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Streszczenie. Przedstawiono biosynteze, budowe, aktywacje i dziatanie kluczowego
enzymu fotosyntetycznego karboksylazy/oksygenazy rybulozo-l,5-bisfosforanu. Prze-
dyskutowano zasady jego regulacji oraz funkcje w fotosyntezie i fotooddychaniu.
Summary. Biosynthesis, structure, activation and action of key photosynthetic en-
zyme ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase have been reviewed. The
regulation and the role of this enzyme in photosynthesis and photorespiration have
been discussed.

Stosowane skroty

ATP — adenozyno-5-trifosforan

3-ketoCABP — 2-karboksy-3-keto-arabinitolo-1,5-bisfosforan

CAP — 2-karboksy-arabinitolo-1-fosforan

L — duza podjednostka karboksylazy/oksygenazy RuBP
NADP — fosforan dinukleotydu nikotynamido-adeninowego
NADPH — forma zredukowana NADP

* Referat wygtoszony podczas Sympozjum nt. Mechanizmy oddziatywania $wia-
tta na procesy metaboliczne, zorganizowanego w Krakowie 26-28 maja 1987 r.
przez Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego UJ, Instytut Biologii WSP
w Krakowie oraz Sekcje Fotobiologii PTBioch.

Praca wykonana w ramach CPBP 05.02.
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PGA — kwas 3-fosfoglicerynowy

rosliny C3 ~ — ros$liny, u ktorych akceptorem CO02 w fotosyntezie jest
tylko RuBP

rubisco — karboksylaza/oksygenaza RuBP

RuBP — rybulozo-1,5-bisfosforan

S — mata podjednostka karboksylazy/oksygenazy RuBP

1. WPROWADZENIE

Szybkos$¢ fotosyntezy netto u roslin C3 moze zwiekszy¢ sie niemal
dwukrotnie po obnizeniu stezenia 02w S$rodowisku do 1- 2°/0. Powodem
tego jest duze ograniczenie hamujgcego dziatania 02 na fotosynteze, zja-
wiska nazywanego efektem Warburga [113]. Mozliwo$¢ uzyskania tak
znacznego wzrostu szybkosci fotosyntezy byta silnym bodzcem do po-
dejmowania badan nad tym zjawiskiem. Badania te doprowadzity do
wyjasnienia jego biochemicznego mechanizmu. Niewystarczajgco rozu-
miemy jeszcze jednak fizjologiczng role dziatania tlenu w fotosyntezie,
natomiast catkowicie zawiodty nadzieje na osiagniecie praktycznych ko-
rzysci przez ewentualne wyeliminowanie tego zjawiska metodami che-
micznymi lub genetycznymi u roslin uprawnych.

Intensywne badania nad wptywem tlenu na fotosynteze zapoczatko-
wato stwierdzenie, ze tlen zwieksza wytwarzanie C02 w fotosyntezuja-
cych tkankach [26]. W latach sze$¢dziesigtych udowodniono, ze na-
stepuje to w procesie odmiennym od oddychania w ciemnosci, dla kto-
rego przyjeto nazwe fotooddychanie [35]. Jedng z wiasciwosci fotooddy-
chania, réznigca ten proces od oddychania w ciemnos$ci (mitochondrial-
nego), jest prostoliniowa zalezno$¢ od 02 w petnym zakresie stezen 02
Réwnoczes$nie wykazano, ze substratem fotooddychania jest kwas gliko-
lowy [121] i ustalono schemat przemian tego zwigzku [108], przebiega-
jacych w chloroplastach, peroksysomach i mitochondriach, zwigzanych
z wytwarzaniem C02na Swietle w fotosyntetyzujacych komaérkach. Prze-
miany te sa obecnie nazywane cyklem kwasu glikolowego lub foto-
oddechowym oksydacyjnym cyklem przemian wegla. Jednym z waz-
niejszych osiggnie¢ byto stwierdzenie, ze bezpos$redni prekursor kwasu
glikolowego — kwas fosfoglikolowy — jest wytwarzany w chloroplastach
przy udziale 02 w reakcji kompetycyjnej w stosunku do fotosyntetycz-
nego wigzania C02 katalizowanej przez karboksylaze/oksygenaze RuBP
[17, 85]. Odkrycie to wzmogto zainteresowanie tym dwufunkcyjnym
enzymem. Intensywnie badano jego biosynteze, budowe, aktywacje i re-
gulacje enzymu oraz mechanizmu katalizowanej reakcji. Opracowano
syntetyczne modele zaleznosci obu aktywnos$ci enzymu oraz fotosyntezy
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i fotooddychania od najwazniejszych czynnikéw S$rodowiskowych [31].
Informacje o wynikach wczes$niejszych badarn nad tym enzymem znaj-
dujg sie w artykutach Maleszewskiego [72], Kaniugi [59], Bytniewskiej
[22] oraz Maleszewskiego i Kaminskiej [74].

2. KARBOKSYLAZA/OKSYGENAZA RuBP

Karboksylaza/oksygenaza rybulozo-l,5-bisfosforanu (EC.4.1.1.39) ka-
talizuje przytaczenie CO02 do rybulozo-l,5-bisfosforanu (RuBP) z wy-
tworzeniem 2 cz. kwasu 3-fosfoglicerynowego (PGA). Przy udziale 02
przebiega natomiast oksygenacja RuBP, ktorej produktami sg PGA
i fosfoglikolan (rye. 1). Enzym ten, okreSlany skrdotowo ,rubisco”, ini-

Ryc. 1. Reakcje katalizowane przez karboksylaze/oksygenaze RuBP [88]

cjuje dwa pozornie przeciwstawne procesy: asymilacje C02 i fotosynte-
tyczny cykl redukcji wegla (fotosynteze) oraz fotooddechowy oksyda-
cyjny cykl przemian wegla (fotooddychanie) [74]. Rubisco jest obecna
u wszystkich fotoautotroféw. U roslin wyzszych wystepuje w stromie
chloroplastdw w znacznej ilosci (do 250 mg-ml-1), stanowigc zwykle
wiecej niz 50% rozpuszczalnych biatek dojrzatych lisci. Prawdopodobnie
jest wiec biatkiem wystepujacym w przyrodzie w najwiekszej ilosci
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[30, 40]. Stezenie enzymu w stromie chloroplastow osigga warto$¢ 0,4 -
0,5 mM, a stezenie jego centrow aktywnych (8 centrow w czasteczce)
wynosi odpowiednio 4 mM [50].

21. BUDOWA | BIOSYNTEZA

Rubisco wyodrebniona z glonéw i ro$lin wyzszych ma mase czastecz-
kowg 500 000 * 50 000. Sktada sie z 8 duzych podjednostek (L) o m.c.
55 000 +4000 i 8 matych podjednostek (S) o m.c. 15000 £3000. Typ
enzymu L88 jest prawdopodobnie charakterystyczny dla wszystkich
eukariotycznych fotoautotroféw [117]. Donoszono, ze u bakterii struk-
tura enzymu moze byé zréznicowana: (u Rhodospirillum rubrum), L4
L6 Lese, L8 L8&8 [81]. Z Rhodopseudomonas sphaeroides wyizolowano
2 formy enzymu: L88 oraz L6 i sugerowano, ze forma enzymu moze
zaleze¢ od warunkéw wzrostu tego mikroorganizmu [37]. Wystepowanie
struktur L2 i L88 jest dobrze udokumentowane, pozostate natomiast
moga by¢ produktami czesciowej destrukcji nastepujacej podczas izolo-
wania enzymu [81].

Enzym typu L2, a wiec sktadajgcy sie tylko z duzych podjednostek,
wykazuje obie aktywnosci katalityczne. Dowodzi to, ze centrum Kkatali-
tyczne jest zlokalizowane w duzej podjednostce. Jednakze usuniecie pod-
jednostek S z enzymu typu L8S8 pochodzacego z komorek sinicy, po-
wodowato zanik jego aktywnos$ci, co sugeruje, ze podjednostki te moga
mie¢ istotne znaczenie dla funkcji katalitycznej enzymu [5, 40].

Gen kodujacy duza podjednostke u glonéw i roslin wyzszych wyste-
puje w chloroplastowym DNA, a synteza biatka L przebiega z udzialem
70 S rybosomdéw, zlokalizowanych w chloroplastach [51, 81]. W szpina-
ku [65] i grochu [92] stwierdzono wystepowanie prekursora L o m.c.
wyzszej o okoto 2000, ktory poddany dziataniu ekstraktéw z chloro-
plastéw przeksztatcat sie w forme dojrzatg. Znaczenie tej potranslacyjnej
transformacji nie jest jeszcze wyjasnione.

Mata podjednostka jest zakodowana w DNA jadrowym. Tym samym
MRNA prekursora S jest transkrybowany w jadrze, a proces translacji
przebiega w cytoplazmie z udziatem 80 S rybosomow. Powstaje poli-
peptyd o m.c. wiekszej o 4000 - 6000 od m.c. dojrzatej S w wyniku wy-
dtuzenia konca N jej tafcucha. Funkcja dodatkowego polipeptydu ma
niewatpliwie zwigzek z wymagajgcym naktadu energii w postaci ATP
[39, 103] potranslacyjnym transportem S przez otoczke chloroplastow.
Jest on odszczepiany w czasie transportu przez enzym zlokalizowany
w stromie chloroplastéw, po czym S #gczy sie z endogenng L, tworzac
ostateczng forme holoenzymu L858 [51].
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Nic nie wskazuje, zeby istniato powigzanie miedzy procesami syntezy
obu podjednostek rubisco, przebiegajacymi w réznych kompartymentach
komérki. Nie stwierdzono, zeby obecno$¢ S w stromie chloroplastow
wptywata na transkrypcje chloroplastowego DNA, a synteza S nie wy-
maga obecnosci funkcjonalnych chloroplastow [29, 33, 117]. Nie dotyczy
to oczywiscie organizmdw prokariotycznych, u ktérych geny kodujace
L i S stanowig fragmenty tej samej czasteczki DNA [2].

Ekspresja obu genéw, zarbwno chloroplastowego, kodujgcego L, jak
i jadrowego, kodujgcego S, jest za pos$rednictwem ukladu fitochromo-
wego uzalezniona od S$wiatta. Mechanizm stymulacji przez Swiatlo bio-
syntezy rubisco nie jest w peini wyjasniony. Dane doswiadczalne dowo-
dzg, ze Swiatto wptywa bezposrednio zaréwno na etap transkrypcji, jak
i translacji [40, 48, 95].

Na podstawie wynikéw badan prowadzonych metodami mikroskopii
elektronowej i krystalografii rentgenowskiej opracowano modele prze-
strzennych relacji miedzy podjednostkami w krystalicznej rubisco. Model
przyjety dla enzymu z tytoniu zaktada utozenie globularnych L i S
w dwu warstwach wokot centralnego kanatu [28]. Dla enzymu z chemo-
autotraficznej bakterii wodorowej Alcaligenes eutrophus zaproponowano
model réznigcy sie od opisanego juz tu gtdwnie nie globularnym cha-
rakterem L [18]. Stwierdzone réznice moga by¢ jednak przynajmniej
czesciowo spowodowane odmiennymi warunkami krystalizacji enzy-
mu [81].

Pierwszorzedowa struktura (sktad i sekwencja aminokwaséw) duzych
podjednostek rubisco jest ewolucyjnie w wysokim stopniu konserwa-
tywna. Enzym ten u systematycznie odlegtych gatunkéw jest bowiem
bardzo podobny. Wyizolowano geny kodujgce te podjednostki z kuku-
rydzy [79], szpinaku [122], tytoniu [3], Chlamydomonas [27], Rhodospi-
rillum rubrum [45] oraz z innych fotoautotroféw i po sklonowaniu ozna-
czono sekwencje nukleotyddw. Na tej podstawie, jak tez stosujgc me-
tody chemii analitycznej, okre$lono sekwencje aminokwaséw w biatku L.
Stwierdzono wysoka homologie sktadu aminokwasowego polipeptydéw L
pochodzacych z r6znych organizmdédw. Duza podjednostka rubisco sktada
sie z niespetna 500 reszt aminokwasowych, np. 475 u szpinaku i 466
u Rhodospirillum rubrum [45]. Szczeg6lnie konserwatywne okazaty sie
pewne fragmenty czasteczki: od reszty 169 do 220 i od 321 do 340, sta-
nowigce prawdopodobnie najblizsze sgsiedztwo centrum aktywacyjnego
i centrum katalitycznego enzymu. Rejony te sg identyczne lub wykazujg
zwiekszony stopiei homologii nawet wdwczas, gdy tak jak w przypad-
ku R. rubrum podobieAstwo catego enzymu do typu wystepujacego
u roslin wyzszych jest wyjatkowo mate. Zwrdcono tez uwage na rejon
reszt 162 - 192, w Kktorym wystepujag wylgcznie aminokwasy obojetne
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lub zasadowe. Obecno$¢ takiego typu aminokwaséw w tej czeSci poli-
peptydu warunkuje jego aktywnos$¢ katalityczng [27, 81].

Badania enzymu z wielu organizméw pro- i eukariotycznych wska-
zuja, ze sktad i sekwencja aminokwaséw matej podjednostki sa w mniej-
szym stopniu podobne niz w przypadku duzej podjednostki. Stwierdzono
tu bowiem S$rednio zaledwie 70% identycznych reszt aminokwasowych.
W polipeptydzie S wykryto jednak réwniez kilka odcinkow ewolucyjnie
bardziej konserwatywnych, ktére sa prawdopodobnie wazne dla funkcji
tych podjednostek [81, 107].

Aminokwasy tworzace zarowno centrum aktywacyjne, jak i centrum
katalityczne rubisco stanowig fragmenty tancucha duzej podjednostki.
Nalezy réwniez uzna¢ za udowodnione, ze miejsce wigzania RuBP jest
tam takze zlokalizowane [44, 46, 81]. Funkcja matej podjednostki jest
natomiast jeszcze w duzym stopniu zagadkowa, a wyniki badan dotycza-
cych tego problemu sg sprzeczne. Niewatpliwie podjednostki S nie sg
bezwzglednie konieczne do aktywacji enzymu, ani tez do przejawiania
sie jego aktywnosci katalitycznych. Stwierdzono jednak, Zze stosunek
aktywnosci karboksylacyjnej do oksygenacyjnej moze znacznie sie réz-
ni¢, jesli porowna sie enzym typu L2 (z R. rubrum) z enzymem typu L&8
Enzym zawierajagcy S ma okoto 10-krotnie wieksze powinowactwo do
C02niz enzym skiadajacy sie tylko z L [24, 55, 57, 119, 120]. Mogtoby to
Swiadczyé, ze podjednostki S wplywajg na powinowactwo rubisco do
C02 Jednakze donoszono réwniez o wyodrebnieniu z r6znego materiatu
enzymu typu L88 ktory miat podobnie niskie powinowactwo do CO02
jak enzym o budowie L2 z R. rubrum [4, 12], Poréwnujac kinetyke
aktywacji obu form enzymu wystepujacych u Rhodopseudomonas sphae-
roides (L6 i L858, uzyskano wyniki, ktére moga prowadzi¢ do wniosku,
ze obecnos$¢ S przyspiesza proces aktywacji enzymu [38, 81].

W badaniach rubisco, wyodrebnionej z morskiej sinicy Synecho-
coccus, polegajacych na usuwaniu S z enzymu i nastepnie jego rekon-
strukcji stwierdzono, ze aktywno$¢ enzymu jest proporcjonalna do za-
wartosci S. Przy catkowitym braku S podczas aktywacji osiggana maksy-
malna aktywnos$¢ byta o okoto 60% nizsza niz aktywno$é kompletnego
enzymu. Nie wykazano natomiast, zeby od obecnosci S zalezata poczat-
kowa szybkos$¢ jego aktywacji [5 6]. W podobnych badaniach nie po-
twierdzono jednak, zeby od matych podjednostek zalezaty kinetyczne
wihasciwosci rubisco. Po rekonstrukcji holoenzymu, w ktérym wilasne S
zostaty zastapione obcymi, pochodzacymi z enzymu o wyjgtkowo du-
zym powinowactwie do CO02 nie stwierdzono zwiekszonego powinowac-
twa do C02uzyskanego hybrydu enzymatycznego [7, 49].

Podsumowujac wyniki dotychczasowych badan nad funkcjg matych
podjednostek rubisco nalezy zgodzi¢ sie z pogladem, ze zwiekszajg one



KARBOKSYLAZA/OKSYGENAZA RYBULOZO-1.5-BISFOSFORANU 239

stopien aktywacji enzymu. Prawdopodobnie w nie wyjasniony jeszcze
sposOb podjednostki te stabilizujg konformacje zaktywowanej rubisco
[49, 81].

22. AKTYWACJA

W celu otrzymania peinej katalitycznej aktywnosci do biatka karbo-
ksylazy/oksygenazy RuBP musi przytaczy¢ sie czasteczka CO02 (nie pet-
nigca funkcji substratu) i 2-wartoSciowy metaliczny Kkation, najlepiej
Mg2:. W procesie aktywacji C02 tworzy karbaminian z e-aminowg gru-
pa lizyny 201 w polipeptydzie L. Nastepnie Mg2+ przytacza sie wigza-
niem koordynacyjnym do karbaminianu (ryc. 2). Powstaly 3-skiadniko-

enzym
nieaktywny
E - NHo E- NH?+ C02 7
3 Ht 2
1 4 - 24
y - E- NH- CO00'+Mg2 E- NH-COO * Mg

enzym aktywny

Ryc. 2. Aktywacja karboksylazy/oksygenazy RuBP przez C02 Mg2+ oraz H+- [49,88]

wy kompleks stanowi dopiero w peini aktywng forme enzymu. Proces
aktywacji jest odwracalny i przebiega do osiggniecia stanu dynamicznej
rownowagi miedzy nieaktywnga i zaktywowang postacig enzymu. KohAco-
we potozenie stanu réwnowagi (stopien aktywacji enzymu) zalezy od
wielu czynnikéw, takich jak [H ], [C0Z, [Mg2+] i innych, np. organicz-
nych fosforandw [14, 40, 49, 70, 81].

Aktywacje rubisco in vitro przeprowadza sie z tatwoS$cig inkubujac
wyizolowany enzym w S$rodowisku zawierajgcym CO02 i Mg2+ w odpo-
wiednich stezeniach. Dokonuje sie tego tuz przed zainicjowaniem przez
dodanie RuBP reakcji katalizowanych przez enzym.

W badaniach nad aktywacjg rubisco zwracano uwage na trudne do
wyttlumaczenia odmienne wymagania tego procesu w komdrce i w
sztucznym Srodowisku. Osiggniecie peinej aktywno$ci enzymu in vitro,
odpowiadajacej normalnej szybkosci fotosyntezy, jest mozliwe jedynie
po zastosowaniu niefizjologicznych, bardzo wysokich stezen C02 i Mg2f.
Wykluczone jest, zeby in vivo warunki te byty speiniane, co wskazuje,
ze w komorce peina aktywno$¢ enzymu jest osiggana przy znacznie
nizszych stezeniach tych efektoréw. Stwierdzana niezbedno$¢ Swiatta
do aktywacji rubisco zaréwno w izolowanych chloroplastach [15, 71, 94,
116], jak i w catych lisciach [77, 86, 87, 94, 106] jest ttumaczona wzro-
stem pH i stezenia Mg2+ w miejscu dziatania enzymu (w stromie chloro-
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plastéw) podczas os$wietlania [50, 89, 90]. Stopien aktywacji rubisco
in vivo jest rzeczywiscie zawsze funkcjg intensywnosci Swiatta [77, 87],
Jednakze natezenie Swiatta, niezbedne do wysycenia procesu aktywacji,
jest znacznie wyzsze od Swiatta wysycajagcego alkalizacje stromy chloro-
plastéw i transport Mg2+ [47]. Ponadto rubisco wyizolowana z lisci
uprzednio os$wietlanych Swiattem wysycajagcym aktywacje jest prawie
catkowicie zaktywowana nawet gdy stezenie C02 byto wielokrotnie niz-
sze od niezbednego do aktywacji enzymu wyizolowanego [56, 81]. W lis-
ciach eksponowanych na Swiatlo stabsze od wysycajagcego aktywacje
enzym wystepuje gtdwnie w postaci nieaktywnej i jest wowczas nie-
wrazliwy na zmiany stezenia CO02 [86, 96]. Przytoczone obserwacje zgod-
nie wskazywaty, ze warunki Swietlnej aktywacji rubisco in vivo wyraz-
nie odbiegajg od tych, jakie muszg by¢ spetnione in vitro. Nasuwat sie
wniosek, ze w ukladzie sztucznym brak jest jakiego$ czynnika dziataja-
cego w komorce.

Wyodrebniono mutanta Arabidopsis, oznaczonego jako mutant rca,
w ktérym rubisco nie ulegata aktywacji Swietlnej. Enzym wyizolowany
z mutanta rca i z rosliny dzikiego typu miat jednak identyczng charak-
terystyke kinetyczng i izoelektryczng, a wiec uszkodzenie w aparacie
genetycznym mutanta rca nie miato wptywu na samg rubisco [106].
Dalszym, bardzo waznym osiggnieciem byto odkrycie frakcji rozpusz-
czalnego, chloroplastowego biatka, ktdre uczestniczy w procesie Swietl-
nej aktywacji rubisco, a ktérego brak jest u mutanta rca. Wykazano
w ten sposob, ze Swietlna aktywacja rubisco nie jest procesem samo-
rzutnym, lecz ze jest reakcjg enzymatyczng. Mutacje jadrowe, bedace
przyczynag fenotypu rca Arabidopsis, wptywajg na ekspresje dwu poli-
peptydéw stromy chloroplastow. Uzyskano dowody, ze polipeptydy te
stanowig podjednostki biatka stromy chloroplastdw, enzymu katalizuja-
cego aktywacje rubisco [93, 94].

Odkrywcy aktywazy rubisco sugeruja, ze posredniczy ona w Swietl-
nej regulacji aktywnosci karboksylazy/oksygenazy RuBP, przy czym
mechanizm regulacji przez Swiatlo aktywnosci aktywazy rubisco musi
by¢ inny niz w przypadku innych enzymoéw fotosyntetycznych. Sztuczne
akceptory przejmujace elektrony z aparatu fotosyntetycznego (metyl-
wiologen, piocyjanina), ktére hamuja S$wietlng aktywacje wielu enzy-
moéw fotosyntetycznych, przebiajacg przy udziale ukiadu ferredoksyna/
tioredoksyna, stymulujg bowiem S$wietlng aktywacje rubisco zaréwno
w komorkach, jak i w rekonstruowanych uktadach. Jest to zgodne z po-
gladem, Zze bezposrednim czynnikiem okreSlajgcym aktywnos$¢ rubisco
jest indukowana przez Swiatto zmiana pH stromy chloroplastéw, a nie
wytwarzanie réwnowaznikéw redukcyjnych. Sztuczne akceptory elek-
tronéw nie wptywaty na aktywacje rubisco w lisciach mutanta rca. Po-
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twierdza to zatozenie, ze wptyw Swiatla na rubisco odbywa sie za po-
Srednictwem nowo odkrytej aktywazy [93, 94].

Autorzy prac donoszacych o istnieniu aktywazy rubisco proponujg
hipotetyczny mechanizm dziatania odkrytego przez siebie enzymu. Bio-
ragc pod uwage to, ze niezaleznie od warunkow S$wietlnych i koncentracji
CO02 stezenie RuBP w chloroplastach jest najczesciej wieksze niz steze-
nie centrow aktywnych rubisco, zakladajg, ze enzym ten w ciemnosci
wystepuje gtoéwnie w postaci nieaktywnego kompleksu E— RuBP [83,
86, 87]. Kompleks ten uniemozliwia lub istotnie zmniejsza spontaniczng
aktywacje enzymu przez C02 i Mg2f. Funkcja aktywazy polegataby na
katalizowaniu przeksztatcenia tego kompleksu w aktywny enzym sktada-
jacy sie z trzech komponentdw zgodnie z nastepujacym réwnaniem:

Aktywaza

E- RuBP + C02+ Mg2+1 ~ E- C02- Mg2+. @)

Nalezy podkres$lié, ze aktywacja rubisco nie jest procesem statycz-
nym, lecz dynamicznym [16]. Osiagniety w okreslonych warunkach
stopien aktywacji nie jest trwaty, lecz zmienia si¢ réGwnoczes$nie ze zmia-
nami $rodowiska, w ktérym enzym funkcjonuje.

23. CENTRUM AKTYWNE | PROCES KATALIZY

W wyniku aktywacji rubisco uzyskuje zdolno$¢ katalizowania za-
rowno karboksylacji, jak i oksygenacji RuBP. Reakcje te przebiegaja
w tym samym centrum aktywnym. Rozwdj obu aktywnosci, np. w mio-
docianych lub etiolowanych lisciach, jest zawsze $ciSle zwigzany, a pod
wptywem roznych czynnikéw (z wyjatkiem CO02i 02 ulegajg one w tym
samym stopniu stymulacji lub inhibicji [14, 21, 36, 55]. Ostatnio udato
sie zlokalizowac¢ rejon centrum aktywnego w polipeptydzie L. Stwier-
dzono, ze wazne dla aktywnosci rubisco reszty lizyny zajmujg pozycje
u R. rubrum 166 i 329, a u szpinaku 175 i 334 [43, 46].

Katalizowanie przez enzym obu reakcji w tym samym centrum ak-
tywnym musi oznacza¢, ze poczatkowe etapy tych reakcji sag wspdlne.
Pierwszym etapem w obu reakcjach jest wigzanie RuBP do zaktywo-
wanego enzymu i wytworzenie enodiolowego produktu pierwotnego
(rye. 1). Enodiolowa forma RuBP powstaje przez odtgczenie protonu od
grupy atomoéw przy C3 katalizowane przez zasadowy fragment rubisco.
Konsekwencjg jest wytworzenie nukleofilowego centrum przy C2
ktére reaguje nastepnie z C02 lub 02 W reakcji karboksylacji, w wy-
niku przytaczenia C02 a nie HCO03 powstaje 6-weglowy produkt po-
Sredni 2-karboksy-3-keto-arabinitolo-1,5-bisfosforan (3-ketoCABP). Hyd-
roliza tego zwigzku z przerwaniem wigzania miedzy C2i C3daje 2 czast-
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ki PGA. Mechanizm reakcji oksygenacji RuBP nie jest dostatecznie wy-
jasniony. Nastepuje tu rowniez rozszczepienie tancucha enodiolowej
formy RuBP miedzy C2i C3 lecz z wytworzeniem PGA i fosfoglikolanu.
W reakcji tej tylko 1 atom biorgcej w niej udzial molekuty 02 jest wig-
czany do grupy karboksylowej fosfoglikolanu [51, 69, 81].

24. AKTYWATORY | INHIBITORY

Przed odkryciem aktywazy rubisco zaskakujgce bylo stwierdze-
nie, ze w warunkach, jakie istniejg w komoérce ([C0Z] ~ 10 pM, [Mg2 ]
—5-10 mM, pH ~ 8) karboksylaza/oksygenaza, RuBP nie powinna wy-
stepowaé w aktywnej formie. Wszystko natomiast wskazywato, ze w nor-
malnych warunkach stopien aktywacji enzymu jest wysoki [15, 71, 91].
Poszukujgc czynnikéw odpowiedzialnych za odmienne wiasciwos$ci ru-
bisco in vivo niz in vitro zbadano wptyw na ten enzym wielu metaboli-
tow chloroplastowych. Wykazano, ze zwigzki te w stezeniach fizjolo-
gicznych mogag by¢ stabymi stymulatorami enzymu [40]. Sg dowDbdy na
to, ze fosforany organiczne wigzg sie w centrum katalitycznym zamiast
RuBP i w taki sposdb stabilizuja zaktywowang rubisco. Wiekszos$¢ efek-
toréw pozytywnych moze by¢ takze inhibitorami kompetycyjnymi w sto-
sunku do RuBP. Charakter dziatania zalezy bowiem od ich stezenia,
a takze innych warunkow. Ogdlnie mozna stwierdzi¢, ze dany zwigzek
ma charakter inhibitora, jeSli wigze sie z zaktywowang formg enzymu
silniej niz RuBP lub trwalej wigze sie z niezaktywowang niz z zakty-
wowang forma enzymu. W pierwszym przypadu jest inhibitorem kata-
lizy, a w drugim inhibitorem aktywacji [40, 69].

Warto zwr6ci¢ uwage na to, ze inhibitorami rubisco moga by¢ nie
tylko produkty katalizowanych przez ten enzym reakcji, tj. PGA i fosfo-
glikolan [40], lecz réwniez i substraty, w tym takze RuBP, ktory jest
inhibitorem aktywacji enzymu [54].

Ostatnio dokonano waznego odkrycia dotyczacego mechanizmu do-
bowych fluktuacji aktywnosci rubisco: aktywacji na Swietle i inakty-
wacji w ciemnosci. Sg one skorelowane z napromieniowaniem, jednakze
nie mozna ich ttumaczyé¢ wytgcznie zaleznymi od warunkéw S$wietlnych
zmianami stezen Mg2+ i H+ w stromie chloroplastow. Wykazano, ze
inaktywacja rubisco w ciemnos$ci jest dobrze skorelowana ze wzrostem
zawartosci w chloroplastach organicznego estru fosforanowego [97, 98,
112]. Ester ten udato sie wyizolowaé z ziemniaka oraz z fasoli i zidenty-
fikowaé jako 2-karboksy-arabinitolo-I-fosforan (CAP). Odkryty endo-
genny inhibitor (ryc. 3) jest analogiem pierwotnego produktu karbo-
ksylacji RuBP — 2-karboksy-3-keto-arabinitolo-1,5-bisfosforanu (ryc. 1).
CAP ma wiele wiasciwosci charakterystycznych dla silnego inhibitora
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Ryc. 3. Struktura naturalnego inhibitora karboksylazy/oksygenazy RuBP [41]

o fatwo odwracalnym dziataniu. Wigze sie on wybidrczo z zaktywowang
forma rubisco i w ten spos6b stabilizuje ja przez okres obnizonego na-
tezenia Swiatta i w ciemnos$ci. Na Swietle szybko uwalnia sie zaktywo-
wany enzym, co zapewnia gotowo$¢ aparatu fotosyntetycznego do na-
tychmiastowego dziatania. Obserwowane szybko$ci pojawiania sie
w ciemnos$ci i zaniku na Swietle inhibitora potwierdzajg taka hipoteze
[41]. Metabolizm CAP nie jest poznany. Wydaje sie, ze zwigzek ten musi
by¢ gtébwnym produktem przemian przebiegajagcych w poczatkowym
okresie ciemnosci, gdyz dla skutecznego dziatania musi osiggaé stezenie
odpowiadajgce koncentracji miejsc aktywnych rubisco.

25. WEASCIWOSCI KINETYCZNE

Podczas fotosyntezy przebiegajacej w naturalnym Srodowisku Swiat-
to jest czynnikiem zmieniajgcym sie w najszerszym zakresie. Na drugim
miejscu mozna dopiero wymieni¢ stezenie C02 w stromie chloroplastow.
Konsekwencjg zmian tych czynnikéw jest istotna modyfikacja we-
wnetrznych warunkow przebiegu fotosyntezy. Na Swietle stabszym od
wysycajacego gtdwnym czynnikiem ograniczajagcym fotosynteze jest
regeneracja RuBP, natomiast w warunkach S$wiatta wysycajgcego jest
to karboksylacyjna aktywnos$é rubisco, okre$lona stezeniami C02 i 02
w miejscu dziatania tego enzymu [31].

Stosunek obu aktywnos$ci karboksylazy/oksygenazy RuBP moze byé
wyrazony jako funkcja kinetycznych parametréw enzymu oraz stezen
C02i 02w miejscu jego funkcjonowania [31, 58, 64, 80, 84], Zaleznosci

te wyraza wzor
& = VOKO [COZ3 ,
\0 \VOKc [0 @

gdzie vc, vO — szybkos$¢ karboksylacji, oksygenacji; Vc, VO — szybkos¢
maksymalna karboksylacji, oksygenacji; Kc, KO m» powinowactwo ru-
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bisco do C02 02 [CO0Z, [02] — stezenie C02 02 w miejscu dziatania
rubisco.

Uwzgledniajgc we wzorze tym stechiometryczng relacje miedzy
ilosciag 02 pobieranego przez oksygenaze a ilosciag CO02 wytwarzanego
w fotoodychaniu (t= 0,5), mozna przedstawié¢, jak nastepuje stosunek
fotosyntezy rzeczywistej P do fotoodychania PR [84]:

P W& _ VKO [CPZ 1
PR VOt  VOKC [0 t°

Rozwigzujagc réwnanie (3) dla P = PR, otrzymuje sie wzér wyraza-
jacy zalezno$¢ miedzy kinetycznymi parametrami rubisco a kompensa-
cyjnym CO02fotosyntezy P [31, 84]:

r="8 Llo4)
* c-K-o0

Wzér (4) zaktada liniowg zalezno$¢ miedzy stezeniem kompensacyj-
nym CO02 fotosyntezy i stezeniem tlenu, co byto wielokrotnie doswiad-
czalnie potwierdzone [84].

Warto$¢ stosunku VA&KOVOKG nazywanego wspoOiczynnikiem powino-
wactwa substratowego, zachowuje duzag statos¢ w obrebie réznych grup
fotoautotroféw. Wyjatek stanowig jedynie fotosyntetyzujace bakterie,
co jest prawdopodobnie zwiazane z odmienng i zréznicowana budowag
bakteryjnej rubisco [55, 57, 84].

Rubisco z roslin nalezagcych do odmiennych grup ekofizjologicznych
moze istotnie rozni¢ sie powinowactwem do C02[119, 120]. Enzym z ro$-
lin z cyklem Hatcha i Slacka (C4 i z ro$lin wodnych wykazuje nizsze
powinowactwo niz enzym z ro$lin C3i roslin kwasowych (CAM). Zrdz-
nicowanie to jest prawdopodobnie zwigzane z wystepowaniem u dwu
pierwszych grup roslin mechanizmu zwiekszajgcego stezenie C02w miejs-
cu dziatania enzymu [114].

Powinowactwem do CO02 réznig sie tez istotnie dwie odmienne pod
wzgledem budowy formy rubisco z Rhodopseudomonas sphaeroides.
Forma o budowie L8S8 podobna do wystepujgcej u fotoautotroféw euka-
riotycznych, ma wieksze powinowactwo niz forma o budowie Le, podob-
na do enzymu typu L2 wystepujacego u Rhodospirillum rubrum [115].

Nie znaleziono Zzadnego czynnika poza uwzglednionymi we wzorze
(2), ktéry modyfikowatby wartos¢ stosunku vc/v0. Wartosé tego stosunku
nie zalezy tez od stezenia RuBP, jako trzeciego substratu rubisco [55,
57, 58]. Ostatnio doniesiono, ze stosunek ten moze sie zmieni¢ po za-
stgpieniu Mg2+, aktywujgcego enzym, innym metalicznym kationem.
Je$li uzyje sie np. Mn2+ to stosunek aktywnosci karboksylacyjnej do
oksygenacyjnej maleje [88]. Kontrowersyjny jest wplyw temperatury.
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Wczesniej stwierdzano silniejszy wptyw podwyzszania temperatury na
fotooddychanie niz na fotosynteze, co ttumaczono odwrotna zaleznosciag
od wysokosci temperatury powinowactwa rubisco do CO02 [13, 64, 82,
84, 99]. Jednakze wraz ze wzrostem temperatury obniza sie stosunek
stezen C0202 w fazie plynnej [42, 62, 63]. Nasuwa to przypuszczenie,
ze przynajmniej czes¢ efektu podwyzszania temperatury moze bezpo-
$rednio nie zaleze¢ od enzymu, lecz moze byé spowodowana zmniejsze-
niem sie dostepnosci C02 dla karboksylacji RuBP [84, 67].

Duzo uwagi poswiecono ostatnio udziatowi oddychania ciemniowego
(mitochondrialnego) w wytwarzaniu CO02 na S$wietle w fotosyntezuja-
cych tkankach. Mozna przyja¢, ze natezenie tego procesu na Swietle
jest o 50 -70% mniejsze niz w ciemnosci. Jednakze wiele czynnikdw,
takich jak temperatura czy zawarto$¢ asymilatow w lisciu, wptywa na
nie zwigzane z fotooddychaniem wytwarzanie C02 na Swietle w od-
mienny sposoéb niz na fotooddychanie. Oprécz czynnikbw wptywaja-
cych na dostepno$¢ C02 moze to powodowac¢ obserwowane czesto roz-
bieznoSci miedzy rzeczywista wymiang C02 w lisciach na Swietle a jej
teoretyczng wartoscig obliczong na podstawie kinetycznych parametrow
rubisco [8, 9, 10, 11, 19, 75].

3. ODTWARZANIE RuBP

W zréwnowazonej fotosyntezie, przebiegajacej w warunkach sprzy-
jajgcych znacznej przewadze reakcji karboksylacji nad reakcjg oksy-
genacji, RuBP, jako wspolny substrat, jest odtwarzany z aktualnie asy-
milowanego wegla. W doSwiadczeniach prowadzonych z uzyciem 14C02
pule produktéw przemian RuBP zostajg bardzo szybko wysycone znacz-
nikiem, a radioktywno$¢ wiasciwa atomdédw wegla glikolanu oraz wy-
twarzanego w fotooddychaniu CO02 osigga poziom radioaktywnosci witas-
ciwej asymilowanego 14C02 [1, 34, 60, 61, 118], Przy stosunku stezeh
C0202 nizszym niz w powietrzu (bardziej sprzyjajacym oksygenacji
RuBP) radioaktywnos$¢ wiasciwa atomow wegla glikolanu, produktu
oksygenacji RuBP, utrzymuje sie natomiast na obnizonym poziomie
nawet po dtugim czasie ekspozycji lisci w atmosferze 14C02 [60, 61, 118],
Dowodzi to, ze przy stosunku vclvO mniejszym od odpowiadajgcego at-
mosferycznym stezeniom CO02 i 02 w odtwarzaniu RuBP biorg udziat
asymilaty wczes$niej nagromadzone w lisciu. Mozliwos¢ taka byla bez-
posrednio wykazana réwniez w dos$wiadczeniach z izolowanymi chloro-
plastami [102]. Tak wiec komorki fotosyntetyzujace sg zdolne nie tylko
do endogennego wytwarzania C02 w fotooddychaniu, lecz réwniez do
wykorzystywania w tym procesie nagromadzonych w komodrkach ma-
teriatow zapasowych.
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4, STYMULACJA FOTOSYNTEZY PRZEZ TLEN

Przy podwyzszonym stezeniu C02 do 0,09 - 0,15% oksygenacja RuBP
jest silnie zahamowana. W takich warunkach oraz przy duzym nateze-
niu Swiatta i stosunkowo niskiej temperaturze po zmianie stezenia 02
z 05-2,0% na 21% stwierdza sie brak efektu Warburga lub nawet
wzrost szybkosci asymilacji C02 Stymulacje fotosyntezy przez tlen wy-
kazano w doswiadczeniach z calymi liS¢mi oraz z izolowanymi chloro-
plastami. Nie ustalono jeszcze, czy jest to tylko krotkotrwaty efekt
przejSciowy, czy moze wystepowaé takze w zréwnowazonym procesie
fotosyntezy [20, 23, 25, 32, 52, 53, 66, 68, 76, 78, 80, 100, 101, 109 - 111].

Akceptowana jest hipoteza ttumaczaca stymulacje fotosyntezy przez
tlen zwiekszonym odtwarzaniem RuBP [110]. Zaktada ona, ze przy obni-
zonym stezeniu 02 proces fotosyntezy wysycony energig Swietlng i dwu-
tlenkiem wegla ogranicza szybko$¢ regeneracji NADP w reakcji redukcji
PGA. Konsekwencjg wysokiego poziomu NADPH jest hamowanie wy-
twarzania ATP w fosforylacji niecyklicznej i na tej drodze zmniejsza-
nie odtwarzania RuBP. Przy normalnym za$ stezeniu 02 mozliwa jest
synteza dodatkowych ilosci ATP w fosforylacji pseudocyklicznej lub
w fosforylacji cyklicznej, co zwieksza odtwarzanie RuBP i szybkos$¢
fotosyntezy. Hipoteza ta nie jest jednak udowodniona eksperymental-
nie. Nie mozna tez wykluczyé, ze stymulacja fotosyntezy przez 02 na-
stepuje na innej drodze, np. przez zwiekszanie pul metabolitow po-

Srednich tego procesu lub wzmaganie odptywu asymilatéw z chloro-
plastéw.

5 FIZJOLOGICZNE FUNKCJE FOTOODDYCHANIA

Aparat fotosyntetyczny uksztattowat sie ewolucyjnie w warunkach
réznigcych sie od obecnych m.in. wyzszg zawartosciag C02 w Srodowisku.
Oksygenacja RuBP i fotooddychanie moga by¢ wiec uwazane za kon-
sekwencje niskiego stosunku stezen C0202 we wspoGiczesnej atmosfe-
rze. Procesy te powodujg pewne niekorzystne efekty: utrate czesci za-
symilowanego wegla, zmniejszenie wydajnos$ci kwantowej i szybkoSci
fotosyntezy [73]. Uzyskane eksperymentalnie mutanty pozbawione nie-
ktorych enzymow szlaku klasu glikolowego i przez to fotooddychania
okazaty sie jednak niezdolne do wegetacji w atmosferze zawierajacej
21% 02 [104, 105], W zwigzku z tym coraz szerszym uznaniem cieszy
sie poglad, ze funkcjonowanie fotosyntetycznego szlaku oksydacyjnego
jest niezbedne do normalnego rozwoju rosliny w warunkach natural-
nych. Stanowi on bowiem wazny element regulacji i ochrony aparatu
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fotosyntetycznego w zmiennych warunkach s$rodowiskowych.

Metabolizm glikolanu, ktéry moze powstawaé¢ z wytworzonych wczes-
niej asymilatéw, stanowi wewnetrzne Zzrédto C02 Przy silnie ograni-
czonej dyfuzji C02 z zewnetrznej atmosfery, np. na skutek zamkniecia
sie aparatow szparkowych przy deficycie wodnym, umozliwia ono ogra-
niczone funkcjonowanie fotosyntezy i wytwarzanie wszystkich produk-
téw tego procesu [74].

Fotooddechowy oksydacyjny cykl przemian wegla moze mie¢ zna-
czenie jako dodatkowy mechanizm odptywu nadmiaru pochtonietej
energii, zabezpieczajagcy centra aktywne fotouktadéw przez Swietlng
inaktywacjg. Podczas oswietlania lisci w stezeniu C02 kompensacyjnym
reasymilacja wytwarzanego w fotooddychaniu C02 zuzywa bowiem az
okoto potowy NADPH i ATP niezbednych dla normalnej fotosyntezy
[74],

Dziatanie 02 w fotosyntezie jest zwigzane z przemieszczaniem sie
zwigzkéw wegla miedzy chloroplastami a cytoplazma i innymi przedzia-
tami komoérkowymi. Jedng z funkcji szlaku kwasu glikolowego moze
by¢ wiec odprowadzanie asymilowanego wegla z chloroplastéw do miejsc
syntezy sacharozy [74].

W pewnych warunkach glikolan moze mie¢ znaczenie jako przenos-
nik elektrondw, natomiast reakcja przeksztatcania glicyny w seryne
w szlaku kwasu glikolowego, przebiegajgca w mitochondriach, moze
dostarcza¢ réwnowaznikéow redukcyjnych do redukcji azotanow w Ilis-
ciach i stanowi¢ element regulacji cyklu kwasow trikarboksylowych [74].

Funkcjonowanie fotooddechowego oksydacyjnego cyklu przemian
wegla obniza niewatpliwie o0g6lng wydajnos¢ przeksztatcania energii
Swietlnej w fotosyntezie. Biorgc jednak pod uwage to, ze ro$liny wyko-
rzystujg tylko bardzo malg czes¢ docierajgcego do nich promieniowa-
nia Swietlnego [73], nalezy przypuszczaé, ze nie ma to negatywnego
znaczenia dla ich przezycia i reprodukcji.
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WIELOETAPOWY ROZWOJ PRZEWLEKLEJ BIALACZKI
SZPIKOWEJ. I. WEASCIWOSCI NIEKTORYCH
PROTOONKOGENOW UCZESTNICZACYCH W PATOGENEZIE
PRZEWLEKLEJ BIALACZKI SZPIKOWE]J

MULTISTEP EVOLUTION OF CHRONIC MYELOID LEUKEMIA.
I. CHARACTERISTICS OF SOME PROTO-ONCOGENES INVOLVED IN THE
PATHOGENESIS OF CHRONIC MYELOID LEUKEMIA

Zofia, Monika RUPNIEWSKA

Klinika Hematologii Instytutu Choréb Wewnetrznych AM w Lublinie

Streszczenie. Omoéwiono role badan cytogenetycznych w poznaniu biologii nowo-
tworéw oraz przedstawiono wiasciwosci trzech potoonkogendéw komérkowych ,abl”,
»Sis” i N-,ras”, ktore jak sie wydaje uczestniczg w patogenezie przewlektej biatacz-
ki szpikowej.

Summary. The role of cytogenetic studies in evaluating various aspects of tumor
biology was demonstrated. Characteristics of three proto-oncogenes ,abl”, ,sis” and
N-,ras”, which seem to be involved in the pathogenesis of chronic myeloid leu-
kemia, was presented.

Wykaz stosowanych skrotéw

Ab-MuLV  — szybko transformujacy retrowirus biataczki Abelsona
myszy (skrot od ang. Abelson murine leukemia virus)

ALL — ostra biataczka limfoblastyczna (skrot od ang. acute
lymphoblastic leukemia)

ATP — kwas adenozyno-5-tréjfosforowy lub adenozynotrdjfos-
foran

,ber” — maty rejon dtugosci 5,8 kb, potozony w ditugich ramio-

nach chromosomu 22, w Kktérym wystepujg zlamania
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punktowe w przewlekiej biataczce szpikowej Ph dodat-
niej (skrét od ang. break-point cluster region)

biatka G — biatka wigzace GTP/GDP

CML — przewlekta biataczka szpikowa (skrét od ang. chronic
myelogenous leukemia)

c-,onc” — komérkowy protoonkogen (skrét od ang. cellular onco-
gen)

v-,onc” — onkogen szybkotransformujacych retrowiruséw (skrot od
ang. viral oncogen)

c-,,abl” — komérkowy protoonkogen homologiczny z v-,abl” re-

trowirusa biataczki Abelsona myszy oraz zv-,,abl” retro-
wirusa Hardy-Zuckerman kotéw — szczep 2

c-,,erbB” — komérkowy protoonkogen homologiczny z v-,erbB” re-
trowirusa erytroblastozy ptakow

c-,,fms” — komoérkowy protoonkogen homologiczny z v-,,fms” re-
trowirusa miesaka McDonougha kotéw

c-,,fos” — komérkowy protoonkogen homologiczny z v-,fos” dwu

szczepbw retrowirus6w miesaka koSci myszy: szczep
FBJ-MSV i szczep FBR-MSV

c-,,myc” — komorkowy protoonkogen homologiczny z v-,myc” 4
szczepow retrowirusow mielocytomatozy ptakéw: szczep
MC 29, CM II, OK 10, MH 2

c-Ha-,,ras” — komdrkowy protoonkogen homologiczny z v-Ha-,,ras”
retrowirusa miesaka Harvey’a myszy oraz z v-,bas” re-
trowirusa miesaka myszy BALB/c

c-Ki-,ras” — komérkowy protoonkogen homologiczny z v-Ki-,ras”
retrowirusa miesaka Kirstena myszy

N-,ras” — gen transformujagcy wykryty w DNA komorek nerwia-
ka zarodkowego (skrét od ang. neuroblastoma ,ras”)

c-,,sis” — komoérkowy protoonkogen homologiczny z v-,,sis” retro-

wirusa miesaka matpy wetnistej oraz v-,sis” retrowiru-
sa miesaka kotow — szczep Parodi-Irgensa

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

EGF — czynnik wzrostu naskérka (skrét od ang. epidermal
growth factor)

fazy G cyklu komoérkowego — fazy luki (przerwy) w syntezie DNA
(skrét od ang. gap)

faza S cyklu komdrkowego — faza syntezy DNA

GDP — kwas guanozyno-5-dwufosforowy lub guanozynodwu-
fosforan
GTP — kwas guanozyno-5-trojfosforowy lub guanozynotréjfos-

foran
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GTP-aza — hydrolaza GTP

GM-CSF — czynnik wzrostu pobudzajagcy wytwarzanie kolonii gra-
nulocytow-makrofagéw (skrot od ang. granulocyte-mac-
rophagecolony stimulating factor)

IL-2 — interleukina-2 czynnik wzrostu limfocytow T, a by¢
moze takze limfocytow B
IL-3 — interleukina-3 wielopotencjalny czynnik wzrostu, regu-

lujgcy wzrost i réznicowanie wielopotencjalnej komorki
macierzystej i ukierunkowanych komdrek potomnych

kb — kilozasady (skr6t  od ang. kilobase-pair)

kd — kilodaltony

komérki NIH 3T3 — linia komorkowa wyprowadzona w National Insti-
tute of Health z prawidtowych fibroblastéow myszy
BALB/c

linia HL-60 — linia komo6rkowa wyprowadzona z komorek krwi obwo-

dowej pacjenta z ostrg biataczka promielocytows, jest
uwazana za linie promielocytow, ktérg jednak mozna
pobudzi¢ do réznicowania w granulocyty i makrofagi

M-CSF — czynnik wzrostu pobudzajgcy wytwarzanie kolonii mo-
nocytébw makrofagow (skrét od ang. macrophage-colony
stimulating factor)

p — krotkie ramiona chromosomow

p 14 c-,,sis” — biatko o ciezarze  czasteczkowym14kd, kodowane przez
c-,,sis”, homologiczne z tancuchem B plytkowego czyn-
nika wzrostu

p 21 c-,ras” — biatko o ciezarze czasteczkowym 21 kd, kodowane przez
rodzine genéw ,ras”

p 145 c-,abl” — bialko o ciezarze czasteczkowym 145 kd, kodowane
przez c-,abl”

p 160 v-,abl” — biatko o ciezarze czgsteczkowym 160 kd, kodowane
przez onkogen ,abl” Ab-MuLV

p 210 ,bcr”-,abl” — biatko o ciezarze czasteczkowym 210 kd kodowa-
ne przez hybrydowy gen ,ber”-,,abl” w CML

PDGF — ptytkowy czynnik wzrostu (skrét od ang. platelet-deri-
ved growth factor)

PDP — ptytkowa polimeraza DNA (skrét od ang. platelet DNA
polymerase), wykazujgca wiele podobienstw z odwrotng
transkryptaza

Ph — chromosom filadelfijski (skrétod ang.Philadelphia  chro-
mosome)

q — dtugie ramiona chromosomadw

RNA — kwas rybonukleinowy
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mMRNA — informacyjny RNA (skrot od ang. messenger RNA)
SSV — szybko transformujacy retrowirus miesaka matpy wet-
nistej (skrét od ang. simian sarcoma virus)

WPROWADZENIE

Badania cytogenetyczne umozliwity ustalenie kilku istotnych da-
nych z biologii nowotworéw:

1. Wykryto, ze wszystkie komérki danego nowotworu majg takie sa-
me lub zblizone zmiany kariotypowe, czego konsekwencjg stato sie usta-
lenie monoklonalnosci nowotwordw. Wiekszo$¢ nowotworow pochodzi za-
tem z pojedynczej komérki progenitorowej, noszgcej specyficzng zmiane
genetyczng (czesto rozpoznawalng jako nieprawidtowosci chromosomo-
we). Przypuszczalnie ta nabyta zmiana genetyczna dostarcza komérce
wybidérczych korzysci utatwiajgcych wzrost, co umozliwia jej potomstwu
ekspansje klonalna.

2. Wykazano, ze na ogo6t nieprawidtowos$ci kariotypowe sg znacznie
rozleglejsze w zaawansowanych nowotworach. Takim przykiadem sg
zmiany kariotypowe w przetomie blastycznym w przebiegu przewlekiej
biataczki szpikowej (chronic myelogenous leukemia, w skrocie CML).
CML jest klonalng, ztosliwg proliferacjg hemopoetycznej komérki ma-
cierzystej [120]. W 90 - 95% przypadkéw wystepuje delecyjny chromo-
som 22 nazwany chromosomem Ph (Philadelphia chromosome, w skro-
cie Ph) [105]. Chromosom Ph powstaje wskutek obustronnej wymiany
materiatu genetycznego miedzy chromosomami 9 i 22 [118]. Wymiana
zwykle dotyczy tych samych prazkéw 9qg34.1 i 22qll.21 i jest okre$lana
jako t(9;22) (q34.1; qll.21). W przetomie blastycznym CML, ktéry cha-
rakteryzuje utrata zdolnosci biataczkowych blastéw do dalszego rézni-
cowania, u ok. 75% pacjentéw rozwijajg sie dodatkowe nieprawidtowos-
ci chromosomowe natozone na kariotyp z pierwotng translokacjg Ph
[51]. Zwykle dochodzi do zwiekszenia modalnej liczby chromosoméw
w granicach 47 - 52 z nieprzypadkowymi nieprawidtowosciami, ktore do-
tycza chromosomdw: 8 (trisomia chromosomu 8), 17 (izochromosom 17),
19 (trisomia chromosomu 19) i 22 (dodatkowy chromosom Ph') [94].
Heim i Mitelman [95] takg ewolucje kariotypu komorek biataczkowych,
w ktérej stwierdza sie jedng lub wiecej z takich nieprawidtowosci na-
zywaja gtéwng droga ewolucyjng (rye. 1). Z innych nieprawidtowoSci
kariotypowych, wystepujacych dosy¢ czesto w przetomie blastycznym,
nalezy wymieni¢ triosomie chromosomu 17 i ubytek chromosomu 7 [129].
Te i inne obserwacje pozwolity na rozwiniecie hipotezy, ze w miare
uptywu czasu nowotwory stajg sie coraz bardziej ztosliwe, poniewaz
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Rye. 1 Model ewolucji kariotypu w przewlektej biataczce szpikowej Ph' dodatniej
(wg [64])

wyselekcjonowujg sie subpopulacje komérek o dodatkowych zmianach
w strukturze genetycznej [77, 104], Komorki nowotworowe cechuje
w pordwnaniu z komdrkami prawidlowymi zwiekszona niestabilnos$¢
genetyczna, z czym wiaze sie tatwosé powstawania wariantéw gene-
tycznych. Wiekszo$¢ tych wariantow ginie, ale kilka z nich o szczegdl-
nych wiasciwosciach wybiorczego wzrostu rozwija sie i staje dominuja-
cg subpopulacja komorek nowotworowych. Te nowg subpopulacje wy-
réznia agresywny wzrost, co wigze sie z progresjg choroby nowotworo-
wej. Ciggte powstawanie nowych subpopulacji komérek nowotworo-
wych jest przyczyng tak typowej dla nowotworéw heterogennosci ko-
morkowej.

3. Dzieki badaniom molekularnym wykryto, ze nieprzypadkowe nie-
prawidtowosci chromosomowe wigzg sie z miejscami, w Kktorych leza
szczegblne geny, tzw. protoonkogeny odgrywajace istotng role w onko-
genezie.
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Protoonkogeny lub onkogeny komoérkowe (cellular oncogen, w skro-
cie c-,onc”) wykryto dzieki dwu odrebnym, chociaz zbieznym kierun-
kom badawczym:

Po pierwsze dzieki wykryciu homologii c-,,onc” z onkogenami szyb-
kotransformujgcych retrowirusow (viral oncogen, w skrécie v-,,onc”).
v-,0Nnc” sg zresztg pochodzenia komorkowego i zostaly wigczone wr ge-
nom retrowirusa podczas zakazenia zwierzecia.

Po drugie dzieki metodzie transfekcji. Przez transfekcje rozumie sie
proces wprowadzania do hodowanych komérek egzogennego DNA. W ba-
daniach transformujgcych genéw nowotworowych jako biorcy zwykle
stuzg komorki NIH 3T3. Linia NIH 3T3 zostata wyprowadzona z pra-
widtowych fibroblastbw myszy i ma wysoka zdolnos¢ integracji DNA
dawcy [29]. Linia ta jest wprawdzie linig nienowotworowg, ale cechuje
ja szczeg6lna wiasciwos¢ charakteryzujaca ztosliwg transformacje, a mia-
nowicie jest linig ,unieSmiertelniong” (immortalized), majagca zdolnos¢
ciggtej proliferacji w hodowli (prawidtowe komdrki maja ograniczong
zdolno$¢ podziatéw). DNA wyizolowany zarowno z komdrek stransfor-
mowanych chemicznymi mutagenami, jak i DNA z wielu naturalnie
wystepujacych nowotworéw cztowieka, takich jak rak pecherza moczo-
wego, rak jelita grubego, rak ptuc, nerwiak zarodkowy (neuroblastoma)
i rézne nowotwory hemopoetyczne — wprowadzony do komodrek NIH
3T3 moze indukowac transformacje nowotworowg [81, 91, 96, 108, 124],
za ktora sg odpowiedzialne sekwencje DNA zawierajace c-,onc”.

Co to sg protoonkogeny? W prawidtowych komérkach w réznych
okresach wzrostu i roznicowania wystepuje ekspresja réznych c-,onc”.
Jak sie wydaje, c-,,onc” powstaty u wczesnych ewolucyjnie tkankowcoéw,
a nawet w organizmach nizszych niz tkankowce, jako wewngtrzkomor-
kowe regulatory wzrostu komaérki [106]. W ztozonych za$ organizmach kre-
gowcow te wewngtrzkomoérkowe czynniki wzrostu, zapewniajace auto-
nomie poszczegblnym komoérkom, byty szkodliwe, zaburzaty bowiem
harmonijng wspotprace miedzy réznymi komoérkami i tkankami. U wyz-
szych kregowcéw te wewngtrzkomdrkowe czynniki wzrostu zostaty wiec
wyparte przez liczne pozakomoérkowe czynniki wzrostu o charakterze
endokrynnym i parakrynowym. Nadal jednak zachowaty sie $ciste po-
wigzania miedzy c-,,onc” a pozakomérkowymi czynnikami wzrostu. Po-
wigzania te sg:

albo bezpos$rednie, poniew®z niektére c-,,onc” kodujg czynniki wzros-
tu,

albo posrednie, poniewaz inne c-,onc” kodujg receptory dla czynni-
kéw wzrostu, lub uczestnicza w innych mechanizmach regulujacych
wzrost prawidtowych komorek.

Protoonkogeny moga odgrywaé¢ kluczowa role w transformacji no-
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wotworowej dzieki punktowym mutacjom [142], przegrupowaniom (re-
arrangements) [31] lub zwielokrotnieniu genu (gene amplification) [20,
27]. Wszystkie te nieprawidtowosci protoonkogenéw beda powodowaty
badZz zmiane jakosciowa kodowanych przez nie produktéw, badz zmia-
ne ekspresji (ilosciowg) tych produktow.

Wiemy, ze rozwdj naturalnych nowotworéow jest procesem wielo-
etapowym, podczas ktérego wystepuje kooperacja wielu gendéw. Jednym
z pierwszych przyktadow wskazujgcych na takg kooperacje w warun-
kach ,in vitro” byly doSwiadczenia Landa i wsp. [83]. Autorzy ci do
hodowli zarodkowych fibroblastow szczura wprowadzali kombinacje dwu
protoonkogenéw ,myc” i ,ras”. Pierwszy z nich jest genem ,unieSmier-
telniajacym” fibroblasty, ktére zaczynajg bezustannie replikowaé DNA
i dzieli¢ sie. ,myc” nie wptywa jednak na fenotyp fibroblastow i dla
peinej transformacji konieczna jest aktywacja co najmniej jeszcze jed-
nego onkogenu ,ras”. Wykazano takze, ze w niektorych liniach komorki
nowotworowej cztowieka, jak np. linia HL-60 wyprowadzona z komérek
krwi obwodowej pacjenta z ostrg biataczkg promielocytowg, wystepuje
kooperacja ,myc” i N-,ras” [27]. Istnienie aktywnego N-,ras” oprocz
amplifikacji ,myc” stwierdzono ponadto w pierwotnych komorkach bia-
taczkowych pacjenta, od ktérego wyprowadzono linie HL-60 [34]. Nie
jest jednak wykluczone, ze do powstania komdrki nowotworowej ko-
nieczne jest jeszcze dodatkowe dziatanie odmienne od aktywnosci onko-
genéw ,myc” i ,ras”. Najbardziej zachecajgce wydaje sie istnienie wielu
gendéw wiaczonych w proces onkogenezy, przy czym uaktywnienie kaz-
dego z nich odpowiadatoby kolejnemu etapowi onkogenezy [84].

W patogenezie CML krytyczne znaczenie ma translokacja proto-
onkogenu c-,,abl”. Sugeruje sie réwniez, ze w procesie tym odgrywaja
takze role inne protoonkogeny, takie jak c-,sis” i N-,ras”. Geny te
zostang szczegbtowo omébwione.

c-,,abl”

Lokalizacja c-,,abl” w chromosomie — 9q34 [56, 63]. c-,,abl” wyste-
puje nie tylko w komérkach kregowcow [57], ale jest pieczotowicie prze-
chowywany w procesie ewolucji, tak ze wykryto go w gatunku ewolu-
cyjnie tak odlegtym od kregowcéw jak muszka owocowa (Drosophila
melanogaster) [66],

Produkt kodowany przez c-,,abl” — biatko o ciezarze czasteczkowym
145 kd (p 145) [78]. Biatko kodowane przez c-,,abl” wykazuje aktywno$¢
kinazy tyrozynowej [80], ktéra katalizuje przenoszenie jonu fosforano-
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wego z komorkowego nosnika energii, jakim jest adenozynotrdjfosforan
(ATP), na rodniki tyrozyny niektorych biatek. Cztonkowie rodziny kinaz
tyrozynowych decydujg o fenotypie komorkowym. Niektorzy z nich od-
grywaja role w czynnos$ci receptoréw dla czynnikéw wzrostu, inni dzia-
taja we wnetrzu komérki [15]. Tak np. komdrkowy protoonkogen
c-,,erbB” koduje obszar kinazy tyrozynowej w wewnatrzkomdérkowej
czesci receptora czynnika wzrostu naskdrka (epidermal growth factor,
w skrécie EGF) [42], a c-,,fms” koduje analogiczny obszar w receptorze
dla czynnika wzrostu pobudzajagcego wytwarzanie kolonii monocytéw-
-makrofagéw (macrophage-colony stimulating factor, w skrdécie M-CSF,
albo colony stimulating factor-1, w skrécie CSF-1) [116, 123], Po zwig-
zaniu odpowiedniego czynnika wzrostu z zewnatrzkomdérkowg czescig
receptora zostaje uaktywniony wewngatrzkomorkowy obszar fosfokinazy
tyrozynowej i nastepuje fosforylacja rodnikéow tyrozyny w docelowym
biatku, z czym wiaze sie jego modyfikacja. Jak sie przypuszcza, proces
fosforylacji tyrozyny wyzwala kaskade zmian biochemicznych, stano-
wigcg cze$¢ mechanizmu za pomocag ktérego mitogenny sygnat nada-
wany przez czynnik wzrostu zostaje przekazany do jadra komérkowego
i zapoczatkowuje podziat komérki. Ta nowo poznana odwracalna fosfo-
rylacja biatek wydaje sie stanowi¢ gtdwny mechanizm kontrolujacy prze-
kazywanie bodzcow hormonalnych, a takze bodzcow indukowanych przez
czynniki wzrostu i neurotransmitery. Sygnat wywotany ujawnieniem sie
aktywnosci kinazy tyrozynowej we wnetrzu komorki jest, po przetwo-
rzeniu, przekazywany dalej przez kinaze biatkowa C [89, 133], pod ktdrej
wptywem ulegajg fosforylacji rodniki seryny i treoniny. Kinaza biatko-
wa C wydaje sie uczestniczy¢ gtownie w przekazywaniu sygnatéw indu-
kowanych przez piytkowy czynnik wzrostu (platelet derived growth
factor, w skrécie PDGF) [61] oraz interleukiny-2 i 3 (IL-2 i IL-3) [47-
49]. W wiekszosci przypadkéw nie znamy jednak docelowego biatka, na
ktore dziata kinaza tyroyznowa. Moze to by¢ zaréwno biatko btony
komérkowej, jak i wewnatrzkomoérkowy enzym, czy biatko szkieletowe
komorki lub biatko zwigzane z jadrem komorki. Tak wiec w nastep-
stwie intensywnej fosforylacji rodnikow tyrozyny docelowego biatka
zmieniajg sie zdolnosci proliferacyjne komérki. Aktywno$¢ kinazy tyro-
zynowej charakteryzuje takze wiele biatek kodowanych przez v-,,onc”
transformujgcych retrowiruséw [14, 68].

Lokalizacja produktu c-,abl” w komérce — biatko btony komorko-
wej [68],

Homologia produktu c-,,abl” z biatkiem kodowanym przez onkogeny
transformujacych retrowiruséw:

v-,abl” wirusa biataczki TVbelsona myszy (Abelson murine leukemia
virus, w skrocie Ab-MuLV) [140];
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v-,,abl” wirusa miesaka Hardy-Zuckerman kotéw — szczep 2 (Har-
dy-Zuckerman 2 feline sarcoma virus, w skrécie HZ-2-FeSV) [9].

Dosyé czesto dwa odmienne retrowirusy onkogenne dla réznych ga-
tunkéw zwierzat (w tym wypadku dla myszy i kotow) majg ten sam
Vv-,,0nc”.

Niedawno odkryty szczep 4 retrowirusa HZ-2-FeSV — HZ-4-FeSV
zawiera onkogen v-,kit” [10], ktéry koduje biatko p 80 przypominajace
strukturalnie receptor dla PDGF [149].

Ab-MuLV zostat wyizolowany z myszy BALB/c, ktére byty zakazone
wirusem biataczki Moloney’a myszy (Moloney murine leukemia virus,
w skrécie Mo-MuLV) i u ktérych stosowano sterydy. Ab-MulLV jest
rekombinantem wykazujgcym na obu kohcach genomu dos¢ Scistg homo-
logie sekwencji z rodzicielskim Mo-MuLV, ale we wnetrzu jego genomu
znajduje sie dodatkowa sekwencja pochodzaca z komorkowego proto-
onkogenu c-,,abl” [1, 57]. Sekwencja z korfica aminowego (N-terminus),
transformujacego biatka Ab-MuLV, jest kodowana przez wirusowy gen
»0ag” (gen kodujacy biatka wnetrza wirionu), za$ sekwencje czesci $rod-
kowej i konca karboksylowego (C-terminus) koduje ,abl” [143]. Trans-
formujace biatko wykazuje wysokiego stopnia aktywno$¢ kinazy tyro-
zynowej, zwlaszcza w poréwnaniu z aktywnos$cig biatka kodowanego
przez komorkowy c-,,abl”. Ta wysoka aktywno$é kinazy tyrozynowej
prawdopodobnie zalezy od modyfikacji kornca aminowego biatka Ab-
-MuLV. Biatko kodowane przez v-,,abl” ma zdolno$¢ transformacji sze-
rokiego spektrum komérek hemopoetycznych myszy, takich jak: limfo-
cyty B, komorki plazmocytowe, makrofagi i promielocyty, a takze ko-
morki NIH 3T3 [79].

Prawdopodobna rola produktu kodowanego przez c-,abl”: Jak juz
powiedziano, v-,,abl” Ab-MuLV transformuje komérki w hodowli, m. in.
komorki tuczne, pochodzgce z ptodowej watroby, lub komdrki linii szpi-
kowej myszy — FDC-P1 [28, 109], uniezalezniajgc je, poprzez mecha-
nizm pozaautokrynowy, od zewnatrzpochodnych czynnikéw wzrostu, ta-
kich jak IL-3, lub czynnik wzrostu pobudzajacy wytwarzanie kolonii
granulocytow-makrofagéw (granulocyte-macrophage colony stimulating
factor, w skrocie GM-CSF). W zwigzku z pozaautokrynowym mechaniz-
mem dziatania transformujgcego biatka kodowanego przez v-,abl” roz-
wazane sg dwie mozliwosci: produkt v-,,abl” modyfikuje aktywnos$¢ re-
ceptora dla IL-3 lub receptora dla GM-CSF albo dziata jako surogat
tych receptordw poprzez aktywno$¢ kinazy tyrozynowej lub poprzez
wptyw na ktéry§ z pdzniejszych etapow tancucha regulujagcego wzrost
komdrki prawidtowo aktywowanej przez IL-3 lub GM-CSF [110],

Jest wiec prawdopodobne, ze komoérkowy c-,,abl” koduje receptor
dla IL-3 lub dla GM-CSF.
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Shtivelman i wsp. [127] sugerujg réwnocze$nie, ze biatko kodowane
przez c-,abl” nie petni funkcji receptora dla pozakomérkowych czynni-
kéw wzrostu, zwitaszcza ze jego aktywnos$é kinazy tyrozynowej rézni sie
od aktywnos$ci kinaz tyrozynowych, ktére wystepujg w cytoplazmatycz-
nej czesci receptora dla EGF lub receptora dla M-CSF. Autorzy przy-
puszczaja, ze substrat docelowy dla biatka kodowanego przez c-,,abl”
wystepuje zaréwno w cytoplazmie, jak i w btonie komoérkowej.

IL-3 myszy lub wielopotencjalny czynnik wzrostu (multi-colony sti-
mulating factor, w skrécie multi-CSF) moze pobudzad:

albo powstawanie szerokiego spektrum réznych typow kolonii (ery-
trocytow, megakariocytow, neutrofili, eozynofili, makrofagéw, komorek
tucznych);

albo powstawanie kolonii zawierajgcych rozne typy komorek.

IL-3 myszy kontroluje zatem wzrost i r6znicowanie zaréwno wielo-
potencjalnej komaérki macierzystej, jak i komoérek potomnych, juz ukie-
runkowanych w poszczeg6lne linie réznicowania [43, 62, 70]. Wydaje sie,
ze IL-3 stymuluje nawet wzrost komérki macierzystej [58, 113] tak mto-
dej jak komérka tworzaca kolonie $ledzionowe (colony forming units-
spleen, w skrécie CFU-S), odkrytej przez Tilla i wsp. [136], ktéra jest
zdolna do repopulacji zaréwno komdrek linii szpikowej, jak i limfoidal-
nej u subletalnie napromienionych myszy [2, 39, 74, 86].

Do niedawna nie mozna byto wykazaé¢ isthienia ludzkiego genu,
bedacego odpowiednikiem genu dla IL-3 myszy lub analogicznego biatka.
W zwigzku z odkryciem, ze ludzki GM-CSF ma wielopotencjalng aktyw-
no$¢ pobudzajacg wytwarzanie roznych kolonii [40, 45, 128], wysunieto
przypuszczenie, ze ludzki gen dla IL-3 zostat utracony podczas ewolucji
[26, 45, 76], a jego czynnosci sg zsumowane w GM-CSF.

Ostatnio jednak z ludzkiej linii komérkowej 5637, wyprowadzonej
z raka pecherza moczowego, wyizolowano i scharakteryzowano wielo-
potencjalny CSF [93, 98, 100, 111, 130, 144], a Yang i wsp. [148] ziden-
tyfikowali ludzki gen dla IL-3 wykazujagcy homologie sekwencji z IL-3
myszy. Istnieje takze ok. 20% homologii sekwencji miedzy IL-3 a GM-
-CSF (cyt. wg [138]). Ludzki gen dla IL-3 lezy w chromosomie 5 (cyt.
wg [138]). Ponadto w diugich ramionach chromosomu 5 w stosunkowo
niewielkiej odlegtosci od siebie leza:

gen ,,gm-csf” 5923->q32, ktory koduje GM-CSF;

protoonkogen homologiczny z genem v-,kit” — HZ-4-FeSV 5¢31 ->
932, ktéry koduje receptor dla PDGF;

protoonkogen c-,,fms” 5qg33, ktéry koduje receptor dla M-CSF. Geny
te leza w miejscach punktowych zlaman, jakie wystepuja w delecjach
dtugich ramion chromosomu 5 [119], spotykanych w tzw. wtornych
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ostrych biataczkach nielimfatycznych, wywotanych mutagenami, oraz
w niektorych klonalnych hemopatiach zaliczanych do grupy zespotéw
mielodysplastycznych.

c-,,Sis”

Lokalizacja c-,,sis” w chromosomie — 22ql3 [33, 134],

Produkt kodowany przez c-,sis” — biatko o ciezarze czgsteczkowym
14 kd (p 14), wykazujace, podobnie jak produkt c-,,abl”, aktywnos$¢
kinazy tyrozynowej [30] i odpowiadajgce tafcuchowi B PDGF [37, 145],
(Ludzki PDGF jest heterodimerem ztozonym z dwu tahcuchéw A i B
[731)

Lokalizacja produktu c-,sis” w komodrce — biatko sekrecyjne [68],
jakkolwiek sekrecja PDGF przez komorke koreluje z ekspresja tafcu-
cha A [12].

Homologia produktu c-,,sis” z biatkiem kodowanym przez onkogeny
transformujgcych retrowirusow:

v-,sis” wirusa miesaka malpy welnistej (simian sarcoma virus,
w skrocie SSV) [41, 141];

v-,,8is” wirusa miesaka kotéw — szczep Parodi-lrgensa (Parodi-Ir-
gens feline sarcoma virus, w skrocie PI-FeSV) [11].

SSV byt pierwszym transformujacym retrowirusem uzyskanym od
zwierzat naczelnych. Malpa wetnista, z ktorej tkanek wyizolowano SSV,
chorowata na rozsiane widkniakomiesaki (fibrosarcoma) w skorze i w
krezce. Stwierdzono ok. 96% homologii miedzy tancuchem B PDGF
cztowieka a transformujgcym biatkiem — p 28 ,sis” SSV, co pozwala
przypuszcza¢, ze onkogenne dziatanie SSV zachodzi poprzez molekuty
PDGF-podobne [41, 141]. SSV wstrzykniety domiesniowo szerokonosym
matpom amerykanskim wywotuje u nich podobny nowotwor, jesli na-
tomiast zostanie wstrzykniety dokanatowo, to powoduje rozwdj gwiaz-
dziaka (astrocytoma). Oba te nowotwory wychodzag z komoérek tkanki
tacznej, ktére w hodowli ujawniajg ekspresje receptorow dla PDGF. Fi-
broblasty stransformowane przez SSV nie tylko syntetyzuja, ale réwniez
wydzielajg molekuty PDGF-podobne, ktére dziatajg jako autokrynowe
stymulatory wzrostu [67]. Wydaje sie jednak, ze wiekszo$¢ produktu
kodowanego przez SSV nie jest wydzielana do $rodowiska zewnetrznego,
ale pozostaje zwigzana z btong komérkowg [85], stymulujagc endogennie
specyficzne receptory. ROwnocze$nie prawidtowy, egzogenny PDGF moze
indukowa¢ w hodowli pewne cechy wzrostu komorek, przypominajgce
proliferacje komdrek stransformowanych przez SSV, a ponadto indukuje

3 — PBK 3/88
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wiele, a by¢ moze nawet wszystkie cechy fenotypowe komorek strans-
formowanych [5, 6, 17, 71]. W ustalonych liniach komdrkowych PDGF
moze wywotywac ostateczng transformacje morfologiczng [122],

Dziatanie PDGF na poziomie molekularnym — PDGF zwieksza trans-
krypcje dwu genéw komérkowych: c-,fos” [25, 60] i ¢c-,,myc” [75], c-,fos”
koduje biatko zwigzane ze zrebem jadra komdrkowego [32], a zwlaszcza
z miejscem w chromatynie jadrowej szczegdlnie wrazliwym na dziatanie
dezoksyrybonukleazy 1, co sugeruje regulacyjng role tego genu w eks-
presji innych genéw [114, 121]. c-,,myc” koduje biatko zlokalizowane
w okolicy przyjadrowej, odgrywajace role w przemianie RNA [115].
Stiles [131] oba geny zalicza do ,,genéw kompetencji wzrostu” (growth
competence genes), warunkujacych wystgpienie i przebieg cyklu komor-
kowego. Ponadto wykazano, ze transkrypcja c-,myc” wigze sie z unie-
zaleznieniem komédrki od regulacyjnego wpitywu osoczowych czynnikéw
wzrostu, a wiec i PDGF [21, 75], Nie wiemy jednak, czy ekspresja c-,fos”
przyczynia sie do podobnej utraty wrazliwosci komérki na PDGF,
zwitaszcza ze aktywacja c-,,fos” wyprzedza aktywacje c-,myc” [97]. Na
zmodyfikowanym schemacie z pracy Adamson [4] przedstawiono akty-
wacje gendw komérkowych pod wptywem PDGF, prowadzgca do syntezy
DNA i proliferacji:

komoérkowy aktywacja
receptor kinazy rodzina

PDGF dla PDGF ->mbiatkowej C *-* c-,,fos” -> genow
—mc-,,myc” -> ,ras” —»proliferacja

Stiles (cyt. wg [46, 99]) wykazat ponadto, ze PDGF w komorkach
NIH 3T3 zwieksza transkrypcje nie tylko c-,fos” i c-,myc”, ale takze
gendw kodujacych interferon beta (gen pokrewny c-,fos”) i syntetaze
2'5'-oligoadenylowa. Transkrypcja tych dwu ostatnich genéw wystepuje
w poOzniejszym okresie niz c-,,fos” i c-,,myc”. Zwiekszenie przez PDGF
transkrypcji genéw kodujacych interferon beta jest niezwykle intere-
sujgce w Swietle niedawnych doniesien [87], ktére mowig o przeciw-
stawnym dziataniu na cykl komérkowy interferonéw alfa i beta, a PDGF.
Mianowicie interferony hamujg przejscie komérek z fazy GO cyklu ko-
morkowego w faze Gi i S, podczas gdy PDGF dziata mitogennie.

Wptyw PDGF na komorki:

PDGF dziata jako czynnik mitogenny na komdrki tkanki tgcznej
majace specyficzne receptory. Do komoérek tych naleza: fibroblasty skd-

* Kinaza biatkowa C poprzez fosforylacje rodnikéw seryny i treoniny biatek
komorkowych uczestniczy w transdukcji sygnatow wywotanych zwigzaniem PDGF
ze swoistym receptorem [61]. Jak sie wydaje, kinaza ta transdukuje jeszcze wczes-
niejszy sygnat wywotany wystapieniem aktywnos$ci kinazy tyrozynowej po zwig-
zaniu PDGF przez receptor [89, 133].
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ry i $ciegien, miesnie gtadkie $ciany naczyniowej, komérki gleju i chon-
drocyty [18].

W hodowli fibroblastéw i komorek miesni gtadkich PDGF stymuluje
wytwarzanie i uwalnianie substancji podobnych do somatomedyny C
[23, 24]. Rownoczes$nie somatomedyna C moze nasila¢ odpowiedZz mito-
genng komorek na PDGF.

W hodowli linii komérki T ze zmniejszong zawartoScig surowicy
w Srodowisku hodowlanym PDGF przywraca komorkom T zdolno$é do
odpowiedzi proliferacyjnej na specyficzny antygen [3].

Istniejg dane, ze wytwarzanie molekut PDGF-podobnych wywiera
dziatanie posrednie na klonalny wzrost linii erytroleukemicznych, takich
jak OCIM 2 i HEL [117]. Obie te linie wytwarzajg molekuty PDGF-po-
dobne, dziatajace mitogennie na fibroblasty, ktére z kolei prawdopodob-
nie wydzielajg mediatory erytropoezy [35].

Wytwarzanie PDGF lub molekut PDGF-podobnych przez linie komér-
kowe wyprowadzone z ludzkich nowotworéw:

Po pierwsze, molekuty PDGF-podobne sg wytwarzane przez wiele
linii komérkowych wyprowadzonych z naturalnie wystepujacych nowo-
tworédw, ktérych komoérki reaguja na PDGF. Do linii tych naleza:

— linia U-343 MGa glejaka cztowieka [72],

— linia U-2 OS mieska kosci cztowieka [59]; komérki tej linii wy-
kazujg ekspresje zaréwno informacyjnego RNA (messenger RNA, w skro-
cie mRNA), c-,sis” (translacja taicucha B PDGF) [13, 59], jak i mRNA
tancucha A [12].

Po drugie, w moczu chorych z réznymi nowotworami wystepuje
podwyzszony poziom biatek antygenowo podobnych do PDGF [102],

Po trzecie, ekspresja c-,,sis” i/lub wytwarzanie PDGF wystepujg
nie tylko w komérkach nowotworowych, odpowiadajgcych na ten czyn-
nik wzrostu, ale takze w komdérkach nowotworowych, ktére nie odpo-
wiadajg na PDGF, takich jak:

— linia Neuro-2 A nerwiaka zarodkowego myszy [139],

— linia T-24 wyprowadzona z raka pecherza moczowego cztowieka,

— linia Hep G-2 wyprowadzona z dobrze zréznicowanego raka wa-
troby (hepatoma) [19, 101],

— linia komorkowa HUT-102 wyprowadzona ze skdrnego chioniaka
T-komoérkowego cztowieka [146],

— linie wyprowadzone z komoérek erytroleukemii, jak OCIM 2, K 562,
HEL, OCIM 1 [117].

Witbknienie szpiku jest stanem, w ktorym prawidtowa struktura tkan-
ki szpikowej zostaje zastgpiona przez fibroblasty, a nastepnie przez wy-
twarzany przez nie kolagen. Widknienie szpiku obserwowano w rdznych
chorobach mieloproliferacyjnych, takich jak: przewlekta biataczka szpi-
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kowa, w nowotworach nie pochodzacych z komérek hemopoetycznych,
a takze w przewlektych stanach zapalnych szpiku, jak np. w gruzlicy
oraz w nastepstwie dziatania czynnikéw toksycznych [54], Za mozliwg
rola PDGF we widknieniu szpiku przemawia zwiekszenie ilosci oraz akty-
wacja megakariocytéw i komdrek zrebu szpikowego, jak makrofagi,
a takze komorki endotelialne, z prawdopodobnym uwalnianiem PDGF
we wszystkich stanach przebiegajacych z odczynowym witoknieniem szpi-
ku [54, 117]. Nieefektywna megakariopoeza potgczona z proliferacja
i rozpadem megakariocytow w szpiku moze réwniez prowadzi¢ do nad-
miernego uwalniania PDGF [117].

N-,ras

N-,ras” jest jednym z trzech genéw rodziny ,ras”, do ktérej poza
nim nalezg: c-Ha-,,ras” homologiczny z v-Ha-,,ras” wirusa miesaka Har-
vey’a myszy (Harvey murine sarcoma virus, w skrécie Ha-MSV) i c¢c-Ki-
-,,ras”, homologiczny z v-Ki-,,ras” wirusa miesaka Kirstena myszy (Kir-
sten murine sarcoma virus, w skrdocie Ki-MSV) [22]. N-,ras” (neuro-
blastoma ,ras”) zostat odkryty jako biologicznie aktywny, transformu-
jacy gen w linii komérkowej wyprowadzonej z nerwiaka zarodkowego
cztowieka [126], natomiast nigdy nie znaleziono go w retrowirusach.

Rozmiary tych trzech gendéw sg bardzo rdézne i tak najmniejszy
c-Ha-,ras” ma mniej niz 6 kilozasad (kilobase-pair, w skrdcie kb) diu-
gosci, najwiekszy c-Ki-,,ras” ponad 40 kb, N-,ras” za$ ok. 10 kb [88].
Geny te lezg w roznych chromosomach.

Lokalizacja N-,ras” w chromosomie — 1 p 12 [36, 150].

Geny z rodziny ,ras” cechuje duza konserwatywno$¢ ewolucyjna,
wykryto je u nizszych eukariontow, takich jak drozdze piwne (Saccharo-
myces cervisiae) [38, 107, 112] i Drosophila [96].

Produkt kodowany przez rodzine gendw ,ras” — biatka o ciezarze
czasteczkowym 21 kd (p 21) [44]. p 21 ,ras” uczestniczag w wewnatrz-
komérkowym (pozareceptorowym) ukitadzie informacyjnym (intracellular
messenger system), p 21 ,ras” sg zlokalizowane w obrebie btony komor-
kowej i wykazujg dwojakiego rodzaju aktywnos¢:

silnie wigzg guanozynotrdjfosforan (GTP) [125],

maja aktywno$¢ hydrolazy GTP (GTP-azy) rozkitadajacej GTP do
nieaktywnej formy guanozynodwufosforanu (GDP) i nieorganicznego
fosforanu [53, 125, 135].

Ta druga aktywno$¢ neutralizuje pierwsza, dzieki czemu wewnatrz-
komorkowy sygnat nie dziata w spos6b ciagty.

Istniejg analogie miedzy biatkami kodowanymi zaréwno przez ko-
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morkowe, jak i wirusowe geny ,,ras” a rodzing biatek G (biatka wigzace
GTP/GDP, skad pochodzi ich nazwa). Biatka G stanowig posrednie ogni-
wo tgczace receptory rozpoznajace rézne sygnaty pozakomérkowe, jak
np. sygnaty hormonalne, sygnaty wysytane przez czynniki wzrostu i neu-
rotransmitery z cyklazg adenylowg [55, 69], a takze z innymi enzymami
efektorowymi. Kazde z biatek G wigze i hydrolizuje GTP w odpowiedzi
na stymulacje przez specyficzny sygnal, przy czym w kazdym wypadku
zwigzanie GTP ma zasadnicze znaczenie dla transdukcji sygnatu do en-
zymu efektorowego.

Rozréznia sie trzy typy czynnosciowe biatek G:

biatka Gs przekazujace sygnaly hormonalne i wysytane przez neuro-
transmitery, ktore stymulujg cyklaze adenylowa [55];

biatka Gi przekazujace sygnaly hamujace aktywnos$¢ cyklazy adeny-
lowej [55], a takze w niektérych komérkach hamujgce metabolizm fosfo-
ranu inozytolu i mobilizacje wewnatrzkomdrkowego wapnia [8];

transduktyna — biatko siatkéwki, ktore przekazuje sygnaty wysy-
tane przez pobudzong Swiattem rodopsyne, a stymulujgce réwnoczesnie
fosfodwuesteraze cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP) [132],

Biatka Gs sg heterotrimerami ztozonymi z trzech podjednostek: alfa,
beta i gamma [55]. Podjednostki beta i gamma wykazujg wiele znamien-
nych podobienstw strukturalnych, a ponadto sg ze sobg potgczone, stad
ich wspdélna nazwa podjednostki beta-gamma. Podjednostka alfa, od-
mienna strukturalnie, warunkuje specyficzno$¢ czynnos$ciowg biatek G
[16]. Gdy podjednostka alfa otrzyma specyficzny sygnat i zwigze GTP,
nastepuje harmonijna dysocjacja podjednostek beta i gamma. Z kolei
uwolniona podjednostka alfa aktywuje cyklaze adenylowg i sama ulega
inaktywacji przez hydrolize wigzania GTP.

Chociaz biatka kodowane przez rodzine gendw ,ras” sg o okoto po-
towe mniejsze od najwiekszej z biatek G podjednostki alfa (odpowied-
nio 21 i 45 kd), to jednak istniejg miedzy nimi podobieAstwa [14]:

1. Zaréwno biatka G, jak i p 21 ,ras” sa zlokalizowane na wewnetrz-
nej cytoplazmatycznej powierzchni btony komdrkowej. Jak sie wydaje,
to potozenie ma zasadnicze znaczenie dla ich czynnosci, np. mutacja,
ktéra uniemozliwia przyleganie produktu v-,ras” do btony komdrkowej,
niweczy takze jego wiasciwosci transformujgce [147].

2. Zar6éwno biatka G, jak i p 21 ,ras” wiazg i hydrolizuja GTP.
Zwigzanie GTP przez te biatka powoduje, ze wchodzg one w ,stan
aktywnosci” (active state), ale rownocze$nie ujawnia sie wewnetrzna
aktywno$¢ GTP-azy, ktéra powoduje ich przejScie w ,stan nieaktywny”
(relaxed state). Hydroliza GTP ogranicza wiec czas trwania aktywnosci
tych biatek i przesytanie wewnatrzkomdrkowych sygnatow, a zatem sta-
nowi mechanizm samohamujacy.
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3. Miedzy biatkami G a p 21 ,ras” wystepujg homologie sekwencji
aminokwasow, w pewnych wprawdzie ograniczonych, ale istotnych od-
cinkach, ktoére m.in. dotyczg obszaru wigzacego GTP. Hcmologia sekwen-
cji aminokwasOw sugeruje zresztg wspolne pochodzenie ewolucyjne tych
biatek.

Nie dysponujemy jednak dowodami, aby biatka ,ras” miaty zdolnos¢
regulacji cyklazy adenylowej, przynajmniej w komorkach kregowcow,
chociaz biatka kodowane przez geny ,,RAS-1" i ,,RAS-2” drozdzy regu-
lujg jej czynnosé [137].

W jaki zatem sposéb p 21 ,ras” dzialaja regulujagco na czynno$¢
komorki? Dotychczas jeszcze nie zidentyfikowano przypuszczalnych mo-
lekut detektorowych (wychwytujgcych i przekazujagcych sygnat na p 21
»ras”), jak i molekut elektorowych (warunkujacych odpowiedz) dla p 21
»ras”. Przez analogie do biatek G wydaje sie, ze rodzina biatek p 21 ,ras”
jest zdolna do rozdzielczej transdukcji wiecej niz jednego rodzaju sygna-
téw pochodzacych z réznych receptoréow powierzchni komoérkowej i wy-
wotujacych odmienne skutki regulacyjne. Przemawiajg za tym roOznice
w pierwotnej strukturze trzech protoonkogenow ,ras”, ich odmienna
lokalizacja w chromosomach cztowieka oraz fakt, ze sg one tak skrupu-
latnie przechowywane w procesie ewolucji. By¢ moze p 21 c-Ha-,ras”
reguluje czynno$¢ innego enzymu efektorowego niz p 21 c-Ki-,ras”,
ap 21 N-,ras” dziata na jeszcze inny enzym. Poglad oparty na zdolnosci
wywotywania transformacji nowotworowej przez wirusowe biatka ,ras”
i w zwiazku z tym zaktadajacy, ze prawidtowe p 21 ,ras” transdukuja
sygnaty pobudzajgce proliferacje komorki, jest raczej odosobniony. Prze-
waza opinia [7, 103], ze aktywacja p 21 ,ras” sprzyja raczej réznicowa-
niu niektdrych komdrek niz proliferacji. Uproszczajagc mozna przyjac,
ze sygnaty indukujace aktywacje p 21 ,ras” sg pochodzenia pozakomor-
kowego, p 21 ,ras” za$ transdukujg efekt regulatorowy na molekuty
(biatka lub metabolity) znajdujace sie we wnetrzu komorki [16].

Jaki jest enzym efektorowy (docelowy substrat) dla p 21 ,ras”?
Z dwu powoddw przypuszcza sie [16], ze jest nim fosfolipaza C.

1 Hormonalna aktywacja fosfolipazy C powoduje uwalnianie dwu
wewnatrzkomorkowych przekaznikéw informacji (intracellular messen-
gers), ktore, jak sie wydaje, uczestniczg w procesach regulujagcych pro-
liferacje komorki wywotang peptydowymi czynnikami wzrostu. Do prze-
kaznikow tych nalezg trojfosforan inozytolu odpowiedzialny za uwal-
nianie jonow wapnia z wewngatrzkomorkowych magazynéw i dwuacyl-
glicerol, ktory aktywuje kinaze biatkowg C. Fleischman i wsp. [52] wy-
kazali, ze w komdrkach stransformowanych przez geny ,ras” ulega
zmianie poziom fosforanu inozytolu i innych metabolitow, natomiast
aktywacja kinazy biatkowej C zapoczatkowuje m. in. wymiane Na+/H"
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wraz z przejsciowym wzrostem pH, ktdry charakteryzuje komorki sty-
mulowane czynnikami wzrostu.

2. Wiele danych wskazuje, ze GTP uczestniczy w zaleznej od recep-
tora aktywacji fosfolipazy C.

Dotychczas jednak nie dysponujemy bezposrednimi dowodami bio-
chemicznymi wskazujagcymi, ze docelowym substratem dla p 21 ,ras”
jest fosfolipaza C. Nalezy doda¢, ze Bar-Sagi i Feramisco [7a] wykazali,
ze wstrzykniecie w fibroblasty pozostajace w fazie spoczynkowej cyklu
komdrkowego p 21 ,ras” wywotuje aktywacje fosfolipazy A2

Na ryc. 2, bedacej modyfikacjg rycin z prac Newmarka [99] oraz
Hoffbranda i wsp. [65], przedstawiono przypuszczalng droge transdukcji
sygnatu nadawanego przez czynnik wzrostu z powierzchni komorki do
jej wnetrza, mediowang przez biatka p 21 ,ras”.

W jaki sposob komoérkowe onkogeny ,ras” wyizolowane z rdznych
nowotworéw ludzi i gryzoni wywierajg dziatanie transformujgce? Naj-

Ryc. 2. Przypuszczalna droga transdukcji sygnatu nadawanego przez czynnik wzrostu
z powierzchni komorki do jej wnetrza za pos$rednictwem biatek p 21 kodowanychi
przez rodzine genéw ,ras”. Zwigzanie czynnika wzrostu ze specyficznym recepto-
rem powoduje zmiane konformacji biatka wigzgcego GTP (p. 21 ,ras”?). Zmiana
konformacji tego biatka aktywuje enzym — fosfolipaze C, ktéra z lipidéw biony
komérkowej uwalnia dwa wewngtrzkomdrkowe przekazniki informacji: tréjfosforan
inozytolu i dwuacylglicerol. Tréjfosforan inozytolu powoduje uwalnianie wewnatrz-
komoérkowych jonéw wapnia, a dwuacylglicerol aktywuje kinaze biatkowg C.
Te dwa sygnaty pozwalajg na dalsze przekazanie informacji, mozliwe ze przez
elementy szkieletowe komorki (cytoskeleton) do jadra (modyfikacja wg [65 99])
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czestszym mechanizmem indukujagcym aktywnos$¢ transformujagcg genow
»ras” jest punktowa mutacja. W biatkach kodowanych przez zmutowane
geny ,ras” pojedyncze aminokwasy zostaja zastgpione innymi zwykle
w pozycjach 12, 13, 59, 61 i 63 [50], Mutacje te zmieniajg aktywnos$¢
GTP-azy p 21 ,ras”, ktéra staje sie okoto 8-10-krotnie nizsza od pra-
widtowej [53, 90, 92, 135]. Prawie we wszystkich dotychczas badanych
genach ,ras” wykryto korelacje miedzy obnizong aktywnoscia GTP-azy
a zdolnosciami transformujacymi. Jak sie wydaje, utrata zdolnosci do
efektywnej hydrolizy GTP stanowi putapke utrzymujgacg docelowe biat-
ko w ,stanie aktywnosci”, wskutek czego do wnetrza komorki jest prze-
kazywany sygnat ciggty. Ostatnio jednak Lacal i wsp. [82] ustalili, ze
wiasciwosci transformujgce biatek ,ras” nie muszag sie wigzaé z obni-
zong aktywnoscig GTP-azy ,in vitro”. Autorzy ci stwierdzili, ze p 21
»,ras” zarobwno z wysoka, jak i niska aktywnos$cia GTP-azy wydajnie
transformuje komérki NIH 3T3. A zatem doktadne zaleznosci miedzy
mutacjami gendéw ,ras” a onkogenezg dalekie sg jeszcze od wyjasnienia.
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MULTISTEP EVOLUTION OF CHRONIC MYELOID LEUKEMIA. Il. MOLECULAR
CHANGES IN THE PATHOGENESIS OF CHRONIC MYLEOID LEUKEMIA

Zofia, Monika RUPNIEWSKA

Klinika Hematologii Instytutu Choréb Wewnetrznych AM w Lublinie

Streszczenie. Przewlekta biataczka szpikowa (chronic myeloid leukemia, w skrécie
CML) najcze$ciej wigze sie ze stalg nieprawidtowos$cia chromosomowga, okres$lang
jako translokacja 9;22 — t(9;22) (q34.1;qll.21). Nastepstwem tej translokacji bedzie
kaskada zmian molekularnych, na ktérg sktadajg sie:

przemieszczenie protoonkogenu c-,abl”* z prawidtowego potozenia w chromo-
somie 9 w rejon ,ber” (breakpoint cluster region) w chromosomie 22;

fuzja miedzy genami c-,abl” i ,ber”;

transkrypcja hybrydowego informacyjnego RNA, wielkosci 8 kb;

translacja nowego biatka — p 210 o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej.

Pomimo dowodéw, ze przemieszczenie c-,abl” odgrywa kluczowg role w pato-
genezie CML, nie jest, jak sie wydaje, pierwszg zmiang. Brodsky i wsp. sugeruja,
ze we wczesnym okresie CML, majagcym miejsce w komdrce macierzystej, zachodzi:

przemieszczenie genu, za co prawdopodobnie odpowiada ptytkowa polimeraza
DNA, wykazujaca wtasciwosci odwrotnej transkryptazy;

aktywacja protoonkogenu c-,sis” zlokalizowanego w chromosomie 22 i zmiany
we wzroscie komoérek wywotane przez piytkowy czynnik wzrostu, ktéry jest pro-
duktem c-,sis”.

Ostatnim etapem w patogenezie CML jest klonalna ekspansja komdrek z t(9;22).

Summary. Chronic myeloid leukemia (CML) is most frequently associated with
a consistent chromosome abnormality designated as translocation 9;22 — t(9;22)
(9q34.1;ql11.21). Translocation 9;22 causes a cascade of molecular changes generating:

transfer of c-“abl” proto-oncogene from its normal residence on chromosome 9
to chromosome 22 on the “bcr” region (breakpoint cluster region);

* Wykaz skréotéow podano w | czesci pracy.
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fusion of genes formed between c-“abl” and “ber”;

transcription of hybrid 8 kb messenger RNA;

translation of novel 210 kd tyrosine kinase protein.

Despite evidence that translocation of c-“abl” plays an important role in the
pathogenesis of CML, it may not be the primary event. Brodksy et al. proposed
that on the early step of CML, at the stem cell level, the following changes take
place:

acquisition of the ability for gene movement in which increased levels of
of platelet DNA polymerase (PDP-reverse transcriptase),

activation of the “sis” proto-oncogene, which is located on chromosome 22,
and growth changes caused by platelet derived growth factor (PDGF — the pro-
duct of the c-“sis” gene).

The clonal expansion of cells with t(9;22) is the late event in the pathogenesis
of CML.

POWSTANIE HYBRYDOWEGO GENU ,bcr”-,,abl”

Jak powiedziano w | czeSci pracy, w 90 - 95°/0 przypadkdw przewlek-
tej biataczki szpikowej (chronic myelogenous leukemia, w skrécie CML)
wystepuje t(9;22) (q34.1;ql1 1.21). W nastepstwie tej translokacji proto-
onkogen c-,abl”, ktéry w warunkach prawidtowych znajduje sie w diu-
gich ramionach chromosomu 9 (3q34) (patrz | cz. pracy), zostaje prze-
mieszczony w chromosom 22 [17]. Przemieszczenie c-,,abl” wystepuje
niezaleznie od tego, czy jest to typowa t(9;22), czy ztozone lub proste
warianty tej translokacji. Drugim protoonkogenem ulegajgcym prze-
mieszczeniu w CML jest c-,sis”, potozony w 22ql3 (patrz | cz. pracy).
Chociaz c-,,sis” jest zawsze tracony z chromosomu 22, to jednak chromo-
somy-biorcy sg rozni zaleznie od typu translokacji. Zwykle biorca jest
chromosom 9 [4, 26]. Udziat protoonkogendw c-,,abl” i c-,sis” w t(9;22)
schematycznie przedstawia rye. 1

Ztamanie punktowe w chromosomie 9 wystepuje w réznych miejs-
cach, najczesciej w granicach od 14 kilozasad (kilobase, w skrécie kb)
do ponad 100 kb w gére od (upstream) konca 5' c-,abl” [30]. W przeci-
wieAstwie do zmiennej lokalizacji ztamania punktowego w chromoso-
mie 9, ztamanie w chromosomie 22 wystepuje w obrebie matego segmen-
tu DNA dtugosci kilku par zasad (5,8 kb), stad segment ten nazwano
»,break-point cluster region”, w skrécie ,ber” [28]. Ztamanie punktowe
w Kkrytycznym rejonie ,ber” jest cechg nabytg i specyficzng dla CML
z 1(9;22). Rejon ,ber” jest czescig genu diugosci ok. 45 kb, kodujacego
polipetyd [29]. Gen ten nie wykazuje homologii z genem kodujgcym
czes¢ stalg tancucha lekkiego lambda immunoglobulin, ktéry takze lezy
w dtugich ramionach chromosomu 22 (22qll) [37]. W rezultacie w dele-
cyjnym chromosomie 22 pozostajg: gen dla czesci statej tancucha lekkie-
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go lambda immunoglobulin i koniec 5' ,,ber”, przy czym 5' ,ber” i trans-
lokowany c-,abl” pozostaja w tej samej orientacji transkrypcjonalnej.

W prawidtowych komorkach hemopoetycznych oraz w komoérkach
niehemopoetycznych c-,abl” ulega transkrypcji w dwie molekuty infor-
macyjnego RNA (messenger RNA, w skrécie mRNA) diugosci 6 i 7 kb
[52], ktére z kolei ulegaja translacji w biatko o ciezarze czgsteczkowym

Rye. 1. Schematyczny obraz przemieszczenia protoonkogenéw c-,abl” i c-,sis”
w przewlektej biataczce szpikowej z t(9;22) (wg [27])
c-,abl” z prawidtowego potozenia w koncowym odcinku ditugich ramion chromo-
somu 9 zostaje przemieszczony w delecyjne krotkie ramiona chromosomu 22, c-,sis”
jest zawsze tracony z chromosomu 22 i zwykle, chociaz nie zawsze, ulega prze-
mieszczeniu w chromosom 9

145 kilodaltonéw (w skrdcie kd) — p 145 [33], W komoérkach CML po-
jawia sie natomiast nowy transkrypt c-,,abl” diugosci 8 kb, a niekiedy
nawet wiekszy [5 11, 14, 24]. Klonowanie stykowego rejonu z chromo-
somu 22 ujawnito, ze nieprawidtowo dtugi transkrypt mRNA jest mole-
kutg hybrydowg zawierajagcg egzony z korica 5' ,ber”, pozostajacego
w chromosomie 22, jak i prawie wszystkie egzony (z wyjatkiem 1) z trans-
lokowanego c-,,abl” [45]. Tak wiec w wyniku t(9;22) powstaje nowy gen,
ktérego czes¢ 5' pochodzi z sekwencji ,ber”, czes¢ 3' za$ z sekwencji
c-,abl”. Niezwykta dtugos¢ transkryptu, ktéry rozcigga sie od ztamania
punktowego w chromosomie 22 do sygnalnej poliadenylacji z c-,,abl”
prawdopodobnie zalezy od aktywacji promotora ,ber”. Nieprawidtowy
MmRNA dtugosci 8 kb ulega translacji w biatko o ciezarze czasteczkowym
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210 kd — p 210, ktére jest biatkiem unikatowym, charakterystycznym
dla CML. Wszystkie te przemiany przedstawia schematycznie ryc. 2

Koniec aminowy prawidtowego biatka p 145 kodowanego przez
c-,,abl”, sktadajacy sie z ok. 25 aminokwaséw, w nowym biatku p 210
zostaje zastgpiony przez 600 - 700 aminokwaséw kodowanych przez ,ber”.
W Dbiatku p 160, kodowanym przez onkogen v-,,abl” retrowirusa bia-
faczki Abelsona myszy, 113 aminokwasow z konca aminowego prawidto-
wego biatka kodowanego przez komérkowy gen ,abl” zostaje zastgpio-

Ryc. 2. Schemat zmian molekularnych, jakie wystepujg w przewlektej biataczce
szpikowej [46], Na rycinie przedstawiono hybrydowy chromosom 22 (Ph'). Dystalna
cze$¢ diugich ramion Ph' pochodzi z chromosomu 9. Powyzej zaznaczono: gen ko-
dujacy cze$¢ statg lekkiego tancucha lambda immunoglobulin (C lambda); gen
,ber” (od break-point cluster region), przy czym linia ciggta przedstawia caly gen
Lber”, a linia przerywana s— krytyczny rejon ztamania punktowego (rejon ,ber”);
c-,abl” (homologiczny z v-,abl” retrowirusa biataczki Abelsona myszy, ktory jest
przedstawiony jako szereg egzonow (pola zakratkowane) i intronéw (pola biate);
Pi — promotor c-,,abl” potozony w egzonie I; Poly A — sygnalna poliadenylacja;
P2 — rejon promotora genu ,ber”. W cze$ci A ryciny przedstawiono prawidiowg
transkrypcje genu c-,abl”, w ktérej wyniku powstaja dwie molekuty mRNA dtu-
gosci 6 i 7 kb oraz produkt translacji — p 145. W biatku tym zaznaczono koniec
aminowy (N) i karboksylowy (C). W cze$ci B ryciny przedstawiono transkrypcje
i tranlacje, jakie majg miejsce w hybrydowym chromosomie Ph'. Transkrypcje
inicjuje P2 a przebiega ona przez ztamanie punktowe i obejmuje translokowany
c-,abl”. Dtugo$¢ nowego transkryptu mRNA zazwyczaj wynosi 8 kb [24], chociaz
opisywano i wieksze transkrypty 8,2 kb [14], a nawet 85 kb [5]. Nastepstwem
translacji tego mRNA jest p 210
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nych przez 236 aminokwaséw kodowanych przez gen ,gag” retrowirusa.
A zatem transformujace biatko retrowirusa powstaje wskutek podsta-
wienia konca aminowego produktu c-,,abl” przez sekwencje kodowane
przez v-,gag” [1].

Dotychczas nie wiemy, w jaki sposob hybrydowy gen ,bcr”-,abl”
indukuje proliferacje hemopoetycznej komaérki macierzystej. Wystepuje
co najmniej jedna istotna réznica czynnosciowa miedzy ,bcr”-,,abl”
a prawidtowym c-,abl”, a mianowicie biatka kodowane zaréwno przez
v-,,abl” retrowirusa, jak i p 210, wystepujagce w komdrkach CML, wy-
kazujg duzo wyzszy stopien aktywnos$ci kinazy tyrozynowej niz pra-
widtowe biatko p 145 kodowane przez c-,abl” [31 - 33]. Obszar kinazy
tyrozynowej w biatku kodowanym przez retrowirusa biataczki Abelsona
myszy jest homologiczny z obszarem kinazy tyrozynowej w biatkach ko-
dowanych przez onkogeny innych szybkotransformujacych retrowiruséw,
ktorych przedstawicielem jest v-,src” retrowirusa miesaka Rousa dro-
biu. A zatem, jak sie wydaje, hybrydowe p 210 ma krytyczne znaczenie
w transformacji wielopotencjalnej komadrki macierzystej szpiku. Prawdo-
podobienstwo jest duze, poniewaz zgodnie z sugestiami niektérych auto-
row [41] p 160 v-,,abl” wywotuje transformacje komdérki macierzystej
szpiku, dziatajac jako namiastka receptora dla interleukiny-3 lub dla
czynnika wzrostu pobudzajgcego wytwarzanie kolonii granulocytéw
i makrofagow, ktore to czynniki kontrolujg wzrost i réznicowanie za-
rowno tej komérki, jak i komoérek potomnych (patrz | cz. pracy). Nalezy
przypomnieé, ze hipoteza ,ryzyka nowotworu” zaktada mozliwo$¢ roz-
woju nowotworu we wszystkich tych przypadkach, w ktérych zachodzg
zaburzenia mechanizméw genetycznych regulujgcych proliferacje badz
wskutek nadmiaru czynnika wzrostu, badz wskutek nadmiernej reaktyw-
nosci komarki na czynnik wzrostu.

Dotychczas jednak nie ustalono, na ktére komdrki macierzyste ludz-
kiego szpiku dziata produkt hybrydowego genu ,bcr”-,,abl” — p 210.
McLaughlin i wsp. [38] wykazali, ze w hodowli komoérek myszy p 210
poczatkowo stymuluje wzrost niedojrzatych komérek limfoidalnych typu
komorki B, w poézniejszym za$ okresie hodowli niektére klony ulegaja
petnej transformacji nowotworowej. Zjawisko to, jak sie wydaje, jest
analogiczne do wieloetapowego rozwoju ludzkiej CML. Kurzrock i wsp.
[34] odkryli dwa warianty p 210 kodowanego przez ,bcr”-,,abl”. Wa-
rianty te roznig sie wystepowaniem lub brakiem trzeciego egzonu ,ber”
i zostaty okres$lone jako ,ber (3+)”-,,abl” i ,ber (3~)"-,,abl”. Brak trze-
ciego egzonu nie wptywa prawdopodobnie dlatego w uchwytny sposéb
na rozmiary p 210, ze egzon ten jest maty i koduje tylko 25 amino-
kwaséw. Oba warianty wykazujg aktywno$¢ kinazy tyrozynowej. Jed-
nakze pacjenci z wariantem ,ber (3~)"-,,abl” przezywali 10i 11 lat, a prze-
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tom blastyczny byt typu limfoidalnego, natomiast pacjenci z wariantem
,ber (3+)”-,abl” przezywali 3 i 3,5 lat, a przetom blastyczny miat cha-
rakter mieloidalny.

Kluczowa rola, jaka wydaje sie odgrywal przemieszczenie c-,abl”
w rejon ,ber”, i powstanie nowego hybrydowego biatka — p 210 zostaty
niedawno potwierdzone w opublikowanym przypadku CML, ktory prze-
biegat z rzadka translokacja (9; 12) (q34; g21) [49], W translokacji tej
w delecyjnych diugich ramionach chromosomu 12 doszto do fuzji ,ber”
(z chromosomu 22) i c-,,abl” (z chromosomu 9), co schematycznie przed-
stawia ryc. 3. Morris i wsp. [40] badali 5 pacjentow z CML Ph' ujemna.

Ryc. 3. Fuzja 5',bcr” i c-,abl” w dtugich ramionach chromosomu 12 w przewlektej

biataczce szpikowej Ph', ujemnej w przypadku opublikowanym przez Teyssier

i wsp. [49]. Ztamania punktowe, zaznaczone strzatkami, wystepuja w 0934 i 12q21.

c-,abl” zostaje przemieszczony w 12g21. Pomimo ze nie dochodzi do utraty dtugich

ramion chromosomu 22, to jednak w rejonie ,ber” nastepuje ztamanie i koniec

3',bcr” zostaje przemieszczony w chromosom 9, koniec za$ 5',bcr” — w chromo-
som 12, gdzie nastepuje fuzja z c-,abl”

U dwu z nich, pomimo prawidtlowego kariotypu, autorzy wykryli istnie-
nie hybrydowego genu ,bcr”-,abl”. Mechanizm powstania tego genu
w obu tych przypadkach nie wigzat sie z translokacjg chromosomowa,
ale byt nastepstwem przemieszczenia (relocation) genu. Opisano réwniez
pacjenta z podwojnym chromosomem Ph' w przebiegu przetomu blas-
tycznego CML, u ktorego wykryto amplifikacje ,ber” i znacznie wiekszy
transkrypt RNA (nowy transkrypt RNA byt diugosci 10,3 kb, podczas
gdy zwykle spotykany w CML transkrypt jest dtugosci ok. 8 kb) [3].
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ROLA PLYTKOWEJ POLIMERAZY DNA

Pomimo przekonujgcych danych, ze translokacja c-,,abl” z chromo-
somu 9 w chromosom 22 i fuzja miedzy 5',bcr” a c-,,abl” odgrywaja
kluczowg role w patogenezie CML, to opisane wydarzenia nie muszg
stanowi¢ pierwszego etapu w rozwoju tej choroby. Badania epidemio-
logiczne os6b, ktére przezyty wybuch bomby atomowej i u ktérych na-
stepnie rozwineta sie CML Ph' dodatnia, ujawnity, ze okres utajenia
wynosit 5-14 lat [6]. Zanim wiec pojawig sie tak ,,grube” nieprawidio-
wosci cytogenetyczne, jak chromosom Ph', musi zajs¢ wiele zmian sub-
mikroskopowych, ktére inicjujg proliferacje komdrek i stan przedbia-
taczkowy.

Do zmian inicjujacych, a nastepnie potrzymujacych rozw6j CML
zdaniem Brodsky i wsp. [9] naleza:

1 Przegrupowanie genu (gene rearrangement, gene movement), za
co prawdopodobnie jest odpowiedzialny podwyzszony poziom plytkowej
polimerazy DNA (platelet DNA polymerase, w skrécie PDP). Jak sie
wydaje enzym ten warunkuje odwrdcenie transkrypcji.

2. Aktywacja c-,sis”, ktory koduje taricuch B ptytkowego czynnika
wzrostu (platelet-derived growth factor, w skrocie PDGF) i zwigzana
z tym proliferacja komorek, a zwiaszcza komoérek srodowiska hemopoe-
tycznego.

3. translokacja c-,,abl” z chromosomu 9 w chromosom 22,

fuzja miedzy 5',ber” a c-,,abl”,

transkrypcja hybrydowego mRNA diugosci 8 kb,

translacja nowego biatka p 210 o aktywnosci kinazy tyrozynowej.

Wszystkie te wydarzenia wigzg sie z chromosomem Ph' i sg juz wy-
darzeniami p6znymi w patogenezie CML.

4. Klonalna ekspansja komoérek Ph' dodatnich.

Wiadomo, ze przemieszczenia genu lub gendw komoérkowych maja
miejsce podczas translokacji chromosomowych, a takze w procesie trans-
dukcji i rekombinacji komoérkowego protoonkogenu w genom retrowiru-
sa, ktory staje sie wowczas transformujgcym retrowirusem. Oba te zda-
rzenia prowadzg do powstania onkogendw. Brodsky i wsp. [9] sugeruja,
ze odwrotna transkryptaza, ktérg wykryto takze u cztowieka, moze po-
wodowaé przegrupowanie genu, co inicjuje onkogeneze.

PDP zostata wyizolowana z czasteczek wirusopodobnych (virus-like
praticles), znajdujacych sie w plytkach cztowieka i ma zdolno$¢ pod-
trzymywania syntezy komplementarnego DNA na matrycy RNA (zdol-
no$¢ odwrotnej transkrypcji) [10, 47]. PDP jest odmienna od ktorejkol-
wiek ze znanych polimeraz DNA pochodzenia komérkowego, lecz wyka-
zuje podobienstwo do odwrotnej transkryptazy. Dotychczas jest nie-
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odroznialna od polimerazy DNA, ktorg wykryto i wyizolowano z czaste-
czek wirusopodobnych, wystepujgcych w cytoplazmie komérek nowo-
tworowych czlowieka [2, 44]. Oznacza to, ze zar6wno PDP, jak i poli-
meraza ludzkiej komorki nowotworowej znajduja sie w odpowiadajg-
cych im wirusopodobnych czgsteczkach razem ze starterowym i matry-
cowym RNA (RNA primers and templates), tak ze in vitro moze by¢
syntetyzowany krotki komplementarny DNA [10, 47]. We wszystkich
badanych przypadkach nowotworéw, +tacznie z ostrymi biataczkami
w okresie remisji, stwierdzono w zasadzie podwyzszony poziom poli-
merazy komorki nowotworowej [2, 44, 50]. Najwyzsze wartosci PDP
wystepuja u chorych z CML i spotyka sie je juz w bardzo wczesnym
okresie choroby [10, 47]. Zdaniem Brodksy i wsp. [9] podwyzszony po-
ziom PDP prawdopodobnie wyprzedza wystapienie objawoéw klinicznych,
poniewaz enzym ten warunkuje mechanizm przegrupowania genu.
Wprawdzie wyniki dotychczasowych badahA sugeruja, ze podwyzszony
poziom PDP raczej nie wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem nowotworu,
ale Brodsky i wsp. sg odmiennego zdania, poniewaz enzym ten w nie-
ktérych przypadkach wptywa na ekspresje lub amplifikacje onkogenu.
Wedtug tych ostatnich autoréw podwyzszenie poziomu PDP jest zja-
wiskiem bardzo wczesnym w CML, znacznie wyprzedzajgcym trans-
lokacje c-,,abl”, ktéra w zasadzie zbiega sie z wystagpieniem chromosomu
Ph' i klonalng ekspansjag komérek biataczkowych. Sugestie te sg zgodne
z modelem rozwoju CML, wedtug ktérego inicjujgcg zmiang jest klo-
nalny wzrost szpikowej komorki macierzystej, jednakze bez cech zio$li-
wosci, co moze nie dawaé¢ objawow klinicznych [46].

ROLA c-,sis”

Gale [46] przytacza trzy rodzaje argumentow przemawiajgcych prze-
ciw roli c-,sis” w patogenezie CML:

1 c-,;sis” moze by¢ przemieszczony w rézne chromosomy.

2. Brak przegrupowania DNA c-,,sis”.

3. Niemozno$¢ wykrycia transkryptu RNA c-,sis” w biataczkowych
komoarkach.

Autor zastrzega jednak, ze w matej subpopulacji komorek biatacz-
kowych moze wystepowac ekspresja c-,,sis” i moze on odgrywaé pewng
role w CML. Brodsky i wsp. [9] nie wykluczajg, ze wniosek Gale od-
nosnie niewielkiego lub nawet zadnego udziatu c-,,sis” w patogenezie CML
jest stuszny, ale zastrzegaja, ze dotyczy on wzglednie pdznego etapu
choroby, gdy juz nastapi translokacja c-,,abl” z chromosomu 9 w 22
i ekspresja hybrydowego genu ,,bcr”-,,abl” w biataczkowych komérkach.
We wczesnym za$ etapie CML, przed powstaniem chromosomu Ph',
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zdaniem Brodsky i wsp. [9] nalezy oczekiwaC istotnego wzrostu aktyw-
nosci PDP, c-,sis” i jego produktu — PDGF. Mianowicie we wczesnym
okresie CML wystepuje charakterystyczny wzrost megakariopoezy. Nie-
dawno wykazano ekspresje c-,sis” we wszystkich biataczkowych mega-
karioblastach u pacjenta z ostrg biataczkg megakarioblastyczng i zespo-
tem Downa [48]. Wiadomo rowniez, ze megakariocyty wytwarzajg PDGF.
Morgan i Brodsky [39] od zdrowego dawcy wyprowadzili linie komorki
hemopoetycznej ztozong z bardzo wczesnych rozwojowo prekursoréw
megakariocytéw (megakarioblastow), ktore miaty zdolno$¢ zaréwno wy-
twarzania PDGF, jak i receptorow dla PDGF, co stanowi przyktad auto-
mitogenezy. Zdaniem Brodsky i wsp. [9] PDGF moze uczestniczy¢ w pro-
liferacji labilnego genetycznie klonu komdrki macierzystej szpiku, dzia-
tajgc badz bezposrednio na komorki macierzyste, badZz posrednio powo-
dujac rozrost komorek S$rodowiska hemopoetycznego, ktore moga byé
komorkami ,,zywigcymi” (feeder cells). Hipoteza Brodsky i wsp. [9] znaj-
duja uzasadnienie w badaniach przedstawionych w | cze$ci pracy. W ba-
daniach tych wykazano, ze molekuty PDGF-podobne wytwarzane przez
linie erytroleukemiczne dziataja jako czynnik mitogenny na komorki
mezenchymalne i za ich posrednictwem stymulujg hemopoeze.

Hipoteza Brodsky i wsp. [9] nie wyklucza mozliwosci, ze c-,sis”
i PDGF odgrywajg réwniez role w pozniejszym okresie CML. Trans-
lokacja c-,,sis” z chromosomu 22 w chromosom 9 moze sie wigza¢ z jego
nieprawidtowa ekspresja w komdérkach Ph' dodatnich [23]. Potwierdza
to wykrycie ekspresji c-,,sis” w biataczkowych blastach chorych z CML
w okresie zaostrzenia lub przetomu blastycznego [7, 36, 42], a takze
w komoarkach linii K 562 pobudzonych do réznicowania w megakario-
cyty. (Linia K 562 zostata wyprowadzona z komdrek wysieku optucno-
wego pacjenta z przetomem blastycznym w przebiegu Ph' dodatniej
CML i jest uwazana za linie bardzo miodych komdrek blastycznych i/lub
bardzo miodych prekursorow erytroblastow [25].) Je$li zatem komorki
biataczkowe bedg wydzielaty produkt kodowany przez c-,sis”, to odczyn
ze strony fibroblastéw zrebu szpikowego spowoduje zwioknienie szpiku.
Zwtbéknienie to czesto towarzyszy p6znym okresom CML [43].

ROLA N-,ras”

Eva i wsp. [22] badali metodg transfekcji transformujgce sekwencje
DNA m. in. w linii komo6rkowej IM 9 wyprowadzonej od pacjenta z CML
i wykazali, ze wywotujg one ztosliwg transformacje komérek NIH 3T3.
Aktywnym genem okazat sie N-,ras”, jeden z trzech cztonkéw rodziny
genow ,ras” (patrz | cz. pracy). Jest on zresztg najczesciej wykrywanym
metodg transfekcji genem w ludzkich proliferacjach hemo- i limfopoe-
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tycznych. Onkogen ten wystepuje w ponad 50% przypadkéw ostrych
biataczek szpikowych, a takze w ostrych biataczkach limfoblastycznych
i chioniakach [21], przy czym obecno$¢ aktywnego N-,ras” nie zalezy
od stopnia zréznicowania komorki nowotworowej [41].

Dzieki badaniom molekularnym prawidtlowych klonéw protoonko-
gendéw ,ras” i ich aktywnych alleli ustalono, ze najczestszym mechaniz-
mem odpowiedzialnym za ztoSliwg konwersje c-,ras” jest punktowa
mutacja. W przypadku aktywacji N-,ras” w ostrych biataczkach szpi-
kowych zmiana pojedynczej zasady wystepuje w kodonie 13 [8].

INNE NOWOTWORY PRZEBIEGAJACE Z TRANSLOKACJA 22qll

Translokacje 22qll poza CML Ph' dodatnig spotykano:

w ostrej biataczce limfoblastycznej (acute lymphoblastic leukemia,
w skrocie ALL) Ph' dodatniej;

w wariancie kariotypowym chioniaka Burkitta (Burkitt lymphoma,
w skrdcie BL), przebiegajacym z translokacja (8; 22);

w miesaku Ewinga (Ewing sarcoma, w skrdécie ES) [16, 19, 20],

Dotychczasowe dane wskazujg, ze chociaz ztamanie punktowe w chro-
mosomie 22 w tych nowotworach w badaniu mikroskopowym wydaje sie
zlokalizowane w tym samym miejscu, to jednak w badaniach moleku-
larnych stwierdza sie heterogenno$¢ ziaman punktowych. | tak np.
Erikson i wsp. [20] wykazali réznice w miejscach pozornie identycznych
ztaman punktowych w 22qll, jakie wystepuja w CML Ph' dodatniej
i w ALL takze Ph' dodatniej. Autorzy badali 5 chorych z ALL Ph' do-
datnig. W dwu przypadkach, u oséb dorostych, translokacja byta iden-
tyczna z translokacjg wystepujaca w CML i dotyczyta rejonu ,ber”,
natomiast u dwojga dzieci i jednego miodocianego ztamanie punktowe
w 22qll lezato bardziej proksymalnie od rejonu ,ber”. U jednego z tych
pacjentéw wykazano réwniez, ze transkrypt RNA z c-,,abl” jest pra-
widtowy. W tym przypadku ztamanie punktowe w 22qll réznito sie od
miejsca ztamania w wariancie chioniaka Burkitta z t(8; 22) i nie obej-
mowato locus dla czeSci statej tancucha lekkiego lambda immunoglo-
bulin [16] (lezato bardziej dystalnie od locus dla czesci statej tancucha
lekkiego lambda immunoglobulin, a bardziej proksymalnie w stosunku
do ,ber”).

Na ryc. 4 przedstawiono poznang dotychczas, metodami genetyki
molekularnej, réznorodng lokalizacje ztaman punktowych w prazku qll
chromosomu 22 w réznych nowotworach.

Badania Eriksona i wsp. [20] potwierdza niedawna publikacja Croce
i wsp. [15]. Autorzy ci wykryli cztery odrebne loci zwigzane z genem
»ber”, analogiczne do loci genéw immunoglobulinowych lub genoéw re-
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ceptora komorki T. Loci te nazwano ,ber 47, ,ber 37, ,ber 2” i ,ber 1”.
Sktadajg sie odpowiednio z fragmentow 23, 19, 13 i 9 kb. W chromoso-
mie 22 w stosunku do centromeru lezg w nastepujgcej kolejnosci: ,ber

2”7 — ,ber 4”7 -> locus dla czesci statej tancucha lekkiego lambda im-
munoglobulin -> ,ber 1” ,ber 3”7 -> |sis”. Z uwagi na potozenie
mozna wyeliminowac loci ,ber 2” i ,ber 4” jako potencjalnych kandy-

Ryc. 4. Odmienna lokalizacja ztaman punktowych w prazku qll chromosomu 22
w réznych nowotworach [20]: Zitamanie punktowe w chtoniaku Burkitta (BL)
w 22pll z translokacjg (8;22) obejmuje locus dla czesci statej tancucha lekkiego
lambda immunoglobulin (C lambda); Ztamanie punktowe w dzieciecej ostrej bia-
taczce limfoblastycznej Ph' dodatniej Ph 1 ALL) z translokacja (9;22) lezy dystalnie
w stosunku do locus immunoglobulinowego, a proksymalnie w stosunku do rejonu
.ber”; Ztamanie punktowe w przewlektej biataczce szpikowej Ph' dodatniej (Ph+
CML) lezy w rejonie ,ber”; Zlamanie punktowe w miesaku Ewinga (ES), lezace
na pograniczu prazkéw qll -> ql2 chromosomu 22, znajduje sie najbardziej dystalnie

datow na fuzje z c-,abl” w przypadkach ALL Ph' dodatniej. Niedawno
kilka zespotow naukowych wykryto biatkowy produkt — p 190 kodo-
wany przez translokowany c-,,abl” w przypadkach ALL Ph' dodatniej,
lecz ,ber” ujemnej [12, 13, 35, 51] (ALL ,ber” ujemna oznacza, ze nie
zachodzi przegrupowanie loci ,,ber” [13]). Wystepowanie p 190 koreluje
z ekspresjg niezwyktego mRNA ,,abl” [12, 13, 35]. Nie znamy jednakze
sekwencji w chromosomie 22, ktore ulegajg fuzji z translokowanym
c-,abl” w przypadkach ALL Ph' dodatnich i ,ber” ujemnych. Croce
i wsp. [15] sugerujg, ze sekwencjg tg jest locus ,ber 1”. Wynikiem fuzji
c-,abl” z jakg$ sekwencjg z chromosomu 22 jest nowy m RNA i chime-
ryczne biatko — p 190 wykazujace, podobnie jak p 210 (z CML Ph' do-
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datniej), aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej [12, 13, 35, 51]. Nie jest wyklu-
czone, ze p 190 ma inng lokalizacje w obrebie struktur komérkowych
lub dziata na inny substrat niz p 210 [51].

Przyjmuje sie, ze przypadki ALL Ph' dodatnie i ,ber” dodatnie sg
przetomem limfoblastycznym w przebiegu utajonej klinicznie CML,
a transformacja nowotworowa zachodzi na poziomie wielopotencjalnej
komorki macierzystej. Przypadki za§ ALL Ph' dodatnie, ,,bcr” ujemne
i p 190 dodatnie sg przypadkami de novo, a transformacja nowotworo-
wa ma miejsce na poziomie komorki ukierunkowanej do réznicowania
w linie limfoidalng [12, 18].
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NABYTY ZESPOL NIEDOBORU IMMUNOLOGICZNEGO (AIDS)
W SWIETLE NAUK BIOLOGICZNYCH *

ACQUIRED IMMUNE DEFICIENCY SYNDROME (AIDS);
BIOLOGICAL APPROACH

Zofia KILIANSKA

Zaktad Cytobiochemii, Instytut Biochemii UL, £6dz

Streszczenie. Artykut obejmuje przeglad pismiennictwa dotyczacy molekularnej or-
ganizacji wirusa HIV, etiologicznego czynnika nabytego zespotu niedoboru immuno-
logicznego (AIDS). Przedstawiono poznane dotad sktadniki genomu wirusa HIV
i kodowane przez nie produkty biatkowe oraz ich role w patogenezie zespotu AIDS.
Przedyskutowano zagadnienie leczenia i profilaktyki AIDS.

Summary. This paper is the review of the data concerning molecular organization
of HIV virus, the ethiological agent of acquired immune deficiency syndrome
(AIDS). The article describes known genes of HIV virus and the proteins coded
by them as well as their role in the pathogenesis of AIDS. The problem of drugs
treatment and prophylaxis against AIDS is briefly discussed.

WSTEP

Na poczatku lat osiemdziesigtych [46, 51] pojawity sie opisy zakaz-
nej choroby zwigzanej z gteboka depresja ukiadu immunologicznego,
tj. nabytego zespotu niedoboru immunologicznego AIDS. Od przetomu
lat 1983/1984 wiadomo, ze czynnikiem etiologicznym zespotu AIDS s3
retrowirusy wykryte w tym samym czasie przez dwa wiodace zespoly
wirusologéw, kierowane przez Luca Montagniera z Instytutu Pasteura
w Paryzu [12] i Roberta Galio z Narodowego Instytutu Badan nad Ra-
kiem w Bethesdzie (USA) [104]. Tabela 1 przedstawia nazwy S$cisle spo-

* Praca wykonana w ramach CPBR 115.
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TABELA 1

Nomenklatura retrowiruséw wywotujacych zesp6t AIDS

Skroét Nazwa angielska Dane literaturowe
LAV Lymphadenopathy Associated Virus Montagnier i wsp. 1983 r. (12]
HTLV-II Human T-Lymphotropic Virus type 111 Gallo i wsp. 1984 r. [104]
ARV AIDS Associated Retrovirus Levy i wsp. 1984 r. [82]
PGL Persistent Generalized Lymphadenopathy Dalgleish i wsp. 1984 r. (27]
H1V Human Immunodeficiency Virus Nazwa zalecana przez Migdzyna-

rodowy Komitet Taksonomii Wiru-
sow (cyt. Palca, 1986 r. [102])

krewnionych wiruséw wywotujgcych AIDS, stosowane w literaturze
przedmiotu przez réznych badaczy. Wirusy te wykazujg identyczng or-
ganizacje materiatu genetycznego, aczkolwiek wystepujg w nich rdznice
sekwencyjne nawet do 25% [25, 107, 127]. W maju 1986 r. tygodnik Na-
ture na wniosek Miedzynarodowego Komitetu Taksonomii Wiruséw
wprowadzit dla czynnika etiologicznego AIDS nazwe Human Immuno-
deficiency Virus — HIV [102].

Z uwagi na wystepowanie w Afryce innych retrowiruséw, wywo-
tujagcych zespdt niedoboru immunologicznego, komplikujgcych obraz
epidemiologiczny AIDS, przyjeto skrot HIV-1 dla retrowiruséw zwiaza-
nych z AIDS w krajach Europy Zachodniej, Stanach Zjednoczonych
i w czesci panstw afrykanskich (na podstawie analizy sekwencyjnej ge-
nomu), a HIV-2 i HTLV-4 dla wirusow spotykanych jak dotad w za-
chodniej i centralnej Afryce. W niniejszym artykule przedstawiono ba-
dania dotyczace gtownie retrowirusow HIV-1.

1. OBRAZ KLINICZNY I IMMUNOPATOGENEZA ZESPOtU AIDS

Z dotychczasowych danych wynika, ze wirus HIV zostaje przeno-
szony gtéwnie przez krew. Do infekcji dochodzi poprzez: kontakty picio-
we, wielokrotne uzywanie igiet do iniekcji narkotykow, transfuzje krwi,
stosowanie krwiopochodnych preparatow, np. czynnik VIII, oraz infekcje
ptodu [42]. Nalezy rowniez odnotowa¢ fakty sygnalizujagce przeniesie-
nie wirusa przy sztucznym zaptadnianiu kobiet [132]. Poczatkowo uwa-
zano AIDS za chorobe homoseksualistbw. Nalezg oni rzeczywiscie do
podstawowej grupy ryzyka (obok narkomanoéw, biorcow krwi i prepa-
ratbw krwiopochodnych, partner6w osobnikdw o orientacji biseksualnej
oraz dzieci matek zainfekowanych AIDS), ale dotyczy to krajow Euro-
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py Zachodniej i USA [42, 48]. W Afryce, gdzie choruje najwiecej ludzi,
szczegblnie w centralnych i zachodnich regionach kontynentu, a stopien
zachorowan osigga 550 - 1000 przypadkow na 1 milion mieszkancow,
AIDS jest przenoszony drogg heteroseksualng [106].

W patogenezie zaspotu AIDS najwieksze znaczenie przypisuje sie
T-limfocytotropowej infekcji wirusowej, ktéra powoduje spadek liczby
limfocytow pomocniczych o fenotypie OKT4, w ktdrych przebiega
ekspresja antygenu CD4 [3, 12, 27, 43, 69, 70, 72, 95, 104, 140]. Ten efekt
wigze sie przede wszystkim ze zmniejszong biosyntezg biatka z grupy
limfokin, tj. interleuking-2 w odpowiedzi na bodZce antygenowe [33,
83, 134, 142], Z kolei produkcja interleukiny-2 jest jednym z pierw-
szych i podstawowych etapow niezbednych do wiasciwej proliferacji
i ekspresji klonéw limfocytéw T wszystkich podgrup, czyli odpowiedzi
immunologicznej typu komdérkowego. Wiasciwy poziom tej limfokiny
warunkuje roéwniez odpowiedz immunologiczna typu humoralnego, czyli
produkcje przeciwciat. Wskutek niskiego poziomu limfocytéw T4 do-
chodzi do zaburzenia sterowania czynnoscig limfocytéw linii B. Ukilad
odpornosci humoralnej czesto odpowiada pobudzeniem na bodzce anty-
genowe, dziatajgc niejako ,,na opak”, bez podporzadkowania sie og0lne-
mu planowi obrony immunologicznej. Dochodzi do produkcji przeciw-
ciat w sposéb chaotyczny i czesto niewtasSciwie skierowanych, np. prze-
ciwko wihasnym komorkom ustroju. Defektowi ilosciowemu limfocytéw
T4 towarzyszg zmiany innych komponentéw zapewniajgcych homeo-
staze immunologiczng ustroju. Obserwuje sie wzrost aktywacji limfo-
cytow B, spadek aktywnos$ci komorek ,natural Kkiller” i limfocytéw cy-
totoksycznych, ostabiong hemotaksje monocytow i makrofagow oraz
zmniejszong ich zdolno$¢ w niszczeniu mikroorganizméw [13, 33].
Z ostatnich wynikéw Berman i wsp. [13] wynika, ze ostabiona produkcja
interleukiny-1 przez monocyty, typowa dla zespotu AIDS, jest spowo-
dowana wysokg aktywnoscig inhibitorow tej limfokiny (szczeg6lnie
frakcji o masie czasteczkowej 6000 - 9000). Wydaje sie, ze ten inhibitor
moze blokowa¢ dojrzewanie limfocytow T zaleznie od interleukiny-1,
przyczyniajac sie przez to do pogtebienia niedoboru immunologicznego.
Atak wirusa HIV znosi bariery odpornosciowe, jakie dziataja w zdro-
wym organizmie, w wyniku czego dochodzi w nim do ujawnienia sie
infekcji oportunistycznych, czesto endogennego pochodzenia (por. [79,
121]). Te infekcje wywotane przez pierwotniaki, grzyby, wirusy czy
bakterie wystepujg wielokrotnie, wyniszczajgc organizm (tab. 2).

W przebiegu AIDS mozna wyr6zni¢ 3 stadia: bezobjawowe, prodro-
malne (pre-AIDS; ARC-AIDS related complex) oraz petnoobjawowe
(por. [121, 122]). Postepujacej chorobie towarzyszy istotny spadek sto-
sunku limfocytow T4/T8 z okoto 2,0+ 0,3 — typowego dla zdrowych
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TABELA 2

Mikroorganizmy wywotujagce infekcje oportunistyczne, typowe dla zespotu AIDS

Pierwotniaki Pneumocystis carinii, Toxoplasma gondii, Cryptosporidum enteritis, Giardia
lamblia, Entamoeba histolytica i inne

Grzyby Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Coccidioides imitis, Histoplasma
capsulatum, Aspergillus i inne

W irusy Cytomegalowirus (CMV), wirus Epsteina-Barr (EBV), Herpes simplex
typu 1 i 2, wirus zapalenia watroby typu B (HSB), adenowirusy i inne

Bakterie Salmonella, Mycobacterium avium-intracellulare, Mycobacterium tuberculosis
Nocardia asteroides, Listeria monocytogenes i inne

ludzi, do 0,7-0,9 w stadium bezobjawowym; 0,4 -0,6 — dla pre-AIDS
i dramatycznie niskiego, tj. 0,01 - 0,3 w przypadku peinoobjawowej po-
staci AIDS [4, 35, 51]. W stadium prodromalnym obserwuje sie powiek-
szenie weztdbw chionnych, biegunki, ostabienie, nocne pocenie, wysokg
temperature oraz postepujgcag utrate wagi ciata. W stadium petnoobja-
wowym te symptomy nasilajg sie i dodatkowo wystepuja wyniszczajgce
ustréj infekcje oportunistyczne. Infekcje te dotyczg przede wszystkim
jamy ustnej i przewodu pokarmowego, ptuc, uktadu nerwowego i mo-
czoptciowego [133, 139]. Ponadto czesto odnotowuje sie nietypowe
nowotwory, np. miesak Kaposiego czy chioniaki os$rodkowego ukiadu
nerwowego [5, 42], Rozwojowi choroby towarzyszy ostabiona ekspresja
receptora interleukiny-2, spadek zawarto$ci interferonu gamma [33, 99,
134], pojawienie sie kwasolabilnego interferonu alfa, przeciwcial anty-
limfocytarnych i krazagcych komplekséw immunologicznych [47, 72] oraz
wzrost peptydéw grasiczych — tymozyny u4 [58, 100, 101] i R4 [101].
Na uwage zastuguje obecno$é w osoczu chorych na AIDS zasadowych
biatek o masie czasteczkowej okoto 90 000 i 27 000 [29],

Obecnie uwaza sie, ze wirus wywotujagcy AIDS wykazuje rowniez
neurotropizm [14, 60]. U chorych nastepuje czesto uszkodzenie uktadu
nerwowego, ktdre moze by¢ wynikiem bezposSredniego namnazania sie
wirusa, np. w komoérkach glejowych, makrofagach, limfocytach czy tez
wskutek infekcji oportunistycznych [5 74]. Wirusy HIV preferujg lim-
focyty T4, ale mogg rowniez atakowa¢ komorki linii monocyty-makro-
fagi, ptytki krwi a nawet limfocyty B, ktére moga stawac sie niejako
ich rezerwuarem [74, 80, 95], Obecno$¢ wirusa HIV stwierdzono w krwi,
weztach chionnych, szpiku, nasieniu, tzach, $linie i wydzielinie pochwy
chorych na AIDS [26, 46, 87, 137, 140], Identyfikacje wirusa w materia-
le biologicznym przeprowadza sie za pomocg: wykrywania antygenow
wirusowych, oznaczania aktywnos$ci odwrotnej transkryptazy zaleznej
od jonéw Mg2+ oraz analizy pod mikroskopem elektronowym.
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2. STRUKTURALNA | GENETYCZNA ORGANIZACJA WIRUSA HIV

Na podstawie technik ultracienkich skrawkoéw i powierzchniowej re-
pliki potaczonych z immunomikroskopig elektronowag Gelderblom
i wsp. [47] zaproponowali ostatnio model strukturalnej organizacji wi-
rusa HIV (rye. 1). Zdaniem tych badaczy wirus HIV wykazuje wiele

cech podrodziny retrowirus6w Lentivirinae, gtdwnie przez obecnos¢
w nim wydtuzonego, pateczkowatego rdzenia zbudowanego z nukleoidu
i ostonki rdzenia. Kulista czastka wirusa o S$rednicy 100- 120 nm [43
96], pokryta dwuwarstwowga otoczka lipidowa, pochodzaca z bton ko-
morek gospodarza, zawiera dwie kopie jednoniciowego RNA zasocjowa-
ne z biatkami (gtéwnie zasadowe biatko o masie czasteczkowej 15 000)
[140]. Ostonke rdzenia buduje silnie immunogenne biatko o masie cza-
steczkowej 24 000 (p24), podczas gdy inne biatko rdzenia opisywane jako
pl7 (masa czasteczkowa 17 000) wysciela wewnetrzng powierzchnie otocz-
ki wirusa. Kulista powierzchnie czastki pokrywa okoto 70-80 guz-
kéw, ktére odpowiadajg glikoproteinie otoczkowej o masie czasteczko-
wej 120 000 (gpl20). Guzki te majg okoto 15 nm S$rednicy i 9 nm wy-
sokosci; sg luzno potaczone z transmembranowym biatkiem otoczki
0 masie czasteczkowej 41 000 (gp4l). Procesowi dojrzewania wirusa
HIV towarzyszy spadek liczby guzkowatych twordw. Wirus zawiera
wiele kopii swoistej RNA-zaleznej polimerazy DNA, zwanej odwrotng
transkryptaza.
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2.1. GENOM WIRUSA HIV | JEGO PRODUKTY BIALKOWE

W 1985 roku kilkunastoosobowy zespét Galio [108] jako pierwszy
okreslit w genomie wirusa HIV, diugosci 9749 nukleotydéw, potozenie
trzech znanych u pozostatych retrowirusow gendéw gag, poi, env oraz
sekwencji regulatorowych LTR (Long Terminal Repeats), znajdujacych
sie przy 5' i 3' koicu RNA, odpowiedzialnych za ekspresje genéw wiru-
sa 1 jego integracje z komérka docelowg. Niekodujgce sekwencje LTR
wirusa HIV zawierajg region R (78 nukleotydéw) otoczony unikatowymi
sekwencjami U3 i U5 (483 i 103 nukleotydy). W regionie LTR czynnika
etiologicznego AIDS stwierdzono obecnos¢ sekwencji GGGACTTTCCA,
ktore wystepuja réwniez w materiale genetycznym wirusa SV-40,
stanowigc tzw. sekwencje wzmacniajgce. Ponadto opisano w odcinku
LTR miejsca wigzania biatkowego aktywatora transkrypcji SP1, ktdry
wigze sie do uktadu nukleotydéw bogatych w pary G-C, w rejonie
poprzedzajagcym ,TATA box” [16]. Na uwage =zastuguje doniesienie
0 znacznej homologii sekwencji LTR wirusa HIV z regionami kontro-
lujgcych sekwencji w genach interleukiny-2 i interferonu gamma [78,
88].

Rycina 2 jest proba syntezy danych uzyskanych przez kilka labora-
toriow na Swiecie w okresie od 1984 do 1987 r., dotyczacych genomu
wirusa HIV oraz produktow jego translacji [3, 53, 86, 94, 97, 108, 120,
138]. W genomie tego wirusa poza konwencjonalnymi genami gag, poi
1 env (zajmujgcych pozycje 310 - 1869, 1629 - 4673 i 5781 - 8369), kodu-
jacych odpowiednio biatka rdzenia, odwrotng transkryptaze i glikopro-

Ryc. 2. Struktura genomu wirusa HIV (zmodyfikowany model Mitsuya i Bro-
dera [94])
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teiny otoczkowe, zidentyfikowano pie¢ dodatkowych genéw. Sa to: sor
(short open reading frame), tat IIl (transactivator), art (anti-repressor
of transcription), 3'orf (3'-open reading frame) oraz ostatnio opisany
gen R [1, 6, 37, 65, 81, 89, 112, 123, 124, 138],

Techniki immunologiczne przyczynity sie do scharakteryzowania pro-
duktéw biatkowych kodowanych przez poznane geny wirusa HIV.
Otrzymano przeciwciata monoklonalne przeciwko antygenom wiruso-
wym, a potem uzyto je do wydzielenia i oczyszczenia antygendw, aby
z kolei zidentyfikowa¢ geny, ktére kodujg poszczegblne antygeny. Te
przeciwciata umozliwity poznanie biatlek prekursorowych wirusa i me-
chanizmu ich ,dojrzewania” oraz oznaczenie ich struktury pierwszo-
rzedowej [116, 119].

2.1.1. Geny strukturalne wirusa HIV i ich produkty biatkowe

Gen gag koduje biatko prekursorowe o masie czgsteczkowej 53 000
(p53) [78, 115, 119]. Wedtug Robeya i wsp. [111] biatka p70 i p55 sta-
nowig pierwotne produkty tego genu. ,Dojrzewanie” biatek rdzenia
wirusowego, zwigzane z jego proteoliza, dostarcza trzech polipeptyddw,
tj. pl7, p24 (gtowny sktadnik rdzenia) i pl5, stanowigcych odpowiednio
N-koncowy, Srodkowy i C-koricowy fragment biatkowego produktu genu
gag dojrzalego wiriona [64, 116]. Biatko pl5 moze rozpadac sie, dajac
peptydy p9 i p7. Ostatnie badania w laboratorium Galio [116] wyka-
zaly, ze cechg charakterystyczng biatka pl7 jest mirystylacja jego N-kon-
cowej glicyny — modyfikacja typowa dla N-kohAcowych peptydéw ko-
dowanych przez gen gag innych retrowiruséw [57, 118].

Z prac nad genem poi wirusa HIV wynika, ze koduje on cztery biat-
ka [34]. Trzy polipeptydy udato sie zidentyfikowa¢ w dojrzatych wirio-
nach. Sa to dwie formy odwrotnej transkryptazy o masie czasteczko-
wej 66 000 i 51 000 (p66/p51), kodowane przez centralny region genu
poi, réznigce sie wiasciwosSciami molekularnymi, ale wykazujgce wspol-
ny N-koncowy peptyd [32, 85, 116] oraz biatko o masie 34 000 (p34),
stanowigce enzym o cechach integrazy/endonukleazy, kodowane przez
3" koniec genu poi. To ostatnie biatko uczestniczy w integracji wirusa
z genomem komorek gospodarza [85, 129]. Z doSwiadczen Farmerie
i wsp. [34], ktorym udato sie pomysinie przeprowadzi¢ ekspresje genu
poi w komorkach E.coli wynika, ze powstanie dwoch form molekular-
nych odwrotnej transkryptazy wirusa HIV zalezy od sekwencji nukleo-
tydowych w 5 domenie genu poi, kodujacych czwarty polipeptyd —
proteaze (podobnie jak w retrowirusach ptakéw i ssakéw). Poczatkowo
oszacowana masa czasteczkowa odwrotnej transkryptazy okoto 95 000 -
98 000 ulegta weryfikacji [18] dzieki badaniom immunologicznym. Biat-
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ko enzymatyczne o takiej masie, otrzymane w toku sgczenia na Ultra-
gel AcA44, okazato sie kompleksem enzymu polimeryzujacego p66/p53
z glikoproteing otoczki wirusa gp4l [19]. Odwrotna transkryptaza prze-
jawiajgca aktywno$¢ wytgcznie w obecnosci jonéw Mg2+ (optimum:
5 mM, pH 7,8) rozdziela sie podczas ogniskowania izoelektrycznego na
sktadowe o pi 5,75 i 6,25 [18].

Dotychczas najlepiej poznano gen env wirusa wywotujgcego AIDS
oraz kodowane przez niego biatka [7, 111, 127, 128], Gen ten zawiera
2619 nukleotydow, zatem jego potencjalna mozliwos¢ kodujagca wynosi
873 aminokwasy [127]. W genie env w pozycji 8 lub 9 wystepuje
kodon inicjujacy dla metioniny, po ktérym w pozycjach 17-37 znajdu-
ja sie kodony dla tzw. peptydu sygnatowego, bogatego w aminokwasy
hydrofobowe, ktdry w procesie ,dojrzewania” biatek ulega odiaczeniu.
Bezposrednim produktem translacji tego genu jest bogato glikozylowa-
ne biatko otoczki o masie czasteczkowej 160 000 (gpl60) [17, 54], Stwier-
dzono, ze tancuch polipeptydowy gpl60 zawiera pewne state, konser-
watywne regiony wystepujace u wszystkich poznanych szczepéw wiru-
sa, obok fragmentdw o S$redniej i duzej zmiennosci (ryc. 3). Glikoprote-
ina ta jest prekursorem dwoch podjednostek budujacych otoczke,

Ryc. 3. Model glikoproteiny otoczki wirusa HIV (za zgodg autora [46]). Regiony

konserwatywne (--------- ), umiarkowanie zmienne (-—-—- ) i zmienne (.....). Zaznaczono

miejsce rozszczepienia glikoproteiny gpl60 na dwie podjednostki: biatko zewnatrz-
otoczkowe gp!20 i biatko transmembranowe gp4l
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tj. zewnatrzotoczkowego biatka gpl20 i transmembranowego biatka

gp4l. Procesowi ,dojrzewania” gpl60 towarzyszy rozszczepienie tancu-

cha miedzy Arg58 i Alasl9 pierwotnego produktu kodowanego przez gen

env (ryc. 4). Miejsce rozszczepienia poprzedza hydrofitowy region boga-
6U160

REKRAVGIGALFLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARQLLSGIVQQ. . .

i A 515 525 535 545 555
peptyd sygnatowy
9{1%9@ iiiAVG\GALFLJQLGAAGST@AASMTLTV@RQLLSG\V(Q .
oAl
Ryc. 4. Schemat ,dojrzewania” pierwotnego produktu biatkowego genu env [31]
wirusa HIV. Aminokwasy: A — alanina, F — fenyloalanina, G — glicyna, I — izo-
leucyna, K — lizyna, L — leucyna, M — metionina, Q — glutamina, R — arginina,

S — seryna, T — treonina i V — walina

ty w arginine w biatku zewnatrzotoczkowym, po ktérym nastepuje
przejscie w dtugi region hydrofobowy, charakterystyczny dla biatka
transmembranowego, stanowiacego C-koficowy peptyd genu env [31,
127]. Biatka otoczkowe wirusa HIV charakteryzuje wysoka zawartosé
cysteiny (18 reszt w gpl20 i 1-5 reszt w gp41l), ktéra zajmuje konser-
watywne potozenie ws$rdd dotychczas zsekwencjonowanych badZz ozna-
czonych na podstawie znanej sekwencji nukleotydowej preparatow. Ami-
nokwas ten jest zapewne wazny dla utrzymania witasciwej struktury
biatek otoczkowych. W glikoproteinach otoczki wirusa HIV wystepuje
22 - 29 potencjalnych miejsc glikozylacji.

W surowicy chorych na AIDS wystepujg zwykle przeciwciata skie-
rowane przeciwko gpl60, gpl20 i gp4l [2, 31, 115]. G6wne pasmo anty-
genowe stanowi zwykle biatko gp41 [115].

Poréwnawcza analiza sekwencji genomu indywidualnych prepara-
téw wirusa HIV, pochodzacych z hodowli limfocytow czy wydzielonych
z krwi pacjentow zainfekowanych AIDS, dowodzi najwyzszego stopnia
zmiennos$ci w genie env (do 25°/0), szczegdlnie w jego regionie koduja-
cym biatko gpl20 [17, 107, 127, 128, 130], Zmienno$¢ ta jest wynikiem
mutacji punktowych, delecji, insercji czy duplikacji nukleotyddéw.

Przedstawiono wiele dowodéw przemawiajgcych za tym, ze wnika-
nie wirusa HIV do komorek docelowych zalezy od interakcji miedzy
statymi regionami glikoproteiny gpl20 i czasteczkami antygenu CD4
0 masie czasteczkowej 62 000 (lub 58 000) w ich btonie [27, 30, 62, 71,
84, 117]. Klatzmann i wsp. [71] wykazali, ze inkubacja limfocytow T4
z przeciwcialami przeciwko glikoproteinie CD4 tych komorek blokuje
ich infekcje wirusem HIV. Udziat biatek otoczki wirusa w cytopatoge-
nezie AIDS nie ulega watpliwosci. In vitro tworzenie wielojgdrowych
komdrek (syncycjéw) w zainfekowanych wirusem hodowlach wydaje
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sie by¢ wynikiem fuzji zaleznej od obecnosci powierzchniowego antyge-
nu CD4 limfocytow pomocniczych i jego interakcji z glikoproteing otocz-
kowg wirusa [41, 62, 91, 125]. Lifson i wsp. [84] stwierdzili, ze rekombi-
nant wirusa ospy krowiej, zawierajgcy gen glikoproteiny gpl20 wirusa
HIV, w nieobecnosci pozostatych genow biatek strukturalnych i regula-
torowych byt zdolny indukowac zalezng od antygenu CD4 fuzje limfo-
cytow T4, prowadzac do ich degeneracji i $Smierci. Syncycja nie tworzg
sie ' w komorkach linii T, nie zawierajgcych antygenu CD4, a takze
w obecnosci przeciwciat przeciwko glikoproteinie CD4 [125]. Ostatnio
zwrécono réwniez uwage na udziat biatka gp4l w cytopatogenezie za-
infekowanych wirusem HIV komorek. Fischer i wsp. [38] otrzymali
wariant wirusa HIV z delecja segmentu 200 nukleotydéw w 3' regionie
jego genomu, obejmujgcego cze$¢ genu dla biatka gp4l, ktéry utracit
cechy u$miercania komdrek, przy zachowanej zdolnosci wirusa do re-
plikacji. Te wyniki wydajg sie ttumaczy¢ zjawisko wystepowania, jak
dotad niepatogennego, wirusa HTLV-4 wsrdd ludzi zamieszkujgcych za-
chodnie regiony Afryki [67] oraz retrowirusa STLV-3 u matp afrykan-
skich [28, 66], w ktérych genomie kodon ,stop” znajduje sie w czesci
genu env, kodujgcego biatko transmembranowe gp4l. By¢ moze skroce-
nie biatka gp4l moze prowadzi¢ do zmian w postaci utraty efektéw cy-
topatycznych tych retrowiruséw [59, 90].

Bardzo sugestywna wydaje sie hipoteza immunosupresji komérek
T przez wirus HIV, wynikajgca z mozliwosci wigzania sie biatka gp4l
z receptorem dla interleukiny-2, co prowadzitoby do zablokowania ich
interakcji z interleuking-2 [109].

Galio [46] sugeruje, ze w czasie ,,paczkowania” wirusa HIV z lim-
focytéw nastepuje interakcja glikoprotein otoczkowych z antygenem po-
wierzchniowym CD4, doprowadzajagca do powstawania licznych otwor-
kéw w ich bionach. Z uwagi na masowy charakter ,,dziurawienia” bton
i niezdolnosci do btyskawicznej ich naprawy, dochodzi do wycieku za-
wartosci komdrek i ich $mierci. Okazato sie, ze biatko gpl20 moze do-
prowadza¢ do lizy nie tylko zainfekowane komorki, ale réwniez wolne
od wiruséw [125].

2.1.2. Niestrukturalne geny wirusa HIV i ich produkty biatkowe.

Uwaza sig, ze nietypowe dla retrowiruséw geny tatlll, art, sor i 3'orf
kodujg biatka, ktdre sg zaangazowane w kontrole ekspresji genow wi-
rusa [44, 45]. Geny tatlll i art sg zaliczane do genow transaktywacji,
ktorych dziatanie dotyczy aktywacji transkrypcji innych gendéw nie
znajdujgcych sie w ich bezposrednim sasiedztwie [94, 112]. Gen tatlll
tworzg trzy eksony, z ktérych pierwszy jest niekodujacy, drugi —
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istotny dla transaktywacji (lezy miedzy genami sor i env) koduje 72-ami-
nokwasowy bogaty w cysteine peptyd, oraz trzeci — zlokalizowany
wewnatrz genu env — produkuje krétki, 14-aminokwasowy fragment
[6, 37, 112, 123, 141]. Produkt genu tatlll, bogaty w aminokwasy zasa-
dowe, wedruje w zelu poliakryloamidowym w postaci pasma odpowia-
dajagcego masie czasteczkowej 14 000 (pl4). Biatko to powoduje wzrost
produktow transkrypcji genéw strukturalnych wirusa HIV poprzez od-
dziatywanie z sekwencjami regulatorowymi LTR (w odcinku R) [112],
a takze wplywa na stabilnos§¢ RNA i prawdopodobnie na efektywnosé
translacji wirusowego mMRNA [46, 94]. Gen ten jest prawdopodobnie
nieodzowny dla replikacji wirusa. Z dosSwiadczehA wynika, ze mutacja
w poblizu dwdéch kodujacych eksonow [124] badz delecja genu tatlll
[37] dramatycznie zmniejsza zdolno$¢ wirusa do ekspresji biatek struk-
turalnych i jego replikacji. Wong-Staal przedstawita wyniki potwier-
dzajgce, ze produkt genu tatlll, dziatajgcy posttranslacyjnie, powoduje
wzrost wydarzen transkrypcyjnych i translacyjnych, co wigze sie bez-
posrednio z jego iloscig [89]. Przy niewielkich ilosciach biatka pl4 do-
minuje wptyw na transkrypcje, przy wiekszych za$ na stymulacje trans-
krypcji i translacji.

W 1986 roku okazato sie [6, 35, 124], ze nowo poznany gen art wi-
rusa HIV, wykorzystujacy mRNA, kodujgcy tatlll ze zmieniong ,ram-
ka odczytu”, produkuje zasadowe biatko zbudowane ze 116 aminokwa-
sow (pierwszy ekson — 25, a drugi — 91 aminokwasdw), nieodzowne do
procesu transaktywacji wirusa. Przy braku tego czynnika regulatoro-
wego synteza biatek strukturalnych wirusa jest kilkakrotnie nizsza. Gen
regulatorowy art bez watpienia jest potrzebny do replikacji wirusa, ale
mechanizm dziatania jego produktu jest kontrowersyjny. Odkrywcy
genu art [124] uwazajg, ze jego produkt wplywa na znoszenie hamowa-
nia translacji wirusowego mRNA, kodujgcego biatka strukturalne wiru-
sa, skad jego nazwa art, tj. anti-repression transactivator. ,,Niedojrza-
ty” mRNA biatek strukturalnych wirusa HIV zawiera sekwencje regula-
torowe, ktore hamujg synteze tych biatek, jesli ich efektowi nie prze-
ciwdziata produkt genu art. Biatko to zatem znosi efekty represji sek-
wencji hamujacych mRNA [89].

Feinberg i wsp. [35] sugeruja, ze produkt tego genu regulatorowego

utrzymuje w réwnowadze ilos¢ ,niedojrzatego” i ,dojrzatego” wiruso-
wego RNA, zabezpieczajgc mMRNA genéw gag, pol i env, skad alterna-
tywna nazwa tego genu stosowana przez laboratorium Galio — trs —

trans-acting regulator of splicing [35, 46]. Mutacje w genie art/trs zno-
szg zdolnos$¢ syntezy genéw strukturalnych [35].

W 1987 roku w laboratorium Haseltine [50] udato sie dokonaé eks-
presji genu art w komdrkach E.coli. Produkt tego genu — biatko o ma-
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sie czasteczkowej okoto 20 000 bylo rozpoznawane przez surowice pa-
cjentow z AIDS. Zsyntetyzowane w bakteriach biatko wspo6tzawodniczy
w reakcjach immunologicznych z biatkiem o analogicznej masie czgstecz-
kowej w zainfekowanych wirusem HIV limfocytach T4. Na podkresle-
nie zastuguje fakt, Zze przeciwciata otrzymane przeciwko syntetyczne-
mu oligopeptydowi, odpowiadajagcemu poczatkowym sekwencjom kodo-
wanym przez drugi ekson genu art (Arg-Arg-Asn-Arg-Arg-Arg-Arg-Trp-
Arg-Glu-Arg-GlIn-Arg-Gln), precypitujg biatko o masie 20 000 zainfeko-
wanych komdrek.

Knight i wsp. [73] rowniez uzyskali ekspresje genu art/trs w Kko-
morkach ssaczych. Otrzymane tg droga biatko o masie czasteczkowej
19 000 reagowato z surowicg chorych na AIDS. Badacze ci podkreslaja,
ze produkty genoéw transaktywacji — tatlll i art/trs wydajg sie nie-
odzowne do syntezy glikoproteiny otoczkowej wirusa HIV gpl20 oraz
jej mRNA.

Z dotychczasowych badan nad genomem wirusa HIV wynika [39,
65], ze sor nalezy do najbardziej konserwatywnych genéw. Buduje go
609 nukleotydow, a jego produkt translacji stanowi biatko o masie czas-
teczkowej 23 000 (p23). Wydaje sie, ze gen ten warunkuje efektywng
transmisje wirusa HIV [39]. Usuniecie lub skrdcenie genu sor powoduje
w potomstwie wirusa zmniejszona ponad 100 razy zdolnos¢ do infekcji
komédrek zawierajacych antygen CDA4. Fischer i wsp. [39] rozwazajg, ze
gen ten moze odgrywac role strukturalng jako ,wtdérna biona” czgstki
wiriona, wymagana do transmisji, aczkolwiek produkt tego genu wy-
stepuje w znacznie mniejszych ilosciach niz np. biatka otoczkowe gpl20
i gp4l. Nie wyklucza sie rowniez, ze sor (lub jego produkt) moze brac
udziat we wczesnych etapach replikacji (od penetracji do syntezy pro-
wirusowego DNA) bagdz w przygotowaniu $rodowiska komorki, w kté-
rym przebiega replikacja.

Kolejny gen 3'orf jest usytuowany w genomie wirusa HIV po genie
env (ryc. 2), a blisko potowa jego sekwencji miesSci sie wewnatrz od-
cinka U3 sekwencji 3'LTR [1, 81]. Gen ten koduje biatko o masie czas-
teczkowej 27 000 (p27), ktérego cechg charakterystyczng jest mirysty-
lacja jego N-koncowego aminokwasu [1]. Delecja w genie 3'orf (mie-
dzy 55 a 109 nukleotydem) prowadzi do powstania silnie cytopatyczne-
go wariantu wirusa, co przemawia za tym, ze gen ten nie jest istotny
do wywotywania cytopatycznych efektéw wirusa HIV [38]. Z ostatnich
doniesien na VII Kongresie Hybrydoma/DNA w San Francisco wyni-
ka, ze usuniecie segmentu 3'orf z genomu wirusa HIV powoduje 5- 10-
krotny wzrost jego replikacji (Luciw, cyt. [89]). Dziatanie tego genu moze
byé zwigzane z utrzymywaniem dlugiego okresu latencji wirusa w za-
infekowanym ustroju.
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Jak dotad najmniej wiadomo o genie R, opisanym przez Wain-Hob-
son i wsp. [138], Gen ten jest umiejscowiony miedzy genami sor i tatlll.
Wydaje sie, ze reprezentuje on znaczng konserwatywno$¢ sekwencji
nukleotydowych [59]. Nie poznano dotychczas biatkowego produktu tego
genu.

Techniki molekularnego klonowania, mapowania enzymami restryk-
cyjnymi oraz sekwencjonowania materiatu genetycznego wirusa HIV,
wydzielonego z zainfekowanych komorek linii T badz z limfocytéw cho-
rych na AIDS, dowodza jego wysokiej zmiennosci. Najwyzszg zmien-
nos¢ sekwencji nukleotydowych obserwowano w genie env. Zmiany
w genomie roznych wariantbw wirusa wywotujgcego zesp6t niedoboru
immunologicznego spowodowane sa gtéwnie mutacjami punktowymi,
krotkimi delecjami czy insercjami nukleotydow badZz specyficznymi
duplikacjami krotkich fragmentéow tancucha nukleotydowego [3, 127].
Tempo ewolucyjnych zmian genomu wirusa HIV jest niezwykle wyso-
kie. Dla genu env wynosi 10-2- 10~3 a dla genu gag 10-4 zmian nukle-
otydow w ciggu roku [55].

Szeroko zakrojone badania genetyczne i biochemiczne wskazujg na
duze podobienstwo wirusa HIV do wirusa matp STLV-3 — oraz do
podrodziny retrowiruséw Lentivirinae [20, 110, 126]. Zarébwno wirusy
HIV, jak i STLV-3 wykazujg wiele wspolnych wiasciwosci (morfologia,
efekty cytopatyczne, transaktywacja) z neuropatogennymi wirusami ko-
pytnych, tj. kéz (wirus zapalenia mézgu), owiec (Visna) i koni (wirus
niedokrwistosci zakaZznej). kaczy je natomiast pokrewieAstwo z ludz-
kimi onkogennymi, limfotropowymi wirusami HTLV-1 i HTLV-2 (T-tro-
pizm, transaktywacja, podobna struktura czesSci biatek wirusowych) [56,
131].

3. MOLEKULARNE PODSTAWY INFEKCIJI WIRUSEM HIV
KOMOREK GOSPODARZA

W wyniku specyficznej interakcji miedzy glikoproteing otoczki wi-
rusa i antygenem powierzchniowym CD4 btony komorkowej wirus wni-
ka do wnetrza limfocytu. W komorce traci ptaszcz lipidowo-biatkowy,
a uwolniony RNA staje sie matryca do odwrotnej transkryptazy, ktdra
wykorzystujgc jako ,starter” tRNALys [138] syntetyzuje ni¢ (—) cDNA.
Jednotancuchowy cDNA tworzy przejSciowy hybryd RNA-DNA, trawio-
ny nastepnie przez RN-aze H. Wtedy na nici cDNA tworzy sie nowy
tancuch DNA (ni¢ (+)) i powstata czasteczka ulega zamknieciu (prowi-
rus). Prowirusowy DNA zostaje zintegrowany z genomem komdrki gos-
podarza i w tym stanie moze pozosta¢t do momentu jego aktywacji.
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Shaw i wsp. [120] zwracajg uwage na pozostawanie znacznych ilosci
wirusowego DNA w formie episomalnej w zainfekowanych komorkach.
Po aktywacji wirusowy DNA jest transkrybowany, a powstalty mRNA
ulega ,dojrzewaniu” (modyfikacje koncéw 5' i 3') i translacji za pomo-
ca komorkowych ukiadéw enzymatycznych, co prowadzi do odtworze-
nia potomnego RNA oraz biatek wirusowych [135]. Biatka otoczkowe
wirusa sg syntetyzowane w szorstkim retikulum endoplazmatycznym
i transportowane przez aparat Golgiego do bton cytoplazmatycznych.
Rodzicielski RNA wirusa otacza sie biatkami rdzenia w cysternach albo
btonach cytoplazmatycznych i potomny wirus przez stadium ,pgczko-
wania” zostaje uwolniony z bton komoérek gospodarza. Rycina 5 przed-
stawia mechanizm ataku komorki docelowej przez wirus HIV zapropo-
nowany przez Gupte [52].

WIAZANIE

TRANSKRYPCJA

INTEGRACJA Z GENOMEM GOSPODARZA
MODYFIKACJA POSTRANSKRYPCYJNA
TRANSLACJA

PACZKOWANIE

UWALNIANIE

~N o OB wWwN R

RT-ODWROTNA TRANSKRYPTAZA
RER-SZORSTKIE RETIKULUM ENDOPLAZMATYCZNE

Ryc. 5. Etapy infekcji wirusem HIV komoérki gospodarza [52]

4. RETROWIRUSY STLV-3, HIV-2 | HTLV-4

Ostatnio wydzielono z kilku gatunkdw matp afrykanskich, tj. ma-
kak [28], koczkodan zielony [66] i mangaba [98], retrowirusy wykazu-
jace T-tropizm, opisane jako STLV-3 (Simian T-Lymphotropic Virus
type 3). Okazato sie, ze wirusy te nie wywotujg choroby u dziko zy-
jacych koczkodandw i uwiezionych mangabdw, natomiast wyizolowany
wirus STLV-3 indukuje u makakéw chorobe zblizong do zespotu AIDS
u ludzi, tgcznie ze zmianami neuropatologicznymi [28, 98], Retrowirusy
STLV-3 wykazujg wiele cech wspdlnych z HIV-1 pod wzgledem ultra-
struktury, budowy materialu genetycznego, interakcji wirus - komodrka
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(indukujg powstawanie wielojgdrowych komérek — syncycjow, wyko-
rzystuja Mg2+-zalezna odwrotng transkryptaze w syntezie cDNA oraz
antygen CD4 limfocytdw w wigzaniu glikoproteiny otoczkowej) oraz
wiasdciwosci immunologicznych (krzyzowe reakcje z biatkami kodowa-
nymi przez geny gag, poi, env i 3'orf). Jednakze, w przeciwienstwie do
wirusa HIV-1, czastki STLV-3 nie lizujg in vitro ludzkich limfocytow
krwi obwodowej czy komérek linii T [28, 66].

W 1986 roku opisano kolejne dwa retrowirusy [21, 22,67, 77] wy-
odrebnione z limfocytow ludzi w Afryce. Jeden znich — HIV-2, spo-
tykany wsrdd pacjentéw z AIDS w krajach Afryki Zachodniej, wyka-
zuje pokrewienstwo z wirusem HIV-1 (morfologia, T-tropizm), jednak-
ze z istotnymi réznicami w sekwencjach nukleotydowych, dochodzacy-
mi do okoto 60°/0 dla genu env [23]. Biatka retrowiruséw HIV-1 i HIV-2
wykazujg réznice w masie czasteczkowej. Obserwowano niewielka tylko
krzyzowga reaktywno$¢ przeciwcial surowic pacjentdw zainfekowanych
HIV-2, ograniczong gtownie do biatka p24 rdzenia obydwu wiruséw, bez
Sladu krzyzowej reakcji z glikoproteinami otoczki [23]. Drugi retrowirus,
opisywany jako HTLV-4, wydzielony z krwi ludzi zdrowych, jak dotad
bez cech patogennych, wykazuje prawie identyczng strukture genomu
(99°/0 homologii) z wirusami STLV-3 malp [59, 66, 67], Wirusy HIV-2
i HTLV-4 wykazujg miedzy sobag wiecej homologii pod wzgledem budo-
wy genomu (okoto 20% réznic w sekwencji nukleotydow) i wiasciwosci
serologicznych anizeli z wirusem HIV-1. Z badan genetycznych i bioche-
micznych wynika, ze genomy i kodowane przez nie biatka wiruséw
HIV-2 i HTLV-4 wykazujg znaczne pokrewienstwo z malpim wirusem
STLV-3 [59, 77].

Biatka rdzenia wirus6w STLV-3 daja reakcje krzyzowe z biatkami
HIV-1 i HIV-2, podczas gdy biatka otoczkowe reagujg tylko z pocho-
dzacymi z wirusa HIV-2 [21, 22, 67].

Na podkre$lenie zastuguje pionierskie doniesienie Gnanna i wsp. [49],
zmierzajgce do opracowania prostego testu rdznicujacego retrowirusy
HIV-1 i HIV-2. Badacze ci postuzyli sie syntetycznymi peptydami (12
aminokwasow), analogiami fragmentéw konserwatywnych, wysoce im-
munogennych regionéw transmembranowego biatka gp4l, ktére za po-
mocg testu ELISA pozwolity wyodrebni¢ surowice pacjentéw zainfeko-
wanych wirusami HIV-1 i HIV-2, a takze wirus STLV-3. Okazalo sie,
ze taki region znajduje sie w kazdym z tych wiruséw (HIV-1: 598 - 609;
HIV-2: 592 - 603; STLV-3: 608 - 619 aminokwas) i zawiera charakterys-
tyczny uktad aminokwaséw: Try-Gly-Cys-X-X-X-X-X-Cys. Wydaje sie,
ze do rozpoznania immunogennej domeny biatka tych wiruséw wystar-
cza siedem aminokwaséw zawierajacych dwie reszty cysteiny, tworzace
mostek dwusiarczkowy.

6 — PBK 3/88
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5. LECZENIE | PROFILAKTYKA ZESPOtLU AIDS

Zgodnie z raportem Swiatowej Organizacji Zdrowia [10, 90], zacho-
rowania na AIDS odnotowano w ponad 100 krajach. Zgtoszone i leczone
przypadki tej choroby osiggnety ponad 50 000. W USA opisano ponad
36 000 zachorowan, przy czym zmarto juz okoto 21 000 oséb. Nosicieli
wirusa HIV w tym kraju ocenia si¢ na okoto 1,5 min (na $wiecie ok. 10
min). Wciaz trudno o szacunek stanu zachorowan i nosicielstwa w Afry-
ce, gdzie choroba ta wykazuje zastraszajgce tempo rozwoju i nieco od-
mienny obraz epidemiologiczny [24, 76, 106]. W tej sytuacji gwaltownie
narasta potrzeba wprowadzenia skutecznych lekéw, a w przysztosci
szczepionki.

Obecne kierunki leczenia zespolu AIDS obejmuja: terapie infekcji
oportunistycznych i nowotworéw, préby unieszkodliwienia wirusa HIV
oraz usitowanie rekonstrukcji aktywnos$ci immunologicznej zainfekowa-
nych organizméw [15, 113, 136]. Z biologicznego punktu widzenia naj-
wieksze nadzieje poktada sie w zatrzymaniu replikacji wirusa przez za-
stosowanie inhibitoréw odwrotnej transkryptazy.

Za najskuteczniej poprawiajgcy stan zdrowia chorych na AIDS uwa-
za sie wprowadzony przez zespot Brodera [93, 94, 113] analog tymidy-
ny —e 3' azydo-3'deoksytymidyne (AZT). Lek ten przy udziale komérko-
wych enzymoéw ulega fosforylacji i w tej formie stanowi kompetycyjny
nukleotyd dla tymidyno-5-trifosforanu. W przypadku wigczenia go do
tancucha cDNA za pomocg odwrotnej transkryptazy, nastepuje terminac-
ja syntezy z powodu niemozliwo$ci utworzenia kolejnego wigzania 5'—3'
fosfodiestrowego. Zwigzek ten przy stezeniu 5-10 juM hamuje w petni
replikacje wirusa. AZT blokuje ekspresje biatka rdzenia p24 [93], W roku
biezacym lek ten oficjalnie wprowadzono do lecznictwa szpitalnego [75].
Obserwacje poczynione dotagd wsréd pacjentdéw z AIDS pobierajgcych
AZT pozwalajg odnotowa¢ poprawe ich stanu immunologicznego, przy-
rost wagi ciata, a nawet cofanie zmian neurologicznych [94], W bada-
niach in vitro pewne nadzieje na pozytywne wyniki leczenia przeciw-
wirusowego wigze sie z kombinacjg AZT z preparatem aciclovir (analog
guanozyny). Stwierdzono ponadto, ze 2'3/-dideoksynukleozydy moga
rowniez powodowaé przedwczesng terminacje cDNA [94]. Inne leki,
tj. suramina, fosfonomréwczan i HPA-23, ktére in vitro sg skuteczny-
mi inhibitorami odwrotnej transkryptazy, nie spetniajg — jak dotad —
klinicznej poprawy stanu immunologicznego chorych na AIDS [52, 92].
Na uwage zastugujg rOwniez proby zastosowania w leczeniu AIDS ri-
bowiryny, analoga guanozyny, ktorej dziatanie wigzatoby sie ze zmiang
struktury 5'mRNA, transkrybowanego ze zintegrowanego z genomem
komérkowym DNA wirusa, na etapie jego ,oczapeczkowania” [136].
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Nowe podejScie w leczeniu AIDS wigze sie z zatrzymaniem procesu
transaktywacji wirusa HIV [80, 143]. W tym celu zastosowano in vitro
»anti-sense” oligodeoksynukleotydy, tj. krdtkie sekwencje DNA (albo
chemicznie zmodyfikowane DNA w celu zwiekszenia penetracji komorek
i odpornosci na degradacje enzymatyczng) komplementarne do okreslo-
nych segmentéw genomu wirusa, istotnych do jego replikacji. Takie
sekwencje mogtyby blokowaé ekspresje odcinkéw genomu wirusowego
przez pewien rodzaj hybrydyzacji, ograniczajac ich translacje, lub inter-
ferowa¢ w wigzaniu bialek regulatorowych, kodowanych przez geny
tatlll czy art/trs [143]. W toku sg proby wykorzystania substancji bio-
logicznie czynnych, tj. hormondéw grasiczych, interleukiny-2, interfero-
néw alfa i gamma czy preparatéw immunofarmakologicznych (izopryno-
zyna, cyklosporyna, imuthiol) jako potencjalnych czynnikéw odbudowy
uktadu immunologicznego chorych na AIDS [52],

Wysoka zmienno$¢ materiatu genetycznego wirusa HIV komplikuje
otrzymanie szczepionki przeciwko AIDS, niemniej trwajg intensywne
prace w tym kierunku [8, 9, 36, 63]. Nadzieje na szybkie uzyskanie
szczepionki (podjednostkowej) pogtebity wyniki stwierdzajgce, ze anty-
genowe biatka wirusa — glikoproteiny otoczkowe, a takze biatka rdze-
nia (pl7) wywotujg powstawanie przeciwciat neutralizujgcych [61, 105,
114]. Produkcja skutecznej szczepionki wigze sie z wydzieleniem z wi-
rusa HIV statego skiadnika antygenowego, wywotujgcego odpowiedz
uktadu immunologicznego skierowang przeciwko wszystkim wnikajg-
cym do organizmu wirusom, w ktérych obecny jest tenze skiadnik. Wy-
krycie regionow o wysokiej konserwatywnosci sekwencji nukleotydowych
w genie glikoproteiny otoczkowej wirusa wywotujgcego AIDS daje realne
szanse otrzymania szczepionki w niedtugim czasie [11, 36, 61]. Wykorzy-
stujagc techniki inzynierii genetycznej i biotechnologii wbudowuje sie
cale geny badz ich fragmenty bakteriom, drozdzom, aby wywota¢ w nich
ekspresje biatek wirusowych, i to w znacznej iloSci [11, 105]. Duza
szanse powodzenia na drodze do otrzymania szczepionki wigze sie z syn-
tetycznymi peptydami (m. in. peptyd T) o homologicznej sekwencji do
regionéw konserwatywnych glikoproteiny gp 120 [49, 68, 90], Na uwage
zastuguja réwniez prace nad uzyskaniem rekombinantéw wirusowych
z wszczepionymi genami wirusa HIV [105]. Zasygnalizowano pierwsze
wprowadzenie takich rekombinantow ludziom. W 1987 r. Zagury (cyt.
[9]) zaszczepit siebie oraz 10 os6b w Zairze rekombinantem wirusa kro-
wianki z genem glikoproteiny gp 160.

W laboratorium Koprowskiego [8, 40] powstata koncepcja wytwo-
rzenia szczepionki przez immunizacje przeciwciatami antyidotypowymi.
W wyniku kolejnych generacji przeciwciat przeciwko biatkom .wirusa HIV
dochodzi do powstania przeciwciat imitujgcych naturalne przeciwciata
antywirusowe.
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Ogrom probleméw, ktore stwarza zespdt AIDS, a jednocze$nie po-
trzeba zrozumienia tragedii, jakg on powoduje, niesie potrzebe:

masowego u$wiadamiania,

lansowania zasady bezpiecznego seksu,

testowania dawcéw krwi na obecnos$¢ przeciwciat przeciwko wirusowi
HIV,

syntezy czynnika VIl na drodze inzynierii genetycznej,

uzywania sprzetu jednorazowego do wstrzyknieé¢ dozylnych,

sterylizacji podstawowego sprzetu medycznego wielokrotnego uzytku
(wirus ginie po kilkuminutowej inkubacji w temperaturze 56°C).
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STRUCTURE AND FUNCTION OF MITOCHONDRIAL GENOMES

Anna KRUSZEWSKA i Magdalena BOGUTA

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Zaktad Genetyki, Warszawa

Streszczenie. Mitochondria majg swoj wtasny system genetyczny i witasny system
translacji. Wszystkie mitochondrialne genomy r6znych organizméw kodujg nie-
wielkg ilos¢ tych samych podstawowych produktéw; kilkanascie polipeptydow
wchodzacych w skiad enzymow oddechowych wewnetrznej btony mitochondrialnej
oraz tRNA i rRNA mitochondrialnego aparatu translacji. Mozna wyr6zni¢ dwa
typy organizacji mitochondrialnych genoméw: genomy, w ktérych informacja za-
kodowana jest niezwykle oszczednie i caly niemal mitochondrialny DNA petni
funkcje kodujaca (genomy Metazoa) oraz genomy, gdzie mniej niz potowa tego DNA
petni funkcje kodujaca (rozrzutnie zorganizowane genomy pozostatych organiz-
moéw). Te dwa typy organizacji omoéwiono szczegétowo na przyktadzie mitochon-
drialnego genomu cztowieka oraz drozdzy piekarniczych (Saccharomyces cerevisiae).
Mitochondrialne genomy drugiego typu determinujg rowniez dodatkowy zestaw
biatek zakodowanych w intronach. Scharakteryzowano szczeg6towiej te biatka
t przedstawiono teorie utrzymujacg, ze sa one odpowiedzialne za ptynno$é orga-
nizacji ,rozrzutnych” genomoéw. Scharakteryzowano takze podstawowe rdznice
miedzy mitochondrialnym kodem genetycznym a kodem uniwersalnym.

Summary. Mitochondria posses their own gentic system and their own system
of translation. AIll mitochondrial genomes codes for a set of the same basic pro-
ducts; a few subunits of the respiratory-enzyme complexes in the inner membrane
of the organelle and for the rRNA’s and tRNA’s of the mitochondrial translation
apparatus. Two types of mitochondrial genome organization can be distinguished;
tightly packed genomes in which genetic information is encoded very econo-
mically and almost whole DNA has coding function (genomes of Metazoa) and
largely expanded genomes of other organisms in which usually less than 50%
of DNA has coding function. These two types of organization were exemplified
by mitochondrial human genome and the mitochondrial genome of yeast Saccharo-
myces cerevisiae. The genomes of the second type specify also some additional
proteins encoded in introns. These proteins were characterized and the theory
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concerning their involvement in the fluidity of organization of mitochondrial
largely expanded genomes was presented. The basic differences between the uni-
versal genetic code and the mitochondrial code(s) were also shown.

WSTEP

Mitochondria sa organelami komorki eukariotycznej, wyspecjalizo-
wanymi w oddychaniu i oksydacyjnej fosforylacji. Majg one najczesciej
ksztatt owalny a ich wymiary (1-5 am dtugosci i 0,5 gm szerokosci)
przypominajg wymiary zyjacych wspotcze$nie bakterii.

Odkrycie ponad dwadzieScia lat temu wystepowania DNA w mito-
chondriach zapoczatkowato intensywny rozwéj badan nad strukturg
i funkcjg mitochondrialnych genoméw prowadzonych zaréwno metodami
genetycznymi, jak tez najnowszymi technikami biologii molekularnej.

Badania nad mitochondrialnym DNA i jego ekspresja przyniosty
wiele interesujacych odkryé o bardziej ogélnym znaczeniu, takich jak
niepetna uniwersalnos¢ znanego dotad kodu genetycznego czy tez moz-
liwos¢ kodowania biatek przez niektére sekwencje intronowe. Niniejszy
artykut jest wiec nie tylko omowieniem struktury i funkcji mitochon-
drialnych genoméw, lecz takze szerszych implikacji tych badan.

BIOGENEZA MITOCHONDRIOW JEST WYNIKIEM WSPOLDZIALANIA
MITOCHONDRIALNEGO | JADROWEGO GENOMU ORAZ JADROWEGO
I CYTOSOLOWEGO SYSTEMU TRANSLACIJI

Mitochondria majg swo0j witasny system genetyczny oraz wiasny sy-
stem translacji. Mitochondrialny DNA (mtDNA) koduje kilkanascie za-
ledwie biatek wchodzacych w skitad enzyméw oddechowych oraz caly
rRNA i tRNA mitochondrialnego systemu translacji [24],

Replikacja mtDNA, a takze jego transkrypcja zachodzi z udziatem
biatek kodowanych przez DNA jadrowy. Specyficzny system mitochon-
drialnej translacji jest takze oparty na biatkach kodowanych przez DNA
jadrowy. Zarowno biatka rybosoméw mitochondrialnych (mitoryboso-
méw), jak tez wszystkie inne biatka zwigzane funkcjonalnie z translacja
sg zakodowane w jadrowym DNA. Podobnie réwniez w jagdrowym DNA
zakodowane sa mitochondrialne biatka strukturalne oraz wiekszo$¢ mito-
chondrialnych enzymoéw [44].

Mitochondria nie sa wiec samowystarczalne, a ich biogeneza wymaga
wspétdziatania mitochondrialnego i jadrowego systemu genetycznego
oraz mitochondrialnego i cytosolowego systemu translacji. Biatka wcho-
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dzace w sktad mitochondriéow, kodowane przez DNA jadrowy, sa licz-
niejsze niz kodowane przez DNA mitochondrialny i stanowig ponad 90%>
wszystkich biatek mitochondrialnych.

Informacyjny RNA (mRNA) dla biatek biorgcych udziat w biogene-
zie mitochondriéw nie przechodzi przez blony mitochondrialne. Wszyst-
kie biatka zakodowane przez mtDNA ulegaja translacji na mitorybo-
somach, a zakodowane przez DNA jadrowy — na rybosomach cyto-
solowych [24]. Mitochondrialne biatka zakodowane w jadrowym DNA
sq wiec transportowane do mitochondribw w postaci gotowych poli-
peptydow.

Mitochondrialny system translacji jest odmienny zaréwno od eukario-
tycznego cytosolowego systemu translacji, jak i systemu bakteryjnego.
Mitochondrialne tRNA maja odmienny sktad zasad, sposéb ich modyfi-
kacji oraz strukture przestrzenng od tRNA cytosolowych [38]. Trans-
lacja mitochondrialna, w odréznieniu od cytosolowej, nie jest hamowana
przez cykloheksymid, a wykazuje wrazliwo$é na chloramfenikol i ery-
tromycyne [24]. Stosujac wiec ten czy inny antybiotyk mozna wybior-
czo blokowa¢ mitochondrialny badz jadrowy system translacji i zna-
kujac powstajagce w tym czasie biatka okresla¢ udziat kazdego z syste-
mow w biogenezie mitochondriéw.

MITOCHONDRIALNY DNA, WIADOMOSCI OGOLNE

1. LICZBA CZASTECZEK, ICH FORMA | REPLIKACJA

W haploidalnej komérce grzybow wystepuje przecietnie kilkadziesiat
identycznych czasteczek mtDNA, a genetyka mitochondriéw jest gene-
tyka populacji tych czasteczek [19]. W komorkach zwierzecych liczba
mitochondriéw wynosi kilka tysiecy. We wszystkich mitochondriach
danego organizmu mtDNA jest jednakowy. Wyjgtek stanowig roSliny
wyzsze, gdzie populacje czasteczek mtDNA sg heterogenne [34, 45, 49].

Mitochondrialny DNA, podobnie jak bakteryjny, jest podwojna helisg
nie zwigzang z biatkami. Jego replikacja jest katalizowana przez specy-
ficzng polimeraze DNA i zachodzi niezaleznie od replikacji DNA jadro-
wego. Mitochondrialny DNA, podobnie jak bakteryjny, jest kolisty. Wy-
jatek stanowig niektére pierwotniaki, takie jak Tetrahymena czy Para-
mecium oraz drozdze Hansenula mrakki, gdzie DNA wystepuje w postaci
linearnej. Liniowe czgsteczki oraz mieszane populacje kolistych i linio-
wych czasteczek wystepujag takze u niektérych roslin wyzszych [25,
45, 49].

7 — PBK 3/88
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2. ROZMIARY GENOMOW MITOCHONDRIALNYCH
<
Cho¢ wielko$é przecietnego mitochondrium jest porownywalna z wiel-
koscia E. coli, wielko$¢ przecietnego mitochondrialnego genomu jest
jednak o dwa rzedy wielkosSci nizsza. Rozmiary mitochondrialnych ge-
nomow wahajg sie jednak w bardzo szerokich granicach (tab. 1) [25, 34,

TABELA 1

Rozmiary mitochondrialnych genoméw [45]

Organizm kz Metoda
zwierzeta:
cztowiek 16,569 sekwencja
mysz : 16,295 sekwencja
wot 16,388 sekwencja
kurczak 16,2 dt. konturu
ukwiat 15,7 dt. konturu
muszka owocowa 16,019 sekwencja
grzyby:
Schizosaccharomyces pombe 18 restrykcja
Saccharomyces cerevisiae 84 restrykcja
Aspergillus nidulans 31 restrykcja
Neurospora crassa 62 restrykcja
Podospora anserina 94 restrykcja

rodliny wyzsze:

pszenica 210 reasocjacja
kukurydza 509 reasocjacja
groch 381 reasocjacja
melon 2544 reasocjacja

45, 49]. Najnizsze sg u zwierzat, gdzie diugosci kolistych czasteczek
mtDNA sa u wszystkich, nawet odlegtych gatunkéw bardzo zblizone
i wynoszg okoto 16 000 par zasad (pz), co odpowiada ciezarowi czasteczko-
wemu okoto 10 Md [9]. Kilkakrotnie wieksze rozmiary majg na ogot
mitochondrialne genomy grzybow, cho¢ rozmiary te sg bardzo zrdznico-
wane nawet u blisko spokrewnionych gatunkow drozdzy (genom S. pom-
be ma wielko$¢ zblizong do mitochondrialnych genoméw zwierzat, a ge-
nom S. cerevisiae jest 5-krotnie wiekszy). Najwieksze rozmiary maja
mitochondrialne genomy ros$lin wyzszych, choé precyzyjne ustalenie
tych rozmiaréw jest trudniejsze ze wzgledu na heterogenno$¢ czasteczek
mtDNA. Sag one kilkanascie razy wieksze niz mitochondrialne genomy
zwierzat, a u Cucurbitaceae nawet kilkadziesiat razy wieksze [34],
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W ostatnich latach w petni zsekwencjonowano mitochondrialny ge-
nom cztowieka [1], myszy [6], wotu [2] oraz muchy Drosophila yacuba
[14]. Okreslono tez niemal catkowicie sekwencje mtDNA takich nizszych
grzybow jak Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus nidulans, Schizo-
saccharomyces pombe i Neurospora crassa [20]. Jak wynika z tych ba-
dan, ogromne rdznice w diugosci mtDNA ssakéw i nizszych grzybéw
sg zwigzane nie z iloscig zawartej w nich informacji, lecz ze sposobem
organizacji i ekspresji tego samego podstawowego zestawu genow [49].

Podczas gdy informacja zakodowana w mtDNA zwierzat jest zorga-
nizowana w sposob niezwykle oszczedny, mitochondrialne genomy niz-
szych grzybdw sg zorganizowane na 0got w sposob niestychanie rozrzut-
ny. Te dwa typy organizacji zostang tu opisane na przykiadzie pierw-
szego, w peini zsekwencjonowanego genomu, ktérym jest mitochondrial-
ny genom czlowieka [1, 24] i najlepiej poznanego z mitochondrialnych
genomow grzybdw — genomu S. cerevisiae [20, 31].

MITOCHONDRIALNY GENOM CZtLOWIEKA

Genom ten jest dwuniciowa kolistag czasteczka DNA diugosci 16 569
par zasad (ryc. 1, wewnetrzne ko6tko) [1]. Ma ona dwa miejsca startu
replikacji odrebne dla dwéch nici oznaczonych: H i L. Replikacja za-
czyna sie syntezg nici H powigzang z odsunieciem nici L i wytworze-
niem tzw. petli D. Gdy kompleks replikacyjny dotrze do znajdujgcego
sie ponizej miejsca startu replikacji nici L, odstaniajgc je, rozpoczyna
sie synteza nici L [15].

Gtdéwng nicig kodujaca, zawierajgcag gros informacji, jest ni¢c H. Mimo
to ohie nici sg w petni transkrybowane w dwdch ré6znych kierunkach
z dwdch roznych punktoéw startu, znajdujgcych sie w obrebie petli D [15].

Mitochondrialny genom cztowieka zawiera geny determinujace rRNA
matej i duzej podjednostki mitorybosoméw SrRNA i LrRNA (odpowied-
nio 12S i 16S rRNA), 22 rodzaje tRNA oraz 13 polipeptydéw bedacych
podjednostkami czterech enzymow wchodzacych w sklad wewnetrznej
btony mitochondrialnej. Polipeptydy te to trzy podjednostki oksydazy
cytochromowej: apoproteina cytochromu b, podjednostki 6 i 8 oligo-
mycynowrazliwej ATP-azy oraz siedem podjednostek dehydrogenazy
NADH [1, 9, 13]. Oksydaza cytochromowa, mitochondrialna ATP-aza
oraz wrazliwa na rotenon dehydrogenaza NADH sg duzymi kompleksa-
mi enzymatycznymi ziozonymi z wielu heterologicznych podjednostek
zakodowanych czeSciowo w DNA mitochondrialnym, a czeSciowo w ja-
drowym [47]. Pozostale, kodowane przez DNA jadrowy podjednostki
tych enzyméw ulegajg translacji na rybosomach cytosolowych i w po-
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Ryc. 1. Mapy mitochondrialnych genoméw cztowieka (wewnetrzne kotko) oraz
S. cerevisiae (zewnetrzne ko6tko) przedstawione wg [24], uzupetnione zgodnie z [13]
i [20]; a — sekwencje kodujagce znane biatka, b — sekwencje kodujace rRNA,
¢ — sekwencje kodujace tRNA lub kontrolujgce ich synteze, d — pozaintronowe
sekwencje RF oraz otwarte ramki odczytu intronéw, e — zamkniete ramki odczytu
intron6w oraz obszary miedzygenowe, f — sekwencje rep — inicjacji replikacji DNA

staci gotowych polipeptydéw sg transportowane do wewnetrznej btony
mitochondrialnej.

Okazato sie, ze sekwencjonowanie genu jest czesto znacznie tatwiej-
sze niz jego identyfikacja. Geny ND zidentyfikowano metodami immuno-
logicznymi jako kodujace podjednostki dehydrogenazy NADH dopiero
w kilka lat po ich zsekwencjonowaniu [12, 13]. Pozostate geny kodujace
polipeptydy identyfikowano badZ na podstawie homologii ich sekwencji
ze znanymi juz genami drozdzy, gdzie dzieki istnieniu markeréw gene-
tycznych identyfikacja gendéw jest tatwa, badZz tez na podstawie porow-
nania sekwencji DNA ze znanymi sekwencjami aminokwaséw odpo-
wiednich polipeptydéw [1].
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Badania te wykazaty, ze wystepuja roznice w mitochondrialnym
i uniwersalnym kodzie genetycznym (tab. 2). W szczeg6lnosci kodon
UGA nie jest kodonem terminacji translacji, lecz koduje tryptofan; ko-

TABELA 2
Ré6znice miedzy kodem uniwersalnym a kodami mitochondrialnymi
réznych organizmoéw przedstawione wg [46]

Kodon Kod Kod mt Kod mt Kod mt
uniwersalny ssakow drozdzy  ro$lin wyz.
UGA stop Trp Trp stop?
AUA He Met lle Ile
CUN Leu Leu Thr Leu
AGA, AGG Arg stop Arg Arg
CGG Arg Arg Arg Trp

donem inicjacji translacji moze by¢ nie tylko AUG, lecz takze AUA Ilub
AUU, ktore w mitochondriach ssakéw kodujg nie izoleucyne, lecz me-
tionine, a kodony argininowe AGA i AGG sg kodonami stop [1, 7, 46].

Okazato sie, ze sposéb rozszyfrowywania kodu genetycznego jest tez
w mitochondriach odrebny. Po poznaniu sekwencji mitochondrialnych
tRNA wykazano, ze w oddziatywaniach kodon - antykodon moga powsta-
wa¢ pary U-U i U-C miedzy pierwszg pozycja antykodonu a trzecia
kodonu, gdyz wiekszo$¢ antykodonéw w mitochondrialnych tRNA za-
czyna sie od U [8, 26]. Powstawanie takich par w systemie cytosolowym
wyklucza zasada tolerancji Cricka [17]. Dzieki bardziej elastycznym za-
sadom parowania kodonu z antykodonem jedna czasteczka mitochon-
drialnego tRNA moze rozpoznawaé 4 rozne kodony nalezace do tej
samej rodziny, podczas gdy w przypadku kodu uniwersalnego jedna cza-
steczka tRNA moze rozpoznawaé¢ tylko dwa rozne kodony tej samej ro-
dziny. Dlatego tez do jednoznacznego odczytania kodu mitochondrial-
nego nie konieczne sa, jak to przewiduje zasada tolerancji, 32 rdzne
rodzaje tRNA, lecz 22 rodzaje. Stad tez 22 rodzaje tRNA zakodowane
w mtDNA cziowieka stanowig komplet wystarczajgcy do odczytania in-
formacji zawartej w tym DNA [7].

Informacja zawarta w mtDNA cztowieka jest zorganizowana w spo-
s6b niezwykle ekonomiczny [1]. Jest to przykiad, jak mozna skrocié
mitochondrialny genom. Tylko niewielki odcinek diugosci 1100 par za-
sad niczego nie koduje. Poza tym (rye. 1) na skrocenie mitochondrial-
nego genomu cztowieka ma wptyw:

(1) Brak przestrzeni niekodujagcych miedzy genami w ogéle lub tez
ograniczenie ich do kilku zaledwie nukleotydéw. W kilku przypadkach
stwierdzono nawet zachodzenie na siebie niektérych genow.

(2) Brak intronéw w genach.
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(3) Brak nie podlegajacych translacji odcinkow wiodacych i konco-
wych w genach kodujgcych biatka. mRNA tych gendw rozpoczyna sie
badz bezposrednio kodonem inicjacji translacji, badz tez zaledwie Kkilka
par zasad powyzej. W zwigzku z tym nie wiadomo, jak zachodzi wigza-
nie mRNA z rybosomem (kofAca 5 z koricem 3' rRNA matej podjed-
nostki) [36].

(4) Brak petnych kodondéw stop na koncu 3' u siedmiu z trzynastu
genow kodujacych mRNA. Zamiast kodonbéw stop wystepujg tam se-
kwencje TA lub T, a prawidtowa terminacje translacji zapewnia dopiero
postranskrypcyjna poliadenylacja. Dosyntetyzowanie poty A w mRNA
automatycznie powoduje wytworzenie terminacyjnego kodonu ochre
UAA.

Waznymi elementami skrocenia mitochondrialnego genomu cztowie-
ka jest réwniez:

(5) Redukcja liczby czasteczek tRNA niezbednych do przeprowadze-
nia mitochondrialnej translacji, a w zwigzku z tym redukcja liczby
genow kodujgcych mitochondrialne tRNA.

(6) Redukcja diugosci rRNA mitorybosoméw, a w konsekwencji re-
dukcja dtugosci genéw kodujacych rRNA.

(7) Redukcja liczby promotorow do jednego dla kazdej nici, a wiec
zmniejszenie miejsca zajmowanego przez sekwencje sygnalne dla ini-
cjacji transkrypciji.

Duzy pierwotny transkrypt jest nastepnie dalej ciety przez enzym
typu endonukleaza P. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie geny kodujace
MRNA sg pooddzielane od siebie genami tRNA i nie tworza tak jak
u drozdzy skupien. Ma to istotne znaczenie dla obrobki pierwotnego
transkryptu, gdyz struktury drugorzedowe sekwencji tRNA stuza jako
znaki rozpoznawcze dla enzymu typu endonukleazy P obrabiajacej pier-
wotny transkrypt [40].

Omawiane witasciwosci mitochondrialnego genomu cztowieka sg wspdl-
ne dla wszystkich dotgd sekwencjonowanych genoméw ssakow, a takze
dla genomu muszki owocowej D. yacuba.

MITOCHONDRIALNY GENOM DROZDZY

Mitochondrialny genom S. cerevisiae jest kolista czasteczkg dwu-
niciowego DNA diugosci od 78 do 84 000 par zasad w zaleznosci od
szczepu [51]. W haploidalnej komoérce wystepuje ona w 20 do 30 kopiach.
O jej replikacji wiadomo mato, lecz stwierdzono, ze w przeciwienstwie
do mtDNA zwierzat jest wiele miejsc startu replikacji, zwanych sekwen-
cjami rep lub ori [3], dla jednej nici.
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Jest takze wiele miejsc startu transkrypcji (okoto 20), cho¢ trans-
krypty sa policistronowe i wymagaja dalszej obrébki [42, 48], Trans-
krypcja jest asymetryczna. Jedna ni¢, w ktorej zakodowane jest gros
informacji, ulega transkrypcji niemal w catosci, a druga w niewielkim
tylko stopniu [42].

Mape mitochondrialnego genomu drozdzy przedstawia zewnetrzne
kotko na rye. 1. Ustalono jg na podstawie mapowania genetycznego mu-
tantdbw i mapowania restrykcyjnego, a nastepnie skonfrontowano z da-
nymi uzyskanymi na podstawie sekwencjonowania genomu. Genom ten
jest w ponad 90°/o zsekwencjonowany tak, ze prawdopodobnie wszystkie
geny s3g juz poznane, a niewielkie luki wystepujg w sekwencjach obsza-
réw miedzygenowych [51].

Identyfikowanie gendéw drozdzowych byto stosunkowo tatwe ze wzgle-
du na wystepowanie w nich licznych nieletalnych mutacji. Tak np.
w genach kodujacych podjednostki oligomycynowrazliwej ATP-azy ma-
puja sie mutacje opornosci na ten antybiotyk, wr genie kodujagcym duza
podjednostke rRNA mapuje sie wiele mutantéw opornych na inhibitory
mitochondrialnej translacji, a w genach kodujgcych podjednostki oksy-
dazy cytochromowej mapuja sie mutanty oddechowe nie wykazujace
w widmie oksydazy cytochromowej itd.

Mitochondrialny genom drozdzy, podobnie jak cztowieka, koduje
duza (21S) i matg (15S) podjednostke rRNA, komplet (25) czasteczek
tRNA potrzebny do mitochondrialnej syntezy biatek, trzy najwieksze
podjednostki oksydazy cytochromowej, apoproteine cytochromu b oraz
podjednostki 6 i 8 ATP-azy [20, 31].

Mitochondrialny genom drozdzy koduje jeszcze ponadto podjednostke
9 ATP-azy, jedno z biatek matej podjednostki mitorybosomow (gen
var 1) oraz 9S RNA wchodzacy w skiad enzymu typu endonukleazy P
odpowiedzialnego za obrébke koricow 5' pierwotnych transkryptow mito-
chondrialnych tRNA (gen tsl) [20, 31, 39].

W wyniku sekwencjonowania zidentyfikowano takze kilka sekwencji
rep lub ori (po okoto 300 pz kazda) i trzy sekwencje RF, bedace otwar-
tymi ramkami odczytu o nieznanej funkcji [20, 31].

W przeciwienstwie do mitochondrialnego genomu cztowieka mito-
chondrialny genom drozdzy nie koduje podjednostek dehydrogenazy
NADH. Niezidentyfikowane trzy geny RF nie moga by¢ odpowiednikami
genéw ND cziowieka, gdyz nie wykazujg w stosunku do nich zadnych
homologii sekwencji. Brak genéw ND u drozdzy jest raczej wyjatkiem
niz regutg. W mitochondrialnych genomach innych nizszych grzybéw,
takich jak N. crassa i A. nidulans, geny te prawdopodobnie wystepuja
[10, 48]. Nie jest wykluczone, Zze u drozdzy wystepuja one w jadrze
lub tez ze w zwigzku z pewng odmiennoscig tancucha oddechowego droz-
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dzy na poziomie kompleksu dehydrogneazy NADH [41] odpowiednie
geny i polipeptydy nie wystepuja u tego organizmu w ogole.

Z przedstawionych tu danych wida¢, ze ilo$¢ informacji zakodowanej
w mtDNA drozdzy nie jest wieksza, a by¢ moze jest nawet mniejsza
niz w mtDNA cztowieka, mimo ze jest ona zawarta w 4 razy wigkszej
przestrzeni.

Rozrzutna organizacja mitochondrialnego genomu drozdzy wigze
sie z

(1) Istnieniem przestrzeni miedzygenowych, ktére stanowig okoto
66% czasteczki. Sktadajg sie one w 98% z par AT, ws$réd ktérych roz-
rzuconych jest sto kilkadziesiat skupisk GC, czesto homologicznych, two-
rzacych struktury palindromowe [51].

(2) Faktem, ze trzy z gendw — gen kodujacy apoproteine cytochro-
mu b, podjednostke 1 oksydazy cytochromowej oraz 21S rRNA zawie-
rajg introny (odpowiednio 5, 8 i 1 intron). Diugo$¢ intronéw w dwdch
pierwszych genach przewyzsza wielokrotnie diugos$é eksondw.

(3) Wyjatkowo diugimi sekwencjami wiodgcymi i koficowymi w
mMRNA.

(4) Dwukrotnie diuzszymi genami kodujgcymi rRNA.

(5) Diugimi sekwencjami sygnalnymi dla inicjacji transkrypcji.

Podobnie rozrzutnie zorganizowane sg na ogo6t genomy innych grzy-
béw, cho¢ ich rozmiary, a wiec upakowanie informacji genetycznej na
jednostke ditugosci DNA moze wykazywa¢ duze réznice [25]. Roznice
miedzy genomami roznych nizszych grzybdw nie ograniczajg sie jednak
tylko do réznych rozmiaréw sekwencji niekodujacych, lecz takze pole-
gaja na odmiennym wzajemnym ufozeniu genow. Duze rdéznice w orga-
nizacji mitochondrialnych genomow nawet blisko spokrewnionych ga-
tunkéw nizszych grzybéw sugerujg istnienie dziatajacego w mitochon-
driach mechanizmu powodujacego duplikacje, transpozycje i insercje
czesci mtDNA [30].

Niestabilno§¢ mtDNA nizszych grzybow nie ogranicza sie jedynie
do przemieszczen w obrebie mitochondrialnych genoméw. Wiele danych
wskazuje na wymiane materiatu genetycznego miedzy DNA mitochon-
drialnym a jadrowym. Swiadczy o tym m. in. fakt, ze podjednostka
9 ATP-azy jest zakodowana u S. cerevisiae w mtDNA i podlega trans-
lacji na mitorybosomach, podczas gdy u Neurospora jest zakodowana
w jadrze i podlega translacji na rybosomach cytosolowych, cho¢ w mito-
chondriach znajduje sie nieczynna kopia genu podjednostki 9 [25]. Ja-
drowa i miochondrialna kopia tego genu wystepuje takze u Aspergillus,
gdzie — jak sie wydaje — jedna lub druga kopia moze ulega¢ translacji
w zaleznosci od fazy rozwoju [10]. Podobnie o wymianie DNA miedzy
mitochondriami a jgdrem u nizszych grzyb6w Swiadczy fakt znalezienia
w jadrowym DNA S. cerevisiae sekwencji komplementarnych do frag-
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mentéw mitochondrialnych genéw vari oraz cob-box [21]. Wymiana
materiatu genetycznego miedzy jadrem a mitochondriami towarzyszy
procesom starzenia sie grzybni Podospora anserina [50] i Neurospora
crassa [5].

MITOCHONDRIALNE GENOMY ROSLIN WYZSZYCH

Najmniej dotagd wiadomo o mitochondrialnych genomach ros$lin wyz-
szych. Sa one na o0gét heterogenne, tj. zawierajg kilka réznych czaste-
czek mtDNA. U niektérych roslin spotyka sie mieszane populacje cza-
steczek liniowych i kolistych oraz populacje mniejszych i wiekszych
kétek. Czesto wieksze kotka sg dimerami mniejszych monomerycznych
elementow, ale nie jest to regutg. Roznej wielkosci kdtka nie muszg miec
wspdinych elementéw. Wydaje sie wiec, ze mitochondrialne genomy
roslin wyzszych, podobnie jak jadrowe genomy eukariontéw, moga by¢
rozmieszczone na wielu r6znej wielkosci elementach [34, 49].

Genomy mitochondrialne roslin wyzszych, podobnie jak grzybéw
czy ssakow, zawierajag prawdopodobnie matg liczbe genéw. Podobnie
jak tamte mitochondrialne genomy kodujg one tRNA, rybosjo-
malne rRNA, trzy podjednostki oksydazy cytochromowej, apocyto-
chrom b oraz kilka podjednostek ATP-azy. Stwierdzono, ze mito-
chondria kukurydzy wigczajg radioaktywne aminokwasy do ponad 20
réznych polipeptydéw [22]. Wydaje sie wiec, ze mitochondrialne genomy
roslin wyzszych moga kodowaé troche wiekszg liczhe produktow. Jedy-
nymi jednak, jak dotad, zidentyfikowanymi genami wystepujacymi
w mitochondrialnych genomach roslin wyzszych, a nie wystepujacymi
w mitochondrialnych genomach grzybéw i ssakéw, sga geny kodujace
podjednostke niebtonowej czesci ATP-azy, tzw. FI alfa oraz gen kodu-
jacy 5S rRNA [34].

Cho¢ wydaje sie, ze mitochondrialne genomy roslin wyzszych moga
zawiera¢ wiecej genow, to ilo$¢ informacji na jednostke diugosci DNA
jest tu na pewno jeszcze znacznie nizsza niz u grzybow. Stwierdzono
rowniez wystepowanie w tych genomach licznych sekwencji repetytyw-
nych. Podobnie jak mitochondrialne geny grzybéw, mitochondrialne
geny roslin wyzszych mogg zawiera¢ introny [48].

BIALKA KODOWANE PRZEZ DODATKOWY ZESTAW GENOW
MITOCHONDRIALNYCH

Z przedstawionych dotychczas danych wynika, Zze istnieja dwa za-
sadnicze typy mitochondrialnych genomow rdznigce sie w sposéb pod-
stawowy organizacja i ptynnoscig tej organizacji. Jeden u Metazoa, drugi
u pozostatych organizméw [30, 49].
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Oméwiono dotagd podstawowy zestaw gendw mitochondrialnych, wy-
stepujacy u wszystkich eukariontow. Nizsze eukarionty i ro$liny wyz-
sze maja w mitochondrialnych genach introny, a w co najmniej poto-
wie z nich otwarte ramki odczytu (ORF). Majg tez dodatkowy zestaw
genoéw znajdujacy sie w intronach. Odkrycie to byto sensacjg, gdyz z de-
finicji introny sa czeSciami gendéw niekodujagcymi biatek. W genach
jadrowych introny nie majg na og6t ORF.

Kodowane przez introny mitochondrialnych genéw biatka wystepuja
normalnie w komoérkach w minimalnych ilosciach, gdyz ich produkcja
ustaje w momencie wyciecia intronu. Wspdlng cechg biatek kodowanych
przez introny jest ich powinowactwo do kwasow nukleinowych DNA
i RNA. Biatka te majg aktywnos$ci enzymoéw zwigzanych z DNA lub
RNA — maturaz, transpozas, rekombinaz i by¢ moze odwrotnych trans-
kryptaz [30],

1. MATURAZY

Podstawowym mechanizmem wycinania introné6w w mtDNA jest
najprawdopodobniej (podobnie jak w genie jadrowym dla rRNA u Tetra-
hymena) katalizowana przez RNA transestryfikacja, na co wskazuje
fakt, ze wiele mitochondrialnych intronow moze ulega¢ samosktadaniu
in vitro [27, 43], In vivo jednak, a w wielu wypadkach takze i in vitro
wycinanie mitochondrialnych intronéw wymaga biatkowych czynnikéw
wspomagajacych zakodowanych jadrowo badZz mitochondrialnie.

W przypadku intronéw zawierajgcych ORF czynniki te sg zakodo-
wane najczesciej w tychze ORF. Sg to maturazy. Wycinajg one introny
przez ktdre sa kodowane. Ich produkcja w szczepie typu dzikiego pod-
lega wiec negatywnej inhibicji zwrotnej. Z momentem wyprodukowania
maturazy intron ja kodujacy jest natychmiast wyciety (ryc. 2) [35].
Dlatego tez wykrywanie maturaz metodami elektroforetycznymi na ze-
lach poliakrylamidowych byto mozliwe tylko w szczepach mutantow
zawierajgcych mutacje w intronach, tj. w szczepach, gdzie matryca do
produkcji maturazy nie byta niszczona i maturaza byla produkowana
konstytutywnie.

Obecnie udowodniono istnienie dwoch maturaz w genie dla biatka
cytochromu b u S. cerevisiae [28, 35, 48], Istniejg takze dane potwier-
dzajgce wystepowanie trzech maturaz w genie kodujgcym podjednostke |
oksydazy cytochromowej u tego organizmu [11, 48],

Aktywnos$ci maturaz moga by¢ monotropowe lub pleiotropowe, tj.
maturazy mogg wycinac¢ tylko te introny, przez ktore sg kodowane, lub
tez dwa rézne introny w tych samych lub r6znych genach.

Maturazy mogg by¢ kodowane wylgcznie przez ORF intronéw lub
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tez moga by¢ biatkami mieszancowymi, kodowanymi czeSciowo przez
ORF introndw, a czesSciowo tez przez potozone powyzej sekwencje ekso-
ncwe.

Ryc. 2. Model wycinania intronéw bil oraz bi2 genu kodujgcego biatko cytochro-
mu b u S. cerevisiae wedtug [35], przedstawiony schematycznie za [31]. Pierwszy
intron (bil) jest wycinany bez udzialu mitochondrialnych biatek (pod kontrolg
enzymoéw jadrowych lub autokatalitycznie). Potgczone dwa pierwsze eksony BI
i B2 wraz z otwartg ramka odczytu intronu bi2 koduja eksonowo-intronowe mie-
szafncowe biatko, tzw. maturaze bi2, konieczng do wyciecia intronu bi2; a — eksony,
b — otwarte ramki odczytu introndw, ¢ — zamkniete ramki odczytu intronéw

Na istnienie maturaz wskazywat fakt, ze mutacje terminacji translacji
w ORF intronéw blokowaty wycinanie intronéw, a zlokalizowane w in-
nych genach mutacje supresorowe, dziatajagce w drodze przywracania
petnej translacji ORF intronéw, przywracaty wycinanie intronéw [32,
35], Na istnienie maturaz wskazywaly tez wczesne badania genetyczne
komplementacji mutantdw zawierajgcych mutacje w intronach genu
biatka cytochromu b oraz badania produktéw translacji tych mutantow
[31, 33].

Ostatnio wyizolowano i czeSciowo oczyszczono maturaze intronu bi4
genu kodujacego biatko cytochromu b u drozdzy [18]. W serii eleganc-
kich eksperymentéw, ORF intronu bi4 podtgczono do czesci genu lacZ
E. coli i promotora faga lambda. Te konstrukcje sklonowano w E. coli.
Uzyskano tam ekspresje maturazy, wyizolowano ja i otrzymano odpo-
wiednie przeciwciata. Te przeciwciata reagowaty specyficznie z odpo-
wiednim polipeptydem bedacym hipotetyczng maturazg bi4, nagroma-
dzajacg sie u mutantéw w intronie bi4 [18, 28].

Uzyskanie przeciwciat przeciwko maturazie bi4 pozwolito na wy-
izolowanie i czesciowe oczyszczenie maturazy z drozdzy i stwierdzenie
jej powinowactwa do jednoniciowego DNA i RNA [18].
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Gen maturazy bi4 wprowadzono ostatnio takze do jadra zmutowa-
nych szczepéw drozdzy niezdolnych do wycinania intronu bi4 wskutek
przedwczesnej terminacji translacji mitochondrialnej maturazy [4]. Wpro-
wadzenie tego genu przywracato wycinanie intronu bi4, co Swiadczyto,
ze zakodowana w jadrze i tlumaczona na rybosomach cytosolowych
maturaza dostaje sie do mitochondriow i dziata jak zakodowana w mito-
chondriach i ttumaczona na mitorybosomach maturaza natywna.

2. REKOMBINAZY

Ostatnio stwierdzono réwniez inng aktywno$¢ biatka kodowanego
przez intron bi4 genu cytochromu b u drozdzy [30]. Stosujgc metody
genetyczne w pofaczeniu z nowymi technikami biologii molekularnej
wykazano, ze biatko to indukuje rekombinacje w innym mitochondrial-
nym genie, tj. w genie kodujacym podjednostke | oksydazy cytochromo-
wej. Indukcja tej rekombinacji, zwiekszajgca 1000-krotnie jej czestosc,
nastepowata u mutantow, u ktoérych nagromadzat sie produkt intronu
bi4. Nie wiadomo, jaka jest zalezno$¢ miedzy aktywnosciag maturazy
i rekombinazy tego samego biatka kodowanego przez intron bi4. Badania
sg w toku.

3. TRANSPOZAZY

Nie wszystkie jednak ORF mitochondrialnych intronéw kodujg biat-
ka o aktywnos$ciach maturaz. Produkt ORF intronu genu kodujacego
RNA duzej podjednostki mitorybosoméw u drozdzy nie jest konieczny
do wycinania tego intronu, zwanego intronem rl. Omawiany intron
wystepuje tylko w szczepach omega h, podczas gdy w szczepach omega“
gen 21S rRNA jest niepodzielony. W krzyzéwkach miedzy szczepami
omega X omega- cale potomstwo jest omega+, tzn. zawiera intron
(ryc. 3). Intron rl zachowuje sie wiec jak infekcyjny transpozowalny
element, z tym ze jest wigczany stale w tym samym miejscu do genu
21S rRNA, tzw. miejscu omega-, dokiadnie na granicy intron - ekson.
Analiza mutantow zawierajgcych mutacje w ORF intronu rl wykazata,
ze produkt tej ORF jest niezbedny do transpozycji intronu [29]. Indukuje
on dwuniciowe pekniecia in vivo w DNA omega-, rozpoznajgc specyficz-
ne sekwencje w miejscu wigczenia intronu.

Genetyczna konstrukcjg zawierajaca ORF intronu rl transformowa-
no E. coli. Ulegata ona tam ekspresji, wykazujgc aktywno$é endonu-
kleazy. Biatko to nazwano transpozazg [16].



STRUKTURA | FUNKCJA MITOCHONDRIALNYCH GENOMOW 341

Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie rozprzestrzeniania si¢ intronu rl, genu 21S
rRNA w potomstwie krzyzéwek szczepéw omega+ X omega-, wedlug mechanizmu
postulowanego przez A. Jacquiera i B. Dujona, Celi, 41: 383 -394, 1985 (rycina
zmodyfikowana)
Wigczanie intronu, w ktédrego wyniku szczep omega- zamienia sie¢ w szczep omega4,
nastepuje w tzw. punkcie omega-; a — eksony, b — otwarta ramka odczytu
intronu (ORF), ¢ — zamkniete ramki odczytu intronu

4. ODWROTNE TRANSKRYPTAZY

Stwierdzono, ze niektére ORF intronéw wykazujg znaczne homologie
sekwencji do sekwencji retrowiruséw kodujgcych odwrotne transkryp-
tazy [37]. Wprawdzie nie udowodniono, ze biatka te majg aktywnos$¢
odwrotnych transkryptaz, ale jest wiele danych na to, ze aktywnosci
takie w mitochondriach drozdzy wystepuja i moga by¢ odpowiedzialne
za obserwowane zjawisko stosunkowo czestego spontanicznego wypadania
intronéw z DNA [23].

Z przedstawionych danych wynika, ze w intronach gendéw mito-
chondrialnych jest zakodowana specjalna grupa biatek petnigcych nad-
rzedng role w stosunku do kwaséw nukleinowych [30]. Biatka te indu-
kujac roznego typu rekombinacje w mtDNA odpowiedzialne bytyby za
ptynnos¢ organizacji mitochondrialnych genoméw nizszych eukariontéw
i roslin. Metazoa, ktére w drodze ewolucji wyeliminowaty introny,
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a wiec i drugi zestaw gendw, stracity mozliwo$¢ gruntownych reorgani-
zacji mitochondrialnych genoméw i dlatego ich genomy majg podobng
organizacje [30],

DLACZEGO ISTNIEJE ODREBNY GENOM MITOCHONDRIALNY?

Dlaczego komorka zuzywa energie na utrzymanie odrebnego mito-
chondrialnego genomu do syntezy kilkunastu najwyzej biatek mito-
chondrialnych? Istnieje poglad, ze niektére biatka wewnetrznej btony
mitochondrialnej sg zbyt silnie hydrofobowe, aby mogty by¢ produko-
wane na zewnatrz i transportowane przez btony. Jednakze, jak to pod-
kresla Grivell [24], jedno z najbardziej hydrofobowych biatek wewnetrz-
nej btony mitochondrialnej — podjednostka 9 ATP-azy jest u zwierzat
i Neurospora zakodowana przez jadro, syntetyzowana na rybosomach
cytoplazmatycznych i importowana do mitochondriow. Je$li odrebny
system genetyczny w mitochondriach jest niepotrzebny to dlaczego
istnieje?

Najbardziej prawodopodobne wyjasnienie tego problemu propono-
wane przez Borsta i Grivella oparte jest na endosymbiotycznej teorii
pochodzenia mitochondriow, utrzymujgcej, ze mitochondria wywodza
sie od przodkoéw wspdtczesnych eubakterii, ktore, gdy atmosfera wzbo-
gacita sie w tlen, wkroczyty do komoérek praeukariontéw, umozliwiajac
im oddychanie tlenowe w zamian za schronienie i pozywienie. Mito-
chondrialny DNA bytby ewolucyjnym $lepym koricem, reliktem przy-
puszczalnej symbiotycznej bakterii. We wczesnych etapach ewolucji byty
stabe bariery do przechodzenia informacji z systemu genetycznego endo-
symbionta do systemu genetycznego gospodarza tak, ze wiekszo$¢ gendw
endosymbionta przeszta do genomu gospodarza. W miare jak komodrka
eukariotyczna stawata sie coraz bardziej skomplikowana, jej DNA zostat
zlokalizowany w wyodrebnionym jadrze i zorganizowany w chromo-
somy, a jadrowy i mitochondrialny kod ulegat dywergencji, dalszy prze-
ptyw genéw malat, a w koncu stat sie niemozliwy. Nieliczne geny zostaly
uwiezione w mitochondriach. Bedac bardzo istotnymi przetrwaty [24].

Hipoteza ta dobrze ttumaczy fakt, ze niektére enzymy mitochondrial-
ne zakodowane w jadrze sg podobne do bakteryjnych. Przewiduje po-
nadto, ze niektére geny beda znajdowaé sie w DNA mitochondrialnym
jednego organizmu a w DNA jadrowym innego, jak tez sytuacje po-
$rednie, gdy kopie danego genu bedg znajdowaé sie zaré6wno w DNA
jadrowym, jak i mitochondrialnym. Taka sytuacja ma miejsce w przy-
padku podjednostki 9 ATP-azy.

Hipoteza ta przewiduje rowniez, ze niektére mitochondrialne DNA
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moga zawieraéwiecej gendéw niz w zestawie podstawowym nizszych
eukariontow i zwierzat. Takimi mtDNA sg prawdopodobnie mitochon-
drialne genomy roslin wyzszych.
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MALE CZASTECZKI DNA WYSTEPUJACE W MITOCHONDRIACH
ROSLIN WYZSZYCH

THE SMALL DNA MOLECULES PRESENT IN THE MITOCHONDRIA OF
HIGHER PLANTS

Rafat GORACZNIAK, Halina AUGUSTYNIAK

Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Wydziat Biologii, Poznan
Zaktad Biochemii Biopolimeréw

Streszczenie. Mitochondria wielu rosélin wyzszych zawierajg oprécz podstawowego
genomu, mate czasteczki DNA. Czasteczki te nazwano mitochondrialnymi plazmi-
dami, poniewaz wystepujg one w wiekszej liczbie kopii niz typowo unikatowe
segmenty mitochondrialnego DNA. W niniejszej pracy opisano i scharakteryzowa-
no mate, plazmidopodobne czgsteczki DNA wykryte w mitochondriach ro$lin wyz-
szych. Przedstawiono dane wskazujagce na ewentualne zaangazowanie niektérych
z nich w powstawaniu cytoplazmatycznej meskiej sterylno$ci oraz w przegrupo-
waniu sekwencji mitochondrialnego genomu. Dyskutuje sie problem pochodzenia
tych czasteczek.

Summary. In addition to the main genome, the mitochondria of many higher
plants contain small DNA molecules. These molecules are known as mitochondrial
plasmids because they are present at a higher copy number than a typical unique
segments of the mitochondrial DNA. In this paper a small, plasmid-like DNAs
found in mitochondria of higher plants are described and characterized. The evi-
dence indicating on the possible involvement some of them in the cytoplasmic
male sterility and in the rearrangement of the mitochondrial genome is presented.
The origin of these DNA species is discussed.

WYKAZ SKROTOW

mtDNA — mitochondrialny DNA

ctDNA — chloroplastowy DNA
cms — roéliny cytoplazmatycznie meskosterylne
pz — pary zasad

kpz — kilo pary zasad
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WSTEP

Zainteresowanie organizacjg genomu mitochondrialnego u roSlin
wzrosto znacznie od kiedy stwierdzono, ze zmiany w obrazie fragmen-
téw restrykcyjnych mitochondrialnego DNA (mtDNA) mozna skorelo-
wac z wystepowaniem cechy meskiej sterylnosci kukurydzy. Réwnie sty-
mulujgce do dalszych systematycznych badafn byto odkrycie, ze wiel-
kos¢, forma fizyczna i organizacja genéw mtDNA roslin sg bardzo zroz-
nicowane. Obecnie wiadomo, ze wielkos¢ mtDNA ros$lin wyzszych waha
sie od okoto 200 do 2500 kpz [40]. Duze réznice wielkosci czasteczek
mitochondrialnego DNA daje sie zauwazy¢ nawet u ros$lin blisko ze soba
spokrewnionych, np. mtDNA Cucumis melo (2500 kpz) jest ponad 7-krot-
nie wiekszy od mtDNA Cucurbita citrullus (343 kpz) [79]. Pomimo tak
znacznego zroznicowania w wielkosci mtDNA wiekszego niz u ssakow,
drozdzy czy grzybow, informacja genetyczna w nich zawarta jest po-
dobna. Dotychczas zidentyfikowano mitochondrialne geny kodujace
rRNA, tRNA a takze kilka polipeptydow, ktérych wiekszo$¢ stanowig
silnie hydrofobowe podjednostki enzyméw taincucha oddechowego. Rybo-
somalne RNA mitochondriéw roslinnych sa wieksze, a ich geny zorga-
nizowane odmiennie niz u ssakéw, grzyboéw czy drozdzy. Geny dwoch
wysokoczgsteczkowych rRNA — 18S i 26S sg oddalone od siebie, a gen
5S rRNA wystepuje w poblizu genu 185 rRNA [4, 28, 68]. Liczba kopii
genéw rRNA jest zmienna w zaleznosci od rosliny [18, 19, 38, 70]. Geny
tRNA sg natomiast rozproszone wzdtuz catego genomu, tworzac niewiel-
kie zgrupowania w rejonach genow 18S rRNA i 5S rRNA [4, 30].
Wszystkie poznane dotychczas geny tRNA wykazujg bardzo wysoki
procent homologii z odpowiednimi genami tRNA chloroplastéw [5, 44].

Genom mitochondrialny roslin koduje réowniez, podobnie jak genomy
mitochondrialne ssakow, grzyboéw czy drozdzy, podjednostki I, Il i Il
oksydazy cytochromu C, apocytochromu b, podjednostki 6, 8, 9 ATP-azy,
podjednostke alfa Fx ATP-azy i URF (otwarte ramki odczytu mogace
kodowaé polipeptydy o nieokreslonej funkcji) [27, 46, 67].

Wystepowanie genéw podjednostki alfa Fx ATP-azy oraz 5S rRNA
jest cechg charakterystyczng mitochondriéw roslinnych. Niektére mito-
chondrialne geny roélin w przeciwieAstwie do mitochondrialnych ge-
néw ssakéw zawierajg introny, jak np. gen Il podjednostki oksydazy
cytochromu c¢ kukurydzy, pszenicy i ryzu [3, 23, 29], chociaz wystepo-
wania tego intronu nie stwierdzono u innych badanych rosdlin [26, 45].

Dotychczas posiadamy niewiele danych odnos$nie transkrypcji mito-
chondrialnych gendw roslin. Stwierdzono jednak, ze czesto obserwuje
sie kilka transkryptow o rdéznej dtugosci dla danego genu, oraz ze nie-
ktore z nich sg znacznie wieksze od sekwencji kodujgcych [15, 46]. Wy-
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stepowanie kilku kopii gendw stwarza mozliwo$¢ zréznicowanej eks-
presji, ktéora moze powodowac, ze mitochondria z r6znych organéw i sta-
diow rozwoju bedag syntetyzowaé tylko specyficzne dla nich produkty.
Jak wynika z badan translacji przeprowadzonej in vitro, w wyizolowa-
nych mitochondriach roslinnych powstaje okoto 20 polipeptydéw, czyli
troche wiecej niz w mitochondriach ssakow czy drozdzy [57].

Mato réwniez wiemy, jaki jest kod genetyczny mtDNA roslin.
W przypadku kukurydzy, wiesiotka i pszenicy stwierdzono, ze kod ten,
funkcjonujacy w mitochondriach tych roslin, rézni sie od kodu uniwer-
salnego. Odrebnos$¢ ta polega na tym, ze kodon UGA nie koduje trypto-
fanu, jak to ma miejsce w mitochondriach cztowieka, wotu czy szczura,
a aminokwas ten jest kodowany przez trojke UGG oraz przez CGG,
ktéra w kodzie uniwersalnym oznacza arginine [3, 23, 26],

Rosdlinny mtDNA rézni sie od odpowiednich genomow ssakéw, droz-
dzy czy grzybow obecnoscig sekwencji powtorzonych, ktore sg zaanga-
zowane w réznego rodzaju inter- i intramolekularne rekombinacje [7].
Obecnos$¢ tych sekwencji prowadzi do powstania substechiometrycznych
grup czasteczek o réznym stopniu przegrupowania. Jest to tzw. popu-
lacja sublimous mtDNA, ktora utrzymuje sie przez kilka generacji [7].
W powstawaniu tych populacji, oprécz sekwencji powtarzajgcych sie,
zaangazowany jest réwniez proces replikacji i amplifikacji.

Wystepowanie wielu réznych czasteczek DNA w réznym stopniu
zrekombinowanych jest przyczyng tzw. heterogennosci mtDNA roslin,
ktéra objawia sie m. in. zaburzeniami w generowaniu stechiometrycznej
liczby fragmentow restrykcyjnych.

Intramolekularna rekombinacja wynikajagca z obecnosci sekwencji
powtdérzonych bezposrednio (ang. direct repeats) prowadzi do powstania
z kolistej, podstawowej czasteczki mtDNA kilku mniejszych kolistych
czasteczek. Na przykiad w obrebie mtDNA kukurydzy wystepuje 6 par
sekwencji powtérzonych i zachodzaca miedzy nimi homologiczna re-
kombinacja doprowadza do powstania kilku mniejszych czgsteczek DNA.
Ten typ organizacji mtDNA stwierdzono ponadto u rodzaju Brassica
i Spinacia oleracea [52, 57, 70]. Jest on przedstawiony na rye. 1

Rye. 1. Schemat przedstawiajagcy mechanizm intraczgsteczkowej rekombinacji geno-
mowego MtDNA z udzialem sekwencji powtérzonych bezposrednio (na przyktadzie
mtDNA Brassica campestris) [46]
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Procesy rekombinacji, ktore doprowadzajg do wyksztatcenia nowych
mitochondrialnych genomdw, zachodza przewaznie w somatycznych hy-
brydach i w cytoplazmatycznych mieszancach, tzw. cybrydach. W prze-
ciwienstwie do genomu plastydowego, genom mitochondrialny somatycz-
nych hybrydéw i cybrydéw jest reprezentowany zar6wno przez nie-
zmienione czgsteczki DNA obu form rodzicielskich, jak i przez genom,
ktdry charakteryzuje sie nowg mieszaning fragmentow restrykcyjnych
[2, 50, 60].

Cecha charakterystyczng mtDNA ros$lin jest zdolno$¢ inkorporacji
DNA pochodzacego z innych zrédet. W obrebie genomu mitochondrial-
nego wielu roslin stwierdzono wystepowanie fragmentéw homologicz-
nych z sekwencjami chloroplastowego DNA (ctDNA) [71, 72]. Niektdre
z nich zostaly zidentyfikowane w mtDNA kukurydzy, jak np. czes¢ genu
duzej podjednostki karboksylazy rybulozodwufosforanowej oraz odcinek
0 wielkoSci 12 kpz kodujacy m. in. 16S rRNA, tRNAIle i tRNAVa [42,
69]. Fragmenty ctDNA wystepujace w mtDNA roélin sg uwiktane cza-
sami w strukture tzw. gendéw chimerycznych, ktére prawdopodobnie
odgrywajag pewna role w powstawaniu cechy meskiej sterylnosci [7].

Prowadzone w ostatnich latach badania genomu mitochondrialnego
roslin wykazaty, ze oprocz chromosomalnego mtDNA w mitochondriach
pewnych gatunkéw roslin wystepuja réwniez stosunkowo mate czastecz-
ki DNA. Ze wzgledu na pozachromosomalng lokalizacje oraz mozliwos¢
autonomicznej replikacji takie czasteczki DNA nazwano plazmidami
mitochondrialnymi, chociaz niektorzy autorzy nazywaja je plazmidopo-
dobnymi czasteczkami DNA. W niniejszej pracy stosowana bedzie nazwa
plazmidy.

CHARAKTERYSTYKA MITOCHONDRIALNYCH PLAZMIDOW
WYSTEPUJACYCH W KUKURYDZY

Zgromadzone do tej pory dane wskazujg, ze mitochondrialne plazmi-
dy moga wystepowaé zaréwno w roslinach meskosterylnych, jak i me-
skoptodnych, ewentualnie réwnolegle w obu typach roslin. Wylgcznosé
wystepowania niektérych mitochondrialnych plazmidéw w ros$linach
meskosterylnych spowodowata zainteresowanie badaczy rolg, jakg mogty-
by petni¢ te czasteczki DNA w pojawianiu sie niefunkcjonalnych ziaren
pytku. W przypadku kukurydzy wyodrebniono trzy grupy roslin zwia-
zane z cytoplazmatyczng meska sterylnosScig, tzw. linie: cms-T, cms-C
1cms-S [37], Podziat zostat oparty na roznicach w fenotypowej ekspresji
meskiej sterylnosci i rewersji do ptodnosci.

Grupa roslin cms-S wyro6znia sie od pozostatych gametofitycznym
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sposobem przywracania ptodnosci, co oznacza, ze rewersja do ptodnosci
w roslinach heterozygotycznych wzgledem genéw przywracania ptod-
nosci (Rf) zajdzie tylko w tych mikrosporach, ktdre majg dominujace
alele Rf. Natomiast w grupach cms-T i cms-C powstanie rewertantow
zalezy wylgcznie od genotypu rosliny matecznej (genotyp diploidalny),
a wiec rosliny heterozygotyczne wzgledem genu Rf bedg miaty wszystkie
ziarna pytku normalnie rozwiniete [66]. Oprocz tych réznic kazda z grup
roslin ma w mitochondriach specyficzne dla siebie plazmidy DNA (tab. 1)
[31, 58].

TABELA 1

Wystepowanie mitochondrialnych plazmidéw w poszczegélnych liniach

kukurydzy
Wielkosé
plazmidu N cms-S cms-C cms-T
w kpz
Czasteczki 1,94 + + + +
koliste 1,42 — — + —
1,57 - - + _
Czasteczki 2,35 (n) + + + -
liniowe 2,10 (t) — — — —
5,45 (S-2) +
6,40 (S-I) + — —
(+) — wystepowanie plazmidu w danej linii
(— — brak doniesien o wystepowaniu plazmidéw
N — linia meskoptodna
S-1, S-2, n, t — oznaczenia plazmidéw
cms-S, cms-C, cms-T — grupa roélin zwigzana z cytoplazmatyczng

meska sterylnosciag

Z biologicznego punktu widzenia najbardziej ciekawg i najlepiej do
tej pory zbadang jest grupa roslin cms-S. Ma ona dwie stosunkowo duze
liniowe czasteczki DNA oznaczone odpowiednio S-1 i S-2 [56], Plazmidy
S-1 i S-2 przekazywane sg matecznie wraz z cechg meskiej sterylnosci
i nie sg obecne w stanie wolnym ani w chloroplastach, ani w jadrach.
Jest ich $rednio okoto pie¢ razy wiecej w stosunku do unikatowych
sekwencji mtDNA, co sugeruje, ze replikujg one niezaleznie od chromo-
somalnego mtDNA [51]. Ostatnie doniesienia wskazujg tez, ze liczba kopii
plazmidéw S-l i S-2 jest pod kontrolg jadrowego DNA, co jest poparte
obserwacjami, ze w zaleznosci od linii genetycznej liczba kopii czasteczki
S-1 DNA jest wigksza, réwna lub mniejsza od liczby kopii plazmidu S-2
[8]. Oba plazmidy majg kowalencyjnie zwigzane biatko na konicach 5'
DNA, na co wskazuje fakt, ze sg one oporne na dziatanie egzonukleazy I,



352 R. GORACZNIAK, H. AUGUSTYNIAK

natomiast ulegaja catkowitej hydrolizie pod wptywem egzonukleazy Il
[34]. Funkcja tego biatka nie jest obecnie znana, jednakze przypuszcza
sie, ze moze ono chroni¢ liniowe plazmidy przed dziataniem egzonukleaz
lub ewentualnie bra¢ udziat w procesie replikacji tych czasteczek DNA
[34], Podobnie zwiazane z koricami 5DNA biatko zidentyfikowano w ade-
nowirusach, dla ktérych zaproponowano model syntezy DNA z termi-
nalnym polipeptydem jako primerem [74].

Zarowno w przypadku plazmidu S-I, jak i S-2 zostata ustalona peina
sekwencja nukleotydowa. Plazmid S-l zawiera 6397 pz, a plazmid S-2
5453 pz. Okazato sie, ze obie czgsteczki DNA zawierajg na swoich kon-
cach 208 pz odcinki o tej samej sekwencji nukleotydéw, utozone w od-
wroconej orientacji [51].

Jak wiadomo, wystepowanie na koncach czasteczki DNA sekwencji
powtdrzonych w odwrdconej orientacji jest réwniez cechg charaktery-
styczng dla transpozonéw.

Plazmidy S-1 i S-2 wykazujg miedzy sobg $cista homologie w obrebie
dwoch regiondéw: w krdétkim segmencie dtugosci 16 pz i na bardzo dtu-
gim 1462 pz odcinku. Analiza komputerowa oparta na danych sekwen-
cyjnych wykazata, ze oba plazmidy S-lI i S-2 zawierajg diugie otwarte
ramki odczytu (ORF) [51] (ryc. 2). Oznacza to, ze plazmidy te moga
teoretycznie kodowaé biatka o nie znanej na razie funkcji ze wzgledu
na posiadanie w tej samej fazie odczytu kodonu inicjujgcego i terminu-

jacego.

Ryc. 2. Schematyczna mapa plazmidéw S-1 i S-2, pokazujaca lokalizacje i diugosé
otwartych ramek odczytu (ORF) oraz odcinki homologiczne, wystepujagce miedzy
plazmidami
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Zesp6t badaczy z Edynburga pod kierownictwem Leavera i Murray
[43] zidentyfikowat w mitochondriach kukurydzy biatko wielkosci
125 000 D, ktore jest zakodowane w plazmidzie S-2, a doktadniej w od-
cinku DNA, ktéry obejmuje ORF1. Jak wynika z doswiadczen, biatko
to prawdopodobnie podlega modyfikacji posttranslacyjnej, polegajgcej na
rozcinaniu formy prekursorowej na mniejsze funkcjonalne polipeptydy
[43]. Sekwencje nukleotydowe czasteczek S-1 i S-2 DNA wykazujg tez
wysokg homologie z genomowym mtDNA. Wykazano, ze oba mitochon-
drialne plazmidy S-1 i S-2 majg zdolno$¢ integrowania sie z chromo-
somalnym mtDNA [57]. W przypadku plazmidu S-2 okre$lono produkty
transkrypcji pochodzace z rejonéw ORF-1 i ORF-2. Transkrypty te do-
tyczyly zaréwno plazmidu wystepujgcego w stanie wolnym, jak i plaz-
midu zintegrowanego z genomowym mtDNA. Niektére dane wskazuja,
ze miejsce promotorowe transkrybowanych ORF-1 i ORF-2 znajduje sie
wewnatrz terminalnych sekwencji utozonych w odwr6conej orientacji
(IR). Ze wzgledu na umiejscowienie przypuszczalnego promotora, sek-
wencje IR plazmidu S-2 wykazujg funkcjonalne podobiefAstwo z termi-
nalnymi powtdrzeniami prokariotycznych sekwencji insercyjnych 1S1
oraz transpozondw Tyl wystepujacych w drozdzach [75].

Stwierdzono réwniez, ze niektore rejony czasteczki S-1 sg homolo-
giczne z jadrowym i chloroplastowym DNA kukurydzy. Homologia
miedzy plazmidem S-1 a chloroplastowym DNA zostata dokiadnie zlo-
kalizowana. Dotyczy ona segmentu 420 pz czasteczki S-1 DNA i plasty-
dowego genu psb A, kodujagcego biatko wigzace sie z chinonem w foto-
systemie Il [65]. Stopien dywergencji sekwencji S-1 DNA w stosunku
do sekwencji genu psb A zwiazany jest z wieloma mutacjami punkto-
wymi oraz z tandemowymi duplikacjami odcinkéw wielkoSci 4-5 pz.
Podobne duplikacje powstajg po wycieciu transpozondéw w jadrowym
DNA kukurydzy [65].

Mitochondrialne plazmidy, nie zwigzane z cechg meskiej sterylnosci,
znaleziono w kukurydzy uprawianej w Ameryce taciniskiej. W dwu-
nastu odmianach kukurydzy, nazwanych RU, zaobserwowano wystepo-
wanie dwéch liniowych plazmidéw wielko$ci 5450 i 7460 pz oznaczonych
odpowiednio R-l i R-2. Plazmidy te wykazuja uderzajacg homologie do
plazmidow S-1 i S-2 i majg réwniez na swoich koricach sekwencje po-
wtdérzone w odwrdconej orientacji sktadajgce sie z ok. 200 pz [81].

Plazmidy R-2 i S-l1 majg identyczng wielko$¢ i wykazujg prawie
100% homologii. Plazmid R-I jest okoto 1000 pz dtuzszy niz plazmid S-I
i ma unikatowy region wielkosci 2556 pz, ktory nie wystepuje w S-I,
natomiast plazmid S-1 zawiera unikatowy segment wielko$ci 1546 pz
[81].

Wystepowanie wysokiej homologii miedzy plazmidami R i S pozwala



354 R. GORACZNIAK, H. AUGUSTYNIAK

przypuszczaé, ze plazmid S-1 powstat przez rekombinacje miedzy plazmi-
dami R-l i R-2, co wyjasnitoby wystepowanie duzego regionu homolo-
gicznego wielkosci 1462 pz miedzy S-1 i S-2 [51].

Oprocz plazmidéw S-1 i S-2 w mitochondriach kukurydzy wystepuje
jeszcze jeden liniowy plazmid wielkosci 2,3 kpz, oznaczony przez n. Plaz-
mid n wystepuje zarbwno w grupie roslin meskosterylnych, jak i mesko-
ptodnych, jednakze w linii cms-T wykazuje on delecje obejmujgcg okoto
150 pz. Plazmid n ma taka samg strukture jak plazmidy S, ma réwniez
na koncach sekwencje powtdrzone w odwrdconej orientacji, potgczone
z terminalnym biatkiem. Ponadto czgsteczka n DNA wykazuje homolo-
gie z chloroplastowym i jadrowym DNA, a takze z mtDNA Zea diplo-
perennis [1]. Czasteczka ta jest jak na razie jedynym mitochondrialnym
plazmidem, w ktérym stwierdzono wystepowanie gendéw kodujgcych
tRNA: tRNATmp oraz tRNApro, ktdry wykazuje 96°/0 homologii z chloro-
plastowym genem tRNAPro [61].

Finnegan i Brown [21] zidentyfikowali w mitochondriach kukurydzy
cms-S dwie 1-niciowe czasteczki RNA diugosci 850 pz i 2150 pz oraz
dwie 2-niciowe czasteczki RNA wielkosci 900 pz i 2850 pz. Wykazali oni,
ze odkryte przez nich czasteczki RNA powstajg w obecnosci aktyno-
mycyny D. Oznacza to, ze nie sg one transkryptami mtDNA, a wiec
mozna je traktowaé jako autonomicznie replikujgce sie plazmidy RNA.
Podobne czasteczki RNA wykryto réwniez w mitochondriach kukurydzy
RU uprawianej w Ameryce tacinskiej [64]. Przypuszcza sig, ze te auto-
nomicznie wystepujagce czasteczki RNA w mitochondriach kukurydzy
majg wirusowe pochodzenie [41].

UDZIAL MITOCHONDRIALNYCH PLAZMIDOW S-1 | S-2 W POWSTAWANIU
PLODNYCH REWERTANTOW

Jednym z najbardziej ciekawych zjawisk zwigzanych z grupg roslin
linii cms-S jest spontaniczne pojawienie sie meskosterylnej populacji
roslin. Badania genetyczne wskazujg na wystepowanie dwoch rodzajow
mutacji, ktérych wynikiem jest powstanie ptodnych rewertantéw:

1. Mutacje w obrebie samej cytoplazmy.

2. Mutacje jadrowe.

Linia cms-S kukurydzy, majaca w jadrze recesywne geny rf, pod
wptywem nieznanych czynnikéw nabywa genowy system przywracania
ptodnosci, gdyz normalne pytki powstate w takich rewertantach po za-
pyleniu zenskich osobnikéw linii cms-S dajag populacje meskoptodne
[36, 37], Obserwacje te pozwolity Laughnanowi [wg 57] w 1972 r. opra-
cowal teoretyczne podstawy wystepowania ,,ptodnych elementéw” cyto-
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plazmy roslin cms-S. Elementy te przechodzace z cytoplazmy do jadra
wywotywatyby jakosciowe zmiany w chromosomalnych loci, dajac w re-
zultacie osobniki meskoptodne.

Kiedy w 1977 roku odkryto plazmidy S-I i S-2 w mitochondriach
kukurydzy meskosterylnych linii cms-S i nastepnie wykazano homologie
sekwencyjng miedzy plazmidem S-1 a jadrowym DNA, hipoteza Laugha-
nana stata sie bardziej prawdopodobna. Okazato sie jednak, ze miejsce
i intensywnos$¢ hybrydyzacji czasteczki S-1 DNA z jadrowym DNA nie
zmienia sie zaréwno w liniach meskosterylnych, jak i rewertantach
(33). Fakt ten w duzym stopniu ostabit hipoteze Laughanana, w Kktorej
plazmidy S-l1 i S-2 mogtyby by¢ postulowanymi ,ptodnymi elementa-
mi”.

W 1984 roku Schardl i wsp. (62) odkryli, ze terminalne sekwencje
powtdorzone w odwrdconej orientacji (IR), wystepujagce na koncach wol-
nych plazmidéw S-1 i S-2, sg rdwniez obecne w genomowym mtDNA.
W formie zintegrowanej sg one otoczone przez unikatowe sekwencje
chromosomalnego mtDNA, nazwane odpowiednio 8, 8, yj, y> Sekwencje
8' i y> zawsze przylegajg do sekwencji IR w pozycji 208, ktéra w wol-
nym plazmidzie jest wewnetrznym koricem IR, natomiast 8 i X sg po-
taczone z IR w pozycji 1. Rekombinacje zachodzace miedzy zintegro-
wanymi sekwencjami IR a sekwencjami IR wolnych plazmidow S ge-
nerujg diugie liniowe czasteczki mtDNA, zakoriczone episomami S-I lub
S-2. Dalsze rekombinacje mogg w efekcie doprowadzi¢ do powstania
catkowitej wewnetrznej integracji plazmidéw S-I lub S-2 z genomowym
mtDNA (ryc. 3).

Stwierdzono, ze osobniki meskosterylne, reprezentujace grupe cms-S,
oprocz wolno wystepujagcych plazmidéw S-1 i S-2 maja genom mito-
chondrialny w postaci liniowej czasteczki DNA, zakonczonej episomami

Ryc. 3. Postulowany mechanizm generujgcy liniowe fragmenty mtDNA z udziatem

plazmidéw S. Sekwencje IR pochodzace z plazmidéw S-1 i S-2 mogg rekombinowaé

z homologicznymi sekwencjami IR, zintegrowanymi z genomowym mtDNA. |—
sekwencja IR
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S-1 lub S-2. Przypuszcza sie, ze taka forma genomu mitochondrialnego
moze podlega¢ procesowi replikacji i ekspresji wedtug podobnych za-
sad, jakie zachodza w wolnych plazmidach S. Natomiast ptodne rewer-
tanty, charakteryzujace sie utratg wolnych plazmidéw S, wykazywaty
jedynie obecno$¢ catkowitej wewnetrznej integracji sekwencji S-1 i S-2
DNA z mtDNA [63]. Fakty te dowodzg, ze catkowita wewnetrzna inte-
gracja plazmidéw S z mtDNA jest wynikiem rekombinacji uprawnionej.
Istnieje jeszcze inna dopuszczalna mozliwos¢ integracji plazmidéw S
z mtDNA w wyniku rekombinacji nieuprawnionej. Jednakze wowczas
plazmidy S musiatyby wykazywac¢ charakter transpozonéw. Jak wiado-
mo, transpozony charakteryzujg sie terminalnymi sekwencjami po-
wtérzonymi w odwréconej orientacji, a takze tym, ze powodujg prze-
grupowania sekwencji DNA gospodarza oraz duplikacje w punktach
wstawienia insertu. Plazmidy S wykazujg dwie pierwsze cechy trans-
pozondw, natomiast wystepowanie trzeciej cechy jest raczej kwestig
sporng. Wprawdzie integracja plazmidu S-2 wywotuje wytworzenie
2-nukleotydowych duplikacji, jednak powstanie tak matych duplikacji
moze byé zupetnie przypadkowe [6].

Poznanie faktu, iz plazmidy S-1 i S-2 moga integrowa¢ z genomo-
wym mtDNA, przyczynitlo sie do ponownego rozwazenia udziatu
tzw. ptodnych elementdw w spontanicznej rewersji do plodnosci.
W Swietle nowych danych, ptodnymi elementami, ktore przechodzityby
z cytoplazmy do jadra, nie bylyby plazmidy S, lecz okre$lone sekwencje
genomowego mtDNA. Sekwencje te zostatyby zmobilizowane w wyniku
integracji plazmidow S z mtDNA [57]. Podobna sytuacja, dotyczaca wy-
cinania okreslonych sekwencji mtDNA, a nastepnie ich transpozycji do
jadra, zostala udokumentowana w przypadku przedwczes$nie starzejg-
cych sie kultur Podospora anserina [12, 13].

CHARAKTERYSTYKA MITOCHONDRIALNYCH PLAZMIDOW
WYSTEPUJACYCH W ROSLINACH RODZAJU BETA, SORGHUM, VICIA
I BRASSICA

Jak dotad, poza kukurydza, dos¢ doktadnie opisano wystepowanie
mitochondrialnych plazmidéw w roslinach z rodzaju Brassica, Beta,
Sorghum i Vicia (tab. 2).

W mitochondriach Beta vulgaris zidentyfikowano cztery koliste mi-
tochondrialne plazmidy. Zaden z tych plazmidéw nie wykazuje homo-
logii z genomowym mtDNA [54]. Obecnie znana jest petna sekwencja
nukleotydowa plazmidéw: a (1,5 kpz), ¢ (1,4 kpz) i d (1,3 kpz) [47, 73].
Analiza komputerowa, oparta na danych sekwencyjnych, wykazata, ze
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istnieja wspolne sekwencje nukleotydowe dla wszystkich trzech plaz-
midéw. Fakt ten moze Swiadczy¢ o tym, ze sg one niezbedne do auto-
nomicznej egzystencji plazmidow.

Na podstawie procentu homologii i stopnia przegrupowan homo-
logicznych sekwencji w plazmidach a i d sugeruje sie, ze ten drugi mogt
powsta¢ w wyniku wewnatrzczasteczkowej rekombinacji plazmidu
a, przy rownoczesnej rekombinacji miedzyczasteczkowej z udziatem
plazmidu c¢ [73]. Wykazano, ze wszystkie trzy mitochondrialne plazmi-
dy sa transkrybowane, jednak nie ma pewnosci, czy powstate transkryp-
ty sg wykorzystywane w procesie translacji. Ze wzgledu na licznie wy-
stepujace kodony stop w sekwencji DNA plazmidéw c i d jest mato
prawdopodobne, zeby kodowaty one jakiekolwiek funkcjonalne polipep-
tydy [47, 73]. Realne jest to natomiast w przypadku plazmidu a, ktéry
zawiera krotkg otwartg ramke odczytu, zdolng kodowaé polipetyd za-
wierajagcy 111 aminokwasow [73].

W mitochondriach Vicia faba Briguet i wsp. [24] wykazali istnienie
dwéch réznych kolistych plazmidéw DNA wielkosci 1,7 kpz, z ktérych
jeden (1,7-S) wystepuje u roslin meskosterylnych, a drugi (1,7-F) u ros-
lin meskoptodnych. Wykazujg one duza homologie, ale r6znig sie po-
datnoscig na dziatanie enzymow restrykcyjnych, co wskazuje, ze plaz-
mid 1,7-S mégt powsta¢c w wyniku przegrupowan sekwencji plazmidu
1,7-F. Oprocz wymienionych plazmidéw, w mitochondriach Vicia faba
wystepujg jeszcze dwie czasteczki DNA wielkosci 1,54 i 1,42 kpz [25].
Na podstawie danych hybrydyzacyjnych przypuszcza sig, ze plazmid
wielkosci 1,54 kpz powstat z plazmidu 1,7-S w wyniku delecji [24].

Poznanie petnej sekwencji nukleotydowej plazmidéw 1,7-S i 1,7-F
ujawnito, ze plazmidy te zawierajg sekwencje, ktora jest 6-krotnie po-
wtérzona w orientacji prostej, a ponadto w obrebie kazdej z takich
sekwencji wystepuje powtorzenie w orientacji odwrotnej. Dzieki ta-
kiemu ukladowi powtoérzen, sekwencje te charakteryzujg sie drugorze-
dowgq strukturg typu spinki do wioséw, w ktérej mozna wyrézni¢ 3-nuk-
leotydowg petle koncowg oraz 5-nukleotydowg petle boczna.

Podobne struktury drugorzedowe wykryto takze w plazmidzie 1,42
kpz oraz w plazmidzie pO Beta vulgaris, jak réwniez w rejonie ori
mitochondrialnego DNA drozdzy i komérek Hela [78].

Negruk i Nikifirowa [16, 48] niezaleznie od zespotu Briqueta odkry-
li w mitochondiach Vicia faba dwa mitochondrialne plazmidy wielkosci
1,6 kpz, oznaczone jako CCC-1A i CCC-1B. Plazmidy te pod wzgledem
ilosci i wzglednego potozenia miejsc restrykacyjnych sg podobne do plaz-
midéw 1,7-S i 1,7-F [59]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze plazmidy zidenty-
fikowane przez Negruka wystepujg w mitochondriach ro$lin meskoptod-
nych, co r6zni je od plazmidu 1,7-S.
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Wykazano, ze mitochondrialne plazmidy wystepuja réwniez w po-
krewnych gatunkach Vicia faba, a mianowicie w Vicia villosa i Medica-
go sativa [49]. Mitochondrialne plazmidy zaobserwowano réwniez
w meskosterylnych roslinach Sorghum bicolor. Oprocz trzech kolistych
czasteczek DNA [10] w mitochondriach Sorgo wystepujg dwa liniowe
plazmidy wielkosci 5,7 i 53 kpz odpowiednio oznaczone jako N-I i N-2
[55], ktore pod wzgledem budowy przypominajg plazmidy S wystepu-
jace w kukurydzy. Jednakze oba plazmidy N nie wykazujg homologii
z genomowym mtDNA, a takze z chloroplastowym i jadrowym DNA
[9], podobnie jak liniowy plazmid 11,3 kpz, wystepujgcy w mitochon-
driach Brassica [53].

Do tej pory w meskosterylnych populacjach Sorghum bicolor nie
zauwazono spontanicznej rewersji do ptodnosci, dlatego tez nie sposéb
poréwnac etiologie plazmidéw N z S w zwigzku z meskg sterylnoscia
roslin. Najnowsze doniesienia wskazujg, ze obecno$¢ plazmidu 11,3 kpz
w mitochondriach roslin rodzaju Brassica nie jest $ciSle zwigzana z ce-
cha meskiej sterylnosci [32], Jak wynika z analizy okoto 100 rdéznych
linii genetycznych roslin rodzaju Brassica, plazmid ten wystepuje za-
rowno w liniach meskosterylnych, jak i liniach meskoptodnych lub nie
wykrywa sie jego obecnosci. Stwierdzono ponadto, ze liczba kopii, jak
rdwniez wystepowanie lub nieobecnos$¢ tego plazmidu w mitochondriach
roslin rodzaju Brassica jest pod kontrolg genéw jadrowych [17].

UWAGI KONCOWE

Na podstawie dotychczasowych danych, dotyczacych mitochondrial-
nych plazmidéw roslin wyzszych, trudno wyciggnaé generalne wnioski
wskazujace na ich biologiczng funkcje. Nalezatoby wrecz stwierdzié, ze
ich funkcja jest nieznana. Dane zawarte w tab. 1 i 2 wskazujg, ze nie-
ktére mitochondrialne plazmidy sg zwigzane wytgcznie z ro$linami mes-
kosterylnymi. Na razie jest to jeden z powazniejszych faktéw wskazu-
jacych na pewne powigzania mitochondrialnych plazmidéw z cechg mes-
kiej sterylnosci w sensie roli, jakg mogtyby petni¢ te czasteczki DNA.

Poznanie molekularnych podstaw meskiej sterylnosci roslin zapew-
ne przyczynitoby sie do wyjaSnienia ewentualnej roli, jakg mogtyby
odgrywaé mitochondrialne plazmidy w powstawaniu tej cechy. Obecnie
wyrdznia sie trzy rodzaje meskiej sterylnosci: tzw. aloplazmatyczng
meska sterylnos$¢, ktdra powstaje w wyniku miedzygatunkowego i mie-
dzyrodzajowego krzyzowania roslin, homoplazmatyczng meskag steryl-
no$é, wynikajaca z wewnatrzgatunkowych krzyzéwek oraz autoplazma-
tyczng meska sterylno$é, ktédra powstata w sposéb spontaniczny [39].
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Przypuszcza sie, ze w przypadku alo- i autoplazmatycznej meskiej ste-
rylnosci podstawowa przyczyng pojawienia sie tej cechy sg zaburzenia
we wspdidziataniu produktéw gendéw jadrowych z produktami pewnych
genow mitochondrialnych (tzw. niezgodno$¢ jadrowo-mitochondrialna)
[39], W zwigzku z tym aloplazmatyczna meska sterylno$¢ wynikataby
z niezgodnos$ci miedzy genomem jadrowym jednego gatunku a cyto-
plazmg innego [77]. W przypadku autoplazmatycznej meskiej sterylno$-
ci niezgodnos$¢ jadrowo-mitochondrialna bytaby wywotana zmianami za-
chodzagcymi w genomie mitochondrialnym. Zmiany w obrebie genomu
mitochondrialnego, ktére wynikajag z inter- i intraczasteczkowych re-
kombinacji, czesto mogag by¢ przyczyng powstania nowych otwartych
ramek odczytu (ORF) lub tzw. genéw chimerycznych [46]. Powstawanie
tych ramek odczytu lub gendw chimerycznych tlumaczy wystepowanie
dodatkowych mitochondrialnych polipeptyddéw charakterystycznych dla
roslin meskosterylnych, jak np. polipeptyd wielkosci 13 kD, kodowany
przez mitochondrialny gen chimeryczny w kukurydzy linii cms-T [14,
20] lub polipeptyd wielkosci 17 kD, charakterystyczny dla linii cms-C
[22].

Na podstawie tych faktdw mozna przypuszczac, iz rola mitochondrial-
nych plazmiddéw, zwigzana z cechg meskiej sterylnosci, dotyczytaby ich
udziatu w przegrupowaniach sekwencji genomu mitochondrialnego. Me-
chanizm oddziatywania mitochondrialnych plazmidéw na przegrupowa-
nia sekwencji mtDNA mégtby polega¢ na ich bezposredniej integracji
z genomem mitochondrialnym, np. plazmidy S-l i S-2, lub na kodowa-
niu czynnikéw biorgcych udziat w rekombinacji mtDNA.

W piSmiennictwie coraz czesSciej pojawiajg sie rozwazania na temat
wirusowego pochodzenia mitochondrialnych plazmidéw. Dotyczy to
w szczegOlnosci liniowych pozachromosomalnych czasteczek DNA, wy-
stepujacych w mitochondriach niektérych roslin, a takze pewnych ga-
tunkéw grzybéw, np. Claviceps purpurea [76] i Ceratocystis fimbriata
[35]. Wszystkie dotagd znane liniowe mitochondrialne plazmidy charakte-
ryzujg sie kowalencyjnie zwigzanym biatkiem z koncami 5'DNA.

Podobng budowe majg adenowirusy i bakteriofag ¢>29, ktérych biat-
ko zwigzane z koficami 5'DNA uczestniczy jako primer w procesie repli-
kacji [72, 80]. Polipeptyd kodowany przez plazmid S-2 podlega mody-
fikacji posttranslacyjnej [43] podobnie jak to sie dzieje w przypadku
poliproteiny kodowanej przez genom wirusa polio [11]. Chociaz nie zna-
leziono wiruséw roslinnych z dwuniciowym liniowym DNA potgczonym
z terminalnym biatkiem, to mozna jednak zatozy¢, ze mitochondrialne
plazmidy mogg by¢ reliktem dawnych infekcji wirusowych.

Proces, ktéry obejmowatby okres od momentu infekcji hipotetycz-
nym wirusem do momentu powstania mitochondrialnych plazmidéw
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sktadatby sie z dwoch etapéw. W pierwszym etapie genom hipotetycz-
nego wirusa zostatby zintegrowany z jadrowym DNA zainfekowanej
rosliny. Tak zintegrowany genom wirusa przezytby dosy¢ diugi okres
rozwoju filogenetycznego danego gatunku rosliny, jednocze$nie ewo-
luujac w sposdb skoordynowany wraz z resztg jadrowego DNA gospo-
darza. Podobne zjawisko znane jest w przypadku tzw. endogennych
retrowirus6w. Homologia miedzy niektérymi mitochondrialnymi plaz-
midami a jagdrowym DNA moze wskazywac, ze taki etap mogt mieé
miejsce. Natomiast drugi etap polegatby na uwolnieniu zintegrowanych
z genomem gospodarza wirusowych sekwencji DNA i przemieszczeniu
ich z jadra do mitochondrium. W $rodowisku mitochondrialnym te czas-
teczki DNA znalaztyby odpowiednie warunki do autonomicznej egzys-
tencji.

Przedstawione tu rozwazania na temat wirusowego pochodzenia mi-
tochondrialnych plazmidéw tlumaczg wystepowanie tych czasteczek
DNA w mitochondriach r6znych gatunkéw roslin. Bardziej ogdlny me-
chanizm obejmowatby zainfekowane hipotetycznym wirusem wspdélnego
protoplasty roslin wyzszych. Wdwczas zintegrowane sekwencje DNA
wirusa ewoluowatyby rownolegle z jadrowym DNA roslin, automatycz-
nie przechodzac do nowo powstajgcych gatunkéw.

Mimo ze tak mato wiemy na temat mitochonrialnych plazmidéw,
mysli sie juz o potencjalnym wykorzystaniu tych czasteczek DNA jako
narzedzi w inzynierii genetycznej Eukaryota. Pewne cechy, jakie maja
mitochondrialne plazmidy, a mianowicie podobienstwo do transpozo-
néw czy mozliwos¢ funkcjonowania jako miejsc inicjacji replikacji czy-
nig coraz bardziej prawdopodobne wykorzystanie tych czasteczek DNA
jako wektorow wprowadzajgcych nowg informacje genetyczna.
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WPLYW STARZENIA NA STRUKTURE MIAZSZOWYCH KOMOREK
WATROBY

THE EFFECT OF AGING ON THE STRUCTURE OF LIVER PARENCHYMAL
CELLS

Zbigniew KMIEC

Katedra i Zaktad Histologii, Akademia Medyczna, Gdansk

Streszczenie. W trakcie rozwoju i starzenia sie ssakdw w watrobie ro$nie odsetek
hepatocytéw zawierajacych ponaddiploidalng ilos¢ DNA, czemu towarzyszy zmniej-
szenie liczby hepatocytow w jednostce objetosci watroby. Na poziomie ultrastruk-
turalnym wplyw starzenia w hepatocytach uwidacznia si¢ znacznym wzrostem
liczby i Sredniej wielko$ci lizosomoéw, przy czym aktywno$¢ niektorych enzymow
lizosomalnych ros$nie, innych za$ maleje. Zwigzane z wiekiem zmiany objetosci
gtadkiej siateczki Srédplazmatycznej zaleza od rasy szczura, natomiast wielko$¢
siateczki szorstkiej i aparatu Golgiego pozostaje na stalym poziomie. Starzeniu
towarzyszy spadek liczby mitochondriéw w hepatocytach. Wraz z wiekiem w wa-
trobie szczura dochodzi do zmian w rozmieszczeniu w obrebie ptacika watrobo-
wego aktywnosci fosfatazy zasadowej i kilku enzyméw lizosomalnych.

Summary. The development and aging of mammalian liver is characterized by an
increase in the number of polyploid hepatocytes, which is associated with a de-
crease in the number of hepatocytes in a unit of liver volume. The ultrastructural
changes in hepatocytes include a substantial increase in the amount and average
size of lysosomes, however, the activities of some lysosomal enzymes in hepato-
cytes increase, and of the others decline during aging. In rat the age-associated
alterations of the volume of smooth endoplasmic reticulum are strain-dependent.
The volume densities of rough endoplasmic reticulum and of Golgi body do not
change with age. The number of mitochondria in hepatocytes decreases during
aging. The distribution of the activities of alkaline phosphatase and of some lyso-
somal enzymes within the liver lobule also changes with age.

W komoérkach migzszowych watroby, okres$lanych rowniez mianem
hepatocytow, przebiega wiekszos¢ charakterystycznych dla tego narzadu
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procesow metabolicznych. Ze wzgledu na podstawowg role watroby
w regulacji metabolicznej homeostazy, zmiany zachodzace w tym na-
rzadzie w trakcie rozwoju i starzenia sie organizmow staty sie stosun-
kowo wczes$nie przedmiotem badah [12, 81]. W pracach tych zajmowano
sie narzadem jako catoScig, mimo ze watroba zbudowana jest z kilku
populacji komorek. Hepatocyty stanowig 60°0 liczby wszystkich ko-
morek watrobowych szczura [26], zajmujac 78°/0 catkowitej objetosci na-
rzadu i 85% objetosci wszystkich komdrek w watrobie szczura [8]. Inne
rodzaje komorek watrobowych, ktére zlokalizowane sg poza beleczkami
miazszu watroby, okreslane sa jako niemigzszowe komorki watroby. Na-
lezag do nich komérki gwiazdziste, czyli komorki Browicza-Kupfera, na-
zywane takze komdrkami siateczkowo-$rodbtonkowymi, komérki $réd-
btonka zatok, czyli komérki endotelialne, komérki gromadzace ttuszcze,
czyli lipocyty, oraz tzw. komorki pit. Niemigzszowe komérki watroby
stanowig ok. 35% liczby wszystkich komorek w watrobie szczura [8],
zajmujac tylko ok. 6% catkowitej objetosci narzadu [26], przy czym
spetniajag one funkcje zasadniczo odmienne od czynnosci petnionych
przez hepatocyty [11]. Opracowanie technik otrzymywania odrebnych
populacji izolowanych komorek watrobowych, tj. hepatocytdw [5, 66,
85], komorek gwiazdzistych i endotelialnych [44] oraz lipocytow [45]
pozwolito na przeprowadzenie doktadniejszej charakterystyki czynnos-
ciowej tych rodzajéw komérek. W hepatocytach przebiega wiekszos¢
przemian metabolicznych witasciwych watrobie ssakow. W komorkach
gwiazdzistych (Kupfera) zachodzi intensywna fagocytoza rdznych ko-
morek i substancji (m.in. bakterii, ertrocytéw o zmienionym sktadzie
btony komodrkowej, znajdujgcych sie w krwiobiegu komdrek nowotwo-
rowych, pozostato$ci po uszkodzonych komérkach), przy czym w proce-
sach wychwytywania przez komérki Kupfera antygenéw i kompleksow
immunologicznych uczestniczg receptory dla fragmentu Fc przeciwciat
oraz receptory dla C3b — produktu aktywacji trzeciego skiladnika ukta-
du dopetniacza [34]. Zarowno komOrki gwiazdziste, jak i komorki $rod-
btonka zatok wchtaniajg na drodze pinocytozy wiele czgsteczek i makro-
czgsteczek, m.in. albumine i heparyne [59]. Endoteliocyty peinig przede
wszystkim funkcje bariery filtracyjnej miedzy S$wiattem naczyn zato-
kowych a powierzchnig hepatocytéw, a ponadto aktywnie uczestniczg
w procesie usuwania z krwi lipoprotein [6] i proteoglikan6éw [72]. Na-
tomiast w lipocytach, ktére stanowig miejsce magazynowania witaminy
A w watrobie ssakow [7, 87], przebiega takze synteza widkien kolage-
nowych, znajdujacych sie w przestrzeni okotozatokowej i wzmacniaja-
cych Sciane naczyn zatokowych [23, 67], Komorki pit majg bra¢ udziat
w blizej jeszcze nie okreslonych funkcjach neuroendokrynnych [26].
Poniewaz migzszowe komérki watroby nalezac do populacji komoérek
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postmitotycznych zyjg prawie tak diugo, jak dtugo Zzyje dany osobnik,
dlatego mozna sadzi¢, iz przebiegajgce w nich wraz z wiekiem zmiany
sg rezultatem przemian rzeczywiscie zwigzanych ze starzeniem sie orga-
nizméw, a nie np. zwigzanych z réznicowaniem sie komorek [39]. Z tego
powodu, a takze ze wzgledu na budowe i funkcje zasadniczo odmienne
od struktury i czynnosci niemigzszowych komérek watroby, wpltyw wie-
ku na morfologie hepatocytéw wymaga szerszego omoéwienia. Nalezy
zaznaczyé, ze ,okres staro$ci” jest réznie okreSlany przez réznych ba-
daczy. Sytuacja taka spowodowana jest m.in. faktem wystepowania
istotnych rdznic w czasie trwania maksymalnej i $redniej dlugosci zy-
cia osobnikéw nalezacych do poszczegé6lnych ras w obrebie danego ga-
tunku. W przypadku szczura maksymalny czas przezycia samic rasy
WAG/Rij wynosi 40 miesiecy, a samcOw tej rasy — 34 miesigce, samic
rasy BN/Bi — 38 miesiecy, a samcéw tej rasy — 36 miesiecy [30], sam-
cow rasy Fischer 344 — 34 miesigce [64], a samcOw rasy Sprague-Daw-
ley 40 miesiecy [9]. Srednia maksymalna dtugo$¢ zycia myszy szczepu
C57BL/KaLwRij wynosi 35 miesiecy, a myszy rasy CBA/BrRij «— 38
miesiecy [30]. Stosowane w odniesieniu do wieku gryzoni okreslenia
miody, dojrzaty lub stary oznaczaja zwykle osobnikéw w wieku 3-7,
12-18 lub 24 - 32 miesiecy.

1. ZJAWISKO POLIPLOIDYZACIJI HEPATOCYTOW

Wraz w rosngcym wiekiem organizméw w watrobie ssakéw zwiek-
sza sie liczba hepatocytéw zawierajgcych ponaddiploidalng ilos¢ DNA
[13]. Tempo przebiegu tego procesu oraz jego zakres sg charakterystycz-
ne dla danego gatunku, przynajmniej w odniesieniu do szczura, i zalezg
takze od rasy zwierzat. Hepatocyty jednojadrzaste, zawierajace tetraplo-
idalng ilos¢ DNA, powstaja z komérek jednojgdrzastych-diploidalnych
poprzez posrednie stadium komérek dwujadrzastych-diploidalnych, a he-
patocyty jednojadrzaste-oktaploidalne powstajg z komorek dwujadrzas-
tych-tetraploidalnych [20, 32, 56, 89, 91]. W przypadku szczura naj-
wiekszg szybko$¢ powstawania hepatocytéw zawierajagcych ponaddiplo-
idalng ilos¢ DNA obserwowano w pierwszym roku zycia zwierzat [1, 20,
55, 83, 84, 91], chociaz dalszy znamienny wzrost liczby komérek tetra-
i oktaploidalnych obserwowano roéwniez u zwierzat starych i bardzo
starych [15, 54, 84]. W zaleznosci od rasy w watrobie starych szczuréw
zawarto$¢ hepatocytdw diploidalnych wynosi 10-15°0, tetraploidal-
nych — 50-70%, a oktaploidalnych — 15-30% [40]. Najwiekszy za-
kres zwigzanej ze starzeniem poliploidyzacji watroby wykazano u my-
szy: u zwierzat w wieku 28 miesiecy komorki zawierajgce 2C DNA sta-



370 Z. KMIEC

nowity 9%, komérki 4C — 20%, komorki 8C — 49%, komoérki 16C —
17%, a komorki 32C — 4% [70]. Zblizone dane podajg tez inne prace
[21, 22, 57],

W watrobie ludzkiej poliploidyzacja hepatocytéw jest stabiej wy-
razona. Watanabe i Takanaka przeprowadzili cytofotometryczne pomia-
ry wielkosci jader komorkowych hepatocytéw oraz iloSci zawartego
w nich DNA w skrawkach watroby uzyskanych podczas sekcji uprzed-
nio zdrowych ludzi, ktérzy nagle zmarli. Wykazali oni stopniowy wzrost
ilosci hepatocytow dwujadrzastych oraz hepatocytéw tetra- i oktaplo-
idalnych miedzy druga a trzecig dekada zycia ludzi oraz wolniej po-
stepujace zwiekszanie sie liczby tych komérek w pézZniejszych dekadach
zycia [88 - 90]. Na podstawie wynikéw badan tych oraz innych autoréw
[4, 17, 61] mozna stwierdzi¢, iz wraz z wiekiem w watrobie ludzi powoli,
ale stale rosnie odsetek komérek migzszowych zawierajacych ponad-
diploidalng ilo§¢ DNA; w 6smej dekadzie zycia komérki diploidalne sta-
nowig juz ok. 80%, komorki tetraploidalne ok. 16%, a komorki oktaplo-
idalne ok. 4% liczby wszystkich hepatocytow. Najwyzsza zawarto$¢
DNA, ktdérg zaobserwowano w hepatocytach cztowieka, wynosita 16C
[90], Znaczenie zachodzacego fizjologicznie wraz z postepujacym wie-
kiem organizmow procesu poliploidyzacji migzszowych komdrek watro-
by nie jest jasne. Poniewaz w organizmach ssakéw procesy biotransfor-
macji najréznorodniejszych substancji egzo- i endogennych przebiegaja
gtdwnie w hepatocytach, komorki te w znacznie wiec wiekszym stopniu
od komérek innych narzgddéw narazone sg na szkodliwy wptyw ubocz-
nych produktéw reakcji detoksyfikacyjnych, m.in. nadtlenkéw i wol-
nych rodnikow. Dlatego uwaza sie, ze towarzyszace starzeniu zwielo-
krotnienie ilosci DNA w hepatocytach moze byé waznym sposobem za-
bezpieczenia materiatu genetycznego tych komérek przed nasilajgcymi
sie wraz z wiekiem jego uszkodzeniami przez czynniki fizyczne i che-
miczne [51].

2. ZWIAZANE Z WIEKIEM ZMIANY LICZBY | WIELKOSCI HEPATOCYTOW

Watroba ssakow nalezy do narzadéw o bardzo niskiej aktywnosci
mitotycznej. Juz u jednomiesiecznych szczuréw czesto$¢ wystepowania
podziatdw hepatocytow jest nizsza niz 0,01% [26, 56], Oznacza to, ze
w warunkach fizjologicznych hepatocyty ssakow praktycznie nie ule-
gaja podziatom i zyjg tak diugo, jak diugo zyje dany osobnik [40]. W wy-
niku uszkodzenia czynnej masy komérkowej wskutek zadziatania réz-
nych czynnikbw watroba ssakdéw wykazuje daleko posunietg zdolnos¢
odtwarzania wyjsciowej masy narzadu. Wykazano, iz watroba starych
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szczurOw regeneruje swojg mase po przeprowadzonej hepatektomii
w czasie 2-krotnie diuzszym niz watroba zwierzat dojrzatych [68].

Po 50 roku zycia masa watroby ulega u ludzi stopniowemu zmniej-
szeniu [48, 69, 74], czemu towarzyszy spadek liczby hepatocytow w jed-
nostce objetosci narzadu [62, 77, 78]. Jednocze$nie dochodzi do wzrostu
wielkosci hepatocytow oraz ich jader; zjawisko to przebiega réwnolegle
ze stopniowym zwiekszaniem sie wraz z wiekiem liczby komérek za-
wierajgcych ponaddiploidalng iloS§¢ DNA [77, 88 - 90].

U szczura [37, 40, 79, 83, 96] i myszy [46] stosunek masy (ciezaru)
watroby do ciezaru catego ciata wynosi w zaleznosci od rasy od 2,5 do
5°/0 i w miare starzenia sie zwierzat nie ulega zmianie. Wraz z wiekiem
w watrobie szczura ulega zmniejszeniu ilos¢ hepatocytow zawarta w jed-
nostce objetoSci narzadu [64, 97]. Natomiast Srednia wielko$¢ hepato-
cytow szczura w trakcie starzenia albo stale ros$nie [52, 83], albo tez
zwieksza sie do okresu poOZnej dojrzatosci (ok. 18 miesigca), a nastepnie
wyraznie maleje, osiggajac u zwierzat 30-miesiecznych wielko$¢ komo-
rek mtodych zwierzat [16, 64, 97].

3. ULTRASTRUKTURA HEPATOCYTOW

Liczni autorzy przedstawili dane dotyczace submikroskopowej budo-
wy migzszowych komdrek watroby ludzi [48, 77, 78] i zwierzat [25, 52,
63, 64, 73, 83, 97]. Najbardziej charakterystyczng ceche ultrastruktural-
ng hepatocytow starych gryzoni stanowi zwiekszona ilos¢ lizosoméw,
wakuoli autofagocytarnych oraz tzw. ciat resztkowych, zawierajacych
lipofuscyne lub ciata lipidowe [25, 31, 43, 64, 83, 86]. Niektdrzy badacze
obserwowali w hepatocytach starych szczuréw [38] i myszy [94] zwiek-
szony polimorfizm mitochondriow oraz skrdécenie grzebieni mitochond-
rialnych [75, 79, 94], Obserwacje te zostaly potwierdzone i rozszerzone

przez porobwnawcze — w aspekcie wieku — badania morfometryczne.
Najwazniejsze rezultaty tych badan przytoczono w tab. 1
W trakcie starzenia w hepatocytach ludzi i zwierzat wystepuje

zmniejszenie liczby mitochondriow w jednostce objeto$ci migzszu watro-
by, przebiegajgce ze wzrostem lub zmniejszeniem ich $redniej wielkos-
ci, a takze znaczny wzrost ilosci i objetosci lizosomow pierwotnych
i wtdrnych. Natomiast towarzyszace starzeniu zmiany gtadkiej lub
szorstkiej siateczki $rédplazmatycznej przebiegaty, w zaleznosci od rasy
szczurow, w kierunku wzrostu lub spadku powierzchni zajmowanej w he-
patocytach. Te ilosciowe modyfikacje siateczki $rédplazmatycznej moga
stanowi¢ morfologiczny wyraz zmian o charakterze czynnosciowym
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TABELA 1

Badania morfometryczne ultrastruktury hepatocytow w trakcie starzenia

Gatunek, Wiek . . .,
i Rodzaj zmiany Pism.
rasa, pteé (m-ce)
Mitochondria
cztowiek3 30-90 lat (f) liczby, (f) $red. objetosci [76, 78]
szczur
A 6 vs 27 (7) liczby, (j) $red. objetosci [16]
B 12 vs 27 (7) liczby, (f) $red. powierzchni
(f) dtugosci grzebieni [79]
C 12 vs 27 bz liczby i objetosci [97]
D 1-30b () catkowitej objetosci [64]
E 3 vs 35 bz catkowitej objetosci [52]
mysz
F 6 vs 30 bz liczby , (f) $red. wielkosci [94]
G 4 vs 24 (7) liczby, (j) sred. powierzchni,
(7) dtugosci grzebieni [75]
Gtadka siateczka $rédplazmatyczna
C jw. bz powierzchni [97]
D jw. (f) powierzchni od 1. do 16.
m-ca, nastepnie (7) powierzchni [63, 64]
E jw. (f) powierzchni [52]
Szorstka siateczka $rédplazmatyczna
C jw. (7) powierzchni [97]
D, E jw. bz powierzchni [52,63,64]
Aparat Golgiego
D, E jw. bz powierzchni [52, 64]
Lizosomy
D jw. (f) liczby ciat gestych o 65%,
(f) ich objetoSci o 100%c (64]
E jw. (t) catkowitej objetosci o 100%  [43, 52]
Oznaczenia skrétéw: vs versus, bz — brak zmiany, (7) oznacza spa-
dek, a () — wzrost w wielko$Sci parametru wraz z wiekiem; Rasa
i pte¢ zwierzat: A — Waistar, B — Donryu (Wistar), ¢, C — Wistar,
$, D — Fischer 344, E — WAG/Rij (Wistar), £, F — C57BL/ICRF at,
G — C57BL, $; a mezczyzni i kobiety, » badano szczury w wieku

1, 6, 10, 16, 20,
i 30 miesiecy.

25 i 30 miesiecy, < poréwnywano zwierzeta w wieku 6
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(np. w zakresie biotransformacji lekéw i innych substancji lub w za-
kresie biosyntezy biatka), ktére zachodzg podczas starzenia w hepatocy-
tach ssakow.

4. AKTYWNOSC UKLADU LIZOSOMALNEGO W HEPATOCYTACH SZCZURA
W TRAKCIE STARZENIA

Wzrost ilosci oraz wielkosci lizosomoéw w komorkach wielu tkanek
i narzgddéw nalezy do najlepiej udokumentowanych morfologicznych wy-
ktadnikow starzenia na poziomie komorki [31]. W hepatocytach starych
szczuréw lizosomy stanowig populacje znacznie bardziej heterogenng
niz w komdrkach mtodych osobnikow [43]. Dzieki zastosowaniu metod
izolacji poszczeg6lnych rodzajow komorek watrobowych, wykazano, ze
aktywnos¢ dziewieciu gtdwnych enzymow lizosomalnych okres$lana w sto-
sunku do zawartosci biatka komdrkowego jest kilkakrotnie wyzsza
w niemigzszowych komérkach watroby niz w hepatocytach [40, 42],
Potwierdzono w ten sposob przypuszczenie o przewadze uktadu lizoso-
malnego w komdrkach niemigzszowych, ktore zawierajg az 40% objetosSci
struktur lizosomalnych obecnych we wszystkich komdrkach watroby [8].

W tab. 2 przedstawiono wptyw wieku na aktywno$¢ niektérych en-

TABELA 2

Wplyw wieku na aktywno$¢ enzymoéw lizosomalnych w watrobie szczura
—

a X g N
Rasa Wiek ] 8 R g < 5 E y
i pteé (m-ce) 2 8 s Z E & = 5 @ Pism.
% 3 & ao %) =
x ~ ~ ¥ N 60 < X <
Izolowane hepatocyty
BN/Bi $ 3-24a + & +26 + 119 bz -43 bz bz 1 bz bz [10]
Homogenaty watroby
BN/Bi $ 3-24a bz bz + 30 -46 [41]
F-344 S 1/27 bz + 31 [65]
Donryu 8 1.5/26 -34 bz -28 3]
sSiv 9 1.5/18 bz bz + 40 [58]
Wistar 9 2/29 + 45 92]
»+7 ” oznaczajag odpowiednio wzrost i spadek aktywno$ci enzymu w grupie zwie-
rzat starych o odsetek jego aktywnos$ci w grupie mtodych zwierzat,
Oznaczenia skrotéw: bz — brak zmiany, F-344 — Fischer 344. kateps. D — katepsyna
D, k. — kwasna, k. fosfatt — kwas$na fosfataza, glukam. — N-acetylo-glukozaminidaza,
R-glukur. — R-glukuronidaza, R-galak. — R-galaktozydaza, AS-B — arylosulfataza B, AM-B —

aminopeptydaza B,

a badano szczury w wieku 3, 12 i 24 miesiecy

*w hepatocytach starych szczuréw rasy BN/Bi wykazano znaczng heterogennoé¢ izo-
enzymow kwasdnej fosfatazy [53, 711
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zymoOw lizosomalnych w izolowanych hepatocytach lub w homogena-
tach watroby. Wyniki, ktére otrzymano, badajgc homogenaty watroby,
stanowig oczywiscie wypadkowg przemian przebiegajacych we wszyst-
kich populacjach komoérek watroby. Z przedstawionych w tab. 2 danych
wynika, ze nie istnieje jeden kierunek zwigzanych z wiekiem zmian
aktywnosci enzymow lizosomalnych w hepatocytach szczura. Z badan
tych wynika tez, ze wptyw wieku na aktywno$¢ wielu enzyméw, nie
tylko lizosomalnych, powinien by¢é oddzielnie oceniany dla kazdej po-
pulacji komdérek watrobowych.

5. HETEROGENNOSC HEPATOCYTOW W OBREBIE PLACIKA WATROBOWEGO

W zaleznos$ci od umiejscowienia w obrebie ptacika watrobowego, he-
patocyty mozna okres$li¢ jako $rodkowoptacikowe (centrolobularne)
i obwodowe (periportalne), a miedzy nimi wyrézni¢ mozna najtrudniej-
szg do opisania strefe posrednig ptacika [49, 60]. Za pomoca réznych
technik badawczych (histochemia, mikroskopia elektronowa, mikro-
dyssekcja, perfuzja i mikroperfuzja watroby) wykazano w obrebie pta-
cika heterogenno$¢ przestrzenng w przebiegu takich procesow, jak gli-
kogeneza i glikogenoliza [35], glikoliza [19, 50], glukoneogeneza [2],
synteza albuminy [47], cykl mocznikowy [29], metabolizm lekéw [27,
82] oraz réznice w lokalizacji niektérych enzyméw [80, 95]. Réznice
miedzy hepatocytami nalezagcymi do roznych stref phacika stwierdzono
takze w badaniach morfometrycznych [33, 49].

W cytowanych tu pracach autorzy oddzielnie analizowali wplyw
wieku i starzenia na zmiany ultrastruktury hepatocytéw S$rodkowopta-
cikowych i periportalnych [52, 63, 64] oraz komorek strefy posredniej
[52]. Niezaleznie od wieku szczuréw hepatocyty srodkowoptacikowe byty
zawsze wieksze od komorek periportalnych oraz zawieraty wiecej gtad-
kiej siateczki s$rédplazmatycznej, natomiast w hepatocytach peripartal-
nych wiecej byto bion siateczki szorstkiej [52, 64].

Wplyw starzenia na objeto$¢ mitochondridw i lizosoméw w komar-
kach nalezacych do r6znych stref ptacika watrobowego szczura przed-
stawiono w tab. 3. Wraz z wiekiem dochodzi tez do zmian w obrebie
ptacika w ekspresji niektdorych enzyméw, ktorych aktywno$¢ oceniano
za pomocg metod histochemicznych (tab. 3). Aktywno$¢ np. zasadowej
fosfatazy, enzymu zwigzanego z kanalikowg domena btony komérko-
wej hepatocytow, byta w watrobie starych szczuréw i myszy silniej
wyrazona w komdrkach periportalnych niz w srodkowoptacikowych, na-
tomiast w watrobie mitodych zwierzat byta rownomiernie rozmieszczo-
na w obrebie ptacika [93]. Wyniki badan przytoczonych w tab. 3 wska-
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TABELA 3

Wptyw wieku na heterogenno$¢ hepatocytdw w obrebie ptacika watroby szczura

BADANIA MORFOMETRYCZNE

Wielkos$¢ SERa RERft Objetosc Objetosc
lizosomow mitochon-
driéw
Szczury
miode hel > hpp hel > hpp hel < hpp hel = hpp hel < hpp
Szczury
stare jw. jw. jw. hel > hpp jw.
Pismiennictwo [43, 52, 64] [52, 63, 64] [52, 64] [43, 52, 64] [52, 64]
BADANIA HISTOCHEMICZNE
Enzymy Fosfataza y-GTd
lizosomalneO zasadowa
Szczury brak
miode hel < hpp hel > hpp aktywnosci
Szczury
stare jw. hel < hpp hel < hpp
Pismiennictwo  [86] [93] 36
a’ b— powierzchnia zajmowana przez btony gtadkiej alub szorstkiej bsiateczki $rédplaz-
matycznej, » — kwasna fosfataza, R-glukuronidaza. N-acetylo-B-D-glukozaminidaza, a —
Y'glutamylotranspeptydaza, hel — hepatocyty centralobularne, hpp — hepatocyty periportalne,

~> — znaczny wzrost objetosci

Zujg na to, ze procesy starzenia w niejednakowym stopniu — przy-
najmniej w odniesieniu do niektérych przemian — wptywajg na struk-
ture i funkcje hepatocytéw potozonych w réznych strefach ptacika
watrobowego.

6. PODSUMOWANIE

Watroba ssakéw zbudowana jest z kilku rodzajow komoérek. Ko-
morki migzszowe watroby, czyli hepatocyty, stanowig 60% liczby wszyst-
kich komoérek watroby i zajmujg 85% objetosci wszystkich komoérek
watroby szczura. Do niemigzszowych komoérek watroby nalezg komor-
ki siateczkowo-$rédbtonkowe gwiazdziste, czyli komorki Kupfera, endo-
teliocyty zatok watrobowych, komorki gromadzace tluszcze, czyli lipo-
cyty, oraz komorki pit. W miare starzenia sie ludzi waga watroby ulega
zmniejszeniu, natomiast w trakcie rozwoju i starzenia sie gryzoni ciezar
watroby stanowi niemal nie zmieniong cze$¢ ciezaru ciata, wynoszaca od
25 do 5%. Wraz z wiekiem, a szczeg6lnie w pierwszym roku zycia
w watrobie myszy i szczura znacznie ros$nie odsetek hepatocytéw za-
wierajgcych ponaddiploidalng iloS¢ DNA, w watrobie starych ludzi
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udziat tych komérek wynosi ok. 20°/0. Zwiagzanemu z wiekiem zwigksze-
niu stopnia ploidalnosci komorek migzszowych towarzyszy wzrost ich
wielko$ci oraz zmniejszenie ich liczby w jednostce objetoSci miazszu
watroby. Wystepujagce w trakcie starzenia zmiany w ultrastrukturze
hepatocytow polegajg przede wszystkim na blisko 2-krotnym wzroScie
liczby i objetosci lizosoméw pierwotnych i wtérnych oraz na zmniejsze-
niu ilosci mitochondriow. W zalezno$ci od rasy szczura w hepatocytach
starych zwierzat wystepuje spadek lub wzrost powierzchni zajmowanej
przez biony gladkiej siateczki S$rdodplazmatycznej. Mimo znacznego
wzrostu ilosci lizosomoéw wraz z wiekiem w izolowanych hepatocytach
szczura rosnie aktywnos$¢ jedynie niektérych enzymow lizosomalnych,
aktywnosci za$ innych enzymdéw malejg lub nie ulegajg zmianie. W wat-
robie miodych i starych szczuré6w wykazano r6zng lokalizacje kilku
enzymOw w obrebie placika. Zwigzane ze starzeniem zmiany w budo-
wie hepatocytow majg charakter nie jakosSciowy, lecz iloSciowy. Wy-
daje sie, ze moga one by¢ powodem zmian w niektdrych czynnosciach
tych komorek.
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WPLYW STARZENIA NA AKTYWNOSC METABOLICZNA
HEPATOCYTOW

METABOLIC ACTIVITIES OF HEPATOCYTES DURING AGING

Zbigniew Kmieé

Katedra i Zaktad Histologii, Akademia Medyczna w Gdansku

Streszczenie. Towarzyszace starzeniu zmiany w przemianach metabolicznych watro-
by najczesciej oceniane byty w homobenatach narzadu lub w izolowanych hepa-
tocytach. Wraz z wiekiem w watrobie gryzoni maleje catkowita synteza biatka
i transferyny, ros$nie natomiast synteza albuminy. Obnizeniu ulega takze wielkos$¢
transkrypcji RNA oraz zdolno$¢ hepatocytéw do naprawy uszkodzen w DNA.
W trakcie starzenia maleje watrobowa synteza cholesterolu i kwaséw zéiciowych.
Wptyw wieku na przemiange weglowodanowg w watrobie oraz na interakcje hormo-
néw z btong komdrkowa hepatocytéw jest stabo poznany. Procesy starzenia w nie-
wielkim tylko stopniu wptywajg na funkcje mitochondriow watroby. Wraz z wie-
kiem w watrobie szczura maleje tempo metabolizmu hemu, synteza za$ prostaglan-
dyn PGE2i PGF2ulega obnizeniu.

Summary. The effect of aging on metabolic characteristics of mammalian liver
has mostly been studied in liver homogenates or in isolated hepatocytes. Generally
total protein and transferrin synthesis, RNA transcription and DNA repair in ro-
dent liver decrease, whereas albumin synthesis increases during aging. The liver
cholesterol and bile acid synthesis decline with age. The age-associated modifi-
cations of liver carbohydrate metabolism and of hormone-cell membrane inter-
actions have so far been purely characterized. It seems that the function of liver
mitochondria change to only a minor extent with age. The rate of heme meta-
bolism and the prostaglandin synthesis in rat liver decline during aging.

Do charakterystycznych cech proceséw starzenia nalezy obnizenie
zdolnosci adaptacyjnych organizméw do zmieniajagcych sie warunkow
Srodowiska zewnetrznego i wewnetrznego. Przyczyny tego zjawiska
obejmuja zaréwno zmiany przebiegajace na poziomie komorek i narza-
déw, jak i w obrebie uktadu endokrynnego i nerwowego. Watroba jest
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narzadem odgrywajagcym gtowng role w regulacji homeostazy metabo-
licznej organizmoéw, stad tez poznanie wptywu wieku na jej funkcje na-
lezy uzna¢ za wazne zadanie badawcze. Poniewaz wiekszos$¢ sposrod se-
tek reakcji biochemicznych, ktére przebiegajg w watrobie ssakéw, zlo-
kalizowana jest w migzszowych komaérkach watroby, czyli hepatocytach,
komorki te, po wyizolowaniu, stanowig doskonaly materiat badawczy.
W wielu jednak pracach jako materiat doswiadczalny uzywano homo-
genaty watroby lub frakcje subkomoérkowe homogenatéw; w tych przy-
padkach wyniki badan mozna z do$¢ duzym prawdopodobiefistwem od-
nosi¢ do hepatocytéw, poniewaz niemigzszowe komorki watroby zajmu-
ja zaledwie 6%, hepatocyty za$ az 78% objetoSci narzadu [15]. W pracy
tej przedstawiono zwigzane z procesami starzenia zmiany w czynnosciach
komoérek migzszowych watroby ssakow.

1. METABOLIZM BIALEK

Watroba jest gtownym, oprécz mie$ni szkieletowych, Zrodtem nowo
syntetyzowanych biatek ustroju, stanowiac jednocze$nie miejsce inten-
sywnej degradacji biatek wilasnych i biatek docierajgcych drogg krwi
[167]. Wylacznie w watrobie produkowany jest fibrynogen i inne biatka
uktadu krzepniecia oraz albuminy. Roéwniez wiekszo$¢ a- i R-globulin
wytwarzana jest w watrobie [55]. Z tego wzgledu wkrétce po opubliko-
waniu wspoétczesnych technik badawczych wptyw starzenia na synteze
biatka w warunkach in vitro stat sie przedmiotem licznych i trwaja-
cych do chwili obecnej badan.

11. WPLYW STARZENIA NA WIELKOSC SYNTEZY BIALKA

Na podstawie opublikowanych wynikow badan mozna przyjaé, iz
w zaleznosci od rasy i pici zwierzat wptyw wieku na synteze biatka
w izolowanych hepatocytach oraz w uktadach bezkomérkowych przeja-
wia sie dwoma typami zmian (tab. 1). W pierwszym przypadku zaobser-
wowano state, postepujace z wiekiem obnizenie syntezy biatka [31, 43,
159]. W drugim typie zmian stwierdzono spadek produkcji biatka w wg-
trobie starych zwierzat w poréwnaniu ze zwierzetami mtodymi i dojrza-
tymi oraz istotny wzrost syntezy biatka w watrobie najstarszych szczu-
row w poréwnaniu z osobnikami starymi [17, 28, 30, 154, 155, 164], Przy-
czyny zwiekszonej produkcji biatka w hepatocytach bardzo starych
szczurébw nie sa blizej poznane. Przypuszcza sie, ze zjawisko to jest
wtdrng odpowiedzig kompensacyjng wobec zwiekszonej u tych zwierzat
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utraty biatka z moczem; u starych szczuréw rasy Fischer 344 obserwo-
wano znaczny stopied niedomogi nerek [29]. W przypadku za$§ szczurow
rasy WAG/Rij wzrost produkcji biatka w hepatocytach najstarszych
zwierzat spowodowany jest podwyzszong syntezg albumin [153]. Istnie-
je tez mozliwos¢, iz bardzo stare szczury stanowig wyselekcjonowang

TABELA 1

Wplyw starzenia na synteze biatka w watrobie gryzoni

Rasa i plec Wiek Rod%aj uktadu Wie_lkos’c’ Pismien-
(miesigce) doswiadczalnego zmiany nictwo
Szczury:
Sp.-D. 3 2-3, 13, 27 hepatocyty X 62% [159]
WAG/RIij 3 3, 12, 20 hepatocyty I 18% [155]
20, 27 X 70% [155]
WAG/Rij ? 3, 12, 24 hepatocyty I 52% [154]
24, 36 X 70% [154]
BN/Bi $ 3, 31 hepatocyty X 160% [155]
F-344 3 3, 6, 12, 18 hepatocyty | 44% [30J
18, 30 / 18% [30J
DA/Han 3 1, 24-28 bezkomérkowy [/ 56% (43]
Wistar O  10-13, 24-30  bezkomérkowy [ 45% [31j
Sp.-D. 3 6, 12, 18, 24  bezkomoérkowy [ 75% [17]
24, 36 | 210% [17]
Sp.-D. 3 6, 12, 24 bezkomérkowy [/ 30% [164]
24, 36 / 18% [164]
F-344 3 6, 12, 24 bezkomérkowy [/ 37% [164]
24, 32 | 21% [164
WAG/RIj o 3 12 24 bezkomérkowy [/ 45% [28]
24, 36 ! 50% [28]
Wistar 3 15, 17 bezkomérkowy  bez zmian [27
Myszy:
C57BL/6J 3 9, 30 bezkomadrkowy X 47% [90]
C57BL/6J 3 14, 27 bezkomérkowy 24% [81]
C57BL/6J 3 1-3, 18-24 bezkomérkowy 60% [96]
ddy 3 3, 26 bezkomérkowy 30% [98]
ddy 3 2-5, 20-27 bezkomérkowy 35% [105]
C57BL o} 3, 25 bezkomérkowy 10% [102]
C57BL/6J [e] 3, 6, 27 mitochondria — 45% [3]

bezkomérkowy

Izolowane hepatocyty lub uktady bezkomérkowe, zawierajagce mikroso-
my lub polisomy i rozpuszczalne sktadniki aparatu translacji obecne w cy-
tozolu, inkubowano w obecnosci 14C-leucyny, a nastepnie oceniano wielkos¢
pietna w kwasnych ekstraktach lub w rozpuszczonym materiale komoérko-
wym.

| oznacza spadek, a / wzrost w syntezie biatka miedzy skrajnie poto-
zonymi w danej linii grupami wiekowymi o odsetek wielkos$ci syntezy biat-
ka stwierdzonej w grupie mtodych zwierzat.

Oznaczenia skrotéw: Sp.-D. — Sprague-Dawley, F-344 — Fischer 344
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grupe zwierzat o szczegllnych ,dtugowiecznych” wiasciwosciach, wsku-
tek czego bezpodstawne byloby zaliczanie ich do populacji osobnikéw
normalnie sie starzejagcych (jedynie 10°0 samic szczura rasy WAG/RIj
dozywa wieku 36 miesiecy [152]).

1.1.1 Synteza specyficznych biatek w watrobie gryzoni

Rezultaty badan dotyczacych wytwarzania charakterystycznych dla
watroby rodzajow biatek przedstawiono w tab. 2. Z przytoczonych da-
nych wynika, ze wraz z rosngcym wiekiem w watrobie szczura docho-

TABELA 2

Synteza specyficznych dla watroby rodzajéw biatek w trakcie starzenia szczura

Wiek Charakter Pismien-

Rodzaj biatka Rasa i pte¢ L . .
(miesiace) zmiany nictwo

Izolowane hepatocyty

albumina WAG/Rij ? 3, 12 N 40% [153]
12, 36 /| 133% [153]

Uktady bezkomérkowe

albumina WAG/Rij ? 3, 12 bez zmian [61J
12, 24 I 34% [61]
albumina F-344 < 15, 24 P 50% [27]
transferyna sp.-D. g 6, 12» A 83% [173
12, 30 NOT6% [17]
a2,j.-globulina F-344 < 3, 20 P 50% [128]
20, 30 90% [128]

dzi do wzrostu [61, 153] lub do spadku syntezy pewnych rodzajow biat-
ka [17, 126, 159]. Ze wzgledu na fizjologiczng role albumin oraz na ich
znaczny iloSciowy udziat w ogdlnoustrojowej produkcji biatka [55] szcze-
golnie interesujgce wydaje sie wykazanie ich podwyzszonej syntezy
w watrobie starych szczuréw [27, 153]. Stwierdzono, ze zjawisko to spo-
wodowane jest zwiekszeniem zawartosci w watrobie specyficznego dla
albouminy mRNA [61, 110]; wzrost ten miat miejsce we frakcji poli
(A)~-RNA oraz we frakcji polirybosoméw zwigzanych z btonami. Po-
niewaz w organizmach starych szczuréw rasy WAG/Rij nie zaobserwo-
wano ani wzmozonej proteinurii, ani wzrostu utraty albumin przez $cia-
ny przewodu pokarmowego [60], nasilenie wiec watrobowej syntezy al-
bumin wydaje sie odpowiedzig kompensacyjng wobec rosngcej z wie-
kiem niespecyficznej endocytozy albuminy w watrobie, nerkach, S$le-
dzionie i jelitach [62].
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1.1.2. Mechanizmy odpowiedzialne za obnizenie produkcji biatka w trak-
cie starzenia

Modyfikacje aparatu translacji. Dane zawarte w tab. 1 przedstawia-
ja wplyw starzenia na wielko$¢ syntezy biatka nie tylko w izolowanych
hepatocytach szczura, ale réwniez w uktadach bezkomdérkowych, ktére
zawieraty wyizolowane z watroby polirybosomy i inne elementy uktadu
translacji. Mimo ze produkcje biatka w tych syntezach cechuje niewiel-
ka wydajno$¢ w poréwnaniu z syntezg in vivo (ok. 1°/g wg [167]), to

TABELA 3

Wptyw starzenia na uktad translacji w watrobie myszy i szczura

Rodzaj zmiany PiSmiennictwo
Rybosomy:

wzrost liczby pojedynczych rybosomoéw [28®, 85®, 156m]
wzrost liczby matych polisoméw i spadek liczby

duzych polisoméw 191% 156m]
spadek lub brak zmian liczby rybosomoéw aktyw-

nych w procesie translacji [82m, 1023]
brak zmian termostabilno$ci rybosomoéw [98m]
zmiana struktury wysokooczyszczonych polisoméw [135®, 156"
wzrost liczby wolnych podjednostek 40S

w cytoplazmie [98m]
zmniejszenie agregacji polisoméw z mRNA [85)]

Kwasy rybonukleinowe:

zmiany w strukturze rRNA [156m]
spadek zawarto$ci tRNA [31®, 156% 157@)
zmniejszone wigzanie aminokwaséw przez

wiekszo$¢ rodzajow tRNA [31®, 43®, 44®, 92®, 157®]
spadek aktywnosci syntetaz aminoacylo-tRNA [31®, 44®, 146®]
wzrost o 20-30% liczby nieaktywnych czasteczek

syntetaz aminoacylo-tRNA [145m>® 146®)]
zmniejszenie metylacji tRNA [92®)]

Inne elementy i aktywnos$ci uktadu translacji:

spadek o 30-40% aktywnos$ci EF-la [96®)]
brak zmian w aktywnos$ci EF-2a [96®]
wzrost o 1025% czasteczek nieaktywnego EF-2 [147Tm>@
spadek o 15-20% szybkos$ci tworzenia kompleksu

inicjacji [105m]

spadek o 40-80% szybkosci wydtuzenia tancucha
polipeptydowego przy braku zmian szybkosci
inicjacji i terminacji [14% 43®)]
a EF-1, EF-2 — czynnik elongacji —1 i —2, m®> * oznacza, ze badania
przeprowadzono na myszach lub szczurach.
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jednak badania tego typu dostarczyty cennych informacji o charakte-
rze zmian zachodzacych w ukiadzie biosyntezy biatka w trakcie starze-
nia sie organizméw. Towarzyszace starzeniu modyfikacje aparatu trans-
lacji w watrobie myszy i szczura przedstawiono w tab. 3.

Na podstawie nowszych badan [91, 135, 146] przypuszcza sie, ze
obserwowane modyfikacje struktury i funkcji rybosoméw oraz tRNx\
i syntetaz aminoacylo-tRNA sg jedynie w niewielkim stopniu odpowie-
dzialne za zwigzany ze starzeniem spadek syntezy biatka w watrobie
gryzoni. Wieksze znaczenie przypisuje sie znacznemu zmniejszeniu szyb-
kosci wydtuzania taricucha polipeptydowego w uktadzie translacyjnym
pochodzacym z watroby starych myszy [14] i szczurow [43].

Wptyw wieku na transkrypcje RNA i strukture chromatyny. Spadek
produkcji biatka w watrobie starych zwierzagt moze by¢ réwniez spo-
wodowany zmianami na poziomie transkrypcji RNA. NajczeSciej stoso-
wang w badaniach gerontologicznych metodg okres$lania wielko$ci trans-
krypcji byt pomiar wigczania znakowanych radioaktywnie prekursoréw
do RNA izolowanych jader komérkowych, mimo iz zdawano sobie spra-
we z tego, ze pomiary takie niekoniecznie musiaty odzwierciedla¢ rze-
czywistg szybko$¢ syntezy RNA. (Wiadomo bowiem, ze wielko$¢ inkor-
porowanej do RNA radioaktywnos$ci zaleze¢ moze takze od procesu wy-
chwytywania prekursoréw ze S$rodowiska.) Dane przedstawione w tab. 4

TABELA 4

Wptyw starzenia na synteze RNA w watrobie myszy i szczuréw

Uktad doswiadczalny, Wiek Wielkos$é PiSmien-
gatunek, rasa i ptec (miesigce) zmiany nictwo

Jadra komoérkowe

Szczury: Fischer 344 $ 13, 31 V 36% [25]
Fischer 344 a 0,5, 4, 11, 27 + 46% [88]
Sprague- $ 4, 6, 12, 16, 18, 24 N T75% [16]
-Dawley

Myszy: C57BL/6J $ 6, 30 33% [89]
nie podano 1, 25 43% [36]
C57BL/6J ? 3, 25 50% [18]

Skrawki watroby

Szczur:  Wistar a 12, 31 12% [8]

Mysz:  C57BL/6J a 3, 28 N 11% [8]

Izolowane hepatocyty

Szczur: Fischer 344 $ 12, 30 N 3T% [78]
Fischer 344 ? 12, 19, 30 40% [122]

jl oznacza spadek o warto$¢ stanowiaca odsetek wielkoséci transkrypcji
u zwierzat mtodych lub dojrzatych; a pici zwierzat nie podano.
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wskazujg, iz aktywno$¢ transkrypcyjna w watrobie starych gryzoni jest
0 ok. 40-50% nizsza niz zwierzagt miodych lub dojrzatych. Przyczyny
tego zjawiska poszukiwano w zachodzacych wraz z wiekiem zmianach
w syntezie poszczeg6lnych rodzajow RNA, w strukturze mRNA, za-
wartosci specyficznych rodzajow mRNA i aktywnosci enzymdw uczest-
niczagcych w metabolizmie RNA (tab. 5).

TABELA 5

Zmiany w aparacie transkrypcji RNA w trakcie starzenia

Charakter zmiany Plémien-
nictwo
Szczur:

spadek syntezy hnRNA wigkszy niz spadek syntezy rRNA,

5SrRNA, tRNA [88]
spadek o 40% syntezy catkowitego RNA i poliadenylowanego

RNA [122]
4-krotne zwolnienie degradacji poliadenylowanego RNA [971
brak zmian w strukturze i aktywnoS$ci translacyjnej poli(A)+

RNA [11]
obecno$¢ pewnych rodzajéow mRNA w watrobie wylacznie

miodych, innych rodzajow mRNA — wytgcznie starych

szczurow [26]
zawarto$¢ specyficznych rodzajow mRNA:

wzrost mRNAalbuminy [61]
spadek mMRNA a2n-globuliny [126]
brak zmian mRNA trzech czynnikéw uktadu dopetniacza

i mMRNA ai-kwasnej glikoproteiny [127]
zwolnienie tempa inicjacji syntezy RNA [95]

Mysz:

brak zmian aktywnosci rybonukleazy [18]
brak zmian aktywnos$ci polimerazy I i Il [9]
spadek aktywnosci polimerazy IlI [9]

Wydaje sie, ze wystepujace w watrobie starych zwierzat obnizenie
aktywnosci transkrypcyjnej nie jest bezposrednio spowodowane zmia-
nami w aparacie transkrypcji przedstawionymi w tab. 5 natomiast
mogtoby by¢é wywotane procesami zachodzacymi na poziomie chroma-
tyny. Istotnie, w odniesieniu do chromatyny wyizolowanej z watroby
szczura opisano zalezny od wieku spadek jej aktywno$ci matrycowej
[10], natomiast chromatyna watroby starych myszy syntetyzowata RNA
z takg sama wydajnoscia jak u miodych zwierzat [111]. W trakcie sta-
rzenia sie szczurow dochodzi do spadku wrazliwosci chromatyny watro-
by na denaturacje cieplng [10, 117, 161] oraz na kwas$ng hydrolize [104].
Mimo ze wzajemny stosunek ilosciowy wiekszosci rodzajow histondéw
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jest podobny w chromatynie starych gryzoni [93, 94], to jednak wraz
z wiekiem ros$nie w ich watrobie zawarto$¢ histonu HI [93, 94, 103].
Enzymatyczna degradacja chromatyny watroby myszy za pomocg
DNA-azy | i DNA-azy Il [45, 59], nukleazy mikrokokowej [45, 46] i nu-
kleazy Sl [35] nie wykazata réznic miedzy miodymi i starymi zwierze-
tami. Chociaz przedstawione dane $wiadczg o stosunkowo niewielkim
wpltywie starzenia na strukture chromatyny w watrobie gryzoni, to
jednak wystepowanie pewnych zmian moze by¢ jednym z czynnikéw
odpowiedzialnych za zwigzane z wiekiem obnizenie watrobowej synte-
zy RNA. Jak wiadomo, jedynie niewielka cze$¢ genomu w komorkach
Eucaryota jest aktywna w procesie transkrypcji [171] i zalezne od wie-
ku zmiany w strukturze chromatyny zawierajacej aktywne fragmenty
genomu moga by¢ niemozliwe do wykrycia za pomoca dostepnych me-
tod analitycznych.

Innym czynnikiem, ktéry moze powodowac spadek syntezy RNA,
mogtoby by¢ wystepujace w trakcie starzenia zmniejszenie zdolnosci
hepatocytéw do zachowania integralnosci ich genomu. Wykazano, ze
w naswietlanych promieniami ultrafioletowymi izolowanych komérkach
watrobowych szczura naprawa DNA przebiegata najbardziej efektyw-
nie w hepatocytach osobnikéw w wieku 12 miesiecy, znacznie stabigj
w komorkach szczuréw w wieku 6 lub 19 miesiecy, w hepatocytach za$
32-miesiecznych zwierzat naprawa uszkodzen DNA byta minimalna
[118]. Rowniez inni autorzy wykazali towarzyszace starzeniu obnizenie
efektywnosci naprawy uszkodzen DNA w hepatocytach [70] i watrobie
szczura [108], Brak jest danych o wptywie starzenia na replikacje DNA
w komorkach watrobowych, chociaz stwierdzono, ze polimerazy DNA
u i B, wyizolowane w oczyszczonej postaci z watroby miodych i starych
myszy, wykazywaty wiele identycznych witasciwosci fizykochemicznych
i kinetycznych [133].

1.2. DEGRADACJA BIALEK W WATROBIE

1. 2. 1 Katabolizm biatek i cykl mocznikowy

Jak juz wspomniano, w hepatocytach przebiegajg nie tylko procesy
syntezy biatek, ale rowniez procesy ich intensywnej degradacji. Stan
odzywienia organizmu jest gtownym czynnikiem, ktéry reguluje wiel-
kos¢ tych przeciwstawnych przemian [101]. Wielko$¢ rozpadu endo-
i egzogennych biatek w 3-dniowych hodowlach hepatocytow mitodych,
dojrzatych i starych myszy byla jednakowa we wszystkich grupach
wiekowych; wraz z wiekiem nie zmieniat sie takze zakres stymulacji
katabolizmu biatka przez glukagon oraz stopien jego supresji przez insu-
ling [21].
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Lavie i wsp. [84] porownywali szybko$¢ degradacji biatek w watro-
bie mtodych i starych myszy poprzez okre$lanie pietna zawartego w biat-
kach wyekstrahowanych z poszczegélnych frakcji homogenatu watroby
po 4 godz. lub po 1, 3 lub 5 dniu po podaniu dootrzewnowo radioaktyw-
nego dwuweglanu. Wykazane przez tych badaczy wydtuzenie okreséw
péttrwania tych biatek oraz stwierdzone przez nich wydtuzenie o 100%
okresu poOitrwania dekarboksylazy ornitynowej w watrobie starych my-
szy w porownaniu z miodymi zwierzetami [65] sugeruje, iz w trakcie
starzenia w watrobie myszy znacznemu obnizeniu ulega aktywno$¢ pro-
teolityczna.

W organizmach ssakow hepatocyty sg jedynymi komodrkami, w kté-
rych przebiegajg wszystkie reakcje cyklu mocznikowego. W swoich ba-
daniach [74] wykazaliSmy, ze wielko$¢ syntezy mocznika ze zrédet endo-
i egzogennych byta zblizona w izolowanych hepatocytach mtodych i sta-
rych szczuréw. Poniewaz glukagon i adrenalina w jednakowym stopniu
stymulowaty produkcje mocznika w komérkach watrobowych mitodych
i starych zwierzat, uwazamy wiec, ze w watrobie szczura zdolno$¢ he-
patocytow do efektywnej syntezy mocznika nie zmienia sie w trakcie
starzenia.

1.2.2. Udziat hepatocytéw w zjawiskach endocytozy

Procesy zwigzane z wychwytywaniem przez komorki z otoczenia roz-
nych makroczgsteczek oraz z ich dalszymi przemianami staty sie w ostat-
nim dziesiecioleciu przedmiotem intensywnych badan. Wykazano, ze
w komorkach gwiazdzistych (Kupfera) watroby ssakéw zachodzi lizoso-
malna degradacja wielu substancji, ktére w wiekszosci wchianiane sa
przez nie na drodze endocytozy biernej [66], Hepatocyty za$ wchtaniaja
wiele biatek za posrednictwem receptordw powierzchniowych [20]. Do
biatek, ktore transportowane s przez cytoplazme hepatocytdw z osocza
krwi do zoéici, nalezy takze immunoglobulina A, ktéra petni istotng role
w neutralizacji antygenéw wnikajagcych do organizmu drogg przewodu
pokarmowego [86, 151]. W warunkach in vivo wykazano, ze szybkos¢
wydzielania do zo6ici znakowanej radioaktywnie IgA byta 6-krotnie niz-
sza w grupie szczurow dojrzatych lub starych niz u osobnikéw mitodych
[131]. Przyczyna tego zjawiska zwigzana jest z upo$ledzeniem wewnatrz-
komérkowej translokacji IgA z bieguna naczyniowego hepatocytéw do
ich bieguna zo6iciowego [131]. Znaczenie tej zmiany dla funkcjonowania
uktadu immunologicznego w starzeniu nie jest jeszcze wyjasnione.

Heil i wsp. [57] oceniali procesy wychwytywania i wewnatrzkomor-
kowej degradacji przez populacje hepatocytow, komérek Kupfera i ko-
morek sréddbtonka znakowanej radioaktywnym pietnem albuminy, ktéra
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uprzednio podano dozylnie miodym, dojrzatym i starym szczurom. Wy-
niki ich badan $wiadczg o tym, ze w trakcie starzenia sie dochodzi do
zmniejszenia zdolnosci tych komdrek do wychwytywania z krwi przy-
najmniej niektérych antygendéw i do ich rozktadu do substancji aktywnie
uczestniczacych w odpowiedzi immunologicznej.

2. WPLYW STARZENIA NA METABOLIZM LIPIDOW

W atroba spetnia centralng funkcje w metabolizmie lipidow stano-
wigc gtowny narzad, w ktérym przebiega synteza cholesterolu i kwasow
z6kciowych oraz synteza i utlenianie kwaséw tluszczowych. Ponad to
watroba syntetyzuje lipoproteiny i wydziela je do krwi, a takze usuwa
je z krwiobiegu. Z tych wzgleddw wptyw wieku na przebieg przemiany
lipidowej stat sie przedmiotem licznych badan. Juz na wstepie nalezy
jednak podkresli¢ znaczenie czynnikow genetycznych dla wystepowa-
nia istotnych roznic tak w nasileniu zmian w przemianach lipidow, jak
i w fazie zycia zwierzat, w ktorej sie te zalezne od wieku zmiany rozpo-
czynaja.

W tab. 6 zestawiono dane dotyczace wpitywu starzenia na zawartosé
i metabolizm lipidow w watrobie szczura. Wraz z wiekiem dochodzi do
zmniejszenia watrobowej syntezy cholesterolu, przy czym nie zawsze
spowodowane jest to spadkiem aktywnosci kluczowego enzymu w pro-
cesie syntezy cholesterolu — reduktazy HMGCoA. Poniewaz w trakcie
starzenia szczurow dochodzi do wzrostu stezenia cholesterolu w surowi-
cy krwi [23, 24, 38, 140, 177], mozna wiec przypuszczac, ze zjawisko to
spowodowane jest zaleznymi od wieku modyfikacjami metabolizmu cho-
lesterolu w pozawatrobowych tkankach i narzadach. Wydaje sie takze,
ze obnizone wydzielanie kwaséw zo6tciowych, mimo braku zwigzanych ze
starzeniem zmian w aktywnos$ci 7«-monooksygenazy cholesterolu, jest
zjawiskiem wtornym w stosunku do zmniejszonej, u starych zwierzat,
watrobowej syntezy cholesterolu [83, 142],

Inna sytuacja ma miejsce w trakcie starzenia sie ludzi. Einarsson
i wsp. wykazali, ze z wiekiem dochodzi u ludzi do wzrostu watrobowej
syntezy cholesterolu, do spadku produkcji kwaséw zéiciowych i do
zmniejszenia puli kwasu cholowego [40], przy czym aktywnos$é watrobo-
wej reduktazy HMGCo0A nie ulegata zmianie [2]. Procesy te doprowa-
dzajg do zwiekszonego wysycenia zétci cholesterolem i, zdaniem auto-
réow, moga by¢ przyczynag czestszego wystepowania kamieni cholestero-
lowych w organizmach starych ludzi [40].

Mimo ze zmiany w metabolizmie lipidéw sa jednym z waznych
tzw. czynnikéw ryzyka rozwoju miazdzycy naczyn, dane dotyczgce wpty-
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TABELA 6

Wplyw starzenia na zawarto$¢ i na metabolizm lipidow w watrobie szczura

Rodzaj zmiany

Zawarto$¢ w watrobie

. Cholesterol:

wzrost wraz z wiekiem (Wistar)

brak zmian po osiaggnieciu okresu dojrzatosci (Sp.-D.a,
F-344a, Wistar)

. Tréjglicerydy

znaczny wzrost (Wistar, F-344)

. Fosfolipidy

brak zmian z wiekiem, ale w kazdym okresie zycia
réznice wewnatrzgatunkowe (Sp.-D., F-344)
Przemiana cholesterolu

spadek syntezy cholesterolu (Sp.-D., F-344, Wistar)
znaczna redukcja cholesterogenezy gtéwnie

w pierwszym roku zycia zwierzat (F-344)

spadek aktywnosci reduktazy HM GCoA1L (F-344)
wzrost aktywnos$ci reduktazy HMGCoA (Sp.-D.)
brak zmian aktywnos$ci reduktazy HMGCoA (Wistar)

Przemiana kwasow zoiciowych

spadek wydzielania kwasoéw zétciowych do zétci (Wistar,
Sp.-D.)

spadek watrobowej syntezy kwaséw zoétciowych (Wistar)

spadek aktywnosci 7a-monooksygenazy cholesterolu (Wistar)

lub brak zmian aktywnos$ci (Sp.-D., F-344)

brak zmian w proporcjach molarnych gtéwnych sktadnikow
z6kci (Wistar)

. Trojglicerydy

wzrost syntezy w izolowanych hepatoctach (Sp.-D.)

oraz w watrobie (F-344)

aktywnos$¢ karboksylazy acetylokoenzymu A oraz syntetazy
kwaséw ttuszczowych: brak zmian (Sp.-D.)

staly wzrost wraz z wiekiem (F-344)

obnizona synteza cial ketonowych z kwaséw ttuszczowychO

. Fosfolipidy

brak zmian aktywnos$ci sfingomielinazy i kinazy cholinowej
(Sp.-D., F-344)

brak zmian w wielko$ci syntezy dwuhydrosfingozyny
W nawiasach podano rase zwierzat; oznaczenia

F-344 Fischer 344, » HMGCoA —
¢ myszy szczepu C57BL.
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wu wieku na przemiane ttuszczowcéw tak w watrobie, jak i w tkankach
pozawatrobowych majg ciagle charakter fragmentaryczny. Wydaje sie,
ze problematyka ta wymaga podjecia bardziej intensywnych i systema-

tycznych badan, szczegdlnie w odniesieniu do ludzi.

3. METABOLIZM WEGLOWODANOW

Watroba odgrywa kluczowg role w przemianach weglowodanéw, po-
niewaz od przebiegajacych w hepatocytach procesow metabolicznych
zalezy w fizjologicznych warunkach utrzymywanie prawidtowego ste-

TABELA 7

Wptyw starzenia na aktywnos$¢ niektérych enzyméw zwigzanych z metabolizmem weglowodanéw

Rasa i ple¢

zwierzat

Szczur
Sp.-D.a
Sp.-D.

Wi istar 3i9

Sp.-D.
F-344a
Sp.-D.
W istar
F-344

BN/Bi
F-344

W istar 3

W istar
W istar
Sp.-D.
Sp.-D.

Mysz
C57BL
C57BL/6J
C57BL/6J
C57BL/6
H6D 2F j
C57BL/6J

Aktywnos$ci enzymatyczne oceniano w homogenatach watroby;

3
3

WEWWwwww

©

c.ooo@c.o

9
9
9
3
3

3

Wiek

6,
6,
10,

© U WO WWw W NW W

10,

ley, F-344 — Fischer
enzymu

o aktywnos¢

lub / — wzrost o odsetek wielkosci w grupie miodych zwierzat,

nodci z wiekiem.

(miesigce)

24
24
17
24
24
34
24
24
24
28
28
24
27
18
24

24
28
30
30
29
36

344, » PEP

w watrobie gryzoni

Nazwa enzymu

syntetaza a glikogenu
fosforylaza b glikogenu
karboksykinaza PEPb
dehydrogenaza G-6-P®
dehydrogenaza G-6-Pc
fosfataza G-6-P

fosfataza G-6-P

fosfataza G-6-P

fosfataza G-6-Pd

aldolaza B

aldolaza B

dehydrogenaza sorbitolowa
dehydrogenaza mleczanowa
aminotransferaza tyrozyny
aminotransferaza tyrozyny

karboksykinaza PEP
aldolaza B
aldolaza B
aldolaza B
aldolaza B

izomeraza glukozofosforanowa

— fosfoenolopirogronian, « G-6-P

oceniano w homogenatach izolowanych hepatocytéw;
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zenig glukozy we krwi — cukru niezbednego do funkcjonowania wielu
tkanek [55]. Wptyw starzenia na te przemiany poznany jest w niewiel-
kim stopniu [33, 41]. Zawarto$¢ glikogenu w watrobie starych szczuréw
[48, 75, 77, 177] i myszy [137] zblizona jest do obecnej u dojrzatych lub
mtodych zwierzat. Wptyw starzenia na aktywnos$¢ niektérych enzymodw
uczestniczacych w metabolizmie cukrowcow przedstawiono w tab. 7.

W badaniach nad wydajnosciag procesu glukoneogenezy w izolow®-
nych hepatocytach mtodych i starych szczuréw wykazalisSmy, ze w wa-
runkach podstawowych synteza glukozy przebiega z jednakowg szyb-
koscig w obydwu grupach wiekowych. W warunkach inkubowania hepa-
tocytow w obecnosSci glukagonu Ilub adrenaliny zaobserwowalismy
zmniejszong stymulacje glukoneogenezy przez glukagon (ale nie przez
adrenaline) w hepatocytach starych szczuréw; defekt ten spowodowany
byt prawdopodobnie zmianami na poziomie mitochondriéow [73]. W dal-
szych badaniach stwierdziliSmy natomiast, ze rozkiad glikogenu byt sil-
niej stymulowany przez adrenaline (ale nie przez glukagon) w izolowa-
nych hepatocytach starych szczuréw niz w komorkach miodych zwie-
rzat [75]. Wyniki naszych prac wskazujg wiec na to, ze zachodzgce
w trakcie starzenia zmiany we wplywie hormondéw na rdzne procesy
metaboliczne mogag mie¢ rézny charakter, co jest zapewne zwigzane
z mechanizmami stymulacji danej drogi metabolicznej.

Wydaje sie, ze uwidocznione w tab. 7 rozbieznosSci w ocenie wptywu
starzenia na aktywno$¢ niektorych enzyméw (wzrost lub spadek z wie-
kiem) spowodowane sg réznicami genetycznymi w obrebie gatunku,
a niekiedy takze roznicami metodycznymi.

4. WPLYW STARZENIA NA STRUKTURE BLONY KOMORKOWEJ ORAZ
NA RECEPTORY HORMONALNE HEPATOCYTOW

Zmiany fizykochemicznego stanu bton komoérkowych mogag w istotny
sposob wptywaé na funkcje komédrek [130, 136]. Przypuszczenie, iz ko-
morki starych organizmdédw w niedostateczny sposdb zabezpieczone sg
przed szkodliwym dziataniem wolnych rodnikdw stato sie podstawa za-
proponowanej przez Zsy-Nagy tzw. btonowej hipotezy starzenia [179].
W trakcie doswiadczalnej weryfikacji tej koncepcji wykazano, ze starze-
niu szczura towarzyszy spadek biernej przepuszczalnosci dla potasu izo-
lowanych z watroby bton komdérkowych, co doprowadza do wzrostu
wewnatrzkomorkowej zawartosci tego jonu [178]. O usztywnieniu struk-
tury bton komdrkowych watroby starych zwierzat Swiadczg dane uzyska-
ne za pomoca réznych technik badawczych: obnizenie statej dyfuzji bia-
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tek w blonie komorkowej hepatocytéw [180], wzrost tzw. parametru
uporzadkowania [109, 115], podwyzszenie stosunku cholesterol/fosfoli-
pidy oraz biatko/fosfolipidy [115]. Mozna przypuszczaé, ze towarzyszgce
starzeniu zmiany wiasciwosci bton komdrkowych hepatocytow moga
mieé¢ wazne znaczenia dla stanu receptoréw hormonalnych, zlokalizo-
wanych w tych btonach. Badania dotyczgce wpiywu wieku na jeden
z najlepiej scharakteryzowanych systeméw receptorowych, receptor
beta-adrenergiczny, i na $cis$le z nim zwigzany uklad cyklazy adenylo-
wej, generalnie wskazujag na obnizenie efektywnos$ci stymulacji beta-
-adrenergicznej w wielu narzgdach [49, 58, 125, 129]. Interesujgcg sSy-
tuacje zaobserwowano w watrobie szczura: wraz z wiekiem stale rosta
ilos¢ receptoréw beta-adrenergicznych, ale réwnolegty wzrost stymulo-
wanej przez adrenaline aktywnos$ci cyklazy adenylowej towarzyszyt mu
jedynie do po6znej dojrzatosci — u starych zwierzat aktywnosé cyklazy
pozostawata na tym samym poziomie co u szczurow w wieku 18 mie-
siecy [34]. Przyczyng tego zjawiska jest zmienione w watrobie starych
zwierzat oddziatywanie miedzy czasteczkami receptora beta-adrenergicz-
nego a regulatorowym biatkiem N, uczestniczacym w aktywacji cyklazy
adenylowej. Zmiana tego oddziatywania spowodowana jest, zdaniem au-
toréw, zwigzanymi ze starzeniem modyfikacjami w strukturze bton ko-
mdrkowych [34], natomiast stymulowana przez glukagon aktywnos¢
watrobowej cyklazy adenylowej nie ulegata zmianom w trakcie starze-
nia sie szczura [34, 69].

W bionach komérek watrobowych zlokalizowane sg m.in. receptory
hormonow polipeptydowych. W watrobie szczura ilo$¢ receptoréw glu-
kagonu [34, 56] i insuliny [56] nie ulega wraz z wiekiem zmianom.
Wptyw za$ starzenia na cytoplazmatyczne receptory hormonéw stery-
dowych przejawia sie w zréznicowany sposob: stwierdzono wzrost ilosci
receptor6w deksametazonu w watrobie szczura [68, 124] i myszy [137]
oraz znaczny spadek iloSci cytoplazmatycznego biatka wigzacego andro-
gen w watrobie samcéw szczura [128], Watrobowe receptory glukokor-
tykoidéw mitodych i starych szczurow charakteryzujg sie podobnym po-
winowactwem oraz zblizonymi wilasciwosciami fizykochemicznymi [68,
76, 124], Wraz z wiekiem natomiast ulega stopniowemu zmniejszeniu
ilos¢ kompleksow hormonsterydowych-receptor cytoplazmatyczny, ktore
ulegajg wigzaniu z izolowanymi jadrami komérek watrobowych; zjawisko
to mogto wskazywa¢ na obnizong aktywacje genomu przez hormony
sterydowe w watrobie starych szczuréw [76]. Poniewaz hormony re-
gulujg przebieg wielu podstawowych procesow fizjologicznych, wy-
jasnienie mechanizmoéw ich dziatania w organizmach starych ludzi
i zwierzat wymaga wiec dalszych badan zaréwno na poziomie moleku-
larnym i subkomdrkowym, jak i na poziomie narzagdéw i calego ustroju.
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5. WPLYW WIEKU NA FUNKCJE MITOCHONDRIOW WATROBY

Wplyw starzenia na wytwarzanie energii w komdrkach watrobowych
okre$lano poczatkowo przez pomiary zuzycia tlenu przez skrawki watro-
by umieszczone w aparacie Warburga. Te wczesne prace przyniosty
sprzeczne wyniki; stwierdzono bowiem zardwno brak zmian [7], jak
i spadek aktywnos$ci oddechowej skrawkéw watroby starych szczuréw
w stosunku do miodych zwierzat [123], Poczawszy od pionierskiej w dzie-
dzinie badanA gerontologicznych pracy Weinbacha i Garbusa [169], wielu
innych autoréw badato wpltyw wieku na zuzycie tlenu przez izolowane
mitochondria réznych narzadéw [54]. W badaniach tych okre$lano szyb-
ko$¢ oddychania w stanie 3 (tj. w sytuacji, kiedy substraty, ADP i tlen
obecne sg w S$rodowisku inkubacyjnym w wystarczajgcej ilosci) oraz
w stanie 4 (woéwczas stezenie ADP jest czynnikiem, ktéry ogranicza
szybkos$¢ oddychania). Ponadto ze stosunku zuzycia tlenu w stanie 3 do
wielko$ci zuzycia tlenu w stanie 4 wyznaczano tzw. wspdiczynnik kon-
troli oddechowej.

Wyniki dotychczasowych badan wskazuja, ze zuzycie tlenu w stanie

TABELA 8

Wptyw starzenia na utlenianie substratow w stanie 3 w izolowanych mitochondriach watroby
gryzoni
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W istar n.p. <= 31% [54]
Chomik
n.p. 3 13, 20 S1% [64]
Mysz
C57BL/6J 3 10, 25 < / 136 [170]
C57BL 3 6, 30 <> [175]
Sp.-D. — szczury rasy Sprague-Dawley; n.p. — rasy lub pici zwierzat nie podano;

| oznacza spadek, brak zmian w zuzyciu tlenu wraz z wiekiem.
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4 przez izolowane mitochondria watroby starych szczuréw [47, 169] i my-
szy [170] jest takie same jak w mitochondriach dojrzatych i miodych
zwierzat. Wystepowanie zaleznych od wieku réznic w szybkosci oddy-
chania w stanie 3 zalezalo — jak obrazujg to dane przedstawione w tab.
8 — od rodzaju substratu. Wielko$s¢ wspétczynnika oddechowego dla
wiekszosci substratéw utlenianych przez izolowane mitochondria watro-
by gryzoni nie ulega w trakcie starzenia zmianom, poza takimi sytuacja-
mi, gdzie dla pewnych substratow stwierdzono spadek zuzycia tlenu
w stanie 3. Za pomocg elektrody tlenowej wykazano, ze zawiesiny he-
patocytéw izolowanych z watroby miodych, dojrzatych i starych szczu-
row oddychajg z podobng intensywnos$cig [19, 150], co wskazuje na za-
chowanie wraz z wiekiem czynnosciowej integralnosci mitochondriow
w komdérkach migzszowych watroby.

Tabela 9 przedstawia dane dotyczace wptywu starzenia na aktywnos$é
niektérych enzymdéw mitochondrialnych. Mimo fragmentarycznego za-
kresu przeprowadzonych dotad badan réwniez i tutaj uwidaczniaja sie

TABELA 9

Wplyw starzenia na aktywno$¢ niektérych enzyméw mitochondrialnych w watrobie gryzoni
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CFN $ 3, 24 H <> ! 94% [71]
F-344 9 8, 29 M [162]
H 40% [162]
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C57BL (<] 6, 30 M < [175]
H [175]
C57BL/6J 9o 10, 24 M A 19% [170]
H N 20% [170]
Aktywnos$ci enzymatyczne oceniano w izolowanych mitochondriach watroby — M, albo
w homogenatach watroby — H; » Sp.-D. — Sprague-Dawley, F-344 — Fischer 344, / oznacza

wzrost, / — spadek, brak zmian aktywnos$ci z wiekiem.
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zarbwno wewnatrz-, jak i miedzygatunkowe r6znice w kierunku zwig-
zanych z wiekiem zmian aktywnos$ci enzymatycznych (oksydaza cyto-
chromowa, dehydrogenaza izocytrynianowa NAD+-zalezna). Spadek
w trakcie starzenia aktywnos$ci oksydazy cytochromowej obserwowany
woéwczas, gdy aktywno$¢ oceniano w homogenatach watroby, oraz jed-
nakowy poziom aktywno$ci w izolowanych mitochondriach mitodych,
dojrzatych i starych szczuréw sg, zdaniem autorow, wyrazem obnize-
nia wraz z wiekiem ilosci mitochondriéw zawartych w jednostce masy
watroby [162].

Badania sktadu lipidow w izolowanych mitochondriach watroby
szczura wykazaty, ze w trakcie starzenia dochodzi w nich do wyraznego
wzrostu zawartosci cholesterolu [51, 87, 163] oraz do spadku catkowitej
zawartosci fosfolipidow [51]. Zalezne od wieku zmiany w poszczeg6l-
nych klasach fosfolipiddw wyrazone byty przez znaczne obnizenie za-
wartosci kardiolipiny [51, 163] oraz fosfatydyloetanolaminy [51], w po-
rownaniu za$ z mtodymi zwierzetami udziat fosfatydylocholiny w mito-
chondriach watroby starych szczurow rasy Sprague-Dawley byt wyzszy
[51], a szczurdw rasy Fischer 344 — nizszy [163]. Wzrost stosunku cho-
lesterol/fosfolipidy w mitochondriach starych szczurow moze wskazy-
waé na wystepujacy z wiekiem spadek piynnosci bton mitochondrial-
nych; zmiane takg istotnie wykazano za pomocg techniki polaryzacji
fluorescencji [87, 163].

Wydaje sie, iz na podstawie przytoczonych danych mozna stwier-
dzi¢, ze procesy starzenia w stosunkowo niewielkim stopniu uposledza-
ja funkcje mitochondriow w watrobie gryzoni.

6. WPLYW STARZENIA NA INNE PROCESY METABOLICZNE

6.1. METABOLIZM HEMU

Tempo biosyntezy hemu jest w watrobie regulowane przez aktyw-
no$¢ enzymu katalizujgcego pierwszg reakcje tego szlaku metaboliczne-
go — syntetazy kwasu delta-aminolewulinowego (ALAS). Kilka grup
badaczy wykazato, ze w trakcie starzenia w watrobie szczura znaczne-
mu obnizeniu ulega zaréwno spoczynkowa [1, 12, 114, 132], jak i indu-
kowana [114, 132] aktywno$¢ tego enzymu. Oceniana réwnoczes$nie ak-
tywnos$¢ oksygenazy hemowej, kluczowego enzymu w procesie degra-
dacji hemu, byta wyzsza w watrobie starych niz u mitodych osobnikow
[1, 12], Jednocze$nie zawarto$¢ hemu w mikrosomalnej frakcji homoge-
natu watroby byla obnizona w grupie starych samic szczuréw rasy
Fischer 344 [12] lub podobna w watrobie starych i miodych szczuréw
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rasy Sprague-Dawley [1]. Przytoczone dane wskazuja, ze w trakcie sta-
rzenia w watrobie szczura dochodzi do istotnych zmian w regulacji
wielko$Sci wewnatrzkomdérkowej puli hemu, co moze by¢ przyczyng ob-
nizonej zawartosci cytochromu P-450 w watrobie starych zwierzat [12]
oraz zredukowanej aktywnosci enzyméw uktadu mikrosomalnej mono-
oksygenazy [1, 12].

6.2. SYNTEZA PROSTAGLANDYN

Watroba jest jednym z wielu narzadéw, w ktdrych zachodzi synteza
biologicznie czynnych pochodnych kwasu arachidonowego. W trakcie
rozwoju i starzenia sie szczurdw rasy Sprague-Dawley wielko$¢ synte-
zy prostaglandyny PGE2i PGF2a w mikrosomach watroby pozostawata
na statym poziomie miedzy 1 a 15 miesigcem zycia, a u zwierzagt w wie-
ku 24 miesiecy byta nizsza o 40% [99, 100], natomiast w watrobie szczu-
row rasy Wistar synteza ta rosta miedzy 3 a 18 miesigcem zycia, a po-
tem juz nie ulegata zmianom [113]. Synteza PGD?2 zachodzita prawie
wytgcznie w niemigzszowych komorkach watroby, a wielko$¢ syntezy
tego zwigzku nie zmieniata sie wraz z wiekiem [113]. Fizjologiczne zna-
czenie zachodzacych z wiekiem zmian w wielkosci produkcji prostaglan-
dyn w watrobie szczura nie jest jasne, poniewaz w niedostatecznym
stopniu poznano ich role w czynnosciach komaérek watrobowych.

7. PODSUMOWANIE

W hepatocytach przebiega olbrzymia wiekszo$¢ procesow metabo-
licznych wiasciwych watrobie ssakéw. Synteza biatka w izolowanych
komorkach watrobowych szczura jest o ok. 50% nizsza u zwierzat sta-
rych niz u miodych lub dojrzatych. Mikrosomy izolowane z watroby
starych szczuréow lub myszy syntetyzujg srednio o 40 - 60% biatka mniegj
niz mikrosomy zwierzagt mitodych lub dojrzatych. Mimo iz procesom
starzenia towarzyszg liczne zmiany w wewngtrzkomorkowym aparacie
biosyntezy biatka, wydaje sie, ze gtownym czynnikiem, ktéry uposle-
dza wydajnosé procesu translacji w hepatocytach starych gryzoni, jest
znaczne obnizenie szybko$ci wydtuzania tancucha polipeptydowego, spo-
wodowane spadkiem aktywnosci pierwszego czynnika elongacji EF-1.
W trakcie starzenia szczuréw rasy Wistar dochodzi do wzrostu syntezy
albuminy w izolowanych hepatocytach z powodu zwiekszenia ilosci spe-
cyficznego dla albuminy mRNA, natomiast watrobowa synteza transfe-
ryny kilkakrotnie maleje w trakcie rozwoju i starzenia sie szczurow
rasy Sprague-Dawley. Obnizenie wielkosci syntezy biatka w watrobie
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starych zwierzat moze by¢ czeSciowo spowodowane przez zwigzany ze
starzeniem znaczny spadek aktywnosci transkrypcyjnej hepatocytow.
Wraz z wiekiem redukcji ulega zdolno$¢ hepatocytdw szczura do efek-
tywnej naprawy uszkodzen DNA.

W trakcie starzenia sie szczuréw w komorkach gwiazdzistych (Kup-
fera), w komdrkach s$rddbtonka zatok oraz w hepatocytach dochodzi do
spadku zdolnosci wychwytywania niektérych antygenéw biatkowych
z krwiobiegu i do metabolizowania ich do substancji czynnych biologicz-
nie. Wielko$¢ za$ syntezy mocznika jest jednakowa w izolowanych he-
patocytach miodych i starych szczurow tak w warunkach podstawo-
wych, jak i w trakcie stymulacji hormonalnej. Aktywnos$¢ proteolitycz-
na w stosunku do endo- i egzogennych biatek w watrobie myszy ulega
wraz z wiekiem znacznemu obnizeniu.

W zakresie przemiany lipidowej zaobserwowano zmniejszenie synte-
zy cholesterolu w watrobie starych szczurdéw i jej nasilenie w watrobie
starych ludzi, przy czym wraz z wiekiem nie zawsze wystepuje obnize-
nie aktywnos$ci reduktazy HMGCOoA. Starzeniu ludzi i szczurow towa-
rzyszy zjawisko zmniejszonej produkcji kwasow zo6tciowych. Wraz z wie-
kiem w watrobie szczura znacznie ro$nie zawarto$¢ trojglicerydéw, na-
tomiast zawarto$¢ i skiad fosfolipidéw nie ulega zmianom. Wplyw wie-
ku na rdézne aspekty metabolizmu lipidow w watrobie gryzoni w duzej
mierze uzalezniony jest od czynnikdw genetycznych.

Zawarto$¢ glikogenu w watrobie miodych i starych gryzoni jest zbli-
zona. Glukagon stabiej stymuluje glukoneogeneze w hepatocytach sta-
rych szczurébw w poréwnaniu z mtodymi zwierzetami, natomiast adrena-
lina silniej stymuluje glikogenolize w hepatocytach starych szczurow.
W trakcie starzenia dochodzi do modyfikacji w strukturze bton komor-
kowych watroby. W watrobie starych szczuréw znacznie ros$nie ilos¢
zwigzanych z btong komdrkowa receptoréw beta-adrenergicznych, przy
czym aktywno$¢ cyklazy adenylowej stymulowanej przez adrenaline
nie ulega proporcjonalnemu podwyzszeniu.

Wydaje sie, ze w miare starzenia sie gryzoni funkcja izolowanych
mitochondriéw watroby nie ulega powazniejszym zmianom, mimo ze
zaobserwowano réznice w zawartosci i w sktadzie fosfolipidow oraz w za-
wartosci cholesterolu. Wraz z wiekiem w watrobie szczura maleje pod-
stawowa i indukowana aktywno$¢ syntetazy kwasu delta-aminolewulino-
wego oraz rosnie aktywnos$¢ oksygenazy hemowej — gtéwnych enzyméw
biosyntezy i degradacji hemu. W watrobie szczura wraz z wiekiem zmie-
nia sie wielko$¢ syntezy prostaglandyny PGE2i PGF2.

Na podstawie przedstawionych wynikow badahA mozna uwazaé, ze
zwigzane ze starzeniem zmiany proceséw metabolicznych mogg w po-
waznym stopniu wptywaé na funkcjonowanie watroby ssakow, szcze-
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golnie w takich stanach i sytuacjach, w ktérych dochodzi do stymulacji
czynnosci tego narzadu.

Zagadnienia zwigzane z wptywem wieku na funkcje biotransforma-
cyjne hepatocytéw beda przedmiotem odrebnej pracy.

Za wszechstronng pomoc, cenne rady i wskazéwki, a przede wszyst-

kim

za pomyst napisania obu artykutéw gorgco dziekuje Panu doc.

drowi hab. med. Andrzejowi Mysliwskiemu.
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KOMUNIKAT Nr 1

W dniach 15- 17 czerwca 1989 r. odbedzie sie¢ w Szczecinie XXIlI Sympozjum
Polskiego Towarzystwa Histochemikéw i Cytochemikéw. Zasadnicze tematy Sympo-
zjum:

1. Proliferacja, réznicowanie i dojrzewanie komérek.

2. Hodowla komorek; metody, zastosowanie w badaniach dotyczacych biologii

komérki.

Obrady Sympozjum bedg prowadzone w jezyku angielskim.

Zgtoszenie uczestnictwa prosimy nadsyta¢ do 31 pazdziernika 1988 r., a tytut
i streszczenie pracy do 31 grudnia 1988 r. pod adresem:

Komitet Organizacyjny XXII Sympozjum PTHIC
Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii
Pomorskiej Akademii Medycznej

Al. Powstancéw Wlkp. 72

70-111 Szczecin, tel. 8240 82

Streszczenie pracy w jezyku angielskim nie moze przekracza¢ jednej strony
maszynopisu (30 wierszy #acznie z tytutem), z zachowaniem 35 cm marginesu.

Komitet Organizacyjny
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