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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 14, NR 3, 1987 (131 - 147)

REAKCJE WIELKICH AMEB NA ŚWIATŁO

LIGHT REACTIONS IN GIANT AMOEBAE

Krzysztof ŁAZOWSKI

Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej 
im, M. Nenckiego PAN, Warszawa

Streszczenie. W artykule omówiono wpływ światła na zachowanie się dużych, bez­
barwnych ameb typu proteus. Po przedstawieniu historii badań fotoreakcji ameby 
omówiono indukowane światłem reakcje pierwotniaka: fotofobową i ujemną foto- 
taktyczną, a także zmiany aktywności w cyklu dobowym oraz wpływ warunków 
zewnętrznych na przebieg fotoreakcji. Opierając się na piśmiennictwie i badaniach 
własnych omówiono’ mechanizmy leżące u podstaw reakcji świetlnych pierwotniaka.

Summary: The effect of light on the behaviour of giant, colourless. proteus-type 
amoebae is presented. Following a historical outline of the research in this field 
such photoreactions as a photophobic and a negative phototactic responses, as well 
as the circadian activity and the influence of external factors on photoreactions 
are presented. The mechanisms underlying the protozoan photoreactions are discuss­
ed on the basis of current references and author’s studies.

Pod koniec XIX w. stwierdzono, że niektóre heterotroficzne pierwot­
niaki, w szczególności wielkie drapieżne ameby o bezbarwnej cytoplaz- 
mie, wykazują wrażliwość na światło. Engelmann [11] np. obserwując 
dużą wolno żyjącą amebę, określoną przez niego jako Pelomyxa palus­
tris \ zauważył, że jej oświetlone intensywnym światłem pseudopodia 
kurczą się i wycofują z naświetlonego obszaru. Davenport [10], badając 
lokomocję Amoeba proteus w horyzontalnie padającej wiązce światła, 
zaobserwował, że pierwotniaki zmieniają kierunek ruchu i wykazują 
negatywną fototaksję. Autor ten nie stwierdził natomiast reakcji ame­
by na zmiany natężenia światła przy przechodzeniu granicy cień—świa­
tło. Harrington i Learning [21], fotografując aktywnie poruszające się

1 Była to inna wielojądrowa ameba. Wydaje się, że Pelomyxa palustris jest 
nieczuła na światło [20].
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132 K. Ł A ZO W S K I

ameby (A. proteus), zauważyli, że zastosowany impuls silnego św iatła 
białego indukuje zatrzym anie przepływu i form owania się pseudo podiów 
w  przedziale czasu pozwalającym  na zrobienie ostrych, w yraźnych zdjęć. 
Zahamowanie aktywności ruchowej było znoszone poprzez umieszczenie 
w wiązce świetlnej filtru  czerwonego, zielonego lub fioletowego.

Jeden z najw ybitniejszych badaczy ruchu amebowego S. O. Mast 
w pracach publikow anych w latach 1910-1941 zweryfikował dotychcza­
sowe obserwacje i znacznie rozwinął badania fotoreakcji ameb, m.in. 
wskazując na związek indukowanych światłem  zmian aktyw ności rucho­
wej ze zmianami struk turalnym i cytoplazmy. W fotobehawiorze pełzaków 
wyróżnił dwa rodzaje reakcji: fotofobową typu ,,step-up” i fototaksję 
ujemną 2, wskazując na ich wzajem ną zależność [35, 36]. Duże znaczenie 
miało też określenie przez Masta [35] przybliżonego przedziału spek tral­
nego światła (430 - 490 nm) aktyw ującego reakcję ameb. Inm an [25] roz­
szerzył ten zakres na środkową część widma nadfioletu, k tóry  okazał się 
bardzo silnym induktorem  reakcji fotofobowej ameb, a także pinocytozy, 
zarówno w nienaruszonych pierwotniakach, jak i w ich jądrow ych i bez- 
jądrowych fragm entach [49].

Dalsze badania w ykazały ham ujący wpływ wysokich natężeń światła 
na procesy wewnątrzkom órkowe, np. na podziały komórkowe [6]. S tw ier­
dzono także, że światło o niskich natężeniach aktyw uje przepływ  cyto­
plazmy [26]. A. proteus zasiedla ocienione partie czystych zbiorników 
wodnych i chętnie gromadzi się pod zawieszonymi w wodzie liśćmi, uni­
kając bezpośredniej ekspozycji na światło słoneczne. Badając młode ho­
dowle w fazie w zrostu logarytmicznego [26], obserw uje się zależność 
między aktywnością ruchową a natężeniem  oświetlenia w  cyklu dobo­
wym. Podobne zmiany można indukować, m odulując natężenia światła 
sztucznego.

R E A K C JA  FO TO FO B O W Ą

Ameby typu chaos—proteus reagują na zmiany natężenia światła 
i na kierunek padania wiązki. Analizując aktywność przepływową i loko- 
mocyjną oraz orientację pierwotniaków, w yróżniam y obecnie dw a typy 
reakcji: fotofobową typu „step-up” i fototaktyczną ujem ną.

Po raz pierwszy reakcję fotofobową opisali H arrington i Learning 
[21] oraz Mast [35], którzy stwierdzili, że gwałtowne zwiększenie natęże­

2 P odana te rm ino log ia  je s t w spółczesna. R eakc je  „ s te p -u p ” c h a ra k te ry z u ją  się, 
po nag łym  w zroście n a tęż en ia  św ia tła , chw ilow ym  za trzy m an iem  ru c h u  i  n a s tę p ­
nie pod jęc iem  go w  in n y m  niż  up rzedn io  k ie ru n k u . N ega tyw na  fo to ta k s ja  to ruch  
od źród ła  św ia tła .
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R E A K C JE  W IELKICH A M EB  N A  ŚW IATŁ O 133

nia światła padającego na aktyw nie poruszającego się pierw otniaka po­
woduje przejściowy (do 4 min.) zanik przepływ u cytoplazm y i lokomocji. 
Zatrzym anie przepływ u zaczyna się od aktyw nych pseudopodiów i roz­
przestrzenia się w stronę uroidu komórki, a jego zasięg zależy od w iel­
kości zm iany natężenia światła. Przy impulsowych, podprogowych 3 zmia­
nach wartości energii wiązki świetlnej padającej na komórki, obserwuje 
się przejściowe zwolnienie przepływu cytoplazm y w postępujących pseu- 
dopodiach. Światło o większych energiach indukuje przejściowe zatrzy­
manie przepływ u cytoplazm y w  aktyw nych pseudopodiach. Po okresie 
immobilizacji k ierunek lokomocji może być zachowany lub może nastąpić 
wycofanie cytoplazm y i zanik wysuwanego pseudopodium, czemu towa­
rzyszy zmiana kierunku ruchu. Na im pulsy świetlne o wartościach ener­
gii znacznie większych od energii progowej ameby reagują skurczem  
aktyw nych pseudopodiów, a naw et skurczem  całej komórki i zerwaniem  
kontaktu z podłożem. Mast [40], mierząc stosunek grubości w arstw y plaz-

R yc. 1. W pływ  św ia tła  n a  lokom ocję am eb. a — zm iana  k sz ta łtu  c ia ła  w yw ołana  
o św ie tlen iem  całe j am eb y  z w y ją tk iem  fro n ta ln e j części p rzodu , w y raźn y  skurcz  
części o św ie tlone j, pozosta ły  fra g m e n t c ia ła  rozszerza się [40]. b — n aśw ie tlen ie  
ca łe j am eb y  św ia tłem  n ieb iesk im  o dużym  n a tężen iu  pow odu je  za trzy m an ie  cy to ­
p lazm y . c — te n  sam  osobnik  co poprzednio , a le  ośw ietlony  św ia tłem  czerw onym , 
w y ra ź n ie  w idoczny  p rzep ły w  cy top lazm y w  części ogonow ej. W obu dośw iadcze­

n ia c h  czas ekspozycji 3 sekundy , p rzedz ia ł czasu  m iędzy  zd jęc iam i 10 sek.

* E n erg ia  p rogow a — w arto ść  en e rg ii w iązk i św ie tln e j in d u k u ją c a  za trzy m a­
n ie  p rzep ły w u  cy top lazm y w  całym  p ie rw o tn iak u .
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134 K. ŁAZOW SKI

mażelowej do grubości przepływającego plazmazolu, stw ierdził, że 
w części ameby oświetlonej silnym  światłem  dochodzi on do 1,45, pod­
czas gdy w kom órkach kontrolnych wynosi 0,78. Grubość w arstw y plaz- 
mażelowej praktycznie nie ulega zmianie, zmniejsza się natom iast śred ­
nica oświetlonej części, świadcząc o wypchnięciu części plazmazolu i tym  
samym o zachodzącym aktyw nym  skurczu (rye. 1).

Poziom restytuow anej aktywności ruchowej zależy od natężenia 
światła utrzym ującego się po zadziałaniu bodźca [44]. P rzy  stopniowym  
zwiększaniu natężenia światła nie obserw uje się reakcji fotofobowej, 
aczkolwiek w ystępują zmiany aktywności ruchowej związane z w ielkoś­
cią natężenia światła.

LO K A LN A  STY M U LA C JA  AM EB BODŹCEM  ŚW IETLN Y M

Pierwsze obserwacje reakcji i ruchu ameb w polu przedzielonym  
ostrą linią na oświetloną i ciemną część wykonał D avenport [10] i nie 
stw ierdził żadnych zmian ruchu osobników przechodzących granicę świa­
tło—cień. Mast [35], pow tarzając doświadczenie D avenporta [10], zasto­
sował do stym ulacji kw adratow ą plamkę świetlną o powierzchni 0,5 m m 2. 
Zaobserwował on zatrzym yw anie się i wycofywanie wchodzących w  
obręb plamki pseudopodiów ameby. W następstw ie kilku kolejnych reak­
cji kierunek przepływ u zmieniał się, powodując tym  sam ym  zmianę 
ogólnego kierunku ruchu am eby [43]. Ten tzw. efekt „uczenia się” pier­
wotniaka [40] można otrzymać, stosując także pojedynczy im puls św ietl­
ny o większym natężeniu. W obu wypadkach „uczenie się” pierw otniaka 
było wynikiem  nakładania się następujących po sobie lokalnych żelifi- 
kacji, powodujących powstanie gradientu siły elastycznej plazmażelu, 
a w następstw ie zmianę kierunku przepływu cytoplazmy. Żelujące plaz- 
mazol działanie miejscowego bodźca nie jest przenoszone poza obręb 
stym ulacji, co stw ierdził Mast [40], naśw ietlając za pomocą prostokątnej 
plam ki świetlnej różne partie pierwotniaka. Żelifikacja plazmazolu na­
stępuje w sąsiedztwie plazmażelu, zwiększając jego grubość i sprężystość 
(elastic strength). Oświetlenie przednich części aktyw nych pseudopo­
diów ameb politaktycznych (terminologia [17]) powoduje opóźnienie lub 
zanik przepływu w stym ulowanych pseudopodiach, nie indukując jed­
nakże takich zmian w innych. Obserwowane w ielokrotnie zmiany prze­
pływu w nie stym ulowanych pseudopodiach są efektem  w tórnym , zwią­
zanym  z ogólną zmianą przepływu wymuszoną zmianam i aktywności na­
świetlonych pseudopodiów [40], [19], i zależą od aktyw ności i wzajemnej 
lokalizacji pseudopodiów w stosunku do głównego strum ienia przepływu 
(Łazowski — wyniki nie publikowane).
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R E A K C JE  W IELKICH A M EB N A  ŚW IA T Ł O  135

Naświetlenie w arstw y hialinowej lub czepka hialinowego postępują­
cego pseudopodium nie indukuje żadnych zmian ruchu [40, 33], które 
pojaw iają się dopiero przy oświetleniu granicy między w arstw ą plazma- 
żelową a plazmazolem. Bovee i Jahn  [4] wysunęli przypuszczenie, że 
tylko ektoplazm atyczny koniec postępującego pseudopodium jest świa­
tłoczuły. Z danych doświadczalnych [40, 15, 16, 33] wynika jednak, że 
elem enty światłoczułe (akceptory fotonów) rozproszone są w całej obję­
tości cytoplazm y ameby, bądź na całej powierzchni błony komórkowej. 
Mast [40] stw ierdził wzrost prędkości przepływu i ruchu oświetlonej czę­
ści tylnej komórki. Grębecki [16] przedstaw ił ilościowe dane dotyczące 
zmian prędkości ruchu różnych partii komórki indukowanych około 
4-krotną zmianą natężenia światła. W ycofywanie się uroidu i ekspansja 
pseudopodiów są przyspieszone przez naśw ietlanie różnych części ko­
mórki, z w yjątkiem  frontalnego fragm entu przodu, bądź też przez jego 
zaciemnienie. Odwrotne stosowanie bodźców powoduje zmniejszenie 
szybkości ruchu.

Naświetlane całkowicie lub lokalnie fragm enty  bezjądrowe ameb 
w ykazują takie same reakcje, jak  osobniki nienaruszone [5, 7, 18, 21], 
z tym  jednak, że czasy charakterystyczne dla reakcji fotofobowej i resty ­
tucji aktywności są dłuższe [5].

ZA LEŻN O ŚCI K IN ETY C ZN E R E A K C JI FO TO FO B O W EJ

Analizując przebieg reakcji fotofobowej A. proteus, można wyróżnić 
kilka charakterystycznych faz param etryzow anych czasami ich trw ania 
[12, 14]. Reakcja zatrzym ania przepływu nie jest natychm iastowa. Czas 
reakcji, tj. czas upływ ający od chwili włączenia bodźca do zatrzym ania 
przepływ u cytoplazmy, wynosi 1 -1 5  s i zależy w sposób hiperbolicz- 
ny od natężenia światła. Jest on dłuższy od czasu trw ania impulsu świe­
tlnego niezbędnego do wywołania reakcji, tzw. czasu stym ulacji. Różnica 
m iędzy czasami reakcji i stym ulacji nie jest stała i zależy od natężenia 
światła (ryc. 2). P rzy ustalonym  ponadprogowym natężeniu światła czas 
stym ulacji w ydaje się być określony progową^wartością energii niezbęd­
nej do wywołania reakcji fotofobowej [12]. Następująca po naśw ietleniu 
ameb faza bezruchu, tzw. okres bezruchu (do 4 min.), w zrasta wraz ze 
wzrostem  natężenia św iatła i czasem ekspozycji [14]. Przy długich cza­
sach ekspozycji ameba podejm uje lokomocję w nrw ych w arunkach świe­
tlnych. M amy tu do czynienia z procesem adapt icji, wyrażającym  się 
podjęciem  na nowo aktywności przepływów* | cytoplazm y i lokomocji 
o innych param etrach (ryc. 3). W w arunkach ciągłego oświetlenia pręd-
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136 K. Ł A ZO W S K I

Ryc. 2. K in e ty k a  re a k c ji fo tofobow ej [12]. a  — zależność czasu  u ta jo n eg o  re a k c ji 
od n a tężen ia  św ia tła  (•). b — zależność czasu  re a k c ji od n a tężen ia  św ia tła  (X). c — 
h ip erb o la  dopasow u jąca  zależność czasu  re a k c ji od n a tęż en ia  św ia tła  (----- ). Oś od­

c ię tych  — w zględnie n a tężen ie  św ia tła  I, oś rzęd n y ch  — czas w  sekundach .

Ryc. 3. Z ależność p rędkośc i lokom ocji od n a tężen ia  św ia tła  [44]. K rzyw a g ó rna  — 
śred n ia  m ak sy m aln a  p rędkość, k rzy w a  do lna — p rędkość  śred n ia . Oś odciętych  — 

n a tężen ie  św ia tła  (m kd), oś rzęd n y ch  — prędkość  lokom ocji (um /m in).
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RE A K C JE  W IELKICH A M EB  N A  ŚW IA TŁ O 137

kość lokomocji odnawianej po fazie bezruchu stopniowo wzrasta i osiąga 
wartość stałą dopiero po upływie pewnego czasu, tzw. czasu resty tucji 
(ryc. 4), k tó ry  jest zależny od natężenia światła.

Ryc. 4. K in e ty k a  a d a p ta c ji do zm ien ionych  w a ru n k ó w  św ie tln y ch  d la  różnych  n a ­
tężeń  pad a jąceg o  św ia tła  [44]. Oś odcię tych  — czas (min) u p ły w a jąc y  od chw ili 
pod jęc ia  ru c h u  p rzez  badanego  osobnika, oś rzęd n y ch  — prędkość  lokom ocji p ie r ­

w o tn iak a  (um /m in).

R E A K C JA  FO TO TA K TY C ZN A

Am eby znajdujące się w  horyzontalnej lub ukośnie padającej wiązce 
św iatła przemieszczają się w kierunku od jego źródła, przyjm ując często 
wydłużoną, ortotaktyczną postać (ryc. 5). Zachowanie to, po raz pierwszy 
opisane przez Davenporta [10], było szczegółowo badane przez Masta [35], 
k tó ry  pierwszy zasugerował, że orientacja ameby wymuszona kierunkowym  
bodźcem może w ynikać z zahamowania form owania się nibynóżek po 
bardziej oświetlonej stronie komórki. Reakcja fototaktyczna m iałaby za­
tem  to samo podłoże co reakcja fotofobowa [38], a zmiana kształtu  ciała 
pierw otniaka (przyjmowanie postaci ortotaktycznej) byłaby konsekwen­
cją spowodowanego absorpcją i rozpraszaniem  (zjawisko zacieniania —
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138

Ryc. 5. In d u k o w an e  św ia tłem  zm iany  o rien tac ji p ie rw o tn iak a . Ś w iatło  p ad a  z lew ej 
strony . P rzedzia ł czasu up ły w a jący  m iędzy ko le jnym i ekspozycjam i — 10 s.

shading effect) gradientu natężenia światła, wytwarzającego z kolei gra­
dient własności elastycznych cytoplazmy. Uroid powstaje po najbardziej 
oświetlonej stronie komórki, aktyw ne pseudopodia po stronie przeciwnej. 
Takie samo zjawisko obserwuje się w trakcie resty tucji ruchu ameb 
obserwowanych w  silnym świetle oświetlającego układu mikroskopu. 
Powstające pseudopodia rozw ijają się początkowo ku górze, a nie na boki, 
aż do m omentu wpłynięcia w nie prawie całej cytoplazm y ameby. Do­
piero po kilku takich próbach rozw ijają się u podstawy i rozprzestrzeniają 
horyzontalnie, tworząc lokalne kontakty ze szkłem, niezbędne dla pod­
jęcia lokomocji.

Hipoteza Masta [35, 38] w yjaśniająca orientację pierw otniaka na 
gruncie gradientu własności lepkoelastycznych komórki znalazła potwier­
dzenie w wynikach uzyskanych przez M uller [45]. A utorka ta wskazała 
również na istnienie i ilościowo wyznaczyła progowe natężenie św iatła 
białego (2000 - 6500 lux) indukującego reakcję fototaktyczną.

Fragm enty bezjądrowe, stym ulowane wiązką horyzontalną, przybie­
rają, podobnie jak  osobniki posiadające jądro, cylindryczny kształt ciała, 
m inimalizując powierzchnię wystawioną na działanie św iatła [7]. Po wy­
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R E AK CJE  W IEL K ICH  AM EB N A  ŚW IATŁ O 139

łączeniu bodźca kierunkowego fragm enty przybierają kształt sferyczny. 
Autorzy pracy [18] stwierdzili, że fragm enty  bezjądrowe, które nie u tra ­
ciły kontaktu z podłożem, stym ulowane granicą światło—cień przesuwają 
się w stronę cienia. Podobnie reagują osobniki z większą liczbą jąder.

Schaeffer [51] i Mast [40] wzmiankowali, że niektóre osobniki A. pro- 
teus w  przeciwieństwie do innej wolno żyjącej ameby Chaos carolinen- 
sis, reagującej w identyczny sposób jak A. proteus, w ykazują w bardzo 
słabym  natężeniu światła dodatnią fototaksję. Autorzy ci nie przedstawili 
jednak bezpośrednich danych potwierdzających opisane obserwacje.

CY K L DOBOW Y

Obserwowany przez Masta [41] zanik przepływu cytoplazm y w nis­
kich natężeniach światła został potwierdzony przez Jam esa [26], k tóry 
wskazał na zmiany poziomu aktywności ruchowej ameb w cyklu do­
bowym.

Zaokrąglone, dobrze przytwierdzone do podłoża, nie wykazujące 
w czasie godzin nocnych żadnego ruchu komórki z młodych logarytmicz­
nych hodowli, przy wzroście natężenia światła powyżej 2000 lux (temp. 
24°C), odnawiają swoją aktywność przepływową i zm ieniają kształt ciała. 
Przejście do form z w yraźnym  przepływem  cytoplazm y trw a około 
10 min. Zm iany odwrotne (przy zmniejszaniu natężenia światła) zachodzą 
przy tym  samym  natężeniu progowym i trw ają  20 - 30 min. Komórki ze 
starych ku ltu r nie w ykazują w nocy fazy bezruchu, aczkolwiek zm niej­
szenie aktywności jest wyraźnie widoczne. Taki sam efekt jest obserwo­
w any przy zastosowaniu światła sztucznego (próg natężenia światła bia­
łego 2000 - 2600 lux). P rzy dalszym wzroście natężenia światła zwiększa 
się prędkość przepływu cytoplazm y i lokomocji pierw otniaka oraz na­
stępuje orientacja ruchu.

W IDM A R E A K C JI ŚW IETLN Y CH

Praca H arringtona i Leaminga [21] była pierwszą próbą określenia 
przedziału widmowego światła indukującego reakcję fotofobową ameb. 
A utorzy stwierdzili, że światło o barw ie fioletowej najefektyw niej zmniej­
sza prędkość, bądź zatrzym uje przepływ cytoplazmy. Doświadczenia 
Masta [35, 36] potwierdziły te obserwacje wskazujące, że światło nie­
bieskie (430 - 490 nm) w yraźnie wpływa na szybkość przepływ u cyto­
plazmy, podczas gdy inne barw y m ają wpływ nieznaczny.
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Inman z w spółautoram i [25] rozszerzyli badania nad w idm em  reak ­
cji ameb na zakres środkowego nadfioletu (275 nm). U pierw otniaka 
wkraczającego w naświetlony region natychm iast zatrzym uje się prze­
pływ cytoplazmy, a następnie po 1 - 2 sek. następuje odwrócenie k ierun ­
ku jej przepływu i wycofanie się pseudopodiów. Hitchcock [24], potw ier­
dzając w yraźny wpływ światła niebieskiego na reakcje ruchow e ameb, 
wysunął przypuszczenie o istnieniu dwóch spektralnie różnych układów 
absorbujących światło: jednego dla reakcji fotofobowej, drugiego dla 
reakcji fototaktycznej. U am eby jeden lub drugi układ jest w łączany 
w  zależności od natężenia padającego światła. Uzyskane obecnie wyniki 
(Łazowski — wyniki nie publikowane) zaprzeczają wnioskom Hitchcocka 
[24]. U A. proteus istnieje zgodność przedziałów spektralnych światła 
aktyw ującego reakcję fototaktyczną i fotofobową (Łazowski — dane nie 
publikowane). Stwierdzone przeze mnie widmo światła aktyw ującego 
(ryc. 6) potwierdza obserwacje wcześniejsze, wskazując na możliwość 
udziału pochodnych flawinowych w procesie recepcji [52].

Ryc. 6 . Zależność w zg lędnej czułości k w an to w ej — rjn re a k c ji fo to fobow ej od d łu ­
gości fa li św ie tln e j — ż(nm). rjn =  r\.j36 • rj(.), r](.) — czułość k w an to w a  d la  badanej 

długości fa li, 77436 — czułość k w an to w a  dla  ż =  436 nm  (w yn ik i w łasne).

Saks i współautorzy [50] wykazali, że u niektórych osobników 
A. proteus można wywołać zolifikację cytoplazm y światłem  czerwonym 
(694,3 nm) o natężeniu 106 -i- 19 X 106 W /m 2. Jest to natężenie ponad 
106 razy większe od natężeń światła 450 nm  wywołującego 100°/o reakcji 
fotofobowej. Zachowanie się niektórych ameb w świetle czerwonym  jest 
prawdopodobnie spowodowane efektem  fotodynamicznym, k tó ry  też za­
chodzi podczas naśw ietlania daleką czerwienią i bliską podczerwienią.

i
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W podczerwieni i dalekiej czerwieni zanika u ameb możliwość form owa­
nia pseudopodiów związana z zolifikacją cytoplazmy. Ameby m ają sze­
rokie wachlarzowate pseudopodia, wypełnione dużymi obszarami cieczy 
hialinowej. Działanie św iatła czerwonego i podczerwieni wzm agają do­
dane do hodowli ameb barw niki niebieskie i zielone (np. chlorek błękitu 
metylowego) [3, 50], co przem awia za tezą o możliwości zachodzenia efek­
tu  fotodynamicznego przy bardzo wysokich natężeniach światła czerwo­
nego — 106 W /m2.

w p ł y w  Ś r o d o w i s k a  n a  f o t o r e a k c j ę  a m e b

Czas reakcji ameb na światło wydłuża się ze w zrostem  kwasowości 
środowiska, a także w wyniku zmniejszania się stężenia KC1 i MgCl2 [42]. 
Zm iany stężenia NaCl nie w yw ierają żadnego wpływu. Badania te po­
tw ierdziły wcześniejszą sugestię Masta [37], że wzrost czasu reakcji foto- 
fobowej zachodzi pod wpływem  czynników zwiększających lepkość cyto­
plazmy, a skrócenie czasu reakcji wyw ołują czynniki zmniejszające lep­
kość. Hipotezę tę potwierdziły badania H eilbrunna i D augherty [22], 
którzy stwierdzili, że NaCl, KC1, MgCl2 zm niejszają lepkość plazmażelu, 
podczas gdy CaCl2 ją zwiększa; wskazali ponadto, że obecność Ca2+ 
w środowisku jest niezbędna dla wywołania światłem  zmian lepkości [3].

Dodanie do środowiska różu bengalskiego, eozyny [3] czy chlorku 
błękitu metylowego [50], nie powoduje zmian w cytoplazmie, w połącze­
niu jednak z bodźcem św ietlnym  zmniejsza jej lepkość i prowadzi do cy- 
tolizy ameb (efekt fotodynamiczny).

W SPÓ LN E PO D ŁO ŻE R E A K C JI FO TO FO B O W Y C H  I FO TO TA K TY C ZN Y C H

Z dotychczasowych badań wynika, że reakcje ruchowe A. proteus 
i innych wielkich drapieżnych ameb są różne w zależności od wielkości 
i szybkości zmian natężenia światła. P rzy ciągłym, ale powolnym zwięk­
szaniu natężenia światła w ystępuje stopniowe zwiększanie prędkości lo­
komocji. Przy gwałtownym  zwiększeniu następuje przejściowe zwolnie­
nie lub naw et zatrzym anie przepływu cytoplazm y — immobilizacja całej 
komórki. Po okresie szoku lokomocja powraca i ameba osiąga szybkość 
zależną od utrzym ującego się natężenia św iatła [44]. Światło ma również 
dodatni wpływ na poziom aktywności ruchowej ameb. Obserwowany 
w niskich natężeniach zanik przypływ u cytoplazm y [26, 41] był odna­
w iany po zwiększeniu natężenia św iatła powyżej wartości progowej, 
niezależnie od tego, czy zmiana natężenia następowała stopniowo, czy
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gwałtownie. Progowe natężenie światła wzbudzające przepływ cytoplaz- 
m y w A. proteus [26] jest równe natężeniu progowemu efektu fototak- 
tycznego [45]. W yniki te, razem ze stwierdzoną zgodnością widm  induku­
jących reakcje fotofobową i fototaktyczną, potwierdziły hipotezę Masta
0 wspólnym  mechanizmie obu reakcji.

Efekt fototaktyczny obserwowany w wiązce horyzontalnej, ukośnej, 
a także przy zmianie natężenia światła w płaszczyźnie preparatu , w y­
tworzonej za pomocą neutralnego filtru  gradientowego, jest bezpośrednio 
związany z powstającymi w pierw otniaku przestrzennym i zmianami lep­
kości i s tru k tu ry  cytoplazmy, podobnie jak t-e ma miejsce przy lokalnej 
stym ulacji aktyw nych pseudopodiów czy innych części komórki. Zacho­
dzące w cytoplazmie zmiany są ograniczone tylko do miejsc naśw ietleń
1 nie są przenoszone na inne obszary komórki. W ytworzony w ten spo­
sób, zależny od zmiany natężenia światła, gradient własności elastycznych 
cytoplazm y [44] powoduje ruch pierw otniaka w kierunku mniejszego na­
tężenia światła. Reakcja fotofobow^a spowodowana analogicznymi zmia­
nam i lepkości i własności elastycznych cytoplazmy, jak  to ma miejsce 
w przypadku reakcji fototaktycznych, jest pierwszym etapem  adaptacji 
do gwałtownie zmienionych w arunków  świetlnych. P rzy  stopniowym 
i powolnym zwiększaniu natężenia nie obserwuje się reakcji fotofobowej, 
gdyż komórka przechodzi przez szereg kolejnych stanów ąuasi-rów no- 
wagi dynamicznej cytoplazmy, regulowanych zmianami poziomu kom ór­
kowych nośników inform acji, najprawdopodobniej stężeniami jonów 
wapnia i wodoru.

PR ZY PU SZC ZA LN E M ECHA NIZM Y  M O LEK U LA RN E F O T O R E A K C JI AM EB

Folger [12, 13] pierwszy zwrócił uwagę na zbieżność w przebiegu 
reakcji A. proteus wyw ołanych bodźcem św ietlnym  i drażnieniem  m e­
chanicznym. Co więcej, zaobserwował on, że następujące po sobie bodźce 
św ietlny i m echaniczny lub na odwrót o sile zbyt małej, by wywołać 
oddzielnie dostrzegalną reakcję, mogą się sumować, indukując zatrzy­
manie przepływu cytoplazm y i lokomocji ameb. Mast [39] i Alsup [2] 
stw ierdzili taką samą odpowiedź pierw otniaka przy drażnieniu prądem  
przem iennym  jak pod wpływem  światła. Ponadto Alsup [2] wykazał, że 
podprogowe bodźce św ietlny i elektryczny mogą się sumować, podobnie 
jak  św ietlny i mechaniczny. Lokalna stym ulacja podawanymi w sąsiedz­
twie am eby anestetykam i [29, 30] i c-AMP [60] indukuje takie samo za­
chowanie się pierwotniaków i ich jądrow ych i bezjądrowych fragm en­
tów, jak stym ulacja horyzontalną wiązką światła czy granicą światło— 
cień. Identyczne jak w horyzontalnej wiązce światła orientowanie się
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pierw otniaka w stałym  polu elektrycznym  ku katodzie, wyjaśnione po­
w staniem  gradientu pH i kationów w  objętości i na powierzchni ko­
mórki [39] potwierdza istnienie, w przypadku reakcji fototaktycznej, in­
dukowanego światłem gradientu koncentracji jonów w komórce. Hipoteza 
ta znalazła w eryfikację w doświadczeniach nad zachowaniem się pier­
w otniaka w przem iennym  polu elektrycznym  [2, 39], jak i w  doświad­
czeniach Nuccitellego [46], k tóry  stw ierdził w ypływ kationów (w tym  
zwłaszcza jonów wapnia i wodoru) z aktyw nych pseudopodiów i ich 
w pływ  w okolicach uroidu. Istnienie gradientu koncentracji jonów w ap­
nia zostało wykazane przez Stockema i K leina [55], którzy znaleźli, że 
w norm alnie poruszającej się amebie (A . proteus) m iejsca wiążące wapń 
są zlokalizowane głównie w uroidzie, natom iast w części frontalnej ich 
liczba jest wyraźnie zredukowana. Analogiczne wyniki otrzym ali Taylor 
et al. [58], którzy zaobserwowali stałą luminescencję ekw oryny w okoli­
cach uroidu poruszającej się am eby i przejściową w aktyw nych pseudo- 
podiach.

Zatrzym anie przepływu i lokomocji oraz gwałtowny skurcz wywo­
łany silnym bodźcem św ietlnym  może być konsekwencją wzrostu stęże­
nia jonów wapniowych [59, 60] regulujących układ białek korteksu, jak 
i mechanizm aktomiozynowy odpowiedzialny za skurcz [8, 9]. Hipoteza ta 
znajduje potwierdzenie w doświadczeniach z w strzykiw aniem  0,7 ąM 
roztw oru jonów wapnia do anterioru  lub uroidu komórki '[54], k tóry 
powoduje taki sam jak przy działaniu silnym  bodźcem świetlnym , ogra­
niczony do miejsca iniekcji, skurcz cytoplazmy.

Przedstawione dane świadczą, że o ile miejsca odbioru bodźców ze­
w nętrznych i początkowe drogi transdukcji mogą być różne, to sam 
m echanizm  reakcji jest wspólny i może być wyzw alany tym  samym 
czynnikiem, np. wolnym i jonam i wapnia i wodoru [1, 55 - 57, 59]. Ozna­
czałoby to, że bodziec św ietlny indukuje za pomocą nie znalezionego do 
tej pory m echanizmu zmiany w ew nątrzkom órkowych stężeń przenośni­
ków inform acji (second messenger), które z kolei regulują lokalne przej­
ścia fazowe w cytoplazmie. Za przyjęciem  takiej hipotezy przem aw iają 
w yniki doświadczeń Ileilbrunna i D augherty [23] oraz Alsupa [3], którzy 
stw ierdzili, że światło nadfioletowe i widzialne zwiększa lepkość cyto­
plazm y o około 30°/o, podczas gdy w obecności 1/32 M szczawianu amonu 
(tworzącego kompleksy z Ca2+) zmiany takie nie są obserwowane, a co 
więcej następuje spadek lepkości cytoplazmy.

Indukujące pinocytozę działanie środkowego zakresu widma nad­
fioletowego [28, 49], które jest także silnym  induktorem  reakcji fotofo- 
bowej [25], potwierdza włączenie w cykl transdukcji jonów wapnia, które 
są ważnym  elem entem  pośredniczącym w reakcji pinocytozy [27, 48]. 
W skazuje poza tym, że światło może zmieniać własności elektryczne bło-
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ny  cytoplazm atycznej, zmieniając tym  samym  jej przepuszczalność dla 
jonów [23]. Może też aktywować układy enzymatyczne błony kom órko­
wej lub systemów błon w ew nętrznych, które z kolei zmieniają koncen­
trację czynników pośredniczących [32, 34] w  przekazywaniu inform acji 
do s tru k tu r efektorowych [56].

Na recepcję fotonów na poziomie błonowych układów w ew nątrzko­
mórkowych, np. mitochondriów, jak ma to miejsce w D ictyostelium  dis- 
coideum  [47] czy w Physarum  polycephalum  [31], wskazuje pośrednio 
brak fotoreakcji [20] w dużej wolno żyjącej amebie Pelom yxa palustris 
nie m ającej m itochondriów i innych wew nątrzkom órkowych układów 
błonowych [4, 61], podczas gdy inne, mające tego typu organelle gatunki, 
Chaos carolinensis i Amoeba dubia [40], w ykazują wyraźne reakcje 
świetlne opisywanego typu. Na w ew nątrzkom órkowy poziom recepcji 
wskazuje występowanie reakcji fotofobowej u osobników przebyw ają­
cych w wodzie destylowanej [42] czy w roztworze TRIS-HC1 o pH =  7,3 
(Łazowski — wyniki nie publikowane). Nie wyklucza to jednak możli­
wości absorpcji fotonów w substrukturach  błony komórkowej powodują­
cej zmiany przepuszczalności błony dla jonów znajdujących się w ota­
czającej komórkę w arstw ie glikokaliksu.
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ZASTOSOWANIE ANALIZY FOURIEROW SKIEJ DO BADANIA 
KSZTAŁTÓW OBRAZÓW KOM ÓREK I INNYCH OBIEKTÓW 

BIOLOGICZNYCH

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

Paweł STROJNY1, Kazimierz OSTROW SKI1, Anna DZIEDZIC-GOCŁAWSKA2

2Zakład Histologii i Embriologii, Instytut Biostruktury, Akademia Medyczna w Warszawie 
JZakład Transplantologii, Instytut Biostruktury, Akademia Medyczna w Warszawie

Streszczenie. W artykule omówiono dwie metody analizy kształtu obiektów biologicznych i przy­
kłady ich zastosowania w badaniach komórek o różnym stopniu transformacji nowotworowej.

Podstawą obu metod jest transformacja Fouriera funkcji opisującej kształt obiektu. W meto­
dzie I funkcją tą jest długość promienia wodzącego w zależności od jego kąta nachylenia, w me­
todzie II — kąt nachylenia stycznej do konturu w zależności od długości łuku. W wyniku transfor­
macji Fouriera takiej funkcji otrzymuje się szereg parametrów, które stanowią jednoznaczną i moż­
liwą do interpretacji geometrycznej charakterystykę analizowanego kształtu.

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 zarówno podstawowych, jak  i rutynowych za­
chodzi często potrzeba opisu kształtu różnych obiektów reprezentowanych przez 
ich dwuwymiarowe rzuty. Kształt obiektów biologicznych (komórek, narządów, 
całych organizmów) wynika z pełnionych przez nie funkcji oraz z wpływu środowiska. 
Analiza kształtu takich obiektów dostarcza więc cennych informacji o przebiegu 
pewnych procesów biochemicznych lub fizycznych oraz pozwala na odróżnianie 
pewnych klas obiektów od innych.

Stosowany dość powszechnie w naukach biomedycznych jakościowy opis kształtu 
jest subiektywny i nieprecyzyjny, co utrudnia bądź uniemożliwia stosowanie metod 
automatycznych komputerowych. Opis ilościowy pozwala na zastosowanie kompu­
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terów do zbierania, przechowywania i przetwarzania danych. Ma to znaczenie 
w badaniach podstawowych, ale przede wszystkim w badaniach rutynowych, w któ­
rych zachodzi potrzeba badań dużych populacji (np. wczesna diagnostyka nowo­
tworowa). Ilościowa analiza kształtu może być cennym narzędziem zarówno w ba­
daniach, w których różnice są łatwo widoczne, jak i tych, w których różnice są bardzo 
subtelne. Istnieje wiele metod morfometrycznych pozwalających na ilościową cha­
rakterystykę geometrycznych cech badanych obiektów. Parametry uzyskane tymi 
metodami są często łatwe do obliczenia nawet bez użycia komputera, jednakże 
pewnego typu zmiany kształtu analizowanych obiektów mogą nie zmienić wartości 
tych parametrów a tym samym nie zostaną wykryte.

Fourierowska analiza kształtu [1, 5] wymaga dość złożonych obliczeń, co po­
ciąga za sobą konieczność zastosowania komputera. Jednakże obecnie, gdy kom­
putery, a zwłaszcza mikrokomputery stają się coraz tańsze, nie stanowi to dużego 
ograniczenia. W zamian za to analiza fourierowska pozwala na opis kształtu dwu­
wymiarowego obiektu (figury) przy użyciu serii parametrów z dowolną dokładnością, 
tym większą, im większa jest długość serii, a ponadto parametry te nie zależą ani 
od orientacji figury, ani od jej rozmiarów. Przydatną, choć nie najważniejszą ich 
cechą jest prosta interpretacja geometryczna.

1. TRANSFORMACJA FOURIERA JAKO MATEMATYCZNA PODSTAWA 
FOURIEROW SKIEJ ANALIZY KSZTAŁTU

Według jednego z twierdzeń Fouriera [4] każdą ciągłą funkcję okresową F(x)
o okresie T  można przedstawić w postaci szeregu złożonego z funkcji harmonicznych
o odpowiednich amplitudach i malejących okresach według ciągu: T, T/2, Tl3 , . . .  
W ogólnej postaci funkcję F(x) można przedstawić następująco:

0° oo
2Tznx v n  2nnx

F(x) =  A 0-\- /4„cos — +  ^«sin — , (1.1)
n = 1 fl=l

lub korzystając z własności funkcji harmonicznych w nieco inny sposób:

\ n  / 2-jznx \
F(x) =  A 0+  2 j  C»cos  <Pn) • O-2)

71=  1

Związek pomiędzy postacią (1.1) a (1.2) jest następujący:

C . =  V A l + B l , (1.3)

(f , =  arctg -A - ,  (1.4)
A r
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gdzie n =  1 , 2 , 3 , . . .  nazywamy rzędem (numerem) harmonicznej, Cn — amplitudą 
harmoniczną, a 9vn — harmonicznym kątem fazowym. Wartości amplitud A„ i Bn 
można obliczyć, korzystając ze wzorów na transformację Fouriera funkcji F(x). 
Ogólna postać transformacji Fouriera jest następująca:

00
/ ( « ) =  J F(1.5)

—  OO

gdzie u =  l /T  nazywamy częstością funkcji F(x), i =  V — 1, a f (u ) jest transformatą
Fouriera funkcji F(x) o wartościach w przestrzeni liczb zespolonych. Amplitudy
A„ i Bn są wartościami części rzeczywistej i urojonej funkcji f{u)  dla u =  h/F. Od­
powiednie wzory mają więc następującą postać:

1 T
A q — —  I F(x)dx,  (1.6)

o
T

An =  Y  J m c o s — t e ,  (1.7)
o

r

" =  Y  J  jF^ sin dx '
o

Biorąc skończoną liczbę (A) wyrazów szeregu Fouriera (1.1), możemy zrekon­
struować funkcję F(x) z dowolną dokładnością, tym większą, im większa jest war­
tość N.

W następnych rozdziałach omówimy dwie metody analizy kształtu w dwóch 
wymiarach, których podstawą jest transformacja Fouriera. W obu metodach trans­
formacji Fouriera poddawać będziemy funkcje charakteryzujące jednoznacznie 
kształt analizowanego obiektu. Różnice między metodami polegają głównie na 
sposobie wyboru tych funkcji.

2. FOURIEROW SKA ANALIZA KSZTAŁTU. METODA I

t
Kształt dwuwymiarowego obiektu (figury) możemy opisać przy użyciu funkcji 

R(0) wyrażającej długość promienia wodzącego wystawionego z geometrycznego 
środka ciężkości figury w zależności od kąta 6 mierzonego względem dowolnie 
wybranego kierunku odniesienia (ryc. 2 .1), [1].

Tak zdefiniowana funkcja jest funkcją różnowartościową tylko wtedy, gdy każda 
prosta przechodząca przez środek ciężkości figury przecina jej brzeg dokładnie dwa 
razy (ryc. 2.2). W przeciwnym wypadku R(0) nie można poddać transformacji 
Fouriera i metoda I nie daje się zastosować.
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Ryc. 2.1. Sposób tworzenia funkcji R(6) opisującej kształt figury. Sc — środek ciężkości figury

To niewątpliwe ograniczenie stosowalności metody I często nie ma znaczenia, 
gdyż w wielu biomedycznych zastosowaniach obiekty tego typu co na ryc. 2 .2  nie 
występują. Często też niejednoznaczności funkcji R(0) są na tyle drobne, że po­
minięcie ich („wyprostowanie” figury) prawie nie wpływa na dokładność analizy. 
Gdy funkcja R(6) spełnia założenia twierdzenia Fouriera, wówczas korzystając 
z postaci (1.2) oraz z faktu, że okres funkcji T  =  27t, szereg Fouriera można przed­
stawić w postaci:

oo

R { 6 )  =  J?0+  £  (2.1)
n= 1

Pierwszy wyraz tego szeregu (R0) jest promieniem koła, którego pole jest równe 
polu analizowanej figury. Z charakteru funkcji R(6) wynika, że «-ta harmoniczna 
reprezentuje regularną figurę o « wybrzuszeniach (ryc. 2.3). Rn wyraża względny 
udział «-tej harmonicznej w tworzeniu całej figury, a cpn — jej ułożenie kierunkowe 
względem kierunku odniesienia.

Pierwszym etapem metody I jest zarejestrowanie współrzędnych kartezjańskich 
punktów brzegowych figury. Punktów powinno być jak  najwięcej, gdyż od tego 
zależy dokładność opisu. Ich minimalna liczba powinna być co najmniej dwa razy 
większa od liczby harmonicznych, przy użyciu których chcemy opisać kształt figury.

Ryc. 2.2. Przykład figury, dla której R{Q) nie jest funkcją różnowartościową
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Ryc. 2.3. Geometryczna ilustracja kilku kolejnych harmonicznych nałożonych na okrąg o pro­
mieniu Rn

Warunek ten wynika z twierdzenia Nyquista o częstości próbkowania funkcji. Układ 
współrzędnych oraz punkt początkowy wybieramy dowolnie. Punkty rejestru­
jemy kolejno, w kierunku przeciwnym do ruchu wskazówek zegara. Współrzędne 
można rejestrować ręcznie, stosując odpowiednią siatkę, półautomatycznie ko­
rzystając z różnego typu digitizerów oraz automatycznie — urządzeniami złożo­
nymi z kamery telewizyjnej i odpowiedniego systemu do analizy obrazów.

W najkrótszym zarysie metoda I sprowadza się następnie do obliczenia współ­
rzędnych geometrycznego środka ciężkości figury, zamiany współrzędnych karte- 
zjańskich punktów brzegowych (a :,t) na biegunowe (R, 6) i obliczenia współczyn­
ników Fouriera według wzorów (1.6-1.8) oraz (1.3) i (1.4) dla harmonicznych 
n =  1,2,  . . . ,  M. M  ustalamy w zależności od pożądanej dokładności analizy, 
pamiętając o twierdzeniu Nyquista (M <  N/2, gdzie N  — liczba zarejestrowanych 
punktów brzegowych).

Analizowaną figurę możemy przybliżyć przez wielokąt o N  wierzchołkach po­
numerowanych kolejno w kierunku przeciwnym do ruchu wskazówek zegara i ma­
jących współrzędne (xit y,), i =  1, 2 , N  (ryc. 2.4).

Równanie prostej zawierającej i-ty bok wielokąta (łączący i-ty wierzchołek 
z /+ l-szym ) ma następującą postać:

yl(x) =  i u l z i l  x+ . (2.2)
* 1 + 1 - * /  * i + l - * i

Można wykazać, że współrzędne środka ciężkości (x0, jo) dają się obliczyć z na­
stępujących wzorów:

N  N

- I m xI s  Myi

*0 =  - A  > yo =  L~7i . (2.3)
S A  S A/=1 /=1
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Ryc. 2.4. Wielokąt będący przybliżeniem analizowanej figury w kartezjańskim układzie współ­
rzędnych. Wierzchołki są ponumerowane w kierunku przeciwnym do ruchu wskazówek zegara

gdzie M xi oraz Myt są momentami pierwszego rzędu dla /-tego trapezu odpowiednio
względem osi y  oraz /'-ty trapez jest zawarty pomiędzy /'-tym bokiem a jego rzutem
na oś x, Aj jest polem /'-tego trapezu.

M xi, Myi oraz A t można obliczyć, korzystając z odpowiednich wzorów całkowych:

f  (2.4)
yt o

xl+ 1 >/(*) , 2  9\A/,, = - f  j  ydydx = + _ (2.5)
x t 0

f dydx =  b w , + * t e ±i>. (26)
o

Mając współrzędne środka ciężkości figury, możemy zamienić współrzędne karte- 
zjańskie punktów brzegowych (wierzchołków) figury na współrzędne biegunowe:

Ri =  ^(y-yoY+ixi-xo)2 , (2.7)

Of =  arctg — — (2 .8 ) ✓ x—x0
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Współczynniki fourierowskie dla funkcji R(6) możemy obliczyć, podstawiając 
we wzorach (1.6), (1.7), (1.8) T  =  2rc, F =  R, x  =  0 oraz przechodząc od funkcji 
ciągłej R(0) do dyskretnej R,(0;):

1 rn 1 v 9iV*„ = --] = f m*>. m
0 /=1 0;

i 2f  l N 6iy
A „ =  ~ j  F(0)cosnOdO = — | Ri(6)cosndd6, (2.10)

o n  i = l  0;

J 2"  J *  0f + 1

=  —  f  R (0)sinn0d0= —  V  I /?(0)sin/70<r/0. (2.11)
TC J  TC J

o / =  I 0f

Zakładając, że dla małych różnic 0/+1 — 0f promień R jest liniową funkcją kąta 0 
w przedziale 6i’ di+1» możemy analogicznie do równania prostej danej wzorem 
(2 .2 ) napisać, że:

=  t ±1= r e +  (2.i2)0 (+1 0 f “h-i- ®/

Po podstawieniu Rf(0) do wzorów (2.9), (2.10), (2 .11) i scałkowaniu otrzymu­
jemy ostateczne wzory na współczynniki fourierowskie:

N

R °=-̂y(*hi+*/>(«<+i - « i ) .  (2.i3)
i=i

N
1 v -1 (R,+1- /? ,)  (cost70/+1-c o s« 0 ;.) R i+ls\nnOi+l-RiSinndi

+ »------------------- ’ (214)

N
» -  i  V i? :+ ,- .R ,) ( s in n 9 ,+I-s iiin 9 J) /?,+]cos«0,.+1- ,R (cosn0,. M ici
" 11 ^  (®i+i—S,)«2   n ; (215)

Współczynniki i 2?H niosą informację o kształcie figury łącznie z informacją 
o jej ułożeniu kierunkowym. Rozdzielenie tych informacji jest możliwe po zamianie 
współczynników A n i Bn na Rn i 0n i zastosowaniu szeregu Fouriera w postaci danej 
wzorem (2.1). Dla każdej harmonicznej obliczamy więc tak jak we wzorach (1.3), 
(1.4):

R ,  =  V Ą + Ę ,  (2.16)

95, =  arc t g (2. 17)
An
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Ponadto w celu uniezależnienia się w analizie kształtu od wielkości figury wszyst­
kie obliczone amplitudy harmoniczne Rn możemy znormalizować względem wyrazu 
R 0, tzn. obliczyć:

R* =  — . (2.18)
" R o

Można wykazać, że dla funkcji R(0) amplitudy Rn są dla każdego n mniejsze 
od R 0, tak więc R* należą do przedziału [0, 1]. Seria współczynników fourierowskich 
Rn i dn jednoznacznie określa kształt analizowanej figury. Przy ich użyciu możemy 
dowolnie dokładnie zrekonstruować figurę, tym dokładniej, im dłuższa jest seria. 
Z uwagi na ortogonalność funkcji harmonicznych współczynniki fourierowskie 
nie są skorelowane — określonej wielkości (w stosunku do całej figury) pofałdo­
waniom brzegu figury odpowiadają ściśle określone harmoniczne. Tak więc opi­
sując pewne obiekty w celu ich późniejszego porównywania czy klasyfikacji, można 
się ograniczyć tylko do tych harmonicznych, w których różnice są najwyraźniejsze. 
Ryc. 2.5a ilustruje rekonstrukcję wyjściowej figury oznaczonej symbolem „oo” 
z użyciem coraz to większej liczby harmonicznych. Ryc. 2.5b przedstawia widmo 
pierwszych piętnastu znormalizowanych amplitud R*. Łatwo widoczne na pierwszy 
rzut oka największe zmiany kształtu po dołączeniu harmonicznych 2, 4, 10 znajdują 
.swoje odbicie w lokalnych maksimach widma dla odpowiednich n.

Ryc. 2.5a. Rekonstrukcja przykładowej figury (oznaczonej „oo”)
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Ryc. 2.5b. Widmo amplitud 
harmonicznych R*n dla figury 

z ryc. 2.5a

Do rekonstrukcji kształtu potrzebne są zarówno amplitudy, jak i kąty fazowe. 
Jednakże w analizie obiektów biomedycznych, które zazwyczaj cechuje duża różno­
rodność kształtu, informacja zawarta w kątach fazowych, nawet po ich normalizacji 
względem wspólnego kierunku, stanowi najczęściej „szum” informacyjny. Stosując 
metody analizy dyskryminacyjnej, w której jako zmienne wzięto amplitudy harmo­
niczne R* oraz odpowiednie przyrosty kątów fazowych A(pn =  ę>„+1—ę>„, wykazano, 
że amplitudy mają dużo większą moc dyskryminacyjną niż kąty fazowe, przynajmniej 
dla pierwszych dziesięciu harmonicznych. Istnieje sposób zwiększenia mocy dyskry­
minacyjnej kątów fazowych przez powiązanie ich z odpowiadającymi im amplitu­
dami. Przedstawimy go w rozdziale trzecim. Przykładem zastosowania metody I* 
w badaniach biomedycznych jest analiza kształtu komórek o różnym stopniu trans­
formacji nowotworowej [3]. Analizie poddano cztery grupy komórek: F — ludzkie 
fibroblasty (komórki niezróżnicowane); HCV 29 — komórki nabłonka przejścio­
wego śluzówki pęcherza moczowego człowieka (II stopień transformacji nowo­
tworowej); HCV 29T — spontanicznie stransformowane in vitro komórki tego 
nabłonka (III stopień transformacji nowotworowej); Hu 1703 He — komórki 
raka wywodzące się z komórek nabłonka pęcherza moczowego człowieka (III 
stopień transformacji nowotworowej).

Celem tej pracy było porównanie kształtu komórek należących do wymienionych 
wyżej linii komórkowych. Stopnie transformacji zostały ustalone wg kryteriów 
biologicznych, takich jak wytwarzanie guzów złośliwych czy naciekanie normalnych 
tkanek w doświadczeniach prowadzonych w hodowli tkanek. Fibroblasty ludzkie 
zostały użyte jako komórki kontrolne. W tym tekście nie będziemy rozważać za­
leżności między zmianą kształtu komórek a procesem transformacji nowotworowej. 
Zmiany te są najprawdopodobniej spowodowane zmianami w błonie komórkowej, 
co z kolei powoduje zmianę w stopniu przylegania komórek do podłoża, a w efekcie 
zmianę ich kształtu. Sprawy te dyskutowane są w piśmiennictwie specjalistycznym [3].
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Kontury 100 komórek z każdej grupy obrysowano spod mikroskopu świetlnego 
przy użyciu camera lucida, następnie współrzędne punktów brzegowych komórek 
wprowadzono do pamięci minikomputera PDP-11/34A przy użyciu pióra ultra­
dźwiękowego (o rozdzielczości 1 mm). Korzystając z programu napisanego w ję­
zyku FORTRAN, obliczono po dziesięć amplitud harmonicznych dla każdej ko­
mórki. Dla każdej grupy i dla każdej harmonicznej utworzono histogramy, które 
porównano parami Jestem chi-kwadrat na poziomie istotności 5% [2]. Ryc. 2.6 
przedstawia różnice pomiędzy badanymi grupami z zaznaczonymi numerami har­
monicznych, w których stwierdzono różnice. Ryc. 2.7 przedstawia widma średnich 
amplitud R* dla każdej grupy

Ryc. 2.6. Ilustracja różnic między grupami komórek. Podane liczby są numerami harmonicznych,, 
dla których stwierdzono różnice testem chi-kwadrat na poziomie istotności 5%

Ryc. 2.7. Widma średnich, znormalizowanych amplitud harmonicznych R*n dla czterech grup
komórek
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Uzyskane wyniki są ilustracją precyzji metody i prostej interpretacji geometrycz­
nej parametrów charakteryzujących kształt analizowanych obiektów.

Kształt dwuwymiarowego obiektu (figury) możemy opisać przy użyciu funkcji 
6(1) wyrażającej kąt pomiędzy styczną do krzywej ograniczającej figurę a styczną 
w punkcie startowym w zależności od długości łuku krzywej mierzonej od punktu 
startowego (ryc. 3.1). Przyjmijmy, że argument funkcji 6(1) wzrasta w kierunku 
zgodnym z ruchem wskazówek zegara. Jeżeli przez L  oznaczymy całkowitą długość 
krzywej, to 0(0) =  0, 6(L) — —2iz. Znak ” wynika z konwencji, zgodnie z którą 
kąty dodatnie mierzone są w kierunku przeciwnym do ruchu wskazówek zegara.

Ryc. 3.1. Sposób tworzenia funkcji 0(1) opisującej kształt figury. Ps — dowolnie wybrany punkt
startowy

Tak zdefiniowanej funkcji nie można jednak poddać transformacji Fouriera, 
gdyż wartości funkcji na początku i na końcu przedziału [6,L] nie są sobie równe. 
W tym celu, a także w celu uniezależnienia analizy kształtu od wartości L  związanej 
z rozmiarami figury, wprowadza się nową funkcję 6*(t), która* powstaje z funkcji 
6(1) w następujący sposób:

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

gdzie t =  (3.2)

3. FOURIEROW SKA ANALIZA KSZTAŁTU. METODA II
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Łatwo zauważyć, że okresem nowej funkcji jest 2n oraz że 0*(O) =  0*(2iz) =  0. 
Widać również, że dla dowolnego koła funkcja 0 * ( t )  jest tożsamościowo równa zeru, 
a więc dla innych figur jej wartości można interpretować jako odstępstwa od kształtu 
koła. Funkcja 0*(t) jest, w przeciwieństwie do funkcji E(0) z metody I, różnowartoś- 
ciowa dla dowolnie skomplikowanych kształtów. Przy jej użyciu można stosować 
analizę fourierowską do dowolnej krzywej zamkniętej, nawet takiej, która wielo­
krotnie przecina się ze sobą. Podobnie jak w metodzie I (patrz wzór (2.1)) funkcję 
6*(t) można rozwinąć w szereg Fouriera, co można zapisać w postaci:

00

«*(') =  »o*+ Z  e> s  (3.3)
n= 1

lub w postaci równoważnej:

OO OO

e * (0  =  0 J+  A „ c o s n t +  JT* B n s \ n n t ,  (3.4)
n = 1 n — 1

gdzie

A n =  0 * c o s ( p n , B n =  6 * s in < p n . (3.5)

Z faktu, że 0*(O) =  O wynika, iż:

OO

e;', =  ~ 2 a „. (3.6)
«=i

Tak więc pierwszy wyraz szeregu ma tu inną interpretację niż w metodzie pierw­
szej, jest też zależny od wyboru punktu startowego, gdyż według (3.5) wartości 
A n zależą od kątów fazowych <pn.

Pierwszym etapem w metodzie II jest zarejestrowanie współrzędnych punktów 
brzegowych figury, następnie obliczenie długości wszystkich boków wielokąta 
przybliżającego analizowaną figurę oraz kątów A0t między sąsiednimi bokami 
w sposób przedstawiony na ryc. 3.2. Jeżeli przez K  oznaczymy liczbę zarejestro­
wanych punktów będących równocześnie wierzchołkami wielokąta, wówczas:

K

L  =  £  (3.7)
1=1

Można zauważyć, że dla długości łuku krzywej / przybliżonego długością łamanej 
i należącego do przedziału:

m  m  + 1

2  *i„ Z Al' w
1=1 1=1
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Ryc. 3.2. Wielokąt przybliżający analizowaną figurę z oznaczeniami przyjętymi w tekście: Wt — 
wierzchołki wielokąta, A /,• — długości jego boków, AOj — kąty między sąsiednimi bokami

wartość funkcji 6(1) wyraża się wzorem:

9(/) = j ?  (3.9)
1 =  1

gdzie m e [1 , K]. Ponadto 6(1) — 0 dla / e [0, Alj].
Korzystając ze wzorów (1.6), (1.7), (1.8) dla funkcji 6*(t) o okresie T  =  2 tz oraz

Lt
ze wzoru (3.1) otrzymujemy po zamianie zmiennych całkowania X  =  —  wzory na

2n
współczynniki fourierowskie dla rozwinięcia (3.4):

1 2k 1 L 
f*0 =  — f  6*(t)dt =  —  J  6(x )dx+ u , (3.10)

o o

I r "  , 2 r  / 2nx \  2nnx ,
=  — J  6*(t)cosntdt =  —  J  10 (jc)-}----- —— I c°s ——— (3.11)

o o ' '

1 2r  „ 2 r  L ,  v 27ix\ . 27t«x ,
=  — J  0 *(t)sin«t*/t =  —  J  / 0 (a:)H------—  I s in ——— dx, (3.12)

' o  o ' '

gdzie /z0 odpowiada wyrazowi 6* we wzorze (3.3) i (3.4). Ponieważ funkcja 6(f) jest 
funkcją dyskretną, powyższe wzory można po scałkowaniu przedstawić w postaci:

K

=  (3.13)
»1=1
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K
1 „ 271«/

A n =  ~  —  \  A6mW — j — , (3.14)
«77 -LJ Lm = 1

1 2iznl„,
B„ =  — \ A 6 mcos — (3.15)

/7TU jL//72= 1
gdzie

m

lm =  ] ? A l , .  (3.16)
1 = 1

Współczynniki i zawierają informacje nie tylko o kształcie figury, lecz 
również o punkcie startowym. Lepiej więc skorzystać z szeregu Fouriera zapisanego 
w postaci (3.3), obliczając w tym celu 6* i y n ze wzoru (3.5):

0* =  VA2n+ B 2n , (3.17)

(pn =  arctg (3.18)
A n

Geometryczna interpretacja amplitud harmonicznych 6* i kątów fazowych 
<pn jest podobna jak w metodzie I z tym, że dotyczy to tylko figur, do których metoda I 
daje się zastosować. W przypadku figur, dla których funkcja R(6) nie jest różno- 
wartościowa, amplitudy harmoniczne 0* obliczone metodą II mogą przekraczać 
wartość 1 ,0  i wówczas ich interpretacja jako wkład odpowiedniej harmonicznej 
w tworzenie całej figury traci sens.

Zazwyczaj, zwłaszcza przy porównywaniu grup obiektów biomedycznych, 
same amplitudy harmoniczne wystarczają do opisu różnic pomiędzy grupami (zob. 
rozdział 2). Czasem jednak uwzględnienie informacji zawartych w kątach fazowych 
może zwiększyć dokładność analizy. Kąty fazowe (cpn) nie nadają się bezpośrednio 
po obliczeniu ich wartości we wzorach (3.18), (3.14), (3.15) do analizy kształtu, 
gdyż zależą od wyboru punktu startowego. Do tego celu można użyć pewnej
kombinacji kątów fazowych i amplitud harmonicznych, która tej wady nie posiada.
Miara ta ma następującą postać:

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

gdzie Wn =  min{6U, 6*+l} jest wagą relatywnie zmniejszającą istotność miary, 
gdy odpowiadające jej amplitudy harmoniczne wnoszą niewielki wkład do całej 
figury. Przydatność tak określonych miar Fn została potwierdzona w analizie kształtu 
komórek o różnym stopniu transformacji nowotworowej przy użyciu metod analizy 
dyskryminacyjnej. Miary Fn znajdowały się często w pierwszej dziesiątce zmiennych 
o najwyższej mocy dyskryminacyjnej.

Przykładem zastosowania metody II w badaniach biomedycznych może być 
analiza dwóch grup komórek pochodzących z nabłonka ludzkiego pęcherza mo­
czowego, różniących się stopniem transformacji nowotworowej, który oznaczany
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jest jako II i III. Kontury 100 komórek z każdej grupy wprowadzono do pamięci 
minikomputera K-202 przy użyciu Cyfrowego Przetwornika Obrazów CPO-2 skon­
struowanego w Instytucie Biocybernetyki i Inżynierii Biomedycznej w Warszawie. 
Dla każdej komórki obliczono po 15 amplitud harmonicznych 6* i kątów fazowych 
<p„, a na ich podstawie miar Fn. Amplitudy i miary Fn zostały następnie użyte jako 
zmienne w analizie dyskryminacyjnej, którą zastosowano do oceny różnic pomiędzy 
badanymi grupami. Różnice określono na podstawie odległości Mahalanobisa 
pomiędzy centroidami grup w przestrzeni funkcji dyskryminacyjnych. Uzyskano 
wartość odległości Mahalanobisa równą 7,66, co przy założeniu rozkładu normal­
nego każdej zmiennej odpowiada teoretycznemu błędowi prawidłowej klasyfikacji 
w każdej grupie przy użyciu obliczonych funkcji dyskryminacyjnych mniejszemu 
od 0,1%. Warunek normalności nie jest zwykle spełniony, co w tym przypadku 
znalazło swoje odbicie w błędnym zaklasyfikowaniu 9% komórek w jednej i 10% 
komórek w drugiej grupie. Odpowiedni test istotności dla odległości Mahalanobisa 
wykazał, że różnica pomiędzy grupami istnieje na poziomie istotności p <0,001. 
Kolejność zmiennych (0* i Fn) uporządkowanych według malejącej mocy dyskrymi­
nacyjnej była następująca:

o;,e*9 ,d*5, d l d l e * 2 ,e*3,e*l4,F3,F5.
Na podstawie powyższych wyników oraz wartości średnich poszczególnych 

amplitud harmonicznych (ryc. 3.3) można stwierdzić, że komórki o drugim stopniu

Ryc. 3.3. Widmo średnich amplitud harmonicznych 6* dla grup komórek o II i III stopniu transfor­
macji nowotworowej

3 — PBK  3/87
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transformacji (II stopień) mają bardziej urozmaiconą powierzchnię niż komórki 
o trzecim stopniu transformacji (III stopień), z tym że różnice istnieją zarówno 
w stosunkowo niewielkich „pofałdowaniach” powierzchni, jak  i w wydłużeniu 
komórek (w mniejszym stopniu).

Opisane powyżej dwie metody fourierowskiej analizy kształtu są bardzo uniwer­
salne. W tym tekście zilustrowaliśmy je dwoma przykładami z prac własnych. 
Dobrym argumentem dla uzasadnienia różnorakich możliwości zastosowania 
omawianej metody będzie przypomnienie, że ten typ badań został wprowadzony 
po raz pierwszy do badań biologicznych przez geologów, a publikacja ta ukazała się 
w geologicznym piśmie poświęconym badaniom skał osadowych.
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GENY, NIEPRAWIDŁOWOŚCI CHROMOSOMOWE I BIAŁACZKI 

GEN ES, CHRO M OSO M A L A B N O R M A L IT IE S AND LEU K A EM IA S

Z ofia M onika R U PN IE W SK A , M aria  K U R O W SK A

K lin ik a  H em ato log ii In s ty tu tu  C horób W ew nętrznych  
A kadem ii M edycznej w  L ub lin ie

Streszczen ie . K ażda k o m ó rk a  człow ieka zaw ie ra  p ro to -onkogeny  — geny, k tó re  
m ogą w yw ołać now o tw ór (kom órkow e onkogeny, c e llu la r  oncogenes, w  skrócie 
c-„onc”). C -„onc” cechu je  duża k o nserw atyw ność  ew o lucy jna  c h a rak te ry s ty czn a  dla 
genów  o w ażnych  fu n k c jach  genetycznych . P rzypuszcza  się, że c -„o n c” i ich  p ro ­
d u k ty  uczestn iczą  w  k luczow ych  p rocesach  odpow iedzia lnych  za w zrost i różn icow a­
n ie  kom órk i. W a rty k u le  om ów iono p raw dopodobną  ro lę  n iek tó ry ch  c -„onc” („m yc”, 
„fos”, „m y b ”, „ ra s ”, „ fe s”, „ a b l”, i „ fm s”) w  lim fo - i hem opoezie. N iep rzypadkow e 
a b e rra c je  chrom osom ow e w y stęp u jące  w  b ia łaczk ach  i ch ło n iak ach  w iążą  się ze 
zm ianą  s t ru k tu ry  i/lub  czynności c -„onc”.

S u m m a ry . E very  h u m an  cell co n ta in s p ro to -oncogenes — genes th a t  have  th e  po ­
te n tia l to cause  c an ce r (ce llu la r oncogenes, c -„onc”). T he g re a t  ev o lu tio n a ry  con­
se rv a tio n  is c h a ra c te r is tic  of c-„onc” genes w ith  sig n ifican t genetic  fu nc tions. T he 
c -„o n c” an d  th e ir  p ro d u c ts  seem  to h av e  ro les  th a t  m u s t be c ru c ia l in  th e  cell 
g ro w th  an d  d iffe ren tia tio n . T h is rev iew  sum m arizes  v e ry  p ro b ab le  ro le  of som e 
c-„onc” („m yc”, „fos”, „m y b ”, „ ra s ”, „ fes”, „ ab l” an d  „ fm s”) in  n o rm a l ly m p h o - and  
haem atopo ies is. N o n random  an d  specific ch rom osom e a b e rra tio n s  com m only  o b se r­
ved in  le u k ae m ias  an d  lym phom as a re  assoc ia ted  w ith  a lte ra tio n  in  s tru c tu re  an d /o r 
fu n c tio n  of c -„onc’.

W PR O W A D ZEN IE

W praw idłow ych kom órkach prekursorow ych linii mielopoetycznej 
w ystępuje sprzężenie procesów proliferacji (multiplication) i różnicowa­
nia. W w arunkach hodowli, pod w pływem  zewnątrzpochodnych czynni­
ków wzrostu, kom órki te proliferują, a następnie już same, bez zew nątrz- 
pochodnego czynnika, różnicują się, w ytw arzając własne czynniki różni­
cowania [177]. Czynnik w zrostu wyw iera więc dwojakie działanie: w y­
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wołuje proliferację komórek prekursorow ych, co z kolei indukuje w ytw a­
rzanie przez nie czynnika różnicowania.

Czynniki wzrostu są klasyfikowane według ich specyficzności. U m y­
szy np. w ykryto cztery czynniki pobudzające wzrost i różnicowanie ko­
m órek mieloidalnych. Są to:

1. W ielopotencjalny czynnik wzrostu indukujący proliferację i róż­
nicowanie komórek m acierzystych [72, 82, 138, 156]. Czynnik fen pobudza 
w ytw arzanie kolonii erytrocytów, megakariocytów, neutrofili, m akro- 
fagów, komórek tucznych, a być może także komórek lim foidalnych. Na­
zwano go czynnikiem  pobudzającym w ytw arzanie większości kolonii 
szpikowych (multi-colony stim ulating factor, w skrócie m ulti-CSF), lub 
interleukiną-3 (IL-3). Komórki linii W EHI-3B,,D+” wyprowadzonej z os­
tre j białaczki mielo-monoeytowej myszy [119, 216] w ytw arzają znam ien­
ne ilości IL-3 [109, 118, 154].

2. Czynnik wzrostu pobudzający w ytw arzanie kolonii granulocytów  
i m akrofagów (granulocyte-m acrophage-colony stim ulating factor, w 
skrócie GM-CSF) [12].

3. Czynnik wzrostu pobudzający w ytw arzanie kolonii m akrofagów 
(macrophage-colony stim ulating factor, w skrócie M-CSF) [197], a więc 
działający na bardziej zróżnicowane komórki.

4. Czynnik w zrostu pobudzający w ytw arzanie kolonii granulocy­
tów (granulocyte-colony stim ulating factor, w skrócie G-CSF). Czynnik 
ten indukuje wzrost i różnicowanie kolonii granulocytów w półpłynnym  
agarze [137], a także in vitro ham uje proliferację komórek białaczki mie- 
lo-monocytowej myszy [13, 119].

U człowieka ze specyficznego medium hodowlanego linii komórkowej 
limfoblastów T wyizolowano i oczyszczono GM-CSF [62]. Ponaelto udało 
się uzyskać klon sekwencji genowych kodujących ludzki GM-CSF [80].

Ostatnio z ludzkiej linii komórkowej 5637 wyprowadzonej z raka 
pęcherza moczowego wyizolowano i scharakteryzow ano wielopotencjalny 
CSF [117, 133, 136, 148, 194, 222], o właściwościach odpowiadających za­
równo m ysiej IL-3, jak i G-CSF. W ielopotencjalny CSF podtrzym ywał 
wzrost siedmiodniowych kolonii neutrofilów , a także wzrost kolonii p re­
kursorów erytrocytów  (erythrocyte-burst form ing unit, w  skrócie 
E-BFU), oraz komórek m acierzystych zapoczątkowujących mieszane ko­
lonie hemopoetyczne (colony form ing unit — granulocyte, erythroid, 
macrophage, m egakaryocyte, w  skrócie GEMMeg). Ponadto czynnik ten 
wywoływał różnicowanie m ysiej linii komórkowej W EHI-3B,,D+”, a tak­
że różnicowanie do m akrofagów i granulocytów  kom órek pochodzących 
z ludzkich ostrych białaczek szpikowych klasyfikow anych jako: ostra 
białaczka mieloblastyczna z tendencją do dojrzewania, białaczka promie- 
locytowa i białaczka mielo-monocytowa [194].
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N IE K T Ó R E  GENY R ZĄ D ZĄ CE P R O L IF E R A C JĄ  (O DN AW IAN IEM  SIĘ)
I RÓ ŻN ICO W A N IEM  K O M Ó R EK  M A C IERZY STY C H  I ICH  ROLA  

W LEU K EM O G EN EZIE

Niezwykle interesujące są badania genów, które regulują odnawianie 
się i różnicowanie komórek. O roli genów w mielopoezie wiemy jeszcze 
bardzo niewiele. Większość badań dotyczy tzw. proto-onkogenów. Proto- 
-onkogeny lub potencjalne onkogeny komórkowe (cellular-,,one”, w skró­
cie c-,,onc”) są to geny homologiczne z onkogenami szybko transform ują­
cych retrow irusów  (viral-,,one”, w skrócie v-,,onc”), które w ciągu kró t­
kiego czasu wyw ołują nowotwór. W retrow irusach zidentyfikowano po­
nad 20 v-,,onc” odpowiedzialnych za rozwój nowotworów u ptaków, m y­
szy, kotów i małp. Onkogeny te są opisane trzem a inicjałam i w zależności 
od zwierzęcia lub nowotworu, z których je po raz pierwszy izolowano. 
K ażdy v-,,onc” retrow irusa powstaje przez rekom binacje i m utacje 
c-,,onc” gospodarza. Niepokojący jest fakt, że coraz częściej spotyka się 
retrow irusy posiadające dwa różne onkogeny, jak  np. w irus mieloblas- 
tozy i erytroblastozy ptaków  E 26 (avian E 26 myeloblastosis and ery­
throblastosis virus, w skrócie E 26) rozporządzający onkogenami ,,myb” 
i „ets” [140]. Onkogeny te kodują odmienne produkty białkowe, które 
jednak uzupełniają się w działaniu transform ującym .

Co najm niej dwa argum enty  przem aw iają za tym, że c-„onc” od­
gryw ają istotną rolę w fizjologii komórki. Po pierwsze: c-,,onc” są pie­
czołowicie przechowywane (conservation) w procesie ewolucji. Bishop [9] 
sądzi, że są one przechowywane od ponad 1000 milionów lat. W ykryto 
je w gatunkach ewolucyjnie tak  odległych od człowieka jak drożdże 
piwne [cyt. wg 155] lub owady [187, 188J. Po drugie: w  prawidłowych 
tkankach w  różnych okresach w zrostu i dojrzewania w ystępuje ekspre­
sja niektórych c-„onc” i jak się w ydaje odgryw ają one kluczową rolę 
w procesach odnawiania się i różnicowania komórek.

Proto-onkogeny i onkogeny wirusowe kodują białka, które działają 
na różne czynności komórki. Białkowe produkty  onkogenów można po­
dzielić na cztery grupy [77, 81, 221], Pierwszą grupę stanowią produkty
0 właściwości czynników wzrostu, jak np. płytkowo-pochodny czynnik 
wzrostu (platelet-derived grow th factor, w skrócie PDGF), kodowany 
(przynajm niej częściowo) przez c-,,sis”, k tóry  wykazuje homologię z on- 
kogenem v-A „gag” A ,,env”-,,sis” retrow irusa mięsaka m ałpy wełnistej 
(simian sarcoma virus, w skrócie SSV) [43, 217]. Onkogen retrow irusa 
jest genem  hybrydow ym  powstałym  z delecyjnych genów A „gag”
1 A „env” retrow irusa, oraz z komórkowego genu „sis”. (Wirusowy gen 
„gag” koduje białka w nętrza wirionu, „poi” — odwrotną transkryptazę, 
„env” — glikoproteiny osłonki).

Do drugiej grupy należą produkty o właściwości receptorów dla
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czynników wzrostu, jak np. receptor dla czynnika wzrostu naskórka 
(epiderm al growth factor, w skrócie EGF), którego część cytoplazm atycz- 
ną (wykazującą aktyw ność fosfokinazy tyrozynowej) koduje c-„erb-B ” 
homologiczny z hybrydow ym  v-A„gag”-,,erb-A ”-,,erb-B”-A „env” re tro - 
w irusa erytroblastozy ptaków (avian erythroblastosis virus, w skrócie 
AEV) [44]. Kom órkowy gen dla receptora EGF jest doskonałym kandy­
datem  na onkcgen, ponieważ jego produkt posiada aktywność fosfokina­
zy tyrozynowej wspólną z co najm niej siedmioma produktam i innych 
onkogenów wirusowych, k tórych przedstawicielem  jest białko kodowane 
przez v-,,src” retrow irusa mięsaka Rousa drobiu (Rous sarcoma virus, 
w skrócie RSV) [81]. Obecnie przypuszcza się, że poza ,,erb-B” jeszcze 
dwa inne geny z rodziny „src”, a mianowicie ,,abl” i ,,fms” kodują białka
0 właściwościach receptorów dla czynników wzrostu [89]. O tych osta t­
nich genach będzie mowa dalej.

Trzecią grupę tworzą produkty działające poprzez w ew nątrzkom ór­
kowy układ inform acyjny (intracellular m essenger system), k tó ry  pobu­
dzany przez czynniki wzrostu zapoczątkowuje syntezę DNA i podział ko­
mórki. Należą tu  białka wiążące guanozynotrójfosforan (GTP) kodowane 
przez rodzinę kom órkowych genów „ras” (c-„H a-ras-l”, c-„K i-ras-2”, 
„N -ras”). C -,,H a-ras-l” i c-„K i-ras-2” są homologiczne z v -„ras” re tro - 
wirusów mięsaka Harveya i K irstena szczurów (Harvey and K irsten ra t 
sarcoma viruses, w skrócie Ha-RSV i Ki-RSV). „N -ras” jest onkogenem 
komórkowym, który  w ykryto m.in. w  kom órkach białaczki promielocy- 
tow ej (linia komórkowa HL-60), a także w kom órkach przew lekłej białacz­
ki szpikowej (linia komórkowa IMG), ostrych białaczek lim foblastycznych 
T i pre-B  komórkowych (linie CCRF-CEM, MOLT-3, MOLT-4, 8392 itd.)
1 w chłoniaku B urkitta  (linia komórkowa Ramos) [cyt. wg 111]. Eva i wsp. 
[50] podają, że ponad 50°/o ostrych białaczek szpikowych posiada „N -ras”.

Do czwartej grupy zaliczono produkty związane z jądrem  kom órko­
wym, bezpośrednio kontrolujące repiikację DNA, jak np. białka kodo­
wane przez c-„m yc”, c-,,fos”, c-,,myb” i „Blym ”, które to geny zostaną 
omówione dalej.

Znając zatem mechanizm działania produktów kodowanych przez 
c-,,onc”, można wnioskować o roli tych genów w  mielopoezie. Dodatko­
wo pośrednie wnioski można wyciągnąć z badań ekspresji i am plifikacji 
(zwielokrotnienia) c-„onc” w komórkach białaczkowych, a także z badań 
translokacji chromosomowych w ystępujących w  białaczkach.

W odnawianiu się kom órek ważną rolę odgrywają produkty  c-,,onc”, 
które wiążą się z jądrem  komórkowym (czwarta grupa produktów  w 
przedstawionej powyżej klasyfikacji). Geny kodujące te p rodukty  na ­
leżą do tzw. genów stym ulujących mitogenezę. W tab. 1 omówiono trzech 
przedstawicieli z tej grupy, a mianowicie c-„m yc”, c-„fos” i c-„m yb”.
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Stiles [cyt. wg 51] c-,,myc” i c-„fos” nazywa genami kom petencji 
wzrostu (growth competence genes) w arunkującym i wystąpienie i p rze­
bieg cyklu komórkowego. W niedawno opublikowanych pracach [14, 90] 
badano rolę c-,,myc” w kontroli w zrostu zarówno prawidłowych, jak  
i nowotworowych komórek. Kelly i wsp. [90] wykazali, że mitogen fibro- 
blastów, jakim  jest PDGF oraz dwa m itogeny limfocytów (konkanaw ali- 
na A i liposacharyd) zwiększają ekspresję c-„m yc” odpowiednio w fi- 
broblastach i limfocytach. W ydaje się, że przejście z okresu spoczynko­
wego do okresu syntezy DNA otwiera faza, zwana fazą zapoczątkowu­
jącą „kompetencję w zrostu” („growth competence”), podczas której ko­
m órki replikują DNA i dzielą się. Z fazą tą wiąże się przejściowa, w 
ciągu 1 - 2  godz., ekspresja c-„m yc”.

Co ciekawsze, z chwilą nabycia przez komórkę „kom petencji wzro­
s tu ” PDGF staje się zbędny i fibroblasty replikują DNA i dzielą się n a ­
w et po usunięciu PDGF ze środowiska hodowlanego lub po zadziałaniu 
przeciwciałami skierowanym i przeciw PDGF [18, 39, 149, 174, 189].
Prawdopodobnie w ciągu 30 min. do 3 godz. od ekspozycji na PDGF rea ­
gujące komórki nabyw ają stabilny już układ w ew nątrzkom órkowych sy­
gnałów, które w arunkują odpowiedź na PDGF [193], Pow stanie tych 
w ew nątrzkom órkowych sygnałów zależy od pewnych genów indukow a­
nych przez PDGF. Są to c-„m yc” [90] i c-,,fos” [19, 69]. Zdaniem M ulle­
ra i wsp. [127] aktyw acja c-,,fos” wyprzedza c-,,myc” i w ystępuje już 
w ciągu 5 min. od stym ulacji fibroblastów przez surowicze czynniki 
wzrostu (do których m.in. należy PDGF). Stiles sądzi, że te dwa geny 
kom petencji wzrostu współdziałają z genami progresji w zrostu i suge­
ru je  indukcję przez czynniki wzrostu różnego rodzaju genów. A utor ten 
wykazał [cyt. wg 135], że po stym ulacji fibroblastów przez PDGF, po 
ekspresji „fos” i „m yc”, w późniejszym okresie w ystępuje ekspresja ge­
nów kodujących interferon beta i syntetazę 2'5'-oligoadenylową (wy­
tw arzanie in terferonu i syntetazy zwłaszcza indukują wirusy). Należy 
jednak podkreślić, że przy praw idłowej regulacji wzrostu komórki eks­
presja tych wszystkich genów jest tylko przejściowa.

W układzie wewnątrzkom órkowych (pozareceptorowych) sygnałów 
poza c-,,myc” i c-,,fos” ..uczestniczy jeszcze c -„H a-ras-l” [195], homolo­
giczny z v -,,H a-ras-l” Ha-RSV. Retrow irus ten u szczurów wywołuje 
mięsaki i ostre białaczki, a w hodowli transform uje fibroblasty i być 
może także komórki krwi [45]. U człowieka c-,,H a-ras-l” zlokalizowano 
w chromosomie 11 w prążkach pl4.1 -> 14.2 [63]. Prawidłowe, kodowane 
przez c-,,ras” białko — p21 „ras” (o ciężarze cząsteczkowym 21.000) jest 
zlokalizowane na w ew nętrznej cytopiazm atycznej powierzchni błony ko­
mórkowej [59, 227] i w ykazuje dwojakiego rodzaju aktywność. Po pierw ­
sze: silnie wiąże GTP [186]. Po drugie: posiada aktywność hydrolazy
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GTP (GTPazy) rozkładającej GTP do nieaktyw nej form y guanozynodwu- 
fosforanu (GDP) i nieorganicznego fosforanu [64, 186, 203],

Ta druga aktywność w yw iera wpływ ham ujący pierwszą, dzięki 
czemu wew nątrzkom órkowy sygnał nie działa w sposób ciągły. Białka 
kodowane przez c-,,ras” w ykazują homologię sekwencji aminokwasów 
i jak  się wydaje, pełnią podobne czynności co rodzina białek-G (G-pro- 
teins), które stanowią pośrednie ogniwo przenoszące sygnały z molekuły 
receptora do enzymu efektorowego — cyklazy adenylowej (Gs-protein- 
-stim ulatory  regulatory protein of adenylate cyclase, G i-protein-inhibi- 
to ry  protein). Gdy białka-G zwiążą się z GTP wchodzą w tzw. stan uak­
tyw nienia (active state) i stym ulują cyklazę adenylową. Gdy GTP ulegnie 
hydrolizie do GDP, białka-G  w racają do stanu nieaktywności. W w arun­
kach prawidłowych reaktyw acja białek-G zachodzi po wysłaniu następ­
nego sygnału z m olekuły receptora, k tóry indukuje przem ianę GDP w 
GTP [10].

Białkowy produkt kodowany przez v -„ras” również posiada zdolność 
wiązania GTP, ale aktywność GTPazy jest znacznie niższa [115, 203]. 
W związku z powyższym należy oczekiwać istotnego zwiększenia sty­
m ulacji enzymu efektorowego przez białko v-,,ras” związane z GTP [81].

Dotychczas nie znam y enzymu efektorowego dla p21 „ras”. Beckner 
i wsp. [7] wykluczyli wpływ p21 „ras” na cyklazę adenylową. Sugeruje 
się, że takim  enzymem efektorow ym  jest fosfolipaza C [192]. Fosfolipaza 
C katalizuje powstawanie trójfosforanu inozytolu i dwuacylglicerolu, przy­
puszczalnych przenośników (messengers), które uczestniczą w przem ia­
nach prowadzących do proliferacji komórki, w yw ołanych czynnikami 
w zrostu [10].

Campisi i wsp. [14] podają, że podczas transform acji prawidłowej 
kom órki w komórkę nowotworową regulacja c-,,myc” zostaje zaburzona, 
a jego aktyw acja staje się niezależna od osoczowych czynników wzrostu. 
Jeśli w komórce w skutek zaburzonej regulacji c-„m yc” nagrom adzą się 
duże ilości produktów  kodowanych przez „myc”, zostaje ona „unieśm ier­
teln iona” („im m ortalize”) i bezustannie replikuje DNA w przeciwieństwie 
do praw idłowych komórek, które m ają ograniczoną zdolność podziałów. 
Jednakże samo „unieśm iertelnienie” nie w ystarczy do konw ersji p ra­
widłowej komórki w komórkę nowotworową. Dla wystąpienia innych 
aspektów  stanu nowotworowego konieczna jest aktyw acja co najm niej 
jeszcze jednego onkogenu. W edług koncepcji Landa i wsp. [101] opartej 
na doświadczeniach, w których do hodowli zarodkowych fibroblastów 
wprowadzono kom binację dwu genów „m yc” i „ ras”, pierwszy z tych 
genów jest genem „unieśm iertelniającym ” fibroblasty przynajm niej w 
w arunkach in vitro, natom iast pozostającym bez wpływ u na ich fenotyp, 
i dopiero drugi gen z rodziny „ras” jest konieczny dla całkowitej trans­
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formacji. Ten udział kilku uzupełniających się genów w transform acji 
nowotworowej być może stanowi odpowiednik prawidłowego odnawiania 
się komórek wywołanego czynnikami wzrostu. Tak np. komórki NIH 
3T3 wyprowadzone z fibroblastów  myszy BALB/c dla rozpoczęcia rep li­
kacji w ym agają współdziałania „czynników kom petencji” i „progresji” 
[149, 198].

Zwiększona ekspresja różnych c-,,onc” nie musi się wiązać z tra n s­
form acją nowotworową, a w ystępuje np. w życiu płodowym i tuż po 
narodzeniu, oraz w tkankach pozazarodkowych jak  łożysko, błony pło­
dowe, owodnia [130]. In teresujący jest udział c-„onc” w mielopoezie, 
chociaż właściwa ich rola zostanie poznana dopiero w przyszłości.

Zwiększoną ekspresję c-,,myc” i c-„m yb” obserwowano podczas 
wczesnych etapów różnicowania prawidłowych kom órek limfo- i m ielo- 
poetycznych, przy czym ich aktywność zanikała w m iarę dojrzewania 
[16, 21, 67]. Cofnięcie się ekspresji c-,,myc” i/lub c-„m yb” wiąże się 
z przejściem komórki mieloidalnej z program u proliferacji (odnawiania 
się) do program u różnicowania [223]. Ekspresja c-,,m yb” w ydaje się spe­
cyficzna dla prekursorow ych kom órek linii granulocytów [223],

W komórkach szpiku stwierdzono także ekspresję c-„fos” [129]. 
Przypuszczalnie c-,,fos” odgrywa rolę w różnicowaniu m ielo-monocy- 
tćw  i m akrofagów [66, 128, 129]. Zdaniem M ullera i wsip. [127, 128] eks­
presja c-,,fos” w niektórych komórkach, jak  np. w fibroblastach stym u­
lowanych surowiczymi czynnikami wzrostu w ystępuje na przełomie fazy 
G0 i Gj cyklu komórkowego i w arunkuje proliferację, natom iast eks­
presja c-,,fos” w takich kom órkach jak m akrofagi stym ulowane M-CSF 
w ystępuje w fazie Gj aż do połowy fazy S i indukuje różnicowanie, 
a być może wiąże się z regulacyjnym  wpływem  produktu c-,,fos” na n ie­
które czynności specyficzne dla makrofagów.

O znaczeniu om awianych c-„onc” w mielopoezie, jak  już to powie­
dziano, można wnioskować także pośrednio, badając ich ekspresję i am - 
plifikację w ustalonych liniach kom órkowych wyprowadzonych od cho­
rych na białaczki i w nie hodowanych komórkach białaczkowych po­
chodzących bezpośrednio z krwi lub szpiku pacjentów. W praw idłowych 
komórkach c-,,onc” w ystępuje zazwyczaj jako pojedyncza kopia na ge­
nom haploidalny. Natomiast w komórkach nowotworowych często w y­
stępuje am plifikacja c-,,onc”.

Am plifikacja c-„onc” niekiedy wiąże się z wystąpieniem  w obrębie 
chromosomu (w którym  znajduje się c-,,onc”) długich jednorodnie ba r­
wiących się (zatarcie s tru k tu ry  prążkowania) odcinków chrom atyny (ho­
mogenously staining regions, w skrócie HSRs). Zwielokrotnione frag­
m enty chromosomu mogą ulec oderwaniu, tworząc drobne pozachromo- 
somowe ciałka chrom atyny (double m inutes, w skrócie DMs). Z kolei
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ciałka chrom atyny mogą zostać /ponownie wcielone w chromosom w po­
staci nieprawidłow o barw iących się fragm entów  (abnorm ally banded 
regions, w skrócie ABRs) zgodnie z hipotezą powrotu do chromoso­
mu [9].

Jednakże zmiany morfologiczne nie zawsze odpowiadają pierwotnej 
am plifikacji c-„onc”. Tak np. w cytowanym  przez K leina i Klein [94] 
przypadku owsianokomórkowego raka płuc wszystkie kom órki pochodzą­
ce z ognisk przerzutow ych wykazywały am plifikację c-„m yc”, ale róż­
niły się rozmieszczeniem HSRs.

Szczególnie znanym  przykładem  am plifikacji c-,,myc”, w skazują­
cym na jego rolę we wczesnych etapach mielopoezy, jest ustalona linia 
komórkowa HL-60. Linia HL-60 została wyprowadzona z komórek krw i 
obwodowej pacjenta z ostrą białaczką promielocytową i jest uważana za 
linię promielocytów, k tórą jednak można pobudzić do różnicowania w 
granulocyty  i m akrofagi [23, 30, 224]. W tej ciągle rosnącej linii kom ór­
kowej wykazano 30 - 50-krotną am plifikację „myc” z istotnie zwiększoną 
transkrypcją, która jednak bardzo szybko może być zahamowana, gdy 
kom órki zostaną pobudzone do różnicowania. A m plifikację „myc” ob­
serwowano również w nie hodowanych kom órkach pochodzących bez­
pośrednio z krw i obwodowej pacjenta z białaczką promielocytową, od 
którego wyprowadzono linię HL-60. Zwielokrotnione sekwencje „myc” 
w kom órkach linii HL-60 znajdowały się w DMs [30, 60]. Kilka la t 
później Noweli i wsp. [139], przeprowadzając badania tej samej linii 
HL-60, nie mogli już w ykryć DMs, ale w miejscu prawidłowego chromo­
somu 8 występował chromosom 8q—[- z ABRs, które odzwierciedlały 
m iejsce am plifikacji „m yc”. Ponadto am plifikację „m yc” opisano w jed­
nym  przypadku przew lekłej białaczki szpikowej z przebytym i trzem a 
przełomam i promielocytowymi [114]. W ystępuje więc pewna tendencja 
do koincydencji między am plifikacją „myc” a proliferacją promielocy­
tów.

Z drugiej jednak strony am plifikacja „m yc” w  białaczkach jest ra ­
czej rzadko spotykana. Rotheberg i wsp. [159] obserwowali am plifika­
cję „m yc” tylko w jednym  przypadku chłoniaka B urkitta, pomimo prze­
badania 106 chorych z białaczkami i chłoniakami. Yokota i wsp. [230] 
wśród 21 chorych z białaczkami i chłoniakami u żadnego nie w ykryli 
am plifikacji „myc”. Natom iast am plifikaęja „m yc” jest względnie po­
wszechna w nowotworach epitelialnych i mięsakach (11-22% ) [94, 230], 
przy czym wiąże się z bardziej złośliwą odmianą pierwotnego nowotwo­
ru  lub rozsiewem choroby nowotworowej. Zakres am plifikacji „myc” 
w nie hodowanych kom órkach nowotworowch pochodzących bezpośred­
nio od pacjentów jest niższy (3 - 8-krotny) niż w ustalonych liniach ko­
m órkow ych (5 - 50-krotny) [230].

http://rcin.org.pl



174 Z. M. R U P N I E W S K A ,  M. K U R O W S K A

Znacznie częściej niż am plifikację „m yc” obserw uje się zwiększenie 
jego ekspresji, co zostanie przedstawione w tab. 2.

Istotnie zwiększoną ekspresję „m yb” Slamon i wsp. [190] obserwo­
wali we wszystkich siedmiu badanych przypadkach ostrych białaczek 
szpikowych, przy czym w trzech przypadkach towarzyszył jej wzrost 
ekspresji „myc”, a w  jednym  „fos”.

5 - 10-krotną am plifikację „m yb” obserwowano w liniach komórko­
wych ML-1, ML-2 i ML-3 [145]. Linie ML-1, 2 i 3 są to trzy  różne, 
niezależnie wyprowadzone linie, pochodzące z komórek krw i obwodowej 
tego samego pacjenta z ostrą białaczką mieloblastyczną [122, 204]. W ba­
daniach cytochemicznych i w fenotypie immunologicznym linie ML-1, 
2 i 3 są bardzo podobne do linii HL-60, w której w ykryto am plifikację 
„myc”. W linii HL-60 w ystępuje ponadto zwiększona ekspresja „m yb” 
cofająca się, gdy zostanie wywołane różnicowanie do granulocytów [223]. 
Obserwowana przez Pelicciego i wsp. [145] am plifikacja „m yb” w liniach 
ML-1, 2 i 3 korelowała z wysokim poziomem transkrypcji tego genu 
i z nieprawidłowościami we fragm encie q22 -> q24 chromosomu 6, gdzie 
znajduje się locus c-,,m yb”. A utorzy ci, opierając się na podobieństwach 
między liniami HL-60 i ML-1, 2, 3, w których w ystępuje am plifikacja 
odpowiednio „myc” i „m yb”, sądzą, że onkogeny te mogą być a lte rna­
tywnie indukowane w leukemogenezie i reprezentują odmienne m arke­
ry  genetyczne tego procesu. A zatem „m yc” i „m yb” nie kontrolują pro­
cesu różnicowania komórek m ieloidalnych, jedynie podtrzym ują ich pro­
liferację. Za powyższym poglądem przem aw iają także badania Kirscha 
i wsp. [92], którzy w mysiej linii erytroleukem icznej obserwowali znik­
nięcie ekspresji „myc” i „m yb” po wywołaniu różnicowania w  k ierun­
ku ery trocy tam ym  (wytwarzanie globiny). Podobne wyniki uzyskali Gon- 
da i M etcalf [66], wyw ołując różnicowanie linii komórkowej W EHI- 
-3B,,D+”. Linia WEHI-3B została wyprowadzona z komórek ostrej bia­
łaczki m ielo-monocytowej myszy, zaś w podlinii W EHI-3B„D+” łatwo 
można wywołać różnicowanie do postaci m onocytoidalnych [119]. Gonda 
i M etcalf [66] obserwowali zwiększoną ekspresję „myc” i „m yb” w ko­
mórkach tej linii, gdy jednak wywołano różnicowanie monocytoidalne, 
ekspresja om awianych genów uległa zahamowaniu, natom iast w ystępo­
wał znam ienny wzrost ekspresji „fos”.

Obserwację dotyczącą wzrostu ekspresji c-,,fos” podczas różnicowa­
nia monocytoidalnego potw ierdzają także badania M ullera i wsp. [128]. 
A utorzy ci stwierdzili, że wywołanie różnicowania linii HL-60 do ko­
m órek przypom inających m akrofagi przy pomocy dw uestru forbolu (12- 
-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate, w skrócie TPA) wiąże się z ekspresją 
c-„fos”. W całkiem zróżnicowanych m akrofagach ekspresja c-,,fos” może
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być wyw ołana przez M-CSF. A zatem  „fos”, jak  się wydaje, odgrywa rolę 
w  pew nych czynnościach specyficznych dla monocytów-makrofagów.

W tab. 2 streszczono dane dotyczące ekspresji „myc”, „fos” i „m yb” 
w ustalonych liniach kom órkowych wyprowadzonych z ludzkich biała­
czek i chłoniaków. Ekspresja „myc” poza tym , że w ystępuje w  fibro- 
blastach stym ulow anych PDGF i lim focytach stym ulow anych konkana- 
w aliną A i liposacharydem  [90] (czego nie uwzględniono w  tab. 2), jest 
obserwowana: w  m ieloblastach linii KG-1 (linia wyprowadzona od pa­
cjen ta  z ostrą erytroleukem ią), w promielocytach linii HL-60, we wczes­
nych postaciach erytroblastów  linii K-562 (linia wyprowadzona z komó­
rek  wysięku opłucnowego pacjenta z przełomem blastycznym  w prze­
biegu przew lekłej białaczki szpikowej), w niedojrzałych komórkach T 
z linii CEM i MOLT-4 oraz w dojrzałych kom órkach T linii HUT-78 
i HUT-102, a także w transform ujących kom órkach B z linii Raji i Daudi 
(linie wyprowadzone z chłoniaka Burkitta) [61]. W liniach mielo- i erytro- 
poetycznych, a także w liniach niedojrzałych kom órek T zwiększonej 
ekspresji „m yc”, towarzyszy zwiększona ekspresja „m yb”, chociaż po­
ziom tej ekspresji jest różny [61, 145]. Nie obserwowano ekspresji „m yb” 
w liniach dojrzałych kom órek T i w liniach transform ujących komórek 
B (Raji i Daudi) [61]. Ekspresja c-,,m yc” i c-,,m yb” ulegała znam ienne­
m u obniżeniu, gdy wywołano różnicowanie linii KG-1 i HL-60 [wg 95]. 
Także produkt kodowany przez c-,,ras” (p21 „ras”) ulegał fosforylacji 
po indukcji dojrzewania komórek prekursorow ych przez specyficzne czyn­
niki pobudzające w ytw arzanie kolonii (CSFs) [cyt. wg 55]. Natomiast 
wywołanie różnicowania linii HL-60 do komórek przypom inających ma- 
krofagi zwiększa ekspresję c-„fos” [128].

Do genów w ydających się odgrywać rolę większą, niż poprzednio 
przedstaw ione, w różnicowaniu komórek, należą niektóre z genów kodu­
jących produkty  o aktywności fosfokinazy tyrozynowej. Fosfokinaza ty - 
rozynowa jest enzymem przenoszącym wysoko energetyczne grupy fos­
foranowe z komórkowego nośnika energii, jakim  jest trój fosforan adeno- 
zyny (ATP), na rodniki tyrozyny białek komórkowych. Jak  się wydaje, 
fosforylacja tyrozyny odgrywa ważną rolę w złożonym układzie regula­
cyjnym  odpowiedzialnym  za zachowanie kształtu kom órki i kontrolę 
w zrostu [81]. Czynność fosfokinazy tyrozynowej wykazuje m.in. uak ty­
w niony receptor dla EGF. Jeśli więc onkogen koduje enzym o aktywności 
kinazy tyrozynowej, łatw y do przewidzenia będzie jego wpływ na wzrost 
i różnicowanie komórek. P rodukty  omawianych genów są rozmieszczone 
albo w obrębie błony komórkowej, albo w cytoplazmie, tuż przy wew nę­
trznej powierzchni błony komórkowej [81]. Przypuszcza się, że pełnią 
one czynność receptorów dla czynników wzrostu lub przynajm niej czyn­
ność cytoplazm atycznej części tych receptorów (druga grupa produktów
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proto-onkogenów, których przedstawicielem  jest gen dla receptora EGF, 
według przedstaw ionej na początku klasyfikacji).

W procesach wzrostu i różnicowania kom órek m ieloidalnych odgry­
wają rolę trzy  proto-onkogeny z om awianej grupy, a mianowicie „fes’V 
„abl” i „fm s”. Proto-onkogeny te scharakteryzow ano w  tab. 3.
✓ F e rra ri i wsp. [53] podają, że transkrypcja  c-,,fes” w ystępuje we 
wszystkich kom órkach szpikowych człowieka, ale jest niew ykryw alna w 
kom órkach lim foidalnych. Zwiększoną ekspresję „fes”, obok znacznie 
zwiększonej ekspresji „m yb”, Slamon i wsp. [190] stw ierdzili we wszyst­
kich badanych przypadkach ostrych i przew lekłych białaczek szpikowych 
i lim fatycznych, chociaż nie obserwowano jej (poza kilkoma w yją tka­
mi) w  guzach litych. Natom iast Galio i W ong-Staal [61] w żadnej z u sta ­
lonych linii kom órkowych wyprowadzonych z ludzkich białaczek i chło- 
niaków, k tóre przedstawiono w tab. 2, nie w ykryli ekspresji „fes”.

Proto-onkogenem , k tóry  prawdopodobnie odgrywa ważną rolę w pro­
cesach w zrostu i różnicowania komórek zarówno mieloidalnych, jak i lim ­
foidalnych, jest c-„abl”. Galio i W ong-Staal [61] obserwowali ekspresję 
„abl” w  liniach komórkowych wyprowadzonych od pacjentów z prolife­
racjam i mielo- i limfopoetycznymi typu kom órki T i B (linie kom órko­
we przedstaw ione w tab. 2). Ponadto ekspresja „abl” u trzym uje się na 
względnie stałym  poziomie podczas różnicowania linii KG-1 do m akrofa- 
gów i HL-60 do granulocytów lub m akrofagów [95].

Proto-onkogenem  związanym z różnicowaniem komórek linii mono- 
cytów-m akrofagów (ale nie granulocytów) jest „fm s”. Mianowicie stw ier­
dzono, że indukcja dojrzewania linii HL-60 do monocytów-m akrofagów 
(ale nie do granulocytów) przy pomocy TPA lub m etabolitu w itam iny D 
(1,25-dwuhydroksy-witam ina D3) wiąże się z ekspresją c-„fm s”, k tórą 
wyprzedza ekspresja c-„m yc” i c-„fos” [179]. Podobną ekspresję c-,,fm s” 
obserwowano, wywołując dojrzewanie linii U-937 do makrofagów [179]. 
Linia komórkowa U-937 jest ludzką linią monocytoidalną [200]. Eks­
presję „fm s” stwierdzono także w nie hodowanych białaczkowych blas- 
tach pochodzących od czterech chorych z białaczką mielo-monocytową 
[179] i w  jednym  przypadku przewlekłej białaczki szpikowej [190]. Po­
nadto transkrypcja  „fms” w ystępuje w liniii WEHI-3B, która, jak  to 
powiedziano, została wyprowadzona z białaczki monocytowej myszy. W y­
daje się więc, że produkt „fm s” wpływa nie tylko na proliferację, ale 
również na różnicowanie linii jednojądrzastych kom órek fagocytują- 
cych.

Niewątpliwą rolę w różnicowaniu linii monocytów-m akrofagów od­
gryw a gen „gm-csf” [80], k tóry  koduje GM-CSF. Gen „gm -csf” jest 
zlokalizowany w  chromosomie 5 w prążkach q23 -> q32 [80, 107], a więc 
w  bezpośrednim  sąsiedztwie c-„fm s”. GM-CSF działa na kom órki u k ie -
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runkow ane w mielopoezę, wiążąc się z ich specyficznymi receptorami. 
Jeden z tych receptorów (receptor dla M-C8F) jest, jak  to już powiedzia­
no, kodowany przez ,,fms”. Należy więc oczekiwać, że nieprawidłowości 
chromosomu 5 będą odgrywały niebanalną rolę w rozwoju chorób m ie­
loproliferacyjnych. P rzyjrzy jm y się zatem  zaburzeniom chromosomo­
wym, jakie w ystępują w chorobach limfo- i m ieloproliferacyjnych.

N IE PRA W ID ŁO W O ŚC I CHROM OSOM OW E A LEU K EM O G EN EZA

Nieprawidłowości chromosomowe występujące w białaczkach i chło- 
niakach obejm ują: obustronne translokacje, inw ersje lub delecje. Nie­
które z tych zmian są uważane za specyficzne dla proliferacji lim foidal- 
nych, inne dla chorób m ieloproliferacyjnych [166]. Mogą one pojawiać 
się w komórkach prekursorow ych różnych linii (limfo- lub mielopoetycz- 
nych), przy czym komórki te mogą zostać zablokowane na różnych e ta­
pach różnicowania [164]. Nieprawidłowości cytogenetyczne w  białacz­
kach i chłoniakach wiążą się ze specyficznymi złamaniami punktowym i, 
co sugeruje, że w miejscach tych złamań znajdują się geny c-,,onc”, któ­
re zostają uaktyw nione w skutek rearanżacji chromosomowych [231]. 
U aktywnienie proto-onkogenu wywołuje kaskadę zmian m olekularnych, 
a jeśli u trzym uje się przez dłuższy czas, być może inicjuje transform ację 
nowotworową lub stan przednowotworowy.

D ysponujem y obecnie co najm niej dwoma przykładam i ilustru jący­
mi, w jaki sposób translokacja chromosomowa może uaktyw niać niektóre 
c-,,onc”. Po pierwsze: czynnikiem aktyw ującym  c-,,onc” może być prze­
mieszczenie go w  sąsiedztwo sekwencji regulacyjnych w ykorzystyw a­
nych do uaktyw nienia pewnych genów podczas różnicowania się komó­
rek [25]. Po drugie: w następstw ie rearanżacji może dochodzić do fuzji 
dwu genów, które będą kodowały nowe białka hybrydowe.

Dysponujemy obecnie kilkoma obserwacjami aktyw acji genów c- 
-,,onc” przez loci immunoglobulinowe i prawdopodobnie także przez lo­
cus dla łańcucha alfa receptora komórek T. Takim najbardziej znanym  
przykładem  jest deregulacja c-,,myc” w chłoniakach B urkitta z translo- 
kacjam i t (8; 14) (q24.1; q32.3) lub t (2; 8) (p ll . l ;  q24.1) bądź t (8; 22) 
(q24.1; q ll.2 ).

W następstw ie translokacji c-,,m yc” ze swego prawidłowego położe­
nia w prążku q24.1 chromosomu 8 zostaje przeniesiony:
— albo w locus dla części stałej łańcuchów ciężkich immunoglobulin, 

który  znajduje się w prążku q32.3 chromosomu 14;
— albo (rzadziej) w locus dla łańcucha lekkiego kappa (chromosom 

2pl 1.1);

4 — PBK 3/87
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— albo (również rzadko) w locus dla łańcucha lekkiego lambda (chro­
mosom 22qll.2) (szczegółowe dane zob. [169]).
W dojrzałych prawidłowych lim focytach B i kom órkach plazm atycz- 

nych c-,,myc” jest nieaktyw ny transkrypcyjnie. Natomiast po zamknięciu 
w locus immunoglobulinowym, który w lim focytach B i plazm ocytach 
jest wysoce aktyw ny transkrypcyjnie, c-„m yc” zachowuje się, jakby był 
częścią tego locus i jego transkrypcja  pięciokrotnie przekracza praw id­
łowe wartości. Należy pamiętać, że transkrypcja prawidłowego c-,,m yc” 
wiąże się z nabyciem  kom petencji wzrostu [14, 90]. W w ypadku bezustan­
nej aktyw acji c-,,myc” komórka zostaje „unieśm iertelniona” i ciągle re ­
plikuje DNA, w przeciwieństwie do komórek prawidłowych, które ce­
chuje ograniczona zdolność podziałów [169].

Jak  to już powiedziano, samo „unieśm iertelnienie” komórki przez 
uaktyw niony transkrypcyjnie „myc” nie w ystarczy do wystąpienia peł­
nej transform acji nowotworowej. W rozwoju nowotworu bierze udział 
kilka genów, przy czym jest to proces wieloetapowy. Odkrycie, że w 
niektórych chłoniakach B urkitta obok „unieśm iertelniającego” „m yc” w y­
stępuje gen „transform ujący” „Blym ” [36], potwierdziło udział dwu ge­
nów w procesie onkogenezy, jaki ma miejsce w tych chłoniakach. „B lym ” 
jest onkogenem, k tóry  został w ykryty  w pierwotnych, nie hodowanych 
komórkach chłoniaka B urkitta i w 6 liniach komórkowych wyprowadzo­
nych z tego nowotworu, jak  np. Raji i inne [cyt. wg 111]. „Blym ” na­
leży do genów takich, jak  „m yc”, „fos” lub „m yb”, k tórych produkty  
wiążą się z jądrem  kom órkowym [cyt. wg 81]. W ykazano częściową ho- 
mologię (ok. 36°/o) między transform ującym  białkiem  kodowanym przez 
„Blym ” a końcem aminowym  białek z grupy transferryn  [68], przy 
czym transferryna w ykazuje właściwości czynnika w zrostu dla lim fo­
cytów [40] i jak się wydaje, dla prekursorow ych kom órek hemopoetycz- 
nych. U człowieka „Blym ” znajduje się w chromosomie 1, prążek p32 
[126].

Natomiast w linii komórkowej Ramos, wyprowadzonej podobnie jak 
Raji z chłoniaka B urkitta, genem „transform ującym ” — onkogenem 
jest „N -ras” [cyt. wg 111] należący do rodziny genów „ras”, których 
produkty wiążą GTP [cyt. wg 81] i uczestniczą w w ew nątrzkom órko­
wym układzie inform acyjnym  (trzecia grupa produktów  kodowanych 
przez proto-onkogeny wg klasyfikacji przedstawionej na początku d ru ­
giej części artykułu . U człowieka „N -ras” został zlokalizowany w chro­
mosomie 1 p22 [33, 57, 131]. W linii białaczkowej HL-60 w ystępuje ko­
operacja między „m yc” i „N -ras” [23]. A zatem  w procesie transform a­
cji uczestniczą co najm niej dwa onkogeny.

Translokacja (8; 14) poza endemicznym chłoniakiem B urkitta  i nie- 
-endem icznym  chłoniakiem typu  Burkitta w ystępuje ponadto w ostrej
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białaczce lim foblastycznej B komórkowej (zwłaszcza w  typie L-3 ,,o ko­
mórce chłoniaka B urk itta”), w nie zróżnicowanym chłoniaku B komórko­
wym typu nie-B urkitta  („smali noncleaved transform ed cell” wg klasy­
fikacji Lukesa i Collinsa) i w chłoniaku im m unoblastycznym  [cyt. wg 
231].

Hayashi i wsp. [75] przedstaw ili dwa przypadki ostrej białaczki lim ­
foblastycznej T komórkowej z translokacją (8; 14) (q24; q ll) . W prążku 
q ll .2  chromosomu 14 znajduje się locus dla łańcucha alfa receptora ko­
m órek T [22, 26, 88], A utorzy sugerują, że w locus ten zostaje przenie­
siony c-„m yc”, a zatem  geny kodujące receptor komórek T odgrywałyby 
analogiczną rolę w patogenezie białaczek i chłoniaków T komórkowych 
jak locus immunoglobulinowy w rozwoju nowotworów B komórkowych. 
Należy tu  dodać, że segm enty DNA kodujące receptor komórek T two­
rzą znacznie bardziej złożoną mozaikę niż te, które kodują immunoglo- 
buliny. Obecnie przyjm uje się, że trzy  rodziny genów ulegają rearanża- 
cji podczas rozwoju somatycznego komórek T. Są to geny kodujące łań­
cuchy alfa, beta i gamma receptora komórek T, przy czym geny kodu­
jące łańcuchy beta i gamma znajdują się w chromosomie 7 w prążkach 
p l4  ->  pl5  (łańcuch gamma) [132] i w prążkach q 3 2 -> q35 (łańcuch beta) 
[83, 125]. Loci dla łańcuchów alfa, beta i gamma są dobrymi kandydatam i 
do złam ań punktow ych i translokacji chromosomowych.

Prawdopodobnie podobna do deregulacji „m yc” deregulacja innych 
genów przez loci immunoglobulinowe w ystępuje w przewlekłej białacz­
ce lim fatycznej B komórkowej z translokacją (11; 14) (ql3.3; q32.3), 
a także w  chłoniakach guzkowych (follicular lymphomas) z translokacją 
(14; 18) (q32.3; q21.3). Złamania punktow e chromosomów 11 i 18 znaj­
dują się w obrębie krótkich segmentów (1 l q l 3.3 i 18q21.3), w których 
zidentyfikowano dwa nowe potencjalne onkogeny, nie wykazujące homo- 
logii z żadnym  ze znanych v-,,onc” retrow irusów , nazwane „b c l- l” i „bcl- 
-2” (od „B-cell lym phom a/leukem ia-1, -2”). Proto-onkogeny te znajdu­
ją się odpowiednio w prążku ql3.3 chromosomu 11 („bcl-l”) i w prążku 
q21.3 chromosomu 18 („bcl-2”) [48, 211, 212, 213]. W następstw ie tran s­
lokacji zostają one połączone z locus dla części stałej łańcuchów ciężkich 
immunoglobulin, co prawdopodobnie wywołuje ich uaktyw nienie i zapo­
czątkowuje proces transform acji nowotworowej (szczegółowe dane zob. 
[171]).

Dysponujem y przykładem  w ytw arzania hybrydowego białka w na­
stępstw ie translokacji (9; 22) (q34.1; q ll.21), która ma miejsce w prze­
wlekłej białaczce szpikowej PhM odatniej (22q —), a także w Płńdodatnich 
ostrych białaczkach lim foblastycznych, w ostrej białaczce bifenotypowej 
(gdzie obok lim foblastów w ystępują w znam iennym  odsetku m ielobla- 
sty) i w ostrych białaczkach szpikowych [172]. W przewlekłej białaczce
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szpikowej w ystępuje fuzja c-,,abl” z genem ,,bcr” (od „break-point clu­
s te r region”), który znajduje się w rejonie złamań punktow ych w długich 
ram ionach chromosomu 22 (chromosom P h 1) [70] (szczegółowe dane zob. 
[170]). C-,,abl” należy do genów kodujących fosfokinazę tyrozynową, 
chociaż produkt prawidłowego c-,,abl” nie w ykazuje aktyw ności tej fos- 
fokinazy (pieaktyw ny proenzym?). W przewlekłej białaczce szpikowej 
PłPdodatniej c-,,abl” z chromosomu 9 zawsze zostaje przemieszczony w 
delecyjne długie ram iona jednego z chromosomów 22 pary. H ybrydow y 
gen ,,abl”-„bcr” koduje nowy polipeptyd [97, 98], w ykazujący podobnie 
jak  produkt v-,,abl” aktywność fosfokinazy tyrozynowej i prawdopodob­
nie indukujący transform ację nowotworową. Co więcej, niedawno opi­
sano przypadek przewlekłej białaczki szpikowej PlFujem nej z translo - 
kacją (9q+ ; 12q —) (q34; q21), w którym  na chromosomie 12 doszło do 
fuzji genu ,,bcr” z chromosomu 22 i genu ,,abl” z chromosomu 9. A za­
tem  w przewlekłej białaczce szpikowej PłFujem nej w ystępowały takie 
same zmiany m olekularne, jakie obserwowano w białaczce PłPdodatniej. 
Powyższa publikacja wskazuje, że rearanżacja sekwencji ,,abl”-,,bcr” ma 
znaczenie krytyczne w patogenezie przewlekłej białaczki szpikowej [5, 
207]. Pugh i wsp. [152] wykazali, że pacjenci, u których początkowo roz­
poznano przewlekłą białaczkę szpikową Phdujemną w istocie mieli zespół 
mielodysplastyczny.

Inne przykłady wskazujące na związek między leukemogenezą a za­
burzeniam i chromosomowymi pochodzą z obserwacji delecji pew nych 
chromosomów, względnie odwrotnie z podwojenia chromosomu poprzez 
rozdwojenie (trisomii), z czym może się wiązać podwójna dawka uak ty ­
wnionego c-,,onc” [93].

Jeśli idzie o delecje, to jedną z częściej obserwowanych jest u tra ta  
albo całego chromosomu 5, albo części jego długich ramion (prążki od 
q l3  do q33). Zaburzenie to w ystępuje w ostrych białaczkach szpikowych 
rozw ijających się de novo, w ostrych białaczkach szpikowych rozw ija­
jących się w tórnie w następstw ie chem ioterapii prowadzonej z powodu 
innej choroby nowotworowej oraz w niektórych zespołach m ielodyspla- 
stycznych (niedokrwistość oporna na leczenie — refractory  anemia, po­
łączona z delecją długich ram ion chromosomu 5) [107]. Ostatnio opisano 
delecję długich ram ion chromosomu 5 ze złamaniem punktow ym  w prążku 
q35 w kilku przypadkach złośliwej histiocytozy [124]. W w ypadku de­
lecji 5q co najm niej dwa geny regulujące różnicowanie kom órek p re- 
kursorowych w linię granulocytów -m akrofagów są tracone. Są to geny 
,,gm-csf” (5q23 —> q32) i „fm s” (5 q 3 3 .2 q 3 3 .3 ) . Nie jest wykluczone, 
że u tra ta  z chromosomu 5 krytycznej sekwencji DNA jest zasadnicza dla 
transform acji nowotworowej. Sugestia ta  jest szczególnie in teresująca w 
powiązaniu z innym i obserwacjami, w których wykazano, że zdolność
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niektórych białaczek szpikowych do proliferacji istotnie łączy się ze 
zdolnością do w ytw arzania CSF [73, 181]. U niektórych pacjentów zła­
manie punktowe na długich ram ionach chromosomu 5 powoduje u tra tę  
wyłącznie ,,gm-csf”, pozostawiając locus ,,fms” nietknięty, co sugeruje 
że geny ,,gm-csf” i „fm s” odgryw ają w powyższych schorzeniach różne 
role. Nie można także wykluczyć udziału innych genów kodujących 
CSFs lub ich receptory, które mogą być zgrupowane w 5q, bądź też 
mogą to być geny kodujące białka o jeszcze innych czynnościach [107].

Trisomia chromosomu 8 jest jedną z najczęściej spotykanych nie­
prawidłowości chromosomowych, począwszy od względnie łagodnych 
zespołów m ieloproliferacyjnych, do ostrych białaczek [163]. W chromo­
somie 8, poza znanym  już c-„m yc” (prążek q24.1), bardziej proksym alnie 
leży c-„m os” (prążek q22.1) [91, 134, 150]. C-,,mos” jest homologiczny 
z v-A „env”-,,mos” retrow irusa mięsaka Moloneya myszy (Moloney m u­
rine sarcoma virus, w skrócie M-MSV), k tóry  u zwierząt wywołuje mię- 
saki, a w hodowli transform uje fibroblasty [wg 46]. Onkogen „mos” ko­
duje białko posiadające wspólne sekwencje z rodziną genów „src”, ale 
nie wykazujące aktywności fosfokinazy tyrozynowej [215]. W ydaje się, 
że współzależność między trisom ią chromosomu 8 a leukemogenezą nie 
jest przypadkowa, zwłaszcza jeśli zostaną uwzględnione badania g ry­
zoni. Mianowicie w nowotworach szczurów często w ystępuje trisom ia 
chromosomu 7 [110], a w białaczce myszy najczęstszą i niekiedy jedy­
ną nieprawidłowością jest trisom ia chromosomu 15 [93, 225, 226], przy 
czym c-,,m yc” u szczurów znajduje się w chromosomie 7 [199], a u m y­
szy w chromosomie 15 [24],

Obok proto-onkogenów w chromosomach w ykryto 17 miejsc dzie­
dzicznie łam liwych (heritable fragile sites) [201]. Miejsca dziedzicznie 
łamliwe są niebarwiącym i się fragm entam i chromosomów, obejm ujący­
mi zwykle obie chrom atydy. Przypuszcza się, że odpowiadają one seg­
m entom  chromosomów, które nie uległy prawidłowem u zagęszczeniu 
(compaction) podczas mitozy [105], Z 17 zidentyfikowanych miejsc dzie­
dzicznie łam liwych 16 w ystępuje w chromosomach autosomalnych, a jed­
no w chromosomie X. Ekspresja miejsc dziedzicznie łam liwych może 
mieć charakter w yrw y (gap), złamania (break) lub przemieszczenia (displa­
cement) segmentu chromosomu. Ekspresja jest najlepiej widoczna w ko­
m órkach hodowanych w środowisku pozbawionym kwasu foliowego-ty- 
m idyny lub po ekspozycji na inhibitor syntetazy tym idylanowej, jak  np. 
fluorodezoksyurydyna [cyt. wg 233], Miejsca dziedzicznie łamliwe w całej 
populacji w ystępują rzadziej niż w 0,2% przypadków [cyt. wg 233], 
przy czym najczęściej stw ierdza się Xq28.1, z czym wiąże się jed,na 
z form  niedorozwoju umysłowego.

Osiem z siedem nastu znanych miejsc dziedzicznie łam liwych pozo­
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staje w związku ze złamaniami punktowym i specyficznymi dla b iała­
czek i nieziarniczych chłoniaków:
— miejsce dziedzicznie łamliwe w chromosomie 6p23 wiąże się z tran s- 

lokacją (6; 9) (p23; q34) spotykaną w pstrej białaczce m ieloblastycz- 
nej przebiegającej z bazofilią [144];

— delecje chromosomu 7 w ystępują we wszystkich typach ostrych bia­
łaczek szpikowych, a zwłaszcza w tzw. w tórnych ostrych białaczkach 
nielim fatycznych rozw ijających się w następstw ie chem ioterapii sto­
sowanej z powodu innej choroby nowotworowej; w chromosomie 7 
miejsce dziedzicznie łamliwe znajduje się w p ll.2  [231, 233];

— miejsce dziedzicznie łamliwe w 8q22 wiąże się z t  (8; 21) (q22; q22) 
w ystępującą w ostrej białaczce mieloblastycznej z zachowanym doj­
rzewaniem  [54, 162J; w 8q22 znajduje się także proto-onkogen „mos” 
homologiczny z v-,,mos” M-MSV;

— miejsce dziedzicznie łamliwe w 9p22 wiąże się z t (9; 11) (p22; q23), 
która jest typowa dla ostrej białaczki mielomonocytowej (typ M-4) 
i monocytowej (typ M-5) [71];

— miejsca dziedzicznie łamliwe w chromosomie 11 w ql3.3 i q23.3 po­
zostają w związku z translokacjam i, jakie spotyka się w  ostrych bia­
łaczkach szpikowych (typ M-4 i M-5), ostrej białaczce lim foblastycz- 
nej (typ L-2), przewlekłej białaczce lim fatycznej i chłoniaku lim focy­
towym  [71, 167, 208, 231];

— miejsce dziedzicznie łamliwe w 12q 13.1 pozostaje w związku z obser­
wowaną przez Yunisa [231] t (12; 14) (ql3; q32) u pacjenta z chłonia- 
kiem T-komórkowym;

— miejsce dziedzicznie łamliwe w 16q22.1 łączy się zarówno z delecją 
16 (q22), jak  i z inw ersją (jeszcze częściej) 16 (pl3 i q22), która w y­
stępuje w ostrej białaczce szpikowej typu  M-4 [2, 104, 105, 231]. Jest 
interesujące, że niektórzy autorzy [105, 232] w ykryli ekspresję m iej­
sca dziedzicznie łamliwego w 16q22.1, w praw idłowych lim focytach 
pacjentów z ostrą białaczką szpikową typu M-4 i inw ersją 16 (pl3.1 
i q22.1), co sugeruje, że ekspresja tego miejsca predysponuje do bia­
łaczki typu M-4.

Niezwykle istotne pozostaje pytanie, czy w m iejscach dziedzicznie 
łam liwych znajdują się geny odgrywające istotną rolę w transform acji 
nowotworowej.

Inną in trygującą obserwacją jest odkrycie przez Yunisa i Sorenga 
[234] wielkiej rodziny, przechowywanych (conserved) podczas ewolucji, 
homozygotycznych miejsc konstytutyw nie łam liwych (constitutive f ra ­
gile sites). Miejsc takich w ykryto 51. Są one precyzyjnie zlokalizowane 
w różnych chromosomach i znajdują się albo w  złączu (junction) prąż­
ków Giemsa ujem nych i Giemsa dodatnich, albo w prążkach Giemsa
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ujem nych, tuż przy złączu. Ekspresja miejsc konstytutyw nie łam liwych 
sta je  się bardzo wyraźna, gdy komórki pozbawione tym idyny zostaną pod­
dane działaniu kofeiny. Mechanizm działania kofeiny zwiększający eks­
presję m iejsc konstytutyw nie łam liwych prawdopodobnie wiąże się z jej 
ham ującym  działaniem na napraw czy (repair) DNA w  replikujących ko­
m órkach [31, 103].

Cztery z miejsc konstytutyw nie łam liwych leżą w tych  samych prąż­
kach i podprążkach, co miejsca dziedzicznie łamliwe (prążki 9q32, 10q25.2, 
llq23.3, i 16q22.1). Yunis i Soreng [234] sugerują, że miejsca dziedzicz­
nie łamliwe powstają w skutek m utacji miejsc konstytutyw nie łam li­
wych. W dwudziestu, ze znanych 51 miejsc konstytutyw nie łamliwych, 
w ystępują (bezpośrednio w samym miejscu lub tuż przy nim) złamania 
punktow e chromosomów, charakteryzujące różne białaczki, chłoniaki 
i kilka guzów litych.

Należy więc przyjąć, że różnorodne rearanżacje chromosomowe, ja ­
kie spotyka się w nowotworach, są spowodowane przemieszczalnymi 
(transposable) elem entam i genetycznymi. Przemieszczenia ich wywołują 
efekt kaskadowy i są przyczyną niestabilności genomu. Te przechowy­
wane podczas ewolucji „słabe” punkty  prawdopodobnie odpowiadają ele­
m entom  regulacyjnym , które w nowotworach są masowo rozryw ane [233].

W tab. 4 przedstawiono najczęściej spotykane w białaczkach zabu­
rzenia chromosomowe i związane z nimi przemieszczenia znanych genów 
oraz c-,,onc”, a także miejsca dziedzicznie i konstytutyw nie łamliwe. Za­
strzegam y jednak, że przyjęcie jedynie widocznych w tabeli współza­
leżności byłoby zbytnim  uproszczeniem leukemogenezy.
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T A B E L A  4

Charakterystyczne nieprawidłowości chromoscmowe występujące

Rodzaj białaczki Defekt chromosomowy Złamanie punktowe 
lub delecja

% chorych

1 2 3 4

Przewlekła białaczka
szpikowa
Faza przewlekła t (9; 22)

.

9q 34.1 i 22q 11.21 
(Ph1 22q-)

85-100% [106]

Przełom blastyczny 
(Aberacje chromosomo­
we zwykle na 2-4 miesię­
cy wyprzedzają objawy 
kliniczne przełomu 
blastycznego) [165]

t (9; 22)
-FPh1 
i (17q)
+  8
Aberacje chromoso­
mowe występują wg 
przedstawionego po­
rządku, ze zmniejsza­
jącą się częstotliwością 
[106]

9q 34.1 i 22q 11.21 20%
80% [106]
Ok. 80% chorych wy­
kazuje jedną z trzech 
nieprzypadkowych abe- 
racji, które Mitelman 
i Levan [123] nazywają 
„główną drogą ewolu­
cyjną kariotypu”

Ostra białaczka mielo- 
blastyczna bez tendencji 
do dojrzewania 
(typ M -l)

t (9; 22) 9q 34.1 i 22q 11.21 Chromosom P h1 wy­
stępuje w ok. 3% przy­
padków ostrych bia­
łaczek szpikow'ych [1461

Ostra białaczka mielo- 
blastyczna z tendencją 
do dojrzewania 
(typ M-2)

t (8;21)
Translokacji tej czę­
sto towarzyszy utrata 
chromosomów płcio­
wych:
— Y (85% mężczyzn)
-  X (73% kobiet)
7% z t (8; 21) należy 
do typu M-4 [56]

8q 22.1 i 21 q 22.3 10% [106]

Ostra białaczka promie-
locytowa
(typ M-3)

t (15; 17) 15q 22 i 17q 21 70% [106]

V
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w białaczkach i związane z nimi przemieszczenia znanych genów

Geny komórkowe włączone w defekt chromosomowy 

5
.

W miejscu punktowego złamania w chromosomie 9q34.1 leży c-„abl”a [6, 65, 76],
W miejscu punktowego złamania w chromosomie 22qll.21 leży gen ,,bcr” b [70].
Wskutek t (9; 22) w długich ramionach chromosomu 22 dochodzi do fuzji ,,abl” z ,,bcr” . 
Hybrydowy gen ,,abl”-„b c r” koduje nowy polipeptyd o właściwościach zbliżonych do produktu 
transformującego v-„abl” wirusa białaczki Abelsona myszy [97, 98],
Ponadto w chromosomie 22 bardziej dystalnie od miejsca punktowego złamania (22ql2.2—>ql3.1) 
leży c-„sis”c (29, 202, 234).

W chromosomie 17ql 1—>q21 leży c-,,erb-A”d [184] 
W chromosomie 8 znajdują się dwa c-„onc” :
-  c-„mos”e -  8q22 [91, 134, 150]
-  c-„myc”f -  8q24.1 [27, 134,206,234]

Jak w fazie przewlekłej białaczki szpikowej

W miejscu punktowego złamania w chromosomie 8q22.1 znajdują się:
— miejsce dziedzicznie łamliwe (dokładnie 8q22.3) [54, 162, 234]
— miejsce konstytutywnie łamliwe [234]
— c-,,mos” .
Bardziej dystalnie w chromosomie 8 (prążek p24.1) leży c,,myc” .

; W miejscu punktowego złamania w chromosomie 21q22.3 leży c-,,ets-2” s (dokładnie 21q22.1->
—>q22.3) [218], Ponadto uważa się, że rejon 21q22 ma znaczenie w zespole Downa (+21) [cyt.
wg 176],
Podczas t (8; 21) „m os” pozostaje w chromosomie 8q-, zaś ,,myc” zostaje przeniesiony w chro­
mosom 21q+  [38]. Z drugiej strony w 8q- zostaje przeniesiony fragment c-,,ets”-2 [176]

W miejscu punktowego złamania w chromosomie 17q21 leżą:
I -  gen p53h (dokładnie 17q21-*22) [108]
i — zaś nieco bardziej proksymalnie od miejsca punktowego złamania — c-,,erb-A” (dokładnie 

17qll->q21)
; Podczas t (15; 17) gen p53 zostaje przeniesiony w chromosom 15 (15q+), ale ,,erb-A” pozostaje 

w chromosomie 17q-. Badania kompleksowych translokacji ujawniły, że w chromosomie 15q+ 
znajduje się krytyczne złącze (critical junction), a zatem przeniesiony w chromosom 15, gen p53 
będzie odgrywał istotną rolę w transformacji prawidłowych komórek szpikowych, w komórki 

j białaczko we zatrzymane w dojtzewaniu na etapie promielocyta [108].
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c.d

1 2 3 4

Ostra białaczka mielo-
monocytowa
<typ M-4)

'

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

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

25% [106]

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

t (9;11)

t ( llq )  
del ( l lq )

9p21, lub p22 
11q23->q24 
(najczęściej) 
I l q l3 ^ q l4  
(rzadziej) [56]

10% [106]

Typ M -l, M-2, M-3, 
M-4, M-5 i erytroleu- 
kemia 
(typ M-6)

del (5q) 5ql3—>ql5 
(złamania proksy- 
malne)
5q31->q35 
(złamania dystalne) 
[107]

6% [56]

del (7) 7pl 1.2, lub p22 
7q31.2, lub q36.3 
[234]

12% [106]

del (5) i del (7) 
są zwłaszcza charakte­
rystyczne dla wtórnych 
białaczek szpikowych 
po chemioterapii

+  8
.

2 25% [106]
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tab. 4

5

W chromosomie 16 w pl2.3 i q22.1 leżą dwa miejsca dziedzicznie łamliwe, które w sposób 
nieprzypadkowy korespondują z inv (16), lub del (16) w ostrej białaczce M-4 [2, 104J. Co więcej, 
miejsce dziedzicznie łamliwe w 16q22.1 pokrywa się z miejscem konstytutywnie łamliwym [234].

W pobliżu miejsca punktowego złamania w chromosomie 9 p22 znajdują się:
— miejsce dziedzicznie łamliwe (dokładnie 9p21.3) [71]
— rodzina genów interferonu1 (IFN-y alfa i IFN  beta-1) (dokładnie 9p 13—>p24) [142, 191, 209].

W chromosomie 11 w q l3.3 i q23.3 leżą dwa miejsca dziedzicznie łamliwe [71, 167, 208]. Co więcej, 
miejsce dziedzicznie łamliwe w llq23.3 pokrywa się z miejscem konstytutywnie łamliwym. Nic 
więc dziwnego, że w llq23.3 występują złamania punktowe w różnych typach białaczek.

| — t (9; 11) (p23; q23) w białaczkach typu M-4 i M-5 
— t (4; 11) (q21; q23) w białaczce typu L-2 (patrz dalej).
Ponadto w pobliżu miejsca punktowego złamania w 11 q23 znajduje się c-„ets-l” (dokładnie 
1 lq23—K[24) [35].
Podczas t (9; 11) c-„ets-l” zostaje przeniesiony z chromosomu 11 w krótkie ramiona chrom o­
somu 9 w sąsiedztwo genów interferonu [37],

W miejscu punktowego złamania w chromosomie 5q31 (spotykanego w del (5q)) znajdują się: 
1 — miejsce konstytutywnie łamliwe [234]

— gen ,,gm-csf”J (dokładnie 5q23->q32), który jest zawsze tracony w del (5q) [107]
I — bardziej dystalnie od 5q31, leży c-,,fms”k (dokładnie 5q33.2->q33.3), który jest tracony w części 

przypadków del (5q) [107]

W chromosomie 7 w p i l .2, a więc w miejscu punktowego złamania (spotykanego w del (7p) 
leży miejsce dziedzicznie łamliwe [105]. Co więcej w chromosomie 7 znajduje się jeszcze 5 miejsc 
konstytutywnie łamliwych, przy czym lokalizacja dwu (7p22.2 i 7q31.2) koresponduje z miejscami 
złamań punktowych [234].

Ponadto w chromosomie 7 znajdują się:
— c-„erb-B” -  7 p l3 ^ q 2 2  [196]
— locus dla receptora E G F1 — 7pl3->q22 [96]
— locus dla łańcucha gamma receptora komórki T — 7pl4->pl5 [132], przy czym jego położenie 

pokrywa się z miejscem konstytutywnie łamliwym (7pl4.2) [234]
— locus dla łańcucha beta receptora komórki T — 7q32-^q35 [83, 125], ponadto w 7q32.3 znaj­

duje się miejsce konstytutywnie łamliwe [234]

W chromosomie 8 znajdują się dwa c-,,onc” :
— c-,,mos” — 8q22
— c-,,myc” — 8q24.1
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C.d.

1 2 3 4

Przewlekła białaczka 
limfatyczna

+  12

t (11; 14) 11 q l3.3 i 14q32.3

Ostra białaczka mikro- 
limfoblastyczna 
(typ L-l)

t (9; 22) 9q34.1 i 22ql 1.21 12% (Dane dla wszyst­
kich typów ostrych 
białaczek limfobla­
st ycznych) [106]

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

t (9; 22) 

t  (4; 11)
Sugeruje się, że białacz­
ki ze złamaniem punk­
towym w llq23 , jakie 
występuje zarówno w 
białaczkach typu M-4 
i M-5, jak i w L-2 two­
rzą jedną grupę, przy 
czym proliferuje wielo- 
potencjalna komórka 
macierzysta. Proliferu- 
jące komórki cechuje 
zmienność morfologicz­
na i immunologiczna 
(bądź komórki limfoi- 
dalne typu ,,nie-T, nie- 
-B” , bądź pre-B, lub T, 
względnie typu komó­
rek monocytoidalnych, 
albo komórek bifeno- 
typowych noszących 
cechy linii limfoidalnej 
i mieloidalnej). Być 
może za tę zmienność 
morfologiczną i feno-

9q34.1 i 22ql 1.21 

4q21 i 11 q23 5% (Dane dla wszyst­
kich typów ostrych j 
białaczek limfobla- 
stycznych) [106]

«
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tab. 4

5

W chromosomie 12 znajdują się:
j  -  c-,,Ki-ras-2” ł -  12pl2.1 i q24.2 [86, 141, 175, 178, 234]
; -  IG F m -  12p22->do końca [11,210].

W omówionym już częściowo, przy okazji białaczek typu M-4 i M-5 chromosomie 11, miejscu 
punktowego złamania w prążku q l3.3 znajdują się:
— jedno z dwu miejsc dziedzicznie łamliwych [71, 167, 208]

! -  gen „bcl-1 ”n [211, 212, 213],
W miejscu punktowego złamania w chromosomie 14q32.3 leży locus dla części stałej łańcuchów 
ciężkich immunoglobulin.
Podczas t (11; 14) ,,bcl-1” zostaje przeniesiony z chromosomu 11 w locus immunoglobulinowy 
w chromosomie 14, co prawdopodobnie wywołuje aktywację ,,bcl-1” i zapoczątkowuje proces 
transformacji [171].

Jak w fazie przewlekłej białaczki szpikowej.

Jak w fazie przewlekłej białaczki szpikowej.

W chromosomie 4 w pobliżu miejsca punktowego złamania znajdują się: 
j  — locus dla EGF° — 4p21->do końca [11]
! -  locus dla TCGF (IL-2)p -  4q26->q28 [183].

W omawianym już, przy okazji białaczek typu M-4 i M-5 oraz przewlekłej białaczki limfatycznej, 
chromosomie 11, w miejscu punktowego złamania w prążku q23 znajduje się:
— jedno z dwu miejsc dziedzicznie łamliwych,
— miejsce konstytutywnie łamliwe,
— c-,,ets-l” (dokładnie Ilq23->q24).
Podczas t (4; 11) c-,,ets-l” (cały, lub jego fragment) zostaje przeniesiony z chromosomu 11 w 4q- 
[176] prawdopodobnie w sąsiedztwo genów dla EGF i TCGF.
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c.d.

1 ■2 3 4

-

typu immunologiczne­
go są odpowiedzialne 
chromosomy-biorcy 
materiału genetyczne­
go. Klinicznie ten typ 
białaczki występuje u 
dzieci i osób młodych, 
przebiega z wysoką 
leukocytozą i ma złe 
rokowanie [96a, 122a]. •

Ostra białaczka makro- 
limfoblastyczna 
Burkitta 
(typ L-3)

t (8; 14)

hiperdiploidia 
(50-60 chromosomów)

8q24.1 i 14q32.3 5% (Dane dla wszyst­
kich typów ostrych 
białaczek limfobla- 
stycznych) [106]

9% (Dane dla wszyst­
kich typów ostrych 
białaczek limfobla- 
stycznych) [106]

O b jaśn ien ia  do tab . 4
a c -„ a b l” hom ologiczny z v-A ,,gag”-„ a b l”-A ,,env” re tro w iru sa  b ia łaczk i A belsona 
m yszy [61]. „ a b l” i kodow any  p rzez niego p ro d u k t zostały  om ów ione w cześn iej 
(pa trz  tab . 3)
t> G en „ b e r” (b reak -p o in t-c lu s te r  reg ion) ■— gen, k tó ry  zn a jd u je  się w  re jo n ie  z ła ­
m ań  p u n k to w y ch  d ług ich  ra m io n  ch rom osom u 22 [70]
c c -„s is” hom ologiczny z v-A „gag”-A „env”-„ s is” re tro w iru sa  m ięsak a  m ałpy  w e ł­
n is te j [61]. c -„ s is” k o d u je  p rzy n a jm n ie j jed en  łań cu ch  PD G F. PD G F n a leży  do 
g łów nych czynników  m itogennych  osocza d z ia ła jący ch  n a  k o m ó rk i m ezenchym alne . 
Podczas t(9;22) c -„s is” zo sta je  p rzen iesiony  w  chrom osom  9. Jed n ak że  tra n s lo k a c ja  
„sis” n ie  odgryw a is to tn e j ro li w  patogenezie  p rzew lek łe j b ia łaczk i szp ikow ej, p o ­
n iew aż leży on w  pew nej odległości od m iejsca  punk tow ego  z łam an ia  (punk tow e 
złam an ie  zachodzi w  22qll.21 , c -„s is” leży w  22ql2->-ql3.1). N iem niej je d n a k  p ro - 
d u k t„ s is” i/lub  PD G F m ogą m ieć znaczenie w  rozw o ju  m ielofib rozy , k tó ra  często 
tow arzyszy  p rzew lek łe j b iałaczce szpikow ej [15]
d c -„e rb -A ” hom ologiczny z v -A „gag”-„ e rb -A ” o raz  c -„ e rb -B ” hom ologiczny 
z v -A „env”-„ e rb -B ” re tro w iru sa  e ry tro b la s to zy  p tak ó w  [32, 78], k tó ry  u  p tak ó w  
w yw ołu je  e ry tro leu k em ie , a rzadz ie j m ięsak i, zaś w  hodow li tra n s fo rm u je  kom órk i 
k rw i i f ib ro b las ty  [45], v -„ e rb -B ” ko d u je  p ro d u k t o ak ty w n o śc i fosfok inazy  ty ro -
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5

W miejscu punktowego złamania w chromosomie 8q24.1 znajdują się:
— miejsce konstytutywnie łamliwe [234]
-  c-,,myc” .
W miejscu punktowego złamania w chromosomie 14q32.3 znajduje się locus dla części stałej 
łańcuchów ciężkich immunoglobulin.
Podczas t (8; 14) c-„myc” zostaje przeniesiony z chromosomu 8 w locus immunoglobulinowy 
chromosomu 14, co wywołuje aktywację transkrypcyjną tego proto-onkogenu [169].
Uważa się, że wszystkie ostre białaczki limfoblastyczne B komórkowe przebiegają z 14q +  , cho­
ciaż nie zawsze musi istnieć t (8; 14) [106]. Ponadto w chromosomie 14 w prążku q 11.2 znajduje 
się locus dla łańcucha alfa receptora komórek T [22, 26, 88], W ostrej białaczce limfoblastycznej 
T komórkowej złamanie punktowe występuje w obrębie tego locus [49]

zynow ej, k tó ry  odpow iada ok ro jo n e j (cy top lazm atycznej) części re cep to ra  d la czyn­
n ik a  w zrostu  n a sk ó rk a  [44] i ja k  pow iedziano  tra n s fo rm u je  e ry tro b la s ty . Jed n ak że  
gdy dzia ła  ty lko  sam  v -„ e rb -B ”, s tran sfo rm o w an e  kom órk i w y k azu ją  ten d en c ję  do 
spon tan icznego  do jrzew an ia , co w  k o nsekw encji opóźnia rozw ój b iałaczk i. N atom iast 
v -„ e rb -A ” po tęgu je  tra n sfo rm u ją c e  dzia łan ie  v -„ e rb -B ” h am u jąc  do jrzew an ie  e ry ­
tro b las tó w  na  w czesnych e tap a ch  różn icow an ia  [58, 112, 182, 214, 228, 229]. N asuw a 
się w ięc p y tan ie , jak i je s t m echan izm  tego dz ia łan ia?  Być może k lucz  do ro zw iąza­
n ia  leży  w  b ad an iach  n ad  s t ru k tu rą  v -„ e rb -A ”. P ro d u k t kodow any  p rzez  v -,,e rb -A ” 
m a pew ne sekw encje  w spó lne  zarów no z ludzk im i recep to ram i d la  g likokortiko idów  
[78a, 220], ja k  i z re cep to ram i d la  estrogenów  [68a, 69a], Z ak ład a  się, że p ro d u k t 
p ro to -onkogenu  c -,,e rb -A ” odgryw a jak ą ś  ro lę  w  różn icow an iu  lin ii e ry tro b la s ty cz - 
ne j, n a to m ia s t onkogen v -„ e rb -A ” a n u lu je  jego fizjo logiczne działan ie . J a k  się w y ­
d a je  p ro d u k t kodow any p rzez  v - ,,e rb -A ” działa  podobnie  ja k  zm u to w an e  recep to ry  
dla g likokortiko idów , do k tó ry ch  zresztą  je s t ud erza jąco  podobny s tru k tu ra ln ie . 
W yróżnia się dw a rodza je  m u ta n tó w  recep to ró w  d la g likokortiko idów . P ierw sze  tzw . 
„m u tan ty  zw iększające tra n s fe r  ją d ro w y ” — m u ta n ty  n t+  (od „ increased  n u c lea r 
t r a n s fe r” — nazw a odzw ierc ied la  zw iększone pow inow actw o  do ją d ra  kom órko ­
wego) w iążą się zarów no z p o d staw n ik iem  (ligand), ja k  i z DNA, a le  n ie  w y w ołu ją  
żadnej odpow iedzi fizjo logicznej. M ożna w ięc założyć, n a  podstaw ie  podob ieństw
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s tru k tu ra ln y c h , że b iałko kodow ane przez v -„ e rb -A ” z a jm u je  m ie jsce  w  DNA, n a  
k tó re  -w w a ru n k a c h  fizjo log icznych  działa p ro d u k t c -„ e rb -A ” i zapobiega ak ty w ac ji 
genów  o d g ryw ających  ro lę  w  różn icow an iu  lin ii e ry tro b la s tó w . N a to m iast d ru g i 
ro d za j zm u tow anych  recep to ró w  g likoko rtiko idow ych  tzw . m u ta n ty  n t~  (w iążą g li- 
k oko rtiko idy , lecz n ie  p o siad a ją  zdolności w iązan ia  się z DNA, co w  rezu ltac ie  d a je  
ta k i sam  e fek t ja k  w  p rzy p ad k u  m u tan tó w  n t+ . P ro d u k t v -„ e rb -A ” w y k azu je  
tak że  podobieństw o s tru k tu ra ln e  do m u tan tó w  n t~  [9a],
e c-„m os” hom ologiczny z v-A „gag”-A ,,env”-,,m os” re tro w iru s a  m ięsak a  M oloneya 
m yszy [61]. „m os” i kodow any  p rzez niego p ro d u k t zostały  om ów ione w cześn iej. 
f c -,,m yc” hom ologiczny z v-A „gag”-„m y c”-A „env” re tro w iru s a  m ielocy tom atozy  
p tak ó w  MC 29 [61], „m yc” i kodow any  przez niego p ro d u k t zosta ły  om ów ione w cześ­
n ie j (p a trz  tab . 1).
g c -,,e ts”. R e tro w iru s  m ieiob lastozy  i e ry tro b la s to zy  p tak ó w  E 26, ja k  to p o w iedz ia ­
no, posiada dw a onkogeny  „m y b ” i „e ts”. S tru k tu ra  genom u E 26 p rzed s taw ia  się 
na s tęp u jąco : v -A „gag”-„m y b ”-„ e ts”-A „env” [61] (p a trz  tab . 1). J e ś li idzie o p a to - 
genność, to E 26 c h a ra k te ry z u ją  co n a jm n ie j dw ie dodatkow e cechy, k tó ry ch  n ie  
p osiada  re tro w iru s  m ieiob lastozy  p tak ó w  dysponu jący  ty lk o  onkogenem  „m yb”. Po 
p ierw sze: E 26 u p tak ó w  w y w ołu je  zarów no m ielob lastozę, ja k  i e ry tro b la s to zę , a in 
v itro  tra n s fo rm u je  e ry tro b la s ty  i m ie lob lasty  [45], Po d rug ie : m ie lo b lasty  s tra n s -  
fo rm o w an e  przez E 26 m a ją  całkow icie  zab lokow ane d o jrzew an ie  i n ie  u d a je  się 
w yw ołać ich dalszego różn icow an ia  żadnym  ze znanych  in d u k to ró w  [cyt. w g 161a], 
W irusow em u „e ts” w  ludzk im  genom ie (a tak że  u  m yszy i kotów ) od p o w iad a ją  dw a 
różne  loci n azw ane  ,,e ts - l” i ,,ets-2” [218, 219], U człow ieka c -„ e ts - l  i c -,,e ts-2 ” z n a j­
d u ją  się odpow iednio  w  ch rom osom ach  Ilq23-»q24 [35] i 21q22.1—>-q22.3 [218], S pecy­
ficzne chrom osom ow e n iep raw id łow ośc i dotyczące llq23^-24  ta k ie  jak : o b u stro n n e  
tran s lo k ac je , delec je , w trącen io w e  odw rócenie  (inverted  in sertio n s) i H SR s w y s tę ­
p u ją : w  o strych  b ia łaczkach  szpikow ych ty p u  M -4 i  M-5 [37, 96a, 122a, 161a, 166, 
231], w  zespołach m ie lodysp lastycznych  [52a, 155a], w  o s tre j b iałaczce  lim fo b lasty cz- 
n e j ty p u  L-2 i w  ch łon iaku  lim focytow ym  [96a, 122a, 161a, 176, 231], D ane te  w sk a ­
zu ją , że c - , ,e ts - l” uczestn iczy  zarów no w  p ro life rac jach  hem o-, ja k  i lim fopoetycz- 
nych.
h G en p53. B iałko kodow ane p rzez kom órkow y gen p53 je s t fo s fo p ro te in ą  o k ró tk im  
pó łokresie  trw a n ia  (ti/2). Podw yższony poziom  p53 w y k ry to  w  k o m ó rk ach  s tra n s fo r-  
m ow anych  p rzez różne czynniki, ja k  np. w iru sy , środk i chem iczne i energ ię  jo n i­
zu jącą  [34, 102, 113, 160, 161]. Szereg  p u b lik ac ji w iąże p53 z p ro life ra c ją  kom órek  
[116, 120, 121, 180], dz ia łan iem  „ u n ie śm ie rte ln ia jący m ” k om órk i w  w a ru n k a c h  „in 
v i t ro ” [85] i u w raż liw ia jący m  je na  tran sfo rm ac ję  in d u k o w an ą  przez onkogeny  
„ ra s ” [47, 85, 143],
1 G eny  in te rfe ro n ó w  (IFN -ów ) k o d u ją  b ia łk a  o w łaśc iw ościach  an ty w iru so w y ch , 
an ty n o w o tw o ro w y ch  i im m u n om odu lacy jnych  [41, 42, 99, 100], N a  poziom ie m o lek u ­
la rn y m  IF N -y  h am u ją  w  kom órkach  docelow ych ek sp res ję  n ie k tó ry c h  c,,onc”. I ta k  
np. po ekspozycji n a  IF N -y  a lfa  lub  be ta , k om órek  lin ii D aud i (w yprow adzonej 
z ch łon iaka  B u rk itta )  5 - 7 -k ro tn ie  zm nie jsza  się tra n sk ry p c ja  c -„m y c” [46, 87]. 
i G en  ,,gm -csf” k o d u je  czynn ik  pobudza jący  w y tw a rz a n ie  ko lon ii g ranu locy tów , 
g ran u lo cy tó w -m ak ro fag ó w  i m ak ro fagów  (g ran u lo cy te -m acro p h ag e  colony s tim u la ­
tin g  fac to r, w  skrócie  G M -C SF) [80], C zynnik i p o b udza jące  w y tw a rz a n ie  ko lon ii 
(co lo ny -stim u la ting  fac to rs , w  skrócie  C SF-s) są konieczne d la  w zro s tu  i d o jrzew a­
n ia  u k ie ru n k o w an y ch  kom órek  m ielopoetycznych .
k c -„ fm s” hom ologiczny z v-A „gag”-„ fm s”-A „env” re tro w iru s a  m ięsak a  M cD onougha 
ko tów  [61]. „ fm s” i jego p ro d u k t zostały  om ów ione w cześn ie j (p a trz  tab . 3).
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1 R ecep to r d la  E G F  — recep to r d la  czynn ika  w zro stu  n a sk ó rk a  (ep iderm al g ro w th  
factor, w  sk rócie  EG F), sk ład a  się z trzech  części: p ie rw sze j — k tó ra  w y s ta je  poza 
kom órkę i posiada  m iejsce w iążące EG F, d rug ie j — osadzonej w  b łon ie  kom órkow ej 
i trzec ie j — zn a jd u ją c e j się w  cy top lażm ie  kom órk i. Ta trzec ia  cy top lazm atyczna  
część re c e p to ra  w y k azu je  ak tyw ność  fosfok inazy  ty rozynow ej [20] i je s t hom ologicz­
na  z p ro d u k tem  v -„ e rb -B ” [44], S u g e ru je  się [153], że p re k u rso r  d la  E G F  p e łn i 
podw ó jną  ro lę : p re k u rso ra  E G F i p re k u rso ra  recep to ra  d la EGF. 
ł c -„ K i-ra s -2 ” hom ologiczny z v -„ ra s ” re tro w iru sa  m ięsaka  K irs ten a  szczurów . R e- 
tro w iru s  te n  m a podobne w łaściw ości, co w cześn ie j om ów iony re tro w iru s  m ięsak a  
H arv ey a  szczurów .
m IG F -I — I czy n n ik  w zro stu  in su lino -podobny  (in su lin -lik e  g ro w th  fac to r I, w  
sk rócie  IG F -I), w ra z  z in su lin ą  i IG F -II  je s t członkiem  b ia łek  z rodziny  in su lin  [79], 
k tó re  d z ia ła ją  jak o  au to k ry n o w e  re g u la to ry  p ro life rac ji [210]. IG F -I ak ty w u je  fo s- 
fok inazę  ty ro zy n o w ą  w  podobny  sposób ja k  inne  m itogeny  [84, 168] i onkogeny  
z rodziny  „ src” [8, 151]. IG F -I je s t w y tw a rzan y  przez ludzk ie  f ib ro b la s ty  s ty m u lo ­
w ane h o rm onem  w zro stu  lub  PD G F. Z d ru g ie j stro n y  w yw ołana  ho rm onaln ie  se k re - 
c ja  IG F  p rzez lu d zk ie  fib ro b la s ty  u w raż liw ia  je  na  dzia łan ie  PD G F [17]. 
n G en „bcl-1” od „B -cell ly m p h o m a/leu k em ia -1 ” je s t p ro to -onkogenem  k o m ó rk o ­
w ym  i zosta ł om ów iony  w cześn iej.
° EG F — czynn ik  w zro stu  n ask ó rk a . Jego czynność fizjo logiczna n ie  je s t d o k ładn ie  
poznana, w iadom o  jed n ak , że w yw ołu je  w zro st k om órek  n a sk ó rk a  i ich  k e ra ty n i-  
zację [205].
p TC G F — czynn ik  w zrostu  lim focytów  T (hum an  T -lym phocy te  g ro w th  fac to r) 
lub  in te r le u k in a -2  (IL-2) je s t g lik o p ro te in ą  o m ałe j m asie  cząsteczkow ej (15.000) 
u w a ln ian ą  p rzez  k o m ó rk i T ty p u  pom ocniczego, po s ty m u lac ji lek ty n ą  lub  a n ty g e ­
nem . Pod w p ły w em  TC G F inne  su b p o p u lac je  kom órek  T sy n te ty zu ją  specyficzne 
recep to ry  i p ro life ru ją  [173]. F a r r a r  i A nderson  [52] w ykaza li, że po  zw iązan iu  
TC G F ze specyficznym  recep to rem  w y stęp u je  u ak ty w n ien ie  fosfok inazy  ty ro zy n o ­
w ej z lokalizow anej n a  w ew n ą trzk o m ó rk o w ej pow ierzchn i b łony. S u g eru je  się, że 
zabu rzona  e k sp re s ja  re cep to ra  d la TCG F m oże p rzyczyniać się do leukem ogenezy  
[cyt. w g 195].
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GENETYCZNA KONTROLA GAMETOGENEZY U SSAKÓW* 

G E N E TIC  CO N TRO L OF G A M ETO G EN ESIS IN  M AM M ALS

H alin a  K R ZA N O W SK A

Z ak ład  G ene tyk i i E w olucjon izm u, In s ty tu t Zoologii 
U n iw e rsy te tu  Jag ie llońsk iego

Streszczen ie .  P łeć m ęsk ą  u  ssaków  d e te rm in u je  czynn ik  zaw arty  w  chrom osom ie Y, 
je d n a k  o k ie ru n k u  ró żn icow an ia  się kom órek  lin ii p łciow ej decydu je  n ie  ty le  ich  
w łasn y  sk ład  chrom osom ow y, co środow isko  w ytw orzone p rzez  kom órk i som atycz­
ne  gonady. W k ry ty czn y m  s tad iu m  p re n a ta ln y m  kom órk i rozrodcze zn a jd u jące  się 
w  ja jn ik u  w chodzą w  p ro fazę  m ejozy  i s ta ją  się oocytam i, podczas gdy k o m ó rk i 
zn a jd u ją c e  się w  jąd rze  n ie  p o d e jm u ją  m ejozy  w  ok res ie  p re n a ta ln y m  i zo sta ją  
sk ie row ane  na  drogę sperm atogenezy . J e d n a k  dalsze e tap y  gam etogenezy  są już 
uzależn ione  od ak ty w n o śc i chrom osom ów  w y stęp u jący ch  w  sam ych k o m órkach  
rozrodczych . O becność dw u chrom osom ów  X  sp rzy ja  p rzeżyw an iu  oocytów , n a to ­
m ias t pow odu je  o b u m ie ran ie  sperm atogon iów , p rzy  czym  d la  p raw id łow ego  p rz e ­
b iegu  sp erm ato g en ezy  konieczna  je s t in a k ty w a c ja  chrom osom u X  o raz  obecność 
ch rom osom u Y. E k sp re s ja  genów  k o n tro lu jący ch  sperm iogenezę m oże zachod 2dć 
jeszcze w  k o m ó rk ach  d ip lo ida lnych  lub  już  w  h ap lo ida lnych  sp e rm atydach , zanim  
ich  genom  n ie  u legn ie  ca łkow ite j in a k ty w a c ji w  w y n ik u  k o n d en sac ji ch rom atyny . 
N ie m am y p rzek o n y w ający ch  dow odów , aby  fen o ty p  gam et by ł m odyfikow any  
p rzez  kom órk i som atyczne. W praw dzie  k o n tro la  gene tyczna  gam etogenezy  je s t 
jeszcze bard zo  słabo  poznana, je d n a k  w y d a je  się n ie  u legać  w ątp liw ośc i, że je s t ona 
znacznie b a rd z ie j sk o m p lik o w an a  u  sam ców  n iż u  sam ic, gdyż w ie le  czynników  za­
b u rza jący ch  sperm atogenezę  n ie  w y w ie ra  żadnego w p ływ u  n a  oogenezę.

S u m m a r y .  T he m ale  sex  in  m am m als is d e te rm in ed  by  fac to rs  located  in  th e  Y 
chrom osom e, b u t th e  d irec tio n  of g erm  cells d if fe re n tia tio n  does n o t seem  to depend  
on th e ir  ow n chrom osom e con stitu tio n , r a th e r  on the  e n v iro n m en t c rea ted  by 
som atic  cells of th e  gonad. A t th e  c ritic a l p re n a ta l stage, germ  cells w h ich  a re  
s itu a ted  in  th e  o v a ry  e n te r  m eio tic  p ro p h ase  an d  becom e oocytes, w h ile  those  si­
tu a te d  in th e  te s tis  a re  p rev en ted  from  e n te r in g  m eiosis p re n a ta lly  an d  th u s  em b ark  
on sperm atogenesis . H ow ever, fu r th e r  steps of gam etogenesis depend  la rg e ly  on

* R e fe ra t w yg łoszony  n a  X V I k o n fe ren c ji szkoleniow ej z z ak resu  biologii ko ­
m ó rk i w  d n iu  20 lis to p ad a  1986 r. w  W arszaw ie, „W czesne s tad ia  rozw oju  zaro d ­
k ó w  ssaków ”.

http://rcin.org.pl



214 H. K R Z A N O W S K A

th e  ac tiv ity  of chrom osom es p re sen t in  g erm  cells them selves. T he p resence  of tw o  
ac tive  X  chrom osom es fav o u rs  su rv iv a l of oocytes b u t is le th a l to  sperm atogon ia . 
V ital fo r th e  no rm al course of sperm atogenesis is in ac tiv a tio n  of th e  X  chrom osom e 
an d  th e  p resence  of th e  Y chrom osom e. E xp ress ion  of genes con tro lling  sperm ioge- 
nesis tak es  p lace  e ith e r  in  d ip lo id  cells or in hap lo id  sperm atid s , u n ti l  th e ir  genom e 
undergoes in ac tiv a tio n  due to ch ro m atin  condensation . T here  is no convincing  e v i­
dence of m od ifica tion  of gam ete  p h eno type  by som atic cells. A lth o u g h  ou r k n o w ­
ledge of genes con tro lling  m am m alian  gam etogenesis is still v e ry  poor, th e re  seem s 
to be no doub t th a t  th is  con tro l is m uch  m ore com plica ted  in  m ales th a n  in  f e ­
m ales, b ecause  m an y  fac to rs  a ffec ting  sperm atogenesis do no t e x e r t  any  effec ts 
on oogenesis.

Produkcja funkcjonalnych garnet zależy od tak wielu różnych czyn­
ników, że liczba genów kontrolujących ten proces pośrednio lub bez­
pośrednio powinna być ogromna [61]. W jaki sposób można je iden tyfi­
kować? Klasyczna metoda genetyczna polega na analizie m utacji, k tóre 
powodują odchylenia od normy. Jednakże wykazanie, że jakiś defekt 
ma podłoże genetyczne, i ew entualne zlokalizowanie odpowiedzialnego 
za to genu wym aga analizy potomstwa, co w przypadku zaburzeń płod­
ności bywa utrudnione lub niemożliwe, toteż wiele potencjalnie in te re ­
sujących m utacji wym yka się naszej uwadze. Tym należy tłum aczyć 
zaskakujący fakt, że naw et u myszy (w której chromosomach zlokali­
zowano aż 60 genów w pływ ających na barw ę sierści) udało się zidenty­
fikować zaledwie 25 loci genowych, k tórych m utacje powodują poważne 
defekty płodności, a z nich tylko 10 upośledza bezpośrednio gametoge- 
nezę [61]. W ykryto je dzięki tem u, że przeważnie oprócz zaburzeń płod­
ności w yw ołują też inne wyraźnie widoczne efekty plejotropowe.

Znacznie więcej wiemy o zaburzeniach w ynikających ze zm iany 
liczby lub struk tu ry  chromosomów (zwłaszcza chromosomów płci), po­
nieważ są one bezpośrednio w ykryw alne. Bardzo cennych inform acji 
dostarcza też embriologia eksperym entalna, a zwłaszcza badania nad chi­
merami, zapoczątkowane i rozwinięte przez Tarkowskiego [52, 69, 70]. 
I wreszcie w ostatnich latach otworzyły się nowe możliwości badawcze 
poprzez izolowanie i klonowanie określonych sekwencji DNA, a następ ­
nie lokalizowanie ich w chromosomach czy też w ykryw anie ich produk­
tów. W szystkie te metody nawzajem  się uzupełniają i rokują szybki 
postęp badań. Na razie jednak, mimo zgromadzenia już ogromnego piś­
miennictwa wiadomości o genetycznej kontroli produkcji gam et u ssa­
ków są fragm entaryczne i wciąż nie m am y odpowiedzi na szereg pod­
stawowych pytań.

Celem niniejszego artykułu  jest rozważenie czynników, które decy­
dują o podjęciu kolejnych etapów w procesie gametogenezy i kształto­
wania się fenotypu gamet. Zagadnienie to zostanie omówione na w ybra­
nych przykładach odnoszących się głównie do myszy, jako do najlepiej
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pod względem  genetycznym  poznanego gatunku ssaka. Rozważania trze­
ba jednak  zacząć od poziomu podstawowego dotyczącego determ inacji 
płci i różnicowania się gonady w kierunku żeńskim lub męskim, gdyż 
od tego zależy dalszy przebieg gametogenezy.

G EN ETY CZN A  K O N TR O LA  D E T E R M IN A C JI PŁ C I

Od dawrna wiadomo, że u ssaków w ystępuje chromosomowa de te r­
m inacja płci: norm alne samice m ają dwa chromosomy X, a samce chro­
mosomy X i Y, przy czym obecność tego ostatniego decyduje o różni­
cowaniu się gonady w kierunku męskim. Jednak  dopiero od kilku lat 
udaje się lokalizować odpowiedzialny za to fragm ent chromosomu Y, 
czyli tzw. locus Tdy (testis determ ining-Y), metodami bezpośrednimi.

W 1980 r. Singh i wsp. [65] wyizolowali z chromosomów węży frak ­
cję DNA, która występowała tylko u osobników płci heterogam etycznej, 
a zawierała sekwencje bardzo konserw atyw ne ewolucyjnie, hybrydyzu- 
jące z odcinkami chromosomu determ inującego płeć w różnych grupach 
kręgowców. Posługując się tą frakcją DNA jako sondą, metodą hybry­
dyzacji DNA in situ zlokalizowano kom plem entarne do niej sekwencje 
w okolicy centrom eru chromosomu Y, zarówno u myszy, jak  u czło­
wieka [30], a dowodu na to, że sekwencje te m ają istotnie związek 
z determ inacją płci męskiej i w ykryw ają locus Tdy, dostarczyły myszy 
z tzw. czynnikiem Sxr (sex reversing). Wiadomo było, że samce XY Sxr 
przekazują ten czynnik połowie swego potomstwa, przy czym u osobni­
ków XX Sxr następuje odwrócenie płci, gdyż różnicują się one jako 
samce [11]. Ponieważ czynnik Sxr dziedziczy się jak  dom inujący gen 
autosom alny, podejrzewano, że może to być fragm ent chromosomu Y 
przeniesiony do któregoś z autosomów, jednak poszukiwania tego frag­
m entu nie dawały rezultatów .

Sprawa się w yjaśniła dopiero w tedy, gdy Singh i Jones [64J zasto­
sowali do hybrydyzacji in situ ową sondę DNA w ykryw ającą konserw a­
tyw ne ewolucyjnie sekwencje chromosomu determ inującego płeć. Zloka­
lizowanie kom plem entarnych do nich sekwencji u myszy Sxr, a w  ślad 
za tym  analiza kariologiczna chromosomów barw ionych na prążki G [18], 
wykazały, że samce XY Sxr m ają nietypowy chromosom Y z dwoma ko­
piami odcinka zawierającego locus Tdy: jedna z nich mieści się w nor­
m alnej pozycji w rejonie centrom eru, a druga (powstała przypuszczalnie 
przez duplikację) na końcu dystalnym , k tóry koniuguje z chromosomem 
X. W czasie koniugacji w wyniku crossing over kopia dystalna (czyli 
czynnik Sxr) zostaje przeniesiona z jednej chrom atydy chromosomu Y 
na chrom atydę chromosomu X (ryc. 1). Fakt, że osobniki potomne XX
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Sxr są samcami, dowodzi, iż przeniesiony fragm ent zawiera locus Tdy 
kontrolujący determ inację płci w kierunku męskim, zaś występowanie 
procesu crossing over świadczy o tym, że chromosomy X i Y są na pew­
nym  niewielkim  odcinku homologiczne. Odcinek ten  został nazw any se­
gm entem  pseudoautosom alnym  [8], gdyż zaw arte w nim  loci dziedziczą 
się pozornie jak  autosomalne. U norm alnych myszy (bez czynnika Sxr) 
crossing over między chromosomami X i Y nie powoduje zakłóceń de­
term inacji płci, gdyż locus Tdy mieści się w pobliżu centrom eru, a seg­
m ent pseudoautosom alny na przeciwległym, dystalnym  końcu chrom o­
somu Y (ryc. 1).

Ryc. 1. a  — chrom osom  Y u no rm alnego  sam ca m yszy o raz  u  sam ca  z czynn ik iem  
S x r; b — k o n iu g ac ja  i c rossing  o v er u  sam ca m yszy X Y  S x r; c —  u  człow ieka 
(częściowo w g [53], zm odyfikow ane). O dcinki ja sn e  oznaczają  seg m en ty  hom olo­
giczne (w w ielkości znacznie  p rzesadzonej w  s to su n k u  do rzeczyw is tych  p ropo rc ji), 
odcink i czarne  — segm en ty  n ieholom ogiczne w  chrom osom ach  X  i Y; frag m en ty  

zaw ie ra jące  locus T dy zak resk o w an e

Ostatnio udowodniono występowanie crossing over między chromo­
somami płci także u norm alnych mężczyzn. Rouyer i wsp. [59] wyizolo­
wali trzy  różne sondy DNA w ykryw ające 3 polimorficzne loci w krótkim  
homologicznym segmencie pseudoautosom alnym  chromosomów X i Y 
człowieka, a następnie, stosując endonukleazy restrykcyjne, przeanalizo­
wali dziedziczenie tego polimorfizmu w 8 wielodzietnych rodzinach. W y­
kazali regularną rekom binację między badanym i loci, przy czym locus 
położony najbliżej telom eru ulegał wym ianie z częstością 50°/o, co świad­
czy o występowaniu obligatoryjnego crossing over w regionie homologicz-
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nym  (ryc. 1,2). Rekom binacje między badanym i loci zachodziły około 10 
razy częściej w  mej ozie u mężczyzn niż u kobiet, przypuszczalnie dlatego, 
że u mężczyzn chromosomy XY m ają możliwość w ym iany tylko w tym  
właśnie krótkim  segmencie homologicznym, natom iast u kobiet para XX 
jest homologiczna na całej długości, toteż obligatoryjny crossing over 
może występować w dowolnym miejscu. Jak  zauważa Ohno [53], u czło­
wieka (w przeciwieństwie do norm alnych samców myszy) lokalizacja de­
term inującego płeć męską locus Tdy jest bardzo niefortunna, gdyż mie­
ści się on tak  blisko podlegającego wym ianie segmentu pseudoautosomal- 
nego (ryc. 1), że może zostać przeniesiony w  w yniku nietypowego crossing 
over na chromosom X, prowadząc do powstania niepłodnych męż­
czyzn XX.

Ryc. 2. M apa genetyczna segm en tu  p seu doau to som alnego  chrom osom ów  X  i  Y czło­
w iek a  (na podstaw ie  [59] uproszczone). O dcink i ja sn e  o znaczają  segm en ty  hom olo­
giczne, odcink i czarn e  — p oczątek  segm entów  n iehom ologicznych  w  chrom osom ach  
X  i Y; p ro cen ty  p o k azu ją  o trzy m an e  dośw iadczaln ie  częstości rek o m b in ac ji m iędzy 

loci w y k ry w an y m i p rzez  3 sondy DNA: D XY  S17, D XY  S15 i  DXY  S14

Wciąż jeszcze nie wiadomo, co jest produktem  locus Tdy, a poszuki­
wanie odpowiedzi na to pytanie ma długą historię, k tórej początek sięga 
1955 r., kiedy Eichwald i Silm ser [14] odkryli, że w obrębie szczepu 
wsobnego myszy samice odrzucają przeszczepy skóry samców. Efekt ten 
przypisano obecności na kom órkach samców antygenu powierzchnio­
wego, produkowanego pod kontrolą genu w chromosomie Y. Gen został 
nazwany H-Y, zaś sam antygen — antygenem  transplantacyjnym  H-Y. 
Testami serologicznymi w ykryto później specyficznie męski antygen roz­
puszczalny [25], uważając, że jest to również produkt genu H-Y. W krótce 
potem W achtel i wsp. [74] wysunęli hipotezę, że właśnie antygen H-Y 
jest tym  poszukiwanym  produktem  genu determ inującego rozwój gonady 
w  kierunku męskim. Zgodnie z tą  hipotezą, antygen H-Y wydzielany 
przez kom órki Sertoliego ma być w iązany przez specyficzne receptory 
kom órek pierwotnej gonady, co powoduje jej różnicowanie się w  jądro.
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Locus H-Y byłby więc równoznaczny z locus Tdy. Hipotezę tę popierały 
m.in. wyniki doświadczeń nad rozwojem niezróżnicowanej gonady płodo­
wej cielęcia in vitro. Dodanie do środowiska hodowlanego wyciągu tkan ­
kowego z rozpuszczalnym antygenem  H-Y powodowało przekształcenie 
się gonady XX w struk tu rę  męską. Natomiast zdysocjowane komórki ją ­
drowe XY pod wpływem  przeciwciał przeciw H-Y nie agregowały, jak 
normalnie, w kanaliki, lecz organizowały się w pęcherzyki (przegląd 
piśmiennictwa [26]).

Jednakże w konfrontacji z wynikam i badań nad poziomem antygenu 
H-Y u osobników z zaburzeniam i determ inacji płci u różnych gatunków 
ssaków, ta atrakcyjna hipoteza zaczęła budzić wątpliwości, chociaż nie­
którzy, np. Ohno [53], zdecydowanie jej bronią. Trudności metodyczne 
[77] powodują, że wcale nie ma pewności, czy transp lan tacy jny  antygen 
H-Y jest identyczny z w ykryw alnym  serologicznie, jak początkowo przy­
puszczano. W ydaje się, że są to raczej dwie różne substancje, przy czym 
antygen w ykryw alny serologicznie mógłby być odpowiedzialny za orga­
nizację kanalików w  gonadj^e męskiej, chociaż nie wiadomo, czy ma ja­
kiś wpływ na wcześniejsze różnicowanie się komórek Sertoliego w za­
wiązku gonady [76]. Natomiast jak sugerują ostatnie badania [9], trans­
plantacyjny antygen H-Y nie ma chyba wcale związku z determ inacją 
płci.

Sprawa jest więc nadal otw arta i nawet nie wiadomo, czy locus Tdy 
jest genem strukturow ym , kodującym  jakieś białko odpowiedzialne za 
różnicowanie się gonady w jądro, czy też jest tylko genem regulatoro­
wym. Co więcej, w doświadczeniach nad mieszańcami między wsobnymi 
szczepami myszy laboratoryjnych a osobnikami z populacji dziko żyją­
cych zidentyfikowano także locus autosom alny, którego prawidłowe 
współdziałanie z genem Tdy decyduje o determ inacji płci męskiej, 
a w przypadku niezgodności między tym i dwoma genami pow stają osob­
niki XY o fenotypie żeńskim [13]. Można przypuszczać, że odnosi się to 
także do innych gatunków ssaków.

CHROM OSOM Y PŁ C I A FEN O TY PO W A  PŁEĆ  GONADY

Nasuwa się pytanie, czy o determ inacji rozwoju w kierunku męskim 
decyduje skład chromosomowy komórek całego organizmu, czy raczej 
samej gonady. Inform acji na ten tem at dostarczyły badania nad chime­
ram i powstałymi przez złączenie zarodków o różnej płci genetycznej. Pod­
sumowanie wyników doświadczeń w ykonanych w różnych pracowniach 
[49] wskazuje, że chim ery powstałe ze złączenia zarodków XX i XY 
(chim ery X X  <— >- XY) różnicują się przeważnie jako samce; samice zaś
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zdarzają się głównie przy niewielkim  udziale komórek XY (15 - 20%). 
W yniki te  sugerują, że po przekroczeniu pewnego krytycznego poziomu 
kom órek XY, determ inacja postępuje w kierunku męskim. O tym , że ta 
kontrola ma charakter raczej lokalny niż systemowy, świadczą zdarza­
jące się sporadycznie osobniki interseksualne, które m ają po jednej stro­
nie jajn ik , a po drugiej jądro, albo też po jednej stronie ovotestis, a po 
drugiej w yglądający norm alnie jajn ik  lub jądro [49].

Co więcej, nie zróżnicowane jeszcze płciowo gonady, izolowane 
z 11,5-dniowego zarodka myszy rozw ijają się in vitro zgodnie ze swą 
płcią chromosomową [68]. A więc przynajm niej od pewnego stadium  kie­
runek  różnicowania się płciowego zależy od kom órek samej gonady. Ale 
jakie komórki odgryw ają w tym  procesie decydującą rolę?

Wiadomo, że w utw orzeniu gonady biorą udział dwie populacje ko­
mórek: somatyczne, pochodzenia mezodermalnego (które tworzą listwę 
płciową i z k tórych różnicują się potem kom ponenty somatyczne gonady) 
oraz kom órki prapłciowe, które różnicują się wcześnie w  innej okolicy 
zarodka i potem  m igrują do zawiązka gonady. Tylko komórki prapłciowe 
dają początek linii płciowej, która wytworzy komórki rozrodcze: ja ja  lub 
plem niki. Ponieważ u norm alnych osobników komórki zarówno soma­
tyczne, jak  i prapłciowe, m ają ten sam skład chromosomowy, nie w ia­
domo, które z nich w yw ierają decydujący wpływ na kierunek rozwoju 
gonady. Do zbadania tego problem u posłużyły chim ery powstałe przez 
złączenie zarodków o genotypie norm alnym  z homozygotycznymi nosi­
cielami m utacji W (white spotting). M utacja ta powoduje [63], że kom ór­
ki prapłciowe zam ierają przed osiągnięciem zawiązka gonady, trafia ją  
tam  więc tylko bardzo nieliczne. W takim  układzie, kiedy komórki XY 
pochodziły od m utanta, a komórki XX od zarodka normalnego, w pew­
nych przypadkach chim ery m iały norm alnie zróżnicowane jądro. Musiały 
o tym  zadecydować komórki somatyczne XY m utanta, mimo że prze­
ważająca większość kom órek prapłciowych pochodziła z kom ponentu 
XX [49].

Te wyniki wskazywałyby, że same komórki prapłciowe nie decydują 
o fenotypowej płci gonady. W ydaje się, że jest odwrotnie: środowisko go­
nady w yw iera wpływ na kierunek determ inacji rozwojowej komórek 
linii płciowej.

R Ó ŻN IC O W A N IE SIĘ  K O M Ó R EK  L IN II PŁ C IO W E J W K IE R U N K U  
Ż EŃ SK IM  LUB M ĘSK IM

W okresie m igracji komórki prapłciowe męskie i żeńskie zachowują 
się jednakowo, ale po zasiedleniu zawiązka gonady (ok. 11 dnia życia pło­
dowego u myszy) i odbyciu kilku mitoz, ich drogi rozwojowe się rozcho­
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dzą. Po ostatniej rundzie replikacji (ok. 14 dnia życia płodowego) ko­
mórki żeńskie wchodzą już w profazę m ejotyczną stając się oocytami, 
natom iast w tym  samym  czasie komórki męskie zatrzym ują się w fazie 
Gx cyklu mitotycznego jako prospermatogonia, a ich dalsze podziały i róż­
nicowanie się zachodzą dopiero w okresie postnatalnym .

K ierunek różnicowania się komórek linii płciowej zależy właśnie 
od tego, czy podejm ą one mejozę w tym  wczesnym, charakterystycznym  
dla danego gatunku stadium  krytycznym . Te, które mejozę podejmą, 
podlegają oogenezie, pozostałe zaś albo degenerują albo podlegają sper­
matogenezie [48]. Nie wiadomo na pewno, czy o rozpoczęciu m ejozy de­
cyduje specyficzna substancja (MIS — meiosis inducing substańce), po­
stulowana przez Byskov ([10], czy też proces ten przebiega autonomicznie, 
jeżeli nie zostanie zablokowany przez inhibitor w ydzielany przez gonadę 
męską [50]. W każdym  razie nie wydaje się, żeby ten etap  — decydujący 
dla kierunku różnicowania się kom órek linii płciowej — zależał od ich 
własnej konstytucji genetycznej.

W jajn iku  m yszy mejozę w okresie zarodkowym podejm ują kom ór­
ki zarówno XX, jak XO, a co więcej, naw et komórki XY mogą w róż­
nych sytuacjach podlegać oogenezie, np. w  jajn ikach samic chim er 
X X  <— >-XY i[19, 23], we fragm entach em brionalnych jąder przeszcze­
pionych pod kapsułę nerkow ą [54, 55], czy w nadnerczach zarodków męs­
kich [29, 71], jakkolwiek później degenerują.

Natomiast kom órki linii płciowej (XY, XO, a naw et większość XX), 
które znalazły się w środowisku jądra, nie rozpoczynają mejozy w okre­
sie krytycznym  i zostają zdeterm inowane w  kierunku m ęskim  [50]. Tak 
więc do tego m om entu włącznie losy komórek linii płciowej zależą 
w znacznym  stopniu od środowiska, do jakiego trafią. Ale na  ich dalszy 
rozwój w yw ierają już decydujący wpływ zaw arte w nich chromosomy 
płci, a zwłaszcza chromosomy X.

A K TY W N O ŚĆ CHRO M OSO M Ó W  X  W  G A M ETO G EN EZIE

Zgodnie z teorią Lyon [44] w kom órkach somatycznych samic ssa­
ków tylko jeden chromosom X jest aktyw ny metabolicznie, podczas gdy 
drugi silnie zespiralizowany, heteropiknotyczny i widoczny jako ciałko 
B arra jest nieaktyw ny. Inaktyw acja ta zachodzi we wszystkich kom ór­
kach w stadium  blastocysty. Jednakże później w oocytach, w  okresie 
wchodzenia ich w  profazę mejozy, następuje reaktyw acja nieczynnego 
dotąd chromosomu X (ryc. 3) i w  dojrzałym  oocycie oba chrom osomy X 
są aktyw ne [75], Brak drugiego chromosomu X u samic XO powoduje 
obum ieranie oocytów, które rozpoczyna się wkrótce po urodzeniu i za­
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leżnie od gatunku może prowadzić do całkowitej sterylności (np. u ludzi) 
lub też tylko do skrócenia okresu aktyw ności rozrodczej, np. u myszy 
[46]. Prawdopodobnie więc chromosom X koduje jakieś białka, których 
podw ójny poziom sprzyja przeżywaniu oocytów.

D iam etralnie odm ienna sytuacja w ystępuje u samców (ryc. 3). Mają 
one norm alnie tylko jeden chromosom X, a obecność drugiego (który, jak 
wykazano u zarodków męskich XX Sxr, ulega reaktyw acji w tym  sa,- 
m ym  okresie co u samic [51]) powoduje zamieranie sperm atogoniów już 
zaraz po urodzeniu i całkowitą sterylność u wszystkich gatunków  ssa­
ków, u których samce XXY zidentyfikowano [61]. Tak więc podwójna 
dawka produktów  chromosomu X, tak  korzystna dla przeżywania oocy­
tów, jest letalna dla spermatogoniów, choć oczywiście nie wiadomo, czy 
w obu przypadkach chodzi o te same produkty [48].

Ryc. 3. A ktyw ność chrom osom ów  X  w  ko m ó rk ach  lin ii p łc iow ej u  m yszy  ---------
chrom osom  X  ak ty w n y ,  n ieak ty w n y , M — począ tek  p ro fazy  m ejo tycznej

Co więcej, i ten  jedyny chromosom X u norm alnych samców ulega 
inaktyw acji i staje się heteropiknotyczny w  sperm atocytach od początku 
profazy m ejotycznej (ryc. 3). L iftschytz i Lindsley [43] zgromadzili do­
wody na poparcie hipotezy, że dla dalszego przebiegu sperm atogenezy 
inaktyw acja ta jest niezbędna, a każdy proces, k tóry  ją zakłóca, prowadzi 
do sterylności samców. Tym można tłum aczyć bezpłodność towarzyszącą 
np. translokacjom  między chromosomem X a autosomem, kiedy to za­
m ieranie sperm atocytów następuje już w pachytenie.

Z kolei Forejt [24] wykazał, że analogicznie da się wytłumaczyć 
także przyczynę sterylności samców z wzajem nymi, zrównoważonymi
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translokacjam i pomiędzy różnym i autosomami. A utor ten wykazał na 
preparatach cytologicznych, że w pachytenie niesparowane odcinki 
kwadriw alentów z translokacjam i wchodzą w niehomologiczne asocjacje 
z długimi niesparowanym i odcinkami chromosomów X i Y (które koniu- 
gują ze sobą tylko term inalnie), co prawdopodobnie zaburza inaktyw ację 
chromosomu X. W rezultacie następuje zahamowanie sperm atogenezy: 
niektóre komórki zam ierają już w trakcie mejozy, inne dochodzą do sta­
dium sperm atyd, ale też degenerują. Ta zmienność, w ystępująca naw et 
między komórkami tego samego osobnika, jest uw arunkow ana przypusz­
czalnie przebiegiem koniugacji, gdyż asocjacje w ystępują n ieregularnie 
i w różnym nasileniu. W ydaje się więc, że losy sperm atocytów  zależą od 
tego, jak zachowują się ich własne chromosomy w  mejozie, a kom órki 
sąsiadujące nie m ają na to wpływu.

Hipoteza Forejta [24] tłum aczy także, dlaczego u samic, które są no­
sicielkami takich sam ych autosom alnych translokacji, nie w ystępują 
zaburzenia oogenezy. Chromosomy XX koniugują ze sobą na całej dłu­
gości, więc nie pozostawiają niesparowanych odcinków, które m ogłyby 
wchodzić w  niehomologiczne asocjacje. Ten przykład dobitnie ilustru je  
często obserwowaną prawidłowość, że znacznie więcej czynników może 
upośledzać spermatogenezę niż oogenezę [61].

RO LA  CHRO M OSO M U  Y W G A M ETO G EN EZIE

Chromosom Y w ystępuje norm alnie tylko w kom órkach męskich. 
Jednak, jak poprzednio wspomniano, zdarza się, że komórki linii płciowej 
o konstytucji XY wchodzą w  profazę mejozy w krytycznym  okresie za­
rodkowym i stają się oocytami. Czy mogą być one funkcjonalne? Opisano 
dotąd jeden przypadek [23] urodzenia przez samicę chim erę XX<— kXY 
osobnika pochodzącego z kom ponentu XY m atki (o czym świadczyły 
m arkery  genetyczne), od której otrzym ał swój chromosom Y. In te rp re ­
tację tego w yniku kom plikuje fakt, że samiec ten miał nietypow y skład 
chromosomowy XXY, powstały przypuszczalnie w w yniku nondysjunk- 
cji, jaka zaszła w oocycie lub jeszcze w czasie podziału m itotycznego 
oogonium, i być może obecność dwu chromosomów X zadecydowała o ży­
wotności tego oocytu. Niemniej jednak przypadek ten  zdaje się św iad­
czyć, że obecność chromosomu Y nie wyklucza możliwości norm alnej 
oogenezy. To samo dotyczy fragm entu Sxr, co wykazała analiza w y ją t­
kowych osobników XX Sxr, które (z powodu preferencyjnej inaktyw acji 
chromosomu X z czynnikiem Sxr w kom órkach som atycznych gonady) 
stają się samicami i przekazują czynnik Sxr potomstwu [48].

Oczywiście jednak znacznie ważniejsze jest pytanie, jaką rolę speł­
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nia chromosom Y w spermatogenezie. Już dawno Darlington [35] postu­
lował, że dla zapewnienia prawidłowej segregacji chromosomów w I po­
dziale mejozy, w każdym  biwalencie musi wystąpić przynajm niej jedna 
chiazma i crossing over. Przez długi czas nie było dowodu, aby miało 
się to też odnosić do pary  chromosomów XY, które koniugują ze sobą 
tylko na bardzo małym  końcowym odcinku. Niektórzy autorzy jeszcze 
do niedaw na utrzym yw ali, że synapsa między chromosomami X i Y do­
tyczy regionów niehomologicznych i że w pachytenie, kiedy mógłby 
ew entualnie zajść crossing over, w ystępuje tylko achiazmatyczna asocja­
cja telom erów [2,3]. Obecnie, kiedy m am y przekonyw ające dowody 
świadczące o wym ianie m ateriału  genetycznego w regionie homologicz­
nym  chromosomów X i Y zarówno u myszy, jak u człowieka (por. roz­
dział o determ inacji płci), można przypuszczać, że odnosi się to także do 
innych gatunków ssaków. Co więcej, w ydaje się, że utworzenie chiazmy 
i crossing over między chromosomami X i Y jest niezbędne nie tylko do 
prawidłowej segregacji chromosomów w mejozie, ale i do normalnego 
różnicowania się sperm atyd [8].

W yrażano opinię [48], że rola chromosomu Y w sperm atocytach po­
lega właśnie tylko na dostarczeniu chromosomowi X partnera  do utw o­
rzenia chiazmy, zwłaszcza że chromosom Y, podobnie jak  X, staje się 
n ieaktyw ny począwszy od profazy mejozy. Z drugiej strony badania 
przeprowadzone w naszym zakładzie na szczepach wsobnych myszy róż­
niących się efektywnością zapłodnienia i poziomem nienorm alności m or­
fologicznych plemników wykazały, że chromosom Y odgrywa ważną rolę 
w dziedziczeniu tych cech [37, 40, 41], a wyniki te wskazywałyby na 
istnienie w chromosomie Y genu kontrolującego prawidłowy przebieg 
sperm atogenezy. Ostatnio ukazała się praca o w ykryciu takiego genu, 
k tóry  zdaje się działać bezpośrednio w sperm atocytach.

Burgoyne i wsp. [9] testowali myszy z czynnikiem Sxr w celu spraw ­
dzenia omówionej tu już hipotezy [74], że czynnikiem  determ inującym  
płeć męską u ssaków jest antygen transplan tacyjny  H-Y, kodowany 
przez locus H-Y równoważny z Tdy. Zgodnie z hipotezą antygenu tego 
nie produkowały norm alne samice, natom iast występował on zarówno 
u norm alnych samców, jak  i samców XX Sxr, które — jak wiemy — 
zaw ierają odcinek determ inujący płeć męską, przeniesiony w czasie m e­
jozy z chromosomu Y na chromosom X. Przypadkowo znaleziono m u­
tanty , oznaczone jako XX S x r’, które nie produkowały antygenu H-Y, 
co jednak nie spowodowało zaburzeń determ inacji płci męskiej. Zarówno 
samce XX Sxr, jak XX Sxr' były oczywiście sterylne z powodu obecności 
dwu chromosomów X.

Aby się pozbyć niekorzystnego wpływu drugiego chromosomu X, 
autorzy [9] wyprodukow ali przez odpowiednie krzyżowanie osobniki XO
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Sxr i XO Sxr'. Samce XO Sxr były pozytywne pod względem antygenu 
H-Y, w ykazyw ały wszystkie stadia sperm atogenezy, tw orzyły naw et 
nieliczne i bardzo zniekształcone plem niki — prawdopodobnie defekt był 
spowodowany brakiem  chromosomu Y jako partnera  do koniugacji 
z chromosomem X. Natomiast samce XO Sxr' były negatyw ne pod 
względem antygenu H-Y, a spermatogeneza zatrzym yw ała się u nich 
bardzo wcześnie, już na etapie sperm atocytów, z których tylko nieliczne 
dochodziły do stadium  pachytenu. W yniki te wskazują, że zm utowany 
czynnik Sxr' zachował gen determ inujący płeć męską, ale u tracił jakiś 
gen w pływ ający na norm alny przebieg sperm atogenezy. Ponieważ osob­
niki te były negatyw ne pod względem antygenu H-Y, więc kodujący go 
locus H-Y może być właśnie „genem sperm atogenezy” albo jest z nim  
bardzo blisko sprzężony. Skoro czynnik Sxr pochodzi z chromosomu Y, 
to w ariant Sxr' można traktow ać jako m utację (albo może delecję) genu 
w  chromosomie Y. Zbadano także samca mozaikowego XO/XY, którego 
gonady zawierały strefy  norm alnych kanalików nasiennych oraz strefy  
ze sperm atogenezą zatrzym aną na tym  samym stadium  co u samców XO 
Sxr'. A utorzy wnioskują, że skoro sperm atocyty XO nie mogą zostać 
„uratow ane” przez występujące w gonadzie somatyczne komórki XY, to 
widocznie postulowany gen sperm atogenezy może wywierać efekt tylko 
wtedy, gdy znajduje się w  samym spermatocycie. Nie wiadomo jednak, 
kiedy dochodzi do jego ekspresji.

PR O B LEM  H A P L O ID A L N E J E K S P R E S JI GENÓW

Oocyty, które weszły w profazę mejozy pod koniec życia płodowego, 
zatrzym ują się w  stadium  diplotenu i form ują aktyw ne metabolicznie 
jądro (tzw. pęcherzyk zarodkowy). Dopiero w  okresie aktywności roz­
rodczej, na kilka godzin przed owulacją danego oocytu, następuje w nim 
wznowienie mejozy i wydzielenie I ciałka kierunkowego. Nie ulega więc 
wątpliwości, że wzrost oocytu i synteza składników decydujących o fe­
notypie komórki jajowej odbywa się pod kontrolą genomu diploidalnego.

Natomiast w  procesie sperm atogenezy, dopiero po ukończeniu me­
jozy, haploidalne już sperm atydy podlegają skomplikowanym  procesom 
różnicowania, doprowadzającym  do w ykształcenia bardzo wyspecjalizo­
wanej, charakterystycznej postaci plemnika. Czy odbywa się to pod kon­
trolą haploidalnego genomu? W prawdzie pod koniec sperm iogenezy za­
chodzi w  sperm atydzie kondensacja chrom atyny prowadząca do inahty- 
wacji całego genomu i u tra ty  aparatu  transkrypcji, ale dopóki to nie 
nastąpi, ekspresja własnych genów sperm atydy jest teoretycznie moż­
liwa. Wiadomo, że synteza biąłek zachodzi aż do późnej sperm iogenezy
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[36], a pytanie, czy odbywa się to poprzez ekspresję haploidalnego ge­
nomu, było przedm iotem  niezw ykle ożywionej dyskusji (przegląd pi­
śm iennictwa [17]).

Zdawać by się mogło, że problem  ten powinien dać się łatwo roz­
strzygnąć na podstawie analizy gam et produkowanych przez hetero- 
zygotyczne samce odpowiednio dobranych genotypów. Wiadomo np., że 
szczepy wsobne myszy różnią się bardzo wyraźnie pod względem łatwo 
m ierzalnych wskaźników, jak  w ym iary i proporcje główki plemnika, przy 
czym cechy te są w bardzo wysokim stopniu odziedziczalne [5]. W przy­
padku haploidalnej ekspresji genu heterozygotyczny samiec powinien by 
więc produkować dwie populacje plemników, charakterystyczne dla obu 
form  wyjściowych. Ponieważ żadnej segregacji nie stwierdzono [5], pa­
nuje przekonanie, że fenotyp plem nika nie kształtuje się pod kontrolą 
haploidalnego genomu zawartego w sperm atydzie, lecz pod kontrolą ge­
nów diploidalnych, których ekspresja następuje jeszcze przed mejozą, 
a ich produkty zostają przekazane do wszystkich sperm atyd powstałych 
po podziale. Taką in terp re tac ję  kom plikuje jednak fakt, że sperm atydy 
są ze sobą połączone m ostkami cytoplazm atycznym i [21], które mogą 
umożliwiać wym ianę ew entualnych produktów  haploidalnych genów 
m iędzy sąsiadującymi kom órkam i i zapobiegać powstawaniu różnic mię­
dzy plem nikam i (por. ryc. 4).

Ekspresja diploidalna Ekspresja haploidalna

Ryc. 4. S chem at e k sp re s ji d ip lo id a ln e j i h ap lo id a ln e j w  sperm atogenez ie  h e te ro zy - 
gotycznego sam ca + /m . Jeże li ty lk »  a lle l n o rm a ln y  +  k o d u je  b ia łko  w ażn e  d la  
p rocesu  sperm iogenezy, w ów czas w  p rzy p ad k u  e k sp re s ji h ap lo id a ln e j będzie ono 
syn te tyzow ane ty lko  p rzez  2 z cz te rech  sp erm aty d . O czekiw any e fek t seg regacji 
dw u  feno typów  p lem n ików  m oże je d n a k  n ie  w ystąp ić , jeże li p ro d u k t a lle lu  +  p rz e ­

dostan ie  się do sp e rm a ty d  ze zm u tow anym  a lle lem  m
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Przez długi czas uważano [5], że jedyny dobrze udokum entow any 
przykład haploidalnej ekspresji genów w sperm atogenezie ssaków do­
tyczy kom pleksu T/t zlokalizowanego w 17 chromosomie myszy. W jego 
skład wchodzi m.in. seria recesywnych alleli t, które u trzym ują się 
w wysokich frekw encjach w populacjach dzikich myszy, mimo że w uk ła­
dzie homozygotycznym prowadzą do letalności zygot. Ten zadziwiający 
polimorfizm wynika stąd, że heterozygotyczne samce t /+  przekazują po­
tom stwu znacznie częściej zm utowany allel t niż norm alny + .  Efekt ten 
tłumaczono większą zdolnością zapładniającą plemników wyposażonych 
w allel t, a więc jego haploidalną ekspresją. Bliższe szczegóły odnoszące 
się do analizy genetycznej kompleksu T/t można znaleźć w artykule  
S tyrny  [67].

Ostatnio Seitz i Bennett [62] przeanalizowali potomstwo samców 
chim er + / +  -<— t/ + ,  uzyskanych przez złączenie norm alnych zarod­
ków męskich + / +  z również męskimi zarodkami heterozygotycznym i 
t /+ .  Odpowiednio dobrane m arkery  genetyczne zwierząt użytych do 
produkcji chim er oraz samic, z którym i te  chim ery potem kojarzono, po­
zwalały zidentyfikować pochodzenie potomstwa. Okazało się, że w tym  
układzie plem niki z allelem  t u trzym ały swą przewagę nad plem nikam i 
z allelem  + ,  ale tylko swojego „partnera w mejozie”, czyli pochodzącymi 
od kom ponentu t / +  chim ery, natom iast nie wykazały żadnej przewagi 
nad plem nikam i z allelem  +  pochodzącymi z kom ponentu + / +  chim ery 
(ryc. 5). W ynik ten prowadzi do wniosku, że sam fakt w ystępowania 
allelu t w  plem niku wcale nie zwiększa jego szans zapłodnienia. W ydaje 
się raczej, że obecność allelu t w jednym  chromosomie w yw iera jakieś 
szkodliwe działanie na chromosom homologiczny, upośledzając później 
funkcję plem nika będącego jego nosicielem. Tym tłum aczy się paradok­
salna sytuacja, że samce heterozygotyczne pod względem dwu różnych

R yc. 5. a  — nielosow e p rzek azy w an ie  p o tom stw u  a lle li t  p rzez  he terozygo tyczne 
sam ce; b — w y n ik i dośw iadczen ia  [62] n ad  p rzek azy w an iem  a lle lu  t  p rzez  sam ca

ch im erę  + / +  -<— t / +
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alleli t (samce t x/ ty) są całkowicie sterylne, gdyż w tym  przypadku oba 
chromosomy nawzajem  się uszkadzają [62]. Nie wiadomo, czy uszkodzenie 
to następuje jeszcze w komórce diploidalnej, np. w czasie synapsy, czy 
też już później poprzez przeniesienie jakiegoś produktu allelu t przez 
mostki cytoplazm atyczne między sperm atydam i [62].

Omawiając ten niezwykle in teresujący efekt allelu t w sperm ato­
genezie, trzeba znowu podkreślić, iż nie wyw iera on żadnego wpływ u na 
oogenezę, gdyż samice t / +  przekazują potomstwu oba allele w równych 
proporcjach.

Problem  haploidalnej ekspresji genów decydujących o fenotypie 
plemnika powinien zostać wkrótce wyjaśniony dzięki zastosowaniu bez­
pośrednich metod, jakim i dysponuje obecnie genetyka m olekularna. Nie­
dawno Distel i wsp. [12] zidentyfikowali w komórkach pom ejotycznych 
u samców myszy, w stadium  okrągłych i wydłużających się sperm atyd, 
transk ryp ty  RNA kom plem entarne do pewnych sekwencji DNA genu 
kodującego a-tubulinę; tran sk ryp ty  te nie występowały ani w sperm ato- 
cytach m ejotycznych w pachytenie, ani w żadnych innych badanych 
tkankach. Autorzy in te rp re tu ją  ten w ynik jako dowód na haploidalną 
ekspresję strukturow ego genu u ssaków i przypuszczają, że zsyntetyzowa- 
na na m atrycy tego genu a-tubulina wchodzi w skład m ikrotubul two­
rzących m anszet główki i aksonemę wici sperm atydy, a więc stru k tu r 
odgryw ających zasadniczą rolę w  kształtow aniu się postaci plemnika.

Można oczekiwać, że najbliższe lata przyniosą więcej takich przy­
kładów. O tym  jednak, że w haploidalną ekspresję nie jest chyba za­
angażowana wielka liczba genów, zdają się świadczyć badania aneuploi- 
dalności gamet (określanej na podstawie liczby ram ion chromosomowych 
lub zawartości DNA) produkowanych przez nosicieli heterozygotycznych 
translokacji Robertsona, powodujących nieprawidłow ą segregację chro­
mosomów w mejozie [22, 66]. W prawdzie samce takie m ają podwyższony 
poziom nienormalności plemników, a wśród form zniekształconych w y­
stępują największe wahania zawartości DNA, jednak znaczną aneuploi- 
dalność stwierdzono także wśród norm alnych fenotypowo i funkcjonal­
nych plemników. Oczywiście są one niepełnowartościowe pod względem 
genetycznym, gdyż po zapłodnieniu powstają aneuploidalne zygoty, któ­
rych rozwój najczęściej kończy się śmiercią już we wczesnym okresie 
zarodkowym. Skoro jednak sperm atydy o niekom pletnych genomach mo­
gą się różnicować w funkcjonalne plemniki, to widocznie geny zawarte 
w  brakujących odcinkach chromosomów (stanowiących około 1/15 haplo- 
idalnego genomu [22]), nie są norm alnie czynne w haploidalnej sperm a- 
tydzie. Ocenę znaczenia tych wyników dla w yjaśnienia problem u haplo­
idalnej ekspresji u trudn ia  fakt, że nie znamy ani lokalizacji, ani ogólnej 
liczby genów, których produkty  biorą udział w  spermiogenezie.

7 — PBK 3/87
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CZY K O M O R K I SO M ATY CZN E M OGĄ M O DY FIK OW A Ć FE N O T Y P G AM ET?

Jak  już podkreślano, w przeciwieństwie do początkowych etapów, 
kiedy kierunek różnicowania się komórek linii płciowej zależy w znacz­
nej mierze od otaczającego je środowiska, dalszy przebieg gametogenezy 
w ydaje się kontrolowany przez geny zawarte w samych gametocytach. 
Ponieważ jednak zarówno oocyty, jak  sperm atocyty różnicują się w bez­
pośrednim kontakcie z kom órkam i somatycznymi, trzeba rozważyć py­
tanie, czy komórki te mogą wywierać m odyfikujący wpływ na fenotyp 
dojrzałej gamety.

GAMETY ŻEŃSKIE

W rosnącym  pęcherzyku jajnikow ym  komórki folikularne wysyłają 
wypustki, k tóre przebijają osłonę przejrzystą i bezpośrednio kom unikują 
się z oocytami poprzez połączenia szczelinowe [1]. Połączenia te u trzy­
m ują się do czasu przedowulacyjnego wznowienia mejozy i umożliwiają 
bezpośrednie przechodzenie różnych jonów oraz drobnocząsteczkowych 
związków między kom órkam i folikulam ym i a oocytem [15]. P rzypusz­
czalnie drogą pinocytozy przenoszone są także liczne makrocząsteczki, 
gdyż jak wyliczono na podstawie tem pa syntezy białek w  rosnącym  oocy- 
cie, zdążyłby on wytworzyć zaledwie połowę całkowitej zawartości białek 
obecnych w komórce jajowej w czasie owulacji [60].

Odpowiedzi na pytanie, czy kom órki folikularne mogą modyfikować 
fenotyp oocytu, powinny dostarczyć samice chim ery powstałe przez złą­
czenie zarodków o odpowiednio dobranych genotypach. Badania takie 
podjęto w  naszym  zakładzie, w ykorzystując dwa szczepy wsobne myszy, 
KE i CBA, które różnią się pod względem cech morfologicznych, jak 
rozmieszczenie inkluzji lipidowych [73] i liczba ziarn korowych [72] oraz 
cech fizjologicznych, jak rozpuszczalność osłony przejrzystej [33, 39] 
oraz efektywność zapłodnienia in vivo [38] i in v itro  [31]. Różnice te są 
w prosty sposób uw arunkow ane genetycznie, co wykazano na podstawie 
segregacji cech oocytów produkowanych przez mieszańce pokolenia F2 
[32, 73]. Ponieważ szczepy KE i CBA m ają odmienne w arian ty  elektro- 
foretyczne izomerazy glukozo-fosforanowej [58], przy pomocy tego m ar­
kera u chim er KE -<— > CBA daje się identyfikować pochodzenie zarówno 
pojedynczych oocytów, jak  i otaczającego je wieńca kom órek foliku- 
larnych.

Dotychczasowa analiza nie wykazała, aby cechy morfologiczne 
oocytów i rozpuszczalność osłony przejrzystej były m odyfikowane przez 
komórki somatyczne odmiennego genotypu. U chim er KE ■<— CBA, 
produkujących potomstwo pochodzące wyłącznie z kom ponentu KE,
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oocyty m iały bowiem właściwości charakterystyczne dla tego szczepu, 
mimo iż otaczające je komórki folikularne pochodziły zarówno z kom ­
ponentu KE, jak  i CBA (Wabik-Śliz, danę nie publikowane).

W edług dostępnych danych z piśm iennictwa, jedyny opisany dotąd 
przykład w pływ u komórek somatycznych na genetycznie uw arunkow ane 
właściwości oocytów dotyczy przebiegu mejozy. W szczepie myszy 
NMRI/Han, u samic stym ulow anych egzogennymi gonadotropinami, oko­
ło 10°/o oocytów jest trw ale zablokowanych w m etafazie I [27, 28], a na 
podstawie analizy chim er autorzy uważają, że cecha ta  może być mo­
dyfikowana przez kom órki somatyczne odmiennego genotypu [4]. Taki 
efekt w ydaw ałby się teoretycznie prawdopodobny, ponieważ w  kontroli 
przedowulacyjnego wznowienia mejozy pośredniczą kom ponenty soma­
tyczne pęcherzyka jajnikowego [16]. Jednak  wyniki przytoczonego do­
świadczenia [4] nie są przekonyw ające ze względu na bardzo małą liczeb­
ność zwierząt i dużą zmienność cechy.

Badane przez nas szczepy KE i CBA różnią się również bardzo istot­
nie pod względem tem pa dojrzewania mejotycznego przedow ulacyjnych 
oocytów [42], a cecha ta dziedziczy się jednogenowo [73]. W ydaje się, że 
jest ona jednak determ inow ana przez sam oocyt, gdyż charakterystyczny 
dla danego szczepu przebieg mejozy utrzym yw ał się także w w arunkach 
in vitro, w hodowli oocytów bez kom órek folikulam ych [57]. Ponadto 
u chim er KE -<— >■ CBA tempo mejozy oocytów KE nie ulegało modyfi­
kacji, mimo że otaczające je komórki folikularne pochodziły zarówno 
z kom ponentu KE, jak CBA (Wabik-Śliz, dane nie publikowane). Nie 
m am y więc, jak  dotąd, przekonyw ających dowodów modyfikacji fenotypu 
oocytów przez komórki folikularne.

GAMETY MĘSKIE

Również w  czasie spermiogenezy istnieje bezpośredni i bardzo ścisły 
kontakt między komórkami somatycznym i a rozrodczymi. Różnicująca 
się sperm atyda jest głęboko pogrążona w  komórce podporowej (Serto- 
liego), a poprzez połączenia między nimi zachodzi w ym iana m etabolitów 
i odbywa się transport substancji niezbędnych dla dojrzewania komórki 
rozrodczej (przegląd lite ra tu ry  [6]). Postulowano nawet, że kształt sper- 
m atydy może być m odelowany przez mechaniczny nacisk w yw ierany ze 
strony komórki Sertoliego [56]. Jednakże Faw cett i wsp. [20], na pod­
stawie u ltrastruk tu ralnych  badań porównawczych nad przebiegiem  sper­
miogenezy w różnych grupach zwierząt, doszli do wniosku, że kształt 
główki plem nika zależy od genetycznie uw arunkowanego wzoru agrega­
cji DNA i białek w czasie kondensacji chrom atyny, a więc jest zdeter­
m inowany przez samą kom órkę rozrodczą.
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Pogląd taki zdają się popierać doświadczenia przeprowadzone przez 
Burgoyne’a [7] nad chim eram i powstałymi przez złączenie zarodków ze 
szczepów wsobnych myszy, różniących się wskaźnikam i rozmiarów i pro­
porcji plemników. W skaźniki te utrzym yw ały się u chim er niezmienione, 
nie wykazując żadnego modyfikującego wpływu komórek somatycznych.

Analogiczne badania podjęto również w naszym zakładzie na sam ­
cach ze szczepów wsobnych myszy KE i CBA, których plem niki są od- 
różnialne pod m ikroskopem na podstawie charakterystycznego kształtu 
główki, a ponadto różnią się także cechami związanymi z płodnością, jak 
częstość występowania nienorm alności morfologicznych [37] i efektyw ­
ność zapłodnienia [38], zwłaszcza w w arunkach konkurencji, w w yniku 
heterospermicznego unasienienia [41]. Również i w tym  przypadku ana­
liza chim er KE CBA wykazała, że charakterystyczny dla danego
szczepu kształt główki plem nika utrzym uje się mimo obecności komórek 
obu szczepów w jądrze chim ery. Natomiast poziom plem ników nienor­
m alnych i wskaźniki zapłodnienia podlegały u niektórych samców pew­
nym modyfikacjom, jednakże z wyciąganiem definityw nych wniosków 
trzeba poczekać na zgromadzenie większego m ateriału  (Krzanowska, 
W abik-Śliz i Rafiński, dane nie publikowane).

Teoretycznie można by oczekiwać w pływ u kom órek Sertoliego na 
kom ponenty plem nika ważne dla procesu zapłodnienia. Ostatnio np. K al­
la joki i wsp. [34], stosując m onoklonalne przeciwciała w ykryw ające akro- 
zynę, wykazali m etodami biochemicznymi i immunocytochemicznymi, że 
enzym ten ulega po raz pierwszy ekspresji w sperm atydach już po usta­
niu transkrypcji RNA, przy czym zmiany zachodzące we wzorze roz­
mieszczenia akrozyny sugerują, że może być ona m odyfikowana przez 
komórki Sertoliego. W ten sposób komórki te mogłyby wyw ierać wpływ 
na zdolność zapładniającą plemników, gdyż akrozyna odgrywa ważną 
rolę w  procesie wnikania plem nika do komórki jajowej.

Jedyny opisany dotąd przypadek wpływu kom órek somatycznych 
na przebieg sperm atogenezy dotyczy sprzężonej z chromosomem X m u­
tacji fem inizujących jąder (Tfm — testicular feminization), powodującej 
brak receptorów  dla androgenu. U osobników XY będących nosicielami 
tej m utacji rozwija się aktyw ne hormonalnie jądro, ale z powodu braku 
receptorów dla androgenu osobniki te są fenotypowo żeńskie, a sperm a­
togeneza zatrzym uje się na pierwszym  podziale mejozy. Jednakże samce 
powstałe ze złączenia zarodków męskich norm alnych ze zm utowanym i 
produkowały potomstwo z obu komponentów chim ery [45], co świadczy 
o tym, że zmutowane komórki rozrodcze podlegały praw idłowej sper­
matogenezie pod wpływem  androgenów wiązanych przez receptory  nie 
zm utowanych kom órek somatycznych. Ponieważ jednak i u norm alnych 
samców receptory  dla androgenów w ystępują przypuszczalnie tylko
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w kom órkach Sertoliego, a nie w komórkach rozrodczych [6], w ynik tego 
doświadczenia nie ma bezpośredniego związku z omawianym  tu  zagad­
nieniem  w pływ u kom órek somatycznych na genetycznie uw arunkow any 
fenotyp gamety.

U W A G I KOŃCOW E

Z przedstaw ionych w tym  artykule danych widać, jak  skąpe są 
jeszcze nasze wiadomości o kontroli genetycznej kolejnych etapów game­
togenezy, naw et u tak  dobrze poznanego pod względem genetycznym  
gatunku ssaka, jakim  jest mysz. Na zakończenie trzeba jeszcze raz pod­
kreślić, że kontrola ta jest znacznie bardziej skomplikowana u samców 
niż u samic, gdyż wiele czynników upośledzających spermatogenezę nie 
wyw iera żadnego w pływ u na oogenezę. W ydaje się to zrozumiałe, jeżeli 
porówna się budowę i funkcję gamet żeńskich i męskich. Plem nik opu­
szczający kanaliki nasienne w jądrze samca musi być doskonale wyposa­
żony w szereg przystosowań morfologicznych i fizjologicznych, aby mógł 
skutecznie odbyć drogę, która go doprowadzi na miejsce zapłodnienia, 
oraz aby pokonać wszystkie bariery u trudniające wniknięcie do komórki 
jajowej i utworzenie przedjądrza. Jest to proces znacznie bardziej skom­
plikow any niż w przypadku oocytu „owulacja i zejście w dół jajowo­
du” — jak to żartobliwie określił Searle [61].

Co więcej, w ydaje się, że proces sperm atogenezy w szczególny spo­
sób m odyfikuje genom gam ety męskiej ssaków, wyciska na nim piętno 
(imprinting), które u trzym uje się naw et po wniknięciu plem nika do jaja 
i utw orzeniu zygoty. Do takiego wniosku skłaniają dwie przesłanki. 
Pierw szą stanowi obserwacja, że u osobnika żeńskiego w komórkach bla- 
stocysty, z których utworzą się s tru k tu ry  pozazarodkowe (trofoektoderm a 
i prym ityw na endoderma) inaktyw acja chromosomu X nie zachodzi 
w  sposób losowy, lecz z reguły inaktyw uje się chromosom X pochodzący 
od ojca, tak  jakby ,był w jakiś sposób naznaczony. Być może, że piętno to 
potem  się zaciera, gdyż w komórkach właściwego zarodka, w  których 
inaktyw acja chromosomu X odbywa się o 3 dni później, ma ona już 
charak ter losowy [75].

Drugiej przesłanki dostarczyła embriologia eksperym entalna, a w 
szczególności badania nad skutkam i w ym iany przedjądrzy w zygocie, 
kiedy wykazano, że zastąpienie przedjądrza męskiego przez drugie przed- 
jądrze żeńskie uniemożliwia norm alny rozwój zarodka. Nie wiadomo, 
jaka jest tego przyczyna. Może to być związane np. z przem ianam i m a­
teriału  jądrowego, zachodzącymi w  sperm atydzie, polegającymi na za­
stąpieniu norm alnych białek histonowych chrom atyny przez bardziej za­
sadowe protam iny, albo też z jakąś m odyfikacją samego DNA, np. jego
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m etylacją w  plem niku [47]. Genomu ojcowskiego nie udaje się więc 
u ssaków zastąpić genomem pochodzącym od m atki, gdyż nie podlegał 
on takim  modyfikacjom w czasie oogenezy.
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UKŁAD CHROMOSOMÓW W JĄDRZE INTERFAZOWYM 

CHRO M OSO M E A RR A N G EM EN T IN  IN T E R PH A SE  NUCLEU S

A ndrzej JO A C H IM IA K

Z ak ład  C ytologii i E m brio log ii R oślin  
U n iw ersy te tu  Jag ie llońsk iego

S treszczen ie .  W  a r ty k u le  p rzed staw io n o  a rg u m en ty  p rzem aw ia jące  za p rzy jęc iem  
pog lądu , iż u k ła d  ch rom osom ów  podczas in te rfa zy  je s t n iep rzypadkow y . P rz e d s ta ­
w iono  p rzeg ląd  w spółczesnego  p iśm ien n ic tw a  n a  te n  tem a t o raz  om ów iono k ilk a  
o s ta tn io  zap roponow anych  m odeli p rzes trzen n eg o  u p o rząd k o w an ia  chrom osom ów  w  
jąd rz e  in te rfazow ym . D otyczy ono zarów no  p o la ry zac ji chrom osom ów  (uk ład  rab lo w - 
ski), ja k  i ich  re la ty w n e j pozycji w  o b ręb ie  fo rm o w an ej w  jąd rze  su p e rs tru k tu ry  
(łań cu ch a  lub  p ierśc ien ia).

P ro p o n o w an e  m odele s tanow ią  jednocześn ie  p róbę  w y ja śn ien ia  reg u ł rz ą d z ą ­
cych k o n iu g ac ją  chrom osom ów  w  m ejozie, u łożen iem  chrom osom ów  podczas m itozy 
o ra z  d y s try b u c ją  h e te ro ch ro m a ty n y  w  obręb ie  genom u. P o d k re ś la ją  tak że  fak t, iż 
genom  je s t siln ie  z in teg ro w an ą  s tru k tu rą , w  k tó re j każdy  chrom osom  za jm u je  o k re ś­
lone  m iejsce. Z m iany  s t ru k tu ra ln e  w  o b ręb ie  chrom osom ów  poc iąg a ją  za sobą 
reo rg an izac ję  genom u i m ogą m ieć duże znaczenie  w  ew olucji.

S u m m a r y .  In  th e  a r t ic le  th e  a rg u m e n ts  a re  in tro d u ced  th a t  p rom o te  th e  a cq u is i­
tio n  of th e  v iew  th a t  ch rom osom e d is tr ib u tio n  a t  in te rp h a se  is  n o t ran d o m . A r e ­
v iew  of co n tem p o ra ry  li te ra tu re  in  th is  fie ld  is g iven  an d  a  few  re c e n tly  proposed 
m odels of sp a tia l o rd e rin g  of chrom osom es in  in te rp h a se  nu c leu s a re  discussed. 
I t  concerns bo th  chrom osom e p o la r iza tio n  (R ab l’s m odel) an d  th e ir  re la tiv e  p o si­
tio n  w ith in  th e  su p e rs tru c tu re  (chain  or ring) fo rm ed  in  th e  nucleus.

A t th e  sam e tim e  th e  p roposed  m odels a re  an  a tte m p t to  c la r ify  th e  ru le s  
g ov ern in g  th e  chrom osom e c o n ju g a tio n  in  m eiosis, th e  d is tr ib u tio n  of chrom osom es 
in  m ito s is and  h e te ro ch ro m a tin  d is tr ib u tio n  w ith in  a genom e. T hey  aląo s tre ss  th e  
fa c t th a t  a  genom e is a stro n g ly  in te g ra te d  s tru c tu re  w ith in  w h ich  ev e ry  ch rom o­
som e ta k e s  a  d e fin ite  position . S tru c tu ra l  changes w ith in  chrom osom es cause 
a genom e reo rg an iza tio n  an d  m ay  be of considerab le  sign ificance  in  evo lu tion .

W ST Ę P

Do niedawna uważano, iż układ chromosomów w jądrach interfazo- 
wych jest przypadkow y i nie ma większego wpływ u na funkcjonowanie 
komórki. Pogląd ten nigdy nie był dobrze udokum entowany, zawsze jed-
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nak cieszył się dobrą opinią wśród cytologów. Wiąże się to niew ątpliw ie 
z wielkimi trudnościam i m etodycznym i i interpretacyjnym i, jakich na­
stręcza badanie silnie zdekondensowanych chromosomów w jądrze.

W 1885 r. Rabl [49] wysunął hipotezę, że chromosomy zachow ują 
w czasie in terfazy taką pozycję, jaką m iały podczas poprzedzającej ją 
telofazy. Układ ten nie podlega zmianie przez cały czas trw ania in terfazy 
i może być obserwowany, gdy chromosomy wchodzą w profazę następ­
nego podziału (ryc. 1). Teza Rabla znajdowała w ciągu następnych la t 
potwierdzenie w nielicznych badaniach szczegółowych dotyczących ko­
mórek zarówno zwierzęcych, jak i roślinnych [8, 11, 39, 55, 58]. Na szcze­
gólną uwagę zasługuje wśród nich praca Heitza nad lokalizacją chrom o- 
centrów i jąderek [33].

Ryc. 1. U k ład  te lom erów  i cen trom erów  w  różnych  fazach  cy k lu  kom órkow ego.
A — telom ery , O — cen tro m ery

Wraz z pojawieniem się nowoczesnych technik badania chrom atyny 
zaistniały w arunki po temu, by dążyć do wyznaczenia ścisłej lokalizacji, 
jeśli nie całych chromosomów, to przynajm niej różnych ich segmentów
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w obrębie jądra interfazowego. Zmienił się także sposób oceniania wagi 
tego zagadnienia. Obecnie wielu badaczy sądzi, że problem  pozycji chro­
mosomów w jądrach wymaga szczegółowego opracowania, i to z wielu 
względów. Przypuszcza się, że od ułożenia chromosomów podczas in te r­
fazy zależeć może przebieg mejozy [3, 42], s truk tu ra  i ewolucja kario- 
typu [29, 30, 52] oraz procesy różnicowania komórek i tkanek [26, 27, 54].

Szczegółowe badania lat siedemdziesiątych, przede wszystkim  z za­
stosowaniem  technik prążkowych i autoradiografii, dowiodły w ielokrot­
nie istnienia rablowskiego układu chromosomów w jądrach kom órek 
zw ierząt i roślin. Szczególne znaczenie m ają tu  badania segmentów telo- 
m erowych i centrom erowych chromosomów, ponieważ zgodnie z tezą 
Rabla powinny one leżeć po przeciw nych stronach jądra. Dobrą ilustrację 
tej tezy stanowią wyniki badań Fussell [23] nad Allium  cepa, wykona­
nych m etodą autoradiograficzną. A utorka wykorzystała w nich fakt w y­
stępowania u tego gatunku późno replikujących telomerów i centrom e- 
rów. Rablowskie ułożenie chromosomów w jądrach A. cepa zostało póź­
niej potwierdzone metodą prążków C [24, 28, 37, 50].

Ostatnio hipoteza Rabla znalazła potwierdzenie w badaniach przed­
wczesnej kondensacji chromosomów (PCC) u m undżaka [53] oraz cho­
m ika [15], w obserwacjach podziałów ziarn pyłku u Uvularia [57] oraz 
w badaniach nad hybrydyzacją klonowanych sekwencji satelitarnych in 
situ  u Allium  [7].

W toku badań nad ułożeniem chromosomów w jądrach interfazo- 
w ych poczyniono wiele dodatkowych, niezwykle interesujących obser­
wacji. Sugerują one, że uporządkowanie chromosomów w interfazie nie 
jest tylko prostą konsekwencją ańafazowego ruchu chromosomów, ale 
ma charakter o wiele bardziej trw ały  i skomplikowany, niż do tej pory 
przypuszczano.

Niniejsze omówienie dotyczyć będzie prawie wyłącznie relatyw nej 
pozycji określonych odcinków chromosomowych lub chromosomów w ją­
drze, i nie uwzględnia skomplikowanej roli m atriks jądrowej w tw orze­
niu interfazowej s tru k tu ry  chrom atyny.

M ODELE U ŁO ŻEN IA  CHROM OSOM ÓW  W JĄ D R Z E

Już w 1970 r. D uPraw  [19] sugerował, iż chromosomy mogą tworzyć 
uporządkowaną superstrukturę , w obrębie której istniałaby łączność po­
między poszczególnymi chromosomami kompleksu. Pierwszą próbą ze­
brania danych z piśm iennictwa na ten tem at i opracowania bardziej 
szczegółowej hipotezy dotyczącej organizacji genomu w jądrach in ter- 
fazowych była praca Chiarellego i Broggera [13] z 1978 r. Podstawowe 
jej założenia to istnienie kolistej cząsteczki DNA odpowiadającej haplo-
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idalnem u genomowi u Eukaryota  oraz połączenie specyficznych segmen­
tów takiego genomu ze specyficznymi rejonam i otoczki jądrow ej porząd­
kujące precyzyjnie s truk tu rę  jąder interfazowych. A utorzy przytoczyli 
dużą liczbę szczegółowych danych na potwierdzenie swych przypuszczeń, 
jednak dobór argum entów  wzbudził wiele kontrow ersji i praca była ostro 
krytykow ana [48].

Z początkiem lat osiemdziesiątych zaczęły się pojawiać następne, 
opatrzone staranniej dobranym i argum entam i hipotezy na tem at upo­
rządkowania chromosomów w jądrze. W szystkie one powołują się na h i­
potezę Rabla [49], różnią się jednak od niej wieloma szczegółami. Żaden 
z autorów  nie naw iązuje w sposób bezpośredni do propozycji Chiarellego 
i Broggera, chociaż wszyscy dochodzą do zbliżonych wniosków. Przyczyną 
jest zapewne ostra k ry tyka  tej pracy [48].

O ile hipoteza Rabla znalazła potwierdzenie w szczegółowych bada­
niach ostatnich lat i n ik t nie podważa jej słuszności, o ty le pogląd, iż 
chromosomy w  jądrze interfazow ym  tworzą ściśle określoną, uporząd­
kowaną struk turę , jest jeszcze przez wielu badaczy kwestionowany 
[20, 53, 57]. W ynika to m.in. z faktu, że większość danych na ten tem at 
ma charakter pośredni i mogą być one interpretow ane w  różny sposób. 
Ponadto istnieje wiele wątpliwości o charakterze metodycznym, np. czy 
obserwacje chromosomów m itotycznych mogą dostarczyć pewnych in ­
form acji na tem at ich ułożenia podczas poprzedzającej interfazy. Także 
wśród zwolenników poglądu, iż chromosomy tw orzą podczas in terfazy 
uporządkow aną struk turę , nie ma jednomyślności co do kilku podstawo­
w ych kwestii. W ątpliwości dotyczą zakresu uporządkowania chromoso­
mów, jego trwałości, sposobu, w jaki powstaje oraz ew entualnego w pły­
wu takiego uporządkowania na funkcjonowanie komórki.

Spośród wielu hipotez dotyczących tego zagadnienia najbardziej 
spójne i operujące dużym wyborem  starannie dobranych argum entów  są 
propozycje Ashleya i Pococka [3], Fussell [27] oraz Lavanii i Sharm y 
[41, 42]. Szereg ciekawych argum entów  przem aw iających za precyzyj­
nym  uporządkowaniem  chromosomów w interfazie przyniosły prace 
G reilhubera [29], Loidla [43], G reilhubera i Loidla [30] oraz Schweizera 
i E hrendorfera [52] oparte na analizie ilości i lokalizacji heterochrom a- 
tyny  w kariotypie roślin. Przynoszą one niezwykle ciekawe propozycje 
dotyczące przypuszczalnych reguł rządzących ewolucją kariotypu i roz­
mieszczeniem heterochrom atyny w jego obrębie.

MODEL ASHLEYA I POCOCKA

A utorzy postulują, że istnieje jednoznacznie określone uporządko­
wanie chromosomów w interfazie. Dotyczy ono rela tyw nej pozycji chro­
mosomów w  obrębie formowanej przez nie s tru k tu ry  (łańcucha lub pier-
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ścienią). Samo uporządkowanie jest kontrolowane przez specyficzne 
białka telom erów  i istnieją m echanizm y umożliwiające jego zachowanie 
we w szystkich kom órkach danego organizmu.

Założenia m odelu:

1) rablow skie ułożenie chromosomów w jądrze z telom eram i i cen- 
trom eram i po przeciw nych stronach jądra;

2) zakotw iczenie telom erów w  w ew nętrznej błonie otoczki jądrow ej;
3) w ystępow anie w kompleksie haploidalnym  odm iennych dla każ­

dego telom eru monomerów białkowych; z w yjątkiem  dwóch telomerów, 
wszystkie pozostałe posiadają swego kom plem entarnego „partnera” 
w  kompleksie;

4) połączenie haploidalnego kom pleksu chromosomów w  gam etach 
w łańcuch poprzez fuzję niehomologicznych telomerów (hetero-concate- 
nation); dzięki kom plem entam ości odpowiednich monomerów białko­
wych kolejność chromosomów w łańcuchu jest ściśle określona; wolne 
końce łańcucha tworzą dwa telom ery nie posiadające „partnerów ” 
w  kom pleksie haploidalnym ;

5) połączenie dwóch haploidalnych łańcuchów w procesie karioga- 
mii w  pierścień w  ten sposób, że jego zamknięcie w arunkow ane jest po­
łączeniem  telom erów chromosomów homologicznych (homo-concate- 
nation), k tórych telom ery posiadają „pasujące” do siebie białkowe mo­
nom ery.

Dodatkowe uwagi dotyczące modelu

Podstaw ow ym  w arunkiem  zajścia fuzji telom erów jest możliwość 
fizycznego kontaktu  między nimi. Posiadają ją telom ery zbliżonych dłu­
gością ram ion chromosomowych. Leżą one w jądrach interfazowych 
w tej samej odległości od bieguna, w  którym  skupiają się centrom ery. 
Tak więc można przewidzieć, iż w  różnych kariotypach chromosomy 
akrocentryczne będą się łączyły według zasady: krótsze ram ię z k ró t­
szym ram ieniem , dłuższe ram ię z dłuższym.

Fuzja jąder gametycznych, a nie stadium  leptotenu—zygotenu jest 
krytycznym  momentem , k tóry  decyduje o późniejszym  przebiegu pro­
cesu mejozy. W czasie kariogam ii dochodzi do łączenia się homologów 
leżących na końcach dwóch haploidalnych łańcuchów, które stanowi 
przygotowanie do późniejszego łączenia się reszty homologów w  mej ozie. 
Ponieważ m om ent „rozpoznawania się” pierwszych dwóch par chromo­
somów homologicznych ma miejsce tuż po zapłodnieniu, należy wnios­
kować, iż układ, k tóry  w tym  czasie powstaje, jest zachowywany przez.
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cały cykl życiowy organizmu, a więc również w jego kom órkach soma­
tycznych.

Ponieważ w  rezultacie form owania pierścienia w  kom órkach soma­
tycznych diploidalnego organizmu dwa kompleksy haploidalne leżą na­
przeciwko siebie (z w yjątkiem  homologów na końcach łańcuchów, które 
uległy połączeniu) (ryc. 2), przed zajściem mejozy musi dojść do połącze­
nia pozostałych homologów. Zaczyna się ono od fuzji telom erów homo­
logicznych chromosomów i ma miejsce na otoczce jądrow ej, w  której są 
one zakotwiczone. Aby do tego doszło, telom ery chromosomów homolo­
gicznych muszą się do siebie zbliżyć. Zjawisko to nazwano „hom o-attra- 
ction”. Może ono zachodzić dzięki tem u, że — jak postulują autorzy mo­
delu — białka telomerów są białkami integralnym i w ew nętrznej błony 
otoczki jądrowej, sama zaś błona ma charakter płynnej mozaiki, co 
umożliwia przemieszczanie się zanurzonym  w niej białkom. Ponieważ 
telom ery homologicznych ram ion chromosomowych leżą w tej samej

Ryc. 2, 3. In te rfazo w y  u k ład  chrom osom ów  w  ją d ra c h  d ip lo ida lnych  
Ryc. 2. M odel A sh leya  i Pococka [3], Ryc. 3. M odel L av an ii i S h a rm y  ([42], nieco

zm ienione)
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odległości od bieguna zawierającego centrom ery, proces ich „odszukiwa­
nia się” jest znacznie ułatwiony.

Połączenia między chromosomami rzadko obserwowane są w czasie 
m eta- i anafazy, należy więc przyjąć, że ulegają one zerw aniu w póź­
nej profazie, w momencie gdy rozpada się otoczka jądrowa. Gdyby po­
dział komórkowy wprowadzał znaczne zaburzenia w układzie chromoso­
mów,- to chromosomy, które powinny leżeć blisko siebie, m ogłyby odda­
lić się na tyle, że fizyczny kontakt między ich telom eram i byłby nie do 
odtworzenia w jądrach potomnych. Nie dzieje się tak, ponieważ rozpa­
dowi otoczki jądrowej towarzyszy formowanie wrzeciona kariokinetycz- 
nego, którego włókienka przyczepiają się do chromosomów i stabilizują 
układ, łatwo więc dochodzi do jego odtworzenia w telofazie.

MODEL LAVANII I SHARMY

Jest to model bardzo zbliżony do poprzedniego. Chromosomy diploi- 
dalnego kom pleksu tworzą w interfazie pierścień. Relatyw na pozycja 
chromosomów w jego obrębie jest ściśle określona. Główna różnica w sto­
sunku do poprzedniego modelu polega na odm iennym  ułożeniu chromo­
somów homologicznych względem siebie (ryc. 3).

Założenia modelu:

1) rablowska orientacja chromosomów w jądrze;
2) zakotwiczenie telomerów, a także centrom erów w otoczce jądro­

wej, przypuszczalnie w okolicy porów;
3) chromosomy haploidalnego kompleksu połączone telom eram i 

tworzą uporządkow aną struk turę , a pozycja każdego chromosomu w jej 
obrębie zdeterm inowana jest m.in. długością jego ramion;

4) podczas pierwszego podziału jądra zygotycznego kontakt między 
chromosomami w  obydwu haploidałnych genomach ulega zerwaniu, póź­
niej zaś zostaje odtworzony w tej samej sekwencji, jaka występowała 
w haploidalnym  genomie. W odróżnieniu jednak od jąder haploidałnych, 
w jądrach diploidalnych chromosomy homologiczne układają się obok 
siebie;

5) chromosomy z organizatoram i jąderek zajm ują w jądrze specjalną 
pozycję. Tworzą odrębną strukturę , która jednym  końcem przyczepiona 
jest do pierścienia pozostałych chromosomów, drugim  zaś do jąderka 
(ryc. 3).

Dodatkowe uwagi dotyczące modelu

Hipoteza opiera się na wielu wcześniejszych obserwacjach, sugeru­
jących, iż chromosomy homologiczne leżą blisko siebie w  czasie in ter-

8 — PBK 3/87
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fazy [6]. Szczególnie liczne były tego rodzaju obserwacje w czasie, gdy 
nie stosowano dzisiejszych m etod przygotowywania m ateriału  do badań, 
tzn. traktow ania inhibitoram i wrzeciona mitotycznego, szoków hypoto- 
nicznych i rozgniatania komórek. W szystkie te czynniki niszczą n a tu ra l­
ny układ chromosomów, zarówno w interfazie, jak  i podczas m itozy. Nie 
czyniła tego klasyczna metoda parafinowa. Szereg współczesnych badań 
om ijających podstawowe źródła zaburzeń w układzie chromosomów po­
tw ierdza wcześniejsze obserwacje dokonane za pomocą m etod klasycz­
nych. Dość w yczerpujący zestaw danych z piśm iennictw a przynoszą 
obydwie prace Lavanii i Sharm y [41, 42].

Proponowany model w yjaśnia koniugację m ejotyczną chromosomów 
jako prostą konsekwencję ich ułożenia w jądrze interfazow ym . Pod tym  
względem jest on bardziej klarow ny niż model proponowany przez 
Ashleya i Pococka [3]. Ponieważ w obrębie pierścienia chromosomów 
liczba leżących obok siebie homologów nie jest ściśle właściwościami m o­
delu ograniczona do dwóch, nadaje się on także do w yjaśnienia koniuga­
cji u poliploidów, w szczególności autopoliploidów. W yjaśnienie tego za­
gadnienia na podstawie poprzedniego modelu nastręczałoby wiele tru d ­
ności.

MODEL FUSSELL

Dwa poprzednie modele stanowią próbę w yjaśnienia koniugacji 
chromosomów w mejozie poprzez specyficzny układ chromosomów w in ­
terfazie. Tak więc główny nacisk położono w nich na to, aby w sposób 
możliwie przekonyw ający wyjaśniały, jak  to się dzieje, że chromosomy 
homologiczne „układają” się obok siebie w czasie mejozy.

Model proponowany przez Fussell nie precyzuje, w jaki sposób do­
chodzi do koniugacji chromosomów homologicznych. Różni się od po­
przednich modeli także i tym , że zakładając istnienie pewnego uporząd­
kowania chromosomów w jądrze, dopuszcza istnienie ograniczonej liczby 
równoważnych układów dla konkretnego kariotypu. Nie wym aga to is t­
nienia mechanizmów zapewniających ścisłe zachowanie układu chromo­
somów podczas podziału, a więc w tedy, gdy stabilizująca go otoczka ją ­
drowa ulega rozpadowi. A utorka nie rozstrzyga też, czy chromosomy 
asccjują, tworząc jeden lub więcej łańcuchów czy pierścieni, chociaż su­
geruje, iż pojedynczy pierścień połączonych końcami chromosomów jest 
uprzyw ilejow any ze względów mechanicznych. W obrębie tworzonej 
przez chromosomy superstruk tu ry  możliwe jest łączenie się poprzez telo- 
m ery chromosomów zarówno homologicznych, jak  i niehomologicznych.

Założenia m odelu
1) rablowska orientacja chromosomów w jądrze;
2) zakotwiczenie telom erów w otoczce jądrowej;

http://rcin.org.pl



U K Ł A D  CHROM OSOM ÓW  W JĄ D R Z E  IN T E R FA Z O W Y M 245

3) chromosomy łączą się telom eram i, tworząc uporządkowaną s tru k ­
tu rę . O relatyw nej pozycji chromosomów w jej obrębie decyduje długość 
ram ion chromosomowych, ponieważ fuzji ulegają jedynie telom ery leżą­
ce w podobnej odległości od skupionych na jednym  z biegunów jąd ra  
centrom erów ;

4) ze względu na to, że w obrębie konkretnego kariotypu najczę­
ściej w ystępuje większa liczba ram ion chromosomowych o zbliżonej d łu ­
gości, chromosomy danego gatunku tworzyć mogą kilka równoważnych 
układów  w interfazie;

5) fuzja telomerów, a także ich zakotwiczenie w  otoczce jądrow ej, 
uw arunkow ane są obecnością specyficznych sekwencji repetytyw nego 
DNA.

Dodatkowe uwagi dotyczące modelu

Połączenia chromosomów z w ew nętrzną błoną jądrow ą pow stają 
w  momencie, gdy otoczka jądrow a form uje się wokół grupy chromoso­
mów ana-telofazowych. W stadium  tym  telom ery ram ion o zbliżonej d łu ­
gości leżą w  podobnym oddaleniu od bieguna, co ułatw ia im  fizyczny 
kon tak t konieczny do w ytworzenia połączeń utrw alających superstruk - 
tu rę . Zasada ta dopuszcza pewną liczbę kom binacji możliwych w obrębie 
jednego kariotypu. Przyczyn takiego stanu rzeczy jest kilka:

— centrom ery chromosomów nie leżą w jednej płaszczyźnie, a ich 
pozycja nie jest ustalona poprzez połączenie z otoczką jądrową;

— długość ram ion chromosomowych waha się zależnie od stopnia 
kondensacji; dużą rolę odgrywać mogą tu  obszary heterochrom atynow e 
chromosomów, ich wielkość i liczba;

— kąt, jaki tworzą ram iona chromosomowe, może być różny i może 
ulegać zmianom; jego wartość wpływa na odległość telom erów  od cen- 
trom eru;

— zwykle w  kariotypie w ystępuje większa liczba ramion chromoso­
m owych o zbliżonej długości.

W szystkie wym ienione czynniki w pływ ają na uporządkowanie chro­
mosomów w  obrębie łańcucha czy pierścienia i powodują, że nie jest ono 
jednoznacznie określone. Ryc. 4 przedstaw ia dwa spośród kilku możli­
w ych układów chromosomów diploidalnego kom pleksu żyta. Mimo pew ­
nej dowolności w  tworzeniu różnych kombinacji, ich liczba jest znacznie 
ograniczona. Nie istnieje możliwość zupełnie dowolnego łączenia ram ion 
chromosomowych między sobą, w  tym  sensie układ chromosomów w in ­
terfazie nie jest przypadkowy.
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Ryc. 4. Secale cereale, in te rfazo w y  u k ład  chrom osom ów ; m odel F ussell, a, b — dw a
z k ilk u  m ożliw ych  u k ład ó w  [27]

A RG U M EN TY  I W Ą TPL IW O ŚC I

Omówione wyżej hipotezy opierają się na szeregu szczegółowych 
obserwacji dokonywanych w różnym czasie przez cytologów i sugerują­
cych, że układ chromosomów w interfazie nie jest przypadkowy.

Istnieją przekonyw ające dowody, iż jądro interfazowe wykazuje po- 
lam ość pod względem ułożenia chromosomów, tak  więc stara hipoteza 
Rabla znalazła potwierdzenie we współczesnych obserwacjach. Pozostaje 
jednak kwestią nie do końca rozstrzygniętą, czy rablowski układ chro­
mosomów w jądrze w yczerpuje możliwości uporządkowania chromoso­
mów w  interfazie, czy też istnieją wyższe poziomy organizacji genomu 
w tej fazie cyklu komórkowego, oraz, jeżeli istnieją, czym są uw arunko­
wane i  jaki jest ich zakres i konsekwencje. W szystkie omówione hipo­
tezy opierają się po części na w ielokrotnie stw ierdzanych i znanych cyto­
logom faktach, po części zaś na słabo udokum entowanych założeniach, 
których słuszności nie udało się dzisiaj jeszcze nikomu dowieść.

ZAKOTWICZENIE CHROMOSOMÓW W OTOCZCE JĄDROWEJ

Istnieją przekonyw ające dowody, że chromosomy zakotwiczone są 
w  otoczce jądrow ej [22, 56], co sprawia, iż układ ich jest stosunkowo 
trw ały. Dowodzą tego obserwacje nie tylko kom órek często dzielących 
się, gdzie układ ten  m ógłby być tylko i wyłącznie prostą konsekwencją 
anafazowego ruchu chromosomów, ale także obserwacja jąder kom órek 
zróżnicowanych, starszych, naw et poliploidalnych [17, 26, 34, 37]. Fussell 
[25] wykazała, że naw et w irowanie stożków w zrostu Allium  cepa 
w  100 000 g przez 15 m inut nie zmienia normalnego ułożenia telom e- 
rów w interfazie. O połączeniu telom erów z otoczką świadczy także obec­
ność jej fragm entów  przy telom erach chromosomów m itotycznych. Za­
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kotwiczenie innych partii chromosomów, w tym  centrom erów w otoczce 
jest kw estią mniej zbadaną, chociaż postulowaną przez wielu autorów 
[13, 14, 22, 29, 42]. Za tym, że centrom ery nie m ają trw ałego połączenia 
z otoczką, przem aw iają jednak pewne obserwacje. Hsu i wsp. [34] stw ier­
dzili nieznaczne zmiany pozycji centrom erów w wyróżnicowanych li­
niach kom órkowych myszy, Moens i Church [46] obserwowali w m ikro­
skopie elektronow ym  sekwencję zmian w położeniu centrom erów zwią­
zanych z różnicowaniem się ziarn pyłku u Allium  fistulosum. Zmiany 
położenia centrom erów obserwowane były także u A. porrum  przez La- 
fontaine’a i Lucka [40]. Jeszcze m niej pewne są przypuszczenia dotyczące 
stałego przyczepienia innych segmentów chromosomowych do otoczki 
jądrow ej. Kwestia ta wymaga dopiero wyjaśnienia.

Naczelną zasadą porządkującą chromosomy podczas interfazy jest 
ich połączenie poprzez telomery. O tym, które ram iona chromosomowe 
m iałyby się ze sobą łączyć, decydować ma ich długość. Zasada, iż fuzji 
ulegają telom ery ramion o zbliżonej długości, przytaczana jest przez 
większość autorów  za Bennettem  [9], chociaż sugerowana była — obok 
pokrew ieństw a białek telomerów — wcześniej przez Ashleya i Po- 
cccka [3]. Dobrą ilustracją działania tej zasady jest zachowanie się chro­
mosomów w czasie metafazy; np. jeśli w kariotypie danego gatunku w y­
stępuje pewna liczba drobnych chromosomów, znacznie krótszych od 
pozostałych, to w  m etafazie obserwuje się je zazwyczaj obok siebie, n a j­
częściej w centrum  płytki (ryc. 5).

Ryc. 5. P ły tk i m etafazow e sto rczyków ; m etoda sk raw k ó w  para fin o w y ch , a — Listera  
ovata,  b — C ephalanthera  alba, c — Epipactis  latifolia  [S ka liń ska  i w sp., A cta  Soc.

Bot. Pol., 26: 215 -246, 1957]

Najwięcej dowodów na fuzję telomerów' w czasie in terfazy dostar­
czają badania nad Allium  cepa [7, 23, 24, 26, 37], G atunek ten posiada 
duże bloki heterochrom atyny telomerowej we wszystkich 32 ram ionach 
chromosomów kompleksu (ryc. 6a). W jądrach interfazow ych obserwuje 
się zwykle około 16 segmentów heterochrom atyny telom erowej, co prze­

FUZJA TELOMERÓW
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mawiałoby za tym, że wszystkie lub prawie wszystkie chromosomy łączą 
się poprzez telom ery, tworząc łańcuch lub pierścień (ryc. 6b, c). Również 
obserwacje haploidalnych i diploidalnych jąder u Ornithogalnm  [2, 4, 5] 
dowodzą, iż chromosomy obecne w jądrze interfazowym  łączą się po­
przez telom ery, tworząc s truk tu rę  wyższego rzędu. W związku z tym i 
obserwacjami można przypuszczać, iż podobnie zachowują się chrom o­
somy innych gatunków, chociaż nie posiadamy przekonyw ających dowo-

Ryc. 6. A l l iu m  cepa  L.: m etoda p rążków  C. a — m etafaza  w  m ery stem ie  w ie rzch o ł­
kow ym  korzen ia , b — jąd ro  in te rfazow e w  m erystem ie  w ierzcho łkow ym  ko rzen ia , 

c — jąd ro  in te rfazow e w  łusce sp ichrzow ej [37]

dów. O tw arta pozostaje kwestia, czy wszystkie chromosomy kompleksu 
łączą się w obrębie jednej superstruktury , czy tworzona jest ona we 
wszystkich komórkach i tkankach, oraz jakie położenie zajm ują wzglę­
dem siebie chromosomy homologiczne. Każde z tych zagadnień inaczej 
rozwiązują różni autorzy, gdyż brak danych pozwala na dość dużą do­
wolność w tym  względzie. Obserwacje radialnych płytek m etafazowych 
(ryc. 7) w m ateriale uzyskanym  metodami nie powodującymi zaburzeń

Ryc. 7. V iscu m  album-, m e ta faza  w  kom órce som atycznej, m etoda sk raw k ó w  p a ra ­
finow ych [S kalińska  i w sp., A cta Biol. C racov. Ser. Bot., 17: 133 - 163, 1974]
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w natura lnym  układzie chromosomów przem awiałyby jednak za tym , iż 
chromosomy kompleksu form ują pierścień w interfazie.

W ydaje się, że chromosomy z organizatoram i jąderek mogą znajdo­
wać się poza superstruk tu rą  formowaną przez resztę chromosomów. 
Spraw a ta została przedyskutowana w jednej z omawianych prac [42] 
i tam  też jest cytowana literatu ra  na ten tem at. Ostatnio badania Loiero 
i wsp. [44] oraz Barnesa i wsp. [7] nad Allium cepa wykazały, że w obrę­
bie chromosomów tego gatunku jedynie dwa telom ery posiadają odrębną 
budowę m olekularną. Są to telom ery krótszych ramion chromosomów 
z organizatoram i jąderka. Stanowi to dobre poparcie dla tezy Lavanii 
i Sharm y [42].

MECHANIZM FUZJI TELOMERÓW

Chociaż można uznać, że o fuzji telomerów decyduje w znacznym 
stopniu zbliżona długość ramion chromosomowych, nie wyjaśnia to 
wszakże mechanizmów m olekularnych, które za tym  stoją. Możliwe są 
tu dwa rozwiązania — albo za fuzję odpowiadają specyficzne białka za- 
socjowane z telom eram i [3], albo specyficzne powtarzalne sekwencje 
DNA [27], Na potwierdzenie pierwszej koncepcji nie można przytoczyć 
żadnych badań doświadczalnych, druga zaś znajduje potwierdzenie w 
pewnych obserwacjach. Generalnie rzecz biorąc, obserw uje się występo­
wanie odrębnych typów powtarzalnego DNA charakterystycznych dla 
odrębnych rejonów chromosomowych. Inną klasę reprezentuje DNA te ­
lomerów, inną — centrom erów, itp. [1, 21], Potwierdzenie znajdujem y 
w szeregu badań szczegółowych. Dowodzą one, że podobne typy hetero- 
chrom atyny zajm ują podobną pozycję w chromosomach Scilla [16, 29], 
Allium  [7], Drosophila [47], Rejony chromosomów zawierające taki sam 
satelitarny  DNA w ytw arzają preferencyjnie somatyczne asocjacje („ecto­
pic pairing”) [45]. Obserwacje te nie w ykluczają jednak obecności spe­
cyficznych zasocjowanych z danym  rodzajem  satelitarnego DNA bia­
łek [12], które mogłyby odgrywać rolę w łączeniu się podobnych sekwen­
cji między sobą. Obecność takich białek postulowana była przez May­
field i Ellison [45] oraz G reilhubera [29].

W wielu chromosomach brak heterochrom atyny telomerowej, w y­
kryw alnej standardow ym i m etodami cytologicznymi. Mechanizm fuzji 
telomerów wymaga więc dalszych badań.

KONIUGACJA CHROMOSOMÓW

Chociaż omawiane wcześniej koncepcje przynoszą argum enty prze­
mawiające za tym, że koniugacja chromosomów w mejozie zależy od ich 
ułożenia podczas poprzedzającej mejozę interfazy, nadal brak rozstrzy­
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gających danych na ten tem at. O tym, że w linii generatyw nej interfazo- 
wy układ chromosomów decyduje o przebiegu mejozy świadczyć mogą 
obserwacje mejozy po uprzednim  traktow aniu kom órek prem ejotycz- 
nych kolchicyną, która zaburza w arunkow any zajściem anafazy rablow- 
ski układ chromosomów. W komórkach takich podczas mejozy formo­
wane są uniw alenty zamiast biwalentów [10, 18].

Nieliczne obserwacje dowodzą, że koniugacja chromosomów zależy 
w znacznym stopniu od ich długości, oraz że długość chromosomów może 
być nie m niej ważna jak homologia [31, 32]. W ykazano, że koniugacja 
rozpoczyna się w telom erowych regionach chromosomów, przy we­
wnętrznej błonie otoczki [58].

Yacobi i wsp. [59] sugerują, że przypadkowy układ chromosomów 
w jądrze pociągałby za sobą występowanie splecionych ze sobą biwalen­
tów (interlocking bivalents). W rzeczywistości obserwowane są one bar­
dzo rzadko, co przemawia za uporządkowaniem chromosomów w jądrze 
interfazowym.

Jeśli chodzi o położenie homologów w jądrze, to obszerny przegląd 
dotychczasowych obserwacji [6] skłania raczej do przyjęcia założenia, iż 
chromosomy homologiczne sąsiadują ze sobą podczas interfazy, i to za­
równo w  tkankach generatyw nych, jak i somatycznych, także u autopo- 
liploidów.

ZWIĄZEK UPORZĄDKOWANIA CHROMOSOMÓW W JĄDRZE INTERFAZOWYM 
ZE STRUKTURĄ I EWOLUCJĄ K ARIOTYPU

Analiza bogatych w heterochrom atynę kariotypów  sugeruje, że za­
równo liczba, jak i położenie segmentów heterochrom atynow ych w ich 
obrębie nie są przypadkowe [29, 30, 38, 43, 52]. Po raz pierw szy zwrócił 
na to uwagę Heitz w 1932 r. [33], Chromosomy poszczególnych gatunków 
ujaw niają po zastosowaniu m etody prążków C określony wzór prążkow a­
nia (banding pattern), k tóry  może być różny dla różnych gatunków  ro­
ślin [52], Jego istotę stanowi pewne ogólne podobieństwo chromosomów 
danego kompleksu pod względem liczby i położenia segmentów hetero- 
chrom atyny. Szczególnie uderzające może być ono w przypadku zbliżo­
nych długością niehomologicznych ramion chromosomowych (ryc. 8).

Ponieważ według omówionych wcześniej modeli właśnie fuzja zbli­
żonych pod względem długości ram ion chromosomów stanowi podstawę 
ich uporządkowania w interfazie, nasuwa się przypuszczenie, że sekwen­
cje heterochrom atyny mogą się przenosić z jednego chromosomu na 
drugi na drodze fizycznego kontaktu. Taki m echanicystyczny model roz­
przestrzeniania się heterochrom atyny w obrębie genomu został ostatnio 
zaproponowany przez kilku badaczy [29, 30, 43, 52]. Sugeruje on, że se­
kwencje o podobnej budowie m olekularnej zajm ują podobne pozycje
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Ryc. 8. H ap lo ida lne  kom pleksy  chrom osom ów , a — A l l iu m  j la v u m ,  b — Scilla  
vindobonensis ,  S. voe th o ru m  i S. resslii,  c — A l l iu m  m o n ta nu m .  C hrom osom y ułożo­
ne  zgodnie z h ipo tezą B en n e tta  (a, b — G re ilh u b e r i Loidl [30], c — Jo ach im iak

i w sp. [38])

w obrębie chromosomów. Tak pojęta specyficzność budowy i lokalizacji 
heterochrom atyny znajduje potwierdzenie w licznych badaniach na po­
ziomie m olekularnym  [1, 7, 21, 47], co stanowi poparcie dla hipotezy, iż 
heterochrcm atyna stanowi ruchom y elem ent genomu. W yjaśniałoby to 
przyczynę tak często obserwowanej [35, 36] heterozygotyczności s truk ­
turalnej dotyczącej heterochrom atyny zwierząt i roślin.

Niektórzy autorzy [51, 52] podkreślają odrębność wzoru prążkowania 
chromosomów z organizatoram i jąderek. W ynika ona, być może, z ich 
położenia poza superstruk turą  formowaną przez resztę chromosomów 
podczas interfazy (model Lavanii i Sharmy). Nie można wykluczyć, że 
także inne wyróżniające się typy  chromosomów, jak chromosomy płci 
lub B-chromosomy zawdzięczają swą odrębność brakowi integracji z re ­
sztą genomu podczas interfazy.

Jeśli chromosomy tworzą w interfazie precyzyjnie uporządkowaną 
struk turę , której funkcjonowanie zależy przede wszystkim od w arunko­
wanej długością ramion kolejności chromosomów1, to przypuszczać można, 
że m utacje chromosomowe, zmieniające długość lub liczbę ramion chro­
mosomowych w obrębie kariotypu, mogą wprowadzać znaczne zaburzenia 
w funkcjonowaniu eukariotycznego genomu. W odróżnieniu od nich, 
m utacje typu robertsonianowskiego powinny być dobrze tolerowane.
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