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■ V/ tym zeszycie9 Postępów Biologii Komórki •

I Komórka roślinna ma trzy przedziały zawierające odrębne genomy. Między 
genomami istnieją obszary homologii. Dane o tych obszarach ułatwiają w 
dużym stopniu zrozumienie procesów ewolucyjnych w komórce roślinnej 
(patrz artykuł na s. 279).

B Odkrycia ostatnich lat doprowadziły do poznania sposobu przekazywania 
sygnałów i mechanizmów genetycznych zapobiegających samozapyleniu u 
roślin wyższych. Artykuł na stronie 293 jest pierwszym syntetycznym omó­
wieniem tych zagadnień.

H W artykule na stronie 311 zostało omówione, po raz pierwszy w polskiej 
literaturze przeglądowej, zagadnienie powstawania uniparentalnej disomii 
oraz zostały przedstawione następstwa fenotypowe tego zaburzenia chromo­
somowego u człowieka.

I Techniki hybrydyzacji in situ DNA/DNA, RNA/DNA, antysensowy mRNA/RNA 
są metodami umożliwiającymi bądź zlokalizowanie określonych sekwencji 
DNA w obrębie genomu, bądź badanie ekspresji genów. Techniki te znajdują 
obecnie coraz szersze zastosowanie w cytogenetyce klinicznej. Jest to kolejny 
artykuł (s. 323) na ten temat zamieszczony w Post Biol Kom (por. M. Zabel, 
Post Biol Kom 1991; 18: 47-53).

□ Oddzielenie jądra i cytoplazmy komórki przez otoczkę jądrową prowadzi do 
wniosku, że muszą istnieć specyficzne mechanizmy transportowe pozwa­
lające na przenikanie odpowiednich substancji tak z jądra, jak i do jądra 
komórki. O tych mechanizmach można przeczytać na stronie 335 i dalszych.

H Różne przypadki przewlekłej białaczki limfatycznej B komórkowej pochodzą z 
odmiennych komórek linii B. Doniesienia na ten temat zebrano w pracy Z. M. 
Rupniewskiej i współautorów (str. 357).

□ Sfingomielina jest obok fosfatydylocholiny jednym z głównych lipidów tkanek 
zwierzęcych tworzących błony komórkowe. O metabolizmie sfingomieliny i 
jego znaczeniu dla homeostazy organizmu można przeczytać na stronie 369.

Z KRONIKI

W dniach 16-19 września 1991 r. odbyło się w Krakowie 39 Sympozjum Europejskiego 
Towarzystwa Hodowli Tkanek zorganizowane pod auspicjami Polskiego Towarzystwa 
Histochemików i Cytochemików oraz Uniwersytetu Jagiellońskiego. W Polsce Sympozjum 
to zostało zorganizowane poraź pierwszy po wielu latach starań.

Komitet Organizacyjny poza Dr R. Pfragner z Austrii, którą zaproszono do Komitetu 
grzecznościowo, utworzyli pracownicy Pracowni Endokrynologii Zwierząt i Hodowli Tkanek 
przy Zakładzie Fizjologii Zwierząt UJ. W skład Komitetu weszli:
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Przewodnicząca - prof, dr bab. Stanisława Stokłosowa
Sekretarz - początkowo dr Maria Słomczyńska, potem do końca dr Maria Szołtys
Skarbnik - dr Barbara Bilińska
Członkowie - dr Ewa Gregoraszczuk, dr Andrzej Pierściński, mgr Jerzy Galas, mgr Dorota Bulik, dr Jolanta 

Sadowska, mgr Anna Walocha
Przed rozpoczęciem Sympozjum i podczas jego trwania pomagali mgr Agnieszka Czy­

żewska, panie doktorantki - mgr Małgorzata Kajta i Elżbieta Kusina, studenci Instytutu 
Biologii Molekularnej UJ - Anna Słota, Mariusz Zaręba, Agnieszka Bańbuła oraz doktorant 
Akademii Rolniczej - Maciej Murawski.

Powitalne spotkanie towarzyskie przy lampce wina, które odbyło się w Collegium Maius 
zaszczycili swoją obecnością Jego Magnificencja Rektor UJ - prof, dr hab. Andrzej Pelczar, 
wojewoda krakowski - pan Tadeusz Piekarz z małżonką, dyrektor Collegium Maius - prof, 
dr hab. Stanisław Waltoś, prodziekan Wydziału Biologii i Nauk o Ziemi UJ - doc. dr hab. 
Leszek Przywara, prezydenta Krakowa pana Krzysztofa Bachmińskiego reprezentował dr 
Andrzej Zduńczyk dyrektor Wydziału Zdrowia Urzędu Miasta Krakowa.

Część naukowa Sympozjum odbywała się w pomieszczeniach Akademii Wychowania 
Fizycznego udostępnionych Komitetowi Organizacyjnemu dzięki uprzejmości JMRektora 
AWF - prof, dr hab. Jana Szopy. Otwarcia Sympozjum dokonała przewodnicząca Komitetu 
Organizacyjnego prof. Stanisława Stokłosowa. Adres powitalny wygłosił prodziekan doc dr 
hab. Leszek Przywara. Następnie Prezydent Europejskiego Towarzystwa Hodowli Tkanek - 
prof. Sandro Eridani (Anglia) nadał honorowe członkowstwo towarzystwa prof. Gianno 
Astaldiemu (Mediolan), który następnie wygłosił wykład na temat The in vitro culture 
techniques in the study of the oncogeny and. functions of hemic and lymphatic cells.

Uczestnikami Sympozjum (ok. 280 osób) byli badacze ze wszystkich krajów europejskich 
łącznie z krajami Europy Wschodniej, Litwą i Republiką Rosyjską, a także uczeni ze Stanów 
Zjednoczonych i Izraela. Polskę reprezentowało 98 naukowców. Tematyka Sympozjum 
obejmowała najnowocześniejsze badania prowadzone metodami hodowli tkankowych z 
zakresu biologii molekularnej, hematologii, onkologii, endokrynologii i transplantologii. 
Odbyło się 25 wykładów plenarnych wygłoszonych przez zaproszonych wybitnych spe­
cjalistów. Program obejmował 4 sympozja, 9 sesji popołudniowych i 12 sesji plakatowych. 
Wiceprzewodniczącymi sympozjów i większości sesji warsztatowych (workshops) byli 
polscy uczeni:

prof. W. Jędrzejczak - Cellular and molecular aspects of hemopoesis
prof. A. Łukaszyk - Endocrine cell function
prof. W. Korohoda - Malignant transformation and tumor suppresion
doc. L. Kaczmarek - Oncogens and growth regulation and cell transformation
prof. A. Kiygier-Stojałowska - Cell interaction and paracrine control
prof. J. Koziorowska - In vitro pharmacotoxicology
prof. J. Kawiak - Cell adhesion molecules and extracellular matrix receptors
Jedna sesja posterowa była poświęcona hodowli komórek roślinnych. Moderatorem był doc. J. Grzybek.
W czasie tego Sympozjum wręczono po raz pierwszy Nagrodę Naukową za Osiągnięcia 

w Badaniach Biologii Komórki ufundowaną przez firmę Becton Dickinson, Falcon Labware. 
Konkurs wygrał dr Christos Paraskeva (Anglia) za cykl prac naukowych z zakresu trans­
formacji nowotworowej komórek.

Sympozjum okazało się sukcesem naukowym oraz organizacyjnym, co podkreślali ucze­
stnicy w listach przesyłanych na ręce Przewodniczącej Komitetu Organizacyjnego.
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HOMOLOGIE POMIĘDZY GENOMEM JĄDROWYM 
I GENOMAMI ORGANELLOWYMI ROŚLIN

HOMOLOGIES BETWEEN THE NUCLEAR GENOME 
AND THE ORGANELLAR GENOMES OF PLANTS

M ałgorzata JAKUBOW ICZ, Jacek AUGUSTYNIAK 

Zakład Biochemii Biopolimerów Uniwersytetu im. A. M ickiewicza, Poznań

Streszczenie. A rtyku ł om aw ia w ystępow anie w genom ie jąd row ym  i genom ach organellow ych roślin w ielu h o m olo ­
gicznych fragm entów  D N A . D ane te w dużym  stopniu m ogą ułatw ić zrozum ienie procesów  ew olucyjnych, k tóre 
zaszły w kom órce roślinnej.

A bstract. This artic le  presents data on the hom ologies betw een the D NA sequences o f the nuclear and the o rganella r 
genom es o f  p lants. T he  data can help in understanding the evolu tionary  processes in p lant cells.

WSTĘP

Komórka roślinna ma trzy przedziały zawierające odrębne genomy. Obecnie wiadom o, że 
pom iędzy tymi genom ami istnieją obszary homologii. Niektóre z nich zostaną dokładniej 
przedstawione w tej pracy.

Homologie pom iędzy mitochondrialnym genomem roślinnym a genomem chloroplasto­
wym są stosunkowo dobrze zbadane dla kukurydzy [7, 24, 27], w iesiołka [24], ryżu [18], 
szpinaku [26], ziem niaka [5] oraz dla kilku roślin z rodziny dyniowatych [26], H om ologie 
między genom em  plastydowym i genomem jądrow ym  stwierdzono dla szpinaku [25], ryżu 
[22], pom idora [20, 21], ziemniaka [5]. Homologie między genom em m itochondrialnym  i 
jądrow ym  znane są dla grzybów Saccharomyces cerevisiae [6], Neurospora crassa  [9], 
Podospora anserina  [8], natomiast spośród roślin wyższych stwierdzono je  dla wiesiołka [23], 
kukurydzy (plazm idy m itochondrialne) [12], tytoniu [2] oraz dla niektórych roślin z rodziny 
m otylkowatych [19].
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HOMOLOGIE POMIĘDZY MITOCHONDRIALNYM GENOMEM 
ROŚLINNYM A GENOMEM CHLOROPLASTOWYM

Rośliny wyższe mają m itochondrialne genomy bardzo różnej wielkości, chociaż ilość 
genów  mitochondrialnych jest na ogół taka sama jak  u innych organizmów. W mtDN A roślin 
znajdują się fragmenty homologiczne do DNA chloroplastowego. Przykłady rozmiarów 
hom ologii podano w tabeli 1.

T A B E L A  1. P rzykłady rozm iarów  hom ologii pom iędzy genom am i organellow ym i roślin  w yższych; podano 
w ielkość genom u m itochondrialnego oraz rozm iar hom ologii z genom em  chlorop lastow ym

G atunek W ielkość genom u [kpza] R ozm iar hom ologii [kpzd]

R zepa 218 5
K alafio r 219 13
Ł oboda  gw iazdkow ata 270 13
S zkarła tka 320 14
Szpinak 327 10
G roch 380 13
Pszen ica 430 6
K ukurydza 570 13
C ukin ia 840 11
O górek 1500 11
M elon 2400 11

akpz -  tysiąc  par zasad

Jednym  z pierwszych i lepiej poznanych przykładów tego zjawiska jest odcinek DNA o 
długości 12 kpz w mitochondrialnym genomie kukurydzy przejawiający w 90% homologię 
do fragm entu chloroplastowego DNA z rejonu dwukrotnie powtórzonego w odwrotnej orien­
tacji, tzw. IR [27]. W rejonie tym zawarte są: gen chloroplastowego 16S rRNA, gen dla 
tRNA-ile oraz tRNA-val. W ydaje się, że także w genom ie m itochondrialnym pszenicy istnieje 
podobny fragm ent DNA [24], W mitochondrialnym DNA kukurydzy zidentyfikowano rów­
nież inny fragment, który pochodzi z chloroplastów i obejmuje gen dla dużej podjednostki 
karboksylazy rybulozo-1,5-dwufosforanowej, gen tRNA-his, część genu 23S rRNA. Nastę­
pnym przykładem  pochodzącym również z badań nad genom ami organellowymi kukurydzy 
jest fragm ent zawierający 3 ’-końcową część genu 23S rRNA, całkowite geny 4,5S i 5S rRNA, 
odcinek m iędzygenowy i 6 nukleotydów genu tRNA-arg [7]. Analizowano sekwencję nukleo- 
tydow ą tego fragmentu i okazało się, że fragment plastydowego DNA jest w mitochondriach 
niezm ieniony, zachowane są jego odcinki międzygenowe, a punktowych mutacji jest zaledwie 
kilka. M ożnaby z tego wnioskować, że przeniesienie go do mitochondriów nastąpiło niezbyt 
dawno.

W genom ie mitochondrialnym wiesiołka znaleziono fragmenty DNA homologiczne do 
plastydow ego 23S rRNA, lecz stopień homologii jest niższy niż u kukurydzy, co sugeruje, że 
w tym przypadku przeniesienie nastąpiło dość dawno [24].

Z mtDN A ryżu wyizolowano fragment o długości 6,9 kpz zawierający kopię chloroplasto­
wego zespołu genów [18]. W skład tego zespołu wchodzą geny dla dużej podjednostki 
karboksylazy rybulozo-1,5-dwufosforanowej (rbcL), podjednostki ß i e ATP-azy, tRNA-met, 
tRNA-val. Oprócz tego okazało się, że 430 pz poniżej obszaru hom ologicznego do rbcL w 
genom ie mitochondrialnym  ryżu występuje fragment homologiczny do chloroplastowego
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genu rybosom owego białka L 2 (rpl 2). Gen ten w genom ie plastydowym ma dwie kopie 
zlokalizowane w odległości 20 kpz i 40 kpz od genu rbcL. Genowi rbcL i rpl 2 w genom ie 
plastydowym towarzyszy 151-nukleotydowa sekwencja powtarzająca się i ona to w łaśnie 
prawdopodobnie um ożliwiła hom ologiczną rekom binację doprowadzającą do przeniesienia 
genu rpl 2 w pobliże zespołu genów wspomnianych powyżej. Pojawia się jednak pytanie, 
kiedy zjawisko to miało miejsce: czy przed przeniesieniem fragmentu chloroplastow ego do 
m itochondriów, czy też do m itochondriów przeniesiony został większy odcinek DNA chlo­
roplastowego i wspomniana wcześniej rekom binacja zaszła już  w mitochondriach. Fragm enty 
DNA plastydowego zawierające gen dla rbcL są powszechne w genom ach m itochondrialnych 
wielu różnych roślin wyższych [24].

M itochondrialny plazmid SI z kukurydzy zawiera odcinek DNA o długości 420 pz, 
hom ologiczny do fragmentu plastydowego kodującego białko psb A fotosystemu II [24].

Zjawisko przenoszenia fragmentów DNA z chloroplastów do mitochondriów nie jest 
charakterystyczne dla pewnej grupy roślin i wydaje się być uniwersalne dla całego św iata 
roślinnego. W tabeli 1 przedstawiono przykłady rozmiarów homologii między mtDNA a 
cpDNA roślin.

Interesująca jest analiza homologii fragmentów m itochondrialnych i chloroplastowych 
czterech przedstawicieli rodziny dyniowatych: cukinii, ogórka, melona i arbuza. O ile m tDNA 
ogórka zawiera rejony odpowiadające chloroplastowym 16S rRNA, 23S rRNA, rbcL i 
podjednostkom  ß oraz £ ATP-azy, o tyle mtDNA pozostałych przedstawicieli tej rodziny 
zaw ierają tylko niektóre z tych rejonów (tab. 2).

T A B E L A  2. O becność odcinków  D N A  hom ologicznych do genów  chloroplastow ych w m itochondria lnych  
genom ach roślin  z rodziny dyniow atych [4]

G eny ch lo rop lastow e A rbuz C ukinia O górek M elon

16S rR N A  ? + + +
23S rR N A + +
rbcL  -  + + -
A T P -aza  podjedn. e +  + + -
A T P -aza  podjedn. ß + + + -

S tosow ane oznaczenia: "+" w ystępuje w m tD N A ; nie w ystępuje w m tD N A ; "?" nie w iadom o; rbcL  -  duża
pod jednostka karboksylazy  rybulozo-1,5 -dw ufasforanow ej

W czasie dyskusji o przenoszeniu DNA chloroplastow ego do m itochondriów roślin poja­
w ia się pytanie: czy przeniesienie nastąpiło w procesie jednorazow ego przeniesienia, czy też 
był to wielokrotny proces. Obecnie przypuszcza się, że możliwe są obydwa sposoby. U 
kukurydzy występuje bardzo duża homologia (90%) na odcinku wynoszącym 12 kpz. Ze 
w zględu na zachowany układ genów odcinek tak duży jak  ten musiał zostać przeniesiony 
jednorazow o z chloroplastów do mitochondriów. Odmiennym przykładem są odcinki chlo­
roplastowego DNA występujące w m itochondriach szpinaku: ich wzajemne ułożenie w 
m tDNA, odmienne niż w chloroplastach, wyklucza twierdzenie, że przeniesienie m ogło zajść 
jednorazow o [26].

Czy odcinki DNA chloroplastowego wbudowane do mtDNA pełnią jakąś biologiczną rolę? 
Dane eksperym entalne wskazują, że raczej nie. Istnieją jedynie pewne sugestie [15], że być 
może te odcinki wpływają dodatnio na replikację mitochondrialnego DNA. Badania nad 
kukurydzą sugerują, że niektóre zmiany w odcinku mtDNA homologicznym do cpDNA
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towarzyszą pojawiającej się męskiej sterylności u kukurydzy. Odcinki chloroplastowe istnie­
jące w mitochondriach generalnie nie ulegają transkrypcji, a jeśli ona zachodzi, to je s t dziełem  
przypadkowej integracji fragmentu chloroplastowego w pobliżu prom otora jakiegoś genu 
mitochondrialnego [ 13].

HOMOLOGIE POMIĘDZY GENOMEM PLASTYDOWYM 
I GENOMEM JĄDROWYM U ROŚLIN

Obecnie pojawia się coraz więcej doniesień o odcinkach homologicznych dla genom u 
jądrow ego i chloroplastowego. Roślinami pod tym względem dość dobrze zbadanym i są 
szpinak i ryż [22, 25, 29]. Całkowita ilość fragmentów rozproszonych w genom ie jądrow ym , 
a homologicznych do plastydowego DNA u szpinaku jest szacowana na ok. 5 kopii genom u 
organellowego na 1 jądrow y genom haploidalny [25], Homologie takie występują na rozpro­
szonych w DNA jądrow ym  odcinkach, których długość najczęściej wynosi od 1 kpz do kilku 
kpz. W ydaje się, że w DNA jądrow ym  szpinaku znajdują się fragmenty hom ologiczne do 
całego genomu plastydowego tej rośliny. W odróżnieniu od DNA chloroplastowego DNA 
jądrow y jest silnie metylowany. Jądro komórkowe szpinaku wydaje się mieć wszystkie geny 
wymagane do utworzenia genomu plastydowego, lecz są one porozdzielane, silnie zmetylo- 
wane i najprawdopodobniej transkrypcyjnie nieaktywne.

Obok szpinaku rośliną, w której została stwierdzona obecność fragmentów DNA hom olo­
gicznych w jądrze i chloroplastach, jest ryż [22]. Istnienie homologii stwierdzono przy okazji 
badań nad różnicowaniem się kalusa. W iadomo, że w czasie powstawania kalusa w jego 
komórkach może zmieniać się ilość chromosom ów. Dla ryżu sklonowano fragmenty jądro­
wego DNA i DNA zawarty w jednym  z klonów okazał się być wysoce homologicznym z 
chloroplastowym DNA. Jądrowy DNA izolowany z zarodków ryżu zawiera ok. 10000 kopii 
tego odcinka DNA w przeliczeniu na haploidalny genom ryżu [22]. Analiza hybrydyzacyjna 
jądrow ego DNA z kalusa dala jednak zaskakujący wynik: liczba powtórzeń omawianego 
odcinka DNA uległa redukcji do zaledwie 1-5 kopii na haploidalny genom. Dla roślin 
zregenerowanych z tegoż kalusa liczba kopii badanego odcinka była taka jak  dla DNA z 
zarodków. Obserwacje te sugerują, że podczas tworzenia się kalusa i regeneracji całych roślin 
ilość kopii pewnych fragmentów jądrow ego DNA ryżu zm ienia się i wbudowany do jądra 
odcinek chloroplastowego DNA zachowuje się w sposób charakterystyczny dla tzw. fragm en­
tów o zmiennej ilości kopii. Nie wiadomo, czy kodowane przez niego geny ulegają ekspresji. 
Badany odcinek jądrow ego DNA ryżu ma długość 1456 pz. Stwierdzono, że ten odcinek DNA 
wykazuje wysoką homologię do genu chloroplastowego rybosomowego białka S7 i 3 ’-koń­
cowej części genu białka S 12.

Innego przykładu występowania w jądrze kom órkowym fragmentów pochodzących z 
genomu plastydowego dostarczyło badanie pomidora [21]. Trzeci intron jądrow ego genu 
Cab-7 (gen dla białka związanego z chlorofilem a i b) zawiera dwa krótkie fragmenty 
pochodzące z genu chloroplastowego psbG (białko fotosystemu II). Insercja odcinka plasty­
dowego DNA do intronu jądrow ego genu Cab-7 występuje u wszystkich odmian pomidorów, 
ale u gatunków spokrewnionych z pomidorem jej nie stwierdzono. M ożna stąd wnioskować, 
że przeniesienie odcinka chloroplastowego DNA do jądra kom órkowego nastąpiło raczej 
niedawno. Innym przykładem homologii również występującej u pom idora są fragmenty
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plastydowego DNA o długości 202 pz i 144 pz zawierające fragmenty genów rps 18 i pet D 
(gen rybosom owego białka S 18 i gen białka wchodzącego w skład kompleksu cytochromu 
b/f), zlokalizowane w chrom osom ie 5 i 9 pomidora [20]. W jądrze komórkowym pomidora 
fragmenty te z całą pewnością nie ulegają ekspresji. Charakterystycznym  dla omawianych 
fragmentów jest to, że są one oskrzydlone krótkimi odcinkami powtórzonymi w jednakowej 
orientacji, co może sugerować wbudowanie ich w genom jądrow y w drodze rekombinacji. 
Problem ten szerzej omówiony zostanie w końcowej części tego przeglądu.

Dobrym przykładem przeniesienia w czasie ewolucji roślin naczyniowych genu z genomu 
chloroplastowego do jądra kom órkowego jest gen tuf A (gen białkowego faktora elongacyj- 
nego EF-Tu plastydowej biosyntezy białka). U Chlamydomonas gen ten występuje w genomie 
chloroplastowym, nie ma go natomiast w genom ie plastydowym  roślin naczyniowych i 
genom ie plastydowym wątrobowca M archanda polymorpha  [1]. W genomie jądrow ym  
Arabidopsis thaliana  znaleziono aktywny gen tuf A hom ologiczny do genu tuf A z Chlamy­
domonas. W edług Baldauf [1] hom ologia sekwencji aminokwasowej wynosi 77%, natomiast 
hom ologia sekwencji nukleotydowej 67%. Przeniesienie tego genu do jądra komórkowego 
nastąpiło co najmniej 500 milionów lat temu [19].

Innym przykładem przeniesienia genu jest przypadek Acetabularii i Batophory należących 
do glonów z rodziny Dasycladaceae [24], U Acetabularia  gen kinazy tymidylanowej znajduje 
się w jądrze, natomiast u Batophora  ten sam gen znajduje się w genom ie chloroplastowym.

HOMOLOGIE MIĘDZY GENOMEM MITOCHONDRIALNYM 
I GENOMEM JĄDROWYM

Badania ostatnich kilku lat dostarczyły dowodów, że istnieją odcinki DNA homologiczne 
w jądrze i m itochondrium. Częściej stwierdzanym zjawiskiem są odcinki mtDNA występujące 
w jądrze niż odcinki jądrow ego DNA występujące w mitochondrium. Pierwsza część tego 
rozdziału zostanie poświęcona opisowi przykładów pochodzących ze świata grzybów i 
zwierząt, a to z tego względu iż pierwsze doniesienia o tym zjawisku pochodziły właśnie z 
badań nad tą grupą organizmów.

Jednym i z bardziej znanych są badania Farrely i Butowa [6] dotyczące Saccharomyces 
cerevisiae. W ykazali oni, że w jądrow ym  DNA drożdży występują fragmenty mitochondrial- 
nego DNA. Genom jądrow y Saccharomyces cerevisiae zawiera odcinek DNA homologiczny 
do części mitochondrialnego genu vari (białko zasocjowane z mniejszą podjednostką rybo- 
somu mitochondrialnego), graniczący od strony 5 ’ z fragmentem homologicznym do 3 ’ 
-końcowej części genu cytochromu b (cob/box), a od strony 3 ’ z fragmentem homologicznym 
do 5 ’-końcowej części sekwencji ori/rep, która u drożdży związana jest z replikacją mtDNA. 
Nie wydaje się, aby ten fragment był w jądrze funkcjonalny, ponieważ są w nim zawarte tylko 
części genów m itochondrialnych, ponadto zawierają one sygnały term inujące we wszystkich 
ram kach odczytu. Nie ma dowodów, że są one transkrybowane.

N astępnego przykładu obecności w jądrze kom órkowym odcinków DNA homologicznych 
do mtDNA [9] dostarcza Neurospora crassa. Genem, który uległ przeniesieniu do jądra 
kom órkowego, jest tu gen jednej z podjednostek ATP-azy. W czasie badań eksperymentalnych 
podjednostką ta charakteryzuje się wrażliwością na oligom ycynę i dwucykloheksylokarbo- 
dw uim id (DCCD). Określana jest w literaturze jako białko DCCD-wrażliwe. U Saccharomy-
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ces cerevisiae białko DCCD-wrażliwe kodowane jest w genomie m itochondrialnym i również 
tam syntetyzowane, natomiast u Neurospora crassa gen dla tego białka znajduje się w jądrze 
i białko to syntetyzowane jest w cytoplazmie. Okazało się, że w genomie m itochondrialnym  
Neurospora crassa można znaleźć odcinki homologiczne do genu białka DCCD-wrażliwego 
z Saccharomyces cerevisiae . Porównanie pierwszorzędowych struktur różnych białek DCCD- 
wrażliwych sugeruje, że otwarta ramka odczytu znaleziona w mtDNA Neurospora crassa  to 
gen kodujący typowe białko DCCD-wrażliwe. U Neurospora crassa nie znaleziono jednak 
polipeptydu pochodzącego z mitochondrialnej syntezy białka, który mógłby odpowiadać 
białku wrażliwemu na DCCD. Homologia genu jądrow ego białka DCCD-wrażliwego z 
fragmentem DNA mogącym być genem mitochondrialnym jest niższa u Neurospora crassa 
niż homologia wspomnianego wyżej fragmentu mtDNA do genów mitochondrialnych białek 
DCCD-wrażliwych drożdży i wołu. M ożna z tego wywnioskować, że przeniesienie genu z 
mitochondriów do jądra nastąpiło bardzo dawno i że gen pozostały w m itochondriach 
Neurospora crassa stał się pseudogenem.

Homologie między genomem m itochondrialnym i jądrow ym  znaleziono również u zw ie­
rząt, obecnie znane przypadki to szarańcza [9], szczur [4], jeżow iec [ 11J. U jeżow ca hom ologia 
obejmuje fragment końcowy genu 16S rRN A oskrzydlony z jednej strony genem podjednostki 
I oksydazy cytochromowej. U szczura występują odcinki homologiczne do genu dla podjed­
nostki I, II, III oksydazy cytochromowej i do genu podjednostki 6 dehydrogenazy NADH. 
Odcinki homologiczne w jądrow ym  DNA izolowanym ze szczura chorego na raka wątroby 
wykazują zwiększoną liczbę kopii i organizację inną niż w genomie jądrow ym  normalnych 
komórek [4].

Jednym z bardziej interesujących przykładów przeniesienia DNA między jądrem  a mito- 
chondrium jest wiesiołek [23). W m itochondriach wiesiołka znaleziono rejony DNA ho­
mologiczne do DNA jądrow ego i plastydowego. W jednym  przypadku jest to fragment 
zawierający odcinki homologiczne do plastydowego 23S rRNA i 4,5S rRNA. W drugim 
przypadku jest to fragment zawierający odcinki homologiczne do jądrow ego DNA występu­
jące bardzo blisko odcinków homologicznych do DNA plastydowego. Poniżej zostanie 
omówiony ten drugi przypadek. M itochondrialny DNA wykazujący homologię do DNA 
chloroplastowego obejmuje 758 nukleotydów i rozpoczyna się w genie kodującym białko 
rybosomowe S4 i rozciąga się na obszar międzygenowy do genu tRNA-ser(GGA) włącznie i 
kończy 55 nukleotydów poniżej niego. W genie białka S4 znajdującym  się w mitochondriach 
w porównaniu z jego plastydowym odpowiednikiem nastąpiły jedynie trzy zmiany, jedna 
insercja 4 nukleotydów i dwie delecje 5 i 10 nukleotydów, które przerywają ramkę odczytu i 
prawdopodobnie zaszły już po przeniesieniu plastydowego DNA do m itochondriów wskutek 
replikacyjnych pomyłek. Plastydowy gen tRNA-ser(GGA) jest tak ułożony w genomie 
mtDNA wiesiołka, że teoretycznie może być transkrybowany. Fragment homologiczny do 
części jądrow ego genu 18S rRNA występuje w genom ie mitochondrialnym wiesiołka w 
odległości 762 nukleotydów od fragmentu hom ologicznego do DNA plastydowego. Odcinek 
DNA homologiczny do części jądrow ego 18S rRNA, o długości 528 nukleotydów wykazuje 
w 91% homologię z jądrow ym  genem 18S rRNA kukurydzy, w jego obrębie występuje 
segment 160-nukleotydowy, charakterystyczny wyłącznie dla jądrow ych genów 18S rRNA, 
nigdy nie stwierdzony w rRNA organellowych. Nie jest znana sekwencja nukleotydowa 
jądrow ego genu 18S rRNA dla wiesiołka, ale przypuszczalnie w wiesiołku homologia tych 
rejonów jest wyższa niż 91%. W mtDNA pomiędzy fragmentami pochodzącymi z plastydów 
i z jądrow ego DNA wiesiołka rozpościera się obszar, który ma otwartą ramkę odczytu i mógłby
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kodować polipeptyd o długości 142 aminokwasów. Jeśli polipeptyd ten rzeczywiście by 
powstawał, to wykazywałby on duże podobieństwo do odwrotnej transkryptazy retrowirusów 
lub odwrotnej transkryptazy kodowanej przez niektóre elementy mobilne (transponsable 
elements) [23].

Analiza genomów m irochondrialnych roślin z rodziny motylkowatych wykazała istnienie 
wyjątkowo ciekawego przypadku lokalizacji genu podjednostki II oksydazy cytochromowej 
(coxll). U niektórych przedstawicieli tej rodziny funkcjonalny gen znajduje się w genomie 
mitochondrialnym, a u innych w genomie jądrowym . Część przedstawicieli tej rodziny ma 
dwie kopie genu: jedną w mitochondriach, drugą w jądrze komórkowym, lecz tylko jedna z 
nich jest funkcjonalnym genem [19]. Sytuację tę przedstawiono w tabeli 3.

T A B EL A  3. Lokalizacja  i ekspresja  genu podjednostki II oksydazy cytochrom ow ej u różnych przedstaw icieli
rodziny m otylkow atych [wg 19]

Gatunek M iejsce w ystępow ania M iejsce ekspresji
m itochondrium  jąd ro m itochondrium jąd ro

Fasolnik chiński _ + _ +
Fasola złota - + - +
Fasola zw ykła + + - +
Soja + + - +
Groch zw yczajny + + + -

Stosow ane oznaczenia: "+" -  w ystępuje lub ulega ekspresji; -  nie w ystępuje lub nie u lega ekspresji.

Przypuszcza się, że w rodzinie motylkowatych u części jej przedstawicieli doszło do 
przeniesienia genu podjednostki II oksydazy cytochromowej z mitochondrium do jądra 
komórkowego i prawdopodobnie funkcjonalny gen jądrow y współistniał przez jakiś czas z 
funkcjonalnym genem m itochondrialnym, który stopniowo był eliminowany przez m echani­
zmy ewolucyjne. W przypadku grochu zwyczajnego gen ten został przeniesiony do jądra 
komórkowego, lecz nie zdołał uzyskać ekspresji i genem funkcjonalnym u tej rośliny jest nadal 
gen mitochondrialny [ 19]. Szacuje się, że u tej części przedstawicieli rodziny motylkowatych, 
które obecnie mają funkcjonalny gen coxll w jądrze komórkowym, przeniesienie genu do 
jądra kom órkowego miało miejsce między 60 a 200 milionów lat temu, podczas gdy utrata 
tego genu z genomu mitochondrialnego zaszła później [19]. W przypadku tym wydaje się 
wysoce prawdopodobnym , że w mechanizm przeniesienia zaangażowany był RNA i enzym 
o aktywności odwrotnej transkryptazy.

W tytoniu (Nicotiana alata) znaleziono odcinki DNA homologiczne w genom ie mitochon­
drialnym i jądrow ym . Trudno rozstrzygnąć, jaki był kierunek przeniesienia DNA [2], Frag­
ment DNA o długości 1 kpz zlokalizowany po stronie 5’ genu związanego z samosterylnością 
(ang. se lf  incompatibility) w genom ie jądrow ym  tytoniu wykazuje homologię do mtDNA i to 
nie tylko mtDNA swojego gatunku, ale również do mtDNA pomidora (Lycopersicum escu­
lentum  i Lycopersicum penneli). Nie wykazuje on natomiast homologii do mtDNA kukurydzy. 
Omawiany odcinek w mtDNA tytoniu rozpoczyna się w odległości 397 pz od miejsca 
początku transkrypcji genu związanego z samosterylnością. Nie wiadomo, czy ten obszar 
DNA jest związany z funkcją wspomnianego genu. W genomie jądrow ym  tytoniu hom ologi­
czny region obejmuje odcinki powtórzone w tej samej orientacji. Brak homologii z mtDNA 
kukurydzy sugeruje, że omawiany fragment nie należy do odcinków konserwatywnych w 
m itochondrialnym  DNA roślin.
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HOMOLOGIE MIĘDZY ROŚLINNYMI GENAMI tRNA

Roślinne, m itochondrialne tRNA są bardziej podobne do tRNA chloroplastowych niż do 
tRNA m itochondrialnych innych organizmów [3], Geny chloroplastowe przeniesione do 
mitochondrium to np. geny tRNA-val, tRNA-leu, tRNA-ile obecne w m itochondriach kuku­
rydzy we fragmencie pochodzącym  z chloroplastów [3]. Geny te w m itochondriach nie ulegają 
transkrypcji. Przykładem genów tRNA przeniesionych z chloroplastów do m itochondriów  i 
transkrybowanych są tRNA-trp w mitochondriach pszenicy, kukurydzy i fasoli, których 
podobieństwo do odpowiedników chloroplastowych waha się w granicach od 96% do 97%. 
Gen tRNA-cys z m itochondriów kukurydzy wykazuje 99% homologię do odpowiedniego 
genu z chloroplastów pszenicy (sekwencja chloroplastowego genu tRNA-cys kukurydzy nie 
jest znana). Podobieństwa te sugerują, że funkcjonalny mitochondrialny tRNA-trp i tRNA- 
cys pochodzi z segmentu chloroplastowego DNA przeniesionego do m itochondriów. Ostatnio 
wykazano, że w m itochondriach pszenicy prawidłowo transkrybowane są geny hom ologiczne 
do chloroplastowych genów tRNA-ser, tRNA-phe, tRNA-met i tRNA-asp [3]. Panuje prze­
konanie, że te geny przeniesione do mitochondrium z fragmentem chloroplastowego DNA 
stały się funkcjonalne przez przypadkowo właściwą insercję w pobliże mitochondrialnego 
promotora. M itochondrialny genom Brassica oleracea  zawiera fragment plastydowy z genem 
dla tRNA-leu2, prawdopodobnie nieaktywnym, ponieważ występuje w nim 5-nukleotydowa 
insercja [24].

UWAGI KOŃCOWE

Nie znany jest sposób, w jaki dochodzi do przeniesienia materiału genetycznego między 
organellami. W iadomo z obserwacji nad zachowaniem się żywych komórek roślinnych, że 
dochodzi do różnych fizycznych interakcji pomiędzy błonami m itochondrium i chloroplastu 
[28]. Inny mechanizm zakłada istnienie wektora cytoplazmatycznego zdolnego do przeniesie­
nia materiału genetycznego między organellami. Być może, że w procesie tym mogłyby 
odgrywać jakąś rolę plazmidy mitochondrialne lub wirusy roślinne. W iadomo bowiem, że 
wirus mozaiki tytoniu po infekcji tworzy pewną małą ilość pseudowirionów, które zawierają 
RNA homologiczny zarówno do cpDNA, jak  i do jądrow ego DNA [28]. Przekazywanie 
odcinków DNA u bakterii zachodzi między innymi poprzez plazmidy. Gdyby podobny 
mechanizm mógł działać u eukariontów, to w międzyorganellowy przekaz DNA mogłyby być 
zaangażowane struktury określane jako m itochondrialne plazmidy typu DNA i typu RNA [24], 
Są one czasami obserwowane w m itochondriach roślin wyższych.

Możliwe, że same cząsteczki RNA lub DNA mogą przedostawać się do wnętrza organelli. 
Wiadomo, że w żywych komórkach zachodzi transport RNA z cytoplazmy do mitochondriów. 
Zjawisko takie znane jest dla tRNA u Chlamydomonas i Tetrahymena [24], a wśród roślin 
wyższych dla fasoli i ziemniaka [16, 17]. Prym aza m itochondrialna u ssaków dla swojej 
aktywności wymaga 5,8S rRNA [24] kodowanego przez genom jądrowy. Ze względu na rolę 
tego enzymu w replikacji mitochondrialnej musi zachodzić import 5,8S rRNA z przedziału 
cytoplazmatycznego. Z pewnością mechanizm takiego transportu funkcjonuje, brak jednak
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danych dotyczących jego specyficzności. W yjaśnić to mogłoby sposób, w jaki inne rodzaje 
RNA mogłyby wnikać do mitochondriów.

Gdyby cząsteczką pośredniczącą był RNA, to w komórce niezbędna byłaby aktywność 
enzym atyczna typu odwrotnej transkryptazy. Obecność tego typu aktywności enzymatycznej 
została wykazana w jądrach komórkowych różnych organizmów [24]. Dla pszenicy aktyw­
ność odwrotnej transkryptazy wykazano we frakcji mikrośomalnej [13], dla w iesiołka w ska­
zano w m tDNA loci, które mogłyby kodować ten enzym [23].

Ciekawy model bazujący na uznaniu RNA jako intermediatu w przenoszeniu materiału 
genetycznego do jądra kom órkowego przedstawiają Nugent i Palmer [19]. Przeniesienie genu 
podjednostki II oksydazy cytochromowej z genomu m itochondrialnego do jądrow ego u dużej 
części roślin z rodziny motylkowatych (patrz str. 285) tłum aczą zakładając, że mitochondrial- 
ny transkrypt, który uległ edytowaniu (ang. editing) został przez enzym o aktywności odwrot­
nej transkryptazy przepisany na cDNA. W mitochondriach roślin zjawisko edytowania 
pociąga za sobą selektywne przekształcenie C w U i tylko czasami U w C wzdłuż transkryptu 
RNA i w wyniku tego powstają białka mitochondrialne o często dość różnej sekwencji 
aminokwasowej od przewidywanej na podstawie sekwencji nukleotydowej mitochondrialne­
go genu. Autorzy ci zauważyli, że gen podjednostki II oksydazy cytochromowej w czasie 
ewolucji m otylkowatych u części przedstawicieli tej rodziny, przeniesiony z mitochondriów 
do jądra, m a sekwencję nukleotydową bardziej podobną do edytowanego transkryptu RNA 
niż do genu mitochondrialnego. Nie wiadomo, czy przepisanie to miałoby miejsce w mito- 
chondrium , cytoplazmie czy jądrze. Na rysunku 1 przedstawiono proponowany model zda­
rzeń.

Geny białek organellowych, które w toku ewolucji poprzez różne mechanizm y komórkowe 
zostały przeniesione do jądra komórkowego najczęściej w jądrze wymagają dodatkowych 
m odyfikacji np. dołączenia odcinka DNA kodującego peptyd liderowy umożliwiający zsyn- 
tetyzowanem u w cytoplazmie białku przedostanie się do wnętrza organelli. Funkcjonalnymi 
jądrow ym i genami białek organellowych stały się tylko te przeniesione geny, które w toku 
ewolucji zyskały dodatkowe właściwości przystosowujące je  do m echanizm ów transkrypcji 
występujących w przedziale jądrow ym . Geny przeniesione do jądra komórkowego, które nie 
uzyskały w toku ewolucji przystosowania do mechanizm ów transkrypcji występujących w 
przedziale jądrow ym , pozostały pseudogenami. Dobrym przykładem jest groch zwyczajny, u 
którego do jądra komórkowego z mitochondrium przeniesiony został gen coxll. Jednak gen 
ten nie jest aktywny i prawidłowe białko tworzone jest nadal w mitochondriach. U innych 
przdstawicieli tej rodziny gen coxll został dostosowany do jądrow ych mechanizm ów trans­
krypcji i ulega ekspresji jako gen jądrow y.

Czasami odcinki DNA pochodzące z jednego przedziału komórkowego, wbudowane do 
DNA innego przedziału są flankowane przez krótkie odcinki DNA powtórzone w tej samej 
orientacji np. u pomidora (patrz str. 282). W tych znanych nielicznych przypadkach za 
w budowanie DNA do innego przedziału mógłby być odpowiedzialny proces przedstawiony 
na rysunku 2.

Proponowany model zakłada pęknięcie jądrow ego DNA w taki sposób, że tworzą się dwa 
kilku lub kilkunastonukleotydowe, wzajem nie komplementarne końce jednoniciowe ("lepkie 
końce"). Fragm ent DNA z "obcego" przedziału przypadkowo ma również z jednej strony 
kom plem entarny, jednoniciowy "lepki koniec" (mało prawdopodobne wydaje się założenie 
posiadania przez "obcy" fragment z obydwu stron takich samych "lepkich końców"). D ocho­
dzi do sparow ania się fragmentów "obcego" DNA z DNA jądrow ym  z jednej strony i do ich
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ligacji w tym miejscu. Prawdopodobnym jest, że z drugiej strony dochodzi do ligacji po 
dobudowaniu przez polimerazę DNA w drodze syntezy naprawczej kilku lub kilkunastu 
nukleotydów komplementarnych do pozostałego "lepkiego końca" jądrow ego DNA i ligacji 
obydwu fragmentów. Sytuację taką pokazano na rysunku 2a. W miejscu pierwotnego w ystę­
powania "lepkich końców" tworzą się odcinki powtórzone. Po sparowaniu się jednoniciow ego 
końca fragmentu pochodzącego z innego przedziału komórkowego z jednym  z "lepkich 
końców" jądrow ego DNA i ligacji, z drugiej strony może nastąpić degradacja pozostałego 
"lepkiego końca" jądrow ego DNA i fragment "obcego" DNA może zostać zligowany z 
jądrowym  DNA drogą ligacji tzw. "końców tępych" [20]. M ożliwość taką przedstawia 
rysunek 2b. W tej sytuacji nie tworzą się odcinki powtórzone.

R y s.l. M odel p rzeniesienia  genu podjednostki II oksydazy cytochrom ow ej (cox ll) z m itochondrium  do jądra  
kom órkow ego [wg 19]; stosow ane oznaczenia: J -  jąd ro  kom órkow e, M -  m itochondrium , ? -  nie w iadom o, w 
którym  przedziale kom órkow ym  nastąpiła odw rotna transkrypcja i pow stanie D N A  na m atrycy edytow anego

transkryptu m itochondrialnego

Charakterystyczną cechą komórki roślinnej jest to, że rozmiary genom ów jądrowych i 
m itochondrialnych ulegają bardzo znacznym wahaniom, natomiast genom plastydowy jest w 
porównaniu z nimi najmniejszy i bardzo konserwatywny. Istnieje doniesienie [10] o wirusie 
roślinnym typu geminiwirusa (ang .Abutilon mosaic virus) zawierającym jednoniciow y DNA, 
który dostaje się do chloroplastów i tam replikuje. W ydaje się więc, że przedostanie się obcego 
DNA do plastydów jest możliwe, nie znaleziono jednak do tej pory przykładów wbudowania

http://rcin.org.pl



H O M O L O G IE  M IĘD Z Y  G EN O M A M I: JĄ D R O W Y M  I O R G A N E LLO W Y M I 289

obcego DNA do genomu plastydowego. Powody, dla których genomy chloroplastowe w 
odróżnieniu od pozostałych nie wykazują zdolności wbudowywania DNA z innego przedziału 
komórkowego, nie są znane.

Zerw any DNA w jąd rze  kom órkow ym , m ający z obydw u stron pęknięcia dw a w ystające, końcow e odcinki 

jednon ic iow ego  D N A  w zajem nie kom plem entarne, tzw . "lepkie końce"

5 ” ------------------------  T C A C C A T G A - ................................
3 ’ ............... .................A G T G G T A C T

Insert m ający z jednej strony jednoniciow y, końcow y odcinek D NA kom plem entarny do jednego  z jednoni- 

ciow ych odcinków  pękniętego jąd row ego  D N A

A G TG G T

Insert
< -......................................................... >

5 ’ .......................... T C A C C A T G A -.................................................................. -T CA C C A TG A -
3 ’ ............................. A G T G G T A C T -....................................................................A G TG G TA C T-

* * * * * * * * *  * * * * * * * * *

Insert
<  >

5 ’ ..........................................................................- T C A C C A T G A  -
3 ’   A G T G G TA C T - -

R ys. 2. M odel integracji odcinka plastydow ego D N A  z jądrow ym  D N A  w yjaśniający m ożliw y sposób pow staw ania 
odcinków  pow tórzonych oskrzydlających insert; model opracow ano na  podstaw ie analizy  krótkich odcinków  
plastydow ych w budow anych do DNA jądrow ego  u pom idora [20]: a -  p lastydow y D NA tw orzy po jednej stronie 

odcinek  sparow any z jednoniciow ym  końcem  pow stałym  po zerw aniu jąd row ego  DNA; po w ypełnieniu ew entualnej 
luki (w trybie napraw czej syntezy D N A ) dochodzi do ligacji jąd row ego  D N A  z plastydow ym  DNA; po drugiej 
stronie m iejsca zerw ania jąd row ego  D NA jednon iciow y odcinek służy jak o  m atryca do napraw czej syntezy, a 
następnie u tw orzony w ten sposób "tępy koniec" jąd row ego  D N A  ulega ligacji z "tępym  końcem " plastydow ego 
D N A ; po w budow aniu insertu  tw orzą się dw a odcinki pow tórzone; b -  całkow ita degradacja z jednej strony 

niesparow anego, jednon ic iow ego  końca jąd row ego  D NA, po w budow aniu insertu nie tw orzą się odcinki 
pow tórzone. ********* odcinek pow tórzony

a

b
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INTERAKCJE MIĘDZYKOMÓRKOWE PODCZAS 
PŁCIOWEGO ROZMNAŻANIA ROŚLIN KWIATOWYCH

CELL-CELL INTERACTIONS 
IN SEXUAL REPRODUCTION OF ANGIOSPERMAE

Elżbieta BEDNARSKA 

Zakład Cytologii i Embriologii Roślin, Instytut Biologii, Uniwersytet M. Kopernika ,Toruń

Streszczenie. O m ów iono stan w iedzy na tem at interakcji m iędzykom órkow ych podczas płciow ego rozm nażania roślin 
kw iatow ych. Podstaw ow e procesy w ym agające rozpoznania i przekazyw ania  sygnałów  pom iędzy kom órkam i to: (a) 
pozapyleniow a selekcja pyłku, czyli tzw . sam oniezgodność -  genetycznie kontro low any m echanizm  zapobiegający 
rozm nażaniu  w sobnem u, (b) w ejście łagiew ki pyłkow ej do aparatu ja jow ego  i uw olnienie kom órek p lem nikow ych, 
p roces w łączający transdukcję sygnału pom iędzy łagiew ką pyłkow ą i synergidam i, (c) ukierunkow ane zapłodnienie 
zw iązane z genetycznie zdeterm inow anym  w zorcem  fuzji gam et.

Słow a kluczow e: reakcje sygnałow e, pyłek-słupek, sam oniezgodność, zapłodnienie

Sum m ary. The current state o f know ledge on cell-cell interaction in sexual reproduction  o f  A ng iosperm aeis  presented. 
T he fundam ental process w hich require cell-cell recognition and signal transduction are: (a) postpollination  selection 
o f  the pollen grains, so called self-incom patib ility , a genetically  contro lled  m echanism  to  prevent inbreeding, (b) 
en trance o f the pollen tube into the egg apparatus and release o f  the sperm  cells, process including signal transduction 
betw een  pollen tube and synergids, (c) preferential fertilization, genetically  determ ined gam etic fusion patterns.

K ey w ords: signal reactions, pollen-pistil, self-incom patib ility , fertilization

Rozmnażanie płciowe roślin okrytonasiennych realizowane jest w drodze wzajemnych 
interakcji pomiędzy komórkami męskiego gametofitu a komórkami słupka i woreczka zaląż­
kowego. Stanowi zatem dogodny model do badania szeroko pojętych interakcji m iędzy­
komórkowych u roślin. Kluczowe zjawiska wymagające wymiany informacji to:

• pozapyleniowa selekcja pyłku realizow ana w drodze interakcji pyłek-słupek,
• wejście łagiewki pyłkowej do aparatu jajow ego i uwolnienie gam et męskich wymagające 

oddziaływania pomiędzy komórkam i żeńskiego i męskiego gametofitu,
• podwójne zapłodnienie związane z wcześniej zdeterminowanym kierunkiem fuzji pom ię­

dzy żeńskimi i męskimi gametami.
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INTERAKCJA PYŁEK-SŁUPEK -  
POZAPYLENIOWA SELEKCJA PYŁKU

W toku ewolucji u roślin okrytonasiennych wykształcił się mechanizm tzw. niezgodności. 
Niezgodność m iędzygatunkowa zapobiega rozwojowi pyłku obcego gatunku, natomiast 
niezgodność wewnątrzgatunkowa (samoniezgodność) nie dopuszcza do samozapłodnie- 
nia, hamując rozwój pyłku z własnego kwiatu. Dzięki niezgodności międzygatunkowej 
utrzym ywana jest stała pula genowa wewnątrz gatunku, zaś mechanizmy samoniezgodności 
zabezpieczają ciągłą wymianę alleli pomiędzy osobnikami tego samego gatunku. Powstanie 
mechanizmów zabezpieczających krzyżowe zapylenie uważane jest za jeden z najważniej­
szych czynników ew olucyjnego sukcesu roślin kwiatowych [24].

Rozpoznanie pyłku jako zgodnego lub niezgodnego (obcego gatunkowo lub z tego samego 
kwiatu) wymaga wymiany informacji pomiędzy męskim i żeńskim partnerem rozrodczym 
podczas zapylenia (rys. 1). Brak rozwoju pyłku pochodzącego od gatunku odległego ew olu­
cyjnie jest procesem pasywnym, wynikającym z niedopasowania genetycznego partnerów 
rozmnażania i nosi nazwę niedostosowania. Hamowanie rozwoju pyłku z własnego kwiatu 
i pochodzącego prawdopodobnie od gatunków bardzo blisko spokrewnionych jest procesem 
aktywnym, warunkowanym obecnością genetycznie zaprogramowanych m echanizm ów roz­
poznania i odrzucenia pyłku [29].

U roślin kwiatowych występują dwa typy niezgodności wewnątrzgatunkowej (rys. 2): 
heterom orficzny i hom om orficzny [17, 19, 29], W samoniezgodności heterom orficznej 
[311 osobniki tego samego gatunku wytwarzają dwa lub trzy typy kwiatów. Kwiaty różnią się 
długością słupków i pręcików, wielkością ziaren pyłkowych i skulpturą egzyny oraz budową 
i w łaściwościami cytochemicznymi receptywnej powierzchni znam ienia [66, 6 7 1. Do efe­
ktywnego zapylenia może dojść tylko pomiędzy osobnikami o różnym typie kwiatów. Zaha­
mowanie rozwoju niezgodnych ziaren pyłkowych odbywa się w znamieniu lub szyjce słupka.

pyłek zgodny

zapylenie

rozpoznanie odpowiedź

pomiędzy 
pyłkiem i 
słupkiem

pyłek niezgodny

kiełkowanie 
pyłku, wzrost 
łagiewki

zahamowanie 
kiełkowania 
pyłku lub wzrostu 
łagiewki

Rys. 1. K olejność zdarzeń w interakcji pyłek-słupek

Niezgodność hom om orficzna występuje u gatunków roślin produkujących identyczne, 
obupłciowe kwiaty. W systemie tym wyróżniamy sam oniezgodność sporofityczną i game- 
tofityczną. Różne systemy niezgodności występujące u roślin kwiatowych przedstawiono na 
rysunku 2.

Genetycznie sam oniezgodność najczęściej jest kontrolowana pojedynczym wieloallelicz- 
nym genem S [ 19, 24, 29, 41 ]. Fenotypowe ujawnienie się ekspresji tych samych alleli S w
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gam etoficie męskim i w słupku powoduje rozpoznanie pyłku jako niezgodnego i zatrzymanie 
jego rozwoju. W sam oniezgodności gam etofitycznej fenotyp pyłku jest wyrazem ekspresji 
allelu, który w wyniku mejozy przekazywany jest do mikrospory. Interakcja pomiędzy 
partnerami rozm nażania jest zatem warunkowana działaniem diploidalnego genom u słupka i 
haploidalnego genomu pyłku (rys. 3). Inaczej jest w sam oniezgodności sporofitycznej. W 
tym przypadku o fenotypie pyłku decyduje diploidalny genom rośliny macierzystej. Bez

Rys. 2. System y niezgodności w ystępujące u roślin  kw iatow ych

względu na własny haploidalny allel, pyłek ujawnia ekspresję obydwu alleli S (lub allelu 
dom inującego) rośliny macierzystej (rys. 3).

CYTOLOGICZNY PRZEBIEG ZJAW ISK ROZPOZNANIA 1 ODRZUCENIA 
NIEZGODNYCH ZIAREN PYŁKOW YCH

Do wymiany informacji między żeńskim i męskim partnerem może dojść tylko w miejscu 
ich bezpośredniego, fizycznego kontaktu. Miejscami tymi są:

• pow ierzchnia pyłku,
• pow ierzchnia znamienia (zewnątrzkomórkowa, błonopodobna [28] pellikula lub wydzie­

lina),
• ściana kiełkującej łagiewki,
• ściany komórek znamienia,
• ściana rosnącej łagiewki pyłkowej,
• w ydzielina szlaku transm isyjnego słupka.
W gam etoficie męskim lokalizacja czynników rozpoznania związana jest prawdopodobnie 

ze sporoderm ą pyłku i ścianą łagiewki pyłkowej [29]. Słowo "prawdopodobnie" wynika z 
faktu, że wciąż nie udało się wyizolować z pyłku białek, które z całą pewnością byłyby 
produktam i genu S. Białka występujące w sporodermie pyłku mają dwojakie pochodzenie. 
Podczas jego  dojrzewania do egzyny wbudowywane są białka produkowane w diploidalnych 
kom órkach sporofitu. Intyna i ściana łagiewki pyłkowej są natomiast miejscami występowania 
białek syntetyzowanych w gam etoficie. Przypuszcza się, że białka egzyny biorą udział w 
procesie rozpoznania typu sporofitycznego, zaś obecne w intynie i ścianie łagiewki pyłkowej
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P: <j) S.|S2 x c rS 2S3 słupek S.|S2 ziarna pyłkowe S2 i S3

Efektem fenotypowego ujawniania się tych samych alleli u obydwu partnerów rozrodczych jest 
zahamowanie rozwoju pyłku w słupku

A. SAMONIEZGODNOŚĆ GAMETOFITYCZNA 
(fenotyp pyłku jest wyrazem ekspresji jego własnego allelu S)

słupek pyłek
a J S . ^  x S2  »hamowanie pyłku
b )S .|S 2 x S3  »rozwój pyłku

B. SAMONIEZGODNOŚĆ SPOROFITYCZNA 
(fenotyp pyłku determinowany jest genotypem rośliny macierzystej)

1 ) współdominacja alleli -  obydwa typy produkowanego pyłku fenotypowo ujawniają allele S2 S3  rośliny
macierzystej

słupek pyłek
a jS ^ g  x S2  (fenotyp S2 S3) ---------» hamowanie
b) S.|S2  x S3  (fenotyp S2 S3)  »hamowanie

2) dominacja S3  -  w obydwu typach produkowanego pyłku fenotypowo ujawnia się allel S3 rośliny
macierzystej

słupek pyłek
a) S 1 S2  x S2  (fenotyp S3) ---------» rozwój
b) S 1 S2  x S3  (fenotyp S g )  » rozwój

Rys. 3. G enetyczna kontrola sam oniezgodności: A -  w sam oniezgodności gam etofitycznej fenotyp słupka jest 
determ inow any diploidalnym  genotypem  rośliny m acierzystej, natom iast pyłku -  haplo idalnym  genotypem  mikro- 
spory i je j kom órek potom nych; a -  efektem  obecności a llelu  S., w słupku i pyłku je s t rozpoznanie pyłku jak o  nie­
zgodnego i zaham ow anie jeg o  rozw oju, b -  kiełkuje i w yrasta w łagiew kę pyłkow ą ziarno pyłkow e m ające allel S v  
który nie w ystępuje w kom órkach słupka; B -  w sam oniezgodności sporofitycznej zarów no fenotyp słupka, jak  i 
ziarna pyłkow ego je s t determ inow any genotypem  rośliny m acierzystej; 1 -  w przypadku w spół dom inacji alleli S 

fenotyp ziarna pyłkow ego, bez w zględu na jeg o  w łasny allel, u jaw nia cechy rośliny m acierzystej, a w ięc w tym przy­
kładzie S_,S3; a -  fenotypow e ujaw nienie się allelu S., u obydw u partnerów  rozm nażania prow adzi do rozpoznania 
m ęskiego gam etofitu  ja k o  n iezgodnego i zaham ow ania  jeg o  rozw oju, b -  zaham ow aniu  ulegnie rów nież rozwój ziar­
na pyłku o genotypie S v  które fenotypow o ujaw nia m acierzysty allel S ,; 2 -  w przypadku dom inacji jednego  z alle­

li obydw a typy pyłku będą m iały cechę allelu dom inującego rośliny m acierzystej; a -  ziarno pyłkow e o 
genotypie S 2, lecz będące fenotypow o S v  m oże rozw ijać się, gdyż allel nie w ystępuje w słupku, b -  ziarno 

pyłkow e o genotypie i fenotypie S3 bez przeszkód rozw ija się na znam ieniu  S ^ ,

-  w procesie rozpoznania typu gam etofitycznego. W słupku białka, będące wyrazem ekspresji 
allelu S, występują prawdopodobnie w pellikuli pokrywającej powierzchnię suchych znamion, 
w ścianie komórek znam ienia oraz w wydzielinie szlaku transm isyjnego szyjki słupka [13,21, 
29, 36, 38, 52, 55], Uważa się, że białka obecne w pellikuli są odpowiedzialne za wymianę 
informacji pomiędzy pyłkiem i słupkiem głównie w sporofitycznej samoniezgodności. W
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samoniezgodność gam etofityczną zaangażowane są przede wszystkim białka zlokalizowane 
na szlaku transm isyjnym znamienia i szyjki słupka.

SE K W E N C JA  ZD A R Z E Ń  W  SA M O N IE Z G O D N O ŚC I SPO R O FIT Y C Z N E J (rys. 4)

Sporofityczna samoniezgodność występuje u 6 rodzin roślin kwiatowych [14]. Opisano ją  
głównie u gatunków należących do Cruciferae. W iększość z tych roślin ma trójkomórkowe 
ziarna pyłkowe i suchą powierzchnię znamienia. Zjawiska związane ze sporofityczną samo- 
niezgodnością najlepiej poznane są u Brassica oleracea  i B. campestris.

Dwa kluczowe procesy interakcji pomiędzy partnerami rozmnażania, tj. rozpoznanie i 
odpowiedź odbywają się na powierzchni znam ienia [21, 29]. Po zapyleniu następuje 
recepcja pyłku oraz uwolnienie białek egzyny. W okresie tym dochodzi do rozpoznania pyłku 
w drodze wymiany informacji pomiędzy znamieniem i ziarnem pyłku. Odpowiedzią na 
rozpoznanie pyłku jako  zgodnego jest uruchomienie procesów związanych z jego kiełkow a­
niem i niezakłócony wzrost łagiewki pyłkowej. Natom iast jeżeli ziarno pyłkowe zostało 
rozpoznane jako niezgodne, to odpowiedzią jest blokowanie procesów koniecznych do 
prawidłowego kiełkowania. Ostatecznym wyrazem procesu odrzucenia niezgodnych ziaren

1. ZAPYLENIE
2. RECEPCJA PYŁKU NA POZIOMIE POWIERZCHNIA PYŁKU -  PELLIKULA
3. UWOLNIENIE BIAŁEK EGZYNY

Kontakt między sporofitycznymi białkami sporodermy i pellikuli

4. ROZPOZNANIE

5. ODPOWIEDŹ

 1
NIEZGODNE

1
słaba adhezja pyłku 

słabe uwodnienie pyłku 
zaburzenia w kiełkowaniu pyłku 

odpowiedź kalozowa
0 synteza kalozy na wierzchołku  

łag iew k i pyłkowej 
0 synteza kalozy w  ścianie wyrostka

Rys. 4. Sekw encja zdarzeń w sporofitycznym  system ie sam oniezgodności (na podstaw ie badań u Brassica o leracea
[29])

pyłkowych jest tzw. odpowiedź kalozowa. Ujawnia się ona syntezą kalozy na wierzchołku  
kiełkującej łagiewki pyłkowej oraz w ścianie wyrostka znam ienia, z którym niezgodny 
pyłek był w bezpośrednim kontakcie [61]. Synteza kalozy w wyrostkach znamienia jest

ZGODNE1
silna adhezja pyłku 

pełne uwodnienie pyłku 
kiełkowanie pyłku 

penetracja kutykuli znamienia 
wzrost łagiewki pyłkowej
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odpowiedzią specyficzną, in vitro jest indukowana działaniem na wyrostki ekstraktami ze 
ściany niezgodnych ziaren pyłkowych [40].

SE K W E N CJA  Z D A R ZE Ń  W  SA M O N IE Z G O D N O ŚC I G A M E T O FIT Y C Z N E J (rys. 5)

Samoniezgodność gam etofityczna występuje u większości roślin kwiatowych i uważana 
jest za progresywną w stosunku do sporofitycznej. Ten typ samoniezgodności mają głównie 
rośliny o dwukomórkowych ziarnach pyłkowych i znamieniu mokrego typu [19, 21, 29]. 
W yjątkiem są trawy, których znamiona pokrywa pellikula, a ziarna pyłku są trójkomórkowe, 
oraz mający znamiona suchego typu Papaver rhoeas [27].

Cytologicznie proces ten ujawnia się bardziej różnorodnie aniżeli w samoniezgodności 
sporofitycznej [21, 29, 41]. Miejscem rozpoznania pomiędzy partnerami rozm nażania jest 
znamię (trawy, rośliny zam kniętosłupkowe) lub szyjka słupka (rośliny otwartosłupkowe). W 
wymianie informacji biorą zatem udział białka znam ienia lub szlaku transm isyjnego słupka 
oraz gam etofityczne białka intyny lub ściany łagiewki pyłkowej. Odrzucenie niezgodnych 
ziaren pyłkowych odbywa się na znam ieniu (trawy), wewnątrz znam ienia (trawy, Papaver 
rhoeas) lub w szyjce słupka (rośliny produkujące dwukomórkowe ziarna pyłkowe i mające

3. u w o ln ie n ie  BIAŁEK SPORODERMY -  kontakt białek intyny i powierzchni znamienia

Rys. 5. Sekw encja zdarzeń w gam etofitycznym  system ie sam oniezgodności (opracow ano na podstaw ie [19, 21, 29])
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znamiona mokrego typu). U wielu roślin miejsce rozpoznania jest inne aniżeli miejsce 
odrzucenia. U gatunków mających słupki zamkniętego typu rozpoznanie ziarna pyłku odbywa 
się w znamieniu, lecz odrzucenie niezgodnych łagiewek pyłkowych -  dopiero w szyjce słupka 
[41]. Odpowiedzią na rozpoznanie niezgodnego pyłku jest synteza kalozy, ale tylko na 
wierzchołku łagiewki pyłkowej [17, 29]. Komórki słupka nie odpowiadają na kontakt z 
niezgodnymi ziarnami pyłku, przynajmniej w tak uchwytny cytologicznie sposób.

M OLEKULARNE PODŁOŻE INTERAKCJI PYŁEK-SŁUPEK

Białko, które może być uznane za produkt genu S musi spełniać następujące kryteria:
• odpowiadać poszczególnym genotypom roślin -  rodzaj syntetyzowanego białka musi być 

zgodny z segregacją alleli S w krzyżówkach genetycznych;
• występować w miejscu swego działania -  w gam etoficie męskim białka te powinny być 

obecne w sporodermie i ścianie łagiewki pyłkowej, w słupku -  w znamieniu i szlaku 
transmisyjnym szyjki;

• występować w tym stadium rozwojowym słupka i pyłku, w którym ujawnia się cecha 
samoniezgodności -  produkty genu S nie powinny występować w niedojrzałym pyłku i słupku, 
kiedy cecha sam oniezgodności nie jest jeszcze wykształcona;

• być aktywne w warunkach in vitro -  produkty genu S wyizolowane z pyłku powinny 
indukować odpowiedź kalozową w samoniezgodnym znamieniu u gatunków ze sporofityczną 
samoniezgodnością, zaś produkty genu S wyizolowane ze słupka -  hamować kiełkowanie 
i/lub wzrost niezgodnych łagiewek pyłkowych.

Dzięki kilkudziesięcioletniej pracy hodowców znanych jest kilkanaście linii roślin, które 
są homozygotami dla alleli S. Systemami modelowymi są głównie Nicotiana alata i Papaver 
rhoeas mające gam etofityczny typ sam oniezgodności oraz Brassica oleracea , u której wystę­
puje samoniezgodność sporofityczną. Rozwój technik biologii molekularnej pozwolił na 
wyodrębnienie i scharakteryzowanie genu S oraz przypuszczalnych produktów jego ekspresji 
w sporofitycznej i gam etofitycznej samoniezgodności. Konieczne było zastosowanie om awia­
nych dalej metod badawczych (rys. 6).

(a) Izolacja białek S
Pierwszym krokiem prowadzącym do izolacji białek S jest wyodrębnienie z ekstraktów 

słupka (znamienia i/lub szyjki) białek, które są imm anentnie związane z tym organem i nie 
występują w innych tkankach rośliny. Białka specyficzne dla słupka stają się potencjalnym i 
kandydatami produktów ekspresji genu S. Następnie ustala się, które z tych białek są syntety­
zowane zgodnie z segregacją alleli S w krzyżówkach genetycznych. Należy jednakże podkre­
ślić, że nie daje to 100% pewności, iż są to faktycznie białka S. W yizolowane tą metodą białka 
mogą pochodzić z ekspresji genów leżących w bliskim sąsiedztwie allelu S.

(b) Sekwencjonowanie białek S
W yizolowane białka S poddaje się badaniom biochemicznym (masa cząsteczkowa, pi) i 

sekwencjonowaniu. Rezultatem tych badań jest poznanie ich budowy i przypuszczalnej 
funkcji. Białka S wyizolowane ze słupków samoniezgodnych roślin to glikoproteiny o masie 
cząsteczkowej od 28 do 65 kDa, mające około 8 potecjalnych miejsc glikozylacji [13, 18, 28, 
32], Zbudowane są z fragmentów konserwatywnych, występujących we wszystkich białkach 
S oraz z fragmentów zmiennych odzwierciedlających prawdopodobnie zróżnicowanie alleli- 
czne genu S.
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Rys. 6. M etody b iologii m olekularnej stosow ane w badaniach sam oniezgodności u roślin  kw iatow ych

(c) Produkcja przeciwciał i in situ lokalizacja białek S
W yizolowane glikoproteiny S służą do produkcji przeciwciał, które w przypadku posłuże­

nia się krótkimi fragmentami zmiennymi mogą być przeciwciałami monoklonalnymi. Dzięki 
zastosowaniu metod im m unocytochem icznych, przeciwciała służą do precyzyjnej lokalizacji 
miejsc występowania produktów genu S w tkankach słupka.

(d) Synteza i klonowanie cDNA genu S
Poznanie struktury glikoprotein S umożliwia syntezę cDNA genu S. Gen ten następnie 

klonuje się w dużej liczbie kopii, które służą do lokalizacji jego  ekspresji w słupku oraz do 
modyfikacji samoniezgodnych roślin.

SA M O N IE Z G O D N O ŚĆ  SP O R O FITY C ZN A

W sporofitycznym typie sam oniezgodności dowody obecności czynników związanych z 
mechanizmem rozpoznania pomiędzy męskim gam etofitem i słupkiem uzyskano u Brassica 
oleracea  [51, 52, 53, 54, 55] i B. campestris [36, 70]. Po raz pierwszy wyizolowano i 
scharakteryzowano glikoproteinę znam ienia z roślin o genotypie s^s0 [25]. Białko to reguluje 
kiełkowanie pyłku in vitro i modyfikuje zachowanie zgodnego pyłku na powierzchni znam ie­
nia. Immunocytochemiczna lokalizacja glikoprotein S wykazała, że są one wydzielane do 
ściany komórkowej wyrostków znam ienia [52], Stężenie glikoprotein S w znamieniu wzrasta 
podczas dojrzewania słupka. W znamionach izolowanych z pąków kwiatowych, które nie 
ujawniają cechy niezgodności, poziom glikoprotein S jest niski. Najwyższe stężenie tych 
białek występuje na krótko przed i tuż po otwarciu kwiatu, kiedy ham owanie niezgodnych 
ziaren pyłkowych jest najwyższe.

Obecnie znanych jest dziewięć specyficznych glikoprotein S [19, 29]. Ich masa cząstecz­
kowa, odpowiadająca poszczególnym genotypom, waha się od 54 do 65 kDa [19, 28, 51]. 
Każda glikoproteina S ma inny punkt izoelektryczny, co umożliwia odróżnienie ich po 
elektroforezie w żelu poliakrylamidowym . Zsekw encjonowanie białek S [54,70] oraz synteza 
odpowiadającego im cDNA [53] przyczyniły się do poznania struktury genu S oraz produktów
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jego  ekspresji. Pierwotnym produktem ekspresji genu S, ujawnionym na podstawie analizy 
nukleotydowej cDNA, jest białko złożone z sekwencji sygnałowej na końcu NH^ oraz dwu 
regionów konserwatywnych, które są przedzielone regionem zmiennym [36,51]. Z porówna­
nia sekwencji nukleotydowej w cDNA odkodowanym z poszczególnych glikoprotein S 
wynika, że aż 90% z nich to sekwencje homologiczne, obecne we wszystkich allelach S [51, 
55]. Zatem zróżnicowanie na poszczególne allele dokonało się poprzez zmianę tylko ok. 10% 
sekwencji nukleotydowych. Porównanie kolejności am inokwasów w różnych glikoproteinach 
S wykazało, że ok. 80% poszczególnych łańcuchów białkowych składa się z tych samych 
sekwencji, co świadczy o stosunkowo niewielkim zróżnicowaniu tych białek.

Istnieją dowody, że wyizolowane glikoproteiny S i odpowiadający im cDNA są rzeczy­
wiście odpowiedzialne za reakcję samoniezgodności u roślin. Do samozgodnego gatunku 
Nicotiana tabacum  transformowano cDNA kodujący glikoproteiny s^ . s0_, Brassica oleracea 
[49], Jako wektora użyto Agrobacterium  tumefaciens. Rezultatem eksperymentu było otrzy­
manie transgenicznej rośliny, u której pojawiła się cecha samoniezgodności. Ekspresja naby­
tego przez N. tabacum  genu ujawniła się w komórkach szlaku transm isyjnego szyjki słupka. 
U Brassica oleracea, mającej sporofityczny typ samoniezgodności, ekspresja genu S wystę­
puje w komórkach znamienia. Jego ekspresja w komórkach szlaku transm isyjnego szyjki 
słupka jest charakterystyczna dla roślin o gam etofitycznym typie samoniezgodności. Uaktyw­
nienie się transformowanego genu w szyjce słupka N. tabacum, tj. w tym samym miejscu co 
u pokrewnej samoniezgodnej N. alata sugeruje, że geny S odpowiedzialne za obydwa typy 
samoniezgodności mają podobne regiony promotorowe [21].

Charakterystyka czynników samoniezgodności w ziarnie pyłkowym jest zdecydowanie 
uboższa aniżeli w znamieniu [29]. Elektroforetyczny rozdział białek z ekstraktów pyłkowych 
homozygotycznych, samoniezgodnych roślin Brassica oleracea  ujawnił, że i w tym przypadku 
pojawiają się specyficzne dla pyłku i danego genotypu prążki. Są to glikoproteiny, których 
aktywność ujawnia się na kilka godzin przed wypyleniem. W ynika to prawdopodobnie z 
przeprowadzanej w tym czasie glikozylacji białek, a nie z ich nowej syntezy. Brak jednakże 
dowodów, że te glikoproteiny są specyficzne dla genu S.

SA M O N IE Z G O D N O ŚĆ  G A M E TO FITY C ZN A

Informacje dotyczące genu S i produktów jego ekspresji pochodzą z badań ekstraktów 
szyjkowych słupka 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 między- 
rodzajowe porównanie różnych białek S i odpowiadających im alleli. Białka S wyizolowane 
z szyjki słupka gatunków o gametofitycznej samoniezgodności nie są homologiczne do białek 
S Brassica  [21 ]. W skazuje to, że rozwój obydwu systemów samoniezgodności był monofile- 
tyczny i przebiegał niezależnie od siebie. Białka S związane z gametofitycznym systemem 
samoniezgodności są to glikoproteiny o masie cząsteczkowej od 28 do 38 kDa [19], są więc 
lżejsze aniżeli glikoproteiny S Brassica. Ich ogólna struktura jest jednakże p o d o b n a- na końcu 
NH^ znajduje się sekwencja sygnałowa (nieobecna w dojrzałym białku), a dwa regiony 
konserwatywne oddzielone są regionem zmiennym. W spólny plan budowy glikoprotein w 
sporofitycznej i gam etofitycznej sam oniezgodności, przy braku homologii aminokwasowej 
pomiędzy nimi, wynika zapewne z podobnego charakteru tych białek. W obydwu przypadkach 
są to białka ulegające sekrecji, stąd obecność sekwencji sygnałowej, ponadto są wyrazem 
ekspresji różnych alleli tego samego genu, co wyraża się obecnością części konserwatywnej 
i zmiennej.
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Ałlele genu S w systemie gam etofitycznym  są dużo bardziej zróżnicowane aniżeli w 
systemie sporofitycznym [32], Pomiędzy siedmioma znanymi allelami S Nicotiana alata  
istnieje tylko 33% homologii w sekwencjach nukleotydowych. Jeszcze mniejsza hom ologia 
występuje pomiędzy allelami obecnymi u różnych gatunków. Porównanie sekwencji cDNA 
otrzym anego z 10 glikoprotein S Nicotiana alata, Petunia inflata i Solanum tuberosum  
ujawniło, że tylko ok. 23% sekwencji nukleotydowych to sekwencje homologiczne. Ta 
wysoce konserwatywna część glikoprotein S odgrywa zapewne ważną rolę w ich funkcji 
podczas reakcji samoniezgodności. Pozostałe części, mniej lub bardziej zmienne, są wyrazem 
filogenetycznego oddalenia pomiędzy badanymi gatunkami. Sekwencje am inokwasowe na 
konserwatywnym końcu NH., glikoprotein S, pochodzących ze słupka Petunia hybrida, 
Nicotiana alata i Lycopersicon peruvianum, wykazują obecność 4 całkowicie hom ologicz­
nych fragmentów zachowywanych we wszystkich badanych białkach [13]. Stanowi to ważki 
dowód, że są one wyrazem ekspresji różnych alleli tego samego genu.

Jedną z wysoce zmiennych części glikoproteiny S., Nicotiana alata  użyto do produkcji 
przeciwciał, które następnie posłużyły do imm unocytochem icznej lokalizacji endogennych 
glikoprotein S w słupku [3]. G likoproteiny S obecne są w wydzielinie szlaku transm isyjnego 
szyjki słupka oraz w ścianie komórek epidermalnych placenty. Ta sama odkodowana gliko- 
proteina była matrycą do syntezy cDNA. Hybrydyzacja cDNA specyficznego do allelu s0 z 
tkankami słupka rośliny o tym samym genotypie wykazała, że ekspresja genu S ujawnia się 
w komórkach całego szlaku transm isyjnego słupka, tj. w znamieniu i szyjce słupka oraz w 
komórkach epidermalnych placenty [20], Produkty jego ekspresji w postaci dojrzałych gliko­
protein S są następnie wydzielane do przestrzeni pozakomórkowych, gdzie mogą wejść w 
kontakt z rosnącymi łagiewkami pyłkowymi.

Szczegółowa analiza sekwencji aminokwasowej glikoprotein S u Nicotiana alata ujawniła, 
że białko to może mieć aktywność enzymu RNA-azy [46], W ykazano to porównując konser­
watywne sekwencje glikoprotein S z sekwencjami RNA-azy wydzielanej przez Aspergillus 
oryzae i Rhizopus niveus. Homologia sekwencji wynosi niecałe 50%, jednakże sekwencje 
regionów konserwatywnych glikoprotein S wskazują na obecność miejsc aktywnych, specy­
ficznych dla RNA-azy. Aktywność RNA-azy związanej z glikoproteinam i S wynosi 40-80%  
ogólnej aktywności tego enzymu w ekstraktach szyjki słupka. Ekstrakty z szyjek samozgod- 
nego gatunku N. tabacum  mają tylko 1% aktywności ekstraktów N. alata  [32], Uważa się, że 
słupkowe S-specyficzne RNA-azy mogą uczestniczyć w degradacji pyłkowego rRNA i w ten 
sposób hamować wzrost pyłku [47]. RNA-azowa funkcja glikoprotein S nie jest powszechna. 
U Papaver rhoeas brak jest dowodów, że wyizolowane ze znamienia glikoproteiny S pełnią 
rolę RNA-azy [26],

M ECHANIZM  PRZEPŁYW U INFORMACJI

Pomimo zaawansowanych badań nad molekularnym podłożem samoniezgodności, m e­
chanizm przepływu informacji pomiędzy partnerami rozm nażania nie został ostatecznie 
wyjaśniony. Obecnie uważa się, że transdukcja sygnału jest reakcją typu sygnał-receptor z 
włączaniem białek S jako  receptorów błonowych [17, 27, 29]. Model opracowany na podsta­
wie badań u Brassica zakłada, że miejscem występowania receptorów jest pellikula znamienia, 
natomiast cząsteczki sygnałowe wysyłane są z powierzchni ziarna pyłkowego [29]. Kompleks 
sygnał-receptor odpowiedzialny jest za rozpoznanie pyłku i dalsze zachowanie się partnerów 
rozmnażania. Rozpoznanie pyłku jako zgodnego uruchamia przepływ wody ze znam ienia do
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pyłku i następuje kiełkowanie łagiewki pyłkowej. W przypadku rozpoznania pyłku jako 
niezgodnego procesy te są zaburzone i ostatecznie dochodzi do zatrzymania jego rozwoju. 
W idocznej odpowiedzi udzielają obydwaj partnerzy -  kaloza jest syntetyzowana na wierz­
chołku łagiewki pyłkowej i w ścianie wyrostka znamienia. Pozostaje zatem pytanie, czy 
obydwaj partnerzy reagują na ten sam kompleks S + R, jak  sądzi Singh i wsp. [69], czy też 
odpowiednie receptory obecne są również w ziarnie pyłkowym.

Model ten jest wielce prawdopodobny w świetle doniesień o przypuszczalnej receptorowej 
roli białek S u Brassica. Przeprowadzone w 1990 roku badania ujawniły, że glikoproteiny S 
m ogą pełnić funkcję receptorów błonowych [71]. Z komórek Zea mays uzyskano cDNA 
kodujący przypuszczalny błonowy receptor serynowo-treoninowy kinazy białkowej. Receptor 
ten zbudowany jest z trzech domen: zewnątrzkom órkowej, błonowej i wewnątrzkomórkowej. 
Porównanie sekwencji aminokwasowej kodowanej przez cDNA Z. mays z genowo-specyfi- 
czną, zm ienną sekwencją glikoproteiny S Brassica  ujawniło, że aż 273 aminokwasy tego 
białka są homologiczne z zewnątrzkom órkową domeną badanego receptora kukurydzy (rys. 
7).

Nieco inny model, aczkolwiek również oparty na reakcji typu S + R, zaproponowano dla 
Papaver rhoeas, rośliny posiadającej gam etofityczny typ samoniezgodności. Rozpoznanie i 
hamowanie pyłku u tego gatunku odbywa się w znamieniu [27], W modelu założono, że 
receptory zlokalizowane są w błonie komórkowej kiełkującego pyłku, zaś źródłem sygnałów 
są komórki znamienia. Powstanie kompleksu S + R powoduje transdukcję sygnału do łagiewki 
pyłkowej, gdzie dochodzi do aktywacji C a2+-zależnych kinaz białkowych. Odpowiedź ko­
mórkowa wiąże się ze zm ianą wzorca transkrypcji i uruchomieniem syntezy nowego RNA. 
Syntetyzowane są nowe białka odpowiedzialne za ham owanie wzrostu łagiewek pyłkowych.

Rys. 7. H om olog ia  sekw encji am inokw asow ej glikoproteiny  S Brassica  i b łonow ego receptora  serynow o-
treoninow ego Zea

Model ten znajduje potwierdzenie w badaniach biochemicznych. Stwierdzono, że w łagiewce 
pyłkowej obecna jest Ca2+-zależna kinaza białkowa, która może brać udział w regulacji 
wzrostu łagiewki pyłkowej [58]. Badanie wzorca transkrypcji i translacji w kiełkujących 
ziarnach pyłkowych ujawniło ponadto, że po zapyleniu niezgodnym dochodzi do syntezy 
nowego RNA i nowych białek, które nie występują w zgodnych łagiewkach pyłkowych [27].
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UDZIAŁ W APNIA W INTERAKCJI PYŁEK-SŁUPEK

Badania z ostatnich kilku lat wskazują, że u roślin -  podobnie jak  u zwierząt — reakcje 
sygnałowe włączające przepływ informacji i odpowiedź komórkową oparte są na podw yższa­
niu wewnątrzkomórkowego poziomu Ca“+ jako drugiego inform atora [12, 44, 59]. Dlatego 
ważne jest poznanie udziału tych jonów  w regulacji kiełkowania pyłku oraz w syntezie kalozy, 
a więc w procesach, które in vivo związane są z rozpoznaniem i odpowiedzią kom órkową w 
interakcji pyłek-słupek. Udział wapnia w kiełkowaniu pyłku w warunkach in vitro znany jest 
od dawna. Optymalny poziom tych jonów  w pożywce jest niezbędny do normalnego kiełko­
wania pyłku i wzrostu łagiewki pyłkowej [56], W prawidłowo kiełkującym ziarnie pyłku 
tworzy się gradient wapnia, ujawniający się wyższym stężeniem tych jonów  w aperturze ziarna 
pyłkowego [60], a następnie w wierzchołku łagiewki pyłkowej [9]. Efektem zaburzenia 
gradientu Ca"+ jest zatrzymanie wzrostu łagiewek pyłkowych [57],

Recepcja i kiełkowanie pyłku in vivo, tj. na znamieniu, odbywa się w środowisku zaw ie­
rającym wapń. Przy zastosowaniu metod chlorotetracyklinowej, precypitacyjnej w mikrosko­
pie elektronowym  oraz mikroanalizy rtg w mikroskopie skaningowym stwierdzono, że 
komórki powierzchniowe znamienia oraz pellikula znamion suchych [8, 10] i wydzielina 
znamion mokrych [5] są miejscem grom adzenia wapnia. Poziom jonów  Ca~+ w strukturach 
powierzchniowych znamienia regulowany jest prawdopodobnie przy udziale C a2+-ATPazy, 
która obecna jest w plazmolemie komórek epidermalnych znam ienia oraz w pellikuli [8, 10]. 
Podczas kiełkowania pyłku jony CaŁ+ są pobierane ze środowiska. Proces ten ma miejsce 
zarówno w warunkach in vitro [4], jak  i in vivo [7], Pobieranie C a“+ odbywa się za pom ocą 
kanałów wapniowych [4]. Zatem egzogenny wapń, którego źródłem jest znamię słupka, 
współuczestniczy w regulacji wewnątrzkomórkowego poziomu C a2+ w kiełkujących ziarnach 
pyłkowych. Eksperymentalne podwyższenie lub obniżenie pobierania egzogennych C a2+ 
powoduje zaburzenia w kiełkowaniu pyłku [4]. U Brassica zaham owane w warunkach in vivo 
samoniezgodne ziarna pyłkowe mają wyższy poziom wapnia aniżeli ziarna pyłkowe zgodne 
[68], Drugi ważny proces w interakcji pyłek-słupek -  synteza kalozy także jest procesem 
zależnym od Ca2+. Zarówno synteza kalozy na wierzchołku łagiewki pyłkowej [6], jak  i w 
wyrostku znamienia [69] jest zależna od pobierania egzogennego wapnia. Synteza tego 
polisacharydu jest indukowana w warunkach ponadoptymalnego pobierania Ca~+ np. w 
wyniku działania jonoforem  A 23187 oraz hamowana przez blokery kanałów wapniowych [6, 
69].

Wyniki tych badań wskazują, że jony wapnia odgrywają ważną rolę w interakcji pyłek- 
słupek. Regulacja poziomu wolnych jonów  wapniowych w środowisku kiełkowania pyłku in 
vivo (m.in. przez regulację aktywności Ca2+-ATPazy) oraz w cytoplazmie męskiego gameto- 
fitu (m.in. przez regulację kanałów wapniowych) stanowić może ważny mechanizm w 
promocji lub hamowaniu rozwoju ziaren pyłkowych. Zgodne ziarna pyłkowe, osiągające 
optymalny wewnątrzkomórkowy poziom wapnia mogą kiełkować i wyrastać w łagiewkę 
pyłkową^ Natomiast wzrost niezgodnych ulega zahamowaniu poprzez podwyższenie pobie­
rania Ca~+ ze słupka. Konsekwencją ponadoptym alnego poziomu Ca~+ w cytoplazmie jest 
indukcja syntezy kalozy na wierzchołku łagiewki pyłkowej, czyli odpowiedź kalozowa.
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INTERAKCJA ŁAGIEWKA PYŁKOWA 
I WORECZEK ZALĄŻKOWY

Komórką docelową dla zgodnej łagiewki pyłkowej jest najczęściej jedna z synergid aparatu 
jajow ego [ 371. Rosnące w słupku łagiewki pyłkowe wybierają tę jedną komórkę z wielu innych 
komórek zalążka. Od dawna wiadomo, że synergidy wydzielają bliżej niezidentyfikowane 
substancje chemotropowe, które kontrolują kierunek wzrostu łagiewki pyłkowej w ostatniej 
fazie jej wzrostu [41J. Z drugiej strony obecność łagiewek pyłkowych w szlaku transmisyjnym 
słupka indukuje szereg zmian ultrastrukturalnych w komórkach aparatu jajowego, szczególnie 
w synergidach [23, 43]. Wskazuje to, że gam etofit męski jest źródłem sygnałów odbieranych 
przez te komórki. U większości badanych gatunków [33, 35, 65, 72] sygnał generowany przez 
łagiewkę pyłkową dociera do synergidy, zanim komórki te wejdą w bezpośredni kontakt 
fizyczny. Odpowiedzią na sygnał jest reorganizacja cytoplązmy jednej z synergid, ujawniająca 
się postępującym procesem jej degeneracji. Która z pary synergid odpowie na sygnał wysyłany 
przez łagiewkę pyłkową wydaje się być przypadkowe. U Nicotiana tabacum  degenerowało 
tyle samo "prawych" co i "lewych" synergid [35]. Komórką docelową dla łagiewki pyłkowej 
jest degenerująca synergida. Zatem zmiany w tej komórce należy traktować jako jej przygo­
towanie do przyjęcia łagiewki pyłkowej. Transform acje te wydają się być efektem przepływu 
informacji pomiędzy łagiewką pyłkową a jej komórką docelową, tj. synergidą.

Udział jonów  wapnia. W niezapylonych, dojrzałych zalążkach najwyższy poziom wa­
pnia, mierzony metodą m ikroanalizy rtg, występuje w części mikropylarnej woreczka zaląż­
kowego [15], Badania w mikroskopie elektronowym przy użyciu metod precypitacyjnych 
ujawniły, że nagromadzenie jonów  Ca"+ występuje na m ikropylarnym wierzchołku synergid 
[ 16]. Po zapyleniu poziom wapnia, badany metodą chlorotetracyklinową, wzrasta w synergi- 
dzie, która rozpoczyna proces degeneracji, a więc w komórce, która odpowiada na sygnał 
łagiewki pyłkowej [35]. Wyniki tych badań dyskutowane są w odniesieniu do udziału Ca“+ w 
ukierunkowaniu wzrostu łagiewki pyłkowej do mikropyle zalążka, a następnie do docelowej 
synergidy. Podwyższony poziom wapnia w docelowej synergidzie może stanowić mechanizm 
powodujący pęknięcie wierzchołka łagiewki pyłkowej i uwolnienie komórek plemnikowych 
[35].

INTERAKCJA GAMETY MĘSKIE -  
KOMÓRKA JAJOWA I KOMÓRKA CENTRALNA

Komórki plemnikowe roślin kwiatowych mają genetycznie zaprogram owaną predeter- 
minację w kierunku fuzji z komórką jajow ą lub komórką centralną [62, 63]. U szeregu roślin 
są one heteromorficzne. Ujawnia się to w przypadku heterosperm ii cytoplazm atycznej -  
różną wielkością i odmiennym wyposażeniem w organelle cytoplazm atyczne siostrzanych 
komórek plemnikowych, zaś w przypadku heterosperm ii jądrowej -  zmianami w chroma- 
tynie [22, 63, 64]. Nawet w przypadku gdy powstałe po podziale komórki generatywnej 
siostrzane komórki plemnikowe są identyczne, często dochodzi do ich zróżnicowania przed 
zapłodnieniem np. poprzez rozpad jednej z komórek plem nikowych na część jądrow ą i 
cytoplazm atyczną [65]. Prześledzenie losu komórek plemnikowych podczas zapłodnienia
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wykazało, że zawsze ta sama morfologicznie komórka plem nikowa ulega fuzji ze swą 
komórką docelową [63, 65].

Określona wcześniej predeterminacja komórek plemnikowych w kierunku zapłodnienia 
w ym aga obecności mechanizm ów rozpoznania pomiędzy nimi i ich komórkami docelowymi. 
Tuż przed plazm ogam ią obydwie komórki plemnikowe znajdują się w przestrzeni pomiędzy 
komórką jajow ą i centralną [62]. Zatem obydwie mają taką samą możliwość fuzji z komórkam i 
żeńskiego gametofitu. Jednakże każda z gam et męskich odnajduje swoją komórkę docelową 
i zapłodnienie jest ukierunkowane. Uważa się, że rozpoznanie na poziomie gam et jest reakcją 
typu sygnał-receptor [30]. Komplementarne składniki konieczne do tej reakcji obecne są w 
komórkach plem nikowych oraz w komórce jajowej i centralnej. Fizyczny kontakt pom iędzy 
gametami męskimi a obydwiem a komórkami docelowymi przed zapłodnieniem wskazuje, że 
do rozpoznania dochodzi na poziomie powierzchni komórkowych. Czynniki rozpoznania nie 
są do tej pory zidentyfikowane. Teoretycznie przyjm uje się [30], że są one:

• specyficzne dla gamet,
• integralnie związane z powierzchnią gamet,
• wystarczające do rozpoznania każdej innej komórki aniżeli własna komórka docelowa.
W prowadzone w ostatnich latach metody izolacji żywych komórek plem nikowych [48]

oraz komórek aparatu jajow ego i ich protoplastów [34, 50] pozwolą zapewne poznać budowę 
i funkcję błon komórkowych gamet roślin kwiatowych. Będzie to klucz do poznania czynni­
ków rozpoznania i mechanizmu przepływu informacji na poziomie gamet.
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PO STĘPY  B IO LO G II KOM ÓRKI TOM  19, NR 4, 1992 (311-322)

POWSTAWANIE I ZNACZENIE 
UNIPARENTALNEJ DISOMII

FORMATION AND SIGNIFICANCE OF UNIPARENTAL DISOMY

Oliver BARTSCH , Henryk HUBNER i Anna M ORDALSKA

Instytut Genetyki Człowieka Uniwersytetu M edycznego w Lubece,
Zakład Biologii i Genetyki W ojskowej Akademii Medycznej w Łodzi

Streszczenie. W pracy przedstaw iono problem  uniparentalnej d isom ii u człow ieka, w ystępującej w dw óch form ach: 
uniparentalnej heterodisom ii i uniparentalnej izodisom ii. U niparentalna d isom ia -  obecność u dip lo idalnego potom ­
stw a pary chrom osom ów  pochodzącej ty lko  od jednego  rodzica je s t najpraw dopodobniej konsekw encją w ysokiego 
w spółczynnika gam etalnej aneuploidii. O m ów iono fenotypow e następstw a uniparentalnej d isom ii, także w aspekcie 
genom ow ego im printingu.

Słow a kluczow e: uniparentalna disom ia, genom ow y im printing

Sum m ary. Problem  o f hum an uniparental d isom y w hich occurs in tw o form s: uniparental heterodisom y and uniparental 
isodisom y is presented. U niparental disom y -  the presence o f  chrom osom e pair from  the one parent only in diploid 
o ffspring  -  is probabbly consequence o f  the high ratio  o f  gam ete aneuploidy. Phenotype consequences o f uniparental 
d isom y are show ed, a lso in the aspect o f  genom e im printing.

K ey w ords: uniparental d isom y, genom e im printing

W ykaz stosow anych skrótów . U PD  -  uniparentalna d isom ia (uniparental d isom y), U PH D  -  uniparentalna heterodiso- 
m ia  (uniparental heterodisom y), U PID  -  uniparenta lna izodisom ia (uniparenta l isodisom y), PW S -  zespół Pradera- 
W illiego  (P rader-W illi syndrom e), AS -  zespół A ngelm ana (A ngelm an syndrom e).

WPROWADZENIE

Problem uniparentalnej disomii (UPD) somatycznych chromosom ów człowieka, czyli 
pochodzenie obu autosomów danej pary od jednego z rodziców, po raz pierwszy teoretycznie 
przedstawiony został przez Engla [11], W yjściowym punktem dla tej nowej genetycznej 
koncepcji były wyniki przeprowadzonych w latach siedem dziesiątych cytogenetycznych 
badań płodów poronionych [2, 8, 16, 23]. U człowieka co najmniej każda piąta ciąża kończy
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się spontanicznym poronieniem, a u co drugiego płodu spontanicznie poronionego można 
stwierdzić anomalię chrom osom ową [11]. Z tego wynika, że ok. 10% wszystkich zapłodnio­
nych komórek jajow ych ma nieprawidłowy kariotyp. W śród tych anomalii dość często 
występują triploidie i tetraploidie, ale najczęściej występują aneuploidie [2, 8, 13, 16, 23], 
Nawet przy najostrożniejszym oszacowaniu należy przyjąć, że u co najmniej 5% wszystkich 
zygot występuje jedna z pięciu najczęstszych aneuploidii, którymi są monosom ia X i trisom ie 
chromosomów nr 15, 16, 21 i 22. Możliwe, że ginie jeszcze więcej zygot, lecz jest to trudne 
do udowodnienia, bowiem bardzo wczesne poronienia nie są przeważnie zauważane. Praw do­
podobnie aneuploidia wśród zygot człowieka występuje jeszcze częściej, niż to powyżej 
przedstawiono.

Powstawanie aneuploidalnych zygot jest oczywiste: w przypadku monosomii jedna z 
gamet nie miała danego chromosomu, natomiast w przypadku trisomii jedna z gam et miała 
dwa chromosomy. Engel [11] przeprowadził obliczenia, z których wynika, że wprawdzie 
rzadko, ale jednak z częstością statystycznie istotną zdarza się, że nullisom iczna gam eta łączy 
się z gametą disomiczną. Dwa błędy, powstałe po jednym  w czasie oogenezy i sperm atoge­
nezy, znoszą się wzajemnie. Zygota ma 46 chromosom ów, po 2 chromosom y w każdej parze, 
jednakże jedna z par chromosom ów pochodzi tylko od jednego z rodziców, czyli powstała 
UPD.

W ystępują dwie różne formy UPD:
(1) Jeżeli dwa różne homologi pochodzą od jednego rodzica, to powstaje uniparentalna 

heterodisomia (UPHD).
(2) Jeżeli ten sam homolog występuje dwukrotnie, to powstaje uniparentalna izodisomia 

(UPID).
Powyższe formy są konsekwencją zaburzeń mejozy, a mianowicie: jeżeli nondysjunkcja 

miała miejsce w I podziale mejotycznym, to występuje UPHD, jeżeli w drugim -  to UPID.

POWSTAWANIE UNIPARENTALNEJ DISOMII

Częstość występowania zygot z UPD obliczono na 3 : 10 000 [11], jednakże obliczenia te 
mogą być nieprawdziwe, bowiem nie uwzględniają fizjologicznych różnic pomiędzy komórką 
jajow ą a plemnikiem. W przypadku aneuploidalnych plemników dochodzi z reguły do tzw. 
zaham owania plemników (spermatogenic arrest), bowiem nieprawidłowe plemniki podlegają 
szczególnej selekcji i nie są zdolne do zapłodnienia [ 19]. U wielu mężczyzn ze zrównoważoną 
translokacją chrom osom ową i u większości mężczyzn z aneuploidią można stwierdzić wystę­
powanie reguły, według której zahamowanie plemników występuje wtedy, kiedy w stadium 
pachytenu tworzy się zamiast figury pierścieniowej łańcuch zbudowany z chromosom ów, a 
wolne końce tego łańcucha łączą się z biwalentem X -Y  [20, 21]. Z powyższych powodów 
W arburton [65] oblicza, że UPD występuje z częstością 1 : 30 000.

Przedstawiony przez Engla [11] mechanizm powstawania UPD jest następujący: nulliso­
miczna gameta z brakiem określonego chromosom u łączy się z gam etą disom iczną tego 
samego chromosom u i w konsekwencji w zygocie wszystkie chromosom y występują w 
parach.

Rozwój techniki badania chromosom ów komórek rozrodczych umożliwił przeprowadze­
nie analizy kariotypów ludzkich plemników i komórek jajowych. Pellestor [42] przedstawił
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wyniki badania 13 000 kariotypów plemnikowych i 1 800 kariotypów oocytarnych. Te 
obszerne dane pozwalają na ustalenie ogólnych cech i rozkładu aneuploidii w ludzkich 
gametach. Cechą zaburzeń mejozy w procesie spermatogenezy jest częste występowanie 
hipoploidii, a występowanie aneuploidii jest równom iernie rozłożone pomiędzy chromosomy 
wszystkich grup. Zaburzenia mejozy w oogenezie powodują jednakow o częste występowanie 
hipoploidii i hiperploidii. Nondysjunkcja występuje jednak przede wszystkim w grupach D i 
G, co dowodzi, że nondysjunkcja akrocentryków nie jest przypadkowym wydarzeniem.

Częstość powstawania disom icznych gamet męskich i żeńskich jest jednakowa, jednak 
aneuploidalne plemniki z powodu zaham owania ruchu plemników rzadko zapładniają komór­
ki jajowe. Za powyższą tezą przem awiają ostatnie wyniki badań nad pochodzeniem dodatko­
wego chromosom u w trisomii 21. Obecnie przyjmuje się, że 95% wszystkich przypadków 
trisomii 21 jest następstwem disomii komórki jajow ej, czyli nondysjunkcji w podziale mejo- 
tycznym u matki, a jedynie 5% jest następstwem disom icznego plemnika, czyli nondysjunkcji 
u ojca [46]. Zjawisko nondysjunkcji chromosom u 21 częściej występuje w pierwszym podzia­
le mejotycznym  (77% u kobiet i 78% u mężczyzn) niż w drugim (23% u kobiet i 22% u 
mężczyzn) [14 ,32,46]. W yniki te odzwierciedlają jednak stan występujący u dzieci z trisomią 
21, a nie stan występujący w gam etach będących bezpośrednim produktem mejozy. Rysunek 
1 przedstawia dotychczas poznane możliwości powstawania UPD.

Rys. 1. Różne m ożliw e sposoby pow staw ania  uniparentalnej disom ii

Jest oczywiste, że jeżeli nierozdzielone chromosom y przechodziły proces crossing-over, 
to wówczas izodisomia jest częściową heterodisomią lub heterodisomia jest częściową izodi- 
somią. Spence i wsp. [56] uważają, że w wyniku mitotycznej nondysjunkcji trisomicznych
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gamet może dojść do biparentalnej pseudodisomii. Pseudodisomia nie jest stanem praw idło­
wym, jakby się mogło wydawać, bowiem dla prawidłowego rozwoju zygoty ważne jest, aby 
jeden z chromosom ów homologicznej pary pochodził z plemnika, a drugi z komórki jajow ej, 
bowiem różnie wydają się przebiegać procesy metylacji DNA w mikro- i w makrogametach 
ssaków i powiązane z tym następstwa [49, 58, 60].

Zjawisko UPD wyjaśnia również niektóre obserwacje cytogenetyczne. Już w 1980 r. [25, 
41 ] można było doświadczalnie potwierdzić występowanie UPD. Obserwowano przekazanie 
robertsonowskiej zrównoważonej translokacji 22/22 od matki do córki, u której była ona 
również zrównoważona. Należy przyjąć, że komórka jajow a zawierała tę translokację, nato­
miast plemnik nie miał chromosom u 22 lub jeżeli go miał, to został on utracony w czasie 
pierwszych podziałów bm zdkowania. W 1982 r. [6] opisano pericentryczną inwersję chrom o­
somu nr 4, która w stanie hom ozygotycznym występowała u umysłowo niedorozwiniętego 
dziecka. Ten sam chromosom w stanie heterozygotycznym występował tylko u matki.

Trzeba jednak stwierdzić, że mechanizmy prowadzące do aneuploidalnych gam et nie są 
dobrze poznane. Ze względu na najczęstsze występowanie nondysjunkcji w mejozie I bierze 
się pod uwagę poniższe zjawiska mogące prowadzić do aneuploidii:

(a) niepowodzenie koniugacji chromosomów homologicznych i/lub brak chiazm,
(b) desynapsis powodujący przedwczesne rozdzielenie się skoniugowanych chrom oso­

mów,
(c) nierozejście się skoniugowanych chromosom ów na skutek opóźnionego desynapsis.
Do tej pory udało się przeanalizować znaczenie paru czynników występujących w mejozie

I. Ograniczona rekombinacja jako przyczyna mejotycznej nondysjunkcji została zasugerowa­
na przez W arrena i wsp. [66], którzy stwierdzili zm niejszoną częstość występowania rekom- 
binantów w odniesieniu do genów sprzężonych z chromosom em 21 u chorych z zespołem 
Downa. Zmniejszona częstość rekombinacji wskazuje raczej na asynapsis jako przyczynę 
nondysjunkcji chromosom ów 21 niż na przedwczesne lub opóźnione desynapsis. Hassold i 
wsp. [15] badali częstość występowania rekombinacji pomiędzy dwoma nierozdzielonymi 
chromosomami 13 w zespole Patau i na podstawie niezmniejszonej częstości jej występowania 
wysunęli wniosek, że przyczyną nondysjunkcji nie są trudności w koniugacji chromosom ów 
nr 13. Niektóre badania dowodzą, że ważną rolę może odgrywać opóźnienie anafazowe. 
Prabhakara i wsp. [46] wykazali, że to zjawisko występuje częściej u matek mających dzieci 
z trisomią 21 niżu matek zdrowego potomstwa. Jest jednak możliwe, że UPD powstaje według 
innego schematu. Komórka jajow a z disom ią jest zapładniana przez normalny plemnik, co 
powoduje powstanie trisomii. Trisomie bardzo często są letalne, co prowadzi do samoistnych 
poronień. Jest jednak możliwe, że w pierwszych podziałach bruzdkowania trisomicznej zygoty 
jeden z potrójnych chromosom ów zostaje wyeliminowany, dzięki czemu embrion staje się 
witalny, ale występująca w nim UPD prowadzi do powstania określonych zaburzeń rozwojo­
wych. Na taką możliwość powstawania UPD w zespole Downa zwrócili uwagę M ordalska i 
wsp. [37] badając na podstawie cech cytogenetycznych mechanizm powstawania m ozaiko­
wych kariotypów 46,XX/47,X X,+ 21 lub 46,X Y/47,XY+ 21. Cytogenetyczna analiza nondy­
sjunkcji jest obarczona błędem, który wg Petersena i wsp. [44] wynosi ok. 12%. Postulowaną 
przez M ordalską i wsp. [37] możliwość powstawania UPD w zespole Downa potwierdzili 
Petersen i wsp. [44] przy użyciu technik molekularnych. Pojawia się nowy cytogenetyczny 
aspekt zespołu Downa, bowiem trisomia 21 może być diizotrisom ią lub heterotrisomią. W 
zespole Downa z kariotypem mozaikowym, w którym obserwuje się stopniową eliminację 
komórek trisomicznych, prawdopodobne jest występowanie diizotrisomii [37],
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FENOTYPOW E NASTĘPSTW A IZODISOMII

W ystępowanie UPHD i UPID pociąga za sobą określone konsekwencje genetyczne. Już w 
1980 r. Engel [11] wskazywał, że UPD wyjaśnia przypadki dziedziczenia, które nie są zgodne 
z prawami Mendla. Zdarza się czasami, że przy całkowicie prawidłowym kariotypie, X-rece- 
sywna choroba (cecha sprzężona z płcią) jest przenoszona z ojca na syna, a nie na córkę -  
nosicielkę. Zjawisko to można wytłumaczyć tym, że chromosom y X i Y zygoty pochodziły 
od ojca, a komórka jajow a nie miała chromosom u płci. W szystkie możliwe zygoty powstające 
w wyniku nierozdzielenia się chromosom ów X i Y przedstawia rysunek 2.

Jest oczywiste, że UPID może prowadzić do ujawnienia się cech (chorób) autosomalnie 
recesy wnych, u potomstwa rodziców, z których tylko jeden jest heterozygotą. Spence i wsp. 
[56] opisali dziewczynkę ze zwłóknieniem torbielowatym oraz niskim wzrostem spowodo­
wanym niedoborem hormonu wzrostu. W ykazano, że oba chromosom y 7 (w tym chrom oso­
mie znajduje się locus genu zwłóknienia torbielowatego) tej pacjentki pochodziły od matki. 
Znane są nieliczne przypadki ujawnienia się homozygot recesy wnych w wyniku uniparental- 
nej izodisomii. W arburton [65] obliczyła, że UPID jest jednak rzadkim powodem ujawniania 
się hom ozygot recesy wnych, zdarza się to nie częściej niż 1 : 10 000 przypadków danej 
eenopatii.

Rys. 2. M ożliw e zygoty praw idłow e (pola zakreskow ane) oraz liczbow e anom alie chrom osom ów  X i Y; pola 
pokropkow ane przedstaw iają  zygoty letalne, a zygoty z uniparentalną disom ią zaznaczono grubym i obw ódkam i
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Pasjonująca jest historia odkrycia znaczenia izodisomii w patogenezie zespołu PWS [7, 
47], U noworodków z tym zespołem występuje wybitna hipotonia mięśniowa, która stopniowo 
ustępuje. Początkowe duże trudności w odżywianiu zamieniają się stopniowo w żarłoczność 
powodującą otyłość z jednoczesnym  niedoborem wzrostu. Charakterystyczna jest tw arz 
pacjentów oraz małe ręce i stopy. Niedorozwój psychiczny i fizyczny połączony jest z cechami 
infantylizmu, hipogonadyzmem i hipogenitalizmem. W ystępują napady drgawek i hipogli- 
kem iczne stany przedśpiączkowe, później pojawia się cukrzyca insulino-oporna. Przeżycie 
jest skrócone.

Od roku 1981 wiadomo, że u około połowy pacjentów z PWS występuje częściowa delecja 
ramienia długiego chromosom u 15, tuż poniżej centromeru, w obszarze prążka 15q 11—q 13 
[7]. W 1986 r. można było wykazać, że ta delecja w każdym przypadku dotyczy chromosom u 
15 pochodzącego od ojca [4], a w 1989 r. ukazały się doniesienia [38, 40, 50], oparte na 
analizie DNA, że u tej części pacjentów, u których nie stwierdzono częściowej delecji ram ienia 
długiego chromosomu 15, nie występuje chromosom 15 pochodzący od ojca. Oba chrom oso­
my 15 tych pacjentów pochodzą od matki [3,7], Przyczyną PWS jest u części pacjentów UPD. 
W 1991 r. Rogan i wsp. [50] przedstawili doniesienie, z którego wynika, że metodą analizy 
DNA udało się stwierdzić, iż u 80% pacjentów bez częściowej delecji chrom osom u 15 
występuje UPD.

Krytyczny obszar chromosom u 15 odpowiedzialny za PWS obejmuje prążek 15q 11—q 13, 
jednakże granice disom icznego regionu nie zostały do tej pory określone metodami m oleku­
larnymi, bowiem znane sondy nie obejm ują regionów sąsiadujących. Bez m olekularnych 
badań całego chromosomu 15 nie można jednoznacznie określić, czy w przypadkach unipa­
rentalnej disomii tego chromosom u występuje izodisomia lub heterodisomia z częściową 
izodisomią regionu q 11—q 13 powstałą w wyniku crossing-over. Rogan i wsp. [50] badali 
metodami molekularnymi pochodzenie disom icznego chromosom u 15 w PWS i stwierdzili, 
że proksymalne segmenty tego chromosom u mogą mieć zwiększoną częstość występowania 
crossing-over. Zatem część przypadków PWS może stanowić UPHD z uniparentalną izodiso­
mią w odniesieniu do prążka 15q 11 —q 13. Nicholls i wsp. [38] sugerują, że przyczyną PWS 
może być również utrata ojcowskiego chromosom u trisomicznej gamety. W PWS opisano 
również inne aberracje chrom osom owe [48].

Znaczenie uniparentalnej disomii w genetycznym uwarunkowaniu powstawania wad roz­
wojowych znajduje dalsze potwierdzenie w innych zespołach. Zaespół Angelm ana opisano w 
1965 r. [1], Anomalia chrom osom owa polega również na częściowej delecji regionu 15q 11 — 
q 13, ale w tym przypadku brakuje części m atczynego chromosom u 15. Powstaje zupełnie inny 
fenotyp: wzrost jest normalny, a nie niski jak  w PWS, masa ciała jest również normalna i nie 
występuje hipotonia mięśniowa. Dla AS bardzo charakterystyczne są symetryczne ataktyczne 
ruchy i zaburzenia poruszania się. Dzieci mają duże usta, zaczerwienione policzki, stale się 
śmieją i z tego powodu AS jest nazywany "syndromem szczęśliwej kukiełki" (happy puppet 
syndrom) [1, 26, 34, 43].

Jak już wspomniano, u części pacjentów z AS stwierdza się delecję fragmentu matczynego 
chromosomu nr 15. U tych pacjentów, u których delecja nie występuje, UPD ojcowskiego 
chromosom u spotyka się rzadko, bowiem tylko u 6% badanych. Ustalenie pochodzenia UPD 
chromosomu 15 było możliwe dzięki zastosowaniu sond m olekularnych [5, 9, 27, 33, 34],

Z powyższego wynika, że disom ia 15 w plemniku, powodująca AS jest zjawiskiem 
rzadkim. Liczne przypadki tego zespołu, w których nie stwierdzono ani częściowej delecji, 
ani UPD dowodzą, że musi występować jeszcze inny mechanizm leżący poniżej rozdzielczo­
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ści metod cytogenetycznych, który powoduje wyłączenie genów m atczynego chromosom u 15 
w diploidalnej zygocie.

Techniką amplifikacji DNA Horsthemke [17] wyodrębnił markerowy DNA regionu 
8q24.1, który jest odpowiedzialny za zespół Langer-Giediona i marker regionu 15q 11-13, 
odpowiedzialny za PWS i AS. Jeden z tych mikroklonów, a mianowicie MN7 wykrywa 
zmienną liczbę kopii genu w prążku 15q 11-13 w rodzinach, w których występuje dziecko z 
jednym  z tych zespołów. Ta zmienność liczby kopii genu może być zdaniem autora odpow ie­
dzialna za niestałość proksymalnego prążka 15q i fenotypowe przejawianie się cech powy­
ższych zespołów. Lalande i wsp. [27] rozważają mechanizm powstawania PWS i AS w 
przypadkach, w których nie występuje UPD i nie występuje delecja. Uważają oni, że ze 
zmienną liczbą kopii genu w obrębie krytycznego prążka 15q może być również związana 
zróżnicowana ekspresja genów tego prążka w chromosom ie ojcowskim (PW S) lub w chro­
mosomie matczynym (AS).

Podczas badania genu osteoporosis (COL 1A2) Spotila i wsp. [57] stwierdzili, że oba 
chromosom y 7 badanego pacjenta cechującego się niskim wzrostem oraz niedorozwojem 
umysłowym są pochodzenia matczynego. Dwa inne przypadki UPID chromosom u nr 7 zostały 
wcześniej opisane [56, 57].

Do tej pory przyjm owało się, że zrównoważone translokacje robertsonowskie nie powo­
dują u człowieka powstawania zaburzeń rozwojowych. Ostatnio ukazały się doniesienia, które 
dowodzą, że w przypadku połączenia translokacji robertsonowskiej z UPD chromosomu 
biorącego udział w translokacji występują wady rozwojowe [44, 61, 64].

UNIPARENTALNA DISOMIA A GENOM OW Y IM PRINTING

Zjawisko genom owego imprintingu  zostanie szerzej omówione w innej publikacji [18]. 
Zjawisko to polega na tym, że geny autosomalne, pochodzące od matki i ojca, wywierają 
zróżnicowany wpływ na ekspresję genów embrionu. Ten zróżnicowany wpływ może dotyczyć 
całych chromosom ów, segmentów chromosom ów lub pojedynczych genów. Innymi słowami 
genom owy imprinting oznacza, że pewna część informacji genetycznej w komórkach em brio­
nalnych ssaków pozostaje niewykorzystana [12,49, 54, 55]. Jednym z mechanizmów imprin­
tingu, prawdopodobnie o zasadniczym znaczeniu, jest metylacja DNA [36,39,49].

Lawler i wsp. [28] badali komórki zaśniadu graniastego i ustalili, że mają one 46 zupełnie 
prawidłowych chromosom ów, które jednak wszystkie były pochodzenia ojcowskiego. A więc 
przypadek partenogenezy, która mogła polegać na podwojeniu chromosom ów plemnika 
(całkowite nierozdzielenie się chrom osom ów) albo na dispermii, przy czym cały matczyny 
materiał genetyczny został utracony. W przeciwnym przypadku, kiedy wszystkie chrom oso­
my są pochodzenia matczynego, powstaje potworniak jajnika [29]. W celu potwierdzenia tych 
obserwacji przeprowadzono [49, 58, 59] doświadczenia na komórkach jajow ych myszy. 
Przebieg i wyniki eksperymentów przedstawiono na rysunku 3. Z komórek jajowych każdo­
razowo usuwano przedjądrza i wprowadzano nowe. Tworzono zatem poniższe kombinacje:

• dwa ojcowskie przedjądrza -  androgenetyczne zygoty,
• jedno przedjądrze matczyne, a drugie ojcowskie -  prawidłowe zygoty,
• dwa matczyne przedjądrza -  zygoty gynogenetyczne.
Rozwój androgenetycznych zygot nie jest prawidłowy, bowiem dochodzi do nadmiernego 

rozwoju błon płodowych oraz łożyska, natomiast rozwój em brionu jest niewielki i dochodzi 
do poronienia. Gynogenetyczne zygoty także nie rozwijają się prawidłowo. W przeciwień-
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Rys. 3. Schem atyczne przedstaw ienie  w yników  dośw iadczeń z androgenetycznym i i gynogenetycznym i zygotam i

stwie do poprzednich, obserwuje się intensywny rozwój em brionu, ale zaham owany jest 
rozwój tkanek pozazarodkowych i również dochodzi do poronienia.

Wyniki tych doświadczeń są podobne do tego, co w osłabionej formie zaobserwowano u 
człowieka w przypadku triploidii, w losie zygot z 69 chromosom ami Kajii i N iikawa [22] 
wykazali, że w przypadku triploidii u człowieka większość zygot miała 2 zestawy chrom oso­
mów od ojca, anom alia ta jest zatem wynikiem podwójnego zapłodnienia. U człowieka, jeżeli 
2 komplety chromosom ów pochodzą od ojca a 1 od matki, tworzy się hipertroficzne łożysko 
z cystami, często również zaśniad groniasty. Jeżeli 2 komplety pochodzą od matki a 1 od ojca, 
embrion rozwija się początkowo dobrze, ale nie rozwija się łożysko i dochodzi do wczesnego 
poronienia. Dzieci urodzone z 3n chromosom ami mają przeważnie kariotyp mozaikowy, z 
linią komórek o prawidłowym kariotypie [14, 24], a fenotypowo stw ierdza się duże łożysko 
z cystami, dziecko ma bardzo mały tułów z dużą głową i często spotyka się syndaktylię [22],

W tym momencie dotykamy podstawowego dogmatu genetyki, a mianowicie praw M end­
la. Dla grochu badanego przez M endla nie ma prawdopodobnie większego znaczenia czy gen

PRAWIDŁOWY
ZARODEK
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na czerwoną, czy na białą barwę kwiatów pochodzi od grochu matczynego lub ojcowskiego. 
U ssaków nie jest jednak obojętne, od którego z rodziców pochodzi chromosom. Komórki 
embrionu wiedzą prawdopodobnie doskonale, kiedy mają skorzystać z informacji pochodzą­
cej od matczynego lub ojcowskiego homologa. Przeprowadzone doświadczenia dowodzą, że 
u ssaków geny matki odpowiadają za wzrost embrionu, natomiast geny ojcowskie są odpo­
wiedzialne za struktury zewnątrzembrionalne, a więc za łożysko i błony płodowe. Te spostrze­
żenia są cenne dla wyjaśnienia innych zjawisk em briologicznych, a m ianowicie implantacji i 
porodu.

Szereg badaczy [31, 53, 54, 55, 59] systematycznie krzyżowało myszy laboratoryjne 
mające translokacje robertsonowskie i otrzymali w rezultacie UPD dla ich poszczególnych 
chromosom ów. Co najmniej w odniesieniu do siedmiu autosomów myszy, jeżeli występują 
one pod postacią matczynej lub ojcowskiej UPD, powstają różne fenotypy. W przypadku 
UPD chromosom ów 2 i 11 dochodzi nawet do przeciwstawnych odchyleń od normy: ojcowska 
UPD prowadzi do powstania dużego hiperakty wnego potomstwa, a matczyna UPD do małego 
i hipoaktywnego. Chrom osom owy imprinting  dobrze obrazuje tzw. mysz Cattanacha [53]. W 
chrom osom ie nr 7 myszy znajduje się locus dla genu barwy sierści. Inny allel w tym szczepie 
myszy powoduje powstanie brązowej sierści. M ysz Cattanacha ma w obu chromosom ach 7 
genów albinotycznych, warunkujących białą sierść. Segment o długości 1/3 chromosom u 7 z 
genem brązowego zabarwienia sierści znajduje się w wyniku translokacji pośrodku jednego 
chrom osom u X. Drugi chromosom X jest normalny. Zgodnie z hipotezą Lyon [30] chrom o­
somy X ulegają losowej inaktywacji. W szędzie tam, gdzie aktywny jest chromosom X mający 
segment chrom osom u 7, myszy mają brunatną sierść. Tam, gdzie aktywny jest normalny 
chrom osom  X, myszy mają białą sierść.

UWAGI KOŃCOWE

Znaczenie uniparentalnej disomii w genetyce klinicznej człowieka wydaje się być większe, 
niż to powyżej przedstawiono. Zespół M illera-Dieckera (17p-) jest prawdopodobnie powodo­
wany delecją ojcowskiego chromosom u 17 [52, 62], zespół DiGeorge (kariotyp 22q-) może 
być matczyną delecją chrom osom ową [ 12], zespół cri du chat (5p-) wydaje się być pochodze­
nia ojcowskiego [40]. Znane są jeszcze inne zespoły również potwierdzające znaczenie 
uniparentalnej disomii [63].

W arto też podkreślić, że inną klasą obecnie badanych i poznawanych delecji chrom oso­
m owych są chrom osom y tracone podczas onkogenezy [35, 45]. W rzadkim guzie W ilmsa 
stw ierdzono utratę chrom osom u 11 lub jego części, co prawie zawsze dotyczy chromosomu 
matczynego [67], Problem znaczenia utraty chromosom u w procesie onkogenezy jest jednak 
złożony, czego dowodzą badania nad powstawaniem retinoblastom a [10, 51, 68], Zjawisko 
uniparentalnej disomii jest zatem wraz z genom owym imprintingiem  nową i niezwykle 
interesującą kartą cytogenetyki ssaków.
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HYBRYDYZACJA IN SIT U - 
ROZWÓJ NOWEJ TECHNIKI BADAWCZEJ 

DLA PRZESTRZENNEGO UWIDOCZNIENIA GENÓW 
I TRANSKRYPTÓW GENOWYCH

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

Agata FILIP i Danuta ROŻYNKOW A 

Zakład Genetyki Medycznej AM w Lublinie

Streszczenie. H ybrydyzacja in situ je s t przeniesieniem  na teren w ew nątrzkom órkow y m ożliw ości uw idocznienia 
określonych sekw encji D NA lub RN A  na podstaw ie kom plem entam ości zasad m iędzy sekw encjam i nukleotydów  w 
m ateriale badaw czym  a sondą. W ynikająca w tej reakcji cząsteczka hybrydow a je s t w ykryw ana dzięki sygnałow i, 
uw idocznionem u w reakcji cy tochem icznej. Pozw ala to na przestrzenną i ilościow ą analizę sygnału w określonej 
tkance, kom órce, chrom osom ach i organellach. A rtykuł zaw iera przegląd m etod i zastosow ań. Zw raca szczególną 
uw agę na badania regulacji i ekspresji genów  w kom órkach som atycznych człow ieka.

Sum m ary. In situ hybridisation m akes possible to localize definite  D NA o r RNA sequences w ithin the cells. It utilises 
the fact o f com plem entarity  betw een the probe and the inquired sequence. H ybrids are detected after the cytochem ical 
reaction. This m ethod gives a chance for spatial and quantitative analysis o f  the signal in definite tissue, cell, 
chrom osom es and cell structures. This article includes a review  o f  various m ethods and applications for ISH. Special 
a ttention was paid to regulation  and expression  o f  genes in hum an som atic cells.

HISTORIA I TERAŹNIEJSZOŚĆ

M etoda hybrydyzacji in situ (ISH) wniosła prawie nieograniczone możliwości rozwiązań 
przestrzennych, dotyczących umiejscowienia genów w chromosom ach i terenu komórkowego 
ekspresji genu, co ma szczególną korzyść w obserwacji tkanek heterologicznych lub mozai­
kowej mieszaniny komórek. Ocenia się, że czułość metody ISH jest wyższa niż innych metod, 
stosowanych do wykrycia określonych sekwencji kwasów nukleinowych, to znaczy wyższa 
niż metody Southerna, Northerna czy hybrydyzacji na bibule (dot-blot). W ynika to chociażby 
z tego względu, że metodą ISH można wykryć pojedynczą komórkę zakażoną wirusem na tle 
100 komórek niezakażonych, posługując się sondą wirusowego DNA lub RNA [ 19].
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M etoda ISH zastosowana była po raz pierwszy przez Mary Lue Pardue i wsp. w 1971 r. do 
badań organizacji całego genomu Drosophila  i Xenopus [37]. Rok później podjęli ją  Henderon 
i wsp. lokalizując DNA rybosomalny człowieka [20]. Próby te przeprowadzono stosując sondy 
znakowane radioaktywnym trytem. Pionierami nieizotopowego znakowania sond byli: Ward, 
Singer, M annelidis i Langer w latach 1980-1981 [23, 28, 33, 38], którzy używali sond 
biotynylowanych; detekcja odbywała się na poziomie mikroskopu elektronowego, co znacznie 
zwiększyło rozdzielczość. Późniejszy okres przyniósł wiele modyfikacji samych sond, jak  i 
sposobu wykrywania miejsca hybrydyzacji i wzmacniania sygnału (wykorzystanie metod 
im m unocytochem icznych, barwników fluorescencyjnych etc.) [38], dzięki czemu mogło 
nastąpić rozszerzenie możliwości wykorzystania tej metody do diagnostyki.

W ielu cytogenetyków-klinicystów zwróciło uwagę i wykorzystało w swoich pracach 
metodę hybrydyzacji in situ. Podajemy kilka przykładów: Latos-Bieleńska i wsp. [30] uściślili 
mapę chromosom u 17q korzystając z przypadku dysmorfii z translokacją t/2 ; 17. Kuwano i 
wsp. [27] wykryli tą metodą ukrytą translokację w krytycznym regionie 17p 13.3 w rzadkiej 
dysmorfii (lissencephaly) w zespole M illera-Dickera. Lux i wsp. [31] wskazali na lokalizację 
genu kodującego ankyrinę erytrocytów w chromosom ie 8, korzystając z jego delecji w 
rodzinnej sferocytozie. Ried i wsp. [40] udokumentowali delecję locus dystrofiny w dystrofii 
mięśniowej D uchenne’a bezpośrednio u heterozygot - nosicielek. Kuo i wsp. [26] zapropono­
wali wykrywanie aneuploidii chromosom ów 13, 18 i 21 w jądrach amniocytów na podstawie 
swoistych, złożonych sond - markerów tych chromosom ów, a Cheung i wsp. [7] wprowadzili 
sondy dla różnych DNA w regionach p i prox q chromosom ów akrocentrycznych (DNA 
alfoidalne, DNA rybosomalne) dla scharakteryzowania punktu złamania w translokacjach . O 
ile badania Kuo i wsp. mają znaczenie diagnostyczne w najczęstszych trisomiach człowieka, 
to badania Cheunga wnikają w samo sedno tych nieznanych kulis najczęstszych translokacji 
molekularnych, których mechanizm (mejotyczny brak rozdziału) znamy od lat kilkudziesię­
ciu, a nie rozumiemy genezy.

Także w genetyce somatycznej metoda ISH przyczyniła się do uściślenia regionalnej 
lokalizacji genów, np. genu GM -CSF w chromosom ie 5q [22], genu łańcucha beta receptora 
antygenu limfocytu T do 7q32 [34], genu receptora IL-2 w chrom osom ie 1 Op 14 [51] i szeregu 
innych. W poszerzeniu diagnostyki w przewlekłej białaczce szpikowej metodą ISH wykrywa 
się fuzyjny gen bcr-abl w jądrze interfazalnym bez uciekania się do dokumentacji chromosomu 
Ph’ [2, 47], Hybrydocytochemicznie można badać także ekspresję poszczególnych genów, 
poddanych wpływom regulacyjnym czynników endo- lub egzogennych (artykuł na ten temat 
przedstawił niedawno na łamach Postępów Bięlogii Komórki Zabel [53]). Na terenie komórek 
uwidacznia się wtedy sygnał sondy odpowiednio komplementarnej do mRNA. M ożna wów­
czas uchwycić "gen w akcji" na obszarach rozwijających się struktur morfologicznych w 
ontogenezie. M ożna także ocenić wpływ komórkowych protoonkogenów i genów przeciwno- 
wotworowych na procesy wzrostu i różnicowania w liniach docelowych komórek. M ożna 
wreszcie uchwycić ekspresję danego genu w ewolucji gatunków.

ZASADA METODY

Hybrydyzacja in situ polega na lokalizowaniu sekwencji DNA lub RN A bezpośrednio w 
materiale biologicznym (preparat cytologiczny, komórki, preparaty parafinowe tkanek) na
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szkiełku podstawowym . W ykorzystywany jest tu fakt komplementarności zasad pomiędzy 
sekwencjami nukleotydów w materiale i -  odpowiednio przygotowaną -  sondą molekularną, 
którą może być cDNA, fragment DNA genom owego lub syntetyczny oligonukleotyd 
[4,29,35,37,54],

SONDA

Przygotowanie sondy do reakcji hybrydyzacji polega na takim jej wyznakowaniu, aby 
miejsce hybrydyzacji było łatwe do wykrycia w mikroskopie świetlnym, fluorescencyjnym 
bądź elektronowym. Znakowanie sondy przeprowadzać można techniką PCR [37, 50], ran­
dom prim er  [29, 37] lub metodą nick translacji [17, 25, 29, 41, 55], a stosowane prekursory 
mogą być izotopowe lub nieradioaktywne. Do znakowania izotopowego sond stosuje się 
najczęściej tryt( H), a także 125J i 35S [16, 17, 20, 32, 37], Zaletą tego typu znakowania jest 
dosyć wysoka czułość, natomiast wadami -  oprócz konieczności kontaktu z pierwiastkami 
promieniotwórczymi -  są: obecność silnego tła, długi czas ekspozycji (do sześciu tygodni) i 
związane z tym ograniczenie rozdzielczości.

W znakowaniu nieizotopowym stosowanych jest szereg związków, takich jak: biotyna, 
digoksygenina, FITC, BrdU [12, 21, 28, 29, 33, 42], Podstawowym plusem tej metody jest 
duża rozdzielczość (ok. 20 razy dokładniejsza lokalizacja sekwencji) i możliwość szybkiej 
detekcji sygnału (kilka godzin), co odgrywa dużą rolę w badaniach klinicznych [3].

NIC K  TRANSLACJA

Podczas znakowania sond molekularnych metodą nick translacji (NT) stosowane są dwa 
enzymy: DNA-aza I i DNA polim eraza I. DNA-aza 1 tworzy pęknięcia (nicks) na jednej z nici 
podwójnej spirali. W łaściwości DNA polimerazy I jako egzonukleazy i polimerazy w kierun­
ku 5 ’- 3 ’ wykorzystane są do naprawy łańcucha z wbudowaniem dostarczonych nukleotydów 
znakowanych (rys. 1).

Rozpoczynając od miejsca pęknięcia DNA polim eraza I usuwa nukleotydy od końca 5 ’, 
jednocześnie dobudowując znakowane nukleotydy w kierunku 5 ’- 3 \  W rezultacie każde 
pęknięcie przem ieszcza się wzdłuż nici DNA [ 1, 37],

PREPARAT

Przygotowanie preparatu do hybrydyzacji polega na usunięciu RNA mogącego działać 
kom petycyjnie w stosunku do szukanej sekwencji w chromosom ie i powodującego zwiększe­
nie tła. W tym celu stosuje się trawienie RNA-azą A [14],

Aby zidentyfikować to miejsce w chromosom ie, w którym pojawi się swoisty sygnał w 
wyniku hybrydyzacji, trzeba bardzo starannie dobrać metodę wzorów prążkowych i kolejność 
wykonania etapów jednego i drugiego postępowania tak, aby zapewnić cytochemiczne wy­
krycie sygnału sondy i zachować (czasem tylko w dokumentacji fotograficznej) wzór prążko­
wy [17]. Zhang i wsp. podali względnie prostą metodę ISH przy użyciu sondy kosmidowej 
wyznakowanej dUTP digoksygeniną, a wykrywaną jednoetapow ą reakcją imm unocytoche- 
m iczną za pomocą przeciwciała skierowanego przeciw digoksygeninie i znakowanego za­
sadową fosfatazą. M etoda wzorów prążkowych FPG (prążki R) była zastosowana po

Kosm id -  konstrukcja  (u tw ór) sztuczna zaw ierająca m .in. D NA faga lam bda i m arkery oporności na antybiotyki.
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hybrydyzacji, a przed inkubacją z kompleksem przeciwciało/alkaliczna fosfataza. Na jednej 
fotografii widać chromosom y we wzorach prążkowych i jednocześnie sygnał [55].

podwójna nić DNA

podwójna nić DNA z pęknięciami

podwójna nić DNA z prze­
mieszczającymi się pęknięciami

wyznakowane krótkie odcinki 
jednoniciowego DNA

Rys. 1. N ick  translacja w g JE  A rranda [ 1 ]
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DENATURACJA

Bezpośrednio przed hybrydyzacją należy zdenaturować DNA preparatu i sondy. 
Denaturację sondy przeprowadza się w wysokiej temperaturze inkubując mieszaninę 

hybrydyzacyjną w 80°C, a następnie szybko schładzając.
DNA preparatów można denaturować w temperaturze pokojowej w obecności NaOH lub 

HC1 bądź w temperaturze 70°C w 70-procentowym roztworze formamidu. Sposób i czas 
dem aturacji uzależniony jest od rodzaju i wieku preparatów [29, 37].

H YB R YD YZA C JA

Rys. 2. H ybrydyzacja wg R N eum ana [35]
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HYBRYDYZACJA

Optymalna dla reakcji hybrydyzacji (rys. 2) jest temperatura ok. 25°C wyższa od tem pe­
ratury topnienia DNA (Tm). W artość Tm zależy od: długości wzajemnie reagujących cząste­
czek, stężenia kationów i obecności rozpuszczalników organicznych (np. amid kwasu 
mmrówkowego). W związku z tym ISH można przeprowadzać dwiem a metodami: zastoso­
waniem wyższej temperatury (67°C) w obecności wodnych roztworów soli oraz w roztworze 
formamidu w niższych temperaturach (39-42°C ) [29, 37],

Obok formamidu ważnymi składnikami mieszaniny hybrydyzacyjnej są: siarczan dekstra­
nu, który zwiększa efektywność reakcji poprzez ułatwienie tworzenia konglom eratów sondy 
w miejscu hybrydyzacji, co wydatnie wzmacnia sygnał, a także sole (NaCl, cytrynian sodu, 
bufor fosforanowy) podobnie jak  formamid obniżające tem peraturę topnienia DNA [29].

Stosowany na tym etapie przez niektórych autorów płyn Denharta lub jednołańcuchow y 
DNA mają za zadanie ograniczenie hybrydyzacji nieswoistej [37]. Dalsze postępowanie 
uzależnione jest od rodzaju wyznakowania sondy i planowanego sposobu detekcji.

DETEKCJA

D E T E K C JA  SO N D  
ZN A K O W A N Y C H  IZ O TO PO W O

Po zastosowaniu sond znako­
w anych izotopam i prom ienio­
twórczymi jedyną możliwością 
detekcji jest autoradiografia. W 
zależności od rodzaju użytego 
izotopu czas ekspozycji wynosi 
1-6 tygodni. Po wywołaniu sto­
suje się barwieniem metodą 
Giemsy, techniki prążkowe G 
(zwykła lub barwnikiem W righ­
ta), F i Q, możliwe jest też 
trawienie chromatyny trypsy- 
ną przed hybrydyzacją, co 
pozwala na otrzym anie prążków 
po zakończeniu procesu [17, 
55],

D ET EK C JA  SO N D  
N IE R A D IO A K T Y  W N Y  CH

Hybrydyzacja z użyciem te­
go rodzaju sond umożliwia sze­
reg metod detekcji (rys. 3), w 
zależności od wielkości poszu­
kiwanej sekwencji i stopnia roz­
dzielczości, który chcemy 
uzyskać (mikroskop świetlny, 
fluorescencyjny, elektronowy).

SONDA cDNA 
BIOTYNYLOWANA

SONDA RNA 
BIOTYNYLOWANA

PIERWSZE P. CIAŁO 
KOZIE PRZECIW BIOTYNIE

DRUGIE P. CIAŁO 
KRÓLICZE PRZECIW KOZIEMU 
SPRZĘŻONE Z PEROKSYDAZĄ 
lub

KRÓLICZE PRZECIW KOZIEMU 
SPRZĘŻONE Z ALKALICZNĄ 
FOSFATAZĄ

STREPTAWIDYNA

PEROKSYDAZA 
SPRZĘŻONA Z BIOTYNĄ

lub
FOSFATAZA ALKALICZNA 
SPRZĘŻONA Z BIOTYNĄ

REAKCJA Z DIAMINOBENZYDYNĄ (DAB) -  
BRĄZOWY PRODUKT 

lub
REAKCJA Z NITROBLUETETRAZOLIUM (NTB) -  

NIEBIESKI PRODUKT

Rys. 3. R odzaje detekcji sondy w g Sabera i wsp. [43]
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W szystkie one wykorzystują reakcje powinowac­
twa (np. biotyna-awidyna [45]) i jedno- lub wielo­
stopniowe reakcje immunologiczne.

O pisano rów nież bezpośrednie w ykryw anie 
sondy znakowanej fluorochromem (FITC) z uży­
ciem mysiego przeciwciała monoklonalnego anty 
FITC i przeciwciała koziego przeciw myszy sprzę­
żonego z tetram etylorodam iną (TRITC) [50].

Do wykrywania sond biotynylowanych dla se­
kwencji powtarzalnych wykorzystywane są reakcje 
powinowactwa biotyna-awidyna z zastosowaniem 
koniugatów awidyna-FITC lub awidyna-TRITC 
[9, 26, 27, 48]; można również przeprowadzać re­
akcje z peroksydazą i alkaliczną fosfatazą.

Stosowano również detekcję z użyciem pier­
wszego przeciwciała przeciwko biotynie i drugiego 
zaabsorbowanego na powierzchni cząsteczek złota, 
co pozwoliło na obserwację miejsca hybrydyzacji 
w mikroskopie elektronowym [23].

W przypadku używania sond dla pojedynczych 
kopii koniecznością Staje się zastosowanie wie- Rys. 4. W zm acnianie sygnału m etodą "kanapkow ą" 

loetapowych reakcji im m unocytochem icznych po- wg A Latos-BielenskieJ l29l
wodujących wzmocnienie sygnału bez zwiększenia tła. W ykorzystuje się tu tzw. reakcje 
"kanapkowe" (rys. 4), polegające na użyciu kolejno kilku przeciwciał, z których ostatnie 
sprzężone jest substancją, umożliwiającą wizualizację reakcji [5, 29].

ZASTOSOWANIE ISH W GENETYCE SOMATYCZNEJ 
I GENETYCE ROZWOJU

3.1. Espresja proto-onkogenów komórkowych, których produkty znajdują się na terenie 
jąder komórkowych w interakcji z DNA (c-myc, c-myb, c-fos) jest wyrażona w zależności od 
stanu proliferacji lub różnicowania ukierunkowanej linii komórek homopoetycznych. Badania 
hybrydyzacji in situ dowiodły, że niepobudzone, dojrzałe komórki nie manifestują wykrywal­
nych poziomów ekspresji tych proto-onkogenów [11, 24], Jeżeli sonda oligonukleotydowa 
była kom plem entarna do mRN A pierwszego egzonu c-myc (koniec 3 ’ obejmujący nukleotydy

3.2. Aby sprawdzić, które komórki z m ikrośrodowiska hem opoezy i populacje krążących 
limfocytów wytwarzają czynniki wzrostowe, analizowano po hybrydyzacji in situ z odpowied­
nim antysensownym mRNA, wyznakowanym 35S-UTP produkcję odnośnych mRNA w ko­
mórkach z krwi obwodowej i szpiku, wstępnie rozdzielonych w sorterze komórkowym (FACS), 
a następnie wirowaniem na roztworach perkolu [52]. Zdolnymi do produkcji czynników 
wzrostowych okazały się limfocyty T4, T , TK i ich liczba i intensywność produkcji znacznie 
się zwiększyły, gdy potraktowano je  w-hodowli dużymi dawkami 11-2. Do pozytywnej kontroli* 
czułości testu posłużyła linia T kom órkowa gibona MLA 144, wydzielająca duże ilości 11-2 
oraz GM -CSF.

SONDA BIOTYNYLOWANA

PIERWSZE P. CIAŁO KRÓLICZE 
PRZECIW BIOTYNIE

DRUGIE P. CIAŁO ŚWINI PRZECIW 
KRÓLIKOWI SPRZĘŻONE Z BIOTYNĄ

KOMPLEKS STREPTAWIDYNA -  
PEROKSYDAZA

REAKCJA DAB

BRĄZOWY PRODUKT
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314-359), to sygnał był widoczny w cytoplazmie komórek plazmatycznych w myeloma  
multiplex, a nie w komórkach chłoniaka Burkitta, w których pierwszy egzon myc jest 
uszkodzony w wyniku translokacji t(8; 14) [44],

3.3. M etodą ISH wykryli D olf i wsp. [10] w metafazach linii komórek raka je lita  grubego 
DiFi obecność powielonych genów receptora nabłonkowego czynnika wzrostu (EGFR) na 
terenie podwójnych, malutkich (DM -  double m inutes) skupisk chromatyny pozachromoso- 
mowej. W iadomo było, m.in. z prac Carrolla i wsp. [6] oraz Nowella i wsp. [36], że twory 
DM, jak  i HSR (homogenicznie barwiące się regiony chrom osom ów) stanowią m iejsca 
amplifikacji onkogenów komórkowych. Jednak dopiero m etoda ISH udokum entowała fakt, 
że am plifikacja EGFR może odbywać się przez pozachrom osom owe pośredniki w rodzaju 
episomów lub DM. Jest to o tyle interesujące, że śródkom órkowa domena białka błonowego 
receptora EGF jest identyczna z produktem transformującego onkogenu erb-B o aktywności 
kinazy białkowej. Daje on stałe sygnały proliferacji niezależnie od ligandu, a stopień am pli­
fikacji kodującego go genu koreluje ze stopniem tumorogenności.

3.4. M etoda ISH kontynuuje i pogłębia aktualnie realizowany rozdział biologii m oleku­
larnej, wyznaczający strukturowe homologie pomiędzy genami transformującymi a genami 
morfogenezy. W iadomo, że proto-onkogeny są normalnymi i w łasnymi genami kom órkowy­
mi, których produkty odgrywają podstawową rolę w proliferacji i różnicowaniu komórek. 
M utacje lub translokacje tych genów przem ieniają je  w elementy aktywne w złożonych 
procesach nowotworowych. W większości są one hom ologiczne z sekwencjami DNA czyn­
ników wzrostowych, receptorów czynników wzrostowych, białek G lub innych białek ucze­
stniczących w przekazywaniu sygnałów, o własnościach wiązania DNA. Te hom ologie można 
znaleźć niezależnie od metody ISH porównując np. przewidziane sekwencje polipeptydowe 
produktu takiego genu i znane sekwencje z biblioteki genom owej. W taki sposób grupa 
hem atologów w szpitalu Hamm ersmith w Londynie doszła do wniosku, że sekwencje kodu­
jące 118 aminokwasów, obecne w genie ostrej białaczki szpikowej podtyp AM L 1, są 
homologiczne w 68% do genu runt, kodującego u Drosophila m elanogaster białko jądrow e 
kontrolujące morfogenezę [8]. Ekspresja niektórych kom órkowych proto-onkogenów ma więc 
miejsce w czasie rozwoju osobniczego i jest regulowana w chrononie i topologii. W róćmy do 
hybrydyzacji in situ. Przykładem stosowania metody ISH w tej dziedzinie jest proto-onkogen 
in t-1 aktywny w mysim raku sutka. Jego ekspresja w procesach em briogenezy myszy przypada 
na ścisły okres od 8,5. do 13. dnia [15]. Analiza lokalizacji int-1 RNA za pom ocą ISH w 
skrawkach tkanek rozwijającego się embrionu wskazała, że początek jego transkrypcji ma 
miejsce w subpopulacji komórek płytki nerwowej i jednocześnie wyjaśniła, że różnicowanie 
sąsiedniego neuroepithelium zachodzi jeszcze przed zamknięciem cewy nerwowej. Hom olo­
giczny gen u Drosophila  (D in t-1) okazał się być dosyć popularnym  genem, nazywanym 
dotychczas wg od wingless, ponieważ jego  mutacja pozbawia te owady skrzydeł. Następne 
badania ISH wykazały ekspresję genu Dint w wąskim paśmie komórek blisko brzegów 
poszczególnych segmentów skrzydeł muszki owocowej.

Podobny przebieg miały badania z genem przeciwnowotworowym , którego brak lub 
delecją przyczyniają się do powstania guza W ilmsa, nowotworu nerki em brionalnej [39]. 
Nowotwór ten jest częścią składową zespołu wad rozwojowych, nazwanego w skrócie W AGR 
(od Wilms tumor, Aniridia, Genito-urinary anomalies, mental Retardation). Patogenezę tego 
zespołu wiąże się z defektem różnicowania m ezenchymalnej komórki macierzystej i utraty 
funkcji genu przeciwnowotworowego, którego delecję stwierdzono metodą cytogenetyczną
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w regionie 11 p 13. W gląd w rolę transkryptu tego genu w em briogenezie i onkogenezie 
uzyskano metodą ISH z sondą kom plem entarnego mRNA w skrawkach histologicznych 
tkanek układu m oczo-płciowego i nowotworu nerki. Ekspresja tego genu nastąpiła w podocy- 
tach i bardziej prymitywnym pranerczu, co stanowi argument na jego znamienną rolę w 
rozwoju funkcji filtracji nerki. Towarzyszące anom alie układu płciowego wynikają z plejo- 
tropowego wpływu mutacji genu W ilmsa. Ekspresja genu manifestowała się bowiem w trzech 
tkankach: listewce płciowej, płodowych gonadach i mezothelium [39].

3 .5 . Ostatni aspekt metody ISH dotyczy wykrywania obcego DNA, na przykład w iruso­
wego [49], W komórkach docelowych wirusa AIDS można tą metodą wykryć sekwencje 
kwasów nukleinowych HTLV-III [18], a w kom órkach linii hodowanych in vitro -  zakażenie 
wirusem opryszczki i cytomegalii [13]. M etoda ISH pozwoliła ostatnio na wykrycie miejsc 
integracji retrowirusów endogennych w chrom osom ach m etafazalnych człowieka.

Jak wiadomo, wirusowy RNA jest przepisany odwrotną transkryptazą na "DNA gospoda­
rza". Jest to jednak obcy DNA. Sondy molekularne dotyczyły retrowirusów H E R V 1 4.1, a 
sygnał wykryli Taruscio i M anuelidis [46] w postaci skupisk w okolicach prążków T, czyli 
telomerach. Rozkład miejsc integracji HERV 4.1 nie różnił się w badaniach metafaz osobnika 
rasy kaukaskiej i azjatyckiej i co więcej, wobec stałej pozycji i niezmiennych sekwencji DNA, 
ten typ retrowirusów endogennych okazuje się być bardzo stabilnym elementem ludzkiego 
genomu o minimalnej ruchliwości. Prążki telomerowe, bogate w G-C, mieszczące ok. 50% 
kopii HERV cechuje znana skłonność do złamań i gorących punktów (hot spots) po napro­
mienieniu. Taka asocjacja sugeruje autorom, że HERV mogą posługiwać się tymi miejscami 
w sposób wybiórczy w czasie cykli amplifikacji i reintegracji lub że odwrotnie integracja 
HERV przyczynia się do strukturowej łam liwości tych domen chrom osom owych [46].
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PRZEPŁYW SUBSTANCJI 
POMIĘDZY CYTOPLAZMĄ A JĄDREM KOMÓRKOWYM

THE FLOW OF SUBSTANCES 
BETWEEN THE CYTOPLASM AND NUCLEUS

A. HORST 

Zakład Genetyki Człowieka PAN, Poznań

Streszczenie. C zynność aparatu genetycznego kom órki w ym aga stałego przepływ u substancji z cytoplazm y do jąd ra  
kom órkow ego i na odw rót. Jak w iadom o, synteza białek, w tym  enzym ów  niezbędnych do replikacji D NA (polim eraza 
D N A ), jak  rów nież enzym ów  niezbędnych do transkrypcji, oraz dodatkow ych czynników  dla tych reakcji odbyw a 
się w yłącznie w cytoplazm ie. Z kolei synteza czynników  jądrow ych  (transkrypcja  DN A  na m RN A , tR N A , rRN A ) 
w raz z ich obróbką odbyw a się w yłącznie w jąd rze  kom órkow ym . Z  tego w ypływ a w niosek, że w obec przedzielenia 
jąd ra  i cy toplazm y przez otoczkę jądrow ą, składającą się z n iejako podw ójnej błony kom órkow ej, musi istnieć 
specyficzny m echanizm  transportow y, pow odujący  przejście odpow iednich  ilości i jakości substancji z cytoplazm y 
do jąd ra  kom órkow ego i na odw rót z jąd ra  do cytoplazm y. Przeprow adzone badania w ykazały, że transport z 
cy toplazm y do jąd ra  je s t g łów nie transportem  czynnym , odbyw ającym  się przez pory otoczki. Przenoszone substancje 
noszą na sobie krótkie pasm o reszt am inokw asow ych stanow iących znacznik pozw alający  na ich rozpoznanie przez 
aparat transportu jący , tj. porę otoczki jąd row ej. T ransport z jąd ra  kom órkow ego do cytoplazm y je s t mniej poznany. 
W iele przem aw ia za tym , że transport ten przedstaw ia się podobnie, a znacznikiem  dla tego transportu zdaje się być 
cap  na końcu 5 ’ transportow anych RNA.

Sum m ary. The function o f the genetic apparatus o f  cells depends on perm anent flow  o f  substances from  the cytoplasm  
into the nucleus and vice versa from  the nucleus into the cytoplasm . As is well know n, the synthesis o f  proteins -  
enzym es indispensable fo r DNA replication (D N A -polym erase), and enzym es for transcription o f  D NA into m RN A s, 
tR N A s, rR N A s (R N A  polym erase I,II and III) including o ther factors fo r these reactions are solely done in the 
cytoplasm . A lternately, the transcription o f  nuclear elem ents (D N A  into m R N A , tR N A , rRN A  and o thers) is fulfiled 
and prepared  only in the nucleus. A conclusion  arises that because o f  separation  o f  these tw o cellu lar com partm ents 
by nuclear envelope, com posed o f  kind o f  a double cellu lar m em brane, there  m ust exist a m echanism  enabling  a 
qualita tive  and quantitative transport o f  substances from  the cytoplasm  into the nucleus and vice versa from  the nucleus 
into the cytoplasm . Perform ed experim ents show ed that the transport from  the cy top lasm  into the nucleus is principally  
an active one through the nuclear pore and the transported  substances have a short band o f  am ino acid residues w hich 
play the role o f a m arker recognized by the transporting apparatus i.e. the proteins o f  the nuclear pore. The transport 
from  the nucleus into the cytoplasm  is less know n, but it seem s that there exists a sim ilar m echanism  o f  transport and 
the m arker recognized by the transporting  apparatus seem s to be the cap  on the 5 ’ end o f  the transported  RNA.

W ykaz w ażniejszych skró tów : NLS -  sygnał dla lokalizacji^jądrowej białka (nuclear localiza tion  signal o r sequence), 
N B P -  białko w iążące się z NLS (N LS-b ind ingpro te in ), m G pppG  -  w form ie skrótow ej m7G stanow i cap -  guanina
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m etylow ana w pozycji 7., rrÜGpppG -  w form ie skrótow ej rrĆG lub rroG -  trój mety loguanina stanow i strukturę cap  
d la snRN A  serii U, U snRN A  -  bez cap.

WSTĘP

W yodrębnienie się jądra kom órkowego w toku ewolucji komórki miało z pewnością istotne 
znaczenie dla funkcji jądra jako aparatu genetycznego komórki. W ytworzenie otoczki jądro­
wej, składającej się niejako z podwojonej błony komórkowej z jednej strony z warstwą lamin, 
stanowiącej szkielet, na którym jest zbudowana chromatyna, zaś z drugiej strony połączonej 
z siateczką endoplazmatyczną, stanowiącą aparat syntetyzujący białka, miało istotne znacze­
nie w rozwoju tych dwóch przedziałów komórki. Tak zbudowana otoczka jądrow a wskazuje 
na szczelniejsze rozgraniczenie zawartości jądra kom órkowego od cytoplazmy i na odwrót, 
aniżeli to jest możliwe w przypadku błony komórkowej. Rozgraniczenie to nie może być 
jednak całkowite. Przez błonę komórkową przechodzą substancje albo poprzez dyfuzję od 
w iększego stężenia w kierunku do mniejszego, jednak częściej transport ten odbywa się dzięki 
specyficznym mechanizm om w zależności od rodzaju przechodzącej przez błonę substancji 
(np. lipidy mogą swobodnie przenikać przez warstwę lipidową błony, podczas gdy w przy­
padku rozpuszczalnych w wodzie białek i węglowodanów występują specyficznie wytworzo­
ne mechanizmy transportujące).

W odróżnieniu od błony komórkowej, przez którą w zasadzie substancje mogą przechodzić 
w każdym miejscu błony, transport przez otoczkę jądrow ą odbywa się przez wyraźnie 
odgraniczone otwory, zwane porami, stanowiące rodzaj organelli komórkowych, selektywnie 
przepuszczających substancje tak w jednym , jak  i w drugim kierunku. Dyfuzja jako mecha­
nizm nieselektywny odgrywa prawdopodobnie tylko małą rolę, co zdaje się wynikać z tego, 
że nawet substancje o małej masie cząsteczkowej (np. tRNA) są również selektywnie trans­
portowane przez pory otoczki. W ysoce selektywny transport przez otoczkę jądrow ą konie­
czny jest dla sprostania zadaniu dostarczania w odpowiedniej ilości i jakości substancji z 
cytoplazmy do jądra w celu zapewnienia jego normalnej funkcji jako  aparatu genetycznego 
komórki, jak  również dostarczania do cytoplazmy produktów jądra komórkowego, aby 
zapewnić produkcję białek, niezbędnych do wykonywania zarówno czynności jądra komór­
kowego, jak i całego wielokomórkowego organizmu. W ten sposób otoczka jądrow a spełnia 
ważne zadanie regulacji czynności aparatu genetycznego komórki, jak  i komórki jako produ­
centa białek ustrojowych.

Z badań genetycznych wynika, że w jądrze kom órkowym znajduje się zapis informacji 
genetycznej w postaci DNA, który w przypadku podziału komórki musi ulec podwojeniu 
(replikacji DNA), zaś w przypadku ekspresji genów DNA musi ulec transkrypcji na różnego 
rodzaju RNA (mRNA, tRNA i rRNA). W szystkie te procesy wymagają dopływu z cytopla­
zmy odpowiednich enzymów: polimerazy DNA dla jego replikacji oraz polim eraz RNA 
DNA-zależnych I, II i III dla transkrypcji odpowiednio rRNA, mRNA i tRNA. Ponadto 
przebieg tych reakcji wymaga dopływu z cytoplazmy szeregu dalszych czynników, bez 
których reakcje te nie mogą się odbywać. W reszcie produkty genów muszą przechodzić z 
terenu jądra do cytoplazmy, gdzie odbywa się synteza zarówno białek ustrojowych, jak  i wyżej 
wymienionych białek jądrowych przechodzących z cytoplazmy do jądra komórkowego. W 
ten sposób otoczka jądrow a spełnia ważne zadanie regulacji ekspresji genów. Jedne z czyn­
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ników transkrypcji przebywają stale w cytoplazmie, inne w jądrze kom órkowym i dopiero 
przejście czynników z cytoplazmy do jądra powoduje niemal natychm iastową aktywację genu 
i transkrypcję [30]. Jak żywy jest ten ruch, najlepiej dowodzi liczba 100 do 500 cząsteczek 
histonów na minutę przechodzących z cytoplazmy na teren jądra w fazie S (syntezy) cyklu 
kom órkowego, kiedy nowo zsyntetyzowany DNA musi łączyć się z histonami [55].

Zgodnie z badaniami Blobela ruch cząsteczek w komórce i jej organellach nie odbywa się 
chaotycznie, lecz jest ściśle ukierunkowany istnieniem odpowiednich barier i kanałów [7]. 
Taką barierą w otoczce jądrowej jest pora stanowiąca kompleks złożony z kilkudziesięciu, w 
większości dotąd niepoznanych białek.

Pora stanowi najważniejszy elem ent otoczki jądrowej. W obrębie otoczki występują dwie 
błony:

• zewnętrzna (cytoplazm atyczna) łącząca się bezpośrednio z siateczką endoplazmatyczną,
• wewnętrzna (jądrowa) łącząca się z laminami stanowiącymi szkielet, na którym zbudo­

wana jest chrom atyna [40, 46].
W otoczce jądrowej wszystkich kom órek -  od grzybów do człowieka -  występuje kom ­

pleks porowy. Jest to obszerny kompleks o masie cząsteczkowej ok. 108 kDa, przenikający 
obie błony (zewnętrzną i wewnętrzną) tworzące otoczkę jądrową. W obrazie z mikroskopu 
elektronowego kompleks porowy ma średnicę 1200 do 1500 Ä i ośm iokrotną symetrię (rys. 
1).

Na obydwu powierzchniach błon otoczki występują pierścienie, składające się z 8 segm en­
tów tworzących rodzaj szprych skierowanych do środka kanału. Całość pory przedstawia się 
w obrazie z mikroskopu elektronowego w postaci koszyka z dnem uwypuklającym się do 
wnętrza jądra na głębokość 500-700 Ä. Od strony cytoplazmatycznej wystają krótkie włókna 
stanowiące pierwszy kontakt molekuły ulegającej transportowi do wnętrza jądra kom órkowe­
go. Całość kom pleksu porowego jest ok. 3-krotnie większa od rybosomu. Około 5% całej masy 
pory stanowią białka. W reakcji na odpowiedni sygnał pierścienie pory ulegają deformacji i 
otw ierają się na podobieństwo przesłony w aparacie fotograficznym [4, 54, 56].

Pora stanowi funkcjonalny kanał wodny o średnicy 9 -1 0  nm, przez który małe cząsteczki 
(40-60  kDa) mogą przenikać swobodnie (przez dyfuzję), natomiast większe tylko za pomocą 
aktywnego transportu (zależnego od temperatury i ATP). Transport ten podlega kinetyczne­
mu wysyceniu [45].

M etodą poznania właściwości białek transportowanych przez pory otoczki jądrowej były 
przede wszystkim badania poprzez mikroiniekcje białek do cytoplazmy. Transport przez pory 
otoczki jest dwukierunkowy i polega na: selektywnym wnikaniu białek do jądra komórkowego 
oraz wychodzeniu z jądra do cytoplazmy podjednostek rybosomowych i różnych RNA [24]. 
N iejądrowe białka o masie mniejszej niż 20-40, a nawet 60 kDa przechodzą prawdopodobnie 
przez pory otoczki jądrowej bez przeszkód (drogą dyfuzji) w obydwu kierunkach, natomiast 
w iększe białka nie przechodzą, co jest charakterystyczne dla wodnego środowiska kanału por. 
Z kolei białka jądrowe, wstrzyknięte do cytoplazmy, przechodzą niezależnie od wielkości do 
jądra komórkowego, gdzie ulegają zagęszczeniu. Powyższe dane dowodzą, że przechodzenie 
białek jądrowych z cytoplazmy do jądra komórkowego jest niezależne od ich syntezy lub 
konform acyjnych modyfikacji, np. poprzez częściową proteolizę [11].
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Włókna
cytoplazmatyczne

Pierścień cytoplazmatyczny

błona zewnętrzna 
otoczka jądrowa 

błona wewnętrzna

Pierścień od strony jądra

"koszyka"

Rys. 1. Schem at pory jądrow ej (przerysow ane za  N igg, B eauerle i L ührm ann [45]); u góry w idok z góry, u dołu 
w idok z boku (na podstaw ie badań z m ikroskopu elektronow ego): P -  czop, S -  kolce utrzym ujące czop

SYGNALNE CECHY BIAŁEK WARUNKUJĄCYCH 
PRZENIKANIE Z CYTOPLAZMY DO JĄDRA KOMÓRKOWEGO

Aby białko przeszło z cytoplazmy do jądra komórkowego, musi ono mieć krótki ciąg reszt 
am inokwasowych stanowiących sygnał do przejścia przez porę jądra. Pierwsi De Robertis i 
wsp. w 1978 roku sugerowali istnienie sygnału na powierzchni białka, ukierunkowującego 
jego przejście do jądra komórkowego [16, 31]. Bezpośredniego dowodu istnienia sygnału 
powodującego przejście danego białka do jądra komórkowego dostarczyły badania nukleo-
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plazminy -  najobfitszego białka jądrow ego ja ja  Xenopus laevis [15]. Białko to wstrzyknięte 
do cytoplazmy oocytu natychmiast przechodzi do jego jądra. Nukleoplazm ina jest pentam e­
rem, którego każda podjednostka ma chroniony rdzeń i eksponowany C-terminalny koniec w 
postaci "ogona". Po usunięciu wszystkich "ogonów" pentam erowy rdzeń pozostaje na stałe w 
cytoplazmie. Do przejścia tego rdzenia do jądra kom órkowego wystarczy dołączenie do niego 
chociażby tylko jednego "ogona". Im więcej "ogonów" dołączono do rdzenia, tym szybciej 
przechodzi to białko do jądra. Z kolei część rdzeniowa pentameru nukleoplazminy wstrzyk­
nięta do jądra kom órkowego pozostaje tam na stałe. Przedstawione badania dowodzą, że do 
przejścia pentameru nukleoplazminy do jądra niezbędne są jej C-term inalne "ogony", nato­
miast do jego retencji w jądrze "ogon" nukleoplazminy nie jest potrzebny. Stąd wniosek, że 
C-term inalny koniec nukleoplazminy zawiera sygnał do jego przejścia z cytoplazmy do jądra 
komórkowego [15].

Dalsze badania zmierzały do precyzyjnego określenia, jakie reszty am inokwasowe biorą 
udział w tworzeniu sygnału dla lokalizacji jądrowej białka, zwanego z angielska NLS (nuclear 
localization sequence lub signal). W ykazano, że niekiedy wystarczy, jak  w przypadku dużego 
antygenu T wirusa SV40, substytucja reszty lizyny w poz. 128 treoniną lub asparaginą, aby 
białko to występujące normalnie w jądrze kom órkowym stało się białkiem cytoplazmatycz- 
nym, mimo że zachowało ono swoją właściwość wiązania się z DNA [37].

W wyniku dalszych badań, stosując różne mutanty dużego antygenu T wirusa SV40, 
stwierdzono, że sekwencja Pro-Lys-Lys-Lys-Arg- Lys-Val występująca w tym białku stanowi 
sygnał do jego przejścia z cytoplazmy do jądra komórkowego [33]. Okazało się, że wym ie­
niona sekwencja reszt am inokwasowych dołączona do białka niejądrowego, jakim  jest kinaza 
pirogronianowa, powoduje jego przejście do jądra komórkowego. Następne badania wyka­
zały, że wymieniony krótki fragm ent (poz. 126/127-132) jest wprawdzie wystarczający do 
skierowania danego białka do jądra komórkowego, jednak dodanie sąsiadujących sekwencji 
znacznie wpływało na przyspieszenie procesu przechodzenia białka do jądra komórkowego. 
O ile dołączenie sekwencji następujących reszt am inokwasowych (poz. 127-147) nie przy­
spieszyło tego transportu, który tak jak  poprzednio wynosił ok. 15 godzin, to dołączenie 
poprzedzających sekwencji (poz. 111-135) spowodowało jego znaczne przyspieszenie (do ± 
15 min) [51 ]. Badania wykazały, że wprawdzie we fragmencie 111-125 nie ma dodatkowego 
sygnału NLS warunkującego przejście białka z cytoplazmy do jądra komórkowego, to nie bez 
znaczenia zdają się być w tym dodatkowym fragmencie miejsca ulegające fosforylacji [51]. 
Tym samym wydaje się, że fosforylacja może odgrywać pewną rolę w transporcie białek z 
cytoplazmy do jądra komórkowego.

Sekwencje NLS mogą być pojedyncze, podwójne lub dwuczęściowe (tab. 1) [54], Ogólnie 
NLS charakteryzują się sekwencjami bogatymi w aminokwasy zasadowe (lizyna, arginina); 
na obrzeżach tych sekwencji zazwyczaj występują reszty glicyny lub proliny, tj. aminokwasy 
umożliwiające zmiany konformacji cząsteczki białka, niezbędnej dla wyeksponowania frag­
mentu NLS na powierzchnię białka mającego ulec transportowi do wnętrza jądra kom órko­
wego. NLS mogą występować w każdym miejscu cząsteczki, najczęściej jednak występują w 
jej części hydrofilnej, natomiast w białkach wielofunkcyjnych zazwyczaj w zawiasowej 
domenie. Z reguły NLS występują na powierzchni białek jądrow ych tak, aby były łatwo 
rozpoznawane przez odpowiedni receptor (białka wiążącego się z NLS z ang. NBP -  od 
NLS-binding protein). W sąsiedztwie NLS zazwyczaj występują reszty am inokwasowe ule­
gające łatwo fosforylacji [51, 54],

http://rcin.org.pl



340 A. H O RST

Dwuczęściowy sygnał jądrow y (NLS) składa się zazwyczaj z sekwencji dwóch zasado­
wych reszt am inokwasowych, przedzielonych ok. 10 resztami niezasadowymi, po czym 
występuje druga część, składająca się zazwyczaj z ok. 6 zasadowych sekwencji (tab. 1).

TA B ELA  1. Sygnały lokalizacji jądrow ej (w g Schreiber, de M urcia i M enissier-de M urcia [54])

Białko Poz. sekw encji Sekw encja reszt am inokw asow ych

I B ia łk o  z p o jed y n czy m  sy g n ałem ***
antygen T  SV 40 (123) S T P P K K K R K V E D P
A denow irus E l A (279) PL D L S C K R E R E -(C O O H )
Lam ina A (człow iek) (412) G G G G V K K R K L E S T
SV 40 VP1 (1) (N H ?i-A PT K R K G SC PG A A P
PD G F (łańcuch A -  czł.) (192) D T G R P R E S G K K R K R K R L K T P -tC O O H l
A denow irus pTP (317) F V D R L P V R R R R R R V P P P P
Histon 28 (królik) (24) S T S T D G K K R S K A R K E

II B ia łk o  o dw óch  sy g n a łach
Białko rybosom alne L29
(drożdże) (1) (N H ?)-P S R F T K T R K H R G H  (14) K G R IG K H R K H P G G
M ata 2  (drożdże) (1) (N H tI-M N K IP IK D L N N P O  (140) VR1LESW FA KN I
c-m yc (człow iek) (317) K D Y PA A K R V K L D S V  (361) V L E R O R R N E L K R S F
A ntygen T  w irusa
polyom a (186) R T P V S R K R P R P A G A  (2771 A T P P K K A R E D P A P

III  B ia łko  o dw uczęściow ym  sygnale
N ukleoplazm ina
(X enopus) (149) SP PK A V K R P A A T K K A G O A K K K K L D K E D E S
N I (X enopus) (528) SH L V R K K R K T E E E S P L K D K D A K K S K Q E P V
Polim eraza poly(A D P-rib)
(człow iek) (201) G V K S E G K R K G D E V D G V D E V A K K K S K K E K D K D S
KIN 17 (m ysz) (234) G S A A S G K R K E S S O S S A O P A K K K K S A L D E IM E L
•p53 (m ysz) (296) L P PG S A K R A L P T C T S A S P P Q K K K P L D G E Y
•p53 (człow iek) (299) L P P G S T K R  A L P N N T SSS PQ PK K K PL D G E Y
•c-abl (m ysz) (587) R L L PR D R K  T N L F S A L T K K K K K M A P T P P K R S
•rec. progesteronu
(królik) (620) C P A C R L R K C C Q A G M V L G G R K F K K F N K V R V
•rec. glukokortykoidów
(szczur) (492) C P A C R Y R K C L O A G M N L E A R K T K K K IK G IO O A T A G

Reszty am inokw asow e podane w jedno lite row ym  kodzie: A la -  A; A rg -  R; A sn -  N; A SP -  D ; C ys -  C ; G in -  
Q; G lu -  E; G ly -  G; H is -  H; Ile -  I; Leu -  L; Lys -  K; M et -  M; Phe -  F; Pro -  P; Ser -  S; T hr -T ;  T rp -  W; T y r -  
Y ; Val -  V. L iczby w naw iasach oznaczają pozycję podanej sekw encji reszt am inokw asow ych. Sygnały  lokalizacji 
jąd row ej (NLS): w ytłuszczone duże litery. Podkreślone sekw encje partycypują jak o  całość w transporcie dojądrow ym  
****K ropka przed nazw ą białka oznacza, że podana sekw encja  je s t  sugerow ana.

Samodzielnie obie zasadowe sekwencje NLS są z reguły niefunkcjonalne [54], Z kolei 
wykazano, że mutacja każdej z oddzielnych reszt zasadowych w obrębie białka nukleoplazmi- 
ny nie powoduje zaham owania jej przejścia do jądra komórkowego [52], Zahamowanie 
przejścia nukleoplazminy do jądra komórkowego występuje dopiero wówczas, kiedy obie 
części NLS ulegają mutacji. Podobnie stwierdzono w przypadku białka NI u Xenopus, 
w iążącego się z histonami FL i H , w którym również występuje dwuczęściowy NLS i dopiero 
mutacje obydwu części NLS powodują zaham owanie przejścia tego białka z cytoplazmy do 
jądra komórkowego [36]. Dane te potwierdzają również role reszt lizyny i argininy w NLS,
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których substytucje spowodowane mutacją powodują zaham owanie transportu białka do jądra 
komórkowego.

Podwójny sygnał NLS może być też całkowicie niezależny. Na przykład białko Matoćł 
drożdży ma jeden sygnał NLS na końcu N-terminalnym i drugi pomiędzy resztami aminokwa- 
sowymi w poz. 140-151. Normalnie działającym jest sygnał na końcu N-terminalnym i 
dopiero mutacja tego NLS powoduje jego zastępstwo przez NLS znajdujący się pomiędzy 
resztam i 140-151 [26].

Istotne znaczenie dla transportu białek do jądra kom órkowego ma usytuowanie jego NLS. 
W wypadku zakotwiczenia fragmentu NLS do obcego białka, a zwłaszcza jego wtopienie do 
wnętrza cząsteczki -  białko takie traci zdolność do przechodzenia do jądra komórkowego. 
Typow ym  przykładem jest włączenie NLS antygenu T wirusa SV40 do hydrofobowej części 
kinazy pirogronianowej, czego następstwem jest zahamowanie jej transportu do wnętrza jądra 
kom órkowego [53]. Dane te dowodzą, że aby białko uległo transportowi do wnętrza jądra 
kom órkowego, jego NLS musi być wyeksponowany na powierzchni cząsteczki.

BADANIA TRANSPORTU BIAŁEK Z CYTOPLAZMY DO JĄDRA 
KOMÓRKOWEGO PRZY POMOCY SYNTETYCZNYCH PEPTYDÓW

W iele danych odnośnie transportu białek z cytoplazmy do jądra komórkowego wniosły 
badania z użyciem syntetycznych peptydów oraz białek bezpośrednio nie związanych z NLS. 
Surowicza albumina bydlęca (BSA) albo cząstki złota koloidalnego sprzężone z syntetyczny­
mi peptydami zawierającymi sekwencję NLS migrują do jądra kom órkowego zarówno po 
wstrzyknięciu do cytoplazmy [19], jak  i in vitro do izolowanych jąder komórek wątrobowych 
umieszczonych w ekstrakcie z jaj Xenopus [43]. Cząstki złota opłaszczone przez białka 
jądrow e (nukleoplazm ina lub peptydy NLS antygenu T SV40) przechodzą wyłącznie przez 
pory otoczki do jądra kom órkowego po ich wprowadzeniu do cytoplazmy jaj Xenopus, 
natom iast zm utowane białka jądrow e, pozbawione NLS, nie powodują przejścia cząstek złota 
do jąder komórkowych. Na podstawie tych danych określono, że przez pory otoczki jądrowej 
przechodzą cząstki do wielkości 250 A [19]. Przed przejściem przez pory otoczki jądrowej 
opłaszczone cząstki złota układają się równolegle do cytoplazmatycznej błony otoczki [19, 
43]. Szczegółowa analiza wykazała, że cząstki złota opłaszczone nukleoplazm iną łączą się z 
włóknam i w otoczeniu por otoczkowych, jak również z centralnym "czopem" pory, który 
prawdopodobnie stanowi właściwy "transporter" białka do jądra komórkowego [19].

Dla wykazania białkowych determinant powodujących transport danego białka do jądra 
komórkowego, skonstruowano hybrydę genów M ata2 drożdży kodującego jego transport do 
jądra kom órkowego z genem E. coli lac Z, kodującym P-galaktozydazę. Uzyskano szereg 
hybrydowych białek -  protein oc2 o różnych długościach reszt aminokwasowych: 3, 8, 13, 25, 
67 lub całą cząsteczkę o długości 210 reszt aminokwasowych. Okazało się, że wystarczy 13 
reszt am inokwasowych białka M ata2, aby pozostałą część białka ß-galaktozydazy wprowa­
dzić do jądra komórkowego [26, 27].

Białka cytosolowe, wiążące sygnały inkorporacji do jądra komórkowego, są jednocześnie 
receptorami dla importu tych białek do jądra komórkowego, co zostało wykazane na 
podstawie wiązania dwóch głównych polipeptydów erytrocytów bydlęcych 54 i 56 kDa [1], 
Dodanie tych białek do układu transportującego białka do jądra komórkowego zwiększa
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transport 2-3-krotnie. Transport ten ulega wysyceniu i jest zależny od obecności białek 
cytosolowych. In vitro układ ten ulega zahamowaniu przez N-etylom aleimid (NEM), które z 
kolei może być zniesione przez nadm iar białek wiążących NLS [1 ].

BUDOWA POR OTOCZKI JĄDROWEJ

Jednym z głównych białek kompleksu porowego, zwanych nukleoporynami, są O-glikozy- 
lowane reszty N-acetyloglukozam iny. Głównym białkiem tej grupy jest glikoproteina p62. 
Białko to jest syntetyzowane w cytoplazmie różniąc się od N- i O-glikozylowanych białek 
siateczki endoplazmatycznej i aparatu Golgiego. Stosując swoiste monoklonalne przeciwciało 
przeciw N-acetyloglukozam inowanym białkom jądrow ym  poprzez imm unofluorescencję i 
wytrącanie frakcji białek jądrow ych wykazano w mikroskopie elektronowym, że część tych 
białek występuje w jądrze komórkowym, zaś część w obrębie kompleksu porowego [13]. 
Stwierdzono również, że część nukleoporyn występuje na powierzchni cytoplazm atycznej, 
podczas gdy inne na powierzchni jądrowej otoczki jądrowej.

Rola cukrów zawartych w nukleoporynach jest niejasna. Ich obecność wykrywa się za 
pomocą odpowiednich lektyn, głównie W GA (od wheat germ agglutinin, czyli aglutynina z 
kiełków pszenicy). Badania przeprowadzone z użyciem W GA wykazały, że pozbawienie por 
białek wiążących się z tą aglutyniną powoduje utratę zdolności przenoszenia białek z cytopla­
zmy do jądra komórkowego. Bliższa analiza białek wiążących się z WGA wykazała, że w 
skład nukleoporyny p62 wchodzą dwa dalsze białka p58 i p57 (m. cz. 58 kDa i 57 kDa) 
tworzące razem kompleks ok. 600 kDa [45].

Do rodziny nukleoporyn obok p62 kręgowców należą białka NSP1 i NUP1 drożdży. W 
N-terminalnej połowie tych białek występuje powtarzająca się sekwencja G ly-Phe-X-Phe- 
Gly, której rola pozostaje niejasna. W ysunięto sugestię, że wymieniony fragment wraz z 
O-glikozylowanymi cukrami rozpoznaje przenoszony ładunek {cargo) NBP kompleksów 
(NBP -  NLS Binding Protein). C-term inalny koniec białka p62 zawiera prawdopodobnie 
7-krotny zwój helisy stwarzający możliwość interakcji zwój ze zwojem {coiled coil interac­
tion). Szereg danych wskazuje, że domeny te mogą pośredniczyć w interakcji białek por z 
cytoplazm ą i laminami jądra komórkowego [45].

Następnym białkiem występującym w kom pleksie białek tworzących kompleks porowy 
jest glikoproteina g p 2 10. Początkowo białko to zidentyfikowano na podstawie badań immuno- 
cytochemicznych jako g p l9 0  [21], potem jednak po ustaleniu jego m. cz. na 210600 Da (z 
dodatkowo jeszcze nie określoną ilością węglowodanów) określono je  jako gp210 [25, 59], 
Ponieważ białko to trudno ekstrahuje się z błon otoczki jądrowej, sugeruje się, że jest ono 
zintegrowane z lipidami tych błon. Łagodne trawienie otoczki jądrowej papainą uwalnia 
fragment 200 kDa, stąd sugestia, że pozostały mały 10 kDa fragment tego białka pozostaje 
związany z błonami otoczki. Skojarzone badania immunologiczne połączone z badaniami w 
mikroskopie elektronowym zlokalizowały białko gp210 w luminalnej części, czyli pomiędzy 
błonami otoczki jądrowej w okolicy pory [25],

Białko gp210 należy do głównych białek otoczki jądrowej wiążących konkanawalinę A 
(Con-A), specyficzną dla oc-D-mannopyranozy i sterycznie pokrewnych cukrów. Pod wpły­
wem trawienia endo-P-N-acetyloglukozam inidazą H białko to nieco szybciej wędruje w 
żelach z SDS, tracąc jednocześnie zdolność wiązania Con-A [25, 59], Gp210 wiąże również
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lektynę soczewicy, ale już  nie z kiełków pszenicy (WG A) wiążącej reszty N-acetyloglukoza- 
miny i kwasu sialowego [25], Białko gp210 składa się z 1886 reszt aminokwasowych. Na 
N-term inalnym  końcu znajduje się sekwencja sygnalna łącząca gp210 z siateczką endopla- 
zm atyczną. Sekwencja sygnalna jest nieobecna w dojrzałym białku mającym dwa dodatkowe 
fragm enty hydrofobowe w poz. 1482 i blisko C-term inalnego końca w poz. 1809. Sugeruje 
się, że obydwa te fragmenty stanowią domeny przechodzące przez pory otoczki [25]. Całość 
tych badań dowodzi, że białko gp210 jest transm embranalnym białkiem o małym cytopla- 
zm atycznym  "ogonie", z jednym  transm embranalnym regionem i większością swej masy, w 
tym reszty węglowodanowe, co znajduje się w przestrzeni okołojądrowej, tj. pomiędzy 
błonami tworzącymi otoczkę jądrową. Ponadto białko gp210 łączy się bezpośrednio z siate­
czką endoplazm atyczną, co sugeruje, że czynność pory może być regulowana przez różne 
stężenia jonów  wapnia operujące poprzez światło siateczki endoplazmatycznej [45]. Ta 
lokalizacja białka gp210 dowodzi również, że uczestniczy ono w strukturze kompleksu 
porowego otoczki jądrowej [25],

Rola nukleoporyn w transporcie białek z cytoplazmy do jądra kom órkowego opiera się na 
następujących dowodach [55]:

• Równoczesne wyznakowanie kompleksów porowych cząsteczkami złota, opłaszczony- 
mi nukleoplazm iną i WGA (wheat germ agglutinin  -  aglutynina z kiełków pszenicy) sugeruje, 
że nukleoporyny wchodzą w bezpośrednią interakcję z białkami, zanim przejdą przez pory 
otoczki jądrowej [4],

• Przeciwciała rozpoznające część nukleoporyn blokują import nukleoplazminy do jądra 
oraz eksport RNA z jądra do cytoplazmy [18].

• W GA blokuje import białek z cytoplazmy do jądra kom órkowego [60], przy czym efekt 
W GA nie jest spowodowany zamknięciem kanału porowego, ponieważ przejście dekstranów 
nie jes t zablokowane [55], ln vitro, pory pozbawione białek wiążących WGA, morfologicznie 
prawidłowe, nie wiążą białek noszących na sobie sygnał NLS. Z kolei po dodaniu białek 
wiążących W GA pory te in vitro funkcjonują prawidłowo. Stąd przyjm uje się, że nukleopo­
ryny są miejscem zakotwiczenia kompleksów białkowych noszących na sobie sygnał NLS 
[55],

Nukleoporyny szczurze p62 i NSP1 oraz drożdży NUP1 są białkami strukturowymi o 
powtarzających się prostych motywach. W szystkie rozpoznawane są przez te same przeciw­
ciała. Białka drożdży NUP1, rozpoznawane przez przeciwciała przeciw białku p62, są wiel­
kości ok. 100 kDa i wchodzą w skład kompleksu porowego. W przypadku białka NSP1 
powtarzający się motyw odpowiada konserwatywnej sekwencji hydrofilnych aminokwasów 
(Lys-Pro-Ala-Phe-Ser-Phe-Gly-Ala-Lys) i jest oddzielony od reszty białka mniej konserwa­
tywną sekwencją 10 am inokwasów [42], Ponieważ nie ma całkowitej homologii pomiędzy 
białkiem p62 i N U P ł, rozpoznawanych przez to samo przeciwciało, sugeruje się, że przeciw­
ciało to rozpoznaje raczej drugorzędowe struktury tych białek. Ponieważ C-terminalny koniec 
białek p62 (ssaków) i NSP1 (drożdży) niezbędny dla żywotności komórki jest identyczny, 
sugeruje się, że powtarzające się sekwencje N-terminalnego końca i części środkowej cząste­
czki m ogą być zastępowane przez motywy o podobnej funkcji [42].

Z innych białek pory jądrowej zidentyfikowano i sklonowano białko polipeptyd 204 kDa, 
mający sekwencję sygnalną do przejścia przez błony siateczki endoplazmatycznej i dwa 
potencjalne regiony zdolne do przenikania przez błony [21, 59], Natywne białko ulega silnej 
N-glikozylacji mannozy, powodując zwiększenie masy do 210 kDa. Glikoproteina ta służy
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prawdopodobnie do zakotwiczenia kompleksu białek porowych do błony lub katalizuje fuzję 
z otoczką jądrow ą dla utworzenia nowych por [55],

Zahamowanie transportu przez pory otoczki jądrowej może nastąpić przez zastosowanie 
odpowiednich przeciwciał. Również syntetyczne sekwencje zawierające ujemnie naładowane 
reszty aminokwasowe zamiast dodatnich (np. Asp-Asp-Asp-Glu-Asp zamiast Lys-Lys-Lys- 
-Arg-Lys), stanowiące sygnał transportu antygenu T SV40 do wnętrza jądra komórkowego, 
mają podobne działanie, przy czym antygen dla tych przeciwciał był zlokalizowany głównie 
w kom pleksie porowym otoczki jądrowej [60],

BIAŁKA POCHODZENIA WIRUSOWEGO JAKO TRANSPORTERY 
BIAŁEK Z CYTOPLAZMY DO JĄDRA KOMÓRKOWEGO

W zależności od lokalizacji komórkowej białko może mieć różne funkcje. Proto-onkogen 
c-abl znajdujący się normalnie w jądrze komórkowym nie powoduje transformacji kom órko­
wej nawet mimo dużej ekspresji. Zm utowana form a tego proto-onkogenu, pozbawionego 
sygnału do lokalizacji jądrow ej, powoduje transformację nowotworową [58]. Potwierdzeniem 
tego jest następująca obserwacja. Zmutowany proto-onkogen c-abl z powodu utraty ok. 50 
reszt am inokwasowych od końca N-terminalnego nie ulega translokacji do jądra kom órkow e­
go, powodując jednocześnie poprzez aktywację genów z wczesnego prom otora SV40 trans­
formację nowotworową komórki [31, 57]. W tym przypadku fragment pozostały po utracie 
wymienionych 50 reszt aminokwasowych nie ma sekwencji NLS z powodu mutacji 5 reszt 
lizyny na 5 reszt kwasu glutaminowego [21].

Niejako klasycznym białkiem ulegającym transportowi z cytoplazmy do jądra kom órko­
wego jest duży antygen T wirusa SV40, noszący specyficzną sekwencję reszt am inokwaso­
wych, stanowiących sygnał lokalizacji jądrowej NLS (Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val). NLS 
pośredniczy w translokacji jądrowej białek jądrow ych po ich wstrzyknięciu do cytoplazmy 
komórek, jak również chim er białek oraz niejądrowych białek sprzężonych z syntetycznymi 
peptydami zawierającymi NLS [2]. M utacja punktowa w dużym antygenie T wirusa SV40 w 
poz. 128 Lys —>Thr lub Asn całkowicie znosi jego transport z cytoplazmy do jądra kom órko­
wego [32]. Największą cząsteczką białka wprowadzoną do jądra kom órkowego poprzez 
przyłączenie sygnału NLS dużego antygenu wirusa SV40 jest ferrytyna (465 kDa), natomiast 
IgM o średnicy 250-400 A i m. cz. 970 kDa już nie przenika do jądra komórkowego [38].

Ekspresja wczesnych i późnych genów wirusa SV40 wymaga aktywacji transkrypcji 
komórki gospodarza. W tym procesie zasadniczą rolę pełni duży antygen T tego wirusa, 
wpływający na wczesną i późną transkrypcję. W procesie transformacji nowotworowej 
antygen T hamuje wczesną transkrypcję, powodując replikację wirusa oraz w późnej trans­
krypcji syntezę białka wirionu. Stąd ogromne znaczenie i rola antygenu T będącego typowym 
białkiem o właściwościach przechodzenia z cytoplazmy do jądra kom órkowego [58].

Przeprowadzone badania wykazały, że adenowirus 7 SV40 (PARAcT) jest niezdolny do 
transportu jądrow ego dużego antygenu T wirusa SV40 [37]. M utant Sv40(cT) cechuje się 
defektem replikacji, chociaż może być namnażany w komórkach C O S -1. M utacja ta powoduje 
jednoczesne zaham owanie dojądrowego transportu antygenu typu dzikiego, a komórki C O S -1 
zainfekowane zm utowanym wirusem SV40(cT)-3 tracą konstytutywną ekspresję jądrow ego 
antygenu T [37]. Sekwencyjna analiza mutacji cT wykazała, że dodatnio naładowana reszta
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lizyny w poz. 128 została zastąpiona przez obojętną resztę asparaginy, przy czym ta punktowa 
m utacja okazała się wystarczającą dla zaham owania transportu jądrow ego tego białka [37], 

W  obrębie dużego antygenu T wirusa polyoma występują nie jeden, lecz dwa pokrewne 
elem enty NLS, jednak nie identyczne z NLS dużego antygenu T wirusa SV40. Z tego 
l^ierwszy występuje w tym samym korespondującym miejscu antygenu T SV40 (Pro-Lys- 

Lys-Lys-Arg-Lys-Val), natomiast drugi również spokrewniony z NLS antygenu T wirusa 
SV40 (Val-Ser-A rg-19“Lys-Arg-Pro-Arg) nie koresponduje z odpowiednim antygenem NLS 
antygenu T wirusa SV40. Dane te dowodzą, że NLS antygenu T wirusa SV40 stanowi 
pewnego rodzaju prototyp białek napiętnowanych odpowiednią sekwencję sygnalną do przej­
ścia z cytoplazmy do jądra komórkowego [50],

Do inicjacji replikacji adenowirusa niezbędne są dwa kodowane przez wirusa białka: 80 
kDa tzw. białko preterm inalne (pTP) i polim eraza DNA 140 kDa (AdPol). Ponadto potrzebne 
są trzy jądrow e białka gospodarza (NFI-NFIII), które wiążąc się z AdPol, stym ulują inicjację 
replikacji DNA wirusa. W reszcie elongacja odbywa się przy udziale AdPol, DBP (DNA-bin- 
ding pro te in) i czynnika NFII (rodzaj topoizomerazy). Badaniem im m unofluorescencyjnym 
wykazano, że AdPol, pTP i DBP są białkami jądrowym i. NLS białka pTP posiada sekwencję 
" Arg-Leu-Pro-Val-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Val-Pro". AdPol 1 występuje w cytoplazmie, nato­
miast AdPol2 w cytoplazmie i jądrze, co sugeruje, że jej sygnał lokalizacji jądrowej występuje 
w pierwszych 139 resztach aminokwasowych. Ponadto stwierdzono, że transport AdPol do 
jądra odbywa się poprzez interakcję z pTP [62].

BIAŁKA NBP

Białka NBP (NLS-Binding Proteins) stanowią stały składnik por otoczki jądrowej, odpo­
wiedzialny za transport dojądrowy różnych substancji. M ogą one odgrywać rolę zarówno 
transportera przenoszącego na sobie ładunek w postaci transportowanych substancji (ang. 
cargo), jak  i wahadłowca przenoszącego transportowane substancje do wnętrza jądra kom ór­
kowego, po czym po oddaniu ładunku wracającego do cytoplazmy, aby przenieść następny 
ładunek. Najlepiej ilustruje to rysunek 2.

Na podstawie powinowactwa do sekwencji NLS antygenu T SV40, tego najbardziej 
typowego białka przechodzącego z cytoplazmy do jądra komórkowego, wykryto szereg 
białek spełniających warunki białka NBP. Gerace wykrył białko p55 kDa wiążące się z 
antygenem T SV40, ale nie z kontrolnym peptydem o odwrotnej sekwencji reszt am inokwa­
sowych mimo identycznego ładunku [21, 45]. Białko p55 stym ulowało w warunkach in vitro 
transport dojądrowy w odpowiednim środowisku komórkowym. Białko p55 było również 
wrażliwe na pospolity inhibitor transportu dojądrowego -  N-etylomaleimid. Ze względu na 
lokalizację białko p55 należy do wahadłowych transporterów dojądrowych [45],

Dwa dalsze białka NBP dotyczą białka drożdży p70 (NBP70) o m. cz. 70 kDa oraz białka 
ssaków p l4 0  (140 kDa). Białko p l4 0  jest typowym wahadłowym nośnikiem (carrier). Na 
podkreślenie zasługuje fakt, że obydwa białka p70 i p l4 0  występują również w jąderku oraz 
mają własne NLS. Białko NBP70 wchodzi w bezpośrednią interakcję ze składnikiem por 
otoczki jądrowej NSP1. Co więcej białko NBP70 (prawdopodobnie identyczne z p70) jest 
rozpoznawane przez te same przeciwciała z dwom a następnymi białkami o masach 95 kDa i 
45-55 kDa. Do wyjaśnienia pozostaje kwestia, czy wymienione białka jądrow e (p70 i p 140)
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Rys. 2. Różne m ożliw ości transportu  p rzez porę jąd row ą: I -  transport bezpośredni -  substancja  przenoszona łączy 
się z receptorem  (R), po czym  przechodzi do jąd ra  kom órkow ego; II -  p rzenoszona substancja łączy się z recepto­
rem  (NBP), po czym  następuje je j uw olnienie ju ż  w obrębie pory i przeniesienie do jąd ra  kom órkow ego, zaś N B P 
pozostaje w cytoplazm ie; III -  przenoszona substancja łączy się z receptorem  (N BP) i razem  z nim  przechodzi 

do jąd ra , po czym  zostaje uw olniona, zaś N B P w raca do cytoplazm y (w g N igg, B eauerle  i L ührm ann [45])

odgrywają specyficzną rolę w transporcie dojąderkowym, gdzie główną rolę odgrywa synteza 
rybosomów, i w jakim  stosunku czynność ta koreluje z ich transportem dojądrowym [45].

W przypadku białka jąderkow ego No 38 import do jądra kom órkowego wymaga odpo­
wiedniego NLS, natomiast w jąderku białko to ulega oligom eryzacji [45], Z kolei import lamin 
do otoczki jądrowej wymaga hydrofobowej modyfikacji C-term inalnego końca (izoprenolowa 
i karboksylowa modyfikacja), natomiast rozpad lamin odbywa się pod wpływem mitotycznie 
aktywnej p34edL~ kinazy (45].

DOJĄDROWY TRANSPORT U snRNP

W iększość RNA występuje w komórce sprzężone z białkami w postaci nukleoprotein 
(RNP), stąd z góry można założyć, że sygnały lokalizacji jądrowej mogą być związane albo 
z częścią białkową, albo nukleinową nukleoprotein. Białka występujące w snRNP mogą być 
podzielone na białka Sm, występujące w snRNA U l, U2, U4 i U5 oraz specyficzne białka 
występujące tylko w określonych zespołach [45]. M etaboliczna droga (pathway) snRNP 
przedstawia się następująco: prekursorowy RNA po jego syntezie przechodzi do cytoplazmy, 
gdzie łączy się z białkami Sm tworząc rdzeń Sm RNP, po czym następuje potrójna metylacja 
do m^GpppG tworzącego strukturę cap i powrót do jądra komórkowego [45]. Ponieważ białka 
Sm nie przechodzą do jądra komórkowego, sygnał warunkujący transport (NLS) musi znaj­
dować się albo w obrębie snRNA, albo też zostaje wytworzony na skutek interakcji białka z 
snRNA [45], 3 .................

Przeprowadzone badania wykazały, że struktura cap n rG pppG  i bliżej niezidentyfikowa­
ny motyw rdzeniowego białka Sm snRNP łącznie tworzą dwuczęściową strukturę NLS dla 
snRNP (wg Lührmanna [45]). W skutek braku 5 ’-terminalnej struktury cap lub braku białek
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do utworzenia struktury cap  U l RNA nie przechodzi do jądra. Stąd sugestia, że obie części 
dw uczęściow ego NLS są niezbędne do ukierunkowania U snRNP do jądra komórkowego. 
Transport jądrow y U 1 snRNP, zawierający strukturę cap m 2G, może być zahamowany przez 
wysokie stężenia m 3GpppG lub cząstki U l snRNP pozbawione struktury m 3G cap [45], 
Sugeruje się, że dwuczęściowy NLS zwiększa jego zasadność w procesie dojądrowego 
transportu, względnie jedna jego część oddziałuje na przyłączenie do białka NBP, druga zaś 
potrzebna jest do jego przem ieszczenia z pory otoczki do nukleoplazmy. Jest znamienne, że 
W GA nie wpływa ham ująco na ten transport, co zdaje się dowodzić, że są to odrębne procesy. 
Z kolei WGA wpływa ham ująco na dojądrowy transport U6, co dowodzi, że U6 jest typowym 
białkiem  kariofilnym [48], a transport dojądrowy wynika z połączenia snRNA z białkiem U6 
[45],

TRANSPORT Z JĄDRA KOMÓRKOWEGO DO CYTOPLAZMY

Transport przez pory jądrow e musi odbywać się również w kierunku odwrotnym, to jest z 
jądra komórkowego do cytoplazmy, dokąd przechodzą kwasy rybonukleinowe, jak również 
duże cząstki rybosomowe zgrupowane w jąderku. Również w tych badaniach użyto cząstek 
złota koloidalnego opłaszczonych RNA o średnicy wielkości do 230 A, które wstrzyknięte 
do jądra komórkowego przechodzą również tylko przez pory otoczki do cytoplazmy [17]. 
Transport ten jest zależny od temperatury. Przez pory otoczki z jądra do cytoplazmy przecho­
dzą nie tylko cząstki złota opłaszczone przez różne fizjologiczne związki RNA (mRNA, 
tRNA, 5S rRNA, poly-A), ale również przez niefizjologiczne związki, takie jak  poly-dA lub 
poly-dł [17]. Dalsze badania wykazały jednak, że rRNA przechodzi jedynie w połączeniu z 
bliżej nieznanymi białkami, 5S rRNA tylko w połączeniu z czynnikiem transkrypcji TFIIIA 
lub białkiem rybosomowym L5. W przypadku mutacji wymienionych białek, powodującej 
brak wiązania z rRNA, następuje zatrzymanie rRNA w jądrze komórkowym [17, 55]. 
W ykazano również, że transport przez pory może odbywać się w obydwu kierunkach, 
prawdopodobnie przy pomocy tego samego mechanizmu transportującego [ 17],

Podstawową rolę w transporcie produktów jądra komórkowego do cytoplazmy pełnią 
prawdopodobnie białka wiążące te produkty. Tym samym proces ten powoduje zatrzymanie 
białek jądrow ych w jądrze komórkowym. Prekursorowe RNA zostają zatrzymane w jądrze 
komórkowym, natomiast dojrzały mRNA, tRNA i podjednostki rybosomów (w tym rRNA) 
przechodzą do cytoplazmy. Proces ten jest wysoce specyficzny -  pojedyncza zm iana nukleo- 
tydu C —>U (poz. 57) inicjującego tRNA.Mu kręgowców powoduje 20-krotne zmniejszenie 
eksportu z jądra do cytoplazmy [61 ].

Bezpośredni produkt transkrypcji hnRNA łącząc się z białkami tworzy kompleks hnRNA- 
hnRNP-snRNP. Podczas dojrzewania mRNA kompleks ten utrzymuje się w jądrze kom órko­
wym. Przyjmuje się, że wymiana białek hmRNP na białko wiążące mRNA umożliwia jego 
transport z jądra do cytoplazmy, przy czym szereg białek jak  na przykład czynnik transkrypcji 
A l w sposób wahadłowy krąży pomiędzy jądrem  a cytoplazmą. W cytoplazmie czynnik Al 
jest związany z mRNA i dopiero transkrypcja za pomocą polim erazy RNA II powodując 
całkowite uwolnienie mRNA do translacji umożliwia powrót A l do jądra komórkowego [48].

Cząsteczki RNA syntetyzowane przez polimerazę RNA II jako sygnał przejścia z jądra do 
cytoplazmy mają na swych 5 'końcach strukturę cap  m 7GpppG. Cząsteczki U l snRNA
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pozbawione struktury cap (pppG na końcu 5 ’) nie przechodzą do cytoplazmy [45]. Struktura 
m 7G cap na końcu 5 ’ wystarcza do eksportu U l snRNA, jednak inne struktury potrzebują 
dodatkowych czynników do przejścia z jądra do cytoplazmy. Pre-mRNA niezdolne do 
składania (splicing) nie są zdolne do przejścia z jądra do cytoplazmy, zwłaszcza jeżeli mają 
introny [45]. Przechodzenie RN A przez pory otoczki odbywa się zawsze od końca 5 ’, a kończy 
się na końcu 3’.

Transport tRNA z jądra do cytoplazmy jest silnie uzależniony od temperatury, optymalny 
jest temperatura 31°C. Transport tRNA z jądra do cytoplazmy ulega wysyceniu 190 x 10 
cząsteczek na 1 minutę i na dojrzałe jądro w temperaturze 21°C [61].

WYKRYWANIE SYGNAŁÓW LOKALIZACJI JĄDROWEJ

Głównymi metodami wykrywania sygnałów lokalizacji jądrowej są:
• metoda odejmowania przez usunięcie fragmentu białka, czego następstwem jest utrata 

zdolności przechodzenia danego białka przez otoczkę jądrową,
• metoda dodawania odpowiedniego peptydu do białka cytoplazmatycznego, czego 

następstwem jest jego przechodzenie do jądra komórkowego.
Dodany peptyd może być naturalny lub syntetyczny, dodany do badanego białka metodą 

transfekcji.
Z metod laboratoryjnych do wykrywania białek w cytoplazm ie lub jądrze stosuje się: 

imm unofluorescencję (przez sprzęganie badanego białka z substancjami fluoryzującymi), 
reakcje histochemiczne, badania w mikroskopie elektronowym oraz frakcjonowanie komórek 
na podfrakcje [54],

TRANSPORT Z CYTOPLAZMY DO JĄDRA JEST PROCESEM AKTYWNYM

Transport do jądra komórkowego jest wieloetapowym procesem, polegającym najpierw 
na związaniu przenoszonej substancji zawierającej element NLS z odpowiednim białkiem 
NBP (NLS-bindingprotein), po czym kompleks ten łączy się z kom pleksem  białek porowych, 
aby przy udziale ATP ulec translokacji do jądra kom órkowego [54, 55]. Brak ATP (in vitro) 
uniemożliwia normalne wiązanie z białkami por otoczki. Jednocześnie import do jądra 
komórkowego jest zahamowany, co dowodzi, że samo przem ieszczenie importowanego 
białka do jądra wymaga zużycia energii ATP [43]. In vivo, białka akum ulują na powierzchni 
otoczki jądrowej w okolicy por również po usunięciu ATP, jednak do wnętrza jądra przecho­
dzą dopiero po uzupełnieniu ATP. Sam mechanizm działania ATP jest niejasny, przypuszcza 
się, że hydroliza ATP jest potrzebna do uwolnienia białek zawierających NLS od ich wiązania 
w obrębie por [55].

Aktywny transport białek jądrow ych przez pory otoczki nie ulega obecnie wątpliwości, 
natomiast otwartą pozostaje kwestia, czy drobnocząsteczkowe białka mogą również przecho­
dzić do jądra przez wodne środowisko pory drogą dyfuzji? W prawdzie dekstrany i białka o 
masie cząsteczkowej poniżej 60 kDa mogą przechodzić do jądra drogą dyfuzji, to jednak w 
przypadku histonów, odgrywających jak  wiadom o istotną rolę w procesie syntezy DNA
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(nowozsyntetyzowany DNA musi natychmiast łączyć się z histonami), sprawa się komplikuje. 
W ykazano bowiem, że transport do jądra małych cząsteczek histonów (H2B m. cz. ok. 15 kDa 
i H I m. cz. ok. 21 kDa) jest zależny od temperatury i zużycia ATP, co sugeruje, że jest to 
transport aktywny, przy czym transport do jądra wymienionych histonów może być sam o­
dzielny, lecz może odbywać się również w postaci kompleksu z nukleoplazminą mającą 
odpowiedni NLS [9, 36],

O drębne zagadnienie stanowi obecność niskocząsteczkowych białek w obrębie jądra 
kom órkowego wbrew gradientowi stężeń w stosunku do cytoplazmy [9, 12]. Doświadczenie 
przeprowadzone z cytochrom em  c (m . cz. ok. 15 kDa) wstrzykniętym do cytoplazmy wykazało 
jego przechodzenie do jądra komórkowego drogą dyfuzji. W przypadku fuzji cytochromu c z 
NLS jego  przechodzenie do jądra komórkowego było zależne od temperatury i ATP [10], 
Podobnie fuzja cytochromu c  ̂ z NLS wirusa SV40 spowodowała jego przechodzenie do jądra 
kom órek drożdży zależne od temperatury i energii ATP.

M im o znacznych postępów w badaniu mechanizm ów przechodzenia białek jądrow ych z 
cytoplazm y do jądra komórkowego, jak  i na odwrót przechodzenia produktów jądra kom ór­
kowego (mRNA, tRNA i fragmentów rybosomów) do cytoplazmy, wiele zagadnień pozostaje 
nadal nierozwiązanych [55], Dlaczego różne białka wiążące NLS (NBP) rozpoznają ten sam 
kom pleks białek mających w swej strukturze NLS? W jaki sposób w wypadku kotransportu 
białek z białkiem wiążącym NLS dochodzi do odłączenia się białek w obrębie jądra kom ór­
kowego? Czy kompleksy białek w obrębie pory otoczkowej stanowią receptory dla białek 
NBP?

REGULACJA TRANSPORTU JĄDROWEGO

Proces przechodzenia białek do jądra komórkowego, jak  również odwrotnie produktów 
jądra kom órkowego do cytoplazmy, podlega jak  wszystkie czynności komórek regulacji, 
będąc tym samym jednym  z elementów wpływających na czynność komórek.Typowym 
przykładem jest receptor glukokortykoidów regulujący transkrypcję odpowiednich genów 
pod wpływem hormonów sterydowych. W stanie wolnym receptor glikokortykoidów jest 
białkiem cytosolowym wiążącym się z właściwym dla niego hormonem, czego następstwem 
jest transform acja receptora, powodująca transport kompleksu horm on-receptor z cytoplazmy 
do jąd ra komórkowego, gdzie następuje jego związanie z odpowiednim miejscem DNA (ang. 
GRE -  glucocorticoid response element). W rezultacie dochodzi do modulacji sąsiadujących 
z GRE promotorów i następnie do transkrypcji. W ten sposób receptor, jako bezpośredni 
przenośnik sygnału, poprzez transformację pośredniczy w działaniu hormonu na ekspresję 
odpowiedniego genu lub genów z dostarczeniem produktów typowych dla reakcji działania 
glukokortykoidów na organizm [46, 47]. Hormon niezwiązany ze swoim receptorem jest 
nieaktywny, przypuszczalnie z powodu selektywnego łączenia się z białkiem szoku cieplnego 
hsp 90 [46],

Przeprowadzone badania wykazały, że receptor glukokortykoidów ma dwa sygnały loka­
lizacji jądrow ej, jeden (28 reszt aminokwasowych) we fragnmencie DNA przylegającym do 
domeny receptora wiążącego się z DNA oraz drugi we fragmencie 256 reszt am inokwaso­
wych, w którego obrębie znajduje się również domena wiążąca się z DNA. Czas przecho­
dzenia receptora związanego z hormonem z cytoplazmy do jądra jest bardzo krótki, czego

http://rcin.org.pl



350 A. H O RST

wyrazem jest szybka reakcja transkrypcji spowodowana łączeniem się kompleksu hormon-re- 
ceptor z DNA [46, 47], W ten sposób mechanizm transportujący kompleks receptor-horm on 
z cytoplazmy do jądra odgrywa istotną rolę w działaniu glukokortykoidów na organizm.

Obecny w strukturze receptora glukokortykoidów NLS jest niefunkcjonalny i dopiero pod 
wpływem połączenia się z hormonem sterydowym, wskutek zachodzącej transformacji stru­
ktury, receptor z białka cytoplazmatycznego staje się białkiem jądrow ym  i przechodzi do jądra 
komórkowego. Dane te dowodzą, że NLS wolnego receptora jest prawdopodobnie ukryty we 
wnętrzu cząsteczki receptora i dopiero jego połączenie się z hormonem powoduje odsłonięcie 
jego NLS. W ten sposób czynność receptora glukokortykoidów jest zależna od jego lokalizacji 
komórkowej.

W ażnym czynnikiem regulującym transport jądrow y są procesy fosforylacji-defosforyla- 
cji. Czynnik transkrypcji drożdży SW15 w fazach S, G2 i M cyklu kom órkowego pozostaje 
w cytoplazmie, natomiast w fazie G l, kiedy następuje aktywacja genu endonukleazy HO, 
SW15 wchodzi do jądra kom órkowego [41], Translokacja S W 15 jest odwrotnie skorelowana 
z aktywnością CDC28 kinazy, zależnej od cyklu komórkowego [45]. NLS czynnika SW15 
jest dwuczęściowy. Trzy reszty seryny w bliskości NLS ulegają fosforylacji przez kinazę 
CDC28, ich fosforylacja powoduje przejście SW15 do jądra komórkowego. Z kolei defosfo- 
rylacja SW 15 w końcowej fazie mitozy, kiedy CDC28 jest nieaktywne, stym uluje jego wejście 
do jądra [40], Również przejście do jądra kom órkowego chimery TA g-ß-galaktozydazy zależy 
od fosforylacji przez kinazę kazeinową II. Powyższe dane dowodzą, że fosforylacja i defosfo- 
rylacja, związane z cyklem komórkowym, mogą być ważnymi czynnikami regulującymi 
transport do jądra kom órkowego [45, 51]. W reszcie przeprowadzone badania wykazały, że 
proces fosforylacji jest ważnym czynnikiem regulującym transport dojądrowy w procesie 
embriogenezy. Oocyty Xenopus zawierają w cytoplazmie znaczne ilości proto-onkogenu 
c-myc. Z chwilą zapłodnienia równocześnie z fosforylacją, ulegają one przem ieszczeniu do 
jądra komórkowego [45],

REGULACJA TRANSKRYPCJI POPRZEZ DOJĄDROWY TRANSPORT

W spółczesne badania wykazują, że do głównych czynników regulujących aktywność 
genów należy również transport do jądra czynników znajdujących się normalnie w cytopla­
zmie, a z chwilą ich przem ieszczenia do jądra komórkowego następuje prawie natychm iasto­
wa aktywacja genu i jego transkrypcja. Przykładów takich można obecnie wymienić kilka, jak 
omówiony już transport receptora glukokortykoidów, czynnika SW15 u drożdży, czynnika 
ISGF3 aktywującego gen a-interferonu i innych [29, 30, 45].

Do najważniejszych pod tym względem wydaje się jednak należeć czynnik N F-k B 
zaliczany do tzw. czynników wspomagających (enhancer) indukcję syntezy łańcucha kappa 
immunoglobulin podczas procesów zapalnych [34], aktywacji układu imm unologicznego, w 
procesach ostrej fazy i innych [30,45], Czynniki wspomagające (ang. enhancer) i promotor 
stanowią główne elementy regulacji ekspresji genów eukariotów, kontrolujących komórkowo- 
i tkankowo-specyficzną ekspresję. Typowym czynnikiem wspomagającym genu łańcucha 
lekkiego kappa immunoglobulin jest czynnik wspomagający NF-ka ^B, będący głównym 
induktorem transkrypcji łańcucha lekkiego kappa. Podobnie jak lokalizacja receptora gluko­
kortykoidów w komórce decyduje o jego aktywności, tak również lokalizacja czynnika
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N F-^pp B wpływa na jego aktywność. W stym ulowanych limfocytach B N F - ^ ^ B  znajduje
się w jąarze komórkowym, a wiążąc się z DNA reguluje transkrypcję lekkich łańcuchów kappa
immunoglobulin, podczas gdy w nieaktywnych komórkach B czynnik ten znajduje się w
cytoplazm ie [6], W cytoplazmatycznej postaci NF-ka B jest nieaktywny, nie wiąże się z
DNA z powodu związania z inhibitorem Ik _ B |^2]. Fosforylacja inhibitora przerywa
wiązanie kompleksu I. B-NF-, B, dzięiaPczemu uwolniony NF-, B przechodzi do 

r  kappa . kappa J kappa r
jądra komorkowego, pobudzając transkrypcję genu łańcucha lekkiego kappa immunoglobuli-
ny [22],

Aktywna forma N F - ^ p  B składa się z dwóch kom ponent p50 i p65 [34], składających się 
na heterodimer wpływający na DNA [30, 45]. Obie podjednostki wykazują homologię w 
obrębie 300 reszt am inokwasowych, niezbędnych do wiązania z DNA, a ich C-terminalne 
końce warunkują heterodimeryzację [30]. Dalsze badania wykazały obecność w nich hom o­
logicznych fragmentów wspólnych z rodziną onkogenów "rei" oraz genem "dorsal", kontro­
lującym w em briogenezie część grzbietową muszki owocowej (Drosophila) [9, 14, 28]. 
W reszcie wykazano, że c-rel i NF-k B mogą w warunkach fizjologicznych tworzyć hete- 
rodimery. W ostatecznej konkluzji o1)a tworzą jeden system czynników transkrypcji [30], 

Mimo homologii p50 i p65 są funkcjonalnie różne. Tylko p65 jest zdolne wchodzić w 
interakcję z obydwiem a podjednostkami I B a  i ß i tylko C-term inalny koniec zdolny jest 
do transaktywacji genów. Z kolei p50 jes?Pzdolne do supresji transaktywacji NF- B,

KćipDti
prawdopodobnie wskutek kompetycyjnego wiązania z DNA [30]. W warunkach fizjologicz­
nych, kiedy poziom NF- B jest niski, aktywność p65 zdaje się zależeć głównie od ilości 
p50. appa

Nowsze badania wykazały, że nie tylko czynnik NF- B podlega kontrolnym mechani-
KćippU

zmom transportu dojądrowego, lecz również prekursorowa podjednostka p50, tj. p l 10. Pre- 
kursorowa podjednostka p l l O znajduje się w cytoplazmie wspólnie ze zmutowanym 
antygenem T SV40, pozbawionym zdolności przechodzenia do jądra komórkowego. Jest to o 
tyle ciekawe, że zarówno p50, jak  i p 110 mają ten sam NLS w C-term inalnym końcu domeny. 
Brak dojądrowego ukierunkowania, mimo obecności NLS w obrębie p l 10 sugeruje, że jest to 
wynikiem jego wewnątrzcząsteczkowego maskowania. M onospecyficzne przeciwciało prze­
ciw okolicy NLS p50, nie miało dostępu do p l 10 i dopiero usunięcie 200 reszt am inokwa­
sowych od C-term inalnego końca dało jednakow ą reakcję immunologiczną, a fragmenty 
usuniętej części p 110 reagowały z N-term inalną częścią p50. Dane te tłumaczą, dlaczego p50, 
uwolnione z p l 10, pozostaje w nienaruszonych komórkach w cytoplazmie i jest nieaktywne 
z powodu związania z p l 10 [30],

Jak bardzo powiązane są różne czynności aparatu komórkowego, dowodzi obecność w 
komórce białek podobnych lub nawet o tych samych właściwościach. I tak białka p50 i p60 
wykazują wysoką homologię, nie tylko między sobą, ale również z produktami protoonkogenu 
"c-rel" oraz morfogenu "dorsal" (grzbietowego) u drozofili. Istnieje szereg danych wskazują­
cych na to, że translokacje jądrow e, jak  i wiązania z DNA występują również pod wpływem 
innych białek. C-rel jest zasocjowane z białkiem pp40 kurcząt, a to z kolei z postacią ß Ik B 
(inhibitora NFk.ipp.(B) z łożyska człowieka. Zależności działania tych czynników są jeszcze 
dalekie od ostatecznego wyjaśnienia [45],

Podobnie jak  w NF-k B w szeregu dalszych białek w końcu N-terminalnym reszt 
aminokwasowych występuje fragm ent o znacznej homologii z obecnością NLS (podobnego 
do NLS antygenu T SV40) poprzedzonego na około 20 reszt am inokwasowych wysoce 
konserwatywną resztą seryny. Jest dość prawdopodobne, że fosforylacja tej seryny przerywa
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interakcję z czynnikami cytoplazmatycznymi lub aktywuje NLS, co umożliwia transport do 
jądra kom órkowego z następowym pobudzeniem transkrypcji [55].

TRANSPORT DO JĄDRA KOMÓRKOWEGO 
W POWIĄZANIU Z CYKLEM KOMÓRKOWYM

Podczas mitozy u większości komórek występuje dezintegracja otoczki jądrowej, aby po 
ukończonej mitozie na powrót się zorganizować. Z powodu zaniku otoczki białka jądrowe 
zostają uwolnione, po czym dzięki dojądrowemu transportowi zostają na powrót zgromadzone 
w jądrze komórkowym. Przeprowadzone badania wykazały, że transport cząstek złota opła- 
szczonych nukleoplazminą do jąder komórek dzielących się był 7-krotnie większy, aniżeli w 
komórkach dzielących się [20]. Sugeruje się, że ten zwiększony przepływ białek do jądra 
kom órkowego przez otoczkę jądrow ą był spowodowany zmianami w obrębie por lub zm ia­
nami strukturowymi połączonymi ze zwiększoną energią w różnych etapach wzrostu komórki 
[55],

Inni autorzy [8] sądzą, że replikacja DNA odbywa się dzięki specyficznem u czynnikowi 
replikacyjnemu (licensing fa c to r) niezdolnemu do przechodzenia przez otoczkę jądrow ą i 
dopiero po degradacji otoczki podczas mitozy czynnik ten dostaje się do środowiska jądrow e­
go, gdzie łącząc się z DNA umożliwia jego  replikację, ulegając następowej inaktywacji. 
Ponowna replikacja DNA staje się możliwa dopiero po następnej mitozie, kiedy wskutek 
rozpadu otoczki czynnik ten na nowo łączy się z DNA, umożliwiając ponow ną replikację.

Powyższy pogląd znajduje w pewnej mierze potwierdzenie w następujących badaniach. 
Proto-onkogen c-abl koduje białkową kinazę tyrozynową występującą w cytoplazmie i jądrze 
komórkowym. C-term inalny koniec c-abl zawiera domenę wiążącą DNA, niezbędną do 
łączenia się z chromatyną. Ta właściwość łączenia się c-abl z DNA zanika podczas mitozy z 
powodu fosforylacji C-term inalnego końca c-abl. W badaniu in vitro dom ena wiążąca DNA 
ulega zniesieniu przez cdc2 kinazą. Hom ozygotyczne mutanty myszy, produkujące c-abl 
kinazę tyrozynową pozbawioną fragmentu wiążącego DNA, giną po urodzeniu z powodu 
licznych defektów. Stąd przyjm uje się, że wiązanie c-abl kinazy tyrozynowej z DNA jest 
niezbędne dla utrzym ania prawidłowych procesów życiowych [35].

Na zakończenie, w celu łatwiejszego zrozum ienia całości niniejszego przeglądu przedsta­
wiam na rysunku 3 ogólny schemat tego jeszcze dość zawiłego i niedostatecznie wyjaśnionego 
procesu transportu z cytoplazmy do jądra i z jądra do cytoplazmy, głównie* na podstawie 
odpowiedniego rysunku z pracy Schreibera i wsp. [54].

PODZIĘKOW ANIE

Pani Aleksandrze Jakubowskiej składam serdeczne podziękowanie za trud wielokrotnego 
przepisywania niniejszej pracy.
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Rys. 3. Schem at transportu przez pory otoczki jądrow ej [45, 54]: tor im portu A: -  uw olnienie białka z NLS z białka 
zakotw iczającego: -  utw orzenie kom pleksu N L S /N B P -  kom pleks N L S /N B P przechodzi przez porę -  na terenie jąd ra  
kom pleks N L S /N B P ulega rozpadow i -  N B P w raca do cytoplazm y i uczestniczy w ponow nej reakcji; to r im portu B: 
kom pleks N L S /N B P ulega rozpadow i po połączeniu  się z porą, do jąd ra  w nika tylko białko połączone z NLS, N BP 
pozostaje w cytoplazm ie; NLS -  sygnał dla lokalizacji jąd row ej białka (nuclear localization signal o r sequence), N B P 
-  białko w iążące się z N LS (N LS-binding protein)
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HIPOTEZA O RÓŻNORODNOŚCI KOMÓREK, 
Z KTÓRYCH MOŻE POCHODZIĆ PRZEWLEKŁA 

BIAŁACZKA LIMFATYCZNA B-KOMÓRKOWA

HYPOTHESIS THAT VARIOUS B-CELL 
CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIAS DERIVE 

FROM DIFFERENT B-CELL LINEAGES

Zofia M onika RUPNIEW SKA, Jacek ROLIŃSKI, Ewa W ĄSIK 

Klinika Hematologii AM w Lublinie

Streszczenie. N a podstaw ie badań w łasnych i przeglądu p iśm iennictw a w ysunięto hipotezę, że różne przypadki 
przew lekłej białaczki lim fatycznej B -kom órkow ej (PBL -B ) pochodzą z odm iennych kom órek linii B. M ogą to być: 
m acierzyste  kom órki w spólne dla linii m ieloidalnej i lim focytów  B, m acierzyste kom órki w spólne dla lim focytów  B 
i T, o trzew now e kom órki B C D  5+ (w ariant stanow iący naw rót do  lim fopoezy płodow ej), grasicze kom órk i B CD 5 + 
i szp ikow e kom órki B C D  5~ Być m oże te odm ienne punkty w yjścia PB L-B  w arunkują obserw ow aną  przez 
genetyków , im m unologów  i k linicystów  heterogenność PBL-B.

Sum m ary. B asing on our ow n results and papers review ed we hypothetised  that various B-cell chronic  lym phocytic 
leukem ias (C LL) derive from  different B-cell lineages. They include: stem  cell w ith both m yeloid and B-cell 
d ifferen tiation  ability , stem  cell w ith B- and T-cell differentiation  ability , peritoneal B -cell CD  5+ (varian t form  o f 
re turn ing em bryonal lym phopoesis), tym ic B-cell CD 5+, and m yeloid B-cell C D  5“. Possibly these d ifferen t points 
o f o rigin reflect the heterogeneity  o f B-cell C L L  observed in genetical, im m unological and clinical studies.

Od szeregu lat są prowadzone przez nas badania nad heterogennością przypadków prze­
wlekłej białaczki limfatycznej B komórkowej (PBL-B). Siedząc ekspresję powierzchniowych 
immunoglobulin na białaczkowych komórkach (SIg) oraz cechy wskazujące na zdolność do 
dojrzewania tych komórek, jak  np. badania cytoplazm atycznych immunoglobulin (Cytlg), 
zdolność tworzenia "łysinek" immunologicznych oraz oznaczanie surowiczych im m unoglo­
bulin wykazano, że w PBL-B występuje odwracalny blok różnicowania białaczkowych 
komórek. Blok ten u różnych pacjentów może mieć miejsce na różnych etapach różnicowania 
komórek linii B, począwszy od komórki pre-B aż do komórki plazmocytoidalnej [47, 48, 49, 
50],

Różnym  reakcjom komórek lim foidalnych "in vitro" klinicznie odpowiada heterogenność 
przypadków PBL-B, która przejawia się: różnorodnością obrazów morfologicznych szpiku,
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odm iennością fenotypów imm unologicznych limfocytów krwi obwodowej w różnych przy­
padkach (m.in. stopniem ekspresji SIg, a także stopniem przemieszania cech niedojrzałości i 
dojrzałości populacji limfocytów krwi obwodowej) i wreszcie wiąże się z odpowiedzią klonu 
białaczkowego na leczenie [29].

Prowadząc badania SIg limfocytów krwi obwodowej, szpiku i węzła chłonnego w części 
przypadków PBL-B wykazano m onoklonalność populacji limfocytów we krwi obwodowej 
(ten sam łańcuch lekki i ciężki), podczas gdy w szpiku i węźle chłonnym występowała 
poliklonalność. Różnice te być może wynikają z późniejszego zajęcia szpiku lub węzła 
chłonnego niż krwi obwodowej, a więc pierwotne miejsce transformacji w przypadkach tych 
leżałoby pozaszpikowo, a komórki białaczkowe poprzez krew wtórnie zasiedlałyby szpik i 
węzły chłonne [54, 57, praca przygotowywana do druku].

W szystkie te nasze obserwacje pozwalają przypuszczać, że w poszczególnych przypad­
kach PBL-B transform acja nowotworowa może mieć miejsce w różnych subpopulacjach 
komórek B. Sugestia ta znajduje potwierdzenie w niedawnych publikacjach kilku autorów, 
którzy u myszy badali komórki B noszące antygen Ly-1 (tzw. komórki B Ly-1+).

Mysi antygen Ly-1 jest odpowiednikiem ludzkiego antygenu CD 5 [praca poglądowa 51]. 
Antygen CD 5 obok monoklonalnych SIg i klonalnej rearanżacji genów Ig jest jednym  z 
charakterystycznych markerów komórek PBL-B.

Zdaniem autorów międzynarodowej Grupy Badaczy Francusko-Amerykańsko-Bry- 
tyjskich [4] cztery markery decydują o rozpoznaniu przewlekłej białaczki lim fatycznej B 
komórkowej, są to:

• słaba ekspresja powierzchniowych immunoglobulin (SIgM lub SIgM i SIgD),
• zdolność tworzenia rozet z erytrocytami myszy przez co najmniej 30% komórek,
• ekspresja antygenu CD 5 na ponad 50% komórek,
• ekspresja antygenu CD 22 na ponad 30% komórek.
U dorosłych osób zdrowych występuje także niewielka populacja limfocytów B noszących 

antygen CD 5. Populacja limfocytów B CD 5+ tworzy klon komórek długo żyjących, ponieważ 
obok antygenu CD 5 ma także (jak wszystkie zresztą komórki B) jego  ligand -  antygen CD 
72. W związku z tą niezwykłą koincydencją van de Velde i wsp. [63] sugerują, że interakcja 
CD 5 <=> CD 72 powoduje autostymulacyjny wzrost komórek białaczkowych. Z drugiej jednak 
strony Tooze i wsp. [62] wykazali, że na komórkach CD 5+ chorych z PBL-B występują 
różnice w ekspresji CD 5 i CD 72 w porównaniu z komórkami B CD 5+ z krwi pępowinowej. 
M ianowicie komórki chorych z PBL-B noszą o 150% więcej antygenu CD 5 niż komórki B 
z krwi pępowinowej, przeciwnie natomiast te ostatnie charakteryzuje o 70% wyższa ekspresja 
antygenu CD 72. Badania messenger RNA (mRNA) antygenów CD 5 i CD 72 wprawdzie 
potwierdziły, że wartości CD 5 mRNA z komórek PBL-B są o 200% wyższe niż z komórek 
krwi pępowinowej, ale także CD 72 mRNA było o 160% wyższe niż z komórek B krwi 
pępowinowej. Zdaniem autorów wysokie wartości CD 72 mRNA przy jego niskiej ekspresji 
na powierzchni komórek PBL-B mogą świadczyć albo o niestabilności białka CD 72, albo o 
jego modulacji. Komórki PBL-B wykazują ponadto szereg innych cech wspólnych z praw id­
łowymi komórkami B CD 5+. Do tych wspólnych cech m.in. należą:

0 niski stopień ekspresji SIg,
0 zdolność tworzenia rozet z erytrocytami myszy,
0 zdolność wytwarzania autoprzeciwciał (stąd stosunkowo częste występowanie chorób 

autoimmunologicznych u chorych z PBL-B).
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W warunkach prawidłowych populacja limfocytów B CD 5+ występuje przede wszystkim 
w życiu płodowym. Antygen CD 5 pojawia się między 22 a 24 tygodniem życia płodowego 
na pow ierzchni głównej populacji komórek B, którą cechuje niski stopień ekspresji SIg (SIgM 
i SIgD). Komórki B CD 5+ stanowią główną populację (40-60% ) komórek B w płodowej 
śledzionie, węzłach chłonnych i krwi pępowinowej [2, 5, 7, 21 ,46]. Po okresie okołoporodo­
wego zm niejszenia się populacji komórek B wywołanego przeciwciałami anty-mi, regenerują 
niemal wyłącznie komórki B CD 5 ujemne (B CD 5~). Niemniej jednak antygen CD 5 
występuje na powierzchni subpopulacji komórek B u osób dorosłych stanowiącej 15-25% 
kom órek B krwi obwodowej i śledziony [8]. Komórki B CD 5+ u dorosłych spotyka się także 
na obw odzie centrów rozrodczych węzłów chłonnych (mantle zone B cells) [7 ] i w migdałkach, 
ale nie znaleziono ich w szpiku [16], względnie wykryto w śladowych ilościach (niepubliko­
wane badania własne). Komórki B CD 5+ stanowią więc odrębną, samoodnawiającą się 
subpopulację odmienną od "konwencjonalnych" komórek B CD 5~ [22].

U dorosłych myszy komórki Ly-1+ stanowią główną populację komórek limfoidalnych w 
jam ach: otrzewnowej, opłucnowej i osierdziowej, które wykształcają się z płodowej jam y 
ciała. Także w wysiękach otrzewnowych [22, 38] i opłucnowo-osierdziowych [32] przeważa 
populacja komórek B Ly-1+. Ponadto komórki B Ly-1+ występują w blaszce właściwej jelit 
(komórki w większości wytwarzające IgA) [30]. Natom iast w innych obwodowych narządach 
lim foidalnych komórki te spotyka się w znikomym odsetku (poniżej 5%).

W ybiórcze nagromadzenie się komórek B CD 5+ w anatomicznie odrębnych jamach: 
opłucnowo-osierdziowej z jednej strony i otrzewnowej z drugiej, zdaniem M arcosa i wsp. [33] 
sugeruje, że albo one same, albo ich prekursory skolonizowały płodową jam ę ciała (coelom) 
jeszcze przed podzieleniem jej przez przeponę (w 13-14 dniu życia płodowego myszy).

Autorzy ci przypuszczają, że komórki B Ly-1+ odpowiadają najwcześniejszemu okresowi 
lim fopoezy w życiu zarodkowym ssaków i są komórkami "założycielskimi" (founder) linii 
lim focytów  B. Prawdopodobnie są one pierwszą generacją pochodzącą od płodowej limfo- 
hem opoetycznej komórki macierzystej znajdującej się w ogniskach przyaortalnych i zdolnej 
do regionalnego kolonizowania tkanek hemopoetycznych. Z płodowej jam y ciała komórki B 
CD 5+ migrują do śledziony, gdzie pod wpływem komórek T ulegają wybiórczej proliferacji 
i kolonizują sąsiadujące struktury epitelialno-mezenchymalne. (U osobników dorosłych po­
zostałością płodowej jam y ciała jest otrzewna.)

N atom iast linia szpikowej komórki B SIg+, Ly-1~ rozwija się w późniejszym okresie 
ontogenezy, dopiero po okołoporodowym zasiedleniu szpiku przez komórki macierzyste. U 
zdrowych osobników dorosłych komórki B Ly-1_ stanowią dominującą populację krótko 
żyjących limfocytów B. Jednakże powstanie i rozwój tej populacji są zdaniem M arcosa i wsp. 
[33] regulow ane przez komórki B Ly-1 + z płodowej jam y ciała.

Interesujące są także powiązania między limfocytami B Ly-1+ a limfocytami T z ekspresją 
łańcuchów gam ma i delta receptora komórki T. Zarówno epitelialne komórki T gam m a+, 
delta+, jak  i komórki B Ly-1+ charakteryzuje:

• brak różnorodności złączy (Junctions) rearanżowanych genów kodujących ich receptory,
• unikalne um iejscowienie (m.in. w strukturach związanych z jelitam i), gdzie stanowią 

dom inującą populację,
• zdolność do samoodnowy,
• powstawanie we wczesnym okresie ontogenezy z bardzo młodej rozwojowo komórki 

m acierzystej, która w miarę rozwoju osobniczego jest tracona i nie występuje u osobników 
dorosłych, przy czym komórki T gam m a+, delta+ różnicują się poza grasicą,
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• zdolność do odpowiedzi na własne antygeny i ekspresja obu tych klonów (komórek T 
gam m a+, delta+ i B Ly-1+) w różnych stanach imm unopatologicznych,

• zdolność pewnych komórek T gam m a+’ delta+ do specyficznego rozpoznawania idioty- 
pów SIg na komórkach B Ly-1+ [25, 33].

Epitelialne komórki T gam m a+, delta+ powstające najwcześniej, wybiórczo migrują do 
skóry i nabłonków (m.in. nabłonek jelitow y u myszy), gdzie stanowią dom inującą populację. 
Komórki B Ly-1+, które pojawiają się mniej więcej w tym samym czasie co jelitow e komórki 
T gam m a+, delta+, stanowią dominującą populację w otrzewnej. Należy tutaj dodać, że 
prymitywne organizmy w jam ie ciała mają jedynie powierzchnię nabłonkową zamykającą 
pierwotne jelito [25],

Poza otrzewną komórki B Ly-1+ niespodziewanie wykryto w grasicy myszy [1, 36]. Jak 
się wydaje grasicze komórki B Ly-1+ różnią się co najmniej czterem a cechami od otrzewno­
wych komórek B Ly-1+.

Po pierwsze: Grasicze komórki B Ly-1+ mają znacznie więcej SIg niż ich odpowiednik 
z otrzewnej, ale nigdy nie wytwarzają spontanicznie autoprzeciwciał [36]. Natomiast otrzew­
nowe komórki B Ly-1+ są aktywnymi komórkami wytwarzającymi spontanicznie autoprze- 
ciwciała [8, 20, 21, 23], chociaż autoprzeciwciała te cechuje niski stopień powinowactwa 
zarówno wobec własnych, jak  i obcych antygenów [9]. Jak się wydaje fizjologiczna rola tych 
przeciwciał polega na oczyszczeniu (clearing) krwi z krążących własnych antygenów, dzięki 
czemu zmniejsza się ryzyko autoimmunizacji, zwłaszcza że autoantygeny nawet w warunkach 
prawidłowych są stale uwalniane z rozpadających się tkanek.

Po drugie: Grasicze komórki B Ly-1+ noszą najczęściej łańcuch lekki kappa, podczas gdy 
otrzewnowe komórki B L y -1+ charakteryzuje zwiększona ekspresja łańcucha lekkiego lambda 
[cyt. wg 59].

Po trzecie: Odsetek (ok. 60%) grasiczych komórek B Ly-1+ utrzymuje się na stałym 
poziomie począwszy od okresu życia płodowego aż do dojrzałości [39]. Natomiast odsetek 
otrzewnowych komórek B Ly-1+ ulega obniżeniu wraz z dojrzewaniem zwierzęcia. I tak u 
4-tygodniowej myszy odsetek komórek B Ly-1+ w otrzewnej wynosi 46% , zaś u 3-miesięcznej 
myszy tylko 16%, chociaż ich bezwzględna liczba wzrasta z wiekiem [20, 28].

Po czwarte: Than i wsp. [59] wykazali, że u letalnie napromienionej myszy C57BL/6 
grasicze komórki B Ly-1+ mogą być rekonstytuowane przez przeszczepienie szpiku. Sugeruje 
to, że pochodzenie grasiczych komórek B Ly-1+ jest takie same jak  "konwencjonalnych" 
komórek B Ly-1_. Natom iast otrzewnowe komórki B Ly-1+ mogą zostać zrekonstytuowane 
dopiero po przeszczepieniu płodowej wątroby (14-dniowego płodu). Komórki płodowej 
wątroby mają zresztą także zdolność do rekonstytucji grasiczych komórek B Ly-1+.

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

Jeśli hipotezy M arcosa i wsp. [33] oraz Thana i wsp. [59] okażą się prawdziwe również w 
odniesieniu do ludzkich komórek B CD 5+, to należy oczekiwać, że poszczególne przypadki 
PBL-B pochodzą z różnych populacji komórek B, a co więcej nawet z komórek macierzystych, 
co sugerowano w naszych wcześniejszych pracach [52, 55, 56].

Około 80% przypadków PBL-B jest CD 5+ [14, 15], Białaczki te mogą wychodzić:
0 albo z otrzewnowych komórek B CD 5+, względnie z komórek B CD 5+ znajdujących 

się w innych strukturach limfoidalnych jam y brzusznej (byłby to niejako nawrót do limfopoezy 
płodowej),
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0 albo z grasiczych komórek B CD 5+.
M ożna przypuszczać, że PBL-B pochodzące z otrzewnowych komórek B CD 5+ będą 

charakteryzowały się:
• słabą ekspresją SIg na białaczkowych komórkach,
• zaburzeniami autoimmunologicznymi,
• dużą masą guza w obrębie jam y brzusznej (organomegalia, konglomeraty węzłów 

chłonnych w otrzewnej, nacieki białaczkowe w jelitach).

R ys. 1. G raficzne p rzedstaw ienie h ipotezy T hana i wsp. [59], które w ykazuje ontogenetyczne różnice m iędzy 
o trzew now ym i a grasiczym i kom órkam i B Ly-1 +

Sugestie te uzasadnia fakt, że homologiczne komórki B Ly-1+, u myszy zlokalizowane w 
otrzewnej i w blaszce właściwej jelit, charakteryzują się słabą ekspresją SIg oraz zdolnością 
do spontanicznego wytwarzania autoprzeciwciał i samoodnowy.

Natom iast białaczki wychodzące z grasiczych komórek B CD 5+ powinny cechować się:
♦ znacznie grubszą warstwą SIg na białaczkowych komórkach,
♦ ekspresją łańcucha kappa,
♦ obniżonym  poziomem surowiczej IgM,
♦ raczej brakiem zaburzeń autoimmunologicznych.
Powyższe przypuszczenia wynikają z tego, że grasicze komórki B Ly-1+ u myszy chara­

kteryzuje znacznie silniejsza ekspresja SIg niż ich odpowiednika otrzewnowego, noszą 
najczęściej łańcuch lekki kappa, nigdy nie wytwarzają spontanicznie przeciwciał, jak również 
nie wytwarzają IgM ani spontanicznie, ani po stymulacji LPS lub anty IgM plus interleukina 
4. D opiero po kontakcie z antygenem la blastycznych komórek T CD 4+ mogą proliferować 
i w ytwarzać IgM [59].

Zdaniem  Fagueta i wsp. [14] ok. 20% przypadków PBL-B jest CD 5_, chociaż nawet w 
tych przypadkach we krwi obwodowej ok. 37% komórek B jest CD 5+. Ponadto autorzy ci nie 
przeprowadzili badań fenotypu imm unologicznego limfocytów B znajdujących się w tkan­
kach, gdzie populacja komórek B CD 5+ może być znacznie większa. Jest prawdopodobne, 
że przypadki te pochodzą z "konwencjonalnych" komórek B CD 5_. Zdaniem autorów
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przypadki PBL-B CD 5_ klinicznie, hematologicznie i immunologicznie (poza tym że nie 
noszą antygenu CD 5) są nieodróżnialne od przypadków PBL-B CD 5+. Niemniej jednak klon 
białaczkowy CD 5~ był w badaniach tych autorów dwukrotnie mniejszy niż klon CD 5+ w 
przypadkach białaczek CD 5+. Stosunkowo małe rozmiary klonu białaczkowego CD 5~ można 
wyjaśnić tym, że komórki B CD 5-  nie mają zdolności autostym ulacyjnych i bez kontaktu z 
komórkami T CD 4+ nie mogą proliferować [62]. Klinicznie przypadki te przebiegają bez 
organomegalii i masywnego nacieczenia węzłów chłonnych. Fagurt i wsp. [14] w żadnym z 
badanych przypadków (14 badanych) nie wykryli monoklonalnej gammapatii, a tylko w 
jednym  wystąpiła ciężka niedokrwistość autohemolityczna. To ostatnie powikłanie można 
tłumaczyć zarówno dużą frakcją (ok. 37%) komórek B CD 5+, jak  i pewnego (niewielkiego) 
stopnia zdolnością do wytwarzania autoprzeciwciał przez komórki B CD 5“ [cyt. z pracy 51]

Należy wreszcie omówić postacie hybrydowe PBL-B. Gale i Ben-Bassat [17] pod pojęciem 
białaczek hybrydowych (ostre białaczki hybrydowe) rozumieją stan, w którym złośliwa 
transform acja obejmuje zarówno linię limfoidalną, jak  i meloidalną. Należą tutaj:

• ostra białaczka bifenotypowa, w której więcej niż 10% komórek białaczkowych ma 
fenotyp zarówno komórki limfoidalnej, jak  i mieloidalnej,

• ostra białaczka bilinearna, w której jedne komórki należą do linii limfoidalnej, a inne do 
mieloidalnej.

Istnieje jeszcze prawdziwa ostra białaczka biklonalna, która nie jest białaczką hybrydową 
i pochodzi z dwu różnych komórek macierzystych, w których zaszły odrębne i przypuszczalnie 
niezależne procesy transformacyjne. Różnice te przedstawiono na rysunku 2 cytowanej pracy 
Hoffbranda i wsp. [24].

A  B ia łaczka  bifen o typo w a

W ielo p o ten cja ln a 
k om órk a  m acierzysta

K o m ó rk a b ia ła czk o w a

B B ia ła czk a  b ilin e arn a C  B ia ła cz k a  b ik lo n a ln a

Rys. 2. Podział ostrych białaczek  o m ieszanym  fenotypie [24]: A -  bia łaczka b ifenotypow a -  w ięcej niż 10% kom ó­
rek blastycznych w ykazuje m arkery charakteryzujące w ięcej niż jed n ą  linię różnicow ania; B -  białaczka bilinearna -  
kom órki blastyczne pochodzą od wspólnej kom órki m acierzystej, ale tw orzą dw ie odm ienne populacje, z których 
każda w ykazuje inny obraz m arkerów  zw iązanych z różnym i liniam i różnicow ania; w ystępow anie tych różnych po­
pulacji m ożna obserw ow ać albo od początku choroby (białaczka synchroniczna), albo w następstw ie ew olucji cho­
roby (białaczka m etachroniczna, z przełączeniem  linii różnicow ania); C  -  białaczka b ik lonalna -  kom órki 
b lastyczne pochodzą z dw u różnych kom órek m acierzystych  i tw orzą dw a n iezależne k lony, je s t  w yjątkow o rzadka

Białaczka bifenotypowa jest zawsze synchroniczna (jednoczasowa), natomiast białaczka 
bilinearna może być zarówno synchroniczna, jak  i m etachroniczna (różnoczasowa), np. gdy 
w przebiegu ostrej białaczki limfoblastycznej rozwinie się ostra białaczka szpikowa. Z
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pojęciem metachronicznych białaczek bilinearnych wiąże się "przełączenie linii różnicowa­
nia" (linage switch). Gale i Ben-Bassat [ 17] jako przełączenie linii różnicowania rozumieją 
występowanie w przebiegu białaczki zmiany dominacji jednej linii różnicowania nad drugą, 
chociaż obie linie należą do tego samego klonu nowotworowego.

Bifenotypowość stosunkowo często występuje w przypadkach PBL-B. Zwykle białaczko- 
we komórki B wykazują obecność antygenów komórki T. I tak w ponad 20% przypadków 
PBL-B (12, 26, 34] wykryto ekspresję antygenu CD 1 c. Antygen ten występuje także na 
tymocytach części korowej grasicy (chociaż jego ekspresja jest słaba), komórkach siateczki 
strefy T (interdigitating reticulum cells), płodowych limfocytach B i komórkach Langerhansa 
[ 11 ]. W 5-20%  przypadków PBL-B obserwowano słabą, ale wyraźną ekspresję CD 2 [cyt. wg 
6]. CD 2 jest markerem komórek T odpowiadającym receptorowi dla krwinek czerwonych 
barana, określanym także jako antygen T 11 lub jako LFA-3 (leukocyte function  associated 
antigen - 3) lub CD 58. Antygen CD 2 odgrywa rolę w adherencji międzykomórkowej i jak 
się wydaje wiąże jako ligand LFA-3 [11 ,36a], LFA-3 występuje na komórkach różnych typów 
i m.in. jest homologiczny z białkiem T 1 ITS krwinek czerwonych barana, a więc odgrywa 
istotną rolę w tworzeniu rozet przez limfocyty T [60]. W około 20% przypadków PBL-B 
występuje ekspresja antygenu CD 3 [ 18]. Antygen CD 3 składa się z pięciu różnych łańcuchów 
polipeptydowych (gamma, delta, epsilon, dzeta i eta) tworzących wraz z dwoma jeszcze 
innymi łańcuchami (alfa i beta) receptor komórki T [3, 10]. Jednakże łańcuchy gamma, delta, 
epsilon, dzeta i eta mogą także występować na komórkach innych niż komórki T [11],

Stosunkowo często białaczkowe komórki PBL-B wykazują obecność antygenu CD 6 [cyt. 
wg 6, 13]. CD 6 jest markerem większości ludzkich komórek T (rozmieszczenie podobne do 
rozmieszczenia antygenu CD 3), ale także chociaż słabego stopnia jego ekspresję obserwo­
wano na niektórych komórkach B [11], Donoszono również o ekspresji CD 7 na białaczko- 
wych komórkach [cyt. wg 13]. Antygen ten podobnie jak  CD 6 jest markerem większości 
komórek T. Prawdopodobnie pełni on funkcję receptora dla części FcIgM [ 11 ]. W sporady­
cznych przypadkach PBL-B opisywano ekspresję antygenów CD 4 i CD 8 na białaczkowych 
komórkach [cyt. wg 6], Antygen CD 4 jest markerem subpopulacji pomocniczych komórek 
T, chociaż występuje także na monocytach i makrofagach. (CD 4 m.in. pełni funkcję receptora 
dla wirusa AIDS). Antygen CD 8 jest markerem subpopulacji supresorowych komórek T [11]. 
W ystępowanie markerów komórek T na białaczkowych komórkach PBL-B zostało potwier­
dzone odkryciem, że w niektórych przypadkach obok klonalnej rearanżacji genów immu- 
noglobulinowych istnieje także klonalna rearanżacja genów receptora komórki T.

Pachmann i wsp. [41 ] wykazali, że rearanżacja i ekspresja genów łańcucha alfa receptora 
komórki T jest częsta w PBL-B. Autorzy ci stwierdzili ekspresję mRNA łańcucha alfa w ok. 
78% badanych prób (u 14 na 18 badanych), podczas gdy ekspresja mRNA łańcucha beta 
występowała w ok. 44% (u 7 na 16 badanych). Co więcej wykryli oni okrojone mRNA 
łańcucha alfa receptora komórki T.

Rearanżacja genów łańcucha beta receptora komórki T także nie jest specyficznym 
markerem komórki T występuje bowiem w 10% do 30% chłoniaków i białaczek wychodzą­
cych prekursorowych lub bardziej dojrzałych komórek B [19, 35]. Norton i wsp. [40] u 7% 
chorych z PBL-B (4 chorych w grupie 59 badanych) stwierdzili rearanżację genów łańcucha 
beta, przy współistniejącej rearanżacji łańcuchów ciężkich i lekkich Ig. Natom iast Dighiero i 
wsp. [13] podają, że klonalna rearanżacja łańcucha beta receptora komórki T występuje aż w 
25% przypadków PBL-B. Opisano przypadek PBL-B z rearanżacją genów łańcuchów alfa, 
beta i gamma receptora komórki T obok rearanżacji genów łańcuchów IgM i kappa [42],
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Doniesiono także o rearanżacji genów łańcucha delta w chłoniakach B komórkowych o niskim 
stopniu złośliwości (chłoniaki lim focytarne, centrocytarne i centroblastyczno-centrocytarne 
typu grudkowego) [61].

Istnieją sporadyczne doniesienia o bilinearnych przypadkach PBL-B. Shinohara i wsp. [58] 
opublikowali przypadek PBL-B, w którym wykryto takie same aberracje chromosom owe w 
hodowlach komórek stym ulowanych trzema różnymi mitogenami (fitohemaglutyniną, mito­
genem szkarłatki i wirusem Epsteina-Barr). 50% analizowanych metafaz już  w trzecim dniu 
hodowli po stymulacji fitohem aglutyniną wykazywało nieprawidłowy kariotyp. Zdaniem 
autorów tak wczesne (w trzecim dniu hodowli) wystąpienie podziałów komórkowych suge­
ruje, że dzieliły się komórki T (białaczkowe komórki B od chorych z PBL-B dzielą się dopiero 
w piątym lub szóstym dniu hodowli).

Podobnie w opublikowanym przez nas przypadku PBL-B (chory J.H.) [53] aberracje 
chromosom owe (50% analizowanych metafaz) występowały w hodowlach komórek stymu­
lowanych fitohem aglutyniną lub m itogenem szkarłatki już w trzecim dniu po stymulacji. 
Ponadto u naszego pacjenta oba te mitogeny indukowały zwłaszcza proliferację komórek T. 
Być może wszystkie te przypadki wychodzą z komórki macierzystej wspólnej dla linii 
komórek B i T, co sugerowaliśmy w naszych wcześniejszych pracach [52, 55, 56].

Kilku autorów [37, 43, 44, 45] w niektórych przypadkach PBL-B wykryło na białaczko- 
wych komórkach ekspresję antygenów linii mielo-monocytów, takich jak: CD 11 b, CD 11 c, 
CD 13, CD 14, CD 15 i CD 33. Pinto i wsp. [45] sądzą, że 20-25%  przypadków PBL-B 
charakteryzuje ekspresja kilku antygenów linii m ielo-monocytów, przy czym białaczkowe 
komórki B CD 13+, CD 14+ i CD 33+ znajdują się nie tylko we krwi krążącej, ale również są 
osiadłe w węzłach chłonnych. Zdaniem tych autorów ekspresja CD 13 (30% badanych 
przypadków) i CD 33 (12% badanych przypadków) ma niepomyślne znaczenie prognostyczne 
i wiąże się z dużą masą nowotworu i rozlanym nacieczeniem szpiku.

CD 13 (am inopeptydaza N) dzięki zdolności do miejscowego zagęszczania aktywnych 
biologicznie peptydów odgrywa rolę w modulacji wzajemnych reakcji między komórkami 
oraz między komórkami a mikrośrodowiskiem [27, 31]. U osób zdrowych CD 13 występuje 
na powierzchni monocytów, granulocytów, niektórych makrofagów i komórek tkanki łącznej 
[11]. Ekspresję CD 33 wykryto na komórkach prekursorowych linii granulocytów (na dojrza­
łych granulocytach ekspresja CD 33 występuje tylko sporadycznie i jest słabego stopnia) oraz 
na monocytach [11]. A zatem PBL-B z ekspresją CD 13 i/lub CD 33 można zaliczyć do 
białaczek bifenotypowych wychodzących z komórki macierzystej wspólnej dla linii lim focy­
tów B i linii mielo-monocytów. Z badanych przez Pinto i wsp. [45] 25 przypadków PBL-B 
CD 13+ aż w 9 przypadkach nie stwierdzono ekspresji antygenu CD 5 (wariant PBL-B CD 5 
jest wariantem rzadkim), co potwierdza założenie, że przypadki te pochodzą z macierzystych 
komórek szpiku.

Na podstawie badań własnych i przeglądu piśm iennictwa, możemy zatem sugerować, że 
PBL-B w różnych przypadkach wychodzi z różnych komórek linii B, a m ianowicie z:

• macierzystych komórek wspólnych dla linii mieloidalnej i lim focytów B,
• macierzystych komórek wspólnych dla linii lim focytów B i T,
• otrzewnowych komórek B CD 5+ (ta postać stanowiłaby niejako nawrót do limfopoezy 

płodowej),
• grasiczych komórek B CD 5+,
• szpikowych komórek B CD 5~.
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W ydaje się więc, że choroba określana jako PBL-B jest w istocie grupą różnych chorób 
w ychodzących z różnych komórek linii B, różniących się obrazem klinicznym, przebiegiem 
i reakcją na leki. Ostateczne udowodnienie powyższej hipotezy wymaga dalszych badań.
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SFINGOMIELINA -  METABOLIZM, ROLA 
I ZNACZENIE W BŁONACH BIOLOGICZNYCH

SPHINGOMYELIN -  METABOLISM, ROLE AND SIGNIFICANCE 
IN BIOLOGICAL MEMBRANES

M ariola RAKOW SKA, Józef ZBOROW SKI 

Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, 
W arszawa

Streszczenie. S fingom ielina  (SPM ) je s t lipidem  w ystępującym  pow szechnie  w tkankach zw ierzęcych. Jest sk ładni­
kiem  błon kom órkow ych oraz lipoprotein surow icy krw i. Pełni isto tną rolę w tw orzeniu i utrzym yw aniu  dw uw ar­
stwowej struktury lipidow ej błony, rozm ieszczeniu  cholestero lu , a także w yw iera istotny w pływ  na w łaściw ości 
fizyko-chem iczne błon oraz ich p rzepuszczalność w zględem  jonów . M etabolizm  SPM  m a zasadnicze znaczenie dla 
zapew nienia p raw idłow ego funkcjonow ania  błon bio logicznych i u trzym ania hom eostazy  organizm u. Z aburzenia 
katabolizm u SPM  są p rzyczyną niektórych chorób, takich ja k  choroba N iem anna-P icka i m iażdżyca. Sfingozyna, 
produkt degradacji SPM , ham ując kinazę b iałkow ą C, uczestniczy w regulacji p rzekazu inform acji w kom órce.

Słow a kluczowe: sfingom ielina -  m etabolizm , w łaściw ości fizyko-chem iczne, przekaźnictw o sygnałow e

Sum m ary: Sphingom yelin is a lipid generally  distributed  in anim al tissues. It is an essential com ponent o f cellu lar 
m em branes and serum  lipoproteins. Sphingom yelin  plays an im portant role in form ation and m aintenance o f b ilayer 
structure o f the m em brane, as w ell as in cholesterol b inding and distribution . Sphingom yelin  m odifies also physico­
chem ical properties o f  the m em brane and its perm eability  for the ions. The m etabolism  o f  this lipid is fundam ental 
fo r the proper function o f  the b iological m em branes and the organism  hom eostasis. Such d iseases, as N iem ann-Pick 
d isease and atherosclerosis, are due to som e disorders in sphingom yelin  catabolism . M oreover, sphingosine, the 
product o f sphingom yelin degradation , being a strong inh ib ito r o f  protein k inase C, influences the cellu lar signal 
transduction.

Key words: sphingom yelin  -  m etabolism , physico-chem ical properties, signal transduction.

W ykaz używ anych skrótów : SPM  -  sfingom ielina, PC -  fosfatydylocholina, PS -  fosfatydyloseryna, PE -  fosfatydy- 
loetanolam ina, PI -  fosfatydylo inozyto l, H D L, LD L i V LD L -  lipoproteiny odpow iednio  o w ysokiej, niskiej i bardzo 
niskiej gęstości.
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BUDOWA SFINGOMIELINY

Sfingom ielina (SPM, 2-N-acetylo-sfingom ielina, ceram ido-l-fosforylocholina) jest obok 
fosfatydylocholiny jednym  z głównych lipidów tkanek zwierzęcych tworzących dwuwarstwę 
lipidową błon. Cząsteczka sfingomieliny zbudowana jest z łatwo ulegającego hydrolizie 
alkalicznej ceramidu i fosforylocholiny (rys. 1).
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Rys. 1. Porów nanie s truktury SPM  (a) i PC  (b); w iązanie podw ójne w ystępujące w cząsteczce SPM  pom iędzy C 4 i 
C 5 je s t w iązaniem  "trans"; R -  w cząsteczce SPM  to długołańcuchow y kw as tłuszczow y nasycony bądź m ononiena- 

sycony, podczas gdy w cząsteczce PC -  to kw as nienasycony zaw ierający od 1 do 6 w iązań podw ójnych

Ceramid (N-acylosfingozyna) jest zbudowany ze sfingozyny i kwasu tłuszczowego, połą­
czonych wiązaniem amidowym. Oprócz sfingozyny (trans-4-sfinganiny) w SPM tkanek 
zwierzęcych występować mogą i inne zasady, takie jak: sfinganina (dihydrosfingozyna) i 
fitosfingozyna (4-D-hydroksysfinganina).

Cząsteczki SPM charakteryzują się obecnością długołańcuchowych kwasów tłuszczowych 
nasyconych lub mononienasyconych, o długości łańcucha 16-24 atomów węgla. Kwasy 
tłuszczowe wielonienasycone stanowią niewielki procent wszystkich kwasów. W tkance 
nerwowej ssaków głównymi kwasami tłuszczowymi są kwas stearynowy ( C l8:0) i lignoce- 
rynowy (C24:0), a wśród nienasyconych -  kwas nerwonowy (C 24 :l) [1].

W porównaniu z PC, cząsteczka SPM jest bardziej asymetryczna. Obecność w cząsteczce 
SPM wolnej grupy hydroksylowej przy węglu trzecim, a także wiązania am idowego stwarza 
możliwość utworzenia wewnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego, co w znacznym 
stopniu usztywnia jej cząsteczkę. W efekcie, cząsteczka SPM z bardziej stabilną strukturą i
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przewagą nasyconych kwasów tłuszczowych wykazuje wyższą temperaturę przejścia fazowe­
go w porównaniu z PC [76]. Ponadto, obecność w cząsteczce SPM wolnych grup hydro­
ksylowych (w łańcuchu sfingozyny i ewentualnie w łańcuchu kwasu tłuszczowego) oraz 
obecność grupy amidowej powoduje, że może być ona zarówno donorem, jak  i akceptorem 
protonu [76], podczas gdy PC może być jedynie jego akceptorem.

BIOSYNTEZA SFINGOMIELINY

Pierwszym etapem biosyntezy SPM (rys. 2) jest reakcja kondensacji L-seryny z palmitoi- 
lo-CoA [17,71], w wyniku której powstaje 3,-ketodihydrosfingozyna. Enzymem katalizu­
jącym  tę reakcję jest wymagająca obecności fosforanu pirydoksalu i jonów  M n+2 
palmitoilotransferaza serynowa (EC 2.3.1.50). Aktywność enzymu jest najwyższa względem 
palmitoilo-CoA, ale może on wykorzystywać także inne tioestry kwasów tłuszczowych. 
W edług M errilla [69] palm itoilotransferaza serynowa jest enzymem regulującym długość 
podstawowego łańcucha sfingozyny, jest więc pierwszym regulatorowym enzymem szlaku 
biosyntezy sfingolipidów. W następnym etapie, 3-ketodihydrosfingozyna ulega redukcji przy 
udziale reduktazy 3-ketosfingozynowej do dihydrosfingozyny, a ta z kolei przy udziale 
m onooksygenazy związanej z flawoproteiną ulega oksydoredukcji do sfingozyny. Reakcja 
kondensacji sfingozyny z acylo-CoA [72] przy udziale acylotransferazy sfingozynowej (EC 
2.3.1.24) prowadzi do wytworzenia ceramidu.

Inną proponowaną drogą biosyntezy ceramidu jest reakcja hydrolizy sfingozyny przy 
udziale ceramidazy [35]. Nie została ona jednak potwierdzona przez innych badaczy [72, 101] 
i obecnie uważa się, że jeżeli nawet reakcja ta zachodzi, to nie ma zasadniczego znaczenia. 
Trzecią proponowaną drogą biosyntezy ceramidu jest kondensacja sfingozyny z wolnymi 
kwasami tłuszczowymi [90]. Katalizujący tę reakcję enzym wykorzystuje jako substrat 
długołańcuchowy kwas lignocerynowy i wymaga obecności M g+2 i nukleotydu pirym idyno­
wego. Enzym  ten jest silnie hamowany przez inhibitory łańcucha oddechowego.

W edług niektórych autorów [71, 74, 100] wiązanie podwójne pomiędzy węglem 4 i 5 w 
łańcuchu sfinganiny pojawia się dopiero po acylacji sfinganiny do dihydroceramidu. Enzym 
katalizujący reakcję odwodorowania dihydroceramidu do ceramidu nie został zdefiniowany.

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

Sribney i Kennedy [98] stwierdzili, że fosforylocholina jest przenoszona na ceramid z 
CDPC, przy czym początkowo w ydawało się, że bardziej aktywnym akceptorem tej grupy jest 
sfingozyna o konfiguracji "treo" , która nie występuje w tkankach ssaków. W późniejszych 
badaniach wykazano, że izomer "erytro" jest w tej reakcji wykorzystywany równie dobrze, 
jak  izomer "treo" [32, 97, 101]. Obecnie wydaje się, że 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

1 S fingozyna w ystępuje w postaci czterech izom erów  optycznych różniących się położeniem  podstaw ników  przy węglu
2 i 3. K onfiguracja tych izom erów  jest następująca: D -erytro-(2S , 3R), L -ery tro-(2R ,3S), D -treo-(2R ,3R ) i L-treo- 
(2S ,3S). Izom ery typu D L-erytro  i D L -treo  to m ieszaniny racem iczne. W  sfingom ielin ie tkanek zw ierzęcych w ystępuje 
fo rm a D-erytro.
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Rys. 2. Drogi biosyntezy SPM ; num eram i oznaczono enzym y szlaku biosyntezy: 1 -  palm ito ilo-transferaza L -sery- 
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8.3), 11 -  C D P-cholina:sfingozyna transferaza fosfory locholinow a (EC 2.7.8.10)
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może zachodzić przy udziale fosfolipazy C, wykorzystującej endogenną PC jako źródło 
fosforylocholiny [48], W pływ ceramidu na syntezę SPM nie jest jednoznaczny. M arggraf i 
Kanfer [66] wykazali 9,5-krotną stymulację syntezy SPM po dodaniu ceramidu, podczas gdy 
np. Voelker i Kennedy [104] nie obserwowali żadnego efektu stymulującego. Na biosyntezę 
SPM istotny wpływ wywierają ester forbolowy (TPA) oraz hormon tyreotropowy, które 
poprzez receptory powierzchniowe aktywują kinazę białkową C, a ta z kolei aktywuje ostatni 
enzym szlaku, tj. PC:ceramid transferazę fosforylocholinową [51,55]. Podobny efekt wywie­
rają one na syntezę PC [54]. Opisano również stymulację syntezy SPM przez hormony 
kortykosterydowe [73], ale wydaje się, że mechanizm ich działania jest odmienny. Hormony 
te pozostają bez wpływu na syntezę PC, a wzmożonej syntezie SPM towarzyszy wzmożona 
jej degradacja. Końcowym efektem działania hormonów kortykosterydowych jest więc pod­
wyższenie poziomu wolnej sfingozyny w komórce.

Alternatywną drogę biosyntezy SPM zaproponowali Brady i wsp. [15] oraz Fuj ino i wsp. 
[32]. W edług nich sfingozyna ulega kondensacji z CDPC z wytworzeniem sfingozynofo- 
sforylocholiny (SPC), a następnie zachodzi acylacja grupy aminowej przez długołańcuchowy 
kwas tłuszczowy (rys.2).

Biosynteza SPM zachodzi w błonach plazmatycznych [66, 67, 104]. M itochondria i 
mikrosomy nie są zdolne do jej syntezy. W tkance płucnej wg badań Lecerfa i wsp. [61] 
najwyższą aktywność biosyntezy SPM obserwowano w ciałkach lamelarnych i frakcji błon 
plazmatycznych, natomiast niewielką we frakcjach gładkiego retikulum endoplazm atycznego 
i w otrzymanej z płukania pęcherzyków płucnych frakcji bogatej w surfaktant. W ielu autorów 
wskazuje na aparat Golgiego jako główne miejsce biosyntezy SPM [58], W tkance wątrobowej 
wykazano, że jest to wewnętrzna błona pęcherzyków cis i medial [33].

DEGRADACJA SPM

SPM jest enzym atycznie degradowana przez sfingomielinazę do ceramidu i fosforylocho­
liny. Dalsza degradacja polega na hydrolizie ceramidu do sfingozyny i kwasu tłuszczowego 
[35] za pośrednictwem ceramidazy.

W tkankach zwierzęcych, w tym ludzkich, występują dwa rodzaje sfingom ielinazy: kwaśna 
i obojętna. Sfingom ielinazy są enzymami związanymi z błonami, ale opisano również rozpu­
szczalne formy tego enzymu [80, 106]. Sfingom ielinaza kwaśna jest enzymem lizosomalnym 
[30], aczkolwiek obecność jej stwierdzono również w innych frakcjach subkomórkowych 
[86]. W ykazuje ona najwyższą aktywność w pH 4,0-4 ,5  [78] lub 5 ,3-5,5 [79]. Nie wymaga 
ona kationów ani innych kofaktorów. Jony dwuwartościowe (Ca+2, Co+2, M g+2, M n+2) nie 
mają wpływu na jej aktywność [81, 109]. Hamująco natomiast wpływają niektóre nukleotydy 
np. AMP [31, 80, 81] oraz fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan [80]. Enzym oprócz SPM 
może hydrolizować także inne fosfolipidy [31, 80]. Sfingom ielinaza obojętna wykazuje 
optymalną aktywność w pH 7,4 i wymaga obecności jonów  M g+2 lub M n+2 jako aktywatora. 
Aktywność tego enzymu jest najwyższa w mózgu, gdzie występuje głównie w obszarach 
bogatych w neurony [34, 41, 81, 94]. W badaniach na komórkach neuroblastom a wykazano, 
że enzym ten jest zlokalizowany przede wszystkim w błonie plazmatycznej i w mniejszych 
ilościach w endoplazmatycznym retikulum [96]. Das i wsp. [27] porównując wrażliwość 
sfingomielinazy kwaśnej, obojętnej i innych enzymów na działanie proteaz udowodnili, że
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sfingomielinaza kwaśna znajduje się bez wątpienia wewnątrz komórki, natomiast sfingomie- 
linaza obojętna znajduje się po zewnętrznej stronie błony plazmatycznej. Ponieważ SPM 
występuje również głównie w zewnętrznym listku dwuwarstwy lipidowej błony plazm atycz­
nej [75], sądzi się [27], że sfingom ielinaza obojętna odgrywa specyficzną rolę i może mieć 
istotne znaczenie w regulacji przekazywania informacji przez błonę. Ceramid powstały w 
wyniku działania enzymu jest bowiem prekursorem sfingozyny, a ta z kolei jest silnym 
regulatorem kinazy białkowej C [40,71].

Oprócz tych dwu podstawowych rodzajów sfingomielinaz wykazano również istnienie w 
mielinie sfingomielinazy obojętnej niezależnej od jonów  Mg “ [108] oraz występującej w 
surowicy płodowej, nowej formy sfingomielinazy zależnej od jonów  Zn “ [95]. Ten ostatni 
enzym wykazuje najwyższą aktywność w pH 5,5. Jego rola biologiczna nie została jeszcze 
poznana, ale jest niewykluczone, że bierze on udział w hydrolizie SPM znajdującej się w 
lipoproteinach surowicy krwi oraz w błonie plazmatycznej krwinek i komórek śródbłonka 
naczyń krwionośnych. Spence i wsp. [95] sugerują, że niska aktywność sfingom ielinazy 
zależnej od jonów  Zn+2 w surowicy dorosłego człowieka może mieć wpływ na postępującą z 
wiekiem akumulację SPM w ścianie naczyń krwionośnych i w płytkach miażdżycowych.

Prawidłowa degradacja SPM przy udziale sfingomielinaz ma więc istotne znaczenie ze 
względów zdrowotnych. Typowym przykładem zaburzeń degradacji tego lipidu, w ynikają­
cych z niedoboru sfingomielinazy kwaśnej, jest choroba Niem anna-Picka (N-P) [16, 86].

Choroba N-P należy do grupy chorób genetycznych i przebiega z nagrom adzaniem  się 
SPM w lizosomach niektórych tkanek. W yróżniono pięć typów tej choroby [26]:

• Typ A przebiega z masywnym nagromadzaniem SPM w wątrobie, śledzionie i mózgu 
oraz z ciężkim upośledzeniem umysłowym. Choroba jest śmiertelna we wczesnym okresie 
życia.

• Typ B przebiega również z nagromadzaniem dużych ilości SPM w wątrobie i śledzionie, 
ale nie w mózgu. Objawy neurologiczne, jeżeli są, to niewielkie.

• Typy C, D i E charakteryzują się niewielkim nagromadzaniem SPM w narządach 
trzewnych. W typie C i D pojawiają się objawy neurologiczne pod koniec pierwszej dekady 
życia, podczas gdy w typie E nie obserwuje się żadnych klinicznych objawów.

W typie A i B zaobserwowano obniżenie aktywności sfingomielinazy lizosomalnej (0 -5%  
prawidłowej aktywności) [16, 59, 62, 71, 86] i fosfolipazy C. Jednocześnie wykazano, że 
aktywność sfingomielinazy obojętnej zależnej od jonów  M g+2 nie odbiega od normy [34], 
Zaobserwowano ponadto, że zaburzenie w aktywności sfingomielinazy lizosomalnej nie ma 
wpływu na wychwytywanie SPM przez komórki [18, 59, 62], W iększość SPM jest w ychw y­
tywana za pośrednictwem receptora dla LDL znajdującego się na powierzchni kom órki i 
dostarczana potem do lizosomów [36, 59].

W typach C -E , aktywność sfingomielinazy kwaśnej jest prawidłowa [18] lub nieznacznie 
obniżona (typ C) [68]. Niektórzy autorzy na podstawie wyników ogniskowania izoelektry- 
cznego sugerują, że w przypadku tych typów choroby brakuje niektórych izoenzym ów 
sfingomielinazy lizosomalnej [7]. Sugeruje się, że geny odpowiedzialne za występowanie 
choroby N-P typu A i C są zlokalizowane w oddzielnych chromosom ach [8]. W edług 
Christomanou [23] przyczyną występowania typu C choroby N-P jest niedobór aktywatorów 
stymulujących degradację SPM i glukocerebrozydu.
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LOKALIZACJA SPM W TKANKACH 
I BŁONACH SUBKOMÓRKOWYCH

SPM jako  składnik błon kom órkowych występuje we wszystkich tkankach. Błony izolo­
wane z różnych narządów jednego gatunku ssaków różnią się zawartością SPM oraz stosun­
kiem m olarnym SPM/PC, natomiast błony izolowane z tych samych narządów różnych 
gatunków ssaków wykazują podobny stosunek SPM/PC. W yjątek stanowią błony erytrocy­
tów, w których stosunek SPM /PC jest charakterystyczny dla gatunku (ssaków) i wynosi od 
0,25 u szczura do ok. 12 u przeżuwaczy. W obrębie struktur mózgu i oka występują znaczne 
różnice. Obszary mózgu bogate w lipidy wykazują wyższy stosunek SPM /PC niż obszary 
ubogie w lipidy, natomiast w oku we wszystkich tkankach twardych, tj. naczyniówce, 
rogówce, tęczówce, twardówce i ciałku szklistym, obserwuje się wysoką zawartość SPM, 
podczas gdy w tkankach miękkich, tj. siatkówce i neuronach, SPM stanowi zaledwie ok. 5% 
wszystkich fosfolipidów [1],

W komórce SPM jest zlokalizowana przede wszystkim w błonie plazmatycznej [75,104], 
natomiast w mniejszych ilościach w błonach retikulum endoplazmatycznego, aparatu Golgie- 
go i mikrosomów. Błony jądrow a i m itochondrialna charakteryzują się najniższą zawartością 
SPM. Procentowy skład lipidów w błonach subkomórkowych jest różny dla różnych narzą­
dów, np. w mitochondriach nerki, serca i wątroby wołu SPM stanowi odpowiednio 4, 2 i 1% 
wszystkich fosfolipidów, natomiast w mikrosomach tych samych narządów 20, 13 i 1-5%  
[83]. Znaczny wzrost zawartości SPM obserwuje się w mikrosomach (o ok. 77%) i w 
mitochondriach (o ok. 290%) izolowanych z komórek wątrobiaka M orrisa 7777 w porównaniu 
z komórkam i wątroby [42], Fakt ten tłum aczy się 3-krotnie wyższą aktywnością palmitoilo- 
transferazy serynowej (katalizującej pierwszy etap biosyntezy ceramidu) w mikrosomach 
wątrobiaka M orrisa 7777 niż w mikrosomach komórek gospodarza [107] oraz obecnością 
białka bardzo aktywnie transportującego SPM z błony plazmatycznej do struktur subkomór­
kowych [29], które nie występuje w komórkach dojrzałej wątroby.

W błonie plazmatycznej wszystkie lipidy, w tym także SPM, są rozmieszczone niesym e­
trycznie w płaszczyźnie poprzecznej. W badaniach na erytrocytach ludzkich i ssaków wyka­
zano, że w zewnętrznej warstwie błony plazmatycznej znajduje się 80-85%  całkowitej ilości 
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 zm odyfikowanych 
erytrocytach [38], ani w erytrocytach sierpowatych [65], Cząsteczki SPM wchodzące w skład 
zewnętrznej warstwy błony zawierają kwasy tłuszczowe 20-węglowe i dłuższe, podczas gdy 
ok. 73% cząsteczek SPM w cytoplazmatycznej warstwie błony plazmatycznej zawiera kwasy 
tłuszczowe krótsze niż 20-węglowe. Całkowita ilość kwasów tłuszczowych nasyconych i 
nienasyconych w obydwu warstwach jest identyczna [10], Ruch cząsteczek SPM w płasz­
czyźnie poprzecznej błony, jeżeli występuje, jest niezwykle powolny i w czasie 120 dni życia 
erytrocytu nie następują zauważalne zmiany w asymetrycznym rozmieszczeniu różnych 
rodzajów molekularnych SPM [10]. Przypuszczenia te zostały potwierdzone wynikami badań 
znakowanych spinowo analogów fosfolipidowych [110]. W ykazano, że w błonie plazm aty­
cznej erytrocytów i cieni erytrocytów pozbawionych ATP, SPM nie jest transportowana z 
zewnętrznego do wewnętrznego listka dwuwarstwy.

Odmienne rozm ieszczenie SPM zaobserwowano w błonie plazmatycznej komórek rąbka 
szczoteczkowego pochodzących ze środkowego i końcowego odcinka je lita  cienkiego pstrąga
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[77]. W błonie komórek pochodzących ze środkowego odcinka je lita  60% SPM znajduje się 
w warstwie zewnętrznej błony, natomiast w błonie komórek z końcowego odcinka je lita  
rozmieszczenie SPM jest prawie symetryczne między zewnętrzną a wewnętrzną warstwą. W 
komórkach rąbka szczoteczkowego zaobserwowano ponadto, podobnie jak  w erytrocytach, 
różnice w rozmieszczeniu rodzajów molekularnych SPM między zewnętrzną i wewnętrzną 
warstwą błony. Istotne znaczenie dla organizacji dwuwarstwy lipidowej tych komórek wydaje 
się mieć fakt, że SPM o krótkim, 14-węglowym łańcuchu kwasu tłuszczowego znajduje się w 
przeważającej ilości w warstwie zewnętrznej. Obecnie trudno jest jednak ustalić zależność 
między asymetrycznym rozm ieszczeniem  rodzajów molekularnych SPM czy innych fosfoli­
pidów a funkcją m ikrokosmków jelitowych.

SPM jest obok PC istotnym składnikiem lipoprotein surowicy, zwłaszcza frakcji HDL i 
LDL [5], We frakcji HDL SPM najsilniej wiąże się z apolipoproteiną A-II, podczas gdy PC z 
apolipoproteiną A-I [102], Dla lipoprotein ludzkich stosunek PC/SPM  mierzony we w szy­
stkich frakcjach wynosi średnio 3:1. Egzogenna SPM inkubowana z ludzką surowicą jest 
spontanicznie przenoszona do frakcji HDL i LDL [5, 62] oraz z HDL do LDL [45]. SPM jest 
transportowana i wbudowywana do erytrocytów i struktur komórkowych komórek wątroby i 
śledziony bez uprzedniej hydrolizy [5 ,93 ,99]. Komórki mięśni gładkich aorty pobierają SPM 
i cholesterol jako produkty lipolizy VLDL i LDL zachodzącej pod wpływem lipazy lipopro- 
teinowej [9]. Komórki śródbłonka aorty i innych tętnic wykazują wraz z wiekiem oraz 
postępem miażdżycy znaczne zmiany w proporcjach pomiędzy poszczególnymi klasami 
fosfolipidów. Znacznie wzrasta w ich błonach zawartość SPM i cholesterolu [9, 12], a także 
zwiększa się procent nasyconych kwasów tłuszczowych [13]. Prawdopodobnie komórki 
śródbłonka naczyń krwionośnych pełnią funkcję bariery przed nadmiernym dopływem cho­
lesterolu do ściany naczyń [12],

Komórki mózgu pobierają głównie produkty hydrolizy SPM pochodzącej z lipoprotein 
surowicy. W łączanie choliny najprawdopodobniej w postaci fosforylocholiny wielokrotnie 
przewyższa włączanie kwasu tłuszczowego i jest szczególnie intensywne w okresie mielini- 
zacji [4]. Fosforylocholina, zanim zostanie przetransportowana przez barierę krew-m ózg, 
uwalniana jest z lipidów ją  zawierających w naczyniach włosowatych mózgu przez sfingo- 
mielinazę bądź fosfolipazę C [22]. Zaskakującym jest fakt, że nieznaczna część lipoproteino- 
wej SPM jest transportowana do mózgu w postaci niezmienionej [4], Bentejac i wsp. [4] 
sugerują, że SPM jest dla mózgu jedynym  źródłem długołańcuchowych, nasyconych kwasów 
tłuszczowych (niezbędnych szczególnie podczas procesu mielinizacji), zdolnym uzupełniać 
wewnątrzkomórkową pulę długołańcuchowych, nienasyconych kwasów tłuszczowych.

Ostatnie badania transportu D-erytro i L-treo stereoizomerów -  fluorescencyjnych analo­
gów SPM [57] w fibroblastach jajnika chińskiego chom ika wykazały, że egzogenna SPM 
(podawana w postaci małych, jednowarstwowych pęcherzyków) jest włączana w błonę 
plazmatyczną w temperaturze 7°C w niezmienionej postaci oraz że w temperaturze 37°C może 
być transportowana drogą endocytozy do wnętrza komórki. Podczas 10 min inkubacji w 
temperaturze 37°C pęcherzyki zbudowane ze znakowanej fluorescencyjnie SPM są transpo­
rtowane do centralnej części komórki w okolice jądra, gdzie są gromadzone w sąsiedztwie 
centriol. D łuższa inkubacja powoduje powrót SPM do błony plazmatycznej. Połowiczny czas 
obrotu SPM nie ulegającej metabolizmowi wynosi w tych warunkach ok. 40 min. Transport 
obu analogów SPM nie jest specyficzny i zachodzi z jednakow ą wydajnością. W tem peraturze 
37°C część włączonej do błony plazmatycznej egzogennej SPM ulega hydroliżie, co jest 
zgodne z doniesieniami na temat obecności sfingomielinazy obojętnej w błonach plazmaty-
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cznych komórek [27, 41]. Powstające w wyniku hydrolizy SPM analogi fluorescencyjne 
ceram idu ulegają spontanicznej dyfuzji przez błonę i są dalej transportowane do aparatu 
Golgiego, gdzie następuje resynteza SPM [58]. Transport zsyntetyzowanej w komórce SPM 
do błony plazmatycznej odbywa się, podobnie jak egzogennej, za pośrednictwem pęcherzy­
ków. Nie jest on spontaniczny, gdyż wymaga obecności ATP i cytosolu [53],

FIZYKO-CHEMICZNE WŁAŚCIWOŚCI SPM 
W BŁONACH BIOLOGICZNYCH I SZTUCZNYCH

SPM bierze udział w tworzeniu jedynie dwuwarstwowej struktury lipidowej błony. Ma ona 
zdolność usztywniania błony, w której skład wchodzi. Błona plazm atyczna wzbogacona w 
SPM (stosunek SPM /PC = 1,56) charakteryzuje się zwiększoną mikrolepkością. Jest to 
związane z m ożliwością powstawania wiązania wodorowego pomiędzy sąsiadującymi czą­
steczkami SPM [11, 103], Jak wykazały badania za pom ocą techniki rezonansu param agne­
tycznego, wytworzenie wiązania wodorowego powoduje znaczne ograniczenie ruchliwości 
główki polarnej lipidu [3]. SPM wprowadzona do błony zbudowanej z dipalmitylo-PC 
(DPPC) ogranicza również ruchliwość łańcuchów PC. M iędzy cząsteczkami SPM i PC 
powstają bowiem podobne wiązania wodorowe, ponieważ PC ma grupy akceptorowe dla 
protonu pochodzącego z grupy donorowej SPM [103]. W edług ostatnich badań wiązanie 
wodorowe między cząsteczkami SPM powstaje poprzez grupę fosforanową z jednej strony i 
grupę hydroksylową z drugiej. W układzie SPM-PC grupa fosforanowa PC służy jako akceptor 
protonu pochodzącego od grupy donorowej SPM, którą w tym przypadku jest grupa hydro­
ksylowa reszty sfingozyny [19, 103]. Ponadto uważa się, że w cząsteczce SPM o konfiguracji 
D-erytro akceptorem wodoru w grupie fosforanowej jest najprawdopodobniej atom tlenu 
wchodzący w skład wiązania estrowego [19].

SPM bardzo silnie wiąże cholesterol i determinuje jego rozmieszczenie w błonach. W 
komórkach pozbawionych SPM (poprzez traktowanie ich sfingomielinazą) następuje szybkie 
wychodzenie cholesterolu z błony plazmatycznej do wewnątrzkomórkowej puli wolnego 
cholesterolu [91, 92]. Ponadto, w komórkach pozbawionych SPM obserwuje się zwiększoną 
estryfikację błonowego cholesterolu, wzmożoną aktywność acylotransferazy cholesterolowej 
(ACAT), obniżoną syntezę cholesterolu "de novo", a także zredukowaną zdolność błony do 
wbudowywania egzogennego cholesterolu [91]. Spośród różnych rodzajów molekularnych 
SPM silniej wiążą cholesterol pochodne zawierające nasycony kwas tłuszczowy [99].

Cząsteczka SPM z mózgu wołu zajmuje powierzchnię ograniczoną do 42^4-5 Ä 2, podo­
bnie jak  dipalmitylo-PC - 43 Ä “ [1], Dla porównania przeciętna cząsteczka PC z żółtka ja ja  
kurzego (są różne rodzaje molekularne) zajmuje przestrzeń 56 Ä2. Badania na monomoleku- 
larnych błonach wykazały, że znaczący wpływ na przestrzeń, zajmowaną przez cząsteczkę 
SPM w błonie, ma obecność podwójnego wiązania "cis" między 15 a 16 węglem łańcucha 
kwasu tłuszczowego. W iązanie nienasycone "trans" między węglem 4 i 5 w łańcuchu kwasu 
tłuszczowego pozostaje bez wpływu na ten parametr [87]. Przestrzeń powierzchniowa przy­
padająca na cząsteczkę oraz przestrzeń m iędzywarstwowa zależą również od stopnia uwod­
nienia dwuwarstwy i wzrastają systematycznie wraz ze wzrostem stopnia uwodnienia. Przy 
maksymalnym 40-procentowym  uwodnieniu błony zbudowanej ze SPM z mózgu wołu, które 
zachodzi w temp. 40°C, przestrzeń cząsteczkowa SPM wynosi aż 54 Ä 2 [3], a grubość
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lipidowej dwuwarstwy oraz fazy wodnej wynoszą odpowiednio 48 i 30 Ä. Inni autorzy podają 
nieco odmienne wartości. W edług Shipleya i wsp. [89] maksymalne wiązanie wody przez 
błonę zbudowaną ze SPM zachodzi w temp. 47°C i wynosi 35%. W warunkach maksymalnego 
uwodnienia przestrzeń przypadająca na cząsteczkę wynosi 60 Ä2, grubość dwuwarstwy 
lipidowej 38 Ä, a grubość warstwy wodnej pomiędzy listkami błony 22 A. Rozbieżności te 
wynikają z różnic w składzie kwasów tłuszczowych badanej SPM oraz w sposobach pomiaru 
temperatury. Frakcje SPM o wysokiej zawartości kwasu stearynowego lub palm itynowego 
charakteryzują się stosunkowo wysoką temperaturą przejścia fazowego (T ok. 50°C), pod­
czas gdy dla frakcji SPM bogatych w kwas nerwonowy (C 24 :l) temperatura przejścia 
fazowego wynosi ok. 30°C. Nie zaobserwowano różnic w zachowaniu term otropowym 
pomiędzy SPM o konfiguracji D-erytro a mieszaniną racem iczną D-erytro- i L-erytro-SPM  
[2, 20]. Na zależne od temperatury zachowanie SPM ma także wpływ stopień uwodnienia 
błony [89]. Zwiększenie uwodnienia błony do ok. 10% powoduje postępujące obniżanie T m 
ze stanu żelu do stanu ciekłokrystalicznego z 87°C do 40°C. Uwodnienie dwuwarstwy 
zbudowanej z SPM powyżej 10% nie powoduje dalszego obniżania temperatury przejścia 
fazowego lipidu. T m ze stanu żelu do stanu ciekłokrystalicznego większości rodzajów m ole­
kularnych SPM jest zbliżona do temperatury fizjologicznej ssaków, podczas gdy większość 
naturalnie występujących rodzajów molekularnych PC ma T m znacznie niższą niż 37°C. 
Przeprowadzenie nieuwodnionej SPM ze stanu ciekłokrystalicznego do stanu jednorodnego 
m ożna uzyskać przez podwyższenie temperatury do 144°C. W temperaturze 170°C SPM jest 
w stanie utworzyć strukturę heksagonalną. W raz ze zm ianą temperatury zasadniczej zmianie 
ulega mikrolepkość hydrofobowej części dwuwarstwy. I tak, poniżej Tm m ikrolepkość błon, 
zbudowanych ze SPM z mózgu wołu, jest ok. 10-krotnie wyższa niż błon zbudowanych z PC 
z żółtka ja ja  kurzego, podczas gdy powyżej T różnica w m ikrolepkości między tymi błonami 
jest tylko 3-krotna [2, 3, 88]. Barenholz i wsp°l2] badając zależne od temperatury zachowanie 
wielowarstwowych liposomów zbudowanych z mieszaniny N-palmitoilo-, N-stearoilo- i 
N-lignoceroilo-SPM  (1:1:1) stwierdzili, że m ieszanina ta ma jedną temperaturę przejścia 
fazowego niższą od T charakterystycznych dla poszczególnych składników. Nie zachodzi 
więc zjawisko rozdzielania faz w takiej mieszaninie. Zupełnie inaczej zachowywały się 
liposomy zbudowane z mieszaniny N-stearoilo-SPM  i l-palm itoilo-2-oleilo-PC. W liposo- 
mach, w których stosunek SPM do PC wynosił 2:1, obserwowano dwie temperatury przejścia 
fazowego charakterystyczne dla tych lipidów, natomiast w przypadku gdy stosunek SPM :PC 
wynosił 1:1, T była sumarycznym efektem T poszczególnych składników. Barenholz i wsp. 
sugerują, że zachodzące z wiekiem lub w przebiegu choroby miażdżycowej zmiany w składzie 
naturalnych błon biologicznych zaburzają w znacznym stopniu równowagę fazową i mają 
ogromny wpływ na funkcjonowanie błon biologicznych [2].

Ze względu na fakt, że błony zbudowane ze SPM są bardziej uporządkowane, charakte­
ryzują się one znacznie bardziej ograniczoną przepuszczalnością jonów  w porównaniu do 
innych błon. Transport fosforanów i chlorków przez błonę erytrocytów pochodzących od 
różnych gatunków ssaków (różniących się zawartością SPM) ulega stopniowemu hamowaniu 
wraz ze wzrostem stosunku SPM /PC [37,64], W raz ze wzrostem zawartości SPM w błonie 
prawie całkowicie zanika funkcja białka odpowiedzialnego za transport siarczanów [52], 
Przypuszczano, że efekt ham owania transportu anionów przez błonę jest spowodowany 
wysokim stopniem nasycenia łańcuchów kwasów tłuszczowych w cząsteczce SPM, ale 
okazało się, że w błonach plazmatycznych o wysokiej zawartości kwasów tłuszczowych 
nienasyconych w cząsteczce SPM transport anionów jest również hamowany. W zajem na
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korelacja między zawartością SPM w błonie a transportem anionów nadal pozostaje niewy­
jaśniona, tym bardziej że według ostatnich doniesień białko transportujące siarczany (pasmo 
3) działa tak samo dobrze w liposomach zbudowanych ze SPM, jak  i z PC z żółtka jaja. Ponadto 
transport w takich liposomach jest 6-krotnie wyższy niż obserwowany w naturalnych błonach 
ludzkich erytrocytów [84]. Prawdopodobnie w błonach wzbogaconych w SPM hamowaniu 
ulega jedynie bierny transport anionów.

Również aktywny transport jonów  K+ w erytrocytach maleje ze wzrostem stosunku 
SPM /PC [50]. Sugeruje się, że na procesy aktywnego transportu jonów  Na+ i K+ przez błony 
wpływa nie sama SPM, ale jej kompleks z cholesterolem  [47]. W edług badań Slottego i wsp. 
[92] w komórkach traktowanych sfingomielinazą, na skutek degradacji SPM i wywołanej tym 
translokacji cholesterolu, następuje całkowite zaham owanie aktywności Na+/K +-ATP-azy. 
Nie jest jednak wykluczony w tym przypadku wpływ sfingozyny jako potencjalnego inhibitora 
tego enzymu. Po odbudowie SPM przez komórkę aktywność Na+/K +-ATP-azy wraca do 
normy.

Obecność SPM w błonie okazuje się mieć także istotny wpływ na jej właściwości mecha- . 
niczne m.in. na odporność błony na szok osmotyczny. W warunkach izoosmotycznych 
erytrocyty o wysokiej zawartości SPM wykazują wyższą odporność, co jest związane z ich 
zwiększoną mikrolepkością [14]. Natom iast odporność tych erytrocytów jest mniejsza w 
warunkach zmniejszonego lub zwiększonego ciśnienia osmotycznego [28]. Ta właściwość 
błon erytrocytów bogatych w SPM wynika z faktu, że integralność ich błony plazmatycznej 
w warunkach izoosmotycznych jest zachowana nawet w sytuacji, gdy 80% SPM ulegnie 
hydrolizie pod wpływem sfingomielinazy [24, 111]. Komórka, w której na miejscu SPM 
znajduje się ceramid, ulega łatwo hydrolizie w warunkach zmienionego ciśnienia osm otycz­
nego [82, 111]. Ponadto, przekształcenie SPM w ceramid powoduje, że błonowa PC jest 
bardziej podatna na działanie fosfolipazy C z Bacillus cereus [111]. W efekcie, skojarzone 
działanie sfingomielinazy i fosfolipazy C prowadzi do lizy komórki nawet w warunkach 
izoosmotycznych.

PODSUMOWANIE

Początkowo SPM ze względu na występowanie oraz budowę cząsteczki przypisywano 
przede wszystkim funkcję strukturalną. Wyniki badań ostatnich lat sugerują, że SPM podobnie 
jak  PI i PC stanowi istotny elem ent komórkowego przekaźnictwa sygnałowego. Sugeruje się, 
że produkty degradacji SPM, tj. sfingozyna i ceramid, które są spontanicznie transportowane 
przez błonę, pełnią rolę wtórnych przekaźników przenoszących inform ację z receptora [39,56, 
70]. W iadomo bowiem, że czynniki indukujące różnicowanie komórek, tj. w itamina D , 
T N F -a  (nowotworowy czynnik nekrotyczny), interferon i hormony kortykosterydowe stym u­
lują aktywność sfingomielinazy [49,73], a co za tym idzie powstawanie ceramidu i sfingozyny. 
Przeniesienie sygnału za pośrednictwem  ceramidu i sfingozyny odbywa się różnymi drogami. 
W ydaje się, że w przypadku interakcji T N F -a  z jego receptorem sygnał przenoszony jest 
przez ceramid na kinazę białkową zależną od ceramidu [49]. Pośrednictwo "cyklu sfingomie- 
linowego" w indukowaniu odpowiedzi komórek na hormony kortykosterydowe odbywa się 
z kolei poprzez sfingozynę, która, jak  już wspomniano wyżej, jest inhibitorem kinazy białko­
wej C [40,71]. W pływ sfingozyny na ten enzym wydaje się mieć istotne znaczenie, ponieważ
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kinaza białkowa C jest receptorem estrów forbolu i innych czynników onkogennych [39]. 
Sfingozyna hamuje kompetytywnie wiązanie estrów forbolu do N-końcowego wiążącego PS, 
fragmentu kinazy białkowej C. Ponadto, poprzez zaham owanie aktywności fosfatazy kwasu 
fosfatydowego i jednoczesną aktywację kinazy diacyloglicerolowej, zm niejsza pulę diacy- 
loglicerolu będącego pozytywnym efektorem kinazy białkowej C [60]. W efekcie kinaza 
białkowa C nie jest zdolna ani do autofosforylacji, ani do fosforylacji innych białek, a co za 
tym idzie zaham owaniu ulegają m.in. procesy różnicowania i wzrostu komórek, funkcje 
komórek neutrofilnych i agregacja płytek krwi [39,70]. N iektóre efekty działania sfingozyny, 
takie jak: ham owanie wiązania hormonu tyreotropowego do komórek G fĘ , ham owanie 
aktywności Na+/K +-ATP-azy i szeregu enzymów zależnych od kalmoduliny oraz aktywacja 
kinazy tyrozynowej receptora EGF (epidermal growth factor) są niezależne od kinazy białko­
wej C [39,46,70]. Obecnie uważa się także, że N,N-dimetylowe pochodne sfingozyny wyw o­
łują podobne, ale znacznie silniejsze efekty niż sama sfingozyna [44], Znaczną aktywność 
enzymu metylującego sfingozynę znaleziono w tkance mózgowej [43]. Należy jednak pam ię­
tać, że sfingozyna w stężeniach niewiele wyższych niż potrzebne do zaham owania aktywności 
kinazy białkowej C jest cytotoksyczna, a proces metylacji może ten efekt potęgować [39]. 
Tym niemniej wydaje się, że sfingozyna ze względu na swoje właściwości oraz analogię 
stukturalną i funkcjonalną z lekami z grupy kationów am fifilowych reprezentuje endogenny 
czynnik antyarytmiczny, antydepresyjny, neuroleptyczny i przeciwnowotworowy [39, 63].
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