminy na stymulację anty-IgE [ 19,36]. M orfologicznie 
charakteryzowały się dużą liczbą ziarnistości zawierających tryptazę i chymazę 
[19]. Kirshenbaum i wsp. [41] wyhodowali komórki tuczne z komórek CD34+ 
człowieka w hodowli z fibroblastami 3T3. Również Irani i wsp. [35] otrzymali 
dojrzałe mastocyty hodując komórki wątroby płodowej z fibroblastami 3T3.

W pływ fibroblastów na procesy różnicowania i dojrzewania mastocytów odbywa 
się przede wszystkim poprzez wytwarzany w dużych ilościach przez te komórki 
SCF. SCF oddziaływuje na mastocyty poprzez transbłonowy receptor związany 
z kinazą tyrozynową (antygen CDI 17) [86] kodowany przez protookogen c-kit 
[33]. Receptor ten pojawia się na komórkach tucznych już w bardzo wczesnych 
stadiach rozwojowych (u człowieka jest obecny na komórkach prekursorowych 
CD34+), a w trakcie dojrzewania mastocytów gęstość receptora c-kit na komórce 
znacznie wzrasta [87]. W badaniach in vitro wykazano, że długotrwałe hodowle 
prekursorów mastocytów myszy i człowieka stymulowane SCF (bez obecności w 
hodowli fibroblastów) prowadzą do proliferacji tych komórek w kierunku dojrzałych 
komórek tucznych [84, 87]. W badaniach in vivo wykazano, że miejscowe podanie 
SCF myszom indukuje rozwój mastocytów CTMC skóry myszy, a u szczurów 
indukuje rozwój mastocytów subpopulacji CTMC i MMC.

Ostatnio wskazuje się jednak, iż rola fibroblastów w procesie różnicowania i 
dojrzewania komórek tucznych (przynajmiej u człowieka) jest bardziej znacząca 
i nie realizuje się jedynie poprzez SCF. Prekursory mastocytów człowieka hodowane 
w środowisku zawierającym sam SCF lub nawet pełny nadsącz z hodowli fibrob
lastów (ale bez obecności fibroblastów!) różnicują się w kierunku mastocytów które, 
w oparciu o kryteria morfologiczne [13, 15, 20], nie są w pełni dojrzałe (przede 
wszystkim nie ukształtowana jest ostatecznie ultrastruktura ich ziarnistości) [16]. 
Dowodzi to, że humoralne czynniki pochodzenia fibroblastycznego, w tym głównie 
SCF, nie są wystarczające do ostatecznego wykształcenia w pełni dojrzałych m a
stocytów. Tak więc, można obecnie twierdzić, iż SCF, i być może inne fibroblastyczne 
czynniki humoralne, inicjują i ukierunkowują różnicowanie prekursorów mastocytów
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człowieka w kierunku mastocytów "młodocianych". Natomiast do osiągnięcia pełnej 
dojrzałości tych komórek niezbędne są dodatkowe sygnały pochodzące bezpośrednio 
od fibroblastów, a więc konieczny jest bezpośredni kontakt obu tych komórek. 
Nie wiadomo obecnie, jakie czynniki (cząsteczki) związane strukturalnie z fibrob- 
lastem są istotne w tym procesie. Być może bierze w tym udział błonowa forma 
SCF, obecna w dużej ilości w błonie fibroblastów, która może wpływać na adhezję 
komórek tucznych do powierzchni fibroblastów [1]. Jest także możliwe, iż w proces 
przekazywania sygnałów zaaangażowane są cząsteczki adhezyjne, obecne przecież 
w błonach obu typów komórek.

Oddziaływanie fibroblastów na aktywność biologiczną dojrzałych mastocytów 
jest jeszcze bardzo słabo poznane. Biorąc jednakże pod uwagę, iż fibroblasty są 
źródłem nie tylko wielu składników substancji międzykomórkowej, ale także źródłem 
wielu plejotropo wych cytokin można przypuszczać, że fibroblasty wy wierają znaczny 
wpływ na funkcjonowanie komórek tucznych. Wykazano na przykład, iż SCF -  
główna cytokina odpowiedzialna za wzrost i dojrzewanie komórek tucznych -  może 
również wpływać na szereg funkcji tych komórek. SCF ma zdolność bezpośredniej 
aktywacji mastocytów do uwalniania histaminy, w zm aga- w mastocytach ostatecznie 
dojrzałych -  proces sekrecji mediatorów komórkowych uwalnianych w odpowiedzi 
na stymulację anafilaktyczną, wywiera także działanie chemotaktyczne [5, 6, 55]. 
Udokumentowano również, iż wspólna hodowla mastocytów z fibroblastami in
dukuje syntezę cytokin przez mastocyty, chociaż nie ustalono czynnika fibro- 
blastycznego odpowiedzialnego za taki efekt [68].

W pływ mastocytów na fibroblasty. Mastocyty, poprzez uwalniane mediatory, 
wywierają wielokierunkowy wpływ na szereg funkcji fibroblastów. W pierwszym 
rzędzie, szereg mediatorów uwalnianych z ziarnistości bezpośrednio po degranulacji 
komórki wywiera silny efekt proliferacyjny. Głównym czynnikiem proliferacyjnym 
jest bez wątpienia histamina [39, 62]. W hodowli, po degranulacji mastocytów 
indukowanej związkiem 48/80, liczba fibroblastów wzrastała aż o 25% [52]. Także 
proteoglikany wykazują działanie mitogenne na fibroblasty, przy czym, jak wykazali 
Yamashita i wsp. [91], działanie takie jest obserwowane jedynie przy niskich stę
żeniach heparyny (0,03-1 pg/ml); w stężeniach wyższych (ponad 100 (Ig/ml) he
paryna ham owała proliferację fibroblastów. Silnym czynnikiem mitogennym dla 
fibroblastów jest tryptaza. W warunkach in vitro proliferacja fibroblastów była 
obserwowana już w 5 minut po dodaniu tryptazy. Należy przy tym mocno podkreślić, 
iż działanie proliferacyjne tryptazy obserwowano przy nanomolamych stężeniach 
tego związku, a więc zbliżonych do stężeń "fizjologicznych" [73]. Tryptaza nasila 
także efekt proliferacyjny innych czynników takich jak insulina, naskórkowy czynnik 
wrostu (EGF) i bFGF [73]. Sczególnie ważnym wydaje się być bFGF [26], pro
dukowany przecież między innymi przez mastocyty [66, 69]. Należy w tym miejscu 
przypomnieć, iż bFGF, jak wiadomo, wykazuje silne powinowactwo do heparyny 
tworząc z nią kompleks. Utworzenie takiego kompleksu stabilizuje aktywność bFGF,
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a także chroni go przed enzymatyczną degradacją [80]. Ponadto heparyna ułatwia 
wiązanie się bFGF do receptorów komórkowych [93]. Tak więc heparyna nie tylko 
per se jest czynnikiem mitogennym, ale wzmacnia, na różny sposób, takie działanie 
innych czynników.

Mediatory uwalniane z mastocytów po ich degranulacji wywierają także wpływ 
na inne aktywności fibroblastów. Histamina zwiększa syntezę kolagenu [30], tryptaza 
i chymaza aktywują prokolagenazę [4], a tryptaza dodatkowo jest aktywatorem 
kolagenazy [28]. Ostatnio udokumentowano również, że T N F-a silnie zwiększa 
ekspresję niektórych cząsteczek adhezyjnych na fibroblastach, głównie ICAM-1 
oraz (chociaż słabiej i prawdopodobnie współdziałając z innymi cytokinami) VCAM- 
1 [56].

Jak opisano wcześniej, mastocyty stanowią bardzo ważne źródło szeregu cytokin. 
Powszechnie wiadomo, że wiele cytokin wywiera wpływ na biologię fibroblastów
[44]. Regulują one między innymi wzrost i proliferację tych komórek, ich metabolizm 
a także chemotaksję [18, 65, 94]. Nie ma jednak obecnie przekonywujących do
wodów, iż cytokiny wydzielane właśnie przez zaktywowane mastocyty (a nie przez 
inne komórki) wpływają na aktywność fibroblastów.

PODSUMOWANIE

Przedstawione rozważania pozwalają nam na stwierdzenie, iż bliskie sąsiedztwo 
mastocytów i fibroblastów nie jest przypadkowe. Obie polulacje komórek wzajemnie 
oddziały wują na siebie i, jak się wydaje, stosunki pomiędzy nimi są bardzo przyjazne 
i życzliwe. Fibroblasty przede wszystkim regulują procesy wzrostu, różnicowania 
i dojrzewania komórek tucznych, ale także wywierają pewien wpływ na ich aktyw
ność. Mastocyty przede wszystkim regulują procesy życiowe i aktywność fibrob
lastów. Z pewnością ta współpraca mastocytów i fibroblastów jest elementem 
homeostazy organizmu. Prawdopodobnie, wzajemne oddziaływania obu populacji 
komórek leżą u podstaw niektórych procesów patologicznych, jak chociażby odczyn 
zapalny czy procesy włóknienia. Dalsze badania mogą powiększyć naszą wiedzę 
w tym zakresie.
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UDZIAŁ CZĄSTECZEK ADHEZYJNYCH 
W WYBRANYCH PROCESACH ROZWOJOWYCH

CELL ADHESION MOLECULES IN DEVELOPMENT: 
SELECTED TOPICS

Cezary WÓJCIK

Zakład Histologii i Embriologii, Instytut Biostruktury, Akademia M edyczna w
Warszawie,

Streszczenie: Cząsteczki adhezyjne odgrywają kluczową rolę w rozwoju zarodkowym oraz procesach 
histogenezy i organogenezy. Ich kontrolowana ekspresja warunkuje prawidłowe ukształtowanie złożonej 
architektoniki wielu tkanek i różnicowanie się różnych rodzajów komórek. Cząsteczki adhezyjne 
determinują określony fenotyp komórek, uczestniczą w gastrulacji, powstawaniu mezenchymy, różni
cowaniu się pochodnych neuroektodermy, mięśni szkieletowych, narządów o miąższu nabłonkowym  
itd. Zmiana ekspresji cząsteczek adhezyjnych na powierzchni komórek towarzyszy lub wręcz wywołuje 
zmianę ich fenotypu zwaną transdyferencjacją, która stanowi podstawę niektórych procesów rozwojo
wych.

Słowa kluczowe: rozwój zarodkowy, cząsteczki adhezyjne, transdyferencjacja, gastrulacja, morfogeneza 
nabłonków, miogeneza, różnicowanie, powstawanie mezenchymy, rozwój układu nerwowego.

Summary: Cell adhesion molecules are among the key developmental regulators, participating in 
histogenesis and morphogenesis. The controlled expression o f various cell adhesion molecules is crucial 
to the establishment o f the proper tissue architecture and terminal differentiation of the cells. The 
phenotype o f the cells is often determined by the expression o f specific cell adhesion molecules, especially  
in processes like gastrulation, mesenchyme formation, neuroectoderm differentiation, miogenesis, epit
helial organs formation and others. A change in the expression o f the cell adhesion molecules accompa
nies or even induces transdifferentiation, which is usual in several developmental events.

Key words: embryonic developement, cell adhesion molecules, transdifferentiation, gastrulation, epithe
lial morphogenesis, miogenesis, differentiation, mesenchyme formation, nervous system developement
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1. WSTĘP

Cząsteczki adhezyjne obejmują wiele różnych białek zakotwiczonych w błonie 
komórkowej i oddziaływujących ze specyficznymi cząsteczkami macierzy zewną- 
trzkomórkowej lub cząsteczkami adhezyjnymi innych komórek. Ich rola nie jest 
jedynie mechaniczna, lecz aktywnie uczestniczą one w przekazywaniu sygnałów 
do komórki. Wiele receptorów dla czynników wzrostu jest rodzajem cząsteczek 
adhezyjnych, zaś czynniki wzrostu bardzo często wchodzą w skład większych białek 
macierzy pozakomórkowej lub białek zakotwiczonych w błonach innych komórek.

Proces zapłodnienia wiąże się z ekspresją na gametach i wzajemnym oddzia
ływaniem różnych cząsteczek adhezyjnych oraz specyficznych białek macierzy poza
komórkowej tworzących osłonkę przejrzystą. Integryny zawierające łańcuch bl 
występują na powierzchni dojrzewającego owocytu, po czym są intemalizowane 
i uwalniane z endosomów dopiero w miarę kolejnych podziałów dojrzewania. Na 
powierzchni dojrzałej komórki jajowej występują jednak inne bliżej niescharaktery- 
zowane integryny, które biorą udział w zapłodnieniu, będąc receptorem dla fertyliny 
plemnika. Fertylina posiada domenę o dużej homologii do dezintegryn oraz domenę 
homologiczną do wirusowych peptydów indukujących fuzję komórek [22,89]. Na 
powierzchni ludzkich zarodków przedimplantacyjnych wykryto łańcuchy integryn 
ot3, ocv, (31, [33, [34, (35, E-kadherynę, ICAM-1, NCAM i VCAM-1. Na powierzchni 
ludzkich owocytów występuje także L-selektyna, lecz po zapłodnieniu zanika i 
nie występuje w zarodkach przedimplantacyjnych. Na części badanych owocytów 
ludzkich wykryto ponadto obecność innych integryn, takich jak oc2, oc4, aL , [32 
i [37 [13]. W czesne zarodki ludzkie wykazują już produkcję onkofetalnej formy 
fibronektyny, której obecność stymuluje produkcję kolagenazy IV (metallopro- 
teinazy 2), niezbędnej w procesie implantacji [101]. Integryny również uczestniczą 
w oddziaływaniu pomiędzy komórkami trofoblastu a doczesną, gdyż implantację 
można zablokować przeciwciałami wiążącymi i blokującymi integryny [94].

W początkowym okresie rozwoju zarodkowego zachodzi proces kompakcji i 
wówczas to następuje po raz pierwszy ekspresja kadheryn, które warunkują róż
nicowanie się komórek w kierunku tkanki nabłonkowej. W późniejszych stadiach 
rozwojowych ekspresja różnych rodzajów kadheryn warunkuje powstawanie okre
ślonych typów nabłonka, np. ekspresja N-kadheryny warunkuje różnicowanie się 
komórek neuroektodermy, a E-kadheryny komórek tworzących pierwotny naskórek. 
Ektopowa ekspresja N-kadheryny powoduje wypieranie innych kadheryn z połączeń 
z kateninami i zmianę budowy tkanki w kierunku typowym dla neuroektodermy. 
Ekspresja w komórkach neuroektodermy zmutowanej formy N-kadheryny pozba
wionej domeny zewnątrzkomórkowej zwanej N-cadAE powoduje wyparcie wiązania 
prawidłowej N-kadheryny z kateninami, a co za tym idzie głębokie zaburzenie
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komórka ruchoma komórka osiadła

-------------— ------- fibronektyna

■ integryny

Rys. 1. Schemat przedstawiający różnice w rozmieszczeniu integryn będących receptorami 
dla fibronektyny na powierzchni komórek wędrujących i osiadłych

adhezji międzykomórkowej. Prowadzi to do daleko idącej dezorganizacji powsta
jącego ośrodkowego układu nerwowego [45].

Jak wiadomo, kadheryny oddziaływują z cytoszkieletem aktynowym poprzez 
cytoplazmatyczne białka, zwane a , (3 i y kateninami. Nastrzyknięcie zarodkaXenopus 
laevis przeciwciałami anty-(3-kateninowymi powoduje indukcję dodatkowej struny 
grzbietowej i cewy nerwowej a w niektórych przypadkach prowadzi nawet do rozwoju 
dwugłowej kijanki [74]. Pozbawienie zarodków myszy genu (3-kateniny powoduje, 
iż zarodki transgeniczne implantują się i rozwijają jedynie do czasu gastrulacji. 
W ówczas to komórki ektodermy zarodkowej tracą między sobą połączenia i ulegają 
złuszczeniu do jam y owodni nie wytwarzając mezodermy. W tym samym czasie 
struktury pozazarodkowe wykazują prawidłową morfologię. Obydwa te przykłady 
wskazują na to, jak ważne są cząsteczki adhezyjne już w początkowych etapach 
rozwoju zarodkowego [32].

Różnicowanie się komórek endodermy ściennej zachodzi na podłożu fibronektyny, 
podczas gdy nawet niewielka domieszka lamininy powoduje, iż komórki różnicują 
w kierunku endodermy trzewnej. Peptyd pokrewny parathormonowi PTHrP (pa
rathyroid hormone-related peptide) uwalniany przez komórki trofoblastu indukuje 
różnicowanie się komórek endodermy w kierunku endodermy ściennej niezależnie 
od obecności fibronektyny. W pełni zróżnicowane komórki endodermy ściennej 
wykazują ekspresję integryn a5(33, a6(33 i ocv[33 umożliwiających ich wiązanie 
się z fibronektyną, lamininą i witronektyną [3].

Ekspresja różnych rodzajów cząsteczek adhezyjnych charakteryzuje komórki róż
nych tkanek i często determinuje ich fenotyp. Co więcej, związanie stosownych 
ligandów zarówno przez cząsteczki adhezyjne, jak i przez białka błonowe wiążące 
czynniki wzrostu często wywołuje zmiany doprowadzające do skrajnych zmian 
fenotypu komórek, np. do przekształcenia się nabłonka w zarodkową tkankę łączną 
(mezenchymę) i vice versa. Na przykład izolowane komórki nabłonkowe soczewki 
oka po umieszczeniu na matrycy z kolagenu I przekształcają się w fibroblasty
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mezenchymy i rozpoczynają produkcję kolagenu typu I oraz fibronektyny, zaprze
stając produkcji kolagenu typu IV, lamininy i krystalliny. W zmaga się ekspresja 
łańcucha (31 integryn oraz pojawia się ekspresja łańcucha oc5, podczas gdy zanika 
charakterystyczna dla nabłonka integryna oc6 współtworząca receptor dla lamininy. 
Podejrzewa się, iż zmiana fenotypu komórek z nabłonkowego na fibroblastyczny 
w tym przypadku zależy przede wszystkim od oddziaływania integryn (31 z kolagenem 
I [119]. Zjawisko takie nosi nazwę przeróżnicowania czyli transdyferencjacji. Za
chodzi ono często w rozwoju zarodkowym oraz niekiedy w dojrzałym organizmie 
(np. w gruczole mlekowym). Wbrew nauczanemu statycznemu obrazowi ściśle wy
dzielonych rodzajów tkanek, np. tkanki nabłonkowej, łącznej czy mięśniowej, osiąg
nięty przez komórki stan zróżnicowania rzadko kiedy jest trwały i często może 
dojść do zjawiska transdyferencjacji.

W tkankach dorosłego organizmu transdyferencjacja może poprzedzać stany 
nowotworowe jako tzw. metaplazja, może też występować w obrębie niektórych 
nowotworów. Może pojawiać się też w innych stanach chorobowych, np. monocyty 
wywodzące się z krwi obwodowej przekształcają się w fibroblasty uczestniczące 
w patologicznych procesach włóknienia, zaś przy utracie komórek zewnątrzwy- 
dzielniczych trzustki część komórek wyścielających przewody wyprowadzające pro- 
liferuje i przekształca się w hepatocyty oraz w komorki wewnątrzwydzielnicze 
[75,78,81]. U niektórych płazów proces transdyferencjacji uczestniczy w regeneracji 
utraconych kończyn, stąd duże zainteresowanie jego poznaniem w celu ewentualnych 
zastosowań leczniczych [99].

2. GASTRULACJA

Powstająca w czasie gastrulacji mezoderma posiada istotną właściwość tworzenia 
spójnej masy komórkowej. Izolowane z zarodka komórki mezodermy spontanicznie 
agregują, co świadczy o silnych homofilowych oddziaływaniach adhezyjnych. Po
czątek ingresji komórek mezodermy zależy od ich oddziaływania z glikozamino- 
glikanami zawierającymi siarczan heparanu. Doświadczalne trawienie eksplantów 
ektodermalnych z Xenopus laevis heparynazą zapobiega powstawaniu mezodermy 
mimo indukcyjnego działania aktywiny lub FGF-u, podczas gdy chondroitynaza 
nie wywołuje tego efektu [39]. Ponieważ mezoderma jest wielowarstwowa (zwykle 
ok. 4 warstw w gastrulującym zarodku), in vivo jedynie warstwa podstawna migruje 
mając bezpośrednio kontakt z podłożem, natomiast pozostałe warstwy są niejako 
pociągane dzięki siłom wzajemnej adhezji komórek. Komórki mezodermy mają 
wygląd gwiaździsty i są zatopione w silnie uwodnionej macierzy bogatej w kwas 
hialuronowy, jednakże wszystkie utrzymują ze sobą kontakt przez wypustki cy- 
toplazmy, tworząc koherentną mechanicznie siateczkę komórek. Wraz z wędrującymi
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komórkami mezodermy przesuwają się również położone między nimi elementy 
macierzy pozakomórkowej. Połączenia pomiędzy komórkami mezodermy zależą 
od ekspresji kadheryn (głównie N- i U-kadheryny) oraz licznych integryn (w czasie 
gastrulacji dochodzi do ekspresji łańcuchów a2, a3 , oc4, a5 , oc6). Połączenia te 
nie są stabilne, tj. ciągle powstają nowe i zanikają uformowane uprzednio, zwłaszcza 
w obrębie komórek poruszających się na samym początku powstającej warstwy 
mezodermy [22, 107].

Komórki warstwy podstawnej mezodermy poruszają się po błonie podstawnej 
ektodermy, która od strony mezodermy pokryta jest dodatkowo siateczką włókienek 
zbudowanych z fibronektyny. Błona podstawna powstaje przed rozpoczęciem ingresj i 
komórek w obrębie smugi pierwotnej i węzła Hensena. Początek ingresji komórek 
pociąga za sobą przerwanie ciągłości błony podstawnej w obrębie tych struktur 
zarodkowych. Głównymi receptorami fibronektyny ulegającymi ekspresji na po
wierzchni komórek mezodermy są integryny zawierające łańcuchy (31 i a5 . Na 
komórkach tych występują także łańcuchy integryny oc6 oraz av , będące receptorem 
lamininy błony podstawnej, jednak znaczenie tego oddziaływania nie jest znane 
[1,10,107].

U ssaków głównym, choć nie jedynym składnikiem błony podstawnej zapew
niającym podłoże do migracji komórek mezodermy jest fibronektyna. mRNA dla 
fibronektyny pojawia się w zarodku po raz pierwszy w stadium wczesnej smugi 
pierwotnej a powstające białko ulega wbudowywaniu w błonę podstawną ektodermy 
[95]. Nie poznano dotychczas mechanizmu za pomocą którego komórki mezodermy 
rozpoznają kierunek migracji zachodzącej wzdłuż włókienek fibronektyny, wiadomo 
jedynie, że ich filipodia wysuwają się w kierunku przeciwstawnym do węzła Hensena. 
Użycie przeciwciał przeciwko fibronektynie lub specyficznego peptydu RGD (Arg- 
Gly-Asp w kodzie jednoliterowym) blokującego wiązanie z integryną a5(3l sku
tecznie blokuje proces gastrulacji, hamując wędrówkę komórek mezodermy [107].

Rozmieszczenie integryn w obrębie błony cytoplazmatycznej komórki zmienia 
się w zależności od tego, czy jest ona osiadła czy też wędrująca. Wykazano, że 
w komórkach wędrujących (31 integryny są rozproszone i mobilne w całej błonie 
komórkowej, podczas gdy w komórkach osiadłych skupiają się one w regionach 
połączeń z macierzą pozakomórkową tworząc punkty bądź płytki przylegania (rys. 1) 
w obrębie których współwystępuje fibronektyna z a-aktyniną od strony cytopla
zmatycznej. Szybkość migracji komórek zależy zarówno od aktywności specyfi
cznych integryn łączących się z substratem, jak i od awidności tego substratu. 
Oddziaływanie pomiędzy macierzą zewnątrzkomorkową a integry nami jest obopólne, 
gdyż nie tylko prowadzi do grupowania się integryn w płytki przylegania, ale także 
powoduje montaż cząsteczek fibronektyny, pozwalając na wydłużanie włókienek 
i wytwarzanie wiązań krzyżowych. W spomniana wyżej awidność integryn, rozu
miana jako ich powinowactwo i specyficzność wobec danego substratu może się 
aktywnie zmieniać, podobnie jak ma to miejsce w przypadku płytek krwi. Obecna
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na ich powierzchni integryna allb(33 w spoczynku nie wiąże fibrynogenu, lecz 
dopiero po aktywacji płytek z udziałem trombiny. Z kolei związanie się integryn 
z ich ligandem powoduje przekazanie stosownego sygnału do cytoplazmy, zwią
zanego z wzrostem wewnątrzkomórkowego stężenia Ca2+, pH, aktywacją cyklazy 
adenylanowej, aktywacją kanałów potasowych oraz fosforylacją i aktywacją spe
cyficznej kinazy tyrozynowej p p l25FAK (FAK, foca l adhesion kinase). Nieznane 
są bliżej natomiast dalsze substraty fosforylacji zależnej od p p l2 5 FAK. Autofosfo- 
rylacja tego białka warunkuje jego związanie się z kinazami z rodziny src, pp60w< 
i PP596'", zaś domena karboksyterminalna warunkuje występowanie w obrębie pla
mek przylegania [10,35].

Myszy transgeniczne pozbawione FAK miały uogólniony niedorozwój narządów 
pochodzenia mezodermalnego. Izolowane z ich zarodków komórki wykazywały 
ograniczoną ruchliwość oraz zwiększoną liczbę płytek przylegania. Może to świad
czyć o tym, iż kinaza FAK uczestniczy w recyklingu składników płytek przylegania 
niezbędnym w czasie ruchu komórek [36]. mRNA FAK występuje już w puli 
matczynego mRNA w owocycie, ale białko ppl25 ulega ekspresji dopiero w czasie 
gastrulacji, przede wszystkim w mezodermie. W późniejszych okresach rozwoju 
p p l2 5 FA lokalizuje się w połączeniach między somitami oraz w rozwijającym 
się mózgu i niektórych nerwach czaszkowych [35].

Poza integrynami w skład płytek przylegania wchodzą również inne, mniej scha
rakteryzowane rodzaje cząsteczek adhezyjnych, takie jak  syndekany. Są to pro- 
teoglikany związane z powierzchnią komórek, składające się z rdzenia białkowego 
zakotwiczonego w błonie komórkowej, do którego wiążą się glikozaminoglikany. 
Syndekany modulują adhezję zależną od integryn, wiążąc się z domeną wiążącą 
heparynę fibronektyny (HepII) i są prawdopodobnie ko-receptorami dla czynników 
wzrostu. Z płytkami przylegania związany jest głównie syndekan-4 [30].

O znaczeniu oddziaływania integryn z fibronektyną w rozwoju zarodkowym 
świadczą doświadczenia z zarodkami myszy, które pozbawiono drogą homologicznej 
rekombinacji genu fibronektyny. W zarodkach tych co prawda następowała ga- 
strulacja i dochodziło do ingresji komórek mezodermy, jednak nie rozwijały się 
jej dalsze pochodne, co doprowadzało do obumarcia nieprawidłowego płodu. Po
dobny fenotyp obserwowano u zwierząt pozbawionych genu dla łańcucha a5  in
tegryn, choć zaburzenia były nieco mniejsze, co tłumaczy się obecnością innych 
receptorów dla fibronektyny niż oc5|3l [28,112].

W czasie dalszych etapów rozwoju zarodkowego, w czasie procesów histo- i 
organogenezy komórki napotykają na swojej drodze i wiążą różne elementy macierzy 
zewnątrzkomórkowej. Ma to kluczowe znaczenie dla prawidłowego rozwoju. Do 
najlepiej poznanych układów tego typu należy interakcja komórek z elementami 
tworzącej się błony podstawnej, zachodząca w czasie powstawania różnych narządów 
zawierających tkankę nabłonkową, w czasie rozwoju mięśni i tkanki nerwowej. 
Poniżej omówione zostaną wybrane przykłady procesów tego rodzaju.
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3. ROZWÓJ MEZENCHYMY

Z fenotypem komórek mezenchymalnych, niezależnie od ich pochodzenia, zwią
zana jest ekspresja kadheryny-11 (cad-11). Pojawia się ona po raz pierwszy w 
zarodku w rozproszonych i wędrujących komórkach powstających z neuroekto- 
dermalnych grzebieni nerwowych oraz z mezodermy przedstrunowej i przyosiowej. 
Następna fala ekspresji cad-11 pojawia się w komórkach sklerotomów, gdy następuje 
ich przekształcanie z nabłonka w mezenchymę. Tworzą się wówczas gradienty 
ekspresji cad-11 w mezenchymie zawiązków kończyn, narządów płciowych i ogona. 
W zmożona ekspresja cad-11 zachodzi w czasie kondensacji komórek mezenchymy 
poprzedzającej chondrogenezę oraz w trakcie rozgałęziającej się morfogenezy na
rządów nabłonkowych [88]. Zgrupowaniom komórek mezenchymy towarzyszy także 
ekspresja innych cząsteczek adhezyjnych, takich jak np. VLA-4 czyli cx4(31 integryna 
[40].

Komórki mezenchymy powstają z komórek nabłonkowych w procesie zwanym 
przeróżnicowaniem (transdyferencjacją), zachodzącym pod wpływem grupy czyn
ników wzrostu takich jak  TGF-[3, bFGF lub F1GF. W doświadczeniach prowadzonych 
in vitro na komórkach nabłonkowych wywodzących się z gruczołu mlekowego 
myszy, zaobserwowano, iż TGF-[3 wywołuje wyraźną zmianę ich fenotypu na 
fenotyp fibroblastów. Zmiana fenotypu była odwracalna po usunięciu TGF-(3 i to
warzyszyła jej reorganizacja cytoszkieletu aktynowego oraz zmiany molekularne 
takie jak zmniejszenie się ekspresji E-kadheryny, białka ZO-1 i desmoplakiny 1 
i 2 przy zwiększeniu się ekspresji fibronektyny [58].

Czynnik wzrostu hepatocytów HGF (hepatocyte growth factor), znany także 
jako czynnik rozpraszający (scatter factor -  SF) jest wydzielany przez zarodkowe 
fibroblasty oraz przez kilka ustalonych linii fibroblastów in vitro, jak również przez 
niektóre nabłonki, np. krypt jelitowych [62,105]. Jego receptorem jest zlokalizowana 
w błonie komórkowej powierzchni podstawnobocznej komórek nabłonkowych ki
naza tyrozynowa będąca produktem protoonkogenu c-met. Część zewnątrzkomór- 
kowa białka c-met przypomina kadheryny. Transdukcja sygnału przez białko c-met 
zależy m.in. od kinazy 3-fosfatydyloinozytolu, ras-GAP, fosfolipazy C-y i c-src. 
Białka te wpływają w bliżej nie poznany sposób na funkcję kadheryn i/lub katenin 
powodując utratę przez nie własności adhezyjnych i w konsekwencji rozproszenie 
komórek tworzących wpierw ciągły pokład [21,62]. Myszy transgeniczne pozbawione 
genu dla HGF/SF giną in utero z niedorozwiniętą wątrobą i łożyskiem. HGF/SF 
warunkujący prawidłowy rozwój łożyska jest wydzielany przez błonę omoczni 
[83,102]. HGF pełni poza rolą przeróżnicowującego morfogenu, także rolę mitogenu 
(pobudza podziały komórkowe) i motogenu (wzbudza ruch komórek wzdłuż gra
dientu stężeń) [102]. Fibroblasty są pobudzane do produkcji HGF pod wpływem 
wielu czynników, m.in. interleukiny-1 i bFGF [79].
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Analiza występowania mRNA dla HGF/SF metodą Northern blotting w tkankach 
płodów ludzkich 9-17 tygodni wieku ciążowego wykazała, że ekspresja tego czyn
nika zachodzi wówczas w wielu tkankach lecz głównie w wątrobie, jelitach, pę
cherzyku żółciow ym  i śledzionie. N atom iast mRNA dla c -met znajduje się 
praktycznie we wszystkich tkankach z wyjątkiem tarczycy [105].

Ważny jest udział HGF/SF w rozwoju tkanki chrzęstnej, gdyż in vitro stymuluje 
on migrację chondrocytów, wzmaga ich proliferację oraz pobudza syntezę pro- 
teoglikanów chrząstki. Hybrydyzacja in situ HGF/SF mRNA wykazała, iż ulega 
on ekspresji wyłącznie w obszarach zawiązków kończyn, gdzie rozwiną się stawy 
oraz w przestrzeniach międzyżebrowych [97].

U osobników dorosłych układ HGF/c-met odgrywa istotną rolę w przemianach 
zachodzących w gruczole mlekowym w czasie ciąży i laktacji. Prawdopodobnie 
pod wpływem prolaktyny w czasie ciąży dochodzi do spadku mRNA dla HGF 
i białka c-Met do poziomu niewykrywalnego w czasie laktacji. Układ HGF/c-met 
w gruczole mlekowym, warunkuje podobnie jak w nerce tubulogenezę, czyli two
rzenie cewek nabłonkowych pod wpływem zrębu łącznotkankowego. Proces ten 
ustępuje miejsca w czasie ciąży wytwarzaniu pęcherzyków wydzielniczych oraz 
intensywnej syntezie białek mleka w czasie laktacji. Po zakończeniu karmienia, 
poziomy mRNA dla HGF i c-met w gruczole mlekowym szybko wracją do wartości 
sprzed ciąży [69]. Zarówno komórki wydzielnicze jak i komórki mioepitelialne 
wykazują ekspresję c-Met, lecz reagują one odmiennie na HGF. Komórki wy
dzielnicze pod wpływem HGF ulegają podziałom, podczas gdy komorki m ioepi
telialne, zapewniające rodzaj rusztowania dla rozwijających się cewek nie dzielą 
się, lecz ulegają różnicowaniu [64]. Z kolei TGF-[3 indukuje odwracalną przemianę 
komórek nabłonkowych gruczołu mlekowego w fibroblasty przy jednoczesnym  za
blokowaniu cyklu komórkowego, powodując zanik ekspresji takich cząsteczek ad
hezyjnych charakterystycznych dla nabłonka jak E-kadheryna oraz desmoplakiny 
I i II przy pojawieniu się ekspresji fibronektyny [58]. W czasie ciąży mezenchyma 
gruczołu mlekowego produkuje neuregulinę należącą do cząsteczek adhezyjnych 
z rodziny immunoglobulin. Neuregulina indukuje formowanie pęcherzyków wy
dzielniczych i produkcję białek mleka poprzez występujące na komórkach nabłon
kowych receptory będące produktami protoonkogenów erbB [113].

HGF/SF wywiera na szereg linii komórek nowotorowych wpływ hamujący pro
liferację i różnicujący, np. poddane działaniu HGF/SF komórki linii raka okrężnicy 
S W 1222 wytwarzają in vitro struktury przypominające krypty, komórki raka trzustki 
Capan2 kuliste zawiązki przewodów trzustkowych, komórki raka gruczołu mle
kowego EpH4 twory przypominające prawidłowe cewki tego gruczołu, zaś komórki 
raka prostaty pR N S-1 -1 rozgałęzione struktury cewkowe przypominające ten gruczoł 
[8].
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4. RÓŻNICOWANIE TKANKI MIĘŚNIOWEJ 
POPRZECZNIE PRĄŻKOWANEJ

Prekursorowe komórki mioblastów wędrują do zawiązków kończyn z somitów. 
Przekonano się o tym m.in. dzięki ortotopowemu przeszczepianiu somitów między 
zarodkami myszy z użyciem jako dawcy myszy zawierającej transgen [3-galakto- 
zydazy. Pozwoliło to wykryć histochemicznie komórki pochodzące z somitów dawcy 
wywędrowujące do zawiązków kończyn [96].

Ich wędrówka zależy od obecności receptora dla HGF/SF będącego produktem 
protoonkogenu c-met. HGF jest produkowany przez mezenchymę kończyn, tworząc 
w macierzy międzykomórkowej gradient zwiększający się w kierunku dystalnym 
[61]. W yhodowano myszy transgeniczne pozbawione protoonkogenu c-met. W y
kazywały one zupełny brak mięśni szkieletowych kończyn i przepony [6].

Przekształcanie się prekursorów mioblastow we włókna mięśni poprzecznie prąż
kowanych jest kolejnym przykładem transdyferencjacji. Komórki nabłonkowe so
mitów przekształcają się wpierw w komórki mezenchymatyczne, które dają początek 
mioblastom. M iogenezę można wywołać indukując fibroblasty do produkcji tro- 
pomiozyny, co powoduje ich transdyferencjację w mioblasty. Osteoblasty poddane 
podobnej transformacji nie podlegają transdyferencjacji [48]. Warto wspomnieć, 
że włókna mięśni poprzecznie prążkowanych szkieletowych mogą powstawać w 
przypadku części mięśniówki przełyku poprzez transdyferencjację mięśni gładkich 
[68].

Mioblasty na podłożu z fibronektyny ulegają odróżnicowywaniu, podczas gdy 
na podłożu z lamininy przeciwnie, ulegają dalszemu różnicowaniu się w miotuby. 
Głównym receptorem dla lamininy na komórkach mięśniowych jest integryna a7(3 l, 
podczas gdy w embrionalnych mioblastach przeważa ekspresja integryny a6[3l. 
Integryna oc7[31 pojawia się dopiero w rozwijających się mięśniach w miarę jak 
powstaje bogata w lamininę błona podstawna. Jej ekspresja jest szczególnie silna 
przy połączeniach ścięgnistomięśniowych. Geny dla łańcuchów integryny oc7|31 
ulegają alternatywnemu splicingowi zmieniającemu się w trakcie rozwoju, powodując 
powstawanie odmiennych białek. W zbogaca to możliwości oddziaływań z macierzą 
pozakomórkową. Nie wiadomo natomiast jaki receptor (-y) odpowiada (-ją) za 
odróżnicowywujące oddziaływanie fibronektyny na mioblasty [10,30]. W oddzia
ływaniu mioblastów z lamininą ważną rolę odgrywają zwłaszcza glikokoniugaty 
powierzchni komórek, podczas gdy glikozylacja lamininy lub jej brak wydaje się 
nie wpływać na ten proces [46].

W 10-tygodniowym zarodku ludzkim zarówno fibronektyna, jak i laminina są 
obecne w substancji międzykomórkowej rozwijających się mięśni. Pod wpływem 
czynników mitogennych (sygnały od czynników wzrostu oraz od integryn) mioblasty 
intensywnie proliferują, wykazując ekspresję różnych rodzajów integryn, zawie
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rających przede wszystkim łańcuchy a5  i a6 . W cytoplazmie mioblastów aktyna 
tworzy typowe włókna naprężeniowe. Integryny ocv|3l, ocv[35 i 0t3[3l uczestniczą 
w tworzeniu płytek przylegania pomiędzy mioblastami [31]. Rozmieszczenie ot5[3l 
pokrywa się z występowaniem fibronektyny w mioblastach, natomiast w stadium 
miotub nie wykrywa się już ani tej integryny na powierzchni komórek ani fi
bronektyny w substancji międzykomórkowej. Poza już poznanymi integrynami ulega 
ekspresji w miotubach specyficzne białko o masie 150 kDa, które asocjuje z łań
cuchem pi i jest prawdopodobnie specyficznym dla miotub łańcuchem amt. W 
czasie dojrzewania miotub i ich przekształcania się we włókna mięśniowe poprzecznie 
prążkowane, aktyna ulega wewnątrzkomórkowemu rozmieszczeniu w obrębie sar- 
komerów a błona podstawna ulega ostatecznemu uformowaniu. Integryny mają 
wówczas za zadanie stabilizację sarkomerów, natomiast kompleks dystrofiny z dys- 
troglikanami zapewnia sztywność włókien. Zarówno dystroglikany jak i integryna 
oc6(3 1 pośredniczą w wiązaniu się z lamininą. W mięśniu sercowym oraz w niektórych 
drobnych mięśniach szkieletowych funkcje dystrofiny spełnia pokrewne białko utro- 
fina [22,30].

W komórkach mięśni poprzecznie prążkowanych ulegają ekspresji także różne 
białka adhezyjne z grupy kadheryn, m.in. N-, R-, B-, M- i T-kadheryna. Niektóre 
z nich są charakterystyczne dla wczesnych stadiów rozwojowych, np. N-kadheryna, 
uczestnicząca w procesie formowania się miotub, która następnie ogranicza się 
w dojrzałym mięśniu do obszarów połączeń nerwowo-mięśniowych. Z kolei T- 
kadheryna nie występuje na mioblastach, pojawia się w miarę dojrzewania tkanki, 
lecz nigdy nie występuje na obszarach połączeń nerwowo-mięśniowych [74].

M -kadheryna pojawia się w somitach i jej ekspresja ogranicza się do komórek 
z nich się wywodzących. W czasie powstawania pierwszych miotub tj. podczas 
miogenezy pierwotnej, poziom ekspresji M-kadheryny jest niewielki i jest ona roz
proszona równomiernie na powierzchni komórek, nie odgrywając prawdopodobnie 
roli w tym procesie. Inaczej rzecz wygląda w czasie drugiej fali miogenezy za
chodzącej w późniejszym okresie życia płodowego. Ekspresja M-kadheryny gwał
townie wzrasta, akumuluje się ona wówczas w miejscach kontaktu pomiędzy 
komórkami, natomiast nie ma jej w miejscach ich kontaktu z błoną podstawną. 
Po ukończeniu miogenezy ekspresja M-kadheryny zanika i nie wykrywa się jej 
w dojrzałej tkance mięśniowej [16,80].

Spośród innych cząsteczek adhezyjnych odgrywających rolę w miogenezie warto 
zwrócić uwagę na N-CAM, który współwystępuje z M-kadheryną. W nisko zróż
nicowanych mioblastach występuje on głównie pod postacią izoform mających zako
twiczające domeny przezbłonowe, podczas gdy w miarę różnicowania i tworzenia 
się miotub zaczynają przeważać izoformy związane z błoną jedynie poprzez czą
steczkę glikozylofosfatydyloinozytolu. Mogą one być szybko usuwane z powierzchni 
komórek pod wpływem fosfolipazy D. Zmiana wzorca ekspresji N-CAM zależy 
od sygnałów przekazywanych z udziałem jonów Ca2+ i kinazy C [60,73,80].
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Proces fuzji mioblastów prowadzący do powstania miotub jest wciąż słabo po
znany. Uczestniczą w nim wymienione powyżej cząsteczki adhezyjne, takie jak 
integryny, M- i N-kadheryny, N-CAM i V-CAM, natomiast główną rolę odgrywają 
enzymy pokrewne dezintegrynom i fertilynie, meltryny a , (3 i y. Z tego powodu 
zwraca się uwagę na podobieństwo fuzji mioblastów do procesu fuzji plemnika 
z komórką jajow ą [110].

5. MORFOGENEZA TKANKI NABŁONKOWEJ

Najczęściej miąższ narządów zbudowanych z tkanki nabłonkowej powstaje po
przez rozrastanie się i rozgałęzianie się skupisk nabłonka, co zachodzi pod wpływem 
czynników wzrostu produkowanych przez otaczającą mezenchymę, dającą początek 
łącznotkankowemu zrębowi narządu. Taki proces jest nazywany rozgałęziającą mor- 
fogenezą nabłonków (branching epithelial morphogenesis). Niekiedy jednak na
błonek powstaje w drodze transdyferencjacji, czyli poprzez przekształcanie się 
skupisk mezenchymy w tkankę nabłonkową i przyłączanie się tak powstałych struktur 
do istniejącego uprzednio nabłonka (rys. 2).

W rozwijającej się nerce, rozgałęzianie się istniejących skupisk tkanki nabłon
kowej prowadzi jedynie do powstania moczowodów i kanalików zbiorczych, podczas 
gdy pozostałe elementy nabłonkowe miąższu nerki powstają wskutek przemiany 
tkanki mezenchymatycznej w nabłonkową. W regulowaniu rozwoju nerki uczestniczy 
szereg czynników wzrostu, takich jak HGF/SF, TGFa, TGFb i EGF. W ywołują 
one zmiany morfologiczne poprzez uruchamianie kaskad informatorów II rzędu 
i ekspresję genów wnt-1, wnt-4 i Pax-2. Szczególne znaczenie dla formowania 
się połączeń między komórkami mezenchymy przekształcającymi się w nabłonek 
ma mobilizacja jonów Ca“+ i aktywacja kinazy zależnej od Ca^+ i kalmoduliny 
[33,34,92]. Działanie na izolowane zawiązki śródnerczy przeciwciałami anty- 
HGF/SF doprowadzało do zablokowania przeróżnicowania się fibroblastów me
zenchymy w komórki nabłonkowe nefronów, wzmagało apoptozę fibroblastów i 
zaburzało rozgałęziającą m orfogenezę nabłonkowego pączka moczowodowego 
[108]. HGF/SF jest również czynnikiem warunkującym powstawanie gruczołów 
żołądkowych, zarówno w czasie rozwoju, jak  i w czasie gojenia się ubytków błony 
śluzowej [100].

Przemiana mezenchymy w komórki nabłonkowe wytwarzające następnie struktury 
nefronów pozwala dokładnie śledzić pojawianie się poszczególnych elementów błony 
podstawnej. Komórki wpierw syntetyzują łańcuchy (31 -lamininy i yl -lamininy, a 
łańcuchy a  1-lamininy pojawiają się dopiero wtedy, gdy ulegające przemianie ko
mórki ulegają polaryzacji. Równocześnie zaczynają one produkować łańcuch aó 
integryny oraz E-kadherynę. Użycie przeciwciał anty-laminina-1 lub anty-a6(3l-
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Rys. 2. Schemat przedstawiający dwa zasadnicze mechanizmy morfogenezy narządów nabłonkowych. 
Rząd górny przedstawia rozgałęziającą się morfogenezę nabłonków, zachodzącą w narządach takich jak 
np. wątroba, trzustka i płuca. Rząd dolny przedstawia transdyferencjację mezenchymy w nabłonek

prowadzącą do wytworzenia nefronów

integry na powoduje poważne zaburzenie rozwoju kanalików nerkowych, co wskazuje 
na rolę oddziaływań pomiędzy tą integryną a lam ininą-1 (zwłaszcza tzw. fragmentem 
E8 lamininy-1) w ich morfogenezie. Rozwój nerek można również zablokować 
przeciwciałami zaburzającymi wiązanie dystroglikanów z lamininą (poprzez tzw. 
fragment E3), co wskazuje na istnienie dodatkowych powiązań z macierzą poza- 
komórkową. Niejasna jest rola syndekanu-1, ale wydaje się, że również on może 
się wiązać z lamininą i odgrywa rolę w polaryzacji komórek nabłonka. Reasumując, 
istnieją w tej chwili dowody na istnienie co najmniej dwóch niezależnych układów 
receptorowych dla lamininy-1 w rozwijających się komórkach nabłonkowych -  
zw iązanf z integrynami a ó  i związany z kompleksem dystroglikanów. M ożliwe 
jest, że wiązanie się z błoną podstawną dostarcza nie tylko sygnałów do prawidłowej 
proliferacji komórek nabłonkowych, lecz jest niezbędne do prawidłowego funkcjo
nowania dojrzałego nabłonka [30].

W pozostałych narządach o miąższu składającym się z komórek nabłonkowych, 
różnicują się one w przebiegu procesu zwanego "rozgałęziającą się morfogenezą 
nabłonków". Polega on na tym, iż początkowo występuje niewielka grupa komórek 
nabłonkowych otoczona grubą warstwą mezenchymy. Komórki nabłonkowe się 
rozrastają i wędrują, tak że wygląda to jak  gdyby pierwotny zawiązek nabłonka 
wysyłał liczne rozgałęzienia do otaczającej mezenchymy. Proces ten wygląda w 
zasadzie jednakow o we wszystkich narządach (np. w wątrobie, płucach, trzustce) 
i zależy od komórek otaczającej mezenchymy.

W procesie morfogenezy narządów o miąższu nabłonkowym również znaczący 
jest udział oddziaływań pomiędzy wędrującymi komórkami nabłonka a macierzą 
pozakomórkową. W rozwijającej się śliniance podżuchwowej od bardzo wczesnych 
stadiów rozwoju występuje ekspresja integryny a6|3l w błonie komórkowej komórek
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nabłonkowych i lamininy-1 w błonie podstawnej nabłonka. Przeciwciała wiążące 
domenę E3 łańcucha ocl-lamininy uniemożliwiają morfogenezę ślinianki, dopro
wadzając do przerwania błony podstawnej nabłonka. Zastosowanie przeciwciał roz
poznających łańcuch a 6  integryny, powoduje brak różnicowania się komórek 
nabłonkowych przy zachowanej ciągłości błony podstawnej [30,43].

W zrost przewodów śródnerczowych Wolffa zależy między innymi od oddzia
ływania komórek nabłonkowych z kwasem polisjalowym związanym z N-CAM. 
Trawienie kwasu polisjalowego blokuje dalszy wzrost przewodów Wolffa, podczas 
gdy usunięcie fibronektyny i witronektyny nie wywiera żadnego efektu [4].

Mniej poznane są mechanizmy oddziaływań pomiędzy rosnącymi nabłonkami 
a zrębem mezenchymatycznym, który również wytwarza składniki błon podstawnych. 
W ydaje się, że jednym  z takich ważnych składników pochodzenia mezenchyma- 
tycznego jest nidogen, gdyż przeciwciała blokujące jego oddziaływanie z lamininą 
hamują rozwój zawiązków nerek i płuc. Również wydają się mieć znaczenie te- 
nascyna-C i epimorfina [30].

Komórki zawiązka płuc, powstających z niego wtórnych rozgałęzień oskrzeli 
oraz nabłonek drzewa oskrzelowego dojrzałych płuc wykazują ekspresję E-kadheryny 
i Ep-CAM  na bocznych powierzchniach komórek. W nabłonku pęcherzyków płuc
nych, Ep-CAM ulega ekspresji na powierzchni pneumocytow typu I i II, podczas 
gdy ekspresja E-kadheryny jest ograniczona do powierzchni podstawnobocznych 
pneumocytow typu II. W warunkach zmian chorobowych, takich jak włóknienie 
płuc dochodzi do inaktywacji E-kadheryny [44]. Pneumocyty typu II są uważane 
za komórki prekursorowe dla pneumocytow typu I, lecz mogą one ulegać wzajemnej 
odwracalnej transdyferencjacji [18]. Rozgałęziająca się morfogeneza nabłonka za
wiązka płuc ściśle zależy od czynników produkowanych przez jego mezenchymę. 
M ezenchyma płuc jest w stanie zaindukować morfogenezę nabłonka pochodzącego 
z tchawicy i jego różnicowanie się w kierunku pneumocytow typu II [86]. Wzrost 
pączków tkanki nabłonkowej w przebiegu morfogenezy płuc wymaga ciągłego remo- 
delowania błony podstawnej. Wchodzący w jej skład łańcuch |3 lamininy jest pro
dukowany zarówno przez meznechymę, jak i przez komórki nabłonkowe, podczas 
gdy łańcuch y głównie przez nabłonek [49].

6. ROZWÓJ UKŁADU NERWOWEGO

Jednym z pierwszych markerów różnicowania się neuroektodermy jest ucze
stnicząca prawdopodobnie w procesie adhezji glikoproteina zawierająca epitop L5, 
który może występować na niektórych izoformach glikoproteiny L I , proteoglikanach 
i innych niezidentyfikowanych białkach. Przed gastrulacją ulega ona ekspresji w 
komórkach całego epiblastu, jednak podczas gastrulacji jej ekspresja zaczyna się
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ograniczać do obszaru prospektywnej neuroektodermy pod wpływem HGF/SF pro
dukowanego w węźle Hensena i dyfundującego do sąsiadującego obszaru epiblastu 
[91]. Oddziaływania pomiędzy ulegającymi różnicowaniu neuronami i komórkami 
glejowymi są bardzo skomplikowane i zależą od bardzo dużej liczby różnych czą
steczek adhezyjnych.

6.1. Kadheryny
Chociaż N-kadheryna jest pojawiającą się już w komórkach neuroektodermy 

kadheryną charakterystyczną dla komórek układu nerwowego i promującą wzrost 
neurytów, to w układzie nerwowym ekspresji ulega również wiele innych kadheryn 
(co najmniej 20), których rola zdaje się polegać na wyodrębnianiu szlaków ner
wowych i funkcjonalnych grup neuronów. Już w stadium wczesnej płytki nerwowej 
na komórkach neuroektodermy pojawia się F-kadheryna, która następnie występuje 
przede wszystkim w regionie odgraniczającym neuroektodermę od ektodermy, pra
wdopodobnie zapobiegając mieszaniu się tych dwóch typów komórek [23]. W roz
wijającym się rdzeniu kręgowym wyodrębnianie się szlaków nerwowych zależy 
od ekspresji N-, E- i T-kadheryny, zaś w obrębie pokrywy od ekspresji N- i R- 
kadheryny. W korzeniach grzbietowych nerwów rdzeniowych, T-kadheryna jest 
specyficznym markerem subpopulacji włókien czuciowych, które nie wykazują eks
presji ani N- ani E-kadheryny. T-kadheryna uczestniczy w odpowiednim ukierun
kowaniu wzrastających aksonów tworzących spoidła rdzenia kręgowego, a jej 
ekspresja zanika, gdy struktury te są już w pełni wykształcone [62,74,76]. T-kad
heryna jest wyjątkową kadheryną, gdyż zakotwicza się w błonie komórkowej poprzez 
glikozylowaną resztę fosfatydyloinozytolu. Odgrywa też znaczącą rolę we wrastaniu 
zakończeń nerwów czuciowych do zawiązków kończyn i znajdywaniu przez neuryty 
właściwej drogi do odpowiednich grup włókien mięśniowych. W początkowym 
okresie T-kadheryna występuje na wszystkich włóknach nerwowych oraz w me- 
zenchymie obszarów przez które nie przebiegają szlaki nerwowe. Pod tym względem 
jej rozmieszczenie jest przeciwstawne do rozmieszczenia N-kadheryny, która po
budza wzrost neurytów na obwód [26]. N-kadherynę zlokalizowano w obrębie szcze
lin synaptycznych zarówno pomiędzy niektórymi neuronami, jak i w płytkach 
motorycznych, w związku z czym uważa się, że może ona odgrywać rolę w for
mowaniu i utrzymaniu synaps [111].

6.2. Integryny
W macierzy międzykomórkowej rozwijającego się ośrodkowego układu nerwo

wego występują m.in. laminina, witronektyna, trombospondyna i tenascyna. Róż
nicujące się komórki układu nerwowego oddziałują z tymi cząsteczkami głównie 
przy udziale integryn z rodziny [31. Ekspresja łańcucha [31 jest stała i utrzymuje
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się na wysokim poziomie w ośrodkowym układzie nerwowym, podczas gdy ekspresja 
łańcuchów a  ulega ciągłym zmianom. Integryna ocó pojawia się w obrębie neu- 
roektodermy, po czym jej ekspresja ogranicza się do wykształcających się neuronów 
spoidłowych i ruchowych oraz plakody ocznej i usznej, jak również do subpopulacji 
komórek grzebienia nerwowego w obrębie tyłomózgowia, z których powstaną ko
mórki Schwanna niektórych nerwów czaszkowych (VII, VIII i X). W miarę kształ
towania się rdzenia kręgowego ekspresja łańcucha a 6  wzrasta na cały m jego obszarze, 
by ponownie zmniejszyć się, aż do zupełnego zaniku poza brzusznymi korzeniami 
nerwów rdzeniowych. Zaburzenie ekspresji łańcucha a 6  za pomocą plazmidów 
produkujących antysensowne mRNA powoduje blok rozwoju w stadium przed utwo
rzeniem cewy nerwowej lub ciężkie wady rozwojowe do anencefalii włącznie. Z 
kolei łańcuch a l  ulega intensywnej ekspresji w warstwach komórkowych mózgu, 
po czym zanika zupełnie wraz z ich dojrzewaniem. Łańcuch a l  również występuje 
w rdzeniu kręgowym, gdzie w odróżnieniu od a 6  koncentruje się w korzeniach 
grzbietowych nerwów rdzeniowych [10,50].

6.3. Cząsteczki z nadrodziny immunoglobulin
Cząsteczki adhezyjne należące do nadrodziny Ig również ulegają ekspresji w 

rozwijającym się układzie nerwowym. Jak wiadomo, można podzielić je  na trzy 
klasy:

1) zawierające jedynie domeny Ig;
2) zawierające także domeny fibronektyny typu III;
3) zawierające domeny homologiczne do innych białek [11].
Cząsteczki klasy I uczestniczą przede wszystkim we wzroście neurytów i obejmują 

np. T hy l, DM-GRASP, LAMP, telencefalinę i CD4. Thyl i DM-GRASP stymulują 
wzrost różnych populacji neurytów, a odpowiednie przeciwciała blokują ten proces. 
Na przykład oddziaływujący homofilowo DM-GRASP (Dorsalfuniculus and ventral 
Midline expressed immunoGlobulin-like Restricted Axonal Surface Protein) pro
dukowany przez neurony współczulne, rzęskowe i czuciowe, stymuluje ich wzrost, 
podczas gdy nie wywiera wpływu na neurony pokrywowe, międzymózgowiowe 
i siatkówkowe, które go nie produkują. Uczestniczy on w wyodrębnianiu się i 
wzroście niektórych szlaków nerwowych [12,20]. DM-GRASP ulega ekspresji ko
lejno w różnych grupach neuronów, wpierw w jądrze śródmiąższowym Cajala mię- 
dzymózgowia, którego wypustki osiowe współtworzą pęczek podłużny pośrodkowy, 
następnie pojawia się w szlakach spoidła nadwzrokowego i w zstępującym korzeniu 
jądra śródmózgowiowego nerwu trójdzielnego, w szlakach oliwkomóżdżkowych 
i w części komórek Purkinjego [14,15]. Co ciekawe, okazało się że ludzki DM- 
GRASP (zlokalizowany na 3ql 3.1-13.2) występuje także na aktywowanych leu
kocytach (ALCAM -  activated leukocyte-cell adhesion molecule) i jest ligandem 
dla CD6 limfocytów [7]. LAMP (limbic system associated membrane protein) zawiera
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trzy domeny immunoglobulinowe i kotwiczy się w błonie komórkowej poprzez 
fosfatydyloinozytol. LAMP ulega ekspresji na neuronach związanych z układem 
limbicznym i uczestniczy w wytwarzaniu się specyficznych połączeń pomiędzy 
przegrodą a hipokampem [70,116]. Telencefalinaprzypomina swoją budową IC A M -1 
i ICAM-3. Ulega ona ekspresji na ciałach komórek nerwowych i dendrytach (ale 
nie na aksonach) w obrębie tyłomózgowia i jest prawdopodobnie ligandem dla 
integryn komórek glejowych. Gwałtowny wzrost ekspresji telencefaliny następuje 
w okresie okołoporodowym i wiąże się z intensywnym rozwojem dendrytów i 
wytwarzaniem synaps przez neurony tyłomózgowia [115]. GlikoproteinaCD4 została 
znaleziona po raz pierwszy na pomocniczych limfocytach T, gdzie współoddzia- 
ły wuje z klasą IIM H C  komórek prezentujących antygen, jednak rola CD4 w układzie 
nerwowym nie jest wyjaśniona, zwłaszcza że ulega tu ona alternatywnemu spli- 
cingowi, w wyniku którego ekspresji ulegajedynie 2/3 karboksyterminalne cząsteczki 
CD4 z limfocytów T. Niewątpliwa jest natomiast rola CD4 w umożliwianiu zakażenia 
komórek nerwowych wirusem HIV, co prowadzi w konsekwencji do rozwoju zespołu 
otępieniowego w przebiegu AIDS (AIDS dementia complex) [11,65].

Inne cząsteczki adhezyjne tej klasy, takie jak Po, glikoproteina związana z mieliną 
MAG (myelin associated glycoprotein) i białko mieliny komórek Schwanna (SMP) 
ulegają ekspresji na mielinujących komórkach obwodowego i ośrodkowego układu 
nerwowego uczestnicząc w oddziaływaniu pomiędzy aksonami a komórkami gle
jowymi odgrywając kluczową rolę w inicjowaniu procesu mielinizacji. Glikoproteina 
Po uczestniczy zarówno w homofilowej adhezji między komórkami, jak i w re
generacji i wzroście neurytów. Mutacje genu Po na locus lq22-23 są charaktery
styczne dla takich neuropatii, jak choroba Charcota-M arie-Tootha (typ IB) oraz 
choroba Dejerine-Sottas. Bardzo podobne stany chorobowe pojawiają się także wsku
tek mutacji białka koneksonów koneksyny 32 lub obwodowego białka mieliny 22 
(PMP22) [103]. MAG występuje na powierzchni oligodendrocytów i komórek 
Schwanna w dwóch izoformach, o większej i mniejszej masie cząsteczkowej zwanych 
odpowiednio L-MAG (większa) i S-MAG (mniejsza), ulegających fosforylacji pod 
wpływem kinazy C [114]. MAG wywiera zdecydowany wpływ hamujący na wzrost 
neurytów, co przyczynia się do braku ich regeneracji w ośrodkowym układzie ner
wowym. W obwodowym układzie nerwowym inhibujący wpływ MAG jest prze- 
ciwważany przez stymulujący wzrost neurytów wpływ lamininy błony podstawnej 
komórek Schwanna [19]. Basygina/neurotelina ulega ekspresji w komórkach śród- 
błonka naczyń mózgowych odgrywając rolę w ustanowieniu bariery krew-mózg. 
W ystępuje ona także na powierzchni komórek Miillera pośrednicząc w ich od
działywaniu z neuronami [11].

Przedstawicielami drugiej klasy cząsteczek adhezyjnych z nadrodziny Ig w ośrod
kowym układzie nerwowym jest N-CAM, L I , kontaktyna, aksonina, DCC, Nr-CAM  
i in. N-CAM ma co najmniej 30 różnych izoform powstałych wskutek alternatywnego 
splicingu, zaś każda z nich ma swój własny wzór ekspresji w przebiegu rozwoju
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i w dojrzałym układzie nerwowym. Ekspresja tej cząsteczki nie jest jednak ogra
niczona do ośrodkowego układu nerwowego, gdyż uczestniczy ona także np. w 
przyleganiu gonocytów do komórek Sertoliego w jądrze [67]. L I, które jest ligandem 
dla N-CAM, to duża glikoproteina o wielu funkcjach, uczestnicząca w adhezji, 
wzroście neurytów, wytwarzaniu ich pęczków i migracji neuroblastów. Gen dla 
LI ulega alternatywnemu splicingowi -  izoformy LI o mniejszej masie występują 
także w komórkach nie należących do układu nerwowego (140, 80 kDa i inne), 
zaś izoforma o masie cząsteczkowej 200 kDa wyłącznie w neuronach [103]. W 
dojrzałym mózgu LI występuje praktycznie we wszystkich jego rejonach, jednak 
w czasie rozwoju zmienia się ekspresja różnych izoform L I. Na przykład niektóre 
jąd ra  podwzgórza wykazują dużą przewagę izoformy 80 kDa, podczas gdy w hi- 
pokampie i móżdżku zdecydowanie przeważa izoforma 200 kDa [54]. Liczne mutacje 
genu dla LI w locum Xq28 położonym w bezpośrednim sąsiedztwie telomeru pro
wadzą do powstania poważnych nieprawidłowości rozwojowych ujawniających się 
u ludzi pod postacią trzech dziedzicznych zespołów chorobowych związanych z 
chromosom em  X: wrodzonego wodogłowia spowodowanego zwężeniem wodociągu 
Sy 1 wiusza, wrodzonego spastycznego porażenia połowiczego typu I i zespołu MASA 
(M ental retardation, Aphasia, Shuffling gait, Adducted thumbs). W przypadkach 
tych ciężkich rodzinnych schorzeń obserwuje się wrodzony brak ciała modzelowatego 
i/lub szlaków korowordzeniowych [25,42,85,82]. W związku ze wspólną etiologią 
proponuje się objąć te wszystkie zespoły chorobowe nazwą CRASH (Corpus cal- 
losum hypoplasia, Retardation, Adducted thumbs, Spastic paraplegia, Hydrocep- 
halus) [24]. Stwierdzono, iż ekspresja cząsteczek adhezyjnych takich jak  LI może 
zależeć od aktywności elektrycznej wzrastających neuronów, która tym samym 
moduluje układanie się neurytów w pęczki i obecność określonej liczby komórek 
Schwanna [38]. Co więcej, przeciwciała zaburzające wiązanie Ll/N -C A M  zmniej
szały długoterm inową potencjację w neuronach hipokampa, tak więc przypisuje 
się tym cząsteczkom rolę w uczeniu się i pamięci [53]. Zaburzenia adhezji zależnej 
od układu L l/N -C A M  mogą leżeć u podstaw niektórych postaci schizofrenii [71].

Bardzo ciekawy jest gen dcc, zidentyfikowany wpierw przy badaniach raka okręż- 
nicy (D eleted in Colon Cancer -  zdeletowany w raku okrężnicy). Gen dcc jest 
zaliczany do antyonkogenów (genów supresorowych nowotworów), a jego produkt 
jest występującą w powiązaniu z błoną komórkową cząsteczką adhezyjną. Jego 
ekspresja zachodzi w wielu regionach mózgu, gdzie stymuluje wzrost neurytów 
[ 1 1 ].

Aksonina jest glikoproteiną zawierającą sześć domen immunoglobulinowych i 
cztery domeny fibronektyny III, kodowaną przez gen TAX-1 zlokalizowany na chro
mosomie 1 (lq32 .1 ) [47]. Oddziaływanie pomiędzy aksoniną rosnących aksonów 
spoidłowych i Nr-CAM  komórek glejowych blaszki brzusznej cewy nerwowej jest 
niezbędne do przejścia aksonów przez linię pośrodkową ciała. Zakłócenie tych 
interakcji za pom ocą specyficznych przeciwciał powoduje wrastanie aksonów do
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struktur ipsilateralnych zamiast do kontralateralnych jak również zapobiega pier
wszym etapom wytwarzania osłonki mielinowej [90,93].

Kontaktyna (F3, F U ) jest glikoproteiną o masie cząsteczkowej 130 kDa za
kotwiczoną w błonie poprzez fosfatydyloinozytol, odpowiedzialną za oddziaływanie 
neuronów z tenascyną [77,117]. Gen dla kontaktyny jest zlokalizowany na chro
mosomie 12q 11 -q 12 [5]. Związanie kontaktyny z tenascyną prowadzi do aktywacji 
kinazy tyrozynowej Fyn z rodziny kinaz Src [118]. Drugim poza kontaktyną re
ceptorem dla tenascyny na neuronach jest proteoglikan glypikan, również zako
twiczony poprzez fosfatydyloinozytol. O ddziaływ anie neuronów z tenascyną 
odpowiada za wiele procesów rozwojowych w ośrodkowym układzie nerwowym 
[104].

Trzecia grupa cząsteczek adhezyjnych zaliczanych do nadrodziny immunoglobulin
obejmuje m.in. receptory dla specyficznych czynników neurotroficznych (neuro-

trk  A t rk R  t rk itrofin), będące produktami protoonkogenów (p 140 ,p l4 5  ,p l4 5  ), neu-
reguliny i ulegający sekrecji neurokan, pokrewny proteoglikanom tkanki łącznej 
[11]. Neurotrofiny obejmują rodzinę pokrewnych białek, takich jak  czynnik wzrostu 
nerwów (NGF, nerve growth fac tor), mózgopochodny czynnik neurotroficzny 
(BDNF, brain derived neurotrophic factor), neurotrofina-3, neurotrofina-4 (zwana 
także 5) i neurotrofina-6. Neurotrofiny są produkowane głównie w obwodowym, 
lecz także w ośrodkowym układzie nerwowym, a ich wydzielanie się zwiększa 
pod wpływem pobudzenia receptorów glutaminianowych [55]. Receptorem dla neu- 
rotrofin są bądź to pokrewne receptorom dla TNF białko p75NGFR o małym po
winowactwie i niskiej specyficzności, bądź to będące kinazami tyrozynowymi 
produkty protoonkogenów trk o wysokim powinowactwie i dużej specyficzności. 
p l4 0 trk jest receptorem dla NGF, p l4 5 trk dla BDNF i neurotrofiny 4 a p l4 5 llkC 
dla neurotrofiny 3 [2]. Poza specyficznym wiązaniem neurotrofin, białka Trk od
działy wuj ą także z różnymi białkami macierzy zewnątrzkomórkowej poprzez swoje 
domeny immunoglobulinowe [98]. Neuregulina występuje na powierzchni neuronów 
ruchowych i skupia się w obrębie połączeń nerwowo-mięśniowych. Neuregulina 
pobudza proliferację komórek Schwanna oraz indukuje syntezę receptora dla ace
tylocholiny włókien mięśniowych poprzecznie prążkowanych poprzez związanie 
się ze swoim ligandem będącym produktem protoonkogenu erbB [41]. Myszy trans- 
geniczne pozbawione genu neureguliny obumierają z ciężkim niedorozwojem serca, 
zaburzonym rozwojem komórek Schwanna i nieprawidłowościami zwojów nerwów 
czaszkowych. Podobny fenotyp wykazują myszy transgeniczne pozbawione genów 
dla receptorów dla neureguliny, erbBA i erbB2 [27,52,57]. Neurokan jest wy
dzielanym przez neurony proteoglikanem bogatym w siarczan chondroityny, który 
wiąże N-CAM i Ng-CAM wywierając na neurony silny wpływ regulujący wzrost 
neurytów. Podobnie działają inne słabiej scharakteryzowane proteoglikany tkanki 
nerwowej, takie jak  proteoglikan 6B4 regulujący wzrost włókien kiciastych w m óż
dżku lub związany z błonami growthcan o masie 140 kDa pojawiający się przejściowo
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w czasie wytwarzania synaps [66]. Z kolei komórki glejowe wykazują na swojej 
powierzchni ekspresję innego proteoglikanu bogatego w siarczan chondroityny zwa
nego fosfokanem. Fosfokan wiąże N-CAM i Ng-CAM regulując adhezję neuronów 
i ich wypustek do komórek glejowych [59].

Cząsteczki adhezyjne z klasy Ig mogą zarówno oddziaływać homofilowo ze 
sobą (np. LI jednej komórki wiąże się z LI drugiej), jak i heterofilowo z innymi 
cząsteczkami (np. aksonina-1 wiąże się albo homofilowo ze sobą albo heterofilowo 
z L I, podczas gdy LI może się wiązać także heterofilowo z lamininą lub z N-CAM). 
Poza tym, cząsteczki z klasy Ig niekiedy oddziaływują ze sobą także w obrębie 
błony komórkowej tej samej komórki. W iązanie się cząsteczek z tej grupy ze swoimi 
ligandami wywołuje zwykle przekazywanie do komórki specyficznych sygnałów 
za pom ocą układów informatorów II rzędu. Związanie się LI i N-CAM ze swoimi 
ligandami wywołuje zmiany w wewnątrzkomórkowym poziomie Ca2+, pH i pro
duktów przemiany trójfosforanu inozytolu. Ciekawe jest, że odrębne populacje neu
ronów wykazują niekiedy odmienne bądź wręcz przeciwstawne reakcje na ten sam 
bodziec pochodzący od cząsteczek adhezyjnych [11].

W arto wspomnieć również o grupie występujących zarówno w macierzy zewną- 
trzkomórkowej jak i związanych z błoną komórkową białek ulegających ekspresji 
w różnych obszarach neuroektodermy i mezodermy zwanych semaforynami (ko- 
lapsynami). Ich kontakt z wzrastającym końcem neurytu zapobiega jego dalszemu 
wzrostowi w kierunku występowania tej cząsteczki w tkankach. Semaforyny wy
odrębniają więc terytoria tkankowe niedostępne dla wzrastających neurytów. Na 
przykład zależne od neurotrofiny 3 neurony zlokalizowane w brzusznej części rdzenia 
kręgowego wydzielają semaforynę III (kollapsynę), która uniemożliwia wzrost wy
pustek zależnych od NGF-u komórek czuciowych, kierujących się do korzeni grzbie
towych [56,72,109]. Receptorem  dla semaforyn są niezidentyfikow ane białka 
błonowe, inicjujące kaskadę sygnalizacyjną w której uczestniczy białko CRMP-62 
(collapsin response mediator protein, mass 62 kDa) oraz białka G [29]. Z iden
tyfikowano u myszy białko błonowe zawierające domenę semaforyny oraz domeny 
immunoglobulinopodobne nazwane M-Sema-F, które można więc zaliczyć do nad- 
rodziny Ig [37].

7. MIGRACJA KOMÓREK GRZEBIENI NERWOWYCH

Komórki grzebieni nerwowych migrują z grzbietowej strony cewy nerwowej 
wzdłuż określonych szlaków w różne regiony ciała zarodka. Wiąże się to ze zmianą 
ich fenotypu z nabłonkowego w mezenchymatyczny, co odbywa się pod wpływem 
fosforylacji różnych białek regulatorowych i strukturalnych [63]. W obrębie tułowia 
wędrują one brzusznie pomiędzy somitami wytwarzając neurony czuciowe, komórki
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Schwanna, autonomiczne neurony pozazwojowe, komórki satelitarne zwojów ob
wodowych i niektóre spośród komórek układu APUD, jak również wędrują grzbie
tow o pod ektoderm ę przekształcając się w m elanocyty. Komórki grzebieni 
nerwowych w części dogłowowej zarodka rozprzestrzeniają się jeszcze bardziej 
wchodząc w skład tkanki łącznej właściwej, chrząstek i kości głowy. Kontrola 
kierunku ruchu komórek grzebieni nerwowych zależy od czynników wydzielanych 
przez otaczające tkanki oraz składników macierzy zewnątrzkomórkowej [9,10]. Na 
przykład duży agregujący proteoglikan wersikan obecny w obrębie kaudalnych skle- 
rotomów, mezenchymie podścielającej tylnoboczne obszary ektodermy, mezenchy- 
mie perinotochordalnej i w obrębie obręczy biodrowej zapobiega migracji komórek 
grzebieni nerwowych w te obszary prawdopodobnie blokując ich oddziaływanie 
z fibronektyną, lamininą i kolagenem typu I [51 ]. Komórki wywodzące się z grzebieni 
nerwowych nie będące neuronami stosunkowo łatwo ulegają transdyferencjacji do 
komórek neuronalnych pod wpływem odpowiednich czynników. Na przykład izo
lowane z tarczycy i hodowane in vitro komórki C ulegają przekształceniu pod 
wpływem NGF-u w neurony serotoninergiczne [17].

Badania nad eksplantatami grzebieni nerwowych wykazały, iż komórki te są 
w stanie wędrować wzdłuż wielu substratów m.in. wzdłuż fibronektyny, lamininy, 
witronektyny oraz kolagenu typów I, IV i VI. Komórki grzebieni nerwowych od- 
działywują z podłożem poprzez specyficzne integryny, np. a4[3l, oc5(31 i a8[3l 
oddziały wują z fibronektyną, ocv[31, av(33, av(35 i a8 |31 oddziały wują z witronektyną, 
a l p l  z lamininą. W miarę migracji i różnicowania się óomorek grzebieni nerwowych 
nasilają się różnice w ich własnościach adhezyjnych, związane ze zmianą ekspresji 
poszczególnych łańcuchów integryn [10,84].

Kolonizacja zarodkowego jelita przez pochodzące z grzebieni nerwowych komórki 
prekursorowe splotów Meissnera i Auerbacha zachodzi przy współudziale NCAM 
i L I. Postępuje ona w kierunku doogonowym od przełyku do odbytnicy. Bardzo 
istotny w różnicowaniu się komórek splotów Meissnera i Auerbacha jest receptor 
c -met, wiążący HGF wydzielany przez otaczające tkanki. Dość często zdarzają 
się zaburzenia kolonizacji jelit przez komórki prekursorowe z grzebieni nerwowych 
i zaburzenia ich różnicowania związane z nieprawidłowościami adhezji międzyko
mórkowej. U człowieka odcinkowy brak wykształconych splotów Meissnera i Au
erbacha prowadzi do choroby Hirschprunga. Locus tego schorzenia w przypadkach 
rodzinnych jest położony w pobliżu protoonkogenu c-met [87,106].
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INAKTYW ACJA CHROM OSOM U X 
(AKTUALNE DONIESIENIA)

X  C H R O M O S O M E  IN A C T IV A T IO N  (C U R R E N T  V IE W S)

Alina WOJDA 

Zakład Genetyki Człowieka PAN w Poznaniu

Streszczenie: W 1961 roku Mary Lyon opisała, występujący we wszystkich żeńskich komórkach 
somatycznych ssaków proces inaktywacji jednego z pary chromosomów X. Inaktywacja ta, czyli 
transkrypcyjne wyciszenie ma na celu wyrównanie dawki większości genów sprzężonych z chromoso
mem X między organizmami żeńskimi (46,XX) i męskimi (46,XY). Na skutek inaktywacji nieaktywny 
chromosom X nabywa cech, które odróżniają go od aktywnego chromosomu X i chromosomów  
autosomowych. Różnice te dotyczą czasu replikacji, stopnia metylacji, acetylacji i kondensacji oraz 
poziomu ekspresji licznych genów. W procesie inaktywacji najważniejszą rolę przypisuje się centrum 
inaktywacji chromosomu X, które inicjuje inaktywację. Następnymi etapami są rozprzestrzenianie i 
utrwalanie inaktywacji. Podstawy molekularne wymienionych trzech etapów inaktywacji nie są jeszcze  
dokładnie poznane. Jednakże ostatnie wyniki badań z zastosowaniem metod biologii molekularnej 
wnoszą nowe informacje dotyczące mechanizmów inaktywacji, konsekwencji jej zaburzeń spowodowa
nych aberracjami chromosomu X i jej wpływu na fenotyp.

Słowa kluczowe: inaktywacja, centrum inaktywacji (XIC), XIST, pozycyjny efekt różnorodności (PEV), 
region pseudoautosomowy (PAR)

Summary: In females during the early mitotic divisions one of the chromosomes X undergoes inactiva
tion. The inactive chromosome differs from the active one in many features like replication timing, 
méthylation, acétylation, degree of condensation and expresion o f various genes. The aim o f the 
inactivation process o f the one of the X chromosome is dosage compensation o f genes between males 
posessing only one X chromosome and females possesing two chromosomes.

The molecular mechanisms of the inactivation process are not yet sufficiently elucidated. However, the 
last results about the inactivation process give some new informations about consequences o f inappro- 
piate inactivation causing absence o f the X chromosome or X chromosome aberrations and influence on 
the phenotype, lethality including.

Key words: Inactivation, X inactivation center (XIC), X inactive specific transcript (XIST), position 
effect o f  variegation (PEV), pseudoautosomal region (PAR).
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U wielu gatunków, także u ssaków, osobniki żeńskie mają dwa chromosomy 
X, męskie jeden chromosom X. Różnica ta ma krytyczne znaczenie w procesie 
determinacji płci. Jednakże geny sprzężone z chromosomem X kodują wiele białek, 
których poziom musi być zrównoważony u kobiet i mężczyzn, musi zatem ulec 
zrównoważeniu poziom ekspresji tych genów między osobnikami żeńskimi i mę
skimi. W żeńskich komórkach somatycznych człowieka zrównoważenie dawki ge
nów zlokalizowanych w chromosomie X między kobietami (46,XX) i mężczyznami 
(46,XY) zachodzi drogą losowej inktywacji, czyli "transkrypcyjnego wyciszenia", 
jednego z pary chromosomów X pochodzenia matczynego lub ojcowskiego. W 
ten sposób u osobników obu płci geny zlokalizowane w chromosomie X ulegają 
ekspresji tylko w jednym, aktywnym chromosomie X [2, 18].

Konsekwencją losowej inaktywacji chromosomu X jest występujący u kobiet 
mozaicyzm komórkowy, czyli obecność w żeńskim organizmie dwóch populacji 
komórek różniących się zawartością aktywnego chromosomu X pochodzenia mat
czynego lub ojcowskiego. Jedna populacja komórek somatycznych żeńskich wy
kazuje ekspresję genów sprzężonych z chromosomem X pochodzących od matki, 
druga pochodzących od ojca. Stąd kobiety, z letalnymi dla osobników męskich 
mutacjami genów sprzężonych z chromosomem X wykazują w mniejszym stopniu 
ich ekspresję niż mężczyźni. Tłumaczy się to w ten sposób, że komórki, w których 
ekspresji ulega prawidłowy allel dostarczają wystarczająco dużo produktów ge
nowych do korekcji skutków mutacji w komórkach, w których ekspresji ulega 
gen patologiczny. Alternatywnie komórki z aktywnym chromosomem X zawie
rającym zmutowany gen mogą ulegać eliminacji [17,27].

Obecność dwóch aktywnych chromosomów X w komórkach somatycznych żeń
skich człowieka jest letalna podczas embriogenezy [22]. Natomiast brak kompensacji 
dawki poszczególnych tylko genów powoduje zaburzenia fenotypowe u kobiet [16]. 
Proces kompensacji dawki genów sprzężonych z chromosomem X nie zachodzi 
u osobników mających tylko jeden chromosom X, czyli u mężczyzn i kobiet o 
kariotypie 45,X

Inaktywacja jednego z chromosomów płci, zjawisko nie występujące w chro
mosomach autosomowych, jest powodem odmiennego od autosomów zachowy
wania się chromosomów płci zarówno podczas podziałów mitotycznych, jak i 
mejotycznych. Podczas wczesnych mitotycznych podziałów zygoty w żeńskich ko
mórkach somatycznych człowieka obydwa chromosomy X są aktywne, to znaczy 
ulegają replikacji równocześnie z chromosomami autosomowymi.

Po zróżnicowaniu komórek blastocysty na trofoblast i węzeł zarodkowy chro
mosom X pochodzenia ojcowskiego ulega inaktywacji. Inaktywacja ta jest jednak 
nietrwała i po 12 dniach w komórkach trofoblastu, a po 16 dniach w komórkach
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węzła zarodkowego nieaktywny chromosom X ulega reaktywacji po czym zachodzi 
proces tak zwanej lionizacji, czyli losowa inaktywacja jednego z dwóch chromo
somów X, pochodzenia matczynego lub ojcowskiego [9,13,14,20]. Jest to inaktywacja 
trwała. Raz zinaktywowany chromosom X pozostaje nieaktywny we wszystkich 
komórkach potomnych [22]. Nieaktywny chromosom X widoczny jest na obrzeżu 
jądra interfazowego jako skondensowana grudka chromatyny, tak zwane ciałko 
Barra [22].

W komórkach rozrodczych człowieka podczas oogenezy i spermatogenezy proces 
inaktywacji chromosomu X przebiega inaczej niż w komórkach somatycznych. W 
premejotycznych oogoniach jeden z dwóch chromosomów X jest nieaktywny. Na 
początku mejozy, w stadium profazy ulega on reaktywacji i pozostaje aktywny 
do zakończenia oogenezy [23]. W premejotycznych spermatocytach [9] lub według 
innych autorów w mejotycznej profazie I [7] chromosom X ulega przejściowej 
inaktywacji i kondensacji i tym samym formuje wraz z chromosomem Y pęcherzyk 
płci [7,8]. W pęcherzyku płci chromosomy X i Y ulegają koniugacji w regionach 
pseudoautosomowych (PAR), w których sekwencje DNA chromosomów X i Y 
są homologiczne [25]. Niehomologiczne regiony chromosomów X i Y nie ulegają 
koniugacji. Zapobiega to rekombinacji między niehomologicznymi, czyli specyfi
cznymi tylko dla chromosomu X lub Y sekwencjami DNA [3,11,21].

W ybór chromosomu X mającego pozostać aktywnym oraz liczba chromosomów 
X mających pozostać aktywnymi dokonywany jest we wczesnej embriogeneze 
[9,13,19,22,29].

MECHANIZMY PROCESU INAKTYWACJI

Inaktywacja chromosomu X jest procesem złożonym, dotąd jeszcze niezupełnie 
poznanym. Na podstawie aktualnego stanu wiedzy można wyodrębnić następujące 
etapy tego procesu:

• zapoczątkowanie inaktywacji we wczesnej embriogenezie,
• rozprzestrzenienie inaktywacji na cały chromosom X,
• utrwalanie inaktywacji
A) Zapoczątkowanie inaktywacji we wczesnej embriogenezie. Podstawy mo

lekularne mechanizmów zapoczątkowujące inaktywację nie są dokładnie znane, 
jednak w literaturze opisanych jest kilka hipotez i sugestii zasługujących na uwagę.

Inicjacja inaktywacji jest regulowana przez cis - inaktywator XIST (z ang. inactive 
specific transcript), czyli gen XIST znajdujący się w chromosomie ulegającym 
procesowi inaktywacji. Locus XIST zmapowano w regionie X ql3 .2  [8,9,29] we
wnątrz segmentu X ql3  chromosomu X, zwanym centrum inaktywacji -  XIC (z
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ang. X  inactivation center) [27]. Region ten ulega ekspresji tylko w nieaktywnym 
chromosomie X i produkuje funkcjonalny mRNA pozostający w jądrze komór
kowym, w pobliżu ciałka Barra. Prawdopodobnie łączy się on z chromosomem 
X i zmieniając strukturę jego chromatyny powoduje inaktywację chromosomu 
[8,10,13,15].

W edług innej hipotezy, inicjacja inaktywacji jednego z pary chromosomów 
X jest regulowana przez drugi chromosom X na zasadzie interakcji między regionami 
XIC obu chromosomów X. W skutek czego jeden z elementów XIC przyjmuje 
konformację umożliwiająca ekspresję locus XIST w drugim chromosomie. Interakcja 
ta zachodzi tylko wtedy, gdy oba centra inaktywacji znajdują się na dwóch różnych 
chromosomach X. Stąd inaktywację obserwuje się tylko wówczas, gdy w komórce 
jest więcej niż jeden chromosom X i co najmniej dwa chromosomy X posiadają 
centra inaktywacji. Proces ten zwany jest poprzecznym  efektem inaktywacji 
[23,25,27].

Aktywne regiony genomu wymagają acetylacji histonu H4, jednego z czterech 
histonów wchodzących w skład nukleosomów chromosomów. Zahamowanie ace
tylacji histonu H4 jednego z chromosomów X prowadzi do inaktywacji tego chro
mosomu [5,24].

Liczba aktywnych chromosomów X w komórce kontrolowana jest przez produkty 
genów autosomowych. Zatem w prawidłowych komórkach diploidalnych człowieka 
(46,XX oraz 46,XY) tylko jeden chromosom X jest aktywny. Dotyczy to także 
osobników o nieprawidłowej, zwiększonej, trisomicznej liczbie chromosomów płci 
np: 47,XXX i 47,XXY, w których także tylko jeden chromosom X jest aktywny. 
W przypadku poliploidii, w żeńskich komórkach triploidalnych człowieka, 69, XXX 
na skutek zwiększonej ilości produktów genów autosomowych, dwa chromosomy 
X są aktywne, natomiast w męskich 69, XXY oba chromosomy X są aktywne. 
W komórkach, w których wystąpiła trisomia chromosomów płci, dla zachowania 
aktywności dwóch chromosomów X w genomie musiałby istnieć dodatkowy gen 
autosomowy powodujący aktywację dodatkowego chromosomu X. W organizmach 
diploidalnych liczba aktywnych i nieaktywnych chromosomów X zależy więc od 
proporcji chromosomów płci w stosunku do chromosomów autosomowych (X:A). 
Autosomowy gen, przypuszczalny kandydat odpowiedzialny za utrzymanie aktyw
ności chromosomu X u człowieka, znajduje się na chromosomach pary 1, 9 lub 
19 [6,19,22,23,27].

B) Rozprzestrzenianie inaktywacji na cały chromosom X. Mechanizmem od
powiedzialnym za rozprzestrzenianie inaktywacji na cały chromosom X może być 
pozycyjny efekt różnorodności PEV (z ang. position effect variegation), polegający 
na utracie przez geny aktywności w wyniku ich przesunięciu w sąsiedztwo hete- 
rochromatyny, czyli ich heterochromatynizacji [23].

Rozprzestrzenienie inaktywacji z regionu XIST zachodzi także dzięki metylacji 
przez metylotransferazę reszt cytozyny w obrębie loci ulegających inaktywacji.
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Nadmierna metylacja reszt cytozynowych prowadzi do inaktywacji informacji ge
netycznej w zmetylowanym segmencie DNA. Jest ona wiernie przekazywana podczas 
mitotycznych podziałów komórkowych, ponieważ zmetylowane miejsca na zasadzie 
sprzężenia zwrotnego utrzymują stałą aktywność metylotransferazy [27]. Loci nie 
ulegające inaktywacji nie podlegają hipermetylacji.

C) Utrwalanie inaktywacji. Ponieważ proces metylacji zachodzi późno w pro
cesie hamowania transkrypcji prawdopodobnie pełni tylko rolę pomocniczą w sto
sunku do innych mechanizmów rozprzestrzeniających inaktywację. Być może jest 
potrzebny do jej utrzymania i odpowiada za wierne przekazywanie procesu ina
ktywacji podczas mitozy [4,12,15,23,27].

M etylacja i kondensacja, powodujące zmianę struktury chromatyny, są prawdo
podobnie spowodowane przez ten sam czynnik, który powoduje heterochroma- 
tynizację fakultatywną chromosomu X [23]. Heterochromatynizacja fakultatywna 
polegana zwiększeniu stopnia kondensacji chromatyny jednego z pary chromosomów 
i jego unieczynnieniu pod względem aktywności w syntezie RNA.

Do utrzym ania inaktywacji przyczynia się prawdopodobnie konformacja ciałek 
Barra, w których telomery nieaktywnego chromosomu X znajdują się bardzo blisko 
siebie [19]. Zm iana struktury nieaktywnego chromosomu X jest raczej wtórną mo
dyfikacją niż powodem inaktywacji [7].

Istnieje także hipoteza sugerująca, iż początkowo inaktywacji ulega cały chro
mosom X, po czym sama metylacja nie jest utrzymywana w sposób ciągły, lecz 
skokowo przechodzi z jednego locus na następny [7,20].

W procesie utrwalania inaktywacji nie bierze udziału centrum inaktywacji [6].

GENY ZLOKALIZOWANE NA NIEAKTYWNYM 
CHROMOSOMIE NIE ULEGAJĄCE PROCESOWI 

INAKTYWACJI

Procesowi inaktywacji nie ulega cały materiał genetyczny chromosomu X. Część 
genów zachowuje aktywność transkrypcyjną. Są to geny mające swoje homologi 
na chromosom ie Y.

W regionach pseudoautosomowych chromosomu X PAR1: Xpter—>Xp22.32 i 
PAR2: Xqter—xXq28 znajdują się geny wykazujące sekwencje identyczne z se
kwencjami zlokalizowanymi w chromosomie Y: Ypter—>Ypl 1.2 i Yqter.

W pozycji Xp22.3 znajdują się geny:
XG -  determinujący grupę krwi,
MIC2 -  kodujące antygen powierzchniowy CD99,
ANT3 -  kodujący translokazę ADP/ATP,
ASM T -  acetyloserotoninę N-metylotransferazy.
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W pozycji Xq28 znajduje się gen G6PD aktywny tylko w kosmówce.
Sekwencje homologiczne wykryto także poza regionami pseudoautosomowymi. 

Na granicy regionu pseudoautosomowego zlokalizowane są geny: AM ELX -  ko
dujący amelogeninę, STS -  kodujący sulfatazę sterydową, KALI -  geny odpo
wiedzialne za zespół Kallmana. W pozycji Xp22.1 znajduje się gen ZFX kodujący 
czynnik transkrypcyjny z domeną typu "palce cynkowe". W pozycji X p ll .2  zlo
kalizowano gen UBE1(A1S9T) kodujący enzym E l aktywujący ubiquitynę (gen 
ten nie ma homologu na chromosomie Y), TIMP1 -  kodujący tkankowy inhibitor 
nukleoproteinazy 1, SMCX (XE 169X), a także zachowujący aktywność, ale nie 
mający homologu na chromosomie Y gen SB 1.8 o nieznanej funkcji. W pozycji 
X q l3  znajduje się gen RPS4X kodujący białko rybosomalne S4, w pozycji X ql3 .2  
zlokalizowany jest opisany wcześniej gen XIST, a w pozycji Xq21.3 gen dla białka

Rys. 1. Lokalizacja genów homologicznych dla chromosomów X i Y człowieka: PAR1 -  region 
pseudoautosomowy 1, PAR2 -  region pseudoautosomowy 2, wg [1,8]
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kinazy PRKX. i DFFRX odpowiedzialny za fenotyp zespołu Turnera. Funkcja po
zostałych genów dotąd jest nieznana. Oprócz XIST wymienione wyżej geny ulegają 
ekspresji z aktywnego i nieaktywnego chromosomu X i/lub chromosomu Y. Są 
to geny homologiczne, funkcjonalnie równoważne, organizowane jako potencjalnie 
aktywna chromatyna i nie reagujące na sygnał do inaktywacji lub ulegające ina
ktywacji jednak nie mogące jej utrzymać [20,29]. Brak tych genów powoduje róż
norodne zaburzenia fenotypowe u kobiet [16,20,26,27,28,30,31,32].

ZABURZENIA W PROCESIE INAKTYWACJI

Aberracje chromosomu X powodują zaburzenia w procesie inaktywacji. Delecja 
XIC jest przyczyną braku inaktywacji chromosomu X.

W przypadku translokacji między chromosomem X i chromosomem autoso- 
mowym, gdy translokowany fragment chromosomu X zawiera XIC następuje utrata 
aktywności chromosomu X. Gdy translokowany fragment chromosomu X nie obej
muje XIC chromosom X zachowuje aktywność. Natomiast gdy translokacja następuje 
po procesie inaktywacji, chromosom X pozostaje nieaktywny.

W przypadku translokacji zrównoważonej między chromosomem X, a autosomem 
inaktywacji ulega drugi z pary, prawidłowy chromosom X.

Chromosomy X ulegające innym aberracjom ale zachowujące XIC ulegają ina
ktywacji [4,23,14].

PODSUMOWANIE

Poznanie mechanizmów inaktywacji chromosomu X ma duże znaczenie dla zro
zumienia zależności między fenotypem, a kariotypem. Pozwala na poznanie genów 
biorących udział w tworzeniu określonych cech fenotypowych. Wyjaśnienie pro
cesów inaktywacji jest szczególnie ważne dla lekarzy klinicystów do właściwej 
interpretacji wyników badań kariotypów u pacjentów, u których stwierdzono aber
racje chromosomów płci oraz u nosicieli chorób sprzężonych z płcią.
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REGULACJA PROCESU STEROIDOGENEZY  
W  KOM ÓRKACH LEYDIGA SSAKÓW . 
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Streszczenie: W artykule została opisana regulacja procesu biosyntezy hormonów steroidowych w 
komórkach Leydiga jako reprezentanta komórek steroidogennych. Mechanizmy regulujące wolną 
odpowiedź są znane i dobrze udokumentowane, obecnie przedstawiono dane dotyczące białek będących 
potencjalnymi regulatorami szybkiego procesu steroidogenezy zachodzącego w odpowiedzi na stymu
lację hormonalną. Szczególną uwagę zwrócono na rolę białka StAR. Opisano również molekularny 
mechanizm jego działania w komórkach Leydiga.

Słowa kluczowe: steroidogeneza, komórka Leydiga, stymulacja hormonalna, białka regulatorowe, StAR

Summary: The aim o f this review is to describe the regulation o f steroidogenesis in Leydig cells. 
Regulatory mechanisms responsible for slow cellular response are well known, while the acute regulation 
still remains to be clarified. Putative regulatory proteins involved in steroidogenesis in Leydig cells are 
of main interest. The role and molecular mechanism o f StAR protein is also shown.,

K ey w ords: steroidogenesis, Leydig cell, hormonal stimulation, regulatory proteins, StAR

WSTĘP

Gonada męska jest głównym źródłem androgenów produkowanych w ustroju 
samca. Hormony te wytwarzane są przez komórki Leydiga leżące w tkance in-

*W  artykule zostały wykorzystane czasopism a i wydaw nictw a książkow e zakupione dzięki: 1) 
W orld Health Organizations -  SM A Grant, Special Programme o f  Research Training in Human 
Reproduction, 2) Grant K BN  0389/P O 4/95/08  W arszawa.
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terstycjalnej jądra. W kanalikach nasiennych znajdują się komórki Sertoliego oraz 
komórki rozrodcze: spermatogonia, spermatocyty I i II rzędu, spermatydy oraz 
plemniki. W arstwę otaczającą kanalik tworzą komórki mioidalne. Morfologicznie, 
oba elementy strukturalne jądra stanowią dobrze wyodrębnione części [86, 87, 17], 
natomiast funkcjonalnie działają jako całość, androgeny bowiem są odpowiedzialne 
za inicjowanie i utrzymanie spermatogenezy [18, 92, 95]. W świetle najnowszych 
badań wiadomo, że w jądrze zachodzi nie tylko regulacja endokrynowa, ale mają 
miejsce liczne para- i autokrynowe oddziaływania między komórkami, zarówno 
w obrębie przedziału kanalikowego, interstycjalnego, jak i między nimi [13, 25, 
26, 88, 94].

Głównym stymulatorem procesu steroidogenezy w komórkach Leydiga jest hor
mon luteinizujący (LH), wydzielany przez komórki przedniego płata przysadki móz
gowej. Komórki Leydiga są docelowymi dla tego hormonu, wiążą go przez receptory 
błonowe i dzięki temu zdolne są do odpowiedzi na stymulację hormonalną. Oprócz 
LH, wiele hormonów, czynników wzrostu oraz lokalnie działających, nowo opisanych 
białek może działać bezpośrednio na komórki Leydiga prowadząc do przyspieszenia 
lub zahamowania podstawowej syntezy steroidów lub przez modulację działania 
LH wpływać na tempo steroidogenezy stymulowanej przez ten hormon. Egzogennie 
podane hormony wiążąc się ze specyficznym transbłonowym receptorem wywołują 
kaskadę reakcji enzymatycznych, w następstwie których dochodzi do odpowiedzi 
komórkowej, tj. do zwiększonej syntezy i sekrecji androgenów. W wyniku stymulacji 
przez LH komórka jest zdolna do odpowiedzi w ciągu kilku minut lub ma miejsce 
wolny proces trwający wiele godzin. Efekt ten wiąże się ze wzmożoną transkrypcją 
genów, wzmożoną translacją białek będących produktami danego genu np. kom
pleksu enzymatycznego cytochromów P450, włączonych w biosyntezę testosteronu 
[48].

Przedmiotem zainteresowania w tym artykule będzie regulacja biosyntezy an
drogenów oraz czynniki, które mogą być za ten proces odpowiedzialne. Mechanizmy 
regulujące wolną odpowiedź komórki są dobrze poznane, udokumentowane i 
opisane od ponad 20 lat. Natomiast szybka, stała regulacja, która zachodzi w od
powiedzi na stymulację hormonalną w ciągu kilku minut, jest nadal nie w pełni 
wyjaśniona. Prawdopodobnie, mechanizmy leżące u podstawy tych wydarzeń są 
analogiczne dla wszystkich komórek steroidogennych, a komórki Leydiga są jedynie 
ich przedstawicielem.

CHARAKTERYSTYKA PRZEBIEGU STEROIDOGENEZY

Biosynteza steroidów rozpoczyna się od enzymatycznego odszczepienia bocznego 
łańcucha cholesterolu (ang. side chain cleavage -  see), w wyniku czego powstaje
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pregnenolon. Reakcja ta jest katalizowana przez kompleks enzymatyczny desmolazy 
cholesterolu (cytochromu P450scc), który jest ulokowany w wewnętrznej błonie 
oraz macierzy mitochondrialnej [28]. Ponadto, w mitochondriach komórek Leydiga 
znajduje się także 3(3-dehydrogenaza hydroksysteroidowa (17(3-HSD), dzięki której 
może dojść do bezpośredniego przejścia cholesterolu w progesteron z pominięciem 
pregnenolonu. Enzym ten działa także we frakcji mikrosomalnej katalizując dalsze 
etapy przemian. We frakcji tej obecne jest również kompleks enzymatyczny cy
tochromu P450c17 (hydroksylaza/liaza) oraz 17 (3-dehydrogenaza hydroksy steroido
wa (17(3-HSD) i reduktaza 17-ketosteroidowa (17-KSR), które są odpowiedzialne 
za przekształcenie androstendionu w testosteron. I wreszcie, aktywny jest również 
enzym, aromataza, z kompleksu enzymatycznego cytochromu P450arom, dzięki której 
dochodzi do konwersji testosteronu w estradiol. Proces ten nosi nazwę aromatyzacji 
(rys. 1).

Jak wynika z powyższego opisu, do zainicjowania i utrzymania procesu ste- 
roidogenezy niezbędny jest stały zapas i dopływ cholesterolu, substratu do syntezy 
androgenów. Transport cholesterolu w komórkach Leydiga odbywa się w dwu 
etapach. Pierwszy to mobilizacja estrów cholesterolu z kropli lipidowych lub błony 
komórkowej oraz jego wędrówka do zewnętrznej błony mitochondrialnej. W etapie 
tym zaangażowana jest hydrolaza estrów cholesterolu, dzięki której dochodzi do 
otrzym ania puli wolnego substratu do dalszych przemian. Szybkość formowania 
cholesterolu wpływa na dalsze tempo steroidogenezy i jest kluczowym zjawiskiem

Rys. I. Schemat procesu steroidogenezy stymulowanej przez LH w komórce Leydiga [wg 87]: P450SCc, 
P450ci7, P450arom -  kompleks enzymatyczny cytochromów P450, 17(3-H SD- 17(3-dehydrogenaza 

hydroksysteroidowa, 17-K SR-reduktaza 17-ketosteroidowa
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Rys. 2. Początkowy etap steroidogenezy przebiegający w odpowiedzi na stymulację hormonalną 
(opracowano wg [99], szczegóły w tekście): SCP2 -  białkowy nośnik steroli

tego procesu (rys. 2). Drugi etap to międzybłonowy transport cholesterolu z zew
nętrznej do wewnętrznej błony mitochondrialnej [101,102]. W macierzy mitochon- 
d ria ln e j d z ia ła  kom pleks enzym atyczny  SCC , w sk ład  k tó rego  w chodzą 
adredonoksyna oraz jej reduktaza wraz z P450scc (w błonie wewnętrznej mito- 
chondrium), którego zadaniem jest odszczepienie bocznego łańcucha cholesterolu. 
W ten sposób powstaje pregnenolon (rys. 3) [84]. Dyfuzja cholesterolu jako związku 
hydrofobowego jest niezwykle wolnym i trudnym procesem. Pokonanie środowiska 
wodnego, wypełniającego międzybłonową przestrzeń mitochondrialną jest możliwe 
tylko dzięki specyficznie działającym enzymom kompleksu SCC. W wyniku ich 
aktywności utrzymany zostaje odpowiedni poziom cholesterolu gotowy do prze
kształcenia w pregnenolon. Musi więc istnieć mechanizm umożliwiający szybki 
transport cholesterolu wówczas, gdy w wyniku stymulacji hormonalnej następuje 
wzrost syntezy steroidów przez komórki Leydiga. Na podstawie badań z zasto
sowaniem hydroksylowanych analogów cholesterolu stwierdzono jego czasową nie
zdolność do odszczepiania bocznego łańcucha pomimo obecności aktywnego enzymu
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Błona wewnętrzna Grzebienie mitochondrialne
Błona zewnętrzna
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1. adrenodoksyna
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3. P450SCC

cholesterol
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ł
ł
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(jądra)

Rys. 3. Mitochondrialny etap steroidogenezy w komórce Leydiga [wg 99], szczegóły w teks'cie

P450scc. Najprawdopodobniej jest to zabezpieczenie przed nadmiernym tworzeniem 
się pregnenolonu i w konsekwencji dalszych steroidów, wówczas gdy nie dochodzi 
do stymulacji hormonalnej [30,100,101]. Badania te stanowią dalszy krok w zro
zumieniu zawiłości mechanizmów odpowiedzialnych za transport cholesterolu. Tak 
więc regulacja steroidogenezy zachodzi pod kontrolą zespołu czynników ułatwia
jących transport cholesterolu z ich magazynów do zewnętrznej i dalej do wewnętrznej 
błony mitochondrialnej.

ROLA TRANSLACJI, TRANSKRYPCJI I FOSFORYLACJI 
BIAŁKA W PRZEBIEGU STEROIDOGENEZY

Ze względu na szczególną rolę hormonów steroidowych zaangażowanych w 
homeostazę ustrojową i funkcje reprodukcyjne, zainteresowanie wyjaśnieniem me
chanizmów regulujących proces ich powstawania jest wciąż duże. W iadomo, iż 
w czasie steroidogenezy zachodzącej w wyniku odpowiedzi na stymulację hormonami
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tropowymi we wszystkich komórkach steroidogennych dochodzi do powstania no
wego białka, bez którego biosynteza hormonów byłaby niemożliwa [34,35].

Stevens i Lambeth [97], opisują w swych badaniach, że produkcja adrenokor- 
tykoidów przez komórki kory nadnerczy pod wpływem ACTH może być zablo
kowana przez zahamowanie translacji. W ynika stąd jednoznacznie, że proces ten 
jest niezbędny do prawidłowego przebiegu steroidogenezy. Zastosowanie cyklo- 
heksoimidu (inhibitora syntezy białek) przyczyniło się do wyjaśnienia konieczności 
translacji w procesie biosyntezy hormonów steroidowych. Na tej podstawie sfor
mułowano wniosek, że produkcja steroidów jest zależna od gwałtownie powsta
jącego i wysoce labilnego białka, które pojawia się w odpowiedzi na stymulację 
ACTH, FSH czy LH. Wyniki badań Schulstera i współpracowników [90,91] pro
wadzą do stwierdzenia, że zarówno hodowle pierwotne, jak i guzów komórek nad
nerczy i Leydiga wykazują powyższą zależność.

Kolejnym zadaniem była odpowiedź, czy transkrypcja de novo jest także nie
zbędna w czasie steroidogenezy. Doświadczenia Garrena [38] mające na celu po
twierdzenie tego założenia prowadzono przy użyciu aktynomycyny D. Zahamowanie 
transkrypcji pod wpływem tego związku pozostaje bez wpływu na przebieg ste
roidogenezy w komórkach kory nadnerczy szczura. Vemikos Danielis i Hall [114] 
w swoich badaniach również obserwowali brak wpływu aktynomycyny D na sty
mulowaną przez ACTH produkcję adrenokortykoidów. Kontynuując badania uznali 
jednak, że krótkotrwała (w przeciwieństwie do długotrwałej) stymulacja wymaga 
syntezy mRNA. Wyniki kolejnych badań [90,32] nie potwierdziły powyżej przed
stawionej hipotezy, nie znaleziono bowiem żadnego mechanizmu, który byłby od
powiedzialny za szybką aktywację i syntezę mRNA.

Dalsze badania prowadzone były w celu oceny konieczności fosforylacji w ste- 
roidogenezie. Jak wiadomo, w wyniku odpowiedzi komórek na działanie LH czy 
ACTH dochodzi do wzrostu aktywności cyklazy adenyłanowej, dalej do wzrostu 
wewnątrzkomórkowego stężenia cAMP oraz aktywacji kinazy białkowej A, która 
odpowiedzialna jest za fosforylację białka. Do fosforylacji dochodzi również poprzez 
kinazę białkową C za pośrednictwem wtórnego przekaźnika przenoszenia sygnału, 
jakim  jest diacylglicerol (DAG) (rys. 4) [48,86].

Badania na liniach komórkowych guza nadnerczy Y -l [39, 99,] pozbawionych 
aktywnej kinazy białkowej A dowodzą, że brak aktywnego enzymu prowadzi do 
zahamowania łub zablokowania procesu steroidogenezy. W prowadzenie do tej linii 
komórkowej funkcjonalnie czynnej kinazy białkowej A prowadzi do przywrócenia 
aktywności steroidogennej komórek guza [82, 115]. W świetle powyższych danych 
wydaje się oczywiste, że fosforylacja dotychczas nie zidentyfikowanego białka 
jest niezbędna do pełnej aktywności steroidogennej komórek.
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inne 
hormony LH

odpowiedź
komórkowa

Rys. 4. Plejotropowe działanie LH na komórkę docelową [wg 48]: R -  receptor, AA -  kwas arachidonowy, 
PK-A -  kinaza białkowa A, PK-C -  kinaza białkowa C, PL-A -  fosfolipaza A, PL-C -  fosfolipaza C, 

DG -  diacylglicerol, IP3 -  inozytolotrójfosforan, CM -  kalmodulina

ROLA ELEMENTÓW CYTOSZKIELETU W PRZEBIEGU 
STEROIDOGENEZY. CYTOARCHITEKTURA KOMÓREK 

LEYDIGA

W ostatnich latach poświęcono wiele uwagi udziałowi i roli elementów cyto- 
szkieletu w procesie biosyntezy hormonów steroidowych [10,11,42,43,44]. Badania 
na różnych układach modelowych dostarczyły dowodów, że morfologiczne zmiany 
zachodzące w komórkach pod wpływem stymulacji hormonalnej są wynikiem reor
ganizacji mikrotubul, filamentów pośrednich i mikrofilamentów i powiązane są 
z produkcją steroidów [ 12,14,15,23,24,40,41,83]. Dalszych dowodów na udział cyto- 
szkieletu w steroidogenezie dostarczyło zastosowanie środków rozbijających ele
menty cytoszkieletu (kolchicyna, winblastyna i nokodazol oraz cytochalazyna B 
i D) odpowiedzialnych odpowiednio za depolimeryzację mikrotubul i zahamowanie 
funkcji mikrofilamentów [21,22,27,68,89,107].

W wyniku działania wyżej opisanych środków bariera między organellami ko
mórkowymi zaangażowanymi w proces steroidogenezy ulega eliminacji (organelle 
bowiem nie są ułożone przypadkowo w cytoplazmie); krople lipidów i mitochondria 
zbliżają się do siebie zajmując głównie obszar okołojądrowy w komórce; transport
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cholesterolu z jego magazynów do mitochondriów zostaje ułatwiony i przyspieszony 
[2,4,5,6,7,16]. Tym samym dochodzi do wzrostu produkcji steroidów [12,14,89].

Do tej pory nie uzyskano żadnego dowodu na zaangażowanie białek cyto- 
szkieletu w między błonowy transport cholesterolu w mitochondriach. W świetle 
obecnych badań przyjmuje się więc możliwość włączenia się poszczególnych ele
mentów cytoszkieletu jedynie w początkowy transport cholesterolu, tj. z miejsca 
jego magazynowania do zewnętrznej błony mitochondrialnej. Dzięki temu zapew
niony byłby stały dopływ substratu do tych organelli. Wydaje się, że w procesie 
tym uczestniczy białko SCP2, czyli białkowy nośnik steroli, co z kolei sugeruje 
możliwość włączenia się peroksysomów w regulację procesu steroidogenezy (patrz 
rys. 2). Ostatnio, na podstawie powyższych danych, M endis-Handagama [65,66] 
postuluje zaangażowanie się peroksysomów w proces biosyntezy steroidów w ko
mórkach Leydiga oraz ciałka żółtego szczura. Również badania Bilińskiej i Litwina 
[19] przemawiają za rolą tych organelli w regulacji steroidogenezy w komórkach 
Leydiga myszy. W tych ostatnich badaniach dzięki immunocytochemicznej loka
lizacji enzymów peroksysomowych zaobserwowano wzrost liczby mikrociał pod 
wpływem LH, korelujący z wysoką aktywnością hormonalną komórek. Z kolei, 
postępujący spadek ich ilości podczas trwania hodowli wiąże się z utratą zdolności 
steroidogennych przez komórki Leydiga [60].

Bardzo interesujące są wyniki dalszych badań Almahbobi i Halla [3,4,5,6,8] 
dotyczące roli filamentów pośrednich w regulacji steroidogenezy. Na podstawie 
wielu doświadczeń autorzy ci twierdzą, że filamenty pośrednie są najściślej związane 
z kroplami lipidów i mitochondriami. W ykazują oni istnienie wyspecjalizowanych 
połączeń między mitochondriami a filamentami pośrednimi [7].

Pod wpływem rozbicia filamentów akrylamidem, wimentyna (ale także i tubulina) 
otacza szczelnie krople lipidów, zmniejszając tym samym odległość między nimi 
a mitochondriami, co w rezultacie prowadzi do wzmożonej steroidogenezy [93]. 
Znaczenie tego zjawiska jest duże, zwłaszcza gdy bierze się pod uwagę konieczność 
utrzymania stałego poziomu substratu w zewnętrznej błonie mitochondrialnej przy 
szybkim tempie steroidogenezy.

BIAŁKA BĘDĄCE POTENCJALNYMI REGULATORAMI 
PROCESU STEROIDOGENEZY

Jak już wcześniej wykazano powstanie białek de novo (tj. translacja) jest niezbędne 
do szybkiej produkcji steroidów. W związku z tym w kolejnym rozdziale zostaną 
omówione białka, które wydają się być zaangażowane w regulację steroidogenezy.
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I. Białkowy nośnik steroli (SCP2)
Białko to (ang. sterol carrier protein-2) jest dobrze poznane [108,109,110] i 

scharakteryzowane [31,111]. Jego rola w transporcie cholesterolu z kropli lipidów 
do zewnętrznej błony mitochondrialnej została opisana w poprzednim rozdziale. 
SCP2 jest białkiem o masie cząsteczkowej 13 kDa, występującym w dużej ilości 
w wątrobie oraz tkankach steroidogennych. Według Mendis-Handagamy [67] ucze
stniczy ono również w przemianach lanosterolu w cholesterol oraz działa jako 
niespecyficzny nośnik lipidów [112]. Ponadto, SCP9 reguluje transport fosfolipidów, 
fosfatydylocholiny oraz fosfatydyloetanoaminy w wątrobie szczura. W ludzkich 
fibroblastach białko to jest zdolne do przenoszenia cholesterolu z gładkiej siateczki 
śródplazmatycznej (SER) do błony komórkowej [81]. Wyniki kolejnych badań 
świadczą o zdolności SCP9 do wiązania i transportu steroli między organellami 
wewnątrzkomórkowymi, co jest istotne w regulacji steroidogenezy. Ponadto, w 
komórkach nerki małpy (COS-7), wykazano kolokalizację enzymów kompleksu 
SCC i SCP2 przy równoczesnym wzroście steroidogenezy [116]. Wyniki te stanowią 
poparcie wyżej przedstawionej roli białka SCP2. Na podstawie badań Ohba i współ
pracowników [69] stwierdzono, że gen SCP  koduje dwa produkty: białko 58 kDa 
(SCPX), które wykazuje homologię do tiolazy (enzymu związanego z (3-oksydacją 
lipidów w peroksysomach) oraz białko 15,3 kDa, które w peroksysomach przekształca 
się w 13 kDa białko SCP2. Oba transkrypty zlokalizowane są w peroksysomach, 
które jak wiadomo mogą być miejscem syntezy cholesterolu [51,64,69]. Synteza 
SCP2 pozostaje pod wpływem ACTH w nadnerczach, natomiast w komórkach Ley
diga, w obecności LH obserwuje się szybki transport SCP9 z frakcji mikrosomalnej 
do mitochondriów [112]. Redystrybucję tego białka w odpowiedzi na stymulację 
estradiolem obserwowano również w komórkach ciałka żółtego szczura [63,67]. 
W edług Mendis-Handagamy prawdopodobnie SCP2 ułatwia wykorzystanie cho
lesterolu pochodzenia peroksysomowego. Podsumowując, SCP2 jest białkiem z całą 
pewnością związanym z wewnątrzkomórkowym transportem cholesterolu [50,85]. 
Jednakże dodatkowe badania poziomu SCP? pod wpływem cykloheksoimidu wy
kluczyły go z grupy potencjalnych regulatorów stałej produkcji steroidów, ponieważ 
zależność białka regulatorowego od inhibitora jego syntezy została wcześniej udo
wodniona.

II. Polipeptydowy aktywator steroidogenezy (SAP)
Polipeptyd ten (ang. steroidogenesis activator polypeptide) o masie 2,2 kDa 

wykryto w szczurzych komórkach nadnerczy [77], a nieco później oczyszczono 
kolejny, 3,2 kDa, pochodzący z guza komórek Leydiga, M A -10 [78]. Jak dotąd, 
cząsteczki tego typu zostały zidentyfikowane jedynie w komórkach steroidogennych. 
Poziom SAP wyraźnie wzrasta po stymulacji hormonalnej, co więcej jest ono wra
żliwe na cykloheksoimid [36,75,76]. Dodanie SAP do wyizolowanych mitochon-
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driów wywołuje zależny od dawki wzrost produkcji steroidów, co wskazuje na 
jego rolę w regulacji steroidogenezy. Można przypuszczać, że bierze ono udział 
w przenoszeniu cholesterolu do mitochondrium, jednak zaangażowanie SAP w 
transport wewnątrzmitochondrialny jest mało prawdopodobne, nie znaleziono bo
wiem do dziś przekonujących dowodów na poparcie takiej hipotezy.

III. Białkowy induktor steroidogenezy (SIP)
Białko to (ang. steroidogeneshs inducingprotein) zostało częściowo oczyszczone 

z płynu pęcherzykowego ludzkich jajników; wykazano, iż jest ono zdolne do sty
mulacji produkcji testosteronu w ludzkich, szczurzych, mysich i chomiczych ko
mórkach Leydiga. Jego masa właściwa wynosi 60 kDa [52]. Stwierdzono również, 
że SIP przez stymulację proliferacji komórek wywiera także wpływ na niedojrzałe 
komórki Leydiga i nadnerczy. Dalsze badania nad zaangażowaniem SIP w regulację 
steroidogenezy prowadzono na komórkach Leydiga guza M A -10. Stwierdzono nie
zależność działania SIP od cAMP, wykazano natomiast wzrost aktywności kinazy 
tyrozynowej, co wskazuje, że w regulacji steroidogenezy w komórkach Leydiga 
działa więcej niż jedna droga przenoszenia sygnału (patrz rys. 4) [5]. Oznacza 
to również, że szlak prowadzący przez wtórny przekaźnik, jakim  jest cAMP, może 
być zastąpiony przez inny [53]. Wyniki powyższych badań wskazują także na ewen
tualne włączenie się opisanego białka w regulację steroidogenezy, jednakże nadal 
brakuje przekonujących dowodów, iż SIP jest związany z szybką regulacją ste
roidogenezy.

IV. Obwodowy receptor benzodiazepiny (PBR)
PBR (ang. peripheral benzodiazepine receptor) jest nazywany również mito- 

chondrialnym (mitochondrial benzodiazepine receptor -  MBR). Zarówno białko 
o masie 18 kDa, jak i jego wewnątrzkomórkowy ligand, czyli inhibitor wiążący 
diazepam (DPI) (ang. diazepam binding protein) są znanymi regulatorami kanałów 
chlorkowych, działającymi przez receptor GAB A w centralnym układzie nerwowym 
[70, 96, 113]. Badania z zastosowaniem radioaktywnego diazepamu doprowadziły 
do stwierdzenia obecności receptorów wiążących benzodiazepinę nie tylko w cen
tralnym systemie nerwowym, ale i w tkankach obwodowych [75]. Stąd nazwa 
"peripheral" obwodowy receptor benzodiazepiny [113,1]. Dzięki dalszym badaniom 
Papadopoulosa i współpracowników [37,73] PBR wykryto w zewnętrznej błonie 
mitochondrialnej komórek Leydiga szczura. W prawdzie PBR jest białkiem obecnym 
we wszystkich typach komórek, ale wykrycie go w dużym stężeniu w błonie m i
tochondrialnej komórek steroidogennych oraz obserwacja wzrostu produkcji ste
roidów w komórkach Leydiga guza M A -10 lub nadnerczy Y -l w odpowiedzi na 
ligand PBR sugerują udział tego białka w stymulacji steroidogenezy. Papadopoulos
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postuluje jego rolę w regulacji kanałów jonowych, co przyczyniałoby się do uła
twienia transportu cholesterolu [1,20,56]. Wyniki dalszych badań [9,61,62,71,72] 
wskazują, że PBR wyizolowany z mitochondriów tkanek steroidogennych jest kom
pleksem 3 białek: 18 kDa PBR, 32 kDa VDAC [ang. voltage dependent anion 
carrier] oraz 30 kDa ANC [ang. adenine nucleotide carrier].

V. Białkowy regulator steroidogenezy (StAR)
Jest to białko (ang. steroidogenesis acute regulatory protein), któremu w ostatnich 

latach poświęcono wiele uwagi. Po raz pierwszy wykryto je w komórkach kory 
nadnerczy stymulowanych przez ACTH [55,79,80], stosując dwukierunkową ele
ktroforezę żelową z użyciem jodowanych białek. Synteza tego szczególnego białka 
wykazywała wiele podobieństw z kinetyką syntezy kortykosteronu. Białko to jest 
nieobecne w szczurzych adipocytach, co sugeruje specyficzną ekspresję jedynie 
w komórkach steroidogennych. Prowadząc badania nad mechanizmami regulującymi 
ekspresję genu kodującego powyższe białko, wyizolowano i zsekwencjonowano 
gen StAR, myszy i człowieka [30,105]. Sekwencja białka StAR jest wysoce kon
serwatywna, wykryto bowiem 85-88%  identyczności w przypadku myszy i człowieka 
i około 90% u innych badanych gatunków, takich jak owca czy krowa [29].

Pomimo iż mechanizmy przenoszenia i obróbki białka StAR wymagają jeszcze 
wielu wyjaśnień, wewnątrz mitochondrialna jego obecność została niezbicie wy
kazana przy zastosowaniu technik immunocytochemicznych ze złotem koloidalnym 
[54]. Istnienie białka stwierdzono wokół wewnętrznej błony mitochondrialnej oraz 
w macierzy mitochondrialnej. Białko StAR jest syntetyzowane we frakcji cytozolowej 
i przechodzi do mitochondrium, gdzie zachodzi jego obróbka. Powstanie steroi- 
dogennie aktywnej formy StAR z cytozolowego przekursora i odszczepienie se
kwencji sygnałowej w mitochondrium ma duże znaczenie funkcjonalne dla tego 
białka [45]. Zdolność jego do stymulowania produkcji steroidów została potwierdzona 
w systemie in vitro. Białko to dodane do mitochondriów guza komórek Leydiga, 
M A -10, wywołuje zależny od dawki i czasu, wzrost syntezy pregenenolonu [33]. 
Rezultatu takiego nie osiągano dodając jedynie adrenodoksynę. W najnowszych 
pracach Sugawara i jego współpracownicy [104] wykazują, że StAR może sty
mulować metabolizm cholesterolu w komórkach nerki małpy, COS-1, kotransfeko- 
wanych w celu uzyskania ekspresji tylko jednego z enzymów mitochondrialnych 
CYP-27, tj. cholesterol-27-hydroksylazy. Fakt ten wskazuje, że białko StAR działa 
niezależnie od kompleksu enzymów cytochromu P450scc. Zarówno powyższe wy
niki, jak i wcześniej opisana ekspresja mRNA dla StAR w ludzkich, płodowych 
i dorosłych komórkach nerki, przemawiają za szeroką rolą tego białka w metabolizmie 
cholesterolu. W kolejnych eksperymentach udowodniono, iż białko StAR staje się 
aktywne po fosforylacji [39,99,103].
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Jednym z wielu dowodów przemawiających za rolą StAR były badania kliniczne 
związane z zespołem nadnerczowo-płciowym (ZNP) określanym w nazewnictwie 
anglosaskim jako wrodzony przerost nadnerczy (congenital adrenal hyperplasia, 
CAH), a manifestującym się zaburzeniem syntezy kortykosteroidów przez komórki 
kory nadnerczy. Przypuszczano, że z powodu braku enzymów kompleksu SCC 
nie dochodzi do przekształcenia cholesterolu w pregnenolon [46]. Na podstawie 
kolejnych badań twierdzono, że gen kodujący białka kompleksu SCC, a więc adre- 
nodoksynę, jej reduktazę i P450scc wykazują prawidłową ekspresję. Stało się więc 
oczywiste, że defekt związany jest z dostarczaniem cholesterolu do kompleksu 
enzymów. Co więcej, okazało się, że poprzednio omawiane białka, takie jak  SCP?, 
SAP, SIP, PBR i jego ligand DPI są również obecne w komórce [58]. Tak więc 
uważano, że dochodzi do zaburzenia ekspresji białka StAR, a co za tym idzie 
nieprawidłowego funkcjonowania nadnerczy [106]. Dziś wiadomo, że w 98% wy
stępowanie zespołu nadnerczowo-płciowego jest wywołane niedoborem 21-hydro- 
ksylazy steroidowej. Jest to jeden z najlepiej poznanych defektów enzymatycznych 
w procesie syntezy hormonów steroidowych.

Biorąc jednak pod uwagę wszystkie dane dotyczące białka StAR, można stwier
dzić, że jest ono kluczowym białkiem w regulacji steroidogenezy, spełnia bowiem 
wszystkie warunki stawiane nowotworzonym białkom w wyniku stymulacji hor
monalnej. Równocześnie, jest odpowiedzialne za regulację przejścia cholesterolu 
z zewnętrznej do wewnętrznej błony mitochondrialnej (patrz rys. 2).

MOLEKULARNY MECHANIZM DZIAŁANIA StAR

Na podstawie najnowszych badań zaproponowano następujący model działania 
StAR w komórce steroidogennej (rys. 5) [98,99,100,101,102,103]. W wyniku od
powiedzi komórki na stymulację hormonalną rozpoczyna się synteza (translacja) 
37 kDa prekursora białka StAR we frakcji cytoplazmatycznej. Prekursor ten dzięki 
obecności sekwencji sygnałowej przenoszony jest do macierzy mitochondrialnej, 
w której działa aktywna proteaza, odcinająca tę sekwencję [59]. Pomiędzy błonami 
tworzą się miejsca kontaktu, z którymi białko StAR najprawdopodobniej jest zwią
zane. Dzięki formowaniu się miejsc kontaktu cholesterol transportowany jest od 
zewnętrznej do wewnętrznej błony mitochondrialnej [49,84]. Przenoszenie chole
sterolu jest możliwe jedynie dzięki fizycznemu kontaktowi błon mitochondrialnych 
[99] lub jak sugeruje Papadopoulos [20,71], dzięki tworzeniu się hydrofobowego 
kanału "przeprowadzającego" cholesterol przez przestrzeń między błonami. Dziś 
wiadomo, że cholesterol, który w obecności StAR osiągnie wewnętrzną błonę mi- 
tochondrialną, może być szybko konwertowany do pregnenolonu w wyniku działania 
kompleksu enzymów SCC. Dzięki najnowszym odkryciom, wiadomo także, że
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Rys. 5. Molekularny mechanizm działania białka StAR w komórce Leydiga (opracowano wg [101] i 
uproszczono): We frakcji cytoplazmatycznej komórki Leydiga dochodzi do syntezy 37 kDa prekursora 
białka StAR i jego przeniesienia do macierzy mitochondrialnej, w której działa aktywna proteaza. 
Powstaje kolejny prekursor białka StAR o masie 32 kDa. Pomiędzy błonami mitochondrialnymi tworzą 
się miejsca kontaktu, dzięki którym cholesterol jest transportowany do wnętrza mitochondrium. Po 
rozdzieleniu się błon transport cholesterolu jest zatrzymany. W wyniku dalszej obróbki powstaje białko 

30 kDa, które ulega zwijaniu. Następnie, rozpoczyna się nowy cykl transportu cholesterolu

enzymy kompleksu SCC oraz StAR są ściśle powiązane z miejscami miedzy- 
błonowego kontaktu. Co więcej, wyniki dalszych badań pokazują [28], że P450scc 
może być wzbogacony w miejscach kontaktu o 3J3-HSD i dzięki temu cholesterol 
osiągając wewnętrzną błonę może opuścić mitochondrium jako progesteron bez 
przejścia w pregnenolon. Tym samym wyjaśniono mechanizm znanego wcześniej 
zjawiska bezpośredniego formowania się progesteronu w mitochondrium. Po dalszej 
obróbce, powstaje białko o masie 30 kDa, a błony mitochondrialne rozdzielają 
się ponownie, uniemożliwiając dalszy transport cholesterolu [33]. Stąd też wydaje 
się oczywiste, że szybka synteza i obróbka białka StAR jest niezbędna do zapewnienia 
c iąg łeg o  w ew nątrzb łonow ego  transportu  ch o leste ro lu . W innych pracach  
[34,47,98,100] autorzy udowadniają, że okres półtrwania 37 i 32 kDa prekursorów 
jest bardzo krótki, wyjaśniają więc dlaczego produkcja hormonów steroidowych 
zanika przy braku szybkiej syntezy prekursorów StAR.

Podsumowując, można stwierdzić, że wcześniej prezentowane białka, takie jak: 
SCP2, SAP, SIP, PBR, z pewnością przyczyniają się do wzrostu produkcji hormonów 
steroidowych, ale żadne z nich nie spełnia wszystkich warunków, jakim  musi od

transport cholesterolu 
w miejscach kontaktu

miejsca 
StAR ? 
P450scc ?
3P H S D ?

32 kDa 
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powiadać regulator steroidogenezy. Warunki te spełnia jedynie białko 30 kDa po
chodzące od 37 i 32 kDa prekursorów. I tak: białko to jest syntetyzowane w okresie 
odpowiadającym czasowi trwania steroidogenezy (1), jest wrażliwe na cyklohe- 
ksoimid, a więc jego translacja jest stymulowana przez hormony tropowe (2) i 
obecne w mitochondrium, gdzie odbywa się regulowany etap biosyntezy hormonów 
steroidowych (3).

W najbliższej przyszłości do wyjaśnienia pozostaje mechanizm kontrolujący eks
presję i funkcję genu kodującego StAR.
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W PŁYW  NOSICIELSTW A TRANSLOKACJI 
CHROM OSOM OW YCH W ZAJEM NYCH  

NA POTOM STW O CZŁOW IEKA

EFFECT OF RECIPROCAL CHROMOSOMAL TRANSLOCATION 
CARRIERSHIP ON HUMAN PROGENY

Alina T. MIDRO

Zakład Genetyki Klinicznej Instytutu Położnictwa i Chorób Kobiecych Akademii
Medycznej w Białymstoku

Streszczenie: Przyczyną wad wrodzonych u potomstwa nosicieli translokacji chromosomowych wzaje
mnych (TCW ) jest głównie niezrównoważony kariotyp. Wady letalne prowadzą do poronień samoist
nych. Obserwuje się różną częstość niezrównoważonych kariotypów w oocytach niepoddających się 
zapłodnieniu in vitro, w plemnikach, w płodach poronionych samoistnie, w diagnostyce prenatalnej I i 
II trymestru ciąży, wśród dzieci zmarłych w okresie okołoporodowym oraz dzieci żywo urodzonych z 
wadami i/lub dysmorfią. Trudności w przewidywaniu prawdopodobieństwa wystąpienia zaburzeń 
wynikają z unikatowości położenia punktów złamania translokacji, ograniczonej liczby danych empiry
cznych, co do przeżywalności płodów z poszczególnymi formami niezrównoważenia, różnych mecha
nizm ów powstawania niezrównoważonych gamet u tego samego nosiciela TCW, małe liczebnie 
rodowody. Istotne jest wiarygodne rozpoznanie punktów złamań TCW zarówno w ich wykrywaniu, jak 
i prognozowaniu konsekwencji nosicielstwa TCW.

Słowa kluczowe: Translokacje chromosomowe wzajemne, wady wrodzone, poronienia samoistne, 
punkty złamania chromosomów.

Summary: Unbalanced karyotype is a main cause of congenital malformations among progeny of 
reciprocal chromosome translocation (RCT) carriers. Lethal malformations are responsible for sponta
neous abortions. Different frequencies o f unbalancies are observed in oocytes failling to cleave after in 
vitro  fertilization, spermatozoa, spontaneously aborted fetuses, prenatal diagnosis o f I and II trymester, 
stillbirths and early deaths or malformed and dysmorphic live birth children. Difficulties in prediction of 
abnormalities probability o f abnormality occurrence resulted from unique breakpoint positions, limited 
empiric data concerning survival fetuses with particular form of unbalancies, different mechanisms o f  
malsegregations in the same RCT carrier and low number of pedigree members. Correct interpretation 
o f RCT breakpositions is essential as well for detection as for prediction o f RCT carriership consequences.
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Key  worJs:reciprocal chromosomal translocation, congénital malformation, spontaneous abortions, 
breakpoint o f chromosome

Wśród nosicieli translokacji chromosomowych wzajemnych TCW można za
obserwować wysoką częstość występowania wad u potomstwa w jednych rodzinach, 
w innych natomiast liczne poronienia samoistne bądź obie patologie. Istnieją też 
rodziny mające tylko zdrowe potomstwo albo rodziny niepłodne. Powstaje pytanie, 
co decyduje o formach zaburzeń reprodukcji, które mogą wystąpić u nosicieli indy
widualnych TCW, i jak je przewidzieć.

1. DEFINICJA TRANSLOKACJI CHROMOSOMOWEJ 
WZAJEMNEJ I SPOSÓB JEJ DIAGNOZOWANIA

Translokacje chromosomowe wzajemne (TCW) należą do strukturalnych aberracji 
chromosomów występujących u człowieka z częstością 1 : 1000. TCW występują 
zazwyczaj w kariotypie osób zdrowych i mogą być przekazywane z pokolenia 
na pokolenie. Tylko w wyjątkowych przypadkach translokacje wzajemne, wyglą
dające na zrównoważone, obserwuje się w kariotypie osób z chorobami mend- 
lowskim i [89]. Należy dodać, że TCW  mogą w ystępow ać w pojedyńczych 
komórkach bądź klonach komórkowych jako wyraz procesu nowotworowego, nie
stabilności chromosomowej lub działania genotoksycznego (klastogennego) śro
dowiska zewnętrznego.

TCW powstają wskutek wzajemnej wymiany segmentów chromosomowych po
między dwoma różnymi chromosomami. W wyniku wymiany powstają dwa (czasem 
więcej) chromosomy pochodne (derivatives). W skład chromosomu pochodnego 
wchodzi część chromosomu macierzystego z centromerem, połączona w punkcie 
złamania z częścią drugiego chromosomu (rys. 1). Przynależność chromosomu wy
znacza centromer chromosomu macierzystego [59]. Zasady przemieszczeń odcinków 
chromosomowych sformułował Muller [57] opisując własności naturalnych zakoń
czeń ramion chromosomowych nazwanych telomerami. Teoria M ullera zakłada, 
że telomery nie mogą łączyć się z innymi telomerami, ani też z powierzchniami 
chromosomów od strony ich naturalnego końca. To założenie potwierdzone ba
daniami współczesnych [32, 36] znajduje odbicie w praktyce cytogenetyki klinicznej 
przy interpretacji nieprawidłowości strukturalnych, w tym TCW. U osób z pra
widłowym fenotypem translokację uważa się za wzajemną nawet wówczas, gdy 
punkt złamania jest położony na końcowym prążku chromosomu, a pod mikroskopem 
nie można zobaczyć przemieszczenia tak małego segmentu, jakim  jest telomer. 
Telomery zawierają stałą sześcionukleotydową sekwencję (TTAGGG)n. Utrata te- 
lomeru powoduje degenerację chromosomu doprowadzając do śmierci komórki.
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Rys. 1. Schemat powstawania translokacji chromosomowej wzajemnej (p -  krótkie ramię, q -  długie 
ramię); centromer wyznacza przynależność chromosomu po translokacji do danej pary homologicznej

Badania genetyki molekularnej wykazały, że z uwagi na powtarzalność sekwencji 
DNA telomerów może dochodzić do błędnej koniugacji podobnych segmentów 
i ich wymiany prowadzącej do translokacji TCW [60]. Położenie punktu złamania 
w okolicy telomerów jednego z chromosomów zaangażowanych w translokację 
cechuje około połowę translokacji zebranych przez Stengel-Rutkowski i wsp. [85] 
w Polskiej Kolekcji TCW [48,51] i w Litewskiej Kolekcji [68].

Segmenty chromosomowe ulegające wymianie w translokacjach różnią się wiel
kością i zawartością genetyczną. Praktycznie w każdym miejscu danego chromosomu 
w kariotypie człowieka może powstać złamanie i następnie wymiana różnych seg
mentów. Analiza położenia punktów złamania (pz) chromosomów zaangażowanych 
w dziedzicznych TCW dotychczas zdiagnozowanych u człowieka wskazuje na nie
przypadkowy rozkład tych punktów [18,87]. Podaje się różne preferencje: częstsze 
położenie pz na granicy między prążkami typu G i R [4], w miejscach kruchych 
[31], w prążkach z onkogenami [98], w prążkach G negatywnych, bogatych w 
sekwencje GC [43,93]. Podejrzewa się, że zmiany w stopniu metylacji mogą zwię
kszyć łamliwość DNA [58] i ułatwiać dostępność DNA do enzymów restrykcyjnych 
[2,88], co może mieć związek z mechanizmem złamań chromosomowych i trans
lokacji wzajemnych.

Rozpoznanie cytogenetyczne TCW wymaga podania chromosomów, które biorą 
udział w translokacji, określenia położenia punktów złamania na obydwu chro
mosomach oraz metod barwienia, za pomocą których zidentyfikowano TCW. W 
cytogenetyce klinicznej zaleca się stosowanie metody GTG i RBG równocześnie. 
W ażne jest ustalenie stanu zrównoważenia lub niezrównoważenia kariotypu, a 
następnie sprawdzenie, czy translokacja jest aberracją nabytą (de novo) czy rodzinnie 
występującą oraz po kim jest odziedziczona -  po ojcu lub po matce. Przynależność 
chromosomu pochodnego powstałego w wyniku translokacji wyznacza centromer 
chromosomu macierzystego wg ISCN (1995) [37,59]. Trudności właściwego zakwa
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lifikowania powstają, gdy punkt złamania leży blisko centromeru. Najlepiej wówczas 
skorzystać z metod cytogenetyki molekularnej typu hybrydyzacji in situ , stosując 
swoiste sondy okolicy centromerów z unikalną sekwencją interesującego nas chro
mosomu [63].

O cenę p o łożen ia  punktów  złam ań chrom osom ów  zaangażow anych  w 
translokację metodami klasycznymi przeprowadza się na chromosomach barwionych 
techniką prążkową o rozdzielczości około 300-350 prążków. W iarygodność oceny 
jest wyższa, gdy w miejscu złamania są dwa prążki różniące się intensywnością 
zabarwienia lub możliwe jest porównanie nadmiaru prążków na jednym  segmencie 
przy jednakowym niedoborze na drugim. Można czasem sprecyzować, czy złamanie 
nastąpiło w obrębie ciemnego prążka, czy na granicy między dwoma prążkami 
jasnym  i ciemnym. Jeżeli w wyniku translokacji połączą się dwa prążki chrom o
somowe o podobnym wysyceniu barwnika, to wówczas trudne jest rozstrzygnięcie, 
która ich część ulega przegrupowaniu.

Przykład translokacji chromosomowej przedstawiono na rysunku 2a. Barwienie 
prążkowe chromosomów prowadzono metodą GTG i RBG. Translokację wykryto 
u pacjentki badanej z powodu pięciu poronień samoistnych w Zakładzie Genetyki 
Klinicznej w Białymstoku. Na schemacie przedstawiono interpretację punktów zła
mania zgodnie z ISCN [37]. Zapis kariotypu: 46,XX,t(5;13)(ql3;q34)pat,GTG,RBG.

Metody cytogenetyki molekularnej otworzyły nowe możliwości oceny położenia 
punktu złamania w translokacji [45,90,95,96]. Bardzo atrakcyjna jest metoda tzw. 
malowania chromosomów (painting), w której stosując bibliotekę genów określonego 
chromosomu jako sondę, można wywołać reakcję hybrydyzacji z tym chromosomem 
bezpośrednio na preparacie cytogenetycznym [27]. Wynik hybrydyzacji rozpoznaje 
się za pomocą technik fluorescencyjnych. Można zróżnicować segmenty konkret
nego chromosomu, a tym samym ocenić położenie punktów złamań chromosomów 
w translokacji [78]. Stosując metody FISH, zwiększono rozdzielczość dotychczas 
stosowanych metod. Można wykrywać tzw. kryptotranslokacje, których segmenty 
ulegające wymianie nie mogły być uwidocznione przy klasycznych metodach prąż
kowych [22]. Należy dodać, że technika FISH ma też swoje ograniczenia. Jak 
się okazuje nie wszystkie biblioteki chromosomowe efektywnie wykrywają pochodne 
chromosomy po translokacji [64], np. w metodzie malowania chromosomów [41].

Rys. 2. Przykład karty ryzyka genetycznego: a -  zestawienie chromosomów uczestniczących w translo
kacji wraz z homologami ze wskazaniem punktów złamania, wzór prążkowy GTG i RBG w g ISCN (1995) 
na chromosomach prawidłowych (zewnętrzne) i chromosomach pochodnych (der) (wewnętrzne); zapis 
kariotypu pacjentki: t(5; 13)(q 12/13;q34)pat GTG, RBG; b -  kwadriwalent mejotyczny ze wskazaniem  
strzałką mechanizmu segregacji 3:1, który może doprowadzić do powstania niezrównoważonego kario
typu u żywo urodzonego potomstwa; c -  rodowód; d -  oszacowanie ryzyka genetycznego urodzenia 
dziecka z niezrównoważonym kariotypem na podstawie dostępnych danych empirycznych wg modelu

Stengel-Rutkowski i wsp. [85]
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Grupa niskiego ryzyka (< 5%)
T (5; 13)(q12/q13;q34) Białystok, Polska Kolekcja TCW (P-33)

ld . Prawdopodobieństwo niezrównoważenia pojedynczego segmentu
trisom ia 5 q l2 -> q ter* *  (m onosom ia 13qter) lub 
m onosom ia 5 q l2 —>qter** (trisom ia 13qter) 
po segregacji 2 : 2 i rozdziale przyległym  typu 1:
M A T /P A T : niepodw yższone
2. Prawdopodobieństwo niezrównoważenia pojedynczego segmentu

trisom ia 5q 12—>cen—»pter** (trisomia 13qter) 
m onosom ia 5 q l2 —>cen—>pter** (m onosom ia 13qter) 
po segregacji 3 : 1 (trisomia trzeciorzędowa):
M A T /PA T  : n iepodw yższone
3. Prawdopodobieństwo trisomii wymiennej 
po segregacji 3 : 1 :
M A T  : < 0,2%  (0 /2 5 6 ): 2 ~ 0,1 %
PA T  : brak danych
** -  nie obserw ow ano u żyw o urodzonego potom stwa

CAŁKOWITA WARTOŚĆ:
MAT : 0,1%
PAT :niepodwyższone?

w skazanie do badania kariotypu : pięć poronień
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2. POWSTAWANIE NIEZRÓWNOWAŻONYCH GAMET U
NOSICIELI TCW

Powodem występowania poronień samoistnych i wad wrodzonych u potomstwa 
nosicieli TCW jest niezrównoważony kariotyp. Powstaje on najczęściej jako wynik 
odziedziczenia tylko jednego z rodzicielskich chromosomów pochodnych. M echa
nizm przechodzenia poszczególnych chromosomów do komórek rozrodczych pod
czas mejozy jest złożony.

W leptotenie mejozy chromosomy zaangażowane w translokację oraz prawidłowe 
chromosomy homologiczne koniugując formują jedną grupę, która może być wi
doczna w pachytenie jako kwadriwalent (tetrada), czyli figura przypominająca krzyż 
[rys. 3]. Bardzo małe segmenty chromosomowe nie zawsze mogą koniugować, 
co powoduje utworzenie dwóch biwalentów lub grupy trzech chromosomów (tri- 
walentu) i pojedynczego chromosomu (uniwalentu). Ostatnio przy zastosowaniu 
metody FISH udowodniono wpływ występowania chiazm śródramiennych na sposób 
rozchodzenia się chromosomów u nosicieli indywidualnych TCW [25,26].

Do jednego bieguna wrzeciona mogą być przemieszczone chromosomy na prze
mian co drugi tzn. pierwszy i trzeci chromosom (rozdział naprzemienny -  alternate, 
rys. 3) albo przechodzą chromosomy sąsiadujące (rozdział przyległy, rys. 4). Po 
rozdziale naprzemiennym jedna komórka potomna zawiera prawidłowe chromo
somy, druga zaś dwa chromosomy zaangażowane w translokację (kariotyp zrów
noważony, rys. 3). Rozdziały chromosomów przyległe prowadzą do powstania 
dwóch niezrównoważonych komórek, każda z jednym z dwóch przegrupowanych 
chromosomów powstałych w wyniku translokacji. Istotne jest, czy przemieszczone 
do komórki chromosomy sąsiedzkie mają centromery homologiczne (rozdział przy
legły typu 2) czy niehomologiczne (rozdział przyległy typu 1). Najczęściej ob
serwowane niezrównoważenie kariotypu u żywo urodzonego potomstwa pochodzi 
w wyniku rozdziału przyległego typu 1 (monosomia jednego segmentu i trisomia 
drugiego) (podwójne niezrównoważenie kariotypu, rys. 4). Jeżeli punkt złamania 
na jednym  z chromosomów biorących udział w translokacji jest położony albo 
na końcowym prążku ramion danego chromosomu, albo w okolicy centromerowej 
chromosomów akrocentrycznych, to niezrównoważenie kariotypu występuje jako 
monosomia lub trisomia pojedynczego segmentu tego z chromosomów, na którym 
punkt złamania jest położony śródramiennie (pojedyncze niezrównoważenie). W y
różnienie pojedynczego i podwójnego niezrównoważenia kariotypu ma bardzo istot
ne znaczenie w określaniu ryzyka genetycznego w indywidualnych TCW. Na 
rysunku 5 przedstawiono schematycznie translokację prowadzącą do podwójnego 
niezrównoważenia kariotypu (rys. 5A), w której oba punkty złamania są położone 
śródramiennie oraz translokację ryzyka pojedynczego niezrównoważenia (rys. 5B), 
w której jeden punkt złamania leży śródramiennie (chromosom główny), a drugi
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Rys. 3. Schemat kwadriwalentu mejotycznego utworzonego z chromosomów stranslokowanych i ich 
homologów; segregacja 2 : 2 -  rozdział naprzemienny prowadzący do powstania gamety prawidłowej 

(lewa strona) i gamety zrównoważonej (prawa strona)

terminalnie (chromosom podrzędny). Translokacja zaprezentowana na rysunku 2A 
jest translokacją ryzyka pojedynczego niezrównoważenia kariotypu z uwagi na ter
minalne położenie punktu złamania na chromosomie 13. Chromosom 5 ma położenie 
punktu złamania wewnątrz ramienia długiego (śródramiennie) i wg w/w kryterium 
jest chromosomem głównym, chromosom 13 chromosomem podrzędnym.

Jeżeli rozchodzenie się chromosomów następuje w sposób symetryczny, czyli 
po dwa chromosomy z kwadriwalentu przemieszczają się do każdej komórki po
tomnej, to jest to forma segregacji typu 2 : 2. Powoduje powstanie równej liczby 
normalnych, zrównoważonych oraz niezrównoważonych gamet. Segregacja 2 : 2 
jest najczęstszym sposobem segregacji czterech chromosomów pierścienia lub łań
cucha i nie zmienia liczby chromosomów w gamecie.
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Rys. 4. Schemat rozchodzenia się chromosomów w wyniku segregacji 2 : 2 -  rozdział przyległy typu 1 
(lewa strona) -  do komórki potomnej przechodzą chromosomy z centromerami niehomologicznymi i 
rozdział przyległy typu 2 (prawa strona) -  do komórki potomnej przechodzą chromosomy z centromerami 
hom ologicznym i; 1 - 4  -  różne kombinacje segmentów chromosomowych w niezrównoważonych gam e
tach po mejotycznej segregacji 2 : 2 i rozdziale przyległym typu 1 ( 1 i 2 ) oraz po rozdziale przyległym  
typu 2 (3 i 4); monosomii jednego segmentu towarzyszy trisomia drugiego (podwójne niezrównoważenie)
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Rys. 5. Rodzaj translokacji chromosomowej wzajemnej w zależności od położenia punktów złamania: A 
-  na obu chromosomach punkt złamania leży śródramiennie -  translokacja ryzyka podwójnego niezrów- 
noważenia kariotypu; B -  na jednym z chromosomów punkt złamania leży terminalnie (chromosom  
podrzędny), na drugim śródramiennie (chromosom główny) -  translokacja ryzyka pojedynczego niezrów-

noważenia kariotypu

Stosunkowo rzadko można zaobserwować niezrównoważenie kariotypu wyni
kające z nieprawidłowej liczby chromosomów po mejotycznej segregacji i wówczas 
potomstwo ma 45 lub 47 chromosomów w kariotypie. Powstanie aneuploidalnych 
gamet u nosicieli translokacji wzajemnych powoduje segregacja 3 : 1 w stadium 
anafazy I podziału mejotycznego lub nierozdzielenie w stadium anafazy II podziału 
mejotycznego. Istnieją dwie formy niezrównoważenia kariotypu po segregacji 
3 : 1, a mianowicie trisomia (monosomia) trzeciorzędowa lub wymienna (rys. 6). 
Do trisomii trzeciorzędowej dochodzi wówczas, gdy do komórki potomnej prze
chodzą dwa chromosomy prawidłowe oraz jeden z dwóch chromosomów powstałych 
po translokacji, natomiast w monosomii komórka jest pozbawiona dwóch chro
mosomów prawidłowych i zawiera jeden chromosom pochodny powstały w wyniku 
translokacji (rys. 6)[ 1,2]. Podwójne niezrównoważenie kariotypu po segregacji 
3 : 1 wyraża się w formie trisomicznej obydwu segmentów chromosomowych 
(podwójna trisomia) albo w formie monosomicznej tych segmentów (podwójna 
monosomia, rys. 6) [1,2]. Trisomia wymienna jest wówczas, gdy komórka potomna 
zawiera obydwa chromosomy pochodne, powstałe w wyniku translokacji i jeden 
z dwóch chromosomów prawidłowych homologicznych do chromosomów zaan
gażowanych w translokację (rys. 6) [3,4]. Niezrównoważenie kariotypu zazwyczaj
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Rys. 6. Schemat rozchodzenia się chromosomów mejotycznych z kwadriwalentu w wyniku segregacji 
3 : 1 i powstawanie różnych form niezrównoważenia: podwójnej trisomii (1,2) lub monosomii (1,2) 
trzeciorzędowej, gdy do komórki potomnej przechodzi jeden z dwóch chromosomów pochodnych oraz 
obydwa chromosomy prawidłowe oraz podwójnej trisomii (3,4) i monosomii (3,4) wymiennej, gdy do 

komórki potomnej przechodzą obydwa chromosomy pochodne oraz jeden chromosom prawidłowy
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jest spowodowane dodatkowym materiałem genetycznym całego chromosomu pra
widłowego homologicznego do chromosomów zaangażowanych w translokację (rys. 
6) [3,4].

Innym sposobem rozchodzenia się czterech chromosomów z pierścienia (łańcucha) 
jest segregacja 4 : 0 i jej efekt był obserwowany tylko w plemnikach nosicieli 
TCW  [12,65].

U nosiciela translokacji zrównoważonej powstanie gamet niezrównoważonych 
zależy od wielu czynników. Do nich należy zdolność do kompletnej asocjacji sy
naptycznej chromosomów zaangażowanych w translokację z chromosomami homo
logicznym i, rozpoznanie centrom erów  chrom osom ów  hom ologicznych przez 
m ikrotubule wrzecionka kariokinetycznego, następnie rodzaj chromosomów bio
rących udział w translokacji (ich wielkość, położenie centromerów, położenie pun
któw  złam ania, obecność organizatora jąderkow ego, obecność chiazm ) oraz 
wydolność kontroli neurohormonalnej mejozy [1].

Jednym z mechanizmów, który wpływa na nieprawidłowe rozchodzenie się 
chromosom ów homologicznych, jest przedwczesne rozdzielenie się biwalentów, 
zanim mikrotubule wrzeciona kariokinetycznego rozpoznają homologiczne kine- 
tochory biwalentu. Tendencję do przedwczesnego oddzielenia się chromatyd mają 
uniwalenty, które u nosicieli TCW występują w zwiększonej liczbie [17,46]. W pro
wadzenie technik molekularnych do badań organizacji chromosomów pozwoliło 
wyjaśnić, że zmniejszona częstość rekombinacji między chromosomami 21 jest 
czynnikiem prowadzącym do ich nierozdzielenia [61,75] wskazując na zaburzenia 
koniugacji jako główną przyczynę trisomii.

Od dawna wiadomo, że występowanie z. Downa zwiększa się u potomstwa 
matek w zaawansowanym wieku. Dodatkowy chromosom 21 jest pochodzenia 
matczynego w 94% [3]. Obserwacja Speeda [77] oocytów w mikroskopie ele
ktronowym u kobiet z prawidłowym kariotypem i zwiększoną częstością błędów 
koniugacji w porównaniu do mężczyzn wyjaśnia, że błędy koniugacji chromosomów 
mogą być odpowiedzialne za tworzenie niezrównoważonych gamet u kobiet. Za
burzenie współdziałania hormonów z komórkami somatycznymi pęcherzyka mogą 
być jednym  z czynników wpływających na przebieg mejozy doprowadzając do 
powstawania gamet z niezrównoważonym kariotypem u kobiet w starszym wieku 
[30]. Podobne mechanizmy mogą funkcjonować u matczynych nosicieli TCW, bo
wiem ich potomstwo z niezrównoważonym kariotypem po segregacji 3 :1 obserwuje 
się częściej w zaawansowanym wieku [53,85]. Tylko w sporadycznych przypadkach 
stwierdza się ojcowskie pochodzenie niezrównoważonego kariotypu powstałego po 
segregacji 3 : 1 chromosomów rodzicielskich. Należy przypuszczać, że nie bez 
wpływu pozostaje tu zjawisko disomii jednorodzicielskiej ograniczające przeżycie 
płodów trisomicznych [40,42,92]. Należy dodać, że badania 65 rodzin z TCW 
wykazały tylko 1 przypadek disomii [6].

http://rcin.org.pl



214 A. T. MIDRO

Bezpośrednia obserwacja chromosomów w plemnikach człowieka jest możliwa, 
gdy są one wprowadzone do komórek jajowych chomika [66]. U mężczyzn z pra
widłowym kariotypem częstość aberracji chromosomowych wynosi od 1,9% do 
15,8%, [11], u nosicieli TCW od 12,5-77%. Istnieje duża zmienność w częstości 
różnych kombinacji segmentów w niezrównoważonym kariotypie w plemnikach 
w poszczególnych badaniach i mogą powstawać nieprawidłowe gamety w wyniku 
każdego ze znanych mechanizmów segregacji i rozdziału chromosomów mejoty- 
cznych. W prowadzenie technik hybrydyzacji in situ  z użyciem  fluorescencji 
[7,28,35,97] znacznie rozszerzyło możliwości badań mechanizmów mejotycznych, 
natomiast tzw. problem efektu interchromosomowego, czyli obecności dodatkowych 
aneuploidii z translokacjami nadal pozostaje nierozstrzygnięty. Bogactwo różnych 
kombinacji niezrównoważonego kariotypu w gametach obserwowano u każdego 
spośród trzydziestu dotychczas przebadanych nosicieli. Świadczy to, że nie ma 
ograniczeń w działaniu poszczególnych mechanizmów rozdziału i segregacji m e
jotycznej.

3. NIEPŁODNOŚĆ U NOSICIELI TRANSLOKACJI 
CHROMOSOMOWYCH WZAJEMNYCH

Obecność niezrównoważonego kariotypu w plemnikach ludzkich penetrujących 
oocyty chomicze, jak też w samych oocytach człowieka potwierdza wniosek z 
obserwacji na zwierzętach, że aberracje chromosomowe generalnie nie są prze
szkodą w zapłodnieniu. Z drugiej strony wiadomo, że nie w każdym przypadku 
aberracji chromosomowej w oocycie lub plemniku dochodzi do zapłodnienia.

Do niepłodności mogą prowadzić translokacje, które zaburzają prawidłowy prze
bieg mejozy powodując zatrzymanie procesu w pachytenie II podziału. Poświęcono 
temu szereg prac poglądowych [17,74,91]. Są też polskie obserwacje [21]. Szcze
gólnym rodzajem są translokacje angażujące chromosom X i autosom. U kobiet 
niepłodność jest związana z położeniem punktu złamania chromosomu X w tzw. 
regionie krytycznym [50,69,73]; mężczyźni są niepłodni [10,73]. Problem niepłod
ności u nosicieli translokacji angażujących chromosom Y u mężczyzn zależy pra
wdopodobnie również od położenia punktów złamania na chromosomie Y, bowiem 
obserwuje się mężczyzn płodnych, jak i niepłodnych z tego rodzaju translokacją 
[10,17].

4. TRANSLOKACJE CHROMOSOMOWE 
U PŁODÓW PORONIONYCH SAMOISTNIE

Obecność aberracji chromosomowych w komórkach rozrodczych i wczesnych 
stadiach rozwoju człowieka wyjaśniać może wysoką częstość poronień samoistnych
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ciąży, oszacowaną przez Millsa na 16% [55,76]. Badania Hertiga i Rocka [33,34] 
udowodniły, że 50% zarodków ludzkich nie mogło być zaimplantowanych w macicy 
wskutek zmian morfologicznych. W prawdzie badania Hertiga nie dostarczyły bez
pośrednio dowodu, że zmiany morfologiczne zarodków były wywołane aberracjami 
chromosomów, to jednak wiadomo, że aberracje chromosomów takie zmiany wy
wołują.

Badanie zarodków ludzkich uzyskanych metodą zapłodnienia pozaustrojowego, 
(uznanych za prawidłowe wg kryteriów morfologicznych) wykazały, że około 20% 
zarodków ma aberracje chromosomowe [1,47,67]. Głównie były to zmiany liczbowe 
chromosomów (kariotyp haploidalny, triploidalny lub mozaikowość). W zarodkach 
nosicieli TCW należy się spodziewać zwiększonej częstości niezrównoważonego 
kariotypu. Istnieją w tej chwili techniczne możliwości celowanej oceny niezrów- 
noważenia w pojedynczej komórce metodą FISH zarówno w diagnostyce prekon- 
cepcyjnej, jak  też w wyniku pobrania jednej komórki z zarodka 8-16-komórkowego 
uzyskanego w programie zapłodnienia pozaustroj owego [29].

Częstość utraty płodu w ciążach rozpoznawanych klinicznie szacuje się na 12-15 % 
[76]. Biorąc pod uwagę ciąże 7-12-tygodniowe rozpoznawane ultrasonograficznie 
podano, że częstość poronień samoistnych zależy od wieku pacjentki i najwyższy 
ich wskaźnik (tj. 4,5%) dotyczy kobiet powyżej 35 roku życia; 2,5% w grupie 
wieku 30-35, a wskaźnik 1,5% -  u kobiet przed 30 rokiem życia [16]. Częstość 
utraty płodów w ciążach po 16 tygodniu szacuje się na 1% i w tym okresie za
awansowania ciąży przyczynami poronień są głównie nietrzymanie szyjki macicy, 
wady macicy i choroby matki [76].

W yniki badań kariotypu płodów poronionych samoistnie wskazują na bardzo 
niską częstość występowania zmian strukturalnych chromosomów w porównaniu 
do częstości aberracji liczbowych. W materiale poronień rozumianych jako wy
dalenie samoistne jaja płodowego do okresu 28 tygodni [94] częstość ta wynosi 
3-6%  w porównaniu do częstości aberracji liczbowych rzędu 30-60% , przy czym 
większość aberracji jest obserwowana w tzw. poronieniach wczesnych określonych 
do 12 tygodnia wieku ciążowego lub jako materiał zawierający zarodek nie większy 
niż 30 mm w wymiarze ciemieniowo-krzyżowym, co odpowiada 10 tygodniom 
wieku rozwojowego.

Jak oszacowała Jacobs [38], niezrównoważone kariotypy spowodowane aber
racjami chromosomowymi strukturalnymi u płodów i zarodków były obserwowane 
z częstością 1,54 %. W połowie przypadków były one efektem nosicielstwa aberracji 
zrównoważonej u któregoś z rodziców; pozostałe powstawały de novo wskutek 
procesów zachodzących podczas podziału mejotycznego. Uwzględniając późniejsze 
dane amerykańskie podaje się, że częstość niezrównoważonych aberracji struktu
ralnych u płodów wynosi 3% [76]. Zwraca u wagę fakt, że niezrównoważone kariotypy 
częściej powstawały w wyniku translokacji robertsonowskich niż w wyniku trans- 
lokacji wzajemnych.
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Dane diagnostyki prenatalnej II trymestru ciąży zbierane przez okres 10 lat 
za pomocą ankiet we wszystkich ośrodkach amerykańskich i kanadyjskich podały 
w 199 lr., że częstość TCW de novo wynosi 1 na 2000 ciąż. Ryzyko, że płód 
nosiciela TCW będzie obarczony wadą wrodzoną oszacowano na 6,1%. [93].

5. TRANSLOKACJE ZRÓWNOWAŻONE W GRUPIE PAR 
MAŁŻEŃSKICH Z PORONIENIAMI NAWYKOWYMI

Dane zebrane przez Boue i wsp. [8] z ośrodków badających małżeństwa z 
poronieniami wykazały, że średnia częstość aberracji strukturalnych wynosi 7,2% 
i waha się od 2,8% do 13,4%. Późniejsze opracowania kariotypów bardzo dużych 
grup par małżeńskich podają zbliżoną częstość aberracji chromosomowych: tj. 4,31 % 
u 2136 par przebadanych w ośrodku w Tuluzie [9]; 6% w grupie 269 własnych 
przypadków i 5000 z literatury w badaniach Campana i wsp. [13]; 6,36% na 1555 
małżeństw w Leuven [24]. Jest to siedmiokrotnie wyższa częstość niż w populacji 
ogólnej. Kompilacja polskich danych z różnych ośrodków wskazuje częstość 7,52%
[56]. Zaobserwowano pozytywną korelację między występowaniem aberracji chro
mosomowych a liczbą poronień [13].

Zasadniczym i zrozumiałym mankamentem opracowań na temat aberracji chro
mosomowych u małżeństw z zaburzeniami reprodukcji jest brak informacji o ka- 
riotypach utraconych płodów. Uniemożliwia to stwierdzenie, czy i jakie formy 
niezrównoważenia były obecne w kariotypach płodów, a tym samym, jaka jest 
zdolność przeżycia płodu w zależności od różnych form niezrównoważenia kariotypu 
poszczególnych segmentów chromosomowych. Wydaje się, że wyniki badań z diag
nostyki prenatalnej I i II trymestru ciąży są w stanie częściowo na to odpowiedzieć.

Obserwacje Stengel-Rutkowski i wsp. [85] 1120 rodzin z TCW wykazały, że 
częstość niezrównoważonego kariotypu u potomstwa w diagnostyce prenatalnej 
II trymestru ciąży jest 1,5-10 razy wyższe niż częstość niezrównoważenia kariotypu 
obecnego u potomstwa przy urodzeniu. Dalsze badania grupy z Monachium ana
lizujące 13 411 wyników badań prenatalnych II trymestru ciąży wykonane w Nie
mczech w latach 1973-1979 pozwoliły ustalić wartość prawdopodobieństwa u 
płodów niezrównoważonego kariotypu rodziców obciążonych nosicielstwem trans
lokacji robertsonowskich z chromosomem 21 na: 19,2±7,7% dla nosicielstwa m at
czynego, natomiast dla obciążonych nosicielstwem TCW od 19% do 37,5% w 
zależności od rodzaju translokacji [84]. Kolejne badania tej grupy w latach 1985-1992 
dotyczyły analizy wyników prenatalnych pierwszego trymestru ciąży, uzyskanych 
z biopsji trofoblastu. W grupie 14 594 badań prenatalnych wykryto 83 rodziny 
obciążone TCW i stwierdzono 11 płodów z niezrównoważonym kariotypem (9/50 
pochodzenia matczynego, 2/33 pochodzenia ojcowskiego). Analiza ryzyka gene-
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tycznego wynikająca z indywidualnej translokacji wykazała, że częstość niezrów
noważenia kariotypu u płodów w I trymestrze ciąży wynosi 1:8, natomiast przy 
urodzeniu 1:17 [83]. Ilustruje to ograniczoną przeży walność potomstwa uzależnioną 
od kombinacji poszczególnych segmentów chromosomowych w niezrównoważonym 
kariotypie. W badaniach amerykańskich [44] w grupie 11 473 wyników badań 
prenatalnych I trymestru ciąży (CVS) wykryto 180 aberracji struktury chromosomów, 
jednak nie analizowano ryzyka genetycznego u tych rodzin. Badania chorwackie 
grupy 40 nosicieli TCW diagnozowanych prenatalnie potwierdzają wpływ rodzaju 
translokacji na częstość występowania niezrównoważonego kariotypu w okresie 
prenatalnym [5].

6. TRANSLOKACJĘ CHROMOSOMOWE W OKRESIE 
PERI - I POSTNATALNYM

Duża letalność płodów z niezrównoważonym kariotypem decyduje o wybiórczym 
występowaniu poszczególnych segmentów chromosomowych w formie trisomii czę
ściowych, czy monosomii lub też podwójnych niezrównoważeń kariotypu różnych 
segmentów u dzieci po urodzeniu [72,86].

Klinicznym efektem niezrównoważonej translokacji u dziecka jest zwykle zespół 
cech dysmorficznych, opóźnienie rozwoju psychomotorycznego i wady wrodzone. 
Już za pomocą technik cytogenetyki klasycznej wyznaczono najkrótsze tzw. kry
tyczne segmenty, których niezrównoważenie w kariotypie powoduje wystąpienie 
określonych zespołów dysmorficznych, jak np. prążek 21q22 dla z. Downa, 9p24 
dla zespołu monosomii 9p i 4 p l6  dla z. Wolfa. Charakterystyczna dysmorfia, która 
powstaje już przy niezrównoważeniu małych segmentów danego chromosomu jest 
względnie stała. Na przykład, jak podaje Schinzel [72] w grupie 15 pacjentów 
z duplikacją 7q zespół cech dysmorficznych nie różnił się, gdy niezrównoważenie 
obejmowało zarówno segment 7q34—>qter, jak i dłuższy 7q22—>qter. Podobnie chara
kterystyczny obraz dysmorfii w pełnej trisomii 13, duplikacji 13q22—>qter, czy 
13q 13—>qter nie zależał od długości segmentu trisomicznego. Długość niezrów
noważonego segmentu danego chromosomu w kariotypie wpływała natomiast na 
częstość wad rozwojowych i głębokość upośledzenia umysłowego pacjentów. U 
pacjentów z translokacją niezrównoważoną dłuższego segmentu liczba i stopień 
zaawansowania wad były większe, a rozwój psychiczny był głębiej upośledzony 
[72]. Należy pamiętać, że u pacjentów z tym samym niezrównoważeniem rodzaje 
wad narządów wewnętrznych mogą być bardzo różne [71].

W wielu przypadkach translokacji niezrównoważonych zespół towarzyszących 
objawów klinicznych nie został jeszcze w pełni zdefiniowany. Stwarza to określone 
trudności w diagnostyce przedurodzeniowej. Wykrycie prenatalne płodu z niezrów

http://rcin.org.pl



218 A. T. M 1DR0

noważonym kariotypem wymaga bowiem przedstawienia całej listy skutków kli
nicznych, których wystąpienia należy się spodziewać po urodzeniu dziecka.

7. PROGNOZOWANIE GENETYCZNE 
W RODZINACH OBCIĄŻONYCH TCW

W śród klinicystów dość rozpowszechniony jest mylny pogląd, że każda rodzina 
obciążona występowaniem TCW ma jednakowe, wysokie ryzyko urodzeń dzieci 
z wadami. Skłania to lekarzy do kierowania na diagnostykę prenatalną w każdym 
przypadku wykrycia nosicielstwa TCW. Jeśli kariotyp jest niezrównoważony, oz
nacza to obecność wad u płodu. Różnorodność i częstość aberracji chromosomowych 
w okresie prenatalnym jest wyższa w porównaniu do zmian kariotypu obserwowanych 
u dzieci po urodzeniu, ponieważ ograniczona jest przeżywalność płodów z za
burzeniami rozwojowymi. Rodzaj zaburzeń i wad zależy od tego, jakie kombinacje 
segmentów chromosomowych są obecne w niezrównoważonym kariotypie danego 
płodu. Każde nosicielstwo translokacji chromosomowej może manifestować się in
nym efektem klinicznym, co wynika z indywidualnego składu genetycznego każdej 
translokacji chromosomowej [48,72,82,85]. Trudności w przewidywaniu prawdopo
dobieństwa występowania niezrównoważonego kariotypu u potomstwa nosicieli 
indywidualnych TCW wynikają z szeregu czynników. Mogą być różne formy nie- 
zrównoważenia kariotypu u potomstwa u tego samego nosiciela TCW. TCW  są 
heterogenne i unikatowość większości TCW pod względem położenia punktów 
złamania w małych liczebnie rodowodach uniemożliwia bezpośrednie określenie 
ryzyka. Z tego powodu nie są generalnie podejmowane oceny indywidualnego 
ryzyka genetycznego w zależności od rodzaju translokacji.

Istnieje szereg propozycji przewidywania prawdopodobieństwa urodzeń dzieci 
z wadami bądź innych zaburzeń. Model Daniela [20] sugeruje ocenę względnej 
długości segmentów chromosomowych, wyrażonej jako odsetek całkowitej haploi- 
dalnej długości autosomów niezależnie, od jakiego chromosomu pochodzą segmenty 
niezrównoważenia. Daniel wykazał, że niezrównoważony kariotyp jest obserwowany 
u żywo urodzonego potomstwa w takich translokacjach, w których długość segmentu 
monosomicznego nie przekracza 2% względnej długości haploidalnej (HAL), a 
długość segmentu trisomicznego 4% HAL. Na sumę długości względnej segmentów 
monosomicznych i trisomicznego składają się pomiary segmentów chromosomowych 
zaangażowanych w translokację od punktu złamania do telomeru. Użycie alge
braicznej sumy długości względnej segmentów monosomicznych i trisomicznych 
ma swoje ograniczenia. Po pierwsze nie dostarcza informacji co do jakościowego 
efektu poszczególnych genów, które w nadmiarze lub niedoborze mogą mieć istotny 
wpływ na kształtowanie fenotypu, a tym samym na przeżywalność potomstwa. 
Po drugie, nie obejmuje tych przypadków translokacji, w których dwa segmenty
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ulegające wymianie są prawie równe i suma algebraiczna będzie równa zeru. Uwz
ględnia tylko te kombinacje segmentów, które powstają po segregacji 2 : 2 i rozdziale 
przyległym typu 1.

Podstawą klasyfikacji translokacji TCW w modelu Daniela jest sposób wykrycia 
nosicielstwa translokacji chromosomowej tzw. ascertainment. Pierwszą grupę sta
nowią translokacje wykrywane przez badanie cytogenetyczne dzieci z dysmorfią 
i nieprawidłowym fenotypem. Jest to grupa translokacji wysokiego ryzyka urodzenia 
dziecka z wadami. Translokacje, których nosicielstwo stwierdzono przez badania 
chromosomowe z powodu poronień samoistnych, należą do grupy drugiej wg tej 
klasyfikacji. Trzecią grupę tworzą nosiciele TCW zaobserwowanych w badaniach 
cytogenetycznych wykonywanych z tzw. innych wskazań niż wyżej wymienione. 
Model ten jest wykorzystywany przez wielu badaczy [62], a coraz więcej danych 
empirycznych jest opracowywanych przez samego autora. Jest to daleko idące upro
szczenie, bowiem sposób wykrycia czy rejestracji TCW może być przypadkowy 
jak  w ruletce i nie może być podstawą oceny ryzyka. Problem ten przedyskutowano 
wcześniej [54].

Model Daniela został rozbudowany przez Jalberta i Sele [39], którzy przyjęli 
dodatkowe założenie, że niezrównoważony kariotyp u potomstwa żywo urodzonego 
powstaje za pomocą jednego i tego samego mechanizmu segregacji i rozdziału 
chromosomów, takiego, który prowadzi do ilościowo najmniejszego z możliwych 
teoretycznie typów niezrównoważenia kariotypu. Rysując diagramy chromosomów 
w stadium pachytenu, wykazali, że proporcje odcinków "krzyża" pachytenowego 
różnych TCW mają związek ze sposobem segregacji prowadzącej do niezrównowa
żenia. Obliczając proporcje odpowiednich odcinków wyznaczonych przez położenie 
punktów złamania i centromerów, można wg autorów przewidywać, który sposób 
segregacji w indywidualnej translokacji prowadzi do minimalnego niezrównoważenia 
kariotypu. Następnie wprowadzając regułę wg Daniela przewidywać, czy są to 
wartości ryzyka poronień czy też urodzeń dzieci z wadami [26]. Badania te są 
kontynuowane przez Cohena i wsp. [19,26], Cans i wsp. [15].

Najnowszy model oszacowania ryzyka genetycznego w rodzinach obciążonych 
TCW opracowali Stene i Stengel-Rutkowski [82], Stengel-Rutkowski i wsp. [85]. 
Niektóre zasady tej metody w polskipi piśmiennictwie omówiono wcześniej [49,50]. 
Znajomość danych empirycznych rodzaju i częstości kombinacji segmentów wy
stępujących w niezrównoważonych kariotypach u żywo urodzonego potomstwa no
sicieli TCW  jest podstawą do określenia wielkości ryzyka genetycznego [81]. Dane 
empiryczne uwzględniają każdy rodzaj mechanizmu segregacji mejotycznej oraz 
wiek rozwojowy, do którego przeżywa potomstwo TCW z niezrównoważonym 
kariotypem.

Podstawą prognozy genetycznej wg tego modelu [81,82,85] jest identyfikacja 
segmentu/ów chromosomowego/wych, który może być niezrównoważony w ka
riotypie u potomstwa indywidualnych nosicieli TCW. Wielkość segmentu chro
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mosomowego charakteryzuje się za pomocą położenia punktów złamania, skład 
genetyczny wyznacza chromosom, z którego pochodzi segment, a formę niezrów- 
noważenia określa mono- lub trisomia. W yselekcjonowanie TCW, w których punkt 
złamania leży w regionie telomerowym dało podstawę do grupowania rodowodów. 
Grupuje się rodowody TCW obciążone ryzykiem pojedynczego niezrównoważenia 
kariotypu w zakresie tego samego segmentu chromosomowego, który może powstać 
w wyniku różnych mechanizmów segregacji i rozdziału chromosomów mejoty- 
cznych. Pozwala to na określenie częstości urodzeń dzieci z wadami wskutek nie
zrównoważenia danego segmentu chromosomowego i podanie wartości ryzyka 
empirycznego dla indywidualnych grup TCW z uwzględnieniem korekty osza
cowania [52,80, 81,82,85]. Przykład karty ryzyka genetycznego wynikającego z 
nosicielstwa indywidualnej translokacji TCW obliczonego wg modelu Stengel-Rut- 
kowski i wsp. [85] przedstawia rysunek 2. Karta zawiera chromosomy 5 i 13 ucze
stniczące w translokacji i ich pochodne der(5) i der( 13) (rys. 2a). Interpretacja 
położenia punktów złamania chromosomów wg ISCN (1995) z uwzględnieniem 
obu metod barwienia tych chromosomów GTG i RBG na schemacie obok (rys. 
2a). Położenie punktów złamania wyznacza segmenty chromosomowe, które mogą 
być niezrównoważone w kariotypie w formie trisomii lub monosomii w różnych 
kombinacjach. Schemat kwadriwalentu pachytenowego (rys. 2b) ilustruje, że tylko 
mechanizm segregacji chromosomów 3:1 prowadzi do powstania niezrównowa
żonego kariotypu, u żywo urodzonego potomstwa nosicieli rozpatrywanej t(5; 13). 
Rysunek 2c przedstawia rodowód, którego mała liczba zbadanych cytogenetycznie 
członków nie pozwala na bezpośrednią analizę ryzyka genetycznego. Wyniki oceny 
przeżywalności potomstwa z różnymi kombinacjami segmentów chromosomów w 
niezrównoważonym kariotypie i oszacowanie wartości prawdopodobieństwa ich w y
stąpienia znajduje się na rysunku 2d.

Aby uzyskać kompletne dane o ryzyku niezrównoważonego kariotypu z każdym 
możliwym segmentem chromosomowym, który może wystąpić u nieprawidłowego 
potomstwa nosicieli różnych translokacji chromosomowych, konieczne jest gro
madzenie ogromnej liczby ich danych rodowodowych. Wydawałoby się, że grupa 
1120 translokacji zebranych przez Stengel-Rutkowski i wsp. [85] jest duża. W 
praktyce okazało się, że uzyskano wartości szacunkowe tylko dla niewielkiej grupy 
nosicieli TCW angażujących specyficzne segmenty chromosomowe. Konieczne są 
dalsze opracowania. Polska Kolekcja TCW, która została utworzona w 1991 w 
Białymstoku, zgromadziła do 30 października 1995 r. z osiemnastu ośrodków ge
netycznych 243 translokacji [51,79]. Odrębnym problemem jest oszacowanie ryzyka, 
gdy obydwoje rodzice są nosicielami TCW [ 14] lub nosicielstwo dotyczy translokacji 
złożonych [70].

Duża cytogenetyczna heterogenność TCW, różne sposoby powstawania niezrów
noważonych gamet u tego samego nosiciela, a także różny stopień żywotności 
potomstwa w okresie prenatalnym i postnatalnym czynią poradnictwo genetyczne
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rodzin obciążonych TCW skomplikowaną procedurą. Wraz ze zgromadzeniem no
wych danych empirycznych, zwiększeniem precyzji rozpoznań cytogenetycznych 
TCW i wprowadzeniem technik wspomagania komputerowego do określania ryzyka 
genetycznego będzie możliwe bardziej skuteczne i precyzyjne działanie w pro
gnozowaniu i profilaktyce zaburzeń wywołanych stanem nosicielstwa TCW.
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SMALL NUCLEOLAR RN As (snoRNAs); 
PROPERTIES AND FUNCTIONS

Zofia KILIAŃSKA, Piotr SZYMCZYK 

Zakład Biochemii Medycznej Katedry Cytobiochemii, Uniwersytet Łódzki

Streszczenie: Przegląd stanowi podsumowanie głównych osiągnięć dokonanych w charakteryzowaniu 
podklasy RNA, która występuje w jąderkach Eukaryota, tj. niskocząsteczkowych jąderkowych RNA  
(snoRNA). Populacja RNA stanowi niejednorodną pod względem długości cząsteczek, motywów  
strukturalnych i oddziaływań z białkami grupę związków, a ta odrębność wynika z faktu różnych funkcji 
przez nie pełnionych oraz odmiennych szlaków ich syntezy. Obecnie przyjmuje się, że niektóre 
cząsteczki snoRNA są kodowane przez niezależne geny, a znaczna ich część jest kodowana przez introny 
w genach białek; ta ostatnia grupa powstaje przez obróbkę pierwotnych transkryptów mRNA. Liczne 
badania wskazują, że kilka rodzajów snoRNA jest wykorzystywanych w obróbce rybosomalnego RNA, 
choć dokładna ich rola pozostaje do wyjaśnienia. W artykule przedstawiono ponadto postulowane 
funkcje snoRNA w zwijaniu pre-rRNA, modyfikacji nukleotydów, katalizie cięć RNA i w niektórych 
przypadkach ich działanie jako molekularnych przyzwoitek.

Słowa kluczowe: niskocząsteczkowe jąderkowe RNA, antysensowne snoRNA, obróbka snoRNA, ob
róbka pre-rRNA.

Summary: The review summarizes main progress made in characterizing the subclass o f RNA which 
residues in eukaryotic nucleoli, i.e., small nucleolar RNAs (snoRNAs). snoRNA populations are 
heterogeneous in size, structural motifs, and protein associations, and this diversity is consistent with the 
fact that they play different functions and are produced by diverse pathway. At present is accepted that 
some o f snoRNAs are encoded by independent genes and many o f them within introns o f protein genes; 
the latter group is generated by processing o f pre-mRNA transcripts. Numerous studies have shown that 
several snoRNA are needed for processing o f ribosomal RNA however precise role remain to be 
determined. The article presents also snoRNAs postulated functions in pre-rRNA folding, nucleotide 
modifications, catalyzing RNA cleavage and in some cases acting as RNA chaperones.

Key words: small nucleolar RNA, antisense snoRNA, snoRNA processing, pre-rRNA processing.
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1. WSTĘP

Jąderka komórek eukariotycznych są miejscem transkrypcji, dojrzewania pre- 
rybosomalnych RNA (pre-rRNA) oraz powstawania rybosomów [23, 27, 61, 62, 
86, 102]. Na obszarze tej struktury przebiega z udziałem polimerazy RNA klasy I 
transkrypcja trzech rodzajów rRNA, tj. 17—18S, 5,8S i 25-28S z tandemowo po
wtórzonych jednostek transkrypcyjnych (50-10 000 indywidualnych kopii w ha- 
p lo id a ln y m  g en o m ie ), p rz ed z ie lo n y c h  n ap rzem ien n ie  sek w en c jam i n ie- 
transkrybowanymi (ang. Intergenic Spacers; IGS) [29, 30, 42, 88]. U kręgowców 
jednostki transkrypcyjne osiągają długość około 14 kpz, zaś oddzielające je  odcinki 
około 30 kpz [71]. Geny kodujące rRNA gromadzą się zwykle w jednym  lub 
kilku chromosomach w obszarach określanych organizatorami jąderek (ang. N uc
leolus Organizers; NORs). U człowieka zlokalizowano je w krótkich ramionach 
chromosomów akrocentrycznych, pary 13., 14., 15., 21. i 22. [30].

Produkt transkrypcji polimerazy RNA I stanowi prekursorowa forma rRNA, 
z której trzy dojrzałe cząsteczki rRNA uwalniają się spośród zespołu specyficznych 
gatunkowo sekwencji nietranskrybowanych zewnętrznych przy 5’ i 3 ’ końcach trans- 
kryptu (ang. External Transcribed Spacers; 5 ’ i 3’ETS lub ETS1 i ETS2) oraz 
wewnętrznych (ang. Internal Transcribed Spacers), oznakowanych symbolami ITS1 
i ITS2 w wyniku serii cięć endo- i egzonukleolitycznych [48, 93, 100]. Proces 
ten zwany obróbką bądź dojrzewaniem pre-rRNA (ang. processing, maturation), 
szeroko badany w wielu organizmach (m.in. Tetrahymena, Xenopus laevis, mysz, 
człowiek) został najlepiej poznany w przypadku drożdży -  Saccharomyces cerevisiae 
(rys. 1), co stało się ostatnio możliwe dzięki wykryciu mechanizmu działania RNazy 
MRP (ang. M itochondrial RNA Processing; [27, 61, 77, 85, 93, 100]). Obróbka 
pierwotnego transkryptu S. cerevisiae, przepisanego z rDNA o długości 9,1 kpz 
rozpoczyna się usunięciem dużego segmentu 3’ETS przez endonukleolityczne cięcie 
przy pozycjach 45.-50. i 15. od 3’ końca 25S rRNA [36]. Powstający produkt 
z 10-nukleotydowym odcinkiem 3 ’ETS, praktycznie niewykrywalny in vivo, podlega 
obróbce przy jego 5‘końcu w wyniku kolejnych ataków nukleolitycznych w miejscach 
Aq i A j, odcinających 5’ETS oraz A2 -  w obszarze ITS1, dostarczając cząsteczki 
20S pre-rRNA, z której w wyniku kolejnego endonukleolitycznego ataku w miejscu 
D tworzy się 18S rRNA [101 ]. Z kolei produkt pośredni -  27SA2 pre-rRNA podlega 
dalszej obróbce prowadzącej do 5,8S i 25S rRNA [31] przez dwie alternatywne 
drogi ataku w regionie ITS1. W jednej z nich, uważanej za główną, dochodzi 
do cięcia ITS1 w miejscu A3 przez wspomnianą RNazę MRP [31, 53, 55, 80], 
po którym następuje szybkaegzonukleolityczna degradacja (5’—>3’) w miejscu B ls 
i tworzy się produkt pośredni 27SBs pre-rRNA. Okazało się, że zaledwie około 
15% pre-rRNA ulega cięciu w miejscu B1L generując prekursorową cząsteczkę 
27SBl . Obydwie formy 27SB pre-rRNA dojrzewają przez atak nukleolityczny w
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Rys. 1. Schemat genetycznej organizacji rDNA (a) i obróbki 35S pre-rRNA (b) w komórkach drożdży S. 
cerevisiae  (wg [99] za zgodą Autora), regiony kodujące 18S i 25 S rRNA zaznaczono pogrubionymi

liniami, pozostałe objaśnienia w tekście

C] i C 2 segmentu ITS2, co przyczynia się do uwolnienia dojrzałych cząsteczek, 
tj. 25S rRNA i 5,8S rRNA (głównej 5,8Ss ). Podczas tego procesu część nukleotydów 
ulega metylacji, a niektóre urydylowe są przekształcane w pseudourydylowe [24, 
56].

Drogi obróbki pre-rRNA wyższych Eukaryota są ogólnie zbliżone do procesu 
opisywanego u drożdży [22, 100, 104], choć występują pewne różnice gatunko- 
wo-specyficzne dotyczące długości pośrednich cząsteczek prekursorowych oraz ko
lejności, w której są one formowane. Alternatywne szlaki przemian pre-rRNA 
obserwuje się nawet w obrębie tych samych komórek organizmu w zależności 
od warunków ich wzrostu czy stadium różnicowania [23].
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Liczne wyniki badań wykazały, że zarówno w przemianach RNA, jak i w tworzeniu 
rybosomów uczestniczą bogatourydylowe, niskocząsteczkowe jądrowe RNA (ang. 
U smali nuclearRN A ; U snRNA) wraz ze związanymi z nimi białkami w kompleksach 
-  snRNP [5, 11, 27, 61, 100], które modulują strukturę drugo- i trzeciorzędową 
pierwotnych transkryptów RNA. Bogata populacja snRNA jest dzielona na dwie 
klasy na podstawie ich wewnątrzjądrowej lokalizacji oraz pełnionej roli. Pozają- 
derkowe snRNA dokonują składania (ang. splicing) transkryptów syntetyzowanych 
przez polimerazę RNA klasy II [60, 66, 82, 89, 105] w nukleoplazmie w rybonu- 
kleoproteinowych kompleksach -  spliceosomach [60, 87]. Z kolei dla grupy snRNA 
występujących w jąderkach -  U snoRNA (ang. U smali micleolar RNA), skom- 
pleksowanych z odpowiednimi białkami udowodniono udział w szlaku przemian 
pre-rRNA oraz w biogenezie rybosomów [5, 26, 61, 91, 100]. Zespół zdarzeń 
związanych z tymi przemianami odbywa się w procesosomach [27,69] -  kompleksach 
zbudowanych ze snoRNA i białek w sposób wysoce uporządkowany, który musi 
zakładać mechanizmy regulacji nieodzowne dla koordynacji nadmiaru rybosomów 
ze zmianami fizjologicznymi komórek oraz w czasie ich rozwoju. Aktualnie odnosi 
się wrażenie, że szlak przemian pierwotnych transkryptów rRNA jest nawet bardziej 
złożony niż prekursorowych cząsteczek pre-mRNA, ponieważ te pierwsze ulegają 
intensywnym modyfikacjom nukleotydów i organizacji w kompleksy rybosomalne 
[16, 23, 24, 42, 67]. Niniejsze opracowanie przybliża czytelnikowi składniki ucze
stniczące w procesie obróbki prekursorowych rRNA, tj. snoRNA.

2. WYSTĘPOWANIE I CHARAKTERYSTYKA snoRNA

Bogata klasa niskocząsteczkowych jąderkowych RNA licząca ponad 100 przed
stawicieli poznanych u kręgowców i drożdży stanowi niejednorodne pod względem 
długości nukleotydów (nt) (60-280 nt u wyższych Eukaryota', 80-605 nt u S.ce- 
revisiae), motywów strukturalnych, a także oddziaływań z białkami cząsteczek RNA, 
co wynika zapewne z odmiennej drogi ich biosyntezy oraz funkcji [5, 27, 40, 
61, 91]. Najliczniej występujące w komórkach U3, U8 i U13 (104-2  x  105 kopii 
w komórce), a także w niektórych organizmach U l4 ( 2 x 104 kopii w komórce) 
są produktami niezależnych genów [61, 94]. Natomiast liczna grupa obejmująca 
U14-U61 i przypuszczalnie E2 i E3 snoRNA reprezentuje cząsteczki, dla których 
informacja genetyczna zawarta jest w intronach genów kodujących białka jąderkowe, 
rybosomalne lub białka czasowo odnajdowane w jąderkach np. hsc70. Powyższe 
snoRNA są syntetyzowane przez polimerazę RNA klasy II [2, 27, 65, 83]. W 
jąderku występuje bardzo interesujący przykład snoRNA, który wykryto również 
w mitochondriach -  7 -2  MRP, syntetyzowany przez polimerazę RNA III. Ten
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Rys. 2. Podklasy niskocząsteczkowych jądrowych U RNA syntetyzowane przez polimerazę RNA II (wg
[39] zmodyfikowany)

snoRNA wykazuje znaczną homologię z RNA wchodzącym w skład RNazy P 
[17, 37, 53-55, 80, 96, 106].

Analiza sekwencji jąderkowych RNA wykazała, że przy 5 ’ końcu ich łańcuchów 
istnieje pewna odmienność. Transkrybowane przez polimerazę RNA II snoRNA, 
podobnie jak  nukleoplazmatyczne snRNA przepisane z niezależnych genów wy
korzystują indywidualne U-sekwencje promotorowe. Ich 5’ zakończenie (z wyjątkiem 
U6 snRNA), tzw. czapeczkę (ang. cap) stanowi 2,2,7-trimetyloguanozyna (TMG) 
[1, 59, 61, 85]. Z kolei cząsteczki snoRNA pochodzące z intronów genów białek 
są zakończone -  monofosfonukleotydem (rys. 2). Natomiast unikatowy 7 -2  MRP 
RNA jest wyposażony na jego 5 ’ końcu w trifosfonukleotyd [106].

"Czapeczkę" roślinnych U3 stanowi monometylofosfonukleotyd i ten snoRNA 
syntetyzuje polimeraza RNA III [84]. Na 3’ końcu zidentyfikowanych dotychczas 
jąderkowych RNA występuje grupa hydroksylowa. W obrębie łańcuchów jąder
kowych RNA dochodzi do modyfikacji zasad azotowych i reszt cukrowych. Nieliczne 
jak  dotąd badania dotyczą metylacji reszt cukrowych bądź pseudourydylacji opi
sanych w U3 i U8 szczura i niektórych snoRNA drożdży [61]. Aktualnie poznano 
sekwencję nukleotydową większości snoRNA [40, 65, 86]. W iele z nich jest bez
pośrednio zaangażowanych w obróbkę pre-rRNA, w modyfikacje prekursorowych 
transkryptów, tworzenie rybosomów, choć nie wyklucza się z uwagi na ich znaczną 
liczebność w jąderkach funkcji dotychczas jeszcze nie określonych [5, 62]. W przy
padku drożdży S. cerevisiae, zapewne najczęściej badanego organizmu w zakresie 
metabolizmu RNA, trzy rodzaje snoRNA, tj. U3, U l4 i snoR30 są niezbędne dla 
ich żywotności, podczas gdy delecja genu kodującego snoRlO osłabia ich wzrost 
[6, 60, 107].

Dla dobrze scharakteryzowanych snoRNA U3, U8, U l4 i 7 -2  MRP wykazano 
znaczną konserwatywność sekwencji między homologicznymi cząsteczkami krę
gowców i drożdży, a trzy z nich, tj. U3, U14 i 7 -2  MRP mają odpowiedniki w
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organizmach roślinnych [12, 61, 84]. Okazało się, że U3 wykryto m.in. u owadów 
i pierwotniaków [61]. Ostatnio ukazało się doniesienie o U3-podobnym RNA (159 nt) 
u Archaebacteria -  Sulfolobus acidocaldarius [72]. Ta konserwatywność ma za
pewne znaczenie funkcjonalne, udowodnione udziałem części przedstawicieli ją- 
derkowych RNA w obróbce pre-rRNA (por. rozdz. 3).

2.1. Struktura drugorzędowa
Poznanie struktury pierwszorzędowej wielu rodzajów snoRNA kręgowców, a 

także ich wariantów wydzielonych z bezkręgowców, głównie drożdży oraz do
świadczenia wykorzystujące modyfikacje chemiczne, trawienie nukleazami pozwo
liło stworzyć modele ich struktury drugorzędowej [6, 15, 35, 58, 91, 95; por. rys. 
3].

Z dotychczasowych badań strukturalnych snoRNA rysuje się pewien schemat 
ich budowy obejmujący kilka sekwencji, a także motywów struktury drugorzędowej
0 wysokim stopniu konserwatywności. Najwięcej danych o strukturze pierwszo-
1 drugorzędowej dotyczy U3 i U 14 snoRNA [35,47,58,61,91 ]. Większość cząsteczek 
snoRNA zawiera dwa z pięciu konserwatywnych motywów sekwencji (ang. boxes) 
opisanych pierwotnie w U3 [49, 94], tj. A, B, C, C ’ i D, wśród których wykryto 
znaczną komplementarność z odcinkami w rRNA (rys. 3). Żaden z wymienionych 
motywów strukturalnych nie jest uniwersalny, ale istnieje znaczna homologia w ich 
obrębie odnotowana przy analizach porównawczych snoRNA różnego pochodzenia. 
Motywy A i B są unikatowe dla U3 snoRNA. Uważa się je za odpowiedzialne 
za interakcje z rRNA [6, 68].

Doświadczenia wykorzystujące mutacje w obrębie motywów C, C ’ i D wiążą 
ich obecność z syntezą snoRNA i oddziaływaniami z białkami [9, 90, 91]. Zmiany 
sekwencji w odcinku C U3 snoRNA człowieka wpływają na jego zdolności interakcji 
z fibry lary ną [9, 10]. Strukturalne elementy C (RUGAUGA) i D (CUGA) obecne 
u większości snoRNA kręgowców i drożdży, a także występowanie konserwatywnej 
sekwencji trinukleotydowej ACA przy 3’ końcu łańcuchów części jąderkowych 
RNA stały się podstawą do ich podziału (tab. 1). W tym schemacie nie mieści 
się unikatowy 7 -2  MRP RNA, którego budowa zostanie omówiona w rozdz. 3.5. 
W opinii laboratorium Founiera [5] podział na podklasy C/D i ACA snoRNA wynika 
z odrębności pełnionych przez nie funkcji, innego szlaku ich biosyntezy bądź od
miennego pochodzenia ewolucyjnego. Stwierdzono, że podklasa C/D snoRNA, spo
śród której niektórzy członkowie uczestniczą w obróbce i metylacji pre-rRNA oraz 
biogenezie rybosomów, a także oddziałują na zasadzie komplementarności nukleo- 
tydów na stosunkowo długich odcinkach (do 21 nt) z transkryptami polimerazy 
RNA I [3, 15, 40, 61]. Z kolei w obrębie niektórych ACA snoRNA odnotowano 
komplementarność z rRNA, choć ogranicza się ona do krótszych odcinków (< 
12 nukleotydów) [18]. Ponadto istotnym składnikiem różnicującym te dwie podklasy
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Tabela 1. Klasyfikacja snoRNA wg Balakina i wsp. [5]

Motywy snoRNA
sekwencyjne drożdże kręgowce

C/D U3, U 14,U 18, U24
snR4, snR13, snR38, snR39, snR39b
snR40, snR41, snR45, snR47, snR48
snR190

U3, U8, U13, U14, U15, U16, U18, 
U20, U21, U22, U 24, U25-U 61

ACA snR3, snR5,snR8, snR9, snRIO, snRl 1 
snR30, snR31, snR32, snR33, snR34 
snR35, snR36, snR37, snR42, snR43 
snR44, snR46, snR49, snR189

U17/E1, E2, E 3 .U 19, U23

? 7 -2  MRP 7 -2  MRP

RNA wydają się być białka budujące cząstki snoRNP o stałej sedymentacji w 
granicach 10-90 S [27]. Fibrylaryna, ilościowo bogate białko jąderkowe, wydaje 
się asocjować z C/D snoRNA zarówno u kręgowców, jak i drożdży [61, 65], choć 
natura tego oddziaływania wciąż nie została poznana i nie wyklucza się w tej 
interakcji dodatkowych białek [5, 51, 52, 61]. Natomiast białkami wiążącymi się 
z ACA snoRNA drożdży wydają się być GAR1 [52] i prawdopodobnie SSB1 
[20]. Zarówno sekwencje konserwatywne C i D, jak i ACA są potrzebne do doj
rzewania i nagromadzenia snoRNA w jąderkach [5, 33, 61, 69]. Delecje czy pod
stawienia nukleotydów w tych strategicznie ważnych motywach sugerują, że zarówno 
C/D jak i ACA sekwencje stanowią miejsca docelowego wiązania kluczowych 
białek, które po ich związaniu przyzwalają na potranskrypcyjną obróbkę snoRNA 
[5]. Obejmuje ona dojrzewanie i hipermetylację snoRNA, formowanie cząstek 
snoRNP, jąderkową lokalizację oraz właściwości i funkcje dojrzałych snoRNP [69, 
90, 91]. Dane eksperymentalne ujawniły, że motyw sekwencyjny D jest nieodzowny 
przy tworzeniu 5 czapeczki w przypadku U3 snoRNA X. laevis [70], natomiast 
C -  dla nagromadzania np. U l4 u drożdży; odgrywa również rolę w wiązaniu 
fibrylaryny [9, 10, 33]. Rysunek 3 przedstawia budowę drugorzędową (U3 i U 14) 
lub jej schemat (U20) niektórych rodzajów snoRNA. Ich nieprzypadkowy wybór 
był podyktowany faktem, iż U3 snoRNA dotąd zbadanych kręgowców i drożdży 
oraz U l4 S. cerevisiae reprezentują produkty niezależnych genów, podczas gdy 
U l4 snoRNA kręgowców oraz U20 snoRNA badanych organizmów są kodowane 
w intronach genów białek i nie zawierają czapeczki w postaci TMG (rys. 2, 3). 
Schematyczne przedstawienie prawdopodobnej struktury drugorzędowej U20 
snoRNA, kodowanego w 11. intronie nukleoliny myszy, kury, X. laevis, w których 
organizmach występuje znaczna homologia jego sekwencji [ 15] jest prawdopodobnie 
typowa dla szeregu tzw. antysensownych snoRNA, m.in. U 14 myszy, U21 i U24 
człowieka [3, 15]. W przypadku wymienionych RNA występuje charakterystyczna

http://rcin.org.pl



234 Z. KILIAŃSKA, P. SZYM CZYK

Rys. 3. Proponowana struktura drugorzędowa U3 człowieka, U 14 5. cerevisiae  i U20 myszy, kompilacja 
danych [15,47,58], na rysunku zaznaczono konserwatywne motywy i domeny strukturalne
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tz w. końcowa struktura 5 ’ -3 ’ pnia (ang. stem), która stanowi jednocześnie m -ak ty  wny 
sygnał w procesie ich obróbki. Tworzy się ona wskutek parowania nukleotydów 
5 ’ i 3 ’ końców cząsteczki, wymuszając zbliżenie funkcjonalnie czynnych motywów 
C i D. Na podkreślenie zasługuje, że w bezpośrednim sąsiedztwie sekwencji D 
przylega zwykle długi odcinek sekwencji komplementarnych do rRNA, a po stronie 
5 ’ sekwencji C występuje zawsze nukleotyd purynowy [15, 16] (rys. 3). Organizacja 
struktury motywów C i D w snoRNA zawierających dość długie odcinki anty- 
sensowne do pre-rRNA sugeruje występowanie wśród nich dwóch grup [2], tj. 
1° ze strukturą 5 ’- 3 ’ pnia (m.in. U 14, U20, U21, U24 kręgowców i snR41 drożdży), 
2° pozbawionej struktury 5 ’- 3 ’ pnia, natomiast wyposażonej w dwa nukleotydy 
po 3 ’ stronie motywu D (m.in. U13 i U l 8 człowieka oraz snR38, snR39 i snR40 
drożdży). Wyniki symulacji komputerowej wskazują ponadto, że przedstawicieli 
podklasy ACA charakteryzuje bardziej zwarta struktura drugorzędowa, co zade
monstrowano w przypadku sn R ll drożdży [5], U19 snoRNA kręgowców [39]. 
Z kolei U l4 snoRNA przynależące do podklasy C/D cechuje bardziej otwarta stru
ktura [4].

2.2. snoRNA kodowane w intronach genów białek 
(antysensowne snoRNA)

Synteza snoRNA tej grupy zachodzi podczas transkrypcji genów macierzystych 
przez polimerazę RNA II. W trakcie tego procesu odcinki odpowiadające U czą
steczkom są wycinane z intronów pre-mRNA (rys. 2 i 4; podrozdz. 2.3). Geny 
pierwotne mogą kodować w sąsiadujących intronach różne snoRNA [65], bądź 
jeden lub kilka wariantów jednego rodzaju. Bliższa charakterystyka antysensownych 
wariantów snoRNA z różnych organizmów ujawniła, że mogą one być kodowane 
w intronach odmiennych genów, a także liczba kodujących je  intronów w genach 
białkowych oraz ich lokalizacja może ulec zmianom (por. tab. 2).

W iększość tak powstałych U snoRNA cechuje obecność odcinków (jednego lub 
dwóch o długości 10-21 nt) komplementarnie oddziałujących z domenami o silnie 
konserwatywnej strukturze drugorzędowej, tj. regionem rdzeniowym (ang. core re
gion) 18S i 25/28S rRNA [2 ,75,86,98]. Odcinki zdolne do parowania z transkryptami 
polimerazy I w obrębie opisywanych snoRNA, które nazywa się również anty- 
sensownymi [2], usytuowane są w bezpośrednim sąsiedztwie ich 5 ’ (motyw C 
lub D ’) lub 3’ zakończeń (motyw D) cząsteczek [98]. Z analiz termodynamicznych 
w ynika, że oddziaływ anie snoRNA -  pre-rRN A  są trw alsze niż w ew nątrz- 
cząsteczkowe interakcje rRNA -  rRNA bądź snRNA -  pre-mRNA [2].

"Intronowe" pochodzenie dużej grupy jąderkowych RNA przypisuje się doświad
czeniom Liu i M axwella [49], którzy w 1990 r. donieśli o odrębnej drodze po
wstawania U l4 snoRNA z intronów białka szoku cieplnego hsc70 myszy, bez 
wykorzystania typowych U RNA promotorów. W nikliwe śledzenie prac o RNA
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bez charakterystycznej "czapeczki", kodowanych przez introny genów białka ry
bosomów LI X. laevis ujawnia ich nieco wcześniejsze wykrycie [13]. Łatwy model 
doświadczalny, jakim  są jądra komórkowe oocytów X. laevis, w których po iniekcji 
prekursorowych transkryptów zachowuje się zdolność precyzyjnego wycinania in- 
tronów z egzogennych pre-mRNA hsc 70 [45], białek rybosomalnych S3 [96] i 
LI [28] oraz białka RCC1 [38], udowodnił unikatowe pochodzenie odpowiednio 
U 14, U l 5, U l 6 i U 17 snoRNA. W kolejnych latach nastąpiło gwałtowne zwiększenie 
zainteresowania antysensownymi snoRNA [2, 40, 65, 75, 98]. W tabeli 2 krótko 
przedstawiono charakterystykę tych związków do U40 włącznie. Nie ujęto w niej 
wykrytych ostatnio [40] 21 przedstawicieli snoRNA, dla których nie zostały jeszcze 
w pełni określone geny, w których intronach zakodowana jest ich informacja ge
netyczna. Te antysensowne U41-U61, opisane przez Kiss-Laszlo i wsp. [40] należą 
do podklasy C/D snoRNA (por. tab. 1).

2.2.1. Metylacja snoRNA

W nikliwa analiza odcinków komplementarnych do pre-rRNA wśród nowood- 
krytych oraz wcześniej uznanych za antysensowne snoRNA zasugerowała związek 
między tymi oddziaływaniami a metylacją transkryptów polimerazy RNA I. Osza
cowano, że w dojrzałych formach rRNA kręgowców budujących rybosomy występuje 
ponad 100 metylowanych nukleotydów (głównie na 2’ hydroksylowej reszcie O- 
rybozy). Uważa się, że większość tych miejsc metylacji dotyczy pozycji konser
watywnych [56]. W przypadku rRNA drożdżowego, który zawiera mniej, tj. około 
55 reszt metylowanej rybozy, potwierdzono kilka wspólnych miejsc metylacji z 
rRNA człowieka, co wskazuje na zachowawczy charakter tej modyfikacji. Na pod
kreślenie zasługuje obserwacja, że tworzące się komplementarne segmenty snoR- 
NA-pre-rRNA  zawierają około 8% zmodyfikowanych nukleotydów, podczas gdy 
w całości regionu rdzeniowego występuje zaledwie 2% [2, 56]. W ydaje się, że 
hydrofobowe właściwości grup metylowych wprowadzone do rRNA mogą być wyko
rzystywane do właściwego zwijania jego łańcuchów [41, 56]. W spomniane badania 
Kiss-Laszlo i wsp. [40], Cavaille i wsp. [16] oraz Nicoloso i wsp. [65] opublikowane 
w ostatnich miesiącach wskazują na antysensowne snoRNA jako wyznaczniki za
kotwiczania (ang. docking guides) enzymów dokonujących tej modyfikacji. Naj
ciekawszym rezultatem cytowanych prac, obejmujących analizę około 40 snoRNA 
było stwierdzenie (z drobnymi wyjątkami dotyczącymi U21, U26, U31, U48 i U50), 
że w powstających dupleksach snoRNA-pre-rRNA modyfikacji ulega zawsze piąty 
nukleotyd powyżej motywu strukturalnego D ’ (D). W doświadczeniach przepro
wadzonych na szczepie komórek Ura wykazano, że usunięcie U24 snoRNA pro
wadziło do znoszenia 2’-<9-metylacji 25S rRNA (przy nukleotydach C 1436, A 448 
i G ) bez wpływu na metylację innych nukleotydów w tym łańcuchu [40]. Eks
presja U24 drożdży w komórkach, pozbawionych uprzednio tego snoRNA, przywraca
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Rys. 4. Obróbka antysensownego U16 snoRN A (wg [14] za zgodą Autorów): radioaktywny' P-003RNA  
wstrzykiwano do jąder komórkowych oocytów X. laevis i inkubowano 3 lub 120 minut; po tym czasie 
jądrowy RNA wydzielano i analizowano w 10% żelu poliakryloamidowym z mocznikiem; produkty 
pośrednie i ostateczne obróbki U l6 RNA zaznaczono obok żelu i schematu; eksony (ex) reprezentują 
zakropkowane prostokąty, intron -  ciągła linia, natomiast region kodujący U snoRN A w intronie -  czarny 
prostokąt z zaznaczonymi konserwatywnymi motywami C i D; symbole 5 ’CS i 3 ’CS wskazują miejsce 
cięcia (ang. cleavage site) odpowiednio w 5 ’ i 3 ’ części intronu; produkty pierwotnego cięcia prekursoro- 

wego snoRNA oznakowano strzałkami, a produkty skracania za pomocą trójkątów

właściwą metylację 25S rRNA co potwierdza, że jej brak był spowodowany nie
obecnością wspomnianego antysensownego RNA. Zmiana usytuowania motywu 
strukturalnego D o jeden nukleotyd w kierunku 3 ’ łańcucha U24 wiązała się z 
włączeniem reszty metylowej na nukleotyd przesunięty o jeden w porównaniu z 
pierwotnym miejscem metylacji dzikiego 25S rRNA (C 1436—>U1437). Również do
świadczenia Cavaille i wsp. [16] ujawniły, że zmiana sekwencji w innym anty- 
sensownym snoRNA -  U20 jest wynikiem wpływającym na specyficzność metylacji 
18S rRNA kręgowców. Metylacja rybozy zachodzi albo w pierwotnym transkrypcie 
(45S rRNA), albo w skróconych formach prekursorowych pre-rRNA w jąderku 
[2, 56]. Rola tej modyfikacji pre-rRNA dla zdarzeń związanych z tworzeniem i 
funkcjonowaniem rybosomów pozostaje wciąż bliżej nieokreślona.

Pełnienie funkcji wyznaczników metylacji transkryptu pre-rRNA przez anty- 
sensowne snoRNA, dla których podstawową właściwością jest wiązanie się z fi- 
brylaryną, rodzi wiele pytań, m.in. czy udział tych cząsteczek sprowadza się do 
funkcji "drogowskazu" dla enzymu metylującego, czy wiąże się z ich aktywnością
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TABELA 2. Charakterystyka molekularna snoRNA kodowanych w intronach genów różnych białek 
(kompilacja danych [2, 3, 38, 61, 6 5 ,7 5 , 8 5 ,9 7 ,9 8 ])

snoRNA Długość
łańcucha
[nt]

Sekwencje’
konserwat.
C i D/ /struk
tura pnia 5 ’- 3 ’

Gen macierzysty Lokalizacja 
kodujący białko w intronie 
(występowanie) (intronach)

W iąza
nie
fibry-
laryny

Odcinek 
komplemen
tarny do 
rRNA (nt)

U14 87 +/+ hsc70 (mysz, człowiek) 5, 6 i 8 
hsc70 (pstrąg) 2,4,5,6,7 i 8 
S13 (X.laevis) 3,4

+ 18S
(13/14+14)

U15 148 +/+ rpS3 (HeLa) 1,5 lub 6 
rpSl (A. laevis) 3,5 i 6

+ 28S(10)

U16 106 +/+ rpLl (X. laevis) 3 + 28S
U17[E1] 207 - / - RCC1 (HeLa) 1 i 2 

rpS8 (X. laevis) 1,2,3,4,5 i 6
— 18 S/ETS 

28S(13)
U18 69

102

+ /- rpLl (X. laevis) 2,4,7 i 8 
rpLl (X. tropicalis) 2,7 i 8 
rpLl (człowiek) 4 
EF-1 (3 (S. cerevisiae) 1

+

U19 200 - / - (komórki HeLa)? ? - 7

U20 80 +/+ nukleolina (człowiek, 11 
mysz, szczur,chomik, 
kura, X. laevis) 

karp 7 
pstrąg 9

+ 18S(17/21)

U21 93 +/+ rpL5 (człowiek, kura) 5 
ARF-1 (muszka zmienna 
owocowa) lokalizacja

+ 28S( 13)

U22 125 +/+ UHG (człowiek, 9 
X. laevis)

+ 18S

U23 147 - / - nukleolina (człowiek, 12 
komórki HeLa, mysz,
X. laevis)

nieokreślony

U24 76

89

+/+ białko rpL7a (czło- 2 
wiek, kura)
białko G (S. cerevisiae) nieokreślony

+ 28S(12+12)

U25 70 + UHG (człowiek, mysz) + 18 S (12)
U 26 76 + UHG (człowiek, mysz) + 28S(14)
U27 74 + UHG (człowiek, mysz) + 18 S (12)
U28 78 + UHG (człowiek, mysz) + 18S (15)
U29 65 + UHG (człowiek, mysz) + 28S (12)
U30 71 + UHG (człowiek, mysz) + 28S (12)
U31 68 + UHG (człowiek, mysz) + 28S (13)
U32 81 + rpL13a(mysz) 2 + 18S( 12); 

2 8 S (13)
U33 82 + rpL13a(mysz) 4 + 18 S (12)
U34 66 + rpL13a(m ysz) 5 + 2 8 S (13)
U35 89 + rpL13a(m ysz) 6 + 2 8 S (14)
U36 6 8 -80 + rpL13a(kura, 5 i 6 

człowiek)
+ 18 S (14); 

2 8 S (12)
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TABELA 2 cd.

snoRNA Długość
łańcucha
[nt]

Sekwencje’
konserwat.
C i D/ /struk
tura pnia 5 ’—3

Gen macierzysty 
kodujący białko 
(występowanie)

Lokalizacja 
w intronie 
(intronach)

Wiąza
nie
fibry-
laryny

Odcinek 
komplemen
tarny do 
rRNA (nt)

U37 65 + EF2 (chomik) 4 + 2 8S (14)
U38 69-71 + rpS8 (człowiek) 4 lub 5 + 2 8 S (11)
U39 80 + rpS8 (człowiek) 1 + 28 S (10)
U40 100 + rpS8 (człowiek) 2 + 28S(11)
E2 154 - ? ? -

E3 135 - / - eIF-4AII (człowiek) 8 - -

snR38 95 + /- E F -ly(5 . cerevisiae, 
S. pom be)

1 25S (13)

snR39 89 + /- pYL8 (5. cerevisiae) 
(S. pom be)

2
1

+ 25S (13)

katalityczną? W sprawowaniu czynności wyznacznika metylacji udział motywu 
D (D ’) nie ulega kwestii, choć nie można wykluczyć również zaangażowania se
kwencji konserwatywnych C i być może innych czynników. Okazało się, że mutacja 
genu kodującego fibrylarynę silnie hamuje metylację pre-rRNA drożdży [92]. Po
wyższe wyniki należy rozpatrywać krytycznie choćby przez fakt, że fibrylaryna 
wiąże się również z snoRNA kodowanymi przez niezależne, bezintronowe geny. 
W ydaje się jednak, że białko to mogłoby zmieniać konformację anty sensownych 
snoRNA prowadząc do utworzenia takiej struktury kompleksu snoRNP-pre-rRNA, 
który stawałby się bardziej podatny na działanie metylotransferazy. Formowanie 
w miarę stabilnych, choć przejściowych dupleksów snoRNA-pre-rRNA, musi za
kładać również uwalnianie z nich poszczególnych składników; w tej kaskadzie 
zdarzeń na pewno muszą być wykorzystywane RNA helikazy [40, 65]. Być może 
właśnie omawiana modyfikacja wprowadza nowe hydrofobowe wiązania modulując 
interakcje między rRNA -  białkami -  tRNA i mRNA na poziomie rybosomów.

W ostatnim okresie pojawiły się sugestie, że prawdopodobnie większość snoRNA 
uczestniczy w prawidłowym zwijaniu ogromnej cząsteczki syntetyzowanej przez 
polimerazę RNA I [2, 61, 86]. Związanie snoRNA z określonymi tylko segmentami 
tego transkryptu jest możliwe po zniszczeniu komplementarnych oddziaływań we
wnątrz pre-rRNA czy innych konserwatywnych interakcji, doprowadzając jego czą
steczkę do optymalnej konfiguracji, w której podlega ona obróbce. Steitz i Tycowski 
[86] sugerują, że udział wielu snoRNA w przekształceniu struktury długiego 
łańcucha pre-rRNA, aby mógł ulec obróbce i być wykorzystany w tworzeniu ry
bosomów naśladuje "opiekuńczą" (ang. chaperone) czynność niektórych białek w 
zwijaniu łańcuchów polipeptydowych. Sprawą otwartą pozostaje, czy rola tych 
snoRNA sprowadza się do stworzenia właściwej geometrii transkryptu pre-rRNA
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czy (bądź również) zapobiega niekorzystnym interakcjom między odcinkami bo
gatymi w GC, ściśle upakowanych sąsiadujących transkryptów [86]?

2.3. Obróbka snoRNA
Cząsteczki snoRNA, aby pełnić przypisane im funkcje ulegają po ich transkrypcji 

określonym zmianom, które składają się na proces zwany dojrzewaniem lub obróbką. 
W odróżnieniu od dojrzewania pozająderkowych, nukleoplazmatycznych snRNA 
[66, 82] proces ten w przypadku snoRNA jest słabo poznany. Aktualnie wiadomo, 
że snRNA po ich syntezie w jądrze ulegają metylacji na 5 ’ końcu łańcucha (do 
7-metyloguanozyny) i są eksportowane do cytoplazmy celem ich dodatkowej me
tylacji zwanej hipermetylacją (do 2,2,7-trimetyloguanozyny). Tak zmodyfikowane 
cząsteczki po przyłączeniu białek (głównie tzw. kompleksu Sm) wracają do jądra 
jako funkcjonalne snRNP.

W 1994 roku Tems i Dalhberg [90] wykazali, że U3 snoRNA nie jest eksportowany 
do cytoplazmy, a hipermetylacji ulega w jądrze komórkowym. Późniejsze badania 
z tego ośrodka ujawniły, że poza U3 również U8 i U24 nie opuszczają jądra ko
mórkowego i ich "oczapeczkowanie" odbywa się na jego terenie [91]. Efektywność 
tej modyfikacji in vitro i in vivo warunkuje motyw strukturalny D obecny blisko 
3 ’ zakończenia łańcucha większości snoRNA (por. rys. 3). Okazało się, że zmutowane 
w obrębie motywu D cząsteczki U3 i U8 (wyznakowane 32P), zawierające 7-mety- 
loguanozynę na ich 5 ’ końcach łańcucha, po iniekcji do jąder komórkowych oocytów 
X. laevis nie ulegają hipermetylacji. Mutant U8, który utracił sekwencję D, na
gromadza się w cytoplazmie po iniekcji.

W ykazano ponadto, że U 14, który reprezentuje u kręgowców snoRNA kodowany 
w intronach genów białek, a jego łańcuch zakończony jest po 5 ’ stronie nukleotydem 
w formie monofosforanu z chwilą pozyskania na tym końcu cząsteczki 7-mety- 
loguanozyny jest zdolny do hipermetylacji, która odbywa się również w jądrze 
komórkowym. Istnieją eksperymentalne potwierdzenia, że hipermetylacja przebiega 
w nukleoplazmie, skąd tak zmodyfikowane snoRNA przenoszone są do jąderka 
[91 ]. Za jądrową retencję badanych dotąd rodzajów snoRNA wydaje się odpowiadać 
również motyw D, który jest osłaniany podczas trawienia mikrokokalną nukleazą 
np. kompleksu U3 snRNP, co wskazuje na białkowy czynnik z nim związany. 
Białka (lub białko) asocjujące z 3’ odcinkiem różnych snoRNA, gdzie lokuje się 
sekwencja D mogą odpowiadać za zakotwiczenie w jądrach (czy jąderkach), a 
także ochraniać je  przed atakiem nukleolitycznym. Ponieważ motyw D jest nie
odzowny przy hipermetylacji snoRNA, białka wiążące się z nim m ogą również 
oddziaływać z jądrowym enzymem dokonującym tej modyfikacji [50]. Z doświad
czeń Ternsa i wsp. [91] wynika, że białkiem tym jest jakiś bliżej nie scharakte
ryzowany polipeptyd różny od fibrylaryny. M utacje, które blokują wiązanie 
fibrylaryny do U3 snoRNA zarówno in vitro, jak  i in vivo, nie oddziałują na jego
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hipermetylację po wstrzyknięciu do oocytów X. laevis [9, 10]. Czynnikiem istotnym 
podczas hipermetylacji U3 snoRNA jest struktura 3’ pnia, która formuje się przy 
parowaniu 3’ końca jego cząsteczki z nukleotydami przyległymi do motywu C 
(por. rys. 3).

M echanizm wycinania i obróbki antysensownych snoRNA jest wciąż słabo po
znany. Dzięki pomysłowym eksperymentom wprowadzania prekursorowych trans- 
kryptów białka hsc70 myszy [45] czy białka rybosomalnego LI żaby [28] do jąder 
komórkowych oocytów X. laevis obserwowano sprawne i precyzyjne wycinanie 
odpowiednio U l4 i U l6 snoRNA z prawidłowymi zakończeniami 5 ’ i 3 ’ ich czą
steczek. W doświadczeniach modelowych wykorzystujących zarówno jądra komór
kowe oocytów X. laevis, jak i ekstrakty komórkowe, w których prowadzono obróbkę 
pre-mRNA, obserwowano produkty przekraczające faktyczną długość snoRNA, z 
dodatkowymi sekwencjami po ich 5 ’ i 3’ końcach łańcucha. To sugerowało niezależną 
obróbkę obydwu zakończeń łańcucha oraz potrzebę, poza reakcjami cięcia endonu- 
kleolitycznego, również egzonukleolitycznego skracania [38]. Podczas wycinania 
snoRNA z odcinków intronowych genów białek nie jest wymagana obecność są
siadujących eksonów, co przemawia za potencjalną autoregulacją usuwanych od
cinków [2, 15, 38, 45, 73].

Szereg wspólnych cech snoRNA zawierających w swojej cząsteczce motywy 
strukturalne C i D oraz ich asocjacja z dominującym białkiem jąderkowym -  fi- 
brylaryną stało się podstawą do zaproponowania modelu obróbki U l6, prawdo
podobnie typowego dla snoRNA podklasy C/D (rys. 4). Caffarelli i wsp. [14] w 
swoich doświadczeniach wstrzykiwali do jąder komórkowych oocytów X. laevis 
zsyntetyzowany in vitro prekursor U l6, znakowany 32P (003 RNA). Po krótkiej 
(3 min) bądź dłuższej (120 min) inkubacji wydzielali jądrowy RNA poddając go 
analizie elektroforetycznej w żelu poliakryloamidowym z mocznikiem. Dojrzała 
forma U l6 (a także U 18) powstaje z prekursorowej cząsteczki podczas dwue
tapowego szlaku obejmującego endonukleolityczne cięcie powyżej 5’ i poniżej 3’ 
końców regionu kodującego snoRNA z przyległymi sekwencjami (tzw. trailer), 
które w kolejnej reakcji ulegają skróceniu dostarczając funkcjonalnego łańcucha 
snoRNA (rys. 4). M utacja przez podstawienie dwóch lub trzech nukleotydów w 
obrębie motywów C i D U l6 snoRNA całkowicie blokuje cięcie nukleolityczne 
zmutowanych prekursorów. Wydaje się, że wiązanie białek z motywami struktu
ralnymi podklasy C/D snoRNA jest czynnikiem chroniącym je  przed nadmierną 
aktywnością egzonukleolityczną przy 5’ i 3’ końcu ich łańcuchów [4, 14]. W przy
padku obróbki snoRNA podklasy ACA udział białek wydaje się być również ważny. 
W tym przypadku wiążą się one z tzw. strukturą szpilki do włosów (ang. hairpin) 
utworzoną przy 5 ’ i 3’ końcach ich cząsteczek [5].

W doświadczeniach in vitro wykorzystujących ekstrakt jądrowy oocytów X. laevis 
przy stężeniu zapewniającym tylko pierwszy etap obróbki snoRNA (analogiczny 
do tego in vivo ; por. rys. 4) dochodzi do nagromadzenia intermediatów obróbki
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intronów pre-mRNA, które można rejestrować podczas elektroforezy. M utacje mo
tywów C i D U l6 snoRNA dostarczają produktów analogicznych do tych obser
wowanych w kontrolnych U l6. Natomiast przy zapewnieniu warunków przebiegu 
drugiego etapu obróbki snoRNA (przez dodanie świeżej porcji ekstraktu jądrow ego 
po 20 min reakcji) nie obserwowano nagromadzenia ani intermediatów, ani dojrzałych 
postaci U 16, gdy w ekstrakcie jądrowym były obecne mutanty sekwencji C i D 
tegoż snoRNA [14]. Dane te pozwalają wnioskować, że motywy C i D uczestniczą 
w stabilizacji zarówno intermediatów przemiany, jak i dojrzałych snoRNA, w czym 
niebagatelną rolę wydają się pełnić oddziałujące z nimi czynniki. Jednym z nich 
może być fibrylaryna, choć prawdopodobnie nie wiąże się ona bezpośrednio z 
RNA [51]. Jak dotąd białko to jest jedynym znacznikiem formowania cząstek 
snoRNP, w których RNA obecne są sekwencje C i D. Metodę immunoprecypitacji 
ekstraktów jądrowych oocytów X. laevis za pomocą przeciwciał skierowanych prze
ciwko fibrylarynie wykorzystano w celu określenia, na którym etapie obróbki pre- 
mRNA dochodzi do tworzenia kompleksów snoRNP z jej udziałem. Jako substrat 
zastosowano pre-mRNA, opisywany symbolem F4 [14], ze zmutowanym miejscem 
składania przy jego 5’ końcu (A£GUAUG->AGGUAAG). Zarówno w ekspery
mentach in vitro (ekstrakty jądrowe X .laevis), jak i in vivo (iniekcje do oocytów 
X .laevis) fibrylaryna wiąże się podczas krótkiej inkubacji (20 min) z pre-mRNA, 
natomiast przy dłuższych inkubacjach (60 i 120 min) zarówno z intermediatami, 
jak  i dojrzałymi cząsteczkami U 16. Stąd uzasadniony jest wniosek, że kompleksy 
z tym białkiem powstają już na pierwotnym transkrypcie polimerazy RNA II, a 
następnie są odnajdywane kolejno w produktach jego obróbki [14]. Fibrylaryna 
dość słabo wiąże się z intronami w formie pętli lassa, zaś brak jej w takiej formie 
intronu, który jest wytrącany przez przeciwciała skierowane przeciwko kompleksom 
białkowym opisywanym symbolem Sm -  białkom typowym dla cząstek snRNP 
zaangażowanych w składanie pre-mRNA [44, 60, 82, 105]. Śledząc etapy obróbki 
U l6 i U l 8 snoRNA(w różnym czasie, tj. 20, 60 i 120 min) stwierdzono, że antygen 
Sm można wykryć tylko przy krótkich okresach inkubacji, gdy intron ma postać 
niedojrzałej pętli lassa, zaś fibrylarynę przy dłuższej inkubacji. Stanowiło to przy
czynek do sformułowania koncepcji, że kompleksy zawierające fibrylarynę, wiążąc 
się z pętlą lassa stanowią alternatywną formę intronu oddziałującego z czynnikami 
składania pre-mRNA. Ponadto wyniki te posłużyły do zaproponowania modelu 
wyjaśniającego molekularne podstawy wykorzystania genów zawierających introny 
w biosyntezie wielu rodzajów snoRNA bądź mRNA określonych białek (rys. 5).

Prekursorowe transkrypty polimerazy RNA II wykorzystywane są do składania 
dojrzałych mRNA w spliceosomach, gdy wycięte z nich introny nie tworzą fun
kcjonalnych kompleksów z motywami strukturalnymi C i D (np. z fibrylaryną) 
i budują cząstki snRNP. W alternatywnym rozwiązaniu, gdy składanie mRNA jest 
nieefektywne, dochodzi do powstania kompleksów z czynnikami rozpoznającymi 
motywy C i D i do obróbki wyciętych odcinków odpowiadających snoRNA (por.
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rys. 4 i 5). Nie wyklucza się również wycinania snoRNA z intronów pierwotnych 
transkryptów mRNA, gdy proces ich składania jest zablokowany, bądź równo
czesnego formowania dojrzałych form mRNA i snoRNA [45].

W tym miejscu należy odnotować wyniki doświadczeń M axwella i Foumiera 
[61], z których jasno wynika, że obróbka U14snoRNA nosi cechy znacznej kon- 
serwatywności. Autorzy ci wykazali, że obróbka prekursorowego U14 drożdży, 
który jest kodowany przez bezintronowy gen, po iniekcji do jąder komórkowych 
oocytów X. laevis przebiega bez zakłóceń dostarczając dojrzałe jego formy. Dane 
eksperymentalne z zastosowaniem manipulacji genetycznych ujawniły, że w procesie 
obróbki U l6, Ul 8, U20 i prawdopodobnie innych antysensownych snoRNA, nie
zwykle ważne elementy struktury reprezentują konserwatywny układ sekwencji 5 ’- 3 ’ 
pnia i sąsiedztwo regionów C i D (por. rys. 3) [14-16,47, 91]. W ymieniona struktura 
5 ’- 3 ’ pnia może stanowić wyznacznik zakończenia skracania wyciętego pierwotnego 
łańcucha snoRNA przez egzonukleazy. Wydaje się, że utworzony heliks przy za
kończeniu 5 ’ i 3’ cząsteczek snoRNA oraz motywy C i D mogą oddziaływać z 
białkami zaangażowanymi w modulację ich obróbki [96].

3. UDZIAŁ snoRNA W OBRÓBCE TRANSKRYPTÓW 
POLIMERAZY RNA I

Rys. 5. Alternatywne drogi przemian pre-mRNA rybosomalnego białka LI dostarczające mRNA białka 
LI bądź U16 snoRNA. Na schemacie zaznaczono białka tworzące kompleksy z snRNA oraz czynniki 
wiążące się z motywami strukturalnymi C i D snoRNA oraz snRNA -  U 1, U2, U4/U6 i U5 zaangażowane 

w składanie pre-mRNA (wg [14]; zmodyfikowany)
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W wyniku złożonego zespołu zdarzeń obejmujących transkrypcję genów rDNA, 
modyfikacje (metylacja, pseudourydylacja) i obróbkę pre-rRNA, uorganizowanie 
utworzonych rRNA wraz z importowanymi z cytoplazmy białkami i 5S rRNA 
w kompleksy RNP w jąderkach Eukaryota dochodzi do biogenezy rybosomów 
[23, 24, 42, 56, 62, 67]. W znakomitej części tego skomplikowanego procesu biorą 
udział snoRNA, przy czym ich udokumentowane uczestnictwo dotyczy metylacji 
(por. podrozdz. 2.3) i obróbki pre-rRNA. Bezpośrednich dowodów zaangażowania 
różnych snoRNA w obróbkę pierwotnych transkryptów polimerazy RNA I dostar
czyły doświadczenia z usuwaniem ich cząsteczek (ang. depletion) z układów mo
delowych in vitro (najczęściej ekstrakty komórek myszy lub komórek HeLa) bądź 
in vivo (oocyty X. laevis) wykorzystujące RNazę H i komplementarne oligodeoksy- 
nukleotydy [35, 69, 78]. Wśród kilku snoRNA, których udział w obróbce pre-rRNA 
jest niekwestionowany, wykazano, że inne ich rodzaje uczestniczą podczas wydarzeń 
związanych z początkowymi stadiami tego procesu przy 5 ’ końcu transkryptu, które 
prowadzą do powstania dojrzałej formy 18S rRNA (tzw. wczesna obróbka), zaś 
inne w późniejszych -  przyczyniają się do utworzenia 5,8 i 25/28S rRNA (tzw. 
późna obróbka). Rysunek 6 stanowi kompilację danych wielu laboratoriów pod
kreślających udział poszczególnych snoRNA w obróbce pre-rRNA kręgowców (rys. 
6a) i drożdży S. cerevisiae (rys. 6b). Podczas wczesnych reakcji uczestniczą U3, 
U 14, U22, snRIO i snR30, zaś ostatecznej obróbki dopełniają U3, U8 i 7 -2  M RPRNA 
[2 ,6 -8 ,2 7 ,6 1 ,8 6 ,9 7 , 100]. Udział tego ostatniego unikatowego RNA w opisywanym 
procesie, składnika RNazy MRP, został ostatnio potwierdzony w przypadku obróbki 
pre-rRNA drożdży [43, 63, 93, 102].

Ultrastrukturalne badania szlaku metabolicznego jąderkowego RNA jak dotąd 
nie pozwoliły na jednoznaczne sprecyzowanie lokalizacji zarówno miejsca jego 
biosyntezy, jak i przemian na terenie tej substruktury jądrowej [61, 76]. W kwestii 
biosyntezy pre-rRNA rozpatrywane są dwa prawdopodobne miejsca, tj. 1° -  obszar 
graniczny centrów fibrylamych (FC) i gęstego składnika fibrylamego (DFC) (por. 
praca przeglądowa [76]) lub 2° -  wyłącznie obszar DFC [32]. Aktualnie przyjmuje 
się, że utworzone transkrypty polimerazy RNA I gromadzą się w DFC. Etap tzw. 
wczesnej obróbki przebiega właśnie w strefie DFC, w której zidentyfikowano se
kwencje ETS, U3 snoRNA czy fibrylarynę [19, 39, 61, 74]. W świetle doniesień 
dotyczących rozmieszczenia etapów obróbki transkryptu pre-rRNA miarodajne wy
dają się te, które łączą ten proces z obecnością snoRNA i związanych z nimi 
białek, dla których udział w tym szlaku nie budzi wątpliwości. Puvion-Dutilleul 
i wsp. [74] analizowali rozmieszczenie U3 snoRNA i oddziałującego z nim białka 
-  fibrylaryny w komórkach HeLa oraz fibroblastach 3T3 myszy, wykorzystując 
technikę hybrydyzacji in situ (z sondą biotynylowanego U3 DNA) oraz metodę 
immunozłocenia (z przeciwciałami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko fi- 
brylarynie). Okazało się, że U3 snoRNA nagromadza się w rozległym stopniu w 
DFC i na pograniczu DFC/FC, wobec braku znakowania wewnątrz FC, oraz słabiej
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Rys. 6. Rodzaje snoRNA uczestniczące we wczesnej i późnej obróbce pre-rRNA kręgowców (a) m 
mysz, X -X e n o p u s  i drożdży (b). Strzałki wskazują miejsce cięcia prekursorowych transkryptów 

polimerazy RNA I oraz cząsteczki U snoRNA w nich zaangażowane (wg [61 ]; zmodyfikowany)

również w regionach odpowiadających składnikom granularnym (GC). Cytowani 
autorzy są zdania, że rozkład tego U RNA w obszarach DFC i GC jest zbliżony, 
po uwzględnieniu faktu, że w badanych przez nich komórkach powierzchnia GC 
jest średnio 9 razy większa niż DFC. Immunodetekcja fibrylaryny wskazuje na 
obecność tego polipeptydu zarówno w DFC, jak i GC, choć stosunek U3/fibrylaryna 
w tych obszarach jąderka jest różny [74].

Z wciąż nielicznych doniesień o ultrastrukturalnej organizacji przemian pre-rRNA 
szerszego omówienia wymagają ostatnie doświadczenia Bevena i wsp. [ 12] dotyczące 
tego procesu w komórkach korzeni grochu. Dysponując sondami dla sekwencji 
5 ’ETS i ITS1 pre-rRNA oraz U3, U l4 i 7 -2  MRP RNA, a także przeciwciałami 
przeciwko fibrylarynie i białku S S B 1 (polipeptyd asocjujący z drożdżowym snRIO, 
nieodzowny dla powstawania 18S rRNA) zastosowano do ich lokalizacji w sub- 
strukturach jąderka technikę FISH (ang. Fluorescence in situ Hybridization) i metodę 
immunofluorescencyjną. Uzyskane w toku takiego postępowania wyniki wskazują, 
że przemiany transkryptu pre-rRNA są w jąderku "przestrzennie" zorganizowane. 
Usuwanie odcinków odpowiadających 5 ’ETS przebiega w DFC, podczas gdy ITS1 
-  w otaczającej przestrzeni, odpowiadającej GC. Znaczna gęstość znakowania U3 
i U l4 snoRNA oraz obszary immunolokalizacji fibrylaryny i antygenu SSB1 po
krywają się z sygnałami dla 5 ’ETS, co pozwala przypuszczać, że elim inacja tegoż
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ETS z równoczesnym pojawieniem się dojrzałych cząsteczek 18S rRNA odbywa 
się w tym samym obszarze, tj. DFC. Odcinki 5’ETS, U14, fibrylaryna i polipeptyd 
SSB1 tworzą w obrębie DFC punktowe skupienia o średnicy 0 ,5-1,0 pm, podczas 
gdy U3 snoRNA ulega rozproszeniu w całej warstwie DFC. To rozproszenie U3 
niektórzy badacze wiążą z jego udziałem w różnych etapach obróbki pre-rRNA 
[35, 64] (por. rys. 6).

Zaprezentowane dane wydają się popierać ideę wywodzącą się z laboratorium 
Hadjiolova [30] z lat osiemdziesiątych, że wczesne reakcje przemian transkryptu 
polimerazy RNA I mają miejsce w warstwie DFC, zaś ich dojrzewanie w obszarze 
GC. Ostatnie eksperymenty grupy W achtlera [103] wiążą proces obróbki pre-rRNA 
z wysoce zorganizowaną strukturą szkieletu jąderkowego -  matriks jąderkową.

3.1. U3 snoRNA
Proces obróbki pre-rRNA z udziałem U3 snoRNA wydaje się być konserwatywny 

ewolucyjnie [6, 61, 62, 64, 68, 72, 79, 99]. Z dotychczasowych wyników badań 
przeprowadzonych wśród Archaebacteria, drożdży i kręgowców wnioskuje się, że 
U3 snoRNA jest nieodzowny do dokładnego usunięcia z pre-rRNA sekwencji 5’ETS 
[9, 35, 64, 72]. U Archaebacteria -  Sulfolobus acidocaldarius zidentyfikowano 
ostatnio [72] homolog eukariotycznego U3 o długości 159 nt, który zawiera wszystkie 
konserwatywne motywy strukturalne, tj. A, B, C, C ’ i D typowe dla tego RNA 
u kręgowców. Cząsteczki U3 RNA (ang. U3-like) tego mikroorganizmu kompleksują 
z białkiem o determinantach antygenowych podobnych do fibrylaryny. Z doniesień 
Pottera i wsp. [72] wynika, że 5’ETS bezpośrednio sąsiadujący z 16S rRNA S. 
acidocaldarius tworzy charakterystyczną strukturę koniczyny, eksponując miejsca 
cięć endonukleolitycznych opisywanych cyframi 1, 2 i 4 -  odpowiadających nu- 
kleotydom w pozycjach: -9 1 ,-3 1  i +1 w obszarze granicznym 16S rRNA. Okazało 
się, że z tymi istotnymi dla uwolnienia dojrzałej cząsteczki 16S rRNA oddziałuje 
U3 RNA angażując do tego celu nukleotydy w regionach: 12-32 i 69-85.

Obszerne badania wykorzystujące tworzenie wiązań krzyżowych po działaniu 
pochodnych psoralenu i światła UV (365 nm) ujawniły oddziaływania U3 snoRNA- 
5 ’ETS pierwotnych transkryptów rRNA zarówno u drożdży, jak i kręgowców [9, 
10, 35, 57]. W komórkach człowieka obejmują one region 5 ’ETS między 438-695 nt
[57], szczura -  767-1149 nt [87], zaś myszy -  669-1290 nt [35]. M iejsca interakcji 
snoRNA-pre-rRNA znajdują się w obrębie sekwencji blisko lub w pewnej odległości 
od tzw. pierwotnych miejsc obróbki, które zlokalizowano w komórkach ludzkich: 
w pozycji +414; szczura: +790; myszy: +650 5 ’ETS [21, 35, 87]. W nikliwa analiza 
struktury pierwszorzędowej 5’ETS oddziałujących z U3 snoRNA z zastosowaniem 
techniki wiązań krzyżowych, a także wydłużania starterów [21, 35, 57] pozwoliła 
odnotować znaczną homologię sekwencji (ok. 80%) odcinka około 200 nt po 3’ 
stronie pierwotnego miejsca obróbki pre-rRNA człowieka i myszy. Dzięki wy
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korzystaniu mutantów z delecją nukleotydów wokół pierwotnego miejsca obróbki 
transkryptu myszy (+650) poznano rolę otaczających je sekwencji [21]. Okazało 
się, że delecja regionu między 130. a 250. nt powyżej tego krytycznego miejsca 
przyczynia się do około 50% spadku syntetyzowanego rRNA, usunięcie odcinka 
do 109. nt znacznie redukuje jego syntezę, natomiast delecja odcinka do 91. nt 
praktycznie uniemożliwia proces obróbki pre-rRNA, a co się z tym wiąże -  blokuje 
powstawanie dojrzałych rRNA. W opinii Craiga i wsp. [21] obszar 40 nt po 3’ 
stronie pierwotnego miejsca obróbki 5 ’ETS warunkuje specyficzność procesu prze
mian transkryptu, zaś przyległa domena może ją  wzmocnić.

W ekstraktach komórek myszy L1210 zaobserwowano, że U3 snoRNA wiąże 
się również w odległości 362 nt od miejsca pierwotnego obróbki (+650 nt) 5’ETS. 
To oddziaływanie ze wspomnianą sekwencją pre-rRNA (1009-1016 nt) odbywa 
się przez odcinek U3 przylegający do motywu A ’ oraz częściowo w jego obrębie 
[95]. W przypadku komórek drożdży -  modelu chętnie wykorzystywanego do śle
dzenia obróbki pre-rRNA z uwagi na łatwość dokonywania w nich mutacji -  ustalono, 
że reakcje cięcia pierwotnego transkryptu polimerazy RNA I w miejscach Aq i Aj 
(por. rys. 1) wymagają obecności U3 snoRNA i prowadzą do pojawienia się dojrzałej 
cząsteczki 18S rRNA [9-11, 93]. Ten etap związany z precyzyjnym usunięciem 
5 ’ETS wymaga u drożdży również U l4 [46], snRIO i snR30 [61, 93, 100], a u 
kręgowców także U22 snoRNA [97].

In vivo wiązania krzyżowe indukowane psoralenem i UV między U3 snoRNA 
i 5’ETS pre-rRNA drożdży zlokalizowano przy +470 i +655 nt [9]. Obszar sąsiadujący 
z +470 5 ’ETS cechuje zdolność do komplementarnego parowania z U3 snoRNA 
w obszarze 39.^48. nt jego łańcucha. W tym miejscu należy podkreślić konser
watywny charakter sekwencji 5’ETS na granicy miejsca pierwotnej obróbki zarówno 
u drożdży, jak  i kręgowców, który zapewne ma znaczenie fizjologiczne poza faktem 
oddziaływania z U3 snoRNP. Z kolei region w drugim miejscu krytycznym dla 
obróbki 5 ’ETS, tj. +655 znajduje się w obrębie pętli struktury: pień-pętla, u podstawy 
której leżą miejsca cięć nukleolitycznych A0 i Aj [9 ,10 ,92 ,94]. Cząsteczka U3 snoR
NA w oddziaływaniach komplementarnych z 5’ETS wykorzystuje motyw struktu
ralny A i przylegające doń sekwencje 39^48 nt; w tym segmencie występuje głównie 
jako pojedynczy łańcuch. Delecja odcinka 23-nukleotydowego w okolicy +470 
5 ’ETS, uniemożliwiająca parowanie z U3 snoRNA, powoduje dramatyczny spadek 
syntezy 18S RNA bez wpływu na poziom 25S rRNA. Ograniczenie delecji 5’ETS 
do fragmentu 10-nukleotydowego, rozpoczynającego U3 snoRNA między 39-48 
nt, blokuje syntezę 18S rRNA [10]. W swoich ostatnich doniesieniach Beltrame 
i Tollervey [11] wykazali, że mutacje w obszarze 10-nukleotydowego segmentu 
5’ETS, szczególnie w jego części rdzeniowej sześciu nukleotydów (istotnej w two
rzeniu idealnego dupleksu z U3 snoRNA), blokują prawidłową obróbkę pre-rRNA. 
Uzyskanie mutantów drożdży, z kompensującą mutacją w U3 snoRNA, która za
pewnia ponownie komplementarność oddziaływania ze zmutowanym odcinkiem
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5 ’ETS przywraca prawidłową syntezę 18S rRNA. Takie rezultaty bezsprzecznie 
prowadzą do wniosku, że obróbka 5’ETS wymaga bezpośredniego parowania tego 
U snoRNA (i prawdopodobnie innych) z pre-rRNA. Komórki drożdży pozbawione 
możliwości komplementarnego oddziaływania U3 snoRNA-pre-rRNA tracą mo
żliwość syntezy i nagromadzania 18S rRNA; proces obróbki pre-rRNA jest ha
mowany w miejscach A0 -  w obrębie 5’ETS, A] -  przy końcu 18S rRNA oraz 
A 2 -  w odcinku ITS1 [10, 11]. Siedząc szlak obróbki pre-rRNA drożdży w oocytach 
X. laevis po usunięciu znacznej części cząsteczki U3 snoRNA od 5 ’końca za pomocą 
komplementarnych oligodeoksynukleotydów ( w obecności endogennej RNazy H) 
Savino i Gerbi [90] udowodnili, że ten U RNA warunkuje prawidłowe miejsce 
cięcia w obszarze granicznym ITS1 i 5,8S rRNA. Odcinki ITS1 i ITS2 pre-rRNA, 
chociaż reprezentują sekwencje o mniejszym stopniu konserwatywności aniżeli te, 
z których powstają dojrzałe cząsteczki rRNA, wydają się zawierać cA-aktywne 
elementy struktury istotne dla dojrzewania podjednostek rybosomalnych [10].

Rola U3 snoRNA w obróbce transkryptu polimerazy RNA I jest wciąż niejasna. 
Wielu badaczy przychyla się do jednej z pierwotnych koncepcji [57], że ten U 
snoRNA ułatwia przyjęcie specyficznej struktury drugorzędowej pierwotnemu trans- 
kryptowi, szczególnie jego odcinkowi 5 ’ETS. Sugeruje się również, że oddzia
ływ anie U3 snoR N A -pre-R N A  może chronić pre-rRNA przed niekorzystnym  
pofałdowaniem, które zakrywa miejsce obróbki związane z aktywnością nukleazową 
RNazy III. Ta interakcja może być wykorzystana w "organizowaniu" pre-rRNA 
w prerybosomalny kompleks, w którym dostępne są miejsca nukleolitycznego cięcia 
Aq dla RNazylll. Nie wyklucza się również, że enzym ten wiąże się bezpośrednio 
z U3 snoRNP in vivo i w tym kompleksie jest kierowany w to kluczowe miejsce 
cięcia [25]. Powyższe wyjaśnienia potencjalnej funkcji sprawowanej przez U3 snoR
NA w odniesieniu do reakcji towarzyszących przemianom pre-rRNA wskazują na 
jego strukturalny raczej, a nie katalityczny udział.

3.2. U 8 snoR N A

U8 kręgowców reprezentuje podklasę C/D snoRNA; składa się ze 136-140 nt 
i występuje w ilości pięciokrotnie niższej w porównaniu z U3, tj. około 4 x  104 
cząsteczek w komórce [5, 61]. W cząsteczce tego jąderkowego RNA wydzielonego 
z oocytów X. laevis stwierdzono po raz pierwszy interakcję motywów strukturalnych 
C i D z fibrylaryną in vivo [70]. Mutacje w obrębie odcinków C i D U8 snoRNA 
blokują wiązanie z fibrylaryną, lecz nie wpływają na jego stabilność. Zapewne 
inne, nieznane jeszcze białka(o) oddziałują z tym U snoRNA i utrzymują jego 
strukturę drugorzędową, co dodatkowo wzmaga obecność fibrylaryny. Z kolei mu
tacja przez podstawienie 5 ’ końcowej guanozyny -  adenozyną w U8 snoRNA unie
możliwia tworzenie struktury "czapeczki", nie okazując wpływu na jego akumulację 
w jądrach i jąderkach X. laevis, organizację cząstek U8 snoRNP i przebieg obróbki
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pre-rRNA [70,91 ]. W 5 ’końcowym obszarze tego U RNA występuje konserwatywna 
dom ena o długości 40 nt. Jej skład nukleotydowy wykazuje około 90% homologii 
między X. laevis i ssakami [70].

Zaangażowanie cząsteczek U8 snoRNA w obróbkę pre-rRNA wykazano w cie
kawie zaplanowanych doświadczeniach wykorzystujących oocyty X. laevis [61, 69, 
70]. Z komórek tych eliminowano U8 snoRNA przez iniekcję do ich wnętrza anty- 
sensownych oligodeoksynukleotydów w obecności RNazy H. Okazało się, że w 
oocytach po tym zabiegu obserwuje się zmianę składu intermediatów ("36S" i "32S") 
obróbki pre-rRNA, wykrywanych podczas elektroforezy w żelu agarozowym [69]. 
Ich analizy przy zastosowaniu techniki Northern i sond komplementarnych do ob
szarów odpowiadających ITS1, 5,8S rRNA, ITS2 i 3’ETS wskazują, że przy braku 
U8 snoRNA hamowane są cięcia endonukleolityczne w obszarach granicznych 5,8S 
i 28S rRNA. Szlak przemian prekursorowego transkryptu pre-rRNA wiodący do 
18S rRNA nie ulega zakłóceniu. Nie obserwuje się 5,8S i 28S rRNA, natomiast 
dochodzi do nagromadzenia formy prekursorowej -  40S pre-rRNA. Podobne za
kłócenia obróbki pre-rRNA występują po delecji konserwatywnej domeny w 5 ’ 
końcu cząsteczki U8 snoRNA, która zawiera odcinki komplementarne do pre-rRNA
0 długości do 6 nt oraz potencjalne miejsca interakcji z białkowymi składnikami 
"procesosomu" [69]. W obrębie odcinka zawartego między pozycją 31. a 47. tego 
snoRNA występuje 13-nukleotydowy segment komplementarny do obszaru pre- 
rRNA od +175. do +192. nt względem miejsca obróbki w pozycji T j, tj. przy 
końcu 3 ’ 28S rRNA. Jak dotąd, nie wykryto analogicznych odcinków anty sen
sownych w 3 ’ końcu pre-rRNA innych kręgowców [70]. Również przemiany pre- 
rRNA na pograniczu ITS 1-5,8S rRNA przebiegają z niewielką wydajnością po 
usunięciu U8 snoRNA, choć można oczekiwać, że uczestniczy w nich zapewne 
inny U snoRNA -  głównie U3. Cztery cięcia endonukleolityczne transkryptu po- 
limerazy RNA I w obecności U8 snoRNA zachodzą w określonej kolejności. P ier
w sze je s t z lokalizow ane w obrębie 3 ’ 28S rRNA , zaś kolejne w obręb ie 
5’ 28S rRNA oraz 3’ i 5 ’ 5,8S rRNA. Reakcje związane z przemianami prekur
sorowego transkryptu przy 3’ 28S rRNA i 5,8S rRNA zachodzą w sposób sko
ordynowany -  blok jednej z nich zatrzymuje przebieg następnej [61, 69, 70].

3.3 . U 14 snoR N A

U l4 snoRNA występuje u kręgowców w ilości około 2 x 104 kopii w komórce
1 należy do podklasy C/D [5, 27, 49, 85]. Jego długość waha się od 87 nt u ssaków 
do 125-128 nt u S. cerevisiae [2-4, 27, 61]. Różnice w długości drożdżowego 
U l4 snoRNA i odrębność sekwencji nukleotydów na 3 ’ i 5 ’ końcach łańcucha 
wynikają z jego potranskrypcyjnej obróbki z udziałem egzonukleaz [4]. W obrębie 
wszystkich poznanych dotąd cząsteczek U l4 snoRNA stwierdzono obecność na
stępujących konserwatywnych ewolucyjnie elementów: domen A i B, motywów
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strukturalnych C i D oraz struktury 5’- 3 ’ pnia (por. rys. 3) [2, 3, 27, 47, 61, 
81]. Domeny A i B występują jedynie w U l4 snoRNA i stanowią odcinki anty- 
sensowne do 18S rRNA o długości odpowiednio 13 i 14 nt [4, 47]. Odcinek kom 
plementarny (8 nt) do domeny A tego snoRNA opisano w 3 ’ końcu 18S rRNA
[47]. Miejsca interakcji obydwu domen U14 snoRNA z pre-rRNA leżą w bliskim 
sąsiedztwie w obrębie cząsteczki 18S rRNA [2, 47]. W części centralnej U l4 snoR
NA drożdży występuje domena Y zbudowana z pnia (6-8 pz) i pętli (12-19 nt) 
(por. rys. 3), opisana ponadto w roślinnych homologach, a nieobecna w U14 krę
gowców [4 ,47 ,78]. Podczas badań porównawczych ustalono dwa zespoły sekwencji 
zgodności dla domeny Y wśród 5 gatunków drożdży i 3 gatunków roślin, od
powiednio: CC—YGCCRGGCU i A M GA ACCY -AU, gdzie M = A lub C, Y -  
nukleotyd pirymidynowy, R -  nukleotyd purynowy [78]. Domena Y uczestniczy 
zapewne w oddziaływaniach z pre-rRNA lub białkami procesosomu, gdyż interakcje 
w obrębie samej cząsteczki U l4 snoRNA są niestabilne i zachodzą na odcinku
0 długości zaledwie 5 nt [4, 78, 81].

Jak dotąd, badania nad udziałem U14 snoRNA w procesie obróbki pre-rRNA 
prowadzono głównie u drożdży. Zahamowanie ekspresji genu kodującego U 14 snoR
NA powoduje spadek poziomu syntezy 18S rRNA [2, 47, 78]. M utacje punktowe
1 delecje w obrębie tego snoRNA pozwoliły określić funkcję domen A i B, motywów 
sekwencyjnych C i D oraz struktury 5 ’- 3 ’ pnia w obróbce pre-rRNA [2, 27, 33]. 
Proces ten jest hamowany wówczas, gdy podstawienia pojedynczych nukleotydów 
domeny A występują razem z mutacjami domeny B, które blokują ich interakcje 
z 18S rRNA. Zapewne funkcje obu domen w przemianach pre-rRNA są współ
zależne, zaś przywrócenie parowania w obrębie jednej z domen umożliwia przebieg 
obróbki prekursorowego transkryptu, jednak z mniejszą wydajnością [47]. Okazało 
się, że podstawienie nukleotydu guanylowego w pozycji 34. (domena A) adeny- 
lowym blokuje dojrzewanie 18S rRNA. Natomiast mutacja kompensująca przez 
podstawienie nukleotydu guanylowego -  urydylowym w obrębie 18S rRNA, tj. 
mutacja, która przywraca parowanie nukleotydów, umożliwia prawidłową obróbkę 
transkryptu polimerazy RNA I. Z kolei mutacje motywów strukturalnych C i D 
w obrębie dinukleotydu GA oraz utrata struktury 5 ’- 3 ’ pnia blokują interakcje 
ze składnikiem białkowym, który stabilizuje U14 snoRNA i umożliwia jego we- 
wnątrzjądrową akumulację [33, 47, 91]. Na podkreślenie zasługują obserwacje, 
że wydłużanie struktury 5 ’- 3 ’ pnia zwiększa stabilność U l4 snoRNA, nawet zmu
towanych w obrębie motywów C i D [33].

Białkiem, które asocjuje z wymienionymi elementami tego snoRNA, może być 
fibrylaryna, jednak jej wiązanie z motywami strukturalnymi C i D wydaje się prze
biegać odmiennie, niż to ma miejsce w przypadku U3. W tym ostatnim interakcja 
z białkiem jest hamowana przez mutacje domeny C w regionie innym niż nukleotydy 
GA i nie zachodzi nawet w obrębie niezmutowanego motywu D [4, 33, 81].

http://rcin.org.pl



NISKOCZĄSTECZKOW E JĄDERKOW E RNA. 251

W toku badań nad hybrydami mysiego i drożdżowego U l4 snoRNA zaobser
wowano, że dla zachowania ich funkcji w obróbce pre-rRNA S. cerevisiae wymagane 
są nie tylko domena A i motyw strukturalny C, zlokalizowane w 5’ segmencie 
(1-42 nt) oraz domena B i motyw D w 3’ końcu cząsteczki (101-126 nt), ale 
również słabiej zakonserwowany region centralny, który zawiera domenę Y [46, 
47].

3.4. U22 snoRNA
Informacja genetyczna dla U22 snoRNA ssaków występuje w intronie genu UHG 

(ang. U22 Host Gene). Ten RNA ulega poliadenylacji, lecz nie uczestniczy w bio
syntezie białka. Najdłuższy ekson w genie UHG koduje łańcuch o długości 52 
i 42 aminokwasów odpowiednio u człowieka i myszy [97, 98]. Udział U22 snoRNA 
w obróbce pre-rRNA analizowano w oocytach X. laevis. Przemiany pre-rRNA w 
obrębie 5 ’ETS zachodzą w tych komórkach później niż w somatycznych. Eliminacja 
U22 snoRNA za pomocą oligodeoksynukleotydów komplementarnych do sekwencji 
zawartych między 37.-53. oraz 53.-67. nt i następcze trawienie dupleksów RNA- 
DNA za pomocą RNazy H powoduje zmiany poziomu intermediatów obróbki pre- 
rRNA. W takich warunkach hamowana jest przemiana pre-rRNA w obrębie 3’ 
i 5 ’ zakończeń łańcucha 18S rRNA. W cytoplazmie oocytów nie wykrywa się 
dojrzałej formy 18S rRNA, zaś w jądrze komórkowym obserwuje się nagromadzenie 
prekursorowej formy 20S pre-rRNA. Efektem wtórnym wykluczenia tego U snoR
NA jest spadek poziomu 36S pre-rRNA oraz powstających z niego 28S rRNA 
i 5,8S rRNA. Nie obserwuje się natomiast zakłóceń przemiany w obrębie 5’ETS 
[22, 97] (por. rys. 6).

3.5. 7-2 RNA
Unikatowy 7-2 RNA występuje jako składnik RNazy MRP, która wykazuje 

aktywność w dwóch przedziałach subkomórkowych, tj. w mitochondriach oraz w 
jąderkach (obszary GC i wakuole) [34, 37, 106]. M itochondrialny enzym uczestniczy 
w usuwaniu starterowego RNA podczas replikacji mDNA [37, 53, 77]. Aktywność 
endonukleolityczna jąderkowej RNazy MRP wymaga obecności zarówno RNA, 
jak i białek, wśród których zidentyfikowano: PO PI, POP2, SNM1, RRP5 oraz 
antygen Th-40 [53, 54, 61, 62, 77, 80, 93]. Długość łańcucha 7 -2  RNA wchodzącego 
w skład kompleksu rybonukleoproteinowego waha się od 260 do 340 nt w świecie 
roślin i zwierząt [61]. Część centralną cząsteczki stanowi konserwatywna ewolucyjnie 
struktura w kształcie klatki (ang. cage-shape), zaś fragmenty zawarte między 7 2 -  
78. nt i 244.-249. nt formują pseudo-węzeł (ang. pseudo-knot) [43].

Antygen Th-40 wiąże się bezpośrednio z 7 -2  MRP RNA tego wyjątkowego 
enzymu. M etodą tworzenia wiązań krzyżowych pod wpływem psoralenu i światła 
UV stwierdzono, że w oddziaływaniu z tym białkiem zaangażowany jest segment
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7 -2  RNA zawarty między 15. a 86. nt, który tworzy w tym regionie charakterystyczną 
strukturę pień-pętla [77]. Należy podkreślić, że między 66. a 76. nt opisywanego 
RNA znajduje się jedyny konserwatywny motyw sekwencyjny, który jest obecny 
również w RNA RNazy P.

Modelowe doświadczenia prowadzone in vitro oraz w komórkach drożdży S.ce
revisiae wskazują na udział RNazyMRP w powstawaniu dojrzałej formy 5,8S rRNA 
[17, 53, 80, 93]. U drożdży tych występują dwie formy 5,8S, tj. S i L; ta druga 
jest dłuższa o 7 -8  nt [53, 61]. Wydaje się, że RNaza MRP może stanowić zmienioną 
w toku ewolucji formę RNazy P, wyspecjalizowaną w tworzeniu 5,8S rRNA [43, 
77, 93]. U Archaebacteria , Eubacteria i Eukaryota RNaza P uczestniczy głównie 
w obróbce 5 ’ końca pre-tRNA (cyt. wg [77]). U Prokaryota geny t-RNA znajdują 
się między sekwencjami kodującymi 16S i 23S rRNA. Wiadomo z kolei, że u E u
karyota w analogicznym regionie rDNA znajduje się informacja dla 5,8S rRNA 
[43, 77].

4. UWAGI KOŃCOWE

Dynamiczny postęp badań nad podklasąniskocząsteczkowych jąderkowych RNA 
doprowadził do wykrycia, obok snoRNA kodowanych przez niezależne macierzyste 
geny, tzw. antysensownych snoRNA, dla których informacja genetyczna tkwi w 
intronach genów białek, które związane są z aktywnością jąderek czy biogenezą 
rybosomów. Zagadnienie koordynacji ekspresji genów, które wykorzystują infor
mację ich eksonów i intronów jest poznane zaledwie w zarysach i wymaga wnikliwych 
badań. M ożna oczekiwać, że lista nowych rodzajów antysensownych snoRNA nie 
została jeszcze zamknięta. Jedną z pełnionych przez te unikatowe RNA funkcji 
wiąże się z "wyznaczaniem" miejsc metylacji w transkryptach polimerazy RNA I. 
Istnieje duże prawdopodobieństwo, że poszczególne antysensowne snoRNA kierują 
"naznaczaniem" jednego tylko miejsca ich metylacji (a w rRNA kręgowców jest 
ponad 100 takich miejsc). Prawdziwą zagadką jest również pochodzenie genetyczne 
U snoRNA kodowanych w intronach genów białek. Zidentyfikowane dotychczas 
antysensowne snoRNA występują u kręgowców, podczas gdy snoRNA drożdży 
reprezentują cząsteczki głównie kodowane przez niezależne geny. Stąd rodzi się 
pytanie, czy drożdże pozostały w tyle w nabywaniu zbliżonej organizacji genów 
transkrybowanych przez polimerazę RNA II jak u kręgowców, czy reprezentują 
pierwsze organizmy, które wykształciły niezależne geny dla kodowania własnych 
snoRNA?

Na zakończenie należy podkreślić, że wszystkie snoRNA funkcjonują w ko
mórkach wyłącznie w połączeniu z odpowiednimi białkami -  w postaci kompleksów 
snoRNP. Właściwości i funkcje białek zdolnych do interakcji z jąderkowymi RNA 
przekraczają ramy niniejszego artykułu i wymagają oddzielnego opracowania.
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KOM ÓRKI GRZEBIENIA NERW OW EGO
I. POW STAW ANIE I M IGRACJA

N E U R A L  C R E ST  C E L L S I. D E V E L O P M E N T  A N D  M IG R A T IO N

Zofia Bielańska-Osuchowska

Zakład Histologii i Embriologii. Wydziału Weterynaryjnego 
Szkoły Głównej Gospodarstwa Wiejskiego, W arszawa

Streszczenie: W artykule przedstawiono powstawanie, migrację oraz różnicowanie się komórek grzebie
nia nerwowego. Grzebień nerwowy jest przejściową strukturą w rozwoju zarodków kręgowców. Powsta
je  z grzbietowej części cewy nerwowej. Komórki grzebienia nerwowego migrują określonymi szlakami 
do różnych okolic ciała zarodka i różnicują się w wiele różnorodnych typów komórek włącznie z 
neuronami, komórkami glejowymi, komórkami tkanki łącznej, melanocytami. W części I om ówiono 
waściwości poszczególnych szlaków migracji oraz rolę ECM w migracji komórek grzebienia nerwowe
go.

Słowa kluczowe: rozwój zarodkowy, grzebień nerwowy, migracja

Summary: The paper reviews the life story o f neural crest. The neural crest is a transient embryonic 
structure, that in vertebrates originates from dorsal region o f the neural tube. Neural crest cells migrate 
from the neural tube along the particular pathways to different locations in embryo and differentiate into 
a variety o f specific cell types including neurons, glial cells, connective tissue cells and melanocytes. In 
part I the feature o f particular migration pathways and the role o f ECM in migration o f neural crest cells 
are disscussed.

Key words: embryonic development, neural crest, migration

Wykaz stosowanych skrótów: DIL (1,1 -dioctadecyl 3,3,3 ’,3 ’tetramethyl indocarbocyanineperichlorate) 
-  barwnik przyżyciow y; ECM  (extracellularmatrix) -  podstaw ow a substancja m iędzykom órkow a; FG F  
(fibroblast growth factor) -  fibroblastyczny czynnik wzrostu; FN -  fibronektyna G N -  grzebień  
nerw ow y; HA (hyaluronic acid) -  kw as hialuronowy; HNK-1 (human natural killer -1) -  antygen  
pow ierzchn iow y na subpopulacji ludzkich lim focytów  NK, w ykryw any przeciw ciałem  Leu-7; KGN -  
komórki grzebienia nerw ow ego; N-CAM  (neural cell adhesion molecule) -  cząsteczka adhezyjna 
komórki nerw ow ej; PK-C -  kinaza b iałkow a C; r -  rombomer; TG F (transforming growth factor) -  
transformujący czynnik w zrostow y
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1. WSTĘP

W każdym podręczniku embriologii wspomniane są grzebienie nerwowe i mniej 
lub bardziej szczegółowo wymienione są komórki z nich się wywodzące [5, 51]. 
Grzebień nerwowy jest strukturą przejściową występującą na początku gastrulacji 
u zarodków kręgowców. Z komórek grzebieni nerwowych -  KGN wywodzi się 
następnie wiele rodzajów komórek zarówno nerwowych, glejowych, tkanki łącznej, 
szkieletowych, endokrynowych, jak i barwnikowych. W ostatnich kilku latach 
komórki pochodzące z grzebienia nerwowego wzbudzają coraz większe zaintere
sowanie, czego dowodem jest pojawienie się wielu prac na ich temat. Są one do
godnym modelem do badań nad różnicowaniem się komórek, ponieważ początkowo 
multipotencjalne komórki różnicują się w wielu kierunkach zarówno pod wpływem 
środowiska, jak i różnych czynników biologicznie aktywnych, mają też zdolność 
migracji na duże odległości. Są one łatwe do odróżnienia od innych komórek zarodka 
dzięki obecności na nich markera, jakim jest epitop HNK-1 [12, 23, 57 ii]. Szereg 
wad rozwojowych i nowotworów ma związek z nieprawidłowym rozwojem KGN.

Badania nad KGN są prowadzone głównie na zarodkach ptaków i ssaków, 
ostatnio także wiele prac dotyczy rozwoju i różnicowania się tych komórek u płazów 
i ryb. Do badań tych stosowane są różne metody, takie jak: znakowanie poszcze
gólnych komórek in vivo, hodowla całych zarodków lub ich części, izolowanych 
komórek in vitro i inne obecnie dostępne. Ograniczę się do omówienia wyników 
badań nad KGN ptaków i ssaków.

2. ROZWÓJ GRZEBIENA NERWOWEGO

Na początku neurulacji u zarodków kręgowców w czasie zamykania się cewy 
nerwowej fałdy nerwowe oddzielają się od ektodermy naskórkowej i zrastają się 
ze sobą [5, 8, 51] (rys. 1). W fałdach nerwowych komórki są ściśle ułożone, tworząc 
nabłonek nie odróżniający się morfologicznie od pozostałej neuroektodermy, mają 
one jednak zdolność migracji. Komórki te wysuwają się ze ściany cewy nerwowej, 
tworząc wzdłuż linii fuzji fałdów nerwowych pasmo równoległe do jej długiej 
osi -  grzebień nerwowy (crista neuralis) -  GN (rys. ID). GN tworzy się wzdłuż 
całej cewy nerwowej, z wyjątkiem jej przedniego końca przyszłego zawiązka kre- 
somózgowia, w takiej kolejności, jak sukcesywnie się ona zamyka. Niedługo po 
tym komórki grzebienia nerwowego -  KGN zaczynają rozchodzić się symetrycznie 
po obu bokach cewy nerwowej (rys. 1E) [20 i inni].
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3. MIGRACJA KOMÓREK GRZEBIENIA NERWOWEGO

3.1. Kierunki migracji komórek grzebieni nerwowych
Przebieg migracji KGN najlepiej został poznany u zarodków kury i przepiórki 

japońskiej, dzięki przeprowadzonym przeszczepom poszczególnych odcinków cewy 
nerwowej w ektotopowe miejsca [29,ii] oraz dzięki znaczeniu pojedynczych komórek 
barwnikami przyżyciowymi, takimi jak np. Dii, czy wyznacznikami genetycznymi 
[7, 52 ii],

KGN migrują ze wszystkich odcinków cewy nerwowej, charakter tej migracji 
zależy od odcinka cewy, od miejsca ostatecznego osiedlenia się i zakresu zróż
nicowania tych komórek. W zdłuż osi czaszkowo-ogonowej zarodka wyodrębnia 
się kilka różnych populacji KGN. Są to: czaszkowe migrujące z pęcherzyków móz
gowych, wagalne migrujące z odcinka cewy nerwowej zawartego między 1 a 7 
somitem (obejmującego ostatnie rombomery z okolic przyszłego nerwu błędnego 
i rdzeń przedłużony) [1, 29] oraz tułowiowe migrujące z pozostałej części cewy 
nerwowej (rys. 2). Większość KGN przesuwa się po obu stronach cewy nerwowej 
tak zwanym szlakiem brzusznym, część natomiast wsuwa się pod ektodermę na
skórkową na szlak boczny.

KGN pochodzące z tyłomózgowia i rdzenia kręgowego migrują w formie seg- 
mentalnych pasm, zwanych segmentami grzebienia, podczas gdy z przodomózgowia 
i z śródmózgowia migrują jako warstwa. W obrębie tułowiowej części cewy nerwowej 
obecność somitów narzuca segmentalną migrację KGN. Na migrację i rozwój cza
szkowych KGN wpływa ukształtowanie pęcherzyków mózgowych. Pierwsze dwa, 
przodomózgowie i międzymózgowie, nie wykazują segmentacji, natomiast w ty- 
łomózgowiu wyróżnia się przejściowo serię powtarzających się segmentów -  rom- 
bomerów -  r w liczbie 7 u ssaków i 8 u ptaków (rl do r8). Granice między 
nimi są widoczne jako płytkie wgłębienia i charakteryzują się mniejszą gęstością 
komórek. Komórki z sąsiednich rombomerów nie mieszają się ze sobą, każdy stanowi 
odrębny przedział, dający początek określonej linii komórek. W późniejszym rozwoju 
zarodka w tyomózgowiu wtórnym segmentacja ta zostaje zatarta, odbija się w jedynie 
w rozmieszczeniu zwojów czuciowych nerwów czaszkowych, które powstają w 
co drugim rombomerze (rys. 3) [31, 32, ii].

Czaszkowe KGN różnicują się w zwoje czuciowe nerwów czaszkowych oraz 
zasiedlają łuki skrzelowe i przekształcają się w komórki mezoektodermalne, sta
nowiące specyficzną tkankę mezenchymatyczną. Daje ona początek tkance łącznej 
i jej pochodnym oraz miocytom gładkim w obrębie głowy [tab. I] [5, 51].

M igracja KGN z pęcherzyków mózgowych rozpoczyna się w rejonie śródmóz
gowia, a następnie z tylnej części przodomózgowia i tyłomózgowia [18]. Pierwsze 
KGN ze śródmózgowia wędrują pod ektodermą ponad przodomózgowiem ku przo
dowi ptaków, a bocznie u myszy i zasiedlają I łuk skrzelowy. Następnie dołączają
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do nich KGN powstające na 
tylnej części przodom ózgo- 
wia (późniejsze międzymóz- 
gowie -  rys.3). W drugiej fali 
migracji KGN ze śródmózgo- 
wia przesuwają się po szypule 
ocznej. Część z nich tworzy 
zwój rzęskowy, część wsuwa 
się pom iędzy brzeg  kubka 
ocznego i soczew kę, gdzie 
tworzą one nabłonek wewnę
trzny i macierz rogówki oka 
[18].

W obrębie tyłomózgowia 
KGN przesuwające się bezpo
średnio po ścianie cewy ner
wowej dają początek zwojom 
czuciowym nerwów czaszko
wych, pozostałe KGN zasied
lają łuki skrzelowe (tab. 1). 
KGN wysuwają się oddzielnie 
z każdego rom bom eru, ale 
szybko łączą się w trzy od
dzielne strumienie. Początko
wo sądzono, że r3 i r5 nie 
wytwarzają KGN [49, 55]. Po 
przeprow adzeniu  badań ze 
znakowaniem przyżyciowym 
pojedynczych komórek w ty- 
łomózgowiu, wykazano jed 
nak powstawanie KGN em i
grujących bardzo wcześnie z 
r3 i r5. Przesuwają się one ku 
przodowi i ku tyłowi dołącza
jąc do KGN migrujących z są
siednich rombomerów [7, 54] 
(rys. 4). Ponadto z r3 migruje

Rys. 1. Schemat rozwoju grzebienia ner
wowego u zarodków kręgowców: a - e  

kolejne stadia
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przedm ózgowie

śródmózgowie KGN czaszkowe

tyłomózgowie

somity KGN wagalne

rdzeń kręgowy

grzebień nerwowy KGN tułow iowe

pączek ogonowy

Rys. 2. Podział grzebienia nerwowego na odcinki wzdłuż osi czaszkowo-ogonowej zarodka

znacznie mniej komórek niż z pozostałych rombomerów, gdyż ulegają one częściowo 
apoptozie [40, 55].

KGN z r l ,  r2 i przedniej części r3 przesuwają się pierwszym strumieniem do 
I łuków skrzelowych oraz uczestniczą w formowaniu zwojów czuciowych nerwów 
trójdzielnych [V], KGN z tylnej części r3 i następnego rombomeru r 4 i przedniej 
części r5 wchodzą do drugiego strumienia i zasiedlają II łuki oraz tworzą zwoje 
czuciowe nerwów twarzowych [VII]. Trzeci strumień wywodzi się z rombomerów 
leżących do tyłu od pęcherzyka usznego [z tylnej części r5 i r6-r8]. Te KGN 
zasiedlają III i IV łuki skrzelowe oraz dają początek zwojom czuciowym nerwów 
językowo-gardłowych (IX) i nerwów błędnych (X) (rys. 4). Na poziomie pęcherzyka
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przodomózgowie

śródmózgowie

grzebień nerwowy

tytomózgowie

pęcherzyk uszny

somit

| - - ->| KGN pochodzące z tylnej części przodomózgowia 

KGN pochodzące ze śródmózgowia 

KGN pochodzące z tyłomózgowia 

Rys. 3. Schem at migracji komórek z grzebienia nerw ow ego z rejonu pęcherzyków  m ózgow ych  u zarodka
ptaka

usznego KGN, przesuwające się w kierunku bocznym, płyną dwoma strumieniami 
przednim i tylnim rozdzielonymi przez pęcherzyk uszny, który wyraźnie hamuje 
ich ruch [7, 18, 47, 55].

Königes i Lumsden [26 ] na podstawie wszczepiania odpowiednich KGN prze
piórki w miejsce poszczególnych rombomerów zarodka przedstawili szczegółową 
mapę ostatecznej lokalizacji i zróżnicowania pochodnych KGN. W ykazali, że w 
budowie poszczególnych elementów trzewioczaszki biorą udział pochodne zarówno 
I, jak i II łuków skrzelowych. Kolejność ich ułożenia jest taka jak macierzystych 
rombomerów; pochodne rombomerów przednich są zlokalizowane w wysuniętych 
ku przodowi częściach poszczególnych kości. Populacje KGN z każdego rombomeru 
są spójne przez cały okres ontogenezy i zasiedlają określony obszar. M iędzy tymi 
obszarami nie ma jednak granic morfologicznych.

W agalne KGN najliczniej emigrują z cewy nerwowej na poziomie 3 -6  somitu. 
Część KGN z poziomu 1-4 somitu daje początek zwojom czuciowym nerwów 
błędnych X (stąd nazwa tego odcinka GN), inne z poziomu 1-5 somitu tworzą 
zwój szyjny górny [16]. Większość wagalnych KGN przemieszcza się jednak na 
znacznie dłuższe odległości. Zasiedlają one najpierw tylne łuki skrzelowe, gdzie 
część ich pozostaje dając ektomezodermę. Pozostałe migrują dalej, wnikają do me-

pęcherzyk oczny

luki skrzelowe
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zwojt
n

cza:

owe

Rys. 4. Schemat podziau przedniej części tyłom ózgowia na 
rombomery i kierunki migracji komórek grzebienia nerwowego 

do łuków skrzelowych (strzałki)

zodermy jelita zarodkowego 
rozpoczynając od okolic gard
ła i przesuwając się aż do re
jonu przyszłego je lita  pro
stego. [17]. Tworzą one sploty 
nerwowe jelitowe. W edług 
Le Douarin i Theillet [29] i 
niektórych autorów [16] koń
cowa część jelita zarodkowe
go p taków  zasied lan a  jes t 
p rzez  KGN p ochodzące z 
lędźw iow o-krzyżow ego od
cinka cewy nerwowej. Teza ta 
nie znalazła u innych potwier
dzenia, chociaż nie m ożna 
wykluczyć, że komórki glejo
we tow arzyszące neuronom 
splotów jelitow ych pocho
dzą z tułowiowych KGN [1].
Część KGN z rejonu cewy 
nerwowej między pęcherzy
kiem usznym a 4 somitem (1-3 somity) migruje przez III, IV i V łuki skrzelowe 
w kierunku serca. Uczestniczą w tworzeniu przegrody aortalno-płucnej i spiralnej 
w pniu tętniczym i stożku tętniczym serca, błony środkowej dużych naczyń serca, 
zwojów parasympatycznych serca (tab. 1) [23, 24, 33, 58].

U zarodków ssaków KGN z odcinka wagalnego wnikają także do ciała poza- 
skrzelowego i dają początek komórkom C (parafolikulamym) tarczycy oraz nie
którym komórkom zrębu grasicy [53].

W części tułowiowej bardzo wyraźna jest migracja segmentalna KGN, odpo
wiadająca rozmieszczeniu somitów. U ptaków w każdym segmencie począwszy 
od wysokości 6 somitu ku tyłowi do 28 somitu wyraźne jest rozgraniczenie między 
szlakiem brzusznym a bocznym (rys. 5). KGN wędrujące brzusznie rozdzielają 
się na dwa strumienie. Jeden stosunkowo krótki przesuwa się między przednią 
częścią somitu a cewą nerwową, daje początek zwojom czuciowym tylnych ko
rzonków nerwowych. Drugi wchodzi w przestrzenie między sąsiednimi somitami 
i wytwarza łańcuch zwojów sympatycznych pnia współczulnego, splot nerwowy 
aorty grzbietowej i komórki chromafinowe (tab. 1). Komórki chromafinowe po
chodzące KGN z odcinka między 18 a 28 somitem tworzą rdzeń nadnercza. [13, 
18, 29 i inni], KGN wędrujące bocznie pod ektodermą naskórkową ponad somitami 
rozpraszają się w mezenchymie skóry właściwej oraz w naskórku i stają się ko-
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Tabela I. Zestawienie najważniejszych komórek i tkanek pochodzących z grzebienia nerwowego
u ptaków i ssaków

K O M Ó RK I I TK ANK I PO C H O DN E G RZEBIENIA N ER W O W EG O
SZLAK BRZUSZNY  
rejon czaszkowy
neurony i komórki glejowe zwojów czuciowych nerwów czaszkowych V, VII, IX, X 
mezoektoderma głowy -  pochodne mezenchymalne łuków skrzelowych: 

chrząstki i kości czaszki [większość] 
tkanka łączna głowy
mięśnie gładkie głowy i gruczołów głowy
tkanka łączna pochodnych kieszonek skrzelowych (np. grasicy i przytarczyc) 
tkanka łączna i mięśniowa ściany łuków aorty 
opony m ózgowe przodomózgowia 
brodawki zębowe i odontoblasty 

tkanka łączna oczodołu 
mięśnie rzęskowy i zwieracz źrenicy 
substancja właściwa i nabłonek tylny rogówki

rejon wagalny
neurony i komórki glejowe splotów nerwowych jelitowych 
komórki ciałek przyzwojowych szyjnych 
komórki kalcitoninowe tarczycy
komórki tkanki łącznej przegrody aortalno-płucnej i spiralnej opuszki serca

rejon tułowiowy
układ nerwowy obwodowy:

neurony i komórki glejowe zwojów sympatycznych 
neurony i komórki glejowe zwojów parasympatycznych 
lemocyty (komórki Schwanna) nerwów obwodowych 

komórki rdzenia nadnercza 
komórki ciałek przyzwojowych

SZL A K  BO CZNY
melanocyty

morkami barwnikowymi -  melanocytami (tab. 1). M igracja boczna zaczyna się 
u zarodków ptaków 24 godziny później niż brzuszna [19].

Różnice między powstawaniem i migracją KGN u zarodków ptaków i u zarodków 
myszy są niewielkie. Dotyczą one czasu rozpoczęcia migracji z odcinków cza
szkowych cewy nerwowej, nie dotyczą szlaków migracji, docelowego osiedlania 
się KGN i ich ostatecznego zróżnicowania [18, 22, 37, 46].

3.2. Mechanizm migracji komórek grzebienia nerwowego
KGN mają zdolność aktywnego ruchu in vivo oraz in vitro. W edług niektórych 

autorów [20, 34], aby migracja KGN mogła się odbywać muszą być spełnione 
następujące warunki:
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A B

cewa nerwowa

Rys. 5. Schemat migracji komórek z tułowiowego grzebienia nerwowego: A (lewa strona rysunku) -  
wczesne stadium migracji, B (prawa strona rysunku) -  późne stadium migracji

1/ zanik przylegania między komórkami,
2/ oddzielenie się komórek od nabłonka,
3/ wewnętrzna kompetencja komórek do lokomocji i aktywacja ruchu,
4/ dostępność odpowiedniej przestrzeni i
5/ odpowiedni substrat dla migracji.
Inne czynniki (presja populacji, haptotaxis ii) oraz specyficzność szlaków od

grywają również rolę w kierowaniu migracją KGN.

3.2.1 Zanik przylegania

Jak wyżej zaznaczono, prekursory KGN w obrębie fałdów nerwowych tworzą 
zwarty nabłonek nie różniący się od reszty cewy nerwowej. Rozpoczęcie migracji 
KGN z neuroektodermy poprzedzone jest rozluźnieniem się ich układu. Jest to 
związane z utratą połączeń międzykomórkowych i adhezywności komórek. Na ko
mórkach grzbietowej części zamykającej się cewy nerwowej występuje kadheryna 
CAM. Zanika ona stopniowo z presumptywnych KGN równocześnie z zanikiem 
połączeń międzykomórkowych, pozostając tylko w miejscu styku wypustek komórek. 
W pierwszej kolejności zanika N-CAM zależne od Ca++, w drugiej N-CAM nie
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zależne od Ca++ [13, 38, 46]. Presumptywne KGN in vitro wykazują niewielką 
adhezywność do substratu [38].

Rozluźnienie układu komórek w grzbietowej części cewy nerwowej jest spo
wodowane także wydzielaniem przez presumptywne KGN kwasu hyaluronowego 
(o czym niżej) [19].

3.2.2. Aktywne ruchy komórek grzebienia nerwowego

Utrata adhezywności i rozluźnienie presumptywnych KGN wiąże się ze zmianą 
ich formy z nabłonkowatej na mezenchymalną, pozwalającą na aktywne ruchy. 
Pierwszym objawem jest ich zaokrąglanie się oraz powiększanie się przestrzeni 
międzykomórkowych między nimi. Migrujące KGN mają już wyciągnięte w kierunku 
ruchu liczne filopodia i lamelipodia, które przyczepiają do podłoża [18, 38]. Przy
czepność wypustek w dużej mierze zależy od charakteru substratu.

Zdolność aktywnego ruchu KGN nie jest zależna od ich lokalizacji w zarodku. 
Przy rozpoczęciu migracji mogą przesunąć się z jednej na drugą stronę cewy nerwowej 
[14]. Jeżeli zarodkowi kury wszczepi się cewę nerwową odwróconą częścią grzbie
tową ku dołowi, migracja KGN nie zostaje zaburzona. KGN wszczepione do pączka 
odnóża zarodka kury przemieszczają się aktywnie w mesenchymie i docierają do 
ektodermy oraz do innych części zarodka [18]. KGN migrują również z cewek 
nerwowych hodowanych in vitro w różnych warunkach eksperymentalnych [13, 
18 i inni],

KGN rozpoczynają migrację, gdy latentna zdolność ruchu zostaje w nich akty
wowana [20]. Bodźcami mogą być czynniki wzrostowe. Newgreen i M inichiello 
[38] uważają, że decyzja o migracji KGN zachodzi wcześnie, na parę godzin przed 
jej rozpoczęciem i powstaje pod wpływem cząsteczki z rodziny TGF. M igracja 
KGN in vitro jest przyspieszana przez egzogenne TGF-J31 i TGF-J32 [15]. Stwier
dzono także, że grzbietowa część cewy nerwowej wydziela białko dorsalinę-1, na
leżące do rodziny TGF-|3, które in vitro powoduje emigrację komórek z cewy 
nerwowej (nawet z jej rejonu brzusznego, gdzie ona normalnie nie zachodzi) [8]. 
W pływ TGF-[3 na KGN oraz utrata przez nie N-CAM powodują zmiany w ich 
cytoszkielecie. Uwolniona zostaje a k ty n a -F  związana z zanikającymi połączeniami 
międzykomórkowymi i przesunięta do sieci kortikalnej, co ułatwia wysuwanie wy
pustek, rozpłaszczanie się i migrację komórek [38]. Rozpoczęcie migracji i zmian 
w charakterze powierzchniowym komórki można w warunkach eksperymentalnych 
rozdzielić w czasie, chociaż in vivo są one skoordynowane [38].

W czasie rozwoju zarodka KGN są także przemieszczane biernie przez zako
twiczenie w przylegającej tkance, która ulega rozpraszaniu jak sklerotom lub wzro
stowi różnicującemu, tj przez rozrastanie się i zmianę kształtu i położenia innych 
narządów [18].
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3.2.3. Przestrzeń dostępna do migracji komórek grzebienia nerwowego

KGN przemieszczają się w zarodku w przestrzeniach zawierających nieliczne 
komórki lub całkowicie są ich pozbawionych, a wypełnionych substancją między
komórkową. Przestrzenie te są ograniczone barierą nie pozwalającą KGN na zbo
czenie ze szlaku. KGN przesuwają się in vivo w szparach mających co najmniej 
2 pm szerokości, in vitro przechodzą przez filtry o porach średnicy nieco prze
kraczającej 1 pm  [36].

Rozpoczęcie migracji KGN z cewy nerwowej jest poprzedzone wytworzeniem 
się między cewą nerwową a ektodermą naskórkową przestrzeni wolnej od komórek 
a wypełnionej substancją międzykomórkową [36]. Przestrzeń ta jest ograniczona 
błoną podstawną ektodermy naskórkowej, która stanowi barierę dla migracji ko
mórek. U zarodków ptaków błona podstawna na grzbietowej części cewy nerwowej 
zostaje przerwana na kilka godzin przed rozpoczęciem migracji KGN. U zarodków 
myszy nie obserwowano błony podstawnej nad presumptywnymi KGN, pojawia 
się ona na bocznych i brzusznej powierzchni cewy nerwowej dopiero w czasie 
migracji KGN [18, 34].

W dalszej migracji KGN wykorzystują przestrzenie między narządami pierwot
nymi, a następnie mezenchymę z luźno ułożonymi komórkami. Kierunek i kolejność 
migracji KGN zależy w pewnej mierze od szerokości przestrzeni dostępnej tym 
komórkom. W rejonie głowy KGN w znacznie większej liczbie rozprzestrzeniają 
się między ektodermą naskórkową a skąpą w tym rejonie zarodka mezodermą niż 
brzusznie po ścianie cewy nerwowej. KGN w rejonie tułowia wykorzystują najpierw 
szparę, jaka znajduje się między somitami, a dopiero później przestrzeń między 
somitem a cewą nerwową. Następnie przestają migrować między sklerotomem a 
cewą nerwową, na skutek zablokowania wolnej przestrzeni przez rozpraszające 
się komórki sklerotomu. [37]

Barierę dla migracji, zwłaszcza późniejszej, stanowią narządy, obok których KGN 
się przesuwają. Przykładem może być szypuła oczna stanowiąca barierę dla bocznej 
migracji KGN z rejonu śródmózgowia [18], oraz naczynia krwionośne w rejonie 
mezenchymy pomiędzy cewą nerwową a aortą grzbietową [36]. W późniejszych 
stadiach rozwoju zarodka naczynia krwionośne mogą służyć jako substrat dla wę
drówki KGN [56].

3.2.4. Substancja międzykomórkowa

Przestrzenie międzykomórkowe, jakimi migrują KGN, są wypełnione substancją 
międzykomórkową -  ECM oraz siecią cienkich fibryli, o średnicy 5-10 nm, po
łączonych z ciałkami śródmiąższowymi, o średnicy około 40 nm, oraz natywnymi
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włóknami kolagenowymi. Fibryle i ciałka śródmiąższowe mogą stanowić miejsca 
przyczepu wypustek migrujących KGN. Tworzą się one pod ektodermą naskórkową 
przylegającą do śródmózgowia, na bocznych powierzchniach cewy nerwowej i w 
obszarach między cewą nerwową a somitami, gdzie są ułożone w kierunku ruchu 
KGN [18, 50].

Substancja międzykomórkowa na szlakach migracji KGN jest syntetyzowana 
i modyfikowana przez otaczające tkanki zarodkowe i przez same KGN [13]. Stąd 
ECM różni się zależnie od okolicy zarodka, jak i od okresu migracji KGN. Na 
przykład EMC ekstrahowana z części czaszkowej zarodka bardziej sprzyja migracji 
KGN in vitro niż ECM z rejonu tułowiowego [ostatnie 7 somitów] [11].

Głównym składnikiem ECM na szlakach migracji KGN jest kwas hyaluronowy  
HA o zmiennym stężeniu zależnie od miejsca i czasu rozwoju zarodka. HA obok 
formy rozpuszczalnej odkłada się w fibrylach [18]. W rejonach aktywnej migracji 
KGN u zarodków kury stężenie jego wynosi około 20 mg/ml, po zakończonej 
migracji znacznie spada [18, 41]. HA odgrywa rolę w powiększaniu i zapewnianiu 
odpowiednich przestrzeni dostępnych dla migracji KGN, dzięki zdolnościom wią
zania wody i pęcznienia [20,48]. Pojawia się on między cewą nerwową a ektodermą 
przed rozpoczęciem migracji. Jest syntetyzowany przez obydwie te struktury oraz 
przez same nabłonkowato jeszcze ułożone, przedmigracyjne KGN [18]. Obecność 
jego powoduje powiększenie się przestrzeni międzykomórkowych między KGN, 
co obok zmniejszenia adhezji ułatwia ich rozdzielanie się, a następnie oderwanie 
od ściany cewy nerwowej [20, 30, 36].

Nie wiadomo, czy HA wpływa bezpośrednio na migrację KGN, usunięcie go 
działaniem hyaluronidazy nie hamuje tego procesu [18]. In vitro HA nie wpływa 
na tempo migracji KGN, jednak od jego stężenia w środowisku hodowlanym zależała 
liczba komórek, jakie opuszczały cewę nerwową zarodków kury. Niskie stężenie 
HA (5 pg/ml) powodowało przylegania komórek do siebie, podczas gdy wysokie 
stężenie HA (250-1000 fig/ml) zapobiegało adhezji i sprzyjało wywędrowywaniu 
komórek [30].

Siarczan chondroityny występuje w EMC w znacznie mniejszym stężeniu niż 
HA (około 6 mg/ml) [36]. Większe jego stężenia wykrywano na bocznych ścianach 
cewy nerwowej, na strunie grzbietowej i na powierzchni somitów. Natomiast nie 
ma go prawie całkiem w rejonach intensywnej migracji KGN. Siarczan chondriotyny 
odkłada się również w ziarnach śródmiąższowych [18].

Rozmieszczenie HA i siarczanu chondroityny na szlakach migracji KGN jest 
odmienne: HA występuje zarówno na szlaku brzusznym, jak i bocznym, siarczan 
chondriotyny głównie na szlaku bocznym. Na szlaku bocznym migracja KGN jest 
opóźniona w stosunku do brzusznej, może to sugerować, że siarczan chondroityny 
nie sprzyja przemieszczaniu się komórek. W miarę postępującej migracji zmniejsza 
się w EMC na szlakach ilość HA i FA, a zwiększa ilość siarczanu chondroityny,
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co może być związane z ustawaniem migracji [13]. Wykazano, że siarczan chon- 
droityny in vitro redukuje adhezywność KGN do fibronektyny [18],

Jednym ze składników ECM zarodków kręgowców jest wersykan, proteoglykan 
tworzący duże agregaty. Zawiera on siarczan chondroityny. Proteoglykan ten wcho
dzi w interakcję z hyaluronami. Odgrywa rolę w regulowaniu adhezji komórek 
do ECM, hamując wiązanie się ich z kolagenem, FN i lamininą [25,27]. Wykazano, 
że wersykan nie występuje w ECM na szlakach migracji KGN, natomiast znajduje 
się na jego "flankach" ograniczając zbaczanie komórek ze szlaku. W zarodkach 
kury pojawia się on niedługo po zamknięciu się cewy nerwowej wokół struny 
grzbietowej, dookoła tworzącego się somitu i między somitem a ektodermą. Przed 
rozpoczęciem migracji zanika z przedniej części somitu, a następnie z przestrzeni 
między ektodermą a somitem. W późniejszym rozwoju zanika z mesenchymy, do 
której wrastają aksony zarówno neuronów czuciowych zwojów korzonków brzu
sznych, jak  i neuronów ruchowych [27].

W ażnym składnikiem ECM w rozwoju zarodków kręgowców jest fibronektyna 
(FN). Znajduje się ona w błonach podstawnych, w ECM i na powierzchni niektórych 
komórek. W ECM występuje w formie niezwiązanej oraz w fibrylach o średnicy 
5 -10  nm i w ciałkach śródmiąższowych [18, 50]. Pojawia się w miejscach, gdzie 
komórki zarodkowe ulegają zagęszczeniu, na przykład przy tworzeniu się mezodermy 
przy osiowej w czasie gastrulacj i [41]. Odgrywa też rolę w migracji KGN. Wykazano, 
że przeciwciała przeciw FN hamują migrację KGN in vivo [18]. Na szlakach migracji 
KGN FN znajduje się w ECM oraz w błonie podstawnej struktur ograniczających 
te szlaki.

Rola FN w migracji KGN była badana w różnych układach doświadczalnych 
in vitro. Na stałych podłożach powleczonych FN KGN ptaków rozciągają się płasko 
i wysuwają liczne filopodia oraz lamelipodia. Przyczepiają się do nich silniej niż 
do podłoży powleczonych innymi substancjami (albuminą krwi bydlęcej, proteo- 
glykanami chrząstki nosa bydlęcego, kolagenem). Maksymalne przyczepienie KGN 
do podłoża uzyskiwano przy stężeniu FN 1,0 [tg/ml, wyższe jej stężenie zmniejszało 
w dużym stopniu liczbę przyczepionych komórek [10]. Szybkość migracji KGN 
na podłożu zawierającym FN o stężeniu 50 pg/ml wynosiła 0,087 firn na minutę 
i była porównywana z szybkością migracji na podłożach powleczonych 10% surowicą 
krwi bydlęcej oraz migracją po izolowanej błonie podstawnej. Szybsze tempo migracji 
wykazywały KGN na podłożu zawierającym mniej adhezyjne substraty, takie jak 
żele kolagenowe z siarczanem chondroityny [18,21].

Ekspresję FN na powierzchni samych KGN wykrywa się tylko okresowo. Cza
szkowe KGN kury in vitro wykazują dwie fazy ekspresji FN: pierwsza w czasie 
początkowej migracji KGN, druga w okresie ich różnicowania się w komórki me- 
zoektodermy. Tułowiowe KGN w tych samych warunkach wytwarzają bardzo mało 
FN. [28]. Obecność FN na powierzchni komórek może hamować ich ruch [18].
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W interakcji KGN z FN odgrywają rolę integryny, receptory dla FN rozpoznające 
jej odpowiednie domeny wiążące. Zwiększoną ekspresję integryn alfa-4-beta-1 i 
a-5-(3-l wykrywa się na powierzchni migrujących KGN. Od ekspresji integryn 
zależy szybkość i kierunek przemieszczania się KGN. Prekursory melanoblastów 
mogą wejść na szlak boczny, gdyż mają zmniejszoną ekspresję integryn, zwłaszcza 
alfa-4-beta-l. Zwiększona ekspresja tej ostatniej powoduje homotypową agregację 
KGN [2, 9].

ECM na szlaku wczesnej migracji KGN zawiera tenascynę [36]. Tenascyna 
(syn. cytotaktyna, glikoproteina J j ) jest glykoproteiną syntetyzowaną przejściowo 
w zarodkach kręgowców i w wielu nowotworach. Uważa się, że hamuje ona 
interakcję między komórką a FN, przez co zmniejsza się przyczepność komórek 
do substratu [3, 25]. In vitro tenascyna pokrywająca stałe podłoże przyspiesza mi
grację KGN. Na płytkach plastikowych powleczonych tenascyną KGN zaokrąglają 
się, nie wysuwają lamelipodii, wytwarzają niewiele filopodii i nakładają się jedna 
na drugą. Mimo to przesuwają się szybciej niż po płytkach "gołych" lub po
wleczonych FN, prawdopodobnie na skutek mniejszej adhezji i łatwiejszego od
czepiania się nielicznych wypustek. Natomiast tenascyna obecna w izolowanej błonie 
podstawnej, zatrzymuje przemieszczanie się komórek po niej. Podobnie tenascyna 
dodana do hodowli hamuje migrację KGN. Halfter et al. [21] przytaczają szereg 
hipotez dla wytłumaczenia tych różnych obserwacji. Tenascyna może wiązać się 
z powierzchnią komórki i równocześnie z błoną podstawną lub też tenascyna współ
zawodniczy w wiązaniu się z receptorami dla FN i/lub lamininy, do których ma 
mniejsze powinowactwo. Sądzą również, że współdziałanie tenascyny z FN i lamininą 
in vivo zachodzi w taki sposób, jaki jest trudno odtworzyć in vitro. Rozmieszczenie 
tenascyny jest zmienne, zależne od szlaku i czasu migracji KGN. Na szlaku brzusznym 
tenascyna rozluźnia interakcję między komórkami przedniej części somitu, co po
zwala na migrację KGN, podczas gdy FN skleja razem komórki tylnej części somitu 
i stwarza barierę dla migracji.

Na szlakach migracji ECM wykazano obecność kolagenu I, IV i VI. Kolagen 
I występuje w formie prążkowanych włókien i formie tropokolagenu [18]. Jest 
on wytwarzany przez te same komórki pochodzące z GN, które produkują FN. 
KGN czaszkowe produkują więcej kolagenu I niż tułowiowe [28]. Kolagen IV 
związany jest głównie z błonami podstawnymi, ale znajduje się również w ciałkach 
śródmiąższowych, na fibry lach [o średnicy 10 nm] oraz w bezpostaciowej ECM 
[34]. Rozmieszczenie kolagenu VI zależne jest od miejsca na szlaku migracyjnym, 
jak  i od etapu rozwoju zarodka. W stadium początkowej migracji KGN pojawia 
się on przy błonie podstawnej cewy nerwowej, somitów, struny grzbietowej oraz 
ektodermy naskórkowej. Zawiera łańcuchy a - l(V I) i a-2(VI), a w późniejszej fazie 
migracji KGN występuje w formie fibryl zawierających także łańcuchy a-3(VI). 
Uważa się, że kolagen VI może uczestniczyć w regulacji migracji KGN służąc 
jako substrat.[45]. In vitro KGN mają zdolność adhezji do kolagenu I i VI, ale
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migrują wyłącznie po jego spolimeryzowanych cząsteczkach. Przyczepianie się do 
kolagenu I zachodzi za pośrednictwem integryny a - l  [3-1 wiążącej się z łańcuchem 
a - 1(1), a do kolagenu VI za pośrednictwem integryny (3-1 [78, 44, 45].

Błona podstawna jest nie tylko barierą, ale również może być podłożem dla 
migracji KGN. Część KGN migruje po błonie podstawnej cewy nerwowej. W błonie 
podstawnej cewy nerwowej wykrywa się obecność lamininy, kolagenu IV, FN [18, 
34 ], a na jej powierzchni znajduje się sieć fibryli (10 nm średnicy) zawierających 
fibronektynę i kolagen IV oraz ciałka śródmiąższowe [34]

3.2.5. Presja populacji

Presja populacji jest mechanizmem powodującym rozpraszanie się KGN we 
wczesnym stadium migracji. Paglini i Rovasio [42, 43] wykazali, że czaszkowe 
KGN mają największe tempo proliferacji ze wszystkich komórek zarodka kury 
(tab. 2). Na początku migracji jest ona stymulowana przez FGF (FGF 2) wydzielany 
na cewie nerwowej [35].

Z szybkim mnożeniem się KGN może wiązać się hamowanie kontaktowe, które 
ma być jednym  z czynników ukierunkowujących migrację KGN. M igrują one z 
miejsca o dużej ich koncentracji i przesuwają się przeważnie w kierunku doogo- 
nowym, gdzie jeszcze nie ma innych KGN, a przemieszczanie się dogłowowo 
jest hamowane przez skupienie w poprzedzającym segmencie. Uszkodzenie me
chaniczne lub zanik na tle genetycznym segmentu migracji powoduje, że komórki 
z poprzedzającego segmentu zasiedlają brakujący [18].

3.3. Specyficzność szlaków
Szereg prac poświęcono wyjaśnianiu, czy szlaki migracji KGN są dostępne dla 

wędrówki innych rodzajów komórek i na czym polega specyficzność tych szlaków. 
Bronner- Fraser [13] przedstawia podsumowanie badań na ten temat. Wprowadzano 
przez mikroinjekcję różne naturalnie znakowane komórki do jamy wczesnych so- 
mitów lub pomiędzy cewę nerwową a somity zarodków kury. Melanocyty przepiórki, 
sklonowane in vitro, przesuwały się szlakiem brzusznym oraz różnicowały się obok 
endogennych KGN w chromafinoblasty i aortalny splot nerwowy. Inne komórki 
zarodkowe mające zdolność aktywnego ruchu, a nie pochodzące z GN -  fibroblasty 
oraz komórki sklerotomów zarodków przepiórki zatrzymywały się w rejonie somitu 
i nie przesuwały się dalej. Nieoczekiwanie komórki barwnikowe siatkówki po
chodzące z kubka wzrokowego, nie wykazujące w normalnym rozwoju zarodków 
kręgowców zdolności ruchu, przemieszczane były szlakiem brzusznym. W prowa
dzano w takie same miejsca obce ciała w postaci kulek lateksowych, wielkości 
KGN, które nie reagowały z ECM. Kulki "gołe" lub powleczone albuminą surowicy 
bydlęcej albo kolagenem  rozpraszały się wraz z komórkami sklerotomu i w
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Tabela 2 . Porównanie niektórych wskaźników proliferacji KGN i innych komórek zarodka kury

Okolica
ciała
zarodka

Czas trwania 
pokolenia [godz.]

Indeks
kolchicynowy

2
HJ-tymidyny

komórki

KGN CN KGN CN KGN CN

Przodomózgowie 16 20 0,087 0,089 0,268 0,085
Sródmózgowie 16,2 18 0,085 0,079 0,295 0,035
Tyłom ózgow ie 13,8 17 0,101 0,82 0,134 0,031

Ektoderma 33
Mezoderma 56
Endoderma 72

GN -  grzebień nerwowy, CN -  cewa nerwowa (na podstawie [42 i 43])

późniejszych stadiach znajdowano je  obok KGN gospodarza przy zwojach sym 
patycznych, przy korzeniach dobrzusznych, w okolicy aorty grzbietowej. Natomiast 
kulki powleczone lamininą lub FN pozostawały w miejscu wprowadzenia. W ykazano 
następnie, że kulki powleczone fragmentem FN (120 000 D) zawierającym domeny 
wiążące się z powierzchnią komórek pozostają na miejscu mikroinjekcji. Natomiast 
fragmenty FN zawierające domeny wiążące się z kolagenem (60 000 D) i heparanem 
(25 000 i 42 000 D) obecne na powierzchni kulek nie hamowały ich wejścia na 
szlak brzuszny. Ponad to tylko kulki o powierzchniowym ujemnym ładunku ele
ktrycznym przesuwały się szlakiem brzusznym. Po zniszczeniu wiązką laserową 
KGN w obrębie kilku somitów wstrzyknięte w ich miejsce kulki lateksowe prze
mieszczane były nadal szlakiem brzusznym, co wskazuje, że nie były one, jak  i 
w innych eksperymentach, prowadzone przez przyleganie do migrujących KGN. 
M echanizm przemieszczania się szlakiem brzusznym komórek "nieruchliwych" i 
kulek lateksowych nie został jednak w tych badaniach wyjaśniony. Nie znaleziono 
zależności między zdolnością komórek do ruchu a skłonnością kierowania się 
KGN na szlak brzuszny. Bronner-Fraser [13] uważa, że zdolność przesuwania się 
KGN szlakiem brzusznym zależy w dużej mierze od właściwości powierzchniowych 
komórek, przy czym duża adhezy wność hamuje migrację. Erickson [ 18] nie wyklucza, 
że na szlakach migracji KGN może działać mechanizm haptotaxis (ruch komórek 
wobec gradientu adhezywności, komórki przesuwają się z miejsca substratu o wię
kszej adhezywności do mniejszej adhezywności) i być może m a to związek ze 
stężeniem HA.

Jak się wydaje, co najmniej na szlaku brzusznym migracja KGN może być 
ukierunkowana przez ukształtowanie podłoża tzw. kierowanie kontaktowe przez 
podłoże (contact guidance). Newgreen [37] wykazał, że KGN migrujące in vitro 
przesuwają się wzdłuż zorientowanych fibryli ECM, poruszają się po nich szybciej
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niż na fibrylach o przypadkowym ułożeniu. We wczesnej fazie migracji KGN na 
powierzchni cewy nerwowej, jak i na powierzchni somitów zwróconej do cewy 
nerwowej znajdują się bowiem fibryle zorientowane w kierunku grzbietowo-brzu- 
sznym. Podobnie migracja KGN w rejonie śródmózgowia odbywa się po fibrylach 
ECM ułożonych na cewie nerwowej w kierunku mchu [18].

Wobec możliwości przemieszczania się nieruchomych komórek i kulek late
ksowych można sądzić, że mechanizm chemotaxis, o ile istnieje, nie odgrywa w 
migracji KGN szlakiem brzusznym znaczącej roli. Być może działa on na szlaku 
migracji wagalnych KGN, gdzie według Le Douarin i Teillet [29] czynnik che- 
motaktyczny wydzielany jest przez jelito.

Najbardziej specyficzny wydaje się być szlak boczny dostępny wyłącznie dla 
KGN ukierukowanych w melanoblasty [19].

3.4. Koniec migracji
Zakończenie migracji KGN może być spowodowane specyficznością środowiska, 

istnieniem lub powstawaniem bariery dla ich mchu. Tkanka, do której wnikają 
KGN, może ułatwiać ich migrację lub ją  hamować. KGN zatrzymują się w okolicach, 
takich jak  np. mezoderma koło stmny grzbietowej, gdzie ECM nie podtrzymuje 
tu migracji na skutek zwiększenia adhezywności trapping action [18]. Czaszkowe 
KGN emigrujące najpóźniej z tyłomózgowia i przesuwające się bezpośrednio po 
ścianie cewy nerwowej, dochodzą do miejsca przyszłego odejścia nerwów cza
szkowych i są tu zatrzymywane. Prawdopodobnie komórki cewy nerwowej wy
dzielają w tych miejscach substancje, które przyciągają i zatrzymują KGN [39]. 
Barierę dla migracji KGN stanowi brak odpowiedniej przestrzeni międzykomór
kowej. Ostateczna lokalizacja może być spowodowana także nierównomiernym 
wzrostem innych narządów. Za biernym końcowym rozmieszczeniem KGN prze
mawiają omówione wyżej doświadczenia z kulkami lateksowymi.

M ożna także sądzić, że KGN są predeterminowane i każdy ich fenotyp wędruje 
docelowo do odpowiedniego miejsca. Przyczyna zakończenia migracji może leżeć 
wtedy w samych KGN, które zmieniają interakcje z otaczającą ECM. Świadczyć 
mogą o tym obserwacje wskazujące, że kiedy KGN wejdą w okolicę, w której 
tworzą się zwoje nerwowe czuciowe i splot przyaortalny, na ich powierzchni pojawią 
się FN i N-CAM sprzyjające adhezji komórek do podłoża [18].
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KOMÓRKI GRZEBIENIA NERWOWEGO
II. RÓŻNICOWANIE

N E U R A L  C R E ST  C EL L S II. D IF F E R E N T IA T IO N

Zofia Bielańska-Osuchowska

Zakład Histologii i Embriologii Wydziału Weterynaryjnego 
Szkoły Głównej Gospodarstwa Wiejskiego, Warszawa

Streszczenie: Komórki grzebienia nerwowego zasiedlają różne okolice ciała zarodka i różnicują się w 
wiele odrębnych fenotypów. Końcowe ich zróżnicowanie jest zależne od szlaku, po jakim migrują, 
wcześniejszego ukierunkowania i od czynników genetycznych. Przedstawiono różnicowanie się komó
rek grzebienia nerwowego tułowiowych migrujących szlakiem brzusznym i bocznym oraz kranialnych 
i wagalnych.

Summary’: Neural crest cells populate different regions o f embryo body and diffentiate into different 
phenotypes. Final differentiation depends on the migratory pathway, early concommitment and genetic 
factors. The differentiation o f neural crest cells: truncal, on ventral and dorsolateral pathway, as well as 
cranial and vagal is presented.

Słowa kluczowe: rozwój zarodkowy, grzebień nerwowy, różnicowanie 

K ey words; embryonic development, neural crest, differentiation

Wykaz stosowanych skrótów: BD G F (brain derived growth factor) -  czynnik w zrostow y pochodzący z 
m ózgu; BDN F (brain derived neurotrophic factor) -  czynnik neurotroficzny pochodzący z m ózgu; 
B M P (bone morphogenetic protein)- białko zw iązane z m orfogenezą kości; CG RP (calcitonine gene 
related peptide) -  białko zw iązane z genem  kalcitoniny; c-kit -  receptor o aktyw ności kinazy tyrozyno- 
w ej, w iążący SCF; C R A BP (cellular retinoic acid binding protein) -  kom órkow e białko w iążące kwas 
retinowy; c-ret -  protoonkogen, który koduje receptor dla kinazy tyrozynowej; DIL (1,1-dioctadecyl 
3,3,3',3'tetramethyl indocarbocyanine perichlorate) -  barwnik przyżyciow y; ECM  (extracellular ma
trix)- podstaw ow a substancja m iędzykom órkow a; FG F (fibroblast growth factor)- fibroblastyczny  
czynnik wzrostu; FN -  fibronektyna; HNK-1 (human natural killer-1) -  antygen p ow ierzchn iow y na 
subpopulacji ludzkich lim focy tów  NK, w ykryw any przeciw ciałem  leu -7; K GN -  komórki grzebienia  
nerw ow ego; LIF (leukemia inhibitory factor) -  czynnik hamujący w zrost niektórych linii białaczko- 
wych; LRD (lysinated rhodamin dextran) -  barwnik przyżyciow y; M SA (migration staging area) -  
obszar szkolenia  w czasie  migracji; M SH -  hormon m elanotropow y; N-CAM  -  (neural cell adhesion
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molecule) -  cząsteczka adhezyjna komórki nerwowej; NDF - (Neu differentiation factor - glial growth 
factor) -  czynnik wzrostu komórek glejowych; Ng-CAM (neuroglial adhesion molecule) -  neurogle- 
jowa cząsteczka adhezyjna; NGF (neural growth factor) -  czynnik wzrostu nerwu; NT-3 -  neurotrofi- 
na-3; PNA -  lektyna orzeszków ziemnych; PNMT (phenylethanolamine -N- methyltranspherase) -  
metylotransferaza fenyloetalaminowa; r -  rombomer; RA (retinoic acid) -  kwas retinowy; RXR 
(.retinoic acid receptor X) -  receptor X kwasu retinowego; SCF (stem cell factor) -  czynnik komórek 
macierzystych; SSEA-1 (stage specific embryonic antigen - J) -  etapowo swoisty antygen zarodkowy; 
TGF (transforming growth factor) -  transformujący czynnik wzrostowy; trk-c -  receptor dla neurotro- 
finy-3; TRP (tyrosinase related protein) -  białko związane z tyrozynazą

1. WSTĘP

W iele badań poświęcono różnicowaniu się komórek grzebienia nerwowego -  
KGN, mimo to pozostał nie rozstrzygnięty problem, czy różnicują się one w odrębne 
linie już w cewie nerwowej lub zaraz po jej opuszczeniu czy też multipotentne 
komórki wchodzą na szlaki migracyjme i różnicują się w odrębne fenotypy dopiero 
w trakcie migracji i po jej zakończeniu. Śledzono kolejność przemian KGN po
chodzących z różnych odcinków cewy nerwowej. Badania przeprowadzano wieloma 
metodami, między innymi znacząc niewielkie grupy lub pojedyncze komórki w 
cewie nerwowej barwnikami przyżyciowymi fluoryzującymi, takimi jak DIL i LRD 
in vivo i in vitro [5,16,32,45,58,59,61 i inni], klonując poszczególne linie z jednej 
KGN [23, 63 i inni], przeszczepiając znakowane komórki w ektotopową lokalizację 
[5, 40, 54, 58] i inne.

2. Zróżnicowanie i potencje rozwojowe komórek grzebienia 
nerwowego rozpoczynających migrację

Ukierunkowanie komórek ektodermalnych w linię KGN zachodzi u kręgowców 
w czasie neurulacji zarodka pod wpływem indukcji nerwowej. U zarodków ptaków 
uzyskuje się indukcję KGN przed rozpoczęciem gastrulacji nakładając presumpty wną 
ektodermę naskórkową na presumpty wną neuroektodermę [59]. Nie wiadomo jednak 
jak dalece są ukierunkowane i jakie są potencje rozwojowe KGN obecnych w 
cewie nerwowej. Są sugestie, że tworzą one subpopulacje różniące się zdolnością 
adhezji do podłoża [7]. Rozpoczynające migrację KGN wykazują inne właściwości 
powierzchniowe niż pozostałe komórki cewy nerwowej. W ykazują one obecność 
epitopu HNK-1 na powierzchni. Zanika na nich charakterystyczna dla cewy nerwowej 
N-CAM. Pobrane z zarodków na początku migracji KGN i hodowane in vitro 
są pluripotentne i bardzo plastyczne [63,65].
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KGN, które wejdą na określony szlak migracji, różnicują się w typ komórek 
charakterystyczny dla tego szlaku i równocześnie tracą zdolność różnicowania się 
w innym kierunku. M ożna przyjąć dwa mechanizmy różnicowania się KGN:

1. Populacja pluripotentnych KGN przypadkowo rozprzestrzenia się różnymi 
szlakami i różnicuje się zgodnie ze wskazówkami otoczenia. Liczne są na to dowody 
eksperymentalne [29,38,65].

2. KGN są specyficznie ukierunkowane i mają właściwości wyboru lub co najmniej 
wykorzystania określonego szczególnego szlaku, którym inne KGN nie mogą mi
grować. Mimo iż są doniesienia o wczesnej determinacji subpopulacji KGN [38,59], 
nie m a poparcia eksperymentalnego tej hipotezy.

3. Różnicowane się tułowiowych KGN na szlaku brzusznym

KGN tułowiowe, które weszły na szlak brzuszny, zachowują zdolności neu- 
rogeniczne i różnicują się in vivo w neurony, komórki glejowe i chromafinocyty, 
a tracą zdolności melanogeniczne [15]. Ostateczny los tułowiowych KGN zależy 
od kolejności rozpoczęcia ich migracji i drogi, jaką się przesuwają. Pierwsze emi
grujące z tułowiowej cewy nerwowej KGN migrują po brzuszno-przyśrodkowej 
stronie sklerotomu, zasiedlają bliższe jam ie brzusznej okolice ciała i dają początek 
zwojom sympatycznym, splotowi aorty i komórkom chromafinowym rdzenia nad
nercza. W następnej fali KGN migrują po brzuszno-przyśrodkowej stronie derma- 
tomiotomu, zatrzymują się w okolicy struny grzbietowej i dają początek zwojom 
korzonków grzbietowych. Seberdzija et al. [60,61] sądzą, że multipotentne KGN 
ulegają różnicującemu wpływowi środowiska, przez jakie migrują i w jakim  się 
zatrzymują. Świadczą o tym również dawniejsze doświadczenia. Na przykład u 
zarodka kury po przeszczepieniu tułowiowej cewy nerwowej w okolicę wagalną 
[1-7 somitu] KGN tułowiowe penetrują do jelita i tworzą sploty nerwowe z choli- 
nergicznymi neuronami [31].

Jakie czynniki działają na KGN w czasie ich różnicowania się w neurony zwojowe, 
nie zostało jeszcze wyjaśnione. Od dawna wiadomo, że NGF wpływa na ostateczne 
zróżnicowanie neuronów sympatycznych i wzrost ich aksonów. Nie wiele jednak 
jest danych na temat działania NGF i czynników pokrewnych na różnicowanie 
się KGN.

W yniki badań nad wpływem neurotrofiny NT-3 na różnicowanie się KGN nie 
są jednoznaczne. NT-3 in vitro powoduje zwiększenie liczby mitoz KGN oraz 
wpływa na ich przeżywanie i różnicowanie się w kierunku neuronów. Prawdo
podobnie in vivo NT-3 pełni podobną rolę. NT-3 występuje na cewie nerwowej 
we wczesnym rozwoju zarodków przepiórki, po czym zanika, pojawia się znowu 
na różnicujących się nerwach obwodowych i zwojach korzonków grzbietowych.
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[46]. Neurony zwojowe i ich prekursorowe KGN wykazują ekspresję trk-c receptora 
dla NT-3 [44]. Według Ochel i wsp. [44] NT-3 jest niezbędna dla prawidłowego 
tworzenia się obwodowych zwojów czuciowych (zwój dalszy nerwu językow o- 
gardłowego, zwoje korzeni do grzbietowych kury). We wczesnym okresie gan- 
gliogenezy hamuje liczbę mitoz w przyszłych neuronach, przez co zm niejsza ich 
liczbę w zwoju. Podana w późniejszym okresie rozwoju zarodka zwiększa liczbę 
neuronów w zwojach korzeni grzbietowych. Autorzy ci uważają, że NT-3 wzmaga 
przeżywanie neuroblastów, a jej działanie anty- lub promitotyczne może zależeć 
od stężenia. Prawdopodobnie in vivo nie osiąga stężenia stymulującego mitozy. 
Podobnie inna neurotrofina BDFN podtrzymuje przeżywalność neuroblastów w 
zwojach korzeni grzbietowych in vivo i in vitro [44]. W innych doświadczeniach 
KGN przepiórki hodowane w obecności SC F1 różnicowały się w neurony czuciowe 
wykazujące obecność SSEA-1. Natomiast dodanie do takiej hodowli NT-3 lub NGF 
hamowało rozwój linii neuroblastycznej. Jedynie BDNF działa w tym samym kie
runku co SCF, chociaż nie synergicznie z nim [27].

FGF-2 in vitro w obecności surowicy stymuluje proliferację KGN myszy, ale 
znacznie opóźnia ich różnicowanie się w neurony. Natomiast po usunięciu FGF 
z medium dodanie do niego LIF przyspieszało różnicowanie się KGN w neurony 
czuciowe. Tworzyły one najpierw zwarte skupiska, a następnie pojawiały się w 
nich neurofilamenty (reagujące z przeciwciałem pl50N F), białko CGRP, substancja 
P oraz ulegał ekspresji gen homeotyczny Pax3. [38]. In vivo u zarodków myszy 
obecność m-RNA dla FGF-1 i FGF-2 wykrywa się w tułowiowej cewie nerwowej 
oraz w KGN zagęszczających się w zwoje czuciowe korzeni grzbietowych [38]. 
U kury na tych ostatnich wykryto receptory dla FGF. Stąd Murphy i wsp. [38] 
sugerują, że co najmniej w obrębie tworzących się tych zwojów FGF działa auto 
- lub parakrynowo stymulując proliferację KGN, a LIF i/lub inne cytokininy regulują 
ich różnicowanie się w neurony.

Cała populacja KGN migrujących brzusznie jest prawdopodobnie zaindukowana 
w kierunku produkcji katecholamin przez kontakt z somitem i cewą nerwową. 
Według Le Douarin i Theillet [31] indukcja taka, mimo iż jest konieczna, jest 
niewystarczająca dla wytwarzania katecholamin w KGN i czynnik powodujący 
ich ostateczne zróżnicowanie jest obecny w mezodermie tułowiowej. Reissman 
et al. [50] wykazali, że ostateczne zróżnicowanie prekursorów neuronów w neurony 
adrenergiczne zachodzi pod wpływem BMP-4 i BMP-7 wydzielanych w ścianie

'SCF -  Stem  C ell F actor  jest czynnikiem  wzrostowym  i jest prawdopodobnie tą sam ą substancją 
co Steel F a c to r - SLF, M ast C ell Factor, K it ligan d  -  KI. Jest on ligandem  dla receptora c-kit. B iałko  
jest syntetyzow ane w form ie dw óch wariantów zlokalizow anych na powierzchni kom órki. W iększy  
wariant zawiera m iejsce pozwalające na uw olnienie się  SCF z powierzchni komórki do substancji 
m iędzykom órkow ej, m niejszy tkwi stale w błonie kom órkowej [48,68]. SCF znany jest jako czynnik  
niezbędny dla hem opoetycznych komórek oraz dla proliferacji pierwotnych kom órek rozrodczych.
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aorty brzusznej i w mezenchymie ją  otaczającej. Czynniki te powodują również 
in vitro różnicowanie się KGN w neurony adrenergiczne.

Różnicowanie się KGN w lemocyty (komórki Schwanna) przebiega w trzech 
etapach [39]. W pierwszym niezróżnicowane KGN przekształcają się w prekursory 
lemocytów. Proces ten zachodzi w czasie migracji, kiedy w populacji komórek 
z antygenem HNK-1 można wyróżnić subpopulację z białkiem PO (charaktery
stycznym składnikiem osłonki mielinowej) [2]. W drugim etapie prekursory le
mocytów przechodzą transformację w lemocyty. Etap ten jest nieodwracalny [40]. 
Konieczny jest wtedy bezpośredni kontakt komórki prekursorowej z aksonami wyra
stającymi z neuronów rdzenia kręgowego. Prawdopodobnie aksony wydzielają sub
stancje przyciągające KGN i hamujące ich dalszą migrację (np. N-CAM, NG-CAM 
lub inne kadheryny) [2]. Kontakt komórki prekursorowej z aksonem jest również 
niezbędny dla jej przeżycia. W braku aksonów korzeni brzusznych KGN kury 
dowędrowywują do miejsca normalnej lokalizacji tych korzeni, ale następnie obu
mierają [2]. Bezpośredni kontakt z aksonem aktywuje w prekursorach lemocytów 
ekspresję białka S I00 i niezależnie od tego genu Krox-20 (odpowiedzialnego za 
ekspresję palców cynkowych). Aktywacja Krox-20 zachodzi pod wpływem NDF-(3 
wytwarzanym w aksonach korzeni grzbietowych [40]. W trzecim etapie ostatecznego 
dojrzewania lemocytu zachodzi proces mielinizacji, do czego niezbędna jest aktyw
ność Krox-20 [39].

W ehrle-Haler i Chiquet [67] wykazali, że w rozwoju nerwów czuciowych ważną 
rolę odgrywa tenascyna. W zarodkach kury jej ekspresję wykrywa się najpierw 
w migrujących KGN, a następnie w prekursorach lemocytów leżących na rosnących 
końcach nerwów obwodowych. Tenascyna pobudza wzrost aksonu oraz powoduje 
formowanie się włókna nerwowego, ograniczając przypadkową migrację prekur
sorów lemocytów w mezenchymie bogatej w fibronektynę.

Z KGN tułowiowych migrujących brzusznie powstają także komórki chroma- 
finowe rdzenia nadnercza. U świni i szczura chromafinoblasty wnikające do zawiązka 
kory nadnercza mają równocześnie cechy komórek nerwowych (wypustki z neuro- 
filamentami i mikrotubulami) i komórek chromafinowych (ziarna chromafinowe 
i PNMt). Ostateczne różnicowanie się chromafinocytów odbywa się wyraźnie w 
ich kontakcie z komórkami kory płodowej nadnercza wydzielającymi steroidy, pra
wdopodobnie androstenedion, ale jeszcze nie glukokortikosteroidy (3,14]. U kury 
KGN migrujące do zawiązka kory nadnercza wykazują ekspresję HNK-1 oraz w 
30-50%  komórek ekspresję neuropeptydów (galanina, metenkefalina, enolaza spe
cyficzna dla neuronów, somatostatyna) i w około 30% komórek substancji m ar
kerow ych  d la  k o m ó rek  k a tech o lam in o w y ch  (h y d ro k sy laza  ty ro zy n o w a i 
chromogranina A i B) [55]. W zwojach sympatycznych późnych zarodków kury 
znajdują się jeszcze komórki nie w pełni zróżnicowane, które mogą odpowiedzieć 
na działanie glukokortikoidów in vitro wytworzeniem ziaren chromafinowych. [52]. 
Wykazano także, że niektóre retinoidy (trans-RA i 13-cis -RA) zwiększają in vitro
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liczbę KGN tułowiowych różnicujących się w komórki adrenergiczne, a zmniejszają 
liczb melanoblastów [51].

4. Różnicowanie się melanocytów

KGN emigrujące z cewy nerwowej w ostatniej kolejności wchodzą na szlak 
boczny, są to prekursory melanoblastów, z których różnicują się melanocyty [60]. 
Rozpoczynając migrację są one jeszcze pluripotentne i in vitro mogą się różnicować 
zarówno w melanoblasty, jak i w komórki nerwowe [63].

Po oddzieleniu się od cewy nerwowej prekursory melanoblastów zatrzymują 
się i zagęszczają w przestrzeni między cewą nerwową, somitem a ektodermą, na
zwanej MSA (migration staging area -  obszar przeszkolenia w czasie migracji) 
[16,68,4 -  rys. 5]. Nie jest jasne, jakie są przyczyny tego zatrzymania. Być może 
szlak brzuszny jest wypełniony migrującymi KGN, które wcześniej (u zarodków 
kury 24 godziny różnicy) opuściły cewę nerwową, jest więc dla prekursorów me
lanoblastów niekorzystny, a wejście do szlaku bocznego jest jeszcze niedostępne 
[60].

Zatrzymanie i skupienie KGN w MSA jest ważnym etapem ich różnicowania 
się w melanoblasty i uzyskiwania zdolności do migracji szlakiem bocznym [16]. 
W hodowli in vitro proste zahamowanie rozprzestrzeniania się KGN powoduje 
zbijanie się ich w gęste skupiska i różnicowanie w melanoblasty [63]. KGN dopiero 
jak zostaną zróżnicowane lub co najmniej ukierunkowane w melanoblasty, wchodzą 
na szlak boczny. Inne KGN, izolowane z tylnych łuków skrzelowych (a więc już 
niezawierające prekursorów melanoblastów) wszczepione w okolice tułowiowej ce
wy nerwowej nie są zdolne do wejścia na szlak boczny [16].

Wyjście prekursorów melanoblastów z MSA na szlak boczny może być re
gulowane przez ECM. Zaczynają one migrację po zmniejszeniu się ilości siarczanu 
chondroityny i substancji wiążącej lektynę PNA w ECM. Obie te substancje wy
dzielane przez dermatom opóźniają wejście KGN na szlak boczny. Usunięcie bowiem 
dermato-myotomu przed rozpoczęciem migracji KGN przyspiesza ich wejście na 
szlak boczny [16].

O rozpoczęciu różnicowania się pluripotentnych KGN zatrzymanych w MSA 
świadczą zmiany ich właściwości. Na KGN ptaków pojawia się marker dla me
lanoblastów epitop MEBL-1 [24], zanika ekspresja siarczanu 6 chondroityny i nie 
wiążą aglutynującej lektyny PNA [43]. W okolicy tyłomózgowia zarodków myszy 
wykrywa się w komórkach zatrzymanych w MSA mRNA dla receptora c-kit oraz 
TRP-2 -  białko charakterystyczne dla melanogenezy. [64,68].

Nie wiadomo jednak, jakie czynniki wpływają na ukierunkowanie, a następnie 
różnicowanie się KGN zatrzymanych w MSA. Mogą to być czynniki wzrostowe. 
W tym rejonie wykazano obecność zasadowego FGF [66]. TGF [3-1 dodany do 
hodowli tułowiowych KGN zmniejsza liczbę prekursorów melanoblastów, natomiast
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przeciwciała anty-TGF stymulują rozwój melanocytów [28]. Inny czynnik wzrostowy 
S C F 1 zmniejsza adhezję melanocytów płodu i noworodka człowieka do FN i kolagenu 
IV, a zwiększa do lamininy. Reguluje ekspresję integryn na poziomie białka [57]. 
Działa również na KGN in vitro stymulując proliferację i przeżywanie tych, które 
wykazują ekspresję c-kit i TRP-2. Komórki te dla przeżycia potrzebują przejściowo 
związania się SCF z receptorem c-kit [49,68]. Lanngtim-Sedlak et al. [27] uważają, 
że działanie SCF na KGN linii melanoblastycznej jest złożone. SCF jest niezbędny 
dla przeżycia tych komórek w pierwszej fazie hodowli, nie ma jednak wpływu 
na melanogenezę. Kombinacja SCF z neurotrofiną BDGF przedłuża przeżywalność 
KGN melanoblastycznych, natomiast SCF w obecności neurotrofin NGF i NT-3 
traci troficzne działanie na KGN. Skoro SCF jest niezbędny dla przeżycia KGN 
prekursorów melanoblastów, powinien znajdować się na drodze ich migracji. W y
kazano istotnie, że m-RNA dla SCF pojawia się w MS A na 12 godzin wcześniej, 
niż rozpoczyna się migracja boczna. W dermatomach natomiast ekspresja m-RNA 
SCF występuje w okresie poprzedzającym migrację KGN i zanika, kiedy dermatom 
przekształca się w strukturę mezenchymatyczną. SCF w formie rozpuszczalnej zostaje 
zachowany w ECM [68].

Nieco światła na rolę SCF w różnicowaniu się prekursorów melanoblastów rzuciły 
obserwacje mutantów myszy z zaburzeniami w produkcji melanocytów. U zarodków 
mutantów Steel-dickie (Sld) brak jest osadzonej stale w błonie komórkowej części 
SCF, a produkowany jest wyłącznie rozpuszczalny SCF. Prekursory melanoblastów 
wobec obecności rozpuszczalnego SCF wchodzą u tych zarodków na szlak boczny, 
ale następnie nie przeżywają w mezenchymie skóry. Mutanty Steel-null (SI nu l) 
są pozbawione całkiem SCF. U homozygotycznych zarodków tej mutacji KGN 
widoczne są w MSA, ale nie migrują dalej i następnie zanikają. Prawdopodobnie 
nie przeżywają wobec braku SCF. Stąd wyciągnięto wniosek, że SCF rozpuszczalny 
działa jako atraktant i jest niezbędny dla migracji bocznej KGN, a SCF osiadły 
w błonie komórkowej jest niezbędny dla przeżycia prekursorów melanoblastów. 
Na podstawie tych obserwacji Wehrle-Haller i Weston [68] sądzą, że komórki 
zawierające receptor c-kit i TRP -2 mogą migrować szlakiem brzusznym i bocznym, 
jednak przeżywają one tylko na szlaku bocznym, gdzie rozpuszczalny SCF znajduje 
się w ECM. Komórki, które mają ekspresję c-kit, mogą być selektywnie przyciągane 
przez SCF [16].

Yoshida et al. [69] badali rolę receptora c-kit w różnicowaniu się melanocytów 
u myszy. W ykazali, że prekursory melanocytów w niektórych fazach rozwoju i 
zróżnicowania nie potrzebują sygnałów przekazywanych przez receptor c-kit. Obe
cność receptora c-kit oraz receptorów dla endotelin (3 i B) konieczna jest dla 
migracji prekursorów melanoblastów szlakiem bocznym oraz dla proliferacji me
lanoblastów w naskórku. M igracja prekursorów melanoblastów w tkance łącznej 
skóry przed zasiedleniem naskórka, jest niezależna od obecności receptora c-kit.
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In vitro szereg substancji wpływa na przekształcanie się KGN w melanoblasty. 
Kwas retinowy -  RA dodany do hodowli wczesnych tułowiowych KGN powoduje 
ich różnicowanie się w melanoblasty i w komórki adrenogeniczne. Przy zastosowaniu 
analizy klonalnej wykazano, że RA działa na KGN pluripotentne, a kierunek róż
nicowania jest zależny od stadium rozwojowego, w którym poddane są działaniu 
RA. Tylko wczesne KGN, które nie zatrzymały się w MSA, ulegają zróżnicowaniu 
w komórki adrenergiczne. Natomiast KGN pobrane z MSA rozwijają się w me- 
lanocyty. RA stymuluje syntezę pigmentu w KGN in vitro [11].

Niektóre hormony wpływają na różnicowanie się KGN w melanoblasty in vitro. 
Alfa-MSH działa stymulująco i silniej niż L-tyrozyna [18].

Melanocyty i melanoblasty mają większą zdolność migracji niż inne komórki 
pochodne KGN; zachowują się jak komórki inwazyjne. Starsze KGN, już ukie
runkowane w melanoblasty, migrują na znacznie większe odległości niż młodsze. 
Im dłużej KGN są hodowane in vitro, tym bardziej stają się inwazyjne. M elanocyty 
dojrzewające in vitro są zdolne do przekraczania błony podstawnej i zasiedlania 
ektodermy. Nieznana jest jednak przyczyna tych właściwości. Możliwe, że me
lanoblasty w czasie różnicowania się mogą nabywać receptory dla cząsteczek ad- 
hezyjnych inne niż w pozostałych subpopulacjach KGN, co zwiększa ich mobilność 
[16].

5. Różnicowanie się czaszkowych komórek grzebienia
nerwowego

Czaszkowe KGN dają początek zarówno linii nerwowej komórek, jak i me- 
zoektodermie. Ponieważ są one głównym źródłem szkieletu, tkanki łącznej i mięśni 
gładkich głowy, mają wpływ na tworzenie się "wzoru" głowy. Od dawna zwrócono 
na to uwagę obserwując liczne wady rozwojowe głowy u ludzi, jak i liczne mutacje 
u myszy związane z nieprawidłowym rozwojem tych komórek.

Szeroki zakres wyspecjalizowanych komórek, jakie różnicują się z czaszkowych 
KGN, różni ich potencje rozwojowe od tułowiowych KGN. Różnice są już widoczne 
w okresie rozpoczynającej się migracji, kiedy czaszkowe produkują znacznie większe 
ilości FN i prokolagenu I. Czaszkowe i tułowiowe odmiennie reagują na działanie 
TGF-(3 1, który to czynnik jest niezbędny dla ekspresji FN i prokolagenu I [28]. 
Le Blanc i wsp. [28] sądzą, że endogenny TGF-(3 jest potrzebny dla ekspresji 
fenotypu mezenchymalnego czaszkowych KGN.

Gen Wnt-I~ jako jeden z pierwszych wykazuje ekspresję w rozwoju układu 
nerwowego. Pojawia się ona w zarodkach myszy w płytce nerwowej w obszarze 
presumpty wnego śródmózgowia, a następnie w czasie zamykania się cewy nerwowej
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2
na całej jej długości. Następnie ekspresja Wnt-1 zanika w okolicy dającej początek 
KGN, co uważa się za pierwszą oznakę wyodrębniania się KGN [13].

Różnicowanie się czaszkowych KGN wiąże się z aktywnością niektórych genów 
homeotycznych, których ekspresja zachodzi w czasie rozwoju zarodka w rombo- 
merach tyłomózgowia.

Ekspresja genów z rodziny Pax, odpowiedzialnych za grzbietowo-brzuszne róż
nicowanie się cewy nerwowej, występuje w rombomerach i KGN. Pax-T ulega 
ekspresji w nieparzystych, a Pax-3 we wszystkich rombomerach z wyjątkiem 
r5. Pax-3 jest aktywny w KGN i ich neurogennych pochodnych (zwoje czuciowe, 
komórki Schwanna). Brak genu Pax-3 jest kompensowany przez Pax-1, natomiast 
brak Pax-1 powoduje zaburzenia w rozwoju szczęki górnej [35].

W tyłomózgowiu wczesnych zarodków myszy i ptaków wykazano ekspresję 
genów homeotycznych z kodu Hox (tab. 1) wpływających na segmentację zarodka. 
Rozpoczęcie ekspresji tych genów zależne jest od kolejności ich ułożenia linearnego 
w kompleksie [ 1 ]. Przednie granice ekspresj i genów Hox w tyłomózgowiu są wyraźnie 
zaznaczone i odpowiadają granicom między rombomerami. Im bardziej tylne są 
rombomery, tym więcej kolejnych genów Hox ulega w nich ekspresji. U myszy 
ekspresja genów Hox ujawnia się jeszcze przed wytworzeniem morfologicznych 
rombomerów, a potem zaznacza granice między nimi [21]. Rombomery transplan- 
towane w ektotopowe miejsce zachowują charakterystyczną dla nich ekspresję genów 
Hox  wskazującą na ich wyjściowe położenie [58].

Na ogół geny Hox ulegają takiej samej ekspresji w KGN jak w macierzystym 
rombomerze. KGN przekazują ten wzór ekspresji do odpowiednich tworzonych 
przez nie łuków skrzelowych i do zwojów czuciowych nerwów czaszkowych. Wzór 
ekspresji genów Hox jest następnie powtarzany w poszczególnych łukach skrze
lowych i w rozwoju pochodzących z nich struktur głowowych (rys. 1). Rola rom
bomerów polega między innymi na pomocy w organizowaniu takiej informacji 
pozycjonalnej. Czaszkowe KGN przenosząc tę informację w odróżnieniu od KGN 
innych rejonów mają" jedyną " zdolność wpływania na wzór formowania się głowy 
[25,42,47,71].

Rola genów Hox nie jest jeszcze w pełni wyjaśniona. Czy ekspresja genów 
Hox jest przekazywana z rombomerów do KGN biernie, czy KGN mają odrębną 
ich regulację, nie jest jeszcze jasne. Dotychczasowe obserwacje wskazują na obydwie 
te możliwości.

Przednia granica ekspresji genu Hoxa-2 leży na przedniej krawędzi r2. Przed- 
migracyjne KGN zawarte w r2 wykazują ją  także, natomiast zanika ona po roz
poczęciu migracji i nie obserwuje się jej w KGN zasiedlonych w I łuku skrzelowym.

2Gen Wnt-1 koduje białka sekrecyjne należące do rodziny Wnt, odpow iednik genu segm entacyjnego  
D rosoph ila  w ingless [1]. Protoonkogen Wnt-1 koduje u m yszy bogatą w cysteinę sekrecyjną  
glikoproteinę należącą do dużej rodziny białek sygnalizacyjnych [13].
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Jest to, jak się wydaje, właści
wość charakterystyczna tylko dla 
tego rombomeru, gdyż po prze
m ieszczeniu go w ektotopow ą 
okolicę (r4 + r5), KGN z niego 
pochodzące tracą również eks
presję Hoxa-2 na początku mi
gracji [47].

Ekspresja genu Hoxa-3 u za
rodków kury jak  i myszy zacho
dzi w r5 do r8. W subpopulacji 
KGN migrujących z r5 ku przo
dowi do II łuku skrzelowego za
nika ekspresja Hoxa-3 , natomiast 
pozostaje w KGN tw orzących 
zwoje czuciowe VII I VIII ner
wów czaszkowych oraz w sub
populacji KGN m igrujących z 
tego rombomeru ku tyłowi do III 
łuku skrzelowego. W wyniku do
świadczalnej zmiany położenia 
rombomerów wykazano, że zanik 
ekspresji Hoxa-3 w jednej popu
lacji KGN z r5 zachodzi pod 
wpływem środowiska, natomiast 
ekspresja Hoxa-3 w KGN z r6 
nie podlega takim wpływom i jest 
autonomiczna [54].

Wydaje się, że geny Hox mogą 
wzajemnie na siebie oddziały
wać. W zarodkach myszy gen 
Hoxa- 1 ulega ekspresji w pre- 
sumptywnym obszarze r4 - r7 ce
wy n e rw o w e j p rz e d  

wyodrębnieniem się w niej granic rombomerów. Jego ekspresja jest czasowa i 
po wytworzeniu się rombomerów zanika. Jednak brak tego genu u zarodków mutacji 
myszy H oxa-\~  powoduje zaburzenia w migracji KGN czaszkowych na skutek 
redukcji r4 i zaniku r5. Jak z tego wynika, czasowa ekspresja genu Hoxa- 1 jest 
niezbędna dla prawidłowego rozwoju segmentacji rombomerów 4 -  6 i związanej 
z nimi migracji KGN [36]. Natomiast u zarodków myszy transgenicznych, którym 
wprowadzono gen Hoxa- 1 wraz z aktywującym go genem P-aktyny i u których

Rys. l . scfiemat ekspresji genów Hoxb i Krox-/U  w rombo- 
merach i łukach skrzelowych; strzałki wskazują kierunek 

migracji komórek z grzebienia nerwowego do łuków 
skrzelowych
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Tabela 1. Ekspresja genów Hox i Krox-20 w rombomerach zarodków ptaków i ssaków 
(na podstawie [1, 17, 36, 54, 58])

Rom bo
mery

Hoxa-1 Hoxa-2 Hoxa-3 Hoxb-1 Hoxb- 2 Hoxb- 3 Hoxb-4 Hoxb-1 Kr ox-2

1
2 X
3 X X
4 X X X X X X
5 X X X X X X X
6 X X X X X X X
7 X X X X X X X X

x -  słaba ekspresja przejściowa

uzyskano ektotopową ekspresję Hoxa- 1 w całym zarodku, obserwowano zmiany 
w ekspresji innych genów Hox. Silna ekspresja Hoxa -2 i Hoxb-\ wystąpiła w 
r2 i r3 oraz w ektomezodermalnych KGN z nich pochodzących zmieniając ich 
właściwości na identyczne z r4. Zmiany te nie dotyczyły neuronów pochodzących 
z tych rombomerów [36].

M imo iż poszczególne rombomery i pochodzące z nich KGN zachowują odrębną 
tożsamość, niektóre ich właściwości mogą być modulowane przez sąsiednie rom
bomery. Procesem takim jest regulacja częściowej apoptozy KGN z r3 i r5 pod 
działaniem  BMP-4 wydzielanym przez sąsiednie parzyste rombomery [20,21].

Ekspresja niektórych czynników regulujących transkrypcję odpowiada także gra
nicom  między rombomerami i jak się przypuszcza, czynniki te są także deter
m inantami fenotypu rombomeru. Geny Krox-20 u zarodka kury ulegają ekspresji 
w r3 i r5. W KGN ekspresja Krox-20 jest ograniczona do komórek migrujących 
z przedniej części r5. [41,71].

Od dawna wiadomo, że podanie wczesnym zarodkom ptaków kwasu retinowego 
RA3 lub jego pochodnych powoduje zaburzenia w rozwoju głowy. Podobnie u 
ssaków obserwuje się malformacje głowy płodów zarówno przy nadmiarze, jak 
i braku RA u ciężarnej samicy. Szereg badań poświęcono wpływowi retinoidów 
na różnicowanie się czaszkowych KGN i ich pochodnych.

RA jest cząsteczką liposolubną, zdolną do przenikania przez błonę kom órkową i jest transporto
wany do jądra kom órkow ego, gdzie aktywnie rozpoznaje i aktywuje receptory, m iędzy innymi 
rodzin R A R  (receptor kwasu retinow ego o palcach cynkow ych zdolnych do rozpoznawania sp ecy
ficznych sekwencji prom otorowych RARE) oraz RXR (receptor retinoidu X). W  transporcie kwasu 
retinow ego do jądra bierze udział białko C R A BP (cellular retinoic acid binding protein). RA  działa  
jako regulator transkrypcji, ale także m oże aktyw ować ekspresję d ocelow ego  genu [1 ,10 ,26]. In 
vitro R A  ma zdolność bezpośredniego aktyw owania genów  H ox, w iele  genów  tej rodziny ma 
elem enty RARE [1].
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RA działając na całe zarodki (myszy, szczura, kury) powoduje posterioryzację 
w osi ciała pierwszych rombomerów (r2 i r3 wykazują cechy r4 i r5), na skutek 
przesunięcia ku przodowi granic ekspresji genów Hoxb- 1 i Hoxb-2 i Krox-20 w 
rombomerach. Pociąga to za sobą zmiany w migracji KGN, a następnie zlanie 
si I i II łuków skrzelowych w jedną strukturę oraz zmiany w zwojach nerwów 
czaszkowych (nerwu trójdzielnego na twarzowy) [17]. Nasilenie tych zmian jest 
zależne od stadium rozwoju cewy nerwowej, w którym działa RA oraz od jego 
stężenia [37]. W fazie płytki nerwowej u szczura RA powoduje homeotyczną trans
formację rombomerów i ich KGN. Natomiast RA podane w fazie zamykania się 
fałdów nerwowych działa na rombomery o już ustalonej identyczności przez co 
nie wywołuje już zmian posterioryzacyjnych [32]. U kury pod wpływem działania 
RA w niskich stężeniach (10 mg/ml) na zamykającą się cewę nerwową zanika 
granica między pierwszym i drugim strumieniem KGN migrujących do I i II łuków 
skrzelowych. Pod wpływem wyższych stężeń (100 mg/ml) zarodki, które przeżyją, 
wykazują chaotyczną migrację KGN [17].

Precyzyjne badania przeprowadzili Gale i wsp. [17] wprowadzając RA wraz 
z barwnikiem przyżyciowym Dii do pojedynczych rombomerów. RA wprowadzony 
do r2 i r6 nie zmienia szlaku ani właściwości KGN z nich migrujących. Natomiast 
pod wpływem RA uwidaczniały się dwie odrębne subpopulacje KGN opuszczające 
r4. M igrujące normalnym szlakiem ku przodowi dawały początek mezoektodermie 
i pozostawały niezmienione. Druga subpopulacja dającą pochodne neurogenne 
wyraźnie zmieniona przesuwała się początkowo ku tyłowi i rozdzielała się pod 
pęcherzykiem usznym na dwa ciągi: brzuszny i tylny. Autorzy ci wykazali, że 
pod wpływem RA w r4 zachodzi ektotopowa ekspresja Kro:c-20, zmniejsza się 
ekspresja H oxb-1, a Hoxa-2 nie zmienia się. Uważają oni, że zmiany w ekspresji 
Krox-20 są odpowiedzialne za nieprawidłowy rozwój neurogennych pochodnych 
KGN.

Zaburzenia w rozwoju łuków skrzelowych pod wpływem RA, jak wynika z 
przytoczonych wyżej eksperymentów, są związane z nieprawidłową migracją KGN. 
Jedną z przyczyn różnic w migracji może być odmienna ekspresja kadheryn na 
tych subpopulacjach KGN. U zarodków ptaków działanie RA przedłuża ekspresję 
N-CAM w czaszkowych KGN, przez co komórki te in vitro tworzą zbite grupy, 
nie migrują i tracą możliwości różnicowania się w komórki mezenchymalne [62].

Zmiany we właściwościach KGN prawdopodobnie nie zależą wyłącznie od zmian 
w ich macierzystych rombomerach. Same KGN, jak się wydaje, mają zdolność 
reagowania z RA, dzięki obecności jego receptorów. Transkrypt genu RXR-gama 
pojawia się bowiem w zarodku kury w czaszkowych KGN, które rozpoczynają 
migrację z cewy nerwowej (i stanowić może wcześniejszy ich marker niż HNK-1). 
Transkrypt ten jest obecny w czasie migracji KGN, zanika w różnicującej się linii 
komórek ektomezodermy, natomiast utrzymuje się w komórkach zwojów czuciowych 
nerwów czaszkowych [53]. CRABP-1 u szczura i myszy wykrywany jest w ekto-
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mezodermie II—IV łuków skrzelowych i w obszarze czołowo-nosowym, słabo uwi
dacznia się w mezenchymie I łuku skrzelowego [32, 33, 34]. Po podaniu RA wczes
nym zarodkom szczura hodowanym in vitro, u których zachodzi fuzja I i II łuków 
skrzelowych, CRABP-1 uwidacznia się także w mezenchymie I łuku skrzelowego. 
Ekspresja CRABP w rombomerach i łukach skrzelowych po działaniu RA jest 
zgodna ze zmianą ekspresji genów Hox i Krox-20 [32].

U myszy w fałdach nerwowych i migrujących KGN z 2r i 4r oraz w I i II 
łukach skrzelowych ulega silnej ekspresji czynnik transkrypcyjny AP-2, ekspresja 
ta jest indukowana przez RA [56, 70]. U mutantów myszy z celowaną mutacją 
powodującą całkowity brak genu dla AP-2 (AP-2 7") fałdy nerwowe w części 
mózgowej nie zamykają się, cały mózg pozostaje otwarty i zaburzony jest rozwój 
przednich części głowy. W rejonie rdzenia kręgowego cewa nerwowa rozwija się 
natomiast normalnie. Niektóre KGN migrują i mogą różnicować się w odpowiednim 
dla nich położeniu w komórki mezenchymalne, lecz te następnie obumierają (apo- 
ptoza] w przednim rejonie głowy i w rejonie zwoju nerwu trójdzielnego [56,70], 
W skazywałoby to, że w braku AP-2 KGN migrują normalnie, ale nadają wadliwe 
sygnały i powstałe z nich komórki mezenchymalne nie przeżywają.

Gale i wsp. [18] sądzą, że w okresie rozwoju cewy nerwowej i jej pochodnych 
w zarodkach kręgowców występuje endogenny RA, którego działanie wymaga zwią
zania się z obydwoma jego receptorami.

Prekursory czaszkowych KGN mają zdolność regeneracji, co wykazano przez 
wycinanie grzbietowych części rombomerów. Nie spowodowało to zmiany normalnej 
m orfogenezy łuków skrzelowych ani zmiany ekspresji genów Hoxa-3 i Hoxb-4. 
[9,22].

Dalsze różnicowanie się komórek mezoektodermalnych, pochodnych czaszko
wych KGN w różne fenotypy jest opisane od strony zmian morfologicznych. M ożna 
przypuszczać, że odbywa się pod wpływem wielu lokalnie występujących czynników. 
Ostanio pojawiło się doniesienie o wpływie tenascyny-C na różnicowanie się komórek 
mezoektodermalnych w chrząstkę i kości błoniaste łuku szczękowego u zarodków 
kury [19].

6. Różnicowanie się wagalnych komórek grzebienia
nerwowego

KGN z rejonu wagalnego dają początek podobnie jak czaszkowe KGN licznym 
rodzajom komórek [patrz 4].

Ito i Sieber-Blum [23] badali w hodowlach klonalnych potencje rozwojowe KGN, 
które dotarły do III i IV łuku skrzelowego. Stanowią one heterogenną populację 
komórek już ukierunkowanych i komórek pluripotentnych. Pierwsza segregacja KGN
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na ukierunkowane w melanoblasty i neuroblasty zachodzi w okresie przedmigra- 
cyjnym lub/i w czasie rozpoczęcia migracji. KGN ukierunkowane w neurony za
chowują epitop HNK-1 i wykazują ekspresję SSEA-1. Następnie w obrębie łuków 
skrzelowych ukierunkowane zostają prekursory miocytów gładkich. Najpóźniej 
różnicują się komórki przeznaczone na utworzenie tkanki łącznej. Ostateczne zróż
nicowanie komórek zależy od miejsca ich końcowej lokalizacji.

KGN migrujące brzusznie z poziomu 1-7 somitu dają początek komórkom ner
wowym i glejowym splotów nerwowych jelitowych. Ta subpopulacja komórek jest 
prawdopodobnie przyciągana przez substancje wydzielane w jelicie w drodze Che
motaxis. U zarodków ptaków bowiem tułowiowe KGN przeniesione w rejon wagalny 
migrują do jelita [31]. Po wniknięciu do ściany jelita KGN zachowują ekspresję 
HNK-1, są przypuszczalnie jeszcze pluripotentne, a ostateczne ich zróżnicowanie 
w neurony zachodzi dopiero pod wpływem mikrośrodowiska jelita [8].

KGN wchodzące do jelita wykazują obecność neurofilamentów, receptora o niskim 
powinowactwie dla neurotrofiny (p 5LNGFR)5 enzymów biorących udział w bio
syntezie katecholamin (hydroksylazy tyrozynowej, hydroksylazy dopaminy ß - DBH] 
oraz receptora kinazy tyrozynowej c-RET, białka MASH-1. Są one zdolne do spe
cyficznego pobierania 3H - epinefryny. Właściwości te są również charakterystyczne 
dla KGN prekursorów linii sympato-adrenalnej [6, 12]. Dopiero po zasiedleniu 
się w ścianie jelita różnicują się w neurony cholinergiczne.

W edług Durbec et al. [12] są dwa źródła neuronów jelitowych. Jedna sub
populacja pochodzi z GN tylnej części tyłomózgowia (1-5 somitu), druga z poziomu 
6 i 7 somitu. Różnią się obecnością receptora c -RET, którego ekspresja zachodzi 
wyłącznie w drugiej subpopulacji. Rola receptora c-RET nie jest wyjaśniona, być 
może jest on potrzebny dla przeżywania tej podlinii KGN. U myszy mutantów 
c-ret 7" w rejonie somitów 6 i 7 powstają co prawda KGN, ale nie są one zdolne 
do migracji poza jelito przednie i zasiedlenia jelita środkowego i tylnego. [12]. 
Blaugrund et al. [6] wyróżnili dwie podlinie w subpopulacji z c-ret. Początkowo 
KGN z c-ret nie mają ekspresji M ash-1. Pojawia się ona w pierwszej fali emigrujących 
KGN wraz z ekspresją antygenu powierzchniowego SA (charakterystycznego dla 
prekursorów neuronów sympatycznych). W podlinii tej następnie zanika ekspresja 
SA, a pojawia się ekspresja antygenu powierzchniowego B2. Ta podlinia daje po
czątek neuronom serotoninogenicznym, brakuje jej u myszy z celowaną mutacją 
M ash- 1 / Druga później migrująca podlinia KGN nie wykazująca ekspresji M ash- 1 
różnicuje się w nerony zawierające CGRP.

Funkcjonalne rozgraniczenie między wagalnymi a tułowiowymi odcinkani NC 
jest niewyraźne. Prekursory komórek zwoju górnego szyjnego pnia współczulnego 
i prekursory neuronów splotów jelitowych stanowią przejściowo jedną pulę komórek 
wykazującą obecność c-RET. Durbec i wsp. [12] wykazali, że obie te podlinie 
pochodzą z poziomu 6 i 7 somitu i gromadzą się początkowo w mezenchymie
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między aortą grzbietową a jelitem przednim. Obie te linie komórek objęli wspólną 
nazwą linii sympatoenteralnej.

ZAKOŃCZENIE

Komórki pochodzące z grzebieni nerwowych stanowią bardzo ciekawy i dogodny 
model wielorakich badań biologicznych. Można prześledzić ich rozwój od komórek 
pluripotentnych i niezróżnicowanych w wysoce wyspecjalizowane różnorodne fe
notypy. Stanowią one objekt dla badań nad procesami różnicowania się zarówno 
nad wpływem genów, jak i mikrośrodowiska na te procesy. Prześledzenie ich 
rozwoju i różnicowania daje możność dokładniejszego poznania prawidłowego roz
woju niektórych narządów, ale także i zaburzeń, i defektów rozwojowych (defekty 
rozwoju głowy, megacolon i inne). Są również przedmiotem zainteresowania on
kologów ze względu na nowotwory (neuroblastoma, phaeochromacytoma, para
ganglioma ., melanoma i inne) p o w sta jące  na sku tek  ich n iep raw id ło w eg o  
różnicowania się i rozwoju, co nie było przedmiotem tego artykułu.
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KOMUNIKATY

Komunikat Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej
Zarząd Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczną 

nagrodę naukową, w tym również w roku 1996 i 1997, za wyróżniającą się oryginalną 
pracę z zakresu biologii komórki, indywidualną lub zespołową, wykonaną wyłącznie 
w krajowej placówce naukowej, opublikowaną w ostatnich dwóch latach w cza
sopiśmie figurującym w Current Content bądź Medline.

Zgłoszenia wraz z dwoma odbitkami należy kierować do dnia 15 listopada 
każdego roku pod adresem Fundacji. Regulamin nagrody poniżej.

Fundacja Biologii Komórki i Biologii Molekularnej 
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa 
tel. 34-03-44, fax 3404470

Regulamin
dorocznej nagrody Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej

^  1. Raz w roku przyznawana będzie jedna nagroda za wyróżniającą się,
oryginalną pracę z zakresu biologii komórki, indywidualną lub zespołową, 
wykonaną wyłącznie w krajowej placówce naukowe, 

jj. 2. Praca musi być wydrukowana w czasopiśmie naukowym referowanym 
w Current Content.

^ 3. Praca powinna być opublikowana nie wcześniej niż w ostatnich dwóch
latach poprzedzających nadanie nagrody.
4. Preferowane będą prace młodych autorow.
5. Wysokość nagrody w danym roku kalendarzowym ustala Zarząd Funda

cji.
6. Zgłaszać pracę do nagrody może każdy.
7. Pracę należy zgłaszać do Zarządu Fundacji ul. Marymoncka 99,

01-813 Warszawa, pokój 314 do 15 października każdego roku.
8. Ocenę kwalifikującą prace do nagrody przeprowadza Komisja Nagród 

powołana przez Zarząd Fundacji zasięgając w razie potrzeby opinii specjali
stów.

9. Decyzja Komisji ogłaszana będzie w "Postępach Biologii Komórki".
10. Nagroda wręczana będzie w czasie jednej z konferencji naukowych z 
zakresu biologii komórki.
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KURS CYTOMETRII
Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Cytometrii zawiadamia, że w okresie: 
10-13 czerwca 1997 r. odbędzie się kurs cytometrii z udziałem wykładowców 
z zagranicy organizowany przez:

dr J. Dobruckiego w Instytucie Biologii Molekularnej UJ w Krakowie 
(31-120 Kraków, Al. A. Mickiewicza 3, tel. 34 13 05);

14-15 czerwca odbędzie się związana z kursem Konferencja na tematCytometrii 
w Warszawie; informacji udziela dr J. Skierski pod adresem 

Instytut Leków, 00-725 Warszawa, ul. Chełmska 30/34, tel. 41 29 89.
Z arząd  P olskiego T ow arzystw a C ytom etrii

Wskazówki przygotowania rysunków do publikacji w PBK
Dostarczane na dyskietkach teksty powinny być napisane w Wordzie, wersja 

6,0 lub wcześniejsza. Jeśli w tekst zostały wstawione rysunki, powinny one zostać 
umieszczone osobno na dyskietce. Powinny to być albo mapy bitowe (.TIF, .PCX), 
albo pliki z Corela, wersja 5,0 lub wcześniejsza. Każda wersja W orda lub Corela 
pozwalana zachowanie pracy w formacie wersji wcześniejszej.
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INFORMACJE DLA AUTORÓW

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI drukują artykuły przeglądowe z zakresu najnowszych osiągnięć biologii 
komórki, nie publikowane dotąd w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadają za ścisłość podawanych informacji. 
Obowiązuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i 
embriologicznym. Artykuły drukowane w POSTĘPACH BIOLOGII KOMÓRKI nie mogą być bez zgody redakcji 
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autorów o nadsyłanie prac bezpośrednio do Redaktorów odpowiedniej 
specjalności (adresy na 2 str. okładki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuły, które nie odpowiadają żadnej 
z wymienionych specjalności.

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają:
1) artykuły przeglądowe nie przekraczające 20 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych w zasadzie z ostatnich 5 lat 

(do 10% pozycji bibliograficznych starszych);
2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego roku (licząc od 

daty wysłania do redakcji);
3) listy do redakcji ( do 1 strony maszynopisu).
Tekst pracy i załączniki należy przesyłać w dwóch egzemplarzach. Maszynopis powinien być pisany jednostron

nie na papierze formatu A4 z podwójną interlinią i marginesem 4 cm po lewej stronie. Strony powinny być kolejno 
numerowane. Nadesłanie tekstu pracy, poprawionego po recenzjach i rysunków na dyskietce (wskazówki na s. 300) 
przyspieszy publikację.Pierwsza strona nie numerowana przeznaczona dla redakcji powinna zawierać: imiona i 
nazwiska autorów oraz ich tytuły naukowe, adresy w pracy i domowy wraz z telefonem, tytuł pracy w języku polskim 
i angielskim oraz liczbę stron maszynopisu, liczbę tabel i rysunków. Na pierwszej (numerowanej) stronie należy podać 
kolejno tytuł pracy w języku polskim i angielskim, imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska autorów, nazwę zakładu 
naukowego, nazwisko i adres autora prowadzącego korespondencję, informację o dofinansowaniu pracy oraz skrót 
tytułu (do 40 znaków). Następna strona powinna zawierać w języku polskim i angielskim streszczenie (do 150 słów) 
oraz słowa kluczowe -  3 do 10 słów zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile są 
tam zawarte. W tytule i streszczeniu można stosować jedynie powszechnie przyjęte skróty, np. DNA. Tekst artykułu 
należy rozpocząć od nowej strony. W tekście nie zamieszczać tabel, schematów lub rysunków, a jedynie zaznaczyć 
ołówkiem na marginesie ich lokalizację (np. tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystości tekst można podzielić na tytułowane 
i numerowane rozdziały oraz podrozdziały. Od nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism 
podawać należy według Index Medicus (listy czasopism publikowane są corocznie w numerze styczniowym). 
Powołanie w tekście następuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym 
( np. [5]). Spis literatury należy zestawić alfabetycznie według następującego wzoru:

[1] HNILICA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP, 
Schwartz E [red. jHistone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64.

[2] SACHSENMAJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium poly- 
cephalum. Exptl Cell Res 1980; 2: 41-48.

Tabele, opisy schematów i rysunków powinny być załączone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki muszą 
być wykonane w postaci nadającej się do reprodukcji. Fotografie powinny być kontrastowe i wykonane na 
błyszczącym papierze. Wymiary poszczególnych rysunków, schematów i fotografii nie mogą przekraczać 125 x 180 
mm lub ich połowy. Jeżeli załączniki są zapożyczone z innych źródeł, należy podać, skąd zostały zaczerpnięte i 
dołączyć zgodę autora i wydawnictwa na reprodukcję, jeżeli materiały te zamieszcza się w niezmienionej formie. 
Wszystkie załączniki muszą być opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem góry i dołu 
ilustracji. Stosowane jednostki miar muszą być zgodne z układem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. Autor zobowiązany jest do 
wykonania korekty autorskiej i zwrócenia jej w ciągu doby. Koszty, spowodowane większymi zmianami tekstu 
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami błędów drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymują bezpłatnie 1 
egz. zeszytu PBK z opublikowaną pracą oraz mogą zamówić odbitki odpłatnie odsyłając korektę, cennik na s. 4 okł.

Redakcja prosi o propozycję do 5 osób (nazwisko, imię, adres, fax), które byłyby odpowiednimi recenzentami 
maszynopisu, nie powinny jednak być pracownikami instytucji, w której pracuje autor, ani jego współpracownikami. 
Redakcja prosi także głównego Autora o dołączenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na następujące pytania: 
Dołączono 2 kopie maszynopisu, Treść pracy nie była uprzednio publikowana i nie została
tabel i rycin. tak nie wysłana do innej redakcji. tak nie
W szyscy Autorzy znają i akceptują pracę, tak nie Dołączono kopię pracy na dyskietce z podaniem nazwy
Jest zgoda osób, których informacje niepubli- pliku i użytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie
kowane są zam ieszczone w tekście artykułu tak nie Odpowiadam za całość pracy opisanej w zał. maszyn, tak nie
Wyrażam zgodę na to, że artykuł po przyjęciu do druku w "Postępach Biologii Komórki" przechodzi na w łasność reda
kcji i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis

http://rcin.org.pl



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM,24, NR 2, 1997 (97-300)

TRESC

W  tym  Z eszycie  97
L E H M A N N  P.: M olekularne podstawy odporności roślin na choroby -  Struktura

i funkcja roślinnych genów  odporności 99
B R Z E Z IŃ SK A -B Ł A SZ C Z Y K  E., ZA L E W SK A  A.: M astocyty i fibroblasty -  Obojętni

sąsiedzi czy  przyjaźni partnerzy? 127
W ÓJCIK C.: U dział cząsteczek adhezyjnych w wybranych procesach rozw ojow ych 145
W O JD A  A.: Inaktywacja chrom osom u X  (aktualne doniesienia) 173
BIL IŃ SK A  B.: R egulacja procesu steroidogenezy w komórkach L eydiga ssaków -  R ola

białka StA R  1^2
M IDR O  A. T.: W pływ  nosicielstw a translokacji chrom osom ow ych w zajem nych

na potom stw o człow iek a  203
K IL IA Ń SK A  Z., SZ Y M C Z Y K  P.: N iskocząsteczkow e jąderkowe R N A  (snoR N A ) -

W łaściw ości i funkcje 227
B IE L A Ń SK A -O SU C H O W SK A  Z.: Komórki grzebienia nerw ow ego I. Pow staw anie

i m igracja 259
B IE L A Ń SK A -O SU C H O W SK A  Z.: Komórki grzebienia nerw ow ego. II. R óżnicow anie 279  
K om unikaty 299
W skazów ki przygotowania rysunków 300

Warunki prenumeraty kwartalnika POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI 

Prenumerata na rok 1997
Redakcja przyjmuje opłatę prenumeraty za rok 1997 na konto:

FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ, ul. Marymoncka 
99, 01-813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,
IV OAVarszawa 12401053-40006576-2700-401112-001.
Cena prenumeraty rocznika na rok 1997:

dla instytucji (bibliotek) wynosi 50 zł, 
a dla odbiorców indywidualnych 16 zł.

Cennik odbitek prac dla Autorów w 1997 r. __________________________________________

Liczba odbitek 50 100 200 400
Cena zł 40,00 60,00 80,00 100,00

Zamówienie na odbitki musi być złożone wraz z przesłaną korektą pracy.

Subscription orders for POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI for 1997 should be placed 
at local press distributors or directly at Editorial Board o f POSTĘPY BIOLOGII KO
MÓRKI, Marymoncka str. 99, 01-813 Warszawa /Poland, account No:

FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ, ul. Mary
moncka 99, 01-813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,
IV OAVarszawa 12401053-40006576-2700-401112-001.
Price per year 20 dollars USA. Indeks 369705
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