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ameby (A. proteus), zauwazyli, ze zastosowany impuls silnego Swiatta
biatego indukuje zatrzymanie przeptywu i formowania sie pseudopodiéw
w przedziale czasu pozwalajacym na zrobienie ostrych, wyraznych zdjec.
Zahamowanie aktywnos$ci ruchowej bylo znoszone poprzez umieszczenie
w wigzce Swietlnej filtru czerwonego, zielonego lub fioletowego.

Jeden z najwybitniejszych badaczy ruchu amebowego S. O. Mast
w pracach publikowanych w latach 1910-1941 zweryfikowat dotychcza-
sowe obserwacje i znacznie rozwingt badania fotoreakcji ameb, m.in.
wskazujagc na zwigzek indukowanych Swiattem zmian aktywnosci rucho-
wej ze zmianami strukturalnymi cytoplazmy. W fotobehawiorze petzakow
wyréznit dwa rodzaje reakcji: fotofobowa typu ,,step-up” i fototaksje
ujemng 2, wskazujac na ich wzajemng zalezno$é [35, 36]. Duze znaczenie
miato tez okreSlenie przez Masta [35] przyblizonego przedziatu spektral-
nego Swiatta (430 - 490 nm) aktywujgcego reakcje ameb. Inman [25] roz-
szerzyt ten zakres na Srodkowg cze$¢ widma nadfioletu, ktdry okazat sie
bardzo silnym induktorem reakcji fotofobowej ameb, a takze pinocytozy,
zar6wno w nienaruszonych pierwotniakach, jak i w ich jadrowych i bez-
jadrowych fragmentach [49].

Dalsze badania wykazaly hamujacy wplyw wysokich natezen Swiatta
na procesy wewnatrzkomaérkowe, np. na podziaty komdrkowe [6]. Stwier-
dzono takze, ze Swiatto o niskich natezeniach aktywuje przeptyw cyto-
plazmy [26]. A. proteus zasiedla ocienione partie czystych zbiornikéw
wodnych i chetnie gromadzi sie pod zawieszonymi w wodzie lis$¢mi, uni-
kajgc bezposredniej ekspozycji na Swiatto stoneczne. Badajgc miode ho-
dowle w fazie wzrostu logarytmicznego [26], obserwuje sie zalezno$¢
miedzy aktywnos$cig ruchowag a natezeniem os$wietlenia w cyklu dobo-
wym. Podobne zmiany mozna indukowaé, modulujgc natezenia Swiatla
sztucznego.

REAKCJA FOTOFOBOWA

Ameby typu chaos—proteus reagujg na zmiany natezenia S$wiatta
i na kierunek padania wigzki. Analizujagc aktywnos$¢ przeptywowg i loko-
mocyjng oraz orientacje pierwotniakéw, wyrdézniamy obecnie dwa typy
reakcji: fotofobowga typu ,step-up” i fototaktyczng ujemna.

Po raz pierwszy reakcje fotofobowa opisali Harrington i Learning
[21] oraz Mast [35], ktérzy stwierdzili, ze gwattowne zwiekszenie nateze-

2 Podana terminologia jest wspotczesna. Reakcje ,step-up” charakteryzujg sie,
po nagltym wzroscie natezenia $wiatta, chwilowym zatrzymaniem ruchu i nastep-
nie podjeciem go w innym niz uprzednio kierunku. Negatywna fototaksja to ruch
od zrodta Swiatta.
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nia Swiatta padajagcego na aktywnie poruszajacego sie pierwotniaka po-
woduje przejsciowy (do 4 min.) zanik przeptywu cytoplazmy i lokomocji.
Zatrzymanie przeptywu zaczyna sie od aktywnych pseudopodiéw i roz-
przestrzenia sie w strone uroidu komorki, a jego zasieg zalezy od wiel-
kosci zmiany natezenia Swiatta. Przy impulsowych, podprogowych 3 zmia-
nach wartos$ci energii wigzki Swietlnej padajacej na komdrki, obserwuje
sie przejsciowe zwolnienie przeptywu cytoplazmy w postepujgcych pseu-
dopodiach. Swiatlo o wiekszych energiach indukuje przejéciowe zatrzy-
manie przeptywu cytoplazmy w aktywnych pseudopodiach. Po okresie
immobilizacji kierunek lokomocji moze byé zachowany lub moze nastgpic
wycofanie cytoplazmy i zanik wysuwanego pseudopodium, czemu towa-
rzyszy zmiana kierunku ruchu. Na impulsy Swietlne o wartosciach ener-
gii znacznie wiekszych od energii progowej ameby reagujg skurczem
aktywnych pseudopodidéw, a nawet skurczem calej komdrki i zerwaniem
kontaktu z podtozem. Mast [40], mierzac stosunek grubosci warstwy plaz-

Ryc. 1. Wptyw S$wiatta na lokomocje ameb. a — zmiana ksztattu ciata wywotana
oSwietleniem calej ameby z wyjatkiem frontalnej czesci przodu, wyrazny skurcz
cze$ci oSwietlonej, pozostaly fragment ciata rozszerza sie [40]. b — nasSwietlenie
catej ameby Swiattem niebieskim o duzym natezeniu powoduje zatrzymanie cyto-
plazmy. ¢ — ten sam osobnik co poprzednio, ale oSwietlony $wiattem czerwonym,
wyraznie widoczny przeptyw cytoplazmy w czeéci ogonowej. W obu dosSwiadcze-
niach czas ekspozycji 3 sekundy, przedziat czasu miedzy zdjeciami 10 sek.

* Energia progowa — warto$¢ energii wigzki Swietlnej indukujgca zatrzyma-
nie przeptywu cytoplazmy w catym pierwotniaku.
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mazelowej do gruboSci przeptywajacego plazmazolu, stwierdzit, ze
w czesci ameby oswietlonej silnym $wiattem dochodzi on do 1,45, pod-
czas gdy w komérkach kontrolnych wynosi 0,78. Grubo$¢é warstwy plaz-
mazelowej praktycznie nie ulega zmianie, zmniejsza sie natomiast $red-
nica oSwietlonej czesci, $wiadczac o wypchnieciu czesci plazmazolu i tym
samym o zachodzgcym aktywnym skurczu (rye. 1).

Poziom restytuowanej aktywnosci ruchowej zalezy od natezenia
Swiatta utrzymujgcego sie po zadziataniu bodZca [44]. Przy stopniowym
zwiekszaniu natezenia S$wiatta nie obserwuje sie reakcji fotofobowej,
aczkolwiek wystepujg zmiany aktywnos$ci ruchowej zwigzane z wielko$-
cig natezenia Swiatta.

LOKALNA STYMULACJA AMEB BODZCEM SWIETLNYM

Pierwsze obserwacje reakcji i ruchu ameb w polu przedzielonym
ostrg liniag na oswietlong i ciemng czes¢ wykonat Davenport [10] i nie
stwierdzit zadnych zmian ruchu osobnikéw przechodzacych granice $wia-
tto—cien. Mast [35], powtarzajagc doswiadczenie Davenporta [10], zasto-
sowat do stymulacji kwadratowg plamke Swietlng o powierzchni 0,5 mm2
Zaohserwowat on zatrzymywanie sie i wycofywanie wchodzacych w
obreb plamki pseudopodiéw ameby. W nastepstwie kilku kolejnych reak-
cji kierunek przeptywu zmieniat sie, powodujagc tym samym zmiane
ogélnego kierunku ruchu ameby [43]. Ten tzw. efekt ,uczenia sie” pier-
wotniaka [40] mozna otrzymac, stosujac takze pojedynczy impuls Swietl-
ny o wiekszym natezeniu. W obu wypadkach ,uczenie sie” pierwotniaka
byto wynikiem naktadania sie nastepujgcych po sobie lokalnych zelifi-
kacji, powodujacych powstanie gradientu sity elastycznej plazmazelu,
a w nastepstwie zmiane kierunku przeptywu cytoplazmy. Zelujace plaz-
mazol dziatanie miejscowego bodzca nie jest przenoszone poza obreb
stymulacji, co stwierdzit Mast [40], naswietlajgc za pomocag prostokatnej
plamki $wietlnej rézne partie pierwotniaka. Zelifikacja plazmazolu na-
stepuje w sasiedztwie plazmazelu, zwiekszajac jego grubos¢ isprezystosé
(elastic strength). OSwietlenie przednich czesci aktywnych pseudopo-
diow ameb politaktycznych (terminologia [17]) powoduje opOZnienie lub
zanik przeptywu w stymulowanych pseudopodiach, nie indukujac jed-
nakze takich zmian w innych. Obserwowane wielokrotnie zmiany prze-
ptywu w nie stymulowanych pseudopodiach sg efektem wtérnym, zwig-
zanym z 0g6lng zmiang przeptywu wymuszong zmianami aktywnosci na-
Swietlonych pseudopodiow [40], [19], i zalezag od aktywno$ci i wzajemnej
lokalizacji pseudopodiow w stosunku do gtdwnego strumienia przeptywu
(Lazowski — wyniki nie publikowane).
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Naswietlenie warstwy hialinowej lub czepka hialinowego postepuja-
cego pseudopodium nie indukuje zadnych zmian ruchu [40, 33], ktore
pojawiajg sie dopiero przy oswietleniu granicy miedzy warstwg plazma-
zelowg a plazmazolem. Bovee i Jahn [4] wysuneli przypuszczenie, ze
tylko ektoplazmatyczny koniec postepujgcego pseudopodium jest Swia-
ttoczuty. Z danych doswiadczalnych [40, 15, 16, 33] wynika jednak, ze
elementy Swiattoczute (akceptory fotondw) rozproszone sg w catej obje-
tosci cytoplazmy ameby, badZ na catej powierzchni btony komdrkowej.
Mast [40] stwierdzit wzrost predkosci przeptywu i ruchu oswietlonej cze-
§ci tylnej komdrki. Grebecki [16] przedstawit ilosSciowe dane dotyczace
zmian predkosci ruchu rdéznych partii komdrki indukowanych okoto
4-krotng zmiang natezenia Swiatta. Wycofywanie sie uroidu i ekspansja
pseudopodidw sag przyspieszone przez naswietlanie rdéznych czesci ko-
morki, z wyjatkiem frontalnego fragmentu przodu, badz tez przez jego
zaciemnienie. Odwrotne stosowanie bodzcéw powoduje zmniejszenie
szybkosci ruchu.

Naswietlane catkowicie lub lokalnie fragmenty bezjagdrowe ameb
wykazujg takie same reakcje, jak osobniki nienaruszone [5, 7, 18, 21],
z tym jednak, ze czasy charakterystyczne dla reakcji fotofobowej i resty-
tucji aktywnosci sa dtuzsze [5].

ZALEZNOSCI KINETYCZNE REAKCIJI FOTOFOBOWE]J

Analizujac przebieg reakcji fotofobowej A. proteus, mozna wyroznic
kilka charakterystycznych faz parametryzowanych czasami ich trwania
[12, 14]. Reakcja zatrzymania przeptywu nie jest natychmiastowa. Czas
reakcji, tj. czas uptywajacy od chwili wiaczenia bodzca do zatrzymania
przeptywu cytoplazmy, wynosi 1-15 s i zalezy w spos6b hiperbolicz-
ny od natezenia Swiatta. Jest on diuzszy od czasu trwania impulsu Swie-
tinego niezbednego do wywotania reakcji, tzw. czasu stymulacji. R6znica
miedzy czasami reakcji i stymulacji nie jest stata i zalezy od natezenia
Swiatta (ryc. 2). Przy ustalonym ponadprogowym natezeniu Swiatta czas
stymulacji wydaje sie by¢ okre$lony progowa”warto$cig energii niezbed-
nej do wywotania reakcji fotofobowej [12]. Nastepujgca po naswietleniu
ameb faza bezruchu, tzw. okres bezruchu (do 4 min.), wzrasta wraz ze
wzrostem natezenia $wiatta i czasem ekspozycji [14]. Przy dtugich cza-
sach ekspozycji ameba podejmuje lokomocje w nrwych warunkach Swie-
tinych. Mamy tu do czynienia z procesem adapt icji, wyrazajacym sie
podjeciem na nowo aktywnosci przeptywdw™ | cytoplazmy i lokomocji
0 innych parametrach (ryc. 3). W warunkach ciggtego oSwietlenia pred-
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Ryc. 2. Kinetyka reakcji fotofobowej [12]. a — zalezno$¢ czasu utajonego reakcji

od natezenia $wiatta (?). b — zalezno$¢ czasu reakcji od natezenia Swiatta (X). ¢ —

hiperbola dopasowujgca zalezno$¢ czasu reakcji od natezenia Swiatta (-—- ). O$ od-
cietych — wzglednie natezenie $wiatta I, 0§ rzednych — czas w sekundach.

Ryc. 3. Zalezno$¢ predkosci lokomocji od natezenia $wiatta [44]. Krzywa go6rna —
Srednia maksymalna predko$é, krzywa dolna — predkos$¢ $rednia. O$ odcietych —
natezenie Swiatta (mkd), o$ rzednych — predko$¢ lokomocji (um/min).
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ko$¢ lokomocji odnawianej po fazie bezruchu stopniowo wzrasta i osigga
wartos¢ statg dopiero po uptywie pewnego czasu, tzw. czasu restytucji
(ryc. 4), ktéry jest zalezny od natezenia Swiatta.

Ryc. 4. Kinetyka adaptacji do zmienionych warunkéw S$wietlnych dla réznych na-

tezen padajacego Swiatta [44]. O$ odcietych — czas (min) uptywajacy od chwili

podjecia ruchu przez badanego osobnika, 0§ rzednych — predkos¢ lokomocji pier-
wotniaka (um/min).

REAKCJA FOTOTAKTYCZNA

Ameby znajdujace sie w horyzontalnej lub ukosnie padajacej wigzce
Swiatta przemieszczaja sie w kierunku od jego zrédia, przyjmujac czesto
wydtuzong, ortotaktyczng postaé (ryc. 5). Zachowanie to, po raz pierwszy
opisane przez Davenporta [10], byto szczegétowo badane przez Masta [35],
ktéry pierwszy zasugerowal, ze orientacja ameby wymuszona kierunkowym
bodzcem moze wynika¢ z zahamowania formowania sie nibyn6zek po
bardziej osSwietlonej stronie komorki. Reakcja fototaktyczna miataby za-
tem to samo podioze co reakcja fotofobowa [38], a zmiana ksztaltu ciata
pierwotniaka (przyjmowanie postaci ortotaktycznej) bytaby konsekwen-
cja spowodowanego absorpcjg i rozpraszaniem (zjawisko zacieniania —
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Ryc. 5 Indukowane $wiattem zmiany orientacji pierwotniaka. Swiatto pada z lewej
strony. Przedziat czasu uptywajgcy miedzy kolejnymi ekspozycjami — 10 s.

shading effect) gradientu natezenia $wiatta, wytwarzajgcego z kolei gra-
dient witasnosci elastycznych cytoplazmy. Uroid powstaje po najbardziej
oSwietlonej stronie komorki, aktywne pseudopodia po stronie przeciwnej.
Takie samo zjawisko obserwuje sie w trakcie restytucji ruchu ameb
obserwowanych w silnym S$wietle oS$wietlajacego uktadu mikroskopu.
Powstajgce pseudopodia rozwijajg sie poczatkowo ku gdrze, a nie na boki,
az do momentu wptyniecia w nie prawie calej cytoplazmy ameby. Do-
piero po kilku takich probach rozwijajg sie u podstawy i rozprzestrzeniaja
horyzontalnie, tworzac lokalne kontakty ze szkiem, niezbedne dla pod-
jecia lokomocji.

Hipoteza Masta [35, 38] wyjasniajgca orientacje pierwotniaka na
gruncie gradientu wiasnosci lepkoelastycznych komorki znalazta potwier-
dzenie w wynikach uzyskanych przez Muller [45]. Autorka ta wskazata
rbwniez na istnienie i iloSciowo wyznaczyta progowe natezenie $Swiatla
biatego (2000 - 6500 lux) indukujgcego reakcje fototaktyczng.

Fragmenty bezjadrowe, stymulowane wigzka horyzontalng, przybie-
rajg, podobnie jak osobniki posiadajace jadro, cylindryczny ksztatt ciata,
minimalizujgc powierzchnie wystawiong na dziatanie Swiatta [7]. Po wy-
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taczeniu bodzca kierunkowego fragmenty przybierajg ksztatt sferyczny.
Autorzy pracy [18] stwierdzili, ze fragmenty bezjadrowe, ktére nie utra-
city kontaktu z podtozem, stymulowane granica $wiatto—cieh przesuwaja
sie w strone cienia. Podobnie reaguja osobniki z wieksza liczbg jader.
Schaeffer [51] i Mast [40] wzmiankowali, ze niektére osobniki A. pro-
teus w przeciwienstwie do innej wolno zyjacej ameby Chaos carolinen-
sis, reagujacej w identyczny sposob jak A. proteus, wykazujg w bardzo
stabym natezeniu $wiatta dodatnig fototaksje. Autorzy ci nie przedstawili
jednak bezposrednich danych potwierdzajacych opisane obserwacje.

CYKL DOBOWY

Obserwowany przez Masta [41] zanik przeptywu cytoplazmy w nis-
kich natezeniach Swiatta zostal potwierdzony przez Jamesa [26], ktory
wskazatl na zmiany poziomu aktywnos$ci ruchowej ameb w cyklu do-
bowym.

Zaokraglone, dobrze przytwierdzone do podtoza, nie wykazujgce
w czasie godzin nocnych zadnego ruchu komérki z miodych logarytmicz-
nych hodowli, przy wzroscie natezenia Swiatta powyzej 2000 lux (temp.
24°C), odnawiajg swojg aktywnos$¢ przeptywowa i zmieniajg ksztatt ciata.
Przejscie do form z wyraznym przeptywem cytoplazmy trwa okoto
10 min. Zmiany odwrotne (przy zmniejszaniu natezenia $wiatta) zachodza
przy tym samym natezeniu progowym i trwajg 20 - 30 min. Komorki ze
starych kultur nie wykazujg w nocy fazy bezruchu, aczkolwiek zmniej-
szenie aktywnos$ci jest wyraznie widoczne. Taki sam efekt jest obserwo-
wany przy zastosowaniu S$wiatta sztucznego (prog natezenia $wiatta bia-
tego 2000 - 2600 lux). Przy dalszym wzro$cie natezenia Swiatta zwieksza
sie predkos¢ przeptywu cytoplazmy i lokomocji pierwotniaka oraz na-
stepuje orientacja ruchu.

WIDMA REAKCIJI SWIETLNYCH

Praca Harringtona i Leaminga [21] byta pierwszg proba okreslenia
przedziatlu widmowego $wiatta indukujacego reakcje fotofobowg ameb.
Autorzy stwierdzili, ze Swiatto o barwie fioletowej najefektywniej zmniej-
sza predko$¢, badz zatrzymuje przeptyw cytoplazmy. Doswiadczenia
Masta [35, 36] potwierdzity te obserwacje wskazujgce, ze Swiatto nie-
bieskie (430 - 490 nm) wyraznie wptywa na szybko$¢ przeptywu cyto-
plazmy, podczas gdy inne barwy majg wptyw nieznaczny.
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Inman z wspétautorami [25] rozszerzyli badania nad widmem reak-
cji ameb na zakres S$rodkowego nadfioletu (275 nm). U pierwotniaka
wkraczajagcego w naswietlony region natychmiast zatrzymuje sie prze-
ptyw cytoplazmy, a nastepnie po 1- 2 sek. nastepuje odwrocenie kierun-
ku jej przeptywu i wycofanie sie pseudopodiow. Hitchcock [24], potwier-
dzajagc wyrazny wplyw Swiatta niebieskiego na reakcje ruchowe ameb,
wysunat przypuszczenie o istnieniu dwoch spektralnie réznych uktadow
absorbujacych S$wiatto: jednego dla reakcji fotofobowej, drugiego dla
reakcji fototaktycznej. U ameby jeden lub drugi ukfad jest wigczany
w zaleznosci od natezenia padajacego Swiatta. Uzyskane obecnie wyniki

(kbazowski — wyniki nie publikowane) zaprzeczaja wnioskom Hitchcocka
[24]. U A. proteus istnieje zgodno$¢ przedziatow spektralnych Swiatta
aktywujacego reakcje fototaktyczng i fotofobowa (Lazowski — dane nie

publikowane). Stwierdzone przeze mnie widmo Swiatta aktywujacego
(ryc. 6) potwierdza obserwacje wczeSniejsze, wskazujgc na mozliwos¢
udziatu pochodnych flawinowych w procesie recepcji [52].

Ryc. 6. Zalezno$¢ wzglednej czuto$ci kwantowej — rjn reakcji fotofobowej od diu-
gosci fali Swietlnej — z(nm). rin = Ajsserj(), r]() — czutos¢ kwantowa dla badanej
dtugosci fali, 77433 — czuto$¢ kwantowa dla z = 436 nm (wyniki wiasne).

Saks i wspétautorzy [50] wykazali, ze u niektérych osobnikéw
A. proteus mozna wywotaé zolifikacje cytoplazmy S$wiatlem czerwonym
(694,3 nm) o natezeniu 106 -i- 19 X 106 W/m2 Jest to natezenie ponad
106 razy wieksze od natezen Swiatta 450 nm wywotujgcego 100°/0 reakcji
fotofobowej. Zachowanie sie niektdrych ameb w Swietle czerwonym jest
prawdopodobnie spowodowane efektem fotodynamicznym, ktory tez za-
chodzi podczas nasSwietlania dalekg czerwienig i bliskg podczerwienia.
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W podczerwieni i dalekiej czerwieni zanika u ameb mozliwos¢ formowa-
nia pseudopodidw zwigzana z zolifikacjg cytoplazmy. Ameby maja sze-
rokie wachlarzowate pseudopodia, wypetnione duzymi obszarami cieczy
hialinowej. Dziatanie $wiatta czerwonego i podczerwieni wzmagajg do-
dane do hodowli ameb barwniki niebieskie i zielone (np. chlorek bitekitu
metylowego) [3, 50], co przemawia za tezg o mozliwosci zachodzenia efek-
tu fotodynamicznego przy bardzo wysokich natezeniach $wiatta czerwo-
nego — 106 W/m2

wptyw Srodowiska na fotoreakcje ameb

Czas reakcji ameb na Swiattlo wydtuza sie ze wzrostem kwasowosSci
srodowiska, a takze w wyniku zmniejszania sie stezenia KC1 i MgClI2 [42].
Zmiany stezenia NaCl nie wywierajg zadnego wptywu. Badania te po-
twierdzity wczesniejszg sugestie Masta [37], ze wzrost czasu reakcji foto-
fobowej zachodzi pod wptywem czynnikéw zwiekszajgcych lepko$é cyto-
plazmy, a skrocenie czasu reakcji wywotujg czynniki zmniejszajgce lep-
kos¢. Hipoteze te potwierdzity badania Heilbrunna i Daugherty [22],
ktérzy stwierdzili, ze NaCl, KC1, MgCI2 zmniejszajg lepkos¢ plazmazelu,
podczas gdy CaCl2 jg zwieksza; wskazali ponadto, ze obecno$¢ Ca2+
w $rodowisku jest niezbedna dla wywotania Swiattem zmian lepkosci [3].

Dodanie do $rodowiska rozu bengalskiego, eozyny [3] czy chlorku
btekitu metylowego [50], nie powoduje zmian w cytoplazmie, w potgcze-
niu jednak z bodzcem Swietlnym zmniejsza jej lepkos$¢ i prowadzi do cy-
tolizy ameb (efekt fotodynamiczny).

WSPOLNE PODLOZE REAKCJI FOTOFOBOWYCH | FOTOTAKTYCZNYCH

Z dotychczasowych badan wynika, ze reakcje ruchowe A. proteus
i innych wielkich drapieznych ameb sg rézne w zaleznosci od wielkosci
i szybko$ci zmian natezenia $wiatta. Przy ciggtym, ale powolnym zwiek-
szaniu natezenia Swiatlta wystepuje stopniowe zwiekszanie predkosci lo-
komocji. Przy gwattownym zwiekszeniu nastepuje przejSciowe zwolnie-
nie lub nawet zatrzymanie przeptywu cytoplazmy — immobilizacja calej
komorki. Po okresie szoku lokomocja powraca i ameba osigga szybko$¢
zalezng od utrzymujacego sie natezenia $wiatta [44]. Swiatlo ma réwniez
dodatni wptyw na poziom aktywnosci ruchowej ameb. Obserwowany
w niskich natezeniach zanik przyptywu cytoplazmy [26, 41] byt odna-
wiany po zwiekszeniu natezenia Swiatta powyzej wartosci progowej,
niezaleznie od tego, czy zmiana natezenia nastepowata stopniowo, czy
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gwalttownie. Progowe natezenie Swiatlta wzbudzajgce przeptyw cytoplaz-
my w A. proteus [26] jest rowne natezeniu progowemu efektu fototak-
tycznego [45]. Wyniki te, razem ze stwierdzong zgodnos$cig widm induku-
jacych reakcje fotofobowsa i fototaktycznag, potwierdzity hipoteze Masta
0 wspolnym mechanizmie obu reakcji.

Efekt fototaktyczny obserwowany w wigzce horyzontalnej, ukosnej,
a takze przy zmianie natezenia $wiatta w plaszczyznie preparatu, wy-
tworzonej za pomocg neutralnego filtru gradientowego, jest bezposrednio
zwigzany z powstajagcymi w pierwotniaku przestrzennymi zmianami lep-
kosci i struktury cytoplazmy, podobnie jak te ma miejsce przy lokalnej
stymulacji aktywnych pseudopodiéw czy innych czesSci komérki. Zacho-
dzace w cytoplazmie zmiany sg ograniczone tylko do miejsc naswietlen
1 nie sg przenoszone na inne obszary komdrki. Wytworzony w ten spo-
sob, zalezny od zmiany natezenia $wiatla, gradient wiasnosci elastycznych
cytoplazmy [44] powoduje ruch pierwotniaka w kierunku mniejszego na-
tezenia Swiatta. Reakcja fotofobow”a spowodowana analogicznymi zmia-
nami lepkoSci i witasnosci elastycznych cytoplazmy, jak to ma miejsce
w przypadku reakcji fototaktycznych, jest pierwszym etapem adaptacji
do gwaltownie zmienionych warunkéw S$wietlnych. Przy stopniowym
i powolnym zwiekszaniu natezenia nie obserwuje sie reakcji fotofobowej,
gdyz komorka przechodzi przez szereg kolejnych stanéw guasi-réwno-
wagi dynamicznej cytoplazmy, regulowanych zmianami poziomu kom@r-
kowych nosnikdw informacji, najprawdopodobniej stezeniami jonow
wapnia i wodoru.

PRZYPUSZCZALNE MECHANIZMY MOLEKULARNE FOTOREAKCIJI AMEB

Folger [12, 13] pierwszy zwrocit uwage na zbiezno$¢ w przebiegu
reakcji A. proteus wywotanych bodZzcem S$wietinym i draznieniem me-
chanicznym. Co wiecej, zaobserwowat on, ze nastepujace po sobie bodzce
Swietlny i mechaniczny lub na odwro6t o sile zbyt matej, by wywotac
oddzielnie dostrzegalng reakcje, moga sie sumowaé, indukujac zatrzy-
manie przeptywu cytoplazmy i lokomocji ameb. Mast [39] i Alsup [2]
stwierdzili takg samg odpowiedz pierwotniaka przy draznieniu pradem
przemiennym jak pod wptywem Swiatta. Ponadto Alsup [2] wykazat, ze
podprogowe bodzce Swietlny i elektryczny moga sie sumowac, podobnie
jak Swietlny i mechaniczny. Lokalna stymulacja podawanymi w sasiedz-
twie ameby anestetykami [29, 30] i c-AMP [60] indukuje takie samo za-
chowanie sie pierwotniakéw i ich jadrowych i bezjadrowych fragmen-
téw, jak stymulacja horyzontalng wiagzkg S$wiatta czy granicg Swiatlo—
cien. ldentyczne jak w horyzontalnej wigzce Swiatta orientowanie sie
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pierwotniaka w statym polu elektrycznym ku katodzie, wyjasnione po-
wstaniem gradientu pH i kationbw w objetosci i na powierzchni ko-
morki [39] potwierdza istnienie, w przypadku reakcji fototaktycznej, in-
dukowanego Swiattem gradientu koncentracji jonéw w komorce. Hipoteza
ta znalazta weryfikacje w doswiadczeniach nad zachowaniem sie pier-
wotniaka w przemiennym polu elektrycznym [2, 39], jak i w dos$wiad-
czeniach Nuccitellego [46], ktdry stwierdzit wyptyw kationéw (w tym
zwtaszcza jondw wapnia i wodoru) z aktywnych pseudopodiow i ich
wptyw w okolicach uroidu. Istnienie gradientu koncentracji jonéw wap-
nia zostato wykazane przez Stockema i Kleina [55], ktorzy znalezli, ze
w normalnie poruszajgcej sie amebie (A. proteus) miejsca wigzace wapn
sq zlokalizowane gtéwnie w uroidzie, natomiast w czesci frontalnej ich
liczba jest wyraznie zredukowana. Analogiczne wyniki otrzymali Taylor
et al. [58], ktérzy zaobserwowali statg luminescencje ekworyny w okoli-
cach uroidu poruszajgcej sie ameby i przejsciowg w aktywnych pseudo-
podiach.

Zatrzymanie przeptywu i lokomocji oraz gwattowny skurcz wywo-
tany silnym bodZzcem Swietlnym moze by¢ konsekwencjg wzrostu steze-
nia jondéw wapniowych [59, 60] regulujagcych ukiad biatek korteksu, jak
i mechanizm aktomiozynowy odpowiedzialny za skurcz [8, 9]. Hipoteza ta
znajduje potwierdzenie w doswiadczeniach z wstrzykiwaniem 0,7 agM
roztworu jon6w wapnia do anterioru lub uroidu komérki '[54], ktory
powoduje taki sam jak przy dziataniu silnym bodZcem S$wietlnym, ogra-
niczony do miejsca iniekcji, skurcz cytoplazmy.

Przedstawione dane $wiadcza, ze o ile miejsca odbioru bodzcéw ze-
wnetrznych i poczatkowe drogi transdukcji moga by¢ rozne, to sam
mechanizm reakcji jest wspo6lny i moze by¢ wyzwalany tym samym
czynnikiem, np. wolnymi jonami wapnia i wodoru [1, 55- 57, 59]. Ozna-
czatoby to, ze bodziec Swietlny indukuje za pomoca nie znalezionego do
tej pory mechanizmu zmiany wewnatrzkomdérkowych stezen przenosni-
kéw informacji (second messenger), ktére z kolei regulujg lokalne przej-
Scia fazowe w cytoplazmie. Za przyjeciem takiej hipotezy przemawiajg
wyniki doswiadczen lleilbrunna i Daugherty [23] oraz Alsupa [3], ktorzy
stwierdzili, ze S$wiatlo nadfioletowe i widzialne zwieksza lepko$¢ cyto-
plazmy o okoto 30°/0, podczas gdy w obecno$ci 1/32 M szczawianu amonu
(tworzacego kompleksy z Ca2+) zmiany takie nie sg obserwowane, a co
wiecej nastepuje spadek lepkosci cytoplazmy.

Indukujgce pinocytoze dziatanie $rodkowego zakresu widma nad-
fioletowego [28, 49], ktdre jest takze silnym induktorem reakcji fotofo-
bowej [25], potwierdza wigczenie w cykl transdukcji jondw wapnia, ktore
sg waznym elementem poSredniczagcym w reakcji pinocytozy [27, 48].
Wskazuje poza tym, ze Swiatto moze zmienia¢ wiasnosci elektryczne bito-
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ny cytoplazmatycznej, zmieniajagc tym samym jej przepuszczalno$¢ dla
jonow [23]. Moze tez aktywowac¢ uktady enzymatyczne btony komorko-
wej lub systemoéw bion wewnetrznych, ktére z kolei zmieniajg koncen-
tracje czynnikdw posredniczacych [32, 34] w przekazywaniu informacji
do struktur efektorowych [56].

Na recepcje fotonow na poziomie btonowych uktadéw wewngtrzko-
morkowych, np. mitochondridw, jak ma to miejsce w Dictyostelium dis-
coideum [47] czy w Physarum polycephalum [31], wskazuje pos$rednio
brak fotoreakcji [20] w duzej wolno zyjacej amebie Pelomyxa palustris
nie majacej mitochondriéw i innych wewngatrzkomdérkowych uktadow
btonowych [4, 61], podczas gdy inne, majace tego typu organelle gatunki,
Chaos carolinensis i Amoeba dubia [40], wykazuja wyrazne reakcje
Swietlne opisywanego typu. Na wewnatrzkomorkowy poziom recepcji
wskazuje wystepowanie reakcji fotofobowej u osobnikéw przebywaja-
cych w wodzie destylowanej [42] czy w roztworze TRIS-HC1 o pH = 7,3
(Lazowski — wyniki nie publikowane). Nie wyklucza to jednak mozli-
wosci absorpcji fotonéw w substrukturach btony komoérkowej powoduja-
cej zmiany przepuszczalnosci btony dla jonow znajdujgcych sie w ota-
czajacej komorke warstwie glikokaliksu.
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ZASTOSOWANIE ANALIZY FOURIEROWSKIEJ DO BADANIA
KSZTALTOW OBRAZOW KOMOREK | INNYCH OBIEKTOW
BIOLOGICZNYCH

APPLICATION OF THE FOURIER ANALYSIS OF SHAPE IN THE INVESTIGATIONS
OF CELL IMAGES AND OTHER BIOLOGICAL OBJECTS

Pawet STROJNY1 Kazimierz OSTROWSKIL Anna DZIEDZIC-GOCLAWSKA?2

2Zaktad Histologii i Embriologii, Instytut Biostruktury, Akademia Medyczna w Warszawie
JZaktad Transplantologii, Instytut Biostruktury, Akademia Medyczna w Warszawie

Streszczenie. W artykule omoéwiono dwie metody analizy ksztattu obiektow biologicznych i przy-
ktady ich zastosowania w badaniach komérek o réznym stopniu transformacji nowotworowe;j.

Podstawa obu metod jest transformacja Fouriera funkcji opisujgcej ksztatt obiektu. W meto-
dzie | funkcja ta jest dtugos¢ promienia wodzacego w zaleznosci od jego kata nachylenia, w me-
todzie Il — kat nachylenia stycznej do konturu w zaleznosci od dtugosci tuku. W wyniku transfor-
macji Fouriera takiej funkcji otrzymuje sie szereg parametrow, ktore stanowig jednoznaczng i moz-
liwg do interpretacji geometrycznej charakterystyke analizowanego ksztattu.

Summary. The paper reviews two methods of shape analysis of biological objects and their applica-
tions in investigations of transformed cells.

The basis of the methods is the Fourier transformation of the function which describes the
shape of the analysed object. In the first method such a function is created by the counter-clockwise
rotating radius vector. In the second method such a function is created by the angle between the
tangent to the contour and the reference direction. The result of the Fourier transformation of this
function is the series of parameters which characterize the shape unambiguously and make the
geometrical interpretation possible.

W badaniach biomedycznych zaréwno podstawowych, jak i rutynowych za-
chodzi czesto potrzeba opisu ksztattu réznych obiektow reprezentowanych przez
ich dwuwymiarowe rzuty. Ksztalt obiektow biologicznych (komérek, narzadow,
catych organizméw) wynika z petnionych przez nie funkcji oraz z wptywu $rodowiska.
Analiza ksztattu takich obiektéw dostarcza wiec cennych informacji o przebiegu
pewnych procesdw biochemicznych lub fizycznych oraz pozwala na odr6znianie
pewnych klas obiektow od innych.

Stosowany do$é powszechnie w naukach biomedycznych jakosciowy opis ksztattu
jest subiektywny i nieprecyzyjny, co utrudnia badZ uniemozliwia stosowanie metod
automatycznych komputerowych. Opis ilosciowy pozwala na zastosowanie kompu-
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terow do zhierania, przechowywania i przetwarzania danych. Ma to znaczenie
w badaniach podstawowych, ale przede wszystkim w badaniach rutynowych, w kté-
rych zachodzi potrzeba badan duzych populacji (np. wczesna diagnostyka nowo-
tworowa). llosciowa analiza ksztattu moze by¢ cennym narzedziem zaréwno w ba-
daniach, w ktérych roznice sg tatwo widoczne, jak itych, w ktérych réznice sg bardzo
subtelne. Istnieje wiele metod morfometrycznych pozwalajgcych na iloSciowg cha-
rakterystyke geometrycznych cech badanych obiektow. Parametry uzyskane tymi
metodami sg czesto fatwe do obliczenia nawet bez uzycia komputera, jednakze
pewnego typu zmiany ksztattu analizowanych obiektdw moga nie zmieni¢ wartosci
tych parametréw a tym samym nie zostang wykryte.

Fourierowska analiza ksztattu [1, 5] wymaga do$¢ ztozonych obliczen, co po-
cigga za sobg konieczno$¢ zastosowania komputera. Jednakze obecnie, gdy kom-
putery, a zwlaszcza mikrokomputery stajg sie coraz tansze, nie stanowi to duzego
ograniczenia. W zamian za to analiza fourierowska pozwala na opis ksztattu dwu-
wymiarowego obiektu (figury) przy uzyciu serii parametréw z dowolng doktadnos$cia,
tym wiekszg, im wieksza jest dtugos¢ serii, a ponadto parametry te nie zalezg ani
od orientacji figury, ani od jej rozmiaréw. Przydatng, cho¢ nie najwazniejszg ich
cechg jest prosta interpretacja geometryczna.

1. TRANSFORMACJA FOURIERA JAKO MATEMATYCZNA PODSTAWA
FOURIEROWSKIEJ ANALIZY KSZTALTU

Wedtug jednego ztwierdzen Fouriera [4] kazda ciagtg funkcje okresowg F(x)
o0 okresie T mozna przedstawi¢ w postaci szeregu ztozonego z funkcjiharmonicznych
o0 odpowiednich amplitudach i malejacych okresach wedtug ciggu: T, T/2, TI3,...
W ogdlnej postaci funkcje F(x) mozna przedstawi¢ nastepujaco:
¢ ®
2Tznx vn _2nnx
F(x) = AO-\- /4,cos — + A«sin — (1.2)
n=1 fl=l

lub korzystajac z wiasnosci funkcji harmonicznych w nieco inny sposdéb:

\n [ 2-jznx \
F(x) = A0+ 2 j Cxcos <) 0-2)

Zwigzek pomiedzy postacig (1.1) a (1.2) jest nastepujacy:

C.= VAI+BI, (1.3)

f,= arctg -A-, 1.4
( g A (1.4)
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gdzien= 1,2,3,... nazywamy rzedem (numerem) harmonicznej, Cn — amplitudg
harmoniczng, a an — harmonicznym katem fazowym. WartoSci amplitud A,, i Bn
mozna obliczy¢, korzystajgc ze wzoréw na transformacje Fouriera funkcji F(x).
Ogdlna posta¢ transformacji Fouriera jest nastepujaca:

[(«)= j) F(5)
gdzie u =1/T nazywamy czestoscig funkcji F(x), i = V—1, af(u) jesttransformata
Fourierafunkcji F(x) o wartosciach w przestrzeni liczbzespolonych.  Amplitudy
A,, i Bn sg wartosciami czeSci rzeczywistej i urojonej funkcji f{u) dla u = h/F. Od-
powiednie wzory majg wiec nastepujacq postac:

17T
Ag—— | F(x)dx, (1.6)
0
.
An=Y Jmcos— te, 1.7)
0
r
"= Y g JF sin dx'

Biorac skonczong liczbe (A) wyrazéw szeregu Fouriera (1.1), mozemy zrekon-
struowac funkcje F(x) z dowolng doktadnoscia, tym wiekszg, im wigksza jest war-
tos¢ N.

W nastepnych rozdziatach omoéwimy dwie metody analizy ksztattu w dwoch
wymiarach, ktérych podstawg jest transformacja Fouriera. W obu metodach trans-
formacji Fouriera poddawa¢ bedziemy funkcje charakteryzujgce jednoznacznie
ksztatt analizowanego obiektu. Ro6znice miedzy metodami polegaja gtéwnie na
sposobie wyboru tych funkcji.

2. FOURIEROWSKA ANALIZA KSZTALTU. METODA |

t

Ksztatlt dwuwymiarowego obiektu (figury) mozemy opisaé przy uzyciu funkcji
R(0) wyrazajacej diugos¢ promienia wodzacego wystawionego z geometrycznego
$rodka ciezkosci figury w zaleznosci od kata 6 mierzonego wzgledem dowolnie
wybranego kierunku odniesienia (ryc. 2.1), [1].

Tak zdefiniowana funkcja jest funkcjg réznowartosciowa tylko wtedy, gdy kazda
prosta przechodzaca przez $rodek ciezkosci figury przecina jej brzeg doktadnie dwa
razy (ryc. 2.2). W przeciwnym wypadku R(0) nie mozna poddac transformacji
Fouriera i metoda | nie daje sie zastosowac.
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Ryc. 2.1. Spos6b tworzenia funkcji R(6) opisujacej ksztatt figury. Sc — Srodek ciezkosci figury

Ryc. 2.2. Przyktad figury, dla ktérej R{Q) nie jest funkcjg réznowartosciowg

To niewatpliwe ograniczenie stosowalno$ci metody | czesto nie ma znaczenia,
gdyz w wielu biomedycznych zastosowaniach obiekty tego typu co na ryc. 2.2 nie
wystepuja. Czesto tez niejednoznacznosci funkcji R(0) sa na tyle drobne, ze po-
miniecie ich (,,wyprostowanie” figury) prawie nie wpltywa na doktadnos$¢ analizy.
Gdy funkcja R(6) spetnia zatozenia twierdzenia Fouriera, woéwczas korzystajgc
z postaci (1.2) oraz z faktu, ze okres funkcji T = 27t, szereg Fouriera mozna przed-
stawi¢ w postaci:

00
R{6)= J0+ £ (2.1)
n=1

Pierwszy wyraz tego szeregu (R0) jest promieniem kota, ktérego pole jest rdwne
polu analizowanej figury. Z charakteru funkcji R(6) wynika, ze «-ta harmoniczna
reprezentuje regularng figure o « wybrzuszeniach (ryc. 2.3). Rn wyraza wzgledny
udziat «-tej harmonicznej w tworzeniu catej figury, a qn — jej utozenie kierunkowe
wzgledem kierunku odniesienia.

Pierwszym etapem metody | jest zarejestrowanie wsp6trzednych kartezjanskich
punktow brzegowych figury. Punktow powinno by¢ jak najwiecej, gdyz od tego
zalezy doktadno$¢ opisu. Ich minimalna liczba powinna by¢ co najmniej dwa razy
wieksza od liczby harmonicznych, przy uzyciu ktérych chcemy opisa¢ ksztatt figury.
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Ryc. 2.3. Geometryczna ilustracja kilku kolejnych harmonicznych natozonych na okrag o pro-
mieniu Rn

Warunek ten wynika z twierdzenia Nyquista o czestosci prébkowania funkcji. Uktad
wspoétrzednych oraz punkt poczatkowy wybieramy dowolnie. Punkty rejestru-
jemy kolejno, w kierunku przeciwnym do ruchu wskazéwek zegara. Wsp6trzedne
mozna rejestrowaé recznie, stosujgc odpowiednig siatke, potautomatycznie ko-
rzystajac z réznego typu digitizeréw oraz automatycznie — urzgdzeniami ztozo-
nymi z kamery telewizyjnej i odpowiedniego systemu do analizy obrazéw.

W najkrétszym zarysie metoda | sprowadza sie nastepnie do obliczenia wspét-
rzednych geometrycznego $rodka ciezkosci figury, zamiany wspo6trzednych karte-
zjanskich punktéw brzegowych (a:,t) na biegunowe (R, 6) i obliczenia wspétczyn-
nikéw Fouriera wedtug wzoréw (1.6-1.8) oraz (1.3) i (1.4) dla harmonicznych
n= 1,2, ..., M. M ustalamy w zaleznosci od pozadanej doktadnosci analizy,
pamietajac o twierdzeniu Nyquista (M < N/2, gdzie N — liczba zarejestrowanych
punktow brzegowych).

Analizowang figure mozemy przyblizyé przez wielokat o N wierzchotkach po-
numerowanych kolejno w Kierunku przeciwnym do ruchu wskazéwek zegara i ma-
jacych wspotrzedne (xity,), i= 1,2 , N (ryc. 2.4).

Rownanie prostej zawierajgcej i-ty bok wielokata (taczacy i-ty wierzchotek
z /+l-szym) ma nastepujacq postac:

VIO = iu 1zil X+ . (2.2)
*141-%] il
Mozna wykaza¢, ze wspoOtrzedne srodka ciezkosci (x0, jo) dajg sie obliczy¢ z na-
stepujacych wzorow:
N N

-1 mx s My
0= -A > yo=L-1 . 2.3)

i =g
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Ryc. 2.4. Wielokat bedacy przyblizeniem analizowanej figury w kartezjanskim uktadzie wspot-
rzednych. Wierzchotki sg ponumerowane w kierunku przeciwnym do ruchu wskazéwek zegara

gdzie Mxi oraz Myt s3 momentami pierwszego rzedu dla /-tego trapezuodpowiednio
wzgledem osi y oraz /-ty trapez jest zawarty pomiedzy /-tym bokiem a jego rzutem
na o$ x, Aj jest polem /-tego trapezu.

Mxi, Myi oraz Atmozna obliczy¢, korzystajac z odpowiednich wzoréw catkowych:

f (2.4)
yt 0o
Xk 1309 .2 a
A,=-1 ] ydk=" + _ &
xt 0
f dydx= bw ,+ * te #i>. (26)
6]

Majac wspotrzedne Srodka ciezkosci figury, mozemy zamieni¢ wspdtrzedne karte-
zjanskie punktéw brzegowych (wierzchotkéw) figury na wspo6trzedne biegunowe:

Ri= ~(y-yoY+ixi-x0)2, .7

O = arctg = O (2.8)
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Wspdtczynniki fourierowskie dla funkcji R(6) mozemy obliczyé, podstawiajgc
we wzorach (1.6), (1.7), (1.8) T= 2rc, F = R, x = 0 oraz przechodzgc od funkcji
ciggtej R(0) do dyskretnej R,(0;):

1 9 1 vy
*, =] = T m*>. m
0 =1 G
i P I Ney
A,,=~j F(0)cosnOdO = — | Ri(6)cosndd6, (2.10)
[} n i=10;
J oo J x of+1
= — f R(0)sinn0d0= — V | /?(0)sin/70<r/0. (2.11)
™ 0‘J © =1 éf

Zaktadajac, ze dla matych réznic 0r+1 —O0f promien R jest liniowg funkcja kata 0
w przedziale 6i’ di+1» mozemy analogicznie do réwnania prostej danej wzorem
(2.2) napisac, ze:

= tdlE of eF “h-i- @ (2.i2)

Po podstawieniu Rf(0) do wzoréw (2.9), (2.10), (2.11) i scatkowaniu otrzymu-
jemy ostateczne wzory na wspotczynniki fourierowskie:

N

o R hi+*/>(«<+i-«i).
1=1

1 vN-1 (R,+1-/?,) (cost70/+1-c0s«0;) Ri+Is\nnOi+I-RiSinndi

+ P e T (214)

N
» - i Vi?:+,-.R,)(sinn9,+I-siiin9) /?,+]cos«0,.+1-,R (cosn0,. M ici
" nn @+i—S,)«2 n ; (215)
Wspotczynniki i 2Hniosa informacje o ksztatcie figury facznie z informacja

0 jej utozeniu kierunkowym. Rozdzielenie tych informacji jest mozliwe po zamianie
wspétczynnikéw Ani Bnna Rni Oni zastosowaniu szeregu Fouriera w postaci danej
wzorem (2.1). Dla kazdej harmonicznej obliczamy wiec tak jak we wzorach (1.3),
(1.4):

R, = VA+E, (2.16)

95, = arct g (2.17)
An

(2.i3)
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Ponadto w celu uniezaleznienia sie w analizie ksztattu od wielkosci figury wszyst-
kie obliczone amplitudy harmoniczne Rn mozemy znormalizowa¢ wzgledem wyrazu
RO, tzn. obliczy¢:

R*= — . (2.18)

Mozna wykaza¢, ze dla funkcji R(0) amplitudy Rn sg dla kazdego n mniejsze
od RO, tak wiec R* nalezg do przedziatu [0, 1]. Seria wspdtczynnikdw fourierowskich
Rni dnjednoznacznie okre$la ksztatt analizowanej figury. Przy ich uzyciu mozemy
dowolnie doktadnie zrekonstruowac figure, tym doktadniej, im diuzsza jest seria.
Z uwagi na ortogonalno$¢ funkcji harmonicznych wsp6tczynniki fourierowskie
nie sg skorelowane — okreslonej wielkosci (w stosunku do catej figury) pofatdo-
waniom brzegu figury odpowiadajg Scisle okreslone harmoniczne. Tak wiec opi-
sujagc pewne obiekty w celu ich p6Zniejszego poréwnywania czy klasyfikacji, mozna
sie ograniczyé¢ tylko do tych harmonicznych, w ktérych réznice sa najwyrazniejsze.
Ryc. 2.5a ilustruje rekonstrukcje wyjsciowej figury oznaczonej symbolem ,,00”
z uzyciem coraz to wiekszej liczby harmonicznych. Ryc. 2.5b przedstawia widmo
pierwszych pietnastu znormalizowanych amplitud R*. Latwo widoczne na pierwszy
rzut oka najwieksze zmiany ksztattu po dotgczeniu harmonicznych 2, 4, 10 znajduja
.swoje odbicie w lokalnych maksimach widma dla odpowiednich n.

Ryc. 2.5a. Rekonstrukcja przyktadowej figury (oznaczonej ,,00")



BADANIA KSZTALTOW OBRAZOW KOMOREK 157

Ryc. 2.5b. Widmo amplitud
harmonicznych Rndla figury
zryc. 2.5a

Do rekonstrukcji ksztattu potrzebne sa zaréwno amplitudy, jak i katy fazowe.
Jednakze w analizie obiektow biomedycznych, ktore zazwyczaj cechuje duza rézno-
rodno$¢ ksztattu, informacja zawarta w katach fazowych, nawet po ich normalizacji
wzgledem wspoélnego kierunku, stanowi najczesciej ,,szum” informacyjny. Stosujac
metody analizy dyskryminacyjnej, w ktorej jako zmienne wzieto amplitudy harmo-
niczne R* oraz odpowiednie przyrosty katow fazowych A(pn = e,;+1—e>,, wykazano,
ze amplitudy majg duzo wieksza moc dyskryminacyjng niz katy fazowe, przynajmniej
dla pierwszych dziesieciu harmonicznych. Istnieje spos6b zwiekszenia mocy dyskry-
minacyjnej katéw fazowych przez powigzanie ich z odpowiadajacymi im amplitu-
dami. Przedstawimy go w rozdziale trzecim. Przyktadem zastosowania metody I*
w badaniach biomedycznych jest analiza ksztattu komdrek o ré6znym stopniu trans-
formacji nowotworowej [3]. Analizie poddano cztery grupy komoérek: F — ludzkie
fibroblasty (komorki niezréznicowane); HCV 29 — komdérki nabtonka przejscio-
wego S$luzowki pecherza moczowego cziowieka (Il stopied transformacji nowo-
tworowej); HCV 29T — spontanicznie stransformowane in vitro komorki tego
nabtonka (Il stopied transformacji nowotworowej); Hu 1703 He — komoérki
raka wywodzace sie z komérek nabtonka pecherza moczowego cztowieka (111
stopien transformacji nowotworowej).

Celem tej pracy byto poréwnanie ksztattu komorek nalezacych do wymienionych
wyzej linii komérkowych. Stopnie transformacji zostaty ustalone wg kryteriéw
biologicznych, takich jak wytwarzanie guzéw ztosliwych czy naciekanie normalnych
tkanek w doswiadczeniach prowadzonych w hodowli tkanek. Fibroblasty ludzkie
zostaty uzyte jako komorki kontrolne. W tym tekscie nie bedziemy rozwazaé za-
lezno$ci miedzy zmiang ksztattu komorek a procesem transformacji nowotworowe;j.
Zmiany te sg najprawdopodobniej spowodowane zmianami w btonie komoérkowej,
co z kolei powoduje zmiane w stopniu przylegania komoérek do podtoza, a w efekcie
zmiane ich ksztattu. Sprawy te dyskutowane sg w piSmiennictwie specjalistycznym [3].
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Kontury 100 komérek z kazdej grupy obrysowano spod mikroskopu $wietlnego
przy uzyciu camera lucida, nastepnie wspotrzedne punktéw brzegowych komoérek
wprowadzono do pamieci minikomputera PDP-11/34A przy uzyciu pi6ra ultra-
dzwiekowego (0 rozdzielczosci 1mm). Korzystajac z programu napisanego w je-
zyku FORTRAN, obliczono po dziesie¢ amplitud harmonicznych dla kazdej ko-
morki. Dla kazdej grupy i dla kazdej harmonicznej utworzono histogramy, ktére
poréwnano parami Jestem chi-kwadrat na poziomie istotnosci 5% [2]. Ryc. 2.6
przedstawia réznice pomiedzy badanymi grupami z zaznaczonymi numerami har-
monicznych, w ktérych stwierdzono réznice. Ryc. 2.7 przedstawia widma $rednich
amplitud R* dla kazdej grupy

Ryc. 2.6. llustracja réznic miedzy grupami komérek. Podane liczby sg numerami harmonicznych,,
dla ktorych stwierdzono réznice testem chi-kwadrat na poziomie istotnosci 5%

Ryc. 2.7. Widma S$rednich, znormalizowanych amplitud harmonicznych Rn dla czterech grup
komorek
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Uzyskane wyniki sg ilustracjg precyzji metody i prostej interpretacji geometrycz-
nej parametrow charakteryzujacych ksztatt analizowanych obiektéw.

3. FOURIEROWSKA ANALIZA KSZTALTU. METODA Il

Ksztatt dwuwymiarowego obiektu (figury) mozemy opisa¢ przy uzyciu funkcji
6(1) wyrazajacej kat pomiedzy styczng do krzywej ograniczajacej figure a styczna
w punkcie startowym w zaleznosci od diugosci tuku krzywej mierzonej od punktu
startowego (ryc. 3.1). Przyjmijmy, ze argument funkcji 6(1) wzrasta w Kierunku
zgodnym z ruchem wskazowek zegara. Jezeli przez L oznaczymy catkowitg dtugosc
krzywej, to 0(0) = 0, 6(L) — —2iz. Znak ” wynika z konwencji, zgodnie z kt6rg
katy dodatnie mierzone sg w kierunku przeciwnym do ruchu wskazéwek zegara.

Ryc. 3.1. Spos6b tworzenia funkcji 0(1) opisujacej ksztatt figury. Ps — dowolnie wybrany punkt
startowy

Tak zdefiniowanej funkcji nie mozna jednak podda¢ transformacji Fouriera,
gdyz wartosci funkcji na poczatku i na koncu przedziatu [6,L] nie sg sobie rowne.
W tym celu, a takze w celu uniezaleznienia analizy ksztattu od wartosci L zwigzanej
z rozmiarami figury, wprowadza sie nowg funkcje 6*(t), ktéra* powstaje z funkcji
6(1) w nastepujacy sposob:

0*0) = 0 +(, (3.1)

gdzie t= (3.2)
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tatwo zauwazyé, ze okresem nowej funkcji jest 2n oraz ze 0*(O) = 0*(2iz) = 0.
Wida¢ réwniez, ze dla dowolnego kota funkcja o * (1) jest tozsamosciowo réwna zeru,
a wiec dla innych figur jej warto$ci mozna interpretowac jako odstepstwa od ksztattu
kota. Funkcja 0*(t) jest, w przeciwienstwie do funkcji E(0) z metody I, r6znowartos-
ciowa dla dowolnie skomplikowanych ksztattéw. Przy jej uzyciu mozna stosowac
analize fourierowska do dowolnej krzywej zamknietej, nawet takiej, ktéra wielo-
krotnie przecina sie ze sobg. Podobnie jak w metodzie | (patrz wzér (2.1)) funkcje
6*(t) mozna rozwing¢ w szereg Fouriera, co mozna zapisa¢ w postaci:

00

«*(") = »0*+ Z e> s (3:3)
=1

lub w postaci réGwnowaznej:

e*(O = 0J+ A,cosnt+ JI*Bns\nnt, (34)
n=1 n—1
gdzie
An = O0*cos(pn, Bn = 6 *sin<pn. (35)

Z faktu, ze 0*%(O) = Owynika, iz:

00

e, =~ 2 a,, (3.6)

«=1

Tak wiec pierwszy wyraz szeregu ma tu inng interpretacje niz w metodzie pierw-
szej, jest tez zalezny od wyboru punktu startowego, gdyz wedtug (3.5) wartosci
An zalezg od katéw fazowych <.

Pierwszym etapem w metodzie Il jest zarejestrowanie wspotrzednych punktow
brzegowych figury, nastepnie obliczenie diugosci wszystkich bokéw wielokata
przyblizajacego analizowana figure oraz katéw AOt miedzy sasiednimi bokami
w sposéb przedstawiony na ryc. 3.2. Jezeli przez K oznaczymy liczbe zarejestro-
wanych punktéw bedacych roéwnoczes$nie wierzchotkami wielokata, woéweczas:

K
=
Mozna zauwazy¢, ze dla dtugosci tuku krzywej / przyblizonego dtugoscia tamanej

i nalezagcego do przedziatu:

2 *i,,Z Al w
= N
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Ryc. 3.2. Wielokat przyblizajacy analizowang figure z oznaczeniami przyjetymi w teks$cie: Wt —
wierzchotki wielokata, A/e — dtugosci jego bokéw, AOj — katy miedzy sasiednimi bokami

warto$¢ funkcji 6(1) wyraza sie wzorem:

9N =j? (3.9
gdzie me [1,K]. Ponadto 6(1) — 0 dla /e [0, Alj].
Korzystajagc ze wzoréw (1.6), (1.7), (1.8) dla funkcji 6*(t) o okresie T = 2+ Oraz

Lt
ze wzoru (3.1) otrzymujemy po zamianie zmiennych catkowania X = n wzory na
wspoétczynniki fourierowskie dla rozwiniecia (3.4):
1 1
= —fZ(G*(t)dt = —J_G(x)dx+u, (3.10)
0 0

Ir" 2 rl | 2nx \ 2nnx
—J 6*(t)cosntdt = — J 10(jc)} kc°s (3.11)

0 o'

1 2?2, . 2 rL, v 27ix\ . 27t«x
—J o*(t)sin«t*/t = —J fo(a)H lsin dx, (3.12)

‘o 0

gdzie /z0 odpowiada wyrazowi 6* we wzorze (3.3) i (3.4). Poniewaz funkcja 6(f) jest
funkcja dyskretng, powyzsze wzory mozna po scatkowaniu przedstawi¢ w postaci:
K
= (3.13)
»I=1
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L,
An = ~ 777 -\L_J A6mW —Lf y (314)
m=1
1 2izn|,B \A B
.. B,=— ons—
/7|U/72:1 il
gdzie
Im= ]1?Al,. (3.16)
1=1
Wspotczynniki i zawierajg informacje nie tylko o ksztalcie figury, lecz

réwniez o punkcie startowym. Lepiej wiec skorzystaé¢ z szeregu Fouriera zapisanego
w postaci (3.3), obliczajac w tym celu 6* i yn ze wzoru (3.5):

0* = VAR+BA, (3.17)

(n = arctg (3.18)
An

Geometryczna interpretacja amplitud harmonicznych 6* i katéw fazowych
<njest podobna jak w metodzie | z tym, ze dotyczy to tylko figur, do ktérych metoda I
daje sie zastosowa¢. W przypadku figur, dla ktérych funkcja R(6) nie jest rézno-
wartosciowa, amplitudy harmoniczne 0* obliczone metoda Il moga przekraczac
warto$¢ 1,0 i wowczas ich interpretacja jako wkiad odpowiedniej harmonicznej
w tworzenie calej figury traci sens.

Zazwyczaj, zwihaszcza przy poréwnywaniu grup obiektéw biomedycznych,
same amplitudy harmoniczne wystarczajg do opisu réznic pomiedzy grupami (zob.
rozdziat 2). Czasem jednak uwzglednienie informacji zawartych w katach fazowych
moze zwiekszy¢ doktadnosé analizy. Katy fazowe (gr) nie nadajg sie bezposrednio
po obliczeniu ich wartosci we wzorach (3.18), (3.14), (3.15) do analizy ksztattu,
gdyz zalezg odwyboru punktu startowego. Do tego celumoznauzy¢ pewnej
kombinacjikgtowfazowych i amplitud harmonicznych, ktéra tejwadynie posiada.
Miara ta ma nastepujacg postac:

Fn=[(n+\)<pn-ncpn+l}Wni (3.19)

gdzie Wn= min{eU, 6*+I} jest wagag relatywnie zmniejszajagcg istotno$¢ miary,
gdy odpowiadajgce jej amplitudy harmoniczne wnoszg niewielki wkiad do calej
figury. Przydatnos$¢ tak okre$lonych miar Fnzostata potwierdzona w analizie ksztattu
komdrek o ré6znym stopniu transformacji nowotworowej przy uzyciu metod analizy
dyskryminacyjnej. Miary Fnznajdowaty sie czesto w pierwszej dziesigtce zmiennych
0 najwyzszej mocy dyskryminacyjnej.

Przyktadem zastosowania metody Il w badaniach biomedycznych moze by¢
analiza dwoch grup komorek pochodzacych z nabtonka ludzkiego pecherza mo-
czowego, roznigcych sie stopniem transformacji nowotworowej, ktéry oznaczany
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jest jako Il i lll. Kontury 100 komérek z kazdej grupy wprowadzono do pamieci
minikomputera K-202 przy uzyciu Cyfrowego Przetwornika Obrazéw CPO-2 skon-
struowanego w Instytucie Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej w Warszawie.
Dla kazdej komérki obliczono po 15 amplitud harmonicznych 6* i katéw fazowych
<, a na ich podstawie miar Fn. Amplitudy i miary Fnzostaty nastepnie uzyte jako
zmienne w analizie dyskryminacyjnej, ktdrg zastosowano do oceny réznic pomiedzy
badanymi grupami. RoOznice okreslono na podstawie odlegtosci Mahalanobisa
pomiedzy centroidami grup w przestrzeni funkcji dyskryminacyjnych. Uzyskano
warto$¢ odlegtosci Mahalanobisa réwng 7,66, co przy zatozeniu rozktadu normal-
nego kazdej zmiennej odpowiada teoretycznemu btedowi prawidtowej klasyfikacji
w kazdej grupie przy uzyciu obliczonych funkcji dyskryminacyjnych mniejszemu
od 0,1%. Warunek normalnosci nie jest zwykle spetniony, co w tym przypadku
znalazto swoje odbicie w btednym zaklasyfikowaniu 9% komdrek w jednej i 10%
komoérek w drugiej grupie. Odpowiedni test istotnosci dla odlegtosci Mahalanobisa
wykazat, ze r6znica pomiedzy grupami istnieje na poziomie istotnosci p <0,001.
Kolejnos¢ zmiennych (0* i Fn) uporzadkowanych wedtug malejacej mocy dyskrymi-
nacyjnej byta nastepujgca:
0;,e*9,0/5,dIdle*2,e*3,eM4,F3,F5.

Na podstawie powyzszych wynikéw oraz wartosci $rednich poszczegélnych

amplitud harmonicznych (ryc. 3.3) mozna stwierdzi¢, ze komérki o drugim stopniu

Ryc. 3.3. Widmo $rednich amplitud harmonicznych 6* dla grup komérek o 11 i Ill stopniu transfor-
macji nowotworowej

3 —PBK 3/87



164 P. STROJNY, K. OSTROWSKI, A. DZIEDZIC-GOCLAWSKA

transformacji (Il stopied) majg bardziej urozmaicong powierzchnie niz komorki
0 trzecim stopniu transformacji (I11 stopief), z tym Zze rdznice istniejg zaréwno
w stosunkowo niewielkich ,pofaldowaniach” powierzchni, jak i w wydtuzeniu
komorek (w mniejszym stopniu).

Opisane powyzej dwie metody fourierowskiej analizy ksztattu sa bardzo uniwer-
salne. W tym teks$cie zilustrowaliSmy je dwoma przyktadami z prac wiasnych.
Dobrym argumentem dla uzasadnienia rdéznorakich mozliwosci zastosowania
omawianej metody bedzie przypomnienie, ze ten typ badan zostat wprowadzony
po raz pierwszy do badan biologicznych przez geologoéw, a publikacja ta ukazata sie
w geologicznym piSmie poswieconym badaniom skat osadowych.

PISMIENNICTWO

[1] EHRLICH, R., WEINBERG B., An exact method for characterization of grain shape, J. Sed.
Petrology, 40: 205 -212, 1970.

[2] HEALY-WILLIAMS, N., WILLIAMS, D. F., Fourier analysis of test shape of planctonic
foraminifera, Nature, 289: 485-487, 1981.

[3] KIELER, J., OSTROWSKI, K., STROJNY, P., DZIEDZIC-GOCLAWSKA, A., BULSKI,
W., Fourier analysis of the shape of normal and transformed epithelial cells derived from human
transitional epithelium. Histochemistry, 81: 119 -128, 1984.

[4] PLUTA, M., Mikroskopia optyczna, PWN, Warszawa, 1982.

[5] ZAHN, C. T., ROSKIES, R. Z., Fourier descriptors for plane closed curves. IEEE Transac-
tions on Computers, C-21, 3: 269-281, 1972.

Otrzymano: 10 pazdziernika 1986
Przyjeto: 20 stycznia 1987

Adres autorow: ul. Chatubinskiego 5, 00-613 Warszawa.



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 14, NR 3, 1987 (165 - 211)

GENY, NIEPRAWIDLOWOSCI CHROMOSOMOWE | BIALACZKI

GENES, CHROMOSOMAL ABNORMALITIES AND LEUKAEMIAS
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Streszczenie. Kazda komorka czlowieka zawiera proto-onkogeny — geny, ktore
moga wywotaé nowotwor (komoérkowe onkogeny, cellular oncogenes, w skrécie
c-,onc”). C-,onc” cechuje duza konserwatywno$¢ ewolucyjna charakterystyczna dla
genow o waznych funkcjach genetycznych. Przypuszcza sie, ze c-,onc” i ich pro-
dukty uczestnicza w kluczowych procesach odpowiedzialnych za wzrost i ré6znicowa-
nie komérki. W artykule oméwiono prawdopodobng role niektérych c-,onc” (,myc”,
»fos”, ,myb”, ,ras”, ,fes”, ,abl”, i ,fms”) w limfo- i hemopoezie. Nieprzypadkowe
aberracje chromosomowe wystepujace w biataczkach i chioniakach wigzg sie ze
zmiang struktury i/lub czynnosci c-,,onc”.

Summary. Every human cell contains proto-oncogenes — genes that have the po-
tential to cause cancer (cellular oncogenes, c-,onc”). The great evolutionary con-
servation is characteristic of c-,onc” genes with significant genetic functions. The
c-,onc” and their products seem to have roles that must be crucial in the cell
growth and differentiation. This review summarizes very probable role of some
c-,onc” (,myc”, ,fos”, ,myb”, ,ras”, ,fes”, ,abl” and ,fms”) in normal lympho- and
haematopoiesis. Nonrandom and specific chromosome aberrations commonly obser-
ved in leukaemias and lymphomas are associated with alteration in structure and/or
function of c-,onc’.

WPROWADZENIE

W prawidtowych komdrkach prekursorowych linii mielopoetycznej
wystepuje sprzezenie procesow proliferacji (multiplication) i réznicowa-
nia. W warunkach hodowli, pod wptywem zewngtrzpochodnych czynni-
kéw wzrostu, komérki te proliferuja, a nastepnie juz same, bez zewnatrz-
pochodnego czynnika, réznicuja sie, wytwarzajac witasne czynniki rézni-
cowania [177]. Czynnik wzrostu wywiera wiec dwojakie dziatanie: wy-
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wotuje proliferacje komérek prekursorowych, co z kolei indukuje wytwa-
rzanie przez nie czynnika réznicowania.

Czynniki wzrostu sg klasyfikowane wedtug ich specyficznosci. U my-
szy np. wykryto cztery czynniki pobudzajgce wzrost i réznicowanie ko-
madrek mieloidalnych. Sa to:

1. Wielopotencjalny czynnik wzrostu indukujacy proliferacje i roz-
nicowanie komdrek macierzystych [72, 82, 138, 156]. Czynnik fen pobudza
wytwarzanie kolonii erytrocytow, megakariocytow, neutrofili, makro-
fagow, komoérek tucznych, a byé moze takze komdrek limfoidalnych. Na-
zwano go czynnikiem pobudzajgcym wytwarzanie wiekszosci kolonii
szpikowych (multi-colony stimulating factor, w skrécie multi-CSF), lub
interleuking-3 (IL-3). Komorki linii WEHI-3B,,D+” wyprowadzonej z o0s-
trej biataczki mielo-monoeytowej myszy [119, 216] wytwarzajg znamien-
ne ilosci IL-3 [109, 118, 154].

2. Czynnik wzrostu pobudzajagcy wytwarzanie kolonii granulocytow
i makrofagow (granulocyte-macrophage-colony stimulating factor, w
skrocie GM-CSF) [12].

3. Czynnik wzrostu pobudzajacy wytwarzanie kolonii makrofagow
(macrophage-colony stimulating factor, w skrécie M-CSF) [197], a wiec
dzialajacy na bardziej zréznicowane komorki.

4. Czynnik wzrostu pobudzajacy wytwarzanie kolonii granulocy-
téow (granulocyte-colony stimulating factor, w skrocie G-CSF). Czynnik
ten indukuje wzrost i réznicowanie kolonii granulocytéw w poétptynnym
agarze [137], a takze in vitro hamuje proliferacje komorek biataczki mie-
lo-monocytowej myszy [13, 119].

U cztowieka ze specyficznego medium hodowlanego linii komorkowej
limfoblastow T wyizolowano i oczyszczono GM-CSF [62]. Ponaelto udato
sie uzyska¢ klon sekwencji genowych kodujacych ludzki GM-CSF [80].

Ostatnio z ludzkiej linii komérkowej 5637 wyprowadzonej z raka
pecherza moczowego wyizolowano i scharakteryzowano wielopotencjalny
CSF [117, 133, 136, 148, 194, 222], o wiasciwosciach odpowiadajgcych za-
rowno mysiej IL-3, jak i G-CSF. Wielopotencjalny CSF podtrzymywat
wzrost siedmiodniowych kolonii neutrofiléw, a takze wzrost kolonii pre-
kursoréw erytrocytéw (erythrocyte-burst forming wunit, w skrécie
E-BFU), oraz komédrek macierzystych zapoczagtkowujacych mieszane ko-
lonie hemopoetyczne (colony forming unit — granulocyte, erythroid,
macrophage, megakaryocyte, w skrocie GEMMeg). Ponadto czynnik ten
wywotywat réznicowanie mysiej linii komérkowej WEHI-3B,,D+”, a tak-
ze rbéznicowanie do makrofagéow i granulocytow komérek pochodzacych
z ludzkich ostrych biataczek szpikowych klasyfikowanych jako: ostra
biataczka mieloblastyczna z tendencjg do dojrzewania, biataczka promie-
locytowa i biataczka mielo-monocytowa [194].
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NIEKTORE GENY RZADZACE PROLIFERACJA (ODNAWIANIEM SIE)
I ROZNICOWANIEM KOMOREK MACIERZYSTYCH | ICH ROLA
W LEUKEMOGENEZIE

Niezwykle interesujace sg badania gendéw, ktére regulujg odnawianie
sie i roznicowanie komdrek. O roli gendw w mielopoezie wiemy jeszcze
bardzo niewiele. Wigkszo$¢ badan dotyczy tzw. proto-onkogenéw. Proto-
-onkogeny lub potencjalne onkogeny komérkowe (cellular-,,one”, w skro-
cie c¢-,,onc”) sg to geny homologiczne z onkogenami szybko transformuja-
cych retrowiruséw (viral-,,one”, w skrécie v-,,onc”), ktére w ciggu krot-
kiego czasu wywotujg nowotwor. W retrowirusach zidentyfikowano po-
nad 20 v-,,onc” odpowiedzialnych za rozw6j nowotworéw u ptakéw, my-
szy, kotow i malp. Onkogeny te sg opisane trzema inicjatami w zaleznosci
od zwierzecia lub nowotworu, z ktorych je po raz pierwszy izolowano.
Kazdy v-,,onc” retrowirusa powstaje przez rekombinacje i mutacje
c-,,onc” gospodarza. Niepokojacy jest fakt, ze coraz czeSciej spotyka sie
retrowirusy posiadajagce dwa rézne onkogeny, jak np. wirus mieloblas-
tozy i erytroblastozy ptakéw E 26 (avian E 26 myeloblastosis and ery-
throblastosis virus, w skrécie E 26) rozporzadzajgcy onkogenami ,,myb”
i ,ets” [140]. Onkogeny te kodujag odmienne produkty biatkowe, ktdre
jednak uzupetniaja sie w dziataniu transformujgcym.

Co najmniej dwa argumenty przemawiajg za tym, ze c-,onc” od-
grywajg istotng role w fizjologii komérki. Po pierwsze: c-,,onc” sg pie-
czotowicie przechowywane (conservation) w procesie ewolucji. Bishop [9]
sadzi, ze sg one przechowywane od ponad 1000 milionéw lat. Wykryto
je w gatunkach ewolucyjnie tak odlegtych od cztowieka jak drozdze
piwne [cyt. wg 155] lub owady [187, 188J. Po drugie: w prawidtowych
tkankach w r6znych okresach wzrostu i dojrzewania wystepuje ekspre-
sja niektérych c-,onc” i jak sie wydaje odgrywajg one kluczowg role
w procesach odnawiania sie i r6znicowania komorek.

Proto-onkogeny i onkogeny wirusowe koduja biatka, ktére dziataja
na rézne czynnosci komorki. Biatkowe produkty onkogenéw mozna po-
dzieli¢ na cztery grupy [77, 81, 221], Pierwszg grupe stanowig produkty
0 wiasciwosci czynnikdéw wzrostu, jak np. plytkowo-pochodny czynnik
wzrostu (platelet-derived growth factor, w skrécie PDGF), kodowany
(przynajmniej czeSciowo) przez c-,,sis”, ktéry wykazuje homologie z on-
kogenem v-A ,gag” A ,env”-,sis” retrowirusa miesaka matpy wetnistej
(simian sarcoma virus, w skrocie SSV) [43, 217]. Onkogen retrowirusa
jest genem hybrydowym powstatym =z delecyjnych genéw A ,gag”
1 A ,env” retrowirusa, oraz z komdérkowego genu ,sis”. (Wirusowy gen
»0ag” koduje biatka wnetrza wirionu, ,poi” — odwrotng transkryptaze,
»,env” — glikoproteiny ostonki).

Do drugiej grupy nalezag produkty o wiasciwosci receptoréw dla
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czynnikéw wzrostu, jak np. receptor dla czynnika wzrostu naskérka
(epidermal growth factor, w skrécie EGF), ktdérego czes¢ cytoplazmatycz-
ng (wykazujgcg aktywno$é fosfokinazy tyrozynowej) koduje c-,erb-B”
homologiczny z hybrydowym v-A,gag”-,.erb-A”- erb-B”-A ,env” retro-
wirusa erytroblastozy ptakow (avian erythroblastosis virus, w skrocie
AEV) [44]. Komoérkowy gen dla receptora EGF jest doskonatym kandy-
datem na onkcgen, poniewaz jego produkt posiada aktywno$¢ fosfokina-
zy tyrozynowej wspdlng z co najmniej siedmioma produktami innych
onkogendéw wirusowych, ktérych przedstawicielem jest biatko kodowane
przez v-,src” retrowirusa miesaka Rousa drobiu (Rous sarcoma virus,
w skrocie RSV) [81]. Obecnie przypuszcza sie, ze poza ,.erb-B” jeszcze
dwa inne geny z rodziny ,src”, a mianowicie ,,abl” i ,,fms” kodujg biatka
0 witasciwosciach receptoréow dla czynnikéw wzrostu [89]. O tych ostat-
nich genach bedzie mowa dalej.

Trzecig grupe tworzg produkty dziatajgce poprzez wewngtrzkomor-
kowy ukitad informacyjny (intracellular messenger system), ktéry pobu-
dzany przez czynniki wzrostu zapoczatkowuje synteze DNA i podziat ko-
morki. Nalezg tu biatka wigzace guanozynotrojfosforan (GTP) kodowane
przez rodzineg komorkowych genéw ,ras” (c-,Ha-ras-1”, c-,Ki-ras-2",
»N-ras”). C-,,Ha-ras-1” i c-,Ki-ras-2” sg homologiczne z v-,ras” retro-
wirus6w miesaka Harveya i Kirstena szczurdw (Harvey and Kirsten rat
sarcoma viruses, w skrécie Ha-RSV i Ki-RSV). ,N-ras” jest onkogenem
komorkowym, ktéry wykryto m.in. w komorkach biataczki promielocy-
towej (linia komoérkowa HL-60), a takze w komorkach przewleklej biatacz-
ki szpikowej (linia komorkowa IMG), ostrych biataczek limfoblastycznych
T i pre-B komdrkowych (linie CCRF-CEM, MOLT-3, MOLT-4, 8392 itd.)
1w chioniaku Burkitta (linia komdrkowa Ramos) [cyt. wg 111]. Eva i wsp.
[50] podaja, ze ponad 50°/0 ostrych biataczek szpikowych posiada ,,N-ras”.

Do czwartej grupy zaliczono produkty zwigzane z jadrem komorko-
wym, bezposrednio kontrolujace repiikacje DNA, jak np. biatka kodo-
wane przez c-,myc”, c-,,fos”, c-,,myb” i ,,Blym”, ktére to geny zostang
omoéwione dalej.

Znajgc zatem mechanizm dziatania produktow kodowanych przez
c-,,onc”, mozna wnioskowac¢ o roli tych genéw w mielopoezie. Dodatko-
wo posrednie wnioski mozna wyciggna¢ z badan ekspresji i amplifikacji
(zwielokrotnienia) c-,,onc” w komoérkach biataczkowych, a takze z badan
translokacji chromosomowych wystepujacych w biataczkach.

W odnawianiu sie komo6rek wazng role odgrywajg produkty c-,,onc”,
ktére wiazg sie z jadrem komodrkowym (czwarta grupa produktow w
przedstawionej powyzej klasyfikacji). Geny kodujgce te produkty na-
lezg do tzw. genow stymulujgcych mitogeneze. W tab. 1 omdwiono trzech
przedstawicieli z tej grupy, a mianowicie c-,myc”, c-,fos” i c-,myb”.
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Stiles [cyt. wg 51] c-,,myc” i c-,fos” nazywa genami kompetencji
wzrostu (growth competence genes) warunkujgcymi wystgpienie i prze-
bieg cyklu komoérkowego. W niedawno opublikowanych pracach [14, 90]
badano role c-,myc” w kontroli wzrostu zaréwno prawidtowych, jak
i nowotworowych komorek. Kelly i wsp. [90] wykazali, ze mitogen fibro-
blastéw, jakim jest PDGF oraz dwa mitogeny limfocytéw (konkanawali-
na A i liposacharyd) zwiekszajg ekspresje c-,myc” odpowiednio w fi-
broblastach i limfocytach. Wydaje sie, ze przejscie z okresu spoczynko-
wego do okresu syntezy DNA otwiera faza, zwana faza zapoczatkowu-
jaca ,kompetencje wzrostu” (,growth competence”), podczas ktorej ko-
morki replikuja DNA i dzielg sie. Z fazg ta wigze sie przejsciowa, w
ciggu 1-2 godz., ekspresja c-,myc”.

Co ciekawsze, z chwilg nabycia przez komorke ,,kompetencji wzro-
stu” PDGF staje sie zbedny i fibroblasty replikujg DNA i dzielg sie na-
wet po usunieciu PDGF ze srodowiska hodowlanego lub po zadziataniu
przeciwciatami skierowanymi przeciw PDGF [18, 39, 149, 174, 189].
Prawdopodobnie w ciggu 30 min. do 3 godz. od ekspozycji na PDGF rea-
gujace komdrki nabywajg stabilny juz uktad wewnatrzkomérkowych sy-
gnatdw, ktore warunkuja odpowiedZ na PDGF [193], Powstanie tych
wewnatrzkomorkowych sygnatéw zalezy od pewnych genéw indukowa-
nych przez PDGF. Sag to c-,myc” [90] i c-,,fos” [19, 69]. Zdaniem Mulle-
ra i wsp. [127] aktywacja c-,,fos” wyprzedza c-,,myc” i wystepuje juz
w ciggu 5 min. od stymulacji fibroblastow przez surowicze czynniki
wzrostu (do ktérych m.in. nalezy PDGF). Stiles sadzi, ze te dwa geny
kompetencji wzrostu wspétdziatajg z genami progresji wzrostu i suge-
ruje indukcje przez czynniki wzrostu roéznego rodzaju genow. Autor ten
wykazat [cyt. wg 135], ze po stymulacji fibroblastdw przez PDGF, po
ekspresji ,fos” i ,,myc”, w p6Zniejszym okresie wystepuje ekspresja ge-
néw kodujacych interferon beta i syntetaze 2'5'-oligoadenylowg (wy-
twarzanie interferonu i syntetazy zwilaszcza indukujg wirusy). Nalezy
jednak podkresli¢, ze przy prawidtowej regulacji wzrostu komorki eks-
presja tych wszystkich gendw jest tylko przejsciowa.

W uktadzie wewnatrzkomérkowych (pozareceptorowych) sygnatow
poza c-,,myc” i c-,,fos” ..uczestniczy jeszcze c-,,Ha-ras-1” [195], homolo-
giczny z v-,,Ha-ras-1” Ha-RSV. Retrowirus ten u szczuréw wywotluje
miesaki i ostre biataczki, a w hodowli transformuje fibroblasty i by¢
moze takze komorki krwi [45]. U czlowieka c-,,Ha-ras-1” zlokalizowano
w chromosomie 11 w prazkach pl4.1 -> 14.2 [63]. Prawidtowe, kodowane
przez c-,ras” biatko — p21 ,ras” (o ciezarze czasteczkowym 21.000) jest
zlokalizowane na wewnetrznej cytopiazmatycznej powierzchni btony ko-
moérkowej [59, 227] i wykazuje dwojakiego rodzaju aktywno$¢. Po pierw-
sze: silnie wigze GTP [186]. Po drugie: posiada aktywnos$¢ hydrolazy
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GTP (GTPazy) rozktadajagcej GTP do nieaktywnej formy guanozynodwu-
fosforanu (GDP) i nieorganicznego fosforanu [64, 186, 203],

Ta druga aktywno$¢ wywiera wptyw hamujgcy pierwszg, dzieki
czemu wewnatrzkomdrkowy sygnat nie dziata w sposob ciagty. Biatka
kodowane przez c-,,ras” wykazujg homologie sekwencji aminokwasow
i jak sie wydaje, petnig podobne czynnosci co rodzina biatek-G (G-pro-
teins), ktdre stanowig posrednie ogniwo przenoszace sygnaty z molekuty
receptora do enzymu efektorowego — cyklazy adenylowej (Gs-protein-
-stimulatory regulatory protein of adenylate cyclase, Gi-protein-inhibi-
tory protein). Gdy biatka-G zwigzg sie z GTP wchodzg w tzw. stan uak-
tywnienia (active state) i stymulujg cyklaze adenylowg. Gdy GTP ulegnie
hydrolizie do GDP, biatka-G wracajg do stanu nieaktywnosci. W warun-
kach prawidtowych reaktywacja biatek-G zachodzi po wystaniu nastep-
nego sygnatu z molekuty receptora, ktéry indukuje przemiane GDP w
GTP [10].

Biatkowy produkt kodowany przez v-,ras” réwniez posiada zdolnosc¢
wigzania GTP, ale aktywno$¢ GTPazy jest znacznie nizsza [115, 203].
W zwiazku z powyzszym nalezy oczekiwaé istotnego zwiekszenia sty-
mulacji enzymu efektorowego przez biatko v-,,ras” zwigzane z GTP [81].

Dotychczas nie znamy enzymu efektorowego dla p21 ,ras”. Beckner
i wsp. [7] wykluczyli wptyw p21 ,ras” na cyklaze adenylowg. Sugeruje
sie, ze takim enzymem efektorowym jest fosfolipaza C [192]. Fosfolipaza
C katalizuje powstawanie trojfosforanu inozytolu i dwuacylglicerolu, przy-
puszczalnych przenos$nikow (messengers), ktore uczestnicza w przemia-
nach prowadzgcych do proliferacji komdrki, wywotanych czynnikami
wzrostu [10].

Campisi i wsp. [14] podajg, ze podczas transformacji prawidtowej
komérki w komoérke nowotworowg regulacja c-,,myc” zostaje zaburzona,
a jego aktywacja staje sie niezalezna od osoczowych czynnikéw wzrostu.
Jesli w komoérce wskutek zaburzonej regulacji c-,myc” nagromadzg sie
duze ilosci produktéw kodowanych przez ,myc”, zostaje ona ,unieSmier-
telniona” (,,immortalize”) i bezustannie replikuje DNA w przeciwienstwie
do prawidtowych komorek, ktére majg ograniczong zdolno$¢ podziatdw.
Jednakze samo ,unie$Smiertelnienie” nie wystarczy do konwersji pra-
widtowej komoérki w komoérke nowotworowag. Dla wystapienia innych
aspektéw stanu nowotworowego konieczna jest aktywacja co najmniej
jeszcze jednego onkogenu. Wedtug koncepcji Landa i wsp. [101] opartej
na doswiadczeniach, w ktérych do hodowli zarodkowych fibroblastow
wprowadzono kombinacje dwu genéw ,myc” i ,ras”, pierwszy z tych
genow jest genem ,unieSmiertelniajgcym” fibroblasty przynajmniej w
warunkach in vitro, natomiast pozostajgcym bez wptywu na ich fenotyp,
i dopiero drugi gen z rodziny ,ras” jest konieczny dla catkowitej trans-
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formacji. Ten udziat kilku uzupeiniajacych sie gendw w transformacji
nowotworowej by¢ moze stanowi odpowiednik prawidtowego odnawiania
sie komdrek wywotanego czynnikami wzrostu. Tak np. komorki NIH
3T3 wyprowadzone z fibroblastow myszy BALB/c dla rozpoczecia repli-
kacji wymagajag wspotdziatania ,,czynnikow kompetencji” i ,progresji”
[149, 198].

Zwiekszona ekspresja roznych c-,,onc” nie musi sie wigza¢ z trans-
formacjg nowotworowga, a wystepuje np. w zyciu ptodowym i tuz po
narodzeniu, oraz w tkankach pozazarodkowych jak tozysko, biony pto-
dowe, owodnia [130]. Interesujgcy jest udziat c-,onc” w mielopoezie,
chociaz wiasciwa ich rola zostanie poznana dopiero w przysztoSci.

Zwiekszong ekspresje c-,,myc” i c-,myb” obserwowano podczas
wczesnych etapdw réznicowania prawidtowych komérek limfo- i mielo-
poetycznych, przy czym ich aktywno$¢ zanikata w miare dojrzewania
[16, 21, 67]. Cofniecie sie ekspresji c-,,myc” i/lub c-,myb” wigze sie
z przejsciem komdrki mieloidalnej z programu proliferacji (odnawiania
sie) do programu rdéznicowania [223]. Ekspresja c-,,myb” wydaje sie spe-
cyficzna dla prekursorowych komdrek linii granulocytow [223],

W komorkach szpiku stwierdzono takze ekspresje c-,fos” [129].
Przypuszczalnie c-,,fos” odgrywa role w réznicowaniu mielo-monocy-
téw i makrofagow [66, 128, 129]. Zdaniem Mullera i wsip. [127, 128] eks-
presja c-,,fos” w niektéorych komoérkach, jak np. w fibroblastach stymu-
lowanych surowiczymi czynnikami wzrostu wystepuje na przetomie fazy
GO0 i Gj cyklu komérkowego i warunkuje proliferacje, natomiast eks-
presja c-,,fos” w takich komdrkach jak makrofagi stymulowane M-CSF
wystepuje w fazie Gj az do potowy fazy S i indukuje roznicowanie,
a by¢ moze wigze sie z regulacyjnym wptywem produktu c-,,fos” na nie-
ktére czynnosci specyficzne dla makrofagow.

O znaczeniu omawianych c-,onc” w mielopoezie, jak juz to powie-
dziano, mozna wnioskowa¢ takze posrednio, badajac ich ekspresje i am-
plifikacje w ustalonych liniach komorkowych wyprowadzonych od cho-
rych na biataczki i w nie hodowanych komodrkach biataczkowych po-
chodzacych bezposrednio z krwi lub szpiku pacjentow. W prawidtowych
komorkach c-,,onc” wystepuje zazwyczaj jako pojedyncza kopia na ge-
nom haploidalny. Natomiast w komdrkach nowotworowych czesto wy-
stepuje amplifikacja c-,,onc”.

Amplifikacja c-,onc” niekiedy wigze sie z wystapieniem w obrebie
chromosomu (w ktérym znajduje sie c-,,onc”) dtugich jednorodnie bar-
wigcych sie (zatarcie struktury prgzkowania) odcinkdéw chromatyny (ho-
mogenously staining regions, w skrécie HSRs). Zwielokrotnione frag-
menty chromosomu mogg ulec oderwaniu, tworzagc drobne pozachromo-
somowe ciatka chromatyny (double minutes, w skrocie DMs). Z kolei
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ciatka chromatyny mogg zosta¢ /ponownie wcielone w chromosom w po-
staci nieprawidtowo barwigcych sie fragmentéow (abnormally banded
regions, w skrocie ABRs) zgodnie z hipotezg powrotu do chromoso-
mu [9].

Jednakze zmiany morfologiczne nie zawsze odpowiadajg pierwotnej
amplifikacji c-,onc”. Tak np. w cytowanym przez Kleina i Klein [94]
przypadku owsianokomérkowego raka ptuc wszystkie komorki pochodza-
ce z ognisk przerzutowych wykazywaty amplifikacje c-,myc”, ale réz-
nity sie rozmieszczeniem HSRs.

Szczeg6lnie znanym przykiadem amplifikacji c-,,myc”, wskazuja-
cym na jego role we wczesnych etapach mielopoezy, jest ustalona linia
komérkowa HL-60. Linia HL-60 zostata wyprowadzona z komérek krwi
obwodowej pacjenta z ostrg biataczkg promielocytowa i jest uwazana za
linie promielocytéw, ktora jednak mozna pobudzi¢ do réznicowania w
granulocyty i makrofagi [23, 30, 224]. W tej ciggle rosnacej linii komor-
kowej wykazano 30 - 50-krotng amplifikacje ,,myc” z istotnie zwiekszong
transkrypcja, ktéra jednak bardzo szybko moze by¢ zahamowana, gdy
komorki zostang pobudzone do réznicowania. Amplifikacje ,myc” ob-
serwowano réwniez w nie hodowanych komdrkach pochodzacych bez-
posrednio z krwi obwodowej pacjenta z biataczkg promielocytows, od
ktérego wyprowadzono linie HL-60. Zwielokrotnione sekwencje ,myc”
w komérkach linii HL-60 znajdowaty sie w DMs [30, 60]. Kilka lat
pézniej Noweli i wsp. [139], przeprowadzajac badania tej samej linii
HL-60, nie mogli juz wykry¢ DMs, ale w miejscu prawidtowego chromo-
somu 8 wystepowat chromosom 8g—f z ABRs, ktdére odzwierciedlaty
miejsce amplifikacji ,myc”. Ponadto amplifikacje ,myc” opisano w jed-
nym przypadku przewlektej biataczki szpikowej z przebytymi trzema
przetomami promielocytowymi [114]. Wystepuje wiec pewna tendencja
do koincydencji miedzy amplifikacjg ,,myc” a proliferacjg promielocy-
tow.

Z drugiej jednak strony amplifikacja ,,myc” w biataczkach jest ra-
czej rzadko spotykana. Rotheberg i wsp. [159] obserwowali amplifika-
cje ,myc” tylko w jednym przypadku chtoniaka Burkitta, pomimo prze-
badania 106 chorych z biataczkami i chtoniakami. Yokota i wsp. [230]
wsérod 21 chorych z biataczkami i chtoniakami u zadnego nie wykryli
amplifikacji ,myc”. Natomiast amplifikagja ,,myc” jest wzglednie po-
wszechna w nowotworach epitelialnych i miesakach (11-22%) [94, 230],
przy czym wigze sie z bardziej ztosliwg odmiang pierwotnego nowotwo-
ru lub rozsiewem choroby nowotworowej. Zakres amplifikacji ,,myc”
w nie hodowanych komdrkach nowotworowch pochodzacych bezposred-
nio od pacjentdw jest nizszy (3 - 8-krotny) niz w ustalonych liniach ko-
madrkowych (5 - 50-krotny) [230].



174 Z. M. RUPNIEWSKA, M. KUROWSKA

Znacznie czesciej niz amplifikacje ,,myc” obserwuje sie zwiekszenie
jego ekspresji, co zostanie przedstawione w tab. 2.

Istotnie zwiekszong ekspresje ,,myb” Slamon i wsp. [190] obserwo-
wali we wszystkich siedmiu badanych przypadkach ostrych biataczek
szpikowych, przy czym w trzech przypadkach towarzyszyt jej wzrost
ekspresji ,myc”, a w jednym ,fos”.

5- 10-krotng amplifikacje ,,myb” obserwowano w liniach komorko-
wych ML-1, ML-2 i ML-3 [145]. Linie ML-1, 2 i 3 sg to trzy rézne,
niezaleznie wyprowadzone linie, pochodzace z komorek krwi obwodowej
tego samego pacjenta z ostra biataczkag mieloblastyczng [122, 204]. W ba-
daniach cytochemicznych i w fenotypie immunologicznym linie ML-1,
2 i 3 sg bardzo podobne do linii HL-60, w ktérej wykryto amplifikacje
,myc”. W linii HL-60 wystepuje ponadto zwiekszona ekspresja ,,myb”
cofajgca sie, gdy zostanie wywotane réznicowanie do granulocytow [223].
Obserwowana przez Pelicciego i wsp. [145] amplifikacja ,,myb” w liniach
ML-1, 2 i 3 korelowata z wysokim poziomem transkrypcji tego genu
i z nieprawidtowos$ciami we fragmencie 22 -> 24 chromosomu 6, gdzie
znajduje sie locus c-,,myb”. Autorzy ci, opierajgc si¢ na podobienstwach
miedzy liniami HL-60 i ML-1, 2, 3, w ktorych wystepuje amplifikacja

odpowiednio ,,myc” i ,myb”, sadzg, ze onkogeny te moga by¢ alterna-
tywnie indukowane w leukemogenezie i reprezentujag odmienne marke-
ry genetyczne tego procesu. A zatem ,myc” i ,myb” nie kontrolujg pro-

cesu réznicowania komdrek mieloidalnych, jedynie podtrzymujg ich pro-
liferacje. Za powyzszym pogladem przemawiajg takze badania Kirscha
i wsp. [92], ktorzy w mysiej linii erytroleukemicznej obserwowali znik-
niecie ekspresji ,myc” i ,myb” po wywotaniu réznicowania w kierun-
ku erytrocytamym (wytwarzanie globiny). Podobne wyniki uzyskali Gon-
da i Metcalf [66], wywotujgc réznicowanie linii komdérkowej WEHI-
-3B,,D+”. Linia WEHI-3B zostala wyprowadzona z komdérek ostrej bia-
taczki mielo-monocytowej myszy, za§ w podlinii WEHI-3B,,D+” fatwo
mozna wywota¢ réznicowanie do postaci monocytoidalnych [119]. Gonda
i Metcalf [66] obserwowali zwiekszong ekspresje ,,myc” i ,,myb” w ko-
morkach tej linii, gdy jednak wywotano réznicowanie monocytoidalne,
ekspresja omawianych genéw ulegta zahamowaniu, natomiast wystepo-
wat znamienny wzrost ekspresji ,,fos”.

Obserwacje dotyczaca wzrostu ekspresji c-,,fos” podczas rdznicowa-
nia monocytoidalnego potwierdzajg takze badania Mullera i wsp. [128].
Autorzy ci stwierdzili, ze wywotanie roznicowania linii HL-60 do ko-
morek przypominajgcych makrofagi przy pomocy dwuestru forbolu (12-
-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate, w skrocie TPA) wigze sie z ekspresja
c-,fos”. W catkiem zréznicowanych makrofagach ekspresja c-,,fos” moze
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by¢ wywotana przez M-CSF. A zatem ,fos”, jak sie wydaje, odgrywa role
w pewnych czynnos$ciach specyficznych dla monocytow-makrofagéw.

W tab. 2 streszczono dane dotyczace ekspresji ,,myc”, ,fos” i ,myb”
w ustalonych liniach komdérkowych wyprowadzonych z ludzkich biata-
czek i chioniakéw. Ekspresja ,myc” poza tym, ze wystepuje w fibro-
blastach stymulowanych PDGF i limfocytach stymulowanych konkana-
waling A i liposacharydem [90] (czego nie uwzgledniono w tab. 2), jest
obserwowana: w mieloblastach linii KG-1 (linia wyprowadzona od pa-
cjenta z ostra erytroleukemiag), w promielocytach linii HL-60, we wczes-
nych postaciach erytroblastéw linii K-562 (linia wyprowadzona z komé-
rek wysieku optucnowego pacjenta z przetomem blastycznym w prze-
biegu przewlektej biataczki szpikowej), w niedojrzatych komorkach T
z linii CEM i MOLT-4 oraz w dojrzatych komérkach T linii HUT-78
i HUT-102, a takze w transformujgcych komorkach B z linii Raji i Daudi
(linie wyprowadzone z chtoniaka Burkitta) [61]. W liniach mielo- i erytro-
poetycznych, a takze w liniach niedojrzatych komdrek T zwiekszonej
ekspresji ,,myc”, towarzyszy zwiekszona ekspresja ,,myb”, chociaz po-
ziom tej ekspresji jest rézny [61, 145]. Nie obserwowano ekspresji ,,myb”
w liniach dojrzatych komérek T i w liniach transformujgcych komorek
B (Raji i Daudi) [61]. Ekspresja c-,,myc” i c-,,myb” ulegata znamienne-
mu obnizeniu, gdy wywotano réznicowanie linii KG-1 i HL-60 [wg 95].
Takze produkt kodowany przez c-,ras” (p21 ,ras”) ulegat fosforylacji
po indukcji dojrzewania komorek prekursorowych przez specyficzne czyn-
niki pobudzajgce wytwarzanie kolonii (CSFs) [cyt. wg 55]. Natomiast
wywotanie roznicowania linii HL-60 do komorek przypominajgcych ma-
krofagi zwieksza ekspresje c-,,fos” [128].

Do genow wydajacych sie odgrywaé role wiekszg, niz poprzednio
przedstawione, w rdéznicowaniu komorek, nalezg niektére z gendéw kodu-
jacych produkty o aktywnos$ci fosfokinazy tyrozynowej. Fosfokinaza ty-
rozynowa jest enzymem przenoszacym wysoko energetyczne grupy fos-
foranowe z komorkowego nosnika energii, jakim jest trojfosforan adeno-
zyny (ATP), na rodniki tyrozyny biatek komoérkowych. Jak sie wydaje,
fosforylacja tyrozyny odgrywa wazng role w ztozonym ukiadzie regula-
cyjnym odpowiedzialnym za zachowanie ksztattu komdrki i kontrole
wzrostu [81]. Czynno$¢ fosfokinazy tyrozynowej wykazuje m.in. uakty-
wniony receptor dla EGF. Jesli wiec onkogen koduje enzym o aktywnosci
kinazy tyrozynowej, tatwy do przewidzenia bedzie jego wptyw na wzrost
i ré6znicowanie komorek. Produkty omawianych genéw sg rozmieszczone
albo w obrebie btony komdérkowej, albo w cytoplazmie, tuz przy wewne-
trznej powierzchni btony komorkowej [81]. Przypuszcza sie, ze peinig
one czynno$¢ receptoréw dla czynnikéw wzrostu lub przynajmniej czyn-
no$¢ cytoplazmatycznej czesci tych receptoréw (druga grupa produktéw
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proto-onkogendw, ktdrych przedstawicielem jest gen dla receptora EGF,
wedtug przedstawionej na poczatku klasyfikacji).

W procesach wzrostu i réznicowania komérek mieloidalnych odgry-
wajg role trzy proto-onkogeny z omawianej grupy, a mianowicie ,fes’V
»abl” i ,fms”. Proto-onkogeny te scharakteryzowano w tab. 3.

Ferrari i wsp. [53] podaja, ze transkrypcja c-,,fes” wystepuje we
wszystkich komaérkach szpikowych cztowieka, ale jest niewykrywalna w
komoérkach limfoidalnych. Zwiekszong ekspresje ,fes”, obok znacznie
zwiekszonej ekspresji ,,myb”, Slamon i wsp. [190] stwierdzili we wszyst-
kich badanych przypadkach ostrych i przewlektych biataczek szpikowych
i limfatycznych, chociaz nie obserwowano jej (poza kilkoma wyjatka-
mi) w guzach litych. Natomiast Galio i Wong-Staal [61] w Zadnej z usta-
lonych linii komorkowych wyprowadzonych z ludzkich biataczek i chito-
niakéw, ktére przedstawiono w tab. 2, nie wykryli ekspresji ,fes”.

Proto-onkogenem, ktory prawdopodobnie odgrywa wazng role w pro-
cesach wzrostu i roznicowania komorek zaréwno mieloidalnych, jak i lim-
foidalnych, jest c-,,abl”. Galio i Wong-Staal [61] obserwowali ekspresje
»abl” w liniach komorkowych wyprowadzonych od pacjentéw z prolife-
racjami mielo- i limfopoetycznymi typu komérki T i B (linie komérko-
we przedstawione w tab. 2). Ponadto ekspresja ,,abl” utrzymuje sie na
wzglednie statym poziomie podczas réznicowania linii KG-1 do makrofa-
goéw i HL-60 do granulocytéw lub makrofagéw [95].

Proto-onkogenem zwiazanym z réznicowaniem komorek linii mono-
cytow-makrofagow (ale nie granulocytéw) jest ,,fms”. Mianowicie stwier-
dzono, ze indukcja dojrzewania linii HL-60 do monocytéw-makrofagéw
(ale nie do granulocytow) przy pomocy TPA lub metabolitu witaminy D
(1,25-dwuhydroksy-witamina D3) wigze sie z ekspresjg c-,fms”, ktorg
wyprzedza ekspresja c-,myc” i c-,fos” [179]. Podobng ekspresje c-,,fms”
obserwowano, wywotujgc dojrzewanie linii U-937 do makrofagéw [179].
Linia komérkowa U-937 jest ludzkag linig monocytoidalng [200]. Eks-
presje ,,fms” stwierdzono takze w nie hodowanych biataczkowych blas-
tach pochodzacych od czterech chorych z biataczkg mielo-monocytowg
[179] i w jednym przypadku przewlektej biataczki szpikowej [190]. Po-
nadto transkrypcja ,fms” wystepuje w liniii WEHI-3B, ktora, jak to
powiedziano, zostata wyprowadzona z biataczki monocytowej myszy. Wy-
daje sie wiec, ze produkt ,fms” wptywa nie tylko na proliferacje, ale
rowniez na rdznicowanie linii jednojadrzastych komorek fagocytuja-
cych.

Niewatpliwg role w rdznicowaniu linii monocytéw-makrofagéw od-
grywa gen ,gm-csf” [80], ktdory koduje GM-CSF. Gen ,gm-csf” jest
zlokalizowany w chromosomie 5 w prazkach 23 -> g32 [80, 107], a wiec
w bezposrednim sagsiedztwie c-,fms”. GM-CSF dziata na komorki ukie-
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runkowane w mielopoeze, wigzac sie z ich specyficznymi receptorami.
Jeden z tych receptoréw (receptor dla M-C8F) jest, jak to juz powiedzia-
no, kodowany przez ,fms”. Nalezy wiec oczekiwaé, ze nieprawidtowosci
chromosomu 5 bedg odgrywaly niebanalng role w rozwoju choréb mie-
loproliferacyjnych. Przyjrzyjmy sie zatem zaburzeniom chromosomo-
wym, jakie wystepujg w chorobach limfo- i mieloproliferacyjnych.

NIEPRAWIDLOWOSCI CHROMOSOMOWE A LEUKEMOGENEZA

Nieprawidtowosci chromosomowe wystepujace w biataczkach i chto-
niakach obejmujg: obustronne translokacje, inwersje lub delecje. Nie-
ktére z tych zmian sg uwazane za specyficzne dla proliferacji limfoidal-
nych, inne dla chorob mieloproliferacyjnych [166]. Moga one pojawiaé
sie w komorkach prekursorowych roznych linii (limfo- lub mielopoetycz-
nych), przy czym komdrki te moga zosta¢ zablokowane na rdznych eta-
pach roéznicowania [164]. Nieprawidtowosci cytogenetyczne w biatacz-
kach i chioniakach wigzg sie ze specyficznymi ztamaniami punktowymi,
co sugeruje, ze w miejscach tych ztaman znajdujg sie geny c-,,onc”, kto-
re zostajg uaktywnione wskutek rearanzacji chromosomowych [231].
Uaktywnienie proto-onkogenu wywotuje kaskade zmian molekularnych,
a jesli utrzymuje sie przez dtuzszy czas, by¢ moze inicjuje transformacje
nowotworowa lub stan przednowotworowy.

Dysponujemy obecnie co najmniej dwoma przykiadami ilustrujacy-
mi, w jaki sposdb translokacja chromosomowa moze uaktywnia¢ niektore
c-,,onc”. Po pierwsze: czynnikiem aktywujagcym c-,,onc” moze by¢ prze-
mieszczenie go w sasiedztwo sekwencji regulacyjnych wykorzystywa-
nych do uaktywnienia pewnych gendéw podczas roznicowania sie koma-
rek [25]. Po drugie: w nastepstwie rearanzacji moze dochodzi¢ do fuzji
dwu genow, ktére bedg kodowaty nowe biatka hybrydowe.

Dysponujemy obecnie kilkoma obserwacjami aktywacji genow c-
-,,onc” przez loci immunoglobulinowe i prawdopodobnie takze przez lo-
cus dla tancucha alfa receptora komdrek T. Takim najbardziej znanym
przyktadem jest deregulacja c-,,myc” w chtoniakach Burkitta z translo-
kacjami t (8; 14) (g24.1; 32.3) lub t (2; 8) (pll.l; g24.1) badz t (8; 22)
(924.1; qll.2).

W nastepstwie translokacji c-,,myc” ze swego prawidtowego potoze-
nia w prazku g24.1 chromosomu 8 zostaje przeniesiony:

— albo w locus dla czesci statej taricuchéw ciezkich immunoglobulin,

ktéry znajduje sie w prazku q32.3 chromosomu 14,

— albo (rzadziej) w locus dla tancucha lekkiego kappa (chromosom

2pl 1.2);

4 — PBK 3/87
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— albo (réwniez rzadko) w locus dla tancucha lekkiego lambda (chro-

mosom 22qll.2) (szczeg6towe dane zob. [169]).

W dojrzatych prawidtowych limfocytach B i komoérkach plazmatycz-
nych c-,,myc” jest nieaktywny transkrypcyjnie. Natomiast po zamknieciu
w locus immunoglobulinowym, ktéry w limfocytach B i plazmocytach
jest wysoce aktywny transkrypcyjnie, c-,myc” zachowuje sie, jakby byt
czeScig tego locus i jego transkrypcja pieciokrotnie przekracza prawid-
towe wartosci. Nalezy pamieta¢, ze transkrypcja prawidtowego c-,,myc”
wigze sie z nabyciem kompetencji wzrostu [14, 90]. W wypadku bezustan-
nej aktywacji c-,,myc” komorka zostaje ,unieSmiertelniona” i ciggle re-
plikuje DNA, w przeciwienstwie do komdrek prawidtowych, ktére ce-
chuje ograniczona zdolno$¢ podziatow [169].

Jak to juz powiedziano, samo ,unieSmiertelnienie” komorki przez
uaktywniony transkrypcyjnie ,myc” nie wystarczy do wystgpienia pet-
nej transformacji nowotworowej. W rozwoju nowotworu bierze udziat
kilka genow, przy czym jest to proces wieloetapowy. Odkrycie, ze w
niektdrych chtoniakach Burkitta obok ,uniesmiertelniajgcego” ,,myc” wy-
stepuje gen ,transformujacy” ,Blym” [36], potwierdzito udzial dwu ge-
néw w procesie onkogenezy, jaki ma miejsce w tych chioniakach. ,,Blym”
jest onkogenem, ktéry zostat wykryty w pierwotnych, nie hodowanych
komérkach chioniaka Burkitta i w 6 liniach komérkowych wyprowadzo-
nych z tego nowotworu, jak np. Raji i inne [cyt. wg 111]. ,Blym” na-
lezy do genow takich, jak ,myc”, ,fos” lub ,myb”, ktérych produkty
wigzg sie z jadrem komorkowym [cyt. wg 81]. Wykazano czeSciowg ho-
mologie (ok. 36°/0) miedzy transformujgcym biatkiem kodowanym przez
,Blym” a koAcem aminowym biatek z grupy transferryn [68], przy
czym transferryna wykazuje witasciwosci czynnika wzrostu dla limfo-
cytéw [40] i jak sie wydaje, dla prekursorowych komdérek hemopoetycz-
nych. U cziowieka ,Blym” znajduje sie w chromosomie 1, prazek p32
[126].

Natomiast w linii komdrkowej Ramos, wyprowadzonej podobnie jak
Raji z chtoniaka Burkitta, genem ,transformujgcym” — onkogenem
jest ,N-ras” [cyt. wg 111] nalezacy do rodziny genéw ,ras”, ktérych
produkty wigzg GTP [cyt. wg 81] i uczestnicza w wewnatrzkomorko-
wym ukltadzie informacyjnym (trzecia grupa produktéw kodowanych
przez proto-onkogeny wg klasyfikacji przedstawionej na poczatku dru-
giej czesci artykutu. U cztowieka , N-ras” zostat zlokalizowany w chro-
mosomie 1 p22 [33, 57, 131]. W linii biataczkowej HL-60 wystepuje ko-
operacja miedzy ,myc” i ,N-ras” [23]. A zatem w procesie transforma-
cji uczestniczg co najmniej dwa onkogeny.

Translokacja (8, 14) poza endemicznym chioniakiem Burkitta i nie-
-endemicznym chtoniakiem typu Burkitta wystepuje ponadto w ostrej
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biataczce limfoblastycznej B komdrkowej (zwitaszcza w typie L-3 ,,0 ko-
maérce chioniaka Burkitta”), w nie zr6znicowanym chtoniaku B komérko-
wym typu nie-Burkitta (,smali noncleaved transformed cell” wg klasy-
fikacji Lukesa i Collinsa) i w chtoniaku immunoblastycznym [cyt. wg
231].

Hayashi i wsp. [75] przedstawili dwa przypadki ostrej biataczki lim-
foblastycznej T komdrkowej z translokacja (8; 14) (q24; qll). W prazku
qll.2 chromosomu 14 znajduje sie locus dla tahcucha alfa receptora ko-
madrek T [22, 26, 88], Autorzy sugerujg, ze w locus ten zostaje przenie-
siony c-,myc”, a zatem geny kodujace receptor komérek T odgrywatyby
analogiczng role w patogenezie biataczek i chtoniakébw T komoérkowych
jak locus immunoglobulinowy w rozwoju nowotworéw B komdrkowych.
Nalezy tu dodaé, ze segmenty DNA kodujace receptor komoérek T two-
rzag znacznie bardziej ztozong mozaike niz te, ktére kodujg immunoglo-
buliny. Obecnie przyjmuje sie, ze trzy rodziny genéw ulegajg rearanza-
cji podczas rozwoju somatycznego komorek T. Sa to geny kodujagce tan-
cuchy alfa, beta i gamma receptora komérek T, przy czym geny kodu-
jace tancuchy beta i gamma znajduja sie w chromosomie 7 w prazkach
pl4 -> pl5 (tancuch gamma) [132] i w prazkach q32-> g35 (fancuch beta)
[83, 125]. Loci dla tancuchow alfa, beta i gamma sg dobrymi kandydatami
do ztaman punktowych i translokacji chromosomowych.

Prawdopodobnie podobna do deregulacji ,,myc” deregulacja innych
genow przez loci immunoglobulinowe wystepuje w przewlektej biatacz-
ce limfatycznej B komérkowej z translokacja (11; 14) (ql3.3; q32.3),
a takze w chitoniakach guzkowych (follicular lymphomas) z translokacja
(14; 18) (g32.3; g21.3). Ztamania punktowe chromosoméw 11 i 18 znaj-
dujg sie w obrebie krdtkich segmentow (11gq13.3 i 18g21.3), w ktérych
zidentyfikowano dwa nowe potencjalne onkogeny, nie wykazujgce homo-
logii z zadnym ze znanych v-,,onc” retrowiruséw, nazwane ,bcl-1"i ,bcl-
-2” (od ,,B-cell lymphoma/leukemia-1, -2”). Proto-onkogeny te znajdu-
ja sie odpowiednio w prazku ql3.3 chromosomu 11 (,bcl-1”) i w prazku
g21.3 chromosomu 18 (,,bcl-27) [48, 211, 212, 213]. W nastepstwie trans-
lokacji zostajg one potgczone z locus dla czesci statej tancuchoéw ciezkich
immunoglobulin, co prawdopodobnie wywotuje ich uaktywnienie i zapo-
czatkowuje proces transformacji nowotworowej (szczegétowe dane zob.
[171]).

Dysponujemy przykiadem wytwarzania hybrydowego biatka w na-
stepstwie translokacji (9; 22) (q34.1; qll.21), ktéra ma miejsce w prze-
wlektej biataczce szpikowej PhModatniej (22q—), a takze w Ptidodatnich
ostrych biataczkach limfoblastycznych, w ostrej biataczce bifenotypowej
(gdzie obok limfoblastéw wystepuja w znamiennym odsetku mielobla-
sty) i w ostrych biataczkach szpikowych [172]. W przewlektej biataczce
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szpikowej wystepuje fuzja c-,,abl” z genem ,,bcr” (od ,break-point clu-
ster region”), ktéry znajduje sie w rejonie ztaman punktowych w diugich
ramionach chromosomu 22 (chromosom Ph1) [70] (szczegétowe dane zob.
[170]). C-,,abl” nalezy do genéw kodujgcych fosfokinaze tyrozynowa,
chociaz produkt prawidtowego c-,,abl” nie wykazuje aktywnos$ci tej fos-
fokinazy (pieaktywny proenzym?). W przewleklej biataczce szpikowej
PtPdodatniej c-,,abl” z chromosomu 9 zawsze zostaje przemieszczony w
delecyjne dtugie ramiona jednego z chromosomoéw 22 pary. Hybrydowy
gen ,,abl”-,,bcr” koduje nowy polipeptyd [97, 98], wykazujacy podobnie
jak produkt v-,,abl” aktywnos$¢ fosfokinazy tyrozynowej i prawdopodob-
nie indukujgcy transformacje nowotworowg. Co wiecej, niedawno opi-
sano przypadek przewlektej biataczki szpikowej PIFujemnej z translo-
kacjag (9q+; 129—) (g34; g21), w ktérym na chromosomie 12 doszto do
fuzji genu ,,bcr” z chromosomu 22 i genu ,,abl” z chromosomu 9. A za-
tem w przewleklej biataczce szpikowej PiFujemnej wystepowaly takie
same zmiany molekularne, jakie obserwowano w biataczce PtPdodatniej.
Powyzsza publikacja wskazuje, ze rearanzacja sekwencji ,,abl”-,,bcr” ma
znaczenie krytyczne w patogenezie przewlektej biataczki szpikowej [5,
207]. Pugh i wsp. [152] wykazali, ze pacjenci, u ktérych poczatkowo roz-
poznano przewleklg biataczke szpikowg Phdujemng w istocie mieli zespot
mielodysplastyczny.

Inne przyktady wskazujgce na zwigzek miedzy leukemogeneza a za-
burzeniami chromosomowymi pochodzg z obserwacji delecji pewnych
chromosomoéw, wzglednie odwrotnie z podwojenia chromosomu poprzez
rozdwojenie (trisomii), z czym moze sie wigza¢ podwoéjna dawka uakty-
wnionego c-,,onc” [93].

Jesli idzie o delecje, to jednag z czeSciej obserwowanych jest utrata
albo catego chromosomu 5, albo czesci jego diugich ramion (prazki od
gql3 do g33). Zaburzenie to wystepuje w ostrych biataczkach szpikowych
rozwijajgcych sie de novo, w ostrych biataczkach szpikowych rozwija-
jacych sie wtornie w nastepstwie chemioterapii prowadzonej z powodu
innej choroby nowotworowej oraz w niektérych zespotach mielodyspla-
stycznych (niedokrwisto$¢ oporna na leczenie — refractory anemia, po-
taczona z delecjg diugich ramion chromosomu 5) [107]. Ostatnio opisano
delecje diugich ramion chromosomu 5 ze ztamaniem punktowym w prazku
035 w Kkilku przypadkach ztoSliwej histiocytozy [124]. W wypadku de-
lecji 5q co najmniej dwa geny regulujace réznicowanie komorek pre-
kursorowych w linie granulocytow-makrofagéw sg tracone. Sg to geny
»gm-csf” (5923 —-=q32) i ,fms” (5933.2933.3). Nie jest wykluczone,
ze utrata z chromosomu 5 krytycznej sekwencji DNA jest zasadnicza dla
transformacji nowotworowej. Sugestia ta jest szczeg6lnie interesujgca w
powigzaniu z innymi obserwacjami, w ktorych wykazano, ze zdolno$é
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niektérych biataczek szpikowych do proliferacji istotnie taczy sie ze
zdolnosciag do wytwarzania CSF [73, 181]. U niektérych pacjentow zla-
manie punktowe na diugich ramionach chromosomu 5 powoduje utrate
wytacznie ,,gm-csf”, pozostawiajgc locus ,,fms” nietkniety, co sugeruje
ze geny ,,gm-csf” i ,fms” odgrywajg w powyzszych schorzeniach rozne
role. Nie mozna takze wykluczy¢ udziatu innych gendéw Kkodujacych
CSFs lub ich receptory, ktére moga by¢ zgrupowane w 5q, badz tez
moga to by¢ geny kodujace biatka o jeszcze innych czynnos$ciach [107].

Trisomia chromosomu 8 jest jednag z najczeSciej spotykanych nie-
prawidtowosci chromosomowych, poczawszy od wzglednie #tagodnych
zespotéw mieloproliferacyjnych, do ostrych biataczek [163]. W chromo-
somie 8, poza znanym juz c-,myc” (prazek g24.1), bardziej proksymalnie
lezy c-,mos” (prazek ¢22.1) [91, 134, 150]. C-,,mos” jest homologiczny
z v-A ,env”-,mos” retrowirusa miesaka Moloneya myszy (Moloney mu-
rine sarcoma virus, w skrécie M-MSV), ktéry u zwierzat wywotuje mie-
saki, a w hodowli transformuje fibroblasty [wg 46]. Onkogen ,,mos” ko-
duje biatko posiadajace wspdlne sekwencje z rodzing genéw ,src”, ale
nie wykazujace aktywnosci fosfokinazy tyrozynowej [215]. Wydaje sie,
ze wspoétzalezno$¢ miedzy trisomig chromosomu 8 a leukemogenezg nie
jest przypadkowa, zwilaszcza je$li zostana uwzglednione badania gry-
zoni. Mianowicie w nowotworach szczuréw czesto wystepuje trisomia
chromosomu 7 [110], a w biataczce myszy najczestszg i niekiedy jedy-
ng nieprawidtowoscig jest trisomia chromosomu 15 [93, 225, 226], przy
czym c-,,myc” u szczur6w znajduje sie w chromosomie 7 [199], a u my-
szy w chromosomie 15 [24],

Obok proto-onkogenéw w chromosomach wykryto 17 miejsc dzie-
dzicznie tamliwych (heritable fragile sites) [201]. Miejsca dziedzicznie
tamliwe sa niebarwigcymi sie fragmentami chromosomow, obejmujacy-
mi zwykle obie chromatydy. Przypuszcza sie, ze odpowiadajg one seg-
mentom chromosomow, ktore nie ulegly prawidlowemu zageszczeniu
(compaction) podczas mitozy [105], Z 17 zidentyfikowanych miejsc dzie-
dzicznie tamliwych 16 wystepuje w chromosomach autosomalnych, a jed-
no w chromosomie X. Ekspresja miejsc dziedzicznie tamliwych moze
mie¢ charakter wyrwy (gap), ztamania (break) lub przemieszczenia (displa-
cement) segmentu chromosomu. Ekspresja jest najlepiej widoczna w ko-
morkach hodowanych w S$rodowisku pozbawionym kwasu foliowego-ty-
midyny lub po ekspozycji na inhibitor syntetazy tymidylanowej, jak np.
fluorodezoksyurydyna [cyt. wg 233], Miejsca dziedzicznie tamliwe w catej
populacji wystepujg rzadziej niz w 0,2% przypadkow [cyt. wg 233],
przy czym najczesciej stwierdza sie Xg28.1, z czym wigze sie jed,na
z form niedorozwoju umystowego.

Osiem z siedemnastu znanych miejsc dziedzicznie tamliwych pozo-



184 Z. M. RUPNIEWSKA, M. KUROWSKA

staje w zwigzku ze ztamaniami punktowymi specyficznymi dla biata-

czek i nieziarniczych chtoniakéw:

— miejsce dziedzicznie tamliwe w chromosomie 6p23 wigze sie z trans-
lokacja (6; 9) (p23; g34) spotykang w pstrej biataczce mieloblastycz-
nej przebiegajacej z bazofilig [144];

— delecje chromosomu 7 wystepujg we wszystkich typach ostrych bia-
faczek szpikowych, a zwlaszcza w tzw. wtérnych ostrych biataczkach
nielimfatycznych rozwijajagcych sie w nastepstwie chemioterapii sto-
sowanej z powodu innej choroby nowotworowej; w chromosomie 7
miejsce dziedzicznie tamliwe znajduje sie w pll.2 [231, 233];

— miejsce dziedzicznie tamliwe w 8922 wigze sie z t (8; 21) (gq22; g22)
wystepujacg w ostrej biataczce mieloblastycznej z zachowanym doj-
rzewaniem [54, 162J; w 8922 znajduje sie takze proto-onkogen ,,mos”
homologiczny z v-,,mos” M-MSV;

— miejsce dziedzicznie tamliwe w 9p22 wigze sie z t (9; 11) (p22; ¢23),
ktéra jest typowa dla ostrej biataczki mielomonocytowej (typ M-4)
i monocytowej (typ M-5) [71];

— miejsca dziedzicznie tamliwe w chromosomie 11 w ql3.3 i 23.3 po-
zostaja w zwigzku z translokacjami, jakie spotyka sie w ostrych bia-
taczkach szpikowych (typ M-4 i M-5), ostrej biataczce limfoblastycz-
nej (typ L-2), przewlektej biataczce limfatycznej i chtoniaku limfocy-
towym [71, 167, 208, 231];

— miejsce dziedzicznie tamliwe w 12q13.1 pozostaje w zwigzku z obser-
wowang przez Yunisa [231] t (12; 14) (ql3; g32) u pacjenta z chionia-
kiem T-komo6rkowym;

— miejsce dziedzicznie tamliwe w 16g22.1 tgczy sie zaréwno z delecjg
16 (g22), jak i z inwersjg (jeszcze czesciej) 16 (pl3 i g22), ktéra wy-
stepuje w ostrej biataczce szpikowej typu M-4 [2, 104, 105, 231]. Jest
interesujgce, ze niektérzy autorzy [105, 232] wykryli ekspresje miej-
sca dziedzicznie tamliwego w 16qg22.1, w prawidtowych limfocytach
pacjentow z ostrg biataczkg szpikowa typu M-4 i inwersjg 16 (pl3.1
i g22.1), co sugeruje, ze ekspresja tego miejsca predysponuje do bia-
taczki typu M-4.

Niezwykle istotne pozostaje pytanie, czy w miejscach dziedzicznie
tamliwych znajdujg sie geny odgrywajace istotng role w transformacji
nowotworowej.

Inng intrygujaca obserwacjg jest odkrycie przez Yunisa i Sorenga
[234] wielkiej rodziny, przechowywanych (conserved) podczas ewolucji,
homozygotycznych miejsc konstytutywnie tamliwych (constitutive fra-
gile sites). Miejsc takich wykryto 51. Sg one precyzyjnie zlokalizowane
w réznych chromosomach i znajduja sie albo w zlgczu (junction) praz-
kdw Giemsa ujemnych i Giemsa dodatnich, albo w prazkach Giemsa
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ujemnych, tuz przy ziaczu. Ekspresja miejsc konstytutywnie tamliwych
staje sie bardzo wyrazna, gdy komorki pozbawione tymidyny zostang pod-
dane dziataniu kofeiny. Mechanizm dziatania kofeiny zwiekszajacy eks-
presje miejsc konstytutywnie tamliwych prawdopodobnie wigze sie z jej
hamujgcym dziataniem na naprawczy (repair) DNA w replikujgcych ko-
morkach [31, 103].

Cztery z miejsc konstytutywnie tamliwych lezg w tych samych prgz-
kach i podprazkach, co miejsca dziedzicznie tamliwe (prazki 9932, 10g25.2,
1g23.3, i 16¢g22.1). Yunis i Soreng [234] sugeruja, ze miejsca dziedzicz-
nie tamliwe powstajg wskutek mutacji miejsc konstytutywnie tamli-
wych. W dwudziestu, ze znanych 51 miejsc konstytutywnie tamliwych,
wystepuja (bezposrednio w samym miejscu lub tuz przy nim) zlamania
punktowe chromosoméw, charakteryzujagce r6zne biataczki, chitoniaki
i kilka guzow litych.

Nalezy wiec przyja¢, ze rdéznorodne rearanzacje chromosomowe, ja-
kie spotyka sie w nowotworach, sg spowodowane przemieszczalnymi
(transposable) elementami genetycznymi. Przemieszczenia ich wywotuja
efekt kaskadowy i sg przyczyng niestabilnosci genomu. Te przechowy-
wane podczas ewolucji ,stabe” punkty prawdopodobnie odpowiadajg ele-
mentom regulacyjnym, ktére w nowotworach sg masowo rozrywane [233].

W tab. 4 przedstawiono najczeSciej spotykane w biataczkach zabu-
rzenia chromosomowe i zwigzane z nimi przemieszczenia znanych genow
oraz c-,,onc”, a takze miejsca dziedzicznie i konstytutywnie tamliwe. Za-
strzegamy jednak, ze przyjecie jedynie widocznych w tabeli wspoiza-
leznosci bytoby zbytnim uproszczeniem leukemogenezy.
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Rodzaj biataczki

1

Przewlekta biataczka
szpikowa
Faza przewlekta

Przetom blastyczny
(Aberacje chromosomo-
we zwykle na 2-4 miesie-
cy wyprzedzajg objawy
kliniczne przetomu
blastycznego) [165]

Ostra biataczka mielo-

blastyczna bez tendencji
do dojrzewania

(typ M-I)

Ostra biataczka mielo-

blastyczna z tendencja

do dojrzewania

(typ M-2)

Ostra biataczka promie-
locytowa
(typ M-3)

Z. M. RUPNIEWSKA, M. KUROWSKA

TABELA 4

Charakterystyczne nieprawidtowosci chromoscmowe wystepujace

Defekt chromosomowy

t(9; 22)

t (9; 22)

-FPh1

i (17q)

+8

Aberacje chromoso-
mowe wystepuja wg
przedstawionego po-
rzadku, ze zmniejsza-
jaca sie czestotliwoscia
[106]

t (9; 22)

t(8;21)

Translokacji tej cze-
sto towarzyszy utrata
chromosoméw pticio-
wych:

— Y (85% mezczyzn)
- X (73% kobiet)
7% z t (8; 21) nalezy
do typu M-4 [56]

t (15; 17)

Ztamanie punktowe
lub delecja

3

9q 34.1 i22q 11.21
(Ph1 22g-)

9q 34.1 i 22q 11.21

9q 34.1 i 22q 11.21

8q 22.1 i 21q 22.3

159 22 i 17q 21

% chorych

4

85-100% [106]

20%

80% [106]

Ok. 80% chorych wy-
kazuje jedng z trzech
nieprzypadkowych abe-
racji, ktére Mitelman
i Levan [123] nazywaja
,gtéwng droga ewolu-
cyjng kariotypu”

Chromosom Ph1l wy-
stepuje w ok. 3% przy-
padkéw ostrych bia-
taczek szpikow'ych [1461

10% [106]

70% [106]
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w biataczkach i zwigzane z nimi przemieszczenia znanych genéw

Geny komorkowe wigczone w defekt chromosomowy

5

W miejscu punktowego ztamania w chromosomie 9934.1 lezy c-,,abl”a [6, 65, 76],

W miejscu punktowego ztamania w chromosomie 22qll.21 lezy gen ,,bcr”b [70].

Wskutek t (9; 22) w dtugich ramionach chromosomu 22 dochodzi do fuzji ,,abl” z ,,bcr”.
Hybrydowy gen ,,abl”-,bcr” koduje nowy polipeptyd o wiasciwosciach zblizonych do produktu
transformujacego v-,abl” wirusa biataczki Abelsona myszy [97, 98],

Ponadto w chromosomie 22 bardziej dystalnie od miejsca punktowego ztamania (22ql2.2—ql3.1)
lezy c-,sis”c (29, 202, 234).

W chromosomie 17ql 1021 lezy c-,,erb-A”d [184]
W chromosomie 8 znajdujg sie dwa c-,onc”:

- c-,mos”e - 8022 [91, 134, 150]

- c-,myc”f - 8024.1 [27, 134,206,234]

Jak w fazie przewlektej biataczki szpikowej

W miejscu punktowego ztamania w chromosomie 8g22.1 znajduja sig:
— miejsce dziedzicznie tamliwe (doktadnie 8q22.3) [54, 162, 234]

— miejsce konstytutywnie tamliwe [234]

— C-,,mos”.

Bardziej dystalnie w chromosomie 8 (prazek p24.1) lezy c,,myc”.

; W miejscu punktowego ztamania w chromosomie 21g22.3 lezy c-,ets-2”s(doktadnie 21922.1->
—>(22.3) [218], Ponadto uwaza sie, ze rejon 21922 ma znaczenie w zespole Downa (+21) [cyt.
wg 176],

Podczas t (8; 21) ,,mos” pozostaje w chromosomie 8g-, za$ ,,myc” zostaje przeniesiony w chro-
mosom 21q+ [38]. Z drugiej strony w 8g- zostaje przeniesiony fragment c-,ets”-2 [176]

W miejscu punktowego ztamania w chromosomie 17921 leza:

I - gen p53h (doktadnie 17q21-*22) [108]

i — za$ nieco bardziej proksymalnie od miejsca punktowego ztamania — c-,,erb-A” (doktadnie

17qll->q21)

; Podczas t (15; 17) gen p53 zostaje przeniesiony w chromosom 15 (15q+), ale ,,erb-A” pozostaje
w chromosomie 17g-. Badania kompleksowych translokacji ujawnity, ze w chromosomie 15q+
znajduje sie krytyczne ziacze (critical junction), a zatem przeniesiony w chromosom 15, gen p53
bedzie odgrywat istotng role w transformacji prawidtowych komorek szpikowych, w komérki

j biataczkowe zatrzymane w dojtzewaniu na etapie promielocyta [108].
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Ostra biataczka mielo-
monocytowa
<typ M-4)

Typ M-4 i ostra bia-
taczka monocytowa
(typ M-5)

Typ M-I, M-2, M-3,
M-4, M-5 i erytroleu-
kemia

(typ M-6)

Z. M. RUPNIEWSKA,

inwersja (inv), lub
delecja (del) chromo-
somu 16 M-4 z del (16)
czesto przebiega z eozy-
nofilig w szpiku [2, 56,
104]

t(9;11)

t (I1g)
del (119)

del (5q)

del (7)

del (5) i del (7)

sg zwtaszcza charakte-
rystyczne dla wtérnych
biataczek szpikowych
po chemioterapii

+8

M. KUROWSKA

inv (16) (p 13.2
iq22) del (16) (q 22)

25% [106]

9p21, lub p22
11q23->q24
(najczesciej)
Igl3~ql4
(rzadziej) [56]

10% [106]

5ql3—ql5
(ztamania proksy-
malne)

5031->q35
(ztamania dystalne)
[107]

6% [56]

7pl 1.2, lub p22 12% [106]
7931.2, lub @36.3

[234]

2 25% [106]

c.d
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tab. 4

W chromosomie 16 w pl2.3 i g22.1 lezag dwa miejsca dziedzicznie tamliwe, ktére w sposob
nieprzypadkowy korespondujg z inv (16), lub del (16) w ostrej biataczce M-4 [2, 104J. Co wiecej,
miejsce dziedzicznie tamliwe w 16g22.1 pokrywa si¢ z miejscem konstytutywnie tamliwym [234].

W poblizu miejsca punktowego ztamania w chromosomie 9 p22 znajdujg sie:
— miejsce dziedzicznie tamliwe (doktadnie 9p21.3) [71]
— rodzina gendw interferonul (IFN-y alfa i IFN beta-1) (doktadnie 9p 13—p24) [142, 191, 209].

W chromosomie 11 w q13.3 i q23.3 leza dwa miejsca dziedzicznie tamliwe [71, 167, 208]. Co wigcej,
miejsce dziedzicznie tamliwe w 11g23.3 pokrywa sie z miejscem konstytutywnie tamliwym. Nic
wiec dziwnego, ze w 11g23.3 wystepujg ztamania punktowe w réznych typach biataczek.

— t(9; 11) (p23; q23) w biataczkach typu M-4 i M-5

— t(4; 11) (g21; g23) w biataczce typu L-2 (patrz dalej).

Ponadto w poblizu miejsca punktowego ztamania w 11923 znajduje sie¢ c-,ets-1” (doktadnie
11q23—K[24) [35].

Podczas t (9; 11) c-,ets-1” zostaje przeniesiony z chromosomu 11 w krdtkie ramiona chromo-
somu 9 w sasiedztwo genéw interferonu [37],

W miejscu punktowego ztamania w chromosomie 5g31 (spotykanego w del (5q)) znajduja sie:
1 — miejsce konstytutywnie famliwe [234]
— gen ,,gm-csf”J (doktadnie 5g23->q32), ktory jest zawsze tracony w del (5q) [107]
| — bardziej dystalnie od 5qg31, lezy c-,,fms”k (doktadnie 5933.2->033.3), ktory jest tracony w czesci
przypadkéw del (5q) [107]

W chromosomie 7 w pil.2, a wiec w miejscu punktowego ztamania (spotykanego w del (7p)
lezy miejsce dziedzicznie tamliwe [105]. Co wiecej w chromosomie 7 znajduje sie jeszcze 5 miejsc
konstytutywnie tamliwych, przy czym lokalizacja dwu (7p22.2 i 7931.2) koresponduje z miejscami
ztaman punktowych [234].

Ponadto w chromosomie 7 znajdujg sie:

— c-,erb-B” - 7pl37q22 [196]

— locus dla receptora EGF1 — 7pl3->q22 [96]

— locus dla taricucha gamma receptora komorki T — 7pl4->pl5 [132], przy czym jego potozenie
pokrywa sie z miejscem konstytutywnie famliwym (7pl4.2) [234]

— locus dla taincucha beta receptora komorki T — 7932-~q35 [83, 125], ponadto w 7g32.3 znaj-
duje sie miejsce konstytutywnie tamliwe [234]

W chromosomie 8 znajduja sie dwa c-,,onc”:
— ¢-,,mos” — 822
— C-,,myc” — 8g24.1
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1

Przewlekta biataczka
limfatyczna

Ostra biataczka mikro-
limfoblastyczna

(typ L-D)

Ostra hiataczka mikro-
makro-limfoblastyczna
(typ L-2)

Z. M. RUPNIEWSKA,

t(11; 14)

t (9; 22)

t (9; 22)

t (4; 11)

Sugeruje sie, ze biatacz-
ki ze ztamaniem punk-
towym w 11923, jakie
wystepuje zarébwno w
biataczkach typu M-4
i M-5, jak i w L-2 two-
rza jedna grupe, przy
czym proliferuje wielo-
potencjalna komoérka
macierzysta. Proliferu-
jace komérki cechuje
zmienno$¢ morfologicz
na i immunologiczna
(badz komérki limfoi-
dalne typu ,,nie-T, nie-
-B”, badz pre-B, lub T,
wzglednie typu komo-
rek monocytoidalnych,
albo komérek bifeno-
typowych noszacych
cechy linii limfoidalnej
i mieloidalnej). By¢
moze za te zmiennos$¢
morfologiczng i feno-

M. KUROWSKA

Nql33 i 14932.3

9q34.1 i 22ql121

9g34.1 i 22ql121

4021 i 11923

C.d.

12% (Dane dla wszyst-
kich typéw ostrych
biataczek limfobla-
stycznych) [106]

5% (Dane dla wszyst-
kich typéw ostrych j
biataczek limfobla-
stycznych) [106]

«
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tab. 4

W chromosomie 12 znajdujg sie:
| - c-,Ki-ras-2”4- 12pl2.1 i q24.2[86, 141,175,178, 234]
;- IGFm - 12p22->do konca [11,210].

W omoéwionym juz czesSciowo, przy okazji biataczek typu M-4 i M-5 chromosomie 11, miejscu
punktowego ztamania w prazku q13.3 znajduja sig:

—jedno z dwu miejsc dziedzicznietamliwych [71, 167, 208]

- gen ,,bcl-17n [211, 212, 213],

W miejscu punktowego ztamania w chromosomie 14qg32.3 lezy locus dla czesci statej tancuchow
ciezkich immunoglobulin.

Podczas t (11; 14) ,,bcl-1" zostaje przeniesiony z chromosomu 11 w locus immunoglobulinowy
w chromosomie 14, co prawdopodobnie wywotuje aktywacje ,,bcl-1” i zapoczatkowuje proces
transformacji [171].

Jak w fazie przewlektej biataczki szpikowej.

Jak w fazie przewlektej biataczki szpikowe;j.

W chromosomie 4 w poblizu miejsca punktowego ztamania znajduja sie:

— locus dla EGF°® — 4p21->do konca [11]

- locus dla TCGF (IL-2)p - 4qg26->q28 [183].

W omawianym juz, przy okazji biataczek typu M-4 i M-5 oraz przewlektej biataczki limfatycznej,
chromosomie 11, w miejscu punktowego ztamania w prazku 23 znajduje sie:

— jedno z dwu miejsc dziedzicznie tamliwych,

— miejsce konstytutywnie tamliwe,

— c-,,ets-1” (doktadnie 11g23->q24).

Podczas t (4; 11) c-,,ets-1” (caty, lub jego fragment) zostaje przeniesiony z chromosomu 11 w 4q-
[176] prawdopodobnie w sgsiedztwo genéw dla EGF i TCGF.
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1 2 3

typu immunologiczne-
go sa odpowiedzialne
- chromosomy-biorcy
materiatu genetyczne-
go. Klinicznie ten typ
biataczki wystepuje u
dzieci i 0s6b miodych,
przebiega z wysoka
leukocytozg i ma zie
rokowanie [96a, 122a).

Ostra biataczka makro-  t(8; 14) 8g24.1 i 14932.3
limfoblastyczna
Burkitta
(typ L-3)
hiperdiploidia

(50-60 chromosomoéw)

Objasnienia do tab. 4
a c-,abl” homologiczny
myszy [61]. ,,abl” i kodowany przez
(patrz tab. 3)

niego produkt

z v-A,gag”-,abl”-A env” retrowirusa
zostaty oméwione wczesniej

c.d.

5% (Dane dla wszyst-
kich typéw ostrych
biataczek limfobla-
stycznych) [106]

9% (Dane dla wszyst-
kich typéw ostrych
biataczek limfobla-
stycznych) [106]

biataczki Abelsona

t Gen ,ber” (break-point-cluster region) m— gen, ktéry znajduje sie w rejonie zia-
man punktowych diugich ramion chromosomu 22 [70]

¢ c-,sis” homologiczny z v-A,gag”-A,env”-,sis” retrowirusa miesaka maltpy wet-
nistej [61]. c-,sis” koduje przynajmniej jeden tancuch PDGF. PDGF nalezy do
gtéwnych czynnikéw mitogennych osocza dziatajacych na komdrki mezenchymalne.
Podczas t(9;22) c-,sis” zostaje przeniesiony w chromosom 9. Jednakze translokacja
,Sis” nie odgrywa istotnej roli w patogenezie przewlektej biataczki szpikowej, po-
niewaz lezy on w pewnej odlegtosci od miejsca punktowego ztamania (punktowe
ztamanie zachodzi w 22qll.21, c-,sis” lezy w 22qgl2->-ql3.1). Niemniej jednak pro-
dukt,sis” i/lub PDGF mogg mie¢ znaczenie w rozwoju mielofibrozy, ktéra czesto
towarzyszy przewlekiej biataczce szpikowej [15]

d c-,erb-A” homologiczny z v-A,gag”-,erb-A” oraz c-,erb-B” homologiczny
z v-A,env”-,erb-B” retrowirusa erytroblastozy ptakow [32, 78], ktéry u ptakéw
wywotuje erytroleukemie, a rzadziej miesaki, za$ w hodowli transformuje komérki
krwi i fibroblasty [45], v-,erb-B” koduje produkt o aktywnosci fosfokinazy tyro-
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tab. 4

W miejscu punktowego ztamania w chromosomie 8g24.1 znajduja sie:

— miejsce konstytutywnie tamliwe [234]

- Cc-,myc”.

W miejscu punktowego ztamania w chromosomie 14932.3 znajduje sie locus dla czesci stalej
fancuchéw ciezkich immunoglobulin.

Podczas t (8; 14) c-,myc” zostaje przeniesiony z chromosomu 8 w locus immunoglobulinowy
chromosomu 14, co wywotuje aktywacje transkrypcyjng tego proto-onkogenu [169].

Uwaza sie, ze wszystkie ostre biataczki limfoblastyczne B komérkowe przebiegajg z 14q+ , cho-
ciaz nie zawsze musi istnie¢ t (8; 14) [106]. Ponadto w chromosomie 14 w prazku q11.2 znajduje
sie locus dla tancucha alfa receptora komérek T [22, 26, 88], W ostrej biataczce limfoblastycznej
T komorkowej ztamanie punktowe wystepuje w obrebie tego locus [49]

zynowej, ktéry odpowiada okrojonej (cytoplazmatycznej) czesci receptora dla czyn-
nika wzrostu naskérka [44] i jak powiedziano transformuje erytroblasty. Jednakze
gdy dziata tylko sam v-,erb-B”, stransformowane komorki wykazujg tendencje do
spontanicznego dojrzewania, co w konsekwencji op6znia rozw6j biataczki. Natomiast
v-,erb-A” poteguje transformujgce dziatanie v-,erb-B” hamujgc dojrzewanie ery-
troblastbw na wczesnych etapach rd6znicowania [58, 112, 182, 214, 228, 229]. Nasuwa
sie wiec pytanie, jaki jest mechanizm tego dziatania? By¢ moze klucz do rozwiagza-
nia lezy w badaniach nad strukturg v-,erb-A”. Produkt kodowany przez v-,,erb-A”
ma pewne sekwencje wspélne zaré6wno z ludzkimi receptorami dla glikokortikoidéw
[78a, 220], jak i z receptorami dla estrogen6w [68a, 69a], Zaktada sie, ze produkt
proto-onkogenu c-,,erb-A” odgrywa jaka$ role w rdéznicowaniu linii erytroblastycz-
nej, natomiast onkogen v-,erb-A” anuluje jego fizjologiczne dziatanie. Jak sie wy-
daje produkt kodowany przez v-,erb-A” dziala podobnie jak zmutowane receptory
dla glikokortikoidéw, do ktérych zreszta jest uderzajgco podobny strukturalnie.

Wyré6znia sie dwa rodzaje mutantéw receptorow dla glikokortikoidéw. Pierwsze tzw.
»,mutanty zwiekszajagce transfer jadrowy” — mutanty nt+ (od ,increased nuclear
transfer” — nazwa odzwierciedla zwiekszone powinowactwo do jadra komoérko-
wego) wigzg sie zarowno z podstawnikiem (ligand), jak i z DNA, ale nie wywotujg
zadnej odpowiedzi fizjologicznej. Mozna wiec zatozyé, na podstawie podobiefstw
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strukturalnych, ze biatko kodowane przez v-,erb-A” zajmuje miejsce w DNA, na
ktére -w warunkach fizjologicznych dziata produkt c-,erb-A” i zapobiega aktywacji
genéw odgrywajacych role w roéznicowaniu linii erytroblastow. Natomiast drugi
rodzaj zmutowanych receptoréow glikokortikoidowych tzw. mutanty nt~ (wigzg gli-
kokortikoidy, lecz nie posiadajg zdolno$ci wigzania sie z DNA, co w rezultacie daje
taki sam efekt jak w przypadku mutantéw nt+. Produkt v-,erb-A” wykazuje
takze podobieAstwo strukturalne do mutantéw nt~ [9a],

e c-,mos” homologiczny z v-A,gag”-A,env”-,mos” retrowirusa miesaka Moloneya
myszy [61]. ,mos” i kodowany przez niego produkt zostaly omdéwione wczesniej.

f c-,,myc” homologiczny z v-A,gag”-,myc”-A,env” retrowirusa mielocytomatozy
ptakéw MC 29 [61], ,myc” i kodowany przez niego produkt zostaty omoéwione wczes-
niej (patrz tab. 1).

g c-,,ets”. Retrowirus mieioblastozy i erytroblastozy ptakéw E 26, jak to powiedzia-
no, posiada dwa onkogeny ,myb” i ,ets”. Struktura genomu E 26 przedstawia sie
nastepujgco: v-A,gag”-,myb”-,ets”-A,env” [61] (patrz tab. 1). Je$li idzie o pato-
gennos$¢, to E 26 charakteryzujg co najmniej dwie dodatkowe cechy, ktoérych nie
posiada retrowirus mieioblastozy ptakéw dysponujacy tylko onkogenem ,myb”. Po
pierwsze: E 26 u ptakow wywotuje zaréwno mieloblastoze, jak i erytroblastoze, a in
vitro transformuje erytroblasty i mieloblasty [45], Po drugie: mieloblasty strans-
formowane przez E 26 majg catkowicie zablokowane dojrzewanie i nie udaje sig
wywota¢ ich dalszego réznicowania zadnym ze znanych induktoréw [cyt. wg 161a],
Wirusowemu ,ets” w ludzkim genomie (a takze u myszy i kotéw) odpowiadajg dwa
rézne loci nazwane ,,ets-1” i ,ets-2” [218, 219], U cztowieka c-,ets-l i c-,,ets-2” znaj-
duja sie odpowiednio w chromosomach 11g23-»q24 [35] i 21922.1—-g22.3 [218], Specy-
ficzne chromosomowe nieprawidtowosci dotyczgce 1lq237-24 takie jak: obustronne
translokacje, delecje, wtraceniowe odwrdcenie (inverted insertions) i HSRs wyste-
puja: w ostrych biataczkach szpikowych typu M-4 i M-5 [37, 96a, 122a, 161la, 166,
231], w zespotach mielodysplastycznych [52a, 155a], w ostrej biataczce limfoblastycz-
nej typu L-2 i w chtoniaku limfocytowym [96a, 122a, 161a, 176, 231], Dane te wska-
zujag, ze c-,,ets-1” uczestniczy zaréwno w proliferacjach hemo-, jak i limfopoetycz-
nych.

h Gen p53. Biatko kodowane przez komérkowy gen p53 jest fosfoproteing o krotkim
p6tokresie trwania (ti/2. Podwyzszony poziom p53 wykryto w komodrkach stransfor-
mowanych przez rézne czynniki, jak np. wirusy, Srodki chemiczne i energie joni-
zujaca [34, 102, 113, 160, 161]. Szereg publikacji wigze p53 z proliferacjag komdrek
[116, 120, 121, 180], dziataniem ,unieSmiertelniajgcym” komérki w warunkach ,in
vitro” [85] i uwrazliwiajacym je na transformacje indukowang przez onkogeny
.ras” [47, 85, 143],

1 Geny interferoné6w (IFN-6w) kodujg biatka o wtasciwosciach antywirusowych,
antynowotworowych i immunomodulacyjnych [41, 42, 99, 100], Na poziomie moleku-
larnym IFN-y hamujag w komodrkach docelowych ekspresje niektérych c,,onc”. | tak
np. po ekspozycji na IFN-y alfa lub beta, komérek linii Daudi (wyprowadzonej
z chtoniaka Burkitta) 5- 7-krotnie zmniejsza sie transkrypcja c-,myc” [46, 87].

i Gen ,,gm-csf” koduje czynnik pobudzajacy wytwarzanie kolonii granulocytéw,
granulocytow-makrofagow i makrofagéw (granulocyte-macrophage colony stimula-
ting factor, w skrécie GM-CSF) [80], Czynniki pobudzajace wytwarzanie kolonii
(colony-stimulating factors, w skrdécie CSF-s) sg konieczne dla wzrostu i dojrzewa-
nia ukierunkowanych komérek mielopoetycznych.

k c-,fms” homologiczny z v-A,gag”-,fms”-A,env” retrowirusa miesaka McDonougha
kotéw [61]. ,,fms” i jego produkt zostaty omoéwione wczes$niej (patrz tab. 3).



GENY, NIEPRAWIDLOWOSCI CHROMOSOMOWE | BIALACZKI 195

1 Receptor dla EGF — receptor dla czynnika wzrostu naskérka (epidermal growth
factor, w skrocie EGF), sktada sie z trzech czeSci: pierwszej — ktéra wystaje poza
komérke i posiada miejsce wigzace EGF, drugiej — osadzonej w btonie komoérkowej
i trzeciej — znajdujacej sie w cytoplazmie komorki. Ta trzecia cytoplazmatyczna

cze$¢ receptora wykazuje aktywnos$¢ fosfokinazy tyrozynowej [20] i jest homologicz-
na z produktem v-,erb-B” [44], Sugeruje sie [153], ze prekursor dla EGF peini
podwdjna role: prekursora EGF i prekursora receptora dla EGF.

t c-,Ki-ras-2” homologiczny z v-,ras” retrowirusa miesaka Kirstena szczuréw. Re-
trowirus ten ma podobne witasciwos$ci, co wczed$niej omoéwiony retrowirus miesaka
Harveya szczurow.

m IGF-1 — | czynnik wzrostu insulino-podobny (insulin-like growth factor I, w
skrocie IGF-1), wraz z insuling i IGF-Il jest cztonkiem biatek z rodziny insulin [79],
ktore dziataja jako autokrynowe regulatory proliferacji [210]. IGF-1 aktywuje fos-
fokinaze tyrozynowa w podobny sposéb jak inne mitogeny [84, 168] i onkogeny
z rodziny ,src” [8, 151]. IGF-1 jest wytwarzany przez ludzkie fibroblasty stymulo-
wane hormonem wzrostu lub PDGF. Z drugiej strony wywotana hormonalnie sekre-
cja IGF przez ludzkie fibroblasty uwrazliwia je na dziatanie PDGF [17].

n Gen ,bcl-1” od ,B-cell lymphoma/leukemia-1" jest proto-onkogenem komérko-
wym i zostat omowiony wcze$niej.

° EGF — czynnik wzrostu naskorka. Jego czynnos$¢ fizjologiczna nie jest doktadnie
poznana, wiadomo jednak, ze wywotuje wzrost komdrek naskérka i ich keratyni-
zacje [205].

p TCGF — czynnik wzrostu limfocytow T (human T-lymphocyte growth factor)
lub interleukina-2 (IL-2) jest glikoproteing o matej masie czgsteczkowej (15.000)
uwalniang przez komérki T typu pomocniczego, po stymulacji lektyng lub antyge-
nem. Pod wpitywem TCGF inne subpopulacje komérek T syntetyzujg specyficzne
receptory i proliferuja [173]. Farrar i Anderson [52] wykazali, ze po zwigzaniu
TCGF ze specyficznym receptorem wystepuje uaktywnienie fosfokinazy tyrozyno-
wej zlokalizowanej na wewngtrzkomdrkowej powierzchni biony. Sugeruje sie, ze
zaburzona ekspresja receptora dla TCGF moze przyczynia¢ sie do leukemogenezy
[cyt. wg 195].
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GENETYCZNA KONTROLA GAMETOGENEZY U SSAKOW*

GENETIC CONTROL OF GAMETOGENESIS IN MAMMALS

Halina KRZANOWSKA

Zaktad Genetyki i Ewolucjonizmu, Instytut Zoologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego

Streszczenie. Pte¢ meska u ssakéw determinuje czynnik zawarty w chromosomie Y,
jednak o kierunku réznicowania sie komorek linii ptciowej decyduje nie tyle ich
wiasny skiad chromosomowy, co $rodowisko wytworzone przez komérki somatycz-
ne gonady. W krytycznym stadium prenatalnym komorki rozrodcze znajdujace sig
w jajniku wchodzg w profaze mejozy i stajg sie oocytami, podczas gdy komorki
znajdujgce sie w jadrze nie podejmuja mejozy w okresie prenatalnym i zostajg
skierowane na droge spermatogenezy. Jednak dalsze etapy gametogenezy sg juz
uzaleznione od aktywno$ci chromosoméw wystepujacych w samych komérkach
rozrodczych. Obecno$¢ dwu chromosoméw X sprzyja przezywaniu oocytdw, nato-
miast powoduje obumieranie spermatogoniow, przy czym dla prawidtowego prze-
biegu spermatogenezy konieczna jest inaktywacja chromosomu X oraz obecnos$é
chromosomu Y. Ekspresja genow kontrolujagcych spermiogeneze moze zachodzd¢
jeszcze w komérkach diploidalnych lub juz w haploidalnych spermatydach, zanim
ich genom nie ulegnie catkowitej inaktywacji w wyniku kondensacji chromatyny.
Nie mamy przekonywajacych dowodéw, aby fenotyp gamet byt modyfikowany
przez komérki somatyczne. Wprawdzie kontrola genetyczna gametogenezy jest
jeszcze bardzo stabo poznana, jednak wydaje sie nie ulegaé watpliwosci, ze jest ona
znacznie bardziej skomplikowana u samcéw niz u samic, gdyz wiele czynnikéw za-
burzajacych spermatogeneze nie wywiera zadnego wpltywu na oogeneze.

Summary. The male sex in mammals is determined by factors located in the Y
chromosome, but the direction of germ cells differentiation does not seem to depend
on their own chromosome constitution, rather on the environment created by
somatic cells of the gonad. At the critical prenatal stage, germ cells which are
situated in the ovary enter meiotic prophase and become oocytes, while those si-
tuated in the testis are prevented from entering meiosis prenatally and thus embark
on spermatogenesis. However, further steps of gametogenesis depend largely on

* Referat wygtoszony na XVI konferencji szkoleniowej z zakresu biologii ko-
morki w dniu 20 listopada 1986 r. w Warszawie, ,Wczesne stadia rozwoju zarod-
kéw ssakow™.
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the activity of chromosomes present in germ cells themselves. The presence of two
active X chromosomes favours survival of oocytes but is lethal to spermatogonia.
Vital for the normal course of spermatogenesis is inactivation of the X chromosome
and the presence of the Y chromosome. Expression of genes controlling spermioge-
nesis takes place either in diploid cells or in haploid spermatids, until their genome
undergoes inactivation due to chromatin condensation. There is no convincing evi-
dence of modification of gamete phenotype by somatic cells. Although our know-
ledge of genes controlling mammalian gametogenesis is still very poor, there seems
to be no doubt that this control is much more complicated in males than in fe-
males, because many factors affecting spermatogenesis do not exert any effects
on oogenesis.

Produkcja funkcjonalnych garnet zalezy od tak wielu réznych czyn-
nikéw, ze liczba gendw kontrolujgcych ten proces posrednio lub bez-
posrednio powinna by¢ ogromna [61]. W jaki sposdb mozna je identyfi-
kowa¢? Klasyczna metoda genetyczna polega na analizie mutacji, ktdre
powodujg odchylenia od normy. Jednakze wykazanie, ze jakis defekt
ma podtoze genetyczne, i ewentualne zlokalizowanie odpowiedzialnego
za to genu wymaga analizy potomstwa, co w przypadku zaburzehA ptod-
nosci bywa utrudnione lub niemozliwe, totez wiele potencjalnie intere-
sujgcych mutacji wymyka sie naszej uwadze. Tym nalezy tlumaczycé
zaskakujacy fakt, ze nawet u myszy (w ktorej chromosomach zlokali-
zowano az 60 gendéw wpiywajacych na barwe siersci) udato sie zidenty-
fikowac¢ zaledwie 25 loci genowych, ktérych mutacje powodujg powazne
defekty ptodnosci, a z nich tylko 10 upo$ledza bezposrednio gametoge-
neze [61]. Wykryto je dzieki temu, ze przewaznie oprécz zaburzen ptod-
nosci wywotujg tez inne wyraznie widoczne efekty plejotropowe.

Znacznie wiecej wiemy o zaburzeniach wynikajgcych ze zmiany
liczby lub struktury chromosomdw (zwitaszcza chromosomoéw pici), po-
niewaz sg one bezposrednio wykrywalne. Bardzo cennych informacji
dostarcza tez embriologia eksperymentalna, a zwiaszcza badania nad chi-
merami, zapoczatkowane i rozwiniete przez Tarkowskiego [52, 69, 70].
I wreszcie w ostatnich latach otworzyly sie nowe mozliwosci badawcze
poprzez izolowanie i klonowanie okre$lonych sekwencji DNA, a nastep-
nie lokalizowanie ich w chromosomach czy tez wykrywanie ich produk-
tdbw. Wszystkie te metody nawzajem sie uzupeiniajg i rokuja szybki
postep badan. Na razie jednak, mimo zgromadzenia juz ogromnego pis-
miennictwa wiadomosci o genetycznej kontroli produkcji gamet u ssa-
kéw sg fragmentaryczne i wcigz nie mamy odpowiedzi na szereg pod-
stawowych pytan.

Celem niniejszego artykutu jest rozwazenie czynnikéw, ktore decy-
dujg o podjeciu kolejnych etapéw w procesie gametogenezy i ksztatto-
wania sie fenotypu gamet. Zagadnienie to zostanie oméwione na wybra-
nych przyktadach odnoszgcych sie gtéwnie do myszy, jako do najlepiej
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pod wzgledem genetycznym poznanego gatunku ssaka. Rozwazania trze-
ba jednak zacza¢ od poziomu podstawowego dotyczagcego determinacji
ptci i réznicowania sie gonady w kierunku zenskim lub meskim, gdyz
od tego zalezy dalszy przebieg gametogenezy.

GENETYCZNA KONTROLA DETERMINACIJI PLCI

Od dawrna wiadomo, ze u ssakéw wystepuje chromosomowa deter-
minacja pici: normalne samice majg dwa chromosomy X, a samce chro-
mosomy X i Y, przy czym obecno$¢ tego ostatniego decyduje o rdzni-
cowaniu sie gonady w kierunku meskim. Jednak dopiero od Kkilku lat
udaje sie lokalizowa¢ odpowiedzialny za to fragment chromosomu Y,
czyli tzw. locus Tdy (testis determining-Y), metodami bezpos$rednimi.

W 1980 r. Singh i wsp. [65] wyizolowali z chromosoméw wezy frak-
cje DNA, ktéra wystepowata tylko u osobnikéw pici heterogametycznej,
a zawierata sekwencje bardzo konserwatywne ewolucyjnie, hybrydyzu-
jace z odcinkami chromosomu determinujgcego pte¢ w rd6znych grupach
kregowcdw. Postugujac sie tag frakcja DNA jako sonda, metodg hybry-
dyzacji DNA in situ zlokalizowano komplementarne do niej sekwencje
w okolicy centromeru chromosomu Y, zarbwno u myszy, jak u czto-
wieka [30], a dowodu na to, ze sekwencje te majg istotnie zwigzek
z determinacjg pici meskiej i wykrywajg locus Tdy, dostarczyty myszy
z tzw. czynnikiem Sxr (sex reversing). Wiadomo byto, ze samce XY Sxr
przekazujg ten czynnik potowie swego potomstwa, przy czym u osobni-
kéw XX Sxr nastepuje odwrécenie pici, gdyz rdznicujg sie one jako
samce [11]. Poniewaz czynnik Sxr dziedziczy sie jak dominujgcy gen
autosomalny, podejrzewano, ze moze to by¢ fragment chromosomu Y
przeniesiony do ktérego$ z autosoméw, jednak poszukiwania tego frag-
mentu nie dawaty rezultatéw.

Sprawa sie wyjasnita dopiero wtedy, gdy Singh i Jones [64J zasto-
sowali do hybrydyzacji in situ owg sonde DNA wykrywajgcg konserwa-
tywne ewolucyjnie sekwencje chromosomu determinujgcego pte¢. Zloka-
lizowanie komplementarnych do nich sekwencji u myszy Sxr, a w $lad
za tym analiza kariologiczna chromosoméw barwionych na prazki G [18],
wykazaty, ze samce XY Sxr majg nietypowy chromosom Y z dwoma ko-
piami odcinka zawierajgcego locus Tdy: jedna z nich miesci sie w nor-
malnej pozycji w rejonie centromeru, a druga (powstata przypuszczalnie
przez duplikacje) na koncu dystalnym, ktoéry koniuguje z chromosomem
X. W czasie koniugacji w wyniku crossing over kopia dystalna (czyli
czynnik Sxr) zostaje przeniesiona z jednej chromatydy chromosomu Y
na chromatyde chromosomu X (ryc. 1). Fakt, ze osobniki potomne XX
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Sxr sg samcami, dowodzi, iz przeniesiony fragment zawiera locus Tdy
kontrolujgcy determinacje ptci w kierunku meskim, za§ wystepowanie
procesu crossing over $wiadczy o tym, ze chromosomy X i Y sg na pew-
nym niewielkim odcinku homologiczne. Odcinek ten zostat nazwany se-
gmentem pseudoautosomalnym [8], gdyz zawarte w nim loci dziedzicza
sie pozornie jak autosomalne. U normalnych myszy (bez czynnika Sxr)
crossing over miedzy chromosomami X i Y nie powoduje zaktdcen de-
terminacji ptci, gdyz locus Tdy miesci sie w poblizu centromeru, a seg-
ment pseudoautosomalny na przeciwlegtym, dystalnym koncu chromo-
somu Y (ryc. 1).

Ryc. 1. a — chromosom Y u normalnego samca myszy oraz u samca z czynnikiem

Sxr; b — koniugacja i crossing over u samca myszy XY Sxr; ¢ — u cztowieka

(czeSciowo wg [53], zmodyfikowane). Odcinki jasne oznaczajg segmenty homolo-

giczne (w wielko$ci znacznie przesadzonej w stosunku do rzeczywistych proporcji),

odcinki czarne — segmenty nieholomogiczne w chromosomach X i Y; fragmenty
zawierajgce locus Tdy zakreskowane

Ostatnio udowodniono wystepowanie crossing over miedzy chromo-
somami pici takze u normalnych mezczyzn. Rouyer i wsp. [59] wyizolo-
wali trzy rozne sondy DNA wykrywajace 3 polimorficzne loci w krdétkim
homologicznym segmencie pseudoautosomalnym chromosoméw X i Y
cztowieka, a nastepnie, stosujac endonukleazy restrykcyjne, przeanalizo-
wali dziedziczenie tego polimorfizmu w 8 wielodzietnych rodzinach. Wy-
kazali regularng rekombinacje miedzy badanymi loci, przy czym locus
potozony najblizej telomeru ulegat wymianie z czestos$cia 50°/0, co $wiad-
czy o wystepowaniu obligatoryjnego crossing over w regionie homologicz-
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nym (ryc. 1,2). Rekombinacje miedzy badanymi loci zachodzity okoto 10
razy czesciej w mejozie u mezczyzn niz u kobiet, przypuszczalnie dlatego,
ze u mezczyzn chromosomy XY majg mozliwos¢ wymiany tylko w tym
witasnie krotkim segmencie homologicznym, natomiast u kobiet para XX
jest homologiczna na catej dtugosci, totez obligatoryjny crossing over
moze wystepowa¢ w dowolnym miejscu. Jak zauwaza Ohno [53], u czto-
wieka (w przeciwienstwie do normalnych samcéw myszy) lokalizacja de-
terminujacego pte¢ meska locus Tdy jest bardzo niefortunna, gdyz mie-
Sci sie on tak blisko podlegajacego wymianie segmentu pseudoautosomal-
nego (ryc. 1), ze moze zostaC przeniesiony w wyniku nietypowego crossing
over na chromosom X, prowadzac do powstania nieptodnych mez-
czyzn XX.

Ryc. 2. Mapa genetyczna segmentu pseudoautosomalnego chromosoméw X i Y czto-
wieka (na podstawie [59] uproszczone). Odcinki jasne oznaczajag segmenty homolo-
giczne, odcinki czarne — poczatek segmentdw niehomologicznych w chromosomach
X i Y; procenty pokazujg otrzymane doSwiadczalnie czesto$ci rekombinacji miedzy
loci wykrywanymi przez 3 sondy DNA: DXY S17, DXY S15 i DXY S14

Wpciaz jeszcze nie wiadomo, co jest produktem locus Tdy, a poszuki-
wanie odpowiedzi na to pytanie ma dluga historig, ktorej poczatek siega
1955 r., kiedy Eichwald i Silmser [14] odkryli, ze w obrebie szczepu
wsobnego myszy samice odrzucajg przeszczepy skory samcéw. Efekt ten
przypisano obecnosci na komdérkach samcow antygenu powierzchnio-
wego, produkowanego pod kontrolg genu w chromosomie Y. Gen zostat
nazwany H-Y, za$ sam antygen — antygenem transplantacyjnym H-Y.
Testami serologicznymi wykryto poOzniej specyficznie meski antygen roz-
puszczalny [25], uwazajac, ze jest to réwniez produkt genu H-Y. WKkrétce
potem Wachtel i wsp. [74] wysuneli hipoteze, ze witasnie antygen H-Y
jest tym poszukiwanym produktem genu determinujgcego rozwdj gonady
w kierunku meskim. Zgodnie z tg hipotezg, antygen H-Y wydzielany
przez komérki Sertoliego ma by¢ wigzany przez specyficzne receptory
komorek pierwotnej gonady, co powoduje jej rdznicowanie sie w jadro.
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Locus H-Y bytby wiec réwnoznaczny z locus Tdy. Hipoteze te popieraty
m.in. wyniki doSwiadczeh nad rozwojem niezréznicowanej gonady ptodo-
wej cielecia in vitro. Dodanie do srodowiska hodowlanego wyciggu tkan-
kowego z rozpuszczalnym antygenem H-Y powodowato przeksztatcenie
sie gonady XX w strukture meska. Natomiast zdysocjowane komorki ja-
drowe XY pod wptywem przeciwciat przeciw H-Y nie agregowatly, jak
normalnie, w kanaliki, lecz organizowaty sie w pecherzyki (przeglad
pismiennictwa [26]).

Jednakze w konfrontacji z wynikami badan nad poziomem antygenu
H-Y u osobnikéw z zaburzeniami determinacji pici u réznych gatunkow
ssakow, ta atrakcyjna hipoteza zaczeta budzi¢ watpliwosci, chociaz nie-
ktérzy, np. Ohno [53], zdecydowanie jej bronig. Trudno$ci metodyczne
[77] powoduja, ze wcale nie ma pewnosci, czy transplantacyjny antygen
H-Y jest identyczny z wykrywalnym serologicznie, jak poczatkowo przy-
puszczano. Wydaje sie, ze sg to raczej dwie rozne substancje, przy czym
antygen wykrywalny serologicznie magtby by¢ odpowiedzialny za orga-
nizacje kanalikbw w gonadj*e meskiej, chociaz nie wiadomo, czy ma ja-
ki$ wptyw na wczes$niejsze roznicowanie sie komorek Sertoliego w za-
wigzku gonady [76]. Natomiast jak sugerujg ostatnie badania [9], trans-
plantacyjny antygen H-Y nie ma chyba wcale zwigzku z determinacjg
pici.

Sprawa jest wiec nadal otwarta i nawet nie wiadomo, czy locus Tdy
jest genem strukturowym, kodujacym jakie$s biatko odpowiedzialne za
réznicowanie sie gonady w jadro, czy tez jest tylko genem regulatoro-
wym. Co wiecej, w doSwiadczeniach nad mieszaficami miedzy wsobnymi
szczepami myszy laboratoryjnych a osobnikami z populacji dziko zyja-
cych zidentyfikowano takze locus autosomalny, ktoérego prawidtowe
wspotdziatanie z genem Tdy decyduje o determinacji pici meskiej,
a w przypadku niezgodnosci miedzy tymi dwoma genami powstajg osob-
niki XY o fenotypie zenAskim [13]. Mozna przypuszczaé, ze odnosi sie to
takze do innych gatunkéw ssakow.

CHROMOSOMY PLCI A FENOTYPOWA PLEC GONADY

Nasuwa sie pytanie, czy o determinacji rozwoju w kierunku meskim
decyduje skitad chromosomowy komorek calego organizmu, czy raczej
samej gonady. Informacji na ten temat dostarczyty badania nad chime-
rami powstatymi przez ztaczenie zarodk6w o réznej pici genetycznej. Pod-
sumowanie wynikdw doswiadczen wykonanych w rdéznych pracowniach
[49] wskazuje, ze chimery powstate ze zigczenia zarodkéw XX i XY
(chimery XX <—> XY) ro6znicujg sie przewaznie jako samce; samice za$
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zdarzajg sie gtownie przy niewielkim udziale komérek XY (15-20%).
Wyniki te sugerujg, ze po przekroczeniu pewnego krytycznego poziomu
komorek XY, determinacja postepuje w kierunku meskim. O tym, ze ta
kontrola ma charakter raczej lokalny niz systemowy, $wiadczg zdarza-
jace sie sporadycznie osobniki interseksualne, ktére majg po jednej stro-
nie jajnik, a po drugiej jadro, albo tez po jednej stronie ovotestis, a po
drugiej wygladajacy normalnie jajnik lub jadro [49].

Co wiecej, nie zroznicowane jeszcze piciowo gonady, izolowane
z 11,5-dniowego zarodka myszy rozwijajg sie in vitro zgodnie ze swa
ptcig chromosomowa [68]. A wiec przynajmniej od pewnego stadium Kkie-
runek rdznicowania sie piciowego zalezy od komérek samej gonady. Ale
jakie komérki odgrywajag w tym procesie decydujacag role?

Wiadomo, ze w utworzeniu gonady biorg udziat dwie populacje ko-
morek: somatyczne, pochodzenia mezodermalnego (ktére tworzag listwe
ptciowg i z ktérych rdznicujg sie potem komponenty somatyczne gonady)
oraz komdrki praptciowe, ktére rdéznicujg sie wczeSnie w innej okolicy
zarodka i potem migrujg do zawigzka gonady. Tylko komorki praptciowe
dajg poczatek linii piciowej, ktdra wytworzy komorki rozrodcze: jaja lub
plemniki. Poniewaz u normalnych osobnikéw komorki zaréwno soma-
tyczne, jak i praptciowe, majg ten sam skiad chromosomowy, nie wia-
domo, ktére z nich wywierajg decydujacy wptyw na kierunek rozwoju
gonady. Do zbadania tego problemu postuzyly chimery powstate przez
zkgczenie zarodk6éw o genotypie normalnym z homozygotycznymi nosi-
cielami mutacji W (white spotting). Mutacja ta powoduje [63], ze komor-
ki praptciowe zamierajg przed osiggnieciem zawigzka gonady, trafiajg
tam wiec tylko bardzo nieliczne. W takim uktadzie, kiedy komérki XY
pochodzity od mutanta, a komérki XX od zarodka normalnego, w pew-
nych przypadkach chimery miaty normalnie zréznicowane jadro. Musiaty
o tym zadecydowa¢ komorki somatyczne XY mutanta, mimo Zze prze-
wazajgca wiekszo$¢ komorek praptciowych pochodzita z komponentu
XX [49].

Te wyniki wskazywatyby, ze same komérki praptciowe nie decydujg
o fenotypowej pici gonady. Wydaje sie, ze jest odwrotnie: Srodowisko go-
nady wywiera wptyw na kierunek determinacji rozwojowej komdarek
linii piciowej.

ROZNICOWANIE SIE KOMOREK LINIl PLCIOWEJ W KIERUNKU
ZENSKIM LUB MESKIM

W okresie migracji komérki praptciowe meskie i zenskie zachowujg
sie jednakowo, ale po zasiedleniu zawigzka gonady (ok. 11 dnia zycia pto-
dowego u myszy) i odbyciu kilku mitoz, ich drogi rozwojowe sie rozcho-
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dza. Po ostatniej rundzie replikacji (ok. 14 dnia zycia ptodowego) ko-
morki zenskie wchodzg juz w profaze mejotyczng stajgc sie oocytami,
natomiast w tym samym czasie komaérki meskie zatrzymujg sie w fazie
Gxcyklu mitotycznego jako prospermatogonia, a ich dalsze podziaty i roz-
nicowanie sie zachodza dopiero w okresie postnatalnym.

Kierunek rdznicowania sie komorek linii piciowej zalezy wiasnie
od tego, czy podejma one mejoze w tym wczesnym, charakterystycznym
dla danego gatunku stadium krytycznym. Te, ktore mejoze podejma,
podlegajag oogenezie, pozostate za$ albo degenerujg albo podlegajg sper-
matogenezie [48]. Nie wiadomo na pewno, czy 0 rozpoczeciu mejozy de-
cyduje specyficzna substancja (MIS — meiosis inducing substarnce), po-
stulowana przez Byskov ([10], czy tez proces ten przebiega autonomicznie,
jezeli nie zostanie zablokowany przez inhibitor wydzielany przez gonade
meskyg [50]. W kazdym razie nie wydaje sie, zeby ten etap — decydujacy
dla kierunku réznicowania sie komodrek linii ptciowej — zalezat od ich
wiasnej konstytucji genetycznej.

W jajniku myszy mejoze w okresie zarodkowym podejmujg komar-
ki zaré6wno XX, jak XO, a co wiecej, nawet komdrki XY mogg w roz-
nych sytuacjach podlega¢ oogenezie, np. w jajnikach samic chimer
XX <—>-XY i[19, 23], we fragmentach embrionalnych jader przeszcze-
pionych pod kapsute nerkowa [54, 55], czy w nadnerczach zarodkéw mes-
kich [29, 71], jakkolwiek pdzniej degenerujg.

Natomiast komarki linii ptciowej (XY, XO, a nawet wiekszos¢ XX),
ktére znalazty sie w srodowisku jadra, nie rozpoczynajg mejozy w okre-
sie krytycznym i zostajg zdeterminowane w kierunku meskim [50]. Tak
wiec do tego momentu wiacznie losy komérek linii piciowej zalezg
w znacznym stopniu od Srodowiska, do jakiego trafig. Ale na ich dalszy
rozwéj wywierajg juz decydujacy wplyw zawarte w nich chromosomy
ptci, a zwiaszcza chromosomy X.

AKTYWNOSC CHROMOSOMOW X W GAMETOGENEZIE

Zgodnie z teorig Lyon [44] w komorkach somatycznych samic ssa-
kédw tylko jeden chromosom X jest aktywny metabolicznie, podczas gdy
drugi silnie zespiralizowany, heteropiknotyczny i widoczny jako ciatko
Barra jest nieaktywny. Inaktywacja ta zachodzi we wszystkich komor-
kach w stadium blastocysty. Jednakze pdzniej w oocytach, w okresie
wchodzenia ich w profaze mejozy, nastepuje reaktywacja nieczynnego
dotgd chromosomu X (ryc. 3) i w dojrzatym oocycie oba chromosomy X
sg aktywne [75], Brak drugiego chromosomu X u samic XO powoduje
obumieranie oocytéw, ktére rozpoczyna sie wkrétce po urodzeniu i za-
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leznie od gatunku moze prowadzi¢ do catkowitej sterylnosci (np. u ludzi)
lub tez tylko do skrdcenia okresu aktywnosci rozrodczej, np. u myszy
[46]. Prawdopodobnie wiec chromosom X koduje jakie$ biatka, ktorych
podwdjny poziom sprzyja przezywaniu oocytéw.

Diametralnie odmienna sytuacja wystepuje u samcéw (ryc. 3). Maja
one normalnie tylko jeden chromosom X, a obecno$¢ drugiego (ktdry, jak
wykazano u zarodkéw meskich XX Sxr, ulega reaktywacji w tym sa,-
mym okresie co u samic [51]) powoduje zamieranie spermatogoniow juz
zaraz po urodzeniu i catkowitg sterylno$¢ u wszystkich gatunkéw ssa-
kéw, u ktorych samce XXY zidentyfikowano [61]. Tak wiec podwojna
dawka produktow chromosomu X, tak korzystna dla przezywania oocy-
tow, jest letalna dla spermatogoniow, cho¢ oczywiscie nie wiadomo, czy
w obu przypadkach chodzi o te same produkty [48].

Ryc. 3. Aktywno$¢ chromosomoéw X w komérkach linii piciowej u myszy ---------
chromosom X aktywny, nieaktywny, M — poczatek profazy mejotycznej

Co wiecej, i ten jedyny chromosom X u normalnych samcéw ulega
inaktywacji i staje sie heteropiknotyczny w spermatocytach od poczatku
profazy mejotycznej (ryc. 3). Liftschytz i Lindsley [43] zgromadzili do-
wody na poparcie hipotezy, ze dla dalszego przebiegu spermatogenezy
inaktywacja ta jest niezbedna, a kazdy proces, ktory ja zaktéca, prowadzi
do sterylno$ci samcéw. Tym mozna ttlumaczy¢ bezptodnos$¢ towarzyszaca
np. translokacjom miedzy chromosomem X a autosomem, kiedy to za-
mieranie spermatocytdw nastepuje juz w pachytenie.

Z kolei Forejt [24] wykazal, ze analogicznie da sie wyttlumaczy¢
takze przyczyne sterylnosci samcéw z wzajemnymi, zréwnowazonymi
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translokacjami pomiedzy réznymi autosomami. Autor ten wykazatl na
preparatach cytologicznych, ze w pachytenie niesparowane odcinki
kwadriwalentéw z translokacjami wchodzg w niehomologiczne asocjacje
z dtugimi niesparowanymi odcinkami chromosoméw X i Y (ktére koniu-
guja ze sobg tylko terminalnie), co prawdopodobnie zaburza inaktywacje
chromosomu X. W rezultacie nastepuje zahamowanie spermatogenezy:
niektore komérki zamierajg juz w trakcie mejozy, inne dochodza do sta-
dium spermatyd, ale tez degenerujag. Ta zmienno$¢, wystepujaca nawet
miedzy komdrkami tego samego osobnika, jest uwarunkowana przypusz-
czalnie przebiegiem koniugacji, gdyz asocjacje wystepuja nieregularnie
i w roznym nasileniu. Wydaje sie wiec, ze losy spermatocytow zaleza od
tego, jak zachowujg sie ich witasne chromosomy w mejozie, a komorki
sasiadujace nie majg na to wpitywu.

Hipoteza Forejta [24] ttumaczy takze, dlaczego u samic, ktdre sg no-
sicielkami takich samych autosomalnych translokacji, nie wystepuja
zaburzenia oogenezy. Chromosomy XX koniuguja ze sobag na catej diu-
gosci, wiec nie pozostawiajg niesparowanych odcinkow, ktére mogtyby
wchodzi¢ w niehomologiczne asocjacje. Ten przyktad dobitnie ilustruje
czesto obserwowang prawidtowo$¢, ze znacznie wiecej czynnik6w moze
upo$ledza¢ spermatogeneze niz oogeneze [61].

ROLA CHROMOSOMU Y W GAMETOGENEZIE

Chromosom Y wystepuje normalnie tylko w komorkach meskich.
Jednak, jak poprzednio wspomniano, zdarza sie, ze komorki linii piciowej
o konstytucji XY wchodza w profaze mejozy w krytycznym okresie za-
rodkowym i stajg sie oocytami. Czy moga by¢ one funkcjonalne? Opisano
dotagd jeden przypadek [23] urodzenia przez samice chimere XX<— kXY
osobnika pochodzacego z komponentu XY matki (0 czym S$wiadczyty
markery genetyczne), od ktérej otrzymal swéj chromosom Y. Interpre-
tacje tego wyniku komplikuje fakt, ze samiec ten miat nietypowy skiad
chromosomowy XXY, powstaty przypuszczalnie w wyniku nondysjunk-
cji, jaka zaszta w oocycie lub jeszcze w czasie podzialu mitotycznego
oogonium, i by¢ moze obecno$¢ dwu chromosoméw X zadecydowata o zy-
wotnosci tego oocytu. Niemniej jednak przypadek ten zdaje sie $wiad-
czyé, ze obecno$¢ chromosomu Y nie wyklucza mozliwosci normalnej
oogenezy. To samo dotyczy fragmentu Sxr, co wykazata analiza wyjat-
kowych osobnikéw XX Sxr, ktére (z powodu preferencyjnej inaktywacji
chromosomu X z czynnikiem Sxr w komorkach somatycznych gonady)
stajg sie samicami i przekazujg czynnik Sxr potomstwu [48].

Oczywiscie jednak znacznie wazniejsze jest pytanie, jakg role spet-
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nia chromosom Y w spermatogenezie. Juz dawno Darlington [35] postu-
lowat, ze dla zapewnienia prawidtowej segregacji chromosoméw w | po-
dziale mejozy, w kazdym biwalencie musi wystapi¢ przynajmniej jedna
chiazma i crossing over. Przez diugi czas nie byto dowodu, aby miato
sie to tez odnosi¢ do pary chromosomow XY, ktore koniugujg ze sobg
tylko na bardzo matym koricowym odcinku. Niektorzy autorzy jeszcze
do niedawna utrzymywali, ze synapsa miedzy chromosomami X i Y do-
tyczy regionow niehomologicznych i ze w pachytenie, kiedy mogtby
ewentualnie zajs¢ crossing over, wystepuje tylko achiazmatyczna asocja-
cja telomeréw [2,3]. Obecnie, kiedy mamy przekonywajgce dowody
Swiadczgce o wymianie materiatu genetycznego w regionie homologicz-
nym chromosomow X i Y zarbwno u myszy, jak u cztowieka (por. roz-
dziat o determinacji pkci), mozna przypuszczaé, ze odnosi sie to takze do
innych gatunkéw ssakow. Co wiecej, wydaje sie, ze utworzenie chiazmy
i crossing over miedzy chromosomami X i Y jest niezbedne nie tylko do
prawidtowej segregacji chromosomdéw w mejozie, ale i do normalnego
réznicowania sie spermatyd [8].

Wyrazano opinie [48], ze rola chromosomu Y w spermatocytach po-
lega witasnie tylko na dostarczeniu chromosomowi X partnera do utwo-
rzenia chiazmy, zwilaszcza ze chromosom Y, podobnie jak X, staje sie
nieaktywny poczawszy od profazy mejozy. Z drugiej strony badania
przeprowadzone w naszym zaktadzie na szczepach wsobnych myszy r6z-
nigcych sie efektywnos$cig zaptodnienia i poziomem nienormalnosci mor-
fologicznych plemnikéw wykazaly, ze chromosom Y odgrywa wazng role
w dziedziczeniu tych cech [37, 40, 41], a wyniki te wskazywatyby na
istnienie w chromosomie Y genu kontrolujgcego prawidtowy przebieg
spermatogenezy. Ostatnio ukazata sie praca o wykryciu takiego genu,
ktdry zdaje sie dziata¢ bezposrednio w spermatocytach.

Burgoyne i wsp. [9] testowali myszy z czynnikiem Sxr w celu spraw-
dzenia oméwionej tu juz hipotezy [74], ze czynnikiem determinujacym
pte¢ meskg u ssakéw jest antygen transplantacyjny H-Y, kodowany
przez locus H-Y réwnowazny z Tdy. Zgodnie z hipoteza antygenu tego
nie produkowaty normalne samice, natomiast wystepowat on zaréwno
u normalnych samcow, jak i samcoéw XX Sxr, ktore — jak wiemy —
zawierajg odcinek determinujgcy pte¢ meska, przeniesiony w czasie me-
jozy z chromosomu Y na chromosom X. Przypadkowo znaleziono mu-
tanty, oznaczone jako XX Sxr’, ktére nie produkowaty antygenu H-Y,
co jednak nie spowodowato zaburzer determinacji ptci meskiej. Zaréwno
samce XX Sxr, jak XX Sxr' byty oczywiscie sterylne z powodu obecnosci
dwu chromosomoéw X.

Aby sie pozby¢ niekorzystnego wptywu drugiego chromosomu X,
autorzy [9] wyprodukowali przez odpowiednie krzyzowanie osobniki XO
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Sxr i XO Sxr'. Samce XO Sxr byty pozytywne pod wzgledem antygenu
H-Y, wykazywaty wszystkie stadia spermatogenezy, tworzyty nawet
nieliczne i bardzo znieksztatcone plemniki — prawdopodobnie defekt byt
spowodowany brakiem chromosomu Y jako partnera do koniugacji
z chromosomem X. Natomiast samce XO Sxr' byty negatywne pod
wzgledem antygenu H-Y, a spermatogeneza zatrzymywata sie u nich
bardzo wczesnie, juz na etapie spermatocytéw, z ktérych tylko nieliczne
dochodzity do stadium pachytenu. Wyniki te wskazuja, ze zmutowany
czynnik Sxr' zachowat gen determinujacy pte¢ meska, ale utracit jakis$
gen wptywajgcy na normalny przebieg spermatogenezy. Poniewaz osob-
niki te bylty negatywne pod wzgledem antygenu H-Y, wiec kodujacy go
locus H-Y moze by¢ wiadnie ,genem spermatogenezy” albo jest z nim
bardzo blisko sprzezony. Skoro czynnik Sxr pochodzi z chromosomu Y,
to wariant Sxr' mozna traktowac¢ jako mutacje (albo moze delecje) genu
w chromosomie Y. Zbadano takze samca mozaikowego XO/XY, ktdrego
gonady zawieraty strefy normalnych kanalikbw nasiennych oraz strefy
ze spermatogenezg zatrzymang na tym samym stadium co u samcow XO
Sxr'. Autorzy wnioskuja, ze skoro spermatocyty XO nie moga zostac
,uratowane” przez wystepujagce w gonadzie somatyczne komoérki XY, to
widocznie postulowany gen spermatogenezy moze wywiera¢ efekt tylko
wtedy, gdy znajduje sie w samym spermatocycie. Nie wiadomo jednak,
kiedy dochodzi do jego ekspresji.

PROBLEM HAPLOIDALNEJ EKSPRESJI GENOW

Oocyty, ktore weszty w profaze mejozy pod koniec zycia ptodowego,
zatrzymujag sie w stadium diplotenu i formujg aktywne metabolicznie
jadro (tzw. pecherzyk zarodkowy). Dopiero w okresie aktywnosci roz-
rodczej, na kilka godzin przed owulacjg danego oocytu, nastepuje w nim
wznowienie mejozy i wydzielenie | ciatka kierunkowego. Nie ulega wiec
watpliwosci, ze wzrost oocytu i synteza skiadnikéw decydujacych o fe-
notypie komérki jajowej odbywa sie pod kontrolg genomu diploidalnego.

Natomiast w procesie spermatogenezy, dopiero po ukonczeniu me-
jozy, haploidalne juz spermatydy podlegajg skomplikowanym procesom
réznicowania, doprowadzajacym do wyksztatcenia bardzo wyspecjalizo-
wanej, charakterystycznej postaci plemnika. Czy odbywa sie to pod kon-
trolg haploidalnego genomu? Wprawdzie pod koniec spermiogenezy za-
chodzi w spermatydzie kondensacja chromatyny prowadzgca do inahty-
wacji catego genomu i utraty aparatu transkrypcji, ale dopoéki to nie
nastgpi, ekspresja wiasnych gendéw spermatydy jest teoretycznie moz-
liwa. Wiadomo, ze synteza bigtek zachodzi az do p6Znej spermiogenezy
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[36], a pytanie, czy odbywa sie to poprzez ekspresje haploidalnego ge-
nomu, byto przedmiotem niezwykle ozywionej dyskusji (przeglad pi-
$miennictwa [17]).

Zdawaé¢ by sie mogto, ze problem ten powinien da¢ si¢ tatwo roz-
strzygngé na podstawie analizy gamet produkowanych przez hetero-
zygotyczne samce odpowiednio dobranych genotypéw. Wiadomo np., ze
szczepy wsobne myszy r6znig sie bardzo wyraznie pod wzgledem tatwo
mierzalnych wskaznikow, jak wymiary i proporcje gtdwki plemnika, przy
czym cechy te sg w bardzo wysokim stopniu odziedziczalne [5]. W przy-
padku haploidalnej ekspresji genu heterozygotyczny samiec powinien by
wiec produkowaé dwie populacje plemnikéw, charakterystyczne dla obu
form wyjsciowych. Poniewaz zadnej segregacji nie stwierdzono [5], pa-
nuje przekonanie, ze fenotyp plemnika nie ksztattuje sie pod kontrolg
haploidalnego genomu zawartego w spermatydzie, lecz pod kontrolg ge-
now diploidalnych, ktérych ekspresja nastepuje jeszcze przed mejoza,
a ich produkty zostajg przekazane do wszystkich spermatyd powstatych
po podziale. Taka interpretacje komplikuje jednak fakt, ze spermatydy
sq ze soba potaczone mostkami cytoplazmatycznymi [21], ktére moga
umozliwia¢é wymiane ewentualnych produktow haploidalnych gendéw
miedzy sasiadujgcymi komorkami i zapobiega¢ powstawaniu roznic mie-
dzy plemnikami (por. ryc. 4).

Ekspresja diploidalna Ekspresja haploidalna

Ryc. 4. Schemat ekspresji diploidalnej i haploidalnej w spermatogenezie heterozy-

gotycznego samca +/m. Jezeli tylk» allel normalny + koduje biatko wazne dla

procesu spermiogenezy, wowczas w przypadku ekspresji haploidalnej bedzie ono

syntetyzowane tylko przez 2 z czterech spermatyd. Oczekiwany efekt segregacji

dwu fenotypéw plemnikéw moze jednak nie wystapi¢, jezeli produkt allelu + prze-
dostanie sie do spermatyd ze zmutowanym allelem m
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Przez diugi czas uwazano [5], ze jedyny dobrze udokumentowany
przyktad haploidalnej ekspresji genéw w spermatogenezie ssakéw do-
tyczy kompleksu T/t zlokalizowanego w 17 chromosomie myszy. W jego
sktad wchodzi m.in. seria recesywnych alleli t, ktdre utrzymujg sie
w wysokich frekwencjach w populacjach dzikich myszy, mimo ze w ukita-
dzie homozygotycznym prowadzg do letalnoSci zygot. Ten zadziwiajgcy
polimorfizm wynika stad, ze heterozygotyczne samce t/+ przekazujg po-
tomstwu znacznie czeSciej zmutowany allel t niz normalny +. Efekt ten
tlumaczono wiekszg zdolnosScig zaptadniajgcg plemnikéw wyposazonych
w allel t, a wiec jego haploidalng ekspresjg. Blizsze szczegéty odnoszace
sie do analizy genetycznej kompleksu T/t mozna znalezé w artykule
Styrny [67].

Ostatnio Seitz i Bennett [62] przeanalizowali potomstwo samcow
chimer +/+ =<— t/+, uzyskanych przez zlgczenie normalnych zarod-
kéw meskich +/+ z réwniez meskimi zarodkami heterozygotycznymi
t/+. Odpowiednio dobrane markery genetyczne zwierzat uzytych do
produkcji chimer oraz samic, z ktéorymi te chimery potem kojarzono, po-
zwalaly zidentyfikowal pochodzenie potomstwa. Okazato sie, ze w tym
uktadzie plemniki z allelem t utrzymaty swa przewage nad plemnikami
z allelem +, ale tylko swojego ,,partnera w mejozie”, czyli pochodzgcymi
od komponentu t/+ chimery, natomiast nie wykazaly zadnej przewagi
nad plemnikami z allelem + pochodzacymi z komponentu +/+ chimery
(ryc. 5). Wynik ten prowadzi do wniosku, ze sam fakt wystepowania
allelu t w plemniku wcale nie zwieksza jego szans zaptodnienia. Wydaje
sie raczej, ze obecno$¢ allelu t w jednym chromosomie wywiera jakie$
szkodliwe dziatanie na chromosom homologiczny, upo$ledzajac pOzniej
funkcje plemnika bedacego jego nosicielem. Tym ttumaczy sie paradok-
salna sytuacja, ze samce heterozygotyczne pod wzgledem dwu rdznych

Ryc. 5. a — nielosowe przekazywanie potomstwu alleli t przez heterozygotyczne
samce; b — wyniki doSwiadczenia [62] nad przekazywaniem allelu t przez samca
chimere +/+ <— t/+
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alleli t (samce tx/ty) sa catkowicie sterylne, gdyz w tym przypadku oba
chromosomy nawzajem sie uszkadzajg [62]. Nie wiadomo, czy uszkodzenie
to nastepuje jeszcze w komorce diploidalnej, np. w czasie synapsy, czy
tez juz pOzniej poprzez przeniesienie jakiego$ produktu allelu t przez
mostki cytoplazmatyczne miedzy spermatydami [62].

Omawiajagc ten niezwykle interesujgcy efekt allelu t w spermato-
genezie, trzeba znowu podkresli¢, iz nie wywiera on zadnego wplywu na
oogeneze, gdyz samice t/+ przekazujg potomstwu oba allele w rédwnych
proporcjach.

Problem haploidalnej ekspresji genéw decydujagcych o fenotypie
plemnika powinien zostaé wkrétce wyjasniony dzieki zastosowaniu bez-
posrednich metod, jakimi dysponuje obecnie genetyka molekularna. Nie-
dawno Distel i wsp. [12] zidentyfikowali w komérkach pomejotycznych
u samcéw myszy, w stadium okragtych i wydtuzajgcych sie spermatyd,
transkrypty RNA komplementarne do pewnych sekwencji DNA genu
kodujacego a-tubuline; transkrypty te nie wystepowaty ani w spermato-
cytach mejotycznych w pachytenie, ani w zadnych innych badanych
tkankach. Autorzy interpretujg ten wynik jako dowdd na haploidalng
ekspresje strukturowego genu u ssakéw i przypuszczaja, ze zsyntetyzowa-
na na matrycy tego genu a-tubulina wchodzi w skiad mikrotubul two-
rzacych manszet gtowki i aksoneme wici spermatydy, a wiec struktur
odgrywajacych zasadniczg role w ksztattowaniu sie postaci plemnika.

Mozna oczekiwaé, ze najblizsze lata przyniosg wiecej takich przy-
ktadéw. O tym jednak, ze w haploidalng ekspresje nie jest chyba za-
angazowana wielka liczha genéw, zdajg sie Swiadczy¢ badania aneuploi-
dalnosci gamet (okreslanej na podstawie liczby ramion chromosomowych
lub zawartosci DNA) produkowanych przez nosicieli heterozygotycznych
translokacji Robertsona, powodujgcych nieprawidtowg segregacje chro-
mosomow w mejozie [22, 66]. Wprawdzie samce takie majg podwyzszony
poziom nienormalno$ci plemnikéw, a wsréd form znieksztatconych wy-
stepuja najwieksze wahania zawartosci DNA, jednak znaczng aneuploi-
dalno$¢ stwierdzono takze wsrod normalnych fenotypowo i funkcjonal-
nych plemnikdw. Oczywiscie sq one niepetnowarto$ciowe pod wzgledem
genetycznym, gdyz po zaptodnieniu powstajg aneuploidalne zygoty, kto-
rych rozwdéj najczeSciej konczy sie Smiercig juz we wczesnym okresie
zarodkowym. Skoro jednak spermatydy o niekompletnych genomach mo-
ga sie roznicowa¢ w funkcjonalne plemniki, to widocznie geny zawarte
w brakujgcych odcinkach chromosomdéw (stanowigcych okoto 1/15 haplo-
idalnego genomu [22]), nie sag normalnie czynne w haploidalnej sperma-
tydzie. Ocene znaczenia tych wynikow dla wyjasnienia problemu haplo-
idalnej ekspresji utrudnia fakt, ze nie znamy ani lokalizacji, ani ogdlnej
liczby gendéw, ktorych produkty biorg udziat w spermiogenezie.

7 — PBK 3/87
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CZY KOMORKI SOMATYCZNE MOGA MODYFIKOWAC FENOTYP GAMET?

Jak juz podkre$lano, w przeciwienstwie do poczgtkowych etapow,
kiedy kierunek rdéznicowania sie komorek linii piciowej zalezy w znacz-
nej mierze od otaczajacego je Srodowiska, dalszy przebieg gametogenezy
wydaje sie kontrolowany przez geny zawarte w samych gametocytach.
Poniewaz jednak zaréwno oocyty, jak spermatocyty roznicujg sie w bez-
posrednim kontakcie z komoérkami somatycznymi, trzeba rozwazyé py-
tanie, czy komorki te moga wywieraé modyfikujagcy wptyw na fenotyp
dojrzatej gamety.

GAMETY ZENSKIE

W rosngcym pecherzyku jajnikowym komdrki folikularne wysytajg
wypustki, ktére przebijajg ostone przejrzysta i bezposrednio komunikuja
sie z oocytami poprzez potaczenia szczelinowe [1]. Potgczenia te utrzy-
muja sie do czasu przedowulacyjnego wznowienia mejozy i umozliwiaja
bezposrednie przechodzenie rdéznych jonéw oraz drobnoczasteczkowych
zwigzkéw miedzy komdrkami folikulamymi a oocytem [15]. Przypusz-
czalnie droga pinocytozy przenoszone sg takze liczne makroczasteczki,
gdyz jak wyliczono na podstawie tempa syntezy biatek w rosngcym oocy-
cie, zdazytby on wytworzy¢ zaledwie potowe catkowitej zawartosci biatek
obecnych w komorce jajowej w czasie owulacji [60].

Odpowiedzi na pytanie, czy komdrki folikularne mogg modyfikowac
fenotyp oocytu, powinny dostarczy¢ samice chimery powstate przez zia-
czenie zarodkow o odpowiednio dobranych genotypach. Badania takie
podjeto w naszym zaktadzie, wykorzystujgc dwa szczepy wsobne myszy,
KE i CBA, ktére rbéznig sie pod wzgledem cech morfologicznych, jak
rozmieszczenie inkluzji lipidowych [73] i liczba ziarn korowych [72] oraz
cech fizjologicznych, jak rozpuszczalno$¢ ostony przejrzystej [33, 39]
oraz efektywnos$é zaptodnienia in vivo [38] i in vitro [31]. ROznice te sa
w prosty sposdb uwarunkowane genetycznie, co wykazano na podstawie
segregacji cech oocytéow produkowanych przez mieszance pokolenia F2
[32, 73]. Poniewaz szczepy KE i CBA majg odmienne warianty elektro-
foretyczne izomerazy glukozo-fosforanowej [58], przy pomocy tego mar-
kera u chimer KE <—> CBA daje sie identyfikowa¢ pochodzenie zaréwno
pojedynczych oocytéw, jak i otaczajgcego je wienca komérek foliku-
larnych.

Dotychczasowa analiza nie wykazata, aby cechy morfologiczne
oocytdw i rozpuszczalnosé ostony przejrzystej byty modyfikowane przez
komorki somatyczne odmiennego genotypu. U chimer KE m— CBA,
produkujacych potomstwo pochodzace wylgcznie z komponentu KE,
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oocyty mialy bowiem wiasciwosci charakterystyczne dla tego szczepu,
mimo iz otaczajgce je komorki folikularne pochodzity zar6wno z kom-
ponentu KE, jak i CBA (Wabik-Sliz, dane nie publikowane).

Wedtug dostepnych danych z piSmiennictwa, jedyny opisany dotad
przykiad wptywu komorek somatycznych na genetycznie uwarunkowane
wilasciwosci oocytéw dotyczy przebiegu mejozy. W szczepie myszy
NMRI/Han, u samic stymulowanych egzogennymi gonadotropinami, oko-
fo 10°/0 oocytéw jest trwale zablokowanych w metafazie | [27, 28], a na
podstawie analizy chimer autorzy uwazajg, ze cecha ta moze by¢ mo-
dyfikowana przez komorki somatyczne odmiennego genotypu [4]. Taki
efekt wydawalby sie teoretycznie prawdopodobny, poniewaz w kontroli
przedowulacyjnego wznowienia mejozy posrednicza komponenty soma-
tyczne pecherzyka jajnikowego [16]. Jednak wyniki przytoczonego do-
Swiadczenia [4] nie sg przekonywajace ze wzgledu na bardzo matg liczeb-
no$¢ zwierzat i duza zmienno$¢ cechy.

Badane przez nas szczepy KE i CBA r0znig sie réwniez bardzo istot-
nie pod wzgledem tempa dojrzewania mejotycznego przedowulacyjnych
oocytow [42], a cecha ta dziedziczy sie jednogenowo [73]. Wydaje sie, ze
jest ona jednak determinowana przez sam oocyt, gdyz charakterystyczny
dla danego szczepu przebieg mejozy utrzymywat sie takze w warunkach
in vitro, w hodowli oocytéw bez komérek folikulamych [57]. Ponadto
u chimer KE <—=mCBA tempo mejozy oocytow KE nie ulegato modyfi-
kacji, mimo ze otaczajgce je komorki folikularne pochodzity zaréwno
z komponentu KE, jak CBA (Wabik-Sliz, dane nie publikowane). Nie
mamy wiec, jak dotad, przekonywajacych dowodow modyfikacji fenotypu
oocytow przez komorki folikularne.

GAMETY MESKIE

Réwniez w czasie spermiogenezy istnieje bezposredni i bardzo Scisty
kontakt miedzy komdrkami somatycznymi a rozrodczymi. ROznicujaca
sie spermatyda jest gteboko pogrgzona w komorce podporowej (Serto-
liego), a poprzez potgczenia miedzy nimi zachodzi wymiana metabolitow
i odbywa sie transport substancji niezbednych dla dojrzewania komorki
rozrodczej (przeglad literatury [6]). Postulowano nawet, ze ksztatt sper-
matydy moze by¢ modelowany przez mechaniczny nacisk wywierany ze
strony komérki Sertoliego [56]. Jednakze Fawcett i wsp. [20], na pod-
stawie ultrastrukturalnych badan poréwnawczych nad przebiegiem sper-
miogenezy w réznych grupach zwierzat, doszli do wniosku, ze ksztatt
gtéwki plemnika zalezy od genetycznie uwarunkowanego wzoru agrega-
cji DNA i biatek w czasie kondensacji chromatyny, a wiec jest zdeter-
minowany przez samg komarke rozrodcza.
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Poglad taki zdajg sie popiera¢ doswiadczenia przeprowadzone przez
Burgoyne’a [7] nad chimerami powstatymi przez zlgczenie zarodkéw ze
szczepow wsobnych myszy, réznigcych sie wskaznikami rozmiaréw i pro-
porcji plemnikéw. Wskazniki te utrzymywaty sie u chimer niezmienione,
nie wykazujagc zadnego modyfikujgcego wptywu komdrek somatycznych.

Analogiczne badania podjeto réwniez w naszym zakladzie na sam-
cach ze szczepéw wsobnych myszy KE i CBA, ktdrych plemniki sa od-
roznialne pod mikroskopem na podstawie charakterystycznego ksztattu
gtowki, a ponadto roznig sie takze cechami zwigzanymi z ptodnoscia, jak
czesto$¢ wystepowania nienormalno$ci morfologicznych [37] i efektyw-
no$¢ zaptodnienia [38], zwitaszcza w warunkach konkurencji, w wyniku
heterospermicznego unasienienia [41]. ROwniez i w tym przypadku ana-
liza chimer KE CBA wykazata, ze charakterystyczny dla danego
szczepu ksztatt gtowki plemnika utrzymuje sie mimo obecnosci komorek
obu szczepéw w jadrze chimery. Natomiast poziom plemnik6éw nienor-
malnych i wskazniki zaptodnienia podlegaty u niektérych samcéw pew-
nym modyfikacjom, jednakze z wycigganiem definitywnych wnioskéw
trzeba poczekaé na zgromadzenie wiekszego materiatu (Krzanowska,
Wabik-$liz i Rafifski, dane nie publikowane).

Teoretycznie mozna by oczekiwaé¢ wptywu komorek Sertoliego na
komponenty plemnika wazne dla procesu zaptodnienia. Ostatnio np. Kal-
lajoki i wsp. [34], stosujgc monoklonalne przeciwciata wykrywajgce akro-
zyne, wykazali metodami biochemicznymi i immunocytochemicznymi, ze
enzym ten ulega po raz pierwszy ekspresji w spermatydach juz po usta-
niu transkrypcji RNA, przy czym zmiany zachodzgce we wzorze roz-
mieszczenia akrozyny sugerujg, ze moze by¢ ona modyfikowana przez
komérki Sertoliego. W ten sposob komdrki te mogtyby wywieraé¢ wptyw
na zdolno$¢ zaptadniajaca plemnikéw, gdyz akrozyna odgrywa wazng
role w procesie wnikania plemnika do komérki jajowej.

Jedyny opisany dotad przypadek wptywu komérek somatycznych
na przebieg spermatogenezy dotyczy sprzezonej z chromosomem X mu-
tacji feminizujacych jader (Tfm — testicular feminization), powodujacej
brak receptorow dla androgenu. U osobnikéw XY bedacych nosicielami
tej mutacji rozwija sie aktywne hormonalnie jadro, ale z powodu braku
receptoréw dla androgenu osobniki te sg fenotypowo zeniskie, a sperma-
togeneza zatrzymuje sie na pierwszym podziale mejozy. Jednakze samce
powstate ze zigczenia zarodkéw meskich normalnych ze zmutowanymi
produkowaty potomstwo z obu komponentéw chimery [45], co Swiadczy
0 tym, ze zmutowane komorki rozrodcze podlegaty prawidtowej sper-
matogenezie pod wplywem androgendéw wigzanych przez receptory nie
zmutowanych komdrek somatycznych. Poniewaz jednak i u normalnych
samcow receptory dla androgenow wystepujg przypuszczalnie tylko
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w komorkach Sertoliego, a nie w komdérkach rozrodczych [6], wynik tego
doSwiadczenia nie ma bezposredniego zwigzku z omawianym tu zagad-
nieniem wptywu komdrek somatycznych na genetycznie uwarunkowany
fenotyp gamety.

UWAGI KONCOWE

Z przedstawionych w tym artykule danych widaé¢, jak skape sa
jeszcze nasze wiadomosci o kontroli genetycznej kolejnych etap6w game-
togenezy, nawet u tak dobrze poznanego pod wzgledem genetycznym
gatunku ssaka, jakim jest mysz. Na zakonczenie trzeba jeszcze raz pod-
kresli¢, ze kontrola ta jest znacznie bardziej skomplikowana u samcow
niz u samic, gdyz wiele czynnikow upos$ledzajacych spermatogeneze nie
wywiera zadnego wplywu na oogeneze. Wydaje sie to zrozumiate, jezeli
poréwna sie budowe i funkcje gamet zenskich i meskich. Plemnik opu-
szczajacy kanaliki nasienne w jadrze samca musi byé doskonale wyposa-
zony w szereg przystosowan morfologicznych i fizjologicznych, aby magt
skutecznie odbyé droge, ktéra go doprowadzi na miejsce zaptodnienia,
oraz aby pokona¢ wszystkie bariery utrudniajgce wnikniecie do komérki
jajowej i utworzenie przedjadrza. Jest to proces znacznie bardziej skom-
plikowany niz w przypadku oocytu ,owulacja i zejscie w dét jajowo-
du” — jak to zartobliwie okres$lit Searle [61].

Co wiecej, wydaje sie, ze proces spermatogenezy w szczeg6lny spo-
s6b modyfikuje genom gamety meskiej ssakéw, wyciska na nim pietno
(imprinting), ktére utrzymuje sie nawet po wniknieciu plemnika do jaja
i utworzeniu zygoty. Do takiego wniosku skianiajag dwie przestanki.
Pierwszag stanowi obserwacja, ze u osobnika zenskiego w komérkach bla-
stocysty, z ktorych utworzg sie struktury pozazarodkowe (trofoektoderma
i prymitywna endoderma) inaktywacja chromosomu X nie zachodzi
w spos6b losowy, lecz z reguty inaktywuje sie chromosom X pochodzacy
od ojca, tak jakby byt w jaki$ sposéb naznaczony. By¢ moze, ze pietno to
potem sie zaciera, gdyz w komodrkach wtasciwego zarodka, w ktérych
inaktywacja chromosomu X odbywa sie o 3 dni pdzniej, ma ona juz
charakter losowy [75].

Drugiej przestanki dostarczyta embriologia eksperymentalna, a w
szczegblnosci badania nad skutkami wymiany przedjadrzy w zygocie,
kiedy wykazano, ze zastgpienie przedjadrza meskiego przez drugie przed-
jadrze zenskie uniemozliwia normalny rozwdéj zarodka. Nie wiadomo,
jaka jest tego przyczyna. Moze to byé zwigzane np. z przemianami ma-
teriatu jadrowego, zachodzgcymi w spermatydzie, polegajacymi na za-
stapieniu normalnych biatek histonowych chromatyny przez bardziej za-
sadowe protaminy, albo tez z jaka$s modyfikacja samego DNA, np. jego
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metylacja w plemniku [47]. Genomu ojcowskiego nie udaje sie wiec
u ssakow zastapi¢ genomem pochodzacym od matki, gdyz nie podlegat
on takim modyfikacjom w czasie oogenezy.
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UKLAD CHROMOSOMOW W JADRZE INTERFAZOWYM

CHROMOSOME ARRANGEMENT IN INTERPHASE NUCLEUS

Andrzej JOACHIMIAK

Zaktad Cytologii i Embriologii Roslin
Uniwersytetu Jagielloriskiego

Streszczenie. W artykule przedstawiono argumenty przemawiajace za przyjeciem
pogladu, iz uktad chromosomoéw podczas interfazy jest nieprzypadkowy. Przedsta-
wiono przeglad wspoéiczesnego piSmiennictwa na ten temat oraz omoéwiono kilka
ostatnio zaproponowanych modeli przestrzennego uporzgdkowania chromosoméw w
jadrze interfazowym. Dotyczy ono zaré6wno polaryzacji chromosomoéw (uktad rablow-
ski), jak i ich relatywnej pozycji w obrebie formowanej w jadrze superstruktury
(tanicucha lub pierscienia).

Proponowane modele stanowig jednocze$nie prébe wyjasnienia regut rzadza-
cych koniugacjg chromosoméw w mejozie, utozeniem chromosoméw podczas mitozy
oraz dystrybucjg heterochromatyny w obrebie genomu. Podkre$lajg takze fakt, iz
genom jest silnie zintegrowanga strukturg, w ktérej kazdy chromosom zajmuje okres$-
lone miejsce. Zmiany strukturalne w obrebie chromosoméw pociagajg za soba
reorganizacje genomu i moga mie¢ duze znaczenie w ewolucji.

Summary. In the article the arguments are introduced that promote the acquisi-
tion of the view that chromosome distribution at interphase is not random. A re-
view of contemporary literature in this field is given and a few recently proposed
models of spatial ordering of chromosomes in interphase nucleus are discussed.
It concerns both chromosome polarization (Rabl’s model) and their relative posi-
tion within the superstructure (chain or ring) formed in the nucleus.

At the same time the proposed models are an attempt to clarify the rules
governing the chromosome conjugation in meiosis, the distribution of chromosomes
in mitosis and heterochromatin distribution within a genome. They algo stress the
fact that a genome is a strongly integrated structure within which every chromo-
some takes a definite position. Structural changes within chromosomes cause
a genome reorganization and may be of considerable significance in evolution.

WSTEP

Do niedawna uwazano, iz ukiad chromosomoéw w jadrach interfazo-
wych jest przypadkowy i nie ma wiekszego wptywu na funkcjonowanie
komorki. Poglad ten nigdy nie byt dobrze udokumentowany, zawsze jed-
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nak cieszyt sie dobrg opinig ws$rdéd cytologow. Wiaze sie to niewatpliwie
z wielkimi trudnosciami metodycznymi i interpretacyjnymi, jakich na-
strecza badanie silnie zdekondensowanych chromosomow w jadrze.

W 1885 r. Rabl [49] wysungt hipoteze, Ze chromosomy zachowujg
w czasie interfazy taka pozycje, jakag mialy podczas poprzedzajacej ja
telofazy. Uktad ten nie podlega zmianie przez caty czas trwania interfazy
i moze by¢ obserwowany, gdy chromosomy wchodzg w profaze nastep-
nego podziatu (ryc. 1). Teza Rabla znajdowata w ciaggu nastepnych lat
potwierdzenie w nielicznych badaniach szczegétowych dotyczacych ko-
morek zarbwno zwierzecych, jak i roslinnych [8, 11, 39, 55, 58]. Na szcze-
go6lng uwage zastuguje ws$réd nich praca Heitza nad lokalizacjg chromo-
centrow i jaderek [33].

Ryc. 1. Uktad telomeréw i centromeréw w réznych fazach cyklu komérkowego.
A — telomery, O — centromery

Wraz z pojawieniem sie nowoczesnych technik badania chromatyny
zaistniaty warunki po temu, by dazy¢ do wyznaczenia Scistej lokalizacji,
jesli nie catych chromosoméw, to przynajmniej réznych ich segmentéw
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w obrebie jadra interfazowego. Zmienit sie takze spos6b oceniania wagi
tego zagadnienia. Obecnie wielu badaczy sadzi, ze problem pozycji chro-
mosomoéw w jadrach wymaga szczeg6towego opracowania, i to z wielu
wzgleddw. Przypuszcza sie, ze od utozenia chromosomdw podczas inter-
fazy zaleze¢ moze przebieg mejozy [3, 42], struktura i ewolucja kario-
typu [29, 30, 52] oraz procesy roznicowania komérek i tkanek [26, 27, 54].

Szczegbtowe badania lat siedemdziesigtych, przede wszystkim z za-
stosowaniem technik prazkowych i autoradiografii, dowiodty wielokrot-
nie istnienia rablowskiego uktadu chromosomoéw w jadrach komérek
zwierzat i roslin. SzczegOlne znaczenie majg tu badania segmentéw telo-
merowych i centromerowych chromosoméw, poniewaz zgodnie z tezg
Rabla powinny one leze¢ po przeciwnych stronach jadra. Dobrg ilustracje
tej tezy stanowig wyniki badan Fussell [23] nad Allium cepa, wykona-
nych metodg autoradiograficzng. Autorka wykorzystata w nich fakt wy-
stepowania u tego gatunku pozno replikujacych telomeréw i centrome-
réw. Rablowskie utozenie chromosoméw w jadrach A. cepa zostato péz-
niej potwierdzone metodg prazkéw C [24, 28, 37, 50].

Ostatnio hipoteza Rabla znalazta potwierdzenie w badaniach przed-
wczesnej kondensacji chromosomdéw (PCC) u mundzaka [53] oraz cho-
mika [15], w obserwacjach podziatdw ziarn pytku u Uvularia [57] oraz
w badaniach nad hybrydyzacjag klonowanych sekwencji satelitarnych in
situ u Allium [7].

W toku badan nad utozeniem chromosoméw w jadrach interfazo-
wych poczyniono wiele dodatkowych, niezwykle interesujacych obser-
wacji. Sugeruja one, ze uporzadkowanie chromosomoéw w interfazie nie
jest tylko prosta konsekwencjg anafazowego ruchu chromosomoéw, ale
ma charakter o wiele bardziej trwaty i skomplikowany, niz do tej pory
przypuszczano.

Niniejsze omdwienie dotyczy¢ bedzie prawie wytacznie relatywnej
pozycji okreslonych odcinkéw chromosomowych lub chromosoméw w ja-
drze, i nie uwzglednia skomplikowanej roli matriks jadrowej w tworze-
niu interfazowej struktury chromatyny.

MODELE ULOZENIA CHROMOSOMOW W JADRZE

Juz w 1970 r. DuPraw [19] sugerowal, iz chromosomy mogg tworzyé
uporzadkowang superstrukture, w obrebie ktorej istniataby tgcznos¢ po-
miedzy poszczegdlnymi chromosomami kompleksu. Pierwszg probag ze-
brania danych z piSmiennictwa na ten temat i opracowania bardziej
szczegltowej hipotezy dotyczacej organizacji genomu w jadrach inter-
fazowych byta praca Chiarellego i Broggera [13] z 1978 r. Podstawowe
jej zatozenia to istnienie kolistej czgsteczki DNA odpowiadajgcej haplo-



240 A. JOACHIMIAK

idalnemu genomowi u Eukaryota oraz potgczenie specyficznych segmen-
tow takiego genomu ze specyficznymi rejonami otoczki jadrowej porzad-
kujgce precyzyjnie strukture jader interfazowych. Autorzy przytoczyli
duzg liczbe szczegdtowych danych na potwierdzenie swych przypuszczen,
jednak dobo6r argumentéw wzbudzit wiele kontrowersji i praca byta ostro
krytykowana [48].

Z poczatkiem lat osiemdziesigtych zaczely sie pojawia¢ nastepne,
opatrzone staranniej dobranymi argumentami hipotezy na temat upo-
rzadkowania chromosomoéw w jadrze. Wszystkie one powotujg sie na hi-
poteze Rabla [49], r6znig sie jednak od niej wieloma szczegétami. Zaden
z autoroOw nie nawigzuje w spos6b bezposredni do propozycji Chiarellego
i Broggera, chociaz wszyscy dochodzg do zblizonych wnioskéw. Przyczyna
jest zapewne ostra krytyka tej pracy [48].

O ile hipoteza Rabla znalazta potwierdzenie w szczegétowych bada-
niach ostatnich lat i nikt nie podwaza jej stusznosci, o tyle poglad, iz
chromosomy w jadrze interfazowym tworzg S$cisle okreslong, uporzad-
kowanag strukture, jest jeszcze przez wielu badaczy kwestionowany
[20, 53, 57]. Wynika to m.in. z faktu, ze wiekszo$¢ danych na ten temat
ma charakter posredni i moga by¢ one interpretowane w rdzny sposob.
Ponadto istnieje wiele watpliwosci o charakterze metodycznym, np. czy
obserwacje chromosoméw mitotycznych mogag dostarczy¢ pewnych in-
formacji na temat ich utozenia podczas poprzedzajacej interfazy. Takze
wsérod zwolennikow pogladu, iz chromosomy tworzg podczas interfazy
uporzgdkowang strukture, nie ma jednomysinosci co do kilku podstawo-
wych kwestii. Watpliwosci dotyczg zakresu uporzgdkowania chromoso-
mow, jego trwatosci, sposobu, w jaki powstaje oraz ewentualnego wpty-
wu takiego uporzadkowania na funkcjonowanie komorki.

Sposréd wielu hipotez dotyczacych tego zagadnienia najbardziej
spojne i operujgce duzym wyborem starannie dobranych argumentéw sg
propozycje Ashleya i Pococka [3], Fussell [27] oraz Lavanii i Sharmy
[41, 42]. Szereg ciekawych argumentéw przemawiajacych za precyzyj-
nym uporzadkowaniem chromosoméw w interfazie przyniosty prace
Greilhubera [29], Loidla [43], Greilhubera i Loidla [30] oraz Schweizera
i Ehrendorfera [52] oparte na analizie ilosci i lokalizacji heterochroma-
tyny w kariotypie roslin. Przynoszg one niezwykle ciekawe propozycje
dotyczace przypuszczalnych regut rzadzgcych ewolucjg kariotypu i roz-
mieszczeniem heterochromatyny w jego obrebie.

MODEL ASHLEYA | POCOCKA

Autorzy postuluja, ze istnieje jednoznacznie okre$lone uporzgdko-
wanie chromosomow w interfazie. Dotyczy ono relatywnej pozycji chro-
mosomow w obrebie formowanej przez nie struktury (Yancucha lub pier-
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Scienia). Samo uporzadkowanie jest kontrolowane przez specyficzne
biatka telomerow i istniejg mechanizmy umozliwiajace jego zachowanie
we wszystkich komorkach danego organizmu.

Zatozenia modelu:

1) rablowskie utozenie chromosoméw w jadrze z telomerami i cen-
tromerami po przeciwnych stronach jadra;

2) zakotwiczenie telomeréw w wewnetrznej btonie otoczki jadrowej;

3) wystepowanie w kompleksie haploidalnym odmiennych dla kaz-
dego telomeru monomerow biatkowych; z wyjatkiem dwoch telomerdw,
wszystkie pozostate posiadajg swego komplementarnego ,partnera”
w kompleksie;

4) polaczenie haploidalnego kompleksu chromosoméw w gametach
w tancuch poprzez fuzje niehomologicznych telomeréw (hetero-concate-
nation); dzieki komplementamosci odpowiednich monomerow biatko-
wych kolejnos¢ chromosomoéw w tafncuchu jest Scisle okreslona; wolne
konce tancucha tworzg dwa telomery nie posiadajagce ,partneréw”
w kompleksie haploidalnym;

5) potaczenie dwoch haploidalnych faincuchéw w procesie karioga-
mii w pierScien w ten sposob, ze jego zamkniecie warunkowane jest po-
taczeniem telomeréw chromosomoéw homologicznych (homo-concate-

nation), ktérych telomery posiadajg ,pasujgce” do siebie biatkowe mo-
nomery.

Dodatkowe uwagi dotyczgce modelu

Podstawowym warunkiem zajécia fuzji telomerow jest mozliwos¢
fizycznego kontaktu miedzy nimi. Posiadajg ja telomery zblizonych dtu-
goscig ramion chromosomowych. Lezag one w jadrach interfazowych
w tej samej odlegtosci od bieguna, w ktérym skupiajg sie centromery.
Tak wiec mozna przewidzie¢, iz w réznych kariotypach chromosomy
akrocentryczne bedg sie taczyly wedtug zasady: krdétsze ramie z krdt-
szym ramieniem, diuzsze ramie z diuzszym.

Fuzja jader gametycznych, a nie stadium leptotenu—zygotenu jest
krytycznym momentem, ktéry decyduje o pdézniejszym przebiegu pro-
cesu mejozy. W czasie kariogamii dochodzi do tgczenia sie homologow
lezagcych na koncach dwdch haploidalnych tancuchéw, ktére stanowi
przygotowanie do poOzniejszego taczenia sie reszty homologdw w mejozie.
Poniewaz moment ,rozpoznawania sie” pierwszych dwdéch par chromo-
soméw homologicznych ma miejsce tuz po zaptodnieniu, nalezy wnios-
kowaé, iz uktad, ktory w tym czasie powstaje, jest zachowywany przez.
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caty cykl zyciowy organizmu, a wiec rowniez w jego komoérkach soma-
tycznych.

Poniewaz w rezultacie formowania pierScienia w komorkach soma-
tycznych diploidalnego organizmu dwa kompleksy haploidalne lezg na-
przeciwko siebie (z wyjatkiem homologéw na koncach tanicuchow, ktére
ulegty potaczeniu) (ryc. 2), przed zajsciem mejozy musi dojs¢ do potgcze-
nia pozostatych homologéw. Zaczyna sie ono od fuzji telomeréw homo-
logicznych chromosomdéw i ma miejsce na otoczce jadrowej, w ktdrej sg
one zakotwiczone. Aby do tego doszto, telomery chromosomow homolo-
gicznych muszg sie do siebie zblizy¢. Zjawisko to nazwano ,,homo-attra-
ction”. Moze ono zachodzi¢ dzieki temu, ze — jak postulujg autorzy mo-
delu — biatka telomerow sa biatkami integralnymi wewnetrznej btony
otoczki jgdrowej, sama za$ btona ma charakter ptynnej mozaiki, co
umozliwia przemieszczanie sie zanurzonym w niej biatkom. Poniewaz
telomery homologicznych ramion chromosomowych lezg w tej samej

Ryc. 2, 3. Interfazowy uktad chromosomoéw w jadrach diploidalnych
Ryc. 2. Model Ashleya i Pococka [3], Ryc. 3. Model Lavanii i Sharmy ([42], nieco
zmienione)
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odlegtosci od bieguna zawierajgcego centromery, proces ich ,,odszukiwa-
nia sie” jest znacznie utatwiony.

Potagczenia miedzy chromosomami rzadko obserwowane sg w czasie
meta- i anafazy, nalezy wiec przyja¢, ze ulegajg one zerwaniu w poz-
nej profazie, w momencie gdy rozpada sie otoczka jagdrowa. Gdyby po-
dziat komoérkowy wprowadzat znaczne zaburzenia w ukiadzie chromoso-
mow,- to chromosomy, ktére powinny leze¢ blisko siebie, mogtyby odda-
lic sie na tyle, ze fizyczny kontakt miedzy ich telomerami bytby nie do
odtworzenia w jadrach potomnych. Nie dzieje sie tak, poniewaz rozpa-
dowi otoczki jadrowej towarzyszy formowanie wrzeciona kariokinetycz-
nego, ktérego wibkienka przyczepiajg sie do chromosoméw i stabilizuja
uktad, tatwo wiec dochodzi do jego odtworzenia w telofazie.

MODEL LAVANII I SHARMY

Jest to model bardzo zblizony do poprzedniego. Chromosomy diploi-
dalnego kompleksu tworzg w interfazie pierScien. Relatywna pozycja
chromosomoéw w jego obrebie jest $cisle okreslona. Gtoéwna r6znica w sto-
sunku do poprzedniego modelu polega na odmiennym utozeniu chromo-
soméw homologicznych wzgledem siebie (ryc. 3).

Zatozenia modelu:

1) rablowska orientacja chromosoméw w jadrze;

2) zakotwiczenie telomeréw, a takze centromeréw w otoczce jadro-
wej, przypuszczalnie w okolicy porow;

3) chromosomy haploidalnego kompleksu potgczone telomerami
tworza uporzadkowang strukture, a pozycja kazdego chromosomu w jej
obrebie zdeterminowana jest m.in. dtugos$cig jego ramion;

4) podczas pierwszego podziatu jadra zygotycznego kontakt miedzy
chromosomami w obydwu haploidatnych genomach ulega zerwaniu, péz-
niej za$ zostaje odtworzony w tej samej sekwencji, jaka wystepowata
w haploidalnym genomie. W odr6znieniu jednak od jader haploidatnych,
w jadrach diploidalnych chromosomy homologiczne ukitadajg sie obok
siebie;

5) chromosomy z organizatorami jaderek zajmujg w jadrze specjalng
pozycje. Tworza odrebng strukture, ktéra jednym korhcem przyczepiona
jest do pierScienia pozostatych chromosoméw, drugim za$ do jaderka

(ryc. 3).

Dodatkowe uwagi dotyczace modelu

Hipoteza opiera sie na wielu wczesniejszych obserwacjach, sugeru-
jacych, iz chromosomy homologiczne lezg blisko siebie w czasie inter-

8 — PBK 3/87
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fazy [6]. SzczegOlnie liczne byly tego rodzaju obserwacje w czasie, gdy
nie stosowano dzisiejszych metod przygotowywania materiatu do badan,
tzn. traktowania inhibitorami wrzeciona mitotycznego, szokéw hypoto-
nicznych i rozgniatania komdrek. Wszystkie te czynniki niszczg natural-
ny uktad chromosoméw, zaréwno w interfazie, jak i podczas mitozy. Nie
czynita tego klasyczna metoda parafinowa. Szereg wspoéiczesnych badan
omijajagcych podstawowe Zzrddita zaburzen w uktadzie chromosomoéw po-
twierdza wczesniejsze obserwacje dokonane za pomocg metod klasycz-
nych. Do$¢ wyczerpujagcy zestaw danych z pisSmiennictwa przynoszg
obydwie prace Lavanii i Sharmy [41, 42].

Proponowany model wyjasnia koniugacje mejotyczng chromosomoéw
jako prostg konsekwencje ich utozenia w jadrze interfazowym. Pod tym
wzgledem jest on bardziej klarowny niz model proponowany przez
Ashleya i Pococka [3]. Poniewaz w obrebie pierScienia chromosomow
liczba lezacych obok siebie homologéw nie jest scisle wiasciwosciami mo-
delu ograniczona do dwdch, nadaje sie on takze do wyjasnienia koniuga-
cji u poliploidow, w szczegélnosci autopoliploidéw. Wyjasnienie tego za-
gadnienia na podstawie poprzedniego modelu nastreczatoby wiele trud-
nosci.

MODEL FUSSELL

Dwa poprzednie modele stanowia prébe wyjasnienia koniugacji
chromosoméw w mejozie poprzez specyficzny uktad chromosomow w in-
terfazie. Tak wiec gtowny nacisk potozono w nich na to, aby w sposob
mozliwie przekonywajacy wyjasniaty, jak to sie dzieje, ze chromosomy
homologiczne ,uktadajg” sie obok siebie w czasie mejozy.

Model proponowany przez Fussell nie precyzuje, w jaki sposéb do-
chodzi do koniugacji chromosomow homologicznych. Rézni sie od po-
przednich modeli takze i tym, ze zakladajac istnienie pewnego uporzad-
kowania chromosomow w jadrze, dopuszcza istnienie ograniczonej liczby
rownowaznych uktadéw dla konkretnego kariotypu. Nie wymaga to ist-
nienia mechanizméw zapewniajgcych S$ciste zachowanie uktadu chromo-
somoéw podczas podziatu, a wiec wtedy, gdy stabilizujagca go otoczka ja-
drowa ulega rozpadowi. Autorka nie rozstrzyga tez, czy chromosomy
asccjuja, tworzac jeden lub wiecej tancuchow czy pierscieni, chociaz su-
geruje, iz pojedynczy pierScien potgczonych koncami chromosoméw jest
uprzywilejowany ze wzgledéw mechanicznych. W obrebie tworzonej
przez chromosomy superstruktury mozliwe jest tgczenie sie poprzez telo-
mery chromosoméw zaréwno homologicznych, jak i niehomologicznych.

Zatozenia modelu

1) rablowska orientacja chromosoméw w jadrze;
2) zakotwiczenie telomeréw w otoczce jadrowej;
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3) chromosomy tgczg sie telomerami, tworzac uporzagdkowang struk-
ture. O relatywnej pozycji chromosoméw w jej obrebie decyduje dtugos$é
ramion chromosomowych, poniewaz fuzji ulegajg jedynie telomery lezga-
ce w podobnej odlegtosci od skupionych na jednym z biegunéw jadra
centromerow;

4) ze wzgledu na to, ze w obrebie konkretnego kariotypu najcze-
Sciej wystepuje wieksza liczba ramion chromosomowych o zblizonej dtu-
gosci, chromosomy danego gatunku tworzy¢ moga kilka réwnowaznych
uktadéw w interfazie;

5) fuzja telomerow, a takze ich zakotwiczenie w otoczce jadrowej,
uwarunkowane sg obecno$cig specyficznych sekwencji repetytywnego
DNA.

Dodatkowe uwagi dotyczace modelu

Potagczenia chromosomoéw z wewnetrzng btonag jadrowa powstaja
w momencie, gdy otoczka jagdrowa formuje sie wokét grupy chromoso-
mow ana-telofazowych. W stadium tym telomery ramion o zblizonej dtu-
gosci lezg w podobnym oddaleniu od bieguna, co utatwia im fizyczny
kontakt konieczny do wytworzenia potgczen utrwalajagcych superstruk-
ture. Zasada ta dopuszcza pewng liczbe kombinacji mozliwych w obrebie
jednego kariotypu. Przyczyn takiego stanu rzeczy jest kilka:

— centromery chromosoméw nie lezg w jednej ptaszczyznie, a ich
pozycja nie jest ustalona poprzez potgczenie z otoczkag jadrowa;

— diugo$¢ ramion chromosomowych waha sie zaleznie od stopnia
kondensacji; duzg role odgrywaé mogg tu obszary heterochromatynowe
chromosoméw, ich wielkos¢ i liczba;

— kat, jaki tworzg ramiona chromosomowe, moze by¢ r6zny i moze
ulegaé zmianom; jego warto$¢ wpitywa na odlegtosé telomeréw od cen-
tromeru;

— zwykle w kariotypie wystepuje wieksza liczba ramion chromoso-
mowych o zblizonej dtugosci.

Wszystkie wymienione czynniki wptywaja na uporzadkowanie chro-
mosoméw w obrebie tancucha czy pierscienia i powoduja, ze nie jest ono
jednoznacznie okre$lone. Ryc. 4 przedstawia dwa sposrod kilku mozli-
wych uktadéw chromosomdw diploidalnego kompleksu zyta. Mimo pew-
nej dowolnosci w tworzeniu réznych kombinacji, ich liczba jest znacznie
ograniczona. Nie istnieje mozliwo$¢ zupetnie dowolnego taczenia ramion
chromosomowych miedzy sobg, w tym sensie uktad chromosoméw w in-
terfazie nie jest przypadkowy.
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Ryc. 4. Secale cereale, interfazowy uktad chromosomoéw; model Fussell, a, b — dwa
z kilku mozliwych uktadéw [27]

ARGUMENTY | WATPLIWOSCI

Omodwione wyzej hipotezy opierajg sie na szeregu szczegétowych
obserwacji dokonywanych w réznym czasie przez cytologdéw i sugerujg-
cych, ze uktad chromosoméw w interfazie nie jest przypadkowy.

Istniejg przekonywajgce dowody, iz jadro interfazowe wykazuje po-
lamos¢ pod wzgledem utozenia chromosomdw, tak wiec stara hipoteza
Rabla znalazta potwierdzenie we wspdtczesnych obserwacjach. Pozostaje
jednak kwestig nie do konca rozstrzygnieta, czy rablowski uktad chro-
mosoméw w jadrze wyczerpuje mozliwosci uporzadkowania chromoso-
méw w interfazie, czy tez istniejg wyzsze poziomy organizacji genomu
w tej fazie cyklu komérkowego, oraz, jezeli istnieja, czym sg uwarunko-
wane i jaki jest ich zakres i konsekwencje. Wszystkie omoéwione hipo-
tezy opieraja sie po czesci na wielokrotnie stwierdzanych i znanych cyto-
logom faktach, po czesSci zas na stabo udokumentowanych zatozeniach,
ktorych stusznosci nie udato sie dzisiaj jeszcze nikomu dowiesc.

ZAKOTWICZENIE CHROMOSOMOW W OTOCZCE JADROWEJ

Istniejg przekonywajgce dowody, ze chromosomy zakotwiczone sa
w otoczce jadrowej [22, 56], co sprawia, iz ukiad ich jest stosunkowo
trwaty. Dowodzg tego obserwacje nie tylko komorek czesto dzielacych
sie, gdzie uktad ten madgiby by¢ tylko i wylacznie prosta konsekwencja
anafazowego ruchu chromosomoéw, ale takze obserwacja jader komérek
zroznicowanych, starszych, nawet poliploidalnych [17, 26, 34, 37]. Fussell
[25] wykazata, ze nawet wirowanie stozkow wzrostu Allium cepa
w 100 000 g przez 15 minut nie zmienia normalnego utozenia telome-
réw w interfazie. O potgczeniu telomeréw z otoczka Swiadczy takze obec-
no$¢ jej fragmentéw przy telomerach chromosoméw mitotycznych. Za-
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kotwiczenie innych partii chromosoméw, w tym centromerdw w otoczce
jest kwestia mniej zbadang, chociaz postulowang przez wielu autoréw
[13, 14, 22, 29, 42]. Za tym, ze centromery nie majg trwatego potgczenia
z otoczka, przemawiajg jednak pewne obserwacje. Hsu i wsp. [34] stwier-
dzili nieznaczne zmiany pozycji centromerdw w wyrdznicowanych li-
niach komdrkowych myszy, Moens i Church [46] obserwowali w mikro-
skopie elektronowym sekwencje zmian w potozeniu centromeréw zwig-
zanych z roznicowaniem sie ziarn pytku u Allium fistulosum. Zmiany
potozenia centromerdéw obserwowane byty takze u A. porrum przez La-
fontaine’a i Lucka [40]. Jeszcze mniej pewne sa przypuszczenia dotyczace
stalego przyczepienia innych segmentéw chromosomowych do otoczki
jadrowej. Kwestia ta wymaga dopiero wyjasnienia.

FUZJA TELOMEROW

Naczelng zasadg porzadkujagcg chromosomy podczas interfazy jest
ich potaczenie poprzez telomery. O tym, ktdére ramiona chromosomowe
miatyby sie ze sobag taczyé, decydowaé ma ich ditugosé. Zasada, iz fuzji
ulegajg telomery ramion o zblizonej diugosSci, przytaczana jest przez
wiekszo$¢ autorow za Bennettem [9], chociaz sugerowana byta — obok
pokrewieAstwa biatek telomerow — wczes$niej przez Ashleya i Po-
cccka [3]. Dobrg ilustracjg dziatania tej zasady jest zachowanie sie chro-
mosomoOw w czasie metafazy; np. jesli w kariotypie danego gatunku wy-
stepuje pewna liczba drobnych chromosomoéw, znacznie krotszych od
pozostatych, to w metafazie obserwuje sie je zazwyczaj obok siebie, naj-
czesciej w centrum piytki (ryc. 5).

Ryc. 5 Plytki metafazowe storczykéw; metoda skrawkoéow parafinowych, a — Listera
ovata, b — Cephalanthera alba, ¢ — Epipactis latifolia [Skalinska i wsp., Acta Soc.
Bot. Pol., 26: 215-246, 1957]

Najwiecej dowodéw na fuzje telomerdw' w czasie interfazy dostar-
czajg badania nad Allium cepa [7, 23, 24, 26, 37], Gatunek ten posiada
duze bloki heterochromatyny telomerowej we wszystkich 32 ramionach
chromosoméw kompleksu (ryc. 6a). W jadrach interfazowych obserwuje
sie zwykle okoto 16 segmentdw heterochromatyny telomerowej, co prze-
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mawiatoby za tym, ze wszystkie lub prawie wszystkie chromosomy tacza
sie poprzez telomery, tworzac tancuch lub pierscied (ryc. 6b, c). Rowniez
obserwacje haploidalnych i diploidalnych jader u Ornithogalnm [2, 4, 5]
dowodza, iz chromosomy obecne w jadrze interfazowym t3acza sie po-
przez telomery, tworzac strukture wyzszego rzedu. W zwigzku z tymi
obserwacjami mozna przypuszczaé, iz podobnie zachowujg sie chromo-
somy innych gatunkdw, chociaz nie posiadamy przekonywajgcych dowo-

Ryc. 6. Allium cepa L.: metoda prazkéw C. a — metafaza w merystemie wierzchot-
kowym Kkorzenia, b — jadro interfazowe w merystemie wierzchotkowym korzenia,
¢ — jadro interfazowe w tusce spichrzowej [37]

déw. Otwarta pozostaje kwestia, czy wszystkie chromosomy kompleksu
taczg sie w obrebie jednej superstruktury, czy tworzona jest ona we
wszystkich komdrkach i tkankach, oraz jakie potozenie zajmuja wzgle-
dem siebie chromosomy homologiczne. Kazde z tych zagadnien inaczej
rozwigzujg rozni autorzy, gdyz brak danych pozwala na dos$¢ duzg do-
wolnos¢ w tym wzgledzie. Obserwacje radialnych ptytek metafazowych
(ryc. 7) w materiale uzyskanym metodami nie powodujacymi zaburzen

Ryc. 7. Viscum album-, metafaza w komdérce somatycznej, metoda skrawkéw para-
finowych [Skalinska i wsp., Acta Biol. Cracov. Ser. Bot., 17: 133 - 163, 1974]
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w naturalnym uktadzie chromosomdw przemawiatyby jednak za tym, iz
chromosomy kompleksu formuja pierScien w interfazie.

Wydaje sie, ze chromosomy z organizatorami jaderek moga znajdo-
waé sie poza superstrukturg formowana przez reszte chromosomow.
Sprawa ta zostala przedyskutowana w jednej z omawianych prac [42]
i tam tez jest cytowana literatura na ten temat. Ostatnio badania Loiero
i wsp. [44] oraz Barnesa i wsp. [7] nad Allium cepa wykazaty, ze w obre-
bie chromosoméw tego gatunku jedynie dwa telomery posiadajg odrebng
budowe molekularng. Sg to telomery krotszych ramion chromosomow
z organizatorami jaderka. Stanowi to dobre poparcie dla tezy Lavanii
i Sharmy [42].

MECHANIZM FUZJI TELOMEROW

Chociaz mozna uznaé, ze o fuzji telomerow decyduje w znacznym
stopniu zblizona diugos¢ ramion chromosomowych, nie wyjasnia to
wszakze mechanizméw molekularnych, ktére za tym stoja. Mozliwe sa
tu dwa rozwigzania — albo za fuzje odpowiadajg specyficzne biatka za-
socjowane z telomerami [3], albo specyficzne powtarzalne sekwencje
DNA [27], Na potwierdzenie pierwszej koncepcji nie mozna przytoczy¢
zadnych badan doswiadczalnych, druga za$ znajduje potwierdzenie w
pewnych obserwacjach. Generalnie rzecz biorgc, obserwuje sie wystepo-
wanie odrebnych typow powtarzalnego DNA charakterystycznych dla
odrebnych rejonéw chromosomowych. Inng klase reprezentuje DNA te-
lomer6éw, inng — centromerdéw, itp. [1, 21], Potwierdzenie znajdujemy
w szeregu badan szczegdtowych. Dowodzg one, ze podobne typy hetero-
chromatyny zajmujg podobng pozycje w chromosomach Scilla [16, 29],
Allium [7], Drosophila [47], Rejony chromosomdw zawierajgce taki sam
satelitarny DNA wytwarzajg preferencyjnie somatyczne asocjacje (,ecto-
pic pairing”) [45]. Obserwacje te nie wykluczajag jednak obecnosci spe-
cyficznych zasocjowanych z danym rodzajem satelitarnego DNA bia-
tek [12], ktére mogtyby odgrywacé role w taczeniu sie podobnych sekwen-
cji miedzy sobg. Obecnos$¢ takich biatek postulowana byta przez May-
field i Ellison [45] oraz Greilhubera [29].

W wielu chromosomach brak heterochromatyny telomerowej, wy-
krywalnej standardowymi metodami cytologicznymi. Mechanizm fuzji
telomer6w wymaga wiec dalszych badan.

KONIUGACJA CHROMOSOMOW

Chociaz omawiane wczes$niej koncepcje przynoszg argumenty prze-
mawiajgce za tym, ze koniugacja chromosomoéw w mejozie zalezy od ich
utozenia podczas poprzedzajacej mejoze interfazy, nadal brak rozstrzy-
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gajacych danych na ten temat. O tym, ze w linii generatywnej interfazo-
wy uktad chromosoméw decyduje o przebiegu mejozy S$Swiadczyé moga
obserwacje mejozy po uprzednim traktowaniu komérek premejotycz-
nych kolchicyna, ktéra zaburza warunkowany zajsciem anafazy rablow-
ski uktad chromosomoéow. W komorkach takich podczas mejozy formo-
wane sg uniwalenty zamiast biwalentéw [10, 18].

Nieliczne obserwacje dowodza, ze koniugacja chromosomoéw zalezy
w znacznym stopniu od ich diugosci, oraz ze dtugo$¢ chromosomdéw moze
by¢ nie mniej wazna jak homologia [31, 32]. Wykazano, ze koniugacja
rozpoczyna sie w telomerowych regionach chromosoméw, przy we-
wnetrznej bionie otoczki [58].

Yacobi i wsp. [59] sugerujg, ze przypadkowy uktad chromosoméw
w jadrze pociggatby za sobg wystepowanie splecionych ze sobg biwalen-
tow (interlocking bivalents). W rzeczywisto$ci obserwowane sg one bar-
dzo rzadko, co przemawia za uporzagdkowaniem chromosomoéw w jadrze
interfazowym.

Jesli chodzi o potozenie homologow w jadrze, to obszerny przeglad
dotychczasowych obserwacji [6] skiania raczej do przyjecia zatozenia, iz
chromosomy homologiczne sasiaduja ze sobag podczas interfazy, i to za-
rowno w tkankach generatywnych, jak i somatycznych, takze u autopo-
liploidow.

ZWIAZEK UPORZADKOWANIA CHROMOSOMOW W JADRZE INTERFAZOWYM
ZE STRUKTURA | EWOLUCJA KARIOTYPU

Analiza bogatych w heterochromatyne kariotypéw sugeruje, ze za-
réwno liczba, jak i potozenie segmentéw heterochromatynowych w ich
obrebie nie sg przypadkowe [29, 30, 38, 43, 52]. Po raz pierwszy zwrocit
na to uwage Heitz w 1932 r. [33], Chromosomy poszczego6lnych gatunkow
ujawniajg po zastosowaniu metody prazkow C okre$lony wzo6r prazkowa-
nia (banding pattern), ktéry moze by¢ rdézny dla réznych gatunkéw ro-
§lin [52], Jego istote stanowi pewne ogdlne podobieAstwo chromosomoéw
danego kompleksu pod wzgledem liczby i potozenia segmentéw hetero-
chromatyny. Szczeg6lnie uderzajgce moze byé ono w przypadku zblizo-
nych diugoscia niehomologicznych ramion chromosomowych (ryc. 8).

Poniewaz wedtug omdéwionych wcze$niej modeli wiasnie fuzja zbli-
zonych pod wzgledem dtugosci ramion chromosoméw stanowi podstawe
ich uporzadkowania w interfazie, nasuwa sie przypuszczenie, ze sekwen-
cje heterochromatyny moga sie przenosi¢ z jednego chromosomu na
drugi na drodze fizycznego kontaktu. Taki mechanicystyczny model roz-
przestrzeniania sie¢ heterochromatyny w obrebie genomu zostat ostatnio
zaproponowany przez kilku badaczy [29, 30, 43, 52]. Sugeruje on, ze se-
kwencje o podobnej budowie molekularnej zajmujg podobne pozycje
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Ryc. 8. Haploidalne kompleksy chromosomoéw, a — Allium jlavum, b — Scilla

vindobonensis, S. voethorum i S. resslii, ¢ — Allium montanum. Chromosomy utozo-

ne zgodnie z hipotezag Bennetta (a, b — Greilhuber i Loidl [30], ¢ — Joachimiak
i wsp. [38])

w obrebie chromosoméw. Tak pojeta specyficznos¢ budowy i lokalizacji
heterochromatyny znajduje potwierdzenie w licznych badaniach na po-
ziomie molekularnym [1, 7, 21, 47], co stanowi poparcie dla hipotezy, iz
heterochrcmatyna stanowi ruchomy element genomu. Wyjas$niatoby to
przyczyne tak czesto obserwowanej [35, 36] heterozygotycznosci struk-
turalnej dotyczacej heterochromatyny zwierzat i roslin.

Niektorzy autorzy [51, 52] podkreslajg odrebnos¢ wzoru prazkowania
chromosoméw z organizatorami jgderek. Wynika ona, by¢ moze, z ich
potozenia poza superstrukturg formowang przez reszte chromosomoéw
podczas interfazy (model Lavanii i Sharmy). Nie mozna wykluczy¢, ze
takze inne wyro6zniajace sie typy chromosoméw, jak chromosomy pici
lub B-chromosomy zawdzieczajg swg odrebnos$¢ brakowi integracji z re-
szta genomu podczas interfazy.

Jesli chromosomy tworzg w interfazie precyzyjnie uporzadkowang
strukture, ktérej funkcjonowanie zalezy przede wszystkim od warunko-
wanej diugoscig ramion kolejnosci chromosomowl to przypuszcza¢ mozna,
ze mutacje chromosomowe, zmieniajgce dtugos¢ lub liczbe ramion chro-
mosomowych w obrebie kariotypu, moga wprowadzaé¢ znaczne zaburzenia
w funkcjonowaniu eukariotycznego genomu. W odr6znieniu od nich,
mutacje typu robertsonianowskiego powinny by¢ dobrze tolerowane.
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