Kosmos

PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH.

Jacek Z. Kubiakl, Zbigniew Polanski2

Tom 47, 1998
Numer 2  (239)
Strony 147-157

Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika

~NRS-UPR 41, Universite Rennes 1, Biologie et Genetique da Developpement
Ave, du General Leclerc, 35042 Rennes Cedex, France

E-mail:jacek. kubiak@univ-rennes 1Jr

2Zaktad Genetyki i Ewolucjonizmu, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagielloriski

Ingardena 6, 30-060 Krakow
E-mail: pola@zuk.iz.uj.edu.pl

MEJOTYCZNY CYKL KOMORKOWY U ZWIERZAT

Powielanie identycznej informacji genetycz-
nej w dzielgcych sie komoérkach zapewnionejest
przez replikacje DNA, a nastepnie jego segrega-
cje podczas podziatu. W zyciu kazdej komorki
somatycznej, miedzy kolejnymi podziatami, po-
wtarzajg sie wiec cyklicznie i w okreslonej ko-
lejnosci wydarzenia zapewniajgce prawidtowy
przebieg obu tych proceséw. Jest to zjawisko
zwane cyklem komdérkowym dzielonym zwycza-
jowo na cztery fazy (rye. 1): G1, S (faza ,w ktérej
zachodzi replikacja DNA), G2 i M (faza, w ktdrej
dochodzi do podziatu, skladajgca sie z profazy,
metafazy i anafazy). Na najprostszym poziomie
istnienie cyklu komoérkowego zauwazalne jest
jako nastepowanie po sobie kolejno interfazy
(stan utrzymujacy sie w fazach GI, Si G2, w

ktorym zdekondensowana chromatyna otoczo-
na jest ostonka jadrowaq) i fazy M (stan, w kto-
rym chromatynajest skondensowana i nie jest
otoczona ostonka j gdrowa).

W komoérkach somatycznych zachodzi po-
dziat mitotyczny, w wyniku ktorego taka sama
informacja genetyczna jest przekazywana do
komdrek potomnych. Natomiast w zwigzku z
rozmnazaniem piciowym, w komérkach szlaku
ptciowego prowadzacego do utworzenia gamet,
wyksztatcit sie cykl mejotyczny, powodujacy re-
dukcje liczby chromosoméw i przetasowanie
informacji genetycznej pochodzgcej od ojca i
matki. Cykl mejotyczny, ktéry jest modyfikacjq
cyklu mitotycznego, jest znacznie bardziej
skomplikowany i stabiej poznany.

MITOZA

W kontroli cyklu komérkowego gtéwna role
spetniajg dwie rodziny biatek: cykliny i zalezne
od nich kinazy cdk (ang. cyclin-dependent ki-
nases). Ich dziatanie polega na tworzeniu kom-
pleksu, w ktorym cyklina jest jednostkg regu-
lacyjng, a kinaza katalityczng. Rézne kombina-
cje tych dwéch typéw podjednostek odpowie-
dzialne sg za kontrole réznych zdarzen cyklu. |
tak, rozpoczecie replikacji DNA i dalsza jej re-
gulacja zwigzana jest z pojawieniem sie aktyw-
nych komplekséw kinaz z cyklinami z grup A,
D i E. Wejscie w faze M wymaga z kolei powsta-
nia i aktywacji kompleksow cyklin A i B z kinazg
cdc2. Jest to rowniez kinaza z grupy cdk, ale ze
wzgledéw historycznych stosuje sie pierwotng
nazwe cdc2. Bezsprzecznie gtbwna role odgrywa
tu kompleks cyklina B/cdc2, czyli tak zwany
czynnik MPF (zostanie on doktadniej oméwiony

ponizej; ryc. 3). Jego aktywacja przeprowadza
komorke w faze M, awyjscie do interfazy mozli-
we jest dopiero po inaktywacji tego kompleksu
poprzez degradacje cykliny B (Murray 1992).
Cykl ten powtarza sie w kolejnych generacjach
aktywnie dzielgcych sie komorek somatycznych
(ryc. 1.

Bezposrednia kontrola cyklujest wiec spra-
wowana przez cykliny i zalezne od nich kinazy,
jednakze wystepuje tu jeszcze nadrzedny po-
ziom kontroli — system tak zwanych punktéw
kontrolnych (ang. checkpoint control). Dzieki
istnieniu tego typu kontroli kolejnos¢ faz cyklu
komodrkowego jest dokladnie nadzorowana i
niektore fazy nie moga sie rozpoczaé dopoki nie
zostang zakonczone Scisle okreslone elementy
faz poprzednich (Murray 1994). Na przykiad,
aby komoérka podzielita sie w sposéb prawidto-
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wy, petne powielenie DNA musi poprzedzacjego
rozdziat. W obecnosci niezreplikowanego DNA
punkt kontrolny blokuje aktywacje czynnikéw
przeprowadzajacych komérke do fazy M. Innym
przyktadem jest punkt kontrolny wymagajacy
prawidtowego uformowania wrzeciona podzia-
towego (z odpowiednig konfiguracja chromoso-
moéw) w celu przejscia z metafazy do anafazy.
Informacja o nieprawidtowej konfiguracji chro-
mosomow albo o innych nieprawidtowosciach
w strukturze aparatu mitotycznego jest przeka-
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Ryc. 1 Mitotyczny cykl komor-
kowy.

zywana do cytoplazmy komorki, gdzie inakty-
wacja MPF jest wstrzymywana do zaniku tego
sygnatu. Mechanizm ten powoduje, ze anafaza
nie jest indukowana do momentu, gdy catos¢
maszynerii niezbednej do rozdzielenia chromo-
soméw lub chromatyd bedzie gotowa do precy-
zyjnego wykonania tego zadania (Gorbsky
1997). Przytoczone tu gtdbwne mechanizmy kon-
trolne mitozy sa w wiekszosci obowigzujace
rowniez dla mejozy.

MEJOZA

Mejocyty, czyli komoérki przechodzace mejo-
ze, musza by¢ w jakis sposéb napietnowane w
trakcie rozwoju organizmu, tak aby w odpo-
wiednim momencie mogty rozpoczaé ten proces.
Przysztymi mejocytami sg pierwotne komorki
ptciowe. Wyodrebniajg sie one bardzo wczesnie
w trakcie rozwoju i przechowuja pewne wyzna-
czniki lub determinanty niezbedne do rozpocze-
cia mejozy. U niektérych organizméw determi-
nanty te sg Scisle zwigzane z pewnymi cechami
morfologicznymi, co pozwala na stosunkowo
tatwe wykrycie i odréznienie komorek praptcio-
wych od innych komérek zarodka. Tak jest na
przyktad u muszki owocowej Drosophila mela-
nogaster i u ptaza Xenopus laevis, u ktérych
determinanty linii ptciowej zgromadzone sgjuz
w czesci dystalnej niezaptodnionegojaja. U ssa-
kow i ptakéw komoérki praptciowe sg wyroznial-
ne dzieki wysokiej aktywnosci fosfatazy alkali-
cznej i pewnych determinant antygenowych.
Komorki te namnazajg sie przechodzac liczne
podziaty mitotyczne. Po zadziataniu odpowied-
niego sygnatu rozpoczynajg mejoze. Kontrola

cyklu komérkowego, do tej pory nastawiona na
mechanizm mitotyczny, przestawia sie na kon-
trole mejotyczna. Przestawienie tego mechani-
zmu jest sterowane z zewnatrz komorki przez
stymulacje typu hormonalnego lub feromonal-
nego. Ten bodziec zewnetrzny wywotuje zmiany
wewnatrz komorki wlgczajgce ekspresje pew-
nych gendéw i wylaczajgce inne. Odpowiednie
przetgczenie gendw indukuje rozpoczecie profa-
Zy mejotyczne;j.

Mejoza sktada sie z dwdch podziatow komoér-
kowych, z ktorych pierwszy prowadzi do redu-
kcji liczby chromosoméw, a rezultatem drugie-
go sg haploidalne gamety. W profazie pierwsze-
go podziatu mejotycznego dochodzi do parowa-
nia chromosoméw homologicznych, bowiem do
zajscia rekombinacji miedzy chromatydami
chromosoméw homologicznych konieczny jest
bliski kontakt pomiedzy nimi. Nastepnie, po
wejsciu w faze M chromosomy ulegajg maksy-
malnej kondensacji, a zapewnienie prawidtowej
segregacji wymaga, aby az do rozpoczecia ana-
fazy pozostawaly one sparowane jako biwalen-
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ty. Warunek ten jest spetniony dzieki utrzymy-
waniu sie potgczen miedzy chromosomami
homologicznymi w rejonie chiasm, czyli w ob-
szarach, gdzie wcze$niej zaszta rekombinacja
(crossing-over). W anafazie chromosomy homo-
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logiczne (kazdy sktadajgcy sie z dwéch chroma-
tyd) rozdzielane sg do dwoch komorek poto-
mnych. Odrebnos¢ pierwszego cyklu mejotycz-
nego polega wiec na unikatowej konfiguracji
chromosomow homologicznych w profazie i me-
tafazie i ich segregacji w anafazie. Z kolei drugi
cykl mejotyczny niepodobny jest do kazdego
innego cyklu, gdyz nie dochodzi w nim do repli-
kacji DNA. Taka modyfikacja dwoch kolejnych
cykli komérkowych umozliwia wykonanie gtow-
nego zadania mejozy — wytworzenia haploidal-
nych gamet, ktérych informacja genetyczna od-
ziedziczona po matce i ojcu zostata przetasowa-
na w procesie rekombinacji genetycznej (arty-
kut przeglagdowy: Polanski i Kubiak 1998). Jest
to osiggane w nieco odmienny sposob w mejozie
meskiej i zenskiej. W wyniku mejozy zenskiej, z
jednej komérki wyjSciowej powstaje jedna ga-
meta zenska (oocyt) i mate degenerujace ciatka
kierunkowe, a sama mejoza trwa bardzo diugo
(u ludzi 12-50 lat). Przebieg mejozy zablokowa-
ny jest czasowo, najpierw w profazie pierwszego
podziatu, a potem w metafazie pierwszego lub
(zaleznie od gatunku) drugiego podziatu (ryc. 2).
Dopiero wnikniecie plemnika uwalnia oocyt z
drugiego bloku mejotycznego, tak wiec do za-
korniczenia mejozy zenskiej dochodzi juz po za-
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ptodnieniu. Przebieg mejozy meskiej jest zdecy-
dowanie krétszy (u ludzi ok. 6 tygodni) i bez
blokowania poszczeg6lnych stadiéw, a w jej
wyniku z komorki wyjsciowej powstaja czteiy
plemniki (lyc. 2). Skupimy sie tutaj na ostate-

segregacja
chromosoméw

Ryc. 2. Przebieg mejozy u sa-
mic i samcow.

Ick, 2ck — pierwsze i drugie cial-
ko kierunkowe. Pierwsze ciatko
kierunkowe czesto ulega podzia-
towi w momencie zachodzenia
drugiego podzialu mejotycznego;
w efekcie powstaje jedna komor-
ka jajowa i trzy degenerujgce
ciatka kierunkowe. Pokazano
rowniez ukfad chromosomoéw i
chromatyd oraz sposéb ich se-
gregacji w kolejnych lazach me-
jozy na przykladzie jednej
hipotetycznej pary chromoso-
moéw homologicznych.

cznym efekcie przetgczenia maszynerii regula-
cyjnej cyklu komorkowego z mitotycznego na
mejotyczny, zeby wykazac jakim zmianom pod-
lega kontrola cyklu komoérkowego w mejocy-
tach.

KONTROLA MEJOZY W OOGENEZIE

Profaza |

Mejoza rozpoczyna sie pierwszg profazg me-
jotyczna, ktora w oocytach moze trwa¢ nawet
kilkadziesiat lat. W tym stadium mejozy zacho-
dzi rekombinacja genetyczna. Nastepuje ona na
skutek wymiany homologicznych fragmentow
DNA miedzy chromosomami pochodzgcymi od
ojca i od matki — proces crossing-over. Mejocy-
ty muszg by¢ zaopatrzone w calg serie enzymow
kontrolujacych ten proces. Jednym z elemen-
téw przelgczania genéw w momencie indukcji
mejozy jest wlasnie ekspresja gendéw niezbed-
nych dla rekombinacji. Wykazano, ze wiele z
produktéw genéw specyficznych dla tej waznej
funkcji mejozy jest spokrewnionych z produ-
ktami genéw odpowiedzialnych za naprawe
DNA. Skoro crossing-over polega na przecina-
niu nici DNA i sklejaniu jej z inng, pochodzaca
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z chromosomu homologicznego, to podobien-
stwo z mechanizmami naprawczymi DNA nie
moze zbytnio dziwidé.

O ewolucyjnej wadze tego zjawiska Swiad-
czy¢ moze fakt, ze enzymy kontrolujgce proces
sg niezwykle konserwowane. Wykryto bowiem,
ze U myszy pewne z genow niezbednych dla
zajScia crossing-over sg homologami genéw re-
peracji DNA bakterii (Hassold 1996). Aktyw-
nos¢ produktéw tych gendéw nie modyfikuje
przebiegu samego cyklu. Poswiecamy im tu nie-
co uwagi, gdyz wlasnie dzieki modyfikacji cyklu
komérkowego moga one sprawnie wypetniaé
swoje funkcje. Dtugotrwata profaza mejotyczna
jest przyktadem takiej modyfikacji, a przedtuze-
nie jej wydaje sie mie¢ kapitalne znaczenie dla
umozliwienia zaj$cia rekombinacji genetycznej.
U czlowieka oocyty wchodzg w profaze mejoty-
cznajeszcze w okresie ptodowym i sg zatrzyma-
ne w tej fazie az do okresu dojrzatosci ptciowej,
kiedy poszczegllne oocyty sukcesywnie podej-
muja dalsze etapy mejozy.

Aktywacja MPF

W cyklu mitotycznym profazajest fazg krot-
kotrwala. Wowczas rozpoczyna sie kondensacja
chromosomoéw, nastepuje migracja centroso-
mow na bieguny przysziego wrzeciona podzia-
towego i rozpad ostonki jadrowej. W mejozie,
podobnie jak w cyklu mitotycznym, komodrka
pod koniec profazy aktywuje czynnik cytopla-
zmatyczny indukujacy wejscie w faze M. Czyn-
nik ten zostat nazwany MPF (ang. M-phase
promoting factor), czyli czynnik indukujacy faze
M. Ze wzgledu na fakt iz czynnik ten zostat
wyKkiyty wkasnie w trakcie mejozy oocytow zaby
(Masui i Markert 1971), poczatkowo nazwany
zostal “maturation promoting factor”, czyli
czynnik indukujacy dojrzewanie (mejotyczne
oocytu). MPF jest dimerem ztozonym z podjed-
nostki katalitycznej — kinazy cdc2 (homolog
produktu genu cdc2 drozdzy) i podjednostki
regulacyjnej — cykliny B. Aktywacja MPF jest
wielostopniowym procesem wymagajacym naj-
pierw utworzenia kompleksu obu podjedno-
stek, a nastepnie odpowiedniej fosforylacji i
defosfoiylacji specyficznych reszt aminokwaso-
wych w czasteczce cdc2.

Pod koniec profazy mejotycznej musza za-
dziata¢ enzymy fosfoiylujgce kinaze cdc2 na
treoninie 161 oraz defosforylujgce na treoninie
14 i tyrozynie 15 (ryc. 3). Pierwszy z tych enzy-
moéw — kinaza zwana CAK (ang. cdc2-activating
kinase) jest aktywny w trakcie catego cyklu
komorkowego. Nowosyntetyzowana kinaza
cdc2 ulega wiec fosforylacji zaleznej od CAK w
trakcie kazdej fazy cyklu. Podczas aktywacji
MPF regulacyjne znaczenie ma gltownie fosfata-
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za cdc25, ktéra defosforyluje miejsca fosforyla-
cji inhibicyjnej w czasteczce cdc2 (Lew i Kornb-
luth 1996). Dopiero aktywacja tej wiasnie fo-
sfatazy pozwala nawilaczenie MPF i rozpoczecie
przez mejocyt pierwszej mejotycznej fazy M.
Niedopuszczenie do aktywacji fosfatazy cdc25
podczas diugotrwalej profazy mejotycznej jest
gtbwnym mechanizmem zabezpieczajgcym
przed przedwczesnym przejsciem do Kkolejnej
fazy cyklu mejotycznego.

W oocytach ssakéw profaza mejotyczna
trwa tak ditugo miedzy innymi dzieki utrzyma-
niu wysokiej aktywnosci kinazy PKA (ang. pro-
tein kinase A), zaleznej od cyklicznego AMP.
Aktywnos¢ PKA podtrzymywanajest dzieki obe-
cnosci wysokiego poziomu cyklicznego AMP w
oocycie. Cykliczny AMP dostarczany jest do
oocytu przez komorki pecherzykowe, ktére ota-
czajg oocyt i kontaktujg sie bezposrednio z jego
cytoplazma przez wypustki przechodzace przez
ostonkijajowe. Oocyt sam nie produkuje cAMP,
tak wiec u wielu ssakéw wystarczy izolowad
oocyty z jajnika, aby zaindukowac¢ w nich spa-
dek stezenia tego zwiazku chemicznego. Obni-
zenie stezenia cAMP w cytoplazmie oocytu po-
woduje obnizenie aktywnosci PKA i rozpoczecie
pierwszej fazy M mejotycznej (Handel i Eppig
1998). Doktadny mechanizm dziatania PKA na
fosfataze cdc25 nie jest znany. Mozliwe, ze jest
to dziatanie posrednie wymagajace takze udzia-
tu innych enzyméw. Za bardziej skomplikowa-
nym mechanizmem kontroli tego zjawiska prze-
mawia fakt, ze aktywacja fosfatazy cdc25 jest
rowniez kontrolowana przez punkt kontrolny
monitorujacy czy zaszia replikacja DNA. Dziata
tu wiec sprzezenie zwrotne niedopuszczajgce do
aktywacji tego enzymu w obecnosci niezrepliko-
wanego DNA.

Jeszcze jednym regulatorem aktywnosci
MPF, szczeg6lnie waznym w komorkach o du-
zych rozmiarach jakimi sg oocyty, jest subko-
morkowa lokalizacja enzymu. W oocytach i za-
rodkach Xenopus laevis istnieje gradient aktyw-
nosci MPF. Dodatkowo, fatdowanie powierzchni
komorki podczas aktywacji i inaktywacji MPF
prawdopodobnie powoduje przesuwanie sie fali
MPF w cytoplazmie. Poszczegdlne regiony tak
duzej komorki moga wiec réwnoczes$nie przeja-
wiac¢ rézng aktywnos¢ MPF — gdy jedna czes¢
komoérki znajduje sie w fazie M, inna moze juz
posiadaé charakterystyke interfazowg (Rankin i
Kirschner 1997). Stan ten ma, oczywiscie,
charakter przejsciowy.

Faza Mi
W pierwszej metafazie mejotycznej (Ml)
ujawnia sie kolejna modyfikacja cyklu komoér-
kowego. Mianowicie w wielu oocytach ta faza
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cyklu mejotycznego trwa niezwykle diugo. U
niektérych gatunkéw dochodzi do zablokowa-
nia oocytdw w metafazie pierwszego podziatu
mejotycznego az do momentu zaptodnienia. Tak
dzieje sie u wielu stawonogéw, na przykitad u
owadéw. W tej ostatniej grupie zablokowanie
pierwszej metafazy mejotycznej wywotane jest
mechanicznym sprzezeniem chromatyd chro-
mosomow homologicznych w obszarze chiasm,
czyli w miejscach gdzie zachodzi crossing-over.
Oocyty much mutantéw, u ktérych nie wyste-
puje rekombinacja genetyczna, nie blokujg sie
w tej fazie cyklu komérkowego (McKim i wspot-
aut. 1993). W przypadku bloku mejotycznego
oocytéw w MI specyficzny dla tej fazy mejozy
charakter chromosomoéw powoduje modyfika-
cje cyklu komérkowego — wydtuzenie fazy M.
Jest to przyklad modyfikacji przebiegu cyklu
komdrkowego poprzez specyfike samego proce-
su mejozy, a nie — jak w przypadku profazy
mejotycznej — wskutek nadrzednej kontroli
modyfikacji cyklu komérkowego umozliwiajgcej
zajscie proceséw mejotycznych.

Przejscie z fazy Ml do anafazy |

Dla inaktywacji MPF i zaj$cia anafazy mejo-
tycznej (jak i kazdej innej anafazy) niezbedna
jest degradacja proteolityczna cykliny B. Proces
ten zachodzi dzieki aktywacji proteosomoéw de-
gradujacych odpowiednio naznaczone biatka.
Znacznikiem biatek, ktére maja ulec proteolizie,
jest najczesciej ubikwityna. Jej tancuchy przy-
taczane sg do czasteczek okreslonego biatka,
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Ryc. 3. Regulacja aktywno-
sci MPF.

Nieaktywny Qynnik MPF po-
wstaje z potaczenia cykliny B
(na dole, z lewej strony) z kina-
zg cdc2, ktéra ulega nastepnie
fosforylacji na trzech resztach
aminokwasowych: Tre 161,
Tre 14, i Tyr 15. Dwie ostatnie
muszg z kolei zosta¢ zdefo-
sforylowane, aby powstat
aktywny MPF. Aktywny MPF
bezposrednio, jak i posrednio,
(poprzez kaskade fosforylacji)
indukuje liczne procesy zacho-
dzgce w fazie M. Pod koniec tej
fazy ubikwityna naznacza cy-
kline B, co Kkieruje ja do degra-
dacji proteolitycznej. W ten
spos6b MPF przestaje istniec,
a kinaza cdc2 pozostaje w ko-
morce i jest gotowa do utwo-
rzenia MPF w kolejnym cyklu,
(wedtug Kishimoto 1994 zmie-
nione).

ktére dopiero wtedy rozpoznawane jest przez
proteosom i degradowane. Kontrola cyklu po-
przez proteolityczng degradacje odpowiednich
biatek regulacyjnych zachodzi réwniez w in-
nych fazach cyklu, tak wiec kapitalne znaczenie
ma oznaczenie tylko tych specyficznych biatek,
ktére powinny ulec degradacji w okreslonej fa-
zie cyklu. Biatka przeznaczone do degradacji
w anafazie rozpoznawane sg i oznaczane przez
tak zwany kompleks APC (ang. anaphase pro-
moting complex), przestrzennie uorganizowany
zespot biatek ztozony z o$Smiu podjednostek
(King iwspotaut. 1996). W ten sposéb rozpozna-
wana, a hastepnie degradowana jest miedzy
innymi cyklina B. Dzieki temu procesowi kom-
pleks cdc2/cyklina B przestaje istnie¢ i komér-
ka bardzo szybko wytgcza MPF (ryc. 3). Mecha-
nizm przedtuzajacy Ml wydaje sie dziata¢ na
zasadzie podobnej do mitotycznego metafazo-
wego punktu kontrolnego. Wiadomo, ze w mi-
totycznym punkcie kontrolnym chromosomy
nie podczepiane prawidtowo do wrzeciona wy-
sylaja sygnat uniemozliwiajgcy aktywacje kom-
pleksu APC, blokujgc degradacje cykliny B,
a tym samym inaktywacje MPF (Gorbsky
1997). Wydaje sie, ze rowniez w pierwszej me-
tafazie mejotycznej degradacja cykliny B nie
moze nastgpi¢ dopdki nie stanie sie mozliwa
prawidtowa separacja chromosomow homologi-
cznych tworzacych biwalent. Jednakze, meta-
bolizm tej drogi kontroli inaktywacji MPF jak i
uczestniczace w nim czasteczki posredniczace
w przekazywaniu sygnatu do proteosomow nie
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sg znane, stad trudno na razie poréwnaé oba
procesy — mitotyczny i mejotyczny.

Mechanizmy znoszgce replikacje DNA

W mitozie po anafazie i inaktywacji MPF
rozpoczyna sie interfaza, w ktérej odtwarza sie
jadro komorkowe, struktura niezbedna do re-
plikacji DNA i powstania dwuchromatydowej
struktury chromosomow. Natomiastw mejozie,
w oocytach wielu gatunkéw, po pierwszej ana-
fazie mejotycznej nastepuje szybka reaktywacja
MPF, bez replikacji DNA i czesto bez odtwarza-
nia struktury jadra interfazowego. Szybka re-
aktywacja MPF nie jest jednak jedynym sposo-
bem uniemozliwiajgcym replikacje DNA w tra-
kcie mejozy, gdyz w trakcie mejozy meskiej, a
takze w oocytach niektorych gatunkéw, moze
dochodzi¢ do odtwarzaniajader, awiec indukcji
stanu interfazowego, a mimo to replikacja nie
zachodzi.

Mechanizm znoszacy replikacje DNA w cy-
klu mejotycznym oocytow Xenopus laevis i my-
szy wydaje sie stosunkowo niezle poznany.
Gltownymi czynnikami tego procesu sa biatka z

grupy kinaz MAP (ang. mitogen-activated pro-
tein kinase). U kregowcéw aktywacja kinaz MAP
jest scisle zalezna od biatka Mos. Ekspresja
genu Mos jest Scisle ograniczona w warunkach
fizjologicznych do mejocytéw (M utter i Volge-
muth 1987). Wykrywa sie znaczne ilosci biatka
Mos zaréwno w spermatocytach jak i w oocy-
tach. Mos jest kinazg biatkowg fosforylujaca
reszty serynowe i treoninowe swych substra-
téw. Wykryto niedawno, ze kinaza ta aktywuje
poprzez fosforylacje inng kinaze, zwang MEK 1
(ang. mitogen/extracellular kinase 1) i bedacg
kinazg bezposrednio aktywujaca kinaze MAP
(Sagata, 1997). Ta kaskada fosforylacji
(Mos/MEKI/kinaza MAP) zalezna od biatka
Mos wydaje sie u kregowcowjedynag droga akty-
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wacji kinazy MAP w trakcie mejozy (ryc. 4).
Kinazy MAP sg rowniez aktywowane w pewnych
fazach cyklu mitotycznego, lecz wéwczas w ten
proces musza byé zaangazowane inne drogi
aktywacji (np. za posrednictwem produktow
proto-onkogenow raf lub ras).

Istniejg dane eksperymentalne sugerujace,
ze kinaza MAP, aktywna w trakcie pierwszego i
drugiego podziatu mejotycznego, jak réwniez w
okresie pomiedzy tymi podziatami, moze by¢
zaangazowana w proces umozliwiajacy postep
cyklu komérkowego bez replikacji DNA. Tego
typu obserwacje uzyskano pozbawiajgc oocyty
Xenopus jak i myszy biatka Mos na drodze
wprowadzenia antysensownych oligodezo-
ksynukleotydow w stosunku do sekwencji nu-
kleotyddw genu Mos. Biatko Mos syntetyzowane
jest podczas mejozy poczawszy od wejscia oocy-
tu w faze M pierwszego cyklu. Po wprowadzeniu
do cytoplazmy oocytéw, oligodezoksynukleoty-
dy antysensowne do genu Mos wigza sie specy-
ficznie z jego MRNA, co blokuje synteze Mos.
Takie oocyty nie reaktywuja MPF, natomiast
rozpoczynaja replikacje DNA i rownoczesnie in-

Ryc. 4. Schemat drég aktywacji kinazy
MAP i potencjalny sposéb dziataniajej sub-
stratéw na stabilnos¢ MPF (jako CSF).

Czynnik CSF utrzymujacy stabilnos¢ MPF pod-
czas drugiej metafazy mejotycznej zwigzany jest
z kaskada fosforylacji kolejnych kinaz:
Mos/MEKI/kinaza MAP; potencjalny substrat
kinazy MAP mogtby przyczyniac sie do zabloko-
wania oocytu w drugiej metafazie zapobiegajac
degradacji cykliny B. Zaznaczone sg tez drogi
(Ras/Raf-1) aktywacji kinazy MAP w cyklu mito-
tycznym.

dukuja rozwoéj partenogenetyczny zarodka bez-
posrednio po zakoriczeniu pierwszego podziatu
mejotycznego (Furuno iwspotaut. 1994). ROw-
niez oocyty myszy pozbawionych genu Mos nie
aktywuja kinazy MAP (verlhac i wspotaut.
1996) i zachowujg sie podobnie jak oocyty po-
zbawione samego biatka Mos, to znaczy tworzg
jadra interfazowe po pierwszym podziale mejo-
tycznym i rozpoczynajg rozwoéj partenogenety-
czny, awiec rowniez i replikacje DNA (Colledge
i wspotaut. 1994, Hashimoto i wspotaut. 1994).
Wiele z nich moze jednak reaktywowaé MPF i
rozpoczynac drugg mejotyczna faze M (Verlhac
i wspétaut. 1996). Te obserwacje sugerujg, ze
biatko Mos rzeczywiscie bierze udziatw procesie
zniesienia replikacji w trakcie mejozy za posred-
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nictwem kinazy MAP. Mechanizm ten nie jest
jednak do korica poznany i wymaga dalszych
badan.

Faza MII

W oocytach kregowcow mejoza zablokowa-
na zostaje w drugiej metafazie mejotycznej, a
nie w pierwszej jak u stawonogoéw. Dzieje sie tak
dzieki aktywnosci tak zwanego czynnika cyto-
statycznego CSF (ang. cytostatic factor), ktéry
oddziatuje w nieznany dotad sposéb na MPF
stabilizujac jego aktywnos$¢ na wysokim pozio-
mie, co pozwala na utrzymanie przedtuzonego
stanu metafazowego. Zaréwno Mos, jak i kinaza
MAP zostaly zidentyfikowane jako skiadniki
CSF i sa zaangazowane bezposrednio w zablo-
kowanie drugiej fazy M mejotycznej w oocytach
kregowcow, co wykazano u Xenopus (Haccard
i wspétaut. 1993) i myszy (Colledge iwspétaut.
1994, Hashimoto | wspoOtaut. 1994, verlhac i
wspoétaut. 1996). Wydaje sie, ze aktywnos¢ CSF
tylko czesciowo jest zalezna od aktywnosci Ki-
nazy MAP, gdyz sama aktywnos¢ tej kinazy nie
jest wystarczajaca do wywotania efektu trwatej
stabilizacji MPF. Jest onajednak niezbedna dla
aktywnosci CSF (sagata 1997). Zapewne obok
biatka Mos i kinazy MAP réwniez inne, nieznane
sktadniki biorg udziat w utworzeniu CSF. Jed-
nym z dyskutowanych potencjalnych skfadni-
koéw CSFjest kinaza cdk2 tworzgca kompleks z
cykling E (Rempel i wspétaut. 1995, Polanski
1997). Wydaje sie, ze CSF wywiera swe dziata-
nie stabilizujgce MPF poprzez reakcje fosforyla-
cji, poniewaz wszystkie znane i potencjalne
sktadniki CSF (jak cdk2) sg kinazami. Pewien
substrat kinazy MAP modgtby oddziatywa¢ na
mechanizm destrukcji cykliny B w ten sposaéb,
ze nie dopuszczatby dojej uruchomienia. W ten
sposo6b inaktywacja procesu degradacji cykliny
B mogtaby stabilizowa¢ MPF (ryc. 4). Niejest to
jednak pewne i pomimo, ze zidentyfikowano
wiele substratow kinazy MAP, to nie znany jest
zaden, ktory bytby dobrym kandydatem do ta-
kiego dziatania. Co wiecej, skoro fosforylacja
przez inne Kkinazy wydaje sie niezbedna dla
wywotania aktywnosci CSF, to w gre moze
wchodzi¢ wiecej niz jeden substrat.

Identyfikacja sktadnikow CSFjest szczegol-
nie trudna, gdyz jego aktywnos¢ jest stosunko-
wo nowym ,wynalazkiem” ewolucji i nie istnieje
u drozdzy bedacych najlepszym materiatem do
doswiadczen genetycznych dostarczajgcych
najbardziej jednoznacznych informacji o fun-
kcji produktéw poszczegélnych gendw. To wias-
nie dzieki badaniom genetycznym nad drozdza-
mi, potgczonym z biochemicznymi badaniami
ekstraktow komérkowych oocytéw Xenopus
ustalono ostatecznie sktad MPF. Wiasnie gene-
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tyczna analiza drozdzy metodg okreslang jako
»,double hybrids”, czyli podwdjne hybrydy, po-
zwala na identyfikacje coraz wiekszej liczby
substratéw kinazy MAP. Jeden, lub kilka z nich
moga w niedalekiej przysztosci okazac sie kolej-
nymi skladnikami CSF. Ewentualne interakcje
zachodzace normalnie pomiedzy produktami
genow w komdrkach innych organizméw, moz-
na bada¢ w komdrkach drozdzy metoda pod-
wadjnych hybryd. Polega to na testowaniu banku
gendéw pochodzacych z interesujacych nas ko-
morek, np.oocytéw myszy (ryc. 5). Kazdy gen w
tym banku zostaje sprzezony z genem aktywa-
tora polimerazy RNA (gen aktywujacy transkry-
pcje, AC). Taka kombinacja daje pierwsza hy-
bryde. Ekspresja takich hybryd w komérkach
drozdzy wigcza wiec synteze biatek oocytu po-
taczonych z aktywatorem transkrypcji. Druga
hybryda pochodzi ze sprzezenia genu interesu-
jacego nas biatka, w tym przypadku kinazy
MAP, z biatkiem wigzacym sie specyficznie z
DNA promotora transkrypcji genu reporterowe-
go (DNA-BP) i jest wprowadzana do kazdego z
testowanych klonéw drozdzy. Biatko reportero-
we (np. dajace zabarwienie koloniom drozdzy)
jest w tym przypadku markerem wskazujgcym
na interakcje pomiedzy hybrydami. tatwo za-
uwazy¢, ze uruchomienie promotora i pojawie-
nie sie markera nastgpi tylko w tych klonach,
w ktorych biatko zwigzane z promotorem trans-
krypcji genu reporterowego bedzie wchodzi¢ w
bliski kontakt z biatkiem sprzezonym z aktywa-
torem polimerazy RNA (ryc. 5). Dzieki temu
badania nad drozdzami przyczynia sie zapew-
nie do wykrycia skitadnikéw CSF, pomimo cat-
kowitego braku jego aktywnosci w trakcie ich
mej ozy.

Mechanizm zablokowania degradacji cykli-
ny B przez CSF wydaje sie istotnie r6zni¢ od
bloku wywotywanego przez mechanizm punktu
kontrolnego. W trakcie bloku CSF wrzeciono
mejotyczne nie wykazuje zadnych defektow i
jest gotowe w kazdym momencie podja¢ funkcje
rozdzielenia chromatyd potomnych, jesli nasta-
pi zaptodnienie lub zadziata mechanizm akty-
wacji partenogenetycznej. Efekt dziatania pun-
ktu kontrolnego jest z reguly przejsciowy, i
nawet jesli nie dochodzi do prawidtowego pod-
czepienia chromosomow do wrzeciona, po pew-
nym czasie nastepuje inaktywacja MPF, pod-
czas gdy CSF bez zadziatania bodzca zewnetrz-
nego moze definitywnie zablokowac¢ faze M w
oocycie. Istniejg dane sugerujace, ze oba me-
chanizmy sg prowokowane przez kinaze MAP
(Minshull i wspotaut. 1994). Mozliwe jest jed-
nak, ze w kazdy z nich sg zaangazowane dwa
(lub wiecej), roznego typu choc¢ bardzo podobne,
enzymy.
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utworzenie genéw hybrydowych iwprowadzenie ich do komérek drozdzy

\Y
ekspresja genéw hybrydowych w poszczegolnych klonach drozdzy

klon 1 klon 2

ekspresja biatka markerowego
zmienia zabarwienie kolonii

drozdzy

Przejscie z fazy Mil do anafazy Il

W ten spos6b docieramy do ostatniej fazy
mejozy — drugiej anafazy mejotycznej i zakon-
czenia cyklu mejotycznego. Warto tu zadaé so-
bie pytanie w jaki spos6b dochodzi do anafazy
Il w oocycie zablokowanym w M Il, jesli system
degradacji cykliny B jest wytgczony przez CSF?
Wydaje sie, ze wnikniecie plemnika albo bodziec
partenogenetyczny zmienia w taki sposéb wa-
runki cytoplazmatyczne oocytu, iz nastepuje
inaktywacja CSF i w jego wyniku indukcja de-
gradacji cykliny B, a co za tym idzie inaktywacja
MPF. Decydujaca role odgrywa tu zwiekszenie
poziomu stezenia wolnych jonéw wapnia w cy-
toplazmie (Parrington i wsp&taut. 1996). Zaj-
Scie anafazy Il jest wiec scisle regulowane przez
bodziec zewnetrzny, ktory podwyzsza poziom

Jacek Kubiak, Zbigniew Polanki

Ryc. 5. Schemat za-
stosowania metody
podwdéjnych hybryd
do identyfikacji sub-
stratéw dla kinazy
MAP w oocytach my-
szy.

AC — aktywator trans-
krypcji; DNA-BP — biat-
ko wiazace sie z DNA
promotora genu repor-
terowego; S — sekwen-
cja rozpoznawana przez
DNA-BP; P — promotor
genu reporterowego; GR
— gen reporterowy, MAP
— kinaza MAP. Po utwo-
v rzeniu hybrydowych ge-
now klonuje sie je w
komoérkach drozdzy tak,
aby w pojedynczym klo-
nie uzyskac¢ ekspresje
genu hybrydowego jed-
nego z testowanych bia-
tek z AC. Transkrypcja
genu reporterowego i w
efekcie synteza markera
zachodzi tylko w tym
klonie, w ktérym biatko
zwigzane z ACwchodziw
interakcje z biatkiem
zwigzanym z DNA-BP (w
tym przypadku MAP i X).
W warunkach fizjologi-
cznych AC i DNA-BP sta-
nowig jedna czasteczke,
jednak dzieki metodom
rekombinacj DNA uzy-
skuje sie te dwie domeny
jako osobne czgsteczki,
ktére moga ze soba
wspotpracowaé dopiero
po potaczeniu poprzez
sprzezone z nimi biatka.

klon 3

wapnia w ooplazmie. Jest to zjawisko nieznane
w cyklu mitotycznym, gdzie wytgcznie bodziec
wewnetrzny zaangazowany jest w wywotywanie
anafazy. Co wiecej, wydaje sie, ze w mitozie
samo utworzenie funkcjonalnego wrzecionajest
wystarczajace do wywotania inaktywacji MPF i
rozdzielenia chromatyd potomnych. Ten waru-
nek jest réwniez niezbedny dla inaktywacji MPF
w oocytach na przyktad myszy, ktére wymagajag
obecnosci funkcjonalnego wrzeciona mejotycz-
nego dla sprawnej degradacji cykliny B (Kubiak
i wspotaut. 1993).

REGULACJA CYKLU MEJOTYCZNEGO PODCZAS
SPERMATOGENEZY

Badania regulacji mejotycznego cyklu ko-
morkowego podczas spermatogenezy nastre-
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czajg zdecydowanie wiecej trudnosci niz pod-
czas oogenezy. Jednym z powoddw sg mniejsze
0 kilka rzedow wielkosci rozmiary spermatocy-
téow w poréwnaniu z oocytami, co utrudnia
zebranie dostatecznej ilosci materiatu do badan
biochemicznych. Inny problem stanowi brak
wystepowania w spermatogenezie blokéw w
okreslonych fazach cyklu, co uniemozliwia uzy-
skanie duzej liczby komérek synchronicznie
przechodzacych kolejne etapy mejozy. Kontrola
cyklu mejotycznego jest wiec w tym przypadku
znacznie stabiej poznana.

Podobnie jak w przypadku mejozy zenskiej
1cyklu mitotycznego, gtéwna role odgrywa MPF.
Jego aktywnos$¢ wzrasta w pierwszorzedowych
spermatocytach przechodzgcych z profazy do
fazy M (wiltshire i wspétaut. 1995). Wysoki
poziom cykliny B wykrywalny w spermatocy-
tach (Chapman i Volgemuth 1994), pozwala
przypuszcza¢, ze rowniez w tym przypadku
dziata powszechny mechanizm aktywaciji i ina-
ktywacji MPF poprzez metabolizm cykliny B.
Istniejg takze dane eksperymentalne wskazuja-
ce na wystepowanie w mejozie meskiej wydaj-
nego mechanizmu typu punkt kontrolny. W
spermatocytach modliszki nieprawidtowe pod-
czepienie biwalentéw do mikrotubul wrzeciona
opOznia zajscie anafazy o kilka godzin (Li i
Nicklas 1995). U myszy aktywacja tego punktu
kontrolnego nieodwracalnie blokuje pierwszo-
rzedowe spermatocyty w pierwszej metafazie
mejotycznej. W szczepie myszy CBA/Kw para
chromosomoéw pici (XY) nie tworzy biwalentu u
okoto 30% pierwszorzedowych spermatocytow
(Krzanowska 1989). W takim przypadku mozna
by oczekiwa¢ nieprawidtowej segregacji chro-
mosomow pici podczas pierwszej anafazy mejo-
tycznej i w konsekwencji tworzenia aneuploi-
dalnych plemnikéw. Jednakze samce CBA/Kw
nie odbiegajq pod wzgledem liczby aneuploidal-
nych plemnikéw od samcoéw z innych szczepdw,
natomiast wydajnos¢ spermatogenezy jest u
nich wyraznie nizsza (Polanski i Krzanowska
1991). Wskazuje to na eliminacje spermatocy-
téw z nieprawidtowym uktadem chromosomaéw
ptci. U samcéw myszy pozbawionych genu MIhl
(homolog genu E. colizaangazowanego w napra-
we DNA), defekt w parowaniu chromosomoéw
homologicznych jest jeszcze wiekszy, gdyz nie
dochodzi tu w ogéle do tworzenia biwalentéw.
Spermatocyty takich myszy zostaja nieodwra-
calnie zablokowane w pierwszej metafazie me-
jotycznej, co prowadzi oczywiscie do bezptodno-
Sci (Hassold 1996). W obu przypadkach jest to
klasyczny przyktad dziatania punktu kontrol-
nego, ktoéiy blokuje anafaze w sytuacji, gdy
konfiguracja chromosoméw nie zapewnia ich
prawidtowej segregacji.
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Obok uniwersalnych mechanizméw wyste-
pujacych we wszystkich typach komorek, spo-
tykamy specyficzne modyfikacje kontroli mejo-
zy meskiej. Elementem kontroli cyklu, unikato-
wym dla spermatogenezy, jest biatko Hsp70-2.
Nalezy ono do rodziny biatek szoku cieplnego,
ktére zaangazowane sg w modyfikacje konfor-
macji biatek. Biatko Hsp70-2 ulega ekspresji
jedynie w profazowych spermatocytach pier-
wszego rzedu, ajego brak powoduje zaburzenia
w formowaniu kompleksu miedzy kinaza cdc2
a cykling B, uniemozliwiajgc aktywacje MPF w
profazie pierwszego cyklu mejotycznego (zhu i
wspétaut. 1997).

Nie sposdb nie wspomniec przy tej okazji o
biatku Mos. Jest ono wykrywalne w duzych
iloSciach zaréwno w spermatocytach, jak i oo-
cytach (Mutter i Volgemuth 1987). Jednakze,
mimo kluczowej funkcji spetnianej przez Mos w
kontroli mejozy zenskiej nie udato sie wykazac
jakiejkolwiek jego roli w spermatogenezie. Sper-
matocyty myszy pozbawionych genu Mos doj-
rzewajg normalnie i samce takich mutantéw, w
przeciwienstwie do samic, nie wykazujg zabu-
rzen ptodnosci (Colledge i wspétaut. 1994,
Hashimoto i wspétaut. 1994). Biatko Mos, kt6-
re jak pamietamy kandyduje do roli czynnika
blokujacego replikacje DNAw mejozie zenskiej,
jest zatem u samcow zastgpione jakims$ innym
biatkiem. Jak dotad nie zaproponowano jednak
zadnego czynnika, ktory moégtby by¢é odpowie-
dzialny za zniesienie replikacji podczas mejozy
meskKiej.

Powyzsze przyktady wskazuja, ze réznice w
specyfice mejozy zeniskiej i meskiej zwigzane sg
zwyksztatceniem sie pewnych odmiennych me-
chanizméw regulacji cyklu. Okazuje siejednak,
ze jadra profazowych, pierwszorzedowych sper-
matocytow (w fazie pachytenu profazy) wprowa-
dzone do cytoplazmy oocytdéw przechodzg bez
przeszkéd obydwa podziaty mejotyczne (Ogura
i wspotaut. 1997, sasagawa i wspétaut. 1998),
rownolegle z chromatyng oocytu gospodarza.
Takie komorki jajowe, w ktorych mejoze prze-
chodzity réwnoczesnie chromatyna spermato-
cytu i oocytu, po pobudzeniu do rozwoju em-
brionalnego sg nawet zdolne rozwingé sie w
Zywe myszy (Sasagawa I wspoOtaut. 1998).Tak
wiec, czynniki sterujace mejoza oocytow zdolne
sg wywotywac te same procesy w jadrach sper-
matocytéw, mimo wszelkich réznic dzielagcych
przebieg mejozy w obu typach komorek.

Anafaza Il zachodzi w trakcie mejozy sper-
matocytéw, podobnie jak w trakcie mitozy, na
skutek zadziatania bodzca wewnetrznego. Nie
wystepuje tu zablokowanie drugiej metafazy
mejotycznej. Pod tym wzgledem mejoza meska
przypomina bardzo proces mejotyczny sporula-
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cji drozdzy. Jest to proces ciggly, nieprzerwany
przedtuzeniem poszczegolnych faz mejozy, jak
dzieje sie to w trakcie mejozy zenskiej. W jego
wyniku powstajg cztery morfologicznie identy-
czne komarki piciowe, podobniejak cztery iden-
tyczne morfologicznie spory u drozdzy. Wydaje
sie wiec, ze proces ewolucji cyklu komérkowego
Z mitotycznego, pozwalajgcego na proste powie-
lenie materiatu genetycznego, do mejotycznego
prowadzit najpierw przez etap podobny do ob-
serwowanego dzis w trakcie sporulacji drozdzy.
Sprzezenie dwoch podziatow komorkowych i
eliminacja replikacji DNA byty zapewne kroka-
mi milowymi w wyksztatceniu sie cyklu mejoty-
cznego. Kolejne modyfikacje, obserwowane
szczegOlnie w przypadku mejozy zenskiej oocy-
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tow, pozwolity na dalsze usprawnienie tego pro-
cesu i umozliwity powstanie w wyniku mejozy z
pojedynczej komérki wyjsciowej tylko jednej ga-
mety zenskiej, zawierajgcej maksimum cytopla-
zmy zaopatrzonej w czynniki niezbedne dla pod-
trzymania rozwoju przysziego zarodka. O takim
przebiegu ewolucji cyklu mejotycznego Swiad-
czy zachowanie wspoélnych dla mitozy i mejozy
czgsteczek i mechanizméw regulatorowych jak
MPF, sposoéb jego aktywacji, mechanizm kon-
troli przebiegu cyklu na zasadzie monitorowa-
nia zajScia poszczegélnych faz przez system
punktéw kontrolnych i powszechnie obserwo-
wany sposob inaktywacji MPF poprzez degrada-
cje cykliny B.

CELL CYCLE CONTROL DURING ANIMAL MEIOSIS

Summary

Mitotic divisions ensure equal segregation of genetic
information throughout the succesive cell generations. The
succession of mitotic stages is controlled by the cell cycle
regulatory machinery. Sexual reproduction is associated
with meiotic divisions which result in recombination of
genetic material and reduction of the chromosome number
from diploid to haploid. These two functions of meiosis
depend lergely on modifications of the cell cycle control
mechanism observed during meiosis. The main feature of
the mitotic cell cycle remains unchanged in meiosis and
depends on cdc2/cyclin B complex (MPF or M-phase pro-
moting factor). The regulation of correct succession of
events in meiosis is ensured by a checkpoint control system
similar to the mitotic one. Most important modifications of
the cell cycle control in meiosis of females concern i) the

appearance of cell cycle arrests during the first meiotic
prophase and the first or the second meiotic metaphase and
ii) the prevention of replication. Proteins acting specifically
at meiosis like PKA, Mos and MAP kinase are involved in
these processes. Meiosis in males is accomplished in a
slightly different way involving at specific stages functions
of regulatory molecules different from those acting during
meiosis in females. Surprisingly, certain molecules whose
function is clear during female meiosis are present during
the male meiosis although their function does not seem to
be necessary for normal progression of this process in
males. We summarize here current knowledge on the regu-
lation of cell cycle progression during meiosis in animal
cells.
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