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W tym zeszycie * Postepow Biologii Komorki ¢

Po raz pierwszy publikujemy artykut (patrz strona 99) o zdolnosci
roslin do obrony przed patogenami. W obrone zaangazowane sg
roslinne geny odpornosci. Ich produkty biatkowe majg domeny
powtérzen bogatych w leucyne (LLR). Biatka te sg aktywowane
przez elicytory, czgsteczki sygnalne.

Czasteczki adhezyjne odgrywajag kluczowa role w rozwoju zarod-
kowym oraz w procesach histogenezy i organogenezy (artykut
na stronie 145). Ich kontrolowana ekspresja warunkuje prawid-
lowe uksztattowanie ztozonej architektoniki tkanek, w tym tkanki
nerwowej.

Powstawanie, migracje i réznicowanie komorek grzebienia ner-
wowego wyczerpujgco omoéwiono w dwoch kolejnych artykutach
na stronie 259 i 279. Udziat czasteczek adhezyjnych w tych
procesach jest oczywisty.

Osiagniecia dokonane w charakteryzowaniu podklasy RNA wy-
stepujgcego w jaderkach Eukariota - niskoczgsteczkowych ja-
derkowych RNA (snoRNA) opisano na stronie 227. Kilka
rodzajéw snoRNA jest wykorzystywanych w obrébce rybosomo-
wego RNA. Przedstawiono tez inne postulowane funkcje tej klasy
RNA.
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MOLEKULARNE PODSTAWY ODPORNOSCI ROSLIN
NA CHOROBY: STRUKTURA | FUNKCJA
ROSLINNYCH GENOW ODPORNOSCI

MOLECULAR BASIS OF RESISTANCE TO DISEASE IN PLANTS;
STRUCTURE AND FUNCTION
OF PLANT DISEASE RESISTANCE GENES

Przemystaw LEHMANN

Pracownia Inzynierii Genetycznej, Instytut Genetyki Roslin,
Polska Akademia Nauk, Poznan

Streszczenie: Znaczny postep, jaki osiggnieto w poznawaniu mechanizmu odpornosci roélin na choroby
powodowane przez patogeny, obejmuje takze poznanie struktury i funkcji genéw odpornosci. Klonowa-
nie genéw kodujacych biatka, ktédre warunkujg ujawnienie sie u roslin cechy odpornosci na choroby
powodowane przez patogeny o catkowicie réznych cyklach zyciowych (wirusy, bakterie i grzyby),
wykazato, ze kodowane przez nie biatka posiadaja szereg charakterystycznych wspo6lnych domen.
Poznanie struktury i mechanizmu funkcjonowania tych domen moze utatwi¢ odpowiedz na pytania: jak
sygnaty pochodzace z patogendw docierajg do produktéw genéw odpornosci i czy to wspotdziataniejest
kluczowe dla zainicjowania szlaku transdukcji sygnatéw w roslinie po infekcji patogena.

Stowa kluczowe: choroby roslin, odporno$¢, hipoteza gen-na-gen, geny odpornosci (R), reakcja
nadwrazliwosci, geny awirulencji, receptor, elicytor.

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

Key words: plant diseases, resistance, hypersensitivity response, gene-for-gene concept, resistance
genes (R), avirulence genes, receptor, elicitor.
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Wykaz skrotéw: HR (hypersensitive response) - reakcja nadwrazliwosci, LRR (leucine-rich repeats) -
powtérzenia bogate w leucyne, biatka PR (pathogenesis-related proteins) - biatka indukowane w
nastepstwie infekcji patogena, NBS (nucleic-binding site) - miejsce wigzania nukleotydéw, AFT -
aktywne formy tlenu.

WSTEP

Wedtug definicji Gaeumanna - choroba rosliny to proces patologiczny, spo-
wodowany przez czynniki zewnetrzne, ktérego istotg jest dtugotrwate zaktdcenie
funkcji fizjologicznych roéliny, ujawniajgce sie w postaci zmian chorobowych i
zagrazajace egzystencji badZz normalnemu rozwojowi catej rosliny lub jej czesci
[28]. Zachorowania roslin sg nastepstwem zakazenia i opanowania podatnego zy-
wiciela przez infekcyjny czynnik chorobotwdrczy (wirusy, bakterie, nicienie i grzy-
by). Rozwdj choroby zalezy od rosliny i typu patogena i mozna go podzieli¢ na
trzy fazy: infekcje, inkubacje i chorobe wiasciwg. Infekcja rozpoczyna sie w mo-
mencie przenikniecia patogena do wnetrza zaatakowanej rosliny, w efekcie czego
dochodzi do nawiazania kontaktu pasozytniczego pomiedzy zywicielem ipatogenem.
Inkubacja jest etapem, podczas ktérego patogen dostosowuje swéj metabolizm do
metabolizmu gospodarza. Czasami dochodzi réwniez do modyfikacji pewnych eta-
péw metabolizmu rosliny do wymogow narzuconych przez patogen. Ostatnim etapem
rozwoju zachorowania u roélin jest wiasciwa choroba polegajgca na namnazaniu
sie patogena kosztem zywiciela, co objawia sie widocznymi zmianami patologi-
cznymi gospodarza, w szczegdlnych przypadkach prowadzacych do jego $mierci.

Przedmiotem niniejszej pracy jest struktura i funkcja roélinnych genéw od-
porno$ci. Geny te koduja biatka zdolne do zapoczatkowania reakcji obronej rosliny
na atak patogenéw przez uruchomienie szlaku przenoszenia sygnatéw biologicznych
od miejsca pierwotnego kontaktu komérek roslinnych z patogenem do jadra, do-
prowadzajac w rezultacie do wywotania w ros$linie reakcji obronnej.

1. GENETYCZNE PODSTAWY NIEKOMPATYBILNEGO
WSPOEDZIALANIA ROSLINA - PATOGEN

Jezeli dochodzi do kontaktu rosliny z potencjalnym patogenem, mozliwy jest:

(1) rozwdj choroby wywotanej przez patogen,

(2) indukcja reakcji obronnej lub

(3) nie obserwuje sie zadnej z tych reakcji.

Jezeli patogen rozpozna rosline iuznajg za gospodarza, a roslina nie ma systemu
obronnego specyficznego wobec atakujgcego patogena, dochodzi do wspéidziatania
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zwanego wspotdziataniem kompatybilnym, ktdrego konsekwencjg jest choroba go-
spodarza. Jezeli natomiast roslina rozpoznaje patogen i ma system obronny spe-
cyficzny wobec atakujgcego patogena, dochodzi do kontaktu roslina-patogen
zwanego wspotdziataniem niekompatybilnym. Ro$lina zdolna do takiej odpowiedzi
opdznia lub catkowicie wstrzymuje rozwdj choroby. O trzecim typie relacji miedzy
rosling i patogenem méwimy wowczas, gdy patogen nie rozpoznaje w danej roslinie
gospodarza.

Genetyczne podstawy odpornosci roslin na choroby zostaly opisane przez Flora
[26,27], ktéry prowadzit badania nad patosystemem: len/grzyb Melampsora lini.
Odporno$¢ Inu na grzyba Melampsora lini jest zwigzana z obecnoscig pary genow;
jednego w genomie gospodarza, drugiego w genomie patogena.

W tabeli 1zilustrowano niekompatybilne wspo6tdziatanie miedzy loci gospodarza
i patogena. Dominujacy gen odpornosci gospodarza (R) wspétdziata zdominujacym
genem awirulencji patogena (V), co jak
wspomniano powyzej, wywotuje kon- Tabela 1. Niekompatybilne wspdétdziatanie rosli-

takt zwany niekompatybilnym. Brak al- @ Patogen (hipoteza gen-na-gen, [26,27]): + =
' podatny, - = odporny, R = odporno$¢, r = podat-

bo dominujacego allelu odpornosci w nos¢, V = awirulencja iv = wirulencja
genomie roslinnym, albo genu awiru-

lencji u patogena, wywotuje kontakt Genotyp Genotyp gospodarza
zwany kompatybilnym, prowadzac do patogena RR Rr -
powstania w roslinie stanu patologicz- y _ — ++
V - -

nego okreslanego jako choroba. Pro-
dukt awirulentnego allela patogena jest
rozpoznawany przez produkt allela od-
pornosci gospodarza, a rozpoznanie in-
dukuje szereg reakcji obronnych u gospodarza, co prowadzi w efekcie do ujawnienia
sie fenotypu odpornego [26,27]. Dotad opisano liczne przyktady patosystemoéw
opierajacych sie na modelu gen-na-gen dla patogendw wewngatrzkomdérkowych, np.
wirusow, jak i miedzykomorkowych, takich jak: grzyby i bakterie. Ta réznorodnos$¢
sugeruje, ze identyczne lub co najmniej podobne mechanizmy rozpoznania i reakcji
na infekcje patogena sg zwigzane z réznymi grupami organizmoéw patogenicznych
i z réznymi gatunkami roslin.

w + + +

2. ROSLINNE GENY ODPORNOSCI (R)

2.1. Charakterystyka ogdlna

Wysitki podjete w ostatnich dwdch latach doprowadzity do zmapowania i sklo-
nowania szeregu roslinnych genow odpornosci. Poznanie struktury i funkcji ich
produktéw biatkowych jest istotne dla zrozumienia mechanizmu molekularnego



102 P. LEHMANN

reakcji obronnych roslin przeciw infekcjom powodowanym przez patogeny [10,81].
Najprawdopodobniej produkty wiekszosci genéw odpornosci specyficznie rozpo-
znajg produkty genow awirulencji przenoszonych przez patogeny, a ich interakcja,
co zatozono w modelu gen-na-gen [26,27], inicjuje proces przeniesienia sygnatow,
prowadzacy w konsekwencji do specyficznie skierowanej odpowiedzi obronnej ko-
morek rodliny zaatakowanej przez patogen.

Na podstawie struktury i lokalizacji produktéw biatkowych, roslinne geny od-
pornosci dzielg sie na cztery grupy. Pierwsza grupa obejmuje geny kodujace biatka
wystepujace w cytoplazmie o witasnosciach kinaz serynowo/treoninowych. Geny
nalezace do tej grupy zostaty zmapowane na chromosomie 5 pomidora [57,60].
Do drugiej grupy roslinnych gendéw odpornosci nalezg te, ktére kodujg biatka zwig-
zane z membranami, zawierajagce powtérzenia bogate w leucyne (LRR). Obecnos$é
tych struktur sugeruje, ze w trakcie ich wspdétdziatania z produktami gendw awi-
rulencji patogena moze dochodzi¢ do bezposredniej interakcji typu biatko/biatko.
Grupa ta skupia okoto 10 gendéw zlokalizowanych w locus Cf genomu pomidora
[6,21] oraz gen L6 pochodzacy z genomu Inu [25]. Do trzeciej grupy roslinnych
genéw odpornosci zalicza sie geny kodujace biatka funkcjonujace w cytoplazmie
i zawierajgce powtdrzenia bogate w leucyne (LRR). Grupa ta obejmuje geny locus
RPS zmapowane na chromosomie 4 Arabidopsis thaliana [3,63], gen Rpgl zlo-
kalizowany w genomie soi [1], gen Prf zlokalizowany w locus Pto u pomidora
[78] oraz gen N zmapowany w genomie tytoniu [88]. Czwarta grupe genéw od-
pornosci stanowig geny, ktore kodujg biatka zwigzane z membranami posiadajace
domeny charakterystyczne dla kinaz serynowo/treoninowych, a réwnoczes$nie po-
wtdérzenia bogate w leucyne. Do tej kategorii gendw zaliczamy gen Xa21 zmapowany
na chromosomie 11 ryzu [80].

W tabeli 2 zamieszczono podstawowe dane na temat wybranych roélinnych
gendéw odpornosci. Wyszczegdblnione geny warunkujg ujawnianie sie fenotypu od-
pornego w przypadku ataku patogendw o réznych cyklach zyciowych (np. grzyby,
bakterie, wirusy). Obserwowana wysoka homologia sekwencji aminokwasowych
i obecnos$¢ charakterystycznych domen w strukturze produktéw biatkowych nie-
ktérych z tych genéw sugeruje mozliwo$¢ podobnego mechanizmu molekularnego
indukcji reakcji obronnych. Wyjasnienie roli charakterystycznych domen produktow
gendw odpornosci, w interakcji tych biatek z biatkami kodowanymi przez geny
awirulencji patogena prowadzacej do zapoczatkowania szlaku transdukcji sygnatéw
bedzie przedmiotem dalszej czeSci tej pracy.
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Tabela 2. Ogélna charakterystyka wybranych roslinnych genéw odpornosci

Gru- Gen
pa odpo-
rnosci

| Pto

11 Rps2

Rpml
(Rps3)
Rpgl

Pff

v Xaz2l

Rosdlina,
lokalizacja
w genomie

pomidor,

Patogen

Pseudomonas

locus Pto, chromosom 5 syringae

pomidor,
chromosom 6,
pomidor,
chromosom 1,
len

rzodkiewnik,

Cladosporium
fulvum
Cladosporium
fulvum
Melampsora
Uni

Pseudomonas

{Arabidopsis thaliana), syringae

chromosom 4,
rzodkiewnik,

Pseudomonas

(Arabidopsis thaliana), syringae

chromosom 3,
soja

pomidor

tyton

ryz,
chromosom 11,

Pseudomonas
syringae
Pseudomonas
syringae
wirus TMV

Xanthomonas
oryzae

Gen
awiru-
lencji

avrPto

avr2

avr9

avrRpt2
avrRpml,
avrB

avrB

cp

Charakterystyka
produktu genu R

cytoplazma, domena
kinazy SER/TREO

membrana, LRR,

receptor transmembranowy
membrana, LRR,

receptor transmembranowy.
membrana, LRR, NBS,
receptor transmembranowy

cytoplazma, LRR, NBS,
zamek leucynowy

cytoplazma,LRR, NBS

cytoplazma,LRR, NBS,
zamek leucynowy,
cytoplazma, LRR, receptor
wewnatrzkomoérkowy

membrana, LRR,
domena kinazy SER/TREO

2.2 Szczeg6towa charakterystyka wybranych roslinnych genéw
odpornosci i ich produktow biatkowych jako pierwotnych
sktadowych szlaku transdukcji sygnatow prowadzacych
do wywotania reakcji obronnej rosliny

2.2.1 Roslinne geny odpornosci kodujace biatka zawierajgce domeny kinaz seryno-

wo/treoninowych (Grupa I)

2.2.1.1 Grupa genéw Pto

Pierwszym roslinnym genem odpornosci nalezagcym do tej grupy, ktory zostat
zidentyfikowany w genomie pomidora, byt gen Pto [60]. Gen Pto koduje biatko
o funkcji kinazy serynowo/treoninowej, ktérej obecno$¢ w komdrkach pomidora
warunkuje uruchomienie reakcji obronnej po ataku bakterii Pseudomonas syringae
przenoszacych gen awirulencji avrPto [57,60,73,74,91]. ldentyfikacje i klonowanie
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FD0

T r T 12—1—1-——1 ¢
[ S
Pto Fen Prf

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

genu Pto przeprowadzono metodg mapowania pozycyjnego z wykorzystaniem mar-
kera RFLP. Gen Pto jest czeScig duzego locus (locus Pto) zawierajgcego od 5-7
genow zlokalizowanych na chromosomie 5 pomidora (rys. 1). Wszystkie geny znaj-
dujgce sie z tym locus wykazujg wysoki stopien homologii w stosunku do genu
Pto [61].

Jednym z tych homologéw jest gen Fen warunkujacy odpornos¢ pomidorow
na herbicyd - fention [57,61,73]. PodobieAstwo miedzy objawami nekrozy indu-
kowanej przez fention a objawami charakterystycznymi dla reakcji nadwrazliwosci
(HR) indukowanej przez patogen moze sugerowac, ze fention jest strukturalnie
podobny do czgsteczki elicytora wytwarzanej przez gen awirulencji bakterii Pseu-
domonas syringae [61]. Z badan prowadzonych w warunkach in vitro wynika,
ze zaréwno biatko PTO, jak i FEN sg kinazami biatkowymi oraz ze zamiana reszty
lizynowej na reszte glutaminowg w miejscu wigzacym grupe fosforanowg (sub-
domena IlI) powoduje utrate aktywnosci kinazowej tych biatek [57]. Poréwnanie
sekwencji aminokwaséw (w rejonie subdomen VIb i VIII biorgcych udziat w roz-
poznawaniu wilasciwych aminokwasdéw) wskazuje, ze zaréwno biatko PTO, jak

i FEN, to kinazy serynowo/treonino-

Tabela 3. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw subdo- (tab. 3). Biatka te zawierajg w
men VIb i VI kilku roslinnych kinaz biatkowych tych kluczowych pozycjach reszty li-
zyny (K) i asparaginy (N), w przy-

Kinazy Subdomeny

biatkowe Vib NI padku subdomeny Vb, a reszty
prolinowe (P) ireszty kwasu glutami-

FEN DVKCTN GNIGYIA PE

PTO DVKS IN GTLGYD PE nowego (E), w przypadku subdome-

RLK5 DVKSSN GSCGYI PE ny VIII [60,61].

PRK 1(sy) HLKSSN LLVAYKAPE Mechanizm, jakim biatko PTO (i

NPKI5 DLKSAN = GTYGYID PV FEN) rozpoznaje sygnat biatkowy in-

XA21 DLKPEN GTXXYXAPE

fekujacej bakterii Pseudomonas sy-
FEN = kinaza serynowo/treoninowa FEN, PTO = ringae (czy sygna’r czqsteczki fen-

kinaza serynowo/treoninowa PTO, RLKS5 = kinaza biat- ti iciest Zachodzi
kowa Arabidopsis thaliana [36], PRK1(S/Y) = kinaza Ionu)‘ n|?1e§ Znar_]y' achodzi prz’y-
biatkowa Petunia inflata [64], NPK15 = kinaza biatko- ~puszczenie, ze te kinazy moga wspot-

wa Nicotiana tabacum [41] i XA21 = kinaza biatkowa dziataé z pozakomdrkowym rece-
Oryza sativa [80] ptorem aktywowanym uprzednio
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przez wigzanie z czasteczka specyficznego elicytora kodowanego przez bakteryjny
gen awirulencji lub czasteczke fentionu. Druga mozliwo$¢ to taka, ze sygnalna
czasteczka biatka patogena (lub fentionu) moze wspétdziataé bezposrednio z biatkiem
PTO lub FEN i podnosi¢ aktywno$¢ enzymatyczng tych kinaz.

Kolejnym homologicznym genem wystepujagcym w omawianym locus jest gen
Prf ktory jest zwigzany zaréwno z odpornoscig kontrolowang przez gen Pto,
jak i z wrazliwoscig na fention. Gen Prf zostat zmapowany w genomie mutanta
pomidora upo$ledzonego pod wzgledem obu wymienionych powyzej cech, tj. od-
pornosci na Pseudomonas syringae, jak i wrazliwosci na fention. Gen Prf koduje
biatko zawierajgce charakterystyczne motywy, takie jak powtérzenia bogate w leu-
cyne (LRR), miejsce wigzania nukleotydéw (NBS) czy suwak leucynowy (ang.
leucine zipper). Obecnos$é tych struktur w produkcie tego genu powoduje, ze za-
liczamy go do trzeciej grupy gendéw odpornosci (Rps2, Rpml i N) [77,78]. Ostatnio
stosujgc drozdzowy system zostat sklonowany ostatni, jak dotgd homologiczny do
genu Pto, gen Ptil. Gen ten znajdujacy sie roéwniez w locus Pto koduje takze
kinaze serynowo/treoninowg [91].

Zidentyfikowanie dodatkowych homologicznych genéw kodujacych kinazy biat-
kowe: Fen i Ptil, ktérych produkty wspéidziatajg z kinaza PTO wspiera poglad,
ze fosforylacja biatek jest jedng z kluczowych reakcji w uruchamianiu systemu
obrony rosliny przed infekcjg patogenéw. Brak domen transmembranowych i syg-
nalnych sekwencji peptydowych w taricuchach biatkowych PTO i PTI1 wskazuje,
ze kinazy te zlokalizowane sa w cytoplazmie. Kinaza kodowana przez gen Ptil
jest fosforylowana przez kinaze PTO, natomiast produkt genu Ptil nie jest zdolny
do fosforylacji biatka PTO. Gdy probowano przeprowadzi¢ fosforylacje bhiatka PTI1
przez kinaze FEN, wynik byt negatywny (podobny wynik obserwowano, gdy uktad
zostat odwrécony) [91]. Wspotdziatanie biatka PTO z PTI1 wymaga obecnoSci
aktywnosci kinazowej biatka PTO, ale nie wymaga aktywnosci tego typu u biatka
PTI1. Jak wspomniano wyzej, PTO fosforyluje biatko PTI1 w warunkach in vitro,
natomiast PTI1 nie przeprowadza podobnej fosforylacji biatka PTO, czyli biatko
PTO nie jest substratem dla kinazy PTI1. Prawdopodobnie obserwowany brak zdol-
nosci do fosforylacji PTO u biatka PT1 1moze by¢ spowodowany brakiem fizycznego
kontaktu pomiedzy tymi biatkami. [91]. Chociaz wiadomo, ze w warunkach in
vitro krzyzowa fosforylacja pomiedzy biatkami zachodzi (zaktada sie udziat biatek
posredniczacych) nawet przy braku fizycznego kontaktu miedzy nimi. Przyktadem
tego sg serynowo/treoninowe kinazy u drozdzy: Ste7 i Stel 1. Cho¢ sa one niezdolne
do fosforylacji w warunkach in vivo, w warunkach in vitro kinaza Stel 1 fosforyluje
biatko Ste7 [8,67]. Obserwacje te dajg podstawe do stwierdzenia, ze PTI1 moze
funkcjonowac jako kolejny, pojawiajacy sie na wcze$niejszym etapie szlaku trans-
dukcji sygnatéw przekaznik, prowadzacy w konsekwencji do uruchomienia od-
powiedzi obronnej na atak patogenéw u roslin (rys. 2) [91].
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Pseudomonas
syringae
posiadajacy gen
awirulencji avrPto

FENTION

Reakcja nadwrazliwosci

Rys. 2. Ogélny schemat szlaku transdukcji sygnatow w patosystemie pomidor/Pseudornonas syringae

Pomimo strukturalnego podobieristwa pomiedzy PTO i FEN, jak wspomniano
powyzej, tylko PTO moze fosforylowaé PTI1l. Przypomina to sytuacje u innych
organizméw np. drozdzy czy ssakéw, gdzie biatka o wysokiej homologii uczestnicza
w réznych szlakach transdukcji sygnatow [66]. W szlakach, w ktérych uczestniczy
PTO i FEN, inne zwigzane z tym biatka przenoszace sygnaty z produktéw genu
awirulencji patogena i z fentionu sg rézne przynajmniej w czesci, cho¢ koncowa
odpowiedZ na te sygnaly moze polega¢ na wywotywaniu reakcji nadwrazliwosci.
Specyficzna fosforylacja PTI1 przez PTO, ale nie przez FEN sugeruje, ze PTU
jest zwigzany ze szlakiem przenoszenia sygnatéw, w ktérym uczestniczy PTO,
ale nie w tym, w ktorym bierze udziat FEN. Wyniki badan $wiadczg, ze biatko
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PTI1 nie wspétdziata z biatkiem FEN, a ewentualny homolog biatka PTI1 bierze
udziat w przenoszeniu sygnatdw na wcze$niejszym etapie niz biatko FEN. Fakt,
ze Ptil nalezy do tej samej rodziny genéw co Pto i Fen, nasuwa przypuszczenie,
ze homolog PTI1 moze by¢ specyficznym substratem dla kinazy FEN (Rys. 2)
[91].

Identyfikacja substratu specyficznego dla kinazy PTO wspiera model szlaku
przeniesienia sygnatow, w ktérym jest mozliwa fosforylacja przez kinazy PTO i
FEN niezaleznych pojawiajacych sie na p6zniejszych etapach szlaku transdukcji
sygnatdw (rys. 2). W modelu tym zatozono, ze elicytor, produkt genu awirulencji
z bakterii Pseudomonas syringae oddziatuje (posrednio lub bezposrednio) z biatkiem
PTO. Biatko to znajduje, a nastepnie fosforyluje biatko PTI1, doprowadzajagc w
ten spos6b do jego aktywacji. Dalej biatko PTI1 fosforyluje specyficzny substrat
(jakie$ niepoznane jeszcze biatko) doprowadzajgc w rezultacie do indukcji reakcji
nadwrazliwos$ci. Chociaz pewne skladowe zwigzane ze szlakami transdukcji syg-
natbw moga by¢ roézne, istniejg powazne powody by przypuszczaé, ze przeniesienie
sygnatéw w szlakach Pto i Fen, odbywa sie przy wykorzystaniu podobnych me-
chanizmow (rys. 2). Te obserwacje to:

(1) podobieristwo pomiedzy objawami reakcji nadwrazliwo$ci i dziataniem fen-
tionu,

(2) wysoki stopiet homologii sekwencji aminokwaséw pomiedzy biatkami PTO
i FEN,

(3) ekspresja genu Pto w ro$linach transgenicznych uwrazliwiajgcaje na dziatanie
fentionu [61],

(4) uczestnictwo genu Prfw przenoszeniu sygnatdw w obu szlakach transdukcji
[77,78].

Gen Prf dziata prawdopodobnie na wczes$niejszym etapie szlaku przeniesienia
sygnatdw niz geny Pto i Fen, poniewaz zaro6wno w szlaku Pto, jak i Fen, jego
obecnos$¢ jest niezbedna. Przypuszczalnie biatko PRF funkcjonuje takze na kon-
cowych etapach w obu szlakach przenoszenia sygnatdw (rys. 2). Obecnie brak
wystarczajgco udokumentowanych eksperymentalnych danych na udowodnienie za-
tozen dotyczacych roli biatka PRF w procesie przenoszenia sygnatow u roslin.
Przez analogie do niektérych receptoréw hormondw u ssakéw [5] i do biatka TOLL
u Drosophila [34], do ktérych jest podobny produkt genu N u tytoniu [88], biatko
PRF moze dziata¢ jako receptor, ktory wigze albo elicytor patogena albo fention
i przenosi sygnat bezposrednio do innych kinaz, ktére moga by¢ zwigzane z mem-
brang. Mozna tez rozpatrywa¢ model, w ktérym istnieje inne biatko posredniczace
pomiedzy PRF i kinazami PTO i FEN (rys. 2).

Na rysunku 3 przedstawiono uproszczony przebieg niekompatybilnego wspét-
dziatania komorki roslinnej z patogenem. Regulacja szybkosci pojawiania sie w
komérce aktywnych form tlenu jest $cisSle zwigzana z niekompatybilnym wsp6t-
dziataniem roslina-patogen i moze by¢jednym zdwu mozliwych szlakéw transdukcji
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sygnatow (rys. 3) [20,55,58].
Z wielu doniesien wynika, ze
fosforylacja biatek jest powig-
zana z indukcjg oksydaty wne-
go wytadowania, co moze
nastepowac¢ przez fosforyla-
Receptor  cje kinaz, anastepnie akty-
wacje oksydoreduktazy
NADPH odpowiedzialnej za
uwalnianie reaktywnych form
tlenu w komorkach roslin-
nych, ktore dziatajac jako
wtorne przekazniki aktywujg
faktory transkrypcyjne. U-
dziat reaktywnych form tlenu
w regulacji ekspresji genow
zostat ostatnio wyczerpujaco
opisany w pracy przegladowej
opublikowanej w Postepach
Biochemii [45]. W pracach
zwigzanych z patosystemem
soyd/Pseudomonas syringae
wykazano bezpos$redni udziat
reakcji fosforylacji w indukcji
wytadowania oksydatywnego
[55]. U pomidoréw wyraza-
Rys. 3. Uproszczony model niekompatybilnego wspétdziatania jacych gen Pto, inhibitor ki-

komérki roslinnej z patogenem: avr I, avr2 i avr3 - geny nazy zapobiega’r zamieraniu
awirulencji, RI, R2 i R3 - produkty genéw odpornosci, KB - , . ..
kinazy biatkowe, AFT - aktywne formy tlenu komorek (reakcja nadwrazli-

wosci) po ataku bakterii Pseu-

domonas syringae majacych
gen awirulencji avrPto, co wskazuje, ze aktywno$¢ kinazowa jest koniecznym wa-
runkiem do zaistnienia reakcji obronnych charakterystycznych dla niekompatybil-
nego wspotdziatania roslina-patogen [91].

Alternatywny przebieg szlaku przenoszenia sygnatéw moze polega¢ na bezpo-
Sredniej regulacji ekspresji gendw przez fosforylacje faktordw transkrypcyjnych
(rys. 3). Uruchamianie ekspresji typowych dla reakcji nadwrazliwosci genow, takich
jak: transferazy glutationowej, gendw kodujacych biatka PR (np. PR-1, PR-5,
(3-glukanaz), amoniako-liazy fenyloalaniny czy lipooksygenazy moze odbywac sie
przez fosforylacje faktoréw transkrypcyjnych [30,90]. Biatka PTO i PTI! moga
uruchamia¢ ekspresje genow obronnej odpowiedzi roslin przez bezposrednig lub

Elicytor
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posrednig fosforylacje faktordw transkrypcyjnych, ktére sg zwigzane z indukcja
tych genéw. Wykazano, ze trzy biatka wspotdziatajace z biatkiem PTO wykazuja
wysoka homologie ze znanymi faktorami transkrypcyjnymi [91]. Fosforylacja fa-
ktoréw transkrypcyjnych jest ogélnym mechanizmem aktywacji genéw u eukariotow
[38j WV ykazano, ze synteza biatka PR-10azwigzanego z patogenezajest indukowana
w réznych tkankach ziemniaka po zranieniu, dziataniu elicytora czy infekcji przez
Phytophtora infestans [18]. Analiza delecyjna promotora genu PR-10a ziemniaka
pozwolita na identyfikacje odcinka 20-nukleotydowego specyficznie rozpoznawane-
go przez dwa jadrowe faktory transkrypcyjne PBF-1 (PR-10a Binding Factor 1)
i PBF-2 (PR-IOa Binding Factor 2). Wzrost zwigzania tych faktorow do DNA
byt skorelowany ze wzrostem poziomu mRNA biatka PR-I0a. Okazato sie, ze
przynajmniej jedna z podjednostek faktora PBF-1 moze by¢ fosforylowana. Tra-
ktowanie tkanek, w ktérych wyrazany jest gen PR-I0Oa przy pomocy alkalicznej
fosfatazy, hamowato nagromadzanie sie mMRNA-PR-I0Oa. Podobny efekt tzn. ob-
nizenie poziomu mRNA i biatka PR-10a byt obserwowany, gdy w dosSwiadczeniu
zastosowano inhibitor kinazy [18]. Inhibitor kinazy obnizat réwniez aktywnosc
amoniako-liazy fenyloalaniny (PAL) kluczowego enzymu uruchamiajacego meta-
bolizm fenylopropanoidowy (rys. 4) [2,23].

Geny kodujace enzymy szlaku metabolizmu fenylopropanoidowego, takie jak:
amoniako-liaza fenyloalaniny (PAL), syntaza chalkonowa (CHS), izomeraza chal-
konowa (CHI) czy reduktaza izoflawonowa (IFR), sa uznawane za klasyczne geny
markerowe obronnej odpowiedzi roslin na infekcje patogenéw, jak réwniez niektore
stresy abiotyczne. Wiele z koncowych produktow metabolizmu fenylopropainodo-

Ligniny

Fenyloalanina

Flawonoidy Izoflawonoidy
Barwniki Fitoaleksyny

Rys. 4. Og6lny schemat szlaku fenylopropanoidowego: PAL - amoniako-liaza fenyloalaniny,
CSH - syntaza chalkonowa, CHI - izomeraza chalkonowa, IFR - reduktaza izoflawonowa
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wego, np. fitoaleksyny ma wiasnosci antymikrobiologiczne, inne natomiast stuzg
do wzmocnienia bton komérkowych. [52].

2.2.2. Roslinne geny odpornosci kodujace biatka zlokalizowane na membranach
komorkowych i zawierajgce powtorzenia bogate w leucyne (Grupa Il)

2.2.2.1 Grupa genoéw Cf

Locus Cf obejmujacy kilka homologicznych genéw zostat zidentyfikowany w
genomie pomidora. Geny te warunkujg pojawianie sie fenotypu pomidora odpornego
na atak grzyba Cladosporium fulvum przenoszacego gen awirulencji avr. Dotad
przeprowadzono mapowania i klonowania szeregu genéw z grupy Cf. Jednym z
pierwszych genéw, jakie sklonowano z tej grupy, byt gen Cf-9. Mapowanie tego
genu przeprowadzono przez zaznaczanie genomu pomidora transposonem Ds [43].
Cze$¢ gendéw (Cf-1, 4 i 9) zlokalizowana na krétkim ramieniu chromosomu 1 po-
midora jest alleliczna [42,47] i niecatkowicie dominujaca, a fenotypowe sposoby
wyrazania sie reakcji odpornosciowej tych allelicznych genéw Cfmoga by¢ bardzo
zblizone [19,32]. Dalsze badania nad lokalizacjg i funkcjonowaniem locus Cf pro-
wadzono przy zastosowaniu niemal-izogenicznych linii (NIL) pomidora [83]. Oka-
zato sie, ze poszczeg6lne geny z locus Cfdziatajg na ré6znych etapach ataku grzyba
Cladosporium fulvum. Gen Cf-2 nadaje odporno$¢, ktéra polega na powstrzy-
mywaniu rozwoju patogena bezposrednio po wniknieciu go do aparatéw szparkowych
rosliny [12,32]. Inny gen z tego locus, gen Cf-3, dziata w pdZniejszej fazie ataku
grzybowego, dopuszczajgc uprzednio do intensywnego rozwoju patogena przed uru-
chomieniem ekspresji genéw z grupy Cf [53,68]. Znaleziono ponadto korelacje
pomiedzy fenotypowym wyrazaniem sie odpornosci kazdego z genow Cf i ich
genetyczng lokalizacjg [32]. Blisko zwigzane geny Cf-2 i Cf-5 zlokalizowane na
chromosomie 6 [19,42] warunkujg fenotypowg odpornos¢, ktéra obejmuje powie-
kszajagce sie komorki mezofilu bezposrednio otaczajgce aparaty szparkowe. Tego
rodzaju reakcja odpornosciowa nie jest obserwowana w przypadku niekompatybil-
nego wspotdziatania uwarunkowanego obecnosciag genow Cf-4 i Cf-9 zlokali-
zowanych na chromosomie 1 [42].

Specyficzne elicytory grzybowe, ktdre sg przypuszczalnie produktami gendéw
awirulencji, stwarzajg zupetnie nowe mozliwosci badawcze indukowanych reakcji
obronnych u roslin. Specyficzne elicytory zidentyfikowano po raz pierwszy w plynie
komdrkowym podatnych lisci pomidora infekowanych wirulentnymi rasami Cla-
dosporium fulvum [15,16]. Elicytory wprowadzone do zdrowych lisci pomidora
indukowaty nekrozy i chlorozy, ale tylko wtedy, gdy liScie zawieraty odpowiedni
gen Cf [15]. Znaleziono powazne dowody, ze elicytory aktywne w przypadku linii
pomidora zawierajacych geny Cf-4 i Cf-9 sg produktami grzybowych genéw awi-
rulencji: avrd iavr9 [44,86]. Fizjologiczna odpowiedz indukowana przez ptyn ko-
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morkowy (zawierajacy elicytory) u pomidoréw przenoszgcych geny z grupy Cf
obejmuje wzrost intensywnosci Kilku typowych proceséw, m.in. przeptywu jonéw
przez btony, aktywnosci lipooksygenazy, nadutleniania ttuszczéw i poziomu aktyw-
nych form tlenu [69,87]. Obronna odpowiedZ pomidoréw na atak grzyba Clado-
sporium fulvum wigzata sie rowniez z odktadaniem sie kalozy, uruchamianiem
reakcji nadwrazliwosci i wzrostem syntezy fitoaleksyn i biatek PR (pathogene-
sis-related proteins [12,13,14,17,53,54].

Z wczesniejszych badan wiadomo, ze geny Cf-2 i Cf-9 r6znig sie miedzy sobg
lokalizacjg w genomie pomidora (patrz tab. 2, Cf-2 na chromosomie 6, Cf-9 na
chromosomie 1) [19,33,42, 43], natomiast struktury produktow biatkowych tych
gendw sg podobne. Ostatnie badania prowadzone przez grupe z Norwich prébujg
odpowiedzie¢ na pytanie, czy produkty obu tych niezwigzanych genetycznie gendéw:
Cf-2 i Cf-9, inicjujg podobne mechanizmy obronne na atak tego patogena w ko-
maérkach pomidora [33,62]. Najbardziej ogélny wniosek, jaki mozna sformutowac
na podstawie wynikdw przeprowadzonych badan, brzmi: w obu przypadkach po
zastosowaniu odpowiednich elicytorow obserwuje sie nastepujgce efekty wspot-
dziatania niekompatybilnego:

(1) zmiany morfologiczne komorek epidermy (warstwa LI),

(2) akumulacje kwasu salicylowego,

(3) biosynteze etylenu i

(4) $mieré komoérki (HR).

Jak to przedstawiono w tabeli 4, w przypadku niekompatybilnego wspoétdziatania
produktéw genéw Cf-9 i avr9, otwieranie sie aparatdw szparkowych miato miejsce
miedzy godzing 2 a 6 po wprowadzeniu elicytora, a zamieranie komdérek mezofilu
rozpoczynato sie po okoto 10 godzinach. Silny wzrost syntezy etylenu nastepowat
pomiedzy 9 a 12 godzing i wysoki poziom utrzymywat sie diuzszy czas. Wzrost
poziomu kwasu salicylowego rozpoczynat sie po 12 godzinach i trwat do 24 godzin
po potraktowaniu roslin elicytorem, a nastepnie spadat [33]. Gdy chodzi o wsp6t-
dziatanie uktadu genéw Cf-2 i avr2, aparaty szparkowe pozostajg zablokowane
jeszcze po 8 godzinach, poziom kwasu salicylowego podnosi sie¢ po 12 godzinach,
a etylen po 16, a potem poziom obu tych substancji spada. Komarki tkanki na-
czyniowej gospodarza zaczynajg zamiera¢ po okoto 24 godzinach. Smieré komérek
bedaca wynikiem proceséw zainicjowanych przez obie pary gendw byla czesto
spowodowana ich powigkszaniem sie [33]. Wytadowania aktywnych form tlenu
oraz wzrost aktywnoSci lipooksygenazy wydaja sie poprzedza¢ wszystkie pozostate
reakcje indukowane kompatybilnym wspoétdziataniem w obu ukiadach gendéw
(tab. 4) [33,62].

Produkt biatkowy genu Cf-9 ma charakterystyczne domeny wskazujace na silne
zwigzki z btong komdérkowa, co sugeruje, ze funkcjonuje jako biatko transmem-
branowe. W jego pierwszorzedowej strukturze mozna wyréznic¢ nastepujgce domeny:
peptyd sygnalny, 28 zmutowanych fragmentéw LRR oflankowanych przez dwie
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Tabela 4. Schemat kolejnosci wigczania sie poszczegélnych etapdw reakcji obronnych u pomidoréw w
trakcie wspétdziatania niekompatybilnego po zaindukowaniu tego procesu wspétdziataniem produktu
genu odpornosci z odpowiednim elicytorem [33]

Czas Cf2/avr2 Czas Cf9/avr9

po infekcji po infekcji

4-8 wytadowania aktywnych 2-6 wytadowania aktywnych

godzin form tlenu, godzin form tlenu,
nadutlenianie ttuszczow, otwarcie aparatéw szparkowych,
wzrost poziomu glutationu, nadutlenianie ttuszczow,
zmiana stanu redoks wzrost poziomu glutationu,

zmiana stanu redoks

8 wzrost poziomu lipooksygenazy 8-12 wzrost poziomu lipooksygenazy,
godzin godzin spadek zywotnos$ci komérek,
synteza etylenu,
synteza kwasu salicylowego.

12 godzin synteza kwasu salicylowego
16 godzin synteza etylenu 16 godzin symptomy makroskopowe
24 godziny spadek zywotno$ci komorek

72 godziny symptomy makroskopowe

domeny wykazujgce homologie do poligalakturonozowego inhibitora i transmem-
branowg C-korficowag kotwice [31,43].

Gen Cf-2 zlokalizowany na chromosomie 6 u pomidora koduje biatko wykazujace
wysoki stopien homologii do biatka CF-9 [22]. To podobieristwo wskazuje, ze
biatka te moga uruchamiaé, wspdétdziatajac z produktami wtasciwych genéw awi-
rulencji grzyba, podobny (lub identyczny) szlak transdukcji sygnatdw. Posiadanie
przez te biatka powtdérzen bogatych w leucyne, zakorniczonych C-koncowg kotwicg
membranowa sugeruje, ze moga one petnic role receptora dla ewentualnego liganda
pozakomérkowego, np. biatka AVR2 lub AVR9. Wydaje sie, ze kluczowym regionem
dla tych biatek sg powt6rzenia bogate w leucyne (LRR). Domeny te wystepujg
w tandemach w ilosci od 1-30 kopii. LRR sg wykrywane w wielu biatkach zaréwno
pochodzenia zwierzecego, jak iroslinnego [48]. Wiekszo$¢ powtdrzen LRR skiada
sie z 24 reszt leucynowych, lecz zdarzajg sie odstepstwa od tej liczby. Powtdrzenia
LRR znajdujg sie w funkcjonalnie i ewolucyjnie r6znych grupach biatek, np. w
cyklazach adenylazowych u drozdzy, w biatkach TOLL u Drosophila czy w re-
ceptorach gonadotropiny u cztowieka. Ich obecno$¢ wigze sie jednak z reguty z:

(1) oddziatywaniami biatko-biatko oraz

(2) z wigzaniem peptydowych ligandéw.

Prawie potowa biatek, u ktorych stwierdzono wystepowanie domen LRR, bierze
udziat w przenoszeniu sygnatdw wewngtrz komdrek oraz miedzy komdrkami i
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otoczeniem. Brak homologii sekwencji aminokwaséw miedzy biatkami zawieraja-
cymi LRR wskazuje poza tym, ze biatka te nie pochodzg ewolucyjnie od jednego
biatka przodka [48].

Wykazano, ze preparaty biatek z membran lisci pomidora wyrazajacego gen
Cf-9 wigzaly peptyd AVR9 [35]. W wyniku wspétdziatania biatek CF-9 i AVRY,
cytoplazmatyczne domeny biatka CF-9 mogg uaktywnia¢ kinaze biatkowag (PK),
analogiczng do tej, jakg kodujg geny grupy Pto u pomidora. To przypominatoby
mechanizm, przez ktéry CD4-kotwica transmembranowego receptora na komérkach
T uaktywnia kinaze tyrozynowga p56Lek [84]. Alternatywny mechanizm uruchamiania
nastepnego etapu szlaku transdukcji sygnatow mogtby polega¢ na wspétdziataniu
biatka CF-9 z innymi biatkami przy uaktywnianiu kinazy transmembranowej po-
siadajacej pozakomérkowe powtérzenia LRR [7] lub z niezidentyfikowanymi biat-
kami posiadajgcymi powtérzenia LRR, np. inhibitorem poli- galakturonazowym
(PGIPs) [11]. Uaktywnienie kinazy mogtoby prowadzi¢ do aktywacji oksydore-
duktazy NADPH. Membranowy kompleks oksydacyjny moze by¢ zwiazany z uwal-
nianiem aktywnych biologicznie form tlenu w lisciach pomidora. Aktywne formy
tlenu moga byé wytwarzane w celu:

(1) bezposredniego hamowania wzrostu patogena,

(2) indukcji procesu prowadzacego do $mierci komorek (reakcja nadwrazliwosci),

(3) wzmocnienia $cian niezainfekowanych komorek przez synteze strukturalnych
biatek lub

(4) w celu indukcji ekspresji genow PR (chitynazy itp.).

2.2.22 Gen L6

Kolejnym genem zlokalizowanym w genomie roslinnym by}t gen L6 zmapowany
w genomie Inu. Obecno$¢ tego genu warunkuje powstawanie fenotypu Inu odpornego
na infekcje grzyba Melampsora lini. Mapowanie i klonowanie przeprowadzono
przy pomocy zaznaczania genomu transposonem Ac. Mutanty zawierajace przy-
puszczalnie transpozycje Ac w genie L6, zostaly nastepnie wyselekcjonowane z
tysiecy zmutowanych roslin [24,25,50]. Gen L6 koduje dwa produkty: jeden o
dtugosci 1294 aa, drugi krétszy o dtugosci 705 aa. Biatko L6 charakteryzuje wysoka
homologia do biatka N inieco nizsza do RPS2 [51]. Wszystkie trzy biatka, produkty
gendéw: Lo, N iRps2, maja charakterystyczne wspélne domeny. Najwyzsza homologia
sekwencji aminokwasoéw obserwowana jest w srodkowej czeSci tancucha, w ktorej
ulokowane jest miejsce wigzania nukleotydéw (NBS) obejmujace przynajmniej dwa
motywy zwigzane z wigzaniem nukleotyddéw: petle-P idomene kinazy 2 [85]. Istnienie
wysokiej homologii sekwencji aminokwasowych w biatkach: RPS2, N i L6 pozwala
przypuszczac, ze te biatka moga funkcjonowaé¢ w podobny sposob jako przekazniki
w szlaku transdukcji sygnatow. Wysoka homologia aminokwaséw pomiedzy biat-
kiem L6 i N wskazuje ponadto na ich bliskie genetyczne pokrewienstwo. Szczeg6towe
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poréwnanie produktéw biatkowych genéw N i L6 wskazuje na obecno$¢ w biatku
L6 dodatkowych 60 aminokwaséw przy N-koncu tancucha nieobserwowanych w
przypadku biatka N. Potencjalny sygnalny peptyd pojawiajagcy sie w tym rejonie
(we fragmencie 60-aminokwasowym) biatka L6, sugeruje, ze produkt genu L6

moze zapoczatkowywac szlak przenoszenia sygnatdw pochodzacy spoza komorki.
Natomiast, co bytlo wiadome juz poprzednio, biatko N jest zlokalizowane w
cytoplazmie [88]. Pomimo ze istniejgca wysoka homologia aminokwasow w biatkach
N i L6 mogtaby wskazywac¢ na identyczne funkcje obu biatek w systemie uru-
chamiania reakcji obronnych u roslin (u Inu i tytoniu), to obecnos$¢ sygnalnego
peptydu w biatku L6 dowodzi, ze w przeciwienstwie do cytoplazmatycznego biatka
N produkt genu L6 funkcjonuje jako biatko transmembranowe zdolne do indukcji
szlaku przenoszenia sygnatow pochodzacych spoza komdrki. Dlatego gen L6 zostat
zaliczony przez nas do drugiej grupy roslinnych genéw odpornosci pomimo wysokiej
homologii do genoéw: Rps2, Prf i N, zaliczanych do grupy trzeciej.

2.2.3. Roélinne geny odpornos$ci kodujace biatka zlokalizowane w cytoplazmie
i zawierajgce powtorzenia bogate w leucyne (Grupa Il1)

2.2.3.1 Grupa genow RPS

Grupa RPS nalezaca do trzeciej grupy genow odpornosci skupia geny warunkujgce
pojawianie sie fenotypu Arabidopsis thaliana odpornego na atak bakterii Pseu-
domonas syringae przenoszacej specyficzne geny awirulencji [49,89]. Zalicza sie
do niej nastepujace geny: Rps2, Rps3 (Rpml), Rps4 i Rps5. Pierwszym z gendw,
ktéry zostat zmapowany, a nastepnie sklonowany w genomie Arabidopsis, byt
gen Rps2. Jego identyfikacje przeprowadzono przez izolacje mutantow Arabidopsis,
ktére nie wytwarzaly reakcji nadwrazliwosci w odpowiedzi na atak grzyba Pseu-
domonas syringae. Dalsza procedura prowadzaca do jego sklonowania prowadzita
przez zlokalizowanie go na fizycznej i genetycznej mapie genomu Arabidopsis
podobnie jak w przypadku genéw z grupy Pto u pomidora [63]. Produkt genu
Rps2 zawiera kilka charakterystycznych motywow obejmujgcych miedzy innymi:
suwak leucynowy na N-koncu, miejsce wigzania nukleotydu (NBS) i region za-
wierajagcy 13 powtdrzen bogatych w leucyne (LRR) na C-koncu taricucha biatkowego
[3,63]. Obecno$¢ motywéw LRR w bialku RPS2 moze sugerowad, ze jego rola
mogtaby polegaé na uczestnictwie w szlaku przenoszenia sygnatow albo jako re-
ceptora dla sygnalnej czasteczki patogenu, albo jako komponenty wspoétdziatajgcej
z innym skladnikiem szlaku przenoszenia sygnatéw miedzy patogenem i rosling.

Obecnos¢ genu Rps3 (Rpml) w genomi&Arabidopsis warunkuje powstawanie
fenotypu odpornego na atak bakterii Pseudomonas syringae szczepu przenoszgacego
gen zaréwno awirulencji avrRpml, jak i avrB. Miedzy tymi genami nie wykazano
zadnego pokrewienstwa [4,40]. Wydaje sie wiec, ze produkt genu Rps3 (Rpml)
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ma domeny specyficznie rozpoznajgce produkty obu genéw awirulencji. Dotych-
czasowe badania wskazujg, ze biatko to podobnie jak produkt genu Rps2 ma miejsce
wigzania nukleotydéw (NBS) oraz szereg powtorzeni bogatych w leucyne (LRR)
[29]. To wskazuje, ze albo biatko RPS3 (RPM1) dziata jako receptor, ktéry mdégtby
wigza¢ dwie rézne czasteczki sygnalne patogena, albo ze geny avrRpml i avrB,
pomimo braku homologii miedzy nimi, wytwarzajg podobne czasteczki biatka roz-
poznawane przez produkt genu Rpml. Inna mozliwo$¢ mogtaby polega¢ na tym,
ze gen Rpml moze kodowaé element wiasciwy dla obu szlakéw przenoszenia
sygnatéw: jednego, w ktérym posredniczy biatko produkt genu avrRpml idrugiego,
w ktérym posredniczy biatko AVRB [39].

Poniewaz geny awirulencji Pseudomonas syringae zostaly sklonowane, za-
istniata mozliwo$¢ skonstruowania izogenicznych szczep6w tej bakterii r6znigcych
sie tylko obecno$cig specyficznego genu awirulencji: avrRpml i avrRpt2. Linia
Arabidopsis uzyta w tym doswiadczeniu przenosita dwa geny odpornosci: Rps2
i Rpml. Wykazano, ze izogeniczne szczepy Pseudomonas syringae rdznig sie
zdolnoscig indukowania reakcji nadwrazliwosci (HR) w roslinach. Szczep prze-
noszacy gen avrRpml indukowat reakcje nadwrazliwos$ci w ciggu 5 godzin, natomiast
szczep posiadajacy gen avrRpt2 w ciggu 20 godzin od poczatku infekcji [72].
Autorzy tej pracy prébujg znalezé odpowiedZ na pytanie, co sie dzieje, gdy do
rosliny docierajg sygnaty dwoch réznych genéw awirulencji. Czy odpowiedzi sie
nakladajg, czy majg raczej charakter epistatyczny? Okazato sie, ze produkt genu
awirulencji avrRpt2 moze zablokowaé¢ odbiér sygnatu pochodzacego od genu
avrRpml albo moze dochodzi¢ do zablokowania indukcji odpowiedzi obronnej
na atak szczepu przenoszgcego ten gen. Kiedy miata miejsce koinokulacja obu
izogenicznych szczepow bakterii Pseudomonas syringae, pojawiata sie reakcja
nadwrazliwosci charakterystyczna dla szczepu zawierajgcego gen avrRpt2. Nie ob-
serwowano natomiast reakcji HR indukowanej przez sygnat genu avrRpml. Poniewaz
geny awirulencji sg wyrazane w odrebnych szczepach Pseudomonas syringae, ha-
mowanie przenoszenia sie sygnatu avrRpml zachodzi przypuszczalnie poza ko-
morkami bakteryjnymi. Stwierdzono réwniez, ze to zakldcenie miato miejsce
niezaleznie czy roélina przenosita dziki gen Rps2, czy nie. Ten wynik wskazywat,
ze zaktocenie nie jest spowodowane przez aktywacje szlaku RPS2. Autorzy prze-
dyskutowali szereg mozliwych wyjasnien tych obserwacji, ale najbardziej prawdo-
podobna i najprostsza wydaje sie ta, ze geny avrRpml i avrRpt2 konkurujg o wspolny
element (elementy) szlaku transdukcji sygnatéw. Umocnieniem dla tego modelu
jest obserwacja, ze specyficzno$¢ odpowiedzi avrRpml mogtaby by¢ przywracana
przez wzrost iloSci komérek Pseudomonas syringae zawierajgcych gen avrRpml
w inokulum.

Dalsze badania tego modelu (Arabidopsis/Pseudomonas syringae) byly utru-
dnione przez brak wiedzy na temat sposobu dziatania produktéw gendéw: avrRmpl
i avrRpt2. Nie wiadomo, czy produkty tych genéw dziatajg bezposrednio jako
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czgsteczki sygnalne czy dziatajg raczej jako enzymy katalizujgce powstawanie czg-
steczek drugorzedowych sygnatow. Ich pokrewne geny odpornosci na choroby:
Rpml i Rps2 koduja biatka o zblizonej strukturze; oba zawierajace przypuszczalnie
suwak leucynowy na N-koncu, miejsce wigzania nukleotydéw (NBS) oraz 13 po-
wtdérzen LRR [29,63]. Cytoplazmatyczna lokalizacja biatka RPS2 [63] sugeruje,
ze jezeli to biatko dziata jako receptor dla sygnatéw avrRpml i avrRpt2, to w
tej sytuacj isygnaty muszg przechodzi¢ przez membrany komorek. Jedna z mozliwosci
jest taka, ze sygnaty avrRpt2 iavrRpm 1konkurujg o biatka membranowe ufatwiajgce
im transfer przez membrany. Nie ma w tej chwili przekonywujgcego dowodu, ze
biatka - produkty gendéw awirulencji Pseudomonas syringae wnikajg do komorek
roslinnych. Opublikowane dane z badan nad patogenami ssakéw wskazujag, ze w
przypadku tych patogendéw dochodzi do wnikania biatek patogena do komorek
gospodarza [70,75,76]. Odpowiedzialny jest za to wyspecjalizowany system se-
krecyjny patogena [76]. Badania prowadzone nad podobnym systemem sekrecyjnym
u Pseudomonas syringae wykazaty, ze mutacje genow kodujgcych r6zne komponenty
tego systemu powodujg utrate zdolnosci inducji reakcji nadwrazliwos$ci u roslin
[56]. Istnieje wiec mozliwos$¢, ze biatka - produkty gendéw awirulencji mogg byc¢
przenoszone w ten sposéb do komarek gospodarza i ze istniejg biatka, ktore utatwiajg
ten transport u Pseudomonas syringae. O mozliwo$¢ wspotdziatania wiasnie z tymi
biatkami konkurujg produkty genéw awirulencji: Avrrpt2 i Avrrpml. Dotychczas
jednak nie udato sie zidentyfikowac takich biatek w przypadku patosystemu Ara-
bidopsis/Pseudomonas syringae.

Dalsze badania prowadzone na tym modelu pozwolity stwierdzi¢, ze kolejnos¢
wigczania genéw zwigzanych z odpowiedzig odpornosciowag rézni sie w zaleznosci
od genu odpornosci (Rps2 lub Rpml) obecnego w genomie Arabidopsis [71].

2.2.3.2 Gen Rpgl

W genomie soi zmapowano gen Rpgl nadajacy odpornos¢ na atak bakterii Pseu-
domonas syringae posiadajgcej gen awirulencji avrB [46,65]. Chociaz w przypadku
wiekszosci hodowanych odmian soi gen Rpgl jest specyficzny tylko w odniesieniu
do genu avrB, znaleziono kilka linii posiadajgcych gen odpornosci specyficzny
do genu awirulencji avrRpml. Ten nowy gen wydaje sie¢ by¢ bardzo podobny
do genu Rpml [1]. Gen Rpgl nie zostat dotagd sklonowany i w zwigzku z tym
nieznana jest przypuszczalna struktura jego biatkowego produktu.

2.2.3.3 Gen N

W przypadku wirusa mozaiki tytoniu (TMV) okazato sie, ze biatko ptaszcza
tego wirusa spetnia role specyficznego elicytora miedzykomodrkowego, ktéry wy-
wotuje reakcje nadwrazliwosci u odmian Nicotiana sylvestris zawierajagcych gen
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odpornosci N [9]. Gen ten sklonowano podobnie jak geny Cf-9 i L6, stosujac za-
znaczanie genomu transpozonem Ac pochodzacym z kukurydzy [9]. Genomowy
DNA otaczajacy element Ac uzyto do identyfikacji klonéw: cDNA i genomowego,
zawierajgcych gen N. Potwierdzeniem, ze wyselekcjonowany klon zawierat po-
szukiwany gen byto przywrdcenie zdolnosci do odpowiedzi nadwrazliwej u mutanta
dotad niezdolnego do takiej reakcji poprzez transformacje mutanta odnosnym klonem
genomowego DNA [88]. Analiza sekwencji klon6w cDNA i DNA genomowego
wykazata, ze gen N koduje biatko o masie 131,4 kDa zawierajgce charakterystyczng
domene na N-koncu przypominajaca cytoplazmatyczne domeny biatka TOLL u
Drosophila [34] i receptoréw interleukiny-1 (IL-1R) u ssakdéw [79]. Domeny te,
jak sie wydaje, mogg odgrywaé kluczowg role w szlaku transdukcji sygnatéw w
patosystemie tyton/TMV. W systemie immunologicznym ssakéw cytoplazmatyczna
domena IL-IR jest zwigzana z transdukcjg sygnatow wymaganych dla translokacji
NF-B. Ta domena (IL-1R) jest podobna, jak wspomniano powyzej, do cytopla-
zmatycznej domeny biatka TOLL u Drosophila [37]. Podobieristwo domeny biatka
N do analogicznej domeny w biatkach TOLL i IL-1R sugeruje, ze domena ta
moze uruchamia¢ miedzykomaérkowy szlak transdukcji sygnatow u tytoniu, podobnie
jak to sie dzieje u zwierzat (TOLL i IL-1R). Biatko N, a mozliwe ze i inne biatka
bedace produktami gendéw odpornosci, mogg uaktywniaé czynniki transkrypcyjne
uruchamiajace ekspresje gendow odpowiedzialnych za zaistnienie reakcji nadwra-
zliwosci w komérkach roslinnych.

2.2.4 Roslinne geny odporno$ci kodujace biatka zawierajagce zarowno powtdrzenia
bogate w leucyne, jak i domeny kinazy serynowo-treoninowej (Grupa 1V)

2.2.4.1. Gen Xa2l

Gen Xa2l, ktéry zostal zmapowany na chromosomie 11 ryzu, nadaje tej roslinie
odporno$¢ na infekcje bakteriami Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Gen Xa2l
zostat uzyskany za pomoca klonowania pozycyjnego [80], podobnie jak poprzednio
w przypadku genoéw: Pto, Cf-9 i N. Gen Xa2l nalezy do rodziny genoéw roz-
mieszczonych na odcinku o dtugosci 30 cM chromosomu 11 [59]. Grupa ta skiada
sie z co najmniej siedmiu genéw zwigzanych z odpornoscia ryzu na wirusy, bakterie
i grzyby. Analiza sekwencji aminokwasowej przypuszczalnego produktu biatko-
wego genu Xa2l ujawnita wysoki stopien homologii kilku fragmentéw biatka
XA21 do znanych domen biatek produktéw tej grupy gendw.

Na N-koncu tancucha biatka XA21 stwierdzono obecno$¢ 23 hydrofobowych
reszt aminokwasowych charakterystycznych dla peptydu sygnalnego. W rejonie
tancucha pomiedzy aminokwasami 81 i 634 ulokowane sg 23 kopie powtorzen
LRR ujawniajacych zdolnos¢ tego biatka do interakcji typu biatko/biatko. Sekwencja
pomiedzy 708-1025 aminokwasem zawiera cytoplazmatyczng domene kinazy biat-
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kowej. Podobienstwo sekwencji aminokwasow regionéw domeny VIb i VIII (patrz
tab. 3) z kilkoma kinazami serynowo/treoninowymi pozwala zaliczy¢ biatko XA21
do grupy kinaz serynowo/treoninowych [80].

Komputerowe poréwnanie sekwencji biatka XA21 do sekwencji biatkowych
zgromadzonych w ogdlnie dostepnych bazach danych wykazato istnienie 54,7%
podobienstwa sekwencji tego biatka do sekwencji biatka RLK5 [36] i 53,1% do
TMK1 [7], kinaz biatkowych pochodzacych z Arabidopsis [7]. Sekwencje ami-
nokwasowe przypuszczalnych pozakomérkowych domen biatka XA21 ujawnity po-
dobienstwo do podobnych domen biatka CF-9 pomidora (54,9%), natomiast domena
aktywnosci serynowo/treoninowej kinazy biatka X A2 1jest najbardziej homologiczna
do podobnej domeny biatka SRK-29 (56,3%) i do biatka PTO (56,5%) [60,82].

3. PODSUMOWANIE

Zdolno$¢ roslin do obrony przed atakiem patogenéw znajduje sie zgodnie z
koncepcja gen-na-gen pod kontrola pojedynczego dominujgcgo genu odpornosci.
Produkty gendw odpornosci sa zdolne do rozpoznawania patogena najprawdopo-
dobniej przez bezposrednig interakcje z produktami ich gendéw awirulencji. Ta in-
terakcja zapoczatkowuje zmiany w metabolizmie komérki gospodarza, ktérych
efektem jest Smier¢ otaczajgcych miejsce infekcji komorek gospodarza (reakcja
nadwrazliwos$ci), co prowadzi do zahamowania rozwoju patogena.

Produkty gendw odpornosci sauaktywniane przez elicytory - sygnalne czasteczki,
ktorych synteza jest kontrolowana przez geny awirulencji patogena. W wiekszosci
przypadkdw, geny awirulencji i odpornosci tworzg wysoce wyspecjalizowane pary.
Z tego wynika, ze produkt danego genu odpornosci jest aktywowany tylko przez
Scisle okreslony elicytor - produkt specyficznego genu awirulencji. Wyjatkiem od
tej reguly jest produkt genu Rpml z Arabidopsis, ktdry rozpoznaje elicytory wy-
twarzane przez dwa geny awirulencji; avrRpml i avrB przenoszone przez Pseu-
domonas syringae, co daje podstawe do stwierdzenia, ze produkty gendéw odpornosci
moga niekiedy (bardzo rzadko) funkcjonowac jako uniwersalne przekazniki w szlaku
transdukcji sygnatéw patogena.

Jak to obszernie przedstawiono w niniejszej pracy, dokonano ostatnio licznych
klonowan roslinnych gendéw odpornosci (klonowanie pozycyjne lub przez zazna-
czanie transpozonami: Ac lub Ds). Poznanie przypuszczalnych pierwszorzedowych
struktur produktéw biatkowych genéw odpornosci pozwolito na wykazanie obecnosci
charakterystycznych domen ulokowanych w tych biatkach. Dotyczy to przede wszy-
stkim powtdrzen bogatych w leucyne (LRR), ktore wystepujg u wiekszosci produktow
gendw odpornosci. Liczne kopie tych domen wystepujgce w wielu bardzo réznych
biatkach sa zwigzane najczesciej z procesami transdukcji sygnatow. Miejsce wigzania
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nukleotydéw (NBS) i suwak leucynowy to domeny, réwniez bardzo czesto ob-
serwowane w produktach roslinnych genéw odpornosci. Obecno$¢ takich chara-
kterystycznych elementéw w biatkach produktach genéw odpornosci pochodzacych
z bardzo odlegtych gatunkow roslin (tyton, pomidor, ryz, len czy Arabidopsis tal-
hiana) oraz to ze reakcja nadwrazliwosci jest indukowana przez patogeny o cat-
kowicie odmiennych cyklach zyciowych (grzyby, bakterie, wirusy) moze wskazywaé
na istnienie zblizonego mechanizmu indukowania szlakow transdukcji sygnatow
prowadzacych do uruchomienia systemu obrony przeciw patogenom w $wiecie roslin.

ADDENDUM

Cztery ostatnie prace opublikowane w grudniu 1996 r. [56a,78a,82a,86a] zwigzane
z odpowiedzig roslin na infekcje patogenéw zawierajg dowody, ze biatka kodowane
przez geny awirulencji patogenu sg wprowadzane do komdrek roslinnych, gdzie
nastepnie dochodzi do ich rozpoznania przez biatka - produkty roslinnych genéw
odpornosci (R).

Z badanh grupy Staskawicza [78a] wynika, ze biatko AvrPto - produkt genu
awirulencji bakterii dziata wewnatrz komorki roslinnej. Autorzy przeprowadzili eks-
presje transient genu avrPto w roslinach Nicotiana benthamiana transformowanych
uprzednio genem pto. Ta ekspresja wywotata nekroze przypominajgcg reakcje nad-
wrazliwosci (HR) zwigzang z obecnosciag genu pto, a powstajagcg w wyniku infekcji
bakterii Pseudomonas syringae, ktdra przenosi gen avrPto. Autorzy ci prezentuja
réwniez dowod na to, ze biatko AvrPto byto aktywne w komdérce roslinnej. Delecja
30 aminokwaséw z C konca tafncucha biatka AvrPto nie pozbawiata tego biatka
jego aktywnosci, gdy jednak usunieto 59 aminokwas6w, biatko tracito zdolno$¢
do wywotywania nekrozy. Wyniki przedstawione przez grupe Staskawicza Swiadczg
0 tym, ze produkt genu awirulencji avrPto i produkt genu R moga bezposrednio
wspotdziataé. Wyniki te w petni potwierdzono, gdy zastosowano dwuhybrydowy
system z drozdzy.

Poniewaz biatko Pto jest w 80% homologiczne z produktem blisko z nim zwig-
zanego genu fen, ktérego produkt nie wspoétdziata z AvrPto, uzyto wiec tego biatka
fen w doswiadczeniach zwigzanych z wymiang domen z biatkiem Pto w celu okre-
$lenia regionu odpowiedzialnego za specyficzno$¢ interakcji biatka Pto. Wyniki
badan grupy Staskiewicza [78a] wskazujg, ze istotny dla interakcji z biatkiem
patogenu region znajduje si¢ miedzy aminokwasem 129 i 224, natomiast z badan
grupy Martina [82a] wynika, ze istotnym z punktu widzenia specyficznos$ci jest
region miedzy aminokwasami 190 i 209. Jak juz wiadomo od dawna, dwie kon-
serwatywne, katalityczne domeny kinazy biatkowej znajduja sie miedzy amino-
kwasami 182 i 184 oraz miedzy 202 i 211 w fancuchu. Wynika z tego, ze domeny
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odpowiedzialne za specyficzno$¢ kinazy Pto sg rozmieszczone w rejonie miedzy
domenami katalitycznymi.

Dodatkowym potwierdzeniem wnioskdw wyptywajgcych z prac grupy Staska-
wicza i Martina sg prace publikowane w PNAS [56a] i w Celi [86a].

Leister i wsp. [56a] stosujac bezposrednig transformacje Arabidopsis genami
avrB iavrRpt2 Pseudomonas syringae uzyskali ekspresje tych gendw w komoérkach
roslinnych, ktére miaty mutacje albo w genie rpml, albo w rps2. Reakcja nad-
wrazliwos$ci pojwita sie tylko wtedy, kiedy zarowno aktywny, jak i niezmutowany
gen R (rpml albo rps2)i odpowiadajacy mu gen awirulencji ulegaty ekspresji w
tej samej komorce. Podobnie Van den Ackerveken iin. [86a] stosujac Agrobacterium,
aby uzyskaé transient-ekspresje genu awirulencji avrBs3 Xanthomonas campestris
pv. vesictoria w wybranych liniach pieprzu zawierajgcych gen odpornosci bs3,
obserwowali zalezng od biatka Bs3 reakcje HR. Wynika z tego sugestia, ze produkty
genow arvBs3 i bs3 wspotdziatajg wewnatrz tej samej komorki roslinnej, a w tym
przypadku prawdopodobnie wewnatrz jadra komérkowego. Poniewaz gen bs3 nie
zostat jeszcze wyizolowany, wiec bezposrednie badania lokalizacji Bs3 i powi-
nowactwa do AvrBs3 beda jeszcze musiaty poczekac.

Powyzsze wnioski, chociaz sg znaczace i wazne, pozostawiajg oczywiscie wiele
otwartych pytan. Pozwalajg jednak lepiej zrozumie¢ mechanizmy patogenicznosci
i potwierdzajg wniosek, ze geny awirulencji patogenu (avr) kodujg czynniki pato-
geniczosci, ktdre dajg roslinom mozliwos$¢ rozpoznawania iuruchamiania odpowiedzi
obronnej na patogeny zawierajace te geny w swoim genomie. Izolowanie roslinnych
gendéw odpornosci (R), poznanie ich struktury i funkcji produktéw biatkowych tych
genow, prowadzi do zrozumienia natury interakcji roslina-patogen na poziomie
molekularnym, czyli wyjasnienia, jak jest konkretnie realizowana "stara" koncepcja
Flora interakcji rosliny z patogenem, zwana hipotezg gen-na-gen.
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MASTOCYTY | FIBROBLASTY -
OBOJETNI SASIEDZI CZY PRZYJAZNI PARTNERZY?

MAST CELLS AND FIBROBLASTS -
INDIFFERENT NEIGHBOURS OR FRIENDLY PARTNERS?

Ewa BRZEZINSKA-BLASZCZYK1, Anna ZALEWSKA?2

'‘Samodzielna Pracownia Immunologii Doswiadczalnej oraz
2Klinika Dermatologii, Akademia Medyczna w todzi

Streszczenie. Mastocyty i fibroblasty sg jednymi z najwazniejszych komérek wchodzacych w sktad
tkanki tacznej wtasciwej. Obserwacje morfologiczne wskazaty na ich bliskie sgsiedztwo w tkance. W
pracy scharakteryzowano obie populacje komérek oraz przedstawiono i oméwiono wzajemne oddziaty-
wania i zaleznosci pomiedzy mastocytami i fibroblastami.

Stowa kluczowe: mastocyty, fibroblasty, powigzania miedzykomaérkowe

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

Key words: mast cells, fibroblasts, intercellular relationships

Wykaz skréotéw. MiMC (ang. mucosal mast cells) - mastocyty bton §luzowych; CTMC (ang. connective
tissue mast cells) - mastocyty tkanki tgcznej; MCtc - mastocyty tryptazo-chymazo-dodatnie; MCt -
mastocyty tryptazo-dodatnie; BMMC (ang. mouse bone marrow-derived mast cells) - mysie mastocyty
pochodzace ze szpiku kostnego; PG - prostaglandyna; LT - leukotrien; PAF - (ang. platelet activating
factor) - czynnik aktywujacy ptytki; IFN - interferon; IL - interleukina; SCF (ang. stem cellfactor) -
czynnik wzrostowy komdérek macierzystych; MGF (ang: mast cell growth factor) - czynnik wzrostowy
mastocytow; NGF (ang. nerve growth factor) - czynnik wzrostu nerwéw; bFGF (ang. basicfibroblast
growth factor) - zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastéw; M-CSF (ang. macrophage colony stimu-
latingfactor) - czynnik stymulujacy kolonie makrofagéw; G-CSF (ang. granulocyte colony stimulating
factor) - czynnik stymulujacy kolonie granulocytarne; GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage colony
stimulatingfactor) - czynnik stymulujacy kolonie granulocytarno-makrofagowe; EGF (ang. epidermal
growthfactor) - naskérkowy czynnik wzrostu; TGF (ang. transforming growthfactor) - transformujacy
czynnik wzrostu; TNF (ang. tumornecrosisfactor) -czynnik martwicy nowotworu; MM CP(ang. mouse
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mast cell protease) - proteaza mastocytéw myszy; RMCP (ang. rat mast cell protease) - proteaza
mastocytéw szczura; M CAF (ang. monocyte chemotactic and activatingfactor) - monocytarny czynnik
chemotaktyczny i aktywujacy; MIP(ang. macrophage inflammatory protein) -zapalna proteina makro-
fagowa; TCA (ang. Tcell activating antigen) - aktywujacy komérki T antygen; ECF-A (ang. eosinophil
chemotacticfactor ofanaphylaxis) - czynnik chemotaktyczny dla eozynofiloéw; NCF-A (ang. neutrophil
chemotacticfactor ofanaphylaxis) - czynnik chemotaktyczny dla neutrofiléw; ICAM (ang. intercellular
adhesion molecule) - czasteczka adhezji miedzykomorkowej; VCAM (ang. vascular cell adhesion
molecule) - czasteczka adhezji komérkowej naczyn; LFA (ang. leukocytefunction-associated antigen)
- antygen zwigzany z czynnoscig limfocytéw; LPAM (ang. lymphocyte Peyerspatch adhesion molecule)
- limfocytarna czgsteczka adhezji na kepkach Peyera; VLA (ang. very late antigen) - antygen bardzo
p6zny; VNR (ang. vitronectin receptor) - receptor dla witronektyny;

WPROWADZENIE

Mastocyty (komorki tuczne) i fibroblasty sg jednymi z komoérek budujgcych
tkanke taczng wiasciwg (zaréwno widknistg luzna, jak i wtdknistg zwartg). Mastocyty
znajdujg sie z reguty w poblizu naczyn krwionos$nych, naczyn limfatycznych i
zakonczen wiokien nerwowych.Fibroblasty sg bardziej rownomiernie rozmieszczone
w tkance, chociaz liczniej gromadza si¢ wzdiuz witdkien kolagenu.

Od dawna zastanawiano sie, czy obie populacje komdrek sgtylko przypadkowymi
i obojetnymi wzgledem siebie sgsiadami, czy tez istniejg miedzy nimi zaleznosci
i powigzania czynnosSciowe. A jezeli takie powiazania istnieja, to czy mastocyty
i fibroblasty wspolnie tworzg przyjazng i dobrze wspotpracujacg koalicje, czy tez
sg one w stosunku do siebie we wrogiej opozycji. W niniejszym opracowaniu
przedstawimy obie komorki i przeanalizujemy ich wzajemne relacje, aby prébowaé
odpowiedzieé¢ na pytanie: mastocyty i fibroblasty - obojetni sgsiedzi czy przyjazni
partnerzy?

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA MASTOCYTOW

Pomimo wielu badan prowadzonych w réznych laboratoriach pochodzenie ma-
stocytow oraz przebieg procesu ich réznicowania i dojrzewania, nie zostaty do
dzisiaj ostatecznie wyjasnione. Powszechnie jednak akceptowany jest poglad, ze
prekursory mastocytow powstajg z wielopotencjalnych komorek krwiotwdrczych
szpiku kostnego. Komorki prekursorowe mastocytow cztowieka nalezg do linii
CD34+ [41]. Ze szpiku kostnego wedruja one do krwi, przy czym wykazano, ze
liczba krazacych komérek prekursorawych (opisywanych jako "komorki pozbawione
ziarnistosci") jest niewielka [37]. Komorki prekursorowe mastocytéw znajdujgce
sie w krazeniu wykazujg juz ekspresje receptoréw FceRI i c-kit. Z kwioobiegu
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komorki prekursorowe wedrujg do tkanek jako komarki niedojrzate i tam dopiero,
pod wptywem czynnikdw mikrosrodowiska, ostatecznie sie réznicujg i dojrzewaja.

Czynniki humoralne regulujgce proliferacje, réznicowanie i ostateczne dojrze-
wanie komdrek tucznych sg bardzo liczne i do dzisiaj do korica nie poznane. Bez
watpienia gtéwng cytoking wplywajaca na te procesy jest czynnik wzrostowy ko-
morek macierzystych (SCF; synonimy: ligand receptora c-kit, czynnik wzrostowy
komérek tucznych - MGF). Ponadto istotny wpltyw wydajg sie mie¢, przynajmniej
u gryzoni, interleukiny 3, 4, 9 i 10 (IL-3, IL-4, IL-9, IL-10) oraz czynnik wzrostu
nerwow (NGF) [36, 37, 42, 88].

Mastocyty nie stanowig jednorodnej populacji komaérek [74, 89, 90]. U gryzoni
wyrdzniono dwie podstawowe subpopulacje - komorki tuczne tkanki tagcznej (CTMC)
(tzw. "typowe" komoérki tuczne) oraz komaérki tuczne bton Sluzowych (MMC) (tzw.
"atypowe" komorki tuczne). U cztowieka odpowiednikami subpopulacji mastocytow
gryzoni sg: subpopulacja MCTC oraz subpopulacja MCT. Podziat komorek tucznych
na dwie odrebne subpopulacje oparty jest przede wszystkim na obecnosci w ziar-
nistosciach mastocytéw rodzaju obojetnych proteaz. Ziarnisto$ci komaérek subpo-
pulacji CTMC (MCTC) zawierajg przynajmnej dwa rodzaje obojetnych proteaz (w
mastocytach cztowieka sg to tryptaza i chymaza), ziarnisto$ci mastocytéw sub-
populacji MMC (MCT) zawierajg jeden typ obojetnej proteazy (u cztowieka jest
to tryptaza). Nalezy podkresli¢, ze praktycznie w kazdym narzadzie znajdujg sie
obie subpopulacje, chociaz w roznym sktadzie procentowym. Mastocyty typu CTMC
(MCTC) liczebnie dominujg w skdrze i btonie pod$luzowej uktadu pokarmowego,
mastocyty typu MMC (MCT) dominuja w btonie $luzowej uktadu oddechowego
i uktadu pokarmowego.

Komoérki tuczne obu subpopulacji réznig sie wieloma cechami morfologicznymi
[11, 17, 60]. Mastocyty "typowe" sg wieksze, ich ziarnistosci sgjednolitego ksztattu
i wielkosci, a struktury parakrystaliczne majg posta¢ kratki o znacznej gestosci
elektronowej. Mastocyty "atypowe" sa mniejsze, ziarnistoSci maja mniej liczne,
a struktury parakrystaliczne tych ziarnistosci sg utozone spiralnie. Poza tymi roz-
nicami morfologicznymi obie subpopulacje cechuja sie istotnie rézna zawartoscia
mediatoréw. Zagadnienie to bedzie jeszcze przedstawione w dalszym ciggu opra-
cowania.

Mastocyty wykazujg ekspresje wielu réznych struktur powierzchniowych. Bez
watpienia, najwazniejszym receptorem btonowym, warunkujgcym udziat komérek
tucznych w reakcjach nadwrazliwosci typu I, jest receptor o wysokim powino-
wactwie dla IgE (FceRIl) [59]. W btonie mastocytow znajdujg sie takze receptory
dla wielu cytokin, w tym przede wszystkim dla IL-4 i SCF, a takze antygen CD43
(leukosialina). Udokumentowano réwniez wystepowanie niektorych czasteczek ad-
hezyjnych, chociaz z pewnoscia zagadnienie to nie jest dzisiaj do konca poznane.
Wiadomo jednak, ze w btonie mastocytéw znajdujg sie: adresyna naczyniowa ICAM-
1 (antygen CD54), selektyna L oraz liczne integryny - a4(3 (YLA-4; LPAM-2),
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a4P7 (LPAM-1), a5@ (VLA-5), avP2 (VNR), aE[37 (HML-1), oraz, jak ostatnio
wykazano, integryna acLp2 (LFA-1). Jak sie wydaje ekspresja czgsteczek adhezyjnych
na mastocytach zalezy w znacznej mierze od stopnia dojrzatosci komorek oraz
ich stanu czynnos$ciowego. Na przyktad, ekspresja integryny a 4P7jest bardzo wysoka
na mastocytach niedojrzatych (znajdujacych sie w krwioohiegu), natomiast komorki
dojrzate, osiadte w tkankach, wykazujajuz znaczaco mniejszg ekspresje tej integryny.
Ekspresja integryny a E|37 jest znacznie zwiekszana pod wptywem stymulacji trans-
formujacym czynnikiem wzrostu beta (TGF-[3), a takze po aktywacji mastocytéw
w wyniku mostkowania receptoréw FceRI. Z kolei ekspresja adresyny ICAM-1,
stosunkowo niewielka na mastocytach spoczynkowych, znacznie wzrasta pod wpty-
wem IL-4 [45, 57, 79, 86, 88, 92].

Komorki tuczne sg zrédiem wielu mediatoréw i cytokin o szerokim zakresie
biologicznych aktywnosci [58, 77]. Tradycyjnie mediatory mastocytéw przyjeto
dzieli¢ na trzy grupy:

(1) preformowane, magazynowane w ziarnistosciach i uwalniane bardzo szybko
po stymulacji komorki,

(2) wytwarzane wtoérnie w odpowiedzi na stymulacje i uwalniane znacznie wol-
niej,

(3) cytokiny.

Mediatory uwalniane z mastocytéw sg zbiorczo przedstawione w tabelach 1 i
2. Nalezy jednak z catym naciskiem podkresli¢, ze subpopulacje mastocytow rdznig
sie do$¢ znacznie zawartoscig poszczegdélnych mediatorow, a takze, iz wystepuja
pewne réznice w zawarto$ci mediatoréw pomiedzy mastocytami réznych gatunkow
zwierzat.

Jak przedstawiono w tabeli 1, do grupy mediatoréw preformowanych nalezg
aminy biogenne - histamina i serotonina. Zawarto$¢ histaminy jest ogdlnie bardzo
wysoka, chociaz w mastocytach subpopulacji CTMC jest jej znacznie wiecej
(10-30 pg/komérke) niz w ziarnistosciach mastocytédw subpopulacji MMC (1-3
pg/komérke). Histamina jest zmagazynowana w postaci kompleksu z proteogli-
kanami ziarnisto$ci. Serotonina jest obecna w ziarnistosciach mastocytéw typu
CTMC u gryzoni, natomiast mastocyty gryzoni typu MMC oraz mastocyty cztowieka
serotoniny nie zawierajg. Proteoglikany obecne w ziarnisto$ciach mastocytow, sta-
nowiace okoto 30% zawartosci ziaren wydzielniczych, to heparyna i/lub siarczan
chondroityny; heparyna wystepuje gtéwnie w ziarnistoSciach mastocytéw typu
CTMC, siarczan chondroityny w ziarnistoSciach mastocytéw typu MMC. Obojetne
proteazy, stanowigce niezwykle istotng grupe mediatoréw komorek tucznych, wy-
stepuja w ziarnistosciach wszystkich typéw mastocytow w kompleksie z proteo-
glikanami. Dla roéznych typéw mastocytéw charakterystyczne sg roézne rodzaje
obojetnych proteaz. W ziarnistosciach mastocytow mysich stwierdzono obecnosé
pieciu réznych rodzajéw chymazy (MMCP-1, -2, -3, -4, -5), dwoch rodzajéw tryptazy
(MMCP-6, -7) i jednego rodzaju karboksypeptydazy A. W mastocytach mysich



MASTOCYTY IFIBROBLASTY 131

TABELA 1 Mediatory produkowane przez mastocyty
[3, 7, 8, 24, 25, 34, 58, 66, 69, 70, 76, 77, 78, 82]

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

chymaza
tryptaza
karboksypeptydaza A lub B
2. Kwasne hydrolazy
arylosulfataza
(3-heksozaminidaza
(3-galaktozydaza
(3-glukuronidaza
3. Pozostate proteazy
elastaza
katepsyna G
kininogenaza
4. Enzymy utleniajgce

peroksydaza
dysmutaza nadtlenkowa
Czynniki chemotaktyczne dla eozynofiléw (ECF-A)

dla neutrofilow (NCF-A)
Czynnik martwicy nowotworu alfa (TNF-a)
WTORNE Czynnik aktywujacy ptytki krwi (PAF)
Prostaglandyny (gtéwnie PGD?2)
Leukotrieny (gtéwnie LTC4)

INNE Zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastéw (bFGF)
Kolageny typow 1V oraz VIII
tancuchy (31, p2 lamininy
Tlenek azotu (NO)

typu MMC wystepujgjedynie dwa rodzaje chymazy (MMCP-1, -2). W mastocytach
mysich typu CTMC stwierdzono obecno$¢ trzech rodzajéw chymaz (MMCP-3,
-4, -5), dwoch rodzajow tryptaz (MMCP-6, -7) oraz karboksypeptydazy A. W ziar-
nistosciach mastocytéw szczura wykazano obecnosé: chymazy RMCP-2 (w ko-
mérkach tucznych typu MMC), chymazy RMCP-1, tryptazy i karboksypeptydazy
A (w komorkach tucznych typu CTMC). U cztowieka mastocyty subpopulacji MCTC
zawierajg tryptaze, chymaze i karboksypeptydaze B, a mastocyty subpopulacji MCT
- tryptaze, i by¢ moze niewielkg ilos¢ chymazy. Druga grupa enzymow zloka-
lizownych w ziarnisto$ciach komérek tucznych to kwasne hydrolazy: arylosulfataza,
(3-heksozaminidaza, (3-galaktozydaza, (3-glukuronidaza. Ich rozmieszczenie w po-
szczegdlnych subpopulacjach mastocytow nie zostato jeszcze dokladnie opisane.
W ziarnisto$ciach mastocytow znajduja sie takze czynniki chemotaktyczne dla eo-
zynofilow (ECF-A) i czynniki chemotaktyczne dla neutrofilow (NCF-A), a takze
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TABELA 2. Cytokiny produkowane przez mastocyty [3, 23, 46, 63]

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

CHEMOKINY Zapalne proteiny makrofagowe la i 13(MIP-la, MIP-1(3
Aktywujacy komorki T antygen 3 (TCA-3)
Monocytarny czynnik chemotaktyczny i aktywujacy (MCAF)

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

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

W ostatnich latach udokumentowano dodatkowo, iz ziarnistosci komérek tucznych
zawierajg takze zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastéw (bFGF) [66, 69], oraz
czynnik martwicy nowotworu alfa (TNF-oc) [24, 25].

Mediatorami lipidowymi wytwarzanymi wtérnie po aktywacji komérki sg czynnik
aktywujacy ptytki (PAF) oraz produkty przemian fosfolipidow btonowych - pro-
staglandyny (gtéwnie PGD2) i leukotrieny (gtéwnie LTC4). Nalezy jednak w tym
miejscu podkresli¢, iz w mastocytach typu MMC przemiany kwasu arachidonowego
prowadza w zasadzie w kierunku powstawania LTC4 (proporcja LTC4:PGD? wynosi
jak 25:1), natomiast w mastocytach typu CTMC w kierunku wytwarzania PGD9
(proporcja LTC4:PGD2 wynosi jak 1:40) [70].

Mastocyty sg rowniez bardzo waznym Zzrédtem wielu cytokin, w tym niektdérych
chemokin [23, 46, 63]. Ich liste przedstawiono szczegétowo w tabeli 2. Nalezy
jednak wyraznie podkresli¢, iz obecny stan badan w tym zakresie nie pozwala
jeszcze na ostateczne sprecyzowanie listy "mastokin”, gdyz:

(1) badania sg prowadzone na bardzo réznych populacjach mastocytéw (w tym
na liniach hodowlanych),

(2) w wielu przypadkach wykazano w komodrkach tucznych jedynie obecno$¢
MmRNA dla danej cytokiny, co jeszcze nie jest przeciez ostatecznym dowodem na
to, iz komorki wydzielajg te cytokiny. Niezwykle istotne przy tym wydajg sie by¢
obserwacje, iz zakres indukcji genéw dla cytokin zalezy od rodzaju czynnika akty-
wujagcego mastocyty oraz ze w niektdrych przypadkach komorki tuczne syntetyzujg
iwydzielajacytokiny bez rGwnoczesnej egzocytozy ziarnistosci i sekrecji mediatoréw
preformowanych [10, 47].

Ostatnio wykazano, ze komérki tuczne produkuja kolagen typu IV i kolagen
typu VIII, a takze tancuchy (3 i [® lamininy [72, 82]. Sg takze Zrodiem tlenku
azotu (NO) [7].
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OGOLNA CHARAKTERYSTYKA FIBROBLASTOW

Budowa fibroblastéw i miofibroblastéw, uwazanych zaformy posrednie pomiedzy
fibroblastami a komérkami mieéni gtadkich, jest dobrze znana [32, 60, 81]. W
ostatnich latach wskazuje sie coraz czesciej na zréznicowanie fibroblastéw na po-
szczegblne subpopulacje, chociaz zagadnienie to nie jest do konica zbadane. Co
wydaje sie szczegO6lnie interesujgce, zréznicowanie fibroblastow jest zwigzane nie
tylko z danym narzadem, ale takze rozne rodzaje fibroblastbw mozna spotka¢ w
obrebie Scisle okreslonej przestrzeni anatomicznej. Dla przyktadu, Knapp i wsp.
[43] opisali r6zne subpopulacje fibroblastow w skérze zdrowej oraz zbliznowaciatej,
a Harper [29] wskazat na réznice pomiedzy fibroblastami warstwy brodawkowej
i warstwy siateczkowatej skoéry; fibroblasty warstwy brodawkowej cechowaty sie
znacznie wyzszym potencjatem proliferacyjnym. Niezwykle interesujgce wydajg
sie by¢ obserwacje Sappino i wsp. [75] oraz Skalli i wsp. [78] dotyczace prze-
ksztatconych fibroblastow, tj. miofibroblastéw. Badacze ci wykazali, iz miofibrob-
lasty moga roznic¢ sie ekspresjg biatek cytoszkieletu i izoform aktyny. Na podstawie
tych kryteriow badacze ci wyro6znili cztery rézne subpopulacje miofibroblastow
wykazujgce ekspresje:

wimentyny (komdarki V),

wimentyny i desminy (komérki VD),

wimentyny i a-aktyny miesni gtadkich (komorki VA),

wimentyny, desminy i a-aktyny miesni gtadkich (komorki VAD).

Fibroblasty wykazuja ekspresje wielu czasteczek adhezyjnych. W$réd nich ad-
resyny naczyniowe-ICAM-1 iVCAM-1 iintegryny-a3(@3 (VLA-3), a 6P4(VLA-6),
avp3 (VNR).

Fibroblasty produkujg wtdkna kolagenowe, siateczkowe i sprezyste, a takze wie-
kszos$¢ proteoglikanéw tkanki tgcznej. Syntetyzuja rowniez w znaczacych ilosciach
liczne biatka niekolagenowe - fibronektyne, tenascyne, entaktyne, unduline i trom-
bospondyne. Mogg takze syntetyzowac cholesterol [38]. Fibroblasty sg takze bardzo
waznym zrodtem kolagenazy. Enzym ten jest wydzielany w postaci nieaktywnej,
a w przestrzeni pozakomorkowej aktywowany przez stromelizyne. Roéwnocze$nie,
fibroblasty syntetyzujg inhibitor kolagenazy [38, 64, 83].

Wykazano, iz fibroblasty stanowia rowniez wazne Zr6dto wielu cytokin. Naleza
do nich IL-1, IL-6, IL-8, czynnik stymulujagcy kolonie makrofagowe (M-CSF),
czynnik stymulujacy kolonie granulacytamo-makrofagowe (GM-CSF), czynnik sty-
mulujacy kolonie granulocytame (G-CSF), TNF-a, monocytamy czynnik chemota-
ktyczny i aktywujacy (MCAF), interferon beta (IFN-{3), a takze SCF i FGF [21,
71]. Prawdopodobnie fibroblasty syntetyzujg takze czynnik wzrostu nerwow (NGF)
[85]. Substancje produkowane i wydzielane przez fibroblasty sg zbiorczo przed-
stawione w tabeli 3.
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TABELA 3. Substancje produkowane przez fibroblasty [21, 38, 64, 71, 83, 85]

SKEADNIKI
SUBSTANCJI Widkna; kolagenowe, siateczkowe, sprezyste
POZA- Proteoglikany: kwas hialuronowy, siarczan chondroityny, siarczan heparanu,

KOMORKOWEJ siarczan dermatanu
Biatka niekolagenowe; fibronektyna, tenascyna, entaktyna, undulina,

trombospondyna
ENZYMY Kolagenaza

Proteazy serynowe
INHIBITORY Inhibitor kolagenazy
ENZYMOW Inhibitory proteaz
CYTOKINY Interleukiny: IL-1,IL-6, IL-8

Czynnik stymulujacy kolonie makrofagowe (M-CSF)

Czynnik stymulujacy kolonie granulocytarno-makrofagowe (GM-CSF)
Czynnik stymulujacy kolonie granulocytarne (G-CSF)

Czynnik wzrostowy fibroblastéow (FGF)

Czynnik wzrostu nerwow (NGF)

Czynnik wzrostowy komoérek pnia (SCF)

Czynnik martwicy nowotworu alfa (TNF-a)

Interferon beta (IFN-(3)

Monocytarny czynnik chemotaktyczny i aktywujacy (MCAF)

ZALEZNOSCI POMIEDZY MASTOCYTAMI
A FIBROBLASTAMI

Mastocyty i fibroblasty oddziatywujg wzajemnie na siebie, w réznorodny sposob
wplywajagc na swoja aktywno$é hiologiczng. Wydaje sie obecnie, iz zaleznosci
te sg bardzo ztozone i wielokierunkowe.

Obserwacje morfologiczne. W preparatach histologicznych, pochodzacych z
tkanek zaréwno zdrowych, jak i zmienionych chorobowo, zaobserwowano, iz ma-
stocyty i fibroblasty potozone sg w tkance z reguly bardzo blisko siebie, czesto
do siebie przylegajac, a nawet wzajemnie sie "przeplatajagc" [31,43]. Zaobserwowano
takze i opisano idace od fibroblastow w kierunku mastocytow diugie wypustki
cytoplazmatyczne [31, 40]. Szczeg6towe badania ultrastrukturalne udokumen-
towaty, iz przyleganie obu komoérek moze mie¢ charakter prosty, tzn. btony pla-
zmatyczne przebiegaja mniej wiecej rownolegle. Moze takze wystepowaé wzajemne
wpuklanie bton komoérkowych i tworzenie drobnych mikrofatdow. Niekiedy do-
chodzi do wytworzenia wyspecjalizowanych potgczen miedzy oboma komdrkami
w postaci drobnych mostkéw (kanalikdw) przebiegajacych od jednej komérki do
drugiej w najwezszym miejscu przylegajgcych przestrzeni miedzykomorkowych.
Opisano takze tworzenie polgczen polegajacych na powstawaniu cytoplazmaty-
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cznych wigzek mikrofilamentéw [22, 27]. W miejscu przylegania do mastocytéw
na terenie cytoplazmy fibroblastow obserwowano liczne pecherzyki pinocytarne.
I chociaz struktury te byly obserwowane takze w obszarach "nieprzylegajacych”
do komérek tucznych, ich obecno$¢ moze Swiadczy¢ o zjawisku wymiany me-
tabolicznej pomiedzy mastocytami a fibroblastami.

W warunkach in vitro na hodowlach mastocytéw ifibroblastéw réwniez wskazano,
iz oba typy komérek wzajemnie do siebie przylegaja. Zaobserwowano takze, ze
czasem przyleganie obu komdrek staje sie mniej wyrazne, komorki "odsuwajg sie"
od siebie a mastocyty pozostawiajg skupienia ziarnisto$ci [27]. Ziarnistosci te sg
pochtaniane przez fibroblasty. Ten transfer ziarnistosci mastocytow zostat nazwany
"transgranulacjg"” [9, 27]. Transgranulacja ziarnistosci jest kilkuetapowym procesem,
podczas ktdrego nastepujg kolejno:

(1) utworzenie przez mastocyty pseudopodiéw i zblizenie ich do powierzchni
fibroblasta,

(2) wytworzenie wyspecjalizowanych potgczeA pomiedzy przylegajagcymi ko-
morkami,

(3) zmiany w obrebie ziarnisto$ci komérek tucznych znajdujgcych sie w pseu-
dopodium,

(4) przeniesienie wydzielonych ziarnistosci do cytoplazmy przylegajgcego fi-
broblasta [27].

Proces fagocytozy ziarnisto$ci mastocytéw jest zalezny od czasu; w hodowli
fibroblastow do ktérej dodano izolowane ziarnisto$ci komdrek tucznych liczba tych
ziarnistos$ci na terenie cytoplazmy fibroblastow wzrastata powoli i po 24 godzinach
byta najwieksza [2]. Po tym czasie liczba ziarnisto$ci pochtonietch przez fibroblasta
stopniowo malata, co wskazuje, iz fibroblasty rozktadajg (degradujg) matrix ziar-
nistosci [61]. Rao i wsp. [67] sugerowali, ze proces fagocytozy ziarnistosci jest
czynnikiem pobudzajgcym aktywnos$¢ fibroblastow.

Wplyw fibroblastow na mastocyty. Wptyw fibroblastéw na komérki tuczne
wyraza sie przede wszystkim poprzez ich wielostronne oddziatywanie na proliferacje,
réznicowanie i dojrzewanie mastocytéw, ito na wszystkich etapach tych procesow.

Levi-Schaffer i wsp. [12, 49, 50], prowadzac hodowle mysich mastocytow po-
chodzacych ze szpiku kostnego (mouse bone marrow-derived mast cells - BMMC)
-wykazujacych cechy typowe dla subpopulacji MMC - z fibroblastami 3T3 (linia
pochodzaca z fibroblastdw skéry myszy) zaobserwowali, iz po 10-14 dniach w
hodowli obecne sg dojrzate mastocyty o cechach subpopulacji CTMC. Mastocyty
te bowiem charakteryzowaly sie znaczng zawartoscig proteoglikandw i wysokg za-
warto$cig histaminy (15 razy wyzszg niz w komdrkach wyjsciowych). Wykazywaty
takze charakterystyczng dla mastocytow CTMC morfologie ziarnistosci (macierz
ziarnistosci elektronowogesta, homogenna). Ci sami badacze prowadzac hodowle
szczurzych dojrzatych mastocytéw o cechach subpopulacji CTMC z fibroblastami
3T3 udokumentowali, iz w tych warunkach hodowlanych mastocyty zachowuja
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swojg aktywnos$¢ biologiczng co najmniej przez 30 dni [48, 54]. W obu uktadach
doswiadczalnych wykazano takze, ze mastocyty hodowane z fibroblastami 3T3
(oraz innymi liniami fibroblastow) [53] cechujg sie wyzszg zdolnoscig uwalniania
histaminy pod wptywem stymulacji IgE-zaleznej i stymulacji IgE-niezaleznej (anafi-
laktoidalnej) oraz zwiekszong synteza LTB4 i PGD2. Ponadto, w obecnosci fi-
broblastow obserwowano szybszg regeneracje morfologiczng i biochemiczng
komorek tucznych po ich aktywacji [51].

Dvorak i wsp. [14, 19] prowadzac hodowle ludzkich komérek jadrzastych, otrzy-
mywanych z krwi pepowinowej, z fibroblastami 3T3 udokumentowali, iz po 11
-14 tygodniach hodowli w zawiesinie komorek obecne sg komorki tuczne. Mastocyty
te byty funkcjonalnie dojrzate, zawieraty 1,4-2,8 |ag histaminy/l 06 komdrek, wy-
kazywaty ekspresje receptora FceRl (okoto 105 czgsteczek receptora/komorke) i
odpowiadaty uwalnianiem histaminy na stymulacje anty-1gE [19,36]. Morfologicznie
charakteryzowaly sie duza liczba ziarnistoSci zawierajgcych tryptaze i chymaze
[19]. Kirshenbaum i wsp. [41] wyhodowali komérki tuczne z komdrek CD34+
cztowieka w hodowli z fibroblastami 3T3. Réwniez Irani i wsp. [35] otrzymali
dojrzate mastocyty hodujac komorki watroby ptodowej z fibroblastami 3T3.

Wptyw fibroblastéw na procesy réznicowania i dojrzewania mastocytéw odbywa
sie przede wszystkim poprzez wytwarzany w duzych iloSciach przez te komorki
SCF. SCF oddzialywuje na mastocyty poprzez transbtonowy receptor zwigzany
z kinazg tyrozynowa (antygen CDI 17) [86] kodowany przez protookogen c-kit
[33]. Receptor ten pojawia sie na komdrkach tucznych juz w bardzo wczesnych
stadiach rozwojowych (u cztowieka jest obecny na komorkach prekursorowych
CD34+), a w trakcie dojrzewania mastocytow gestos$¢ receptora c-kit na komarce
znacznie wzrasta [87]. W badaniach in vitro wykazano, ze diugotrwate hodowle
prekursorow mastocytow myszy i cztowieka stymulowane SCF (bez obecnosci w
hodowli fibroblastow) prowadza do proliferacji tych komorek w kierunku dojrzatych
komorek tucznych [84, 87]. W badaniach in vivo wykazano, ze miejscowe podanie
SCF myszom indukuje rozwdj mastocytow CTMC skdéry myszy, a u szczuréw
indukuje rozwdj mastocytow subpopulacji CTMC i MMC.

Ostatnio wskazuje sie jednak, iz rola fibroblastow w procesie réznicowania i
dojrzewania komorek tucznych (przynajmiej u cztowieka) jest bardziej znaczaca
i nie realizuje sie jedynie poprzez SCF. Prekursory mastocytéw cztowieka hodowane
w $rodowisku zawierajgcym sam SCF lub nawet peiny nadsgcz z hodowli fibrob-
lastéw (ale bez obecnosci fibroblastow!) réznicujg sie w kierunku mastocytéw ktore,
w oparciu o kryteria morfologiczne [13, 15, 20], nie sg w petni dojrzate (przede
wszystkim nie uksztattowana jest ostatecznie ultrastruktura ich ziarnistosci) [16].
Dowodzi to, ze humoralne czynniki pochodzenia fibroblastycznego, w tym gtéwnie
SCF, nie sg wystarczajgce do ostatecznego wyksztatcenia w petni dojrzatych ma-
stocytow. Tak wiec, moznaobecnie twierdzi¢, iz SCF, iby¢ moze inne fibroblastyczne
czynniki humoralne, inicjujg iukierunkowujgréznicowanie prekursoréw mastocytow
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cztowieka w kierunku mastocytow "miodocianych™. Natomiast do osiggniecia petnej
dojrzatosci tych komdrek niezbedne sg dodatkowe sygnaty pochodzgce bezposrednio
od fibroblastéw, a wiec konieczny jest bezposredni kontakt obu tych komorek.
Nie wiadomo obecnie, jakie czynniki (czasteczki) zwigzane strukturalnie z fibrob-
lastem sg istotne w tym procesie. Byé moze bierze w tym udziat btonowa forma
SCF, obecna w duzej iloSci w btonie fibroblastow, ktédra moze wptywac na adhezje
komérek tucznych do powierzchni fibroblastéw [1]. Jest takze mozliwe, iz w proces
przekazywania sygnatéw zaaangazowane sg czasteczki adhezyjne, obecne przeciez
w btonach obu typow komorek.

Oddziatywanie fibroblastow na aktywnos$¢ biologiczng dojrzatych mastocytow
jest jeszcze bardzo stabo poznane. Biorac jednakze pod uwage, iz fibroblasty sg
zrédtem nie tylko wielu sktadnikow substancji miedzykomaorkowej, ale takze zrodtem
wielu plejotropowych cytokin mozna przypuszczac, ze fibroblasty wywierajg znaczny
wptyw na funkcjonowanie komorek tucznych. Wykazano na przykiad, iz SCF -
gtéwna cytokina odpowiedzialna za wzrost i dojrzewanie komdrek tucznych - moze
réwniez wptywac na szereg funkcji tych komoérek. SCF ma zdolno$¢ bezposredniej
aktywacji mastocytow do uwalniania histaminy, wzmaga- w mastocytach ostatecznie
dojrzatych - proces sekrecji mediatoréw komdérkowych uwalnianych w odpowiedzi
na stymulacje anafilaktyczng, wywiera takze dziatanie chemotaktyczne [5, 6, 55].
Udokumentowano réwniez, iz wspdlna hodowla mastocytéw z fibroblastami in-
dukuje synteze cytokin przez mastocyty, chociaz nie ustalono czynnika fibro-
blastycznego odpowiedzialnego za taki efekt [68].

Wplyw mastocytéw na fibroblasty. Mastocyty, poprzez uwalniane mediatory,
wywierajg wielokierunkowy wptyw na szereg funkcji fibroblastow. W pierwszym
rzedzie, szereg mediatorow uwalnianych z ziarnistosci bezposrednio po degranulacji
komorki wywiera silny efekt proliferacyjny. Gtéwnym czynnikiem proliferacyjnym
jest bez watpienia histamina [39, 62]. W hodowli, po degranulacji mastocytow
indukowanej zwigzkiem 48/80, liczba fibroblastéw wzrastata az 0 25% [52]. Takze
proteoglikany wykazuja dziatanie mitogenne na fibroblasty, przy czym, jak wykazali
Yamashita i wsp. [91], dziatanie takie jest obserwowane jedynie przy niskich ste-
zeniach heparyny (0,03-1 pg/ml); w stezeniach wyzszych (ponad 100 (lg/ml) he-
paryna hamowata proliferacje fibroblastow. Silnym czynnikiem mitogennym dla
fibroblastow jest tryptaza. W warunkach in vitro proliferacja fibroblastéw byta
obserwowanajuz w5 minut po dodaniu tryptazy. Nalezy przy tym mocno podkresli¢,
iz dziatanie proliferacyjne tryptazy obserwowano przy nanomolamych stezeniach
tego zwiazku, a wiec zblizonych do stezen "fizjologicznych" [73]. Tryptaza nasila
takze efekt proliferacyjny innych czynnikdéw takich jak insulina, naskérkowy czynnik
wrostu (EGF) i bFGF [73]. Sczegdlnie waznym wydaje sie byé bFGF [26], pro-
dukowany przeciez miedzy innymi przez mastocyty [66, 69]. Nalezy w tym miejscu
przypomnie¢, iz bFGF, jak wiadomo, wykazuje silne powinowactwo do heparyny
tworzac z nig kompleks. Utworzenie takiego kompleksu stabilizuje aktywnos$¢ bFGF,
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a takze chroni go przed enzymatyczng degradacjg [80]. Ponadto heparyna utatwia
wigzanie sie bFGF do receptorow komorkowych [93]. Tak wiec heparyna nie tylko
per se jest czynnikiem mitogennym, ale wzmacnia, na rézny sposéb, takie dziatanie
innych czynnikow.

Mediatory uwalniane z mastocytéw po ich degranulacji wywierajg takze wptyw
na inne aktywnosci fibroblastow. Histamina zwieksza synteze kolagenu [30], tryptaza
i chymaza aktywujg prokolagenaze [4], a tryptaza dodatkowo jest aktywatorem
kolagenazy [28]. Ostatnio udokumentowano réwniez, ze TNF-a silnie zwieksza
ekspresje niektérych czasteczek adhezyjnych na fibroblastach, gtownie ICAM-1
oraz (chociaz stabiej i prawdopodobnie wspotdziatajgc z innymi cytokinami) VCAM-
1 [56].

Jak opisano wczesniej, mastocyty stanowig bardzo wazne zrédto szeregu cytokin.
Powszechnie wiadomo, ze wiele cytokin wywiera wptyw na biologie fibroblastéw
[44]. Regulujg one miedzy innymi wzrost i proliferacje tych komérek, ich metabolizm
a takze chemotaksje [18, 65, 94]. Nie ma jednak obecnie przekonywujgcych do-
wodow, iz cytokiny wydzielane witasnie przez zaktywowane mastocyty (a nie przez
inne komarki) wptywajg na aktywnos¢ fibroblastow.

PODSUMOWANIE

Przedstawione rozwazania pozwalajg nam na stwierdzenie, iz bliskie sgsiedztwo
mastocytow i fibroblastdw nie jest przypadkowe. Obie polulacje komorek wzajemnie
oddziatywujg na siebie i, jak sie wydaje, stosunki pomiedzy nimi sg bardzo przyjazne
i zyczliwe. Fibroblasty przede wszystkim regulujg procesy wzrostu, réznicowania
i dojrzewania komoérek tucznych, ale takze wywierajg pewien wptyw na ich aktyw-
no$¢. Mastocyty przede wszystkim regulujg procesy zyciowe i aktywnos$¢ fibrob-
lastbw. Z pewnoscig ta wspdipraca mastocytéw i fibroblastow jest elementem
homeostazy organizmu. Prawdopodobnie, wzajemne oddziatywania obu populacji
komdrek lezg u podstaw niektdrych proceséw patologicznych, jak chociazby odczyn
zapalny czy procesy widknienia. Dalsze badania moga powiekszy¢ naszg wiedze
w tym zakresie.
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UDZIAL CZASTECZEK ADHEZYJNYCH
W WYBRANYCH PROCESACH ROZWOJOWYCH

CELL ADHESION MOLECULES IN DEVELOPMENT:
SELECTED TOPICS

Cezary WOICIK

Zaktad Histologii i Embriologii, Instytut Biostruktury, Akademia Medyczna w
Warszawie,

Streszczenie: Czasteczki adhezyjne odgrywajg kluczowa role w rozwoju zarodkowym oraz procesach
histogenezy iorganogenezy. Ich kontrolowana ekspresja warunkuje prawidtowe uksztattowanie ztozonej
architektoniki wielu tkanek i roznicowanie sie réznych rodzajéow komoérek. Czasteczki adhezyjne
determinujg okreslony fenotyp komoérek, uczestnicza w gastrulacji, powstawaniu mezenchymy, rézni-
cowaniu sie¢ pochodnych neuroektodermy, mies$ni szkieletowych, narzadéw o migzszu nabtonkowym
itd. Zmiana ekspresji czasteczek adhezyjnych na powierzchni komérek towarzyszy lub wrecz wywotuje
zmiane ich fenotypu zwang transdyferencjacjg, ktoéra stanowi podstawe niektérych proceséw rozwojo-
wych.

Stowa kluczowe: rozwéj zarodkowy, czasteczki adhezyjne, transdyferencjacja, gastrulacja, morfogeneza
nabtonkéw, miogeneza, réznicowanie, powstawanie mezenchymy, rozwdj uktadu nerwowego.

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

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

Czasteczki adhezyjne obejmujag wiele réznych biatek zakotwiczonych w btonie
komorkowej i oddziatywujgcych ze specyficznymi czgsteczkami macierzy zewng-
trzkomorkowej lub czasteczkami adhezyjnymi innych komorek. Ich rola nie jest
jedynie mechaniczna, lecz aktywnie uczestnicza one w przekazywaniu sygnatow
do komérki. Wiele receptorow dla czynnikéw wzrostu jest rodzajem czasteczek
adhezyjnych, za$ czynniki wzrostu bardzo czesto wchodzag w sktad wiekszych biatek
macierzy pozakomdrkowej lub biatek zakotwiczonych w btonach innych komdérek.

Proces zaptodnienia wigze sie z ekspresjg na gametach i wzajemnym oddzia-
tywaniem réznych czasteczek adhezyjnych oraz specyficznych biatek macierzy poza-
komdrkowej tworzacych ostonke przejrzysta. Integryny zawierajgce tancuch bl
wystepujg na powierzchni dojrzewajacego owocytu, po czym sg intemalizowane
i uwalniane z endosomdw dopiero w miare kolejnych podziatéw dojrzewania. Na
powierzchni dojrzatej komérki jajowej wystepuja jednak inne blizej niescharaktery-
zowane integryny, ktére biorg udziat w zaptodnieniu, bedac receptorem dla fertyliny
plemnika. Fertylina posiada domene o duzej homologii do dezintegryn oraz domene
homologiczng do wirusowych peptyddw indukujgcych fuzje komdrek [22,89]. Na
powierzchni ludzkich zarodkéw przedimplantacyjnych wykryto tancuchy integryn
ot3, ocv, (31, [33, [34, (35 E-kadheryne, ICAM-1, NCAM i VCAM-1. Na powierzchni
ludzkich owocytow wystepuje takze L-selektyna, lecz po zaptodnieniu zanika i
nie wystepuje w zarodkach przedimplantacyjnych. Na cze$ci badanych owocytéw
ludzkich wykryto ponadto obecno$¢ innych integryn, takich jak oc2, oc4, aL, [32
i [37 [13]. Wczesne zarodki ludzkie wykazujg juz produkcje onkofetalnej formy
fibronektyny, ktérej obecno$¢ stymuluje produkcje kolagenazy IV (metallopro-
teinazy 2), niezbednej w procesie implantacji [101]. Integryny réwniez uczestniczg
w oddzialywaniu pomiedzy komoérkami trofoblastu a doczesna, gdyz implantacje
mozna zablokowa¢ przeciwciatami wigzacymi i blokujagcymi integryny [94].

W poczatkowym okresie rozwoju zarodkowego zachodzi proces kompakcji i
woéwczas to nastepuje po raz pierwszy ekspresja kadheryn, ktére warunkujg réz-
nicowanie sie komorek w kierunku tkanki nabtonkowej. W p6zniejszych stadiach
rozwojowych ekspresja r6znych rodzajow kadheryn warunkuje powstawanie okre-
Slonych typow nabtonka, np. ekspresja N-kadheryny warunkuje réznicowanie sie
komorek neuroektodermy, a E-kadheryny komaorek tworzgcych pierwotny naskérek.
Ektopowa ekspresja N-kadheryny powoduje wypieranie innych kadheryn z potaczen
z kateninami i zmiane budowy tkanki w Kkierunku typowym dla neuroektodermy.
Ekspresja w komorkach neuroektodermy zmutowanej formy N-kadheryny pozba-
wionej domeny zewngatrzkomoérkowej zwanej N-cadAE powoduje wyparcie wigzania
prawidtowej N-kadheryny z kateninami, a co za tym idzie gtebokie zaburzenie
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komorka ruchoma komorka osiadta

————————————————————— fibronektyna
] integryny

Rys. 1 Schemat przedstawiajacy réznice w rozmieszczeniu integryn bedacych receptorami
dla fibronektyny na powierzchni komérek wedrujacych i osiadtych

adhezji miedzykomorkowej. Prowadzi to do daleko idacej dezorganizacji powsta-
jacego osrodkowego uktadu nerwowego [45].

Jak wiadomo, kadheryny oddziatywujg z cytoszkieletem aktynowym poprzez
cytoplazmatyczne biatka, zwane a, @iy kateninami. Nastrzykniecie zarodkaXenopus
laevis przeciwciatami anty-(3-kateninowymi powoduje indukcje dodatkowej struny
grzbietowej icewy nerwowej aw niektorych przypadkach prowadzi nawet do rozwoju
dwugtowej kijanki [74]. Pozbawienie zarodkéw myszy genu (3-kateniny powoduje,
iz zarodki transgeniczne implantujg sie i rozwijajg jedynie do czasu gastrulacji.
Wdweczas to komorki ektodermy zarodkowej tracg miedzy sobg potaczenia i ulegajg
ztuszczeniu do jamy owodni nie wytwarzajgc mezodermy. W tym samym czasie
struktury pozazarodkowe wykazuja prawidtowg morfologie. Obydwa te przyktady
wskazujg na to, jak wazne sg czasteczki adhezyjne juz w poczatkowych etapach
rozwoju zarodkowego [32].

Réznicowanie sie komérek endodermy $ciennej zachodzi napodtozu fibronektyny,
podczas gdy nawet niewielka domieszka lamininy powoduje, iz komdrki réznicujg
w Kkierunku endodermy trzewnej. Peptyd pokrewny parathormonowi PTHrP (pa-
rathyroid hormone-related peptide) uwalniany przez komérki trofoblastu indukuje
réznicowanie sie komorek endodermy w kierunku endodermy $ciennej niezaleznie
od obecnosci fibronektyny. W petni zréznicowane komorki endodermy S$ciennej
wykazuja ekspresje integryn a5(33, a6(33 i ocv[33 umozliwiajacych ich wigzanie
sie z fibronektyng, lamining i witronektyna [3].

Ekspresja roznych rodzajow czgsteczek adhezyjnych charakteryzuje komaérki réz-
nych tkanek i czesto determinuje ich fenotyp. Co wiecej, zwigzanie stosownych
ligandéw zaréwno przez czasteczki adhezyjne, jak i przez biatka btonowe wigzace
czynniki wzrostu czesto wywotuje zmiany doprowadzajgce do skrajnych zmian
fenotypu komorek, np. do przeksztatcenia sie nabtonka w zarodkowa tkanke tgczng
(mezenchyme) i vice versa. Na przyktad izolowane komaorki nabtonkowe soczewki
oka po umieszczeniu na matrycy z kolagenu | przeksztatcajg sie w fibroblasty



148 C. WOJICIK

mezenchymy i rozpoczynajg produkcje kolagenu typu | oraz fibronektyny, zaprze-
stajgc produkcji kolagenu typu IV, lamininy i krystalliny. Wzmaga sie ekspresja
tancucha (3 integryn oraz pojawia sie ekspresja tafcucha oc5, podczas gdy zanika
charakterystyczna dla nabtonka integryna oc6 wspdttworzgca receptor dla lamininy.
Podejrzewa sie, iz zmiana fenotypu komorek z nabtonkowego na fibroblastyczny
w tym przypadku zalezy przede wszystkim od oddziatywania integryn (3L z kolagenem
I [119]. Zjawisko takie nosi nazwe przerdznicowania czyli transdyferencjacji. Za-
chodzi ono czesto w rozwoju zarodkowym oraz niekiedy w dojrzatym organizmie
(np. w gruczole mlekowym). Whrew nauczanemu statycznemu obrazowi $cisle wy-
dzielonych rodzajoéw tkanek, np. tkanki nabtonkowej, tacznej czy mieSniowej, osigg-
niety przez komorki stan zrdéznicowania rzadko kiedy jest trwaly i czesto moze
dojs¢ do zjawiska transdyferencjaciji.

W tkankach dorostego organizmu transdyferencjacja moze poprzedza¢ stany
nowotworowe jako tzw. metaplazja, moze tez wystepowa¢ w obrebie niektdrych
nowotworéw. Moze pojawiaé sie tez w innych stanach chorobowych, np. monocyty
wywodzace sie z krwi obwodowej przeksztatcajg sie w fibroblasty uczestniczace
w patologicznych procesach widknienia, za$ przy utracie komérek zewnatrzwy-
dzielniczych trzustki cze$¢ komérek wyscielajacych przewody wyprowadzajgce pro-
liferuje i przeksztatca sie w hepatocyty oraz w komorki wewnatrzwydzielnicze
[75,78,81]. U niektorych ptazow proces transdyferencjacji uczestniczy w regeneracji
utraconych konczyn, stad duze zainteresowanie jego poznaniem w celu ewentualnych
zastosowan leczniczych [99].

2. GASTRULACJA

Powstajgca w czasie gastrulacji mezoderma posiada istotng wtasciwos¢ tworzenia
sp6jnej masy komérkowej. Izolowane z zarodka komérki mezodermy spontanicznie
agreguja, co Swiadczy o silnych homofilowych oddziatywaniach adhezyjnych. Po-
czatek ingresji komérek mezodermy zalezy od ich oddziatywania z glikozamino-
glikanami zawierajgcymi siarczan heparanu. DosSwiadczalne trawienie eksplantéw
ektodermalnych z Xenopus laevis heparynazg zapobiega powstawaniu mezodermy
mimo indukcyjnego dziatania aktywiny lub FGF-u, podczas gdy chondroitynaza
nie wywotuje tego efektu [39]. Poniewaz mezoderma jest wielowarstwowa (zwykle
ok. 4 warstw w gastrulujgcym zarodku), in vivo jedynie warstwa podstawna migruje
majac bezposrednio kontakt z podtozem, natomiast pozostate warstwy sg niejako
pociggane dzieki sitom wzajemnej adhezji komérek. Komorki mezodermy maja
wyglad gwiazdzisty i sg zatopione w silnie uwodnionej macierzy bogatej w kwas
hialuronowy, jednakze wszystkie utrzymujg ze sobg kontakt przez wypustki cy-
toplazmy, tworzac koherentng mechanicznie siateczke komoérek. Wraz z wedrujagcymi
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komérkami mezodermy przesuwajg sie rowniez potozone miedzy nimi elementy
macierzy pozakomdrkowej. Potgczenia pomiedzy komorkami mezodermy zalezg
od ekspresji kadheryn (gtdwnie N- i U-kadheryny) oraz licznych integryn (w czasie
gastrulacji dochodzi do ekspresji tancuchow a2, a3, oc4, a5, oc6). Polgczenia te
nie sg stabilne, tj. ciggle powstajg nowe i zanikajg uformowane uprzednio, zwtaszcza
w obrebie komérek poruszajacych sie na samym poczatku powstajacej warstwy
mezodermy [22, 107].

Komorki warstwy podstawnej mezodermy poruszaja sie po btonie podstawnej
ektodermy, ktdra od strony mezodermy pokryta jest dodatkowo siateczkg wtdkienek
zbudowanych z fibronektyny.Btona podstawna powstaje przed rozpoczeciem ingresj i
komérek w obrebie smugi pierwotnej i wezta Hensena. Poczatek ingresji komorek
pocigga za sobg przerwanie ciggtosci btony podstawnej w obrebie tych struktur
zarodkowych. Gtoéwnymi receptorami fibronektyny ulegajagcymi ekspresji na po-
wierzchni komérek mezodermy sg integryny zawierajagce tancuchy (3L i a5. Na
komorkach tych wystepujg takze tancuchy integryny oc6 oraz av, bedace receptorem
lamininy btony podstawnej, jednak znaczenie tego oddziatywania nie jest znane
[1,10,107].

U ssakoéw gtoéwnym, cho¢ nie jedynym skiadnikiem btony podstawnej zapew-
niajacym poditoze do migracji komdrek mezodermy jest fibronektyna. mRNA dla
fibronektyny pojawia sie w zarodku po raz pierwszy w stadium wczesnej smugi
pierwotnej a powstajgce biatko ulega wbudowywaniu w btone podstawng ektodermy
[95]. Nie poznano dotychczas mechanizmu za pomoca ktérego komoérki mezodermy
rozpoznajg kierunek migracji zachodzacej wzdtuz widkienek fibronektyny, wiadomo
jedynie, ze ich filipodia wysuwajg sie w kierunku przeciwstawnym do wezta Hensena.
Uzycie przeciwciat przeciwko fibronektynie lub specyficznego peptydu RGD (Arg-
Gly-Asp w kodzie jednoliterowym) blokujgcego wigzanie z integryng a5(3l sku-
tecznie blokuje proces gastrulacji, hamujac wedréwke komérek mezodermy [107].

Rozmieszczenie integryn w obrebie btony cytoplazmatycznej komérki zmienia
sie w zaleznos$ci od tego, czy jest ona osiadta czy tez wedrujgca. Wykazano, ze
w komadrkach wedrujagcych (3L integryny sg rozproszone i mobilne w catej btonie
komdrkowej, podczas gdy w komérkach osiadtych skupiajg sie one w regionach
potagczen z macierzg pozakomorkowag tworzac punkty badz ptytki przylegania (rys. 1)
w obrebie ktorych wspotwystepuje fibronektyna z a-aktyning od strony cytopla-
zmatycznej. Szybko$¢ migracji komérek zalezy zaréwno od aktywnosci specyfi-
cznych integryn tgczacych sie z substratem, jak i od awidnosci tego substratu.
Oddziatywanie pomiedzy macierzg zewngtrzkomorkowag a integrynamijest obopdlne,
gdyz nie tylko prowadzi do grupowania sie integryn w ptytki przylegania, ale takze
powoduje montaz czasteczek fibronektyny, pozwalajac na wydtuzanie widkienek
i wytwarzanie wigzan krzyzowych. Wspomniana wyzej awidno$¢ integryn, rozu-
miana jako ich powinowactwo i specyficzno$¢ wobec danego substratu moze sie
aktywnie zmieniaé, podobnie jak ma to miejsce w przypadku ptytek krwi. Obecna
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na ich powierzchni integryna allb(33 w spoczynku nie wigze fibrynogenu, lecz
dopiero po aktywacji ptytek z udziatem trombiny. Z kolei zwigzanie sie integryn
z ich ligandem powoduje przekazanie stosownego sygnatu do cytoplazmy, zwig-
zanego z wzrostem wewngtrzkomdrkowego stezenia Ca2+, pH, aktywacjg cyklazy
adenylanowej, aktywacjg kanatéw potasowych oraz fosforylacjg i aktywacja spe-
cyficznej kinazy tyrozynowej ppl25FAK (FAK, focal adhesion kinase). Nieznane
sg blizej natomiast dalsze substraty fosforylacji zaleznej od ppl25FAK. Autofosfo-
rylacja tego biatka warunkuje jego zwigzanie sie z kinazami z rodziny src, pp60wx
i PP596", zas domena karboksyterminalna warunkuje wystepowanie w obrebie pla-
mek przylegania [10,35].

Myszy transgeniczne pozbawione FAK miaty uogélniony niedorozwéj narzgdéw
pochodzenia mezodermalnego. lzolowane z ich zarodkéw komdrki wykazywaty
ograniczong ruchliwos$¢ oraz zwiekszong liczbe ptytek przylegania. Moze to $wiad-
czy¢ o tym, iz kinaza FAK uczestniczy w recyklingu sktadnikow ptytek przylegania
niezbednym w czasie ruchu komdrek [36]. mRNA FAK wystepuje juz w puli
matczynego mRNA w owocycie, ale biatko ppl25 ulega ekspresji dopiero w czasie
gastrulacji, przede wszystkim w mezodermie. W po6zniejszych okresach rozwoju
ppl25FA lokalizuje sie w potgczeniach miedzy somitami oraz w rozwijajgcym
sie mdzgu i niektérych nerwach czaszkowych [35].

Poza integrynami w skiad ptytek przylegania wchodzg réwniez inne, mniej scha-
rakteryzowane rodzaje czasteczek adhezyjnych, takie jak syndekany. Sg to pro-
teoglikany zwigzane z powierzchnig komorek, sktadajgce sie z rdzenia biatkowego
zakotwiczonego w btonie komorkowej, do ktérego wigzg sie glikozaminoglikany.
Syndekany modulujg adhezje zalezng od integryn, wigzac sie z domena wigzaca
heparyne fibronektyny (Hepll) i sa prawdopodobnie ko-receptorami dla czynnikéw
wzrostu. Z ptytkami przylegania zwigzany jest gtéwnie syndekan-4 [30].

O znaczeniu oddziatywania integryn z fibronektyng w rozwoju zarodkowym
Swiadczg doSwiadczenia z zarodkami myszy, ktére pozbawiono drogg homologicznej
rekombinacji genu fibronektyny. W zarodkach tych co prawda nastepowata ga-
strulacja i dochodzito do ingresji komorek mezodermy, jednak nie rozwijaty sie
jej dalsze pochodne, co doprowadzato do obumarcia nieprawidtowego ptodu. Po-
dobny fenotyp obserwowano u zwierzat pozbawionych genu dla tancucha a5 in-
tegryn, cho¢ zaburzenia byty nieco mniejsze, co ttumaczy sie obecnoscia innych
receptorow dla fibronektyny niz oc5]3l [28,112].

W czasie dalszych etapow rozwoju zarodkowego, w czasie procesow histo- i
organogenezy komarki napotykajg na swojej drodze i wiazg rézne elementy macierzy
zewnatrzkomorkowej. Ma to kluczowe znaczenie dla prawidtowego rozwoju. Do
najlepiej poznanych uktadow tego typu nalezy interakcja komdrek z elementami
tworzacej sie btony podstawnej, zachodzgca w czasie powstawania roznych narzgdow
zawierajagcych tkanke nabtonkowg, w czasie rozwoju miesni i tkanki nerwowej.
Ponizej omo6wione zostang wybrane przykiady proceséw tego rodzaju.
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3. ROZWOJ MEZENCHYMY

Z fenotypem komorek mezenchymalnych, niezaleznie od ich pochodzenia, zwia-
zana jest ekspresja kadheryny-11 (cad-11). Pojawia sie ona po raz pierwszy w
zarodku w rozproszonych i wedrujgcych komdrkach powstajgcych z neuroekto-
dermalnych grzebieni nerwowych oraz z mezodermy przedstrunowej i przyosiowej.
Nastepna fala ekspresji cad-11pojawia sie w komorkach sklerotomow, gdy nastepuje
ich przeksztatcanie z nablonka w mezenchyme. Tworzg sie wéwczas gradienty
ekspresji cad-11w mezenchymie zawigzkéw koriczyn, narzadéw ptciowych iogona.
Wzmozona ekspresja cad-11 zachodzi w czasie kondensacji komorek mezenchymy
poprzedzajacej chondrogeneze oraz w trakcie rozgateziajgcej sie morfogenezy na-
rzagdéw nabtonkowych [88]. Zgrupowaniom komdrek mezenchymy towarzyszy takze
ekspresja innych czasteczek adhezyjnych, takich jak np. VLA-4 czyli cx4(3lintegryna
[40].

Komoérki mezenchymy powstajg z komdérek nabtonkowych w procesie zwanym
przer6znicowaniem (transdyferencjacja), zachodzacym pod wptywem grupy czyn-
nikéw wzrostu takich jak TGF-[3, bFGF lub FIGF. W do$wiadczeniach prowadzonych
in vitro na komoérkach nabtonkowych wywodzacych sie z gruczotu mlekowego
myszy, zaobserwowano, iz TGF-[3 wywotuje wyrazng zmiane ich fenotypu na
fenotyp fibroblastdbw. Zmiana fenotypu byta odwracalna po usunieciu TGF-(3 i to-
warzyszyta jej reorganizacja cytoszkieletu aktynowego oraz zmiany molekularne
takie jak zmniejszenie sie ekspresji E-kadheryny, biatka ZO-1 i desmoplakiny 1
i 2 przy zwiekszeniu sie ekspresji fibronektyny [58].

Czynnik wzrostu hepatocytow HGF (hepatocyte growth factor), znany takze
jako czynnik rozpraszajacy (scatterfactor - SF) jest wydzielany przez zarodkowe
fibroblasty oraz przez kilka ustalonych linii fibroblastéw in vitro, jak réwniez przez
niektdre nabtonki, np. kryptjelitowych [62,105]. Jego receptorem jest zlokalizowana
w btonie komdérkowej powierzchni podstawnobocznej komdrek nabtonkowych ki-
naza tyrozynowa bedaca produktem protoonkogenu c-met. Cze$¢ zewnatrzkomor-
kowa biatka c-met przypomina kadheryny. Transdukcja sygnatu przez biatko c-met
zalezy m.in. od kinazy 3-fosfatydyloinozytolu, ras-GAP, fosfolipazy C-y i c-src.
Biatka te wptywajg w blizej nie poznany sposéb na funkcje kadheryn i/lub katenin
powodujac utrate przez nie wiasnosci adhezyjnych i w konsekwencji rozproszenie
komérek tworzacych wpierw ciggty poktad [21,62]. Myszy transgeniczne pozbawione
genu dla HGF/SF ging in utero z niedorozwinietg watrobg i tozyskiem. HGF/SF
warunkujacy prawidtowy rozwdj tozyska jest wydzielany przez btone omoczni
[83,102]. HGF petni poza rolg przeréznicowujacego morfogenu, takze role mitogenu
(pobudza podziaty komérkowe) i motogenu (wzbudza ruch komérek wzdtuz gra-
dientu stezen) [102]. Fibroblasty sa pobudzane do produkcji HGF pod wptywem
wielu czynnikéw, m.in. interleukiny-1 i bFGF [79].
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Analiza wystepowania mRNA dla HGF/SF metoda Northern blotting w tkankach
ptodéw ludzkich 9-17 tygodni wieku cigzowego wykazata, ze ekspresja tego czyn-
nika zachodzi woéwczas w wielu tkankach lecz gtéwnie w watrobie, jelitach, pe-
cherzyku zétciowym i $ledzionie. Natomiast mRNA dla c-met znajduje sie
praktycznie we wszystkich tkankach z wyjatkiem tarczycy [105].

Wazny jest udziat HGF/SF w rozwoju tkanki chrzestnej, gdyz in vitro stymuluje
on migracje chondrocytéw, wzmaga ich proliferacje oraz pobudza synteze pro-
teoglikanéw chrzastki. Hybrydyzacja in situ HGF/SF mRNA wykazata, iz ulega
on ekspresji wytgcznie w obszarach zawigzkéw konczyn, gdzie rozwing sie stawy
oraz w przestrzeniach miedzyzebrowych [97].

U osobnikéw dorostych uktad HGF/c-met odgrywa istotng role w przemianach
zachodzacych w gruczole mlekowym w czasie cigzy i laktacji. Prawdopodobnie
pod wptywem prolaktyny w czasie cigzy dochodzi do spadku mRNA dla HGF
i biatka c-Met do poziomu niewykrywalnego w czasie laktacji. Uktad HGF/c-met
w gruczole mlekowym, warunkuje podobnie jak w nerce tubulogeneze, czyli two-
rzenie cewek nabtonkowych pod wpltywem zrebu #gcznotkankowego. Proces ten
ustepuje miejsca w czasie cigzy wytwarzaniu pecherzykéw wydzielniczych oraz
intensywnej syntezie biatek mleka w czasie laktacji. Po zakonczeniu karmienia,
poziomy mRNA dla HGF i c-met w gruczole mlekowym szybko wracjg do wartosci
sprzed cigzy [69]. Zardwno komorki wydzielnicze jak i komorki mioepitelialne
wykazujg ekspresje c-Met, lecz reagujg one odmiennie na HGF. Komodrki wy-
dzielnicze pod wptywem HGF ulegajg podziatom, podczas gdy komorki mioepi-
telialne, zapewniajace rodzaj rusztowania dla rozwijajacych sie cewek nie dzielg
sie, lecz ulegaja réznicowaniu [64]. Z kolei TGF-[3 indukuje odwracalng przemiane
komorek nabtonkowych gruczotu mlekowego w fibroblasty przy jednoczesnym za-
blokowaniu cyklu komdrkowego, powodujac zanik ekspresji takich czgsteczek ad-
hezyjnych charakterystycznych dla nabtonka jak E-kadheryna oraz desmoplakiny
I i1l przy pojawieniu sie ekspresji fibronektyny [58]. W czasie cigzy mezenchyma
gruczotu mlekowego produkuje neuregulinge nalezacg do czasteczek adhezyjnych
z rodziny immunoglobulin. Neuregulina indukuje formowanie pecherzykow wy-
dzielniczych i produkcje biatek mleka poprzez wystepujace na komorkach nabton-
kowych receptory bedace produktami protoonkogenéw erbB [113].

HGF/SF wywiera na szereg linii komorek nowotorowych wptyw hamujacy pro-
liferacje i r6znicujacy, np. poddane dziataniu HGF/SF komdrki linii raka okreznicy
SW 1222 wytwarzajg in vitro struktury przypominajace krypty, komorki raka trzustki
Capan2 kuliste zawiazki przewodéw trzustkowych, komorki raka gruczotu mle-
kowego EpH4 twory przypominajace prawidtowe cewki tego gruczotu, za$ komarki
raka prostaty pRNS-1-1 rozgatezione struktury cewkowe przypominajace ten gruczot

[8].
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4. ROZNICOWANIE TKANKI MIESNIOWEJ
POPRZECZNIE PRAZKOWANEJ

Prekursorowe komorki mioblastow wedrujg do zawigzkdéw konczyn z somitow.
Przekonano sie o tym m.in. dzieki ortotopowemu przeszczepianiu somitow miedzy
zarodkami myszy z uzyciem jako dawcy myszy zawierajacej transgen [3-galakto-
zydazy. Pozwolito to wykry¢ histochemicznie komérki pochodzace z somitéw dawcy
wywedrowujace do zawigzkdéw konczyn [96].

Ich wedrowka zalezy od obecnosci receptora dla HGF/SF bedacego produktem
protoonkogenu c-met. HGF jest produkowany przez mezenchyme koAczyn, tworzac
w macierzy miedzykomaérkowej gradient zwiekszajacy sie w kierunku dystalnym
[61]. Wyhodowano myszy transgeniczne pozbawione protoonkogenu c-met. Wy-
kazywaly one zupeilny brak miesni szkieletowych konczyn i przepony [6].

Przeksztatcanie sie prekursoréw mioblastow we widkna mies$ni poprzecznie praz-
kowanych jest kolejnym przyktadem transdyferencjacji. Komérki nabtonkowe so-
mitow przeksztatcajg sie wpierw w komorki mezenchymatyczne, ktdre dajg poczatek
mioblastom. Miogeneze mozna wywota¢ indukujac fibroblasty do produkcji tro-
pomiozyny, co powoduje ich transdyferencjacje w mioblasty. Osteoblasty poddane
podobnej transformacji nie podlegajg transdyferencjacji [48]. Warto wspomniec,
ze widkna miesni poprzecznie prazkowanych szkieletowych moga powstawaé w
przypadku czesci miesniowki przetyku poprzez transdyferencjacje miesni gtadkich
[68].

Mioblasty na podtozu z fibronektyny ulegajg odréznicowywaniu, podczas gdy
na podtozu z lamininy przeciwnie, ulegajg dalszemu réznicowaniu sie w miotuby.
Giéwnym receptorem dla lamininy na komérkach miesniowych jest integryna a7(3l,
podczas gdy w embrionalnych mioblastach przewaza ekspresja integryny a6[3l.
Integryna oc7[31 pojawia sie dopiero w rozwijajacych sie mie$niach w miare jak
powstaje bogata w laminine btona podstawna. Jej ekspresja jest szczegOlnie silna
przy pofaczeniach S$ciegnistomiesniowych. Geny dla taricuchdw integryny oc7|31
ulegajg alternatywnemu splicingowi zmieniajgcemu sie w trakcie rozwoju, powodujgc
powstawanie odmiennych biatek. Wzbogaca to mozliwosci oddziatywan z macierzg
pozakomodrkowg. Nie wiadomo natomiast jaki receptor (-y) odpowiada (-jg) za
odréznicowywujace oddziatywanie fibronektyny na mioblasty [10,30]. W oddzia-
tywaniu mioblastdw z lamining wazna role odgrywajg zwtaszcza glikokoniugaty
powierzchni komorek, podczas gdy glikozylacja lamininy lub jej brak wydaje sie
nie wptywac¢ na ten proces [46].

W 10-tygodniowym zarodku ludzkim zaréwno fibronektyna, jak i laminina sg
obecne w substancji miedzykomdrkowej rozwijajacych sie miesni. Pod wptywem
czynnikéw mitogennych (sygnaty od czynnikéw wzrostu oraz od integryn) mioblasty
intensywnie proliferuja, wykazujac ekspresje réznych rodzajéw integryn, zawie-
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rajagcych przede wszystkim taicuchy a5 i a6. W cytoplazmie mioblastéw aktyna
tworzy typowe widkna naprezeniowe. Integryny ocv|3l, ocv[35 i Ot3[3l uczestnicza
w tworzeniu plytek przylegania pomiedzy mioblastami [31]. Rozmieszczenie ot5[3l
pokrywa sie z wystepowaniem fibronektyny w mioblastach, natomiast w stadium
miotub nie wykrywa sie juz ani tej integryny na powierzchni komorek ani fi-
bronektyny w substancji miedzykomorkowej. Pozajuz poznanymi integrynami ulega
ekspresji w miotubach specyficzne biatko o masie 150 kDa, ktére asocjuje z tan-
cuchem pi i jest prawdopodobnie specyficznym dla miotub tancuchem amt. W
czasie dojrzewania miotub iich przeksztatcania sie we wtdkna miesniowe poprzecznie
prazkowane, aktyna ulega wewngtrzkomérkowemu rozmieszczeniu w obrebie sar-
komeréw a btona podstawna ulega ostatecznemu uformowaniu. Integryny maja
wowczas za zadanie stabilizacje sarkomeréw, natomiast kompleks dystrofiny z dys-
troglikanami zapewnia sztywnos$¢ widkien. Zaréwno dystroglikany jak i integryna
ocB(31posredniczg w wigzaniu sie z lamining. W mies$niu sercowym oraz w niektérych
drobnych miesniach szkieletowych funkcje dystrofiny spetnia pokrewne biatko utro-
fina [22,30].

W komérkach miesni poprzecznie pragzkowanych ulegajg ekspresji takze rézne
biatka adhezyjne z grupy kadheryn, m.in. N-, R-, B-, M- i T-kadheryna. Niektore
z nich sg charakterystyczne dla wczesnych stadidow rozwojowych, np. N-kadheryna,
uczestniczagca w procesie formowania sie¢ miotub, ktdra nastepnie ogranicza sie
w dojrzatym miesniu do obszaréw polaczen nerwowo-miesniowych. Z kolei T-
kadheryna nie wystepuje na mioblastach, pojawia sie w miare dojrzewania tkanki,
lecz nigdy nie wystepuje na obszarach potgczenn nerwowo-migsniowych [74].

M-kadheryna pojawia sie w somitach i jej ekspresja ogranicza si¢ do komodrek
z nich sie wywodzacych. W czasie powstawania pierwszych miotub tj. podczas
miogenezy pierwotnej, poziom ekspresji M-kadheryny jest niewielki ijest ona roz-
proszona rownomiernie na powierzchni komérek, nie odgrywajac prawdopodobnie
roli w tym procesie. Inaczej rzecz wyglada w czasie drugiej fali miogenezy za-
chodzacej w p6zniejszym okresie zycia ptodowego. Ekspresja M-kadheryny gwat-
townie wzrasta, akumuluje sie ona wowczas w miejscach kontaktu pomiedzy
komérkami, natomiast nie ma jej w miejscach ich kontaktu z btong podstawna.
Po ukoniczeniu miogenezy ekspresja M-kadheryny zanika i nie wykrywa sie jej
w dojrzatej tkance miesniowej [16,80].

Sposrdd innych czasteczek adhezyjnych odgrywajacych role w miogenezie warto
zwr6ci¢ uwage na N-CAM, ktéry wspdtwystepuje z M-kadheryna. W nisko zréz-
nicowanych mioblastach wystepuje on gtéwnie pod postacig izoform majacych zako-
twiczajgce domeny przezbtonowe, podczas gdy w miare réznicowania i tworzenia
sie miotub zaczynaja przewazaé izoformy zwiazane z btong jedynie poprzez cza-
steczke glikozylofosfatydyloinozytolu. Moga one by¢ szybko usuwane z powierzchni
komoérek pod wptywem fosfolipazy D. Zmiana wzorca ekspresji N-CAM zalezy
od sygnatdw przekazywanych z udziatem jonow Ca2+ i kinazy C [60,73,80].
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Proces fuzji mioblastéw prowadzacy do powstania miotub jest wcigz stabo po-
znany. Uczestniczg w nim wymienione powyzej czasteczki adhezyjne, takie jak
integryny, M- i N-kadheryny, N-CAM i V-CAM, natomiast gtéwna role odgrywaja
enzymy pokrewne dezintegrynom i fertilynie, meltryny a, @i y. Z tego powodu
zwraca sie uwage na podobienstwo fuzji mioblastéw do procesu fuzji plemnika
z komorkg jajowg [110].

5. MORFOGENEZA TKANKI NABLONKOWEJ

Najczesciej migzsz narzgdow zbudowanych z tkanki nabtonkowej powstaje po-
przez rozrastanie sie i rozgatezianie sie skupisk nabtonka, co zachodzi pod wptywem
czynnikéw wzrostu produkowanych przez otaczajgcg mezenchyme, dajgcg poczatek
tacznotkankowemu zrebowi narzadu. Taki proces jest nazywany rozgateziajgcg mor-
fogenezg nabtonkéw (branching epithelial morphogenesis). Niekiedy jednak na-
btonek powstaje w drodze transdyferencjacji, czyli poprzez przeksztatcanie sie
skupisk mezenchymy w tkanke nabtonkowg i przytgczanie sie tak powstatych struktur
do istniejgcego uprzednio nabtonka (rys. 2).

W rozwijajacej sie nerce, rozgatezianie sie istniejacych skupisk tkanki nabton-
kowej prowadzijedynie do powstania moczowoddéw ikanalikow zbiorczych, podczas
gdy pozostate elementy nabtonkowe migzszu nerki powstajg wskutek przemiany
tkanki mezenchymatycznej w nabtonkowa. W regulowaniu rozwoju nerki uczestniczy
szereg czynnikéw wzrostu, takich jak HGF/SF, TGFa, TGFb i EGF. Wywoluja
one zmiany morfologiczne poprzez uruchamianie kaskad informatoréw Il rzedu
i ekspresje genéw wnt-1, wnt-4 i Pax-2. Szczeg6lne znaczenie dla formowania
sie potagczen miedzy komérkami mezenchymy przeksztatcajacymi sie w nabtonek
ma mobilizacja jondw Ca“+ i aktywacja kinazy zaleznej od Ca™+ i kalmoduliny
[33,34,92]. Dziatanie na izolowane zawigzki $rddnerczy przeciwciatami anty-
HGF/SF doprowadzato do zablokowania przer6znicowania sie fibroblastbw me-
zenchymy w komérki nabtonkowe nefronéw, wzmagato apoptoze fibroblastéw i
zaburzato rozgateziajgcg morfogeneze nabtonkowego paczka moczowodowego
[108]. HGF/SF jest réwniez czynnikiem warunkujagcym powstawanie gruczotéw
zotadkowych, zaré6wno w czasie rozwoju, jak i w czasie gojenia sie ubytkow btony
Sluzowej [100].

Przemianamezenchymy w komorki nabtonkowe wytwarzajgce nastepnie struktury
nefronéw pozwaladoktadnie $ledzié pojawianie sie poszczegélnych elementow btony
podstawnej. Komorki wpierw syntetyzujag tancuchy @l-lamininy i yl-lamininy, a
tancuchy a 1-lamininy pojawiajg sie dopiero wtedy, gdy ulegajace przemianie ko-
morki ulegajg polaryzacji. Rownocze$nie zaczynajg one produkowaé taricuch ad
integryny oraz E-kadheryne. Uzycie przeciwciat anty-laminina-1 lub anty-a6(3I-
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Rys. 2. Schemat przedstawiajgcy dwa zasadnicze mechanizmy morfogenezy narzadéw nabtonkowych.

Rzad gérny przedstawia rozgateziajgca sie morfogeneze nabtonkéw, zachodzacg w narzadach takich jak

np. watroba, trzustka i ptuca. Rzad dolny przedstawia transdyferencjacje mezenchymy w nabtonek
prowadzaca do wytworzenia nefronéw

integrynapowoduje powazne zaburzenie rozwoju kanalikéw nerkowych, co wskazuje
narole oddziatywan pomiedzy tg integryng a lamining-1(zwtaszcza tzw. fragmentem
E8 lamininy-1) w ich morfogenezie. Rozw0j nerek mozna réwniez zablokowaé
przeciwciatami zaburzajagcymi wigzanie dystroglikandw z lamining (poprzez tzw.
fragment E3), co wskazuje na istnienie dodatkowych powigzan z macierzg poza-
komérkowa. Niejasna jest rola syndekanu-1, ale wydaje sie, ze rdwniez on moze
sie wigzac z lamining i odgrywa role w polaryzacji komoérek nabtonka. Reasumujac,
istniejg w tej chwili dowody na istnienie co najmniej dwéch niezaleznych uktadéw
receptorowych dla lamininy-1 w rozwijajacych sie komorkach nabtonkowych -
zwigzanf z integrynami a6 i zwigzany z kompleksem dystroglikanéw. Mozliwe
jest, ze wigzanie sie z btong podstawng dostarcza nie tylko sygnatow do prawidtowej
proliferacji komdérek nabtonkowych, lecz jest niezbedne do prawidtowego funkcjo-
nowania dojrzatego nabtonka [30].

W pozostatych narzadach o miazszu sktadajgcym sie z komdrek nabtonkowych,
réznicujg sie one w przebiegu procesu zwanego "rozgateziajagcg sie morfogenezg
nabtonkéw". Polega on na tym, iz poczatkowo wystepuje niewielka grupa komorek
nabtonkowych otoczona grubg warstwg mezenchymy. Komoérki nabtonkowe sie
rozrastajg i wedrujg, tak ze wyglada to jak gdyby pierwotny zawigzek nablonka
wysytat liczne rozgatezienia do otaczajgcej mezenchymy. Proces ten wyglada w
zasadzie jednakowo we wszystkich narzadach (np. w watrobie, ptucach, trzustce)
i zalezy od komédrek otaczajgcej mezenchymy.

W procesie morfogenezy narzagdéw o migzszu nabtonkowym réwniez znaczacy
jest udziat oddziatywan pomiedzy wedrujagcymi komorkami nabtonka a macierzg
pozakomadrkowg. W rozwijajgcej sie Sliniance podzuchwowej od bardzo wczesnych
stadiow rozwoju wystepuje ekspresja integryny a6|3l w btonie komorkowej komérek
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nabtonkowych i lamininy-1 w blonie podstawnej nabtonka. Przeciwciata wigzgce
domene E3 tancucha ocl-lamininy uniemozliwiajg morfogeneze $linianki, dopro-
wadzajgc do przerwania btony podstawnej nabtonka. Zastosowanie przeciwciat roz-
poznajacych tancuch a6 integryny, powoduje brak rdznicowania sie komdarek
nabtonkowych przy zachowanej ciggtosci btony podstawnej [30,43].

Wzrost przewodow Srodnerczowych Wolffa zalezy miedzy innymi od oddzia-
tywania komorek nabtonkowych z kwasem polisjalowym zwigzanym z N-CAM.
Trawienie kwasu polisjalowego blokuje dalszy wzrost przewodéw Wolffa, podczas
gdy usuniecie fibronektyny i witronektyny nie wywiera zadnego efektu [4].

Mniej poznane sa mechanizmy oddziatywan pomiedzy rosngcymi nabtonkami
azrebem mezenchymatycznym, ktory rowniez wytwarza sktadniki bton podstawnych.
Wydaje sie, ze jednym z takich waznych skitadnikéw pochodzenia mezenchyma-
tycznego jest nidogen, gdyz przeciwciata blokujgce jego oddziatywanie z lamining
hamuja rozwdj zawigzkéw nerek i ptuc. Réwniez wydaja sie mie¢ znaczenie te-
nascyna-C i epimorfina [30].

Komorki zawigzka ptuc, powstajgcych z niego wtornych rozgateziern oskrzeli
oraz nabtonek drzewa oskrzelowego dojrzatych ptuc wykazujg ekspresje E-kadheryny
i Ep-CAM na bocznych powierzchniach komérek. W nabtonku pecherzykéw ptuc-
nych, Ep-CAM ulega ekspresji na powierzchni pneumocytow typu | i Il, podczas
gdy ekspresja E-kadheryny jest ograniczona do powierzchni podstawnobocznych
pneumocytow typu Il. W warunkach zmian chorobowych, takich jak wéknienie
ptuc dochodzi do inaktywacji E-kadheryny [44]. Pneumocyty typu Il sg uwazane
za komoérki prekursorowe dla pneumocytow typu I, lecz moga one ulega¢ wzajemnej
odwracalnej transdyferencjacji [18]. Rozgateziajgca sie morfogeneza nabtonka za-
wigzka ptuc Scisle zalezy od czynnikéw produkowanych przez jego mezenchyme.
Mezenchyma ptuc jest w stanie zaindukowa¢ morfogeneze nabtonka pochodzacego
z tchawicy ijego réznicowanie sie w kierunku pneumocytow typu Il [86]. Wzrost
paczkdéw tkanki nabtonkowej w przebiegu morfogenezy ptuc wymaga ciggtego remo-
delowania btony podstawnej. Wchodzacy w jej skiad tancuch |3 lamininy jest pro-
dukowany zaréwno przez meznechyme, jak i przez komérki nabtonkowe, podczas
gdy taiAcuch y gtéwnie przez nabtonek [49].

6. ROZWOJ UKLADU NERWOWEGO

Jednym z pierwszych markeréw r6znicowania sie neuroektodermy jest ucze-
stniczgca prawdopodobnie w procesie adhezji glikoproteina zawierajgca epitop L5,
ktéry moze wystepowac na niektérych izoformach glikoproteiny L I, proteoglikanach
i innych niezidentyfikowanych biatkach. Przed gastrulacja ulega ona ekspresji w
komorkach catego epiblastu, jednak podczas gastrulacji jej ekspresja zaczyna sie
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ogranicza¢ do obszaru prospektywnej neuroektodermy pod wptywem HGF/SF pro-
dukowanego w wezle Hensena i dyfundujacego do sasiadujgcego obszaru epiblastu
[91]. Oddziatywania pomiedzy ulegajacymi réznicowaniu neuronami i komérkami
glejowymi sg bardzo skomplikowane i zalezg od bardzo duzej liczby réznych cza-
steczek adhezyjnych.

6.1. Kadheryny

Chociaz N-kadheryna jest pojawiajgcag sie juz w komorkach neuroektodermy
kadheryng charakterystyczng dla komdrek ukfadu nerwowego i promujaca wzrost
neurytéw, to w uktadzie nerwowym ekspresji ulega réwniez wiele innych kadheryn
(co najmniej 20), ktérych rola zdaje sie polega¢ na wyodrebnianiu szlakéw ner-
wowych i funkcjonalnych grup neuronéw. Juz w stadium wczesnej ptytki nerwowej
na komaérkach neuroektodermy pojawia sie F-kadheryna, ktdra nastepnie wystepuje
przede wszystkim w regionie odgraniczajgcym neuroektoderme od ektodermy, pra-
wdopodobnie zapobiegajac mieszaniu sie tych dwdéch typédw komérek [23]. W roz-
wijajacym sie rdzeniu kregowym wyodrebnianie sie szlakéw nerwowych zalezy
od ekspresji N-, E- i T-kadheryny, za§ w obrebie pokrywy od ekspresji N- i R-
kadheryny. W korzeniach grzbietowych nerwdw rdzeniowych, T-kadheryna jest
specyficznym markerem subpopulacji widkien czuciowych, ktére nie wykazujg eks-
presji ani N- ani E-kadheryny. T-kadheryna uczestniczy w odpowiednim ukierun-
kowaniu wzrastajgcych aksondw tworzacych spoidta rdzenia kregowego, a jej
ekspresja zanika, gdy struktury te sg juz w peini wyksztatcone [62,74,76]. T-kad-
herynajest wyjatkowg kadherynga, gdyz zakotwicza sie w btonie komdrkowej poprzez
glikozylowang reszte fosfatydyloinozytolu. Odgrywa tez znaczaca role we wrastaniu
zakonczen nerwow czuciowych do zawigzkdw konczyn i znajdywaniu przez neuryty
wiasciwej drogi do odpowiednich grup widkien mig$niowych. W poczatkowym
okresie T-kadheryna wystepuje na wszystkich wtoéknach nerwowych oraz w me-
zenchymie obszaréw przez ktére nie przebiegaja szlaki nerwowe. Pod tym wzgledem
jej rozmieszczenie jest przeciwstawne do rozmieszczenia N-kadheryny, ktéra po-
budza wzrost neurytow na obwdd [26]. N-kadheryne zlokalizowano w obrebie szcze-
lin synaptycznych zaréwno pomiedzy niektérymi neuronami, jak i w plytkach
motorycznych, w zwigzku z czym uwaza sie, ze moze ona odgrywac role w for-
mowaniu i utrzymaniu synaps [111].

6.2. Integryny

W macierzy miedzykomorkowej rozwijajgcego sie osSrodkowego uktadu nerwo-
wego wystepujg m.in. laminina, witronektyna, trombospondyna i tenascyna. Réz-
nicujgce sie komérki uktadu nerwowego oddziatujg z tymi czasteczkami gtownie
przy udziale integryn z rodziny [31. Ekspresja taricucha [31 jest stata i utrzymuje
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sie na wysokim poziomie w o$rodkowym uktadzie nerwowym, podczas gdy ekspresja
tancuchow a ulega ciggtym zmianom. Integryna ocd pojawia sie w obrebie neu-
roektodermy, po czym jej ekspresja ogranicza sie do wyksztatcajgcych sie neuronéw
spoidtowych iruchowych oraz plakody ocznej i usznej, jak rowniez do subpopulacji
komérek grzebienia nerwowego w obrebie tylomézgowia, z ktérych powstang ko-
morki Schwanna niektérych nerwéw czaszkowych (VII, VIII i X). W miare ksztal-
towania sie rdzenia kregowego ekspresja taricucha a6 wzrasta na caty mjego obszarze,
by ponownie zmniejszy¢ sie, az do zupetnego zaniku poza brzusznymi korzeniami
nerwdw rdzeniowych. Zaburzenie ekspresji taricucha a6 za pomocg plazmidéw
produkujacych antysensowne mRNA powoduje blok rozwoju w stadium przed utwo-
rzeniem cewy nerwowej lub ciezkie wady rozwojowe do anencefalii wigcznie. Z
kolei tancuch al ulega intensywnej ekspresji w warstwach komérkowych mézgu,
po czym zanika zupetnie wraz z ich dojrzewaniem. Lancuch al rowniez wystepuje
w rdzeniu kregowym, gdzie w odréznieniu od a6 koncentruje sie w korzeniach
grzbietowych nerwoéw rdzeniowych [10,50].

6.3. Czasteczki z nadrodziny immunoglobulin

Czasteczki adhezyjne nalezace do nadrodziny Ig réwniez ulegaja ekspresji w
rozwijajagcym sie uktadzie nerwowym. Jak wiadomo, mozna podzieli¢ je na trzy
klasy:

1) zawierajace jedynie domeny Ig;

2) zawierajagce takze domeny fibronektyny typu llI;

3) zawierajagce domeny homologiczne do innych biatek [11].

Czasteczki klasy luczestniczg przede wszystkim we wzroscie neurytéw i obejmuja
np. Thyl, DM-GRASP, LAMP, telencefaline i CD4. Thyl i DM-GRASP stymulujg
wzrost roznych populacji neurytéw, a odpowiednie przeciwciata blokuja ten proces.
Na przyktad oddziatywujgcy homofilowo DM-GRASP (Dorsalfuniculus and ventral
Midline expressed immunoGlobulin-like Restricted Axonal Surface Protein) pro-
dukowany przez neurony wspotczulne, rzeskowe i czuciowe, stymuluje ich wzrost,
podczas gdy nie wywiera wplywu na neurony pokrywowe, miedzymdzgowiowe
i siatkdbwkowe, ktére go nie produkujg. Uczestniczy on w wyodrebnianiu sie i
wzroscie niektérych szlakéw nerwowych [12,20]. DM-GRASP ulega ekspresji ko-
lejno w réznych grupach neuronéw, wpierw w jadrze $rédmiazszowym Cajala mie-
dzymoézgowia, ktdrego wypustki osiowe wspottworza peczek podtuzny posrodkowy,
nastepnie pojawia sie w szlakach spoidta nadwzrokowego i w zstepujagcym korzeniu
jadra $srodmozgowiowego nerwu tréjdzielnego, w szlakach oliwkomézdzkowych
i w czeSci komorek Purkinjego [14,15]. Co ciekawe, okazato sie ze ludzki DM-
GRASP (zlokalizowany na 3ql3.1-13.2) wystepuje takze na aktywowanych leu-
kocytach (ALCAM - activated leukocyte-cell adhesion molecule) i jest ligandem
dlaCD6 limfocytdw [7]. LAMP (limbic system associated membrane protein) zawiera
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trzy domeny immunoglobulinowe i kotwiczy sie w btonie komdrkowej poprzez
fosfatydyloinozytol. LAMP ulega ekspresji na neuronach zwigzanych z uktadem
limbicznym i uczestniczy w wytwarzaniu sie specyficznych potgczenn pomiedzy
przegrodgahipokampem [70,116]. Telencefalinaprzypomina swojgbudowg ICAM-1
i ICAM-3. Ulega ona ekspresji na ciatach komdérek nerwowych i dendrytach (ale
nie na aksonach) w obrebie tylomézgowia i jest prawdopodobnie ligandem dla
integryn komoérek glejowych. Gwatltowny wzrost ekspresji telencefaliny nastepuje
w okresie okotoporodowym i wigze sie z intensywnym rozwojem dendrytow i
wytwarzaniem synaps przez neurony tytomoézgowia [115]. GlikoproteinaCD4 zostata
znaleziona po raz pierwszy na pomocniczych limfocytach T, gdzie wspétoddzia-
tywuje z klasg IIMHC komorek prezentujgcych antygen, jednak rola CD4 w uktadzie
nerwowym nie jest wyjasniona, zwiaszcza ze ulega tu ona alternatywnemu spli-
cingowi, w wyniku ktérego ekspresji ulegajedynie 2/3 karboksyterminalne czgsteczki
CD4 z limfocytéw T. Niewatpliwajest natomiast rola CD4 wumozliwianiu zakazenia
komorek nerwowych wirusem HIV, co prowadzi w konsekwencji do rozwoju zespotu
otepieniowego w przebiegu AIDS (AIDS dementia complex) [11,65].

Inne czasteczki adhezyjne tej klasy, takie jak Po, glikoproteina zwiazana z mieling
MAG (myelin associated glycoprotein) i biatko mieliny komo6rek Schwanna (SMP)
ulegaja ekspresji na mielinujagcych komérkach obwodowego i osrodkowego uktadu
nerwowego uczestniczagc w oddziatywaniu pomiedzy aksonami a komérkami gle-
jowymi odgrywajac kluczowa role w inicjowaniu procesu mielinizacji. Glikoproteina
Po uczestniczy zaré6wno w homofilowej adhezji miedzy komoérkami, jak i w re-
generacji i wzroscie neurytow. Mutacje genu Po na locus 1q22-23 sg charaktery-
styczne dla takich neuropatii, jak choroba Charcota-Marie-Tootha (typ IB) oraz
choroba Dejerine-Sottas. Bardzo podobne stany chorobowe pojawiajg sie takze wsku-
tek mutacji biatka koneksonéw koneksyny 32 lub obwodowego biatka mieliny 22
(PMP22) [103]. MAG wystepuje na powierzchni oligodendrocytow i komorek
Schwanna w dwéch izoformach, o wiekszej i mniejszej masie czasteczkowej zwanych
odpowiednio L-MAG (wieksza) i S-MAG (mniejsza), ulegajagcych fosforylacji pod
wptywem kinazy C [114]. MAG wywiera zdecydowany wptyw hamujgcy na wzrost
neurytow, co przyczynia sie do braku ich regeneracji w osrodkowym uktadzie ner-
wowym. W obwodowym uktadzie nerwowym inhibujagcy wptyw MAG jest prze-
ciwwazany przez stymulujagcy wzrost neurytow wpityw lamininy btony podstawnej
komorek Schwanna [19]. Basygina/neurotelina ulega ekspresji w komdrkach $réd-
btonka naczyn mozgowych odgrywajac role w ustanowieniu bariery krew-mdzg.
Wystepuje ona takze na powierzchni komdrek Miillera posredniczac w ich od-
dziatywaniu z neuronami [11].

Przedstawicielami drugiej klasy czgsteczek adhezyjnych z nadrodziny Ig w os$rod-
kowym uktadzie nerwowym jest N-CAM, L I, kontaktyna, aksonina, DCC, Nr-CAM
iin. N-CAM ma co najmniej 30 r6znych izoform powstatych wskutek alternatywnego
splicingu, za$ kazda z nich ma swdj wiasny wzor ekspresji w przebiegu rozwoju
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i w dojrzatym uktadzie nerwowym. Ekspresja tej czgsteczki nie jest jednak ogra-
niczona do osrodkowego uktadu nerwowego, gdyz uczestniczy ona takze np. w
przyleganiu gonocytow do komdrek Sertoliego w jadrze [67]. L1, ktére jest ligandem
dla N-CAM, to duza glikoproteina o wielu funkcjach, uczestniczgca w adhezji,
wzroscie neurytow, wytwarzaniu ich peczkéw i migracji neuroblastow. Gen dla
LI ulega alternatywnemu splicingowi - izoformy LI o mniejszej masie wystepuja
takze w komdrkach nie nalezgcych do ukfadu nerwowego (140, 80 kDa i inne),
za$ izoforma o masie czasteczkowej 200 kDa wytacznie w neuronach [103]. W
dojrzatym mozgu LI wystepuje praktycznie we wszystkich jego rejonach, jednak
w czasie rozwoju zmienia sie ekspresja roznych izoform LI. Na przykiad niektdre
jadra podwzgorza wykazujg duzg przewage izoformy 80 kDa, podczas gdy w hi-
pokampie imo6zdzku zdecydowanie przewaza izoforma 200 kDa [54]. Liczne mutacje
genu dla LI w locum Xq28 potozonym w bezposrednim sasiedztwie telomeru pro-
wadzg do powstania powaznych nieprawidtowos$ci rozwojowych ujawniajacych sie
u ludzi pod postacia trzech dziedzicznych zespotéw chorobowych zwigzanych z
chromosomem X: wrodzonego wodogtowia spowodowanego zwezeniem wodociggu
Sy lwiusza, wrodzonego spastycznego porazenia potowiczego typu | izespotu MASA
(Mental retardation, Aphasia, Shuffling gait, Adducted thumbs). W przypadkach
tych ciezkich rodzinnych schorzen obserwuje sie wrodzony brak ciata modzelowatego
i/lub szlakéw korowordzeniowych [25,42,85,82]. W zwiazku ze wsp6lng etiologia
proponuje sie objgé te wszystkie zespoty chorobowe nazwg CRASH (Corpus cal-
losum hypoplasia, Retardation, Adducted thumbs, Spastic paraplegia, Hydrocep-
halus) [24]. Stwierdzono, iz ekspresja czasteczek adhezyjnych takich jak LI moze
zaleze¢ od aktywnosci elektrycznej wzrastajgcych neurondéw, ktéra tym samym
moduluje uktadanie sie neurytow w peczki i obecno$¢ okreslonej liczby komdérek
Schwanna [38]. Co wiecej, przeciwciata zaburzajagce wigzanie LI/N-CAM zmniej-
szaly diugoterminowg potencjacje w neuronach hipokampa, tak wiec przypisuje
sie tym czagsteczkom role w uczeniu sie i pamieci [53]. Zaburzenia adhezji zaleznej
od uktadu LI/N-CAM moga leze¢ u podstaw niektérych postaci schizofrenii [71].

Bardzo ciekawy jest gen dcc, zidentyfikowany wpierw przy badaniach raka okrez-
nicy (Deleted in Colon Cancer - zdeletowany w raku okreznicy). Gen dcc jest
zaliczany do antyonkogenéw (genéw supresorowych nowotworéw), a jego produkt
jest wystepujacg w powigzaniu z btong komdrkowa czgsteczka adhezyjng. Jego
ekspresja zachodzi w wielu regionach mdézgu, gdzie stymuluje wzrost neurytow
[11]

Aksonina jest glikoproteing zawierajgcg sze$¢ domen immunoglobulinowych i
cztery domeny fibronektyny Ill, kodowang przez gen TAX-1 zlokalizowany na chro-
mosomie 1(l1q32.1) [47]. Oddzialywanie pomiedzy aksoning rosngcych aksonow
spoidtowych i Nr-CAM komdrek glejowych blaszki brzusznej cewy nerwowej jest
niezbedne do przejscia aksondéw przez linie posrodkowgq ciata. Zaktécenie tych
interakcji za pomocg specyficznych przeciwciat powoduje wrastanie aksonéw do
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struktur ipsilateralnych zamiast do kontralateralnych jak rowniez zapobiega pier-
wszym etapom wytwarzania ostonki mielinowej [90,93].

Kontaktyna (F3, FU) jest glikoproteing o masie czasteczkowej 130 kDa za-
kotwiczong w btonie poprzez fosfatydyloinozytol, odpowiedzialng za oddziatywanie
neuronéw z tenascyng [77,117]. Gen dla kontaktyny jest zlokalizowany na chro-
mosomie 12q11-q12 [5]. Zwigzanie kontaktyny z tenascyna prowadzi do aktywacji
kinazy tyrozynowej Fyn z rodziny kinaz Src [118]. Drugim poza kontaktyng re-
ceptorem dla tenascyny na neuronach jest proteoglikan glypikan, rowniez zako-
twiczony poprzez fosfatydyloinozytol. Oddziatywanie neuronéw z tenascyng
odpowiada za wiele procesow rozwojowych w osrodkowym uktadzie nerwowym
[104].

Trzeciagrupaczasteczek adhezyjnych zaliczanych do nadrodziny immunoglobulin
obejmuje m.in. receptory dla specyficznych czynnikéw neurotroficznych (neuro-
trofin), bedace produktami protoonkogenéw (p 140trkA,pI45trkR ,pl45trki ), neu-
reguliny i ulegajacy sekrecji neurokan, pokrewny proteoglikanom tkanki tgcznej
[11]. Neurotrofiny obejmujg rodzine pokrewnych biatek, takich jak czynnik wzrostu
nerwow (NGF, nerve growth factor), mézgopochodny czynnik neurotroficzny
(BDNF, brain derived neurotrophic factor), neurotrofina-3, neurotrofina-4 (zwana
takze 5) i neurotrofina-6. Neurotrofiny sg produkowane gtéwnie w obwodowym,
lecz takze w osrodkowym uktadzie nerwowym, a ich wydzielanie sie zwieksza
pod wptywem pobudzenia receptoréw glutaminianowych [55]. Receptorem dla neu-
rotrofin sg badZ to pokrewne receptorom dla TNF biatko p75NGFR o matym po-
winowactwie i niskiej specyficznosci, badz to bedace kinazami tyrozynowymi
produkty protoonkogenow trk o wysokim powinowactwie i duzej specyficznosci.
pl40trk jest receptorem dla NGF, pl45trk dla BDNF i neurotrofiny 4 a pl45I1kC
dla neurotrofiny 3 [2]. Poza specyficznym wigzaniem neurotrofin, biatka Trk od-
dziatywujg takze z r6znymi biatkami macierzy zewngtrzkomorkowej poprzez swoje
domeny immunoglobulinowe [98]. Neuregulina wystepuje na powierzchni neuronow
ruchowych i skupia sie w obrebie polgczenn nerwowo-migéniowych. Neuregulina
pobudza proliferacje komérek Schwanna oraz indukuje synteze receptora dla ace-
tylocholiny witékien mie$niowych poprzecznie pragzkowanych poprzez zwigzanie
sie ze swoim ligandem bedgcym produktem protoonkogenu erbB [41]. Myszy trans-
geniczne pozbawione genu neureguliny obumierajg z ciezkim niedorozwojem serca,
zaburzonym rozwojem komérek Schwanna i nieprawidtowo$ciami zwojow nerwoéw
czaszkowych. Podobny fenotyp wykazujg myszy transgeniczne pozbawione genow
dla receptorow dla neureguliny, erbBA i erbB2 [27,52,57]. Neurokan jest wy-
dzielanym przez neurony proteoglikanem bogatym w siarczan chondroityny, ktéry
wigze N-CAM i Ng-CAM wywierajgc na neurony silny wptyw regulujgcy wzrost
neurytéw. Podobnie dziatajg inne stabiej scharakteryzowane proteoglikany tkanki
nerwowej, takie jak proteoglikan 6B4 regulujacy wzrost wiokien kiciastych w méz-
dzku lub zwigzany z btonami growthcan o masie 140 kDa pojawiajgcy sie przejsciowo
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w czasie wytwarzania synaps [66]. Z kolei komorki glejowe wykazujg na swojej
powierzchni ekspresje innego proteoglikanu bogatego w siarczan chondroityny zwa-
nego fosfokanem. Fosfokan wigze N-CAM i Ng-CAM regulujgc adhezje neurondéw
i ich wypustek do komorek glejowych [59].

Czasteczki adhezyjne z klasy lg moga zaréwno oddziatywa¢ homofilowo ze
sobg (np. LI jednej komdrki wigze sie z LI drugiej), jak i heterofilowo z innymi
czasteczkami (np. aksonina-1 wigze sie albo homofilowo ze sobg albo heterofilowo
z LI, podczas gdy LI moze sie wigzac takze heterofilowo z lamining lub z N-CAM).
Poza tym, czgsteczki z klasy lg niekiedy oddziatywujg ze sobg takze w obrebie
btony komérkowej tej samej komorki. Wiazanie sie czasteczek z tej grupy ze swoimi
ligandami wywotuje zwykle przekazywanie do komorki specyficznych sygnatéw
za pomocg uktadéw informatoréw Il rzedu. Zwigzanie si¢ LI i N-CAM ze swoimi
ligandami wywotuje zmiany w wewngatrzkomérkowym poziomie Ca2+, pH i pro-
duktow przemiany trojfosforanu inozytolu. Ciekawe jest, ze odrebne populacje neu-
ronéw wykazuja niekiedy odmienne badZ wrecz przeciwstawne reakcje na ten sam
bodziec pochodzacy od czasteczek adhezyjnych [11].

Warto wspomnie¢ réwniez o grupie wystepujacych zarbwno w macierzy zewng-
trzkomorkowej jak i zwigzanych z btong komoérkowa biatek ulegajacych ekspresji
w réznych obszarach neuroektodermy i mezodermy zwanych semaforynami (ko-
lapsynami). Ich kontakt z wzrastajgcym koncem neurytu zapobiega jego dalszemu
wzrostowi w Kierunku wystepowania tej czgsteczki w tkankach. Semaforyny wy-
odrebniajg wiec terytoria tkankowe niedostepne dla wzrastajagcych neurytéw. Na
przyktad zalezne od neurotrofiny 3 neurony zlokalizowane w brzusznej cze$ci rdzenia
kregowego wydzielajg semaforyne Ill (kollapsyne), ktéra uniemozliwia wzrost wy-
pustek zaleznych od NGF-u komdérek czuciowych, kierujagcych sie do korzeni grzbie-
towych [56,72,109]. Receptorem dla semaforyn sg niezidentyfikowane biatka
btonowe, inicjujgce kaskade sygnalizacyjna w ktdrej uczestniczy biatko CRMP-62
(collapsin response mediator protein, mass 62 kDa) oraz biatka G [29]. Ziden-
tyfikowano u myszy biatko btonowe zawierajgce domene semaforyny oraz domeny
immunoglobulinopodobne nazwane M-Sema-F, ktére mozna wiec zaliczy¢ do nad-
rodziny g [37].

7. MIGRACJA KOMOREK GRZEBIENI NERWOWYCH

Komoérki grzebieni nerwowych migrujg z grzbietowej strony cewy nerwowej
wzdtuz okreslonych szlakbw w rozne regiony ciata zarodka. Wigze sie to ze zmiang
ich fenotypu z nabtonkowego w mezenchymatyczny, co odbywa sie pod wptywem
fosforylacji roznych biatek regulatorowych i strukturalnych [63]. W obrebie tutowia
wedrujg one brzusznie pomiedzy somitami wytwarzajgc neurony czuciowe, komarki
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Schwanna, autonomiczne neurony pozazwojowe, komorki satelitarne zwojow ob-
wodowych i niektére sposréd komoérek uktadu APUD, jak réwniez wedrujg grzbie-
towo pod ektoderme przeksztatcajagc sie w melanocyty. Komorki grzebieni
nerwowych w czesci dogtowowej zarodka rozprzestrzeniajg sie jeszcze bardziej
wchodzac w skiad tkanki tgcznej wiasciwej, chrzastek i kosci gtowy. Kontrola
kierunku ruchu komérek grzebieni nerwowych zalezy od czynnikow wydzielanych
przez otaczajgce tkanki oraz sktadnikéw macierzy zewnatrzkomérkowej [9,10]. Na
przyktad duzy agregujacy proteoglikan wersikan obecny w obrebie kaudalnych skle-
rotom6éw, mezenchymie podscielajacej tylnoboczne obszary ektodermy, mezenchy-
mie perinotochordalnej i w obrebie obreczy biodrowej zapobiega migracji komoérek
grzebieni nerwowych w te obszary prawdopodobnie blokujgc ich oddziatywanie
z fibronektyna, lamining i kolagenem typu I [61]. Komorki wywodzace sie z grzebieni
nerwowych nie bedgce neuronami stosunkowo tatwo ulegajg transdyferencjacji do
komérek neuronalnych pod wptywem odpowiednich czynnikéw. Na przyktad izo-
lowane z tarczycy i hodowane in vitro komérki C ulegaja przeksztatceniu pod
wptywem NGF-u w neurony serotoninergiczne [17].

Badania nad eksplantatami grzebieni nerwowych wykazaly, iz komérki te sg
w stanie wedrowa¢ wzdtuz wielu substratéw m.in. wzdtuz fibronektyny, lamininy,
witronektyny oraz kolagenu typéw I, IV i VI. Komérki grzebieni nerwowych od-
dziatywuja z podtozem poprzez specyficzne integryny, np. a4[3l, oc5(31 i a8[3l
oddziatywujg z fibronektyna, ocv[31, av(33, av(35 ia8|31oddziaty wujg z witronektyna,
alpl zlamining. W miare migracji i r6znicowania sie 6omorek grzebieni nerwowych
nasilajg sie roznice w ich wiasnosciach adhezyjnych, zwigzane ze zmiang ekspresji
poszczegblnych tancuchdw integryn [10,84].

Kolonizacja zarodkowegojelita przez pochodzgce z grzebieni nerwowych komarki
prekursorowe splotdw Meissnera i Auerbacha zachodzi przy wspétudziale NCAM
i L1. Postepuje ona w kierunku doogonowym od przetyku do odbytnicy. Bardzo
istotny w réznicowaniu sie komadrek splotdw Meissnera i Auerbacha jest receptor
c-met, wigzacy HGF wydzielany przez otaczajgce tkanki. DoS$¢ czesto zdarzajg
sie zaburzenia kolonizacji jelit przez komoérki prekursorowe z grzebieni nerwowych
i zaburzenia ich réznicowania zwigzane z nieprawidtowos$ciami adhezji miedzyko-
morkowej. U cztowieka odcinkowy brak wyksztatconych splotow Meissnera i Au-
erbacha prowadzi do choroby Hirschprunga. Locus tego schorzenia w przypadkach
rodzinnych jest potozony w poblizu protoonkogenu c-met [87,106].
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INAKTYWACJA CHROMOSOMU X
(AKTUALNE DONIESIENIA)

X CHROMOSOME INACTIVATION (CURRENT VIEWS)

Alina WOJDA

Zaktad Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu

Streszczenie: W 1961 roku Mary Lyon opisata, wystepujacy we wszystkich zeriskich komoérkach
somatycznych ssakéw proces inaktywacji jednego z pary chromosoméw X. Inaktywacja ta, czyli
transkrypcyjne wyciszenie ma na celu wyrdéwnanie dawki wigkszo$ci genéw sprzezonych z chromoso-
mem X miedzy organizmami zefskimi (46,XX) i meskimi (46,XY). Na skutek inaktywacji nieaktywny
chromosom X nabywa cech, ktére odrézniajg go od aktywnego chromosomu X i chromosoméw
autosomowych. Ro6znice te dotyczg czasu replikacji, stopnia metylacji, acetylacji i kondensacji oraz
poziomu ekspresji licznych genéw. W procesie inaktywacji najwazniejszg role przypisuje sie centrum
inaktywacji chromosomu X, ktore inicjuje inaktywacje. Nastepnymi etapami sa rozprzestrzenianie i
utrwalanie inaktywacji. Podstawy molekularne wymienionych trzech etapéw inaktywacji nie sgjeszcze
doktadnie poznane. Jednakze ostatnie wyniki badan z zastosowaniem metod biologii molekularnej
wnoszg nowe informacje dotyczace mechanizmoéw inaktywacji, konsekwencji jej zaburzen spowodowa-
nych aberracjami chromosomu X ijej wptywu na fenotyp.

Stowa kluczowe: inaktywacja, centrum inaktywacji (XIC), XIST, pozycyjny efekt ré6znorodnosci (PEV),
region pseudoautosomowy (PAR)

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

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

Key words: Inactivation, X inactivation center (XIC), X inactive specific transcript (XIST), position
effect of variegation (PEV), pseudoautosomal region (PAR).
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WSTEP

U wielu gatunkéw, takze u ssakow, osobniki zenskie majg dwa chromosomy
X, meskie jeden chromosom X. Réznica ta ma krytyczne znaczenie w procesie
determinacji pici. Jednakze geny sprzezone z chromosomem X kodujg wiele biatek,
ktorych poziom musi by¢ zréwnowazony u kobiet i mezczyzn, musi zatem ulec
zrownowazeniu poziom ekspresji tych genéw miedzy osobnikami zeriskimi i me-
skimi. W zenskich komorkach somatycznych cztowieka zréwnowazenie dawki ge-
néw zlokalizowanych w chromosomie X miedzy kobietami (46,XX) i mezczyznami
(46,XY) zachodzi droga losowej inktywacji, czyli "transkrypcyjnego wyciszenia",
jednego z pary chromosoméw X pochodzenia matczynego lub ojcowskiego. W
ten sposob u osobnikéw obu pici geny zlokalizowane w chromosomie X ulegaja
ekspresji tylko w jednym, aktywnym chromosomie X [2, 18].

Konsekwencjg losowej inaktywacji chromosomu X jest wystepujacy u kobiet
mozaicyzm komoérkowy, czyli obecno$¢ w zenskim organizmie dwdch populacji
komorek réznigcych sie zawartoscig aktywnego chromosomu X pochodzenia mat-
czynego lub ojcowskiego. Jedna populacja komorek somatycznych zernskich wy-
kazuje ekspresje genow sprzezonych z chromosomem X pochodzacych od matki,
druga pochodzacych od ojca. Stad kobiety, z letalnymi dla osobnikow meskich
mutacjami gendw sprzezonych z chromosomem X wykazujg w mniejszym stopniu
ich ekspresje niz mezczyzni. Ttumaczy sie to w ten sposdb, ze komorki, w ktorych
ekspresji ulega prawidtowy allel dostarczajg wystarczajgco duzo produktéow ge-
nowych do korekcji skutkow mutacji w komoérkach, w ktérych ekspresji ulega
gen patologiczny. Alternatywnie komorki z aktywnym chromosomem X zawie-
rajagcym zmutowany gen moga ulega¢ eliminacji [17,27].

Obecnos¢ dwéch aktywnych chromosomoéw X w komérkach somatycznych zen-
skich cztowiekajest letalna podczas embriogenezy [22]. Natomiast brak kompensacji
dawki poszczegdlnych tylko genéw powoduje zaburzenia fenotypowe u kobiet [16].
Proces kompensacji dawki genoéw sprzezonych z chromosomem X nie zachodzi
u osobnikow majacych tylko jeden chromosom X, czyli u mezczyzn i kobiet o
kariotypie 45,X

Inaktywacja jednego z chromosomoéw pici, zjawisko nie wystepujace w chro-
mosomach autosomowych, jest powodem odmiennego od autosomoéw zachowy-
wania sie chromosomoéw pici zar6wno podczas podziatbw mitotycznych, jak i
mejotycznych. Podczas wczesnych mitotycznych podziatéw zygoty w zenskich ko-
mérkach somatycznych cztowieka obydwa chromosomy X sg aktywne, to znaczy
ulegaja replikacji réwnocze$nie z chromosomami autosomowymi.

Po zréznicowaniu komdrek blastocysty na trofoblast i wezet zarodkowy chro-
mosom X pochodzenia ojcowskiego ulega inaktywacji. Inaktywacja ta jest jednak
nietrwata i po 12 dniach w komérkach trofoblastu, a po 16 dniach w komdrkach
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wezta zarodkowego nieaktywny chromosom X ulega reaktywacji po czym zachodzi
proces tak zwanej lionizacji, czyli losowa inaktywacja jednego z dwéch chromo-
somoOw X, pochodzenia matczynego lub ojcowskiego [9,13,14,20]. Jestto inaktywacja
trwata. Raz zinaktywowany chromosom X pozostaje nieaktywny we wszystkich
komérkach potomnych [22]. Nieaktywny chromosom X widoczny jest na obrzezu
jadra interfazowego jako skondensowana grudka chromatyny, tak zwane ciatko
Barra [22].

W komorkach rozrodczych cztowieka podczas oogenezy i spermatogenezy proces
inaktywacji chromosomu X przebiega inaczej niz w komdrkach somatycznych. W
premejotycznych oogoniach jeden z dwoch chromosomdéw X jest nieaktywny. Na
poczatku mejozy, w stadium profazy ulega on reaktywacji i pozostaje aktywny
do zakoriczenia oogenezy [23]. W premejotycznych spermatocytach [9] lub wedtug
innych autorédw w mejotycznej profazie | [7] chromosom X ulega przejsciowej
inaktywacji i kondensacji i tym samym formuje wraz z chromosomem Y pecherzyk
ptci [7,8]. W pecherzyku pici chromosomy X i Y ulegaja koniugacji w regionach
pseudoautosomowych (PAR), w ktérych sekwencje DNA chromosomoéw X i Y
sg homologiczne [25]. Niehomologiczne regiony chromosoméw X i Y nie ulegaja
koniugacji. Zapobiega to rekombinacji miedzy niehomologicznymi, czyli specyfi-
cznymi tylko dla chromosomu X lub Y sekwencjami DNA [3,11,21].

Wybér chromosomu X majacego pozosta¢ aktywnym oraz liczbha chromosoméw
X majacych pozosta¢ aktywnymi dokonywany jest we wczesnej embriogeneze
[9,13,19,22,29].

MECHANIZMY PROCESU INAKTYWACJI

Inaktywacja chromosomu X jest procesem ztozonym, dotad jeszcze niezupeinie
poznanym. Na podstawie aktualnego stanu wiedzy mozna wyodrebni¢ nastepujace
etapy tego procesu:

e zapoczatkowanie inaktywacji we wczesnej embriogenezie,
e rozprzestrzenienie inaktywacji na caty chromosom X,

e utrwalanie inaktywacji

A) Zapoczatkowanie inaktywacji we wczesnej embriogenezie. Podstawy mo-
lekularne mechanizmdw zapoczatkowujace inaktywacje nie sg doktadnie znane,
jednak w literaturze opisanych jest kilka hipotez i sugestii zastugujacych na uwage.

Inicjacja inaktywacji jest regulowana przez cis - inaktywator XIST (z ang. inactive
specific transcript), czyli gen XIST znajdujacy sie w chromosomie ulegajgcym
procesowi inaktywacji. Locus XIST zmapowano w regionie Xql3.2 [8,9,29] we-
wnatrz segmentu Xql3 chromosomu X, zwanym centrum inaktywacji - XIC (z



176 A. WOJDA

ang. X inactivation center) [27]. Region ten ulega ekspresji tylko w nieaktywnym
chromosomie X i produkuje funkcjonalny mRNA pozostajacy w jadrze komor-
kowym, w poblizu ciatka Barra. Prawdopodobnie tgczy sie on z chromosomem
X i zmieniajgc strukture jego chromatyny powoduje inaktywacje chromosomu
[8,10,13,15].

Wedtug innej hipotezy, inicjacja inaktywacji jednego z pary chromosomow
X jest regulowana przez drugi chromosom X na zasadzie interakcji miedzy regionami
XIC obu chromosomow X. Wskutek czego jeden z elementéw XIC przyjmuje
konformacje umozliwiajaca ekspresje locus XIST w drugim chromosomie. Interakcja
ta zachodzi tylko wtedy, gdy oba centra inaktywacji znajdujg sie na dwdéch réznych
chromosomach X. Stad inaktywacje obserwuje sie tylko wowczas, gdy w komérce
jest wiecej niz jeden chromosom X i co najmniej dwa chromosomy X posiadajg
centra inaktywacji. Proces ten zwany jest poprzecznym efektem inaktywacji
[23,25,27].

Aktywne regiony genomu wymagajg acetylacji histonu H4, jednego z czterech
histonow wchodzacych w sktad nukleosoméw chromosomoéw. Zahamowanie ace-
tylacji histonu H4 jednego z chromosomoéw X prowadzi do inaktywacji tego chro-
mosomu [5,24].

Liczba aktywnych chromosoméw X w komorce kontrolowanajest przez produkty
gendéw autosomowych. Zatem w prawidtowych komdrkach diploidalnych cztowieka
(46,XX oraz 46,XY) tylko jeden chromosom X jest aktywny. Dotyczy to takze
osobnikéw o nieprawidtowej, zwiekszonej, trisomicznej liczbie chromosoméw pici
np: 47, XXX i 47,XXY, w ktérych takze tylko jeden chromosom X jest aktywny.
W przypadku poliploidii, w zeniskich komérkach triploidalnych cztowieka, 69, XXX
na skutek zwiekszonej ilosci produktow gendéw autosomowych, dwa chromosomy
X sg aktywne, natomiast w meskich 69, XXY oba chromosomy X sg aktywne.
W komérkach, w ktérych wystapita trisomia chromosoméw pici, dla zachowania
aktywnos$ci dwdch chromosomoéw X w genomie musiatby istnie¢ dodatkowy gen
autosomowy powodujgcy aktywacje dodatkowego chromosomu X. W organizmach
diploidalnych liczba aktywnych i nieaktywnych chromosomoéw X zalezy wiec od
proporcji chromosomoéw pici w stosunku do chromosomow autosomowych (X:A).
Autosomowy gen, przypuszczalny kandydat odpowiedzialny za utrzymanie aktyw-
nosci chromosomu X u cztowieka, znajduje sie na chromosomach pary 1, 9 lub
19 [6,19,22,23,27].

B) Rozprzestrzenianie inaktywacji na caty chromosom X. Mechanizmem od-
powiedzialnym za rozprzestrzenianie inaktywacji na caty chromosom X moze by¢
pozycyjny efekt r6znorodnosci PEV (z ang. position effect variegation), polegajacy
na utracie przez geny aktywnosci w wyniku ich przesunieciu w sgsiedztwo hete-
rochromatyny, czyli ich heterochromatynizacji [23].

Rozprzestrzenienie inaktywacji z regionu XIST zachodzi takze dzieki metylacji
przez metylotransferaze reszt cytozyny w obrebie loci ulegajacych inaktywaciji.
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Nadmierna metylacja reszt cytozynowych prowadzi do inaktywacji informacji ge-
netycznej w zmetylowanym segmencie DNA. Jestona wiernie przekazywana podczas
mitotycznych podziatéw komorkowych, poniewaz zmetylowane miejsca na zasadzie
sprzezenia zwrotnego utrzymujg statg aktywno$¢ metylotransferazy [27]. Loci nie
ulegajace inaktywacji nie podlegajg hipermetylacji.

C) Utrwalanie inaktywacji. Poniewaz proces metylacji zachodzi p6Zno w pro-
cesie hamowania transkrypcji prawdopodobnie petni tylko role pomocniczg w sto-
sunku do innych mechanizmow rozprzestrzeniajgcych inaktywacje. By¢ moze jest
potrzebny do jej utrzymania i odpowiada za wierne przekazywanie procesu ina-
ktywacji podczas mitozy [4,12,15,23,27].

Metylacja i kondensacja, powodujace zmiane struktury chromatyny, sq prawdo-
podobnie spowodowane przez ten sam czynnik, ktéry powoduje heterochroma-
tynizacje fakultatywng chromosomu X [23]. Heterochromatynizacja fakultatywna
polegana zwiekszeniu stopnia kondensacji chromatyny jednego z pary chromosomoéw
i jego unieczynnieniu pod wzgledem aktywnosci w syntezie RNA.

Do utrzymania inaktywacji przyczynia sie prawdopodobnie konformacja ciatek
Barra, w ktorych telomery nieaktywnego chromosomu X znajdujg sie bardzo blisko
siebie [19]. Zmiana struktury nieaktywnego chromosomu X jest raczej wtérng mo-
dyfikacjag niz powodem inaktywacji [7].

Istnieje takze hipoteza sugerujaca, iz poczatkowo inaktywacji ulega caty chro-
mosom X, po czym sama metylacja nie jest utrzymywana w sposob ciagty, lecz
skokowo przechodzi z jednego locus na nastepny [7,20].

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

GENY ZLOKALIZOWANE NA NIEAKTYWNYM
CHROMOSOMIE NIE ULEGAJACE PROCESOWI
INAKTYWACJI

Procesowi inaktywacji nie ulega caty materiat genetyczny chromosomu X. Czes¢
gendw zachowuje aktywnos$é transkrypcyjna. Sa to geny majace swoje homologi
na chromosomie Y.

W regionach pseudoautosomowych chromosomu X PAR1: Xpter—Xp22.32 i
PAR2: Xqter—xXq28 znajdujg sie geny wykazujgce sekwencje identyczne z se-
kwencjami zlokalizowanymi w chromosomie Y: Ypter—Ypl 1.2 i Yqter.

W pozycji Xp22.3 znajdujg sie geny:

XG - determinujacy grupe krwi,

MIC2 - kodujgce antygen powierzchniowy CD99,

ANT3 - kodujacy translokaze ADP/ATP,

ASMT - acetyloserotonine N-metylotransferazy.
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W pozycji Xq28 znajduje sie gen G6PD aktywny tylko w kosmdwce.

Sekwencje homologiczne wykryto takze poza regionami pseudoautosomowymi.
Na granicy regionu pseudoautosomowego zlokalizowane sg geny: AMELX - ko-
dujacy amelogenine, STS - kodujacy sulfataze sterydowa, KALI - geny odpo-
wiedzialne za zespot Kallmana. W pozycji Xp22.1 znajduje sie gen ZFX kodujacy
czynnik transkrypcyjny z domeng typu "palce cynkowe". W pozycji Xpll.2 zlo-
kalizowano gen UBEL1(A1S9T) kodujacy enzym EIl aktywujgcy ubiquityne (gen
ten nie ma homologu na chromosomie Y), TIMP1 - kodujgcy tkankowy inhibitor
nukleoproteinazy 1, SMCX (XE 169X), a takze zachowujacy aktywnos¢, ale nie
majgcy homologu na chromosomie Y gen SB 1.8 o nieznanej funkcji. W pozycji
Xql3 znajduje sie gen RPS4X kodujacy biatko rybosomalne S4, w pozycji Xql3.2
zlokalizowany jest opisany wczesniej gen XIST, a w pozycji Xq21.3 gen dla biatka

Rys. 1. Lokalizacja genéw homologicznych dla chromosomoéw X i Y cztowieka: PAR1 - region
pseudoautosomowy 1, PAR2 - region pseudoautosomowy 2, wg [1,8]
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kinazy PRKX. i DFFRX odpowiedzialny za fenotyp zespotu Turnera. Funkcja po-
zostatych gendw dotad jest nieznana. Oprécz XIST wymienione wyzej geny ulegaja
ekspresji z aktywnego i nieaktywnego chromosomu X i/lub chromosomu Y. Sg
to geny homologiczne, funkcjonalnie réwnowazne, organizowane jako potencjalnie
aktywna chromatyna i nie reagujgce na sygnat do inaktywacji lub ulegajgce ina-
ktywacji jednak nie mogace jej utrzymacé [20,29]. Brak tych gendéw powoduje réz-
norodne zaburzenia fenotypowe u kobiet [16,20,26,27,28,30,31,32].

ZABURZENIA W PROCESIE INAKTYWACJI

Aberracje chromosomu X powodujg zaburzenia w procesie inaktywacji. Delecja
XIC jest przyczyng braku inaktywacji chromosomu X.

W przypadku translokacji miedzy chromosomem X i chromosomem autoso-
mowym, gdy translokowany fragment chromosomu X zawiera XIC nastepuje utrata
aktywnosci chromosomu X. Gdy translokowany fragment chromosomu X nie obej-
muje XIC chromosom X zachowuje aktywno$¢. Natomiast gdy translokacja nastepuje
po procesie inaktywacji, chromosom X pozostaje nieaktywny.

W przypadku translokacji zrébwnowazonej miedzy chromosomem X, aautosomem
inaktywacji ulega drugi z pary, prawidtowy chromosom X.

Chromosomy X ulegajgce innym aberracjom ale zachowujgce XIC ulegajg ina-
ktywacji [4,23,14].

PODSUMOWANIE

Poznanie mechanizmoéw inaktywacji chromosomu X ma duze znaczenie dla zro-
zumienia zaleznosci miedzy fenotypem, a kariotypem. Pozwala na poznanie genow
biorgcych udziat w tworzeniu okre$lonych cech fenotypowych. Wyja$nienie pro-
cesOw inaktywacji jest szczegllnie wazne dla lekarzy klinicystow do witasciwej
interpretacji wynikéw badarn kariotypéw u pacjentow, u ktérych stwierdzono aber-
racje chromosoméw pici oraz u nosicieli choréb sprzezonych z picis.
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Streszczenie: W artykule zostata opisana regulacja procesu biosyntezy hormondéw steroidowych w
komérkach Leydiga jako reprezentanta komodrek steroidogennych. Mechanizmy regulujace wolng
odpowiedz sg znane i dobrze udokumentowane, obecnie przedstawiono dane dotyczgce biatek bedacych
potencjalnymi regulatorami szybkiego procesu steroidogenezy zachodzacego w odpowiedzi na stymu-
lacje hormonalng. Szczeg6lng uwage zwrécono na role biatka StAR. Opisano réwniez molekularny
mechanizm jego dziatania w komérkach Leydiga.

Stowa kluczowe: steroidogeneza, komérka Leydiga, stymulacja hormonalna, biatka regulatorowe, StAR

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

Key words: steroidogenesis, Leydig cell, hormonal stimulation, regulatory proteins, StAR

WSTEP

Gonada meska jest gtownym zrédtem androgenéw produkowanych w ustroju
samca. Hormony te wytwarzane sg przez komorki Leydiga lezagce w tkance in-
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terstycjalnej jadra. W kanalikach nasiennych znajduja sie komorki Sertoliego oraz
komorki rozrodcze: spermatogonia, spermatocyty | i Il rzedu, spermatydy oraz
plemniki. Warstwe otaczajacg kanalik tworzag komoérki mioidalne. Morfologicznie,
oba elementy strukturalne jgdra stanowig dobrze wyodrebnione czesci [86, 87, 17],
natomiast funkcjonalnie dziatajg jako cato$¢, androgeny bowiem sg odpowiedzialne
za inicjowanie i utrzymanie spermatogenezy [18, 92, 95]. W S$wietle najnowszych
badan wiadomo, ze w jadrze zachodzi nie tylko regulacja endokrynowa, ale majg
miejsce liczne para- i autokrynowe oddziatywania miedzy komoérkami, zardwno
w obrebie przedziatu kanalikowego, interstycjalnego, jak i miedzy nimi [13, 25,
26, 88, 94].

Gtéwnym stymulatorem procesu steroidogenezy w komorkach Leydiga jest hor-
mon luteinizujacy (LH), wydzielany przez komérki przedniego ptata przysadki moz-
gowej. Komoérki Leydiga sg docelowymi dla tego hormonu, wigza go przez receptory
btonowe i dzieki temu zdolne sg do odpowiedzi na stymulacje hormonalng. Oprécz
LH, wiele hormondw, czynnikow wzrostu oraz lokalnie dziatajacych, nowo opisanych
biatek moze dziataé¢ bezposrednio na komorki Leydiga prowadzac do przyspieszenia
lub zahamowania podstawowej syntezy steroidéw lub przez modulacje dziatania
LH wptywac na tempo steroidogenezy stymulowanej przez ten hormon. Egzogennie
podane hormony wigzgc sie ze specyficznym transbtonowym receptorem wywotujg
kaskade reakcji enzymatycznych, w nastepstwie ktérych dochodzi do odpowiedzi
komorkowej, tj. do zwiekszonej syntezy isekrecji androgenéw. W wyniku stymulacji
przez LH komorka jest zdolna do odpowiedzi w ciggu kilku minut lub ma miejsce
wolny proces trwajgcy wiele godzin. Efekt ten wigze sie ze wzmozong transkrypcjg
genéw, wzmozong translacjg biatek bedacych produktami danego genu np. kom-
pleksu enzymatycznego cytochroméw P450, wigczonych w biosynteze testosteronu
[48].

Przedmiotem zainteresowania w tym artykule bedzie regulacja biosyntezy an-
drogendw oraz czynniki, ktére mogga by¢ za ten proces odpowiedzialne. Mechanizmy
regulujagce wolng odpowiedz komorki sg dobrze poznane, udokumentowane i
opisane od ponad 20 lat. Natomiast szybka, stala regulacja, ktéra zachodzi w od-
powiedzi na stymulacje hormonalng w ciggu kilku minut, jest nadal nie w peni
wyjasniona. Prawdopodobnie, mechanizmy lezace u podstawy tych wydarzen sg
analogiczne dla wszystkich komadrek steroidogennych, a komérki Leydiga sgjedynie
ich przedstawicielem.

CHARAKTERYSTYKA PRZEBIEGU STEROIDOGENEZY

Biosynteza steroiddw rozpoczyna sie od enzymatycznego odszczepienia bocznego
tancucha cholesterolu (ang. side chain cleavage - see), w wyniku czego powstaje
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pregnenolon. Reakcja tajest katalizowana przez kompleks enzymatyczny desmolazy
cholesterolu (cytochromu P450scc), ktory jest ulokowany w wewnetrznej btonie
oraz macierzy mitochondrialnej [28]. Ponadto, w mitochondriach komérek Leydiga
znajduje sie takze 3(3-dehydrogenaza hydroksysteroidowa (17(3-HSD), dzieki ktorej
moze dojs¢ do bezposredniego przejscia cholesterolu w progesteron z pominigciem
pregnenolonu. Enzym ten dziata takze we frakcji mikrosomalnej katalizujgc dalsze
etapy przemian. We frakcji tej obecne jest réwniez kompleks enzymatyczny cy-
tochromu P450cl7 (hydroksylaza/liaza) oraz 17(3-dehydrogenaza hydroksysteroido-
wa (17(3-HSD) i reduktaza 17-ketosteroidowa (17-KSR), ktére sa odpowiedzialne
za przeksztatcenie androstendionu w testosteron. | wreszcie, aktywny jest rdwniez
enzym, aromataza, zkompleksu enzymatycznego cytochromu P450arom, dzieki ktorej
dochodzi do konwersji testosteronu w estradiol. Proces ten nosi nazwe aromatyzacji
(rys. 1).

Jak wynika z powyzszego opisu, do zainicjowania i utrzymania procesu ste-
roidogenezy niezbedny jest stalty zapas i doptyw cholesterolu, substratu do syntezy
androgenéw. Transport cholesterolu w komoérkach Leydiga odbywa sie w dwu
etapach. Pierwszy to mobilizacja estréw cholesterolu z kropli lipidowych lub btony
komdrkowej oraz jego wedrowka do zewnetrznej btony mitochondrialnej. W etapie
tym zaangazowana jest hydrolaza estrow cholesterolu, dzieki ktérej dochodzi do
otrzymania puli wolnego substratu do dalszych przemian. Szybko$¢ formowania
cholesterolu wptywa na dalsze tempo steroidogenezy ijest kluczowym zjawiskiem

Rys. 1. Schemat procesu steroidogenezy stymulowanej przez LH w komérce Leydiga [wg 87]: P450S,
P450ci7, P450arom- kompleks enzymatyczny cytochromoéw P450, 17(3-HSD- 17(3-dehydrogenaza
hydroksysteroidowa, 17-KSR-reduktaza 17-ketosteroidowa
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Rys. 2. Poczatkowy etap steroidogenezy przebiegajacy w odpowiedzi na stymulacje hormonalng
(opracowano wg [99], szczegdty w tekscie): SCP2- biatkowy nosnik steroli

tego procesu (rys. 2). Drugi etap to miedzybtonowy transport cholesterolu z zew-
netrznej do wewnetrznej btony mitochondrialnej [101,102]. W macierzy mitochon-
drialnej dziata kompleks enzymatyczny SCC, w skiad ktérego wchodzg
adredonoksyna oraz jej reduktaza wraz z P450scc (w bionie wewnetrznej mito-
chondrium), ktérego zadaniem jest odszczepienie bocznego tancucha cholesterolu.
W ten sposob powstaje pregnenolon (rys. 3) [84]. Dyfuzja cholesterolu jako zwigzku
hydrofobowego jest niezwykle wolnym i trudnym procesem. Pokonanie srodowiska
wodnego, wypetniajgcego miedzybtonowa przestrzed mitochondrialng jest mozliwe
tylko dzieki specyficznie dziatajgcym enzymom kompleksu SCC. W wyniku ich
aktywnos$ci utrzymany zostaje odpowiedni poziom cholesterolu gotowy do prze-
ksztatcenia w pregnenolon. Musi wiec istnie¢ mechanizm umozliwiajacy szybki
transport cholesterolu wéwczas, gdy w wyniku stymulacji hormonalnej nastepuje
wzrost syntezy steroidow przez komdrki Leydiga. Na podstawie badan z zasto-
sowaniem hydroksylowanych analogéw cholesterolu stwierdzono jego czasowag nie-
zdolno$¢ do odszczepiania bocznego taficuchapomimo obecnosci aktywnego enzymu
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Rys. 3. Mitochondrialny etap steroidogenezy w komoérce Leydiga [wg 99], szczegbty w teks'cie

P450scc. Najprawdopodobniej jest to zabezpieczenie przed nadmiernym tworzeniem
sie pregnenolonu i w konsekwencji dalszych steroidéw, wowczas gdy nie dochodzi
do stymulacji hormonalnej [30,100,101]. Badania te stanowig dalszy krok w zro-
zumieniu zawitosci mechanizmoéw odpowiedzialnych za transport cholesterolu. Tak
wiec regulacja steroidogenezy zachodzi pod kontrolg zespotu czynnikéw utatwia-
jacych transport cholesterolu z ich magazyndw do zewnetrznej i dalej do wewnetrznej
btony mitochondrialnej.

ROLA TRANSLACJI, TRANSKRYPCJI | FOSFORYLACJI
BIALKA W PRZEBIEGU STEROIDOGENEZY

Ze wzgledu na szczegdlna role hormonéw steroidowych zaangazowanych w
homeostaze ustrojowg i funkcje reprodukcyjne, zainteresowanie wyjasnieniem me-
chanizmoéw regulujacych proces ich powstawania jest wciagz duze. Wiadomo, iz
w czasie steroidogenezy zachodzacej w wyniku odpowiedzi na stymulacje hormonami
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tropowymi we wszystkich komorkach steroidogennych dochodzi do powstania no-
wego biatka, bez ktérego biosynteza hormondow bytaby niemozliwa [34,35].

Stevens i Lambeth [97], opisujg w swych badaniach, ze produkcja adrenokor-
tykoidow przez komérki kory nadnerczy pod wptywem ACTH moze by¢ zablo-
kowana przez zahamowanie translacji. Wynika stad jednoznacznie, ze proces ten
jest niezbedny do prawidlowego przebiegu steroidogenezy. Zastosowanie cyklo-
heksoimidu (inhibitora syntezy biatek) przyczynito sie do wyjasnienia koniecznosci
translacji w procesie biosyntezy hormondw steroidowych. Na tej podstawie sfor-
mutowano wniosek, ze produkcja steroiddw jest zalezna od gwaltownie powsta-
jacego i wysoce labilnego biatka, ktére pojawia sie w odpowiedzi na stymulacje
ACTH, FSH czy LH. Wyniki badan Schulstera i wsp6tpracownikéw [90,91] pro-
wadzg do stwierdzenia, ze zarobwno hodowle pierwotne, jak i guzéw komérek nad-
nerczy i Leydiga wykazujg powyzszg zaleznosc¢.

Kolejnym zadaniem byta odpowiedZ, czy transkrypcja de novo jest takze nie-
zbedna w czasie steroidogenezy. Doswiadczenia Garrena [38] majgce na celu po-
twierdzenie tego zatozenia prowadzono przy uzyciu aktynomycyny D. Zahamowanie
transkrypcji pod wptywem tego zwigzku pozostaje bez wpltywu na przebieg ste-
roidogenezy w komorkach kory nadnerczy szczura. Vemikos Danielis i Hall [114]
w swoich badaniach réwniez obserwowali brak wptywu aktynomycyny D na sty-
mulowang przez ACTH produkcje adrenokortykoidéw. Kontynuujac badania uznali
jednak, ze krotkotrwata (w przeciwieAstwie do diugotrwatej) stymulacja wymaga
syntezy mRNA. Wyniki kolejnych badan [90,32] nie potwierdzity powyzej przed-
stawionej hipotezy, nie znaleziono bowiem zadnego mechanizmu, ktéry bytby od-
powiedzialny za szybkag aktywacje i synteze mRNA.

Dalsze badania prowadzone byly w celu oceny koniecznosci fosforylacji w ste-
roidogenezie. Jak wiadomo, w wyniku odpowiedzi komoérek na dziatanie LH czy
ACTH dochodzi do wzrostu aktywnosci cyklazy adenytanowej, dalej do wzrostu
wewnatrzkomérkowego stezenia cCAMP oraz aktywacji kinazy biatkowej A, ktéra
odpowiedzialnajest za fosforylacje biatka. Do fosforylacji dochodzi rowniez poprzez
kinaze biatkowg C za posrednictwem wtdrnego przekaznika przenoszenia sygnatu,
jakim jest diacylglicerol (DAG) (rys. 4) [48,86].

Badania na liniach komdrkowych guza nadnerczy Y-l [39, 99,] pozbawionych
aktywnej kinazy biatkowej A dowodza, ze brak aktywnego enzymu prowadzi do
zahamowania tub zablokowania procesu steroidogenezy. Wprowadzenie do tej linii
komorkowej funkcjonalnie czynnej kinazy biatkowej A prowadzi do przywrdocenia
aktywnosci steroidogennej komoérek guza [82, 115]. W $wietle powyzszych danych
wydaje sie oczywiste, ze fosforylacja dotychczas nie zidentyfikowanego biatka
jest niezbedna do petnej aktywnosci steroidogennej komorek.
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inne
hormony LH

odpowiedz
komorkowa
Rys. 4. Plejotropowe dziatanie LH na komorke docelowg [wg 48]: R- receptor, AA - kwas arachidonowy,
PK-A - kinaza biatkowa A, PK-C - kinaza biatkowa C, PL-A - fosfolipaza A, PL-C - fosfolipaza C,
DG - diacylglicerol, IP3- inozytolotréjfosforan, CM - kalmodulina

ROLA ELEMENTOW CYTOSZKIELETU W PRZEBIEGU
STEROIDOGENEZY. CYTOARCHITEKTURA KOMOREK
LEYDIGA

W ostatnich latach poSwiecono wiele uwagi udziatowi i roli elementéw cyto-
szkieletu w procesie hiosyntezy hormonéw steroidowych [10,11,42,43,44]. Badania
na réznych uktadach modelowych dostarczyty dowodéw, ze morfologiczne zmiany
zachodzace w komoérkach pod wptywem stymulacji hormonalnej sg wynikiem reor-
ganizacji mikrotubul, filamentow posrednich i mikrofilamentéw i powigzane sa
zprodukcjg steroidéw [12,14,15,23,24,40,41,83]. Dalszych dowod6w na udziat cyto-
szkieletu w steroidogenezie dostarczyto zastosowanie srodkéw rozbijajgcych ele-
menty cytoszkieletu (kolchicyna, winblastyna i nokodazol oraz cytochalazyna B
i D) odpowiedzialnych odpowiednio za depolimeryzacje mikrotubul i zahamowanie
funkcji mikrofilamentéw [21,22,27,68,89,107].

W wyniku dziatania wyzej opisanych $rodkéw bariera miedzy organellami ko-
moérkowymi zaangazowanymi w proces steroidogenezy ulega eliminacji (organelle
bowiem nie sg utozone przypadkowo w cytoplazmie); krople lipidéw i mitochondria
zblizaja sie do siebie zajmujac gtéwnie obszar okotojgdrowy w komdrce; transport
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cholesterolu zjego magazynoéw do mitochondriéw zostaje utatwiony iprzyspieszony
[2,4,5,6,7,16]. Tym samym dochodzi do wzrostu produkcji steroidéw [12,14,89].

Do tej pory nie uzyskano zadnego dowodu na zaangazowanie biatek cyto-
szkieletu w miedzybtonowy transport cholesterolu w mitochondriach. W $wietle
obecnych badan przyjmuje sie wiec mozliwos¢ wigczenia sie poszczegolnych ele-
mentéw cytoszkieletu jedynie w poczatkowy transport cholesterolu, tj. z miejsca
jego magazynowania do zewnetrznej btony mitochondrialnej. Dzieki temu zapew-
niony bytby staty doptyw substratu do tych organelli. Wydaje sie, ze w procesie
tym uczestniczy biatko SCP2, czyli biatkowy nosnik steroli, co z kolei sugeruje
mozliwos$¢ wiagczenia sie peroksysomdw w regulacje procesu steroidogenezy (patrz
rys. 2). Ostatnio, na podstawie powyzszych danych, Mendis-Handagama [65,66]
postuluje zaangazowanie sie peroksysoméw w proces biosyntezy steroidéw w ko-
mérkach Leydiga oraz ciatka zéttego szczura. Réwniez badania Bilinskiej i Litwina
[19] przemawiajg za rolg tych organelli w regulacji steroidogenezy w komdrkach
Leydiga myszy. W tych ostatnich badaniach dzieki immunocytochemicznej loka-
lizacji enzymow peroksysomowych zaobserwowano wzrost liczby mikrociat pod
wptywem LH, korelujagcy z wysoka aktywnoscia hormonalng komérek. Z kolei,
postepujacy spadek ich ilosci podczas trwania hodowli wigze sie z utratg zdolnosci
steroidogennych przez komdrki Leydiga [60].

Bardzo interesujagce sa wyniki dalszych badari Almahbobi i Halla [3,4,5,6,8]
dotyczace roli filamentéw posrednich w regulacji steroidogenezy. Na podstawie
wielu doSwiadczen autorzy ci twierdzg, ze filamenty posrednie sg najscislej zwigzane
z kroplami lipidéw i mitochondriami. Wykazuja oni istnienie wyspecjalizowanych
potgczen miedzy mitochondriami a filamentami posrednimi [7].

Pod wptywem rozbicia filamentéw akrylamidem, wimentyna (ale takze i tubulina)
otacza szczelnie krople lipidéw, zmniejszajac tym samym odlegto$¢ miedzy nimi
a mitochondriami, co w rezultacie prowadzi do wzmozonej steroidogenezy [93].
Znaczenie tego zjawiska jest duze, zwtaszcza gdy bierze sie pod uwage konieczno$é
utrzymania statego poziomu substratu w zewnetrznej btonie mitochondrialnej przy
szybkim tempie steroidogenezy.

BIALKA BEDACE POTENCJALNYMI REGULATORAMI
PROCESU STEROIDOGENEZY

Jakjuz wczesniej wykazano powstanie biatek de novo (tj. translacja) jest niezbedne
do szybkiej produkcji steroidéw. W zwigzku z tym w kolejnym rozdziale zostang
omoOwione biatka, ktére wydajg sie by¢ zaangazowane w regulacje steroidogenezy.
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I. Biatkowy nosnik steroli (SCP2)

Biatko to (ang. sterol carrier protein-2) jest dobrze poznane [108,109,110] i
scharakteryzowane [31,111]. Jego rola w transporcie cholesterolu z kropli lipidéw
do zewnetrznej btony mitochondrialnej zostata opisana w poprzednim rozdziale.
SCP2 jest biatkiem o masie czasteczkowej 13 kDa, wystepujagcym w duzej ilosci
w watrobie oraz tkankach steroidogennych. Wedtug Mendis-Handagamy [67] ucze-
stniczy ono réwniez w przemianach lanosterolu w cholesterol oraz dziata jako
niespecyficzny nosnik lipidow [112]. Ponadto, SCP9reguluje transport fosfolipidow,
fosfatydylocholiny oraz fosfatydyloetanoaminy w watrobie szczura. W ludzkich
fibroblastach biatko to jest zdolne do przenoszenia cholesterolu z gtadkiej siateczki
$réddplazmatycznej (SER) do btony komoérkowej [81]. Wyniki kolejnych badan
Swiadczg o zdolnosci SCP9 do wigzania i transportu steroli miedzy organellami
wewnatrzkomorkowymi, co jest istotne w regulacji steroidogenezy. Ponadto, w
komorkach nerki matpy (COS-7), wykazano kolokalizacje enzymdéw kompleksu
SCC i SCP2przy réwnoczesnym wzroScie steroidogenezy [116]. Wyniki te stanowig
poparcie wyzej przedstawionej roli biatka SCP2. Na podstawie badah Ohba i wspét-
pracownikow [69] stwierdzono, ze gen SCP koduje dwa produkty: biatko 58 kDa
(SCPX, ktére wykazuje homologie do tiolazy (enzymu zwigzanego z (3-oksydacja
lipidow w peroksysomach) oraz biatko 15,3 kDa, ktdre w peroksysomach przeksztatca
sie w 13 kDa biatko SCP2. Oba transkrypty zlokalizowane sg w peroksysomach,
ktére jak wiadomo mogg by¢ miejscem syntezy cholesterolu [51,64,69]. Synteza
SCP2 pozostaje pod wptywem ACTH w nadnerczach, natomiast w komdrkach Ley-
diga, w obecnosci LH obserwuje sie szybki transport SCP9 z frakcji mikrosomalnej
do mitochondriéw [112]. Redystrybucje tego biatka w odpowiedzi na stymulacje
estradiolem obserwowano réwniez w komdrkach ciatka z6ttego szczura [63,67].
Wedtug Mendis-Handagamy prawdopodobnie SCP2 utatwia wykorzystanie cho-
lesterolu pochodzenia peroksysomowego. Podsumowujgc, SCP2jest biatkiem z calg
pewnoscig zwigzanym z wewngtrzkomérkowym transportem cholesterolu [50,85].
Jednakze dodatkowe badania poziomu SCP? pod wptywem cykloheksoimidu wy-
kluczyty go z grupy potencjalnych regulatoréw statej produkcji steroidéw, poniewaz
zalezno$¢ biatka regulatorowego od inhibitora jego syntezy zostata wczesniej udo-
wodniona.

Il. Polipeptydowy aktywator steroidogenezy (SAP)

Polipeptyd ten (ang. steroidogenesis activator polypeptide) o masie 2,2 kDa
wykryto w szczurzych komdrkach nadnerczy [77], a nieco pdzniej oczyszczono
kolejny, 3,2 kDa, pochodzacy z guza komoérek Leydiga, MA-10 [78]. Jak dotad,
czasteczki tego typu zostaty zidentyfikowane jedynie w komdrkach steroidogennych.
Poziom SAP wyraznie wzrasta po stymulacji hormonalnej, co wiecej jest ono wra-
zliwe na cykloheksoimid [36,75,76]. Dodanie SAP do wyizolowanych mitochon-
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dribw wywotuje zalezny od dawki wzrost produkcji steroidéw, co wskazuje na
jego role w regulacji steroidogenezy. Mozna przypuszczaé, ze bierze ono udziat
w przenoszeniu cholesterolu do mitochondrium, jednak zaangazowanie SAP w
transport wewnatrzmitochondrialny jest mato prawdopodobne, nie znaleziono bo-
wiem do dzi$ przekonujagcych dowodow na poparcie takiej hipotezy.

I1l. Biatkowy induktor steroidogenezy (SIP)

Biatko to (ang. steroidogeneshs inducingprotein) zostato czesciowo oczyszczone
z ptynu pecherzykowego ludzkich jajnikéw; wykazano, iz jest ono zdolne do sty-
mulacji produkcji testosteronu w ludzkich, szczurzych, mysich i chomiczych ko-
madrkach Leydiga. Jego masa witasciwa wynosi 60 kDa [52]. Stwierdzono réwniez,
ze SIP przez stymulacje proliferacji komdrek wywiera takze wptyw na niedojrzate
komorki Leydiga i nadnerczy. Dalsze badania nad zaangazowaniem SIP w regulacje
steroidogenezy prowadzono na komérkach Leydiga guza M A-10. Stwierdzono nie-
zalezno$¢ dziatania SIP od cAMP, wykazano natomiast wzrost aktywnosci kinazy
tyrozynowej, co wskazuje, ze w regulacji steroidogenezy w komérkach Leydiga
dziata wiecej niz jedna droga przenoszenia sygnatu (patrz rys. 4) [5]. Oznacza
to rdwniez, ze szlak prowadzacy przez wtérny przekaznik, jakim jest cCAMP, moze
by¢ zastgpiony przez inny [53]. Wyniki powyzszych badan wskazujg takze na ewen-
tualne wiaczenie sie opisanego biatka w regulacje steroidogenezy, jednakze nadal
brakuje przekonujacych dowodéw, iz SIP jest zwigzany z szybka regulacja ste-
roidogenezy.

IV. Obwodowy receptor benzodiazepiny (PBR)

PBR (ang. peripheral benzodiazepine receptor) jest nazywany réwniez mito-
chondrialnym (mitochondrial benzodiazepine receptor - MBR). Zardwno biatko
0 masie 18 kDa, jak ijego wewnatrzkomérkowy ligand, czyli inhibitor wigzacy
diazepam (DPI) (ang. diazepam binding protein) sa znanymi regulatorami kanatow
chlorkowych, dziatajagcymi przez receptor GAB A w centralnym uktadzie nerwowym
[70, 96, 113]. Badania z zastosowaniem radioaktywnego diazepamu doprowadzity
do stwierdzenia obecnosci receptorow wigzacych benzodiazepine nie tylko w cen-
tralnym systemie nerwowym, ale i w tkankach obwodowych [75]. Stad nazwa
"peripheral” obwodowy receptor benzodiazepiny [113,1]. Dzieki dalszym badaniom
Papadopoulosa i wspoétpracownikéw [37,73] PBR wykryto w zewnetrznej btonie
mitochondrialnej komdrek Leydiga szczura. Wprawdzie PBR jest biatkiem obecnym
we wszystkich typach komdrek, ale wykrycie go w duzym stezeniu w btonie mi-
tochondrialnej komorek steroidogennych oraz obserwacja wzrostu produkcji ste-
roidow w komorkach Leydiga guza MA-10 lub nadnerczy Y-1 w odpowiedzi na
ligand PBR sugerujg udziat tego biatka w stymulacji steroidogenezy. Papadopoulos
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postuluje jego role w regulacji kanatéw jonowych, co przyczyniatoby sie do uta-
twienia transportu cholesterolu [1,20,56]. Wyniki dalszych badan [9,61,62,71,72]
wskazujg, ze PBR wyizolowany z mitochondriéw tkanek steroidogennych jest kom-
pleksem 3 biatek: 18 kDa PBR, 32 kDa VDAC [ang. voltage dependent anion
carrier] oraz 30 kDa ANC [ang. adenine nucleotide carrier].

V. Biatkowy regulator steroidogenezy (StAR)

Jest to biatko (ang. steroidogenesis acute regulatory protein), ktéremu w ostatnich
latach poswiecono wiele uwagi. Po raz pierwszy wykryto je w komérkach kory
nadnerczy stymulowanych przez ACTH [55,79,80], stosujgc dwukierunkowg ele-
ktroforeze zelowg z uzyciem jodowanych biatek. Synteza tego szczegdlnego biatka
wykazywata wiele podobiefAstw z kinetyka syntezy kortykosteronu. Biatko to jest
nieobecne w szczurzych adipocytach, co sugeruje specyficzng ekspresje jedynie
w komérkach steroidogennych. Prowadzac badania nad mechanizmami regulujgcymi
ekspresje genu kodujgcego powyzsze biatko, wyizolowano i zsekwencjonowano
gen StAR, myszy i cztowieka [30,105]. Sekwencja biatka StAR jest wysoce kon-
serwatywna, wykryto bowiem 85-88% identycznosci w przypadku myszy icztowieka
i okoto 90% u innych badanych gatunkéw, takich jak owca czy krowa [29].

Pomimo iz mechanizmy przenoszenia i obrébki biatka StAR wymagajg jeszcze
wielu wyjasnien, wewnatrz mitochondrialna jego obecno$¢ zostata niezbicie wy-
kazana przy zastosowaniu technik immunocytochemicznych ze ztotem koloidalnym
[54]. Istnienie biatka stwierdzono wokot wewnetrznej btony mitochondrialnej oraz
w macierzy mitochondrialnej. Biatko StAR jest syntetyzowane we frakcji cytozolowej
i przechodzi do mitochondrium, gdzie zachodzi jego obrdbka. Powstanie steroi-
dogennie aktywnej formy StAR z cytozolowego przekursora i odszczepienie se-
kwencji sygnatowej w mitochondrium ma duze znaczenie funkcjonalne dla tego
biatka [45]. Zdolno$¢jego do stymulowaniaprodukcji steroidow zostatapotwierdzona
w systemie in vitro. Biatko to dodane do mitochondriow guza komérek Leydiga,
M A-10, wywotuje zalezny od dawki i czasu, wzrost syntezy pregenenolonu [33].
Rezultatu takiego nie osiggano dodajgc jedynie adrenodoksyne. W najnowszych
pracach Sugawara i jego wspdtpracownicy [104] wykazuja, ze StAR moze sty-
mulowaé metabolizm cholesterolu w komoérkach nerki matpy, COS-1, kotransfeko-
wanych w celu uzyskania ekspresji tylko jednego z enzymdéw mitochondrialnych
CYP-27, tj. cholesterol-27-hydroksylazy. Fakt ten wskazuje, ze biatko StAR dziata
niezaleznie od kompleksu enzymoéw cytochromu P450scc. ZarOwno powyzsze wy-
niki, jak i wczes$niej opisana ekspresja mRNA dla StAR w ludzkich, ptodowych
idorostych komadrkach nerki, przemawiajg za szerokg rolg tego biatka w metabolizmie
cholesterolu. W kolejnych eksperymentach udowodniono, iz biatko StAR staje sie
aktywne po fosforylacji [39,99,103].
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Jednym z wielu dowodéw przemawiajgcych za rolg StAR byty badania kliniczne
zwigzane z zespotem nadnerczowo-piciowym (ZNP) okreslanym w nazewnictwie
anglosaskim jako wrodzony przerost nadnerczy (congenital adrenal hyperplasia,
CAH), a manifestujgcym sie zaburzeniem syntezy kortykosteroidéw przez komorki
kory nadnerczy. Przypuszczano, ze z powodu braku enzyméw kompleksu SCC
nie dochodzi do przeksztatcenia cholesterolu w pregnenolon [46]. Na podstawie
kolejnych badan twierdzono, ze gen kodujacy biatka kompleksu SCC, a wiec adre-
nodoksyne, jej reduktaze i P450scc wykazujg prawidtowg ekspresje. Stato sie wiec
oczywiste, ze defekt zwigzany jest z dostarczaniem cholesterolu do kompleksu
enzymow. Co wiecej, okazato sie, ze poprzednio omawiane biatka, takie jak SCP?,
SAP, SIP, PBR ijego ligand DPI sg réwniez obecne w komoérce [58]. Tak wiec
uwazano, ze dochodzi do zaburzenia ekspresji biatka StAR, a co za tym idzie
nieprawidtowego funkcjonowania nadnerczy [106]. Dzi$ wiadomo, ze w 98% wy-
stepowanie zespotu nadnerczowo-ptciowego jest wywotane niedoborem 21-hydro-
ksylazy steroidowej. Jest to jeden z najlepiej poznanych defektéw enzymatycznych
w procesie syntezy hormondéw steroidowych.

Biorgc jednak pod uwage wszystkie dane dotyczgce biatka StAR, mozna stwier-
dzié¢, ze jest ono kluczowym biatkiem w regulacji steroidogenezy, spetnia bowiem
wszystkie warunki stawiane nowotworzonym biatkom w wyniku stymulacji hor-
monalnej. Réwnoczesnie, jest odpowiedzialne za regulacje przejécia cholesterolu
z zewnetrznej do wewnetrznej btony mitochondrialnej (patrz rys. 2).

MOLEKULARNY MECHANIZM DZIALANIA StAR

Na podstawie najnowszych badah zaproponowano nastepujacy model dziatania
StAR w komoérce steroidogennej (rys. 5) [98,99,100,101,102,103]. W wyniku od-
powiedzi komoérki na stymulacje hormonalng rozpoczyna sie synteza (translacja)
37 kDa prekursora biatka StAR we frakcji cytoplazmatycznej. Prekursor ten dzieki
obecnosci sekwencji sygnatowej przenoszony jest do macierzy mitochondrialnej,
w ktorej dziata aktywna proteaza, odcinajaca te sekwencje [59]. Pomiedzy bionami
tworza sie miejsca kontaktu, z ktérymi biatko StAR najprawdopodobniej jest zwig-
zane. Dzieki formowaniu sie miejsc kontaktu cholesterol transportowany jest od
zewnetrznej do wewnetrznej btony mitochondrialnej [49,84]. Przenoszenie chole-
sterolu jest mozliwe jedynie dzieki fizycznemu kontaktowi bton mitochondrialnych
[99] lub jak sugeruje Papadopoulos [20,71], dzieki tworzeniu sie hydrofobowego
kanatu "przeprowadzajacego” cholesterol przez przestrzen miedzy btonami. Dzi$
wiadomo, ze cholesterol, ktéry w obecnosci StAR osiggnie wewnetrzng btone mi-
tochondrialna, moze by¢ szybko konwertowany do pregnenolonu w wyniku dziatania
kompleksu enzymow SCC. Dzieki najnowszym odkryciom, wiadomo takze, ze
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Rys. 5. Molekularny mechanizm dziatania biatka StAR w komdrce Leydiga (opracowano wg [101] i

uproszczono): We frakcji cytoplazmatycznej komoérki Leydiga dochodzi do syntezy 37 kDa prekursora

biatka StAR i jego przeniesienia do macierzy mitochondrialnej, w ktérej dziata aktywna proteaza.

Powstaje kolejny prekursor biatka StAR o masie 32 kDa. Pomiedzy btonami mitochondrialnymi tworza

sie miejsca kontaktu, dzieki ktérym cholesterol jest transportowany do wnetrza mitochondrium. Po

rozdzieleniu sie bton transport cholesterolu jest zatrzymany. W wyniku dalszej obrébki powstaje biatko
30 kDa, ktére ulega zwijaniu. Nastepnie, rozpoczyna sie nowy cykl transportu cholesterolu

enzymy kompleksu SCC oraz StAR sg $ci$le powigzane z miejscami miedzy-
btonowego kontaktu. Co wiecej, wyniki dalszych badan pokazujg [28], ze P450scc
moze by¢ wzbogacony w miejscach kontaktu o 3J3-HSD i dzieki temu cholesterol
osiggajac wewnetrzng btone moze opusci¢ mitochondrium jako progesteron bez
przejscia w pregnenolon. Tym samym wyjasniono mechanizm znanego wczesniej
zjawiska bezposredniego formowania sie progesteronu w mitochondrium. Po dalszej
obrébce, powstaje biatko o masie 30 kDa, a btony mitochondrialne rozdzielaja
sie ponownie, uniemozliwiajgc dalszy transport cholesterolu [33]. Stad tez wydaje
sie oczywiste, ze szybka synteza i obrébka biatka StAR jest niezbedna do zapewnienia
ciggtego wewnagtrzbtonowego transportu cholesterolu. W innych pracach
[34,47,98,100] autorzy udowadniajg, ze okres pottrwania 37 i 32 kDa prekursorow
jest bardzo krétki, wyjasniajg wiec dlaczego produkcja hormondéw steroidowych
zanika przy braku szybkiej syntezy prekursoréw StAR.

Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze wczesniej prezentowane biatka, takie jak:
SCP2, SAP, SIP, PBR, z pewnoscig przyczyniajg sie do wzrostu produkcji hormonow
steroidowych, ale zadne z nich nie spetnia wszystkich warunkoéw, jakim musi od-
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powiadac¢ regulator steroidogenezy. Warunki te spetnia jedynie biatko 30 kDa po-
chodzace od 37 i 32 kDa prekursoréw. | tak: biatko to jest syntetyzowane w okresie
odpowiadajgcym czasowi trwania steroidogenezy (1), jest wrazliwe na cyklohe-
ksoimid, a wiec jego translacja jest stymulowana przez hormony tropowe (2) i
obecne w mitochondrium, gdzie odbywa sie regulowany etap biosyntezy hormonéw
steroidowych (3).

W najblizszej przysztosci do wyjasnienia pozostaje mechanizm kontrolujacy eks-
presje i funkcje genu kodujgcego StAR.
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WPLYW NOSICIELSTWA TRANSLOKACJI
CHROMOSOMOWYCH WZAJEMNYCH
NA POTOMSTWO CZLOWIEKA

EFFECT OF RECIPROCAL CHROMOSOMAL TRANSLOCATION
CARRIERSHIP ON HUMAN PROGENY

AlinaT. MIDRO

Zaktad Genetyki Klinicznej Instytutu Potoznictwa i Choréb Kobiecych Akademii
Medycznej w Biatymstoku

Streszczenie: Przyczyng wad wrodzonych u potomstwa nosicieli translokacji chromosomowych wzaje-
mnych (TCW) jest gtéwnie niezréwnowazony kariotyp. Wady letalne prowadza do poronieri samoist-
nych. Obserwuje sie rézng czesto$¢ niezrownowazonych kariotypéw w oocytach niepoddajacych sie
zaptodnieniu in vitro, w plemnikach, w ptodach poronionych samoistnie, w diagnostyce prenatalnej Ii
Il trymestru cigzy, wsérod dzieci zmartych w okresie okotoporodowym oraz dzieci zywo urodzonych z
wadami i/lub dysmorfig. Trudnosci w przewidywaniu prawdopodobienstwa wystapienia zaburzen
wynikajg z unikatowosci potozenia punktéw ztamania translokacji, ograniczonej liczby danych empiry-
cznych, co do przezywalnosci ptodéw z poszczegélnymi formami niezréwnowazenia, réznych mecha-
nizméw powstawania niezréownowazonych gamet u tego samego nosiciela TCW, mate liczebnie
rodowody. Istotne jest wiarygodne rozpoznanie punktéw ztaman TCW zaréwno w ich wykrywaniu, jak
i prognozowaniu konsekwencji nosicielstwa TCW.

Stowa kluczowe: Translokacje chromosomowe wzajemne, wady wrodzone, poronienia samoistne,
punkty ztamania chromosomoéw.

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

WS$rdéd nosicieli translokacji chromosomowych wzajemnych TCW mozna za-
obserwowaé wysoka czesto$¢ wystepowania wad u potomstwa w jednych rodzinach,
w innych natomiast liczne poronienia samoistne badZz obie patologie. Istniejg tez
rodziny majace tylko zdrowe potomstwo albo rodziny nieptodne. Powstaje pytanie,
co decyduje o formach zaburzen reprodukcji, ktére moga wystapi¢ u nosicieli indy-
widualnych TCW, i jak je przewidzied.

1. DEFINICJA TRANSLOKACJI CHROMOSOMOWEJ
WZAJEMNEJ | SPOSOB JEJ DIAGNOZOWANIA

Translokacje chromosomowe wzajemne (TCW) nalezg do strukturalnych aberracji
chromosomow wystepujacych u cztowieka z czestoscig 1 : 1000. TCW wystepuja
zazwyczaj w kariotypie oséb zdrowych i moga byé przekazywane z pokolenia
na pokolenie. Tylko w wyjatkowych przypadkach translokacje wzajemne, wygla-
dajace na zréwnowazone, obserwuje sie w kariotypie 0séb z chorobami mend-
lowskimi [89]. Nalezy dodaé, ze TCW moga wystepowaé w pojedyriczych
komérkach badz klonach komdérkowych jako wyraz procesu nowotworowego, nie-
stabilnosci chromosomowej lub dziatania genotoksycznego (klastogennego) $ro-
dowiska zewnetrznego.

TCW powstajg wskutek wzajemnej wymiany segmentow chromosomowych po-
miedzy dwoma réznymi chromosomami. W wyniku wymiany powstajg dwa (czasem
wiecej) chromosomy pochodne (derivatives). W skiad chromosomu pochodnego
wchodzi cze$¢ chromosomu macierzystego z centromerem, potgczona w punkcie
ztamania z cze$cig drugiego chromosomu (rys. 1). Przynalezno$¢ chromosomu wy-
znacza centromer chromosomu macierzystego [59]. Zasady przemieszczeri odcinkéw
chromosomowych sformutowat Muller [57] opisujac wtasnosci naturalnych zakon-
czerh ramion chromosomowych nazwanych telomerami. Teoria Mullera zaktada,
ze telomery nie moga tgczy¢ sie z innymi telomerami, ani tez z powierzchniami
chromosoméw od strony ich naturalnego konica. To zalozenie potwierdzone ba-
daniami wspotczesnych [32, 36] znajduje odbicie w praktyce cytogenetyki klinicznej
przy interpretacji nieprawidtowosci strukturalnych, w tym TCW. U o0s6b z pra-
widtowym fenotypem translokacje uwaza sie za wzajemng nawet woéwczas, gdy
punkt zkamaniajest potozony na koricowym prazku chromosomu, a pod mikroskopem
nie mozna zobaczy¢ przemieszczenia tak matego segmentu, jakim jest telomer.
Telomery zawierajg statg szeScionukleotydowg sekwencje (TTAGGG)n. Utrata te-
lomeru powoduje degeneracje chromosomu doprowadzajac do $mierci komorki.
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Rys. 1. Schemat powstawania translokacji chromosomowej wzajemnej (p - krétkie ramie, q - diugie
ramie); centromer wyznacza przynalezno$¢ chromosomu po translokacji do danej pary homologicznej

Badania genetyki molekularnej wykazaty, ze z uwagi na powtarzalnos¢ sekwencji
DNA telomeréw moze dochodzié¢ do btednej koniugacji podobnych segmentéw
i ich wymiany prowadzacej do translokacji TCW [60]. Potozenie punktu ztamania
w okolicy telomeréw jednego z chromosoméw zaangazowanych w translokacje
cechuje okoto potowe translokacji zebranych przez Stengel-Rutkowski i wsp. [85]
w Polskiej Kolekcji TCW [48,51] i w Litewskiej Kolekcji [68].

Segmenty chromosomowe ulegajgce wymianie w translokacjach réznia sie wiel-
koscig i zawarto$cig genetyczng. Praktycznie w kazdym miejscu danego chromosomu
w kariotypie cztowieka moze powstaé ztamanie i nastepnie wymiana réznych seg-
mentow. Analiza potozenia punktéw ztamania (pz) chromosomoéw zaangazowanych
w dziedzicznych TCW dotychczas zdiagnozowanych u cztowieka wskazuje na nie-
przypadkowy rozkiad tych punktéw [18,87]. Podaje sie rozne preferencje: czestsze
potozenie pz na granicy miedzy prazkami typu G i R [4], w miejscach kruchych
[31], w prazkach z onkogenami [98], w prazkach G negatywnych, bogatych w
sekwencje GC [43,93]. Podejrzewa sie, ze zmiany w stopniu metylacji moga zwie-
kszy¢ tamliwo$¢ DNA [58] i utatwia¢ dostepno$¢é DNA do enzymdw restrykcyjnych
[2,88], co moze mie¢ zwigzek z mechanizmem ztamarn chromosomowych i trans-
lokacji wzajemnych.

Rozpoznanie cytogenetyczne TCW wymaga podania chromosomoéw, ktére biorg
udziat w translokacji, okre$lenia potozenia punktéw ztamania na obydwu chro-
mosomach oraz metod barwienia, za pomocg ktérych zidentyfikowano TCW. W
cytogenetyce klinicznej zaleca sie stosowanie metody GTG i RBG réwnoczesnie.
Wazne jest ustalenie stanu zréwnowazenia lub niezrébwnowazenia kariotypu, a
nastepnie sprawdzenie, czy translokacjajest aberracjg nabytg (de novo) czy rodzinnie
wystepujgca oraz po kim jest odziedziczona - po ojcu lub po matce. Przynalezno$¢
chromosomu pochodnego powstatego w wyniku translokacji wyznacza centromer
chromosomu macierzystego wg ISCN (1995) [37,59]. Trudnos$ci wtasciwego zakwa-
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lifikowania powstaja, gdy punkt ztamania lezy blisko centromeru. Najlepiej wéwczas
skorzysta¢ z metod cytogenetyki molekularnej typu hybrydyzacji in situ, stosujac
swoiste sondy okolicy centromeréw z unikalng sekwencjg interesujgcego nas chro-
mosomu [63].

Ocene potozenia punktéw ztaman chromosomow zaangazowanych w
translokacje metodami klasycznymi przeprowadza sie nachromosomach barwionych
technika prazkowa o rozdzielczosci okoto 300-350 prazkéw. Wiarygodno$¢ oceny
jest wyzsza, gdy w miejscu ztamania sg dwa prazki rdznigce sie intensywnoscig
zabarwienia lub mozliwe jest poréwnanie nadmiaru prazkéw na jednym segmencie
przy jednakowym niedoborze na drugim. Mozna czasem sprecyzowac, czy ztamanie
nastgpito w obrebie ciemnego prazka, czy na granicy miedzy dwoma prgzkami
jasnym i ciemnym. Jezeli w wyniku translokacji potgcza sie dwa prazki chromo-
somowe 0 podobnym wysyceniu barwnika, to wowczas trudne jest rozstrzygniecie,
ktora ich cze$¢ ulega przegrupowaniu.

Przyktad translokacji chromosomowej przedstawiono na rysunku 2a. Barwienie
prazkowe chromosomoéw prowadzono metodg GTG i RBG. Translokacje wykryto
u pacjentki badanej z powodu pieciu poronied samoistnych w Zaktadzie Genetyki
Klinicznej w Biatymstoku. Na schemacie przedstawiono interpretacje punktéw zta-
mania zgodnie z ISCN [37]. Zapis kariotypu: 46,XX,t(5;13)(ql3;934)pat,GTG,RBG.

Metody cytogenetyki molekularnej otworzyty nowe mozliwosci oceny potozenia
punktu ztamania w translokacji [45,90,95,96]. Bardzo atrakcyjna jest metoda tzw.
malowaniachromosomow (painting), w ktorej stosujac biblioteke genéw okreslonego
chromosomu jako sonde, mozna wywotac reakcje hybrydyzacji ztym chromosomem
bezposrednio na preparacie cytogenetycznym [27]. Wynik hybrydyzacji rozpoznaje
sie za pomocg technik fluorescencyjnych. Mozna zréznicowa¢ segmenty konkret-
nego chromosomu, a tym samym oceni¢ potozenie punktow ztaman chromosoméw
w translokacji [78]. Stosujagc metody FISH, zwiekszono rozdzielczo$¢ dotychczas
stosowanych metod. Mozna wykrywaé tzw. kryptotranslokacje, ktérych segmenty
ulegajagce wymianie nie mogty byé uwidocznione przy klasycznych metodach praz-
kowych [22]. Nalezy doda¢, ze technika FISH ma tez swoje ograniczenia. Jak
sie okazuje nie wszystkie biblioteki chromosomowe efektywnie wykrywajg pochodne
chromosomy po translokacji [64], np. w metodzie malowania chromosomoéw [41].

Rys. 2. Przyktad karty ryzyka genetycznego: a- zestawienie chromosomoéw uczestniczacych w translo-
kacji wraz z homologami ze wskazaniem punktéw ztamania, wzér prazkowy GTG i RBG wg ISCN (1995)
na chromosomach prawidtowych (zewnetrzne) i chromosomach pochodnych (der) (wewnetrzne); zapis
kariotypu pacjentki: t(5; 13)(q 12/13;q34)pat GTG, RBG; b - kwadriwalent mejotyczny ze wskazaniem
strzatka mechanizmu segregacji 3:1, ktéry moze doprowadzi¢ do powstania niezréwnowazonego kario-
typu u zywo urodzonego potomstwa; c - rodowdd; d- oszacowanie ryzyka genetycznego urodzenia
dziecka z niezréwnowazonym kariotypem na podstawie dostepnych danych empirycznych wg modelu
Stengel-Rutkowski i wsp. [85]
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Grupa niskiego ryzyka (< 5%o)
T (5;13)(gq12/q13;q34) Biatystok, Polska Kolekcja TCW (P-33)

Id. Prawdopodobieristwo niezréwnowazenia pojedynczego segmentu
trisomia 5ql2->qter** (monosomia 13qter) lub
monosomia 5ql2—qter** (trisomia 13qter)
po segregacji 2 : 2 i rozdziale przylegtym typu 1:
MAT/PAT:niepodwyzszone
2. Prawdopodobienstwo niezréwnowazenia pojedynczego segmentu
trisomia 5q 12—>cen—»pter** (trisomia 13qter)
monosomia 5ql2—>cen—>pter** (monosomia 13qter)
po segregacji 3 : 1 (trisomia trzeciorzedowa):
MAT/PAT :niepodwyzszone
3. Prawdopodobienstwo trisomii wymiennej
po segregacji 3:1:
MAT :<0,2% (0/256): 2 ~0,1%
PAT :brak danych
** - nie obserwowano u zywo urodzonego potomstwa
CALKOWITA WARTOSC:
MAT :0,1%
PAT :niepodwyzszone?

wskazanie do badania kariotypu : pie¢ poronien
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2. POWSTAWANIE NIEZROWNOWAZONYCH GAMET U
NOSICIELI TCW

Powodem wystepowania poronien samoistnych i wad wrodzonych u potomstwa
nosicieli TCW jest niezréwnowazony kariotyp. Powstaje on najczesciej jako wynik
odziedziczenia tylko jednego z rodzicielskich chromosomoéw pochodnych. Mecha-
nizm przechodzenia poszczeg6lnych chromosomow do komérek rozrodczych pod-
czas mejozy jest ztozony.

W leptotenie mejozy chromosomy zaangazowane w translokacje oraz prawidtowe
chromosomy homologiczne koniugujac formuja jedng grupe, ktdra moze by¢ wi-
doczna w pachytenie jako kwadriwalent (tetrada), czyli figura przypominajaca krzyz
[rys. 3]. Bardzo mate segmenty chromosomowe nie zawsze moga koniugowac,
co powoduje utworzenie dwéch biwalentdw lub grupy trzech chromosoméw (tri-
walentu) i pojedynczego chromosomu (uniwalentu). Ostatnio przy zastosowaniu
metody FISH udowodniono wptyw wystepowania chiazm $rédramiennych na sposéb
rozchodzenia sie chromosomow u nosicieli indywidualnych TCW [25,26].

Do jednego bieguna wrzeciona mogg by¢ przemieszczone chromosomy na prze-
mian co drugi tzn. pierwszy i trzeci chromosom (rozdziat naprzemienny - alternate,
rys. 3) albo przechodzg chromosomy sasiadujgce (rozdziat przylegty, rys. 4). Po
rozdziale naprzemiennym jedna komorka potomna zawiera prawidtowe chromo-
somy, druga za$ dwa chromosomy zaangazowane w translokacje (kariotyp zréw-
nowazony, rys. 3). Rozdzialy chromosoméw przylegte prowadzg do powstania
dwoch niezréwnowazonych komérek, kazda z jednym z dwoch przegrupowanych
chromosomoéw powstatych w wyniku translokacji. Istotne jest, czy przemieszczone
do komorki chromosomy sasiedzkie maja centromery homologiczne (rozdziat przy-
leglty typu 2) czy niehomologiczne (rozdziat przylegly typu 1). Najczesciej ob-
serwowane niezréwnowazenie kariotypu u zywo urodzonego potomstwa pochodzi
w wyniku rozdziatu przylegtego typu 1 (monosomia jednego segmentu i trisomia
drugiego) (podwdjne niezrownowazenie kariotypu, rys. 4). Jezeli punkt ztamania
na jednym z chromosoméw biorgcych udziat w translokacji jest potozony albo
na koncowym prazku ramion danego chromosomu, albo w okolicy centromerowej
chromosomow akrocentrycznych, to niezrbwnowazenie kariotypu wystepuje jako
monosomia lub trisomia pojedynczego segmentu tego z chromosomow, na ktérym
punkt ztamania jest potozony S$rédramiennie (pojedyncze niezrownowazenie). Wy-
réznienie pojedynczego i podwojnego niezréwnowazenia kariotypu ma bardzo istot-
ne znaczenie w okre$laniu ryzyka genetycznego w indywidualnych TCW. Na
rysunku 5 przedstawiono schematycznie translokacje prowadzacg do podwojnego
niezrownowazenia kariotypu (rys. 5A), w ktdérej oba punkty ztamania sg potozone
Srédramiennie oraz translokacje ryzyka pojedynczego niezréwnowazenia (rys. 5B),
w ktorej jeden punkt ztamania lezy $rédramiennie (chromosom gtéwny), a drugi
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Rys. 3. Schemat kwadriwalentu mejotycznego utworzonego z chromosoméw stranslokowanych i ich
homologéw; segregacja 2 : 2 - rozdziat naprzemienny prowadzacy do powstania gamety prawidtowej
(lewa strona) i gamety zréwnowazonej (prawa strona)

terminalnie (chromosom podrzedny). Translokacja zaprezentowana na rysunku 2A
jest translokacjg ryzyka pojedynczego niezrownowazenia kariotypu z uwagi na ter-
minalne potozenie punktu ztamania na chromosomie 13. Chromosom 5 ma potozenie
punktu ztamania wewnatrz ramienia dtugiego ($rédramiennie) i wg w/w kryterium
jest chromosomem gtéwnym, chromosom 13 chromosomem podrzednym.

Jezeli rozchodzenie sie chromosomow nastepuje w sposob symetryczny, czyli
po dwa chromosomy z kwadriwalentu przemieszczajg sie do kazdej komorki po-
tomnej, to jest to forma segregacji typu 2 : 2. Powoduje powstanie réwnej liczby
normalnych, zréwnowazonych oraz niezréwnowazonych gamet. Segregacja 2 : 2
jest najczestszym sposobem segregacji czterech chromosom&w pierscienia lub tan-
cucha i nie zmienia liczbhy chromosoméw w gamecie.
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Rys. 4. Schemat rozchodzenia si¢ chromosoméw w wyniku segregacji 2 : 2 - rozdziat przylegly typu 1
(lewa strona) - do komoérki potomnej przechodza chromosomy z centromerami niehomologicznymi i
rozdziat przylegty typu 2 (prawa strona) - do komérki potomnej przechodzg chromosomy z centromerami
homologicznymi; 1-4 - rézne kombinacje segmentéw chromosomowych w niezréwnowazonych game-
tach po mejotycznej segregacji 2 : 2 i rozdziale przylegtym typu 1( 1i2) oraz po rozdziale przylegtym
typu 2 (3 i4); monosomii jednego segmentu towarzyszy trisomia drugiego (podwdéjne niezréwnowazenie)
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Rys. 5. Rodzaj translokacji chromosomowej wzajemnej w zaleznosci od potozenia punktéw ztamania: A

- naobu chromosomach punkt ztamania lezy $rédramiennie - translokacja ryzyka podwdéjnego niezrow-

nowazenia kariotypu; B - na jednym z chromosomoéw punkt ztamania lezy terminalnie (chromosom

podrzedny), na drugim $rédramiennie (chromosom gtéwny) - translokacja ryzyka pojedynczego niezrow-
nowazenia kariotypu

Stosunkowo rzadko mozna zaobserwowaé niezréwnowazenie kariotypu wyni-
kajace z nieprawidtowej liczby chromosomdw po mejotycznej segregacji i wowczas
potomstwo ma 45 lub 47 chromosoméw w kariotypie. Powstanie aneuploidalnych
gamet u nosicieli translokacji wzajemnych powoduje segregacja 3 : 1 w stadium
anafazy | podziatu mejotycznego lub nierozdzielenie w stadium anafazy Il podziatu
mejotycznego. Istniejg dwie formy niezrbwnowazenia kariotypu po segregacji
3 : 1, a mianowicie trisomia (monosomia) trzeciorzedowa lub wymienna (rys. 6).
Do trisomii trzeciorzedowej dochodzi woéwczas, gdy do komdrki potomnej prze-
chodza dwachromosomy prawidtowe orazjeden z dwéch chromosomow powstatych
po translokacji, natomiast w monosomii komorka jest pozbawiona dwoch chro-
mosomoOw prawidtowych izawierajeden chromosom pochodny powstaty w wyniku
translokacji (rys. 6)[1,2]. Podwdjne niezrownowazenie kariotypu po segregacji
3 : 1 wyraza sie w formie trisomicznej obydwu segmentéw chromosomowych
(podwojna trisomia) albo w formie monosomicznej tych segmentéw (podwdjna
monosomia, rys. 6) [1,2]. Trisomia wymienna jest wéwczas, gdy komoérka potomna
zawiera obydwa chromosomy pochodne, powstate w wyniku translokacji i jeden
z dwoch chromosomow prawidtowych homologicznych do chromosomoéw zaan-
gazowanych w translokacje (rys. 6) [3,4]. Niezréwnowazenie kariotypu zazwyczaj
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Rys. 6. Schemat rozchodzenia sie chromosomoéw mejotycznych z kwadriwalentu w wyniku segregacji
3 : 1i powstawanie réznych form niezréwnowazenia: podwdjnej trisomii (1,2) lub monosomii (1,2)
trzeciorzedowej, gdy do komérki potomnej przechodzi jeden z dwéch chromosoméw pochodnych oraz
obydwa chromosomy prawidtowe oraz podwdjnej trisomii (3,4) i monosomii (3,4) wymiennej, gdy do
komorki potomnej przechodzg obydwa chromosomy pochodne oraz jeden chromosom prawidtowy
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jest spowodowane dodatkowym materiatem genetycznym catego chromosomu pra-
widtowego homologicznego do chromosomoéw zaangazowanych w translokacje (rys.
6) [3.4].

Innym sposobem rozchodzenia sie czterech chromosoméw zpierScienia (fancucha)
jest segregacja 4 : 0 ijej efekt byt obserwowany tylko w plemnikach nosicieli
TCW [12,65].

U nosiciela translokacji zréwnowazonej powstanie gamet niezréwnowazonych
zalezy od wielu czynnikdw. Do nich nalezy zdolno$¢ do kompletnej asocjacji sy-
naptycznej chromosomow zaangazowanych w translokacje z chromosomami homo-
logicznymi, rozpoznanie centromeréw chromosoméw homologicznych przez
mikrotubule wrzecionka kariokinetycznego, nastepnie rodzaj chromosomow bio-
ragcych udziat w translokacji (ich wielko$é, potozenie centromeréw, potozenie pun-
ktow ztamania, obecno$¢ organizatora jaderkowego, obecno$¢ chiazm) oraz
wydolno$¢ kontroli neurohormonalnej mejozy [1].

Jednym z mechanizméw, ktéry wpitywa na nieprawidtowe rozchodzenie sie
chromosoméw homologicznych, jest przedwczesne rozdzielenie sie biwalentow,
zanim mikrotubule wrzeciona kariokinetycznego rozpoznajg homologiczne Kine-
tochory biwalentu. Tendencje do przedwczesnego oddzielenia sie chromatyd majg
uniwalenty, ktére u nosicieli TCW wystepuja w zwiekszonej liczbie [17,46]. Wpro-
wadzenie technik molekularnych do badan organizacji chromosomow pozwolito
wyjasni¢, ze zmniejszona czesto$¢ rekombinacji miedzy chromosomami 21 jest
czynnikiem prowadzgcym do ich nierozdzielenia [61,75] wskazujac na zaburzenia
koniugacji jako gtéwng przyczyne trisomii.

Od dawna wiadomo, ze wystepowanie z. Downa zwieksza si¢ u potomstwa
matek w zaawansowanym wieku. Dodatkowy chromosom 21 jest pochodzenia
matczynego w 94% [3]. Obserwacja Speeda [77] oocytéw w mikroskopie ele-
ktronowym u kobiet z prawidlowym kariotypem i zwiekszong czestoScig btedow
koniugacji w poréwnaniu do mezczyzn wyjasnia, ze btedy koniugacji chromosomow
moga by¢é odpowiedzialne za tworzenie niezréwnowazonych gamet u kobiet. Za-
burzenie wspétdziatania hormonoéw z komérkami somatycznymi pecherzyka mogg
by¢ jednym z czynnikéw wplywajacych na przebieg mejozy doprowadzajgc do
powstawania gamet z niezrownowazonym kariotypem u kobiet w starszym wieku
[30]. Podobne mechanizmy moga funkcjonowac¢ u matczynych nosicieli TCW, bo-
wiem ich potomstwo z niezrdwnowazonym kariotypem po segregacji 3 :1 obserwuje
sie cze$ciej w zaawansowanym wieku [53,85]. Tylko w sporadycznych przypadkach
stwierdza sie ojcowskie pochodzenie niezréwnowazonego kariotypu powstatego po
segregacji 3 : 1 chromosomoéw rodzicielskich. Nalezy przypuszczaé, ze nie bez
wplywu pozostaje tu zjawisko disomii jednorodzicielskiej ograniczajgce przezycie
ptodéw trisomicznych [40,42,92]. Nalezy doda¢, ze badania 65 rodzin z TCW
wykazaty tylko 1 przypadek disomii [6].
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Bezpos$rednia obserwacja chromosomoéw w plemnikach cztowieka jest mozliwa,
gdy sg one wprowadzone do komorek jajowych chomika [66]. U mezczyzn z pra-
widtlowym Kkariotypem czesto$¢ aberracji chromosomowych wynosi od 1,9% do
15,8%, [11], u nosicieli TCW od 12,5-77%. Istnieje duza zmienno$¢ w czestosci
réznych kombinacji segmentéw w niezrownowazonym Kkariotypie w plemnikach
w poszczeg6lnych badaniach i moga powstawaé nieprawidtowe gamety w wyniku
kazdego ze znanych mechanizmow segregacji i rozdziatlu chromosomdéw mejoty-
cznych. Wprowadzenie technik hybrydyzacji in situ z uzyciem fluorescencji
[7,28,35,97] znacznie rozszerzyto mozliwosci badan mechanizméw mejotycznych,
natomiast tzw. problem efektu interchromosomowego, czyli obecnosci dodatkowych
aneuploidii z translokacjami nadal pozostaje nierozstrzygniety. Bogactwo réznych
kombinacji niezrbwnowazonego kariotypu w gametach obserwowano u kazdego
spo$réd trzydziestu dotychczas przebadanych nosicieli. Swiadczy to, ze nie ma
ograniczen w dziataniu poszczegdlnych mechanizmdw rozdziatu i segregacji me-
jotycznej.

3. NIEPLODNOSC U NOSICIELI TRANSLOKACJI
CHROMOSOMOWYCH WZAJEMNYCH

Obecnos¢ niezréwnowazonego kariotypu w plemnikach ludzkich penetrujacych
oocyty chomicze, jak tez w samych oocytach cztowieka potwierdza wniosek z
obserwacji na zwierzetach, ze aberracje chromosomowe generalnie nie sg prze-
szkodg w zaptodnieniu. Z drugiej strony wiadomo, ze nie w kazdym przypadku
aberracji chromosomowej w oocycie lub plemniku dochodzi do zaptodnienia.

Do nieptodnosci moga prowadzi¢ translokacje, ktdre zaburzaja prawidtowy prze-
bieg mejozy powodujac zatrzymanie procesu w pachytenie Il podziatu. Poswiecono
temu szereg prac pogladowych [17,74,91]. Sg tez polskie obserwacje [21]. Szcze-
golnym rodzajem sg translokacje angazujgce chromosom X i autosom. U kobiet
nieptodno$¢ jest zwigzana z potozeniem punktu ztamania chromosomu X w tzw.
regionie krytycznym [50,69,73]; mezczyzni sg nieptodni [10,73]. Problem nieptod-
nosci u nosicieli translokacji angazujgcych chromosom Y u mezczyzn zalezy pra-
wdopodobnie réwniez od potozenia punktow ztamania na chromosomie Y, bowiem
obserwuje sie mezczyzn ptodnych, jak i nieptodnych z tego rodzaju translokacjg
[10,17].

4. TRANSLOKACJE CHROMOSOMOWE
U PLODOW PORONIONYCH SAMOISTNIE

Obecnos¢ aberracji chromosomowych w komorkach rozrodczych i wczesnych
stadiach rozwoju cztowieka wyjasnia¢ moze wysokga czesto$¢ poronien samoistnych
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cigzy, oszacowang przez Millsa na 16% [55,76]. Badania Hertiga i Rocka [33,34]
udowodnity, ze 50% zarodkéw ludzkich nie mogto byé zaimplantowanych w macicy
wskutek zmian morfologicznych. Wprawdzie badania Hertiga nie dostarczyty bez-
posrednio dowodu, ze zmiany morfologiczne zarodkdw byty wywotane aberracjami
chromosoméw, to jednak wiadomo, ze aberracje chromosomow takie zmiany wy-
wotuja.

Badanie zarodk6w ludzkich uzyskanych metoda zaptodnienia pozaustrojowego,
(uznanych za prawidtowe wg kryteriow morfologicznych) wykazaty, ze okoto 20%
zarodk6w ma aberracje chromosomowe [1,47,67]. Gtownie byty to zmiany liczbowe
chromosomow (kariotyp haploidalny, triploidalny lub mozaikowos$¢). W zarodkach
nosicieli TCW nalezy sie spodziewaé zwigkszonej czestosci niezrownowazonego
kariotypu. lIstniejg w tej chwili techniczne mozliwosci celowanej oceny niezréw-
nowazenia w pojedynczej komdrce metodg FISH zaréwno w diagnostyce prekon-
cepcyjnej, jak tez w wyniku pobrania jednej komorki z zarodka 8-16-komérkowego
uzyskanego w programie zaptodnienia pozaustrojowego [29].

Czestos$¢ utraty ptodu w cigzach rozpoznawanych klinicznie szacuje sie na 12-15%
[76]. Bioragc pod uwage cigze 7-12-tygodniowe rozpoznawane ultrasonograficznie
podano, ze czesto$¢ poronied samoistnych zalezy od wieku pacjentki i najwyzszy
ich wskaznik (tj. 4,5%) dotyczy kobiet powyzej 35 roku zycia; 2,5% w grupie
wieku 30-35, a wskaznik 1,5% - u kobiet przed 30 rokiem zycia [16]. Czestos¢
utraty ptodéw w cigzach po 16 tygodniu szacuje sie na 1% i w tym okresie za-
awansowania cigzy przyczynami poronien sg gtownie nietrzymanie szyjki macicy,
wady macicy i choroby matki [76].

Wyniki badan kariotypu ptodéw poronionych samoistnie wskazujg na bardzo
niskg czesto$¢ wystepowania zmian strukturalnych chromosoméw w poréwnaniu
do czestoSci aberracji liczbowych. W materiale poronieft rozumianych jako wy-
dalenie samoistne jaja ptodowego do okresu 28 tygodni [94] czesto$¢ ta wynosi
3-6% w poréwnaniu do czestosci aberracji liczbowych rzedu 30-60%, przy czym
wiekszos$¢ aberracji jest obserwowana w tzw. poronieniach wczesnych okre$lonych
do 12 tygodnia wieku cigzowego lub jako materiat zawierajagcy zarodek nie wiekszy
niz 30 mm w wymiarze ciemieniowo-krzyzowym, co odpowiada 10 tygodniom
wieku rozwojowego.

Jak oszacowata Jacobs [38], niezré6wnowazone kariotypy spowodowane aber-
racjami chromosomowymi strukturalnymi u ptodéw i zarodkéw byty obserwowane
z czestoscig 1,54 %. W potowie przypadkow byty one efektem nosicielstwa aberracji
zrébwnowazonej u ktérego$ z rodzicow; pozostate powstawaly de novo wskutek
proces6w zachodzacych podczas podziatu mejotycznego. Uwzgledniajagc pdzniejsze
dane amerykanskie podaje sie, ze czestos¢ niezrownowazonych aberracji struktu-
ralnych u ptodéw wynosi 3% [76]. Zwraca uwage fakt, ze niezréwnowazone kariotypy
czesciej powstawaly w wyniku translokacji robertsonowskich niz w wyniku trans-
lokacji wzajemnych.
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Dane diagnostyki prenatalnej Il trymestru cigzy zbierane przez okres 10 lat
za pomocg ankiet we wszystkich o$rodkach amerykarskich i kanadyjskich podaty
w 1991r., ze czesto§¢ TCW de novo wynosi 1 na 2000 cigz. Ryzyko, ze ptdd
nosiciela TCW bedzie obarczony wada wrodzong oszacowano na 6,1%. [93].

5. TRANSLOKACJE ZROWNOWAZONE W GRUPIE PAR
MALZENSKICH Z PORONIENIAMI NAWYKOWYMI

Dane zebrane przez Boue i wsp. [8] z o$rodkéw badajagcych matzeAstwa z
poronieniami wykazaty, ze $rednia czesto$¢ aberracji strukturalnych wynosi 7,2%
i waha sie od 2,8% do 13,4%. POZniejsze opracowania kariotypoéw bardzo duzych
grup par matzenskich podajg zblizong czestos$¢ aberracji chromosomowych:tj.4,31 %
u 2136 par przebadanych w os$rodku w Tuluzie [9]; 6% w grupie 269 witasnych
przypadkdw i 5000 z literatury w badaniach Campana i wsp. [13]; 6,36% na 1555
matzenstw w Leuven [24]. Jest to siedmiokrotnie wyzsza czesto$¢ niz w populacji
0go6lnej. Kompilacja polskich danych z roznych osrodkow wskazuje czestos¢ 7,52%
[56]. Zaobserwowano pozytywng korelacje miedzy wystepowaniem aberracji chro-
mosomowych a liczbg poronien [13].

Zasadniczym i zrozumiatym mankamentem opracowan na temat aberracji chro-
mosomowych u matzedAstw z zaburzeniami reprodukcji jest brak informacji o ka-
riotypach utraconych ptodéw. Uniemozliwia to stwierdzenie, czy i jakie formy
niezrbwnowazenia byly obecne w kariotypach ptodéw, a tym samym, jaka jest
zdolnos$é przezycia ptodu w zaleznosci od roznych form niezréwnowazenia kariotypu
poszczegdlnych segmentéw chromosomowych. Wydaje sie, ze wyniki badan z diag-
nostyki prenatalnej | i Il trymestru ciazy sa w stanie czesciowo na to odpowiedzie¢.

Obserwacje Stengel-Rutkowski i wsp. [85] 1120 rodzin z TCW wykazaty, ze
czesto$¢ niezrobwnowazonego kariotypu u potomstwa w diagnostyce prenatalnej
Il trymestru cigzy jest 1,5-10 razy wyzsze niz czesto$¢ niezrownowazenia Kariotypu
obecnego u potomstwa przy urodzeniu. Dalsze badania grupy z Monachium ana-
lizujgce 13 411 wynikéw badan prenatalnych Il trymestru cigzy wykonane w Nie-
mczech w latach 1973-1979 pozwolity ustali¢ warto$¢ prawdopodobiefstwa u
ptodéw niezré6wnowazonego kariotypu rodzicéw obcigzonych nosicielstwem trans-
lokacji robertsonowskich z chromosomem 21 na: 19,2+7,7% dla nosicielstwa mat-
czynego, natomiast dla obcigzonych nosicielstwem TCW od 19% do 37,5% w
zaleznosci od rodzaju translokacji [84]. Kolejne badaniatej grupy w latach 1985-1992
dotyczyty analizy wynikéw prenatalnych pierwszego trymestru cigzy, uzyskanych
z biopsji trofoblastu. W grupie 14 594 badan prenatalnych wykryto 83 rodziny
obcigzone TCW i stwierdzono 11 ptodéw z niezréwnowazonym kariotypem (9/50
pochodzenia matczynego, 2/33 pochodzenia ojcowskiego). Analiza ryzyka gene-
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tycznego wynikajgca z indywidualnej translokacji wykazata, ze czesto$¢ niezrow-
nowazenia kariotypu u ptodéw w | trymestrze cigzy wynosi 1:8, natomiast przy
urodzeniu 1:17 [83]. llustruje to ograniczong przezy walno$¢ potomstwa uzalezniong
od kombinacji poszczegdlnych segmentdw chromosomowych w niezrownowazonym
kariotypie. W badaniach amerykanskich [44] w grupie 11 473 wynikéw badan
prenatalnych Itrymestru cigzy (CVS) wykryto 180 aberracji struktury chromosomaéw,
jednak nie analizowano ryzyka genetycznego u tych rodzin. Badania chorwackie
grupy 40 nosicieli TCW diagnozowanych prenatalnie potwierdzajg wptyw rodzaju
translokacji na czesto$¢ wystepowania niezrownowazonego kariotypu w okresie
prenatalnym [5].

6. TRANSLOKACJE CHROMOSOMOWE W OKRESIE
PERI - 1 POSTNATALNYM

Duza letalnos$¢ ptodéw z niezrbwnowazonym kariotypem decyduje o wybiorczym
wystepowaniu poszczegoOlnych segmentdw chromosomowych w formie trisomii cze-
$ciowych, czy monosomii lub tez podwdéjnych niezrownowazen kariotypu réznych
segmentéw u dzieci po urodzeniu [72,86].

Klinicznym efektem niezréwnowazonej translokacji u dziecka jest zwykle zesp6t
cech dysmorficznych, op6znienie rozwoju psychomotorycznego i wady wrodzone.
Juz za pomocg technik cytogenetyki klasycznej wyznaczono najkrotsze tzw. kry-
tyczne segmenty, ktoérych niezrownowazenie w kariotypie powoduje wystapienie
okreslonych zespotow dysmorficznych, jak np. prazek 21922 dla z. Downa, 9p24
dla zespotu monosomii 9p i 4pl6 dla z. Wolfa. Charakterystyczna dysmorfia, ktora
powstaje juz przy niezrownowazeniu matych segmentéw danego chromosomu jest
wzglednie stata. Na przykiad, jak podaje Schinzel [72] w grupie 15 pacjentéw
z duplikacjg 7q zespo6t cech dysmorficznych nie roznit sig, gdy niezréwnowazenie
obejmowato zaréwno segment 7q34—qter, jak idtuzszy 7q22—qter. Podobnie chara-
kterystyczny obraz dysmorfii w petnej trisomii 13, duplikacji 13q22—sqter, czy
13q 13—>qter nie zalezat od dtugosci segmentu trisomicznego. Dtugos$¢ niezréw-
nowazonego segmentu danego chromosomu w kariotypie wptywata natomiast na
czesto$S¢ wad rozwojowych i gtebokos¢ upos$ledzenia umystowego pacjentéw. U
pacjentéow z translokacjg niezrownowazong diuzszego segmentu liczba i stopien
zaawansowania wad byly wieksze, a rozw6j psychiczny byt gtebiej uposledzony
[72]. Nalezy pamietac, ze u pacjentdbw z tym samym niezrobwnowazeniem rodzaje
wad narzadow wewnetrznych moga by¢ bardzo rozne [71].

W wielu przypadkach translokacji niezréwnowazonych zespét towarzyszacych
objawow klinicznych nie zostat jeszcze w petni zdefiniowany. Stwarza to okre$lone
trudnosci w diagnostyce przedurodzeniowej. Wykrycie prenatalne ptodu z niezrow-
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nowazonym kariotypem wymaga bowiem przedstawienia catej listy skutkéw kli-
nicznych, ktérych wystapienia nalezy sie spodziewa¢ po urodzeniu dziecka.

7. PROGNOZOWANIE GENETYCZNE
W RODZINACH OBCIAZONYCH TCW

Wsrod klinicystéw dos¢ rozpowszechniony jest mylny poglad, ze kazda rodzina
obcigzona wystepowaniem TCW ma jednakowe, wysokie ryzyko urodzen dzieci
z wadami. Skitania to lekarzy do kierowania na diagnostyke prenatalng w kazdym
przypadku wykrycia nosicielstwa TCW. Je$li kariotyp jest niezrGwnowazony, 0z-
nacza to obecno$¢ wad u ptodu. Réznorodno$¢ iczesto$¢ aberracji chromosomowych
w okresie prenatalnym jest wyzsza w poréwnaniu do zmian kariotypu obserwowanych
u dzieci po urodzeniu, poniewaz ograniczona jest przezywalno$¢ ptodéw z za-
burzeniami rozwojowymi. Rodzaj zaburzen i wad zalezy od tego, jakie kombinacje
segmentéw chromosomowych sg obecne w niezrownowazonym kariotypie danego
ptodu. Kazde nosicielstwo translokacji chromosomowej moze manifestowac sie in-
nym efektem klinicznym, co wynika z indywidualnego sktadu genetycznego kazdej
translokacji chromosomowej [48,72,82,85]. Trudnosci w przewidywaniu prawdopo-
dobieAstwa wystepowania niezrownowazonego kariotypu u potomstwa nosicieli
indywidualnych TCW wynikajg z szeregu czynnikow. Mogga by¢ r6zne formy nie-
zréwnowazenia kariotypu u potomstwa u tego samego nosiciela TCW. TCW s3
heterogenne i unikatowos$¢ wiekszosci TCW pod wzgledem potozenia punktéow
ztamania w matych liczebnie rodowodach uniemozliwia bezposrednie okreslenie
ryzyka. Z tego powodu nie sg generalnie podejmowane oceny indywidualnego
ryzyka genetycznego w zaleznosci od rodzaju translokaciji.

Istnieje szereg propozycji przewidywania prawdopodobienstwa urodzeA dzieci
z wadami badZ innych zaburzei. Model Daniela [20] sugeruje ocene wzglednej
dtugosci segmentéw chromosomowych, wyrazonej jako odsetek catkowitej haploi-
dalnej dtugosci autosomow niezaleznie, od jakiego chromosomu pochodzg segmenty
niezrownowazenia. Daniel wykazat, ze niezréwnowazony kariotyp jest obserwowany
u zywo urodzonego potomstwa w takich translokacjach, w ktérych dtugos$¢ segmentu
monosomicznego nie przekracza 2% wzglednej dtugosci haploidalnej (HAL), a
dtugos¢ segmentu trisomicznego 4% HAL. Na sume dtugosci wzglednej segmentéw
monosomicznych itrisomicznego sktadajg sie pomiary segmentéw chromosomowych
zaangazowanych w translokacje od punktu ztamania do telomeru. Uzycie alge-
braicznej sumy dtugosci wzglednej segmentow monosomicznych i trisomicznych
ma swoje ograniczenia. Po pierwsze nie dostarcza informacji co do jako$ciowego
efektu poszczego6lnych genow, ktdre w nadmiarze lub niedoborze moga mie¢ istotny
wplyw na ksztattowanie fenotypu, a tym samym na przezywalno$¢ potomstwa.
Po drugie, nie obejmuje tych przypadkéw translokacji, w ktérych dwa segmenty
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ulegajace wymianie sg prawie réwne i suma algebraiczna bedzie réwna zeru. Uwz-
glednia tylko te kombinacje segmentow, ktdre powstajg po segregacji 2 : 2 i rozdziale
przylegtym typu 1

Podstawg klasyfikacji translokacji TCW w modelu Daniela jest spos6b wykrycia
nosicielstwa translokacji chromosomowej tzw. ascertainment. Pierwszg grupe sta-
nowig translokacje wykrywane przez badanie cytogenetyczne dzieci z dysmorfig
i nieprawidtowym fenotypem. Jest to grupa translokacji wysokiego ryzyka urodzenia
dziecka z wadami. Translokacje, ktorych nosicielstwo stwierdzono przez badania
chromosomowe z powodu poronied samoistnych, nalezg do grupy drugiej wg tej
klasyfikacji. Trzecia grupe tworzg nosiciele TCW zaobserwowanych w badaniach
cytogenetycznych wykonywanych z tzw. innych wskazan niz wyzej wymienione.
Model ten jest wykorzystywany przez wielu badaczy [62], a coraz wiecej danych
empirycznych jest opracowywanych przez samego autora. Jest to daleko idgce upro-
szczenie, bowiem sposob wykrycia czy rejestracji TCW moze by¢ przypadkowy
jak w ruletce i nie moze by¢ podstawg oceny ryzyka. Problem ten przedyskutowano
wczesniej [54].

Model Daniela zostat rozbudowany przez Jalberta i Sele [39], ktérzy przyjeli
dodatkowe zatozenie, ze niezrbwnowazony kariotyp u potomstwa zywo urodzonego
powstaje za pomocg jednego i tego samego mechanizmu segregacji i rozdziatu
chromosomoéw, takiego, ktoéry prowadzi do ilosciowo najmniejszego z mozliwych
teoretycznie typdw niezrownowazenia kariotypu. Rysujgc diagramy chromosomow
w stadium pachytenu, wykazali, ze proporcje odcinkow "krzyza" pachytenowego
réznych TCW maja zwiazek ze sposobem segregacji prowadzacej do niezrownowa-
zenia. Obliczajac proporcje odpowiednich odcinkéw wyznaczonych przez potozenie
punktédw ztamania i centromeréw, mozna wg autoréw przewidywac, ktory sposéb
segregacji w indywidualnej translokacji prowadzi do minimalnego niezréwnowazenia
kariotypu. Nastepnie wprowadzajagc regute wg Daniela przewidywaé, czy sa to
wartosci ryzyka poronied czy tez urodzen dzieci z wadami [26]. Badania te sa
kontynuowane przez Cohena i wsp. [19,26], Cans i wsp. [15].

Najnowszy model oszacowania ryzyka genetycznego w rodzinach obcigzonych
TCW opracowali Stene i Stengel-Rutkowski [82], Stengel-Rutkowski i wsp. [85].
Niektdre zasady tej metody w polskipi piSmiennictwie oméwiono wczesniej [49,50].
Znajomos$¢ danych empirycznych rodzaju i czestosci kombinacji segmentéow wy-
stepujacych w niezréwnowazonych kariotypach u zywo urodzonego potomstwa no-
sicieli TCW jest podstawg do okreslenia wielkosci ryzyka genetycznego [81]. Dane
empiryczne uwzgledniajg kazdy rodzaj mechanizmu segregacji mejotycznej oraz
wiek rozwojowy, do ktérego przezywa potomstwo TCW z niezréwnowazonym
kariotypem.

Podstawg prognozy genetycznej wg tego modelu [81,82,85] jest identyfikacja
segmentu/éw chromosomowego/wych, ktéry moze by¢ niezrownowazony w Kka-
riotypie u potomstwa indywidualnych nosicieli TCW. Wielko$¢ segmentu chro-
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mosomowego charakteryzuje sie za pomocg potozenia punktow ztamania, skiad
genetyczny wyznacza chromosom, z ktérego pochodzi segment, a forme niezrow-
nowazenia okre$la mono- lub trisomia. Wyselekcjonowanie TCW, w ktérych punkt
ztamania lezy w regionie telomerowym dato podstawe do grupowania rodowodéw.
Grupuje sie rodowody TCW obcigzone ryzykiem pojedynczego niezrbwnowazenia
kariotypu w zakresie tego samego segmentu chromosomowego, ktéry moze powstac
w wyniku réznych mechanizméw segregacji i rozdziatu chromosomoéw mejoty-
cznych. Pozwala to na okre$lenie czesto$ci urodzen dzieci z wadami wskutek nie-
zrownowazenia danego segmentu chromosomowego i podanie wartosci ryzyka
empirycznego dla indywidualnych grup TCW z uwzglednieniem korekty osza-
cowania [52,80, 81,82,85]. Przykiad karty ryzyka genetycznego wynikajgcego z
nosicielstwa indywidualnej translokacji TCW obliczonego wg modelu Stengel-Rut-
kowski i wsp. [85] przedstawia rysunek 2. Karta zawiera chromosomy 5 i 13 ucze-
stniczgce w translokacji i ich pochodne der(5) i der(13) (rys. 2a). Interpretacja
potozenia punktdw ztamania chromosoméw wg ISCN (1995) z uwzglednieniem
obu metod barwienia tych chromosoméw GTG i RBG na schemacie obok (rys.
2a). Potozenie punktow ztamania wyznacza segmenty chromosomowe, ktére moga
by¢ niezrownowazone w kariotypie w formie trisomii lub monosomii w réznych
kombinacjach. Schemat kwadriwalentu pachytenowego (rys. 2b) ilustruje, ze tylko
mechanizm segregacji chromosomow 3:1 prowadzi do powstania niezrownowa-
zonego Kkariotypu, u zywo urodzonego potomstwa nosicieli rozpatrywanej t(5; 13).
Rysunek 2c przedstawia rodowdéd, ktdrego mata liczba zbadanych cytogenetycznie
cztonkoéw nie pozwala na bezposredniag analize ryzyka genetycznego. Wyniki oceny
przezywalno$ci potomstwa z réznymi kombinacjami segmentdw chromosomoéw w
niezrownowazonym kariotypie i o0szacowanie wartosci prawdopodobienstwa ich wy-
stapienia znajduje sie na rysunku 2d.

Aby uzyska¢ kompletne dane o ryzyku niezrownowazonego kariotypu z kazdym
mozliwym segmentem chromosomowym, ktory moze wystgpi¢ u nieprawidtowego
potomstwa nosicieli ré6znych translokacji chromosomowych, konieczne jest gro-
madzenie ogromnej liczby ich danych rodowodowych. Wydawatoby sie, ze grupa
1120 translokacji zebranych przez Stengel-Rutkowski i wsp. [85] jest duza. W
praktyce okazato sie, ze uzyskano wartosci szacunkowe tylko dla niewielkiej grupy
nosicieli TCW angazujacych specyficzne segmenty chromosomowe. Konieczne sg
dalsze opracowania. Polska Kolekcja TCW, ktéra zostata utworzona w 1991 w
Biatymstoku, zgromadzita do 30 pazdziernika 1995 r. z osiemnastu o$rodkéw ge-
netycznych 243 translokacji [51,79]. Odrebnym problemem jest oszacowanie ryzyka,
gdy obydwoje rodzice sg nosicielami TCW [14] lub nosicielstwo dotyczy translokacji
ztozonych [70].

Duza cytogenetyczna heterogenno$¢ TCW, rézne sposoby powstawania niezrow-
nowazonych gamet u tego samego nosiciela, a takze rézny stopied zywotnoSci
potomstwa w okresie prenatalnym i postnatalnym czynig poradnictwo genetyczne
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rodzin obcigzonych TCW skomplikowana procedurg. Wraz ze zgromadzeniem no-
wych danych empirycznych, zwiekszeniem precyzji rozpoznan cytogenetycznych
TCW iwprowadzeniem technik wspomagania komputerowego do okreslania ryzyka
genetycznego bedzie mozliwe bardziej skuteczne i precyzyjne dziatanie w pro-
gnozowaniu i profilaktyce zaburzen wywotanych stanem nosicielstwa TCW.
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NISKOCZASTECZKOWE JADERKOWE RNA
(snoRNA); WEASCIWOSCI | FUNKCJE

SMALL NUCLEOLAR RNAs (snoRNAs);
PROPERTIES AND FUNCTIONS

Zofia KILIANSKA, Piotr SZYMCZYK

Zaktad Biochemii Medycznej Katedry Cytobiochemii, Uniwersytet £ddzki

Streszczenie: Przeglad stanowi podsumowanie gtéwnych osiagnie¢ dokonanych w charakteryzowaniu
podklasy RNA, ktéra wystepuje w jaderkach Eukaryota, tj. niskoczasteczkowych jaderkowych RNA
(snoRNA). Populacja RNA stanowi niejednorodng pod wzgledem dtugosci czasteczek, motywdw
strukturalnych i oddziatywan z biatkami grupe zwigzkéw, ata odrebno$¢ wynika z faktu réznych funkcji
przez nie petnionych oraz odmiennych szlakéw ich syntezy. Obecnie przyjmuje sie, ze niektére
czasteczki sSnoRNA sa kodowane przez niezalezne geny, a znaczna ich czes$¢ jest kodowana przez introny
w genach biatek; ta ostatnia grupa powstaje przez obrdbke pierwotnych transkryptéw mRNA. Liczne
badania wskazuja, ze kilka rodzajow snoRNA jest wykorzystywanych w obrébce rybosomalnego RNA,
cho¢ doktadna ich rola pozostaje do wyjasnienia. W artykule przedstawiono ponadto postulowane
funkcje snoRNA w zwijaniu pre-rRNA, modyfikacji nukleotyddéw, katalizie cie¢ RNA i w niektdrych
przypadkach ich dziatanie jako molekularnych przyzwoitek.

Stowa kluczowe: niskoczgsteczkowe jagderkowe RNA, antysensowne snoRNA, obrébka snoRNA, ob-
rébka pre-rRNA.

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

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

Jaderka komérek eukariotycznych sg miejscem transkrypcji, dojrzewania pre-
rybosomalnych RNA (pre-rRNA) oraz powstawania rybosomoéw [23, 27, 61, 62,
86, 102]. Na obszarze tej struktury przebiega z udziatem polimerazy RNA Kklasy |
transkrypcja trzech rodzajow rRNA, tj. 17—18S, 5,8S i 25-28S z tandemowo po-
wtdrzonych jednostek transkrypcyjnych (50-10 000 indywidualnych kopii w ha-
ploidalnym genomie), przedzielonych naprzemiennie sekwencjami nie-
transkrybowanymi (ang. Intergenic Spacers; 1GS) [29, 30, 42, 88]. U kregowcdw
jednostki transkrypcyjne osiagaja dtugos¢ okoto 14 kpz, za$ oddzielajace je odcinki
okoto 30 kpz [71]. Geny kodujagce rRNA gromadza sie zwykle w jednym lub
kilku chromosomach w obszarach okres$lanych organizatorami jaderek (ang. Nuc-
leolus Organizers; NORs). U cztowieka zlokalizowano je w krotkich ramionach
chromosoméw akrocentrycznych, pary 13., 14., 15., 21. i 22. [30].

Produkt transkrypcji polimerazy RNA | stanowi prekursorowa forma rRNA,
z ktérej trzy dojrzate czasteczki rRNA uwalniajg sie sposrod zespotu specyficznych
gatunkowo sekwencji nietranskrybowanych zewnetrznych przy 5’ i 3” koricach trans-
kryptu (ang. External Transcribed Spacers; 5’ i 3’ETS lub ETS1 i ETS2) oraz
wewnetrznych (ang. Internal Transcribed Spacers), oznakowanych symbolami ITS1
i ITS2 w wyniku serii cie¢ endo- i egzonukleolitycznych [48, 93, 100]. Proces
ten zwany obrobka badz dojrzewaniem pre-rRNA (ang. processing, maturation),
szeroko badany w wielu organizmach (m.in. Tetrahymena, Xenopus laevis, mysz,
cztowiek) zostat najlepiej poznany w przypadku drozdzy - Saccharomyces cerevisiae
(rys. 1), co stato sie ostatnio mozliwe dzieki wykryciu mechanizmu dziatania RNazy
MRP (ang. Mitochondrial RNA Processing; [27, 61, 77, 85, 93, 100]). Obrébka
pierwotnego transkryptu S. cerevisiae, przepisanego z rDNA o dtugosci 9,1 kpz
rozpoczyna sie usunieciem duzego segmentu 3’ETS przez endonukleolityczne ciecie
przy pozycjach 45.-50. i 15. od 3’ korica 25S rRNA [36]. Powstajagcy produkt
z 10-nukleotydowym odcinkiem 3’ETS, praktycznie niewykrywalny in vivo, podlega
obrébce przy jego 5%koficu w wyniku kolejnych atakéw nukleolitycznych w miejscach
Ag i Aj, odcinajacych 5’ETS oraz A2 - w obszarze ITS1, dostarczajgc czasteczki
20S pre-rRNA, z ktérej w wyniku kolejnego endonukleolitycznego ataku w miejscu
D tworzy sie 185 rRNA [101]. Z kolei produkt posredni - 27SA2 pre-rRNA podlega
dalszej obrébce prowadzacej do 5,8S i 25S rRNA [31] przez dwie alternatywne
drogi ataku w regionie ITS1. W jednej z nich, uwazanej za gtéwna, dochodzi
do ciecia ITS1 w miejscu A3 przez wspomniang RNaze MRP [31, 53, 55, 80],
po ktérym nastepuje szybkaegzonukleolityczna degradacja (5’—3’) w miejscu B Is
i tworzy sie produkt posredni 27SBs pre-rRNA. Okazato sig, ze zaledwie okoto
15% pre-rRNA ulega cieciu w miejscu B1L generujac prekursorowa czasteczke
27SBI . Obydwie formy 27SB pre-rRNA dojrzewaja przez atak nukleolityczny w
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Rys. 1. Schemat genetycznej organizacji rDNA (a) i obrébki 35S pre-rRNA (b) w komérkach drozdzy S.
cerevisiae (wg [99] za zgodg Autora), regiony kodujace 18S i 25 S rRNA zaznaczono pogrubionymi
liniami, pozostate objasnienia w tekscie

C] i C2 segmentu ITS2, co przyczynia si¢ do uwolnienia dojrzatych czasteczek,
tj. 256S rRNA i5,8S rRNA (gtéwnej 5,8Ss). Podczas tego procesu cze$¢ nukleotydow
ulega metylacji, a niektére urydylowe sg przeksztatcane w pseudourydylowe [24,
56].

Drogi obrdbki pre-rRNA wyzszych Eukaryota sg ogdlnie zblizone do procesu
opisywanego u drozdzy [22, 100, 104], cho¢ wystepuja pewne roznice gatunko-
wo-specyficzne dotyczgce dtugosci posrednich czasteczek prekursorowych oraz ko-
lejnosci, w ktérej sa one formowane. Alternatywne szlaki przemian pre-rRNA
obserwuje sie nawet w obrebie tych samych komérek organizmu w zaleznosci
od warunkdw ich wzrostu czy stadium réznicowania [23].
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Liczne wyniki badan wykazaty, ze zarowno w przemianach RNA, jak i w tworzeniu
rybosoméw uczestnicza bogatourydylowe, niskoczasteczkowe jagdrowe RNA (ang.
UsmalinuclearRNA;U snRNA) wraz ze zwigzanymi z nimi biatkami w kompleksach
- snRNP [5, 11, 27, 61, 100], ktére modulujg strukture drugo- i trzeciorzedowa
pierwotnych transkryptow RNA. Bogata populacja snRNA jest dzielona na dwie
klasy na podstawie ich wewnatrzjgdrowej lokalizacji oraz petnionej roli. Pozajg-
derkowe snRNA dokonujg sktadania (ang. splicing) transkryptdéw syntetyzowanych
przez polimeraze RNA klasy Il [60, 66, 82, 89, 105] w nukleoplazmie w rybonu-
kleoproteinowych kompleksach - spliceosomach [60, 87]. Z kolei dla grupy snRNA
wystepujacych w jaderkach - U snoRNA (ang. U smali micleolar RNA), skom-
pleksowanych z odpowiednimi biatkami udowodniono udziat w szlaku przemian
pre-rRNA oraz w biogenezie rybosoméw [5, 26, 61, 91, 100]. Zespdt zdarzen
zwigzanych ztymiprzemianami odbywa sie w procesosomach [27,69] - kompleksach
zbudowanych ze snoRNA i biatek w sposéb wysoce uporzadkowany, ktéry musi
zaktada¢ mechanizmy regulacji nieodzowne dla koordynacji nadmiaru rybosomow
ze zmianami fizjologicznymi komorek oraz w czasie ich rozwoju. Aktualnie odnosi
sie wrazenie, ze szlak przemian pierwotnych transkryptéw rRNA jest nawet bardziej
ztozony niz prekursorowych czasteczek pre-mRNA, poniewaz te pierwsze ulegajg
intensywnym modyfikacjom nukleotydéw i organizacji w kompleksy rybosomalne
[16, 23, 24, 42, 67]. Niniejsze opracowanie przybliza czytelnikowi sktadniki ucze-
stniczagce w procesie obrébki prekursorowych rRNA, tj. snoRNA.

2. WYSTEPOWANIE | CHARAKTERYSTYKA snoRNA

Bogata klasa niskoczgsteczkowych jaderkowych RNA liczaca ponad 100 przed-
stawicieli poznanych u kregowcdw i drozdzy stanowi niejednorodne pod wzgledem
dtugosci nukleotydow (nt) (60-280 nt u wyzszych Eukaryota', 80-605 nt u S.ce-
revisiae), motywow strukturalnych, atakze oddziatywan z biatkami czasteczek RNA,
co wynika zapewne z odmiennej drogi ich biosyntezy oraz funkcji [5, 27, 40,
61, 91]. Najliczniej wystepujagce w komorkach U3, U8 i U13 (104-2 x 105 kopii
w komdrce), a takze w niektorych organizmach U4 ( 2 x 104 kopii w komorce)
sg produktami niezaleznych genow [61, 94]. Natomiast liczna grupa obejmujgca
U14-U61 i przypuszczalnie E2 i E3 snoRNA reprezentuje czasteczki, dla ktérych
informacja genetyczna zawartajest w intronach gendw kodujacych biatkajaderkowe,
rybosomalne lub biatka czasowo odnajdowane w jaderkach np. hsc70. Powyzsze
snoRNA sg syntetyzowane przez polimeraze RNA klasy Il [2, 27, 65, 83]. W
jaderku wystepuje bardzo interesujacy przyktad snoRNA, ktéry wykryto réwniez
w mitochondriach - 7-2 MRP, syntetyzowany przez polimeraze RNA 1Il. Ten
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Rys. 2. Podklasy niskoczgsteczkowych jadrowych U RNA syntetyzowane przez polimeraze RNA 1l (wg
[39] zmodyfikowany)

snoRNA wykazuje znaczng homologie z RNA wchodzagcym w sktad RNazy P
[17, 37, 53-55, 80, 96, 106].

Analiza sekwencji jaderkowych RNA wykazata, ze przy 5’ koricu ich tafncuchdw
istnieje pewna odmienno$é. Transkrybowane przez polimeraze RNA Il snoRNA,
podobnie jak nukleoplazmatyczne snRNA przepisane z niezaleznych genéw wy-
korzystujg indywidualne U-sekwencje promotorowe. Ich 5’ zakonczenie (z wyjatkiem
U6 snRNA), tzw. czapeczke (ang. cap) stanowi 2,2,7-trimetyloguanozyna (TMG)
[1, 59, 61, 85]. Z kolei czasteczki snoRNA pochodzace z intronéw genéw biatek
sq zakonczone - monofosfonukleotydem (rys. 2). Natomiast unikatowy 7-2 MRP
RNA jest wyposazony na jego 5’ koncu w trifosfonukleotyd [106].

"Czapeczke" roslinnych U3 stanowi monometylofosfonukleotyd i ten snoRNA
syntetyzuje polimeraza RNA 1l [84]. Na 3’ koncu zidentyfikowanych dotychczas
jaderkowych RNA wystepuje grupa hydroksylowa. W obrebie tancuchéw jader-
kowych RNA dochodzi do modyfikacji zasad azotowych ireszt cukrowych. Nieliczne
jak dotad badania dotyczg metylacji reszt cukrowych badz pseudourydylacji opi-
sanych w U3 i U8 szczura i niektérych snoRNA drozdzy [61]. Aktualnie poznano
sekwencje nukleotydowa wiekszosci snoRNA [40, 65, 86]. Wiele z nich jest bez-
posrednio zaangazowanych w obrdbke pre-rRNA, w modyfikacje prekursorowych
transkryptéw, tworzenie rybosoméw, choé nie wyklucza sie z uwagi na ich znaczng
liczebnos$¢ w jaderkach funkcji dotychczas jeszcze nie okre$lonych [5, 62]. W przy-
padku drozdzy S. cerevisiae, zapewne najczesciej badanego organizmu w zakresie
metabolizmu RNA, trzy rodzaje snoRNA, tj. U3, U4 i snoR30 sg niezbedne dla
ich zywotnosci, podczas gdy delecja genu kodujgcego snoRIO ostabia ich wzrost
[6, 60, 107].

Dla dobrze scharakteryzowanych snoRNA U3, U8, Ul4 i 7-2 MRP wykazano
znaczng konserwatywno$¢ sekwencji miedzy homologicznymi czasteczkami kre-
gowcow i drozdzy, a trzy z nich, tj. U3, Ul4 i 7-2 MRP maja odpowiedniki w
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organizmach roslinnych [12, 61, 84]. Okazato sie, ze U3 wykryto m.in. u owaddéw
i pierwotniakow [61]. Ostatnio ukazato sie doniesienie 0 U3-podobnym RNA (159 nt)
u Archaebacteria - Sulfolobus acidocaldarius [72]. Ta konserwatywno$¢ ma za-
pewne znaczenie funkcjonalne, udowodnione udziatem czesci przedstawicieli jg-
derkowych RNA w obrdbce pre-rRNA (por. rozdz. 3).

2.1. Struktura drugorzedowa

Poznanie struktury pierwszorzedowej wielu rodzajow snoRNA kregowcow, a
takze ich wariantow wydzielonych z bezkregowcoéw, gtéwnie drozdzy oraz do-
Swiadczenia wykorzystujagce modyfikacje chemiczne, trawienie nukleazami pozwo-
lito stworzy¢ modele ich struktury drugorzedowej [6, 15, 35, 58, 91, 95; por. rys.
3].

Z dotychczasowych badan strukturalnych snoRNA rysuje sie pewien schemat
ich budowy obejmujacy kilka sekwencji, a takze motywow struktury drugorzedowej
0 wysokim stopniu konserwatywnosci. Najwiecej danych o strukturze pierwszo-
ldrugorzedowej dotyczy U3 iU 14snoRNA [35,47,58,61,91 ]. Wiekszos¢ czagsteczek
snoRNA zawiera dwa z pieciu konserwatywnych motywdw sekwencji (ang. boxes)
opisanych pierwotnie w U3 [49, 94], tj. A, B, C, C’ i D, wsrdd ktorych wykryto
znaczng komplementarno$é z odcinkami w rRNA (rys. 3). Zaden z wymienionych
motywdw strukturalnych nie jest uniwersalny, ale istnieje znaczna homologia w ich
obrebie odnotowana przy analizach poréwnawczych snoRNA rdznego pochodzenia.
Motywy A i B sg unikatowe dla U3 snoRNA. Uwaza sie je za odpowiedzialne
za interakcje z rRNA [6, 68].

Doswiadczenia wykorzystujgce mutacje w obrebie motywéw C, C’ i D wigza
ich obecno$¢ z syntezag snoRNA i oddziatywaniami z biatkami [9, 90, 91]. Zmiany
sekwencji w odcinku C U3 snoRNA cztowieka wptywajg najego zdolnosci interakcji
z fibrylaryng [9, 10]. Strukturalne elementy C (RUGAUGA) i D (CUGA) obecne
u wiekszosci snoRNA kregowcdw idrozdzy, atakze wystepowanie konserwatywnej
sekwencji trinukleotydowej ACA przy 3’ koncu tancuchéw czesci jaderkowych
RNA staly sie podstawa do ich podziatu (tab. 1). W tym schemacie nie miesci
sie unikatowy 7-2 MRP RNA, ktérego budowa zostanie omoéwiona w rozdz. 3.5.
W opinii laboratorium Founiera [5] podziat na podklasy C/D i ACA snoRNA wynika
z odrebnosci petnionych przez nie funkcji, innego szlaku ich biosyntezy badz od-
miennego pochodzenia ewolucyjnego. Stwierdzono, ze podklasa C/D snoRNA, spo-
$rod ktorej niektérzy cztonkowie uczestniczg w obrébce i metylacji pre-rRNA oraz
biogenezie rybosoméw, a takze oddziatujg na zasadzie komplementarnosci nukleo-
tydéw na stosunkowo diugich odcinkach (do 21 nt) z transkryptami polimerazy
RNA | [3, 15, 40, 61]. Z kolei w obrebie niektorych ACA snoRNA odnotowano
komplementarno$¢ z rRNA, cho¢ ogranicza sie ona do krotszych odcinkéw (<
12 nukleotydow) [18]. Ponadto istotnym skiadnikiem r6znicujacym te dwie podklasy
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Tabela 1. Klasyfikacja snoRNA wg Balakina i wsp. [5]

Motywy snoRNA
sekwencyjne drozdze kregowce
C/D U3, U14,U18, U24 U3, U8, U13, U14, U15, Ul6, U18,

snR4, snR13, snR38, snR39, snR39%b U20, U21, U22, U24, U25-U61
snR40, snR41, snR45, snR47, snR48
snR190

ACA snR3, snR5,snR8, snRY9, snRIO, snRI'1 U17/E1, E2, E3.U19, U23
snR30, snR31, snR32, snR33, snR34
snR35, snR36, snR37, snR42, snR43
snR44, snR46, snR49, snR189

? 7-2 MRP 7-2 MRP

RNA wydajg sie byé biatka budujace czastki snoRNP o statej sedymentacji w
granicach 10-90 S [27]. Fibrylaryna, iloSciowo bogate biatko jaderkowe, wydaje
sie asocjowac¢ z C/D snoRNA zaréwno u kregowcow, jak i drozdzy [61, 65], cho¢
natura tego oddzialywania wcigz nie zostata poznana i nie wyklucza sie w tej
interakcji dodatkowych biatek [5, 51, 52, 61]. Natomiast biatkami wigzacymi sie
z ACA snoRNA drozdzy wydaja sie by¢ GAR1 [52] i prawdopodobnie SSB1
[20]. Zaréwno sekwencje konserwatywne C i D, jak i ACA sg potrzebne do doj-
rzewania i nagromadzenia snoRNA w jaderkach [5, 33, 61, 69]. Delecje czy pod-
stawienia nukleotydow w tych strategicznie waznych motywach sugerujg, ze zar6wno
C/D jak i ACA sekwencje stanowig miejsca docelowego wigzania kluczowych
biatek, ktoére po ich zwigzaniu przyzwalajg na potranskrypcyjng obrébke snoRNA
[5]. Obejmuje ona dojrzewanie i hipermetylacje snoRNA, formowanie czastek
snoRNP, jaderkowa lokalizacje oraz wasciwosci i funkcje dojrzatych snoRNP [69,
90, 91]. Dane eksperymentalne ujawnity, ze motyw sekwencyjny D jest nieodzowny
przy tworzeniu 5 czapeczki w przypadku U3 snoRNA X. laevis [70], natomiast
C - dla nagromadzania np. Ul4 u drozdzy; odgrywa réwniez role w wigzaniu
fibrylaryny [9, 10, 33]. Rysunek 3 przedstawia budowe drugorzedowg (U3 i U 14)
lub jej schemat (U20) niektérych rodzajéw snoRNA. Ich nieprzypadkowy wyboér
byt podyktowany faktem, iz U3 snoRNA dotad zbadanych kregowcdw i drozdzy
oraz U4 S. cerevisiae reprezentujg produkty niezaleznych gendw, podczas gdy
U 14 snoRNA kregowcdw oraz U20 snoRNA badanych organizmow sg kodowane
w intronach gendéw biatek i nie zawierajg czapeczki w postaci TMG (rys. 2, 3).
Schematyczne przedstawienie  prawdopodobnej struktury drugorzedowej U20
snoRNA, kodowanego w 11. intronie nukleoliny myszy, kury, X. laevis, w ktérych
organizmach wystepuje znaczna homologiajego sekwencji [15] jest prawdopodobnie
typowa dla szeregu tzw. antysensownych snoRNA, m.in. U 14 myszy, U21 i U24
cztowieka [3, 15]. W przypadku wymienionych RNA wystepuje charakterystyczna
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Rys. 3. Proponowana struktura drugorzedowa U3 cztowieka, U 14 5. cerevisiae i U20 myszy, kompilacja
danych [15,47,58], na rysunku zaznaczono konserwatywne motywy i domeny strukturalne



NISKOCZASTECZKOWE JADERKOWE RNA. 235

tzw. koncowa struktura 5’-3’ pnia (ang. stem), ktora stanowijednocze$nie m-akty wny
sygnat w procesie ich obrébki. Tworzy sie ona wskutek parowania nukleotydow
57 i 3" koncow czasteczki, wymuszajac zblizenie funkcjonalnie czynnych motywéw
C i D. Na podkres$lenie zastuguje, ze w bezposrednim sasiedztwie sekwencji D
przylega zwykle dtugi odcinek sekwencji komplementarnych do rRNA, a po stronie
5’ sekwencji C wystepuje zawsze nukleotyd purynowy [15, 16] (rys. 3). Organizacja
struktury motywéw C i D w snoRNA zawierajagcych do$¢ dtugie odcinki anty-
sensowne do pre-rRNA sugeruje wystepowanie wséréd nich dwéch grup [2], tj.
1° ze strukturg 5°-3 * pnia (m.in. U 14, U20, U21, U24 kregowcow i snR41 drozdzy),
2° pozbawionej struktury 5°’-3’ pnia, natomiast wyposazonej w dwa nukleotydy
po 3’ stronie motywu D (m.in. U13 i Ul 8 cztowieka oraz snR38, snR39 i snR40
drozdzy). Wyniki symulacji komputerowej wskazujg ponadto, ze przedstawicieli
podklasy ACA charakteryzuje bardziej zwarta struktura drugorzedowa, co zade-
monstrowano w przypadku snRIl drozdzy [5], U19 snoRNA kregowcow [39].
Z kolei U 14 snoRNA przynalezace do podklasy C/D cechuje bardziej otwarta stru-
ktura [4].

2.2. sSnoRNA kodowane w intronach genéw biatek
(antysensowne snoRNA)

Synteza snoRNA tej grupy zachodzi podczas transkrypcji genéw macierzystych
przez polimeraze RNA Il. W trakcie tego procesu odcinki odpowiadajgce U czg-
steczkom sa wycinane z intronéw pre-mRNA (rys. 2 i 4; podrozdz. 2.3). Geny
pierwotne mogg kodowa¢ w sasiadujgcych intronach rézne snoRNA [65], badz
jeden lub kilka wariantow jednego rodzaju. Blizsza charakterystyka antysensownych
wariantdbw snoRNA z réznych organizméw ujawnita, ze moga one by¢ kodowane
w intronach odmiennych gendéw, a takze liczba kodujgcych je intronéw w genach
biatkowych oraz ich lokalizacja moze ulec zmianom (por. tab. 2).

W iegkszos¢ tak powstatych U snoRNA cechuje obecnos¢ odcinkéw (jednego lub
dwéch o dtugosci 10-21 nt) komplementarnie oddziatujagcych z domenami o silnie
konserwatywnej strukturze drugorzedowej, tj. regionem rdzeniowym (ang. core re-
gion) 18Si25/28S rRNA [2,75,86,98]. Odcinki zdolne do parowania z transkryptami
polimerazy | w obrebie opisywanych snoRNA, ktére nazywa sie roOwniez anty-
sensownymi [2], usytuowane sg w bezposrednim sgsiedztwie ich 5 (motyw C
lub D) lub 3’ zakoniczen (motyw D) czasteczek [98]. Z analiz termodynamicznych
wynika, ze oddziatywanie snoRNA - pre-rRNA sg trwalsze niz wewnatrz-
czasteczkowe interakcje rRNA - rRNA badz snRNA - pre-mRNA [2].

"Intronowe" pochodzenie duzej grupy jaderkowych RNA przypisuje sie doSwiad-
czeniom Liu i Maxwella [49], ktdrzy w 1990 r. donie$li o odrebnej drodze po-
wstawania U 14 snoRNA z intronéw biatka szoku cieplnego hsc70 myszy, bez
wykorzystania typowych U RNA promotoréw. Whnikliwe $ledzenie prac 0 RNA
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bez charakterystycznej "czapeczki", kodowanych przez introny genéw biatka ry-
bosomoéw L1 X. laevis ujawnia ich nieco wcze$niejsze wykrycie [13]. Latwy model
doswiadczalny, jakim sgjadra komdrkowe oocytow X. laevis, w ktérych po iniekcji
prekursorowych transkryptéw zachowuje sie zdolno$¢ precyzyjnego wycinania in-
trondw z egzogennych pre-mRNA hsc 70 [45], biatek rybosomalnych S3 [96] i
LI [28] oraz biatka RCC1 [38], udowodnit unikatowe pochodzenie odpowiednio
Ul4,Ul5 Ul6iU17snoRNA. W kolejnych latach nastgpito gwattowne zwigkszenie
zainteresowania antysensownymi snoRNA [2, 40, 65, 75, 98]. W tabeli 2 krétko
przedstawiono charakterystyke tych zwigzkéw do U40 wigcznie. Nie ujeto w niej
wykrytych ostatnio [40] 21 przedstawicieli snoRNA, dla ktérych nie zostaly jeszcze
w petni okreslone geny, w ktérych intronach zakodowana jest ich informacja ge-
netyczna. Te antysensowne U41-U61, opisane przez Kiss-Laszlo i wsp. [40] nalezg
do podklasy C/D snoRNA (por. tab. 1).

2.2.1. Metylacja shoRNA

Whnikliwa analiza odcinkéw komplementarnych do pre-rRNA wsrod nowood-
krytych oraz wczesniej uznanych za antysensowne snoRNA zasugerowata zwigzek
miedzy tymi oddziatywaniami a metylacja transkryptéw polimerazy RNA I. Osza-
cowano, ze wdojrzatych formach rRNA kregowcéw budujacych rybosomy wystepuje
ponad 100 metylowanych nukleotydéw (gtéwnie na 2’ hydroksylowej reszcie O-
rybozy). Uwaza sie, ze wiekszos$¢ tych miejsc metylacji dotyczy pozycji konser-
watywnych [56]. W przypadku rRNA drozdzowego, ktéry zawiera mniej, tj. okoto
55 reszt metylowanej rybozy, potwierdzono kilka wspdlnych miejsc metylacji z
rRNA cztowieka, co wskazuje na zachowawczy charakter tej modyfikacji. Na pod-
kreslenie zastuguje obserwacja, ze tworzace sie komplementarne segmenty snoR-
NA-pre-rRNA zawierajg okoto 8% zmodyfikowanych nukleotyddéw, podczas gdy
w catosci regionu rdzeniowego wystepuje zaledwie 2% [2, 56]. Wydaje sie, ze
hydrofobowe witasciwosci grup metylowych wprowadzone do rRNA moga by¢ wyko-
rzystywane do wasciwego zwijaniajego tancuchéw [41, 56]. Wspomniane badania
Kiss-Laszlo i wsp. [40], Cavaille i wsp. [16] oraz Nicoloso i wsp. [65] opublikowane
w ostatnich miesigcach wskazujg na antysensowne snoRNA jako wyznaczniki za-
kotwiczania (ang. docking guides) enzymoéw dokonujacych tej modyfikacji. Naj-
ciekawszym rezultatem cytowanych prac, obejmujgcych analize okoto 40 snoRNA
byto stwierdzenie (z drobnymi wyjatkami dotyczacymi U21, U26, U31, U48 i U50),
ze w powstajagcych dupleksach snoRNA-pre-rRNA modyfikacji ulega zawsze piaty
nukleotyd powyzej motywu strukturalnego D’ (D). W doSwiadczeniach przepro-
wadzonych na szczepie komérek Ura wykazano, ze usuniecie U24 snoRNA pro-
wadzito do znoszenia 2’-<9-metylacji 25S rRNA (przy nukleotydach C 1436, A 448
i G ) bez wptywu na metylacje innych nukleotydéw w tym tafncuchu [40]. Eks-
presja U24 drozdzy w komoérkach, pozbawionych uprzednio tego snoRNA, przywraca
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Rys. 4. Obrobka antysensownego U16 snoRNA (wg [14] za zgodg Autoréw): radioaktywny' P-003RNA
wstrzykiwano do jader komoérkowych oocytéw X. laevis i inkubowano 3 lub 120 minut; po tym czasie
jadrowy RNA wydzielano i analizowano w 10% zelu poliakryloamidowym z mocznikiem; produkty
posrednie i ostateczne obrébki U 16 RNA zaznaczono obok zelu i schematu; eksony (ex) reprezentuja
zakropkowane prostokaty, intron - ciggta linia, natomiast region kodujacy U snoRNA w intronie - czarny
prostokat z zaznaczonymi konserwatywnymi motywami C i D; symbole 5°CS i 3’CS wskazujg miejsce
ciecia (ang. cleavage site) odpowiednio w 5’ i 3’ czedci intronu; produkty pierwotnego cigcia prekursoro-
wego snoRNA oznakowano strzatkami, a produkty skracania za pomoca tréjkatow

witasciwg metylacje 25S rRNA co potwierdza, ze jej brak byt spowodowany nie-
obecnos$cig wspomnianego antysensownego RNA. Zmiana usytuowania motywu
strukturalnego D o jeden nukleotyd w kierunku 3’ tancucha U24 wigzata sie z
wigczeniem reszty metylowej na nukleotyd przesuniety o jeden w poréwnaniu z
pierwotnym miejscem metylacji dzikiego 25S rRNA (C1436—U1437). Rowniez do-
Swiadczenia Cavaille i wsp. [16] ujawnity, ze zmiana sekwencji w innym anty-
sensownym snoRNA - U20 jest wynikiem wpltywajacym na specyficzno$é metylacji
18S rRNA kregowcdw. Metylacja rybozy zachodzi albo w pierwotnym transkrypcie
(45S rRNA), albo w skréconych formach prekursorowych pre-rRNA w jaderku
[2, 56]. Rola tej modyfikacji pre-rRNA dla zdarzen zwigzanych z tworzeniem i
funkcjonowaniem rybosomoéw pozostaje wcigz blizej nieokreslona.

Petnienie funkcji wyznacznikéw metylacji transkryptu pre-rRNA przez anty-
sensowne snoRNA, dla ktérych podstawowg wiasciwoscia jest wigzanie sie z fi-
brylaryna, rodzi wiele pyta, m.in. czy udziat tych czasteczek sprowadza sie do
funkcji "drogowskazu" dla enzymu metylujgcego, czy wigze sie z ich aktywnoscig
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TABELA 2. Charakterystyka molekularna snoRNA kodowanych w intronach genéw réznych biatek
(kompilacja danych [2, 3, 38, 61, 65,75, 85,97,98])

snoRNA  Diugo$¢  Sekwencje’ Gen macierzysty Lokalizacja Wigza- Odcinek
tancucha  konserwat. kodujacy biatko w intronie nie komplemen-
[nt] Ci D/ /struk- (wystgpowanie) (intronach) fibry-  tarny do
tura pnia5’-3° laryny  rRNA (nt)
ul4 87 +/+ hsc70 (mysz, cztowiek) 5,61 8 + 18S
hsc70 (pstrag) 2,456,718 (13/14+14)
S13 (X.laevis) 3,4
u1s 148 +/+ rpS3 (HelLa) 1,5 lub 6 + 28S(10)
rpSl (A. laevis) 35i6
ul16 106 +/+ rpLl (X. laevis) 3 + 28S
U17[E1] 207 -/- RCC1 (HeLa) liz2 — 18S/ETS
rpS8 (X. laevis) 1234516 28S(13)
uis 69 +/- rpLIl (X. laevis) 24,718 +
rpLI (X. tropicalis) 2,718
rpLI (cztowiek) 4
102 EF-1 3 (S. cerevisiae) 1
uU19 200 -/- (komérki HeLa)? ? : 7
u20 80 ++ nukleolina (cztowiek, 11 + 18S(17/21)

mysz, szczur,chomik,
kura, X. laevis)

karp 7
pstrag 9
u21 93 +/+ rpL5 (cztowiek, kura) 5 + 28S(13)
ARF-1 (muszka zmienna
owocowa) lokalizacja
u22 125 +/+ UHG (cztowiek, 9 + 18S
X. laevis)
u23 147 -/- nukleolina (cztowiek, 12 nieokreslony
komoérki HeLa, mysz,
X. laevis)
u24 76 +/+ biatko rpL7a (czto- 2 + 28S(12+12)
wiek, kura)
89 biatko G (S. cerevisiae) nieokreslony
u25 70 + UHG (cztowiek, mysz) + 18S5(12)
u26 76 + UHG (cztowiek, mysz) + 28S(14)
u27 74 + UHG (cztowiek, mysz) + 18S(12)
u28 78 + UHG (cztowiek, mysz) + 18S (15)
u29 65 + UHG (cztowiek, mysz) + 28S (12)
u30 71 + UHG (cztowiek, mysz) + 28S (12)
U3l 68 + UHG (cztowiek, mysz) + 28S (13)
u32 81 + rpL13a(mysz) 2 + 18S(12);
28S(13)
u33 82 + rpL13a(mysz) 4 + 185(12)
u34 66 + rpL13a(mysz) 5 + 28S(13)
u3s 89 + rpL13a(mysz) 6 + 28S(14)
uU36 68-80 + rpL13a(kura, 5i6 + 18S(14);

cztowiek) 28S(12)
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TABELA 2cd.
snoRNA  Diugosé Sekwencje’ Gen macierzysty Lokalizacja Wiagza- Odcinek
tancucha  konserwat. kodujacy biatko w intronie nie komplemen-
[nt] C i D/ /struk- (wystepowanie) (intronach) fibry- tarny do
tura pnia 5’3 laryny  rRNA (nt)
u37 65 + EF2 (chomik) 4 + 28S(14)
u3s 69-71 + rpS8 (cztowiek) 4 lub 5 + 28S(11)
U39 80 + rpS8 (cztowiek) 1 + 28S(10)
u40 100 + rpS8 (cztowiek) 2 + 28S(11)
E2 154 : ? ?
E3 135 -1/- elF-4All (cztowiek) 8 .
snR38 95 +/- EF-ly(5. cerevisiae, 1 25S (13)
S. pombe)
snR39 89 +/- pYL8 (5. cerevisiae) 2 + 25S (13)
(S. pombe) 1

katalityczng? W sprawowaniu czynno$ci wyznacznika metylacji udziat motywu
D(D’) nie ulega kwestii, cho¢ nie mozna wykluczyé rowniez zaangazowania se-
kwencji konserwatywnych C i by¢ moze innych czynnikéw. Okazato sie, ze mutacja
genu kodujacego fibrylaryne silnie hamuje metylacje pre-rRNA drozdzy [92]. Po-
wyzsze wyniki nalezy rozpatrywac krytycznie chocby przez fakt, ze fibrylaryna
wigze sie rowniez z snoORNA kodowanymi przez niezalezne, bezintronowe geny.
Wydaje sie jednak, ze biatko to mogtoby zmienia¢ konformacje antysensownych
SNnoRNA prowadzac do utworzenia takiej struktury kompleksu snoRNP-pre-rRNA,
ktory stawatby sie bardziej podatny na dziatanie metylotransferazy. Formowanie
w miare stabilnych, choé przejsciowych duplekséw snoRNA-pre-rRNA, musi za-
ktada¢ réwniez uwalnianie z nich poszczegdlnych skiadnikéw; w tej kaskadzie
zdarzen na pewno muszg by¢ wykorzystywane RNA helikazy [40, 65]. By¢ moze
wiasnie omawiana modyfikacja wprowadza nowe hydrofobowe wigzania modulujac
interakcje miedzy rRNA - biatkami - tRNA i mRNA na poziomie rybosoméw.

W ostatnim okresie pojawity sie sugestie, ze prawdopodobnie wiekszo$¢ SnoRNA
uczestniczy w prawidtowym zwijaniu ogromnej czgsteczki syntetyzowanej przez
polimeraze RNA 1 [2, 61, 86]. Zwigzanie snoRNA z okreSlonymi tylko segmentami
tego transkryptu jest mozliwe po zniszczeniu komplementarnych oddziatywan we-
wnatrz pre-rRNA czy innych konserwatywnych interakcji, doprowadzajac jego cza-
steczke do optymalnej konfiguracji, w ktorej podlega ona obrébce. Steitz i Tycowski
[86] sugeruja, ze udziat wielu snoRNA w przeksztatceniu struktury dtugiego
tancucha pre-rRNA, aby mdgt ulec obrébce i byé wykorzystany w tworzeniu ry-
bosomoéw nasladuje "opiekuncza" (ang. chaperone) czynno$é niektorych biatek w
zwijaniu tancuchoéw polipeptydowych. Sprawg otwartg pozostaje, czy rola tych
snoRNA sprowadza sie do stworzenia wiasciwej geometrii transkryptu pre-rRNA
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czy (badZ réwniez) zapobiega niekorzystnym interakcjom miedzy odcinkami bo-
gatymi w GC, S$cisle upakowanych sasiadujacych transkryptow [86]?

2.3. Obrobka snoRNA

Czasteczki snoRNA, aby petni¢ przypisane im funkcje ulegajg po ich transkrypcji
okreslonym zmianom, kt6re sktadajg sie na proces zwany dojrzewaniem lub obrébka.
W odroznieniu od dojrzewania pozajgderkowych, nukleoplazmatycznych snRNA
[66, 82] proces ten w przypadku snoRNA jest stabo poznany. Aktualnie wiadomo,
ze snRNA po ich syntezie w jadrze ulegajg metylacji na 5’ koncu tancucha (do
7-metyloguanozyny) i sg eksportowane do cytoplazmy celem ich dodatkowej me-
tylacji zwanej hipermetylacjg (do 2,2,7-trimetyloguanozyny). Tak zmodyfikowane
czasteczki po przytaczeniu biatek (gtéwnie tzw. kompleksu Sm) wracajg do jadra
jako funkcjonalne snRNP.

W 1994 roku Tems i Dalhberg [90] wykazali, ze U3 snoRNA nie jest eksportowany
do cytoplazmy, a hipermetylacji ulega w jadrze komérkowym. Pdzniejsze badania
z tego o$rodka ujawnity, ze poza U3 réwniez U8 i U24 nie opuszczaja jadra ko-
morkowego i ich "oczapeczkowanie" odbywa sie najego terenie [91]. Efektywnos$é
tej modyfikacji in vitro i in vivo warunkuje motyw strukturalny D obecny blisko
3’ zakoriczeniatancucha wiekszosci snoRNA (por. rys. 3). Okazato sie, ze zmutowane
w obrebie motywu D czgsteczki U3 i U8 (wyznakowane 32P), zawierajgce 7-mety-
loguanozyne na ich 5’ konficach tancucha, po iniekcji do jader komérkowych oocytow
X. laevis nie ulegajg hipermetylacji. Mutant U8, ktdéry utracit sekwencje D, na-
gromadza sie w cytoplazmie po iniekcji.

Wykazano ponadto, ze U 14, ktéry reprezentuje u kregowcéw snoRNA kodowany
w intronach genow biatek, ajego tancuch zakornczony jest po 5’ stronie nukleotydem
w formie monofosforanu z chwilg pozyskania na tym koncu czgsteczki 7-mety-
loguanozyny jest zdolny do hipermetylacji, ktéra odbywa sie rowniez w jadrze
komdrkowym. Istniejg eksperymentalne potwierdzenia, ze hipermetylacja przebiega
w nukleoplazmie, skad tak zmodyfikowane snoRNA przenoszone sg do jaderka
[91]. Zajadrowa retencje badanych dotad rodzajow snoRNA wydaje sie odpowiadac
rowniez motyw D, ktory jest ostaniany podczas trawienia mikrokokalng nukleazg
np. kompleksu U3 snRNP, co wskazuje na biatkowy czynnik z nim zwigzany.
Biatka (lub biatko) asocjujgce z 3’ odcinkiem réznych snoRNA, gdzie lokuje sie
sekwencja D moga odpowiada¢ za zakotwiczenie w jadrach (czy jaderkach), a
takze ochrania¢ je przed atakiem nukleolitycznym. Poniewaz motyw D jest nie-
odzowny przy hipermetylacji snoRNA, biatka wigzace si¢ z nim mogg réwniez
oddziatywac z jagdrowym enzymem dokonujacym tej modyfikacji [50]. Z doSwiad-
czen Ternsa i wsp. [91] wynika, ze biatkiem tym jest jaki$ blizej nie scharakte-
ryzowany polipeptyd rézny od fibrylaryny. Mutacje, ktore blokujg wigzanie
fibrylaryny do U3 snoRNA zaréwno in vitro, jak i in vivo, nie oddziatujg na jego
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hipermetylacje po wstrzyknieciu do oocytdw X. laevis [9, 10]. Czynnikiem istotnym
podczas hipermetylacji U3 snoRNA jest struktura 3’ pnia, ktéra formuje sie przy
parowaniu 3’ korica jego czasteczki z nukleotydami przylegtymi do motywu C
(por. rys. 3).

Mechanizm wycinania i obrobki antysensownych snoRNA jest wcigz stabo po-
znany. Dzieki pomystowym eksperymentom wprowadzania prekursorowych trans-
kryptéw biatka hsc70 myszy [45] czy biatka rybosomalnego LI zaby [28] do jader
komorkowych oocytéw X. laevis obserwowano sprawne i precyzyjne wycinanie
odpowiednio Ul4 i U 16 snoRNA z prawidtowymi zakoiczeniami 5’ i 3’ ich cza-
steczek. W doswiadczeniach modelowych wykorzystujgcych zarowno jadra komor-
kowe oocytow X. laevis, jak iekstrakty komorkowe, w ktérych prowadzono obrébke
pre-mRNA, obserwowano produkty przekraczajgce faktyczng dtugo$¢ snoRNA, z
dodatkowymi sekwencjami po ich 5”13 koncach taficucha. To sugerowato niezalezng
obrébke obydwu zakonczen taricucha oraz potrzebe, poza reakcjami ciecia endonu-
kleolitycznego, rowniez egzonukleolitycznego skracania [38]. Podczas wycinania
snoRNA z odcinkéw intronowych genoéw biatek nie jest wymagana obecnos$¢ sa-
siadujgcych eksondw, co przemawia za potencjalng autoregulacjg usuwanych od-
cinkéw [2, 15, 38, 45, 73].

Szereg wspoélnych cech snoRNA zawierajgcych w swojej czasteczce motywy
strukturalne C i D oraz ich asocjacja z dominujgcym biatkiem jaderkowym - fi-
brylaryng stato sie podstawg do zaproponowania modelu obrébki U 16, prawdo-
podobnie typowego dla snoRNA podklasy C/D (rys. 4). Caffarelli i wsp. [14] w
swoich doswiadczeniach wstrzykiwali do jader komo6rkowych oocytdw X. laevis
zsyntetyzowany in vitro prekursor U 16, znakowany 32P (003 RNA). Po krétkiej
(3 min) badz dtuzszej (120 min) inkubacji wydzielali jagdrowy RNA poddajac go
analizie elektroforetycznej w zelu poliakryloamidowym z mocznikiem. Dojrzata
forma U6 (a takze U 18) powstaje z prekursorowej czasteczki podczas dwue-
tapowego szlaku obejmujgcego endonukleolityczne ciecie powyzej 5’ i ponizej 3’
koncow regionu kodujacego snoRNA z przylegtymi sekwencjami (tzw. trailer),
ktére w kolejnej reakcji ulegaja skroceniu dostarczajac funkcjonalnego faficucha
snoRNA (rys. 4). Mutacja przez podstawienie dwoch lub trzech nukleotydéw w
obrebie motywéw C i D U6 snoRNA catkowicie blokuje ciecie nukleolityczne
zmutowanych prekursoréw. Wydaje sie, ze wigzanie biatek z motywami struktu-
ralnymi podklasy C/D snoRNA jest czynnikiem chronigcym je przed nadmierng
aktywno$cig egzonukleolityczng przy 5 i 3’ koficu ich taficuchéw [4, 14]. W przy-
padku obrébki snoRNA podklasy ACA udziat biatek wydaje sie by¢é réwniez wazny.
W tym przypadku wigza sie one z tzw. strukturg szpilki do wioséw (ang. hairpin)
utworzong przy 5’ i 3’ koricach ich czasteczek [5].

W doswiadczeniach in vitro wykorzystujacych ekstrakt jadrowy oocytéw X. laevis
przy stezeniu zapewniajgcym tylko pierwszy etap obrobki snoRNA (analogiczny
do tego in vivo; por. rys. 4) dochodzi do nagromadzenia intermediatdbw obrébki
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intronéw pre-mRNA, ktdre mozna rejestrowac podczas elektroforezy. Mutacje mo-
tywéw C i D U6 snoRNA dostarczajg produktéw analogicznych do tych obser-
wowanych w kontrolnych U 16. Natomiast przy zapewnieniu warunkéw przebiegu
drugiego etapu obrébki snoRNA (przez dodanie Swiezej porcji ekstraktu jagdrowego
po 20 min reakcji) nie obserwowano nagromadzenia ani intermediatéw, ani dojrzatych
postaci U16, gdy w ekstrakcie jadrowym byly obecne mutanty sekwencji C i D
tegoz snoRNA [14]. Dane te pozwalajg wnioskowaé, ze motywy C i D uczestnicza
w stabilizacji zarowno intermediatow przemiany, jak i dojrzatych snoRNA, w czym
niebagatelng role wydajg sie petni¢ oddziatujgce z nimi czynniki. Jednym z nich
moze by¢ fibrylaryna, cho¢ prawdopodobnie nie wigze sie¢ ona bezpos$rednio z
RNA [51]. Jak dotad biatko to jest jedynym znacznikiem formowania czgstek
snoRNP, w ktérych RNA obecne s sekwencje C i D. Metode immunoprecypitacji
ekstraktdw jadrowych oocytéw X. laevis za pomocg przeciwciat skierowanych prze-
ciwko fibrylarynie wykorzystano w celu okre$lenia, na ktérym etapie obrobki pre-
mRNA dochodzi do tworzenia kompleksow snoRNP z jej udziatem. Jako substrat
zastosowano pre-mRNA, opisywany symbolem F4 [14], ze zmutowanym miejscem
sktadania przy jego 5 koricu (AEGUAUG->AGGUAAG). Zaréwno w ekspery-
mentach in vitro (ekstrakty jadrowe X.laevis), jak i in vivo (iniekcje do oocytéw
X.laevis) fibrylaryna wigze sie podczas krotkiej inkubacji (20 min) z pre-mRNA,
natomiast przy dtuzszych inkubacjach (60 i 120 min) zaréwno z intermediatami,
jak i dojrzatymi czgsteczkami U 16. Stad uzasadniony jest wniosek, ze kompleksy
z tym biatkiem powstaja juz na pierwotnym transkrypcie polimerazy RNA I, a
nastepnie sa odnajdywane kolejno w produktach jego obrébki [14]. Fibrylaryna
dos¢ stabo wigze sie z intronami w formie petli lassa, za$ brak jej w takiej formie
intronu, ktory jest wytracany przez przeciwciata skierowane przeciwko kompleksom
biatkowym opisywanym symbolem Sm - biatkom typowym dla czgstek snRNP
zaangazowanych w sktadanie pre-mRNA [44, 60, 82, 105]. Sledzac etapy obrébki
UIl6iUIl8snoRNA(w réznym czasie, tj. 20, 60 i 120 min) stwierdzono, ze antygen
Sm mozna wykry¢ tylko przy krotkich okresach inkubacji, gdy intron ma postaé
niedojrzatej petli lassa, za$ fibrylaryne przy dtuzszej inkubacji. Stanowito to przy-
czynek do sformutowania koncepcji, ze kompleksy zawierajgce fibrylaryne, wigzac
sie z petlg lassa stanowig alternatywng forme intronu oddziatujgcego z czynnikami
sktadania pre-mRNA. Ponadto wyniki te postuzyty do zaproponowania modelu
wyjasniajacego molekularne podstawy wykorzystania gendw zawierajgcych introny
w biosyntezie wielu rodzajow snoRNA badz mRNA okreSlonych biatek (rys. 5).

Prekursorowe transkrypty polimerazy RNA Il wykorzystywane sg do skfadania
dojrzatych mRNA w spliceosomach, gdy wyciete z nich introny nie tworzg fun-
kcjonalnych komplekséw z motywami strukturalnymi C i D (np. z fibrylaryng)
i budujg czastki snRNP. W alternatywnym rozwiazaniu, gdy sktadanie mRNA jest
nieefektywne, dochodzi do powstania kompleksdw z czynnikami rozpoznajacymi
motywy C i D i do obrébki wycietych odcinkdw odpowiadajgcych snoRNA (por.
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rys. 4 i 5). Nie wyklucza sie réwniez wycinania snoRNA z intronéw pierwotnych
transkryptébw mRNA, gdy proces ich sktadania jest zablokowany, bgdz réwno-
czesnego formowania dojrzatych form mRNA i snoRNA [45].

W tym miejscu nalezy odnotowa¢ wyniki doSwiadczern Maxwella i Foumiera
[61], z ktérych jasno wynika, ze obrobka Ul4snoRNA nosi cechy znacznej kon-
serwatywnosci. Autorzy ci wykazali, ze obrébka prekursorowego U14 drozdzy,
ktéry jest kodowany przez bezintronowy gen, po iniekcji do jader komérkowych
oocytéw X. laevis przebiega bez zaktocen dostarczajac dojrzate jego formy. Dane
eksperymentalne z zastosowaniem manipulacji genetycznych ujawnity, ze w procesie
obrébki U 16, Ul 8, U20 i prawdopodobnie innych antysensownych snoRNA, nie-
zwykle wazne elementy struktury reprezentujg konserwatywny uktad sekwencji5°-3°
pnia i sgsiedztwo regionow C i D (por. rys. 3) [14-16,47, 91]. Wymieniona struktura
5°-3’pniamoze stanowi¢ wyznacznik zakonczenia skracaniawycietego pierwotnego
tancucha snoRNA przez egzonukleazy. Wydaje sie, ze utworzony heliks przy za-
kofczeniu 57 i 3" czasteczek snoRNA oraz motywy C i D moga oddziatywac z
biatkami zaangazowanymi w modulacje ich obrdbki [96].

3. UDZIAL snoRNA W OBROBCE TRANSKRYPTOW
POLIMERAZY RNA |

Rys. 5. Alternatywne drogi przemian pre-mRNA rybosomalnego biatka LI dostarczajgce mRNA biatka

Ll badZz U16 snoRNA. Na schemacie zaznaczono biatka tworzace kompleksy z sSnRNA oraz czynniki

wigzgce sie z motywami strukturalnymi C i D snoRNA oraz snRNA - U1, U2, U4/U6 i U5 zaangazowane
w sktadanie pre-mRNA (wg [14]; zmodyfikowany)
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W wyniku ztozonego zespotu zdarzen obejmujgcych transkrypcje gendw rDNA,
modyfikacje (metylacja, pseudourydylacja) i obrébke pre-rRNA, uorganizowanie
utworzonych rRNA wraz z importowanymi z cytoplazmy biatkami i 5S rRNA
w kompleksy RNP w jaderkach Eukaryota dochodzi do biogenezy rybosoméw
[23, 24, 42, 56, 62, 67]. W znakomitej czesci tego skomplikowanego procesu hiorg
udziat snoRNA, przy czym ich udokumentowane uczestnictwo dotyczy metylacji
(por. podrozdz. 2.3) i obrobki pre-rRNA. Bezposrednich dowodoéw zaangazowania
réznych snoRNA w obrobke pierwotnych transkryptow polimerazy RNA | dostar-
czyty doswiadczenia z usuwaniem ich czasteczek (ang. depletion) z uktadéw mo-
delowych in vitro (najczesciej ekstrakty komoérek myszy lub komérek Hela) badz
in vivo (oocyty X. laevis) wykorzystujace RNaze H i komplementarne oligodeoksy-
nukleotydy [35, 69, 78]. Ws$rdd kilku snoRNA, ktérych udziat w obrébce pre-rRNA
jest niekwestionowany, wykazano, ze inne ich rodzaje uczestniczg podczas wydarzen
zwigzanych z poczatkowymi stadiami tego procesu przy 5’ koncu transkryptu, ktore
prowadza do powstania dojrzatej formy 18S rRNA (tzw. wczesna obrébka), za$
inne w pézniejszych - przyczyniajg sie do utworzenia 5,8 i 25/28S rRNA (tzw.
pézna obrébka). Rysunek 6 stanowi kompilacje danych wielu laboratoriow pod-
kreslajacych udziat poszczegblnych snoRNA w obrébce pre-rRNA kregowcow (rys.
6a) i drozdzy S. cerevisiae (rys. 6b). Podczas wczesnych reakcji uczestniczg U3,
U 14, U22, snRI10 isnR30, za$ ostatecznej obrébki dopetniajg U3, U8 i7-2 MRPRNA
[2,6-8,27,61,86,97, 100]. Udziat tego ostatniego unikatowego RNA w opisywanym
procesie, sktadnika RNazy MRP, zostat ostatnio potwierdzony w przypadku obrdbki
pre-rRNA drozdzy [43, 63, 93, 102].

Ultrastrukturalne badania szlaku metabolicznego jaderkowego RNA jak dotad
nie pozwolity na jednoznaczne sprecyzowanie lokalizacji zarbwno miejsca jego
biosyntezy, jak i przemian na terenie tej substruktury jadrowej [61, 76]. W kwestii
biosyntezy pre-rRNA rozpatrywane sg dwa prawdopodobne miejsca, tj. 1°- obszar
graniczny centrow fibrylamych (FC) i gestego sktadnika fibrylamego (DFC) (por.
praca przeglagdowa [76]) lub 2° - wylgcznie obszar DFC [32]. Aktualnie przyjmuje
sie, ze utworzone transkrypty polimerazy RNA | gromadzg sie w DFC. Etap tzw.
wczesnej obrobki przebiega whasnie w strefie DFC, w ktorej zidentyfikowano se-
kwencje ETS, U3 snoRNA czy fibrylaryne [19, 39, 61, 74]. W Swietle doniesien
dotyczacych rozmieszczenia etapow obrobki transkryptu pre-rRNA miarodajne wy-
daja sie te, ktore tgcza ten proces z obecnoscig snoRNA i zwigzanych z nimi
biatek, dla ktérych udziat w tym szlaku nie budzi watpliwosci. Puvion-Dutilleul
i wsp. [74] analizowali rozmieszczenie U3 snoRNA i oddziatujagcego z nim biatka
- fibrylaryny w komaérkach Hela oraz fibroblastach 3T3 myszy, wykorzystujgc
technike hybrydyzacji in situ (z sondg biotynylowanego U3 DNA) oraz metode
immunoztocenia (z przeciwciatami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko fi-
brylarynie). Okazato sie, ze U3 snoRNA nagromadza sie w rozlegtym stopniu w
DFC i na pograniczu DFC/FC, wobec braku znakowania wewnatrz FC, oraz stabiej
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Rys. 6. Rodzaje snoRNA uczestniczace we wczesnej i péznej obrobce pre-rRNA kregowcéw (a) m
mysz, X-Xenopus idrozdzy (b). Strzatki wskazujg miejsce ciecia prekursorowych transkryptéw
polimerazy RNA | oraz czasteczki U snoRNA w nich zaangazowane (wg [61 ]; zmodyfikowany)

réwniez w regionach odpowiadajgcych skiadnikom granularnym (GC). Cytowani
autorzy sag zdania, ze rozklad tego U RNA w obszarach DFC i GC jest zblizony,
po uwzglednieniu faktu, ze w badanych przez nich komdérkach powierzchnia GC
jest $rednio 9 razy wieksza niz DFC. Immunodetekcja fibrylaryny wskazuje na
obecnos$¢ tego polipeptydu zaréwno w DFC, jak i GC, choé stosunek U3/fibrylaryna
w tych obszarach jaderka jest rézny [74].

Z wciaz nielicznych doniesien o ultrastrukturalnej organizacji przemian pre-rRNA
szerszego omoéwienia wymagajg ostatnie doSwiadczenia Bevena iwsp. [12] dotyczace
tego procesu w komorkach korzeni grochu. Dysponujgc sondami dla sekwencji
5’ETS i ITS1 pre-rRNA oraz U3, Ul4 i 7-2 MRP RNA, a takze przeciwciatami
przeciwko fibrylarynie i biatku SSB1 (polipeptyd asocjujacy z drozdzowym snRIO,
nieodzowny dla powstawania 18S rRNA) zastosowano do ich lokalizacji w sub-
strukturach jgderka technike FISH (ang. Fluorescence in situ Hybridization) i metode
immunofluorescencyjng. Uzyskane w toku takiego postepowania wyniki wskazuja,
ze przemiany transkryptu pre-rRNA sg w jgderku "przestrzennie" zorganizowane.
Usuwanie odcinkow odpowiadajacych 5’ETS przebiega w DFC, podczas gdy ITS1
- w otaczajacej przestrzeni, odpowiadajgcej GC. Znaczna gestos¢ znakowania U3
i Ul4 snoRNA oraz obszary immunolokalizacji fibrylaryny i antygenu SSB1 po-
krywajg sie z sygnatami dla 5’ETS, co pozwala przypuszczaé, ze eliminacja tegoz
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ETS z réwnoczesnym pojawieniem sie dojrzatych czasteczek 18S rRNA odbywa
sie w tym samym obszarze, tj. DFC. Odcinki 5’ETS, U14, fibrylaryna i polipeptyd
SSB1 tworzg w obrebie DFC punktowe skupienia o $rednicy 0,5-1,0 pm, podczas
gdy U3 snoRNA ulega rozproszeniu w catej warstwie DFC. To rozproszenie U3
niektérzy badacze wigzg z jego udzialem w réznych etapach obrébki pre-rRNA
[35, 64] (por. rys. 6).

Zaprezentowane dane wydajg sie popiera¢ idee wywodzacg sie z laboratorium
Hadjiolova [30] z lat osiemdziesigtych, ze wczesne reakcje przemian transkryptu
polimerazy RNA | majg miejsce w warstwie DFC, za$ ich dojrzewanie w obszarze
GC. Ostatnie eksperymenty grupy Wachtlera [103] wigzg proces obrobki pre-rRNA
z wysoce zorganizowang strukturg szkieletu jaderkowego - matriks jaderkows.

3.1. U3 snoRNA

Proces obrdbki pre-rRNA z udziatem U3 snoRNA wydaje sie by¢ konserwatywny
ewolucyjnie [6, 61, 62, 64, 68, 72, 79, 99]. Z dotychczasowych wynikow badan
przeprowadzonych wséréd Archaebacteria, drozdzy i kregowcow wnioskuje sig, ze
U3 snoRNA jest nieodzowny do doktadnego usuniecia z pre-rRNA sekwencji 5’ETS
[9, 35, 64, 72]. U Archaebacteria - Sulfolobus acidocaldarius zidentyfikowano
ostatnio [72] homolog eukariotycznego U3 o dtugos$ci 159 nt, ktéry zawiera wszystkie
konserwatywne motywy strukturalne, tj. A, B, C, C’ i D typowe dla tego RNA
u kregowcow. Czasteczki U3 RNA (ang. U3-like) tego mikroorganizmu kompleksuja
z biatkiem o determinantach antygenowych podobnych do fibrylaryny. Z doniesien
Pottera i wsp. [72] wynika, ze 5’ETS bezpos$rednio sasiadujgcy z 16S rRNA S.
acidocaldarius tworzy charakterystyczng strukture koniczyny, eksponujgc miejsca
cie¢ endonukleolitycznych opisywanych cyframi 1, 2 i 4 - odpowiadajacych nu-
kleotydom w pozycjach: -91,-31 i+1 w obszarze granicznym 16S rRNA. Okazato
sie, ze z tymi istotnymi dla uwolnienia dojrzatej czgsteczki 16S rRNA oddziatuje
U3 RNA angazujagc do tego celu nukleotydy w regionach: 12-32 i 69-85.

Obszerne badania wykorzystujgce tworzenie wigzan krzyzowych po dziataniu
pochodnych psoralenu i $wiatta UV (365 nm) ujawnity oddziatywania U3 snoRNA-
5’ETS pierwotnych transkryptow rRNA zaréwno u drozdzy, jak i kregowcoéw [9,
10, 35, 57]. W komorkach cztowieka obejmujg one region 5’ETS miedzy 438-695 nt
[57], szczura - 767-1149 nt [87], zas myszy - 669-1290 nt [35]. Miejsca interakcji
snoRNA-pre-rRNA znajduja sie w obrebie sekwencji blisko lub w pewnej odlegtosci
od tzw. pierwotnych miejsc obrdbki, ktére zlokalizowano w komérkach ludzkich:
w pozycji +414; szczura: +790; myszy: +650 5°ETS [21, 35, 87]. Wnikliwa analiza
struktury pierwszorzedowej 5’ETS oddziatujgcych z U3 snoRNA z zastosowaniem
techniki wiagzan krzyzowych, a takze wydtuzania starteréw [21, 35, 57] pozwolita
odnotowaé znaczng homologie sekwencji (ok. 80%) odcinka okoto 200 nt po 3’
stronie pierwotnego miejsca obrébki pre-rRNA cztowieka i myszy. Dzieki wy-
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korzystaniu mutantow z delecjg nukleotydéw wokét pierwotnego miejsca obrébki
transkryptu myszy (+650) poznano role otaczajgcych je sekwencji [21]. Okazato
sie, ze delecja regionu miedzy 130. a 250. nt powyzej tego Krytycznego miejsca
przyczynia sie do okoto 50% spadku syntetyzowanego rRNA, usuniecie odcinka
do 109. nt znacznie redukuje jego synteze, natomiast delecja odcinka do 91. nt
praktycznie uniemozliwia proces obrdébki pre-rRNA, a co sie z tym wigze - blokuje
powstawanie dojrzatych rRNA. W opinii Craiga i wsp. [21] obszar 40 nt po 3’
stronie pierwotnego miejsca obrébki 5’ETS warunkuje specyficzno$¢ procesu prze-
mian transkryptu, za$ przylegta domena moze jg wzmocnic.

W ekstraktach komorek myszy L1210 zaobserwowano, ze U3 snoRNA wigze
sie rowniez w odlegtosci 362 nt od miejsca pierwotnego obrébki (+650 nt) 5’ETS.
To oddziatywanie ze wspomniang sekwencjg pre-rRNA (1009-1016 nt) odbywa
sie przez odcinek U3 przylegajagcy do motywu A’ oraz cze$ciowo w jego obrebie
[95]. W przypadku komérek drozdzy - modelu chetnie wykorzystywanego do $le-
dzenia obrébki pre-rRNA z uwagi na tatwo$¢ dokonywania w nich mutacji - ustalono,
ze reakcje ciecia pierwotnego transkryptu polimerazy RNA | w miejscach Aq i Aj
(por. rys. 1) wymagajg obecnosci U3 snoRNA iprowadzg do pojawienia sie dojrzatej
czasteczki 18S rRNA [9-11, 93]. Ten etap zwigzany z precyzyjnym usunieciem
5’ETS wymaga u drozdzy roéwniez U4 [46], snRIO i snR30 [61, 93, 100], a u
kregowcdéw takze U22 snoRNA [97].

In vivo wigzania krzyzowe indukowane psoralenem i UV miedzy U3 snoRNA
i5’ETS pre-rRNA drozdzy zlokalizowano przy +470 i +655 nt [9]. Obszar sasiadujacy
z +470 5’ETS cechuje zdolno$¢ do komplementarnego parowania z U3 snoRNA
w obszarze 39.748. nt jego tancucha. W tym miejscu nalezy podkresli¢ konser-
watywny charakter sekwencji 5’ETS na granicy miejsca pierwotnej obrobki zar6wno
u drozdzy, jak i kregowcow, ktéry zapewne ma znaczenie fizjologiczne poza faktem
oddziatywania z U3 snoRNP. Z kolei region w drugim miejscu krytycznym dla
obrobki 5°ETS, tj. +655 znajduje sie w obrebie petli struktury: piefn-petla, u podstawy
ktorej lezg miejsca cie€ nukleolitycznych AOi Aj [9,10,92,94]. Czasteczka U3 snoR-
NA w oddziatywaniach komplementarnych z 5’ETS wykorzystuje motyw struktu-
ralny A iprzylegajace don sekwencje 39”748 nt; w tym segmencie wystepuje gtdwnie
jako pojedynczy tancuch. Delecja odcinka 23-nukleotydowego w okolicy +470
5’ETS, uniemozliwiajgca parowanie z U3 snoRNA, powoduje dramatyczny spadek
syntezy 18S RNA bez wptywu na poziom 25S rRNA. Ograniczenie delecji 5’ETS
do fragmentu 10-nukleotydowego, rozpoczynajagcego U3 snoRNA miedzy 39-48
nt, blokuje synteze 18S rRNA [10]. W swoich ostatnich doniesieniach Beltrame
i Tollervey [11] wykazali, ze mutacje w obszarze 10-nukleotydowego segmentu
5’ETS, szczegllnie w jego czesci rdzeniowej szesciu nukleotydéw (istotnej w two-
rzeniu idealnego dupleksu z U3 snoRNA), blokujg prawidtowg obrébke pre-rRNA.
Uzyskanie mutantow drozdzy, z kompensujagcg mutacja w U3 snoRNA, ktora za-
pewnia ponownie komplementarno$¢ oddziatywania ze zmutowanym odcinkiem
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5’ETS przywraca prawidtowg synteze 18S rRNA. Takie rezultaty bezsprzecznie
prowadzg do wniosku, ze obrébka 5’ETS wymaga bezposredniego parowania tego
U snoRNA (i prawdopodobnie innych) z pre-rRNA. Komdrki drozdzy pozbawione
mozliwosci komplementarnego oddziatywania U3 snoRNA-pre-rRNA traca mo-
zliwo$¢ syntezy i nagromadzania 18S rRNA; proces obrdbki pre-rRNA jest ha-
mowany w miejscach A0 - w obrebie 5’ETS, A] - przy koncu 18S rRNA oraz
A2- w odcinku ITS1 [10, 11]. Siedzac szlak obrébki pre-rRNA drozdzy w oocytach
X. laevis po usunieciu znacznej czesci czasteczki U3 snoRNA od 5’korica za pomocg
komplementarnych oligodeoksynukleotydéw ( w obecnosci endogennej RNazy H)
Savino i Gerbi [90] udowodnili, ze ten U RNA warunkuje prawidiowe miejsce
ciecia w obszarze granicznym ITS1 i 5,85 rRNA. Odcinki ITS1 i ITS2 pre-rRNA,
chociaz reprezentuja sekwencje o mniejszym stopniu konserwatywnosci anizeli te,
z ktérych powstaja dojrzate czasteczki rRNA, wydajg sie zawiera¢ cA-aktywne
elementy struktury istotne dla dojrzewania podjednostek rybosomalnych [10].

Rola U3 snoRNA w obrobce transkryptu polimerazy RNA 1 jest wciaz niejasna.
Wielu badaczy przychyla sie do jednej z pierwotnych koncepcji [57], ze ten U
snoRNA utatwia przyjecie specyficznej struktury drugorzedowej pierwotnemu trans-
kryptowi, szczeg6lnie jego odcinkowi 5’ETS. Sugeruje sie réwniez, ze oddzia-
tywanie U3 snoRNA-pre-RNA moze chroni¢ pre-rRNA przed niekorzystnym
pofatdowaniem, ktére zakrywa miejsce obrobki zwigzane z aktywnos$cig nukleazowg
RNazy IIl. Ta interakcja moze by¢ wykorzystana w "organizowaniu" pre-rRNA
w prerybosomalny kompleks, w ktérym dostepne sg miejsca nukleolitycznego ciecia
Aq dla RNazylll. Nie wyklucza sie réwniez, ze enzym ten wigze sie bezposrednio
z U3 snoRNP in vivo i w tym kompleksie jest kierowany w to kluczowe miejsce
ciecia [25]. Powyzsze wyjasnienia potencjalnej funkcji sprawowanej przez U3 snoR-
NA w odniesieniu do reakcji towarzyszacych przemianom pre-rRNA wskazujg na
jego strukturalny raczej, a nie katalityczny udziat.

3.2. U8 snoRNA

U8 kregowcow reprezentuje podklase C/D snoRNA; skiada sie ze 136-140 nt
i wystepuje w ilosci pieciokrotnie nizszej w poréwnaniu z U3, tj. okoto 4 x 104
czasteczek w komdrce [5, 61]. W czasteczce tego jaderkowego RNA wydzielonego
z oocytoéw X. laevis stwierdzono po raz pierwszy interakcje motywdw strukturalnych
C i D z fibrylaryng in vivo [70]. Mutacje w obrebie odcinkéw C i D U8 snoRNA
blokujg wigzanie z fibrylaryng, lecz nie wptywajg na jego stabilno$¢. Zapewne
inne, nieznane jeszcze biatka(o) oddziatujg z tym U snoRNA i utrzymujg jego
strukture drugorzedowa, co dodatkowo wzmaga obecnos¢ fibrylaryny. Z kolei mu-
tacja przez podstawienie 5 koAcowej guanozyny - adenozyng w U8 snoRNA unie-
mozliwia tworzenie struktury "czapeczki”, nie okazujgc wptywu najego akumulacje
w jadrach ijgderkach X. laevis, organizacje czastek U8 snoRNP i przebieg obrébki
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pre-rRNA [70,91]. W 5’kornicowym obszarze tego U RNA wystepuje konserwatywna
domena o dtugosci 40 nt. Jej sktad nukleotydowy wykazuje okoto 90% homologii
miedzy X. laevis i ssakami [70].

Zaangazowanie czasteczek U8 snoRNA w obrobke pre-rRNA wykazano w cie-
kawie zaplanowanych doswiadczeniach wykorzystujacych oocyty X. laevis [61, 69,
70]. Z komorek tych eliminowano U8 snoRNA przez iniekcje do ich wnetrza anty-
sensownych oligodeoksynukleotydow w obecnos$ci RNazy H. Okazato sie, ze w
oocytach po tym zabiegu obserwuje sie zmiane sktadu intermediatow ("36S" i "32S")
obrobki pre-rRNA, wykrywanych podczas elektroforezy w zelu agarozowym [69].
Ich analizy przy zastosowaniu techniki Northern i sond komplementarnych do ob-
szaréw odpowiadajgcych ITS1, 5,8S rRNA, ITS2 i 3’ETS wskazuja, ze przy braku
U8 snoRNA hamowane sg ciecia endonukleolityczne w obszarach granicznych 5,8S
i 28S rRNA. Szlak przemian prekursorowego transkryptu pre-rRNA wiodacy do
18S rRNA nie ulega zaktoceniu. Nie obserwuje sie 5,8S i 28S rRNA, natomiast
dochodzi do nagromadzenia formy prekursorowej - 40S pre-rRNA. Podobne za-
ktécenia obrobki pre-rRNA wystepujg po delecji konserwatywnej domeny w 5’
koncu czasteczki U8 snoRNA, ktéra zawiera odcinki komplementarne do pre-rRNA
0 diugosci do 6 nt oraz potencjalne miejsca interakcji z biatkowymi sktadnikami
"procesosomu" [69]. W obrebie odcinka zawartego miedzy pozycjg 31. a 47. tego
snoRNA wystepuje 13-nukleotydowy segment komplementarny do obszaru pre-
rRNA od +175. do +192. nt wzgledem miejsca obrobki w pozycji Tj, tj. przy
koncu 3’ 28S rRNA. Jak dotad, nie wykryto analogicznych odcinkéw antysen-
sownych w 3’ korficu pre-rRNA innych kregowcéw [70]. Réwniez przemiany pre-
rRNA na pograniczu ITS 1-5,8S rRNA przebiegajag z niewielkag wydajno$ciag po
usunieciu U8 snoRNA, cho¢ mozna oczekiwac, ze uczestniczy w nich zapewne
inny U snoRNA - gtéwnie U3. Cztery ciecia endonukleolityczne transkryptu po-
limerazy RNA | w obecnosci U8 snoRNA zachodza w okre$lonej kolejnosci. Pier-
wsze jest zlokalizowane w obrebie 3 28S rRNA, za$ kolejne w obrebie
5’ 28S rRNA oraz 3’ i 5’ 5,85 rRNA. Reakcje zwigzane z przemianami prekur-
sorowego transkryptu przy 3’ 28S rRNA i 5,85 rRNA zachodzg w sposéb sko-
ordynowany - blok jednej z nich zatrzymuje przebieg nastepnej [61, 69, 70].

3.3. U1l4 snoRNA

U 14 snoRNA wystepuje u kregowcow w ilosci okoto 2 x 104 kopii w komarce
lnalezy do podklasy C/D [5, 27, 49, 85]. Jego dtugo$¢ waha sie od 87 nt u ssakow
do 125-128 nt u S. cerevisiae [2-4, 27, 61]. Roéznice w diugosci drozdzowego
U 14 snoRNA i odrebnos¢ sekwencji nukleotydow na 3’ i 5’ koncach taricucha
wynikajg z jego potranskrypcyjnej obrébki z udziatem egzonukleaz [4]. W obrebie
wszystkich poznanych dotad czasteczek U 14 snoRNA stwierdzono obecno$¢ na-
stepujacych konserwatywnych ewolucyjnie elementéw: domen A i B, motywow
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strukturalnych C i D oraz struktury 5’-3° pnia (por. rys. 3) [2, 3, 27, 47, 61,
81]. Domeny A i B wystepuja jedynie w U 14 snoRNA i stanowig odcinki anty-
sensowne do 18S rRNA o dtugosci odpowiednio 13 i 14 nt [4, 47]. Odcinek kom-
plementarny (8 nt) do domeny A tego snoRNA opisano w 3’ koficu 18S rRNA
[47]. Miejsca interakcji obydwu domen U14 snoRNA z pre-rRNA lezg w bliskim
sasiedztwie w obrebie czasteczki 18S rRNA [2, 47]. W cze$ci centralnej U 14 snoR-
NA drozdzy wystepuje domena Y zbudowana z pnia (6-8 pz) i petli (12-19 nt)
(por. rys. 3), opisana ponadto w roslinnych homologach, a nieobecna w U14 kre-
gowcow [4,47,78]. Podczas badan porédwnawczych ustalono dwa zespoty sekwencji
zgodnosci dla domeny Y wsérdd 5 gatunkéw drozdzy i 3 gatunkéw roslin, od-
powiednio: CC—YGCCRGGCU i AMGAACCY-AU, gdzie M = A lub C, Y -
nukleotyd pirymidynowy, R - nukleotyd purynowy [78]. Domena Y uczestniczy
zapewne w oddziatywaniach z pre-rRNA lub biatkami procesosomu, gdyz interakcje
w obrebie samej czasteczki U 14 snoRNA sg niestabilne i zachodzg na odcinku
0 diugosci zaledwie 5 nt [4, 78, 81].

Jak dotad, badania nad udziatem U14 snoRNA w procesie obrébki pre-rRNA
prowadzono gtéwnie u drozdzy. Zahamowanie ekspresji genu kodujacego U 14 snoR-
NA powoduje spadek poziomu syntezy 18S rRNA [2, 47, 78]. Mutacje punktowe
ldelecje w obrebie tego snoRNA pozwolity okresli¢ funkcje domen A i B, motywow
sekwencyjnych C i D oraz struktury 5°-3° pnia w obrdbce pre-rRNA [2, 27, 33].
Proces ten jest hamowany wowczas, gdy podstawienia pojedynczych nukleotydéw
domeny A wystepujg razem z mutacjami domeny B, ktdre blokujg ich interakcje
z 18S rRNA. Zapewne funkcje obu domen w przemianach pre-rRNA sg wspot-
zalezne, za$ przywrécenie parowania w obrebie jednej z domen umozliwia przebieg
obrobki prekursorowego transkryptu, jednak z mniejszg wydajnosciag [47]. Okazato
sie, ze podstawienie nukleotydu guanylowego w pozycji 34. (domena A) adeny-
lowym blokuje dojrzewanie 18S rRNA. Natomiast mutacja kompensujgca przez
podstawienie nukleotydu guanylowego - urydylowym w obrebie 18S rRNA, tj.
mutacja, ktéra przywraca parowanie nukleotydéw, umozliwia prawidtowa obrdbke
transkryptu polimerazy RNA 1. Z kolei mutacje motywow strukturalnych C i D
w obrebie dinukleotydu GA oraz utrata struktury 5°-3’ pnia blokujg interakcje
ze sktadnikiem biatkowym, ktory stabilizuje U14 snoRNA i umozliwia jego we-
wnatrzjadrowg akumulacje [33, 47, 91]. Na podkreSlenie zastuguja obserwacje,
ze wydtuzanie struktury 5°-3’ pnia zwieksza stabilno$¢ U 14 snoRNA, nawet zmu-
towanych w obrebie motywéw C i D [33].

Biatkiem, ktore asocjuje z wymienionymi elementami tego snoRNA, moze by¢
fibrylaryna, jednak jej wiazanie z motywami strukturalnymi C i D wydaje sie prze-
biega¢ odmiennie, niz to ma miejsce w przypadku U3. W tym ostatnim interakcja
z biatkiem jest hamowana przez mutacje domeny C w regionie innym niz nukleotydy
GA i nie zachodzi nawet w obrebie niezmutowanego motywu D [4, 33, 81].
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W toku badari nad hybrydami mysiego i drozdzowego U 14 snoRNA zaobser-
wowano, ze dla zachowania ich funkcji w obrébce pre-rRNA S. cerevisiae wymagane
sa nie tylko domena A i motyw strukturalny C, zlokalizowane w 5’ segmencie
(1-42 nt) oraz domena B i motyw D w 3’ koncu czasteczki (101-126 nt), ale
rowniez stabiej zakonserwowany region centralny, ktéry zawiera domene Y [46,
47].

3.4. U22 snoRNA

Informacja genetyczna dla U22 snoRNA ssakéw wystepuje w intronie genu UHG
(ang. U22 Host Gene). Ten RNA ulega poliadenylacji, lecz nie uczestniczy w bio-
syntezie biatka. Najdtuzszy ekson w genie UHG koduje tafcuch o diugosci 52
i 42 aminokwaséw odpowiednio u cztowieka i myszy [97, 98]. Udziat U22 snoRNA
w obrdbce pre-rRNA analizowano w oocytach X. laevis. Przemiany pre-rRNA w
obrebie 5’ETS zachodzg w tych komdrkach pézniej niz w somatycznych. Eliminacja
U22 snoRNA za pomocg oligodeoksynukleotydow komplementarnych do sekwencji
zawartych miedzy 37.-53. oraz 53.-67. nt i nastepcze trawienie dupleksow RNA-
DNA za pomocg RNazy H powoduje zmiany poziomu intermediatdw obrobki pre-
rRNA. W takich warunkach hamowana jest przemiana pre-rRNA w obrebie 3’
i 5’ zakonczen tancucha 18S rRNA. W cytoplazmie oocytdw nie wykrywa sie
dojrzatej formy 18S rRNA, za$ w jagdrze komorkowym obserwuje sie nagromadzenie
prekursorowej formy 20S pre-rRNA. Efektem wtérnym wykluczenia tego U snoR-
NA jest spadek poziomu 36S pre-rRNA oraz powstajacych z niego 28S rRNA
i 5,85 rRNA. Nie obserwuje sie natomiast zaktécen przemiany w obrebie 5’ETS
[22, 97] (por. rys. 6).

3.5. 7-2 RNA

Unikatowy 7-2 RNA wystepuje jako skltadnik RNazy MRP, ktéra wykazuje
aktywnos$¢ w dwoch przedziatach subkomaérkowych, tj. w mitochondriach oraz w
jaderkach (obszary GC iwakuole) [34, 37, 106]. Mitochondrialny enzym uczestniczy
w usuwaniu starterowego RNA podczas replikacji mDNA [37, 53, 77]. Aktywnos$¢
endonukleolityczna jagderkowej RNazy MRP wymaga obecnosci zarbwno RNA,
jak i biatek, wséréd ktorych zidentyfikowano: POPI, POP2, SNM1, RRP5 oraz
antygen Th-40 [53, 54, 61, 62, 77, 80, 93]. Dtugos¢ tancucha 7-2 RNA wchodzgcego
w skitad kompleksu rybonukleoproteinowego waha sie od 260 do 340 nt w Swiecie
roélin i zwierzat [61]. Cze$¢ centralng czasteczki stanowi konserwatywna ewolucyjnie
struktura w ksztatcie klatki (ang. cage-shape), za$ fragmenty zawarte miedzy 72 -
78. nt i 244.-249. nt formujg pseudo-wezet (ang. pseudo-knot) [43].

Antygen Th-40 wigze sie bezpos$rednio z 7-2 MRP RNA tego wyjatkowego
enzymu. Metodg tworzenia wigzan krzyzowych pod wptywem psoralenu i $wiatta
UV stwierdzono, ze w oddzialywaniu z tym biatkiem zaangazowany jest segment
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7-2 RNA zawarty miedzy 15. a 86. nt, ktory tworzy w tym regionie charakterystyczng
strukture pien-petla [77]. Nalezy podkresli¢, ze miedzy 66. a 76. nt opisywanego
RNA znajduje sie jedyny konserwatywny motyw sekwencyjny, ktory jest obecny
réwniez w RNA RNazy P.

Modelowe doswiadczenia prowadzone in vitro oraz w komdrkach drozdzy S.ce-
revisiae wskazuja na udziat RNazyMRP w powstawaniu dojrzatej formy 5,8S rRNA
[17, 53, 80, 93]. U drozdzy tych wystepujg dwie formy 5,8S, tj. S i L; ta druga
jest dtuzsza o 7-8 nt [53, 61]. Wydaje sie, ze RNaza MRP moze stanowi¢ zmieniong
w toku ewolucji forme RNazy P, wyspecjalizowang w tworzeniu 5,85 rRNA [43,
77, 93]. U Archaebacteria, Eubacteria i Eukaryota RNaza P uczestniczy gtéwnie
w obrobce 5’ konca pre-tRNA (cyt. wg [77]). U Prokaryota geny t-RNA znajdujg
sie miedzy sekwencjami kodujgcymi 16S i 23S rRNA. Wiadomo z kolei, ze u Eu-
karyota w analogicznym regionie rDNA znajduje sie informacja dla 5,85 rRNA
[43, 77].

4. UWAGI KONCOWE

Dynamiczny postep badan nad podklasgniskoczasteczkowych jaderkowych RNA
doprowadzit do wykrycia, obok snoRNA kodowanych przez niezalezne macierzyste
geny, tzw. antysensownych snoRNA, dla ktérych informacja genetyczna tkwi w
intronach gendw biatek, ktére zwigzane sg z aktywnoscia jaderek czy biogeneza
rybosomoOw. Zagadnienie koordynacji ekspresji genéw, ktére wykorzystujg infor-
macje ich eksonow iintron6w jest poznane zaledwie w zarysach iwymaga wnikliwych
badar. Mozna oczekiwa¢, ze lista nowych rodzajow antysensownych snoRNA nie
zostala jeszcze zamknieta. Jedng z petnionych przez te unikatowe RNA funkcji
wigze si¢ z "wyznaczaniem" miejsc metylacji w transkryptach polimerazy RNA 1.
Istnieje duze prawdopodobieristwo, ze poszczegdlne antysensowne snoRNA Kieruja
"naznaczaniem" jednego tylko miejsca ich metylacji (a w rRNA kregowcow jest
ponad 100 takich miejsc). Prawdziwg zagadka jest rowniez pochodzenie genetyczne
U snoRNA kodowanych w intronach gendéw biatek. Zidentyfikowane dotychczas
antysensowne snoRNA wystepujg u kregowcédw, podczas gdy snoRNA drozdzy
reprezentujg czasteczki gtéwnie kodowane przez niezalezne geny. Stad rodzi sie
pytanie, czy drozdze pozostaty w tyle w nabywaniu zblizonej organizacji genoéw
transkrybowanych przez polimeraze RNA Il jak u kregowcow, czy reprezentuja
pierwsze organizmy, ktore wyksztatcity niezalezne geny dla kodowania witasnych
SNORNA?

Na zakonczenie nalezy podkresli¢, ze wszystkie snoRNA funkcjonujg w ko-
morkach wytgcznie w potaczeniu z odpowiednimi biatkami - w postaci kompleksow
snoRNP. Wiasciwosci i funkcje biatek zdolnych do interakcji z jagderkowymi RNA
przekraczajg ramy niniejszego artykutu i wymagaja oddzielnego opracowania.
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KOMORKI GRZEBIENIA NERWOWEGO
I. POWSTAWANIE | MIGRACJA

NEURAL CREST CELLS I. DEVELOPMENT AND MIGRATION

Zofia Bielanska-Osuchowska

Zakitad Histologii i Embriologii. Wydziatu Weterynaryjnego
Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego, Warszawa

Streszczenie: W artykule przedstawiono powstawanie, migracje oraz réznicowanie sie komoérek grzebie-
nia nerwowego. Grzebien nerwowy jest przejSciowg strukturg w rozwoju zarodkéw kregowcow. Powsta-
je z grzbietowej czgsci cewy nerwowej. Komorki grzebienia nerwowego migruja okreslonymi szlakami
do réznych okolic ciata zarodka i roznicuja sie¢ w wiele réznorodnych typéw komorek wigcznie z
neuronami, komoérkami glejowymi, komérkami tkanki tgcznej, melanocytami. W czeséci 1 omdéwiono
wasciwosci poszczeg6lnych szlakdéw migracji oraz role ECM w migracji komérek grzebienia nerwowe-

go.
Stowa kluczowe: rozwoj zarodkowy, grzebien nerwowy, migracja

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

Key words: embryonic development, neural crest, migration

Wykaz stosowanych skrotow: DIL (1,1-dioctadecyl3,3,3 *,3 tetramethyl indocarbocyanineperichlorate)
- barwnik przyzyciowy; ECM (extracellularmatrix) - podstawowa substancja migdzykomérkowa; FGF
(fibroblast growth factor) - fibroblastyczny czynnik wzrostu; FN - fibronektyna GN - grzebien
nerwowy; HA (hyaluronic acid) - kwas hialuronowy; HNK-1 (human natural killer -1) - antygen
powierzchniowy na subpopulacji ludzkich limfocytéw NK, wykrywany przeciwciatem Leu-7; KGN -
komérki grzebienia nerwowego; N-CAM (neural cell adhesion molecule) - czasteczka adhezyjna
komérki nerwowej; PK-C - kinaza biatkowa C; r - rombomer; TGF (transforming growth factor) -
transformujacy czynnik wzrostowy
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1. WSTEP

W kazdym podreczniku embriologii wspomniane sg grzebienie nerwowe i mniej
lub bardziej szczegétowo wymienione sg komdrki z nich sie wywodzace [5, 51].
Grzebien nerwowy jest strukturg przejsciowa wystepujgcg na poczatku gastrulacji
u zarodkéw kregowcéw. Z komoérek grzebieni nerwowych - KGN wywodzi sie
nastepnie wiele rodzajow komaorek zarowno nerwowych, glejowych, tkanki tacznej,
szkieletowych, endokrynowych, jak i barwnikowych. W ostatnich kilku latach
komorki pochodzace z grzebienia nerwowego wzbudzajg coraz wieksze zaintere-
sowanie, czego dowodem jest pojawienie sie wielu prac na ich temat. Sg one do-
godnym modelem do badan nad ré6znicowaniem sie komdrek, poniewaz poczatkowo
multipotencjalne komorki réznicujg sie w wielu kierunkach zaréwno pod wptywem
Srodowiska, jak i réznych czynnikow biologicznie aktywnych, majg tez zdolnos¢
migracji na duze odlegtosci. Sg one tatwe do odréznienia od innych komdrek zarodka
dzieki obecnosci na nich markera, jakim jest epitop HNK-1 [12, 23, 57 ii]. Szereg
wad rozwojowych i nowotworéw ma zwigzek z nieprawidtowym rozwojem KGN.

Badania nad KGN sa prowadzone gtownie na zarodkach ptakéw i ssakéw,
ostatnio takze wiele prac dotyczy rozwoju i réznicowania sie tych komorek u ptazéw
i ryb. Do badan tych stosowane sg r6zne metody, takie jak: znakowanie poszcze-
go6lnych komorek in vivo, hodowla catych zarodkéw lub ich czesci, izolowanych
komorek in vitro i inne obecnie dostepne. Ogranicze sie do omdwienia wynikow
badan nad KGN ptakéw i ssakdéw.

2. ROZWOJ GRZEBIENA NERWOWEGO

Na poczatku neurulacji u zarodkéw kregowcéw w czasie zamykania sie cewy
nerwowej faldy nerwowe oddzielajg sie od ektodermy naskdérkowej i zrastajg sie
ze sobg [5, 8, 51] (rys. 1). W fatdach nerwowych komaérki sg Scisle utozone, tworzac
nabtonek nie odrézniajacy sie morfologicznie od pozostatej neuroektodermy, maja
one jednak zdolnos$¢ migracji. Komorki te wysuwajg sie ze Sciany cewy nerwowej,
tworzac wzdtuz linii fuzji fatldobw nerwowych pasmo réwnolegte do jej diugiej
osi - grzebien nerwowy (crista neuralis) - GN (rys. ID). GN tworzy sie wzdtuz
catej cewy nerwowej, z wyjatkiem jej przedniego konca przysztego zawigzka kre-
somézgowia, w takiej kolejnosci, jak sukcesywnie sie ona zamyka. Niedtugo po
tym komorki grzebienia nerwowego - KGN zaczynajg rozchodzi¢ sie symetrycznie
po obu bokach cewy nerwowej (rys. 1E) [20 i inni].
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3. MIGRACJA KOMOREK GRZEBIENIA NERWOWEGO

3.1. Kierunki migracji komorek grzebieni nerwowych

Przebieg migracji KGN najlepiej zostat poznany u zarodkow Kkury i przepiorki
japonskiej, dzieki przeprowadzonym przeszczepom poszczeg6lnych odcinkéw cewy
nerwowej w ektotopowe miejsca [29,ii] oraz dzigki znaczeniu pojedynczych komorek
barwnikami przyzyciowymi, takimi jak np. Dii, czy wyznacznikami genetycznymi
[7, 52 ii],

KGN migrujg ze wszystkich odcinkow cewy nerwowej, charakter tej migracji
zalezy od odcinka cewy, od miejsca ostatecznego osiedlenia sie i zakresu zroz-
nicowania tych komérek. Wzdtuz osi czaszkowo-ogonowej zarodka wyodrebnia
sie kilka réznych populacji KGN. Sa to: czaszkowe migrujgce z pecherzykéw moz-
gowych, wagalne migrujace z odcinka cewy nerwowej zawartego miedzy 1l a 7
somitem (obejmujgcego ostatnie rombomery z okolic przysztego nerwu btednego
i rdzen przedtuzony) [1, 29] oraz tutlowiowe migrujgce z pozostatej czesSci cewy
nerwowej (rys. 2). Wiekszos¢ KGN przesuwa sie po obu stronach cewy nerwowej
tak zwanym szlakiem brzusznym, cze$¢ natomiast wsuwa sie pod ektoderme na-
skorkowg na szlak boczny.

KGN pochodzace z tytomo6zgowia i rdzenia kregowego migrujg w formie seg-
mentalnych pasm, zwanych segmentami grzebienia, podczas gdy z przodomézgowia
iz$rédmozgowiamigrujajako warstwa. W obrebie tutowiowej czesci cewy nerwowej
obecno$¢ somitdw narzuca segmentalng migracje KGN. Na migracje i rozwdj cza-
szkowych KGN wptywa uksztattowanie pecherzykéw moézgowych. Pierwsze dwa,
przodomézgowie i miedzymdzgowie, nie wykazujg segmentacji, natomiast w ty-
tomdbzgowiu wyrdznia sie przejsciowo serie powtarzajacych sie segmentéw - rom-
bomeréw - r w liczbie 7 u ssakéw i 8 u ptakéw (rl do r8). Granice miedzy
nimi sg widoczne jako ptytkie wglebienia i charakteryzujg sie mniejszg gestoscia
komérek. Komérki z sgsiednich rombomerdw nie mieszajg sie ze soba, kazdy stanowi
odrebny przedziat, dajacy poczatek okreslonej linii komérek. W pézniejszym rozwoju
zarodka w tyomézgowiu wtérnym segmentacja ta zostaje zatarta, odbija sie wjedynie
W rozmieszczeniu zwojow czuciowych nerwow czaszkowych, ktére powstajg w
co drugim rombomerze (rys. 3) [31, 32, ii].

Czaszkowe KGN ro6znicujg sie w zwoje czuciowe nerwow czaszkowych oraz
zasiedlajg tuki skrzelowe i przeksztatcajg sie¢ w komérki mezoektodermalne, sta-
nowigce specyficzng tkanke mezenchymatyczng. Daje ona poczatek tkance tgcznej
i jej pochodnym oraz miocytom giadkim w obrebie gltowy [tab. 1] [5, 51].

Migracja KGN z pecherzykéw mdzgowych rozpoczyna sie w rejonie $rédméz-
gowia, a nastepnie z tylnej czeéci przodomdézgowia i tytomé6zgowia [18]. Pierwsze
KGN ze srodmozgowia wedruja pod ektodermg ponad przodomézgowiem ku przo-
dowi ptakéw, a bocznie u myszy i zasiedlajg | tuk skrzelowy. Nastepnie dotaczaja
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do nich KGN powstajgce na
tylnej cze$ci przodomézgo-
wia (pOzniejsze miedzymoz-
gowie - rys.3). W drugiej fali
migracji KGN ze $r6dmozgo-
wia przesuwaja sie po szypule
ocznej. Czes$¢ z nich tworzy
zw0j rzeskowy, czesé wsuwa
sie pomiedzy brzeg kubka
ocznego i soczewke, gdzie
tworzg one nabtonek wewne-
trzny i macierz rogéwki oka
[18].

W obrebie tytomoézgowia
KGN przesuwajgce sie bezpo-
Srednio po Scianie cewy ner-
wowej dajg poczatek zwojom
czuciowym nerwoOw czaszko-
wych, pozostate KGN zasied-
lajg tuki skrzelowe (tab. 1).
KGN wysuwajg sie oddzielnie
z kazdego rombomeru, ale
szybko tgcza sie w trzy od-
dzielne strumienie. Poczgtko-
wo sgdzono, ze r3 i r5 nie
wytwarzajag KGN [49, 55]. Po
przeprowadzeniu badan ze
znakowaniem przyzyciowym
pojedynczych komérek w ty-
tomoézgowiu, wykazano jed-
nak powstawanie KGN emi-
grujacych bardzo wczesnie z
r3 ir5. Przesuwajg sie one ku
przodowi i ku tytowi dotgcza-
jac do KGN migrujacych z sg-
siednich rombomerow [7, 54]
(rys. 4). Ponadto z r3 migruje

Rys. 1. Schemat rozwoju grzebienia ner-
wowego u zarodkéw kregowcow: a-e
kolejne stadia
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przedmdézgowie

Srodmobzgowie
9 KGN czaszkowe

tytomébzgowie

somity KGN wagalne

rdzen kregowy

grzebien nerwowy KGN tulowiowe

paczek ogonowy

Rys. 2. Podziat grzebienia nerwowego na odcinki wzdtuz osi czaszkowo-ogonowej zarodka

znacznie mniej komérek niz z pozostatych rombomerdw, gdyz ulegaja one czesciowo
apoptozie [40, 55].

KGN z rl, r2 i przedniej cze$ci r3 przesuwajg sie pierwszym strumieniem do
I tukéw skrzelowych oraz uczestniczg w formowaniu zwojéw czuciowych nerwéw
tréjdzielnych [V], KGN z tylnej czeSci r3 i nastepnego rombomeru r 4 i przedniej
czesci r5 wchodzg do drugiego strumienia i zasiedlajg Il tuki oraz tworzg zwoje
czuciowe nerwow twarzowych [VII]. Trzeci strumien wywodzi sie z rombomerow
lezacych do tylu od pecherzyka usznego [z tylnej czesci r5 i r6-r8]. Te KGN
zasiedlajg 11l i IV tuki skrzelowe oraz dajg poczatek zwojom czuciowym nerwéw
jezykowo-gardtowych (IX) i nerwow btednych (X) (rys. 4). Na poziomie pecherzyka
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przodomézgowie

Sré6dmoézgowie

pecherzyk oczny
grzebien nerwowy

tytomézgowie

luki skrzelowe pecherzyk uszny

somit

| -- 3 KGN pochodzace z tylnej czesci przodomoézgowia
KGN pochodzace ze srédmoézgowia

KGN pochodzace z tylom6zgowia

Rys. 3. Schemat migracji komérek z grzebienia nerwowego z rejonu pecherzykéw mézgowych u zarodka
ptaka

usznego KGN, przesuwajgce sie w kierunku bocznym, ptyng dwoma strumieniami
przednim i tylnim rozdzielonymi przez pecherzyk uszny, ktéry wyraznie hamuje
ich ruch [7, 18, 47, 55].

Koniges i Lumsden [26 ] na podstawie wszczepiania odpowiednich KGN prze-
piérki w miejsce poszczegdlnych rombomeréw zarodka przedstawili szczegétowa
mape ostatecznej lokalizacji i zr6znicowania pochodnych KGN. Wykazali, ze w
budowie poszczeg6lnych elementéw trzewioczaszki biorg udziat pochodne zaréwno
I, jak i Il tukdw skrzelowych. Kolejno$¢ ich utozenia jest taka jak macierzystych
rombomeréw; pochodne rombomeréw przednich sg zlokalizowane w wysunietych
ku przodowi cze$ciach poszczegdinych kosSci. Populacje KGN z kazdego rombomeru
sg spojne przez caty okres ontogenezy i zasiedlaja okre$lony obszar. Miedzy tymi
obszarami nie ma jednak granic morfologicznych.

Wagalne KGN najliczniej emigrujg z cewy nerwowej na poziomie 3-6 somitu.
Czes¢ KGN z poziomu 1-4 somitu daje poczatek zwojom czuciowym nerwow
btednych X (stad nazwa tego odcinka GN), inne z poziomu 1-5 somitu tworzg
zw@j szyjny goérny [16]. Wiekszo$¢ wagalnych KGN przemieszcza sie jednak na
znacznie dtuzsze odlegtosci. Zasiedlajg one najpierw tylne tuki skrzelowe, gdzie
cze$¢ ich pozostaje dajgc ektomezoderme. Pozostate migrujg dalej, wnikajg do me-
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zodermy jelita zarodkowego zwojt owe
rozpoczynajac od okolic gard- n
fa i przesuwajac sie az do re- cza:
jonu przysztego jelita pro-

stego. [17]. Tworzg one sploty

nerwowe jelitowe. Wedtug

Le Douarin i Theillet [29] i
niektérych autoréw [16] kon-

cowa czesc¢ jelita zarodkowe-

go ptakéw zasiedlana jest

przez KGN pochodzace z
ledZzwiowo-krzyzowego od-

cinka cewy nerwowej. Tezata

nie znalazta u innych potwier-

dzenia, chociaz nie mozna
wykluczy¢, ze komaérki glejo-

we towarzyszace neuronom

SplOtOW Je_IItOWyCh pOChO- Rys. 4. Schemat podziau przedniej czesci tytlomézgowia na
dzg z tutowiowych KGN [1].  rombomery i kierunki migracji komérek grzebienia nerwowego

Czeéé KGN 2z rejonu cewy do tukoéw skrzelowych (strzatki)
nerwowej miedzy pecherzy-
kiem usznym a 4 somitem (1-3 somity) migruje przez Ill, IV i V tuki skrzelowe

w kierunku serca. Uczestniczg w tworzeniu przegrody aortalno-ptucnej i spiralnej
W pniu tetniczym i stozku tetniczym serca, btony Srodkowej duzych naczyn serca,
zwojow parasympatycznych serca (tab. 1) [23, 24, 33, 58].

U zarodkéw ssakow KGN z odcinka wagalnego wnikajg takze do ciata poza-
skrzelowego i dajg poczatek komdrkom C (parafolikulamym) tarczycy oraz nie-
ktorym komorkom zrebu grasicy [53].

W czesci tutowiowej bardzo wyraZzna jest migracja segmentalna KGN, odpo-
wiadajagca rozmieszczeniu somitow. U ptakéw w kazdym segmencie poczgwszy
od wysokosci 6 somitu ku tytowi do 28 somitu wyraZzne jest rozgraniczenie miedzy
szlakiem brzusznym a bocznym (rys. 5). KGN wedrujgce brzusznie rozdzielajg
sie na dwa strumienie. Jeden stosunkowo krotki przesuwa sie miedzy przednig
czeScig somitu a cewa nerwowg, daje poczatek zwojom czuciowym tylnych ko-
rzonkéw nerwowych. Drugi wchodzi w przestrzenie migdzy sasiednimi somitami
i wytwarza tancuch zwojow sympatycznych pnia wspdtczulnego, splot nerwowy
aorty grzbietowej i komérki chromafinowe (tab. 1). Komorki chromafinowe po-
chodzace KGN z odcinka miedzy 18 a 28 somitem tworzg rdzen nadnercza. [13,
18, 29 i inni], KGN wedrujace bocznie pod ektoderma naskérkowa ponad somitami
rozpraszajg sie w mezenchymie skory wiasciwej oraz w naskorku i stajg sie ko-
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Tabela I. Zestawienie najwazniejszych komorek i tkanek pochodzacych z grzebienia nerwowego
u ptakéw i ssakow

KOMORKI | TKANKI POCHODNE GRZEBIENIA NERWOWEGO
SZLAK BRZUSZNY
rejon czaszkowy
neurony i komérki glejowe zwojéw czuciowych nerwéw czaszkowych V, VII, IX, X
mezoektoderma gtowy - pochodne mezenchymalne tukéw skrzelowych:
chrzastki i kosci czaszki [wiekszo$¢]
tkanka tgczna gtowy
miesnie gtadkie gtowy i gruczotow gtowy
tkanka tgczna pochodnych kieszonek skrzelowych (np. grasicy i przytarczyc)
tkanka taczna i miesniowa $ciany tukéw aorty
opony mézgowe przodomézgowia
brodawki zebowe i odontoblasty
tkanka tgczna oczodotu
miesnie rzeskowy i zwieracz zrenicy
substancja wtasciwa i nabtonek tylny rogéwki

rejon wagalny

neurony i komoérki glejowe splotéw nerwowych jelitowych

komérki ciatek przyzwojowych szyjnych

komoérki kalcitoninowe tarczycy

komaérki tkanki tgcznej przegrody aortalno-ptucnej i spiralnej opuszki serca

rejon tutowiowy

uktad nerwowy obwodowy:
neurony i komoérki glejowe zwojéw sympatycznych
neurony i komérki glejowe zwojéw parasympatycznych
lemocyty (komorki Schwanna) nerwéw obwodowych

komorki rdzenia nadnercza

komorki ciatek przyzwojowych

SZLAK BOCZNY
melanocyty

morkami barwnikowymi - melanocytami (tab. 1). Migracja boczna zaczyna sie
u zarodkéw ptakéw 24 godziny po6zniej niz brzuszna [19].

Ro6znice miedzy powstawaniem i migracja KGN u zarodkdw ptakéw iu zarodkéw
myszy sa niewielkie. Dotycza one czasu rozpoczecia migracji z odcinkéw cza-
szkowych cewy nerwowej, nie dotyczg szlakdw migracji, docelowego osiedlania
sie KGN i ich ostatecznego zréznicowania [18, 22, 37, 46].

3.2. Mechanizm migracji komoérek grzebienia nerwowego

KGN majg zdolno$¢ aktywnego ruchu in vivo oraz in vitro. Wedtug niektérych
autoréw [20, 34], aby migracja KGN mogta sie odbywaé muszg by¢ spetnione
nastepujagce warunki:
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cewa nerwowa

Rys. 5. Schemat migracji komérek z tutowiowego grzebienia nerwowego: A (lewa strona rysunku) -
wczesne stadium migracji, B (prawa strona rysunku) - p6zne stadium migracji

1/ zanik przylegania miedzy komadrkami,

2/ oddzielenie sie komoérek od nabtonka,

3/ wewnetrzna kompetencja komérek do lokomocji i aktywacja ruchu,

4/ dostepnos$¢ odpowiedniej przestrzeni i

5/ odpowiedni substrat dla migracji.

Inne czynniki (presja populacji, haptotaxis ii) oraz specyficzno$¢ szlakdéw od-
grywajg rowniez role w kierowaniu migracja KGN.

3.2.1 Zanik przylegania

Jak wyzej zaznaczono, prekursory KGN w obrebie fatddw nerwowych tworzg
zwarty nabtonek nie réznigcy sie od reszty cewy nerwowej. Rozpoczecie migracji
KGN z neuroektodermy poprzedzone jest rozluznieniem sie ich uktadu. Jest to
zwigzane z utratg potgczen miedzykomérkowych i adhezywnos$ci komoérek. Na ko-
morkach grzbietowej czeSci zamykajacej sie cewy nerwowej wystepuje kadheryna
CAM. Zanika ona stopniowo z presumptywnych KGN réwnoczes$nie z zanikiem
potaczen miedzykomorkowych, pozostajac tylko w miejscu styku wypustek komaérek.
W pierwszej kolejnosci zanika N-CAM zalezne od Ca++, w drugiej N-CAM nie-
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zalezne od Ca++ [13, 38, 46]. Presumptywne KGN in vitro wykazujg niewielka
adhezywnos$¢ do substratu [38].

Rozluznienie uktadu komorek w grzbietowej czesSci cewy nerwowej jest spo-
wodowane takze wydzielaniem przez presumptywne KGN kwasu hyaluronowego
(o czym nizej) [19].

3.2.2. Aktywne ruchy komorek grzebienia nerwowego

Utrata adhezywnos$ci i rozluZnienie presumptywnych KGN wigze sie ze zmiang
ich formy z nabtonkowatej na mezenchymalna, pozwalajaca na aktywne ruchy.
Pierwszym objawem jest ich zaokraglanie sie oraz powiekszanie sie przestrzeni
miedzykomoérkowych miedzy nimi. Migrujace KGN majgjuz wyciagniete w kierunku
ruchu liczne filopodia i lamelipodia, ktore przyczepiajg do podtoza [18, 38]. Przy-
czepno$¢ wypustek w duzej mierze zalezy od charakteru substratu.

Zdolno$é aktywnego ruchu KGN nie jest zalezna od ich lokalizacji w zarodku.
Przy rozpoczeciu migracji mogg przesungé sie zjednej nadrugg strone cewy nerwowej
[14]. Jezeli zarodkowi kury wszczepi sie cewe nerwowg odwrdcong czescig grzbie-
towg ku dotowi, migracja KGN nie zostaje zaburzona. KGN wszczepione do pgczka
odnéza zarodka kury przemieszczajg sie aktywnie w mesenchymie i docierajg do
ektodermy oraz do innych cze$ci zarodka [18]. KGN migrujg réwniez z cewek
nerwowych hodowanych in vitro w rédznych warunkach eksperymentalnych [13,
18 i inni],

KGN rozpoczynajg migracje, gdy latentna zdolno$é ruchu zostaje w nich akty-
wowana [20]. BodZzcami mogg by¢ czynniki wzrostowe. Newgreen i Minichiello
[38] uwazajg, ze decyzja o migracji KGN zachodzi wczes$nie, na pare godzin przed
jej rozpoczeciem i powstaje pod wptywem czasteczki z rodziny TGF. Migracja
KGN in vitro jest przyspieszana przez egzogenne TGF-J31 i TGF-J32 [15]. Stwier-
dzono takze, ze grzbietowa cze$¢ cewy nerwowej wydziela biatko dorsaline-1, na-
lezace do rodziny TGF-|3, kt6ére in vitro powoduje emigracje komdrek z cewy
nerwowej (nawet z jej rejonu brzusznego, gdzie ona normalnie nie zachodzi) [8].
Wptyw TGF-[3 na KGN oraz utrata przez nie N-CAM powoduja zmiany w ich
cytoszkielecie. Uwolniona zostaje aktyna-F zwigzana z zanikajacymi potaczeniami
miedzykomdrkowymi i przesunieta do sieci kortikalnej, co utatwia wysuwanie wy-
pustek, rozptaszczanie sie i migracje komoérek [38]. Rozpoczecie migracji i zmian
w charakterze powierzchniowym komorki mozna w warunkach eksperymentalnych
rozdzieli¢ w czasie, chociaz in vivo sg one skoordynowane [38].

W czasie rozwoju zarodka KGN sa takze przemieszczane biernie przez zako-
twiczenie w przylegajacej tkance, ktdra ulega rozpraszaniu jak sklerotom lub wzro-
stowi réznicujgcemu, tj przez rozrastanie sie i zmiane ksztattu i potozenia innych
narzadow [18].
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3.2.3. Przestrzen dostepna do migracji komérek grzebienia nerwowego

KGN przemieszczajg sie w zarodku w przestrzeniach zawierajgcych nieliczne
komorki lub catkowicie sg ich pozbawionych, a wypetnionych substancjg miedzy-
komorkowa. Przestrzenie te sg ograniczone barierg nie pozwalajgcg KGN na zbo-
czenie ze szlaku. KGN przesuwajg sie in vivo w szparach majgcych co najmniej
2 pm szerokoSci, in vitro przechodzg przez filtry o porach $rednicy nieco prze-
kraczajacej 1 pm [36].

Rozpoczecie migracji KGN z cewy nerwowej jest poprzedzone wytworzeniem
sie miedzy cewa nerwowg a ektoderma naskorkowa przestrzeni wolnej od komorek
a wypetnionej substancjg miedzykomdrkowg [36]. Przestrzen ta jest ograniczona
btong podstawng ektodermy naskorkowej, ktora stanowi bariere dla migracji ko-
morek. U zarodkéw ptakéw btona podstawna na grzbietowej czesci cewy nerwowej
zostaje przerwana na kilka godzin przed rozpoczeciem migracji KGN. U zarodkéw
myszy nie obserwowano btony podstawnej nad presumptywnymi KGN, pojawia
sie ona na bocznych i brzusznej powierzchni cewy nerwowej dopiero w czasie
migracji KGN [18, 34].

W dalszej migracji KGN wykorzystujg przestrzenie miedzy narzgdami pierwot-
nymi, a nastepnie mezenchyme z luzno utozonymi komérkami. Kierunek i kolejno$é
migracji KGN zalezy w pewnej mierze od szeroko$ci przestrzeni dostepnej tym
komorkom. W rejonie gtlowy KGN w znacznie wiekszej liczbie rozprzestrzeniajg
sie miedzy ektoderma naskérkowa a skapg w tym rejonie zarodka mezoderma niz
brzusznie po $cianie cewy nerwowej. KGN w rejonie tutowia wykorzystuja najpierw
szpare, jaka znajduje sie miedzy somitami, a dopiero pozniej przestrzen miedzy
somitem a cewg nerwowga. Nastepnie przestajg migrowa¢ miedzy sklerotomem a
cewg nerwowg, na skutek zablokowania wolnej przestrzeni przez rozpraszajgce
sie komorki sklerotomu. [37]

Bariere dla migracji, zwtaszcza p6Zniejszej, stanowig narzady, obok ktérych KGN
sie przesuwaja. Przyktadem moze by¢ szyputa oczna stanowigca bariere dla bocznej
migracji KGN z rejonu $rddmdzgowia [18], oraz naczynia krwiono$ne w rejonie
mezenchymy pomiedzy cewg nerwowg a aortg grzbietowg [36]. W péZniejszych
stadiach rozwoju zarodka naczynia krwiono$ne mogga stuzy¢ jako substrat dla we-
drowki KGN [56].

3.2.4. Substancja miedzykomdrkowa
Przestrzenie miedzykomorkowe, jakimi migruja KGN, sg wypetnione substancjg

miedzykomdrkowa - ECM oraz siecig cienkich fibryli, o $rednicy 5-10 nm, po-
faczonych z ciatkami srodmigzszowymi, o Srednicy okoto 40 nm, oraz natywnymi
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wioknami kolagenowymi. Fibryle i ciatka $sr6dmigzszowe moga stanowi¢ miejsca
przyczepu wypustek migrujacych KGN. Tworzg sie one pod ektodermga naskdrkowga
przylegajaca do srd6dmdzgowia, na bocznych powierzchniach cewy nerwowej i w
obszarach miedzy cewa nerwowg a somitami, gdzie sg utozone w kierunku ruchu
KGN [18, 50].

Substancja miedzykomdrkowa na szlakach migracji KGN jest syntetyzowana
i modyfikowana przez otaczajace tkanki zarodkowe i przez same KGN [13]. Stad
ECM rdzni sie zaleznie od okolicy zarodka, jak i od okresu migracji KGN. Na
przyktad EMC ekstrahowana z cze$ci czaszkowej zarodka bardziej sprzyja migracji
KGN in vitro niz ECM z rejonu tutowiowego [ostatnie 7 somitow] [11].

Gtéwnym sktadnikiem ECM na szlakach migracji KGN jest kwas hyaluronowy
HA o zmiennym stezeniu zaleznie od miejsca i czasu rozwoju zarodka. HA obok
formy rozpuszczalnej odktada sie w fibrylach [18]. W rejonach aktywnej migracji
KGN u zarodkow kury stezenie jego wynosi okoto 20 mg/ml, po zakonczonej
migracji znacznie spada [18, 41]. HA odgrywa role w powiekszaniu i zapewnianiu
odpowiednich przestrzeni dostepnych dla migracji KGN, dzieki zdolnosciom wig-
zania wody ipecznienia [20,48]. Pojawia sie on miedzy cewg nerwowg a ektodermg
przed rozpoczeciem migracji. Jest syntetyzowany przez obydwie te struktury oraz
przez same nabtonkowato jeszcze utozone, przedmigracyjne KGN [18]. Obecnos¢
jego powoduje powiekszenie sie przestrzeni miedzykomérkowych miedzy KGN,
co obok zmniejszenia adhezji utatwia ich rozdzielanie sig, a nastepnie oderwanie
od $ciany cewy nerwowej [20, 30, 36].

Nie wiadomo, czy HA wplywa bezposrednio na migracje KGN, usuniecie go
dziataniem hyaluronidazy nie hamuje tego procesu [18]. In vitro HA nie wplywa
natempo migracji KGN, jednak odjego stezenia w $rodowisku hodowlanym zalezata
liczba komoérek, jakie opuszczaly cewe nerwowg zarodkéw kury. Niskie stezenie
HA (5 pg/ml) powodowato przylegania komorek do siebie, podczas gdy wysokie
stezenie HA (250-1000 fig/ml) zapobiegato adhezji i sprzyjato wywedrowywaniu
komorek [30].

Siarczan chondroityny wystepuje w EMC w znacznie mniejszym stezeniu niz
HA (okoto 6 mg/ml) [36]. Wieksze jego stezenia wykrywano na bocznych $cianach
cewy nerwowej, na strunie grzbietowej i na powierzchni somitow. Natomiast nie
ma go prawie catkiem w rejonach intensywnej migracji KGN. Siarczan chondriotyny
odktada sie réwniez w ziarnach $rédmigzszowych [18].

Rozmieszczenie HA i siarczanu chondroityny na szlakach migracji KGN jest
odmienne: HA wystepuje zaréwno na szlaku brzusznym, jak i bocznym, siarczan
chondriotyny gtéwnie na szlaku bocznym. Na szlaku bocznym migracja KGN jest
op6ézniona w stosunku do brzusznej, moze to sugerowaé, ze siarczan chondroityny
nie sprzyja przemieszczaniu sie komorek. W miare postepujacej migracji zmniejsza
sie w EMC na szlakach ilos¢ HA i FA, a zwieksza ilos¢ siarczanu chondroityny,
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co moze by¢ zwigzane z ustawaniem migracji [13]. Wykazano, ze siarczan chon-
droityny in vitro redukuje adhezywno$¢ KGN do fibronektyny [18],

Jednym ze sktadnikdw ECM zarodkdw kregowcow jest wersykan, proteoglykan
tworzacy duze agregaty. Zawiera on siarczan chondroityny. Proteoglykan ten wcho-
dzi w interakcje z hyaluronami. Odgrywa role w regulowaniu adhezji komorek
do ECM, hamujac wigzanie sie ich z kolagenem, FN i lamining [25,27]. Wykazano,
ze wersykan nie wystepuje w ECM na szlakach migracji KGN, natomiast znajduje
sie na jego "flankach™ ograniczajac zbaczanie komérek ze szlaku. W zarodkach
kury pojawia sie on niedtugo po zamknieciu sie cewy nerwowej wokét struny
grzbietowej, dookota tworzgcego sie somitu i miedzy somitem a ektodermg. Przed
rozpoczeciem migracji zanika z przedniej czesci somitu, a nastepnie z przestrzeni
miedzy ektodermag a somitem. W pdzniejszym rozwoju zanika z mesenchymy, do
ktérej wrastajg aksony zardwno neuronéw czuciowych zwojow korzonkdw brzu-
sznych, jak i neuronéw ruchowych [27].

Waznym sktadnikiem ECM w rozwoju zarodkéw kregowcow jest fibronektyna
(FN). Znajduje sie ona w btonach podstawnych, w ECM ina powierzchni niektorych
komérek. W ECM wystepuje w formie niezwigzanej oraz w fibrylach o $rednicy
5-10 nm i w ciatkach $rédmiazszowych [18, 50]. Pojawia sie w miejscach, gdzie
komdrki zarodkowe ulegaja zageszczeniu, naprzyktad przy tworzeniu sie mezodermy
przyosiowej w czasie gastrulacji [41]. Odgrywa tez role w migracji KGN. Wykazano,
ze przeciwciata przeciw FN hamujg migracje KGN in vivo [18]. Na szlakach migracji
KGN FN znajduje sie w ECM oraz w btonie podstawnej struktur ograniczajgcych
te szlaki.

Rola FN w migracji KGN byta badana w réznych uktadach doswiadczalnych
in vitro. Na statych podtozach powleczonych FN KGN ptakéw rozciggaja sie ptasko
i wysuwajg liczne filopodia oraz lamelipodia. Przyczepiajg sie do nich silniej niz
do podtozy powleczonych innymi substancjami (albuming krwi bydlecej, proteo-
glykanami chrzastki nosa bydlecego, kolagenem). Maksymalne przyczepienie KGN
do podtoza uzyskiwano przy stezeniu FN 1,0 [tg/ml, wyzsze jej stezenie zmniejszato
w duzym stopniu liczbe przyczepionych komdrek [10]. Szybko$¢ migracji KGN
na podtozu zawierajgcym FN o stezeniu 50 pg/ml wynosita 0,087 firn na minute
ibyta porownywana z szybkoscig migracji na podtozach powleczonych 10% surowicg
krwi bydlecej oraz migracja po izolowanej btonie podstawnej.Szybsze tempo migracji
wykazywaty KGN na podtozu zawierajagcym mniej adhezyjne substraty, takie jak
zele kolagenowe z siarczanem chondroityny [18,21].

Ekspresje FN na powierzchni samych KGN wykrywa sie tylko okresowo. Cza-
szkowe KGN kury in vitro wykazujg dwie fazy ekspresji FN: pierwsza w czasie
poczatkowej migracji KGN, druga w okresie ich réznicowania sie¢ w komadrki me-
zoektodermy. Tutowiowe KGN w tych samych warunkach wytwarzajg bardzo mato
FN. [28]. Obecno$¢ FN na powierzchni komdrek moze hamowac ich ruch [18].
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W interakcji KGN z FN odgrywajg role integryny, receptory dla FN rozpoznajgce
jej odpowiednie domeny wigzace. Zwiekszong ekspresje integryn alfa-4-beta-1 i
a-5-(3-1 wykrywa sie na powierzchni migrujacych KGN. Od ekspresji integryn
zalezy szybkos¢ i kierunek przemieszczania sie KGN. Prekursory melanoblastow
moga wejs¢ na szlak boczny, gdyz majg zmniejszong ekspresje integryn, zwilaszcza
alfa-4-beta-1. Zwiekszona ekspresja tej ostatniej powoduje homotypowg agregacje
KGN [2, 9].

ECM na szlaku wczesnej migracji KGN zawiera tenascyne [36]. Tenascyna
(syn. cytotaktyna, glikoproteina Jj) jest glykoproteing syntetyzowana przejsciowo
w zarodkach kregowcow i w wielu nowotworach. Uwaza sie, ze hamuje ona
interakcje miedzy komorka a FN, przez co zmniejsza sie przyczepno$¢ komorek
do substratu [3, 25]. In vitro tenascyna pokrywajgca state podtoze przyspiesza mi-
gracje KGN. Na ptytkach plastikowych powleczonych tenascyna KGN zaokraglaja
sie, nie wysuwaja lamelipodii, wytwarzajg niewiele filopodii i naktadajg sie jedna
na drugag. Mimo to przesuwajg sie szybciej niz po ptytkach "gotych" lub po-
wleczonych FN, prawdopodobnie na skutek mniejszej adhezji i tatwiejszego od-
czepianiasie nielicznych wypustek. Natomiast tenascyna obecna w izolowanej btonie
podstawnej, zatrzymuje przemieszczanie sie komoérek po niej. Podobnie tenascyna
dodana do hodowli hamuje migracje KGN. Halfter et al. [21] przytaczajg szereg
hipotez dla wyttumaczenia tych réznych obserwacji. Tenascyna moze wigzac sie
z powierzchnig komorki i rownoczesnie z btong podstawng lub tez tenascyna wspot-
zawodniczy w wigzaniu sie z receptorami dla FN i/lub lamininy, do ktérych ma
mniejsze powinowactwo. Sadzg rowniez, ze wspdtdziatanie tenascyny zFN ilamining
in vivo zachodzi w taki sposob, jaki jest trudno odtworzy¢ in vitro. Rozmieszczenie
tenascyny jest zmienne, zalezne od szlaku iczasu migracji KGN. Naszlaku brzusznym
tenascyna rozluznia interakcje miedzy komoérkami przedniej cze$ci somitu, co po-
zwala na migracje KGN, podczas gdy FN skleja razem komérki tylnej czesci somitu
i stwarza bariere dla migracji.

Na szlakach migracji ECM wykazano obecnos$¢ kolagenu I, 1V i VI. Kolagen
I wystepuje w formie prazkowanych widkien i formie tropokolagenu [18]. Jest
on wytwarzany przez te same komdrki pochodzace z GN, ktére produkujg FN.
KGN czaszkowe produkujg wiecej kolagenu I niz tutowiowe [28]. Kolagen IV
zwigzany jest gtéwnie z btonami podstawnymi, ale znajduje sie réwniez w ciatkach
$§rddmigzszowych, na fibrylach [o $rednicy 10 nm] oraz w bezpostaciowej ECM
[34]. Rozmieszczenie kolagenu VI zalezne jest od miejsca na szlaku migracyjnym,
jak i od etapu rozwoju zarodka. W stadium poczatkowej migracji KGN pojawia
sie on przy btonie podstawnej cewy nerwowej, somitow, struny grzbietowej oraz
ektodermy naskorkowej. Zawiera tancuchy a-1(V1) i a-2(VI), a w p6zniejszej fazie
migracji KGN wystepuje w formie fibryl zawierajgcych takze tanicuchy a-3(VI).
Uwaza sig, ze kolagen VI moze uczestniczyé w regulacji migracji KGN stuzac
jako substrat.[45]. In vitro KGN majg zdolno$¢ adhezji do kolagenu | i VI, ale
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migrujg wytacznie po jego spolimeryzowanych czasteczkach. Przyczepianie sie¢ do
kolagenu | zachodzi za posrednictwem integryny a-1 [31 wigzacej sie z fancuchem
a-1(1), a do kolagenu VI za pos$rednictwem integryny (3-1 [78, 44, 45].

Btona podstawna jest nie tylko barierg, ale rowniez moze byé podiozem dla
migracji KGN. Cze$¢ KGN migruje po btonie podstawnej cewy nerwowej. W btonie
podstawnej cewy nerwowej wykrywa sie obecnos$¢ lamininy, kolagenu IV, FN [18,
34 ], a na jej powierzchni znajduje sie sie¢ fibryli (10 nm $rednicy) zawierajgcych
fibronektyne i kolagen IV oraz ciatka Srodmigzszowe [34]

3.2.5. Presja populacji

Presja populacji jest mechanizmem powodujgcym rozpraszanie sie KGN we
wczesnym stadium migracji. Paglini i Rovasio [42, 43] wykazali, ze czaszkowe
KGN maja najwieksze tempo proliferacji ze wszystkich komoérek zarodka kury
(tab. 2). Na poczatku migracji jest ona stymulowana przez FGF (FGF 2) wydzielany
na cewie nerwowej [35].

Z szybkim mnozeniem sie KGN moze wigzac¢ sie hamowanie kontaktowe, ktore
ma by¢ jednym z czynnikéw ukierunkowujgcych migracje KGN. Migrujg one z
miejsca o duzej ich koncentracji i przesuwajg sie przewaznie w kierunku doogo-
nowym, gdzie jeszcze nie ma innych KGN, a przemieszczanie sie dogtowowo
jest hamowane przez skupienie w poprzedzajgcym segmencie. Uszkodzenie me-
chaniczne lub zanik na tle genetycznym segmentu migracji powoduje, ze komarki
z poprzedzajgcego segmentu zasiedlajg brakujacy [18].

3.3. Specyficznos$¢ szlakow

Szereg prac poswiecono wyjasnianiu, czy szlaki migracji KGN sg dostepne dla
wedrowki innych rodzajow komdrek i na czym polega specyficznosé tych szlakéw.
Bronner- Fraser [13] przedstawia podsumowanie badan na ten temat. Wprowadzano
przez mikroinjekcje rézne naturalnie znakowane komorki do jamy wczesnych so-
mitéw lub pomiedzy cewe nerwowa a somity zarodkéw kury. Melanocyty przepiérki,
sklonowane in vitro, przesuwaty sie szlakiem brzusznym oraz r6znicowaty sie obok
endogennych KGN w chromafinoblasty i aortalny splot nerwowy. Inne komarki
zarodkowe majgce zdolno$¢ aktywnego ruchu, a nie pochodzace z GN - fibroblasty
oraz komarki sklerotoméw zarodkéw przepiérki zatrzymywaty sie w rejonie somitu
i nie przesuwaly sie dalej. Nieoczekiwanie komorki barwnikowe siatkdwki po-
chodzace z kubka wzrokowego, nie wykazujagce w normalnym rozwoju zarodkéw
kregowcow zdolnos$ci ruchu, przemieszczane byty szlakiem brzusznym. Wprowa-
dzano w takie same miejsca obce ciata w postaci kulek lateksowych, wielkosci
KGN, ktére nie reagowaty z ECM. Kulki "gote" lub powleczone albuming surowicy
bydlecej albo kolagenem rozpraszaty sie wraz z komo6rkami sklerotomu i w
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Tabela 2 . Poréwnanie niektérych wskaznikéw proliferacji KGN i innych komoérek zarodka kury

Okolica Czas trwania Indeks
ciata pokolenia [godz.] kolchicynowy HJ-tymidyny
zarodka
komorki

KGN CN KGN CN KGN CN
Przodomézgowie 16 20 0,087 0,089 0,268 0,085
Srédmaédzgowie 16,2 18 0,085 0,079 0,295 0,035
Tytomézgowie 13,8 17 0,101 0,82 0,134 0,031
Ektoderma 33
Mezoderma 56
Endoderma 72

GN - grzebieri nerwowy, CN - cewa nerwowa (na podstawie [42 i43])

pézniejszych stadiach znajdowano je obok KGN gospodarza przy zwojach sym-
patycznych, przy korzeniach dobrzusznych, w okolicy aorty grzbietowej. Natomiast
kulki powleczone lamining lub FN pozostawatly w miejscu wprowadzenia. Wykazano
nastepnie, ze kulki powleczone fragmentem FN (120 000 D) zawierajgcym domeny
wigzgce sie z powierzchnig komorek pozostajg na miejscu mikroinjekcji. Natomiast
fragmenty FN zawierajgce domeny wigzgace sie z kolagenem (60 000 D) i heparanem
(25 000 i 42 000 D) obecne na powierzchni kulek nie hamowaty ich wejscia na
szlak brzuszny. Ponad to tylko kulki o powierzchniowym ujemnym #tadunku ele-
ktrycznym przesuwaty sie szlakiem brzusznym. Po zniszczeniu wigzka laserowg
KGN w obrebie kilku somitéw wstrzykniete w ich miejsce kulki lateksowe prze-
mieszczane byly nadal szlakiem brzusznym, co wskazuje, ze nie byty one, jak i
w innych eksperymentach, prowadzone przez przyleganie do migrujagcych KGN.
Mechanizm przemieszczania si¢ szlakiem brzusznym komdrek "nieruchliwych" i
kulek lateksowych nie zostat jednak w tych badaniach wyjasniony. Nie znaleziono
zaleznos$ci miedzy zdolno$cig komérek do ruchu a sklonnoscig kierowania sie
KGN na szlak brzuszny. Bronner-Fraser [13] uwaza, ze zdolno$¢ przesuwania sie
KGN szlakiem brzusznym zalezy w duzej mierze od wtasciwosci powierzchniowych
komorek, przy czym duzaadhezywno$¢ hamuje migracje. Erickson [18] nie wyklucza,
ze na szlakach migracji KGN moze dziata¢ mechanizm haptotaxis (ruch komaérek
wobec gradientu adhezywnosci, komdrki przesuwajg sie z miejsca substratu o wie-
kszej adhezywno$ci do mniejszej adhezywno$ci) i byé moze ma to zwigzek ze
stezeniem HA.

Jak sie wydaje, co najmniej na szlaku brzusznym migracja KGN moze byc¢
ukierunkowana przez uksztattowanie podtoza tzw. kierowanie kontaktowe przez
podioze (contact guidance). Newgreen [37] wykazat, ze KGN migrujace in vitro
przesuwajg sie wzdtuz zorientowanych fibryli ECM, poruszajg sie po nich szybciej
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niz na fibrylach o przypadkowym utozeniu. We wczesnej fazie migracji KGN na
powierzchni cewy nerwowej, jak i na powierzchni somitéw zwrdconej do cewy
nerwowej znajduja sie bowiem fibryle zorientowane w kierunku grzbietowo-brzu-
sznym. Podobnie migracja KGN w rejonie srodmoézgowia odbywa sie po fibrylach
ECM utozonych na cewie nerwowej w Kierunku mchu [18].

Wobec mozliwoséci przemieszczania sie nieruchomych komérek i kulek late-
ksowych mozna sadzi¢, ze mechanizm chemotaxis, o ile istnieje, nie odgrywa w
migracji KGN szlakiem brzusznym znaczacej roli. By¢ moze dziata on na szlaku
migracji wagalnych KGN, gdzie wedtug Le Douarin i Teillet [29] czynnik che-
motaktyczny wydzielany jest przez jelito.

Najbardziej specyficzny wydaje sie by¢ szlak boczny dostepny wytacznie dla
KGN ukierukowanych w melanoblasty [19].

3.4. Koniec migracji

Zakonczenie migracji KGN moze by¢ spowodowane specyficznoscig Srodowiska,
istnieniem lub powstawaniem bariery dla ich mchu. Tkanka, do ktorej wnikaja
KGN, moze utatwiac¢ ich migracje lubjg hamowac¢. KGN zatrzymujg sie w okolicach,
takich jak np. mezoderma koto stmny grzbietowej, gdzie ECM nie podtrzymuje
tu migracji na skutek zwiekszenia adhezywnosci trapping action [18]. Czaszkowe
KGN emigrujace najp6zniej z tytomé6zgowia i przesuwajace sie bezposrednio po
$cianie cewy nerwowej, dochodza do miejsca przysztego odejscia nerwow cza-
szkowych i sg tu zatrzymywane. Prawdopodobnie komorki cewy nerwowej wy-
dzielajg w tych miejscach substancje, ktére przyciagajg i zatrzymujg KGN [39].
Bariere dla migracji KGN stanowi brak odpowiedniej przestrzeni miedzykomor-
kowej. Ostateczna lokalizacja moze by¢ spowodowana takze nierbwnomiernym
wzrostem innych narzadéw. Za biernym koficowym rozmieszczeniem KGN prze-
mawiajg omowione wyzej doswiadczenia z kulkami lateksowymi.

Mozna takze sadzi¢, ze KGN sg predeterminowane i kazdy ich fenotyp wedruje
docelowo do odpowiedniego miejsca. Przyczyna zakonczenia migracji moze lezeé
wtedy w samych KGN, ktére zmieniaja interakcje z otaczajgca ECM. Swiadczyé
moga o tym obserwacje wskazujace, ze kiedy KGN wejdg w okolice, w ktorej
tworzg sie zwoje nerwowe czuciowe isplot przyaortalny, na ich powierzchni pojawig
sie FN i N-CAM sprzyjajace adhezji komérek do podioza [18].
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KOMORKI GRZEBIENIA NERWOWEGO
II. ROZNICOWANIE

NEURAL CREST CELLS Il. DIFFERENTIATION

Zofia Bielanska-Osuchowska

Zakitad Histologii i Embriologii Wydziatu Weterynaryjnego
Szkoty Gtdéwnej Gospodarstwa Wiejskiego, Warszawa

Streszczenie: Komoérki grzebienia nerwowego zasiedlajg rézne okolice ciata zarodka i réznicujg sie w
wiele odrebnych fenotypéw. Koncowe ich zréznicowanie jest zalezne od szlaku, po jakim migruja,
wczedniejszego ukierunkowania i od czynnikéw genetycznych. Przedstawiono réznicowanie sie koma-
rek grzebienia nerwowego tutowiowych migrujacych szlakiem brzusznym i bocznym oraz kranialnych
i wagalnych.

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

Stowa kluczowe: rozwdj zarodkowy, grzebien nerwowy, réznicowanie
Key words; embryonic development, neural crest, differentiation

Wykaz stosowanych skrotow: BDGF (brain derived growthfactor) - czynnik wzrostowy pochodzacy z
mézgu; BDNF (brain derived neurotrophic factor) - czynnik neurotroficzny pochodzacy z mézgu;
BMP (bone morphogenetic protein)- biatko zwigzane z morfogeneza kosci; CGRP (calcitonine gene
related peptide) - biatko zwigzane z genem kalcitoniny; c-Kit- receptor o aktywnosci kinazy tyrozyno-
wej, wigzacy SCF; CRABP (cellular retinoic acid binding protein) - komérkowe biatko wigzace kwas
retinowy; c-ret - protoonkogen, ktéry koduje receptor dla kinazy tyrozynowej; DIL (1,1-dioctadecyl
3,3,3",3"tetramethyl indocarbocyanine perichlorate) - barwnik przyzyciowy; ECM (extracellular ma-
trix)- podstawowa substancja miedzykomérkowa; FGF (fibroblast growth factor)- fibroblastyczny
czynnik wzrostu; FN - fibronektyna; HNK-1 (human natural killer-1) - antygen powierzchniowy na
subpopulacji ludzkich limfocytéw NK, wykrywany przeciwciatem leu -7; KGN - komdrki grzebienia
nerwowego; LIF (leukemia inhibitoryfactor) - czynnik hamujacy wzrost niektérych linii biataczko-
wych; LRD (lysinated rhodamin dextran) - barwnik przyzyciowy; MSA (migration staging area) -
obszar szkolenia w czasie migracji; MSH - hormon melanotropowy; N-CAM - (neural cell adhesion



280 Z. BIELANSKA-OSUCHOWSKA

molecule) - czasteczka adhezyjna komérki nerwowej; NDF - (Neu differentiationfactor - glial growth
factor) - czynnik wzrostu komérek glejowych; Ng-CAM (neuroglial adhesion molecule) - neurogle-
jowa czasteczka adhezyjna; NGF (neural growthfactor) - czynnik wzrostu nerwu; NT-3 - neurotrofi-
na-3; PNA - lektyna orzeszkéw ziemnych; PNMT (phenylethanolamine -N- methyltranspherase) -
metylotransferaza fenyloetalaminowa; r - rombomer; RA (retinoic acid) - kwas retinowy; RXR
(retinoic acid receptor X) - receptor X kwasu retinowego; SCF (stem cell factor) - czynnik komoérek
macierzystych; SSEA-1 (stage specific embryonic antigen -J) - etapowo swoisty antygen zarodkowy;
TGF (transforming growthfactor) - transformujacy czynnik wzrostowy; trk-c - receptor dla neurotro-
finy-3; TRP (tyrosinase related protein) - biatko zwigzane z tyrozynaza

1. WSTEP

Wi iele badan poswiecono réznicowaniu sie komoérek grzebienia nerwowego -
KGN, mimo to pozostat nie rozstrzygniety problem, czy r6znicuja sie one w odrebne
linie juz w cewie nerwowej lub zaraz po jej opuszczeniu czy tez multipotentne
komarki wchodzg na szlaki migracyjme i r6znicujg sie w odrebne fenotypy dopiero
w trakcie migracji i po jej zakoriczeniu. Sledzono kolejno$¢ przemian KGN po-
chodzacych z réznych odcinkéw cewy nerwowej. Badania przeprowadzano wieloma
metodami, miedzy innymi znaczac niewielkie grupy lub pojedyncze komérki w
cewie nerwowej barwnikami przyzyciowymi fluoryzujgcymi, takimijak DIL i LRD
in vivo i in vitro [5,16,32,45,58,59,61 i inni], klonujac poszczegdlne linie z jednej
KGN [23, 63 iinni], przeszczepiajac znakowane komorki w ektotopowgq lokalizacje
[5, 40, 54, 58] i inne.

2. Zrbdznicowanie i potencje rozwojowe komodrek grzebienia
nerwowego rozpoczynajacych migracje

Ukierunkowanie komérek ektodermalnych w linie KGN zachodzi u kregowcow
w czasie neurulacji zarodka pod wptywem indukcji nerwowej. U zarodkéw ptakéw
uzyskuje sie indukcje KGN przed rozpoczeciem gastrulacji naktadajgc presumptywng
ektoderme naskérkowg na presumptywng neuroektoderme [59]. Nie wiadomo jednak
jak dalece sg ukierunkowane i jakie sg potencje rozwojowe KGN obecnych w
cewie nerwowej. Sg sugestie, ze tworza one subpopulacje réznigce sie zdolnoscig
adhezji do podtoza [7]. Rozpoczynajgce migracje KGN wykazujg inne wasciwosci
powierzchniowe niz pozostate komorki cewy nerwowej. Wykazujg one obecnosé
epitopu HNK-1 na powierzchni. Zanika na nich charakterystyczna dla cewy nerwowej
N-CAM. Pobrane z zarodkdw na poczatku migracji KGN i hodowane in vitro
sg pluripotentne i bardzo plastyczne [63,65].
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KGN, ktére wejda na okreslony szlak migracji, réznicujg si¢ w typ komdrek
charakterystyczny dla tego szlaku i réwnoczes$nie traca zdolno$¢ réznicowania sie
w innym Kkierunku. Mozna przyjag¢ dwa mechanizmy rdznicowania sie KGN:

1. Populacja pluripotentnych KGN przypadkowo rozprzestrzenia sie réznymi
szlakami irdznicuje sie zgodnie ze wskazoéwkami otoczenia. Liczne sg na to dowody
eksperymentalne [29,38,65].

2. KGN sgspecyficznie ukierunkowane i majg wiasciwosci wyboru lub co najmniej
wykorzystania okreslonego szczeg6lnego szlaku, ktorym inne KGN nie moga mi-
growac¢. Mimo iz sg doniesienia o wczesnej determinacji subpopulacji KGN [38,59],
nie ma poparcia eksperymentalnego tej hipotezy.

3. Roznicowane sie tutowiowych KGN na szlaku brzusznym

KGN tutowiowe, ktére weszty na szlak brzuszny, zachowuja zdolno$ci neu-
rogeniczne i roéznicuja sie in vivo w neurony, komorki glejowe i chromafinocyty,
a tracg zdolnosci melanogeniczne [15]. Ostateczny los tutowiowych KGN zalezy
od kolejnos$ci rozpoczecia ich migracji i drogi, jaka sie przesuwaja. Pierwsze emi-
grujace z tutowiowej cewy nerwowej KGN migrujg po brzuszno-przysrodkowej
stronie sklerotomu, zasiedlajg blizsze jamie brzusznej okolice ciata i dajg poczatek
zwojom sympatycznym, splotowi aorty i komérkom chromafinowym rdzenia nad-
nercza. W nastepnej fali KGN migrujg po brzuszno-przysrodkowej stronie derma-
tomiotomu, zatrzymujg sie w okolicy struny grzbietowej i dajg poczatek zwojom
korzonkéw grzbietowych. Seberdzija et al. [60,61] sadzg, ze multipotentne KGN
ulegajag rdéznicujgcemu wptywowi $rodowiska, przez jakie migruja i w jakim sie
zatrzymujg. Swiadczg o tym réwniez dawniejsze do$wiadczenia. Na przyktad u
zarodka kury po przeszczepieniu tutowiowej cewy nerwowej w okolice wagalna
[1-7 somitu] KGN tutowiowe penetrujg do jelita i tworzg sploty nerwowe z choli-
nergicznymi neuronami [31].

Jakie czynniki dziatajg na KGN w czasie ich réznicowania sie w neurony zwojowe,
nie zostato jeszcze wyjasnione. Od dawna wiadomo, ze NGF wptywa na ostateczne
zréznicowanie neuronéw sympatycznych i wzrost ich aksonéw. Nie wiele jednak
jest danych na temat dziatania NGF i czynnikéw pokrewnych na réznicowanie
sie KGN.

Wyniki badarn nad wptywem neurotrofiny NT-3 na roznicowanie sie¢ KGN nie
sg jednoznaczne. NT-3 in vitro powoduje zwiekszenie liczby mitoz KGN oraz
wplywa na ich przezywanie i réznicowanie sie w kierunku neuronéw. Prawdo-
podobnie in vivo NT-3 peini podobng role. NT-3 wystepuje na cewie nerwowej
we wczesnym rozwoju zarodkdw przepiérki, po czym zanika, pojawia sie znowu
na réznicujgcych sie nerwach obwodowych i zwojach korzonkéw grzbietowych.
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[46]. Neurony zwojowe i ich prekursorowe KGN wykazujg ekspresje trk-c receptora
dla NT-3 [44]. Wedtug Ochel i wsp. [44] NT-3 jest niezbedna dla prawidtowego
tworzenia sie obwodowych zwojow czuciowych (zwdj dalszy nerwu jezykowo-
gardtowego, zwoje korzeni do grzbietowych kury). We wczesnym okresie gan-
gliogenezy hamuje liczbe mitoz w przysztych neuronach, przez co zmniejsza ich
liczbe w zwoju. Podana w pdzniejszym okresie rozwoju zarodka zwieksza liczbe
neuron6w w zwojach korzeni grzbietowych. Autorzy ci uwazajg, ze NT-3 wzmaga
przezywanie neuroblastéw, a jej dziatanie anty- lub promitotyczne moze zaleze¢
od stezenia. Prawdopodobnie in vivo nie osigga stezenia stymulujgcego mitozy.
Podobnie inna neurotrofina BDFN podtrzymuje przezywalno$¢ neuroblastow w
zwojach korzeni grzbietowych in vivo i in vitro [44]. W innych doSwiadczeniach
KGN przepiorki hodowane w obecnosci SCF1 réznicowaty sie w neurony czuciowe
wykazujgce obecnos¢é SSEA-1. Natomiast dodanie do takiej hodowli NT-3 lub NGF
hamowato rozwd6j linii neuroblastycznej. Jedynie BDNF dziata w tym samym Kie-
runku co SCF, chociaz nie synergicznie z nim [27].

FGF-2 in vitro w obecnosci surowicy stymuluje proliferacje KGN myszy, ale
znacznie op6znia ich réznicowanie sie w neurony. Natomiast po usunieciu FGF
z medium dodanie do niego LIF przyspieszato réznicowanie sie KGN w neurony
czuciowe. Tworzyly one najpierw zwarte skupiska, a nastepnie pojawiaty sie w
nich neurofilamenty (reagujgce z przeciwciatem pI50NF), biatko CGRP, substancja
P oraz ulegat ekspresji gen homeotyczny Pax3. [38]. In vivo u zarodkéw myszy
obecno$¢ m-RNA dla FGF-1 i FGF-2 wykrywa sie w tutowiowej cewie nerwowej
oraz w KGN zageszczajacych sie w zwoje czuciowe korzeni grzbietowych [38].
U kury na tych ostatnich wykryto receptory dla FGF. Stad Murphy i wsp. [38]
sugerujg, ze co najmniej w obrebie tworzacych sie tych zwojow FGF dziata auto
- lub parakrynowo stymulujgc proliferacje KGN, a LIF i/lub inne cytokininy reguluja
ich réznicowanie sie w neurony.

Cata populacja KGN migrujgcych brzusznie jest prawdopodobnie zaindukowana
w kierunku produkcji katecholamin przez kontakt z somitem i cewg nerwowag.
Wedtug Le Douarin i Theillet [31] indukcja taka, mimo iz jest konieczna, jest
niewystarczajgca dla wytwarzania katecholamin w KGN i czynnik powodujacy
ich ostateczne zrdéznicowanie jest obecny w mezodermie tutowiowej. Reissman
et al. [50] wykazali, ze ostateczne zréznicowanie prekursorOw neuronéw w neurony
adrenergiczne zachodzi pod wptywem BMP-4 i BMP-7 wydzielanych w $cianie

'SCF - Stem Cell Factor jest czynnikiem wzrostowym ijest prawdopodobnie tg samg substancjag
co Steel Factor-SLF, Mast Cell Factor, Kitligand - KI. Jest on ligandem dla receptora c-kit. Biatko
jest syntetyzowane w formie dwé6ch wariantéw zlokalizowanych na powierzchni komoérki. Wiekszy
wariant zawiera miejsce pozwalajgce na uwolnienie sie SCF z powierzchni komérki do substancji
miedzykomoérkowej, mniejszy tkwi stale w btonie komdérkowej [48,68]. SCF znany jestjako czynnik
niezbedny dla hemopoetycznych komorek oraz dla proliferacji pierwotnych komérek rozrodczych.
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aorty brzusznej i w mezenchymie jg otaczajacej. Czynniki te powoduja réwniez
in vitro roznicowanie sie KGN w neurony adrenergiczne.

Réznicowanie sie KGN w lemocyty (komérki Schwanna) przebiega w trzech
etapach [39]. W pierwszym niezréznicowane KGN przeksztatcaja sie w prekursory
lemocytéw. Proces ten zachodzi w czasie migracji, kiedy w populacji komorek
z antygenem HNK-1 mozna wyr6zni¢ subpopulacje z biatkiem PO (charaktery-
stycznym sktadnikiem ostonki mielinowej) [2]. W drugim etapie prekursory le-
mocytéw przechodzg transformacje w lemocyty. Etap ten jest nieodwracalny [40].
Konieczny jest wtedy bezposredni kontakt komérki prekursorowej z aksonami wyra-
stajgcymi z neurondw rdzenia kregowego. Prawdopodobnie aksony wydzielajg sub-
stancje przyciagajace KGN i hamujace ich dalsza migracje (np. N-CAM, NG-CAM
lub inne kadheryny) [2]. Kontakt komérki prekursorowej z aksonem jest réwniez
niezbedny dla jej przezycia. W braku aksonéw korzeni brzusznych KGN kury
dowedrowywuja do miejsca normalnej lokalizacji tych korzeni, ale nastepnie obu-
mierajg [2]. Bezposredni kontakt z aksonem aktywuje w prekursorach lemocytéw
ekspresje biatka S100 i niezaleznie od tego genu Krox-20 (odpowiedzialnego za
ekspresje palcow cynkowych). Aktywacja Krox-20 zachodzi pod wptywem NDF-(3
wytwarzanym w aksonach korzeni grzbietowych [40]. W trzecim etapie ostatecznego
dojrzewania lemocytu zachodzi proces mielinizacji, do czego niezbedna jest aktyw-
no$¢ Krox-20 [39].

Wehrle-Haler i Chiquet [67] wykazali, ze w rozwoju nerwéw czuciowych wazng
role odgrywa tenascyna. W zarodkach kury jej ekspresje wykrywa sie najpierw
w migrujagcych KGN, a nastepnie w prekursorach lemocytéw lezgcych na rosngcych
koncach nerwéw obwodowych. Tenascyna pobudza wzrost aksonu oraz powoduje
formowanie sie wibkna nerwowego, ograniczajac przypadkowg migracje prekur-
sorow lemocytéw w mezenchymie bogatej w fibronektyne.

Z KGN tutowiowych migrujacych brzusznie powstaja takze komérki chroma-
finowe rdzenia nadnercza. U $wini iszczura chromafinoblasty wnikajgce do zawigzka
kory nadnercza maja rdwnocze$nie cechy komérek nerwowych (wypustki z neuro-
filamentami i mikrotubulami) i komérek chromafinowych (ziarna chromafinowe
i PNMt). Ostateczne roznicowanie sie chromafinocytdw odbywa sie wyraznie w
ich kontakcie z komorkami kory ptodowej nadnercza wydzielajagcymi steroidy, pra-
wdopodobnie androstenedion, ale jeszcze nie glukokortikosteroidy (3,14]. U kury
KGN migrujagce do zawiagzka kory nadnercza wykazujg ekspresje HNK-1 oraz w
30-50% komdrek ekspresje neuropeptydéw (galanina, metenkefalina, enolaza spe-
cyficzna dla neurondéw, somatostatyna) i w okoto 30% komdrek substancji mar-
kerowych dla komoérek katecholaminowych (hydroksylaza tyrozynowa i
chromogranina A i B) [55]. W zwojach sympatycznych pdznych zarodkéw kury
znajdujg sie jeszcze komorki nie w petni zréznicowane, ktdre mogg odpowiedziec
na dziatanie glukokortikoidéw in vitro wytworzeniem ziaren chromafinowych. [52].
Wykazano takze, ze niektore retinoidy (trans-RA i 13-cis -RA) zwiekszajg in vitro
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liczbe KGN tutowiowych réznicujacych sie w komérki adrenergiczne, a zmniejszaja
liczb melanoblastéow [51].

4. Réznicowanie sie melanocytow

KGN emigrujace z cewy nerwowej w ostatniej kolejnosci wchodza na szlak
boczny, sa to prekursory melanoblastéw, z ktérych r6znicujg sie melanocyty [60].
Rozpoczynajac migracje sg one jeszcze pluripotentne i in vitro mogg sie ré6znicowaé
zarobwno w melanoblasty, jak i w komérki nerwowe [63].

Po oddzieleniu sie od cewy nerwowej prekursory melanoblastdw zatrzymujg
sie i zageszczajg w przestrzeni miedzy cewg nerwowg, somitem a ektodermag, na-
zwanej MSA (migration staging area - obszar przeszkolenia w czasie migracji)
[16,68,4 - rys. 5]. Nie jest jasne, jakie sg przyczyny tego zatrzymania. By¢ moze
szlak brzuszny jest wypetniony migrujacymi KGN, ktére wczesniej (u zarodkow
kury 24 godziny rdznicy) opuscity cewe nerwowg, jest wiec dla prekursoréw me-
lanoblastéw niekorzystny, a wejscie do szlaku bocznego jest jeszcze niedostepne
[60].

Zatrzymanie i skupienie KGN w MSA jest waznym etapem ich réznicowania
sie w melanoblasty i uzyskiwania zdolnosci do migracji szlakiem bocznym [16].
W hodowli in vitro proste zahamowanie rozprzestrzeniania sie KGN powoduje
zbijanie sie ich w geste skupiska i roznicowanie w melanoblasty [63]. KGN dopiero
jak zostang zréznicowane lub co najmniej ukierunkowane w melanoblasty, wchodzg
na szlak boczny. Inne KGN, izolowane z tylnych tukéw skrzelowych (a wiec juz
niezawierajace prekursoréw melanoblastéw) wszczepione w okolice tutowiowej ce-
wy nerwowej nie sg zdolne do wejscia na szlak boczny [16].

Wyjscie prekursorow melanoblastow z MSA na szlak boczny moze byé re-
gulowane przez ECM. Zaczynajg one migracje po zmniejszeniu sie ilosci siarczanu
chondroityny i substancji wigzgcej lektyne PNA w ECM. Obie te substancje wy-
dzielane przez dermatom opdézniajg wejscie KGN na szlak boczny. Usuniecie bowiem
dermato-myotomu przed rozpoczeciem migracji KGN przyspiesza ich wejscie na
szlak boczny [16].

O rozpoczeciu réznicowania sie pluripotentnych KGN zatrzymanych w MSA
$wiadczg zmiany ich wiaSciwoséci. Na KGN ptakdw pojawia sie marker dla me-
lanoblastéw epitop MEBL-1 [24], zanika ekspresja siarczanu 6 chondroityny i nie
wigzg aglutynujacej lektyny PNA [43]. W okolicy tytom6zgowia zarodk6w myszy
wykrywa sie w komodrkach zatrzymanych w MSA mRNA dla receptora c-kit oraz
TRP-2 - biatko charakterystyczne dla melanogenezy. [64,68].

Nie wiadomo jednak, jakie czynniki wptywajg na ukierunkowanie, a nastepnie
réznicowanie sie KGN zatrzymanych w MSA. Moga to byé czynniki wzrostowe.
W tym rejonie wykazano obecno$¢ zasadowego FGF [66]. TGF [31 dodany do
hodowli tutowiowych KGN zmniejsza liczbe prekursor6w melanoblastéw, natomiast
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przeciwciata anty-TGF stymulujg rozw6j melanocytow [28]. Inny czynnik wzrostowy
SCF1zmniejszaadhezje melanocytow ptodu inoworodka cztowieka do FN ikolagenu
IV, a zwieksza do lamininy. Reguluje ekspresje integryn na poziomie biatka [57].
Dziata réwniez na KGN in vitro stymulujgc proliferacje i przezywanie tych, ktore
wykazuja ekspresje c-kit i TRP-2. Komoérki te dla przezycia potrzebujg przejsciowo
zwigzania sie SCF z receptorem c-kit [49,68]. Lanngtim-Sedlak et al. [27] uwazaja,
ze dziatanie SCF na KGN linii melanoblastycznej jest ztozone. SCF jest niezbedny
dla przezycia tych komoérek w pierwszej fazie hodowli, nie ma jednak wplywu
na melanogeneze. Kombinacja SCF z neurotrofing BDGF przedtuza przezywalnos¢
KGN melanoblastycznych, natomiast SCF w obecnosci neurotrofin NGF i NT-3
traci troficzne dziatanie na KGN. Skoro SCF jest niezbedny dla przezycia KGN
prekursorow melanoblastéw, powinien znajdowac sie na drodze ich migracji. Wy-
kazano istotnie, ze m-RNA dla SCF pojawia sie w MSA na 12 godzin wcze$nigj,
niz rozpoczyna sie migracja boczna. W dermatomach natomiast ekspresja m-RNA
SCF wystepuje w okresie poprzedzajacym migracje KGN i zanika, kiedy dermatom
przeksztatca sie w strukture mezenchymatyczng. SCF w formie rozpuszczalnej zostaje
zachowany w ECM [68].

Nieco $wiatta narole SCF w r6znicowaniu sie prekursorow melanoblastéw rzucity
obserwacje mutantdw myszy z zaburzeniami w produkcji melanocytéw. U zarodkéw
mutantow Steel-dickie (Sld) brak jest osadzonej stale w btonie komdrkowej czesci
SCF, a produkowany jest wytgcznie rozpuszczalny SCF. Prekursory melanoblastow
wobec obecnosci rozpuszczalnego SCF wchodzg u tych zarodkow na szlak boczny,
ale nastepnie nie przezywajag w mezenchymie skéry. Mutanty Steel-null (SI nul)
sq pozbawione catkiem SCF. U homozygotycznych zarodkéw tej mutacji KGN
widoczne sg w MSA, ale nie migruja dalej i nastepnie zanikajg. Prawdopodobnie
nie przezywajg wobec braku SCF. Stad wyciggnieto wniosek, ze SCF rozpuszczalny
dziata jako atraktant i jest niezbedny dla migracji bocznej KGN, a SCF osiadty
w btonie komérkowej jest niezbedny dla przezycia prekursoréw melanoblastéw.
Na podstawie tych obserwacji Wehrle-Haller i Weston [68] sadzg, ze komorki
zawierajgce receptor c-kit i TRP -2 mogg migrowac szlakiem brzusznym i bocznym,
jednak przezywajg one tylko na szlaku bocznym, gdzie rozpuszczalny SCF znajduje
sie w ECM. Komarki, ktére majg ekspresje c-kit, moga by¢ selektywnie przyciggane
przez SCF [16].

Yoshida et al. [69] badali role receptora c-kit w réznicowaniu sie melanocytow
u myszy. Wykazali, ze prekursory melanocytéw w niektérych fazach rozwoju i
zroznicowania nie potrzebujg sygnatéw przekazywanych przez receptor c-kit. Obe-
cno$¢ receptora c-kit oraz receptoréow dla endotelin (3 i B) konieczna jest dla
migracji prekursoréw melanoblastéw szlakiem bocznym oraz dla proliferacji me-
lanoblastéw w naskorku. Migracja prekursorow melanoblastow w tkance tgcznej
skéry przed zasiedleniem naskorka, jest niezalezna od obecno$ci receptora c-kit.
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In vitro szereg substancji wptywa na przeksztatcanie sie KGN w melanoblasty.
Kwas retinowy - RA dodany do hodowli wczesnych tutowiowych KGN powoduje
ich r6znicowanie sie w melanoblasty i w komdrki adrenogeniczne. Przy zastosowaniu
analizy klonalnej wykazano, ze RA dziata na KGN pluripotentne, a kierunek réz-
nicowania jest zalezny od stadium rozwojowego, w ktérym poddane sa dziataniu
RA. Tylko wczesne KGN, ktdére nie zatrzymaty sie w MSA, ulegajg zréznicowaniu
w komorki adrenergiczne. Natomiast KGN pobrane z MSA rozwijajg sie w me-
lanocyty. RA stymuluje synteze pigmentu w KGN in vitro [11].

Niektére hormony wptywajg na réznicowanie sie KGN w melanoblasty in vitro.
Alfa-MSH dziata stymulujgco i silniej niz L-tyrozyna [18].

Melanocyty i melanoblasty majg wieksza zdolno$¢ migracji niz inne komorki
pochodne KGN; zachowujg sie jak komorki inwazyjne. Starsze KGN, juz ukie-
runkowane w melanoblasty, migrujg na znacznie wieksze odlegtosci niz miodsze.
Im diuzej KGN sg hodowane in vitro, tym bardziej stajg sie inwazyjne. Melanocyty
dojrzewajgce in vitro sg zdolne do przekraczania btony podstawnej i zasiedlania
ektodermy. Nieznana jest jednak przyczyna tych wtasciwosci. Mozliwe, ze me-
lanoblasty w czasie r6znicowania sie moga nabywac receptory dla czgsteczek ad-
hezyjnych inne niz w pozostatych subpopulacjach KGN, co zwigksza ich mobilno$é
[16].

5. Rdznicowanie sie czaszkowych komorek grzebienia
nerwowego

Czaszkowe KGN dajg poczatek zaréwno linii nerwowej komdrek, jak i me-
zoektodermie. Poniewaz sg one gtébwnym Zzrédtem szkieletu, tkanki tagcznej i miesni
gtadkich gtowy, majg wptyw na tworzenie sie "wzoru" gtowy. Od dawna zwr6cono
na to uwage obserwujac liczne wady rozwojowe gtowy u ludzi, jak i liczne mutacje
u myszy zwigzane z nieprawidtowym rozwojem tych komorek.

Szeroki zakres wyspecjalizowanych komorek, jakie réznicujg sie z czaszkowych
KGN, rézni ich potencje rozwojowe od tutowiowych KGN. R6znice sgjuz widoczne
w okresie rozpoczynajacej sie migracji, kiedy czaszkowe produkujg znacznie wieksze
ilosci FN i prokolagenu 1. Czaszkowe i tutlowiowe odmiennie reagujag na dziatanie
TGF-(3 1, ktory to czynnik jest niezbedny dla ekspresji FN i prokolagenu | [28].
Le Blanc i wsp. [28] sadza, ze endogenny TGF-(3 jest potrzebny dla ekspresji
fenotypu mezenchymalnego czaszkowych KGN.

Gen Wnt-1~ jako jeden z pierwszych wykazuje ekspresje w rozwoju uktadu
nerwowego. Pojawia sie ona w zarodkach myszy w plytce nerwowej w obszarze
presumptywnego sré6dmdzgowia, a nastepnie w czasie zamykania sie cewy nerwowej
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na catej jej dtugosci. Nastepnie ekspresja Wnt-l2 zanika w okolicy dajagcej poczatek
KGN, co uwaza sie za pierwszg oznake wyodrebniania sie KGN [13].

Réznicowanie sie czaszkowych KGN wigze sie z aktywnoscig niektérych genow
homeotycznych, ktérych ekspresja zachodzi w czasie rozwoju zarodka w rombo-
merach tytomdzgowia.

Ekspresja genéw z rodziny Pax, odpowiedzialnych za grzbietowo-brzuszne r6z-
nicowanie sie cewy nerwowej, wystepuje w rombomerach i KGN. Pax-T ulega
ekspresji w nieparzystych, a Pax-3 we wszystkich rombomerach z wyjatkiem
r5. Pax-3 jest aktywny w KGN i ich neurogennych pochodnych (zwoje czuciowe,
komorki Schwanna). Brak genu Pax-3 jest kompensowany przez Pax-1, natomiast
brak Pax-1 powoduje zaburzenia w rozwoju szczeki gornej [35].

W tylomdzgowiu wczesnych zarodkow myszy i ptakow wykazano ekspresje
gendéw homeotycznych z kodu Hox (tab. 1) wptywajacych na segmentacje zarodka.
Rozpoczecie ekspresji tych gendw zalezne jest od kolejnosci ich utozenia linearnego
w kompleksie [1]. Przednie granice ekspresjigenow Hox w tytomdzgowiu sg wyraznie
zaznaczone i odpowiadajg granicom miedzy rombomerami. Im bardziej tylne sg
rombomery, tym wiecej kolejnych genéw Hox ulega w nich ekspresji. U myszy
ekspresja genow Hox ujawnia sie jeszcze przed wytworzeniem morfologicznych
rombomeréw, a potem zaznacza granice miedzy nimi [21]. Rombomery transplan-
towane w ektotopowe miejsce zachowujg charakterystyczng dla nich ekspresje genéw
Hox wskazujacg na ich wyjsciowe potozenie [58].

Na og6t geny Hox ulegajg takiej samej ekspresji w KGN jak w macierzystym
rombomerze. KGN przekazujg ten wzo6r ekspresji do odpowiednich tworzonych
przez nie tukéw skrzelowych ido zwojow czuciowych nerwoéw czaszkowych. Wzér
ekspresji genéw Hox jest nastepnie powtarzany w poszczeg6lnych tukach skrze-
lowych i w rozwoju pochodzgcych z nich struktur glowowych (rys. 1). Rola rom-
bomeréw polega miedzy innymi na pomocy w organizowaniu takiej informacji
pozycjonalnej. Czaszkowe KGN przenoszac te informacje w odroznieniu od KGN
innych rejonéw majg" jedyng " zdolno$¢ wptywania na wzdr formowania sie gtowy
[25,42,47,71].

Rola gendéw Hox nie jest jeszcze w peini wyjasniona. Czy ekspresja genow
Hox jest przekazywana z rombomeréw do KGN biernie, czy KGN majg odrebng
ich regulacje, niejestjeszcze jasne. Dotychczasowe obserwacje wskazujg na obydwie
te mozliwosci.

Przednia granica ekspresji genu Hoxa-2 lezy na przedniej krawedzi r2. Przed-
migracyjne KGN zawarte w r2 wykazujg ja takze, natomiast zanika ona po roz-
poczeciu migracji i nie obserwuje sie jej w KGN zasiedlonych w I tuku skrzelowym.

2Gen Wnt-1 koduje biatka sekrecyjne nalezgce do rodziny Wnt, odpowiednik genu segmentacyjnego
Drosophila wingless [1]. Protoonkogen Wnt-1 koduje u myszy bogatg w cysteine sekrecyjng
glikoproteing nalezacag do duzej rodziny biatek sygnalizacyjnych [13].
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Rys. I. scfiemat ekspresji genéw Hoxb i Krox-/U w rombo-
merach itukach skrzelowych; strzatki wskazujg kierunek
migracji komérek z grzebienia nerwowego do tukow
skrzelowych

Jest to, jak sie wydaje, wiasci-
wos$¢ charakterystyczna tylko dla
tego rombomeru, gdyz po prze-
mieszczeniu go w ektotopowag
okolice (r4 + r5), KGN z niego
pochodzace tracg réwniez eks-
presje Hoxa-2 na poczatku mi-
gracji [47].

Ekspresja genu Hoxa-3 u za-
rodkéw kury jak i myszy zacho-
dzi w r5 do r8. W subpopulacji
KGN migrujacych z r5 ku przo-
dowi do Il tuku skrzelowego za-
nika ekspresja Hoxa-3, natomiast
pozostaje w KGN tworzgcych
zwoje czuciowe VII I VIII ner-
woéw czaszkowych oraz w sub-
populacji KGN migrujgcych z
tego rombomeru ku tytowi do Il
tuku skrzelowego. W wyniku do-
$wiadczalnej zmiany potozenia
rombomeréw wykazano, ze zanik
ekspresji Hoxa-3 w jednej popu-
lacji KGN z r5 zachodzi pod
wptywem $rodowiska, natomiast
ekspresja Hoxa-3 w KGN z r6
nie podlega takim wptywom ijest
autonomiczna [54].

Wydaje sie, ze geny Hox moga
wzajemnie na siebie oddziaty-
wac. W zarodkach myszy gen
Hoxa-1 ulega ekspresji w pre-
sumptywnym obszarze r4- r7 ce-
wy nerwowej przed

wyodrebnieniem sie w niej granic rombomeréw. Jego ekspresja jest czasowa i
po wytworzeniu si¢ rombomerdéw zanika. Jednak brak tego genu u zarodkéw mutacji
myszy Hoxa-\~ powoduje zaburzenia w migracji KGN czaszkowych na skutek
redukcji r4 i zaniku r5. Jak z tego wynika, czasowa ekspresja genu Hoxa-1 jest
niezbedna dla prawidtowego rozwoju segmentacji rombomeréw 4- 6 i zwigzanej
z nimi migracji KGN [36]. Natomiast u zarodkéw myszy transgenicznych, ktdrym
wprowadzono gen Hoxa-1 wraz z aktywujacym go genem P-aktyny i u ktérych
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Tabela 1. Ekspresja genow Hox i Krox-20 w rombomerach zarodkéw ptakéw i ssakow
(na podstawie [1, 17, 36, 54, 58])

Rombo- Hoxa-1 Hoxa-2 Hoxa-3 Hoxb-1 Hoxb-2 Hoxb-3 Hoxb-4 Hoxb-1 Krox-2
mery

1

2 X

3 X X
4 X X X X X X

5 X X X X X X X
6 X X X X X X X

7 X X X X X X X X

x - staba ekspresja przejsciowa

uzyskano ektotopowgq ekspresje Hoxa-1 w catym zarodku, obserwowano zmiany
w ekspresji innych genow Hox. Silna ekspresja Hoxa -2 i Hoxb-\ wystgpita w
r2 i r3 oraz w ektomezodermalnych KGN z nich pochodzacych zmieniajgc ich
wiasciwosci na identyczne z r4. Zmiany te nie dotyczyty neuronéw pochodzgcych
z tych rombomerow [36].

Mimo iz poszczeg6lne rombomery i pochodzace z nich KGN zachowujg odrebng
tozsamos$¢, niektdre ich wiasciwosci moga by¢ modulowane przez sasiednie rom-
bomery. Procesem takim jest regulacja czeSciowej apoptozy KGN z r3 i r5 pod
dziataniem BMP-4 wydzielanym przez sgsiednie parzyste rombomery [20,21].

Ekspresja niektérych czynnikéw regulujgcych transkrypcje odpowiada takze gra-
nicom miedzy rombomerami i jak sie przypuszcza, czynniki te sg takze deter-
minantami fenotypu rombomeru. Geny Krox-20 u zarodka kury ulegajg ekspresji
w r3 i r5. W KGN ekspresja Krox-20 jest ograniczona do komérek migrujgcych
z przedniej czesci r5. [41,71].

Od dawna wiadomo, ze podanie wczesnym zarodkom ptakéw kwasu retinowego
RA3 lub jego pochodnych powoduje zaburzenia w rozwoju gtowy. Podobnie u
ssakdw obserwuje sie malformacje gtowy ptodéw zaréwno przy nadmiarze, jak
i braku RA u cigzarnej samicy. Szereg badan poswiecono wpltywowi retinoidow
na réznicowanie sie czaszkowych KGN i ich pochodnych.

RA jest czgsteczka liposolubng, zdolng do przenikania przez btone komérkowa ijest transporto-
wany do jadra komérkowego, gdzie aktywnie rozpoznaje i aktywuje receptory, miedzy innymi
rodzin RAR (receptor kwasu retinowego o palcach cynkowych zdolnych do rozpoznawania specy-
ficznych sekwencji promotorowych RARE) oraz RXR (receptor retinoidu X). W transporcie kwasu
retinowego do jadra bierze udziat biatko CRABP (cellular retinoic acid binding protein). RA dziata
jako regulator transkrypcji, ale takze moze aktywowac ekspresje docelowego genu [1,10,26]. In
Vitro RA ma zdolno$¢ bezposredniego aktywowania genéw Hox, wiele genéw tej rodziny ma
elementy RARE [1].
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RA dziatajgc na cate zarodki (myszy, szczura, kury) powoduje posterioryzacje
w osi ciata pierwszych rombomerdéw (r2 i r3 wykazujg cechy r4 i r5), na skutek
przesuniecia ku przodowi granic ekspresji genéw Hoxb-1 i Hoxb-2 i Krox-20 w
rombomerach. Pocigga to za sobg zmiany w migracji KGN, a nastepnie zlanie
si Ii Il lukéw skrzelowych w jedng strukture oraz zmiany w zwojach nerwéw
czaszkowych (nerwu tréjdzielnego na twarzowy) [17]. Nasilenie tych zmian jest
zalezne od stadium rozwoju cewy nerwowej, w ktdrym dziata RA oraz od jego
stezenia [37]. W fazie ptytki nerwowej u szczura RA powoduje homeotyczng trans-
formacje rombomerow i ich KGN. Natomiast RA podane w fazie zamykania sie
fatdow nerwowych dziata na rombomery o juz ustalonej identycznosci przez co
nie wywotuje juz zmian posterioryzacyjnych [32]. U kury pod wptywem dziatania
RA w niskich stezeniach (10 mg/ml) na zamykajacg sie cewe nerwowg zanika
granica miedzy pierwszym idrugim strumieniem KGN migrujacych do I i Il tukéw
skrzelowych. Pod wptywem wyzszych stezen (100 mg/ml) zarodki, ktére przezyja,
wykazujg chaotyczng migracje KGN [17].

Precyzyjne badania przeprowadzili Gale i wsp. [17] wprowadzajac RA wraz
z barwnikiem przyzyciowym Dii do pojedynczych rombomeréw. RA wprowadzony
do r2 i r6 nie zmienia szlaku ani wasciwosci KGN z nich migrujacych. Natomiast
pod wptywem RA uwidaczniaty sie dwie odrebne subpopulacje KGN opuszczajgce
r4. Migrujagce normalnym szlakiem ku przodowi dawaty poczatek mezoektodermie
i pozostawaty niezmienione. Druga subpopulacja dajgcg pochodne neurogenne
wyraznie zmieniona przesuwata sie poczatkowo ku tytowi i rozdzielata sie pod
pecherzykiem usznym na dwa ciggi: brzuszny i tylny. Autorzy ci wykazali, ze
pod wptywem RA w r4 zachodzi ektotopowa ekspresja Kro:c-20, zmniejsza sie
ekspresja Hoxb-1, a Hoxa-2 nie zmienia sie. Uwazajg oni, ze zmiany w ekspresji
Krox-20 sg odpowiedzialne za nieprawidtowy rozwdj neurogennych pochodnych
KGN.

Zaburzenia w rozwoju tukéw skrzelowych pod wptywem RA, jak wynika z
przytoczonych wyzej eksperymentéw, sg zwigzane z nieprawidtowa migracja KGN.
Jedng z przyczyn réznic w migracji moze by¢ odmienna ekspresja kadheryn na
tych subpopulacjach KGN. U zarodkdw ptakéw dziatanie RA przediuza ekspresje
N-CAM w czaszkowych KGN, przez co komorki te in vitro tworzg zbite grupy,
nie migruja i tracg mozliwosci réznicowania sie w komdrki mezenchymalne [62].

Zmiany we wasciwosciach KGN prawdopodobnie nie zaleza wytacznie od zmian
w ich macierzystych rombomerach. Same KGN, jak sie wydaje, majg zdolno$¢
reagowania z RA, dzieki obecnosci jego receptoréw. Transkrypt genu RXR-gama
pojawia sie bowiem w zarodku kury w czaszkowych KGN, ktore rozpoczynajg
migracje z cewy nerwowej (i stanowi¢ moze wczesniejszy ich marker niz HNK-1).
Transkrypt ten jest obecny w czasie migracji KGN, zanika w ro6znicujgcej sie linii
komaérek ektomezodermy, natomiastutrzymuje sie w komérkach zwojow czuciowych
nerwéw czaszkowych [53]. CRABP-1 u szczura i myszy wykrywany jest w ekto-
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mezodermie II—+V tukéw skrzelowych i w obszarze czotlowo-nosowym, stabo uwi-
dacznia sie w mezenchymie | tuku skrzelowego [32, 33, 34]. Po podaniu RA wczes-
nym zarodkom szczura hodowanym in vitro, u ktérych zachodzi fuzja I i Il tukéw
skrzelowych, CRABP-1 uwidacznia sie takze w mezenchymie | tuku skrzelowego.
Ekspresja CRABP w rombomerach i tukach skrzelowych po dziataniu RA jest
zgodna ze zmiang ekspresji genéow Hox i Krox-20 [32].

U myszy w fatdach nerwowych i migrujagcych KGN z 2r i 4r oraz w | i Il
tukach skrzelowych ulega silnej ekspresji czynnik transkrypcyjny AP-2, ekspresja
ta jest indukowana przez RA [56, 70]. U mutantéw myszy z celowang mutacja
powodujacg catkowity brak genu dla AP-2 (AP-2 7") faldy nerwowe w czesci
moézgowej nie zamykajg sie, calty mozg pozostaje otwarty i zaburzony jest rozwdj
przednich czeSci gtowy. W rejonie rdzenia kregowego cewa nerwowa rozwija sie
natomiast normalnie. Niektére KGN migruja i moga réznicowaé sie w odpowiednim
dla nich potozeniu w komorki mezenchymalne, lecz te nastepnie obumierajg (apo-
ptoza] w przednim rejonie glowy i w rejonie zwoju nerwu tréjdzielnego [56,70],
Wskazywatoby to, ze w braku AP-2 KGN migrujg normalnie, ale nadajg wadliwe
sygnaty i powstate z nich komorki mezenchymalne nie przezywajg.

Gale i wsp. [18] sadzg, ze w okresie rozwoju cewy nerwowej ijej pochodnych
w zarodkach kregowcOw wystepuje endogenny RA, ktdrego dziatanie wymaga zwig-
zania sie z obydwoma jego receptorami.

Prekursory czaszkowych KGN maja zdolno$¢ regeneracji, co wykazano przez
wycinanie grzbietowych czesci rombomerdéw. Nie spowodowato to zmiany normalnej
morfogenezy tukéw skrzelowych ani zmiany ekspresji genéw Hoxa-3 i Hoxb-4.
[9,22].

Dalsze réznicowanie sie komorek mezoektodermalnych, pochodnych czaszko-
wych KGN w rézne fenotypy jest opisane od strony zmian morfologicznych. Mozna
przypuszczac, ze odbywa sie pod wptywem wielu lokalnie wystepujgcych czynnikéw.
Ostanio pojawito sie doniesienie o wptywie tenascyny-C nar6znicowanie sie komorek
mezoektodermalnych w chrzgstke i kosci btoniaste tuku szczekowego u zarodkdéw
kury [19].

6. Rdéznicowanie sie wagalnych komorek grzebienia
nerwowego

KGN z rejonu wagalnego dajg poczatek podobnie jak czaszkowe KGN licznym
rodzajom komoérek [patrz 4].

Ito i Sieber-Blum [23] badali w hodowlach klonalnych potencje rozwojowe KGN,
ktore dotarty do Il i IV tuku skrzelowego. Stanowig one heterogenng populacje
komérekjuz ukierunkowanych ikomaérek pluripotentnych. Pierwsza segregacja KGN
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na ukierunkowane w melanoblasty i neuroblasty zachodzi w okresie przedmigra-
cyjnym lub/i w czasie rozpoczecia migracji. KGN ukierunkowane w neurony za-
chowuja epitop HNK-1 i wykazujg ekspresje SSEA-1. Nastepnie w obrebie tukow
skrzelowych ukierunkowane zostajg prekursory miocytow gtadkich. Najpdzniej
réznicujg sie komorki przeznaczone na utworzenie tkanki tgcznej. Ostateczne zroz-
nicowanie komorek zalezy od miejsca ich koncowej lokalizacji.

KGN migrujgce brzusznie z poziomu 1-7 somitu dajg poczatek komdérkom ner-
wowym i glejowym splotéw nerwowych jelitowych. Ta subpopulacja komérek jest
prawdopodobnie przyciggana przez substancje wydzielane w jelicie w drodze Che-
motaxis. U zarodkéw ptakéw bowiem tutowiowe KGN przeniesione w rejon wagalny
migrujg do jelita [31]. Po wniknieciu do S$ciany jelita KGN zachowuja ekspresje
HNK-1, sg przypuszczalnie jeszcze pluripotentne, a ostateczne ich zréznicowanie
w neurony zachodzi dopiero pod wptywem mikrosrodowiska jelita [8].

KGN wchodzace dojelitawykazujg obecnos¢ neurofilamentoéw, receptora o niskim
powinowactwie dla neurotrofiny (p 5LNGFR)5enzymow bhioragcych udziat w bio-
syntezie katecholamin (hydroksylazy tyrozynowej, hydroksylazy dopaminy R - DBH]
oraz receptora kinazy tyrozynowej c-RET, biatka MASH-1. Sg one zdolne do spe-
cyficznego pobierania 3H - epinefryny. Wiasciwosci te sa rowniez charakterystyczne
dla KGN prekursoréw linii sympato-adrenalnej [6, 12]. Dopiero po zasiedleniu
sie w Scianie jelita réznicujg sie w neurony cholinergiczne.

Wedtug Durbec et al. [12] sg dwa zrodta neurondéw jelitowych. Jedna sub-
populacja pochodzi z GN tylnej czesci tytomdzgowia (1-5 somitu), druga z poziomu
6 i 7 somitu. Réznig sie obecnoscia receptora ¢ -RET, ktérego ekspresja zachodzi
wytgcznie w drugiej subpopulacji. Rola receptora c-RET nie jest wyjasniona, byc¢
moze jest on potrzebny dla przezywania tej podlinii KGN. U myszy mutantéw
c-ret 7" w rejonie somitow 6 i 7 powstajg co prawda KGN, ale nie sg one zdolne
do migracji poza jelito przednie i zasiedlenia jelita srodkowego i tylnego. [12].
Blaugrund et al. [6] wyr6znili dwie podlinie w subpopulacji z c-ret. Poczatkowo
KGN zc-retnie majg ekspresji Mash-1.Pojawia sie ona w pierwszej fali emigrujgcych
KGN wraz z ekspresjg antygenu powierzchniowego SA (charakterystycznego dla
prekursorow neurondw sympatycznych). W podlinii tej nastepnie zanika ekspresja
SA, a pojawia sie ekspresja antygenu powierzchniowego B2. Ta podlinia daje po-
czatek neuronom serotoninogenicznym, brakuje jej u myszy z celowang mutacjg
Mash-1 / Druga pézniej migrujgca podlinia KGN nie wykazujgca ekspresji Mash-1
réznicuje sie w nerony zawierajace CGRP.

Funkcjonalne rozgraniczenie miedzy wagalnymi a tutowiowymi odcinkani NC
jest niewyraZzne. Prekursory komérek zwoju gdrnego szyjnego pnia wspétczulnego
i prekursory neuronéw splotéw jelitowych stanowig przejSciowo jedna pule komérek
wykazujgcg obecno$é c-RET. Durbec i wsp. [12] wykazali, ze obie te podlinie
pochodzg z poziomu 6 i 7 somitu i gromadzg sie poczagtkowo w mezenchymie
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miedzy aortg grzbietowg a jelitem przednim. Obie te linie komorek objeli wspdlng
nazwa linii sympatoenteralnej.

ZAKONCZENIE

Komoérki pochodzace z grzebieni nerwowych stanowia bardzo ciekawy i dogodny
model wielorakich badan biologicznych. Mozna prze$ledzi¢ ich rozwdj od komoérek
pluripotentnych i niezr6znicowanych w wysoce wyspecjalizowane réznorodne fe-
notypy. Stanowig one objekt dla badan nad procesami réznicowania sie zaréwno
nad wptywem gendéw, jak i mikrosrodowiska na te procesy. Prze$ledzenie ich
rozwoju i réznicowania daje moznos¢ doktadniejszego poznania prawidtowego roz-
woju niektérych narzadéw, ale takze i zaburzen, i defektdw rozwojowych (defekty
rozwoju gtowy, megacolon i inne). Sg rdwniez przedmiotem zainteresowania on-
kologow ze wzgledu na nowotwory (neuroblastoma, phaeochromacytoma, para-
ganglioma, melanoma i inne) powstajagce na skutek ich nieprawidtowego
réznicowania sie i rozwoju, co nie bylo przedmiotem tego artykutu.
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KOMUNIKATY

Komunikat Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

Zarzad Fundacji Biologii Komoérki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczna
nagrode naukowa, w tym réwniez w roku 1996 i 1997, za wyrdzniajaca sie oryginalng
prace z zakresu biologii komorki, indywidualng lub zespotowga, wykonang wytgcznie
w krajowej placéwce naukowej, opublikowang w ostatnich dwd6ch latach w cza-
sopismie figurujagcym w Current Content badz Medline.

Zgtoszenia wraz z dwoma odbitkami nalezy kierowa¢ do dnia 15 listopada
kazdego roku pod adresem Fundacji. Regulamin nagrody ponizej.

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

Regulamin

dorocznej nagrody Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

AN

1. Raz w roku przyznawana bedzie jedna nagroda za wyrdzniajaca sie,
oryginalng prace z zakresu biologii komarki, indywidualng lub zespotowa,
wykonang wytgcznie w krajowej placdwce naukowe,

2. Praca musi by¢ wydrukowana w czasopi$mie naukowym referowanym
w Current Content.

3. Praca powinna by¢ opublikowana nie wczesniej niz w ostatnich dwoch
latach poprzedzajacych nadanie nagrody.

4, Preferowane beda prace miodych autorow.

5. Wysoko$¢ nagrody w danym roku kalendarzowym ustala Zarzad Funda-
cji.

6. Zgtaszaé prace do nagrody moze kazdy.

7. Prace nalezy zgtasza¢ do Zarzgdu Fundacji ul. Marymoncka 99,

01-813 Warszawa, pokéj 314 do 15 pazdziernika kazdego roku.

8. Ocene kwalifikujaca prace do nagrody przeprowadza Komisja Nagrod
powotana przez Zarzad Fundacji zasiegajac w razie potrzeby opinii specjali-
stow.

9. Decyzja Komisji ogtaszana bedzie w "Postepach Biologii Komérki".
10. Nagroda wreczana bedzie w czasie jednej z konferencji naukowych z
zakresu biologii komérki.
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KURS CYTOMETRII

Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Cytometrii zawiadamia, ze w okresie:
10-13 czerwca 1997 r. odbedzie sie kurs cytometrii z udziatem wyktadowcow
z zagranicy organizowany przez:

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

14-15 czerwca odbedzie sie zwigzana z kursem Konferencja na tematCytometrii
w Warszawie; informacji udziela dr J. Skierski pod adresem
Instytut Lekdéw, 00-725 Warszawa, ul. Chetmska 30/34, tel. 41 29 89.

Zarzad Polskiego Towarzystwa Cytometrii

Wskazowki przygotowania rysunkow do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja
6,0 lub wczesniejsza. Jesli w tekst zostaty wstawione rysunki, powinny one zosta¢
umieszczone osobno na dyskietce. Powinny to by¢ albo mapy bitowe (.TIF, .PCX),
albo pliki z Corela, wersja 5,0 lub wczes$niejsza. Kazda wersja Worda lub Corela
pozwalana zachowanie pracy w formacie wersji wczesniejszej.
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiagnie¢ biologii
komorki, nie publikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadaja za $cisto$¢ podawanych informacji.
Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i
embriologicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga by¢ bez zgody redakcji
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autoréw o nadsytanie prac bezposrednio do Redaktoréw odpowiedniej
specjalnosci (adresy na 2 str. oktadki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuly, ktére nie odpowiadajg zadnej
zwymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1) artykuty przegladowe nie przekraczajgce 20 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych w zasadzie z ostatnich 5 lat
(do 10% pozycji bibliograficznych starszych);

2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego roku (liczac od
daty wystania do redakcji);

3) listy do redakcji ( do 1strony maszynopisu).

Tekst pracy i zataczniki nalezy przesyta¢ w dwdch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany jednostron-
nie na papierze formatu A4 z podwdjna interlinig i marginesem 4 cm po lewej stronie. Strony powinny by¢ kolejno
numerowane. Nadestanie tekstu pracy, poprawionego po recenzjach i rysunkéw na dyskietce (wskazéwki na s. 300)
przyspieszy publikacje.Pierwsza strona nie numerowana przeznaczona dla redakcji powinna zawiera¢: imiona i
nazwiska autoréw oraz ich tytuty naukowe, adresy w pracy i domowy wraz z telefonem, tytut pracy w jezyku polskim
i angielskim oraz liczbe stron maszynopisu, liczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy podac
kolejno tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu
naukowego, nazwisko i adres autora prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrot
tytutu (do 40 znakéw). Nastepna strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim i angielskim streszczenie (do 150 stéw)
oraz stowa kluczowe - 3 do 10 stéw zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sg
tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna stosowac jedynie powszechnie przyjete skréty, np. DNA. Tekst artykutu
nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie nie zamieszczaé tabel, schematéw lub rysunkéw, ajedynie zaznaczy¢
otdwkiem namarginesie ich lokalizacje (np. tab. 1, rys. 1itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane
i numerowane rozdzialy oraz podrozdziaty. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skréty nazw czasopism
podawac¢ nalezy wedtug Index Medicus (listy czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym).
Powotanie w teks$cie nastepuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym
(np. [5]). Spis literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

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

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

Tabele, opisy schematéw i rysunkéw powinny by¢ zatgczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza
by¢é wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny byé kontrastowe i wykonane na
btyszczacym papierze. Wymiary poszczegélnych rysunkéw, schematéw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zataczniki sa zapozyczone z innych Zrédet, nalezy poda¢, skad zostaty zaczerpniete i
dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza si¢ w niezmienionej formie.
Wszystkie zataczniki musza by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem gory i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar muszg by¢ zgodne z ukfadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do
wykonania korekty autorskiej i zwrocenia jej w ciggu doby. Koszty, spowodowane wigkszymi zmianami tekstu
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymujg bezptatnie 1
egz. zeszytu PBK z opublikowang praca oraz moga zamoéwi¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte, cennik nas. 4 okt.

Redakcja prosi o propozycje do 5 oséb (nazwisko, imig, adres, fax), ktére bytyby odpowiednimi recenzentami
maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktérej pracuje autor, ani jego wspoétpracownikami.
Redakcja prosi takze gtéwnego Autora o dotgczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotgczono 2 kopie maszynopisu, Tre$¢ pracy nie byta uprzednio publikowana i nie zostata

tabel i rycin. tak nie wystana do innej redakcii. tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptujg prace, tak nie Dotgczono kopie pracy na dyskietce z podaniem nazwy

Jest zgoda os6b, ktérych informacje niepubli- pliku i uzytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie

kowane sa zamieszczone w tek$cie artykutu tak nie Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zat. maszyn, tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w "Postgpach Biologii Komérki" przechodzi na wtasno$¢ reda-
kcji ijego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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Warunki prenumeraty kwartalnika POSTEPY BIOLOGII KOMORKI

Prenumerata na rok 1997
Redakcja przyjmuje optate prenumeraty za rok 1997 na konto:
FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ, ul. Marymoncka
99, 01-813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A,
IV OAVarszawa 12401053-40006576-2700-401112-001.
Cena prenumeraty rocznika na rok 1997:
dla instytucji (bibliotek) wynosi 50 zi,
a dla odbiorcéw indywidualnych 16 zt.

Cennik odbitek prac dla Autoréw w 1997 r.

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

Zamodwienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korektg pracy.
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