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CONTEMPORARY VIEW
OF THE CELL CYCLE CONTROL REGULATION
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Streszczenie. Ostatnie lata przyniosty szereg nowych odkry¢ dotyczacych zjawisk zachodzacych w trakcie cyklu
komérkowego zaréwno komoérek somatycznych, jak i embrionalnych. Doprowadzito to, z jednej strony, do
poznania zasad dziatania MPF (maturation promoting factor), a z drugiej - do poznania grupy gendw cdc (celi
division control) u drozdzy. Poczatkowo niespdjne wyniki zaczely sie uktadac w logiczng cato$¢ umozliwiajac tym
samym sformutowanie uniwersalnej teorii kontroli cyklu komérkowego, opierajacej sie¢ na zatozeniu, iz istniejg
dwa stabilne stany komérki: metafazowy i interfazowy, zdeterminowane poziomem aktywnosci kinazy
zawierajacej w swoim sktadzie p34cdc2.

Summary. The last few years brought a number of new discoveries concerning facts occurring in the cell cycle,
both somatic and embrionie. It resulted, from one side, in the knowledge of the MPF (maturation promoting
factor) action principles; and from the other - in a cdc (cell division control) genes groups in yeasts. At the
beginning the incoherent results have begun to make one logical and universal theory of the cell cycle control
based on the presumption that there exist only two stable cell states: the metaphase one and an interphase one.
They are determined by the activity level of the p34cdc” containing kinase.

WSTEP

Przez dtugi okres badania nad kontrolg cyklu komdérkowego toczyty sie dwoma od-
dzielnymi torami, z jednej strony dotyczyty one cyklu somatycznego, a z drugiej strony
wczesnego cyklu embrionalnego. Uzyskane wyniki pozostawaty ze sobg w zasadniczej
sprzecznos$ci, doprowadzajgc do powstania dwoch odmiennych hipotez ttumaczacych
obserwowane zjawiska.

Badania nad cyklem somatycznym prowadzone byty przede wszystkim na drozdzach
Saccharomyces cerevisiae oraz Schizosaccharomyces pombe, jak réwniez na réznych li-
niach komérkowych, przewaznie fibroblastéw mysich hodowanych in vitro. Doprowadzity
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one do sformutowania tezy, iz na cykl komdrkowy mozna patrzeé jak na szereg etapow,
gdzie rozpoczecie kazdego jest uzaleznione od ukonczenia poprzedniego [27]. Ta zalez-
nos¢ cyklu komoérkowego moze polegac na tym, ze produkt kazdego etapu jest jednoczes-
nie substratem do nastepnego (podobnie jak wtradycyjnie opisywanych szlakach przemian
biochemicznych), jak réwniez na systemie kontroli typu sprzezenia zwrotnego. Opierajac
sie na tym ostatnim zatozeniu wyodrebniono trzy gtdwne punkty uchwytu kontroli cyklu:
mianowicie punkt Start wtrakcie G1 (wduzej mierze pozostajacy pod kontrolg egzogenna,
np. czynnikdw wzrostu, dostepnosci substancji odzywczych), punkt na pograniczu G2/M
uzalezniony od ukonczenia syntezy DNA oraz réznych endogennych czynnikéw niezbed-
nych do wejscia w mitoze oraz punkt na pograniczu metafazy i anafazy uzalezniony od
sprawnosci aparatu mitotycznego [34, 54].

Badania nad wczesnym cyklem embrionalnym prowadzone byty na zarodkach zab,
rozgwiazd, mieczakdw ijezowcow. Doprowadzity one do wykrycia kompleksu biatkowego,
nazwanego MPF (maturation promotingfactor lub M-phase promotingfactor), zdolnego do
indukowania fazy M, a wykazujacego wysoka aktywno$¢ na przejsciu G2/M do przejscia
metafaza/anafaza. Wykazano takze powszechne wystepowanie grupy biatek zwanych cy-
klinami, ktérych poziom w komorce ulega wahaniom synchronicznym z przebiegiem cyklu
i poziomem aktywno$ci MPF. Nie zdotano jak dotychczas wykry¢ w tym cyklu wyraznych
kontroli typu sprzezenia zwrotnego, gdyz ani inhibicja syntezy DNA, ani zniszczenie uktadu
mikrotubuli, ani nawet enukleacja jaja nie zapobiegly oscylacji cytoplazmy pomiedzy
stanem interfazowym a stanem charakterystycznym dla fazy M. Wykazano w ten spos6b
istnienie autonomicznego oscylatora cytoplazmatycznego, ktéry wyzwala zmiany struktu-
ralne i czynnosciowe wjadrze komorkowym, jednakze nie zalezy od nich [1,22,26,31, 32,
57].

W ostatnich latach mozna byto pogodzi¢ ze sobg te dwa odmienne punkty widzenia i
pokusi¢ sie o stworzenie jednolitej teorii, ttumaczacej zjawiska zachodzace zaréwno w
cyklu somatycznym, jak i embrionalnym [23, 38, 43].

FAZAG1

Komorka, ktéra rozpoczyna cykl, startuje albo z fazy M poprzez G1 albo z Go. Fazy Go
i G1 wykazuja podobienstwo, gdyz w obydwu przypadkach komoérka ma niezduplikowany
DNA i musi przejs¢ faze S, aby ostatecznie ulec podziatowi. Miedzy tymi stanami istnieja
jednak zasadnicze rdéznice. Komérki znajdujace sie w Go zmniejszaja stopniowo swoj
rozmiar, gdyz wspotczynnik degradacji RNA i biatek przewyzsza wspétczynnik ich syntezy,
ktéra wynosi zaledwie 1/3 szybkosci, z jaka komérki w G1 resyntetyzujg swoje makroczas-
teczki. W fazie Go jest bardzo niska aktywno$¢ enzymow i transporteréw btonowych w
poréwnaniu z fazg G|, a rybosomy wystepuja przewaznie w stanie monosomalnym. Wyka-
zano takze, iz w Go pojawiajg sie pewne, blizej nie zidentyfikowane biatka oraz mRNA
nieobecne w pozostatych fazach cyklu. Wreszcie przejscie z Go do S trwa dtuzej nizz M
do S. Mozna sie nie zgodzi¢ z czesScig wymienionych tu postulatéw dotyczacych fazy Go,
argumentujac, ze pewne komdrki, np. nerwowe, cechujg sie bardzo wysokim metabo-
lizmem, pomimo iz sg wtej fazie. Oczywiscie, jest to pewne uog6lnienie wynikéw otrzyma-
nych z badan in vitro ustabilizowanej linii fibroblastow mysich, ale wydaje sie ono stuszne,
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jezeli spojrzymy na losy tych komorek w ciggu wystarczajaco dtugiego przedziatu czaso-
wego [5, 27].

W fazie G1 odbywa sie kontrola proliferacji komorek, przetgczanie na Go i odwrotnie
oraz uruchomienie réznicowania si¢ komarek, a wiec procesy zalezne w znacznej mierze
od czynnikéw zewnatrzkomoérkowych, a przy tym niezwykle wazne w kontroli wszystkich
populacji komérkowych makroorganizmu. Do$¢ dtugo toczyt sie spér o to, czy we wczes-
nym cyklu embrionalnym, przed tzw. midblastula transition, wystepuje w ogéle faza G1, jak
réwniez G2. Dzi$ mozna powiedzie¢, ze z calg pewnoscig wystepuja obydwie te fazy, a
pozorny ich brak wynika z tego, ze zdarzenia charakterystyczne dla np. G| zaszty w
wiekszosci wczesniej, jeszcze w poprzednim cyklu w fazie S i przygotowaniu sie komorki
do podziatu [62]. Mamy tu wiec do czynienia w zasadzie z sytuacja, gdy komorka znajduje
sie jednoczesnie w dwoch fazach cyklu. Jedynie faza M nie moze zachodzié¢ na faze Sivice
Versa, co jest zreszta oczywiste. To "zachodzenie na siebie" (overlapping) faz cyklu ttumaczy
nam rézng dtugosé trwania fazy Gl i G2 w komérkach réznych tkanek tego samego
organizmu, przy wzglednie statym czasie trwania fazy S i M na danym etapie rozwoju
filogenetycznego. Czas trwania przede wszystkim G | jest odpowiedzialny za czas, wktdrym
zachodzi caty cykl, gdyz jest to faza, ktérej dtugos¢ trwania ulega najwiekszym modyfika-
cjom.

Faza G| niejest jednorodna iwyrdznia sie obecnie w niej podokresy, przy czym podziat
ten jest rézny u r6znych autorow. Pomiedzy poszczegélnymi podokresami wystepujg tzw.
punkty zwrotne, sposrod ktdrych kluczowe znaczenie zdaje sie mie¢ punkt R, czyli Start,
gdyz wystepuje on w normalnie proliferujgcych komorkach, podczas gdy pozostate punkty
okreslono u populacji zahamowanych w Go, a dazacych do S. Wyrdznia sie wiec nastepu-
jace etapy: kompetencja, punkt C (control), wejscie (Gla), punkt V (verification), progresja
(Gib), punkt R (restriction) i montaz [62].

Kompetencja jest to stan spowodowany w fibroblastach dziataniem ptytkopochodnego
czynnika wzrostu (PDGF), u innych komorek wyzwalany przez bombezyne, a u wiekszosci
jeszcze nie udowodniony, w ktorego czasie zachodzi reorganizacja struktury chromatyny,
przyspieszenie transportu przez blony oraz pojawiajg sie nowe mRNA. Po przejsciu
punktu C, kompetentne komorki poddane dziataniu EGF oraz insuliny osiggaja faze S.
Jezeli jednak ograniczy sie im podaz czynnikow odzywczych (np. egzogenicznych amino-
kwaséw), to zatrzymajg sie one w punkcie V po okresie wejscia. Gdy umiesci sie je w
petnowartosciowej pozywce, osiagajg S w ciggu czasu réwnego trwaniu G| u normalnie
proliferujgcych komorek. Biochemia tego okresujest mato poznana, cho¢ wykazano wzrost
zawartosci enzymow glikolitycznych i nagromadzenie polisoméw w cytoplazmie. Okres ten
jednak prawdopodobnie nie odpowiada jakiej$ okres$lonej fazie G I u normalnie proliferu-
jacych komorek pomimo zbieznosci w czasie. Po przejsciu punktu V nastepuje okres
progresji, w ktdrej czasie wymagane jest dziatanie insulinopodobnego czynnika wzrostu
typu 1 (IGF1) oraz wzmozona dostawa aminokwasow, gdyz zachodzi intensywna synteza
biatek, w tym enzyméw niezbednych w fazie S. Komérki tatwo jest zablokowac na tym
etapie inhibitorami syntezy biatek.

Komorki, ktore przeszty faze progresji, zatrzymujg sie w punkcie R, ktéry moga przejsé
dopiero po nagromadzeniu sie blizej nie poznanego biatka do poziomu progowego.
Mechanizm ten przypomina gromadzenie cyklin niezbedne do przejscia G2/M (patrz
dalej). Ostatnio wykryto biatko, ktére odpowiada tym wymaganiom, a mianowicie p68 [38].
Jest ono syntetyzowane w G1, ale ma krétki T 1/2, natomiast jest stabilne w komérkach
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nowotworowych. Czyjest to rzeczywiscie poszukiwane biatko regulatorowe, tego na pewno
nie wiadomo. Poniewaz punkt R odpowiada punktowi Start w cyklu drozdzy, dalsze
badania nad mutantami cdc moga odpowiedzie¢ na to pytanie.

Przypuszcza sie, ze oprocz MPF, kontrolujacego faze M istnieje réwniez SPF (S-phase
promotingfactor). Sugestia ta opiera sie na fakcie, iz u drozdzy S. cerevisiae mutanty genu
CDC28 wykazujg zaburzenia kontroli cyklu w punkcie Start. Opierajac sie na zatozeniu,
ze partner p34 wymagany do przejscia GI/S powinien by¢ w zasadzie podobny do cyklin,
rozpoczeto poszukiwania biatek, ktore ulegajg z nim asocjacji w tej fazie cyklu [38].

Odkryto trzy niezalezne geny CLN1, CLN2 i DAF1/WHI1, ktérych produkty wykazujg
homologie do cyklin [68]. Ich inaktywacja moze zablokowaé przejscie GI/S u drozdzy
paczkujacych, natomiast mutacje tylko jednego lub dwdch sposréd powyzszych gendw nie
wywolujg znaczniejszych zaburzen cyklu komorkowego. CLN2 tgczy sie z p34 tworzac
stabilny kompleks odznaczajacy sie aktywnoscig kinazy histonowej HI. Pozostaje jednak
wcigz kwestia sporna, czy uzyskanie takich wynikéw in vitro upowaznia do uwzglednienia
SPF jako czynnika o takim samym znaczeniu jak MPF. Spowodowatoby to gruntowng
rewizje dotychczasowego modelu cyklu komérkowego.

Koncowym etapem GL1 jest montowanie, w ktdrego czasie zachodzi przegrupowanie
enzymow z cytoplazmy do jadra, ich modyfikacja i formowanie odpowiednich kompleksow
(np. replikazy). Towarzyszy temu wzrost aktywnosci enzymdw odpowiedzialnych za syn-
teze substratow syntezy DNA (np. kinaza tymidynowa, reduktaza rybonukleotydowa).
Montowanie jest niezalezne od wptywu czynnikéw ezgogennych.

ONKOGENY

Podczas kolejnych faz G1 zachodzi Sci$le rozmieszczone w czasie oddziatywanie biatek
bedacych produktami wiekszosci znanych onkogenow [44, 76]. Nie znamy doktadnych
danych na temat takich, ktére by regulowaty przejscie G2/M, co zresztg wydaje sie
oczywiste, gdyz z punktu widzenia ewentualnego powstawania nowotworu bytoby wielce
niekorzystnym przyspieszenie mitozy przy niedokonczonej replikacji DNA [76]. Niektorzy
badacze twierdza, ze produkt srcjest kinazg fosforylujaca zwrotnie MPF, za$ produkt mos
jest fizjologicznym aktywatorem MPF w przebiegu mejozy u zab i myszy. Ta ostatnia
sugestia znalazta potwierdzenie. Ot6z woocytachX laevis wyrdzniano od dawna wystepo-
wanie czynnika cytostatycznego CSF, ktéry powodowat zatrzymanie ich w metafazie Il
poprzez stabilizacje MPF. Okazato sig, ze aktywno$¢ CSF moze byé zastapiona obecnoscia
produktu c-nios, protoonkogenu kodujacego kinaze serynowo/treoninowg [69].

Uwiktany w regulacije przejscia GI/S wydaje sie by¢ rowniez produkt antyonkogenu Rb.
Oprécz Rb, kandydatem na antyonkogen jest tez biatko p53, koprecypitujace z antygenem
T wmateriale pochodzagcym z komorek transformowanych wirusem SV40. W odroznieniu
od onkogendw, antyonkogeny sg to takie czesci genomu, ktére kodujg biatka ograniczajace
proliferacje komérek i ktorych brak moze byé zwigzany z transformacjg nowotworowa.
Poznano doktadnie ludzki gen RB1 kodujacy biatko Rb o masie 105 kDa i T1/2 10 h,
ktorego synteza odbywa sie we wszystkich stadiach cyklu komoérkowego. Nowo syntetyzo-
wany produkt Rb jest nisko ufosforylowany w komoérkach znajdujacych sie w Go oraz w
G|, ulega natomiast wielokrotnej fosforylacji wpéznym G1, na przejsciu GI/S oraz wczasie
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trwania fazy S. Komorki linii HL-60, ktore zostaty indukowane do ostatecznego réznico-
wania sie za pomocg odpowiednich Srodkéw chemicznych, stracity zdolno$¢ do fosfory-
lowania wcigz powstajacego Rb, gdy tylko przestaty sie dzieli¢, podczas gdy komorki
zablokowane afidicholing na granicy GI/S przez 24 h byty w petni kompetentne dalej
produkujac i utrzymujac wysoko ufosforylowang forme Rb. Produkt tego antyonkogenu
wykazuje lokalizacje jadrowa i stwierdzono dotychczas jego interakcje z transformujacymi
biatkami onkogennych wiruséw (np. ELA adenowiruséw, duzy Ag T SV 40, E7 Papilloma-
virus hominis, 16). Uzywajac sondy cDNA dla RB1 oraz przeciwciat anty-Rb stwierdzono
delecje tego genu i brak ekspresji w komdrkach retinoblastoma oraz osteosarcoma, a takze
w czesci przypadkdw drobnokomaorkowego raka ptuc i guzéw gruczotu sutkowego. Wszys-
tkie te dane sugerujg, ze Rb jest bardzo waznym regulatorem proliferacji komdrek,
zwhaszcza gdy wystepuje w postaci ufosforylowanej, a jego doktadne poznanie wymaga
dalszych intensywnych badan. Oddziatuje on na przejsciu GI/S, gdyz co prawda na
przejsciu G2/M przewazata forma nisko ufosforylowana, ale nawet komorki zablokowane
w mitozie wykazywaty chromatograficznie wiecej nizjedng forme Rb [48, 62, 76].

ROLA I ZNACZENIE MPF

Na poczatku lat siedemdziesigtych wykazano, ze cytoplazma dojrzatych pod wptywem
progesteronu oocytow zaby zawiera czynnik, zdolny indukowa¢ dojrzewanie oocytow,
ktérych nie poddawano dziataniu tego hormonu [45, 72], Podobne wiasciwosci wykryto
nastepnie w cytoplazmie jaj jezowcoéw i rozgwiazd, stosujac podobnie jak w pierwszym
przypadku technike mikroiniekcji oraz fuzji komérkowych. Czynnik wywotujacy te zmiany
nazwano MPF @maturation promoting factor), czyli czynnik wywolujacy dojrzewanie, sa-
dzac zrazu, ze jest to rodzaj swoistego wtdrnego przekaznika o ograniczonym dziataniu.
Fuzje interfazowych komdrek Hel a z dojrzatymi oocytami Xenopus laevis i z komérkami
Hela bedacymi w fazie mitotycznej wykazaty jednak zachodzenie pod wptywem MPF
zjawisk, takich jak: rozpad otoczkijadrowej, kondensacja chromatyny oraz formowanie sie
wrzeciona kariokinetycznego, co zasugerowato badaczom szersze znaczenie tego czynnika
przemianowanego na M-phase promotingfactor [51,65].

Definicja MPF wynika z jego dziatania oraz z metody stosowanej do oznaczania jego
aktywnosci, mianowicie uwaza sie¢ za MPF substancje zdolng do indukowania drugiego
podziatu mejotycznego przy zablokowanej syntezie biatek. Odréznia to zdecydowanie
MPF od catego arsenatu srodkoéw, takich jak: inhibitory kinaz zaleznych od cAMP,
odczynniki sulfhydrylowe lub biatko Ras, ktdre wstrzykniete do niedojrzatych oocytow
wywotujg wprawdzie ich dojrzewanie, ale nie jest to ich dziatanie bezposrednie, lecz
uzaleznione od catego blizej nie zidentyfikowanego taficucha przemian drogi progestero-
nowej [54].

Zidentyfikowano przy pomocy tej definicji obecno$¢ MPF we wczesnym cyklu embrio-
nalnym zarodkow X. laevis, matz Spisula solidissima oraz jezowca Arbacia punctidata,
nastepnie wykazano jego wystepowanie u ssakow, a posrednio takze u cztowieka.

Przetom w badaniach nad MPF zostat spowodowany wprowadzeniem jako dogodnego
modelu doswiadczalnego ekstraktow bezkomérkowych zjaj X. laevis [30, 41, 42, 47, 58].
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Zaobserwowano, ze gdy do tego ekstraktu wprowadzi¢ pozbawiong otoczki jadrowe;j
chromatyne plemnik6w, otacza sie ona pseudootoczka jadrowa, dajac w efekcie prosty
model jadra komdrkowego. Dziatanie takie ttumaczy sie tym, iz cytoplazma niezaptodnio-
nego oocytu rézni sie od cytoplazmy komérki somatycznej. Jest ona mianowicie mieszaning
elementow pochodzenia cytoplazmatycznego i substancji jadrowych, ktdre rozpraszajg sie
w ooplazmie w momencie rozpadu pecherzyka zarodkowego (GVB - germinal vesicle
breakdown). Dowodem tego jest fakt, zejaja enukleowane po GVB inastepnie aktywowane
wykazuja rytmiczne skurcze powierzchni (surface contraction waves - SCW) zbiezne w
czasie z bruzdkowaniem kontrolnych zygot, podczas gdyjaja, z ktérych usunieto pecherzyk
zarodkowy i poddano je nastepnie aktywacji, wykazujg wprawdzie typows reakcje korowg
i oscylacje zawartosci aktywnego MPF, lecz nie wykazujg SCW. Pojawiaty sie one nieregu-
larnie dopiero po dos¢ dtugim czasie od zadziatania bodZca aktywujacego, prawdopodob-
nie na skutek resyntezy odpowiedzialnego za nie biatka (biatek) [55].

Gdy do takiego ekstraktu otrzymanego z oocytéw nieaktywowanych doda¢ nawet
niewielkg ilos¢ MPF, masa cytoplazmatyczna ulega aktywacji prowadzac do rozpadu
pseudootoczki jadrowej w ciggu ok. 30 min, przy czym na niezbedny okres dziatania MPF
przypada tylko kilka pierwszych minut, a reszte czasu zajmujg zjawiska zwigzane z kon-
densacjg chromatyny i rozproszeniem pseudootoczki. Wysunieto wniosek, ze sam MPF
wystepuje w cytoplazmie w formie nieaktywnej w ciggu catego cyklu, a synteza biatek jest
niezbedna do produkcji jakiegos jego aktywatora. Podobny efekt mozna osiggna¢ dziatajac
niewielkg iloscig zaktywowanego MPF. Wykazano, ze jest on prawdopodobnie fosfopro-
teing, co jednak niewiele wyjasniato, zwazywszy ze wiele strukturalnych biatek, takich jak
histony i laminy jadrowe, ulega hyperfosforylacji przy wejsciu w mitoze [19]. Okazato sie
takze, iz MPF jest termolabilny, gdyz po 10 min inkubacji w 45°C ulegat catkowitej
inaktywacji. W postaci tiofosforylowanej MPF jest stabilny, przy braku ATP, ktory jest
takze niezbedny do procesu rozpadu otoczki jagdrowej [40].

Zdefiniowano jednostke MPF jako najwieksze rozciefczenie, w ktorym wystepowat
rozpad otoczki jadrowej w modelu bezkomérkowym. Przyktadowo, niezaptodniony oocyt
X. laevis zawiera 100jednostek MPF w objetosci 0,6 jd. W 2 h po zaptodnieniu cytoplazma
blastomerdw zawiera juz tylko 30j/jjJ, u 11 hgastruli poziom wynosit 20j/jil, a u 20 h neuruli
juz tylko 2,5j/pj. Stad wynika wniosek, ze im wolniej dzielg sie komorki, tym nizszy poziom
MPF wystarcza do podtrzymania cyklu [19]. Na podstawie wynikow tej serii badan postu-
lowano, ze MPF wywiera swoje dziatanie w dwéch fazach. Pierwsza obejmuje aktywacje
(czyli priming) cytoplazmy interfazowej, natomiast druga zaklada dziatanie aktywnych
czynnikéw cytoplazmatycznych na jadro i prawdopodobnie wymaga posrednictwa enzy-
mow kondensujacych chromosomy, kinaz laminowych oraz czynnika M VF (membrane-ve-
sicularizationfactor).

Wysitki badaczy ukierunkowaty sie po poznaniu tych faktéw na zidentyfikowanie biatka
lub biatek, ktére wykazywatyby aktywnos¢ MPF. Wiadomo byto, ze we wczesnym cyklu
embrionalnym Zzab i jezowcdw wymagana jest synteza biatek za kazdym obrotem cyklu,
gdyz przy jej braku komorki zatrzymujg sie ze zduplikowanym DNA, ale przed mitoza.
Synteza tych biatek wymagana byta tylko we wczesnej interfazie, co sugerowato zachodze-
nie proceséw posttranslacyjnych. Mikroiniekcja MPF do zablokowanych w ten sposob
komorek indukowata mitoze, co znaczyto, izwwyniku tej syntezy powstaje MPF albo raczej
jakis$ aktywator MPF, a takze to, ze wtasnie MPF jest kluczowym regulatorem cyklu.
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Kolejne badania potwierdzity pierwsze doniesienia. Ekstrakcja MPF z wyciggéw
komérkowych przygotowanych w obecnosci 5’- ( 7-tio)-trifosforanu adenozyny (ATP
(7-5”) ulega wzmocnieniu, gdy doda sie inhibitoréw fosfataz i przeciwciat przeciwko
tiofosforanowym immunoprecypitatom MPF. Obecno$¢ ATP (y-5’) byfa niezbedna w celu
utrzymania stabilno$ci MPF podczas dalszego oczyszczania. Inhibitory fosfataz, takie jak
R-naftylofosforan i NaF, trzeba byto usuwaé drogg dializy z oczyszczonych preparatow
MPF przed testowaniem ich w ekstraktach bezkomorkowych z oocytowAr. laevis, podczas
gdy obecnos$¢ w nich trzeciego uzywanego inhibitora, mianowicie B-glicerofosforanu,
wzmagata dziatanie MPF. Poniewaz sam R-glicerofosforan nie indukuje fazy M, musi on
mie¢ poza zdolnoscia blokowania fosfataz jakie$ dodatkowe niepoznane wiasciwosci [40].

Metodg chromatografii w zelu poliakrylamidowym wykryto, ze we frakcji 0 aktywnosci
MPF wystepuja zawsze dwa biatka, o relatywnej masie czasteczkowej 45 kDa i 32 kDa.
Aktywnos¢ te testowano zaréwno w systemie bezkomdrkowym, jak i na nienaruszonych
oocytach X. laevis, traktowanych cykloheksimidem. Okazato sie, ze czes¢ frakcji, zawiera-
jacych wylacznie biatko 45 kDa, wykazywato co prawda aktywno$¢ MPF w systemie
bezkomoérkowym, lecz nie wywotywato dojrzewania oocytow.

Frakcja biatkowa najbardziej bogata w komponente 45 kDa majacg whasciwosci MPF,
wykazujaca jednak zawsze obecno$¢ biatka 32 kDa, ma silne wiasciwosci kinazowe. Fos-
foryzuje ona invitro biatko 45 kDa, histon H 1 oraz mieszane histony i inhibitor fosfatazy-1.
Nie fosforyluje natomiast foswityny, inhibitora fosfatazy 2, syntazy glikogenowej, kazeiny,
biatka rybosomalnego S6, laminy lub wimentyny [10,30,40].

MUTANTY CDC DROZDZY

Niezaleznie od powyzszych badan zajmowano sie genetyczng analizg temperaturo-wra-
zliwych mutantéw cyklu komdrkowego drozdzy (cdc-ts- cell division control - temperature
sensitive mutants), ktdre umieszczone w okreslonej temperaturze restrykcyjnej blokowaty
sie odpowiednio w réznych fazach cyklu. Badania przeprowadzono z poczatku na droz-
dzach paczkujgcyeh Saccharomyces cerevisiae,)cdndk dogodniejszym modelem okazaty sie
drozdze dzielace sie przez normalng cytokineze Schizosaccharomycespombe (fissionyeast)
[7, 8,15, 27, 45, 54].

Na podstawie zebranych danych wyizolowano szereg genow uczestniczacych wregulacji
cyklu komdrkowego, ktére zwyczajowo okresla sie u S. cerevisiae duzymi literami, a u 5.
pombe matymi. Najbardziej interesujgcym okazat sie cdc2, poniewaz jego dziatanie byto
wymagane zaréwno w punkcie Start, jak i na przejsciu G2/M [6]. Stwierdzono jego Scistg
homologie do wczesniej opisanego genu CDC28, z ktérym jest wzajemnie wymienialny, tj.
CDC28 moze uratowac letalne mutacje cdc2 S. pombe, a pozbawiony introndw cdc? letalne
mutacje CDC28 S. cerevisiae [9]. Obydwa te geny kodujg biatka o relatywnej masie
czasteczkowej Mr = 34 kDa, identyczne pod wzgledem sekwencji aminokwasow w 62%.
Szczegblnie konserwatywne okazaly sie regiony charakterystyczne dla kinaz serynotreoni-
nowych. Jak sie mozna byto spodziewac, obydwa te biatka wykazywaty in vitro aktywno$¢
kinazowa.

Gen suci, ktorego homologiem u S. cerevisiae jest CSK1 [24], zostat wyizolowany jako
sekwencja DNA, ktéra zapobiega letalnym skutkom ekspresji niektdrych alleli mutantéw
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cdc2, gdy wprowadzi sie jg do komdrki pod postacig zamplifikowanego plazmidu. Kodo-
wane przezsucl biatko ma Mr = 13kDa isktada sie z 113 aminokwas6w. pl3sucl wykazuje
bardzo duze powinowactwo do p34cdc2 i tworzy z nim kompleksy wykazujace aktywno$¢
kinazowa. Wiasciwos¢ Scistego faczenia sie tych dwdch biatek wykorzystano do izolowania
p34adc2 z roznych ekstraktow komorkowych, przez uzycie kolumn sefarozowych z przy-
taczonym pl3sucl. U niektérych szczepdéw drozdzy majacych zmutowany gen cdc2, kom-
pleksy te wykazuja znacznie mniejsza stabilnos¢, lecz jak juz wspomniano, nadmiar pl3sucl
przesuwa réwnowage w strone powstawania kompleksoéw i umozliwia przezycie komdrki.
Ostatnio uwazasie, ze pl3sucl odgrywa dwie zasadnicze role. Moze on mianowicie utatwia¢
powstawanie komplekséw p34cdc~z p60cdcl3, a nastepnie petni role inhibitora tak powstatej
kinazy, do czasu gdy w fazie M kompleks ten staje sie niewrazliwy na jego dziatania [16,
28].

Kolejne geny to weel, nimi i cdc25. Jezeli u S. potnbe wystgpi nadekspresja weel w
stosunku do cdc25 obserwuje sie, iz komorki, ktére rozpoczynajq mitoze, sa znaczaco
wieksze od komoérek kontrolnych. Sytuacje odwrotna obserwuje sie natomiast, gdy nadeks-
presji ulega cdc25, przy nie zmienionej ekspresji weel. Komorki, ktére osiagajg faze M, s
wowczas o wiele mniejsze od kontroli. Do genu cdc25 wykazuje znaczgcg homologie gen
String u Drosophila melanogaster, ktory jednakze zdaje sie tam spetnia¢ odmienna role,
gdyz jego akumulacja determinuje kazdy nastepny podziat we wczesnym cyklu zarodko-
wym. Homolog cdc25 wystepuje rowniez u S. cerevisiae, rownoczesna delecja tego genu i
nadekspresja genu weel powoduje u tych drozdzy blok w G2. To ostatnie doniesienie
popiera teze, ze rowniez S. cerevisiae ma dwa oddzielne punkty uchwytu kontroli cyklu
(dawniej sgdzono, ze kontrola odbywa sie tylko wpunkcie Start, gdzie wytgcznie oddziatuje
CDC28). Wreszcie wykryto tez gen nimi, ktérego superekspresja zdaje sie niwelowac
dziatanie produktu weel. Obydwa te biatka, mianowicie produkty nim 1 oraz weel, wyka-
zujg homologie do sekwencji charakterystycznych dla kinaz biatkowych. Produktem genu
cdc25 |est biatko p80, mogace tworzy¢ multiheterokompleksy z pl3, p34 i p60. Poziom
p80c ¢ wzrasta 4-5-krotnie, gdy komérka osiaga granice G2/M i ulega dalszemu wzros-
towi w czasie trwania fazy M, co sugeruje, ze biatko to powinno by¢ obecne, zanim komérka
nie ukonczy mitozy. Ostatnio wykryto biatko homologiczne do p80 w komérkach Hela,
ktore wykazujg rowniez cykliczne wahania stezenia w cytoplazmie oraz jest zdolne zastapic¢
brakujgce biatko u defektywnych mutantéw S. pombe [60, 61].

CYKLINY*

Na podstawie analiz zawarto$ci biatek oocytowjezowcaA. punctulata metodg chroma-
tografii na zelu poliakrylamidowym wykazano, ze po zaptodnieniu zanika znaczgce pasmo
0 Mr = 45 kDa, ktére nastepnie ulega resyntezie w ciggu pierwszego cyklu zarodkowego,
by ponownie zanikng¢ w fazie M. Ze wzgledu na cykliczny charakter procesu syntezy i
degradacji tego biatka nazwano je cykling [3, 20, 74].

‘Pewne zamieszanie nomenklaturowe wynikto z tego, iz nazwe “"cyklina" przypisuje sie réwniez czynnikowi bia-
tkowemu PCNA {Proliferating Cells Nuclear Antigen) bedagcemu kofaktorem DNA polimerazy Delta, u drozd-

zy S. cerelisiae. PCNA jest kodowany przez gen CDC2, co jeszcze bardziej komplikuje nazewnictwo. PCNA
nie ma zadnego zwigzku z omawianymi tu cyklinami [36, 39, 75].



WSPOLCZESNE POGLADY NATEMAT REGULACJI CYKLU KOMORKOWEGO 161

Wkrétce wykazano obecnosé dwoch biatek o podobnym zachowaniu takze u mieczaka
S. solidissima, a nastepnie uX. laevis, a ostatnio za pomoca przeciwciat monoklonalnych
rowniez u wiekszosci eukariontéw, w tym u cztowieka. U drozdzy natomiast okazato sie,
ze cyklinom odpowiadajg produkty genéwsuci icdcl3, awedtug niektorych autorow takze
cdc25 [48].

Obecnie znane cykliny podzielono na dwie grupy: A i B w zalezno$ci od podobienstwa
sekwencji aminokwasow, ustalonej na podstawie izolowanego cDNA dla tych biatek.
Podziat ten wywodzi sie od dwaoch cyklin pierwotnie wykrytych u S. solidissima. Do grupy
A nalezy cyklina A S. solidissima, cyklina 1A. punctulata, cykliny Al i A A; laevis oraz
produkt genu cdcl3 S. pombe, podczas gdy do grupy B cyklina B S. solidissima, cyklina 2
A. punctulata, pl3, cykliny Bl i B S. laevis oraz cyklina B ludzka z komérek HeLa [25,37,
73].

Cykliny sg ogolnie biatkami o wysokim stopniu konserwacji sekwencji, zwaszcza w
srodkowej 1/3, jak zdotano ustali¢ przy uzyciu techniki DIAGONblotts. Dla przyktadu, na
odcinku pomiedzy aminokwasami 166 a 294 cykliny B wystepuje 50% homologii z cykling
A, podczas gdy az 65% homologii z cykling 1 [79]. U wszystkich poznanych cyklin 56 z
kluczowych 148 reszt aminokwasowych jest identyczne, co stanowi 38%. Liczba ta wzrasta
do 60%, jesli nie wezmiemy pod uwage drozdzy. Dalszych 26 reszt [17] wykazuje jedynie
réznice w zakresie tzw. konserwatywnych substytucji [64]. Bardzo duze réznice wykazuje
natomiast u poszczegélnych cyklin region 100 N-terminalnych reszt aminokwasowych,
gdzie wystepuja tylko nieliczne wyspy konserwacji. Ogolna liczba aminokwaséw tworza-
cych tancuch polipeptydowy cyklin waha sie w granicach 390-410 przy zastanawiajaco
duzych wahaniach wzglednej masy czasteczkowej w granicach od 44 kDa dla cykliny Bl
do 62 kDa dla cykliny ludzkiej, przy oznaczaniu jej rutynowg metoda na SDS-PAGE.
Wazng cechg odrézniajacag cykliny typu A od B jest wystepowanie u tych ostatnich
sekwencji FLRR-SK o nieznanej funkcji oraz sekwencji RRXSX, ktora jest potencjalnym
miejscem fosforylacji przez kinazy zalezne od cAMP [63, 64].

Istotna réznica pomiedzy ekspresja obydwu grup cyklin polega na tym, ze u mieczaka
S. solidissima cyklina A przechowywana jest w oocytach jako matczyny mRNA, podczas
gdy cyklina B wystepuje juz pod postacig gotowego biatka, tyle ze skompleksowanego w
nieaktywne, fatwo sedymentujgce agregaty. W momencie zaptodnienia przechodzg one w
rozproszona, rozpuszczalng forme, prawdopodobnie pod wptywem przejsciowego zwiek-
szenia warto$ci pH. Takie rozmieszczenie obydwu cyklin ttumaczy fakt, dlaczego mozliwe
jest zachodzenie | podziatu mejotycznego u S. solidissima bez syntezy biatek [79]. Doty-
chczas nie wykazano podobnych réznic w rozmieszczeniu cyklin z grup A i B u innych
organizmow, lecz jest to prawdopodobne i sugeruje, ze by¢ moze majg rdézne funkcje, choé
moga sie nazwajem uzupetnia¢. Mozna to poprze¢ faktem, ze wprowadzone osobno do
oocytowA". laevis sq mniej efektywne niz wprowadzone razem (patrz nizej) [29].

Wykazano, ze mikroiniekcja transkryptu sklonowanego genu cykliny A do oocytow X
laevis indukuje pierwszy podziat mejotyczny, co wskazuje ze cykliny s3 MPF lub jego
bezposrednim aktywatorem [46,77]. Cze$¢ autorow uwazato natomiast, ze cykliny sg tylko
jednym z posrednikéw na drodze progesteronowej aktywacji MPF popierajac to faktem,
ze uptywajeszcze znaczacy okres (1-3 h) od momentu zakonczenia syntezy cyklin do chwili
rozpoczecia mitozy [49]. Wskazuje na to fakt, ze inhibitory syntezy biatek zapobiegajg
wejsciu wmitoze tylko wtedy, gdy oddziatujg we wczesnej interfazie, co znaczy, gdy stezenie
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cyklin przekroczy pewien prog, zachodzg procesy posttranslacyjne prowadzace nieuchron-
nie do ujawnienia sie aktywnosci MPF [59].

Inne doswiadczenia wykazaty natomiast, ze jezeli zablokowa¢ komorki w fazie M, to
pasmo cyklin nie zanika, lecz utrzymuje sie na statym poziomie przez czas trwania bloku,
do momentu podjecia przez komorke dalszej czesci mitozy lub mejozy, tj. do poczatkdw
anafazy. Degradacja cyklin zbiega sie w czasie z gwattownym zanikiem aktywnosci MPF w
cytoplazmie. Gdy umieszczono pozbawiong otoczki jagdrowej chromatyne plemnikéw w
bezkomoérkowym ekstrakcie z oocytowA". laevis, do ktérego dodano antysensowne oligo-
nukleotydy komplementarne do mRNA jednej z cyklin typu B, nastgpito opdznienie
wystepienia mitozy. W momencie, gdy uzyto ekstraktu zawierajacego anty-mRNA, zar6w-
no dla cykliny Bl jak i B, nie zaobserwowano ani kondensacji chromosoméw, ani rozpadu
pseudootoczki jadrowej. W czasie trwania doswiadczenia nie zaobserwowano, aby DNA
zablokowanego w ten sposéb systemu ulegat chocby czesciowej duplikacji. Efekt uzyskany
poprzez zapobiezenie syntezie cyklinjest identyczny do efektu uzyskanego wskutek doda-
nia np. edeiny, ktéra jest inhibitorem syntezy biatek [51,52, 53].

Ostatecznie udowodniono teze, iz degradacja cyklin jest niezbedna do wyjscia z fazy M
otrzymujac sztucznie sklonowang cykline CYCAQ90 (delecja 90 N-kofcowych aminokwa-
sow). Jest ona odporna na proteolize, a jej obecno$¢ w oocytach X. laevis utrwala stan
metafazowy [55].

MODEL REGULACJI CYKLU

W Swietle przedstawionych danych wydaje sie jasne, iz MPF jest w rzeczywistosci
kompleksem pomiedzy p34 a cykling (lub cyklinami) [18,21,35]. Poziom MPF jest staty w
ciggu catego cyklu komérkowego, natomiast wahaniom ulega poziom cyklin, ktére akumu-
lujg sie w interfazie, aby nastepnie ulec gwattownej degradacji na przetomie metafazy i
anafazy. Powstanie kompleksu p34-cyklina nie jest jednoznaczne z uczynnieniem sie¢ MPF
w komérce iwzrostem aktywnos$ci kinazowej. Niezbednajest do tego defosforylacja reszty
tyrozynowej biatka p34, usytuowanej w pozycji 15 taricucha polipeptydowego, w regionie
stuzagcym*do wigzania ATP. Defosforylacja ta uzalezniona jest u S. pombe od obecnosci
p80c ¢ , chociaz nie wykazano, aby to ostatnie biatko wykazywato jakgkolwiek aktywnos¢
fosfatazowa. Niemniej jednak, podstawienie reszty tyrozynowej reszta fenyloalaninowa u
jednego z mutantdw cdc2, uniemozliwia przemiany typu fosforylacji/defosforylacji, za$
mutanty, bedac niezalezne od stezenia produktu cdc25, wchodzg przedwczesnie w mitoze.
Wynika stad wniosek, iz defosforylacja tyrozyny w pozycji 15 tancucha p34 jest bezposred-
nig przyczyna fizjologicznej aktywacji MPF [17, 33].

p34c 0 ulega rowniez fosforylacji na reszcie treoninowej w pozycji 167 fancucha
polipeptydowego, prawdopodobnie w czasie trwania fazy G2, natomiast jej defosforylacja
nastepuje pod koniec mitozy. Obecnos¢ reszty fosforanowej jest w tym przypadku warun-
kiem sine qua non aktywnosci kinazowej kazdego kompleksu zawierajgcego w swym
sktadzie biatko p34 [71]. Badania na homologu produktu genu cdc2 wystepujgcego w
komorkach myszy potwierdzity, ze zmiany stopnia ufosforylowania kinazy mitotycznej
wydajg sie mie¢ znaczenie uniwersalne. Jedyna réznica pomiedzy zachowaniem sie p34 u
myszy z obserwowanym u S. pombe polega na tym, iz oprocz reszty tyrozynowej, usytuo-
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wanej w pozycji 15, defosforylacji premitotycznej ulega zlokalizowana w pozycji 14 dodat-
kowa reszta treoninowa [61,67]. Najnowsze badania wskazuja, ze biatko p34 ulega rowniez
fosforylacji na reszcie serynowej w pozycji 277 w czasie fazy GI. Defosforylacja w tym
miejscu nastepuje w czasie fazy S, co wskazuje na ewentualng role p34 na przejsciu GI/S
[38].

Biatko p34 ulega asocjacji z cykling A w fazie S, a z cykling B podczas fazy G2. Cyklina
B moze potaczyé sie z p34 niezaleznie od stopnia ufosforylowania tego biatka, podczas gdy
cyklina A asocjuje z nim jedynie, gdy jest ono w postaci defosforylowanej. Réwniez same
cykliny ulegajg fosforylacji niedtugo przed rozpoczeciem mitozy, ale znaczenie tego zja-
wiska pozostaje nierozstrzygniete. Ostatnio wykryto, ze in vitro produkt onkogenu c-src
fosforyluje reszty tyrozynowe p34, natomiast produkt c-mos fosforyluje cykline B2 [50,69,
70],

Model cyklu komérkowego zaproponowany przez A. W. Murraya i M. W. Kirschnera
w roku 1989 zaklada, ze istnieja dwa zasadnicze stany, w ktérych znajdowaé sie moze
komorka: stan o wysokiej aktywnosci MPF, zwany mitoza (w odrdznieniu od klasycznego,
morfologicznego ujecia mitozy chodzi tu o czasokres miedzy profaza a poczatkiem anafa-
zy) oraz stan o niskiej aktywnosci MPF, zwany interfaza (wiaczajac wto anafaze itelofaze).
Zardéwno niski, jak i wysoki poziom aktywnos$ci MPF w cytoplazmie charakteryzuje stany
o wzglednej stabilizacji, podczas gdy poziomy posrednie sg zdecydowanie niestabilne [52,
53, 54, 55].

Przemiany jadra interfazowego sg niewatpliwie procesem dynamicznym, natomiast
komorka, ktora osiggneta metafaze, moze w niej pozostawaé przez dtugi czas. Wszystkie
zmiany sktadajace sie na profaze i prometafaze wydaja sie by¢ zainicjowane aktywacja MPF
uruchamiajacg kaskade dalszych mechanizméw. Spadek aktywnosci MPF inicjuje szereg
zjawisk doprowadzajgcych w efekcie do stabilnego stanu interfazowego. Strukturalne
przemiany zaréwno na przejsciu G2/M, jak i na przejsciu M/GI zalezg najprawdopodob-
niej od szeregu niezaleznych proceséw dziatajagcych na zasadzie klasycznych szlakéw
biochemicznych (tj. majacych kontrole typu sprzezenia zwrotnego), ktorych jedyng cechg
wspolna jest to, iz sq zapoczatkowywane przez zmiane aktywnosci MPF.

Powyzej przedstawiona koncepcja cyklu komoérkowego jest na tyle uniwersalna, ze
thumaczy zjawiska zachodzace w czasie wczesnego cyklu embrionalnego, jak i cyklu
somatycznego. Gtowne réznice polegaja na pojawieniu sie systemu kontroli zwrotnych oraz
uzaleznieniu autonomii komorki od czynnikdw pochodzenia egzogennego, co jest szcze-
golnie zaznaczone u komorek pochodzacych z wysoko zorganizowanych wielokomérkow-
cow.

Mechanizm fosforylacji/defosforylacji nie tylko odpowiada za wahania aktywnosci
MPF, lecz rowniez jest podstawg jego dziatania, gdyz jak wiadomo, podjednostka p34 jest
kinazg serynowo-treoninowg [56]. Réwniez przypuszczalny SPF miatby dziatac na tej samej
zasadzie. Funkcjonowanie takich kinaz mogtoby sie odbywaé dwojako: albo sg one tak
zwanymi kluczowymi regulatorami uruchamiajacymi poprzez fosforylacje kaskade reakcji,
albo same bezposrednio fosforylujg wszystkie niezbedne substraty potrzebne w reorgani-
zacji komérki w zwiazku z progresja cyklu. To drugie rozwigzanie wydaje sie jednak mniej
prawdopodobne. Specyficzno$¢ kinazy mitotycznej na poziomie struktury pierwszorzedo-
wej jest stosunkowo niska, gdyz moze to by¢ sekwencja R/K-S-P-X-R/K lub S-P-K.
Sprowadza sie to do rozpoznania reszty serynowej albo treoninowej, po ktorej wystepuje
reszta prolinowa, a nastepnie jaki§ aminokwas zasadowy. Co sie tyczy defosforylacji
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substratow kinaz zawierajgcych p34, to wydaje si¢, iz zachodzi ona wskutek statego
dziatania fosfataz réznego typu, ktérych poziom aktywnosci nie ulega wiekszym zmianom
w ciggu cyklu komérkowego [38].

Najlepiej poznanym substratem kinazy mitotycznej jest histon HI, ktory ulega fosfory-
lacji na dwach resztach aminokwasowych w czasie fazy S, a nastepnych czterech tuz przed
mitoza. Powinowactwo kinazy p34 do tego biatka jest tak duze, ze jedynym z synonimow
MPF stata sie nazwa HI-kinaza, a szybkos¢, z jaka to biatko ulega fosforylacji, jest tatwg
ilosciowag metodg oznaczania stopnia aktywnosci MPF w preparatach biologicznych. Nie
wykazano bezposredniego zwigzku dosforylacji histonu HI a kondensacjg chromosoméw.

Dwie reszty serynowe lamin jadrowych tez sg bezposrednimi celami dziatania kinazy
p34, co ttumaczytoby jej role wrozpadzie otoczki jagdrowej. W czasie trwania fazy M kinaza
ta fosforyluje prawdopodobnie rowniez lekkie tancuchy miozyny, nukleoine oraz biatko
pp60 - produkt onkogenu src. Indukowatoby to zahamowanie cytokinezy oraz syntezy
rybosomow, jak réwniez aktywacje nastepnej kinazy. Podczas fazy S pod wptywem kom-
plekséw zawierajacych p34 ulega fosforylacji antygen T, co miatoby na celu inicjacje
replikacji DNA. U drozdzy 5. cerevisiae fosforylacji w czasie faz S, G2 i M zaleznej od genu
CDC28 podlega czynnik SW15, bedacy regulatorem transkrypcji genu HO kodujgcego
endonukleaze niezbedng w przetgczaniu sie tych drozdzy na szlak podziatu ptciowego [38].
Ostatnio wykazano, iz kinaza p34 inaktywuje poprzez fosforylacje biatko X-MAP, co
wywotuje modulacje dynamicznych wiasciwosci mikrotubul, symulujac in vitro powstawa-
nie wrzeciona podziatowego [8, 48]. Substratem kinaz zawierajacych p34 jest rowniez u
myszy jedna z polimeraz RNA [11].

Za pomocg przeciwciat otrzymanych zaréwno przeciw N-koricowym, jak i C-koricowym
domenom biatka p34 udato sie zlokalizowaé je w dzielacych sie w hodowli komdrkach
jelenia azjatyckiego (Mwitiacus muntjac) wpowigzaniu z konkretnymi strukturami morfo-
logicznymi. Poza centrosomami [67] zlokalizowano p34 w kinetochorach, wzdtuz peczkdw
mikrotubul ciggnacych sie od kinetochoréw do biegunéw, wokét pecherzykéw zlokalizo-
wanych pomiedzy rozchodzacymi sie chromatydami oraz wewnatrz mostu miedzyko-
morkowego powstajacego pod koniec cytokinezy. W regionach tych zlokalizowane sg
prawdopodobnie substraty kinazy p34, gdyz réwnocze$nie ze wzrostem reaktywnosci
przeciwciat anty-p34 wzrasta w nich reaktywnos$¢ przeciwciat antyfosfoproteinowych
MPM-2 [34], co wskazuje na wzrost stopnia ufosforylowania biatek. Wart uwagi jest
rowniez fakt, ze rozmieszczenie miejsc wigzacych anty-p34 pokrywa sie z miejscami
wystepowania kalmoduliny w aparacie mitotycznym, jednak znaczenie tego faktu jest na
razie nieznane [66]. Trwajg intensywne poszukiwania dalszych substratéw kinaz zawiera-
jacych p34 w celu blizszego powigzania ich ze zjawiskami morfologicznymi.
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GEN bcl-2 W PATOFIZJOLOGII LIMFOCYTOW B
Bcl-2 GENE IN THE PATHOPHYSIOLOGY OF BLYMPHOCYTES

Janusz KOCKI, Danuta ROZYNKOWA
Zaktad Genetyki Medycznej Akademii Medycznej w Lublinie

Streszczenie. Nazwa i zainteresowanie genem bcl-2 (od B-cell leukemia/lymphoma) wynikty z powodu wykrycia
rearanzacji nieznanego dotychczas genu w komdrkach chtoniaka B-limfocytowego z translokacjg t(14; 18),
zestawiajaca ten locus genu z genem ciezkiego taicucha immunoglobuliny. Na podstawie piSmiennictwa przed-
stawiono mozliwg role bcl-2 w onkogenezie oraz w biologii komérek linii B w centrum rozrodczym grudki
chtonnej. Opisano strukture, transkrypty i produkty genu bcl-2 oraz przedstawiono poglad i doswiadczenia na
temat lokalizacji komérkowej biatka Bcl-2. Opisano punkty ztaman w genie bcl-2 wykrywalne przez sondy
molekularne w patologicznych sytuacjach i przedstawiono pewne réznice w geograficznym rozmieszczeniu
przypadkéw chioniakéw grudkowych z translokacjg t(14, 18). Rekonstrukcja molekularnych nastepstw tej
translokacji zostata zrealizowana przez transfekcje linii komoérkowych in vitro i komoérek rozrodczych myszy in
vivo konstruktami bcl-2-1g lub bcl-2-myc. Przytoczono m.in. hipoteze, wg ktdrej produkty deregulowanego genu
bcl-2 hamuja proces apoptozy w centrach rozrodczych grudek chtonnych. Przetrwate klony komérkowe bytyby
dtuzej narazone na inne patogeny w ewolucji chtoniakéw.

Summary. The name and growing interest in bcl-2 gene locus results from the rearrangement of this hitherto
unknown gene in human follicular B-cell lymphoma carrying a interchromosomal 14; 18 translocation juxtapos-
ing the IgHgene locus with bcl-2 gene. Literature about the possible role of deregulated bcl-2 gene in oncogenic
transformation capacity and in the biology of B-derived follicular centre cells has been presented. Molecular
structure, transcripts and products of the bcl-2 gene have been referred. Opinions and experimental proofs
about the cellular localisation of Bcl-2 protein are reviewed. Studies of break cluster regions in bcl-2 gene
detectable with molecular genetical probes reflect a geographic difference in lymphoma genesis with molecular
events related to the translocation 14; 18. The molecular consequences of the t(14; 18) was reconstructed by
generating minigene constructs of the bcl-2-1g fusion gene and introducing it into cell lines cultures and germ
line cells of mice. Resulting hypothesis points to a survival advantage of B cells in transgenic mice and follicular
lymphoproliferation due to supressed apoptosis processes in lymph node germinal centres. The deregulated
bcl-2-1g transgene prolongs the survival of clonal B cell population thereby increasing their exposition to other
pathogens during lymphoma evolution.
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WPROWADZENIE

Region 32 chromosomu 14 zawierajacy locus genu ciezkiego tafcucha immunoglobu-
liny jest najczesciej opisywanym miejscem translokacji chromosomowych w B-komérko-
wych chioniakach nieziarniczych [21,26, 54, 55]. Rekombinacja jednego z alleli tego genu
wwyniku aktywnosci rekombinazy DNA jest istotnym etapem w prawidtowym dojrzewaniu
komorki pre-B do dojrzatego limfocytu B [53]. Translokacja w tym miejscu nie jest wiec
przypadkowym zdarzeniem w rozwoju chtoniakdw, poniewaz powoduje przemieszczenie
do regionu ciezkiego tancucha immunoglobuliny innych genéw, znajdujgcych sie doty-
chczas w swoich typowych locus w innych chromosomach (tabela 1).

TABELA 1. Mechanizmy aktywacji onkogenéw komérkowych w chtoniakach i biataczkach B-komérkowych

Onkogen Translokacja Gen Znacznie Roztaczenie Hybrydowy gen;
zestawiony wzmozona z regionami zmieniony
z onkogenem  ekspresja kontroli produkt

onkogenu

c-myc t(2; 8) IgL kappa + +

c-myc t(8; 14) IgH + +

c-myc t(8; 22) IgL lambda + +

c-abl t(9; 22) ber + + +

bel-1 t(Il; 14) IgH + +

bcl-2 t(14; 18) IgH + +

bel-2 t(18; 22) IgL lambda + +

W chioniakach takie ztamania chromosomu 14 czesto dotyczg réwnocze$nie chromo-
somdw: 8,11 i 18. W miejscach tych ztaman znajdujg sie odpowiednio geny: c-myc, bcl-1 i
bcl-2. Deregulacja komérkowego protoonkogenu c-myc z translokacjg t(8; 14) zostata
szczeg6towo udokumentowana wguzie Burkitta [17,21,25]. Genom bcl-1 ibcl-2 przypisano
hipotetyczng role w rozwoju chtoniakdw, wynikajaca z naruszenia tych loci odpowiednio
w translokacjach t(11; 14) lub t(14; 18) [17].

Szczeg06lng uwage w ostatnich latach po$wiecono transkryptom kodowanym przez
sekwencje przylegte do punktéw ztaman w chromosomie 18, nazwanym w 1984 r. locus
bcl-2 (od B-cell leukemia/lymphoma) [55]. Nie ma on retrowirusowego homologu, a najego
onkogenny potencjat wskazujg doswiadczenia z wykorzystaniem transfekcji DNA [44, 58,
63, 64]. Weztowe zagadnienie sprowadza sie obecnie nie tylko do roli, jakg deregulacja

genu bcl-2 moze odgrywaé w onkogenezie, ale przede wszystkim do funkcji prawidtowego
produktu tego genu w biologii limfocytéw B.

STRUKTURA, TRANSKRYPTY I PRODUKTY GENU bcl-2

LUDZKI GEN bcl-2

Ludzki gen bcl-2 sktada sie z trzech ekson6éw, oddzielonych dwoma intronami [15, 58,
65]. Znana jest sekwencja genu bcl-2. *

*Cleary iwsp. [14] przeprowadzili analize sekwencji cDNA genu bcl-2 o dtugos$ci 6030 pz, wyizolowanego z ko-
moérek linii biataczkowej SUP-B2. Pierwszy kodon -ATG- zajmuje pozycje od 32 do 34 i odpowiada -AUG-



GEN bel-2W PATOFIZJOLOGII LIMFOCYTOW B 171

W procesie transkrypcji genu bcl-2 powstajg roznej dtugosci mRNA: 3500 pz, 5500 pz
i 8500 pz. W wyniku mechanizmu alternatywnych miejsc ztozenia (ang. splicing) powstajg
nastepnie dwa biatka: p26 alfa (26000 daltonéw) i p22 beta (22000 daltonéw) [58]. Sek-
wencje 196 N-kofcowych aminokwaséw obu biatek sg identyczne. Byty pordwnywane z
sekwencjami DNA znanych gendw z banku danych komputerowych w Uniwersytecie w
Wisconsin (USA) [14, 58].

Analiza sekwencji cDNA genu bol-2 wykazata, ze cze$¢ wspomnianych N-kofAcowych
aminokwasow jest homologiczna z biatkiem BHRF1 wirusa Epsteina-Barra (EBV) [37].
Skrét "BHRF1" zawiera oznaczenie dla czesci jednego z eksondéw p6znego antygenu EBV,
mianowicie dla fragmentu restrykcyjnego H enzymu BamHI, w ktérym znajduje sie jedna
z wiekszych ramek odczytu (RF - ang. readingframe). Sekwencja nukleotydéw odcinka
BHRF1 zajmuje pozycje od 54376 do 54948 w nici DNA wirusa Epsteina-Barra [7,49,52].
Jest ona zgodna w 25% z sekwencjg DNA dla 149 aminokwaséw biatka Bcl-2. Mozna
sugerowac ewolucyjny zwiazek obu biatek [14].

Grupa Croce [30, 60] zaproponowata koncepcje, wedtug ktérej niskoczasteczkowe
biatka wigzace GTP w limfocytach B miatyby odpowiadaé biatku Bcl-2, ktérej jednak nie
potwierdzono. Korsmeyer i wsp. [31] wykazali, ze istotnie Bcl-2 nie wigze GTP i nie ma
zadnego motywu w budowie czasteczkowej dla taczenia sie z nukleotydami.

Najwazniejszym z ostatnich doniesien byto opisanie subkomorkowej lokalizacji biatka
Bcl-2 w wewnetrznej btonie mitochondrialnej jako jej integralnego skfadnika [31]. Uzyto
posredniej metody immunocytochemicznej postugujac sie przeciwciatami monoklonalny-
mi 6C8 chomika przeciw ludzkiemu biatku Bcl-2 a wykrywanymi fluoresceinowang suro-
wicg kozig z przeciwciatami przeciw chomiczym IgG. Taka lokalizacja potwierdzita
wczesniejsze obserwacje komarek ludzkiej linii RL-7 z translokacjg t(14; 18), w ktdrych
produkt immunofluorescencyjnego barwienia byt rozmieszczony w cytoplazmie w postaci
punkcikéw, odpowiadajacych rozmieszczeniu mitochondriow [31].

MYSI GEN hcl-2

Negrini i wsp. [40] analizowali strukture mysiego genu bcl-2 (mbcl-2) w locus mysiego
chromosomu 1. Gen mbcl-2 ma dwa eksony, oddzielone odcinkiem 15000 pz, niosgce
informacje dla dwdch biatek réznigcych sie tylko sekwencjg C-koricowych aminokwaséw
(podobnie jak w ludzkim genie bcl-2). Sekwencja mRNA dtugosci 7500 pz koduje biatko
Mbcl-2 alfa, ztozone z 236 aminokwaséw. Drugi transkrypt, mRNA dtugosci 2400 pz,
zawiera informacje dla biatka Mbcl-2 beta zbudowanego ze 199 aminokwaséw. Gen mbcl-2
ma dtugie regiony nie ulegajace translacji (koniec 5’ - 1400 pz, koniec 3’ - 5100 pz)
otaczajace kroétkie regiony kodujace podobnie jak w ludzkim bcl-2.

W badaniu komérek wielu tkanek transgenicznych myszy transfekowanych mbcl-2
okazato sie, ze najwyzszy poziom ekspresji gen ten uzyskiwat w komoérkach $ledziony i
grasicy, nizszy - wkomdrkach nerwowych mozgu, $ladowe ilosci transkryptéw stwierdzono
w komorkach serca, nerek i watroby [40].

inicjujgcemu translacje polipeptydow bcl-2. Sekwencje TATA i CCAAT promotora genu znajduja sie 0 50-75
nukleotydéw dalej w kierunku 5’. Koniec 5’ znajduje sie wiec wewnatrz odcinka 20-30 nukleotyd6w - liczac od
miejsca startu transkrypcji. Kodon konczacy ramke odczytu znajduje sie w pozycjach od 715 do 717, a sekwen-
cja poli(A) znajduje sie miedzy nukleotydami w pozycjach od 6026 do 6030. Mozliwa jest dodatkowa sekwenc-
ja poli(A) w pozycjach od 6007 do 6012. Sekwencja zawarta w eksonach zawiera informacje dla 239
aminokwasow.
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MECHANIZM TRANSLOKACJI T(14; 18)

REGIONY Zt AMAN GENOW IgH i bcl-2

Zaproponowano, ze przyczyng translokacji t(14; 18) moze by¢ bledne odczytanie
skewencji DNA genu fancucha ciezkiego immunoglobuliny (IgH) przez rekombinazy Ig
podczas rearanzacji i taczenia sie segmentéw VD z J w komérkach pre-B [19, 56, 57, 61].

Punkty ztamari chromosomu 14 wystepujg w miejscach fizjologicznych rekombinacji
(wewnatrz segmentéw J4 lub J6 genu taincucha ciezkiego immunoglobuliny), co ilustruje
rysunek IB. W poblizu znajdujg sie sekwencje sygnatowe rozpoznawane przez rekombi-
nazy lg [8,12, 46, 61,67],

Rys.l. Schemat budowy genéw Ign ibcl-2 wg Cottera [15]:A - schemat budowy genu bcl-2, pola zaczernione
reprezentujg region kodujacy biatka Bcl-2, pola niezaczemione odpowiadajg segmentowi nie ulegajgcemu
translacji wjednostce transkiypcyijnej bcl-2, strzatki pokazujg regiony zktaman mbr i mer (opis w tekscie); B -
schemat budowy genu taricucha cigzkiego lg, strzatki pokazuja miejsca zkaman genu w regionie J, wielkimi lite-
rami oznaczono regiony genu, E - sekwencje wzmacniajace (enhancer) genu IgH; C - zestawione geny po
translokacji t(14; 18): a—po ztamaniu genu bcl-2 w regionie mbr, b —po ztamaniu genu bcl-2 w regionie mer



GEN bcl-2 W PATOFIZJOLOGII LIMFOCYTOW B 173

W procesach tych moze mie¢ réwniez udziat koricowa transferaza dezoksynukleotydo-
wa (TdT), odpowiedzialna za losowe wbudowywanie nukleotydéw tworzacych oligonu-
kleotydowe segmenty N w zigczach rekombinacyjnych podczas rearanzacji genéw Ig w
komorkach pre-B [11,22, 32,45, 48, 53,66,68,69].

W badaniach molekularnych stwierdzono, ze w miejscu potaczenia chromosomoéw 14 i
18 wystepuja wspomniane segmenty N, prawdopodobnie dotaczone przez transferaze TdT
[3,9,10]. Obecnos¢ segmentow N wydaje sie by¢ dodatkowym argumentem, ze translokacja
ta wystepuje juz od wczesnego etapu rozwoju komorek pre-B, w ktérym sg aktywne
rekombinazy Ig i transferaza TdT [22].

Na taki mechanizm translokacji t(14; 18) wskazuja trzy obserwacje podane wg Croce i
wsp. [62]:

1. W wigkszosci chtoniakéw typu nie-Burkitta punkty ztaman chromosomu 14 lezg w
regionie 5’ segmentu J genu IgH.

2. Dodatkowe nukleotydy (regiony N) byty wykrywane w miejscach fuzji chromosoméw
w translokacjach t(14; 18) it (11; 14).

3. Sekwencje sygnatowe hepta- i nanomerdw wystepujace w sgsiedztwie punktow fuzji
chromosomoéw 14 i 18 byly podobne do sekwencji wystepujacych w fizjologicznych pota-
czeniach VDJ.

Powyzsze sugestie wskazuja, ze rekombinazy g istotnie mogg omytkowo tgczy¢ segmen-
ty J genu IgH z genem bcl-2 zamiast whasciwego segmentu D genu IgH, dajac poczatek
deregulacji proceséw komdrkowych i wzrostu. Fizjologiczne potaczenia podczas rearan-
zacji genu IgH wystepuja najczesciej miedzy koncem 3’ segmentu D i koficem 5’ segmentu
J [9, 19, 32]. Stwierdzono, ze fragment wywodzacy sie z chromosomu 18q- powstaje w
wyniku niewzajemnej translokacji [7, 15]. Nastepuje utrata DNA genu IgH w odcinku
miedzy segmentami D iJ w taki sposob, ze region D tgczy sie z genem bcl-2 (rys. 1C).
Delecji genu bcl-2 nie obserwowano [15].

Z wyjasnieniami grupy Croce nie zgadzajg sie Bakhsi i wsp. [8], ktérzy dowodzg, ze
przerwanie chromosomu 18 nie moze by¢ zwigzane z btednym rozpoznawaniem sygnatu
podobnego do sekwencji gendw Ig czy tez z przetgczaniem dokonywanym przez rekombi-
nazy lg, gdyz:

e region ztaman 18921 nie ma sekwencji hepta- czy nanomeréw podobnych do
wystepujacych w genach Ig, a Croce analizowat sekwencje tych oligonukleotydow jedynie
w loci Ig w chromosomie 14, a nie w miejscach ztaman chromosomu 18;

 region 18921 nie ulega rekombinacji w normalnym rozwoju limfocytéw B, wskazuje
na to brak aktywnosci rekombinacyjnej w tym regionie [8].

W zwigzku z powyzszym zaproponowano inny mechanizm translokacji t(14; 18). Punkt
ztaman w chromosomie 18 nie bytby wynikiem dziatania rekombinaz Ig, a raczej dziatania
naturalnych enzymow reperacyjnych endonukleaz na rozsnuty (niestabilny, ang. staggered)
DNA [9]. Dowodem dziatania reperaz DNA w tym modelu majg by¢ delecje kilku
nukleotyddw w miejscu fuzji chromosomow 14 i 18, mechanizm ten przedstawiono na
rysunku 2.

Segment 21 chromosomu 18 nalezy do konstytutywnych miejsc tamliwych (c-fra) [72].
Sekwencje DNA punktow ztaman chromosomu 18 byly okre$lane w materiale uzyskiwa-
nym z guza droga biopsji lub pochodzacym z komorek linii wyprowadzonej z chioniakow
grudkowych [8,12, 55,61].
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Rys. 2. Mechanizm translokacji t(14; 18) wg Bakhsiego [9]: potaczenie czterech fragmentéw chromosomoéw
wytworzonych przez endonukleaze Ig w regionie 14g21 (po lewej stronie) oraz przez pekniecie rozsnutego
DNA w regionie mbr (po prawej stronie); wwyniku dziatania reperaz i transferazy TdT powstajg segmenty N
(opis w tekscie, oznaczenia jak na rys. 1)

Punkty ztaman w genie bcl-2 grupujg sie w dwa regiony:

* w 50-60% znajdujg sie wewnatrz regionu mbr (ang. major breakpoint region),
dtugosci 150 par zasad, lezagcym wewnatrz eksonu 3’;

* w 10-25% lokalizujg sie wewnatrz regionu mer (ang. minor cluster region), dtugosci
500 par zasad, lezacym w odlegtosci wiekszej niz 20000 pz od regionu mbr w kierunku 3’
w regionie nietranskrybowanym genu bcl-2 [12,13,14,16, 36,59], co ilustruje rysunek 1A.
Dotychczas nie znaleziono innych regiondw ztaman genu bcl-2 [10,15].

WYNIK TRANSLOKACII

W wiekszosci przypadkéw chtoniakéw grudkowych gen bcl-2 jest wigczony ponizej
locus J genu IgH (downstream) w kierunku od 3’ do 5 [56,58,61], co przedstawia rysunek
1C. W jednym tylko przypadku chtoniakéw grudkowych z translokacjg t(14; 18), w komor-
kach linii 989 [59], zaobserwowano wiaczenie genu bel-2 w kierunku od 5” do 3’ (upstream,
rys. 3) punkt ztamania chromosomu 18 lezat w okolicy korca 5’ genu bcl-2.
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Rys. 3. Wzajemne potozenie genéw w translokacji t(14; 18) w komérkach linii FL 989 wg Tsujimoto [59] (opis
w tekscie)

Gen bcl-2 moze by¢ wiec przeniesiony i zestawiony z genem Ig niezgodnie lub zgodnie
z kierunkiem transkrypcji DNA. Poniewaz odlegto$¢ miedzy eksonami 3’ i 5’ genu bcl-2
wynosi ok. 50000 pz, a ekson 5’ jest dtugosci 8500 pz, to odlegto$¢ promotora bcl-2 i
sekwencji wzmacniajgcych (enhancer) genu Igjest wieksza niz 60000 pz. Wydaje sie wiec,
ze wplyw genu Ig na gen bcl-2 nie zalezy od odlegtosci i moze wigzac sie z wystepowaniem
elementéw posredniczacych [59].

W 1989 roku opublikowano nowe dane dotyczace translokacji t(18; 22), w ktorej bcl-2
jest przeniesiony w poblize genu lekkiego tancucha lambda Ig (IgL) znajdujacego sie w
chromosomie 22. Translokacje te wykryto w komorkach linii 1446 wyprowadzonej od
pacjenta z przewlekia biataczka limfatyczng B-komdrkowg [2]. Struktura potgczenia ge-
néw bcl-2/IgL w pozycji jeden za drugim (tandem) odpowiada translokacji wymiennej z
delecjg dwoch ipietnastu par zasad. W translokacji t(18; 22) sekwencja bcl-2 ma odwrotny
kierunek transkrypcji w stosunku do sekwencji genu IgL. Punkt ztamania w chromosomie
18 znajduje sie wewnatrz regionu mbr genu bcl-2, podobnie jak we wspomnianej wyzej
translokacji t(14; 18) w komorkach linii 989 [59], Punkt ztamania chromosomu 22 zlokali-
zowano wgenie IgL w odlegtosci 2200 pz od konca regionu J. Takie potozenie zestawionych
gendéw moze by¢ argumentem potwierdzajacym hipoteze grupy Croce [1] na temat genezy
tego przemieszczenia podczas fizjologicznej rekombinacji genu Ig.

Amakawa iwsp. [6] prowadzili badania cytogenetyczne komérek linii ciggtych wypro-
wadzonych z chtoniakéw grudkowych. Kariotypy komorek tych linii cechowat naddatek
dwach, trzech i czterech chromosomow 18g-. Ich wzory prazkowe byty identyczne jak
chromosomu 18g-, ktdrego delecja byka wynikiem translokacji t(14; 18). Analiza moleku-
larna 18g- oraz 14q+ wykazata, ze dodatkowe chromosomy 18g- nie sg wynikiem braku
rozdziatu mitotycznego ani nie powstajg de novo z translokacji t(14; 18). Sg wynikiem
reduplikacji jedynej kopii chromosomu 18g-, podobnie jak dodatkowy chromosom Ph’w
kariotypach chorych z przewlekig biataczka szpikowg i pozachromosomowe fragmenty
double minutes w komorkach nowotworowych.
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ROZMIESZCZENIE GEOGRAFICZNE

Translokacje t(14; 18) (g32; g21) mozna znalez¢ w komorkach wiekszosci chioniakdw
grudkowych centroblastycznych i centroblastyczno-centrocytowych, a takze w chtoniakach
nieziarniczych typu rozlanego, o duzym stopniu zto$liwosci [4,18, 29, 34, 38, 39,65].

Wsrdd 106 amerykanskich chtoniakéw grudkowych translokacje t(14; 18) wykryto w 90
przypadkach, z ktérych tylko 25 przebiegato stosunkowo tagodnie. U pozostatych wystapity
dodatkowe aberracje potaczone z aktywacjg innych onkogenéw [70, 71]. Podobne aber-
racje chromosomowe zaobserwowano w Szwecji [33], gdzie klasyczng translokacje t(14;
18) znaleziono w 10 na 14 przypadkéw chtoniakéw grudkowych. Grupa Japornczykéw w
swoim materiale opisata te translokacje w5 przypadkach z 10 chtoniakdw grudkowych [5].
Na terenie Niemiec [29] przeprowadzono analize molekularng 61 chioniakow o roznej
Ztodliwosci. Translokacja t(14; 18), wykryta hybrydyzacjg sondy molekularnej bcl-2, wys-
tepowata w 12 guzach wywodzacych sie z komérki osrodkédw rozmnazania grudek chton-
nych (ang. follicular centre cell) [29]. Odmiennie od powyzszych wynikéw badan wypadty
doniesienia autordw radzieckich [27]. W grupie 60 chtoniakdw nie byto zadnego przypadku
chtoniakéw grudkowych i translokacji t(14; 18).

Sa réwniez réznice geograficzne wwystepowaniu miejsc ztaman genu bel-2. W chtonia-
kach grudkowych w Japonii [5] i w Ameryce [65] zlamania chromosomu 18 czesciej
lokalizujg sie w regionie mbr, natomiast w chtoniakach w Niemczech [29] czeSciej w
regionie mer. W zwigzku z duza odlegtoscia regiondw mbr i mer Cleary i wsp. [13] sugeruja
mozliwosé potencjalnie réznych mechanizméw patogenezy chtoniakéw grudkowych (tab.
2).

TABELA 2. Rearanzacje genu bcl-2 w komdrkach chtoniakéw grudkowych w Niemczech, Japonii i USA

Miejsce badan Liczba Rearanzacje w regionie
przypadkow mbr mer

+ % + %
Uniwersytet Christiana 18 4 22 6 33
Albrechta (Niemcy) [29]
Uniwersytet 30 8 26 2 7
Kyoto Japonia [5]
Uniwersytet 36 21 58 1 31
Stanford USA [65]
Instytut Wistar (USA) [66] 17 9 53 nie badano
Narodowy Instytut 1 6 55 nie badano
Raka USA [§]
Uniwersytet Texas USA [5] 31 21 68 nie badano

Dane powyzsze jak rowniez znaczace roznice w czestosci wystepowania chtoniakow
grudkowych w réznych populacjach $wiata wskazujg na ewentualne geograficzne zaleznos-
ci patogenezy chioniakéw, na ktore moga wptywaé specyficzne warunki klimatyczne,
Srodowiskowe, zywienia, wirusy latentne i inne nieznane.



GEN bcl-2 W PATOFIZJOLOGII LIMFOCYTOW B 177

BADANIA ROLI GENU bcl-2 IN VITRO I IN VIVO

LINIE KOMORKOWE

Aktywacja ludzkiego genu bcl-2 towarzyszy stymulacji mitogennej prawidtowych limfo-
cytéw B i T [40,43, 56,63]. Wysoki poziom ekspresji tego genu obserwowano w przebiegu
wzrostu limfocytéw B unie$miertelnionych zakazeniem wirusem Epsteina-Barra [63].
Podobnie wysoki poziom ekspresji genu bcl-2 umozliwit przezycie i wzost komérek ludz-
kich linii limfoidalnych i mielopoetycznych pomimo braku w hodowlach odpowiedniego
czynnika wzrostu oraz ubogiego sktadu pozywek [2, 63, 64].

Wyniki tych badar pozwalajg przypuszczac, ze biatko Bcl-2 alfa uczestniczy w cyklu
komérkowym i reguluje tor przekaznikowy sygnatow mitogennych. Mozliwy jest udziat
produktu genu bcl-2 w przesytaniu sygnatu srédkomérkowego, wyzwolonego przez czyn-
niki wzrostowe obecne w surowicy lub wyzwolone interakcjami miedzykomdérkowymi.
Whiosek taki sugeruje Tsujimoto [63] na podstawie wynikéw hodowli komorek, ktdre w
drodze transfekcji otrzymaty wektor ekspresji z wbudowanym genem bcl-2 i ktdrych
proliferacji towarzyszyto zwiekszenie ekspresji tego genu.

Wedtug Vaux i wsp. [64] produkty genu bcl-2 umozliwiajg przedtuzone trwanie limfo-
cytéw B prawdopodobnie wstadium GO0. Whniosek taki wyptynat zdoswiadczenia, w ktérym
ludzki gen bcl-2 wprowadzono do komdrek linii limfoidalnej i oddzielnie do komarek linii
mieloidalnej - linii komdrkowych, ktére potrzebujg do wzrostu interleukiny 3. Okazato sie,
ze bcl-2 w nieobecnosci interleukiny 3 podtrzymywat przezycie komoérek w stadium GO.
Mozna spekulowaé, ze przetrwaty w ten sposob klon komérek w centrum rozrodczym
grudki chtonnej mogtby by¢ prekursorowym w proliferacji nowotworowej - pod warun-
kiem jednak aktywacji innego onkogenu, np. c-myc w tych komdrkach [20, 41, 42].

W celu okreslenia, czy bcl-2 ma whasciwosci onkogenu, gdy dziata sam lub w kooperacji
z deregulowanym genem c-myc, wprowadzono za pomocg retrowirusowego wektora
cDNA ludzkiego bcl-2 do komérek szpiku myszy normalnych i komérek szpiku myszy
transgenicznych Emi-myc (cechujacych sie konstytutywna ekspresjg genu c-myc). W wyni-
ku tych manipulacji na poziomie ukierunkowanych linii dojrzewania okazato sie, ze gen
bcl-2 istotnie kooperowat z c-myc w proliferacji komérek pre-B szpiku in vitro. Niektére
klony okreslono nawet jako tumorogenne [64].

W zwigzku z tymi doswiadczeniami powstato pytanie, czy wysoki poziom ekspresji genu
bcl-2, do ktérego dochodzi w nastepstwie translokacji t(14; 18) i deregulacji funkcji genu
bcl-2, moze by¢ odpowiedzialny za onkogeneze?

Na to pytanie czeSciowo odpowiada do$wiadczenie Reeda i wsp. [44], Sekwencje DNA
kodujace biatka Bcl-2 alfa i Bcl-2 beta subklonowano w wektor ekspresji pSV-CAT
(plazmid ten zawierat wczesny region promotora wirusa SV 40 oraz cze$¢ genu acetylo-
transferazy chloramfenikolu (CAT), stuzacego jako marker transkrypcji potaczonych
genow bcl-2-CAT), i transfekowano do fibroblastow mysiej linii NIH 3T3. Jako pozytywne
kontrole stuzyly komérki transfekowane aktywnym ludzkim onkogenem Ha-ras i mysim
c-myc. W hodowli jednowarstwowej nie zaohserwowano rosngcych kolonii stransformo-
wanych komérek po transfekcji bel-2, w odroznieniu od ognisk wielowarstwowej prolife-
racji stransformowanych komérek po transfekcji Ha-ras. Jednak gdy komorki linii NIH
3T3, transfekowane DNA bcl-2, wszczepiono podskdrnie bezgrasiczym myszom napromie-
nionym dawka 300 radow, to po czterech tygodniach latencji pojawity sie guzy roznej
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wielkosci, ktore rosty z r6zng szybkoscia i powodowaty $mieré gospodarza w ciggu 8-12
tygodni. Po przeprowadzeniu badan molekularnych transkryptdéw i ich produktéw nie
stwierdzono jednak zadnych rearanzacji genu bcl-2, ktére mogtyby wyjasni¢ jego onkogen-
nos$¢ w warunkach in vivo [44].

Reasumujac opisane doswiadczenie, w przeciwienstwie do innych onkogenéw koduja-
cych biatka btonowe z rodziny ras czy erb produkt genu bcl-2 nie okazat sie bezposrednim
induktorem transformacji nowotworowej komorek linii NIH 3T3 [54, 58]. In vivo induko-
wat jednak wzrost nowotworu - moze przy wspotudziale czynnikéw, ktérych nie byto w
hodowli.

MODEL MYSZY TRANSGENICZNYCH

Wprowadzenie do genomu myszy transgenicznych konstruktu ztozonego z genu bcl-2 i
regionu J genu IgH powodowato, ze u dorostych myszy gromadzity sie w grudkach chton-
nych dojrzate limfocyty B [35]. Na tej podstawie wysunieto hipoteze, ze produkty genu bcl-2
moga hamowac procesy apoptozy w centrach rozrodczych grudek chtonnych. W zwigzku
z tym Liu i wsp. [35] zaproponowali, ze z patogenezg chtoniakdéw grudkowych maégtby byé
zwigzany defekt w systemie fizjologicznej selekcji komorek w centrach rozrodczych grudek
chtonnych, polegajacy na eliminacji nadmiaru niekompletnych limfocytow.

Grupa Korsmeyera [23] dostarczyta pierwszego dowodu na onkogennos¢ bcl-2. Utwo-
rzono konstrukt o skfadzie: intron | i region mbr genu bcl-2, segment J6, sekwencje
wzmacniajace {enhancer) i region staly gamma 1 genu IgH. Otrzymany w ten sposob
minigen wprowadzono do jader komérek zarodkdw myszy, ktore reimplantowano do jamy
macicy pseudociezarnych myszy. W okresie od o$miu do trzynastu tygodni pobierano
metodg biopsji komdrki roznych tkanek - watroby, $ledziony, grasicy, mézgu i ptuc - i
zaktadano hodowle. Metodg hybrydyzacji wykryto wzmozong ekspresje transgenu bcl-
2/1gH w komorkach grasicy i Sledziony. Komorki te tworzyty w hodowli utkanie podobne
do guzkowego rozrostu w chtoniakach i przezywaty dosy¢ dtugo mimo ubogiej pozywki.
Natomiast w $ledzionach trzynastotygodniowych transgenicznych myszy zaobserwowano
nadmierny rozrost grudek chtonnych miazgi biatej oraz zmiany utkania w weztach chion-
nych przyaortalnych i krezkowych charakterystyczne dla chtoniakdw guzkowych [23].

W nastepnej serii badan tych samych autoréw po dtuzszej obserwacji myszy transge-
nicznych okazato sie, ze obecno$¢ w genomie deregulowanego genu bcl-2 prowadzi do
przejscia z proliferacji poliklonalnej do monoklonalnej [24], Po okresie dhugiej latencji
tagodny chioniak grudkowy ulegt progresji w ztosliwa postaé chtoniaka o typie rozlanym
wywaodzacym sie z komérek o nizszym stopniu réznicowania. U potowy ztosliwych guzéw
znaleziono dodatkowo rearanzacje genu c-myc. Opisany zwierzecy model progresji chio-
niakdw grudkowych jest istotnym dowodem na to, ze wydtuzone zycie limfocytéw B
wynikajgce z ciagtej ekspresji genu bcl-2, moze czesciej prowadzi¢ do wyzszej ztosliwosci
chtoniakow, ktérej przyczyna jest dtuzsza ekspozycja na patogeny.

Synergizm miedzy genami bcl-2 i c-myc obserwowano w badaniach podwdjnie transge-
nicznych myszy Emi-bcl-2/myc [51]. U myszy tych wystgpita takze hiperproliferacja limfo-
cytow pre-B i B. Makroskopowo widoczne byty guzy nowotworowe nawet znacznie wieksze
niz u myszy transgenicznych Emi-myc [23]. Guzy te wywodzity sie z wczesnych komorek
hemopoetycznych, prawdopodobnie limfoidalnych komdérek macierzystych. Opisane guzy
moga by¢ odpowiednikami chtoniakéw o duzym stopniu ztosliwosci, w ktérych wystepuja
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obie chromosomowe translokacje t(14; 18) i t(8; 14) dotyczace rearanzacji genéw bcl-2 i
c-myc [42].

UWAGI KONCOWE

Udziat genu bcl-2 wysunat sie na pierwszy plan wsréd postulowanych zmian genetycz-
nych w komorkach chtoniaka guzkowego. Udowodnienie jednak pierwotnego znaczenia
w inicjacji ztosliwego klonu i progresji procesu nowotworowego nie jest tatwe chociazby z
dwdch wzgleddw: niewyjasniona jest biologiczna rola tego genu i nie zawsze jego narusze-
nie, manifestowane translokacja t(14; 18), zostato odnotowane w kariotypie chioniaka
guzkowego.

Badania genu bcl-2 rozszerzyly sie zatem na podejscie molekularne tak w hodowli
stymulowanych prawidtowych limfocytow, jak i w badaniach nowotworéw B-komorko-
wych. Obejmujg one przede wszystkim reakcje faricuchowg polimerazy (PCR) [47], ktora
pozwala wykry¢ translokacje t(14; 18) w obu regionach chromosomu 18 - mbr i mer - z
czutoscig 1 na 100 000 komorek [28, 29, 50]. Otwiera to nowe mozliwosci diagnostyczne
procesow wznowy chioniakéw guzkowych oraz ich molekularnej progresji w poczatkowej
fazie choroby, gdy nie wystepujg jeszcze kliniczne objawy zeztosliwienia [10,16, 50].
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SYNTETYCZNE OLIGONUKLEOTYDY W LECZENIU
NOWOTWOROW - NADZIEJE | TRUDNOSCI

SYNTHETIC OLIGONUCLEOTIDES INTHE TUMOUR
SPECIFIC THERAPY - PROMISES AND DIFFICULTIES

Zofia M. RUPNIEWSKA
Klinika Hematologii Il Katedry Choréb Wewnetrznych AM w Lublinie

Streszczenie. Wykrycie, ze podstawowa réznica genetyczng miedzy prawidtowymi a nowotworowymi komérkami
jest przemiana proto-onkogenéw w zmienione lub aktywne onkogeny, stwarza nowe mozliwosci prowadzenia
specyficznego leczenia choréb nowotworowych. Jesli bowiem zostanie zahamowana ekspresja odpowiednich
aktywnych onkogenéw, prawdopodobna staje sie hipoteza, ze nowotworowe komérki powréca do prawidtowego
fenotypu i ulegng dalszemu réznicowaniu do koficowych komoérek efektorowych. Konieczne jest jednak wczes-
niejsze udowodnienie stusznosci tej hipotezy w stosunku do réznych rodzajéw komérek nowotworowych in vitro.
Pod tym wzgledem, jak sie wydaje, powazne szanse majg antysensowe oligodeoksynukleotydy jako sekwencje
specyficznie hamujace ekspresje onkogenéw.

Summary. The identification of altered or activated cellular protooncogenes as the basic biochemical difference
between tumour cells and normal cells has opened the possibility for development of tumour specific therapy.
It may be hypothesized that malignant cellswould revert to a more normal phenotype and might even be triggered
into terminal differentiation to effectors cells. It is clear that the above suggestion must be veryfied in relation
to different tumour cell types in vitro. For this purpose antisense oligonucleotide analogues appear to offer
considerable promise as sequence specific inhibitors of oncogene expression

Obecnie rysuje sie mozliwos¢ wykorzystania réznic genetycznych miedzy prawidtowymi
a nowotworowymi komdérkami do wprowadzenia wybidrczej chemioterapii. Dotychczas
stosowane metody chemioterapii, o ile sa wybiorcze, to tylko w tym znaczeniu, ze dziataja
na komérki bedace w cyklu mitotycznym, ale nie odrézniajg komorek prawidtowych od
komoérek nowotworowych, co z jednej strony ogranicza wielko$¢ dawki leku, a z drugiej
powoduje uszkodzenie prawidtowych, ale intensywnie dzielgcych sie tkanek.

Dokonane w ostatnim dwudziestoleciu postepy w genetyce molekularnej pozwalajg
przypuszczac, ze za transformacje nowotworowg komorek jest odpowiedzialna przemiana
prawidtowych proto-onkogenow w aktywne, nowotworowe onkogeny. Dotychczas wyizo-
lowano ponad 40 réznych proto-onkogenéw, tzw. c-onc, z ktorych czes¢ wykazuje homo-
logie z transformujacymi onkogenami retrowiruséw wywotujgcych nowotwory u zwierzat
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tzw. v-onc. Inna cze$¢ tych onkogendéw pochodzi z nowotworéw cztowieka lub linii
komorek nowotworowych. Znana jest tez lokalizacja wielu c-onc w ludzkich chromoso-
mach. Przemiana proto-onkogenu w aktywny onkogen moze zachodzi¢ albo droga zmian
tak subtelnych, jak punktowa mutacja (np. w raku drobnokomoérkowym oskrzeli), lub
wynikac ze zmian wigekszych, takich jak czesciowa delecja lub zmiana pozycji w nastepstwie
translokacji (np. w chioniaku Burkitta, w przewleklej biataczce szpikowej), czyli
przemieszczenia proto-onkogenu wewnatrz genomu. Translokacja proto-onkogenu
moze prowadzi¢ do zmiany ekspresji, tj. do zmiany ilosciowej i/lub jakosciowej produktu
protoonkogenu wymuszonej sasiedztwem innych gendw. Jeszcze innym mechanizmem
aktywacji proto-onkogenu jest jego amplifikacja (np. wneuroblastoma) - uwielokrotnienie
kopii genu, ktore zachodzi podczas progresji nowotworu.

Z drugiej strony w scenariuszu genetycznym nowotworzenia wazng role odgrywaja geny
supresorowe, hamujace transformacje nowotworowg komérek, tzw. anty-onkogeny - geny
przeciwnowotworowe. Utrata i/lub mutacja tych genéw predysponujg bezposrednio lub
posrednio do wzrostu nowotworowego. Mechanizm bezposredni odgrywa role w po-
staciach rodzinnych nowotwordéw, zwykle wieku dzieciecego lub guzéw embrionalnych.
Mechanizm posredni odgrywa role w zespotach wadliwej syntezy naprawczej DNA, w
zespotach zwiekszonej tamliwosci.

W Swietle powyzszej dyskusji nad genetyka nowotwordw uzasadnione jest zatozenie, ze
zahamowanie ekspresji odpowiednich onkogenéw w komérce nowotworowej powinno
zmniejszyC jej stopien transformacji, a nawet umozliwi¢ wejscie takiej komaorki w proces
réznicowania, koriczacy sie wwarunkach prawidtowych etapem dojrzatej komorki. Istnieja
juz dowody, ze powyzsze zalozenie jest prawdziwe, z czym wigze sie mozliwo$¢ nowego
sposobu terapii nowotwordw. Terapia taka bytaby zaréwno mniej toksyczna, jak i nowot-
worowo-specyficzna. Obecnie jednak jest za wczesnie na wdrazanie jej u ludzi, a prowa-
dzone sg badania udowadniajace stuszno$é powyzszego zatozenia w réznych uktadach
modelowych invitro. Podstawowe znaczenie ma wyhbor tych onkogendw, ktérych ekspresja
ma by¢ zahamowana, poniewaz np. mutacja, ktora zapoczgtkowuje transformacje nowo-
tworowa, moze zosta¢ wyparta przez pdzniejsze zmiany genetyczne i staje sie mniej istotna
dla zachowania stransformowanego fenotypu [30, 44].

Funkcja genu moze byé hamowana na poziomie DNA (transkrypcja), mRNA (trans-
lacja) lub biatka (ekspresja). Najczestszym sposobem bezposrednich badan jest mikroi-
niekcja do komdrki przeciwciat skierowanych przeciw produktowi genu. Na przyktad
Feramisco i wsp. [13] wykazali, ze stransformowane komorki z aktywnym genem ras po
mikroiniekcji przeciwciata anty-RAS zmniejszajg proliferacje, a ich cechy morfologiczne
stajg sie zblizone do prawidtowych.

Innym podejsciem jest zastosowanie [1, 16, 26, 32, 50] antysensowych (antisense)
oligonukleotydéw komplementarnych wobec sekwencji mRNA. Oligonukleotydy antysen-
sowe znane jako "blokery" kodu genetycznego sg przeznaczone do wigzania mRNA (na
wzér hybrydyzacji) i blokowania dalszej przemiany RNA lub translacji. W ten sposéb m.in.
uniemozliwiajg one synteze tego biatka, ktdre jest chorobotworczym produktem zmienio-
nego genu. Natomiast dlugie, polinukloeotydowe, antysensowe sekwencje mRNA syn-
tetyzowane na matrycach wektoréw ekspresji sg mato przydatne ze wzgledu na silne
oddziatywanie z prawidtowym RNA niezmutowanego genu (wild type gene).
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Obecnie najwieksze nadzieje wigze sie z syntetycznymi oligonukleotydami lub ich
analogami, ktére moga by¢ wytwarzane w duzych ilosciach jako krétkie sekwencje 15-18-
-nukleotydowe o masie czasteczkowej rzedu 5000. Ich zalety lecznicze bedg zalezaly od:

* skuteczno$ci wigzania danej sekwencji mRNA lub DNA (wydajnosci hybrydyzacii),

e opornosci na dziatanie nukleaz,

 skutecznego przedostawania sie do wnetrza komarki.

Spetnienie tych wymogow zostaje osiggniete przez rézne modyfikacje koncéw 3’ oli-
gonukleotydow wraz z zastgpieniem grupy fosforanowej przez izosteryczne grupy (np.
mréwczanowa) ze zmiang tadunku (analogi oligonukleotydéw).

W tabeli 1, cytowanej z pracy Tidda [42], przedstawiono whasciwosci, ktére sg poza-
dane oraz wady réznych oligonukleotydow.

TABLE. I. Wiasciwosci niezmodyfikowanych oligodeoksynukleotydéw antysensowych iich strukturalnych
analogéw jako potencjalnych efektoréw hamowania syntezy biatka w nieuszkodzonych komérkach [wg 42]

Wiasciwosci Fosfodwuestry Metylofosfo Tiolowe Alfa-analogi
niezmodyfiko- -nowe analogi  analogi oligodeoksy-
wanych oligo-  oligodeoksy- oligodeoksy- nukleotydéw
deoksynukleo- nukleotydéw nukleotydow

tydow
Rozpuszczalno$é + o+ o+ + + o+ + + o+ +
Pobieranie przez komorki + + + 7
Stabilnos¢ biologiczna - + + + + + + 4+ +
Brak toksycznosci + + o+ + - 7
Wydajnos¢ hybrydyzacji + o+ + + + + + o+
Aktywacja rybonukleazy H + + + - + o+ + -

(-) oznacza brak danej whasciwosci w stosunku do nieuszkodzonych komérek, (+) i (+ +) oznaczajg stabo
i nieco lepiej zaakcentowang whasciwos¢, (+ + +) oznacza dobrze lub bardzo dobrze zaakcentowang ceche

 Fosfodwuestry niezmodyfikowanych oligodeoksynukleotydéw (normalphosphodies-
teroligonucleotides) cechuje: dobra rozpuszczalno$é, sprawna i stabilna hybrydyzacja oraz
dziatanie poprzez aktywacje rybonukleazy H. Enzym ten podczas hybrydyzacji powoduje
degradacje RNA, co jest uwazane za potencjalny mechanizm dzialania antysensowych
oligonukleotyddw na czasteczki RNA. Z drugiej strony niezmodyfikowane oligodeoksynu-
kleotydy sa biologicznie niestabilne (podatne na dziatanie nukleaz), zZle pobierane przez
nieuszkodzone komérki w hodowli, a ponadto produkty ich rozktadu moga dziataé tok-
sycznie [11].

» Przeciwnie natomiast, metylofosfonowe analogi oligodeoksynukleotydéw (methyl-
phosphonate oligodeoxynucleotide analogues) sg bardziej oporne na nukleazy niz struktury
niezmodyfikowane oraz tatwiej pobierane przez komorki. Do ich wad nalezg: gorsza
rozpuszczalno$¢, zta hybrydyzacja z docelowym kwasem nukleinowym i opornos$¢ na
bezposrednie rozszczepienie RNA przez rybonukleaze H. Jak sie wydaje, miejscem doce-
lowym dla dziatania analogéw metylofosfonowych jest koniec 5’ inicjujacy kodon i miejsce
wycinania (spliting) intronéwwmRNA przez rybonukleaze H. To niespecyficzne dziatanie
moze powodowac zahamowanie syntezy biatka [3,6,24,25,27,38,39]. Okazato si¢jednak,
ze niektdre analogi metylofosfonowe mogg mie¢ takze dziatanie specyficzne, jak np. w
doswiadczeniu hamowania translacji biatka p 21 RAS w ukfadzie bezkomérkowym {cell-
free protein synthesizing system) [52].
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« Tiolowe analogi oligodeoksynukleotydéw (phosphorothioate oligodeoxynucleotide
analogues) sg oporne na egzogenne nukleazy i aktywujg rybonukleaze H [7,40]. Z drugiej
strony sg zle pobierane przez nieuszkodzone komorki, tworzg mniej stabilne hybrydy niz
niezmodyfikowane oligodeoksynukleotydy, sg toksyczne i hamujg synteze biatka w sposob
niespecyficzny w stezeniach zblizonych do tych, jakie sa potrzebne dla dziatania specyficz-
nego.

« Alfa-analogi oligodeoksynukleotydéw (alpha-oligodeoxynucleotide analogues) sg
oporne na nukleaze i tworzg stabilne hybrydy z komplementarnym kwasem nukleinowym.
Natomiast nie sg zdolne do hamowania syntezy docelowego biatka, co prawdopodobnie
wigze sie z niezdolnoscig rybonukleazy H do rozpoznania hybrydy ztozonej z alfaoligo-
deoksynukleotydu i mRNA [36].

Dalszego postepu wg Tidda [42] mozna oczekiwac od potgczenia pozadanych wihasci-
wosci dwu typéw oligodeoksynukleotyddw i stworzenia czasteczek hybrydowych np. przez
potaczenie analogdéw metylofosfonowych i niezmodyfikowanych oligodeoksynukleotyddw.
Takie czasteczki hybrydowe sg bardziej oporne na dziatanie egzogennych nukleaz niz
odpowiadajace im niezmodyfikowane oligodeoksynukleotydy, a takze mogg by¢ rownie
fatwo pobierane przez komodrki jak analogi metylofosfonowe. Z drugiej strony podobnie
jak niezmodyfikowane oligodeoksynukleotydy sa dobrze rozpuszczalne i majg zdolnosé
aktywacji rybonukleazy H i rozszczepiania mRNA, z ktérym tworzg stabilng hybryde [14,
35,43]. Zdaniem Tidda [42] zaktadajac, ze rybonukleaza H uczestniczy w mechanizmach
dziatania sensowych w nieuszkodzonych komérkach, to by¢ moze oligodeoksynukleotydy
mieszancowe dziatajac wylgcznie na zmutowany mRNA, a nie naruszajac niezmutowanego
MRNA (dzikiego allelu) sprzyjaja jego hamujacym wptywom.

Sprawnosc¢ oligodeoksynukleotyddw antysensowych w hamowaniu ekspresji genu moze
zostac zwiekszona przez sprzezenie z nimi reaktywnych czasteczek zdolnych do zniszczenia
kwasu nukleinowego, z ktérym hybrydyzuja. W takich strukturach czasteczka oligodeok-
synukleotydu jest aktywna tylko jako sekwencja rozpoznajaca docelowy element, podczas
gdy grupa reaktywna bedzie odpowiedzialna za mechanizm efektorowy.

Oligodeoksynukleotydy zawierajace grupy chelatujace potaczone zjonem Fe+ + pos-
redniczg in vitro w specyficznym rozszczepieniu pojedynczej lub podwdjnej nici DNA w
obecnosci czynnikéw redukujacych i tlenu oraz po hybrydyzacji i utworzeniu podwdjnej
lub potrdjnej spirali [4, 8, 12, 29]. Rozszczepienie docelowego kwasu nukleinowego jest
nastepstwem powstania rodnikéw hydroksylowych wsasiedztwie komplementarnego miej-
sca. Inng mozliwos¢ dla uruchomienia dodatkowych mechanizméw hamowania ekspresji
genu przez sekwencje antysensowe stwarza sprzezenie ich z czasteczkami $wiattoczutymi,
ktére po napromienianiu $wiattem o odpowiedniej dtugosci fali moga indukowaé kowa-
lencyjne, nieodwracalne wigzania krzyzowe (cross-linking) z docelowym mRNA w komor-
kach [22, 23, 28, 33, 34]. W ten sposéb Zle hybrydyzujgce analogi, takie jak analogi
metylofosfonowe, mogg stac sie bardziej skuteczne [28]. Oligodeoksynukleotydy antysen-
sowe moga zostaé takze sprzezone z aktywnymi grupami alkilujgcymi lub zwigzkami
platyny, ktore sg zdolne do tworzenia komplementarnych wigzan krzyzowych [5, 10, 17,
21, 46, 47, 48, 49]. W tych przypadkach konieczne jest ustalenie réwnowagi miedzy
aktywnoscig skierowang przeciw czasteczkom docelowym a niespecyficzng aktywnoscig
wobec innych bioczasteczek, co moze ograniczac stabilno$¢ aktywnych grup w ich biolo-
gicznym $rodowisku. Wreszcie oligodeoksynukleotydy mogg zosta¢ zwigzane z enzymami
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[9,31]. Na przykiad rozszczepienie specyficznego miejscaw RNA mozna osiggnac in vitro
przez sprzezenie oligodeoksynukleotydu antysensowego z rybonukleazg S [53].

Na koncu zostang omowione wyniki uzyskane po ekspozycji komorek nowotworowych
na oligodeoksynukleotydy antysensowe wwarunkach invitro. Badania nad dziataniem tych
sekwencji zaréwno na prawidtowe, jak i nowotworowe komdarki limfo- i hemopoetyczne
byly prowadzone m.in. przez grupe Calabretty [2,15]. Autorzy ci badali wptyw specyficz-
nych oligodeoksynukleotyd6w antysensowych na protoonkogenymyb, myc iabl, ktére maja
znaczenie zaréwno w prawidtowej limfo- i hemopoezie, jak i w transformacji nowo-
tworowej tych komdrek. Nalezy tu dodaé, ze:

e c-myb jest homologiczny z onkogenem v-myb dwu retrowiruséw wywotujacych
mieloblastoze i erytroblastoze u ptakéw i koduje biatko zwigzane zjadrem komérkowym;

 c-myc jest homologiczny z v-myc czterech retrowiruséw mielocytomatozy ptakow i
podobnie jak c-myb koduje biatko zwigzane zjgdrem komorkowym;

« c-abl wykazuje homologie z v-abl retrowirusa biataczki Abelsona myszy i koduje
fosfokinaze tyrozynowa, biatko o sekwencji odpowiadajacej sekwencji cytoplazmatycznej
czesci receptoréw dla czynnikéw wzrostu.

Proto-onkogen c-myb odgrywa wazng role w proliferacji prawidtowych limfocydéw T,
poniewaz synteza biatka kodowanego przez c-myb jest konieczna dla przejscia z fazy Gi w
faze S cyklu komorkowego i proliferacji tych komdrek po stymulacji fitohemaglutyning lub
antygenem [15].

Wykazano [45], ze takze komorki T ostrych biataczek limfoblastycznych dzieci i mio-
docianych wymagaja dziatania c-myb do syntezy DNA i proliferacji. Ekspozycja biatacz-
kowych komdrek T na oligodeoksynukleotyd antysensowy c-myb powoduje w wigkszosci,
chociaz nie we wszystkich przypadkach biataczki T komdérkowej, zahamowanie syntezy
DNA. W przypadkach, w ktérych zahamowanie ekspresji c-myb przez oligodeoksynukleo-
tyd antysensowy nie hamuje syntezy DNA, prawdopodobnie w komoérkach biataczkowych
zachodzg jakie$ dodatkowe zmiany genetyczne, ktdre zastepujg czynnos¢ c-myb.

Anfossi i wsp. [2] badali role c-myb w regulacji wzrostu i réznicowania linii komérko-
wych wyprowadzonych z ostrych biataczek szpikowych. Byly to linie: HL-60, ML-3, KG-1
i KG-la. Komorki tych linii eksponowano na oligodeoksynukleotyd antysensowy c-myb.
We wszystkich badanych liniach proliferacja komorek T ulegta znamiennemu obnizeniu,
przy czym najwyzszy stopienn zahamowania (ok. 75%) obserwowano w linii HL-60. Linia
HL-60 jest ustalona linia komérkowa wyprowadzona od chorego z ostrg biataczka promie-
locytowsa i jest uwazana za linie promielocytéw, w ktérej mozna wywotaé réznicowanie w
granulocyty i makrofagi np. za pomoca czynnikéw wzrostu pobudzajgcych wytwarzanie
kolonii (CSF-s). W linii tej wystepuje wybitna amplifikacja onkogenéw myc i myb, przy
czym transkrypcja myc ulega zahamowaniu, gdy komdrki zostajg pobudzone do réznico-
wania. Autorzy badali takze wptyw oligodeoksynukleotydu antysensowego c-myc na wzrost
linii HL-60. Jednakze hamujace dziatanie tego oligonukleotydu na proliferacje komorkowa
byto wyraznie stabsze niz sekwencji antysensowych c-myb. Przy czym antysensowy c-myc
indukowat dojrzewanie komoérek HL-60 i w ten spos6b hamowat ich proliferacje. Tego
dziatania nie wykazywaty antysensowe sekwencje c-myb. A zatem jadrowe biatko kodo-
wane przez c-myb jest konieczne dla wzrostu niektorych linii komérek biataczkowych,
natomiast biatko C-myc nie wystarczy dla utrzymania biataczkowego wzrostu komérek
przy braku biatka C-myb. Wyniki te potwierdzajg takze hipoteze, ze interakcja miedzy
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poszczeg6lnymi genami jest konieczna dla powstania i dalszego utrzymania ztosliwego
fenotypu.

U ponad 90% chorych z przewleklg biataczkg szpikowa w komdrkach hemopoetycz-
nych wystepuja nieprawidtowosci strukturalne protoonkogenu c-abl. Nieprawidtowosci te
sg nastepstwem translokacji c-abl z dtugich ramion chromosomu 9 w rejon ber (od
break-point cluster region) znajdujacy sie w dtugich ramionach chromosomu 22 - t/9;
22/1g34.1; gll.21/. W wyniku tej translokacji powstaje hybrydowy gen ber-abl, ktéry koduje
nowy polipeptyd [19, 20] wykazujacy podobnie jak produkt v-abl retrowirusa biataczki
Abelsona myszy silng aktywnos$¢ fosfokinazy tyrozynowej i prawdopodobnie indukuje
transformacje nowotworowa. Niedawne badania na myszach potwierdzily takze istotng
role hybrydowego genu becr-abl w rozwoju przewlekiej biataczki szpikowej [18]. W bada-
niach tych wprowadzano konstrukt bcr-abl w macierzyste komdrki hemopoetyczne myszy,
ktérymi rekonstytuowano uktad krwiotwérczy letalnie napromienionych zwierzat. U re-
konstytuowanych osobnikdw rozwijat sie zespét mieloproliferacyjny przypominajacy prze-
wlekig biataczke szpikowg z wielkg masg komérek szpikowych pochodzenia klonalnego i
z aktywnym genem abl.

Autorzy z grupy Calabretty [45] eksponowali komorki pochodzace od chorych z przew-
lekta biataczky szpikowg w okresie transformacji blastycznej na sekwencje oligodeoksynu-
kleotydowe antysensowe wobec hybrydowego genu bcl-abl (sekwencje izolowano z linii
komérkowych K 28 iJ 6). Ten oligodeoksynukleotyd znamiennie hamowat proliferacje
komorek biataczkowych.

Nalezy jeszcze wspomniec o badaniach nad dziataniem antysensowych sekwencji oli-
godeoksynukleotydowych wobec bcl-2 [37]. Gen bel-2 (skrét od B-cell lymphoma-leukemia
2) sam bezposrednio nie indukuje transformacji nowotworowej i stanowi przyktad jednego
z pierwszych onkogendw nie majacych odpowiednika wsrdd onkogendw retrowiruséw (jak
v-myb, v-myc, czy v-abl). Zostat on zidentyfikowany dzieki translokacji t/14; 18//932; q21/,
ktéra wystepuje w chtoniaku grudkowym, a takze sporadycznie w chloniakach B komor-
kowych o rozlanym typie proliferacji. Jak sie wydaje, produkt genu bcl-2 bezposrednio lub
posrednio hamuje $mier¢ komdrki zaprogramowang przez mechanizm apoptozy, zwtaszc-
zaw centrach rozrodczych komdrek B w grudkach chtonnych [51]. Wydaje sie wiec, ze w
procesie onkogenezy bcl-2 odgrywa role czynnika utatwiajacego przetrwanie klonu komor-
kowego az do wystgpienia aktywacji innych onkogendéw, jak np myc i transformacji,
nowotworowej. Antysensowe sekwencje oligodeoksynukleotydowe wiazagce mMRNA bcl-2
w hodowli komérek ludzkiej linii biataczkowej 697 obnizaty poziom biatka Bcl-2 i hamo-
waly proliferacje komorek [37].

Powyzej przedstawione wyniki badan nad wplywem antysensowych sekwencji oligo-
deoksynukleotydowych na komdrki nowotworowe przynajmniej w warunkach in vitro sg
dostatecznie zachecajgce, aby je kontynuowac i by¢ moze w inzynierii genetycznej lezy
przyszto$¢ specyficznej terapii nowotworéw u ludzi. Konieczne oczywiscie jest uwz-
glednienie warunku, ze wiasSciwe geny zostang wyizolowane i doktadnie poznane, a nie-
kotrolowana rekombinacja wprowadzonych oligonukleotydéw nie bedzie dodatkowym
zagrozeniem dla komorki.
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WRAZENIA Z X1l MIEDZYNARODOWEGO KONGRESU
MIKROSKOPII ELEKTRONOWEJ W SEATTLE, USA

HIGHLIGHTS OF THE 12TH INTERNATIONAL CONGRESS
FOR ELECTRON MICROSCOPY, SEATTLE, USA

Konrad RYDZYNSKI
Zaktad Patomorfologu Instytutu Medycyny Pracy w t.odzi

Streszczenie. W dniach 11-17 sierpnia 1990 r. odbyt sie w Seattle, w stanie Washington w USA dwunasty
Miedzynarodowy Kongres Mikroskopii Elektronowej (XI11ICEM). Wzieto w nim udziat ponad 4000 uczestnikéw
z 44 krajow. Zaprezentowano ok. 1670 doniesien; 560 jako doniesienia ustne, ponad 1100 jako posteiy. Kongres
w Seattle zgromadzit ponad 100 wystawcéw, ktorzy wystawili sprzet o warto$ci ponad 30 000 000 USD. XII ICEM
w Seattle byt udang impreza, zaréwno pod wzgledem organizacyjnym jak i naukowym. Nie dato sie zauwazy¢
jakiego$ wyraznego przewrotu w wykorzystaniu mikroskopii elektronowej w naukach biologicznych i me-
dycznych. Dokonat sie natomiast znaczacy postep w konstrukcji mikroskopéw, a przede wszystkim catkowite
skomputeryzowanie przez Philipsa i JEOL "a obstugi mikroskopéw transmisyjnych i skanningowych. Dato to w
efekcie uproszczenie pracy z jednoczesnym zwiekszeniem mozliwo$ci gromadzenia i dalszego przetwarzania
obrazéw mikroskopii elektronowej.

Summary. The 12th International Congress for Electron Microscopy (XII ICEM) which took place in Seattle,
Wa, USA, between 11th and 17th August, drew more than 4000 participants from 44 countries. Altogether more
than 1670 invited and contributed papers were presented; some 560 presented live and more than 1100 as posters.
At Seattle there were over 100 trade exhibitors; the total value of equipment in show was estimated to be
30,000,000 USD. XII ICEM was an enormous and complex event, well organized, with huge scientific content.
An overall impression is that the most interesting changes were shown at the Exhibition. Computer controls of
microscopes appears to be brought to the ultimate in simplicity, giving new facilites in built-in-frame stores and
image processing.

Dwunasty Miedzynarodowy Kongres Mikroskopii Elektronowej (X11 ICEM) odbyt sie
w Seattle, stan Washington w USA w dniach 11-17 sierpnia 1990 roku. Zgromadzit on w
bardzo nowoczesnym i pieknym The Washington State Convention and Trade Centre
ponad 4000 uczestnikéw i byt najwiekszym z dotychczas zorganizowanych (tab. 1). Okoto
3000 os6b to naukowcy z 44 krajéw; ponad 1500 os6b to przedstawiciele 115 firm wysta-
wiajacych swoj sprzet, wyposazenie, odczynniki i wydawnictwa. Organizatorzy Kongresu i
Miedzynarodowa Federacja Towarzystw Mikroskopii Elektronowej (IFSEM) przyznata
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TABELA 1. Kongresy Miedzynarodowe i Swiatowe Mikroskopii Elektronowej (do roku 1955, kiedy formal-
nie zawigzano International Federation of Societiesfor Electron Microscopy (IFSEM) odbywaty sie miedzyna-
rodowe sympozja mikroskopii elektronowej)

Rok Miejsce Kongresu Prezydent IFESM Sekretarz Generalny IFSEM
1949 Delft, Holandia

1950 Paryz, Francja

1954 Londyn, Anglia

1955 Powstanie IFSEM Prof. B. von Borries
1958 Berlin, RFN Prof. E. Ruska Prof. V. E. Cosslett
1962 Filadelfia, USA Prof. T. F. Anderson Prof. V. E. Cosslett
1966 Kyoto, Japonia Prof. N. Higashi Prof. J. B. LePoole
1970 Grenoble, Francja Prof. G. Dupoy Prof. J. B. LePoole
1974 Canberra, Australia Porf. V. E. Cosslett Prof. W. Barnard
1978 Toronto, Kanada Prof. D. W. Fawcett Prof. G. Thomas
1982 Hamburg, RFN Prof. J. B. LePoole Prof. G. Thomas
1986 Kyoto, Japonia Prof. H. Hashimoto Prof. G. Thomas
1990 Seattle, USA Prof. G. Thomas Prof. A. Maunsbach

okoto 300 stypendiéw majacych poméc badaczom z mniej bogatych krajéw Swiata w
uczestnictwie w XX ICEM*.

Z Polski przyjechaty 4 osoby: dr Jan Hejna z Wroctawia i dr Elzbieta Tracz z Lublina
- oboje reprezentujacy nauki techniczne oraz prof. Hieronim Bartel z WAM w to0dzi i
piszacy te stowa. Polakéw na Kongresie byto znacznie wiecej; spotkatem osobiscie pieciu,
byli to ludzie zatrudnieni w laboratoriach zagranicznych, gtéwnie w USA. Liczba 0s6b
pochodzenia polskiego byta trudna do ustalenia, ale jak mozna byto sie zorientowac z listy
uczestnikow i rozmow kuluarowych do$¢ znaczaca.

Naukowg strone Kongresu nalezy oceni¢ wysoko zarowno pod wzgledem ilosci i prze-
kroju tematyki prezentowanych prac, jak i ich poziomu warsztatowego, chociaz zdarzaty
sie prace o zenujaco niskim poziomie pochodzace nie zawsze z krajow "Trzeciego Swiata".
Do prezentacji zakwalifikowano ponad 1670 doniesief. Ponad 560 z nich zaprezentowano
jako doniesienia ustne, reszta, czyli ponad 1100, jako postery. Tak duza liczba zgtoszonych
prac zmusita organizatoréw do duzego rozdrobnienia tematow, co w efekcie dato olbrzymi
nattok sesji, obrad monotematycznych, paneli dyskusyjnych itp. Obliczono, ze taczny czas
wszystkich prezentacji przekroczyt 200 godzin (w czasie 4 1/2 dnia). Jednocze$nie odby-
walo sie zazwyczaj 7 sesji. Nawet wzigwszy pod uwage, ze obrady sekcji nauk technicznych
i nauk biologicznych byty rozdzielone i tak pozostawaty do wyboru co najmniej 3 lub 4 sesje,
w ktérych chciatoby sie uczestniczy¢ w tym samym czasie.

Ciekawym pomystem byto zorganizowanie sesji roboczych {tutorials) prowadzonych
przez wybitnych specjalistow w danej dziedzinie. Zorganizowano ich szes¢:

« Scanning Tunneling Microscopy; Atomie and Molecular Imaging of Surfaces prowa-
dzona przez Shirley Chiang,

» Cryo-electron Microscopy of Hydrated Specimens prowadzona przez Jaquesa Dubo-
chet,

 Image simulation: Concepts (Software) Hardware prowadzona przez Roar Kilaas,

eAutor pragnie wyrazi¢ swojg wdzieczno$¢ Komitetowi Organizacyjnemu XII ICEM oraz Komisji IFSEM, a
takze firmie Balzers Union AG i Instytutowi Medycyny Pracy w todzi za udzielenie wsparcia finansowego,
ktére umozliwito udziat w XIl ICEM.
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 Quantitative Image Analysis prowadzona przez Johna C. Russa,

» Convergent Beam Electron Diffraction prowadzona przez Davida J. Eagleshama,

e EELS vsEDS - Electron Energy Loss Spectroscopy vs Energy Dispersive Spectroscopy
prowadzona w formie dyskusji miedzy Chuckiem Fiori i Davem Williamsem.

Bytem w stanie uczestniczy¢ tylko w dwach takich sesjach; obie cieszyly sie wielkim
powodzeniem. Szczeg6lnie ciekawa byfa debata "EELS czy EDS", gdzie co prawda nie
powiedziano wiele nowego, ale udziat w niej pozwolit na uporzadkowanie wiedzy na temat
mikroanalizy w biologii. A poza tym zazdro$ci¢ mozna sposobu i perfekcji przedstawienia
tematu - emocje siegaty zenitu!

Wydaje sie, ze ta forma roboczych spotkan i dyskusji ludzi zajmujacych sie pewna
wybrang dziedzing w mikroskopii elektronowej warta jest kontynuacji i zaszczepienia nie
tylko na wielkich miedzynarodowych kongresach.

Podsumowujac zawarto$¢ merytoryczng Kongresu nalezy powiedzieé, ze ilos¢ infor-
macji do przetrawienia znacznie przewyzszata mozliwo$¢ percepcji pojedynczego uczes-
tnika. Obrady rozpoczynaty sie 08 ,akoriczyty zazwyczaj o 1700z krdtka przerwa na obiad,
w czasie ktdrej zresztg r6zne renomowane firmy proponowaty udziat wwyktadach poswie-
conych prezentacji najnowszego sprzetu (propozycja nie do odrzucenia, jako ze wysokie-
mu poziomowi wygtaszanych wsali recepcyjnej luksusowego hotelu referatéw towarzyszyta
dyskretna praca kelnerow).

Mysle, ze organizatorzy przysztych kongreséw musza sie zastanowic nad nieco zmienio-
ng ich formuta, pozwalajgca na wieksza ilos¢ kontaktow roboczych, kosztem nawet presti-
zowych wyktaddéw plenarnych.

Bogactwo zagadnien, jakie rozwigzywane sg przy pomocy mikroskopii elektronowej,
powoduje wielkie zr6znicowanie tematyki naukowej. Jakiekolwiek uszeregowanie gtow-
nych zagadnien nastrecza wielkie trudnosci. Tabela 2 pokazuje gtéwne hasta, pod jakimi
doniesienia zaréwno ustne, jak i posterowe zostaty opublikowane w materiatach kongre-
sowych.

Materiaty z Kongresu wydane zostaty jako Electron Microscopy 1990 przez San Fran-
cisco Press w czterech tomach*:

I.  Advances in Imaging Science

Il. Advances in Analytical Electron Microscopy

I11. Advances in Microscopy in the Biological Sciences

IV. Advances in Microscopy in the Material Sciences

Kazdy z delegatow w ramach oplaty rejestracyjnej otrzymat tylko jeden wybrany wczes-
niej tom. Dodatkowo, The Microbeam Analysis Society of America, ktore byto wspotgos-
podarzem Kongresu, wydato wybrane przez Komitet Naukowy Towarzystwa prace w
petnej wersji w czasopiSmie Microbeam Analysis 1990.

Kongres w Seattle pokazat, ze mikroskopia elektronowa jest w dalszym ciggu szalenie
dynamicznie rozwijajaca sie gatezig nauki. Skupiona wokétjednego narzedzia badawczego
rozbudowuje sie w wielu kierunkach; z jednej strony w coraz to nowsze metody i dosko-
nalsze techniki przygotowania materiatow do badan, z drugiej dajac nieprawdopodobne
wrecz mozliwosci aparaturowe przez wprowadzenie technik komputerowych. Moze dla-

*QOsoby zainteresowane zakupem Materiatdw Kongresowych moga pisa¢ na adres; San Francisco Press, Inc.
P. O. Box 6800, San Francisco CA 94101-608, USA. Cena jednego tomu ok. 50 USD.
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TABELA 2. Spis gtéwnych tematéw naukowych X11ICEM wedtug haset zaproponowanych w poszczegéinych
tomach Materiatéw Zjazdowych Electron Microscopy 1990 (San Francisco Press).

I. Advances in Imaging Science

High resolution TEM

Surface Imaging

Evolutionaiy Developments in EM
Revolutionary Developments in EM
Advances in EM Instrumentation
Workshop on HVEM

High Resolution Cryogenic Imaging
Macromolecular Imaging

Novel Methods of Analysis in 2D and 3D Microscopy
Electron Microscopy Tomography
Cry-specimen preparatory Technique
Video & Graphic Analysis in EM
Protein Electron Crystalography

Il. Advances in Analytical Electron Microscopy

Electron Energy Loss Spectrometry
Surface Analysis

Advances in Analytical Instrumentation
X-Ray Microanalysis

Electron Crystalography

Photon Beam Microanalysis
Microprobe Mass Spectrometry
Quantitative Microanalysis in Biology
Techniques for Microanalysis in Medicine
Analysis of Environmental Toxicants
Radiation-Sensitive materials
Specimen Preparation Methods

Ill. Advances in Microscopy in the Biological Sciences

Correlated Microscopy of Motility

3-D Microscopy in Neurobiology

Near-Field and Acoustic Microscopy in Biology

Nucleic Acid - Protein Nanostructure

Innovative LM: Confocal Microscopy and 3-D Imaging
EM Molecular Probe Localisation in Biomedical Research
High-Resolution SEM in Biology

Electron Microscopy of Reproduction

LVSEM Immunohistochemistry Workshop

IV. Advances in Microscopy in the Material Sciences

Superconducting Materials
Structurally disordered solids
Magnetic Thin Films
Radiation-sensitive Materials

Fine Structure of Defects
Microstructure of Materials

Catalysts, Small Particles and Surfaces
Interfaces in Solids

Electronic Materials

In Situ EM - "The Microlaboratory"
Novel Characterization Techniques in Mats Science

tego w mojej opinii przebojem Kongresu byty nie jakie$ rewelacyjne naukowo referaty, ale
wystawa sprzetu wykorzystywanego w laboratoriach mikroskopii elektronowe;j.

Kongres w Seattle zgromadzit ponad 100 wystawcdw, ktorzy wystawili sprzet warty
ponad 30 000 000 USD! Obejrze¢ mozna byto i zapoznaé sie z pracg 36 mikroskopow
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elektronowych skanningowych (SEM) i 14 mikroskopdw elektronowych transmisyjnych
(TEM).

Czotowe firmy zaprezentowaly po raz pierwszy nowe generacje mikroskopéw badz
bardzo unowoczes$nione modele z aktualnie produkowanych serii.

4 Philips przedstawit CM20FEG TEM; napiecie przyspieszajace (HV) do 200 kV i
emisja potowa zrodta, CM12 Cryo; HV - 120 kV, umozliwia ogladanie materiatu biolo-
gicznego w niskich temperaturach, oraz dwa sposréd trzech modeli z nowej, catkowicie
skomputeryzowanej wersji serii XL SEM.

4 JEOL zaprezentowat dwa TEM pracujace w HV 12 kV i 300 kV modele JEM 1210
i JEM 3010 oraz wykorzystujacy emisje potowg 6300F SEM.

4 Zeiss (Opton) pokazat TEM z nowej serii EM910, w ktérym zastosowano zasade
Kobhlera, co dato w efekcie bardzo rownomierne oswietlenie prébki i zwiekszyto kontrast.
Zainteresowaniem cieszyly sie takze inne TEM z serii 902 z zestawem do mikroanalizy
zar6wno EDS, jak i EELS oraz nowy skomputeryzowany model DSM962 SEM.

4 Z innych firm, mniej znanych w Polsce, dominowat Hitachi z nowym modelem
HF2000; HV - 200 kV, emisja potowa zrddta. Swoje mikroskopy elektronowe prezentowaty
takze m.in. ISI/ABT, CamScan, Cameca, Leica (dawniej Cambridge Instruments). TESLA
byta tez.

4 Mocno reprezentowane byly firmy produkujace detektory i uktady do mikroanalizy
rentgenowskiej; EDAX, Kevex, Link, HNU Systems, Tracor, GW Electronics. Zaintere-
sowanie wykorzystaniem mikroanalizy rentgenowskiej w biologii i medycynie jest stale
duze, mimo w dalszym ciggu nie rozwigzanych probleméw z odpowiednim przygotowa-
niem probek nie powodujacym przemieszczania jonéw w trakcie preparatyKki i oceny.

4 Z ciekawszych nowinek technicznych nalezy wymieni¢ mikroskopy do mikroskopii
skanningowej tunelowej (STM) prezentowane przez Digital Instruments, Atomis Inc.,
JEOL, Omicron i VG oraz demonstrowany przez Electroscan mikroskop "analizy otocze-
nia" (environmental SEM). Oba te typy mikroskopéw znajdujg zastosowanie jak dotad
gtownie w naukach technicznych, ale sg juz pierwsze proby uzycia ich do badan w biologii
molekularnej.

4 Kilka firm (Zeiss, Leica, Lasertec, BioRad, Sarastro) demonstrowato mikroskopy
laserowe konfokacyjne. W opinii autora najlepszym w chwili obecnej sprzetem (wiaczajac
w to oprogramowanie) dysponuje szwedzko-ameykanska firma Sarastro, niedawno kupio-
na przez amerykanska firme Molecular Dynamics z Kalifornii.

4 Nie sposéb wymieni¢ wszystkich firm oferujacych odczynniki, sprzet laboratoryjny i
wyposazenie pracowni mikroskopii elektronowej; byty ich dziesiatki z najwiekszymi (Ed-
wards, Balzers, BioRad, SPI, TAAB, AgarPlano, Polysciences, Kodak, Polaroid) na czele.

Ciekawym pomystem Organizatoréw byto zorganizowanie prezentacji i gietdy progra-
mow komputerowych napisanych przez samych uzytkownikdw w celu rozwiazania przy
pomocy komputera osobistego jakiego$ konkretnego zadania badawczego. Przewazaty
programy do wykorzystania w naukach technicznych; gietda ta cieszyfa sie duzym zainte-
resowaniem.

* o0

XIlI ICEM w Seattle byt z calg pewno$cig udang impreza, zarébwno pod wzgledem
organizacyjnym jak i naukowym. Nie dato sie zauwazy¢ wyraznego przewrotu w wykorzy-
staniu mikroskopii elektronowej w naukach biologicznych i medycznych. Niemniej jednak
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dokonat sie znaczacy postep w konstrukcji mikroskopow. Niskonapieciowe SEM, w kt6-
rych zastosowano emisje potows, pozwalajg na uzyskanie zdonosci rozdzielczej na po-
ziomie TEM, zachowujac mozliwos¢ ogladania probek w trzech wymiarach. Poprawiono
wwiekszosci mikroskopow zaréwno transmisyjnych, jak i skanningowych mozliwosci oceny
sktadu pierwiastkowego preparatow biologicznych. Najwiekszym jednak postepem jest
catkowite skomputeryzowanie przez Philipsa i JEOL-a obstugi mikroskopéw (TEM i
SEM). Dato to kolosalne uproszczenie pracy z jednoczesnym zwiekszeniem mozliwosci
gromadzenia i dalszego przetwarzania obrazéw mikroskopii elektronowej. Dla uzytkow-
nika jest to rzeczywiscie zupetnie nowa jakos¢ pracy, dajgca poczucie bardziej zabawy niz
pracy. Czasami mialem wrazenie, ze preparat w kolumnie jest zupetnie zbednym dodat-
kiem!

Pozostaje jeszcze jedna bolesna refleksja, nie tylko obywatela Rzeczpospolitej, przewi-
jajaca sie w rozmowach kuluarowych, skad na to wszystko wzia¢ pienigdze?

Dla tych, ktérzy te pieniadze jednak znajda, informacja: XII1 Swiatowy Kongres Mi-
kroskopii Elektronowej odbedzie sie w trzecim tygodniu lipca 1994 roku w Palais de
Congres w Paryzu. Przewodniczagcym Komitetu Organizacyjnego Kongresu zostat Profe-
sor Bernard Jouffre.
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiagnieé biologii
komoérki, nie publikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadajg za $cisto$¢ podawanych
informacji. Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, ana-
tomicznym i embriologicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga byé bez
zgody redakcji publikowane w innych periodykach.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1. Artykuty przeglagdowe nie przekraczajgce 20 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych w
zasadzie z ostatnich 5 lat (do 10% pozycji bibliograficznych starszych).

2. Artykuty przegladowe ze wskazaniem kierunkdw przysztych badan o objetosci do 15 stron maszynopisu i
bibliografii z ostatnich 3 lat (do 35 pozycji). Kazda pozycja bibliograficzna powinna zawiera¢ dodatkowo 1zdanie
streszczenia, a szczeg6lnie wazne pozycje powinny by¢ oznaczone gwiazdka.

3. Doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi
ostatniego roku (liczac od daty wystania do redakcji).

4. Listy do redakcji (do 1strony maszynopisu).

Tekst pracy izatgczniki nalezy przesyta¢ w dwéch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany jednos-
tronnie na papierze formatu A4 z podwa6jng interlinig i marginesem 4 cm po lewej stronie. Strony powinny by¢
kolejno numerowane. W tekscie nie nalezy robi¢ podkreslen.

Pierwsza strona nie numerowana przeznaczona jest dla redakcji i powinna zawiera¢: imiona i nazwiska
autoréw oraz ich tytuty naukowe, adresy pracy i domowe wraz z telefonem, tytut pracy w jezyku polskim i
angielskim oraz liczbe stron maszynopisu, liczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy
poda¢ kolejno tytut pracy wjezyku polskim iangielskim, imiona (wpetnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe
zaktadu naukowego, nazwisko iadres autora prowadzacego korespondencije iwysytajacego nadbitki, informacje
o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40 znakéw). Nastepna strona powinna zawiera¢ streszczenie (do
150 stéw) oraz stowa kluczowe - 3do 10 stéw zgodnych zterminami w Medical Subject Headings (Index Medicus),
o ile stowa te sa tam zawarte. Streszczenie i stowa kluczowe powinny by¢ przedstawione takze wjezyku angielskim.
W tytule i streszczeniu mozna stosowac jedynie powszechnie przyjete skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy
rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie nie zamieszcza¢ tabel, schematéw lub rysunkéw, lecz jedynie zaznaczy¢
otéwkiem na marginesie ich lokalizacje ( np. tab. 1, rys. 1itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na
rozdziaty tytutowane i numerowane (1,2 itd.) oraz podrozdziaty (1.1,1.2 itd.). Od nowej strony nalezy podac spis
literatury. Skréty nazw czasopism podawac¢ nalezy wedtug Index Medicus (listy czasopism publikowane sa
corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tekscie nastepuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w
spisie literatury w nawiasie kwadratowym ( np. [5]). Spis literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug
nastepujacego wzoru:

[1] HNILICA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips
MP, Schwartz E, red. Histone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64.

[2] SACHSENMAJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium
polycephahun. Exptl Cell Res 1980; 2: 41—48.

Tabele, opisy schematéw i rysunkéw powinny by¢ zatagczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki
muszg by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie prosimy zastepowac raczej rysunkami,
ale jezeli sa niezbedne, powinny by¢ kontrastowe i wykonane na btyszczacym papierze. Wymiary poszczegdlnych
rysunkéw, schematéw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180 mm lub ich potowy. Jezeli zatgczniki sg
zapozyczone z innych Zrédet, nalezy podag, skad zostaty zaczerpniete i dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na
reprod ukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w niezmienionej formie. Wszystkie zataczniki musza by¢ opatrzone
na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem gory i dotu ilustracji

Stosowane jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowiazany jest do
wykonania korekty autorskiej i zwrocenia jej w ciagu 3 dni. Koszty, spowodowane wigkszymi zmianami tekstu
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja bezptatnie
25 nadbitek.
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