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Авторское выполнение научных работ любой сложности – грамотно и в срок
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Введение 


ВВЕДЕНИЕ

Пигментная система амфибий является удобным модельным объектом для решения широкого круга проблем зоологии, эндокринологии, биологии развития, цитологии и молекулярной биологии. Она построена из отдельных клеток — производных медуллярного гребня. Расположение и реакции клеток пигментной системы таковы, что именно по ним судят об адаптации организма ко многим воздействиям, и, прежде всего - световым. На пигментной системе можно видеть связь механизмов перемещения гранул пигмента на молекулярном уровне с цветоадаптивными пигментными реакциями организма. Это возможно потому, что единицей пигментных реакций выступает каждая отдельная пигментная клетка, которая способна перемещать пигментные гранулы. Кооперативный ответ пигментных клеток является ответом всего организма, а механизм перемещения каждой пигментной гранулы, будучи механизмом внутриклеточного движения органоидов, проявляет работу многоуровневого регуляторного интегрального процесса адаптивной реакции.

Реакции пигментной системы подразделяют на морфологические, заключающиеся в достаточно медленном изменении числа пигментных клеток и количества пигмента в них, и физиологические, меняющие пигментацию организма за счет быстрого перераспределения пигмента при изменении внешних условий, ведущим из которых являются световые. Этот тип пигментных реакций присущ беспозвоночным и гомойотермным позвоночным животным. Нарушения динамики физиологических реакций могут служить адекватными показателями физиологических состояний организма (Голиченков,1980). Это позволило рассматривать пигментную систему меланисодержащих клеток в качестве тест-объекта не только для определения экзогенных гормонов-регуляторов, но и

факторов, являющихся стрессорными для организма, например, в целях экологического мониторинга (Калистратова и др., 1990). Существенным преимуществом выявления клеточного ответа пигментной системы является достаточная простота его регистрации как и при морфологических, так и при физиологических реакциях. Наличие в клетках пигментных гранул - меланосом -позволяет наблюдать не только за процессом дифференцировки этих клеток по появлению естественно визуализирующегося пигмента-маркера специфического синтеза, но и использовать экспериментально регулируемую физиологическую активность клеток (перемещение меланосом) как инструмент исследования взаимосвязи разных аспектов клеточной активности.

Физиологические реакции пигментной системы — модель внутриклеточного движения на цитофизиологическом и молекулярном уровнях. Известно, что процесс перемещения меланосом - это сложный процесс, включающий отдельные соподчиненные между собой реакции, в которых задействованы различные субклеточные структуры, такие как, например, элементы цитоскелета и ассоциированные с ними белки (Rodionov, Gelfand, 1991; Nilsson et.al.,1996; и т.д.). Выделены и описаны различные группы моторных белков, обеспечивающих перемещение меланосом вдоль микротрубочек (Cole etal., 1992; Skold et al.,2002; Reilein et aL, 2003; и т.д.), их взаимодействие для обеспечения процесса агрегации и дисперсии меланосом (Gross et aL, 2002; Deacon et al.; Dell, 2003). Изучается роль Са каналов, ассоциированных с мембраной меланофоров, контролирующих уровень Са+2 в клетке, и, соответственно, уровень кальмодуллина и ц-АМФ (Sammak et al., 1992; King-Smith et al.,1996.). Однако, несмотря на многочисленные данные по участию различных клеточных компонентов в осуществлении физиологических реакций, интегративные механизмы, координирующие их работу, остаются неясными.

Глава I. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ О ПИГМЕНТНОЙ СИСТЕМЕ

Типы пигментных клеток

Во внешних покровах животных, особенно беспозвоночных и холоднокровных позвоночных, пигменты локализованы в специальных клетках

Пигментные клетки - хроматофоры подразделяют на три основных типа: меланофоры, ксантофоры (эритрофоры) и иридофоры. Они отличаются друг от друга по химическому составу пигмента и имеют цитологические особенности. У пойкилотермных позвоночных животных пигментные клетки определяют быстрое изменение окраски тела животного в ответ на изменяющиеся условия окружающей среды (Bagnara, 1966; Taylor, Bagnara,1972; Bagnara, Hadley, 1973).

Ксантофоры определяют желтую и оранжевую окраску, а эритрофоры -красную окраску наружных, покровов. Преобладающие пигменты в этих клетках— каротиноиды, содержащиеся в липидных каплях или в виде каротиноидных пузырьков, однако, яркую окраску многим пойкилотермным позвоночным, таким, как лягушки и жабы, придают птерины, как сами по себе, так и в комбинации с каротиноидами. Птерины находятся в специализированных небольших органеллах - птериносомах, которые распределены по всей цитоплазме, в то время как каротиноиды содержатся в липидных каплях или в виде каротиноидных пузырьков и располагаются среди птериносом (Menter et. AL, 1979, Бриттон, 1986).

В развивающихся ксантофорах птерины синтезируются первыми, тогда как каротиноиды, которые должны быть получены из пищи, появляются позднее. Даже у видов, окраска которых обеспечивается главным образом за счет

каротиноидов, в развивающихся ксантофорах и эритрофорах сначала синтезируются и становятся видимыми птерины (Бриттон, 1986).

Иридофоры (называемые также иногда гуанофорами) не являются в прямом смысле пигментсодержащими клетками, но, тем не менее, играют важную роль в формировании окраски и внешнего вида животных. Иридофоры содержат органеллы, которые ориентированы таким образом, что эффективно отражают свет, и таким образом, формируют основу многих радужных, или "металлических" цветов структурного происхождения. Главными "пигментами" иридофоров служат пурины, которые расположены в отражающих пластинках (Menter et. Al, 1979). Пурины - чаще всего гуанин - имеют белую окраску или бесцветны, но, будучи организованы в виде пачек или бляшек, отражают видимый свет и обуславливают серебристый и золотистый металлический блеск, хорошо известный на примере чешуи рыб (Бриттон, 1986).

Меланофоры (термин для меланоцитов холоднокровных животных, в случае млекопитающих и птиц такие клетки чаще назьюают меланоцитами) -пигментсодержащие клетки, встречающиеся в эпидермисе, в перитонеальном эпителии, в составе оболочек мозга, они составляют пигментный эпителий глаза, сеть меланофоров покрывает кровеносные сосуды и периферические нервы. Фундаментальным свойством всех меланофоров является их способность синтезировать собственный пигмент - меланин (Бриттон, 1986).

Пигмент меланин является обобщающим понятием, так как включает в себя два различных по химическому составу вещества: эумеланин (черный или коричневый) и феомеланин (желтый или красный) (Porta, 1980).

Существуют несколько типов меланофорных клеток, которые отличаются по локализации, внешнему виду и реакции на гормоны. Меланофоры, располагающиеся в соединительнотканном слое кожи личинок и взрослых

земноводных, называются дермальными. Им принадлежит ведущая роль в физиологических (быстрых) реакциях пигментной системы у личинок земноводных. Они встречаются не только в коже, но участвуют в образовании выстилки орбиты, перитонеального эпителия, оболочки мозга, стенок сосудов (Голиченков,1979). Пигментом дермальных меланофоров является эумеланин.

В эпидермисе располагаются эпидермальные меланофоры, которым принадлежит основная роль в морфологических (медленных) реакциях пигментной системы.( Для млекопитающих и человека свойственны только эпидермальные меланоциты, которые по своим свойствам являются аналогом эпидермальных меланофоров амфибий). Они содержат как эумеланин, так и феомеланин.

Особое место занимают клетки пигментного эпителия глаза (ПЭГ). ПЭГ образует однослойный листок, покрывающий снаружи сетчатку, происходит из единой глазной закладки— из наружной части двухслойного глазного бокала. Он обеспечивает адаптацию глаза у большинства холоднокровных к меняющемуся освещению за счет миграций пигмента: в направлении к телу клетки в темноте и в апикальные части отростков на свету, экранируя внешние сегменты фоторецепторов.

В дермальном слое кожи позвоночных, которые могут быстро и полностью изменять свою окраску, обычно присутствуют хроматофоры всех трех типов, причем они имеют специфическую локализацию. Ксантофоры ( или эритрофоры) расположены сверху, иридофоры — непосредственно под ними, а дермальные меланофоры формируют базальный слой. Как правило, число клеток этих трех типов различно. Такая ассоциация клеток трех типов составляет функциональную единицу хроматофоров дермы, которая и обеспечивает быстрые изменения окраски. Быстрые изменения окраски осуществляются

благодаря изменениям вклада, вносимого в ее формирование клетками разных типов, составляющими функциональную единицу (Бриттон, 1986).

Эпидермальные меланофоры позвоночных определяют цвет наружных покровов в ассоциации с другими клетками. Меланиновый пигмент переносится из места его образования - меланофора - в соседнюю или окружающие его клетки. В целом все меланизировнные клетки можно рассматривать как эпидермальную меланиновую единицу. Способность клеток переносить пигменты особенно важна для млекопитающих и птиц, поскольку она позволяет меланинам транспортироваться из собственно меланофоров в эпидермальные клетки (из которых образуются специализированные структуры - волосы, перья и т.д.) и откладываться там (Бриттон, 1986).

Происхождение пигментных клеток.

В опытах Дюшен (Du Shane, 1935) было показано, что все виды пигментных клеток происходят из клеток нервного гребня и затем мигрируют с дорсальной стороны зародыша в отдаленные участки покровов и даже внутренних органов.

Детерминация клеток нервного гребня происходит на стадии средне-поздней гаструлы под индуцирующем влиянием крыши архентерона (Raven, Klos, 1945). К концу нейруляции клетки нервного гребня в виде посегментно расположенных скоплений группируются по сторонам нервной трубки. Впоследствии клетки нервного гребня мигрируют в латеральном и вентральном направлениях, образуя разного рода нервные, пигментные или даже хрящевые клетки. К числу производных относятся клетки спинномозговых ганглиев, шванновские клетки, клетки ганглиев автономной нервной системы, мозговое вещество надпочечников, пигментные клетки и пр. (Дьюкар, 1978). Ранее считали,

что каждый отдельный тип хроматофоров детерминируется очень рано, до того, как происходит миграция из нервного гребня. Однако, более тщательные исследования показали, что пигментные клетки берут начало от одной стволовой плюрипотентной клетки (Bagnara, 1972). Развитие клеток по пути именно хроматофора определяется очень рано, еще до образования нервного валика, и появление хроматофоров различных типов происходит в определенной последовательности. В начале дифференцируются меланофоры дермы, а затем уже ксантофоры и иридофоры. Эпидермальные меланофоры появляются сравнительно поздно (Бриттон, 1986).

Характер распределения окраски обусловлен миграцией хроматобластов в генетически предопределенные участки.

Что же заставляет клетки мигрировать?

Давид Ньют (Ньют,1973) пишет: "Даже в том случае, если бы меланоциты всегда распределялись равномерно по поверхности тела животного, вопросы, возникающие в связи с этим, казались бы весьма заманчивыми. Что побуждает клетки мигрировать?" Известно, что если поместить клетки нервного гребня в культуру, то они "отталкиваются" друг от друга. Предполагается, что клетки нервного гребня выделяют какое-то химическое вещество, на которое другие клетки нервного гребня отвечают отрицательным хемотаксисом (Дьюкар, 1978). Однако, это не объясняет образования сложных узоров на коже животных.

Кроме направленного движения, которое может осуществляться и после дифференцировки меланобластов в полноценные пигментные клетки, меланофоры способны и к другим формам подвижности, таким, как деление (дифференцированные клетки также не утрачивают способности к нему) и направленное перемещение пигмента внутри отдельных клеток. Существует гипотеза о едином субстрате для всех форм подвижности меланофоров,

представленном тубулином микротрубочек и актином микрофиламентов (Голиченков, 1977). Все снабжаемые им процессы (цитодифференцировка, митоз, клеточное движение) находятся в конкурентных отношениях, но именно их комплексное действие в конечном счете позволяют животному менять в онтогенезе количество, расположение клеток и степень насыщения их пигментом в зависимости от внешних условий.

Дифференцировка меланобластов в меланофоры.

Природа пигментов, образуемых дифференцированными хроматофорами, генетически детерминирована, в то время как процесс дифференциации клеток и синтез пигмента могут регулироваться гормональными факторами.

Меланобласты мигрируют латерально по отношению к сомитам (Weston, 1963). Начало дифференцировки меланобластов в меланоциты связано с синтезом пигмента меланина (Fitzpatrick et al., 1966). Фермент меланобластов - тирозиназа - окисляет тирозин в дигидрооксифенилаланин (ДОФА), и затем ДОФА в ДОФА-хинон (Маркет, Уршпрунг, 1973). ДОФА-хиноны обладают высокой реакционной способностью и в результате конденсации образуют меланин.

Меланин.

Меланин - это собирательное название для группы высокомоллекулярных пигментов. Термин «меланин» не несет информации и химической структуре пигментов, за исключением той, что они представляют собой полимеры с относительно высокой молекулярной массой.

Были предприняты попытки различить и охарактеризовать отдельные классы меланиновых пигментов. Существует несколько классов меланиновых пигментов: эумеланин, феомеланин и алломеланин. Эумеланинами обычно называют черные пигменты животных, а желто-коричневые разновидности
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меланиновых пигментов — феомеланинами. Не содержащие азота черные пигменты растений часто называют алломеланинами.

Как эумеланин, так и феомеланин являются полимерами хиноидных соединений. Предшественником эумеланинов и феомеланинов является тирозин. Согласно классической гипотетической схеме Рэпера-Мезона (рис.1), образование эумеланина происходит в три стадии (Бриттон, 1986).

ООН

Тирозин

ООН

ДОФА

СООН

Дофь-хиноы

СООН

Ч5.б-Дигидоотеииндоли№ киелоуа

Доф»хром

Н

•Л»йкодоф»хром

¦+- MMWHH

гидроксииидол Индол

Рис.1. Схема меланогенеза Репера-Мезона (из Бриттон, 1986) Сначала тирозин последовательно окисляется до дигидроксифенилаланина (ДОФА) и ДОФА-хинона, а последний циклизуется с образованием окрашенного в красный цвет дофахрома. На второй стадии дофахром превращается в бесцветную 5,6-дигидрооксииндол-2-карбоновую кислоту, а затем в 5,6-дигидрооксииндол. Наконец, окисление последнего до индолил-5,6-хинона с

11

последующей полимеризацией дает меланиновую молекулу. Ферментом, осуществляющим начальные стадии реакции является тирозиназа. Феомеланины синтезируются по модифицированому эумеланиновому пути.

Классическая структура меланина — длинноцепочечный полимер, состоящий из индолил-5,6-хиноновых единиц (рис.2).

Индол-5.в-хиив»

Рис.2. Фрагмент структуры меланина как длинноцепочечного полимера индолил — 5,6 — хинона (по Бриттон,1986)

Ситуация, однако, далеко не так проста. Любой образец меланина почти наверняка состоит из смеси макромолекулярных видов. Кроме того, меланины редко являются гомополимерами, обычно их молекулы состоят из различных мономерньгх единиц. Не все остатки мономеров остаются в форме хинонов. Многие из них присутствуют в виде соответствующих фенолов или частично восстановленных форм. Ситуация еще более осложняется возможностью разветвления полимерной цепи и перекрестного связывания между цепями. Таким образом, один и тот же основной биосинтетический процесс приводит к образованию разнообразных продуктов. Особенности строения и биосинтеза все еще не установлены ни для одного индивидуального природного меланина
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(Бриттон, 1986).

В процессе дифференцировки в меланобластах образуются пигментные гранулы - меланосомы (Wilde, 1961). Синтез меланина осуществляется на белковых матрицах меланосом (Бриттон, 1986). В своем развитие меланосомы проходят ряд стадий. Их образование связано со структурами эндоплазматического ретикулума, мембраны которого формируют полости эллипсоидной формы (первая стадия развития меланосом), или ядерной мембраны.

Наружняя мембрана органелл происходит из эндоплазматического ретикулума, при отпшуровывании она формирует пузырек. В зависимости от того, какой пигмент будет занимать будущую органеллу - премеланосому, в мембранный пузырек поступают соответствующие энзимы и субстрат. По классической схеме: от эндоплазматического ретикулума или ядерной мембраны отшнуровывается мембранный пузырек, внутри которого располагается фибриллярный матрикс (на самых ранних стадиях). В дальнейшем эта фибриллярная сеть становится более упорядоченной. Маленькие пузырьки, отшнуровывающиеся от аппарата Гольджи, содержат тирозиназу. Энзимы распространяются по белковому матриксу (Bagnara,1979).

У некоторых видов рыб в премеланосоме фибриллярный матрикс отсутствует, а присутствуют несколько пузырьков. Таким образом, премеланосомы - мультивезикулярные тельца. Описанная схема соответствует синтезу эумеланина.

Схема синтеза феомеланина напоминает синтез эумеланина. В начале синтез активируется тирозиназой. Цистеин является ключевым компонентом феомеланина, именно этот момент является определяющим для синтеза либо
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эумеланина, либо феомеланина. Иногда в клетках можно встретить меланосомы, в которых помимо эумеланина присутствует и феомеланин.

Очень часто можно наблюдать, как мембранные пузырьки отшнуровываются от внешней мембраны ядра. Это характерно для ксантофоров и иридофоров. Будущие птериносомы содержат внутри себя либо ламеллярный матрикс, либо сеть мембран.

Трансдифференцировка нормальных хроматофоров.

Как уже говорилось выше, пигментные клетки низших позвоночных происходят из одной полипотентной клетки нервного гребня. Подтверждением этому является способность пигментных клеток покровов и клеток пигментного эпителия глаза к трансдифференцировке (Egushi, Iron, 1981). Под трансдифференцировкой понимают превращение полностью

дифференцированных клеток одного фенотипа в клетки другого фенотипического класса (Egushi, 1978).

Иде (Ide,1979) наблюдал процесс трансдифференцировки в культуре меланофоров, ксантофоров и иридофоров. При добавлении в культуральную среду гуанозина в меланофорах происходит трансформация меланосом в отражающие пластинки. При нормальных условиях культивирования, в то время как меланофоры сохраняют свои характеристики в процессе деления клеток, ксантофоры и иридофоры начинают терять свои отличительные признаки. Пигментсодержащие органеллы — птериносомы и отражающие пластинки постепенно заменяются меланосомами.
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Фоточувствительность хроматофоров.

Хроматофоры большинства беспозвоночных и позвоночных животных обладают прямой чувствительностью к изменению световых условий, отвечая на свет дисперсией пигмента или ( в редких случаях) агрегацией пигментных гранул (Bagnara, 1960; Weber, 1980; и т.д.). Этот ответ клетки выражается в изменении окраски животного и носит название дермалъной светочувствительности. Эта способность пигментных клеток характеризует их как независимые рецепторы света - при культивировании кожных эксплантатов, содержащих меланофоры, in vitro пигмент в пигментных клетках на свету диспергирован, в темноте -агрегирован, а при изменении световых условий меланофоры могут адекватно перераспределять пигмент в течение 2-3 циклов (Голиченков, 1979). При освещении таких меланофоров точечным источником света может происходить дисперсия только в освещаемом участке, причем светочувствительность не связана с каким-то определенным участком клетки, а является характеристикой всей пигментной клетки реагировать на свет разной длины волны (Van der Lek, 1958,1968).

На ксантофорах рыбы медаки (Oryzias latipes) было показано, что фоточувствительность данного типа хроматофоров имеет сезонную изменчивость: в летнее время чувствительность к свету выше, чем в зимний период (Oshima et al., 1998). Максимум световой чувствительности лежит в пределах 410 -420 nm.
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2. КЛАССИФИКАЦИЯ РЕАКЦИЙ ПИГМЕНТНОЙ СИСТЕМЫ

Физиологические и морфологические реакции

Перемещение меланосом, благодаря которому происходит дисперсия и агрегация пигмента в отдельных клетках, в конечном счете, выливается в согласованную работу единой пигментной системы организма. Поведение меланофоров в ответ на световые стимулы определяется сложным координирующим механизмом, включающим нервные и эндокринные процессы, хотя среди меланофоров встречаются т.н. "собственные независимые эффекторы" (Waring, 1963), способные реагировать на свет непосредственно, без каких-либо промежуточных звеньев регуляции. Это свойство хорошо изучено для меланофоров хвостового плавника личинок Xenopus laevis (Bagnara, 1957, 1960, Moriya et al.,1996)) - клеток, которые в организме, вообще, проявляют парадоксальную реакцию: видимый свет приводит к агрегации меланосом, а при помещении животных в темноту наблюдали дисперсию пигмента

В целом же, взаимодействие различных систем организма определяет возникновение адаптивных изменений окраски в соответствии с условиями окружающей среды. Сечеров (Secerov, 1909) был первым, кто подразделил адаптивные изменения окраски позвоночных на физиологические и морфологические.

Физиологические реакции сводятся к быстрому перераспределению меланосом в пигментных клетках и длятся минуты или часы (Fuchs, 1914; Parker, 1948; Buddenbrock, 1961; Голиченкова, 1972; Голиченков, 1979). Характерными особенностями физиологических реакций у амфибий являются (1) отсутствие эфферентного нервного контроля за поведением меланофоров в отличие от рыб (Barrington,1964), (2) дисперсия пигмента осуществляется под действием
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меланоцитстимулирующего гормона (МСГ), секретируемого в промежуточной доле гипофиза, (3) агрегация пигмента происходит под влиянием гормона эпифиза - мелатонина (МЛТН).

Морфологические реакции осуществляются за счет изменения числа пигментных клеток и интенсивности синтеза меланина. Данный тип реакций пигментной системы длится значительно дольше, нежели предыдущий: в течение дней или даже недель (Baback, 1910; Bagnara, 1960; Pehlemann, 1966, 1967; Голиченков, 1979).

Между физиологическими и морфологическими реакциями пигментной системы существует тесная связь. Показано, что длительное пребывание в диспергированном состоянии увеличивает количество меланинсодержащих клеток покровов, их размеры и количество пигмента в них (Babak,1910; Голиченков, 1979; Захарова, 1983). Но и накопление пигмента меланофорами влияло на динамику физиологических реакций (скорость дисперсии и агрегации меланосом) (Захарова, 1983).

Первичные и вторичные мсланофорные реакции.

В онтогенезе земноводных различают два типа физиологических меланофорных реакций: первичные и вторичные. Первичные реакции заключаются в дисперсии пигмента на свету и его агрегации в темноте. Вторичные реакции адаптируют животное на свету к яркости фона и заключаются в дисперсии меланина на черном фоне и его агрегации на белом.

Благодаря тому, что пигментные клетки амфибий лишены иннервации, контроль за первичными и вторичными физиологическими реакциями осуществляется гуморально. Среди гуморальных факторов регуляции выделяют гормоны гипофиза, имеющие в своем составе общий гептапептид. Основным из них является меланотропин или меланоцитстимулирующий гормон (МГС)
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