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MOLEKULARNE PODSTAWY SYNTEZY IMMUNOGLOBULIN
ORAZ RECEPTORA LIMFOCYTOW T

MOLECULAR BASIS OF IMMUNOGLOBULIN AND T CELL RECEPTOR SYNTHESIS
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Streszczenie. Geny kodujace immunoglobuliny oraz receptory limfocytéw T sa odcinkami DNA
noszacymi nazwy V, D, J. Podczas rozwoju limfocytéw geny V, D, J rekombinujg ze soba.
Enzymem odpowiedzialnym za fgczenie genéw V, D, J jest rekombinaza. Mechanizm jej dziatania
oraz zakres réznorodnosci immunoglobulin i receptoréw limfocytéw T oméwiono w tej pracy.
Ponadto przedstawiono poglady na ewolucje genéw V, D, J.

Summary. Immunoglobulin and T cell antigen receptor genes in their germline form are organized
as discontinuous DNA elements named V, D, J. These V, D, J genes are joined by recombinations
during lymphocyte development. The enzyme participating in this process is called recombinase.
Mechanism of its action is reviewed below. The extent of the diversity of immunoglobulins and

T cell receptors is discussed in the following article. Moreover, current views on the evolution of V,
D, J genes are presented.

1 WSTEP

Immunoglobuliny (Ig) oraz receptor limfocytu T (TCR) to dwie podstawowe
czasteczki umozliwiajgce swoiste rozpoznanie antygenu przez ukitad im-
munologiczny. Ich struktura molekularna oraz genetyczne mechanizmy syn-
tezy sg w ostatnich latach intensywnie badane. Celem niniejszej pracy jest opis
gendéw kodujacych Ig i TCR, ich rekombinacji, ewolucji oraz proceséw
prowadzgcych do zmiennosSci kodowanych przez nie biatek.
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2. STRUKTURA IMMUNOGLOBULIN | RECEPTORA LIMFOCYTOW

21. BUDOWA IMMUNOGLOBULIN

Struktura czasteczki immunoglobuliny (Ig) jest bardzo dobrze poznana (ryc.
1). Sktada sie ona z czterech tancuchow polipeptydowych, potaczonych ze sobg
mostkami siarczkowymi S—S. Wyr6zniamy dwa tafAcuchy lekkie L (z ang.

Ryc. 1 Schemat immunoglobuliny. P6tkola symbolizuja domeny biatkowe, odcinki pogrubione
oznaczaja regiony hiperzmienne CDR

light) i dwa ciezkie H (z ang. heavy). Kazdy z tancuchow skiada sie
z N-koncowej czeSci zmiennej V (z ang. variable) i C-koricowej czesci statej C (z
ang. constant) [147, 171]. Czesci zmienne tancucha lekkiego i ciezkiego sa
zbudowane podobnie - sktadajg sie z trzech region6éw hiperzmiennych CDR
1, 2, 3 (z ang. complementarity determining region), rozdzielonych czterema
sekwencjami o mniejszej roznorodno$ci FR 1, 2, 3, 4 (z ang. framework region)
[147]. Za wigzanie antygenu sg gtéwnie odpowiedzialne regiony CDR. Kazda
cze$¢ zmienna jest jednocze$nie pojedyncza, wyrdzniong domeng biatkowg
zamknieta wigzaniem S—S [70]. Czes$ci zmienne VL i VH tworzg miejsca
wigzania antygenu [147].

Cze$¢ stata tancucha ciezkiego jest zbudowana z trzech, rzadziej czterech
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domen biatkowych (CH 1, 2, 3), natomiast w tafcuchu lekkim cze$¢ stata jest
kréotsza — obejmuje tylko jedng domene (CL) [147], Typ tancucha immuno-
globulinowego zalezy od budowy czesci statej. Wyrézniamy 4 typy tancuchéw
lekkich (k, /1, Z2, /3) oraz 8 typow taricuchéw ciezkich (u, yl, y2a, y2b, y3, q, €
[171]. Typ tancucha immunoglobulinowego ciezkiego okresla rodzaj catej
immunoglobuliny. Wyrézniamy: IgM, IgD, 1gGl, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3, IgA
i IgE [147, 171].

22. BUDOWA RECEPTORA LIMFOCYTOW T

Wyrézniamy dwa rodzaje receptoréw limfocytow T (TCR) [13, 84, 96, 129]:

— ,klasyczne” receptory skladajgce sie z polipeptydowych tahncuchow
a i B (znajdowane sg na wiekszo$ci limfocytow T) (ryc. 2);

— receptory sktadajgce sie z tancuchéw y i 0 (obecne na ok. 2% limfocytow
T, tymocytach, komérkach dendrytycznych, niektérych komérkach NK oraz
komdrkach $rddnabtonkowych jelita).

Opis budowy biatkowej TCR oraz wyizolowanie gendéw kodujacych
fancuchy a i /?jest osiggnieciem ostatnich pieciu lat [59, 78]. Obecnie wiadomo,
ze TCR skiada sie z tancuchéw polipeptydowych potaczonych z sobg most-
kami dwusiarczkowymi S-S [4, 124] (rys. 2). Kazdy z tancuchdw zawiera
cze$é statg i zmienna, ktdre, podobnie jak w przypadku immunoglobulin, sg
zorganizowane w domeny biatkowe, spiete mostkami S-S. Dimer a/p osadzo-
ny jest w btonie limfocytu. Do prawidtowego dziatania receptoréw limfocytéw
T potrzebne sg dodatkowe biatka. U myszy odkryto nastepujace biatka
pomocnicze: y, 0, & (i p2l. Tworzg one kompleks T3 odgrywajacy wazng role
w przewodzeniu sygnatu z TCR do wnetrza komdrki [4, 128, 130], U cztowieka
istnieje analogiczny kompleks o prostszej budowie, nazwany CD3. Skiada sie
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z tancuchéw CD3y, CD3<5, CD3e i prawdopodobnie CD3£ [130, 177].
Interakcja dodatnio natadowanych reszt lizyn w czes$ciach btonowych tan-
cuchéw a i B i ujemnie natadowanych czesci btonowych polipeptydow
wchodzgcych w sktad kompleksu T3/CD3 warunkuje ich bliskie utozenie na
powierzchni limfocytu T. Oprocz kompleksu T3 (CD3), do dziatania TCR
niezbedne sg biatka CD4 (mysi odpowiednik L3T4) i CD8 (u myszy Lyt2,3).
Ich zadaniem jest najprawdopodobniej wigzanie sie z monomorficznymi
czesciami antygendéw zgodnosci tkankowej (MHC) klasy | (w przypadku CD8)
lub klasy Il (CD4) (39, 130). By¢ moze biatka CD4 i CD8 majg pewien udziat
w tworzeniu swoistosci TCR.

Obecnos$¢ dodatkowych biatek w potaczeniu z receptorem limfocytow T nie
jest jednak jedyna r6znicg miedzy immunoglobulinami a TCR. Okazato sie
bowiem, ze TCR nie rozpoznaje antygenu rozpuszczalnego, a tylko w potacze-
niu z MHC (tzw. MHC restrykcja), co ma zapewne duze znaczenie w obronie
przeciwwirusowej organizmu [12, 14]. Ponadto, w przeciwienstwie do im-
munoglobulin, receptor limfocytéw T nie peini funkcji efektorowych w od-
powiedzi immunologicznej. Jednak zasada wigzania antygenu jest w przypad-
ku obu receptoréw taka sama - struktury przestrzenne miejsc tgczacych sie
z antygenem w Ig i TCR sg do siebie podobne [30, 153].

Receptor drugiego typu (TCR y/d) jest podobny w swej budowie do
opisanego tu klasycznego receptora cc/f. Sktada sie on z dwu tancuchow
y i & posiadajagcych cze$¢ zmienng i stalg [24], Oba tancuchy moga, ale nie
muszg by¢ potagczone za pomocg mostkéw S—S. Tak wiec, w przeciwienstwie
do TCRa/R, wyrézniamy dwie formy molekularne TCRy/A: zawierajgcg i nie
zawierajacg wigzania S—S. Wydaje sie jednak, ze obecno$¢ wigzan dwusiarcz-
kowych nie wptywa na funkcjonalno$¢ receptora [56, 87, 101]. TCRyl/t),
podobnie jak TCR oc/B, zespolony jest z biatkami kompleksu CD3. Nie
wykazano jednak obecnosci biatek CD4 i w potgczeniu z TCRy/6 [88].

3. BUDOWA GENOW KODUJACYCH IMMUNOGLOBULINY

31 GENY KODUJACE IMMUNOGLOBULINOWY £ANCUCH CIEZKI

W sktad locus kodujacego tancuch ciezki (locus H) wchodza cztery rodzaje
genow: VH(z ang. variable), DH(z ang. diversity), JH(z ang. joining) i CH(z ang.
constant) (ryc. 3). Cze$¢ zmienng tancucha ciezkiego koduja geny VH DH JH
natomiast cze$¢ statg — gen CH. U cztowieka locus H lezy na chromosomie 14
(prazek q32) [176].
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Ryc. 3. Budowa i rekombinacja genéw kodujacych tafncuch ciezki. Nie zaznaczono wszystkich
genéw C

Geny VH

Geny VHsktadajg sie z dwu egzonéw. Egzon 5' (zwany réwniez genem L)
koduje wiekszg czes¢ tzw. sekwencji sygnatowej (reszty aminokwasowe od —19
do —4), ktéra umozliwia przejScie biatka do szorstkiej siateczki cytoplaz-
matycznej. Sekwencja sygnatowa zostaje tam odcieta i zdegradowana. Egzon 3'
(wiasciwy gen VH) koduje pozostatg cze$¢ sekwencji sygnatowej oraz 95-98
N-koncowych aminokwasow ciezkiego tancucha immunoglobulinowego [176].
Odpowiada to regionom FR1l, CDR1, FR2 i CDR2 [147, 151, 171, 183].
Istnieje wiele gendw VH, ktdre zostaly na podstawie wzajemnych homologii
podzielone na rodziny [6, 102, 183]. U myszy wyr6zniamy co najmniej 9 rodzin
genéw VHoznaczonych nastepujgco: 3609, J558, J606, VGAM 3-8, 36.60, X24,
Q52, 7183 [136]. Poszczegblne rodziny nie sa, jak sie uprzednio wydawato,
$cisle od siebie odgraniczone [171, 184], przeciwnie, geny VHz réznych rodzin
przeplatajag sie wzajemnie [136]. Nie wiadomo doktadnie, ile jest g;enéw VH
u myszy, ale wykazano, ze tylko jedna rodzina (J558) zawiera 500-1000
cztonkéw [102].
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Liczba rodzin ludzkich genéw VHnie jest definitywnie ustalona. Wydaje sie,
ze jest ich co najmniej 6 (V,-Vvi) [69, 83, 97], Niektore z nich okazaty sie
homologiczne do mysich rodzin VH, np. Vjv odpowiada rodzinie VH36.60 [69].
U myszy i u cztowieka geny VH z poszczegdlnych rodzin sg miedzy sobg
poprzelatane [83, 97]. Charakterystyczna cecha zaréwno ludzkiego, jak
i mysiego locus H jest obecno$¢ wielu pseudogendw iJ/\H — nieczynnych
genoéw o strukturze podobnej do aktywnych VH [77],

Geny DH

Geny DHkodujg 1-15 aminokwaséw czesci zmiennej tancucha ciezkiego, co
odpowiada fragmentowi CDR3 [6, 147, 171, 183]. Skupisko genéw DH
znajduje sie miedzy genami VHi JH(ryc. 3). Geny DH podobnie jak geny VH,
mozna zgrupowa¢ u myszy w rodziny: DQ52 (1 gen), DSP2 (10 genow)
i DFL16 (2 geny) [147, 171, 183]. Tak wiec u myszy jest 10-20 genéw DH
U cztowieka liczba ta wydaje sie nieco mniejsza, ale najprawdopodobniej nie
wszystkie geny D zostaly odkryte [66, 171].

Geny JH

Geny JH kodujg region FR4 czesSci zmiennej tancucha ciezkiego [171].
Skupisko genéw JHlezy miedzy genami DHa genem C/i.. Liczba gendw JHjest
niska, np. u myszy odkryto tylko 4 geny JH [147, 183].

Geny CH

Geny CH koduja czes¢ statg ciezkiego tanncucha immunoglobulinowego.
U myszy wyrézniamy 8 genéw CHutozonych na chromosomie w nastepujgcym
porzadku: 5'y, §y3, yl, y2b, g oc3 [147]. Kazdy gen CHkoduje odpowiadajacg
mu cze$¢ stata, np. gen C/i koduje cze$¢ statg tanicucha ciezkiego p. U cztowieka
genow CHjest wiecej niz u myszy, sg to: 5'y, 8, y3, yl, @¢ (pseudogen), ai, @y
(pseudogen), y2, y4, €, a23' [118, 176].. Ludzkie geny CHuk#}adajg sie w skupiska
(ang. clusters). Wyrézniamy 3 takie skupiska:

1) geny p 39,

2) geny y3-yl,

3) geny yl-cal.

Gen @y nie nalezy do zadnego ze skupisk [118].

Wewnetrzna organizacja genéw CH jest szczeg6lna. Skladajg sie one
z intron6w i egzondw, przy czym liczba egzonéw odpowiada z reguty liczbie
domen biatkowych czesci stalej. Na przykiad gen y2a u myszy zawiera
5 osobnych egzonéw: dla domeny CH1, regionu zawiasowego, domeny CH2
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i Ch3 oraz czesci przechodzacej przez btone komoérkowg. Taka charakterys-
tyczna organizacja egzondw wystepuje we wszystkich genach C kodujacych
czesci state zarowno tancuchow immunoglobulinowych, jak i receptoréow
limfocytow T [66, 111, 147].

32, GENY KODUJACE LEKKI £tANCUCH IMMUNOGLOBULINOWY k

Locus k lezy u cztowieka na chromosomie 2 (pragzek pl3) [176]. Zasada
jego budowy jest podobna do omoéwionego juz tu locus H. Zwraca uwage brak
genow D: locus k zawiera jedynie geny Vx, Jx i Cx(ryc. 4). Liczba gendéw \ xjest

Ryc. 4. Budowa i rekombinacja genéw kodujacych immunoglobulinowy #tancuch «

o wiele nizsza niz u genéw VH istnieje ok. 350 Vx, ktére mozna zgrupowac
w 4 rodziny [132, 147, 183]. Geny z poszczeg6lnych rodzin przeplatajg sie
wzajemnie, podobnie jak w przypadku VH [131, 132], Cze$¢ gendéw Vx (ok.
10%) lezy poza witasciwym locus Kk, ktory znajduje sie na chromosomie 6 (mysz)
lub 2 (cztowiek) [111]. Znaleziono bowiem Wx u myszy na chromosomach 1,
15, 22 [105]. Préba interpretacji tych obserwacji bedzie przedstawiona
w rozdz. 9.

W kierunku 3' do gendéw Vx znajduje sie skupisko 5 gendéw Jx, z ktérych
jeden (Jx3)jest pseudogenem [147, 171]. W locus kK w przeciwienstwie do locus
H, wyrdzniamy pojedynczy gen Cx

33. GENY KODUJACE LEKKI £ANCUCH IMMUNOGLOBULINOWY A

Locus A lezy u cztowieka na chromosomie 22 (prazek q11) [176]. Jego
budowa ro6zni sie znacznie od opisanych tu loci H i k. Charakterystyczna jest
niska liczba genéw. Wyrézniamy jedynie 2 geny VA 4 geny JAi 4 geny CA(ryc.
5) [147]. Nie istniejg wyodrebnione skupiska genéw V; i J;, a obserwuje sie
fizyczne sprzezenie genow J z odpowiednimi genami C [183]. Locus A zawiera
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Ryc. 5. Budowa i rekombinacja genéw kodujacych immunoglobulinowy tahAcuch A

wiec 4 geny C, z ktorych jeden (C,4) jest defektywny. Czynne sg zatem tylko
3 geny C, stad tez 3 typy tancucha A: A\, A2, /3 [147, 171, 183].

4. BUDOWA GENOW KODUJACYCH RECEPTORY LIMFOCYTOW T

41 GENY KODUJACE tANCUCH O

Locus a u cztowieka lezy na chromosomie 14 (prazek q11-12) [176]. Pod
wzgledem zasady budowy przypomina immunoglobulinowy locus K; wyr6z-
niamy jedynie geny Va, Ja oraz pojedynczy gen Ca (ryc. 6) [113]. W obrebie
locus a znajduje sie ok. 50 genéw V i od 20 do 50 genow J [54, 113, 176].
W porownaniu z locus k, cechg charakterystyczng jest mata liczba genéw Va
oraz liczne geny Ja rozsiane na bardzo diugim odcinku chromosomu (60 kb)
[182, 187]. Dla poréwnania, geny'JH i Jx nie zajmujg obszaru diuzszego niz
3 kb [187]. Geny Vasg bardzo réznorodne; dzielg sie az na 10 rodzin po 1-10
cztonkéw [7, 54]. Tak wiec wzajemne homologie gendw Vasg o wiele mniejsze

Ryc. 6. Budowa i rekombinacja genéw kodujacych tancuch a.
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niz immunoglobulinowych genéw V (7). Locus a nie zawiera segmentéw D.
Jednak na koncu 5' niektérych genéw Jaznaleziono odcinki DNA homologicz-
ne do genow D [57]. By¢ moze istniaty wiec niegdy$ geny Da, ktore po fuzji
z pierwotnymi genami J daly wtdrne geny Ja

42. GENY KODUJACE tANCUCH R

W sktad locus kodujgcego tancuch B (locus /1-chromosom ludzki 7q32—35)
wchodzg 4 rodzaje genéw: VB, Dp, Jpi Cp (ryc. 7) [4, 54, 95, 113, 176]. Geny Vp

Ryc. 7. Budowa i rekombinacja genéw kodujacych tancuch R

wystepujg w mniejszej liczbie kopii niz Va; ich liczba najprawdopodobniej nie
przekracza 40 [54], Geny \ ppodzielono na rodziny, ktérych cztonkowie moga
sie wzajemnie przeplata¢ [94, 95, 164]. Podobnie jak w przypadku gendéw Va,
homologie miedzy réznymi \ p sa nizsze niz miedzy immunoglobulinowymi
genami V [69]. W kierunku 3' do genéw Vp znajdujg sie 2 skupiska genéw
DA-JA-CM [26, 69, 144]. Kazde z nich zawiera gen D i 7 genow J. Mimo
obecnosci dwoch genéw C istnieje tylko jeden izotyp tancucha B, poniewaz
geny C~l i Cp2 sa $ci$le do siebie homologiczne (na poziomie biatka odkryto
jedynie réznice czterech aminokwasdw w ostatnim egzonie) [54]. Zwraca uwage
nietypowe utozenie jednego z genéw V (VAM) w kierunku 3'do Cp2 [54, 69, 94,
144].

43. GENY KODUJACE LANCUCH y

Budowa ludzkiego locus y (chromosom 7p15) jest obecnie bardzo dobrze
poznana (ryc. 8) [54, 68, 69, 168], W jego skitad wchodzi niewiele genéw. 11
genow Vyjest podzielonych na 4 rodziny, z ktérych najliczniejsza V| zawiera
8 genow, a pozostate (V~-V ™) po jednym genie. Podobnie jak w loci a i B,
wzajemne homologie miedzy genami Vy sg niskie [41, 99]. Co najmniej
4 z jedenastu genow Vysa pseudogenami [98]. Oprocz genow V, wyrd6zniamy
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Ryc. 8 Budowa i rekombinacja genéw kodujacych taricuch vy

2 skupiska gendw Jy sprzezonych z odpowiednimi genami Cy. £acznie jest
5 genéw J i 2 geny Cy. Kierunki transkrypcyjne wszystkich gendw sg zgodne
[168]. Mniej jasna jest budowa mysiego locus y. Wyrdznia sie co najmniej
7 genéw V, 4 geny J i 4 geny C. Ich kolejno$¢ na chromosomie nie jest
doktadnie znana [108].

44. GENY KODUJACE tANCUCH 3

Odkrycie genow kodujacych tancuch & jest wynikiem prac ostatnich 2 lat
[9, 15, 16, 56, 103]. Ich budowa jest bardzo stabo poznana. Wiadomo jedynie,
ze locus & lezy w chromosomie wewnatrz locus a [24, 56], oraz ze zawiera co
najmniej 2 geny Da, 2 geny ]di gen Ca [24]. Zidentyfikowano 6 rodzin genow
Vo. Ich charakterystyczng cecha jest duza homologia (90-100%) do gendéw Va
[33]. Z powodu blisko$ci locus a nie mozna wykluczyé rekombinacji genéw Va
d6 D5. Jednak dotychczasowe prace nie potwierdzajg tej hipotezy [33].

5. ROZWOJ LIMFOCYTU B

W trakcie rozwoju limfocytu B nastepuje komoérkowo swoista aktywacja
genéw immunoglobulinowych, co prowadzi do syntezy powierzchniowego
receptora dla antygenu (IgR) [139]. Multipotencjalne komdrki macierzyste
(tzw. stem cells) znajdujg sie w watrobie ptodowej. Komoérki te majg niska
zawarto$¢ antygenu Thy-1 i nie majg markeréw, linii mieloidalnych (GM -),
ani limfocytarnych (TB") [121]. Rozwing sie z nich nastepujace komorki:

— limfocyty B,

— limfocyty T,

— komérki mieloidalne i erytrocyty.

W pierwszym etapie rozwoju limfocytéw B nastepuje réznicowanie sie
komadrki macierzystej w kierunku limfocytu pre-pre-B (inna nazwa: pro-B)
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[121, 156]. W komoérce pro-B zachodzi pierwszy etap somatycznej rekom-
binacji genéw immunoglobulinowych, polegajacy na zblizeniu do siebie dwu
dowolnych genéw DHi JH(ryc. 3) [183]. Powstaje zrekombinowany gen DHIH,
po czym nastepuje jego transkrypcja do mRNA O50pu [28, 138]. Transkrypcji
moga podlega¢ roéwniez nie zrekombinowane geny VH [184]. Rola tych
pierwotnych transkryptdw jest nieznana [28]. Trzeba zaznaczyé¢, ze rekom-
binacja Dh—Jh moze zaj$¢ na jednym lub obu allelach [138]. Nastepnym
etapem rozwojowym jest przeksztatcenie sie komdrki pre-pre-B w pre-B.
W limfocycie pre-B zachodzi rekombinacja VHdo DJH, polegajgca na zblizeniu
do siebie genéw VHi DHH Gotowy aktywny gen VhDhJhC/i ulega transkryp-
cji — powstate mMRNA po obrdbce polegajacej na wycieciu intronéw JH-CA
i translacji daje ciezki tancuch immunoglobulinowy p (ryc. 3). Obecnos$¢
tancucha p w cytoplazmie jest wiec waznym markerem pozwalajagcym na
odréznienie limfocytu pre-B od innych stadiéw rozwojowych [147]. Komorka
pre-B migruje nastepnie do szpiku, gdzie po rekombinacji locus k (zblizenie
dowolnych genéw Vx i JJ przeksztatca sie w niedojrzatg komdrke B (ryc. 4).
Obecny w niej aktywny gen V*J*CXpodlega transkrypcji i translacji, wskutek
czego w cytoplazmie pojawia sie lekki tafcuch k. Dochodzi do tgczenia sie
powstatego wczesniej tancucha p z lekkim taAcuchem k. Powstaje immuno-
globulina, ktéra po przejsciu przez aparat Golgiego zostaje osadzona w blonie
limfocytu [61, 147]. Geny kodujace taficuch A rekombinujg po6Zniej niz geny
K (ryc. 5). Wydaje sie, ze geny A moga rekombinowaé¢ tylko wtedy, gdy
z jakiego$ powodu nie dojdzie do ekspresji tancucha k (tzw. wytgczenie
izotypowe, ang. isotypic exclusion) [85, 155]. Szansa ekspresji genéw K jest
wiec wieksza niz gendw A i dlatego wiekszo$¢ immunoglobulin zawiera tafcuch
K [176], Receptor powierzchniowy niedojrzatego limfocytu B jest wiec najczes-
ciej immunoglobuling klasy IgM, zawierajacg lekki tancuch k. W trakcie
dojrzewania komorki B nastepuje koekspresja IgM/IgD o jednakowych swois-
tosciach. Taka zmiana izotypu IgR nazwana zostata przetgczeniem klas (ang.
class switching) [160]. W przypadku dziewiczych limfocytow B polega ono na
odpowiedniej obrobce mRNA przepisanego z genéw VHDHHC ~Q (ryc. 3).
W wyciecia RN A miedzy przepisanymi genami VHDHH a CO, powstaje mRNA
kodujgcy taricuch 8. Gdy za$ eliminacji ulegnie RNA odpowiadajgcy genowi
Cj, po translacji utworzony zostanie tancuch p [114, 160].

Dojrzate dziewicze limfocyty B, majace powierzchniowe receptory dla
antygenow, opuszczaja szpik i zasiedlajg obwodowe narzady limfatyczne.

6. ROZWOJ LIMFOCYTOW T

Ro6znicowanie komorek T zachodzi gtéownie w grasicy [172, 181]. Nie jest
jednak wykluczone, ze poza nig moze dojrzewaé¢ pewien niewielki procent
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limfocytéow T [23, 46, 106], Grasica sktada sie z tymocytow, czyli r6znicujgcych
sie niedojrzatych limfocytow T oraz z komorek zrebu. Istniejg 4 najwazniejsze
populacje komorek zrebowych [126, 173]:

— komdki pochodzenia nabtonkowego - kortykalne i rdzenne posiadaja-
ce antygeny MHC klasy Il, oraz rdzenne nie posiadajace antygenéw MHC
klasy II;

— komorki pochodzenia szpikowego — dendrytyczne (MHC Il pozytywne).

Komoérki zrebu kontaktujg sie z tymocytami [35] oraz wydzielajg substan-
cje stymulujace ich réznicowanie [20, 72, 123], tworzac w ten sposo6b
mikrosrodowisko pozwalajace na rozwéj limfocytow T.

Roéznicowanie komorek T przedstawia sie nastepujgco. W pilodowej wat-
robie (lub w innych ptodowych organach, np. pecherzyku zéttkowym lub sieci)
z komorek macierzystych (stem) powstaje protymocyt — komorka prekur-
sorowa dla limfocytow T [49, 121, 181]. Protymocyty migrujg do grasicy, gdzie
osiedlajg sie w jej czesci korowej [159]. Tam tez nastepuje rekombinacja genéw
y i 0 (ryc. 8) oraz ich ekspresja [24, 41, 67, 129, 165, 188]. Powstajg komdrki nie
majace antygendw CD4 i CD8 (podwdjnie negatywne — ang. double negative)
[67]. Jezeli rekombinacja genéw y i & jest produktywna, to zostaje utworzony
funkcjonalny TCRy/6 CD3+ [10, 13, 19, 129, 130]. Dalszy los tych komorek
jest nieznany; prawdopodobnie moga opuszczaé grasice i osiedla¢ sie w ob-
wodowych narzadach limfatycznych [4, 24, 56, 71, 96, 129, 166], przeksztat-
cajac sie w komadrki dendrytyczne [84, 166] lub w komorki NK [143]. Jednak
wyniki ostatnich badan [24, 33] wykazujg, ze grasicze tymocyty
TCRy/M+CD3+ nie sg bezposSrednimi prekursorami dojrzatych komorek
TCRy/<5+. Natomiast gdy rekombinacja genoéw y i $jest poronna (nie tworzy
sie funkcjonalny TCRy/d), tor rozwojowy jest inny. Wygasa stopniowo
transkrypcja genéw y i 0 [24, 165], a locus 0 jest usuwany z genomu.

Rekombinacji podlega locus B (ryc. 7). Poczatkowo jest to rekombinacja DR
do J,, [17, 91], a nastepnie Wp do DAJ/, [109], Powstaje komodrka produkujgca
tanicuch B [52], Przez analogie do limfocytu pre-B, syntetyzujacego immuno-
globulinowy tancuch ciezki py, nazwano jg limfocytem pre-T. W nastepnej
kolejnosci rekombinuje locus a (ryc. 6), powstaje taricuch a, ktéry wraz
z tanicuchem [ tworzy dimer TCRoc/R [4, 52, 165]. Na tym etapie komdrki
T majg fenotyp CD3+4+8+ TCRa//?+ (sg to tzw. komérki podwdjnie
pozytywne — ang. double positive), ktdre nabywaja tolerancje w stosunku do
autologicznych antygenéw MHC (ang. thymus education) [44]. Elementami
odpowiedzialnymi za ten proces sg zapewne komorki dendrytyczne oraz
w pewnych wypadkach epitelialne komérki zrebu [92, 127, 128, 146].

Ostatecznie grasice opuszczajg nastepujace podstawowe typy komdrek T:

1) CD3+4+8~ TCRoc/R+, specyficzne w stosunku do MHC klasy Il (w
wiekszosci sg to pomocnicze limfocyty T);

2) CD3+4~8+ TCRal/l? +, specyficzne w stosunku do MHC klasy I (gtdwnie
cytotoksyczne limfocyty T);
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3) komorki posiadajgce TCRy/c>:

a) komorki dendrytyczne CD4-CD8-,

b) komorki ,somatyczne” CD4~CD8~ znajdowane we krwi i narzadach

chtonnych,

c) komaérki srédnabtonkowe jelita CD4~CD8 +.

Komérki te réznig sie typem powierzchniowego receptora oraz rodzajem
restrykcji MHC. Nie wiadomo jednak, jaka jest przyczyna wyraznych réznic
w MHC restrykcji, wiadomo, ze zardwno komorki wykazujgce restrykcje
w stosunku do MHC I,jak i MHC Il mogg uzywaé tych samych gendéw Vai\ p
[51, 91, 149]. Jeszcze wiekszg zagadka jest receptor supresorowych limfocytow
T, u ktorych czesto nie dochodzi do ekspresji gendw R, a wiec nie tworzy sie
zapewne TCRoc/B [91, 144]. Budowa receptora limfocytdw supresorowych nie
jest znana [176].

Przedstawiony schemat rozwoju limfocytéw T jest tylko jednym z wielu
mozliwych, poniewaz biorgc pod uwage wysoka dynamike populacji tymocy-
tow bardzo trudno jest podac¢ spéjny model ré6znicowania grasiczego. Kazdej
doby ginie i odnawia sie okoto 30% populacji tymocytéow; nie jest wiec
wykluczone, ze w danym momencie w grasicy jest realizowanych réwnolegle
wiele réznych programoéw rozwojowych [24, 52].

7. MECHANIZMY REKOMBINACIJI V(D)J

71. SEKWENCJE SYGNALOWE

Rekombinacja genéw kodujgcych IgR i TCR jest procesem enzymatycz-
nym. Limfocyty B i T zawierajg bowiem enzym — rekombinaze, najpraw-
dopodobniej o identycznych wtasciwosciach w obu tych komaérkach [48, 54,
185]. Chociaz nie jest znana struktura molekularna rekombinazy, to jednak
wiele wiadomo o jej podstawowych aktywnos$ciach. Jedna z nich jest aktyw-
nos$¢ przyczepu; rekombinaza jest zdolna do rozpoznawania i przyczepiania sie
do pewnych sekwencji DNA, ograniczajagcych rekombinowane geny. Do
sekwencji tych (ang. flanking sequences) zaliczamy:

— heptamery — 7-nukleotydowe sekwencje o odwrdconej symetrii (palin-
dromowe) CACAGTG, potozone na 3' koncach genéw V, koncach 3' i 5
genéw D i koncach 5 genéw J [29,'66, 98, 134, 171, 182]; dodatkowo odkryte
zostaly heptamery wewnetrzne, znajdujgce sie w obrebie ok. 70% gendéw VH[5,
81, 140];

— nonamery — 9-nukleotydowe sekwencje ACA5C2, zlokalizowane dys-
talnie do heptameru [66, 98, 134, 171, 182] (ryc. 9).

Heptamery i nonamery mogacych z sobg rekombinowaé genéw sg do siebie
wzajemnie komplementarne, np. heptamery i nonamery genéw VH sg kom-



138 R. GNIADECK.I

Ryc. 9. Sekwencje sygnatowe. Zaczerniony tréjkat oznacza heptamer (CACAGTG), koétko
— nonamer (ACA5C2); 23 — wstawka diugosci 23+ 1bp; 12 — wstawka diugosci 12+lbp

plementarne do heptameréw i nonameréw na 5 koncach segmentéw DH.
Miedzy heptamerami i nonamerami znajduja sie wstawki (ang. spacers)
dtugosci badz 23 + 1bp badz 12+1 bp (ryc. 9). Rekombinacja miedzy dwoma
segmentami zachodzi tylko wtedy, gdy majg one wzajemnie komplementarne
heptamery i nonamery oraz réznej dlugosci wstawki (reguta 12/23) [66, 171].
W stawki roznej dtugosci zapewniajg utozenie heptamerdw i nonamerow po tej
samej stronie spirali DNA, poniewaz 12 parom zasad odpowiada jeden skret
helisy, a 23 parom zasad — dwa skrety [176], Przypuszczalnie unilateralne
potozenie sekwencji sygnatowych jest warunkiem ich rozpoznania przez
rekombinaze. Dzigki regule 12/23 mozna wiec przewidzie¢, ktore grupy genow
moga wzajemnie rekombinowac¢. Na przykiad w locus H rekombinacja jest
mozliwa miedzy genami VHi DHoraz DHi JH a zabroniona miedzy VHi JH
poniewaz sekwencje sygnatowe zaro6wno VH jak i JHmajg wstawki identycznej
dtugosci (23 £ 1bp) (ryc. 9) [5, 66, 144, 171]. Zupetnie inna sytuacja wystepuje
w obrebie locus B i d. Tutaj utozenie wstawek jest takie, ze mozliwe sg zar6wno
klasyczne rekombinacje V do D do J, jak i rzadziej spotykane V-J, D D, J-J
[24, 149, 164] (ryc. 9).

Wydaje sie, ze heptamery, nonamery oraz wstawki sg jedynymi sekwen-
cjami rozpoznawanymi przez rekombinaze. Jezeli bowiem do limfocytu zostanie
wprowadzony plazmid, na ktérym znajduja sie dowolne geny nie immuno-
globulinowe majace na swoich koricach sekwencje sygnatowe, to geny te ulegng
rekombinacji [62]. Oczywiste jest wiec, ze rekombinaza rozpoznaje jedynie
sekwencje sygnatowe, a nie rodzaj rekombinowanych genéw [2, 34], Odkrycie
to umozliwito izolacje biatka limfocytarnego, ktére ma duzg aktywnos$é
selektywnego przyczepu do heptameru, natomiast jego powinowactwo do
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nonameru jest niewielkie [1]. Wydaje sie, ze jest to jedna z podjednostek
rekombinazy, poniewaz z badan eksperymentalnych wiadomo, ze rozpoznanie
nonameru nie jest niezbedne w procesie somatycznej rekombinacji [32, 64, 81,
140, 162].

Obecnie wyrézniamy nastepujgce podstawowe mechanizmy somatycznej
rekombinacji: poprzez inwersje i przez delecje [8, 112, 125]. Jednak dane dwa
segmenty nie moga ze sobg rekombinowa¢ na oba sposoby, poniewaz
warunkiem zajScia inwersji sg przeciwne kierunki transkrypcyjne obu gendw,
natomiast w wypadku delecji kierunki te muszg by¢ zgodne.

72. REKOMBINACJA PRZEZ DELECJE

Jest to najbardziej czesty sposéb rekombinacji zarbwno gendéw immuno-
globulinowych [8], jak i TCR [38, 125]. Kolejne etapy przedstawione sg na
ryc. 10a. W pierwszym stadium nastepuje wypetlenie odcinka DNA miedzy
majagcymi ze sobg rekombinowaé genami. Petla jest stabilizowana przez
wzajemng komplementacje heptamerow i nonamerow. Kompleks rekombinazy
rozpoznaje komplementarne sekwencje sygnatowe, nacina tancuchy DNA na
ztgczu gen strukturalny-heptamer, po czym nastepuje ligacja powstatych
wolnych koncow. Powstaja dwa rodzaje ziacz:

— zlgcze kodujgce (ang. coding joint) miedzy zrekombinowanymi genami
strukturalnymi V(D)J;

Ryc. 10 a) rekombinacja przez delecje; b) rekombinacja przez inwersje; c) rekombinacja przy
uzyciu wewnetrznego heptameru. Jasny trojkat symbolizuje heptamer wewnetrzny, pozostate
oznaczenia jak na ryc. 9
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— zlgcze wzajemne (ang. reciprocal joint) miedzy heptamerami wchodzg-
cymi w skiad sekwencji sygnatowych.

Charakterystyczng cecha rekombinacji przez wypetlenie jest powstanie
krotko zyjacego kolistego DNA zawierajagcego potgczone sekwencje syg-
natowe. Udato sie wykaza¢ istnienie takiego kolistego DNA w jadrze limfocytu
T. Jest to bezposredni dowdd rekombinacji przez delecje [38, 125]. Jednak juz
sama analiza kierunkéw transkrypcyjnych genéw sugeruje rozpowszechnianie
mechanizmu delecyjnego we wszystkich loci Ig i TCR.

73. REKOMBINACJA PRZEZ INWERSJE

Inwersja jest zjawiskiem rzadszym od delecji [62]. Wystepuje jedynie
w stosunku do genéw o przeciwnych kierunkach transkrypcyjnych (ryc. 10b).
Nie znamy wzglednych orientacji wszystkich genéw IgR i TCR. Wiadomo
jednak, ze co najmniej w loci B, kK i TCRnA [82, 104, 112] istniejag geny
o przeciwnych kierunkach transkrypcyjnych. Udato sie rowniez eksperymen-
talnie wywota¢ rekombinacje przez inwersje na plazmidzie zawierajagcym geny
Vx i ]xutozone w stosunku do siebie w odwrotnych kierunkach transkrypcyj-
nych [100].

74. REKOMBINACJA Z UZYCIEM WEWNETRZNYCH HEPTAMEROW

Przedstawione juz sposoby rekombinacji (inwersja i delecja) spotykane sg
zarbwno w limfocytach B, jak i T. Natomiast rekombinacje z uzyciem
wewnetrznych heptamerdw opisano jedynie w stosunku do locus H [5].
Rekombinacja taka jest oparta najczesciej na mechanizmie delecyjnym i polega
na wymianie uprzednio zrekombinowanych segmentéw VH (ryc. 10c). Podczas
rekombinacji z uzyciem wewnetrznego heptameru jeden z zarodkowo potozo-
nych genéw VHrekombinuje z genem VHwchodzagcym w skiad genéw VHD HH
[81, 140]. Petla DNA jest stabilizowana jedynie przez komplementacje
heptameru wewnetrznego z klasycznym heptamerem zarodkowo potozonego
genu VH Wtérne rekombinacje moga zachodzi¢ zaréwno w stosunku do
VhD hlh produktywnych i aktywnie transkrybowanych [81], jak i genéw
nieaktywnych [140]. CzestoSci rekombinacji VH do VHDHIH sg zblizone do
czestoSci zwyktych rekombinacji przez delecje [140].

Rekombinacja VH do VhDhJh ma co najmniej dwa znaczenia:

1) Jest mechanizmem przeciwdziatajgcym skutkom poronnych rekombina-
cji VhDhJh [140]. Jezeli przyczyna biedu w rekombinacji lezy w strukturze
ztacza kodujagcego VHD Hlub w samym genie VH to wprowadzenie nowego
segmentu VH moze jg usunaé¢ [5].

2) Wiadomo, ze do pierwotnej rekombinacji VHD HIH najcze$ciej uzywany
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jest segment V lezacy najblizej gendéw J [69, 186]. Jednak badania dojrzatych
limfocytow wykazuja, ze w skiad VHDHH wchodza z réwng czestoscia
wszystkie geny VH[158, 186]. Nie wykluczone, ze wtasnie rekombinacja VHdo
VhD hJh jest jednym (cho¢ na pewno nie jedynym) ze sposobéw uzywanym do
podniesienia réznorodnos$ci segmentdw VH w genie VHDHH [5> 158], Nie
mozna jednak zapomina¢, iz w komdrkach B aktywno$¢ rekombinazy jest
o wiele mniejsza niz w komdrkach pre-B, z czego wynika wniosek, ze
rekombinacje VHdo VHDHHnie moga jednakowo efektywnie zachodzi¢ przez
caty okres zycia limfocytu B.

75. MOLEKULARNE PODSTAWY DZIAtLANIA REKOMBINAZY

7.5.1. Struktura zlgcza wzajemnego i kodujgcego

Przed rozpatrzeniem molekularnego mechanizmu dziatania rekombinazy
niezbedne jest zapoznanie si¢ ze zjawiskami zachodzacymi na poziomie zigcza
kodujacego i wzajemnego. Sekwencje w ziagczu kodujacym rdznig sie o kilka
lub nawet kilkanascie nukleotydow od sekwencji przewidzianych na podstawie
kolejnosci nukleotydéw rekombinujgcych segmentow. Wyr6zniamy kilka ty-
péw zmian nukleotydéw na ztgczu kodujgcym:

Delecje nukleotydéw, dotyczy gtownie zigcz Vx-Jx i VAJA[100, 171].

Insercje nukleotydow nie wchodzacych w sktad rekombinujacych segmen-
tow. Powstajg tzw. regiony N (z ang. new) obserwowane na granicy zrekom-
binowanych genéw z loci H i genéw TCR [7, 36, 51, 66, 98, 100, 134, 171, 182].

Niedoktadne taczenie segmentow V(D)J stwarza wrazenie niescistego roz-
poznawania granic rekombinowanych genéw przez rekombinaze. Zjawisko to
opisano zaréwno dla genéw immunoglobulinowych [80, 133, 147, 171], jak
i dla genéw TCRa, B iy [7, 36, 51, 98, 134, 182] (ryc. 11).

Ztacze wzajemne, w przeciwienstwie do ztgcza kodujgcego, nie jest zmienne,
co oznacza, ze sekwencja nukleotydow na zlgczu jest prostg sumag sekwencji
tworzagcych go heptameréow [100]. Wszystkie préby konstrukcji modelu
dziatania rekombinazy muszg ttumaczy¢ fakt statoSci ztgcza wzajemnego przy
rownoczesnej zmiennos$ci zlgcza kodujacego.

7.5.2. Modele dziatania rekombinazy

Obecnie istniejg dwa podstawowe modele opisujgce mechanizmy dziatania
rekombinazy. Pierwszy z nich to model podany przez Alta i Baltimore’a [171]
(ryc. 12). Rekombinaza po rozpoznaniu sekwencji sygnatowych przecina
tancuchy DNA na granicy heptamerow i genéw strukturalnych V(D)J. Nastep-
nie dochodzi do szybkiej ligacji heptamerow (stad stato$¢ ztgcza wzajemnego).
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Rye. 11. Przyktad ilustrujacy mechanizm tworzenia zmiennos$ci na zlgczu kodujagcym Vx-Jx;

a) delecyjna rekombinacja V-J. Zaznaczono komplementarne heptamery. Rekombinaza przecina

DNA miedzy dowolnymi nukleotydami 1-9; b) wynik zmienno$ci na ztgczach V-J - dwa

identyczne rekombinujace geny moga wytworzyé rézne sekwencje nukleotydéw i aminokwaséw
w regionie CDR3 tafncucha immunoglobulinowego

Ryc. 12. Model rekombinacji wedtug Alta i Baltimore’a. Strzatki oznaczajg miejsca przecigcia DNA
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Natomiast wolne konce gendw strukturalnych nie sg tgczone, lecz trawione
przez egzonukleaze. Tworzy sie szczelina miedzy rekombinujgcymi genami,
ktéra umozliwia synteze regionu N. Enzymem odpowiedzialnym za utworzenie
regionu N jest terminalna transferaza dezoksyrybonukleotydowa (TdT), ktorej
aktywno$¢ wykazano w kortykalnych tymocytach i komérkach pre-B [93,
171]. Jak wykazaty badania biochemiczne, TdT jest zdolna do bezmat-
rycowego dodawania nukleotydow do 30OH konca DNA. Preferencyjnymi
substratami sg guanina (G) i cytozyna (C) [93]. Stad wtasnie regiony N sa
bogate w te nukleotydy.

Podsumowujac, rekombinaza w modelu Alta i Baltimore’a ma co najmniej
4 aktywnosci enzymatyczne [35]:

aktywnos$¢ przyczepu do sekwencji sygnatowych,

aktywnos$¢ endonukleazy,

aktywnos$¢ egzonukleazy,

aktywnos$¢ tigazy.

Model Alta i Baltimore’a mimo swoich niewatpliwych zalet, takich jak
prostota i zgodno$é z faktami doswiadczalnymi, ma réwniez i wady. Trudno
np. znalez¢ przyczyne, dla ktorej heptamery w przeciwieAstwie do gendw
strukturalnych miatyby byé taczone wkrotce po przecieciu DNA. Dlatego tez
Lewis zaproponowat inny model rekombinacji, oparty na zatozeniu nierdéw-
nego ciecia nici DNA [100] (ryc. 13). Aktywno$¢ endonukleolityczna rekom-
binazy pozwala na przeciecie DNA na dwa rézne sposoby:

ciecie doktadne (ang. invariant cut) wprowadzane jest na granicy hep-
tameru i genu strukturalnego,

ciecie zmienne (ang. variant cut) w pewnej niezbyt dalekiej odlegtosci od
heptameréw.

Po potaczeniu nici zgodnie z ich polarnosciami otrzymujemy struktury
przedstawione na ryc. 13 a) i b). Struktura b) stanowi zalgzek przysztego ztgcza
kodujgcego, natomiast struktura a) — ztgcza wzajemnego. Wytworzenie zigcza
wzajemnego wymaga jedynie usuniecia nadmiaru DNA (egzonukleaza) i pota-
czenia obu nici (ligaza) (ryc. 13c). Nieco bardziej ztozony jest mechanizm
syntezy zlgcza kodujgcego. Nastepuje odciecie zbednego odcinka DNA za
pomoca egzonukleazy, a nastepnie TdT po przyczepie do wolnego 3'kofAca
tworzy niekomplementarny odcinek DNA bogaty w cytozyne i guanine (ryc.
13d-e¢). W pewnym miejscu oligonukleotyd poli(CG) moze skomplementowac
na krétkim odcinku z sekwencjg obecng na przeciwnej nici (ryc. 13f). Powstaje
heterodupleks, ktéry po korekcji wchodzi do regionu N (ryc. 13g) [93, 100].

Dzieki modelowi Lewisa tatwo wyttumaczyé brak regiondw N na zilgczach
segmentdw V*-JA VA—JAI D*-J*. Otdz nie wykryto aktywnos$ci TdT w komér-
kach podczas rekombinacji wymienionych genéw [24, 93]. Nie moga wiec
powsta¢ regiony N; nastepuje zwykta ligacja struktury oznaczonej na ryc. 13
jako b), co prowadzi do delecji kilku nukleotydow ze ztgcza kodujacego [100].
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Ryc. 13. Model rekombinacji wedtug Lewisa
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Model Lewisa w oczywisty sposéb ttumaczy réwniez mechanizm powstawania
niedoktadnosci rekombinacyjnych na ztgczach V-D-J.

8. MECHANIZMY PROWADZACE DO ZMIENNOSCI Ig I TCR

81 ZRODLA ZMIENNOSCI Ig | TCR

Komérki B i T dysponujg wieloma sposobami stuzacymi do zwiekszenia
roznorodnos$ci powierzchniowych receptoréw dla antygenu. Istniejg nastepujg-
ce podstawowe zrodta zmiennosci Ig i TCR [119]:

1) zmienno$¢ wynikajaca z obecno$ci wielu genéw V(D)J (im wiecej
wariantéw V, D i J, tym wieksza r6znorodnos$¢ zrekombinowanego genu
V(D)J) (ang. germline diversity);

2) zmienno$¢ kombinacyjna (ang. combinatorial diversity) — tancuchy
lekki i ciezki moga sie dowolnie tgczy¢,tworzac wiele rodzajow Ig o réznych
swoisto$ciach, oraz dowolno$¢ w tgczeniu sie genéw V(D)J w procesie
somatycznej rekombinacji;

3) zmienno$¢ na zigczach V-J, V-D i D-J;

4) mutacje somatyczne i konwersje gendwl

82. MUTACJE SOMATYCZNE

Obecnie jest niemal pewne, ze limfocyty B majg o wiele wyzszy poziom
mutacji niz inne komadrki somatyczne (np. fibroblasty) [3, 43, 115, 116, 161,
171]. | tak na przyktad o ile czesto$¢ mutacji w fibroblastach ocenia sie na ok.
10" /bp/ generacje, o tyle minimalna czesto$¢ mutacji w komérkach B wynosi
10 5/bp/ generacje, czyli co najmniej 10000 razy wiecej [154], Owa czestosc
mutacji jest wartosciag zmienng w poszczeg6lnych stadiach rozwojowych
limfocytu B. Wydaje sie, ze komorki pre-B, spoczynkowe komoérki B oraz
limfocyty B, uczestniczagce w pierwotnej odpowiedzi immunologicznej, majg
czesto$¢ mutacji réowng ok. 10~5 /bp/ generacje [3, 116, 154, 161, 174].
Natomiast komorki B, bedagce komdrkami pamieci immunologicznej, mutu-
ja z czestoScig wyzszg 10"3 /bp/ generacje [3, 161]. Sytuacja ulega zmianie
w trakcie wtdrnej odpowiedzi immunologicznej; pobudzone komorki pamieci
powracaja do nizszych wartosci mutacji, tzn. 10"5 /bp/ generacje. Natomiast
w komorkach plazmatycznych, produkujacych duze ilosci wolnych immuno-

1 Mutacje somatyczne maja znaczenie jedynie w zwigkszaniu r6znorodno$ci immunoglobulin;
nie dotycza one TCR.
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globulin, mutacje ulegajg wygaszeniu do poziomu podstawowego (10 9 /bp/
generacje) [3, 161].

Opisany tu rozklad czestosci mutacji jest korzystny dla organizmu [3].
Czesto$¢ 10“5 /bp/ generacje nie powoduje zbyt duzego obumierania lim-
focytow B (trzeba pamieta¢, ze co najmniej 25% mutacji to mutacje letalne),
a jednocze$nie pozwala na znaczne zwiekszenie roznorodno$ci powierzch-
niowych lg. Oczywiste jest, ze zbyt wysoki poziom mutacji nie powodowatby
wzrostu réznorodnos$ci przeciwciat. Przeciwnie, z powodu duzej Smiertelnosci
prekursorow limfocytéw B liczba wariantow Ig ulegtaby znacznemu obnizeniu.
Natomiast korzystne jest zwiekszenie czestoSci mutacji w komdrkach pamieci,
poniewaz dzieki temu wzrasta r6znorodno$¢ przeciwciatl biorgcych udziat we
wtdrnej odpowiedzi immunologicznej [3, 47].

Molekularny mechanizm mutagenezy w limfocytach B jest nieznany.
Proponowane sg dwa rozwigzania:

1) w komorce B istnieje specyficzny aparat enzymatyczny, wprowadzajacy
mutacje do gendw immunoglobulinowych;

2) komdrka B wyposazona jest w polimeraze DNA nie posiadajaca
wiasciwosci naprawczych (ang. error-prone polymerase), co powoduje zwiek-
szenie liczby mutacji po kazdej rundzie replikacyjnej.

Do prawidtowej oceny obu modeli niezbedne jest zapoznanie sie z pewnymi
wiasciwosciami mutacji somatycznych w komaérkach B. Po pierwsze nie ulega
watpliwosci, ze btedne jest wigzanie wzrostu poziomu mutacji ze zjawiskiem
zmiany klas (ang. class switching) w trakcie wtérnej odpowiedzi immunologicz-
nej [3, 43, 148, 154, 161]. Po drugie mutacje bardzo czesto zachodzg
w stosunku do puryn na nici sensownej DNA [66] oraz sg skupione
w okolicach kodujgcych regiony CDR [27, 115, 171]. Niestety, takie rozkiady
mutacji nie sg potwierdzane przez innych autoréw, ktdrzy obserwowali
jednakowg liczbe mutacji zardwno w regionach CDR, jak i FR [147, 152].
Obecnie uwaza sie, ze wzrost liczby mutacji w regionach CDR jest wynikiem
selekcji w trakcie odpowiedzi immunologicznej, poniewaz zaobserwowano, ze
tzw. mutacje ciche (ang. silent mutations) dotyczg z tq samg czestoscig zaréwno
regiondbw CDR, jak i FR. Natomiast pewne jest, ze mutacje skupione sa
gtdwnie w zrekombinowanych genach VDJ, brak ich w segmentach CHi CL [3,
27, 147, 151, 152, 161, 171]. Fakty te podwazajg stusznos¢ hipotezy za-
ktadajacej obecno$é polimerazy DNA nie majacej wiasciwosci naprawczych,
poniewaz przy braku dodatkowych ograniczen taka polimeraza powinna
wprowadzaé mutacje na calej dtugosci genu V(D)JC. Ponadto mozna by sie
spodziewaé wzrostu poziomu mutacji wraz ze wzrostem podziatdw komorki.
Taka zalezno$¢ jednak nie wystepuje; czesto$¢ mutacji mato aktywnych
mitotycznie komaérek pamieci jest przeciez wyzsza niz intensywnie sie dziela-
cych limfocytow pre-B. Model nienaprawczej polimerazy nie tlumaczy tez
przyczyny wiaczania mutagenezy po rekombinacji VDJ. Wiadomo, ze czestos¢
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zrekombinowanych genéw VDJ jest wielokrotnie wyzsza niz ich odpowied-
nikéw w potozeniu zarodkowym. Okazato sie jednak, ze sam akt rekombinacji
nie jest potrzebny do aktywacji mechanizmu wprowadzajagcego mutacje [122].
Ponadto wykazano, ze dla ukierunkowania mutacji w stosunku do genéw VDJ
nie jest wymagany kontekst chromatyny [122]. Co jest wiec czynnikiem
powodujagcym skupianie sie mutacji w obrebie cze$ci zmiennych? Zapropono-
wano, ze poziom mutacji w zrekombinowanych genach VDJ zalezy od stopnia
ich metylacji. W obrebie genéw VDJ istniejg obszary o szczegdlnie wysokim
poziomie mutacji (tzw. hot spots). W tych obszarach najczestszymi mutacjami
byty punktowe zmiany cytozyny w tymidyne oraz guaniny w adenine.
Wiadomo, ze w genomach Eucaryota cytozyna czesto ulega metylacji z wy-
tworzeniem 5-metylocytozyny. Po jej dezaminacji powstaje tymidyna, nato-
miast po replikacji na nici komplementarnej otrzymamy mutacje guaniny do
cytozyny. W ten wilasnie sposéb autorzy tlumaczg powstawanie zaobser-
wowanych mutacji. Inni autorzy postulujg istnienie odpowiedniego enzymu
zdolnego do indukcji mutacji i rozpoznajgcego pewne sekwencje DNA genow
immunoglobulinowych. Istnienie takiego enzymu nie zostato dotychczas po-
twierdzone. Nalezy doda¢, ze nie znaleziono hipermutacji w stosunku do
genéw kodujacych receptor limfocytow T [7, 24, 29, 33, 36, 57, 98].

83. KONWERSJE GENOW

Konwersja genéw jest procesem, dzieki ktéremu nastepuje przeniesienie
pewnej sekwencji DNA z genu D (donorowego) na gen A (akceptorowy) w taki
spos6b, ze gen D nie ulega zmianie [86], Konwersja nie moze zachodzié
miedzy dwoma dowolnymi genami; warunkiem jest czeSciowa cho¢by homo-
logia miedzy genami A i D [86], Po raz pierwszy konwersja zostata odkryta
u workowcow, ale okazato sig, ze moze ona zachodzi¢ réwniez i u organizmow
wyzszych [37, 50]. Konwersja genow szczegOlnie czesto zachodzi miedzy
genami nalezacymi do rodziny wielogenowej (ang. multigene family) [31],
poniewaz w obrebie takiej rodziny obserwuje sie zwykle wysokie homologie
miedzy genami wchodzacymi w jej skiad [31, 86]. U cztowieka wyr6zniono
wiele rodzin wielogenowych. Jedng z nich tworzy pula genéw immuno-
globulinowych i genéw TCR. Homologia miedzy tymi genami jest wysoka, bo
az 20- 70% [29, 59, 74]. Istniejg wiec teoretyczne warunki do konwersji genow.
Intensywne poszukiwania przyktadow konwersji u cztowieka nie daty jedno-
znacznych rezultatéw; opisano zaledwie jeden przypadek, w ktorym gen D Hbyt
genem donorowym, a gen Vx akceptorem [22]. Mozna wiec przyjaé, ze
konwersja gendw w obrebie loci Ig i TCR u cztowieka, mimo iz teoretycznie
mozliwa, jest do$¢ rzadkim procesem. Natomiast doskonale udokumentowa-
nym modelem konwersji genow jest immunoglobulinowy locus A kurczaka
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[142, 170]. Ptak éw ma unikatowga budowe locus A, poniewaz sktada sie ono
tylko z trzech genéw: V, J i C [141]. Jednak rdznorodno$¢ tancuchoéw
A kurczaka jest tak wysoka, ze nie moze by¢ jedynie wynikiem zmian na
ztagczach VAJA[110, 141]. Okazato sie, ze gtdwnym mechanizmem generowa-
nia zmiennosci tancuchdéw A sg konwersje genéw. Genami donorowymi sg
pseudogeny VAktérych skupisko znajduje sie w kierunku 5' do czynnego genu
V;. [141]. Pseudogeny VAutracity zdolno$¢ do rekombinacji z genem J, ale
zachowanie duzej homologii w stosunku do genéw VA umozliwia czeste
i wielokrotne konwersje @ \A do VA [142]. Nigdy nie znaleziono konwersji
miedzy U/VAa VAw potozeniu zarodkowym [170]. Sytuacja przypomina nieco
mutacje gendéw immunoglobulinowych, ktdére zachodzg jedynie w obrebie
zrekombinowanych genow VDJ. By¢ moze jest to kwestia stopnia otwartosci
chromatyny — V; w potozeniu zarodkowym wchodzi w skiad chromatyny
zamknietej, ktora po rekombinacji ulega aktywacji i otwarciu [110]. Dopiero
do takiej otwartej chromatyny miatyby dostep enzymy powodujgce konwersje.

Wykorzystanie konwersji do podniesienia ré6znorodno$ci gen6w ma miejsce
rbwniez u organizmow nizszych. Na przyklad konwersje genéw u bakterii
Neisseria bardzo przypominajg analogiczny proces w locus /. kurczaka [117].
Neisseria poprzez konwersje miedzy pula pseudogenéw a genem kodujgcym
antygeny ,pilin” podnosi znacznie ich r6znorodnos$¢ [18, 117]. Pozwala to na
czesta zmiane obrazu antygenowego bakterii. Mechanizm generowania zmien-
nosci antygenowej drobnoustrojow poprzez konwersje jest bardzo rozpow-
szechniony; opr6ocz Neisseria dobrym przyktadem jest Trypanosoma sp., Borrel-
ia sp. i inne [18].

84. ZAKRES ZMIENNOSCI Ig | TCR

Znajac gtowne mechanizmy dywersyfikacji immunoglobulin, mozna ob-
liczy¢ zakres ich réznorodno$ci [66], Niewatpliwie najwiekszag zmienno$cig
dysponuje immunoglobulinowy tancuch ciezki, z powodu duzej liczby koduja-
cych segmentow (kilka tysiecy V, 10-20 D, 4 J) oraz znacznej zmiennosSci na
ztgczach (regiony N, niedoktadnos$ci rekombinacyjne). W nieco mniejszej
liczbie wariantow wystepuje tancuch k, najmniej za$ r6znorodny jest taricuch
A [66]. Stosunkowo niska zmienno$¢ taficuchdow lekkich wynika z matej liczby
gendéw V, nieobecnosci gendw D oraz braku sekwencji N na ztgczach V-J.
Ostatecznie przyjmuje sie, ze maksymalny zakres zmienno$ci immunoglobulin
wynosi ok. 101°—1011 réznych wariantdw (tzw. repertuar potencjalny — ang.
potential repertoire) [47]. Natomiast liczha wariantow faktycznie znajdowa-
nych u danego osobnika jest oczywiscie nieco nizsza i wynosi okoto 108 (ang.
available repertoire) [47], Wartosci te dotyczg organizmu dojrzatego; u ptodow
i noworodkéw sytuacja kszattuje sie zupetnie inaczej. Ot6z okazato sig, ze
podczas rozwoju uktadu immunologicznego pewne uktady gendéw V-(D)-J
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pojawiajg sie z o wiele wiekszg czesto$cig niz inne. Mozna to wytlumaczy¢
zjawiskiem preferencyjnego uzywania do rekombinacji najbardziej proksymal-
nych segmentéw V. Proces ten prowadzi do ograniczenia liczby wariantow
immunoglobulin [158], Dopiero pézniej zmienno$¢ Ig znacznie wzrasta [158],
co jest prawdopodobnie wynikiem wtérnych rekombinacji VH do VHDHH
(rozdz. 7.4). Podobne zjawisko odkryto w przypadku genéw Vy. w trakcie
rozwoju w grasicy najpierw ulegaja ekspresji geny Vy3, a dopiero po6zniej inne
geny Vy.

Zakres zmiennosci TCRtx/R jest trudny do okreslenia [113, 176]. Bardziej
roznorodny, jak sie wydaje, jest tancuch a [7], poniewaz ma wiele segmentéw
Va i Ja oraz wykazuje duzg zmienno$¢ na zigczach V-J (niedoktadnoSci
rekombinacyjne, regiony N) [7, 182]. Ponadto istnieje unikatowy typ zmienno-
sci w locus a, polegajacy na heterogennosci koncéw 3'Ja [7, 182] (inne geny Ja
sg heterogenne jedynie na koncach 5. Zmiennos¢ tancucha R, pomimo
obecnosci kodujacych segmentéw D#, jest nieco mniejsza niz tancucha a.
Szczeg6lng role w generowaniu zmiennos$ci tancucha B odgrywaja zmiany na
ztgczach V-D i D-J, poniewaz geny D™ moga wykorzystywa¢ wszystkie
3 ramki odczytu (ang. reading frames) [36, 51, 176]. Umozliwia to bezkarng
zmienno$¢ na zilgczach, poniewaz powazne nawet delecje czy insercje nuk-
leotydéw nie mogg zaburzyé fazy odczytu genu Zupetnie inaczej jest
w przypadku genéw D H, ktére podlegaja transkrypcji i translacji tylko w jednej
ramce odczytu. Stosunkowo duza liczba poronnych rekombinacji VHD HJH
(ok. 80%) wynika z faktu, ze kazda delecja czy insercja zaburzajaca faze
odczytywania bedzie prowadzita do dezaktywacji genu VDJ [11, 47, 66, 171,
176]. Potencjalny repertuar TCRa//? ocenia sie na ok. 1015.

Mechanizmem ograniczajagcym réznorodno$¢ TCR jest selekcja grasicza.
Jedynie niewielka cze$¢ z og6lnej puli wytworzonych wariantow receptorow
limfocytow T jest wykorzystywana przez organizm. W grasicy nastepuje
eliminacja tych tymocytow, ktérych receptory powierzchniowe wykazujg duze
powinowactwo do wiasnych nie zmienionych antygendw MHC (tzw. selekcja
negatywna) [29, 79, 107]. Wyrdzniamy tez selekcje pozytywng; na obwéd
przechodza tylko te komorki T, ktore majg odpowiednio mate powinowactwo
do wiasnych antygenéw zgodnos$ci tkankowej, co umozliwia restrykcje MHC
w trakcie odpowiedzi immunologicznej [146]. Tak wiec proces selekcji
grasiczej przyczynia sie do obnizenia dostepnego repertuaru TCR (available
repertoire), nie wplywajac oczywiscie na repertuar potencjalny (potential
repertoire).

Dane okre$lajace zakres réznorodnosci TCRy/6 sa sprzeczne. Wiadomo, ze
tancuchy y znajdowane w tymocytach majg bardzo ograniczong zmiennos¢,
gtéwnie z powodu niskiej liczby genéw V iJ [60, 98, 134, 145]. Podstawowym
sposobem generowania r6znorodnosci sg zmiennosci na ztgczach, a stad z kolei
duza liczba poronnych rekombinacji V.-Jy [54, 89, 134, 137, 150, 188].
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Podobnie i zmienno$¢ tarcucha O znajdowanego w tymocytach jest bardzo
niska. Jest to zrozumiate, biorgc pod uwage niewielka liczbe genéw \ 0, J5i D&
Ponadto nie wykryto zmiennosci na zlgczach (brak regionéw N) [24, 33].
Zaktadajac, ze tymocyty TCRy/<5+ sg prekursorami obwodowych komodrek
majacych ten receptor, do niedawna wydawato sie, ze zmienno$é TCRy/<5 jest
bardzo niska. Poglad ten obecnie ulega zmianie. Okazato sie bowiem, ze
tancuchy y i $znajdowane na dojrzalych komorkach sg bardzo réznorodne.
SzczegOllnie dobrze jest to widoczne na przykiadzie tafcucha & [33]. W prze-
ciwienstwie do swego tymocytarnego odpowiednika, gen VA-D~-J» w komér-
kach dojrzatych ma regiony N oraz nietypowe rekombinacje genéw DA"-D".
Dzieki temu zmiennos$¢ podniesiona zostaje do ok. 1013. Biorgc pod uwage
zmienno$¢ tancucha vy, obliczono, ze TCRy/A moze wystepowac¢ w ok. 1017 lub
nawet 1018 wariantéw [33]. Tak olbrzymia rdznorodnos$¢ z pewnoscig
wystarczy do zwigzania wszelkich antygenéw, a wiec TCRy/<) moze spetniac
takie funkcje jak TCRa//t. Nalezy zaznaczy¢, ze charakter zmiennos$ci receptora
limfocytow T jest inny niz immunoglobulin. O ile bowiem zmienno$¢ Ig wynika
gtéwnie z obecnosci wielu genéw V, D iJ, o tyle zmienno$¢ w obrebie TCR jest
skupiona raczej na krotkich odcinkach DNA w obrebie ztgcz genéw. Wydaje
sie, ze jest to odzwierciedleniem funkcji TCR, a mianowicie rozpoznawanie
bardzo matych i niezwykle réznorodnych antygendw potaczonych z polimor-
ficznymi antygenami MHC.

9. EWOLUCJA GENOW KODUJACYCH Ig | TCR

9.1 POWSTANIE PIERWOTNEGO GENU VDJ

Wysoka homologia miedzy Ig a TCR zaréwno na poziomie biatka, jak
i DNA sugeruje ich wspo6lne pochodzenie ewolucyjne [70, 179]. Przypuszcza
sie, ze pierwszym etapem ewolucji genéw Ig i TCR byto powstanie prekur-
sorowego genu V-D-J, majgcego zdolno$¢ do rekombinacji [70, 178, 179].
Gen taki powstat prawdopodobnie w spos6b przedstawiony na ryc. 14 [178].
Transpozon o niesymetrycznych odwréconych sekwencjach powtérzonych
(ang. inverted repeats) integrowatl zapewne do genomu, duplikujgc tak, ze
miedzy owe sekwencje powtdrzone wprowadzony zostal odcinek DNA (w
przyszto$ci przeksztatci sie on w gen D). Taki ztozony transpozon, zawierajacy
pierwotny gen D, integruje po raz drugi do genu V', dzielgc go na segmenty
V iJ. W ten sposéb powstajg pierwotne geny V-D-J. Majg one zdolno$¢ do
rekombinacji, co jest uwarunkowane obecnos$cig ograniczajacych sekwencji
powtdérzonych, bedacych sekwencjami sygnatowymi (przeksztatconych w toku
ewolucji w heptamery, nonamery i wstawki). Istnieje wiele faktow potwier-
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Ryc. 14. Powstanie pierwotnego genu V-D-J, 1, 2 — niesymetryczne, odwrdécone sekwencje
powtérzone

dzajacych opisany przebieg wczesnej ewolucji genéw V-D-J. Jednym z nich
jest odkrycie rodziny (ang. immunoglobulin superfamily) biatek, ktdrych
wspolnymi cechami jest: udzial w kontaktach miedzykomdérkowych i budowa
oparta na domenie immunoglobutinowej (ang. immunoglobulin homology
unit) [70, 179]. Do rodziny tej, oprécz immunoglobulin i receptoréw lim-
focytow T, zaliczamy:

— antygeny gtéownego kompleksu zgodnos$ci tkankowej MHC [37, 50];

— biatka CD4 i CD8 wchodzace w sktad kompleksu TCR [70];

— antygen Thy-1 obecny na limfocytach i neuronach, biorgcy udziat w ak-
tywacji tych komoérek [55, 90, 157];

— biatka NCAM (neural cell adhesion molecule), ICAM (intracellular cell
adhesion molecule), L-1 i MAG (myelin associated glycoprotein) umozliwiajace
kontakty miedzy neuronami i komoérkami krwi [70, 163];

— 1J-2-mikroglobuline — skiadnik kompleksu MHC klasy | [37, 50];

— poty —Ig — odpowiedzialng za transport immunoglobulin przez btony
Sluzowe [120].

Lista biatek nalezacych do rodziny immunoglobutinowej jest o wiele
dtuzsza. Duza homologia wewnatrz rodziny oraz wspolny schemat budowy
oparty na domenie immunoglobutinowej [70, 74, 179] przemawia za hipotezg
rozbieznej ewolucji wszystkich jej cztonkéw od wspdlnego genu prekur-
sorowego [111]. Wydaje sig, ze tym genem prekursorowym byt wiasnie
pierwotny gen V' Jego funkcjg byto zapewne kodowanie biatka zapew-
niajacego sprawng interakcje miedzy komoérkami organizmu. Przypuszcza sie,
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ze produkt genu V' rozpoznawatl wiasne antygeny MHC. Integracja trans-
pozonu do genu V' byta momentem oddzielajagcym gatgz ewolucyjng, prowa-
dzaca do powstania gendw Ig i TCR. Natomiast gen V' réwnolegle ewoluujac
dat ostatecznie rodzine immunoglobulinowg [111]. Dowodem wspélnej ewolu-
cji TCR i IgR jest duza homologia miedzy tymi czasteczkami (20-40%),
wieksza anizeli miedzy dowolnymi dwoma cztonkami rodziny immunoglobuli-
nowej [18, 59]. Transpozonalne pochodzenie sekwencji sygnatowych genow
V(D)J jest nieco trudniejsze do udowodnienia. Do pewnych wnioskéow do-
prowadzi¢ moze analiza sekwencji DNA flankujgcych promotor genéw HI
i H2 bakterii Salmonella. Sekwencje te majg charakter ,inverted repeats”
i powodujg czeste inwersje promotora alternatywnie witaczajac lub wytgczajac
geny HI i H2 [18, 76]. W procesie tym uczestniczy rekombinaza o duzej
homologii do transponaz [75, 76], Ot6z okazato sie, ze odwr6cone sekwencje
powtdrzone sg w wysokim stopniu homologiczne z sekwencjami sygnatowymi
genow V -D-J [40, 76]. Fakt ten oczywiscie nie jest bezposrednim dowodem na
transpozonalne pochodzenie sekwencji sygnatowych. Dowo6d wprost moze daé
tylko oczyszczenie i zsekwencjonowanie rekombinazy i ewentulne wykazanie
jej powinowactwa do transponaz.

9.2. DALSZA EWOLUCJA PIERWOTNEGO GENU V-EUJ

Ewolucja pierwotnego genu V-D-J polegata gtéwnie na zwielokrotnieniu
liczby segmentéw V, D i J. Dowiedziono, ze w trakcie ewolucji pojawity sie
dwie strategie duplikacji genow V, D i J [45, 63] (ryc. 15). Pierwsza z nich,

Ryc. 15. Duplikacja pierwotnego genu V-D-J

wykorzystana przez ryby chrzestnoszkieletowe, polegata na duplikacji catego
pierwotnego genu V-D-J [63], U rekina znajdujemy wiec uktad gendéw
ViDjJ~"~V jDjljCj- ... -V,Dn),C,. Oczywiscie utozenie takie nie jest op-
tymalne, poniewaz nie ma mozliwosci kombinacyjnego taczenia sie genéw, np.
VI z J3 [45]. A zatem rekin dysponuje jedynie dwoma sposobami roz-
nicowania przeciwcial: poprzez wykorzystanie zmienno$ci na zlgczach oraz
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dzieki obecnos$ci wielu kopii V-D-J [45, 63]. W zupeinie innym kierunku
poszta ewolucja ssakow. Nastapita duplikacja poszczegdlnych genoéw V, D iJ,
co doprowadzito do wytworzenia dodatkowej mozliwosci r6znicowania prze-
ciwciat i TCR (zmienno$¢ kombinacyjna) [45]. Doktadna analiza sekwencji
gendéw V immunoglobulin i TCR wykazata, ze w trakcie ewolucji duplikowaty
zarbwno pojedyncze geny V, jak i cate tandemy, np. VB5 i VA8 [25]. Jednak
gdyby duplikacja byla jedynym sposobem zwielokrotnienia liczby V,
D iJ u ssakéw, to loci V bytyby zbudowane ze scisle od siebie odgraniczonych
rodzin genéw. Wiadomo, ze tak nie jest. Geny V z poszczeg6lnych rodzin moga
sie wzajemnie przeplata¢ (rozdz. 3 i 4). Mechanizm prowadzacy do wymiesza-
nia genow V nie jest znany. Przypuszcza sig¢, ze gtownag role odgrywa
transpozycja calych genéw V [83, 97, 132]. Hipoteza ta jest trudna do
sprawdzenia. Jednak znalezienie sekwencji homologicznych do pewnych czesci
transpozon6w w poblizu genéw \ x [131] wydaje sie ja potwierdza¢. Jeszcze
bardziej tajemnicze jest wyjscie gendéw Vx poza locus k. Wydaje sie, ze i za ten
proces odpowiedzialna byta transpozycja [105], W zestawieniu z tymi faktami
wykazujacymi duza labilnos¢ genow V, ciekawe i zaskakujace wydajg sie
ostatnio opublikowane wyniki, wskazujgce, ze wzgledne pozycje w chromo-
somie homologicznych do siebie mysich i ludzkich genow sg state [95]. By¢
moze kolejno$¢ genéw w chromosomie ma znaczenie funkcjonalne. Wiadomo
przeciez, ze geny lezace najblizej segmentéw J sg rekombinowane jako
pierwsze. Tak wiec wskutek proceséw prowadzacych do zwielokrotnienia
liczby gendéw V, D i J organizm zyskiwal coraz sprawniejszy system roz-
nicowania Ig i TCR.

Jednakze wraz ze wzrostem liczby V, D i J zaczety zaznacza¢ sie procesy
prowadzace do homogenizacji tych genéw. Bylo to oczywiscie skutkiem
wytworzenia rodziny wielogenowej [31]. W takiej rodzinie nastepuje wzajemna
wymiana DNA miedzy jej cztonkami (konwersje gendw, transpozycje, nieréw-
ny crossing-over), prowadzaca do ujednolicenia struktury wszystkich genéw
[131, 175], Wida¢ to doskonale na przyktadzie pseudogenéw Vx, ktére, cho¢
nieaktywne, podlegaja takim samym zmianom ewolucyjnym, jak pozostate,
czynne Vx [131]. Wykazano, ze najwazniejszym procesem powodujacym
homogenizacje genow jest konwersja gendéw [131], Tak wiec konwersja moze
zarbwno doraznie zwieksza¢ roznorodnos$é, jak i na diuzszg mete homo-
genizowaé¢ geny V [31, 131].

10. ZAKONCZENIE
Genetyka molekularna immunoglobulin i receptora limfocytow T, cho¢

w duzym stopniu poznana, jest w dalszym ciggu interesujagcym problemem.
Obecnie pojawiajg sie mozliwosci praktycznego wykorzystania wiedzy o ge-
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nach Ig i TCR. Podejmowane sg np. proby syntezy immunoglobulin, sktadaja-
cych sie z ludzkiej czesci statej i mysiej czesci zmiennej [169]. Takie sztuczne
mysio-ludzkie przeciwciata miatyby duze znaczenie w terapii antynowo-
tworowej. Obecnie mozliwe jest otrzymanie mysich immunoglobulin mono-
klonalnych przeciw ludzkim nowotworom, jednak ich kliniczne zastosowanie
jest niewielkie z powodu znacznej odpowiedzi immunologicznej antyallotypo-
wej i antyidiotypowej [20]. Immunoglobuliny, ktérych czesci zmienne po-
chodzg od myszy, a czesci state od cztowieka, sa o wiele mniej immunogenne
[20, 180]. W celu dalszego zmniejszenia immunogennos$ci proponuje sie
konstrukcje przeciwcial, w ktédrych od myszy pochodza jedynie fragmenty
CDR [180]. Inny kierunek w inzynierii genetycznej immunoglobulin to synteza
receptora, w ktoérego sktad wchodzityby zaréwno tancuchy TCR, jak i lg [42].

W iadomo réwniez, ze nieprawidtowosci w dziataniu rekombinazy, powodu-
jace liczne rodzaje translokacji chromosomalnych [53, 58, 65, 77, 135] zaréwno
w komorkach B, jak i T, sg przyczyng powstawania biataczek i chtoniakow.
Lepsze zrozumienie mechanizméw tych translokacji niewatpliwie zalezy od
postepu badan nad somatyczng rekombinacja.
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ANALIZA GENU HYDROKSYLAZY FENYLOALANINY
W DIAGNOSTYCE FENYLOKETONURII

ANALYSIS OF PHENYLALANINE HYDROXYLASE GENE IN DIAGNOSIS OF
PHENYLKETONURIA

Jadwiga JARUZELSKA

Zaktad Genetyki Cztowieka PAN

Streszczenie. Dotychczas stosowana diagnostyka fenyloketonurii (PKU) polegata na badaniu
niedoboru aktywnosci hydroksylazy fenyloalaniny (PAH). Obecnie, dzieki poznaniu struktury
genu PAH oraz uzyskaniu sekwencji kodujacej ten gen, wprowadzono nowg metode wykrywania
PKU. Polega ona na analizie polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) locus
PAH u rodzin obarczonych ta wadg genetyczng. Diagnostyka PKU poprzez analize RFLP
umozliwia precyzyjniejsze niz dotychczas oznaczanie nosicieli, a takze badania prenatalne. Z badan
populacyjnych wynika, ze czesto$¢ wystepowania alleli o okre$§lonych haplotypach RFLP jest
zréznicowana. Niektore haplotypy sa charakterystyczne przede wszystkim dla nieprawidtowych
alleli, podczas gdy inne przede wszystkim dla prawidtowych. Dotychczas poznane mutacje w genie
PAH sg substytucjami nukleotydéw i dotyczg dwoéch haplotypdw najczesciej wystepujacych
u chorych na PKU.

Summary. Diagnosis of phenylketonuria has been based on analysis of phenylalanine hydroxylase
(PAH) deficiency. At present, due to some new insights into PAH gene structure, another method of
PKU testing, is available. It involves analysis of restriction fragment length polymorphism (RFLP)
of PAH locus. RFLP analysis enables more precise carrier detection and prenatal diagnosis in
families with PKU. It has been shown in population studies, that frequencies of alleles with specific
RFLP haplotypes are very unequal. Hence, some haplotypes are linked exclusively with affected
and some other with normal alleles. Two mutations, in PKU individuals with two most frequent
haplotypes, are nucleotide substitutions.

WSTEP

Fenyloketonuria spowodowana jest biedem w strukturze genu hydro-
ksylazy fenyloalaniny (PAH). Na skutek niedoboru tego enzymu zahamowana
jest przemiana fenyloalaniny w tyrozyne, a gromadzace si¢ w zastepczej drodze
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metabolicznej toksyczne zwigzki, takie jak fenylooctan, fenylomleczan, fenylo-
pirogronian oraz fenyloalanina, w podwyzszonym stezeniu powodujg powazne
uszkodzenia tkanki mdzgowej i niedorozw6j umystowy [5, 8], Fenyloketonuria
(PKU), wystepujaca z czestoScig 1/10000 urodzen, jest jednag z najczestszych
wad metabolizmu, uwarunkowanych genetycznie. PKU dziedziczy sie jako
autosomalng ceche recesywnag z czesto$cig wystepowania nieprawidtowego
genu u zdrowych os6b 1/50 [6]. Pomimo ze defekt genetyczny w PKU znany
jest od dawna, a ponadto w wiekszosci krajow europejskich stosuje sie
powszechnie testy przesiewowe, do niedawna nie byt rozwigzany problem
wykrywania nosicieli PKU (heterozygot) oraz diagnostyka prenatalna. W do-
tychczas stosowanych do wykrywania nosicieli testach enzymatycznych, pole-
gajacych na badaniu niedoboru aktywnosci PAH, niejednokrotnie trudno byto
odrézni¢ osoby zawierajagce oba allele prawidtowe od os6b bedacych nosiciela-
mi. Z kolei trudno$¢ w prenatalnym diagnozowaniu PKU polegata na tym, ze
PAH syntetyzowana jest w watrobie, natomiast nie wystepuje w leukocytach,
fibroblastach oraz komérkach trofoblastu, uzywanych w prenatalnym diag-
nozowaniu wad metabolicznych. Nowsze metody diagnostyki PKU polegaja
na badaniu genu PAH, ktory wystepuje we wszystkich zawierajagcych jadro
komdrkach organizmu, w tym réwniez w komérkach uzywanych do diagnos-
tyki prenatalnej. Intensywny rozwdj technik rekombinacji i sekwencjonowania
DNA w ostatnich kilkunastu latach umozliwit poznanie wielu genéw, ktorych
mutacje wywotujg zaburzenia funkcji réznych enzymoéw. Wyizolowane geny sg
uzywane jako tzw. sondy molekularne do wykrywania odpowiadajgcych im
nieprawidtowych alleli u rodzin obarczonych ryzykiem genetycznym [17].

IZOLACJA SEKWENCJI KODUJACEJ GEN PAH

Gen ludzkiej hydroksylazy fenyloalaniny wyizolowano stosujac, jak w przy-
padku innych genéw, klonowanie DNA. Technika ta umozliwia izolacje genu
w dowolnej iloSci w czystej postaci. Wyizolowany w ten sposdb gen nadaje sie
do analizy sekwencji, struktury oraz badania ekspresji. W klonowaniu genow
najistotniejsze sg dwa etapy. Pierwszy polega na uzyskaniu biblioteki gendw
danego organizmu, natomiast drugi — na izolacji z biblioteki genéw po-
szukiwanej sekwencji DNA. Podobienstwo sekwencji aminokwaséw PAH
watroby szczura, matpy i cztowieka [15] pozwalato oczekiwac, ze réwniez geny
PAH tych gatunkéw majg podobng sekwencje nukleotyddw. Przyjmujac to
zatozenie przystapiono najpierw do izolacji genu PAH szczura, aby tg droga
uzyska¢ sonde hybrydyzacyjng do identyfikacji ludzkiego genu PAH. Po
uzyskaniu przeciwciatl przeciwko PAH szczura przeprowadzono immuno-
precypitacje polisomow, uzyskujagc w ten spos6b mRNA PAH szczura [15]. Na
matrycy mRNA zsyntetyzowano czasteczki komplementarnych do nich DNA
(cDNA). Po witaczeniu uzyskanych czasteczek cDNA do plazmidéw, rekom-



GEN HYDROKSYLAZY FENYLOALANINY 167

binanty wprowadzono do bakterii. W procesie réznicowej hybrydyzacji za-
stosowano dwie sondy hybrydyzacyjne: ¢cDNA uzyskany z puli mRNA
wzbogaconej w mRNA PAH oraz cDNA uzyskany z puli mRNA nie
zawierajagcej mMRNA PAH. Wyselekcjonowano tg drogg klony bakterii, ktédrych
DNA hybrydyzowat z cDNA wzbogaconym w cDNA PAH, ajednocze$nie nie
hybrydyzowat z cDNA nie zawierajagcym cDNA PAH [16, 18]. Plazmidowy
DNA tych klonéw bakterii uzyto nastepnie w hybrydyzacji celem wydzielenia
ludzkiego cDNA PAH z biblioteki cDNA zsyntetyzowanego na podstawie
MRNA ludzkiej watroby [18]. W ten sposéb uzyskano sonde hybrydyzacyjng
phPAH247 do badan ludzkiego genu PAH, majacg wszystkie sekwencje
kodujgce tego genu [9].

Sonda phPAH247 jest bardzo precyzyjnym narzedziem zar6wno w badaniu
struktury genu PAH, jak i w diagnostyce PKU. Za pomocg tej sondy
wykazano, ze gen PAH wystepuje w pojedynczej kopii w haploidalnym
genomie, w dtugim ramieniu chromosomu 12 (12922-q24.1) [10, 11]. Dtugosé
genu PAH wynosi ponad 90000 pz i ma on strukture mozaikowg — 13
eksondw jest poprzedzielanych 12 intronami. Jest godne uwagi, ze eksony
kodowane sg przez zaledwie 2400 pz, co stanowi niewielkg cze$s¢ genu PAH
[9]. Stosujgc sonde phPAH247 w dotychczasowych badaniach genu PAH o0s6b
chorych na PKU stwierdzono, ze przyczyng niedoboru enzymu sg mutacje
w genie, a nie jego delecja lub zaburzenia regulacji ekspresji [12].

WYKORZYSTANIE POLIMORFIZMU DtUGOSCI FRAGMENTOW
RESTRYKCYIJNYCH DNA W IDENTYFIKACJI NIEPRAWIDLOWYCH ALLELI PAH

Aby zdiagnozowaé¢ chorobe genetyczng przez analize DNA, nalezy ziden-
tyfikowa¢ nieprawidtowy gen. Bardzo dogodnym narzedziem w analizie
struktury genow sg enzymy restrykcyjne, ktore przecinajg podwoéjng ni¢ DNA
w miejscach o Scisle okreslonej sekwencji nukleotydow. Produktami trawienia
badanego DNA przez dany enzym restrykcyjny sa setki tysigce fragmentéw
DNA. Fragmenty te sa nastepnie rozdzielane wedtug wielkoSci metoda
elektroforezy w zelu agarozowym, a nastepnie przenoszone na filtr nit-
rocelulozowy z zachowaniem elektroforetycznego uporzagdkowania. Wsrod
fragmentow restrykcyjnych DNA na filtrze znajdujg sie rowniez fragmenty
zawierajagce badany gen lub jego czesSci. W hybrydyzacji DNA radioaktywnie
znakowana sonda tgczy sie ze swoim komplementarnym odpowiednikiem
— badanym genem — i pozostawia na filtrze w miejscu potgczenia radioak-
tywne pietno, wykrywane autoradiograficznie. Badany gen zostaje uwidocz-
niony w postaci prazkéw hybrydyzacyjnych. Z badan DNA wynika, ze
wiekszo$¢ substytucji nukleotydéw wystepujgcych w ludzkim genomie to tzw.
mutacje utajone, czyli mutacje nie powodujgce zaburzen w funkcjonowaniu
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genu. Tego typu mutacje mogg by¢ jednak wykryte, jezeli wystapig w sekwencji
specyficznie rozpoznawanej przez dany enzym restrykcyjny, uzyty do trawienia
genomowego DNA. Mutacje moga rowniez spowodowaé¢ powstanie nowego
miejsca wigzania dla danego enzymu restrykcyjnego. Analizujgc zatem DNA
za pomocg enzymow restrykcyjnych oraz radioaktywnie znakowanej sondy
hybrydyzacyjnej, uzyskuje sie zréznicowany obraz fragmentéw restrykcyjnych
(prazkéw hybrydyzacyjnych) w zalezno$ci od wystepowania specyficznej sek-
wencji rozpoznawanej przez dany enzym restrykcyjny. Mamy wtedy do
czynienia z tzw. polimorfizmem diugosci fragmentéw restrykcyjnych DNA
(RFLP). Polimorficzne fragmenty restrykcyjne sg bardzo uzytecznymi mar-
kerami, stosowanymi do wykrywania prawidtowych i nieprawidtowych alleli
genu pod warunkiem, ze zostanie okre$lone sprzezenie nieprawidtowego allelu
z jednym z fragmentow restrykcyjnych DNA w rodzinie obarczonej wada
genetyczna.

W obecnie stosowanej analizie genu PAH stosuje sie¢ 8 enzymow restrykcyj-
nych, za pomocg ktdrych mozna wykry¢ polimorficzne fragmenty restrykcyjne,
wykorzystywane w diagnostyce PKU — Pvu Il, Bgl Il, EcoR I, EcoR V, Msp I,
Xmn I, Hind Il oraz Sph I. Analiza RFLP DNA rodzin obarczonych PKU
zaktada, ze: kazdy ze zdrowych rodzicow chorego dziecka ma jeden nieprawid-
towy allel — jest zatem nosicielem, a chore dziecko dziedziczy od kazdego
z rodzicow po jednym nieprawidtowym allelu. W analizie RFLP bardzo wazne
jest, aby oboje rodzice byli heterozygotami w uktadzie polimorficznych
fragmentéw restrykcyjnych, uzyskanych przy uzyciu danego enzymu restryk-
cyjnego. Jezeli tylko jedno z rodzicéw jest heterozygota w uktadzie tych
fragmentow, to analiza RFLP w diagnostyce prenatalnej jest mato przydatna
[17]. W przypadku PKU, az w 87% badanych rodzin wystepuje hetero-
zygotyczny uktad polimorficznych fragmentéw restrykcyjnych u obojga rodzi-
cow [12]. Dla przyblizenia zasady diagnozowania PKU za pomocg analizy
RFLP przedstawiono przyktadowo kilka takich analiz (ryc. 1):

1 DNA badanej rodziny — ojca (O), matki (M), chorego dziecka (PKU)
oraz zdrowego rodzenstwa (zd 1, 2) trawiono enzymem restrykcyjnym Msp |I.
M atka i ojciec sg w tym wypadku heterozygotami w uktadzie polimorficznych
fragmentéw restrykcyjnych Msp | — 23.0/19.0 kz, chore dziecko jest homo-
zygotg 19,0/19,0 kz, zdrowe dziecko 1ljest homozygotg 23.0/23.0 kz, natomiast
drugie zdrowe dziecko — heterozygotg 23.0/19.0 kz, a wiec podobnie jak oboje
rodzice. Z porownania polimorficznych fragmentéw wszystkich badanych
cztonkow tej rodziny wynika, ze chore dziecko odziedziczyto od kazdego
z rodzicow nieprawidtowy allel sprzezony z fragmentem 19,0 kz; pierwsze
zdrowe dziecko odziedziczyto od rodzicow prawidtowy allel sprzezony z frag-
mentem 23.0 kz, natomiast drugie dziecko odziedziczyto od jednego z rodzicow
prawidtowy allel sprzezony z fragmentem 23.0 kz, a od drugiego z rodzicow
nieprawidtowy allel sprzezony z fragmentem 19.0 kz — jest wiec nosicielem
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Rye. 1 Polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych DNA w genie PAH uzyskany po
trawieniu DNA enzymem restrykcyjnym Msp | i hybrydyzacji zcDNA PAH — phPAH247. DNA
O — ojca, M — matki, PKU — dziecka PKU, zdl, zd2 — zdrowych dzieci

PKU. Aby okres$li¢ prawidtowy i nieprawidtowy allel w tej rodzinie, wystar-
czajace byto uzycie tylko jednego enzymu restrykcyjnego Msp I. W rodzinie tej,
w wypadku nastepnej cigzy, poprzez analize RLFP/Msp | bedzie mozliwe
ustalenie, czy ptéd zawiera obydwa nieprawidtowe allele, jest nosicielem PKU,
czy tez zawiera obydwa prawidtowe allele (ryc. 2).

2. Sgq wypadki, gdzie tylko jedno z rodzicow jest heterozygotag w uktadzie
polimorficznych fragmentéw uzyskiwanych przez trawienie DNA danym
enzymem restrykcyjnym. Drugie z rodzicdw jest homozygotg w tym ukitadzie
fragmentéw i dlatego rozr6znienie prawidtowego i nieprawidtowego allelu nie
jest mozliwe. DNA przedstawionej rodziny, w ktérej wystepuje dwoje dzieci
chorych na PKU (1, 2) oraz jedno zdrowe dziecko, trawiono enzymem
restrykcyjnym Hind Ill. Matka w tej rodzinie jest heterozygota pod wzgledem
uktadu polimorficznych fragmentéw 4.2/4.0 kz, natomiast ojciec jest homo-
zygotg 4.2/4.2 kz. Dzieci chore na PKU (1, 2) s3 homozygotami 4.2/4.2 kz,
a zdrowe dziecko jest heterozygotg 4.2/4.0 kz. Oznacza to, ze matczyny
nieprawidtowy allel PAH jest sprzezony z fragmentem 4.2 kz. Prawdopodobien-
stwo, ze potomek tej rodziny o uktadzie polimorficznym fragmentéw 4.2/4.0 kz
bedzie chory, moze by¢ wykluczone na tej podstawie, ze przynajmniej jeden
prawidtowy allel matczyny (sprzezony z fragmentem 4.0 kz) bedzie przekazany
temu dziecku. Kazde dziecko posiadajace uktad fragmentéw 4.2/4.2 kz
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Ryc. 2. Polimorfizm diugosci fragmentow restrykcyjnych DNA uzyskany po trawieniu DNA
enzymem restrykcyjnym Hind 11l i hybrydyzacji z cDNA PAH — phPAH247. DNA O — ojca,
M — matki, PKU 1, PKU 2 — dzieci PKU, zd — zdrowe dziecko

odziedziczy nieprawidtowy allel matki oraz prawidtowy lub nieprawidtowy allel
ojca. W konsekwencji bedzie ono albo nosicielem PKU, albo chore na PKU,
przy czym prawdopodobienstwo choroby u nastepnego dziecka, posiadajgcego
uktad fragmentdw 4.2/4.2 kz, wyniesie 50%, co réwne jest prawdopodobienst-
wu przekazania ojcowskiego nieprawidtowego allelu PAH. Podobne wyniki
diagnostyczne poprzez analize RFLP otrzymuje sie rowniez dla innych rodzin,
w ktérych tylko jedno z rodzicéw jest heterozygotg w uktadzie polimorficznych
fragmentéw, natomiast drugie z nich jest homozygotg (ryc. 3).

3. Informatywny wynik mozna uzyskaé przez zastosowanie trawienia DNA
badanej rodziny dwoma enzymami restrykcyjnymi. Przedstawiono analize
RFLP rodziny, w ktorej wystepowato jedno chore dziecko oraz zdrowe
rodzenstwo 1i 2. Do analizy uzyto dwdch enzymdw restrykcyjnych Hind Ill
i Sph I. Matka oraz chore dziecko sg w tym przypadku homozygotami pod
wzgledem uktadu polimorficznych fragmentéw Sph 1 7.0/7.0 kz, ojciec za$ jest
heterozygotg dla 9.7/7.0 kz. Stad wniosek, ze nieprawidtowy allel ojca jest
sprzezony z fragmentem Sph | 7,0 kz i zostat on przekazany réwniez zdrowemu
dziecku bedgcemu homozygotg 7.0/7.0 kz. Poniewaz to dziecko byto réwniez
homozygota pod wzgledem uktadu polimorficznych fragmentéw Hind Ill
4.0/4.0 kz, mozna wiec wywnioskowaé, ze nieprawidtowy allel ojca jest
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Ryc. 3. Polimorfizm diugosci fragmentdw restrykcyjnych DNA w genie PAH uzyskany po
trawieniu DNA enzymami restrykcyjnymi Hind 1Il i Sph | i hybrydyzacji z cDNA PAH
phPAH247. DNA O — ojca, M — matki, PKU — dziecka PKU, zd 1, zd 2 — zdrowych dzieci

sprzezony z uktadem polimorficznych fragmentéw H4.0/S7.0 kz, przy czym
H i S oznaczajg odpowiednio enzymy restrykcyjne Hind Ill i Sph I. Fakt, Ze
oboje rodzice oraz chore dziecko sa heterozygotami pod wzgledem uktadu
polimorficznych fragmentéw Hind 11l H4.2/H4.0 kz sugeruje, ze matczyny
nieprawidtowy allel jest sprzezony z fragmentami H4.2/S7.0 kz. Ukitady
polimorficznych fragmentéw prawidtowych alleli matki i ojca przedstawiaja sie
nastepujaco: matki — H4.0/S7.0 kz, ojca — H4.2/S9.7 kz. Z oznaczenia
u rodzicow sprzezen uktadu polimorficznych fragmentow Hind Il i Sph
I w obu allelach mozna wywnioskowaé, ktére z uktadéw polimorficznych
fragmentdw sg sprzezone z nieprawidtowymi allelami odziedziczonymi przez
chore dziecko. Ponadto stwierdzono, ze zdrowe dziecko (2) o ukfadzie
fragmentéow H4.0/S7.0 kz odziedziczyto nieprawidtowy allel ojca oraz prawid-
towy allel matki i stad jest nosicielem PKU. Natomiast pierwsze zdrowe
dziecko odziedziczyto prawidtowe allele od obojga rodzicéw. Znikomy procent
rekombinacji, charakterystyczny dla genu PAH sprawia, ze analiza sprzezen
alleli tego genu z polimorficznymi fragmentami uzyskiwanymi w procesie
hybrydyzacji sondy phPAH247 z DNA rodzin obarczonych PKU w wiekszosci
przypadkéw umozliwia diagnoze [6, 19].
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HAPLOTYPY RFLP

Kazdy osobnik jakiejkolwiek populacji jest homozygotg lub heterozygota
pod wzgledem dtugos$ci polimorficznych fragmentéw DNA uzyskiwanych po
trawieniu tego DNA danym enzymem restrykcyjnym. Kombinacja fragmentow
DNA uzyskana przez trawienie genomowego DNA kazdym z 8 wspomnianych
enzymow restrykcyjnych okresla tzw. haplotyp RFLP kazdego z alleli PAH
tego osobnika. Porownanie haplotypéw RFLP nieprawidtowych alleli PAH
chorego dziecka z haplotypami alleli rodzicow, z ktédrych kazdy zawiera
prawidtowy i nieprawidtowy allel, umozliwia okreslenie dla kazdego z rodzicow
haplotypu sprzezonego z prawidtowym lub nieprawidtowym allelem PAH. Na
podstawie badan przeprowadzonych w populacji dunskiej wykazano obecnos$¢
12 réznych haplotypéw RFLP o bardzo zr6znicowanych czestoSciach wy-
stepowania. Dokonano ponadto prédby korelacji poszczeg6lnych haplotypéw
ze stanem klinicznym chorych. Stwierdzono, ze 6 spos$rdd 12 haplotypéw
wystepuje zarowno u chorych, jak i u zdrowych os6b, 3 przede wszystkim
u zdrowych, a pozostate 3 przede wszystkim u chorych. Stwierdzono réwniez,
ze wystgpienie danego haplotypu nie determinuje obecnosci prawidtowego lub
nieprawidtowego allelu PAH. Az 90% nieprawidtowych alleli ma haplotyp 1, 2,
3 lub 4, a wiec w najciezszych przypadkach klinicznych PKU nieprawidtowe
genotypy sg kombinacjami nastepujacych haplotypow: 2/2, 2/3 lub 3/3 [2-4,6].

ZALEZNOSC MIEDZY HAPLOTYPEM A LOKALIZACJA DEFEKTU W GENIE PAH

Waznym kierunkiem w badaniach genu hydroksylazy fenyloalaniny byta
identyfikacja mutacji wywotujagcych niedobd6r enzymu. U niektérych chorych
na PKU po przeprowadzeniu biopsji watroby stwierdzono niewielkg ekspresje
PAH, podczas gdy u innych jej nie stwierdzano. Nalezato zatem oczekiwac, ze
w genie PAH wystepujg mutacje zlokalizowane w r6znych regionach genu.
Niedawno zidentyfikowano 2 mutacje, a obecnie trwajg poszukiwania nastep-
nych. Wymienione mutacje pojawity sie w ewolucji w prawidtowych allelach
o specyficznych haplotypach RFLP. Jezeli czas, ktéry uptynagt od ich po-
wstania, nie byt wystarczajacy, aby fragmenty genu zawierajagce te mutacje
rozprzestrzenity sie przez ,crossing over”, to specyficzne mutacje pozostaja
zasocjowane z oryginalnymi haplotypami RFLP. W celu wyjasnienia tego
problemu przystagpiono do identyfikacji zmutowanych miejsc w genie PAH,
wybierajac do tego celu DNA oséb, u ktédrych stwierdzono haplotypy RFLP
najczesciej wystepujace u chorych na PKU. Zlokalizowano mutacje wy-
stepujacg w allelu PAH o haplotypie 3 oraz o haplotypie 2. Analiza nieprawid-
towego genu wykazata, ze mutacja zwigzana z haplotypem 3 polega na



GEN HYDROKSYLAZY FENYLOALANINY 173

substytucji nukleotydu w miejscu istotnym dla prawidtowego taczenia sekwen-
cji kodujacych PAH. Powoduje to brak 12 eksonu w dojrzatym mRNA.
W rezultacie w karboksylowym koricu biatka brak ostatnich 52 aminokwasow
i PAH nie spetnia swojej funkcji. Stwierdzono ponadto, ze ta mutacja
wystepuje wytacznie w allelach o haplotypie 3. Mutacja za$ allelu o haplotypie 2,
bedaca roéwniez substytucjg nukleotydu, powoduje zamiane argininy na
tryptofan we fragmencie biatka odpowiadajagcym eksonowi 12 [4, 13]. Obecnie
badane sg mutacje zwigzane z haplotypami 1 i 4. W allelach o haplotypie
4 wystepujg co najmniej dwie rézne mutacje, poniewaz chorzy majacy allele
o tym haplotypie wykazujg tagodne lub bardzo ciezkie zaburzenia [13].
Lokalizacja i okre$lenie mutacji powodujacych zaburzenia funkcji PAH
oraz wykazanie powigzania tych mutacji z haplotypami RFLP genu PAH
miatoby duze znaczenie diagnostyczne. Po pierwsze, umozliwitoby to prze-
prowadzenie analizy DNA danej osoby z pominieciem analizy DNA pozos-
tatych cztonkéw rodziny. Po drugie, umozliwitoby ustalanie nosicielstwa
u oséb, w ktérych rodzinie nie wystgpita fenyloketonuria. Tg metodg mozna
ustali¢, czy potencjalni rodzice, w ktérych rodzinach wystgpita PKU, sg
nosicielami. Jezeli bowiem sa nosicielami PKU, to prawdopodobienstwo
wystgpienia choroby u potomstwa wynosi 25%. Zlokalizowanie mutacji
w genie PAH pozwoli na zastosowanie innego typu diagnozowania PKU na
poziomie genu (ryc. 4). Polega on na zastosowaniu uzyskanych na drodze

Ryc. 4. Zastosowanie syntetycznych sond oligonukleotydowych do wykrywania mutacji punk-
towych w genach. Gwiazdka oznaczono mutacje punktowg w genie. Sonda oligonukleotydowa
z gwiazdka jest komplementarna do zmutowanego genu, natomiast sonda bez gwiazdki jest
komplementarna do prawidtowego genu. W prawej czeSci przedstawiono wyniki hybrydyzacji
badanego DNA z prawidtowag — N i zmutowang — M sondg (schemat wiasny)

4 - PBK 2/89
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syntezy chemicznej fragmentow DNA diugosci okoto 20 nukleotydéw. Takie
oligonukleotydy obejmujg miejsce w genie, w ktérym oczekuje sie wystapienia
mutacji. Dla kazdej potencjalnej mutacji syntetyzowane sg dwa oligonuk-
leotydy odpowiadajgce prawidtowej i zmutowanej sekwencji genu. Pary
oligonukleotydéw znakuje sie radioaktywnie i niezaleznie hybrydyzuje z DNA
badanej osoby. Warunki reakcji sg tak dobrane, ze hybrydyzacja zachodzi
tylko wtedy, gdy uzyta radioaktywna sonda jest komplementarna na catej
swojej diugosci do badanego miejsca genu. Jezeli zatem wytgcznie sonda
prawidtowa wiaze sie z badanym fragmentem genu, to oznacza to, ze allele genu
PAH badanej osoby sg w tym miejscu prawidtowe. Jezeli jednocze$nie sonda
komplementarna do tego fragmentu genu, ale zawierajgca mutacje, nie wigze
sie z tym DNA, to mamy dodatkowy dowo6d na to, ze obydwa allele badanej
osoby sg w tym miejscu prawidtowe. Jezeli natomiast wykaze sie wigzanie tylko
sondy odpowiadajgcej zmutowanemu miejscu w genie, to oznacza to, ze
obydwa allele sg nieprawidtowe i w przypadku diagnostyki prenatalnej badany
ptéd jest chory. Jezeli wystapi wigzanie zaréwno sondy zmutowanej, jak
i prawidtowej, to oznacza to, ze dana osoba jest nosicielem PKU [3, 14].
Dalsze badania lokalizacji i okre$lenia mutacji w genie PAH pozwolg na
synteze catego zestawu takich oligonukleotydowych sond, umozliwiajagc diag-
nozowanie PKU oraz oznaczanie nosicielstwa przez bezposrednie wykazanie
mutacji w genie PAH.

Przedstawione postepowanie badawcze obejmuje najwieksze zdobycze
genetyki ijest jednoczes$nie przyktadem, jakie mozliwosci stwarza wspdtczesna
genetyka molekularna w wyjasnieniu podtoza chor6b genetycznych.
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MECHANIZMY REGULACJI BIOSYNTEZY BIALKA
NA PRZYKLADZIE FERRYTYNY

THE REGULATORY MECHANISM OF FERRITIN BIOSYNTHESIS

Aleksandra KORCZ, Tomasz TWARDOWSKI

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

Streszczenie. Przedstawiono mechanizmy regulacji biosyntezy biatka na poziomie translacji na
przyktadzie ferrytyny.

Summary. The authors’ present the mechanisms of the protein biosynthesis regulation at the
translational level; as the example synthesis of ferritin was chosen.

Wykaz stosowanych skrotow

mRN A fer —informacyjny mRNA specyficzny dla ferrytyny
mRNARo —informacyjny mRNA specyficzny dla globiny
mRNAalb —informacyjny mRNA specyficzny dla albuminy
mRNP —nukleoproteid, kompleks mRNA z biatkiem
mRN A fer-fer — kompleks mRNA specyficznego dla ferrytyny z biatkiem — ferrytyna
5'NK —5' niekodujacy koniec mRNA
3'NK —3' niekodujgcy koniec mRNA
cDNA — DNA komplementarny do mRNA
WSTEP

Procesy zachodzace w organizmie zywym i w jego komodrkach podlegajg
wielu réznorodnym procesom regulatorowym. Regulacja ekspresji genetycznej
u prokariotow jest stosunkowo dobrze poznana i dotyczy przede wszystkim
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etapu transkrypcji. Realizowana jest gtéwnie poprzez kontrole biosyntezy
w wyniku:

zmiany stezenia substratu,

systemu indukcji i represji enzymatycznej,

sprzezenia zwrotnego, czyli hamowania przez produkt.

Jednym z najlepiej poznanych przyktadéw regulacji translacyjnej jest
synteza biatek rybosomalnych w uktadach bakteryjnych. Mechanizm inhibicji
polega na specyficznym sprzezeniu zwrotnym syntezy danego biatka. Sprzeze-
nie to spowodowane jest przez specyficzne oddziatywanie biatka z okreslonym
fragmentem witasnego mRNA. Asocjacja ma miejsce w poblizu konca 5
informacyjnego RNA i polega na rozpoznaniu okreslonej sekwencji i/lub
struktury mRNA [46].

W organizmach eukariotycznych procesy transkrypcji i translacji sg roz-
dzielone w przestrzeni i w czasie. Rozdzielenie to determinuje znacznie bardziej
ztozony mechanizm regulacji ekspresji genetycznej w poréwnaniu z organizmami
prokariotycznymi (ryc. 1). Wedtug hipotezy regulacji kaskadowej Scherrera
[52], transkrypcja jest etapem o matej specyficznosci: w komdérkach dochodzi
do transkrypcji takze tych gendow, ktére w danym czasie nie podlegaja
ekspresji, a produkty transkrypcji (pre-mRNA) moga by¢é magazynowane lub
niszczone w etapach posttranskrypcyjnych. Scherrer zaktada, ze specyficznosé
ekspresji genetycznej u eukariotow jest realizowana kaskadowo na wielokrot-
nych i r6znorodnych, kolejno po sobie nastepujacych etapach regulacyjnych
(ten wiasnie proces nazywany jest przez autora kaskada etapow regulacyjnych),
na ktorych zachodzi stopniowa selekcja informacji dotyczacych korncowego
produktu genu.

W tym wewnatrzkomdérkowym przeptywie informacji od genu do jego
fenotypowego obrazu Scherrer zaktada istnienie pamieci peryferyjnych, tzn.
innych niz pamie¢ centralna, ktérg stanowi DNA. Scherrer przypisuje te
funkcje matrycowemu RNA, a jego szczeg6lna rola realizowana ma by¢
poprzez wystepowanie komplekséw mRNA ze specyficznymi biatkami (kom-
pleksy mRNP, zwane rowniez w literaturze informosomami). Dodatkowo
nalezy uwzglednié fakt, ze produkty degradacji moga by¢ réwniez inhibitorami
okreslonych proceséw, a w szczeg6lnosci wilasnej biosyntezy.

Jednym z potencjalnych czynnikéw dyskryminatorowych lub cechg uktadu
translacyjnego, ktéra moze decydowac¢ o zréznicowanej translacji, jest struk-
tura przestrzenna mRNA. Pojawito sie kilka doniesien na temat regulacji
translacji przez niekodujgce 5' i 3' konce mRNA [2, 11, 30, 33, 34, 47], gtdwnie

w konsekwencji oddziatywan Ill-rzedowych.
W pracy przedstawiono najnowsze poglady na temat regulacji biosyntezy
na poziomie translacji na przyktadzie ferrytyny — biatka magazynujacego

i transportujgcego zelazo.
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Ryc. 1 Proces biosyntezy biatka w organizmach eukariotycznych moze by¢ kontrolowany na wielu

etapach: A — transkrypcji, B — dojrzewania czasteczki RNA (j. ang. processing), C — transportu

czasteczki mMRNA przez btone wewnatrzkomdrkowa miedzy jadrem i cytoplazma, D — translacji

poprzez wybdr wiasciwego mRNA przez rybosom, E — translacji w wyniku degradacji pewnych

mMRNA (etap zalezny od stabilno$ci mMRNA), F — translacji poprzez asocjacje mMRNA z biatkami,
prowadzacg do nieaktywnych translacyjnie komplekséw mRNP

II. WYSTEPOWANIE | FUNKCJA FERRYTYNY

Ferrytyna wystepuje powszechnie w Swiecie organizmow zywych. Jej
obecnos$¢ stwierdzono w komorkach kregowcow i bezkregowcoéw, u bakterii,
grzybéw i w roélinach wyzszych [1, 44, 59]. Ferrytyna jest wyjatkowym
biatkiem ze wzgledu na zdolno$¢ gromadzenia ogromnych ilosci zelaza, tj. do
4500 atomoéw na czasteczke biatka [44]. Moze stuzy¢ jako zbiornik i Zrédto
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zelaza dla wielu proceséw metabolicznych komdrki, wymagajacych tego
pierwiastka, np. do transportu elektronéw i tlenu, redukcji azotu oraz syntezy
DNA (redukcja rybonukleotyddéw).

Rola ferrytyny jest szczegdlnie znaczaca w ewolucji od momentu, Kiedy
jako produkt fotosyntezy pojawit sie tlen, ktory utlenia rozpuszczalny jon
zelazawy (Fe2+) do nierozpuszczalnego jonu zelazowego (Fe3+). Ferrytyna
utrzymuje zelazo w formie rozpuszczalnej, ktérej ilos¢ w komdrkach wyspec-
jalizowanych do gromadzenia zelaza moze osigga¢ stezenie rownowazne 10“5
M [58, 59].

Ferrytyna zwierzeca rozmieszczona jest w calej cytoplazmie, gdzie za
pomoca mikroskopii elektronowej mozna zaobserwowaé¢ rdzen zelazowy
biatka jako drobiny o $rednicy 60 A [3]. Natomiast u ro$lin wystepowanie
ferrytyny zwigzane jest przede wszystkim z plastydami [40, 59].

Magazynowanie i transport zelaza realizowane sg przez ferrytyne w rézno-
rodnych stanach fizjologicznych komorek i zaleza od etapu ich rozwoju,
obecnos$ci hormondow, a takze od specjalizacji tkanki w organizmie oraz od
warunkéw stezenia zelaza.

Theil [59] zaproponowata podziat ferrytyny ze wzgledu na funkcje, jakie
petni ona w komédrkach. Rozréznia nastepujace typy biatka:

1. Ferrytyna komdrek wyspecjalizowanych (z j. ang. specialized-cell fer-
ritin), wystepujaca w komadrkach wyspecjalizowanych do gromadzenia zelaza
na potrzeby innych komarek, np. erytrocyty zarodkow i hepatocyty dorostych
osobnikow u ssakéw i zaby.

2. Ferrytyna , gospodarcza” (z j. ang. normal housekeeping ferritin), tj.
ferrytyna w komadrkach, ktére gromadzg zelazo tylko na potrzeby wewnatrz-
komorkowe; poziom jej jest wiec znacznie nizszy niz w komorkach wyspec-
jalizowanych do gromadzenia zelaza.

3. Ferrytyna ,stresowa” (zj. ang. stress housekeeping ferritin) —jest formg
»gospodarczg”, przeksztatcong w funkcjonujaca jako ,stresowg” w warunkach
stresu fizjologicznego oraz w wysokich stezeniach zelaza, gdy ferrytyna ma za
zadanie detoksyfikacje komorki.

Akumulacje ferrytyny jako biatka stresowego obserwujemy takze w tzw'
ostrej fazie stan6w zapalnych [7]; wystepuje takze w chorobach nowo-
tworowych [16, 44].

Il. STRUKTURA FERRYTYNY

Ferrytyna jest duzym biatkiem o masie okoto 450000 i statej sedymentacji
17-18 S, sktadajacym sie 24 podjednostek o masie ok. 20000 [1, 44]. Badania
rentgenograficzne i mikroskopia elektronowa wskazujg na kulisty sptaszczony
ksztalt biatka o zewnetrznej $rednicy ok. 12 nm i gruboséci ok. 1 nm. Zelazo
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magazynowane jest wewnatrz ptaszcza biatkowego w formie wodorotlenku
zelazowego (Fe +30(0H)) w potaczeniu ze zmienng iloScig fosforanow [17, 59].
Przy catkowitym natadowaniu zelazem ferrytyna moze zwiekszy¢ mase do ok.
900000; osigga wtedy wspdtczynnik sedymentacji 24 S [44].

Zwarto$¢ struktury zapewnia ferrytynie stabilno$¢ w podwyzszonych
temperaturach oraz wobec enzymow proteolitycznych [1, 44]. Ogdlna budowa
ferrytyny u réznych organizmow jest zblizona, co wskazuje na duzg konser-
watywnos$¢ tego biatka w ewolucji, zwtaszcza u kregowcoéw [58, 59].

11.I. BUDOWA FERRYTYNY ZWIERZECEJ

Sekwencje aminokwasowg oznaczono po raz pierwszy w 1981 r. dla
ferrytyny ze $ledziony konia [17], skiadajgcej sie prawie catkowicie (90%)
z jednakowych podjednostek [58]. W kulistym ptaszczu znajduje sie 6 hydro-
fobowych i 8 hydrofilowych kanatdw, gdzie moze zachodzi¢ wymiana miedzy
rdzeniem zelazowym a cytoplazmag komorki. Ostatnie badania poréwnawcze
sekwencji aminokwasow ferrytyny z zaby, szczura i cztowieka wskazujg na
istnienie sekwencji konserwatywnych, wystepujacych wokét 14 tuneli oraz
w interfazie miedzy dimerami podjednostek, gdzie réwniez moze zachodzi¢
poczatek Kkrystalizacji rdzenia zelazowego [58].

Pierwsze badania nad ludzka ferrytyna (z serca i watroby) dowiodty
istnienia dwoch podjednostek oznaczonych jako H (heart) i L (liver), roz-
nigcych sie mobilnosScig w rozdziale elektroforetycznym. Ciezar podjednostek
oznaczony na podstawie elektroforezy wynosi ok. 21000 (H) i ok. 19000(L).
Podjednostki te sg produktami translacji réznych mRNA, a nie wynikiem
modyfikacji posttranslacyjnej [9, 10, 61]. Niedawno stwierdzono, ze w nie-
ktérych komoadrkach istniejg 3 typy podjednostek, wystepujagce w rdznych
proporcjach w $ledzionie, watrobie i sercu prosiaka [12, 13]. Natomiast
z erytrocytow kijanek zaby amerykanskiej otrzymano 3 rézne cDNA od-
powiadajace 3 podjednostkom ferrytyny (oznaczonym H, M i L), co $wiadczy
o tym, ze ferrytyna moze by¢ kodowana przez co najmniej 3 r6zne mRNA.
Obserwacja ta sugeruje jednoczes$nie mozliwo$¢ wystepowania ré6znych genéw,
a wiec regulacji biosyntezy na poziomie transkrypcji (szczegétowo zagadnienie
to omoéwiono w rozdz. IV). Masy podjednostek przewidziane z sekwencji
cDNA wynosity 20,5, 20,6 oraz 19,9 kD, jednakze nieco rozbiezne wyniki
otrzymano na podstawie mobilnosci biatek w zelu denaturujgcym [19].

Jednym z gtéwnych problemoéw zwigzanych z badaniem ferrytyny jest
heterogenno$¢ tego biatka. Réznice polegajg na zmianach w tadunku, roz-
miarze, wtasciwosciach immunologicznych, sktadzie i proporcjach podjednos-
tek oraz zawarto$ci i szybkosci akumulacji zelaza. Sg obserwowane réwniez
miedzy tkankami i w obrebie tkanki, w zaleznosci od etapu rozwoju,
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warunkdéw fizjologicznych i stanu zelaza w komorce [1, 4, 44]. Ostatnie
badania nad sekwencjami cDNA, odpowiadajagcymi podjednostce H ferrytyny
cztowieka [14, 15] oraz podjednostek H i L szczura [35] dowiodty, ze
podjednostki typu L i H sg produktami réznych genéw i wykazuja jedynie
okoto 55% homologii w sekwencji aminokwasowej. Uwaza sie, ze heterogen-
no$¢ powodujg przede wszystkim rdzne proporcje miedzy dwoma typami
podjednostek [62] oraz modyfikacje posttranslacyjne, takie jak glikozylacja,
wigzanie krzyzowe miedzy podjednostkami oraz fosforylacja [4, 44], Od-
notowano rdwniez heterogenno$¢ spowodowang tgczeniem sie podjednostki
ferrytyny z innym biatkiem [50]. Andrews i wsp. [3, 4] znalezli ostatnio
w siderosomach (terminem tym autorzy okreslajg wtérne lizosomy o duzej
zawartosci zelaza) szczura podjednostke o ciezarze 17,3 kD, odmienng od
typowych podjednostek L i H. Wydzielili forme ferrytyny o ciezarze 17,3 kD
oraz peptyd diugosci 19 aminokwaséw pochodzgcy z C-konca podjednostki
L ferrytyny. Uwazajg oni, ze otrzymanie przez nich nowej formy ferrytyny
potwierdza hipoteze o istnieniu szlaku metabolicznego, w ktorym ferrytyna
ulega degradacji do hemosyderyny.

Przedstawione tu dane $wiadcza o duzej r6znorodnosci ferrytyny zwierze-
cej.

1.2 WEASCIWOSCI FERRYTYNY ROSLINNEJ

Wystepowanie fitoferrytyny stwierdzono u wielu roslin, jednakze nie jest ona
tak dobrze poznana jak zwierzeca. Ferrytyne badano m.in. w nastepujacych
roslinach: szpinaku [54], fasoli [38—41], grochu [18], soi [31, 32, 53] oraz
w innych roslinach motylkowych, np. akacji, koniczynie [29]. Fitoferrytyna
wystepuje gtownie w tkankach nie uczestniczacych w fotosyntezie, ktére majg
za zadanie detoksyfikacje uktadu biologicznego w wypadku nadmiaru zelaza,
a wiec w korzeniach i brodawkach roslin motylkowych, nasionach, w komaér-
kach generatywnych i starzejagcych sie oraz w mezofilu lisci aktywnych
fotosyntetycznie przy wysokim poziomie zelaza w ksylemie [40, 59].

Ferrytyna roslinna jest ciezsza od zwierzecej. Masa jej wynosi 460000 D
w nasionach soi [53], 480000 D w grochu [18], 570000 D w brodawkach
soi [32] oraz 510000 D w soczewicy [18]; wielko$¢ podjednostek miesci sie
w przedziale 20300 —29000 D [18, 32].

Ogdlna struktura ferrytyny roslinnej podobna jest do zwierzecej, nie
stwierdzono jednak immunologicznych reakcji krzyzowych fitoferrytyny z fer-
rytyna konia i szczura [32, 53]. Wewnatrzkomérkowo fitoferrytyne zlokalizowa-
no w plastydach, np. amyloplastach soi [53] i innych roslin motylkowych [29],
w chloroplastach fasoli [387"41] oraz w tkance brodawek korzeniowych [32].
Van der Mark i wsp. [39] wykazali, ze w systemach bezkomdérkowych
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z zarodkdw pszenicy i retikulocytow krélika przy uzyciu frakcji poli A+ RNA
z lidci fasoli jako matrycy ferrytyna syntetyzowana jest w formie prekursora
0 5000 D ciezszego od wystepujgcej w fasoli podjednostki o ciezarze 26 500 D
(dane z elektroforezy w warunkach denaturujagcych). Nastepnie autorzy prze-
prowadzili doswiadczenie, w ktdrym udowodnili, ze prekursor ferrytyny jest
transportowany przez nienaruszone chloroplasty do ich wnetrza, gdzie za-
chodzi jego dojrzewanie. Na podstawie tych doSwiadczen Van der Mark i wsp.
uwazajg, ze ochronna funkcja ferrytyny przed toksycznym efektem nie zwigza-
nego zelaza spetniona jest u roslin w chloroplastach lub plastydach. Natomiast
fitoferrytyna w brodawkach jest indukowana w réznych warunkach fizjologicz-
nych, gdy funkcja brodawek jest ostabiona. Interesujgca wydaje sie odwrotnie
proporcjonalna zalezno$¢ miedzy stezeniami fitoferrytyny i hemu w leghemo-
globinie [32]. U ssakéw oraz ptazéw istniejg dowody na wspotzalezno$é
biosyntezy hemu z ferrytyng. By¢ moze analogiczna zalezno$¢ wystepuje tez
w przypadku fitoferrytyny i leghemoglobiny, chociaz potwierdzenie tej hipo-
tezy wymagatoby wiecej danych eksperymentalnych.

IV. MECHANIZMY REGULACIJI BIOSYNTEZY FERRYTYNY

Ekspresja genow ferrytyny zachodzi w wiekszosci komorek, jednakze
stezenie tego biatka w poszczegdlnych komdérkach moze réznic¢ sie nawet o 103
[59]. Obserwacja ta jest scisle zwigzana z faktem, ze ferrytyna spetnia rézne
zadania: moze magazynowac zelazo na potrzeby wewnetrznego metabolizmu
komérek, jak rowniez gromadzi¢ jony Fe dla innych komérek (np. w retikulo-
cytach lub hepatocytach), a takze petni¢ funkcje sanitarne poprzez
wigzanie nadmiernych ilosci zelaza (detoksyfikacja uktadu biologicznego).

W zaleznos$ci od funkcji komdérki mozemy oczekiwa¢ odmiennych mechani-
zmow biosyntezy i regulacji biosyntezy tego samego biatka, np. poprzez
synteze de novo, aktywacje puli zapasowej czy tez degradacje nadmiernej ilosci.
Poza tym mozna rowniez oczekiwa¢, ze kazdy z wymienionych tu procesow
moze by¢ realizowany na etapie transkrypcji (czyli modulacja biosyntezy
odpowiedniego mRNA), translacji (czyli modulacja syntezy biatka), jak réwniez
poprzez aktywacje juz istniejgcej puli prebiatka (regulacja posttranslacyjna).
Modelowe badania nad regulacjg syntezy ferrytyny prowadzono gtdwnie
w organizmach zwierzecych, a szczegdlnie intensywnie badano akumulacje
ferrytyny w tkankach szczura [5, 6, 22, 35-37, 45, 61, 63-66]. Stwierdzono, ze
podanie szczurowi zelaza (np. soli lub dekstranu zelaza) powoduje 3,5-7-krotny
wzrost syntezy ferrytyny w tkankach serca, nerek i watroby zwierzecia [37].
Inne badania poréwnujace aktywnos$é translacyjna mRNAfer i polisomdéw
izolowanych ze szczuréw kontrolnych i traktowanych Zzelazem w systemach
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bezkomdérkowych [63] oraz doswiadczenia prowadzace do wyjasnienia lokali-
zacji poliA+mRNA i mRNAfer w komorce [65] doprowadzity do sformu-
towania przez Z&hringera, Balige i Munro hipotezy o translacyjnej kontroli
regulacji syntezy ferrytyny przez zelazo [44]. Autorzy wzieli pod uwage
nastepujgce fakty:

stymulacja syntezy ferrytyny przez zelazo w watrobie szczura zwigzana jest
z dwukrotnym wzrostem ilosci polisomalnego mRNA przy nie zmienionej
ilosci cytoplazmatycznego wolnego mRNA;

aktynomycyna D i kordycepina stosowane w stezeniach hamujgcych
synteze mRNA oraz dotgczenie poliA+ do mRNA nie hamujg obserwowanej
stymulacji;

zelazo stymuluje synteze ferrytyny w komdrkach Hela w ciggu 10 min
(mechanizmy transkrypcyjne zazwyczaj wymagaja wiecej czasu);

cykloheksymid catkowicie znosi efekt zelaza na synteze ferrytyny, wskazu-
jac na niezbedno$¢ biosyntezy biatka w procesie stymulacji;

w cytoplazmie linii komorkowych watroby znajduja sie wolne podjednostki
ferrytyny, ktére po dodaniu zelaza agregujg w holoferrytyne;

w warunkach in vitro zelazo stymuluje przeksztatcenie podjednostek
ferrytyny w holoferrytyne [22].

W warunkach normalnych, czyli przy niskim stezeniu jondw zelaza, znaczna
cze$¢ ferrytynowego mRNA podlega represji, w wyniku asocjacji z biatkiem, do
formy kompleksu nukleoproteidowego mRNAfer—ferrytyna, ktéry jest nieak-
tywny w procesie translacji.

Wedtug modelu zaproponowanego przez Z&hringera i wspdtpracownikdw
[64], represja mRNAfer spowodowana jest przez interakcje wolnych podjed-
nostek ferrytyny, rozpoznajgcych sekwencje informacyjnego RNA od kohca 5
(ryc. 2). Utworzony kompleks mRNP uniemozliwia witgczenie informacyjnego
RNA do procesu inicjacji biosyntezy biatka. Natomiast przy wzroscie stezenia
zelaza w komdrce nastepuje interakcja zelaza z podjednostkami ferrytyny
uprzednio zwigzanymi z mRN Afer; zachodzi proces derepresji. W konsekwen-
cji, po utworzeniu kompleksu Zzelazo - ferrytyna nastepuje uwolnienie infor-
macyjnego mRNA, specyficznego dla ferrytyny, w peini aktywnego biologicz-
nie, ktory moze zosta¢ bezzwiocznie uzyty do syntezy biatka. Systemy
ochronne komadrki moga wykorzysta¢c nowg ferrytyne do zwiekszenia potenc-
jatu obronnego uktadu biologicznego.

Wystepowanie kompleks6w nukleoproteidowych zaobserwowano w wielu
réznych systemach biologicznych, np.w oocytach (uktad réznicujacy), w retiku-
locytach, nerkach, miesniach (a wiec w tkankach nierdznicujacych) [5], jak
rowniez wowczas, gdy nastepuje szybkie uaktywnienie uktadu biologicznego,
np. w wyniku zaptodnienia jaj ptazéw, gdzie réwniez zachodzi natychmiastowa
aktywacja informacyjnego mRNA, a wiec ma miejsce regulacja na poziomie
translacji.
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Ryc. 2. Schemat ideowy procesu represji i derepresji biosyntezy ferrytyny

Waznego, aczkolwiek posredniego poparcia hipotezy regulacji biosyntezy
ferrytyny w procesie represji —derepresji dostarczyty prace poréwnujagce me-
chanizm biosyntezy albuminy i ferrytyny [66], Wiadomo, ze poziom albuminy
pozostaje na statym, niezmiennym poziomie, co oznacza konieczno$¢ przyjecia
zalozenia o statej biosyntezie tego biatka. Jednoczes$nie stwierdzono, ze
mRNAalb wystepuje w komodrce prawie wytacznie w formie kompleksu
polisomalnego, a wiec w formie aktywnej biologicznie. Natomiast w przypadku
ferrytyny, ktérej synteza jest indukowana obecnoscig zelaza, w normalnym
stanie (tzn. bez podania egzogennego zelaza) wiekszo$¢ mRNAfer wystepuje
w formie kompleksbw mMRNP niezdolnych do biosyntezy biatka. Dopiero
wprowadzenie do ukiladu zelaza powoduje aktywacje mRNAfer w wyniku
przemieszczenia mRNAfer z komplekséw mRNP do rybosomoéw.

Oddzielnym zagadnieniem jest wyjasnienie, czy wszystkie typy podjednos-
tek ferrytyny w rownym stopniu uczestniczg w procesie kontroli translacyjnej.
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W watrobie szczura badano rozmieszczenie mRNA w rdéznych frakcjach
komorkowych przed podaniem i po podaniu zwierzetom soli zelaza [5], Jako
metode detekcji autorzy zastosowali hybrydyzacje mRNAfer z cDNA dla
podjednostek L i H z watroby szczura. Zastosowane sondy cDNA, mimo 50%
homologii sekwencji, nie hybrydyzowaly miedzy sobg. Udowodniono, ze
catkowita ilos¢ mRNAfer nie ulega zmianie pod wptywem zelaza. W wypadku
szczurdw nie traktowanych zelazem stwierdzono wystepowanie znacznych
ilosci mMRNA w formie komplekséow z biatkiem (mMRNP), natomiast nieliczne
byty kompleksy mRNA z rybosomami (polisomy). Obecno$¢ zelaza w komaérce
spowodowata zasadniczg zmiane; wiekszo$¢ mMRNA stwierdzono w poliso-
mach, a nie w kompleksach mRNP. Wyniki tych eksperymentow potwierdzity
wczesniejsza hipoteze, ze zelazo aktywuje pule totalnego komérkowego
mRNA, co znajduje odzwierciedlenie w tworzeniu polisoméw. Autorzy wyka-
zali tez, ze mRNAfer jest aktywowany przez zelazo w sposob specyficzny,
poniewaz indukcja zelazem nie spowodowata zmian w rozmieszczeniu mRNA
specyficznego dla kinazy pirogronianowej i dla albuminy. Catkowita ilos¢
mRNAfer nie byta zréznicowana w zaleznosci od kodowanej podjednostki
biatka, a zatem mozna wnioskowaé, ze obie podjednostki w jednakowym
stopniu uczestniczg w regulacji syntezy ferrytyny.

Doswiadczenia Rogersa i Munro [49] nad indukcja ferrytyny w kulturach
komdrkowych watroby w obecnos$ci i nieobecnos$ci réznych chelatoréw zelaza
potwierdzity, ze wewnatrzkomdrkowe stezenie zelaza jest czynnikiem kon-
trolujacym translacje mRNA dla podjednostek H i L ferrytyny.

Innym modelem doswiadczalnym byta zaba amerykanska, w ktorej komar-
kach embrionalnych idojrzatych indukcje ferrytyny badat zespo6t Theil [19-21,
27, 43, 51, 55-57]. Wedtug tych autoréow regulacja syntezy ferrytyny moze
zachodzi¢ w 2 etapach posttranskrypcyjnych:

1) reaktywacja mRNAfer przechowywanego w formie kompleksow mRNP,

2) konkurencyjna translacja mRNAfer.

Ostatnio w kilku laboratoriach uzyskano wyniki, ktére wykazuja, ze
translacja réznych mRNA w warunkach in vitro charakteryzuje sie¢ ich
zréznicowana wydajnosciag. Analogiczne wyniki konkurencyjnej translacji
uzyskano w systemach in vivo. Zaproponowano dwa modele dla wyjasnienia
podstaw tego zjawiska (por. [23] i prace tam cytowane):

1. Selektywnos$¢ translacji mRNA spowodowana jest obecno$cig okres-
lonych komponentéw uktadu translacyjnego, ktdre charakteryzuja sie specyfi-
cznym powinowactwem w stosunku do okreslonych mRNA.

2. Dyskryminacja jest konsekwencjg réznic w powinowactwie odmiennych
MmRNA w stosunku do niespecyficznego komponentu translacji.

Shull i Theil [55] stwierdzili, ze w retikulocytach kijanek zaby amerykan-
skiej pod wpltywem zwiekszonego stezenia zelaza dochodzi do 40-50 krotnej
stymulacji syntezy ferrytyny, ktéra stanowi do 7,4% produktu catkowitej
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syntezy biatka. Indukcja ta zachodzi bez wzrostu stezenia mMRNA w komoér-
kach indukowanych w poréwnaniu z kontrolnymi. W systemie translacji in
vitro z zarodkdw pszenicy mRNAfer jest wykorzystywany ze znacznie wiekszg
wydajnoscig anizeli inne mRNA obecne w uktadzie (na tle catkowitej syntezy
biatka). Obserwacja ta wskazuje na duzg konkurencyjno$¢ (kompetytywnosc)
translacyjng tego witasnie mRNA. Do podobnych wnioskéw doszli ci sami
autorzy interpretujac wyniki translacyjnej kompetycji w komorkach larw
ptazdw [51] z heterologicznym uktadem translacyjnym, otrzymanym z zarod-
kow pszenicy in vitro [56]. Istotne réwniez byto stwierdzenie, ze pochodzenie
poliA +mRNA (tzn. izolowanych z komoérek kontrolnych lub z traktowanych
zelazem) me miato wptywu na konkurencyjno$¢ translacyjng miedzy mRN A fer
a mMRNA(JO0 Podobne obserwacje, dotyczace kompetytywnej translacji
mRNAfer, poczyniono rowniez w odniesieniu do fibroblastéw myszy [60].

Zgodnie z wczesniejszymi hipotezami o roli struktury mRNA w regulacji
syntezy ferrytyny na poziomie translacji, wielu badaczy podjeto intensywne
badania nad strukturg mRNAfer w r6znych organizmach [6, 11, 20, 21, 24, 45].
Etapem umozliwiajgcym badania molekularne nad mRNAfer byto otrzymanie
klonow cDNA: dla podjednostki H ferrytyny ludzkiej [14, 45] i dla podjednos-
tki L ferrytyny ludzkiej [14], szczura [36] oraz zaby [21]. Badania porownaw -
cze sekwencji dla obu podjednostek ferrytyny pochodzacej z tych organizmoéw
wykazaty, ze w rejonie niekodujagcym 5 mRNA podjednostek H i L szczura,
cztowieka oraz zaby wystepuje uderzajgca zachowawczo$¢ sekwencji dtugosci
28 nukleotydow [36]. Sugerowato to, ze fragment ten odgrywa role w trans-
lacyjnej regulacji syntezy ferrytyny. Istotnie, wkrdétce po pierwszych doniesie-
niach o strukturze odcinka 5 NK mRNAferz r6znych organizméw ukazaty sie
prace, w ktérych przedstawiono regulatorowy charakter sekwencji w 5
odcinku niekodujacym mRNA w translacyjnej kontroli indukcji syntezy
ferrytyny przez zelazo [6, 24, 26]. Hentze i wsp. [26] analizowali koniec 5' NK
mRNAfer podjednostki H cztowieka. Za pomoca analizy delecyjnej klonu
cDNA, zawierajgcego sekwencje 5 NK mRNAfer, i badaniu ekspresji otrzyma-
nych klonéw w transformowanych fibroblastach mysich wykazali, ze 5° NK
sekwencja liderowa zawiera odcinek konieczny dla zaleznej od zelaza regulacji
na poziomie translacji. Odcinek ten zlokalizowali miedzy 30 a 186 nuk-
leotydem przed kodonem inicjatorowym translacji. Sekwencja ta byta réwniez
wystarczajgca na przeniesienie zaleznej od zelaza regulacji translacyjnej na
produkt heterologicznego genu — acetylotransferazy chloramfenikolowej
(CAT).

Aziz i Munro [6] réwniez doniesli o znalezieniu sekwencji regulatorowej
w obrebie 5 NK mRNAfer dla podjednostki L ferrytyny szczura. Sekwencja ta
znajduje sie w obrebie poczatkowych 67 nukleotydow odcinka 5 NK.
Regulatorowe znaczenie tej sekwencji udowodniono przez skonstruowanie
chimerycznego genu sktadajgcego sie z sekwencji 5'i 3 NK mRNA podjednos-
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tki L szczura i bakteryjnej acetylotransferazy chloramfenikolu (CAT). Ekspres-
je chimerycznego genu testowano w kulturze transformowanych komérek
watroby. Autorzy obu doniesien, stosujac analizy komputerowe (stosujac tzw.
program Zuckera) struktury TI-rzedowej mRNA, wykazali, ze w obrebie 5
sekwencji liderowej tworzone by¢ moga struktury Ill-rzedowe (stem-loop).
Hentze i wsp. uwazajg, ze zelazo mogtoby wpltywac na stopieh tworzenia sie
struktury ll-rzedowej przez interakcje z czasteczkami regulacyjnymi i w ten
sposdb kontrolowaé translacje ferrytyny [24],

Grupa Theil analizowata sekwencje 3' NK mRNAfer z kijanki zaby
amerykanskiej [20]. Punktem wyjsciowym tych badan byto wykrycie, ze
w warunkach in vitro mRNAfer ulega specyficznej represji w lizacie z retikulo-
cytow krélika. Celem prowadzonych badan byto stwierdzenie, ktore regiony
mRNA s3g odpowiedzialne za represje w lizacie z retikulocytow niezalezng od
ich pochodzenia, a dodanie r6znych komponentéw nie powodowato jej
odwrocenia. Przykladowo testowano: hemine, faktory inicjatorowe, tRNA,
FeS04, kompleks Fe z ATP itransferyne. Pozytywnego efektu nie spowodowa-
to rowniez uzycie mRNA innego pochodzenia, np. z watroby zamiast z krwi-
nek. W celu wyjasnienia przyczyny obnizenia syntezy ferrytyny w lizacie
retikulocytéw krélika analizowano zdolno$¢ mRNAfer do formowania poliry-
bosomoéw. Mieszaniny translacyjne frakcjonowano w gradiencie sacharozy
i badano RNA w kazdej frakcji przez hybrydyzacje z klonami cDNA
komplementarnymi do mRNAfer lub przez translacje w lizacie z zarodkéw
pszenicy. Wykazano, ze mRNAfer i mRNAgO0 sedymentowaty we frakcji
polirybosomowej lizatu z zarodkow pszenicy, natomiast po frakcjonowaniu
lizatu z retikulocytéw, mRN Afer znaleziono na szczycie gradientu, co oznacza,
ze mRNAfer w lizacie z retikulocytéw byt niezdolny do tworzenia duzych
polirybosoméw. Represja byta wiec specyficzna dla mRN Afer. Fakt, ze trans-
lacja mMRNAfer byta zahamowana w warunkach in vitro oraz ze represja nie
byta zniesiona przez kompleksy zelaza, sugeruje, ze efekt zelaza w warunkach in
vitro moze by¢ przynajmniej czeSciowo posredni, polegajacy na interakcji
zelaza z czasteczkami, ktére z kolei oddziatujg z mRNAfer. W celu okres$lenia
regionow mRN Afer specyficznych dla represji, otrzymano klony cDNA kom-
plementarnego do mRNA specyficznego dla podjednostki M. Klony cDNA
poddawano ukierunkowanej mutagenezie w celu otrzymania delecji w regionie
komplementarnym do odcinka niekodujgcego 3' mRNA dla podjednostki M.
W wyniku mutagenezy otrzymano spektrum klonédw cDNA, zawierajacych
rézne delecje w regionie odpowiadajacym koncowi 3' NK mRNAfer. Z tego
zestawu klonéw cDNA otrzymano odpowiadajgce im spektrum tancuchow
mRNAfer ° r6znej liczbie nukleotydéw w rejonie 3' NK. Analiza translacji tych
MRNA wykazata, ze mRNAfer z najkrotszym (24 nukleotydy) odcinkiem 3' NK
nie ulegat represji w lizacie z retikulocytow krélika i byt ttumaczony na biatko
z wydajnoscig poréwnywalng do uzyskiwanej w lizacie z zarodkéw pszenicy.
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Wydaje sie prawdopodobne, ze sekwencje niekodujgce z koncéw 5 i 3
mRN Afer sg istotne w procesie regulacji translacyjnej. Jednakze nalezy uwzgle-
dni¢ réwniez fakt, ze biosynteza ferrytyny regulowana jest na kilku etapach
posttranskrypcyjnych, a niektére z nich moga by¢ niezalezne od zelaza [58].
Pewne znaczenie ma rowniez regulacja transkrypcyjna [48], Dtugie liniowe
dystanse miedzy regionami 5 i 3' NK potwierdzajg role struktur II- i Ill-
-rzedowych mRNA w procesach interakcji decydujgcych o regulacji trans-
lacyjnej. Podobne obserwacje, dotyczace regionu niekodujgcego 3, stwier-
dzono w przypadku represji translacyjnej /"-interferonu ludzkiego [33].

Frits van der Mark [38] przedstawit hipoteze, ze w materiale ro$linnym,
w przeciwienstwie do materiatu zwierzecego, mamy do czynienia z transkryp-
cyjna kontrolg biosyntezy ferrytyny. W swych pracach prowadzonych na
lisciach fasoli (Phaseolus vulgaris) analizowat ilosci zsyntetyzowanej de novo
ferrytyny w obecnosci zelaza. llosciowe oznaczenia apoferrytyny byly wykona-
ne poprzez immunoprecypitacje z przeciwciatem dla ferrytyny. Na podstawie
takiego okreslenia ilosci biatka autor wnioskowat o ilosci informacyjnego
RNA, specyficznego dla ferrytyny, zdolnego do ekspresji w translacji in vitro.
Nalezy podkresli¢, ze do realizowanych testéw stosowano produkty translacji
w réznych ilosciach ocenianych na podstawie radioaktywnos$ci po precypitacji
zsyntetyzowanego biatka kwasem trojchlorooctowym. Fasole hodowano na
pozywce o réznej zawartosci zelaza w formie wersenianu (autorzy nie podaja
doktadnie stosowanych stezen) w taki sposob, ze koncowa ilo$¢ zelaza
w tkance lisci wynosita 0,9-22 nmoli/mg suchej masy.

Analizowano trzy warianty warunkow:

1. bez zelaza,

2. w obecnosci normalnego stezenia zelaza,

3. w rodlinie ,przetadowanej” zelazem.

Autor stwierdzit, ze zarowno w lisciach, jak i w wyniku translacji in vitro
otrzymuje ilosci ferrytyny bedace w takiej samej relacji ilosciowej jak mRNA
pozyskany z tego materiatu, a mianowicie: 0.25:1:3,7. Na podstawie tego
wyniku wysunieto wniosek, ze zaleznie od stezenia zelaza w uktadzie biologicz-
nym ilos§¢ mRNA specyficznego dla ferrytyny w uktadzie natywnym jest
zmienna, a zatem regulacja biosyntezy ferrytyny zachodzi na poziomie trans-
krypcji.

Z przeprowadzonych eksperymentéw zostal wyciggniety bardzo zasad-
niczy, wrecz fundamentalny dla tego problemu wniosek. Jednakze przed-
stawione rozumowanie opierato sie na kilku przestankach nie w petni popraw-
nych. Po pierwsze, wiarygodna wycena ilosci mMRNA mozliwa jest przez
zastosowanie techniki hybrydyzacji. Po drugie, watpliwy wydaje sie argument,
ze do reakcji translacji in vitro uzyto réwne iloSci mRNA, bowiem wycene
iloSciowg prowadzono na podstawie zliczen w precypitacie uzyskanym za
pomocg kwasu trojchlorooctowego. Po trzecie, wycene ilosciowg zsyntetyzo-
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wanej in vitro apoferrytyny prowadzono za pomoca przeciwciata dla ferrytyny.

W S$wietle przedstawionych uwag krytycznych konkluzja eksperymentow
Fritsa van der Marka, mdéwigca o transkrypcyjnej regulacji biosyntezy roslin-
nej ferrytyny, nie wydaje sie¢ w petni udowodniona. Poniewaz w pracach van
der Marka [38, 39] brakuje danych hybrydyzacyjnych, zmiana wiec w ilosci
aktywnego w translacji mRNAfer moze by¢ przypisana rdwniez aktywacji
zgromadzonego nieaktywnego mRNAfer. Ponadto system translacji in vitro,
stosowany w doswiadczeniu, pochodzi z ro$lin (z zarodkéw pszenicy) i moze
zawiera¢ endogenne czynniki regulatorowe dla syntezy ferrytyny [58]. Wydaje
sie jednak, ze zelazo magazynowane w lisciach (ktore byly materiatem badan)
jest gromadzone z przeznaczeniem dla potrzeb wewngtrzkomoérkowych (czyli
rola ferrytyny sprowadzona jest do biatka ,,gospodarczego”) i dlatego synteza
ferrytyny moze by¢ regulowana zupetnie inaczej niz w komdrkach wyspe-
cjalizowanych do gromadzenia zelaza. Praca van der Marka jest do tej pory
jedynym doniesieniem o regulacji syntezy ferrytyny roS$linnej. Trudno wiec
poréwnywac jej wyniki z danymi dotyczgacymi regulacji u zwierzat. Istotny jest
jeszcze jeden fakt réznigcy synteze ferrytyny roslinnej od zwierzecej — fitofer-
rytyna jest syntetyzowana jako prekursor, ktéry nastepnie ulega transportowi
i dojrzewaniu w chloroplastach [33].

Mozna sformutowaé¢ hipoteze, ze gdy ferrytyna gromadzona jest na
wewnetrzne potrzeby komdrki, synteza biatka moze byé regulowana na
poziomie transkrypcji. Przyktadowo w komorkach biataczkowych linii HL-60
stwierdzono 25 - 40-krotny wzrost ilosci hybrydyzowalnego mRNA w ciggu
3 dni réznicowania sie komoérek do konncowych neutrofilow lub makrofagow.
Jednoczes$nie zmienit sie stosunek ilosciowy syntetyzowanych podjednostek
H:L od 2-7:1 do 16:1 [58], Natomiast w dojrzewajgcych komorkach
biataczkowych (erythroleukemia) indukowanych dwumetylosulfotlenkiem
stwierdzono 2-3-krotny wzrost zdolnego do hybrydyzacji mRNA, kodujgcego
podjednostke H. Nie stwierdzono natomiast zmiany w iloSci mRNA specyficz-
nego dla podjednostki L; réwniez w tym przypadku stosunek H :L ulegt
zwiekszeniu [58].

O charakterze regulacji ekspresji genetycznej decyduje rowniez rodzaj
komérek, w ktérych zachodzi ekspresja ferrytyny. Swiadcza o tym zmiany
w stezeniu ferrytyny w tych samych komdrkach na réznych etapach roz-
wojowych. Poréwnanie dojrzatych krwinek zaby, dojrzewajgcych in vivo,
z linig komorkowa jej komorek embrionalnych wykazato, ze ilos¢ mRNA
(sprawdzona przez hybrydyzacje z cDNA oraz translacje in vitro) dla obu
podjednostek H i L zmniejszyta sie ok. 5-krotnie przy przejsciu z etapu
rozwojowego, w ktdrym komdrki specjalizujg sie w gromadzeniu zelaza, do
etapu dojrzatego, w ktérym zelazo zuzywane jest wytgcznie na potrzeby wilasne
[19]. Poza tym, w przeciwienstwie do komdérek embrionalnych, indukcja
syntezy ferrytyny przez zelazo w dojrzatych komdérkach prowadzi do akumula-
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cji ferrytyny, ktérej towarzyszy wzrost stosunku mRNA specyficznego dla
podjednostki L w stosunku do mRNA specyficznego dla podjednostki H [19].

V. ORGANIZACJA GENOW FERRYTYNY

Wystepowanie 3 typéw podjednostek ferrytyny (H, L, M) oraz specyficzne
komorkowe roznice w I-rzedowej strukturze biatka wskazuja na kodowanie
ferrytyny przez rodzine wielogenowg. Znaleziono sekwencje hybrydyzujgce do
sond cDNA dla podjednostek H i L w genomie cztowieka, szczura i zaby [8,
21, 28].

Liczba fragmentow genowych dla tancucha H waha sie od 4 do 10 [25],
adla L od4do 27 [42, 58]. Rodzina genow podjednostki L cztowieka wydaje
sie mniejsza od rodziny kodujacej podjednostke H. Natomiast stosunkowo
duza ilo$¢ sekwencji kodujacych podjednostke L u szczura moze by¢ przypisa-
na wystepowaniu dojrzatych pseudogendw.

Rozmieszczenie genéw ferrytyny w ludzkich chromosomach zbadano przez
fuzje komérek. Gen dla podjednostki H zlokalizowany jest na chromosomie 11
[25], a dla podjednostki L na chromosomie 19 [58]. Dos$wiadczenia z za-
stosowaniem hybrydyzacji in situ wskazuja na szerokie wystepowanie sekwen-
cji genowych podjednostek H i L na 12 chromosomach, wgczajagc chromosom
szosty, na ktérym znajduje sie jeden z genéw odpowiedzialnych za metabolizm
zelaza [58],

VI. PODSUMOWANIE

Regulacja syntezy biatka jest preferowana na poziomie translacji, jesli ma
miejsce szybka adaptacja komorki do okreslonych warunkéw. Aktywacja juz
istniejgcych, nie ulegajgcych translacji mRNA (uwolnienie mRNA z kompleksu
MmRNP), moze spowodowac znacznie szybszg synteze biatka niz aktywacja
genu, bowiem konieczna jest wéwczas nie tylko synteza nowego informacyj-
nego mRNA, ale takze jego dojrzewanie, transport do cytoplazmy, a dopiero
potem translacja. Kontrola translacyjna moze by¢ preferowana réwniez
w sytuacjach, gdy po indukcji niezbedne jest szybkie przerwanie biosyntezy
(np. faza ,recovery” po szoku termicznym). W przypadku ferrytyny regulacja
na poziomie translacji ma dodatkowy, niezwykle istotny aspekt. Komorki
wyspecjalizowane do gromadzenia ferrytyny sg w stanie udzieli¢ szybkiej
odpowiedzi na zwiekszenie wewnatrzkomérkowego stezenia zelaza (przez
synteze apoferrytyny), bez koniecznosci wnikania zelaza do jgdra komorki.
Wigze sie to bezposrednio z detoksyfikacyjnym charakterem ferrytyny przede
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wszystkim w celu ochrony genetycznego materiatu komérki. Zagrozenie to
wynika z faktu, ze zelazo degraduje gen przez katalizowanie reakcji utworzenia
jonow nadtlenkowego lub ponadtlenkowego, ktére powoduja, jako wolne
rodniki, hydrolize DNA, a przez to sg niebezpieczne dla zywych komorek.
W odréznieniu od DNA, czasteczka RNA jest stosunkowo odporna wobec
wolnych rodnikéw. Rola ochronna ferrytyny polega wiec na zwigzaniu zelaza
na terenie cytoplazmy, ktdra jest miejscem syntezy biatka. W komdrkach
zwierzecych blona jgdrowa zapewne stanowi przeszkode dla migracji zelaza
i wiekszosci jego pochodnych. Bariera, jaka tworzy btona jadrowa, moze zostac
przetamana przez dziatanie bleomycyny — glikoproteidu stosowanego jako
Srodek antynowotworowy, ktéry wigze zelazo w forme aktywujacg tlen
i doprowadza aktywowany kompleks do pozycji umozliwiajgcej ciecie DNA
[58].

Translacyjny mechanizm regulacji ferrytyny istotny jest jeszcze z innego
punktu widzenia. Rownie wazne, jak szybki spadek wewnatrzkomorkowego
stezenia zelaza w wyniku zwigzania jonéw Fe przez nowo syntetyzowane
biatko, moze by¢ réwniez zahamowanie dalszej syntezy biatka. Uwaza sie, ze
zelazo uwalniane jest wolniej z ferrytyny niezupetnie natadowanej zelazem niz
z ferrytyny nasyconej zelazem.

Gdy zmiany w regulacji syntezy ferrytyny wynikajg z etapu rozwojowego
(wzrostu lub réznicowania) organizmu, sygnaty pobudzajgce synteze nie muszg
by¢ zwigzane ze stezeniem zelaza [58] i regulacja moze zachodzi¢ na poziomie
transkrypcji. Rowniez w komorkach gromadzacych zelazo jedynie na we-
wnatrzkomorkowe potrzeby regulacja translacyjna moze by¢ wytgczona przy-
puszczalnie dlatego, ze stezenie zelaza jest zbyt niskie, aby uruchomié systemy
detoksyfikacyjne, lub aby wysyci¢ nosniki zelaza.

Biosynteza ferrytyny jest jeszcze jednym przyktadem na to, ze mechanizmy
regulacji syntezy biatka sg bardzo ztozone, szczegdlnie dla peptydéw, ktérych
ekspresja jest specyficzna komorkowo.
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TERMINALNE KOMPLEKSY SYNTEZY CELULOZY

THE TERMINAL COMPLEXES OF CELLULOSE SYNTHESIS

Krystyna KUDLICKA

Zaktad Anatomii i Cytologii RoS$lin, Uniwersytet Marii Curic-Sktodowskiej w Lublinie

Streszczenie. W btonie komoérek syntetyzujacych celuloze znajdujg sie prawidiowo utozone
granularne struktury zwigzane z syntezg tancuchéw glukanowych i krystalizacjg mikrofibryli
celulozowych. Uktady tych granul nazwano kompleksami terminalnymi. Sa one prawdopodobnie
enzymami katalizujacymi synteze celulozy. Wyrézniono dwa gtéwne typy strukturalne utozenia
podjednostek w kompleksie: uktady liniowy i rozetkowy.

Syntetyzowane na powierzchni btony komoérkowej mikrofibryle s uktadane wedtug okres-
lonego wzoru determinowanego przypuszczalnie przez uktad mikrotubul. Sg jednakze pewne prace
kwestionujgce stuszno$¢ tej hipotezy.

Celuloza syntetyzowana w duzej ilosci przez Acetohacter xylinum jest wydalana na zewnatrz
komérki i moze by¢ otrzymana z kultury bakteryjnej prawie w chemicznie czystej formie.
Prowadzone sg badania majgce na celu wykorzystanie kultur Acetohacter do przemystowej
produkcji celulozy.

Summary. It is assumed that the synthesis of cellulose in the cell is carried out by protein
structures — terminal complexes — situated in cell membrane. Among a diversity of plant types
only a limited number of specialized cellulose synthesizing complexes exist; these can be divided
into two basic groups: complexes of subunits with a rosette configuration or complexes of subunits
that form a linear pattern.

In walls of many algae and in the secondary walls of higher plants, microfibril deposition is
highly oriented. The microfibrils are often deposited parallel to each other. The role of
microtubules in directing this orientation is now disputed by many authors.

Acetohacter xylinum, unlike algae or higher plants, synthesizes cellulose not as a cell wall
component 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. Obtaining Acetohacter xylinum cellulose in
purified form is relatively easy, therefore, this organism has attracted the attention of industry in
recent years.
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Celuloza jest jednym =z najbardziej obficie wystepujgcych naturalnych
polimeréw (polikondensatdw) wykorzystywanych na duzg skale w przemysle.
Gromadzi sie ona gtownie w s$cianach komorek drewna wiekszosci roslin, we
witdknach Inu, a takze duze iloSci celulozy pochodzg z wioskdw baweiny,
zwanych potocznie wiéknami. Sciany komérkowe nie sa zbudowane z czystej
celulozy, ale zawierajg tez pektyny, hemiceluloze oraz lignine i dlatego
w przemysle sktadnik celulozowy musi byé ekstrahowany i oczyszczany.
Rocznie na ziemi syntetyzuje sie i degraduje przeszto 10 mid t celulozy [4],

W roku 1985 Swiatowa produkcja masy celulozowej wynosita 140 min,
a produkcja baweiny okoto 17,5 min t [7]. Produkty zawierajgce duzo celulozy
przez wieki bylty wykorzystywane na opatl, do wytwarzania ubran oraz do
budowy domdw; jej uzytecznosé w Swiecie, mimo ogromnie rozbudowanego
przemystu widkien sztucznych, wzrasta. Ze wzgledu wiec na to laboratoria
wielu krajow badajg strukture i mechanizmy syntezy celulozy w zywych
komodrkach. Podejmuje sie tez liczne préoby syntezy celulozy in vitro z komar-
kowych ekstraktow, ale dotychczas nie udato sie uzyska¢ wydajnej i prostej
techniki takiej syntezy [12, 13, 42].

Celuloza jest homopolimerem (wedtug S$cistej nomenklatury produktem
kondensacji) ztozonym z dziesigtkéw tysiecy podjednostek ztgczonych wigza-
niami B-1,4 glukozydowymi w taincuchy glukanowe. Podjednostka ta sktada sie
z dwu czasteczek glukozy potaczonych ze sobg w taki sposéb, ze jedna jest
obrécona o 180° w stosunku do drugiej (rye. 1A). Miedzy bocznymi grupami
hydroksylowymi tancuchow glukanowych tworzg sie wigzania wodorowe,
ktére umozliwiaja taczenie sie przylegajacych tancuchéw w krystaliczne
mikrofibryle — podstawowe jednostki budujgce $ciany komorkowe (rye. 1B).

Wymiary (grubo$¢) mikrofibryli znajdowanych u réznych ro$lin, a nawet
w roznych stadiach rozwoju komoérki moga by¢ rdzne:

1 Najmniejsze mikrofibryle, nazwane subelementarnymi f.brylami, maja
grubos¢ 1,5 nm; byly one obserwowane w kambium r6znych ros$lin [25]
i w Sluzie pigwy [17],

2. Elementarne fibryle grubosci 3,5 nm wystepujg w pierwotnych $cianach
roslin wyzszych [54] oraz syntetyzowane sg przez Acetobacter xylinum [10].

3. Mikrofibryle grubosci 5-10 nm znajdowane byly we wtérnych $cianach
drewna [33].

4. Mikrofibryle grubosci 10-20 nm wystepujg we wioknach ramii (za [12]).

5. Duze mikrofibryle, grubosci 50-200 nm, wystepujg w $cianach komorek
glonéw morskich [54].

Mikrofibryle celulozowe mozna zobaczy¢ dopiero w mikroskopie elektro-
nowym; obserwowat je po raz pierwszy (w 1933 r.) we wioskach bawetny Ernst
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Ryc. 1. A. Strukturalny wzér wycinka taficucha celulozy. B. Roéwnolegte utozenie tancuchéw
glukanowych w mikrofibryli

Ruska z Uniwersytetu w Berlinie [61]. Ten pierwszy biologiczny obiekt,
badany w mikroskopie elektronowym, jest prawie czystg celulozg. Ruska nie
widziat zbyt wielu szczeg6tdw. Zauwazono je dopiero kilka lat p6zniej, kiedy
zaczeto kontrastowacC preparaty i robi¢ repliki powierzchni $ciany komor-
kowej.

Ze wzgledu na gospodarcze i biologiczne znaczenie celulozy prowadzono
wiele badan nad strukturg i rozwojem mikrofibryli celulozowych oraz nad
syntezg celulozy. Jednak problemy te nie sg catkiem wyjasnione i pozostaja
nadal bez odpowiedzi trzy gtéwne pytania:

1 Jak mikrofibryle sg syntetyzowane?

2. Jak w trakcie syntezy mikrofibryle sg uktadane na powierzchni btony
komérkowej?

3. Jak utozenie mikrofibryli wptywa na wzrost i rozwo6j komarki?

LOKALIZACJA | STRUKTURA KOMPLEKSOW TERMINALNYCH

Pierwsza, do dzi$ aktualna hipoteza wyjasniajgca mechanizm syntezy
mikrofibryli pochodzi sprzed 30 lat [60]. Przypuszczano wtedy, ze synteze
katalizuje enzym zlokalizowany na rosngcym wierzchotku mikrofibryli. Ta
hipoteza zostata w 1964 r. uzupetniona przez Prestona, a przedstawiony model
nazwano hipotezg uporzagdkowanych granul [53]. Byta ona oparta na wyni-
kach analizy preparatow kontrastowo napylanych. Na wewnetrznej warstwie
$ciany splazmolizowanych komérek glonu Chaetomorpha obserwowano granu-
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larne zespoty utozone w rzedy, ktdre byty w bliskim sasiedztwie mikrofibryli.
W pozniejszych badaniach glonu Oocystis metoda freeze-fracture (mrozenia
i tamania) wykazano, ze takie granularne elementy zespotu sg potgczone
z btong cytoplazmatyczng i uznano je wéwczas za hipotetyczne kompleksy
syntetazy celulozowej. Przypuszczano, ze regularnie utozone granule okreslaja
utozenie mikrofibryli w $cianie komdérkowej (ryc. 2) [59].

Ryc. 2. Blony komorkowe przetamane technika freeze-fracture (mrozenia i tamania) [3]. Technika
ta obejmuje szybkie mrozenie tkanki, roztamanie podwdjnej warstwy lipidowej btony komérkowej,
odstoniecie warstw wewnetrznych i odparowanie lodu z powierzchni. W ten spos6b uzyskuje sie
4 powierzchnie: PS — powierzchnia od strony cytoplazmy, PF — wewnetrzna warstwa
wewnetrznej btony komérkowej, EF — wewnetrzna warstwa zewnetrznej btony lipidowej, ES
— zewnetrzna powierzchnia, 1 — podwéjna warstwa lipidowa btony komoérkowej, 2 — btona
wewnetrzna plazmalemmy, 3 — biona zewnetrzna plazmalemmy,---------memmemene- — powierzchnia
tamania, —powierzchnia odparowania lodu

Potozenie tych granularnych podjednostek doktadnie opisali Brown i Mon-
tezinos z Zaktadu Botaniki Uniwersytetu w Teksasie [9, 47]. Podjednostki te
znajdujg sie na wewnetrznej powierzchni wewnetrznej warstwy btony komor-
kowej (PF), a wewnetrzna warstwa styka sie z cytoplazma (ryc. 3).

Dodatkowo na wewnetrznej powierzchni zewnetrznej warstwy (EF) autorzy
obserwowali nieco inny typ liniowo uporzagdkowanych granul, przypuszczalnie
biatkowych, przy ktérych prawie zawsze widoczne byly konce mikrofibryli.
Taki liniowo utozony zesp6t struktur biatkowych nazwali terminalnym kom-
pleksem ijest on do dzi$ uwazany za wtasciwg syntetaze celulozy. Natomiast
zespoty struktur granularnych w wewnetrznej warstwie btony, opisane dawniej
[59], maja jedynie wptyw na kierunek wydtuzania sie mikrofibryli [47], a nie sg
kompleksami enzymatycznymi, jak przypuszczano.

W komérkach duzych morskich glonéw Valonia i Boergesenia liniowe
kompleksy terminalne sg inaczej umiejscowione w btonie komdrkowej niz
u organizméw juz opisanych, co pokazuje ryc. 4 [35, 36, 40, 41]. Podjednostki
kompleksu terminalnego sg nieco wydtuzone i tkwig w btonie komoérkowej, tak
ze jeden wierzchotek podjednostki jest na poziomie zewnetrznej powierzchni,
a drugi wystaje nad wewnetrzng powierzchnie btony ijest zagtebiony w cyto-
plazmie. Liniowe kompleksy terminalne byty obserwowane u Oocystis apicula-
ta [9], Oocystis solitaria [55, 57], Glaucocystis nostochinearum [68], Valonia
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Ryc. 3. Hipotetyczne, liniowe kompleksy terminalne w btonie komdrkowej glonu Oocystis. Z lewej
strony przekrdj poprzeczny przez plazmalemme (PL), z prawej - biona komorkowa jest
rozdzielona metodg freeze-fracture i widoczne sa wewnetrzne powierzchnie EF i PF. Na
powierzchni EF — czarne kropki — podjednostki utozone w liniowe kompleksy terminalne
— TC. W odpowiadajagcych podjednostkom miejscach na powierzchni PF — kuleczki — za-
gtebienia po podjednostkach kompleksow. GZ — granularne zespoty na powierzchni PF i ich
odciski w postaci drobnych kropek na EF. MF — mikrofibrylc na powierzchni btony komdrkowej

Ryc. 4. Podjednostki tworzace liniowy kompleks terminalny w btonie komoérkowej Valonia
i Boergesenia. MF — mikrofibryla powstajaca z taczacych sie tancuchéw glukanowych wy-
chodzacych z podjednostek

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

Inaczej niz u wymienionych roslin wygladaty kompleksy terminalne w bto-
nie komadrkowej glonu Micrasterias, badanego rdwniez metoda freeze-fracture
[18]. Kompleks taki sktada sie z 3-175 heksagonalnych rozetek utozonych
w rzedy na wewnetrznej warstwie btony komdrkowej (PF). Kazda rozetka
sktada sie z szeSciu kulistych czastek. Niekiedy podobne, ale pojedyncze kuliste
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czastki, nazwane przez Muellera i Browna globulami [49], sg widoczne na
zewnetrznej (EF) powierzchni btony komorkowej (ryc. 5). Odpowiadajg one
centrom rozetek i razem z rozetkami stanowig przypuszczalnie kompleksy
syntetazy celulozowej [18, 49].

Ryc. 5. Rozetkowe kompleksy terminalne uwidocznione technikg freeze-fracture, wystepujace

u niektérych glonéw, mszakéw, paprotnikéw i roélin nasiennych. A. Rozetki i globule na

odpowiadajacych sobie powierzchniach PF i EF btony komdrkowej. B. Pojedynczy kompleks
sktadajacy sie z rozetki i globuli i wychodzaca z niego mikrofibryla (MF)

Z wcze$niejszych badan moze wynikaé, ze kuliste struktury kompleksu
pochodza z pecherzykow diktiosomalnych [14, 37, 38]. Na preparatach
bowiem, przy Scianie komorkowej, znajdowaty sie ptaskie pecherzyki z matymi,
20 nm granulkami, prawdopodobnie pochodzenia diktiosomalnego. Niektore
z tych pecherzykéw byly potaczone z btong komdérkowaq i dostarczaty w ten
sposob prekursorow do budowy komplekséw terminalnych.

Poza wspomnianym juz glonem Micrasterias, rozetkowe kompleksy byty
takze obserwowane w komaérkach glonéw Closterium [34] i Spirogyra [29],
mchu Funaria [56], paprotnikéw Adiantum [66], Psilotum [5], skrzypu
Equisetum [15] i w komdrkach ro$lin nasiennych: Ginkgo [5], niektérych zbéz
[49-51], soi [32], fasoli [30], rzodkiewki [63] i we witoskach bawetny [67].
Najwyrazniejsze rozetkowe kompleksy byly widoczne w komodrkach glonow,
prawdopodobnie dlatego, ze mikrofibryle celulozowe w $cianach tych komo-
rek sg duzo wieksze niz w S$cianach pozostatych roslin [12].

Pomimo duzej r6znorodnos$ci przebadanych roslin wyr6zniono tylko dwa
gtdwne typy strukturalne kompleksow terminalnych: liniowe i rozetkowe [5].

Nalezy rowniez wspomnie¢ o zupetnie innych pogladach na temat syntezy
mikrofibryli celulozowych wyrazonych w pracach Grouta [19], a silnie
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popieranych przez Colvina [11]. Grout uwazat, ze nie ma zadnych komplek-
sow terminalnych w komaérkach roslinnych. Synteza celulozy odbywa sie przez
stosunkowo wolne gromadzenie jej prekursoréw w zewnetrznej czesci btony
komorkowej, nastepnie prekursory te szybko precypitujg i krystalizujg w ros-
nagcgq mikrofibryle bez udziatu enzyméw. Poglady te byly oparte na badaniu
metodg deep-etching (giebokiego rytowania) zewnetrznej powierzchni blony
komaérkowej protoplastéw tytoniu, regenerujagcych sciane komdérkowg. Po 16
godz. autor nie widziat kompleks6w terminalnych w btonie komérkowej,
chociaz na powierzchni byly mikrofibryle. Wiadomo jednak, ze kompleksy,
jesli sa wtopione w btone komdrkowga, mogg by¢ widoczne tylko wtedy, kiedy
zostanie odstonieta wewnetrzna powierzchnia btony przez rozdzielenie jej
czesci zewnetrznej od wewnetrznej, jak w metodzie freeze-fracture.

KOMPLEKSY TERMINALNE JAKO SYNTETAZY CELULOZOWE

Nie ma bezposrednich dowodéw na to, ze kompleksy terminalne sg
rzeczywiscie enzymami syntetyzujgcymi celuloze, ale wiele faktow przemawia
za stusznos$cig takiego przypuszczenia. Po pierwsze, kompleksy liniowe byty
obserwowane w potgczeniu z kornicami mikrofibryli [5, 9, 35, 36, 40, 41, 55, 57],
Po drugie, czynniki przerywajgce lub zakidcajagce synteze celulozy (EDTA
u Oocystis [48]) albo barwniki do wykrywania celulozy — czerwieh Kongo czy
Calcofluor (kwas 4,4'-bis (4-anilino-6-bis-(2-hydroksyetylo)amino-s-triazyno
(-2-ylamino)-2-2'-stilbeno)-disulfonowy) u Boergesenia [36] i Oocystis [57]
powodujg zmiane struktury Ilub zanik komplekséow terminalnych. Kiedy
synteza byla wznawiana, pojawialy sie ponownie normalnie zbudowane
kompleksy. Po trzecie, liczba podjednostek w tych kompleksach jest zblizona
do liczby tancuchow glukanowych w powstajgcych mikrofibrylach [9, 36]. Po
czwarte, kompleksy liniowe u Valonia i Boergesenia sg wieksze niz u Oocystis
i ta roznica jest zgodna z rozmiarem ich mikrofibryli.

Nieco trudniej wyjasni¢, jak funkcjonujg kompleksy typu rozetkowego.
Zwigzek takich komplekséw z mikrofibrylami jest czesto trudny do stwier-
dzenia. Nawet w blonie najdoktadniej zbadanego pod tym wzgledem glonu
Micrastenas, w poblizu rozetek widoczne bytly tylko rowkowate zagtebienia
bedace odciskami mikrofibryli, ktére prawdopodobnie stykaty sie z rozetkami
[18].

Najbardziej przekonujgcego jak dotagd dowodu, ze rozetki i globule na
przeciwlegtych powierzchniach btony mogga by¢ czesciami kompleksu syntetazy
celulozowej dostarczyt Hearth [31]. Metodg podwdjnej repliki analizowat on
rozmieszczenie takich komplekséw w rozwijajacych sie elementach ksylemu
u Lepidium sativum. Liczne, mato wyrazne globule znajdowaly sie na powierz-



204 K. KUDLICKA

chni warstwy wewnetrznej (EF), a wyrazne rozetki — na powierzchni zewnetrz-
nej (PF) btony komdérkowej. Najwazniejszy jest fakt, ze rozetki i globule byty
ograniczone do regionu, gdzie tworzy sie $Sciana wtérna i tempo syntezy
celulozy jest najwyzsze.

Organizmy majace syntetazy celulozowe w postaci matych rozetek i globul
zawierajg tez mate elementarne fibryle. W organizmach z wiekszymi mikrofib-
rytami rozetki i globule sg potgczone w wieksze kompleksy. Duze, krystaliczne
mikrofibryle znajduje sie u organizméw majacych kompleksy liniowe. W skazu-
je to na istnienie zwigzku miedzy syntezg mikrofibryli a uktadem podjednostek
w kompleksach terminalnych r6znego typu i wielkosci [13].

ROLA MIKROTUBUL W ULOZENIU MIKROFIBRYLI

W $cianach wielu glonéw i we wtérnych $cianach roslin wyzszych mikrofib-
ryle sa utozone w bardzo regularne warstwy. Sciana wtérna niektérych
elementow ksylemu jest zbudowana z mikrofibryli tworzacych charakterystycz-
ne spirale. Wielu badaczy sadzi, ze na utozenie mikrofibryli wptywajg w jakis
sposéb mikrotubule [20, 26, 27, 40, 43, 44, 58, 62-64]. W mikroskopie
elektronowym bowiem czesto widaé, ze mikrotubule lezg réwnolegte do nowo
zsyntetyzowanych mikrofibryli. Proces uktadania sie mikrofibryli w regularne
warstwy moze by¢ zaburzony przez kolchicyne i inne zwigzki, ktére niszcza
mikrotubule [13].

Wedtug ostatnich badarn kompleksy terminalne nie sg bezposrednio pota-
czone z mikrotubulami. Sugeruje to, ze kompleksy terminalne nie sg przesuwa-
ne przez mikrotubule, lecz funkcje te petnig sity wytwarzane podczas polimery-
zacji tancuchéw glukanowych w mikrofibryle, czyli kompleksy terminalne sg
przesuwane wzdtuz bitony komorkowej przez wydtuzajagce sie mikrofibryle
[13]. Koncepcja ta jest popierana obrazami filmowymi ruchéw, ktére wykonu-
ja komadrki Acetobacter xylinum podczas syntezy celulozy [10]. Syntetyzowane
mikrofibryle celulozowe wydostajgc sie z komdrki odpychaja ja w przeciwnym
kierunku. Mozna wiec wysungé wniosek, ze ruch komorki jest powodowany
przez sity wytwarzane w czasie polimeryzacji i krystalizacji mikrofibryli. Skoro
zatem sity uwalniane w czasie krystalizacji mikrofibryli sg wystarczajace do
nadania ruchu catej komdrce bakterii, to powinny roéwniez wystarczy¢ do
przemieszczania kompleksdw terminalnych w btonie komérkowej, te za$
uktadajg mikrofibryle we wzor wiasciwy $cianie komoérkowej [28].

Chociaz kompleksy terminalne i mikrotubule nie sg bezposrednio potgczo-
ne, to moga by¢ potozone blisko siebie. Czasem w rosngcych komédrkach
glonéw mikrotubule przylegajg scisle do btony komorkowej. Wskutek ich
nacisku btona ulega pofatdowaniu i tworzg sie rowkowate zagtebienia. Moga
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one nadawaé kierunek przesuwajacym sie wewnatrz btony terminalnym
kompleksom syntetazy, stanowigcym element biony [13].

Technikag immunofluorescencji badano zréznicowanie elementéw ksylemu
w hodowli komdérek rosliny ozdobnej Zinnia [16, 45]. Dostarczono nowych
dowoddéw, ktére potwierdzajg zaleznosci miedzy uktadem mikrotubul a po-
wstawaniem mikrofibryli. W rdznicujacych sie elementach ksylemu uktad
powierzchniowych mikrotubul przypominat p6zniejszy spiralny ukiad mikro-
fibryli celulozy w S$cianie wtornej. Jezeli traktowa¢ komorki syntetyzujace
$ciane wtorng odpowiednimi chemikaliami (taksolem), to mozna nie dopusci¢
do wytworzenia sie spiralnego uktadu mikrotubul. Wtedy mikrotubule pozos-
tajg w ustabilizowanym siatkowym wzorze i wowczas w $cianie wtdrnej nie
wytworzy sie spiralny ukitad mikrofibryli [13]. Na tej podstawie wysunieto
wniosek, ze spiralnie utozone mikrotubule warunkujg odpowiednie spiralne
zgrubienie w komoaérkach ksylemu [43-45].

Inne badania wykazujg, ze taki spiralny uktad zgrubien jest wynikiem
samoistnego montazu, w ktérym nie biorg udziatlu mikrotubule [52, 65], Nie
dziatajg one réwniez przy tworzeniu zewnetrznych szkieletéw zwierzat [2]. Tak
samoistnie moga sie montowaé tylko wydtuzone czasteczki, zawierajace
krétkie i elastyczne boczne tafcuchy. Celuloza nie spetnia tych warunkéw, ale
w potaczeniu z innymi polisacharydami $ciany (ksyloglukan [24] lub glukuro-
noksylan [65] mogtaby przybraé strukture zblizong do struktury warunkujacej
tworzenie spiralnego ksztattu. Hipoteze te podtrzymujg obserwacje drewna
lipy, w ktorym stwierdzono, ze spiralne zgrubienia znajdowane sg tylko
w regionach $ciany, gdzie jest zawsze obecny glukuronoksylan [65]. W oma-
wianym teraz modelu bezpos$redni udziat mikrotubul w utozeniu komplekséw
syntetazy celulozowej jest wiec odrzucany. Mikrotubule natomiast moga
kierowa¢ do powierzchni komd&rki pecherzyki zawierajgce polisacharydy lub
nowo zsyntetyzowane komponenty komplekséw syntetazy celulozowej [13].

SYNTEZA CELULOZY PRZEZ ACETOBACTER XYLINUM

Acetobacter xylinum syntetyzuje wysoce krystaliczne mikrofibryle celulozo-
we i wydala je na zewnatrz w postaci diugiej wstazki, ktéra zostaje przy-
czepiona do boku wydtuzonej komarki [10]. Inne rodzaje, oprécz Acetobacter,
z tej samej grupy bakterii Gram-ujemnych (Alcaligenes, Rhisobium) réwniez
syntetyzujg celuloze, ale w mniejszych ilosciach [6, 12]. Do syntezy celulozy
Acetobacter jako substratu zuzywa glukoze [10]. Kiedy jego komdrki hodowa-
ne sg w ptynnej, nie mieszanej pozywce, na powierzchni powstaje galeretowata
warstwa ztozona z poplatanych wstazek celulozy i komérek. Celuloza jest
najobficiej syntetyzowana na powierzchni takiej warstwy. Przez caly czas

6 - PBK 2/89
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hodowli czes¢ komérek z warstwy powierzchniowej jest spychana w dél
i przechodzi stopniowo w coraz gtebsze warstwy kultury, w ktérych aktywnos$¢
syntetyzujgca znacznie maleje, a nawet ustaje [39].

W mikroskopie elektronowym celuloza Acetobacter jest widoczna jako
skrecona spiralnie wstazka. Skrety te powstajg w czasie syntezy na skutek
obrotu komérki dokota wtasnej osi [10].

Metoda freeze-fracture wykazano w otoczce komorkowej rzad czastek
utozonych wzdtuz dtugiej osi komaérki [6, 7, 22]. Czastki te sg przypuszczalnie
podjednostkami kompleksow syntetyzujgcych tancuchy glukanowe. Komplek-
sy te nie przemieszczajg sie w btonie komdrkowej, tak jak kompleksy w btonie
komorek glondw i roslin wyzszych, dlatego nazwano je stacjonarnymi kom -
pleksami terminalnymi [6, 7, 21]. Sg one potozone nad porami perforujgcymi
lipopolisacharydowg otoczke bakterii [70]. Pory takie sga zatem kanatami,
przez ktdre wydostajg sie pojedyncze mikrofibryle. Mikrofibryle z sgsiednich
otworkow tacza sie formujac wigzki, a te z kolei tworzg wstazke.(ryc. 6) [21,
22].

Ryc. 6. Proponowany model syntezy celulozy przez Acetobacter xylinum. W jednej podjednost-
cc kompleksu tancuchy glukanowe tacza sie w subelementarne mikrofibryle, ktére wychodzac
przez pory na zewnatrz komorki tacza sie w wigzki, a te z kolei we wstazke; 1 - lipo-
polisacharydowa otoczka, 2 — przestrzei pcryplazmatyczna, 3 — plazmalemma, 10 nm czastki
— podjednostki komplekséw terminalnych, ? — nie wiadomo doktadnie, czy kompleksy
terminalne sg umieszczone tylko w otoczce lipopolisacharydowej, czy takze w btonic komérkowej

Ukazato sie wiele publikacji Colvina dotyczacych syntezy celulozy przez
Acetobacter xylinum, ktére nie sag zgodne z opisanym pogladem [11]. Wedtug
niego, enzymy w komadrce produkujg rozpuszczalne prekursory celulozy, ktére
sag wydzielane na zewnatrz komérki i w jaki$ sposdb przetwarzane do formy
krystalicznej celulozy bez udzialu enzymoéw. Ale badania metodag freeze-
-fracture i na materiale utrwalonym chemicznie nie potwierdzajg tych
pogladéw, lecz dostarczajg dowoddéw na istnienie enzymoéw w lipidowej
warstwie otoczki bakteryjnej [1, 22, 39, 70].
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PERSPEKTYWY

W ostatnich latach przemyst wykazuje duze zainteresowanie celuloza
syntetyzowang przez Acetobacter, poniewaz mozna jg stosunkowo tatwo
otrzymac¢ w czystej formie. Oprdécz tego, w czasie syntezy z powstajagcymi
tancuchami glukanowymi moga wigzac¢ sie niektdre zwiazki chemiczne, np.
optyczny przeswietlacz — Calcofluor, barwnik czerwien kongo czy karbo-
ksymetyloceluloza (CMC). Komponenty te dodane do pozywki w czasie
syntezy wspoétzawodniczg w tworzeniu wigzan wodorowych i zmieniajg otrzy-
many produkt (ryc. 7) [1, 8, 21, 23],

Ryc. 7. Model syntezy celulozy w obecnosci Calcofluoru. Zwigzek ten taczy sie z zespotami
tancuchéw glukanowych, wychodzacych przez pory i zapobiega tworzeniu wigzan wodorowych,
nie dopuszczajac do wytworzenia wstazki

Obserwacje te sg bardzo interesujgce z teoretycznego i praktycznego
punktu widzenia. Reakcje z Calcofluorem wskazuja, ze polimeryzacja i krys-
talizacja sa procesami S$ciSle potgczonymi, ale niezaleznymi od siebie. Kiedy
krystalizacja zostaje przerwana przez wspomniane czynniki, wdwczas tempo
polimeryzacji wzrasta [1]. Wskazuje to, ze krystalizacja jest procesem limituja-
cym synteze. Reakcja z Calcofluorem jest catkowicie odwracalna, poniewaz
zwigzek ten dziata przypuszczalnie tylko na powierzchnie komarki w poblizu
miejsca polimeryzacji tancuchow glukanowych. Po wymyciu go buforem
synteza normalnej celulozy zostaje wznowiona [23].

By¢ moze w przyszto$ci Acetobacter xylinum bedzie stosowany do przemys-
towej produkcji celulozy, poniewaz ma on wiele zalet. Po pierwsze, wysuszona
warstwa hodowlana przypomina cienki pergaminowy papier. Mozna jej nadac
dowolny ksztatt, stosujac odpowiednie naczynie hodowlane. Po drugie, warst-
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wa ta, oprécz komdérek bakterii, zawiera czystg celuloze; nie wymaga wiec
skomplikowanego procesu oczyszczania. Po trzecie, witasnosci celulozy mogg
by¢ zmienione w czasie syntezy*, dlatego mozna otrzymac¢ wiele nowych
produktow przez kontrolowane zaburzanie procesow krystalizacji i polimery-
zacji. Mikrofibryle celulozowe moga réowniez tgczy¢ sie z innymi polimerami,
stajagc sie w ten sposOb syntetyczno-naturalnym produktem o nowych wtas-
ciwos$ciach [7]. Po czwarte, tempo syntezy celulozy jest bardzo wysokie. Jesli
np. udatoby sie stworzy¢ ciggta hodowle bakteryjng o powierzchni 1 akra (0,4
ha), to w ciggu jednego roku mozna otrzymac¢ 11 350 kg celulozy. Natomiast
1 akr uprawy bawetny daje w ciggu roku 300 kg celulozy. A wiec wydajnosc
syntezy celulozy bakteryjnej jest okoto 35 razy wyzsza niz plon baweiny [4, 7],
Ale proces biotechnologiczny w tej chwili jeszcze jest zbyt kosztowny, gtdwnie
ze wzgledu na koszt substratu glukozowego. Na niewielkg skale celuloza
bakteryjna jest obecnie wykorzystywana na Filipinach do produkcji deseru
pod nazwg ,,Nata de Cocoa” i przez firme Sony w Japonii do wytwarzania
membran gto$nikowych.

Coraz czesciej sag podejmowane préby syntezy celulozy in vitro za pomoca
enzymow izolowanych z bakterii [13, 42]. Wydajnos$¢ tej syntezy jest jednak
zbyt mata w poréwnaniu z syntezg in vivo, ale otrzymywane wyniki zachecajg
do prowadzenia tego typu badan.

Przypuszcza sie rowniez, ze bedzie mozna izolowa¢ z Acetohacter geny
kodujgce enzymy odpowiedzialne za synteze celulozy i przenie$¢ je do
samozywnej sinicy Nostoc. Celuloza mogtaby by¢é woéwczas syntetyzowana
kosztem glukozy pochodzacej z fotosyntezy [4, 6],
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ZASTOSOWANIE ENDONUKLEAZ W BADANIACH
CYTOGENETYCZNYCH

APPLICATION OF ENDONUCLEASES IN CYTOGENETICAL STUDIES

Maria J. OLSZEWSKA, Dorota GERNAND

Zaktad Cytologii i Cytochemii Roélin, Instytut Fizjologii i Cytologii, Uniwersytet £dédzki

Streszczenie. Omowiono trzy grupy metod stosowanych ostatnio w badaniach cytogenetycznych in
situ: wrazliwo$¢ na DN-aze I, nick-translation oraz trawienie enzymami restrykcyjnymi. Metody te
umozliwiajg analize strukturalng i funkcjonalng chromatyny jader interfazowych i chromosoméw
mitotycznych. Wyniki badan z uzyciem przedstawionych technik wykazaly r6znice miedzy
niektorymi kategoriami heterochromatyny pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym.

Summary. Three groups of methods recently applied in cytogenetical studies in situ: DNase
| sensitivity, nick-translation and restriction enzymes digestion have been discussed. The above
methods enable structural and functional analysis of intcrphasc nuclei and mitotic chromosomes.
Results obtained with these techniques show structural and functional differences between some
heterochromatin fractions.

1. WPROWADZENIE

Metody biologii molekularnej sg stosowane do materiatu izolowanego, tj.
przygotowanego w spos6b uniemozliwiajagcy zwykle wglad w poszczegdlne
komorki na réznych etapach ich wzrostu i réznicowania. Skionito to cyto-
genetykow do przystosowania niektorych metod biologii molekularnej do
badan in situ, w ktérych analizie mikroskopowej poddawane sg poszczegdlne
komdrki i chromosomy metafazowe. Uzycie tych metod umozliwia pogtebienie
wiedzy w zakresie:

1 charakterystyki jader w r6znych tkankach, bedgcych na rozmaitych
etapach ro6znicowania;

2. okreslenia funkcji, jakg speiniajg poszczegdlne frakcje chromatyny;

3. badanie struktury molekularnej DNA chromosoméw metafazowych.
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W pracy omoéwiono trzy grupy metod: wrazliwo$¢ na DN-aze I, technike
nick-translation, ktéra moze by¢ uzupetniona trawieniem DN-azg 1, oraz efekt
trawienia enzymami restrykcyjnymi. Wrazliwo$¢ na DN-aze I, ktéra rozcina
DNA w obszarze aktywnej i potencjalnie aktywnej chromatyny, jest metodga
wskazujgcg na te miejsca w chromatynie, ktére moga mie¢ znaczenie w funkc-
jonowaniu gendéw. Nick-translation wskazuje — w zaleznos$ci od modyfikacji
— lokalizacje i wzgledng liczbe aktywnych lub potencjalnie aktywnych genow.
Restryktazy rozpoznajg i rozcinaja DNA w miejscach specyficznych ze wzgledu
na sekwencje nukleotyddw; metoda ta umozliwia lokalizacje odcinkow DNA
ograniczonych przez sekwencje docelowe dla danego enzymu restrykcyjnego.

2. ZASTOSOWANIE DN-azy |

21. METODY

Materiat utrwala sie w sposéb rutynowy dla badan chromosomowych
(mieszanina etanolu lub metanolu z kwasem octowym lodowatym). Nastepnie
poddaje sie trawieniu DN-azg | i dokonuje oceny ubytku DNA. W zaleznoSci
od obiektu badan, ktorym moga by¢ jadra interfazowe lub chromosomy
mitotyczne, stosuje sie rézne sposoby analizy wynikéw.

W badaniach jader interfazowych przeprowadza sie pomiary cytofotometry-
czne po reakcji Feulgena lub po zabarwieniu wybidérczym dla DNA fluoro-
chromem — jodkiem propidyny [8, 16]. Istotne w tej metodzie jest za-
stosowanie fluorochromu, ktéry nie wigze sie specyficznie z parami AT lub GC,
poniewaz uzycie fluorochromu wigzacego sie wybidrczo z parami AT, jak np.
barwnik Hoechst 33258, nie daje wynikdéw jednoznacznych ze wzgledu na
wzmozong fluorescencje heterochromatyny bogatej w pary AT [10]. Ubytki
produktu reakcji Feulgena lub fluorescencji w poréwnaniu z jagdrami nie
poddanymi dziataniu DN-azy | wskazujg na wzgledng ilos¢ DNA podatng na
dziatanie tego enzymu. Druga grupa metod majgcych zastosowanie tylko do
komérek proliferujgcych polega na inkubacji in vivo badanego materiatu z 3H
tymidyng, utrwaleniu i poddaniu cze$ci preparatdw dziataniu DN-azy I;
wytrawione fragmenty DNA ekstrahuje sie kwasem trojchlorooctowym [11].
W autoradiogramach ocenia sie ubytek ziaren srebra w preparatach trawio-
nych w poréwnaniu z preparatami kontrolnymi.

Analize efektu DN-azy | w chromosomach metafazowych mozna prze-
prowadzi¢ takze na chromosomach izolowanych, nie utrwalonych [2], Po
trawieniu DN-azg |, preparaty barwi sie bez wstepnego traktowania barw-
nikiem Giemsy.
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22. WYNIKI TRAWIENIA DN-alu |

Wiadomo, ze struktura chromatyny jest jednym z czynnikdw uczest-
niczacych w regulacji aktywnosci transkrypcyjnej. Chromatyna skondensowa-
na nie jest aktywna transkrypcyjnie; dekondensacja jest jednym z warunkow
transkrypcji. Badania biochemiczne wykazaly, ze transkrypcyjnie aktywne
odcinki DNA wykazujg szczeg6lng konformacje, ktora sprawia, ze sg one
podatne na trawienie DN-azg |. Ponadto DN-aza | moze rozpoznawacd
wybidrczo wrazliwe na nig te obszary chromatyny, ktoére uczestniczg w kont-
roli aktywnos$ci genéw [15].

Wrazliwo$¢ na DN-aze | byta wykorzystana w badaniach zmian konfor-
macyjnych chromatyny w przebiegu cyklu komdérkowego oraz podczas roz-
nicowania komorek.

W odniesieniu do cyklu komérkowego stwierdzono [11], ze chromatyna
jader w fazie Gj jest najbardziej podatna na DN-aze I. Poczawszy od wczesnej
fazy S chromatyna staje sie coraz mniej wrazliwa na te endonukleaze. Jednak
porownanie wynikdw uzyskanych tag metodg z wynikami otrzymanymi po
zastosowaniu innych technik cytochemicznych i ultrastrukturalnych (wigzanie
3H aktynomycyny D, morfometryczna analiza iloSci chromatyny skonden-
sowanej podczas cyklu komoérkowego) [6] wskazuje, ze metoda pomiaru
podatnosci chromatyny na trawienie DN-azg | jest technika mniej czulg niz
procedury stosowane wczesniej.

Ocena wrazliwosci na DN-aze | z zastosowaniem reakcji Feulgena wykaza-
ta, ze chromatyna jader cebuli w korzeniach w okresie spoczynku charak-
teryzuje sie znacznie wiekszg odpornoscia na DN-aze | niz chromatyna
w okresie proliferacji [8]. Wyniki pomiarow fluorescencji rowniez dowiodty, ze
proliferujgce komorki biataczki Rauchera sg bardziej podatne na DN-aze | niz
normalne komdrki $ledziony [16],

Badania efektow DN-azy | w chromosomach metafazowych polegajg na
znalezieniu obszar6w opornych na ten enzym (rye. 1. W zasadzie odcinki
euchromatynowe chromosomoéw metafazowych sa podatne na trawienie
DN-azg |, w przeciwienstwie do heterochromatyny. Oczekiwane wyniki, tj.
opornos$¢ przycentromerowej heterochromatyny, zostaty uzyskane w nieutr-
walonych izolowanych chromosomach myszy [2], W utrwalonych chromo-
somach heterochromatyna przycentromerowa jest oporna na DN-aze | w kon-
centracji 10 ng/ml, ale interstycjalny prazek heterochromatynowy w jednym
z chromosoméw byt podatny na DN-aze | juz w koncentracji 2 ng/ml [1],
Podatno$¢ pewnych frakcji heterochromatyny na dziatanie DN-azy | jest
faktem raczej zaskakujagcym. Analogiczne wyniki otrzymano przy metodzie
nick-translation (por. 3.2).

Przy ocenie wartosci tej metody trzeba stwierdzi¢, ze jest ona obiecujgca
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Ryc. 1. Przyktad wrazliwych i niewrazliwych na DN-aze | regionéw chromo-

somu metafazowego; a — chromosom zabarwiony jednolicie barwnikiem

Giemsy bez wstepnego traktowania; b — wynik metody prazkéw C,

ujawniajacej ciemno zabarwiong heterochromatyne przycentromerowag i pra-

zek interstycjalny; ¢ —zabarwienie barwnikiem Giemsy po trawieniu DN-azg
I: oporna jest tylko heterochromatyna przycentromerowg

w odniesieniu do chromosoméw metafazowych, jednak nie jest obecnie
dostatecznie opracowana do uzytku w badaniach cytochemicznych jgder
interfazowych, a zaséb informacji uzyskanych tg drogg jest niezwykle skromny
w poréwnaniu z wiedzg zgromadzong w wyniku badan biochemicznych.'

3. NICK-TRANSLATION

Metoda ta jest oparta na obecnosci w natywnym DNA odcinkdw jedno-
niciowych, tzw. nicks, ktore reprezentujg strukturalne zmiany chromatyny
zwigzane z aktualng aktywnoscig transkrypcyjna. Wykrycie tych odcinkow
odbywa sie poprzez stwierdzenie ich replikacji w materiale utrwalonym.
Poddanie obiektu badan dziataniu DN-azy | zwieksza zakres informacji
0 zawartos$ci potencjalnie aktywnej chromatyny (por. 2.2.).

31 METODY

Technika nick-translation in situ jest dobrze opracowana. Polega ona na
inkubacji utrwalonego materiatu w mieszaninie wszystkich czterech trojfos-
foranow deoksynukleozydow, z ktorych jeden jest znakowany trytem lub
biotyng, w obecnosci polimerazy DNA I, ewentualnie z dodaniem — w zalez-
nosci od celu badan — DN-azy |. Wizualizacja produktu reakcji nastepuje
badz metoda autoradiograficzng, badz metodg ABC (kompleks awidy-
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na-biotyna-peroksydaza), w ktorej ostatecznie stosuje sie reakcje DAB,
wykrywajacg aktywnos$é peroksydazy.

Z badan poréwnawczych przeprowadzonych przez Iseki [4] (tab. 1) wynika
zgodno$¢ rezultatow uzyskanych technikg autoradiograficzng i metodg ABC.

TABELA .
Wyniki nick-translation in situ (bez DN-azy 1) w réznych
organach szczura [4], wybrane przyktady

Metoda
Organ Rodzaj - .
komoérek autoradiograficzna,
liczba ziaren ABC
, naskorek 50 +
Skoéra
tkanka #aczna 95+9,5 +
Szpik kostny . ,
.. . krwiotworcze 33,7+18,7 +
kosci udowej
Grasica .Ilmfocyty koro.we 14,2+5,1 +
limfocyty rdzeniowe 50
Zotadek _grfu?zomwe_ 32,2+18,0 +
miesnie gtadkie 4.8+4,2
. jabtonek kosmkowy 46+2,5
Jelito czcze
nabtonek kryptowy 50 +

+ w preparatach znajdowaty sie jadra wybarwione i nie wybarwione

W komorkach, ktérych jadra zawieraty ponad 50 ziaren srebra w metodzie
autoradiograficznej, wynik metody ABC byt zawsze pozytywny. Przy liczbie
ziaren w autoradiogramach od ok. 34 do 5, tylko w niektérych jadrach wyniki
metody ABC byly dodatnie. Jadra z liczbg ziaren ponizej 5 nie zawieraty
bragzowych plamek w metodzie ABC; taki wynik nalezy uzna¢ za negatywny.
Metoda autoradiograficzna wydaje sie bardziej przydatna w badaniach porow-
nawczych ilosciowych jader interfazowych i jest bardziej czuta. Do analizy
chromosomoéw mitotycznych nadaje sie lepiej metoda ABC ze wzgledu na
lepszg rozdzielczo$¢ lokalizacji produktu reakcji.

32. WYNIKI METODY NICK-TRANSLATION

W jadrach interfazowych komadrek proliferujgcych myszy linii A9 metoda
nick-translation po zastosowaniu DN-azy | i autoradiografii wykazata — zgo-
dnie z oczekiwaniem — brak wyznakowania w obszarach heterochromatyno-
wych [14]. Jadra komdrek szczura z réznych organdéw bedacych na rozmaitych
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etapach zroznicowania i wykazujagcych odmienng aktywnos$¢ transkrypcyjna
byly obiektem badan, gdzie zastosowano metody autoradiograficzng i ABC
[4], Wybrane przyktady sga zamieszczone w tab. 1 Przedstawione wyniki
wskazujg, ze komorki o wysokim stopniu zréznicowania nie zawieraly jedno-
niciowych fragmentow DNA (nicks) w przeciwieAstwie do komorek proliferuja-
cych lub o znacznej aktywnosci transkrypcyjnej [4],

Chromosomy metafazowe badano po trawieniu DN-azg I. U ssaka
Microtus agrestis euchromatyna w aktywnym chromosomie X jest wrazliwa na
DN-aze |, podczas gdy w nieaktywnym chromosomie X (w tej samej piytce
metafazowej) jest ona niewrazliwa, z wyjatkiem wczes$nie replikujacego was-
kiego obszaru znajdujgcego sie w dystalnej czesci tego chromosomu. Wraz-
liwos¢ na DN-aze | sugeruje obecnosé w tym regionie potencjalnie aktywnej
konformacji DNA (tj. genéw, ktére nie zostaty zdezaktywowane). Podobny
waski region wrazliwy na DN-aze | znaleziono w nieaktywnym chromosomie
X u Gerbillus gerbillus [14],

W komérkach hybrydowych mysz/Microtus agrestis otrzymano aneup-
loidalng linie o pojedynczym aktywnym, chromosomie X. Wykazywatl on
w autoradiograficznej metodzie nick-translation z zastosowaniem DN-azy
| takie same w#asciwosci, jak opisany tu aktywny chromosom X w fibroblas-
tach Microtus agrestis. W linii zawierajagcej pojedynczy nieaktywny chromo-
som X nie byt on radioaktywny na catej dtugosci. W linii, w ktérej nastapita
spontaniczna aktywacja genu HPRT (fosforybozylotransferaza hipoksantyna:
guanina), zlokalizowanego w chromosomie X, pojawita sie wrazliwo$¢ na
DN-aze I; rozmieszczenie ziaren autoradiograficznych byto takie samo, jak
w linii zawierajgcej aktywny chromosom X [5].

Wrazliwo$¢ na DN-aze 1obszardw euchromatynowych stwierdzono takze
w chromosomach cztowieka z zastosowaniem zaréwno tréjfosforandéw nuk-
leozydow znakowanych trytem, jak i biotyng [9].

U myszy heterochromatynowy prgzek interstycjalny wrazliwy na DN-aze
I (por. 2.2) ulegat nick-translation. Byt on wyraznie widoczny po zastosowaniu
techniki znakowania biotyng. Podobnie wyznakowane byty obszary euch-
romatynowe [1].

Z otrzymanych rezultatow wynika, ze istniejg wyrazne réznice w liczbie
miejsc obecnie i potencjalnie aktywnych transkrypcyjnie miedzy jadrami
komorek na réznych etapach réznicowania. W chromosomach metafazowych,
zgodnie z oczekiwaniem, metoda nick-translation z zastosowaniem DN-azy
I wykazuje potencjalng aktywno$¢ transkrypcyjng regionéw euchromatyno-
wych. Interesujagce wyniki otrzymane w odniesieniu do chromosoméw X.
Dezaktywacja jednego z tych chromosomdw (u ssakow pici zenskiej) pocigga
za sobg zanik wrazliwosci na DN-aze I, natomiast aktywacja przywraca mu te
wrazliwo$¢é. Niektore heterochromatynowe prazki C w autosomach i w chro-
mosomach X u ssakéw wydajg sie potencjalnie aktywne transkrypcyjnie.
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Wyniki te sktaniajg do przypuszczenia, ze heterochromatyna wykrywana
metoda prazkéw C nie jest jednorodna funkcjonalnie; pewne nieliczne jej
frakcje wydajg sie potencjalnie aktywne transkrypcyjnie.

4. ZASTOSOWANIE ENDONUKLEAZ RESTRYKCYJNYCH

41. METODY

W metodzie tej analizie poddaje sie chromosomy izolowane, nie utrwalone
lub materiat utrwalony i przygotowany w spos6b powszechnie przyjety do
badan chromosomo6w metafazowych. Po przeprowadzeniu trawienia restryk-
tazg preparaty barwi sie barwnikiem Giemsy lub jodkiem propidyny. Nalezy
podkresli¢, ze niekiedy w preparatach kontrolnych byly obserwowane prazki
wywotane, jak wykazano, obecnos$cig resztek glicerolu dodawanego w wyso-
kich stezeniach do buforu, w ktérym przechowywane sg restryktazy [12].
W wyniku wytrawienia przez restryktaze pewnych fragmentéw chromosomoéow
metafazowych pojawiajg sie w nich miejsca nie barwigce sie; sg to tzw. prazki
negatywne. Pozostate obszary chromosomoéw, oporne na dziatanie zastosowa-
nej restryktazy, widoczne sg jako tzw. prazki pozytywne, tj. intensywnie
barwigce sie (barwnik Giemsy) lub fluoryzujace (jodek propidyny, ryc. 2).

Dobo6r enzymu zalezy od rodzaju poszukiwanych sekwencji specyficznie
cietych przez dang restryktaze. U niektérych gatunkéw, ktérych DNA jest
przynajmniej cze$ciowo sklonowany, dysponuje sie istotng metodycznie wska-

Ryc. 2. Przyktad ujawnienia prazkéw negatywnych w euchromatynie chro-

mosomu metafazowego dziataniem restryktazy; a — chromosom zabarwiony

jednolicie barwnikiem Giemsy bez wstepnego traktowania; b — ujawnienie

heterochromatyny metoda prazkéw C; ¢ — ujawnienie w euchromatynie

waskich prazkdw negatywnych po trawieniu restryktazg i zabarwieniu
barwnikiem Giemsy
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z6wka dotyczacg wystepowania sekwencji docelowych dla danej restryktazy.
Badania mozna poprzedzi¢ lub zweryfikowaé poprzez ustalenie restrykcyjnego
wzoru DNA badanego gatunku. Np. u muntjaka spo$réd pieciu enzymow
restrykcyjnych, dla ktérych sekwencje docelowe zawieraly wylacznie G i C,
jedynie Hae Ill (tab. 2) powodowat wzér prazkowy negatywny (ryc. 2). Autorzy

TABELA 2

Sekwencje rozpoznawane przez enzymy
restrykcyjne

Rozpoznawana sekwencja
Enzym

53
Alu | AGICT
EcoR | G 1AATTC
Hae 1l GG [CC
Hind 111 AiAGCTT
Hinf | G 1ANTC

[17] potwierdzili ten wynik na izolowanym DNA wykazujac, ze prazki
restrykcyjne po elektroforezie na zelu agarozowym powstawaty tylko po
trawieniu Hae IIl. Fragmenty DNA rozciete przez Hae Il u muntjaka byty
réznej diugosci od 200 do 3000 par zasad [17].

Nalezy zwréci¢ uwage, ze restryktazy specyficzne dla sekwencji czteronuk-
leotydowych (tab. 2) rozcinaja DNA na fragmenty krotsze niz restryktazy
atakujace sekwencje szescionukleotydowe. W rezultacie, w wyniku trawienia
tatwiej wyptukiwane sg z chromosomoéw stosunkowo krotkie odcinki DNA (od
100 do 200 par zasad), wyciete przez enzymy restrykcyjne, rozcinajace
sekwencje ztozone z czterech nukleotyddw. Fragmenty od diugosci 1000 par
zasad idiuzsze pozostaja w chromatynie. W konsekwencji prazki nie moga by¢
uwidocznione.

42. WYNIKI TRAWIENIA ENZYMAMI RESTRYKCYJINYMI

Otrzymane wyniki dotyczace euchromatynowych czesci chromosomow
metafazowych wykazujg istnienie w nich obszaréw podatnych na dziatanie
danej restryktazy. Wyraza sie to pojawieniem prazkéw negatywnych o roz-
maitej szerokosci (ryc. 2). Zwykle takie prazki otrzymuje sie po dziataniu
enzymami restrykcyjnymi, ktére nie atakujg heterochromatyny z powodu
braku w niej sekwencji docelowych. W wielu przypadkach obserwowano
wytrawienie jednorodne catej euchromatyny, w rezultacie czego jedynymi
obszarami barwiacymi sie, np. w chromosomach komoérek L myszy, sg obszary
heterochromatyny przycentromerowej [2]. Autorzy ci [2] stosujagc Alu I i EcoR
I (tab. 2) uzyskali w izolowanych chromosomach metafazowych niemal
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catkowite strawienie DNA euchromatyny. Na podstawie takich wynikow,
a takze wynikdw trawienia DN-azg |, (por. 2.2) zostal wyciggniety dosy¢
istotny wniosek, a mianowicie, ze na indukcje prazkow C nie wplywa
utrwalanie [2]. U muntjaka wykazano, ze enzymy restrykcyjne, nie rozcinajace
w atakowanej sekwencji G i C, powodujg pojawienie sie¢ w euchromatynie
prazkéw bogatych w pary AT i odwrotnie [17]. Wytrawianie fragmentow
euchromatynowych przez restryktazy stwierdzono u wielu gatunkéw zwierzat,
np. konik polny, kilka gatunkéw ptazéw, pstrag teczowy, mysz, muntjak [1, 2,
3, 7, 12, 17]. Zwolennicy zastosowania metody restryktaz do analizy chromo-
somow metafazowych sg nawet zdania, ze jest to metoda prostsza niz
powszechnie dotgd uzywane metody prazkowe.

Pozornie zaskakujace wyniki otrzymano w odniesieniu do heterochromaty-
ny. Na podstawie rozréznienia heterochromatyny bogatej w pary AT lub GC
(ryc. 3, ¢, d) mozna byto oczekiwaé, ze enzymy restrykcyjne, rozcinajagce DNA

Ryc. 3. Przyktady wystepowania w chromosomie metafazowym regiondw trawionych réznymi
restryktazami; a — chromosom zabarwiony barwnikiem Giemsy bez wstepnego traktowania;
b — ujawnienie heterochromatyny telomerowej, przycentromerowej i interstycjalnej metodg
prazkéw C; ¢ — fluorescencja po DAPI lub fluorochromie Hoechst 32258: heterochromatyna
telomerowa i przycentromerowa jest bogata w pary AT; d — fluorescencja po chromomycynie A3
lub mitramycynie: prazek interstycjalny jest bogaty w pary GC; e — szerokie prazki negatywne
(jasne) i pozytywne (ciemne) po wytrawieniu EcoR I; f — obszary wytrawione (jasne) i oporne

(heterochromatyna, por. b) na Alu I; g — obszary wytrawione (jasne) przez Hind Ill: hetero-
chromatyna bogata w pary AT (por. c) zostata strawiona; h — prazek wytrawiony (jasny) przez
Hae Ill: heterochromatyna bogata w pary GC (por. d) zostata strawiona; e — h: ~zabarwienie

barwnikiem Giemsy

miedzy A i T, bedag powodowaty obnizenie lub zanik zabarwienia hetero-
chromatyny bogatej w te pary zasad, natomiast restryktazy atakujgce sekwen-
cje bogate w pary GC spowodujg zmniejszenie intensywnosci lub zanik
zabarwienia w obszarach bogatych w GC. Wyniki zgodne z oczekiwaniami
otrzymano u ptazéw [12]. Przycentromerowa heterochromatyna u ropuchy

7 - PBK 2/89
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Buffo americanus jest bogata w pary GC i ulega catkowitemu strawieniu przez
Hae Il (tab. 2). U konika polnego heterochromatyna przy organizatorze
jaderkowym (NOR) jest bogata w pary GC; ulega ona wytrawieniu przez Alu I,
Hae 11l oraz Hinf I (tab. 2). Natomiast segmenty heterochromatynowe bogate
w pary AT nie ulegaly wytrawieniu przez Hind IIlI (tab. 2) [3]. Hind Il nie
powodowat rowniez pojawienia sie pragzk6w negatywnych w obszarach euch-
romatynowych, co mogtoby by¢ zwigzane z szescionukleotydowg sekwencjg
atakowang przez te restryktaze (tab. 2). U konika polnego wykazano ponadto
[3], ze heterochromatyna bogata w pary AT jest trawiona przez Alu | oraz
Hinf | (tab. 2).

Z przytoczonych rezultatéw badan wynika pewna sprzeczno$¢ miedzy
stwierdzong dominacjg par AT lub GC w heterochromatynie a brakiem efektu
restryktaz rozcinajgcych DNA w miejscach zawierajagcych A lub T i odwrotnie
— skutecznos$¢ restryktaz atakujacych sekwencje sktadajgce sie z G i C w hete-
rochromatynie bogatej w pary AT. Sg co najmniej dwie przyczyny tych
sprzecznosci. Po pierwsze, odcinek DNA ograniczony przez sekwencje bogate
np. w pary GC moze zawiera¢ znaczne liczby par AT we fragmencie miedzy
sekwencjami docelowymi dla danej restryktazy. Po drugie, wiadomo, ze
heterochromatyna w chromosomach metafazowych sktada sie z wielu tzw.
subprazkéw widocznych w mniej skondensowanych chromosomach profazo-
wych lub prometafazowych; poszczegdlne subprazki moga sie rézni¢ pod
wzgledem sktadu nukleotydowego ich satelitarnego DNA. U muntjaka prazek
C w jednym z chromosomoéw zawiera heterochromatyne wrazliwg na Alu
I (tab. 2) i oporng na te restryktaze, chociaz jest on bogaty w pary AT,
poniewaz w cato$ci wykazuje intensywng fluorescencje po barwieniu DAPI
[17].

Otrzymane wyniki wykazujg, ze zastosowanie in situ restryktaz stanowi
cenng metode umozliwiajagcg analize struktury molekularnej DNA chromo-
somoéw metafazowych. W wyniku dziatania enzymow restrykcyjnych pojawiajg
sie w chromosomach metafazowych prgzki negatywne, powstate jako rezultat
wyciecia fragmentow czasteczki DNA ograniczonych specyficznymi sekwen-
cjami nukleotydéw i o swoistym miejscu ciecia w ich obrebie. Trzeba
podkres$li¢, ze pojedynczo rozmieszczone sekwencje po ich wycieciu nie
powodujg powstania wzoru pragzkowego [13].
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WIELOETAPOWA PATOGENEZA CHLONIAKOW

MULTIFACTORIAL PATHOGENESIS OF HUMAN LYMPHOMAS

Danuta ROZYNKOWA, Zofia Monika RUPNIEWSKA

Samodzielna Pracownia Genetyki Cztowieka AM w Lublinie

Streszczenie. Chtoniaki charakteryzuje niekontrolowana proliferacja komaérek limfopoetycznych,
przy réwnoczesnym zahamowaniu roéznicowania i dojrzewania. Etiologia tych chordb jest jeszcze
niedostatecznie znana, chociaz dla ich powstania konieczne jest wspo6tdziatanie wielu mechaniz-
mow, jak:

translokacje chromosomowe by¢é moze wywotane bltedem w dziataniu enzymoéw, ktére
w prawidtowych warunkach katalizujg fizjologiczne rekombinacje w toku tkankowo swoistego
dojrzewania;

aktywacja niektérych proto-onkogenéw oraz wspdétdziatanie co najmniej dwu proto-on-
kogendw;

autokrynna stymulacja wzrostu komorki;

udziat wirusa Epsteina-Barr i innych wiruséw;

wplyw przewlektej malarii i innych zakazer pasozytniczych;

upo$ledzenie nadzoru immunologicznego.

Mechanizmy te zostaty oméwione w kolejnych rozdziatach niniejszej pracy.

Summary. B derived lymphomas are characterized by uncontrolled high lymphoid cell proliferation
with concomitant low or suppressed maturation and differentiation activities.While the etiology
of these malignancies is, as yet, not completely elucidated, several belowlisted mechanisms are
known to be involved in the development of lymphomas:

chromosome translocations, possibly resulting from errors in recombinase functions which
play physiologic role in the tissue specific genomic rearrangements of differentiating lymphocytes;

activation of some proto-oncogenes with at least two c-onc genes engaged in cooperation;

stimulation of cell autocrine growth;

the involvement of Epstein-Barr virus and of other viruses;

the role of chronic malaria and other parasitic infections;

deficient immunologic surveillance.

Recent advances in above topics are discussed in details.
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1. WPROWADZENIE

Chtoniaki, podobnie jak i biataczki limfatyczne, charakteryzuja sie niekon-
trolowang proliferacja komorek limfopoetycznych przy réwnoczesnym zaha-
mowaniu réznicowania i dojrzewania. Etiologia tych chorob jest jeszcze
niedostatecznie znana, chociaz wiadomo, ze dla ich powstania konieczne jest
wspotdziatanie wielu mechanizmow patogennych. Zostang one przedstawione
na przykitadzie chtoniaka Burkitta (Burkitt lymphoma, w skrdcie BL), ktdry
stanowi model do badan nad patogeneza chtoniakéw B-komérkowych [108,
109]. BL jest nowotworem o charakterystycznej strukturze morfologicznej,
ktory jest zaliczany wedtug Working Formulation of Non-Hodgkin’s Lymp-
homas [145] do chioniakéw o wysokim stopniu ztos$liwosci, wychodzacym
z matych nierozszczepionych komodrek (small non-cleaved cells).

2. POSTACIE EPIDEMIOLOGICZNE | PATOGENETYCZNE CHLONIAKA BURKITTA

W aspekcie epidemiologicznym i patogenetycznym rozrdznia si¢ obecnie
trzy postacie BL: endemiczna, sporadyczng i niedawno opisang postaé zwigza-
ng z zespotem nabytego braku odpornosci (w skrdécie AIDS), tzw. AIDS-BL
[183].

Posta¢ endemiczna BL wystepuje w Afryce podzwrotnikowej i Nowej
Gwinei. Jest ona etiologicznie zwigzana z wirusem Epsteina-Barr (w skrdcie
EBV) [53], przy czym bardzo waznym czynnikiem ryzyka jest endemiczna
malaria oraz inne zakazenia pasozytnicze. Jednakze dla powstania nowotworu
konieczne sg jeszcze dodatkowe zmiany genetyczne, ktére tlumaczg mono-
klonalno$¢ nowotworu iréznice fenotypowe miedzy komoérkami BL zawierajg-
cymi genom EBV a komoérkami limfoidalnymi unieSmiertelnionymi in vitro
przez EBV [90].

Posta¢ sporadyczna BL wystepujgca w Europie, Ameryce Poéinocnej
i Japonii, nie jest zwigzana z zakazeniem EBV [20] i stanowi typowy przykitad
rzadkiego nowotworu o catkowicie nieznanej etiologii.

Obraz kliniczny postaci endemicznej BL jest nieco odmienny od postaci

sporadycznej. Mianowicie w tej pierwszej — pierwotng lokalizacjg guza jest
zuchwa i stosunkowo rzadko wystepuje biataczka, natomiast w postaci
sporadycznej — guz poczatkowo jest zlokalizowany w jamie brzusznej,

a konwersja biataczkowa zachodzi czesto.

AIDS-BL, podobnie jak posta¢ endemiczna, jest zwigzana z genomem EBV
[129, 172, 183], przy czym prawdopodobne role wiruséw rdéznie sg objasniane.
Jedna z hipotez zaktada, ze ludzki wirus zespotu nabytego braku odpornosci
(Human Immunodeficiency Virus, w skrécie HIV, wcze$niej nazywany Lymph-
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adenopathy-Associated Virus, w skrucie LAV, lub Immunodeficiency-As-
sociated Virus, w skrécie IDAV, wzglednie HTLV IIl) odpowiada za rozwdj
immunosupresji, EBV za$ za rozw6j BL. Te sugestie potwierdza obserwacja, ze
HIV zakaza i replikuje rowniez w komdrkach B, jesli w ich DNA znajduje sie
genom EBV; komorki B nie zakazone EBV nie sg komdrkami docelowymi dla
HIV, ktéory — jak powszechnie wiadomo — zakaza pomocnicze limfocyty
T [1]. Inne wyjasnienie przyjmuje, ze powstanie i rozwdj klonu komorki
B stransformowanej przez EBV jest nastepstwem upos$ledzonego nadzoru
immunologicznego wskutek zakazenia limfocytéw T pomocniczych [1].

Przed dwoma laty zostat wykryty w pracowni Galio w USA nowy wirus
— ludzki wirus limfotropowy B (Human B-Lymphotropic Virus, w skrocie
HBLV), podobny do wiruséw z rodziny Herpetoviridae [81]. Wirus ten zostat
wyizolowany z komdérek od chorych na nieziarnicze chtoniaki lub z nienowo-
tworowym przerostem weztéw chtonnych, w tym dwu chorych HIV serododat-
nich [80, 149], Z odkryciem tym wigzg sie dodatkowe mozliwosci wspdt-
dziatania miedzy HBLV a EBV w patogenezie zaburzen immunoregulacyjnych
i transformacji nowotworowej limfocytéw B.

3. TRANSLOKACJE CHROMOSOMOWE W CHLONIAKU BURKITTA I W INNYCH
CHLONIAKACH

W szystkie trzy postacie BL wigza sie z nieprzypadkowymi, powtarzajacymi
sie translokacjami chromosomoéw. W 75-85% przypadkéw zaréwno endemicz-
nych, jak i sporadycznych BL mozna znalez¢ translokacje t/8; 14/ /q24/ 1 q32/.
Ta zmiana kariotypu jest zarowno w komdrkach zakazonych EBV, jak
i w komdrkach EBV ujemnych; nie zalezy wiec od obecnos$ci wirusa.

W 15-25% przypadkéw BL wystepuja dwa inne warianty translokacji,
w ktdrych uczestniczy chromosom 8 (prazek q24). W czestszym wariancie (ok.
10% przypadkdéw) jest to translokacja t/8; 22//q24; ql 1/, w rzadszym (ok. 5%
przypadkéw) jest to translokacja t/2; 8/p12; q24/ [74].

W niewielkim procencie chorych zardwno w sporadycznej, jak i endemicz-
nej postaci BL nie udato sie wykryé zadnej z tych trzech typowych translokacji
[12, 14, 48], co mogtoby sugerowaé, ze nie sa one konieczne do rozwoju BL.
Klein i Klein [91] majg zdecydowanie odmienne zdanie sadzac, ze istnieje
prawie 100% zwigzek miedzy jedng z trzech podstawowych translokacji a BL.

Oprécz tych podstawowych translokacji zdarzajg sie w BL, podobnie
zresztg jak i w innych nowotworach, dodatkowe aberracje chromosomowe.
Wedtug Berger i Berheima [11] spotyka sie je w okoto 70% przypadkow, przy
czym najczesciej polegajg na rearanzacjach struktury dtugich ramion chromo-
somu 1
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W znacznym procencie chtoniakéw i biataczek innych niz BL, ktére sa
czesciej spotykane w Europie i Ameryce, wystepujg charakterystyczne trans-
lokacje dotyczace dtugich ramion chromosomu 14. Translokacje te spotykano
zarobwno w chioniakach B, jak i T-komoérkowych. W diugich ramionach
chromosomu 14 znajdujg sie:

locus tancucha alfa receptora komérki T (w skrocie T alfa R) — 14q 11,

locus tanicucha ciezkiego lg (w skrécie IgH) — 14932 [74].

Natomiast loci tancuchéw lekkich Ig (w skrécie IgL) leza w chromosomach
20 22, ktdre, jak to juz wspomniano, uczestniczg w translokacjach spotykanych
w BL, a takze w translokacjach wystepujagcych w ostrych biataczkach
B-komoérkowych. W chromosomie 2pl 1znajduje sie locus IgL kappa, w 22q 11
za$ locus IgL lambda [74]. Udzial genéw Ig i genow receptora komorki
T w translokacjach chromosomowych wystepujacych w chtoniakach i biatacz-
kach przedstawiono w tab. 1

Jednakze w nowotworach limfoidalnych, podobnie zresztg jak we wszyst-
kich nowotworach, uczestniczg jeszcze inne geny, zwane proto-onkogenami lub
onkogenami komoérkowymi (w skrdcie c-onc). C-onc sa genami starymi
ewolucyjnie. Zdaniem Bishopa [16] sa one przechowywane podczas ewolucji
od ponad 1000 milionéw lat. Wykryto je u nizszych eukariontéw ewolucyjnie
tak odlegtych od cztowieka, jak drozdze piwne i muszka owocowa. Ekspresja
c-onc wystepuje w réznych okresach wzrostu i réznicowania prawidtowych
komorek. lIstniejg Sciste powigzania miedzy c-onc a pozakomdrkowymi czyn-
nikami wzrostowymi. Powigzania te sg albo bezposrednie, poniewaz niektére
c-onc kodujg czynniki wzrostowe, albo posrednie, poniewaz inne c-onc kodujg
receptory dla czynnikéw wzrostowych i hormonéw, lub uczestniczag w innych
mechanizmach regulujagcych wzrost komorek. W tab. 2 przedstawiono c-onc,
ktére przypuszczalnie uczestniczg w etiologii nieziarniczych chtoniakéw. Rola
tych c-onc byla oceniana trzema odmiennymi metodami:

analizg najczesciej wystepujacych punktéw ztaman rozpoznawanych meto-
dami cytogenetycznymi,

technika transfekcji w linie komorkowag NIH 3T3, wyprowadzong z fibro-
blastow myszy,

badaniami ekspresji genu.

4. TRANSLOKACJE CHROMOSOMOWE A MIEJSCA tAMLIWE | EKSPOZYCJA
NA MUTAGENY

Punkt ztamania w chromosomie 8 w komorkach BL pokrywa sie z miejs-
cem powszechnie tamliwym (common chromosomal fragile sites, w skrécie
c-fra). C-fra, ktorych w chromosomach cztowieka jest okoto 110 po indukcji



Udziat genéw immunoglobulinowych (lg)

TABELA |
i genéw

receptora komdrki T w translokacjach

chromosomowych wystepujacych w chtoniakach i biataczkach limfatycznych

Lokalizacja
Gen
chromosomowa

Locus taficucha cigzkiego Ig 14q32
Locus tancucha lekkiego

lambda 22ql1
Locus tancucha lekkiego

kappa 2pll
Locus genu tancucha alfa

receptora komorki T 14q 11
Locus genu tancucha beta 7q934-35
Locus genu gamma 7p 14-15

Locus genu tafncucha delta wewnatrz locus
tancucha alfa,
ok. 85 kz po-
wyzej (upstre-
am ) rejonu sta-
tego locus alfa
w chromosomie

14 (68a, 158 a)

Translokacja

t /8; 14/ /q24; q32/

t/11; 14/ /ql13;q32/

t/2; 141//pl3; q32/
t/14; 18//932; q21/

t/8; 22/ /q24; ql 1/

t /2; 8/ Ip12; q24/

t /8; 14//924; ql 1/
(analogiczna do
translokacji w
chtoniaku  Burki-
tta)

t/10; 14//q24; q11/
t/11; 14//p13; ql 1/

inv /14/ /ql 1; q32/

t /14;/ Iql 1, q32/

t /7; 11/ /q35; 13/

Nowotwor

85% przypadkéw chioniaka
Burkitta i ostrych biataczek
B-komérkowych

Przewlekta biataczka B-ko-
moérkowa (posta¢ u dorostych),
szpiczak plazmocytowy
Przewlekta biataczka B-ko-
morkowa (posta¢ dziecieca)
Chtoniak guzkowy

10% przypadkdow chioniaka
Burkitta i ostrych bialaczek
B-komérkowych

5% przypadkéw chioniaka
Burkitta i ostrych biataczek
B-komadrkowych

Ostre biataczki T-komérkowe

Ostre biataczki T-komoérkowe
Ostre biataczki T-komérkowe

(opisano jednak przypadek
ostrej biataczki z komorek
pre-B)

Ostre biataczki T-komorkowe
i przewlekte biataczki, chto-
niaki T-komoérkowe

Ostre biataczki T-komérkowe
i przewlekte biataczki, chio-
niaki T-komérkowe oraz cho-
rzy z ataksia telangiectasia
(u kilku z nich z inv /14/, lub
t /14; 14/ rozwineta sie prze-

wlekta biataczka T-komar-
kowa)
Ostra biataczka — chtoniak

T komoérkowa u dziecka

Wszystkie trzy loci (alfa, beta i gamma) receptora ‘komorki T pokrywajg ‘sie-z.miejscami powszechnie famliwymi.
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ekspresji in vitro, nalezg do grupy zjawisk ewolucyjnie bardzo dawnych.
tamliwos¢ tych miejsc wzmaga sie gwattownie, gdy hodowane komadrki
zostang poddane dziataniu mutagenow lub karcinogenow [99, 180]. Lokalizac-
ja 72% znanych proto-onkogenow pokrywa sie z c-fra, przy czym te ostatnie
pokrywajg sie czesto z punktami ztaman poprzedzajgcymi translokacje chro-
mosomoéw [181].

Po  znalezieniu generalnej korelacji miedzy lokalizacjg: c-fra,
proto-onkogendéw i punktow ztaman w chromosomach translokacyjnych,
cechujacych niektére nowotwory, rozwineta sie intrygujaca hipoteza, ze c-fra
mogtyby odpowiada¢ miejscom superpodatnej chromatyny aktywnych genéw
0 duzej (60-80%) zawartosci guaniny, jak np. rejonom promotorowym czyn-
nikéw wzrostowych, onkogendéw, gendéw podstawowej przemiany komorki
(housekeeping) oraz sekwencjom regulatorowym.

Yunis i wsp. [181] indukowali c-fra za pomocg 16 réznych mutagendw
dziatajacych poprzez r6zne mechanizmy, m.in. antyfoliandw, benzenu, cyto-
statykdw i promieniowania gamma. Szczeg6lng wymowe majg mikrofotografie
defektow chromosomowych indukowanych in vitro promieniowaniem gamma,
busulfanem i fluorouracylem z kofeing w limfocytach krwi obwodowej zdro-
wych dawcéw. Te chromosomy translokacyjne sg nie do odréznienia zar6wno
od niektorych defektow w chromosomach komorek chtoniakowych, jak
1 komorek innych nowotworéw, np.:

t/l 1; 14/q 23; q 32.3/ — ktorg spotyka sie w przewlektej biataczce limfatycz-
nej i chtoniaku limfocytowym B komoérkowym,

inv/14//q 11.2;q32.3/ — jak w biataczce limfatycznej T komdrkowej;

del/6//q21;925/ — jak w nieziarniczym chtoniaku wielokomérkowym
Heim i Mitelman [74] podaja, ze az 15% nieziarniczych chtoniakéw ma 6q —).

W Swietle tych doswiadczen translokacje chromosomowe w dalszym ciggu
pozostaja kluczowym zdarzeniem w chromosomowej ewolucji nowotworéw
cztowieka. Nasuwajg sie dwa zasadnicze pytania: Co powoduje specyficzne
translokacje lub inwersje? Kiedy w procesie ztoSliwej transformacji komorek'
zachodzg translokacje albo inne aberracje chromosomowe?

Wedtug obecnych teorii realizacja aberracji chromosomowych moze by¢
wynikiem pomytkowych reakcji enzymatycznych, ktore w prawidtowych wa-
runkach katalizujg fizjologiczne rekombinacje w toku tkankowo swoistego
dojrzewania [71]. Teoria ta zostanie tu oméwiona w szczegOtach.

Jaka jest rola c-fra w predyspozycji do rearanzacji chromosomodw i trans-
formacji nowotworowej? Czynniki indukujgce c-fra uszkadzaja takze replikacje
DNA, blokujac przesuw widetek replikacyjnych i/lub hamujg procesy napraw -
cze DNA [100]. Obserwowana zmienno$¢ ekspresji c-fra in vitro moze
odzwierciedla¢ indywidualng zdolno$¢ do naprawy DNA. Szczeg6towych
wyjasnien na postawione pytanie mozna spodziewaé sie po badaniach popula-
cyjnych okreslajgcych czesto$¢ c-fra u ludzi zdrowych ichorych na nowotwory
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i po znajomosci sekwencji DNA w c-fra oraz poréwnaniu struktury molekular-
nej c-fra z sekwencjami ztaman specyficznych dla komdérek stransformowa-
nych.

5 WRODZONE TRANSLOKACJE CHROMOSOMOWE

Istnieje jeszcze jedno Zzrodto informacji o zaleznos$ciach pomiedzy trans-
lokacjami chromosomowymi a transformacjg' nowotworowga. Sa to obserwacje
chorych z wrodzonymi translokacjami chromosomow. Niektérzy sposrod
nosicieli wrodzonych wymiennych translokacji, dotyczacych chromosomdéw 13
1 14, sg predysponowani do biataczek T- lub B-komdérkowych. Szczeg6towa
analiza chromosomoéw translokacyjnych u dwu takich chorych wykazata
punkt ztamania w pragzku q11 chromosomu 14. U 17-letniego chtopca
z translokacja 9; 14 rozwingt sie chtoniak limfoblastyczny T-komdrkowy,
a u 35-letniego mezczyzny z translokacjg 13; 14 — biataczka T-komdérkowa
[127]. W 14911 znajduje sie locus T alfa R. Wedtug teorii Pathaka [127]
translokacja typu tandem 13; 14 z miejscem ztamania w prazku 32 chromo-
somu 14, czyli w pozycji locus IgH lub z inwersjg tego rejonu, moze stanowié
genetyczng predyspozycje do nowotworéw wychodzacych z komdrek B.

6. KOMORKOWY PROTO-ONKOGEN myc | JEGO ROLA W CHLONIAKU BURKITTA

Proto-onkogen myc (cellular myc, w skrdcie c-myc) znajduje sie w dystalnej
czesci diugich ramion chromosomu 8/8g24/. W poblizu c-myc lezy jeszcze
drugi proto-onkogen mos /8qll lub 8g22/ [75], homologiczny z onkogenem
retrowirusa miesaka Moloney’a myszy i niedawno wykryty gen lub geny mrs
(od myeloid-related sequence) /8q211-22/ [110]. C-myc jest komdrkowym
prekursorem wirusowego onkogenu myc (viral myc, w skrécie v-myc), ktory
wystepuje w genomie czterech szybko transformujacych retrowirus6w mielocy-
tomatozy ptakéw, a mianowicie w MC 29, MH 2, CM Il i OK 10 [50]. MH
2 jest retrowirusem o dwoch onkogenach: v-myc i v-mil, dziatajgcych synergis-
tycznie w procesie transformacji [63, 86, 182].

Jednakze v-myc jest w istocie nowym genem nie wystepujacym w prawid-
towych komdrkach [49, 50, 168]. Badania v-myc retrowirusa MC 29 wykazaty,
ze jest on genetyczng hybryda ztozong z delecyjnego genu retrowirusa gag,
ktory koduje biatka wnetrza wirionu oraz c-myc, ale pozbawionego catego
pierwszego egzonu, czyli egzonu od strony 5' [168]. Tego samego egzonu 5' nie
majg takze trzy pozostate retrowirusy mielocytomatozy ptakéow: MH 2 [86,
182], CM Il i OK 10 [50, 72]. Fakt, ze ten sam egzon ulegt wybidrczej delecji
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podczas transdukcji przez r6zne retrowirusy wskazuje, ze jego utrata jest
krytycznym warunkiem dla czynnosci transformujgcej v-myec.

C-myc w genomie cztowieka sktada sie z trzech egzonéw rozdzielonych
dwoma intronami [32, 169]. Tylko drugi i trzeci egzon ulegajg translacji.
Pierwszy egzon, mimo ze nie kodujacy, jest uderzajagca cechg struktury c-myec.
Jest to dosy¢ duzy odcinek DNA zitozony z ponad 550 nukleotyddw, ktory
zawiera dwa promotory [169] i kodony terminacyjne we wszystkich trzech
ramkach odczytu, nie ma jednak kodondw inicjujagcych [7]. Mimo braku
potencjatu kodowania pierwszy egzon przetrwal ewolucyjne przemiany i jest
obecny w genomach tak odlegtych ewolucyjnie, jak gryzonie i ludzie [7, 13].
Nie wykluczone, ze egzon ten petni czynnosci typu regulatorowego.

Poznanie mechanizméw rzadzacych fizjologiczng regulacja c-myc jest
niezwykle wazne, poniewaz wykazano, ze rozregulowanie ekspresji c-myc, np.
w nastepstwie ztamania i translokacji miedzychromosomowych, wystarczy dla
konwersji tego proto-onkogenu w onkogen. Badania ekspresji c-myc prowa-
dzone metoda transkrypcji w izolowanych jadrach komérkowych w r6znych
typach komorek cztowieka [9, 23, 52] i myszy [111, 123] wykazaty, ze
transkrypcje pierwszego nie kodujacego egzonu udaje sie aktywowac czesciej
niz dwu pozostatych kodujacych egzonéw. Jest to szczeg6lnie widoczne, gdy
komorka zostaje pobudzona do koncowego roznicowania i transkrypcja dwu
kodujacych egzonéw jest znamiennie zredukowana [9, 52, 111]. Przy inter-
pretacji tych wynikow przyjeto, ze w warunkach prawidtowych transkrypcja
c-myc ulega przedwczesnemu wygaszeniu juz w miejscu potgczenia pierwszego
egzonu z pierwszym intronem, co ma znaczenie w regulacji ekspresji genu.
Wykryto kilka rejonéw regulatorowych w obrebie pierwszego egzonu [26, 105,
143, 175]. Transkrypcja c-myc ma by¢ inicjowana przez gtdwny promotor (P 2)
z egzonu pierwszego, przy czym reakcja ta, zdaniem Chunga i wsp. [27], jest
katalizowana, przynajmniej w warunkach in vitro przez polimeryzacje RNA
I1l, podczas gdy Bentley i Groudine [10] wymieniajg polimeraze RNA II.

Produktem c-myc jest fosfoproteina 65-68 kd o krotkim pdtokresie
trwania, ktéra znajduje sie w jadrze komoérkowym i odznacza sie duzym
powinowactwem do chromatyny, a przynajmniej in vitro wigze DNA [131].
Ekspresja c-myc pozostaje w $cistym zwigzku z cyklem komdorkowym. Gen jest
nieaktywny w fazie spoczynkowej GO0, natomiast w komdrkach dzielacych sie
nastepuje gwattowny wzrost ekspresji c-myc. W prawidtowych limfocytach
stymulowanych mitogenem lub czynnikiem wzrostu nastepuje juz w ciggu
pierwszej godziny okoto 20-krotny wzrost poziomu c-myc mRNA i powolny
powrdt do poziomu ,spoczynkowego” po okoto 18 godz. Ekspresje c-myc
poprzedzata w tych doswiadczeniach jeszcze bardziej dramatyczna ekspresja
c-fos przy 50-krotnym wzroscie mRNA w ciggu 30 min po zadziataniu
stymulatora i gwattownym spadku podczas nastepnych 90 min [21, 31, 66, 88,
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93, 121]. Uwaza sie, ze wzrost poziomu c-fos mRNA jest nastepstwem
aktywacji transkrypcji, natomiast stezenie c-myc mRNA jest kontrolowane
przez mechanizmy .posttranskrypcyjne, przede wszystkim przez wplyw na
stabilno$¢ c-myc mRNA [17]. Produkt c-fos nie ma wiekszego znaczenia
w indukcji c-myc [31, 66, 121].

C-myc mRNA i biatko c-myc sg tatwo wykrywalne we wszystkich fazach
cyklu zyciowego komdrek. Stwierdzono je:

w limfocytach B stymulowanych lipopolisacharydem lub przeciwciatami
antyimmunoglobulinowymi [88, 94];

w spoczynkowych limfocytach T stymulowanych mitogennymi lektynami
[88, 141] oraz w zaktywowanych limfocytach T traktowanych interleuking
2 [142];

w fibroblastach pobudzonych do proliferacji dodatkiem surowicy [88];

w hepatocytach po czesSciowej hepatektomii [62].

Doswiadczenia z przeniesieniem c-myc w mysie fibroblasty linii NIH 3T3
wykazaty, ze w sposéb istotny zostaje zmniejszone zapotrzebowanie tych
komorek podczas proliferacji na ptytkowy czynnik wzrostu [4]. Ekspresja
c-myc czyni komdrke kompetentng, tj. uniezaleznia ja od czynnikéw kom-
petencji wzrostu (np. czynnik wzrostu fibroblastéw Ilub czynnik wzrostu
pochodzenia ptytkowego). Dla wzrostu komaorki konieczne sg nadal czynniki
progresji (np. somatomedyna C lub naskdérkowy czynnik wzrostu).

Sugeruje sie, ze c-myc odgrywa roéwniez role w poézniejszych fazach cyklu
komdrkowego, poniewaz wykazano, ze mikroiniekcja biatka c-myc moduluje
aktywno$¢ polimerazy DNA i jest ono konieczne do syntezy DNA w izo-
lowanych jadrach komdrkowych [155].

Jadrowa lokalizacja biatka c-myc ijego zdolno$¢ wigzania DNA in vitro
pozwalajg przypuszczac, ze myc uczestniczy w regulacji ekspresji genéw [115].
Na podstawie podobieAstw czynnosciowych i podobnej lokalizacji jadrowej
sugeruje sie, ze c-myc, tak jak gen EI A adenowirusa typu 12, dziata jako
aktywator transkrypcji [96],

W uktadach komoérkowych (komaérki hemopoetyczne szpiku), w ktérych
mozna bada¢ etapy koricowego réznicowania in vitro, v-myc blokuje doj-
rzewanie i utatwia samoodnowe, chociaz nie wywotuje nieograniczonego
wzrostu [55, 84]. Nie jest wiec wykluczone, ze przynajmniej w niektdrych
okresach prawidtowego rozwoju komarki ekspresja c-myc reguluje wskaznik
podziatow komoérkowych i/lub blokuje dojrzewanie [96].

Wysoka i stata ekspresja c-myc wystepuje w komorkach réznych nowo-
tworow, jednak najbardziej typowo i czesto w nowotworach limfoidalnych jak:

chtoniaki B-komérkowe cztowieka i myszy (chtoniak Burkitta i plazmo-
cytoma myszy), w ktorych translokacjg chromosomowa objete sa c-myc i loci
genéw lg [37];
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niektore przypadki ostrej biataczki limfoblastycznej T-komorkowej czto-
wieka, w ktérych translokacje chromosomowe obejmuja takze locus receptora
komérki T [54];

nowotwory B-komoérkowe ptakow wywotane wirusem ptasiej biataczki na
drodze insercji promotora lub sekwencji wzmacniajgcych retrowirusa (cyt. wg
[140]), a takze w przypadkach nowotworéw T- komdrkowych myszy wywota-
nych przez wirusa Moloney’a biataczki mysiej [33, 73].

Rzadziej zwiekszong ekspresje c-myc obserwowano w nowotworach nielim-
foidalnych wskutek amplifikacji genu, jak np.:

w okoto 20% przypadkdéw raka pituc owsianokomdrkowego o bardziej
ztodliwym przebiegu (cyt. wg [91]);

w nerwiaku zarodkowym w IIl i IV okresie dochodzi do amplifikacji
N-myc [19];

w biataczce plazmocytowej, chociaz w mniej ztoSliwym szpiczaku plazmo-
cytowym juz nie obserwuje sie amplifikacji myc (cyt. wg [91]);

w linii komoérkowej HL-60 wyprowadzonej z biataczki promielocytowej
cztowieka, w Kktoérej mitozach znajdujg sie zwielokrotnione sekwencje myc
w pozachromosomowych fragmentach chromatyny (double minutes, w skrécie
DM) [41, 60];

w linii miesaka kosci stransformowanej przez wirusa polioma;

w liniach komdrki NIH 3T3 stransformowanych przez wirusa Abelsona
biataczki mysiej [19, 41, 60, 122, 151].

W wiekszosci tych przypadkéw nie wykryto zmian strukturowych w sek-
wencjach kodujacych c-myec.

Komorki pre-B tak myszy, jak icztowieka sg szczegdlnie podatne na proces
transformacji nowotworowej przy udziale c-myc. Tkankowo-specyficznej eks-
presji onkogenéw dowodza doSwiadczenia Suda i wsp. [156]. C-myc lub
alternatywnie N-ras, jesli zostaly wprowadzone w sprzezeniu z tag samg
jednostka regulatorowg, sktadajaca sie z sekwencji wzmacniajacych ludzkiego
genu Ig oraz promotora SV 40, to wywotywaly u myszy transgenicznych dwa
rozne nowotwory, czyli wystepowalty w innego rodzaju tkance. Ekspresja
c-myc wystepowata w komorkach pre-B i towarzyszyta rozwojowi chtoniaka,
natomiast ekspresja c-ras — w nabtonku pecherzykowo-oskrzelikowym ptuc,
z ktérego rozwingt sie gruczolakorak.

7. ROLA LOCI IMMUNOGLOBULINOWYCH W CHLONIAKU BURKITTA

Punkty ztaman w chromosomach translokacyjnych chioniaka Burkitta
znajduja sie tuz przy/lub w obrebie loci Ig:
w 14932 obejmujg locus genu IgH,
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w 2pl2 obejmujag locus IgL kappa,

a w 22qll obejmujg locus Igllambda.

We wszystkich trzech wariantach translokacji locus c-myc, objety punktem
ztamania chromosomu translokacyjnego 8, dostaje sie pod wptywy elementow
regulacyjnych loci Ig komérki B [2, 39, 40, 43, 77, 130, 159], czego
nastepstwem moze by¢ niekontrolowana ekspresja tego proto-onkogenu [36,
37, 92, 101, 102, 147] (rye. 1).

Locus
tancucha
lekkiego
lambda Je

Locus
tancucha
lekkiego
kappa jg

locus tancucha

ciezkiego (JgH)

Rye. 1. Wymienne translokacje w chtoniaku Burkitta. C-myc i loci Ig tancuchéw ciezkich lub

lekkich zostajg umieszczone obok siebie (juxtaposition). W translokacji t/8; 14/ c-myc zostaje

przeniesiony w chromosom 14, natomiast w wariantach translokacji t/2; 8/ i t/8; 22/ c-myc
pozostaje w chromosomie 8 (wg [74])

Deregulacja c-myc jest kluczowym zderzeniem w BL. W wypadku trans-
lokacji t/8; 14//q24; q32/ punkt ztamania w 8q24 lezy zawsze proksymalnie od
korica 5' az do drugiego egzonu c-myc i w ten sposob cze$¢ Srodkowa, tj. caty
rejon kodujacy c-myc zostaje przemieszczony do 14g32. Wykazano réznice
struktury molekularnej w miejscach fuzji miedzy poszczeg6lnymi przypadkami
BL z translokacjg t/8; 14/. Croce i Noweli [37] stwierdzili odlegtosé rzedu az 50
kz miedzy przemieszczonym c-myc a locus Ig. Niekiedy caty locu c-myc ulega
przemieszczeniu do chromosomu 14, np. w linii komoérkowej Daudi wy-
prowadzonej z endemicznego BL [40]. Niekiedy natomiast locu c-myc jest
rozerwany punktem ztamania miedzy egzonem | a Il, czyli niejako dekapito-
wany, jak ma to miejsce w linii komoérkowej ST 486 wyprowadzonej ze
sporadycznej postaci BL. Wéwczas oba kodujgce egzony sg przemieszczone do
chromosomu 14, podczas gdy egzon | wraz z rejonami dwu prawidtowych
promotoréw pozostajg w chromosomie 8 [35], Wydaje sie, ze w endemicznym
BL c-myc jest nie uszkodzony, natomiast w sporadycznych BL najczesciej
dochodzi do ,okaleczenia” tego genu.

W 14932 punkt ztamania znajduje si¢ w locus IgH, najczesciej w segmentach
kodujacych rejon przetaczenia (switch region, w skrocie S) lub rejon #3czacy

8 - PBK 2/89
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Ryc. 2. A. Schemat genu tancucha ciezkiego immunoglobulin (IgH). Rejon staty (C) sktada sie
z segmentéw DNA kodujacych cze$¢ statg taricucha lg, jednakowa w réznych czasteczkach Ig.
Rejon zmienny (VH) sktada sie z segmentdw DNA kodujacych cze$¢ zmienng lg, ktéra jest
heterogenna w réznych czasteczkach lg. Podczas réznicowania komoérki B ma miejsce prze-
grupowanie genu lg, tak ze segment genu VH taczy sie z segmentem D (od diversity) (nie
przedstawionym na rycinie), ktéry juz wcze$niej ulega zwigzaniu z segmentem JH (od joining), tak
ze powstaje kompleks VHD-JH Element oznaczony jako E (od enhancer) jest sekwencja
wzmacniajgca czynno$¢ promotora, dzieki czemu wzrasta transkrypcja przegrupowanego genu
immunoglobulinowego. Rejon przetgczania klas izotypu (S od switch) skitada sie z sekwencji
uczestniczagcych w innym rodzaju przegrupowan DNA. Jest to rejon przetgczenia jednej klasy
tancucha ciezkiego w inng (np. z mi w alfa). Linie pionowe podkre$laja, ze odlegtosci miedzy
sgsiadujacymi cze$ciami chromosomu nie sg doktadnie ustalone. W chtoniaku Burkitta z trans-
lokacjg t/8; 14/ punkt ztamania w locus tancucha ciezkiego Ig moze znajdowac sie: w rejonie
zmiennym VH (rzadko), w rejonie taczacym JH w rejonie przetgczania Smi lub w rdéznych
segmentach rejonu statego C (rzadko). Prawdopodobnie miejsca punktow ztaman zaznaczono
strzatkami. B. Schemat c-myc. W chtoniaku Burkitta z translokacja t/8; 14/ punkty ztaman
w chromosomie 8 zawsze znajdujg sie przy koncu 5 dwu kodujacych egzonéw (Il i Ill) c-myc
(grube strzatki). W niektérych przypadkach, gdy punkt ztamania znajduje sie miedzy egzonami
I i 1l zachodzi dekapitacja c-myc, tak ze egzon | pozostaje w chromosomie 8, podczas gdy dwa
kodujgce egzony zostajg przeniesione w chromosom 14 (C). W rzadszych wariantach chtoniaka
Burkitta z translokacjg t/8; 22/ lub t/2; 8/ punkty ztaman lezg albo w samym korncu 3, albo
dystalnie od c-myc (cienkie strzatki). C. Przykiad chtoniaka Burkitta z translokacjg t/8; 14/,
w ktérej c-myc ulega translokacji. Locus Ig i c-myc pozostajg w odwrotnej orientacji transkrypcyj-
nej (5" do 5. D. W chtoniaku Burkitta z translokacjg t/8; 22/ c-myc pozostaje w chromosomie 8,
podczas gdy sekwencje kodujace cze$¢ C tancucha lambda zostajg przeniesione w sasiedztwo
konca 3' (dystalnego) c-myc (B). C-myc i sekwencje kodujace cze$¢ C tancucha lambda pozostaja
w zgodnej orientacji transkrypcyjnej (3' do 5). E. W chtoniaku Burkitta z translokacja t/2; 8/ c-myc
rébwniez pozostaje w chromosomie 8, sekwencje za$ kodujace cze$¢ C tanicucha kappa zostajg
przeniesione w poblize korica 3' c-myc (B) (wg [36]).
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(Joining region, w skrocie J), znacznie rzadziej ztamanie wystepuje w rejonie
zmiennym (variable region, w skrécie V) lub w rejonie statym (constant region
w skrocie C) (ryc. 2).

Konsekwencjg translokacji 1/8;14//q24;932/ jest bezposredni kontakt
c-myc lub przynajmniej jego dwdch kodujacych egzonéw z locus kodujgcym
rejon staty IgH Sekwencje c-myc i locus Ig zorientowane sg wtedy od korca 5'
do konca 5 czyli odwrotnie (head to head), a sekwencje sensowne (trans-
krybowane) znajdujg sie na przeciwstawnych niciach DNA.

W obu wariantach translokacji t/2;8/ i t/8;22/ punkt ztamania znajduje sie
albo w samym koncu 3' locus c-myc, albo dystalnie od niego. C-myc pozostaje
zawsze w 8q, punkty ztaman w 2p i 22q znajdujg sie odpowiednio w locus IgL
kappa lub lambda. Oba te loci sg zwrécone rejonem V do centromeru,
w przeciwienstwie do locus IgHw 14932, ktory jest zorientowany do telomeru.
Dlatego w tych wariantach translokacji locus c-myc isekwencje kodujgce rejon
C Ig sa przylegte, czyli wzajemna orientacja gendéw jest zgodna (head to tail).
Znaczy to, ze koniec 3' c-myc przylega do konca 5' genu Ig. Odmienna
orientacja transkrypcyjna miedzy translokacja t/8;14/ a t/2;8/ i t/8;22/ nie
wptywa najprawdopodobniej na rdéznice czynno$ciowe.

8. MECHANIZMY TRANSLOKACJI W POSTACI ENDEMICZNEJ
| SPORADYCZNEJ CHLONIAKA BURKITTA

Istniejg niewielkie, ale state rdoznice molekularne miedzy identycznymi
cytogenetycznie translokacjami t/8; 14/, wystepujacymi zar6wno w endemicz-
nym BL, jak i w wypadkach sporadycznych BL i w AIDS-BL [69, 70, 124,
130]. Punkt ztamania w wiekszo$ci wypadkow endemicznego BL znajduje sie
poza locus c-myc, zazwyczaj w odlegtosci wiekszej niz 15 kz od konhca 5'
pierwszego egzonu [130, 148]. Natomiast w sporadycznych BL i AIDS-BL
translokacja powoduje okrojenie c-myc od strony 5' i pozbawia ten gen,
w  wiekszosci wypadkdéw, pierwszego intronu lub sekwencji flankujgcych
pierwszy niekodujacy egzon [124, 130].

Podobnie w 1432, chociaz punkty ztaman sg roztozone na przestrzeni
przypuszczalnie ponad 100 kz, to mozna wyr6zni¢ dwa zasadnicze zgrupowa-
nia tych punktow w locus IgH. | tak w endemicznym BL obejmujg one rejony
V lub J IgH natomiast w sporadycznych BL i w AIDS-BL znajdujg sie
w rejonie przytgczajagcych S mi, gamma, alfa [69, 70, 71, 124]. Wiele danych
[69, 70, 71, 124, 130] wskazuje na to, ze réznice fenotypowe, jakie istniejg
miedzy endemicznym a sporadycznym BL i AIDS-BL, wynikajg z ro6znych
mechanizmoéw rearanzacji chromosomowej dotyczacej locus 14g32. Wiagza sie
one z przebiegiem ontogenezy komorek B.
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Jak wiadomo, w genomie komorek pre-B najwczesniej zachodzi rekom-
binacja sekwencji genowych rejonéw D-J IgH (rejon D — skrét od diversity,
wystepuje tylko locus IgH). Nieco p6zniej dotaczany jest gen V IgH tak ze
powstaje kompleks V-D-J. Dopiero po wycieciu i ztozeniu egzondbw mRNA
zostaje uruchomiona synteza IgM lub IgM + IgD. Wystepujace w dalszej
kolejnosci przytaczanie izotypdw klas (class switching) pozwala na synteze
rejonéw statych IgH kodowanych przez loci bardziej odlegte, znajdujace sie
przy koncu 3' (ryc. 2). Po rekombinacji locus IgH zachodzi analogiczna
rearanzacja loci IgL najpierw kappa, a nastepnie lambda.

W pracowni Croce [70, 71] analizowano DNA pochodzacy z komodrek
nowotworowych od chorych i DNA z komérek linii wyprowadzonych z réz-
nych BL z markerem 14q-h i translokacjg t/8;14/ technikg Southerna przy
uzyciu sond c-myc i uzyskiwano jeden z alternatywnych wzoréw hybrydyzacji
(ryc. 3):

Ryc. 3. Réznice miedzy translokacjg t/8; 14/, wystepujacg w endemicznym chtoniaku Burkitta (linia
P3HR-1), a spotykang w sporadycznym chioniaku Burkitta (linia CA 46). W obu wypadkach
wystepuje markerowy chromosom 14q +, jednakze: w P3HR-1 punkt ztamania w chromosomie 14
lezy w gére (upstream) od flankujacych sekwencji J5 w chromosomie za$ 8 w odlegtosci wiekszej
niz 50 kz od konca 5 nieuszkodzonego c-myc. W tej translokacji moze mie¢ miejsce biad
rekombinazy; w CA 46 translokacja powoduje zwigzanie sekwencji przetgczania (switch sequences)
z egzonami Il i Il c-myc, translokacja ta by¢ moze zachodzi wskutek btedu w dziataniu enzymoéw
przetaczajacych (wg [71])

W wiekszosci linii komérkowych wyprowadzonych z endemicznego BL, jak
np. linia P3HR-1 lub linia Daudi, hybrydyzacja z sondg c-myc nie dostarczyta
dowodow przemawiajagcych za uszkodzeniem translokowanego c-myc. Nato-
miast punkty ztamania w rejonie zmiennym IgH skupione byty od korca 5
segmentu J, czyli doktadnie tam gdzie nalezato spodziewaé sie przerwania
dokonanego przez rekombinaze V-D-J.
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Alternatywny wynik uzyskano w liniach komdérkowych wyprowadzonych
ze sporadycznego BL, jak np. CA 46. Stwierdzono mianowicie dekapitacje
translokowanego c-myc, a w chromosomie 14 krytyczne miejsce ztamania
obejmowato sekwencje przetgczania S, a wiec miejsca typowe dla reakcji
przytgczania izotypu w segmencie genu C alfa i C mi.

Nalezy wiec przyjac, ze:

W endemicznym BL translokacja powstaje wskutek biedu w tgczeniu
segmentéw V-D-J, za co prawdopodobnie odpowiada rekombinaza V-D-J [69,
70, 71]. Translokacja ta wystepuje wiec we wczesnym okresie réznicowania
limfocytow B, w zwigzku z czym komoérki endemicznego BL charakteryzujg sie
tylko ekspresjag cytoplazmatycznych lub powierzchniowych Ig, natomiast sg
pozbawione witasciwosci sekrecyjnych [37, 130].

W sporadycznych BL iw AIDS-BL btad dotyczy mechanizmu przetgczania
klas genéw IgH za co prawdopodobnie odpowiada enzym Kkatalizujacy
przetagczanie [69, 71]. Translokacja ma wiec miejsce w poOZniejszym okresie
roznicowania limfocytéw B niz w endemicznym BL. Potwierdzajg to obserwac-
je, ze linie komérki B wyprowadzone ze sporadycznych BL sg bardziej
zréznicowane i majg zdolnos$¢ sekrecji IgM [8, 37, 130] (ryc. 4).

Ré6znice miedzy endemiczng a sporadyczng postaciag BL podano w tab. 3.

Przedstawione wywody dotyczace btedéw w sktadaniu genéw Ig w BL nie
byty, historycznie rzecz biorgc, pierwszymi doniesieniami o bitedach rekom-
binacji 1g. Pierwsze wyniki sekwencjonowania DNA w okolicach ztaman
chromosoméw 14q w loci V lub J IgH pochodzity z badaA dwu innych

Ryc. 4. Korelacja miedzy etapem ontogenazy limfocytu B a punktem czasowym, w ktérym
nastepuje translokacja prowadzaca do ztoSliwej transformacji. Rekombinaza jest aktywna w ko-
morkach pre-B lub niedojrzatych limfocytach B. Jej fizjologiczna funkcja zapewnia zigczenie
Vh-D-Jh, rekombinacje VH na VHD-JH lub ztgczenie VL-JL. Pomytki na tych etapach moga
przyczynia¢ sie do translokacji, jak to wykazano na podstawie badan molekularnych w chtoniaku
guzkowym, przewlektej biataczce limfatycznej, ostrej biataczce limfoblastycznej B-komorkowe;j
i w endemicznej postaci chtoniaka Burkitta. W bardziej dojrzatych limfocytach B, po stymulacji
antygenowej, zachodzi przetaczanie izotypéw. W tych limfocytach B mogg wystepowac translokac-
je genowe typowe dla sporadycznej postaci chtoniaka Burkitta (wg [71])
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TABELA 3
Charakterystyka postaci endemicznej i sporadycznej chtoniaka Burkitta (wg [71])

Posta¢ endemiczna Posta¢ sporadyczna
Potozenie geograficzne Afryka podzwrotni- Europa, Ameryka
kowa i Nowa Gwinea Pdinocna, Jappnia
Obecno$¢ genomu EBV + -
Zdolnos$¢ sekrecji 1gM - +
Translokacja za posrednictwem
rekombinaz +
Translokacja zwigzana z mecha-
nizmem przetgczania klas - +

translokacji w ludzkich chtoniakach typu nie-Burkitta. Ponad 60% ludzkich
chtoniakéw typu nie-Burkitta nosi translokacje dotyczace locus IgH /14q32/,
chociaz zwykle translokacje te nie obejmuja c-myc /8924/. Tak np. translokacja
t/l 1;14//q 13;932/ wystepuje w czesci wypadkow przewlektej biataczki
limfatycznej B-komédrkowej i w chioniaku limfocytowym B-komdrkowym
o rozlanym typie proliferacji ijak sie wydaje wigze sie ze ztg prognozag [79, 125,
166, 178], Natomiast translokacja t/14;18//q32;q21/ wystepuje w ponad 85%
wypadkow chtoniakéw guzkowych, jednego z najczestszych ludzkich chtonia-
kéw B-komorkowych [59], a takze, chociaz znacznie rzadziej, w ostrej
biataczce limfoblastycznej, wychodzacej z komorki pre-B. Obie te translokacje
wydajg sie analogiczne do translokacji t/8;14/. Geny znajdujgce sie w punk-
tach ztaman w 11q13 i 18921 sg tymczasowo zaliczane do rodziny proto-on-
kogendéw, przez analogie z translokowanym c-myc, poniewaz w nastepstwie
ztamania rowniez dochodzi do ich deregulacji. Wiekszosé punktéow ztaman
w chromosomie 18 wystepuje w ograniczonym odcinku ok. 4 kz [29, 163].
Podobne zgrupowanie ztaman stwierdzono w chromosomie 11 [164]. Roboczo
proto-onkogen lezacy w 11qg13 nazwano bel-1(od B-cell lymphomal/leukemia),
aw 18921 — bcl-2. Gen bcl-2 sktada sie z egzonu 5" wielko$ci 3,5 kz i egzonu 3'
wielkosci 5 kz, rozdzielonych intronem wiekszym od 65 kz. Gen ten koduje
polipeptydy ztozone z 239 i 205 aminokwasow [162]. Udziat tych polipep-
tydow w rozwoju chtoniaka guzkowego jest obecnie przedmiotem badan.
Sugeruje sie [30, 64], ze bcl-2 moze odgrywa¢ wazng role w ontogenezie
limfocytdw B, poniewaz we wczesnych okresach rdznicowania obserwowano
wysoki stopien ekspresji tego proto-onkogenu, ktory nastepnie ulegat ob-
nizeniu wraz z dojrzewaniem komorek. Ostatnio Vaux i wsp. [167] wprowa-
dzali ludzki gen bcl-2 w mysie komorki linii limfoidalnych lub szpikowych,
ktére dla wzrostu wymagaty interleukiny-3 (IL-3, synonimy: czynnik wzrostu
komorki hemopoetycznej, w skrocie HCGF, lub multi-HGF). Stwierdzono, ze
bcl-2 umozliwia przezycie komorek pomimo braku IL-3 w S$rodowisku
hodowlanym, chociaz pozostajg one w fazie G0. Natomiast linie komdrki B,
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w ktérych wystepowata stata ekspresja c-myc, po wprowadzeniu bcl-2 stawatly
sie onkogenne. Autorzy sugerujg, ze bcl-2 dostarcza komorkom jakiego$
czynnika utatwiajgcego ich przezycie (survival signal). W ten sposob bcl-2
w procesie onkogenezy umozliwia przetrwanie klonu komdérkowego do czasu
ewentualnej aktywacji innych c-onc, np. c-myc.

Charakterystyka molekularna miejsc fuzji chromosomowych dostarczyta
podstaw do hipotezy, ze zasadniczg role w tych translokacjach odgrywaja
uktady enzymatyczne (rekombinazy), katalizujgce reakcje taczenia sekwencji
genowych Ig [163, 164]. Obserwacje te poszerzono nastepnie na translokacje
wystepujace w endemicznym BL i w chtoniakach T-komdérkowych, w ktorych
translokacje dotyczg prazka q11.2 chromosomu 14 [56], gdzie znajduje sie
locus T alfa R. Btad rekombinaz V-D-J wydaje sie mie¢ raczej uniwersalny
charakter w mechanizmie powstawania translokacji chromosomowych w chto-
niakach. Zdaniem grupy Croce [34, 70, 71, 153] wszystkie te translokacje maja
trzy wspélne cechy:

Punkt ztamania w chromosomie 14 znajduje sie w miejscu fizjologicznej
rekombinacji, a wiec powyzej segmentu J IgHw chtoniakach B-komorkowych
lub segmentu J T alfa R w chtoniakach T-komdérkowych.

W drugim chromosomie uczestniczacym w translokacji, a wiec w chromo-
somie 8 w przypadku translokacji t/8; 14/ w endemicznym BL, w chromosomie
11 — w t/l 1,14/ w przewlektej biataczce limfatycznej i w chromosomie 18
— w t/14;18/ w chitoniaku guzkowym odkryto sekwencje 7- i 9-cztonowe
(heptamer-nonamer) homologiczne z sygnalizatorami rozpoznawanymi przez
rekombinaze [5, 29, 137, 161, 163].

W sasiedztwie punktéw ztaman wykryto dodatkowe nukleotydy przypomi-
najace rejony N przypuszczalnie dotaczone przez terminalng transferaze
deoksynukleotydowg (terminal deoxynucleotidyl transferase, w skrocie TdT)
[45, 137]. TdT odgrywa dodatkowg role w powstawaniu immunologicznego
polimorfizmu dzieki losowej insercji nukleotydow przy ztgczach rekombinacyj-
nych podczas rearanzacji gendéw IgH lub genéw receptora komoérki T we
wczesnych okresach réznicowania komorki B lub T [45].

Molekularne defekty rekombinaz, prowadzace do translokacji miedzy
dwoma réznymi chromosomami, zamiast fizjologicznej rekombinacji wewnatrz
genu strukturowego IgH (w komodrce B) lub genu T alfa R bylyby zatem
odpowiedzialne za zmiane usytuowania komorkowego proto-onkogenu, za
jego niekontrolowang ekspresje (deregulacje) i konwersje w onkogen. Jesli tak
jest, to translokacja musiataby odby¢ sie w tym okresie réznicowania lim-
focytow B lub T, kiedy aktywne sg rekombinazy uczestniczace w rearanzacji
gendw Ig lub genéw T alfa R, a wiec w komérce pre-B lub w komérce pre-T.
Potwierdza to takze obecno$¢ przy ztamaniach punktowych dodatkowych
jnukleotydéw prawdopodobnie dodanych przez TdT, ktéra jest markerem
zarbwno komorek pre-B, jak i pre-T.
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Pomimo rdéznych mechanizméw odpowiedzialnych za ztamanie 14932
w sporadycznych BL i AIDS-BL, a w endemicznej postaci BL, i pomimo ze
egzon | c-myc moze by¢ zmutowany lub utracony [130], to jak sie wydaje,
egzony kodujace c-myc nie ulegajg zmianom strukturowym i biatko kodowane
przez myc w BL jest identyczne z biatkiem wytwarzanym przez prawidiowe
komorki. Istniejg jednak odstepstwa od tej reguty. Wykryto mianowicie [22],
ze niezwykle rzadko w translokacji t/8; 14/ wystepuja punktowe mutacje c-myc,
ktére moga prowadzi¢ do zmian sekwencji aminokwaséw w kodowanym
biatku. Z uwagi na rzadko$¢ wystepowania mutacji c-myc, nie wydaje sie aby
.per se” bylty one niezbedne dla ztosliwej transformacji. Zmiany takie moga
wystepowaé takze podczas progresji nowotworu, nie wiadomo jednak, czy
dostarczajg one jakich$s wybiérczych korzysci komdérkom nowotworowym.
W nastepstwie rearanzacji struktura kodujgcych sekwencji c-myc pozostaje
zatem praktycznie nie zmieniona, natomiast istotnemu zaburzeniu ulega
regulacja ekspresji c-myc, co zostalo udowodnione przez kilka zespoitdw
naukowych [36, 37, 92, 101].

9. ,DEREGULACJA” C-MYC

Badania transkrypcji ludzkiego c-myc prowadzono w klonach komérki
hybrydowej, uzyskanych w wyniku fuzji komérek BL z komdrkami guza
plazmocytowego myszy. Wykazano, ze hybrydy, w ktérych byt obecny
translokacyjny chromosom 14q+, charakteryzowat wysoki poziom ekspresji
c-myc, natomiast te, ktdre mialy prawidtowy ludzki chromosom 8, nie
ujawniaty tej cechy. W podobnych doswiadczeniach prowadzonych z komér-
kami BL, majgcych jeden z dwu wariantow translokacji otrzymano analogicz-
ne wyniki. Te komdrki hybrydowe, ktére miaty translokacyjny chromosom
8qg+ (tj. chromosom, w ktorym c-myc przylegat do sekwencji kodujacych rejon
staly tancuchéow lekkich kappa lub lambda), wykazywaly wysoki poziom
transkrypcji c-myc, natomiast w prawidlowym homologu chromosomu
8 — c-myc nie byt aktywny. Tak wiec we wszystkich trzech translokacjach
spotykanych w BL stwierdzono podobng zmiane ekspresji c-myc. Zestawienie
c-myc i loci Ig powoduje nieefektywno$¢ mechanizméw kontrolujgcych trans-
krypcje prawidtowego c-myc, zwtaszcza ze w wielu wypadkach cze$¢ regulato-
rowa od konca 5' ulega delecji. Pozostawanie c-myc pod wptywem elementow
regulujacych transkrypcje genow Ig, ktérej stan w limfocytach B jest bardzo
wysoki, warunkuje nadmierng, nieadekwatng ekspresje c-myc. Nie jest jeszcze
znany doktadny charakter sekwencji stymulujgcych transkrypcje, ktére musza
by¢ zdolne do dziatania zaréwno w odwrotnej, jak i zgodnej orientacji
transkrypcyjnej, i moga wywiera¢ wptyw pomimo znacznej odlegto$ci miedzy
aktywatorem a genem aktywowanym.
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Nie jest wykluczone, ze w wyniku translokacji zmienia sie takze posttrans-
krypcyjna regulacja (modulacja) ekspresji c-myc. W komoérkach guza plazmo-
cytowego myszy, ktdry co najmniej w aspekcie cytogenetycznym stanowi mysi
odpowiednik ludzkiego BL, jak sie wydaje, c-myc mRNA jest bardziej stabilny
[133]. Niedawne badania Piechaczyka i wsp. [132] sugerujg podobng sytuacje
u cztowieka. A zatem deregulacja c-myc moze by¢ wywotana przez dwa
odmienne, ale wzajemnie uzupetniajgce sie mechanizmy, a mianowicie przez
wzrost nie kontrolowanej transkrypcji oraz przez zwiekszenie translacji c-myc
MRNA. ,

Model transgenicznych myszy tez przemawia za znaczeniem nie kont-
rolowanej ekspresji c-myc w patogenezie BL [3, 98]. Je$li do komdrek
gonadalnych myszy zostanie wprowadzony c-myc w potgczeniu z sekwencjami
wzmacniajagcymi ekspresje C-mi w locus IgH (enhancer mi, w skrécie Emi), to
u zwierzat tych prawie zawsze rozwijajg sie chtoniaki B-komorkowe o réznym
stopniu dojrzatosci [3]. Niewatpliwie zwiekszona ekspresja c-myc sprzyja
Luniesmiertelnieniu” komorki, jednakze dla rozwoju nowotworu konieczna jest
co najmniej jeszcze jedna zmiana genetyczna. Zdaniem Langdona i wsp. [98]
przemawiajg za tym nastepujace obserwacje:

Chociaz sekwencje Emi prawdopodobnie sa aktywne we wszystkich kom6-
rkach linii B, to jednak chtoniaki majg charakter monoklonalny (za czym
przemawia rearanzacja genow Ig), a wiec pochodzg z jednej komorki.

Czas wystgpienia chtoniakéw u poszczeg6élnych myszy waha sie od
3 tygodni zycia do 6 miesiecy.

Przed powstaniem chtoniaka obserwuje sie u tych zwierzat faze przed-
chtoniakowg, ktérg cechuje poliklonalna proliferacja jeszcze nienowotworo-
wych wielkich prekursorowych komorek pre-B. Prezentujg one kilka okreséw
dojrzewania linii B i we wczesnym okresie zycia zwierzecia naciekajg szpik oraz
Sledzione, ale nie wezly chtonne i grasice, ktdre zostajg zajete dopiero w fazie
nowotworowej.

U myszy Emi-myc pula komorek pre-B jest od 4 do 5 razy wieksza od
prawidtowej, liczba zas komdrek pre-B, bedacych w cyklu mitotycznym, jest
2-krotnie wieksza, co daje razem co najmniej 10-krotnie wiecej dzielagcych sie
komorek B. Komarki pre-B sg szczegdlnie podatne na uszkodzenia chromaty-
ny w loci lg, gdzie zachodzi bardzo aktywna rearanzacja DNA. Tak wiec
onkogenaza u myszy Emi-myc wigze sie ze wzrostem proliferacji puli ranliwych
komadrek pre-B [98], niemniej jednak nie jest jeszcze znane ostatiie krytyczne
zdarzenie decydujgce o powstaniu nowotworu. Zdaniem Duesberga [51]
aktywacja c-myc per se nie wystarczy do transformacji nowotworowej, za czym
m.in. przemawiajg nastepujgce dane:

w liniach komoérki B wyprowadzonych z BL c-myc nie zawsze ulega
przemieszczeniu, pomimo translokacji w 8q;

ekspresja c-myc me zawsze jest zwiekszona w BL;
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nie udowodniono, aby c-myc wyizolowany z komaérek nowotworowych
miat zdolnosci transformujace.

10. WSPOLDZIALANIE KILKU PROTO-ONKOGENOW W PROCESIE ONKOGENEZY

Obecnie przyjmuje sie, ze dla konwersji prawidtowej komdérki w komadrke
nowotworowg konieczne jest wspoétdziatanie co najmniej dwu onkogendw.
Poglad ten nawigzuje do hipotezy aktywacji czynnosciowo roéznych on-
kogenow w poszczegdlnych etapach onkogenezy [96]. Pierwszg parg on-
kogendéw, ktore, jak wykazano, wspotdziataty w onkogenezie byly c-Ha-ras
i c-myc. Transfekcja ptodowych fibroblastéw szczura aktywnym, lecz pojedyn-
czym proto-onkogenem ras lub myc nie wywotata peinej transformacji nowo-
tworowej, za to po wprowadzeniu w plodowe fibroblasty obydwu pro-
to-onkogenow nastepowal rozwoj widkniako-miesaka [97].

Ze wzgledu na wzajemne uzupetniajace sie dziatanie proto-onkogenow
wyrézniono dwie czynnosciowo odmienne klasy [170]. Produkty onkogendw
klasy | sa zlokalizowane w cytoplazmie, natomiast klasy Il znajdujag sie
w jadrze komérkowym. Tab. 4, wzorowana na pracy Landa [96], przedstawia
obydwie klasy uzupetniajgcych sie onkogendw.

W EBV ujemnych, sporadycznych BL, poza aktywacjg c-myc obserwowano
aktywacje takze innych proto-onkogenow. Tak np. w linii komoérkowej Ramaos,
wyprowadzonej z BL, wykryto zmutowany N-ras [118], bezpoSrednio za$
z komdrek nowotworowych pacjenta z nawrotem BL wyizolowano Ki-ras
[104].

Istnieja doniesienia o wykryciu, i to zarbwno w wypadkach BL EBV
dodatnich, jak i EBV wujemnych aktywacji B-lym [46, 47], genu, ktéry
wywotuje transformacje w chtoniakach torebki Fabrycjusza drobiu. Ponadto
w komorkach BL obserwowano wtdrny wzrost transkryptéw proto-onkoge-
néw do v-fms i v-fes [1],

TABELA 4
Klasy wspotdziatajacych onkogenéw [96]

Klasa 1 Klasa 2
(onkogeny cytoplazmatyczne) (onkogeny jadrowe)
Ha-ras myc
Ki-ras N-myc
N-ras myb
src p 53

Antygen T $redni wirusa polioma Gen E 1 A adenowirusa typu 12
Antygen T duzy wirusa polioma
Antygen T duzy SV 40
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11. AUTOKRYNNA STYMULACJA WZROSTU

Nasuwa sie pytanie, czy do rozwoju chtoniakéw odnosi sie takze hipoteza
Sporna i Torado [154] autokrynnej stymulacji wzrostu stanowigcej jeden
z gtdéwnych mechanizméw transformacji.

Czynnik wzrostu limfocytow B lub interleukina-4 (w skrécie IL-4) oraz
czynnik wzrostu i dojrzewania limfocytéw B lub IL-6, a takze IL-2 s3
syntetyzowane przez stymulowane antygenem lub mitogenem limfocyty T. Te
czynniki, z wyjatkiem IL-2, mogg by¢ uwalniane takze przez same limfocyty B,
chociaz w nieduzych ilosciach. Ponadto IL-6 jest wydzielana przez tkanki
nowotworowe pochodzenia nielimfoidalnego, jak szpiczak mnogi i $luzak serca
[87, 176]. W niektorych liniach T-komérkowych, jak TCL-Nal, stransfor-
mowanej wirusem typu | ludzkiej biataczki T-komdrkowej, dochodzi do statej
(konstytutywnej) ekspresji genu IL-6.

Yasukawa i wsp. [176] nie stwierdzili ekspresji IL-6 mMRNA w linii komérki
B stransformowanej EBV, ani w linii chtoniaka Burkitta. A jednak linie
chtoniaka Burkitta uwalniajg IL-4, choé czesto tracg ceche zaleznosci od tego
czynnika wzrostu, podobnie jak proliferujgce in vivo komaérki Burkitta. Klein
i Klein [91] sugerowali, ze niezalezno$¢ od egzogennego czynnika wzrostu
moze wynika¢ ze wzmozenia ekspresji c-myc, dziatajagcego wdwczas na wzdr
samodzielnego rozrusznika cyklu komoérkowego. W zwigzku z tym nalezy
przypomnie¢ doswiadczenie Classon i wsp. [28], w ktérym kotransfekcja
komérek linii chtoniaka konstruktem plazmidowym z aktywnym c-myc
zwiekszata 10-krotnie replikacje DNA adenowirusa SV 40, a tym samym
synteze DNA gospodarza. Podobnie w badaniach Kaczmarka i wsp. [82],
wprowadzenie biatka c-myc powodowato przejscie komaorki spoczynkowej
w stan kompetencji wzrostu. Mozna wobec tego spodziewac sie, ze przejscie
z fazy G0 do G, cyklu komdérkowego jest wynikiem ztozonej interakcji kilku
roznych genéw z c-fos i c-myc wiacznie, a prawidlowa ekspresja ich jest
kontrolowana przez peptydowe czynniki wzrostowe limfocytow B. Nie kont-
rolowany locus c-myc mogitby indukowaé niezaleznosé od czynnikéw wzrostu
nie przez wzbudzanie mechanizmu autokrynnego, lecz raczej przez zastepowa-
nie sygnatu czynnika wzrostowego. C-myc, nie bedac wiec per se czynnikiem
wzrostowym, indukuje kompetencje wzrostu wyrazajacg sie wytragceniem
komorek z fazy GO, zastepujac niejako dziatanie IL-4. Biatko c-myc jest wiec
kompetencyjnym czynnikiem wzrostowym.

12 ROLA WIRUSA EPSTEINA-BARR W PATOGENEZIE CHLONIAKA BURKITTA

Dane pochodzace z kilku réznych kierunkéw badawczych wskazujg na
EBV, jako dodatkowy czynnik w patogenezie endemicznego BL i AIDS-BL.
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W obu tych typach BL komadrki nieodmiennie nosza genom EBV [109], ktdry
zaréwno in vitro, jak i in vivo ,unieSmiertelnia” zakazone komérki B [42, 76,
89, 135], EBV wywotuje aktywacje komdérek B, bedgcych w fazie spoczynkowej
cyklu komdrkowego, poprzez wigzanie sie z receptorem dla skiadowej 3d
dopetniacza (C3d) [57, 58], okreSlanym obecnie jako antygen CD 21. Sugeruje
sie, ze antygen CD 21 uczestniczy zarobwno w kontroli cyklu komdrkowego
aktywnych komérek B [112], jak i petni funkcje receptora EBV komérki B [57,
58]. W nastepstwie zwigzania tego antygenu przez EBV, na powierzchni
komérki B ujawnia sie antygen BLAST-2 lub CD 23. Antygen CD 23 jest
wczesnie wystepujagcym markerem aktywacji komaérki B [160] i, jak sie wydaje,
jest szczegbélnym receptorem komdrki B, tzw. receptorem o niskim powinowac-
twie wobec FclgE (low-affinity IgE/Fc receptor) [18, 177]. Ponadto wystepuje
jeszcze jeden marker aktywacji komérki B — antygen Bac-1 (od B-cell
restricted activation antigen), ktory jak sie wydaje, odpowiada receptorowi
dla IL-4 [158]. Wszystkie te trzy antygeny (CD 21, CD 23 i Bac-1) sa
markerami komdrek predysponowanych do ,unieSmiertelnienia”. Poniewaz
komorki B sg zdolne do wytwarzania czynnikdw wzrostu, jest wiec praw-
dopodobne ze ,unie$miertelnienie” zachodzi poprzez mechanizm autokrynny.
Wykazano, i to' zarbwno w odniesieniu do limfocytéw ,unie$miertelnionych”
przez EBV (linie limfoblastoidalne), jak i do komdrek pochodzacych
z EBV dodatniej linii BL, ze wytwarzajg one i reagujg na IL-4 i IL-1 [139].
Wsrod biatek jadrowych ,uniesmiertelnionych” komoérek B wystepujg takze
antygeny samego EBV, z ktérych kluczowg role odgrywa drugi antygen
jadrowy EBV (Epstein-Barr Virus Nuclear Antigen-2, w skrdcie EBNA-2),
kodowany przez rejon LT-1 genomu EBV. Jest to antygen transformacyjny.
Jak wykazaly badania Mossa i wsp. [117], epitop tego antygenu jest
prezentowany na powierzchni komdrek linii limfoblastoidalnych ,uniesmiertel-
nionych” przez EBV, ale nie na komdérkach BL EBV dodatnich.

Zdolnos$ci ,unie$miertelniajagce” EBV w stosunku do komdrek B zostaty
dodatkowo potwierdzone dzieki wykryciu przypuszczalnie przednowotworo-
wych klonéw komérkowych zakazonych EBV w weztach chtonnych i w krwi
obwodowej pacjentéw z AIDS i u pacjentow w okresie wylegania AIDS [15,
129].

Zakazenie EBV wydaje sie analogiczne do aktywacji c-myc, ktéra jest
konieczna, ale nie wystarczajgca dla wywotania transformacji in vitro lub
rozwoju nowotworu in vivo. Za ograniczong rolg EBV w patogenezie BL
przemawiajg takze dane epidemiologiczne (4% przypadkow endemicznego BL
i 85% przypadkow sporadycznego BL jest EBV ujemne. W tym kontekscie
niezwykle interesujgce sg badania Lombardi i wsp. [107]. Autorzy ci stosujac
dwa czynniki genetyczne, ktdére odgrywajg role w patogenezie BL, a mianowi-
cie aktywny c-myc i EBV, uzyskali nowotworowg konwersje komorek B.
W prowadzali oni aktywny c-myc w ludzkie komérki limfoblastoidalne, po-
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chodzace albo z zakazonej EBV in vitro prawidtowej krwi pepowinowej, albo
z krwi obwodowej pacjentéw z AIDS. W obu rodzajach komédrek stata
ekspresja egzogennego c-myc powodowala:

ujemng regulacje ekspresji endogennego c-myc;

zmiane charakteru wzrostu komérek, ktéry stawat sie typowy dla komadrek
stransformowanych;

nabycie przez komdrki wtasciwosci onkogennych w stosunku do myszy
z niedoborami’ immunologicznymi.

Zakazenie EBV i aktywacja c-myc sg wiec wystarczajace dla nowotworowej
konwersji ludzkich komoérek B in vitro, co wskazuje, ze oba te czynniki
odgrywaja rowniez role in vivo w rozwoju BL.

Niedawno Lacy i wsp. [95] wykazali, ze zakazenie EBV wywotuje
amptifikacje i deregulacje c-myc w pierwotnie EBV ujemnej linii komdérkowej
BJAB wyprowadzonej z BL.

W komorkach BL zakazonych EBV w sposob naturalny lub celowo
w laboratorium wystepuje podwyzszony poziom c-fgr mRNA [24, 138]. C-fgr
nalezy do rodziny genow kodujgcych kinaze tyrozynowga, ktorej nadmierna
aktywno$¢ uszkadza mechanizmy kontrolujagce wzrost komorki. Ekspresja
c-fgr wystepuje takze w wychodzagcym z komorki epitelialnej raku nosogar-
dzieli [138], ktéry patogenetycznie wigze sie z EBV. Te specyficzne zwigzki
miedzy zakazeniem EBV a ekspresjg c-fgr sugerujg aktywacje transkrypcji
c-fgr przez EBV [24], Wedtug Litttera i Arranda [106] sam EBV koduje inny
enzym odgrywajacy role we wzroscie komorki, a mianowicie kinaze tymidyno-
wa.

13. ROLA INNYCH WIRUSOW W PATOGENEZIE CHLONIAKOW

W patogenezie nieziarniczych chtoniakéw poza EBV istotng role od-
grywaja jeszcze co najmniej dwie wzmiankowane grupy wiruséw, a mianowicie
ludzkie wirusy limfotropowe T i B.

Obecnie rozréznia sie dwie podgrupy ludzkich wirusow limfotropowych T:

podgrupe onkowirusow (Oncoviridae), do ktdérej naleza wirusy ludzkiej
biataczki T-komoérkowej (Human T-Cell Leukemia Viruses, w skrdcie HTLV)
typu I i Il (HTLV-1 i HTLV-I);

podgrupe wiruséw powolnych (Lentiviridae), do ktérej nalezg ludzkie
wirusy zespotu nabytego braku odpornosci (Human Immunodeficiency Virus,
w skrécie HIV) typu I i Il (HIV-1 i HIV-Il) — inne nazwy HIV-l to LAV-I,
HTLV-IIl i ARV (skrét od AIDS-related virus).

HTLV-l odgrywa role etiologiczng w ludzkiej biataczce T-komérkowej.
Jest to proliferacja limfocytow T indukujacych/pomocniczych (CD 4+), en-
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demicznie wystepujagca w Japonii, na Karaibach, na pdtnocnych obszarach
Ameryki Potudniowej i w potudniowo-wschodniej czesci Stanéw Zjednoczo-
nych, zwtaszcza u murzynéw. Obraz kliniczny tej postaci biataczki troche
przypomina obraz kliniczny tzw. skornych chioniakéw T-komdérkowych, do
ktoérych nalezg ziarniniak grzybiasty i zespdt Sezary’ego ale r6zni sie od nich
znacznie bardziej zto$liwym przebiegiem [113, 165, 174].

HTLV-II, jak sie wydaje, jest odpowiedzialny za rzadki wariant T-komor-
kowy ludzkiej biataczki wiochatokomorkowej [85, 146].

Zarowno HTLV-I, jak i HTLV-Il majg zdolno$¢ ,unieSmiertelniania”
komérek T CD 4+ [25, 114]. Stransformowane przez HTLV linie komdérkowe,
jak réwniez komorki nowotworowe charakteryzuje zwiekszona ekspresja
receptoréw dla IL-2. Niedawne doniesienia [67] sugeruja, ze produkt genu
transaktywujacego (trans-activating gene, w skrocie tat) HTLV — p 40 x dziata
bezposrednio lub posrednio na sekwencje wzmacniajgce ekspresje zaréwno
genu IL-2, jak i genu dla receptora IL-2. Wydaje sie, ze w rozwoju
nowotworow wywotanych HTLV odgrywa role mechanizm autokrynnej sty-
mulacji wzrostu. Aktywujgce dziatanie p 40 x dotyczy nie tylko pewnych linii
komorki T, ale rowniez komorki B [67, 157]. HTLV aktywuje takze onkogen
sis [113].

HIV zostat opisany w 1983 r. przez Barre-Sinoussi i wsp. [6], a jego
zwigzek etiologiczny z AIDS zostat potwierdzony rok pdzniej przez Galio
i wsp. [61]. Oba typy HIV (HIV-l i HIV-Il) r6éznia sie antygenowo. HIV-II
wystepuje gtdwnie w Zachodniej Afryce i nie stwierdzono go w Stanach
Zjednoczonych. HIV-IIl, podobnie jak HIV-I, odgrywa wazng role w etiologii
AIDS, ale jest mniej patogenny. Osobnicy z Zachodniej Afryki HIV-II
serododatni byli zdrowi i nie wykazywali zadnych nieprawidtowosci im-
munologicznych przez ponad dwa lata (cyt. wg [78]). Niedawno w laborato-
rium Galio (cyt. wg [78]) od Nigeryjczyka chorego na AIDS wyizolowano
wirusa odmiennego antygenowo od HIV-l i HIV-II.

HIV zakaza limfocyty T CD 4+, a takze inne komoérki CD 4+, jak
monocyty, makrofagi, komorki prezentujgce antygen oraz jeszcze niedoktadnie
okreslone komoérki mézgu noszace takze ten antygen [171]. Jak sie wydaje,
CD 4 jest receptorem komdérkowym dla HIV lub przynajmniej cze$cig tego
receptora [38, 150]. Interakcja miedzy otoczkg HIV a CD wigze sie zarbwno
z wystgpieniem efektow cytoplazmatycznych, prowadzacych ostatecznie do
$mierci komaorki, jak i ze zmiennoscig cech ostonki HIV (odmienno$¢ ostonek
wyizolowanych od réznych osobnikéw lub od tego samego osobnika w rdz-
nym czasie). Oba te zdarzenia mogag stanowi¢ wazny mechanizm, dzieki
ktéremu wirus wymyka sie spod nadzoru immunologicznego gospodarza [78].

HIV, jak to juz powiedziano, odgrywa role w etiologii AIDS-BL wspo6t-
dziatajgc z EBV, a takze w rozwoju innych nowotwordw (miesakéw i rakéow)
wystepujacych w przebiegu AIDS [134].
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Ludzki wirus limfotropowy B (Human B-Lymphotropic Virus, w skrécie
HBLV) nalezy do grupy ludzkich wiruséw herpes, podobnie jak EBV, wirus
cytomegalii, wirusy opryszczki (typ 1 i 2) oraz wirus odry-p6tpaséca. HBLV
rézni sie jednak od pozostatych wiruséw herpes wybiérczym powinowactwem
do komdrek B, charakterystyczng morfologiag i cechami antygenowymi. Wyizo-
lowano go w laboratorium Galio [81, 149] z krwinek biatych krwi obwodowej
od 6 chorych: u dwu pacjentow HIV serododatnich (jeden z chtoniakiem
w przebiegu AIDS, a drugi z dermatopatycznym powiekszeniem weztow
chtonnych), u pozostatych czterech pacjentow rozpoznano limfadenopatie
angioimmunoblastyczng, skérnego chioniaka T-komdérkowego, chtoniaka im-
munoblastycznego i ostrg biataczke T-komdrkowa.

Komoérki B zakazone przez HBLV ulegajg transformacji nowotworowej,
ale wirus nie ma zdolnosci ,uniesmiertelniajacych” i komdrki ging po 10-12
dniach.

Nie jest wykluczone, ze w rozwoju chtoniakéw, tacznie z BL, odgrywa role
zakazenie jeszcze innym wirusem, ktory dziata poprzez mechanizm wbudowa-
nia-translokacji-i-wyciecia (hit-and-run). Sugerujg to Mushinski i wsp. [120]
komentujac doswiadczenie, w ktorym retrowirus biataczki Abelsona myszy,
jesli przez odpowiednio diugi czas pozostaje w genomie prekursorowych
komoérek B myszy, powoduje rearanzacje i aktywacje komdrkowego pro-
to-onkogenu c-myb i rozwdj chtoniaka limfoplazmocytowego. Potem jednak
geny zintegrowanego wirusa sg eliminowane (hit-and-run tumor virus) i dlate-
go niezwykle trudne jest udowodnienie jego roli w rozwoju nowotworu.
W jednym z szeSciu przypadkdw chtoniaka limfoplazmocytowego myszy poza
rearanzacjg i aktywacjg c-myb autorzy wykryli obecno$¢ zintegrowanego
prowirusa biataczki Abelsona myszy, podczas gdy w pieciu pozostatych
stwierdzono tylko rearanzacje i istotnie wzmozong transkrypcje c-myb, co
sktonito ich do wysuniecia tej hipotezy.

14 ROLA PRZEWLEKLEJ MALARII W PATOGENEZIE CHLONIAKA BURKITTA

Waznym, cho¢ nie do konica poznanym czynnikiem w rozwoju endemicznej
postaci chtoniaka Burkitta jest malaria i prawdopodobnie jeszcze inne zakaze-
nia pasozytnicze. Przemawiajg za tym nastepujgce dane:

wysoce znamienna korelacja geograficzna miedzy czestoscig wystepowania
BL a endemiczng malarig;

bezposrednia korelacja miedzy zaleznym od wieku wystepowaniem en-
demicznego BL a zaleznym od wieku najwyzszym poziomem przeciwciat
skierowanych przeciw malarii;

rzadsze wystepowanie BL w niektérych miastach, gdzie réwniez zakazenie
malarig jest rzadsze niz na obszarach wiejskich [83, 116, 126].
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Klein [90] podejrzewa, ze w endemicznym BL zakazeniu EBV ulegajg
proliferujgce limfocyty, jako wyraz stymulacji malarig. Gravley i Ablashi [65]
wykazali, ze Plasmodium falciparum indukuje w komadrkach linii Raji wzrost
poziomu wczesnego antygenu R-EBV (early antigen-restricted, w skrocie
EA-R), a w linii AG 876 zwieksza liczhe komorek noszacych antygen
kapsydowy wirusa (virus capsid antigen, w skrécie VCA). Powtarzajgce sie
ataki malarii powodujg wystepowanie cyklicznych, wymykajgcych sie spod
wpltywu nadzoru immunologicznego podziatbw komoérek B, co zwiegksza
mozliwo$¢ wystgpienia translokacji chromosomowych i ekspansji klonalnej
[173], Jest to tym tatwiejsze, ze w przebiegu przewlekiej malarii zostaje
upos$ledzona czynno$¢ komérek T i zdolno$¢ uktadu immunologicznego do
eliminacji zakazonych EBV komorek B.

Zreszta poza malarig takze inne zakazenia pasozytnicze moga odgrywac
role w szerzeniu sie endemicznego BL. Tak np. wykazano, ze w niektorych
populacjach Ameryki tacinskiej i Potludniowo-Wschodniej Azji, ktére maja
wysoki wskaznik malarii, ale niski wskaznik innych choréb inwazyjnych,
czestos¢ wystepowania BL jest dosy¢ niska [103].

15. ASPEKTY NADZORU IMMUNOLOGICZNEGO W CHLONIAKACH

Ekspresja witasnych antygenéw klasy | gtéwnego uktadu zgodnosci tkan-
kowej (Major Histocompatibility Complex, w skrocie MHC), wraz z an-
tygenami nowotworowymi warunkuje wystagpienie aktywnosci cytotoksycz-
nych limfocytéw T. Pojawily sie jednak doniesienia [144], ze pod wplywem
onkogendw moze dojs¢ do supresji lub modulacji antygenéw MHC klasy | na
powierzchni komorki. Te zdolno$¢ majag przede wszystkim onkogeny jadrowe,
a zwitaszcza gen E 1 A adenowirusa i geny z rodziny myc, na poziomie
najprawdopodobniej posttranskrypcyjnym. Na przyktad nadmiernie wzmozo-
nej ekspresji c-myc w czerniaku towarzyszy obnizenie ekspresji antygenow
MHC klasy I. Nie wiadomo, czy analogiczna sytuacja wystepuje w BL, bowiem
na powierzchni komorek BL tez stwierdzono niska ekspresje antygenu HLA-A,
co utrudnia rozpoznawanie tych komérek przez autologiczne limfocyty cyto-
toksyczne.

Jeszcze bardziej niekorzystnie przedstawia sie sprawa ekspresji na powierz-
chni komérek BL epitopu transformacyjnego antygenu EBNA-2. Wystepowa-
nie epitopu EBNA na powierzchni komdérki umozliwia jego rozpoznanie przez
komoérki T zaréwno typu pomocniczego, jak i cytotoksycznego. Epitop ten
wystepuje jednak tylko na powierzchni komaérek ,unie$miertelnionych” przez
EBV linii limfoblastoidalnych, natomiast nie ma go na powierzchni komorek
BL [117]. Stad powstato podejrzenie, ze komdérki BL EBV dodatniego moga
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po prostu zosta¢ nie zauwazone przez komorki nadzoru immunologicznego.

Sa rowniez dowody, ze immunosupresja przyspiesza rozwdj BL, jak
rowniez innych chtoniakéw o wysokim stopniu zto$liwosci. Patologiczna
immunosupresja ma miejsce w dziedzicznie uwarunkowanych niedoborach
immunologicznych, a takze bywa narzucona dziataniem medycznym. Zdarza
sie to u chorych leczonych przeszczepami narzaddéw, a zwlaszcza prze-
szczepami szpiku. Na szczegdlne ryzyko narazeni sg biorcy szpiku niezgodnego
i pozbawionego Ilimfocytébw T oraz poddani immunoterapii skierowanej
przeciw ich wiasnym komdérkom T. Badania serologiczne Shapiro i wsp. [152]
wykryty u tych chorych obecno$¢ genomu EBV, monoklonalng proliferacje
limfocytdw B, rearanzacje gendw immunoglobulinowych i aberracje chromo-
somowe.

Podobna sytuacja moze mie¢ miejsce u chorych z zespotami wrodzonych
niedoboréw odpornosci, zwtaszcza sprzezonych z picig, jak mutacja w locus
XLA (od X Linked Agammaglobulinemia). U tych chorych rozwijajg sie
limfoproliferacje wychodzace z komérek B (typu hiperplazji lub ztosliwej
proliferacji) [68, 136].

16. WIELOETAPOWY ROZWOJ CHLONIAKA BURKITTA

Patogeneza nowotwordw jest generalnie rozumiana jako proces wielo-
etapowy. Klein i Klein [91] sugerujg co najmniej 3 etapy w rozwoju
endemicznego BL z udziatem trzech uktadow genetycznych: jeden z nich jest
pochodzenia wirusowego, a dwa pochodzenia komdérkowego, jak nie kont-
rolowana ekspresja c-myc i aktywacja jeszcze innych proto-onkogenow.

W etapie pierwszym dochodzi do przewlektej stymulacji i aktywacji uktadu
B-komdrkowego przez czynniki zakazne, zwtaszcza przez EBV, co przyczynia
sie do znacznego zwiekszenia puli proliferujgcych limfocytow B, mitotycznie
aktywnych o szybkich obrotach cyklu komdrkowego. Jest mozliwe, ze w tym
czasie pojawiajg sie pierwsze ,unieSmiertelnione” klony aktywne immunologi-
cznie. Komarki na tym etapie nie maja jeszcze cech nowotworowych, prolifera-
cja ich zalezy od czynnikéw wzrostowych, ale rozwija sie stymulacja autokryn-
na, ktdra zdominuje i uniezalezni dalsze pokolenia komdérek B od egzogennych
interleukin. Kofaktory $rodowiskowe, jak np. przewlekta malaria, dodatkowo
wzmagajg ekspansje klonu komodrek B przez ich poliklonalng aktywacje.

W etapie drugim zachodzi juz translokacja t/8;14/ lub jeden z jej
wariantéw z udzialem chromosomu 8. Moze by¢ to zdarzenie przypadkowe.
Prawdopodobniejsza jednak wydaje sie mozliwosé wptywu na ukiad im-
munologiczny ciagtej stymulacji antygenowej (czynniki zakazne). Wzrost puli
proliferujagcych komorek B, w ktorych zachodzi stata rearanzacja gendéw lIg,

9 - PBK 2/89
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zwieksza prawdopodobienstwo btedéow podczas tgczenia segmentéw V-D-J lub
przetgczania klasy izotypu, co prowadzi do translokacji chromosomowych.
W nastepstwie translokacji c-myc zostaje umieszczony w genomie w ze-
stawieniu z locus Ig aktywujacym jego ekspresje w sposéb nielegalny,
z pozbawieniem wiasnej kontroli. Nadmierna i stata ekspresja produktu c-myc
zmusza komorki do ciggtej aktywnos$ci mitotycznej niezaleznej od zewnatrz
pochodnych czynnikéw wzrostowych, a by¢ moze czyni je takze niewrazliwymi
na indukcje réznicowania, co w koncowym efekcie prowadzi do ekspansji
klonu z korzystng dla przezycia translokacjg chromosomowa.

W kolejnym etapie dochodzi do aktywacji innych proto-onkogendw,
jeszcze nie zdefiniowanych. Klein i Klein [91] sugerujg wspdétdziatanie miedzy
c-myc i B-lym (chociaz ten ostatni zdaniem Mushinskiego i wsp. [119] nie
powinien by¢ zaliczany do onkogen6w) lub zmutowanymi genami ras (tab. 5).

TABELA 5

Wspotdziatanie patogenéw w rozwoju endemicznego chioniaka
Burkitta (modyfikacja wg [91])

Wirus Epsteina-Barr Powoduje ,unie$miertelnienie” komorki
B przez mechanizm autokrynny. Prolife-
ruje klon latentnie zakazonych komadrek
B, ktére sa jednak zalezne od czynnikéw
wzrostowych i podatne na wplywy nad-
zoru immunologicznego

Przewlekta malaria Zwieksza pule komoérek docelowych
przez poliklonalng aktywacje komorki
B, a ponadto wywotuje supresje koma-
rek T

Aktywacja c-myc Wskutek translokacji chromosomowej
c-myc zostaje potaczony z ktéryms$ z loci
immunoglobulinowych, czego nastep-
stwem bedzie jego niekontrolowana
transkrypcja. Stata transkrypcja c-myc
wigze sie z

nabyciem przez komédrke ,kom-
petencji wzrostu” i uniezaleznieniem jej
od regulacyjnego wpltywu czynnikéw
wzrostowych (,unie$miertelnienie” ko-
moérki B),

zablokowaniem réznicowania (cho-
ciaz ciagta transkrypcja c-myc nie
wptywa na ukierunkowanie komorki)

Mutacja genéw Geny te maja zdolnosci transformuja-
z rodziny ras ce komorki NIH 3T3 i prawdopodobnie
i/lub innych wspoétdziatajg z aktywnym c-myc
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Niektdore dane wskazuja, ze ekspansja klonu nowotworowego zachodzi
tylko wowczas, gdy translokacja chromosomowa ma miejsce w pierwotnej,
prekursorowej komorce B, ktora znajdowata sie w specyficznym etapie
rozwoju, okre$lonym przez Croce i Nowella [37] jako faza ,otwarcia na
ré6znicowanie” (window of differentiation). Wreszcie nie jest wykluczone,
ze po zaistnieniu translokacji chromosomowej w rozwoju BL odgrywaja role
jeszcze inne czynniki patogenetyczne, jak juz wzmiankowana aktywacja innych
onkogenoéw lub dziatanie czynnikdw wzrostu i r6znicowania [75]. Przemawia
za tym m.in. progresja nowotworu w poézniejszych okresach choroby, gdy
wystepujg wtdrne zmiany w Kkariotypie. Tak np. Pegoraro i wsp. [128]
wyprowadzili od chorego z ostrg biataczkg limfoblastyczng B-komérkowa
linie, w ktorej wystepowaty dwie translokacje chromosomowe: t/8; 14/ — cha-
rakterystyczna dla BL i t/14; 18/ — charakterystyczna dla chtoniaka guz-
kowego. Autorzy sugerujg dwuetapowy model rozwoju nowotworu. Pierwo-
tnym zdarzeniem jest translokacja t/14;18/ z aktywacjg przez locus tancucha
ciezkiego Ig w 14932, przypuszczalnego onkogenu bcl-2 w locus 18g21. Nastep-
stwem tej rearanzacji i stymulacji jest ekspansja klonu komorek B z t/14;18/
i rozwdj nowotworu o dosy¢ niskim stopniu ztoSliwosci. W drugim etapie
w klonie tym zachodzi dodatkowa, acz nieprzypadkowa translokacja t/8;14/
z aktywacjg c-myc i rozwojem nowotworu o wysokim stopniu ztosliwosci.
W istocie mozna sie spodziewac, ze ekspansja klonu nowotworowego o niskim
stopniu ztosliwosci zwieksza prawdopodobieristwo dodatkowych translokacji
chromosomowych w przebiegu pospiesznej rearanzacji genow Ig. deJong i wsp.
[44] opisali przypadek chioniaka ztozonego z dwu komponentéw. Jednym
byto utkanie chtoniaka guzkowego o fenotypie dojrzatej komérki B, a drugim
— chioniak limfoblastyczny o fenotypie prekursorowej komérki B, zlokalizo-
wany w przestrzeniach miedzyguzkowych wezta chtonnego. Autorzy zaktadaja,
ze pierwotng zmiang, zachodzacg prawdopodobnie w prekursorowych komor-
kach B, jest translokacja t/14;18/, ktéra zapoczatkowuje rozw0j dosy¢
tagodnego chtoniaka guzkowego. W rownolegtych przetrwatych prekursoro-
wych komoérkach B ma miejsce druga translokacja t/8; 14/ obejmujaca drugi
chromosom 14. W podklonie z dwiema translokacjami dochodzi do aktywacji
c-myc i szybkiej klonalnej ekspansji limfoblastow cechujacych sie immunofeno-
typem prekursorowej komdrki B, podobnym zresztg do fenotypu linii komor-
kowej, uzyskanej przez Pegoraro i wsp. [128] od chorego z ostrg biataczka
limfoblastyczng. Obserwacje te potwierdzajg takze badania Yunisa i wsp. [179]
prowadzone u 71 chorych z chtoniakiem guzkowym. W 85% przypadkow
wystepowata translokacja t/14; 18/. W 10 przypadkach, w ktérych ta trans-
lokacja byta jedyng zmiang, nowotwor mial przebieg tagodny i wiekszo$¢
chorych nie wymagata leczenia. Natomiast u chorych, u ktérych wystgpity
dodatkowe aberracje chromosomowe, obserwowano ewolucje w wielkokomor-
kowe chtoniaki o wysokim stopniu ztosliwosci (ryc. 5).
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TYP GUZKOWY TYP GUZKOWY TYP GUZKOWY TYP GUZKOWY TYP ROZLANY
o matej o matej mieszano- wielko- lub
ROZPOZNANIE rozszczepionej ~ rozszczepionej komérkowy komérkowy GUZKOWY
HISTOPATOLOGICZNE Komérce komoérce (mato i wielko- wielkokomérkowy

kom6rkowy)

STOPIEN ZtoSLIwWOSCI

W OCENIE POSREDNIA POSREDNIA
KLINICZNED NISKA WYSOKA NISKA WYSOKA WYSOKA
CHROMOSOMWA | thasie)
dup 2p lub
del 13732 HSRs lub DMs
del 6 lub+ 12

+3-t- 18, lub+21

Ryc. 5. Model ewolucji chtoniaka guzkowego z translokacja t/14;18/. Progresji nowotworu

towarzyszy stopniowe nagromadzenie powtarzajacych sie aberracji chromosoméw (wg [179]):

t — translokacja (wymiana materiatu genetycznego miedzy dwoma chromosomami); dup — dup-

likacja prazka lub segmentu chromosomu; del — delecja prazka lub segmentu chromosomu;

- — trisomia lub dodatkowa kopia chromosomu; HSRs (od Homogenous Staining Region)

— jednorodnie barwiacy sie odcinek chromosomu; DMs(od Double Minute Chromosome)
— pozachromosomowe fragmenty chromatyny

Alternatywny model rozwoju endemicznego BL proponujg Lenoir i Born-
kamm [103]. Wedtug nich etapem pierwszym i zasadniczym w rozwoju BL jest
zmiana genetyczna, a wiec zaistnienie jednego z trzech wariantow translokacji.
Pojawienie sie tej zmiany poprzedza a nie nastepuje po zakazeniu EBV.
Przyszto$¢ pokaze, ktéry z tych dwu modeli jest prawdziwy, ale oba sa
wiarygodne, jako wynikajgce z obecnego stanu wiedzy.

Refleksje po napisaniu tego artykutu oddaje cytat pochodzacy z 1819 r.
z pracy francuskiego lekarza i filozofa Francois-Joseph’a Berard’a: ,,La verite se
concile tous les interets: eile n’est que paix et harmonie dans le monde
intellectuel” (,,Prawda zjednywa sobie wszystkie dgzenia: jest wszakze pokojem
i harmonig w Swiecie intelektu”).
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