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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 16, NR 2. 1989 (125-164)

M O L E K U L A R N E  P O D S T A W Y  SY N T E Z Y  IM M U N O G L O B U L IN  

O R A Z  R E C E P T O R A  L IM F O C Y T Ó W  T

M O L E C U L A R  BASIS O F  IM M U N O G L O B U L IN  A N D  T C ELL R E C E P T O R  SY N TH ESIS

Robert G N IA D E C K I

Z akład Histologji i Embriologii Akadem ii M edycznej w W arszawie

Streszczenie. Geny kodujące im m unoglobuliny oraz receptory limfocytów T są odcinkam i DNA 
noszącym i nazwy V, D, J. Podczas rozwoju limfocytów geny V, D, J rekom binują ze sobą. 
Enzymem odpow iedzialnym  za łączenie genów V, D, J jest rekom binaza. M echanizm  jej działania 
oraz zakres różnorodności im m unoglobulin i receptorów  limfocytów T om ów iono w tej pracy. 
P o nad to  przedstaw iono poglądy na ewolucję genów V, D, J.

Summary. Im m unoglobulin  and T cell antigen receptor genes in their germline form are organized 
as d iscontinuous DNA elements nam ed V, D, J. These V, D, J genes are joined by recom binations 
during lym phocyte developm ent. The enzyme participating in this process is called recom binase. 
M echanism  of its action is reviewed below. The extent of the diversity of im m unoglobulins and 
T cell receptors is discussed in the following article. M oreover, current views on the evolution of V, 
D, J genes are presented.

1. W STĘP

Im m unoglobuliny  (Ig) oraz receptor lim focytu T  (TCR) to  dwie podstaw ow e 
cząsteczki um ożliw iające sw oiste rozpoznan ie  an tygenu  przez uk ład  im ­
m unologiczny. Ich s tru k tu ra  m o lek u la rn a  o raz  genetyczne m echanizm y syn­
tezy są w o sta tn ich  la tach  intensyw nie badane. Celem  niniejszej p racy  je s t opis 
genów  kodujących  Ig i T C R , ich rekom binacji, ewolucji o raz  p rocesów  
prow adzących  do  zm ienności kodow anych  przez nie białek.
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126 R. GNIADECKI

2. ST R U K TU R A  IM M U N O G L O B U L IN  I R E C EPTO R A  L IM FO C Y T Ó W

2.1. BUDOWA IMMUNOGLOBULIN

S tru k tu ra  cząsteczki im m unoglobuliny (Ig) jest bardzo  dobrze poznana (ryc.
1). S k łada  się o n a  z czterech łańcuchów  po lipeptydow ych, po łączonych  ze so b ą  
m ostkam i siarczkow ym i S —S. W yróżn iam y dw a łańcuchy  lekkie L (z ang.

Ryc. 1. Schemat im m unoglobuliny. Półkola sym bolizują dom eny białkowe, odcinki pogrubione 
oznaczają regiony hiperzmienne CDR

light) i dw a ciężkie H (z ang. heavy). K ażdy z łańcuchów  sk ład a  się 
z N -końcow ej części zm iennej V (z ang. variable) i C -końcow ej części stałej C (z 
ang. co nstan t) [147, 171]. Części zm ienne łańcucha  lekkiego i ciężkiego są 
zbudow ane pod o b n ie  -  sk łada ją  się z trzech regionów  h iperzm iennych  C D R  
1, 2, 3 (z ang. com plem en tarity  de term in ing  region), rozdzielonych  czterem a 
sekw encjam i o mniejszej różn o ro d n o śc i FR  1, 2, 3, 4 (z ang. fram ew ork  region) 
[147]. Z a  w iązanie an tygenu  są głów nie odpow iedzialne regiony C D R . K ażd a  
część zm ienna jest jednocześn ie  pojedynczą, w yróżn ioną  d o m en ą  b ia łkow ą 
zam kn ię tą  w iązaniem  S —S [70]. Części zm ienne V L i V H tw orzą  m iejsca 
w iązania  an tygenu  [147].

Część sta ła  łańcucha  ciężkiego jest zb u d o w an a  z trzech, rzadziej czterech
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SYNTEZA IM M U N O G LO BU LIN  ORAZ RECEPTORA LIM FOCYTÓW  T 127

dom en  b iałkow ych (C H 1, 2, 3), n a to m iast w łańcuchu  lekkim  część sta ła  jest 
k ró tsza  — obejm uje ty lko  je d n ą  dom enę (C L) [147], T yp  łańcucha im m uno- 
g lobu linow ego  zależy od budow y części stałej. W yróżniam y 4 typy łańcuchów  
lekkich  (κ, /1 ,  Ż2, /3 )  o raz  8 typów  łańcuchów  ciężkich (μ , y l, y2a, y2b, y3, α, ε) 
[171]. T yp  łańcucha  im m unoglobu linow ego  ciężkiego określa  rodzaj całej 
im m unoglobu liny . W yróżniam y: IgM , IgD, Ig G l, IgG 2a, IgG 2b, IgG 3, IgA 
i IgE  [147, 171].

2.2. BUDOWA RECEPTORA LIMFOCYTÓW T

W yróżn iam y  dw a rodzaje  recep to rów  lim focytów  T (TCR) [13, 84, 96, 129]:
— „klasyczne” recep to ry  sk ładające się z po lipeptydow ych łańcuchów  

a i β  (znajdow ane są na większości lim focytów  T) (ryc. 2);
— recep to ry  sk ładające  się z łańcuchów  y i δ (obecne na ok. 2%  lim focytów  

T, tym ocy tach , k o m ó rk ach  dendry tycznych , n iek tó rych  k o m ó rk ach  N K  oraz 
k o m ó rk ach  śró d n ab ło n k o w y ch  jelita).

O pis budow y białkow ej T C R  oraz  w yizolow anie genów  kodujących  
łańcuchy  a i /? jest osiągnięciem  osta tn ich  pięciu la t [59, 78]. O becnie w iadom o, 
że T C R  sk ład a  się z łańcuchów  po lipep tydow ych  połączonych  z sobą  m o st­
kam i dw usiarczkow ym i S - S  [4, 124] (rys. 2). K ażdy  z łańcuchów  zaw iera 
część s ta łą  i zm ienną, k tó re , pod o b n ie  jak  w p rzy p ad k u  im m unoglobu lin , są 
zo rgan izow ane  w dom eny  białkow e, spięte m ostkam i S - S .  D im er α/β  o sad zo ­
ny jes t w b łonie  lim focytu. D o  praw id łow ego dz ia łan ia  recep to rów  lim focytów  
T  p o trzebne  są d o d a tk o w e  białka. U  m yszy o d k ry to  następu jące  b iałka 
pom ocnicze: y, δ, ε, ζ i ρ21. T w orzą  one kom pleks T3 odgryw ający  w ażną rolę 
w p rzew odzeniu  sygnału  z T C R  do  w nętrza k o m ó rk i [4, 128, 130], U człow ieka 
istnieje analog iczny  kom pleks o prostszej budow ie, nazw any C D 3. Sk łada  się
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128 R. GN1ADECKI

z łańcuchów  C D 3y, CD3<5, C D 3e i p raw d o p o d o b n ie  C D 3£ [130, 177]. 
In te rak c ja  d o d a tn io  naładow anych  reszt lizyn w częściach b łonow ych ła ń ­
cuchów  a i ß  i u jem nie naładow anych  części b łonow ych po lipep tydów  
w chodzących w skład kom pleksu  T 3 /C D 3  w arunku je  ich bliskie ułożenie na 
pow ierzchni lim focytu T. O prócz  kom pleksu  T3 (CD3), do  dzia łan ia  T C R  
niezbędne są b iałka C D 4 (mysi odpow iedn ik  L3T4) i C D 8 (u m yszy Lyt2,3). 
Ich zadaniem  jest na jp raw d o p o d o b n ie j w iązanie się z m onom orficznym i 
częściam i an tygenów  zgodności tkankow ej (M H C ) klasy I (w p rzy p ad k u  C D 8) 
lub klasy II (CD 4) (39, 130). Być m oże b ia łka  C D 4 i C D 8 m ają pew ien udział 
w tw orzeniu  sw oistości T C R .

O becność d odatkow ych  białek w połączeniu  z recep to rem  lim focytów  T  nie 
jest jed n ak  jed y n ą  różnicą m iędzy im m unog lobu linam i a TC R . O k aza ło  się 
bow iem , że T C R  nie rozpoznaje  an tygenu  rozpuszczalnego , a ty lko  w po łącze­
niu z M H C  (tzw. M H C  restrykcja), co m a zapew ne duże znaczenie w o b ron ie  
przeciw w irusow ej organ izm u [12, 14]. P o n ad to , w przeciw ieństw ie do  im ­
m unoglobu lin , recep to r lim focytów  T  nie pełni funkcji efek torow ych  w o d ­
pow iedzi im m unologicznej. Jednak  zasad a  w iązania  an tygenu  jest w p rz y p a d ­
ku obu receptorów  tak a  sam a -  s tru k tu ry  przestrzenne m iejsc łączących się 
z an tygenem  w Ig i T C R  są do  siebie p o d o b n e  [30, 153].

R eceptor drugiego typu  (TCR y/δ) jest p o d o b n y  w swej budow ie do  
op isanego  tu  klasycznego recep to ra  cc/ß. S k łada  się on  z dw u łańcuchów  
y i δ posiadających  część zm ienną i s ta łą  [24], O b a  łańcuchy  m ogą, ale nie 
m uszą być połączone za pom ocą  m ostków  S —S. T ak  więc, w przeciw ieństw ie 
do  T C R a/ß , w yróżniam y dwie form y m oleku larne  TCRy/ń: zaw ierającą i nie 
zaw ierającą w iązania S —S. W ydaje się jed n ak , że obecność w iązań dw usiarcz- 
kow ych nie w pływ a na funkcjonalność recep to ra  [56, 87, 101]. TCRy/t), 
p odobn ie  ja k  T C R  oc/ß, zespolony  jest z b ia łkam i kom pleksu  C D 3. N ie 
w ykazano  jed n ak  obecności białek C D 4  i w połączeniu  z T C R y/ó [88].

3. BUD OW A G E N Ó W  K O D U JĄ C Y C H  IM M U N O G L O B U L IN Y

3.1. GENY KODUJĄCE IMMUNOGLOBULINOWY ŁAŃCUCH CIĘŻKI

W skład locus kodu jącego  łańcuch  ciężki (locus H) w chodzą cztery rodzaje 
genów : VH (z ang. variable), D H (z ang. diversity), J H (z ang. jo in ing) i C H (z ang. 
constan t) (ryc. 3). Część zm ienną łańcucha ciężkiego k o du ją  geny VH, D H, J H, 
na to m iast część sta łą  — gen C H. U człow ieka locus H leży na ch rom osom ie  14 
(prążek q32) [176].
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SYNTEZA IM M U N OG LO BU LIN  ORAZ RECEPTORA LIM FOCYTÓW  T 129

Ryc. 3. Budowa i rekom binacja genów kodujących łańcuch ciężki. Nie zaznaczono wszystkich
genów C

G eny  VH

G eny  V H sk łada ją  się z dw u egzonów . Egzon 5' (zwany rów nież genem  L) 
kodu je  w iększą część tzw. sekwencji sygnałow ej (reszty am inokw asow e od — 19 
do  —4), k tó ra  um ożliw ia przejście b ia łka  do  szorstkiej siateczki cytoplaz- 
m atycznej. Sekw encja sygnałow a zostaje tam  odcięta  i zdeg radow ana. Egzon 3' 
(właściwy gen VH) koduje  pozosta łą  część sekwencji sygnałow ej o raz  95-98 
N -końcow ych  am inokw asów  ciężkiego łańcucha  im m unoglobu linow ego  [176]. 
O d p o w iad a  to  regionom  FR 1, C D R 1, FR 2 i C D R 2 [147, 151, 171, 183]. 
Istnieje wiele genów  VH, k tó re  zostały  na podstaw ie w zajem nych hom ologii 
podzielone na rodziny  [6, 102, 183]. U m yszy w yróżniam y co najm niej 9 rodzin 
genów  VH oznaczonych  następująco: 3609, J558, J606, V G A M 3-8, 36.60, X24, 
Q52, 7183 [136]. Poszczególne rodziny  nie są, ja k  się uprzedn io  w ydaw ało, 
ściśle od  siebie odg ran iczone [171, 184], przeciw nie, geny VH z różnych rodzin  
p rzep la ta ją  się w zajem nie [136]. N ie w iadom o dok ładn ie , ile jest g;enów VH 
u myszy, ale w ykazano , że ty lko je d n a  rodzina  (J558) zaw iera  500-1000 
członków  [102].
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130 R. GNIADECKI

Liczba rodzin  ludzkich  genów  VH nie jes t definityw nie u sta lona . W ydaje się, 
że je s t ich co najm niej 6 (V ,-V vi) [69, 83, 97], N iek tó re  z nich okazały  się 
hom ologiczne do  m ysich rodzin  VH; np. Vjv o d p o w iad a  rodzin ie  VH36.60 [69]. 
U m yszy i u człow ieka geny V H z poszczególnych rodzin  są m iędzy sobą 
pop rze la tan e  [83, 97]. C h arak te ry sty czn ą  cechą zarów no  ludzkiego, jak  
i m ysiego locus H jest obecność wielu pseudogenów  iJ / \ H — nieczynnych 
genów  o s tru k tu rze  podobnej do  ak tyw nych VH [77],

G eny  D H

G eny D H k o d u ją  1-15 am inokw asów  części zm iennej łańcucha ciężkiego, co 
o d p o w iad a  fragm entow i C D R 3 [6, 147, 171, 183]. Skup isko  genów  D H 
znajdu je  się m iędzy genam i V H i J H (ryc. 3). G eny D H, p o d o b n ie  ja k  geny V H, 
m o żn a  zgrupow ać u m yszy w rodziny: D Q 52 (1 gen), D S P 2  (10 genów ) 
i D F L 1 6  (2 geny) [147, 171, 183]. T ak  więc u m yszy jest 10-20 genów  D H. 
U  człow ieka liczba ta  w ydaje się nieco m niejsza, ale n a jp raw d o p o d o b n ie j nie 
w szystkie geny D  zostały  o d k ry te  [66, 171].

G eny  J H

G eny  J H k o d u ją  reg ion  F R 4  części zm iennej łańcucha  ciężkiego [171]. 
S kup isko  genów  J H leży m iędzy genam i D H a genem  C /ι. L iczba genów  J H jest 
n iska, np. u m yszy o d k ry to  ty lko  4 geny J H [147, 183].

G eny  C H

G eny  C H k o d u ją  część s ta łą  ciężkiego łańcucha im m unoglobulinow ego. 
U m yszy w yróżniam y 8 genów  C H ułożonych na ch rom osom ie  w następu jącym  
porządku : 5'μ, <5, y3, y l, y2b, ε, oc3' [147]. K ażdy  gen C H kodu je  odpow iad a jącą  
m u część stałą, np. gen C/i kodu je  część sta łą  łańcucha  ciężkiego μ. U człow ieka 
genów  C H jest więcej niż u myszy, są to: 5'μ, δ, y3, y l, φε  (pseudogen), α ΐ, φγ  
(pseudogen), y2, y4, ε, a23 ' [118, 176].. L udzkie geny C H u k ład a ją  się w skup iska  
(ang. clusters). W yróżniam y 3 tak ie  skupiska:

1) geny μ i δ ,
2) geny y3—y l,
3) geny yl-cal.
G en φγ  nie należy do  żadnego ze skupisk  [118].
W ew nętrzna  o rgan izacja  genów  C H jest szczególna. S k ładają  się one 

z in tro n ó w  i egzonów , przy czym  liczba egzonów  o d p o w iad a  z reguły liczbie 
dom en  białkow ych części stałej. N a  p rzyk ład  gen y2a u m yszy zaw iera 
5 osobnych  egzonów : d la  dom eny  C H1, regionu zaw iasow ego, dom eny  C H2
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SYNTEZA IM M U N OG LO BU LIN  ORAZ RECEPTORA LIM FOCYTÓW  T 131

i C h3 o raz  części przechodzącej przez b łonę kom órkow ą. T ak a  c h a rak te ry s­
tyczna o rgan izacja  egzonów  w ystępuje we w szystkich genach C kodu jących  
części stałe za rów no  łańcuchów  im m unoglobu linow ych , ja k  i recep to rów  
lim focytów  T  [66, 111, 147].

3.2. GENY KODUJĄCE LEKKI ŁAŃCUCH IMMUNOGLOBULINOWY κ

Locus κ leży u człow ieka na ch rom osom ie  2 (prążek ρ13) [176]. Z asad a  
jego  budow y jest p o d o b n a  do  om ów ionego  ju ż  tu  locus H. Z w raca  uw agę b rak  
genów  D: locus κ zaw iera jedynie  geny Vx, Jx i C x (ryc. 4). L iczba genów  \ x jes t

Ryc. 4. Budowa i rekom binacja genów kodujących im m unoglobulinow y łańcuch κ

o wiele niższa niż u genów  VH; istnieje ok. 350 Vx, k tó re  m ożna zgrupow ać 
w 4 rodziny  [132, 147, 183]. G eny z poszczególnych rodzin  p rzep la ta ją  się 
w zajem nie, pod o b n ie  jak  w p rzy p ad k u  VH [131, 132], Część genów  V x (ok. 
10% ) leży poza właściwym  locus κ, k tó ry  znajdu je  się na ch rom osom ie  6 (mysz) 
lub 2 (człowiek) [111]. Z nalez iono  bow iem  Wx u myszy na ch rom osom ach  1, 
15, 22 [105]. P ró b a  in terp re tacji tych obserw acji będzie p rzedstaw iona 
w rozdz. 9.

W k ie runku  3' do  genów  Vx znajduje  się skup isko  5 genów  Jx, z k tó rych  
jeden  (Jx3) jes t pseudogenem  [147, 171]. W  locus κ w przeciw ieństw ie do  locus 
H, w yróżn iam y pojedynczy gen C x.

3.3. GENY KODUJĄCE LEKKI ŁAŃCUCH IMMUNOGLOBULINOWY λ

Locus λ  leży u człow ieka na ch rom osom ie  22 (prążek q 11) [176]. Jego 
b u d o w a  różni się znacznie od op isanych  tu loci H i κ. C h arak te ry sty czn a  jest 
n iska  liczba genów . W yróżn iam y jedyn ie  2 geny VA, 4 geny J A i 4 geny C A (ryc. 
5) [147]. N ie istn ieją w yodrębn ione skup iska  genów  V; i J ; , a obserw uje się 
fizyczne sprzężenie genów  J z odpow iednim i genam i C [183]. L ocus λ  zaw iera
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132 R. GNIADECKI

Ryc. 5. Budowa i rekom binacja genów kodujących im m unoglobulinow y łańcuch λ

więc 4 geny C, z k tó ry ch  jeden  (C ,4) jes t defektyw ny. C zynne są zatem  ty lko  
3 geny C, s tąd  też 3 typy łańcucha  λ: λ \ ,  λ2, /3  [147, 171, 183].

4. B U D O W A  G E N Ó W  K O D U JĄ C Y C H  R E C EPTO R Y  L IM FO C Y T Ó W  T

4.1 GENY KODUJĄCE ŁAŃCUCH O.

Locus a u człow ieka leży na ch rom osom ie  14 (prążek q 11-12) [176]. P o d  
w zględem  zasady  budow y p rzypom ina  im m unoglobu linow y locus κ; w yróż­
niam y jedynie  geny Va, J a o raz  pojedynczy gen C a (ryc. 6) [113]. W obręb ie  
locus a znajduje  się ok. 50 genów  V i od 20 do  50 genów  J [54, 113, 176]. 
W p o ró w n an iu  z locus κ, cechą ch arak te ry s ty czn ą  jest m ała  liczba genów  Va 
o raz  liczne geny J a rozsiane na b ardzo  długim  odcinku  ch rom osom u (60 kb) 
[182, 187]. D la po ró w n an ia , g e n y 'J H i J x nie zajm ują  o bszaru  dłuższego niż 
3 kb [187]. G eny Va są b ardzo  różnorodne; dzielą się aż na 10 rodzin  po 1-10 
członków  [7, 54]. T ak  więc w zajem ne hom ologie  genów  Va są o wiele m niejsze

Ryc. 6. Budowa i rekom binacja genów kodujących łańcuch a.
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niż im m unog lobu linow ych  genów  V (7). Locus a nie zaw iera segm entów  D. 
Jed n ak  na  ko ń cu  5' n iek tó rych  genów  Ja znaleziono  odcinki D N A  hom olog icz­
ne do  genów  D  [57]. Być m oże istn iały  więc niegdyś geny D a, k tó re  po  fuzji 
z p ierw otnym i genam i J dały  w tórne  geny J a.

4.2. GENY KODUJĄCE ŁAŃCUCH ß

W  skład locus kodu jącego  łańcuch  ß  (locus /1-chrom osom  ludzki 7q32—35) 
w chodzą 4 rodzaje  genów: V ß, D p, Jp i C p (ryc. 7) [4, 54, 95, 113, 176]. G eny V p

Ryc. 7. Budowa i rekom binacja genów kodujących łańcuch ß

w ystępu ją  w m niejszej liczbie kopii niż Va; ich liczba n a jp raw d o p o d o b n ie j nie 
p rzek racza  40 [54], G eny \ p podzie lono  na rodziny, k tó rych  członkow ie m ogą 
się w zajem nie p rzep la tać  [94, 95, 164]. P odo b n ie  ja k  w p rzy p ad k u  genów  Va, 
hom olog ie  m iędzy różnym i \ p są niższe niż m iędzy im m unoglobulinow ym i 
genam i V [69]. W  k ie ru n k u  3' do  genów  V p zna jd u ją  się 2 skup iska  genów  
D ^-J^ -C ^ [26, 69, 144]. K ażde z nich zaw iera gen D i 7 genów  J. M im o 
obecności dw óch genów  C istnieje ty lko  jeden  izotyp łańcucha  ß, poniew aż 
geny C^l i C p2 są ściśle do  siebie hom ologiczne (na poziom ie b ia łka  o d k ry to  
jedynie różnicę czterech am inokw asów  w osta tn im  egzonie) [54]. Z w raca uwagę 
n ietypow e ułożenie jednego  z genów  V (V^M) w k ie runku  3' do  C p2 [54, 69, 94, 
144].

4.3. GENY KODUJĄCE ŁAŃCUCH y

B udow a ludzkiego  locus y (chrom osom  7p 15) jest obecnie b a rd zo  dobrze 
p o zn an a  (ryc. 8) [54, 68, 69, 168], W  jego  skład  w chodzi niewiele genów. 11 
genów  Vy jest podzielonych  na 4 rodziny, z k tó rych  najliczniejsza V I  zaw iera 
8 genów , a pozosta łe  ( V ^ - V ^ )  po jednym  genie. P o d o b n ie  ja k  w loci a i ß, 
w zajem ne hom ologie  m iędzy genam i V y są niskie [41, 99]. C o  najm niej 
4 z jed en astu  genów  V y są pseudogenam i [98]. O prócz  genów  V, w yróżniam y
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Ryc. 8. Budowa i rekom binacja genów kodujących łańcuch γ

2 skup iska  genów  J y sprzężonych z odpow iedn im i genam i C y. Łącznie jest 
5 genów  J i 2 geny C y. K ierunk i transk rypcy jne  w szystkich genów  są zgodne 
[168]. M niej ja sn a  jes t b u d o w a  m ysiego locus y. W yróżn ia  się co najm niej 
7 genów  V, 4 geny J i 4 geny C. Ich ko lejność na ch rom osom ie  nie jest 
d ok ładn ie  zn an a  [108].

4.4. GENY KODUJĄCE ŁAŃCUCH δ

O dkrycie  genów  kodu jących  łańcuch  δ jest w ynikiem  p rac  o sta tn ich  2 lat 
[9, 15, 16, 56, 103]. Ich budow a jest b ard zo  słabo  poznana . W iadom o jedynie, 
że locus δ leży w ch rom osom ie  w ew nątrz  locus a [24, 56], o raz  że zaw iera co 
najm niej 2 geny D a, 2 geny ] δ i gen C a [24]. Z iden ty fikow ano  6 rodzin  genów  
V ö. Ich ch arak te ry s ty czn ą  cechą jest duża  hom olog ia  (90-100% ) do  genów  Va 
[33]. Z  pow odu  bliskości locus a nie m ożna w ykluczyć rekom binacji genów  Va 
dó  D 5. Jednak  dotychczasow e prace nie p o tw ierdzają  tej h ipo tezy  [33].

5. R O Z W Ó J L IM FO C Y T U  B

W trakcie  rozw oju lim focytu B następu je  k o m ó rk o w o  sw oista ak tyw acja  
genów  im m unoglobu linow ych , co p row adzi do  syntezy pow ierzchniow ego 
recep to ra  d la  an tygenu  (IgR) [139]. M u ltipo tenc ja lne  kom ó rk i m acierzyste 
(tzw. stem  cells) znajdu ją  się w w ątro b ie  p łodow ej. K o m ó rk i te m ają n iską 
zaw artość  an tygenu  Thy-1 i nie m ają  m arkerów , linii m ieloidalnych (G M - ), 
ani lim focytarnych (TB" ) [121]. R ozw iną się z nich następu jące  kom órki:

— lim focyty B,
— lim focyty T,
— ko m ó rk i m ielo idalne i ery trocyty .
W  pierw szym  etap ie  rozw oju  lim focytów  B następu je  różn icow anie się 

kom ó rk i m acierzystej w k ieru n k u  lim focytu pre-pre-B  (inna nazw a: pro-B)
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[121, 156]. W  kom órce  pro-B  zachodzi pierw szy e tap  som atycznej rek o m ­
binacji genów  im m unoglobu linow ych , polegający na zbliżeniu do  siebie dw u 
dow olnych  genów  D H i J H (ryc. 3) [183]. P ow staje  zrekom binow any  gen D HJ H, 
po czym  następu je  jego  tran sk ry p c ja  do  m R N A  Ό 5 0 μ  [28, 138]. T ranskrypcji 
m ogą pod legać rów nież nie zrekom binow ane  geny VH [184]. Rola tych 
p ierw otnych  tran sk ry p tó w  jest n ieznana [28]. T rzeba  zaznaczyć, że rek o m ­
b inacja  D h — J h m oże zajść na jednym  lub obu  allelach [138]. N astępnym  
e tapem  rozw ojow ym  jest przekształcenie się kom órk i pre-pre-B  w pre-B. 
W  lim focycie pre-B  zachodzi rekom binac ja  VH do  D JH, po legająca na zbliżeniu 
do  siebie genów  VH i D HJ H. G o tow y  ak tyw ny  gen VhD hJ hC/i ulega tra n sk ry p ­
cji — pow stałe  m R N A  po o b róbce  polegającej na wycięciu in tro n ó w  J H~C^ 
i translac ji daje ciężki łańcuch  im m unoglobu linow y μ (ryc. 3). O becność 
łańcucha  μ w cy toplazm ie jest więc w ażnym  m arkerem  pozw alającym  na 
od różn ien ie  lim focytu pre-B  od innych stad iów  rozw ojow ych [147]. K o m ó rk a  
pre-B  m igruje następn ie  do  szpiku, gdzie po rekom binacji locus κ (zbliżenie 
dow olnych  genów  Vx i J J  p rzekształca  się w n iedo jrza łą  k o m ó rk ę  B (ryc. 4). 
O becny  w niej ak tyw ny  gen V*J*CX podlega transkrypcji i translacji, w skutek  
czego w cy top lazm ie po jaw ia się lekki łańcuch  κ. D ochodzi do  łączenia się 
pow stałego  wcześniej łań cu ch a  μ z lekkim  łańcuchem  κ. P ow staje  im m uno- 
g lobulina, k tó ra  po przejściu przez a p a ra t G olgiego zostaje o sad zo n a  w błonie 
lim focytu [61, 147]. G eny kodu jące  łańcuch  λ  rekom binu ją  później niż geny 
κ (ryc. 5). W ydaje się, że geny λ  m ogą rekom binow ać  ty lko  wtedy, gdy 
z jak ieg o ś pow odu  nie dojdzie do  ekspresji łańcucha κ (tzw. wyłączenie 
izotypow e, ang. iso typic exclusion) [85, 155]. Szansa ekspresji genów  κ jest 
więc w iększa niż genów  λ  i d la tego  w iększość im m unog lobu lin  zaw iera łańcuch 
κ [176], R ecep to r pow ierzchniow y n iedojrzałego lim focytu B jest więc najczęś­
ciej im m u n o g lo b u lin ą  klasy IgM , zaw ierającą lekki łańcuch  κ. W trakcie 
do jrzew an ia  k o m ó rk i B następu je  koekspresja  Ig M /Ig D  o jednakow ych  swois- 
tościach. T ak a  zm iana izo typu  IgR nazw ana zosta ła  przełączeniem  klas (ang. 
class sw itching) [160]. W  p rzy p ad k u  dziew iczych lim focytów  B polega ono  na 
odpow iedniej o b róbce  m R N A  przepisanego  z genów  VHD HJ H- C ^ Q  (ryc. 3). 
W wycięcia R N  A m iędzy przepisanym i genam i VHD HJ H, a C 0, pow staje m R N A  
kodu jący  łańcuch  δ. G dy  zaś elim inacji ulegnie R N A  o dpow iadający  genowi 
C j, po  translac ji u tw orzony  zostan ie  łańcuch  μ [114, 160].

D ojrzałe  dziewicze lim focyty B, m ające pow ierzchniow e recep to ry  dla 
an tygenów , opuszczają  szpik i zasied lają obw odow e n a rząd y  lim fatyczne.

6. R O Z W Ó J L IM FO C Y T Ó W  T

R óżnicow anie k om órek  T  zachodzi głów nie w grasicy [172, 181]. N ie jest 
je d n a k  w ykluczone, że poza  nią m oże dojrzew ać pew ien niewielki p rocen t
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lim focytów  T [23, 46, 106], G rasica  sk ład a  się z tym ocytów , czyli różn icu jących  
się niedojrzałych lim focytów  T  o raz  z k om órek  zrębu. Istn ieją  4 najw ażniejsze 
populacje  kom órek  zrębow ych [126, 173]:

— kom óki pochodzen ia  nab łonkow ego  -  ko rty k a ln e  i rdzenne p o s ia d a ją ­
ce an tygeny  M H C  klasy II, o raz  rdzenne nie posiadające  an tygenów  M H C  
klasy II;

— kom órk i pochodzenia  szpikow ego — dendrytyczne (M H C  II pozytywne).
K om órk i zrębu  k o n ta k tu ją  się z tym ocy tam i [35] o raz  w ydzielają su b s ta n ­

cje stym ulu jące ich różnicow anie [20, 72, 123], tw orząc  w ten  spo só b  
m ik ro środow isko  pozw alające na rozw ój lim focytów  T.

R óżnicow anie kom órek  T  p rzedstaw ia  się następu jąco . W płodow ej w ą t­
rob ie  (lub w innych p łodow ych o rganach , np. pęcherzyku  żó łtkow ym  lub  sieci) 
z kom órek  m acierzystych (stem) pow staje  p ro tym ocy t — k o m ó rk a  p rek u r- 
so row a dla lim focytów  T  [49, 121, 181]. P ro ty m o cy ty  m igru ją  do  grasicy, gdzie 
osied lają  się w jej części korow ej [159]. T am  też następu je  rekom binac ja  genów  
y i δ (ryc. 8) o raz  ich ekspresja  [24, 41, 67, 129, 165, 188]. P o w sta ją  k o m ó rk i nie 
m ające an tygenów  C D 4  i C D 8 (podw ójnie negatyw ne — ang. doub le  negative) 
[67]. Jeżeli rekom binac ja  genów  y i δ jest p ro d u k ty w n a , to  zostaje  u tw orzony  
funkcjonalny  T C R y/ó C D 3 + [10, 13, 19, 129, 130]. D alszy los tych k om órek  
jest nieznany; p raw d o p o d o b n ie  m ogą opuszczać grasicę i osiedlać się w o b ­
w odow ych n a rząd ach  lim fatycznych [4, 24, 56, 71, 96, 129, 166], p rzek sz ta ł­
cając się w kom ó rk i dendry tyczne [84, 166] lub w k o m ó rk i N K  [143]. Jed n ak  
w yniki o sta tn ich  b ad ań  [24, 33] w ykazują, że grasicze tym ocyty
T C R y/ń + C D 3 + nie są bezpośrednim i p rek u rso ram i do jrzałych  k om órek  
TCRy/<5 + . N a to m ias t gdy rekom binac ja  genów  y i <5 jes t p o ro n n a  (nie tw orzy 
się funkcjonalny  TC R y/ó), to r  rozw ojow y jest inny. W ygasa stopn iow o  
tran sk ry p c ja  genów  y i δ [24, 165], a locus δ jest usuw any z genom u.

R ekom binacji podlega locus ß  (ryc. 7). P oczą tkow o  jest to  rekom binac ja  D ß 
do  J,, [17, 91], a następn ie  Wp do  D /yJ /; [109], Pow staje  k o m ó rk a  p ro d u k u jąca  
łańcuch ß  [52], Przez analog ię  do  lim focytu pre-B , syntetyzującego  im m uno- 
g lobulinow y łańcuch  ciężki μ, nazw ano  ją  lim focytem  pre-T . W następnej 
kolejności rekom binu je  locus a (ryc. 6), pow staje  łańcuch  a, k tó ry  w raz 
z łańcuchem  β  tw orzy d im er TCRoc/ß [4, 52, 165]. N a  tym  etap ie  kom ó rk i 
T  m ają  fenotyp C D 3 + 4 + 8 + T C R a//?+ (są to  tzw. kom ó rk i podw ójn ie  
pozytyw ne — ang. doub le  positive), k tó re  nabyw ają  to lerancję  w sto su n k u  do  
au to logicznych  an tygenów  M H C  (ang. thym us education) [44]. E lem entam i 
odpow iedzialnym i za ten  proces są zapew ne ko m ó rk i dendry tyczne oraz  
w pew nych w ypadkach  epitelialne k o m ó rk i zrębu  [92, 127, 128, 146].

O stateczn ie  grasicę opuszczają  następu jące  podstaw ow e typy kom órek  T:
1) C D 3 +4 + 8~ T C R oc/ß + , specyficzne w s to su n k u  do  M H C  klasy II (w 

w iększości są to  pom ocnicze lim focyty T);
2) C D 3 +4 ~ 8 + T C R a//? + , specyficzne w s to su n k u  do  M H C  klasy I (głównie 

cy to toksyczne lim focyty T);
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3) k o m ó rk i posiadające  TCRy/c>:
a) k o m ó rk i dendry tyczne C D 4 - C D 8 - ,
b) k o m ó rk i „som atyczne” C D 4 ~ C D 8 ~  znajdow ane we krw i i n arządach  

ch łonnych ,
c) k o m ó rk i śró d n ab ło n k o w e  je lita  C D 4 ~ C D 8  + .
K o m ó rk i te różn ią  się typem  pow ierzchniow ego recep to ra  o raz  rodzajem  

restrykcji M H C . N ie w iadom o jed n ak , ja k a  jest przyczyna w yraźnych różnic 
w M H C  restrykcji, w iadom o, że zarów no  kom ó rk i w ykazujące restrykcję 
w s to su n k u  do  M H C  I, ja k  i M H C  II m ogą używ ać tych sam ych genów  Va i \ p 
[51, 91, 149]. Jeszcze w iększą zag ad k ą  jest recep to r supresorow ych  lim focytów  
T, u k tó ry ch  często nie dochodzi do  ekspresji genów  ß, a więc nie tw orzy się 
zapew ne TCRoc/ß [91, 144]. B udow a recep to ra  lim focytów  supresorow ych nie 
je s t zn an a  [176].

P rzedstaw iony  schem at rozw oju lim focytów  T  jest ty lko  jednym  z wielu 
m ożliw ych, poniew aż b io rąc  pod  uw agę w ysoką dynam ikę popu lacji tym ocy- 
tów  b ard zo  tru d n o  jest podać  spójny m odel różn icow ania  grasiczego. K ażdej 
d o b y  ginie i odnaw ia  się o k o ło  30%  populacji tym ocytów ; nie jest więc 
w ykluczone, że w danym  m om encie w grasicy jest realizow anych  rów nolegle 
wiele różnych  p ro g ram ó w  rozw ojow ych [24, 52].

7. M E C H A N IZ M Y  R E K O M B IN A C JI V(D)J

7.1. SEKWENCJE SYGNAŁOWE

R ekom binacja  genów  kodu jących  IgR i T C R  jest procesem  enzym atycz­
nym . Lim focyty B i T  zaw ierają  bow iem  enzym  — rekom binazę, na jp raw ­
d opo d o b n ie j o identycznych w łaściw ościach w obu  tych k o m ó rk ach  [48, 54, 
185]. C hociaż nie jest zn an a  s tru k tu ra  m o lek u la rn a  rekom binazy , to jed n ak  
wiele w iadom o o jej podstaw ow ych  aktyw nościach . Jed n ą  z nich jest ak tyw ­
ność przyczepu; rek o m b in aza  jest zdo lna  do  ro zp o zn aw an ia  i p rzyczepian ia się 
d o  pew nych sekwencji D N A , ogran iczających  rekom binow ane  geny. D o 
sekw encji tych (ang. flanking sequences) zaliczam y:

— hep tam ery  — 7-nukleo tydow e sekw encje o odw róconej sym etrii (palin- 
d rom ow e) C A C A G T G , po łożone na 3' końcach  genów  V, końcach  3' i 5' 
genów  D  i końcach  5' genów  J [29,'66, 98, 134, 171, 182]; d o d a tk o w o  odkry te  
zostały  hep tam ery  w ew nętrzne, znajdu jące  się w obręb ie  ok. 70%  genów  VH [5, 
81, 140];

— nonam ery  — 9-nuk leo tydow e sekw encje A C A 5C 2, z lokalizow ane dys- 
ta ln ie  do hep tam eru  [66, 98, 134, 171, 182] (ryc. 9).

H ep tam ery  i nonam ery  m ogących z sobą  rekom binow ać  genów  są do siebie 
w zajem nie kom plem en tarne , np. hep tam ery  i non am ery  genów  VH są kom -
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Ryc. 9. Sekwencje sygnałowe. Zaczerniony tró jką t oznacza heptam er (CACAGTG), kółko 
— nonam er (ACA5C 2); 23 — wstawka długości 2 3 ±  1 bp; 12 — wstaw ka długości 1 2 ± lb p

p lem en tarne  do  hep tam erów  i n o nam erów  na 5' końcach  segm entów  D H. 
M iędzy hep tam eram i i n onam eram i zn a jd u ją  się w staw ki (ang. spacers) 
długości bądź  23 +  1 bp  bądź  1 2 + 1  bp (ryc. 9). R ekom binac ja  m iędzy dw om a 
segm entam i zachodzi ty lko  w tedy, gdy m ają  one w zajem nie k o m p lem en tarn e  
hep tam ery  i non am ery  o raz  różnej długości w staw ki (reguła 12/23) [66, 171]. 
W staw ki różnej długości zapew niają  ułożenie hep tam erów  i n o n am eró w  po tej 
samej stron ie  spirali D N A , poniew aż 12 p a ro m  zasad  o d p o w iad a  jed en  skręt 
helisy, a  23 p a ro m  zasad  — dw a skręty  [176], P rzypuszczaln ie  u n ila tera lne  
położenie sekw encji sygnałow ych jest w arunk iem  ich ro zp o zn an ia  przez 
rekom binazę. D zięki regule 12/23 m ożna więc przew idzieć, k tó re  g rupy  genów  
m ogą w zajem nie rekom binow ać. N a  przyk ład  w locus H rekom binac ja  jest 
m ożliw a m iędzy genam i VH i D H o raz  D H i J H, a z a b ro n io n a  m iędzy VH i J H, 
poniew aż sekw encje sygnałow e zarów no  VH, ja k  i J H m ają  w staw ki identycznej 
długości (23 ±  1 bp) (ryc. 9) [5, 66, 144, 171]. Z upełn ie  inna  sy tuacja  w ystępuje 
w obręb ie  locus ß  i δ. T u ta j ułożenie w staw ek jest takie, że m ożliw e są zarów no 
klasyczne rekom binacje  V do  D  do  J, jak i rzadziej sp o ty k an e  V -J , D  D, J - J  
[24, 149, 164] (ryc. 9).

W ydaje się, że hep tam ery , nonam ery  o raz  w staw ki są jedynym i sekw en­
cjami rozpoznaw anym i przez rekom binazę. Jeżeli bowiem  do  lim focytu zostanie 
w prow adzony  p lazm id, na  k tó rym  zna jdu ją  się dow olne geny nie im m uno- 
g lobulinow e m ające na  sw oich końcach  sekw encje sygnałow e, to  geny te ulegną 
rekom binacji [62]. O czyw iste jest więc, że rek o m b in aza  ro zpozna je  jedynie 
sekw encje sygnałow e, a nie rodzaj rekom binow anych  genów  [2, 34], O dkrycie 
to  um ożliw iło izolację b ia łka  lim focytarnego, k tó re  m a du żą  ak tyw ność 
selektyw nego przyczepu do  hep tam eru , n a to m ias t jego  pow inow actw o  do
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n o n am eru  jes t niew ielkie [1]. W ydaje się, że jest to  je d n a  z pod jednostek  
rek om binazy , poniew aż z b ad ań  eksperym enta lnych  w iadom o, że rozpoznan ie  
n o n am eru  nie jest n iezbędne w procesie som atycznej rekom binacji [32, 64, 81, 
140, 162].

O becn ie  w yróżniam y następu jące  podstaw ow e m echanizm y som atycznej 
rekom binacji: poprzez inw ersję i przez delecję [8, 112, 125]. Jed n ak  dane dw a 
segm enty  nie m ogą ze sobą  rekom binow ać na o b a  sposoby, poniew aż 
w aru n k iem  zajścia inw ersji są przeciw ne k ierunk i transk rypcy jne  obu  genów, 
n a to m ias t w w ypadku  delecji k ierunk i te m uszą być zgodne.

7.2. REKOMBINACJA PRZEZ DELECJĘ

Jest to  najbardziej częsty sposób  rekom binacji zarów no  genów  im m uno- 
g lobu linow ych  [8], jak  i T C R  [38, 125]. K olejne e tapy  przedstaw ione są na 
ryc. 10a. W pierwszym  stad ium  następu je  w ypętlenie odcinka  D N A  m iędzy 
m ającym i ze sobą  rekom binow ać genam i. P ętla  jest stab ilizow ana przez 
w zajem ną kom plem ęntację  hep tam erów  i nonam erów . K om pleks rekom binazy  
ro zpozna je  k o m p lem en tarn e  sekw encje sygnałow e, nacina  łańcuchy  D N A  na 
złączu gen s tru k tu ra ln y -h e p ta m er, po czym następu je  ligacja pow stałych 
w olnych końców . P ow sta ją  dw a rodzaje złącz:

— złącze kodu jące (ang. coding jo in t) m iędzy z rekom binow anym i genam i 
s tru k tu ra ln y m i V(D)J;

Ryc. 10 a) rekom binacja przez delecję; b) rekom binacja przez inwersję; c) rekom binacja przy 
użyciu wewnętrznego heptam eru. Jasny tró jką t sym bolizuje heptam er wewnętrzny, pozostałe

oznaczenia jak  na ryc. 9
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— złącze w zajem ne (ang. reciprocal jo in t) m iędzy h ep tam eram i w ch o d zą­
cym i w skład  sekw encji sygnałow ych.

C h arak te ry sty czn ą  cechą rekom binacji przez w ypętlenie jest pow stan ie  
k ró tk o  żyjącego kolistego  D N A  zaw ierającego połączone sekw encje syg­
nałow e. U d ało  się w ykazać istnienie tak iego  kolistego  D N A  w jąd rze  lim focytu 
T. Jest to  bezpośredni dow ód  rekom binacji przez delecję [38, 125]. Jed n ak  ju ż  
sam a analiza  k ierunków  transk rypcy jnych  genów  sugeruje rozpow szechn ian ie  
m echanizm u delecyjnego we w szystkich loci Ig i T C R .

7.3. REKOMBINACJA PRZEZ INWERSJĘ

Inw ersja jes t zjaw iskiem  rzadszym  od delecji [62]. W ystępuje jedyn ie  
w s to sunku  do  genów  o przeciw nych k ie runkach  transk rypcy jnych  (ryc. 10b). 
N ie znam y w zględnych o rien tacji w szystkich genów  IgR  i T C R . W iad o m o  
jed n ak , że co najm niej w loci β, κ  i T C R ń [82, 104, 112] istn ieją geny 
o przeciw nych k ie ru n k ach  transkrypcy jnych . U dało  się rów nież ek sperym en­
taln ie  w yw ołać rekom binację  przez inw ersję na  plazm idzie zaw ierającym  geny 
Vx i ] x u łożone w s to su n k u  do  siebie w o d w ro tnych  k ie ru n k ach  tran sk ry p cy j­
nych [100].

7.4. REKOMBINACJA Z UŻYCIEM WEWNĘTRZNYCH HEPTAMERÓW

P rzedstaw ione ju ż  sposoby rekom binacji (inw ersja i delecja) sp o ty k an e  są 
zarów no  w lim focytach B, ja k  i T. N a to m ias t rekom binację  z użyciem  
w ew nętrznych hep tam erów  op isan o  jedyn ie  w s to su n k u  do  locus H [5 ]. 
R ekom binacja  ta k a  jes t o p a rta  najczęściej na m echanizm ie delecyjnym  i polega 
na w ym ianie up rzedn io  zrekom binow anych  segm entów  VH (ryc. 10c). Podczas 
rekom binacji z użyciem  w ew nętrznego hep tam eru  jeden  z za ro d k o w o  p o ło żo ­
nych genów  VH rekom binu je  z genem  VH w chodzącym  w sk ład  genów  VHD HJ H 
[81, 140]. P ętla  D N A  jest stab ilizow ana jedyn ie  przez kom plem entację  
h ep tam eru  w ew nętrznego z k lasycznym  hep tam erem  za ro d k o w o  po łożonego  
genu V H. W tó rn e  rekom binacje  m ogą zachodzić  zarów no  w sto sunku  do 
VhD hJ h p rodu k ty w n y ch  i ak tyw nie tran sk ry b o w an y ch  [81], jak  i genów  
nieaktyw nych [140]. Częstości rekom binacji VH do  VHD HJ H są zbliżone do  
częstości zw ykłych rekom binacji przez delecję [140].

R ekom binacja  VH do  VhD hJ h m a co najm niej dw a znaczenia:
1) Jest m echanizm em  przeciw działającym  sk u tk o m  p o ro n n y ch  rek o m b in a ­

cji V hD hJ h [140]. Jeżeli p rzyczyna błędu w rekom binacji leży w s tru k tu rze  
złącza kodu jącego  VH- D H lub w sam ym  genie VH, to  w prow adzenie  now ego 
segm entu  VH m oże ją  usunąć  [5].

2) W iadom o, że do  p ierw otnej rekom binacji VHD HJ H najczęściej używ any
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jest segm ent V leżący najbliżej genów  J [69, 186]. Jednak  b ad an ia  do jrza łych  
lim focytów  w ykazują, że w sk ład  VHD HJ H w chodzą z rów ną częstością 
w szystkie geny VH [158, 186]. N ie w ykluczone, że w łaśnie rekom binac ja  VH do  
VhD hJ h je s t jednym  (choć na pew no nie jedynym ) ze sposobów  używ anym  do  
p o d n iesien ia  ró żnorodnośc i segm entów  VH w genie VHD HJ H [ 5> 158], N ie 
m ożna  je d n a k  zapom inać, iż w k o m ó rk ach  B ak tyw ność rekom binazy  jest 
o wiele m niejsza niż w k o m ó rk ach  pre-B , z czego w ynika w niosek, że 
rek o m b in ac je  VH do  VHD HJ H nie m ogą jed n ak o w o  efektyw nie zachodzić  przez 
cały ok res życia lim focytu B.

7.5. MOLEKULARNE PODSTAWY DZIAŁANIA REKOMBINAZY

7.5.1. S tru k tu ra  złącza w zajem nego i kodu jącego

P rzed  rozpatrzen iem  m oleku larnego  m echanizm u d zia łan ia  rekom binazy  
n iezbędne jes t zapoznan ie  się ze zjaw iskam i zachodzącym i na poziom ie złącza 
k o d u jącego  i w zajem nego. Sekwencje w złączu kodującym  różn ią  się o k ilka 
lub naw et k ilkanaście  nuk leo tydów  od sekw encji przew idzianych na podstaw ie 
kolejności nuk leo tydów  rekom binu jących  segm entów . W yróżniam y k ilka  ty ­
pów  zm ian  nuk leo tydów  na złączu kodującym :

Delecje nuk leo tydów , dotyczy głów nie złącz Vx- J x i VA- J A [100, 171].
Insercje nuk leo tydów  nie w chodzących w skład  rekom binu jących  segm en­

tów. P o w sta ją  tzw. regiony N  (z ang. new) obserw ow ane na granicy zrekom - 
b inow anych  genów  z loci H i genów  T C R  [7, 36, 51, 66, 98, 100, 134, 171, 182].

N ied o k ład n e  łączenie segm entów  V(D)J stw arza w rażenie nieścisłego ro z ­
p o zn aw an ia  g ran ic  rekom binow anych  genów  przez rekom binazę. Z jaw isko  to  
o p isano  za ró w n o  dla genów  im m unoglobu linow ych  [80, 133, 147, 171], jak  
i d la genów  T C R a, ß  i γ [7, 36, 51, 98, 134, 182] (ryc. 11).

Z łącze w zajem ne, w przeciw ieństw ie do  złącza kodującego , nie jest zm ienne, 
co oznacza, że sekw encja nuk leo tydów  na złączu jest p ro s tą  sum ą sekw encji 
tw orzących  go h ep tam erów  [100]. W szystkie p ró b y  konstrukcji m odelu  
dzia łan ia  rekom binazy  m uszą tłum aczyć fakt stałości złącza w zajem nego przy 
rów noczesnej zm ienności złącza kodującego.

7.5.2. M odele  dzia łan ia  rekom binazy

O becnie  istn ieją dw a podstaw ow e m odele opisujące m echanizm y d zia łan ia  
rekom binazy . Pierwszy z nich to  m odel p o d an y  przez A lta i B altim ore’a [171] 
(ryc. 12). R ekom binaza  po  ro zpoznan iu  sekwencji sygnałow ych p rzecina 
łańcuchy  D N A  na granicy  hep tam erów  i genów  s tru k tu ra ln y ch  V(D)J. N a s tę p ­
nie dochodzi do  szybkiej ligacji h ep tam erów  (stąd  sta łość złącza w zajem nego).

2 -  PBK 2/89
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Rye. 11. Przykład ilustrujący m echanizm  tw orzenia zmienności na złączu kodującym  Vx- J x; 
a) delecyjna rekom binacja V -J. Z aznaczono kom plem entarne heptam ery. R ekom binaza przecina 
DNA między dow olnym i nukleotydam i 1-9; b) wynik zmienności na złączach V -J -  dw a 
identyczne rekom binujące geny m ogą wytworzyć różne sekwencje nukleotydów  i am inokw asów  

w regionie CD R 3 łańcucha im m unoglobulinow ego

Ryc. 12. M odel rekom binacji według Alta i Baltim ore’a. Strzałki oznaczają miejsca przecięcia DNA
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N a to m ia s t w olne końce genów  s tru k tu ra ln y ch  nie są łączone, lecz traw ione 
przez egzonukleazę. T w orzy się szczelina m iędzy rekom binu jącym i genam i, 
k tó ra  um ożliw ia syntezę reg ionu  N. Enzym em  odpow iedzialnym  za u tw orzenie 
reg ionu  N  jest te rm in a ln a  transferaza  d ezo k sy rybonuk leo tydow a (TdT), której 
ak tyw ność  w ykazano  w ko rty k a ln y ch  tym ocy tach  i k o m ó rk ach  pre-B  [93, 
171]. Jak  w ykazały  b ad an ia  biochem iczne, T d T  jest zd o ln a  do  bezm at- 
rycow ego d o d a w a n ia  nuk leo tydów  do  3 Ό Η  k ońca  D N A . Preferencyjnym i 
su b s tra tam i są g u an in a  (G) i cy tozyna (C) [93]. S tąd  w łaśnie regiony N  są 
b o g a te  w te nuk leo tydy .

P od su m o w u jąc , rek o m b in aza  w m odelu  A lta i B altim ore’a m a co najm niej 
4 ak tyw ności enzym atyczne [35]:

ak tyw ność  przyczepu do  sekw encji sygnałow ych, 
ak tyw ność  endonuk leazy , 
ak tyw ność  egzonukleazy, 
ak tyw ność  łigazy.
M odel A lta  i B altim ore’a m im o sw oich niew ątpliw ych zalet, tak ich  jak  

p ro s to ta  i zg odność  z fak tam i dośw iadczalnym i, m a rów nież i wady. T ru d n o  
np. znaleźć przyczynę, d la  k tórej hep tam ery  w przeciw ieństw ie do  genów  
s tru k tu ra ln y ch  m iałyby być łączone w kró tce po przecięciu D N A . D latego  też 
Lewis zap ro p o n o w a ł inny m odel rekom binacji, o p a rty  na założeniu  n ierów ­
nego cięcia nici D N A  [100] (ryc. 13). A ktyw ność en donuk leo lityczna  rek o m ­
binazy  p ozw ala  na przecięcie D N A  na dw a różne sposoby:

cięcie d o k ła d n e  (ang. in v arian t cut) w prow adzane  jest na granicy  hep- 
tam eru  i genu  s tru k tu ra ln eg o ,

cięcie zm ienne (ang. varian t cut) w pewnej n iezbyt dalekiej odległości od 
hep tam erów .

Po po łączen iu  nici zgodnie z ich po larnościam i o trzym ujem y s tru k tu ry  
p rzedstaw ione n a  ryc. 13 a) i b). S tru k tu ra  b) stanow i zalążek przyszłego złącza 
kodu jącego , n a to m ias t s tru k tu ra  a) — złącza w zajem nego. W ytw orzenie złącza 
w zajem nego w ym aga jedyn ie  usunięcia n ad m ia ru  D N A  (egzonukleaza) i p o łą ­
czenia ob u  nici (ligaza) (ryc. 13c). N ieco bardziej złożony jest m echanizm  
syntezy złącza kodującego . N astępu je  odcięcie zbędnego odc inka  D N A  za 
po m o cą  egzonukleazy , a następn ie  T d T  po przyczepie do  w olnego 3 'końca  
tw orzy n iek o m p lem en ta rn y  odcinek D N A  bogaty  w cytozynę i guaninę (ryc. 
13d-e). W  pew nym  m iejscu o ligonuk leo tyd  poli(C G ) m oże skom plem entow ać 
na  k ró tk im  o d c in k u  z sekw encją obecną na przeciw nej nici (ryc. 13f). Pow staje 
he terodup leks, k tó ry  po korekcji w chodzi do  reg ionu  N  (ryc. 13g) [93, 100].

D zięki m odelow i Lewisa ła tw o w ytłum aczyć b rak  reg ionów  N  na złączach 
segm entów  V * -JA, VA — J A i D^-J^. O tó ż  nie w ykry to  ak tyw ności T d T  w k o m ó r­
kach  podczas rekom binacji w ym ienionych genów  [24, 93]. N ie m ogą więc 
pow stać reg iony  N; następu je  zw ykła ligacja s tru k tu ry  oznaczonej na ryc. 13 
ja k o  b), co p ro w ad zi do  delecji kilku nuk leo tydów  ze złącza kodu jącego  [100].
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Ryc. 13. M odel rekom binacji według Lewisa
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M odel Lew isa w oczyw isty sposób  tłum aczy rów nież m echanizm  pow staw ania 
n iedo k ład n o śc i rekom binacy jnych  na  złączach V -D -J .

8. M E C H A N IZ M Y  PR O W A D Z Ą C E  DO  Z M IE N N O ŚC I Ig I TCR

8.1. ŹRÓDŁA ZMIENNOŚCI Ig I TCR

K o m ó rk i B i T  d y sp o n u ją  w ielom a sposobam i służącym i do  zw iększenia 
ró żn o ro d n o śc i pow ierzchniow ych recep to rów  d la  antygenu . Istn ieją n as tęp u ją ­
ce p o dstaw ow e ź ró d ła  zm ienności Ig i T C R  [119]:

1) zm ienność w ynikająca  z obecności wielu genów  V(D)J (im więcej 
w arian tó w  V, D  i J, tym  w iększa ró żn o ro d n o ść  zrekom binow anego  genu 
V(D)J) (ang. germ line  diversity);

2) zm ienność ko m b in acy jn a  (ang. co m b in a to ria l diversity) — łańcuchy 
lekki i ciężki m ogą się dow oln ie  łączyć,tw orząc wiele rodzajów  Ig o różnych 
sw oistościach , o raz  dow olność  w łączeniu się genów  V(D)J w procesie 
som atycznej rekom binacji;

3) zm ienność  n a  złączach V -J, V -D  i D -J ;
4) m utacje  som atyczne i konw ersje g en ó w 1.

8.2. MUTACJE SOMATYCZNE

O becn ie  je s t n iem al pew ne, że lim focyty B m ają o wiele wyższy poziom  
m utacji niż inne k o m ó rk i som atyczne (np. fib roblasty) [3, 43, 115, 116, 161, 
171]. I tak  na p rzy k ład  o ile częstość m utacji w fib rob lastach  ocenia się na ok. 
1 0 " l) /b p /  generację, o tyle m in im alna  częstość m utacji w k o m ó rk ach  B wynosi 
10 5 /b p /  generację, czyli co najm niej 10000 razy więcej [154], O w a częstość 
m utacji je s t w a rto śc ią  zm ienną w poszczególnych stad iach  rozw ojow ych 
lim focytu B. W ydaje  się, że kom ó rk i pre-B , spoczynkow e kom órk i B oraz 
lim focyty B, uczestn iczące w pierw otnej odpow iedzi im m unologicznej, m ają 
częstość m u tacji ró w n ą  ok. 10~5 /b p /  generację [3, 116, 154, 161, 174]. 
N a to m ias t k o m ó rk i B, będące k o m ó rk am i pam ięci im m unologicznej, m utu- 
ją  z częstością w yższą 1 0 " 3 /b p /  generację [3, 161]. Sytuacja  ulega zm ianie 
w trakcie  w tórnej odpow iedzi im m unologicznej; po b u d zo n e  kom órk i pam ięci 
pow raca ją  do  niższych w artości m utacji, tzn. 1 0 " 5 /b p /  generację. N a to m ias t 
w k o m ó rk ach  p lazm atycznych , p roduku jących  duże ilości w olnych im m uno-

1 M utacje som atyczne m ają znaczenie jedynie w zwiększaniu różnorodności imm unoglobulin;
nie dotyczą one TCR.
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globulin , m utacje  ulegają w ygaszeniu do  poziom u  podstaw ow ego  (10 9 /b p /  
generację) [3, 161].

O pisany  tu rozk ład  częstości m utacji jest ko rzystny  d la  o rgan izm u  [3]. 
C zęstość 10“ 5 /b p /  generację nie pow oduje  zbyt dużego o b u m ieran ia  lim ­
focytów  B (trzeba pam iętać, że co najm niej 25%  m utacji to  m utacje  letalne), 
a jednocześn ie  pozw ala  na znaczne zw iększenie ró żn o ro d n o śc i pow ierzch­
niow ych Ig. O czyw iste jest, że zbyt w ysoki poziom  m utacji nie pow odow ałby  
w zrostu  różn o ro d n o śc i przeciw ciał. Przeciw nie, z pow odu  dużej śm iertelności 
p rek u rso ró w  lim focytów  B liczba w arian tó w  Ig uległaby znacznem u obniżeniu . 
N a to m ias t ko rzystne  jest zw iększenie częstości m utacji w k o m ó rk ach  pam ięci, 
poniew aż dzięki tem u w zrasta  ró żn o ro d n o ść  przeciw ciał b io rących  udział we 
w tórnej odpow iedzi im m unologicznej [3, 47].

M oleku larny  m echanizm  m utagenezy  w lim focytach B jest n ieznany. 
P ro p o n o w an e  są dw a rozw iązania:

1) w kom órce  B istnieje specyficzny a p a ra t enzym atyczny, w prow adzający  
m utacje  do  genów  im m unoglobu linow ych ;

2) k o m ó rk a  B w yposażona  jest w polim erazę D N A  nie posiad a jącą  
w łaściw ości napraw czych  (ang. e rro r-p ro n e  polym erase), co pow oduje  zw ięk­
szenie liczby m utacji po każdej rundzie  replikacyjnej.

D o praw idłow ej oceny obu  m odeli n iezbędne jest zapoznan ie  się z pew nym i 
w łaściw ościam i m utacji som atycznych  w k o m ó rk ach  B. P o  pierw sze nie ulega 
w ątpliw ości, że błędne jest w iązanie w zrostu  poziom u m utacji ze zjaw iskiem  
zm iany klas (ang. class sw itching) w trakcie  w tórnej odpow iedzi im m unolog icz­
nej [3, 43, 148, 154, 161]. Po drugie  m utacje  b a rd zo  często zachodzą  
w sto su n k u  do  pu ry n  na nici sensow nej D N A  [66] o raz  są skup ione 
w okolicach  kodu jących  regiony C D R  [27, 115, 171]. N iestety , tak ie  rozk łady  
m utacji nie są po tw ierdzane przez innych au to ró w , k tó rzy  obserw ow ali 
jed n ak o w ą  liczbę m utacji za rów no  w reg ionach  C D R , ja k  i FR  [147, 152]. 
O becnie uw aża się, że w zrost liczby m utacji w reg ionach  C D R  jest w ynikiem  
selekcji w trakcie  odpow iedzi im m unologicznej, poniew aż zaobserw ow ano , że 
tzw. m utacje  ciche (ang. silent m u ta tions) do tyczą  z tą  sam ą częstością zarów no  
regionów  C D R , ja k  i FR . N a to m ias t pew ne jest, że m utacje  skup ione są 
głów nie w zrekom binow anych  genach V D J, b rak  ich w segm entach  C H i C L [3, 
27, 147, 151, 152, 161, 171]. F ak ty  te p odw ażają  słuszność hipotezy  za ­
kładającej obecność po lim erazy  D N A  nie m ającej w łaściw ości napraw czych, 
poniew aż przy b rak u  d o d a tk o w y ch  ogran iczeń  ta k a  po lim eraza  pow inna 
w prow adzać  m utacje  na całej długości genu V(D)JC. P o n a d to  m ożna by się 
spodziew ać w zrostu  poziom u m utacji w raz ze w zrostem  podziałów  kom órk i. 
T ak a  zależność jed n ak  nie w ystępuje; częstość m utacji m ało  ak tyw nych 
m itotycznie k om órek  pam ięci jest przecież wyższa niż in tensyw nie się dzielą­
cych lim focytów  pre-B . M odel n ienapraw czej po lim erazy  nie tłum aczy  też 
przyczyny w łączania  m utagenezy  po  rekom binacji V D J. W iadom o, że częstość
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zrekom binow anych  genów  V D J jest w ielokro tn ie  w yższa niż ich o dpow ied ­
n ików  w po łożeniu  zarodkow ym . O k aza ło  się jed n ak , że sam  ak t rekom binacji 
nie jest po trzeb n y  do  ak tyw acji m echanizm u w prow adzającego  m utacje  [122]. 
P o n a d to  w ykazano , że d la  u k ie ru n k o w an ia  m utacji w sto su n k u  do  genów  V D J 
nie jest w ym agany k o n tek st ch ro m aty n y  [122]. C o jes t więc czynnikiem  
pow odującym  skup ian ie  się m utacji w obręb ie  części zm iennych? Z a p ro p o n o ­
w ano, że poziom  m utacji w zrekom binow anych  genach V D J zależy od s topn ia  
ich m etylacji. W  obręb ie  genów  V D J istnieją obszary  o szczególnie w ysokim  
poziom ie m utacji (tzw. ho t spots). W tych obszarach  najczęstszym i m utacjam i 
były pu n k to w e zm iany cytozyny w tym idynę o raz  guan iny  w adeninę. 
W iadom o, że w genom ach  Eucaryota  cy tozyna często ulega m etylacji z w y­
tw orzeniem  5-m etylocytozyny. P o  jej dezam inacji pow staje tym idyna, n a to ­
m iast po  replikacji na  nici k om plem en tarnej o trzym am y m utację  guan iny  do 
cytozyny. W  ten  w łaśnie sposób  au to rzy  tłum aczą pow staw anie  zao b se r­
w ow anych  m utacji. Inni au to rzy  po stu lu ją  istnienie odpow iedniego  enzym u 
zdo lnego  do  indukcji m utacji i rozpoznającego  pew ne sekw encje D N A  genów  
im m unoglobu linow ych . Istn ienie tak iego  enzym u nie zosta ło  do tychczas p o ­
tw ierdzone. N ależy dodać , że nie znaleziono  h iperm utacji w sto su n k u  do  
genów  kodu jących  recep to r lim focytów  T  [7, 24, 29, 33, 36, 57, 98].

8.3. KONWERSJE GENÓW

K onw ersja  genów  jest procesem , dzięki k tó rem u  następu je  przeniesienie 
pewnej sekw encji D N A  z genu D (donorow ego) na gen A (akceptorow y) w taki 
sposób , że gen D nie ulega zm ianie [86], K onw ersja  nie m oże zachodzić 
m iędzy dw om a dow olnym i genam i; w arunk iem  jest częściow a choćby hom o- 
logia m iędzy genam i A i D  [86], P o  raz pierw szy konw ersja  zosta ła  o d k ry ta  
u w orkow ców , ale o k aza ło  się, że m oże o n a  zachodzić  rów nież i u organizm ów  
w yższych [37, 50]. K onw ersja  genów  szczególnie często zachodzi m iędzy 
genam i należącym i do  rodziny  w ielogenow ej (ang. m ultigene family) [31], 
poniew aż w ob ręb ie  takiej rodziny  obserw uje się zwykle w ysokie hom ologie 
m iędzy genam i w chodzącym i w jej sk ład  [31, 86]. U  człow ieka w yróżniono  
wiele rodzin  w ielogenow ych. Jed n ą  z nich tw orzy pu la  genów  im m u n o ­
g lobulinow ych i genów  T C R . H om olog ia  m iędzy tym i genam i jes t w ysoka, bo 
aż 20- 70%  [29, 59, 74]. Istn ieją więc teoretyczne w arunk i do  konw ersji genów. 
In tensyw ne p o szuk iw an ia  p rzyk ładów  konw ersji u człow ieka nie dały je d n o ­
znacznych  rezu lta tów ; op isan o  zaledw ie jeden  przypadek , w k tó ry m  gen D H był 
genem  d o norow ym , a gen Vx akcep to rem  [22]. M ożna  więc przyjąć, że 
konw ersja  genów  w ob ręb ie  loci Ig i T C R  u człow ieka, m im o iż teoretycznie 
m ożliw a, jest dość rzadk im  procesem . N a to m ias t do sk o n a le  u d o k u m en to w a­
nym  m odelem  konw ersji genów  jest im m unoglobu linow y locus λ  ku rczaka
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[142, 170]. P tak  ów m a u n ik a to w ą  budow ę locus λ, poniew aż sk ład a  się o n o  
ty lko z trzech genów: V, J i C [141]. Jed n ak  ró żn o ro d n o ść  łańcuchów  
λ  k u rczak a  jest tak  w ysoka, że nie m oże być jedynie  w ynikiem  zm ian  na 
złączach V A- J A [110, 141]. O k aza ło  się, że głów nym  m echanizm em  generow a­
nia zm ienności łańcuchów  λ  są konw ersje genów . G enam i donorow ym i są 
pseudogeny V A, k tó rych  skup isko  znajdu je  się w k ie runku  5' do  czynnego genu 
V;. [141]. Pseudogeny V A u traciły  zdolność do  rekom binacji z genem  J, ale 
zachow anie dużej hom ologii w s to su n k u  do  genów  V A um ożliw ia częste 
i w ielokro tne konw ersje φ \ λ do  VA [142]. N igdy nie znaleziono  konw ersji 
m iędzy iJ/Vλ a V A w położeniu  zarodkow ym  [170]. Sytuacja p rzy p o m in a  nieco 
m utacje  genów  im m unoglobu linow ych , k tó re  zachodzą  jedyn ie  w obręb ie  
zrekom binow anych  genów  V D J. Być m oże jest to  kw estia  s to p n ia  o tw arto śc i 
ch ro m aty n y  — V; w po łożeniu  zarodkow ym  w chodzi w sk ład  ch ro m aty n y  
zam kniętej, k tó ra  po  rekom binacji ulega ak tyw acji i o tw arc iu  [110]. D op iero  
do  takiej o tw artej ch ro m aty n y  m iałyby dostęp  enzym y pow odujące  konw ersję.

W ykorzystan ie  konw ersji do  podniesien ia  różno ro d n o śc i genów  m a m iejsce 
rów nież u organ izm ów  niższych. N a  p rzyk ład  konw ersje genów  u bak terii 
Neisseria b a rd zo  p rzypom inają  analog iczny  proces w locus /. ku rczaka  [117]. 
Neisseria poprzez konw ersje m iędzy pulą pseudogenów  a genem  kodującym  
antygeny  „p ilin” podnosi znacznie ich ró żn o ro d n o ść  [18, 117]. P ozw ala  to  n a  
częstą zm ianę o b razu  an tygenow ego bakterii. M echanizm  generow ania  zm ien­
ności antygenow ej d ro b n o u stro jó w  poprzez  konw ersję jest b a rd zo  ro zp o w ­
szechniony; op rócz  Neisseria dob rym  przykładem  jest Trypanosoma sp., Borrel­
ia sp. i inne [18].

8.4. ZAKRES ZMIENNOŚCI lg I TCR

Z nając  głów ne m echanizm y dyw ersyfikacji im m unoglobu lin , m ożna o b ­
liczyć zakres ich różn o ro d n o śc i [66], N iew ątpliw ie najw iększą zm iennością 
dysponu je  im m unoglobu linow y łańcuch  ciężki, z pow odu  dużej liczby k o d u ją ­
cych segm entów  (kilka tysięcy V, 10-20 D, 4 J) o raz  znacznej zm ienności na 
złączach (regiony N , n iedok ładności rekom binacyjne). W  nieco mniejszej 
liczbie w arian tó w  w ystępuje łańcuch  κ, najm niej zaś ró żn o ro d n y  jes t łańcuch 
λ  [66]. S to sunkow o  niska zm ienność łańcuchów  lekkich w ynika z małej liczby 
genów  V, nieobecności genów  D  o raz  b rak u  sekwencji N  na złączach V -J. 
O statecznie  przyjm uje się, że m aksym alny  zakres zm ienności im m unoglobu lin  
w ynosi ok. 101 °— 1011 różnych w arian tów  (tzw. rep e rtu a r po tencja lny  — ang. 
po ten tia l reperto ire) [47]. N a to m ias t liczba w arian tów  faktycznie zn a jd o w a­
nych u danego  o so b n ik a  je s t oczywiście nieco niższa i w ynosi o k o ło  108 (ang. 
availab le reperto ire) [47], W arto śc i te do tyczą  o rgan izm u  dojrzałego; u p łodów  
i now oro d k ó w  sy tuacja  kszałtu je  się zupełnie inaczej. O tó ż  o kaza ło  się, że 
podczas rozw oju uk ładu  im m unologicznego  pew ne uk łady  genów  V -(D )-J
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p o jaw ia ją  się z o wiele w iększą częstością niż inne. M ożna  to  w ytłum aczyć 
zjaw iskiem  preferencyjnego używ ania do  rekom binacji najbardziej p roksym al- 
nych segm entów  V. P roces ten p row adzi do  ogran iczen ia  liczby w arian tów  
im m u n o g lo b u lin  [158], D op iero  później zm ienność Ig znacznie w zrasta  [158], 
co je s t p raw d o p o d o b n ie  w ynikiem  w tórnych  rekom binacji VH do  VHD HJ H 
(rozdz. 7.4). P o d o b n e  zjaw isko o d k ry to  w p rzy p ad k u  genów  V y: w trakcie  
rozw oju  w grasicy najp ierw  ulegają ekspresji geny Vy3, a d o p ie ro  później inne 
geny V y.

Z ak res  zm ienności TCRtx/ß  jest tru d n y  do  określen ia  [113, 176]. Bardziej 
ró żn o ro d n y , jak  się wydaje, jes t łańcuch  a [7 ], poniew aż m a wiele segm entów  
Va i J a o raz  w ykazuje dużą  zm ienność na  złączach V -J  (n iedokładności 
rekom binacy jne , regiony N ) [7, 182]. P o n a d to  istnieje u n ika tow y  typ  zm ienno­
ści w locus a, polegający na heterogenności końców  3 'Ja [7, 182] (inne geny J a 
są he terogenne jedyn ie  na  końcach  5'). Z m ienność łańcucha  ß , pom im o 
obecności kodu jących  segm entów  D^, jest nieco m niejsza niż łańcucha a. 
Szczególną rolę w generow aniu  zm ienności łańcucha  ß  odgryw ają  zm iany na 
złączach  V -D  i D -J , poniew aż geny D^ m ogą w ykorzystyw ać wszystkie 
3 ram k i odczytu  (ang. read ing  fram es) [36, 51, 176]. U m ożliw ia to  bezkarną  
zm ienność  na  złączach, poniew aż pow ażne naw et delecje czy insercje nuk- 
leo tydów  nie m ogą zaburzyć  fazy odczytu  genu Z upełn ie  inaczej jest
w p rzy p ad k u  genów  D H, k tó re  pod legają  transk rypc ji i translacji ty lko  w jednej 
ram ce odczytu . S tosunkow o  duża  liczba p o ro n n y ch  rekom binacji VH- D H- J H 
(ok. 80% ) w ynika z faktu , że każd a  delecja czy insercja zab u rza jąca  fazę 
o dczy tyw an ia  będzie p row adziła  do  dezaktyw acji genu V D J [11, 47, 66, 171, 
176]. P o tencja lny  rep e rtu a r  TC R a//? ocenia się na ok. 1015.

M echanizm em  ogran iczającym  ró żn o ro d n o ść  T C R  jest selekcja grasicza. 
Jedyn ie  niew ielka część z ogólnej puli w y tw orzonych  w arian tów  receptorów  
lim focytów  T  jest w ykorzystyw ana przez organizm . W grasicy następuje  
e lim inacja  tych tym ocytów , k tó rych  recep to ry  pow ierzchniow e w ykazują duże 
pow inow actw o  do  w łasnych nie zm ienionych an tygenów  M H C  (tzw. selekcja 
negatyw na) [29, 79, 107]. W yróżn iam y też selekcję pozytyw ną; na obw ód 
p rzech o d zą  ty lko te k o m ó rk i T, k tó re  m ają  odpow iedn io  m ałe pow inow actw o 
d o  w łasnych an tygenów  zgodności tkankow ej, co um ożliw ia restrykcję M H C  
w trakcie  odpow iedzi im m unologicznej [146]. T ak  więc proces selekcji 
grasiczej przyczynia się do  obn iżen ia  dostępnego  rep e rtu a ru  T C R  (available 
reperto ire), nie w pływ ając oczywiście na rep e rtu a r po tencja lny  (po ten tia l 
reperto ire).

D ane określające zakres ró żn o ro d n o śc i T C R y/ó  są sprzeczne. W iadom o, że 
łańcuchy  y znajdow ane w tym ocytach  m ają  b ardzo  o g ran iczoną  zm ienność, 
głów nie z pow odu  niskiej liczby genów  V i J [60, 98, 134, 145]. Podstaw ow ym  
sposobem  generow ania  ró żn o ro d n o śc i są zm ienności na  złączach, a s tąd  z kolei 
d u ża  liczba po ronnych  rekom binacji V .- J y [54, 89, 134, 137, 150, 188].
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P o d o b n ie  i zm ienność łań cu ch a  Ó znajdow anego  w tym ocy tach  jest b a rd zo  
niska. Jest to  zrozum iałe , b io rąc  p o d  uw agę niew ielką liczbę genów  \ 0, J 5 i D ó. 
P o n a d to  nie w ykry to  zm ienności na  złączach (brak  reg ionów  N ) [24, 33]. 
Z ak ład a jąc , że tym ocyty  TCRy/<5+ są p rek u rso ram i obw odow ych  k o m ó rek  
m ających ten  recep to r, do  n iedaw na w ydaw ało  się, że zm ienność TCRy/<5 jest 
b ard zo  niska. P og ląd  ten obecnie ulega zm ianie. O k aza ło  się bow iem , że 
łańcuchy  y i <5 zna jdow ane  na do jrza łych  k o m ó rk ach  są b a rd zo  ró żn o ro d n e . 
Szczególnie dobrze  jes t to  w idoczne na przykładzie łańcucha  δ [33]. W  p rze­
ciw ieństw ie do  swego tym ocy tarnego  odpow iedn ika , gen V ^-D ^-J^ w k o m ó r­
kach  do jrzałych  m a regiony N  o raz  n ietypow e rekom binacje  genów  D^-D ^. 
D zięki tem u zm ienność po d n iesio n a  zostaje  do  ok. 1013. B iorąc pod  uw agę 
zm ienność łańcucha  y, ob liczono , że T C R y/ń  m oże w ystępow ać w ok. 1017 lub 
naw et 1018 w arian tó w  [33]. T ak  o lb rzym ia  ró żn o ro d n o ść  z pew nością 
w ystarczy do  zw iązania  wszelkich an tygenów , a więc TCRy/<) m oże spełniać 
tak ie  funkcje ja k  T C R a//ł. N ależy zaznaczyć, że ch a ra k te r  zm ienności recep to ra  
lim focytów  T  jest inny niż im m unoglobulin . O  ile bowiem  zm ienność Ig w ynika 
głów nie z obecności wielu genów  V, D  i J, o tyle zm ienność w obręb ie  T C R  jest 
sk u p io n a  raczej na k ró tk ich  odcinkach  D N A  w obręb ie  złącz genów . W ydaje 
się, że jes t to  odzw ierciedleniem  funkcji TC R , a m ianow icie rozpoznaw an ie  
b ard zo  m ałych i niezw ykle ró żn o ro d n y ch  an tygenów  po łączonych  z po lim or- 
ficznymi an tygenam i M H C .

9. E W O L U C JA  G E N Ó W  K O D U JĄ C Y C H  Ig I TCR

9.1. POWSTANIE PIERWOTNEGO GENU VDJ

W ysoka h o m olog ia  m iędzy Ig a T C R  zarów no  na poziom ie b iałka, jak  
i D N A  sugeruje ich w spólne pochodzenie  ew olucyjne [70, 179]. P rzypuszcza 
się, że pierw szym  e tapem  ew olucji genów  Ig i T C R  było pow stan ie  p rek u r- 
sorow ego genu V -D -J ,  m ającego zdo lność  do  rekom binacji [70, 178, 179]. 
G en  tak i pow sta ł p raw d o p o d o b n ie  w sposób  p rzedstaw iony  na ryc. 14 [178]. 
T ran sp o zo n  o n iesym etrycznych odw róconych  sekw encjach pow tó rzonych  
(ang. inverted  repeats) in teg row ał zapew ne do  genom u, dup lik u jąc  tak , że 
m iędzy owe sekw encje p o w tó rzo n e  w prow adzony  zosta ł odcinek  D N A  (w 
przyszłości p rzekształci się on  w gen D). T ak i złożony tran sp o zo n , zaw ierający 
p ierw otny  gen D , in tegru je  po raz drugi do  genu V', dzieląc go na  segm enty 
V i J. W  ten sposób  p o w sta ją  p ierw otne  geny V -D -J . M ają  one zdo lność  do 
rekom binacji, co jest u w aru n k o w an e  obecnością  ogran iczających  sekwencji 
pow tórzonych , będących sekw encjam i sygnałow ym i (p rzekształconych  w to k u  
ew olucji w hep tam ery , n o n am ery  i w staw ki). Istnieje wiele fak tów  potw ier-
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Ryc. 14. Pow stanie pierw otnego genu V -D -J , 1, 2 — niesymetryczne, odw rócone sekwencje
pow tórzone

dzających  op isany  przebieg wczesnej ew olucji genów  V -D -J . Jednym  z nich 
je s t odkrycie  rodziny  (ang. im m unog lobu lin  superfam ily) białek, k tó rych  
w spólnym i cecham i jest: udział w k o n ta k ta c h  m iędzykom órkow ych  i budow a 
o p a rta  na dom enie im m unoglobu łinow ej (ang. im m unog lobu lin  hom ology  
unit) [70, 179]. D o rodziny  tej, oprócz  im m unog lobu lin  i recep to rów  lim ­
focytów  T, zaliczam y:

— antygeny  głów nego kom pleksu  zgodności tkankow ej M H C  [37, 50];
— b ia łka  C D 4 i C D 8 w chodzące w sk ład  kom pleksu  T C R  [70];
— antygen  Thy-1 obecny  na lim focytach i n eu ro n ach , b io rący  udział w a k ­

tyw acji tych kom órek  [55, 90, 157];
— b ia łk a  N C A M  (neural cell adhesion  m olecule), IC A M  (in tracellu lar cell 

adhesion  m olecule), L -l i M A G  (m yelin associated  glycopro tein) um ożliw iające 
k o n tak ty  m iędzy n eu ronam i i k o m ó rk am i krw i [70, 163];

— /J-2-m ikroglobulinę — sk ładn ik  kom pleksu  M H C  klasy I [37, 50];
— poły  —Ig — odpow iedzia lną  za tra n sp o rt im m unog lobu lin  przez b łony 

śluzow e [120].
L ista b iałek należących do  rodziny  im m unoglobu łinow ej jest o wiele 

dłuższa. D u ża  hom olog ia  w ew nątrz  rodziny  o raz  w spólny schem at budow y 
o p a rty  na  dom enie  im m unoglobu łinow ej [70, 74, 179] p rzem aw ia za h ipo tezą  
rozbieżnej ew olucji w szystkich jej członków  od  w spólnego  genu p reku r- 
sorow ego [111]. W ydaje się, że tym  genem  p rekurso row ym  był w łaśnie 
p ierw otny  gen V'. Jego funkcją było zapew ne kodow an ie  b ia łka  zapew ­
niającego sp raw ną in terakcję  m iędzy k o m ó rk am i organ izm u. P rzypuszcza się,
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że p ro d u k t genu V' ro zp o zn aw ał w łasne an tygeny  M H C . In tegracja  tran s- 
pozonu  do  genu V' była m om entem  oddzielającym  gałąź ew olucyjną, p ro w a ­
dząca do  pow stan ia  genów  Ig i TC R . N a to m ias t gen V' rów nolegle ew oluując 
dał ostatecznie  rodzinę im m unog lobu linow ą [111]. D ow odem  wspólnej ew o lu ­
cji T C R  i IgR jest duża  hom olog ia  m iędzy tym i cząsteczkam i (20-40% ), 
w iększa aniżeli m iędzy dow olnym i dw om a członkam i rodziny  im m unoglobu li- 
nowej [18, 59]. T ran sp o zo n a ln e  pochodzen ie  sekw encji sygnałow ych genów  
V(D)J jest nieco trudniejsze do  udow odnien ia . D o pew nych w niosków  d o ­
prow adzić  m oże an aliza  sekw encji D N A  flankujących p ro m o to r  genów  H I 
i H 2 b ak terii Salmonella. Sekw encje te m ają  ch a ra k te r  „inverted  rep ea ts” 
i p o w odu ją  częste inw ersje p ro m o to ra  a lternatyw nie  w łączając lub  w yłączając 
geny H l i H2 [18, 76]. W  procesie tym  uczestniczy rek o m b in aza  o dużej 
hom ologii do  tran sp o n a z  [75, 76], O tó ż  o k aza ło  się, że odw rócone sekw encje 
p o w tó rzone  są w w ysokim  sto p n iu  hom ologiczne z sekw encjam i sygnałow ym i 
genów  V -D -J  [40, 76]. F a k t ten oczywiście nie jest bezpośredn im  dow odem  n a  
tran sp o zo n a ln e  pochodzen ie  sekw encji sygnałow ych. D ow ó d  w prost m oże dać 
ty lko  oczyszczenie i zsekw encjonow anie rekom binazy  i ew entu lne w ykazanie 
jej pow inow actw a do  tran sp o n az .

9.2. DALSZA EWOLUCJA PIERWOTNEGO GENU V-EUJ

Ew olucja p ierw otnego  genu V -D -J  po legała  głów nie na zw ielokro tn ien iu  
liczby segm entów  V, D  i J. D ow iedziono , że w trakcie  ew olucji pojaw iły się 
dwie stra teg ie  duplikacji genów  V, D  i J [45, 63] (ryc. 15). P ierw sza z nich,

Ryc. 15. D uplikacja pierw otnego genu V -D -J

w ykorzystana  przez ryby chrzęstnoszkieletow e, po legała  na  duplikacji całego 
p ierw otnego  genu V -D -J  [63], U  rek ina  znajdujem y więc uk ład  genów  
V j D jJ ^ ^ V j D j J j C j - . . .  - V„DnJ„C„. O czyw iście ułożenie tak ie  nie jest o p ­
tym alne, poniew aż nie m a m ożliw ości kom binacy jnego  łączenia się genów , np. 
VI z J3 [45]. A zatem  rek in  dysponu je  jedyn ie  dw om a sposobam i ró ż ­
nicow ania  przeciwciał: poprzez  w ykorzystan ie  zm ienności na złączach oraz
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dzięki obecności wielu kopii V - D - J  [45, 63]. W  zupełnie innym  k ierunku  
posz ła  ew olucja ssaków . N astąp iła  dup lik ac ja  poszczególnych genów  V, D  i J, 
co d o p ro w ad z iło  do  w ytw orzenia  d o da tkow ej m ożliw ości różn icow ania  p rze­
ciw ciał i T C R  (zm ienność kom binacy jna) [45]. D o k ła d n a  analiza  sekwencji 
genów  V im m unoglobu lin  i TC R  w ykazała, że w trakcie  ewolucji dup likow ały  
za ró w n o  pojedyncze geny V, ja k  i całe tandem y, np. V ß5 i V^8 [25]. Jednak  
gdyby dup likac ja  była jedynym  sposobem  zw ielokro tn ien ia  liczby V, 
D  i J u ssaków , to  loci V byłyby zbudow ane ze ściśle od siebie odgran iczonych  
ro d z in  genów . W iadom o, że tak  nie jest. G eny  V z poszczególnych rodzin  m ogą 
się w zajem nie p rzep la tać  (rozdz. 3 i 4). M echan izm  p row adzący  do  w ym iesza­
n ia  genów  V nie jest znany. P rzypuszcza się, że głów ną rolę odgryw a 
tran sp o zy c ja  całych genów  V [83, 97, 132]. H ipo teza  ta  jest tru d n a  do 
sp raw dzen ia . Jed n ak  znalezienie sekw encji hom ologicznych  do  pew nych części 
tran sp o zo n ó w  w pob liżu  genów  \ x [131] w ydaje się ją  potw ierdzać. Jeszcze 
bardziej tajem nicze jest wyjście genów  V x poza  locus κ. W ydaje się, że i za ten 
proces odpow iedzia lna  była transpozycja  [105], W zestaw ieniu  z tym i fak tam i 
w ykazującym i du żą  lab ilność genów  V, ciekaw e i zaskaku jące  w ydają się 
o s ta tn io  opub lik o w an e  w yniki, w skazujące, że w zględne pozycje w ch ro m o ­
som ie hom ologicznych  do  siebie m ysich i ludzkich  genów  są stałe [95]. Być 
m oże kolejność genów  w ch rom osom ie  m a znaczenie funkcjonalne. W iadom o 
przecież, że geny leżące najbliżej segm entów  J są rekom binow ane  ja k o  
pierw sze. T ak  więc w skutek  procesów  p row adzących  do  zw ielokro tn ien ia  
liczby genów  V, D  i J o rgan izm  zyskiw ał coraz  spraw niejszy system  ró ż­
n icow an ia  Ig i TC R .

Jed n ak że  w raz ze w zrostem  liczby V, D  i J zaczęły zaznaczać się procesy 
p ro w ad zące  do  hom ogenizacji tych genów . Było to  oczywiście skutk iem  
w ytw orzen ia  rodziny  w ielogenow ej [31]. W  takiej rodzin ie  następu je  w zajem na 
w ym iana D N A  m iędzy jej członkam i (konw ersje genów , transpozycje, n ierów ­
ny crossing-over), p ro w ad ząca  do  u jednolicen ia  s tru k tu ry  w szystkich genów  
[131, 175], W idać to  do sk o n a le  na przykładzie pseudogenów  V x, k tó re , choć 
n ieak tyw ne, pod legają  tak im  sam ym  zm ianom  ew olucyjnym , jak  pozostałe, 
czynne Vx [131]. W ykazano , że najw ażniejszym  procesem  pow odującym  
hom ogenizację  genów  jest konw ersja  genów  [131], T ak  więc konw ersja m oże 
zaró w n o  d o raźn ie  zw iększać różn o ro d n o ść , ja k  i na d łuższą m etę h o m o ­
genizow ać geny V [31, 131].

10. Z A K O Ń C Z E N IE

G en e ty k a  m o lek u la rn a  im m unog lobu lin  i recep to ra  lim focytów  T, choć 
w dużym  sto p n iu  po zn an a , jes t w dalszym  ciągu in teresu jącym  problem em . 
O becnie  po jaw iają  się m ożliw ości p rak tycznego  w ykorzystan ia  wiedzy o ge-
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nach  Ig i T C R . P odejm ow ane są np. p ró b y  syntezy im m unog lobu lin , sk ład a ją ­
cych się z ludzkiej części stałej i mysiej części zm iennej [169]. T ak ie  sztuczne 
m ysio-ludzkie przeciw ciała m iałyby duże znaczenie w terap ii an tynow o- 
tw orow ej. O becnie m ożliw e jest o trzym an ie  m ysich im m unog lobu lin  m ono- 
k lonalnych  przeciw  ludzkim  now otw orom , jed n ak  ich kliniczne zastosow anie  
jest niew ielkie z pow odu  znacznej odpow iedzi im m unologicznej an ty a llo ty p o - 
wej i an ty id io typow ej [20]. Im m unog lobu liny , k tó ry ch  części zm ienne p o ­
chodzą  od m yszy, a  części stałe od  człow ieka, są o wiele m niej im m unogenne 
[20, 180]. W  celu dalszego zm niejszenia im m unogenności p ro p o n u je  się 
konstru k c ję  przeciw ciał, w k tó rych  od m yszy p o ch o d zą  jedyn ie  fragm enty  
C D R  [180]. Inny  k ierunek  w inżynierii genetycznej im m unog lobu lin  to  syn teza 
recep to ra , w k tó reg o  sk ład  w chodziłyby zarów no  łańcuchy  T C R , jak  i Ig [42].

W iadom o  rów nież, że n iepraw id łow ości w dz ia łan iu  rekom binazy , p o w o d u ­
jące  liczne rodzaje  tran slo k ac ji ch rom osom alnych  [53, 58, 65, 77, 135] zaró w n o  
w k o m ó rk ach  B, jak  i T, są przyczyną p o w staw an ia  b iałaczek i ch łoniaków . 
Lepsze zrozum ienie  m echanizm ów  tych tran slo k ac ji n iew ątpliw ie zależy od 
p ostępu  b ad ań  nad  som atyczną rekom binacją .
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A N A L IZ A  G E N U  H Y D R O K S Y L A Z Y  F E N Y L O A L A N IN Y  
W  D IA G N O S T Y C E  F E N Y L O K E T O N U R II

AN ALYSIS O F  PH E N Y L A L A N IN E  H Y D RO X Y LA SE G E N E  IN  D IA G N O SIS  O F

PH E N Y L K E T O N U R IA

Jadw iga JA R U ZELSK A  

Z akład  G enetyki Człowieka PAN

Streszczenie. D otychczas stosow ana diagnostyka fenyloketonurii (PK U ) polegała na badaniu 
n iedoboru  aktyw ności hydroksylazy fenyloalaniny (PAH). Obecnie, dzięki poznaniu struktury  
genu PA H  oraz uzyskaniu sekwencji kodującej ten gen, w prow adzono nową m etodę wykryw ania 
PK U . Polega ona na analizie polim orfizm u długości fragm entów restrykcyjnych (R FLP) locus 
PA H u rodzin obarczonych tą w adą genetyczną. D iagnostyka P K U  poprzez analizę R FL P  
umożliwia precyzyjniejsze niż dotychczas oznaczanie nosicieli, a także badania prenatalne. Z badań 
populacyjnych wynika, że częstość występow ania alleli o określonych haplotypach R FL P  jest 
zróżnicow ana. N iektóre haplotypy są charakterystyczne przede wszystkim dla nieprawidłowych 
alleli, podczas gdy inne przede wszystkim dla prawidłowych. Dotychczas poznane m utacje w genie 
PA H są substytucjam i nukleotydów  i dotyczą dwóch haplotypów  najczęściej występujących 
u chorych na PK U .

Summary. D iagnosis of phenylketonuria has been based on analysis of phenylalanine hydroxylase 
(PAH) deficiency. At present, due to some new insights into PAH gene structure, another m ethod of 
P K U  testing, is available. It involves analysis of restriction fragm ent length polym orphism  (R FLP) 
of PA H  locus. R F L P  analysis enables m ore precise carrier detection and prenatal diagnosis in 
families with PK U . It has been shown in population  studies, th at frequencies of alleles with specific 
R F L P  haplotypes are very unequal. Hence, some haplotypes are linked exclusively with affected 
and some o ther with norm al alleles. Two m utations, in PK U  individuals with two m ost frequent 
haplotypes, are nucleotide substitutions.

W STĘP

F en y lo k e to n u ria  sp o w o d o w an a  jest błędem  w s tru k tu rze  genu h y d ro ­
ksylazy feny loalan iny  (PA H ). N a  sku tek  n ied o b o ru  tego enzym u zah am o w an a  
jest p rzem iana  fenyloalan iny  w tyrozynę, a g rom adzące  się w zastępczej d rodze
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m etabolicznej toksyczne zw iązki, tak ie  ja k  fenylooctan , fenylom leczan, fenylo- 
p iro g ro n ian  o raz  fenyloalan ina, w podw yższonym  stężeniu p o w o d u ją  pow ażne 
uszkodzen ia  tk an k i m ózgow ej i n iedorozw ój um ysłow y [5, 8], F en y lo k e to n u ria  
(P K U ), w ystępująca z częstością 1 /10000 urodzeń , jest je d n ą  z najczęstszych 
w ad m etabolizm u, uw aru n k o w an y ch  genetycznie. P K U  dziedziczy się ja k o  
au to so m a ln ą  cechę recesyw ną z częstością w ystępow ania n iepraw id łow ego 
genu u zdrow ych osób  1/50 [6]. P om im o  że defekt genetyczny w P K U  znany  
jest od daw na, a p o n a d to  w większości k ra jów  europejsk ich  stosuje się 
pow szechnie testy  przesiew ow e, do  n iedaw na nie był rozw iązany  p rob lem  
w ykryw ania nosicieli P K U  (heterozygot) o raz  d iag n o sty k a  p ren a ta ln a . W  d o ­
tychczas stosow anych  do  w ykryw ania nosicieli testach  enzym atycznych , p o le ­
gających na b ad an iu  n ied o b o ru  ak tyw ności PA H , n ie jednokro tn ie  tru d n o  było 
od różn ić  osoby zaw ierające o b a  allele p raw id łow e od osób  będących nosicie la­
mi. Z  kolei tru d n o ść  w p ren a ta ln y m  d iagnozow an iu  P K U  polegała  na tym , że 
PA H  syn te tyzow ana jest w w ątrob ie , n a to m ias t nie w ystępuje w leukocy tach , 
fib rob lastach  o raz  k o m ó rk ach  tro fob lastu , używ anych w p ren a ta ln y m  d iag ­
nozow an iu  w ad m etabolicznych . N ow sze m etody  d iagnostyk i P K U  po legają  
na b ad an iu  genu P A H , k tó ry  w ystępuje we w szystkich zaw ierających  ją d ro  
k o m ó rk ach  organ izm u, w tym  rów nież w k o m ó rk ach  używ anych do  d iag n o s­
tyki p renata lnej. In tensyw ny rozw ój technik  rekom binacji i sekw encjonow ania  
D N A  w osta tn ich  k ilk u n astu  la tach  um ożliw ił poznan ie  wielu genów , k tó ry ch  
m utacje  w yw ołują zab u rzen ia  funkcji różnych enzym ów . W yizolow ane geny są 
używ ane ja k o  tzw. sondy  m oleku larne  do  w ykryw ania  o dpow iada jących  im  
n iepraw idłow ych alleli u rodzin  obarczonych  ryzykiem  genetycznym  [17].

IZO LA CJA  SE K W E N C JI K O D U JĄ C E J G E N  PAH

G en ludzkiej hydroksy lazy  fenyloalan iny  w yizolow ano stosując, ja k  w p rzy ­
p ad k u  innych genów , k lonow anie  D N A . T echn ika  ta  um ożliw ia izolację genu 
w dow olnej ilości w czystej postaci. W yizolow any w ten sposób  gen nadaje  się 
do  analizy  sekwencji, s tru k tu ry  o raz  b ad an ia  ekspresji. W  k lo n ow an iu  genów  
najisto tn iejsze są dw a etapy. Pierw szy polega na  uzyskaniu  b ib lio tek i genów  
danego  organ izm u, n a to m ias t d rug i — n a  izolacji z b ib lio tek i genów  p o ­
szukiw anej sekw encji D N A . P od o b ień stw o  sekwencji am inokw asów  PA H  
w ątro b y  szczura, m ałpy i człow ieka [15] pozw alało  oczekiw ać, że rów nież geny 
PA H  tych g a tu n k ó w  m ają  p o d o b n ą  sekw encję nukleo tydów . P rzy jm ując to  
założenie p rzy stąp io n o  najp ierw  do  izolacji genu PA H  szczura, aby  tą  d ro g ą  
uzyskać sondę hybrydyzacy jną  do  identyfikacji ludzkiego genu PA H . P o  
uzyskaniu  przeciw ciał przeciw ko PA H  szczura p rzep ro w ad zo n o  im m uno- 
precypitację polisom ów , uzyskując w ten  sposób  m R N A  PA H  szczura [15]. N a  
m atrycy  m R N A  zsyn te tyzow ano  cząsteczki k o m plem en tarnych  do  nich D N A  
(cDNA). P o  w łączeniu uzyskanych  cząsteczek cD N A  do  plazm idów , rekom -
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b in an ty  w p row adzono  do  bak terii. W  procesie różnicow ej hybrydyzacji za ­
sto so w an o  dw ie sondy  hybrydyzacyjne: cD N A  uzyskany z puli m R N A  
w zbogaconej w m R N A  PA H  o raz  cD N A  uzyskany  z puli m R N A  nie 
zaw ierającej m R N A  PA H . W yselekcjonow ano tą  d rogą  klony  bak terii, k tó rych  
D N A  hybrydyzow ał z cD N A  w zbogaconym  w cD N A  PA H , a jednocześn ie  nie 
hybrydyzow ał z cD N A  nie zaw ierającym  cD N A  PA H  [16, 18]. P lazm idow y 
D N A  tych k lonów  b ak terii użyto  następn ie  w hybrydyzacji celem w ydzielenia 
ludzkiego  cD N A  PA H  z bib lio tek i cD N A  zsyntetyzow anego na  podstaw ie 
m R N A  ludzkiej w ątro b y  [18]. W  ten  sposób  uzyskano  sondę hybrydyzacyjną 
p h P A H 247  do  b ad ań  ludzkiego  genu PA H , m ającą w szystkie sekwencje 
kodu jące  tego genu [9].

S onda  phP A H 247  jest b a rd zo  precyzyjnym  narzędziem  zarów no  w b ad an iu  
s tru k tu ry  genu PA H , ja k  i w d iagnostyce P K U . Z a  pom ocą  tej sondy  
w ykazano , że gen PA H  w ystępuje w pojedynczej kopii w hap lo idalnym  
genom ie, w długim  ram ien iu  ch ro m o so m u  12 (12q22-q24.1) [10, 11]. D ługość 
genu PA H  w ynosi p o n ad  90000  pz i m a on  s tru k tu rę  m ozaikow ą — 13 
eksonów  jest poprzedzielanych  12 in tro n am i. Jest godne uwagi, że eksony 
kodo w an e  są przez zaledw ie 2400 pz, co stanow i niew ielką część genu PA H  
[9 ]. S tosu jąc sondę phP A H 247  w dotychczasow ych bad an iach  genu PA H  osób  
chorych  n a  P K U  stw ierdzono , że przyczyną n ied o b o ru  enzym u są m utacje  
w genie, a  nie jego  delecja lub  zabu rzen ia  regulacji ekspresji [12].

W Y K O R ZY STA N IE  P O L IM O R F IZ M U  D Ł U G O ŚC I FR A G M E N T Ó W  
R ESTR Y K C Y JN Y C H  DNA W ID E N T Y F IK A C JI N IE PR A W ID Ł O W Y C H  ALLELI PAH

Aby zd iagnozow ać ch o ro b ę  genetyczną przez analizę D N A , należy z iden­
tyfikow ać n iepraw id łow y gen. B ardzo  dogodnym  narzędziem  w analizie 
s tru k tu ry  genów  są enzym y restrykcyjne, k tó re  przecinają  p o dw ójną  nić D N A  
w m iejscach o ściśle określonej sekwencji nukleo tydów . P ro d u k tam i traw ien ia  
badanego  D N A  przez dany  enzym  restrykcyjny są setki tysiące fragm entów  
D N A . F rag m en ty  te są następn ie  rozdzielane w edług w ielkości m eto d ą  
elektroforezy w żelu agarozow ym , a następn ie  przenoszone na  filtr n it­
rocelu lozow y z zachow aniem  elek troforetycznego  u p o rząd k o w an ia . W śród 
fragm entów  restrykcyjnych  D N A  na filtrze zna jd u ją  się rów nież fragm enty  
zaw ierające b ad an y  gen lub  jego  części. W  hybrydyzacji D N A  rad ioak tyw n ie  
zn ak o w an a  so n d a  łączy się ze sw oim  kom p lem en tarn y m  odpow iedn ik iem  
— badanym  genem  — i pozostaw ia  na  filtrze w m iejscu połączenia  ra d io a k ­
tyw ne piętno , w ykryw ane au to rad iograficzn ie . B adany gen zostaje  uw idocz­
n iony  w postaci p rążków  hybrydyzacyjnych. Z b ad ań  D N A  w ynika, że 
w iększość substy tucji nuk leo tydów  w ystępujących w ludzkim  genom ie to  tzw. 
m utacje u ta jone , czyli m utacje  nie pow odujące  zabu rzeń  w funkcjonow aniu
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genu. Tego typu  m utacje  m ogą być je d n a k  w ykryte, jeżeli w ystąp ią  w sekwencji 
specyficznie rozpoznaw anej przez dany  enzym  restrykcyjny, użyty do  traw ien ia  
genom ow ego D N A . M utac je  m ogą rów nież spow odow ać pow stan ie  now ego 
m iejsca w iązania  d la  danego  enzym u restrykcyjnego. A nalizując za tem  D N A  
za pom ocą enzym ów  restrykcyjnych  o raz  rad ioak tyw n ie  znakow anej sondy 
hybrydyzacyjnej, uzyskuje się zróżn icow any  o b raz  fragm entów  restrykcyjnych  
(prążków  hybrydyzacyjnych) w zależności od w ystępow ania  specyficznej sek­
wencji rozpoznaw anej przez d an y  enzym  restrykcyjny. M am y w tedy do  
czynienia z tzw. polim orfizm em  długości fragm entów  restrykcyjnych  D N A  
(R FL P). Polim orficzne fragm enty  restrykcyjne są b ardzo  użytecznym i m a r­
keram i, s tosow anym i do  w ykryw ania p raw id łow ych i n iepraw id łow ych alleli 
genu pod  w arunk iem , że zostan ie  określone sprzężenie n iepraw id łow ego allelu 
z jednym  z fragm entów  restrykcyjnych  D N A  w rodzin ie  obarczonej w adą 
genetyczną.

W obecnie stosow anej analizie genu PA H  stosuje się 8 enzym ów  restrykcy j­
nych, za po m o cą  k tó ry ch  m ożna  w ykryć polim orficzne fragm enty  restrykcyjne, 
w ykorzystyw ane w d iagnostyce  P K U  — Pvu II, Bgl II, E coR  I, E coR  V, M sp I, 
X m n I, H ind  III  o raz  Sph I. A naliza R F L P  D N A  rodzin  o b arczonych  P K U  
zak łada , że: każdy  ze zdrow ych rodziców  chorego  dziecka m a jeden  n iep raw id ­
łowy allel — jest zatem  nosicielem , a chore  dziecko dziedziczy od  każdego  
z rodziców  po jednym  niepraw idłow ym  allelu. W  analizie R F L P  b a rd zo  w ażne 
jest, aby  oboje  rodzice byli he terozygo tam i w układzie  polim orficznych 
fragm entów  restrykcyjnych , uzyskanych  przy użyciu danego  enzym u res try k ­
cyjnego. Jeżeli ty lko  jed n o  z rodziców  jest he te rozygo tą  w układzie  tych 
fragm entów , to  analiza  R F L P  w d iagnostyce p renata lnej jes t m ało  p rzy d a tn a  
[17]. W p rzy p ad k u  P K U , aż w 87%  badanych  rodzin  w ystępuje hetero- 
zygotyczny uk ład  polim orficznych fragm entów  restrykcyjnych  u o b o jg a  ro d z i­
ców [12]. D la przybliżen ia zasady  d iagnozow an ia  P K U  za p o m o cą  analizy 
R F L P  przedstaw iono  p rzyk ładow o  kilka tak ich  analiz  (ryc. 1):

1. D N A  badanej rodziny  — ojca (O), m atk i (M), chorego  dziecka (P K U ) 
o raz  zdrow ego rodzeństw a (zd 1, 2) traw io n o  enzym em  restrykcy jnym  M sp I. 
M a tk a  i ojciec są w tym  w ypadku  heterozygo tam i w układzie  polim orficznych 
fragm entów  restrykcyjnych  M sp I — 23.0/19.0 kz, chore  dziecko jest hom o- 
zygotą 19,0/19,0 kz, zdrow e dziecko 1 jes t h o m ozygo tą  23.0/23.0 kz, n a to m ias t 
drugie zdrow e dziecko — hete ro zy g o tą  23.0/19.0 kz, a więc p o d o b n ie  ja k  oboje 
rodzice. Z  p o ró w n an ia  polim orficznych fragm entów  w szystkich badanych  
członków  tej rodziny  w ynika, że chore  dziecko odziedziczyło od  każdego 
z rodziców  n iepraw idłow y allel sprzężony z fragm entem  19,0 kz; pierwsze 
zdrow e dziecko odziedziczyło od  rodziców  praw idłow y allel sprzężony  z frag­
m entem  23.0 kz, n a to m ias t d rug ie  dziecko odziedziczyło od jed n eg o  z rodziców  
praw idłow y allel sprzężony  z fragm entem  23.0 kz, a od d rugiego  z rodziców  
niepraw idłow y allel sprzężony z fragm entem  19.0 kz — jest więc nosicielem
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Rye. 1. Polimorfizm  długości fragm entów restrykcyjnych DN A w genie PA H uzyskany po 
traw ieniu DN A enzymem restrykcyjnym  M sp I i hybrydyzacji z cD N A  PAH — phPA H247. DNA 

O — ojca, M — m atki, PK U  — dziecka PK U , z d l, zd2 — zdrowych dzieci

P K U . Aby określić  p raw id łow y i n iepraw id łow y allel w tej rodzinie, w ysta r­
czające było użycie ty lko  jed n eg o  enzym u restrykcyjnego  M sp I. W rodzinie tej, 
w w ypadku  następnej ciąży, poprzez analizę R L F P /M sp  I będzie m ożliwe 
ustalenie, czy p łód zaw iera obydw a niepraw idłow e allele, jest nosicielem  P K U , 
czy też zaw iera obydw a praw id łow e allele (ryc. 2).

2. Są w ypadki, gdzie ty lko  jed n o  z rodziców  jest h e terozygo tą  w układzie 
polim orficznych fragm entów  uzyskiw anych przez traw ienie  D N A  danym  
enzym em  restrykcyjnym . D rugie z rodziców  jest hom ozygo tą  w tym  układzie 
fragm entów  i d latego  rozróżn ien ie  praw id łow ego i n iepraw id łow ego allelu nie 
jest możliwe. D N A  przedstaw ionej rodziny, w której w ystępuje dw oje dzieci 
chorych  na P K U  (1, 2) o raz  jed n o  zdrow e dziecko, traw io n o  enzym em  
restrykcyjnym  H ind  III. M a tk a  w tej rodzin ie  jes t he te rozygo tą  pod  w zględem  
u k ład u  polim orficznych fragm entów  4.2/4.0 kz, n a to m ias t ojciec jest h o m o ­
zygo tą  4.2/4.2 kz. Dzieci chore  na  P K U  (1, 2) są hom ozygo tam i 4.2/4.2 kz, 
a zdrow e dziecko jes t he terozygo tą  4.2/4.0 kz. O znacza  to, że m atczyny 
niepraw idłow y allel PA H  jest sprzężony z fragm entem  4.2 kz. P raw d o p o d o b ień ­
stw o, że p o to m ek  tej rodziny  o uk ładzie  polim orficznym  fragm entów  4.2/4.0 kz 
będzie chory , m oże być w ykluczone na tej podstaw ie, że przynajm niej jeden  
p raw id łow y allel m atczyny (sprzężony z fragm entem  4.0 kz) będzie p rzekazany  
tem u dziecku. K ażde dziecko posiadające  uk ład  fragm entów  4.2/4.2 kz
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Ryc. 2. Polimorfizm  długości fragm entów restrykcyjnych DN A uzyskany po traw ieniu D N A  
enzym em  restrykcyjnym  H ind III i hybrydyzacji z cD N A  PA H — phPA H 247. DNA O  — ojca, 

M — m atki, PK U  1, PK U  2 — dzieci PK U , zd — zdrow e dziecko

odziedziczy niepraw idłow y allel m atk i o raz  praw idłow y lub niepraw idłow y allel 
ojca. W  konsekw encji będzie o n o  albo  nosicielem  P K U , a lbo  chore n a  P K U , 
przy  czym  p raw d o p o d o b ień stw o  cho ro b y  u następnego  dziecka, posiada jącego  
u k ład  fragm entów  4.2/4.2 kz, wyniesie 50% , co rów ne jest p ra w d o p o d o b ie ń s t­
wu p rzekazan ia  ojcow skiego n iepraw id łow ego allelu PA H . P o d o b n e  w yniki 
d iagnostyczne poprzez  analizę R F L P  o trzym uje  się rów nież d la  innych rodzin , 
w k tó ry ch  ty lko  jed n o  z rodziców  jest he te ro zy g o tą  w układzie  po lim orficznych  
fragm entów , n a to m ias t d rugie  z nich jest ho m o zy g o tą  (ryc. 3).

3. In fo rm atyw ny  w ynik m ożna  uzyskać przez zastosow anie  traw ien ia  D N A  
badane j rodziny  d w om a enzym am i restrykcyjnym i. P rzedstaw iono  analizę  
R F L P  rodziny , w k tórej w ystępow ało  jed n o  chore  dziecko o raz  zdrow e 
rodzeństw o  1 i 2. D o analizy  użyto  dw óch enzym ów  restrykcyjnych  H in d  III  
i Sph I. M a tk a  o raz  chore  dziecko są w tym  p rzy p ad k u  h om ozygo tam i p o d  
w zględem  u k ład u  polim orficznych fragm entów  Sph I 7.0/7.0 kz, ojciec zaś je s t 
h e te ro zy g o tą  d la  9.7/7.0 kz. S tąd  w niosek, że n iepraw id łow y allel o jca je s t 
sp rzężony  z fragm entem  Sph I 7,0 kz i zosta ł on  p rzek azan y  rów nież zd row em u 
dziecku  będącem u ho m o zy g o tą  7.0/7.0 kz. P on iew aż to  dziecko było rów nież 
h o m o zy g o tą  po d  w zględem  u k ład u  polim orficznych  fragm entów  H in d  III  
4.0/4.0 kz, m ożna  więc w yw nioskow ać, że n iepraw id łow y allel ojca je s t
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Ryc. 3. Polim orfizm  długości fragm entów restrykcyjnych DN A w genie PAH uzyskany po 
traw ieniu D N A  enzymami restrykcyjnymi Hind III i Sph I i hybrydyzacji z cDNA PAH 
phPA H247. DN A O — ojca, M — m atki, P K U  — dziecka PK U , zd 1, zd 2 — zdrowych dzieci

sprzężony z uk ładem  polim orficznych fragm entów  H 4.0/S7.0 kz, przy czym  
H i S o znaczają  odpow iedn io  enzym y restrykcyjne H ind  III i Sph I. F ak t, że 
oboje rodzice o raz  chore  dziecko są heterozygo tam i p o d  w zględem  u k ład u  
polim orficznych fragm entów  H ind  III H 4.2/H 4.0  kz sugeruje, że m atczyny 
n iepraw id łow y allel jest sprzężony z fragm entam i H 4.2/S7.0 kz. U kłady  
polim orficznych  fragm entów  praw idłow ych alleli m atk i i o jca przedstaw iają  się 
następu jąco : m atk i — H 4.0/S7.0 kz, ojca — H 4.2/S9.7 kz. Z  oznaczenia  
u rodziców  sprzężeń u k ładu  polim orficznych fragm entów  H ind  III i Sph 
I w obu  allelach m ożna  w yw nioskow ać, k tó re  z u k ładów  polim orficznych 
fragm entów  są sprzężone z n iepraw idłow ym i allelam i odziedziczonym i przez 
chore dziecko. P o n a d to  stw ierdzono , że zdrow e dziecko (2) o układzie 
fragm entów  H 4.0/S7.0 kz odziedziczyło n iepraw id łow y allel ojca o raz  p raw id ­
łow y allel m atk i i s tąd  jes t nosicielem  P K U . N a to m ias t pierw sze zdrow e 
dziecko odziedziczyło p raw id łow e allele od obo jga  rodziców . Z n ikom y  p rocen t 
rekom binacji, ch arak terystyczny  dla genu P A H  spraw ia, że analiza  sprzężeń 
alleli tego genu z polim orficznym i fragm entam i uzyskiw anym i w procesie 
hybrydyzacji sondy  phP A H 247  z D N A  rodzin  obarczonych  P K U  w większości 
p rzy p ad k ó w  um ożliw ia d iagnozę [6, 19].
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H A PL O T Y PY  R F L P

K ażdy osobn ik  jak ie jko lw iek  popu lacji jest ho m o zy g o tą  lub h eterozygo tą  
pod  w zględem  długości polim orficznych fragm entów  D N A  uzyskiw anych po 
traw ien iu  tego D N A  d anym  enzym em  restrykcyjnym . K o m b in ac ja  fragm entów  
D N A  uzyskana przez traw ienie  genom ow ego D N A  każdym  z 8 w spom nianych  
enzym ów  restrykcyjnych  określa  tzw. h ap lo ty p  R F L P  każdego  z alleli PA H  
tego osobn ika . P o ró w n an ie  h ap lo typów  R F L P  n iepraw idłow ych alleli PA H  
chorego  dziecka z h ap lo ty p am i alleli rodziców , z k tó rych  każdy  zaw iera 
praw idłow y i n iepraw idłow y allel, um ożliw ia określenie d la  każdego z rodziców  
hap lo typu  sprzężonego z praw idłow ym  lub niepraw idłow ym  allelem PA H . N a  
podstaw ie b ad ań  p rzep row adzonych  w popu lacji duńskiej w ykazano  obecność 
12 różnych hap lo ty p ó w  R F L P  o b ard zo  zróżn icow anych  częstościach w y­
stępow ania. D o k o n a n o  p o n a d to  p ró b y  korelacji poszczególnych hap lo ty p ó w  
ze stanem  klin icznym  chorych. S tw ierdzono, że 6 sp o śró d  12 h ap lo typów  
w ystępuje zarów no  u chorych , ja k  i u zdrow ych osób, 3 przede w szystkim  
u zdrow ych, a pozosta łe  3 przede w szystkim  u chorych. S tw ierdzono  rów nież, 
że w ystąpienie danego  h ap lo ty p u  nie de term inu je  obecności p raw id łow ego  lub 
n iepraw id łow ego allelu  PA H . Aż 90%  niepraw idłow ych alleli m a h a p lo ty p  1, 2, 
3 lub  4, a więc w najcięższych p rzy p ad k ach  klin icznych P K U  n iepraw idłow e 
genotypy  są k om binac jam i następu jących  hap lo typów : 2/2, 2/3 lub  3/3 [2 -4 ,6 ].

ZA L EŻ N O ŚĆ  M IĘ D Z Y  H A PL O T Y PE M  A L O K A LIZ A C JĄ  D E F E K T U  W G E N IE  PAH

W ażnym  k ierunk iem  w b ad an iach  genu hydroksy lazy  fenyloalan iny  była 
identyfikacja m utacji w yw ołujących n ied o b ó r enzym u. U  n iek tó rych  chorych  
na P K U  po  p rzep row adzen iu  biopsji w ą tro b y  s tw ierdzono  niew ielką ekspresję 
PA H , podczas gdy u innych jej nie stw ierdzano . N ależa ło  zatem  oczekiw ać, że 
w genie PA H  w ystępują  m utacje  z lokalizow ane w różnych  reg ionach  genu. 
N iedaw no  ziden ty fikow ano  2 m utacje, a obecnie trw ają  poszuk iw an ia  n a s tę p ­
nych. W ym ienione m utacje  pojaw iły  się w ew olucji w p raw id łow ych  allelach 
o specyficznych h ap lo ty p ach  R F L P . Jeżeli czas, k tó ry  up łynął od  ich p o ­
w stania, nie był w ystarczający , aby  fragm enty  genu zaw ierające te m utacje  
rozprzestrzen iły  się przez „crossing over”, to  specyficzne m utacje  p o zo sta ją  
zasocjow ane z o ryg inalnym i h ap lo ty p am i R F L P . W  celu w yjaśnienia tego 
p rob lem u  p rzy stąp io n o  do  identyfikacji zm utow anych  m iejsc w genie PA H , 
w ybierając do  tego celu D N A  osób, u k tó ry ch  s tw ierdzono  h ap lo ty p y  R F L P  
najczęściej w ystępujące u chorych  n a  P K U . Z lokalizo w an o  m utację  w y­
stępu jącą  w allelu PA H  o h ap lo typ ie  3 o raz  o hap lo ty p ie  2. A naliza n iep raw id ­
łow ego genu w ykazała, że m u tac ja  zw iązana z h ap lo typem  3 polega na
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substy tucji nuk leo tydu  w m iejscu isto tnym  d la  praw id łow ego łączenia sekw en­
cji k o d u jący ch  PA H . P ow oduje  to  b rak  12 eksonu  w do jrzałym  m R N A . 
W rezu ltac ie  w karboksy low ym  końcu  b ia łka  b rak  osta tn ich  52 am inokw asów  
i P A H  nie spełnia swojej funkcji. S tw ierdzono  p o n ad to , że ta  m utacja  
w ystępuje wyłącznie w allelach o haplo typie 3. M utacja  zaś allelu o haplotypie 2, 
będąca  rów nież substy tuc ją  nuk leo tydu , pow oduje  zam ianę arg in iny  na 
try p to fan  we fragm encie b iałka odpow iadającym  eksonow i 12 [4, 13]. O becnie 
bad an e  są m utacje  zw iązane z h ap lo ty p am i 1 i 4. W allelach o hap lo typie  
4 w ystępują  co najm niej dw ie różne m utacje, poniew aż chorzy  m ający allele 
o tym  hap lo ty p ie  w ykazują  łagodne lub b a rd zo  ciężkie zab u rzen ia  [13].

L o kalizacja  i określenie m utacji pow odujących  zaburzen ia  funkcji PA H  
oraz  w ykazan ie  pow iązan ia  tych m utacji z hap lo ty p am i R F L P  genu PA H  
m iałoby  duże znaczenie d iagnostyczne. P o  pierwsze, um ożliw iłoby to  prze­
p row adzen ie  analizy D N A  danej osoby z pom inięciem  analizy  D N A  pozos­
tałych członków  rodziny. P o  drugie, um ożliw iłoby usta lan ie  nosicielstw a 
u osób , w k tó rych  rodzin ie  nie w ystąp iła  feny loketonuria . T ą  m eto d ą  m ożna 
ustalić, czy potencja ln i rodzice, w k tó ry ch  rodzinach  w ystąp iła  P K U , są 
nosicielam i. Jeżeli bow iem  są nosicielam i P K U , to  p raw d o p o d o b ień stw o  
w ystąp ien ia  cho ro b y  u p o to m stw a  w ynosi 25% . Z lokalizow anie m utacji 
w genie P A H  pozw oli na zastosow anie  innego typu  d iagnozow an ia  P K U  na 
poziom ie genu (ryc. 4). Po lega on  na zasto sow an iu  uzyskanych na drodze

Ryc. 4. Z astosow anie syntetycznych sond oligonukleotydow ych do w ykryw ania m utacji punk­
towych w genach. G w iazdką oznaczono m utację punktow ą w genie. Sonda oligonukleotydow a 
z gwiazdką jest kom plem entarna do zm utow anego genu, natom iast sonda bez gwiazdki jest 
kom plem entarna do prawidłow ego genu. W prawej części przedstaw iono wyniki hybrydyzacji 

badanego DNA z praw idłow ą — N i zm utow aną — M sondą (schem at własny)

4 -  PBK 2/89
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syntezy chem icznej fragm entów  D N A  długości o ko ło  20 nuk leo tydów . T akie  
o ligonuk leo tydy  obejm ują  miejsce w genie, w k tó ry m  oczekuje się w ystąp ien ia  
m utacji. D la  każdej po tencjalnej m utacji syn tetyzow ane są dw a o lig o n u k ­
leotydy o dpow iadające  praw idłow ej i zm utow anej sekw encji genu. P ary  
o ligonuk leo tydów  znaku je  się rad ioak tyw nie  i niezależnie hybrydyzu je  z D N A  
badanej osoby. W aru n k i reakcji są tak  d o b ran e , że hybrydyzacja  zachodzi 
ty lko  w tedy, gdy uży ta  rad io ak ty w n a  son d a  jest k o m p lem en ta rn a  n a  całej 
swojej długości do  bad an eg o  m iejsca genu. Jeżeli zatem  w yłącznie sonda 
praw idłow a wiąże się z badanym  fragm entem  genu, to  oznacza to, że allele genu 
PA H  badanej osoby  są w tym  m iejscu praw idłow e. Jeżeli jednocześn ie  so n d a  
k o m p lem en ta rn a  do  tego fragm entu  genu, ale zaw ierająca m utację, nie wiąże 
się z tym  D N A , to  m am y d o d a tk o w y  dow ód na to, że obydw a allele badanej 
osoby  są w tym  m iejscu praw idłow e. Jeżeli n a to m ias t w ykaże się w iązanie  ty lko  
sondy odpow iadającej zm utow anem u m iejscu w genie, to  oznacza  to, że 
obydw a allele są n iepraw id łow e i w p rzy p ad k u  d iagnostyk i p ren a ta ln e j badany  
p łód jest chory. Jeżeli w ystąpi w iązanie zaró w n o  sondy zm utow anej, jak  
i praw idłow ej, to  oznacza  to , że d a n a  oso b a  jes t nosicielem  P K U  [3, 14]. 
D alsze b ad an ia  lokalizacji i ok reślen ia  m utacji w genie PA H  pozw olą  na 
syntezę całego zestaw u tak ich  o ligonuk leo tydow ych  sond, um ożliw iając d iag ­
nozow anie P K U  o raz  oznaczan ie  nosicielstw a przez bezpośrednie  w ykazanie  
m utacji w genie PA H .

P rzedstaw ione postępow an ie  badaw cze obejm uje najw iększe zdobycze 
genetyki i jest jednocześn ie  p rzykładem , jak ie  m ożliw ości s tw arza  w spółczesna 
genetyka m o lek u la rn a  w w yjaśnieniu  p o d ło ża  ch o ró b  genetycznych.
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M E C H A N IZ M Y  R E G U L A C JI B IO S Y N T E Z Y  B IA ŁK A  
N A  P R Z Y K Ł A D Z IE  F E R R Y T Y N Y

T H E  R EG U L A T O R Y  M E C H A N ISM  O F  FE R R IT IN  BIO SY N TH ESIS

A leksandra K O R C Z, Tom asz T W A R D O W SK I 

Insty tu t Chemii Bioorganicznej PAN

Streszczenie. Przedstaw iono m echanizmy regulacji biosyntezy białka na poziom ie translacji na 
przykładzie ferrytyny.

Summary. The au th o rs’ present the m echanism s of the protein biosynthesis regulation at the 
transla tiona l level; as the exam ple synthesis of ferritin was chosen.

Wykaz stosowanych skrótów

m R N A fer — informacyjny m RNA specyficzny dla ferrytyny

m R N A Rlo — informacyjny m RNA specyficzny dla globiny

m R N A alb — informacyjny mRNA specyficzny dla album iny
m R N P  — nukleoproteid, kom pleks m RNA z białkiem
m R N A fer-fer — kom pleks m RNA specyficznego dla ferrytyny z białkiem — ferrytyną
5 'N K  — 5' niekodujący koniec mRNA
3'N K  — 3' niekodujący koniec mRNA
cD N A  — DNA kom plem entarny do mRNA

W STĘP

Procesy  zachodzące  w o rganizm ie żywym  i w jego  k o m ó rk ach  podlegają 
wielu ró żn o ro d n y m  procesom  regu lato row ym . R egulacja ekspresji genetycznej 
u p ro k a rio tó w  jest s to su n k o w o  dobrze  p o zn an a  i dotyczy przede w szystkim
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e tap u  transkrypcji. R ealizow ana jest głów nie poprzez k o n tro lę  b iosyntezy  
w w yniku:

zm iany stężenia su b stra tu ,
system u indukcji i represji enzym atycznej,
sprzężenia zw ro tnego , czyli h am o w an ia  przez p ro d u k t.
Jednym  z najlepiej poznanych  p rzyk ładów  regulacji translacy jnej jest 

synteza białek rybosom alnych  w uk ładach  bak tery jnych . M echan izm  inhibicji 
polega na specyficznym  sprzężeniu  zw ro tnym  syntezy danego  białka. Sprzęże­
nie to  spow odow ane jest przez specyficzne oddziaływ anie b ia łka  z ok reślonym  
fragm entem  w łasnego m R N A . A socjacja m a miejsce w pob liżu  k o ń ca  5' 
inform acyjnego R N A  i po lega na ro zp o zn an iu  określonej sekw encji i/lub  
s tru k tu ry  m R N A  [46].

W organ izm ach  eukario tycznych  procesy transk rypc ji i translac ji są ro z ­
dzielone w przestrzeni i w czasie. Rozdzielenie to  determ inuje znacznie bardziej 
złożony m echanizm  regulacji ekspresji genetycznej w po rów nan iu  z organizm am i 
p rokario tycznym i (ryc. 1). W edług h ipotezy  regulacji kaskadow ej S cherrera  
[52], tran sk ry p c ja  jest e tapem  o m ałej specyficzności: w k o m ó rk ach  dochodzi 
do  transk rypcji także tych genów , k tó re  w danym  czasie nie pod lega ją  
ekspresji, a  p ro d u k ty  transk rypcji (pre-m R N A ) m ogą być m agazynow ane lub 
niszczone w e tap ach  p osttransk rypcy jnych . Scherrer zak łada , że specyficzność 
ekspresji genetycznej u eu k ario tó w  jest rea lizow ana kask ad o w o  na w ie lo k ro t­
nych i ró żnorodnych , ko lejno  po sobie następu jących  e tap ach  regulacyjnych 
(ten w łaśnie proces nazyw any jest przez a u to ra  k ask ad ą  e tapów  regulacyjnych), 
na k tó rych  zachodzi s to p n io w a selekcja inform acji do tyczących  końcow ego  
p ro d u k tu  genu.

W tym  w ew nątrzkom órkow ym  przepływ ie inform acji od genu do  jego  
fenotypow ego o b razu  Scherrer zak ład a  istnienie pam ięci peryferyjnych, tzn. 
innych niż pam ięć cen tra ln a , k tó rą  stanow i D N A . Scherrer przypisu je  tę 
funkcję m atrycow em u R N A , a  jego  szczególna ro la  rea lizow ana m a być 
poprzez w ystępow anie kom pleksów  m R N A  ze specyficznym i b ia łkam i (k o m ­
pleksy m R N P , zw ane rów nież w lite ra tu rze  inform osom am i). D o d a tk o w o  
należy uw zględnić fakt, że p ro d u k ty  degradacji m ogą być rów nież in h ib ito ram i 
określonych  procesów , a w szczególności w łasnej biosyntezy.

Jednym  z po tencja lnych  czynników  d y sk rym ina to row ych  lub cechą uk ładu  
translacy jnego , k tó ra  m oże decydow ać o zróżnicow anej translacji, je s t s tru k ­
tu ra  p rzestrzenna m R N A . P o jaw iło  się k ilka doniesień  na tem at regulacji 
translacji przez n iekodu jące  5' i 3' końce m R N A  [2, 11, 30, 33, 34, 47], głów nie 
w konsekw encji oddzia ływ ań  Ill-rzędow ych .

W pracy  p rzedstaw iono  najnow sze pog lądy  na tem at regulacji b iosyntezy 
na  poziom ie translac ji na  przykładzie ferry tyny — b ia łka  m agazynu jącego  
i tran sp o rtu jąceg o  żelazo.
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Ryc. 1. Proces biosyntezy białka w organizm ach eukariotycznych może być kontro low any na wielu 
e tapach: A — transkrypcji, B — dojrzew ania cząsteczki RNA (j. ang. processing), C — transportu  
cząsteczki m RNA przez błonę w ew nątrzkom órkow ą między jądrem  i cytoplazm ą, D  — translacji 
poprzez wybór właściwego m RNA przez rybosom , E — translacji w wyniku degradacji pewnych 
m R N A  (etap zależny od stabilności mRNA), F — translacji poprzez asocjację m RNA z białkami, 

prow adzącą do nieaktywnych translacyjnie kom pleksów m R N P

II. W Y ST Ę PO W A N IE  I FU N K C JA  FER R Y TY N Y

F erry ty n a  w ystępuje pow szechnie w świecie organ izm ów  żywych. Jej 
obecność stw ierdzono  w k o m ó rk ach  kręgow ców  i bezkręgow ców , u bakterii, 
g rzybów  i w roślinach  wyższych [1, 44, 59]. F e rry ty n a  jest w yjątkow ym  
b iałk iem  ze w zględu n a  zdo lność  g rom adzen ia  og rom nych  ilości żelaza, tj. do 
4500 a to m ó w  n a  cząsteczkę b ia łka  [44]. M oże służyć ja k o  zb io rn ik  i źród ło
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żelaza d la  wielu p rocesów  m etabolicznych  kom órk i, w ym agających tego 
p ierw iastka, np. do  tra n sp o rtu  e lek tronów  i tlenu, redukcji azo tu  o raz  syntezy 
D N A  (redukcja rybonukleo tydów ).

R ola ferrytyny jes t szczególnie znacząca w ew olucji od  m om en tu , kiedy 
ja k o  p ro d u k t fo tosyntezy  pojaw ił się tlen, k tó ry  u tlen ia  rozpuszczalny  jo n  
żelazaw y (F e2+) do  n ierozpuszczalnego  jo n u  żelazow ego (F e3+). F e rry ty n a  
u trzym uje żelazo w form ie rozpuszczalnej, k tórej ilość w k o m ó rk ach  w yspec­
jalizow anych  do  g ro m ad zen ia  żelaza m oże osiągać stężenie rów now ażne 10“ 5 
M  [58, 59].

F e rry ty n a  zw ierzęca rozm ieszczona jes t w całej cytoplazm ie, gdzie za 
pom ocą  m ik roskop ii e lek tronow ej m ożna zaobserw ow ać rdzeń żelazow y 
b ia łka  ja k o  d ro b in y  o średnicy  60 Ä [3]. N a to m ias t u roślin  w ystępow anie 
ferrytyny zw iązane jest p rzede w szystkim  z p lastydam i [40, 59].

M agazynow anie  i tra n sp o rt żelaza realizow ane są przez ferrytynę w ró żn o ­
rodnych  stanach  fizjologicznych k om órek  i zależą od  e tap u  ich rozw oju, 
obecności ho rm onów , a także od specjalizacji tk an k i w o rganizm ie o raz  od 
w arunków  stężenia żelaza.

Theil [59] zap ro p o n o w a ła  podzia ł ferry tyny ze w zględu na funkcje, jak ie  
pełni ona  w kom ó rk ach . R ozróżn ia  następu jące  typy białka:

1. F e rry ty n a  k o m ó rek  w yspecjalizow anych (z j. ang. specialized-cell fer­
ritin), w ystępująca w k o m ó rk ach  w yspecjalizow anych do  g rom adzen ia  żelaza 
na po trzeby  innych kom órek , np. e ry trocy ty  zaro d k ó w  i hepatocy ty  dorosłych  
osobn ików  u ssaków  i żaby.

2. F e rry ty n a  „g o sp o d arcza” (z j. ang. n o rm al housekeeping  ferritin), tj. 
ferry tyna w k o m ó rk ach , k tó re  g ro m ad zą  żelazo ty lko  na po trzeby  w ew nątrz­
kom órkow e; poziom  jej jes t więc znacznie niższy niż w k o m ó rk ach  w yspec­
ja lizow anych  do  g ro m ad zen ia  żelaza.

3. F e rry ty n a  „stresow a” (z j. ang. stress housekeeping  ferritin) — jest form ą 
„g ospodarczą”, p rzeksz ta łconą  w funkcjonu jącą  ja k o  „stresow ą” w w arunkach  
stresu  fizjologicznego o raz  w w ysokich stężeniach żelaza, gdy ferry tyna m a za 
zadan ie  detoksyfikację kom órk i.

A kum ulację ferrytyny ja k o  b iałka stresow ego obserw ujem y także  w tzw'. 
ostrej fazie stanów  zapalnych  [7]; w ystępuje także w ch o ro b ach  no w o ­
tw orow ych [16, 44].

III. ST R U K TU R A  FER R Y TY N Y

F erry ty n a  jest dużym  białkiem  o m asie o k o ło  450000  i stałej sedym entacji 
17-18 S, sk ładającym  się 24 pod jednostek  o m asie ok. 20000  [1, 44]. B adan ia  
ren tgenograficzne i m ik ro sk o p ia  e lek tro n o w a w skazu ją  na kulisty  spłaszczony 
kształt b ia łka  o zew nętrznej średnicy ok. 12 nm  i grubości ok. 1 nm . Żelazo
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m agazynow ane  jest w ew nątrz  płaszcza białkow ego w form ie w o d o ro tlen k u  
żelazow ego (Fe + 30 ( 0 H ) )  w połączeniu  ze zm ienną ilością fosforanów  [17, 59]. 
P rzy  całkow itym  n a ład o w an iu  żelazem  ferry tyna m oże zwiększyć m asę do ok. 
900000; osiąga w tedy w spółczynnik  sedym entacji 24 S [44].

Z w arto ść  s tru k tu ry  zapew nia ferrytynie stab ilność  w podw yższonych 
tem p era tu rach  o raz  w obec enzym ów  pro teo litycznych  [1, 44]. O g ó ln a  budow a 
ferry tyny u różnych  o rgan izm ów  jest zbliżona, co w skazuje na dużą  konser- 
w atyw ność tego b ia łka  w ew olucji, zw łaszcza u kręgow ców  [58, 59].

III.l. BUDOWA FERRYTYNY ZWIERZĘCEJ

Sekw encję am inokw asow ą oznaczono  po raz pierw szy w 1981 r. d la 
ferrytyny ze śledziony k o n ia  [17], sk ładającej się praw ie całkow icie (90% ) 
z jed n ak o w y ch  p o d jednostek  [58]. W kulistym  płaszczu znajdu je  się 6 h y d ro ­
fobow ych i 8 hydrofilow ych kanałów , gdzie m oże zachodzić  w ym iana m iędzy 
rdzeniem  żelazow ym  a cy top lazm ą kom órk i. O sta tn ie  b ad an ia  porów naw cze 
sekw encji am inokw asów  ferry tyny z żaby, szczura i człow ieka w skazują  na 
istn ienie sekw encji konserw atyw nych , w ystępujących w okół 14 tuneli o raz 
w in terfazie m iędzy d im eram i p od jednostek , gdzie rów nież m oże zachodzić 
początek  krystalizacji rdzen ia  żelazow ego [58].

Pierw sze b ad an ia  nad  ludzką ferry tyną (z serca i w ątroby) dow iodły  
istn ien ia  dw óch p o d jednostek  oznaczonych  ja k o  H (heart) i L (liver), ró ż­
niących się m obilnością  w rozdziale elek troforetycznym . C iężar pod jednostek  
oznaczony  na podstaw ie  e lektroforezy w ynosi ok. 21000  (H) i ok. 19000(L). 
P od jed n o stk i te są p ro d u k tam i translacji różnych m R N A , a nie w ynikiem  
m odyfikacji posttranslacy jnej [9, 10, 61]. N iedaw no  stw ierdzono, że w nie­
k tó rych  k o m ó rk ach  istnieją 3 typy pod jednostek , w ystępujące w różnych 
p ro p o rc jach  w śledzionie, w ątrob ie  i sercu p ro siak a  [12, 13]. N a to m iast 
z e ry trocy tów  kijanek żaby am erykańskiej o trzy m an o  3 różne cD N A  o d ­
pow iadające 3 p o d jed n o stk o m  ferrytyny (oznaczonym  Η, M i L), co świadczy 
o tym , że ferry tyna  m oże być k o d o w an a  przez co najm niej 3 różne m R N A . 
O bserw acja  ta  sugeruje jednocześn ie  m ożliw ość w ystępow ania różnych  genów , 
a więc regulacji b iosyntezy na poziom ie transk rypcji (szczegółow o zagadnien ie 
to  om ów iono  w rozdz. IV). M asy pod jednostek  przew idziane z sekwencji 
cD N A  w ynosiły 20,5, 20,6 o raz  19,9 kD , jed n ak że  nieco rozbieżne w yniki 
o trzy m an o  na podstaw ie  m obilności białek w żelu d en a tu ru jący m  [19].

Jednym  z głów nych prob lem ów  zw iązanych z badan iem  ferry tyny jest 
heterogenność  tego białka. Różnice po legają  na zm ianach  w ład u n k u , ro z­
m iarze, w łaściw ościach im m unologicznych , sk ładzie i p ro p o rc jach  p o d jed n o s­
tek o raz  zaw artośc i i szybkości akum ulacji żelaza. Są obserw ow ane rów nież 
m iędzy tk an k am i i w obręb ie  tk an k i, w zależności od e tap u  rozw oju,
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w arunków  fizjologicznych i s tan u  żelaza w kom órce  [1, 4, 44]. O sta tn ie  
b ad an ia  nad  sekw encjam i cD N A , odpow iadającym i pod jednostce  H ferrytyny 
człow ieka [14, 15] o raz  pod jednostek  H i L szczura [35] dow iodły , że 
pod jednostk i typu  L i H  są p ro d u k tam i różnych genów  i w ykazują  jedynie 
oko ło  55%  hom ologii w sekw encji am inokw asow ej. U w aża się, że heterogen- 
ność p ow odu ją  przede w szystkim  różne p ro p o rc je  m iędzy dw om a typam i 
p od jednostek  [62] o raz  m odyfikacje posttranslacy jne , tak ie  ja k  glikozylacja, 
w iązanie krzyżow e m iędzy p o d jednostkam i o raz  fosforylacja [4, 44], O d ­
n o to w an o  rów nież heterogenność  sp o w o d o w an ą  łączeniem  się pod jednostk i 
ferrytyny z innym  białk iem  [50]. A ndrew s i wsp. [3, 4] znaleźli o sta tn io  
w siderosom ach  (term inem  tym  au to rzy  ok reśla ją  w tórne  lizosom y o dużej 
zaw artości żelaza) szczura pod jed n o stk ę  o ciężarze 17,3 kD , od m ien n ą  od 
typow ych pod jednostek  L i H. W ydzielili form ę ferry tyny o ciężarze 17,3 kD  
o raz  peptyd  długości 19 am inokw asów  pochodzący  z C -końca  p o d jednostk i 
L ferrytyny. U w aża ją  oni, że o trzym an ie  przez nich nowej form y ferrytyny 
po tw ierdza  h ipotezę o istn ien iu  szlaku m etabolicznego , w k tó ry m  ferrytyna 
ulega degradacji do  hem osyderyny.

P rzedstaw ione tu  dan e  św iadczą o dużej ró żn o ro d n o śc i ferrytyny zw ierzę­
cej.

III.2. WŁAŚCIWOŚCI FERRYTYNY ROŚLINNEJ

W ystępow anie fitoferrytyny stw ierdzono u wielu roślin, jednakże  nie jest ona 
tak  dobrze poznana jak  zwierzęca. Ferrytynę badano  m.in. w następujących 
roślinach: szp inaku  [54], fasoli [38—41 ], g rochu  [18], soi [31, 32, 53] oraz 
w innych roślinach  m oty lkow ych, np. akacji, koniczynie [29]. F ito ferry tyna  
w ystępuje głów nie w tk an k ach  nie uczestniczących w fotosyntezie, k tó re  m ają 
za zadan ie  detoksyfikację u k ładu  bio logicznego w w ypadku  n ad m ia ru  żelaza, 
a więc w korzen iach  i b ro d aw k ach  roślin  m oty lkow ych, nasionach , w k o m ó r­
kach generatyw nych i starzejących  się o raz  w m ezofilu liści aktyw nych 
fo tosyntetycznie przy  w ysokim  poziom ie żelaza w ksylem ie [40, 59].

F e rry ty n a  ro ślin n a  jes t cięższa od  zwierzęcej. M asa  jej w ynosi 460000 D 
w nasionach  soi [53], 480000  D  w g rochu  [18], 570000 D  w b ro d aw k ach  
soi [32] o raz  510000 D  w soczewicy [1 8 ]; w ielkość p o d jednostek  mieści się 
w przedziale 20300 — 29000 D  [18, 32].

O g ó ln a  s tru k tu ra  ferrytyny roślinnej p o d o b n a  jest do  zwierzęcej, nie 
stw ierdzono jed n ak  im m unologicznych  reakcji krzyżow ych fitoferry tyny z fer- 
ry tyną kon ia  i szczura [32, 53]. W ew nątrzkom órkow o fitoferrytynę zlokalizow a­
no w plastydach, np. am yloplastach  soi [53] i innych roślin m otylkow ych [29], 
w ch lo ro p lastach  fasoli [38^41] o raz  w tkance  b rodaw ek  korzeniow ych [32]. 
V an der M ark  i wsp. [39] w ykazali, że w system ach bezkom órkow ych
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z za ro d k ó w  pszenicy i re tiku locy tów  k ró lik a  przy użyciu frakcji poli A + RN A  
z liści fasoli ja k o  m atrycy  ferry tyna syn te tyzow ana  jest w form ie p rek u rso ra  
o 5000 D  cięższego od w ystępującej w fasoli p o d jednostk i o ciężarze 26 500 D 
(dane z e lek troforezy  w w aru n k ach  denatu ru jących). N astępn ie  au to rzy  prze­
p row adzili dośw iadczenie, w k tó rym  udow odnili, że p rek u rso r ferrytyny jest 
tra n sp o rto w a n y  przez n ienaruszone ch lo ro p lasty  do ich w nętrza, gdzie za ­
chodzi jego  dojrzew anie. N a  podstaw ie  tych dośw iadczeń  V an der M ark  i wsp. 
uw ażają , że o ch ro n n a  funkcja ferry tyny przed toksycznym  efektem  nie zw iąza­
nego żelaza spełn iona  jes t u roślin  w ch lo ro p lastach  lub p lastydach . N a to m ias t 
fito ferry tyna w b ro d aw k ach  jest in d u k o w an a  w różnych  w arunkach  fizjologicz­
nych, gdy funkcja b rodaw ek  jes t osłab iona . In te resu jąca  w ydaje się odw ro tn ie  
p ro p o rc jo n a ln a  zależność m iędzy stężeniam i fitoferry tyny i hem u w leghem o- 
g lobin ie  [32]. U  ssaków  oraz  p łazów  istn ieją dow ody  na w spółzależność 
b iosyntezy  hem u z ferrytyną. Być m oże analog iczna  zależność w ystępuje też 
w p rzy p ad k u  fitoferry tyny i leghem oglobiny, chociaż po tw ierdzenie  tej h ip o ­
tezy w ym agałoby  więcej danych  eksperym entalnych .

IV. M E C H A N IZ M Y  R E G U L A C JI B IO SY N TEZY  FER R Y TY N Y

E kspresja  genów  ferrytyny zachodzi w większości k o m órek , jednakże  
stężenie tego b ia łk a  w poszczególnych k o m ó rk ach  m oże różnić się naw et o 103 
[59]. O b serw acja  ta  je s t ściśle zw iązana z faktem , że ferry tyna spełnia różne 
zadan ia : m oże m agazynow ać żelazo na po trzeby  w ew nętrznego m etabo lizm u 
ko m ó rek , ja k  rów nież g rom adzić  jo n y  Fe d la  innych kom órek  (np. w retiku lo- 
cy tach  lub  hepatocy tach), a także  pełnić funkcje san ita rn e  poprzez 
w iązanie nadm iernych  ilości żelaza (detoksyfikacja u k ład u  biologicznego).

W  zależności od funkcji ko m ó rk i m ożem y oczekiw ać odm iennych  m echan i­
zm ów  biosyntezy i regulacji b iosyntezy tego sam ego b iałka, np. poprzez 
syntezę de novo, ak tyw ację  puli zapasow ej czy też degradację  nadm iernej ilości. 
P oza  tym  m ożna rów nież oczekiw ać, że każdy  z w ym ienionych tu  procesów  
m oże być realizow any na etap ie  transk rypc ji (czyli m odu lac ja  biosyntezy 
odpow iedn iego  m R N A ), translac ji (czyli m o d u lac ja  syntezy białka), ja k  rów nież 
poprzez ak tyw ację  ju ż  istniejącej puli p reb ia łk a  (regulacja posttranslacy jna). 
M odelow e b ad an ia  nad  regulacją syntezy ferry tyny p ro w ad zo n o  głów nie 
w o rgan izm ach  zw ierzęcych, a  szczególnie in tensyw nie b a d an o  akum ulację  
ferry tyny w tk an k ach  szczura [5, 6, 22, 35-37, 45, 61, 63-66 ]. S tw ierdzono, że 
podan ie  szczurow i żelaza (np. soli lub d ek s tran u  żelaza) pow oduje  3 ,5 -7 -k ro tny  
w zrost syntezy ferry tyny w tk an k ach  serca, nerek  i w ątro b y  zw ierzęcia [37]. 
Inne b ad an ia  po rów nu jące  ak tyw ność  translacy jną  m R N A fer i polisom ów  
izolow anych ze szczurów  ko n tro ln y ch  i trak to w an y ch  żelazem  w system ach
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bezkom órkow ych  [63] o raz  dośw iadczenia  p row adzące do  w yjaśnienia lokali­
zacji poliA  + m R N A  i m R N A fer w kom órce  [65] dop row adziły  do  sfo rm u­
łow ania  przez Z äh rin g era , Baligę i M u n ro  h ipotezy o translacy jnej k on tro li 
regulacji syntezy ferrytyny przez żelazo [44]. A utorzy  wzięli pod  uwagę 
następu jące  fakty:

stym ulacja  syntezy ferrytyny przez żelazo w w ątrob ie  szczura zw iązana jest 
z dw u k ro tn y m  w zrostem  ilości po lisom alnego  m R N A  przy nie zm ienionej 
ilości cy top lazm atycznego  w olnego m R N A ;

ak tynom ycyna  D  i k o rdycep ina  stosow ane w stężeniach ham ujących  
syntezę m R N A  o raz  dołączenie  p o liA + do  m R N A  nie h am ują  obserw ow anej 
stym ulacji;

żelazo stym ulu je syntezę ferrytyny w k o m ó rk ach  H ela w ciągu 10 m in 
(m echanizm y tran sk ry p cy jn e  zazwyczaj w ym agają więcej czasu);

cykloheksym id  całkow icie znosi efekt żelaza na syntezę ferrytyny, w skazu ­
ją c  na n iezbędność b iosyntezy b ia łka  w procesie stym ulacji;

w cy top lazm ie linii k o m órkow ych  w ątro b y  zn a jd u ją  się w olne pod jed n o stk i 
ferrytyny, k tó re  po  d o d an iu  żelaza ag regu ją  w holoferry tynę;

w w aru n k ach  in v itro  żelazo stym ulu je przekształcenie pod jednostek  
ferrytyny w holo ferry tynę [22].

W w arunkach  norm alnych , czyli przy niskim  stężeniu jo nów  żelaza, znaczna 
część ferry tynow ego m R N A  podlega  represji, w w yniku asocjacji z białk iem , do  
form y kom pleksu  nuk leop ro te id o w eg o  m R N A fer — ferry tyna, k tó ry  jes t n ieak ­
tyw ny w procesie translacji.

W edług m odelu  zap ro p o n o w an eg o  przez Z äh rin g era  i w spó łp racow ników  
[64], represja  m R N A fer sp o w o d o w an a  jest przez in terakcję  w olnych p o d jed ­
nostek ferrytyny, rozpoznających sekwencje inform acyjnego RN A  od  końca 5' 
(ryc. 2). U tw orzony kom pleks m R N P  uniem ożliw ia włączenie inform acyjnego 
RN A  do procesu  inicjacji biosyntezy b iałka. N a to m ias t przy w zroście stężenia 
żelaza w kom órce  następu je  in terakcja  żelaza z pod jed n o stk am i ferrytyny 
uprzednio  zw iązanym i z m R N A fer; zachodzi proces derepresji. W  konsekw en­
cji, po u tw orzeniu  kom pleksu  żelazo -  ferrytyna następuje uw olnienie infor­
m acyjnego m R N A , specyficznego d la  ferrytyny, w pełni ak tyw nego  bio logicz­
nie, k tó ry  m oże zostać  bezzw łocznie użyty do  syntezy b iałka. System y 
och ro n n e  k o m ó rk i m ogą w ykorzystać  now ą ferrytynę do  zw iększenia p o ten c ­
ja łu  o b ro n n eg o  u k ładu  biologicznego.

W ystępow anie kom pleksów  nuk leop ro te idow ych  zaobserw ow ano  w wielu 
różnych system ach biologicznych, np.w oocytach (układ różnicujący), w retiku- 
locytach, nerkach , m ięśniach (a więc w tk an k ach  n ieróżnicujących) [5], ja k  
rów nież w ów czas, gdy następu je  szybkie uaktyw nien ie  u k ład u  biologicznego, 
np. w w yniku zap łodn ien ia  jaj płazów , gdzie rów nież zachodzi n a ty chm iastow a 
aktyw acja inform acyjnego m R N A , a więc m a miejsce regulacja na poziom ie 
translacji.
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Ryc. 2. Schemat ideowy procesu represji i derepresji biosyntezy ferrytyny

W ażnego, aczkolw iek pośredn iego  p o p arc ia  h ipo tezy  regulacji biosyntezy 
ferry tyny w procesie represji —derepresji dostarczy ły  p race porów nujące  m e­
chanizm  b iosyn tezy  a lbum iny  i ferrytyny [66], W iadom o, że poziom  album iny  
pozosta je  n a  stałym , niezm iennym  poziom ie, co oznacza konieczność przyjęcia 
założenia  o  stałej biosyntezie tego białka. Jednocześn ie stw ierdzono, że 
m R N A alb w ystępuje w kom órce  praw ie w yłącznie w form ie kom pleksu  
po lisom alnego , a więc w form ie aktyw nej biologicznie. N a to m ia s t w p rzypadku  
ferrytyny, k tó re j syn teza jes t in d u k o w an a  obecnością  żelaza, w norm alnym  
stan ie  (tzn. bez p o d an ia  egzogennego żelaza) w iększość m R N A fer w ystępuje 
w form ie kom pleksów  m R N P  niezdolnych  do  b iosyntezy b iałka. D opiero  
w prow adzen ie  do  u k ład u  żelaza pow oduje  ak tyw ację m R N A fer w w yniku 
przem ieszczenia m R N A fer z kom pleksów  m R N P  do  rybosom ów .

O ddzie lnym  zagadn ien iem  jest w yjaśnienie, czy w szystkie typy pod jednos- 
tek ferry tyny  w rów nym  sto p n iu  uczestniczą w procesie kon tro li translacyjnej.
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W  w ątrob ie  szczura b a d an o  rozm ieszczenie m R N A  w różnych frakcjach 
kom órkow ych  przed p odan iem  i po p o d an iu  zw ierzętom  soli żelaza [5], Jak o  
m etodę detekcji au to rzy  zastosow ali hybrydyzację  m R N A fer z cD N A  dla 
p od jednostek  L i H z w ą tro b y  szczura. Z asto sow ane  sondy  cD N A , m im o 50%  
hom ologii sekw encji, nie hybrydyzow ały  m iędzy sobą. U d o w o d n io n o , że 
ca łkow ita  ilość m R N A fer nie ulega zm ianie p o d  w pływ em  żelaza. W w ypadku  
szczurów  nie trak to w an y ch  żelazem  stw ierdzono  w ystępow anie znacznych 
ilości m R N A  w form ie kom pleksów  z b iałkiem  (m R N P), n a to m iast nieliczne 
były kom pleksy  m R N A  z rybosom am i (polisom y). O becność  żelaza w kom órce 
spow odow ała  zasadn iczą  zm ianę; w iększość m R N A  stw ierdzono  w po liso ­
m ach, a nie w kom pleksach  m R N P . W yniki tych eksperym entów  potw ierdziły  
w cześniejszą h ipotezę, że żelazo ak tyw uje pulę to ta ln eg o  kom órkow ego  
m R N A , co znajdu je  odzw ierciedlenie w tw orzen iu  polisom ów . A utorzy  w yka­
zali też, że m R N A fer jest ak tyw ow any  przez żelazo w sposób  specyficzny, 
poniew aż indukcja  żelazem  nie spow odow ała  zm ian  w rozm ieszczeniu m R N A  
specyficznego d la  k inazy  p irog ron ianow ej i d la  a lbum iny . C ałk o w ita  ilość 
m RNAfer n ie była zróżn icow ana  w zależności od kodow anej pod jed n o stk i 
b ia łka , a zatem  m ożna w nioskow ać, że obie po d jed n o stk i w jed n ak o w y m  
sto p n iu  uczestniczą w regulacji syntezy ferrytyny.

D ośw iadczenia  R ogersa i M u n ro  [49] n ad  indukcją  ferry tyny w k u ltu rach  
k om órkow ych  w ą tro b y  w obecności i n ieobecności różnych chela to rów  żelaza 
potw ierdziły , że w ew nątrzkom órkow e stężenie żelaza jes t czynnikiem  k o n ­
tro lu jącym  translac ję  m R N A  d la  p o d jednostek  H i L ferrytyny.

Innym  m odelem  dośw iadczalnym  była żab a  am erykańska , w której k o m ó r­
k ach  em brionalnych  i do jrza łych  indukcję  ferrytyny b ad a ł zespół Theil [19 -21 , 
27, 43, 51, 55-57]. W edług tych au to ró w  regulacja syntezy ferrytyny m oże 
zachodzić  w 2 e tap ach  posttransk rypcy jnych :

1) reak tyw acja  m R N A fer przechow yw anego  w form ie kom pleksów  m R N P ,
2) k o n k u ren cy jn a  tran slac ja  m R N A fer.
O sta tn io  w k ilku  lab o ra to riach  uzyskano  w yniki, k tó re  w ykazują, że 

tran slac ja  różnych  m R N A  w w aru n k ach  in v itro  charak te ry zu je  się ich 
zróżn ico w an ą  w ydajnością. A nalogiczne w yniki konkurency jnej translacji 
uzyskano  w system ach in vivo. Z a p ro p o n o w a n o  dw a m odele d la  w yjaśnienia 
p o dstaw  tego zjaw iska (por. [23] i p race tam  cytow ane):

1. Selektyw ność translac ji m R N A  sp o w o d o w an a  jes t obecnością  o k reś­
lonych  k o m p o n en tó w  u k ład u  translacy jnego , k tó re  ch a rak te ry zu ją  się specyfi­
cznym  pow inow actw em  w sto su n k u  do  określonych  m R N A .

2. D ysk rym inacja  jes t konsekw encją  różnic w pow inow actw ie odm iennych  
m R N A  w s to su n k u  do  niespecyficznego k o m p o n en tu  translacji.

Shull i Theil [55] stw ierdzili, że w re tiku locy tach  k ijanek  żaby  am ery k ań ­
skiej pod  w pływ em  zw iększonego stężenia żelaza dochodzi do  40 -50  k ro tnej 
stym ulacji syntezy ferrytyny, k tó ra  stanow i do  7,4%  p ro d u k tu  całkow itej
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syntezy b ia łka . Ind u k c ja  ta  zachodzi bez w zrostu  stężenia m R N A  w k o m ó r­
kach  in d u k o w an y ch  w p o ró w n an iu  z kon tro lnym i. W  system ie translac ji in 
v itro  z z a ro d k ó w  pszenicy m R N A fer jes t w ykorzystyw any ze znacznie w iększą 
w ydajnością  aniżeli inne m R N A  obecne w układzie  (na tle całkow itej syntezy 
białka). O bserw acja  ta  w skazuje na dużą  konkurency jność  (kom pety tyw ność) 
tran slacy jn ą  tego w łaśnie m R N A . D o  p o d o b n y ch  w niosków  doszli ci sam i 
au to rzy  in te rp re tu jąc  w yniki translacyjnej kom petycji w k o m ó rk ach  larw  
p łazów  [51] z hetero logicznym  uk ładem  translacy jnym , o trzym anym  z z a ro d ­
ków  pszenicy in v itro  [56]. Is to tn e  rów nież było stw ierdzenie, że pochodzen ie  
poliA  + m R N A  (tzn. izo low anych  z kom ó rek  k o n tro lnych  lub z trak to w an y ch  
żelazem ) m e m iało  w pływ u na konkurency jność  translacy jną  m iędzy m R N A fer 
a m R N A gl0. P o d o b n e  obserw acje, dotyczące kom pety tyw nej translacji 
m R N A fer, poczyn iono  rów nież w odniesieniu  do  fib rob lastów  m yszy [60].

Z g odn ie  z wcześniejszym i h ipo tezam i o roli s tru k tu ry  m R N A  w regulacji 
syntezy ferry tyny  na poziom ie translacji, w ielu badaczy  podjęło  intensyw ne 
b a d a n ia  n ad  s tru k tu rą  m R N A fer w różnych o rgan izm ach  [6, 11, 20, 21, 24, 45]. 
E tapem  um ożliw iającym  b ad an ia  m o leku la rne  nad m R N A fer było o trzym an ie  
k lonów  cD N A : dla pod jed n o stk i H ferrytyny ludzkiej [14, 45] i d la  p o d jed n o s­
tk i L ferry tyny  ludzkiej [14], szczura [36] o raz  żaby  [21]. B adan ia  p o ró w n aw ­
cze sekw encji d la  obu  p o d jednostek  ferrytyny pochodzącej z tych organ izm ów  
w ykazały, że w rejonie n iekodu jącym  5' m R N A  p o d jednostek  H i L szczura, 
człow ieka o raz  żaby  w ystępuje uderza jąca  zachow aw czość sekw encji długości 
28 n u k leo ty d ó w  [36]. Sugerow ało  to, że fragm ent ten  odgryw a rolę w tra n s ­
lacyjnej regulacji syntezy ferrytyny. Isto tn ie , w kró tce po pierw szych don iesie­
niach o s tru k tu rze  odc in k a  5' N K  m R N A fer z różnych o rgan izm ów  ukazały  się 
prace, w k tó rych  p rzedstaw iono  regu la to row y  ch a ra k te r  sekwencji w 5' 
o d c inku  n iekodu jącym  m R N A  w translacy jnej k o n tro li indukcji syntezy 
ferry tyny przez żelazo [6, 24, 26]. H entze i wsp. [26] analizow ali koniec 5' N K  
m R N A fer pod jed n o stk i H człow ieka. Z a  pom ocą  analizy  delecyjnej k lo n u  
cD N A , zaw ierającego  sekw encje 5' N K  m R N A fer, i b ad an iu  ekspresji o trzy m a­
nych k lonów  w transfo rm ow anych  fib rob lastach  m ysich w ykazali, że 5' N K  
sekw encja liderow a zaw iera  odcinek  konieczny d la  zależnej od żelaza regulacji 
na poziom ie translacji. O dcinek  ten zlokalizow ali m iędzy 30 a 186 nuk- 
leotydem  przed  k odonem  in icjato row ym  translacji. Sekw encja ta  była rów nież 
w y starczająca  na przeniesienie zależnej od  żelaza regulacji translacy jnej na 
p ro d u k t hetero log icznego  genu — acety lo transferazy  ch loram fenikolow ej 
(CAT).

Aziz i M u n ro  [6 ] rów nież donieśli o znalezieniu  sekw encji regulatorow ej 
w obręb ie  5' N K  m R N A fer d la po d jed n o stk i L ferry tyny szczura. Sekw encja ta  
znajdu je  się w obręb ie  początkow ych  67 nuk leo tydów  odc in k a  5' N K . 
R egu la to row e znaczenie tej sekw encji u d o w o d n io n o  przez skon stru o w an ie  
ch im erycznego  genu sk ładającego  się z sekw encji 5' i 3' N K  m R N A  pod jednos-
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tk i L szczura i bak tery jnej ace ty lo transferazy  ch lo ram fen iko lu  (CAT). E kspres­
ję  chim erycznego genu te stow ano  w ku ltu rze  transfo rm ow anych  kom órek  
w ątroby . A utorzy  obu  doniesień , stosu jąc  analizy  kom p u tero w e (stosując tzw. 
p ro g ram  Z uckera) s tru k tu ry  TI-rzędowej m R N A , w ykazali, że w obręb ie  5' 
sekw encji liderow ej tw orzone być m ogą s tru k tu ry  II-rzędow e (stem -loop). 
H entze i wsp. uw ażają, że żelazo m ogłoby  w pływ ać na stop ień  tw orzenia  się 
s tru k tu ry  II-rzędow ej przez in terakcję  z cząsteczkam i regulacyjnym i i w ten 
sposób  k o n tro lo w ać  translac ję  ferry tyny [24],

G ru p a  Theil an alizow ała  sekw encje 3' N K  m R N A fer z k ijank i żaby 
am erykańskiej [20]. P u n k tem  w yjściow ym  tych b ad ań  było w ykrycie, że 
w w aru n k ach  in v itro  m R N A fer ulega specyficznej represji w lizacie z re tiku lo- 
cytów  kró lika. Celem  prow adzonych  b ad ań  było stw ierdzenie, k tó re  regiony 
m R N A  są odpow iedzia lne  za represję w lizacie z re tiku locy tów  niezależną od 
ich pochodzen ia , a  d o d an ie  różnych  k o m p o n en tó w  nie pow odow ało  jej 
odw rócenia . P rzyk ładow o  testow ano: hem inę, fak to ry  in icja torow e, tR N A , 
F e S 0 4, kom pleks Fe z A T P  i transferynę. P ozytyw nego efektu nie spo w o d o w a­
ło rów nież użycie m R N A  innego pochodzen ia , np. z w ą tro b y  zam iast z k rw i­
nek. W  celu w yjaśnienia przyczyny obn iżen ia  syntezy ferrytyny w lizacie 
re tiku locy tów  k ró lik a  analizo w an o  zdo lność  m R N A fer do  fo rm ow ania  poliry- 
bosom ów . M ieszaniny  translacy jne  frakc jonow ano  w grad iencie sacharozy  
i b ad an o  R N A  w każdej frakcji przez hybrydyzację z k lonam i cD N A  
k o m plem en tarnym i do  m R N A fer lub  przez translację  w lizacie z za rodków  
pszenicy. W ykazano , że m R N A fer i m R N A gl0 sedym entow ały  we frakcji 
po lirybosom ow ej lizatu  z za ro d k ó w  pszenicy, n a to m iast po frakcjonow aniu  
lizatu  z re tiku locy tów , m R N A fer znaleziono  na szczycie g rad ien tu , co oznacza, 
że m R N A fer w lizacie z re tiku locy tów  był n iezdolny  do  tw orzenia  dużych 
po lirybosom ów . R epresja była więc specyficzna d la m R N A fer. F ak t, że tra n s ­
lacja m R N A fer była zah am o w an a  w w aru n k ach  in v itro  o raz  że represja nie 
była zniesiona przez kom pleksy żelaza, sugeruje, że efekt żelaza w w arunkach  in 
v itro  m oże być przynajm niej częściow o pośredn i, polegający na in terakcji 
żelaza z cząsteczkam i, k tó re  z kolei o d dz ia łu ją  z m R N A fer. W celu określenia 
regionów  m R N A fer specyficznych dla represji, o trzy m an o  klony  cD N A  k o m ­
p lem en tarnego  do  m R N A  specyficznego d la  pod jed n o stk i M. K lony  cD N A  
p o d d aw an o  uk ierunkow anej m utagenezie w celu o trzy m an ia  delecji w regionie 
ko m p lem en tarn y m  do  odc in k a  n iekodu jącego  3' m R N A  d la  p o d jednostk i M . 
W  w yniku m utagenezy  o trzy m an o  spek trum  k lonów  cD N A , zaw ierających 
różne delecje w regionie odpow iada jącym  końcow i 3' N K  m R N A fer. Z tego 
zestaw u k lonów  cD N A  o trzy m an o  o dpow iada jące  im sp ek tru m  łańcuchów  
m R N A fer °  różnej liczbie nuk leo tydów  w rejonie 3' N K . A naliza translacji tych 
m R N A  w ykazała, że m R N A fer z n a jk ró tszym  (24 nuk leo tydy) odcinkiem  3' N K  
nie ulegał represji w lizacie z re tiku locy tów  k ró lik a  i był tłum aczony  n a  b iałko  
z w ydajnością  po rów nyw alną  do  uzyskiw anej w lizacie z za ro d k ó w  pszenicy.
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W ydaje się p raw d o p o d o b n e , że sekw encje n iekodu jące z końców  5' i 3' 
m R N A fer są is to tne  w procesie regulacji translacyjnej. Jednakże  należy uw zglę­
dnić  rów nież fakt, że b iosyn teza ferrytyny regu low ana jes t na  k ilku e tapach  
p o sttran sk ry p cy jn y ch , a  n iek tó re  z nich m ogą być niezależne od żelaza [58]. 
Pew ne znaczenie m a rów nież regulacja tran sk ry p cy jn a  [48], D ługie liniowe 
dy stan se  m iędzy reg ionam i 5' i 3' N K  po tw ierdzają  rolę s tru k tu r  II- i III- 
-rzędow ych m R N A  w procesach  in terakcji decydujących o regulacji tra n s ­
lacyjnej. P o d o b n e  obserw acje, dotyczące regionu n iekodu jącego  3', stw ier­
d zo n o  w p rzy p ad k u  represji translacyjnej /^-interferonu ludzkiego [33]. ·

F rits  van  d er M ark  [38] przedstaw ił h ipotezę, że w m ateria le  roślinnym , 
w przeciw ieństw ie do  m ateria łu  zw ierzęcego, m am y do  czynienia z tran sk ry p - 
cy jną k o n tro lą  b iosyntezy ferrytyny. W  swych p racach  p row adzonych  na 
liściach fasoli (Phaseolus vulgaris) analizow ał ilości zsyntetyzow anej de novo  
ferry tyny  w obecności żelaza. Ilościow e oznaczen ia  apoferry tyny  były w yk o n a­
ne poprzez  im m unoprecyp itac ję  z przeciw ciałem  dla ferrytyny. N a  podstaw ie 
tak iego  określen ia  ilości b ia łka a u to r  w nioskow ał o ilości inform acyjnego 
R N A , specyficznego dla ferrytyny, zdolnego  do  ekspresji w translacji in vitro. 
N ależy  podkreślić , że do  realizow anych  testów  sto sow ano  p ro d u k ty  translacji 
w różnych  ilościach ocenianych  na podstaw ie rad ioak tyw ności po  precypitacji 
zsyn te tyzow anego  b ia łka  kw asem  tró jch lo rooctow ym . F aso lę  h o d o w an o  na 
pożyw ce o różnej zaw artości żelaza w form ie w ersen ianu  (au to rzy  nie podają  
d o k ład n ie  stosow anych  stężeń) w tak i sposób , że końcow a ilość żelaza 
w tk an ce  liści w ynosiła  0 ,9-22  nm oli/m g  suchej masy.

A nalizow ano  trzy  w arian ty  w arunków :
1. bez żelaza,
2. w obecności no rm alnego  stężenia żelaza,
3. w roślin ie „p rzeładow anej” żelazem .
A u to r stw ierdził, że zarów no  w liściach, ja k  i w w yniku translacji in v itro  

o trzym uje  ilości ferrytyny będące w takiej sam ej relacji ilościowej ja k  m R N A  
pozyskany  z tego  m ateria łu , a m ianow icie: 0 .2 5 :1 :3 ,7 . N a  podstaw ie tego 
w yniku w ysunięto  w niosek, że zależnie od stężenia żelaza w układzie b io logicz­
nym  ilość m R N A  specyficznego dla ferrytyny w układzie natyw nym  jest 
zm ienna, a  zatem  regulacja biosyntezy ferry tyny zachodzi na poziom ie tra n s ­
krypcji.

Z  p rzep row adzonych  eksperym entów  zosta ł w yciągnięty b ardzo  za sad ­
niczy, wręcz fundam en ta lny  d la  tego p rob lem u w niosek. Jednakże  przed­
staw ione rozum ow anie  op ie ra ło  się na  k ilku  p rzesłankach  nie w pełni p o p raw ­
nych. P o  pierw sze, w iarygodna w ycena ilości m R N A  m ożliw a jest przez 
zastosow anie  technik i hybrydyzacji. P o  drugie, w ątpliw y w ydaje się argum ent, 
że do  reakcji translac ji in v itro  użyto  rów ne ilości m R N A , bow iem  wycenę 
ilościow ą p ro w ad zo n o  na podstaw ie  zliczeń w precypitacie uzyskanym  za 
po m o cą  kw asu tró jch lo rooctow ego . P o  trzecie, wycenę ilościow ą zsyntetyzo-

5 — PBK 2/89
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wanej in v itro  apoferry tyny  p ro w adzono  za pom ocą  przeciw ciała d la ferrytyny.
W świetle przedstaw ionych  uw ag krytycznych konk luzja  eksperym entów  

F ritsa  van der M arka , m ów iąca o transkrypcyjnej regulacji biosyntezy ro ślin ­
nej ferrytyny, nie w ydaje się w pełni u d ow odn iona . P on iew aż w p racach  van 
der M ark a  [38, 39] b rak u je  danych  hybrydyzacyjnych, zm iana  więc w ilości 
ak tyw nego w translacji m R N A fer m oże być p rzyp isana  rów nież aktyw acji 
zg rom adzonego  n ieak tyw nego m R N A fer. P o n a d to  system  translacji in vitro , 
stosow any  w dośw iadczeniu , pochodzi z roślin  (z za ro d k ó w  pszenicy) i m oże 
zaw ierać endogenne czynniki regu la to row e dla syntezy ferry tyny [58]. W ydaje 
się jed n ak , że żelazo m agazynow ane w liściach (k tóre  były m ateria łem  b adań ) 
jest g rom adzone  z przeznaczeniem  d la  po trzeb  w ew nątrzkom órkow ych  (czyli 
ro la  ferrytyny sp ro w ad zo n a  jest do  b ia łk a  „gospodarczego” ) i d la tego  synteza 
ferrytyny m oże być regu low ana zupełnie inaczej niż w k o m ó rk ach  w yspe­
cjalizow anych do  g rom adzen ia  żelaza. P raca  van der M ark a  jest do  tej pory  
jedynym  doniesieniem  o regulacji syntezy ferrytyny roślinnej. T ru d n o  więc 
porów nyw ać jej w yniki z danym i dotyczącym i regulacji u zw ierząt. Is to tn y  jest 
jeszcze jeden  fakt różniący  syntezę ferrytyny roślinnej od zwierzęcej — fitofer- 
ry tyna jest syn te tyzow ana ja k o  p reku rso r, k tó ry  następn ie  ulega tran sp o rto w i 
i do jrzew aniu  w ch lo ro p lastach  [33].

M ożna sform ułow ać hipotezę, że gdy ferry tyna g ro m ad zo n a  jes t na 
w ew nętrzne po trzeby  k om órk i, synteza b ia łka  m oże być regu low ana na 
poziom ie transkrypcji. P rzyk ładow o  w k o m ó rk ach  białaczkow ych linii H L -60 
stw ierdzono 25 -  40-k ro tny  w zrost ilości hybrydyzow alnego  m R N A  w ciągu 
3 dni różn icow ania  się kom órek  do  końcow ych neutrofilów  lub m akrofagów . 
Jednocześnie zm ienił się stosunek  ilościow y syntetyzow anych  p o d jednostek  
H :L  od 2 -7 :1  do 16:1 [58], N a to m ias t w dojrzew ających  k o m ó rk ach  
białaczkow ych (ery thro leukem ia) indukow anych  dw um ety losu lfo tlenkiem  
stw ierdzono 2 -3 -k ro tn y  w zrost zdo lnego  do  hybrydyzacji m R N A , kodu jącego  
p o d jednostkę  H. N ie stw ierdzono  n a to m ias t zm iany  w ilości m R N A  specyficz­
nego d la  p o d jednostk i L; rów nież w tym  p rzy p ad k u  stosunek  H : L uległ 
zw iększeniu [58].

O  ch arak te rze  regulacji ekspresji genetycznej decyduje rów nież rodzaj 
kom órek , w k tó rych  zachodzi ekspresja  ferrytyny. Św iadczą o tym  zm iany  
w stężeniu ferrytyny w tych sam ych k o m ó rk ach  na różnych e tap ach  ro z­
w ojow ych. P o rów nan ie  do jrzałych  krw inek żaby, dojrzew ających in vivo, 
z linią k o m ó rk o w ą jej kom órek  em brionalnych  w ykazało, że ilość m R N A  
(spraw dzona przez hybrydyzację z cD N A  oraz  translację  in v itro) d la ob u  
pod jednostek  H i L zm niejszyła się ok. 5 -kro tn ie  przy przejściu z e tap u  
rozw ojow ego, w k tó rym  kom órk i specjalizują się w g rom adzen iu  żelaza, do  
e tapu  dojrzałego, w k tó rym  żelazo zużyw ane jest w yłącznie na po trzeby  w łasne 
[19]. P o za  tym , w przeciw ieństw ie do  kom ó rek  em brionalnych , in dukc ja  
syntezy ferrytyny przez żelazo w do jrzałych  k o m ó rk ach  p row adzi do  a k u m u la ­
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cji ferrytyny, k tórej tow arzyszy w zrost s to su n k u  m R N A  specyficznego dla 
pod jed n o stk i L w sto su n k u  do  m R N A  specyficznego dla pod jed n o stk i H [19].

V. O R G A N IZA C JA  G E N Ó W  FERRYTYN Y

W ystępow anie  3 typów  pod jednostek  ferry tyny (H, L, M) o raz  specyficzne 
k o m ó rk o w e różnice w I-rzędow ej s tru k tu rze  b ia łka  w skazują na kodow anie  
ferry tyny przez rodzinę  w ielogenow ą. Z nalez iono  sekw encje hybrydyzujące do 
sond  cD N A  dla pod jednostek  H i L w genom ie człow ieka, szczura i żaby [8, 
21, 28].

L iczba fragm entów  genow ych dla łańcucha  H w aha się od 4 do  10 [25], 
a d la  L od 4 do  27 [42, 58]. R odzina genów  pod jednostk i L człow ieka wydaje 
się m niejsza od rodziny  kodującej po d jed n o stk ę  H. N a to m ias t stosunkow o  
duża  ilość sekw encji kodujących  pod jed n o stk ę  L u szczura m oże być p rzyp isa­
na w ystępow aniu  do jrzałych  pseudogenów .

R ozm ieszczenie genów  ferrytyny w ludzkich ch rom osom ach  zb ad an o  przez 
fuzję kom órek . G en  dla pod jed n o stk i H z lokalizow any jest na ch rom osom ie 11 
[25], a d la  pod jed n o stk i L na ch rom osom ie  19 [58]. D ośw iadczenia z za ­
stosow aniem  hybrydyzacji in situ w skazują na szerokie w ystępow anie sekw en­
cji genow ych p o d jednostek  H i L na 12 ch rom osom ach , w łączając ch rom osom  
szósty, na k tó ry m  znajduje  się jeden  z genów  odpow iedzialnych  za m etabolizm  
żelaza [58],

VI. PO D SU M O W A N IE

R egulacja syntezy b ia łka  jest p referow ana na poziom ie translacji, jeśli ma 
miejsce szybka ad ap tac ja  k om órk i do  określonych  w arunków . A ktyw acja już 
istniejących, nie ulegających translacji m R N A  (uw olnienie m R N A  z kom pleksu  
m R N P), m oże spow odow ać znacznie szybszą syntezę b ia łka  niż ak tyw acja 
genu, bow iem  kon ieczna jest w ów czas nie ty lko  synteza now ego inform acyj­
nego m R N A , ale także  jego  dojrzew anie, tra n sp o rt do  cy toplazm y, a dop iero  
po tem  translac ja . K o n tro la  translacy jna  m oże być p referow ana rów nież 
w sy tuacjach , gdy po indukcji niezbędne jest szybkie przerw anie  biosyntezy 
(np. faza „recovery” po szoku term icznym ). W p rzy p ad k u  ferrytyny regulacja 
na poziom ie translac ji m a d o da tkow y , niezw ykle isto tny  aspekt. K om órk i 
w yspecjalizow ane do  g rom adzen ia  ferry tyny są w stan ie  udzielić szybkiej 
odpow iedzi na zw iększenie w ew nątrzkom órkow ego  stężenia żelaza (przez 
syntezę apoferry tyny), bez konieczności w n ikan ia  żelaza do  ją d ra  kom órki. 
W iąże się to bezpośredn io  z detoksyfikacyjnym  ch arak te rem  ferrytyny przede
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w szystkim  w celu och ro n y  genetycznego m ateria łu  kom órk i. Z agrożenie  to 
w ynika z faktu , że żelazo degradu je  gen przez kata lizow anie  reakcji u tw orzenia  
jo n ó w  nad tlenkow ego  lub ponad tlenkow ego , k tó re  pow odują , ja k o  wolne 
rodn ik i, hydrolizę D N A , a przez to  są niebezpieczne d la  żywych kom órek . 
W odróżn ien iu  od D N A , cząsteczka RN A  jest s to sunkow o  o d p o rn a  w obec 
w olnych rodników . R ola o ch ro n n a  ferrytyny polega więc na zw iązaniu  żelaza 
na terenie cy top lazm y, k tó ra  jest m iejscem  syntezy białka. W k om órkach  
zw ierzęcych b łona  ją d ro w a  zapew ne stanow i przeszkodę d la  m igracji żelaza 
i w iększości jego  pochodnych . B ariera, ja k ą  tw orzy b ło n a  jąd ro w a , m oże zostać 
p rze łam ana  przez działan ie  b leom ycyny — g likop ro te idu  stosow anego  jak o  
środek  an tynow otw orow y , k tó ry  w iąże żelazo w form ę ak tyw ującą  tlen 
i d o p ro w ad za  ak tyw ow any  kom pleks do  pozycji um ożliw iającej cięcie D N A
[58].

T ranslacy jny  m echanizm  regulacji ferrytyny isto tny  jest jeszcze z innego 
p u n k tu  w idzenia. R ów nie ważne, ja k  szybki spadek  w ew nątrzkom órkow ego  
stężenia żelaza w w yniku zw iązania  jo n ó w  Fe przez now o syntetyzow ane 
b iałko , m oże być rów nież zaham ow an ie  dalszej syntezy białka. U w aża się, że 
żelazo uw aln iane jest w olniej z ferrytyny niezupełnie na ładow anej żelazem  niż 
z ferry tyny nasyconej żelazem .

G dy  zm iany w regulacji syntezy ferrytyny w ynikają  z e tap u  rozw ojow ego 
(w zrostu lub różnicow ania) o rgan izm u, sygnały pobudza jące  syntezę nie m uszą 
być zw iązane ze stężeniem  żelaza [58] i regulacja m oże zachodzić  na poziom ie 
transkrypcji. R ów nież w k o m ó rk ach  g rom adzących  żelazo jedynie  na we­
w n ątrzk o m ó rk o w e po trzeby  regulacja translacy jna  m oże być w yłączona przy­
puszczalnie d la tego , że stężenie żelaza jest zbyt niskie, aby  uruchom ić  system y 
detoksyfikacyjne, lub aby wysycić nośniki żelaza.

B iosynteza ferrytyny jest jeszcze jednym  przyk ładem  na to, że m echanizm y 
regulacji syntezy b ia łka  są b ardzo  złożone, szczególnie d la  peptydów , k tó rych  
ekspresja jest specyficzna kom órkow o .
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T E R M IN A L N E  K O M P L E K S Y  SY N T E Z Y  C E L U L O Z Y

T H E  T E R M IN A L  C O M PL E X E S O F  C E L L U L O S E  SY N TH ESIS

K rystyna K U D L IC K A  

Z akład  Anatom ii i Cytologii Roślin, Uniwersytet M arii Curic-Skłodowskiej w Lublinie

Streszczenie. W błonie kom órek syntetyzujących celulozę znajdują się praw idłow o ułożone 
granu larne struk tu ry  związane z syntezą łańcuchów glukanow ych i krystalizacją m ikrofibryli 
celulozowych. U kłady tych granul nazw ano kom pleksam i term inalnym i. Są one praw dopodobnie 
enzym am i katalizującym i syntezę celulozy. W yróżniono dw a główne typy struk turalne  ułożenia 
podjednostek w kompleksie: układy liniowy i rozetkowy.

Syntetyzow ane na powierzchni błony kom órkowej m ikrofibryle są układane według okreś­
lonego wzoru determ inow anego przypuszczalnie przez układ m ikrotubul. Są jednakże pewne prace 
kwestionujące słuszność tej hipotezy.

C eluloza syntetyzow ana w dużej ilości przez Acetohacter xylinum  jest wydalana na zewnątrz 
kom órki i może być o trzym ana z kultury  bakteryjnej prawie w chemicznie czystej formie. 
P row adzone są badania  m ające na celu w ykorzystanie ku ltu r Acetohacter do przemysłowej 
produkcji celulozy.

Summary. It is assum ed that the synthesis of cellulose in the cell is carried out by protein 
structures — term inal complexes — situated  in cell m em brane. Am ong a diversity of p lant types 
only a lim ited num ber of specialized cellulose synthesizing complexes exist; these can be divided 
into two basic groups: complexes of subunits with a rosette configuration o r complexes of subunits 
that form a linear pattern.

In walls of m any algae and in the secondary walls of higher plants, m icrofibril deposition is 
highly oriented. The microfibrils are often deposited parallel to each other. The role of 
m icrotubules in directing this o rientation  is now disputed by m any authors.

Acetohacter xylinum , unlike algae or higher plants, synthesizes cellulose not as a cell wall 
com ponent but as an  extracellular secretion. The synthesis is catalysed by enzymes located linearly 
along the main axis of the cell. Cellulose microfibrils, secreted through pores in cell envelope, 
associate into bands, which finally form one ribbon. O btain ing  Acetohacter xylinum  cellulose in 
purified form is relatively easy, therefore, this organism  has a ttracted  the a tten tion  of industry in 
recent years.
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W STĘP

C eluloza jest jed n y m  z najbardziej obficie w ystępujących na tu ra ln y ch  
polim erów  (po likondensatów ) w ykorzystyw anych na dużą  skalę w przem yśle. 
G ro m ad z i się ona  głów nie w ścianach kom ó rek  d rew na w iększości roślin , we 
w łóknach  lnu, a także  duże ilości celulozy po ch o d zą  z w łosków  baw ełny, 
zw anych po toczn ie  w łóknam i. Ściany k om órkow e nie są zbudow ane z czystej 
celulozy, ale zaw ierają  też pektyny, hem icelulozę o raz  ligninę i d latego  
w przem yśle sk ładn ik  celulozow y m usi być ek strah o w an y  i oczyszczany. 
R ocznie na ziemi syntetyzuje się i degradu je  przeszło 10 m ld t celulozy [4],

W ro k u  1985 św iatow a p ro d u k cja  m asy celulozow ej w ynosiła  140 m in, 
a  p ro d u k c ja  baw ełny o k o ło  17,5 m in t [7 ]. P ro d u k ty  zaw ierające dużo  celulozy 
przez wieki były w ykorzystyw ane na opał, do  w y tw arzan ia  u b rań  o raz  do 
budow y dom ów ; jej użyteczność w świecie, m im o ogrom nie  rozbudow anego  
przem ysłu w łókien sztucznych, w zrasta. Ze w zględu więc na to  lab o ra to ria  
wielu k rajów  b ad a ją  s tru k tu rę  i m echanizm y syntezy celulozy w żywych 
kom ó rk ach . Podejm uje  się też liczne p ró b y  syntezy celulozy in v itro  z k o m ó r­
kow ych ek strak tó w , ale do tychczas nie udało  się uzyskać w ydajnej i prostej 
techniki takiej syntezy [12, 13, 42].

C elu loza jest hom opo lim erem  (w edług ścisłej n o m en k la tu ry  p ro d u k tem  
kondensacji) z łożonym  z dziesiątków  tysięcy p o d jednostek  złączonych w iąza­
niam i β-1,4 g lukozydow ym i w łańcuchy  g lukanow e. P o d jed n o stk a  ta  sk ład a  się 
z dw u cząsteczek glukozy  po łączonych  ze sobą  w tak i sposób , że je d n a  jest 
o b ró co n a  o 180° w sto su n k u  do  drugiej (rye. 1A). M iędzy bocznym i g rupam i 
hydroksylow ym i łańcuchów  glukanow ych  tw orzą  się w iązania  w odorow e, 
k tó re  um ożliw iają łączenie się przylegających łańcuchów  w krystaliczne 
m ikrofibryle — podstaw ow e jed n o stk i budujące ściany kom ó rk o w e (rye. 1B).

W ym iary  (grubość) m ikrofibryli znajdow anych  u różnych roślin, a naw et 
w różnych stad iach  rozw oju k om órk i m ogą być różne:

1. N ajm niejsze m ikrofibryle, nazw ane subelem entarnym i f.brylam i, m ają  
grubość  1,5 nm; były one obserw ow ane w kam bium  różnych  roślin [25] 
i w śluzie pigwy [17],

2. E lem entarne  fibryle grubości 3,5 nm  w ystępują w p ierw otnych  ścianach 
roślin wyższych [54] o raz  syntetyzow ane są przez Acetobacter xylinum [10].

3. M ikrofibry le  grubości 5 -10  nm  znajdow ane były we w tórnych  ścianach 
drew na [33].

4. M ikrofibry le  grubości 10-20 nm  w ystępują we w łóknach  ram ii (za [12]).
5. D uże m ikrofibryle, grubości 50-200  nm , w ystępują  w ścianach kom órek  

glonów  m orsk ich  [54].
M ikrofibry le  celulozow e m ożna zobaczyć d o p iero  w m ik roskop ie  e le k tro ­

now ym ; obserw ow ał je  po raz pierw szy (w 1933 r.) we w łoskach  baw ełny E rnst
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Ryc. 1. A. S truk turalny  wzór wycinka łańcucha celulozy. B. Równoległe ułożenie łańcuchów
glukanow ych w mikrofibryli

R uska z U niw ersy te tu  w Berlinie [61]. Ten pierw szy bio logiczny obiek t, 
b ad an y  w m ik roskop ie  e lek tronow ym , jest praw ie czystą celulozą. R uska nie 
w idział zbyt wielu szczegółów. Z au w ażo n o  je  d o p ie ro  kilka la t później, kiedy 
zaczęto  k o n tra s to w ać  p rep a ra ty  i robić repliki pow ierzchni ściany k o m ó r­
kow ej.

Ze w zględu na gospodarcze  i biologiczne znaczenie celulozy p ro w adzono  
wiele b ad ań  nad  s tru k tu rą  i rozw ojem  m ikrofibryli celulozow ych o raz  nad 
syntezą celulozy. Jed n ak  prob lem y te nie są całkiem  w yjaśnione i pozo sta ją  
nad a l bez odpow iedzi trzy głów ne pytania:

1. Jak  m ikrofibry le są syntetyzow ane?
2. Jak  w trakcie  syntezy m ikrofibryle są uk ład an e  na pow ierzchni b łony 

kom órkow ej?
3. Jak  ułożenie m ikrofibryli w pływ a na w zrost i rozw ój kom órki?

L O K A LIZA C JA  I ST R U K TU R A  K O M P L E K S Ó W  T E R M IN A L N Y C H

Pierw sza, do  dziś a k tu a ln a  h ipo teza  w yjaśn iająca m echanizm  syntezy 
m ikrofibryli pochodzi sprzed  30 lat [60]. P rzypuszczano  w tedy, że syntezę 
kata lizu je  enzym  zlokalizow any  na rosnącym  w ierzchołku  m ikrofibryli. T a  
h ipo teza  zo sta ła  w 1964 r. u zupełn iona  przez P restona , a p rzedstaw iony  m odel 
n azw ano  h ipo tezą  u p o rząd k o w an y ch  g ranu l [53]. Była ona  o p a rta  na w yni­
kach  analizy  p rep a ra tó w  k o n tra s to w o  napylanych . N a  w ew nętrznej w arstw ie 
ściany sp lazm olizow anych  kom órek  glonu Chaetomorpha  obserw ow ano  g ranu -
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larne zespoły ułożone w rzędy, k tó re  były w bliskim  sąsiedztw ie m ikrofibryli. 
W późniejszych bad an iach  glonu Oocystis  m e to d ą  freeze-fracture (m rożenia  
i łam ania) w ykazano , że tak ie  g ran u la rn e  elem enty  zespołu  są po łączone 
z b łoną  cy top lazm atyczną  i u zn an o  je w ów czas za h ipo tetyczne kom pleksy  
syntetazy  celulozow ej. P rzypuszczano , że regularn ie  u łożone granu le  ok reśla ją  
ułożenie m ikrofibryli w ścianie kom órkow ej (ryc. 2) [59].

Ryc. 2. Błony kom órkow e przełam ane techniką freeze-fracture (m rożenia i łam ania) [3]. T echnika 
ta obejm uje szybkie m rożenie tkanki, rozłam anie podwójnej warstwy lipidowej błony kom órkow ej, 
odsłonięcie warstw  wewnętrznych i odparow anie lodu z powierzchni. W ten sposób uzyskuje się 
4 powierzchnie: PS — powierzchnia od strony cytoplazm y, P F  — wewnętrzna w arstw a 
wewnętrznej błony kom órkow ej, EF — wewnętrzna w arstwa zewnętrznej błony lipidowej, ES 
— zewnętrzna powierzchnia, 1 — podwójna warstwa lipidowa błony kom órkow ej, 2 — błona
wewnętrzna plazm alem m y, 3 — błona zew nętrzna p laz m alem m y ,-------------------- — powierzchnia

łam ania,  —powierzchnia odparow ania  lodu

Położenie tych g ran u la rn y ch  pod jednostek  dok ład n ie  opisali Brow n i M on- 
tezinos z Z ak ład u  B otan ik i U niw ersy tetu  w Teksasie [9, 47]. P o d jed n o stk i te 
zna jdu ją  się na w ew nętrznej pow ierzchni w ew nętrznej w arstw y błony  k o m ó r­
kowej (PF), a w ew nętrzna w arstw a styka  się z cy top lazm ą (ryc. 3).

D o d a tk o w o  na w ew nętrznej pow ierzchni zew nętrznej w arstw y (EF) au to rzy  
obserw ow ali nieco inny typ  liniow o uporząd k o w an y ch  granu l, p rzypuszczaln ie 
b iałkow ych, przy k tó rych  praw ie zawsze w idoczne były końce m ikrofibryli. 
T ak i liniow o ułożony zespół s tru k tu r  białkow ych nazw ali term inalnym  k o m ­
pleksem  i jes t on do  dziś uw ażany  za w łaściw ą syntetazę celulozy. N a to m ia s t 
zespoły s tru k tu r  g ran u larn y ch  w w ew nętrznej w arstw ie b łony, op isane daw niej
[59], m ają  jedyn ie  w pływ na kierunek  w ydłużania  się m ikrofibryli [47], a nie są 
kom pleksam i enzym atycznym i, ja k  przypuszczano .

W k o m ó rk ach  dużych m orsk ich  glonów  Valonia i Boergesenia liniow e 
kom pleksy term inalne  są inaczej um iejscow ione w błonie kom órkow ej niż 
u organ izm ów  ju ż  op isanych , co pokazu je  ryc. 4 [35, 36, 40, 41]. P o d jednostk i 
kom pleksu  term inalnego  są nieco w ydłużone i tkw ią w błonie kom órkow ej, tak  
że jeden  w ierzchołek pod jed n o stk i jes t na poziom ie zew nętrznej pow ierzchni, 
a drugi w ystaje nad  w ew nętrzną pow ierzchnię b łony  i jest zag łęb iony  w cyto- 
plazm ie. L iniow e kom pleksy  term inalne  były obserw ow ane u Oocystis apicula- 
ta [9 ], Oocystis solitaria [55, 57], Glaucocystis nostochinearum [68], Valonia
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Ryc. 3. H ipotetyczne, liniowe kom pleksy term inalne w błonie kom órkowej glonu Oocystis. Z lewej 
strony przekrój poprzeczny przez plazm alem m ę (PL), z prawej -  błona kom órkow a jest 
rozdzielona m etodą freeze-fracture i widoczne są wewnętrzne powierzchnie EF i PF. Na 
powierzchni E F  — czarne kropki — podjednostki ułożone w liniowe kom pleksy term inalne 
— TC. W odpow iadających podjednostkom  miejscach na powierzchni PF  — kuleczki — za­
głębienia po podjednostkach kom pleksów. G Z  — granularne zespoły na powierzchni P F  i ich 
odciski w postaci drobnych kropek na EF. M F — m ikrofibrylc na powierzchni błony kom órkowej

Ryc. 4. Podjednostk i tworzące liniowy kom pleks term inalny w błonie kom órkow ej Valonia 
i Boergesenia. M F  — m ikrofibryla pow stająca z łączących się łańcuchów glukanow ych wy­

chodzących z podjednostek

macrophysa [35 ], Boergesenia forbesii [36, 40, 41], Boodlea coacta  [46], 
Microdiction  i Chaetomorpha  [5],

Inaczej niż u w ym ienionych roślin  w yglądały kom pleksy  term inalne  w b ło ­
nie kom órkow ej g lonu  Micrasterias , bad an eg o  rów nież m eto d ą  freeze-fracture 
[18]. K om pleks tak i sk łada  się z 3-175 heksagonalnych  rozetek ułożonych 
w rzędy na w ew nętrznej w arstw ie b łony  kom órkow ej (PF). K ażda rozetka  
sk łada  się z sześciu kulistych cząstek. N iekiedy podobne , ale pojedyncze kuliste
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cząstki, nazw ane przez M uellera  i B row na g lobulam i [49], są w idoczne na 
zew nętrznej (EF) pow ierzchni b łony  kom órkow ej (ryc. 5). O d p o w iad a ją  one 
cen trom  rozetek i razem  z rozetkam i stanow ią  przypuszczaln ie  kom pleksy  
syntetazy  celulozow ej [18, 49].

Ryc. 5. Rozetkowe kom pleksy term inalne uwidocznione techniką freeze-fracture, występujące 
u niektórych glonów, m szaków, papro tn ików  i roślin nasiennych. A. Rozetki i globule na 
odpow iadających sobie powierzchniach PF  i E F  błony kom órkowej. B. Pojedynczy kom pleks 

składający się z rozetki i globuli i wychodząca z niego m ikrofibryla (M F)

Z wcześniejszych b ad ań  m oże w ynikać, że kuliste s tru k tu ry  kom pleksu  
pochodzą  z pęcherzyków  d ik tio som alnych  [14, 37, 38]. N a  p rep a ra tach  
bow iem , przy ścianie kom órkow ej, znajdow ały  się płaskie pęcherzyki z m ałym i, 
20 nm  granu lkam i, p raw d o p o d o b n ie  p ochodzen ia  d ik tiosom alnego . N iek tó re  
z tych pęcherzyków  były po łączone z b ło n ą  k o m ó rk o w ą  i dosta rcza ły  w ten 
sposób  p rek u rso ró w  do  budow y kom pleksów  term inalnych .

P o za  w spom nianym  ju ż  glonem  Micrasterias, rozetkow e kom pleksy  były 
także obserw ow ane w k o m ó rk ach  glonów  Closterium  [34] i Spirogyra  [29], 
m chu Funaria [56], p ap ro tn ik ó w  Adiantum [66], Psilotum [5 ], skrzypu  
Equisetum [15] i w k o m ó rk ach  roślin  nasiennych: Ginkgo [5 ], n iek tó rych  zbóż 
[4 9 -5 1 ], soi [32], fasoli [30], rzodkiew ki [63] i we w łoskach  baw ełny [67]. 
N ajw yraźniejsze rozetkow e kom pleksy  były w idoczne w k o m ó rk ach  glonów , 
p raw d o p o d o b n ie  d latego , że m ikrofibry le celulozow e w ścianach  tych k o m ó ­
rek są dużo  większe niż w ścianach pozostałych  roślin  [12].

P om im o  dużej różn o ro d n o śc i p rzeb ad an y ch  roślin  w yróżn iono  ty lko  dw a 
głów ne typy s tru k tu ra ln e  kom pleksów  term inalnych: liniow e i rozetkow e [5].

N ależy rów nież w spom nieć o zupełnie innych pog lądach  na tem at syntezy 
m ikrofibryli celulozow ych w yrażonych  w p racach  G ro u ta  [19], a silnie
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p o p ieran y ch  przez C olv ina  [11]. G ro u t uw ażał, że nie m a żadnych  k o m p lek ­
sów  term inalnych  w k o m ó rk ach  roślinnych. Synteza celulozy odbyw a się przez 
s to su n k o w o  w olne grom adzen ie  jej p rek u rso ró w  w zew nętrznej części b łony  
kom órkow ej, następnie  p rek u rso ry  te szybko p recyp itu ją  i k rysta lizu ją  w ro s­
n ącą  m ikrofibry lę bez udziału  enzym ów . P og lądy  te były o p arte  na b ad an iu  
m e to d ą  deep-etch ing  (głębokiego ry tow ania) zew nętrznej pow ierzchni b łony  
kom órkow ej p ro to p lastó w  ty ton iu , regenerujących ścianę kom órkow ą. P o  16 
godz. a u to r  nie w idział kom pleksów  term inalnych  w błonie kom órkow ej, 
chociaż na pow ierzchni były m ikrofibryle. W iadom o jed n ak , że kom pleksy , 
jeśli są w top ione  w b łonę k o m órkow ą, m ogą być w idoczne ty lko  w tedy, kiedy 
zostan ie  odsłon ię ta  w ew nętrzna pow ierzchnia  b łony przez rozdzielenie jej 
części zew nętrznej od w ew nętrznej, ja k  w m etodzie freeze-fracture.

K O M PL E K SY  T E R M IN A L N E  JA K O  SY NTETAZY C E L U L O Z O W E

N ie m a bezpośredn ich  dow odów  na to, że kom pleksy  te rm ina lne  są 
rzeczywiście enzym am i syntetyzującym i celulozę, ale wiele faktów  p rzem aw ia 
za słusznością tak iego  przypuszczenia. Po pierwsze, kom pleksy  liniow e były 
obserw ow ane w połączeniu  z końcam i m ikrofibryli [5, 9, 35, 36, 40, 41, 55, 57], 
P o  drugie , czynniki p rzeryw ające lub zak łócające syntezę celulozy (E D T A  
u Oocystis  [48]) a lbo  barw nik i do  w ykryw ania  celulozy — czerw ień K o ngo  czy 
C alco fluo r (kw as 4,4'-bis (4 -an ilino-6-b is-(2-hydroksyety lo)am ino-s-triazyno  
(-2-ylam ino)-2-2 '-stilbeno)-disulfonow y) u Boergesenia [36] i Oocystis  [57] 
p o w o d u ją  zm ianę s tru k tu ry  lub  zanik  kom pleksów  term inalnych . K iedy 
synteza była w znaw iana, po jaw iały  się ponow nie  no rm aln ie  zb u d o w an e  
kom pleksy. P o  trzecie, liczba pod jednostek  w tych kom pleksach  jest zb liżona 
do  liczby łańcuchów  glukanow ych  w pow stających  m ikrofibry lach  [9, 36]. P o  
czw arte, kom pleksy  liniow e u Valonia i Boergesenia  są w iększe niż u Oocystis  
i ta  różn ica jest zgodna  z rozm iarem  ich m ikrofibryli.

N ieco trudniej w yjaśnić, jak  funkcjonu ją  kom pleksy  typu  rozetkow ego. 
Zw iązek tak ich  kom pleksów  z m ikrofibry lam i jest często tru d n y  do  stw ier­
dzenia. N aw et w błonie najdok ładn ie j zbadanego  pod tym  względem  glonu  
Micrasteńas,  w pobliżu  rozetek  w idoczne były ty lko row kow ate  zag łęb ien ia  
będące odciskam i m ikrofibryli, k tó re  p raw d o p o d o b n ie  stykały  się z roze tk am i 
[18].

N ajbardzie j p rzekonu jącego  ja k  d o tą d  dow odu , że rozetki i g lobule  na 
przeciw ległych pow ierzchniach  błony  m ogą być częściam i kom pleksu  syn tetazy  
celulozow ej dostarczy ł H earth  [31]. M eto d ą  podw ójnej repliki analizow ał on  
rozm ieszczenie tak ich  kom pleksów  w rozw ijających się elem entach  ksylem u 
u Lepidium sativum. Liczne, m ało  w yraźne g lobule znajdow ały  się na pow ierz­
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chni w arstw y w ew nętrznej (EF), a w yraźne rozetk i — na pow ierzchni zew nętrz­
nej (PF) b łony  kom órkow ej. N ajw ażniejszy  jest fakt, że rozetk i i g lobule  były 
ogran iczone do  reg ionu , gdzie tw orzy się ściana w tó rn a  i tem po  syntezy 
celulozy jest najwyższe.

O rgan izm y m ające syn tetazy  celulozow e w postac i m ałych rozetek  i globul 
zaw ierają  też m ałe e lem en tarne  fibryle. W  o rgan izm ach  z w iększym i m ikrofib- 
ryłam i rozetki i g lobule  są po łączone w większe kom pleksy. D uże, krystaliczne 
m ikrofibryle znajdu je  się u o rgan izm ów  m ających kom pleksy  liniowe. W skazu ­
je  to  na istnienie zw iązku m iędzy syntezą m ikrofibryli a uk ładem  p od jednostek  
w kom pleksach  te rm ina lnych  różnego  typu  i w ielkości [13].

ROLA M IK R O T U B U L  W U Ł O Ż E N IU  M IK R O FIB R Y L I

W  ścianach  wielu g lonów  i we w tórnych  ścianach  roślin  wyższych m ik ro fib ­
ryle są u łożone w b a rd zo  regu larne  w arstw y. Ściana w tó rn a  n iek tó rych  
elem entów  ksylem u jest zb u d o w an a  z m ikrofibryli tw orzących ch arak te ry s ty cz ­
ne spirale. W ielu badaczy  sądzi, że na ułożenie m ikrofibryli w pływ ają w jak iś  
sposób  m ik ro tu b u le  [20, 26, 27, 40, 43, 44, 58, 62-64]. W  m ik roskop ie  
elek tronow ym  bow iem  często w idać, że m ik ro tu b u le  leżą rów noległe do  now o 
zsyntetyzow anych  m ikrofibryli. P roces u k ład an ia  się m ikrofibryli w regu larne 
w arstw y m oże być zab u rzo n y  przez kolchicynę i inne zw iązki, k tó re  niszczą 
m ik ro tu b u le  [13].

W edług osta tn ich  b ad ań  kom pleksy  term inalne  nie są bezpośredn io  p o łą ­
czone z m ik ro tu b u lam i. Sugeruje to , że kom pleksy  term inalne  nie są p rzesuw a­
ne przez m ik ro tubu le , lecz funkcję tę pełn ią siły w ytw arzane podczas po lim ery ­
zacji łańcuchów  glukanow ych  w m ikrofibryle, czyli kom pleksy term inalne  są 
p rzesuw ane w zdłuż b łony  kom órkow ej przez w ydłużające się m ikrofibryle 
[13]. K oncepcja  ta  jest p o p ie ran a  ob razam i film ow ym i ruchów , k tó re  w y k o n u ­
ją  k o m ó rk i Acetobacter xylinum  podczas syntezy celulozy [10]. Syntetyzow ane 
m ikrofibry le celulozow e w ydosta jąc  się z kom ó rk i odpy ch ają  ją  w przeciw nym  
k ierunku . M o żn a  więc w ysunąć w niosek, że ruch kom ó rk i jest pow odow any  
przez siły w ytw arzane w czasie polim eryzacji i krystalizacji m ikrofibryli. S koro  
zatem  siły uw aln iane w czasie krystalizacji m ikrofibryli są w ystarczające do 
n ad an ia  ruchu  całej kom órce  bak terii, to  pow inny rów nież w ystarczyć do 
przem ieszczania kom pleksów  term inalnych  w błonie kom órkow ej, te zaś 
u k ład a ją  m ikrofibry le we w zór w łaściwy ścianie kom órkow ej [28].

C hociaż kom pleksy  term inalne  i m ik ro tu b u le  nie są bezpośredn io  p o łączo ­
ne, to  m ogą być po łożone  blisko siebie. C zasem  w rosnących  k o m ó rk ach  
glonów  m ik ro tu b u le  p rzy legają ściśle do  b łony  kom órkow ej. W sku tek  ich 
nacisku  b ło n a  ulega pofa łdow an iu  i tw orzą  się row kow ate  zagłębienia. M ogą
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one nad aw ać  kierunek  przesuw ającym  się w ew nątrz  b łony term inalnym  
kom p lek so m  syntetazy, stanow iącym  elem ent b łony [13].

T ech n ik ą  im m unofluorescencji b a d an o  zróżnicow anie  elem entów  ksylem u 
w hodow li kom ó rek  rośliny ozdobnej Zinnia  [16, 45]. D o sta rczo n o  now ych 
dow odów , k tó re  po tw ierdzają  zależności m iędzy uk ładem  m ik ro tu b u l a p o ­
w staw aniem  m ikrofibryli. W różnicujących się elem entach  ksylem u układ 
pow ierzchniow ych  m ik ro tu b u l p rzypom inał późniejszy sp iralny  uk ład  m ik ro ­
fibryli celulozy w ścianie w tórnej. Jeżeli trak to w ać  kom ó rk i syntetyzujące 
ścianę w tó rn ą  odpow iednim i chem ikaliam i (taksolem ), to  m ożna nie dopuścić 
do  w ytw orzenia  się sp iralnego  u k ład u  m ik ro tubu l. W tedy m ik ro tu b u le  pozos­
ta ją  w ustab ilizow anym  siatkow ym  w zorze i w ów czas w ścianie w tórnej nie 
w ytw orzy  się sp ira lny  uk ład  m ikrofibryli [13]. N a  tej podstaw ie w ysunięto 
w niosek, że sp ira ln ie  u łożone m ik ro tu b u le  w aru n k u ją  odpow iednie  spiralne 
zgrub ien ie  w k o m ó rk ach  ksylem u [4 3 -4 5 ].

Inne  b a d an ia  w ykazują, że tak i sp ira lny  uk ład  zgrubień  jest w ynikiem  
sam oistnego  m on tażu , w k tó ry m  nie b io rą  udziału  m ik ro tu b u le  [52, 65], N ie 
dzia ła ją  one rów nież przy tw orzeniu  zew nętrznych  szkieletów  zw ierząt [2]. T ak  
sam oistn ie  m ogą się m on tow ać  ty lko w ydłużone cząsteczki, zaw ierające 
k ró tk ie  i elastyczne boczne łańcuchy. C elu loza nie spełnia tych w arunków , ale 
w po łączen iu  z innym i p o lisacharydam i ściany (ksy loglukan  [24] lub  g lukuro- 
nok sy lan  [65] m ogłaby  p rzyb rać  s tru k tu rę  zb liżoną do s tru k tu ry  w arunkującej 
tw orzenie  sp ira lnego  kształtu . H ipotezę tę p o d trzy m u ją  obserw acje drew na 
lipy, w k tó ry m  stw ierdzono, że sp ira lne zg rubien ia  znajdow ane są ty lko 
w reg ionach  ściany, gdzie jest zawsze obecny g lu k u ro n o k sy lan  [65]. W  o m a­
w ianym  te raz  m odelu  bezpośredn i udział m ik ro tu b u l w ułożeniu  kom pleksów  
sy n te tazy  celulozow ej jes t więc odrzucany . M ik ro tu b u le  n a to m ias t m ogą 
k ierow ać do  pow ierzchni kom ó rk i pęcherzyki zaw ierające po lisacharydy  lub 
now o zsyn te tyzow ane k o m p o n en ty  kom pleksów  syntetazy  celulozow ej [13].

SYNTEZA C E L U L O Z Y  PR ZEZ A C E T O B A C T E R  X Y L I N U M

Acetobacter xylinum  syntetyzuje wysoce krystaliczne m ikrofibry le celu lozo­
we i w ydala  je  na zew nątrz  w postaci długiej w stążki, k tó ra  zostaje p rzy­
czep iona  do  bok u  w ydłużonej kom órk i [10]. Inne rodzaje, op rócz  Acetobacter, 
z tej sam ej g rupy  bak terii G ram -u jem nych  (Alcaligenes , Rhisobium) rów nież 
syn te tyzu ją  celulozę, ale w m niejszych ilościach [6, 12]. D o syntezy celulozy 
Acetobacter  ja k o  su b s tra tu  zużyw a glukozę [10]. K iedy jego  kom ó rk i h o d o w a­
ne są w płynnej, nie m ieszanej pożywce, na pow ierzchni pow staje  g a lere tow ata  
w arstw a z łożona  z p o p lą tan y ch  w stążek celulozy i kom órek . C eluloza jest 
najobficiej syn te tyzow ana na pow ierzchni takiej w arstw y. Przez cały czas
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hodow li część kom órek  z w arstw y pow ierzchniow ej jest spychana w dól 
i przechodzi stopn iow o  w coraz  głębsze w arstw y kultu ry , w k tó rych  ak tyw ność  
syntetyzująca znacznie m aleje, a naw et ustaje [39].

W m ikroskop ie  e lek tronow ym  celuloza Acetobacter  jest w idoczna ja k o  
sk ręcona spiraln ie w stążka. Skręty te pow sta ją  w czasie syntezy na sku tek  
o b ro tu  kom órk i d o k o ła  własnej osi [10].

M etodą freeze-fracture w ykazano  w otoczce kom órkow ej rząd  cząstek 
u łożonych w zdłuż długiej osi kom ó rk i [6, 7, 22]. C ząstk i te są p rzypuszczaln ie  
p od jednostkam i kom pleksów  syntetyzujących łańcuchy  g lukanow e. K o m p lek ­
sy te nie przem ieszczają się w błonie kom órkow ej, tak  jak  kom pleksy  w b łonie 
kom órek  glonów  i roślin  wyższych, d la tego  nazw ano  je stac jo n arn y m i k o m ­
pleksam i term inalnym i [6, 7, 21]. Są one po łożone nad  po ram i perfo ru jącym i 
lipopo lisacharydow ą o toczkę bakterii [70]. P o ry  tak ie  są zatem  kana łam i, 
przez k tó re  w ydosta ją  się pojedyncze m ikrofibryle. M ikrofibry le  z sąsiednich  
o tw orków  łączą się fo rm ując w iązki, a te z kolei tw orzą  w stążkę.(ryc. 6) [21, 
22].

Ryc. 6. Proponow any model syntezy celulozy przez Acetobacter xylinum. W jednej podjednost- 
cc kom pleksu łańcuchy glukanow e łączą się w subelem entarne mikrofibryle, k tóre w ychodząc 
przez pory na zewnątrz kom órki łączą się w wiązki, a te z kolei we wstążkę; 1 -  lipo- 
polisacharydow a otoczka, 2 — przestrzeń pcryplazm atyczna, 3 — plazm alem m a, 10 nm cząstki 
— podjednostki kom pleksów term inalnych, ? — nie w iadom o dokładnie, czy kom pleksy 
term inalne są umieszczone tylko w otoczce lipopolisacharydowej, czy także w błonic kom órkow ej

U kazało  się wiele publikacji C olv ina  dotyczących syntezy celulozy przez 
Acetobacter xylinum , k tó re  nie są zgodne z op isanym  poglądem  [11]. W edług 
niego, enzym y w kom órce p ro d u k u ją  rozpuszczalne p rek u rso ry  celulozy, k tó re  
są w ydzielane na zew nątrz  kom órk i i w jak iś  sposób  p rze tw arzane  do  form y 
krystalicznej celulozy bez udziału  enzym ów . Ale b ad an ia  m e to d ą  freeze- 
-fracture i na m ateria le  u trw alonym  chem icznie nie po tw ierdza ją  tych 
poglądów , lecz d o sta rcza ją  dow odów  na istnienie enzym ów  w lipidow ej 
w arstw ie o toczki baktery jnej [1, 22, 39, 70].
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PER SPEK TY W Y

W osta tn ich  la tach  przem ysł w ykazuje duże zain teresow anie celulozą 
syn te tyzow aną  przez Acetobacter, poniew aż m ożna ją  s to sunkow o  łatw o 
o trzy m ać  w czystej form ie. O p ró cz  tego, w czasie syntezy z pow stającym i 
łańcucham i g lukanow ym i m ogą w iązać się n iek tó re  zw iązki chem iczne, np. 
op tyczny  prześw ietlacz — C alcofluor, barw nik  czerwień kongo  czy k arbo - 
ksym ety locelu loza (CM C). K o m p o n en ty  te d o d an e  do  pożyw ki w czasie 
syntezy w spółzaw odniczą w tw orzeniu  w iązań w odorow ych i zm ieniają o trzy ­
m any  p ro d u k t (ryc. 7) [1, 8, 21, 23],

Ryc. 7. M odel syntezy celulozy w obecności Calcofluoru. Związek ten łączy się z zespołami 
łańcuchów  glukanow ych, wychodzących przez pory i zapobiega tworzeniu wiązań wodorowych, 

nie dopuszczając do wytworzenia wstążki

O bserw acje  te są b ard zo  in teresujące z teoretycznego  i p rak tycznego  
p u n k tu  w idzenia. Reakcje z C alcofluorem  w skazują, że po lim eryzacja i k rys­
ta lizacja  są procesam i ściśle po łączonym i, ale niezależnym i od siebie. K iedy 
k rysta lizacja  zostaje p rzerw ana  przez w spom niane  czynniki, w ów czas tem po 
polim eryzacji w zrasta  [1]. W skazuje to, że k rysta lizacja  jest procesem  lim itu ją­
cym syntezę. R eakcja z C alcofluorem  jest całkow icie odw racalna , poniew aż 
zw iązek ten  dzia ła  przypuszczaln ie  ty lko na pow ierzchnię kom órk i w pobliżu 
miejsca polim eryzacji łańcuchów  glukanow ych. P o  w ym yciu go buforem  
synteza norm alnej celulozy zostaje w znow iona [23].

Być m oże w przyszłości Acetobacter xylinum będzie stosow any  do  przem ys­
łowej p rodukcji celulozy, poniew aż m a on wiele zalet. P o  pierwsze, w ysuszona 
w arstw a ho d o w lan a  p rzypom ina  cienki pergam inow y papier. M ożna  jej nadać  
dow olny  kształt, s tosu jąc odpow iednie  naczynie hodow lane. Po drugie, w arst-
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wa ta, op rócz  k om órek  bak terii, zaw iera czystą celulozę; nie w ym aga więc 
skom plikow anego  p rocesu  oczyszczania. P o  trzecie, w łasności celulozy m ogą 
być zm ienione w czasie syntezy*, d latego  m ożna o trzym ać wiele now ych 
p ro d u k tó w  przez k o n tro lo w an e  zaburzan ie  procesów  krystalizacji i po lim ery­
zacji. M ikrofibry le  celulozow e m ogą rów nież łączyć się z innym i polim eram i, 
s ta jąc  się w ten  sposób  sy n te tyczno-na tu ra lnym  p ro d u k tem  o now ych w łaś­
ciw ościach [7]. P o  czw arte, tem po syntezy celulozy jest b ardzo  w ysokie. Jeśli 
np. udałoby  się stw orzyć ciągłą hodow lę b ak tery jn ą  o pow ierzchni 1 ak ra  (0,4 
ha), to  w ciągu jednego  ro k u  m ożna o trzym ać 11 350 kg celulozy. N a to m iast 
1 ak r upraw y baw ełny daje w ciągu ro k u  300 kg celulozy. A więc w ydajność 
syntezy celulozy baktery jnej jest o k o ło  35 razy w yższa niż p lon  baw ełny [4, 7], 
Ale proces b io technologiczny  w tej chwili jeszcze jest zbyt kosztow ny, głównie 
ze względu na koszt su b s tra tu  glukozow ego. N a  niew ielką skalę celuloza 
b ak te ry jn a  jest obecnie w ykorzystyw ana na F ilip inach  do  p rodukcji deseru 
pod  nazw ą „ N a ta  de C o co a” i przez firm ę Sony w Japon ii do  w ytw arzania  
m em bran  głośnikow ych.

C o raz  częściej są podejm ow ane p róby  syntezy celulozy in v itro  za pom ocą 
enzym ów  izo low anych  z bak terii [13, 42]. W ydajność tej syntezy jest jed n ak  
zbyt m ała w p o ró w n an iu  z syntezą in vivo, ale o trzym yw ane w yniki zachęcają 
do  p row adzen ia  tego typu  badań .

Przypuszcza się rów nież, że będzie m ożna izolow ać z Acetohacter  geny 
kodu jące enzym y odpow iedzialne za syntezę celulozy i przenieść je  do 
sam ożyw nej sinicy Nostoc. C elu loza m ogłaby  być w ów czas syn tetyzow ana 
kosztem  glukozy pochodzącej z fo tosyntezy [4, 6],
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Z A S T O S O W A N IE  E N D O N U K L E A Z  W B A D A N IA C H  
C Y T O G E N E T Y C Z N Y C H

A P P L IC A T IO N  O F  E N D O N U C L E A SE S IN  C Y T O G E N E T IC A L  STU D IES

M aria J. O LSZEW SK A , D oro ta  G E R N A N D  

Z akład  Cytologii i Cytochem ii Roślin, Instytut Fizjologii i Cytologii, Uniwersytet Łódzki

Streszczenie. O m ów iono trzy grupy m etod stosow anych osta tn io  w badaniach cytogenetycznych in 
situ: wrażliwość na  DN -azę I, n ick-translation  oraz traw ienie enzymami restrykcyjnymi. M etody te 
um ożliw iają analizę s tru k tu ralną  i funkcjonalną chrom atyny jąd er interfazowych i chrom osom ów  
m itotycznych. W yniki badań z użyciem przedstaw ionych technik wykazały różnice między 
niektórym i kategoriam i heterochrom atyny pod względem strukturalnym  i funkcjonalnym .

Summary. Three groups of m ethods recently applied in cytogenetical studies in situ: DN ase 
I sensitivity, nick-translation  and restriction enzymes digestion have been discussed. The above 
m ethods enable structural and functional analysis of intcrphasc nuclei and m itotic chrom osom es. 
Results obtained with these techniques show structural and functional differences between some 
heterochrom atin  fractions.

1. W PR O W A D Z E N IE

M etody  biologii m oleku larnej są stosow ane do  m ateria łu  izolow anego, tj. 
p rzygo tow anego  w sposób  uniem ożliw iający zwykle w gląd w poszczególne 
kom órk i na różnych  e tap ach  ich w zrostu  i różn icow ania. Skłoniło  to  cyto- 
genetyków  d o  p rzystosow an ia  n iek tó rych  m etod  biologii m oleku larnej do 
b ad ań  in situ, w k tó rych  analizie m ikroskopow ej p o d d aw an e  są poszczególne 
k om órk i i ch rom osom y  m etafazow e. U życie tych m etod  um ożliw ia pogłębienie 
wiedzy w zakresie:

1. ch a rak te ry s ty k i ją d e r  w różnych tk an k ach , będących na rozm aitych  
e tapach  różnicow ania;

2. ok reślen ia  funkcji, ja k ą  spełn iają  poszczególne frakcje ch rom atyny ;
3. b ad an ie  s tru k tu ry  m oleku larnej D N A  ch rom osom ów  m etafazow ych.
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W pracy om ów iono  trzy  grupy  m etod: w rażliw ość na D N -azę  I, technikę 
n ick -transla tion , k tó ra  m oże być uzupełn iona traw ien iem  D N -azą  1, o raz  efekt 
traw ien ia  enzym am i restrykcyjnym i. W rażliw ość na D N -azę I, k tó ra  rozcina 
D N A  w obszarze aktyw nej i po tencjaln ie  aktyw nej ch rom atyny , jest m etodą  
w skazującą na te m iejsca w ch rom atyn ie , k tó re  m ogą mieć znaczenie w funkc­
jo n o w an iu  genów . N ick -tran s la tio n  w skazuje — w zależności od m odyfikacji 
— lokalizację i w zględną liczbę ak tyw nych  lub po tencjaln ie  ak tyw nych  genów . 
R estryk tazy  ro zp o zn a ją  i rozcinają  D N A  w m iejscach specyficznych ze w zględu 
na sekwencję nukleo tydów ; m eto d a  ta  um ożliw ia lokalizację odcinków  D N A  
ograniczonych  przez sekw encje docelow e d la  danego  enzym u restrykcyjnego.

2. Z A ST O SO W A N IE  D N -azy I

2.1. METODY

M ateria ł u trw ala  się w sposób  ru tynow y d la  b ad ań  ch rom osom ow ych  
(m ieszanina e tan o lu  lub  m etan o lu  z kw asem  octow ym  lodow atym ). N astępn ie  
poddaje  się traw ien iu  D N -azą  I i d o k o n u je  oceny uby tku  D N A . W  zależności 
od o b iek tu  b ad ań , k tó ry m  m ogą być ją d ra  in terfazow e lub ch ro m o so m y  
m ito tyczne, stosuje się różne sposoby analizy  w yników .

W badaniach  jąd e r interfazow ych p rzeprow adza się pom iary  cytofo tom etry- 
czne po reakcji F eulgena lub po zabarw ien iu  w ybiórczym  dla D N A  fluoro- 
chrom em  — jod k iem  p rop idyny  [8, 16]. Is to tne  w tej m etodzie je s t z a ­
stosow anie  fluo roch rom u , k tó ry  nie w iąże się specyficznie z param i A T lub  G C , 
poniew aż użycie fluo roch rom u  w iążącego się w ybiórczo z param i AT, ja k  np. 
barw nik  H oechst 33258, nie daje w yników  jednoznacznych  ze w zględu na 
w zm ożoną fluorescencję h e te ro ch ro m aty n y  bogatej w pary  AT [10]. U bytk i 
p ro d u k tu  reakcji F eu lgena lub fluorescencji w p o ró w n an iu  z ją d ra m i nie 
poddanym i dzia łan iu  D N -azy  I w skazują  na w zględną ilość D N A  p o d a tn ą  na 
działanie tego enzym u. D ru g a  g ru p a  m etod  m ających zastosow anie  ty lko  do  
kom órek  pro liferu jących  polega na inkubacji in vivo badanego  m ateria łu  z 3H 
tym idyną, u trw alen iu  i p o d d an iu  części p rep ara tó w  działan iu  D N -azy  I; 
w ytraw ione fragm enty  D N A  ek strah u je  się kw asem  tró jch lo ro o c to w y m  [11]. 
W  au to rad io g ram ach  ocenia się ubytek  ziaren  sreb ra  w p rep a ra tach  tra w io ­
nych w p o ró w n an iu  z p rep a ra tam i kon tro lnym i.

Analizę efektu D N -azy  I w chrom osom ach m etafazow ych m ożna prze­
prow adzić także na chrom osom ach  izolow anych, nie utrw alonych [2], P o  
traw ieniu  D N -azą  I, p rep a ra ty  barw i się bez w stępnego tra k to w a n ia  b a rw ­
nikiem  Giem sy.
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2.2. WYNIKI TRAWIENIA DN-αζμ I

W iadom o, że s tru k tu ra  ch ro m aty n y  jest jednym  z czynników  uczest­
niczących w regulacji ak tyw ności transkrypcyjnej. C h ro m a ty n a  sk o n d en so w a­
n a  nie jes t ak ty w n a transkrypcy jn ie; d ekondensacja  jest jednym  z w arunków  
transk rypcji. B adan ia  b iochem iczne w ykazały, że transkrypcy jn ie  ak tyw ne 
odcinki D N A  w ykazują  szczególną konform ację, k tó ra  spraw ia, że są one 
p o d a tn e  na traw ienie D N -azą  I. P o n a d to  D N -aza  I m oże rozpoznaw ać 
w ybiórczo  w rażliw e na nią te obszary  ch rom atyny , k tó re  uczestniczą w k o n t­
roli ak tyw ności genów  [15].

W rażliw ość na D N -azę  I była w ykorzystana  w b adan iach  zm ian  konfor- 
m acyjnych ch ro m aty n y  w przebiegu cyklu kom órkow ego  oraz  podczas ró ż­
n icow ania  kom órek .

W odniesien iu  do  cyklu k om órkow ego  stw ierdzono [11], że ch ro m aty n a  
ją d e r  w fazie G j jest najbardziej p o d a tn a  na D N -azę  I. Począw szy od  wczesnej 
fazy S ch ro m a ty n a  staje się co raz  mniej w rażliw a na tę endonukleazę. Jednak  
p o ró w n an ie  w yników  uzyskanych  tą  m eto d ą  z w ynikam i o trzym anym i po 
zasto sow an iu  innych technik  cytochem icznych i u ltra s tru k tu ra ln y ch  (w iązanie 
3H ak tynom ycyny  D , m orfom etryczna an aliza  ilości ch ro m aty n y  sk o n d en ­
sow anej podczas cyklu kom órkow ego) [6] w skazuje, że m e to d a  p o m iaru  
p o d a tn o śc i ch ro m aty n y  na traw ienie D N -azą  I jest techn iką  mniej czułą niż 
p rocedury  stosow ane wcześniej.

O cena w rażliw ości na D N -azę  I z zastosow aniem  reakcji Feu lgena w ykaza­
ła, że ch ro m a ty n a  ją d e r  cebuli w korzeniach  w okresie spoczynku c h a ra k ­
teryzuje się znacznie w iększą o d p o rn o śc ią  na D N -azę  I niż ch ro m aty n a  
w okresie proliferacji [8 ]. W yniki p om iarów  fluorescencji rów nież dow iodły, że 
proliferujące kom ó rk i b iałaczki R auchera  są bardziej p o d a tn e  na D N -azę  I niż 
no rm alne  kom órk i śledziony [16],

B adania efektów  D N -azy  I w ch rom osom ach  m etafazow ych polegają na 
znalezieniu  obszarów  opornych  na ten enzym  (rye. 1). W  zasadzie odcinki 
eu ch rom atynow e ch rom osom ów  m etafazow ych są p o d a tn e  na  traw ienie 
D N -azą  I, w przeciw ieństw ie do  he te roch rom atyny . O czekiw ane w yniki, tj. 
o p o rn o ść  p rzycentrom erow ej h e te roch rom atyny , zostały  uzyskane w nieutr- 
w alonych izolow anych ch rom osom ach  m yszy [2], W u trw alonych  ch ro m o ­
som ach h e te ro ch ro m aty n a  p rzycen trom erow a jest o p o rn a  na D N -azę  I w k o n ­
centracji 10 ng/m l, ale in terstycjalny  prążek he te ro ch ro m aty n o w y  w jednym  
z ch rom osom ów  był p o d a tn y  na D N -azę  I ju ż  w koncen trac ji 2 ng/m l [1], 
P o d a tn o ść  pew nych frakcji h e te ro ch ro m aty n y  na działan ie  D N -azy  I jest 
faktem  raczej zaskakującym . A nalogiczne wyniki o trzy m an o  przy m etodzie 
n ick -tran sla tio n  (por. 3.2).

Przy ocenie w artości tej m etody  trzeba  stw ierdzić, że jest ona  ob iecująca
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Ryc. 1. Przykład wrażliwych i niewrażliwych na DN -azę I regionów chrom o­
som u m etafazowego; a — chrom osom  zabarw iony jednolicie barwnikiem  
Giemsy bez wstępnego traktow ania; b — wynik m etody prążków  C, 
ujawniającej ciem no zabarw ioną heterochrom atynę przycentrom erow ą i p rą ­
żek interstycjalny; c — zabarwienie barwnikiem  Giemsy po traw ieniu D N -azą 

I: o p orna  jest tylko heterochrom atyna przycentrom erow ą

w odniesieniu  do  ch rom osom ów  m etafazow ych, jed n ak  nie jes t obecnie 
dosta teczn ie  o p raco w an a  do  uży tku  w bad an iach  cy tochem icznych ją d e r  
in terfazow ych, a  zasób  inform acji uzyskanych tą  d ro g ą  jes t niezw ykle sk ro m n y  
w p o ró w n an iu  z w iedzą zg ro m ad zo n ą  w w yniku b a d a ń  b iochem icznych.'

3. NICK-TRANSLATION

M eto d a  ta  jes t o p a r ta  n a  obecności w natyw nym  D N A  odcinków  jed n o - 
niciow ych, tzw. nicks, k tó re  rep rezen tu ją  s tru k tu ra ln e  zm iany  ch ro m aty n y  
zw iązane z a k tu a ln ą  ak tyw nością  transk rypcy jną . W ykrycie tych odcinków  
odbyw a się poprzez stw ierdzenie ich replikacji w m ateria le  u trw alonym . 
P o d d an ie  ob iek tu  b ad ań  dzia łan iu  D N -azy  I zw iększa zakres inform acji 
o zaw artości po tencja ln ie  aktyw nej ch ro m aty n y  (por. 2.2.).

3.1. METODY

T echn ika  n ick -tran sla tio n  in situ  je s t dob rze  op racow ana . P o lega  o n a  na 
inkubacji u trw alonego  m ateria łu  w m ieszaninie w szystkich czterech tró jfos- 
foranów  deoksynukleozydów , z k tórych  jeden  jest znakow any  try tem  lub 
b io tyną, w obecności po lim erazy  D N A  I, ew entualn ie  z dodan iem  — w zależ­
ności od  celu b ad ań  — D N -azy  I. W izualizacja  p ro d u k tu  reakcji następu je  
bądź m eto d ą  au to rad io g raficzn ą , bądź  m eto d ą  ABC (kom pleks aw idy-
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n a -b io ty n a -p e ro k sy d az a ), w k tórej osta tecznie  stosuje się reakcję DAB, 
w ykryw ającą ak tyw ność  peroksydazy .

Z  b ad ań  porów naw czych  p rzep row adzonych  przez Iseki [4 ] (tab. 1) w ynika 
zgodność  rezu lta tów  uzyskanych  techn iką  au to rad io g raficzn ą  i m e to d ą  ABC.

TABELA I.

Wyniki nick-translation in situ (bez DN-azy I) w różnych 
organach szczura [4], wybrane przykłady

O rgan Rodzaj
kom órek

M etoda

autoradiograficzna, 
liczba ziaren ABC

Skóra
naskórek 

tkanka  łączna
50 

9,5 ±9 ,5
+
±

Szpik kostny 
kości udowej krwiotwórcze 33,7 ±18 ,7 ±

G rasica
limfocyty korowe 

limfocyty rdzeniowe
14,2 ±5,1  

50
±
+

Żołądek gruczołowe 
mięśnie gładkie

32,2 ±18 ,0  
4,8 ± 4 ,2

±

Jelito czcze jab łonek  kosm kowy 
nabłonek kryptowy

4,6 ± 2 ,5  
50 +

± w preparatach znajdowały się jądra wybarwione i nie wybarwione

W kom ó rk ach , k tó rych  ją d ra  zaw ierały  p o n ad  50 ziaren  sreb ra  w m etodzie 
au to rad iograficznej, w ynik m etody  ABC był zawsze pozytyw ny. P rzy liczbie 
ziaren  w au to rad io g ram ach  od ok. 34 do  5, ty lko  w n iek tó rych  ją d ra c h  wyniki 
m etody  A BC były doda tn ie . Ją d ra  z liczbą ziaren  poniżej 5 nie zaw ierały 
brązow ych p lam ek w m etodzie ABC; tak i wynik należy uznać za negatyw ny. 
M eto d a  au to rad io g ra ficzn a  w ydaje się bardziej p rzy d a tn a  w badan iach  p o ró w ­
naw czych ilościow ych ją d e r  in terfazow ych i jest bardziej czuła. D o analizy 
ch rom osom ów  m ito tycznych  nadaje  się lepiej m etoda  ABC ze względu na 
lepszą rozdzielczość lokalizacji p ro d u k tu  reakcji.

3.2. WYNIKI METODY NICK-TRANSLATION

W ją d ra c h  in terfazow ych kom órek  pro liferu jących  m yszy linii A9 m etoda 
n ick -tran sla tio n  po  zasto sow an iu  D N -azy  I i au to rad io g rafii w ykazała  — zgo­
dnie z oczekiw aniem  — brak  w yznakow ania  w obszarach  h e te ro ch ro m aty n o - 
wych [14]. Ją d ra  kom órek  szczura z różnych o rganów  będących na rozm aitych
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etapach  zróżn icow ania  i w ykazujących odm ienną ak tyw ność tran sk ry p cy jn ą  
były obiektem  badań , gdzie zastosow ano m etody au torad iograficzną i ABC 
[4], W ybrane p rzyk łady  są zam ieszczone w tab . 1. P rzedstaw ione w yniki 
w skazują, że kom ó rk i o w ysokim  stop n iu  zróżn icow ania nie zaw ierały  jed n o - 
niciow ych fragm entów  D N A  (nicks) w przeciw ieństw ie do k om órek  proliferują- 
cych lub o znacznej aktyw ności transkrypcyjnej [4],

C hrom osom y m etafazow e b a d an o  po traw ien iu  D N -azą  I. U ssaka 
Microtus agrestis  eu ch ro m aty n a  w ak tyw nym  ch rom osom ie  X jest w rażliw a na 
D N -azę  I, podczas gdy w n ieak tyw nym  chrom osom ie  X (w tej sam ej płytce 
m etafazow ej) jest ona  niew rażliw a, z w yjątk iem  wcześnie repliku jącego  w ąs­
kiego obszaru  znajdu jącego  się w dystalnej części tego ch rom osom u. W raż­
liwość na D N -azę  I sugeruje obecność w tym  regionie po tencjaln ie  aktyw nej 
konform acji D N A  (tj. genów , k tó re  nie zostały  zdezaktyw ow ane). P o d o b n y  
w ąski region w rażliw y na D N -azę  I znaleziono  w n ieak tyw nym  ch rom osom ie  
X u Gerbillus gerbillus [14],

W k o m ó rk ach  hybrydow ych  m ysz/Microtus agrestis o trzy m an o  aneup- 
lo idalną  linię o pojedynczym  aktyw nym , chrom osom ie  X. W ykazyw ał on 
w au to rad iograficznej m etodzie n ick -tran sla tio n  z zastosow aniem  D N -azy  
I tak ie  sam e właściw ości, ja k  op isany  tu ak tyw ny  ch rom osom  X w fibroblas- 
tach Microtus agrestis. W linii zaw ierającej pojedynczy n ieak tyw ny c h ro m o ­
som  X nie był on rad io ak ty w n y  na całej długości. W linii, w której n astąp iła  
sp o n tan iczn a  ak tyw acja  genu H P R T  (fosforybozylo transferaza h ipok san ty n a : 
guanina), z lokalizow anego  w ch rom osom ie  X, pojaw iła  się w rażliw ość na 
D N -azę  I; rozm ieszczenie z iaren  au to rad iog raficznych  było tak ie  sam o, jak  
w linii zaw ierającej ak tyw ny ch rom osom  X [5].

W rażliw ość na D N -azę  1 obszarów  euch rom atynow ych  stw ierdzono  także 
w ch ro m o so m ach  człow ieka z zastosow aniem  zarów no  tró jfosfo ranów  nuk- 
leozydów  znakow anych  try tem , ja k  i b io tyną  [9].

U myszy hete ro ch ro m aty n o w y  prążek in terstycjalny wrażliw y na D N -azę 
I (por. 2.2) ulegał n ick -transla tion . Był on w yraźnie w idoczny po  zasto sow an iu  
technik i zn ak o w an ia  b io tyną. P odobn ie  w yznakow ane były obszary  euch- 
rom atynow e [1].

Z o trzym anych  rezu lta tów  w ynika, że istnieją w yraźne różnice w liczbie 
miejsc obecnie i po tencjaln ie  ak tyw nych transk rypcy jn ie  m iędzy jąd ram i 
kom órek  na różnych e tapach  różnicow ania. W ch rom osom ach  m etafazow ych, 
zgodnie z oczekiw aniem , m e to d a  n ick -tran sla tio n  z zastosow aniem  D N -azy  
I w ykazuje p o tenc ja lną  ak tyw ność  tran sk ry p cy jn ą  regionów  e u c h ro m a ty n o ­
wych. In teresu jące wyniki o trzym ane  w odniesieniu  do ch rom osom ów  X. 
D ezaktyw acja  jednego  z tych ch rom osom ów  (u ssaków  płci żeńskiej) pociąga 
za sobą  zan ik  w rażliw ości na D N -azę  I, n a to m ias t ak tyw acja  p rzyw raca m u tę 
wrażliw ość. N iek tó re  h e te ro ch ro m aty n o w e prążki C w au to so m ach  i w c h ro ­
m osom ach  X u ssaków  w ydają się po tencjaln ie  ak tyw ne transkrypcyjn ie .
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W yniki te sk łan ia ją  do  przypuszczenia, że h e te ro ch ro m aty n a  w ykryw ana 
m etodą p rążków  C nie jest je d n o ro d n a  funkcjonalnie; pew ne nieliczne jej 
frakcje w ydają się po tencja ln ie  ak tyw ne transkrypcyjn ie .

4. Z A ST O SO W A N IE  E N D O N U K L E A Z  R ESTR Y K C Y JN Y C H

4.1. METODY

W m etodzie tej analizie p o dda je  się ch rom osom y izolow ane, nie u trw alone 
lub m ateria ł u trw alony  i p rzygo tow any  w sposób  pow szechnie przyjęty do 
b ad ań  ch rom osom ów  m etafazow ych. Po p rzep row adzen iu  traw ien ia  restryk- 
tazą p rep ara ty  barw i się barw nik iem  G iem sy lub jo d k iem  prop idyny . N ależy 
podkreślić, że niekiedy w p rep a ra tach  k o n tro ln y ch  były obserw ow ane prążki 
w yw ołane, jak  w ykazano , obecnością  resztek glicerolu dodaw anego  w w yso­
kich stężeniach do buforu , w którym  przechow yw ane są restryk tazy  [12]. 
W wyniku w ytraw ienia przez restryktazę pew nych fragm entów  chrom osom ów  
m etafazow ych po jaw iają  się w nich m iejsca nie barw iące się; są to  tzw. p rążki 
negatyw ne. P ozosta łe  obszary  chrom osom ów , o p o rn e  na działan ie  zasto so w a­
nej restryk tazy , w idoczne są ja k o  tzw. prążki pozytyw ne, tj. intensyw nie 
barw iące się (barw nik  G iem sy) lub fluoryzujące (jodek p ropidyny, ryc. 2).

D o b ó r enzym u zależy od rodzaju  poszukiw anych  sekwencji specyficznie 
ciętych przez d an ą  restryk tazę. U n iek tó rych  gatunków , k tó rych  D N A  jest 
przynajm niej częściow o sk lonow any, dysponu je  się is to tną  m etodycznie w ska-

Ryc. 2. Przykład ujaw nienia prążków  negatywnych w euchrom atynie chro­
m osom u metafazowego działaniem  restryktazy; a — chrom osom  zabarw iony 
jednolicie barwnikiem  Giemsy bez wstępnego traktow ania; b — ujawnienie 
heterochrom atyny m etodą prążków  C; c — ujawnienie w euchrom atynie 
wąskich prążków  negatywnych po traw ieniu restryktazą i zabarwieniu 

barwnikiem  Giemsy
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zów ką do tyczącą  w ystępow ania sekwencji docelow ych d la  danej restryk tazy . 
B adan ia  m ożna poprzedzić  lub  zw eryfikow ać poprzez  ustalenie restrykcyjnego 
w zoru D N A  badanego  gatunku. N p. u m u n tjak a  spośród  pięciu enzym ów 
restrykcyjnych, d la  k tó rych  sekw encje docelow e zaw ierały  w yłącznie G  i C, 
jedyn ie  H ae III (tab. 2) p o w odow ał w zór p rążkow y negatyw ny (ryc. 2). A utorzy

TABELA 2

Sekwencje rozpoznawane przez enzymy 
restrykcyjne

Enzym
R ozpoznaw ana sekwencja 

5'— 3'

Alu I A G |C T
EcoR I G 1 AATTC
Hae III G G  [C C
H ind III A i  AG CTT
H inf I G 1 AN TC

[17] potw ierdzili ten  w ynik na  izo low anym  D N A  w ykazując, że prążki 
restrykcyjne po  elek troforezie n a  żelu agarozow ym  pow staw ały  ty lko  po 
traw ien iu  H ae III. F rag m en ty  D N A  rozcięte przez H ae III u m u n tjak a  były 
różnej d ługości od 200 do  3000 p a r zasad  [17].

N ależy zw rócić uwagę, że restryk tazy  specyficzne d la  sekwencji cz teronuk- 
leotydow ych (tab. 2) rozcinają  D N A  na fragm enty  kró tsze  niż restryk tazy  
a tak u jące  sekw encje sześcionukleotydow e. W rezultacie, w w yniku traw ien ia  
łatw iej w ypłukiw ane są z ch rom osom ów  sto su n k o w o  k ró tk ie  odcinki D N A  (od 
100 do  200 p a r zasad), wycięte przez enzym y restrykcyjne, rozcinające 
sekw encje z łożone z czterech nuk leo tydów . F rag m en ty  od długości 1000 p ar 
zasad i dłuższe p o zo sta ją  w chrom atyn ie . W konsekw encji p rążk i nie m ogą być 
uw idocznione.

4.2. WYNIKI TRAWIENIA ENZYMAMI RESTRYKCYJNYMI

O trzy m an e  w yniki do tyczące euch rom atynow ych  części ch rom osom ów  
m etafazow ych w ykazują  istnienie w nich obszarów  p o d a tn y ch  na działan ie 
danej restryk tazy . W yraża  się to  pojaw ieniem  p rążków  negatyw nych o roz­
m aitej szerokości (ryc. 2). Zw ykle tak ie  p rążki o trzym uje  się po dzia łan iu  
enzym am i restrykcyjnym i, k tó re  nie a tak u ją  h e te ro ch ro m aty n y  z pow odu 
b rak u  w niej sekw encji docelow ych. W wielu p rzy p ad k ach  obserw ow ano  
w ytraw ienie jed n o ro d n e  całej euch rom atyny , w rezultacie czego jedynym i 
obszaram i barw iącym i się, np. w ch rom osom ach  kom órek  L myszy, są obszary  
heterochrom atyny  przycentrom erow ej [2 ]. A utorzy ci [2 ] stosując Alu I i EcoR 
I (tab. 2) uzyskali w izolow anych ch rom osom ach  m etafazow ych niem al

http://rcin.org.pl



ENDONUKLEAZY W BADANIACH CYTOGEN ETYCZNYCH 221

ca łkow ite  straw ienie D N A  euch rom atyny . N a  podstaw ie tak ich  w yników , 
a tak że  w yników  traw ien ia  D N -azą  I, (por. 2.2) zosta ł w yciągnięty dosyć 
is to tn y  w niosek, a m ianow icie, że na  indukcję  p rążków  C nie wpływ a 
u trw a lan ie  [2]. U  m u n tjak a  w ykazano , że enzym y restrykcyjne, nie rozcinające 
w a tak o w an ej sekw encji G  i C, p o w o d u ją  pojaw ienie się w euch rom atyn ie  
p rążk ó w  bogatych  w pary  AT i odw ro tn ie  [17]. W ytraw ianie  fragm entów  
eu ch ro m aty n o w y ch  przez restryk tazy  stw ierdzono  u wielu g a tu n k ó w  zw ierząt, 
np. k o n ik  polny, k ilka g a tu n k ó w  płazów , p strąg  tęczowy, mysz, m u n tjak  [1, 2, 
3, 7, 12, 17]. Zw olennicy  zasto sow an ia  m etody  restryk taz  do  analizy  ch ro m o ­
som ów  m etafazow ych są naw et zdan ia , że jes t to  m e to d a  p ro stsza  niż 
pow szechnie d o tą d  używ ane m etody  prążkow e.

P ozorn ie  zaskaku jące  w yniki o trzy m an o  w odniesieniu  do  hete ro ch ro m aty - 
ny. N a  podstaw ie  rozróżn ien ia  h e te ro ch ro m aty n y  bogatej w pary  AT lub G C  
(ryc. 3, c, d) m ożna  było oczekiw ać, że enzym y restrykcyjne, rozcinające D N A

Ryc. 3. Przykłady w ystępowania w chrom osom ie metafazowym  regionów traw ionych różnymi 
restryktazam i; a — chrom osom  zabarw iony barwnikiem  Giemsy bez wstępnego traktow ania; 
b — ujawnienie heterochrom atyny telomerowej, przycentrom erowej i interstycjalnej m etodą 
prążków  C; c — fluorescencja po DA PI lub fluorochrom ie Hoechst 32258: heterochrom atyna 
telom erow a i przycentrom erow a jest bogata w pary AT; d — fluorescencja po chrom om ycynie A3 
lub m itramycynie: prążek interstycjalny jest bogaty w pary GC; e — szerokie prążki negatywne 
(jasne) i pozytyw ne (ciemne) po wytrawieniu EcoR I; f — obszary wytrawione (jasne) i oporne 
(heterochrom atyna, por. b) na Alu I; g — obszary wytrawione (jasne) przez H ind III: hetero­
ch rom atyna bogata w pary AT (por. c) została straw iona; h — prążek wytrawiony (jasny) przez 
Hae III: heterochrom atyna bogata w pary G C  (por. d) została straw iona; e — h: ^zabarwienie

barwnikiem  Giemsy

m iędzy A i T, będą  pow odow ały  obniżenie lub zan ik  zabarw ien ia  h e te ro ­
ch ro m aty n y  bogatej w te pary  zasad, n a to m ias t restryk tazy  a tak u jące  sekw en­
cje boga te  w pary  G C  spow odu ją  zm niejszenie in tensyw ności lub zanik  
zabarw ien ia  w obszarach  bogatych  w G C . W yniki zgodne z oczekiw aniam i 
o trzy m an o  u płazów  [12]. P rzy cen tro m ero w a h e te ro ch ro m aty n a  u ropuchy

7 -  PBK 2/89
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Buffo americanus jest b o g a ta  w pary  G C  i ulega całkow item u straw ien iu  przez 
H ae III (tab. 2). U k o n ik a  po lnego  h e te ro ch ro m aty n a  przy o rgan iza to rze  
jąderkow ym  (N O R ) jest b o g a ta  w pary  G C ; ulega ona  w ytraw ieniu  przez Alu I, 
H ae III o raz  H inf I (tab. 2). N a to m ias t segm enty h e te ro ch ro m aty n o w e bogate  
w pary  AT nie ulegały w ytraw ieniu  przez H ind  III (tab. 2) [3]. H ind  III nie 
p ow odow ał rów nież po jaw ienia  się p rążków  negatyw nych w obszarach  euch- 
rom atynow ych , co m ogłoby  być zw iązane z sześc ionukleo tydow ą sekw encją 
a tak o w an ą  przez tę restryk tazę  (tab. 2). U  k o n ik a  po lnego  w ykazano  p o n ad to  
[3 ], że h e te ro ch ro m aty n a  b o g a ta  w pary  A T jest traw io n a  przez A lu I o raz  
H in f I (tab. 2).

Z przy toczonych  rezu lta tów  b ad ań  w ynika pew na sprzeczność m iędzy 
stw ierdzoną d om inac ją  p a r AT lub  G C  w hete ro ch ro m aty n ie  a b rak iem  efektu 
restryk taz  rozcinających  D N A  w m iejscach zaw ierających A lub T  i o d w ro tn ie  
— skuteczność restry k taz  a tak u jący ch  sekw encje sk ładające się z G  i C  w hete­
roch ro m aty n ie  bogatej w pary  AT. Są co najm niej dwie przyczyny tych 
sprzeczności. Po pierwsze, odcinek D N A  ograniczony przez sekwencje bogate 
np. w pary  G C  m oże zaw ierać znaczne liczby p a r AT we fragm encie m iędzy 
sekw encjam i docelow ym i d la  danej restryk tazy . Po drugie, w iadom o, że 
h e te ro ch ro m aty n a  w ch ro m o so m ach  m etafazow ych sk łada  się z wielu tzw. 
subprążków  w idocznych w mniej skondensow anych  ch ro m o so m ach  profazo- 
wych lub prom etafazow ych; poszczególne subprążk i m ogą się różn ić  pod  
względem  sk ładu  nuk leo tydow ego  ich sa te lita rnego  D N A . U  m u n tja k a  prążek 
C w jednym  z ch rom osom ów  zaw iera h e te ro ch ro m aty n ę  w rażliw ą na Alu 
I (tab. 2) i o p o rn ą  na tę restryk tazę, chociaż jest on  bogaty  w pary  AT, 
poniew aż w całości w ykazuje in tensyw ną fluorescencję po barw ien iu  D A  PI 
[17].

O trzy m an e  wyniki w ykazują, że zastosow anie  in situ re s try k taz  stanow i 
cenną m etodę um ożliw iającą analizę s tru k tu ry  m olekularnej D N A  ch ro m o ­
som ów  m etafazow ych. W  w yniku dzia łan ia  enzym ów  restrykcyjnych pojaw iają  
się w ch ro m o so m ach  m etafazow ych p rążki negatyw ne, pow stałe  ja k o  rezu lta t 
wycięcia fragm entów  cząsteczki D N A  ogran iczonych  specyficznym i sekw en­
cjam i nuk leo tydów  i o sw oistym  m iejscu cięcia w ich obrębie. T rzeba  
podkreślić , że pojedynczo  rozm ieszczone sekw encje po  ich wycięciu nie 
pow odu ją  pow stan ia  w zoru p rążkow ego  [13].
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W IE L O E T A P O W A  P A T O G E N E Z A  C H Ł O N IA K Ó W

M U L T IFA C T O R IA L  PA T H O G E N E SIS  O F  H U M A N  LY M PH O M A S

D anu ta  R O Ż Y N K O W A , Zofia M onika R U PN IE W SK A  

Sam odzielna Pracow nia Genetyki Człowieka AM w Lublinie

Streszczenie. C hłoniaki charakteryzuje niekontro low ana proliferacja kom órek limfopoetycznych, 
przy równoczesnym  zaham ow aniu  różnicow ania i dojrzewania. Etiologia tych chorób jest jeszcze 
niedostatecznie znana, chociaż dla ich pow stania konieczne jest współdziałanie wielu m echaniz­
m ów, jak:

translokacje chrom osom ow e być może wywołane błędem w działaniu enzymów, które 
w prawidłow ych w arunkach katalizują fizjologiczne rekom binacje w toku tkankow o swoistego 
dojrzew ania;

aktyw acja niektórych proto-onkogenów  oraz współdziałanie co najmniej dwu proto-on- 
kogenów;

au tokrynna  stym ulacja wzrostu kom órki; 
udział w irusa Epsteina-B arr i innych wirusów; 
wpływ przewlekłej m alarii i innych zakażeń pasożytniczych; 
upośledzenie nadzoru  im m unologicznego.
M echanizm y te zostały om ów ione w kolejnych rozdziałach niniejszej pracy.

Summary. B derived lym phom as are characterized by uncontrolled high lym phoid cell proliferation 
with concom itant low or suppressed m aturation  and differentiation activities. While the etiology
of these m alignancies is, as yet, not completely elucidated, several below listed mechanism s are
know n to be involved in the developm ent of lymphom as:

chrom osom e translocations, possibly resulting from errors in recom binase functions which 
play physiologic role in the tissue specific genomic rearrangem ents of differentiating lymphocytes; 

activation of some proto-oncogenes with at least two c-onc genes engaged in cooperation; 
stim ulation of cell au tocrine growth;
the involvem ent of Epstein-B arr virus and of o ther viruses;
the role of chronic m alaria  and other parasitic infections;
deficient im m unologic surveillance.
Recent advances in above topics are discussed in details.
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1. W PR O W A D Z E N IE

C hłoniak i, p o d o b n ie  jak  i białaczki lim fatyczne, ch a rak te ry zu ją  się n iek o n ­
tro lo w an ą  pro liferacją  k om órek  lim fopoetycznych przy rów noczesnym  z a h a ­
m ow aniu  różn icow an ia  i do jrzew ania . E tio log ia  tych ch o ró b  je s t jeszcze 
n iedostatecznie  znana , chociaż w iadom o, że d la  ich po w stan ia  konieczne jest 
w spółdziałan ie  wielu m echanizm ów  patogennych . Z o s tan ą  one p rzedstaw ione 
na przykładzie ch ło n iak a  B urk itta  (B urk itt lym phom a, w skrócie BL), k tó ry  
stanow i m odel do  b ad ań  nad  patogenezą  ch łon iaków  B -kom órkow ych  [108, 
109]. BL jest now otw orem  o charak terystycznej s tru k tu rze  m orfologicznej, 
k tó ry  jest zaliczany w edług W ork ing  F o rm u la tio n  of N o n -H o d g k in ’s L y m p ­
hom as [145] do  ch łon iaków  o w ysokim  sto p n iu  złośliw ości, w ychodzącym  
z m ałych nierozszczepionych kom órek  (small non-cleaved cells).

2. PO ST A C IE  E P ID E M IO L O G IC Z N E  I PA T O G E N E T Y C Z N E  C H Ł O N IA K A  B U R K ITT A

W aspekcie ep idem iologicznym  i patogenetycznym  rozróżn ia  się obecnie 
trzy postacie  BL: endem iczną, spo radyczną  i n iedaw no  o p isan ą  p o stać  zw iąza­
ną z zespołem  naby tego  b rak u  odpo rn o śc i (w skrócie A ID S), tzw. A ID S -B L  
[183].

P ostać  endem iczna BL w ystępuje w Afryce podzw ro tn ikow ej i N ow ej 
G w inei. Jest o n a  etio logicznie zw iązana z w irusem  E p ste in a-B arr (w skrócie  
EBV) [53], przy czym b ard zo  w ażnym  czynnikiem  ryzyka jest endem iczna 
m alaria  o raz  inne zakażen ia  pasożytnicze. Jednakże  d la  pow stan ia  n o w o tw o ru  
konieczne są jeszcze d o d a tk o w e  zm iany  genetyczne, k tó re  tłum aczą  m ono- 
k lonalność  now o tw o ru  i różnice fenotypow e m iędzy k o m ó rk am i BL zaw iera ją ­
cymi genom  EBV a k o m ó rk am i lim foidalnym i un ieśm ierte ln ionym i in v itro  
przez EBV [90].

P ostać  sp o rad y czn a  BL w ystępująca w E uropie, A m eryce P ó łnocnej 
i Japon ii, nie jes t zw iązana z zakażeniem  EBV [20] i stanow i typow y przyk ład  
rzadkiego  n o w o tw o ru  o całkow icie nieznanej etiologii.

O b raz  kliniczny postaci endem icznej BL jest nieco odm ienny  od  postaci 
sporadycznej. M ianow icie w tej pierwszej — p ierw o tną  lokalizacją  guza jes t 
żuchw a i s to su n k o w o  rzad k o  w ystępuje b iałaczka, n a to m ias t w postac i 
sporadycznej — guz p o czą tk o w o  jest z lokalizow any w jam ie  brzusznej, 
a konw ersja  b ia łaczkow a zachodzi często.

A ID S-B L, p o d o b n ie  ja k  po stać  endem iczna, jest zw iązana z genom em  EBV 
[129, 172, 183], przy czym p raw d o p o d o b n e  role w irusów  różnie są ob jaśn iane . 
Jedna  z h ipo tez  zak łada , że ludzki w irus zespołu  naby tego  b rak u  odpo rn o śc i 
(H um an  Im m unodeficiency Virus, w skrócie H IV , wcześniej nazyw any L ym ph-
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ad en opathy -A ssoc ia ted  V irus, w skrucie LAV, lub Im m unodeficiency-A s­
sociated  V irus, w skrócie ID A V , w zględnie H T L V  III) o d p o w iad a  za rozw ój 
im m unosupresji, EBV zaś za rozw ój BL. Tę sugestię po tw ierdza  obserw acja, że 
H IV  zakaża  i rep liku je  rów nież w k o m ó rk ach  B, jeśli w ich D N A  znajdu je  się 
genom  EBV; k o m ó rk i B nie zakażone EBV nie są k o m ó rk am i docelow ym i dla 
H IV , k tó ry  — ja k  pow szechnie w iadom o — zakaża  pom ocnicze lim focyty 
T  [1]. Inne w yjaśnienie przyjm uje, że pow stan ie  i rozw ój k lo n u  kom órk i 
B stransfo rm ow anej przez EBV jest następstw em  upośledzonego nadzo ru  
im m unolog icznego  w sku tek  zakażen ia  lim focytów  T pom ocniczych [1].

P rzed  dw om a laty  zosta ł w ykry ty  w pracow ni G alio  w U SA  now y w irus 
— ludzki w irus lim fo tropow y B (H u m an  B -L ym pho trop ic  V irus, w skrócie 

H BLV), p o d o b n y  do  w irusów  z rodziny  H erpetoviridae  [81]. W irus ten  został 
w yizolow any z k om órek  od  chorych  na n ieziarnicze ch łon iak i lub z nienow o- 
tw orow ym  przerostem  węzłów chłonnych , w tym  dw u chorych H IV  sero d o d at- 
nich [80, 149], Z  odkryciem  tym  w iążą się d o d a tk o w e  m ożliw ości w spół­
d z ia łan ia  m iędzy H B L V  a EBV w patogenezie  zabu rzeń  im m unoregulacyjnych  
i transfo rm acji now otw orow ej lim focytów  B.

3. T R A N SL O K A C JE  C H R O M O S O M O W E  W C H Ł O N IA K U  BU R K ITTA  I W IN N Y C H

C H Ł O N IA K A C H

W szystkie trzy  postacie  BL w iążą się z n iep rzypadkow ym i, pow tarzającym i 
się tran slo k ac jam i chrom osom ów . W  75-8 5 %  przypadków  zarów no  endem icz­
nych, jak  i sporadycznych  BL m ożna  znaleźć translokac ję  t/8; 14/ /q 2 4 / /  q32/. 
T a  zm iana  k a rio ty p u  jest za rów no  w k o m ó rk ach  zakażonych  EBV, jak  
i w k o m ó rk ach  EBV ujem nych; nie zależy więc od obecności w irusa.

W 15—25%  przypadków  BL w ystępują dw a inne w arian ty  translokacji, 
w k tó rych  uczestniczy ch ro m o so m  8 (prążek q24). W  częstszym  w ariancie (ok. 
10% przypadków ) jest to  tran slo k ac ja  t/8; 22//q24; q l 1/, w rzadszym  (ok. 5%  
przypadków ) jes t to  tran slo k ac ja  t/2; 8 /p 12; q24 / [74].

W niew ielkim  procencie chorych  zarów no  w sporadycznej, ja k  i endem icz­
nej postaci BL nie udało  się w ykryć żadnej z tych trzech typow ych translokacji 
[12, 14, 48], co m ogłoby  sugerow ać, że nie są one konieczne do  rozw oju  BL. 
K lein i K lein [91] m ają  zdecydow anie odm ienne zdanie  sądząc, że istnieje 
p raw ie 100%  zw iązek m iędzy je d n ą  z trzech podstaw ow ych  translokacji a BL.

O prócz  tych podstaw ow ych  translokac ji zd a rza ją  się w BL, p odobn ie  
zresztą ja k  i w innych now otw orach , d o d a tk o w e  aberracje  chrom osom ow e. 
W edług Berger i B erheim a [11] sp o ty k a  się je  w o k o ło  70%  przypadków , przy 
czym najczęściej po legają  na rearanżac jach  s tru k tu ry  długich  ram ion  ch ro m o ­
som u 1.
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W znacznym  procencie ch łon iaków  i białaczek innych niż BL, k tó re  są 
częściej spo ty k an e  w E urop ie  i A m eryce, w ystępują charak te rystyczne  tran s- 
lokacje dotyczące długich ram ion  ch ro m o so m u  14. T ranslokac je  te sp o ty k an o  
zarów no  w ch łon iakach  B, ja k  i T -kom órkow ych . W  długich ram io n ach  
ch ro m o so m u  14 zn a jd u ją  się:

locus łańcucha  alfa recep to ra  kom órk i T  (w skrócie T  alfa R) — 14q 11, 
locus łańcucha  ciężkiego Ig (w skrócie IgH) — 14q32 [74].
N a to m ias t loci łańcuchów  lekkich Ig (w skrócie IgL) leżą w ch ro m o so m ach  

2 i 22, k tóre, ja k  to  ju ż  w spom niano , uczestniczą w tran slo k ac jach  sp o ty k an y ch
w BL, a także w tran slo k ac jach  w ystępujących w ostrych  b ia łaczkach
B -kom órkow ych. W ch rom osom ie  2p l 1 znajdu je  się locus IgL kap p a , w 22q 11 
zaś locus IgL lam b d a  [74]. U dział genów  Ig i genów  recep to ra  k o m ó rk i 
T  w tran slo k ac jach  chrom osom ow ych  w ystępujących w ch łon iakach  i b ia łacz­
kach  p rzedstaw iono  w tab . 1.

Jednakże  w now o tw o rach  lim foidalnych, podo b n ie  zresztą  ja k  we w szyst­
kich now otw orach , uczestniczą jeszcze inne geny, zw ane p ro to -o n k o g en am i lub  
onkogenam i kom órkow ym i (w skrócie c-onc). C-onc są genam i starym i 
ew olucyjnie. Z dan iem  B ishopa [16] są one przechow yw ane podczas ew olucji 
od  p o n ad  1000 m ilionów  lat. W ykry to  je  u niższych eu k ario n tó w  ew olucyjnie 
tak  odległych od człow ieka, jak  drożdże  piw ne i m uszka ow ocow a. E kspresja  
c-onc w ystępuje w różnych okresach  w zrostu  i różn icow ania  p raw id łow ych 
kom órek . Istn ie ją  ścisłe pow iązan ia  m iędzy c-onc a pozako m ó rk o w y m i czyn­
n ikam i w zrostow ym i. P ow iązan ia  te są a lbo  bezpośrednie, poniew aż n iek tó re  
c-onc k o du ją  czynniki w zrostow e, a lbo  pośrednie, poniew aż inne c-onc k o d u ją  
recep to ry  d la czynników  w zrostow ych i ho rm onów , lub uczestniczą w innych  
m echanizm ach regulujących w zrost kom órek . W tab . 2 p rzedstaw iono  c-onc, 
k tó re  przypuszczalnie uczestniczą w etiologii n ieziarniczych ch łon iaków . R o la 
tych c-onc była ocen iana  trzem a odm iennym i m etodam i:

analizą  najczęściej w ystępujących p u n k tó w  złam ań  rozpoznaw anych  m e to ­
dam i cytogenetycznym i,

techn iką  transfekcji w linię k o m ó rk o w ą  N IH  3T3, w yprow adzoną  z fibro- 
b lastów  myszy,

b adan iam i ekspresji genu.

4. T R A N SLO K A C JE  C H R O M O S O M O W E  A M IEJSCA Ł A M L IW E  I E K SPO Z Y C JA

NA M U TA G E N Y

P u n k t z łam an ia  w ch rom osom ie  8 w k o m ó rk ach  BL pok ry w a się z m iejs­
cem  pow szechnie łam liw ym  (com m on ch rom osom al fragile sites, w skrócie 
c-fra). C -fra, k tó rych  w ch ro m o so m ach  człow ieka jest oko ło  110 po  indukcji
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U dział genów im m unoglobulinow ych (Ig) i genów receptora kom órki T  w translokacjąch 
chrom osom ow ych występujących w chłoniakach i białaczkach limfatycznych

TABELA I

G en
Lokalizacja

chrom osom ow a T ranslokacja N ow otw ór

Locus łańcucha ciężkiego Ig 14q32 t /8; 14/ /q24; q32/

t/11 ; 14/ /q l3 ;q 3 2 /

t /2; 1 4 //p l  3; q32/ 

t /14; 18//q32; q21/

85%  przypadków  chłoniaka 
B urkitta i ostrych białaczek 
B -kom órkowych 
Przewlekła białaczka B-ko- 
m órkow a (postać u dorosłych), 
szpiczak plazm ocytowy 
Przewlekła białaczka B-ko- 
m órkow a (postać dziecięca) 
C hłoniak guzkowy

Locus łańcucha lekkiego 
lam bda 22ql 1 t/8 ; 22/ /q24; q l  1/

10% przypadków  chłoniaka 
B urkitta  i ostrych białaczek 
B-kom órkowych

Locus łańcucha lekkiego 
k appa 2p 11 t /2; 8/ /p  12; q24/

5%  przypadków  chłoniaka 
B urkitta  i ostrych białaczek 
B-kom órkowych

Locus genu łańcucha alfa 
receptora  kom órki T 14q 11

t /8; 14 //q24 ; q l 1/ 
(analogiczna do 
translokacji w 
chłoniaku Burki- 
tta)
t /10; 14//q24; q 11/ 
t/11 ; 14// p l 3; q l  1/

inv /14/ /q l  1; q32/ 

t /14;/ /q l  1; q32/

O stre białaczki T-kom órkow e

O stre białaczki T-kom órkow e 
O stre białaczki T-kom órkow e 
(opisano jednak przypadek 
ostrej białaczki z kom órek 
pre-B)
O stre białaczki T -kom órkow e 
i przewlekłe białaczki, chło- 
niaki T -kom órkow e 
O stre białaczki T-kom órkow e 
i przewlekłe białaczki, chło- 
niaki T -kom órkow e oraz cho­
rzy z ataksia  telangiectasia 
(u kilku z nich z inv /14/, lub 
t /14; 14/ rozwinęła się prze­
wlekła białaczka T-kom ór- 
kowa)

L ocus genu łańcucha beta 7q34-35 t /7; 11/ /q35; 13/ O stra  białaczka — chłoniak 
T  kom órkow a u dziecka

Locus genu gam m a 7p 14-15

Locus genu łańcucha delta w ew nątrz locus 
łańcucha alfa, 
ok. 85 kz po­
wyżej (upstre­
am  ) rejonu sta ­
łego locus alfa 
w chrom osom ie 
14 (68a, 158 a)

Wszystkie trzy loci (alfa, beta i gamma) receptora komórki T pokrywają się z miejscami powszechnie łamliwymi.http://rcin.org.pl
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ekspresji in v itro , należą do  g rupy  zjaw isk ew olucyjnie b a rd zo  daw nych. 
Łam liw ość tych m iejsc w zm aga się gw ałtow nie, gdy hodow ane k o m ó rk i 
zo stan ą  p o d d an e  dz ia łan iu  m u tagenów  lub  karc inogenów  [99, 180]. L o k a lizac ­
ja  72%  znanych  p ro to -o n k o g en ó w  pok ry w a się z c-fra, przy czym  te o s ta tn ie  
pok ryw ają  się często z p u n k tam i złam ań  poprzedzającym i tran slo k ac ję  c h ro ­
m osom ów  [181].

Po znalezieniu  generalnej korelacji m iędzy lokalizacją: c-fra,
p ro to -o n k o g en ó w  i p u n k tó w  złam ań  w ch ro m o so m ach  translokacy jnych , 
cechujących n iek tó re  now otw ory , rozw inęła się in trygu jąca  h ipo teza , że c-fra 
m ogłyby o d p o w iad ać  m iejscom  superp o d atn e j ch ro m aty n y  ak tyw nych  genów
0 dużej (60-80% ) zaw artości guaniny , jak  np. re jonom  p ro m o to ro w y m  czyn­
ników  w zrostow ych, onkogenów , genów  podstaw ow ej p rzem iany  k o m ó rk i 
(housekeeping) o raz  sekw encjom  regu lato row ym .

Yunis i wsp. [181] indukow ali c-fra za pom ocą  16 różnych  m u tag en ó w  
działających poprzez  różne m echanizm y, m .in. antyfo lianów , benzenu, cyto- 
sta tyków  i p ro m ien iow an ia  gam m a. Szczególną w ym ow ę m ają m ik ro fo tog rafie  
defektów  ch rom osom ow ych  in d u kow anych  in v itro  p rom ien iow aniem  gam m a, 
busulfanem  i fluorouracy lem  z kofeiną w lim focytach krwi obw odow ej z d ro ­
wych daw ców . Te ch rom osom y translokacy jne  są nie do  o d ró żn ien ia  zaró w n o  
od n iek tó rych  defektów  w ch ro m o so m ach  kom órek  ch łon iakow ych , ja k
1 kom órek  innych now otw orów , np.:
t / l  1; 14/q 23; q 32.3/ — k tó rą  sp o ty k a  się w przew lekłej białaczce lim fatycz- 
nej i ch łon iaku  lim focytow ym  B kom órkow ym ,

in v /14 //q  11.2;q32.3/ — ja k  w białaczce lim fatycznej T  kom órkow ej; 
del/6 //q21 ;q25 / — jak  w nieziarniczym  ch łon iaku  w ie lokom órkow ym  

H eim  i M ite lm an  [74] p oda ją , że aż 15%  nieziarniczych ch łon iaków  m a 6q —).
W świetle tych dośw iadczeń  translokac ję  ch rom osom ow e w dalszym  ciągu 

pozo sta ją  k luczow ym  zdarzeniem  w chrom osom ow ej ew olucji n o w o tw o ró w  
człow ieka. N asu w ają  się dw a zasadnicze py tan ia: C o pow oduje  specyficzne 
translokację  lub  inwersje? K iedy w procesie złośliwej transfo rm acji kom órek ' 
zachodzą  translokac ję  a lbo  inne aberracje  ch rom osom ow e?

W edług obecnych teorii realizacja aberracji ch rom osom ow ych  m oże być 
w ynikiem  pom yłkow ych reakcji enzym atycznych , k tó re  w praw id łow ych  w a­
runkach  kata lizu ją  fizjologiczne rekom binacje  w to k u  tk an k o w o  sw oistego 
dojrzew ania  [71]. T eo ria  ta  zostan ie  tu  o m ów iona  w szczegółach.

Ja k a  jest ro la  c-fra w predyspozycji do  rearanżacji ch rom osom ów  i tra n s ­
form acji now otw orow ej? C zynnik i induku jące  c-fra u szkadzają  także  rep likację 
D N A , b loku jąc  przesuw  w idełek replikacyjnych i/lub  ham u ją  procesy  n a p ra w ­
cze D N A  [100]. O bserw o w an a  zm ienność ekspresji c-fra in v itro  m oże 
odzw ierciedlać indyw idua lną  zdo lność  do  n ap raw y  D N A . Szczegółow ych 
w yjaśnień na  postaw ione py tan ie  m ożna  spodziew ać się po b ad an iach  p o p u la ­
cyjnych określających  częstość c-fra u ludzi zdrow ych i chorych  na n o w o tw o ry
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i po  znajom ości sekw encji D N A  w c-fra o raz  p o ró w n an iu  s tru k tu ry  m o lek u la r­
nej c-fra z sekw encjam i z łam ań  specyficznych d la  kom órek  stransfo rm ow a- 
nych.

5. W R O D Z O N E  T R A N SLO K A C JE  C H R O M O S O M O W E

Istnieje jeszcze jed n o  źród ło  inform acji o zależnościach pom iędzy trans- 
lokacjam i ch rom osom ow ym i a transfo rm acją ' now otw orow ą. Są to  obserw acje 
chorych  z w rodzonym i tran slo k ac jam i ch rom osom ów . N iek tó rzy  spośród  
nosicieli w rodzonych  w ym iennych translokacji, do tyczących  ch rom osom ów  13
1 14, są p redysponow an i do  białaczek T- lub  B -kom órkow ych. Szczegółow a 
analiza  ch rom osom ów  translokacy jnych  u dw u tak ich  chorych  w ykazała 
p u n k t z łam an ia  w p rążk u  q 11 ch ro m o so m u  14. U  17-letniego chłopca 
z tran slo k ac ją  9 ; 14 rozw inął się ch łon iak  lim foblastyczny T -kom órkow y , 
a u 35-letniego m ężczyzny z tran slo k ac ją  13; 14 — b ia łaczka  T -k o m ó rk o w a  
[127]. W 14q 11 znajdu je  się locus T  alfa R. W edług teorii P a th a k a  [127] 
tran s lo k ac ja  typ u  tandem  13; 14 z m iejscem  z łam an ia  w p rążk u  q32 ch ro m o ­
som u 14, czyli w pozycji locus IgH lub z inw ersją tego re jonu , m oże stanow ić 
genetyczną predyspozycję do  now otw orów  w ychodzących z k om órek  B.

6. K O M Ó R K O W Y  P R O T O -O N K O G E N  myc I JE G O  ROLA W C H Ł O N IA K U  B U R K ITTA

P ro to -o n k o g en  m yc (cellular myc, w skrócie c-myc) znajdu je  się w dystalnej 
części długich  ram ion  ch ro m o so m u  8/8q24/. W  pobliżu  c-m yc leży jeszcze 
d rugi p ro to -o n k o g en  mos / 8 q l l  lub 8q22/ [75], hom ologiczny  z onkogenem  
re trow irusa  m ięsaka M olo n ey ’a m yszy i n iedaw no  w ykryty  gen lub  geny m rs 
(od m yelo id-related  sequence) /8 q 2 1.1 -22/ [110]. C -m yc jes t kom órkow ym  
p rekurso rem  w irusow ego o n kogenu  myc (viral myc, w skrócie v-myc), k tó ry  
w ystępuje w genom ie czterech szybko transfo rm ujących  re trow irusów  m ielocy- 
to m ato zy  p taków , a m ianow icie w M C  29, M H  2, C M  II i O K  10 [50]. M H
2 jest re trow irusem  o dw óch onkogenach : v-myc i v-mil, działa jących  synergis- 
tycznie w procesie transfo rm acji [63, 86, 182].

Jednakże  v-m yc jes t w istocie now ym  genem  nie w ystępującym  w p raw id ­
łow ych k o m ó rk ach  [49, 50, 168]. B adan ia  v-m yc re tro w iru sa  M C  29 w ykazały, 
że jest on  genetyczną hyb ry d ą  złożoną z delecyjnego genu re trow irusa  gag, 
k tó ry  kodu je  b ia łka  w nętrza  w irionu  o raz  c-myc, ale pozbaw ionego  całego 
pierw szego egzonu, czyli egzonu od s tro n y  5' [168]. T ego sam ego egzonu 5' nie 
m ają  także trzy  pozosta łe  re trow irusy  m ielocy tom atozy  p taków : M H  2 [86, 
182], C M  II i O K  10 [50, 72]. F ak t, że ten  sam  egzon uległ w ybiórczej delecji
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podczas tran sd u k cji przez różne re trow irusy  w skazuje, że jego  u tra ta  jest 
kry tycznym  w arunk iem  d la  czynności transform ującej v-myc.

C-myc w genom ie człow ieka sk ład a  się z trzech egzonów  rozdzielonych  
d w om a in tro n am i [32, 169]. T y lko  drugi i trzeci egzon ulegają translacji. 
P ierw szy egzon, m im o że nie kodujący , jest uderza jącą  cechą s tru k tu ry  c-myc. 
Jest to  dosyć duży odcinek  D N A  złożony z p o n ad  550 nuk leo tydów , k tó ry  
zaw iera dw a p ro m o to ry  [169] i k o d o n y  term inacy jne we w szystkich trzech 
ram k ach  odczytu , nie m a jed n ak  k o d o n ó w  inicjujących [7]. M im o  b rak u  
po tencja łu  k o d o w an ia  pierw szy egzon p rze trw ał ew olucyjne przem iany  i jest 
obecny w genom ach  tak  odległych ew olucyjnie, ja k  gryzonie i ludzie [7, 13]. 
N ie w ykluczone, że egzon ten  pełni czynności typu  regu lato row ego .

Poznan ie  m echanizm ów  rządzących  fizjologiczną regulacją c-m yc jest 
niezw ykle w ażne, poniew aż w ykazano , że rozregu low anie  ekspresji c-myc, np. 
w następstw ie z łam an ia  i translokac ji m iędzychrom osom ow ych, w ystarczy dla 
konw ersji tego p ro to -o n k o g en u  w onkogen . B adan ia  ekspresji c-m yc p ro w a­
dzone m eto d ą  transk rypc ji w izo low anych ją d ra c h  k om órkow ych  w różnych 
typach  k o m ó rek  człow ieka [9, 23, 52] i m yszy [111, 123] w ykazały, że 
transk rypcję  pierw szego nie kodu jącego  egzonu  udaje się ak tyw ow ać częściej 
niż dw u pozosta łych  kodu jących  egzonów . Jest to  szczególnie w idoczne, gdy 
k o m ó rk a  zostaje p o b u d zo n a  do  końcow ego różn icow an ia  i tran sk ry p c ja  dw u 
kodu jących  egzonów  jest znam iennie  z red u k o w an a  [9, 52, 111]. P rzy  in te r­
pretacji tych w yników  przyjęto , że w w aru n k ach  praw id łow ych tran sk ry p c ja  
c-myc ulega przedw czesnem u w ygaszeniu ju ż  w m iejscu połączenia  pierw szego 
egzonu z pierw szym  in tronem , co m a znaczenie w regulacji ekspresji genu. 
W ykry to  k ilka rejonów  regu la to row ych  w obręb ie  pierw szego egzonu [26, 105, 
143, 175]. T ran sk ry p c ja  c-m yc m a być in ic jow ana przez głów ny p ro m o to r  (P  2) 
z egzonu pierw szego, przy czym  reakcja  ta, zdan iem  C h u n g a  i wsp. [27], jest 
k a ta lizow ana, przynajm niej w w aru n k ach  in v itro  przez polim eryzację R N A  
III, podczas gdy Bentley i G ro u d in e  [10] w ym ieniają po lim erazę R N A  II.

P ro d u k tem  c-m yc jes t fosfopro te ina  65-68  kd  o k ró tk im  półokresie  
trw an ia , k tó ra  znajdu je  się w jąd rze  kom órkow ym  i odznacza  się dużym  
pow inow actw em  do  ch rom atyny , a  przynajm niej in v itro  w iąże D N A  [131]. 
E kspresja  c-myc pozosta je  w ścisłym zw iązku z cyklem  kom órkow ym . G en jest 
n ieak tyw ny w fazie spoczynkow ej G 0, n a to m ias t w k o m ó rk ach  dzielących się 
następu je  gw ałtow ny w zrost ekspresji c-myc. W  praw idłow ych lim focytach 
stym ulow anych  m itogenem  lub  czynnikiem  w zrostu  następu je  ju ż  w ciągu 
pierwszej godziny o k o ło  20-k ro tny  w zrost poziom u  c-m yc m R N A  i pow olny  
p o w ró t do  poziom u  „spoczynkow ego” po o k o ło  18 godz. E kspresję  c-myc 
pop rzed za ła  w tych dośw iadczeniach  jeszcze bardziej d ram a ty czn a  ekspresja  
c-fos przy 50-kro tnym  w zroście m R N A  w ciągu 30 m in po  zadz ia łan iu  
sty m u la to ra  i gw ałtow nym  sp ad k u  podczas następnych  90 m in [21, 31, 66, 88,
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93, 121]. U w aża się, że w zrost poziom u  c-fos m R N A  jest następstw em  
ak tyw acji transkrypcji, n a to m ias t stężenie c-m yc m R N A  jest k o n tro lo w an e  
przez m echanizm y .p o sttran sk ry p cy jn e , przede w szystkim  przez wpływ na 
s tab ilność  c-myc m R N A  [17]. P ro d u k t c-fos nie m a w iększego znaczenia 
w indukcji c-myc [31, 66, 121].

C-m yc m R N A  i b ia łko  c-myc są ła tw o w ykryw alne we w szystkich fazach 
cyklu  życiow ego kom órek . S tw ierdzono je:

w lim focytach B stym ulow anych  lipopo lisacharydem  lub przeciw ciałam i 
an ty im m unog lobu linow ym i [88, 94];

w spoczynkow ych lim focytach T  stym ulow anych  m itogennym i lek tynam i 
[88, 141] o raz  w zak tyw ow anych  lim focytach T  trak to w an y ch  in terleuk iną  
2 [142];

w fib rob lastach  p o b u d zo n y ch  do  proliferacji d o d a tk iem  surow icy [88]; 
w h ep a to cy tach  po  częściowej hep a tek to m ii [62].
D ośw iadczen ia  z przeniesieniem  c-m yc w m ysie fib rob lasty  linii N IH  3T3 

w ykazały, że w sposób  is to tny  zostaje zm niejszone zap o trzebow an ie  tych 
k o m ó rek  podczas proliferacji n a  p ły tkow y czynnik  w zrostu  [4]. E kspresja  
c-m yc czyni k o m ó rk ę  k o m p eten tn ą , tj. un iezależn ia  ją  od  czynników  k o m ­
petencji w zrostu  (np. czynnik  w zrostu  fib rob lastów  lub czynnik  w zrostu  
poch o d zen ia  płytkow ego). D la w zrostu  k o m ó rk i konieczne są n ad a l czynniki 
progresji (np. so m ato m ed y n a  C lub  n ask ó rk o w y  czynnik  w zrostu).

Sugeruje się, że c-m yc odgryw a rów nież ro lę w późniejszych fazach cyklu 
k o m órkow ego , poniew aż w ykazano , że m ikro in iekcja  b ia łka  c-m yc m odulu je  
ak tyw ność  po lim erazy  D N A  i jes t ono  konieczne do  syntezy D N A  w izo­
low anych  ją d ra c h  k om órkow ych  [155].

Jąd ro w a  lokalizacja  b ia łk a  c-myc i jego  zdolność w iązania  D N A  in v itro  
p ozw alają  przypuszczać, że myc uczestniczy w regulacji ekspresji genów  [115]. 
N a  podstaw ie  podob ieństw  czynnościow ych i podobnej lokalizacji jąd row ej 
sugeruje się, że c-myc, tak  ja k  gen E l A aden o w iru sa  typu 12, działa ja k o  
a k ty w a to r transk rypcji [96],

W uk ład ach  kom órk o w y ch  (kom órk i hem opoetyczne szpiku), w k tó rych  
m ożna  bad ać  e tapy  końcow ego różn icow an ia  in v itro , v-myc bloku je  d o j­
rzew anie i u łatw ia sam oodnow ę, chociaż nie w yw ołuje n ieogran iczonego 
w zrostu  [55, 84]. N ie je s t więc w ykluczone, że przynajm niej w n iek tó rych  
okresach  praw id łow ego  rozw oju  k o m ó rk i ekspresja  c-m yc reguluje w skaźnik 
podzia łów  kom órkow ych  i/lub  b loku je  do jrzew anie [96].

W ysoka i s ta ła  ekspresja  c-m yc w ystępuje w k o m ó rk ach  różnych  now o ­
tw orów , jed n a k  najbardziej typow o  i często w n o w o tw o rach  lim foidalnych jak: 

ch łon iak i B -kom órkow e człow ieka i m yszy (ch łoniak  B u rk itta  i p lazm o- 
cy tom a myszy), w k tó rych  tran s lo k ac ją  ch ro m o so m o w ą objęte są c-myc i loci 
genów  Ig [37];
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n iek tó re  p rzypadk i ostrej białaczki lim foblastycznej T -kom órkow ej czło­
w ieka, w k tó rych  tran slo k ac je  ch rom osom ow e obejm ują  także locus recep to ra  
k o m ó rk i T  [54];

now otw ory  B -kom órkow e p tak ó w  w yw ołane w irusem  ptasiej b iałaczki na 
d rodze  insercji p ro m o to ra  lub  sekw encji w zm acniających  re tro w iru sa  (cyt. wg 
[140]), a także w p rzy p ad k ach  now otw orów  T- kom órkow ych  m yszy w yw oła­
nych  przez w irusa M olo n ey ’a białaczki mysiej [33, 73].

Rzadziej zw iększoną ekspresję c-m yc obserw ow ano  w n o w o tw o rach  nielim - 
fo idalnych w skutek  am plifikacji genu, ja k  np.:

w o ko ło  20%  p rzy p ad k ó w  rak a  płuc o w sianokom órkow ego  o bardziej 
złośliw ym  przebiegu (cyt. wg [91]);

w nerw iaku  zaro d k o w y m  w III i IV okresie dochodzi do  am plifikacji 
N -m yc [19];

w białaczce p lazm ocytow ej, chociaż w m niej złośliw ym  szpiczaku  plazm o- 
cytow ym  ju ż  nie obserw uje się am plifikacji myc (cyt. wg [91]);

w linii kom órkow ej H L -60 w yprow adzonej z b iałaczki prom ielocytow ej 
człow ieka, w k tórej m itozach  zn a jd u ją  się zw ielok ro tn ione  sekw encje myc 
w p ozach rom osom ow ych  fragm entach  ch ro m aty n y  (double m inutes, w skrócie 
D M ) [41, 60];

w linii m ięsaka  kości stransfo rm ow anej przez w irusa poliom a; 
w liniach k o m ó rk i N IH  3T3 stransfo rm ow anych  przez w irusa A belsona 

b iałaczki mysiej [19, 41, 60, 122, 151].
W  w iększości tych p rzypadków  nie w ykry to  zm ian  s tru k tu ro w y ch  w sek ­

w encjach kodu jących  c-myc.
K o m ó rk i pre-B  tak  myszy, ja k  i człow ieka są szczególnie p o d a tn e  n a  proces 

transfo rm acji now otw orow ej przy udziale c-myc. T kankow o-specyficznej ek s­
presji onkogenów  dow odzą  dośw iadczenia  S uda i wsp. [156]. C-myc lub 
a lte rna tyw nie  N-ras, jeśli zostały  w prow adzone w sprzężeniu  z tą  sam ą 
je d n o s tk ą  regu la to row ą, sk ład a jącą  się z sekwencji w zm acniających ludzkiego 
genu  Ig o raz  p ro m o to ra  SV 40, to  w yw oływ ały u m yszy transgen icznych  dw a 
różne  now otw ory , czyli w ystępow ały  w innego ro d za ju  tkance. E kspresja  
c-m yc w ystępow ała w k o m ó rk ach  pre-B  i tow arzyszyła  rozw ojow i ch łon iaka , 
n a to m ias t ekspresja  c-ras — w n ab ło n k u  pęcherzykow o-oskrzelikow ym  płuc, 
z k tó reg o  rozw inął się g ruczo lak o rak .

7. ROLA L O C I IM M U N O G L O B U L IN O W Y C H  W C H Ł O N IA K U  B U R K ITT A

P u n k ty  złam ań  w ch ro m o so m ach  translokacy jnych  ch ło n iak a  B u rk itta  
z n a jd u ją  się tuż p rzy /lub  w ob ręb ie  loci Ig: 

w 14q32 obejm ują  locus genu IgH,
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w 2 p l2  obejm ują  locus IgL kappa , 
a w 2 2 q l l  obejm ują  locus IgLlam bda.
W e w szystkich trzech w arian tach  translokacji locus c-myc, objęty  p unk tem  

złam an ia  ch ro m o so m u  translokacy jnego  8, d osta je  się pod  wpływy elem entów  
regulacyjnych loci Ig k o m ó rk i B [2, 39, 40, 43, 77, 130, 159], czego 
następstw em  m oże być n iek o n tro lo w an a  ekspresja  tego p ro to -o n k o g en u  [36, 
37, 92, 101, 102, 147] (rye. 1).

L O C U S

łańcucha  
lekkiego  
lam bda Ję

L O C U S

łańcucha  
lekkiego  
kappa jg

l o c u s  ł a ń c u c h a  

c i ę ż k i e g o  ( J g H )

Rye. 1. W ymienne translokację w chłoniaku Burkitta. C-myc i loci Ig łańcuchów  ciężkich lub 
lekkich zostają um ieszczone obok siebie (juxtaposition). W translokacji t/8; 14/ c-myc zostaje 
przeniesiony w chrom osom  14, natom iast w w ariantach  translokacji t/2; 8/ i t/8; 22/ c-myc 

pozostaje w chrom osom ie 8 (wg [74])

D eregu lacja  c-m yc jes t kluczow ym  zderzeniem  w BL. W  w ypadku tra n s ­
lokacji t/8; 14//q24; q32 / p u n k t z łam an ia  w 8q24 leży zawsze p roksym aln ie  od 
k o ń ca  5' aż do  drug iego  egzonu c-myc i w ten  sposób  część środkow a, tj. cały 
rejon kodu jący  c-myc zostaje przem ieszczony do  14q32. W ykazano  różnice 
s tru k tu ry  m oleku larnej w m iejscach fuzji m iędzy poszczególnym i p rzypadkam i 
BL z tran s lo k ac ją  t/8; 14/. C roce i N ow eli [37] stw ierdzili odległość rzędu aż 50 
kz m iędzy przem ieszczonym  c-m yc a locus Ig. N iek iedy  cały locu c-myc ulega 
przem ieszczeniu do  ch ro m o so m u  14, np. w linii kom órkow ej D au d i w y­
p row adzonej z endem icznego BL [40]. N iek iedy  n a to m ias t locu c-myc jest 
rozerw any  p u n k tem  z łam an ia  m iędzy egzonem  I a II, czyli n iejako d ek ap ito - 
w any, ja k  m a to  miejsce w linii kom órkow ej ST 486 w yprow adzonej ze 
sporadycznej p ostac i BL. W ów czas o b a  kodu jące  egzony są przem ieszczone do  
ch ro m o so m u  14, podczas gdy egzon I w raz z re jonam i dw u praw idłow ych 
p ro m o to ró w  p o zo sta ją  w ch rom osom ie  8 [35], W ydaje się, że w endem icznym  
BL c-m yc jes t nie uszkodzony, n a to m ias t w sporadycznych  BL najczęściej 
dochodzi do  „okaleczen ia” tego genu.

W  14q32 p u n k t z łam an ia  znajduje  się w locus IgH, najczęściej w segm entach 
kodu jących  rejon  przełączenia  (switch region, w skrócie S) lub rejon łączący

8 -  PBK 2/89
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Ryc. 2. A. Schemat genu łańcucha ciężkiego im m unoglobulin (IgH). Rejon stały (C) składa się 
z segm entów DN A kodujących część stałą łańcucha Ig, jednakow ą w różnych cząsteczkach Ig. 
Rejon zmienny (VH) składa się z segm entów DNA kodujących część zm ienną Ig, k tó ra  jest 
heterogenna w różnych cząsteczkach Ig. Podczas różnicow ania kom órki B m a miejsce prze­
grupow anie genu Ig, tak że segment genu VH łączy się z segm entem  D (od diversity) (nie 
przedstawionym  na rycinie), k tóry  już  wcześniej ulega związaniu z segm entem  J H (od joining), tak 
że powstaje kom pleks VH-D -JH. Elem ent oznaczony jak o  E (od enhancer) jest sekwencją 
wzm acniającą czynność p rom otora , dzięki czemu w zrasta transkrypcja przegrupow anego genu 
im m unoglobulinowego. Rejon przełączania klas izotypu (S od switch) składa się z sekwencji 
uczestniczących w innym  rodzaju przegrupow ań DNA. Jest to rejon przełączenia jednej klasy 
łańcucha ciężkiego w inną (np. z mi w alfa). Linie pionowe podkreślają, że odległości między 
sąsiadującym i częściami chrom osom u nie są dokładnie ustalone. W chłoniaku B urkitta z tran s­
lokacją t/8; 14/ punkt złam ania w locus łańcucha ciężkiego Ig może znajdow ać się: w rejonie 
zmiennym VH (rzadko), w rejonie łączącym J H, w rejonie przełączania Smi lub w różnych 
segm entach rejonu stałego C (rzadko). Praw dopodobnie  miejsca punktów  złam ań zaznaczono 
strzałkam i. B. Schem at c-myc. W chłoniaku B urkitta  z translokacją  t/8; 14/ punkty złam ań 
w chrom osom ie 8 zawsze znajdują się przy końcu 5' dwu kodujących egzonów (II i III) c-myc 
(grube strzałki). W niektórych przypadkach, gdy punkt złam ania znajduje się między egzonami 
I i II zachodzi dekapitacja c-myc, tak że egzon I pozostaje w chrom osom ie 8, podczas gdy dwa 
kodujące egzony zostają przeniesione w chrom osom  14 (C). W rzadszych w ariantach chłoniaka 
B urkitta z translokacją  t/8; 22/ lub t/2; 8/ punkty  złam ań leżą albo w samym końcu 3', albo 
dystalnie od c-myc (cienkie strzałki). C. Przykład chłoniaka B urkitta  z translokacją t/8; 14/, 
w której c-myc ulega translokacji. Locus Ig i c-myc pozostają w odw rotnej orientacji transkrypcyj- 
nej (5' do 5'). D. W chłoniaku B urkitta z translokacją t/8; 22/ c-myc pozostaje w chrom osom ie 8, 
podczas gdy sekwencje kodujące część C łańcucha lam bda zostają przeniesione w sąsiedztwo 
końca 3' (dystalnego) c-myc (B). C-myc i sekwencje kodujące część C łańcucha lam bda pozostają 
w zgodnej orientacji transkrypcyjnej (3' do 5'). E. W chłoniaku B urkitta  z translokacją t/2; 8/ c-myc 
również pozostaje w chrom osom ie 8, sekwencje zaś kodujące część C łańcucha kappa  zostają 

przeniesione w pobliże końca 3' c-myc (B) (wg [36]).
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(jo in ing region, w skrócie  J), znacznie rzadziej złam anie w ystępuje w rejonie 
zm iennym  (variable region, w skrócie V) lub w rejonie stałym  (constan t region 
w skrócie C) (ryc. 2).

K onsekw encją  translokac ji t /8 ; 14 //q 24 ;q32 / jest bezpośredni k o n tak t 
c-m yc lub  przynajm niej jego  dw óch kodu jących  egzonów  z locus kodującym  
rejon stały  IgH. Sekw encje c-m yc i locus Ig zo rien tow ane są w tedy od końca 5' 
do  k o ń ca  5', czyli odw ro tn ie  (head to  head), a sekw encje sensow ne (trans- 
k rybow ane) zna jd u ją  się na przeciw staw nych niciach D N A .

W obu  w arian tach  translokacji t/2;8/ i t/8 ;22/ p u n k t z łam an ia  znajduje  się 
a lbo  w sam ym  końcu  3' locus c-myc, albo  dystaln ie  od niego. C-myc pozostaje  
zaw sze w 8q, p u n k ty  z łam ań  w 2p i 22q zna jd u ją  się odpow iedn io  w locus IgL 
k a p p a  lub lam bda . O b a  te loci są zw rócone rejonem  V do  cen trom eru , 
w przeciw ieństw ie do  locus IgH w 14q32, k tó ry  jest zo rien tow any  do  telom eru. 
D la tego  w tych w arian tach  translokacji locus c-myc i sekw encje kodu jące  rejon 
C Ig są przyległe, czyli w zajem na o rien tac ja  genów  jest zgodna  (head to  tail). 
Z naczy  to , że koniec 3' c-myc przylega do  końca  5' genu Ig. O dm ienna 
o rien tac ja  tran sk ry p cy jn a  m iędzy tran slo k ac ją  t/8; 14/ a t/2 ;8 / i t/8 ;22/ nie 
w pływ a n a jp raw d o p o d o b n ie j na  różnice czynnościow e.

8. M E C H A N IZ M Y  TR A N SLO K A C JI W PO STA C I E N D E M IC Z N E J 

I SP O R A D Y C Z N E J C H Ł O N IA K A  BU RK ITTA

Istn ieją  niewielkie, ale stałe różnice m o leku larne  m iędzy identycznym i 
cytogenetycznie tran slo k ac jam i t/8; 14/, w ystępującym i zarów no  w endem icz­
nym  BL, ja k  i w w ypadkach  sporadycznych  BL i. w A ID S-B L  [69, 70, 124, 
130]. P u n k t z łam an ia  w w iększości w ypadków  endem icznego BL znajdu je  się 
poza locus c-myc, zazw yczaj w odległości większej niż 15 kz od końca 5' 
pierw szego egzonu [130, 148]. N a to m ias t w sporadycznych  BL i A ID S-B L  
tran s lo k ac ja  pow odu je  ok ro jen ie  c-myc od strony  5' i pozbaw ia  ten gen, 
w w iększości w ypadków , pierw szego in tro n u  lub  sekwencji flankujących 
pierw szy n iekodu jący  egzon [124, 130].

P o d o b n ie  w 14q32, chociaż p u n k ty  z łam ań  są rozłożone na przestrzeni 
przypuszczaln ie  p o n a d  100 kz, to  m ożna w yróżnić dw a zasadnicze zg ru p o w a­
n ia  tych p u n k tó w  w locus IgH. I tak  w endem icznym  BL obejm ują  one rejony 
V lub J  IgH, n a to m ia s t w sporadycznych  BL i w A ID S-B L  zna jd u ją  się 
w rejonie przy łączających  S mi, gam m a, alfa [69, 70, 71, 124]. W iele danych  
[69, 70, 71, 124, 130] w skazuje na to, że różnice fenotypow e, jak ie  istnieją 
m iędzy endem icznym  a sporadycznym  BL i A ID S-B L , w ynikają  z różnych 
m echanizm ów  rearanżacji ch rom osom ow ej dotyczącej locus 14q32. W iążą się 
one z przebiegiem  on togenezy  kom órek  B.
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Jak  w iadom o, w genom ie k om órek  pre-B  najw cześniej zachodzi rek o m ­
binacja  sekwencji genow ych rejonów  D -J IgH (rejon D — sk ró t od  diversity, 
w ystępuje ty lko  locus IgH). N ieco później do łączany  jest gen V IgH, tak  że 
pow staje  kom pleks V -D -J. D op iero  po  wycięciu i złożeniu egzonów  m R N A  
zostaje  u ru ch o m io n a  synteza IgM  lub IgM  +  lgD . W ystępujące w dalszej 
kolejności przy łączanie  izotypów  klas (class sw itching) pozw ala na syntezę 
re jonów  stałych Ig H kodow anych  przez loci bardziej odległe, znajdu jące  się 
przy końcu  3' (ryc. 2). P o  rekom binacji locus IgH zachodzi analogiczna 
rea ran żac ja  loci Ig L najp ierw  kap p a , a następn ie  lam bda.

W pracow ni C roce [70, 71] analizow ano  D N A  pochodzący  z kom órek  
now otw orow ych  od chorych  i D N A  z k om órek  linii w yprow adzonych  z róż­
nych BL z m arkerem  14q -h i tran slo k ac ją  t/8; 14/ techn iką  S o u th e rn a  przy 
użyciu sond  c-myc i uzysk iw ano jeden  z a lternatyw nych  w zorów  hybrydyzacji 
(ryc. 3):

Ryc. 3. Różnice między translokacją t/8; 14/, występującą w endem icznym  chłoniaku B urkitta (linia 
P3HR-1), a spotykaną w sporadycznym  chłoniaku B urkitta (linia CA 46). W obu wypadkach 
występuje m arkerow y chrom osom  14q + , jednakże: w P3HR-1 punkt złam ania w chrom osom ie 14 
leży w górę (upstream ) od flankujących sekwencji J 5, w chrom osom ie zaś 8 w odległości większej 
niż 50 kz od końca 5' nieuszkodzonego c-myc. W tej translokacji może mieć miejsce błąd 
rekom binazy; w CA 46 translokacja  powoduje związanie sekwencji przełączania (switch sequences) 
z egzonami II i III c-myc, translokacja ta  być może zachodzi wskutek błędu w działaniu enzymów

przełączających (wg [71])

W w iększości linii kom órkow ych  w yprow adzonych  z endem icznego BL, jak  
np. linia P3H R -1 lub linia D aud i, hybrydyzacja  z sondą c-myc nie dostarczy ła  
dow odów  przem aw iających  za uszkodzeniem  tran slo k o w an eg o  c-myc. N a to ­
m iast p u n k ty  z łam an ia  w rejonie zm iennym  IgH skup ione były od końca 5' 
segm entu  J, czyli do k ład n ie  tam  gdzie należało  spodziew ać się przerw an ia  
do k o n an eg o  przez rekom binazę  V -D -J.
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A lternatyw ny  wynik uzyskano  w liniach kom órkow ych  w yprow adzonych  
ze sporadycznego  BL, ja k  np. CA 46. S tw ierdzono m ianow icie dekap itac ję  
tran slo k o w an eg o  c-myc, a w ch rom osom ie  14 kry tyczne miejsce z łam ania  
obejm ow ało  sekw encje p rzełączan ia  S, a więc m iejsca typow e d la  reakcji 
przy łączan ia  izo typu  w segm encie genu C alfa i C  mi.
N ależy  więc przyjąć, że:

W  endem icznym  BL tran slo k ac ja  pow staje  w skutek b łędu w łączeniu 
segm entów  V -D -J, za co p raw d o p o d o b n ie  o d p o w iad a  rek o m b in aza  V -D -J [69, 
70, 71]. T ran s lo k ac ja  ta  w ystępuje więc we wczesnym  okresie różn icow ania  
lim focytów  B, w zw iązku z czym  k om órk i endem icznego BL ch arak te ry zu ją  się 
ty lko  ekspresją  cy top lazm atycznych  lub pow ierzchniow ych Ig, n a to m ias t są 
p ozbaw ione w łaściw ości sekrecyjnych [37, 130].

W  sporadycznych  BL i w A ID S-B L  błąd  dotyczy  m echanizm u przełączania  
klas genów  IgH, za co p raw d o p o d o b n ie  o d p o w iad a  enzym  katalizu jący  
p rzełączanie [69, 71]. T ran slo k ac ja  m a więc miejsce w późniejszym  okresie 
różn icow an ia  lim focytów  B niż w endem icznym  BL. P o tw ierdza ją  to  obserw ac­
je, że linie k o m ó rk i B w yprow adzone ze sporadycznych  BL są bardziej 
zróżn icow ane i m ają  zdo lność  sekrecji IgM  [8, 37, 130] (ryc. 4).

Różnice m iędzy endem iczną a spo radyczną postac ią  BL p o d an o  w tab. 3. 
P rzedstaw ione  w yw ody dotyczące b łędów  w sk ład an iu  genów  Ig w BL nie 

były, h istorycznie  rzecz b io rąc, pierw szym i doniesieniam i o błędach rek o m ­
binacji Ig. Pierw sze w yniki sekw encjonow ania  D N A  w okolicach  złam ań  
ch ro m o so m ó w  14q w loci V lub  J IgH pochodziły  z b ad ań  dw u innych

Ryc. 4. K orelacja między etapem  ontogenazy limfocytu B a punktem  czasowym, w którym  
następuje translokacja  prow adząca do złośliwej transform acji. R ekom binaza jest aktyw na w k o ­
m órkach pre-B lub niedojrzałych limfocytach B. Jej fizjologiczna funkcja zapewnia złączenie 
Vh-D -Jh, rekom binację VH na VH-D -JH lub złączenie VL-JL. Pom yłki na tych etapach m ogą 
przyczyniać się do  translokacji, jak  to  w ykazano na podstaw ie badań m olekularnych w chłoniaku 
guzkowym, przewlekłej białaczce limfatycznej, ostrej białaczce limfoblastycznej B-kom órkowej 
i w endemicznej postaci chłoniaka Burkitta. W bardziej dojrzałych limfocytach B, po stym ulacji 
antygenowej, zachodzi przełączanie izotypów. W tych limfocytach B m ogą występować translokac- 

je  genowe typowe dla sporadycznej postaci chłoniaka B urkitta (wg [71])
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TABELA 3

C harakterystyka postaci endemicznej i sporadycznej chłoniaka B urkitta (wg [71])

Postać endem iczna Postać sporadyczna

Położenie geograficzne Afryka podzw rotni­ Europa, Am eryka
kowa i N ow a Gw inea Północna, Jappnia

Obecność genom u EBV + -
Zdolność sekrecji IgM - +
Translokacja za pośrednictwem  
rekom binaz +
Translokacja zw iązana z m echa­
nizmem przełączania klas - +

translokacji w ludzkich  ch łon iakach  typu  n ie-B urk itta . P o n ad  60% ludzkich 
ch łon iaków  typu  n ie -B u rk itta  nosi translokac je  do tyczące locus IgH /1 4q32/, 
chociaż zwykle translokac je  te nie obejm ują c-myc /8q24/. T ak  np. translokac ja  
t / l  1; 14//q  13;q32/ w ystępuje w części w ypadków  przewlekłej białaczki 
lim fatycznej B -kom órkow ej i w ch łon iaku  lim focytow ym  B -kom órkow ym  
o rozlanym  typie proliferacji i ja k  się w ydaje wiąże się ze złą p rognozą  [79, 125, 
166, 178], N ato m ias t tran slo k ac ja  t / l 4; 18//q32;q21 /  w ystępuje w ponad  85%  
w ypadków  ch łon iaków  guzkow ych, jednego  z najczęstszych ludzkich ch ło n ia ­
ków  B -kom órkow ych [59], a także, chociaż znacznie rzadziej, w ostrej 
białaczce lim foblastycznej, w ychodzącej z k om órk i pre-B. O bie te translokacje  
w ydają się analogiczne do  translokacji t/8; 14/. G eny znajdu jące  się w p u n k ­
tach z łam ań  w 11 q 13 i 18q 21 są tym czasow o zaliczane do  rodziny  p ro to -o n - 
kogenów , przez analog ię  z translo k o w an y m  c-myc, poniew aż w następstw ie 
złam ania  rów nież dochodzi do  ich deregulacji. W iększość p u n k tó w  złam ań 
w chrom osom ie  18 w ystępuje w ogran iczonym  odcinku  ok. 4 kz [29, 163]. 
P o d o b n e  zg rupow anie  złam ań  stw ierdzono  w ch rom osom ie  11 [164]. R oboczo 
p ro to -o n k o g en  leżący w 11 q 13 nazw ano  bel-1 (od B-cell lym phom a/leukem ia), 
a w 18q21 — bcI-2. G en bcI-2 sk łada  się z egzonu 5' wielkości 3,5 kz i egzonu 3' 
w ielkości 5 kz, rozdzielonych in tronem  większym  od 65 kz. G en  ten koduje 
po lipep tydy  złożone z 239 i 205 am inokw asów  [162]. U dział tych polipep- 
tydów  w rozw oju  ch ło n iak a  guzkow ego jest obecnie przedm io tem  badań . 
Sugeruje się [30, 64], że bcl-2 m oże odgryw ać w ażną ro lę w ontogenezie 
lim focytów  B, poniew aż we wczesnych okresach  różn icow an ia  obserw ow ano  
wysoki stop ień  ekspresji tego p ro to -o n k o g en u , k tó ry  następn ie  ulegał o b ­
niżeniu w raz z do jrzew aniem  kom órek . O sta tn io  Vaux i wsp. [167] w prow a­
dzali ludzki gen bcl-2 w mysie k om órk i linii lim foidalnych lub  szpikow ych, 
k tó re  d la w zrostu  w ym agały in terleukiny-3  (IL-3, synonim y: czynnik w zrostu  
kom órk i hem opoetycznej, w skrócie H C G F , lub m u lti-H G F ). S tw ierdzono, że 
bcl-2 um ożliw ia przeżycie kom órek  pom im o b rak u  IL-3 w środow isku  
hodow lanym , chociaż p o zo sta ją  one w fazie G 0. N a to m ias t linie k om órk i B,
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w k tó ry ch  w ystępow ała  sta ła  ekspresja  c-myc, po w prow adzen iu  bcl-2 staw ały 
się onkogenne. A u to rzy  sugerują, że bcl-2 d o sta rcza  k o m ó rk o m  jak iegoś 
czynn ika  u łatw iającego  ich przeżycie (survival signal). W ten sposób  bcl-2 
w procesie onkogenezy  um ożliw ia p rze trw an ie  k lonu  kom órkow ego  do  czasu 
ew entualnej aktyw acji innych c-onc, np. c-myc.

C h a ra k te ry s ty k a  m o lek u la rn a  m iejsc fuzji ch rom osom ow ych  dostarczy ła  
p o d staw  do  hipotezy, że zasadn iczą  rolę w tych tran slo k ac jach  odgryw ają 
uk łady  enzym atyczne (rekom binazy), katalizu jące reakcję łączenia sekwencji 
genow ych Ig [163, 164]. O bserw acje te poszerzono  następn ie  na translokację  
w ystępujące w endem icznym  BL i w ch łon iakach  T -kom órkow ych , w k tó rych  
tran slo k ac ję  do tyczą  p rążk a  q 11.2 ch ro m o so m u  14 [56], gdzie znajduje  się 
locus T  alfa R. Błąd rekom binaz  V -D -J w ydaje się mieć raczej uniw ersalny 
c h a ra k te r  w m echanizm ie p ow staw an ia  translokacji ch rom osom ow ych  w ch ło ­
n iakach . Z dan iem  grupy  C roce [34, 70, 71, 153] w szystkie te translokację  m ają 
trzy  w spólne cechy:

P u n k t z łam an ia  w ch rom osom ie  14 znajduje  się w m iejscu fizjologicznej 
rekom binacji, a więc pow yżej segm entu  J IgH w ch łon iakach  B -kom órkow ych 
lub  segm entu  J T  alfa R w ch łon iakach  T -kom órkow ych .

W d rug im  ch rom osom ie  uczestniczącym  w translokacji, a więc w ch ro m o ­
som ie 8 w p rzy p ad k u  translokac ji t/8; 14/ w endem icznym  BL, w chrom osom ie 
11 — w t / l  1; 14/ w przew lekłej białaczce lim fatycznej i w chrom osom ie  18 
— w t / l 4; 18/ w ch ło n iak u  guzkow ym  o d k ry to  sekw encje 7- i 9-członow e 
(hep tam er-nonam er) hom ologiczne z sygnaliza to ram i rozpoznaw anym i przez 
rekom binazę  [5, 29, 137, 161, 163].

W sąsiedztw ie p u n k tó w  złam ań  w ykry to  d o d a tk o w e  nuk leo tydy  p rzypom i­
nające re jony  N  przypuszczaln ie  do łączone przez te rm ina lną  transferazę 
deo k sy n u k leo ty d o w ą (term inal deoxynucleo tidy l transferase, w skrócie TdT) 
[45, 137]. T d T  odgryw a d o d a tk o w ą  rolę w pow staw an iu  im m unologicznego  
polim orfizm u dzięki losow ej insercji nuk leo tydów  przy złączach rekom binacyj- 
nych podczas rearanżacji genów  IgH lub genów  recep to ra  k om órk i T we 
w czesnych okresach  różn icow an ia  kom ó rk i B lub T  [45].

M o lek u la rn e  defekty rekom binaz , p row adzące  do  translokacji m iędzy 
dw om a różnym i ch rom osom am i, zam iast fizjologicznej rekom binacji w ew nątrz 
genu s tru k tu ro w eg o  Ig H (w kom órce  B) lub genu T  alfa R byłyby zatem  
odpow iedzia lne  za zm ianę u sy tuow an ia  kom órkow ego  p ro to -o n k o g en u , za 
jego  n iek o n tro lo w an ą  ekspresję (deregulację) i konw ersję w onkogen . Jeśli tak  
jest, to  tran s lo k ac ja  m usia łaby  odbyć się w tym  okresie różn icow ania  lim ­
focytów  B lub  T, kiedy ak tyw ne są rekom binazy  uczestniczące w rearanżacji 
genów  Ig lub  genów  T alfa R, a więc w kom órce  pre-B  lub w kom órce  pre-T. 
P o tw ierdza  to  także  obecność przy złam an iach  punk tow ych  dodatkow ych  
jnukleotydów  p raw d o p o d o b n ie  dodan y ch  przez T dT , k tó ra  jest m arkerem  
zarów no  k om órek  pre-B , ja k  i pre-T .
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Pom im o  różnych  m echanizm ów  odpow iedzialnych  za złam anie 14q32 
w sporadycznych  BL i A ID S-B L , a w endem icznej postaci BL, i p om im o  że 
egzon I c-myc m oże być zm utow any  lub  u traco n y  [130], to  jak  się wydaje, 
egzony kodu jące  c-m yc nie ulegają zm ianom  stru k tu ro w y m  i b ia łko  kodow ane  
przez myc w BL jest identyczne z białk iem  w ytw arzanym  przez praw id łow e 
kom órk i. Istn ieją  jed n a k  o dstępstw a  od  tej reguły. W ykry to  m ianow icie [22], 
że niezwykle rzad k o  w translokacji t/8; 14/ w ystępują p u nk tow e m utacje  c-myc, 
k tó re  m ogą prow adzić  do  zm ian sekw encji am inokw asów  w kodow anym  
białku. Z  uw agi na  rzadkość  w ystępow ania m utacji c-myc, nie w ydaje się aby 
„per se” były one n iezbędne dla złośliwej transform acji. Z m iany  tak ie  m ogą 
w ystępow ać także podczas progresji now o tw oru , nie w iadom o jed n ak , czy 
d o sta rcza ją  one jak ich ś w ybiórczych korzyści k o m ó rk o m  now otw orow ym . 
W następstw ie rearanżacji s tru k tu ra  kodu jących  sekwencji c-m yc pozosta je  
zatem  prak tyczn ie  nie zm ieniona, n a to m ias t is to tnem u  zabu rzen iu  ulega 
regulacja ekspresji c-m yc, co zosta ło  u d o w odn ione  przez k ilka zespołów  
naukow ych [36, 37, 92, 101].

9. „D E R E G U L A C JA ” C-M Y C

B adania  transk rypcji ludzkiego c-m yc pro w ad zo n o  w k lonach  kom ó rk i 
hybrydow ej, uzyskanych  w w yniku fuzji kom órek  BL z k o m ó rk am i guza 
p lazm ocytow ego myszy. W ykazano , że hybrydy , w k tó rych  był obecny 
translokacy jny  ch ro m o so m  14q + , cha rak te ry zo w ał w ysoki poziom  ekspresji 
c-myc, n a to m ias t te, k tó re  m iały p raw id łow y ludzki ch ro m o so m  8, nie 
ujaw niały  tej cechy. W  podo b n y ch  dośw iadczeniach  p row adzonych  z k o m ó r­
kam i BL, m ających jed en  z dw u w arian tów  translokacji o trzy m an o  analog icz­
ne wyniki. Te kom ó rk i hybrydow e, k tó re  m iały translokacy jny  ch rom osom  
8 q + (tj. ch rom osom , w k tó ry m  c-myc przylegał do  sekwencji kodu jących  rejon 
stały  łańcuchów  lekkich  k a p p a  lub lam bda), w ykazyw ały w ysoki poziom  
transkrypcji c-myc, n a to m ias t w p raw id łow ym  hom ologu  ch ro m o so m u  
8 — c-myc nie był ak tyw ny. T ak  więc we w szystkich trzech tran slo k ac jach  
spo tykanych  w BL stw ierdzono  p o d o b n ą  zm ianę ekspresji c-myc. Z estaw ienie 
c-myc i loci Ig pow oduje  n ieefektyw ność m echanizm ów  kon tro lu jący ch  tra n s ­
krypcję praw id łow ego c-myc, zw łaszcza że w wielu w ypadkach  część reg u la to ­
row a od końca  5' u lega delecji. P ozo staw an ie  c-m yc pod  wpływ em  elem entów  
regulujących tran sk ry p c ję  genów  Ig, k tórej s tan  w lim focytach B jes t b ardzo  
wysoki, w arunku je  nadm ierną , n iead ek w atn ą  ekspresję c-myc. N ie jest jeszcze 
znany  d o k ład n y  ch a ra k te r  sekwencji stym ulu jących  transkrypcję , k tó re  m uszą 
być zdolne do  dz ia łan ia  zarów no  w odw ro tnej, ja k  i zgodnej o rien tacji 
transkrypcyjnej, i m ogą w yw ierać wpływ  pom im o  znacznej odległości m iędzy 
ak tyw ato rem  a genem  ak tyw ow anym .
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N ie jest w ykluczone, że w w yniku translokacji zm ienia się także posttran s- 
k rypcy jna  regulacja (m odulacja) ekspresji c-myc. W  k o m ó rk ach  guza plazm o- 
cytow ego myszy, k tó ry  co najm niej w aspekcie cytogenetycznym  stanow i mysi 
odpow iedn ik  ludzkiego BL, ja k  się wydaje, c-m yc m R N A  jest bardziej stabilny  
[133]. N iedaw ne b ad an ia  P iechaczyka i wsp. [132] sugeru ją  p o d o b n ą  sytuację 
u człow ieka. A zatem  deregulacja  c-m yc m oże być w yw ołana przez dw a 
odm ienne, ale w zajem nie uzupełn iające się m echanizm y, a m ianow icie przez 
w zrost nie kon tro lo w an ej transk rypcji o raz  przez zw iększenie translacji c-myc 
m R N A .

0

M odel transgenicznych  m yszy też p rzem aw ia za znaczeniem  nie k o n t­
ro low anej ekspresji c-m yc w patogenezie BL [3, 98]. Jeśli do  kom órek  
go n ad a ln y ch  m yszy zostan ie  w prow adzony  c-m yc w połączeniu  z sekw encjam i 
w zm acniającym i ekspresję C -m i w locus IgH (enhancer mi, w skrócie Emi), to 
u zw ierząt tych praw ie zaw sze rozw ijają  się ch łon iak i B -kom órkow e o różnym  
sto p n iu  do jrzałości [3]. N iew ątpliw ie zw iększona ekspresja  c-m yc sprzyja 
„un ieśm ierte ln ien iu” k om órk i, jed n ak że  d la  rozw oju  now o tw o ru  kon ieczna  jest 
co najm niej jeszcze je d n a  zm iana  genetyczna. Z dan iem  L an g d o n a  i wsp. [98] 
przem aw iają  za tym  n astępu jące  obserw acje:

C hociaż  sekw encje Em i p raw d o p o d o b n ie  są ak tyw ne we w szystkich k o m ó ­
rk ach  linii B, to  je d n a k  ch łon iak i m ają  ch a ra k te r  m o n o k lo n a ln y  (za czym 
przem aw ia  rea ran żac ja  genów  Ig), a  więc p o ch o d zą  z jednej kom órk i.

C zas w ystąp ien ia  ch łon iaków  u poszczególnych m yszy w aha się od 
3 tygodn i życia do  6 miesięcy.

P rzed  pow stan iem  ch ło n iak a  obserw uje się u tych zw ierząt fazę przed- 
ch łon iakow ą, k tó rą  cechuje po lik lo n a ln a  p ro liferacja jeszcze n ienow otw oro- 
wych w ielkich p reku rso row ych  kom órek  pre-B. P rezen tu ją  one k ilka okresów  
d o jrzew an ia  linii B i we w czesnym  okresie życia zw ierzęcia naciekają  szpik o raz 
śledzionę, ale nie węzły ch łonne i grasicę, k tó re  zosta ją  zajęte d o p iero  w fazie 
now otw orow ej.

U  m yszy Em i-m yc p u la  kom órek  pre-B  jes t od  4 do  5 razy w iększa od 
praw idłow ej, liczba zaś kom órek  pre-B , będących w cyklu m ito tycznym , jest 
2 -k ro tn ie  w iększa, co daje razem  co najm niej 10-krotnie więcej dzielących się 
k om órek  B. K o m ó rk i pre-B  są szczególnie p o d a tn e  na  uszkodzen ia  ch ro m a ty ­
ny w loci Ig, gdzie zachodzi b ardzo  ak ty w n a  rearan żac ja  D N A . T ak  więc 
o n k o g en aza  u m yszy Em i-m yc wiąże się ze w zrostem  proliferacji puli ranliw ych 
ko m ó rek  pre-B  [98], niem niej jed n ak  nie jest jeszcze znane osta tń ie  krytyczne 
zdarzenie  decydu jące o p ow stan iu  now otw oru . Z dan iem  D uesberga  [51] 
ak tyw acja  c-m yc per se nie w ystarczy do  transfo rm acji now otw orow ej, za czym 
m.in. p rzem aw iają  następu jące  dane:

w lin iach  kom ó rk i B w yprow adzonych  z BL c-m yc nie zawsze ulega 
przem ieszczeniu, pom im o translokacji w 8q;

ekspresja  c-m yc me zaw sze jest zw iększona w BL;
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nie u d o w odn iono , aby c-myc w yizolow any z k om órek  now otw orow ych  
m iał zdolności transform ujące.

10. W SPÓ Ł D Z IA Ł A N IE  K IL K U  P R O T O -O N K O G E N Ó W  W PR O C E SIE  O N K O G E N E Z Y

O becnie przyjm uje się, że d la  konw ersji praw idłow ej kom ó rk i w k o m ó rk ę  
n o w otw orow ą konieczne jest w spółdziałan ie  co najm niej dw u onkogenów . 
P og ląd  ten  naw iązuje do  h ipotezy  aktyw acji czynnościow o różnych o n ­
kogenów  w poszczególnych e tap ach  onkogenezy  [96]. P ierw szą p a rą  o n ­
kogenów , k tó re , ja k  w ykazano , w spółdziałały  w onkogenezie były c-Ha-ras 
i c-myc. T ransfekcja  p łodow ych fib rob lastów  szczura ak tyw nym , lecz po jed y n ­
czym  p ro to -o n k o g en em  ras lub  myc nie w yw ołała pełnej transfo rm acji n o w o ­
tw orow ej, za to  po w prow adzen iu  w p łodow e fib rob lasty  obydw u pro- 
to -onkogenów  n astępow ał rozw ój w łókn iako -m ięsaka  [97].

Ze względu na w zajem ne uzupełn iające się działan ie  p ro to -o n k o g en ó w  
w yróżn iono  dwie czynnościow o odm ienne klasy [170]. P ro d u k ty  onkogenów  
klasy I są z lokalizow ane w cytoplazm ie, n a to m ias t klasy II zna jd u ją  się 
w jąd rze  kom órkow ym . T ab. 4, w zorow ana  na pracy  L an d a  [96], p rzedstaw ia  
obydw ie klasy uzupełn iających  się onkogenów .

W EBV ujem nych, sporadycznych  BL, poza ak tyw acją  c-myc obserw ow ano  
aktyw ację  także innych  p ro to -onkogenów . T ak  np. w linii kom órkow ej Ram os, 
w yprow adzonej z BL, w ykry to  zm utow any  N -ras  [118], bezpośredn io  zaś 
z k om órek  now otw orow ych  p ac jen ta  z naw ro tem  BL w yizolow ano Ki-ras 
[104].

Istn ieją  doniesien ia  o w ykryciu, i to  za rów no  w w ypadkach  BL EBV 
d o d atn ich , ja k  i EBV ujem nych aktyw acji B-lym [46, 47], genu, k tó ry  
w yw ołuje transfo rm ację  w ch łon iakach  to reb k i F ab rycjusza  d rob iu . P o n a d to  
w k o m ó rk ach  BL obserw ow ano  w tó rny  w zrost tran sk ry p tó w  p ro to -o n k o g e ­
nów  do  v-fms i v-fes [1],

TABELA 4
Klasy współdziałających onkogenów  [96]

Klasa 1 
(onkogeny cytoplazm atyczne)

K lasa 2 
(onkogeny jądrow e)

Ha-ras myc
Ki-ras N-myc
N-ras myb
src p 53
Antygen T średni wirusa poliom a G en E 1 A adenow irusa typu 12 

Antygen T duży wirusa poliom a 
Antygen T  duży SV 40
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11. A U T O K R Y N N A  STY M U LA CJA  W ZR O STU

N asu w a  się pytanie, czy do  rozw oju  ch łon iaków  odnosi się także h ipo teza  
S p o rn a  i T o rad o  [154] au to k ry n n e j stym ulacji w zrostu  stanow iącej jeden  
z g łów nych m echanizm ów  transform acji.

C zynnik  w zrostu  lim focytów  B lub in terleuk ina-4  (w skrócie IL-4) oraz 
czynnik w zrostu  i do jrzew ania lim focytów  B lub IL-6, a także IL-2 są 
syn te tyzow ane przez stym ulow ane antygenem  lub m itogenem  lim focyty T. Te 
czynniki, z w yjątkiem  IL-2, m ogą być uw aln iane także przez sam e lim focyty B, 
chociaż w niedużych ilościach. P o n a d to  IL -6  jest w ydzielana przez tk ank i 
now otw orow e p ochodzen ia  n ielim foidalnego, ja k  szpiczak m nogi i śluzak serca 
[87, 176]. W  n iek tó rych  liniach T -kom órkow ych , ja k  T C L -N al, stransfor- 
m ow anej w irusem  typu  I ludzkiej białaczki T -kom órkow ej, dochodzi do  stałej 
(konsty tu tyw nej) ekspresji genu IL-6.

Y asukaw a i wsp. [176] nie stw ierdzili ekspresji IL-6 m R N A  w linii k om órk i 
B stransfo rm ow anej EBV, ani w linii ch ło n iak a  B urk itta . A jed n ak  linie 
ch ło n iak a  B urk itta  uw aln ia ją  IL-4, choć często tracą  cechę zależności od tego 
czynn ika w zrostu , pod o b n ie  ja k  pro liferu jące in vivo kom órk i B urk itta . K lein 
i K lein [91] sugerow ali, że n iezależność od  egzogennego czynnika w zrostu  
m oże w ynikać ze w zm ożenia ekspresji c-myc, działa jącego  w ów czas na w zór 
sam odzielnego  rozruszn ika  cyklu kom órkow ego . W  zw iązku z tym  należy 
p rzypom nieć  dośw iadczenie C lasson  i wsp. [28], w k tó rym  kotransfekcja  
k om órek  linii ch ło n iak a  k o n stru k tem  plazm idow ym  z ak tyw nym  c-myc 
zw iększała 10-krotnie replikację D N A  ad enow irusa  SV 40, a tym  sam ym  
syntezę D N A  gospodarza . P o d o b n ie  w bad an iach  K aczm ark a  i wsp. [82], 
w prow adzenie  b ia łka  c-m yc pow odow ało  przejście kom ó rk i spoczynkow ej 
w stan  kom petencji w zrostu. M o żn a  w obec tego spodziew ać się, że przejście 
z fazy G 0 do  G , cyklu k om órkow ego  jest w ynikiem  złożonej in terakcji kilku 
różnych genów  z c-fos i c-m yc w łącznie, a p raw id łow a ekspresja  ich jest 
k o n tro lo w an a  przez pep tydow e czynniki w zrostow e lim focytów  B. N ie k o n t­
ro low any  locus c-myc m ógłby indukow ać  niezależność od  czynników  w zrostu  
nie przez w zbudzanie  m echan izm u au to k ry n n eg o , lecz raczej przez zastęp o w a­
nie sygnału  czynnika w zrostow ego. C-myc, nie będąc więc per se czynnikiem  
w zrostow ym , induku je  kom petencję  w zrostu  w yrażającą  się w ytrąceniem  
kom órek  z fazy G 0, zastępu jąc  n iejako  działan ie  IL-4. B iałko c-myc jest więc 
kom petency jnym  czynnikiem  w zrostow ym .

12. ROLA W IRUSA EPSTEIN A -B A R R  W P A T O G E N E Z IE  C H Ł O N IA K A  B U R K ITTA

D ane pochodzące  z k ilku  różnych  k ierunków  badaw czych  w skazują na 
EBV, ja k o  d o d a tk o w y  czynnik  w patogenezie endem icznego BL i A ID S-B L.
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W  obu  tych typach  BL kom ó rk i n ieodm iennie  noszą  genom  EBV [109], k tó ry  
zarów no  in v itro , ja k  i in vivo „unieśm ierte ln ia” zakażone k o m ó rk i B [42, 76, 
89, 135], EBV w yw ołuje aktyw ację k om órek  B, będących w fazie spoczynkow ej 
cyklu kom órkow ego , poprzez w iązanie się z receptorem  d la  składow ej 3d 
dopełn iacza (C3d) [57, 58], ok reślanym  obecnie ja k o  antygen  C D  21. Sugeruje 
się, że an tygen  C D  21 uczestniczy zarów no  w kon tro li cyklu kom órkow ego  
ak tyw nych k om órek  B [112], ja k  i pełni funkcje recep to ra  EBV k o m ó rk i B [57, 
58]. W  następstw ie zw iązania  tego an tygenu  przez EBV, n a  pow ierzchni 
ko m ó rk i B u jaw nia się an tygen  BLA ST-2 lub C D  23. A ntygen C D  23 jest 
wcześnie w ystępującym  m arkerem  aktyw acji k om órk i B [160] i, ja k  się wydaje, 
jest szczególnym  recep to rem  k o m ó rk i B, tzw. recep to rem  o n iskim  pow inow ac­
twie w obec F cIg E  (low-affinity Ig E /F c  receptor) [18, 177]. P o n a d to  w ystępuje 
jeszcze jeden  m ark e r aktyw acji k o m ó rk i B — antygen  Bac-1 (od B-cell 
restric ted  ac tiva tion  antigen), k tó ry  jak  się w ydaje, o d p o w iad a  receptorow i 
d la  IL-4 [158]. W szystkie te trzy  an tygeny  (C D  21, C D  23 i Bac-1) są 
m ark eram i k o m ó rek  p redysponow anych  do  „unieśm ierte ln ien ia”. Poniew aż 
kom ó rk i B są zdolne do  w ytw arzan ia  czynników  w zrostu , jest więc p raw ­
d o p o d o b n e  że „unieśm ierte ln ien ie” zachodzi poprzez  m echanizm  au tok rynny . 
W ykazano , i to' za rów no  w odniesien iu  do  lim focytów  „unieśm ierte ln ionych” 
przez EBV (linie lim foblasto idalne), ja k  i do  kom órek  pochodzących  
z EBV dodatn ie j linii BL, że w ytw arzają  one i reagu ją  na IL -4  i IL-1 [139]. 
W śród  białek jąd ro w y ch  „un ieśm ierte ln ionych” k om órek  B w ystępu ją  także 
an tygeny  sam ego EBV, z k tó ry ch  kluczow ą rolę odgryw a drug i antygen 
jąd ro w y  EBV (E pste in -B arr V irus N u c lea r A ntigen-2, w skrócie  EBNA-2), 
k o dow any  przez rejon LT-1 genom u EBV. Jest to  an tygen  transform acyjny . 
Jak  w ykazały  b ad an ia  M ossa  i wsp. [117], ep ito p  tego an ty g en u  jest 
p rezen tow any  na  pow ierzchni kom ó rek  linii lim fob lasto idalnych  „un ieśm ierte l­
n ionych” przez EBV, ale nie na k o m ó rk ach  BL EBV d o d atn ich .

Z dolności „un ieśm ierte ln iające” EBV w s to su n k u  do  k o m ó rek  B zostały 
d o d a tk o w o  po tw ierdzone dzięki w ykryciu przypuszczalnie p rzed n o w o tw o ro - 
wych k lonów  k om órkow ych  zakażonych  EBV w węzłach ch łonnych  i w krwi 
obw odow ej pacjen tów  z A ID S i u pacjen tów  w okresie w ylęgania A ID S  [15, 
129].

Z akażen ie  EBV w ydaje się analogiczne do  aktyw acji c-myc, k tó ra  jest 
konieczna, ale nie w ystarczająca  d la w yw ołania  transfo rm acji in v itro  lub 
rozw oju now o tw o ru  in vivo. Z a  o g ran iczoną  ro lą  EBV w patogenezie  BL 
p rzem aw iają  także dane  epidem iologiczne (4%  p rzypadków  endem icznego BL 
i 85%  przypadków  sporadycznego  BL jest EBV ujem ne. W tym  kontekście 
niezw ykle in teresu jące są b ad an ia  L o m b ard i i wsp. [107]. A u to rzy  ci stosując 
dw a czynniki genetyczne, k tó re  odgryw ają  rolę w patogenezie BL, a m ianow i­
cie ak tyw ny  c-m yc i EBV, uzyskali n o w o tw o ro w ą konw ersję k om órek  B. 
W prow adzali oni ak tyw ny  c-m yc w ludzkie k o m ó rk i lim fob lasto idalne , p o ­
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chodzące a lbo  z zakażonej EBV in v itro  praw idłow ej krw i pępow inow ej, albo  
z krw i obw odow ej pacjen tów  z A ID S. W obu  rodzajach  k o m ó rek  sta ła  
ekspresja  egzogennego c-m yc pow odow ała:

u jem ną regulację ekspresji endogennego  c-myc;
zm ianę c h a rak te ru  w zrostu  kom órek , k tó ry  staw ał się typow y d la  kom órek  

stransfo rm ow anych ;
nabycie  przez k o m ó rk i w łaściw ości onkogennych  w sto su n k u  do  myszy 

z n ied o b o ram i’ im m unologicznym i.
Z akażen ie  EBV i ak tyw acja  c-myc są więc w ystarczające d la  now otw orow ej 

konw ersji ludzkich k o m ó rek  B in v itro , co w skazuje, że o b a  te czynniki 
odg ryw ają  rów nież rolę in vivo w rozw oju BL.

N ied aw n o  Lacy i wsp. [95] w ykazali, że zakażenie EBV w ywołuje 
am płifikację i deregulację c-m yc w p ierw otn ie  EBV ujem nej linii kom órkow ej 
BJAB w yprow adzonej z BL.

W  k o m ó rk ach  BL zakażonych  EBV w sposób  n a tu ra ln y  lub  celow o 
w la b o ra to riu m  w ystępuje podw yższony poziom  c-fgr m R N A  [24, 138]. C-fgr 
należy do  rodziny  genów  kodu jących  k inazę ty rozynow ą, k tórej nad m iern a  
ak tyw ność  uszkadza  m echanizm y k o n tro lu jące  w zrost kom órk i. E kspresja 
c-fgr w ystępuje także w w ychodzącym  z k o m ó rk i epitelialnej rak u  nosogar- 
dzieli [138], k tó ry  patogenetyczn ie  w iąże się z EBV. Te specyficzne związki 
m iędzy zakażen iem  EBV a ekspresją  c-fgr sugeru ją  ak tyw ację transk rypcji 
c-fgr przez EBV [24], W edług L ittłe ra  i A rran d a  [106] sam  EBV kodu je  inny 
enzym  odgryw ający  rolę we w zroście k om órk i, a  m ianow icie k inazę tym idyno- 
wą.

13. ROLA IN N Y C H  W IR U SÓ W  W P A T O G E N E Z IE  C H Ł O N IA K Ó W

W patogenezie  nieziarniczych ch łon iaków  poza  EBV is to tn ą  rolę o d ­
gryw ają jeszcze co najm niej dw ie w zm iankow ane g rupy  w irusów , a m ianow icie 
ludzkie w irusy  lim fo tropow e T  i B.

O becnie ro zró żn ia  się dw ie p o d g ru p y  ludzkich  w irusów  lim fotropow ych T: 
p o d g ru p ę  onkow irusów  (Oncoviridae), do  której należą w irusy ludzkiej 

b iałaczki T -kom órkow ej (H u m an  T-Cell L eukem ia V iruses, w skrócie H TLV ) 
typu  I i II (H TLV -1 i H TLV -II);

p o d g ru p ę  w irusów  pow olnych  (Lentiviridae), do  k tórej należą ludzkie 
w irusy zespołu  naby tego  b rak u  odporn o śc i (H u m an  Im m unodeficiency Virus, 
w skrócie H IV ) typu  I i II (HIV-1 i H IV -II) — inne nazw y H IV -Ι to  LAV-I, 
H T L V -III i ARV  (sk ró t od  A ID S -re la ted  virus).

H T L V -Ι odgryw a rolę e tio log iczną w ludzkiej białaczce T -kom órkow ej. 
Jest to  pro liferac ja  lim focytów  T  induku jących /pom ocn iczych  (C D  4 + ), en ­
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dem icznie w ystępująca w Japon ii, na K ara ib ach , na pó łnocnych  obszarach  
A m eryki Południow ej i w połudn iow o-w schodn iej części S tanów  Z jednoczo ­
nych, zw łaszcza u m urzynów . O b raz  kliniczny tej postaci b iałaczki trochę 
p rzypom ina o b raz  kliniczny tzw. skórnych  ch łon iaków  T -kom órkow ych , do  
k tó rych  należą z ia rn in iak  grzybiasty  i zespół Sezary’ego ale różni się od nich 
znacznie bardziej złośliw ym  przebiegiem  [113, 165, 174].

H T L V -II, ja k  się w ydaje, jes t odpow iedzialny  za rzadk i w arian t T -kom ór- 
kow y ludzkiej białaczki w łocha tokom órkow ej [85, 146].

Z aró w n o  H T L V -I, ja k  i H T L V -II m ają  zdolność „un ieśm ierte ln ian ia” 
kom órek  T  C D  4 + [25, 114]. S transfo rm ow ane przez H T L V  linie kom órkow e, 
ja k  rów nież k o m ó rk i now otw orow e charak te ryzu je  zw iększona ekspresja  
recep torów  d la  IL-2. N iedaw ne doniesien ia  [67] sugerują, że p ro d u k t genu 
transak tyw ującego  (trans-ac tivating  gene, w skrócie tat) H T L V  — p 40 x działa 
bezpośrednio  lub p o średn io  na sekw encje w zm acniające ekspresję zarów no  
genu IL-2, ja k  i genu d la  recep to ra  IL-2. W ydaje się, że w rozw oju  
now otw orów  w yw ołanych H T L V  odgryw a rolę m echanizm  au to k ry n n e j sty ­
m ulacji w zrostu . A ktyw ujące działan ie p 40 x dotyczy nie ty lko  pew nych linii 
kom ó rk i T, ale rów nież k o m ó rk i B [67, 157]. H T L V  aktyw uje także  onkogen  
sis [113].

H IV  zosta ł op isany  w 1983 r. przez B arre-S inoussi i wsp. [6 ], a jego 
zw iązek etio logiczny z A ID S zosta ł po tw ierdzony  rok  później przez G alio  
i wsp. [61]. O b a  typy H IV  (H IV -Ι i H IV -II) różn ią  się an tygenow o. H IV -II 
w ystępuje głów nie w Z achodn iej Afryce i nie stw ierdzono  go w S tanach  
Z jednoczonych. H IV -II, p o dobn ie  jak  H IV -Ι, odgryw a w ażną rolę w etiologii 
A ID S, ale jes t m niej pa togenny. O sobn icy  z Z achodniej Afryki H IV -II 
se ro d o d a tn i byli zdrow i i nie w ykazyw ali żadnych niepraw id łow ości im ­
m unologicznych  przez p o n ad  dw a la ta  (cyt. wg [78]). N iedaw no  w la b o ra to ­
rium  G alio  (cyt. wg [78]) od N igeryjczyka chorego  na A ID S w yizolow ano 
w irusa odm iennego  an tygenow o  od H IV -Ι i H IV -II.

H IV  zakaża  lim focyty T  C D  4 + , a także  inne kom ó rk i C D  4 + , ja k  
m onocyty , m akrofag i, kom órk i p rezentu jące an tygen  o raz  jeszcze n iedok ładn ie  
określone kom ó rk i m ózgu noszące także ten  an tygen  [171]. Jak  się wydaje, 
C D  4 jest recep to rem  kom órkow ym  d la  H IV  lub przynajm niej częścią tego 
recep to ra  [38, 150]. In te rak c ja  m iędzy o to czk ą  H IV  a C D  wiąże się zarów no  
z w ystąpieniem  efektów  cy top lazm atycznych , p row adzących  ostateczn ie  do  
śm ierci k om órk i, ja k  i ze zm iennością  cech osłonki H IV  (odm ienność osłonek 
w yizolow anych od różnych osobn ików  lub od  tego sam ego o so b n ik a  w ró ż­
nym  czasie). O b a  te zdarzen ia  m ogą stanow ić w ażny m echanizm , dzięki 
k tó rem u  w irus w ym yka się spod  n ad zo ru  im m unologicznego  g o sp o d arza  [78].

H IV , ja k  to  ju ż  pow iedziano , odgryw a rolę w etiologii A ID S-B L  w spół­
działa jąc  z EBV, a także  w rozw oju  innych now otw orów  (m ięsaków  i raków ) 
w ystępujących w przebiegu A ID S [134].
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L udzki w irus lim fo tropow y B (H u m an  B -L ym pho trop ic  V irus, w skrócie 
H BLV ) należy do  g rupy  ludzkich  w irusów  herpes, pod o b n ie  ja k  EBV, wirus 
cytom egalii, w irusy opryszczki (typ 1 i 2) o raz  w irus odry-pó łpaśćca . H BLV  
różni się je d n a k  od pozosta łych  w irusów  herpes w ybiórczym  pow inow actw em  
do  k om órek  B, ch a rak te ry s ty czn ą  m orfo logią  i cecham i antygenow ym i. W yizo­
low ano  go w la b o ra to riu m  G alio  [81, 149] z krw inek białych krw i obw odow ej 
od 6 chorych: u dw u pacjen tów  H IV  sero d o d a tn ich  (jeden z ch łoniak iem  
w przebiegu  A ID S, a drug i z d erm ato p a ty czn y m  pow iększeniem  węzłów 
chłonnych), u pozosta łych  czterech pacjen tów  ro zp o zn an o  lim fadenopatię  
an g io im m unob lastyczną , skó rnego  ch ło n iak a  T -kom órkow ego , ch ło n iak a  im- 
m unob lastycznego  i o s trą  b iałaczkę T -kom órkow ą.

K o m ó rk i B zakażone przez H B L V  ulegają transfo rm acji now otw orow ej, 
ale w irus nie m a zdolności „un ieśm ierte ln iających” i k o m ó rk i giną po  10-12 
dniach.

N ie je s t w ykluczone, że w rozw oju  ch łon iaków , łącznie z BL, odgryw a rolę 
zakażenie  jeszcze innym  w irusem , k tó ry  działa  poprzez  m echanizm  w budow a- 
n ia-translokacji-i-w ycięcia  (h it-and-run). Sugerują to  M ush insk i i wsp. [120] 
k o m en tu jąc  dośw iadczenie, w k tó rym  re trow irus białaczki A belsona myszy, 
jeśli przez odpow iedn io  długi czas pozosta je  w genom ie p reku rso row ych  
kom órek  B myszy, pow oduje  rearanżację  i ak tyw ację  k om órkow ego  pro- 
to -o n k o g en u  c-myb i rozw ój ch ło n iak a  lim foplazm ocytow ego. P o tem  jed n ak  
geny z in tegrow anego  w irusa są e lim inow ane (h it-an d -ru n  tu m o r virus) i d la te ­
go niezw ykle tru d n e  jest udow odnien ie  jego  roli w rozw oju  now otw oru . 
W jed n y m  z sześciu p rzy p ad k ó w  ch ło n iak a  lim foplazm ocytow ego myszy poza 
rea ran żac ją  i ak tyw acją  c-myb au to rzy  wykryli obecność z in tegrow anego 
p row iru sa  b iałaczki A belsona myszy, podczas gdy w pięciu pozostałych  
stw ierdzono  ty lko  rearanżację  i is to tn ie  w zm ożoną transk rypcję  c-myb, co 
sk łoniło  ich do  w ysunięcia tej hipotezy.

14. ROLA P R Z E W L E K Ł E J M A LA RII W P A T O G E N E Z IE  C H Ł O N IA K A  BU RK ITTA

W ażnym , choć nie do  k o ń ca  poznanym  czynnikiem  w rozw oju endem icznej 
postaci ch ło n iak a  B urk itta  jes t m alaria  i p raw d o p o d o b n ie  jeszcze inne zakaże­
nia pasożytnicze. P rzem aw iają  za tym  następu jące  dane:

wysoce znam ien n a  kore lac ja  geograficzna m iędzy częstością w ystępow ania  
BL a endem iczną m alarią ;

b ezpośredn ia  kore lac ja  m iędzy zależnym  od w ieku w ystępow aniem  en ­
dem icznego BL a zależnym  od w ieku najw yższym  poziom em  przeciw ciał 
sk ierow anych  przeciw  m alarii;

rzadsze w ystępow anie  BL w n iek tó rych  m iastach , gdzie rów nież zakażenie 
m alarią  je s t rzadsze niż na  obszarach  wiejskich [83, 116, 126].
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K lein [90] podejrzew a, że w endem icznym  BL zakażen iu  EBV ulegają 
proliferujące lim focyty, ja k o  w yraz stym ulacji m alarią . G rav ley  i A blashi [65] 
w ykazali, że Plasmodium falciparum  induku je  w k o m ó rk ach  linii Raji w zrost 
poziom u w czesnego an tygenu  R-EBV  (early an tigen-restric ted , w skrócie 
EA-R), a w linii A G  876 zw iększa liczbę kom órek  noszących antygen  
kapsydow y w irusa (virus capsid  an tigen , w skrócie VCA). P o w tarza jące  się 
a tak i m alarii p o w o d u ją  w ystępow anie  cyklicznych, w ym ykających się spod 
w pływ u n ad zo ru  im m unologicznego  podziałów  kom órek  B, co zw iększa 
m ożliw ość w ystąp ien ia  translokacji ch rom osom ow ych  i ekspansji k lonalnej 
[173], Jest to  tym  łatw iejsze, że w przebiegu przew lekłej m alarii zostaje 
upośledzona czynność k om órek  T  i zdo lność  u k ład u  im m unologicznego  do 
elim inacji zakażonych  EBV k om órek  B.

Z resz tą  po za  m a la rią  także inne zakażen ia  pasożytnicze m ogą odgryw ać 
ro lę w szerzeniu się endem icznego BL. T ak  np. w ykazano , że w n iek tó rych  
popu lacjach  A m eryki Ł acińskiej i P o łudn iow o-W schodnie j Azji, k tó re  m ają 
w ysoki w skaźnik  m alarii, ale niski w skaźnik  innych ch o ró b  inw azyjnych, 
częstość w ystępow ania  BL jest dosyć n iska  [103].

15. A SPEK TY  N A D Z O R U  IM M U N O L O G IC Z N E G O  W C H Ł O N IA K A C H

E kspresja  w łasnych an tygenów  klasy I g łów nego u k ładu  zgodności tk a n ­
kowej (M ajo r H isto co m p atib ility  C om plex, w skrócie M H C ), w raz z a n ­
tygenam i now otw orow ym i w arunku je  w ystąpienie ak tyw ności cy to toksycz- 
nych lim focytów  T. Pojaw iły  się je d n a k  don iesien ia  [144], że pod  wpływ em  
o nkogenów  m oże dojść do  supresji lub m odulacji an tygenów  M H C  klasy I na 
pow ierzchni kom órk i. Tę zdo lność  m ają  przede w szystkim  onkogeny  jąd ro w e, 
a zw łaszcza gen E 1 A ad enow irusa  i geny z rodziny  myc, na poziom ie 
najp raw d o p o d o b n ie j posttransk rypcy jnym . N a  przyk ład  nadm iern ie  w zm ożo­
nej ekspresji c-m yc w czern iaku  tow arzyszy obniżenie ekspresji an tygenów  
M H C  klasy I. N ie w iadom o, czy analog iczna  sy tuacja  w ystępuje w BL, bow iem  
na pow ierzchni kom órek  BL też stw ierdzono  n iską ekspresję an tygenu  H LA -A , 
co u tru d n ia  rozpoznaw an ie  tych kom órek  przez au to log iczne lim focyty cyto- 
toksyczne.

Jeszcze bardziej n iekorzystn ie  przedstaw ia  się sp raw a ekspresji na pow ierz­
chni kom órek  BL ep ito p u  transfo rm acy jnego  an tygenu  EBN A -2. W ystępow a­
nie ep ito p u  EB N A  na pow ierzchni k o m ó rk i um ożliw ia jego  rozpoznan ie  przez 
k o m ó rk i T  zarów no  typu  pom ocniczego, ja k  i cyto toksycznego . E p ito p  ten 
w ystępuje jed n a k  ty lko  na pow ierzchni k om órek  „unieśm ierte ln ionych” przez 
EBV linii lim foblasto idalnych , n a to m ias t nie m a go na pow ierzchni kom órek  
BL [117]. S tąd  pow sta ło  podejrzenie, że k o m ó rk i BL EBV d o d a tn ieg o  m ogą
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po  p ro s tu  zostać  nie zauw ażone przez kom ó rk i n ad zo ru  im m unologicznego.
Są rów nież dow ody, że im m unosupresja  przyspiesza rozw ój BL, jak  

rów nież innych ch łon iaków  o w ysokim  sto p n iu  złośliwości. P ato log iczna 
im m u n o su p resja  m a miejsce w dziedzicznie u w arunkow anych  n iedoborach  
im m unolog icznych , a  także  byw a n a rzu co n a  działan iem  m edycznym . Z darza  
się to  u chorych  leczonych przeszczepam i narządów , a zw łaszcza prze­
szczepam i szpiku. N a  szczególne ryzyko narażen i są biorcy szpiku niezgodnego 
i pozbaw ionego  lim focytów  T  o raz  p o d d an i im m uno terap ii skierow anej 
przeciw  ich w łasnym  k o m ó rk o m  T. B adan ia  serologiczne S hap iro  i wsp. [152] 
w ykryły  u tych chorych  obecność genom u EBV, m o n o k lo n a ln ą  proliferację 
lim focytów  B, rearanżację  genów  im m unoglobu linow ych  i ab erracje  ch ro m o ­
som ow e.

P o d o b n a  sy tuacja  m oże mieć m iejsce u chorych  z zespołam i w rodzonych  
n ied o b o ró w  odpornośc i, zw łaszcza sprzężonych z płcią, ja k  m u tac ja  w locus 
X LA  (od X L inked A gam m aglobulinem ia). U  tych chorych  rozw ijają się 
lim foproliferacje w ychodzące z k om órek  B (typu hiperplazji lub złośliwej 
pro liferacji) [68, 136].

16. W IE L O E T A PO W Y  R O Z W Ó J C H Ł O N IA K A  B U R K ITTA

P a to g en eza  n ow otw orów  jest generaln ie ro zu m ian a  ja k o  proces w ielo­
e tapow y. K lein i K lein [91] sugeru ją  co najm niej 3 e tapy  w rozw oju 
endem icznego  BL z udziałem  trzech uk ładów  genetycznych: jeden  z nich jest 
p o ch o d zen ia  w irusow ego, a  dw a pochodzen ia  kom órkow ego , jak  nie k o n t­
ro lo w an a  ekspresja  c-m yc i ak tyw acja  jeszcze innych p ro to -onkogenów .

W  etap ie  pierw szym  dochodzi do  przew lekłej stym ulacji i aktyw acji uk ładu  
B -kom órkow ego  przez czynniki zakaźne, zw łaszcza przez EBV, co przyczynia 
się d o  znacznego  zw iększenia puli p roliferujących lim focytów  B, m ito tycznie 
ak tyw nych  o szybkich o b ro tach  cyklu kom órkow ego . Jest m ożliwe, że w tym 
czasie po jaw ia ją  się pierw sze „unieśm ierte ln ione” klony  ak tyw ne im m unolog i­
cznie. K o m ó rk i na tym  etap ie  nie m ają  jeszcze cech now otw orow ych , p ro lifera­
cja ich zależy od  czynników  w zrostow ych, ale rozw ija się s tym ulacja  au to k ry n - 
na, k tó ra  zdom inu je  i uniezależni dalsze p oko len ia  kom órek  B od egzogennych 
in terleuk in . K o fak to ry  środow iskow e, ja k  np. przew lekła m alaria , d o d a tk o w o  
w zm agają  ekspansję  k lonu  kom órek  B przez ich po lik lo n a ln ą  aktyw ację.

W etap ie  drugim  zachodzi ju ż  tran slo k ac ja  t/8; 14/ lub jeden  z jej 
w arian tó w  z udziałem  ch ro m o so m u  8. M oże być to  zdarzenie przypadkow e. 
P raw d o p o d o b n ie jsza  je d n a k  w ydaje się m ożliw ość w pływ u na  uk ład  im ­
m unolog iczny  ciągłej stym ulacji antygenow ej (czynniki zakaźne). W zrost puli 
pro liferu jących  kom órek  B, w k tó rych  zachodzi s ta ła  rearanżac ja  genów  Ig,

9 -  PBK 2/89
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zw iększa p raw d o p o d o b ień stw o  błędów  podczas łączenia segm entów  V -D -J lub 
p rzełączan ia  klasy izo typu , co p row adzi do  translokacji ch rom osom ow ych . 
W  następstw ie translokacji c-m yc zostaje um ieszczony w genom ie w ze­
staw ieniu  z locus Ig ak tyw ującym  jego  ekspresję w sposób  nielegalny, 
z pozbaw ieniem  własnej k o n tro li. N ad m ie rn a  i s ta ła  ekspresja  p ro d u k tu  c-myc 
zm usza kom ó rk i do  ciągłej ak tyw ności m ito tycznej niezależnej od zew nątrz  
pochodnych  czynników  w zrostow ych, a  być m oże czyni je  także niew rażliw ym i 
na  indukcję  różn icow ania , co w końcow ym  efekcie p row adzi do  ekspansji 
k lonu  z k o rzy stn ą  d la  przeżycia tran s lo k ac ją  chrom osom ow ą.

W  kolejnym  etap ie  dochodzi do  ak tyw acji innych p ro to -o n k o g en ó w , 
jeszcze nie zdefiniow anych. K lein i K lein [91] sugeru ją  w spółdziałan ie  m iędzy 
c-myc i B-lym (chociaż ten  o s ta tn i zdan iem  M ush insk iego  i wsp. [119] nie 
pow inien  być zaliczany do  onkogenów ) lub  zm utow anym i genam i ras (tab. 5).

TABELA 5

W spółdziałanie patogenów  w rozwoju endem icznego chłoniaka 
B urkitta (modyfikacja wg [91])

W irus E psteina-B arr Pow oduje „unieśm iertelnienie” kom órki 
B przez m echanizm  autokrynny. Prolife- 
ruje klon latentnie zakażonych kom órek 
B, które są jednak zależne od czynników 
wzrostowych i podatne na wpływy n ad­
zoru im m unologicznego

Przewlekła m alaria Zwiększa pulę kom órek docelowych 
przez poliklonalną aktyw ację kom órki 
B, a p o nad to  wywołuje supresję kom ó­
rek T

Aktywacja c-myc W skutek translokacji chrom osom ow ej 
c-myc zostaje połączony z którym ś z loci 
im m unoglobulinow ych, czego następ­
stwem będzie jego niekontrolow ana 
transkrypcja. S tała transkrypcja c-myc 
wiąże się z:

nabyciem przez kom órkę „kom ­
petencji w zrostu” i uniezależnieniem jej 
od regulacyjnego wpływu czynników 
wzrostowych („unieśm iertelnienie” ko­
m órki B),

zablokow aniem  różnicow ania (cho­
ciaż ciągła transkrypcja c-myc nie 
wpływa na ukierunkow anie kom órki)

M utacja genów 
z rodziny ras 
i/lub innych

Geny te m ają zdolności transform ują­
ce kom órki N IH  3T3 i praw dopodobnie 
współdziałają z aktyw nym  c-myc
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N iek tó re  dan e  w skazują, że ekspansja  k lonu  now otw orow ego  zachodzi 
ty lko  w ów czas, gdy tran s lo k ac ja  ch ro m o so m o w a m a miejsce w pierw otnej, 
p reku rso row ej kom órce  B, k tó ra  zna jdow ała  się w specyficznym  etapie 
rozw oju , określonym  przez C roce i N ow ella  [37] ja k o  faza „o tw arcia  na 
różn icow an ie” (w indow  of differentiation). W reszcie nie jest w ykluczone, 
że po  za istn ien iu  tran slo k ac ji ch rom osom ow ej w rozw oju  BL odgryw ają  rolę 
jeszcze inne czynniki pa togenetyczne, jak  ju ż  w zm iankow ana  ak tyw acja  innych 
onkogenów  lub  działan ie  czynników  w zrostu  i różn icow ania  [75]. P rzem aw ia 
za tym  m .in. p rog resja  n o w otw oru  w późniejszych okresach  choroby , gdy 
w ystępują  w tó rn e  zm iany  w kario typ ie . T ak  np. P eg o ra ro  i wsp. [128] 
w yprow adzili od  chorego  z o s trą  b ia łaczką  lim foblastyczną B -kom órkow ą 
linię, w k tórej w ystępow ały  dwie translokac ję  chrom osom ow e: t/8; 14/ — ch a­
rak te rystyczna  d la  BL i t / l 4; 18/ — ch arak te ry s ty czn a  dla ch ło n iak a  guz­
kow ego. A uto rzy  sugeru ją  dw uetapow y m odel rozw oju now otw oru . P ierw o­
tnym  zdarzeniem  jest tran s lo k ac ja  t / l 4; 18/ z ak tyw acją  przez locus łańcucha 
ciężkiego Ig w 14q32, przypuszczalnego onkogenu bcl-2 w locus 18q21. N astęp ­
stwem  tej rearanżacji i stym ulacji jest ekspansja k lonu  kom órek  B z t / l 4; 18/ 
i rozw ój n o w o tw o ru  o dosyć niskim  sto pn iu  złośliwości. W  drugim  etapie 
w k lonie tym  zachodzi d o d a tk o w a , acz n iep rzypadkow a tran slo k ac ja  t/8; 14/ 
z ak tyw acją  c-m yc i rozw ojem  n o w o tw o ru  o w ysokim  sto p n iu  złośliwości. 
W  istocie m ożna  się spodziew ać, że ekspansja  k lonu  now otw orow ego  o niskim  
sto p n iu  złośliw ości zw iększa p raw d o p o d o b ień stw o  d o d a tk o w y ch  translokacji 
ch rom osom ow ych  w przebiegu pospiesznej rearanżacji genów  Ig. deJong  i wsp. 
[44] opisali p rzypadek  ch ło n iak a  złożonego  z dw u k o m p onen tów . Jednym  
było u tk an ie  ch ło n iak a  guzkow ego o fenotypie dojrzałej kom ó rk i B, a drugim  
— ch łon iak  lim foblastyczny o fenotypie p reku rso row ej kom ó rk i B, z lokalizo­
w any w przestrzen iach  m iędzyguzkow ych w ęzła chłonnego. A utorzy  zak ładają , 
że p ie rw o tną  zm ianą, zachodzącą  p raw d o p o d o b n ie  w p reku rso row ych  k o m ó r­
kach  B, jest tran s lo k ac ja  t / l 4; 18/, k tó ra  zapoczątkow uje  rozw ój dosyć 
łagodnego  ch ło n iak a  guzkow ego. W rów noległych przetrw ałych  p rek u rso ro ­
wych k o m ó rk ach  B m a miejsce d ru g a  tran slo k ac ja  t/8 ; 14/ obejm ująca  drugi 
ch rom osom  14. W p o d k lo n ie  z dw iem a translo k ac jam i dochodzi do aktyw acji 
c-m yc i szybkiej k lonalnej ekspansji lim foblastów  cechujących się im m unofeno- 
typem  p rekursorow ej k o m ó rk i B, po d o b n y m  zresztą do  fenotypu linii k o m ó r­
kow ej, uzyskanej przez P eg o ra ro  i wsp. [128] od  chorego  z o s trą  b iałaczką 
lim foblastyczną. O bserw acje  te po tw ierdzają  także b a d an ia  Y unisa i wsp. [179] 
p row adzone u 71 chorych  z ch łoniak iem  guzkow ym . W 85%  przypadków  
w ystępow ała tran s lo k ac ja  t/14 ; 18/. W 10 p rzypadkach , w k tó rych  ta  tra n s ­
lokacja  była jed y n ą  zm ianą, no w o tw ó r m iał przebieg łagodny  i w iększość 
chorych nie w ym agała  leczenia. N a to m ias t u chorych, u k tó rych  w ystąpiły  
d o d a tk o w e  aberracje  chrom osom ow e, obserw ow ano  ew olucję w w ielkokom ór- 
kow e ch łon iak i o w ysokim  stop n iu  złośliw ości (ryc. 5).
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Ryc. 5. M odel ewolucji chłoniaka guzkowego z translokacją t/14; 18/. Progresji now otw oru 
towarzyszy stopniow e nagrom adzenie pow tarzających się aberracji chrom osom ów  (wg [179]): 
t — translokacja (wym iana m ateriału  genetycznego między dw om a chrom osom am i); dup  — d u p ­
likacja p rążka lub segm entu chrom osom u; del — delecja p rążka lub segm entu chrom osom u;
-I- — trisom ia lub dodatkow a kopia chrom osom u; HSRs (od H om ogenous Staining Region)
— jednorodnie  barwiący się odcinek chrom osom u; D M s (od Double M inute C hrom osom e)

— pozachrom osom ow e fragm enty chrom atyny

A lternatyw ny  m odel rozw oju  endem icznego BL p ro p o n u ją  L eno ir i B orn- 
kam m  [103]. W edług nich e tapem  pierw szym  i zasadniczym  w rozw oju  BL jest 
zm iana  genetyczna, a więc zaistn ien ie  jednego  z trzech w arian tów  translokacji. 
Pojaw ienie się tej zm iany pop rzed za  a nie następu je  po zakażen iu  EBV. 
Przyszłość pokaże, k tó ry  z tych dw u m odeli jest praw dziw y, ale o b a  są 
w iarygodne, ja k o  w ynikające z obecnego s tan u  wiedzy.

Refleksje po  n ap isan iu  tego a rty k u łu  oddaje  cy ta t pochodzący  z 1819 r. 
z p racy  francuskiego lekarza  i filozofa F ran co is-Jo sep h ’a B era rd ’a: „L a verite se 
concile tous les interets: eile n ’est que paix et harm o n ie  dans le m onde 
in tellectuel” („P raw d a  zjednyw a sobie w szystkie dążenia: jest w szakże poko jem  
i h a rm o n ią  w świecie in te lek tu ”).
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