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KARBOKSYLAZA/OKSYGENAZA RYBULOZO-l,5-BISFOSFORANU — 
KLUCZOWY ENZYM FOTOSYNTEZY I FOTOODDYCHANIA *

R IB U L O S E -l,5 -B IS P H O S P H A T E  C A R B O X Y LA SE/O X Y G EN A SE — TH E K EY  
ENZY M E IN  PH O T O SY N T H ESIS AND PH O T O R E SPIR A T IO N

S tan is ław  M A LESZEW SK I

Z ak ład  F o to syn tezy  i T echn ik  Izotopow ych, In s ty tu t B otaniki,
U n iw ersy te t W arszaw sk i

S treszczen ie . P rzedstaw iono  b iosyntezę, budow ę, ak ty w ac ję  i dz ia łan ie  kluczow ego 
enzym u fo to syn te tycznego  karboksy lazy /oksygenazy  ry b u lozo -l,5 -b isfo sfo ranu . P rz e ­
d y sk u to w an o  zasady  jego reg u lac ji o raz fu n k c je  w  fo tosyn tez ie  i fo tooddychan iu . 
S u m m a ry . B iosynthesis, s tru c tu re , ac tiv a tio n  an d  ac tio n  of key  pho to sy n th e tic  e n ­
zym e r ib u lo se -l,5 -b isp h o sp h a te  carboxy lase /oxygenase  have  been  rev iew ed . T he 
reg u la tio n  an d  th e  ro le  of th is  enzym e in  pho to syn thesis an d  p h o to re sp ira tio n  hav e  
b een  d iscussed .

S tosow ane sk ró ty

ATP — adenozyno-5-trifosforan
3-ketoCABP — 2-karboksy-3-keto-arabinitolo-l,5-bisfosforan
CAP — 2-karboksy-arabinitolo-l-fosforan
L — duża podjednostka karboksylazy/oksygenazy RuBP
NADP — fosforan dinukleotydu nikotynam ido-adeninowego
NADPH — form a zredukowana NADP

* R e fe ra t w ygłoszony podczas S ym pozjum  n t. M echanizm y oddz ia ływ an ia  św ia ­
tła  n a  p rocesy  m etaboliczne, zorganizow anego  w  K rak o w ie  26 - 28 m a ja  1987 r . 
p rzez In s ty tu t Biologii M o leku la rne j im . J . Z urzyckiego U J, In s ty tu t  B iologii W SP 
w  K rak o w ie  oraz Sekcję  Fotobiologii PTB ioch.

P ra c a  w y k o n an a  w  ram ach  C PB P  05.02.
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23d S . M A LESZ EW SK I

PGA — kwas 3-fosfoglicerynowy
rośliny C3 — rośliny, u których akceptorem  C 0 2 w fotosyntezie jest 

tylko RuBP
rubisco — karboksylaza/oksygenaza RuBP
RuBP — rybulozo-l,5-bisfosforan
S — mała podjednostka karboksylazy/oksygenazy RuBP

1. W PR O W A D ZEN IE

Szybkość fotosyntezy netto u roślin C3 może zwiększyć się niem al 
dw ukrotnie po obniżeniu stężenia 0 2 w środowisku do 1 - 2°/o. Powodem 
tego jest duże ograniczenie ham ującego działania 0 2 na fotosyntezę, zja­
wiska nazywanego efektem  W arburga [113]. Możliwość uzyskania tak  
znacznego w zrostu szybkości fotosyntezy była silnym  bodźcem do po­
dejm owania badań nad tym  zjawiskiem. Badania te doprowadziły do 
wyjaśnienia jego biochemicznego mechanizmu. N iewystarczająco rozu­
m iem y jeszcze jednak fizjologiczną rolę działania tlenu w fotosyntezie, 
natom iast całkowicie zawiodły nadzieje na osiągnięcie praktycznych ko­
rzyści przez ew entualne wyelim inowanie tego zjawiska m etodam i che­
micznymi lub genetycznymi u roślin uprawnych.

Intensyw ne badania nad wpływem  tlenu na fotosyntezę zapoczątko­
wało stwierdzenie, że tlen zwiększa w ytw arzanie C 0 2 w fotosyntezują- 
cych tkankach [26]. W latach sześćdziesiątych udowodniono, że na­
stępuje to w procesie odmiennym od oddychania w ciemności, dla któ­
rego przyjęto nazwę fotooddychanie [35]. Jedną z właściwości fotooddy- 
chania, różniącą ten proces od oddychania w ciemności (mitochondrial- 
nego), jest prostoliniowa zależność od 0 2 w pełnym  zakresie stężeń 0 2. 
Równocześnie wykazano, że substratem  fotooddychania jest kwas gliko­
lowy [121] i ustalono schem at przem ian tego związku [108], przebiega­
jących w chloroplastach, peroksysom ach i m itochondriach, związanych 
z wytw arzaniem  C 0 2 na świetle w fotosyntetyzujących komórkach. P rze­
m iany te są obecnie nazywane cyklem kwasu glikolowego lub foto- 
oddechowym oksydacyjnym  cyklem przem ian węgla. Jednym  z waż­
niejszych osiągnięć było stw ierdzenie, że bezpośredni prekursor kwasu 
glikolowego — kwas fosfoglikolowy — jest w ytw arzany w chloroplastach 
przy udziale 0 2 w reakcji kom petycyjnej w stosunku do fotosyntetycz- 
nego wiązania C 0 2, katalizow anej przez karboksylazę/oksygenazę RuBP 
[17, 85]. Odkrycie to wzmogło zainteresowanie tym  dw ufunkcyjnym  
enzymem. Intensyw nie badano jego biosyntezę, budowę, aktyw ację i re ­
gulację enzymu oraz mechanizm u katalizowanej reakcji. Opracowano 
syntetyczne modele zależności obu aktywności enzymu oraz fotosyntezy
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i fotooddychania od najw ażniejszych czynników środowiskowych [31]. 
Inform acje o w ynikach wcześniejszych badań nad tym  enzymem znaj­
dują się w artykułach Maleszewskiego [72], Kaniugi [59], Bytniew skiej 
[22] oraz Maleszewskiego i Kam ińskiej [74].

2. K A R B O K SY LA ZA /O K SY G EN A ZA  R uB P

Karboksylaza/oksygenaza rybulozo-l,5-bisfosforanu (EC.4.1.1.39) ka­
talizuje przyłączenie C 02 do rybulozo-l,5-bisfosforanu (RuBP) z w y­
tworzeniem 2 cz. kwasu 3-fosfoglicerynowego (PGA). P rzy  udziale 0 2 
przebiega natom iast oksygenacja RuBP, k tórej produktam i są PGA 
i fosfoglikolan (rye. 1). Enzym ten, określany skrótowo „rubisco” , ini-

Ryc. 1. R eakc je  k a ta lizo w an e  przez karboksy lazę /oksygenazę  R uB P  [88]

cjuje dwa pozornie przeciwstawne procesy: asymilację C 0 2 i fotosynte- 
tyczny cykl redukcji węgla (fotosyntezę) oraz fotooddechowy oksyda­
cyjny cykl przem ian węgla (fotooddychanie) [74]. Rubisco jest obecna 
u wszystkich fotoautotrofów. U roślin wyższych w ystępuje w strom ie 
chloroplastów w znacznej ilości (do 250 m g-m l-1), stanowiąc zwykle 
więcej niż 50% rozpuszczalnych białek dojrzałych liści. Prawdopodobnie 
jest więc białkiem  w ystępującym  w przyrodzie w najw iększej ilości
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236 S . M A LESZE W SK I

[30, 40]. Stężenie enzym u w  strom ie chloroplastów osiąga wartość 0,4 - 
0,5 mM, a stężenie jego centrów  aktyw nych (8 centrów  w cząsteczce) 
wynosi odpowiednio 4 mM [50].

2.1. B U D O W A  I B IO SY N T E Z A

Rubisco w yodrębniona z glonów i roślin wyższych ma masę cząstecz­
kową 500 000 ±  50 000. Składa się z 8 dużych pod jednostek (L) o m.c. 
55 000 ±4000 i 8 m ałych podjednostek (S) o m.c. 15 000 ±3000. Typ 
enzymu L8S8 jest prawdopodobnie charakterystyczny dla wszystkich 
eukariotycznych fotoautotrofów [117]. Donoszono, że u bakterii s tru k ­
tu ra  enzym u może być zróżnicowana: (u Rhodospirillum rubrum), L4,
L6, Lese, L8, L8S8 [81]. Z Rhodopseudomonas sphaeroides wyizolowano 
2 form y enzymu: L8S8 oraz L6 i sugerowano, że form a enzym u może 
zależeć od w arunków  wzrostu tego m ikroorganizm u [37]. W ystępowanie 
s tru k tu r L2 i L8S8 jest dobrze udokum entowane, pozostałe natom iast 
mogą być produktam i częściowej destrukcji następującej podczas izolo­
wania enzym u [81].

Enzym ty p u  L2 , a więc składający się tylko z dużych podjednostek, 
w ykazuje obie aktyw ności katalityczne. Dowodzi to, że centrum  katali­
tyczne jest zlokalizowane w dużej podjednostce. Jednakże usunięcie pod­
jednostek S z enzymu typu L8S8, pochodzącego z kom órek sinicy, po­
wodowało zanik jego aktywności, co sugeruje, że podjednostki te mogą 
mieć istotne znaczenie dla funkcji katalitycznej enzym u [5, 40].

Gen kodujący dużą podjednostkę u glonów i roślin wyższych w ystę­
puje w chloroplastowym  DNA, a synteza białka L przebiega z udziałem 
70 S rybosomów, zlokalizowanych w chloroplastach [51, 81]. W szpina­
ku [65] i grochu [92] stw ierdzono występowanie prekursora L o m.c. 
wyższej o około 2000, k tó ry  poddany działaniu ekstraktów  z chloro­
plastów przekształcał się w formę dojrzałą. Znaczenie tej potranslacyjnej 
transform acji nie jest jeszcze wyjaśnione.

Mała podjednostka jest zakodowana w DNA jądrowym . Tym samym 
mRNA prekursora S jest transkrybow any w jądrze, a proces translacji 
przebiega w cytoplazmie z udziałem  80 S rybosomów. Pow staje poli- 
peptyd o m.c. większej o 4000 - 6000 od m.c. dojrzałej S w w yniku w y­
dłużenia końca N jej łańcucha. Funkcja dodatkowego polipeptydu ma 
niew ątpliw ie związek z w ym agającym  nakładu energii w postaci ATP 
[39, 103] potranslacyjnym  transportem  S przez otoczkę chloroplastów. 
Jest on odszczepiany w czasie transportu  przez enzym  zlokalizowany 
w strom ie chloroplastów, po czym S łączy się z endogenną L, tworząc 
ostateczną form ę holoenzymu L8S8 [51].
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Nic nie wskazuje, żeby istniało powiązanie między procesami syntezy 
obu podjednostek rubisco, przebiegającym i w różnych kom partym entach 
komórki. Nie stwierdzono, żeby obecność S w strom ie chloroplastów 
wpływała na transkrypcję chloroplastowego DNA, a synteza S nie w y­
m aga obecności funkcjonalnych chloroplastów [29, 33, 117]. Nie dotyczy 
to oczywiście organizmów prokariotycznych, u których geny kodujące 
L i S stanowią fragm enty  tej sam ej cząsteczki DNA [2].

Ekspresja obu genów, zarówno chloroplastowego, kodującego L, jak 
i jądrowego, kodującego S, jest za pośrednictwem  układu fitochrom o- 
wego uzależniona od światła. Mechanizm stym ulacji przez światło bio­
syntezy rubisco nie jest w pełni wyjaśniony. Dane doświadczalne dowo­
dzą, że światło wpływa bezpośrednio zarówno na etap transkrypcji, jak 
i translacji [40, 48, 95].

Na podstawie wyników badań prowadzonych metodami mikroskopii 
elektronow ej i krystalografii rentgenow skiej opracowano modele prze­
strzennych relacji m iędzy podjednostkam i w krystalicznej rubisco. Model 
przy jęty  dla enzymu z tytoniu zakłada ułożenie globularnych L i S 
w dwu w arstw ach wokół centralnego kanału  [28]. Dla enzym u z chemo- 
autotraficznej bakterii wodorowej Alcaligenes eutrophus  zaproponowano 
model różniący się od opisanego już tu  głównie nie globularnym  cha­
rak terem  L [18]. Stwierdzone różnice mogą być jednak przynajm niej 
częściowo spowodowane odmiennymi w arunkam i krystalizacji enzy­
mu [81].

Pierwszorzędowa s truk tu ra  (skład i sekwencja aminokwasów) dużych 
podjednostek rubisco jest ewolucyjnie w wysokim stopniu konserw a­
tywna. Enzym ten u system atycznie odległych gatunków jest bowiem 
bardzo podobny. Wyizolowano geny kodujące te podjednostki z k uku ­
rydzy [79], szpinaku [122], tytoniu [3], Chlamydomonas  [27], Rhodospi- 
rillum rubrum  [45] oraz z innych fotoautotrofów  i po sklonow aniu ozna­
czono sekwencję nukleotydów. Na tej podstawie, jak też stosując m e­
tody chemii analitycznej, określono sekwencję aminokwasów w białku L. 
Stwierdzono wysoką homologię składu aminokwasowego polipeptydów L 
pochodzących z różnych organizmów. Duża podjednostka rubisco składa 
się z niespełna 500 reszt aminokwasowych, np. 475 u szpinaku i 466 
u Rhodospirillum rubrum  [45]. Szczególnie konserw atyw ne okazały się 
pewne fragm enty  cząsteczki: od reszty 169 do 220 i od 321 do 340, sta­
nowiące prawdopodobnie najbliższe sąsiedztwo centrum  aktyw acyjnego 
i centrum  katalitycznego enzymu. Rejony te są identyczne lub w ykazują 
zwiększony stopień homologii naw et wówczas, gdy tak  jak w przypad­
ku R. rubrum  podobieństwo całego enzym u do typu w ystępującego 
u roślin wyższych jest w yjątkow o małe. Zwrócono też uwagę na rejon 
reszt 162 - 192, w którym  w ystępują wyłącznie am inokwasy obojętne
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lub zasadowe. Obecność takiego typu aminokwasów w tej części poli- 
peptydu w arunkuje jego aktywność katalityczną [27, 81].

Badania enzymu z wielu organizmów pro- i eukariotycznych w ska­
zują, że skład i sekwencja aminokwasów m ałej podjednostki są w m niej­
szym stopniu podobne niż w przypadku dużej podjednostki. Stwierdzono 
tu  bowiem średnio zaledwie 70% identycznych reszt aminokwasowych. 
W polipeptydzie S w ykryto jednak również kilka odcinków ewolucyjnie 
bardziej konserw atywnych, które są prawdopodobnie ważne dla funkcji 
tych podjednostek [81, 107].

Aminokwasy tworzące zarówno centrum  aktyw acyjne, jak i centrum  
katalityczne rubisco stanow ią fragm enty łańcucha dużej podjednostki. 
Należy również uznać za udowodnione, że miejsce wiązania RuBP jest 
tam  także zlokalizowane [44, 46, 81]. Funkcja m ałej podjednostki jest 
natom iast jeszcze w dużym stopniu zagadkowa, a wyniki badań dotyczą­
cych tego problem u są sprzeczne. Niewątpliwie podjednostki S nie są 
bezwzględnie konieczne do aktyw acji enzymu, ani też do przejaw iania 
się jego aktywności katalitycznych. Stwierdzono jednak, że stosunek 
aktywności karboksylacyjnej do oksygenacyjnej może znacznie się róż­
nić, jeśli porówna się enzym typu L2 (z R. rubrum ) z enzymem typu L8S8. 
Enzym zawierający S ma około 10-krotnie większe powinowactwo do 
C 02 niż enzym składający się tylko z L [24, 55, 57, 119, 120]. Mogłoby to 
świadczyć, że podjednostki S w pływ ają na powinowactwo rubisco do 
C 0 2. Jednakże donoszono również o wyodrębnieniu z różnego m ateriału  
enzymu typu L8S8, k tóry miał podobnie niskie powinowactwo do C 0 2 
jak  enzym o budowie L2 z R. rubrum  [4, 12], Porów nując kinetykę 
aktyw acji obu form enzymu w ystępujących u Rhodopseudomonas sphae- 
roides (L6 i L8S8), uzyskano wyniki, które mogą prowadzić do wniosku, 
że obecność S przyspiesza proces aktyw acji enzymu [38, 81].

W badaniach rubisco, wyodrębnionej z m orskiej sinicy Synecho- 
coccus, polegających na usuw aniu S z enzymu i następnie jego rekon­
strukcji stwierdzono, że aktywność enzymu jest proporcjonalna do za­
wartości S. P rzy całkowitym  braku S podczas aktyw acji osiągana m aksy­
m alna aktywność była o około 60% niższa niż aktywność kompletnego 
enzymu. Nie wykazano natom iast, żeby od obecności S zależała począt­
kowa szybkość jego aktyw acji [5, 6]. W podobnych badaniach nie po­
twierdzono jednak, żeby od małych podjednostek zależały kinetyczne 
właściwości rubisco. Po rekonstrukcji holoenzymu, w którym  własne S 
zostały zastąpione obcymi, pochodzącymi z enzymu o wyjątkowo du­
żym powinowactwie do C 0 2, nie stw ierdzono zwiększonego powinowac­
tw a do C 0 2 uzyskanego hybrydu enzymatycznego [7, 49].

Podsum owując w yniki dotychczasowych badań nad funkcją małych 
podjednostek rubisco należy zgodzić się z poglądem, że zwiększają one
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stopień aktyw acji enzymu. Prawdopodobnie w nie w yjaśniony jeszcze 
sposób podjednostki te stabilizują konform ację zaktywowanej rubisco 
[49, 81].

2.2. A K T Y W A C JA

W celu otrzym ania pełnej katalitycznej aktywności do białka karbo- 
ksylazy/oksygenazy RuBP musi przyłączyć się cząsteczka C 0 2 (nie peł­
niąca funkcji substratu) i 2-wartościowy m etaliczny kation, najlepiej 
Mg2 :. W procesie aktyw acji C 0 2 tworzy karbam inian z e-aminową gru­
pą lizyny 201 w polipeptydzie L. Następnie Mg2+ przyłącza się wiąza­
niem koordynacyjnym  do karbam inianu (ryc. 2). Pow stały 3-składniko-

e n z y m
n ie a k ty w n y

E -  NHo E -  N H ?+ C 0 2 ^
3 Hł  Ł

♦ - 2+
y -  E -  NH -  C 0 0 ' + M g2 E -  N H - C O O  • Mg

en zym  a k ty w n y

Ryc. 2. A k ty w ac ja  karboksy lazy /oksygenazy  R uB P  przez C 0 2, M g2+ oraz H+- [49,88]

wy kompleks stanowi dopiero w pełni aktyw ną formę enzymu. Proces 
aktyw acji jest odw racalny i przebiega do osiągnięcia stanu  dynamicznej 
równowagi między nieaktyw ną i zaktywowaną postacią enzymu. Końco­
we położenie stanu równowagi (stopień aktyw acji enzymu) zależy od 
wielu czynników, takich jak [H ], [C 02], [Mg2+] i innych, np. organicz­
nych fosforanów [14, 40, 49, 70, 81].

Aktywację rubisco in vitro przeprowadza się z łatwością inkubując 
wyizolowany enzym w środowisku zawierającym  C 0 2 i Mg2+ w odpo­
wiednich stężeniach. Dokonuje się tego tuż przed zainicjowaniem przez 
dodanie RuBP reakcji katalizowanych przez enzym.

W badaniach nad aktyw acją rubisco zwracano uwagę na trudne do 
wytłum aczenia odmienne wym agania tego procesu w komórce i w 
sztucznym środowisku. Osiągnięcie pełnej aktywności enzym u in vitro, 
odpowiadającej norm alnej szybkości fotosyntezy, jest możliwe jedynie 
po zastosowaniu niefizjologicznych, bardzo wysokich stężeń C 0 2 i Mg2f. 
W ykluczone jest, żeby in vivo w arunki te były spełniane, co wskazuje, 
że w komórce pełna aktywność enzym u jest osiągana przy znacznie 
niższych stężeniach tych efektorów. Stw ierdzana niezbędność światła 
do aktyw acji rubisco zarówno w izolowanych chloroplastach [15, 71, 94, 
116], jak i w całych liściach [77, 86, 87, 94, 106] jest tłum aczona wzro­
stem  pH i stężenia Mg2+ w miejscu działania enzymu (w strom ie chloro­
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plastów) podczas oświetlania [50, 89, 90]. Stopień aktyw acji rubisco 
in vivo jest rzeczywiście zawsze funkcją intensywności światła [77, 87], 
Jednakże natężenie światła, niezbędne do wysycenia procesu aktyw acji, 
jest znacznie wyższe od światła wysycającego alkalizację strom y chloro­
plastów i transport Mg2+ [47]. Ponadto rubisco wyizolowana z liści 
uprzednio oświetlanych światłem  w ysycającym  aktyw ację jest praw ie 
całkowicie zaktywowana naw et gdy stężenie C 0 2 było wielokrotnie niż­
sze od niezbędnego do aktyw acji enzymu wyizolowanego [56, 81]. W liś­
ciach eksponowanych na światło słabsze od wysycającego aktyw ację 
enzym w ystępuje głównie w postaci nieaktyw nej i jest wówczas n ie­
wrażliw y na zmiany stężenia C 0 2 [86, 96]. Przytoczone obserwacje zgod­
nie wskazywały, że w arunki św ietlnej aktyw acji rubisco in vivo w yraź­
nie odbiegają od tych, jakie muszą być spełnione in vitro. Nasuwał się 
wniosek, że w układzie sztucznym brak  jest jakiegoś czynnika działają­
cego w komórce.

W yodrębniono m utanta  Arabidopsis , oznaczonego jako m utant rca, 
w którym  rubisco nie ulegała aktyw acji świetlnej. Enzym wyizolowany 
z m utanta rca i z rośliny dzikiego typu miał jednak identyczną charak ­
terystykę kinetyczną i izoelektryczną, a więc uszkodzenie w aparacie 
genetycznym  m utanta rca nie miało w pływ u na samą rubisco [106]. 
Dalszym, bardzo ważnym  osiągnięciem było odkrycie frakcji rozpusz­
czalnego, chloroplastowego białka, które uczestniczy w procesie św ietl­
nej aktyw acji rubisco, a którego brak jest u m utanta  rca. W ykazano 
w ten sposób, że św ietlna aktyw acja rubisco nie jest procesem samo­
rzutnym , lecz że jest reakcją enzymatyczną. M utacje jądrowe, będące 
przyczyną fenotypu rca Arabidopsis, w pływ ają na ekspresję dwu poli- 
peptydów strom y chloroplastów. Uzyskano dowody, że polipeptydy te 
stanow ią podjednostki białka strom y chloroplastów, enzymu katalizu ją­
cego aktyw ację rubisco [93, 94].

Odkrywcy aktyw azy rubisco sugerują, że pośredniczy ona w św ietl­
nej regulacji aktywności karboksylazy/oksygenazy RuBP, przy czym 
m echanizm  regulacji przez światło aktywności aktyw azy rubisco musi 
być inny niż w przypadku innych enzymów fotosyntetycznych. Sztuczne 
akceptory przejm ujące elektrony z aparatu  fotosyntetycznego (m etyl- 
wiologen, piocyjanina), k tóre ham ują świetlną aktyw ację wielu enzy­
mów fotosyntetycznych, przebiającą przy udziale układu ferredoksyna/ 
tioredoksyna, stym ulują bowiem św ietlną aktyw ację rubisco zarówno 
w komórkach, jak i w rekonstruow anych układach. Jest to zgodne z po­
glądem, że bezpośrednim czynnikiem określającym  aktywność rubisco 
jest indukowana przez światło zmiana pH strom y chloroplastów, a nie 
wytw arzanie równoważników redukcyjnych. Sztuczne akceptory elek­
tronów nie w pływ ały na aktyw ację rubisco w liściach m utanta rca. Po­
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tw ierdza to założenie, że wpływ światła na rubisco odbywa się za po­
średnictw em  nowo odkrytej aktyw azy [93, 94].

A utorzy prac donoszących o istnieniu aktyw azy rubisco proponują 
hipotetyczny m echanizm  działania odkrytego przez siebie enzymu. Bio­
rąc pod uwagę to, że niezależnie od w arunków  świetlnych i koncentracji 
C 0 2 stężenie RuBP w  chloroplastach jest najczęściej większe niż stęże­
nie centrów  aktyw nych rubisco, zakładają, że enzym ten w ciemności 
w ystępuje głównie w postaci nieaktywnego kompleksu E — RuBP [83, 
86, 87]. Kompleks ten uniemożliwia lub istotnie zmniejsza spontaniczną 
aktyw ację enzymu przez C 0 2 i Mg2f. Funkcja aktyw azy polegałaby na 
katalizow aniu przekształcenia tego kompleksu w aktyw ny enzym składa­
jący się z trzech kom ponentów zgodnie z następującym  równaniem:

A k ty w a za

E -  RuBP +  C 0 2 +  Mg2+ 1_~ E -  C 0 2 -  Mg2+. (1)

Należy podkreślić, że aktyw acja rubisco nie jest procesem statycz­
nym, lecz dynam icznym  [16]. Osiągnięty w określonych w arunkach 
stopień aktyw acji nie jest trw ały, lecz zmienia się równocześnie ze zmia­
nam i środowiska, w którym  enzym funkcjonuje.

2.3. CENTRUM  A K TY W NE I PRO CES K A T A L IZ Y

W w yniku aktyw acji rubisco uzyskuje zdolność katalizowania za­
równo karboksylacji, jak i oksygenacji RuBP. Reakcje te przebiegają 
w tym  samym  centrum  aktyw nym . Rozwój obu aktywności, np. w mło­
docianych lub etiolowanych liściach, jest zawsze ściśle związany, a pod 
wpływ em  różnych czynników (z w yjątkiem  C 0 2 i 0 2) ulegają one w tym  
samym  stopniu stym ulacji lub inhibicji [14, 21, 36, 55]. Ostatnio udało 
się zlokalizować rejon centrum  aktywnego w polipeptydzie L. S tw ier­
dzono, że ważne dla aktywności rubisco reszty lizyny zajm ują pozycje 
u R. rubrum  166 i 329, a u szpinaku 175 i 334 [43, 46].

K atalizow anie przez enzym obu reakcji w tym  samym centrum  ak­
tyw nym  musi oznaczać, że początkowe etapy tych reakcji są wspólne. 
P ierw szym  etapem  w obu reakcjach jest wiązanie RuBP do zaktywo- 
wanego enzym u i wytworzenie enodiolowego produktu  pierwotnego 
(rye. 1). Enodiolowa form a RuBP powstaje przez odłączenie protonu od 
grupy atom ów przy C3, katalizowane przez zasadowy fragm ent rubisco. 
Konsekwencją jest w ytworzenie nukleofilowego centrum  przy C2, 
które reaguje następnie z C 02 lub 0 2. W reakcji karboksylacji, w w y­
niku przyłączenia C 0 2, a nie H C 03, pow staje 6-węglowy produkt po­
średni 2-karboksy-3-keto-arabinitolo-l,5-bisfosforan (3-ketoCABP). H yd­
roliza tego związku z przerw aniem  wiązania między C2 i C3 daje 2 cząst­
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ki PGA. Mechanizm reakcji oksygenacji RuBP nie jest dostatecznie w y­
jaśniony. N astępuje tu  również rozszczepienie łańcucha enodiolowej 
form y RuBP między C2 i C3, lecz z wytworzeniem  PGA i fosfoglikolanu. 
W reakcji tej tylko 1 atom  biorącej w niej udział m olekuły 0 2 jest w łą­
czany do grupy karboksylowej fosfoglikolanu [51, 69, 81].

2.4. AK TY W ATO R Y  I INH IB IT O R Y

Przed odkryciem aktyw azy rubisco zaskakujące było stw ierdze­
nie, że w w arunkach, jakie istnieją w komórce ([C02] ~  10 pM, [Mg2 ] 
— 5 - 10 mM, pH ~  8) karboksylaza/oksygenaza, RuBP nie powinna w y­
stępować w aktyw nej formie. Wszystko natom iast wskazywało, że w nor­
m alnych w arunkach stopień aktyw acji enzymu jest wysoki [15, 71, 91]. 
Poszukując czynników odpowiedzialnych za odmienne właściwości ru ­
bisco in vivo niż in vitro zbadano wpływ na ten enzym wielu m etaboli­
tów chloroplastowych. W ykazano, że związki te w stężeniach fizjolo­
gicznych mogą być słabym i stym ulatoram i enzymu [40]. Są dowTody na 
to, że fosforany organiczne wiążą się w centrum  katalitycznym  zamiast 
RuBP i w taki sposób stabilizują zaktywowaną rubisco. Większość efek- 
torów pozytywnych może być także inhibitoram i kom petycyjnym i w sto­
sunku do RuBP. C harakter działania zależy bowiem od ich stężenia, 
a także innych warunków. Ogólnie można stwierdzić, że dany związek 
ma charakter inhibitora, jeśli wiąże się z zaktyw owaną form ą enzymu 
silniej niż RuBP lub trw alej wiąże się z niezaktyw owaną niż z zakty­
wowaną formą enzymu. W pierwszym przypadu jest inhibitorem  kata­
lizy, a w drugim  inhibitorem  aktyw acji [40, 69].

W arto zwrócić uwagę na to, że inhibitoram i rubisco mogą być nie 
tylko produkty katalizowanych przez ten enzym reakcji, tj. PGA i fosfo- 
glikolan [40], lecz również i substraty, w tym  także RuBP, k tóry  jest 
inhibitorem  aktyw acji enzymu [54].

Ostatnio dokonano ważnego odkrycia dotyczącego m echanizm u do­
bowych fluktuacji aktywności rubisco: aktyw acji na świetle i inakty- 
wacji w ciemności. Są one skorelowane z naprom ieniowaniem , jednakże 
nie można ich tłum aczyć wyłącznie zależnymi od w arunków  świetlnych 
zmianam i stężeń Mg2+ i H + w strom ie chloroplastów. Wykazano, że 
inaktyw acja rubisco w ciemności jest dobrze skorelowana ze wzrostem 
zawartości w chloroplastach organicznego estru  fosforanowego [97, 98, 
112]. Ester ten udało się wyizolować z ziemniaka oraz z fasoli i zidenty­
fikować jako 2-karboksy-arabinitolo-l-fosforan (CAP). O dkryty endo­
genny inhibitor (ryc. 3) jest analogiem  pierwotnego produktu  karbo- 
ksylacji RuBP — 2-karboksy-3-keto-arabinitolo-l,5-bisfosforanu (ryc. 1). 
CAP ma wiele właściwości charakterystycznych dla silnego inhibitora
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Ryc. 3. S tru k tu ra  n a tu ra ln e g o  in h ib ito ra  karboksy lazy /oksygenazy  R uB P  [41]

o łatwo odwracalnym  działaniu. Wiąże się on wybiórczo z zaktywowaną 
form ą rubisco i w ten  sposób stabilizuje ją przez okres obniżonego na­
tężenia światła i w ciemności. Na świetle szybko uwalnia się zaktywo- 
w any enzym, co zapewnia gotowość aparatu  fotosyntetycznego do na­
tychmiastowego działania. Obserwowane szybkości pojawiania się 
w ciemności i zaniku na świetle inhibitora potw ierdzają taką hipotezę 
[41]. Metabolizm CAP nie jest poznany. W ydaje się, że związek ten musi 
być głównym produktem  przem ian przebiegających w początkowym 
okresie ciemności, gdyż dla skutecznego działania musi osiągać stężenie 
odpowiadające koncentracji miejsc aktyw nych rubisco.

Podczas fotosyntezy przebiegającej w naturalnym  środowisku św iat­
ło jest czynnikiem  zm ieniającym  się w najszerszym  zakresie. Na drugim  
m iejscu można dopiero wymienić stężenie C 0 2 w stromie chloroplastów. 
Konsekwencją zmian tych czynników jest istotna m odyfikacja we­
w nętrznych w arunków  przebiegu fotosyntezy. Na świetle słabszym od 
wysycającego głównym czynnikiem ograniczającym  fotosyntezę jest 
regeneracja RuBP, natom iast w w arunkach światła wysycającego jest 
to karboksylacyjna aktywność rubisco, określona stężeniami C 0 2 i 0 2 
w miejscu działania tego enzymu [31].

Stosunek obu aktyw ności karboksylazy/oksygenazy RuBP może być 
w yrażony jako funkcja kinetycznych param etrów  enzymu oraz stężeń 
C 0 2 i 0 2 w miejscu jego funkcjonowania [31, 58, 64, 80, 84], Zależności 
te wyraża wzór

2.5. W ŁA ŚC IW O ŚC I K IN ET Y C ZN E

Vę_ =  V0K0 [C02] 
V0 V0 Kc [02]

(2)

gdzie vc, v 0 — szybkość karboksylacji, oksygenacji; V c, V 0 — szybkość 
m aksym alna karboksylacji, oksygenacji; K c, K 0 ■— powinowactwo ru -
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bisco do C 0 2, 0 2; [C02], [0 2] — stężenie C 0 2, 0 2 w m iejscu działania
rubisco.

Uwzględniając we wzorze tym  stechiom etryczną relację m iędzy 
ilością 0 2 pobieranego przez oksygenazę a ilością C 0 2 w ytw arzanego 
w fotoodychaniu (t =  0,5), można przedstawić, jak następuje stosunek 
fotosyntezy rzeczywistej P  do fotoodychania PR  [84]:

P _  Vc _  VCK0 [CP2] 1 
PR v0t V0KC [OJ t '

Rozwiązując równanie (3) dla P  =  PR, otrzym uje się wzór w yraża­
jący zależność między kinetycznym i param etram i rubisco a kom pensa­
cyjnym  C 0 2 fotosyntezy P  [31, 84]:

r  =  ^ § Llo 2]t(4)
* c-K-o

W zór (4) zakłada liniową zależność m iędzy stężeniem  kom pensacyj­
nym  C 0 2 fotosyntezy i stężeniem tlenu, co było w ielokrotnie doświad­
czalnie potwierdzone [84].

W artość stosunku VCK0/V0KC, nazywanego współczynnikiem  powino­
w actw a substratowego, zachowuje dużą stałość w obrębie różnych grup 
fotoautotrofów. W yjątek stanow ią jedynie fotosyntetyzujące bakterie, 
co jest prawdopodobnie związane z odmienną i zróżnicowaną budową 
bak tery jnej rubisco [55, 57, 84].

Rubisco z roślin należących do odm iennych grup ekofizjologicznych 
może istotnie różnić się powinowactwem do C 0 2 [119, 120]. Enzym z roś­
lin z cyklem  Hatcha i Slacka (C4) i z roślin wodnych w ykazuje niższe 
powinowactwo niż enzym z roślin C3 i roślin kwasowych (CAM). Zróż­
nicowanie to jest prawdopodobnie związane z występowaniem  u dwu 
pierwszych grup roślin m echanizm u zwiększającego stężenie C 02 w miejs­
cu działania enzymu [114].

Powinowactwem  do C 0 2 różnią się też istotnie dwie odm ienne pod 
względem  budowy form y rubisco z Rhodopseudomonas sphaeroides. 
Form a o budowie L8S8, podobna do w ystępującej u fotoautotrofów  euka­
riotycznych, ma większe powinowactwo niż form a o budowie Le, podob­
na do enzym u typu  L2, występującego u Rhodospirillum rubrum  [115].

Nie znaleziono żadnego czynnika poza uwzględnionym i we wzorze 
(2), k tó ry  m odyfikowałby wartość stosunku vc/v0. W artość tego stosunku 
nie zależy też od stężenia RuBP, jako trzeciego substra tu  rubisco [55, 
57, 58]. Ostatnio doniesiono, że stosunek ten może się zmienić po za­
stąpieniu Mg2+, aktyw ującego enzym, innym  m etalicznym  kationem. 
Jeśli użyje się np. M n2+, to stosunek aktyw ności karboksylacyjnej do 
oksygenacyjnej m aleje [88]. K ontrow ersyjny jest w pływ  tem peratury.
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W cześniej stw ierdzano silniejszy wpływ podwyższania tem peratu ry  na 
fotooddychanie niż na fotosyntezę, co tłumaczono odwrotną zależnością 
od wysokości tem pera tu ry  powinowactwa rubisco do C 0 2 [13, 64, 82, 
84, 99]. Jednakże wraz ze wzrostem tem peratu ry  obniża się stosunek 
stężeń C 0 2/ 0 2 w fazie płynnej [42, 62, 63]. Nasuwa to przypuszczenie, 
że przynajm niej część efektu podwyższania tem pera tu ry  może bezpo­
średnio nie zależeć od enzymu, lecz może być spowodowana zmniejsze­
niem  się dostępności C 0 2 dla karboksylacji RuBP [84, 67].

Dużo uwagi poświęcono ostatnio udziałowi oddychania ciemniowego 
(mitochondrialnego) w w ytw arzaniu C 0 2 na świetle w fotosyntezują- 
cych tkankach. Można przyjąć, że natężenie tego procesu na świetle 
jest o 50 - 70% m niejsze niż w ciemności. Jednakże wiele czynników, 
takich jak tem peratu ra  czy zawartość asym ilatów w liściu, wpływa na 
nie związane z fotooddychaniem w ytw arzanie C 0 2 na świetle w od­
m ienny sposób niż na fotooddychanie. Oprócz czynników w pływ ają­
cych na dostępność C 0 2, może to powodować obserwowane często roz­
bieżności między rzeczywistą w ym ianą C 0 2 w liściach na świetle a jej 
teoretyczną wartością obliczoną na podstawie kinetycznych param etrów  
rubisco [8, 9, 10, 11, 19, 75].

3. O D TW A R ZA N IE R uB P

W zrównoważonej fotosyntezie, przebiegającej w w arunkach sprzy­
jających znacznej przewadze reakcji karboksylacji nad reakcją oksy-
genacji, RuBP, jako wspólny substrat, jest odtw arzany z aktualnie asy-
milowanego węgla. W doświadczeniach prowadzonych z użyciem 14C 0 2
pule produktów  przem ian RuBP zostają bardzo szybko wysycone znacz­
nikiem, a radioktywność właściwa atomów węgla glikolanu oraz w y­
tw arzanego w fotooddychaniu C 0 2 osiąga poziom radioaktyw ności w łaś­
ciwej asymilowanego 14C 0 2 [1, 34, 60, 61, 118], P rzy  stosunku stężeń
C 0 2/ 0 2 niższym niż w powietrzu (bardziej sprzyjającym  oksygenacji
RuBP) radioaktywność właściwa atomów węgla glikolanu, produktu
oksygenacji RuBP, u trzym uje się natom iast na obniżonym poziomie 
naw et po długim  czasie ekspozycji liści w atm osferze 14C 0 2 [60, 61, 118], 
Dowodzi to, że przy stosunku vc!v0 m niejszym  od odpowiadającego a t­
m osferycznym  stężeniom C 0 2 i 0 2 w odtw arzaniu RuBP biorą udział 
asym ilaty  wcześniej nagromadzone w liściu. Możliwość taka była bez­
pośrednio wykazana również w doświadczeniach z izolowanymi chloro­
p lastam i [102]. Tak więc kom órki fotosyntetyzujące są zdolne nie tylko 
do endogennego w ytw arzania C 0 2 w fotooddychaniu, lecz również do 
w ykorzystyw ania w tym  procesie nagrom adzonych w kom órkach m a­
teriałów  zapasowych.
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4. STY M U LA C JA  FO TO SY N TEZY  PR ZE Z  TLEN

Przy podwyższonym stężeniu C 0 2 do 0,09 - 0,15% oksygenacja RuBP 
jest silnie zahamowana. W takich w arunkach oraz przy dużym natęże­
niu światła i stosunkowo niskiej tem peraturze po zmianie stężenia 0 2 
z 0,5 - 2,0% na 21% stw ierdza się brak efektu W arburga lub naw et 
wzrost szybkości asym ilacji C 0 2. Stym ulację fotosyntezy przez tlen w y­
kazano w doświadczeniach z całymi liśćmi oraz z izolowanymi chloro­
plastami. Nie ustalono jeszcze, czy jest to tylko kró tkotrw ały  efekt 
przejściowy, czy może występować także w zrównoważonym procesie 
fotosyntezy [20, 23, 25, 32, 52, 53, 66, 68, 76, 78, 80, 100, 101, 109 - 111].

Akceptowana jest hipoteza tłumacząca stym ulację fotosyntezy przez 
tlen zwiększonym odtwarzaniem  RuBP [110]. Zakłada ona, że przy obni­
żonym stężeniu 0 2 proces fotosyntezy wysycony energią św ietlną i dw u­
tlenkiem  węgla ogranicza szybkość regeneracji NADP w reakcji redukcji 
PGA. Konsekwencją wysokiego poziomu NADPH jest hamowanie w y­
tw arzania ATP w fosforylacji niecyklicznej i na tej drodze zm niejsza­
nie odtwarzania RuBP. P rzy  norm alnym  zaś stężeniu 0 2 możliwa jest 
synteza dodatkowych ilości ATP w fosforylacji pseudocyklicznej lub 
w fosforylacji cyklicznej, co zwiększa odtwarzanie RuBP i szybkość 
fotosyntezy. Hipoteza ta nie jest jednak udowodniona eksperym ental­
nie. Nie można też wykluczyć, że stym ulacja fotosyntezy przez 0 2 na­
stępuje na innej drodze, np. przez zwiększanie pul m etabolitów po­
średnich tego procesu lub wzmaganie odpływu asym ilatów z chloro­
plastów.

5. F IZ JO L O G IC Z N E  FU N K C JE  FO TO O D D Y C H A N IA

A parat fotosyntetyczny ukształtow ał się ewolucyjnie w w arunkach 
różniących się od obecnych m.in. wyższą zawartością C 0 2 w środowisku. 
Oksygenacja RuBP i fotooddychanie mogą być więc uważane za kon­
sekwencje niskiego stosunku stężeń C 02/0 2 we współczesnej atm osfe­
rze. Procesy te powodują pewne niekorzystne efekty: u tra tę  części za­
symilowanego węgla, zmniejszenie wydajności kwantowej i szybkości 
fotosyntezy [73]. Uzyskane eksperym entalnie m utan ty  pozbawione nie­
których enzymów szlaku klasu glikolowego i przez to fotooddychania 
okazały się jednak niezdolne do wegetacji w atm osferze zawierającej 
21% 0 2 [104, 105], W związku z tym  coraz szerszym uznaniem  cieszy 
się pogląd, że funkcjonowanie fotosyntetycznego szlaku oksydacyjnego 
jest niezbędne do normalnego rozwoju rośliny w w arunkach n a tu ra l­
nych. Stanowi on bowiem w ażny elem ent regulacji i ochrony aparatu
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fotosyntetycznego w zmiennych w arunkach środowiskowych.
Metabolizm glikolanu, k tóry  może powstawać z wytworzonych wcześ­

niej asymilatów, stanowi w ew nętrzne źródło C 0 2. P rzy  silnie ograni­
czonej dyfuzji C 0 2 z zewnętrznej atm osfery, np. na skutek zamknięcia 
się aparatów  szparkowych przy deficycie wodnym, umożliwia ono ogra­
niczone funkcjonowanie fotosyntezy i w ytw arzanie wszystkich produk­
tów tego procesu [74].

Fotooddechowy oksydacyjny cykl przem ian węgla może mieć zna­
czenie jako dodatkowy mechanizm odpływu nadm iaru pochłoniętej 
energii, zabezpieczający centra aktyw ne fotoukładów przez św ietlną 
inaktywacją. Podczas oświetlania liści w stężeniu C 02 kom pensacyjnym  
reasym ilacja wytwarzanego w fotooddychaniu C 0 2 zużywa bowiem aż 
około połowy NADPH i ATP niezbędnych dla norm alnej fotosyntezy 
[74],

Działanie 0 2 w fotosyntezie jest związane z przemieszczaniem się 
związków węgla między chloroplastam i a cytoplazmą i innymi przedzia­
łami komórkowymi. Jedną z funkcji szlaku kwasu glikolowego może 
być więc odprowadzanie asymilowanego węgla z chloroplastów do m iejsc 
syntezy sacharozy [74].

W pewnych w arunkach glikolan może mieć znaczenie jako przenoś­
nik elektronów, natom iast reakcja przekształcania glicyny w serynę 
w szlaku kwasu glikolowego, przebiegająca w m itochondriach, może 
dostarczać równoważników redukcyjnych do redukcji azotanów w liś­
ciach i stanowić elem ent regulacji cyklu kwasów trikarboksylow ych [74].

Funkcjonowanie fotooddechowego oksydacyjnego cyklu przem ian 
węgla obniża niew ątpliw ie ogólną wydajność przekształcania energii 
świetlnej w fotosyntezie. Biorąc jednak pod uwagę to, że rośliny wyko­
rzystują tylko bardzo małą część docierającego do nich prom ieniowa­
nia świetlnego [73], należy przypuszczać, że nie ma to negatywnego 
znaczenia dla ich przeżycia i reprodukcji.
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WIELOETAPOWY ROZWÓJ PRZEW LEKŁEJ BIAŁACZKI 
SZPIKOW EJ. I. WŁAŚCIWOŚCI NIEKTÓRYCH 

PROTOONKOGENÓW UCZESTNICZĄCYCH W PATOGENEZIE 
PRZEW LEKŁEJ BIAŁACZKI SZPIKOW EJ

M U L T IST E P EVO LU TIO N  OF C H R O N IC  M Y ELO ID  LEU K EM IA .
I. C H A R A C T ER IST IC S O F SOM E PR O TO -O N C O G EN ES INVOLVED IN THE 

PA T H O G E N E SIS  OF CH RO N IC M YELOID LEU K EM IA

Zofia, M onika R U PN IE W SK A  

K lin ika  H em ato log ii In s ty tu tu  C horób W ew nętrznych  AM w  L ub lin ie

S treszczen ie . O m ów iono ro lę  b a d a ń  cy togene tycznych  w  poznan iu  biologii now o­
tw orów  oraz p rzed staw io n o  w łaściw ości trzech  po toonkogenów  kom órkow ych  „ab l” , 
„sis” i N -„ ra s”, k tó re  ja k  się w y d a je  uczestn iczą w  patogenezie  p rzew lek łe j b ia łacz­
ki szpikow ej.

S u m m a ry . T he ro le  of cy togene tic  stud ies in  ev a lu a tin g  va rio u s aspects of tu m o r 
biology w as d em o n stra ted . C h a rac te ris tic s  of th ree  pro to -oncogenes „ab l”, „sis” and  
N -„ ra s”, w h ich  seem  to be invo lved  in  th e  pa thogenesis of ch ron ic  m yeloid  le u ­
kem ia, w as p resen ted .

W ykaz stosow anych  sk ró tów

Ab-M uLV — szybko transform ujący retrow irus białaczki Abelsona
myszy (skrót od ang. Abelson m urine leukem ia virus) 

ALL — ostra białaczka lim foblastyczna (skrót od ang. acute
lym phoblastic leukemia)

ATP — kwas adenozyno-5-trójfosforowy lub adenozynotrójfos-
foran

„ber” — m ały rejon długości 5,8 kb, położony w długich ram io­
nach chromosomu 22, w którym  w ystępują złamania
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punktow e w przew lekłej białaczce szpikowej Ph dodat­
niej (skrót od ang. break-point cluster region) 

białka G — białka wiążące GTP/GDP
CML — przew lekła białaczka szpikowa (skrót od ang. chronic

m yelogenous leukemia) 
c-„onc” — kom órkowy protoonkogen (skrót od ang. cellular onco­

gen)
v-„onc” — onkogen szybkotransform ujących retrow irusów  (skrót od

ang. viral oncogen) 
c-„abl” — kom órkowy protoonkogen homologiczny z v -„ab l” re-

trow irusa białaczki Abelsona myszy oraz z v-,,abl” re tro - 
w irusa H ardy-Zuckerm an kotów — szczep 2 

c-,,erbB” — kom órkowy protoonkogen homologiczny z v-,,erbB” re-
trow irusa erytroblastozy ptaków 

c-,,fms” — kom órkowy protoonkogen homologiczny z v-„fm s” re-
trow irusa mięsaka McDonougha kotów 

c-,,fos” — kom órkowy protoonkogen homologiczny z v-„fos” dwu
szczepów retrow irusów  mięsaka kości myszy: szczep 
FBJ-M SV i szczep FBR-MSV 

c-,,myc” — kom órkowy protoonkogen homologiczny z v-„m yc” 4
szczepów retrow irusów  mielocytomatozy ptaków: szczep 
MC 29, CM II, OK 10, MH 2 

c-H a-„ras” — kom órkowy protoonkogen homologiczny z v-H a-,,ras”
retrow irusa m ięsaka H arvey’a myszy oraz z v-„bas” re-
trow irusa mięsaka m yszy BALB/c 

c-K i-„ras” — kom órkowy protoonkogen homologiczny z v-K i-,,ras”
retrow irusa mięsaka K irstena myszy 

N -„ras” — gen transform ujący w ykry ty  w DNA komórek nerw ia-
ka zarodkowego (skrót od ang. neuroblastom a „ras”) 

c-,,sis” — kom órkowy protoonkogen homologiczny z v-,,sis” re tro ­
w irusa mięsaka m ałpy w ełnistej oraz v-„sis” re trow iru ­
sa mięsaka kotów — szczep Parodi-Irgensa 

DNA — kwas deoksyrybonukleinow y
EGF — czynnik w zrostu naskórka (skrót od ang. epiderm al

growth factor)
fazy G cyklu komórkowego — fazy luki (przerwy) w syntezie DNA 

(skrót od ang. gap) 
faza S cyklu komórkowego — faza syntezy DNA
GDP — kwas guanozyno-5-dwufosforowy lub guanozynodwu-

fosforan
GTP — kwas guanozyno-5-trójfosforowy lub guanozynotrójfos-

foran
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GTP-aza — hydrolaza GTP
GM-CSF — czynnik wzrostu pobudzający w ytw arzanie kolonii gra-

nulocytów-m akrofagów (skrót od ang. granulocyte-m ac- 
rophagecolony stim ulating factor)

IL-2 — interleukina-2 czynnik wzrostu limfocytów T, a być
może także limfocytów B 

IL-3 — interleukina-3 wielopotencjalny czynnik wzrostu, reg u ­
lujący wzrost i różnicowanie wielopotencjalnej kom órki 
m acierzystej i ukierunkow anych kom órek potomnych 

kb — kilozasady (skrót od ang. kilobase-pair)
kd — kilodaltony
kom órki NIH 3T3 — linia komórkowa wyprowadzona w National In sti­

tu te  of H ealth  z praw idłowych fibroblastów myszy 
BALB/c

linia HL-60 — linia komórkowa wyprowadzona z komórek krw i obwo­
dowej pacjenta z ostrą białaczką promielocytową, jest 
uważana za linię promielocytów, którą jednak można 
pobudzić do różnicowania w granulocyty i m akrofagi 

M-CSF — czynnik w zrostu pobudzający w ytw arzanie kolonii mo-
nocytów makrofagów (skrót od ang. m acrophage-colony 
stim ulating factor) 

p — krótkie ram iona chromosomów
p 14 c-,,sis” — białko o ciężarze cząsteczkowym 14 kd, kodowane przez

c-,,sis”, homologiczne z łańcuchem  B płytkowego czyn­
nika wzrostu

p 21 c-„ras” — białko o ciężarze cząsteczkowym 21 kd, kodowane przez 
rodzinę genów „ras” 

p 145 c-„abl” — białko o ciężarze cząsteczkowym 145 kd, kodowane 
przez c-„abl”

p 160 v-„abl” — białko o ciężarze cząsteczkowym 160 kd, kodowane 
przez onkogen „abl” Ab-MuLV 

p 210 „bcr”-„ab l” — białko o ciężarze cząsteczkowym 210 kd kodowa­
ne przez hybrydow y gen ,,ber”-,,abl” w CML 

PD GF — płytkow y czynnik w zrostu (skrót od ang. p late le t-deri­
ved growth factor)

PD P — płytkow a polimeraza DNA (skrót od ang. p latelet DNA
polymerase), wykazująca wiele podobieństw z odw rotną 
transkryptazą

P h  — chromosom filadelfijski (skrót od ang. Philadelphia chro­
mosome)

q — długie ram iona chromosomów
RNA — kwas rybonukleinow y
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mRNA — inform acyjny RNA (skrót od ang. m essenger RNA)
SSV — szybko transform ujący retrow irus mięsaka m ałpy w eł­

nistej (skrót od ang. simian sarcoma virus)

W PR O W A D ZEN IE

Badania cytogenetyczne umożliwiły ustalenie kilku istotnych da­
nych z biologii nowotworów:

1. W ykryto, że wszystkie kom órki danego nowotworu m ają takie sa­
me lub zbliżone zmiany kariotypowe, czego konsekwencją stało się u sta ­
lenie monoklonalności nowotworów. Większość nowotworów pochodzi za­
tem  z pojedynczej kom órki progenitorowej, noszącej specyficzną zmianę 
genetyczną (często rozpoznawalną jako nieprawidłowości chromosomo­
we). Przypuszczalnie ta nabyta zmiana genetyczna dostarcza komórce 
wybiórczych korzyści ułatw iających wzrost, co umożliwia jej potom stwu 
ekspansję klonalną.

2. Wykazano, że na ogół nieprawidłowości kariotypowe są znacznie 
rozleglejsze w zaawansowanych nowotworach. Takim przykładem  są 
zmiany kariotypowe w przełomie blastycznym  w przebiegu przew lekłej 
białaczki szpikowej (chronic myelogenous leukemia, w skrócie CML). 
CML jest klonalną, złośliwą proliferacją hemopoetycznej komórki m a­
cierzystej [120]. W 90 - 95% przypadków w ystępuje delecyjny chromo­
som 22 nazwany chromosomem Ph  (Philadelphia chromosome, w skró­
cie Ph) [105]. Chromosom Ph powstaje w skutek obustronnej wym iany 
m ateriału  genetycznego między chromosomami 9 i 22 [118]. W ymiana 
zwykle dotyczy tych samych prążków 9q34.1 i 22qll.21 i jest określana 
jako t(9;22) (q34.1; q ll.21). W przełomie blastycznym  CML, który  cha­
rakteryzuje u tra ta  zdolności białaczkowych blastów do dalszego różni­
cowania, u ok. 75% pacjentów rozw ijają się dodatkowe nieprawidłow oś­
ci chromosomowe nałożone na kariotyp z pierw otną translokacją Ph
[51]. Zwykle dochodzi do zwiększenia m odalnej liczby chromosomów 
w granicach 47 - 52 z nieprzypadkow ym i nieprawidłowościami, które do­
tyczą chromosomów: 8 (trisomia chromosomu 8), 17 (izochromosom 17), 
19 (trisomia chromosomu 19) i 22 (dodatkowy chromosom Ph') [94]. 
Heim i M itelman [95] taką ewolucję kariotypu komórek białaczkowych, 
w której stw ierdza się jedną lub więcej z takich nieprawidłowości na­
zywają główną drogą ewolucyjną (rye. 1). Z innych nieprawidłowości 
kariotypowych, w ystępujących dosyć często w przełomie blastycznym , 
należy wymienić triosomię chromosomu 17 i ubytek chromosomu 7 [129]. 
Te i inne obserwacje pozwoliły na rozwinięcie hipotezy, że w m iarę 
upływu czasu nowotwory stają  się coraz bardziej złośliwe, ponieważ
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Rye. 1. M odel ew olucji k a rio ty p u  w  p rzew lek łe j b iałaczce szpikow ej P h ' dodatn ie j
(wg [64])

wyselekcjonowują się subpopulacje kom órek o dodatkowych zmianach 
w strukturze genetycznej [77, 104], Komórki nowotworowe cechuje 
w porównaniu z kom órkam i praw idłowym i zwiększona niestabilność 
genetyczna, z czym wiąże się łatwość powstawania w ariantów  gene­
tycznych. Większość tych w ariantów  ginie, ale kilka z nich o szczegól­
nych właściwościach wybiórczego wzrostu rozwija się i staje dom inują­
cą subpopulacją kom órek nowotworowych. Tę nową subpopulację w y­
różnia agresyw ny wzrost, co wiąże się z progresją choroby nowotworo­
wej. Ciągłe powstawanie nowych subpopulacji kom órek nowotworo­
wych jest przyczyną tak typowej dla nowotworów heterogenności ko­
mórkowej.

3. Dzięki badaniom m olekularnym  w ykryto, że nieprzypadkowe nie­
prawidłowości chromosomowe wiążą się z miejscami, w których leżą 
szczególne geny, tzw. protoonkogeny odgrywające istotną rolę w onko- 
genezie.
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Protoonkogeny lub onkogeny komórkowe (cellular oncogen, w skró­
cie c-„onc”) w ykryto  dzięki dwu odrębnym, chociaż zbieżnym k ierun ­
kom badawczym:

Po pierwsze dzięki w ykryciu homologii c-,,onc” z onkogenami szyb- 
kotransform ujących retrow irusów  (viral oncogen, w  skrócie v-,,onc”). 
v-„onc” są zresztą pochodzenia komórkowego i zostały włączone wT ge­
nom retrow irusa podczas zakażenia zwierzęcia.

Po drugie dzięki metodzie transfekcji. Przez transfekcję rozumie się 
proces wprowadzania do hodowanych komórek egzogennego DNA. W ba­
daniach transform ujących genów nowotworowych jako biorcy zwykle 
służą komórki NIH 3T3. Linia NIH 3T3 została wyprowadzona z p ra ­
widłowych fibroblastów myszy i ma wysoką zdolność integracji DNA 
dawcy [29]. Linia ta jest wprawdzie linią nienowotworową, ale cechuje 
ją szczególna właściwość charakteryzująca złośliwą transform ację, a m ia­
nowicie jest linią „unieśm iertelnioną” (immortalized), m ającą zdolność 
ciągłej proliferacji w hodowli (prawidłowe komórki m ają ograniczoną 
zdolność podziałów). DNA wyizolowany zarówno z kom órek stransfor- 
m owanych chemicznymi m utagenam i, jak i DNA z w ielu natu raln ie  
w ystępujących nowotworów człowieka, takich jak  rak  pęcherza moczo­
wego, rak jelita grubego, rak  płuc, nerw iak zarodkowy (neuroblastoma) 
i różne nowotwory hemopoetyczne — w prowadzony do komórek NIH 
3T3 może indukować transform ację nowotworową [81, 91, 96, 108, 124], 
za którą są odpowiedzialne sekwencje DNA zawierające c-„onc”.

Co to są protoonkogeny? W praw idłowych kom órkach w różnych 
okresach wzrostu i różnicowania w ystępuje ekspresja różnych c-„onc”. 
Jak  się wydaje, c-,,onc” powstały u wczesnych ewolucyjnie tkankowców, 
a naw et w organizmach niższych niż tkankowce, jako w ew nątrzkom ór­
kowe regulatory wzrostu komórki [106]. W złożonych zaś organizmach krę­
gowców te wew nątrzkom órkowe czynniki wzrostu, zapewniające au to­
nomię poszczególnym komórkom, były szkodliwe, zaburzały bowiem 
harm onijną współpracę między różnym i kom órkam i i tkankam i. U wyż­
szych kręgowców te w ew nątrzkom órkowe czynniki w zrostu zostały więc 
w yparte przez liczne pozakomórkowe czynniki wzrostu o charakterze 
endokrynnym  i parakrynow ym . Nadal jednak zachowały się ścisłe po­
wiązania m iędzy c-,,onc” a pozakomórkowymi czynnikami wzrostu. Po­
wiązania te są:

albo bezpośrednie, poniewTaż niektóre c-„onc” kodują czynniki wzros­
tu,

albo pośrednie, ponieważ inne c-„onc” kodują receptory dla czynni­
ków wzrostu, lub uczestniczą w innych m echanizm ach regulujących 
wzrost prawidłowych komórek.

Protoonkogeny mogą odgrywać kluczową rolę w transform acji no­
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wotworowej dzięki punktow ym  m utacjom  [142], przegrupowaniom  (re­
arrangem ents) [31] lub zwielokrotnieniu genu (gene amplification) [20, 
27]. W szystkie te nieprawidłowości protoonkogenów będą powodowały 
bądź zmianę jakościową kodowanych przez nie produktów, bądź zm ia­
nę ekspresji (ilościową) tych produktów.

Wiemy, że rozwój naturalnych  nowotworów jest procesem wielo­
etapowym, podczas którego w ystępuje kooperacja w ielu genów. Jednym  
z pierwszych przykładów wskazujących na taką kooperację w w aru n ­
kach „in v itro” były doświadczenia Landa i wsp. [83]. A utorzy ci do 
hodowli zarodkowych fibroblastów szczura wprowadzali kom binację dw u 
protoonkogenów „myc” i „ras”. P ierw szy z nich jest genem „unieśm ier­
teln iającym ” fibroblasty, które zaczynają bezustannie replikować DNA 
i dzielić się. „myc” nie wpływa jednak na fenotyp fibroblastów i dla 
pełnej transform acji konieczna jest aktyw acja co najm niej jeszcze je d ­
nego onkogenu „ras”. W ykazano także, że w niektórych liniach kom órki 
nowotworowej człowieka, jak np. linia HL-60 wyprowadzona z kom órek 
krw i obwodowej pacjenta z ostrą białaczką promielocytową, w ystępuje 
kooperacja „myc” i N -„ras” [27]. Istnienie aktywnego N-,,ras” oprócz 
am plifikacji „m yc” stwierdzono ponadto w pierw otnych kom órkach bia- 
łaczkowych pacjenta, od którego wyprowadzono linię HL-60 [34]. Nie 
jest jednak wykluczone, że do powstania kom órki nowotworowej ko­
nieczne jest jeszcze dodatkowe działanie odmienne od aktywności onko- 
genów „myc” i „ras” . Najbardziej zachęcające wydaje się istnienie w ielu 
genów włączonych w proces onkogenezy, przy czym uaktyw nienie każ­
dego z nich odpowiadałoby kolejnem u etapowi onkogenezy [84].

W patogenezie CML krytyczne znaczenie ma translokacja proto- 
onkogenu c-„abl”. Sugeruje się również, że w procesie tym  odgryw ają 
także rolę inne protoonkogeny, takie jak  c-,,sis” i N -,,ras”. G eny te 
zostaną szczegółowo omówione.

c-„abl”

Lokalizacja c-„abl” w chromosomie — 9q34 [56, 63]. c-„abl” w ystę ­
puje nie tylko w kom órkach kręgowców [57], ale jest pieczołowicie prze­
chowyw any w  procesie ewolucji, tak  że w ykryto go w gatunku ewolu­
cyjnie tak odległym od kręgowców jak  muszka owocowa (Drosophila 
melanogaster) [66],

P rodukt kodowany przez c-,,abl” — białko o ciężarze cząsteczkowym 
145 kd (p 145) [78]. Białko kodowane przez c-„abl” w ykazuje aktyw ność 
kinazy tyrozynowej [80], która katalizuje przenoszenie jonu fosforano-
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wego z komórkowego nośnika energii, jakim  jest adenozynotrójfosforan 
(ATP), na rodniki tyrozyny niektórych białek. Członkowie rodziny kinaz 
tyrozynowych decydują o fenotypie komórkowym. N iektórzy z nich od­
gryw ają rolę w czynności receptorów dla czynników wzrostu, inni dzia­
łają  we w nętrzu kom órki [15]. Tak np. kom órkowy protoonkogen 
c-,,erbB” koduje obszar kinazy tyrozynowej w wew nątrzkom órkow ej 
części receptora czynnika w zrostu naskórka (epiderm al grow th factor, 
w skrócie EGF) [42], a c-„fm s” koduje analogiczny obszar w receptorze 
dla czynnika w zrostu pobudzającego w ytw arzanie kolonii monocytów- 
-makrofagów (macrophage-colony stim ulating factor, w skrócie M-CSF, 
albo colony stim ulating factor-1, w skrócie CSF-1) [116, 123], Po zwią­
zaniu odpowiedniego czynnika wzrostu z zewnątrzkom órkową częścią 
receptora zostaje uaktyw niony w ew nątrzkom órkowy obszar fosfokinazy 
tyrozynowej i następuje fosforylacja rodników tyrozyny w  docelowym 
białku, z czym wiąże się jego modyfikacja. Jak  się przypuszcza, proces 
fosforylacji tyrozyny wyzwala kaskadę zmian biochemicznych, stano­
wiącą część m echanizm u za pomocą którego m itogenny sygnał nada­
w any przez czynnik wzrostu zostaje przekazany do jądra komórkowego 
i zapoczątkowuje podział komórki. Ta nowo poznana odwracalna fosfo­
rylacja białek w ydaje się stanowić główny mechanizm kontrolujący prze­
kazywanie bodźców hormonalnych, a także bodźców indukowanych przez 
czynniki w zrostu i neurotransm itery . Sygnał wywołany ujaw nieniem  się 
aktywności kinazy tyrozynowej we w nętrzu komórki jest, po przetwo­
rzeniu, przekazyw any dalej przez kinazę białkową C [89, 133], pod której 
wpływem  ulegają fosforylacji rodniki seryny i treoniny. K inaza białko­
wa C wydaje się uczestniczyć głównie w przekazywaniu sygnałów indu­
kowanych przez płytkow y czynnik w zrostu (platelet derived growth 
factor, w skrócie PDGF) [61] oraz interleukiny-2 i 3 (IL-2 i IL-3) [47- 
49]. W większości przypadków nie znamy jednak docelowego białka, na 
które działa kinaza tyroyznowa. Może to być zarówno białko błony 
komórkowej, jak i wew nątrzkom órkow y enzym, czy białko szkieletowe 
komórki lub białko związane z jądrem  komórki. Tak więc w następ­
stwie intensyw nej fosforylacji rodników tyrozyny docelowego białka 
zm ieniają się zdolności proliferacyjne komórki. Aktywność kinazy tyro­
zynowej charakteryzuje także wiele białek kodowanych przez v-,,onc” 
transform ujących retrow irusów  [14, 68].

Lokalizacja produktu c-„abl” w komórce — białko błony komórko­
w ej [68],

Homologia produktu  c-,,abl” z białkiem  kodowanym przez onkogeny 
transform ujących retrowirusów:

v-„abl” w irusa białaczki TVbelsona m yszy (Abelson m urine leukemia 
virus, w skrócie Ab-MuLV) [140];
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v-,,abl” w irusa mięsaka H ardy-Zuckerm an kotów — szczep 2 (Har- 
dy-Zuckerm an 2 feline sarcoma virus, w skrócie HZ-2-FeSV) [9].

Dosyć często dwa odmienne retrow irusy onkogenne dla różnych ga­
tunków zwierząt (w tym  wypadku dla myszy i kotów) m ają ten sam 
v-,,onc”.

Niedawno odkryty szczep 4 retrow irusa HZ-2-FeSV — HZ-4-FeSV 
zawiera onkogen v-,,k it” [10], k tóry  koduje białko p 80 przypom inające 
struk tura ln ie  receptor dla PDGF [149].

Ab-MuLV został wyizolowany z myszy BALB/c, które były zakażone 
w irusem  białaczki Moloney’a myszy (Moloney m urine leukem ia virus, 
w skrócie Mo-MuLV) i u których stosowano sterydy. Ab-M uLV jest 
rekom binantem  w ykazującym  na obu końcach genomu dość ścisłą homo- 
logię sekwencji z rodzicielskim Mo-MuLV, ale we w nętrzu jego genomu 
znajduje się dodatkowa sekwencja pochodząca z komórkowego proto- 
onkogenu c-„abl” [1, 57]. Sekwencja z końca aminowego (N-terminus), 
transform ującego białka Ab-MuLV, jest kodowana przez wirusowy gen 
„gag” (gen kodujący białka w nętrza wirionu), zaś sekwencje części środ­
kowej i końca karboksylowego (C-terminus) koduje „abl” [143]. T rans­
form ujące białko wykazuje wysokiego stopnia aktywność kinazy tyro- 
zynowej, zwłaszcza w porównaniu z aktywnością białka kodowanego 
przez kom órkowy c-,,abl”. Ta wysoka aktywność kinazy tyrozynow ej 
prawdopodobnie zależy od m odyfikacji końca aminowego białka Ab- 
-MuLV. Białko kodowane przez v-,,abl” ma zdolność transform acji sze­
rokiego spektrum  komórek hemopoetycznych myszy, takich jak: lim fo­
cyty B, komórki plazmocytowe, m akrofagi i promielocyty, a także ko­
m órki NIH 3T3 [79].

Prawdopodobna rola produktu  kodowanego przez c-,,abl” : Jak  już 
powiedziano, v-,,abl” Ab-MuLV transform uje komórki w hodowli, m. in. 
komórki tuczne, pochodzące z płodowej wątroby, lub komórki linii szpi­
kowej myszy — FDC-P1 [28, 109], uniezależniając je, poprzez m echa­
nizm pozaautokrynowy, od zewnątrzpochodnych czynników wzrostu, ta ­
kich jak IL-3, lub czynnik wzrostu pobudzający w ytw arzanie kolonii 
granulocytów -m akrofagów (granulocyte-m acrophage colony stim ulating 
factor, w skrócie GM-CSF). W związku z pozaautokrynow ym  m echaniz­
mem działania transform ującego białka kodowanego przez v-„abl” roz­
ważane są dwie możliwości: produkt v-„abl” m odyfikuje aktywność re ­
ceptora dla IL-3 lub receptora dla GM-CSF albo działa jako surogat 
tych receptorów poprzez aktywność kinazy tyrozynowej lub poprzez 
w pływ  na któryś z późniejszych etapów łańcucha regulującego wzrost 
kom órki prawidłowo aktyw ow anej przez IL-3 lub GM-CSF [110],

Jest więc prawdopodobne, że kom órkowy c-,,abl” koduje receptor 
dla IL-3 lub dla GM-CSF.
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Shtivelm an i wsp. [127] sugerują równocześnie, że białko kodowane 
przez c-„abl” nie pełni funkcji receptora dla pozakomórkowych czynni­
ków wzrostu, zwłaszcza że jego aktywność kinazy tyrozynowej różni się 
od aktywności kinaz tyrozynowych, które w ystępują w cytoplazm atycz- 
nej części receptora dla EGF lub receptora dla M-CSF. A utorzy przy­
puszczają, że substra t docelowy dla białka kodowanego przez c-,,abl” 
w ystępuje zarówno w cytoplazmie, jak  i w błonie komórkowej.

IL-3 myszy lub wielopotencjalny czynnik w zrostu (m ulti-colony sti­
m ulating factor, w skrócie m ulti-CSF) może pobudzać:

albo powstawanie szerokiego spektrum  różnych typów kolonii (ery­
trocytów, m egakariocytów, neutrofili, eozynofili, m akrofagów, kom órek 
tucznych);

albo powstawanie kolonii zawierających różne typy komórek.
IL-3 myszy kontroluje zatem  wzrost i różnicowanie zarówno wielo- 

potencjalnej komórki m acierzystej, jak  i kom órek potomnych, już ukie­
runkow anych w poszczególne linie różnicowania [43, 62, 70]. W ydaje się, 
że IL-3 stym uluje naw et wzrost kom órki m acierzystej [58, 113] tak  m ło­
dej jak  komórka tworząca kolonie śledzionowe (colony form ing units- 
spleen, w skrócie CFU-S), odkrytej przez Tilla i wsp. [136], która jest 
zdolna do repopulacji zarówno kom órek linii szpikowej, jak  i lim foidal- 
nej u subletalnie naprom ienionych m yszy [2, 39, 74, 86].

Do niedaw na nie można było wykazać istnienia ludzkiego genu, 
będącego odpowiednikiem genu dla IL-3 myszy lub analogicznego białka. 
W związku z odkryciem, że ludzki GM-CSF ma w ielopotencjalną ak tyw ­
ność pobudzającą w ytw arzanie różnych kolonii [40, 45, 128], w ysunięto 
przypuszczenie, że ludzki gen dla IL-3 został utracony podczas ewolucji 
[26, 45, 76], a jego czynności są zsumowane w GM-CSF.

Ostatnio jednak z ludzkiej linii komórkowej 5637, wyprowadzonej 
z raka pęcherza moczowego, wyizolowano i scharakteryzow ano wielo­
potencjalny CSF [93, 98, 100, 111, 130, 144], a Yang i wsp. [148] ziden­
tyfikow ali ludzki gen dla IL-3 w ykazujący homologię sekwencji z IL-3 
myszy. Istnieje także ok. 20% homologii sekwencji m iędzy IL-3 a GM- 
-CSF (cyt. wg [138]). Ludzki gen dla IL-3 leży w chromosomie 5 (cyt. 
wg [138]). Ponadto w długich ram ionach chromosomu 5 w stosunkowo 
niew ielkiej odległości od siebie leżą:

gen ,,gm-csf” 5q23->q32, k tóry  koduje GM-CSF;
protoonkogen homologiczny z genem v-,,k it” — HZ-4-FeSV 5q31 ->  

q32, k tóry  koduje receptor dla PDGF;
protoonkogen c-„fm s” 5q33, k tóry  koduje receptor dla M-CSF. Geny 

te leżą w m iejscach punktow ych złamań, jakie w ystępują w delecjach 
długich ram ion chromosomu 5 [119], spotykanych w tzw. w tórnych
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ostrych białaczkach nielim fatycznych, wywołanych mutagenami, oraz 
w niektórych klonalnych hem opatiach zaliczanych do grupy zespołów 
mielodysplastycznych.

c-„sis”

Lokalizacja c-,,sis” w chromosomie — 22ql3 [33, 134],
P rodukt kodowany przez c-„sis” — białko o ciężarze cząsteczkowym 

14 kd (p 14), wykazujące, podobnie jak produkt c-„abl”, aktywność 
kinazy tyrozynowej [30] i odpowiadające łańcuchowi B PDGF [37, 145], 
(Ludzki PDGF jest heterodim erem  złożonym z dwu łańcuchów A i B 
[73].)

Lokalizacja produktu c-„sis” w komórce — białko sekrecyjne [68], 
jakkolwiek sekrecja PDGF przez komórkę koreluje z ekspresją łańcu­
cha A [12].

Homologia produktu c-,,sis” z białkiem  kodowanym przez onkogeny 
transform ujących retrowirusów:

v-„sis” w irusa mięsaka m ałpy wełnistej (simian sarcoma virus, 
w skrócie SSV) [41, 141];

v-,,sis” wirusa mięsaka kotów — szczep Parodi-Irgensa (Parodi-Ir- 
gens feline sarcoma virus, w skrócie PI-FeSV) [11].

SSV był pierwszym transform ującym  retrow irusem  uzyskanym  od 
zwierząt naczelnych. Małpa wełnista, z której tkanek wyizolowano SSV, 
chorowała na rozsiane włókniakomięsaki (fibrosarcoma) w skórze i w 
krezce. Stwierdzono ok. 96% homologii m iędzy łańcuchem  B PD G F 
człowieka a transform ującym  białkiem  — p 28 „sis” SSV, co pozwala 
przypuszczać, że onkogenne działanie SSV zachodzi poprzez m olekuły 
PDGF-podobne [41, 141]. SSV w strzyknięty domięśniowo szerokonosym 
małpom am erykańskim  w yw ołuje u nich podobny nowotwór, jeśli na­
tom iast zostanie w strzyknięty dokanałowo, to powoduje rozwój gwiaź- 
dziaka (astrocytoma). Oba te nowotwory wychodzą z komórek tkanki 
łącznej, które w hodowli ujaw niają ekspresję receptorów dla PDGF. Fi- 
broblasty stransform ow ane przez SSV nie tylko syntetyzują, ale również 
wydzielają m olekuły PDGF-podobne, które działają jako autokrynow e 
stym ulatory  wzrostu [67]. W ydaje się jednak, że większość produktu  
kodowanego przez SSV nie jest wydzielana do środowiska zewnętrznego, 
ale pozostaje związana z błoną komórkową [85], stym ulując endogennie 
specyficzne receptory. Równocześnie prawidłowy, egzogenny PDGF może 
indukować w hodowli pewne cechy wzrostu komórek, przypom inające 
proliferację kom órek stransform ow anych przez SSV, a ponadto indukuje

3 — P B K  3/88
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wiele, a być może naw et wszystkie cechy fenotypowe komórek strans- 
form owanych [5, 6, 17, 71]. W ustalonych liniach kom órkowych PDGF 
może wywoływać ostateczną transform ację morfologiczną [122],

Działanie PDGF na poziomie m olekularnym  — PDGF zwiększa tran s­
krypcję dwu genów komórkowych: c-„fos” [25, 60] i c-,,myc” [75], c-„fos” 
koduje białko związane ze zrębem jądra komórkowego [32], a zwłaszcza 
z miejscem w chrom atynie jądrow ej szczególnie wrażliwym  na działanie 
dezoksyrybonukleazy I, co sugeruje regulacyjną rolę tego genu w eks­
presji innych genów [114, 121]. c-,,myc” koduje białko zlokalizowane 
w okolicy przyjądrow ej, odgrywające rolę w przem ianie RNA [115]. 
Stiles [131] oba geny zalicza do „genów kom petencji w zrostu” (grow th 
competence genes), w arunkujących w ystąpienie i przebieg cyklu kom ór­
kowego. Ponadto wykazano, że transkrypcja c-„m yc” wiąże się z unie­
zależnieniem komórki od regulacyjnego wpływu osoczowych czynników 
wzrostu, a więc i PDGF [21, 75], Nie wiemy jednak, czy ekspresja c-„fos” 
przyczynia się do podobnej u tra ty  wrażliwości komórki na PDGF, 
zwłaszcza że aktyw acja c-„fos” wyprzedza aktyw ację c-„m yc” [97]. Na 
zmodyfikowanym schemacie z pracy Adamson [4] przedstawiono ak ty ­
wację genów komórkowych pod wpływem  PDGF, prowadzącą do syntezy 
DNA i proliferacji:

k o m ó rk o w y  a k ty w a c ja
recep to r  k in azy rodzina

PDGF dla PDGF ->■ białkowej C * -*  c-,,fos” -> genów
—>■ c-„m yc” -> „ras” —► proliferacja

Stiles (cyt. wg [46, 99]) wykazał ponadto, że PDGF w kom órkach 
NIH 3T3 zwiększa transkrypcję nie tylko c-„fos” i c-„m yc”, ale także 
genów kodujących interferon beta (gen pokrew ny c-„fos”) i syntetazę 
2'5'-oligoadenylową. T ranskrypcja tych dwu ostatnich genów w ystępuje 
w późniejszym okresie niż c-,,fos” i c-,,myc”. Zwiększenie przez PD GF 
transkrypcji genów kodujących interferon beta jest niezwykle in tere­
sujące w świetle niedaw nych doniesień [87], które mówią o przeciw­
staw nym  działaniu na cykl komórkowy interferonów alfa i beta, a PDGF. 
Mianowicie in terferony ham ują przejście komórek z fazy G0 cyklu ko­
mórkowego w fazę Gi i S, podczas gdy PDGF działa mitogennie.

W pływ PDGF na komórki:
PDGF działa jako czynnik m itogenny na komórki tkanki łącznej 

m ające specyficzne receptory. Do komórek tych należą: fibroblasty skó­

* K inaza b ia łkow a C poprzez fo s fo ry lac ję  ro d n ik ó w  seryny  i tre o n in y  b ia łek  
kom órkow ych  uczestn iczy w  tra n sd u k c ji sygnałów  w yw ołanych  zw iązan iem  PD G F 
ze sw oistym  recep to rem  [61]. J a k  się w ydaje , k inaza  ta  tra n sd u k u je  jeszcze w cześ­
n ie jszy  sygnał w yw ołany  w y stąp ien iem  ak tyw ności k inazy  ty rozynow ej po zw ią­
zan iu  PD G F przez recep to r [89, 133].
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ry  i ścięgien, mięśnie gładkie ściany naczyniowej, komórki gleju i chon- 
drocyty [18].

W hodowli fibroblastów i kom órek mięśni gładkich PDGF stym uluje 
w ytw arzanie i uwalnianie substancji podobnych do somatomedyny C 
[23, 24]. Równocześnie somatomedyna C może nasilać odpowiedź m ito- 
genną komórek na PDGF.

W hodowli linii komórki T ze zmniejszoną zawartością surowicy 
w środowisku hodowlanym  PDGF przyw raca komórkom T zdolność do 
odpowiedzi proliferacyjnej na specyficzny antygen [3].

Istnieją dane, że w ytw arzanie molekuł PDGF-podobnych wyw iera 
działanie pośrednie na klonalny wzrost linii erytroleukem icznych, takich 
jak OCIM 2 i HEL [117]. Obie te linie w ytw arzają m olekuły PDGF-po- 
dobne, działające m itogennie na fibroblasty, które z kolei prawdopodob­
nie w ydzielają m ediatory erytropoezy [35].

W ytwarzanie PDGF lub molekuł PDGF-podobnych przez linie komór­
kowe wyprowadzone z ludzkich nowotworów:

Po pierwsze, m olekuły PDGF-podobne są w ytw arzane przez wiele 
linii komórkowych wyprowadzonych z naturaln ie w ystępujących nowo­
tworów, których komórki reagują na PDGF. Do linii tych należą:

— linia U-343 MGa glejaka człowieka [72],
— linia U-2 OS mięska kości człowieka [59]; komórki tej linii w y­

kazują ekspresję zarówno inform acyjnego RNA (messenger RNA, w skró­
cie mRNA), c-,,sis” (translacja łańcucha B PDGF) [13, 59], jak i mRNA 
łańcucha A [12].

Po drugie, w moczu chorych z różnymi nowotworami w ystępuje 
podwyższony poziom białek antygenowo podobnych do PDGF [102],

Po trzecie, ekspresja c-,,sis” i/lub w ytw arzanie PDGF w ystępują 
nie tylko w kom órkach nowotworowych, odpowiadających na ten czyn­
nik wzrostu, ale także w komórkach nowotworowych, które nie odpo­
w iadają na PDGF, takich jak:

— linia Neuro-2 A nerw iaka zarodkowego myszy [139],
— linia T-24 wyprowadzona z raka pęcherza moczowego człowieka,
— linia Hep G-2 wyprowadzona z dobrze zróżnicowanego raka w ą­

troby (hepatoma) [19, 101],
— linia komórkowa HUT-102 wyprowadzona ze skórnego chłoniaka 

T-komórkowego człowieka [146],
— linie wyprowadzone z komórek erytroleukem ii, jak OCIM 2, K 562, 

HEL, OCIM 1 [117].
W łóknienie szpiku jest stanem, w którym  prawidłowa struk tu ra  tkan ­

ki szpikowej zostaje zastąpiona przez fibroblasty, a następnie przez w y­
tw arzany przez nie kolagen. W łóknienie szpiku obserwowano w różnych 
chorobach m ieloproliferacyjnych, takich jak: przewlekła białaczka szpi-
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kowa, w nowotworach nie pochodzących z komórek hemopoetycznych, 
a także w przew lekłych stanach zapalnych szpiku, jak np. w gruźlicy 
oraz w następstw ie działania czynników toksycznych [54], Za możliwą 
rolą PDGF we włóknieniu szpiku przem awia zwiększenie ilości oraz ak ty ­
w acja megakariocytów i kom órek zrębu szpikowego, jak m akrofagi, 
a także kom órki endotelialne, z prawdopodobnym  uwalnianiem  PDGF 
we wszystkich stanach przebiegających z odczynowym włóknieniem  szpi­
ku [54, 117]. N ieefektyw na megakariopoeza połączona z proliferacją 
i rozpadem m egakariocytów w szpiku może również prowadzić do nad­
miernego uwalniania PDGF [117].

N -„ras”

N -„ras” jest jednym  z trzech genów rodziny „ras”, do której poza 
nim  należą: c-H a-,,ras” homologiczny z v-H a-,,ras” w irusa mięsaka H ar- 
vey ’a myszy (Harvey m urine sarcoma virus, w skrócie Ha-MSV) i c-K i- 
-,,ras”, homologiczny z v-K i-„ras” wirusa mięsaka K irstena myszy (Kir­
sten m urine sarcoma virus, w skrócie Ki-MSV) [22]. N-,,ras” (neuro­
blastom a „ras”) został odkryty jako biologicznie aktyw ny, transform u­
jący gen w linii komórkowej wyprowadzonej z nęrw iaka zarodkowego 
człowieka [126], natom iast nigdy nie znaleziono go w retrow irusach.

Rozmiary tych trzech genów są bardzo różne i tak najm niejszy 
c-H a-„ras” ma m niej niż 6 kilozasad (kilobase-pair, w skrócie kb) d łu ­
gości, najw iększy c-K i-,,ras” ponad 40 kb, N-,,ras” zaś ok. 10 kb [88]. 
G eny te leżą w różnych chromosomach.

Lokalizacja N -„ras” w chromosomie — 1 p 12 [36, 150].
Geny z rodziny „ras” cechuje duża konserwatywność ewolucyjna, 

w ykryto je u niższych eukariontów, takich jak drożdże piwne (Saccharo­
myces cervisiae) [38, 107, 112] i Drosophila [96].

P rodukt kodowany przez rodzinę genów „ras” — białka o ciężarze 
cząsteczkowym 21 kd (p 21) [44]. p 21 „ras” uczestniczą w w ew nątrz­
kom órkowym (pozareceptorowym) układzie inform acyjnym  (intracellular 
m essenger system), p 21 „ras” są zlokalizowane w obrębie błony komór­
kowej i w ykazują dwojakiego rodzaju aktywność:

silnie wiążą guanozynotrójfosforan (GTP) [125],
m ają aktywność hydrolazy GTP (GTP-azy) rozkładającej GTP do 

nieaktyw nej form y guanozynodwufosforanu (GDP) i nieorganicznego 
fosforanu [53, 125, 135].

Ta druga aktywność neutralizuje pierwszą, dzięki czemu w ew nątrz­
kom órkowy sygnał nie działa w sposób ciągły.

Istnieją analogie między białkam i kodowanymi zarówno przez ko­
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mórkowe, jak i w irusowe geny ,,ras” a rodziną białek G (białka wiążące 
GTP/GDP, skąd pochodzi ich nazwa). Białka G stanowią pośrednie ogni­
wo łączące receptory rozpoznające różne sygnały pozakomórkowe, jak 
np. sygnały hormonalne, sygnały wysyłane przez czynniki wzrostu i neu- 
ro transm itery  z cyklazą adenylową [55, 69], a także z innym i enzymami 
efektorowymi. Każde z białek G wiąże i hydrolizuje GTP w odpowiedzi 
na stym ulację przez specyficzny sygnał, przy czym w każdym w ypadku 
związanie GTP ma zasadnicze znaczenie dla transdukcji sygnału do en­
zymu efektorowego.

Rozróżnia się trzy  typy czynnościowe białek G:
białka Gs przekazujące sygnały horm onalne i wysyłane przez neuro- 

transm itery , które stym ulują cyklazę adenylową [55];
białka Gi przekazujące sygnały ham ujące aktywność cyklazy adeny- 

lowej [55], a także w niektórych komórkach ham ujące metabolizm fosfo­
ranu  inozytolu i mobilizację wewnątrzkom órkowego wapnia [8];

transduktyna — białko siatkówki, które przekazuje sygnały w ysy­
łane przez pobudzoną światłem  rodopsynę, a stym ulujące równocześnie 
fosfodwuesterazę cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP) [132],

Białka Gs są heterotrim eram i złożonymi z trzech podjednostek: alfa, 
beta i gamma [55]. Podjednostki beta i gamma w ykazują wiele znam ien­
nych podobieństw strukturalnych , a ponadto są ze sobą połączone, stąd 
ich wspólna nazwa podjednostki beta-gam m a. Podjednostka alfa, od­
m ienna strukturalnie, w arunkuje specyficzność czynnościową białek G 
[16]. Gdy podjednostka alfa otrzym a specyficzny sygnał i zwiąże GTP, 
następuje harm onijna dysocjacja podjednostek beta i gamma. Z kolei 
uwolniona podjednostka alfa aktyw uje cyklazę adenylową i sama ulega 
inaktyw acji przez hydrolizę wiązania GTP.

Chociaż białka kodowane przez rodzinę genów „ras” są o około po­
łowę mniejsze od najw iększej z białek G podjednostki alfa (odpowied­
nio 21 i 45 kd), to jednak istnieją między nimi podobieństwa [14]:

1. Zarówno białka G, jak i p 21 „ras” są zlokalizowane na w ew nętrz­
nej cytoplazm atycznej powierzchni błony komórkowej. Jak  się wydaje, 
to położenie ma zasadnicze znaczenie dla ich czynności, np. m utacja, 
która uniemożliwia przyleganie produktu v -„ras” do błony komórkowej, 
niweczy także jego właściwości transform ujące [147].

2. Zarówno białka G, jak i p 21 „ras” wiążą i hydrolizują GTP. 
Związanie GTP przez te białka powoduje, że wchodzą one w „stan 
aktyw ności” (active state), ale równocześnie ujaw nia się w ew nętrzna 
aktywność GTP-azy, która powoduje ich przejście w „stan n ieaktyw ny” 
(relaxed state). Hydroliza GTP ogranicza więc czas trw ania aktywności 
tych białek i przesyłanie wew nątrzkom órkowych sygnałów, a zatem sta­
nowi mechanizm samohamujący.
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3. Między białkam i G a p 21 „ras” w ystępują homologie sekw encji 
aminokwasów, w pewnych wprawdzie ograniczonych, ale istotnych od­
cinkach, które m.in. dotyczą obszaru wiążącego GTP. Hcmologia sekw en­
cji aminokwasów sugeruje zresztą wspólne pochodzenie ewolucyjne tych 
białek.

Nie dysponujem y jednak dowodami, aby białka „ras” m iały zdolność 
regulacji cyklazy adenylowej, przynajm niej w komórkach kręgowców, 
chociaż białka kodowane przez geny ,,RAS-1” i „RAS-2” drożdży regu­
lu ją  jej czynność [137].

W jaki zatem sposób p 21 „ras” działają regulująco na czynność 
komórki? Dotychczas jeszcze nie zidentyfikowano przypuszczalnych mo­
lekuł detektorow ych (wychwytujących i przekazujących sygnał na p 21 
„ ras”), jak i molekuł elektorowych (w arunkujących odpowiedź) dla p 21 
„ras”. Przez analogię do białek G w ydaje się, że rodzina białek p 21 „ras” 
jest zdolna do rozdzielczej transdukcji więcej niż jednego rodzaju sygna­
łów pochodzących z różnych receptorów powierzchni komórkowej i w y­
wołujących odmienne skutki regulacyjne. Przem aw iają za tym  różnice 
w pierw otnej struk tu rze trzech protoonkogenów „ras”, ich odm ienna 
lokalizacja w chromosomach człowieka oraz fakt, że są one tak  sk rupu­
latnie przechowywane w procesie ewolucji. Być może p 21 c-H a-„ras” 
reguluje czynność innego enzymu efektorowego niż p 21 c-K i-,,ras”, 
a p 21 N -„ras” działa na jeszcze inny enzym. Pogląd oparty na zdolności 
w ywoływania transform acji nowotworowej przez wirusowe białka „ras” 
i w związku z tym  zakładający, że prawidłowe p 21 „ras” transdukują  
sygnały pobudzające proliferację komórki, jest raczej odosobniony. P rze­
waża opinia [7, 103], że aktyw acja p 21 „ras” sprzyja raczej różnicowa­
niu niektórych komórek niż proliferacji. Uproszczając można przyjąć, 
że sygnały indukujące aktyw ację p 21 „ras” są pochodzenia pozakomór- 
kowego, p 21 „ras” zaś transdukują  efekt regulatorow y na m olekuły 
(białka lub m etabolity) znajdujące się we w nętrzu komórki [16].

Jak i jest enzym efektorow y (docelowy substrat) dla p 21 „ras”? 
Z dwu powodów przypuszcza się [16], że jest nim fosfolipaza C.

1. Horm onalna aktyw acja fosfolipazy C powoduje uwalnianie dwu 
w ew nątrzkom órkowych przekaźników inform acji (intracellular m essen­
gers), które, jak się wydaje, uczestniczą w procesach regulujących pro­
liferację komórki wywołaną peptydow ym i czynnikami wzrostu. Do prze­
kaźników tych należą trójfosforan inozytolu odpowiedzialny za uw al­
nianie jonów wapnia z w ew nątrzkom órkowych magazynów i dw uacyl- 
glicerol, k tóry  aktyw uje kinazę białkową C. Fleischman i wsp. [52] w y­
kazali, że w komórkach stransform ow anych przez geny „ras” ulega 
zmianie poziom fosforanu inozytolu i innych metabolitów, natom iast 
aktyw acja kinazy białkowej C zapoczątkowuje m. in. w ym ianę N a+/H "
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wraz z przejściowym wzrostem pH, k tóry  charakteryzuje komórki sty­
m ulowane czynnikami wzrostu.

2. Wiele danych wskazuje, że GTP uczestniczy w zależnej od recep­
tora aktyw acji fosfolipazy C.

Dotychczas jednak nie dysponujem y bezpośrednimi dowodami bio­
chemicznymi wskazującymi, że docelowym substratem  dla p 21 „ras” 
jest fosfolipaza C. Należy dodać, że Bar-Sagi i Feramisco [7a] wykazali, 
że wstrzyknięcie w fibroblasty pozostające w fazie spoczynkowej cyklu 
komórkowego p 21 „ras” wywołuje aktyw ację fosfolipazy A2.

Na ryc. 2, będącej m odyfikacją rycin z prac Newm arka [99] oraz 
H offbranda i wsp. [65], przedstawiono przypuszczalną drogę transdukcji 
sygnału nadawanego przez czynnik w zrostu z powierzchni komórki do 
jej w nętrza, mediowaną przez białka p 21 „ras”.

W jaki sposób komórkowe onkogeny „ras” wyizolowane z różnych 
nowotworów ludzi i gryzoni w yw ierają działanie transform ujące? Naj-

Ryc. 2. P rzypuszcza lna  droga tra n sd u k c ji sygnału  nad aw an eg o  przez czynnik  w zrostu  
z pow ierzchn i kom órk i do je j w n ę trza  za po śred n ic tw em  b ia łek  p 21 kodow anycłi 
przez rodzinę  genów  „ ra s”. Z w iązan ie  czynn ika  w zrostu  ze specyficznym  recep to ­
re m  pow odu je  zm ianę kon fo rm acji b ia łk a  w iążącego G T P (p. 21 „ ra s”?). Z m iana 
k o n fo rm ac ji tego  b ia łk a  ak ty w u je  enzym  — fosfolipazę C, k tó ra  z lip idów  b łony  
k o m ó rk o w ej u w a ln ia  dw a w ew nątrzk o m ó rk o w e p rzekaźn ik i in fo rm ac ji: tró jfo s fo ran  
inozy to lu  i dw uacylg licero l. T ró jfo sfo ran  inozy to lu  pow oduje uw a ln ian ie  w ew n ą trz ­
k om órkow ych  jonów  w apn ia , a dw uacy lg licero l ak ty w u je  k inazę  b ia łkow ą C. 
T e dw a syg n a ły  p o zw ala ją  n a  dalsze p rzek azan ie  in fo rm ac ji, m ożliw e że przez 
e lem en ty  szk ie le tow e k o m ó rk i (cytoskele ton) do ją d ra  (m odyfikac ja  w g [65, 99])
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częstszym m echanizmem indukującym  aktywność transform ującą genów 
„ras” jest punktow a m utacja. W białkach kodowanych przez zmutowane 
geny „ras” pojedyncze aminokwasy zostają zastąpione innym i zwykle 
w pozycjach 12, 13, 59, 61 i 63 [50], M utacje te zm ieniają aktywność 
GTP-azy p 21 „ras”, która staje się około 8 -1 0 -k ro tn ie  niższa od p ra ­
widłowej [53, 90, 92, 135]. Praw ie we wszystkich dotychczas badanych 
genach „ras” w ykryto korelację między obniżoną aktywnością GTP-azy 
a zdolnościami transform ującym i. Jak  się wydaje, u tra ta  zdolności do 
efektyw nej hydrolizy GTP stanowi pułapkę utrzym ującą docelowe biał­
ko w „stanie aktyw ności”, wskutek czego do w nętrza komórki jest prze­
kazywany sygnał ciągły. Ostatnio jednak Lacal i wsp. [82] ustalili, że 
właściwości transform ujące białek „ras” nie muszą się wiązać z obni­
żoną aktywnością GTP-azy „in v itro”. A utorzy ci stwierdzili, że p 21 
„ras” zarówno z wysoką, jak i niską aktywnością G TP-azy wydajnie 
transform uje komórki NIH 3T3. A zatem dokładne zależności między 
m utacjam i genów „ras” a onkogenezą dalekie są jeszcze od wyjaśnienia.
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WIELOETAPOWY ROZWÓJ PRZEW LEKŁEJ BIAŁACZKI 
SZPIKOW EJ. II. ZMIANY MOLEKULARNE ZWIĄZANE 

Z PRZEW LEKŁĄ BIAŁACZKĄ SZPIKOWĄ

M U L T IST E P EV O LU TIO N  OF CH RO N IC M YELOID LEU K EM IA . II. M O LECU LA R 
CH A N G ES IN TH E PA T H O G E N E SIS  OF CH RO N IC M Y LEO ID  L EU K EM IA

Zofia, M onika R U PN IE W SK A  

K lin ik a  H em ato log ii In s ty tu tu  C horób W ew nętrznych  AM w  L ub lin ie

Streszczen ie . P rzew lek ła  b ia łaczka  szp ikow a (chronic m yelo id  leukem ia , w  sk rócie  
CM L) najczęśc ie j w iąże się ze s ta łą  n iep raw id łow ośc ią  chrom osom ow ą, o k reś lan ą  
jako  tra n s lo k a c ja  9;22 — t(9;22) (q34.1;qll.21). N astęp stw em  te j tra n s lo k a c ji będzie 
k a sk ad a  zm ian  m o lek u la rn y ch , n a  k tó rą  sk ła d a ją  się:

przem ieszczenie  p ro toonkogenu  c -„ab l” * z p raw id łow ego  położenia w ch rom o­
som ie 9 w  re jo n  „b er” (b reakpo in t c lu s te r  region) w  chrom osom ie 22; 

fu z ja  m iędzy genam i c -„ab l” i „b er” ;
tra n sk ry p c ja  hybrydow ego in fo rm acy jnego  RNA, w ielkości 8 kb; 
tra n s la c ja  now ego b ia łk a  — p 210 o ak ty w n o śc i k inazy  ty rozynow ej.
Pom im o dow odów , że p rzem ieszczenie c -„ab l” odgryw a k luczow ą rolę w  p a to ­

genezie CML, n ie jes t, ja k  się w ydaje , p ierw szą  zm ianą. B rodsky  i w sp. su g e ru ją , 
że w e w czesnym  okresie  CML, m ający m  m iejsce w  kom órce m acie rzys te j, zachodzi: 

p rzem ieszczenie  genu, za co p raw dopodobn ie  odpow iada p ły tk o w a p o lim eraza  
DNA, w yk azu jąca  w łaściw ości odw ro tnej tran sk ry p ta z y ;

ak ty w a c ja  p ro toonkogenu  c-„s is” z lokalizow anego  w  chrom osom ie 22 i zm iany  
w e w zroście kom órek  w yw ołane  przez p ły tk o w y  czynn ik  w zrostu , k tó ry  je s t p ro ­
d u k tem  c-„s is”.

O sta tn im  e tap e m  w  patogenezie  CM L je s t k lo n a ln a  ek sp an s ja  k om órek  z t(9;22).

S u m m a ry . C hronic m yeloid  leukem ia  (CML) is m ost f re q u e n tly  associa ted  w ith  
a co n sis ten t chrom osom e ab n o rm a lity  d esigna ted  as tran s lo ca tio n  9;22 — t(9;22) 
(q34.1;qll.21). T ran slo ca tio n  9;22 causes a cascade of m o lecu la r changes genera tin g : 

tr a n s fe r  of c -“a b l” p ro to -oncogene from  its  n o rm a l residence  on chrom osom e 9 
to  chrom osom e 22 on th e  “b c r” reg ion  (b reak p o in t c lu s te r  region);

* W ykaz sk ró tów  podano  w  I części p racy .
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fu s ion  of genes fo rm ed  be tw een  c -“a b l” an d  “b e r” ; 
tra n sc r ip tio n  of h y b rid  8 kb  m essenger RNA; 
tra n s la tio n  of nove l 210 k d  ty ro sin e  k inase  p ro te in .
D espite  evidence th a t  tran s lo ca tio n  of c -“a b l” p lays a n  im p o rta n t ro le  in  the  

pathogenesis of CML, i t  m ay  n o t be th e  p r im a ry  even t. B rodksy  e t al. p roposed  
th a t  on th e  ea rly  s tep  of CML, a t th e  s tem  cell level, th e  fo llow ing  changes tak e  
place:

acq u is itio n  of th e  ab ility  fo r gene m ovem ent in  w h ich  in creased  levels of 
of p la te le t DNA p o lym erase  (P D P -rev erse  tran sc rip ta se ),

a c tiv a tio n  of th e  “sis” p ro to -oncogene, w h ich  is located  on chrom osom e 22, 
and  g row th  changes caused  by  p la te le t d erived  g ro w th  fac to r (PD G F — th e  p ro ­
d u c t of th e  c -“s is” gene).

T he c lonal ex pansion  of cells w ith  t(9;22) is th e  la te  e v en t in  th e  pathogenesis 
of CML.

PO W STA N IE  HYBRYD OW EGO  G EN U  „b c r”-„ a b l”

Jak  powiedziano w I części pracy, w 90 - 95°/o przypadków przew lek­
łej białaczki szpikowej (chronic myelogenous leukem ia, w skrócie CML) 
w ystępuje t(9;22) (q34.1 ;ql 1.21). W następstw ie tej translokacji proto- 
onkogen c-„abl”, k tó ry  w w arunkach praw idłowych znajduje się w d łu ­
gich ram ionach chromosomu 9 (3q34) (patrz I cz. pracy), zostaje prze­
mieszczony w chromosom 22 [17]. Przemieszczenie c-„abl” w ystępuje 
niezależnie od tego, czy jest to typowa t(9;22), czy złożone lub proste 
w arian ty  tej translokacji. Drugim  protoonkogenem ulegającym  prze­
mieszczeniu w CML jest c-„sis”, położony w 22ql3 (patrz I cz. pracy). 
Chociaż c-,,sis” jest zawsze tracony z chromosomu 22, to jednak chromo- 
somy-biorcy są różni zależnie od typu translokacji. Zwykle biorcą jest 
chromosom 9 [4, 26]. Udział protoonkogenów c-,,abl” i c-„sis” w t(9;22) 
schematycznie przedstaw ia rye. 1.

Złamanie punktow e w chromosomie 9 w ystępuje w różnych m iejs­
cach, najczęściej w granicach od 14 kilozasad (kilobase, w skrócie kb) 
do ponad 100 kb w górę od (upstream ) końca 5' c-„abl” [30]. W przeci­
w ieństw ie do zmiennej lokalizacji złamania punktowego w chromoso­
mie 9, złamanie w chromosomie 22 w ystępuje w obrębie małego segmen­
tu  DNA długości kilku par zasad (5,8 kb), stąd segm ent ten  nazwano 
„break-point cluster region”, w skrócie „ber” [28]. Złam anie punktowe 
w krytycznym  rejonie „ber” jest cechą nabytą i specyficzną dla CML 
z t(9;22). Rejon „ber” jest częścią genu długości ok. 45 kb, kodującego 
polipetyd [29]. Gen ten nie wykazuje homologii z genem kodującym  
część stałą łańcucha lekkiego lam bda immunoglobulin, k tó ry  także leży 
w długich ram ionach chromosomu 22 (22qll) [37]. W rezultacie w dele- 
cyjnym  chromosomie 22 pozostają: gen dla części stałej łańcucha lekkie-

http://rcin.org.pl



ROZW ÓJ PR ZEW LEK ŁEJ B IA Ł A C Z K I SZPIK O W E J, CZ. II 285

go lam bda im m unoglobulin i koniec 5' „ber”, przy czym 5' „ber” i trans- 
lokowany c-„abl” pozostają w tej sam ej orientacji transkrypcjonalnej.

W praw idłowych kom órkach hemopoetycznych oraz w kom órkach 
niehem opoetycznych c-„abl” ulega transkrypcji w dwie m olekuły infor­
macyjnego RNA (messenger RNA, w skrócie mRNA) długości 6 i 7 kb
[52], które z kolei ulegają translacji w białko o ciężarze cząsteczkowym

Rye. 1. S chem atyczny  ob raz  p rzem ieszczenia  pro toonkogenów  c -„ab l” i c -„ s is” 
w  p rzew lek łe j b iałaczce szp ikow ej z t(9;22) (wg [27]) 

c -„ a b l” z p raw id łow ego  po łożenia w  końcow ym  odcinku  dług ich  ram io n  ch ro m o ­
som u 9 zosta je  p rzem ieszczony w  delecy jne  k ró tk ie  ram io n a  chrom osom u 22, c -„s is” 
je s t zaw sze traco n y  z chrom osom u 22 i zw ykle, chociaż n ie  zaw sze, u lega p rze ­

m ieszczeniu w  chrom osom  9

145 kilodaltonów (w skrócie kd) — p 145 [33], W kom órkach CML po­
jaw ia się natom iast nowy transk ryp t c-„abl” długości 8 kb, a niekiedy 
naw et większy [5, 11, 14, 24]. Klonowanie stykowego rejonu z chrom o­
somu 22 ujawniło, że nieprawidłowo długi transkryp t mRNA jest m ole­
kułą hybrydową zawierającą egzony z końca 5' „ber”, pozostającego 
w chromosomie 22, jak i praw ie wszystkie egzony (z w yjątkiem  I) z trans- 
lokowanego c-,,abl” [45]. Tak więc w w yniku t(9;22) powstaje nowy gen, 
którego część 5' pochodzi z sekwencji „ber”, część 3' zaś z sekw encji 
c-„abl” . Niezwykła długość transkryptu , k tóry  rozciąga się od złam ania 
punktowego w chromosomie 22 do sygnalnej poliadenylacji z c-,,abl” 
prawdopodobnie zależy od aktyw acji prom otora „ber”. N iepraw idłowy 
mRNA długości 8 kb ulega translacji w białko o ciężarze cząsteczkowym
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210 kd — p 210, które jest białkiem  unikatowym , charakterystycznym  
dla CML. W szystkie te przem iany przedstaw ia schem atycznie ryc. 2.

Koniec aminowy prawidłowego białka p 145, kodowanego przez 
c-„abl”, składający się z ok. 25 aminokwasów, w nowym  białku p 210 
zostaje zastąpiony przez 600 - 700 aminokwasów kodowanych przez „ber”. 
W białku p 160, kodowanym przez onkogen v-,,abl” retrow irusa bia­
łaczki Abelsona myszy, 113 aminokwasów z końca aminowego praw idło­
wego białka kodowanego przez kom órkowy gen „abl” zostaje zastąpio-

Ryc. 2. S chem at zm ian  m o lek u la rn y ch , jak ie  w y stęp u ją  w  p rzew lek łe j b iałaczce 
szpikow ej [46], N a ryc in ie  p rzedstaw iono  hybrydow y  chrom osom  22 (Ph'). D y sta ln a  
część d ługich  ram io n  P h ' pochodzi z chrom osom u 9. Pow yżej zaznaczono: gen k o ­
du jący  część s ta łą  lekk iego  łań cu c h a  lam bda  im m unog lobu lin  (C lam bda); gen  
„b e r” (od b rea k -p o in t c lu s te r region), p rzy  czym  lin ia  c iąg ła  p rzed s taw ia  cały  gen  
„b er”, a lin ia  p rze ry w an a  •— k ry ty czn y  re jo n  z łam an ia  punk tow ego  (re jon  „b e r”); 
c -„ab l” (hom ologiczny z v -„ a b l” re tro w iru sa  b ia łaczk i A belsona m yszy, k tó ry  je s t 
p rzed staw io n y  jak o  szereg egzonów  (pola zak ra tk o w an e) i in tro n ó w  (pola b iałe); 
Pi — p rom oto r c -,,ab l” położony w  egzonie I; P o ly  A — sy g n a ln a  po liad en y lac ja ; 
P 2 — re jo n  p ro m o to ra  genu  „b e r”. W części A ry c in y  p rzedstaw iono  p raw id ło w ą  
tra n sk ry p c ję  genu c -„ab l”, w  k tó re j w y n ik u  p o w sta ją  dw ie m oleku ły  m RN A  d łu ­
gości 6 i 7 kb  oraz p ro d u k t tra n s la c ji  — p 145. W b ia łk u  ty m  zaznaczono koniec 
am inow y (N) i k a rboksy low y  (C). W części B ry c in y  p rzedstaw iono  tra n sk ry p c ję  
i tran lac ję , jak ie  m a ją  m iejsce w  hyb rydow ym  chrom osom ie P h '. T ra n sk ry p c ję  
in ic ju je  P 2, a p rzeb iega  ona przez z łam an ie  p u nk tow e i o b e jm u je  tran s lo k o w an y  
c -„ab l”. D ługość now ego tra n s k ry p tu  m RN A  zazw yczaj w ynosi 8 kb  [24], chociaż 
opisyw ano  i w iększe tr a n sk ry p ty  8,2 kb [14], a  n a w e t 8,5 kb  [5]. N astęp s tw em

tra n s la c ji  tego m RN A  je s t p 210
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nych przez 236 aminokwasów kodowanych przez gen „gag” retrow irusa. 
A zatem  transform ujące białko retrow irusa powstaje w skutek podsta­
wienia końca aminowego produktu  c-„abl” przez sekwencje kodowane 
przez v-„gag” [1].

Dotychczas nie wiemy, w jaki sposób hybrydow y gen „bcr”-,,abl” 
indukuje proliferację hemopoetycznej kom órki m acierzystej. W ystępuje 
co najm niej jedna istotna różnica czynnościowa między „bcr”-„ab l” 
a praw idłowym  c-„abl”, a mianowicie białka kodowane zarówno przez 
v-„abl” retrow irusa, jak i p 210, w ystępujące w kom órkach CML, w y­
kazują dużo wyższy stopień aktyw ności kinazy tyrozynowej niż p ra ­
widłowe białko p 145 kodowane przez c-„abl” [31 - 33]. Obszar kinazy 
tyrozynow ej w białku kodowanym  przez retrow irusa białaczki Abelsona 
m yszy jest homologiczny z obszarem kinazy tyrozynowej w białkach ko­
dowanych przez onkogeny innych szybkotransform ujących retrowirusów, 
k tórych przedstawicielem  jest v -„src” retrow irusa mięsaka Rousa dro­
biu. A zatem, jak się wydaje, hybrydow e p 210 ma krytyczne znaczenie 
w transform acji w ielopotencjalnej kom órki m acierzystej szpiku. P raw do­
podobieństwo jest duże, ponieważ zgodnie z sugestiam i niektórych au to­
rów [41] p 160 v-,,abl” wywołuje transform ację komórki m acierzystej 
szpiku, działając jako nam iastka receptora dla interleukiny-3 lub dla 
czynnika w zrostu pobudzającego w ytw arzanie kolonii granulocytów 
i makrofagów, które to czynniki kontrolują wzrost i różnicowanie za­
równo te j komórki, jak i komórek potomnych (patrz I cz. pracy). Należy 
przypomnieć, że hipoteza „ryzyka now otw oru” zakłada możliwość roz­
woju nowotworu we wszystkich tych przypadkach, w których zachodzą 
zaburzenia mechanizmów genetycznych regulujących proliferację bądź 
w skutek nadm iaru czynnika wzrostu, bądź w skutek nadm iernej reak tyw ­
ności kom órki na czynnik wzrostu.

Dotychczas jednak nie ustalono, na które kom órki m acierzyste ludz­
kiego szpiku działa produkt hybrydowego genu ,,bcr”-,,abl” — p 210. 
M cLaughlin i wsp. [38] wykazali, że w hodowli komórek myszy p 210 
początkowo stym uluje wzrost niedojrzałych komórek lim foidalnych typu 
kom órki B, w późniejszym zaś okresie hodowli niektóre klony ulegają 
pełnej transform acji nowotworowej. Zjawisko to, jak się wydaje, jest 
analogiczne do wieloetapowego rozwoju ludzkiej CML. K urzrock i wsp. 
[34] odkryli dwa w arian ty  p 210 kodowanego przez ,,bcr”-„ab l”. W a­
rian ty  te różnią się w ystępowaniem  lub brakiem  trzeciego egzonu „ber” 
i zostały określone jako „ber (3+)”-,,abl” i „ber (3~)”-,,abl”. Brak trze­
ciego egzonu nie wpływa prawdopodobnie dlatego w uchw ytny sposób 
na rozm iary p 210, że egzon ten  jest m ały i koduje tylko 25 am ino­
kwasów. Oba w arianty  w ykazują aktywność kinazy tyrozynowej. Je d ­
nakże pacjenci z w ariantem  „ber (3~)”-,,abl” przeżywali 10 i 11 lat, a prze­
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łom blastyczny był typu limfoidalnego, natom iast pacjenci z w ariantem  
„ber (3+)”-„abl” przeżywali 3 i 3,5 lat, a przełom blastyczny miał cha­
rak te r mieloidalny.

Kluczowa rola, jaką wydaje się odgrywać przemieszczenie c-„abl” 
w rejon „ber”, i powstanie nowego hybrydowego białka — p 210 zostały 
niedawno potwierdzone w opublikowanym  przypadku CML, k tóry  prze­
biegał z rzadką translokacją (9; 12) (q34; q21) [49], W translokacji tej 
w delecyjnych długich ram ionach chromosomu 12 doszło do fuzji „ber” 
(z chromosomu 22) i c-„abl” (z chromosomu 9), co schem atycznie przed­
staw ia ryc. 3. M orris i wsp. [40] badali 5 pacjentów z CML P h ' ujem ną.

Ryc. 3. F u z ja  5 '„bcr” i c -„ab l” w  dług ich  ram io n ach  chrom osom u 12 w  p rzew lek łe j 
b iałaczce szpikow ej P h ', u jem n e j w  p rzy p ad k u  opub likow anym  przez T eyssier 
i w sp. [49]. Z łam an ia  punk tow e, zaznaczone strza łk am i, w y stęp u ją  w  0q34 i 12q21. 
c -„ a b l” zo staje  p rzem ieszczony w  12q21. Pom im o że n ie  dochodzi do u tr a ty  d ług ich  
ram io n  chrom osom u 22, to je d n a k  w  re jo n ie  „b e r” n a s tę p u je  z łam an ie  i kon iec 
3 '„bcr” zostaje  p rzem ieszczony w  chrom osom  9, koniec zaś 5 '„bcr” — w ch rom o­

som  12, gdzie n a s tę p u je  fu z ja  z c -„ab l”

U dwu z nich, pomimo prawidłowego kariotypu, autorzy w ykryli istnie­
nie hybrydowego genu „bcr”-„ab l”. Mechanizm powstania tego genu 
w obu tych przypadkach nie wiązał się z translokacją chromosomową, 
ale był następstw em  przemieszczenia (relocation) genu. Opisano również 
pacjenta z podwójnym  chromosomem P h ' w przebiegu przełomu blas- 
tycznego CML, u którego w ykryto am plifikację „ber” i znacznie większy 
transkryp t RNA (nowy transk ryp t RNA był długości 10,3 kb, podczas 
gdy zwykle spotykany w CML transk ryp t jest długości ok. 8 kb) [3].
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ROLA PŁY TK O W EJ PO LIM ER AZY D N A

Pomimo przekonujących danych, że translokacja c-,,abl” z chromo­
somu 9 w chromosom 22 i fuzja między 5' ,,bcr” a c-,,abl” odgryw ają 
kluczową rolę w patogenezie CML, to opisane wydarzenia nie muszą 
stanowić pierwszego etapu w rozwoju tej choroby. Badania epidemio­
logiczne osób, które przeżyły w ybuch bomby atomowej i u których na­
stępnie rozwinęła się CML P h ' dodatnia, ujaw niły, że okres utajenia 
wynosił 5 -1 4  lat [6]. Zanim więc pojawią się tak „grube” niepraw idło­
wości cytogenetyczne, jak chromosom Ph', musi zajść wiele zmian sub- 
mikroskopowych, które inicjują proliferację komórek i stan przedbia- 
łaczkowy.

Do zmian inicjujących, a następnie potrzym ujących rozwój CML 
zdaniem Brodsky i wsp. [9] należą:

1. Przegrupow anie genu (gene rearrangem ent, gene movement), za 
co prawdopodobnie jest odpowiedzialny podwyższony poziom płytkow ej 
polim erazy DNA (platelet DNA polymerase, w skrócie PDP). Jak  się 
w ydaje enzym ten w arunkuje odwrócenie transkrypcji.

2. A ktyw acja c-,,sis”, k tó ry  koduje łańcuch B płytkowego czynnika 
wzrostu (platelet-derived growth factor, w skrócie PDGF) i związana 
z tym  proliferacja komórek, a zwłaszcza kom órek środowiska hemopoe- 
tycznego.

3: translokacja c-„abl” z chromosomu 9 w chromosom 22,
fuzja między 5' „ber” a c-„abl”,
transkrypcja  hybrydowego mRNA długości 8 kb,
translacja nowego białka p 210 o aktywności kinazy tyrozynowej.
W szystkie te wydarzenia wiążą się z chromosomem P h ' i są już wy­

darzeniam i późnymi w patogenezie CML.
4. K lonalna ekspansja komórek P h ' dodatnich.
Wiadomo, że przemieszczenia genu lub genów kom órkowych m ają 

miejsce podczas translokacji chromosomowych, a także w procesie trans- 
dukcji i rekom binacji komórkowego protoonkogenu w genom retrow iru- 
sa, k tó ry  staje się wówczas transform ującym  retrow irusem . Oba te zda­
rzenia prowadzą do powstania onkogenów. Brodsky i wsp. [9] sugerują, 
że odw rotna transkryptaza, którą w ykryto także u człowieka, może po­
wodować przegrupow anie genu, co inicjuje onkogenezę.

PD P została wyizolowana z cząsteczek wirusopodobnych (virus-like 
praticles), znajdujących się w płytkach człowieka i ma zdolność pod­
trzym yw ania syntezy kom plem entarnego DNA na m atrycy RNA (zdol­
ność odw rotnej transkrypcji) [10, 47]. PD P jest odm ienna od którejkol­
wiek ze znanych polim eraz DNA pochodzenia komórkowego, lecz w yka­
zuje podobieństwo do odw rotnej transkryptazy. Dotychczas jest nie­
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odróżnialna od polim erazy DNA, którą w ykryto  i wyizolowano z cząste­
czek wirusopodobnych, w ystępujących w cytoplazmie kom órek nowo­
tworowych człowieka [2, 44]. Oznacza to, że zarówno PDP, jak i poli- 
m eraza ludzkiej kom órki nowotworowej znajdują się w odpow iadają­
cych im wirusopodobnych cząsteczkach razem ze starterow ym  i m a try ­
cowym RNA (RNA prim ers and tem plates), tak  że in vitro może być 
syntetyzow any kró tk i kom plem entarny DNA [10, 47]. We wszystkich 
badanych przypadkach nowotworów, łącznie z ostrym i białaczkam i 
w okresie rem isji, stwierdzono w zasadzie podwyższony poziom poli­
m erazy komórki nowotworowej [2, 44, 50]. Najwyższe wartości PD P 
w ystępują u chorych z CML i spotyka się je już w bardzo wczesnym 
okresie choroby [10, 47]. Zdaniem  Brodksy i wsp. [9] podwyższony po­
ziom PD P prawdopodobnie wyprzedza w ystąpienie objawów klinicznych, 
ponieważ enzym ten w arunkuje  mechanizm przegrupowania genu. 
W prawdzie wyniki dotychczasowych badań sugerują, że podwyższony 
poziom PDP raczej nie wiąże się ze zwiększonym ryzykiem  nowotworu, 
ale Brodsky i wsp. są odmiennego zdania, ponieważ enzym ten  w  nie­
których przypadkach wpływa na ekspresję lub am plifikację onkogenu. 
Według tych ostatnich autorów  podwyższenie poziomu PD P jest z ja­
wiskiem bardzo wczesnym w CML, znacznie wyprzedzającym  trans- 
lokację c-,,abl”, która w zasadzie zbiega się z wystąpieniem  chromosomu 
P h ' i klonalną ekspansją kom órek białaczkowych. Sugestie te są zgodne 
z modelem rozwoju CML, według którego inicjującą zmianą jest klo- 
nalny wzrost szpikowej komórki m acierzystej, jednakże bez cech złośli­
wości, co może nie dawać objawów klinicznych [46].

R O L A  c - ,,s is ”

Gale [46] przytacza trzy  rodzaje argum entów  przem aw iających prze­
ciw roli c-„sis” w patogenezie CML:

1. c-,,sis” może być przemieszczony w różne chromosomy.
2. Brak przegrupowania DNA c-,,sis”.
3. Niemożność w ykrycia transk ryp tu  RNA c-,,sis” w białaczkowych 

komórkach.
A utor zastrzega jednak, że w m ałej subpopulacji komórek białacz­

kowych może występować ekspresja c-,,sis” i może on odgrywać pew ną 
rolę w CML. Brodsky i wsp. [9] nie wykluczają, że wniosek Gale od­
nośnie niewielkiego lub naw et żadnego udziału c-„sis” w patogenezie CML 
jest słuszny, ale zastrzegają, że dotyczy on względnie późnego etapu 
choroby, gdy już nastąpi translokacja c-„abl” z chromosomu 9 w 22 
i ekspresja hybrydowego genu ,,bcr”-„abl” w białaczkowych komórkach. 
We wczesnym zaś etapie CML, przed powstaniem  chromosomu Ph ',
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zdaniem Brodsky i wsp. [9] należy oczekiwać istotnego w zrostu aktyw ­
ności PDP, c-„sis” i jego produktu — PDGF. Mianowicie we wczesnym 
okresie CML w ystępuje charakterystyczny wzrost megakariopoezy. Nie­
dawno wykazano ekspresję c-„sis” we wszystkich białaczkowych mega- 
karioblastach u pacjenta z ostrą białaczką m egakarioblastyczną i zespo­
łem  Downa [48]. Wiadomo również, że m egakariocyty w ytw arzają PDGF. 
M organ i Brodsky [39] od zdrowego dawcy wyprowadzili linię komórki 
hemopoetycznej złożoną z bardzo wczesnych rozwojowo prekursorów 
m egakariocytów (megakarioblastów), które m iały zdolność zarówno w y­
tw arzania PDGF, jak i receptorów dla PDGF, co stanowi przykład auto- 
mitogenezy. Zdaniem  Brodsky i wsp. [9] PDGF może uczestniczyć w pro­
liferacji labilnego genetycznie klonu komórki m acierzystej szpiku, dzia­
łając bądź bezpośrednio na komórki macierzyste, bądź pośrednio powo­
dując rozrost kom órek środowiska hemopoetycznego, które mogą być 
kom órkam i „żywiącym i” (feeder cells). Hipoteza Brodsky i wsp. [9] znaj­
dują uzasadnienie w badaniach przedstaw ionych w I części pracy. W ba­
daniach tych wykazano, że m olekuły PDGF-podobne w ytw arzane przez 
linie erytroleukem iczne działają jako czynnik m itogenny na komórki 
m ezenchymalne i za ich pośrednictwem  stym ulują hemopoezę.

Hipoteza Brodsky i wsp. [9] nie wyklucza możliwości, że c-„sis” 
i PDGF odgryw ają również rolę w późniejszym okresie CML. Trans- 
lokacja c-,,sis” z chromosomu 22 w chromosom 9 może się wiązać z jego 
nieprawidłow ą ekspresją w kom órkach P h ' dodatnich [23]. Potwierdza 
to w ykrycie ekspresji c-,,sis” w białaczkowych blastach chorych z CML 
w okresie zaostrzenia lub przełom u blastycznego [7, 36, 42], a także 
w kom órkach linii K 562 pobudzonych do różnicowania w m egakario­
cyty. (Linia K 562 została wyprowadzona z komórek wysięku opłucno- 
wego pacjenta z przełomem blastycznym  w przebiegu Ph ' dodatniej 
CML i jest uważana za linię bardzo m łodych komórek blastycznych i/lub 
bardzo m łodych prekursorów  erytroblastów  [25].) Jeśli zatem komórki 
białaczkowe będą w ydzielały produkt kodowany przez c-„sis”, to odczyn 
ze strony fibroblastów zrębu szpikowego spowoduje zwłóknienie szpiku. 
Zwłóknienie to często towarzyszy późnym okresom CML [43].

R O L A  N -„ r a s”

Eva i wsp. [22] badali metodą transfekcji transform ujące sekwencje 
DNA m. in. w linii komórkowej IM 9 wyprowadzonej od pacjenta z CML 
i wykazali, że wyw ołują one złośliwą transform ację komórek NIH 3T3. 
Aktyw nym  genem okazał się N -„ras” , jeden z trzech członków rodziny 
genów „ras” (patrz I cz. pracy). Jest on zresztą najczęściej w ykryw anym  
m etodą transfekcji genem w ludzkich proliferacjach hemo- i limfopoe-
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tycznych. Onkogen ten  w ystępuje w ponad 50% przypadków ostrych 
białaczek szpikowych, a także w ostrych białaczkach lim foblastycznych 
i chłoniakach [21], przy czym obecność aktywnego N -,,ras” nie zależy 
od stopnia zróżnicowania komórki nowotworowej [41].

Dzięki badaniom m olekularnym  prawidłowych klonów protoonko- 
genów „ras” i ich aktyw nych alleli ustalono, że najczęstszym  m echaniz­
mem odpowiedzialnym za złośliwą konw ersję c-„ras” jest punktowa 
m utacja. W przypadku aktyw acji N -,,ras” w ostrych białaczkach szpi­
kowych zmiana pojedynczej zasady w ystępuje w kodonie 13 [8].

IN N E  NOW OTW ORY PR Z E BIE G A JĄ C E  Z T R A N SL O K A C JĄ  22qll

Translokację 22q ll poza CML P h ' dodatnią spotykano: 
w ostrej białaczce lim foblastycznej (acute lym phoblastic leukemia, 

w skrócie ALL) P h ' dodatniej;
w w ariancie kariotypowym  chłoniaka B urkitta  (B urkitt lymphoma, 

w skrócie BL), przebiegającym  z translokacją (8; 22);
w  m ięsaku Ewinga (Ewing sarcoma, w skrócie ES) [16, 19, 20], 
Dotychczasowe dane wskazują, że chociaż złamanie punktow e w chro­

mosomie 22 w tych nowotworach w badaniu m ikroskopowym w ydaje się 
zlokalizowane w tym  samym  miejscu, to jednak w badaniach moleku­
larnych stw ierdza się heterogenność złamań punktowych. I tak  np. 
Erikson i wsp. [20] wykazali różnice w miejscach pozornie identycznych 
złamań punktow ych w 22q ll, jakie w ystępują w CML P h ' dodatniej 
i w ALL także P h ' dodatniej. A utorzy badali 5 chorych z ALL P h ' do­
datnią. W dwu przypadkach, u osób dorosłych, translokacja była iden­
tyczna z translokacją w ystępującą w CML i dotyczyła rejonu „ber”, 
natom iast u dwojga dzieci i jednego młodocianego złamanie punktowe 
w 22q ll leżało bardziej proksym alnie od rejonu „ber”. U jednego z tych 
pacjentów wykazano również, że transk ryp t RNA z c-,,abl” jest p ra­
widłowy. W tym  przypadku złamanie punktowe w 22q ll różniło się od 
miejsca złamania w w ariancie chłoniaka B urkitta  z t(8; 22) i nie obej­
mowało locus dla części stałej łańcucha lekkiego lam bda immunoglo­
bulin [16] (leżało bardziej dystalnie od locus dla części stałej łańcucha 
lekkiego lam bda immunoglobulin, a bardziej proksym alnie w stosunku 
do „ber”).

Na ryc. 4 przedstawiono poznaną dotychczas, m etodam i genetyki 
m olekularnej, różnorodną lokalizację złam ań punktowych w prążku q l l  
chromosomu 22 w różnych nowotworach.

Badania Eriksona i wsp. [20] potwierdza niedawna publikacja Croce 
i wsp. [15]. A utorzy ci w ykryli cztery odrębne loci związane z genem 
„ber”, analogiczne do loci genów imm unoglobulinowych lub genów re­
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ceptora komórki T. Loci te nazwano „ber 4”, „ber 3”, „ber 2” i „ber 1”. 
Składają się odpowiednio z fragm entów  23, 19, 13 i 9 kb. W chromoso­
mie 22 w stosunku do centrom eru leżą w następującej kolejności: „ber 
2” — „ber  4” -> locus dla części stałej łańcucha lekkiego lam bda im­
m unoglobulin -> „ber 1” „ber 3” -> „sis”. Z uwagi na położenie 
można wyeliminować loci „ber 2” i „ber 4” jako potencjalnych kandy-

Ryc. 4. O dm ienna loka lizac ja  z łam ań  punk to w y ch  w p rążk u  q l l  chrom osom u 22 
w  różnych  now o tw orach  [20]: Z łam an ie  p u n k to w e w  ch łon iaku  B u rk it ta  (BL) 
w  2 2 p ll z tra n s lo k a c ją  (8;22) obe jm u je  locus d la części s ta łe j łań cu ch a  lekkiego  
lam b d a  im m unog lobu lin  (C lam bda); Z łam an ie  p u nk tow e w  dziecięcej o stre j b ia ­
łaczce lim fob lastyczne j P h ' do d a tn ie j P h  1 A LL) z tra n s lo k a c ją  (9;22) leży  dysta ln ie  
w  s to su n k u  do locus im m unoglobulinow ego, a p ro k sy m aln ie  w  s to su n k u  do re jo n u  
„b e r”; Z łam an ie  p u n k to w e  w  p rzew lek łe j b iałaczce szpikow ej P h ' do d a tn ie j (P h+  
CML) leży w  re jo n ie  „b e r”; Z łam an ie  p u n k to w e w  m ięsak u  E w inga (ES), leżące 
n a  p og ran iczu  p rążków  q l l  -> q l2  chrom osom u 22, zn a jd u je  się n a jb a rd z ie j d ysta ln ie

datów na fuzję z c-„abl” w przypadkach ALL P h ' dodatniej. Niedawno 
kilka zespołów naukowych w ykryło białkowy produkt — p 190 kodo­
w any przez translokow any c-,,abl” w przypadkach ALL P h ' dodatniej, 
lecz „ber” ujem nej [12, 13, 35, 51] (ALL „ber” ujem na oznacza, że nie 
zachodzi przegrupowanie loci „ber” [13]). W ystępowanie p 190 koreluje 
z ekspresją niezwykłego mRNA „abl” [12, 13, 35]. Nie znamy jednakże 
sekw encji w chromosomie 22, które ulegają fuzji z translokow anym  
c-„abl” w przypadkach ALL P h ' dodatnich i „ber” ujem nych. Croce 
i wsp. [15] sugerują, że sekwencją tą jest locus „ber 1”. W ynikiem fuzji 
c-„abl” z jakąś sekwencją z chromosomu 22 jest nowy m RNA i chim e­
ryczne białko — p 190 wykazujące, podobnie jak p 210 (z CML P h ' do­
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datniej), aktywność kinazy tyrozynowej [12, 13, 35, 51]. Nie jest w yklu­
czone, że p 190 ma inną lokalizację w obrębie s tru k tu r kom órkowych 
lub działa na inny substra t niż p 210 [51].

P rzyjm uje się, że przypadki ALL P h ' dodatnie i „ber” dodatnie są 
przełomem lim foblastycznym  w przebiegu utajonej klinicznie CML, 
a transform acja nowotworowa zachodzi na poziomie wielopotencjalnej 
komórki m acierzystej. P rzypadki zaś ALL P h ' dodatnie, ,,bcr” ujem ne 
i p 190 dodatnie są przypadkam i de novo, a transform acja nowotworo­
wa ma miejsce na poziomie komórki ukierunkow anej do różnicowania 
w linię lim foidalną [12, 18].
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NABYTY ZESPÓŁ NIEDOBORU IMMUNOLOGICZNEGO (AIDS)
W ŚWIETLE NAUK BIOLOGICZNYCH *

A CQ U IRED  IM M UNE D EFIC IEN C Y  SYNDROM E (AIDS); 
B IO LO G IC A L A PPR O A C H

Z ofia K IL IA Ń SK A  

Z ak ład  C ytobiochem ii, In s ty tu t B iochem ii UL, Łódź

S treszczen ie . A rty k u ł obe jm u je  p rzeg ląd  p iśm ienn ic tw a  dotyczący m o lek u la rn e j o r­
gan izacji w iru sa  HIV, etiologicznego czynn ika  naby tego  zespołu n iedobo ru  im m u n o ­
logicznego (AIDS). P rzedstaw iono  poznane do tąd  sk ład n ik i genom u w iru sa  H IV  
i kodow ane przez n ie p ro d u k ty  b iałkow e oraz ich ro lę  w  patogenezie  zespołu AIDS. 
P rzedysku tow ano  zagadn ien ie  leczenia i p ro filak ty k i A IDS.

S u m m a ry . T his p ap e r is th e  rev iew  of th e  d a ta  concern ing  m o lecu la r o rgan iza tion  
of H IV  v iru s , the  e th io log ical ag en t of acq u ired  im m une defic iency  syndrom e 
(AIDS). The a rtic le  describes know n  genes of H IV  v iru s and  th e  p ro te in s coded 
by  them  as w ell as th e ir  ro le  in  th e  pathogenesis of A IDS. T he p rob lem  of d rugs 
tre a tm e n t an d  p ro p h y lax is  ag a in s t A ID S is b rie fly  discussed.

W ST ĘP

Na początku lat osiemdziesiątych [46, 51] pojaw iły się opisy zakaź­
nej choroby związanej z głęboką depresją układu immunologicznego, 
tj. nabytego zespołu niedoboru immunologicznego AIDS. Od przełomu 
lat 1983/1984 wiadomo, że czynnikiem etiologicznym zespołu AIDS są 
retrow irusy w ykryte w tym  samym czasie przez dwa wiodące zespoły 
wirusologów, kierowane przez Luca M ontagniera z In sty tu tu  Pasteura  
w Paryżu  [12] i Roberta Galio z Narodowego Insty tu tu  Badań nad Ra­
kiem w Bethesdzie (USA) [104]. Tabela 1 przedstaw ia nazwy ściśle spo-

* P ra c a  w y k o n an a  w  ra m a c h  C PB R  11.5.
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T A B E L A  1

N om enklatura  retrowirusów wywołujących zespół AID S

Skrót N azw a angielska D ane literaturow e

LAV L ym phadenopathy Associated Virus M ontagnier i wsp. 1983 r. (12]

H TLV -III H um an T -Lym photropic Virus type 111 G allo i wsp. 1984 r. [104]

A R V A ID S Associated Retrovirus Levy i wsp. 1984 r. [82]

PG L Persistent Generalized Lym phadenopathy Dalgleish i wsp. 1984 r. (27]

H1V H um an Immunodeficiency Virus Nazw a zalecana przez M iędzyna­
rodowy K om itet Taksonom ii W iru­
sów (cyt. Palca, 1986 r. [102])

krew nionych wirusów wyw ołujących AIDS, stosowane w litera tu rze  
przedm iotu przez różnych badaczy. W irusy te w ykazują identyczną or­
ganizację m ateriału  genetycznego, aczkolwiek w ystępują w nich różnice 
sekwencyjne naw et do 25% [25, 107, 127]. W m aju 1986 r. tygodnik Na­
tu re  na wniosek M iędzynarodowego K om itetu Taksonomii W irusów 
wprowadził dla czynnika etiologicznego AIDS nazwę H um an Im m uno­
deficiency V irus — HIV [102].

Z uwagi na występowanie w Afryce innych retrow irusów , wyw o­
łujących zespół niedoboru immunologicznego, kom plikujących obraz 
epidemiologiczny AIDS, przyjęto skrót HIV-1 dla retrow irusów  związa­
nych z AIDS w krajach Europy Zachodniej, Stanach Zjednoczonych 
i w części państw  afrykańskich (na podstawie analizy sekw encyjnej ge­
nomu), a HIV-2 i HTLV-4 dla wirusów spotykanych jak dotąd w za­
chodniej i centralnej Afryce. W niniejszym  artykule przedstawiono ba­
dania dotyczące głównie retrow irusów  HIV-1.

1. OBRAZ K L IN IC Z N Y  I IM M U N O PA TO G EN EZA  ZESPO ŁU  A IDS

Z dotychczasowych danych wynika, że w irus HIV zostaje przeno­
szony głównie przez krew. Do infekcji dochodzi poprzez: kontakty  płcio­
we, w ielokrotne używanie igieł do iniekcji narkotyków, transfuzje krwi, 
stosowanie krwiopochodnych preparatów , np. czynnik VIII, oraz infekcje 
płodu [42]. Należy również odnotować fak ty  sygnalizujące przeniesie­
nie w irusa przy sztucznym zapładnianiu kobiet [132]. Początkowo uw a­
żano AIDS za chorobę homoseksualistów. Należą oni rzeczywiście do 
podstawowej grupy ryzyka (obok narkom anów, biorców krw i i p repa­
ratów  krwiopochodnych, partnerów  osobników o orientacji biseksualnej 
oraz dzieci m atek zainfekowanych AIDS), ale dotyczy to krajów  Euro-
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py Zachodniej i USA [42, 48]. W Afryce, gdzie choruje najw ięcej ludzi, 
szczególnie w centralnych i zachodnich regionach kontynentu, a stopień 
zachorowań osiąga 550 - 1000 przypadków na 1 milion mieszkańców, 
AIDS jest przenoszony drogą heteroseksualną [106].

W patogenezie zaspołu AIDS największe znaczenie przypisuje się 
T-limfocytotropowej infekcji wirusowej, która powoduje spadek liczby 
limfocytów pomocniczych o fenotypie OKT4, w których przebiega 
ekspresja antygenu CD4 [3, 12, 27, 43, 69, 70, 72, 95, 104, 140]. Ten efekt 
wiąże się przede wszystkim ze zmniejszoną biosyntezą białka z grupy 
limfokin, tj. interleukiną-2 w odpowiedzi na bodźce antygenowe [33, 
83, 134, 142], Z kolei produkcja interleukiny-2 jest jednym  z p ierw ­
szych i podstawowych etapów niezbędnych do właściwej proliferacji 
i ekspresji klonów limfocytów T wszystkich podgrup, czyli odpowiedzi 
immunologicznej typu komórkowego. W łaściwy poziom tej lim fokiny 
w arunkuje również odpowiedź immunologiczna typu humoralnego, czyli 
produkcję przeciwciał. W skutek niskiego poziomu limfocytów T4 do­
chodzi do zaburzenia sterowania czynnością limfocytów linii B. Układ 
odporności hum oralnej często odpowiada pobudzeniem na bodźce an ty ­
genowe, działając niejako ,,na opak”, bez podporządkowania się ogólne­
m u planowi obrony immunologicznej. Dochodzi do produkcji przeciw­
ciał w sposób chaotyczny i często niewłaściwie skierowanych, np. prze­
ciwko własnym  komórkom ustroju. Defektowi ilościowemu limfocytów 
T4 towarzyszą zmiany innych kom ponentów zapewniających homeo­
stazę immunologiczną ustroju. Obserwuje się wzrost aktyw acji limfo­
cytów B, spadek aktywności komórek „natural k iller” i limfocytów cy- 
totoksycznych, osłabioną hem otaksję monocytów i m akrofagów oraz 
zmniejszoną ich zdolność w niszczeniu mikroorganizmów [13, 33].
Z ostatnich wyników Berm an i wsp. [13] wynika, że osłabiona produkcja 
interleukiny-1 przez monocyty, typowa dla zespołu AIDS, jest spowo­
dowana wysoką aktywnością inhibitorów tej lim fokiny (szczególnie 
frakcji o masie cząsteczkowej 6000 - 9000). W ydaje się, że ten inhibitor 
może blokować dojrzewanie limfocytów T zależnie od interleukiny-1, 
przyczyniając się przez to do pogłębienia niedoboru immunologicznego. 
Atak w irusa HIV znosi bariery  odpornościowe, jakie działają w zdro­
wym organizmie, w w yniku czego dochodzi w nim do ujaw nienia się 
infekcji oportunistycznych, często endogennego pochodzenia (por. [79, 
121]). Te infekcje wywołane przez pierwotniaki, grzyby, w irusy czy 
bakterie  w ystępują wielokrotnie, wyniszczając organizm (tab. 2).

W przebiegu AIDS można wyróżnić 3 stadia: bezobjawowe, prodro- 
m alne (pre-AIDS; ARC-AIDS related complex) oraz pełnoobjawowe 
(por. [121, 122]). Postępującej chorobie towarzyszy istotny spadek sto­
sunku limfocytów T4/T8 z około 2,0 + 0,3 — typowego dla zdrowych
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T A BE L A  2

M ikroorganizm y wywołujące infekcje oportunistyczne, typowe dla zespołu A ID S

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 Cytom egalowirus (CM V), wirus Epsteina-B arr (EBV), Herpes simplex  
typu 1 i 2, wirus zapalenia w ątroby typu B (HSB), adenowirusy i inne

Bakterie Salmonella, M ycobacterium avium-intracellulare, M ycobacterium tuberculosis 
Nocardia as tero ides, Listeria monocytogenes i inne

ludzi, do 0,7 - 0,9 w stadium  bezobjawowym; 0,4 - 0,6 — dla pre-AIDS 
i dram atycznie niskiego, tj. 0,01 - 0,3 w przypadku pełnoobjawowej po­
staci AIDS [4, 35, 51]. W stadium  prodrom alnym  obserw uje się powięk­
szenie węzłów chłonnych, biegunki, osłabienie, nocne pocenie, wysoką 
tem peraturę oraz postępującą u tra tę  wagi ciała. W stadium  pełnoobja- 
wowym te sym ptom y nasilają się i dodatkowo w ystępują wyniszczające 
ustrój infekcje oportunistyczne. Infekcje te dotyczą przede wszystkim  
jam y ustnej i przewodu pokarmowego, płuc, układu nerwowego i mo- 
czopłciowego [133, 139]. Ponadto często odnotowuje się nietypowe
nowotwory, np. mięsak Kaposiego czy chłoniaki ośrodkowego układu 
nerwowego [5, 42], Rozwojowi choroby towarzyszy osłabiona ekspresja 
receptora interleukiny-2, spadek zawartości interferonu gamma [33, 99, 
134], pojawienie się kwasolabilnego in terferonu alfa, przeciwciał an ty- 
lim focytarnych i krążących kompleksów immunologicznych [47, 72] oraz 
wzrost peptydów grasiczych — tymozyny u4 [58, 100, 101] i ß4 [101]. 
Na uwagę zasługuje obecność w osoczu chorych na AIDS zasadowych 
białek o masie cząsteczkowej około 90 000 i 27 000 [29],

Obecnie uważa się, że w irus wyw ołujący AIDS wykazuje również 
neurotropizm  [14, 60]. U chorych następuje często uszkodzenie układu 
nerwowego, które może być wynikiem  bezpośredniego nam nażania się 
wirusa, np. w komórkach glejowych, makrofagach, lim focytach czy też 
w skutek infekcji oportunistycznych [5, 74]. W irusy HIV preferu ją  lim ­
focyty T4, ale mogą również atakować komórki linii m onocyty-m akro- 
fagi, płytki krw i a naw et lim focyty B, które mogą stawać się niejako 
ich rezerw uarem  [74, 80, 95], Obecność w irusa HIV stwierdzono w krwi, 
węzłach chłonnych, szpiku, nasieniu, łzach, ślinie i wydzielinie pochwy 
chorych na AIDS [26, 46, 87, 137, 140], Identyfikację wirusa w m ateria­
le biologicznym przeprowadza się za pomocą: w ykryw ania antygenów 
wirusowych, oznaczania aktywności odwrotnej transkryp tazy  zależnej 
od jonów Mg2+ oraz analizy pod mikroskopem elektronowym.
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2. STR U K TU R A LN A  I G EN ETY CZN A  O R G A N IZ A C JA  W IRU SA  H IV

Na podstawie technik ultracienkich skrawków i powierzchniowej re ­
pliki połączonych z imm unomikroskopią elektronową Gelderblom 
i wsp. [47] zaproponowali ostatnio model s truk tu ra lnej organizacji w i­
rusa HIV (rye. 1). Zdaniem tych badaczy w irus HIV wykazuje wiele

cech podrodziny retrow irusów  Lentivirinae, głównie przez obecność 
w nim wydłużonego, pałeczkowatego rdzenia zbudowanego z nukleoidu 
i osłonki rdzenia. Kulista cząstka w irusa o średnicy 100- 120 nm [43, 
96], pokryta dwuw arstwow ą otoczką lipidową, pochodzącą z błon ko­
mórek gospodarza, zawiera dwie kopie jednoniciowego RNA zasocjowa- 
ne z białkami (głównie zasadowe białko o masie cząsteczkowej 15 000) 
[140]. Osłonkę rdzenia buduje silnie im m unogenne białko o masie czą­
steczkowej 24 000 (p24), podczas gdy inne białko rdzenia opisywane jako 
p l7  (masa cząsteczkowa 17 000) wyściela w ew nętrzną powierzchnię otocz­
ki wirusa. K ulistą powierzchnię cząstki pokrywa około 70 - 80 guz­
ków, które odpowiadają glikoproteinie otoczkowej o masie cząsteczko­
wej 120 000 (gp l20). Guzki te m ają około 15 nm średnicy i 9 nm w y­
sokości; są luźno połączone z transm em branow ym  białkiem otoczki 
o masie cząsteczkowej 41 000 (gp41). Procesowi dojrzewania wirusa 
HIV towarzyszy spadek liczby guzkowatych tworów. W irus zawiera 
wiele kopii swoistej RNA-zależnej polim erazy DNA, zwanej odwrotną 
transkryptazą.
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2.1. GENOM W IR U SA  H IV  I JEGO P R O D U K T Y  BIA ŁK O W E

W 1985 roku kilkunastoosobowy zespół Galio [108] jako pierwszy 
określił w genomie w irusa HIV, długości 9749 nukleotydów, położenie 
trzech znanych u pozostałych retrow irusów  genów gag, poi, env oraz 
sekwencji regulatorow ych LTR (Long Term inal Repeats), znajdujących 
się przy 5' i 3' końcu RNA, odpowiedzialnych za ekspresję genów w iru­
sa i jego integrację z kom órką docelową. Niekodujące sekwencje LTR 
wirusa HIV zawierają region R (78 nukleotydów) otoczony unikatow ym i 
sekwencjami U3 i U5 (483 i 103 nukleotydy). W regionie LTR czynnika 
etiologicznego AIDS stwierdzono obecność sekwencji GGGACTTTCCA, 
które w ystępują również w m ateriale genetycznym  w irusa SV-40, 
stanowiąc tzw. sekwencje wzmacniające. Ponadto opisano w odcinku 
LTR miejsca wiązania białkowego aktyw atora transkrypcji SP1, k tóry 
wiąże się do układu nukleotydów bogatych w pary  G - C, w rejonie 
poprzedzającym „TATA box” [16]. Na uwagę zasługuje doniesienie
0 znacznej homologii sekwencji LTR wirusa HIV z regionami kontro­
lujących sekwencji w genach interleukiny-2 i in terferonu gamma [78, 
88].

Rycina 2 jest próbą syntezy danych uzyskanych przez kilka labora­
toriów na świecie w okresie od 1984 do 1987 r., dotyczących genomu 
wirusa HIV oraz produktów  jego translacji [3, 53, 86, 94, 97, 108, 120, 
138]. W genomie tego w irusa poza konwencjonalnym i genami gag, poi
1 env (zajmujących pozycje 310 - 1869, 1629 - 4673 i 5781 - 8369), kodu­
jących odpowiednio białka rdzenia, odwrotną transkryptazę i glikopro-

Ryc. 2. S tru k tu ra  genom u w iru sa  H IV  (zm odyfikow any m odel M itsuya  i B ro-
d e ra  [94])
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teiny otoczkowe, zidentyfikowano pięć dodatkowych genów. Są to: sor 
(short open reading frame), ta t III (transactivator), a rt (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 przyczyniły się do scharakteryzow ania pro­
duktów białkowych kodowanych przez poznane geny wirusa HIV. 
Otrzym ano przeciwciała monoklonalne przeciwko antygenom  wiruso­
wym, a potem  użyto je do wydzielenia i oczyszczenia antygenów, aby 
z kolei zidentyfikować geny, które kodują poszczególne antygeny. Te 
przeciwciała umożliwiły poznanie białek prekursorow ych w irusa i m e­
chanizmu ich „dojrzew ania” oraz oznaczenie ich s tru k tu ry  pierwszo- 
rzędowej [116, 119].

2.1.1. Geny struk tu ra lne  w irusa HIV i ich produkty białkowe

Gen gag koduje białko prekursorow e o masie cząsteczkowej 53 000 
(p53) [78, 115, 119]. W edług Robeya i wsp. [111] białka p70 i p55 sta­
nowią pierw otne produkty  tego genu. „D ojrzewanie” białek rdzenia 
wirusowego, związane z jego proteolizą, dostarcza trzech polipeptydów, 
tj. pl7, p24 (główny składnik rdzenia) i p l5 , stanowiących odpowiednio 
N-końcowy, środkowy i C-końcowy fragm ent białkowego produktu genu 
gag dojrzałego wiriona [64, 116]. Białko p l5  może rozpadać się, dając 
peptydy p9 i p7. Ostatnie badania w laboratorium  Galio [116] w yka­
zały, że cechą charakterystyczną białka p l7  jest m irystylacja jego N-koń- 
cowej glicyny — m odyfikacja typowa dla N-końcowych peptydów ko­
dowanych przez gen gag innych retrow irusów  [57, 118].

Z prac nad genem poi w irusa HIV wynika, że koduje on cztery biał­
ka [34]. Trzy polipeptydy udało się zidentyfikować w dojrzałych wirio- 
nach. Są to dwie form y odwrotnej transkryptazy  o masie cząsteczko­
wej 66 000 i 51 000 (p66/p51), kodowane przez centralny region genu 
poi, różniące się właściwościami m olekularnym i, ale wykazujące wspól­
ny N-końcowy peptyd [32, 85, 116] oraz białko o masie 34 000 (p34), 
stanowiące enzym  o cechach integrazy/endonukleazy, kodowane przez 
3' koniec genu poi. To ostatnie białko uczestniczy w integracji w irusa 
z genomem kom órek gospodarza [85, 129]. Z doświadczeń Farm erie 
i wsp. [34], którym  udało się pomyślnie przeprowadzić ekspresję genu 
poi w kom órkach E.coli wynika, że powstanie dwóch form m olekular­
nych odw rotnej transkryp tazy  w irusa HIV zależy od sekwencji nukleo- 
tydowych w 5' domenie genu poi, kodujących czw arty polipeptyd — 
proteazę (podobnie jak w retrow irusach ptaków i ssaków). Początkowo 
oszacowana masa cząsteczkowa odwrotnej transkryp tazy  około 95 000 - 
98 000 uległa w eryfikacji [18] dzięki badaniom  immunologicznym. Biał­

http://rcin.org.pl



300 Z. K IL IA N SK A

ko enzymatyczne o takiej masie, otrzym ane w toku sączenia na U ltra- 
gel AcA44, okazało się kompleksem enzymu polimeryzującego p66/p53 
z glikoproteiną otoczki wirusa gp41 [19]. Odwrotna transkryptaza prze­
jaw iająca aktywność wyłącznie w obecności jonów Mg2+ (optimum: 
5 mM, pH 7,8) rozdziela się podczas ogniskowania izoelektrycznego na 
składowe o pi 5,75 i 6,25 [18].

Dotychczas najlepiej poznano gen env wirusa wywołującego AIDS 
oraz kodowane przez niego białka [7, 111, 127, 128], Gen ten zawiera 
2619 nukleotydów, zatem jego potencjalna możliwość kodująca wynosi 
873 aminokwasy [127]. W genie env w pozycji 8 lub 9 w ystępuje 
kodon inicjujący dla metioniny, po którym  w pozycjach 17 -3 7  znajdu­
ją się kodony dla tzw. peptydu sygnałowego, bogatego w aminokwasy 
hydrofobowe, k tóry  w procesie „dojrzew ania” białek ulega odłączeniu. 
Bezpośrednim produktem  translacji tego genu jest bogato glikozylowa- 
ne białko otoczki o masie cząsteczkowej 160 000 (gp l60) [17, 54], S tw ier­
dzono, że łańcuch polipeptydowy gpl60 zawiera pewne stałe, konser­
watyw ne regiony w ystępujące u wszystkich poznanych szczepów w iru­
sa, obok fragm entów o średniej i dużej zmienności (ryc. 3). G likoprote- 
ina ta jest prekursorem  dwóch podjednostek budujących otoczkę,

Ryc. 3. M odel g lik o p ro te in y  otoczki w iru sa  HIV (za zgodą au to ra  [46]). R egiony
ko n serw aty w n e  (--------- ), u m ia rk o w an ie  zm ienne (----- ) i zm ienne (...... ). Zaznaczono
m iejsce rozszczepienia g likop ro te iny  gpl60 na  dw ie pod jednostk i: b ia łko  zew n ą trz - 

otoczkow e gp!20 i b ia łko  tran sm em b ran o w e  gp41
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tj. zewnątrzotoczkowego białka gpl20 i transm em branowego białka 
gp41. Procesowi „dojrzew ania” gpl60 towarzyszy rozszczepienie łańcu­
cha między A rg518 i Ala519 pierwotnego produktu kodowanego przez gen 
env (ryc. 4). Miejsce rozszczepienia poprzedza hydrofiłowy region boga-

G U 1 6 0
 _____________R E K R A V G I G A L F L G F L G A A G S T M G A A S M T L T V Q A R Q L L S G I V Q Q . . .

i  ̂ i 515 525 535 545 555
pep tyd  sygna łow y

nn19n i____________i  10 zn 50 40
y [ m U  A V G I G A L F L G F L G A A G S T M G A A S M T L T V Q A R Q L L S G I V Q O .  . .

gp41
Ryc. 4. S ch em at „d o jrzew an ia” p ierw otnego  p ro d u k tu  b iałkow ego genu env  [31] 
w iru sa  HIV. A m inokw asy: A — a lan ina , F  — fen y lo a lan in a , G — glicyna, I — izo- 
leucyna , K — lizyna, L — leucyna , M — m etio n in a , Q — g lu tam in a , R — arg in in a , 

S — sery n a , T — tre o n in a  i V — w alina

ty  w argininę w białku zewnątrzotoczkowym, po którym  następuje 
przejście w długi region hydrofobowy, charakterystyczny dla białka 
transm em branowego, stanowiącego C-końcowy peptyd genu env [31, 
127]. Białka otoczkowe wirusa HIV charakteryzuje wysoka zawartość 
cysteiny (18 reszt w gpl20 i 1 - 5 reszt w gp41), która zajm uje konser­
w atyw ne położenie wśród dotychczas zsekwencjonowanych bądź ozna­
czonych na podstawie znanej sekwencji nukleotydowej preparatów . Ami­
nokwas ten jest zapewne ważny dla utrzym ania właściwej struk tu ry  
białek otoczkowych. W glikoproteinach otoczki w irusa HIV w ystępuje 
22 - 29 potencjalnych miejsc glikozylacji.

W surowicy chorych na AIDS w ystępują zwykle przeciwciała skie­
rowane przeciwko gpl60, gpl20 i gp41 [2, 31, 115]. Główne pasmo an ty ­
genowe stanowi zwykle białko gp41 [115].

Porównawcza analiza sekwencji genomu indywidualnych prepara­
tów w irusa HIV, pochodzących z hodowli limfocytów czy wydzielonych 
z krw i pacjentów  zainfekowanych AIDS, dowodzi najwyższego stopnia 
zmienności w genie env (do 25°/o), szczególnie w jego regionie kodują­
cym białko gpl20 [17, 107, 127, 128, 130], Zmienność ta jest wynikiem  
m utacji punktowych, delecji, insercji czy duplikacji nukleotydów.

Przedstawiono wiele dowodów przem aw iających za tym, że w n ika­
nie w irusa HIV do kom órek docelowych zależy od interakcji między 
stałym i regionami glikoproteiny gpl20 i cząsteczkami antygenu CD4 
o masie cząsteczkowej 62 000 (lub 58 000) w ich błonie [27, 30, 62, 71, 
84, 117]. K latzm ann i wsp. [71] wykazali, że inkubacja limfocytów T4 
z przeciwciałam i przeciwko glikoproteinie CD4 tych komórek blokuje 
ich infekcję wirusem  HIV. Udział białek otoczki w irusa w cytopatoge- 
nezie AIDS nie ulega wątpliwości. In vitro tworzenie wielojądrowych 
kom órek (syncycjów) w zainfekowanych wirusem  hodowlach wydaje
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się być wynikiem  fuzji zależnej od obecności powierzchniowego an tyge­
nu CD4 limfocytów pomocniczych i jego interakcji z glikoproteiną otocz­
kową wirusa [41, 62, 91, 125]. Lifson i wsp. [84] stwierdzili, że rekom bi- 
nant wirusa ospy krowiej, zaw ierający gen glikoproteiny gpl20 wirusa 
HIV, w nieobecności pozostałych genów białek struk tura lnych  i regula­
torowych był zdolny indukować zależną od antygenu CD4 fuzję limfo­
cytów T4, prowadząc do ich degeneracji i śmierci. Syncycja nie tworzą 
się w komórkach linii T, nie zawierających antygenu CD4, a także 
w obecności przeciwciał przeciwko glikoproteinie CD4 [125]. Ostatnio 
zwrócono również uwagę na udział białka gp41 w cytopatogenezie za­
infekowanych wirusem  HIV komórek. Fischer i wsp. [38] otrzym ali 
w ariant w irusa HIV z delecją segm entu 200 nukleotydów w 3' regionie 
jego genomu, obejmującego część genu dla białka gp41, k tó ry  u tracił 
cechy uśm iercania komórek, przy zachowanej zdolności w irusa do re­
plikacji. Te wyniki w ydają się tłumaczyć zjawisko występowania, jak 
dotąd niepatogennego, w irusa HTLV-4 wśród ludzi zam ieszkujących za­
chodnie regiony A fryki [67] oraz retrow irusa STLV-3 u m ałp afrykań­
skich [28, 66], w których genomie kodon „stop” znajduje się w części 
genu env, kodującego białko transm em branow e gp41. Być może skróce­
nie białka gp41 może prowadzić do zmian w postaci u tra ty  efektów cy- 
topatycznych tych retrow irusów  [59, 90].

Bardzo sugestywna wydaje się hipoteza im m unosupresji komórek 
T przez w irus HIV, w ynikająca z możliwości wiązania się białka gp41 
z receptorem  dla interleukiny-2, co prowadziłoby do zablokowania ich 
interakcji z interleukiną-2 [109].

Galio [46] sugeruje, że w czasie „pączkowania” w irusa HIV z lim ­
focytów następuje in terakcja glikoprotein otoczkowych z antygenem  po­
wierzchniowym CD4, doprowadzająca do powstawania licznych otw or­
ków w ich błonach. Z uwagi na masowy charakter „dziuraw ienia” błon 
i niezdolności do błyskawicznej ich napraw y, dochodzi do wycieku za­
wartości kom órek i ich śmierci. Okazało się, że białko gpl20 może do­
prowadzać do lizy nie tylko zainfekowane komórki, ale również wolne 
od wirusów [125].

2.1.2. N iestrukturalne geny w irusa HIV i ich produkty białkowe.

Uważa się, że nietypowe dla retrow irusów  geny ta tll l , art, sor i 3'orf 
kodują białka, które są zaangażowane w kontrolę ekspresji genów w i­
rusa [44, 45]. Geny ta t l l l  i a rt są zaliczane do genów transaktyw acji, 
których działanie dotyczy aktyw acji transkrypcji innych genów nie 
znajdujących się w ich bezpośrednim  sąsiedztwie [94, 112]. Gen ta t l l l  
tworzą trzy  eksony, z których pierwszy jest niekodujący, drugi —-
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istotny dla transaktyw acji (leży m iędzy genami sor i env) koduje 72-ami- 
nokwasowy bogaty w cysteinę peptyd, oraz trzeci — zlokalizowany 
w ew nątrz genu env — produkuje krótki, 14-aminokwasowy fragm ent 
[6, 37, 112, 123, 141]. P rodukt genu ta tll l ,  bogaty w aminokwasy zasa­
dowe, w ędruje w żelu poliakryloamidowym  w postaci pasma odpowia­
dającego masie cząsteczkowej 14 000 (pl4). Białko to powoduje wzrost 
produktów  transkrypcji genów struk tura lnych  wirusa HIV poprzez od­
działywanie z sekwencjam i regulatorow ym i LTR (w odcinku R) [112], 
a także wpływa na stabilność RNA i prawdopodobnie na efektywność 
translacji wirusowego mRNA [46, 94]. Gen ten jest prawdopodobnie 
nieodzowny dla replikacji w irusa. Z doświadczeń wynika, że m utacja 
w  pobliżu dwóch kodujących eksonów [124] bądź delecja genu ta t l l l  
[37] dram atycznie zmniejsza zdolność w irusa do ekspresji białek s truk ­
turalnych  i jego replikacji. W ong-Staal przedstaw iła wyniki potw ier­
dzające, że produkt genu ta tll l , działający posttranslacyjnie, powoduje 
wzrost w ydarzeń transkrypcyjnych i translacyjnych, co wiąże się bez­
pośrednio z jego ilością [89]. P rzy  niewielkich ilościach białka p l4  do­
m inuje wpływ na transkrypcję, przy większych zaś na stym ulację trans­
krypcji i translacji.

W 1986 roku okazało się [6, 35, 124], że nowo poznany gen a rt w i­
rusa HIV, w ykorzystujący mRNA, kodujący ta t l l l  ze zmienioną „ ram ­
ką odczytu”, produkuje zasadowe białko zbudowane ze 116 aminokwa­
sów (pierwszy ekson — 25, a drugi — 91 aminokwasów), nieodzowne do 
procesu transaktyw acji w irusa. P rzy braku  tego czynnika regulatoro­
wego synteza białek struk turalnych  w irusa jest kilkakrotnie niższa. Gen 
regulatorow y a rt bez w ątpienia jest potrzebny do replikacji wirusa, ale 
m echanizm  działania jego produktu  jest kontrow ersyjny. Odkrywcy 
genu art [124] uważają, że jego produkt wpływa na znoszenie hamowa­
nia translacji wirusowego mRNA, kodującego białka struk tura lne  w iru­
sa, skąd jego nazwa art, tj. anti-repression transactivator. „Niedojrza­
ły ” mRNA białek struk tura lnych  w irusa HIV zawiera sekwencje regula­
torowe, które ham ują syntezę tych białek, jeśli ich efektowi nie prze­
ciwdziała produkt genu art. Białko to zatem znosi efekty represji sek­
w encji ham ujących mRNA [89].

Feinberg i wsp. [35] sugerują, że produkt tego genu regulatorowego 
utrzym uje w równowadze ilość „niedojrzałego” i „dojrzałego” w iruso­
wego RNA, zabezpieczając mRNA genów gag, pol i env, skąd alterna­
tyw na nazwa tego genu stosowana przez laboratorium  Galio — trs — 
trans-acting regulator of splicing [35, 46]. M utacje w genie a rt/trs  zno­
szą zdolność syntezy genów struk turalnych  [35].

W 1987 roku w laboratorium  Haseltine [50] udało się dokonać eks­
presji genu a rt w kom órkach E.coli. P rodukt tego genu — białko o ma-
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sie cząsteczkowej około 20 000 było rozpoznawane przez surowice pa­
cjentów z AIDS. Zsyntetyzowane w bakteriach białko współzawodniczy 
w reakcjach immunologicznych z białkiem  o analogicznej masie cząstecz­
kowej w zainfekowanych wirusem  HIV lim focytach T4. Na podkreśle­
nie zasługuje fakt, że przeciwciała otrzym ane przeciwko syntetyczne­
mu oligopeptydowi, odpowiadającemu początkowym sekwencjom kodo­
w anym  przez drugi ekson genu a rt (Arg-A rg-A sn-A rg-A rg-A rg-A rg-Trp- 
Arg-Glu-A rg-Gln-A rg-G ln), precypitują białko o masie 20 000 zainfeko­
wanych komórek.

K night i wsp. [73] również uzyskali ekspresję genu a rt/trs  w ko­
mórkach ssaczych. O trzym ane tą drogą białko o masie cząsteczkowej 
19 000 reagowało z surowicą chorych na AIDS. Badacze ci podkreślają, 
że produkty genów transaktyw acji — ta t l l l  i a rt/trs  w ydają się nie­
odzowne do syntezy glikoproteiny otoczkowej w irusa HIV gpl20 oraz 
jej mRNA.

Z dotychczasowych badań nad genomem wirusa HIV wrynika [39, 
65], że sor należy do najbardziej konserw atyw nych genów. Buduje go 
609 nukleotydów, a jego produkt translacji stanowi białko o masie cząs­
teczkowej 23 000 (p23). W ydaje się, że gen ten w arunkuje efektyw ną 
transm isję w irusa HIV [39]. Usunięcie lub skrócenie genu sor powoduje 
w potomstwie wirusa zmniejszoną ponad 100 razy zdolność do infekcji 
komórek zawierających antygen CD4. Fischer i wsp. [39] rozważają, że 
gen ten może odgrywać rolę s truk tu ra lną  jako „w tórna błona” cząstki 
wiriona, wym agana do transm isji, aczkolwiek produkt tego genu w y­
stępuje w znacznie mniejszych ilościach niż np. białka otoczkowe gpl20 
i gp41. Nie wyklucza się również, że sor (lub jego produkt) może brać 
udział we wczesnych etapach replikacji (od penetracji do syntezy pro- 
wirusowego DNA) bądź w przygotowaniu środowiska komórki, w któ­
rym  przebiega replikacja.

K olejny gen 3'orf jest usytuow any w genomie w irusa HIV po genie 
env (ryc. 2), a blisko połowa jego sekwencji mieści się w ew nątrz od­
cinka U3 sekwencji 3'LTR [1, 81]. Gen ten koduje białko o masie cząs­
teczkowej 27 000 (p27), którego cechą charakterystyczną jest m irysty- 
lacja jego N-końcowego aminokwasu [1]. Delecja w genie 3'orf (mię­
dzy 55 a 109 nukleotydem) prowadzi do powstania silnie cytopatyczne- 
go w ariantu  wirusa, co przem awia za tym, że gen ten nie jest istotny 
do wywoływania cytopatycznych efektów wirusa HIV [38]. Z ostatnich 
doniesień na VII Kongresie Hybrydoma/DNA w San Francisco w yni­
ka, że usunięcie segm entu 3'orf z genomu wirusa HIV powoduje 5 - 10- 
krotny wzrost jego replikacji (Luciw, cyt. [89]). Działanie tego genu może 
być związane z utrzym yw aniem  długiego okresu latencji w irusa w za­
infekowanym  ustroju.
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Jak  dotąd najm niej wiadomo o genie R, opisanym przez W ain-Hob- 
son i wsp. [138], Gen ten jest umiejscowiony między genami sor i ta tll l . 
W ydaje się, że reprezentuje on znaczną konserwatywność sekwencji 
nukleotydowych [59]. Nie poznano dotychczas białkowego produktu tego 
genu.

Techniki m olekularnego klonowania, mapowania enzymami restryk ­
cyjnym i oraz sekwencjonowania m ateriału  genetycznego w irusa HIV, 
wydzielonego z zainfekowanych komórek linii T bądź z limfocytów cho­
rych na AIDS, dowodzą jego wysokiej zmienności. Najwyższą zmien­
ność sekwencji nukleotydowych obserwowano w genie env. Zm iany 
w genomie różnych w ariantów  w irusa wywołującego zespół niedoboru 
immunologicznego spowodowane są głównie m utacjam i punktowym i, 
krótkim i delecjami czy insercjam i nukleotydów bądź specyficznymi 
duplikacjam i krótkich fragm entów łańcucha nukleotydowego [3, 127]. 
Tempo ewolucyjnych zmian genomu w irusa HIV jest niezwykle wyso­
kie. Dla genu env wynosi 10- 2 - 10~3, a dla genu gag 10-4 zmian nukle­
otydów w ciągu roku [55].

Szeroko zakrojone badania genetyczne i biochemiczne w skazują na 
duże podobieństwo w irusa HIV do w irusa m ałp STLV-3 — oraz do 
podrodziny retrow irusów  Lentivirinae  [20, 110, 126]. Zarówno w irusy 
HIV, jak i STLV-3 w ykazują wiele wspólnych właściwości (morfologia, 
efekty cytopatyczne, transaktyw acja) z neuropatogennym i w irusam i ko­
pytnych, tj. kóz (wirus zapalenia mózgu), owiec (Visna) i koni (wirus 
niedokrwistości zakaźnej). Łączy je natom iast pokrewieństwo z ludz­
kimi onkogennymi, lim fotropowymi w irusam i HTLV-1 i HTLV-2 (T-tro- 
pizm, transaktyw acja, podobna struk tu ra  części białek wirusowych) [56, 
131].

3. M O LEK U LA RN E PO D STA W Y  IN F E K C JI W IRU SEM  H IV  
K O M Ó R EK  G O SPO D A RZA

W w yniku specyficznej interakcji między glikoproteiną otoczki w i­
rusa i antygenem  powierzchniowym CD4 błony komórkowej w irus wni­
ka do w nętrza limfocytu. W komórce traci płaszcz lipidowo-białkowy, 
a uwolniony RNA staje się m atrycą do odwrotnej transkryptazy, k tóra 
w ykorzystując jako „ s ta rte r” tRNALys [138] syntetyzuje nić (—) cDNA. 
Jednołańcuchow y cDNA tworzy przejściowy hybryd RNA-DNA, traw io­
ny następnie przez RN-azę H. W tedy na nici cDNA tw orzy się nowy 
łańcuch DNA (nić ( +  )) i powstała cząsteczka ulega zamknięciu (prowi- 
rus). Prow irusow y DNA zostaje zintegrow any z genomem kom órki gos­
podarza i w tym  stanie może pozostać do m om entu jego aktyw acji.
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Shaw i wsp. [120] zwracają uwagę na pozostawanie znacznych ilości 
wirusowego DNA w form ie episomalnej w zainfekowanych komórkach. 
Po aktyw acji w irusow y DNA jest transkrybow any, a pow stały mRNA 
ulega „dojrzew aniu” (modyfikacje końców 5' i 3') i translacji za pomo­
cą komórkowych układów enzymatycznych, co prowadzi do odtworze­
nia potomnego RNA oraz białek wirusowych [135]. Białka otoczkowe 
wirusa są syntetyzow ane w szorstkim  retikulum  endoplazmatycznym  
i transportow ane przez aparat Golgiego do błon cytoplazm atycznych. 
Rodzicielski RNA w irusa otacza się białkam i rdzenia w cysternach albo 
błonach cytoplazm atycznych i potom ny w irus przez stadium  „pączko­
w ania” zostaje uwolniony z błon kom órek gospodarza. Rycina 5 przed­
staw ia mechanizm ataku  komórki docelowej przez w irus HIV zapropo­
nowany przez Guptę [52].

1 WIĄZANIE
2 TRANSKRYPCJA

3 INTEGRACJA Z GENOMEM GOSPODARZA
4 MODYFIKACJA POSTRANSKRYPCYJNA
5 TRANSLACJA
6 PĄCZKOWANIE

7 UWALNIANIE

RT-ODWROTNA TRANSKRYPTAZA 

RER-SZO RSTKIE RETIKULUM ENDOPLAZMATYCZNE

Ryc. 5. E tap y  in fekc ji w iru sem  H IV  kom órk i gospodarza [52]

4. R ETR O W IRU SY  STLV-3, H IV -2 I H TLV -4

Ostatnio wydzielono z kilku gatunków  m ałp afrykańskich, tj. m a­
kak [28], koczkodan zielony [66] i m angaba [98], retrow irusy  w ykazu­
jące T-tropizm, opisane jako STLV-3 (Simian T-Lym photropic Virus 
type 3). Okazało się, że w irusy te nie wyw ołują choroby u dziko ży­
jących koczkodanów i uwięzionych mangabów, natom iast wyizolowany 
w irus STLV-3 indukuje u m akaków chorobę zbliżoną do zespołu AIDS 
u ludzi, łącznie ze zmianam i neuropatologicznym i [28, 98], Retrow irusy 
STLV-3 w ykazują wiele cech wspólnych z HIV-1 pod względem ultra- 
struk tu ry , budowy m ateriału  genetycznego, in terakcji w irus - komórka
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(indukują powstawanie w ielojądrow ych komórek — syncycjów, wyko­
rzystu ją Mg2+-zależną odwrotną transkryptazę w syntezie cDNA oraz 
antygen CD4 limfocytów w wiązaniu glikoproteiny otoczkowej) oraz 
właściwości immunologicznych (krzyżowe reakcje z białkam i kodowa­
nym i przez geny gag, poi, env i 3'orf). Jednakże, w przeciw ieństwie do 
w irusa HIV-1, cząstki STLV-3 nie lizują in vitro ludzkich limfocytów 
krw i obwodowej czy komórek linii T [28, 66].

W 1986 roku opisano kolejne dwa retrow irusy [21, 22, 67, 77] w y­
odrębnione z limfocytów ludzi w Afryce. Jeden z nich — HIV-2, spo­
tykany wśród pacjentów  z AIDS w krajach A fryki Zachodniej, w yka­
zuje pokrewieństwo z wirusem  HIV-1 (morfologia, T-tropizm), jednak­
że z istotnym i różnicami w sekwencjach nukleotydowych, dochodzący­
mi do około 60°/o dla genu env [23]. Białka retrow irusów  HIV-1 i HIV-2 
w ykazują różnice w masie cząsteczkowej. Obserwowano niew ielką tylko 
krzyżową reaktywność przeciwciał surowic pacjentów  zainfekowanych 
HIV-2, ograniczoną głównie do białka p24 rdzenia obydwu wirusów, bez 
śladu krzyżowej reakcji z glikoproteinam i otoczki [23]. Drugi retrow irus, 
opisywany jako HTLV-4, wydzielony z krw i ludzi zdrowych, jak dotąd 
bez cech patogennych, w ykazuje praw ie identyczną struk tu rę  genomu 
(99°/o homologii) z wirusam i STLV-3 małp [59, 66, 67], W irusy HIV-2 
i HTLV-4 w ykazują między sobą więcej homologii pod względem budo­
wy genomu (około 20% różnic w sekwencji nukleotydów) i właściwości 
serologicznych aniżeli z wirusem  HIV-1. Z badań genetycznych i bioche­
micznych wynika, że genomy i kodowane przez nie białka wirusów 
HIV-2 i HTLV-4 wykazują znaczne pokrewieństwo z m ałpim  wirusem  
STLV-3 [59, 77].

Białka rdzenia wirusów STLV-3 dają reakcje krzyżowe z białkam i 
HIV-1 i HIV-2, podczas gdy białka otoczkowe reagują tylko z pocho­
dzącymi z w irusa HIV-2 [21, 22, 67].

Na podkreślenie zasługuje pionierskie doniesienie Gnanna i wsp. [49], 
zmierzające do opracowania prostego testu  różnicującego retrow irusy 
HIV-1 i HIV-2. Badacze ci posłużyli się syntetycznym i peptydam i (12 
aminokwasów), analogiami fragm entów konserw atywnych, wysoce im- 
m unogennych regionów transm em branowego białka gp41, które za po­
mocą testu  ELISA pozwoliły wyodrębnić surowice pacjentów zainfeko­
wanych wirusam i HIV-1 i HIV-2, a także w irus STLV-3. Okazało się, 
że taki region znajduje się w każdym  z tych wirusów (HIV-1: 598 - 609; 
HIV-2: 592 - 603; STLV-3: 608 - 619 aminokwas) i zawiera charakterys­
tyczny układ aminokwasów: Try-G ly-Cys-X -X -X -X -X -Cys. W ydaje się, 
że do rozpoznania imm unogennej domeny białka tych w irusów  w ystar­
cza siedem aminokwasów zawierających dwie reszty cysteiny, tworzące 
m ostek dwusiarczkowy.

6 — P B K  3/88
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5. L EC ZEN IE I PR O FIL A K T Y K A  ZESPO Ł U  A IDS

Zgodnie z raportem  Światowej Organizacji Zdrowia [10, 90], zacho­
rowania na AIDS odnotowano w ponad 100 krajach. Zgłoszone i leczone 
przypadki tej choroby osiągnęły ponad 50 000. W USA opisano ponad 
36 000 zachorowań, przy czym zmarło już około 21 000 osób. Nosicieli 
w irusa HIV w tym  k ra ju  ocenia się na około 1,5 min (na świecie ok. 10 
min). Wciąż trudno o szacunek stanu zachorowań i nosicielstwa w A fry­
ce, gdzie choroba ta wykazuje zastraszające tempo rozwoju i nieco od­
m ienny obraz epidemiologiczny [24, 76, 106]. W tej sytuacji gwałtownie 
narasta potrzeba wprowadzenia skutecznych leków, a w przyszłości 
szczepionki.

Obecne kierunki leczenia zespołu AIDS obejm ują: terapię infekcji 
oportunistycznych i nowotworów, próby unieszkodliwienia w irusa HIV 
oraz usiłowanie rekonstrukcji aktywności immunologicznej zainfekowa­
nych organizmów [15, 113, 136]. Z biologicznego punktu  widzenia na j­
większe nadzieje pokłada się w zatrzym aniu replikacji w irusa przez za­
stosowanie inhibitorów odwrotnej transkryptazy.

Za najskuteczniej popraw iający stan zdrowia chorych na AIDS uw a­
ża się wprowadzony przez zespół Brodera [93, 94, 113] analog tym idy­
ny —• 3' azydo-3'deoksytym idynę (AZT). Lek ten przy udziale kom órko­
wych enzymów ulega fosforylacji i w tej form ie stanowi kom petycyjny 
nukleotyd dla tym idyno-5-trifosforanu. W przypadku włączenia go do 
łańcucha cDNA za pomocą odwrotnej transkryptazy, następuje term inac- 
ja syntezy z powodu niemożliwości utw orzenia kolejnego wiązania 5'—3' 
fosfodiestrowego. Związek ten przy stężeniu 5 - 1 0  juM ham uje w pełni 
replikację wirusa. AZT blokuje ekspresję białka rdzenia p24 [93], W roku 
bieżącym lek ten oficjalnie wprowadzono do lecznictwa szpitalnego [75]. 
Obserwacje poczynione dotąd wśród pacjentów  z AIDS pobierających 
AZT pozwalają odnotować poprawę ich stanu immunologicznego, przy­
rost wagi ciała, a naw et cofanie zmian neurologicznych [94], W bada­
niach in vitro pewne nadzieje na pozytywne wyniki leczenia przeciw- 
wirusowego wiąże się z kom binacją AZT z preparatem  aciclovir (analog 
guanozyny). Stwierdzono ponadto, że 2'3/-dideoksynukleozydy mogą 
również powodować przedwczesną term inację cDNA [94]. Inne leki, 
tj. suram ina, fosfonomrówczan i HPA-23, które in vitro są skuteczny­
mi inhibitoram i odw rotnej transkryptazy, nie spełniają — jak dotąd — 
klinicznej popraw y stanu immunologicznego chorych na AIDS [52, 92]. 
Na uwagę zasługują również próby zastosowania w  leczeniu AIDS ri- 
bowiryny, analoga guanozyny, której działanie wiązałoby się ze zmianą 
s tru k tu ry  5'mRNA, transkrybow anego ze zintegrowanego z genomem 
komórkowym DNA wirusa, na etapie jego „oczapeczkowania” [136].
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Nowe podejście w leczeniu AIDS wiąże się z zatrzym aniem  procesu 
transaktyw acji w irusa HIV [80, 143]. W tym  celu zastosowano in vitro 
„anti-sense” oligodeoksynukleotydy, tj. krótkie sekwencje DNA (albo 
chemicznie zmodyfikowane DNA w celu zwiększenia penetracji kom órek 
i odporności na degradację enzymatyczną) kom plem entarne do określo­
nych segmentów genomu wirusa, istotnych do jego replikacji. Takie 
sekwencje m ogłyby blokować ekspresję odcinków genomu wirusowego 
przez pewien rodzaj hybrydyzacji, ograniczając ich translację, lub in ter- 
ferować w wiązaniu białek regulatorowych, kodowanych przez geny 
ta t l l l  czy a rt/trs  [143]. W toku są próby wykorzystania substancji bio­
logicznie czynnych, tj. hormonów grasiczych, interleukiny-2, in terfero­
nów alfa i gamma czy preparatów  immunofarmakologicznych (izopryno- 
zyna, cyklosporyna, imuthiol) jako potencjalnych czynników odbudowy 
układu immunologicznego chorych na AIDS [52],

Wysoka zmienność m ateriału  genetycznego wirusa HIV kom plikuje 
otrzym anie szczepionki przeciwko AIDS, niem niej trw ają  intensywne 
prace w tym  kierunku [8, 9, 36, 63]. Nadzieje na szybkie uzyskanie 
szczepionki (podjednostkowej) pogłębiły wyniki stw ierdzające, że an ty ­
genowe białka wirusa — glikoproteiny otoczkowe, a także białka rdze­
nia (p l7) wyw ołują powstawanie przeciwciał neutralizujących [61, 105, 
114]. P rodukcja skutecznej szczepionki wiąże się z wydzieleniem  z wi­
rusa HIV stałego składnika antygenowego, wywołującego odpowiedź 
układu immunologicznego skierowaną przeciwko wszystkim w nikają­
cym do organizmu wirusom, w których obecny jest tenże składnik. W y­
krycie regionów o wysokiej konserwatywności sekwencji nukleotydowych 
w genie glikoproteiny otoczkowej w irusa wywołującego AIDS daje realne 
szanse otrzym ania szczepionki w niedługim czasie [11, 36, 61]. W ykorzy­
stując techniki inżynierii genetycznej i biotechnologii wbudow uje się 
całe geny bądź ich fragm enty bakteriom , drożdżom, aby wywołać w nich 
ekspresję białek wirusowych, i to w znacznej ilości [11, 105]. Dużą 
szansę powodzenia na drodze do otrzym ania szczepionki wiąże się z syn­
tetycznym i peptydam i (m. in. peptyd T) o homologicznej sekwencji do 
regionów konserw atyw nych glikoproteiny gp 120 [49, 68, 90], Na uwagę 
zasługują również prace nad uzyskaniem  rekom binantów wirusow ych 
z wszczepionymi genami w irusa HIV [105]. Zasygnalizowano pierwsze 
wprowadzenie takich rekom binantów ludziom. W 1987 r. Zagury (cyt. 
[9]) zaszczepił siebie oraz 10 osób w Zairze rekom binantem  wirusa kro- 
w ianki z genem glikoproteiny gp 160.

W laboratorium  Koprowskiego [8, 40] powstała koncepcja w ytw o­
rzenia szczepionki przez immunizację przeciwciałami antyidotypow ym i. 
W w yniku kolejnych generacji przeciwciał przeciwko białkom .wirusa HIV 
dochodzi do powstania przeciwciał im itujących naturalne przeciwciała 
antyw irusowe.
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Ogrom problemów, które stw arza zespół AIDS, a jednocześnie po­
trzeba zrozumienia tragedii, jaką on powoduje, niesie potrzebę: 

masowego uświadam iania, 
lansowania zasady bezpiecznego seksu,
testowania dawców krw i na obecność przeciwciał przeciwko wirusowi 

HIV,
syntezy czynnika VIII na drodze inżynierii genetycznej, 
używania sprzętu jednorazowego do w strzyknięć dożylnych, 
sterylizacji podstawowego sprzętu medycznego wielokrotnego użytku 

(wirus ginie po kilkum inutow ej inkubacji w tem peraturze 56°C).
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STRUKTURA I FUNKCJA MITOCHONDRIALNYCH GENOMÓW

STRU C TU R E AND FU N C TIO N  OF M ITO C H O N D RIA L GENOM ES

A nna K R U SZEW SK A  i M agdalena  BOG UTA  

In s ty tu t B iochem ii i B iofizyki PA N, Z ak ład  G enetyk i, W arszaw a

S treszczen ie . M itochondria  m a ją  sw ój w łasny  system  genetyczny  i w łasny  system  
tran s lac ji. W szystk ie m ito ch o n d ria ln e  genom y różnych organ izm ów  ko d u ją  n ie ­
w ie lką  ilość tych  sam ych  podstaw ow ych  p roduk tów ; k ilk an aśc ie  po lipep tydów  
w chodzących w  sk ład  enzym ów  oddechow ych w ew nętrzne j b łony  m ito chond ria lne j 
o raz tR N A  i rR N A  m itochond ria lnego  a p a ra tu  tra n s lac ji. M ożna w yróżnić dw a 
ty p y  o rgan izac ji m ito chond ria lnych  genom ów : genom y, w  k tó rych  in fo rm ac ja  za ­
kodow ana je s t n iezw ykle  oszczędnie i cały  n iem al m ito ch o n d ria ln y  DNA pełn i 
fu n k c ję  k o d u jącą  (genom y M etazoa) o raz genom y, gdzie m nie j niż połow a tego DNA 
pełn i fu n k c ję  k o d u jącą  (rozrzu tn ie  zorgan izow ane genom y pozostałych  o rg an iz ­
mów). Te dw a ty p y  o rgan izac ji om ów iono szczegółowo na p rzyk ładzie  m itochon ­
d ria lnego  genom u człow ieka oraz drożdży p iekarn iczych  (Saccharom yces cerevisiae). 
M itochond ria lne  genom y drugiego  ty p u  d e te rm in u ją  rów n ież  dodatkow y zestaw  
b ia łek  zakodow anych  w  in tro n ach . S ch a rak te ry zo w an o  szczegółow iej te  b ia łk a  
t p rzed s taw io n o  teo rię  u trzy m u jącą , że są one odpow iedzia lne za p łynność o rg a ­
n izac ji „ ro z rzu tn y ch ” genom ów . S ch a rak te ry zo w an o  także  podstaw ow e różnice 
m iędzy  m ito ch o n d ria ln y m  kodem  genetycznym  a kodem  u n iw ersa lnym .

S u m m a ry .  M itochondria  posses th e ir  ow n gen tic  system  an d  th e ir  ow n system  
of tran s la tio n . A ll m ito ch o n d ria l genom es codes fo r a se t of th e  sam e basic p ro ­
ducts; a few  su b u n its  of th e  re sp ira to ry -en zy m e  com plexes in  th e  in n e r m em brane  
of th e  o rganelle  and  for th e  rR N A ’s and  tR N A ’s of th e  m ito ch o n d ria l tra n s la tio n  
ap p a ra tu s . Tw o types of m ito ch o n d ria l genom e o rgan iza tion  can  be d is tingu ished ; 
tig h tly  packed  genom es in  w h ich  genetic  in fo rm atio n  is encoded v ery  econo­
m ically  an d  a lm ost w hole DNA has coding fu n c tio n  (genom es of M etazoa) and  
la rg e ly  ex p an d ed  genom es of o th e r o rgan ism s in  w h ich  u su a lly  less th a n  50% 
of DNA has coding function . T hese tw o types of o rgan iza tio n  w ere  exem plified  
by m ito ch o n d ria l h u m an  genom e an d  th e  m ito ch o n d ria l genom e of y ea s t Saccharo­
m yces cerevisiae. The genom es of th e  second type specify  also som e a d d itio n a l 
p ro te in s encoded  in  in tro n s . T hese p ro te in s w ere  ch a rac te rized  an d  the  th eo ry
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concern ing  th e ir  inv o lv em en t in  th e  f lu id ity  of o rg an iza tio n  of m ito ch o n d ria l 
la rg e ly  ex p an d ed  genom es w as p resen ted . T he basic d ifferences b e tw een  th e  u n i­
v e rsa l genetic  code and  th e  m ito ch o n d ria l code(s) w ere  also show n.

W STĘP

M itochondria są organelam i komórki eukariotycznej, wyspecjalizo­
wanym i w oddychaniu i oksydacyjnej fosforylacji. Mają one najczęściej 
kształt owalny a ich w ym iary ( 1 - 5  ąm długości i 0,5 ąm szerokości) 
przypom inają w ym iary żyjących współcześnie bakterii.

Odkrycie ponad dwadzieścia lat tem u występowania DNA w mito- 
chondriach zapoczątkowało intensyw ny rozwój badań nad struk tu rą  
i funkcją m itochondrialnych genomów prowadzonych zarówno m etodami 
genetycznymi, jak też najnowszym i technikam i biologii m olekularnej.

Badania nad m itochondrialnym  DNA i jego ekspresją przyniosły 
wiele interesujących odkryć o bardziej ogólnym znaczeniu, takich jak 
niepełna uniwersalność znanego dotąd kodu genetycznego czy też moż­
liwość kodowania białek przez niektóre sekwencje intronowe. Niniejszy 
artyku ł jest więc nie tylko omówieniem s tru k tu ry  i funkcji m itochon­
drialnych genomów, lecz także szerszych im plikacji tych badań.

B IO GENEZA  M ITO C H O N D RIÓ W  JE S T  W Y N IK IEM  W SPÓ ŁD Z IA Ł A N IA  
M ITO C H O N D RIA LN EG O  I JĄ D R O W EG O  GENOM U ORAZ JĄ D R O W EG O  

I C YTO SOLOW EG O  SY STEM U  T R A N SL A C JI

Mitochondria m ają swój w łasny system  genetyczny oraz w łasny sy­
stem translacji. M itochondrialny DNA (mtDNA) koduje kilkanaście za­
ledwie białek wchodzących w skład enzymów oddechowych oraz cały 
rRNA i tRNA m itochondrialnego system u translacji [24],

Replikacja mtDNA, a także jego transkrypcja zachodzi z udziałem 
białek kodowanych przez DNA jądrowy. Specyficzny system  m itochon- 
drialnej translacji jest także oparty  na białkach kodowanych przez DNA 
jądrowy. Zarówno białka rybosomów m itochondrialnych (mitoryboso- 
mów), jak też wszystkie inne białka związane funkcjonalnie z translacją 
są zakodowane w jądrow ym  DNA. Podobnie również w jądrow ym  DNA 
zakodowane są m itochondrialne białka s truk tu ra lne  oraz większość mito­
chondrialnych enzymów [44].

Mitochondria nie są więc samowystarczalne, a ich biogeneza wymaga 
współdziałania m itochondrialnego i jądrowego system u genetycznego 
oraz mitochondrialnego i cytosolowego system u translacji. Białka wcho­
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dzące w skład mitochondriów, kodowane przez DNA jądrowy, są licz­
niejsze niż kodowane przez DNA m itochondrialny i stanowią ponad 90%> 
wszystkich białek m itochondrialnych.

Inform acyjny RNA (mRNA) dla białek biorących udział w biogene- 
zie m itochondriów nie przechodzi przez błony mitochondrialne. W szyst­
kie białka zakodowane przez mtDNA ulegają translacji na m itorybo- 
somach, a zakodowane przez DNA jądrow y — na rybosomach cyto- 
solowych [24]. M itochondrialne białka zakodowane w jądrowym  DNA 
są więc transportow ane do mitochondriów w postaci gotowych poli- 
peptydów.

M itochondrialny system  translacji jest odm ienny zarówno od eukario­
tycznego cytosolowego system u translacji, jak i system u bakteryjnego. 
M itochondrialne tRNA m ają odm ienny skład zasad, sposób ich modyfi­
kacji oraz struk tu rę  przestrzenną od tRNA cytosolowych [38]. T rans­
lacja m itochondrialna, w odróżnieniu od cytosolowej, nie jest hamowana 
przez cykloheksymid, a wykazuje wrażliwość na chloramfenikol i e ry ­
trom ycynę [24]. Stosując więc ten czy inny antybiotyk można w ybiór­
czo blokować m itochondrialny bądź jądrow y system  translacji i zna­
kując powstające w tym  czasie białka określać udział każdego z syste­
mów w biogenezie mitochondriów.

M ITO C H O N D RIA LN Y  DNA, W IA DO M O ŚCI O GÓLNE

1. L IC Z B A  C ZĄSTECZEK , ICH FORM A I R E PL IK A C JA

W haploidalnej komórce grzybów w ystępuje przeciętnie kilkadziesiąt 
identycznych cząsteczek mtDNA, a genetyka mitochondriów jest gene­
tyką populacji tych cząsteczek [19]. W kom órkach zwierzęcych liczba 
mitochondriów wynosi kilka tysięcy. We wszystkich m itochondriach 
danego organizmu mtDNA jest jednakowy. W yjątek stanowią rośliny 
wyższe, gdzie populacje cząsteczek mtDNA są heterogenne [34, 45, 49].

M itochondrialny DNA, podobnie jak bakteryjny, jest podwójną helisą 
nie związaną z białkami. Jego replikacja jest katalizowana przez specy­
ficzną polimerazę DNA i zachodzi niezależnie od replikacji DNA jądro­
wego. M itochondrialny DNA, podobnie jak  bakteryjny, jest kolisty. W y­
jątek  stanowią niektóre pierwotniaki, takie jak Tetrahym ena  czy Para­
m ecium  oraz drożdże Hansenula m rakki, gdzie DNA w ystępuje w postaci 
linearnej. Liniowe cząsteczki oraz mieszane populacje kolistych i linio­
wych cząsteczek w ystępują także u niektórych roślin wyższych [25, 
45, 49].

7 — P B K  3/88
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2. RO ZM IARY GENOM ÓW  M ITO C H O N D R IA LN Y C H

<
Choć wielkość przeciętnego m itochondrium  jest porównywalna z wiel­

kością E. coli, wielkość przeciętnego m itochondrialnego genomu jest 
jednak o dwa rzędy wielkości niższa. Rozm iary m itochondrialnych ge­
nomów w ahają się jednak w bardzo szerokich granicach (tab. 1) [25, 34,

T A B E L A  1

Rozm iary m itochondrialnych genomów [45]

O rganizm kz M etoda

zwierzęta:
człowiek 16,569 sekwencja

•
mysz 16,295 sekwencja
wół 16,388 sekwencja
kurczak 16,2 dł. konturu
ukwiał 15,7 dł. konturu
m uszka 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

rośliny wyższe:
pszenica 210 reasocjacja
kukurydza 509 reasocjacja
groch 381 reasocjacja
melon 2544 reasocjacja

45, 49]. Najniższe są u zwierząt, gdzie długości kolistych cząsteczek 
mtDNA są u wszystkich, naw et odległych gatunków bardzo zbliżone 
i wynoszą około 16 000 par zasad (pz), co odpowiada ciężarowi cząsteczko­
wemu około 10 Md [9]. K ilkakrotnie większe rozm iary m ają na ogół 
m itochondrialne genomy grzybów, choć rozm iary te są bardzo zróżnico­
wane naw et u blisko spokrewnionych gatunków  drożdży (genom S. pom- 
be ma wielkość zbliżoną do m itochondrialnych genomów zwierząt, a ge­
nom S. cerevisiae jest 5-krotnie większy). Największe rozm iary m ają 
m itochondrialne genomy roślin wyższych, choć precyzyjne ustalenie 
tych rozmiarów jest trudniejsze ze względu na heterogenność cząsteczek 
mtDNA. Są one kilkanaście razy większe niż m itochondrialne genomy 
zwierząt, a u Cucurbitaceae naw et kilkadziesiąt razy większe [34],
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W ostatnich latach w pełni zsekwencjonowano m itochondrialny ge­
nom człowieka [1], myszy [6], wołu [2] oraz m uchy Drosophila yacuba  
[14]. Określono też niem al całkowicie sekwencję mtDNA takich niższych 
grzybów jak Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus nidulans, Schizo- 
saccharomyces pombe i Neurospora crassa [20]. Jak  w ynika z tych ba­
dań, ogromne różnice w długości mtDNA ssaków i niższych grzybów 
są związane nie z ilością zaw artej w nich informacji, lecz ze sposobem 
organizacji i ekspresji tego samego podstawowego zestawu genów [49].

Podczas gdy inform acja zakodowana w mtDNA zwierząt jest zorga­
nizowana w sposób niezwykle oszczędny, m itochondrialne genomy niż­
szych grzybów są zorganizowane na ogół w sposób niesłychanie rozrzut­
ny. Te dwa typy organizacji zostaną tu  opisane na przykładzie p ierw ­
szego, w pełni zsekwencjonowanego genomu, którym  jest m itochondrial­
ny  genom człowieka [1, 24] i najlepiej poznanego z m itochondrialnych 
genomów grzybów — genomu S. cerevisiae [20, 31].

M ITO C H O N D RIA LN Y  GENOM  C ZŁO W IEK A

Genom ten jest dwuniciową kolistą cząsteczką DNA długości 16 569 
par zasad (ryc. 1, w ew nętrzne kółko) [1]. Ma ona dwa miejsca s ta rtu  
replikacji odrębne dla dwóch nici oznaczonych: H i L. Replikacja za­
czyna się syntezą nici H powiązaną z odsunięciem nici L i w ytw orze­
niem tzw. pętli D. Gdy kompleks replikacyjny dotrze do znajdującego 
się poniżej miejsca sta rtu  replikacji nici L, odsłaniając je, rozpoczyna 
się synteza nici L [15].

Główną nicią kodującą, zawierającą gros informacji, jest nić H. Mimo 
to ohie nici są w pełni transkrybow ane w dwóch różnych kierunkach 
z dwóch różnych punktów  startu , znajdujących się w obrębie pętli D [15].

M itochondrialny genom człowieka zawiera geny determ inujące rRNA 
m ałej i dużej podjednostki mitorybosomów SrRNA i LrRNA (odpowied­
nio 12S i 16S rRNA), 22 rodzaje tRNA oraz 13 polipeptydów będących 
podjednostkam i czterech enzymów wchodzących w skład w ew nętrznej 
błony m itochondrialnej. Polipeptydy te to trzy podjednostki oksydazy 
cytochromowej: apoproteina cytochromu b, podjednostki 6 i 8 oligo- 
m ycynowrażliwej ATP-azy oraz siedem podjednostek dehydrogenazy 
NADH [1, 9, 13]. Oksydaza cytochromowa, m itochondrialna ATP-aza 
oraz wrażliw a na rotenon dehydrogenaza NADH są dużymi kom pleksa­
mi enzym atycznym i złożonymi z wielu heterologicznych podjednostek 
zakodowanych częściowo w DNA m itochondrialnym , a częściowo w ją­
drowym  [47]. Pozostałe, kodowane przez DNA jądrow y podjednostki 
tych enzymów ulegają translacji na rybosomach cytosolowych i w po-
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Ryc. 1. M apy m ito ch o n d ria ln y ch  genom ów  człow ieka (w ew nętrzne  kółko) oraz 
S. cerevisiae  (zew nętrzne kółko) p rzed s taw io n e  w g [24], uzupełn ione  zgodnie z [13] 
i [20]; a — sekw encje  k o du jące  znane b ia łka , b  — sekw encje  kodu jące  rR N A , 
c — sekw encje  kodu jące  tR N A  lub  k o n tro lu jące  ich syntezę, d — pozain tronow e 
sekw encje  R F oraz o tw a rte  ram k i odczy tu  in tronów , e — zam kn ię te  ra m k i odczytu 
in tro n ó w  oraz obszary  m iędzygenow e, f — sekw encje  rep  — in ic jac ji rep lik ac ji DNA

staci gotowych polipeptydów są transportow ane do w ew nętrznej błony 
m itochondrialnej.

Okazało się, że sekwencjonowanie genu jest często znacznie łatw iej­
sze niż jego identyfikacja. Geny ND zidentyfikowano m etodam i immuno­
logicznymi jako kodujące podjednostki dehydrogenazy NADH dopiero 
w kilka lat po ich zsekwencjonowaniu [12, 13]. Pozostałe geny kodujące 
polipeptydy identyfikow ano bądź na podstawie homologii ich sekwencji 
ze znanym i już genami drożdży, gdzie dzięki istnieniu m arkerów  gene­
tycznych identyfikacja genów jest łatw a, bądź też na podstawie porów­
nania sekwencji DNA ze znanym i sekwencjam i aminokwasów odpo­
wiednich polipeptydów [1].
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Badania te wykazały, że w ystępują różnice w m itochondrialnym  
i uniw ersalnym  kodzie genetycznym  (tab. 2). W szczególności kodon 
UGA nie jest kodonem term inacji translacji, lecz koduje tryptofan; ko-

T A B EL A  2
R óżnice między kodem  uniwersalnym  a kodam i m itochondrialnym i 

różnych organizm ów przedstawione wg [46]

K odon K od
uniwersalny

K od mt
ssaków

K od mt 
drożdży

K od mt 
roślin wyż.

U G A stop Trp Trp stop?
A U A He M et Ile Ile
C U N Leu Leu T hr Leu
A G A , A G G Arg stop Arg Arg
C G G Arg Arg Arg Trp

donem inicjacji translacji może być nie tylko AUG, lecz także AUA lub 
AUU, które w m itochondriach ssaków kodują nie izoleucynę, lecz me­
tioninę, a kodony argininowe AGA i AGG są kodonami stop [1, 7, 46].

Okazało się, że sposób rozszyfrowywania kodu genetycznego jest też 
w m itochondriach odrębny. Po poznaniu sekwencji m itochondrialnych 
tRNA wykazano, że w oddziaływaniach kodon - antykodon mogą powsta­
wać pary  U - U i U - C między pierwszą pozycją antykodonu a trzecią 
kodonu, gdyż większość antykodonów w m itochondrialnych tRNA za­
czyna się od U [8, 26]. Pow stawanie takich par w system ie cytosolowym 
wyklucza zasada tolerancji Cricka [17]. Dzięki bardziej elastycznym  za­
sadom parow ania kodonu z antykodonem  jedna cząsteczka mitochon- 
drialnego tRNA może rozpoznawać 4 różne kodony należące do tej 
samej rodziny, podczas gdy w przypadku kodu uniwersalnego jedna czą­
steczka tRNA może rozpoznawać tylko dwa różne kodony tej samej ro­
dziny. Dlatego też do jednoznacznego odczytania kodu m itochondrial- 
nego nie konieczne są, jak to przew iduje zasada tolerancji, 32 różne 
rodzaje tRNA, lecz 22 rodzaje. Stąd też 22 rodzaje tRNA zakodowane 
w mtDNA człowieka stanowią kom plet w ystarczający do odczytania in­
form acji zaw artej w tym  DNA [7].

Inform acja zaw arta w mtDNA człowieka jest zorganizowana w spo­
sób niezwykle ekonomiczny [1]. Jest to przykład, jak  można skrócić 
m itochondrialny genom. Tylko niew ielki odcinek długości 1100 par za­
sad niczego nie koduje. Poza tym  (rye. 1) na skrócenie m itochondrial- 
nego genomu człowieka ma wpływ:

(1) Brak przestrzeni niekodujących między genami w ogóle lub też 
ograniczenie ich do kilku zaledwie nukleotydów. W kilku przypadkach 
stwierdzono naw et zachodzenie na siebie niektórych genów.

(2) B rak intronów  w genach.
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(3) Brak nie podlegających translacji odcinków wiodących i końco­
wych w genach kodujących białka. mRNA tych genów rozpoczyna sie 
bądź bezpośrednio kodonem inicjacji translacji, bądź też zaledwie kilka 
par zasad powyżej. W związku z tym  nie wiadomo, jak zachodzi wiąza­
nie mRNA z rybosomem (końca 5' z końcem 3' rRNA m ałej podjed- 
nostki) [36].

(4) Brak pełnych kodonów stop na końcu 3' u siedmiu z trzynastu  
genów kodujących mRNA. Zamiast kodonów stop w ystępują tam  se­
kwencje TA lub T, a prawidłową term inację translacji zapewnia dopiero 
postranskrypcyjna poliadenylacja. Dosyntetyzowanie poły A w mRNA 
autom atycznie powoduje wytworzenie term inacyjnego kodonu ochrę 
UAA.

W ażnymi elem entam i skrócenia m itochondrialnego genomu człowie­
ka jest również:

(5) Redukcja liczby cząsteczek tRNA niezbędnych do przeprowadze­
nia m itochondrialnej translacji, a w związku z tym  redukcja liczby 
genów kodujących m itochondrialne tRNA.

(6) Redukcja długości rRNA mitorybosomów, a w  konsekwencji re­
dukcja długości genów kodujących rRNA.

(7) Redukcja liczby promotorów do jednego dla każdej nici, a więc 
zmniejszenie miejsca zajmowanego przez sekwencje sygnalne dla ini­
cjacji transkrypcji.

Duży pierw otny transk ryp t jest następnie dalej cięty przez enzym 
typu  endonukleaza P. Należy podkreślić, że wszystkie geny kodujące 
mRNA są pooddzielane od siebie genami tRNA i nie tworzą tak jak 
u drożdży skupień. Ma to istotne znaczenie dla obróbki pierwotnego 
transkryptu , gdyż s tru k tu ry  drugorzędowe sekwencji tRNA służą jako 
znaki rozpoznawcze dla enzymu typu endonukleazy P  obrabiającej pier­
w otny transkryp t [40].

Omawiane właściwości mitochondrialnego genomu człowieka są wspól­
ne dla wszystkich dotąd sekwencjonowanych genomów ssaków, a także 
dla genomu muszki owocowej D. yacuba.

M ITO C H O N D RIA LN Y  GENOM  DROŻDŻY

M itochondrialny genom S. cerevisiae jest kolistą cząsteczką dwu- 
niciowego DNA długości od 78 do 84 000 par zasad w zależności od 
szczepu [51]. W haploidalnej komórce w ystępuje ona w 20 do 30 kopiach. 
O jej replikacji wiadomo mało, lecz stwierdzono, że w przeciwieństwie 
do mtDNA zwierząt jest wiele miejsc s ta rtu  replikacji, zwanych sekwen­
cjam i rep lub ori [3], dla jednej nici.
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Jest także wiele miejsc sta rtu  transkrypcji (około 20), choć trans- 
k ryp ty  są policistronowe i w ym agają dalszej obróbki [42, 48], T rans­
krypcja jest asym etryczna. Jedna nić, w k tórej zakodowane jest gros 
inform acji, ulega transkrypcji niem al w całości, a druga w niewielkim  
tylko stopniu [42].

Mapę m itochondrialnego genomu drożdży przedstaw ia zewnętrzne 
kółko na rye. 1. Ustalono ją na podstawie mapowania genetycznego m u­
tantów  i m apowania restrykcyjnego, a następnie skonfrontowano z da­
nymi uzyskanym i na podstawie sekwencjonowania genomu. Genom ten 
jest w ponad 90°/o zsekwencjonowany tak, że prawdopodobnie wszystkie 
geny są już poznane, a niewielkie luki w ystępują w sekwencjach obsza­
rów międzygenowych [51].

Identyfikow anie genów drożdżowych było stosunkowo łatw e ze wzglę­
du na występowanie w nich licznych nieletalnych m utacji. Tak np. 
w genach kodujących podjednostki oligomycynowrażliwej A TP-azy m a­
pują się m utacje oporności na ten antybiotyk, wT genie kodującym  dużą 
podjednostkę rRNA m apuje się wiele m utantów  opornych na inhibitory 
m itochondrialnej translacji, a w genach kodujących podjednostki oksy­
dazy cytochromowej m apują się m utan ty  oddechowe nie wykazujące 
w widmie oksydazy cytochromowej itd.

M itochondrialny genom drożdży, podobnie jak człowieka, koduje 
dużą (21S) i małą (15S) podjednostkę rRNA, kom plet (25) cząsteczek 
tRNA potrzebny do m itochondrialnej syntezy białek, trzy  największe 
podjednostki oksydazy cytochromowej, apoproteinę cytochrom u b oraz 
podjednostki 6 i 8 A TP-azy [20, 31].

M itochondrialny genom drożdży koduje jeszcze ponadto podjednostkę 
9 ATP-azy, jedno z białek małej podjednostki mitorybosomów (gen 
var 1) oraz 9S RNA wchodzący w skład enzymu typu endonukleazy P 
odpowiedzialnego za obróbkę końców 5' pierwotnych transkryptów  m ito­
chondrialnych tRNA (gen ts l)  [20, 31, 39].

W w yniku sekwencjonowania zidentyfikowano także kilka sekwencji 
rep lub ori (po około 300 pz każda) i trzy  sekwencje RF, będące otw ar­
tym i ram kam i odczytu o nieznanej funkcji [20, 31].

W przeciw ieństwie do m itochondrialnego genomu człowieka mito­
chondrialny genom drożdży nie koduje podjednostek dehydrogenazy 
NADH. Niezidentyfikowane trzy  geny RF nie mogą być odpowiednikami 
genów ND człowieka, gdyż nie w ykazują w stosunku do nich żadnych 
homologii sekwencji. Brak genów ND u drożdży jest raczej w yjątkiem  
niż regułą. W m itochondrialnych genomach innych niższych grzybów, 
takich jak N. crassa i A. nidulans, geny te prawdopodobnie w ystępują 
[10, 48]. Nie jest wykluczone, że u drożdży w ystępują one w jądrze 
lub też że w związku z pewną odmiennością łańcucha oddechowego droż­
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dży na poziomie kompleksu dehydrogneazy NADH [41] odpowiednie 
geny i polipeptydy nie w ystępują u tego organizmu w ogóle.

Z przedstaw ionych tu  danych widać, że ilość inform acji zakodowanej 
w mtDNA drożdży nie jest większa, a być może jest naw et mniejsza 
niż w mtDNA człowieka, mimo że jest ona zaw arta w 4 razy większej 
przestrzeni.

Rozrzutna organizacja m itochondrialnego genomu drożdży wiąże 
się z:

(1) Istnieniem  przestrzeni międzygenowych, które stanowią około 
66%  cząsteczki. Składają się one w 98% z par AT, wśród których roz­
rzuconych jest sto kilkadziesiąt skupisk GC, często homologicznych, two­
rzących s truk tu ry  palindromowe [51].

(2) Faktem , że trzy  z genów — gen kodujący apoproteinę cytochro- 
m u b, pod jednostkę I oksydazy cytochromowej oraz 21S rRNA zawie­
ra ją  introny (odpowiednio 5, 8 i 1 intron). Długość intronów w dwóch 
pierwszych genach przewyższa wielokrotnie długość eksonów.

(3) W yjątkowo długim i sekwencjam i wiodącymi i końcowymi w 
mRNA.

(4) Dw ukrotnie dłuższymi genami kodującym i rRNA.
(5) Długimi sekwencjam i sygnalnym i dla inicjacji transkrypcji.
Podobnie rozrzutnie zorganizowane są na ogół genomy innych grzy­

bów, choć ich rozmiary, a więc upakowanie inform acji genetycznej na 
jednostkę długości DNA może wykazywać duże różnice [25]. Różnice 
m iędzy genomami różnych niższych grzybów nie ograniczają się jednak 
tylko do różnych rozm iarów sekwencji niekodujących, lecz także pole­
gają na odmiennym wzajem nym  ułożeniu genów. Duże różnice w orga­
nizacji m itochondrialnych genomów naw et blisko spokrewnionych ga­
tunków  niższych grzybów sugerują istnienie działającego w mitochon- 
driach mechanizmu powodującego duplikacje, transpozycje i insercje 
części mtDNA [30].

Niestabilność mtDNA niższych grzybów nie ogranicza się jedynie 
do przemieszczeń w obrębie m itochondrialnych genomów. Wiele danych 
wskazuje na wym ianę m ateriału  genetycznego między DNA mitochon- 
drialnym  a jądrowym . Świadczy o tym  m. in. fakt, że podjednostka 
9 A TP-azy jest zakodowana u S. cerevisiae w mtDNA i podlega trans­
lacji na mitorybosomach, podczas gdy u Neurospora jest zakodowana 
w jądrze i podlega translacji na rybosomach cytosolowych, choć w m ito- 
chondriach znajduje się nieczynna kopia genu podjednostki 9 [25]. J ą ­
drowa i m iochondrialna kopia tego genu w ystępuje także u Aspergillus, 
gdzie — jak się w ydaje — jedna lub druga kopia może ulegać translacji 
w zależności od fazy rozwoju [10]. Podobnie o wym ianie DNA między 
m itochondriam i a jądrem  u niższych grzybów świadczy fak t znalezienia 
w jądrow ym  DNA S. cerevisiae sekwencji kom plem entarnych do frag-
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m entów m itochondrialnych genów v a ri oraz cob-box [21]. W ymiana 
m ateriału  genetycznego między jądrem  a m itochondriam i towarzyszy 
procesom starzenia się grzybni Podospora anserina [50] i Neurospora 
crassa [5].

M ITO C H O N D R IA LN E GENOM Y R O ŚLIN  W YŻSZYCH

N ajm niej dotąd wiadomo o m itochondrialnych genomach roślin wyż­
szych. Są one na ogół heterogenne, tj. zaw ierają kilka różnych cząste­
czek mtDNA. U niektórych roślin spotyka się mieszane populacje czą­
steczek liniowych i kolistych oraz populacje m niejszych i większych 
kółek. Często większe kółka są dim eram i m niejszych m onomerycznych 
elementów, ale nie jest to regułą. Różnej wielkości kółka nie muszą mieć 
wspólnych elementów. W ydaje się więc, że m itochondrialne genomy 
roślin wyższych, podobnie jak jądrowe genomy eukariontów, mogą być 
rozmieszczone na wielu różnej wielkości elem entach [34, 49].

Genomy m itochondrialne roślin wyższych, podobnie jak grzybów 
czy ssaków, zaw ierają prawdopodobnie małą liczbę genów. Podobnie 
jak tam te m itochondrialne genomy kodują one tRNA, rybosjo- 
malne rRNA, trzy  podjednostki oksydazy cytochromowej, apocyto- 
chrom b oraz kilka podjednostek ATP-azy. Stwierdzono, że m ito­
chondria kukurydzy włączają radioaktyw ne aminokwasy do ponad 20 
różnych polipeptydów [22]. W ydaje się więc, że m itochondrialne genomy 
roślin wyższych mogą kodować trochę większą liczbę produktów. Jedy­
nym i jednak, jak dotąd, zidentyfikowanym i genami w ystępującym i 
w m itochondrialnych genomach roślin wyższych, a nie występującym i 
w m itochondrialnych genomach grzybów i ssaków, są geny kodujące 
pod jednostkę niebłonowej części ATP-azy, tzw. F I alfa oraz gen kodu­
jący 5S rRNA [34].

Choć w ydaje się, że m itochondrialne genomy roślin wyższych mogą 
zawierać więcej genów, to ilość inform acji na jednostkę długości DNA 
jest tu  na pewno jeszcze znacznie niższa niż u grzybów. Stwierdzono 
również w ystępowanie w tych genomach licznych sekwencji repetytyw - 
nych. Podobnie jak m itochondrialne geny grzybów, m itochondrialne 
geny roślin wyższych mogą zawierać introny [48].

B IA Ł K A  K O D O W A N E PR Z E Z  D OD ATKO W Y  ZESTA W  GENÓW  
M ITO C H O N D RIA LN Y C H

Z przedstaw ionych dotychczas danych wynika, że istnieją dwa za­
sadnicze typy  m itochondrialnych genomów różniące się w sposób pod­
stawowy organizacją i płynnością tej organizacji. Jeden  u Metazoa, drugi 
u pozostałych organizmów [30, 49].
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Omówiono dotąd podstawowy zestaw genów m itochondrialnych, w y­
stępujący u wszystkich eukariontów. Niższe eukarionty i rośliny wyż­
sze m ają w m itochondrialnych genach introny, a w co najm niej poło­
wie z nich otw arte ram ki odczytu (ORF). Mają też dodatkow y zestaw 
genów znajdujący się w intronach. Odkrycie to było sensacją, gdyż z de­
finicji introny są częściami genów niekodującym i białek. W genach 
jądrowych introny nie m ają na ogół ORF.

Kodowane przez in trony m itochondrialnych genów białka w ystępują 
norm alnie w komórkach w m inim alnych ilościach, gdyż ich produkcja 
ustaje w momencie wycięcia intronu. Wspólną cechą białek kodowanych 
przez introny jest ich powinowactwo do kwasów nukleinowych DNA 
i RNA. Białka te m ają aktywności enzymów związanych z DNA lub 
RNA — m aturaz, transpozas, rekom binaz i być może odwrotnych trans- 
kryptaz [30],

1. M A TU R A ZY

Podstawowym  mechanizmem wycinania intronów  w mtDNA jest 
najprawdopodobniej (podobnie jak w genie jądrowym  dla rRNA u Tetra- 
hym ena ) katalizowana przez RNA transestryfikacja, na co wskazuje 
fakt, że wiele m itochondrialnych intronów może ulegać sam oskładaniu 
in v itro  [27, 43], In vivo jednak, a w wielu wypadkach także i in vitro 
wycinanie m itochondrialnych intronów wymaga białkowych czynników 
wspomagających zakodowanych jądrowo bądź mitochondrialnie.

W przypadku intronów zawierających ORF czynniki te są zakodo­
wane najczęściej w tychże ORF. Są to m aturazy. W ycinają one introny 
przez które są kodowane. Ich produkcja w szczepie typu dzikiego pod­
lega więc negatyw nej inhibicji zwrotnej. Z m omentem  w yprodukowania 
m aturazy intron ją kodujący jest natychm iast wycięty (ryc. 2) [35]. 
Dlatego też w ykryw anie m aturaz m etodami elektroforetycznym i na że­
lach poliakrylam idowych było możliwe tylko w szczepach m utantów  
zawierających m utacje w intronach, tj. w szczepach, gdzie m atryca do 
produkcji m aturazy nie była niszczona i m aturaza była produkow ana 
konstytutyw nie.

Obecnie udowodniono istnienie dwóch m aturaz w genie dla białka 
cytochromu b u S. cerevisiae [28, 35, 48], Istnieją także dane potw ier­
dzające występowanie trzech m aturaz w genie kodującym  podjednostkę I 
oksydazy cytochromowej u tego organizmu [11, 48],

Aktywności m aturaz mogą być monotropowe lub pleiotropowe, tj. 
m aturazy mogą wycinać tylko te introny, przez które są kodowane, lub 
też dwa różne in trony w tych sam ych lub różnych genach.

M aturazy mogą być kodowane wyłącznie przez ORF intronów  lub
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też mogą być białkam i mieszańcowymi, kodowanymi częściowo przez 
ORF intronów, a częściowo też przez położone powyżej sekwencje ekso- 
ncwe.

Ryc. 2. M odel w y cinan ia  in tro n ó w  b il o raz bi2 genu  kodującego  b ia łko  cy tochro - 
m u b u  S. cerevisiae  w ed ług  [35], p rzedstaw iony  schem atyczn ie  za [31]. P ierw szy  
in tro n  (b il) je s t w yc inany  bez u dz ia łu  m ito ch o n d ria ln y ch  b ia łek  (pod k o n tro lą  
enzym ów  jąd ro w y ch  lub  au to k a ta lity czn ie ). P o łączone dw a p ierw sze eksony  BI 
i B2 w raz  z o tw a rtą  ra m k ą  odczytu  in tro n u  bi2 k o d u ją  eksonow o-in tronow e m ie ­
szańcow e b iałko , tzw . m a tu razę  bi2, konieczną do w ycięcia  in tro n u  bi2; a — eksony, 

b — o tw arte  ram k i odczytu  in tronów , c — zam k n ię te  ram k i odczytu  in tronów

Na istnienie m aturaz wskazywał fakt, że m utacje term inacji translacji 
w ORF intronów blokowały wycinanie intronów, a zlokalizowane w in­
nych genach m utacje supresorowe, działające w drodze przyw racania 
pełnej translacji ORF intronów, przyw racały wycinanie intronów [32, 
35], Na istnienie m aturaz wskazywały też wczesne badania genetyczne 
kom plem entacji m utantów  zawierających m utacje w intronach genu 
białka cytochrom u b oraz badania produktów translacji tych m utantów 
[31, 33].

Ostatnio wyizolowano i częściowo oczyszczono m aturazę intronu bi4 
genu kodującego białko cytochrom u b u drożdży [18]. W serii eleganc­
kich eksperym entów, ORF intronu bi4 podłączono do części genu lacZ 
E. coli i prom otora faga lambda. Tę konstrukcję sklonowano w E. coli. 
Uzyskano tam  ekspresję m aturazy, wyizolowano ją i otrzym ano odpo­
wiednie przeciwciała. Te przeciwciała reagowały specyficznie z odpo­
wiednim polipeptydem  będącym hipotetyczną m aturazą bi4, nagrom a­
dzającą się u m utantów  w intronie bi4 [18, 28].

Uzyskanie przeciwciał przeciwko m aturazie bi4 pozwoliło na w y­
izolowanie i częściowe oczyszczenie m aturazy z drożdży i stw ierdzenie 
jej powinowactwa do jednoniciowego DNA i RNA [18].
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Gen m aturazy bi4 wprowadzono ostatnio także do jądra zm utowa­
nych szczepów drożdży niezdolnych do wycinania in tronu  bi4 w skutek 
przedwczesnej term inacji translacji m itochondrialnej m aturazy  [4]. W pro­
wadzenie tego genu przyw racało wycinanie intronu bi4, co świadczyło, 
że zakodowana w jądrze i tłum aczona na rybosom ach cytosolowych 
m aturaza dostaje się do m itochondriów i działa jak zakodowana w mito­
chondriach i tłum aczona na mitorybosomach m aturaza natyw na.

2. R EK O M BIN A ZY

Ostatnio stwierdzono również inną aktywność białka kodowanego 
przez intron bi4 genu cytochromu b u drożdży [30]. Stosując m etody 
genetyczne w połączeniu z nowymi technikam i biologii m olekularnej 
wykazano, że białko to indukuje rekom binację w innym  m itochondrial- 
nym  genie, tj. w genie kodującym  podjednostkę I oksydazy cytochromo- 
wej. Indukcja tej rekom binacji, zwiększająca 1000-krotnie jej częstość, 
następowała u m utantów , u których nagrom adzał się produkt intronu 
bi4. Nie wiadomo, jaka jest zależność między aktyw nością m aturazy 
i rekom binazy tego samego białka kodowanego przez in tron  bi4. Badania 
są w toku.

3. T R A N SPO Z A Z Y

Nie wszystkie jednak ORF m itochondrialnych intronów  kodują biał­
ka o aktywnościach m aturaz. P rodukt ORF intronu genu kodującego 
RNA dużej podjednostki mitorybosomów u drożdży nie jest konieczny 
do wycinania tego intronu, zwanego intronem  r l .  Om awiany intron 
w ystępuje tylko w szczepach omega h, podczas gdy w szczepach omega“ 
gen 21S rRNA jest niepodzielony. W krzyżówkach m iędzy szczepami 
omega X omega-  całe potomstwo jest omega+, tzn. zawiera intron 
(ryc. 3). Intron r l  zachowuje się więc jak infekcyjny transpozow alny 
element, z tym  że jest w łączany stale w tym  samym  m iejscu do genu 
21S rRNA, tzw. m iejscu omega- , dokładnie na granicy in tron - ekson. 
Analiza m utantów  zawierających m utacje w ORF in tronu  r l  wykazała, 
że produkt tej ORF jest niezbędny do transpozycji in tronu  [29]. Indukuje 
on dwuniciowe pęknięcia in vivo w DNA omega- , rozpoznając specyficz­
ne sekwencje w miejscu włączenia intronu.

Genetyczną konstrukcją zawierającą ORF intronu r l  transform ow a­
no E. coli. Ulegała ona tam  ekspresji, wykazując aktyw ność endonu- 
kleazy. Białko to nazwano transpozazą [16].
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Ryc. 3. S chem atyczne p rzed s taw ien ie  ro zp rzes trzen ian ia  się in tro n u  r l ,  genu  21S 
rR N A  w  po tom stw ie  k rzyżów ek  szczepów  om ega+  X om ega- , w ed ług  m echanizm u 
postu low anego  p rzez  A. Ja c q u ie ra  i B. D u jona, Celi, 41: 383 -394, 1985 (rycina

zm odyfikow ana)
W łączanie in tro n u , w  k tó rego  w y n ik u  szczep om ega-  zam ien ia  się w  szczep o m eg a4 , 
n a s tę p u je  w  tzw . p u n k c ie  om ega- ; a  — eksony, b  — o tw a r ta  ra m k a  odczytu  

in tro n u  (ORF), c — zam k n ię te  ra m k i odczytu  in tro n u

4. ODW RO TNE T R A N S K R Y P T A Z Y

Stwierdzono, że niektóre ORF intronów w ykazują znaczne homologie 
sekwencji do sekwencji retrow irusów  kodujących odwrotne transk ryp­
tazy [37]. W prawdzie nie udowodniono, że białka te m ają aktywność 
odwrotnych transkryptaz, ale jest wiele danych na to, że aktywności 
takie w m itochondriach drożdży w ystępują i mogą być odpowiedzialne 
za obserwowane zjawisko stosunkowo częstego spontanicznego wypadania 
intronów z DNA [23].

Z przedstaw ionych danych wynika, że w intronach genów mito­
chondrialnych jest zakodowana specjalna grupa białek pełniących nad­
rzędną rolę w stosunku do kwasów nukleinowych [30]. Białka te indu­
kując różnego typu  rekom binacje w mtDNA odpowiedzialne byłyby za 
płynność organizacji m itochondrialnych genomów niższych eukariontów 
i roślin. Metazoa, k tóre w drodze ewolucji wyelim inowały introny,
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a więc i drugi zestaw genów, straciły możliwość gruntow nych reorgani­
zacji m itochondrialnych genomów i dlatego ich genomy m ają podobną 
organizację [30],

DLA CZEG O  IS T N IE JE  O DRĘBN Y  GENOM  M ITO C H O N D RIA LN Y ?

Dlaczego kom órka zużywa energię na utrzym anie odrębnego mito­
chondrialnego genomu do syntezy kilkunastu najw yżej białek m ito­
chondrialnych? Istnieje pogląd, że niektóre białka w ew nętrznej błony 
m itochondrialnej są zbyt silnie hydrofobowe, aby mogły być produko­
wane na zew nątrz i transportow ane przez błony. Jednakże, jak to pod­
kreśla Grivell [24], jedno z najbardziej hydrofobowych białek w ew nętrz­
nej błony m itochondrialnej — podjednostka 9 A TP-azy jest u zwierząt 
i Neurospora zakodowana przez jądro, syntetyzowana na rybosomach 
cytoplazm atycznych i im portow ana do mitochondriów. Jeśli odrębny 
system  genetyczny w m itochondriach jest niepotrzebny to dlaczego 
istnieje?

Najbardziej prawodopodobne w yjaśnienie tego problem u propono­
wane przez Borsta i Grivella oparte jest na endosymbiotycznej teorii 
pochodzenia mitochondriów, utrzym ującej, że m itochondria wywodzą 
się od przodków współczesnych eubakterii, które, gdy atm osfera wzbo­
gaciła się w tlen, wkroczyły do komórek praeukariontów , umożliwiając 
im oddychanie tlenowe w zamian za schronienie i pożywienie. Mito­
chondrialny DNA byłby ewolucyjnym  ślepym końcem, reliktem  przy­
puszczalnej symbiotycznej bakterii. We wczesnych etapach ewolucji były 
słabe bariery  do przechodzenia informacji z system u genetycznego endo- 
sym bionta do system u genetycznego gospodarza tak, że większość genów 
endosymbionta przeszła do genomu gospodarza. W m iarę jak kom órka 
eukariotyczna staw ała się coraz bardziej skomplikowana, jej DNA został 
zlokalizowany w wyodrębnionym  jądrze i zorganizowany w chromo­
somy, a jądrowy i m itochondrialny kod ulegał dywergencji, dalszy prze­
pływ genów malał, a w końcu stał się niemożliwy. Nieliczne geny zostały 
uwięzione w mitochondriach. Będąc bardzo istotnym i przetrw ały [24].

Hipoteza ta dobrze tłum aczy fakt, że niektóre enzymy m itochondrial­
ne zakodowane w jądrze są podobne do bakteryjnych. Przew iduje po­
nadto, że niektóre geny będą znajdować się w DNA m itochondrialnym  
jednego organizmu a w DNA jądrowym  innego, jak też sytuacje po­
średnie, gdy kopie danego genu będą znajdować się zarówno w DNA 
jądrowym , jak i m itochondrialnym . Taka sytuacja ma miejsce w przy­
padku podjednostki 9 ATP-azy.

Hipoteza ta przew iduje również, że niektóre m itochondrialne DNA

http://rcin.org.pl



ST R U K T U R A  I F U N K C JA  M ITO C H O N D R IA L N Y C H  GENOMÓW 343

mogą zawierać więcej genów niż w zestawie podstawowym niższych
eukariontów i zwierząt. Takimi mtDNA są prawdopodobnie m itochon- 
drialne genomy roślin wyższych.
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MAŁE CZĄSTECZKI DNA W YSTĘPUJĄCE W MITOCHONDRIACH
ROŚLIN WYŻSZYCH

T H E  SM A LL DNA M O LECU LES PR ESEN T IN  TH E M ITO C H O N D RIA  OF
H IG H E R  PL A N T S

R afa ł G O R Ą C ZN IA K , H a lin a  A U G U STY N IA K

U n iw ersy te t im . A. M ickiew icza, W ydział Biologii, P oznań  
Z ak ład  B iochem ii B iopolim erów

S treszczen ie . M itochondria  w ie lu  ro ś lin  w yższych zaw ie ra ją  oprócz podstaw ow ego 
genom u, m ałe  cząsteczk i DNA. C ząsteczki te  nazw ano  m ito ch o n d ria ln y m i p lazm i­
dam i, pon iew aż w y stęp u ją  one w w iększej liczbie kopii niż typow o  un ik a to w e 
segm en ty  m ito chond ria lnego  DNA. W n in ie jsze j p racy  opisano i sch a ra k te ry z o w a ­
no m ałe, p lazm idopodobne cząsteczki DNA w y k ry te  w  m itochond riach  ro ś lin  w yż­
szych. P rzedstaw iono  dane w skazu jące  na  ew en tu a ln e  zaangażow anie n iek tó ry ch  
z n ich  w  po w staw an iu  cy top lazm atyczne j m ęsk ie j s te ry lnośc i o raz w  p rzeg ru p o ­
w an iu  sekw encji m itochond ria lnego  genom u. D y sk u tu je  się p rob lem  pochodzenia 
ty ch  cząsteczek.

S u m m a ry . In  ad d ition  to  the  m ain  genom e, th e  m itochond ria  of m an y  h igher 
p lan ts  con ta in  sm all DNA m olecules. These m olecules a re  know n as m ito ch o n d ria l 
p lasm ids b ecause  they  a re  p re sen t a t a h igher copy n u m b er th a n  a  ty p ica l un iq u e  
segm ents of th e  m ito ch o n d ria l DNA. In  th is p ap e r a sm all, p lasm id -lik e  DNAs 
found  in m ito ch o n d ria  of h ig h e r p lan ts  a re  described  and ch a rac te rized . The e v i­
dence in d ica tin g  on th e  possib le invo lvem en t som e of th em  in  th e  cy top lasm ic  
m ale  s te r ility  and  in th e  re a r ra n g e m e n t of th e  m ito ch o n d ria l genom e is p resen ted . 
T he orig in  of these  DNA species is discussed.

W Y KA Z SK RÓ TÓW

mtDNA — m itochondrialny DNA
ctDNA — chloroplastowy DNA
cms — rośliny cytoplazm atycznie m ęskosterylne
pz — pary  zasad
kpz — kilo pary  zasad
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W STĘP

Zainteresowanie organizacją genomu m itochondrialnego u roślin 
wzrosło znacznie od kiedy stwierdzono, że zmiany w  obrazie fragm en­
tów restrykcyjnych m itochondrialnego DNA (mtDNA) można skorelo­
wać z występowaniem  cechy męskiej sterylności kukurydzy. Równie sty ­
m ulujące do dalszych system atycznych badań było odkrycie, że w iel­
kość, forma fizyczna i organizacja genów mtDNA roślin są bardzo zróż­
nicowane. Obecnie wiadomo, że wielkość mtDNA roślin wyższych w aha 
się od około 200 do 2500 kpz [40]. Duże różnice wielkości cząsteczek 
m itochondrialnego DNA daje się zauważyć naw et u  roślin blisko ze sobą 
spokrewnionych, np. mtDNA Cucumis melo (2500 kpz) jest ponad 7-krot- 
nie większy od mtDNA Cucurbita citrullus (343 kpz) [79]. Pomimo tak 
znacznego zróżnicowania w wielkości mtDNA większego niż u ssaków, 
drożdży czy grzybów, inform acja genetyczna w nich zaw arta jest po­
dobna. Dotychczas zidentyfikowano m itochondrialne geny kodujące 
rRNA, tRNA a także kilka polipeptydów, których większość stanowią 
silnie hydrofobowe podjednostki enzymów łańcucha oddechowego. Rybo- 
somalne RNA m itochondriów roślinnych są większe, a ich geny zorga­
nizowane odmiennie niż u ssaków, grzybów czy drożdży. Geny dwóch 
wysokocząsteczkowych rRNA — 18S i 26S są oddalone od siebie, a gen 
5S rRNA w ystępuje w pobliżu genu 18S rRNA [4, 28, 68]. Liczba kopii 
genów rRNA jest zmienna w zależności od rośliny [18, 19, 38, 70]. Geny 
tRNA są natom iast rozproszone wzdłuż całego genomu, tworząc niew iel­
kie zgrupowania w rejonach genów 18S rRNA i 5S rRNA [4, 30]. 
W szystkie poznane dotychczas geny tRNA w ykazują bardzo wysoki 
procent homologii z odpowiednimi genami tRNA chloroplastów [5, 44].

Genom m itochondrialny roślin koduje również, podobnie jak genomy 
m itochondrialne ssaków, grzybów czy drożdży, podjednostki I, II i III 
oksydazy cytochrom u C, apocytochrom u b, podjednostki 6, 8, 9 ATP-azy, 
podjednostkę alfa Fx ATP-azy i URF (otw arte ram ki odczytu mogące 
kodować polipeptydy o nieokreślonej funkcji) [27, 46, 67].

W ystępowanie genów podjednostki alfa F x A TP-azy oraz 5S rRNA 
jest cechą charakterystyczną m itochondriów roślinnych. N iektóre m ito­
chondrialne geny roślin w przeciwieństwie do m itochondrialnych ge­
nów ssaków zawierają introny, jak np. gen II podjednostki oksydazy 
cytochromu c kukurydzy, pszenicy i ryżu [3, 23, 29], chociaż występo­
wania tego intronu nie stwierdzono u innych badanych roślin [26, 45].

Dotychczas posiadamy niewiele danych odnośnie transkrypcji m ito­
chondrialnych genów roślin. Stwierdzono jednak, że często obserw uje 
się kilka transkryptów  o różnej długości dla danego genu, oraz że n ie­
które z nich są znacznie większe od sekwencji kodujących [15, 46]. Wy­
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stępow anie kilku kopii genów stw arza możliwość zróżnicowanej eks­
presji, która może powodować, że m itochondria z różnych organów i sta­
diów rozwoju będą syntetyzować tylko specyficzne dla nich produkty. 
Jak  w ynika z badań translacji przeprowadzonej in vitro, w wyizolowa­
nych m itochondriach roślinnych powstaje około 20 polipeptydów, czyli 
trochę więcej niż w m itochondriach ssaków czy drożdży [57].

Mało również wiemy, jaki jest kod genetyczny mtDNA roślin. 
W przypadku kukurydzy, wiesiołka i pszenicy stwierdzono, że kod ten, 
funkcjonujący w m itochondriach tych roślin, różni się od kodu uniw er­
salnego. Odrębność ta polega na tym, że kodon UGA nie koduje trypto- 
fanu, jak to ma miejsce w m itochondriach człowieka, wołu czy szczura, 
a aminokwas ten jest kodowany przez trójkę UGG oraz przez CGG, 
która w kodzie uniw ersalnym  oznacza argininę [3, 23, 26],

Roślinny mtDNA różni się od odpowiednich genomów ssaków, droż­
dży czy grzybów obecnością sekwencji powtórzonych, które są zaanga­
żowane w różnego rodzaju in ter- i in tram olekularne rekom binacje [7]. 
Obecność tych sekwencji prowadzi do powstania substechiom etrycznych 
grup cząsteczek o różnym  stopniu przegrupowania. Jest to tzw. popu­
lacja sublimous mtDNA, która utrzym uje się przez kilka generacji [7]. 
W powstawaniu tych populacji, oprócz sekwencji powtarzających się, 
zaangażowany jest również proces replikacji i amplifikacji.

W ystępowanie wielu różnych cząsteczek DNA w różnym stopniu 
zrekom binowanych jest przyczyną tzw. heterogenności mtDNA roślin, 
która objawia się m. in. zaburzeniam i w generowaniu stechiom etrycznej 
liczby fragm entów  restrykcyjnych.

Intram olekularna rekom binacja wynikająca z obecności sekwencji 
powtórzonych bezpośrednio (ang. direct repeats) prowadzi do powstania 
z kolistej, podstawowej cząsteczki mtDNA kilku mniejszych kolistych 
cząsteczek. Na przykład w obrębie mtDNA kukurydzy w ystępuje 6 par 
sekwencji powtórzonych i zachodząca między nimi homologiczna re­
kom binacja doprowadza do powstania kilku m niejszych cząsteczek DNA. 
Ten typ organizacji mtDNA stwierdzono ponadto u rodzaju Brassica 
i Spinacia oleracea [52, 57, 70]. Je s t on przedstaw iony na rye. 1.

Rye. 1. S chem at p rzed s taw ia jący  m echanizm  in tracząs teczkow ej rekom binac ji geno- 
m ow ego m tD N A  z u dz ia łem  sekw encji pow tórzonych  bezpośredn io  (na p rzyk ładzie

m tD N A  Brassica cam pestr is) [46]
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Procesy rekom binacji, k tóre doprowadzają do wykształcenia nowych 
m itochondrialnych genomów, zachodzą przeważnie w somatycznych hy­
brydach i w cytoplazm atycznych mieszańcach, tzw. cybrydach. W prze­
ciwieństwie do genomu plastydowego, genom m itochondrialny somatycz­
nych hybrydów i cybrydów jest reprezentow any zarówno przez nie­
zmienione cząsteczki DNA obu form rodzicielskich, jak i przez genom, 
k tóry  charakteryzuje się nową m ieszaniną fragm entów  restrykcyjnych 
[2, 50, 60].

Cechą charakterystyczną mtDNA roślin jest zdolność inkorporacji 
DNA pochodzącego z innych źródeł. W obrębie genomu m itochondrial­
nego wielu roślin stwierdzono występowanie fragm entów  homologicz­
nych z sekwencjam i chloroplastowego DNA (ctDNA) [71, 72]. Niektóre 
z nich zostały zidentyfikowane w mtDNA kukurydzy, jak np. część genu 
dużej podjednostki karboksylazy rybulozodwufosforanowej oraz odcinek
0 wielkości 12 kpz kodujący m. in. 16S rRNA, tRNAIle i tRNAVal [42, 
69]. F ragm enty ctDNA w ystępujące w mtDNA roślin są uw ikłane cza­
sami w s truk tu rę  tzw. genów chimerycznych, które prawdopodobnie 
odgrywają pewną rolę w powstawaniu cechy męskiej sterylności [7].

Prowadzone w ostatnich latach badania genomu mitochondrialnego 
roślin wykazały, że oprócz chromosomalnego mtDNA w m itochondriach 
pewnych gatunków roślin w ystępują również stosunkowo małe cząstecz­
ki DNA. Ze względu na pozachromosomalną lokalizację oraz możliwość 
autonomicznej replikacji takie cząsteczki DNA nazwano plazmidami 
m itochondrialnym i, chociaż niektórzy autorzy nazyw ają je plazmidopo- 
dobnymi cząsteczkami DNA. W niniejszej pracy stosowana będzie nazwa 
plazmidy.

C H A R A K TER Y STY K A  M ITO C H O N D RIA LN Y C H  PLA ZM ID Ó W  
W Y STĘ PU JĄ C Y C H  W K UK U RY D ZY

Zgromadzone do tej pory dane wskazują, że m itochondrialne plazmi­
dy mogą występować zarówno w roślinach m ęskosterylnych, jak i mę- 
skopłodnych, ew entualnie równolegle w obu typach roślin. Wyłączność 
występowania niektórych m itochondrialnych plazmidów w roślinach 
m ęskosterylnych spowodowała zainteresowanie badaczy rolą, jaką m ogły­
by pełnić te cząsteczki DNA w pojaw ianiu się niefunkcjonalnych ziaren 
pyłku. W przypadku kukurydzy wyodrębniono trzy  grupy roślin zwią­
zane z cytoplazm atyczną męską sterylnością, tzw. linie: cms-T, cms-C
1 cms-S [37], Podział został oparty na różnicach w fenotypowej ekspresji 
męskiej sterylności i rew ersji do płodności.

G rupa roślin cms-S wyróżnia się od pozostałych gam etofitycznym
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sposobem przyw racania płodności, co oznacza, że rew ersja do płodności 
w roślinach heterozygotycznych względem genów przyw racania płod­
ności (Rf) zajdzie tylko w tych mikrosporach, które m ają dominujące 
alele Rf. Natom iast w grupach cms-T i cms-C powstanie rew ertantów  
zależy wyłącznie od genotypu rośliny m atecznej (genotyp diploidalny), 
a więc rośliny heterozygotyczne względem genu Rf będą m iały wszystkie 
ziarna pyłku norm alnie rozwinięte [66]. Oprócz tych różnic każda z grup 
roślin m a w m itochondriach specyficzne dla siebie plazm idy DNA (tab. 1) 
[31, 58].

T A B E L A  1

W ystępowanie m itochondrialnych plazm idów w poszczególnych liniach
kukurydzy

W ielkość 
plazm idu 

w kpz
N cms-S cms-C cms-T

Cząsteczki 1,94 + + + +
koliste 1,42 — — + —

1,57 - - + —

Cząsteczki 2,35 (n) + + + —

liniowe 2,10 (t) — — — —
5,45 (S-2) - + - -
6,40 (S-l) - + — —

(+ )  — w y stęp o w a n ie  p lazm id u  w  d an ej lin ii
(—) — b rak  d o n ies ie ń  o w y stęp o w a n iu  p lazm id ów
N  — lin ia  m ęsk o p ło d n a
S - l ,  S-2, n, t — ozn a czen ia  p la zm id ó w
cm s-S , cm s-C , cm s-T  — grupa ro ślin  zw ią za n a  z c y to p la zm a ty czn ą  

m ęsk ą  s te ry ln o śc ią

Z biologicznego punktu  widzenia najbardziej ciekawą i najlepiej do 
tej pory zbadaną jest grupa roślin cms-S. Ma ona dwie stosunkowo duże 
liniowe cząsteczki DNA oznaczone odpowiednio S -l i S-2 [56], Plazm idy 
S -l i S-2 przekazywane są matecznie wraz z cechą męskiej sterylności 
i nie są obecne w stanie wolnym ani w chloroplastach, ani w jądrach. 
Jest ich średnio około pięć razy więcej w stosunku do unikatowych 
sekwencji mtDNA, co sugeruje, że replikują one niezależnie od chromo- 
somalnego mtDNA [51]. Ostatnie doniesienia w skazują też, że liczba kopii 
plazmidów S -l i S-2 jest pod kontrolą jądrowego DNA, co jest poparte 
obserwacjami, że w zależności od linii genetycznej liczba kopii cząsteczki 
S -l DNA jest większa, równa lub m niejsza od liczby kopii plazm idu S-2
[8]. Oba plazm idy m ają kowalencyjnie związane białko na końcach 5' 
DNA, na co w skazuje fakt, że są one oporne na działanie egzonukleazy l,
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natom iast ulegają całkowitej hydrolizie pod wpływem  egzonukleazy III 
[34]. Funkcja tego białka nie jest obecnie znana, jednakże przypuszcza 
się, że może ono chronić liniowe plazm idy przed działaniem egzonukleaz 
lub ewentualnie brać udział w procesie replikacji tych cząsteczek DNA 
[34], Podobnie związane z końcami 5DNA białko zidentyfikowano w ade- 
nowirusach, dla których zaproponowano model syntezy DNA z term i­
nalnym  polipeptydem  jako prim erem  [74].

Zarówno w przypadku plazm idu S -l, jak i S-2 została ustalona pełna 
sekwencja nukleotydowa. Plazm id S -l zawiera 6397 pz, a plazmid S-2 
5453 pz. Okazało się, że obie cząsteczki DNA zawierają na swoich koń­
cach 208 pz odcinki o tej sam ej sekwencji nukleotydów, ułożone w od­
wróconej orientacji [51].

Jak  wiadomo, występowanie na końcach cząsteczki DNA sekwencji 
powtórzonych w odwróconej orientacji jest również cechą charak tery ­
styczną dla transpozonów.

Plazm idy S -l i S-2 w ykazują między sobą ścisłą homologię w obrębie 
dwóch regionów: w krótkim  segmencie długości 16 pz i na bardzo dłu­
gim 1462 pz odcinku. Analiza kom puterowa oparta na danych sekw en­
cyjnych wykazała, że oba plazm idy S -l i S-2 zawierają długie otw arte 
ram ki odczytu (ORF) [51] (ryc. 2). Oznacza to, że plazm idy te mogą 
teoretycznie kodować białka o nie znanej na razie funkcji ze względu 
na posiadanie w tej samej fazie odczytu kodonu inicjującego i te rm inu­
jącego.

Ryc. 2. Schem atyczna m ap a  p lazm idów  S - l i S-2, p o kazu jąca  loka lizac ję  i d ługość 
o tw arty ch  ram ek  odczytu  (ORF) oraz odcinki hom ologiczne, w y stęp u jące  m iędzy

p lazm idam i
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Zespół badaczy z Edynburga pod kierownictwem  Leavera i M urray 
[43] zidentyfikował w m itochondriach kukurydzy białko wielkości 
125 000 D, które jest zakodowane w plazmidzie S-2, a dokładniej w od ­
cinku DNA, który  obejm uje ORF1. Jak  w ynika z doświadczeń, białko 
to prawdopodobnie podlega m odyfikacji posttranslacyjnej, polegającej na 
rozcinaniu form y prekursorow ej na mniejsze funkcjonalne polipeptydy 
[43]. Sekwencje nukleotydowe cząsteczek S -l i S-2 DNA wykazują też 
wysoką homologię z genomowym mtDNA. W ykazano, że oba mitochon­
drialne plazmidy S -l i S-2 m ają zdolność integrowania się z chromo- 
somalnym mtDNA [57]. W przypadku plazm idu S-2 określono produkty 
transkrypcji pochodzące z rejonów ORF-1 i ORF-2. T ranskrypty  te do­
tyczyły zarówno plazm idu występującego w stanie wolnym, jak i plaz­
m idu zintegrowanego z genomowym mtDNA. Niektóre dane wskazują, 
że miejsce promotorowe transkrybow anych ORF-1 i ORF-2 znajduje się 
w ew nątrz term inalnych sekwencji ułożonych w odwróconej orientacji 
(IR). Ze względu na umiejscowienie przypuszczalnego promotora, sek­
wencje IR plazm idu S-2 w ykazują funkcjonalne podobieństwo z term i­
nalnym i powtórzeniam i prokariotycznych sekwencji insercyjnych IS1 
oraz transpozonów T yl w ystępujących w drożdżach [75].

Stwierdzono również, że niektóre rejony cząsteczki S -l są homolo­
giczne z jądrowym  i chloroplastowym DNA kukurydzy. Homologia 
m iędzy plazmidem S -l a chloroplastowym DNA została dokładnie zlo­
kalizowana. Dotyczy ona segm entu 420 pz cząsteczki S -l DNA i plasty- 
dowego genu psb A, kodującego białko wiążące się z chinonem w foto- 
systemie II [65]. Stopień dyw ergencji sekwencji S -l DNA w stosunku 
do sekwencji genu psb A związany jest z wieloma m utacjam i punkto­
wymi oraz z tandem owym i duplikacjam i odcinków wielkości 4 - 5  pz. 
Podobne duplikacje powstają po wycięciu transpozonów w jądrowym  
DNA kukurydzy [65].

M itochondrialne plazmidy, nie związane z cechą męskiej sterylności, 
znaleziono w kukurydzy upraw ianej w Am eryce Łacińskiej. W dwu­
nastu odmianach kukurydzy, nazwanych RU, zaobserwowano występo­
wanie dwóch liniowych plazmidów wielkości 5450 i 7460 pz oznaczonych 
odpowiednio R -l i R-2. Plazm idy te w ykazują uderzającą homologię do 
plazmidów S -l i S-2 i m ają również na swoich końcach sekwencje po­
wtórzone w odwróconej orientacji składające się z ok. 200 pz [81].

Plazm idy R-2 i S -l m ają identyczną wielkość i wykazują praw ie 
100% homologii. Plazm id R -l jest około 1000 pz dłuższy niż plazmid S -l 
i ma unikatow y region wielkości 2556 pz, k tóry  nie w ystępuje w S -l, 
natom iast plazmid S -l zawiera unikatow y segm ent wielkości 1546 pz 
[81].

W ystępowanie wysokiej homologii m iędzy plazm idam i R i S pozwala
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przypuszczać, że plazmid S -l powstał przez rekom binacje między plazm i­
dami R -l i R-2, co w yjaśniłoby występowanie dużego regionu homolo­
gicznego wielkości 1462 pz między S -l i S-2 [51].

Oprócz plazmidów S -l i S-2 w m itochondriach kukurydzy w ystępuje 
jeszcze jeden liniowy plazmid wielkości 2,3 kpz, oznaczony przez n. P laz­
mid n w ystępuje zarówno w grupie roślin m ęskosterylnych, jak i męsko- 
płodnych, jednakże w linii cms-T w ykazuje on delecję obejm ującą około 
150 pz. Plazm id n ma taką samą struk tu rę  jak plazm idy S, ma również 
na końcach sekwencje powtórzone w odwróconej orientacji, połączone 
z term inalnym  białkiem. Ponadto cząsteczka n DNA wykazuje homolo- 
gię z chloroplastowym i jądrowym  DNA, a także z mtDNA Zea diplo- 
perennis [1]. Cząsteczka ta jest jak na razie jedynym  m itochondrialnym  
plazmidem, w którym  stwierdzono występowanie genów kodujących 
tRNA: tRNATrp oraz tRNApro, k tó ry  w ykazuje 96°/o homologii z chloro­
plastowym  genem tRNAPro [61].

Finnegan i Brown [21] zidentyfikowali w m itochondriach kukurydzy  
cms-S dwie 1-niciowe cząsteczki RNA długości 850 pz i 2150 pz oraz 
dwie 2-niciowe cząsteczki RNA wielkości 900 pz i 2850 pz. W ykazali oni, 
że odkryte przez nich cząsteczki RNA powstają w obecności aktyno- 
m ycyny D. Oznacza to, że nie są one transkryp tam i mtDNA, a więc 
można je traktow ać jako autonomicznie replikujące się plazm idy RNA. 
Podobne cząsteczki RNA w ykryto również w m itochondriach kukurydzy  
RU upraw ianej w Ameryce Łacińskiej [64]. Przypuszcza się, że te au to­
nomicznie w ystępujące cząsteczki RNA w m itochondriach kukurydzy 
m ają wirusowe pochodzenie [41].

U D ZIA Ł M ITO C H O N D RIA LN Y C H  PLA ZM ID Ó W  S - l  I S-2 W PO W STA W A N IU
PŁO D N Y C H  R EW ERTA N TÓ W

Jednym  z najbardziej ciekawych zjawisk związanych z grupą roślin 
linii cms-S jest spontaniczne pojawienie się m ęskosterylnej populacji 
roślin. Badania genetyczne wskazują na występowanie dwóch rodzajów 
m utacji, których wynikiem  jest powstanie płodnych rew ertantów :

1. M utacje w obrębie samej cytoplazmy.
2. M utacje jądrowe.
Linia cms-S kukurydzy, m ająca w jądrze recesywne geny rf, pod 

wpływem  nieznanych czynników nabywa genowy system  przyw racania 
płodności, gdyż norm alne pyłki powstałe w takich rew ertan tach  po za­
pyleniu żeńskich osobników linii cms-S dają populacje męskopłodne 
[36, 37], Obserwacje te pozwoliły Laughnanowi [wg 57] w 1972 r. op ra­
cować teoretyczne podstaw y występowania „płodnych elem entów” cyto-
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plazm y roślin cms-S. E lem enty te przechodzące z cytoplazm y do jądra 
w yw oływ ałyby jakościowe zmiany w chromosomalnych loci, dając w re­
zultacie osobniki męskopłodne.

Kiedy w 1977 roku odkryto plazm idy S -l i S-2 w m itochondriach 
kukurydzy  m ęskosterylnych linii cms-S i następnie wykazano homologię 
sekw encyjną między plazmidem S -l a jądrowym  DNA, hipoteza Laugha- 
nana stała się bardziej prawdopodobna. Okazało się jednak, że miejsce 
i intensywność hybrydyzacji cząsteczki S -l DNA z jądrowym  DNA nie 
zmienia się zarówno w liniach m ęskosterylnych, jak i rew ertantach 
(33). Fakt ten w dużym stopniu osłabił hipotezę Laughanana, w której 
plazm idy S -l i S-2 m ogłyby być postulowanym i „płodnymi elem enta-

W 1984 roku Schardl i wsp. (62) odkryli, że term inalne sekwencje 
powtórzone w odwróconej orientacji (IR), w ystępujące na końcach wol­
nych plazmidów S -l i S-2, są również obecne w genomowym mtDNA. 
W formie zintegrow anej są one otoczone przez unikatow e sekwencje 
chromosomalnego mtDNA, nazwane odpowiednio 8, 8', yj, y>. Sekwencje 
8' i y> zawsze przylegają do sekwencji IR w pozycji 208, która w  wol­
nym  plazmidzie jest w ew nętrznym  końcem IR, natom iast 8 i xp są po­
łączone z IR w pozycji 1. Rekombinacje zachodzące między zintegro­
w anym i sekwencjam i IR a sekwencjam i IR wolnych plazmidów S ge­
neru ją  długie liniowe cząsteczki mtDNA, zakończone episomami S -l lub 
S-2. Dalsze rekom binacje mogą w efekcie doprowadzić do powstania 
całkow itej w ew nętrznej integracji plazmidów S -l lub S-2 z genomowym 
mtDNA (ryc. 3).

Stwierdzono, że osobniki m ęskosterylne, reprezentujące grupę cms-S, 
oprócz wolno w ystępujących plazmidów S -l i S-2 m ają genom m ito- 
chondrialny w postaci liniowej cząsteczki DNA, zakończonej episomami

R yc. 3. P o stu low any  m echan izm  g en e ru jący  lin iow e frag m en ty  m tD N A  z udzia łem  
p lazm idów  S. S ekw encje  IR  pochodzące z p lazm idów  S - l  i S-2 m ogą rekom binow ać 
z hom ologicznym i sek w en cjam i IR, z in teg ro w an y m i z genom ow ym  m tDN A . | —

sek w en c ja  IR

m i”.
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S -l lub S-2. Przypuszcza się, że taka form a genomu m itochondrialnego 
może podlegać procesowi replikacji i ekspresji według podobnych za­
sad, jakie zachodzą w wolnych plazmidach S. Natomiast płodne rew er- 
tanty, charakteryzujące się u tra tą  wolnych plazmidów S, wykazyw ały 
jedynie obecność całkowitej w ew nętrznej integracji sekwencji S -l i S-2 
DNA z mtDNA [63]. F ak ty  te dowodzą, że całkowita w ew nętrzna in te­
gracja plazmidów S z mtDNA jest wynikiem  rekom binacji upraw nionej. 
Istnieje jeszcze inna dopuszczalna możliwość integracji plazmidów S 
z mtDNA w w yniku rekom binacji nieupraw nionej. Jednakże wówczas 
plazm idy S m usiałyby wykazywać charakter transpozonów. Jak  wiado­
mo, transpozony charakteryzują się term inalnym i sekwencjam i po­
wtórzonym i w odwróconej orientacji, a także tym, że powodują prze­
grupowania sekwencji DNA gospodarza oraz duplikacje w punktach 
wstawienia insertu. Plazm idy S w ykazują dwie pierwsze cechy trans­
pozonów, natom iast występowanie trzeciej cechy jest raczej kwestią 
sporną. W prawdzie integracja plazm idu S-2 w yw ołuje wytworzenie 
2-nukleotydowych duplikacji, jednak powstanie tak m ałych duplikacji 
może być zupełnie przypadkowe [6].

Poznanie faktu, iż plazm idy S -l i S-2 mogą integrować z genomo- 
wym mtDNA, przyczyniło się do ponownego rozważenia udziału 
tzw. płodnych elem entów w spontanicznej rew ersji do płodności. 
W świetle nowych danych, płodnymi elem entami, k tóre przechodziłyby 
z cytoplazmy do jądra, nie byłyby plazm idy S, lecz określone sekwencje 
genomowego mtDNA. Sekwencje te zostałyby zmobilizowane w w yniku 
integracji plazmidów S z mtDNA [57]. Podobna sytuacja, dotycząca w y­
cinania określonych sekwencji mtDNA, a następnie ich transpozycji do 
jądra, została udokum entowana w przypadku przedwcześnie starzeją­
cych się ku ltu r Podospora anserina [12, 13].

C H A R A K TE R Y ST Y K A  M ITO C H O N D RIA LN Y C H  PLA ZM ID Ó W
W Y STĘ PU JĄ C Y C H  W R O ŚL IN A C H  R O D Z A JU  B E T A , SO R G H U M , V IC IA

I B R A S S I C A

Jak  dotąd, poza kukurydzą, dość dokładnie opisano występowanie 
m itochondrialnych plazmidów w roślinach z rodzaju Brassica, Beta, 
Sorghum  i Vicia (tab. 2).

W m itochondriach Beta vulgaris zidentyfikowano cztery koliste m i- 
tochondrialne plazmidy. Żaden z tych plazmidów nie w ykazuje homo- 
logii z genomowym mtDNA [54]. Obecnie znana jest pełna sekwencja 
nukleotydowa plazmidów: a (1,5 kpz), c (1,4 kpz) i d (1,3 kpz) [47, 73]. 
Analiza kom puterowa, oparta na danych sekwencyjnych, wykazała, że
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istnieją wspólne sekwencje nukleotydowe dla wszystkich trzech plaz­
midów. Fakt ten może świadczyć o tym, że są one niezbędne do auto­
nomicznej egzystencji plazmidów.

Na podstawie procentu homologii i stopnia przegrupow ań homo­
logicznych sekwencji w plazmidach a i d sugeruje się, że ten drugi mógł 
powstać w w yniku wewnątrzcząsteczkowej rekom binacji plazmidu 
a, przy równoczesnej rekom binacji m iędzycząsteczkowej z udziałem 
plazm idu c [73]. W ykazano, że wszystkie trzy  m itochondrialne plazmi­
dy są transkrybow ane, jednak nie ma pewności, czy powstałe transkryp- 
ty  są wykorzystyw ane w procesie translacji. Ze względu na licznie wy­
stępujące kodony stop w sekwencji DNA plazmidów c i d jest mało 
prawdopodobne, żeby kodowały one jakiekolw iek funkcjonalne polipep- 
tydy [47, 73]. Realne jest to natom iast w przypadku plazmidu a, k tóry 
zawiera krótką otw artą ram kę odczytu, zdolną kodować polipetyd za­
wierający 111 aminokwasów [73].

W m itochondriach Vicia faba B riguet i wsp. [24] wykazali istnienie 
dwóch różnych kolistych plazmidów DNA wielkości 1,7 kpz, z których 
jeden (1,7-S) w ystępuje u roślin m ęskosterylnych, a drugi (1,7-F) u roś­
lin męskopłodnych. W ykazują one dużą homologię, ale różnią się po­
datnością na działanie enzymów restrykcyjnych, co wskazuje, że plaz­
mid 1,7-S mógł powstać w w yniku przegrupow ań sekwencji plazmidu 
1,7-F. Oprócz wym ienionych plazmidów, w m itochondriach Vicia faba 
w ystępują jeszcze dwie cząsteczki DNA wielkości 1,54 i 1,42 kpz [25]. 
Na podstawie danych hybrydyzacyjnych przypuszcza się, że plazmid 
wielkości 1,54 kpz powstał z plazm idu 1,7-S w w yniku delecji [24].

Poznanie pełnej sekwencji nukleotydow ej plazmidów 1,7-S i 1,7-F 
ujawniło, że plazm idy te zaw ierają sekwencję, k tóra jest 6-krotnie po­
wtórzona w orientacji prostej, a ponadto w obrębie każdej z takich 
sekwencji w ystępuje powtórzenie w orientacji odwrotnej. Dzięki ta ­
kiemu układowi powtórzeń, sekwencje te charakteryzują się drugorzę- 
dową struk tu rą  typu spinki do włosów, w której można wyróżnić 3-nuk- 
leotydową pętlę końcową oraz 5-nukleotydową pętlę boczną.

Podobne s tru k tu ry  drugorzędowe w ykryto także w plazmidzie 1,42 
kpz oraz w plazmidzie pO Beta vulgaris, jak również w rejonie ori 
m itochondrialnego DNA drożdży i komórek HeLa [78].

Negruk i Nikifirowa [16, 48] niezależnie od zespołu Briqueta odkry­
li w mitochondiach Vicia faba dwa m itochondrialne plazm idy wielkości 
1,6 kpz, oznaczone jako CCC-1A i CCC-1B. Plazm idy te pod względem 
ilości i względnego położenia miejsc restrykacyjnych są podobne do plaz­
midów 1,7-S i 1,7-F [59]. Należy jednak zaznaczyć, że plazm idy zidenty­
fikowane przez Negruka w ystępują w m itochondriach roślin męskopłod­
nych, co różni je od plazm idu 1,7-S.
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W ykazano, że m itochondrialne plazm idy w ystępują również w po­
krew nych gatunkach Vicia faba, a mianowicie w Vicia villosa i Medica- 
go sativa [49]. M itochondrialne plazm idy zaobserwowano również 
w m ęskosterylnych roślinach Sorghum bicolor. Oprócz trzech kolistych 
cząsteczek DNA [10] w m itochondriach Sorgo w ystępują dwa liniowe 
plazmidy wielkości 5,7 i 5,3 kpz odpowiednio oznaczone jako N -l i N-2 
[55], które pod względem budowy przypom inają plazm idy S w ystępu­
jące w kukurydzy. Jednakże oba plazm idy N nie wykazują homologii 
z genomowym mtDNA, a także z chloroplastowym i jądrowym  DNA
[9], podobnie jak liniowy plazmid 11,3 kpz, w ystępujący w m itochon­
driach Brassica [53].

Do tej pory w m ęskosterylnych populacjach Sorghum bicolor nie 
zauważono spontanicznej rew ersji do płodności, dlatego też nie sposób 
porównać etiologię plazmidów N z S w związku z męską sterylnością 
roślin. Najnowsze doniesienia wskazują, że obecność plazm idu 11,3 kpz 
w m itochondriach roślin rodzaju Brassica nie jest ściśle związana z ce­
chą męskiej sterylności [32], Jak  w ynika z analizy około 100 różnych 
linii genetycznych roślin rodzaju Brassica, plazmid ten w ystępuje za­
równo w liniach m ęskosterylnych, jak i liniach męskopłodnych lub nie 
wykryw a się jego obecności. Stwierdzono ponadto, że liczba kopii, jak 
również występowanie lub nieobecność tego plazm idu w m itochondriach 
roślin rodzaju Brassica jest pod kontrolą genów jądrowych [17].

U W A G I K OŃCOW E

Na podstawie dotychczasowych danych, dotyczących m itochondrial­
nych plazmidów roślin wyższych, trudno wyciągnąć generalne wnioski 
wskazujące na ich biologiczną funkcję. Należałoby wręcz stwierdzić, że 
ich funkcja jest nieznana. Dane zawarte w tab. 1 i 2 wskazują, że nie­
które m itochondrialne plazm idy są związane wyłącznie z roślinam i męs- 
kosterylnym i. Na razie jest to jeden z poważniejszych faktów wskazu­
jących na pewne powiązania m itochondrialnych plazmidów z cechą męs­
kiej sterylności w sensie roli, jaką m ogłyby pełnić te cząsteczki DNA.

Poznanie m olekularnych podstaw męskiej sterylności roślin zapew­
ne przyczyniłoby się do wyjaśnienia ew entualnej roli, jaką mogłyby 
odgrywać m itochondrialne plazmidy w powstawaniu tej cechy. Obecnie 
wyróżnia się trzy rodzaje męskiej sterylności: tzw. aloplazmatyczną 
męską sterylność, która powstaje w w yniku międzygatunkowego i mię- 
dzyrodzajowego krzyżowania roślin, hom oplazmatyczną męską stery l­
ność, w ynikającą z w ew nątrzgatunkow ych krzyżówek oraz autoplazm a- 
tyczną męską sterylność, która powstała w sposób spontaniczny [39].

http://rcin.org.pl



360 R. G O R Ą C Z N IA K , H. A U G U ST Y N IA K

Przypuszcza się, że w przypadku alo- i autoplazm atycznej m ęskiej ste- 
rylności podstawową przyczyną pojawienia się tej cechy są zaburzenia 
we współdziałaniu produktów genów jądrowych z produktam i pewnych 
genów m itochondrialnych (tzw. niezgodność jądrowo-m itochondrialna) 
[39], W związku z tym  aloplazm atyczna męska sterylność w ynikałaby 
z niezgodności m iędzy genomem jądrowym  jednego gatunku a cyto- 
plazmą innego [77]. W przypadku autoplazm atycznej m ęskiej sterylnoś- 
ci niezgodność jądrowo-m itochondrialna byłaby w yw ołana zmianami za­
chodzącymi w genomie m itochondrialnym . Zm iany w obrębie genomu 
m itochondrialnego, które w ynikają z in ter- i intracząsteczkowych re­
kombinacji, często mogą być przyczyną powstania nowych otw artych 
ram ek odczytu (ORF) lub tzw. genów chim erycznych [46]. Pow stawanie 
tych ram ek odczytu lub genów chim erycznych tłum aczy występowanie 
dodatkowych m itochondrialnych polipeptydów charakterystycznych dla 
roślin m ęskosterylnych, jak np. polipeptyd wielkości 13 kD, kodowany 
przez m itochondrialny gen chim eryczny w kukurydzy linii cms-T [14, 
20] lub polipeptyd wielkości 17 kD, charakterystyczny dla linii cms-C 
[22].

Na podstawie tych faktów można przypuszczać, iż rola m itochondrial­
nych plazmidów, związana z cechą męskiej sterylności, dotyczyłaby ich 
udziału w przegrupowaniach sekwencji genomu mitochondrialnego. Me­
chanizm oddziaływania m itochondrialnych plazmidów na przegrupow a­
nia sekwencji mtDNA mógłby polegać na ich bezpośredniej integracji 
z genomem m itochondrialnym , np. plazm idy S -l i S-2, lub na kodowa­
niu czynników biorących udział w rekom binacji mtDNA.

W piśm iennictwie coraz częściej pojaw iają się rozważania na tem at 
wirusowego pochodzenia m itochondrialnych plazmidów. Dotyczy to 
w szczególności liniowych pozachromosomalnych cząsteczek DNA, w y­
stępujących w m itochondriach niektórych roślin, a także pewnych ga­
tunków grzybów, np. Claviceps purpurea [76] i Ceratocystis fimbriata  
[35]. W szystkie dotąd znane liniowe m itochondrialne plazm idy charakte­
ryzują się kowalencyjnie związanym białkiem  z końcami 5'DNA.

Podobną budowę m ają adenowirusy i bakteriofag q>29, których biał­
ko związane z końcami 5'DNA uczestniczy jako prim er w procesie rep li­
kacji [72, 80]. Polipeptyd kodowany przez plazmid S-2 podlega mody­
fikacji posttranslacyjnej [43] podobnie jak  to się dzieje w przypadku 
poliproteiny kodowanej przez genom wirusa polio [11]. Chociaż nie zna­
leziono wirusów roślinnych z dwuniciowym liniowym DNA połączonym 
z term inalnym  białkiem, to można jednak założyć, że m itochondrialne 
plazm idy mogą być reliktem  dawnych infekcji wirusowych.

Proces, k tó ry  obejm owałby okres od m om entu infekcji hipotetycz­
nym wirusem  do m om entu powstania m itochondrialnych plazmidów
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składałby się z dwóch etapów. W pierwszym etapie genom hipotetycz­
nego w irusa zostałby zintegrow any z jądrow ym  DNA zainfekowanej 
rośliny. Tak zintegrow any genom wirusa przeżyłby dosyć długi okres 
rozw oju filogenetycznego danego gatunku rośliny, jednocześnie ewo­
luując w sposób skoordynow any wraz z resztą jądrowego DNA gospo­
darza. Podobne zjawisko znane jest w przypadku tzw. endogennych 
retrow irusów . Homologia między niektórym i m itochondrialnym i plaz­
m idam i a jądrow ym  DNA może wskazywać, że taki etap mógł mieć 
miejsce. Natomiast drugi etap polegałby na uwolnieniu zintegrowanych 
z genomem gospodarza wirusowych sekwencji DNA i przemieszczeniu 
ich z jądra do m itochondrium. W środowisku m itochondrialnym  te cząs­
teczki DNA znalazłyby odpowiednie w arunki do autonom icznej egzys­
tencji.

Przedstaw ione tu rozważania na tem at wirusowego pochodzenia m i­
tochondrialnych plazmidów tłum aczą występowanie tych cząsteczek 
DNA w m itochondriach różnych gatunków roślin. Bardziej ogólny m e­
chanizm  obejm owałby zainfekowane hipotetycznym  w irusem  wspólnego 
protoplasty roślin wyższych. Wówczas zintegrowane sekwencje DNA 
w irusa ewoluowałyby równolegle z jądrow ym  DNA roślin, autom atycz­
nie przechodząc do nowo powstających gatunków.

Mimo że tak  mało wiemy na tem at m itochonrialnych plazmidów, 
myśli się już o potencjalnym  w ykorzystaniu tych cząsteczek DNA jako 
narzędzi w inżynierii genetycznej Eukaryota. Pewne cechy, jakie m ają 
m itochondrialne plazmidy, a mianowicie podobieństwo do transpozo- 
nów czy możliwość funkcjonowania jako miejsc inicjacji replikacji czy­
nią coraz bardziej prawdopodobne wykorzystanie tych cząsteczek DNA 
jako wektorów w prowadzających nową inform ację genetyczną.
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WPŁYW STARZENIA NA STRUKTURĘ MIĄŻSZOWYCH KOMÓREK
WĄTROBY

T H E  E FFEC T  OF A G IN G  ON TH E STRU C TU R E OF LIV ER  PA R E N C H Y M A L
CELLS

Z bign iew  K M IEĆ  

K a te d ra  i Z ak ład  H istologii, A kadem ia  M edyczna, G dańsk

Streszczenie .  W trak c ie  rozw oju  i s ta rzen ia  się ssaków  w  w ą tro b ie  rośn ie  o d se tek  
hep a to cy tó w  zaw ie ra jący ch  ponad d ip lo id a ln ą  ilość DNA, czem u tow arzyszy  z m n ie j­
szenie liczby h ep a tocy tów  w  jednostce  objętości w ątroby . N a poziom ie u l t r a s t ru k -  
tu ra ln y m  w p ływ  sta rzen ia  w  hepa to cy tach  uw idaczn ia  się znacznym  w zro stem  
liczby i śred n ie j w ielkości lizosom ów, p rzy  czym  ak tyw ność  n iek tó ry ch  enzym ów  
lizosom alnych  rośn ie , innych  zaś m aleje . Z w iązane z w iek iem  zm iany  ob ję tośc i 
g ład k ie j sia teczk i ś ró d p lazm a ty czn e j zależą od ra sy  szczura, n a to m ia s t w ie lkość  
sia teczk i szo rstk ie j i a p a ra tu  G olgiego pozosta je  n a  s ta ły m  poziom ie. S ta rz e n iu  
tow arzyszy  sp ad ek  liczby m itochondriów  w hepatocy tach . W raz z w iek iem  w  w ą ­
trob ie  szczura dochodzi do zm ian  w  rozm ieszczeniu  w  ob ręb ie  p łac ika  w ą tro b o ­
w ego ak ty w n o śc i fo s fa tazy  zasadow ej i k ilk u  enzym ów  lizosom alnych.

S u m m a ry .  T he deve lopm en t an d  ag ing  of m am m alian  liv e r is ch a rac te riz ed  by  an  
increase  in  th e  n u m b er of polyp lo id  hepatocy tes, w h ich  is associa ted  w ith  a d e ­
crease  in  th e  n u m b er of h epa tocy tes  in a u n it of liv e r volum e. T he u lt ra s t ru c tu ra l  
changes in  h ep a to cy tes  inc lude  a su b s ta n tia l increase  in the  am o u n t an d  av e rag e  
size of lysosom es, how ever, th e  ac tiv itie s  of som e lysosom al enzym es in h e p a to ­
cytes increase , and  of th e  o thers  decline d u rin g  aging. In  r a t  the  ag e -asso c ia ted  
a lte ra tio n s  of th e  vo lum e of sm ooth  endop lasm ic  re ticu lu m  a re  s tra in -d e p e n d e n t. 
The vo lum e d ensities of ro ugh  endop lasm ic re ticu lu m  and  of G olgi body do n o t 
change w ith  age. T he n u m b e r of m ito ch o n d ria  in h ep a to cy tes  decreases d u rin g  
aging. T he d is tr ib u tio n  of the  ac tiv ities  of a lk a lin e  pho sp h a tase  an d  of som e ly so ­
som al enzym es w ith in  th e  liv e r lobu le also changes w ith  age.

W kom órkach miąższowych wątroby, określanych również m ianem  
hepatocytów, przebiega większość charakterystycznych dla tego narządu
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procesów metabolicznych. Ze względu na podstawową rolę w ątroby 
w regulacji m etabolicznej homeostazy, zmiany zachodzące w tym  na­
rządzie w trakcie rozwoju i starzenia się organizmów stały  się stosun­
kowo wcześnie przedm iotem  badań [12, 81]. W pracach tych zajmowano 
się narządem  jako całością, mimo że w ątroba zbudowana jest z kilku 
populacji komórek. Hepatocyty stanowią 60°/o liczby wszystkich ko­
m órek wątrobowych szczura [26], zajm ując 78°/o całkowitej objętości na­
rządu i 85% objętości wszystkich komórek w wątrobie szczura [8]. Inne 
rodzaje komórek wątrobowych, które zlokalizowane są poza beleczkam i 
miąższu wątroby, określane są jako niemiąższowe komórki w ątroby. Na­
leżą do nich komórki gwiaździste, czyli kom órki Browicza-Kupfera, na­
zywane także kom órkam i siateczkowo-śródbłonkowymi, kom órki śród- 
błonka zatok, czyli kom órki endotelialne, kom órki gromadzące tłuszcze, 
czyli lipocyty, oraz tzw. kom órki pit. Niemiąższowe kom órki w ątroby 
stanowią ok. 35% liczby wszystkich komórek w wątrobie szczura [8], 
zajm ując tylko ok. 6%  całkowitej objętości narządu [26], przy czym 
spełniają one funkcje zasadniczo odmienne od czynności pełnionych 
przez hepatocyty [11]. Opracowanie technik otrzym yw ania odrębnych 
populacji izolowanych komórek wątrobowych, tj. hepatocytów [5, 66, 
85], komórek gwiaździstych i endotelialnych [44] oraz lipocytów [45] 
pozwoliło na przeprowadzenie dokładniejszej charakterystyki czynnoś­
ciowej tych rodzajów komórek. W hepatocytach przebiega większość 
przem ian metabolicznych właściwych wątrobie ssaków. W kom órkach 
gwiaździstych (Kupfera) zachodzi intensyw na fagocytoza różnych ko­
m órek i substancji (m.in. bakterii, ertrocytów  o zmienionym składzie 
błony komórkowej, znajdujących się w krwiobiegu kom órek nowotwo­
rowych, pozostałości po uszkodzonych komórkach), przy czym w proce­
sach wychw ytyw ania przez komórki K upfera antygenów i kompleksów 
immunologicznych uczestniczą receptory dla fragm entu Fc przeciwciał 
oraz receptory dla C3b — produktu  aktyw acji trzeciego składnika ukła­
du dopełniacza [34]. Zarówno kom órki gwiaździste, jak i kom órki śród- 
błonka zatok w chłaniają na drodze pinocytozy wiele cząsteczek i m ak ro ­
cząsteczek, m.in. album inę i heparynę [59]. Endoteliocyty pełnią przede 
wszystkim  funkcję bariery  filtracy jnej między światłem  naczyń zato­
kowych a powierzchnią hepatocytów, a ponadto aktyw nie uczestniczą 
w procesie usuwania z krw i lipoprotein [6] i proteoglikanów [72]. Na­
tomiast w lipocytach, które stanow ią miejsce m agazynowania w itam iny 
A w wątrobie ssaków [7, 87], przebiega także synteza włókien kolage­
nowych, znajdujących się w przestrzeni okołozatokowej i w zm acniają­
cych ścianę naczyń zatokowych [23, 67], Kom órki pit m ają brać udział 
w bliżej jeszcze nie określonych funkcjach neuroendokrynnych [26].

Ponieważ miąższowe komórki w ątroby należąc do populacji kom órek
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postm itotycznych żyją praw ie tak długo, jak długo żyje dany osobnik, 
dlatego można sądzić, iż przebiegające w nich wraz z wiekiem zmiany 
są rezultatem  przem ian rzeczywiście związanych ze starzeniem  się orga­
nizmów, a nie np. związanych z różnicowaniem się komórek [39]. Z tego 
powodu, a także ze względu na budowę i funkcje zasadniczo odmienne 
od s tru k tu ry  i czynności niemiąższowych kom órek wątroby, wpływ wie­
ku na morfologię hepatocytów wym aga szerszego omówienia. Należy 
zaznaczyć, że „okres starości” jest różnie określany przez różnych ba­
daczy. Sytuacja taka spowodowana jest m.in. faktem  występowania 
istotnych różnic w czasie trw ania m aksym alnej i średniej długości ży­
cia osobników należących do poszczególnych ras w obrębie danego ga­
tunku. W przypadku szczura m aksym alny czas przeżycia samic rasy 
W AG/Rij wynosi 40 miesięcy, a samców tej rasy  — 34 miesiące, samic 
rasy  BN/Bi — 38 miesięcy, a samców tej rasy •— 36 miesięcy [30], sam­
ców rasy Fischer 344 — 34 miesiące [64], a samców rasy Sprague-Daw - 
ley 40 miesięcy [9]. Średnia m aksym alna długość życia m yszy szczepu 
C57BL/KaLwRij wynosi 35 miesięcy, a myszy rasy  CBA/BrRij •— 38 
miesięcy [30]. Stosowane w odniesieniu do wieku gryzoni określenia 
młody, dojrzały lub sta ry  oznaczają zwykle osobników w wieku 3 - 7 ,  
12 - 18  lub 24 - 32 miesięcy.

1. Z JA W ISK O  P O L IPL O ID Y Z A C JI H EPA TO C Y TÖ W

W raz w  rosnącym  wiekiem  organizmów w wątrobie ssaków zwięk­
sza się liczba hepatocytów  zawierających ponaddiploidalną ilość DNA 
[13]. Tempo przebiegu tego procesu oraz jego zakres są charakterystycz­
ne dla danego gatunku, przynajm niej w odniesieniu do szczura, i zależą 
także od rasy  zwierząt. Hepatocyty jednojądrzaste, zawierające tetraplo- 
idalną ilość DNA, powstają z komórek jednojądrzastych-diploidalnych 
poprzez pośrednie stadium  komórek dw ujądrzastych-diploidalnych, a he­
patocyty jednojądrzaste-oktaploidalne pow stają z kom órek dw ujądrzas- 
tych-tetraploidalnych [20, 32, 56, 89, 91]. W przypadku szczura na j­
większą szybkość powstawania hepatocytów zawierających ponaddiplo­
idalną ilość DNA obserwowano w pierwszym  roku życia zwierząt [1, 20, 
55, 83, 84, 91], chociaż dalszy znam ienny wzrost liczby komórek te tra- 
i oktaploidalnych obserwowano również u zwierząt starych i bardzo 
starych [15, 54, 84]. W zależności od rasy  w w ątrobie starych szczurów 
zawartość hepatocytów diploidalnych wynosi 10-15°/o, tetraploidal- 
nych — 50-70%, a oktaploidalnych — 15-30% [40]. Największy za­
kres związanej ze starzeniem  poliploidyzacji w ątroby wykazano u m y­
szy: u zwierząt w wieku 28 miesięcy komórki zawierające 2C DNA sta­
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nowiły 9%, komórki 4C — 20%, komórki 8C — 49%, kom órki 16C — 
17%, a kom órki 32C — 4%  [70]. Zbliżone dane podają też inne prace 
[21, 22, 57],

W wątrobie ludzkiej poliploidyzacja hepatocytów jest słabiej w y­
rażona. W atanabe i Takanaka przeprowadzili cytofotometryczne pomia­
ry  wielkości jąder kom órkowych hepatocytów oraz ilości zawartego 
w nich DNA w skraw kach w ątroby uzyskanych podczas sekcji uprzed­
nio zdrowych ludzi, którzy nagle zmarli. W ykazali oni stopniowy wzrost 
ilości hepatocytów  dw ujądrzastych oraz hepatocytów te tra -  i oktaplo- 
idalnych między drugą a trzecią dekadą życia ludzi oraz wolniej po­
stępujące zwiększanie się liczby tych komórek w późniejszych dekadach 
życia [88 - 90]. Na podstawie wyników badań tych oraz innych autorów  
[4, 17, 61] można stwierdzić, iż wraz z wiekiem w wątrobie ludzi powoli, 
ale stale rośnie odsetek komórek miąższowych zawierających ponad- 
diploidalną ilość DNA; w ósmej dekadzie życia komórki diploidalne sta­
nowią już ok. 80%, komórki tetraploidalne ok. 16%, a komórki oktaplo- 
idalne ok. 4% liczby wszystkich hepatocytów. Najwyższa zawartość 
DNA, k tórą zaobserwowano w hepatocytach człowieka, wynosiła 16C 
[90], Znaczenie zachodzącego fizjologicznie wraz z postępującym  wie­
kiem organizmów procesu poliploidyzacji miąższowych komórek w ątro ­
by nie jest jasne. Ponieważ w organizmach ssaków procesy biotransfor- 
macji najróżnorodniejszych substancji egzo- i endogennych przebiegają 
głównie w hepatocytach, komórki te w znacznie więc większym stopniu 
od komórek innych narządów narażone są na szkodliwy wpływ  ubocz­
nych produktów  reakcji detoksyfikacyjnych, m.in. nadtlenków  i wol­
nych rodników. Dlatego uważa się, że towarzyszące starzeniu zwielo­
krotnienie ilości DNA w hepatocytach może być ważnym sposobem za­
bezpieczenia m ateriału  genetycznego tych komórek przed nasilającym i 
się wraz z wiekiem jego uszkodzeniami przez czynniki fizyczne i che­
miczne [51].

2. ZW IĄ ZA N E Z W IEK IEM  ZM IA N Y  L IC ZB Y  I W IELK O ŚC I H EPA TO C Y TÓ W

W ątroba ssaków należy do narządów o bardzo niskiej aktywności 
m itotycznej. Już u jednomiesięcznych szczurów częstość występowania 
podziałów hepatocytów jest niższa niż 0,01% [26, 56], Oznacza to, że 
w w arunkach fizjologicznych hepatocyty ssaków praktycznie nie ule­
gają podziałom i żyją tak długo, jak długo żyje dany osobnik [40]. W w y­
niku uszkodzenia czynnej masy kom órkowej w skutek zadziałania róż­
nych czynników w ątroba ssaków wykazuje daleko posuniętą zdolność 
odtw arzania wyjściowej masy narządu. Wykazano, iż w ątroba starych
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szczurów regeneruje swoją masę po przeprowadzonej hepatektom ii 
w czasie 2-krotnie dłuższym niż w ątroba zwierząt dojrzałych [68].

Po 50 roku życia masa w ątroby ulega u ludzi stopniowem u zm niej­
szeniu [48, 69, 74], czemu towarzyszy spadek liczby hepatocytów w jed­
nostce objętości narządu [62, 77, 78]. Jednocześnie dochodzi do w zrostu 
wielkości hepatocytów oraz ich jąder; zjawisko to przebiega równolegle 
ze stopniowym zwiększaniem się wraz z wiekiem liczby kom órek za­
w ierających ponaddiploidalną ilość DNA [77, 88 - 90].

U szczura [37, 40, 79, 83, 96] i myszy [46] stosunek m asy (ciężaru) 
w7ątroby do ciężaru całego ciała wynosi w zależności od rasy  od 2,5 do 
5°/o i w m iarę starzenia się zwierząt nie ulega zmianie. W raz z wiekiem 
w w ątrobie szczura ulega zmniejszeniu ilość hepatocytów zaw arta w jed­
nostce objętości narządu [64, 97]. Natomiast średnia wielkość hepato­
cytów szczura w trakcie starzenia albo stale rośnie [52, 83], albo też 
zwiększa się do okresu późnej dojrzałości (ok. 18 miesiąca), a następnie 
wyraźnie maleje, osiągając u zwierząt 30-miesięcznych wielkość komó­
rek m łodych zwierząt [16, 64, 97].

3. U LT R A ST R U K T U R A  H EPA TO C Y TÓ W

Liczni autorzy przedstaw ili dane dotyczące submikroskopowej budo­
wy miąższowych komórek w ątroby ludzi [48, 77, 78] i zwierząt [25, 52, 
63, 64, 73, 83, 97]. N ajbardziej charakterystyczną cechę u ltra struk tu ra l- 
ną hepatocytów starych gryzoni stanowi zwiększona ilość lizosomów, 
wakuoli autofagocytarnych oraz tzw. ciał resztkowych, zawierających 
lipofuscynę lub ciała lipidowe [25, 31, 43, 64, 83, 86]. N iektórzy badacze 
obserwowali w hepatocytach starych szczurów [38] i myszy [94] zwięk­
szony polimorfizm m itochondriów oraz skrócenie grzebieni m itochond­
rialnych [75, 79, 94], Obserwacje te zostały potwierdzone i rozszerzone 
przez porównawcze — w aspekcie wieku — badania m orfometryczne. 
Najważniejsze rezulta ty  tych badań przytoczono w tab. 1.

W trakcie starzenia w hepatocytach ludzi i zwierząt w ystępuje 
zmniejszenie liczby mitochondriów w jednostce objętości miąższu w ątro ­
by, przebiegające ze wzrostem  lub zmniejszeniem ich średniej wielkoś­
ci, a także znaczny wzrost ilości i objętości lizosomów pierwotnych 
i w tórnych. Natomiast towarzyszące starzeniu zmiany gładkiej lub 
szorstkiej siateczki śródplazm atycznej przebiegały, w zależności od rasy  
szczurów, w kierunku w zrostu lub spadku powierzchni zajm owanej w he­
patocytach. Te ilościowe m odyfikacje siateczki śródplazm atycznej mogą 
stanowić morfologiczny w yraz zmian o charakterze czynnościowym
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TA BE L A  1

Badania m orfom etryczne u ltrastruktury  hepatocytów  w trakcie starzenia

G atunek, 
rasa, płeć

Wiek
(m-ce)

Rodzaj zmiany Piśm.

M itochondria

człowiek3 30-90 lat (f) liczby, (f )  śred. objętości [76, 78]
szczur

A 6 vs 27 (7) liczby, ( j )  śred. objętości [16]
B 12 vs 27 (7) liczby, ( f )  śred. powierzchni

(f)  długości grzebieni [79]
C 12 vs 27 bz liczby i objętości [97]
D l-3 0 b ( |)  całkowitej objętości [64]
E 3 vs 35 bz całkowitej objętości [52]

mysz
F 6 vs 30 bz liczby , (f)  śred. wielkości [94]
G 4 vs 24 (7) liczby, ( j )  śred. powierzchni,

(7) długości grzebieni [75]

G ładka siateczka śródplazm atyczna

C jw. bz powierzchni [97]
D jw. (f)  powierzchni od 1. do 16. 

m-ca, następnie (7) powierzchni [63, 64]
E jw. (f)  powierzchni [52]

Szorstka siateczka śródplazm atyczna

C jw. (7) powierzchni [97]
D , E jw. bz powierzchni [52,63,64]

A parat Golgiego

D , E jw. bz powierzchni [52, 64]

Lizosomy

D jw. (f)  liczby ciał gęstych o 65%, 
( f)  ich objętości o 100%c (64]

E jw. ( t )  całkowitej objętości o 100% [43, 52]

O zn aczen ia  sk ró tó w : v s  v ersu s , bz — b rak  zm ia n y , (7,) oznacza sp a ­
d ek , a (^ )  — w zro st w  w ie lk o ś c i p aram etru  w raz  z w iek ie m ; R asa  
i  p łeć  zw ierzą t: A — W istar, B  — D o n ry u  (W istar), ę ,  C — W istar,
$ ,  D — F isch er  344, E — W A G /R ij (W istar), £ ,  F — C57BL/ICRF at, 

G — C57BL, $ ;  a m ę żczy źn i i  k o b ie ty , » b ad a n o  szczu ry  w  w ie k u  
1, 6, 10, 16, 20, 25 i 30 m ie s ię cy , <= p o r ó w n y w a n o  zw ier zę ta  w  w ie k u  6 
i 30 m ie s ię cy .
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(np. w zakresie biotransform acji leków i innych substancji lub w za­
kresie biosyntezy białka), które zachodzą podczas starzenia w hepatocy- 
tach ssaków.

4. A K TY W N O ŚĆ  U K ŁA D U  LIZO SO M A LN EG O  W H EPA T O C Y T A C H  SZCZU RA
W T R A K C IE  STA R ZEN IA

W zrost ilości oraz wielkości lizosomów w kom órkach wielu tkanek 
i narządów należy do najlepiej udokum entowanych morfologicznych w y­
kładników starzenia na poziomie komórki [31]. W hepatocytach starych 
szczurów lizosomy stanow ią populację znacznie bardziej heterogenną 
niż w kom órkach m łodych osobników [43]. Dzięki zastosowaniu metod 
izolacji poszczególnych rodzajów komórek wątrobowych, wykazano, że 
aktywność dziewięciu głównych enzymów lizosomalnych określana w sto­
sunku do zawartości białka komórkowego jest kilkakrotnie wyższa 
w  niemiąższowych kom órkach w ątroby niż w  hepatocytach [40, 42], 
Potwierdzono w ten sposób przypuszczenie o przewadze układu lizoso- 
m alnego w kom órkach niemiąższowych, które zaw ierają aż 40%  objętości 
s tru k tu r lizosomalnych obecnych we wszystkich kom órkach w ątroby [8].

W tab. 2 przedstawiono wpływ wieku na aktywność niektórych en-

TA B E L A  2

Wpływ wieku na aktywność enzymów lizosomalnych w wątrobie szczura

Rasa 
i płeć

Wiek
(m-ce)

ka
te

ps
. 

D

k. 
fo

sf
at

.*
1

k. 
lip

az
a

k. 
D

N
A

-z
a 

i

k. 
R

N
A

-z
a

S
c3M
3
60 /?

-g
lu

ku
r.

M
J5
Cd
CIO

«X A
S-

B

A
M

-B Piśm.

Izolowane hepatocyty

BN/Bi $ 3-24a

r
-

<N+ + 26 +  119 bz - 4 3 bz bz 1 bz bz [10]

Homogenaty wątroby

BN/Bi $ 3-24a bz bz +  30 - 4 6 [41]
F-344 S 1/27 bz +  31 [65]
Donryu 8 1.5/26 - 3 4 bz - 2 8 (3]
SIV 9 1.5/18 bz bz +  40 [58]
Wistar 9 2/29 +  45 (92]

,»+” i ” ozn a cza ją  o d p o w ied n io  w zro st i  sp a d ek  a k ty w n o śc i en zy m u  w  gru p ie  z w ie ­
rzą t s ta r y ch  o o d se te k  jeg o  a k ty w n o śc i w  g ru p ie  m ło d y ch  zw ierzą t,

O zn aczen ia  sk ró tó w : bz — b rak  zm ia n y , F-344 — F isch e r  344. k a tep s. D — k a tep sy n a  
D , k . — k w a śn a , k . fo s fa t . — k w a śn a  fo s fa ta za , g lu k a m . — N -a c e ty lo -g lu k o z a m in id a z a ,  
ß -g lu k u r . — ß -g lu k u ro n id a za , ß -g a la k . — ß -g a la k to zy d a za , A S -B  — a ry lo su lfa ta z a  B , A M -B  — 
a m in o p e p ty d a za  B ,

a b a d a n o  szczu ry  w  w ie k u  3, 12 i 24 m ie s ię c y
* w  h ep a to c y ta ch  s ta r y ch  szcz u ró w  ra sy  B N /B i w y k a za n o  zn aczn ą  h e te r o g en n o ść  izo -  

e n zy m ó w  k w a śn e j fo s fa ta z y  [53, 711
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zymów lizosomalnych w izolowanych hepatocytach lub w homogena- 
tach wątroby. Wyniki, które otrzymano, badając hom ogenaty wątroby, 
stanowią oczywiście wypadkową przem ian przebiegających we wszyst­
kich populacjach komórek wątroby. Z przedstaw ionych w tab. 2 danych 
wynika, że nie istnieje jeden kierunek związanych z wiekiem zmian 
aktywności enzymów lizosomalnych w hepatocytach szczura. Z badań 
tych wynika też, że wpływ wieku na aktywność wielu enzymów, nie 
tylko lizosomalnych, powinien być oddzielnie oceniany dla każdej po­
pulacji komórek wątrobowych.

5. H ETERO G EN N O SĆ H EPA TO C Y TÓ W  W O BR ĘBIE PŁ A C IK A  W Ą TROBOW EGO

W zależności od umiejscowienia w obrębie płacika wątrobowego, he­
patocyty można określić jako środkowopłacikowe (centrolobularne) 
i obwodowe (periportalne), a między nimi wyróżnić można najtrudn ie j­
szą do opisania strefę pośrednią płacika [49, 60]. Za pomocą różnych 
technik badawczych (histochemia, mikroskopia elektronowa, mikro- 
dyssekcja, perfuzja i m ikroperfuzja wątroby) wykazano w obrębie pła­
cika heterogenność przestrzenną w przebiegu takich procesów, jak gli- 
kogeneza i glikogenoliza [35], glikoliza [19, 50], glukoneogeneza [2], 
synteza album iny [47], cykl mocznikowy [29], metabolizm leków [27, 
82] oraz różnice w lokalizacji niektórych enzymów [80, 95]. Różnice 
między hepatocytam i należącymi do różnych stref płacika stwierdzono 
także w badaniach m orfom etrycznych [33, 49].

W cytowanych tu  pracach autorzy oddzielnie analizowali wpływ 
wieku i starzenia na zmiany u ltra s tru k tu ry  hepatocytów środkowopła- 
cikowych i periportalnych [52, 63, 64] oraz komórek strefy  pośredniej 
[52]. Niezależnie od wieku szczurów hepatocyty środkowopłacikowe były 
zawsze większe od komórek periportalnych oraz zawierały więcej gład­
kiej siateczki śródplazm atycznej, natom iast w hepatocytach peripartal- 
nych więcej było błon siateczki szorstkiej [52, 64].

W pływ starzenia na objętość mitochondriów i lizosomów w kom ór­
kach należących do różnych stref płacika wątrobowego szczura przed­
stawiono w tab. 3. Wraz z wiekiem dochodzi też do zmian w obrębie 
płacika w ekspresji niektórych enzymów, których aktywność oceniano 
za pomocą metod histochemicznych (tab. 3). Aktywność np. zasadowej 
fosfatazy, enzymu związanego z kanalikową domeną błony komórko­
wej hepatocytów, była w w ątrobie starych szczurów i myszy silniej 
wyrażona w kom órkach periportalnych niż w środkowopłacikowych, na­
tomiast w wątrobie m łodych zwierząt była równom iernie rozmieszczo­
na w obrębie płacika [93]. W yniki badań przytoczonych w tab. 3 wska-
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T A BEL A  3

Wpływ wieku na heterogenność hepatocytów w obrębie płacika wątroby szczura

BADANIA M ORFOMETRYCZNE

Wielkość SERa RERft Objętość
lizosomów

Objętość
mitochon-
driów

Szczury
młode hel >  hpp hel >  hpp hel <  hpp hel =  hpp hel <  hpp
Szczury
stare jw. jw. jw. hel >  hpp jw.
Piśmiennictwo [43, 52, 64] [52, 63, 64] [52, 64] [43, 52, 64] [52, 64]

BADANIA Hl STOCHE MICZNE

Enzymy Fosfataza y-GTd
lizosomalne0 zasadowa

Szczury brak
młode hel <  hpp hel >  hpp aktywności
Szczury
stare jw. hel <  hpp hel <  hpp
Piśmiennictwo [86] [93] 36

a’ b — p o w ierzch n ia  za jm o w a n a  przez b ło n y  g ła d k ie j a lu b  szo rstk ie j b s ia te c z k i śród p laz-  
m a ty czn e j, » — k w a śn a  fo sfa ta za , ß -g lu k u ro n id a za . N -a c e ty lo -ß -D -g lu k o za m in id a za , a —
Y 'g lu ta m y lo tra n sp ep ty d a za , h e l — h e p a to cy ty  cen tra lo b u la rn e , h p p  — h e p a to cy ty  p er ip orta ln e, 
^> — zn a c zn y  w zrost o b ję to śc i

żują na to, że procesy starzenia w niejednakow ym  stopniu — przy­
najm niej w odniesieniu do niektórych przem ian — w pływ ają na struk­
tu rę  i funkcje hepatocytów położonych w różnych strefach płacika 
wątrobowego.

6. PO D SU M O W A N IE

W ątroba ssaków zbudowana jest z kilku rodzajów komórek. Ko­
mórki miąższowe wątroby, czyli hepatocyty, stanowią 60% liczby wszyst­
kich kom órek w ątroby i zajm ują 85% objętości wszystkich komórek 
w ątroby szczura. Do niemiąższowych komórek w ątroby należą komór­
ki siateczkowo-śródbłonkowe gwiaździste, czyli komórki Kupfera, endo- 
teliocyty zatok wątrobowych, kom órki gromadzące tłuszcze, czyli lipo- 
cyty, oraz komórki pit. W m iarę starzenia się ludzi waga w ątroby ulega 
zmniejszeniu, natom iast w trakcie rozwoju i starzenia się gryzoni ciężar 
w ątroby stanowi niem al nie zmienioną część ciężaru ciała, wynoszącą od 
2,5 do 5%. Wraz z wiekiem, a szczególnie w pierwszym  roku życia 
w wątrobie myszy i szczura znacznie rośnie odsetek hepatocytów za­
w ierających ponaddiploidalną ilość DNA, w w ątrobie starych ludzi
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udział tych kom órek wynosi ok. 20°/o. Związanem u z wiekiem zwiększe­
niu stopnia ploidalności komórek miąższowych towarzyszy wzrost ich 
wielkości oraz zmniejszenie ich liczby w jednostce objętości miąższu 
wątroby. W ystępujące w trakcie starzenia zmiany w u ltrastruk turze  
hepatocytów polegają przede wszystkim  na blisko 2-krotnym  wzroście 
liczby i objętości lizosomów pierwotnych i w tórnych oraz na zmniejsze­
niu ilości mitochondriów. W zależności od rasy szczura w hepatocytach 
starych zwierząt w ystępuje spadek lub wzrost powierzchni zajmowanej 
przez błony gładkiej siateczki śródplazmatycznej. Mimo znacznego 
wzrostu ilości lizosomów w raz z wiekiem w izolowanych hepatocytach 
szczura rośnie aktywność jedynie niektórych enzymów lizosomalnych, 
aktywności zaś innych enzymów m aleją lub nie ulegają zmianie. W w ąt­
robie młodych i starych szczurów wykazano różną lokalizację kilku 
enzymów w obrębie płacika. Związane ze starzeniem  zmiany w budo­
wie hepatocytów m ają charakter nie jakościowy, lecz ilościowy. W y­
daje się, że mogą one być powodem zmian w niektórych czynnościach 
tych komórek.
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WPŁYW STARZENIA NA AKTYWNOŚĆ METABOLICZNĄ 
HEPATOCYTÓW

M ETA B O LIC  A C T IV IT IE S  O F H EPA T O C Y T E S D U R IN G  A G IN G

Z bigniew  K m ieć 

K a te d ra  i Z ak ład  H isto logii, A kadem ia  M edyczna w  G dańsku

Streszczenie .  T ow arzyszące s ta rzen iu  zm iany  w  p rzem ian ach  m etabo licznych  w ą tro ­
by na jczęśc ie j ocen iane b y ły  w  hom obenatach  n a rząd u  lub  w  izolow anych  h ep a ­
tocy tach . W raz z w iek iem  w  w ą tro b ie  gryzoni m a le je  c a łk o w ita  syn teza  b ia łk a  
i tra n sfe ry n y , rośn ie  n a to m ias t syn teza  a lbum iny . O bniżen iu  u lega także  w ielkość 
tra n sk ry p c ji RNA oraz zdolność h ep a tocy tów  do n a p ra w y  uszkodzeń  w  DNA. 
W tra k c ie  s ta rzen ia  m a le je  w ą tro b o w a  syn teza  cho les te ro lu  i kw asów  żółciowych. 
W pływ  w iek u  na  p rzem ianę  w ęg low odanow ą w  w ą tro b ie  o raz na  in te ra k c je  ho rm o­
nów  z b łoną  kom órkow ą hepa tocy tów  je s t słabo poznany. P rocesy  s ta rzen ia  w n ie ­
w ie lk im  ty lk o  s topn iu  w p ły w ają  n a  fu n k c je  m itochond riów  w ątroby . W raz z w ie­
k iem  w w ą tro b ie  szczura m a le je  tem po  m etabo lizm u  hem u, syn teza  zaś p ro s tag lan - 
dyn  P G E 2 i P G F 2 u lega  obniżeniu .

S u m m a ry .  T he  effec t of ag ing  on m etabo lic  ch a rac te ris tic s  of m am m alian  liver 
has m ostly  been s tud ied  in  liv e r hom ogenates or in iso la ted  hepatocy tes. G enera lly  
to ta l p ro te in  and  tr a n s fe r r in  syn thesis , RNA tra n sc rip tio n  and  DNA re p a ir  in ro ­
den t liv e r decrease , w h e rea s  a lb u m in  syn thesis increases d u rin g  aging. The liver 
cho lestero l an d  bile acid  syn thesis  decline w ith  age. The age-assoc ia ted  m od ifi­
ca tions of liv e r c a rb o h y d ra te  m etabo lism  and  of ho rm one-cell m em b ran e  in te r ­
ac tions have  so fa r  been  p u re ly  charac te rized . I t  seem s th a t  th e  fu nc tion  of liver 
m ito ch o n d ria  change to  only  a  m inor e x te n t w ith  age. T he ra te  of hem e m e ta ­
bolism  and  th e  p ro s tag lan d in  syn thesis  in  r a t  liv e r decline d u rin g  aging.

Do charakterystycznych cech procesów starzenia należy obniżenie 
zdolności adaptacyjnych organizmów do zmieniających się warunków  
środowiska zewnętrznego i wewnętrznego. Przyczyny tego zjawiska 
obejm ują zarówno zm iany przebiegające na poziomie komórek i narzą­
dów, jak i w obrębie układu endokrynnego i nerwowego. W ątroba jest
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narządem  odgryw ającym  główną rolę w regulacji homeostazy m etabo­
licznej organizmów, stąd też poznanie wpływu wieku na jej funkcje na ­
leży uznać za ważne zadanie badawcze. Ponieważ większość spośród se­
tek reakcji biochemicznych, które przebiegają w wątrobie ssaków, zlo­
kalizowana jest w miąższowych kom órkach wątroby, czyli hepatocytach, 
komórki te, po wyizolowaniu, stanowią doskonały m ateriał badawczy. 
W wielu jednak pracach jako m ateriał doświadczalny używano homo- 
genaty w ątroby lub frakcje subkomórkowe homogenatów; w tych przy­
padkach wyniki badań można z dość dużym prawdopodobieństwem  od­
nosić do hepatocytów, ponieważ niemiąższowe kom órki w ątroby zajm u­
ją zaledwie 6%, hepatocyty zaś aż 78% objętości narządu [15]. W pracy 
tej przedstawiono związane z procesami starzenia zm iany w czynnościach 
komórek miąższowych w ątroby ssaków.

1. M ETA B O LIZM  B IA ŁEK

W ątroba jest głównym, oprócz mięśni szkieletowych, źródłem nowo 
syntetyzow anych białek ustroju, stanowiąc jednocześnie miejsce in ten ­
sywnej degradacji białek własnych i białek docierających drogą krw i 
[167]. Wyłącznie w wątrobie produkow any jest fibrynogen i inne białka 
układu krzepnięcia oraz album iny. Również większość a- i ß-globulin 
w ytw arzana jest w w ątrobie [55]. Z tego względu wkrótce po opubliko­
waniu współczesnych technik badawczych wpływ starzenia na syntezę 
białka w w arunkach in vitro stał się przedm iotem  licznych i trw a ją ­
cych do chwili obecnej badań.

1.1. W PŁYW  ST A R Z E N IA  N A  W IELKOŚĆ SY N T E Z Y  B IA Ł K A

Na podstawie opublikowanych wyników badań można przyjąć, iż 
w zależności od rasy  i płci zwierząt w pływ  w ieku na syntezę białka 
w izolowanych hepatocytach oraz w układach bezkomórkowych przeja­
wia się dwoma typam i zmian (tab. 1). W pierwszym  przypadku zaobser­
wowano stałe, postępujące z wiekiem  obniżenie syntezy białka [31, 43, 
159]. W drugim  typie zmian stwierdzono spadek produkcji białka w w ą­
trobie starych zwierząt w porównaniu ze zwierzętam i m łodym i i dojrza­
łymi oraz istotny wzrost syntezy białka w wątrobie najstarszych szczu­
rów w porównaniu z osobnikami starym i [17, 28, 30, 154, 155, 164], P rzy ­
czyny zwiększonej produkcji białka w hepatocytach bardzo starych  
szczurów nie są bliżej poznane. Przypuszcza się, że zjawisko to jest 
w tórną odpowiedzią kom pensacyjną wobec zwiększonej u tych zw ierząt
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u tra ty  białka z moczem; u starych szczurów rasy  Fischer 344 obserwo­
wano znaczny stopień niedomogi nerek [29]. W przypadku zaś szczurów 
rasy  W AG/Rij wzrost produkcji białka w hepatocytach najstarszych 
zwierząt spowodowany jest podwyższoną syntezą album in [153]. Istnie­
je też możliwość, iż bardzo stare szczury stanowią wyselekcjonowaną

T A B E L A  1

W pływ starzenia na  syntezę białka w wątrobie gryzoni

R asa i płeć Wiek Rodzaj układu W ielkość Piśm ien­
(miesiące) doświadczalnego zmiany nictwo

Szczury:
Sp.-D. 3 2-3 , 13, 27 hepatocyty X 62% [159]
W A G /Rij 3 3, 12, 20 hepatocyty / 18% [155]

20, 27 X 70% [155]
W A G /Rij ? 3, 12, 24 hepatocyty / 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
D A /H an 3 1, 24-28 bezkom órkowy / 56% (43]
W istar 9 10-13, 24-30 bezkom órkowy / 45% [31j
Sp.-D. 3 6, 12, 18, 24 bezkom órkowy / 75% [17]

24, 36 / 210% [17]
Sp.-D. 3 6, 12, 24 bezkom órkowy / 30% [164]

24, 36 / 18% [164]
F-344 3 6, 12, 24 bezkom órkowy / 37% [164]

24, 32 / 21% [164j
W A G /Rij 9 3, 12, 24 bezkom órkowy / 45% [28]

24, 36 / 50% [28]
W istar 3 15, 17

..
bezkom órkowy bez zmian [27]

M yszy:
C57BL/6J 3 9, 30 bezkom órkowy X 47% [90]
C57BL/6J 3 14, 27 bezkom órkowy 24% [81]
C57BL/6J 3 1-3, 18-24 bezkom órkowy 60% [96]
ddY 3 3, 26 bezkom órkowy 30% [98]
ddY 3 2-5 , 20-27 bezkom órkowy 35% [105]
C57BL ■*O 3, 25 bezkom órkowy 10% [102]
C57BL/6J 9 3, 6, 27 m itochondria — 

bezkom órkowy
45% [3]

Izo lo w a n e  h e p a to cy ty  lu b  u k ła d y  b ezk o m ó rk o w e , z a w ier a ją ce  m ik ro so -  
m y  lu b  p o liso m y  i rozp u szcza ln e  s k ła d n ik i ap ara tu  tr a n s la c ji ob ecn e  w  c y -  
to zo lu , in k u b o w a n o  w  o b e cn o śc i 14C -le u c y n y , a n a stęp n ie  o c en ia n o  w ie lk o ść  
p ię tn a  w  k w a śn y c h  ek s tr a k ta c h  lu b  w  rozp u szczo n y m  m a ter ia le  k o m ó rk o ­
w y m .

/  o zn acza  sp ad ek , a /  w z ro st w  s y n te z ie  b ia łk a  m ięd zy  sk r a jn ie  p o ło ­
żo n y m i w  d a n ej lin ii  g ru p am i w ie k o w y m i o o d se tek  w ie lk o ś c i sy n te z y  b ia ł­
ka s tw ie rd zo n ej w  gru p ie  m ło d y ch  zw ierzą t.

O zn aczen ia  sk ró tó w : S p .-D . — S p ra g u e-D a w le y , F-344 — F isch er  344.
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grupę zwierząt o szczególnych „długowiecznych” właściwościach, wsku­
tek czego bezpodstawne byłoby zaliczanie ich do populacji osobników 
norm alnie się starzejących (jedynie 10°/o samic szczura rasy  WAG/Rij 
dożywa wieku 36 miesięcy [152]).

1.1.1 Synteza specyficznych białek w w ątrobie gryzoni

R ezultaty badań dotyczących w ytw arzania charakterystycznych dla 
w ątroby rodzajów białek przedstawiono w tab. 2. Z przytoczonych da­
nych wynika, że w raz z rosnącym  wiekiem w w ątrobie szczura docho-

T A B E L A  2

Synteza specyficznych dla w ątroby rodzajów  białek w trakcie starzenia szczura

R odzaj białka R asa i płeć Wiek
(miesiące)

C harak ter
zm iany

Piśmien­
nictwo

Izolowane hepatocyty

album ina W A G /Rij ? 3, 12 ^  40% [153]
12, 36 /  133% [153]

Układy bezkom órkowe

album ina W A G /Rij ? 3, 12 bez zm ian [61J
12, 24 /  34% [61]

album ina F-344 <J 1,5, 24 P  50% [27]
transferyna sp.-D. <y 6, 12» ^  83% [17J

12, 30 ^  76% [17j
a 2,j.-globulina F-344 <J 3, 20 P  50% [128]

20, 30 ✓ 90% [128]

dzi do wzrostu [61, 153] lub do spadku syntezy pew nych rodzajów biał­
ka [17, 126, 159]. Ze względu na fizjologiczną rolę album in oraz na ich 
znaczny ilościowy udział w ogólnoustrojowej produkcji białka [55] szcze­
gólnie interesujące wydaje się wykazanie ich podwyższonej syntezy 
w wątrobie starych szczurów [27, 153]. Stwierdzono, że zjawisko to spo­
wodowane jest zwiększeniem zawartości w w ątrobie specyficznego dla 
album iny mRNA [61, 110]; wzrost ten m iał miejsce we frakcji poli 
(A)~-RNA oraz we frakcji polirybosomów związanych z błonami. Po­
nieważ w organizmach starych szczurów rasy W AG/Rij nie zaobserwo­
wano ani wzmożonej proteinurii, ani w zrostu u tra ty  album in przez ścia­
ny przewodu pokarmowego [60], nasilenie więc w ątrobow ej syntezy al­
bumin wydaje się odpowiedzią kom pensacyjną wobec rosnącej z wie­
kiem niespecyficznej endocytozy album iny w wątrobie, nerkach, śle­
dzionie i jelitach [62].
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1.1.2. M echanizmy odpowiedzialne za obniżenie produkcji białka w trak ­
cie starzenia

Modyfikacje aparatu translacji. Dane zaw arte w tab. 1 przedstaw ia­
ją wpływ starzenia na wielkość syntezy białka nie tylko w izolowanych 
hepatocytach szczura, ale również w układach bezkomórkowych, które 
zawierały wyizolowane z w ątroby polirybosomy i inne elem enty układu 
translacji. Mimo że produkcję białka w tych syntezach cechuje niewiel­
ka wydajność w porównaniu z syntezą in vivo (ok. 1°/o, wg [167]), to

T A B E L A  3

W pływ starzenia na układ translacji w wątrobie myszy i szczura

Rodzaj zmiany Piśmiennictwo

R ybosom y:
wzrost liczby pojedynczych rybosom ów [28®, 85®, 156m]
wzrost liczby małych polisomów i spadek liczby

dużych polisomów 191% 156m]
spadek lub brak zmian liczby rybosom ów aktyw­

nych w procesie translacji [82m, 1023]
brak zmian term ostabilności rybosom ów [98m]
zm iana struktury  wysokooczyszczonych polisomów [135®, 156"']
wzrost liczby wolnych podjednostek 40S

w cytoplazm ie [98m]
zmniejszenie agregacji polisomów z m R N A [85®]

Kwasy rybonukleinowe:
zmiany w strukturze rR N A [156m]
spadek zawartości tR N A [31®, 156% 157®]
zmniejszone wiązanie am inokwasów przez

większość rodzajów  tR N A [31®, 43®, 44®, 92®, 157®]
spadek aktywności syntetaz am inoacylo-tR N A [31®, 44®, 146®]
wzrost o 20-30%  liczby nieaktywnych cząsteczek

syntetaz am inoacylo-tR N A [145m> ®, 146®]
zmniejszenie metylacji tR N A [92®]

Inne elementy i aktywności układu translacji:
spadek o 30-40%  aktywności E F - la [96®]
brak zmian w aktywności EF-2a [96®]
wzrost o 10—25% cząsteczek nieaktywnego EF-2 [147m> ®]
spadek o 15-20% szybkości tworzenia kom pleksu

inicjacji [105m]
spadek o 40-80%  szybkości wydłużenia łańcucha

polipeptydowego przy braku zmian szybkości
inicjacji i terminacji [14% 43®]

a EF-1, EF-2 — c zy n n ik  e lo n g a c ji —1 i —2, ■»> * ozn acza , że  b ad ania  
p rzep row ad zon o  n a  m y sza ch  lu b  szczu rach .
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jednak badania tego typu dostarczyły cennych inform acji o charakte­
rze zmian zachodzących w układzie biosyntezy białka w trakcie starze­
nia się organizmów. Towarzyszące starzeniu m odyfikacje aparatu  tran s­
lacji w w ątrobie myszy i szczura przedstawiono w tab. 3.

Na podstawie nowszych badań [91, 135, 146] przypuszcza się, że 
obserwowane m odyfikacje s tru k tu ry  i funkcji rybosomów oraz tRNx\ 
i syntetaz aminoacylo-tRNA są jedynie w niewielkim  stopniu odpowie­
dzialne za związany ze starzeniem  spadek syntezy białka w wątrobie 
gryzoni. Większe znaczenie przypisuje się znacznemu zmniejszeniu szyb­
kości w ydłużania łańcucha polipeptydowego w układzie translacyjnym  
pochodzącym z w ątroby starych myszy [14] i szczurów [43].

W pływ  wieku na transkrypcję R N A  i strukturę chromatyny. Spadek 
produkcji białka w w ątrobie starych zwierząt może być również spo­
wodowany zmianam i na poziomie transkrypcji RNA. Najczęściej stoso­
waną w badaniach gerontologicznych m etodą określania wielkości trans­
krypcji był pom iar włączania znakowanych radioaktyw nie prekursorów  
do RNA izolowanych jąder komórkowych, mimo iż zdawano sobie spra­
wę z tego, że pom iary takie niekoniecznie m usiały odzwierciedlać rze­
czywistą szybkość syntezy RNA. (Wiadomo bowiem, że wielkość inkor- 
porowanej do RNA radioaktyw ności zależeć może także od procesu w y­
chwytyw ania prekursorów  ze środowiska.) Dane przedstawione w tab. 4

TA BE L A  4

W pływ starzenia na  syntezę R N A  w wątrobie myszy i szczurów

U kład doświadczalny, Wiek Wielkość Piśmien­
gatunek, rasa i płeć (miesiące) zmiany nictwo

Jądra  kom órkowe
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 ^  75% [16]
-Dawley

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

Skrawki w ątroby
Szczur: W istar a 12, 31 ✓ 12% [8]
M ysz: C57BL/6J a 3, 28 ^  11% [8]

Izolow ane hepatocyty
Szczur: Fischer 344 $ 12, 30 ^  37% [78]

Fischer 344 ? 12, 19, 30 ✓ 40% [122]

j /  oznacza  sp ad ek  o w a r to ść  s ta n o w ią c ą  o d se te k  w ie lk o ś c i tra n sk ry p c ji  
u zw ierzą t m ło d y ch  lu b  d o jrza ły ch ; a p łc i z w ier zą t n ie  p od ano.

http://rcin.org.pl



W PŁY W  ST A R Z E N IA  N A  A K TYW NO ŚĆ M ET A B O LIC ZN Ą  HEPATO CYTÓ W 389

wskazują, iż aktywność transkrypcyjna w wątrobie starych gryzoni jest 
o ok. 40 - 50% niższa niż zwierząt młodych lub dojrzałych. Przyczyny 
tego zjawiska poszukiwano w zachodzących wraz z wiekiem zmianach 
w syntezie poszczególnych rodzajów RNA, w struk turze mRNA, za­
wartości specyficznych rodzajów mRNA i aktywności enzymów uczest­
niczących w metabolizmie RNA (tab. 5).

T A B E L A  5

Zm iany w aparacie transkrypcji R N A  w trakcie starzenia

C harakter zmiany Piśmien­
nictwo

Szczur:
spadek syntezy hnR N A  większy niż spadek syntezy rR N A ,

5SrR N A , tR N A [88]
spadek o 40%  syntezy całkowitego R N A  i poliadenylowanego

R N A [122]
4-krotne zwolnienie degradacji poliadenylowanego R N A [97]
brak  zmian w' strukturze i aktywności translacyjnej poli(A)+

R N A [11]
obecność pewnych rodzajów  m R N A  w w ątrobie wyłącznie

m łodych, innych rodzajów  m R N A  — wyłącznie starych
szczurów [26]

zaw artość specyficznych rodzajów m R N A :
wzrost m R N A album iny [61]

spadek m R N A  a 2n-gIobuliny [126]
brak zm ian m R N A  trzech czynników układu dopełniacza

i m R N A  ai-kw aśnej glikoproteiny [127]
zwolnienie tem pa inicjacji syntezy R N A [95]

M ysz:
brak zm ian aktywności rybonukleazy [18]
brak zm ian aktywności polim erazy I i II [9]
spadek aktywności polim erazy III [9]

W ydaje się, że w ystępujące w wątrobie starych zwierząt obniżenie 
aktyw ności transkrypcy jnej nie jest bezpośrednio spowodowane zmia­
nam i w aparacie transkrypcji przedstaw ionym i w tab. 5, natom iast 
mogłoby być wyw ołane procesami zachodzącymi na poziomie chrom a- 
tyny. Istotnie, w odniesieniu do chrom atyny wyizolowanej z w ątroby 
szczura opisano zależny od w ieku spadek jej aktywności m atrycow ej
[10], natom iast chrom atyna w ątroby starych myszy syntetyzow ała RNA 
z taką samą wydajnością jak u młodych zwierząt [111]. W trakcie sta­
rzenia się szczurów dochodzi do spadku wrażliwości chrom atyny w ątro­
by na denaturację cieplną [10, 117, 161] oraz na kwaśną hydrolizę [104]. 
Mimo że w zajem ny stosunek ilościowy większości rodzajów histonów
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jest podobny w chrom atynie starych gryzoni [93, 94], to jednak wraz 
z wiekiem  rośnie w ich w ątrobie zawartość histonu H I [93, 94, 103]. 
Enzym atyczna degradacja chrom atyny w ątroby myszy za pomocą 
DNA-azy I i DNA-azy II [45, 59], nukleazy mikrokokowej [45, 46] i nu- 
kleazy SI [35] nie wykazała różnic między młodymi i starym i zwierzę­
tam i. Chociaż przedstawione dane świadczą o stosunkowo niewielkim  
wpływie starzenia na s truk tu rę  chrom atyny w wątrobie gryzoni, to 
jednak występowanie pewnych zmian może być jednym  z czynników 
odpowiedzialnych za związane z wiekiem obniżenie wątrobow ej synte­
zy RNA. Jak  wiadomo, jedynie niewielka część genomu w kom órkach 
Eucaryota jest aktyw na w procesie transkrypcji [171] i zależne od wie­
ku zmiany w struk turze chrom atyny zawierającej aktyw ne fragm enty 
genomu mogą być niemożliwe do w ykrycia za pomocą dostępnych m e­
tod analitycznych.

Innym  czynnikiem, k tóry  może powodować spadek syntezy RNA, 
mogłoby być w ystępujące w trakcie starzenia zmniejszenie zdolności 
hepatocytów  do zachowania integralności ich genomu. Wykazano, że 
w  naśw ietlanych prom ieniam i ultrafioletow ym i izolowanych kom órkach 
wątrobow ych szczura napraw a DNA przebiegała najbardziej efektyw ­
nie w hepatocytach osobników w wieku 12 miesięcy, znacznie słabiej 
w kom órkach szczurów w wieku 6 lub 19 miesięcy, w hepatocytach zaś 
32-miesięcznych zwierząt napraw a uszkodzeń DNA była m inim alna 
[118]. Również inni autorzy wykazali towarzyszące starzeniu obniżenie 
efektywności napraw y uszkodzeń DNA w hepatocytach [70] i wątrobie 
szczura [108], Brak jest danych o wpływie starzenia na replikację DNA 
w komórkach wątrobowych, chociaż stwierdzono, że polim erazy DNA 
u i ß, wyizolowane w oczyszczonej postaci z w ątroby młodych i starych 
myszy, wykazywały wiele identycznych właściwości fizykochemicznych 
i kinetycznych [133].

1.2. D E G R A D A C JA  B IA Ł E K  W W ĄTRO BIE

1. 2. 1. Katabolizm białek i cykl mocznikowy

Jak  już wspomniano, w hepatocytach przebiegają nie tylko procesy 
syntezy białek, ale również procesy ich intensyw nej degradacji. S tan  
odżywienia organizmu jest głównym  czynnikiem, k tó ry  reguluje w iel­
kość tych przeciw staw nych przem ian [101]. Wielkość rozpadu endo- 
i egzogennych białek w 3-dniowych hodowlach hepatocytów młodych, 
dojrzałych i starych myszy była jednakowa we wszystkich grupach 
wiekowych; wraz z wiekiem nie zmieniał się także zakres stym ulacji 
katabolizm u białka przez glukagon oraz stopień jego supresji przez insu­
linę [21].
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Lavie i wsp. [84] porównywali szybkość degradacji białek w w ątro­
bie m łodych i starych myszy poprzez określanie piętna zawartego w biał­
kach w yekstrahow anych z poszczególnych frakcji homogenatu w ątroby 
po 4 godz. lub po 1, 3 lub 5 dniu po podaniu dootrzewnowo radioaktyw ­
nego dwuwęglanu. W ykazane przez tych badaczy wydłużenie okresów 
półtrw ania tych białek oraz stwierdzone przez nich wydłużenie o 100% 
okresu półtrw ania dekarboksylazy ornitynow ej w wątrobie starych m y­
szy w porównaniu z młodymi zwierzętami [65] sugeruje, iż w trakcie 
starzenia w w ątrobie myszy znacznemu obniżeniu ulega aktywność pro­
teolityczna.

W organizmach ssaków hepatocyty są jedynym i komórkami, w któ­
rych przebiegają wszystkie reakcje cyklu mocznikowego. W swoich ba­
daniach [74] wykazaliśmy, że wielkość syntezy mocznika ze źródeł endo- 
i egzogennych była zbliżona w izolowanych hepatocytach młodych i s ta ­
rych szczurów. Ponieważ glukagon i adrenalina w jednakowym  stopniu 
stym ulow ały produkcję mocznika w kom órkach wątrobowych młodych 
i starych zwierząt, uważam y więc, że w wątrobie szczura zdolność he­
patocytów do efektyw nej syntezy mocznika nie zmienia się w trakcie 
starzenia.

1.2.2. Udział hepatocytów w zjawiskach endocytozy

Procesy związane z w ychw ytyw aniem  przez komórki z otoczenia róż­
nych makrocząsteczek oraz z ich dalszymi przem ianam i stały  się w ostat­
nim dziesięcioleciu przedm iotem  intensyw nych badań. Wykazano, że 
w kom órkach gwiaździstych (Kupfera) w ątroby ssaków zachodzi lizoso- 
m alna degradacja wielu substancji, które w większości wchłaniane są 
przez nie na drodze endocytozy biernej [66], Hepatocyty zaś w chłaniają 
wiele białek za pośrednictw em  receptorów powierzchniowych [20]. Do 
białek, które transportow ane są przez cytoplazmę hepatocytów z osocza 
krw i do żółci, należy także immunoglobulina A, która pełni istotną rolę 
w neutralizacji antygenów wnikających do organizmu drogą przewodu 
pokarmowego [86, 151]. W w arunkach in vivo wykazano, że szybkość 
wydzielania do żółci znakowanej radioaktyw nie IgA była 6-krotnie niż­
sza w  grupie szczurów dojrzałych lub starych niż u osobników młodych 
[131]. Przyczyna tego zjawiska związana jest z upośledzeniem w ew nątrz­
kom órkowej translokacji IgA z bieguna naczyniowego hepatocytów do 
ich bieguna żółciowego [131]. Znaczenie tej zmiany dla funkcjonowania 
układu immunologicznego w starzeniu nie jest jeszcze wyjaśnione.

Heil i wsp. [57] oceniali procesy w ychw ytyw ania i w ew nątrzkom ór­
kowej degradacji przez populacje hepatocytów, komórek K upfera i ko­
mórek śródbłonka znakowanej radioaktyw nym  piętnem  albuminy, którą
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uprzednio podano dożylnie młodym, dojrzałym  i starym  szczurom. W y­
niki ich badań świadczą o tym, że w trakcie starzenia się dochodzi do 
zmniejszenia zdolności tych komórek do w ychw ytyw ania z krw i przy­
najm niej niektórych antygenów i do ich rozkładu do substancji aktyw nie 
uczestniczących w odpowiedzi immunologicznej.

2. W PŁY W  STA R ZEN IA  NA M ETA B O LIZM  L IP ID Ó W

W ątroba spełnia centralną funkcję w metabolizmie lipidów stano­
wiąc główny narząd, w którym  przebiega synteza cholesterolu i kwasów 
żółciowych oraz synteza i utlenianie kwasów tłuszczowych. Ponad to 
w ątroba syntetyzuje lipoproteiny i wydziela je do krwi, a także usuwa 
je z krwiobiegu. Z tych względów wpływ wieku na przebieg przem iany 
lipidowej stał się przedm iotem  licznych badań. Już na wstępie należy 
jednak podkreślić znaczenie czynników genetycznych dla w ystępow a­
nia istotnych różnic tak  w nasileniu zmian w przem ianach lipidów, jak 
i w fazie życia zwierząt, w której się te zależne od wieku zm iany rozpo­
czynają.

W tab. 6 zestawiono dane dotyczące w pływ u starzenia na zawartość 
i metabolizm lipidów w wątrobie szczura. W raz z wiekiem dochodzi do 
zmniejszenia w ątrobow ej syntezy cholesterolu, przy czym nie zawsze 
spowodowane jest to spadkiem  aktywności kluczowego enzym u w pro­
cesie syntezy cholesterolu — reduktazy HMGCoA. Ponieważ w trakcie 
starzenia szczurów dochodzi do wzrostu stężenia cholesterolu w surow i­
cy krw i [23, 24, 38, 140, 177], można więc przypuszczać, że zjawisko to 
spowodowane jest zależnymi od w ieku m odyfikacjam i m etabolizm u cho­
lesterolu w pozawątrobowych tkankach i narządach. W ydaje się także, 
że obniżone wydzielanie kwasów żółciowych, mimo braku związanych ze 
starzeniem  zmian w aktywności 7«-monooksygenazy cholesterolu, jest 
zjawiskiem  w tórnym  w stosunku do zmniejszonej, u starych zwierząt, 
w ątrobow ej syntezy cholesterolu [83, 142],

Inna sytuacja ma miejsce w trakcie starzenia się ludzi. Einarsson 
i wsp. wykazali, że z wiekiem dochodzi u ludzi do wzrostu wątrobow ej 
syntezy cholesterolu, do spadku produkcji kwasów żółciowych i do 
zmniejszenia puli kwasu cholowego [40], przy czym aktywność w ątrobo­
w ej reduktazy HMGCoA nie ulegała zmianie [2]. Procesy te doprow a­
dzają do zwiększonego wysycenia żółci cholesterolem  i, zdaniem auto­
rów, mogą być przyczyną częstszego występowania kam ieni cholestero­
lowych w organizmach starych ludzi [40].

Mimo że zmiany w metabolizmie lipidów są jednym  z ważnych 
tzw. czynników ryzyka rozwoju m iażdżycy naczyń, dane dotyczące w pły-
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TA B E L A  6

Wpływ starzenia na zawartość i na m etabolizm  lipidów w w ątrobie szczura

R odzaj zmiany Piśmiennictwo

A. Zaw artość w w ątrobie
1. C holesterol:

wzrost wraz z wiekiem (W istar)

brak zm ian po osiągnięciu okresu dojrzałości (Sp.-D .a, 
F-344a, W istar)

2. Trójglicerydy
znaczny wzrost (W istar, F-344)

3. Fosfolipidy
brak zm ian z wiekiem, ale w każdym  okresie życia 
różnice wewnątrzgatunkow e (Sp.-D ., F-344)

[148]

[63, 79, 138] 

[63, 177]

[149, 177]

B. Przem iana cholesterolu 
spadek syntezy cholesterolu (Sp.-D ., F-344, W istar) 

znaczna redukcja cholesterogenezy głównie 
w pierwszym roku życia zwierząt (F-344) 

spadek aktywności reduktazy H M G C oA 11 (F-344) 

wzrost aktywności reduktazy H M G C oA  (Sp.-D .) 

brak zm ian aktywności reduktazy H M G C oA  (W istar)

[39, 79, 142]

[138, 140] 

[140, 177] 

[138]

[63]

C. Przem iana kwasów żółciowych
spadek wydzielania kwasów żółciowych do żółci (W istar, 

Sp.-D .)

spadek wątrobowej syntezy kwasów żółciowych (W istar) 

spadek aktywności 7a-m onooksygenazy cholesterolu (W istar) 

lub brak zm ian aktywności (Sp.-D ., F-344) 

brak zm ian w proporcjach m olarnych głównych składników 
żółci (W istar)

[80, 148, 149] 

[80]

[139] 

[138, 142]

[80]

D . Trójglicerydy
wzrost syntezy w izolowanych hepatoctach (Sp.-D .) 
oraz w w ątrobie (F-344)

aktywność karboksylazy acetylokoenzym u A oraz syntetazy 
kwasów tłuszczowych: brak zm ian (Sp.-D .) 

stały wzrost wraz z wiekiem (F-344)

obniżona synteza ciał ketonowych z kwasów tłuszczowych0

[103] 
[140, 141]

[39]

[140]

[32]

E. Fosfolipidy
brak zm ian aktywności sfingomielinazy i kinazy cholinowej 

(Sp.-D ., F-344) 

brak zm ian w wielkości syntezy dwuhydrosfingozyny 1 I

W n a w ia sa c h  pod an o  rasę zw ierzą t; ozn a czen ia  sk ró tó w : * S p .-D . — S p ra-  
g u e -D a w łe y , F-344 — F isch er  344, »> H M G CoA — h y d r o k sy m e ty lo g lu ta r y lo k o -
en zy m  A ; c m y sz y  szczep u  C57BL.
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wu wieku na przem ianę tłuszczowców tak w wątrobie, jak i w tkankach 
pozawątrobowych m ają ciągle charakter fragm entaryczny. W ydaje się, 
że problem atyka ta wym aga podjęcia bardziej intensywnych i system a­
tycznych badań, szczególnie w odniesieniu do ludzi.

3. M E T A B O L IZ M  W Ę G L O W O D A N Ó W

W ątroba odgrywa kluczową rolę w przem ianach węglowodanów, po­
nieważ od przebiegających w hepatocytach procesów m etabolicznych 
zależy w fizjologicznych w arunkach utrzym yw anie prawidłowego stę-

T A B E L A  7

Wpływ starzenia na aktywność niektórych enzymów związanych z m etabolizm em  węglowodanów
w wątrobie gryzoni

R asa i pleć 
zwierząt

W iek
(miesiące)

N azw a enzymu Rodzaj
zmiany

Piśmiennictwo

Szczur
Sp.-D .a 3 6, 24 syntetaza a glikogenu /  40% [72J
Sp.-D. 3 6, 24 fosforylaza b glikogenu ^  28% [72]
W istar 3 i 9 10, 17 karboksykinaza P E P b <-> [160]
Sp.-D. 3 3, 24 dehydrogenaza G-6-P® ^  50% [165]
F-344a 3 3, 24 dehydrogenaza G-6-Pc X 100% [165]
Sp.-D. 3 ' 2 34 fosfataza G-6-P ^  31% [50, 52, 53]
W istar 3 3, 24 fosfataza G-6-P <—> [42]
F-344 3 3, 24 fosfataza G-6-P ^  35% [37]
BN/Bi 9 3, 24 fosfataza G-6-Pd ^  55% [176]
F-344 3 5, 28 aldolaza B ✓ 28% [4]
W istar 3 i 9 4, 28 aldolaza B <-> [168]
W istar 3 3, 24 dehydrogenaza sorbitolow a [22]
W istar 9 5, 27 dehydrogenaza m leczanowa X 21% [119]
Sp.-D. 3 8, 18 am inotransferaza tyrozyny X 53% [158]
Sp.-D. 3 10, 24 am inotransferaza tyrozyny ✓ 27% [172]

Mysz
C57BL 9 6, 24 karboksykinaza PE P <-> [137]
C57BL/6J 9 5, 28 aldolaza B ✓ 48% [121]
C57BL/6J 9 8, 30 aldolaza B X 20% [5]
C57BL/6 3 3, 30 aldolaza B [116]
Hö D 2F j 3 14, 29 aldolaza B X 20% [6]
C57BL/6J 3 6, 36 izom eraza glukozofosforanowa [166]

A k ty w n o śc i en z y m a ty c z n e  o c en ia n o  w  h o m o g en a ta ch  w ą tro b y ; » S p .-D . — S p ra g u e-D a w -  
ley , F-344 — F isch er  344, *> P E P  — fo sfo e n o lo p iro g r o n ia n , « G -6-P  — g lu k o zo -6 -fo sfo ra n , 
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żenią glukozy we krw i — cukru niezbędnego do funkcjonowania wielu 
tkanek  [55]. W pływ starzenia na te przem iany poznany jest w niewiel­
kim stopniu [33, 41]. Zawartość glikogenu w wątrobie starych szczurów 
[48, 75, 77, 177] i myszy [137] zbliżona jest do obecnej u dojrzałych lub 
m łodych zwierząt. W pływ starzenia na aktywność niektórych enzymów 
uczestniczących w metabolizmie cukrowców przedstawiono w tab. 7.

W badaniach nad wydajnością procesu glukoneogenezy w izolowTa- 
nych hepatocytach młodych i starych szczurów wykazaliśmy, że w wa­
runkach podstawowych synteza glukozy przebiega z jednakow ą szyb­
kością w obydwu grupach wiekowych. W w arunkach inkubowania hepa­
tocytów w obecności glukagonu lub adrenaliny zaobserwowaliśmy 
zmniejszoną stym ulację glukoneogenezy przez glukagon (ale nie przez 
adrenalinę) w hepatocytach starych szczurów; defekt ten spowodowany 
był prawdopodobnie zmianami na poziomie mitochondriów [73]. W dal­
szych badaniach stw ierdziliśm y natom iast, że rozkład glikogenu był sil­
niej stym ulow any przez adrenalinę (ale nie przez glukagon) w izolowa­
nych hepatocytach starych szczurów niż w komórkach m łodych zwie­
rząt [75]. W yniki naszych prac w skazują więc na to, że zachodzące 
w trakcie starzenia zm iany we wpływie hormonów na różne procesy 
metaboliczne mogą mieć różny charakter, co jest zapewne związane 
z mechanizm ami stym ulacji danej drogi metabolicznej.

W ydaje się, że uwidocznione w tab. 7 rozbieżności w ocenie w pływu 
starzenia na aktywność niektórych enzymów (wzrost lub spadek z wie­
kiem) spowodowane są różnicami genetycznymi w obrębie gatunku, 
a niekiedy także różnicami metodycznymi.

4. W P Ł Y W  S T A R Z E N IA  N A  S T R U K T U R Ę  B Ł O N Y  K O M Ó R K O W E J O R A Z  
N A  R E C E P T O R Y  H O R M O N A L N E  H E P A T O C Y T Ó W

Zm iany fizykochemicznego stanu błon kom órkowych mogą w istotny 
sposób wpływać na funkcje komórek [130, 136]. Przypuszczenie, iż ko­
m órki starych organizmów w niedostateczny sposób zabezpieczone są 
przed szkodliwym działaniem  wolnych rodników stało się podstawą za­
proponowanej przez Zsy-Nagy tzw. błonowej hipotezy starzenia [179]. 
W trakcie doświadczalnej w eryfikacji tej koncepcji wykazano, że starze­
niu szczura towarzyszy spadek biernej przepuszczalności dla potasu izo­
lowanych z w ątroby błon komórkowych, co doprowadza do wzrostu 
wew nątrzkom órkow ej zawartości tego jonu [178]. O usztyw nieniu s truk ­
tu ry  błon kom órkowych w ątroby starych zwierząt świadczą dane uzyska­
ne za pomocą różnych technik badawczych: obniżenie stałej dyfuzji bia­
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łek w błonie komórkowej hepatocytów  [180], wzrost tzw. param etru  
uporządkowania [109, 115], podwyższenie stosunku cholesterol/fosfoli­
pidy oraz białko/fosfolipidy [115]. Można przypuszczać, że towarzyszące 
starzeniu zmiany właściwości błon kom órkowych hepatocytów  mogą 
mieć ważne znaczenia dla stanu receptorów horm onalnych, zlokalizo­
w anych w tych błonach. Badania dotyczące wpływ u wieku na jeden 
z najlepiej scharakteryzow anych systemów receptorow ych, receptor 
beta-adrenergiczny, i na ściśle z nim  związany układ cyklazy adenylo- 
wej, generalnie wskazują na obniżenie efektywności stym ulacji beta- 
-adrenergicznej w wielu narządach [49, 58, 125, 129]. In teresu jącą sy­
tuację zaobserwowano w wątrobie szczura: wraz z wiekiem  stale rosła 
ilość receptorów beta-adrenergicznych, ale równoległy wzrost stym ulo­
w anej przez adrenalinę aktywności cyklazy adenylow ej towarzyszył m u 
jedynie do późnej dojrzałości — u starych zwierząt aktyw ność cyklazy 
pozostawała na tym  sam ym  poziomie co u szczurów w wieku 18 m ie­
sięcy [34]. Przyczyną tego zjawiska jest zmienione w w ątrobie starych 
zwierząt oddziaływanie między cząsteczkami receptora beta-adrenergicz- 
nego a regulatorow ym  białkiem  N, uczestniczącym w aktyw acji cyklazy 
adenylowej. Zmiana tego oddziaływania spowodowana jest, zdaniem au ­
torów, związanymi ze starzeniem  m odyfikacjam i w s truk tu rze  błon ko­
m órkowych [34], natom iast stym ulow ana przez glukagon aktywność 
w ątrobow ej cyklazy adenylowej nie ulegała zmianom w trakcie starze­
nia się szczura [34, 69].

W błonach komórek wątrobow ych zlokalizowane są m.in. receptory 
hormonów polipeptydowych. W wątrobie szczura ilość receptorów glu- 
kagonu [34, 56] i insuliny [56] nie ulega wraz z w iekiem  zmianom. 
W pływ zaś starzenia na cytoplazm atyczne receptory hormonów ste ry ­
dowych przejaw ia się w zróżnicowany sposób: stw ierdzono wzrost ilości 
receptorów deksam etazonu w wątrobie szczura [68, 124] i myszy [137] 
oraz znaczny spadek ilości cytoplazmatycznego białka wiążącego andro­
gen w w ątrobie samców szczura [128], W ątrobowe receptory glukokor- 
tykoidów m łodych i starych szczurów charakteryzują się podobnym po­
winowactwem oraz zbliżonymi właściwościami fizykochem icznym i [68, 
76, 124], W raz z wiekiem natom iast ulega stopniowem u zmniejszeniu 
ilość kompleksów horm onsterydow ych-receptor cytoplazm atyczny, które 
ulegają wiązaniu z izolowanymi jądram i komórek wątrobow ych; zjawisko 
to mogło wskazywać na obniżoną aktyw ację genomu przez horm ony 
sterydow e w wątrobie starych szczurów [76]. Ponieważ horm ony re ­
gulują przebieg wielu podstawowych procesów fizjologicznych, w y­
jaśnienie mechanizmów ich działania w organizmach starych ludzi 
i zwierząt wym aga więc dalszych badań zarówno na poziomie m oleku­
larnym  i subkomórkowym, jak i na poziomie narządów i całego ustroju.
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5. W P Ł Y W  W IE K U  N A  F U N K C JE  M IT O C H O N D R IÖ W  W Ą T R O B Y

W pływ starzenia na w ytw arzanie energii w kom órkach wątrobowych 
określano początkowo przez pom iary zużycia tlenu przez skraw ki w ątro­
by umieszczone w aparacie W arburga. Te wczesne prace przyniosły 
sprzeczne wyniki; stwierdzono bowiem zarówno brak  zmian [7], jak 
i spadek aktyw ności oddechowej skraw ków w ątroby starych szczurów 
w stosunku do m łodych zwierząt [123], Począwszy od pionierskiej w dzie­
dzinie badań gerontologicznych pracy W einbacha i Garbusa [169], wielu 
innych autorów  badało wpływ wieku na zużycie tlenu przez izolowane 
m itochondria różnych narządów [54]. W badaniach tych określano szyb­
kość oddychania w stanie 3 (tj. w sytuacji, kiedy substraty , ADP i tlen 
obecne są w środowisku inkubacyjnym  w w ystarczającej ilości) oraz 
w stanie 4 (wówczas stężenie ADP jest czynnikiem, k tóry  ogranicza 
szybkość oddychania). Ponadto ze stosunku zużycia tlenu w stanie 3 do 
wielkości zużycia tlenu w stanie 4 wyznaczano tzw. współczynnik kon­
tro li oddechowej.

W yniki dotychczasowych badań wskazują, że zużycie tlenu w stanie

TA BE L A  8

W pływ starzenia na  utlenianie substratów  w stanie 3 w izolowanych m itochondriach w ątroby
gryzoni
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4 przez izolowane m itochondria w ątroby starych szczurów [47, 169] i m y­
szy [170] jest takie same jak w m itochondriach dojrzałych i m łodych 
zwierząt. W ystępowanie zależnych od w ieku różnic w szybkości oddy­
chania w stanie 3 zależało — jak obrazują to dane przedstawione w tab. 
8 — od rodzaju substratu. Wielkość współczynnika oddechowego dla 
większości substratów  utlenianych przez izolowane m itochondria w ątro ­
by gryzoni nie ulega w trakcie starzenia zmianom, poza takim i sy tuacja­
mi, gdzie dla pewnych substratów  stwierdzono spadek zużycia tlenu  
w  stanie 3. Za pomocą elektrody tlenowej wykazano, że zawiesiny he­
patocytów izolowanych z w ątroby młodych, dojrzałych i starych szczu­
rów oddychają z podobną intensywnością [19, 150], co wskazuje na za­
chowanie wraz z wiekiem czynnościowej integralności m itochondriów 
w  kom órkach miąższowych wątroby.

Tabela 9 przedstaw ia dane dotyczące w pływu starzenia na aktyw ność 
niektórych enzymów m itochondrialnych. Mimo fragm entarycznego za­
kresu przeprowadzonych dotąd badań również i tu ta j uwidaczniają się
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zarówno w ew nątrz-, jak i m iędzygatunkowe różnice w kierunku zwią­
zanych z wiekiem zmian aktywności enzym atycznych (oksydaza cyto- 
chromowa, dehydrogenaza izocytrynianowa NAD+-zależna). Spadek 
w trakcie starzenia aktyw ności oksydazy cytochromowej obserwowany 
wówczas, gdy aktywność oceniano w hom ogenatach wątroby, oraz jed ­
nakowy poziom aktyw ności w izolowanych m itochondriach młodych, 
dojrzałych i starych szczurów są, zdaniem  autorów, wyrazem  obniże­
nia w raz z wiekiem ilości m itochondriów zaw artych w jednostce m asy 
w ątroby [162].

Badania składu lipidów w izolowanych m itochondriach w ątroby 
szczura wykazały, że w trakcie starzenia dochodzi w nich do wyraźnego 
w zrostu zawartości cholesterolu [51, 87, 163] oraz do spadku całkow itej 
zawartości fosfolipidów [51]. Zależne od wieku zmiany w poszczegól­
nych klasach fosfolipidów wyrażone były  przez znaczne obniżenie za­
wartości kardiolipiny [51, 163] oraz fosfatydyloetanolam iny [51], w po­
rów naniu zaś z m łodym i zwierzętam i udział fosfatydylocholiny w m ito­
chondriach w ątroby starych szczurów rasy Sprague-D aw ley był wyższy 
[51], a szczurów rasy  Fischer 344 — niższy [163]. W zrost stosunku cho­
lesterol/fosfolipidy w m itochondriach starych szczurów może wskazy­
wać na w ystępujący z wiekiem  spadek płynności błon m itochondrial­
nych; zmianę taką istotnie wykazano za pomocą techniki polaryzacji 
fluorescencji [87, 163].

W ydaje się, iż na podstawie przytoczonych danych można stw ier­
dzić, że procesy starzenia w stosunkowo niewielkim  stopniu upośledza­
ją funkcje m itochondriów w w ątrobie gryzoni.

6. W P Ł Y W  S T A R Z E N IA  N A  IN N E  P R O C E S Y  M E T A B O L IC Z N E

6.1. M ETABO LIZM  HEMU

Tempo biosyntezy hem u jest w w ątrobie regulowane przez ak tyw ­
ność enzym u katalizującego pierwszą reakcję tego szlaku m etaboliczne­
go — syntetazy  kwasu delta-am inolewulinow ego (ALAS). Kilka grup 
badaczy wykazało, że w trakcie starzenia w wątrobie szczura znaczne­
m u obniżeniu ulega zarówno spoczynkowa [1, 12, 114, 132], jak i indu­
kowana [114, 132] aktywność tego enzymu. Oceniana równocześnie ak ­
tywność oksygenazy hemowej, kluczowego enzymu w procesie degra­
dacji hemu, była wyższa w w ątrobie starych niż u młodych osobników 
[1, 12], Jednocześnie zawartość hem u w  m ikrosomalnej frakcji homoge- 
natu  w ątroby była obniżona w  grupie starych samic szczurów rasy  
Fischer 344 [12] lub podobna w wątrobie starych i młodych szczurów
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rasy  Sprague-Daw ley [1]. Przytoczone dane wskazują, że w trakcie sta­
rzenia w wątrobie szczura dochodzi do istotnych zmian w regulacji 
wielkości wew nątrzkom órkowej puli hemu, co może być przyczyną ob­
niżonej zawartości cytochromu P-450 w w ątrobie starych zwierząt [12] 
oraz zredukow anej aktywności enzymów układu m ikrosomalnej mono- 
oksygenazy [1, 12].

6.2. SY N T E Z A  P R O ST A G L A N D Y N

W ątroba jest jednym  z wielu narządów, w których zachodzi synteza 
biologicznie czynnych pochodnych kwasu arachidonowego. W trakcie 
rozwoju i starzenia się szczurów rasy  Sprague-D aw ley wielkość synte­
zy prostaglandyny PG E2 i PG F2a w m ikrosomach w ątroby pozostawała 
na stałym  poziomie między 1 a 15 miesiącem życia, a u zwierząt w wie­
ku 24 miesięcy była niższa o 40% [99, 100], natom iast w w ątrobie szczu­
rów rasy W istar synteza ta  rosła między 3 a 18 miesiącem życia, a po­
tem  już nie ulegała zmianom [113]. Synteza PGD2 zachodziła praw ie 
wyłącznie w niemiąższowych kom órkach w ątroby, a wielkość syntezy 
tego związku nie zmieniała się wraz z wiekiem [113]. Fizjologiczne zna­
czenie zachodzących z wiekiem zmian w wielkości produkcji prostaglan- 
dyn w wątrobie szczura nie jest jasne, ponieważ w niedostatecznym  
stopniu poznano ich rolę w czynnościach kom órek wątrobowych.

7. P O D S U M O W A N IE

W hepatocytach przebiega olbrzym ia większość procesów m etabo­
licznych właściwych wątrobie ssaków. Synteza białka w izolowanych 
kom órkach wątrobowych szczura jest o ok. 50% niższa u zwierząt sta­
rych niż u młodych lub dojrzałych. Mikrosomy izolowane z w ątroby 
starych szczurów lub myszy syntetyzują średnio o 40 - 60% białka m niej 
niż m ikrosomy zwierząt młodych lub dojrzałych. Mimo iż procesom 
starzenia towarzyszą liczne zmiany w wew nątrzkom órkowym  aparacie 
biosyntezy białka, w ydaje się, że głównym czynnikiem, k tóry  upośle­
dza wydajność procesu translacji w hepatocytach starych gryzoni, jest 
znaczne obniżenie szybkości wydłużania łańcucha polipeptydowego, spo­
wodowane spadkiem aktywności pierwszego czynnika elongacji EF-1. 
W trakcie starzenia szczurów rasy  W istar dochodzi do w zrostu syntezy 
album iny w izolowanych hepatocytach z powodu zwiększenia ilości spe­
cyficznego dla album iny mRNA, natom iast wątrobow a synteza transfe- 
ryny  kilkakrotnie m aleje w trakcie rozwoju i starzenia się szczurów 
rasy Sprague-Dawley. Obniżenie wielkości syntezy białka w wątrobie
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starych zwierząt może być częściowo spowodowane przez związany ze 
starzeniem  znaczny spadek aktywności transkrypcyjnej hepatocytów. 
W raz z wiekiem redukcji ulega zdolność hepatocytów szczura do efek­
tyw nej napraw y uszkodzeń DNA.

W trakcie starzenia się szczurów w komórkach gwiaździstych (Kup- 
fera), w komórkach śródbłonka zatok oraz w hepatocytach dochodzi do 
spadku zdolności w ychw ytyw ania niektórych antygenów białkowych 
z krwiobiegu i do m etabolizowania ich do substancji czynnych biologicz­
nie. Wielkość zaś syntezy mocznika jest jednakowa w izolowanych he­
patocytach m łodych i starych szczurów tak  w w arunkach podstawo­
wych, jak i w trakcie stym ulacji horm onalnej. Aktywność proteolitycz­
na w stosunku do endo- i egzogennych białek w w ątrobie myszy ulega 
wraz z wiekiem znacznemu obniżeniu.

W zakresie przem iany lipidowej zaobserwowano zmniejszenie synte­
zy cholesterolu w w ątrobie starych szczurów i jej nasilenie w w ątrobie 
starych ludzi, przy czym wraz z wiekiem nie zawsze w ystępuje obniże­
nie aktywności reduktazy  HMGCoA. Starzeniu ludzi i szczurów towa­
rzyszy zjawisko zmniejszonej produkcji kwasów żółciowych. Wraz z wie­
kiem w w ątrobie szczura znacznie rośnie zawartość trójglicerydów, na­
tom iast zawartość i skład fosfolipidów nie ulega zmianom. W pływ wie­
ku na różne aspekty m etabolizm u lipidów w w ątrobie gryzoni w dużej 
mierze uzależniony jest od czynników genetycznych.

Zawartość glikogenu w wątrobie młodych i starych gryzoni jest zbli­
żona. Glukagon słabiej stym uluje glukoneogenezę w hepatocytach sta­
rych szczurów w porównaniu z młodymi zwierzętami, natom iast adrena­
lina silniej stym uluje glikogenolizę w hepatocytach starych szczurów. 
W trakcie starzenia dochodzi do modyfikacji w struk turze  błon kom ór­
kowych wątroby. W w ątrobie starych szczurów znacznie rośnie ilość 
związanych z błoną komórkową receptorów beta-adrenergicznych, przy 
czym aktywność cyklazy adenylowej stym ulow anej przez adrenalinę 
nie ulega proporcjonalnem u podwyższeniu.

W ydaje się, że w m iarę starzenia się gryzoni funkcja izolowanych 
m itochondriów w ątroby nie ulega poważniejszym zmianom, mimo że 
zaobserwowano różnice w zawartości i w składzie fosfolipidów oraz w za­
wartości cholesterolu. W raz z wiekiem w wątrobie szczura m aleje pod­
stawowa i indukowana aktywność syntetazy kwasu delta-am inolew ulino- 
wego oraz rośnie aktywność oksygenazy hemowej — głównych enzymów 
biosyntezy i degradacji hemu. W wątrobie szczura wraz z wiekiem zmie­
nia się wielkość syntezy prostaglandyny PG E2 i PG F2a.

Na podstawie przedstaw ionych wyników badań można uważać, że 
związane ze starzeniem  zmiany procesów m etabolicznych mogą w po­
ważnym  stopniu wpływać na funkcjonowanie w ątroby ssaków, szcze-
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golnie w takich stanach i sytuacjach, w których dochodzi do stym ulacji 
czynności tego narządu. 

Zagadnienia związane z wpływem  wieku na funkcje biotransform a- 
cyjne hepatocytów będą przedm iotem  odrębnej pracy. 

Za wszechstronną pomoc, cenne rady i wskazówki, a przede wszyst­
kim  za pomysł napisania obu artykułów  gorąco dziękuję Panu  doc. 
drowi hab. med. Andrzejowi Myśliwskiemu.
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K O M U N IK A T N r 1

W dniach  15 - 17 czerw ca 1989 r. odbędzie się w  Szczecinie X X II Sym pozjum  
Polsk iego  T ow arzystw a  H istochem ików  i C ytochem ików . Z asadnicze te m a ty  Sym po­
zjum :

1. Proliferacja, różnicow anie i dojrzew anie komórek.
2. Hodowla komórek; metody, zastosowanie w  badaniach dotyczących biologii 

komórki.
O brady  Sym pozjum  będą prow adzone w  języku  angielskim .
Zgłoszenie u czestn ic tw a  p rosim y  nadsy łać  do 31 paźd z ie rn ik a  1988 r., a ty tu ł 

i streszczen ie  p racy  do 31 g ru d n ia  1988 r. pod ad resem :

K o m ite t O rgan izacy jny  X X II S ym pozjum  PTH iC
K a te d ra  i Z ak ład  H istologii i E m briologii
P om orsk ie j A kadem ii M edycznej
Al. Pow stańców  W lkp. 72
70-111 Szczecin, tel. 82 40 82

S treszczenie  p racy  w  języku  ang ie lsk im  nie może p rzek raczać  jednej s trony  
m aszynopisu  (30 w ierszy  łącznie z ty tu łem ), z zachow aniem  3.5 cm m arg inesu .
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