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HOMOLOGIE POMIEDZY GENOMEM JADROWYM
| GENOMAMI ORGANELLOWYMI ROSLIN

HOMOLOGIES BETWEEN THE NUCLEAR GENOME
AND THE ORGANELLAR GENOMES OF PLANTS

Matgorzata JAKUBOWICZ, Jacek AUGUSTYNIAK

Zaktad Biochemii Biopolimeréw Uniwersytetu im. A. Mickiewicza, Poznan

Streszczenie. Artykut omawia wystepowanie w genomie jadrowym igenomach organellowych roslin wielu homolo-
gicznych fragmentéw DNA. Dane te w duzym stopniu moga utatwi¢ zrozumienie proceséw ewolucyjnych, ktére
zaszty w komérce ros$linnej.

Abstract. This article presents data on the homologies between the DNA sequences of the nuclear and the organellar
genomes of plants. The data can help in understanding the evolutionary processes in plant cells.

WSTEP

Komérka roélinna ma trzy przedziaty zawierajagce odrebne genomy. Obecnie wiadomo, ze
pomiedzy tymi genomami istniejg obszary homologii. Niektére z nich zostang doktadniej
przedstawione w tej pracy.

Homologie pomiedzy mitochondrialnym genomem roslinnym a genomem chloroplasto-
wym sg stosunkowo dobrze zbadane dla kukurydzy [7, 24, 27], wiesiotka [24], ryzu [18],
szpinaku [26], ziemniaka [5] oraz dla kilku ro$lin z rodziny dyniowatych [26], Homologie
miedzy genomem plastydowym i genomem jgdrowym stwierdzono dla szpinaku [25], ryzu
[22], pomidora [20, 21], ziemniaka [5]. Homologie miedzy genomem mitochondrialnym i
jadrowym znane sa dla grzybéw Saccharomyces cerevisiae [6], Neurospora crassa [9],
Podospora anserina [8], natomiast sposrod roslin wyzszych stwierdzonoje dla wiesiotka [23],
kukurydzy (plazmidy mitochondrialne) [12], tytoniu [2] oraz dla niektorych roslin z rodziny
motylkowatych [19].
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HOMOLOGIE POMIEDZY MITOCHONDRIALNYM GENOMEM
ROSLINNYM A GENOMEM CHLOROPLASTOWYM

Rosliny wyzsze majg mitochondrialne genomy bardzo réznej wielkosci, chociaz ilos¢
genéw mitochondrialnych jest na 0go6t taka sama jak u innych organizmoéw. W mtDN A ro$lin
znajdujg sie fragmenty homologiczne do DNA chloroplastowego. Przykiady rozmiarow
homologii podano w tabeli 1.

TABELA 1. Przyktady rozmiaré6w homologii pomiedzy genomami organellowymi roélin wyzszych; podano
wielko$¢ genomu mitochondrialnego oraz rozmiar homologii z genomem chloroplastowym

Gatunek Wielko$¢ genomu [kpza] Rozmiar homologii [kpzd]
Rzepa 218 5
Kalafior 219 13
toboda gwiazdkowata 270 13
Szkartatka 320 14
Szpinak 327 10
Groch 380 13
Pszenica 430 6
Kukurydza 570 13
Cukinia 840 n
Ogoérek 1500 1
Melon 2400 11

akpz - tysigc par zasad

Jednym z pierwszych i lepiej poznanych przyktadéw tego zjawiska jest odcinek DNA o
dtugosci 12 kpz w mitochondrialnym genomie kukurydzy przejawiajagcy w 90% homologie
do fragmentu chloroplastowego DNA z rejonu dwukrotnie powtérzonego w odwrotnej orien-
tacji, tzw. IR [27]. W rejonie tym zawarte s3: gen chloroplastowego 16S rRNA, gen dla
tRNA-ile oraz tRNA-val. Wydaje sie, ze takze w genomie mitochondrialnym pszenicy istnieje
podobny fragment DNA [24], W mitochondrialnym DNA kukurydzy zidentyfikowano réw-
niez inny fragment, ktéry pochodzi z chloroplastow i obejmuje gen dla duzej podjednostki
karboksylazy rybulozo-1,5-dwufosforanowej, gen tRNA-his, cze$¢ genu 23S rRNA. Naste-
pnym przyktadem pochodzacym réwniez z badan nad genomami organellowymi kukurydzy
jest fragment zawierajacy 3’-kofAcowa czes¢ genu 23S rRNA, catkowite geny 4,55 i5S rRNA,
odcinek miedzygenowy i6 nukleotydéw genu tRNA-arg [7]. Analizowano sekwencje nukleo-
tydowag tego fragmentu i okazato sie, ze fragment plastydowego DNA jest w mitochondriach
niezmieniony, zachowane sajego odcinki miedzygenowe, a punktowych mutacji jest zaledwie
kilka. Moznaby z tego wnioskowaé, ze przeniesienie go do mitochondriéw nastgpito niezbyt
dawno.

W genomie mitochondrialnym wiesiotka znaleziono fragmenty DNA homologiczne do
plastydowego 23S rRNA, lecz stopien homologii jest nizszy niz u kukurydzy, co sugeruje, ze
w tym przypadku przeniesienie nastgpito do$¢ dawno [24].

Z mtDN A ryzu wyizolowano fragment o dtugosci 6,9 kpz zawierajacy kopie chloroplasto-
wego zespotu genéw [18]. W skiad tego zespotu wchodzg geny dla duzej podjednostki
karboksylazy rybulozo-1,5-dwufosforanowej (rbcL), podjednostki B ie ATP-azy, tRNA-met,
tRNA-val. Oprécz tego okazato sie, ze 430 pz ponizej obszaru homologicznego do rbcL w
genomie mitochondrialnym ryzu wystepuje fragment homologiczny do chloroplastowego
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genu rybosomowego biatka L 2 (rpl 2). Gen ten w genomie plastydowym ma dwie kopie
zlokalizowane w odlegtosci 20 kpz i 40 kpz od genu rbcL. Genowi rbcL irpl 2 w genomie
plastydowym towarzyszy 151-nukleotydowa sekwencja powtarzajaca sie i ona to wiasnie
prawdopodobnie umozliwita homologiczng rekombinacje doprowadzajacg do przeniesienia
genu rpl 2 w poblize zespotu genéw wspomnianych powyzej. Pojawia sie jednak pytanie,
kiedy zjawisko to miato miejsce: czy przed przeniesieniem fragmentu chloroplastowego do
mitochondriéw, czy tez do mitochondridow przeniesiony zostat wiekszy odcinek DNA chlo-
roplastowego i wspomniana wczes$niej rekombinacja zasztajuz w mitochondriach. Fragmenty
DNA plastydowego zawierajgce gen dlarbcL sa powszechne w genomach mitochondrialnych
wielu réznych roslin wyzszych [24].

Mitochondrialny plazmid SI z kukurydzy zawiera odcinek DNA o diugosci 420 pz,
homologiczny do fragmentu plastydowego kodujgcego biatko psb A fotosystemu Il [24].

Zjawisko przenoszenia fragmentéw DNA z chloroplastéw do mitochondriéw nie jest
charakterystyczne dla pewnej grupy roslin i wydaje sie by¢ uniwersalne dla catego $wiata
roSlinnego. W tabeli 1 przedstawiono przyktady rozmiar6w homologii miedzy mtDNA a
cpDNA roélin.

Interesujaca jest analiza homologii fragmentéw mitochondrialnych i chloroplastowych
czterech przedstawicieli rodziny dyniowatych: cukinii, ogorka, melonaiarbuza. O ile mtDNA
ogérka zawiera rejony odpowiadajace chloroplastowym 16S rRNA, 23S rRNA, rbcL i
podjednostkom B oraz £ ATP-azy, o tyle mtDNA pozostatych przedstawicieli tej rodziny
zawierajg tylko niektdre z tych rejonéw (tab. 2).

TABELA 2. Obecno$¢ odcinkéw DNA homologicznych do genéw chloroplastowych w mitochondrialnych
genomach roélin z rodziny dyniowatych [4]

Geny chloroplastowe Arbuz Cukinia Ogorek Melon
16S rRNA ? + +
23S rRNA +
rbcL - + +
ATP-aza podjedn. e + +
ATP-aza podjedn. R + + +
Stosowane oznaczenia: "+" wystepuje w MtDNA; nie wystepuje w mtDNA; "?" nie wiadomo; rbcL - duza

podjednostka karboksylazy rybulozo-1,5 -dwufasforanowej

W czasie dyskusji o przenoszeniu DNA chloroplastowego do mitochondriéw roslin poja-
wia sie pytanie: czy przeniesienie nastgpito w procesie jednorazowego przeniesienia, czy tez
byt to wielokrotny proces. Obecnie przypuszcza sig, ze mozliwe sg obydwa sposoby. U
kukurydzy wystepuje bardzo duza homologia (90%) na odcinku wynoszagcym 12 kpz. Ze
wzgledu na zachowany uktad genéw odcinek tak duzy jak ten musiat zosta¢ przeniesiony
jednorazowo z chloroplastéw do mitochondriéw. Odmiennym przyktadem sa odcinki chlo-
roplastowego DNA wystepujgce w mitochondriach szpinaku: ich wzajemne utozenie w
mtDNA, odmienne niz w chloroplastach, wyklucza twierdzenie, ze przeniesienie mogto zaj$¢
jednorazowo [26].

Czy odcinki DNA chloroplastowego whudowane do mtDNA petnigjakas$ biologiczngrole?
Dane eksperymentalne wskazuja, ze raczej nie. Istniejg jedynie pewne sugestie [15], ze by¢
moze te odcinki wptywajg dodatnio na replikacje mitochondrialnego DNA. Badania nad
kukurydza sugeruja, ze niektére zmiany w odcinku mtDNA homologicznym do cpDNA
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towarzysza pojawiajacej sie meskiej sterylnosci u kukurydzy. Odcinki chloroplastowe istnie-
jace w mitochondriach generalnie nie ulegajg transkrypcji, ajesli ona zachodzi, tojest dzietem
przypadkowej integracji fragmentu chloroplastowego w poblizu promotora jakiego$ genu
mitochondrialnego [13].

HOMOLOGIE POMIEDZY GENOMEM PLASTYDOWYM
| GENOMEM JADROWYM U ROSLIN

Obecnie pojawia sie coraz wiecej doniesien o odcinkach homologicznych dla genomu
jadrowego i chloroplastowego. Roslinami pod tym wzgledem do$¢ dobrze zbadanymi sg
szpinak i ryz [22, 25, 29]. Catkowita ilo$¢ fragmentéw rozproszonych w genomie jadrowym,
a homologicznych do plastydowego DNA u szpinaku jest szacowana na ok. 5 kopii genomu
organellowego na 1jagdrowy genom haploidalny [25], Homologie takie wystepuja na rozpro-
szonych w DNA jadrowym odcinkach, ktorych dtugo$¢ najczesciej wynosi od 1kpz do kilku
kpz. Wydaje sie, ze w DNA jadrowym szpinaku znajduja sie¢ fragmenty homologiczne do
catego genomu plastydowego tej rosliny. W odrdéznieniu od DNA chloroplastowego DNA
jadrowy jest silnie metylowany. Jadro komdrkowe szpinaku wydaje sie mie¢ wszystkie geny
wymagane do utworzenia genomu plastydowego, lecz sg one porozdzielane, silnie zmetylo-
wane i najprawdopodobniej transkrypcyjnie nieaktywne.

Obok szpinaku rosling, w ktorej zostata stwierdzona obecnos$¢ fragmentow DNA homolo-
gicznych wjadrze i chloroplastach, jest ryz [22]. Istnienie homologii stwierdzono przy okazji
badan nad réznicowaniem sie kalusa. Wiadomo, ze w czasie powstawania kalusa w jego
komérkach moze zmieniaé sie ilo§¢ chromosoméw. Dla ryzu sklonowano fragmenty jadro-
wego DNA i DNA zawarty w jednym z klonéw okazat si¢ by¢ wysoce homologicznym z
chloroplastowym DNA. Jadrowy DNA izolowany z zarodkéw ryzu zawiera ok. 10000 kopii
tego odcinka DNA w przeliczeniu na haploidalny genom ryzu [22]. Analiza hybrydyzacyjna
jadrowego DNA z kalusa dala jednak zaskakujacy wynik: liczba powtdrzen omawianego
odcinka DNA ulegta redukcji do zaledwie 1-5 kopii na haploidalny genom. Dla roslin
zregenerowanych z tegoz kalusa liczba kopii badanego odcinka byta taka jak dla DNA z
zarodkéw. Obserwacje te sugeruja, ze podczas tworzenia sie kalusa i regeneracji catych roslin
ilos¢ kopii pewnych fragmentéw jagdrowego DNA ryzu zmienia sie i wbudowany do jadra
odcinek chloroplastowego DNA zachowuje sie w sposob charakterystyczny dla tzw. fragmen-
tow o zmiennej ilosci kopii. Nie wiadomo, czy kodowane przez niego geny ulegaja ekspresji.
Badany odcinek jadrowego DNA ryzu ma dtugo$¢é 1456 pz. Stwierdzono, ze ten odcinek DNA
wykazuje wysokg homologie do genu chloroplastowego rybosomowego biatka S7 i 3’-kon-
cowej czesci genu biatka S 12.

Innego przyktadu wystepowania w jagdrze komérkowym fragmentédw pochodzacych z
genomu plastydowego dostarczyto badanie pomidora [21]. Trzeci intron jgdrowego genu
Cab-7 (gen dla biatka zwigzanego z chlorofilem a i b) zawiera dwa krdtkie fragmenty
pochodzace z genu chloroplastowego psbG (biatko fotosystemu Il). Insercja odcinka plasty-
dowego DNA do intronu jadrowego genu Cab-7 wystepuje u wszystkich odmian pomidoréw,
ale u gatunkéw spokrewnionych z pomidorem jej nie stwierdzono. Mozna stagd wnioskowac,
ze przeniesienie odcinka chloroplastowego DNA do jadra komdérkowego nastapito raczej
niedawno. Innym przyktadem homologii réwniez wystepujacej u pomidora sa fragmenty
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plastydowego DNA o dtugosci 202 pz i 144 pz zawierajgce fragmenty genéw rps 18 i pet D
(gen rybosomowego biatka S18 i gen biatka wchodzgcego w sktad kompleksu cytochromu
b/f), zlokalizowane w chromosomie 5 i 9 pomidora [20]. W jadrze komd6rkowym pomidora
fragmenty te z catg pewnoscig nie ulegajg ekspresji. Charakterystycznym dla omawianych
fragmentow jest to, ze sa one oskrzydlone krétkimi odcinkami powtdrzonymi w jednakowej
orientacji, co moze sugerowa¢ wbudowanie ich w genom jadrowy w drodze rekombinacji.
Problem ten szerzej oméwiony zostanie w koficowej czesci tego przegladu.

Dobrym przyktadem przeniesienia w czasie ewolucji roslin naczyniowych genu z genomu
chloroplastowego do jadra komorkowego jest gen tuf A (gen biatkowego faktora elongacyj-
nego EF-Tu plastydowej biosyntezy biatka). U Chlamydomonas gen ten wystepuje w genomie
chloroplastowym, nie ma go natomiast w genomie plastydowym ros$lin naczyniowych i
genomie plastydowym watrobowca Marchanda polymorpha [1]. W genomie jadrowym
Arabidopsis thaliana znaleziono aktywny gen tuf A homologiczny do genu tuf A z Chlamy-
domonas. Wedtug Baldauf [1] homologia sekwencji aminokwasowej wynosi 77%, natomiast
homologia sekwencji nukleotydowej 67%. Przeniesienie tego genu do jadra komérkowego
nastapito co najmniej 500 milionéw lat temu [19].

Innym przyktadem przeniesienia genu jest przypadek Acetabularii i Batophory nalezacych
do glonoéw z rodziny Dasycladaceae [24], U Acetabularia gen kinazy tymidylanowej znajduje
sie w jadrze, natomiast u Batophora ten sam gen znajduje si¢ w genomie chloroplastowym.

HOMOLOGIE MIEDZY GENOMEM MITOCHONDRIALNYM
I GENOMEM JADROWYM

Badania ostatnich kilku lat dostarczyty dowodéw, ze istniejg odcinki DNA homologiczne
wjadrze imitochondrium. Cze$ciej stwierdzanym zjawiskiem sg odcinki mtDNA wystepujace
w jadrze niz odcinki jadrowego DNA wystepujace w mitochondrium. Pierwsza cze$¢ tego
rozdziatu zostanie poswigcona opisowi przykiadéw pochodzacych ze $wiata grzyboéw i
zwierzat, a to z tego wzgledu iz pierwsze doniesienia o tym zjawisku pochodzity wiasnie z
badan nad ta grupa organizmoéw.

Jednymi z bardziej znanych sg badania Farrely i Butowa [6] dotyczace Saccharomyces
cerevisiae. Wykazali oni, ze wjgdrowym DNA drozdzy wystepujg fragmenty mitochondrial-
nego DNA. Genom jadrowy Saccharomyces cerevisiae zawiera odcinek DNA homologiczny
do czesci mitochondrialnego genu vari (biatko zasocjowane z mniejsza podjednostkg rybo-
somu mitochondrialnego), graniczacy od strony 5’ z fragmentem homologicznym do 3’
-koncowej czesci genu cytochromu b (cob/box), a od strony 3’ z fragmentem homologicznym
do 5’-koncowej czesci sekwencji ori/rep, ktéra u drozdzy zwiazanajest z replikacjg mtDNA.
Nie wydaje sie, aby ten fragment byt w jadrze funkcjonalny, poniewaz sa w nim zawarte tylko
czeSci genéw mitochondrialnych, ponadto zawierajg one sygnaty terminujace we wszystkich
ramkach odczytu. Nie ma dowoddéw, ze sg one transkrybowane.

Nastepnego przyktadu obecnosci wjgdrze komorkowym odcinkéw DNA homologicznych
do mtDNA [9] dostarcza Neurospora crassa. Genem, ktéry ulegt przeniesieniu do jadra
komérkowego, jest tu genjednej z podjednostek ATP-azy. W czasie badan eksperymentalnych
podjednostka ta charakteryzuje sie wrazliwos$cig na oligomycyne i dwucykloheksylokarbo-
dwuimid (DCCD). Okreslana jest w literaturze jako biatko DCCD-wrazliwe. U Saccharomy-
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ces cerevisiae biatko DCCD-wrazliwe kodowane jest w genomie mitochondrialnym iréwniez
tam syntetyzowane, natomiast u Neurospora crassa gen dla tego biatka znajduje sie w jadrze
i biatko to syntetyzowane jest w cytoplazmie. Okazato sie, ze w genomie mitochondrialnym
Neurospora crassa mozna znalez¢ odcinki homologiczne do genu biatka DCCD-wrazliwego
zSaccharomyces cerevisiae. Poréwnanie pierwszorzedowych struktur r6znych biatek DCCD-
wrazliwych sugeruje, ze otwarta ramka odczytu znaleziona w mtDNA Neurospora crassa to
gen kodujacy typowe biatko DCCD-wrazliwe. U Neurospora crassa nie znaleziono jednak
polipeptydu pochodzacego z mitochondrialnej syntezy biatka, ktéry mogtby odpowiadac
biatku wrazliwemu na DCCD. Homologia genu jadrowego biatka DCCD-wrazliwego z
fragmentem DNA mogacym by¢ genem mitochondrialnym jest nizsza u Neurospora crassa
niz homologia wspomnianego wyzej fragmentu mtDNA do genéw mitochondrialnych biatek
DCCD-wrazliwych drozdzy i wotu. Mozna z tego wywnioskowac, ze przeniesienie genu z
mitochondriéw do jadra nastagpito bardzo dawno i ze gen pozostaty w mitochondriach
Neurospora crassa stat sie pseudogenem.

Homologie miedzy genomem mitochondrialnym ijadrowym znaleziono réwniez u zwie-
rzat, obecnie znane przypadki to szarancza [9], szczur [4], jezowiec [11J Ujezowca homologia
obejmuje fragment koicowy genu 16S rRN A oskrzydlony zjednej strony genem podjednostki
| oksydazy cytochromowej. U szczura wystepujg odcinki homologiczne do genu dla podjed-
nostki I, I, 1l oksydazy cytochromowej i do genu podjednostki 6 dehydrogenazy NADH.
Odcinki homologiczne w jadrowym DNA izolowanym ze szczura chorego na raka watroby
wykazujg zwiekszong liczbe kopii i organizacje inng niz w genomie jgdrowym normalnych
komérek [4].

Jednym z bardziej interesujacych przyktadéw przeniesienia DNA miedzy jagdrem a mito-
chondrium jest wiesiotek [23). W mitochondriach wiesiotka znaleziono rejony DNA ho-
mologiczne do DNA jadrowego i plastydowego. W jednym przypadku jest to fragment
zawierajgcy odcinki homologiczne do plastydowego 23S rRNA i 4,55 rRNA. W drugim
przypadku jest to fragment zawierajacy odcinki homologiczne do jadrowego DNA wystepu-
jace bardzo blisko odcinkéw homologicznych do DNA plastydowego. Ponizej zostanie
omoéwiony ten drugi przypadek. Mitochondrialny DNA wykazujagcy homologie do DNA
chloroplastowego obejmuje 758 nukleotydéw i rozpoczyna sie w genie kodujagcym biatko
rybosomowe S4 irozcigga sie na obszar miedzygenowy do genu tRNA-ser(GGA) wigcznie i
koniczy 55 nukleotyddéw ponizej niego. W genie biatka S4 znajdujacym sie w mitochondriach
w poréwnaniu z jego plastydowym odpowiednikiem nastgpity jedynie trzy zmiany, jedna
insercja 4 nukleotydéw idwie delecje 5 i 10 nukleotydéw, ktére przerywajg ramke odczytu i
prawdopodobnie zaszty juz po przeniesieniu plastydowego DNA do mitochondriéw wskutek
replikacyjnych pomytek. Plastydowy gen tRNA-ser(GGA) jest tak utozony w genomie
mtDNA wiesiotka, ze teoretycznie moze by¢ transkrybowany. Fragment homologiczny do
czesci jadrowego genu 18S rRNA wystepuje w genomie mitochondrialnym wiesiotka w
odlegtosci 762 nukleotydéw od fragmentu homologicznego do DNA plastydowego. Odcinek
DNA homologiczny do czgsci jadrowego 18S rRNA, o dtugosci 528 nukleotydéw wykazuje
w 91% homologie z jagdrowym genem 18S rRNA kukurydzy, w jego obrebie wystepuje
segment 160-nukleotydowy, charakterystyczny wytgcznie dla jadrowych genéw 18S rRNA,
nigdy nie stwierdzony w rRNA organellowych. Nie jest znana sekwencja nukleotydowa
jadrowego genu 18S rRNA dla wiesiotka, ale przypuszczalnie w wiesiotku homologia tych
rejonéw jest wyzsza niz 91%. W mtDNA pomiedzy fragmentami pochodzacymi z plastydow
izjadrowego DNA wiesiotka rozposciera sie obszar, ktory ma otwarta ramke odczytu i mégtby
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kodowac¢ polipeptyd o dtugosci 142 aminokwaséw. Jesli polipeptyd ten rzeczywiscie by
powstawat, to wykazywatby on duze podohienstwo do odwrotnej transkryptazy retrowiruséw
lub odwrotnej transkryptazy kodowanej przez niektére elementy mobilne (transponsable
elements) [23].

Analiza genomow mirochondrialnych ro$lin z rodziny motylkowatych wykazata istnienie
wyjatkowo ciekawego przypadku lokalizacji genu podjednostki Il oksydazy cytochromowej
(coxlIl). U niektdérych przedstawicieli tej rodziny funkcjonalny gen znajduje sie w genomie
mitochondrialnym, a u innych w genomie jagdrowym. Cze$¢ przedstawicieli tej rodziny ma
dwie kopie genu: jedng w mitochondriach, drugg w jadrze komorkowym, lecz tylko jedna z
nich jest funkcjonalnym genem [19]. Sytuacje te przedstawiono w tabeli 3.

TABELA 3. Lokalizacja i ekspresja genu podjednostki Il oksydazy cytochromowej u réznych przedstawicieli
rodziny motylkowatych [wg 19]

Gatunek Miejsce wystepowania Miejsce ekspresji
mitochondrium jadro mitochondrium jadro
Fasolnik chiniski - + _ +
Fasola ztota - + +
Fasola zwykta + + +
Soja + + +
Groch zwyczajny + + +
Stosowane oznaczenia: "+" - wystepuje lub ulega ekspresji; - nie wystepuje lub nie ulega ekspresji.

Przypuszcza sie, ze w rodzinie motylkowatych u cze$ci jej przedstawicieli doszto do
przeniesienia genu podjednostki Il oksydazy cytochromowej z mitochondrium do jadra
komérkowego i prawdopodobnie funkcjonalny gen jadrowy wspotistniat przez jakis czas z
funkcjonalnym genem mitochondrialnym, ktéry stopniowo byt eliminowany przez mechani-
zmy ewolucyjne. W przypadku grochu zwyczajnego gen ten zostat przeniesiony do jadra
komorkowego, lecz nie zdotat uzyskac ekspresji i genem funkcjonalnym u tej rosliny jest nadal
gen mitochondrialny [19]. Szacuje sie, ze u tej czesci przedstawicieli rodziny motylkowatych,
ktére obecnie majg funkcjonalny gen coxll w jadrze komérkowym, przeniesienie genu do
jadra komérkowego miato miejsce miedzy 60 a 200 milionéw lat temu, podczas gdy utrata
tego genu z genomu mitochondrialnego zaszta pdzniej [19]. W przypadku tym wydaje sie
wysoce prawdopodobnym, ze w mechanizm przeniesienia zaangazowany byt RNA ienzym
0 aktywnosci odwrotnej transkryptazy.

W tytoniu (Nicotiana alata) znaleziono odcinki DNA homologiczne w genomie mitochon-
drialnym ijadrowym. Trudno rozstrzygnac, jaki byt kierunek przeniesienia DNA [2], Frag-
ment DNA o dtugosci 1kpz zlokalizowany po stronie 5’ genu zwigzanego z samosterylnoscia
(ang. selfincompatibility) w genomie jadrowym tytoniu wykazuje homologie do mtDNA ito
nie tylko mtDNA swojego gatunku, ale rowniez do mtDNA pomidora (Lycopersicum escu-
lentum iLycopersicumpenneli). Nie wykazuje on natomiast homologii do mtDNA kukurydzy.
Omawiany odcinek w mtDNA tytoniu rozpoczyna sie w odlegtosci 397 pz od miejsca
poczatku transkrypcji genu zwigzanego z samosterylnoscig. Nie wiadomo, czy ten obszar
DNA jest zwigzany z funkcjg wspomnianego genu. W genomie jgdrowym tytoniu homologi-
czny region obejmuje odcinki powtdrzone w tej samej orientacji. Brak homologii z mtDNA
kukurydzy sugeruje, ze omawiany fragment nie nalezy do odcinkow konserwatywnych w
mitochondrialnym DNA roslin.
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HOMOLOGIE MIEDZY ROSLINNYMI GENAMI tRNA

Roslinne, mitochondrialne tRNA sa bardziej podobne do tRNA chloroplastowych niz do
tRNA mitochondrialnych innych organizméw [3], Geny chloroplastowe przeniesione do
mitochondrium to np. geny tRNA-val, tRNA-leu, tRNA-ile obecne w mitochondriach kuku-
rydzy we fragmencie pochodzacym z chloroplastéw [3]. Geny te w mitochondriach nie ulegaja
transkrypcji. Przyktadem genéw tRNA przeniesionych z chloroplastow do mitochondridw i
transkrybowanych sg tRNA-trp w mitochondriach pszenicy, kukurydzy i fasoli, ktérych
podobienistwo do odpowiednikéw chloroplastowych waha sie w granicach od 96% do 97%.
Gen tRNA-cys z mitochondriow kukurydzy wykazuje 99% homologie do odpowiedniego
genu z chloroplastow pszenicy (sekwencja chloroplastowego genu tRNA-cys kukurydzy nie
jest znana). Podobienstwa te sugeruja, ze funkcjonalny mitochondrialny tRNA-trp i tRNA-
cys pochodzi zsegmentu chloroplastowego DNA przeniesionego do mitochondriéw. Ostatnio
wykazano, ze w mitochondriach pszenicy prawidtowo transkrybowane sg geny homologiczne
do chloroplastowych genéw tRNA-ser, tRNA-phe, tRNA-met i tRNA-asp [3]. Panuje prze-
konanie, ze te geny przeniesione do mitochondrium z fragmentem chloroplastowego DNA
staty sie funkcjonalne przez przypadkowo wtasciwg insercje w poblize mitochondrialnego
promotora. Mitochondrialny genom Brassica oleracea zawiera fragment plastydowy z genem
dla tRNA-leu2, prawdopodobnie nieaktywnym, poniewaz wystepuje w nim 5-nukleotydowa
insercja [24].

UWAGI KONCOWE

Nie znany jest spos6b, w jaki dochodzi do przeniesienia materiatu genetycznego miedzy
organellami. Wiadomo z obserwacji nad zachowaniem si¢ zywych komérek rodlinnych, ze
dochodzi do réznych fizycznych interakcji pomiedzy btonami mitochondrium ichloroplastu
[28]. Inny mechanizm zaktada istnienie wektora cytoplazmatycznego zdolnego do przeniesie-
nia materiatu genetycznego miedzy organellami. By¢ moze, ze w procesie tym moglyby
odgrywac jaka$ role plazmidy mitochondrialne lub wirusy roslinne. Wiadomo bowiem, ze
wirus mozaiki tytoniu po infekcji tworzy pewng matg ilos§¢ pseudowirionéw, ktére zawierajg
RNA homologiczny zaréwno do cpDNA, jak i do jadrowego DNA [28]. Przekazywanie
odcinkéw DNA u bakterii zachodzi miedzy innymi poprzez plazmidy. Gdyby podobny
mechanizm magt dziata¢ u eukariontéw, to w miedzyorganellowy przekaz DNA mogtyby by¢
zaangazowane struktury okreslane jako mitochondrialne plazmidy typu DNA itypu RNA [24],
Sa one czasami obserwowane w mitochondriach ro$lin wyzszych.

Mozliwe, ze same czgsteczki RNA lub DNA moga przedostawac sie do wnetrza organelli.
Wiadomo, ze w zywych komorkach zachodzi transport RNA z cytoplazmy do mitochondriéw.
Zjawisko takie znane jest dla tRNA u Chlamydomonas i Tetrahymena [24], a ws$rdd roslin
wyzszych dla fasoli i ziemniaka [16, 17]. Prymaza mitochondrialna u ssakéw dla swojej
aktywnos$ci wymaga 5,8S rRNA [24] kodowanego przez genom jadrowy. Ze wzgledu narole
tego enzymu w replikacji mitochondrialnej musi zachodzi¢ import 5,85 rRNA z przedziatu
cytoplazmatycznego. Z pewnoscig mechanizm takiego transportu funkcjonuje, brak jednak
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danych dotyczacych jego specyficznosci. Wyjasni¢ to mogtoby sposob, w jaki inne rodzaje
RNA mogtyby wnikaé¢ do mitochondriéw.

Gdyby czasteczkg posredniczaca byt RNA, to w komoérce niezbedna bytaby aktywno$é
enzymatyczna typu odwrotnej transkryptazy. Obecnos$¢ tego typu aktywnos$ci enzymatycznej
zostata wykazana w jadrach komdrkowych réznych organizmoéw [24]. Dla pszenicy aktyw-
no$¢ odwrotnej transkryptazy wykazano we frakcji mikrosomalnej [13], dla wiesiotka wska-
zano w mtDNA loci, ktére mogtyby kodowa¢ ten enzym [23].

Ciekawy model bazujacy na uznaniu RNA jako intermediatu w przenoszeniu materiatu
genetycznego dojadra komorkowego przedstawiajg Nugent i Palmer [19]. Przeniesienie genu
podjednostki Il oksydazy cytochromowej zgenomu mitochondrialnego do jadrowego u duzej
czesci roslin zrodziny motylkowatych (patrz str. 285) ttumaczg zaktadajac, ze mitochondrial-
ny transkrypt, ktory ulegt edytowaniu (ang. editing) zostat przez enzym o aktywnos$ci odwrot-
nej transkryptazy przepisany na cDNA. W mitochondriach roslin zjawisko edytowania
pocigga za sobg selektywne przeksztatcenie C w U itylko czasami U w C wzdtuz transkryptu
RNA i w wyniku tego powstajg biatka mitochondrialne o czesto dos$¢ roznej sekwencji
aminokwasowej od przewidywanej na podstawie sekwencji nukleotydowej mitochondrialne-
go genu. Autorzy ci zauwazyli, ze gen podjednostki Il oksydazy cytochromowej w czasie
ewolucji motylkowatych u czes$ci przedstawicieli tej rodziny, przeniesiony z mitochondriéw
do jadra, ma sekwencje nukleotydowg bardziej podobng do edytowanego transkryptu RNA
niz do genu mitochondrialnego. Nie wiadomo, czy przepisanie to miatoby miejsce w mito-
chondrium, cytoplazmie czy jadrze. Na rysunku 1 przedstawiono proponowany model zda-
rzen.

Geny biatek organellowych, ktore w toku ewolucji poprzez rézne mechanizmy komérkowe
zostaly przeniesione do jadra komdérkowego najczesciej w jadrze wymagajg dodatkowych
modyfikacji np. dotgczenia odcinka DNA kodujacego peptyd liderowy umozliwiajacy zsyn-
tetyzowanemu w cytoplazmie biatku przedostanie si¢ do wnetrza organelli. Funkcjonalnymi
jadrowymi genami biatek organellowych staty sie tylko te przeniesione geny, ktore w toku
ewolucji zyskaty dodatkowe wiasciwosci przystosowujace je do mechanizmow transkrypcji
wystepujacych w przedziale jadrowym. Geny przeniesione do jadra komorkowego, ktore nie
uzyskaty w toku ewolucji przystosowania do mechanizmoéw transkrypcji wystepujacych w
przedziale jadrowym, pozostaty pseudogenami. Dobrym przyktadem jest groch zwyczajny, u
ktérego do jadra komdérkowego z mitochondrium przeniesiony zostat gen coxll. Jednak gen
ten nie jest aktywny i prawidtowe biatko tworzone jest nadal w mitochondriach. U innych
przdstawicieli tej rodziny gen coxll zostat dostosowany do jadrowych mechanizméw trans-
krypcji i ulega ekspresji jako gen jadrowy.

Czasami odcinki DNA pochodzace z jednego przedziatu komdérkowego, wbhudowane do
DNA innego przedziatu sg flankowane przez krotkie odcinki DNA powtérzone w tej samej
orientacji np. u pomidora (patrz str. 282). W tych znanych nielicznych przypadkach za
wbudowanie DNA do innego przedziatu mdgtby by¢ odpowiedzialny proces przedstawiony
na rysunku 2.

Proponowany model zaktada pekniecie jadrowego DNA w taki sposob, ze tworzg sie dwa
kilku lub kilkunastonukleotydowe, wzajemnie komplementarne konce jednoniciowe ("lepkie
korice"). Fragment DNA z "obcego" przedziatu przypadkowo ma réwniez z jednej strony
komplementarny, jednoniciowy "lepki koniec" (mato prawdopodobne wydaje sie zatozenie
posiadania przez "obcy" fragment z obydwu stron takich samych "lepkich koAcéw™). Docho-
dzi do sparowania sie fragmentéw "obcego” DNA z DNA jadrowym z jednej strony i do ich
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ligacji w tym miejscu. Prawdopodobnym jest, ze z drugiej strony dochodzi do ligacji po
dobudowaniu przez polimeraze DNA w drodze syntezy naprawczej kilku lub Kilkunastu
nukleotydéw komplementarnych do pozostatego "lepkiego korica" jadrowego DNA i ligacji
obydwu fragmentow. Sytuacje takg pokazano na rysunku 2a. W miejscu pierwotnego wyste-
powania "lepkich koficdw" tworzg sie odcinki powtérzone. Po sparowaniu siejednoniciowego
koinca fragmentu pochodzacego z innego przedziatu komérkowego z jednym z "lepkich
koncow" jadrowego DNA i ligacji, z drugiej strony moze nastapi¢ degradacja pozostatego
"lepkiego korica" jadrowego DNA i fragment "obcego" DNA moze zosta¢ zligowany z
jadrowym DNA drogg ligacji tzw. "koncow tepych” [20]. Mozliwos¢ taka przedstawia
rysunek 2b. W tej sytuacji nie tworzg sie odcinki powtdrzone.

Rys.l. Model przeniesienia genu podjednostki Il oksydazy cytochromowej (coxll) z mitochondrium do jadra
komérkowego [wg 19]; stosowane oznaczenia: J - jadro komérkowe, M - mitochondrium, ? - nie wiadomo, w
ktérym przedziale komérkowym nastgpita odwrotna transkrypcja i powstanie DNA na matrycy edytowanego
transkryptu mitochondrialnego

Charakterystyczng cechg komarki roslinnej jest to, ze rozmiary genoméw jadrowych i
mitochondrialnych ulegajg bardzo znacznym wahaniom, natomiast genom plastydowy jest w
poréwnaniu z nimi najmniejszy i bardzo konserwatywny. Istnieje doniesienie [10] o wirusie
ro$linnym typu geminiwirusa (ang.Abutilon mosaic virus) zawierajacym jednoniciowy DNA,
ktéry dostaje sie do chloroplastéw itam replikuje. Wydaje sie wiec, ze przedostanie sie obcego
DNA do plastydow jest mozliwe, nie znaleziono jednak do tej pory przyktadéw wbudowania
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obcego DNA do genomu plastydowego. Powody, dla ktérych genomy chloroplastowe w
odrdznieniu od pozostatych nie wykazujg zdolnosci whudowywania DNA z innego przedziatu

komorkowego, nie sg znane.

Zerwany DNA w jadrze komdrkowym, majacy z obydwu stron pekniecia dwa wystajace, koricowe odcinki

jednoniciowego DNA wzajemnie komplementarne, tzw. “lepkie korfice"

5" e TCACCATGA- e
37 e AGTGGTACT

Insert majacy z jednej strony jednoniciowy, koncowy odcinek DNA komplementarny do jednego z jednoni-

ciowych odcinkéw peknietego jadrowego DNA

AGTGGT

a
Insert
e >
..-TCACCATGA-
37 AGTGGTACT- AGTGGTACT-
Insert
< >
5. .- TCACCATGA -
3’ AGTGGTACT - -

Rys. 2. Model integracji odcinka plastydowego DNA zjadrowym DNA wyjasniajacy mozliwy sposéb powstawania
odcinkéw powtérzonych oskrzydlajacych insert; model opracowano na podstawie analizy krétkich odcinkéw
plastydowych wbudowanych do DNA jadrowego u pomidora [20]: a - plastydowy DNA tworzy po jednej stronie
odcinek sparowany zjednoniciowym kofncem powstatym po zerwaniu jadrowego DNA; po wypetnieniu ewentualnej
luki (w trybie naprawczej syntezy DNA) dochodzi do ligacji jadrowego DNA z plastydowym DNA; po drugiej
stronie miejsca zerwania jagdrowego DNA jednoniciowy odcinek stuzy jako matryca do naprawczej syntezy, a
nastepnie utworzony w ten sposéb “tepy koniec" jadrowego DNA ulega ligacji z "tepym koricem" plastydowego
DNA; po whbudowaniu insertu tworza sie dwa odcinki powtérzone; b - catkowita degradacja z jednej strony
niesparowanego, jednoniciowego koncajadrowego DNA, po wbudowaniu insertu nie tworzg sie odcinki
powtérzone. ******x** gqcinek powtérzony
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INTERAKCJE MIEDZYKOMORKOWE PODCZAS
PLCIOWEGO ROZMNAZANIA ROSLIN KWIATOWYCH

CELL-CELL INTERACTIONS
IN SEXUAL REPRODUCTION OF ANGIOSPERMAE

Elzbieta BEDNARSKA

Zaktad Cytologii i Embriologii Roslin, Instytut Biologii, Uniwersytet M. Kopernika ,Torun

Streszczenie. Omdwiono stan wiedzy natemat interakcji miedzykomadrkowych podczas ptciowego rozmnazania roslin
kwiatowych. Podstawowe procesy wymagajace rozpoznania i przekazywania sygnatéw pomiedzy komérkami to: (a)
pozapyleniowa selekcja pytku, czyli tzw. samoniezgodno$¢ - genetycznie kontrolowany mechanizm zapobiegajgcy
rozmnazaniu wsobnemu, (b) wejscie tagiewki pytkowej do aparatu jajowego i uwolnienie komdrek plemnikowych,
proces wtaczajacy transdukcje sygnatu pomiedzy tagiewka pytkowa i synergidami, (c) ukierunkowane zaptodnienie
zwigzane z genetycznie zdeterminowanym wzorcem fuzji gamet.

Stowa kluczowe:reakcje sygnatowe, pytek-stupek, samoniezgodno$¢, zaptodnienie

Summary. The current state of knowledge on cell-cell interaction in sexual reproduction ofAngiospermaeis presented.
The fundamental process which require cell-cell recognition and signal transduction are: (a) postpollination selection
of the pollen grains, so called self-incompatibility, a genetically controlled mechanism to prevent inbreeding, (b)
entrance of the pollen tube into the egg apparatus and release of the sperm cells, process including signal transduction
between pollen tube and synergids, (c) preferential fertilization, genetically determined gametic fusion patterns.

Key words: signal reactions, pollen-pistil, self-incompatibility, fertilization

Rozmnazanie piciowe roslin okrytonasiennych realizowane jest w drodze wzajemnych
interakcji pomiedzy komérkami meskiego gametofitu a komaérkami stupka i woreczka zalgz-
kowego. Stanowi zatem dogodny model do badania szeroko pojetych interakcji miedzy-
komdérkowych u roélin. Kluczowe zjawiska wymagajace wymiany informacji to:

* pozapyleniowa selekcja pytku realizowana w drodze interakcji pytek-stupek,

*wejScie tagiewki pytkowej do aparatu jajowego iuwolnienie gamet meskich wymagajace
oddziatywania pomiedzy komdrkami zefiskiego i meskiego gametofitu,

epodwdjne zaptodnienie zwigzane z wczes$niej zdeterminowanym kierunkiem fuzji pomie-
dzy zeAskimi i meskimi gametami.
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INTERAKCJA PYLEK-SLUPEK -
POZAPYLENIOWA SELEKCJA PYLKU

W toku ewolucji u roslin okrytonasiennych wyksztatcit sie mechanizm tzw. niezgodnosci.
Niezgodno$¢ miedzygatunkowa zapobiega rozwojowi pytku obcego gatunku, natomiast
niezgodno$¢ wewnatrzgatunkowa (samoniezgodno$¢) nie dopuszcza do samozaptodnie-
nia, hamujac rozwoj pytku z wiasnego kwiatu. Dzieki niezgodnosci miedzygatunkowej
utrzymywana jest stata pula genowa wewnatrz gatunku, za$ mechanizmy samoniezgodnosci
zabezpieczajg ciggta wymiane alleli pomiedzy osobnikami tego samego gatunku. Powstanie
mechanizmow zabezpieczajgcych krzyzowe zapylenie uwazane jest za jeden z najwazniej-
szych czynnikéw ewolucyjnego sukcesu roslin kwiatowych [24].

Rozpoznanie pytku jako zgodnego lub niezgodnego (obcego gatunkowo lub z tego samego
kwiatu) wymaga wymiany informacji pomiedzy meskim i zenskim partnerem rozrodczym
podczas zapylenia (rys. 1). Brak rozwoju pytku pochodzgcego od gatunku odlegtego ewolu-
cyjnie jest procesem pasywnym, wynikajagcym z niedopasowania genetycznego partneréw
rozmnazania i nosi nazwe niedostosowania. Hamowanie rozwoju pytku z wtasnego kwiatu
i pochodzacego prawdopodobnie od gatunkéw bardzo blisko spokrewnionych jest procesem
aktywnym, warunkowanym obecnoscig genetycznie zaprogramowanych mechanizmdw roz-
poznania i odrzucenia pytku [29].

U rodlin kwiatowych wystepujg dwa typy niezgodnos$ci wewngtrzgatunkowej (rys. 2):
heteromorficzny i homomorficzny [17, 19, 29], W samoniezgodnos$ci heteromorficznej
[311osobniki tego samego gatunku wytwarzajg dwa lub trzy typy kwiatéw. Kwiaty roznig sie
dtugoscig stupkow i precikow, wielkos$cig ziaren pytkowych iskulpturg egzyny oraz budowg
i witasciwosciami cytochemicznymi receptywnej powierzchni znamienia [66, 671 Do efe-
ktywnego zapylenia moze doj$¢ tylko pomiedzy osobnikami o réznym typie kwiatéw. Zaha-
mowanie rozwoju niezgodnych ziaren pytkowych odbywa sie w znamieniu lub szyjce stupka.

kietkowanie

pytek zgodny pytku, wzrost
tagiewki
rozpoznanie odpowiedz
zapylenie
pom@edzy_/ zahamowanie
pylklgm i kietkowania
stupkiem ) pytku lub wzrostu
pytek niezgodny tagiewki

Rys. 1. Kolejno$¢ zdarzen w interakcji pytek-stupek

Niezgodno$¢ homomorficzna wystepuje u gatunkéw roslin produkujacych identyczne,
obuptciowe kwiaty. W systemie tym wyrdzniamy samoniezgodno$¢ sporofityczna i game-
tofityczng. R6zne systemy niezgodnos$ci wystepujace u roslin kwiatowych przedstawiono na
rysunku 2.

Genetycznie samoniezgodno$é najczesciej jest kontrolowana pojedynczym wieloallelicz-
nym genem S [19, 24, 29, 41 ]. Fenotypowe ujawnienie sie ekspresji tych samych alleli S w
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gametoficie meskim i w stupku powoduje rozpoznanie pytku jako niezgodnego i zatrzymanie
jego rozwoju. W samoniezgodnosci gametofitycznej fenotyp pytku jest wyrazem ekspresji
allelu, ktéry w wyniku mejozy przekazywany jest do mikrospory. Interakcja pomiedzy
partnerami rozmnazaniajest zatem warunkowana dziataniem diploidalnego genomu stupka i
haploidalnego genomu pytku (rys. 3). Inaczej jest w samoniezgodnos$ci sporofitycznej. W
tym przypadku o fenotypie pytku decyduje diploidalny genom rosliny macierzystej. Bez

Rys. 2. Systemy niezgodno$ci wystepujace u roslin kwiatowych

wzgledu na wtasny haploidalny allel, pytek ujawnia ekspresje obydwu alleli S (lub allelu
dominujacego) rosliny macierzystej (rys. 3).

CYTOLOGICZNY PRZEBIEG ZJAWISK ROZPOZNANIA 1 ODRZUCENIA
NIEZGODNYCH ZIAREN PYLKOWYCH

Do wymiany informacji miedzy zefiskim i meskim partnerem moze doj$¢ tylko w miejscu
ich bezposredniego, fizycznego kontaktu. Miejscami tymi sa:

e powierzchnia pytku,

epowierzchnia znamienia (zewnatrzkomoérkowa, btonopodobna [28] pellikula lub wydzie-
lina),

e §ciana kietkujacej tagiewki,

e Sciany komorek znamienia,

« $ciana rosngcej tagiewki pytkowej,

e wydzielina szlaku transmisyjnego stupka.

W gametoficie meskim lokalizacja czynnikéw rozpoznania zwigzanajest prawdopodobnie
ze sporodermg pytku i $ciang tagiewki pytkowej [29]. Stowo "prawdopodobnie™ wynika z
faktu, ze wcigz nie udato sie wyizolowaé¢ z pytku biatek, ktére z catg pewnosScia bytyby
produktami genu S. Biatka wystepujace w sporodermie pytku majg dwojakie pochodzenie.
Podczas jego dojrzewania do egzyny whudowywane sa biatka produkowane w diploidalnych
komaérkach sporofitu. Intynai$ciana tagiewki pytkowej sg natomiast miejscami wystepowania
biatek syntetyzowanych w gametoficie. Przypuszcza sie, ze biatka egzyny biorg udziat w
procesie rozpoznania typu sporofitycznego, za$ obecne w intynie i $cianie tagiewki pytkowej
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P: 9)S.|S2 x crS2S3 stupek S.|S2 ziarna pytkowe S2 i S3

Efektem fenotypowego ujawniania sie tych samych alleli u obydwu partneréw rozrodczych jest
zahamowanie rozwoju pytku w stupku

A. SAMONIEZGODNOSC GAMETOFITYCZNA
(fenotyp pytku jest wyrazem ekspresji jego wtasnego allelu S)

stupek pytek

aJS.» x 82 »hamowanie pyiku
b)S.|S2 x S3 »rozwo6j pytku
B SAMONIEZGODNOSC SPOROFITYCZNA

(fenotyp pytku determinowany jest genotypem rosliny macierzystej)

1) wspotdominacja alleli - obydwa typy produkowanego pytku fenotypowo ujawniajg allele Sz Ss rosliny
macierzystej

stupek pytek
ajs~"g x Sz (fenotyp Sz S3) --------- » hamowanie
b) S.|S2  x Ss (fenotyp S2S3) »hamowanie

2) dominacja Ss - w obydwu typach produkowanego pytku fenotypowo ujawnia sie allel S3 roéliny
macierzystej

stupek pytek
a) S1S2 xSz (fenotyp S3) --------- » rozwoj
b) S:S2 x Ss (fenotyp Sg) »rozwoj

Rys. 3. Genetyczna kontrola samoniezgodnosci: A - w samoniezgodnos$ci gametofitycznej fenotyp stupka jest
determinowany diploidalnym genotypem rosliny macierzystej, natomiast pytku - haploidalnym genotypem mikro-
spory i jej komdrek potomnych; a - efektem obecnosci allelu S., w stupku i pytku jest rozpoznanie pytku jako nie-
zgodnego i zahamowanie jego rozwoju, b - kietkuje i wyrasta w tagiewke pytkowga ziarno pytkowe majgce allel Sv
ktéry nie wystepuje w komdrkach stupka; B - w samoniezgodnos$ci sporofitycznej zaréwno fenotyp stupka, jak i
ziarna pytkowego jest determinowany genotypem ros$liny macierzystej; 1 - w przypadku wspétdominacji alleli S
fenotyp ziarna pytkowego, bez wzgledu najego wtasny allel, ujawnia cechy ro$liny macierzystej, a wigc w tym przy-
ktadzie S_,S3;a - fenotypowe ujawnienie si¢ allelu S., u obydwu partneréw rozmnazania prowadzi do rozpoznania
meskiego gametofitu jako niezgodnego i zahamowaniajego rozwoju, b - zahamowaniu ulegnie réwniez rozwéj ziar-
na pytku o genotypie Sv ktdére fenotypowo ujawnia macierzysty allel S,; 2 - w przypadku dominacji jednego z alle-

li obydwa typy pytku beda miaty ceche allelu dominujacego rosliny macierzystej; a - ziarno pytkowe o
genotypie S2, lecz bedace fenotypowo Sv moze rozwijac sie, gdyz allel nie wystepuje w stupku, b - ziarno
pytkowe o genotypie i fenotypie S3bez przeszkéd rozwija sie na znamieniu S,

- w procesie rozpoznania typu gametofitycznego. W stupku biatka, bedgce wyrazem ekspresji
allelu S, wystepujg prawdopodobnie w pellikuli pokrywajgcej powierzchnie suchych znamion,
w $cianie komoérek znamienia oraz w wydzielinie szlaku transmisyjnego szyjki stupka [13,21,
29, 36, 38, 52, 55], Uwaza sig, ze biatka obecne w pellikuli s3g odpowiedzialne za wymianeg
informacji pomiedzy pytkiem i stupkiem gtéwnie w sporofitycznej samoniezgodnosci. W
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samoniezgodno$¢ gametofityczng zaangazowane sg przede wszystkim biatka zlokalizowane
na szlaku transmisyjnym znamienia i szyjki stupka.

SEKWENCJA ZDARZEN W SAMONIEZGODNOSCI SPOROFITYCZNEJ (rys. 4)

Sporofityczna samoniezgodnos$¢ wystepuje u 6 rodzin roslin kwiatowych [14]. Opisano ja
gtownie u gatunkéw nalezgcych do Cruciferae. Wiekszos$¢ z tych roslin ma trojkomorkowe
ziarna pytkowe i suchg powierzchnie znamienia. Zjawiska zwigzane ze sporofityczng samo-
niezgodnos$cia najlepiej poznane sg u Brassica oleracea i B. campestris.

Dwa kluczowe procesy interakcji pomiedzy partnerami rozmnazania, tj. rozpoznanie i
odpowiedZz odbywajg sie na powierzchni znamienia [21, 29]. Po zapyleniu nastepuje
recepcja pytku oraz uwolnienie biatek egzyny. W okresie tym dochodzi do rozpoznania pytku
w drodze wymiany informacji pomiedzy znamieniem i ziarnem pytku. Odpowiedzig na
rozpoznanie pytku jako zgodnego jest uruchomienie procesé6w zwigzanych z jego kietkowa-
niem i niezaktécony wzrost tagiewki pytkowej. Natomiast jezeli ziarno pytkowe zostato
rozpoznane jako niezgodne, to odpowiedzig jest blokowanie proceséw koniecznych do
prawidtowego kietkowania. Ostatecznym wyrazem procesu odrzucenia niezgodnych ziaren

1. ZAPYLENIE
2. RECEPCJA PYLKU NA POZIOMIE POWIERZCHNIA PYLKU - PELLIKULA

3. UWOLNIENIE BIALEK EGZYNY

Kontakt miedzy sporofitycznymi biatkami sporodermy i pellikuli

4. ROZPOZNANIE

5. ODPOWIEDZ

ZGODNE NIEZGO]I-DNE
silna adhezja pytku staba adhezja pytku
petne uwodnienie pytku stabe uwodnienie pytku
kietkowanie pytku zaburzenia w kietkowaniu pytku
penetracja kutykuli znamienia odpowiedz kalozowa
wzrost tagiewki pytkowej 0 synteza kalozy na wierzchotku

tagiewki pytkowej
0 synteza kalozy w $cianie wyrostka

Rys. 4. Sekwencja zdarzeh w sporofitycznym systemie samoniezgodnos$ci (na podstawie badan u Brassica oleracea

[29])

pytkowych jest tzw. odpowiedz kalozowa. Ujawnia si¢ ona syntezg kalozy na wierzchotku
kietkujgcej tagiewki pytkowej oraz w $cianie wyrostka znamienia, z ktérym niezgodny
pytek byt w bezposrednim kontakcie [61]. Synteza kalozy w wyrostkach znamienia jest
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odpowiedzig specyficzng, in vitro jest indukowana dziataniem na wyrostki ekstraktami ze
$ciany niezgodnych ziaren pytkowych [40].

SEKWENCJA ZDARZEN W SAMONIEZGODNOSCI GAMETOFITYCZNE]J (rys. 5)

Samoniezgodno$¢ gametofityczna wystepuje u wiekszosci roslin kwiatowych i uwazana
jest za progresywng w stosunku do sporofitycznej. Ten typ samoniezgodnos$ci majg gtdwnie
ro$liny o dwukomoérkowych ziarnach pytkowych i znamieniu mokrego typu [19, 21, 29].
Wyjatkiem sg trawy, ktérych znamiona pokrywa pellikula, a ziarna pytku sg trojkomdrkowe,
oraz majacy znamiona suchego typu Papaver rhoeas [27].

Cytologicznie proces ten ujawnia sie bardziej r6znorodnie anizeli w samoniezgodnosci
sporofitycznej [21, 29, 41]. Miejscem rozpoznania pomiedzy partnerami rozmnazania jest
znamie (trawy, rosliny zamknietostupkowe) lub szyjka stupka (rosliny otwartostupkowe). W
wymianie informacji biorg zatem udziat biatka znamienia lub szlaku transmisyjnego stupka
oraz gametofityczne biatka intyny lub $ciany tagiewki pytkowej. Odrzucenie niezgodnych
ziaren pytkowych odbywa sie na znamieniu (trawy), wewngatrz znamienia (trawy, Papaver
rhoeas) lub w szyjce stupka (rosliny produkujace dwukomérkowe ziarna pytkowe i majace

3. uwolnienie BIALEK SPORODERMY - kontakt biatek intyny i powierzchni znamienia

Rys. 5. Sekwencja zdarzen w gametofitycznym systemie samoniezgodnos$ci (opracowano na podstawie [19, 21, 29])
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znamiona mokrego typu). U wielu roélin miejsce rozpoznania jest inne anizeli miejsce
odrzucenia. U gatunkéw majacych stupki zamknietego typu rozpoznanie ziarna pytku odbywa
sie w znamieniu, lecz odrzucenie niezgodnych tagiewek pytkowych - dopiero w szyjce stupka
[41]. Odpowiedzig na rozpoznanie niezgodnego pytku jest synteza kalozy, ale tylko na
wierzchotku fagiewki pytkowej [17, 29]. Komorki stupka nie odpowiadajg na kontakt z
niezgodnymi ziarnami pytku, przynajmniej w tak uchwytny cytologicznie sposob.

MOLEKULARNE PODLOZE INTERAKCJI PYLEK-SLUPEK

Biatko, ktére moze by¢ uznane za produkt genu S musi spetnia¢ nastepujgce kryteria:

eodpowiadaé poszczegblnym genotypom roslin - rodzaj syntetyzowanego biatka musi by¢
zgodny z segregacja alleli S w krzyzéwkach genetycznych;

* wystepowaé w miejscu swego dziatania - w gametoficie meskim biatka te powinny by¢
obecne w sporodermie i S$cianie tagiewki pytkowej, w stupku - w znamieniu i szlaku
transmisyjnym szyjki;

* wystepowac¢ w tym stadium rozwojowym stupka i pytku, w ktérym ujawnia sie cecha
samoniezgodnos$ci- produkty genu S nie powinny wystepowac w niedojrzatym pytku istupku,
kiedy cecha samoniezgodnosci nie jest jeszcze wyksztatcona;

e by¢ aktywne w warunkach in vitro - produkty genu S wyizolowane z pytku powinny
indukowa¢ odpowiedz kalozowa w samoniezgodnym znamieniu u gatunkéw ze sporofityczng
samoniezgodnos$cia, za$ produkty genu S wyizolowane ze stupka - hamowaé kietkowanie
i/lub wzrost niezgodnych tagiewek pytkowych.

Dzieki kilkudziesiecioletniej pracy hodowcow znanych jest kilkanascie linii roslin, ktére
sag homozygotami dla alleli S. Systemami modelowymi sg gtdwnie Nicotiana alata i Papaver
rhoeas majace gametofityczny typ samoniezgodnosci oraz Brassica oleracea, u ktorej wyste-
puje samoniezgodno$¢ sporofityczng. Rozwdj technik biologii molekularnej pozwolit na
wyodrebnienie i scharakteryzowanie genu S oraz przypuszczalnych produktéw jego ekspresji
w sporofitycznej igametofitycznej samoniezgodnosci. Konieczne byto zastosowanie omawia-
nych dalej metod badawczych (rys. 6).

(a) Izolacja biatek S

Pierwszym krokiem prowadzacym do izolacji biatek S jest wyodrebnienie z ekstraktow
stupka (znamienia i/lub szyjki) biatek, ktére sa immanentnie zwigzane z tym organem i nie
wystepuja w innych tkankach roéliny. Biatka specyficzne dla stupka stajg sie potencjalnymi
kandydatami produktow ekspresji genu S. Nastepnie ustala sie, ktore z tych biatek sg syntety-
zowane zgodnie z segregacjg alleli S w krzyzéwkach genetycznych. Nalezy jednakze podkre-
$li¢, ze nie daje to 100% pewnosci, iz sg to faktycznie biatka S. Wyizolowane tg metoda biatka
moga pochodzi¢ z ekspresji genoéw lezagcych w bliskim sasiedztwie allelu S.

(b) Sekwencjonowanie biatek S

Wyizolowane biatka S poddaje sie badaniom biochemicznym (masa czgsteczkowa, pi) i
sekwencjonowaniu. Rezultatem tych badan jest poznanie ich budowy i przypuszczalnej
funkcji. Biatka S wyizolowane ze stupkéw samoniezgodnych roslin to glikoproteiny o masie
czasteczkowej od 28 do 65 kDa, majace okoto 8 potecjalnych miejsc glikozylacji [13, 18, 28,
32], Zbudowane sg z fragmentéw konserwatywnych, wystepujacych we wszystkich biatkach
S oraz z fragmentow zmiennych odzwierciedlajacych prawdopodobnie zréznicowanie alleli-
czne genu S.



300 E. BEDNARSKA

Rys. 6. Metody biologii molekularnej stosowane w badaniach samoniezgodnosci u roélin kwiatowych

(c) Produkcja przeciwciati in situ lokalizacja biatek S

Wyizolowane glikoproteiny S stuzg do produkcji przeciwciat, ktore w przypadku postuze-
nia sie krotkimi fragmentami zmiennymi moga by¢ przeciwciatami monoklonalnymi. Dzigki
zastosowaniu metod immunocytochemicznych, przeciwciata stuza do precyzyjnej lokalizacji
miejsc wystepowania produktéw genu S w tkankach stupka.

(d) Synteza i klonowanie cDNA genu S

Poznanie struktury glikoprotein S umozliwia synteze cDNA genu S. Gen ten nastepnie
klonuje sie w duzej liczbie kopii, ktore stuzg do lokalizacji jego ekspresji w stupku oraz do
modyfikacji samoniezgodnych roslin.

SAMONIEZGODNOSC SPOROFITYCZNA

W sporofitycznym typie samoniezgodnos$ci dowody obecnosci czynnikéw zwigzanych z
mechanizmem rozpoznania pomiedzy meskim gametofitem i stupkiem uzyskano u Brassica
oleracea [51, 52, 53, 54, 55] i B. campestris [36, 70]. Po raz pierwszy wyizolowano i
scharakteryzowano glikoproteine znamienia z roslin o genotypie s7s0 [25]. Biatko to reguluje
kietkowanie pytku in vitro i modyfikuje zachowanie zgodnego pytku na powierzchni znamie-
nia. Immunocytochemiczna lokalizacja glikoprotein S wykazata, ze sg one wydzielane do
Sciany komdrkowej wyrostkow znamienia [52], Stezenie glikoprotein S w znamieniu wzrasta
podczas dojrzewania stupka. W znamionach izolowanych z pgkéw kwiatowych, ktére nie
ujawniajg cechy niezgodnosci, poziom glikoprotein S jest niski. Najwyzsze stezenie tych
biatek wystepuje na krotko przed i tuz po otwarciu kwiatu, kiedy hamowanie niezgodnych
ziaren pytkowych jest najwyzsze.

Obecnie znanych jest dziewie¢ specyficznych glikoprotein S [19, 29]. Ich masa czgstecz-
kowa, odpowiadajgca poszczegdlnym genotypom, waha sie od 54 do 65 kDa [19, 28, 51].
Kazda glikoproteina S ma inny punkt izoelektryczny, co umozliwia odrdznienie ich po
elektroforezie w zelu poliakrylamidowym. Zsekwencjonowanie biatek S [54,70] oraz synteza
odpowiadajacego im cDNA [53] przyczynity sie do poznania struktury genu S oraz produktow
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jego ekspresji. Pierwotnym produktem ekspresji genu S, ujawnionym na podstawie analizy
nukleotydowej cDNA, jest biatko ztozone z sekwencji sygnatowej na koficu NH” oraz dwu
regionéw konserwatywnych, ktdre sa przedzielone regionem zmiennym [36,51]. Z poréwna-
nia sekwencji nukleotydowej w cDNA odkodowanym z poszczeg6lnych glikoprotein S
wynika, ze az 90% z nich to sekwencje homologiczne, obecne we wszystkich allelach S [51,
55]. Zatem zr6znicowanie na poszczegdlne allele dokonato sie poprzez zmiane tylko ok. 10%
sekwencji nukleotydowych. Poréwnanie kolejnosci aminokwaséw w réznych glikoproteinach
S wykazato, ze ok. 80% poszczeg6lnych taricuchéw biatkowych sktada sie z tych samych
sekwencji, co $wiadczy o stosunkowo niewielkim zréznicowaniu tych biatek.

Istniejg dowody, ze wyizolowane glikoproteiny S i odpowiadajagcy im cDNA sg rzeczy-
wiscie odpowiedzialne za reakcje samoniezgodnosci u roslin. Do samozgodnego gatunku
Nicotiana tabacum transformowano cDNA kodujacy glikoproteiny s* .s0, Brassica oleracea
[49], Jako wektora uzyto Agrobacterium tumefaciens. Rezultatem eksperymentu byto otrzy-
manie transgenicznej rosliny, u ktorej pojawita sie cecha samoniezgodnosci. Ekspresja naby-
tego przez N. tabacum genu ujawnita sie¢ w komorkach szlaku transmisyjnego szyjki stupka.
U Brassica oleracea, majgcej sporofityczny typ samoniezgodnosci, ekspresja genu S wyste-
puje w komérkach znamienia. Jego ekspresja w komoérkach szlaku transmisyjnego szyjki
stupkajest charakterystyczna dla roslin o gametofitycznym typie samoniezgodnosci. Uaktyw-
nienie sie transformowanego genu w szyjce stupka N. tabacum, tj. w tym samym miejscu co
u pokrewnej samoniezgodnej N. alata sugeruje, ze geny S odpowiedzialne za obydwa typy
samoniezgodnos$ci majg podobne regiony promotorowe [21].

Charakterystyka czynnikéw samoniezgodnos$ci w ziarnie pytkowym jest zdecydowanie
ubozsza anizeli w znamieniu [29]. Elektroforetyczny rozdziat biatek z ekstraktow pytkowych
homozygotycznych, samoniezgodnych roslin Brassica oleracea ujawnit, ze i w tym przypadku
pojawiajg sie specyficzne dla pytku i danego genotypu prazki. Sa to glikoproteiny, ktérych
aktywnos$¢ ujawnia sie na kilka godzin przed wypyleniem. Wynika to prawdopodobnie z
przeprowadzanej w tym czasie glikozylacji biatek, a nie z ich nowej syntezy. Brak jednakze
dowoddw, ze te glikoproteiny sg specyficzne dla genu S.

SAMONIEZGODNOSC GAMETOFITYCZNA

Informacje dotyczace genu S i produktdw jego ekspresji pochodzg z badan ekstraktéw
szyjkowych stupka Nicotiana alata [2, 3, 11, 18, 38, 39], Petunia inflata [1], P. hybrida [13,
42], Lycopersicon peruvianum [45] i Papaver rhoeas [27], Pozwala to na szersze, bo miedzy-
rodzajowe poréwnanie ré6znych biatek S i odpowiadajacych im alleli. Biatka S wyizolowane
z szyjki stupka gatunkéw o gametofitycznej samoniezgodnosci nie sg homologiczne do biatek
S Brassica [21]. Wskazuje to, ze rozwéj obydwu systemdw samoniezgodnos$ci byt monofile-
tyczny i przebiegat niezaleznie od siebie. Biatka S zwigzane z gametofitycznym systemem
samoniezgodnosci sg to glikoproteiny o masie czgsteczkowej od 28 do 38 kDa [19], sg wiec
I1zejsze anizeli glikoproteiny S Brassica. Ich ogdlna strukturajestjednakze podobna- na konfcu
NH” znajduje sie sekwencja sygnatowa (nieobecna w dojrzatym biatku), a dwa regiony
konserwatywne oddzielone sg regionem zmiennym. Wsp6lny plan budowy glikoprotein w
sporofitycznej i gametofitycznej samoniezgodnosci, przy braku homologii aminokwasowej
pomiedzy nimi, wynika zapewne z podobnego charakteru tych biatek. W obydwu przypadkach
sg to biatka ulegajgce sekrecji, stad obecnos$¢ sekwencji sygnatowej, ponadto sg wyrazem
ekspresji r6znych alleli tego samego genu, co wyraza sie obecnoscig czesci konserwatywnej
i zmiennej.
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Atlele genu S w systemie gametofitycznym sg duzo bardziej zréznicowane anizeli w
systemie sporofitycznym [32], Pomiedzy siedmioma znanymi allelami S Nicotiana alata
istnieje tylko 33% homologii w sekwencjach nukleotydowych. Jeszcze mniejsza homologia
wystepuje pomiedzy allelami obecnymi u réznych gatunkéw. Poréwnanie sekwencji cDNA
otrzymanego z 10 glikoprotein S Nicotiana alata, Petunia inflata i Solanum tuberosum
ujawnito, ze tylko ok. 23% sekwencji nukleotydowych to sekwencje homologiczne. Ta
wysoce konserwatywna cze$¢ glikoprotein S odgrywa zapewne wazng role w ich funkcji
podczas reakcji samoniezgodnosci. Pozostate cze$ci, mniej lub bardziej zmienne, sa wyrazem
filogenetycznego oddalenia pomiedzy badanymi gatunkami. Sekwencje aminokwasowe na
konserwatywnym koricu NH., glikoprotein S, pochodzacych ze stupka Petunia hybrida,
Nicotiana alata i Lycopersicon peruvianum, wykazujg obecnos$¢ 4 catkowicie homologicz-
nych fragmentéw zachowywanych we wszystkich badanych biatkach [13]. Stanowi to wazki
dowdd, ze sg one wyrazem ekspresji roznych alleli tego samego genu.

Jedna z wysoce zmiennych czesci glikoproteiny S., Nicotiana alata uzyto do produkcji
przeciwciat, ktére nastepnie postuzyty do immunocytochemicznej lokalizacji endogennych
glikoprotein S w stupku [3]. Glikoproteiny S obecne sg w wydzielinie szlaku transmisyjnego
szyjki stupka oraz w $cianie komérek epidermalnych placenty. Ta sama odkodowana gliko-
proteina byta matrycg do syntezy cDNA. Hybrydyzacja cDNA specyficznego do allelu sOz
tkankami stupka ro$liny o tym samym genotypie wykazata, ze ekspresja genu S ujawnia si¢
w komorkach catego szlaku transmisyjnego stupka, tj. w znamieniu i szyjce stupka oraz w
komorkach epidermalnych placenty [20], Produkty jego ekspresji w postaci dojrzatych gliko-
protein S s nastepnie wydzielane do przestrzeni pozakomdrkowych, gdzie moga wejs¢ w
kontakt z rosngcymi tagiewkami pytkowymi.

Szczego6towa analiza sekwencji aminokwasowej glikoprotein SuNicotiana alata ujawnita,
ze biatko to moze mie¢ aktywnos$¢ enzymu RNA-azy [46], Wykazano to poréwnujac konser-
watywne sekwencje glikoprotein S z sekwencjami RNA-azy wydzielanej przez Aspergillus
oryzae i Rhizopus niveus. Homologia sekwencji wynosi niecate 50%, jednakze sekwencje
regionéw konserwatywnych glikoprotein S wskazujg na obecno$é miejsc aktywnych, specy-
ficznych dla RNA-azy. Aktywnos$¢ RNA-azy zwigzanej z glikoproteinami S wynosi 40-80%
0go6lnej aktywnosci tego enzymu w ekstraktach szyjki stupka. Ekstrakty z szyjek samozgod-
nego gatunku N. tabacum majg tylko 1% aktywnosci ekstraktéw N. alata [32], Uwaza sieg, ze
stupkowe S-specyficzne RNA-azy moga uczestniczy¢ w degradacji pytkowego rRNA iw ten
spos6b hamowac¢ wzrost pytku [47]. RNA-azowa funkcja glikoprotein S nie jest powszechna.
U Papaver rhoeas brak jest dowod6w, ze wyizolowane ze znamienia glikoproteiny S petnig
role RNA-azy [26],

MECHANIZM PRZEPLYWU INFORMACII

Pomimo zaawansowanych badan nad molekularnym podtozem samoniezgodnos$ci, me-
chanizm przeptywu informacji pomiedzy partnerami rozmnazania nie zostat ostatecznie
wyjasniony. Obecnie uwaza sie, ze transdukcja sygnatu jest reakcja typu sygnat-receptor z
wigczaniem biatek Sjako receptoréw btonowych [17, 27, 29]. Model opracowany na podsta-
wie badan uBrassica zaktada, ze miejscem wystepowania receptoréw jest pellikula znamienia,
natomiast czasteczki sygnatowe wysytane sg z powierzchni ziarna pytkowego [29]. Kompleks
sygnat-receptor odpowiedzialny jest za rozpoznanie pytku i dalsze zachowanie sie partnerow
rozmnazania. Rozpoznanie pytku jako zgodnego uruchamia przeptyw wody ze znamienia do
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pytku i nastepuje kietkowanie tagiewki pytkowej. W przypadku rozpoznania pytku jako
niezgodnego procesy te sg zaburzone i ostatecznie dochodzi do zatrzymania jego rozwoju.
Widocznej odpowiedzi udzielajg obydwaj partnerzy - kaloza jest syntetyzowana na wierz-
chotku tagiewki pytkowej i w Scianie wyrostka znamienia. Pozostaje zatem pytanie, czy
obydwaj partnerzy reagujg na ten sam kompleks S + R, jak sadzi Singh i wsp. [69], czy tez
odpowiednie receptory obecne sg rowniez w ziarnie pytkowym.

Model ten jest wielce prawdopodobny w $wietle doniesien o przypuszczalnej receptorowej
roli biatek S u Brassica. Przeprowadzone w 1990 roku badania ujawnity, ze glikoproteiny S
moga petni¢ funkcje receptoréw btonowych [71]. Z komoérek Zea mays uzyskano cDNA
kodujacy przypuszczalny btonowy receptor serynowo-treoninowy kinazy biatkowej. Receptor
ten zbudowany jest z trzech domen: zewnatrzkomoérkowej, btonowej i wewnatrzkomadrkowej.
Poréwnanie sekwencji aminokwasowej kodowanej przez cDNA Z. mays z genowo-specyfi-
czng, zmienng sekwencja glikoproteiny S Brassica ujawnito, ze az 273 aminokwasy tego
biatka sg homologiczne z zewnatrzkomdrkowg domeng badanego receptora kukurydzy (rys.
7).

: Nieco inny model, aczkolwiek réwniez oparty na reakcji typu S + R, zaproponowano dla
Papaver rhoeas, rosliny posiadajagcej gametofityczny typ samoniezgodnos$ci. Rozpoznanie i
hamowanie pytku u tego gatunku odbywa sie w znamieniu [27], W modelu zatozono, ze
receptory zlokalizowane sa w btonie komdrkowej kietkujacego pytku, za$ Zzrédtem sygnatow
sg komorki znamienia. Powstanie kompleksu S + R powoduje transdukcje sygnatu do tagiewki
pytkowej, gdzie dochodzi do aktywacji Ca2+-zaleznych kinaz biatkowych. Odpowiedz ko-
morkowa wigze sie ze zmiang wzorca transkrypcji i uruchomieniem syntezy nowego RNA.
Syntetyzowane sg nowe biatka odpowiedzialne za hamowanie wzrostu tagiewek pytkowych.

Rys. 7. Homologia sekwencji aminokwasowej glikoproteiny S Brassica i btonowego receptora serynowo-
treoninowego Zea

Model ten znajduje potwierdzenie w badaniach biochemicznych. Stwierdzono, ze w tagiewce
pytkowej obecna jest Ca2+-zalezna kinaza biatkowa, ktéra moze bra¢ udziat w regulacji
wzrostu tagiewki pytkowej [58]. Badanie wzorca transkrypcji i translacji w kietkujgcych
ziarnach pytkowych ujawnito ponadto, ze po zapyleniu niezgodnym dochodzi do syntezy
nowego RNA inowych biatek, ktére nie wystepujg w zgodnych tagiewkach pytkowych [27].
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UDZIAL WAPNIA W INTERAKCJI PYLEK-SLUPEK

Badania z ostatnich kilku lat wskazujg, ze u roslin - podobnie jak u zwierzat —reakcje
sygnatowe wiaczajgce przeptyw informacji i odpowiedz komorkowa oparte sg na podwyzsza-
niu wewnatrzkomérkowego poziomu Ca“+jako drugiego informatora [12, 44, 59]. Dlatego
wazne jest poznanie udziatu tych jonow w regulacji kietkowania pytku oraz w syntezie kalozy,
a wiec w procesach, ktére in vivo zwigzane sg z rozpoznaniem i odpowiedzig komoérkowg w
interakcji pytek-stupek. Udziat wapnia w kietkowaniu pytku w warunkach in vitro znany jest
od dawna. Optymalny poziom tych jonéw w pozywce jest niezbedny do normalnego kietko-
wania pytku i wzrostu tagiewki pytkowej [56], W prawidlowo kietkujagcym ziarnie pytku
tworzy sie gradient wapnia, ujawniajacy si¢ wyzszym stezeniem tychjon6w w aperturze ziarna
pytkowego [60], a nastepnie w wierzchotku fagiewki pytkowej [9]. Efektem zaburzenia
gradientu Ca"+jest zatrzymanie wzrostu tagiewek pytkowych [57],

Recepcja i kietkowanie pytku in vivo, tj. na znamieniu, odbywa sie w $rodowisku zawie-
rajgcym wapn. Przy zastosowaniu metod chlorotetracyklinowej, precypitacyjnej w mikrosko-
pie elektronowym oraz mikroanalizy rtg w mikroskopie skaningowym stwierdzono, ze
komoérki powierzchniowe znamienia oraz pellikula znamion suchych [8, 10] i wydzielina
znamion mokrych [5] sa miejscem gromadzenia wapnia. Poziom jonow Ca~+ w strukturach
powierzchniowych znamienia regulowany jest prawdopodobnie przy udziale Ca2+-ATPazy,
ktéra obecna jest w plazmolemie komaérek epidermalnych znamienia oraz w pellikuli [8, 10].
Podczas kietkowania pytku jony Cakt+ sg pobierane ze $rodowiska. Proces ten ma miejsce
zaréwno w warunkach in vitro [4], jak i in vivo [7], Pobieranie Ca“+odbywa sie za pomocg
kanatéow wapniowych [4]. Zatem egzogenny wapn, ktorego zrodiem jest znamie stupka,
wspotuczestniczy w regulacji wewnatrzkomoérkowego poziomu Ca2+w kietkujagcych ziarnach
pytkowych. Eksperymentalne podwyzszenie lub obnizenie pobierania egzogennych Ca2+
powoduje zaburzenia w kietkowaniu pytku [4]. U Brassica zahamowane w warunkach in vivo
samoniezgodne ziarna pytkowe majg wyzszy poziom wapnia anizeli ziarna pytkowe zgodne
[68], Drugi wazny proces w interakcji pytek-stupek - synteza kalozy takze jest procesem
zaleznym od Ca2+. Zardwno synteza kalozy na wierzchotku fagiewki pytkowej [6], jak i w
wyrostku znamienia [69] jest zalezna od pobierania egzogennego wapnia. Synteza tego
polisacharydu jest indukowana w warunkach ponadoptymalnego pobierania Ca~+ np. w
wyniku dziataniajonoforem A 23187 oraz hamowana przez blokery kanatow wapniowych [6,
69].

Wyniki tych badan wskazujg, ze jony wapnia odgrywaja wazng role w interakcji pytek-
stupek. Regulacja poziomu wolnych jonéw wapniowych w srodowisku kietkowania pytku in
vivo (m.in. przez regulacje aktywnosci Ca2+-ATPazy) oraz w cytoplazmie meskiego gameto-
fitu (m.in. przez regulacje kanatéw wapniowych) stanowi¢ moze wazny mechanizm w
promocji lub hamowaniu rozwoju ziaren pytkowych. Zgodne ziarna pytkowe, osiggajace
optymalny wewnatrzkomérkowy poziom wapnia moga kietkowac i wyrasta¢ w fagiewke
pytkowa”® Natomiast wzrost niezgodnych ulega zahamowaniu poprzez podwyzszenie pobie-
rania Ca~+ ze stupka. Konsekwencjg ponadoptymalnego poziomu Ca~+ w cytoplazmie jest
indukcja syntezy kalozy na wierzchotku tagiewki pytkowej, czyli odpowiedz kalozowa.
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INTERAKCJA tAGIEWKA PYLKOWA
| WORECZEK ZALAZKOWY

Komérka docelowg dla zgodnej tagiewki pytkowej jest najczesciejjedna z synergid aparatu
jajowego [371. Rosnace w stupku tagiewki pytkowe wybieraja tejedng komérke z wielu innych
komérek zalgzka. Od dawna wiadomo, ze synergidy wydzielaja blizej niezidentyfikowane
substancje chemotropowe, ktdre kontrolujg kierunek wzrostu tagiewki pytkowej w ostatniej
faziejej wzrostu [41J. Z drugiej strony obecno$¢ tagiewek pytkowych w szlaku transmisyjnym
stupka indukuje szereg zmian ultrastrukturalnych w komoérkach aparatu jajowego, szczeg6lnie
w synergidach [23, 43]. Wskazuje to, ze gametofit meski jest zrodtem sygnatdw odbieranych
przez te komorki. U wiekszos$ci badanych gatunkéw [33, 35, 65, 72] sygnat generowany przez
tagiewke pytkowa dociera do synergidy, zanim komdrki te wejdg w bezposredni kontakt
fizyczny. Odpowiedzig na sygnatjest reorganizacja cytoplazmy jednej z synergid, ujawniajgca
sie postepujacym procesem jej degeneracji. Ktéra z pary synergid odpowie na sygnat wysytany
przez tagiewke pytkowga wydaje sie by¢ przypadkowe. U Nicotiana tabacum degenerowato
tyle samo "prawych" co i "lewych" synergid [35]. Komorka docelowg dla tagiewki pytkowej
jest degenerujgca synergida. Zatem zmiany w tej komérce nalezy traktowac jako jej przygo-
towanie do przyjecia tagiewki pytkowej. Transformacje te wydaja sie by¢ efektem przeptywu
informacji pomiedzy tagiewka pytkowga ajej komorka docelows, tj. synergida.

Udziat jonéw wapnia. W niezapylonych, dojrzatych zalgzkach najwyzszy poziom wa-
pnia, mierzony metodg mikroanalizy rtg, wystepuje w cze$ci mikropylarnej woreczka zalgz-
kowego [15], Badania w mikroskopie elektronowym przy uzyciu metod precypitacyjnych
ujawnity, ze nagromadzenie jonéw Ca"+wystepuje na mikropylarnym wierzchotku synergid
[16]. Po zapyleniu poziom wapnia, badany metodg chlorotetracyklinowg, wzrasta w synergi-
dzie, ktora rozpoczyna proces degeneracji, a wiec w komorce, ktéra odpowiada na sygnat
tagiewki pytkowej [35]. Wyniki tych badan dyskutowane sg w odniesieniu do udziatu Ca“+w
ukierunkowaniu wzrostu tagiewki pytkowej do mikropyle zalgzka, a nastepnie do docelowej
synergidy. Podwyzszony poziom wapnia w docelowej synergidzie moze stanowi¢ mechanizm
powodujacy pekniecie wierzchotka tagiewki pytkowej i uwolnienie komorek plemnikowych
[35].

INTERAKCJA GAMETY MESKIE -
KOMORKA JAJOWA | KOMORKA CENTRALNA

Komérki plemnikowe roslin kwiatowych majg genetycznie zaprogramowang predeter-
minacje w kierunku fuzji z komérkajajowa lub komaorka centralng [62, 63]. U szeregu roslin
sg one heteromorficzne. Ujawnia sie to w przypadku heterospermii cytoplazmatycznej -
rézng wielkoécia i odmiennym wyposazeniem w organelle cytoplazmatyczne siostrzanych
komoérek plemnikowych, zas w przypadku heterospermii jadrowej - zmianami w chroma-
tynie [22, 63, 64]. Nawet w przypadku gdy powstate po podziale komérki generatywnej
siostrzane komorki plemnikowe sg identyczne, czesto dochodzi do ich zréznicowania przed
zaptodnieniem np. poprzez rozpad jednej z komdrek plemnikowych na cze$¢ jadrowgq i
cytoplazmatyczng [65]. Przesledzenie losu komérek plemnikowych podczas zaptodnienia
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wykazato, ze zawsze ta sama morfologicznie komodrka plemnikowa ulega fuzji ze swa
komérka docelowg [63, 65].

Okre$lona wczesniej predeterminacja komorek plemnikowych w kierunku zaptodnienia
wymaga obecno$ci mechanizméw rozpoznania pomiedzy nimi iich komdrkami docelowymi.
Tuz przed plazmogamiag obydwie komorki plemnikowe znajdujg sie w przestrzeni pomiedzy
komorkagjajowa icentralng [62]. Zatem obydwie majg takg sama mozliwos¢ fuzji zkomdrkami
zenskiego gametofitu. Jednakze kazda z gamet meskich odnajduje swojag komaérke docelowg
i zaptodnienie jest ukierunkowane. Uwaza sie, ze rozpoznanie na poziomie gametjest reakcja
typu sygnat-receptor [30]. Komplementarne sktadniki konieczne do tej reakcji obecne sg w
komérkach plemnikowych oraz w komorce jajowej i centralnej. Fizyczny kontakt pomiedzy
gametami meskimi a obydwiema komo6rkami docelowymi przed zaptodnieniem wskazuje, ze
do rozpoznania dochodzi na poziomie powierzchni komérkowych. Czynniki rozpoznania nie
sg do tej pory zidentyfikowane. Teoretycznie przyjmuje sie [30], ze sg one:

* specyficzne dla gamet,

* integralnie zwigzane z powierzchnig gamet,

» wystarczajgce do rozpoznania kazdej innej komaérki anizeli wiasna komdrka docelowa.

Woprowadzone w ostatnich latach metody izolacji zywych komaérek plemnikowych [48]
oraz komoérek aparatu jajowego i ich protoplastéw [34, 50] pozwolg zapewne pozna¢ budowe
i funkcje bton komoérkowych gamet roélin kwiatowych. Bedzie to klucz do poznania czynni-
kéw rozpoznania i mechanizmu przeptywu informacji na poziomie gamet.
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POWSTAWANIE 1 ZNACZENIE
UNIPARENTALNEJ DISOMII

FORMATION AND SIGNIFICANCE OF UNIPARENTAL DISOMY

Oliver BARTSCH , Henryk HUBNER i Anna MORDALSKA

Instytut Genetyki Cztowieka Uniwersytetu Medycznego w Lubece,
Zaktad Biologii i Genetyki Wojskowej Akademii Medycznej w Lodzi

Streszczenie. W pracy przedstawiono problem uniparentalnej disomii u cztowieka, wystepujacej w dwéch formach:
uniparentalnej heterodisomii i uniparentalnej izodisomii. Uniparentalna disomia - obecno$¢ u diploidalnego potom-
stwa pary chromosomoéw pochodzacej tylko od jednego rodzica jest najprawdopodobniej konsekwencjg wysokiego
wspoétczynnika gametalnej aneuploidii. Oméwiono fenotypowe nastepstwa uniparentalnej disomii, takze w aspekcie
genomowego imprintingu.

Stowa kluczowe: uniparentalna disomia, genomowy imprinting

Summary. Problem ofhuman uniparental disomy which occurs intwo forms: uniparental heterodisomy and uniparental
isodisomy is presented. Uniparental disomy - the presence of chromosome pair from the one parent only in diploid
offspring - is probabbly consequence of the high ratio of gamete aneuploidy. Phenotype consequences of uniparental
disomy are showed, also in the aspect of genome imprinting.

Key words: uniparental disomy, genome imprinting

Wykaz stosowanych skré6téw. UPD - uniparentalna disomia (uniparental disomy), UPHD - uniparentalna heterodiso-
mia (uniparental heterodisomy), UPID - uniparentalna izodisomia (uniparental isodisomy), PWS - zesp6t Pradera-
Williego (Prader-Willi syndrome), AS - zesp6t Angelmana (Angelman syndrome).

WPROWADZENIE

Problem uniparentalnej disomii (UPD) somatycznych chromosomoéw cztowieka, czyli
pochodzenie obu autosomoéw danej pary od jednego z rodzic6w, po raz pierwszy teoretycznie
przedstawiony zostat przez Engla [11], WyjSciowym punktem dla tej nowej genetycznej
koncepcji byty wyniki przeprowadzonych w latach siedemdziesiatych cytogenetycznych
badan ptodéw poronionych [2, 8, 16, 23]. U cztowieka co najmniej kazda pigta cigza koriczy



312 0. BARTSCH, H. HUBNER, A. MORDALSKA

sie spontanicznym poronieniem, a u co drugiego ptodu spontanicznie poronionego mozna
stwierdzi¢ anomalie chromosomowag [11]. Z tego wynika, ze ok. 10% wszystkich zaptodnio-
nych komdérek jajowych ma nieprawidtowy kariotyp. W$rdd tych anomalii do$¢ czesto
wystepuja triploidie i tetraploidie, ale najczesciej wystepujg aneuploidie [2, 8, 13, 16, 23],
Nawet przy najostrozniejszym oszacowaniu nalezy przyja¢, ze u co najmniej 5% wszystkich
zygot wystepuje jedna z pieciu najczestszych aneuploidii, ktorymi sg monosomia X itrisomie
chromosomoéw nr 15, 16, 21 i 22. Mozliwe, ze ginie jeszcze wiecej zygot, lecz jest to trudne
do udowodnienia, bowiem bardzo wczesne poronienia nie sg przewaznie zauwazane. Prawdo-
podobnie aneuploidia wsréd zygot cztowieka wystepuje jeszcze czesciej, niz to powyzej
przedstawiono.

Powstawanie aneuploidalnych zygot jest oczywiste: w przypadku monosomii jedna z
gamet nie miata danego chromosomu, natomiast w przypadku trisomii jedna z gamet miata
dwa chromosomy. Engel [11] przeprowadzit obliczenia, z ktérych wynika, ze wprawdzie
rzadko, alejednak z czestoscig statystycznie istotng zdarza sie, ze nullisomiczna gameta tagczy
sie z gametg disomiczng. Dwa btedy, powstate po jednym w czasie oogenezy i spermatoge-
nezy, znosza sie wzajemnie. Zygota ma 46 chromosomow, po 2 chromosomy w kazdej parze,
jednakze jedna z par chromosomoéw pochodzi tylko od jednego z rodzicow, czyli powstata
UPD.

Wystepuja dwie rézne formy UPD:

(1) Jezeli dwa rézne homologi pochodzg od jednego rodzica, to powstaje uniparentalna
heterodisomia (UPHD).

(2) Jezeli ten sam homolog wystepuje dwukrotnie, to powstaje uniparentalna izodisomia
(UPID).

Powyzsze formy sg konsekwencjg zaburzedA mejozy, a mianowicie: jezeli nondysjunkcja
miata miejsce w | podziale mejotycznym, to wystepuje UPHD, jezeli w drugim - to UPID.

POWSTAWANIE UNIPARENTALNEJ DISOMII

Czesto$¢ wystepowania zygot z UPD obliczono na 3 : 10 000 [11], jednakze obliczenia te
moga by¢ nieprawdziwe, bowiem nie uwzgledniajg fizjologicznych réznic pomiedzy komoérka
jajowg a plemnikiem. W przypadku aneuploidalnych plemnikéw dochodzi z reguty do tzw.
zahamowania plemnikéw (spermatogenic arrest), bowiem nieprawidtowe plemniki podlegajg
szczeg6lnej selekcji i nie sa zdolne do zaptodnienia [19]. U wielu mezczyzn ze zrGwnowazong
translokacja chromosomowa i u wiekszo$ci mezczyzn z aneuploidig mozna stwierdzi¢ wyste-
powanie reguty, wedtug ktérej zahamowanie plemnikéw wystepuje wtedy, kiedy w stadium
pachytenu tworzy sie zamiast figury pierScieniowej tancuch zbudowany z chromosomow, a
wolne konce tego tancucha taczg sie z biwalentem X-Y [20, 21]. Z powyzszych powodéw
Warburton [65] oblicza, ze UPD wystepuje z czestosciag 1: 30 000.

Przedstawiony przez Engla [11] mechanizm powstawania UPD jest nastepujacy: nulliso-
miczna gameta z brakiem okre$lonego chromosomu tgczy sie z gametg disomiczng tego
samego chromosomu i w konsekwencji w zygocie wszystkie chromosomy wystepujg w
parach.

Rozw6j techniki badania chromosoméw komérek rozrodczych umozliwit przeprowadze-
nie analizy kariotypéw ludzkich plemnikéw i komérek jajowych. Pellestor [42] przedstawit
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wyniki badania 13 000 kariotypdw plemnikowych i 1 800 kariotypéw oocytarnych. Te
obszerne dane pozwalajg na ustalenie og6lnych cech i rozktadu aneuploidii w ludzkich
gametach. Cechg zaburzen mejozy w procesie spermatogenezy jest czeste wystepowanie
hipoploidii, awystepowanie aneuploidii jest rGwnomiernie roztozone pomiedzy chromosomy
wszystkich grup. Zaburzenia mejozy w oogenezie powodujgjednakowo czeste wystepowanie
hipoploidii i hiperploidii. Nondysjunkcja wystepuje jednak przede wszystkim w grupach D i
G, co dowodzi, ze nondysjunkcja akrocentrykéw nie jest przypadkowym wydarzeniem.

Czesto$¢ powstawania disomicznych gamet meskich i zeAskich jest jednakowa, jednak
aneuploidalne plemniki z powodu zahamowania ruchu plemnikéw rzadko zaptadniaja komor-
ki jajowe. Za powyzszg tezg przemawiaja ostatnie wyniki badar nad pochodzeniem dodatko-
wego chromosomu w trisomii 21. Obecnie przyjmuje sie, ze 95% wszystkich przypadkow
trisomii 21 jest nastepstwem disomii komarki jajowej, czyli nondysjunkcji w podziale mejo-
tycznym u matki, ajedynie 5% jest nastepstwem disomicznego plemnika, czyli nondysjunkcji
uojca [46]. Zjawisko nondysjunkcji chromosomu 21 cze$ciej wystepuje w pierwszym podzia-
le mejotycznym (77% u kobiet i 78% u mezczyzn) niz w drugim (23% u kobiet i 22% u
mezczyzn) [14,32,46]. Wyniki te odzwierciedlajgjednak stan wystepujacy u dzieci z trisomig
21, a nie stan wystepujacy w gametach bedgcych bezposrednim produktem mejozy. Rysunek
1przedstawia dotychczas poznane mozliwosci powstawania UPD.

Rys. 1. R6zne mozliwe sposoby powstawania uniparentalnej disomii

Jest oczywiste, ze jezeli nierozdzielone chromosomy przechodzity proces crossing-over,
to wowczas izodisomia jest czeSciowg heterodisomia lub heterodisomia jest cze$ciowg izodi-
somig. Spence i wsp. [56] uwazajg, ze w wyniku mitotycznej nondysjunkcji trisomicznych
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gamet moze dojs¢ do biparentalnej pseudodisomii. Pseudodisomia nie jest stanem prawidto-
wym, jakby sie mogto wydawaé, bowiem dla prawidtowego rozwoju zygoty wazne jest, aby
jeden z chromosomoéw homologicznej pary pochodzit z plemnika, a drugi z komoérki jajowej,
bowiem réznie wydaja sie przebiega¢ procesy metylacji DNA w mikro- i w makrogametach
ssakOw i powigzane z tym nastepstwa [49, 58, 60].

Zjawisko UPD wyjasnia rowniez niektére obserwacje cytogenetyczne. Juz w 1980 r. [25,
411 mozna byto doswiadczalnie potwierdzi¢ wystepowanie UPD. Obserwowano przekazanie
robertsonowskiej zrownowazonej translokacji 22/22 od matki do cdrki, u ktérej byta ona
rébwniez zréwnowazona. Nalezy przyja¢, ze komorka jajowa zawierata te translokacje, nato-
miast plemnik nie miat chromosomu 22 lub jezeli go miat, to zostat on utracony w czasie
pierwszych podziatbw bmzdkowania. W 1982 r. [6] opisano pericentryczng inwersje chromo-
somu nr 4, ktéra w stanie homozygotycznym wystepowata u umystowo niedorozwinietego
dziecka. Ten sam chromosom w stanie heterozygotycznym wystepowat tylko u matki.

Trzeba jednak stwierdzi¢, ze mechanizmy prowadzace do aneuploidalnych gamet nie sg
dobrze poznane. Ze wzgledu na najczestsze wystepowanie nondysjunkcji w mejozie | bierze
sie pod uwage ponizsze zjawiska mogace prowadzi¢ do aneuploidii:

(a) niepowodzenie koniugacji chromosomow homologicznych i/lub brak chiazm,

(b) desynapsis powodujacy przedwczesne rozdzielenie sie skoniugowanych chromoso-
mow,

(c) nierozejscie sie skoniugowanych chromosomoéw na skutek opéznionego desynapsis.

Do tej pory udato sie przeanalizowac znaczenie paru czynnikéw wystepujacych w mejozie
I. Ograniczona rekombinacjajako przyczyna mejotycznej nondysjunkcji zostata zasugerowa-
na przez Warrena i wsp. [66], ktorzy stwierdzili zmniejszong czestos¢ wystepowania rekom-
binantéw w odniesieniu do genoéw sprzezonych z chromosomem 21 u chorych z zespotem
Downa. Zmniejszona czesto$¢ rekombinacji wskazuje raczej na asynapsis jako przyczyne
nondysjunkcji chromosoméw 21 niz na przedwczesne lub opdznione desynapsis. Hassold i
wsp. [15] badali czesto$¢ wystepowania rekomhbinacji pomiedzy dwoma nierozdzielonymi
chromosomami 13 w zespole Patau ina podstawie niezmniejszonej czestoscijej wystepowania
wysuneli wniosek, ze przyczyng nondysjunkcji nie sg trudnosci w koniugacji chromosomoéw
nr 13. Niektore badania dowodza, ze wazng role moze odgrywaé op6znienie anafazowe.
Prabhakara i wsp. [46] wykazali, ze to zjawisko wystepuje czesciej u matek majacych dzieci
ztrisomig 21 nizu matek zdrowego potomstwa. Jestjednak mozliwe, ze UPD powstaje wedtug
innego schematu. Komoérka jajowa z disomig jest zaptadniana przez normalny plemnik, co
powoduje powstanie trisomii. Trisomie bardzo czesto sg letalne, co prowadzi do samoistnych
poronien. Jestjednak mozliwe, ze w pierwszych podziatach bruzdkowania trisomicznej zygoty
jeden z potréjnych chromosomow zostaje wyeliminowany, dzieki czemu embrion staje sie
witalny, ale wystepujgca w nim UPD prowadzi do powstania okre$lonych zaburzen rozwojo-
wych. Na takg mozliwo$¢ powstawania UPD w zespole Downa zwrécili uwage Mordalska i
wsp. [37] badajac na podstawie cech cytogenetycznych mechanizm powstawania mozaiko-
wych kariotypow 46,XX/47,XX,+ 21 lub 46,X Y/47,XY+ 21. Cytogenetyczna analiza nondy-
sjunkcji jest obarczona btedem, ktéry wg Petersena i wsp. [44] wynosi ok. 12%. Postulowang
przez Mordalska i wsp. [37] mozliwo$¢ powstawania UPD w zespole Downa potwierdzili
Petersen i wsp. [44] przy uzyciu technik molekularnych. Pojawia si¢ nowy cytogenetyczny
aspekt zespotu Downa, bowiem trisomia 21 moze by¢ diizotrisomig lub heterotrisomig. W
zespole Downa z kariotypem mozaikowym, w ktérym obserwuje sie stopniowg eliminacje
komoérek trisomicznych, prawdopodobne jest wystepowanie diizotrisomii [37],
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FENOTYPOWE NASTEPSTWA [ZODISOMII

Wystepowanie UPHD i UPID pocigga za sobg okreslone konsekwencje genetyczne. Juz w
1980 r. Engel [11] wskazywat, ze UPD wyjasnia przypadki dziedziczenia, ktdre nie sg zgodne
z prawami Mendla. Zdarza si¢ czasami, ze przy catkowicie prawidtowym kariotypie, X-rece-
sywna choroba (cecha sprzezona z picig) jest przenoszona z ojca na syna, a nie na corke -
nosicielke. Zjawisko to mozna wyttumaczyé tym, ze chromosomy X i Y zygoty pochodzity
od ojca, a komérkajajowa nie miata chromosomu pici. Wszystkie mozliwe zygoty powstajgce
w wyniku nierozdzielenia sie chromosomoéw X i Y przedstawia rysunek 2.

Jest oczywiste, ze UPID moze prowadzi¢ do ujawnienia sie cech (chordb) autosomalnie
recesywnych, u potomstwa rodzicéw, z ktérych tylko jeden jest heterozygotg. Spence i wsp.
[56] opisali dziewczynke ze zwidknieniem torbielowatym oraz niskim wzrostem spowodo-
wanym niedoborem hormonu wzrostu. Wykazano, ze oba chromosomy 7 (w tym chromoso-
mie znajduje sie locus genu zwtéknienia torbielowatego) tej pacjentki pochodzity od matki.
Znane sg nieliczne przypadki ujawnienia sie homozygot recesywnych w wyniku uniparental-
nej izodisomii. Warburton [65] obliczyta, ze UPID jestjednak rzadkim powodem ujawniania
sie homozygot recesywnych, zdarza sie to nie czesciej niz 1 : 10 000 przypadkéw danej
eenopatii.

Rys. 2. Mozliwe zygoty prawidtowe (pola zakreskowane) oraz liczbowe anomalie chromosoméw X i Y; pola
pokropkowane przedstawiajg zygoty letalne, a zygoty z uniparentalng disomig zaznaczono grubymi obwdédkami
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Pasjonujaca jest historia odkrycia znaczenia izodisomii w patogenezie zespotu PWS [7,
47], U noworodk6éw z tym zespotem wystepuje wybitna hipotonia mie$niowa, ktéra stopniowo
ustepuje. Poczatkowe duze trudnosci w odzywianiu zamieniajg sie stopniowo w zartocznos$¢
powodujgca otyto$¢ z jednoczesnym niedoborem wzrostu. Charakterystyczna jest twarz
pacjentéw oraz mate rece i stopy. Niedorozwdj psychiczny ifizyczny potgczony jest zcechami
infantylizmu, hipogonadyzmem i hipogenitalizmem. Wystepujg napady drgawek i hipogli-
kemiczne stany przed$piaczkowe, p6zniej pojawia sie cukrzyca insulino-oporna. Przezycie
jest skrocone.

Od roku 1981 wiadomo, ze u okoto potowy pacjentow z PWS wystepuje czesciowa delecja
ramienia dtugiego chromosomu 15, tuz ponizej centromeru, w obszarze prazka 159 11— 13
[7]. W 1986 r. mozna byto wykazac, ze ta delecja w kazdym przypadku dotyczy chromosomu
15 pochodzacego od ojca [4], a w 1989 r. ukazaty sie doniesienia [38, 40, 50], oparte na
analizie DNA, ze u tej czesci pacjentédw, u ktérych nie stwierdzono czes$ciowej delecji ramienia
dtugiego chromosomu 15, nie wystepuje chromosom 15 pochodzgcy od ojca. Oba chromoso-
my 15 tych pacjentéw pochodzg od matki [3,7], Przyczyng PWS jest u cze$ci pacjentow UPD.
W 1991 r. Rogan i wsp. [50] przedstawili doniesienie, z ktérego wynika, ze metoda analizy
DNA udato sie stwierdzi¢, iz u 80% pacjentéw bez czesciowej delecji chromosomu 15
wystepuje UPD.

Krytyczny obszar chromosomu 15 odpowiedzialny za PWS obejmuje prazek 15q 11— 13,
jednakze granice disomicznego regionu nie zostaty do tej pory okre$lone metodami moleku-
larnymi, bowiem znane sondy nie obejmuja regionéw sgsiadujgcych. Bez molekularnych
badan catego chromosomu 15 nie moznajednoznacznie okresli¢, czy w przypadkach unipa-
rentalnej disomii tego chromosomu wystepuje izodisomia lub heterodisomia z czeSciowg
izodisomig regionu q 11413 powstatg w wyniku crossing-over. Rogan i wsp. [50] badali
metodami molekularnymi pochodzenie disomicznego chromosomu 15 w PWS i stwierdzili,
ze proksymalne segmenty tego chromosomu moga mie¢ zwiekszong czesto$¢ wystepowania
crossing-over. Zatem cze$¢ przypadkow PWS moze stanowi¢ UPHD z uniparentalng izodiso-
mig w odniesieniu do pragzka 15q 11—¢ 13. Nicholls i wsp. [38] sugeruja, ze przyczyng PWS
moze by¢ réwniez utrata ojcowskiego chromosomu trisomicznej gamety. W PWS opisano
réwniez inne aberracje chromosomowe [48].

Znaczenie uniparentalnej disomii w genetycznym uwarunkowaniu powstawania wad roz-
wojowych znajduje dalsze potwierdzenie w innych zespotach. Zaesp6t Angelmana opisano w
1965 r. [1], Anomalia chromosomowa polega rowniez na cze$ciowej delecji regionu 159 11—
q 13, ale w tym przypadku brakuje cze$ci matczynego chromosomu 15. Powstaje zupetnie inny
fenotyp: wzrostjest normalny, a nie niski jak w PWS, masa ciata jest rowniez normalna i nie
wystepuje hipotonia mie$niowa. Dla AS bardzo charakterystyczne sg symetryczne ataktyczne
ruchy i zaburzenia poruszania sie. Dzieci majg duze usta, zaczerwienione policzki, stale sie
$miejg i z tego powodu AS jest nazywany "syndromem szczeé$liwej kukietki" (happy puppet
syndrom) [1, 26, 34, 43].

Jak juz wspomniano, u cze$ci pacjentow z AS stwierdza sie delecje fragmentu matczynego
chromosomu nr 15. U tych pacjentéw, u ktoérych delecja nie wystepuje, UPD ojcowskiego
chromosomu spotyka sie rzadko, bowiem tylko u 6% badanych. Ustalenie pochodzenia UPD
chromosomu 15 byto mozliwe dzigki zastosowaniu sond molekularnych [5, 9, 27, 33, 34],

Z powyzszego wynika, ze disomia 15 w plemniku, powodujgca AS jest zjawiskiem
rzadkim. Liczne przypadki tego zespotu, w ktdrych nie stwierdzono ani czeSciowej delecji,
ani UPD dowodzg, ze musi wystepowac jeszcze inny mechanizm lezacy ponizej rozdzielczo-
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§ci metod cytogenetycznych, ktory powoduje wytgczenie genéw matczynego chromosomu 15
w diploidalnej zygocie.

Technikg amplifikacji DNA Horsthemke [17] wyodrebnit markerowy DNA regionu
8024.1, ktory jest odpowiedzialny za zesp6t Langer-Giediona i marker regionu 159 11-13,
odpowiedzialny za PWS i AS. Jeden z tych mikroklon6w, a mianowicie MN7 wykrywa
zmienng liczbe kopii genu w prazku 15q 11-13 w rodzinach, w ktdrych wystepuje dziecko z
jednym z tych zespotéw. Ta zmienno$¢ liczby kopii genu moze by¢ zdaniem autora odpowie-
dzialna za niestato$¢ proksymalnego prazka 15q i fenotypowe przejawianie sie cech powy-
zszych zespotéw. Lalande i wsp. [27] rozwazajg mechanizm powstawania PWS i AS w
przypadkach, w ktérych nie wystepuje UPD i nie wystepuje delecja. Uwazajg oni, ze ze
zmienng liczbg kopii genu w obrebie krytycznego prazka 15q moze by¢ réwniez zwigzana
zrdznicowana ekspresja genow tego prazka w chromosomie ojcowskim (PWS) lub w chro-
mosomie matczynym (AS).

Podczas badania genu osteoporosis (COL 1A2) Spotila i wsp. [57] stwierdzili, ze oba
chromosomy 7 badanego pacjenta cechujgcego sie niskim wzrostem oraz niedorozwojem
umystowym sg pochodzenia matczynego. Dwa inne przypadki UPID chromosomu nr 7 zostaty
wczesniej opisane [56, 57].

Do tej pory przyjmowato sig, ze zrownowazone translokacje robertsonowskie nie powo-
dujg u cztowieka powstawania zaburzer rozwojowych. Ostatnio ukazaty sie doniesienia, ktore
dowodza, ze w przypadku potaczenia translokacji robertsonowskiej z UPD chromosomu
biorgcego udziat w translokacji wystepuja wady rozwojowe [44, 61, 64].

UNIPARENTALNA DISOMIA A GENOMOWY IMPRINTING

Zjawisko genomowego imprintingu zostanie szerzej oméwione w innej publikacji [18].
Zjawisko to polega na tym, ze geny autosomalne, pochodzgce od matki i ojca, wywierajg
zréznicowany wptyw naekspresje genéw embrionu. Ten zr6znicowany wptyw moze dotyczy¢
catych chromosoméw, segmentéw chromosomoéw lub pojedynczych genéw. Innymi stowami
genomowy imprinting oznacza, ze pewna czg$¢ informacji genetycznej w komérkach embrio-
nalnych ssakow pozostaje niewykorzystana [12,49, 54, 55]. Jednym z mechanizmdw imprin-
tingu, prawdopodobnie o zasadniczym znaczeniu, jest metylacja DNA [36,39,49].

Lawler i wsp. [28] badali komérki zasniadu graniastego i ustalili, ze majg one 46 zupetnie
prawidtowych chromosoméw, ktére jednak wszystkie byty pochodzenia ojcowskiego. A wiec
przypadek partenogenezy, ktéra mogta polega¢ na podwojeniu chromosoméw plemnika
(catkowite nierozdzielenie sie chromosoméw) albo na dispermii, przy czym caty matczyny
materiat genetyczny zostat utracony. W przeciwnym przypadku, kiedy wszystkie chromoso-
my sg pochodzenia matczynego, powstaje potworniak jajnika [29]. W celu potwierdzenia tych
obserwacji przeprowadzono [49, 58, 59] doswiadczenia na komoérkach jajowych myszy.
Przebieg i wyniki eksperymentéw przedstawiono na rysunku 3. Z komoérek jajowych kazdo-
razowo usuwano przedjadrza i wprowadzano nowe. Tworzono zatem ponizsze kombinacje:

« dwa ojcowskie przedjgdrza - androgenetyczne zygoty,

ejedno przedjadrze matczyne, a drugie ojcowskie - prawidtowe zygoty,

« dwa matczyne przedjadrza - zygoty gynogenetyczne.

Rozwo6j androgenetycznych zygot nie jest prawidtowy, bowiem dochodzi do nadmiernego
rozwoju bton ptodowych oraz tozyska, natomiast rozw6j embrionu jest niewielki i dochodzi
do poronienia. Gynogenetyczne zygoty takze nie rozwijajg sie prawidtowo. W przeciwien-
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MALY ZARODEK
ANDROGENETYCZNA HYPERTROFHCZNE

ZYGOTA LOZYSKO

PRAWIDLOWY

PRAWIDLOWA ZARODEK PRAWIDLOWE
ZYGOTA tOZYSKO
bDuzy HYPOTROFICZNE

GYNOGENETYCZNA
ZYGOTA

ZARODEK LOZYSKO

Rys. 3. Schematyczne przedstawienie wynikéw doswiadczen z androgenetycznymi i gynogenetycznymi zygotami

stwie do poprzednich, obserwuje sie intensywny rozw6j embrionu, ale zahamowany jest
rozwdj tkanek pozazarodkowych i réwniez dochodzi do poronienia.

Wyniki tych doswiadczen sg podobne do tego, co w ostabionej formie zaobserwowano u
cztowieka w przypadku triploidii, w losie zygot z 69 chromosomami Kajii i Niikawa [22]
wykazali, ze w przypadku triploidii u cztowieka wigkszos$¢ zygot miata 2 zestawy chromoso-
mow od ojca, anomalia ta jest zatem wynikiem podwdjnego zaptodnienia. U cztowieka, jezeli
2 komplety chromosoméw pochodzg od ojca a 1od matki, tworzy sie hipertroficzne fozysko
z cystami, czesto rowniez zasniad groniasty. Jezeli 2 komplety pochodzg od matki a 10d ojca,
embrion rozwija sie poczatkowo dobrze, ale nie rozwija sie tozysko i dochodzi do wczesnego
poronienia. Dzieci urodzone z 3n chromosomami majg przewaznie kariotyp mozaikowy, z
linig komorek o prawidtowym kariotypie [14, 24], a fenotypowo stwierdza sie duze tozysko
z cystami, dziecko ma bardzo maty tutéw z duzg gtowgq i czesto spotyka sie syndaktylie [22],

W tym momencie dotykamy podstawowego dogmatu genetyki, a mianowicie praw Mend-
la. Dla grochu badanego przez Mendla nie ma prawdopodobnie wiekszego znaczenia czy gen



POWSTAWANIE | ZNACZENIE UNIPARENTALNEJ DISOMII 319

na czerwong, czy na biatg barwe kwiatéw pochodzi od grochu matczynego lub ojcowskiego.
U ssakoéw nie jest jednak obojetne, od ktdrego z rodzicéw pochodzi chromosom. Komorki
embrionu wiedzg prawdopodobnie doskonale, kiedy maja skorzysta¢ z informacji pochodza-
cej od matczynego lub ojcowskiego homologa. Przeprowadzone do$wiadczenia dowodza, ze
u ssakow geny matki odpowiadajg za wzrost embrionu, natomiast geny ojcowskie sg odpo-
wiedzialne za struktury zewngtrzembrionalne, a wiec za tozysko i btony ptodowe. Te spostrze-
zenia sg cenne dla wyjasnienia innych zjawisk embriologicznych, a mianowicie implantacji i
porodu.

Szereg badaczy [31, 53, 54, 55, 59] systematycznie krzyzowato myszy laboratoryjne
majace translokacje robertsonowskie i otrzymali w rezultacie UPD dla ich poszczeg6lnych
chromosomoéw. Co najmniej w odniesieniu do siedmiu autosomoéw myszy, jezeli wystepuja
one pod postacig matczynej lub ojcowskiej UPD, powstajg rézne fenotypy. W przypadku
UPD chromosomoéw 2 i 11 dochodzi nawet do przeciwstawnych odchylen od normy: ojcowska
UPD prowadzi do powstania duzego hiperaktywnego potomstwa, a matczyna UPD do matego
i hipoaktywnego. Chromosomowy imprinting dobrze obrazuje tzw. mysz Cattanacha [53]. W
chromosomie nr 7 myszy znajduje sie locus dla genu barwy siersci. Inny allel w tym szczepie
myszy powoduje powstanie bragzowej siersci. Mysz Cattanacha ma w obu chromosomach 7
gendw albinotycznych, warunkujacych biatg siers¢. Segment o dtugosci 1/3 chromosomu 7 z
genem brgzowego zabarwienia siersci znajduje sie w wyniku translokacji posrodku jednego
chromosomu X. Drugi chromosom X jest normalny. Zgodnie z hipoteza Lyon [30] chromo-
somy X ulegajg losowej inaktywacji. Wszedzie tam, gdzie aktywny jest chromosom X majacy
segment chromosomu 7, myszy maja brunatng sier§¢. Tam, gdzie aktywny jest normalny
chromosom X, myszy majg biatg siers¢.

UWAGI KONCOWE

Znaczenie uniparentalnej disomii w genetyce klinicznej cztowieka wydaje sie by¢ wieksze,
niz to powyzej przedstawiono. Zesp6t Millera-Dieckera (17p-) jest prawdopodobnie powodo-
wany delecja ojcowskiego chromosomu 17 [52, 62], zespdt DiGeorge (kariotyp 22qg-) moze
byé matczyng delecjg chromosomowa [12], zesp6t cri du chat (5p-) wydaje sie by¢ pochodze-
nia ojcowskiego [40]. Znane sg jeszcze inne zespoty rowniez potwierdzajace znaczenie
uniparentalnej disomii [63].

Warto tez podkresli¢, ze inng klasg obecnie badanych i poznawanych delecji chromoso-
mowych sg chromosomy tracone podczas onkogenezy [35, 45]. W rzadkim guzie Wilmsa
stwierdzono utrate chromosomu 11 lub jego czes$ci, co prawie zawsze dotyczy chromosomu
matczynego [67], Problem znaczenia utraty chromosomu w procesie onkogenezy jestjednak
ztozony, czego dowodzg badania nad powstawaniem retinoblastoma [10, 51, 68], Zjawisko
uniparentalnej disomii jest zatem wraz z genomowym imprintingiem nowg i niezwykle
interesujacg kartg cytogenetyki ssakow.



320 0. BARTSCH, H. HUBNER, A. MORDALSKA

LITERATURA

[1] ANGELMAN H. "Puppet” children: a report on three cases. Dev Med Child Neurol 1965; 7: 681-683.

[2] BOUE J, BOUE A, LAZAR P. Retrospective and prospective epidemiological studies of 1,500 karyotyped
spontaneous human abortions. Teratology 1975; 12: 11-26.

[3] BUTLER MG. Prader-Willi Syndrome: Current Understanding of Cause and Diagnosis. AmerJ Med Genet 1990;
35:319-332.

[4] BUTLER MG, MEANEY FJ, PALMER CG. Clinical and Cytogenetic Survey of 39 Individuals With Prader-
Labhart-Willi Syndrome. Amer J Med Genet 1986; 23: 793-8009.

[5] CANTU ES, NICHOLS RD, PAI GS, CHAN TA, GOTTLIEB W. Paternal uniparental disomy in Angelman
syndrome. Am J Hum Genet 1991; 49: 281 supl.

[6] CARPENTER NJ, SAY B, BARBER ND. A homozygote for pericentric inversion of chromosome 4. J Med
Genet 1982; 19: 469-"471.

[7] CASSIDY SB. Conference Report: First International Scientific Workshop on Prader-Willi Syndrome and Other
Chromosome 15q Deletion Disorders. Amer J Med Genet 1992; 42: 220-269.

[8] CREASY MR, CROLLA JA, ALBERMAN ED. A cytogenetic study of human spontaneous abortions using
banding techniques. Hum Genet 1976; 31: 177-196.

[91 DONLON TA. Similar molecular deletions on chromosome 15q11.2 are encountered in both the Prader-Willi
and Angelman syndromes. Hum Genet 1988; 80: 322-328.

10] DRYJA TP, MUKAI S, PETERSEN R, RAPAPORT JM, WALTON D, YANDELL DW. Parental origin of
mutations of the retinoblastoma gene. Nature 1989; 339: 556-558.

11] ENGEL E. A New Genetic Concept: Uniparental Disomii and Its Potential Effect, Isodisomy. Am J Med Genet
1980;6:137-143.

12] GREENBERG F, ELDER FFB, HAFFNER P, NORTHTRUP H, LEDBETTER DH. Cytogenetic findings in a
prospective series of patients with DiGeorge anomaly. Am J Hum Genet 1988; 43: 605-611.

13] HASSOLD TJ. Mosaic trisomies in human spontaneous abortions. Hum Genet 1982; 61: 31-35.

14] HASSOLD TJ, JACOBS PA. Trisomy in man. Ann Rev Genet 1984; 18:69-97.

15] HASSOLD T, JACOBS PA, LEPPERT M, SHELDON M. Cytogenetic and molecular study of trisomy 13.J
Med Genet 1987; 24: 725-732.

16] HASSOLD TJ, MATSUYAMA A, NEWLANDS IM, MATSUURA JS, JACOBS PA, MANUEL B, TSUEI J.
A cytogenetic study of abortions in Hawaii. Ann Hum Genet (London) 1978; 41: 443-454.,

171 HORSTHEMKE B. Microdissection and molecular analysis of chromosome regions involved in segmental
aneusomy. Am J Hum Genet 1991; 49: 11 supl.

18] HUBNER H, MORDALSKA A, DZWONKOWSKA A. Genomowy imprinting (w przygotowaniu do druku).

19] JOHANNISSON R. Gesichtspunkte der gonadalen Infertilitdt. Focus MHL 1990; 7: 5-14.

20] JOHANNISSON R, LOHRS U, PASSERGE E. Pachytene analysis in males heterozygous for a familial
translocation (19:12:13) (q22;922;932) ascertained through a child with partial trisomy 9. Cytogenet Cell Genet
1988;47: 160-166.

211 JOHANNISSON R, LOHRS U, WOLFF HH, SHWINGER E. Two different XY -quadrivalent associations and
impairment of fertility in men. Cytogenet Cell Genet 1987; 45: 222-230.

22] KAJIT, NIIKAWA N. Origin of triploidy and tetraploidy in man: 11 cases with chromosome markers. Cytogenet
Cell Genet 1977; 18: 109-125.

23] KAJII T, OHAMA K, NIIKAWA N, FERRIER A, AVIRACHAN S. Banding analysis of abnormal karyotypes
in spontaneous abortion. Am J Hum Genet 1973; 25: 539-547.

24] KALOUSEK DK. The role of confined chromosomal mosaicism in placental function and human development.
Growth Genet Hormones 1988; 4: 1-3.

25] KIRKELS VGHJ, HUSTINX THWJ, SCHERES JMJC. Habitual abortion and translocation (22q;22q): unex-
pected transmission from a mother to her phenotypically normal daughter. Clin Genet 1980; 18: 456-461.

26] KNOLL JHM, NICHOLLS RD, MAGENIS RE, GRAHAM M jr, LALANDE M, LATT SA. Angelman and
Prader-Willi syndromes share acommon chromosome 15 deletion but differ in parental origin of the deletion. Am
J Med Genet 1989; 32: 285-290.

27] LALANDE M, KNOLL JHM, GLATT K, WOOLF B, FLINT A, WAGSTAFF J. Segmental Aneusomy of
159 11-13 in the Prader-Willi and Angelman syndromes. Am J Hum Genet 1991; 49: 11 supl.

28] LAWLER SD. Genetic studies on hydatidiform moles. Adv Exp Med Biol 1984; 176: 147-161.

29] LINDER D, McCAW BK, HECHT F. Parthenogenic origin of benign ovarian teratomas. N EnglJ Med 1975;
292:63-66.



POWSTAWANIE | ZNACZENIE UNIPARENTALNEJ DISOMII 321

[30] LYON MF. Sex chromatin and gene action in the mammalian X chromosome. Am J Hum Genet 1962; 14:
135-148.

[31] LYON MF, GLENISTER PH. Factors affecting the observed number of young resulting from adjacent-2
disjunction in mice carrying a translocation. Genet Res 1977; 29: 83-92.

[32] MAGENIS RE. Invited Editorial: On the Origin of Chromosome Anomaly. Am J Hum Genet 1988; 42:529-533.

[33] MAGENIS ER, BROWN MG, LACY DA, BUDDEN S, LAFRANCHI S. Is Angelman syndrome an alternate
result of del (15)(q 11q 13)? Am J Med Genet 1987; 28: 829-838.

[34] MAGENIS RE, TOTH-FEJEL S, ALLEN LJ, BLACK M, BROWN MG, BUDDEN S, COHEN R, FRIEDMAN
JM, KALOUSEK D, ZONANA J, LACY D, LAFRANCHI S, LAHR M, MAFARLANE J, WILLIAMS CPS.
Comparison of the 15q Deletion in Prader-Willi and Angelman Syndromes: Specific Regions, Extent of Deletions,
Parental Origin, and Clinical Consequences. AmerJ Med Genet 1990; 35: 333-349.

[35] MILLER M, HALL JG. Possible maternal effect on severity of neurofibromatosis. Lancet 1978; 2: 1071-1073.

[36] MONK M, BOUBELIK M, LEHNERT S. Temporal and regional changes in DNA methylation in the embryonic,
extraembryonic and germ cell lineages during mouse development. Development 1979; 99: 371-382.

[37] MORDALSKA A, DZWONKOWSKA A, CZYZEWSKA J, HUBNER H, KOWALCZYK J. An analysis of
nondisjunction in mam of the example of mosaic karyotype formation in Down’s syndrome. Gen Pol 1991; 32:
177-183.

[38] NICHOLLS RD, KNOLL JHM, BUTLER MG, KARAM S, LALANDE M. Genetic imprinting suggested by
maternal heterodisomy in non-deletion Prader-Willi syndrome. Nature 1989; 342: 281-285.

[39] OLSZEWSKA MJ, SAKOWICZ T. Metylacja DNA u roélin. Post Biol Korn 1991; 18: 253-262.

[40] OVERHAUSER J, LEE-CHEN G-J, MCMAHAN J, WASMUTH J, OBERLENDER S, CARLIN ME, NIE-
BUHR E. Paternal inheritance of the deleted chromosome 5 in most cri du chat syndrome patients. Am J Hum
Genet 1989; 45: A330.

[411PALMER CG, SCHWARTZ S, HODES ME. Transmission of a balanced homologous t(22q;22q) translocation
from mother to normal daughter. Clin Genet 1980; 17: 418-422.

[42] PELLESTOR F. Differential distribution of aneuploidy in human gametes. Am J Hum Genet 1991; 49: 286 supl.

1431 PEMBREY M, FENNEL SJ, van den BERGHE J, FITCHETT M, SUMMERS D, BUTLER L, CLARKE C. The
association of Angelman’s syndrome with deletion within 15q 1-3. J Med Genet 1989; 26: 73-77.

[44] PETERSEN MB, BARTSCH O, MIKKELSEN M, SCHWINGER E, ANTONARAKIS SE. Uniparental
isodisomy resulting from somatic mechanisms in human structural chromosome abnormalities. Am J Hum Genet
1991; 49: 286 supl.

[45] PONDER B. Gene losses in human tumours. Nature 1988; 335: 4007102.

[46] PRABHAKARA K, KAR B, MURTHY SK. Anaphase lagging in mother of trisomy 21: a predisposing factor
for nondisjunction. Am J Hum Genet 1991; 49: 287 supl.

[47] PRADER A, LABHART A, WILLI H. Ein Syndrom von Adipositas, Kleinwuchs, Kryptorchismus und
Oligophrenie nach myotonieartigem Zustand in Neugeborenalter. Schweiz Med Wochenschr 1956; 86: 1260-
1261.

[48] QUMSIYEH MB, DALTON JD, GORDON PL, WILROY RS, THARAPEL AT. Deletion of chromosome
15pter—K]11.2 due to t(Y; 15) in a boy With Prader-Willi Syndrome. Am J Med Genet 1992; 42: 109-111.

[49] REIK W,COLLICK A,NORRIS ML, BARTON SC,SURANI MA. Genomic imprinting determines methylation
of parental alleles in transgenic mice. Nature 1987; 328: 248-251.

[50] ROGAN PK, MASCARI MJ, LADDA RL, GOTTLIEB W, NICHOLS RD. The origin of maternal disomy in
Prader-Willi Syndrome. Am J Hum Genet 1991; 49: 287 supl.

[51] SCHEFFER H, te MEERM AN GL, KRUIZE YCM, van den BERG AHM, PENNINGA DP, TAN KEWP, der
KINDEREN DJ, BUYS CHCM. Linkage analysis of families with hereditary retinoblastoma: nonpenetrance of
mutation revealed by combined use of markers within and flanking the RBl-gene. Am J Hum Genet 1989; 45:
252-260.

[52] SCHWART CE, JOHNSON JP, HOLYCROSS B, MANDEVILLE TM, SEARS TS, GRAUL EA, CAREY JC.
Detection of submicroscopic deletions in band 17p 13 in patients with the Miller-Dieker syndrome. Am J Hum
Genet 1988;43: 597-604.

[53] SEARLE AG,BEECHEY CV. Complementation studies with mouse translocations. Cytogenet Cell Genet 1978;
20:282-303.

[54] SOLTER D. Inertia of the embryonic genome in mammals. Trends Genet 1987; 3: 23-27.

[55] SOLTER D. Differential imprinting and expression of maternal and paternal genomes. Ann Rev Genet 1988; 22:
127-146.



322 0. BARTSCH, H. HUBNER, A. MORDALSKA

[56] SPENCE JE, PERCIACCANTE RG, CREIG GM, WILLARD HF, LEDBETTER DH, HEJTMANCIK JF,
POLLACK MS, O'BRIEN WE, BEAUDET AL. Uniparental disomy sa a mechanism for human genetic disease.
Am J Hum Genet 1988; 42: 217-226.

[57] SPOTILA LD, SEREDA L, PROCKOP DJ. Short stature associated with maternal disomy for chromosome 7.
Am J Hum Genet 1991; 49: 30 supl.

[58] SURANI MAH, BARTON SC, NORRIS ML. Development of reconstituted mouse eggs suggests imprinting of
the genome during gametogenesis. Nature 1984; 308: 548-550.

[59] SURANI MAH, BARTON SC,NORRIS ML. Nucleartransplantation in the mouse: heritable differences between
parental genomes after activation of the embryonic genome. Cell 1986; 45: 127-136.

[60] SWAIN JL, STEWART TA, LEDER P. Parental legacy determines methylation and expression of an autosomal
transgene: a molecular mechanism for parental imprinting. Cell 1987; 50: 719-727.

[61] TEMPLE IK, COCKWELL A, HASSOLD T, PETTAY D, JACOBS P. Maternal uniparental disomy for
chromosome 14.J Med Genet 1991; 28: 511-514.

[62] van TUINEN P, DOBYNS WB, RICH DG, SUMMERS KM, ROBINSON TJ, NAKAMURA Y, LEDBETTER
DH. Molecular detection of microscopic and submicroscopic deletions associated with Miller-Dieker syndrome.
Am J Hum Genet 1988; 43: 587-596.

[63] TUPLER R, BORTOTTO L, BUHLER EM, ALKAN M, MALIK NJ, BOSCH-AL JADOOA N, MEMO L,
MARASCHIO P. Paternal origin of the de novo deleted chromosome 4 in Wolf-Hirschhorn syndrome. J Med
Genet 1992; 29:53-55.

[64] WANG JCC, PASSAGE MB, YEN PH, SHAPIRO LJ, MOHANDAS TK. Uniparental heterodisomy for
chromosome 14 in a phenotypically abnormal familial balanced 13/14 robertsonian translocation carrier. Am J
Hum Genet 1991; 48: 1069-1074.

[65] WARBURTON D. Editorial: Uniparental Disomy: A rare consequence of the high rate of aneuploidy in human
gametes. Am J Hum Genet 1988; 42: 215-216.

[66] WARREN AC, CHAKRAVARTI A, WONG C, SLAUGENHAUPT SA, HALLORAN SL, WATKINS PC,
METAXOTOU C, ANTONARAKIS SE. Evidence forreduced recombination on the nondisjoined chromosomes
21 in Down syndrome. Science 1987; 237: 652-654.

[67] WILKINS RJ. Genomic imprinting and carcinogenesis. Lancet 1988; 1: 329-331.

[68] ZHU X, DUNN JM, PHILLIPS RA, GOODARD AD, PATON KE, BECKER A, GALLIE BL. Preferential
germline mutation of the paternal allele in retinoblastoma. Nature 1989; 340: 312-313.

Otrzymano: 28.07.992 r.
Przyjeto: 21.08.1992 r.
Adres autoréow: Plac Hallera 1, 90-647 £ 6dz



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 19, NR 4, 1992 (323-334)

HYBRYDYZACJA IN SITU-
ROZWOJ NOWEJ TECHNIKI BADAWCZEJ]
DLA PRZESTRZENNEGO UWIDOCZNIENIA GENOW
| TRANSKRYPTOW GENOWYCH

IN SITU HYBRIDIZATION - A NEW METHOD DEVELOPMENT
FOR SPATIAL VISUALISATION OF GENES AND GENE TRANSCRIPTS

Agata FILIP i Danuta ROZYNKOWA

Zaktad Genetyki Medycznej AM w Lublinie

Streszczenie. Hybrydyzacja in situ jest przeniesieniem na teren wewngatrzkomérkowy mozliwoséci uwidocznienia
okreslonych sekwencji DNA lub RNA na podstawie komplementamo$ci zasad miedzy sekwencjami nukleotydéw w
materiale badawczym a sonda. Wynikajaca w tej reakcji czasteczka hybrydowa jest wykrywana dzieki sygnatowi,
uwidocznionemu w reakcji cytochemicznej. Pozwala to na przestrzenng i iloSciowg analize sygnatu w okres$lonej
tkance, komérce, chromosomach i organellach. Artykut zawiera przeglad metod i zastosowan. Zwraca szczeg6lng
uwage na badania regulacji i ekspresji genéw w komérkach somatycznych cztowieka.

Summary. In situ hybridisation makes possible to localize definite DNA or RNA sequences within the cells. It utilises
the fact of complementarity between the probe and the inquired sequence. Hybrids are detected after the cytochemical
reaction. This method gives a chance for spatial and quantitative analysis of the signal in definite tissue, cell,
chromosomes and cell structures. This article includes a review of various methods and applications for ISH. Special
attention was paid to regulation and expression of genes in human somatic cells.

HISTORIA | TERAZNIEJSZOSC

Metoda hybrydyzacji in situ (ISH) wniosta prawie nieograniczone mozliwos$ci rozwigzan
przestrzennych, dotyczacych umiejscowienia gendw w chromosomach iterenu komérkowego
ekspresji genu, co ma szczeg6lng korzy$¢ w obserwacji tkanek heterologicznych lub mozai-
kowej mieszaniny komoérek. Ocenia sig, ze czuto$¢ metody ISH jest wyzsza niz innych metod,
stosowanych do wykrycia okreslonych sekwencji kwaséw nukleinowych, to znaczy wyzsza
niz metody Southerna, Northerna czy hybrydyzacji na bibule (dot-blot). Wynika to chociazby
z tego wzgledu, ze metodg ISH mozna wykry¢ pojedynczag komérke zakazong wirusem na tle
100 komdrek niezakazonych, postugujac sie sonda wirusowego DNA lub RNA [19].
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Metoda ISH zastosowana byta po raz pierwszy przez Mary Lue Pardue i wsp. w 1971 r. do
badan organizacji catego genomu Drosophila i Xenopus [37]. Rok p6zniej podjelijag Henderon
iwsp. lokalizujagc DNA rybosomalny cztowieka [20]. Proby te przeprowadzono stosujac sondy
znakowane radioaktywnym trytem. Pionierami nieizotopowego znakowania sond byli: Ward,
Singer, Mannelidis i Langer w latach 1980-1981 [23, 28, 33, 38], ktérzy uzywali sond
biotynylowanych; detekcja odbywata sie na poziomie mikroskopu elektronowego, co znacznie
zwiekszyto rozdzielczo$¢. P6zniejszy okres przynidst wiele modyfikacji samych sond, jak i
sposobu wykrywania miejsca hybrydyzacji i wzmacniania sygnatu (wykorzystanie metod
immunocytochemicznych, barwnikéw fluorescencyjnych etc.) [38], dzieki czemu mogto
nastgpi¢ rozszerzenie mozliwos$ci wykorzystania tej metody do diagnostyki.

Wielu cytogenetykdw-klinicystébw zwrdcito uwage i wykorzystato w swoich pracach
metode hybrydyzacji in situ. Podajemy kilka przyktadéw: Latos-Bielenska i wsp. [30] uscislili
mape chromosomu 17q korzystajgc z przypadku dysmorfii z translokacjg t/2;17. Kuwano i
wsp. [27] wykryli ta metoda ukryta translokacje w krytycznym regionie 17p 13.3 w rzadkiej
dysmorfii (lissencephaly) w zespole Millera-Dickera. Lux i wsp. [31] wskazali na lokalizacje
genu kodujacego ankyrine erytrocytow w chromosomie 8, korzystajagc z jego delecji w
rodzinnej sferocytozie. Ried i wsp. [40] udokumentowali delecje locus dystrofiny w dystrofii
mie$niowej Duchenne’a bezposrednio u heterozygot - nosicielek. Kuo i wsp. [26] zapropono-
wali wykrywanie aneuploidii chromosomoéw 13, 18 i 21 w jgdrach amniocytéw na podstawie
swoistych, ztozonych sond - markeréw tych chromosomoéw, a Cheung i wsp. [7] wprowadzili
sondy dla réznych DNA w regionach p i prox g chromosoméw akrocentrycznych (DNA
alfoidalne, DNA rybosomalne) dla scharakteryzowania punktu ztamania w translokacjach . O
ile badania Kuo i wsp. majg znaczenie diagnostyczne w najczestszych trisomiach cztowieka,
to badania Cheunga wnikaja w samo sedno tych nieznanych kulis najczestszych translokacji
molekularnych, ktérych mechanizm (mejotyczny brak rozdziatu) znamy od lat kilkudziesie-
ciu, a nie rozumiemy genezy.

Takze w genetyce somatycznej metoda ISH przyczynita sie do uscislenia regionalnej
lokalizacji genéw, np. genu GM-CSF w chromosomie 5g [22], genu tancucha beta receptora
antygenu limfocytu T do 7q32 [34], genu receptora IL-2 w chromosomie 10p 14 [51] i szeregu
innych. W poszerzeniu diagnostyki w przewlektej biataczce szpikowej metodg ISH wykrywa
sie fuzyjny gen bcr-abl wjadrze interfazalnym bez uciekania sie do dokumentacji chromosomu
Ph’ [2, 47], Hybrydocytochemicznie mozna badaé takze ekspresje poszczeg6lnych gendw,
poddanych wptywom regulacyjnym czynnikéw endo- lub egzogennych (artykut na ten temat
przedstawit niedawno na tamach Postepéw Bielogii Komarki Zabel [53]). Na terenie komorek
uwidacznia sie wtedy sygnat sondy odpowiednio komplementarnej do mRNA. Mozna wéw-
czas uchwyci¢ "gen w akcji" na obszarach rozwijajacych sie struktur morfologicznych w
ontogenezie. Mozna takze oceni¢ wptyw komérkowych protoonkogen6éw i genéw przeciwno-
wotworowych na procesy wzrostu i ré6znicowania w liniach docelowych komérek. Mozna
wreszcie uchwyci¢ ekspresje danego genu w ewolucji gatunkow.

ZASADA METODY

Hybrydyzacja in situ polega na lokalizowaniu sekwencji DNA lub RNA bezpos$rednio w
materiale biologicznym (preparat cytologiczny, komorki, preparaty parafinowe tkanek) na
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szkietku podstawowym. Wykorzystywany jest tu fakt komplementarnosci zasad pomiedzy
sekwencjami nukleotydéw w materiale i- odpowiednio przygotowang - sondg molekularna,
ktérg moze by¢ cDNA, fragment DNA genomowego lub syntetyczny oligonukleotyd
[4,29,35,37,54],

SONDA

Przygotowanie sondy do reakcji hybrydyzacji polega na takim jej wyznakowaniu, aby
miejsce hybrydyzacji byto tatwe do wykrycia w mikroskopie $wietlnym, fluorescencyjnym
badz elektronowym. Znakowanie sondy przeprowadza¢é mozna technikg PCR [37, 50], ran-
dom primer [29, 37] lub metoda nick translacji [17, 25, 29, 41, 55], a stosowane prekursory
moga by¢ izotopowe lub nieradioaktywne. Do znakowania izotopowego sond stosuje sie
najczesciej tryt( H), a takze 125J i 35S [16, 17, 20, 32, 37], Zaletg tego typu znakowania jest
dosy¢ wysoka czuto$é, natomiast wadami - oprocz koniecznosci kontaktu z pierwiastkami
promieniotwdrczymi - sg: obecnos¢ silnego tta, dtugi czas ekspozycji (do szesciu tygodni) i
zwigzane z tym ograniczenie rozdzielczosci.

W znakowaniu nieizotopowym stosowanych jest szereg zwigzkdw, takich jak: biotyna,
digoksygenina, FITC, BrdU [12, 21, 28, 29, 33, 42], Podstawowym plusem tej metody jest
duza rozdzielczo$¢ (ok. 20 razy doktadniejsza lokalizacja sekwencji) i mozliwo$¢ szybkiej
detekcji sygnatu (kilka godzin), co odgrywa duzg role w badaniach klinicznych [3].

NICK TRANSLACIJA

Podczas znakowania sond molekularnych metodg nick translacji (NT) stosowane sg dwa
enzymy: DNA-aza | i DNA polimeraza I. DNA-aza 1tworzy pekniecia (nicks) najednej z nici
podwojnej spirali. WHasciwosci DNA polimerazy ljako egzonukleazy i polimerazy w kierun-
ku 5°-3*wykorzystane sg do naprawy taficucha z wbudowaniem dostarczonych nukleotydow
znakowanych (rys. 1).

Rozpoczynajac od miejsca peknigcia DNA polimeraza | usuwa nukleotydy od korica 57,
jednoczes$nie dobudowujgc znakowane nukleotydy w kierunku 5°-3\ W rezultacie kazde
pekniecie przemieszcza sie wzdtuz nici DNA [1, 37],

PREPARAT

Przygotowanie preparatu do hybrydyzacji polega na usunieciu RNA mogacego dziata¢
kompetycyjnie w stosunku do szukanej sekwencji w chromosomie i powodujgcego zwigksze-
nie tta. W tym celu stosuje sie trawienie RNA-azg A [14],

Aby zidentyfikowac to miejsce w chromosomie, w ktédrym pojawi sie swoisty sygnat w
wyniku hybrydyzacji, trzeba bardzo starannie dobra¢ metode wzoréw prazkowych i kolejnosé
wykonania etapow jednego i drugiego postepowania tak, aby zapewni¢ cytochemiczne wy-
krycie sygnatu sondy i zachowa¢ (czasem tylko w dokumentacji fotograficznej) wzor prazko-
wy [17]. Zhang i wsp. podali wzglednie prostag metode ISH przy uzyciu sondy kosmidowe;j
wyznakowanej dUTP digoksygening, a wykrywang jednoetapowg reakcjg immunocytoche-
miczng za pomocg przeciwciata skierowanego przeciw digoksygeninie i znakowanego za-
sadowg fosfatazg. Metoda wzordw prazkowych FPG (prazki R) byta zastosowana po

Kosmid - konstrukcja (utwoér) sztuczna zawierajagca m.in. DNA faga lambda i markery opornosci na antybiotyki.
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hybrydyzacji, a przed inkubacjg z kompleksem przeciwciato/alkaliczna fosfataza. Na jednej
fotografii wida¢ chromosomy we wzorach prazkowych ijednocze$nie sygnat [55].

podwdjna ni¢ DNA

podwojna ni¢ DNA z peknigciami

podwojna ni€¢ DNA z prze-
mieszczajagcymi sie peknigeciami

wyznakowane krotkie odcinki
jednoniciowego DNA

Rys. 1. Nick translacja wg JE Arranda [1]



HYBRYDYZACJA IN SITU 327

DENATURACIJA

Bezposrednio przed hybrydyzacjg nalezy zdenaturowa¢ DNA preparatu i sondy.

Denaturacje sondy przeprowadza sie w wysokiej temperaturze inkubujac mieszanineg
hybrydyzacyjnag w 80°C, a nastepnie szybko schtadzajac.

DNA preparatow mozna denaturowa¢ w temperaturze pokojowej w obecno$ci NaOH lub
HC1 badz w temperaturze 70°C w 70-procentowym roztworze formamidu. Sposéb i czas
dematuracji uzalezniony jest od rodzaju i wieku preparatéow [29, 37].

HYBRYDYZACJA

Rys. 2. Hybrydyzacja wg R Neumana [35]
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HYBRYDYZACJA

Optymalna dla reakcji hybrydyzacji (rys. 2) jest temperatura ok. 25°C wyzsza od tempe-
ratury topnienia DNA (Tm). Warto$¢ Tm zalezy od: dtugos$ci wzajemnie reagujacych czaste-
czek, stezenia kationéw i obecnosci rozpuszczalnikéw organicznych (np. amid kwasu
mmrowkowego). W zwigzku z tym ISH mozna przeprowadzaé¢ dwiema metodami: zastoso-
waniem wyzszej temperatury (67°C) w obecnosci wodnych roztworéw soli oraz w roztworze
formamidu w nizszych temperaturach (39-42°C) [29, 37],

Obok formamidu waznymi sktadnikami mieszaniny hybrydyzacyjnej sa: siarczan dekstra-
nu, ktory zwieksza efektywno$¢ reakcji poprzez utatwienie tworzenia konglomeratéw sondy
w miejscu hybrydyzacji, co wydatnie wzmacnia sygnat, a takze sole (NaCl, cytrynian sodu,
bufor fosforanowy) podobnie jak formamid obnizajgce temperature topnienia DNA [29].

Stosowany na tym etapie przez niektorych autoréw pityn Denharta lub jednotancuchowy
DNA majg za zadanie ograniczenie hybrydyzacji nieswoistej [37]. Dalsze postepowanie
uzaleznione jest od rodzaju wyznakowania sondy i planowanego sposobu detekcji.

DETEKCJA
DETEKCJA SOND

ZNAKOWANYCH 1ZOTOPOWO
Po zastosowaniu sond znako-

SONDA cDNA SONDA RNA . . Lo
BIOTYNYLOWANA BIOTYNYLOWANA wanych izotopami promienio-
twdrczymi jedyna mozliwos$cia
detekcji jest autoradiografia. W
zalezno$ci od rodzaju uzytego
izotopu czas ekspozycji wynosi
KOZIE PRZECIW BIOTYNIE suje sie barwieniem metoda
Giemsy, techniki pragzkowe G
(zwykta lub barwnikiem Wrigh-
ta), F i Q, mozliwe jest tez
DRUGIE P. CIALO PEROKSYDAZA trawienie chromatyny trypsy-

KROLICZE PRZECIW KOZIEMU SPRZEZONA Z BIOTYNA 4 hvbrvd .

SPRZEZONE Z PEROKSYDAZA ng  przed hybrydyzacja, —Co
lub lub pozwala na otrzymanie prazkow

KROLICZE PRZECIW KOZIEMU ~ FOSFATAZA ALKALICZNA o zakoficzeniu procesu [17,
SPRZEZONE Z ALKALICZNA ~ SPRZEZONA Z BIOTYNA 55]
FOSFATAZA :

DETEKCJA SOND
NIERADIOAKTYWNYCH
Hybrydyzacja z uzyciem te-

REAKCJA Z DIAMINOBENZYDYNA (DAB) - go rodzaju sond umozliwia sze-

BRAZOWY PRODUKT reg metod detekcji (rys. 3), w

lub zalezno$ci od wielko$ci poszu-

REAKCJA Z NITROBLUETETRAZOLIUM (NTB) - . : . - )
NIEBIESKI PRODUKT klv_vanej ,se_kwen(:J! i stopnia roz

dzielczosci, ktory chcemy

Rys. 3. Rodzaje detekcji sondy wg Sabera i wsp. [43] uzyska¢ (mikroskop $wietiny,

fluorescencyjny, elektronowy).
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W szystkie one wykorzystujag reakcje powinowac-

twa (np. biotyna-awidyna [45]) ijedno- lub wielo- SONDA  BIOTYNYLOWANA

stopniowe reakcje immunologiczne.
Opisano rown_lez bezposrednie Wykrywahle PIERWSZE P. CIALO KROLICZE
sondy znakowanej fluorochromem (FITC) z uzy- PRZECIW BIOTYNIE

ciem mysiego przeciwciata monoklonalnego anty
FITC iprzeciwciata koziego przeciw myszy sprze-
zonego z tetrametylorodaming (TRITC) [50]. DRUGIE P. CIALO SWINI PRZECIW

Do wykrywania sond biotynylowanych dla se- KROLIKOWI SPRZEZONE Z BIOTYNA
kwencji powtarzalnych wykorzystywane sa reakcje
powinowactwa biotyna-awidyna z zastosowaniem

. , . . KOMPLEKS STREPTAWIDYNA -
koniugatéow awidyna-FITC lub awidyna-TRITC PEROKSYDAZA
[9, 26, 27, 48]; mozna réwniez przeprowadzaé re-
akcje z peroksydazg i alkaliczng fosfataza.

Stosowano réwniez detekcje z uzyciem pier- REAKCJA DAB
wszego przeciwciata przeciwko biotynie idrugiego
zaabsorbowanego na powierzchni czgsteczek ztota,
co pozwolito na obserwacje miejsca hybrydyzacji BRAZOWY PRODUKT
w mikroskopie elektronowym [23].

W przypadku uzywania sond dla pojedynczych
kopii konieczno$cig Staje sie zastosowanie wie- Rys. 4. Wzmacnianie sygnatu metoda "kanapkowa"
loetapowych reakcji immunocytochemicznych po- wyg A Latos-BielenskieJ 1291
wodujgcych wzmocnienie sygnatu bez zwiekszenia tta. Wykorzystuje sie tu tzw. reakcje
"kanapkowe" (rys. 4), polegajgce na uzyciu kolejno Kilku przeciwciat, z ktérych ostatnie
sprzezone jest substancjg, umozliwiajacg wizualizacje reakcji [5, 29].

ZASTOSOWANIE ISH W GENETYCE SOMATYCZNEJ]
I GENETYCE ROZWOJU

3.1. Espresja proto-onkogenéw komérkowych, ktérych produkty znajduja sie na terenie
jader komoérkowych w interakcji z DNA (c-myc, c-myb, c-fos) jest wyrazona w zaleznosci od
stanu proliferacji lub r6znicowania ukierunkowanej linii komoérek homopoetycznych. Badania
hybrydyzacji in situ dowiodty, ze niepobudzone, dojrzate komarki nie manifestujg wykrywal-
nych pozioméw ekspresji tych proto-onkogenéw [11, 24], Jezeli sonda oligonukleotydowa
byta komplementarnado mRN A pierwszego egzonu c-myc (koniec 3’ obejmujgcy nukleotydy

3.2. Aby sprawdzié, ktére komérki z mikroérodowiska hemopoezy i populacje krazacych
limfocytéw wytwarzaja czynniki wzrostowe, analizowano po hybrydyzacji in situ zodpowied-
nim antysensownym mRNA, wyznakowanym 35S-UTP produkcje odnosnych mRNA w ko-
morkach z krwi obwodowej iszpiku, wstepnie rozdzielonych w sorterze komérkowym (FACS),
a nastepnie wirowaniem na roztworach perkolu [52]. Zdolnymi do produkcji czynnikow
wzrostowych okazaty sie limfocyty T4, T , TK iich liczba i intensywnos$¢ produkcji znacznie
sie zwiekszyty, gdy potraktowano je w-hodowli duzymi dawkami 11-2. Do pozytywnej kontroli*
czutos$ci testu postuzyta linia T komérkowa gibona MLA 144, wydzielajgca duze ilosci 11-2
oraz GM-CSF.
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314-359), to sygnat byt widoczny w cytoplazmie komoérek plazmatycznych w myeloma
multiplex, a nie w komérkach chioniaka Burkitta, w ktérych pierwszy egzon myc jest
uszkodzony w wyniku translokacji t(8; 14) [44],

3.3. Metodg ISH wykryli Dolf i wsp. [10] w metafazach linii komérek rakajelita grubego
DiFi obecno$¢ powielonych genow receptora nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR) na
terenie podwdéjnych, malutkich (DM - double minutes) skupisk chromatyny pozachromoso-
mowej. Wiadomo byto, m.in. z prac Carrolla i wsp. [6] oraz Nowella i wsp. [36], ze twory
DM, jak i HSR (homogenicznie barwigce sie regiony chromosomoéw) stanowig miejsca
amplifikacji onkogenéw komérkowych. Jednak dopiero metoda ISH udokumentowata fakt,
ze amplifikacja EGFR moze odbywaé sie przez pozachromosomowe posredniki w rodzaju
episoméw lub DM. Jest to o tyle interesujace, ze Srédkomoérkowa domena biatka btonowego
receptora EGF jest identyczna z produktem transformujacego onkogenu erb-B o aktywnosci
kinazy biatkowej. Daje on state sygnaty proliferacji niezaleznie od ligandu, a stopiert ampli-
fikacji kodujacego go genu koreluje ze stopniem tumorogennosci.

3.4. Metoda ISH kontynuuje ipogh;bia aktualnie realizowany rozdziat biologii moleku-
larnej, wyznaczajacy strukturowe homologie pomiedzy genami transformujagcymi a genami
morfogenezy. Wiadomo, ze proto-onkogeny sa normalnymi i wtasnymi genami komoérkowy-
mi, ktorych produkty odgrywajg podstawowa role w proliferacji i r6znicowaniu komérek.
Mutacje lub translokacje tych genéw przemieniaja je w elementy aktywne w ztozonych
procesach nowotworowych. W wiekszos$ci sg one homologiczne z sekwencjami DNA czyn-
nikéw wzrostowych, receptoréw czynnikéw wzrostowych, biatek G lub innych biatek ucze-
stniczacych w przekazywaniu sygnatéw, o wiasnosciach wigzania DNA. Te homologie mozna
znalez¢ niezaleznie od metody ISH poréwnujac np. przewidziane sekwencje polipeptydowe
produktu takiego genu i znane sekwencje z biblioteki genomowej. W taki sposob grupa
hematologéw w szpitalu Hammersmith w Londynie doszta do wniosku, ze sekwencje kodu-
jace 118 aminokwaséw, obecne w genie ostrej biataczki szpikowej podtyp AML 1, sg
homologiczne w 68% do genu runt, kodujgcego u Drosophila melanogaster biatko jadrowe
kontrolujagce morfogeneze [8]. Ekspresja niektorych komérkowych proto-onkogenéw ma wigc
miejsce w czasie rozwoju osobniczego ijest regulowana w chrononie i topologii. Wréémy do
hybrydyzacji in situ. Przyktadem stosowania metody ISH w tej dziedzinie jest proto-onkogen
int-laktywny w mysim raku sutka. Jego ekspresja w procesach embriogenezy myszy przypada
na $cisty okres od 8,5. do 13. dnia [15]. Analiza lokalizacji int-1 RNA za pomocg ISH w
skrawkach tkanek rozwijajgcego sie embrionu wskazata, ze poczatek jego transkrypcji ma
miejsce w subpopulacji komérek ptytki nerwowej ijednoczesnie wyjasnita, ze réznicowanie
sgsiedniego neuroepithelium zachodzi jeszcze przed zamknieciem cewy nerwowej. Homolo-
giczny gen u Drosophila (Dint-1) okazat sie by¢ dosy¢ popularnym genem, nazywanym
dotychczas wg od wingless, poniewaz jego mutacja pozbawia te owady skrzydet. Nastepne
badania ISH wykazaty ekspresje genu Dint w waskim pasmie komérek blisko brzegow
poszczegblnych segmentdw skrzydet muszki owocowej.

Podobny przebieg miaty badania z genem przeciwnowotworowym, ktérego brak lub
delecjg przyczyniaja sie do powstania guza Wilmsa, nowotworu nerki embrionalnej [39].
Nowotwor ten jest czeScig sktadowg zespotu wad rozwojowych, nazwanego w skrocie WAGR
(od Wilms tumor, Aniridia, Genito-urinary anomalies, mental Retardation). Patogeneze tego
zespotu wigze sie z defektem réznicowania mezenchymalnej komaérki macierzystej i utraty
funkcji genu przeciwnowotworowego, ktérego delecje stwierdzono metoda cytogenetyczng
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w regionie 11p13. Wglad w role transkryptu tego genu w embriogenezie i onkogenezie
uzyskano metodg ISH z sondg komplementarnego mMRNA w skrawkach histologicznych
tkanek uktadu moczo-ptciowego i nowotworu nerki. Ekspresja tego genu nastapita w podocy-
tach i bardziej prymitywnym pranerczu, co stanowi argument na jego znamienng role w
rozwoju funkcji filtracji nerki. Towarzyszgce anomalie uktadu piciowego wynikajg z plejo-
tropowego wptywu mutacji genu Wilmsa. Ekspresja genu manifestowata sie bowiem w trzech
tkankach: listewce piciowej, ptodowych gonadach i mezothelium [39].

3.5. Ostatni aspekt metody ISH dotyczy wykrywania obcego DNA, na przyktad wiruso-
wego [49], W komoérkach docelowych wirusa AIDS mozna tg metodg wykryé sekwencje
kwaséw nukleinowych HTLV-III [18], a w komérkach linii hodowanych in vitro - zakazenie
wirusem opryszczki i cytomegalii [13]. Metoda ISH pozwolita ostatnio na wykrycie miejsc
integracji retrowiruséw endogennych w chromosomach metafazalnych cztowieka.

Jak wiadomo, wirusowy RNA jest przepisany odwrotng transkryptaza na "DNA gospoda-
rza". Jest to jednak obcy DNA. Sondy molekularne dotyczyty retrowirusow HERV14.1, a
sygnat wykryli Taruscio i Manuelidis [46] w postaci skupisk w okolicach prazkéw T, czyli
telomerach. Rozktad miejsc integracji HERV 4.1 nie r6znit sie w badaniach metafaz osobnika
rasy kaukaskiej i azjatyckiej i co wiecej, wobec statej pozycji i niezmiennych sekwencji DNA,
ten typ retrowiruséw endogennych okazuje sie by¢ bardzo stabilnym elementem ludzkiego
genomu o minimalnej ruchliwosci. Prazki telomerowe, bogate w G-C, mieszczace ok. 50%
kopii HERV cechuje znana sktonnos$¢ do ztaman i goragcych punktéw (hot spots) po napro-
mienieniu. Taka asocjacja sugeruje autorom, ze HERV moga postugiwac sie tymi miejscami
w sposéb wybiorczy w czasie cykli amplifikacji i reintegracji lub ze odwrotnie integracja
HERYV przyczynia sie do strukturowej tamliwos$ci tych domen chromosomowych [46].
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PRZEPLYW SUBSTANCIJI
POMIEDZY CYTOPLAZMA A JADREM KOMORKOWYM

THE FLOW OF SUBSTANCES
BETWEEN THE CYTOPLASM AND NUCLEUS

A. HORST

Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, Poznan

Streszczenie. Czynno$¢ aparatu genetycznego komérki wymaga statego przeptywu substancji z cytoplazmy do jadra
komérkowego inaodwrét. Jak wiadomo, synteza biatek, w tym enzymoéw niezbednych do replikacji DNA (polimeraza
DNA), jak réwniez enzymoéw niezbednych do transkrypcji, oraz dodatkowych czynnikéw dla tych reakcji odbywa
sie wytacznie w cytoplazmie. Z kolei synteza czynnikéw jadrowych (transkrypcja DNA na mRNA, tRNA, rRNA)
wraz z ich obrébka odbywa sie wytacznie w jadrze komérkowym. Z tego wyptywa wniosek, ze wobec przedzielenia
jadra i cytoplazmy przez otoczke jadrowsa, sktadajaca sie z niejako podwdéjnej btony komoérkowej, musi istnie¢
specyficzny mechanizm transportowy, powodujacy przejécie odpowiednich ilosci ijakosci substancji z cytoplazmy
do jadra komoérkowego i na odwrét z jadra do cytoplazmy. Przeprowadzone badania wykazaty, ze transport z
cytoplazmy dojadrajest gtdwnie transportem czynnym, odbywajacym si¢ przez pory otoczki. Przenoszone substancje
noszg na sobie krétkie pasmo reszt aminokwasowych stanowigcych znacznik pozwalajacy na ich rozpoznanie przez
aparat transportujacy, tj. pore otoczki jadrowej. Transport zjgdra komoérkowego do cytoplazmy jest mniej poznany.
Wiele przemawia za tym, ze transport ten przedstawia sie podobnie, a znacznikiem dla tego transportu zdaje sie by¢
cap na konicu 5” transportowanych RNA.

Summary. The function of the genetic apparatus of cells depends on permanent flow of substances from the cytoplasm
into the nucleus and vice versa from the nucleus into the cytoplasm. As is well known, the synthesis of proteins -
enzymes indispensable for DNA replication (DNA-polymerase), and enzymes for transcription of DNA into mRNAs,
tRNAs, rRNAs (RNA polymerase I,11 and Il1) including other factors for these reactions are solely done in the
cytoplasm. Alternately, the transcription of nuclear elements (DNA into mRNA, tRNA, rRNA and others) is fulfiled
and prepared only in the nucleus. A conclusion arises that because of separation of these two cellular compartments
by nuclear envelope, composed of kind of a double cellular membrane, there must exist a mechanism enabling a
qualitative and quantitative transportof substances from the cytoplasm into the nucleus and vice versa from the nucleus
into the cytoplasm. Performed experiments showed that the transport from the cytoplasm into the nucleus is principally
an active one through the nuclear pore and the transported substances have a short band of amino acid residues which
play the role of a marker recognized by the transporting apparatus i.e. the proteins of the nuclear pore. The transport
from the nucleus into the cytoplasm is less known, but it seems that there exists a similar mechanism of transport and
the marker recognized by the transporting apparatus seems to be the cap on the 5’ end of the transported RNA.

Wykaz wazniejszych skrétéow: NLS - sygnat dla lokalizacjirjadrowej biatka (nuclear localization signal or sequence),
NBP - biatko wiazace sig z NLS (NLS-bindingprotein), m GpppG - w formie skrétowej m7G stanowi cap - guanina
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metylowana w pozycji 7., rUGpppG - w formie skrétowej rrCG lub rroG - tr6jmetyloguanina stanowi strukture cap
dla snRNA serii U, U snRNA - bez cap.

WSTEP

Wyodrebnienie sigjadra komdrkowego w toku ewolucji komérki miato z pewnoscig istotne
znaczenie dla funkcji jadra jako aparatu genetycznego komérki. Wytworzenie otoczki jadro-
wej, sktadajgcej sie niejako z podwojonej btony komorkowej zjednej strony z warstwg lamin,
stanowigcej szkielet, na ktérym jest zbudowana chromatyna, za$ z drugiej strony potgczonej
z siateczkg endoplazmatyczng, stanowigcg aparat syntetyzujacy biatka, miato istotne znacze-
nie w rozwoju tych dwéch przedziatow komorki. Tak zbudowana otoczka jadrowa wskazuje
na szczelniejsze rozgraniczenie zawartosci jadra komorkowego od cytoplazmy i na odwro6t,
anizeli to jest mozliwe w przypadku btony komadrkowej. Rozgraniczenie to nie moze by¢
jednak catkowite. Przez btone komérkowga przechodzg substancje albo poprzez dyfuzje od
wiekszego stezenia w kierunku do mniejszego, jednak czesciej transport ten odbywa sie dzieki
specyficznym mechanizmom w zalezno$ci od rodzaju przechodzacej przez bione substancji
(np. lipidy moga swobodnie przenika¢ przez warstwe lipidowga btony, podczas gdy w przy-
padku rozpuszczalnych w wodzie biatek i weglowodanow wystepuja specyficznie wytworzo-
ne mechanizmy transportujace).

W odrdznieniu od btony komorkowej, przez ktérg w zasadzie substancje mogga przechodzi¢
w kazdym miejscu biony, transport przez otoczke jadrowg odbywa sie przez wyraznie
odgraniczone otwory, zwane porami, stanowigce rodzaj organelli komérkowych, selektywnie
przepuszczajgcych substancje tak w jednym, jak i w drugim kierunku. Dyfuzja jako mecha-
nizm nieselektywny odgrywa prawdopodobnie tylko matg role, co zdaje sie wynikac z tego,
ze nawet substancje o matej masie czasteczkowej (np. tRNA) sg rowniez selektywnie trans-
portowane przez pory otoczki. Wysoce selektywny transport przez otoczke jadrowg konie-
czny jest dla sprostania zadaniu dostarczania w odpowiedniej ilosci ijako$ci substancji z
cytoplazmy do jadra w celu zapewnienia jego normalnej funkcji jako aparatu genetycznego
komérki, jak rowniez dostarczania do cytoplazmy produktéw jadra komoérkowego, aby
zapewni¢ produkcje biatek, niezbednych do wykonywania zaréwno czynnosci jadra komor-
kowego, jak i catego wielokomérkowego organizmu. W ten spos6b otoczka jagdrowa spetnia
wazne zadanie regulacji czynnosci aparatu genetycznego komorki, jak i komérki jako produ-
centa biatek ustrojowych.

Z badan genetycznych wynika, ze w jadrze komdrkowym znajduje sie zapis informacji
genetycznej w postaci DNA, ktéry w przypadku podziatu komorki musi ulec podwojeniu
(replikacji DNA), za$ w przypadku ekspresji genéw DNA musi ulec transkrypcji na réznego
rodzaju RNA (mRNA, tRNA irRNA). Wszystkie te procesy wymagajg doptywu z cytopla-
zmy odpowiednich enzyméw: polimerazy DNA dla jego replikacji oraz polimeraz RNA
DNA-zaleznych I, Il i Il dla transkrypcji odpowiednio rRNA, mRNA i tRNA. Ponadto
przebieg tych reakcji wymaga doptywu z cytoplazmy szeregu dalszych czynnikéw, bez
ktorych reakcje te nie moga sie odbywac¢. Wreszcie produkty gendw muszg przechodzi¢ z
terenujadra do cytoplazmy, gdzie odbywa sie synteza zar6wno biatek ustrojowych, jak i wyzej
wymienionych biatek jadrowych przechodzacych z cytoplazmy do jadra komérkowego. W
ten sposdb otoczka jadrowa spetnia wazne zadanie regulacji ekspresji genéw. Jedne z czyn-
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nikéw transkrypcji przebywajg stale w cytoplazmie, inne w jadrze komérkowym i dopiero
przejscie czynnik6w z cytoplazmy dojadra powoduje niemal natychmiastowg aktywacje genu
i transkrypcje [30]. Jak zywy jest ten ruch, najlepiej dowodzi liczba 100 do 500 czgsteczek
histondw na minute przechodzacych z cytoplazmy na teren jadra w fazie S (syntezy) cyklu
komérkowego, kiedy nowo zsyntetyzowany DNA musi fgczy¢ sie z histonami [55].

Zgodnie z badaniami Blobela ruch czasteczek w komorce ijej organellach nie odbywa sie
chaotycznie, lecz jest scisle ukierunkowany istnieniem odpowiednich barier i kanatéw [7].
Taka barierg w otoczce jadrowej jest pora stanowigca kompleks ztozony z kilkudziesieciu, w
wiekszos$ci dotad niepoznanych biatek.

Pora stanowi najwazniejszy element otoczki jagdrowej. W obrebie otoczki wystepujg dwie
btony:

» zewnetrzna (cytoplazmatyczna) taczaca sie bezposrednio z siateczka endoplazmatyczng,

e wewnetrzna (jadrowa) tgczaca sie z laminami stanowigcymi szkielet, na ktéorym zbudo-
wana jest chromatyna [40, 46].

W otoczce jagdrowej wszystkich komdrek - od grzybéw do cztowieka - wystepuje kom-
pleks porowy. Jest to obszerny kompleks o masie czgsteczkowej ok. 108 kDa, przenikajgcy
obie btony (zewnetrzng i wewnetrzna) tworzgce otoczke jadrowa. W obrazie z mikroskopu
elektronowego kompleks porowy ma $rednice 1200 do 1500 A i oémiokrotng symetrie (rys.
Y Na obydwu powierzchniach bton otoczki wystepuja pierscienie, sktadajace sie z 8 segmen-
téw tworzacych rodzaj szprych skierowanych do $rodka kanatu. Cato$¢ pory przedstawia sie
w obrazie z mikroskopu elektronowego w postaci koszyka z dnem uwypuklajgcym sie do
wnetrza jadra na gteboko$¢ 500-700 A. Od strony cytoplazmatycznej wystaja krotkie wiokna
stanowigce pierwszy kontakt molekuty ulegajacej transportowi do wnetrzajgdra komaérkowe-
go. Catos¢ kompleksu porowego jest ok. 3-krotnie wieksza od rybosomu. Okoto 5% catej masy
pory stanowig biatka. W reakcji na odpowiedni sygnat pierscienie pory ulegajg deformacji i
otwierajg sie na podobienstwo przestony w aparacie fotograficznym [4, 54, 56].

Pora stanowi funkcjonalny kanat wodny o $rednicy 9-10 nm, przez ktéry mate czasteczki
(40-60 kDa) moga przenika¢ swobodnie (przez dyfuzje), natomiast wieksze tylko za pomocg
aktywnego transportu (zaleznego od temperatury i ATP). Transport ten podlega kinetyczne-
mu wysyceniu [45].

Metodg poznania wtasciwos$ci biatek transportowanych przez pory otoczki jadrowej byty
przede wszystkim badania poprzez mikroiniekcje biatek do cytoplazmy. Transport przez pory
otoczkijest dwukierunkowy ipolega na: selektywnym wnikaniu biatek dojgdra komérkowego
oraz wychodzeniu z jagdra do cytoplazmy podjednostek rybosomowych ir6znych RNA [24].
Niejagdrowe biatka o masie mniejszej niz 20-40, a nawet 60 kDa przechodzg prawdopodobnie
przez pory otoczki jadrowej bez przeszkod (drogg dyfuzji) w obydwu kierunkach, natomiast
wieksze biatka nie przechodzg, co jest charakterystyczne dla wodnego $rodowiska kanatu por.
Z kolei biatka jadrowe, wstrzykniete do cytoplazmy, przechodzg niezaleznie od wielkoS$ci do
jadra komorkowego, gdzie ulegajg zageszczeniu. Powyzsze dane dowodza, ze przechodzenie
biatek jadrowych z cytoplazmy do jadra komérkowego jest niezalezne od ich syntezy lub
konformacyjnych modyfikacji, np. poprzez cze$ciowg proteolize [11].
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Widkna
cytoplazmatyczne

Pierécien cytoplazmatyczny

btona zewnetrzna
otoczka jagdrowa
btona wewnetrzna

Pierscien od strony jadra

"koszyka"

Rys. 1. Schemat pory jadrowej (przerysowane za Nigg, Beauerle i Lihrmann [45]); u gory widok z gory, u dotu
widok z boku (na podstawie badan z mikroskopu elektronowego): P - czop, S - kolce utrzymujace czop

SYGNALNE CECHY BIALEK WARUNKUJACYCH
PRZENIKANIE Z CYTOPLAZMY DO JADRA KOMORKOWEGO

Aby biatko przeszto z cytoplazmy do jadra komdrkowego, musi ono mie¢ krotki cigg reszt
aminokwasowych stanowigcych sygnat do przejscia przez pore jadra. Pierwsi De Robertis i
wsp. w 1978 roku sugerowali istnienie sygnatu na powierzchni biatka, ukierunkowujacego
jego przejécie do jadra komérkowego [16, 31]. Bezposredniego dowodu istnienia sygnatu
powodujacego przejScie danego biatka do jadra komdrkowego dostarczyty badania nukleo-
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plazminy - najobfitszego biatka jadrowego jaja Xenopus laevis [15]. Biatko to wstrzykniete
do cytoplazmy oocytu natychmiast przechodzi do jego jadra. Nukleoplazmina jest pentame-
rem, ktérego kazda podjednostka ma chroniony rdzen i eksponowany C-terminalny koniec w
postaci "ogona". Po usunieciu wszystkich "ogonow" pentamerowy rdzeh pozostaje na state w
cytoplazmie. Do przejscia tego rdzenia dojadra komérkowego wystarczy dotgczenie do niego
chociazby tylko jednego "ogona". Im wiecej "ogonéw" dotgczono do rdzenia, tym szybciej
przechodzi to biatko do jadra. Z kolei cze$¢ rdzeniowa pentameru nukleoplazminy wstrzyk-
nieta do jadra komoérkowego pozostaje tam na state. Przedstawione badania dowodzg, ze do
przejécia pentameru nukleoplazminy do jadra niezbedne sajej C-terminalne "ogony", nato-
miast do jego retencji w jadrze "ogon" nukleoplazminy nie jest potrzebny. Stad wniosek, ze
C-terminalny koniec nukleoplazminy zawiera sygnat do jego przejécia z cytoplazmy do jadra
komaérkowego [15].

Dalsze badania zmierzaty do precyzyjnego okreslenia, jakie reszty aminokwasowe biorg
udziat w tworzeniu sygnatu dla lokalizacji jadrowej biatka, zwanego z angielska NLS (nuclear
localization sequence lub signal). Wykazano, ze niekiedy wystarczy, jak w przypadku duzego
antygenu T wirusa SV40, substytucja reszty lizyny w poz. 128 treoning lub asparagina, aby
biatko to wystepujace normalnie w jadrze komdérkowym stato sie biatkiem cytoplazmatycz-
nym, mimo ze zachowato ono swojg wtasciwos$¢ wigzania sie z DNA [37].

W wyniku dalszych badan, stosujac r6zne mutanty duzego antygenu T wirusa SV40,
stwierdzono, ze sekwencja Pro-Lys-Lys-Lys-Arg- Lys-Val wystepujgca w tym biatku stanowi
sygnat do jego przejscia z cytoplazmy do jadra komérkowego [33]. Okazato sie, ze wymie-
niona sekwencja reszt aminokwasowych dotgczona do biatka niejgdrowego, jakim jest kinaza
pirogronianowa, powoduje jego przejscie do jadra komdrkowego. Nastepne badania wyka-
zaly, ze wymieniony krotki fragment (poz. 126/127-132) jest wprawdzie wystarczajacy do
skierowania danego biatka do jadra komorkowego, jednak dodanie sgsiadujacych sekwencji
znacznie wptywato na przyspieszenie procesu przechodzenia biatka do jadra komérkowego.
O ile dotgczenie sekwencji nastepujgcych reszt aminokwasowych (poz. 127-147) nie przy-
spieszyto tego transportu, ktéry tak jak poprzednio wynosit ok. 15 godzin, to dotgczenie
poprzedzajgcych sekwencji (poz. 111-135) spowodowato jego znaczne przyspieszenie (do +
15 min) [51]. Badania wykazaty, ze wprawdzie we fragmencie 111-125 nie ma dodatkowego
sygnatu NLS warunkujacego przejscie biatka zcytoplazmy do jadra komérkowego, to nie bez
znaczenia zdaja sie by¢ w tym dodatkowym fragmencie miejsca ulegajace fosforylacji [51].
Tym samym wydaje sie, ze fosforylacja moze odgrywac pewng role w transporcie biatek z
cytoplazmy do jadra komoérkowego.

Sekwencje NLS moga by¢ pojedyncze, podwojne lub dwuczes$ciowe (tab. 1) [54], Ogdlnie
NLS charakteryzujg sie sekwencjami bogatymi w aminokwasy zasadowe (lizyna, arginina);
na obrzezach tych sekwencji zazwyczaj wystepuja reszty glicyny lub proliny, tj. aminokwasy
umozliwiajgce zmiany konformacji czgsteczki biatka, niezbednej dla wyeksponowania frag-
mentu NLS na powierzchnie biatka majgcego ulec transportowi do wnetrza jgdra komorko-
wego. NLS moga wystepowa¢ w kazdym miejscu czasteczki, najczesciej jednak wystepujg w
jej czesci hydrofilnej, natomiast w biatkach wielofunkcyjnych zazwyczaj w zawiasowej
domenie. Z reguty NLS wystepujg na powierzchni biatek jadrowych tak, aby byty tatwo
rozpoznawane przez odpowiedni receptor (biatka wigzacego sie z NLS z ang. NBP - od
NLS-binding protein). W sasiedztwie NLS zazwyczaj wystepujg reszty aminokwasowe ule-
gajace tatwo fosforylacji [51, 54],
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Dwuczesciowy sygnat jadrowy (NLS) sktada sie zazwyczaj z sekwencji dwoch zasado-
wych reszt aminokwasowych, przedzielonych ok. 10 resztami niezasadowymi, po czym
wystepuje druga cze$¢, sktadajaca sie zazwyczaj z ok. 6 zasadowych sekwencji (tab. 1).

TABELA 1 Sygnaty lokalizacji jadrowej (wg Schreiber, de Murcia i Menissier-de Murcia [54])

Biatko Poz. sekwencji Sekwencja reszt aminokwasowych

| Biatko z pojedynczym sygnatem Sk

antygen T SV40 (123) STPPKKKRKVEDP

Adenowirus EIA (279) PLDLSCKRERE-(COOH)

Lamina A (cztowiek) (412) GGGGVKKRKLEST

SV40 VP1 (1) (NH?i-APTKRKGSCPGAAP

PDGF (fafcuch A - czt) (192) DTGRPRESGKKRKRKRLKTP-tCOOHI
Adenowirus pTP (317) FVDRLPVRRRRRRVPPPP

Histon 28 (krélik) (24) STSTDGKKRSKARKE

Il Biatko o dwo6ch sygnatach
Biatko rybosomalne L29

(drozdze) (1) (NH?)-PSRFTKTRKHRGH (14) KGRIGKHRKHPGG
Mata2 (drozdze) (1) (NHtl-MNKIPIKDLNNPO (140) VRILESWFAKNI
c-myc (cztowiek) (317) KDYPAAKRVKLDSV (361) VLERORRNELKRSF
Antygen T wirusa

polyoma (186) RTPVSRKRPRPAGA (2771 ATPPKKAREDPAP

111 Biatko o dwucze$ciowym sygnale
Nukleoplazmina

(Xenopus) (149) SPPKAVKRPAATKKAGOAKKKKLDKEDES

NI (Xenopus) (528) SHLVRKKRKTEEESPLKDKDAKKSKQEPV
Polimeraza poly(ADP-rib)

(cztowiek) (201) GVKSEGKRKGDEVDGVDEVAKKKSKKEKDKDS
KIN 17 (mysz) (234) GSAASGKRKESSOSSAOPAKKKKSALDEIMEL
*p53 (mysz) (296) LPPGSAKRALPTCTSASPPQKKKPLDGEY

*p53 (cztowiek) (299) LPPGSTKR ALPNNTSSSPQPKKKPLDGEY

ec-abl (mysz) (587) RLLPRDRK TNLFSALTKKKKKMAPTPPKRS
erec. progesteronu

(krolik) (620) CPACRLRKCCQAGMVLGGRKFKKFNKVRV

erec. glukokortykoidow

(szczur) (492) CPACRYRKCLOAGMNLEARKTKKKIKGIOOATAG

Reszty aminokwasowe podane w jednoliterowym kodzie: Ala- A; Arg- R; Asn- N; ASP- D; Cys- C; Gin -
Q; Glu- E; Gly - G; His- H; lle- I; Leu - L; Lys- K; Met- M; Phe- F; Pro- P; Ser- S; Thr-T; Trp- W; Tyr-
Y;Val- V. Liczby wnawiasach oznaczajg pozycje podanej sekwencji resztaminokwasowych.  Sygnaty lokalizacji
jadrowej (NLS): wyttuszczone duze litery. Podkreslone sekwencje partycypujajako cato$¢ w transporcie dojadrowym
**x**Kropka przed nazwg biatka oznacza, ze podana sekwencjajest sugerowana.

Samodzielnie obie zasadowe sekwencje NLS sg z reguty niefunkcjonalne [54], Z kolei
wykazano, ze mutacja kazdej z oddzielnych reszt zasadowych w obrebie biatka nukleoplazmi-
ny nie powoduje zahamowania jej przejscia do jadra komoérkowego [52], Zahamowanie
przejscia nukleoplazminy do jadra komoérkowego wystepuje dopiero wéwczas, kiedy obie
czesci NLS ulegajag mutacji. Podobnie stwierdzono w przypadku biatka NI u Xenopus,
wigzgcego sie z histonami FL i H ,w ktorym réwniez wystepuje dwuczeSciowy NLS idopiero
mutacje obydwu czesci NLS powodujg zahamowanie przejscia tego biatka z cytoplazmy do
jadra komo6rkowego [36]. Dane te potwierdzaja rowniez role reszt lizyny i argininy w NLS,
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ktorych substytucje spowodowane mutacjg powodujg zahamowanie transportu biatka do jadra
komérkowego.

Podwojny sygnat NLS moze by¢ tez catkowicie niezalezny. Na przyktad biatko Matoc¢t
drozdzy majeden sygnat NLS na konncu N-terminalnym idrugi pomiedzy resztami aminokwa-
sowymi w poz. 140-151. Normalnie dziatajacym jest sygnat na kofAcu N-terminalnym i
dopiero mutacja tego NLS powoduje jego zastepstwo przez NLS znajdujacy sie pomiedzy
resztami 140-151 [26].

Istotne znaczenie dla transportu biatek do jadra komdrkowego ma usytuowanie jego NLS.
W wypadku zakotwiczenia fragmentu NLS do obcego biatka, a zwtaszcza jego wtopienie do
whnetrza czasteczki - biatko takie traci zdolno$¢ do przechodzenia do jadra komdrkowego.
Typowym przyktadem jest wigczenie NLS antygenu T wirusa SV40 do hydrofobowej czesci
kinazy pirogronianowej, czego nastepstwem jest zahamowanie jej transportu do wnetrza jadra
komérkowego [53]. Dane te dowodza, ze aby biatko ulegto transportowi do wnetrza jadra
komdérkowego, jego NLS musi byé wyeksponowany na powierzchni czasteczki.

BADANIA TRANSPORTU BIALEK Z CYTOPLAZMY DO JADRA
KOMORKOWEGO PRZY POMOCY SYNTETYCZNYCH PEPTYDOW

W iele danych odnos$nie transportu biatek z cytoplazmy do jadra komdérkowego wniosty
badania z uzyciem syntetycznych peptyd6éw oraz biatek bezposrednio nie zwigzanych z NLS.
Surowicza albumina bydleca (BSA) albo czastki ztota koloidalnego sprzezone z syntetyczny-
mi peptydami zawierajagcymi sekwencje NLS migrujg do jadra komo6rkowego zaréwno po
wstrzyknieciu do cytoplazmy [19], jak i in vitro do izolowanych jader komérek watrobowych
umieszczonych w ekstrakcie z jaj Xenopus [43]. Czastki ziota optaszczone przez biatka
jadrowe (nukleoplazmina lub peptydy NLS antygenu T SV40) przechodzg wytacznie przez
pory otoczki do jadra komdérkowego po ich wprowadzeniu do cytoplazmy jaj Xenopus,
natomiast zmutowane biatkajgdrowe, pozbawione NLS, nie powodujg przej$cia czastek ztota
dojader komérkowych. Na podstawie tych danych okre$lono, ze przez pory otoczki jadrowej
przechodzg czastki do wielkosci 250 A [19]. Przed przejsciem przez pory otoczki jadrowej
optaszczone czastki ztota uktadajg sie réwnolegle do cytoplazmatycznej btony otoczki [19,
43]. Szczegbtowa analiza wykazata, ze czastki ztota optaszczone nukleoplazming tgczg sie z
witdéknami w otoczeniu por otoczkowych, jak réwniez z centralnym "czopem" pory, ktéry
prawdopodobnie stanowi wasciwy "transporter” biatka do jagdra komérkowego [19].

Dla wykazania biatkowych determinant powodujacych transport danego biatka do jadra
komérkowego, skonstruowano hybryde genéw Mata2 drozdzy kodujacego jego transport do
jadra komorkowego z genem E. coli lac Z, kodujagcym P-galaktozydaze. Uzyskano szereg
hybrydowych biatek - protein oc2 o réznych dtugosciach reszt aminokwasowych: 3, 8, 13, 25,
67 lub catg czasteczke o dtugosci 210 reszt aminokwasowych. Okazato sie, ze wystarczy 13
reszt aminokwasowych biatka Mata2, aby pozostatg czes$¢ biatka R-galaktozydazy wprowa-
dzi¢ do jadra komaérkowego [26, 27].

Biatka cytosolowe, wigzgce sygnaty inkorporacji do jadra komorkowego, sgjednoczesnie
receptorami dla importu tych bialek do jgadra komérkowego, co zostalo wykazane na
podstawie wigzania dwoch gtownych polipeptydow erytrocytéw bydlecych 54 i 56 kDa [1],
Dodanie tych biatek do uktadu transportujgcego biatka do jadra komoérkowego zwigksza
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transport 2-3-krotnie. Transport ten ulega wysyceniu i jest zalezny od obecnos$ci biatek
cytosolowych. In vitro uktad ten ulega zahamowaniu przez N-etylomaleimid (NEM), ktére z
kolei moze by¢ zniesione przez nadmiar biatek wigzagcych NLS [1]

BUDOWA POR OTOCZKI JADROWEJ

Jednym z gtéwnych biatek kompleksu porowego, zwanych nukleoporynami, sg O-glikozy-
lowane reszty N-acetyloglukozaminy. Gtownym biatkiem tej grupy jest glikoproteina p62.
Biatko to jest syntetyzowane w cytoplazmie réznigc sie od N- i O-glikozylowanych biatek
siateczki endoplazmatycznej iaparatu Golgiego. Stosujgc swoiste monoklonalne przeciwciato
przeciw N-acetyloglukozaminowanym biatkom jadrowym poprzez immunofluorescencje i
wytracanie frakcji biatek jadrowych wykazano w mikroskopie elektronowym, ze cze$¢ tych
biatek wystepuje w jadrze komoérkowym, za$ cze$¢ w obrebie kompleksu porowego [13].
Stwierdzono réwniez, ze cze$¢ nukleoporyn wystepuje na powierzchni cytoplazmatycznej,
podczas gdy inne na powierzchni jagdrowej otoczki jadrowej.

Rola cukréow zawartych w nukleoporynach jest niejasna. Ich obecno$¢ wykrywa sie za
pomocg odpowiednich lektyn, gtéwnie WGA (od wheat germ agglutinin, czyli aglutynina z
kietkbw pszenicy). Badania przeprowadzone z uzyciem WGA wykazaly, ze pozbawienie por
biatek wigzacych sie z tag aglutyning powoduje utrate zdolno$ci przenoszenia biatek zcytopla-
zmy do jadra komdrkowego. Blizsza analiza biatek wigzacych sie z WGA wykazata, ze w
sktad nukleoporyny p62 wchodzg dwa dalsze biatka p58 i p57 (m. cz. 58 kDa i 57 kDa)
tworzace razem kompleks ok. 600 kDa [45].

Do rodziny nukleoporyn obok p62 kregowcéw nalezg biatka NSP1 i NUP1 drozdzy. W
N-terminalnej potowie tych biatek wystepuje powtarzajgca sie sekwencja Gly-Phe-X-Phe-
Gly, ktorej rola pozostaje niejasna. Wysunieto sugestie, ze wymieniony fragment wraz z
O-glikozylowanymi cukrami rozpoznaje przenoszony tadunek {cargo) NBP kompleksow
(NBP - NLS Binding Protein). C-terminalny koniec biatka p62 zawiera prawdopodobnie
7-krotny zwoj helisy stwarzajacy mozliwos¢ interakcji zwoj ze zwojem {coiled coil interac-
tion). Szereg danych wskazuje, ze domeny te moga posredniczy¢ w interakcji biatek por z
cytoplazma i laminami jadra komorkowego [45].

Nastepnym biatkiem wystepujagcym w kompleksie biatek tworzgcych kompleks porowy
jestglikoproteina gp210. Poczatkowo biatko to zidentyfikowano na podstawie badan immuno-
cytochemicznych jako gpl90 [21], potem jednak po ustaleniu jego m. cz. na 210600 Da (z
dodatkowo jeszcze nie okreslong iloscig weglowodandw) okreslono je jako gp210 [25, 59],
Poniewaz biatko to trudno ekstrahuje sie z bton otoczki jadrowej, sugeruje sie, ze jest ono
zintegrowane z lipidami tych bton. Lagodne trawienie otoczki jadrowej papaing uwalnia
fragment 200 kDa, stad sugestia, ze pozostaty maty 10 kDa fragment tego biatka pozostaje
zwigzany z btonami otoczki. Skojarzone badania immunologiczne potgczone z badaniami w
mikroskopie elektronowym zlokalizowaty biatko gp210 w luminalnej cze$ci, czyli pomiedzy
btonami otoczki jgdrowej w okolicy pory [25],

Biatko gp210 nalezy do gtéwnych biatek otoczki jadrowej wigzacych konkanawaling A
(Con-A), specyficzng dla oc-D-mannopyranozy i sterycznie pokrewnych cukréw. Pod wpty-
wem trawienia endo-P-N-acetyloglukozaminidazg H biatko to nieco szybciej wedruje w
zelach z SDS, tracgc jednoczes$nie zdolno$¢ wigzania Con-A [25, 59], Gp210 wiaze réwniez
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lektyne soczewicy, ale juz nie z kietkdw pszenicy (WG A) wigzacej reszty N-acetyloglukoza-
miny i kwasu sialowego [25], Biatko gp210 sktada sie z 1886 reszt aminokwasowych. Na
N-terminalnym konhcu znajduje sie sekwencja sygnalna taczaca gp210 z siateczka endopla-
zmatyczng. Sekwencja sygnalnajest nieobecna w dojrzatym biatku majagcym dwa dodatkowe
fragmenty hydrofobowe w poz. 1482 i blisko C-terminalnego konca w poz. 1809. Sugeruje
sie, ze obydwa te fragmenty stanowig domeny przechodzace przez pory otoczki [25]. Catosé
tych badan dowodzi, ze biatko gp210 jest transmembranalnym biatkiem o matym cytopla-
zmatycznym "ogonie"”, zjednym transmembranalnym regionem i wigekszo$cig swej masy, w
tym reszty weglowodanowe, co znajduje sie w przestrzeni okotojagdrowej, tj. pomiedzy
btonami tworzacymi otoczke jadrowga. Ponadto biatko gp210 tgczy sie bezposrednio z siate-
czkg endoplazmatyczna, co sugeruje, ze czynno$¢ pory moze by¢ regulowana przez rézne
stezenia jon6w wapnia operujgce poprzez $Swiatto siateczki endoplazmatycznej [45]. Ta
lokalizacja biatka gp210 dowodzi réwniez, ze uczestniczy ono w strukturze kompleksu
porowego otoczki jadrowej [25],

Rola nukleoporyn w transporcie biatek z cytoplazmy do jadra komérkowego opiera sie na
nastepujacych dowodach [55]:

* Réwnoczesne wyznakowanie komplekséw porowych czasteczkami ztota, optaszczony-
mi nukleoplazming i WGA (wheatgerm agglutinin - aglutynina z kietkéw pszenicy) sugeruje,
ze nukleoporyny wchodzg w bezposrednia interakcje z biatkami, zanim przejdg przez pory
otoczki jadrowej [4],

e Przeciwciata rozpoznajgce cze$¢ nukleoporyn blokujg import nukleoplazminy do jadra
oraz eksport RNA zjgdra do cytoplazmy [18].

* WGA blokuje import biatek z cytoplazmy do jadra komorkowego [60], przy czym efekt
WGA niejest spowodowany zamknieciem kanatu porowego, poniewaz przejscie dekstranéw
niejest zablokowane [55], In vitro, pory pozbawione biatek wigzagcych WGA, morfologicznie
prawidtowe, nie wigzg biatek noszgcych na sobie sygnat NLS. Z kolei po dodaniu biatek
wigzacych WGA pory te in vitro funkcjonujg prawidtowo. Stad przyjmuje sig, ze nukleopo-
ryny sa miejscem zakotwiczenia kompleksow biatkowych noszacych na sobie sygnat NLS
[55],

Nukleoporyny szczurze p62 i NSP1 oraz drozdzy NUP1 sg biatkami strukturowymi o
powtarzajgcych sie prostych motywach. Wszystkie rozpoznawane sg przez te same przeciw-
ciata. Biatka drozdzy NUP1, rozpoznawane przez przeciwciata przeciw biatku p62, sa wiel-
kosci ok. 100 kDa i wchodzg w sktad kompleksu porowego. W przypadku biatka NSP1
powtarzajacy sie motyw odpowiada konserwatywnej sekwencji hydrofilnych aminokwaséw
(Lys-Pro-Ala-Phe-Ser-Phe-Gly-Ala-Lys) ijest oddzielony od reszty biatka mniej konserwa-
tywng sekwencjg 10 aminokwaséw [42], Poniewaz nie ma catkowitej homologii pomiedzy
biatkiem p62 i NUP4, rozpoznawanych przez to samo przeciwciato, sugeruje sie, ze przeciw-
ciato to rozpoznaje raczej drugorzedowe struktury tych biatek. Poniewaz C-terminalny koniec
biatek p62 (ssakéw) i NSP1 (drozdzy) niezbedny dla zywotnosci komorki jest identyczny,
sugeruje sie, ze powtarzajace sie sekwencje N-terminalnego konca i czesci srodkowej czgste-
czki moga by¢ zastepowane przez motywy o podobnej funkcji [42].

Z innych biatek pory jadrowej zidentyfikowano i sklonowano biatko polipeptyd 204 kDa,
majacy sekwencje sygnalng do przejscia przez btony siateczki endoplazmatycznej i dwa
potencjalne regiony zdolne do przenikania przez btony [21, 59], Natywne biatko ulega silnej
N-glikozylacji mannozy, powodujac zwiekszenie masy do 210 kDa. Glikoproteina ta stuzy
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prawdopodobnie do zakotwiczenia kompleksu biatek porowych do btony lub katalizuje fuzje
z otoczkya jadrowaq dla utworzenia nowych por [55],

Zahamowanie transportu przez pory otoczki jadrowej moze nastgpi¢ przez zastosowanie
odpowiednich przeciwciat. Réwniez syntetyczne sekwencje zawierajgce ujemnie natadowane
reszty aminokwasowe zamiast dodatnich (np. Asp-Asp-Asp-Glu-Asp zamiast Lys-Lys-Lys-
-Arg-Lys), stanowiace sygnat transportu antygenu T SV40 do wnetrza jadra komérkowego,
majg podobne dziatanie, przy czym antygen dla tych przeciwciat byt zlokalizowany gtownie
w kompleksie porowym otoczki jgdrowej [60],

BIALKA POCHODZENIA WIRUSOWEGO JAKO TRANSPORTERY
BIALEK Z CYTOPLAZMY DO JADRA KOMORKOWEGO

W zalezno$ci od lokalizacji komérkowej biatko moze mie¢ rézne funkcje. Proto-onkogen
c-abl znajdujacy sie normalnie wjgdrze komdérkowym nie powoduje transformacji komérko-
wej nawet mimo duzej ekspresji. Zmutowana forma tego proto-onkogenu, pozbawionego
sygnatu do lokalizacjijgdrowej, powoduje transformacje nowotworowag [58]. Potwierdzeniem
tego jest nastepujgca obserwacja. Zmutowany proto-onkogen c-abl z powodu utraty ok. 50
reszt aminokwasowych od korica N-terminalnego nie ulega translokacji do jadra komoérkowe-
go, powodujac jednoczes$nie poprzez aktywacje genéw z wczesnego promotora SV40 trans-
formacje nowotworowg komorki [31, 57]. W tym przypadku fragment pozostaty po utracie
wymienionych 50 reszt aminokwasowych nie ma sekwencji NLS z powodu mutacji 5 reszt
lizyny na 5 reszt kwasu glutaminowego [21].

Niejako klasycznym biatkiem ulegajagcym transportowi z cytoplazmy do jadra komdrko-
wego jest duzy antygen T wirusa SV40, noszacy specyficzng sekwencje reszt aminokwaso-
wych, stanowigcych sygnat lokalizacji jadrowej NLS (Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val). NLS
posredniczy w translokacji jadrowej biatek jadrowych po ich wstrzyknieciu do cytoplazmy
komorek, jak réwniez chimer biatek oraz niejadrowych biatek sprzezonych z syntetycznymi
peptydami zawierajgcymi NLS [2]. Mutacja punktowa w duzym antygenie T wirusa SV40 w
poz. 128 Lys —Thr lub Asn catkowicie znosi jego transport z cytoplazmy do jadra komdrko-
wego [32]. Najwiekszg czasteczkg biatka wprowadzong do jadra komdérkowego poprzez
przytgczenie sygnatu NLS duzego antygenu wirusa SV40 jest ferrytyna (465 kDa), natomiast
IgM o $rednicy 250-400 A i m. cz. 970 kDajuz nie przenika do jadra komorkowego [38].

Ekspresja wczesnych i p6éznych genéw wirusa SV40 wymaga aktywacji transkrypcji
komorki gospodarza. W tym procesie zasadniczg role petni duzy antygen T tego wirusa,
wplywajacy na wczesng i p6zng transkrypcje. W procesie transformacji nowotworowej
antygen T hamuje wczesng transkrypcje, powodujac replikacje wirusa oraz w p6znej trans-
krypcji synteze biatka wirionu. Stagd ogromne znaczenie irola antygenu T bedacego typowym
biatkiem o witasciwosciach przechodzenia z cytoplazmy do jadra komorkowego [58].

Przeprowadzone badania wykazaty, ze adenowirus 7 SV40 (PARACT) jest niezdolny do
transportu jadrowego duzego antygenu T wirusa SV40 [37]. Mutant Sv40(cT) cechuje sie
defektem replikacji, chociaz moze by¢é namnazany w komorkach COS-1. Mutacja ta powoduje
jednoczesne zahamowanie dojgdrowego transportu antygenu typu dzikiego, akomorki COS-1
zainfekowane zmutowanym wirusem SV40(cT)-3 tracg konstytutywng ekspresje jadrowego
antygenu T [37]. Sekwencyjna analiza mutacji cT wykazata, ze dodatnio natadowana reszta
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lizyny w poz. 128 zostata zastgpiona przez obojetng reszte asparaginy, przy czym ta punktowa
mutacja okazata sie wystarczajgcg dla zahamowania transportu jagdrowego tego biatka [37],

W obrebie duzego antygenu T wirusa polyoma wystepujg nie jeden, lecz dwa pokrewne
elementy NLS, jednak nie identyczne z NLS duzego antygenu T wirusa SV40. Z tego
INierwszy wystepuje w tym samym korespondujgcym miejscu antygenu T SV40 (Pro-Lys-

Lys-Lys-Arg-Lys-Val), natomiast drugi rowniez spokrewniony z NLS antygenu T wirusa
SV40 (Val-Ser-Arg-19“Lys-Arg-Pro-Arg) nie koresponduje z odpowiednim antygenem NLS
antygenu T wirusa SV40. Dane te dowodzg, ze NLS antygenu T wirusa SV40 stanowi
pewnego rodzaju prototyp biatek napietnowanych odpowiednig sekwencje sygnalng do przej-
$cia z cytoplazmy do jadra komorkowego [50],

Do inicjacji replikacji adenowirusa niezbedne sg dwa kodowane przez wirusa biatka: 80
kDa tzw. biatko preterminalne (pTP) i polimeraza DNA 140 kDa (AdPol). Ponadto potrzebne
sg trzy jadrowe biatka gospodarza (NFI-NFIII), ktére wigzac sie z AdPol, stymuluja inicjacje
replikacji DNA wirusa. Wreszcie elongacja odbywa sie przy udziale AdPol, DBP (DNA-bin-
ding protein) i czynnika NFII (rodzaj topoizomerazy). Badaniem immunofluorescencyjnym
wykazano, ze AdPol, pTP i DBP sa biatkami jadrowymi. NLS biatka pTP posiada sekwencje
"Arg-Leu-Pro-Val-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Val-Pro". AdPol 1wystepuje w cytoplazmie, nato-
miast AdPol2 w cytoplazmie ijgdrze, co sugeruje, ze jej sygnat lokalizacji jadrowej wystepuje
w pierwszych 139 resztach aminokwasowych. Ponadto stwierdzono, ze transport AdPol do
jadra odbywa sie poprzez interakcje z pTP [62].

BIALKA NBP

Biatka NBP (NLS-Binding Proteins) stanowig staty sktadnik por otoczki jgdrowej, odpo-
wiedzialny za transport dojagdrowy roznych substancji. Moga one odgrywaé role zaréwno
transportera przenoszgcego na sobie tadunek w postaci transportowanych substancji (ang.
cargo), jak i wahadtowca przenoszacego transportowane substancje do wnetrzajgdra komor-
kowego, po czym po oddaniu tadunku wracajgcego do cytoplazmy, aby przenie$¢ nastepny
tadunek. Najlepiej ilustruje to rysunek 2.

Na podstawie powinowactwa do sekwencji NLS antygenu T SV40, tego najbardziej
typowego hiatka przechodzacego z cytoplazmy do jadra komdrkowego, wykryto szereg
biatek spetniajagcych warunki biatka NBP. Gerace wykryt biatko p55 kDa wigzace sie z
antygenem T SV40, ale nie z kontrolnym peptydem o odwrotnej sekwencji reszt aminokwa-
sowych mimo identycznego tadunku [21, 45]. Biatko p55 stymulowato w warunkach in vitro
transport dojadrowy w odpowiednim $rodowisku komoérkowym. Biatko p55 byto réwniez
wrazliwe na pospolity inhibitor transportu dojgdrowego - N-etylomaleimid. Ze wzgledu na
lokalizacje biatko p55 nalezy do wahadtowych transporteréw dojadrowych [45],

Dwa dalsze biatka NBP dotyczg biatka drozdzy p70 (NBP70) o m. cz. 70 kDa oraz biatka
ssakoéw pl40 (140 kDa). Biatko pl40 jest typowym wahadtowym nos$nikiem (carrier). Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze obydwa biatka p70 i pl40 wystepujg réwniez w jagderku oraz
majg wiasne NLS. Biatko NBP70 wchodzi w bezposrednig interakcje ze sktadnikiem por
otoczki jadrowej NSP1. Co wiecej biatko NBP70 (prawdopodobnie identyczne z p70) jest
rozpoznawane przez te same przeciwciata z dwoma nastepnymi biatkami o masach 95 kDa i
45-55 kDa. Do wyjasnienia pozostaje kwestia, czy wymienione biatka jadrowe (p70 i p 140)
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Transport Transport za Transport
bezposredni posrednictwem wahadowy
przenos$nika

Rys. 2. R6zne mozliwosci transportu przez pore jadrowa: | - transport bezposredni - substancja przenoszona tgczy

sie z receptorem (R), po czym przechodzi do jadra komérkowego; Il - przenoszona substancja taczy sie z recepto-

rem (NBP), po czym nastepuje jej uwolnienie juz w obrebie pory i przeniesienie do jadra komérkowego, za$ NBP

pozostaje w cytoplazmie; Il - przenoszona substancja taczy sie z receptorem (NBP) i razem z nim przechodzi
do jadra, po czym zostaje uwolniona, za§ NBP wraca do cytoplazmy (wg Nigg, Beauerle i Lihrmann [45])

odgrywaja specyficzng role w transporcie dojgderkowym, gdzie gtéwng role odgrywa synteza
rybosomoéw, i wjakim stosunku czynno$¢ ta koreluje z ich transportem dojadrowym [45].

W przypadku biatka jgderkowego No 38 import do jadra komérkowego wymaga odpo-
wiedniego NLS, natomiast wjgderku biatko to ulega oligomeryzacji [45], Z kolei import lamin
do otoczkijgdrowej wymaga hydrofobowej modyfikacji C-terminalnego korca (izoprenolowa
i karboksylowa modyfikacja), natomiast rozpad lamin odbywa sie pod wptywem mitotycznie
aktywnej p34edL~kinazy (45].

DOJADROWY TRANSPORT U snRNP

Wiekszo$¢ RNA wystepuje w komoérce sprzezone z biatkami w postaci nukleoprotein
(RNP), stad z géry mozna zatozyé, ze sygnaty lokalizacji jadrowej moga by¢ zwigzane albo
z cze$cig biatkowa, albo nukleinowg nukleoprotein. Biatka wystepujagce w snRNP moga by¢
podzielone na biatka Sm, wystepujace w snRNA U, U2, U4 i U5 oraz specyficzne biatka
wystepujace tylko w okreslonych zespotach [45]. Metaboliczna droga (pathway) snRNP
przedstawia sie nastepujaco: prekursorowy RNA pojego syntezie przechodzi do cytoplazmy,
gdzie tgczy sie z biatkami Sm tworzac rdzeh Sm RNP, po czym nastepuje potrojna metylacja
do m"GpppG tworzacego strukture cap ipowrotdojadra komérkowego [45]. Poniewaz biatka
Sm nie przechodzg do jadra komérkowego, sygnat warunkujacy transport (NLS) musi znaj-
dowac sie albo w obrebie snRNA, albo tez zostaje wytworzony na skutek interakcji biatka z
SNRNA [45], 3

Przeprowadzone badania wykazaty, ze struktura cap nrGpppG iblizej niezidentyfikowa-
ny motyw rdzeniowego biatka Sm snRNP #acznie tworzg dwuczesSciowq strukture NLS dla
sNRNP (wg Lihrmanna [45]). Wskutek braku 5°-terminalnej struktury cap lub braku biatek
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do utworzenia struktury cap Ul RNA nie przechodzi do jadra. Stad sugestia, ze obie czesci
dwuczesSciowego NLS sg niezbedne do ukierunkowania U snRNP do jadra komoérkowego.
Transportjgdrowy U 1snRNP, zawierajacy strukture cap m2G, moze by¢ zahamowany przez
wysokie stezenia m3GpppG lub czastki Ul snRNP pozbawione struktury m3G cap [45],
Sugeruje sie, ze dwucze$ciowy NLS zwieksza jego zasadno$¢ w procesie dojadrowego
transportu, wzglednie jedna jego cze$¢ oddziatuje na przytgczenie do biatka NBP, druga za$
potrzebna jest do jego przemieszczenia z pory otoczki do nukleoplazmy. Jest znamienne, ze
WGA nie wptywa hamujgco na ten transport, co zdaje sie dowodzi¢, ze sg to odrebne procesy.
Z kolei WGA wptywa hamujgco na dojgdrowy transport U6, co dowodzi, ze U6 jest typowym
biatkiem kariofilnym [48], a transport dojgdrowy wynika z potgczenia SnRNA z biatkiem U6
[45],

TRANSPORT Z JADRA KOMORKOWEGO DO CYTOPLAZMY

Transport przez pory jadrowe musi odbywac sie rowniez w kierunku odwrotnym, to jest z
jadra komérkowego do cytoplazmy, dokad przechodza kwasy rybonukleinowe, jak réwniez
duze czastki rybosomowe zgrupowane w jagderku. Réwniez w tych badaniach uzyto czastek
ztota koloidalnego optaszczonych RNA o srednicy wielkosci do 230 A, ktére wstrzykniete
do jadra komérkowego przechodzg rowniez tylko przez pory otoczki do cytoplazmy [17].
Transport ten jest zalezny od temperatury. Przez pory otoczki zjadra do cytoplazmy przecho-
dza nie tylko czastki ztota optaszczone przez rozne fizjologiczne zwigzki RNA (mRNA,
tRNA, 5S rRNA, poly-A), ale réwniez przez niefizjologiczne zwigzki, takie jak poly-dA lub
poly-dt [17]. Dalsze badania wykazaty jednak, ze rRNA przechodzi jedynie w potgczeniu z
blizej nieznanymi biatkami, 55 rRNA tylko w potaczeniu z czynnikiem transkrypcji TFIIIA
lub biatkiem rybosomowym L5. W przypadku mutacji wymienionych biatek, powodujgcej
brak wigzania z rRNA, nastepuje zatrzymanie rRNA w jadrze komorkowym [17, 55].
Wykazano rowniez, ze transport przez pory moze odbywac¢ sie w obydwu kierunkach,
prawdopodobnie przy pomocy tego samego mechanizmu transportujgcego [17],

Podstawowgq role w transporcie produktéw jadra komérkowego do cytoplazmy petnig
prawdopodobnie biatka wigzace te produkty. Tym samym proces ten powoduje zatrzymanie
biatek jadrowych w jadrze komdrkowym. Prekursorowe RNA zostajg zatrzymane w jadrze
komoérkowym, natomiast dojrzaty mRNA, tRNA i podjednostki rybosoméw (w tym rRNA)
przechodzg do cytoplazmy. Proces ten jest wysoce specyficzny - pojedyncza zmiana nukleo-
tydu C—U (poz. 57) inicjujacego tRNA.Mu kregowcéw powoduje 20-krotne zmniejszenie
eksportu zjadra do cytoplazmy [61].

Bezposredni produkt transkrypcji hnRNA tgczac sie z biatkami tworzy kompleks hnRNA-
hnRNP-snRNP. Podczas dojrzewania mMRNA kompleks ten utrzymuje sie wjadrze komdrko-
wym. Przyjmuje si¢, ze wymiana biatek hmRNP na biatko wiazace mRNA umozliwia jego
transport zjgdra do cytoplazmy, przy czym szereg biatek jak na przyktad czynnik transkrypcji
Al w sposéb wahadtowy kragzy pomiedzy jadrem a cytoplazmg. W cytoplazmie czynnik Al
jest zwigzany z mRNA i dopiero transkrypcja za pomocg polimerazy RNA Il powodujgc
catkowite uwolnienie mMRNA do translacji umozliwia powrét Al dojadra komérkowego [48].

Czasteczki RNA syntetyzowane przez polimeraze RNA Iljako sygnat przejscia zjadra do
cytoplazmy majg na swych 5'kofAcach strukture cap m7GpppG. Czasteczki Ul snRNA
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pozbawione struktury cap (pppG na koricu 5°) nie przechodzg do cytoplazmy [45]. Struktura
m7G cap na koncu 5’ wystarcza do eksportu Ul snRNA, jednak inne struktury potrzebujg
dodatkowych czynnikdw do przejscia z jadra do cytoplazmy. Pre-mRNA niezdolne do
sktadania (splicing) nie sg zdolne do przejscia z jadra do cytoplazmy, zwtaszcza jezeli majg
introny [45]. Przechodzenie RN A przez pory otoczki odbywa sie zawsze od kofca 5’,akoriczy
sie na koncu 3’.

Transport tRNA zjadra do cytoplazmy jest silnie uzalezniony od temperatury, optymalny
jest temperatura 31°C. Transport tRNA z jadra do cytoplazmy ulega wysyceniu 190 x 10
czasteczek na 1 minute i na dojrzate jadro w temperaturze 21°C [61].

WYKRYWANIE SYGNALOW LOKALIZACJI JADROWEJ]

Gtownymi metodami wykrywania sygnatow lokalizacji jadrowej sa:

» metoda odejmowania przez usuniecie fragmentu biatka, czego nastepstwem jest utrata
zdolnosci przechodzenia danego biatka przez otoczke jadrowa,

* metoda dodawania odpowiedniego peptydu do biatka cytoplazmatycznego, czego
nastepstwem jestjego przechodzenie do jagdra komorkowego.

Dodany peptyd moze by¢ naturalny lub syntetyczny, dodany do badanego biatka metoda
transfekcji.

Z metod laboratoryjnych do wykrywania biatek w cytoplazmie lub jadrze stosuje sie:
immunofluorescencje (przez sprzeganie badanego biatka z substancjami fluoryzujgcymi),
reakcje histochemiczne, badania w mikroskopie elektronowym oraz frakcjonowanie komdrek
na podfrakcje [54],

TRANSPORT Z CYTOPLAZMY DO JADRA JEST PROCESEM AKTYWNYM

Transport do jagdra komdrkowego jest wieloetapowym procesem, polegajacym najpierw
na zwigzaniu przenoszonej substancji zawierajgcej element NLS z odpowiednim biatkiem
NBP (NLS-bindingprotein), po czym kompleks ten tgczy sie z kompleksem biatek porowych,
aby przy udziale ATP ulec translokacji do jadra komérkowego [54, 55]. Brak ATP (in vitro)
uniemozliwia normalne wigzanie z biatkami por otoczki. Jednoczes$nie import do jadra
komorkowego jest zahamowany, co dowodzi, ze samo przemieszczenie importowanego
biatka do jgdra wymaga zuzycia energii ATP [43]. In vivo, biatka akumulujg na powierzchni
otoczki jadrowej w okolicy por réwniez po usunieciu ATP, jednak do wnetrzajgdra przecho-
dzg dopiero po uzupetnieniu ATP. Sam mechanizm dziatania ATP jest niejasny, przypuszcza
sie, ze hydroliza ATP jest potrzebna do uwolnienia biatek zawierajagcych NLS od ich wigzania
w obrebie por [55].

Aktywny transport biatek jagdrowych przez pory otoczki nie ulega obecnie watpliwosci,
natomiast otwartg pozostaje kwestia, czy drobnoczasteczkowe biatka moga réwniez przecho-
dzi¢ do jadra przez wodne $rodowisko pory droga dyfuzji? Wprawdzie dekstrany i biatka o
masie czasteczkowej ponizej 60 kDa mogga przechodzi¢ do jadra drogg dyfuzji, to jednak w
przypadku histonow, odgrywajacych jak wiadomo istotng role w procesie syntezy DNA
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(nowozsyntetyzowany DNA musi natychmiast tgczy¢ sie z histonami), sprawa sie komplikuje.
Wykazano bowiem, ze transport do jadra matych czasteczek histonéw (H2B m. cz. ok. 15 kDa
i HI m. cz. ok. 21 kDa) jest zalezny od temperatury i zuzycia ATP, co sugeruje, ze jest to
transport aktywny, przy czym transport do jadra wymienionych histonéw moze by¢ samo-
dzielny, lecz moze odbywac sie réwniez w postaci kompleksu z nukleoplazming majaca
odpowiedni NLS [9, 36],

Odrebne zagadnienie stanowi obecno$¢ niskoczasteczkowych biatek w obrebie jadra
komdrkowego whrew gradientowi stezen w stosunku do cytoplazmy [9, 12]. DosSwiadczenie
przeprowadzone zcytochromem c (m.cz. ok. 15kDa) wstrzyknietym do cytoplazmy wykazato
jego przechodzenie do jadra komérkowego drogg dyfuzji. W przypadku fuzji cytochromu c z
NLS jego przechodzenie do jagdra komorkowego byto zalezne od temperatury i ATP [10],
Podobnie fuzja cytochromuc”z NLS wirusa SV40 spowodowatajego przechodzenie dojadra
komorek drozdzy zalezne od temperatury ienergii ATP.

Mimo znacznych postepéw w badaniu mechanizmoéw przechodzenia biatek jadrowych z
cytoplazmy do jadra komdérkowego, jak i na odwrot przechodzenia produktow jagdra komor-
kowego (MRNA, tRNA ifragmentéw rybosomdw) do cytoplazmy, wiele zagadnien pozostaje
nadal nierozwigzanych [55], Dlaczego r6zne biatka wigzace NLS (NBP) rozpoznaja ten sam
kompleks biatek majagcych w swej strukturze NLS? W jaki spos6b w wypadku kotransportu
biatek z biatkiem wigzagcym NLS dochodzi do odtgczenia sie biatek w obrebie jgdra komor-
kowego? Czy kompleksy biatek w obrebie pory otoczkowej stanowig receptory dla biatek
NBP?

REGULACJA TRANSPORTU JADROWEGO

Proces przechodzenia biatek do jadra komoérkowego, jak rowniez odwrotnie produktow
jadra komorkowego do cytoplazmy, podlega jak wszystkie czynnosci komdrek regulacji,
bedac tym samym jednym z elementdw wplywajgcych na czynno$¢ komoérek.Typowym
przyktadem jest receptor glukokortykoidow regulujacy transkrypcje odpowiednich genéw
pod wptywem hormondw sterydowych. W stanie wolnym receptor glikokortykoidéw jest
biatkiem cytosolowym wigzgcym sie z wtasciwym dla niego hormonem, czego nastepstwem
jest transformacja receptora, powodujgca transport kompleksu hormon-receptor z cytoplazmy
dojadra komdrkowego, gdzie nastepuje jego zwigzanie z odpowiednim miejscem DNA (ang.
GRE - glucocorticoid response element). W rezultacie dochodzi do modulacji sasiadujacych
z GRE promotoréw i nastepnie do transkrypcji. W ten sposob receptor, jako bezposredni
przeno$nik sygnatu, poprzez transformacje posredniczy w dziataniu hormonu na ekspresje
odpowiedniego genu lub genoéw z dostarczeniem produktéw typowych dla reakcji dziatania
glukokortykoidéw na organizm [46, 47]. Hormon niezwigzany ze swoim receptorem jest
nieaktywny, przypuszczalnie z powodu selektywnego tgczenia sie z biatkiem szoku cieplnego
hsp 90 [46],

Przeprowadzone badania wykazaty, ze receptor glukokortykoidow ma dwa sygnaty loka-
lizacji jadrowej, jeden (28 reszt aminokwasowych) we fragnmencie DNA przylegajgcym do
domeny receptora wigzacego sie z DNA oraz drugi we fragmencie 256 reszt aminokwaso-
wych, w ktérego obrebie znajduje sie rowniez domena wigzaca sie z DNA. Czas przecho-
dzenia receptora zwiazanego z hormonem z cytoplazmy do jadra jest bardzo krétki, czego
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wyrazem jest szybka reakcja transkrypcji spowodowana tgczeniem sie kompleksu hormon-re-
ceptor z DNA [46, 47], W ten sposdb mechanizm transportujagcy kompleks receptor-hormon
z cytoplazmy do jadra odgrywa istotng role w dziataniu glukokortykoidéw na organizm.

Obecny w strukturze receptora glukokortykoidéw NLS jest niefunkcjonalny idopiero pod
wptywem potgczenia sie z hormonem sterydowym, wskutek zachodzacej transformacji stru-
ktury, receptor z biatka cytoplazmatycznego staje sie biatkiem jadrowym iprzechodzi do jadra
komérkowego. Dane te dowodzg, ze NLS wolnego receptorajest prawdopodobnie ukryty we
whnetrzu czasteczki receptora i dopierojego potaczenie sie z hormonem powoduje odstoniecie
jego NLS. W ten sposob czynnos$é receptora glukokortykoidéw jest zalezna od jego lokalizacji
komorkowej.

Waznym czynnikiem regulujgcym transport jadrowy sg procesy fosforylacji-defosforyla-
cji. Czynnik transkrypcji drozdzy SW15 w fazach S, G2 i M cyklu komérkowego pozostaje
w cytoplazmie, natomiast w fazie G|, kiedy nastepuje aktywacja genu endonukleazy HO,
SW15 wchodzi do jadra komérkowego [41], Translokacja SW 15 jest odwrotnie skorelowana
z aktywnoscig CDC28 kinazy, zaleznej od cyklu komdrkowego [45]. NLS czynnika SW15
jest dwuczesciowy. Trzy reszty seryny w bliskosci NLS ulegajg fosforylacji przez kinaze
CDC28, ich fosforylacja powoduje przejscie SW15 do jadra komérkowego. Z kolei defosfo-
rylacja SW 15w koncowej fazie mitozy, kiedy CDC28 jest nieaktywne, stymuluje jego wejscie
dojadra [40], Rowniez przejscie dojadra komdrkowego chimery TAg-R-galaktozydazy zalezy
od fosforylacji przez kinaze kazeinowg Il. Powyzsze dane dowodzg, ze fosforylacja i defosfo-
rylacja, zwigzane z cyklem komdérkowym, moga by¢ waznymi czynnikami regulujgcymi
transport do jadra komdérkowego [45, 51]. Wreszcie przeprowadzone badania wykazaty, ze
proces fosforylacji jest waznym czynnikiem regulujgcym transport dojagdrowy w procesie
embriogenezy. Oocyty Xenopus zawierajg w cytoplazmie znaczne ilosci proto-onkogenu
c-myc. Z chwilg zaptodnienia réwnocze$nie z fosforylacjg, ulegaja one przemieszczeniu do
jadra komorkowego [45],

REGULACJA TRANSKRYPCJI POPRZEZ DOJADROWY TRANSPORT

Wspoiczesne badania wykazuja, ze do gtownych czynnikéw regulujacych aktywnos$é
genow nalezy réwniez transport do jadra czynnikow znajdujgcych sie normalnie w cytopla-
zmie, a z chwilg ich przemieszczenia do jadra komorkowego nastepuje prawie natychmiasto-
wa aktywacja genu ijego transkrypcja. Przyktad6w takich mozna obecnie wymieni¢ kilka, jak
omoéwiony juz transport receptora glukokortykoidéw, czynnika SW15 u drozdzy, czynnika
ISGF3 aktywujgcego gen a-interferonu i innych [29, 30, 45].

Do najwazniejszych pod tym wzgledem wydaje sie jednak naleze¢ czynnik NF-k B
zaliczany do tzw. czynnikéw wspomagajacych (enhancer) indukcje syntezy tafncucha kappa
immunoglobulin podczas proceséw zapalnych [34], aktywacji uktadu immunologicznego, w
procesach ostrej fazy i innych [30,45], Czynniki wspomagajace (ang. enhancer) i promotor
stanowiag gtéwne elementy regulacji ekspresji genéw eukariotéw, kontrolujagcych komérkowo-
i tkankowo-specyficzng ekspresje. Typowym czynnikiem wspomagajagcym genu taricucha
lekkiego kappa immunoglobulin jest czynnik wspomagajacy NF-ka ”B, bedacy gtéwnym
induktorem transkrypcji tafcucha lekkiego kappa. Podobnie jak lokalizacja receptora gluko-
kortykoidow w komdrce decyduje o jego aktywnos$ci, tak rowniez lokalizacja czynnika
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NF-"pp B wplywa najego aktywno$¢. W stymulowanych limfocytach B N F-~"B znajduje
sie wjaarze komorkowym, awigzac sie zDNA reguluje transkrypcje lekkich tancuchéw kappa
immunoglobulin, podczas gdy w nieaktywnych komdrkach B czynnik ten znajduje sie w
cytoplazmie [6], W cytoplazmatycznej postaci NF-ka B jest nieaktywny, nie wigze si¢ z
DNA z powodu zwigzania z inhibitorem Ik B |*2]. Fosforylacja inhibitora przerywa
wigzanie kompleksu | app B NF appa B, d2|e|aFt:zemu uwolnion NF- app B Przechod2| do
jadra komorkowego, pobudzajqc transkrypcle genu tancucha lekkiego kappa immunoglobuli-
ny [22],

Aktywna forma N F-~p B sktada sie z dwéch komponent p50 i p65 [34], sktadajacych sie
na heterodimer wptywajagcy na DNA [30, 45]. Obie podjednostki wykazujg homologie w
obrebie 300 reszt aminokwasowych, niezbednych do wigzania z DNA, a ich C-terminalne
konce warunkujg heterodimeryzacje [30]. Dalsze badania wykazaty obecno$¢ w nich homo-
logicznych fragmentéw wspélnych z rodzing onkogen6w "rei" oraz genem "dorsal”, kontro-
lujagcym w embriogenezie cze$é grzbietowa muszki owocowej (Drosophila) [9, 14, 28].
Wreszcie wykazano, ze c-rel i NF-k B moga w warunkach fizjologicznych tworzy¢ hete-
rodimery. W ostatecznej konkluzji ol)atworzg jeden system czynnikoéw transkrypcji [30],

Mimo homologii p50 i p65 sg funkcjonalnie rézne. Tylko p65 jest zdolne wchodzi¢ w
interakcje z obydwiema podjednostkami | Ba iR itylko C-terminalny koniec zdolny jest
do transaktywacji genoéw. Z kolei p50 jes?Pzdolne do supresji transaktywacji NF'Kc.pDnB’
prawdopodobnie wskutek kompetycyjnego wigzania z DNA [30]. W warunkach fizjologicz-
nych, kiedy poziom NF- B jest niski, aktywno$¢ p65 zdaje sie zaleze¢ gtdwnie od ilosci
p50. appa

Nowsze badania wykazaty, ze nie tylko czynnik NF- B podlega kontrolnym mechani-
zmom transportu dojgdrowego, lecz rowniez prekursorovlva podjednostka p50, tj. pl 10. Pre-
kursorowa podjednostka pllO znajduje sie w cytoplazmie wspdlnie ze zmutowanym
antygenem T SV40, pozbawionym zdolnos$ci przechodzenia do jgdra komorkowego. Jest to o
tyle ciekawe, ze zardwno p50, jak i p 110 maja ten sam NLS w C-terminalnym koncu domeny.
Brak dojgdrowego ukierunkowania, mimo obecnosci NLS w obrebie pl 10 sugeruje, ze jest to
wynikiem jego wewnatrzczgsteczkowego maskowania. Monospecyficzne przeciwciato prze-
ciw okolicy NLS p50, nie miato dostepu do pl 10 i dopiero usuniecie 200 reszt aminokwa-
sowych od C-terminalnego konca dato jednakowg reakcje immunologiczna, a fragmenty
usunietej czesci p 110 reagowaty z N-terminalng cze$cig p50. Dane te ttumacza, dlaczego p50,
uwolnione z pl 10, pozostaje w nienaruszonych komorkach w cytoplazmie ijest nieaktywne
z powodu zwigzania z pl 10 [30],

Jak bardzo powigzane sg rézne czynnos$ci aparatu komorkowego, dowodzi obecnos$¢ w
komorce biatek podobnych lub nawet o tych samych wasciwosciach. | tak biatka p50 i p60
wykazujg wysoka homologie, nie tylko miedzy sobg, ale rowniez z produktami protoonkogenu
"c-rel" oraz morfogenu "dorsal" (grzbietowego) u drozofili. Istnieje szereg danych wskazujg-
cych na to, ze translokacje jadrowe, jak i wigzania z DNA wystepujg rowniez pod wptywem
innych biatek. C-rel jest zasocjowane z biatkiem pp40 kurczat, ato z kolei z postacig R Ik B
(inhibitora NFkipp.B) z tozyska cztowieka. Zaleznosci dziatania tych czynnikéw sa jeszcze
dalekie od ostatecznego wyjasnienia [45],

Podobnie jak w NF-k B w szeregu dalszych biatek w koncu N-terminalnym reszt
aminokwasowych wystepuje fragment o znacznej homologii z obecnoscig NLS (podobnego
do NLS antygenu T SV40) poprzedzonego na okoto 20 reszt aminokwasowych wysoce
konserwatywng resztg seryny. Jest do$¢ prawdopodobne, ze fosforylacja tej seryny przerywa
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interakcje z czynnikami cytoplazmatycznymi lub aktywuje NLS, co umozliwia transport do
jadra komorkowego z nastepowym pobudzeniem transkrypcji [55].

TRANSPORT DO JADRA KOMORKOWEGO
W POWIAZANIU Z CYKLEM KOMORKOWYM

Podczas mitozy u wiekszosci komérek wystepuje dezintegracja otoczki jgdrowej, aby po
ukonczonej mitozie na powr6t sie zorganizowaé. Z powodu zaniku otoczki biatka jadrowe
zostajg uwolnione, po czym dzieki dojgdrowemu transportowi zostaja na powrdt zgromadzone
w jadrze komérkowym. Przeprowadzone badania wykazaty, ze transport czastek ztota opta-
szczonych nukleoplazming do jader komorek dzielgcych sie byt 7-krotnie wigkszy, anizeli w
komérkach dzielgcych sie [20]. Sugeruje sie, ze ten zwiekszony przeptyw biatek do jadra
komérkowego przez otoczke jadrowg byt spowodowany zmianami w obrebie por lub zmia-
nami strukturowymi potgczonymi ze zwigkszong energig w réznych etapach wzrostu komorki
[55],

Inni autorzy [8] sadza, ze replikacja DNA odbywa sie dzieki specyficznemu czynnikowi
replikacyjnemu (licensing factor) niezdolnemu do przechodzenia przez otoczke jagdrowg i
dopiero po degradacji otoczki podczas mitozy czynnik ten dostaje sie do srodowiskajadrowe-
go, gdzie taczac sie z DNA umozliwia jego replikacje, ulegajac nastepowej inaktywacji.
Ponowna replikacja DNA staje sie mozliwa dopiero po nastepnej mitozie, kiedy wskutek
rozpadu otoczki czynnik ten na nowo tgczy sie z DNA, umozliwiajagc ponowng replikacje.

Powyzszy poglad znajduje w pewnej mierze potwierdzenie w nastepujgcych badaniach.
Proto-onkogen c-abl koduje biatkowg kinaze tyrozynowga wystepujacg w cytoplazmie ijadrze
komérkowym. C-terminalny koniec c-abl zawiera domene wigzaca DNA, niezbedng do
taczenia sie z chromatyna. Ta wtasciwos$¢ taczenia sie c-abl z DNA zanika podczas mitozy z
powodu fosforylacji C-terminalnego kornca c-abl. W badaniu in vitro domena wigzagca DNA
ulega zniesieniu przez cdc2 kinazag. Homozygotyczne mutanty myszy, produkujgce c-abl
kinaze tyrozynowga pozbawiong fragmentu wigzacego DNA, ging po urodzeniu z powodu
licznych defektéw. Stad przyjmuje sig, ze wigzanie c-abl kinazy tyrozynowej z DNA jest
niezbedne dla utrzymania prawidtowych proceséw zyciowych [35].

Na zakonczenie, w celu tatwiejszego zrozumienia catosci niniejszego przegladu przedsta-
wiam narysunku 3 0g6lny schemat tegojeszcze dos¢ zawitego iniedostatecznie wyjasnionego
procesu transportu z cytoplazmy do jadra i z jadra do cytoplazmy, gtéwnie* na podstawie
odpowiedniego rysunku z pracy Schreibera i wsp. [54].

PODZIEKOWANIE

Pani Aleksandrze Jakubowskiej sktadam serdeczne podziekowanie za trud wielokrotnego
przepisywania niniejszej pracy.
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Rys. 3. Schemat transportu przez pory otoczki jadrowej [45, 54]: tor importu A: - uwolnienie biatka z NLS z biatka
zakotwiczajacego: - utworzenie kompleksu NLS/NBP - kompleks NLS/NBP przechodzi przez pore - na terenie jadra
kompleks NLS/NBP ulega rozpadowi - NBP wraca do cytoplazmy i uczestniczy w ponownej reakcji; tor importu B:
kompleks NLS/NBP ulega rozpadowi po potgczeniu sie z pora, do jadra wnika tylko biatko potgczone z NLS, NBP
pozostaje w cytoplazmie; NLS - sygnat dla lokalizacji jadrowej biatka (nuclear localization signal or sequence), NBP
- biatko wigzgce sie z NLS (NLS-binding protein)
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HIPOTEZA O ROZNORODNOSCI KOMOREK,
Z KTORYCH MOZE POCHODZIC PRZEWLEKLA
BIALACZKA LIMFATYCZNA B-KOMORKOWA

HYPOTHESIS THAT VARIOUS B-CELL
CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIAS DERIVE
FROM DIFFERENT B-CELL LINEAGES

Zofia Monika RUPNIEWSKA, Jacek ROLINSKI, Ewa WASIK

Klinika Hematologii AM w Lublinie

Streszczenie. Na podstawie badan whasnych i przegladu pismiennictwa wysunieto hipoteze, ze rézne przypadki
przewlektej biataczki limfatycznej B-komérkowej (PBL-B) pochodzg z odmiennych komérek linii B. Moga to by¢:
macierzyste komarki wspdlne dla linii mieloidalnej i limfocytow B, macierzyste komérki wspdlne dla limfocytéw B
iT,otrzewnowe komdrki B CD 5+ (wariant stanowigcy nawrétdo limfopoezy ptodowej), grasicze komérki B CD 5+
i szpikowe komérki B CD 5~ By¢ moze te odmienne punkty wyj$cia PBL-B warunkuja obserwowana przez
genetykdw, immunologéw i klinicystow heterogenno$¢ PBL-B.

Summary. Basing on our own results and papers reviewed we hypothetised that various B-cell chronic lymphocytic
leukemias (CLL) derive from different B-cell lineages. They include: stem cell with both myeloid and B-cell
differentiation ability, stem cell with B- and T-cell differentiation ability, peritoneal B-cell CD 5+ (variant form of
returning embryonal lymphopoesis), tymic B-cell CD 5+, and myeloid B-cell CD 5“. Possibly these different points
of origin reflect the heterogeneity of B-cell CLL observed in genetical, immunological and clinical studies.

Od szeregu lat sg prowadzone przez nas badania nad heterogennoscia przypadkéw prze-
wlektej biataczki limfatycznej B komorkowej (PBL-B). Siedzac ekspresje powierzchniowych
immunoglobulin na biataczkowych komdrkach (Slg) oraz cechy wskazujgce na zdolno$¢ do
dojrzewania tych komorek, jak np. badania cytoplazmatycznych immunoglobulin (Cytlg),
zdolno$¢ tworzenia "tysinek" immunologicznych oraz oznaczanie surowiczych immunoglo-
bulin wykazano, ze w PBL-B wystepuje odwracalny blok réznicowania biataczkowych
komoérek. Blok ten u réznych pacjentéw moze mie¢ miejsce naréznych etapach réznicowania
komorek linii B, poczawszy od komorki pre-B az do komorki plazmocytoidalnej [47, 48, 49,
501,

Réznym reakcjom komdrek limfoidalnych "in vitro" klinicznie odpowiada heterogennos¢
przypadkéw PBL-B, ktéra przejawia sie: r6znorodnoscig obrazéw morfologicznych szpiku,
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odmiennoscig fenotypéw immunologicznych limfocytéw krwi obwodowej w réznych przy-
padkach (m.in. stopniem ekspresji Slg, a takze stopniem przemieszania cech niedojrzatosci i
dojrzato$ci populacji limfocytéw krwi obwodowej) i wreszcie wigze si¢ z odpowiedzig klonu
biataczkowego na leczenie [29].

Prowadzac badania Slg limfocytow krwi obwodowej, szpiku i wezta chtonnego w czesci
przypadkéw PBL-B wykazano monoklonalno$é populacji limfocytow we krwi obwodowej
(ten sam taricuch lekki i ciezki), podczas gdy w szpiku i wezle chtonnym wystepowata
poliklonalno$¢. Ro6znice te by¢ moze wynikajg z pdzniejszego zajecia szpiku lub wezta
chtonnego niz krwi obwodowej, a wiec pierwotne miejsce transformacji w przypadkach tych
lezatoby pozaszpikowo, a komorki biataczkowe poprzez krew wtornie zasiedlatyby szpik i
wezty chtonne [54, 57, praca przygotowywana do druku].

Wszystkie te nasze obserwacje pozwalajg przypuszczaé, ze w poszczegblnych przypad-
kach PBL-B transformacja nowotworowa moze mie¢ miejsce w roznych subpopulacjach
komorek B. Sugestia ta znajduje potwierdzenie w niedawnych publikacjach kilku autorow,
ktérzy u myszy badali komérki B noszace antygen Ly-1 (tzw. komorki B Ly-1+).

Mysi antygen Ly-1 jest odpowiednikiem ludzkiego antygenu CD 5 [praca pogladowa 51].
Antygen CD 5 obok monoklonalnych Slg i klonalnej rearanzacji gendw Ig jest jednym z
charakterystycznych markerow komoérek PBL-B.

Zdaniem autoréw miedzynarodowej Grupy Badaczy Francusko-Amerykarsko-Bry-
tyjskich [4] cztery markery decydujg o rozpoznaniu przewlektej biataczki limfatycznej B
komoérkowej, s to:

« staba ekspresja powierzchniowych immunoglobulin (SigM lub SigM i SigD),

» zdolno$¢ tworzenia rozet z erytrocytami myszy przez co najmniej 30% komoérek,

* ekspresja antygenu CD 5 na ponad 50% komarek,

« ekspresja antygenu CD 22 na ponad 30% komorek.

U dorostych oséb zdrowych wystepuje takze niewielka populacja limfocytow B noszgcych
antygen CD 5. Populacja limfocytow B CD 5+tworzy klon komdrek dtugo zyjacych, poniewaz
obok antygenu CD 5 ma takze (jak wszystkie zreszta komorki B) jego ligand - antygen CD
72. W zwiazku z tg niezwykta koincydencjg van de Velde i wsp. [63] sugeruja, ze interakcja
CD 5<=>CD 72 powoduje autostymulacyjny wzrost komorek biataczkowych. Z drugiej jednak
strony Tooze i wsp. [62] wykazali, ze na komérkach CD 5+ chorych z PBL-B wystepuja
réznice w ekspresji CD 5iCD 72 w poréwnaniu z komdrkami B CD 5+z krwi pepowinowej.
Mianowicie komorki chorych z PBL-B noszg o 150% wiecej antygenu CD 5 niz komorki B
z krwi pepowinowej, przeciwnie natomiast te ostatnie charakteryzuje o 70% wyzsza ekspresja
antygenu CD 72. Badania messenger RNA (mRNA) antygenéw CD 5 i CD 72 wprawdzie
potwierdzity, ze wartosci CD 5 mRNA z komérek PBL-B sa 0 200% wyzsze niz z komorek
krwi pepowinowej, ale takze CD 72 mRNA byto o 160% wyzsze niz z komdrek B krwi
pepowinowej. Zdaniem autoréw wysokie wartosci CD 72 mRNA przy jego niskiej ekspresji
na powierzchni komoérek PBL-B moga Swiadczy¢ albo o niestabilnosci biatka CD 72, albo o
jego modulacji. Komérki PBL-B wykazuja ponadto szereg innych cech wspélnych z prawid-
towymi komdrkami B CD 5+. Do tych wspdlnych cech m.in. naleza:

0 niski stopien ekspresji Slg,

0 zdolnoS¢ tworzenia rozet z erytrocytami myszy,

0 zdolno$¢ wytwarzania autoprzeciwciat (stad stosunkowo czeste wystepowanie chorob
autoimmunologicznych u chorych z PBL-B).
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W warunkach prawidtowych populacja limfocytéw B CD 5+ wystepuje przede wszystkim
w zyciu ptodowym. Antygen CD 5 pojawia sie miedzy 22 a 24 tygodniem zycia ptodowego
na powierzchni gtéwnej populacji komérek B, ktérg cechuje niski stopien ekspresji Slg (SlgM
i SIlgD). Komérki B CD 5+ stanowia gtéwng populacje (40-60%) komoérek B w ptodowej
Sledzionie, weztach chtonnych i krwi pepowinowej [2, 5, 7, 21,46]. Po okresie okotoporodo-
wego zmniejszenia sie populacji komoérek B wywotanego przeciwciatami anty-mi, regeneruja
niemal wytgcznie komorki B CD 5 ujemne (B CD 5~). Niemniej jednak antygen CD 5
wystepuje na powierzchni subpopulacji komdrek B u osdb dorostych stanowigcej 15-25%
komérek B krwi obwodowej i $ledziony [8]. Komérki B CD 5+ u dorostych spotyka sie takze
naobwodzie centréw rozrodczych weztdw chtonnych (mantle zone B cells) [7]iw migdatkach,
ale nie znaleziono ich w szpiku [16], wzglednie wykryto w $ladowych ilosciach (niepubliko-
wane badania wiasne). Komorki B CD 5+ stanowig wiec odrebng, samoodnawiajacg sie
subpopulacje odmienng od "konwencjonalnych™ komérek B CD 5~ [22].

U dorostych myszy komorki Ly-1+stanowia gtdwng populacje komérek limfoidalnych w
jamach: otrzewnowej, optucnowej i osierdziowej, ktore wyksztatcajg sie z ptodowej jamy
ciata. Takze w wysiekach otrzewnowych [22, 38] i optucnowo-osierdziowych [32] przewaza
populacja komérek B Ly-1+. Ponadto komdérki B Ly-1+ wystepuja w blaszce wiasciwej jelit
(komorki w wiekszosci wytwarzajace IgA) [30]. Natomiast w innych obwodowych narzgdach
limfoidalnych komorki te spotyka sie w znikomym odsetku (ponizej 5%).

Wybidrcze nagromadzenie sie komoérek B CD 5+ w anatomicznie odrebnych jamach:
optucnowo-osierdziowej zjednej strony iotrzewnowej z drugiej, zdaniem Marcosa i wsp. [33]
sugeruje, ze albo one same, albo ich prekursory skolonizowaty ptodowg jame ciata (coelom)
jeszcze przed podzieleniem jej przez przepone (w 13-14 dniu zycia ptodowego myszy).

Autorzy ci przypuszczajg, ze komorki B Ly-1+odpowiadajg najwczes$niejszemu okresowi
limfopoezy w zyciu zarodkowym ssakéw i sg komdrkami "zatozycielskimi" (founder) linii
limfocytdw B. Prawdopodobnie sg one pierwszg generacjg pochodzacg od ptodowej limfo-
hemopoetycznej komorki macierzystej znajdujacej sie¢ w ogniskach przyaortalnych i zdolnej
do regionalnego kolonizowania tkanek hemopoetycznych. Z ptodowej jamy ciata komérki B
CD 5+ migrujg do $ledziony, gdzie pod wptywem komaérek T ulegajg wybiorczej proliferacji
i kolonizuja sasiadujace struktury epitelialno-mezenchymalne. (U osobnikéw dorostych po-
zostatoScig ptodowej jamy ciata jest otrzewna.)

Natomiast linia szpikowej komérki B Slg+, Ly-1~ rozwija sie¢ w pdzniejszym okresie
ontogenezy, dopiero po okotoporodowym zasiedleniu szpiku przez komaérki macierzyste. U
zdrowych osobnikéw dorostych komorki B Ly-1_ stanowig dominujacg populacje krétko
zyjacych limfocytéw B. Jednakze powstanie i rozwo6j tej populacji sg zdaniem Marcosa i wsp.
[33] regulowane przez komoérki B Ly-1 +z ptodowej jamy ciata.

Interesujgce sg takze powigzania miedzy limfocytami B Ly-1+a limfocytami T z ekspresja
tancuchow gamma i delta receptora komérki T. Zarowno epitelialne komérki T gamma+,
delta+, jak i komorki B Ly-1+charakteryzuje:

» brak r6znorodnosci ztgczy (Junctions) rearanzowanych gendéw kodujacych ich receptory,

e unikalne umiejscowienie (m.in. w strukturach zwigzanych z jelitami), gdzie stanowig
dominujaca populacje,

¢ zdolno$¢ do samoodnowy,

* powstawanie we wczesnym okresie ontogenezy z bardzo miodej rozwojowo komorki
macierzystej, ktdra w miare rozwoju osobniczego jest tracona i nie wystepuje u osobnikdw
dorostych, przy czym komoérki T gamma+, delta+réznicujg sie poza grasica,
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+ zdolno$¢ do odpowiedzi na wiasne antygeny i ekspresja obu tych klonéw (komérek T
gamma+, delta+i B Ly-1+) w r6znych stanach immunopatologicznych,

e zdoIno$¢ pewnych komoérek T gamma+’delta+ do specyficznego rozpoznawania idioty-
péw Slg na komérkach B Ly-1+ [25, 33].

Epitelialne komoérki T gamma+, delta+ powstajagce najwczesniej, wybidrczo migrujg do
skory i nabtonkéw (m.in. nabtonek jelitowy u myszy), gdzie stanowig dominujaca populacje.
Komérki B Ly-1+, ktére pojawiajg sie mniej wiecej w tym samym czasie co jelitowe komaérki
T gamma+, delta+, stanowig dominujgca populacje w otrzewnej. Nalezy tutaj dodaé, ze
prymitywne organizmy w jamie ciata majg jedynie powierzchnie nabtonkowg zamykajgca
pierwotne jelito [25],

Poza otrzewna komérki B Ly-1+ niespodziewanie wykryto w grasicy myszy [1, 36]. Jak
sie wydaje grasicze komoérki B Ly-1+rbéznig sie co najmniej czterema cechami od otrzewno-
wych komoérek B Ly-1+.

Po pierwsze: Grasicze komorki B Ly-1+ majg znacznie wiecej Slg niz ich odpowiednik
z otrzewnej, ale nigdy nie wytwarzajg spontanicznie autoprzeciwciat [36]. Natomiast otrzew-
nowe komoérki B Ly-1+ sg aktywnymi komorkami wytwarzajagcymi spontanicznie autoprze-
ciwciata [8, 20, 21, 23], chociaz autoprzeciwciata te cechuje niski stopien powinowactwa
zarowno wobec wiasnych, jak i obcych antygenéw [9]. Jak sie wydaje fizjologiczna rola tych
przeciwciat polega na oczyszczeniu (clearing) krwi z kragzacych wiasnych antygenow, dzieki
czemu zmniejsza sie ryzyko autoimmunizacji, zwtaszcza ze autoantygeny nawet w warunkach
prawidtowych sg stale uwalniane z rozpadajacych sie tkanek.

Po drugie: Grasicze komorki B Ly-1+noszg najczesciej fanicuch lekki kappa, podczas gdy
otrzewnowe komoérki B Ly-1+charakteryzuje zwiekszona ekspresja tancucha lekkiego lambda
[cyt. wg 59].

Po trzecie: Odsetek (ok. 60%) grasiczych komérek B Ly-1+ utrzymuje sie na statym
poziomie poczawszy od okresu zycia ptodowego az do dojrzatosci [39]. Natomiast odsetek
otrzewnowych komoérek B Ly-1+ ulega obnizeniu wraz z dojrzewaniem zwierzecia. | tak u
4-tygodniowej myszy odsetek komérek B Ly-1+w otrzewnej wynosi 46%, za$ u 3-miesiecznej
myszy tylko 16%, chociaz ich bezwzgledna liczba wzrasta z wiekiem [20, 28].

Po czwarte: Than i wsp. [59] wykazali, ze u letalnie napromienionej myszy C57BL/6
grasicze komérki B Ly-1+moga by¢ rekonstytuowane przez przeszczepienie szpiku. Sugeruje
to, ze pochodzenie grasiczych komérek B Ly-1+ jest takie same jak "konwencjonalnych"
komérek B Ly-1_. Natomiast otrzewnowe komérki B Ly-1+ moga zosta¢ zrekonstytuowane
dopiero po przeszczepieniu ptodowej watroby (14-dniowego ptodu). Komérki ptodowej
watroby maja zresztg takze zdolnos$¢ do rekonstytucji grasiczych komorek B Ly-1+.

Na rysunku 1cytowanej pracy Thana i wsp. [59] graficznie przedstawiono hipotetyczny
model rozwoju otrzewnowych i grasiczych komoérek B Ly-1+ oraz "konwencjonalnych"
komérek B Ly-1~.

Jesli hipotezy Marcosa i wsp. [33] oraz Thana i wsp. [59] okaza sie¢ prawdziwe réwniez w
odniesieniu do ludzkich komérek B CD 5+, to nalezy oczekiwaé, ze poszczegélne przypadki
PBL-B pochodzg zr6znych populacji komdérek B, aco wiecej nawet zkomdrek macierzystych,
co sugerowano w naszych wczesniejszych pracach [52, 55, 56].

Okoto 80% przypadkéw PBL-B jest CD 5+ [14, 15], Biataczki te moga wychodzié:

0 albo z otrzewnowych komérek B CD 5+, wzglednie z komérek B CD 5+ znajdujacych
sie w innych strukturach limfoidalnych jamy brzusznej (bytby to niejako nawrét do limfopoezy
ptodowej),
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0 albo z grasiczych komérek B CD 5+.

Mozna przypuszczaé, ze PBL-B pochodzace z otrzewnowych komérek B CD 5+ beda
charakteryzowaty sie:

« stabg ekspresja Slg na biataczkowych komorkach,

* zaburzeniami autoimmunologicznymi,

e duza masg guza w obrebie jamy brzusznej (organomegalia, konglomeraty weztow
chtonnych w otrzewnej, nacieki biataczkowe w jelitach).

Rys. 1. Graficzne przedstawienie hipotezy Thana i wsp. [59], ktdre wykazuje ontogenetyczne réznice miedzy
otrzewnowymi a grasiczymi komérkami B Ly-1+

Sugestie te uzasadnia fakt, ze homologiczne komoérki B Ly-1+, u myszy zlokalizowane w
otrzewnej i w blaszce witasciwej jelit, charakteryzujg sie stabg ekspresjg Slg oraz zdolnoscig
do spontanicznego wytwarzania autoprzeciwciat i samoodnowy.

Natomiast biataczki wychodzace z grasiczych komérek B CD 5+ powinny cechowac sie:

¢ znacznie grubszg warstwg Slg na biataczkowych komorkach,

+ ekspresjg tafncucha kappa,

¢ obnizonym poziomem surowiczej IgM,

¢ raczej brakiem zaburzen autoimmunologicznych.

Powyzsze przypuszczenia wynikajg z tego, ze grasicze komérki B Ly-1+u myszy chara-
kteryzuje znacznie silniejsza ekspresja Slg niz ich odpowiednika otrzewnowego, nosza
najczesciej tancuch lekki kappa, nigdy nie wytwarzajg spontanicznie przeciwciat, jak réwniez
nie wytwarzajg IgM ani spontanicznie, ani po stymulacji LPS lub anty IgM plus interleukina
4. Dopiero po kontakcie z antygenem la blastycznych komérek T CD 4+ moga proliferowaé
i wytwarzac IgM [59].

Zdaniem Fagueta i wsp. [14] ok. 20% przypadkéw PBL-B jest CD 5_, chociaz nawet w
tych przypadkach we krwi obwodowej ok. 37% komorek Bjest CD 5+. Ponadto autorzy ci nie
przeprowadzili badan fenotypu immunologicznego limfocytow B znajdujacych sie w tkan-
kach, gdzie populacja komérek B CD 5+ moze by¢ znacznie wigksza. Jest prawdopodobne,
ze przypadki te pochodzg z "konwencjonalnych” komérek B CD 5_. Zdaniem autoréw



362 Z. M. RUPNIEWSKA, J. ROLINSK1, E. WASIK

przypadki PBL-B CD 5_ klinicznie, hematologicznie i immunologicznie (poza tym ze nie
noszg antygenu CD 5) sg nieodr6znialne od przypadkéw PBL-B CD 5+. Niemniej jednak klon
biataczkowy CD 5~ byt w badaniach tych autor6w dwukrotnie mniejszy niz klon CD 5+ w
przypadkach biataczek CD 5+. Stosunkowo mate rozmiary klonu biataczkowego CD 5~ mozna
wyjasni¢ tym, ze komé6rki B CD 5- nie maja zdolnosci autostymulacyjnych i bez kontaktu z
komérkami T CD 4+ nie moga proliferowaé¢ [62]. Klinicznie przypadki te przebiegajg bez
organomegalii i masywnego nacieczenia weztdw chtonnych. Fagurt i wsp. [14] w zadnym z
badanych przypadkéw (14 badanych) nie wykryli monoklonalnej gammapatii, a tylko w
jednym wystapita ciezka niedokrwisto$¢ autohemolityczna. To ostatnie powiktanie mozna
thumaczy¢ zaréwno duzg frakcjg (ok. 37%) komoérek B CD 5+, jak i pewnego (niewielkiego)
stopnia zdolnoscig do wytwarzania autoprzeciwciat przez komoérki B CD 5 [cyt. z pracy 51]

Nalezy wreszcie omdwic postacie hybrydowe PBL-B. Gale i Ben-Bassat [17] pod pojeciem
biataczek hybrydowych (ostre biataczki hybrydowe) rozumiejg stan, w ktérym ztoSliwa
transformacja obejmuje zaréwno linie limfoidalng, jak i meloidalng. Naleza tutaj:

« ostra biataczka bifenotypowa, w ktérej wiecej niz 10% komoérek biataczkowych ma
fenotyp zaréwno komarki limfoidalnej, jak i mieloidalnej,

« ostra biataczka bilinearna, w ktorej jedne komaérki nalezg do linii limfoidalnej, a inne do
mieloidalnej.

Istnieje jeszcze prawdziwa ostra biataczka biklonalna, ktéra nie jest biataczkg hybrydowa
ipochodzi zdwu r6znych komoérek macierzystych, w ktérych zaszty odrebne iprzypuszczalnie
niezalezne procesy transformacyjne. Rdznice te przedstawiono na rysunku 2 cytowanej pracy
Hoffbranda i wsp. [24].

A Biataczka bifenotypowa B Biataczka bilinearna C Biataczka biklonalna

Wi ielopotencjalna
komdrka macierzysta

Komérka biataczkowa

Rys. 2. Podziat ostrych biataczek o mieszanym fenotypie [24]: A - biataczka bifenotypowa - wiecej niz 10% komd-
rek blastycznych wykazuje markery charakteryzujace wiecej nizjedng linie réznicowania; B - biataczka bilinearna -
komaérki blastyczne pochodza od wspélnej komdérki macierzystej, ale tworza dwie odmienne populacje, z ktérych
kazda wykazuje inny obraz markerdw zwigzanych z réznymi liniami ré6znicowania; wystepowanie tych réznych po-
pulacji mozna obserwowac albo od poczatku choroby (biataczka synchroniczna), albo w nastgepstwie ewolucji cho-
roby (biataczka metachroniczna, z przetaczeniem linii réznicowania); C - biataczka biklonalna - komérki
blastyczne pochodzg z dwu réznych komoérek macierzystych i tworzg dwa niezalezne klony, jest wyjatkowo rzadka

Biataczka bifenotypowa jest zawsze synchroniczna (jednoczasowa), natomiast biataczka
bilinearna moze by¢ zar6wno synchroniczna, jak i metachroniczna (réznoczasowa), np. gdy
w przebiegu ostrej biataczki limfoblastycznej rozwinie si¢ ostra biataczka szpikowa. Z
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pojeciem metachronicznych biataczek bilinearnych wigze sie "przetgczenie linii réznicowa-
nia" (linage switch). Gale i Ben-Bassat [17] jako przetaczenie linii r6znicowania rozumieja
wystepowanie w przebiegu biataczki zmiany dominacji jednej linii r6znicowania nad druga,
chociaz obie linie nalezg do tego samego klonu nowotworowego.

Bifenotypowos$¢ stosunkowo czesto wystepuje w przypadkach PBL-B. Zwykle biataczko-
we komorki B wykazujg obecnos$¢ antygenéw komorki T. |tak w ponad 20% przypadkow
PBL-B (12, 26, 34] wykryto ekspresje antygenu CD 1c. Antygen ten wystepuje takze na
tymocytach czesci korowej grasicy (chociaz jego ekspresja jest staba), komdrkach siateczki
strefy T (interdigitating reticulum cells), ptodowych limfocytach B i komérkach Langerhansa
[11]. W 5-20% przypadkéw PBL-B obserwowano staba, ale wyrazng ekspresje CD 2 [cyt. wg
6]. CD 2 jest markerem komorek T odpowiadajgcym receptorowi dla krwinek czerwonych
barana, okre$lanym takze jako antygen T 11 lub jako LFA-3 (leukocyte function associated
antigen - 3) lub CD 58. Antygen CD 2 odgrywa role w adherencji miedzykomérkowej ijak
sie wydaje wigzejako ligand LFA-3 [11,36a], LFA-3 wystepuje na komorkach réznych typow
i m.in. jest homologiczny z biatkiem T 1ITS krwinek czerwonych barana, a wiec odgrywa
istotng role w tworzeniu rozet przez limfocyty T [60]. W okoto 20% przypadkéw PBL-B
wystepuje ekspresja antygenu CD 3 [18]. Antygen CD 3 sktada si¢ z pieciu réznych tancuchdw
polipeptydowych (gamma, delta, epsilon, dzeta i eta) tworzacych wraz z dwoma jeszcze
innymi fancuchami (alfa i beta) receptor komarki T [3, 10]. Jednakze faricuchy gamma, delta,
epsilon, dzeta i eta moga takze wystepowaé¢ na komoérkach innych niz komorki T [11],

Stosunkowo czesto biataczkowe komdrki PBL-B wykazujg obecno$¢ antygenu CD 6 [cyt.
wg 6, 13]. CD 6 jest markerem wiekszosci ludzkich komérek T (rozmieszczenie podobne do
rozmieszczenia antygenu CD 3), ale takze chociaz stabego stopnia jego ekspresje obserwo-
wano na niektérych komérkach B [11], Donoszono réwniez o ekspresji CD 7 na biataczko-
wych komérkach [cyt. wg 13]. Antygen ten podobnie jak CD 6 jest markerem wiekszosci
komérek T. Prawdopodobnie petni on funkcje receptora dla cze$ci FclgM [11]. W sporady-
cznych przypadkach PBL-B opisywano ekspresje antygenow CD 4 i CD 8 na biataczkowych
komoérkach [cyt. wg 6], Antygen CD 4 jest markerem subpopulacji pomocniczych komérek
T, chociaz wystepuje takze na monocytach i makrofagach. (CD 4 m.in. peini funkcje receptora
dlawirusa AIDS). Antygen CD 8jest markerem subpopulacji supresorowych komérek T [11].
Wystepowanie markeréw komadrek T na biataczkowych komdrkach PBL-B zostato potwier-
dzone odkryciem, ze w niektérych przypadkach obok klonalnej rearanzacji genéw immu-
noglobulinowych istnieje takze klonalna rearanzacja genéw receptora komorki T.

Pachmann i wsp. [41]wykazali, ze rearanzacja i ekspresja gendw #tancucha alfa receptora
komarki T jest czesta w PBL-B. Autorzy ci stwierdzili ekspresje mRNA taricucha alfa w ok.
78% badanych prob (u 14 na 18 badanych), podczas gdy ekspresja mRNA tancucha beta
wystepowata w ok. 44% (u 7 na 16 badanych). Co wiecej wykryli oni okrojone mRNA
tancucha alfa receptora komorki T.

Rearanzacja genow tancucha beta receptora komorki T takze nie jest specyficznym
markerem komoérki T wystepuje bowiem w 10% do 30% chtoniakéw i biataczek wychodza-
cych prekursorowych lub bardziej dojrzatych komoérek B [19, 35]. Norton i wsp. [40] u 7%
chorych z PBL-B (4 chorych w grupie 59 badanych) stwierdzili rearanzacje genéw fafncucha
beta, przy wspotistniejacej rearanzacji tancuchow ciezkich i lekkich Ig. Natomiast Dighiero i
wsp. [13] podaja, ze klonalna rearanzacja tancucha beta receptora komorki T wystepuje az w
25% przypadkéw PBL-B. Opisano przypadek PBL-B z rearanzacjg genéw tancuchéw alfa,
beta i gamma receptora komérki T obok rearanzacji gendéw taricuchéw IgM i kappa [42],
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Doniesiono takze o rearanzacji genéw tarnicucha delta w chtoniakach B komérkowych o niskim
stopniu ztosliwosci (chtoniaki limfocytarne, centrocytarne i centroblastyczno-centrocytarne
typu grudkowego) [61].

Istniejg sporadyczne doniesienia o bilinearnych przypadkach PBL-B. Shinohara i wsp. [58]
opublikowali przypadek PBL-B, w ktérym wykryto takie same aberracje chromosomowe w
hodowlach komorek stymulowanych trzema r6znymi mitogenami (fitohemaglutynina, mito-
genem szkartatki i wirusem Epsteina-Barr). 50% analizowanych metafaz juz w trzecim dniu
hodowli po stymulacji fitohemaglutyning wykazywato nieprawidtowy kariotyp. Zdaniem
autoréw tak wczesne (w trzecim dniu hodowli) wystapienie podziatbw komérkowych suge-
ruje, ze dzielity sie komérki T (biataczkowe komérki B od chorych z PBL-B dzielg si¢ dopiero
w pigtym lub széstym dniu hodowli).

Podobnie w opublikowanym przez nas przypadku PBL-B (chory J.H.) [53] aberracje
chromosomowe (50% analizowanych metafaz) wystepowaty w hodowlach komérek stymu-
lowanych fitohemaglutyning lub mitogenem szkartatki juz w trzecim dniu po stymulacji.
Ponadto u naszego pacjenta oba te mitogeny indukowaty zwtaszcza proliferacje komorek T.
By¢ moze wszystkie te przypadki wychodzg z komorki macierzystej wspélnej dla linii
komorek B i T, co sugerowaliSmy w naszych wcze$niejszych pracach [52, 55, 56].

Kilku autoréw [37, 43, 44, 45] w niektérych przypadkach PBL-B wykryto na biataczko-
wych komadrkach ekspresje antygen6w linii mielo-monocytéw, takich jak: CD 11 b, CD 1lc,
CD 13, CD 14, CD 15 i CD 33. Pinto i wsp. [45] sadza, ze 20-25% przypadkéw PBL-B
charakteryzuje ekspresja kilku antygenéw linii mielo-monocytéw, przy czym biataczkowe
komérki B CD 13+, CD 14+i CD 33+ znajduja sie nie tylko we krwi krazacej, ale réGwniez sg
osiadte w weztach chtonnych. Zdaniem tych autoréw ekspresja CD 13 (30% badanych
przypadkdéw) iCD 33 (12% badanych przypadkéw) ma niepomys$ine znaczenie prognostyczne
i wigze sie z duzg masg nowotworu i rozlanym nacieczeniem szpiku.

CD 13 (aminopeptydaza N) dzieki zdolnoSci do miejscowego zaggszczania aktywnych
biologicznie peptydéw odgrywa role w modulacji wzajemnych reakcji miedzy komorkami
oraz miedzy komaérkami a mikrosrodowiskiem [27, 31]. U os6b zdrowych CD 13 wystepuje
na powierzchni monocytéw, granulocytéw, niektérych makrofagéw i komoérek tkanki tacznej
[11]. Ekspresje CD 33 wykryto na komdérkach prekursorowych linii granulocytéw (na dojrza-
tych granulocytach ekspresja CD 33 wystepuje tylko sporadycznie ijest stabego stopnia) oraz
na monocytach [11]. A zatem PBL-B z ekspresjg CD 13 i/lub CD 33 mozna zaliczy¢ do
biataczek bifenotypowych wychodzacych z komoérki macierzystej wspélnej dla linii limfocy-
téw B i linii mielo-monocytéw. Z badanych przez Pinto i wsp. [45] 25 przypadkéw PBL-B
CD 13+az w 9 przypadkach nie stwierdzono ekspresji antygenu CD 5 (wariant PBL-B CD 5
jest wariantem rzadkim), co potwierdza zatozenie, ze przypadki te pochodzg z macierzystych
komorek szpiku.

Na podstawie badan wiasnych i przeglagdu piSmiennictwa, mozemy zatem sugerowac, ze
PBL-B w réznych przypadkach wychodzi z r6znych komaérek linii B, a mianowicie z:

* macierzystych komérek wsp6lnych dla linii mieloidalnej i limfocytéw B,

e macierzystych komoérek wspoélnych dla linii limfocytéow B i T,

« otrzewnowych komorek B CD 5+ (ta posta¢ stanowitaby niejako nawrét do limfopoezy
ptodowej),

e grasiczych komérek B CD 5+,

e szpikowych komérek B CD 5~
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Wydaje sie wiec, ze choroba okre$lana jako PBL-B jest w istocie grupg réznych choréb
wychodzacych z r6znych komérek linii B, ré6zniacych sie obrazem klinicznym, przebiegiem
i reakcjg na leki. Ostateczne udowodnienie powyzszej hipotezy wymaga dalszych badan.
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SFINGOMIELINA - METABOLIZM, ROLA
I ZNACZENIE W BLONACH BIOLOGICZNYCH

SPHINGOMYELIN - METABOLISM, ROLE AND SIGNIFICANCE
IN BIOLOGICAL MEMBRANES

Mariola RAKOWSKA, J6zef ZBOROWSKI

Zaktad Biochemii Komarki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
Warszawa

Streszczenie. Sfingomielina (SPM) jest lipidem wystepujagcym powszechnie w tkankach zwierzecych. Jest sktadni-
kiem bton komoérkowych oraz lipoprotein surowicy krwi. Petni istotng role w tworzeniu i utrzymywaniu dwuwar-
stwowej struktury lipidowej btony, rozmieszczeniu cholesterolu, a takze wywiera istotny wptyw na wtasciwosci
fizyko-chemiczne bton oraz ich przepuszczalno$¢ wzgledem jonéw. Metabolizm SPM ma zasadnicze znaczenie dla
zapewnienia prawidtowego funkcjonowania bton biologicznych i utrzymania homeostazy organizmu. Zaburzenia
katabolizmu SPM sg przyczyng niektérych choréb, takich jak choroba Niemanna-Picka i miazdzyca. Sfingozyna,
produkt degradacji SPM, hamujac kinaze biatkowa C, uczestniczy w regulacji przekazu informacji w komérce.

Stowa kluczowe: sfingomielina - metabolizm, wtasciwosci fizyko-chemiczne, przekaznictwo sygnatowe

Summary: Sphingomyelin is a lipid generally distributed in animal tissues. It is an essential component of cellular
membranes and serum lipoproteins. Sphingomyelin plays an important role in formation and maintenance of bilayer
structure of the membrane, as well as in cholesterol binding and distribution. Sphingomyelin modifies also physico-
chemical properties of the membrane and its permeability for the ions. The metabolism of this lipid is fundamental
for the proper function of the biological membranes and the organism homeostasis. Such diseases, as Niemann-Pick
disease and atherosclerosis, are due to some disorders in sphingomyelin catabolism. Moreover, sphingosine, the
product of sphingomyelin degradation, being a strong inhibitor of protein kinase C, influences the cellular signal
transduction.

Key words: sphingomyelin - metabolism, physico-chemical properties, signal transduction.
Wykaz uzywanych skr6téw: SPM - sfingomielina, PC - fosfatydylocholina, PS - fosfatydyloseryna, PE - fosfatydy-

loetanolamina, Pl - fosfatydyloinozytol, HDL, LDL i VLDL - lipoproteiny odpowiednio o wysokiej, niskiej i bardzo
niskiej gestosci.
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BUDOWA SFINGOMIELINY

Sfingomielina (SPM, 2-N-acetylo-sfingomielina, ceramido-I-fosforylocholina) jest obok
fosfatydylocholiny jednym z gtéwnych lipidow tkanek zwierzecych tworzacych dwuwarstwe
lipidowg bton. Czasteczka sfingomieliny zbudowana jest z tatwo ulegajgcego hydrolizie
alkalicznej ceramidu i fosforylocholiny (rys. 1).

@) (b)

IN(CH))3 /N(CH3)3
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Rys. 1. Poréwnanie struktury SPM (a) i PC (b); wigzanie podwdjne wystepujace w czgsteczce SPM pomiedzy C4i
Ch5jest wigzaniem "trans"; R - w czasteczce SPM to dtugotahncuchowy kwas ttuszczowy nasycony badZz mononiena-
sycony, podczas gdy w czasteczce PC - to kwas nienasycony zawierajacy od 1do 6 wigzarn podwdjnych

Ceramid (N-acylosfingozyna) jest zbudowany ze sfingozyny i kwasu tluszczowego, pota-
czonych wigzaniem amidowym. Oprécz sfingozyny (trans-4-sfinganiny) w SPM tkanek
zwierzecych wystepowa¢ moga i inne zasady, takie jak: sfinganina (dihydrosfingozyna) i
fitosfingozyna (4-D-hydroksysfinganina).

Czasteczki SPM charakteryzuja sie obecnoscig dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych
nasyconych lub mononienasyconych, o dtugos$ci tancucha 16-24 atoméw wegla. Kwasy
ttuszczowe wielonienasycone stanowig niewielki procent wszystkich kwaséw. W tkance
nerwowej ssakow gtownymi kwasami tluszczowymi sg kwas stearynowy (C18:0) i lignoce-
rynowy (C24:0), a wéréd nienasyconych - kwas nerwonowy (C24:1) [1].

W poréwnaniu z PC, czasteczka SPM jest bardziej asymetryczna. Obecno$¢ w czasteczce
SPM wolnej grupy hydroksylowej przy weglu trzecim, a takze wigzania amidowego stwarza
mozliwo$¢ utworzenia wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego, co w znacznym
stopniu usztywnia jej czasteczke. W efekcie, czasteczka SPM z bardziej stabilng strukturg i
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przewagg nasyconych kwaséw ttuszczowych wykazuje wyzszg temperature przejécia fazowe-
go w poréwnaniu z PC [76]. Ponadto, obecno$¢ w czasteczce SPM wolnych grup hydro-
ksylowych (w fafncuchu sfingozyny i ewentualnie w fafcuchu kwasu ttuszczowego) oraz
obecnos$¢ grupy amidowej powoduje, ze moze by¢ ona zaréwno donorem, jak i akceptorem
protonu [76], podczas gdy PC moze by¢ jedynie jego akceptorem.

BIOSYNTEZA SFINGOMIELINY

Pierwszym etapem biosyntezy SPM (rys. 2) jest reakcja kondensacji L-seryny z palmitoi-
lo-CoA [17,71], w wyniku ktérej powstaje 3,-ketodihydrosfingozyna. Enzymem Kkatalizu-
jacym te reakcje jest wymagajaca obecnosci fosforanu pirydoksalu i jonéw Mn+2
palmitoilotransferaza serynowa (EC 2.3.1.50). Aktywno$¢ enzymu jest najwyzsza wzgledem
palmitoilo-CoA, ale moze on wykorzystywac takze inne tioestry kwasow ttuszczowych.
Wedtug Merrilla [69] palmitoilotransferaza serynowa jest enzymem regulujagcym diugosc
podstawowego fancucha sfingozyny, jest wiec pierwszym regulatorowym enzymem szlaku
biosyntezy sfingolipidéw. W nastepnym etapie, 3-ketodihydrosfingozyna ulega redukcji przy
udziale reduktazy 3-ketosfingozynowej do dihydrosfingozyny, a ta z kolei przy udziale
monooksygenazy zwigzanej z flawoproteing ulega oksydoredukcji do sfingozyny. Reakcja
kondensacji sfingozyny z acylo-CoA [72] przy udziale acylotransferazy sfingozynowej (EC
2.3.1.24) prowadzi do wytworzenia ceramidu.

Inng proponowang droga biosyntezy ceramidu jest reakcja hydrolizy sfingozyny przy
udziale ceramidazy [35]. Nie zostata onajednak potwierdzona przez innych badaczy [72, 101]
i obecnie uwaza sie, ze jezeli nawet reakcja ta zachodzi, to nie ma zasadniczego znaczenia.
Trzecig proponowang drogg biosyntezy ceramidu jest kondensacja sfingozyny z wolnymi
kwasami ttuszczowymi [90]. Katalizujgcy te reakcje enzym wykorzystuje jako substrat
dtugotancuchowy kwas lignocerynowy i wymaga obecnosci Mg+2 i nukleotydu pirymidyno-
wego. Enzym ten jest silnie hamowany przez inhibitory fafcucha oddechowego.

Wedtug niektorych autoréw [71, 74, 100] wigzanie podwdjne pomiedzy weglem 4 i 5w
tancuchu sfinganiny pojawia sie dopiero po acylacji sfinganiny do dihydroceramidu. Enzym
katalizujacy reakcje odwodorowania dihydroceramidu do ceramidu nie zostat zdefiniowany.

Ostatnim etapem biosyntezy SPM jest przeniesienie reszty fosforylocholiny na czgsteczke
ceramidu badz z cytydynodifosfocholiny (CDPC), badz z fosfatydylocholiny (PC).

Sribney i Kennedy [98] stwierdzili, ze fosforylocholina jest przenoszona na ceramid z
CDPC, przy czym poczatkowo wydawato sig, ze bardziej aktywnym akceptorem tej grupy jest
sfingozyna o konfiguracji "treo" , ktéra nie wystepuje w tkankach ssakow. W pézniejszych
badaniach wykazano, ze izomer "erytro" jest w tej reakcji wykorzystywany réwnie dobrze,
jak izomer "treo" [32, 97, 101]. Obecnie wydaje sie, ze na tym etapie biosyntezy SPM
najbardziej istotne znaczenie ma przeniesienie reszty fosforylocholiny z PC na ceramid przy
udziale PC:ceramid transferazy fosforylocholinowej [61, 67, 104], Synteza SPM z ceramidu
1Sfingozyna wystepuje w postaci czterech izomeréw optycznych réznigcych sie potozeniem podstawnikéw przy weglu
2 i 3. Konfiguracja tych izomerdw jest nastepujaca: D-erytro-(2S, 3R), L-erytro-(2R,3S), D-treo-(2R,3R) i L-treo-

(2S,3S). Izomery typu DL-erytro i DL-treo to mieszaniny racemiczne. W sfingomielinie tkanek zwierzecych wystepuje
forma D-erytro.
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Rys. 2. Drogi biosyntezy SPM; numerami oznaczono enzymy szlaku biosyntezy: 1- palmitoilo-transferaza L-sery-

ny (EC 2.3.1.50), 2- reduktaza 3-keto-sfingozynowa, 3 - monooksygenaza zwigzana z flawoproteing (EC 1-14.-

14.1), 4 - syntaza ceramidowa, 5 - dehydrogenaza (oksydaza) dihydroceramidowa, 6 - acylotransferaza sfingozy-

nowa (EC 2.3.1.24), 7 -enzym przytaczajacy kwas ttuszczowy niezaleznie od ATP i CoA, 8- ceramidaza, 9

- PCxeramid transferaza fosforylocholinowa, 10 - CDP-cholina:ceramid transferaza fosforylocholinowa (EC 2.7.
8.3), 11 - CDP-cholina:sfingozyna transferaza fosforylocholinowa (EC 2.7.8.10)
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moze zachodzi¢ przy udziale fosfolipazy C, wykorzystujacej endogenng PC jako Zrédto
fosforylocholiny [48], Wptyw ceramidu na synteze SPM nie jest jednoznaczny. Marggraf i
Kanfer [66] wykazali 9,5-krotng stymulacje syntezy SPM po dodaniu ceramidu, podczas gdy
np. Voelker i Kennedy [104] nie obserwowali zadnego efektu stymulujgcego. Na biosynteze
SPM istotny wptyw wywierajg ester forbolowy (TPA) oraz hormon tyreotropowy, ktére
poprzez receptory powierzchniowe aktywujg kinaze biatkowg C, a ta z kolei aktywuje ostatni
enzym szlaku, tj. PC:ceramid transferaze fosforylocholinowg [51,55]. Podobny efekt wywie-
raja one na synteze PC [54]. Opisano réwniez stymulacje syntezy SPM przez hormony
kortykosterydowe [73], ale wydaje sie, ze mechanizm ich dziataniajest odmienny. Hormony
te pozostajg bez wptywu na synteze PC, a wzmozonej syntezie SPM towarzyszy wzmozona
jej degradacja. Koncowym efektem dziatania hormon6w kortykosterydowych jest wiec pod-
wyzszenie poziomu wolnej sfingozyny w komoérce.

Alternatywng droge biosyntezy SPM zaproponowali Brady i wsp. [15] oraz Fujino i wsp.
[32]. Wedtug nich sfingozyna ulega kondensacji z CDPC z wytworzeniem sfingozynofo-
sforylocholiny (SPC), a nastepnie zachodzi acylacja grupy aminowej przez dtugotancuchowy
kwas ttuszczowy (rys.2).

Biosynteza SPM zachodzi w btonach plazmatycznych [66, 67, 104]. Mitochondria i
mikrosomy nie sg zdolne do jej syntezy. W tkance ptucnej wg badan Lecerfa i wsp. [61]
najwyzszg aktywnos$¢ biosyntezy SPM obserwowano w ciatkach lamelarnych i frakcji bton
plazmatycznych, natomiast niewielkg we frakcjach gtadkiego retikulum endoplazmatycznego
i wotrzymanej z ptukania pecherzykéw ptucnych frakcji bogatej w surfaktant. Wielu autoréw
wskazuje naaparat Golgiegojako gtéwne miejsce biosyntezy SPM [58], W tkance watrobowej
wykazano, ze jest to wewnetrzna btona pecherzykéw cis i medial [33].

DEGRADACJA SPM

SPM jestenzymatycznie degradowana przez sfingomielinaze do ceramidu i fosforylocho-
liny. Dalsza degradacja polega na hydrolizie ceramidu do sfingozyny i kwasu ttuszczowego
[35] za posrednictwem ceramidazy.

W tkankach zwierzecych, w tym ludzkich, wystepuja dwarodzaje sfingomielinazy:kwasna
i obojetna. Sfingomielinazy sg enzymami zwigzanymi z btonami, ale opisano réwniez rozpu-
szczalne formy tego enzymu [80, 106]. Sfingomielinaza kwasna jest enzymem lizosomalnym
[30], aczkolwiek obecnos$¢ jej stwierdzono réwniez w innych frakcjach subkomérkowych
[86]. Wykazuje ona najwyzszg aktywno$¢ w pH 4,0-4,5 [78] lub 5,3-5,5 [79]. Nie wymaga
ona kationéw ani innych kofaktoréw. Jony dwuwarto$ciowe (Ca+2, Co+2, Mg+2, Mn+2) nie
maja wptywu najej aktywnos$¢ [81, 109]. Hamujgco natomiast wptywajg niektére nukleotydy
np. AMP [31, 80, 81] oraz fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan [80]. Enzym opr6cz SPM
moze hydrolizowa¢ takze inne fosfolipidy [31, 80]. Sfingomielinaza obojetna wykazuje
optymalng aktywno$¢ w pH 7,4 i wymaga obecnos$ci jondw Mg+2 lub Mn+2jako aktywatora.
Aktywnos$¢ tego enzymu jest najwyzsza w moézgu, gdzie wystepuje gtdwnie w obszarach
bogatych w neurony [34, 41, 81, 94]. W badaniach na komérkach neuroblastoma wykazano,
ze enzym ten jest zlokalizowany przede wszystkim w btonie plazmatycznej i w mniejszych
ilosciach w endoplazmatycznym retikulum [96]. Das i wsp. [27] poréwnujac wrazliwo$¢
sfingomielinazy kwasnej, obojetnej i innych enzymow na dziatanie proteaz udowodnili, ze
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sfingomielinaza kwasna znajduje sie bez watpienia wewnatrz komarki, natomiast sfingomie-
linaza obojetna znajduje sie po zewnetrznej stronie btony plazmatycznej. Poniewaz SPM
wystepuje réwniez gtéwnie w zewnetrznym listku dwuwarstwy lipidowej btony plazmatycz-
nej [75], sadzi sie [27], ze sfingomielinaza obojetna odgrywa specyficzng role i moze mieé
istotne znaczenie w regulacji przekazywania informacji przez btone. Ceramid powstaly w
wyniku dziatania enzymu jest bowiem prekursorem sfingozyny, a ta z kolei jest silnym
regulatorem kinazy biatkowej C [40,71].

Oprocz tych dwu podstawowych rodzajéw sfingomielinaz wykazano rowniez istnienie w
mielinie sfingomielinazy obojetnej niezaleznej od jonow Mg “ [108] oraz wystepujacej w
surowicy ptodowej, nowej formy sfingomielinazy zaleznej od jonéw Zn “ [95]. Ten ostatni
enzym wykazuje najwyzsza aktywno$¢ w pH 5,5. Jego rola biologiczna nie zostata jeszcze
poznana, ale jest niewykluczone, ze bierze on udziat w hydrolizie SPM znajdujacej sie w
lipoproteinach surowicy krwi oraz w btonie plazmatycznej krwinek i komaérek $rédbtonka
naczy krwionos$nych. Spence i wsp. [95] sugerujg, ze niska aktywnos$¢ sfingomielinazy
zaleznej od jonéw Zn+2 w surowicy dorostego cztowieka moze mie¢ wptyw na postepujaca z
wiekiem akumulacje SPM w $cianie naczyn krwionos$nych i w ptytkach miazdzycowych.

Prawidtowa degradacja SPM przy udziale sfingomielinaz ma wiec istotne znaczenie ze
wzgledéw zdrowotnych. Typowym przyktadem zaburzen degradacji tego lipidu, wynikaja-
cych z niedoboru sfingomielinazy kwasnej, jest choroba Niemanna-Picka (N-P) [16, 86].

Choroba N-P nalezy do grupy choréb genetycznych i przebiega z nagromadzaniem sie
SPM w lizosomach niektorych tkanek. Wyrdzniono pie¢ typow tej choroby [26]:

* Typ A przebiega z masywnym nagromadzaniem SPM w watrobie, $ledzionie i mozgu
oraz z ciezkim uposledzeniem umystowym. Choroba jest $miertelna we wczesnym okresie
zycia.

*Typ B przebiegaréwniez z nagromadzaniem duzych ilosci SPM w watrobie i$ledzionie,
ale nie w mozgu. Objawy neurologiczne, jezeli sg, to niewielkie.

« Typy C, D i E charakteryzujg sie niewielkim nagromadzaniem SPM w narzadach
trzewnych. W typie C i D pojawiajg sie objawy neurologiczne pod koniec pierwszej dekady
zycia, podczas gdy w typie E nie obserwuje sie zadnych klinicznych objawéw.

W typie A i B zaobserwowano obnizenie aktywnosci sfingomielinazy lizosomalnej (0-5%
prawidtowej aktywnos$ci) [16, 59, 62, 71, 86] i fosfolipazy C. Jednocze$nie wykazano, ze
aktywnos$¢ sfingomielinazy obojetnej zaleznej od jonéw Mg+2 nie odbiega od normy [34],
Zaobserwowano ponadto, ze zaburzenie w aktywnosci sfingomielinazy lizosomalnej nie ma
wptywu na wychwytywanie SPM przez komdrki [18, 59, 62], Wiekszo$¢ SPM jest wychwy-
tywana za posrednictwem receptora dla LDL znajdujacego sie na powierzchni komaorki i
dostarczana potem do lizosoméw [36, 59].

W typach C-E, aktywno$¢ sfingomielinazy kwasnej jest prawidtowa [18] lub nieznacznie
obnizona (typ C) [68]. Niektérzy autorzy na podstawie wynikéw ogniskowania izoelektry-
cznego sugeruja, ze w przypadku tych typow choroby brakuje niektérych izoenzymoéw
sfingomielinazy lizosomalnej [7]. Sugeruje sie, ze geny odpowiedzialne za wystepowanie
choroby N-P typu A i C sa zlokalizowane w oddzielnych chromosomach [8]. Wedtug
Christomanou [23] przyczyng wystepowania typu C choroby N-P jest niedobér aktywatorow
stymulujacych degradacje SPM i glukocerebrozydu.
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LOKALIZACJA SPM W TKANKACH
| BLONACH SUBKOMORKOWYCH

SPM jako sktadnik bton komorkowych wystepuje we wszystkich tkankach. Btony izolo-
wane z réznych narzadéw jednego gatunku ssakéw réznig sie zawartosciag SPM oraz stosun-
kiem molarnym SPM/PC, natomiast btony izolowane z tych samych narzadéw réznych
gatunkéw ssakow wykazujg podobny stosunek SPM/PC. Wyjatek stanowig btony erytrocy-
téw, w ktérych stosunek SPM/PC jest charakterystyczny dla gatunku (ssakéw) i wynosi od
0,25 u szczura do ok. 12 u przezuwaczy. W obrebie struktur mézgu i oka wystepuja znaczne
réznice. Obszary moézgu bogate w lipidy wykazujg wyzszy stosunek SPM/PC niz obszary
ubogie w lipidy, natomiast w oku we wszystkich tkankach twardych, tj. naczynidéwce,
rogéwece, teczéwce, twarddwece i ciatku szklistym, obserwuje sie wysokag zawarto$¢ SPM,
podczas gdy w tkankach miekkich, tj. siatkéwce i neuronach, SPM stanowi zaledwie ok. 5%
wszystkich fosfolipidow [1],

W komorce SPM jest zlokalizowana przede wszystkim w btonie plazmatycznej [75,104],
natomiast w mniejszych ilosciach w btonach retikulum endoplazmatycznego, aparatu Golgie-
go i mikrosomow. Btony jadrowa i mitochondrialna charakteryzuja sie najnizszg zawartoscig
SPM. Procentowy skitad lipidéw w btonach subkomoérkowych jest rozny dla ré6znych narza-
dow, np. w mitochondriach nerki, serca i watroby wotu SPM stanowi odpowiednio 4, 2 i 1%
wszystkich fosfolipidéw, natomiast w mikrosomach tych samych narzagdéw 20, 13 i 1-5%
[83]. Znaczny wzrost zawarto$ci SPM obserwuje sie w mikrosomach (o ok. 77%) i w
mitochondriach (o ok. 290%) izolowanych z komérek watrobiaka Morrisa 7777 w poréwnaniu
z komo6rkami watroby [42], Fakt ten ttumaczy sie 3-krotnie wyzszg aktywno$ciag palmitoilo-
transferazy serynowej (katalizujgcej pierwszy etap biosyntezy ceramidu) w mikrosomach
watrobiaka Morrisa 7777 niz w mikrosomach komérek gospodarza [107] oraz obecnoscia
biatka bardzo aktywnie transportujagcego SPM z btony plazmatycznej do struktur subkomoér-
kowych [29], kt6re nie wystepuje w komdrkach dojrzatej watroby.

W btonie plazmatycznej wszystkie lipidy, w tym takze SPM, sg rozmieszczone niesyme-
trycznie w ptaszczyznie poprzecznej. W badaniach na erytrocytach ludzkich i ssakow wyka-
zano, ze w zewnetrznej warstwie btony plazmatycznej znajduje sie 80-85% catkowitej ilosci
SPM oraz ok. 75% PC, podczas gdy w warstwie cytoplazmatycznej jest obecna PE (80%) i
PS (100%) [75, 111], Asymetria ta nie ulega zmianie ani w chemicznie zmodyfikowanych
erytrocytach [38], ani w erytrocytach sierpowatych [65], Czasteczki SPM wchodzace w skiad
zewnetrznej warstwy btony zawierajg kwasy ttuszczowe 20-weglowe i dtuzsze, podczas gdy
ok. 73% czasteczek SPM w cytoplazmatycznej warstwie btony plazmatycznej zawiera kwasy
thuszczowe krotsze niz 20-weglowe. Catkowita ilos¢ kwasow ttuszczowych nasyconych i
nienasyconych w obydwu warstwach jest identyczna [10], Ruch czgsteczek SPM w ptasz-
czyznie poprzecznej btony, jezeli wystepuje, jest niezwykle powolny i w czasie 120 dni zycia
erytrocytu nie nastepujg zauwazalne zmiany w asymetrycznym rozmieszczeniu réznych
rodzajow molekularnych SPM [10]. Przypuszczenia te zostaty potwierdzone wynikami badan
znakowanych spinowo analogéw fosfolipidowych [110]. Wykazano, ze w btonie plazmaty-
cznej erytrocytéw i cieni erytrocytéw pozbawionych ATP, SPM nie jest transportowana z
zewnetrznego do wewnetrznego listka dwuwarstwy.

Odmienne rozmieszczenie SPM zaobserwowano w btonie plazmatycznej komorek ragbka
szczoteczkowego pochodzacych ze srodkowego i koncowego odcinkajelita cienkiego pstraga
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[77]. W btonie komdrek pochodzacych ze srodkowego odcinka jelita 60% SPM znajduje sie
w warstwie zewnetrznej btony, natomiast w btonie komdrek z koricowego odcinka jelita
rozmieszczenie SPM jest prawie symetryczne miedzy zewnetrzng a wewnetrzng warstwg. W
komérkach ragbka szczoteczkowego zaobserwowano ponadto, podobnie jak w erytrocytach,
réznice w rozmieszczeniu rodzajéow molekularnych SPM miedzy zewnetrzng i wewnetrzng
warstwg btony. Istotne znaczenie dla organizacji dwuwarstwy lipidowej tych komérek wydaje
sie mie¢ fakt, ze SPM o krotkim, 14-weglowym fancuchu kwasu ttuszczowego znajduje sie w
przewazajgcej ilosci w warstwie zewnetrznej. Obecnie trudno jest jednak ustali¢ zalezno$¢
miedzy asymetrycznym rozmieszczeniem rodzajow molekularnych SPM czy innych fosfoli-
pidow a funkcjg mikrokosmkow jelitowych.

SPM jest obok PC istotnym sktadnikiem lipoprotein surowicy, zwtaszcza frakcji HDL i
LDL [5], We frakcji HDL SPM najsilniej wiaze sie z apolipoproteing A-Il, podczas gdy PC z
apolipoproteing A-1 [102], Dla lipoprotein ludzkich stosunek PC/SPM mierzony we wszy-
stkich frakcjach wynosi $rednio 3:1. Egzogenna SPM inkubowana z ludzka surowicg jest
spontanicznie przenoszona do frakcji HDL i LDL [5, 62] oraz z HDL do LDL [45]. SPM jest
transportowana i wbudowywana do erytrocytow i struktur komdrkowych komorek watroby i
$ledziony bez uprzedniej hydrolizy [5,93,99]. Komorki miesni gtadkich aorty pobierajg SPM
i cholesterol jako produkty lipolizy VLDL i LDL zachodzacej pod wptywem lipazy lipopro-
teinowej [9]. Komorki $rédbtonka aorty i innych tetnic wykazujg wraz z wiekiem oraz
postepem miazdzycy znaczne zmiany w proporcjach pomiedzy poszczeg6lnymi klasami
fosfolipiddw. Znacznie wzrasta w ich btonach zawarto§¢ SPM i cholesterolu [9, 12], a takze
zwieksza sie procent nasyconych kwaséw ttuszczowych [13]. Prawdopodobnie komorki
$rédbtonka naczyn krwiono$nych petnig funkcje bariery przed nadmiernym doptywem cho-
lesterolu do $ciany naczyn [12],

Komoérki mézgu pobierajg gtéwnie produkty hydrolizy SPM pochodzacej z lipoprotein
surowicy. Witgczanie choliny najprawdopodobniej w postaci fosforylocholiny wielokrotnie
przewyzsza wiaczanie kwasu ttuszczowego ijest szczeg6lnie intensywne w okresie mielini-
zacji [4]. Fosforylocholina, zanim zostanie przetransportowana przez bariere krew-mézg,
uwalniana jest z lipidow jg zawierajgcych w naczyniach wtosowatych mézgu przez sfingo-
mielinaze badz fosfolipaze C [22]. Zaskakujgcym jest fakt, ze nieznaczna cze$¢ lipoproteino-
wej SPM jest transportowana do mézgu w postaci niezmienionej [4], Bentejac i wsp. [4]
sugeruja, ze SPM jest dla mézgu jedynym zréddtem dtugotancuchowych, nasyconych kwaséw
thuszczowych (niezbednych szczeg6lnie podczas procesu mielinizacji), zdolnym uzupetniaé
wewnatrzkomoérkowg pule dtugotaricuchowych, nienasyconych kwaséw ttuszczowych.

Ostatnie badania transportu D-erytro i L-treo stereoizomeréw - fluorescencyjnych analo-
gow SPM [57] w fibroblastach jajnika chinskiego chomika wykazaty, ze egzogenna SPM
(podawana w postaci matych, jednowarstwowych pecherzykéw) jest wigczana w btone
plazmatyczng wtemperaturze 7°C w niezmienionej postaci oraz ze w temperaturze 37°C moze
by¢ transportowana droga endocytozy do wnetrza komorki. Podczas 10 min inkubacji w
temperaturze 37°C pecherzyki zbudowane ze znakowanej fluorescencyjnie SPM sg transpo-
rtowane do centralnej cze$ci komorki w okolice jadra, gdzie sg gromadzone w sgsiedztwie
centriol. Dtuzsza inkubacja powoduje powrét SPM do biony plazmatycznej. Potowiczny czas
obrotu SPM nie ulegajacej metabolizmowi wynosi w tych warunkach ok. 40 min. Transport
obu analogdw SPM niejest specyficzny i zachodzi zjednakowg wydajno$cig. W temperaturze
37°C cze$¢ wigczonej do btony plazmatycznej egzogennej SPM ulega hydrolizie, co jest
zgodne z doniesieniami na temat obecnosci sfingomielinazy obojetnej w btonach plazmaty-
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cznych komérek [27, 41]. Powstajgce w wyniku hydrolizy SPM analogi fluorescencyjne
ceramidu ulegajg spontanicznej dyfuzji przez btone i sg dalej transportowane do aparatu
Golgiego, gdzie nastepuje resynteza SPM [58]. Transport zsyntetyzowanej w komérce SPM
do btony plazmatycznej odbywa sie, podobnie jak egzogennej, za posrednictwem pecherzy-
kéw. Nie jest on spontaniczny, gdyz wymaga obecnosci ATP icytosolu [53],

FIZYKO-CHEMICZNE WEASCIWOSCI SPM
W BLONACH BIOLOGICZNYCH | SZTUCZNYCH

SPM bierze udziat w tworzeniu jedynie dwuwarstwowej struktury lipidowej btony. Ma ona
zdolnos$¢ usztywniania btony, w ktérej sktad wchodzi. Btona plazmatyczna wzbogacona w
SPM (stosunek SPM/PC = 1,56) charakteryzuje sie zwiekszong mikrolepkos$cig. Jest to
zwigzane z mozliwo$cig powstawania wigzania wodorowego pomiedzy sgsiadujacymi czg-
steczkami SPM [11, 103], Jak wykazaty badania za pomocg techniki rezonansu paramagne-
tycznego, wytworzenie wigzania wodorowego powoduje znaczne ograniczenie ruchliwosci
gtéwki polarnej lipidu [3]. SPM wprowadzona do btony zbudowanej z dipalmitylo-PC
(DPPC) ogranicza rowniez ruchliwos$¢ tancuchow PC. Miedzy czasteczkami SPM i PC
powstajag bowiem podobne wigzania wodorowe, poniewaz PC ma grupy akceptorowe dla
protonu pochodzacego z grupy donorowej SPM [103]. Wedtug ostatnich badan wigzanie
wodorowe miedzy czasteczkami SPM powstaje poprzez grupe fosforanowg z jednej strony i
grupe hydroksylowga z drugiej. W uktadzie SPM-PC grupa fosforanowa PC stuzy jako akceptor
protonu pochodzgcego od grupy donorowej SPM, ktérg w tym przypadku jest grupa hydro-
ksylowa reszty sfingozyny [19, 103]. Ponadto uwaza sig, ze w czgsteczce SPM o konfiguracji
D-erytro akceptorem wodoru w grupie fosforanowej jest najprawdopodobniej atom tlenu
wchodzacy w sktad wigzania estrowego [19].

SPM bardzo silnie wigze cholesterol i determinuje jego rozmieszczenie w btonach. W
komérkach pozbawionych SPM (poprzez traktowanie ich sfingomielinazg) nastepuje szybkie
wychodzenie cholesterolu z btony plazmatycznej do wewngtrzkomdrkowej puli wolnego
cholesterolu [91, 92]. Ponadto, w komdérkach pozbawionych SPM obserwuje sie zwigkszong
estryfikacje btonowego cholesterolu, wzmozona aktywno$¢ acylotransferazy cholesterolowej
(ACAT), obnizong synteze cholesterolu "de novo", a takze zredukowang zdolno$¢ btony do
whbudowywania egzogennego cholesterolu [91]. Sposrdd réznych rodzajow molekularnych
SPM silniej wigzg cholesterol pochodne zawierajgce nasycony kwas ttuszczowy [99].

Czasteczka SPM z m6zgu wotu zajmuje powierzchnie ograniczong do 42°4-5 A2, podo-
bnie jak dipalmitylo-PC - 43 A“ [1], Dla por6wnania przecietna czasteczka PC z z6ttka jaja
kurzego (sa rdzne rodzaje molekularne) zajmuje przestrzen 56 A2. Badania na monomoleku-
larnych btonach wykazaty, ze znaczacy wptyw na przestrzen, zajmowang przez czasteczke
SPM w btonie, ma obecno$é podwojnego wigzania "cis" miedzy 15 a 16 weglem tafAcucha
kwasu tluszczowego. Wigzanie nienasycone "trans" miedzy weglem 4 i 5 w tafcuchu kwasu
thuszczowego pozostaje bez wptywu na ten parametr [87]. Przestrzen powierzchniowa przy-
padajgca na czasteczke oraz przestrzen miedzywarstwowa zalezg rowniez od stopnia uwod-
nienia dwuwarstwy i wzrastajg systematycznie wraz ze wzrostem stopnia uwodnienia. Przy
maksymalnym 40-procentowym uwodnieniu btony zbudowanej ze SPM z mozgu wotu, ktore
zachodzi w temp. 40°C, przestrzeni czagsteczkowa SPM wynosi az 54 A2 [3], a grubosé
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lipidowej dwuwarstwy oraz fazy wodnej wynoszg odpowiednio 48 i 30 A. Inni autorzy podaja
nieco odmienne wartosci. Wedtug Shipleya i wsp. [89] maksymalne wigzanie wody przez
btone zbudowang ze SPM zachodzi w temp. 47°C iwynosi 35%. W warunkach maksymalnego
uwodnienia przestrzen przypadajagca na czasteczke wynosi 60 A2, grubo$é¢ dwuwarstwy
lipidowej 38 A, a grubo$é warstwy wodnej pomiedzy listkami btony 22 A. Rozbieznosci te
wynikajg z réznic w sktadzie kwaséw ttuszczowych badanej SPM oraz w sposobach pomiaru
temperatury. Frakcje SPM o wysokiej zawartosci kwasu stearynowego lub palmitynowego
charakteryzujg sie stosunkowo wysoka temperaturg przejscia fazowego (T ok. 50°C), pod-
czas gdy dla frakcji SPM bogatych w kwas nerwonowy (C24:l) temperatura przejscia
fazowego wynosi ok. 30°C. Nie zaobserwowano réznic w zachowaniu termotropowym
pomiedzy SPM o konfiguracji D-erytro a mieszaning racemiczng D-erytro- i L-erytro-SPM
[2, 20]. Na zalezne od temperatury zachowanie SPM ma takze wptyw stopien uwodnienia
btony [89]. Zwiekszenie uwodnienia btony do ok. 10% powoduje postepujgce obnizanie Tm
ze stanu zelu do stanu ciektokrystalicznego z 87°C do 40°C. Uwodnienie dwuwarstwy
zbudowanej z SPM powyzej 10% nie powoduje dalszego obnizania temperatury przejscia
fazowego lipidu. Tm ze stanu zelu do stanu ciektokrystalicznego wiekszosci rodzajow mole-
kularnych SPM jest zblizona do temperatury fizjologicznej ssak6w, podczas gdy wiekszosé
naturalnie wystepujacych rodzajéw molekularnych PC ma Tm znacznie nizszg niz 37°C.
Przeprowadzenie nieuwodnionej SPM ze stanu ciektokrystalicznego do stanu jednorodnego
mozna uzyskaé przez podwyzszenie temperatury do 144°C. W temperaturze 170°C SPM jest
w stanie utworzy¢ strukture heksagonalna. Wraz ze zmiang temperatury zasadniczej zmianie
ulega mikrolepko$é hydrofobowej czeSci dwuwarstwy. | tak, ponizej Tm mikrolepko$¢ bton,
zbudowanych ze SPM z mézgu wotu, jest ok. 10-krotnie wyzsza niz bton zbudowanych z PC
z z6ktkajaja kurzego, podczas gdy powyzej T roznica w mikrolepkosci miedzy tymi btonami
jest tylko 3-krotna [2, 3, 88]. Barenholz i wsp®°I2] badajac zalezne od temperatury zachowanie
wielowarstwowych liposoméw zbudowanych z mieszaniny N-palmitoilo-, N-stearoilo- i
N-lignoceroilo-SPM (1:1:1) stwierdzili, ze mieszanina ta ma jedng temperature przejscia
fazowego nizszg od T charakterystycznych dla poszczeg6lnych sktadnikéw. Nie zachodzi
wiec zjawisko rozdzielania faz w takiej mieszaninie. Zupetnie inaczej zachowywatly sie
liposomy zbudowane z mieszaniny N-stearoilo-SPM i I-palmitoilo-2-oleilo-PC. W liposo-
mach, w ktérych stosunek SPM do PC wynosit 2:1, obserwowano dwie temperatury przejscia
fazowego charakterystyczne dla tych lipidéw, natomiast w przypadku gdy stosunek SPM:PC
wynosit 1:1, T bytasumarycznym efektem T poszczegdlnych sktadnikéw. Barenholz i wsp.
sugeruja, ze zachodzace z wiekiem lub w przebiegu choroby miazdzycowej zmiany w sktadzie
naturalnych bton biologicznych zaburzajg w znacznym stopniu rownowage fazowg i maja
ogromny wptyw na funkcjonowanie bton biologicznych [2].

Ze wzgledu na fakt, ze btony zbudowane ze SPM sg bardziej uporzadkowane, charakte-
ryzujg sie one znacznie bardziej ograniczong przepuszczalnoscig jondw w poréwnaniu do
innych bton. Transport fosforanéw i chlorkéw przez btone erytrocytéw pochodzacych od
réznych gatunkdédw ssakéw (rézniacych sie zawarto$cig SPM) ulega stopniowemu hamowaniu
wraz ze wzrostem stosunku SPM/PC [37,64], Wraz ze wzrostem zawartosci SPM w btonie
prawie catkowicie zanika funkcja biatka odpowiedzialnego za transport siarczanéw [52],
Przypuszczano, ze efekt hamowania transportu anionow przez btone jest spowodowany
wysokim stopniem nasycenia tafcuchéw kwaséw ttuszczowych w czasteczce SPM, ale
okazato sie, ze w btonach plazmatycznych o wysokiej zawarto$ci kwasoéw ttuszczowych
nienasyconych w czasteczce SPM transport anionéw jest réwniez hamowany. Wzajemna
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korelacja miedzy zawarto$ciag SPM w btonie a transportem anionéw nadal pozostaje niewy-
jasniona, tym bardziej ze wedtug ostatnich doniesien biatko transportujgce siarczany (pasmo
3) dziata tak samo dobrze w liposomach zbudowanych ze SPM, jak iz PC z z6ttkajaja. Ponadto
transport w takich liposomach jest 6-krotnie wyzszy niz obserwowany w naturalnych btonach
ludzkich erytrocytow [84]. Prawdopodobnie w btonach wzbogaconych w SPM hamowaniu
ulega jedynie bierny transport aniondéw.

Réwniez aktywny transport jonéw K+ w erytrocytach maleje ze wzrostem stosunku
SPM/PC [50]. Sugeruje sie, ze na procesy aktywnego transportu jonéw Na+ i K+ przez btony
wptywa nie sama SPM, ale jej kompleks z cholesterolem [47]. Wedtug badan Slottego i wsp.
[92] w komorkach traktowanych sfingomielinaza, na skutek degradacji SPM i wywotanej tym
translokacji cholesterolu, nastepuje catkowite zahamowanie aktywnosci Na+/K+-ATP-azy.
Niejestjednak wykluczony w tym przypadku wptyw sfingozyny jako potencjalnego inhibitora
tego enzymu. Po odbudowie SPM przez komérke aktywno$¢ Na+/K+-ATP-azy wraca do
normy.

Obecnos$¢ SPM w btonie okazuje sie mie¢ takze istotny wptyw najej wiasciwosci mecha- .
niczne m.in. na odporno$¢ btony na szok osmotyczny. W warunkach izoosmotycznych
erytrocyty o wysokiej zawartosci SPM wykazujg wyzszg odpornos¢, co jest zwigzane z ich
zwiekszong mikrolepkos$cia [14]. Natomiast odporno$¢ tych erytrocytéw jest mniejsza w
warunkach zmniejszonego lub zwigkszonego ci$nienia osmotycznego [28]. Ta witasciwosé
bton erytrocytow bogatych w SPM wynika z faktu, ze integralno$¢ ich btony plazmatycznej
w warunkach izoosmotycznych jest zachowana nawet w sytuacji, gdy 80% SPM ulegnie
hydrolizie pod wpltywem sfingomielinazy [24, 111]. Komorka, w ktorej na miejscu SPM
znajduje sie ceramid, ulega tatwo hydrolizie w warunkach zmienionego ci$nienia osmotycz-
nego [82, 111]. Ponadto, przeksztatcenie SPM w ceramid powoduje, ze btonowa PC jest
bardziej podatna na dziatanie fosfolipazy C z Bacillus cereus [111]. W efekcie, skojarzone
dziatanie sfingomielinazy i fosfolipazy C prowadzi do lizy komérki nawet w warunkach
izoosmotycznych.

PODSUMOWANIE

Poczatkowo SPM ze wzgledu na wystepowanie oraz budowe czasteczki przypisywano
przede wszystkim funkcje strukturalng. Wyniki badarn ostatnich lat sugerujg, ze SPM podobnie
jak Pl i PC stanowi istotny element komorkowego przekaznictwa sygnatowego. Sugeruje sie,
ze produkty degradacji SPM, tj. sfingozyna i ceramid, ktore sg spontanicznie transportowane
przez btone, petnig role wtoérnych przekaznikéw przenoszacych informacje z receptora [39,56,
70]. Wiadomo bowiem, ze czynniki indukujgce réznicowanie komorek, tj. witamina D ,
TNF-a (nowotworowy czynnik nekrotyczny), interferon i hormony kortykosterydowe stymu-
lujg aktywno$¢ sfingomielinazy [49,73], aco zatym idzie powstawanie ceramidu i sfingozyny.
Przeniesienie sygnatu za posrednictwem ceramidu i sfingozyny odbywa sie r6znymi drogami.
Wydaje sie, ze w przypadku interakcji TNF-a z jego receptorem sygnat przenoszony jest
przez ceramid na kinaze biatkowg zalezng od ceramidu [49]. Posrednictwo "cyklu sfingomie-
linowego" w indukowaniu odpowiedzi komérek na hormony kortykosterydowe odbywa sie
z kolei poprzez sfingozyne, ktora, jak juz wspomniano wyzej, jest inhibitorem kinazy biatko-
wej C [40,71]. Wptyw sfingozyny na ten enzym wydaje sie mie¢ istotne znaczenie, poniewaz
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kinaza biatkowa C jest receptorem estrow forbolu i innych czynnikéw onkogennych [39].
Sfingozyna hamuje kompetytywnie wiazanie estréw forbolu do N-koAcowego wiazacego PS,
fragmentu kinazy biatkowej C. Ponadto, poprzez zahamowanie aktywnosci fosfatazy kwasu
fosfatydowego ijednoczesng aktywacje kinazy diacyloglicerolowej, zmniejsza pule diacy-
loglicerolu bedacego pozytywnym efektorem kinazy biatkowej C [60]. W efekcie kinaza
biatkowa C nie jest zdolna ani do autofosforylacji, ani do fosforylacji innych biatek, a co za
tym idzie zahamowaniu ulegajg m.in. procesy roéznicowania i wzrostu komérek, funkcje
komoérek neutrofilnych iagregacja ptytek krwi [39,70]. Niektére efekty dziatania sfingozyny,
takie jak: hamowanie wigzania hormonu tyreotropowego do komérek GfE, hamowanie
aktywnosci Na+/K+-ATP-azy i szeregu enzymow zaleznych od kalmoduliny oraz aktywacja
kinazy tyrozynowej receptora EGF (epidermal growthfactor) sg niezalezne od kinazy biatko-
wej C [39,46,70]. Obecnie uwaza sie takze, ze N,N-dimetylowe pochodne sfingozyny wywo-
tuja podobne, ale znacznie silniejsze efekty niz sama sfingozyna [44], Znaczng aktywno$¢
enzymu metylujagcego sfingozyne znaleziono w tkance mézgowej [43]. Nalezy jednak pamie-
ta¢, ze sfingozyna w stezeniach niewiele wyzszych niz potrzebne do zahamowania aktywnosci
kinazy biatkowej C jest cytotoksyczna, a proces metylacji moze ten efekt potegowac [39].
Tym niemniej wydaje sie, ze sfingozyna ze wzgledu na swoje witasciwosci oraz analogie
stukturalng i funkcjonalng z lekami z grupy kationéw amfifilowych reprezentuje endogenny
czynnik antyarytmiczny, antydepresyjny, neuroleptyczny i przeciwnowotworowy [39, 63].
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