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KOMÓRKOWE MECHANIZMY PATOGENEZY MIAŻDŻYCY

Katarzyna Edyta PIRÓG *

* Autorka jest studentką IV roku II Wydziału Lekarskiego Akademii Medycz
nej w Warszawie.

Zakład Histologii i Embriologii, Instytut Biostruktury, 
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Streszczenie. W pracy przedstawiono kilka współczesnych hipotez dotyczących pa
togenezy miażdżycy, zwracając uwagę na komórkowe i tkankowe mechanizmy 
patogenetyczne tej choroby.
Summary. In this article they were presented contemporary hypotheses concerning 
a pathogenesis of atherosclerosis. Special attention was given to the cellular and 
tissue pathogenetic mechanisms of this disease.
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— chylomikrony,
— lipo pro teiny bardzo niskiej gęstości,
— lipoproteiny niskiej gęstości,
— lipoproteiny wysokiej gęstości,
— siateczka śródplazmatyczna ziarnista, 
— siateczka śródplazmatyczna gładka, 
— aparat Golgiego.

1. WSTĘP

Miażdżyca tętnic (atherosclerosis) jest chorobą, która często prowa
dzi do powstawania zawału serca lub udaru mózgu. Z tego powodu sta
nowi ona jedną z głównych przyczyn zgonów w Europie i Ameryce Płn. 
[80J. Od wielu lat trwają badania czynników, które mogą wywołać pro
ces chorobowy, jednakże śledzenie wczesnych stadiów patogenezy jest
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niezmiernie utrudnione, ponieważ choroba rozwija się niepostrzeżenie 
przez wiele lat, zanim wystąpią pierwsze objawy kliniczne.

Na miażdżycę ludzie chorowali już w starożytności. Zmiany miażdży
cowe zostały znalezione w tętnicach mumii egipskich, ale wyda je się, że 
ze względu na ówczesną średnią życia, wynoszącą około 20-30 lat, cho
roba ta nie stanowiła takiego zagrożenia jak obecnie [40]. W 1856 r. Vir
chow opublikował pierwszą hipotezę dotyczącą patogenezy miażdżycy 
[86]. Podobnie jak niektóre współczesne hipotezy, uznaje ona uszkodze
nie błony wewnętrznej naczynia (np. przez siłę hemodynamiczną krwi) za 
pierwotny czynnik zapoczątkowujący rozwój choroby. Obserwowane zmia
ny zapalne, proliferacja komórek, odkładanie włóknika i zwapnienie bla
szek miażdżycowych miały być, według Virchowa, zmianami wtórnymi, 
co również jest zgodne z obecnymi poglądami.

Współcześnie prowadzone prace badawcze są reprezentowane przez
dwa kierunki badań: epidemiologiczne i podstawowe. Pierwsze usta
lają czynniki ryzyka, które zwiększają prawdopodobieństwo wystąpienia 
choroby. Należy do nich m.in. nadciśnienie, cukrzyca, hipercholesterole- 
mia, zaawansowany wiek, palenie papierosów i otyłość [8OJ. Równolegle 
prowadzone badania podstawowe skoncentrowały się na śledzeniu zmian 
morfologicznych i biochemicznych, jakim podlega ściana tętnicy in vivo 
u osób chorych na miażdżycę i w doświadczalnie indukowanej miażdżycy 
zwierząt. Do badań wykorzystuje się także hodowle in vitro komórek 
pochodzących z naczyń zdrowych i objętych miażdżycą. Wyniki tych prac 
posłużyły do sformułowania licznych hipotez dotyczących patogenezy 
miażdżycy. Najbardziej reprezentatywne z nich chciałabym przedstawić 
w postaci krótkiego przeglądu. Przegląd ten będzie poprzedzony opisem 
zmian w ścianach tętnic objętych procesem miażdżycowym. (Budowę 
ściany tętnicy prawidłowej można znaleźć w podręcznikach histologii [64].)

2. HISTOLOGICZNE ZMIANY OBSERWOWANE W ŚCIANIE TĘTNIC U OSÓB 
Z MIAŻDŻYCĄ

Zmiany miażdżycowe mają charakter ogniskowy i obejmują przede 
wszystkim błonę wewnętrzną tętnicy. W warstwie tej rozróżnia się na
stępujące typy ognisk miażdżycowych: plamki żółte, blaszki włókniste, 
blaszki szkliste, blaszki wapniowe i ogniska kaszowate.

Plamki żółte (ang. fatty streaks) występują bardzo często i przede 
wszystkim u osób młodych (także u dzieci powyżej 10 lat), charaktery
zują się nagromadzeniem niewielkiej liczby miocytów i/lub makrofagów 
w błonie wewnętrznej tętnicy. Komórki te, tzw. piankowate zawierają 
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w cytoplazmie liczne krople lipidów» głównie cholesterolu i jego estrów. 
Tłuszcze występują również w substancji międzykomórkowej. Plamki żół
te nieznacznie wpływają na zwężenie światła naczynia, nie dają obja
wów klinicznych, a ich tworzenie się jest odwracalne.

Blaszki włókniste (ang. fibrous plaques) są zmianami nieodwracal
nymi, charakterystycznymi dla zaawansowanej miażdżycy. Utworzone są 
przez komórki piankowate i miofibroblasty intensywnie syntetyzujące 
włókna kolagenowe, sprężyste i proteoglikany. Powstanie blaszki włók
nistej w naczyniu małego kalibru często prowadzi do zamknięcia światła 
naczynia. Blaszki włókniste mogą rozwinąć się z plamek żółtych, albo 
powstają w wyniku miejscowej proliferacji miocytów gładkich, początko
wo nie gromadzących lipidów [72],

Plamki żółte i blaszki włókniste mogą ulegać szkliwieniu: komórki 
tworzące te zmiany obumierają, a włókna międzykomórkowe ulegają de- 
polimeryzacji. Powstają w ten sposób blaszki szkliste, W martwych ma
sach białkowych blaszek szklistych często odkładają się sole wapnia, pro
wadząc do powstania blaszek wapniowych.

Ogniska kaszo watę tworzone są przez masy szkliste, złogi wapnia 
i lipidów, głównie cholesterolu, który odkłada się w postaci romboidalnych 
kryształów. Często od strony światła naczynia ognisko pokryte jest za
krzepem [40].

Powstanie opisanych tu zmian zainicjowane jest przez następujące 
procesy: 1) proliferację i migrację miocytów, 2) migrację makrofagów, 3) 
intensywną syntezę substancji międzykomórkowej — włókien kolageno
wych, sprężystych i proteoglikanów, 4) zewnątrz- i wewnątrzkomórkowe 
gromadzenie lipidów, głównie cholesterolu i jego estrów. Powstawanie 
podobnych zmian można indukować u zwierząt doświadczalnych i badać 
etapy rozwoju miażdżycy w zwierzęcym układzie doświadczalnym. Trud
no jednak ocenić, czy wyniki badań prowadzonych na szczurach, króli
kach i małpach odpowiadają temu, co w rzeczywistości dzieje się w tęt
nicach ludzi.

2.1. KOMÓRKI WYSTĘPUJĄCE W ZMIANACH MIAŻDŻYCOWYCH

Poza trudnością wskazania czynników wpływających na rozwój cho
roby, innym nie rozwiązanym dotąd zagadnieniem jest określenie, które 
z komórek biorą główny udział w tworzeniu zmian miażdżycowych. Pow
stanie zmian można indukować przez mechaniczne złuszczenie śródbłon- 
ka, np. przez wprowadzenie do naczynia balonu kateterowego [73], na
kłucie lub zeskrobanie igłą komórek [77], albo przez podanie homocyste- 
iny powodującej złuszczanie się śródbłonka [47]. W miejscu uszkodzenia, 
w błonie wewnętrznej, gromadzą się proliferujące miocyty. Komórki te
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intensywnie syntetyzują substancję międzykomórkową i określane są ja
ko miocyty syntetyzujące lub miofibroblasty [11, 23]. Ich fenotyp jest 
odmienny od typowych kurczliwych miocytów naczyniowych. Zawierają 
niewiele miofilamentów, natomiast mają dobrze rozwinięty aparat Gol- 
giego (AG) i siateczkę śródplazmatyczną ziarnistą (RER). W komórkach 
tych katalaza i lizosomalne hydrolazy mają wyższe aktywności od mio
cytów kurczliwych. W warunkach prawidłowego stężenia lipidów w oso
czu miocyty syntetyzujące na ogół ich nie gromadzą. Wyjątkowo obser
wowano gromadzenie lipidów w miocytach blaszek miażdżycowych u k ró
lików z normolipemicznym osoczem, u których miażdżyca była induko
wana immunologicznym uszkodzeniem śródbłonka (przez podanie prze
ciwciał skierowanych przeciwko komórkom śródbłonkowym) [30].

Powstawanie blaszek włóknistych w naczyniach zwierząt można in
dukować przez długotrwałe stosowanie diety o wysokiej zawartości cho
lesterolu. Zmiany rozwijają się bardziej dynamicznie, gdy dodatkowo 
śródbłonek naczyń jest uszkadzany w sposób mechaniczny [83]. Peterson 
[67] wyróżniła trzy typy komórek występujących w blaszkach miażdży
cowych królików karmionych dietą cholesterolową. Ponad połowę stano
wiły komórki kulistego kształtu, zawierające bardzo duże wakuole lipi
dowe, dobrze rozwiniętą RER, słabo rozwinięty AG i SER. W cytoplazmie 
tych komórek występowały nieliczne miofilamenty. Dużo rzadziej były 
spotykane komórki pośrednie — z niewielką ilością wakuoli lipidowych, 
dobrze rozwiniętą RER, SER i AG. Komórki te zawierały liczne miofi
lamenty, a niektóre z nich były otoczone fragmentami błony podstaw- 
nej, charakterystycznej dla komórek mięśniowych. Trzecią, najmniej licz
ną grupę komórek w blaszkach stanowiły miocyty z bardzo dobrze roz
winiętymi miofilamentami i SER, otoczone wyraźną błoną podstawną. 
Autorka uważa, opierając się na tych obserwacjach, że komórki pianko- 
wate powstają w wyniku przekształcenia miocytów naczyniowych i jest to 
opinia przyjmowana przez wielu badaczy [11, 39, 66, 67, 73]. W innych 
badaniach wykazano, że w blaszkach miażdżycowych mogą występować 
makrofagi. Fowler [28] opisał dwa rodzaje komórek piankowatych znaj
dujących się w blaszkach miażdżycowych. Jedne z nich miały mniejszą 
gęstość optyczną, zawierały dużo wakuoli z cholesterolem i jego estrami, 
i wykazywały niektóre cechy makrofagów: receptory dla fragmentu Fc 
przeciwciał oraz wysoką aktywność enzymów — kwaśnych hydrolaz i ka- 
talazy. Jedna trzecia tych komórek miała również receptory dla składni
ka dopełniacza C3. Komórki drugiego typu, liczniejsze, charakteryzowały 
się większą gęstością optyczną, zawierały mniej wakuoli lipidowych, a w 
ich cytoplazmie występowały filamenty aktynomiozynowe. Podobnych 
obserwacji dokonali Gaton i Wolman [34], którzy stwierdzili występowa
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nie w blaszkach dwóch rodzajów komórek — miocytów o słabej aktyw
ności kwaśnych hydrolaz i makrofagów o bardzo silnej aktywności tych 
enzymów. Barbolini i wsp. [4], którzy badali aktywność enzymatyczną 
komórek pochodzących z blaszek miażdżycowych, twierdzą, że komórki 
piankowate wykazywały silną aktywność niespecyficznych esteraz (A, B 
i C), słabą aktywność ATP-azową i brak aktywności fosfatazy zasado
wej. Miocyty naczyniowe, których użyto jako kontrolę, miały silną ak
tywność ATP-azową, słabą aktywność niespecyficznych esteraz i fos
fatazy zasadowej. Po dożylnym podaniu zwierzęciu błękitu trypanu za
obserwowano bardzo silny wzrost aktywności fosfatazy kwaśnej i nie
specyficznych esteraz w komórkach piankowatych oraz nieznaczne zmniej
szenie aktywności wszystkich badanych enzymów w miocytach. Ponie
waż błękit trypanu jest aktywatorem enzymów histiocytów, autorzy uwa
żają więc, że komórki piankowate powstają z histiocytów, a nie miocy
tów. Schaffner [76] opisuje, że 80-90% komórek piankowatych (hodo
wanych in vitro) pochodzących z blaszek miażdżycowych małp i króli
ków karmionych 3-6 miesięcy dietą miażdżycogenną miało cechy charak
terystyczne dla makrofagów. Komórki te miały receptory dla fragmentu 
Fc przeciwciał i składnika C3 dopełniacza, fagocytowały erytrocyty i wy
kazywały wysoką aktywność kwaśnej lipazy i lizozymu. Pozostałą część 
hodowli stanowiły komórki pochodzenia miocytarnego, zawierające nie
liczne miofilamenty i nie wykazujące żadnej z wymienionych tu cech 
makrofagów. Autor uważa, że główną rolę w powstawaniu blaszek peł
nią makrofagi pochodzące z krążenia lub z niezróżnicowanych komórek 
błony wewnętrznej naczynia. Levis [54] i Fischman [26] zauważyli ad
hezję monocytów w okolicach miejsc, gdzie śródbłonek naczynia został 
uszkodzony. Vos [87] i Gerrity [35] obserwowali diapedezę monocytów do 
tkanki podśródbłonkowej przy podwyższonym poziomie cholesterolu w 
osoczu. Komórki te inicjowały powstawanie blaszek miażdżycowych [5].

Z przedstawionych obserwacji wynika, że przy podwyższonym po
ziomie cholesterolu w osoczu w powstawaniu zmian miażdżycowych bio
rą udział co najmniej dwa rodzaje komórek: miocyty gładkie i makrofagi 
krwiopochodne, a prawdopodobnie również makrofagi tkankowe. Haust 
[48] opisuje występowanie w blaszkach miażdżycowych ludzi tzw. mio- 
histiocytów — komórek o morfologicznym charakterze miocytów i histio
cytów. Komórki te, zdaniem autora, miałyby zdolność różnicowania się 
w typowe miocyty lub makrofagi, a w szczególnym przypadku — w miaż
dżycowe komórki piankowate. Inni autorzy sugerują, że komórki pianko
wate mogą się rozwijać z niezróżnicowanych komórek błony wewnętrz
nej naczynia. Z tych pierwotnych komórek mogą, w wyniku indukcji, 
powstawać miocyty, histiocyty i „pseudośródbłonek” [76, 77].

http://rcin.org.pl



168 K . E. P IR O G

3. USZKODZENIE SRÓDBŁONKA JAKO PROCES INICJUJĄCY POWSTAWANIE
ZMIAN MIAŻDŻYCOWYCH

3.1. H IP O T E Z A  O D P O W IE D Z I N A  U S Z K O D Z E N IE  S R Ó D B Ł O N K A

Badania miażdżycy indukowanej u zwierząt doświadczalnych dały 
podstawę do przedstawienia wielu hipotez dotyczących mechanizmów pa
togenezy. Najlepiej udokumentowana jest hipoteza zaproponowana przez 
Rossa i Glomseta, według której proces miażdżycowy miałby być odpo
wiedzią na uszkodzenie śródbłonka [73], [74].

Po miejscowym uszkodzeniu śródbłonka na odsłoniętej tkance pod- 
śródbłonkowej płytki krwi ulegają adhezji. Podczas degranulacji płytek 
jest uwalniany płytkowo pochodny czynnik wzrostu (Platelet-Derived 
Growth Factor — PDGF) stymulujący miocyty błony środkowej naczy
nia do migracji i proliferacji w błonie wewnętrznej. PDGF modyfikuje 
metabolizm miocytów, w wyniku czego syntetyzują one zwiększoną ilość 
substancji międzykomórkowej oraz mają predyspozycje do nadmiernej 
akumulacji lipidów. Procesy te doprowadzają do powstania zmian obser
wowanych klinicznie.

Hipoteza ta została oparta na przedstawionych poniżej obserwa
cjach. Przy doświadczalnym złuszczeniu śródbłonka tętnic (np. przez 
wprowadzenie balona kateterowego [73], zeskrobanie komórek [26], po
danie homocysteiny [47] lub przeciwciał uszkadzających śródbłonek [30], 
albo długotrwałe stosowanie diety o wysokiej zawartości cholesterolu 
[3], [73]) obserwowano takie same procesy: skrócony czas krążenia pły
tek krwi i tworzenie mikrozakrzepów w odsłoniętym miejscu w ciągu 
24 godz. od powstania uszkodzenia. Po 3-5 dniach obserwowano rozpoczę
cie regeneracji śródbłonka, który w ciągu 7-14 dni pokrywał całkowicie 
uszkodzenie. Po trzech miesiącach jedynym śladem złuszczenia była zgru
biała błona wewnętrzna, w której migrujące z błony środkowej miocyty 
w wyniku aktywnej proliferacji utworzyły kilkanaście warstw komór
kowych. Jeżeli uszkodzenie było jednorazowe, to zmiany w błonie wew
nętrznej cofały się w następnych miesiącach [72], Podanie dipiridamolu — 
substancji hamującej degranulację płytek — zapobiegało nagromadzeniu 
się miocytów i grubieniu błony [47]. Podobny efekt obserwowano po za
stosowaniu surowicy antypłytkowej [31], Na tej podstawie wysnuto wnio
sek, że płytki, które ulegają adhezji i degranulacji, wydzielają substan
cję działającą stymulująco na miocyty znajdujące się w sąsiedztwie usz
kodzenia. Badania osocza i miocytów naczyniowych in vitro pozwoliły na 
wyizolowanie i zbadanie tej substancji, nazwanej płytkowo pochodnym 
czynnikiem wzrostu (PDGF).
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Rys. 1. A ktyw acja miocytów po uszkodzeniu śródbłonka
1. ś w ia t ło  n a c z y n ia ,  2. p ły t k a  k r w i ,  3. k o m ó r k a  ś r ó d b ło n k a ,  4. p r z e s tr z e ń  p o d ś r ó d b ło n k o w a ,  
5. b ło n a  s p r ę ż y s ta  w e w n ę t r z n a .  6. b ło n a  m ię ś n io w a ,  7. m io c y t  g ła d k i .  P o  u s z k o d z e n iu  
ś r ó d b ło n k a  p ły t k i  k r w i  u le g a ją  a d h e z j i  i d e g r a n u la c j i  u w a ln ia j ą c  m in :  t r o m b o k s a n  A 2 — 
T X A o, P D G F  — p ł y t k o w y  c z y n n ik  w z r o s t o w y ,  h i s ta m in ę ,  s e r o t o n in ę  — 5HT. H is ta m in a  
i P D G F  s t y m u lu j ą  k o m ó r k i  ś r ó d b ło n k a  do  w y d z ie la n ia  p r o s t a c y k l in y  P G I 2, h a m u ją c e j  a d 
h e z j ę  i d e g r a n u la c ję  p ły te k .  T r o m b o k s a n  A 0 w y w i e r a  e f e k t  p r z e c iw n y  i a k t y w u j e  p ły t k i  
k r w i .  P D G F  i s e r o to n in a  po p r z e j ś c iu  do  tk a n k i  p o d ś r ó d b ło n k o w e j  p o b u d z a ją  m i o c y t y  n a 
c z y n i o w e  do w y d z ie la n ia  P G I2. S a m  P D G F  w p ł y w a  na  m ig r a c ję ,  p r o l i f e r a c ję  i z m ia n ę

m e ta b o l iz m u  m i o c y t ó w  (na p o d s ta w ie  o p is ó w :  S t e in b e r g a  1979 i A n to n ia d e s a  1983)

Plytkowo pochodny czynnik wzrostu. PDGF jest glikoproteiną o sek
wencji aminokwasów zbliżonej do sekwencji polipeptydu syntetyzowane
go przez komórki mięsaka wywoływanego przez wirusa SSV (simian 
sarcoma virus). Na tej podstawie wysnuwa się przypuszczenia, że onko- 
gen wirusa powstał z genu (genów) kodujących PDGF [1, 2, 19, 21, 88]. 
PDGF powstaje w megakariocytach [16], a następnie jest transportowa
ny przez płytki w a-ziarenkach i uwalniany w trakcie degranulacji. In 
vitro PDGF stymuluje migrację miocytów gładkich, ich proliferację, po
budza miocyty do syntezy kolagenu, zwiększa dokomórkowy transport 
aminokwasów i lipoprotein niskiej gęstości (LTD). Dzięki tem u wzrasta 
wewnątrzkomórkowy poziom cholesterolu, fosfolipidów i białek potrzeb
nych do utworzenia odpowiedniej rezerwy błon przed podziałem [1]. 
PDGF i serotonina, również uwalniana w czasie degranulacji, pobudzają 
miocyty do syntezy i wydzielania prostacykliny (PGI2), która hamuje 
adhezję i degranulację płytek, co na zasadzie ujemnego sprzężenia zwrot
nego hamuje uwalnianie PDGF [1]. Wykrycie PDGF pozwoliło w ytłu
maczyć mechanizm nagromadzania się miocytów w błonie wewnętrznej. 
Stwierdzono, że degranulacja jednej płytki wystarcza do pobudzenia ponad 
setki miocytów [11]. Ponadto zaobserwowano, że in vitro PDGF działa
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chemotaktycznie w stosunku do monocytów i neutrofilów [18]. Prawdo
podobnie występowanie komórek żernych w blaszkach miażdżycowych 
jest uwarunkowane obecnością tej substancji.

Inne czynniki wzrostu. PDGF może być głównym, ale nie jedynym 
mitogenem odpowiedzialnym za proliferację miocytów w błonie wew
nętrznej, a utworzenie blaszki miażdżycowej może nastąpić bez udziału 
płytek krwi. Chamley-Campbell [13] i Castellot [12] zbadali śródbłonko- 
wy heparynopodobny inhibitor proliferacji miocytów. Substancja ta spra
wia, że miocyty są niewrażliwe na mitogeny. Być może sam brak śród- 
błonka i w konsekwencji brak inhibitora wzrostu może wywołać proli
ferację komórek i zgrubienie błony wewnętrznej. Z kolei in vitro śród- 
błonek wydziela polipeptydowe czynniki wzrostu (Endothelial-Cell-De
rived Growth Factor) stymulujące proliferację miocytów, gdy brakuje 
innych mitogenów [32, 78]. Jeden z polipeptydów wchodzących w skład 
ECDGF ma strukturę antygenową identyczną z PDGF [20].

Również czynniki uwalniane przez obumierające lub uszkodzone ko
mórki śródbłonka pobudzają wzrost miocytów. W naczyniach zdrowych 
zwierząt około 1% komórek śródbłonka jest uszkodzonych lub martwych 
[33]. Uwalniają one czynniki mitogenne dla miocytów i substancje che- 
motaktyczne dla monocytów [46] oraz prostacyklinę zabezpieczającą przed 
adhezją płytek krwi [10]. Proliferację miocytów stymuluje również mi
togen uwalniany przez monocyty (makrofagi) tzw. makrofagopochodny 
czynnik wzrostu (Macrophage-Derived Growth Factor — MDGF) [53, 58]. 
Lipoproteiny LDL z hiperlipemicznego osocza wpływają na 25-50% wzro
stu proliferacji miocytów. HDL i VLDL z osocza hiperlipemicznego i LDL 
z osocza normolipemicznego mają tylko niewielki efekt stymulujący [13, 
15, 25, 82]. Jeżeli więc u człowieka lub zwierzęcia doświadczalnego z pod
wyższonym poziomem lipidów w osoczu śródbłonek zostanie uszkodzony 
w tak niewielkim stopniu, że nawet nie nastąpi aktywacja płytek krwi, to 
i tak wiele mitogenów może zadziałać na miocyty: lipoproteiny przeni
kające przez uszkodzony śródbłonek, mitogeny z cytoplazmy uszkodzo
nego śródbłonka i MDGF uwalniany przez monocyty przyciągane do miej
sc uszkodzeń.

3.2. H IP O T E Z A  IN IC J A C J I  P R Z E Z  M A K R O F A G I

Według Vosa powstanie blaszki miażdżycowej jest inicjowane przez 
makrofagi, które przechodzą z naczynia do tkanki podśródbłonkowej w 
miejscu uszkodzenia bariery śródbłonkowej. Komórki te wydzielają 
MDGF, który przyciąga miocyty z błony środkowej i pobudza je do pro
liferacji i wzrostu w błonie wewnętrznej.
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Vos i wsp. [87] badali powstawanie blaszek miażdżycowych w tętnicy
szyjnej królików naświetlanych promieniami X (500 i 1000 radów) z nor
m alnym  i podwyższonym poziomem cholesterolu w osoczu. 8 godz. po 
naświetleniu obserwowano przechodzenie monocytów krwi do przestrze
ni podśródbłonkowej. U królików z normalnym poziomem cholesterolu 
komórki te znikały 10 dni po naświetleniu, natomiast u królików z pod
wyższonym poziomem cholesterolu już następnego dnia po naświetleniu 
zamieniały się w komórki piankowate. Liczba komórek piankowatych ros
ła z czasem, tworząc po 20 dniach ogniska zbudowane z 5-10 warstw 
komórkowych. W tym czasie można było zaobserwować początek zmian 
nekrotycznych, a także migrację miocytów gładkich z błony środkowej 
do wewnętrznej. Miocyty, podobnie jak makrofagi, zaczęły gromadzić 
lipidy, ale w znacznie mniejszej ilości. 30 dni po naświetleniu miocyty 
utworzyły kilka warstw, otaczając od strony światła naczynia komórki 
piankowate i materiał nekrotyczny. U królików naświetlanych z pra
widłowym poziomem cholesterolu i królików nie naświetlanych z pod
wyższonym poziomem cholesterolu w osoczu nie obserwowano tworze
nie się blaszek w czasie doświadczenia.

Zdaniem autora, główną rolę w inicjacji powstawania blaszek miaż
dżycowych mają makrofagi krwiopochodne. Promieniowanie X lub in
ny czynnik uszkadzający barierę śródbłonkową umożliwia zwiększoną 
diapedezę makrofagów do przestrzeni podśródbłonkowej. Osiadające w 
błonie wewnętrznej komórki proliferują i wydzielają MDGF. W wy
niku działania tego mitogenu do rozwoju blaszki miażdżycowej włącza
ją się miocyty z błony środkowej. Miocyty mogą również migrować 
i proliferować w błonie wewnętrznej pod wpływem LDL występują
cych w wyższym stężeniu i łatwiej przenikających przez uszkodzony 
śródbłonek.

3.3. C Z Y N N IK I  W P Ł Y W A J Ą C E  N A  U S Z K O D Z E N IE  S R Ó D B Ł O N K A

W hipotezie Rossa-Glomseta i Vosa krytyczną rolę w zapoczątkowa
niu procesu miażdżycowego odgrywa uszkodzenie śródbłonka. W w arun
kach naturalnych śródbłonek może ulec złuszczeniu np. pod wpływem 
siły hemodynamicznej krwi. Miejscami najbardziej narażonymi na dzia
łanie prądu krwi są rozdwojenia tętnic i tam też najczęściej powstają 
zmiany miażdżycowe. Obserwuje się również korelację powstawania miaż
dżycy z istnieniem nadciśnienia tętniczego, sprzyjającego złuszczaniu 
śródbłonka [80]. Innymi przyczynami uszkodzenia śródbłonka mogą być: 
hipercholesterolemia [50], niedotlenienie [80], działanie toksyn oraz reak
cje autoimmunoagresji (w blaszkach miażdżycowych można czasem wy
kryć kompleksy antygen-przeciwciało) [22]. Specyficznymi substancjami
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uszkadzającymi funkcję śródbłonka są nadtlenki wielonienasyconych kw a
sów tłuszczowych. Związki te hamują syntezę prostacykliny, przez co
wpływają na patologiczną aktywację płytek krwi w naczyniu i na two
rzenie zakrzepów [42].

3.4. H IP O T E Z A  Z A B U R Z E N IA  R Ó W N O W A G I T R O M B O K S A N O W O -P R O S T A C Y K L IN O W E J

Według Gryglewskiego, zmiany miażdżycowe powstają na skutek za
burzenia wewnątrznaczyniowej równowagi tromboksan (TXA2) — pro- 
stacyklina (PGI2). Tromboksan A2, produkowany przez płytki krwi, w pły
wa pobudzająco na ich agregację i degranulację oraz powoduje zwężenie 
naczynia. Prostacyklina, produkowana przede wszystkim przez komórki 
śródbłonka, działa antagonistycznie w stosunku do TXA2. Przy zmniej
szonej produkcji PGI2 następuje zaburzenie równowagi TXA2-PG I2 na ko
rzyść tromboksanu, co powoduje nadmierną aktywację płytek w naczy
niu. Płytki ulegają adhezji na komórkach śródbłonka, a uwalniane przez 
nie enzymy niszczą tkankę naczynia powodując rozwój ogniska miażdży
cowego [42].

Komórki śródbłonka i miocyty pochodzące ze zmian miażdżycowych 
syntetyzują mniej prostacykliny niż komórki pochodzące ze zdrowych 
części naczynia [41, 52, 79]. Stwierdzono przy tym, że produkcja PGI2 
jest tak samo niska w rozwiniętej blaszce miażdżycowej, jak w świeżo 
powstałej plamce żółtej [79]. Zmniejszona produkcja PG I2 jest wyni
kiem zmniejszonej aktywności enzymu syntetazy prostacyklinowej. Ak
tywność tego enzymu może być modyfikowana przez wiele czynników. 
Najważniejszymi, z punktu widzenia patogenezy miażdżycy, są nad
tlenki wielonienasyconych kwasów tłuszczowych — swoiste inhibitory 
syntetazy PGI2. Wysokie stężenie tych związków wykryto we fragmen
tach naczyń objętych miażdżycą [60]. Wyjściowym substratem  do synte
zy nadtlenków może być kwas arachidonowy, z którego w warunkach 
prawidłowych powstaje TXA2 i PGI2. Przykładem nadtlenku powsta
łego z kwasu arachidonowego może być kwas 15-hydroksyperoksyara- 
chidonowy, który aktywuje płytki krwi [60]. Peroksydacja kwasów tłusz
czowych jest indukowana przez wolne rodniki, m.in. w stanach niedo
boru witaminy E.

Witamina E jako antyoksydant zapobiega powstawaniu nadtlenków, 
dzięki czemu pozwala na zachowanie stałego poziomu produkcji prosta
cykliny [63]. Jednakże próby leczenia miażdżycy witaminą E nie po
wiodły się, ponieważ dawki, jakich wymagało leczenie, wywoływały hi- 
perwitaminozę.

Do innych substancji wpływających na syntezę PGI2 należą lipopro- 
teiny. Lipoproteiny niskiej gęstości LDL hamują syntezę PG I2, a lipo-
proteiny wysokiej gęstości HDL stym ulują syntezę [6, 62]. Obserwacje te
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są potwierdzeniem wyników badań epidemiologicznych, zgodnie z któ
rymi wysoki poziom LDL w osoczu jest dodatnim czynnikiem ryzyka w 
chorobie miażdżycowej, a wysoki poziom HDL — ujemnym czynnikiem 
ryzyka. Syntetaza prostacyklinowa w ścianie tętnicy u starszych szczu
rów ma niższą aktywność w porównaniu ze szczurami młodymi [14]. 
U ludzi zwiększa się ryzyko choroby wraz z wiekiem, co może być spo
wodowane zmianą aktywności syntetazy prostacyklinowej.

Aspiryna jest trwałym  inhibitorem cyklooksygenazy płytkowej, dzię
ki czemu blokuje ona produkcję TXA2. Jednakże stwierdzono, że sub
stancja ta zmniejsza aktywność cyklooksygenazy w śródbłonku, hamując 
syntezę PG I2, co wykluczyło możliwość zastosowania jej w terapii.

4. HIPOTEZA MONOKLONALNEGO CHARAKTERU ROZWOJU MIAŻDŻYCY

Ekscytującą hipotezę dotyczącą rozwoju miażdżycy zaproponowali 
Bendittowie, którzy wykazali, że miocyty tworzące płytki miażdżycowe 
stanowią klon komórkowy. Ponieważ wzrost monoklonalny jest charak
terystyczny dla guzów nowotworowych, Bendittowie sugerują więc, że 
zmiany miażdżycowe powstają na skutek transformacji nowotworowej 
miocytów.

Do wykrycia monoklonalnego wzrostu komórek wykorzystano zja
wisko losowej supresji jednego z chromosomów X u kobiet, czego skut
kiem jest mozaikowa ekspresja genów tych chromosomów. Jeżeli kobie
ta jest heterozygotyczna pod względem genu chromosomów X, kodujące
go syntezę różnych izoenzymów, to komórki jej organizmu będą stanowi
ły mozaikę aktywności jednego albo drugiego izoenzymu. Bendittowie 
badając aktywność izoenzymów dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej 
stwierdzili, że ponad 90% miocytów blaszki miażdżycowej wykazuje ak
tywność tylko jednego z izoenzymów [7], co przemawia za wzrostem mo- 
noklonalnym. Podobne wyniki otrzymali Pearson i wsp. [65], którzy ba
dali te same izoenzymy w blaszkach włóknistych i plamkach żółtych. 
Okazało się, że w blaszkach średnio 96% komórek ma aktywność tego 
samego izoenzymu, natomiast w plamkach zaobserwowano wzrost poli- 
klonalny. Jeżeli plamki są prekursorami blaszek, to między komórkami 
plamek musiałaby następować jakaś selekcja prowadząca do wzrostu 
monoklonalnego.

Hipoteza Bendittów była inspiracją do badań nad właściwościami ko
mórek pochodzących z blaszki miażdżycowej. Okazało się, że komórki te 
nie mają cech komórek transformowanych; ich budowa nie różni się 
zasadniczo od normalnych miocytów naczyniowych i zdolność podziałowa 
tych komórek jest ograniczona.
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Pietila i wsp. [68] oraz Friedman [29] opisują, że w blaszkach miażdży
cowych królików karmionych dietą wysokocholesterolową, miocyty po 
6 miesiącach aktywnej proliferacji wchodzą w stadium stacjonarne i prze
stają się dzielić. Thomas [83] w opozycji do monoklonalnej hipotezy Ben- 
dittów opisuje poliklonalny wzrost miocytów w blaszkach miażdżycowych 
świń karmionych dietą aterogenną. Zaobserwował on, że do utworzenia 
wielu warstw komórek w blaszce potrzeba niewielu generacji komórek. 
Autor uważa, że nie jest możliwe, aby tak duża ilość miocytów mogła 
powstać w kilku generacjach z jednej tylko komórki.

5. HIPOTEZA KLONÓW KOMÓREK NIEZRÓŻNICOWANYCH

Inną hipotezę próbującą tłumaczyć monoklonalny wzrost miocytów 
zaproponowali Martin i Sprague [59]. Zgodnie z tą hipotezą w błonie 
środkowej naczynia istnieje pewna pula niezróżnicowanych komórek, k tó
re nie przeszły tylu podziałów mitotycznych co sąsiadujące komórki i m a
ją w związku z tym  duży potencjał proliferacyjny. Dojrzałe miocyty 
błony środkowej produkują chalony hamujące cykl tych komórek w fazie
G2 [11].

Spadek stężenia chalonów lub migracja komórek do błony wewnętrz
nej, gdzie ich brak, pozwala na rozpoczęcie podziałów, czego rezultatem 
jest utworzenie ogniska miażdżycowego. Z czasem, gdy liczba miocytów 
w błonie wewnętrznej wzrośnie i komórki te po całkowitym zróżnico
waniu zaczną wydzielać chalony, następuje spadek ilości mitoz, a potem 
zupełny zanik aktywności proliferacyjnej w blaszcze [59].

Hipoteza Martina i Sprague’a jest zbieżna z obserwacjami Daouda 
i wsp. [17] oraz Thyberga [84], którzy badali eksplanty miocytów z błony 
wewnętrznej naczynia. Okazało się, że w pierwszym tygodniu hodowli 
miocyty odróżnicowywały się. Początkowo w komórkach zmniejszała się 
ilość miofilamentów na korzyść rozwoju innych organelli komórkowych. 
Potem obserwowano zupełną utratę  miofilamentów i powstawały komór
ki określone przez autorów jako fibroblastyczne (fibroblast-like cells). 
Część z tych komórek, uboga w organelle, stanowiła tzw. komórki pier
wotne (primitive cells). Przez pierwsze trzy tygodnie liczba komórek w 
eksplancie rosła z dużą dynamiką, po czym aktywność proliferacyjna 
zmalała, a prawie wszystkie komórki uległy ponownemu zróżnicowaniu 
w dojrzałe miocyty gładkie. Po podaniu trytowanej tym idyny zaobser
wowano, że mitozie ulegały tylko komórki pierwotne i fibroblastyczne. 
Prawdopodobnie miocyty przechodzące z błony środkowej do wewnętrz
nej mogą ulegać podobnemu odróżnicowaniu i rozpocząć proliferację,
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jak to obserwowano in vitro. Niezróżnicowane komórki prymitywne i fi- 
broblastyczne mogłyby w warunkach hipercholesterolemii zmieniać się 
w komórki piankowate, gromadzące lipidy.

6. UDZIAŁ TŁUSZCZÓW W ROZWOJU MIAŻDŻYCY

Dieta z wysoką zawartością cholesterolu jest rutynowo wykorzysty
wana do wywoływania zmian miażdżycowych u zwierząt doświadczal
nych [44], [71]. Do tej pory jednak nie wiadomo, czy podwyższony po
ziom lipidów w osoczu może wywołać miażdżycę, czy też jest potrzebny 
jakiś dodatkowy czynnik, np. uszkodzenie śródbłonka. Thomas [83], któ
ry  badał miażdżycę u świń karmionych dietą aterogenną stwierdził, że 
zmiany mogą powstać w wyniku działania samych lipidów, ale powstają 
po wielu latach. Mechaniczne uszkodzenie śródbłonka balonem katetero- 
wym ogromnie przyspieszyło powstawanie zmian.

6.1. L IP O P R O T E IN Y  O SO C Z A  I B A R IE R A  S R O D B Ł O N K O W A

W warunkach prawidłowych CHM i VLDL nie mogą przenikać przez 
barierę śródbłonkową. Przez śródbłonek transportowane są LDL (pow
stające w wyniku wewnątrznaczyniowej delipidacji VLDL) — główne noś

Rys. 2. Zw rotne odróżnicowywanie się miocytów naczyniowych
1 — m i o c y t  n a c z y n io w y ,  2 — tz w .  k o m ó r k a  f ib r o b la s ty c z n a ,
3 — tz w .  k o m ó r k ą  p r y m i t y w n a  (na  p o d s ta w ie  D a o u d  1973)
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niki cholesterolu w osoczu oraz HDL odpowiedzialne za zwrotny tra n 
sport cholesterolu do wątroby. Vasile [85] badając proces transportu LDL 
przez śródbłonek stwierdził, że zwiększenie poziomu LDL w osoczu wpły
wa liniowo na zwiększenie przenikania tych lipoprotein i ich gromadze
nie w tkance podśródbłonkowej. Robertson i wsp. [70] zaobserwowali, że 
lipoproteiny mogą pokonywać barierę śródbłonkową przechodząc mię
dzy komórkami. Średnia odległość między komórkami śródbłonka w na
czyniu rozszerzonym wynosi 120-160A. U szczurów z nadciśnieniem odleg
łości te wynoszą 200-500A [81]. Podanie amin biogennych (angiotensyny 
II, noradrenaliny, serotoniny) również zwiększa te odległości do 750A, 
a nawet do 2000A. Przez takie szczeliny VLDL i LDL przechodzą bez 
trudności i gromadzą się w ścianie naczynia [70].

Z przedstawionych obserwacji wynika, że przy hipercholesterolemii, 
nadciśnieniu i stresie śródbłonek nie stanowi skutecznej zapory przed 
napływem lipidów do tkanek. Ponadto zaobserwowano, że czasami hiper- 
cholesterolemia może sama prowadzić do uszkodzenia śródbłonka. K rit-  
chevski i wsp. [50] zaobserwowali powstawanie zmian w śródbłonku tę t
nic królików po 5 tygodniach stosowania diety aterogennej. Komórki 
zmieniały kształt, gromadziły krople tłuszczowe, a połączenia między
komórkowe ulegały przerwaniu. Ross [73] opisuje, że makaki karmione 
dietą hipercholesterolemiczną w ciągu 18 miesięcy utraciły 7°/o śród
błonka. Vasile podaje również, że endocytoza LDL przez komórki śród
błonka jest w odróżnieniu od transcytozy procesem wysoce specyficz
nym i ulega wysyceniu przy wysokich stężeniach lipoprotein. Dlatego 
też komórki śródbłonka nie gromadzą cholesterolu.

6.2. G R O M A D Z E N IE  L IP ID Ó W  P R Z E Z  K O M Ó R K I J A K O  P R Z Y C Z Y N A  R O Z W O JU
M IA Ż D Ż Y C Y

LDL transportujące cholesterol i fosfolipidy wchłaniane są przez ko
mórki w procesie endocytozy za pośrednictwem receptora. Wewnątrz 
komórki LDL ulegają degradacji w lizosomach — apoproteiny degrado
wane są do aminokwasów, a estry cholesterolu ulegają hydrolizie. Uwol
niony do cytoplazmy cholesterol jest reestryfikowany i razem z fosfoli
pidami wbudowywany do błon komórkowych. Poza wątrobą i komórka
mi syntetyzującymi hormony sterydowe inne komórki organizmu nie są 
zdolne do metabolizmu cholesterolu, dlatego jego nadmiar jest odpro
wadzany z komórek do wątroby. W procesie zwrotnego transportu biorą 
udział HDL produkowane przez wątrobę [9].

W komórkach istnieją mechanizmy zabezpieczające przed nadmier
nym gromadzeniem cholesterolu: po endocytozie LDL zahamowaniu ule
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ga synteza receptorów dla LDL, oraz wewnątrzkomórkowa synteza cho
lesterolu, natomiast pobudzeniu ulega estryfikacja cholesterolu znajdu
jącego się w cytoplazmie.

Miocyty hodowane in vitro przy wysokim stężeniu natywnego LDL 
nie gromadzą cholesterolu w cytoplazmie, ponieważ dokomórkowy tran 
sport lipoprotein ulega wysyceniu na skutek ograniczonej liczby recep
torów dla LDL. Miocyty gromadzą cholesterol dopiero po chemicznej mo
dyfikacji LDL przez DMPA (NN-dwumetylo-l,3-propanodiamina). Połą
czenie z DMPA nadaje lipoproteinie dodatni ładunek, dzięki czemu może

#

niespecyficznie wiązać się z ujemnie naładowanymi cząsteczkami błony 
komórkowej [36]. Hodowane in vitro makrofagi również nie gromadzą 
cholesterolu pochodzącego z natywnego LDL. Komórki te gromadzą cho
lesterol po acetylacji [57] lub sprzężeniu LDL z DMPA, albo modyfi
kacji lipoproteiny przez malonodialdehyd uwalniany z ziarenek płytek 
krwi w trakcie degranulacji [27].

Dieta o dużej zawartości cholesterolu wywołuje zmiany w składzie 
lipoprotein osocza [55, 57]. Zaobserwowano m.in. pojawienie się nie wy
stępujących fizjologicznie [3-VLDL bogatych w cholesterol. (5-VLDL są to 
lipoproteiny o gęstości VLDL, ale migrujące z elektroforetyczną frakcją 
3-lipoprotein, czyli LDL. Makrofagi inkubowane z [3-VLDL gromadziły 
cholesterol w cytoplazmie i zamieniały się w komórki piankowate [38, 
56]. Gromadzenie cholesterolu indukowane przez (3-VLDL lub acetylowa- 
ne LDL jest częściowo regulowane, ale na bardzo wysokim poziomie — 
endocytoza tych lipoprotein jest 20-160-krotnie większa niż natywnych
LDL [56].

Według Goldsteina i Browna [37] gromadzenie cholesterolu przez 
miocyty może być spowodowane brakiem dostatecznej liczby receptorów 
dla LDL na komórkach tkanki łącznej, przede wszystkim fibroblastach. 
Defekt taki występuje np. w genetycznie uwarunkowanej hipercholeste- 
rolemi typu II. Ograniczona endocytoza LDL przez fibroblasty powoduje 
podniesienie się poziomu cholesterolu w osoczu i nadmierne obciążenie 
tłuszczami innych komórek, np. miocytów gładkich, które stają się oczysz
czalniami osocza z cholesterolu.

Gromadzenie cholesterolu w komórkach może występować na sku
tek obniżonej aktywności hydrolazy estrów cholesterolowych [34], [45]. 
Estry, które ulegają endocytozie, ulegają hydrolizie w lizosomach i do
piero wolny cholesterol aktywuje mechanizm zabezpieczający przed je
go gromadzeniem [36]. Słaba aktywność hydrolazy powoduje zaleganie 
estrów w lizosomach, co morfologicznie daje obraz komórki piankowa
te j. Od aktywności hydrolazy zależy również odpływ cholesterolu z ko
mórki, ponieważ HDL odpowiedzialne za zwrotny transport do wątroby 
może wiązać tylko wolny cholesterol [69]. Nadmierne obciążenie komó

http://rcin.org.pl



178 K. E. P IR O G

rek estrami cholesterolu jest, według wymienionych autorów, przyczyną 
powstawania zmian miażdżycowych.

Gromadzenie cholesterolu i fosfolipidów na substancji międzykomór
kowej blaszek miażdżycowych jest uwarunkowane jej zmienionym skła
dem i budową. Miocyty syntetyzujące produkują dwukrotnie więcej ko
lagenu I typu niż III (zwykle proporcje te są odwrotne) [49]. Część 
włókien kolagenowych wykazuje prążkowanie co 90-120 nm, a nie co 
64 nm, i wiążą one lipidy [61]. Powstająca w blaszce miażdżycowej ela- 
styna zawiera mało aminokwasów tworzących wiązania krzyżowe i zna
czną część aminokwasów polarnych o dużym powinowactwie do jonów 
Ca2+, a przez to wiąże się z nią duża część lipidów blaszki (około 1/3
wszystkich lipidów). Podobnie jak elastyna, proteoglikany wiążą chole
sterol, fosfolipidy oraz fibrynogen [49].

7. ZAKOŃCZENIE

Przedstawione tu hipotezy nie wykluczają się wzajemnie, ale raczej 
dopełniają. Ich wspólnym założeniem jest to, że proces miażdżycowy roz
poczyna się od naruszenia bariery śródbłonkowej (złuszczenia, uszkodze
nia komórek, zwiększenia ich przepuszczalności i zwiększenia odległości 
między komórkami). Przez tę nieszczelność do błony wewnętrznej i środ
kowej dostają się monocyty krwi i substancje zdolne pobudzić miocyty 
naczyniowe do proliferacji. Substancje te mogą mieć różny charakter — 
mogą być lipoproteinami, czynnikami produkowanymi przez makrofagi 
lub megakariocyty. Prawdopodobnie wszystkie biorą udział w inicjacji 
powstawania blaszek miażdżycowych. Zgodnie z hipotezami Bendittów 
i Martina, niewiele komórek błony wewnętrznej jest zdolnych do proli
feracji pod wpływem zewnętrznych mitogenów. Spośród wielu miocy- 
tów które migrują z błony środkowej, proliferują tylko nieliczne, praw
dopodobnie te słabiej zróżnicowane i dają początek monoklonalnym po
pulacjom komórek blaszek włóknistych.

Przedstawione hipotezy opisywały powstawanie miażdżycy na po
ziomie komórkowym. Nie można jednak zapominać, że opisane procesy są
wynikiem nieprawidłowości ogólnoustrojowych. Rozwój miażdżycy za-

0

leży od funkcjonowania układu współczulnego — przez regulację he
modynamicznych i metabolicznych właściwości naczyń, nerek — przez 
regulację ciśnienia krwi, jelita i wątroby — przez produkcję lipoprotein 
i metabolizm cholesterolu. Ogromną funkcję zabezpieczającą przed roz
wojem miażdżycy pełnią płuca, w których powstaje duża część ustrojo
wej prostacykliny. Synteza PGI2 przez śródbłonek płuc jest pobudzana 
przez hiperwentylację [43]. Prawdopodobnie jest to jeden z powodów, 
dla których aktywność ruchowa jest ujemnym czynnikiem ryzyka w 
miażdżycy.
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Być może opisane hipotezy zostaną za kilka lat całkowicie uznane 
i potwierdzone, ale możliwe jest, że wszystkie te modele staną się nie
aktualne. Fabricant [24] opisuje, że wirus MDV (Marek’s disease her
pesvirus) wywołuje zmiany w metabolizmie lipidowym miocytów naczy
niowych. Zmiany te objawiają się gromadzeniem cholesterolu, fosfolipi
dów i wolnych kwasów tłuszczowych. Z 8°/o blaszek miażdżycowych ba
danych tętnic ludzkich wyizolowano wirusa herpes simplex  [8], Być może 
badania patogenezy miażdżycy, podobnie jak wielu innych chorób, zakoń
czą się uznaniem jej za chorobę wirusową.
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THE ROLE OF MACROPHAGES, MONOCYTES AND GRANULOCYTES
IN THE OVERCOMING OF TUMORS
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Streszczenie. Omówiono znaczenie monocytów, m akrofagów i granulocytów w zwal
czaniu komórek nowotworowych in vitro  i in vivo. Przedstawiono sposoby ak ty 
wacji tych komórek, aby wykazywały aktywność antynowotw orow ą oraz m echa
nizmy odpowiedzialne za zabijanie komórek nowotworowych. Opisano również in
ne funkcje antynowotworowe makrofagów: prezentację antygenów nowotworowych 
oraz produkcję monokin.

Sum m ary.  The influence of monocytes, macrophages and granulocytes on the in 
vitro and in vivo growth of tum or cells was presented. The ways of an titum or 
activation of these cells and  the mechanisms responsible for tum or cell killing were 
also discussed. The other an titum or functions of macrophages as tum or antigens 
presentation and monokines production were described.

Monocyty i makrofagi są od wielu lat uznawane za ważne ogniwo 
w mechanizmie obronnym organizmu przeciwko obcym komórkom, w 
tym także nowotworowym. Natomiast granulocytom dopiero od niedaw
na przypisuje się pewne znaczenie w zwalczaniu nowotworów. Celem 
obecnej pracy jest podsumowanie wiadomości o pozytywnej roli mono
cytów, makrofagów i granulocytów w zwalczaniu choroby nowotworo
wej oraz przedstawienie najnowszych faktów z tej dziedziny.

MAKROFAGI I MONOCYTY

1. C Y T O T O K S Y C Z N E  I C Y T O S T A T Y C Z N E  M A K R O F A G I I M O N O C Y T Y

Makrofagi i monocyty od osobników zdrowych, jak i z chorobą nowo
tworową zabijają komórki nowotworowe in vitro [14, 16, 20, 78, 82, 86, 
117, 166, 178] oraz in vivo [31, 112, 154], Wykonują tę funkcję poprzez
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mechanizmy naturalnej cytotoksyczności komórkowej spontanicznej lub 
aktywowanej, cytotoksyczności „uzbrojonych” makrofagów, cytotoksycz
ności komórkowej zależnej od przeciwciał oraz fagocytozy i immunofa- 
gocytozy.

1.1. Naturalne i indukowane cytotoksyczne makrofagi i monocyty

Makrofagi i monocyty zdolne są do wywierania naturalnego efektu 
cytotoksycznego, nie należy jednak mylić naturalnych cytotoksycznych 
makrofagów z komórkami NK [91].

Spoczynkowe makrofagi mogą wywierać nieswoisty efekt cytotok- 
syczny w stosunku do komórek nowotworowych [87, 113, 164, 169], w 
tym także przeciwko nieimmunogennym nowotworom [10]. Do wywiera
nia naturalnego efektu cytotoksycznego zdolne są monocyty od zdrowych 
osobników [11, 81, 114, 164, 169], a także od osób z chorobą nowotworową 
[182]. Naturalne cytotoksyczne makrofagi i monocyty znajdowano w śle
dzionę, płucach, jamie otrzewnej, szpiku i w krwi obwodowej [89].

Przypuszcza się, że naturalne cytotoksyczne makrofagi, występujące 
u normalnych osobników, są rezultatem obecności niepatogennych bakte
rii i wirusów w przewodzie pokarmowym [140], tym  bardziej że takie 
makrofagi nie występują u myszy hodowanych w jałowych warunkach 
(germ-free). Naturalna cytotoksyczność komórkowa makrofagów może 
być znacznie nasilona przez zakażenie zwierząt wewnątrzkomórkowymi 
pasożytami, takimi jak Toxoplasma gondii czy Besnoitia jellisoni [75, 76, 
79] lub bakteriami Mycobacterium bovis (BCG) [39, 47, 78, 127, 153], albo 
Corynebacterium parvum  [21, 62, 97]. Również takie czynniki pocho
dzenia bakteryjnego, jak endotoksyna [8, 69, 81, 139, 151] i preparat strep- 
tokokowy OK-432 [152, 182] aktywują cytotoksyczne makrofagi. Taką 
własność mają też inne czynniki: poli I : C [139, 153, 171], kopolimer py- 
ranu [149], siarczan dekstranu [153], glukan [153], produkty aktywacji 
dopełniacza [132], kompleksy antygen-przeciwciało [113] oraz „immunolo
giczny” RNA [8]. Wydaje się, że kluczową rolę w aktywacji cytotoksycz
nych makrofagów przez większość z wymienionych tu  czynników od
grywa interferon (IFN) [13, 16, 58, 84, 164]. Makrofagi mogą być sty
mulowane zarówno przez interferon gamma (IFN-y), beta (IFN-[3), jak 
i alfa (IFN-a).

Cytotoksyczność przeciwnowotworowa makrofagów może być rów
nież indukowana limfokinami [17, 58, 102], Wykorzystywano do tego ce
lu aktywne limfokiny wolne lub zamknięte w liposomach [165]. Limfocy
ty mogą być stymulowane do wydzielania limfokin przez antygeny no
wotworowe lub nienowotworowe [34, 140], albo przez mitogeny, np. kon- 
kanawalinę A [56, 94].

Dość dobrze poznaną limfokiną, która aktywuje makrofagi czyniąc
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je toksycznymi przeciwko komórkom nowotworowym, jest czynnik ak
tyw ujący makrofagi (macrophage activating factor MAF) przez innych, 
zwany czynnikiem cytotoksyczności makrofagów (macrophage cytotoxi
city factor MCF) [56, 76, 93, 94, 102, 110, 142, 165]. MAF jest pro
dukowany przez pobudzone limfocyty T [128]. Inną limfokiną, która sil
nie pobudza makrofagi do cytotoksyczności przeciwko komórkom nowo
tworowym, jest IFN-y [138].

Aktywacja makrofaga do tego, aby stał się cytotoksyczny dla ko
mórek nowotworowych, przebiega w dwóch etapach [16, 127]. Limfokiną 
MAF w początkowym okresie działa w niskim stężeniu przez dłuższy czas 
[129]. W późniejszym etapie konieczne jest wysokie stężenie limfokiny 
przy krótkim czasie jej działania. Niektórzy badacze uważają, że sam MAF 
nie może aktywować makrofagów do zabijania komórek nowotworowych, 
a tylko zwiększa wrażliwość makrofagów na inny czynnik, którym  może 
być endotoksyna [102, 151, 171] lub endotoksyna i komórki nowotworowe 
[82]. Początkowy etap przygotowuje makrofagi do wydzielania czynnika 
cytolitycznego [82] i zwiększa ich zdolność do przyłączania komórek no
wotworowych [143], natomiast drugi powoduje wydzielenie czynnika cy
tolitycznego [82].

MAF działa na makrofagi poprzez inne mechanizmy niż IFN-(3 [16]. 
Wykazano, że IFN-(3 nie może działać jako drugi sygnał w procesie akty
wacji makrofaga, zjawisko to więc przebiega innymi drogami. Aktywność 
cytotoksyczna makrofagów po zadziałaniu MAF osiąga maksimum po 
6-12 godz., a po 24 godz. spada do poziomu wyjściowego [15], natomiast 
po zadziałaniu IFN-(3 utrzymuje się znacznie dłużej [17].

Istnieją także doniesienia, że niektóre komórki nowotworowe mogą 
wydzielać czynnik bezpośrednio indukujący cytotoksyczność lub cytosta- 
tyczność makrofagów in vitro [40]. Czynnik ten jest niskocząsteczkowym 
peptydem (Mr 650-700), a cytotoksyczność przez niego indukowana nie 
jest specyficzna dla nowotworu, z którego pochodzi.

Naturalna i aktywowana cytotoksyczność makrofagów jest selektyw
na, ale nieswoista [76, 109, 113]. Takie makrofagi zabijają niespecyficz
nie przede wszystkim różne komórki nowotworowe lub transformowane 
wirusowo oraz w mniejszym stopniu proliferujące komórki prawidłowe. 
Nieproliferujące komórki prawidłowe nie są zabijane.

Wydaje się, że aktywowane makrofagi rozpoznają a następnie za
bijają komórki, które mają zmienioną błonę komórkową w wyniku u tra 
ty  własności „kontaktowego zahamowania” wzrostu [77].

1.2. Swoiście cytotoksyczne makrofagi i monocyty

Makrofagi wywierają także swoisty efekt cytotoksyczny w stosunku 
do komórek nowotworowych. Mogą one pochodzić od swoiście uczulone
go dawcy [47, 179]. Swoistość ta jest uwarunkowana przez limfokinę o naz-
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wie „czynnik swoiście uzbrajający makrofagi” (specific macrophage arm 
ing factor SMAF). SMAF jest produkowany przez swoiście uczulone lim
focyty T po wtórnym kontakcie tych limfocytów z tym  samym antyge
nem [48, 61]. SMAF prawdopodobnie umiejscowią się na powierzchni ma- 
krofaga. Tak „uzbrojone” makrofagi są cytotoksyczne wybiórczo w sto
sunku do komórek, które służyły do uczulenia limfocytów T i produkcji 
limfokiny [33, 34]. Należy dodać, że limfocyty produkujące SMAF izo
lowano także od myszy z rosnącym nowotworem [100, 178].

Monocyty [72, 81, 96, 126, 137] i makrofagi [81, 110, 146, 159, 166] 
mogą swoiście zabijać komórki nowotworowe poprzez cytotoksyczność 
komórkową zależną od przeciwciał (antibody-dependent cell-mediated cy
totoxicity ADCC). W tym  przypadku swoistość uwarunkowana jest przez 
przeciwciała, a makrofag lub monocyt działa nieswoiście. Wykazano, że 
makrofagi biorące udział w cytotoksyczności komórkowej oraz w cyto- 
toksyczności komórkowej zależnej od przeciwciał (ADCC) działają syner- 
gistycznie i mogą hamować wzrost nowotworu [110].

1.3. Mechanizmy efektu cytotoksycznego

W procesie cytotoksyczności komórkowej makrofagów wyodrębniono 
dwa niezależne od siebie zjawiska [69]: przyłączenie makrofaga do komór
ki nowotworowej oraz zabicie tej komórki. Wykazano, że do zabicia ko
mórki nowotworowej niezbędny jest bezpośredni kontakt komórki efek- 
torowej (makrofag) z komórką docelową (komórka nowotworowa) [4, 5, 
116, 143, 150, 161], trwający 24-72 godz. [116, 169], Na tym  etapie makrofa
gi selektywnie lub swoiście łączą się z komórkami nowotworowymi [116], 
a następnie wydzielają substancje zdolne do zabicia komórki nowotworo
wej, zwane cytotoksynami [116, 119, 120]. Wykazano, że makrofagi mogą 
wydzielać cytotoksyny dopiero po kontakcie z komórką docelową [142].

Selektywność działania większości tych cytotoksyn zależy od ich 
wybiórczego przyłączania się do komórek nowotworowych [5, 147] lub 
działania tylko w najbliższym sąsiedztwie makrofaga, gdzie utrzym uje 
się odpowiednie stężenie cytotoksyny. Opisano kilka takich substancji. 
Jedną z nich jest tzw. czynnik cytolityczny (cytolytic factor CF) [7], któ
rym  miałaby być obojętna serynowa proteinaza [4-6, 147]. Czynnik ten 
jest wydzielany już po 30 min od zaistnienia kontaktu między makrofa- 
giem i komórką nowotworową. Jest on cytolityczny wtedy, gdy zostanie 
wydzielony do „przestrzeni kontaktu”, tzn. w miejscu, w którym  makro
fag bezpośrednio łączy się z komórką nowotworową [6]. Innymi czynni
kami cytotoksycznymi są nadtlenek wodoru H20 2 i w mniejszym stopniu 
anion [7, 17, 39, 123, 132, 133, 142]. Wykazano, że CF i H20 2 mogą 
działać synergistycznie w procesie cytolizy [7]. Spośród innych czynników
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cytolitycznych wydzielanych przez makrofagi można wymienić: (a) wy
dzielany pod wpływem endotoksyny „czynnik powodujący martwicę no
wotworu” (tumor necrosis factor TNF), który działa nieswoiście, ale 
wybiórczo w stosunku do komórek nowotworowych [118, 124], (b) argi- 
ninazę [32] rozkładającą argininę — aminokwas niezbędny dla wzrostu 
komórek nowotworowych, (c) składnik C3a dopełniacza [54] oraz (d) pro- 
staglandyny [60].

Wykazano, że makrofagi mogą bezpośrednio przenosić swoje lizoso- 
my do cytoplazmy komórki nowotworowej, która zostaje zabita przez prze
niesione w ten sposób hydrolazy lizosomowe makrofaga [19, 78].

Aktywowane makrofagi mogą także hamować syntezę DNA w ko
mórkach nowotworowych bez zahamowania podziałów tych komórek 
[85]. W wyniku tego dochodzi do „błędnych podziałów”, tzn. komórki 
nowotworowe dzielą się bez podwajania ilości DNA, co prowadzi do ich 
śmierci.

Przypuszcza się, że mogą istnieć różne mechanizmy cytotoksyczności 
odpowiedzialne za niszczenie przez makrofagi i monocyty nie tylko róż
nych, ale nawet tych samych komórek nowotworowych [96].

Na podstawie zdjęć z mikroskopu elektronowego stwierdzono, że pod
czas zabijania komórki nowotworowej przez makrofag zachodzą nastę
pujące zjawiska [37]: k o n ta k t-> liza-> fagocytoza zabitej komórki nowo
tworowej. Proces cytolityczny rozpoczyna się w momencie powstania bez
pośredniego kontaktu między błonami komórkowymi makrofaga i komór
ki nowotworowej [23]. W miejscu bezpośredniego kontaktu makrofag za
wiera pęcherzyki okryte oraz dołki opłaszczone klatryną [37]. Podczas 
samej lizy zaobserwowano następujące zmiany w komórce nowotworowej: 
u trata  mikrokosmków — miejscowe „spuchnięcie” (swelling) powierz
chni — rozpad polirybosomów — zwiększenie objętości całej komórki — 
tworzenie pęcherzyków i oddzielnie się ich od komórki — degeneracja 
jądra — wakuolizacja cytoplazmy — fagocytoza martwych fragmentów 
komórkowych przez makrofag.

1.4. Cytostatyczne makrofagi i monocyty

Jest wiele doniesień o tym, że makrofagi i monocyty mogą mieć rów
nież działanie cytostatyczne w stosunku do komórek nowotworowych [88, 
97, 101, 144, 152, 175, 181]. Działanie cytostatyczne makrofagów jest nie
zależne od efektu cytolitycznego oraz jest nieselektywne, tzn. zarówno 
komórki prawidłowe, jak i nowotworowe są wrażliwe na ten efekt [88, 
97], Cytostatyczne makrofagi lub monocyty można indukować interfero
nem (IFN-y lub IFN-P) [152, 164], OK-432 [152], Corynebacterium parvum  
[21, 136] oraz limfokinami (MAF) [164, 175].
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1.5. Fagocytoza i immunofagocytoza

Makrofagi mogą fagocytować komórki nowotworowe [24, 25, 84], 
przy czym zwykle uważa się, że fagocytoza jest w większości przypad- 
mórkowo inne [23, 24, 150]. Po sfagocytowaniu komórki nowotworowej 
przez makrofag [37, 78, 161]. Zaobserwowano jednak, że makrofagi mogą 
fagocytować żywe komórki nowotworowe i jednocześnie zabijać pozako- 
mórkowo inne [23, 24, 150]. Po sfagocytowaniu komórki nowotworowej 
przez makrofag następuje uwolnienie enzymów lizosomowych do fago- 
somów, w których są martwe komórki nowotworowe lub ich fragm enty 
[24, 150]. Wykazano, że interferon [99], BCG [101] oraz lewamisol [104] 
zwiększają liczbę i aktywność makrofagów fagocytujących.

Podobnym do fagocytozy działaniem, które mogą wywierać m akro
fagi, jest immunofagocytoza komórek nowotworowych [38, 172]. Jest ona 
zależna od przeciwciał i/lub składnika C3b dopełniacza oraz od obecności 
odpowiednich receptorów na powierzchni makrofaga.

2. M O N O K IN Y

Oprócz wywierania bezpośredniego efektu cytotoksycznego lub cyto
statycznego na komórki nowotworowe makrofagi mogą wydzielać czyn
niki zwane monokinami, które biorą czynny udział w rozwoju odpowie
dzi immunologicznej przeciwko nowotworom. Do monokin należą omówio
ne już tuż cytotoksyny makrofagowe oraz interleukina-1 (IL-1). IL-1, 
produkowana przez aktywowane makrofagi, wywiera bezpośredni efekt 
mitogenny na limfocyty B, a także stymuluje limfocyty T pomocnicze 
(T helper) do produkcji interleukiny-2 (IL-2) [1, 35, 53, 131, 160], po
średnio wpływając na funkcje zależne od IL-2. IL-1 działa chemotaktycz- 
nie na limfocyty B i T [130]. Wykazano, że makrofagi mogą stymulować 
lokalny i ogólny efekt antynowotworowy uczulonych limfocytów [177], 
prawdopodobnie poprzez wydzielanie czynnika niespecyficznie zwiększa
jącego aktywność antynowotworową tych limfocytów [178]. Dzięki pro
dukcji interferonu makrofagi odgrywają ważną rolę w aktywacji cytotok- 
sycznych komórek NK [148].

3. P R E Z E N T A C J A  A N T Y G E N Ó W  N O W O T W O R O W Y C H

Makrofagi mogą prezentować antygeny nowotworowe na swej po
wierzchni limfocytom T i w ten sposób przyczyniać się do indukcji od
powiedzi immunologicznej przeciwko nowotworowi [173]. Immunogen- 
ność antygenów jest uzależniona od ich prezentacji na powierzchni m a
krofaga razem z antygenami zgodności tkankowej, bowiem interakcja
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między makrofagiem a limfocytem T wymaga precyzyjnego rozpoznania 
antygenów zgodności tkankowej przez limfocyt T [174].

Antygeny nowotworowe mogą być prezentowane limfocytom T także 
przez komórki dodatkowe (accessory cells), mające antygen la. Stwier
dzono, że komórki dodatkowe, prezentujące antygeny nowotworów indu
kowanych wirusowo [65, 66] lub chemicznie [141], są niezbędne do induk
cji cytotoksycznych limfocytów T.

4. U D Z IA Ł  M A K R O F A G Ó W  I M O N O C Y T Ó W  W  Z W A L C Z A N IU  N O W O T W O R Ó W  I N  VIVO

Wielu badaczy sygnalizowało udział makrofagów w hamowaniu wzro
stu nowotworu in vivo [3, 19, 47, 51, 56, 79, 163]. Wykazywano wie
lokrotnie, że w nowotworach może znajdować się duża liczba makrofa
gów [31, 46, 71, 167, 176], które pochodzą z populacji monocytów krwi 
[44]. W nowotworach ludzkich mogą one stanowić 30 czy nawet 60°/o 
komórek guza [9, 108], a u szczurów i myszy do 50% [44]. W przypadku 
czerniaków zaobserwowano, że zawartość makrofagów w ognisku pier
wotnym jest wielokrotnie większa niż w przerzutach płucnych [9].

Nagromadzenie makrofagów w miejscu rozwoju nowotworu jest 
ważnym zdarzeniem w specyficznym zabijaniu komórek nowotworowych 
in vivo [84] i w hamowaniu powstawania przerzutów [46]. Makrofagi 
mogą wcześnie naciekać guz nowotworowy [70, 125], a ich liczba jest 
wprost proporcjonalna do immunogenności komórek nowotworowych [9], 
Gromadzenie się makrofagów w obrębie nowotworu jest wynikiem od
powiedzi immunologicznej gospodarza na antygeny nowotworowe, podob
nej do reakcji nadwrażliwości typu późnego (delayed type hypersensiti
vity DTH) [9], która nie występuje w przypadku braku limfocytów 
T. Wykazano, że reakcja taka w miejscu wzrostu nowotworu może do
prowadzić do jego zniszczenia [134] prawdopodobnie w wyniku in terak
cji między limfocytami T pomocniczymi (T helper) a makrofagami [135, 
183]. Zaobserwowano bardzo duży wzrost liczby makrofagów w guzie 
nowotworowym podczas jego regresji [49, 50] lub zmniejszania się licz
by przerzutów [45]. Zawartość procentowa makrofagów w tych nowo
tworach jest wielokrotnie większa w porównaniu z nowotworami rosną
cymi progresywnie [154], a pacjenci, których guzy są nacieczone przez 
makrofagi mają lepsze rokowanie [12]. Może to być jednak zjawisko spo
wodowane obumieraniem komórek nowotworowych, a makrofagi byłyby 
zaangażowane jedynie w usuwaniu m artwych komórek. Stwierdzono rów
nież, że nowotwory dające szybko przerzuty zawierają zwykle mało 
makrofagów i odwrotnie, te, które nie dają lub dają późno przerzuty są 
najczęściej nacieczone przez dużą liczbę makrofagów [9, 45, 47, 88, 168].
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Wzrost zawartości makrofagów w węzłach chłonnych towarzyszył bia
łaczkom niedającym rozsiewu [22].

Na podstawie badań morfologicznych sugeruje się, że makrofagi mo
gą odgrywać dużą rolę in vivo w niszczeniu komórek nowotworowych
[64]. Zaobserwowano po podaniu BCG do guza nowotworowego, że w 
rejonie podania zwiększa się liczba makrofagów [112] i następuje rozpad 
nowotworu. W miejscu regresji występuje bezpośrednia interakcja mię
dzy komórkami nowotworowymi a makrofagami [161]. Po podaniu in
nego aktywatora makrofagów, kopolimeru pyranu, obserwowano nacie
ki histiocytarne guza nowotworowego, a makrofagi prawdopodobnie po
wodowały jego nekrozę [157, 162]. Aktywowane makrofagi mogą także 
hamować tworzenie się przerzutów [55, 162], prawdopodobnie poprzez 
zmniejszenie przechodzenia komórek nowotworowych z guza do naczyń 
krwionośnych [107], W obrębie nowotworu znajdowano również makro
fagi „uzbrojone” przez SMAF [72]. Zaobserwowano, że podawanie in 
vivo takich aktywatorów makrofagów, jak bakterie, pierwotniaki [46, 75] 
lub innych czynników biologicznych [36, 76, 80, 168], jest związane z więk
szą odpornością gospodarza na rozwój nowotworu, a makrofagi od tych 
osobników są cytotoksyczne dla komórek nowotworowych in vivo i in 
vitro. Cytotoksyczne dla komórek nowotworowych makrofagi izolowano 
od osobników z nowotworami [20, 114, 182] oraz bezpośrednio z nowo
tworu [90, 155, 156, 179] ulegającego regresji. Wykazano, że makrofagi 
izolowane z takich nowotworów są bardziej cytotoksyczne dla komórek
nowotworowych niż makrofagi z nowotworów rosnących progresywnie

0

[121, 133]. Makrofagi z guza ulegającego regresji są aktywne również 
w tekście ADCC i immunofagocytozy [72, 91, 149, 172] oraz hamują 
wzrost nowotworu w teście Winna [52]. Komórki Kupfera i makrofagi 
śledzionowe mają zdolność do fagocytowania krążących komórek bia- 
łaczkowych [25]. Makrofagi o własnościach cytolitycznych znajdowano 
także u myszy z nowotworem w stanie „uśpienia” (dormant-state) [149], 
Stwierdzono również, że zniszczenie in vivo makrofagów za pomocą środ
ków cytotoksycznych lub blokujących ich funkcje, takich jak surowica 
antymakrofagowa, karaginian czy cząstki krzemu, ułatwia rozwój nowo
tworów [87, 98, 111].

GRANULOCYTY

Neutrofile odgrywają istotną rolę w zwalczaniu niektórych nowo
tworów [42], Są one cytotoksyczne dla komórek nowotworowych [26, 28, 
59, 68, 133], Mogą zwalczać komórki nowotworowe poprzez naturalny
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efekt cytotoksyczny lub cytostatyczny [59, 106], cytotoksyczność komór
kową zależną od przeciwciał (ADCC) [59, 63, 68, 103, 159] lub fagocytozę 
[26]. Wykazano, że granulocyty wzięte od myszy z nowotworem są spe
cyficznie cytotoksyczne dla komórek tego nowotworu [59], a neutrofile od 
pacjentów z nowotworem mają zwiększoną zdolność do fagocytozy i za
bijania komórek nowotworowych [18]. Zauważono również, że mogą 
wcześnie naciekać guzy nowotworowe [70, 125] oraz napływać do płynu 
wysiękowego pacjentów z białaczką i tworzyć „rozetki” z komórkami 
nowotworowymi [2].

Również komórki tuczne i eozynofile naciekają wiele nowotworów 
ludzkich [67, 73] i zwierzęcych [30]. In vitro bazofile i eozynofile są 
cytotoksyczne dla komórek nowotworowych [42, 83]. Stwierdzono, że 
podczas reakcji immunologicznej odrzucania syngenicznego nowotworu 
bazofile były w ścisłym kontakcie z żywymi i m artwym i komórkami no
wotworowymi [43] i były zdegranulowane.

Kontakt granulocyta z komórką nowotworową jest niezbędny do 
zaistnienia efektu cytotoksycznego [41, 103], który przejawia się w ciągu 
24 godz. lizą komórki nowotworowej. Mechanizm zabijania komórek no
wotworowych przez granulocyty najprawdopodobniej wymaga tlenu [68, 
180] i zależy od systemu mieloperoksydaza — H20 2 — halogenki (“ J, 
“ Cl) [26-29, 63, 73]. W wyniku współdziałania mieloperoksydazy i II20 2, 
wydzielonych z granulocytów z pozakomórkowymi halogenkami, powsta
ją wolne rodniki tlenowe, które niszczą komórki nowotworowe [26, 27, 
29]. Proteinazy nie są bezpośrednio zaangażowane w zabijaniu komórek 
nowotworowych przez granulocyty [63],

PODSUMOWANIE

Powstanie nowotworu w organizmie wyzwala wiele mechanizmów 
obronnych, których zadaniem jest zniszczenie komórek nowotworowych. 
Jednym  z tych mechanizmów jest układ monocytów — makrofagów i gra
nulocytów. Komórki należące do tych populacji skutecznie „niszczą” ko
mórki nowotworowe. Mogą działać na nie za pośrednictwem różnych 
mechanizmów efektorowych. Należy pamiętać jednak o tym, że makrofagi 
i monocyty mogą oddziaływać również niekorzystnie na układ immuno
logiczny i obniżać odporność przeciwnowotworową m. in. przez: ochronę 
samych komórek nowotworowych przed mechanizmami cytotoksycznymi 
[74] oraz supresję przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej [90, 
95, 145],
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STRUKTURA I SUBULTRASTRUKTURA CHLOROPLASTÓW
GRANOWYCH

THE STRUCTURE AND SUBULTRASTRUCTURE OF GRANAL CHLOROPLASTS

Adam WOŹNY 

Zakład Botaniki Ogólnej, Wydziału Biologii U.A.M.

Streszczenie. W pracy przedyskutowano najnowsze wyniki badań  nad s truk tu rą  
i subu ltras truk tu rą : otoczki, strom y (obejmującej rybosomy, DNA, fitoferrytynę 
i plastoglobule) oraz tylakoidów. Przedstawiono między innymi niektóre modele 
w yjaśniające organizację i wzajemne układy błon tylakoidowych, a także niektó
re modele ilustru jące subu ltras truk tu row ą budowę tych błon. Uwzględniono prze
de wszystkim wyniki, które zostały otrzymane po ukazaniu się ostatniego pol
skiego opracowania dotyczącego s truk tu ry  chloroplastów [172]. Opisano także nowy 
typ mechanizmu regulującego fotosyntetyczną aktywność błon chloroplastowych, 
u którego podstaw  leżą procesy fosforylacji i defosforylacji białek budujących 
zbierające energię kompleksy chlorofil a/b białko (=« LHC) oraz migracje tzw. mo
bilnych LHC.

Sum m ary.  Since the last (in Polish) review  on structure  of plastids in  higher plants
[172], the main progress has shifted fu rther from the pure u ltras truc tu ra l level 
to the study of molecular, s truc tu ra l and physiological aspects of plastid subfrag
ments. In the past few  years, research in this field has increased exponentially 
and matches in m agnitude th a t on photosynthesis. In this article a novel type of 
mechanism for regulating m em brane activity  in the fundam ental process of pho
tosynthesis was also described, using a combination of chemical modification and 
s tructu ra l reorganization of m em brane components a t the supram olecular level.

WSTĘP

Plastydy (termin został użyty po raz pierwszy przez Schimpera [219]) 
należą do najtrafniej nazwanych organelli. Nazwa ta odzwierciedla bo
wiem niezwykłą wprost plastyczność zarówno ich struktury , jak i funk
cji [np. 135, 263, 271]. Zasadnicza linia rozwojowa plastydów roślin okry-
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tozalążkowych przebiega od bardzo prostej struktury, jaką jest propla- 
styd (eoplast), do bardziej złożonych form (rye. 1). Jedną z nich są chloro
plasty, które reprezentują podstawową i funkcjonalnie najbardziej ak
tywną formę.

Chloroplasty utworzone są z trzech przedziałów różniących się mor
fologicznie i funkcjonalnie: otoczki, stromy i tylakoidów.

Rye. 1. Zależności rozwojowe plastydów [263]

OTOCZKA

U glonów z reguły stanowią ją dwie blisko siebie leżące równoległe 
błony grubości około 5-6 nm każda. Oddziela je przestrzeń periplastydo- 
wa o szerokości około 6 nm. U roślin wyższych błony te mogą być rów
nej lub różnej grubości. Nie zawsze też mają względem siebie równoległy 
układ.

Otoczkę charakteryzuje selektywna przepuszczalność. Fakt, że chlo
roplasty otoczone są dwiema błonami bywa wykorzystywany jako jeden 
z dowodów endosymbiotycznego pochodzenia plastydów. Sugeruje się, że 
zewnętrzna błona należy do gospodarza, a wewnętrzna do prokariotycz- 
nego endosymbionta. Z tego powodu należało oczekiwać istnienia pew
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nych morfologicznych i funkcjonalnych różnic między dwiema błonami 
otoczki. Ponieważ opublikowano niewiele prac zawierających dosyć szcze
gółową analizę porównawczą zewnętrznej i wewnętrznej błony [np. 64, 
259], dlatego więc wiemy o nich bardzo mało. Pewne różnice wykryto np. 
w zawartości sterolu między zewnętrzną i wewnętrzną błoną otoczki. 
I tak, wewnętrzna błona wszystkich przebadanych dotychczas roślin była 
pozbawiona 3-p-hydroksysteroli [163, 173]. Podobne wyniki otrzymali 
Melkonian i wsp. [163] także dla zewnętrznych błon chloroplastów szpi
naku i grochu oraz mchu Polytrichum pilijerum  (chociaż w 1982 r. Moel
ler i Mudd [173] stwierdzili obecność sterolu w zewnętrznej błonie otocz
ki chloroplastów szpinaku). Wysoką zawartość steroli wykazano natomiast 
w zewnętrznych błonach plastydów wielu wiciowców: Chlamydomonas 
reinhardtii, Cryptomonas erosa i Euglena gracilis [163]. Funkcja chloro
plastowych steroli jest nieznana, ale obecność sterolu tylko w zewnę
trznej błonie, jak również charakterystyczne dla tej błony znaczne ilości 
fosfatydylocholiny są zgodne z modelem endosymbiotycznego pochodzenia 
chloroplastów. Oba te lipidy są bowiem bardziej powszechne u eukarion- 
tów  niż u prokariontów.

Badania nad przepuszczalnością wykazały, że tylko wewnętrzna bło
na otoczki stanowi rzeczywistą, funkcjonalną barierę między stromą 
i cytozolem [107], Błona ta nie jest przepuszczalna dla rozpuszczonych 
substancji hydrofilnych, jak na przykład sorbitolu. Wyposożona jest jed
nak w wiele różnych przenośników (carrierów) transportujących określo
ne substraty: fosforan, dikarboksylany, nukleotydy, glukozę i glicerynian 
[105, 106, 206, 218], Fosforanowy przenośnik zapewnia główną drogę 
eksportu węgla związanego w procesie fotosyntezy. Wiadomo bowiem, że 
produkt fotosyntezy wydostaje się z chloroplastu głównie jako triozo- 
fosforan. Pomimo intensywnych badań nadal bardzo mało wiadomo o po- 
lipeptydach, które pośredniczą w tym transporcie. Dotąd zidentyfiko
w any został tylko jeden polipeptyd. Fliigge i Heldt [88, 89, 90] opisali 
polipeptyd o masie około 30 kilodaltonów (kd) biorący udział w specy
ficznym transporcie ufosforylowanych cukrów i fosforanu przez wewnę
trzną błonę otoczki. Joyard i wsp. [125] uważają, że ten fosforanowy 
przenośnik odpowiada najprawdopodobniej integralnemu polipeptydowi, 
k tó ry  oznaczyli E-30. W roku 1982 Robinson [206] wykazała, że w chlo
roplastowej otoczce znajduje się również specyficzny przenośnik dla 
glicerynianu (powstającego w procesie fotooddychania w peroksysomach). 
Różni się on od wszystkich opisanych przenośników tym, że jego aktyw
ność jest stymulowana przez światło. U roślin typu C4 i roślin grubo- 
szowatych funkcję białka przenośnikowego pełni niedawno odkryty po
lipeptyd o masie cząsteczkowej 32 kd (nie występuje on u roślin C3) [91].

Zewnętrzna błona otoczki jest natomiast całkowicie przepuszczalna
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dla większości drobnocząsteczkowych substratów, ale — podobnie jak 
zewnętrzna błona mitochondriów — nie przepuszcza dekstranów o w y
sokich wartościach względnej masy cząsteczkowej Mr [107]. Do niedawna 
nie znane były graniczne wielkości hydrofilnych cząsteczek, które mogą 
dyfundować przez zewnętrzną błonę. Nie było również wiadomo, czy 
istnieje jakaś określona droga penetracji cząsteczek przez tę błonę, ani 
jak ten transport jest regulowany. Dopiero Fliigge i Benz [87] badając 
penetrację radioaktywnych peptydów przez zewnętrzną błonę otoczki 
chloroplastów szpinaku rzucili nieco światła na tę kwestię. Określili 
m. in. granicę wielkości przepuszczanych przez tę błonę cząsteczek. Z ich 
danych wynika, że przepuszczane są cząsteczki o Mr<7000-13000. Auto
rzy ci stwierdzili również, że zewnętrzna błona otoczki plastydowej sta
nowi swego rodzaju sito molekularne, którego oczka (pory) mają średnicę 
2,5-3 nm; są więc większe niż w zewnętrznej błonie mitochondriów czy 
gramujemnych bakterii [87].

Wiadomo, że błony otoczki są włączone w proces transportu do wnę
trza plastydu białek syntetyzowanych w cytoplazmie. Mechanizm tego 
(tych) procesu (ów) nie jest jednak całkowicie wyjaśniony. Wiele chloro
plastowych białek lub ich podjednostek, szczególnie gdy pochodzą z prze
działu jądrowo-cytoplazmatycznego, jest syntetyzowany w postaci pre- 
kursorowych polipeptydów. Wymiary takich polipeptydów już wewnątrz 
organelli podlegają redukcji przed włączeniem ich w dojrzałe funkcjo
nalnie białka. Schatz [217] określił tę potranslacyjną modyfikację dojrze
waniem wektorowem. Obejmuje ono etap bezpośredniego transportu 
przez błony i odłączenie fragmentu peptydu (tzw. tranzytowego polipep- 
tydu [63]) od N-końca prekursorowego polipeptydu. Na przykład mała 
pod jednostka karboksylazy/oksygenazy RuBP syntetyzowana jest na wol
nych polirybosomach w cytozolu jako białko prekursorowe o M r — 
20 000. W takiej postaci transportowana jest do wnętrza chloroplastu, 
gdzie uzyskuje ostateczną wielkość [110]. Tranzytowy polipeptyd o Mr =  
4000, złożony z około 44 przeważnie niepolarnych aminokwasów, głównie 
alaniny, zostaje odczepiony przez nie znane dotąd endopeptydazy, praw 
dopodobnie luźno związane z wewnętrzną błoną otoczki lub zlokalizowane 
w obszarze periplastydowym [80]. Transport stymulowany jest przez 
światło, a w ciemności wymaga dostarczenia energii w postaci ATP. Nie 
jest natomiast hamowany przez inhibitory syntezy białka wewnątrz chlo
roplastu. Nasuwa się więc wniosek, że funkcjonujące chloroplastowe 
rybosomy nie są konieczne dla pobierania i włączania w dojrzałe funk
cjonalnie białka polipeptydów pochodzenia cytoplazmatycznego. Wydaje 
się natomiast, że musi istnieć jakiś mechanizm, który umożliwia odróżnia
nie przez błonę otoczki właściwego polipeptydu. Podana egzogennie duża 
pod jednostka karboksylazy/oksygenazy RuBP nie pojawiła się wewnątrz
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plastydów. Przypuszcza się, że mechanizm ten może działać np. dzięki 
specyficznej interakcji cząsteczek prekursorowych z zewnętrzną błoną 
otoczki. Jednak doświadczalnie nie udało się wykryć takiego mechanizmu. 
Pośrednie dowody wskazują, że zewnętrzna błona ma specyficzne biał
kowe receptory, dzięki którym  może pełnić funkcję pośrednika w po- 
translacyjnym transporcie do chloroplastów polipeptydów syntetyzowa
nych w cytoplazmie. Według Robertsa i wsp. [205] we frakcji błon oto
czek chloroplastów grochu i szpinaku znajduje się duży polipeptyd 
(Mr =  33 000) wiążący kalmodulinę. Wiążące kalmodulinę białka nie zo
stały znalezione ani we frakcji tylakoidów, ani w stromie. Jest to, jak 
dotąd, jedyne doniesienie o obecności w otoczce chloroplastów białka wią
żącego kalmodulinę, która — jak się wydaje — może uczestniczyć w re
gulacji funkcji chloroplastu.

Istnieje także duże prawdopodobieństwo, że w proces rozpoznawania 
włączony jest opisany tu  tranzytowy polipeptyd [80]. Połączenie obu 
podjednostek karboksylazy/oksygenazy RuBP w aktywny holoenzym 
odbywa się w stromie, prawdopodobnie za pośrednictwem mało jeszcze 
znanego białka o Mr = 6 0 000 (zwanego polipeptydem 60), którego synteza 
ma miejsce na terenie cytoplazmy [32].

Badania z zastosowaniem elektroforezy w żelu poliakrylamidowym 
w obecności SDS [125, 259] wykazały wiele różnic między białkami 
otoczki i tylakoidów. Znanych jest w otoczce około 70 polipeptydów 
(w tym 40 integralnych) [125]. Przeważają wśród nich polipeptydy o wy
sokiej względnej masie cząsteczkowej (Mr ^  54 000). Niezwykle interesu
jący jest fakt, że w odróżnieniu od większości błon biologicznych, błony 
otoczki, podobnie jak i tylakoidów, nie zawierają glikoprotein [131]. 
Z kwasów tłuszczowych we frakcji otoczek dominował kwas a-linolenowy 
(C18:3) i w mniejszej ilości kwas palmitynowy (C16:0). Wagowy stosunek 
kwasów tłuszczowych do białek wynosił 1,21:1 (w tylakoidach tylko 
0,71:1) [199]. Wysoką zawartość lipidów w otoczce wykazało wielu innych

9

autorów. Bahl i wsp. [28] podali, że głównym lipidem w otoczkach plas
tydów Triticum sativum  był digalaktozylodiacyloglicerol (DGDG), po
dobnie jak w ciałach prolamellarnych. Związek ten był również dominują
cym galaktolipidem otoczek amyloplastów Solanum tuberosum  [213]. 
W tylakoidach stromy i gran dominował monogalaktozylodiacyloglicerol
(MGDG). Fosfatydylocholina stanowiła około 60% fosfolipidów otoczki, 
30% ciał prolamellarnych i 14% gran.

W błonach otoczki przebiega większość reakcji związanych z syntezą 
galaktolipidów [47, 65, 74, 76, 249]. Wykazano, że po dostarczeniu do 
frakcji otoczek egzogennej UDP-galaktozy, z puli diacylogliceroli obec
nych wewnątrz błon otoczki tworzony jest monogalaktozylodiacyloglice
rol. Kolejna galaktozylacja MGDG daje DGDG. Niedawne wyniki badań
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[65] wskazują, że galaktozylotransferazy włączone w biosyntezę galakto- 
lipidów są zlokalizowane wyłącznie w zewnętrznej błonie otoczki. Z kolei 
Błock i wsp. [47] zlokalizowali na wewnętrznej błonie otoczki alkaliczną 
fosfatazę kwasu fosfatydowego. Diacyloglicerol syntetyzowany przy udzia
le tego enzymu z endogennego kwasu fosfatydowego stanowi substrat przy 
syntezie galaktolipidów. Synteza ta zdaniem Błock i wsp. [47] odbywa 
się na wewnętrznej błonie otoczki, a nie jak sądzą inni autorzy [65] na 
zewnętrznej. Świadczy o tym m. in. fakt, że galaktozylotransferaza jest 
aktywna tylko w obecności dwuwartościowych kationów, a jej optymal
ne pH wynosi powyżej 7,5 [124]. Jak wiadomo, fosfataza kwasu fosfaty
dowego wykazuje optymalną aktywność w prawie identycznych w arun
kach. Badania nad lokalizacją określonych enzymów ujawniły, że oprócz 
Mg2+ ATP-azy [74, 187], która według niektórych autorów znajduje się 
przede wszytkim w obszarze periplastydowym, między dwiema błonami 
otoczki [198], większość enzymów, jakie dotychczas zlokalizowano 
w otoczce jest zaangażowana w metabolizm lipidów. Do tej grupy należy 
m. in. syntetaza acylo-CoA [123, 208], alkaliczna fosfataza kwasu fosfa
tydowego [47, 123] oraz kilka wspomnianych już różnych galaktozylo- 
transferaz UDP Gal: lipidowy akceptor [65, 152, 153]. Przykładem może 
być enzym odpowiedzialny za syntezę acylogalaktozylodiacyloglicerolu 
[155]. Nie wiadomo jednak, czy jest on zlokalizowany wyłącznie w otocz
ce. Według niektórych autorów z otoczką związane są również niektóre 
reakcje prowadzące do syntezy poliprenoidów (np. karotenoidów). 
W otoczkach chloroplastowych szpinaku wykazano obecność aktywnych 
enzymów zaangażowanych w biosyntezę karotenoidów [155]. Były to 
syntaza fitoenowa (warunkująca powstawanie fitoenu przez kondensację 
dwóch cząsteczek pirofosforanu geranylogeranylu) oraz dehydrogenaza 
fitoenowa (tworząca likopen z fitoenu). Także reduktaza katalizująca re
dukcję pirofosforanu geranylogeranylu (prekursora fitolu) do pirofosfo
ranu fitolu (fitylopirofosforanu) zlokalizowana została w otoczce chloro
plastowej. Akumulacja takich właśnie enzymów w otoczce wskazuje na 
ważną rolę jej błon w biosyntezie lipidów. Istnieją dane sugerujące, że 
in vivo chlorofile, karotenoidy i chinony nie są składnikami błon otoczek 
chloroplastów roślin wyższych [101]. Gdy chodzi o biosyntezę, to w przy
padku chlorofili i karotenoidów ten sam autor uważa, że może się ona 
odbywać tylko w błonie tylakoidowej, kwestia zaś miejsca biosyntezy 
plastochinonu jest obecnie badana w tym  ośrodku.

Chociaż badania techniką kriorytownictwa tylakoidów są powszech
ne, to u ltrastruktura  otoczki chloroplastowej, ujawniona za pomocą tej 
techniki, jest właściwie prawie nieznana. Interesujące wyniki uzyskał 
Brandley [51], który badając tą techniką chloroplasty glonu Codium 
australicum  (hodowla oświetlana) wykazał na zewnętrznej błonie otoczki
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(na jej powierzchni EF) istnienie dwóch typów regionów: o wysokiej 
i niskiej gęstości cząstek. Region o wysokiej gęstości cząstek był z reguły 
zorientowany w kierunku ściany komórkowej. Chloroplasty roślin trzy
manych w ciemności nie wykazywały takiego podziału. O tym, że oświe
tlenie i zaciemnienie otoczki zmienia jej właściwości było wiadomo już 
wcześniej. Otoczki np. chloroplastów grochu oświetlane i zaciemniane 
różniły się zdolnością absorbcji jonów ciężkich metali, a tym  samym 
kontrastem [127], Ponadto stwierdzono, że liczba uwidocznionych metodą 
kriorytownictwa cząstek wynosi na powierzchni EF zewnętrznej błony 
otoczki 133 ąm~2 [228]. Ich średnica sięgała 9 nm. Taka gęstość cząstek 
odpowiadała regionowi otoczki chloroplastu Codium australicum  o nis
kiej gęstości cząstek [51]. Z kolei u krasnorostu Bangia fuscopurpurea 
na stronie EF zewnętrznej błony otoczki gęstość cząstek była podobna 
jak ta, którą podali Sprey i Laetsch [228], tj. 170 cząstek |mv~2, jednak 
ich średnica była większa i wynosiła około 14 nm [45]. Jaki jest charakter 
przedstawionych wyżej cząstek? Jak wiadomo, większość zidentyfikowa
nych do tej pory białek otoczki stanowi system przenośników zlokalizo
wany w błonie wewnętrznej [75]. Jednak kilku autorów doniosło, że wy
izolowana frakcja otoczek chloroplastowych miała żółte zabarwienie, co 
wskazuje, że z otoczką związane są karotenoidy [119]. Późniejsze badania 
potwierdziły to i dodatkowo wykazały, że dominuje wśród nich wiolak- 
santyna [75]. Poziom karotenoidów w otoczce jest niestety zbyt niski [75], 
aby mogły one pełnić sugerowaną przez Jeffrey’a i wsp. [119] funkcję 
ochronną w stosunku do chlorofilu. Jeżeli natomiast jest tak jak uważa 
Brandley [51], a mianowicie, że obserwowane przez niego cząstki są kom
pleksami białka z barwnikami (najprawdopodobniej karotenoidowymi), 
to przemieszczanie barwników na oświetloną stronę chloroplastu może 
ponad dwukrotnie zwiększać ich koncentrację właśnie tam, gdzie są one 
najbardziej potrzebne. Zmniejsza to siłę argumentacji Douce i Joy- 
arda [75]. Dopiero jednak badania nad działaniem światła o różnej dłu
gości fali na ruch cząstek mogą pomóc w rozwiązaniu zagadnienia iden
tyfikacji i funkcji tych cząstek.

Podsumowując należy stwierdzić, że otoczka włączona jest w procesy 
syntezy takich składników chloroplastu, jak galaktolipidy, karotenoidy 
i prenylochinony. Błony otoczki tworzą selektywną barierę dla cząsteczek 
przemieszczanych z wnętrza i do wnętrza organelli. Ponadto ten system 
dwóch błon odgrywa ważną rolę w biogenezie tylakoidów. Jednak wy
niki badań, w których porównywano ze sobą polipeptydy otoczki z głów
nymi polipeptydami tylakoidów ujawniły istotne różnice [125]. Wyniki 
te nie potwierdzają więc koncepcji o bezpośredniej relacji między tymi 
dwoma systemami błon (otoczką i tylakoidami). Whatley i wsp. [264] 
stwierdzili np., że inwaginacje wewnętrznej błony otoczki nie wykazują
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powinowactwa do użytego barwnika (jodek cynku z osmem) podobnie 
jak otoczka, podczas gdy tylakoidy wybarwiły się bardzo silnie. Jeżeli 
faktycznie błony tylakoidowe powstają z wewnętrznej błony otoczki, to 
muszą zachodzić znaczne zmiany w składzie pęcherzyków następujące 
po początkowych etapach inwaginacji wewnętrznej błony.

STROMA (MATRIKS)

W stromie zlokalizowano większość białek, które kodowane są przez 
jądrowe DNA (tab. 1). Białka te są włączane w różne tory metaboliczne, 
jak np. synteza barwników, kwasów nukleinowych i białek, a także wcho
dzą w skład plastydowych błon i rybosomów. Aktywność enzymów stro
my wyraźnie wzrasta po oświetleniu etiolowanych komórek. Jest to 
spowodowane głównie wzrostem ich syntezy de novo, ponieważ proces 
ten był hamowany przez cykloheksimid.

TABELA 1

Zestawienie lokalizacji plastydowych białek kodowanych w jądrze i synte
tyzowanych na cytoplazmatycznych polirjbosomach 

S — stroma, T — tylakoidy, E — otoczka (według Parthiera [196])

Białko Przedział

Alkaliczna dezoksyrybonukleaza S
Syntetaza aminoacylo-tRNA S
Dehydrataza aminolewulinianowa S
ATPaza (CFd, podjednostki y, 8 T
ATPaza (CF0), podjednostka II T
Enzymy związane z karotenogenezą S
Cytochrom c 552 T
Polimeraza DNA S/T
Czynnik elongacyjny G S
Białka błon otoczki E
Ferredoksyna T
Reduktaza ferredoksyna — NADP T
Aldolaza fruktozo -1,6 difosforanu S
Fosfataza 3-glicerynianowa S
Białko kompleksu zbierającego energię świetlną (LHCP) T
Zależna od NADP dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicero-

lowego S
Kinaza 3-fosfoglicerynianowa S
Białkowe składniki fotoukładu II T
Plastocyjanina T
Polimeraza RNA S/T
Rybosomalne białka (większość) S

Mniejsza podjednostka karboksylazy RuBP s
Enzymy zaangażowane w syntezę skrobi s
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W stromie chloroplastów roślin zaliczanych do tzw. typu C3 ma miej
sce wiązanie i redukcja C 0 2 do cukrów. Odbywa się to w cyklu Calvina- 
-Bensona (u roślin typu C4 pierwszy etap wiązania C 0 2 dokonuje się 
w cytozolu komórek miękiszowych, a pierwotnym akceptorem jest fosfo- 
enolopirogronian). Wiązanie C 0 2 u roślin C3, odbywa się przy udziale 
karboksylazy RuBP — głównego białka plastydowego, zwanego także 
frakcją I białka. W reakcji tej jedna cząsteczka rybulozo-l,5-bisfosforanu 
reagując z jedną cząsteczką C 0 2 daje w wyniku dwie cząsteczki 3-fosfo- 
glicerynianu (jest to karboksylazowa funkcja tego enzymu). Katalizuje 
on również przekształcanie jednej cząsteczki rybulozo-l,5-bisfosforanu 
w jedną cząsteczkę fosfoglicerynianu i jedną fosfoglikolanu (oksygena- 
zowa funkcja, m. in. przy niskim poziomie C 0 2 a wysokim 0 2) [154], 
W roślinach wyższych, zielenicach i pewnych fotosyntetyzujących bak
teriach enzym ten utworzony jest z ośmiu 55 kd, dużych ( =  LS) podjed- 
nostek i ośmiu około 12-15 kd, małych (=SS) podjednostek. LS może 
występować jako dimer o współczynniku sedymentacji 7 S, współczyn
nik sedymentacji SS wynosi 3 S [209]. Wyniki późniejszych badań [210] 
wykazały, że LS syntetyzowana jest in vivo oraz w izolowanych chloro
plastach w formie dwóch różnych kompleksów o współczynniku sedy
mentacji 7 S i 29 S. Autorzy ci stwierdzili również, że w izolowanych 
chloroplastach nadmiar dużych podjednostek jest degradowany. Katali
tyczne miejsca zarówno dla aktywności karboksylazowej, jak i oksyge- 
nazowej znajdują się w obrębie LS [121], natomiast funkcja SS nie jest 
znana. Masa cząsteczkowa holoenzymu została określona na około 550 kd, 
a stała sedymentacji na 18 S [130]. W przypadku roślin wyższych i zie
lenic tak dane genetyczne, jak i biochemiczne wskazują, że LS syntety
zowana jest w chloroplastach, a SS w cytoplazmie [80]. Ta mała podjed- 
nostka, jak już wcześniej podano, jest syntetyzowana na wolnych poli- 
rybosomach w cytozolu jako prekursorowe białko i transportowana do 
wnętrza plastydu, gdzie uzyskuje końcową wielkość [62, 110]. Połączenie 
obu podjednostek karboksylazy RuBP w aktywny holoenzym odbywa się 
w stromie prawdopodobnie za pomocą tzw. polipeptydu 60, również syn
tezowanego w cytozolu [32].

C H L O R O P L A S T O W E  R Y B O S O M Y

W niskich koncentracjach Mg2+ chloroplastowe rybosomy dysocjują 
na dwie podjednostki — 30 S i 50 S. W skład mniejszej wchodzi RNA
0 stałej sedymentacji 16 S, a w skład większej: 23 S, 5 S i 4,5 S RNA. 
Oprócz cząsteczek RNA plastydowe rybosomy zawierają około 56-64 bia
łek (podobnie jak rybosomy Prokaryota [188], a mniej niż rybosomy cy- 
toplazmatyczne [192]), a mianowicie 24-31 białek w podjednostce 30 S
1 32-33 białka w podjednostce 50 S. Z tej puli tylko 6-14 białek podjed-
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nostki 30 S i 5-6 białek podjednostki 50 S było syntetyzowanych w izolo
wanych chloroplastach [81, 220]. Wszystkie natomiast rodzaje chloroplas
towych RNA są kodowane na chloroplastowym DNA [109, 136].

Analiza elektroforogramów wyizolowanych cytoplazmatycznych i 
chloroplastowych rybosomów pochodzących z kilku gatunków prokario- 
tycznych i eukariotycznych [143] wykazała m. in., że u Euglena gracilis 
i Spinacia oleracea, chloroplastowe rybosomy, były bardziej ruchliwe 
podczas elektroforezy i wyraźnie mniejsze (19,7 X 16,2 nm), niż cytoplaz- 
matyczne rybosomy tych gatunków (23 X 18,7 nm). Z kolei porównanie 
rybosomów chloroplastowych z prokariotycznymi ujawniło podobień
stwa w wielkości i ruchliwości elektroforetycznej.

Schmidt i wsp. [220] określili całkowitą masę cząsteczkową białek 
związanych z małą podjednostką chloroplastowych rybosomów Chlamy- 
domonas na 992 3000, a związanych z dużą — na 605 800. Całkowita ma
sa dużej podjednostki (około 1700 000 [220]) jest bardzo zbliżona do masy 
analogicznej podjednostki rybosomów E. coli, natomiast małej podjed
nostki (—1600 000 [220]) jest dużo większa od masy małej podjednostki 
rybosomów E. coli. Różnica ta jest związana wyłącznie z różnicą w masie 
cząsteczkowej białek, ponieważ 16 S rRNA małych pod jednostek rybo
somów plastydowych i rybosomów E. coli mają zbliżone masy cząstecz
kowe [50].

Rybosomy chloroplastowe roślin wyższych (stanowią 30-50°/o wszyst
kich komórkowych rybosomów liścia [78]) i Chlamydomonas występują 
jako „wolne” w stromie lub związane z błonami tylakoidów [3 i cytowana 
tam literatura]. Liczba rybosomów związanych określana była na 50°/o 
[59]. Gdy jednak więto pod uwagę znaczny stopień uszkodzenia otoczki 
i u tra ty  zawartości stromy przy takiej preparatyce, liczba ta okazała się 
dużo niższa i wynosiła 20°/o [240], Proporcje między rybosomami wol
nymi i związanymi mogą ulegać zmianie. U Chlamy domonas liczba zwią
zanych z tylakoidami rybosomów 70 S osiągała swoje maksimum na 
świetle w czasie biosyntezy błonowych białek i obniżała się gwałtownie, 
gdy glon umieszczano w ciemności [60]. Światło zwiększało również 
w chloroplastach grochu liczbę rybosomów związanych [86]. Wzrost ten 
wynosił średnio 25-65% w porównaniu z plastydami kontrolnymi m a
teriału trzymanego w ciemności, przy czym wielkość wzrostu zależała 
od wieku liści. Był on jednak uchwytny w plastydach pochodzących 
z najmłodszych, jak i najstarszych liści. Według tych samych autorów 
światło zwiększało ponadto aktywność rybosomów plastydowych. P ro
wadzi się również badania zmierzające do poznania mechanizmów łącze
nia się rybosomów z tylakoidami (podobnie do wcześniej analizowanego 
problemu reakcji rybosomy 80 S ER [np. 207, 212, 224 i cytowana tam 
literatura]. Wnioskować o charakterze sił wiążących można na podstawie 
zachowania się rybosomów, gdy błony są inkubowane: 1) w wysokich
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#

stężeniach soli (pękają wtedy elektrostatyczne wiązania), 2) z puromy- 
cyną (uwalnianie rybosomów jest wskazówką, że były one przymocowane 
do błon za pomocą łańcucha polipeptydowego), 3) z RN-azą (która pozwa
la wykazać połączenie za pośrednictwem RNA).

W błonach tylakoidowych grochu istnieją cztery kategorie ryboso
mów [273]. Pierwszą stanowią monomery (monosomy) obejmujące 30- 
40°/o wszystkich związanych rybosomów. Można je uwolnić już za po
mocą wysokiego stężenia soli (0,5-1,0 M KC1), co wskazuje na bezpośred
nie połączenie z błonami. Drugą wyraźną grupę (30% całości) rybosomów 
uwalniało zastosowanie niskiego stężenia RN-azy. Nie były1 więc one 
połączone z błoną bezpośrednio, a tylko poprzez mRNA. Do trzeciej ka
tegorii zostały zaliczone te rybosomy, które można było odłączyć tylko 
za pomocą puromycyny. Mogły być zatem połączone z błoną tylakoidową 
bezpośrednio lub pośrednio za pomocą tworzącego się łańcucha polipep
tydowego. Czwartą grupę (około 20%) stanowiły rybosomy, które pozo
stawały połączone z tylakoidami pomimo inkubacji w wysokim stężeniu 
soli, z puromycyną i RN-azą. Charakter wiązań nie został w tym przy
padku określony, autorzy przypuszczają jednak, że połączenie mogło mieć 
miejsce poprzez tworzący się łańcuch polipeptydowy. Z kolei obrazy 
uzyskane za pośrednictwem elektronowego mikroskopu transmisyjnego 
ujawniły obecność rybosomów tylko na błonach tylakoidów stromy 
i krańcowych błon w obrębie granum [273].

Liczne dane z literatury  [m. in. 3, 59, 60, 79, 118, 158, 164, 240] wska
zują, że związane z tylakoidami rybosomy 70 S są zaangażowane w syn
tezę błonowych białek. Problem rekonstrukcji kształtu całego rybosomu 
i jego podjednostek, jak również przestrzennego rozmieszczenia licznych 
składników wewnątrz rybosomu jest niezwykle skomplikowany i trudny 
do rozwiązania. Wynika to nie tylko z dużej liczby białek rybosomalnych, 
ale także nieregularnego kształtu wielu białek. Niemniej w ostatnich 
latach zaznaczył się na tym  polu widoczny postęp dzięki zastosowaniu 
wielu metod (elektronowy mikroskop transmisyjny, techniki immunolo
giczne i inne). Uzyskane wyniki pozwolą z pewnością już w niedalekiej 
przyszłości skonstruować model chloroplastowego rybosomu.

D N A

Podstawowe informacje na temat chloroplastowego DNA zawarte są 
m. in. w artykule przeglądowym autora niniejszego opracowania [272]. 
Można je streścić następująco: u roślin wyższych i glonów chloroplas
towy genom jest reprezentowany przeważnie przez sekwencję jednej, 
kolistej cząsteczki DNA. Liczba, kształt, wielkość i położenie obszarów 
zawierających DNA ( = obszarów nukleoidopodobnych) zmienia się w cza
sie ontogenezy chloroplastu. U większości przebadanych dotąd dojrzą-
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lych chloroplastów roślin lądowych i glonów liczba ta wynosi 8-40. 
Większą liczbę (40-300) stwierdzono w chloroplastach Zygnematales, 
Ulotrichales i Ulvales. Ze względu na kształt, wymiary i rozmieszczenie 
obszarów nukleoidopodobnych w chloroplastach, rośliny można podzielić 
na pięć typów. Na podstawie badań w mikroskopie elektronowym stwier
dzono, że replikacja chloroplastowego DNA rozpoczyna się od formowa
nia dwóch tzw. przemieszczających się pętli ( =  D-pętli), podobnych do 
tych, które zapoczątkowują replikację mitochondrialnego DNA u zwie
rząt. Każda z rosnących nici D-pętli rozszerza się tylko w jednym kie
runku, tzn. do siebie. W efekcie powstaje po pewnym czasie nowa s truk
tura, zwana strukturą  Cairnsa, która kontynuując syntezę DNA dopro
wadza do powstania kompletnie zreplikowanego chloroplastowego DNA.

Znana jest również lokalizacja wielu genów w obrębie kolistej czą
steczki chloroplastowego DNA (dla plastydowych tRNA, rRNA i białek
[272]).

Ostatnio potwierdzono m. in informacje, że zawartość DNA w chlo
roplastach zmienia się w czasie ontogenezy liścia. Przykładem takiego 
doniesienia mogą być opublikowane niedawno wyniki Tymmsa i wsp. 
[247]. Wykazali oni, że wraz ze wzrostem liści buraka, od 2-3 do 25-30 cm 
średnia liczba chloroplastów na komórkę zwiększa się od 11 do 65, a ilość 
chloroplastowego DNA na komórkę od 1100 do 1900 plastomowych kopii; 
wzrasta także wielkość komórek. Jednak średnia liczba kopii na chloro
plast wyraźnie maleje: od 104 w 2-3 cm liściach do 29 w 25-30 cm. 
W tym  czasie chloroplasty podlegają kilku podziałom i zwiększają swoją 
średnicę od 1,5 do 4,9 ąm.

Znaczne postępy poczyniono również w fizycznych badaniach plasty- 
dowego DNA. Wiadomo, że pewne geny dla tRNA chloroplastów zawie
rają sekwencje wtrętowe (introny). Są one w chloroplastowych genach 
bardzo długie (458-949 par zasad =  bp) w porównaniu z intronami ge
nów jądrowych dla tRNA (13-60 bp [189]). Deno i Sugiura [71] w DNA 
chloroplastów tytoniu określili sekwencję nukleotydów w genach dla 
tRNAGly (UCC) i tRNAArg (UCU). W latach 1981-1982 w pracowni Su- 
giury określono takie sekwencje dla sześciu innych tRNA. Stwierdzono 
ponadto, że gen dla tRNAGly ma sekwencję intronu złożoną z 691 bp, 
natomiast oddzielony od niego przerywnikiem (złożonym z 169 bp) gen 
dla tRNAArg nie ma intronu [71].

F IT O F E R R Y T Y N A

Żelazo w komórkach może występować w postaci nietoksycznego 
kompleksu z białkiem. Kompleksy takie, pod nazwą ferrytyny, były już 
od dawna znane w komórkach zwierzęcych. W komórkach roślinnych
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natomiast zostały zidentyfikowane dopiero w latach 1961-1963 i nazwane 
fitoferrytyną [115]. Fitoferrytynę opisano u wielu Angiospermae, pa
proci i niektórych glonów [200].

W odróżnieniu od ferry tyny komórek zwierzęcych, fitoferrytyną 
obecna jest tylko w plastydach i ciałach lipidowych [197, 223]. W mikro
skopie elektronowym fitoferrytyną wykazuje znaczną gęstość dla elektro
nów, nawet w materiale nie utrwalonym 0 s 0 4 i nie barwionym meta
lami ciężkimi [115, 200]. Jest to wynikiem znacznej koncentracji żelaza 
w jej cząsteczkach. Fitoferrytyną może występować w postaci rozproszo
nych ziarnistości lub w układach krystalicznych [4, 200, 204]. Ze szcze
gółowych analiz wynika, że kompleksy fitoferrytyny utworzone są z że
lazowego rdzenia o średnicy 5-7 nm. W jego skład wchodzi 6 podjednos- 
tek o średnicy około 1,5 nm rozmieszczonych w sześciu rogach 
ośmiościanu. Rdzeń otoczony jest przez białkową powłokę o grubości 
2 nm, wyraźnie widoczną po negatywowym barwieniu [115].

Czynniki sprzyjające pojawianiu się fitoferrytyny są bardzo rozma
ite. Należą do nich np. infekcja wirusowa, brak światła, proces starzenia, 
mutacje i proces różnicowania się komórek [223]. Są to czynniki, które 
ograniczają zdolność chloroplastów do fotosyntezy, co na poziomie ultra- 
s truk tu ry  plastydów uwidacznia się wyraźną redukcją systemu tylakoi- 
dowego. Ogólnie przyjmuje się, że obecność fitoferrytyny w tkankach 
związana jest z wysokim poziomem żelaza w ksylemie, np. [222], lub 
z brakiem aktywności fotosyntetycznej. Spotyka się ją więc w kwiatach, 
korzeniach, nasionach, a także w komórkach zainfekowanych przez wi
rusa [115, 223, 262], Fitoferrytyną tworzy się jednak i w normalnych, 
zielonych liściach [250], ale — jak wykazali Van der Mark i wsp. [251] — 
zawiera wtedy tylko około 350 atomów żelaza na cząsteczkę. W chloro- 
tycznych liściach natomiast, tym samym autorom w ogóle nie udało się 
wykryć fitoferrytyny. W liściach przeniesionych z pożywki bez żelaza na 
pożywkę z wysoką zawartością tego metalu (90 jaM FeNaEDTA), poziom 
żelaza w fitoferrytynie wzrósł do 1500-2500 atomów na cząsteczkę [251]. 
Zdaniem tych autorów, fitoferrytyną działa jako swoisty bufor, gdy po
daż żelaza nie jest proporcjonalna do obecnego zapotrzebowania tkanki, 
ale może również służyć jako forma zabezpieczenia komórki przed toksy
cznie wysokim poziomem wolnego żelaza.

P L A S T O G L O B U L E

Charakterystyczną cechą plastydów utrwalonych przy udziale O s04 
są okrągłe w zarysie i gęste dla elektronów ciałka. Spotyka się je na 
terenie stromy, a w etioplastach często także w obrębie ciał prolamellar- 
nych. S truk tury  te określa się najczęściej mianem plastoglobul. Ich wy
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miary bywają bardzo różne. W normalnych np. fotosyntetyzujących 
chloroplastach średnica plastoglobul mieści się z reguły w granicach 
10-500 nm [144], ale — jak podaje Falk [83] — spotyka się również plas- 
tydy ze znacznie większymi plastoglobulami. Zasadniczo wymiary i liczba 
plastoglobul wykazują tendencję do zwiększania się wraz z wiekiem plas- 
tydu [73, 145, 146], tak że w niektórych chromoplastach stanowią one 
wręcz s truk tu ry  dominujące [57, 134, 242].

Skład chemiczny plastoglobul ulega podczas ontogenezy zmianom,
0 czym świadczy chociażby różny stopień ich wyczerniania się osmem 
[102], Kiedy zostaje zatrzymana synteza karotenoidów np. działaniem 
herbicydu SAN-9789, wtedy plastoglobule stają się większe i po potrak
towaniu 0 s 0 4 mniej elektronogęste niż plastoglobule materiału kontrol
nego [27]. Jest to wynikiem nagromadzania się w nich prekursorów karo
tenoidów (fitoenu i fitofluenu), przez co obniżyło się powinowactwo plas
toglobul do osmu [27]. Analiza frakcji plastoglobul wykazała, że ich 
podstawowym składnikiem są lipofilne plastochinony (plastochinon 45,a- 
-tokoferol i niewielkie ilości witaminy Ki [149]) oraz karotenoidy. Obec
ność karotenoidów wykazano jednak tylko w plastoglobulach niektórych 
typów plastydów, np. etioplastów i chloroplastów starzejących się liści, 
natomiast plastoglobule normalnie funkcjonujących chloroplastów są ich 
pozbawione [98 i cyt. tam lit., 146, 228], W miarę starzenia się plastydów
1 przy przemianie chloroplastów w chromoplasty zwiększa się w plasto
globulach poziom karotenoidów [147, 148].

Plastoglobule można więc traktować zarówno jako struk tury  groma
dzące produkty rozpadu aparatu fotosyntetycznego oraz jako rezerwuar 
pewnych składników (np. witaminy Kj) koniecznych do jego budowy.

TYLAKOIDY

Niektóre modele wyjaśniające organizacje i wzajemne układy błon 
tylakoidowych. Wczesne rekonstrukcje przestrzennego układu błon w 
chloroplaście zostały wyczerpująco przedstawione m. in. przez Parka 
i Sane’a [195], Gunninga i Steera [102] oraz Więckowskiego [265]. Obec
ne proponowane np. przez Wildmana i wsp. [266], Paolillo i Rubina [194] 
czy Whatley i wsp. [264] różnią się dość znacznie między sobą.

Model zaproponowany przez Wildmana i wsp. [266] oparty jest na 
wynikach obserwacji uzyskanych na poziomie mikroskopu świetlnego. 
Według tych autorów grana są cylindrami o stałej powierzchni i grubości. 
Istnieją one jako oddzielne jednostki, niezachodzące wzajemnie na sie
bie. Grana, które mogą być nachylone względem siebie pod różnymi ką
tami, są połączone ze sobą „nicią” w sposób, w jaki nanizane są koraliki
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na sznurku. Nić z granami, będąca najprawdopodobniej tylakoidem stro
my, zwinięta jest w trójwymiarową spiralę (helisę) stabilizowaną nie
licznymi poprzecznymi wiązaniami utworzonymi między różnymi pozio
mami helisy, mniej więcej co 15 gran (ryc. 2). Helisa ta ma stanowić 
swoisty szkielet wewnętrzny chloroplastu. Ziarna skrobi, jeżeli są obecne 
w chloroplaście, zajmują wolne obszary utworzone przez helisę.

Ryc. 2. Model systemu tylakoidowego według W ildmana i wsp. [266]

Model ten przez samych autorów uznany został za najprostszy ze 
wszystkich proponowanych do tej pory. Najważniejsza różnica między 
modelem Wildmana a innymi modelami dotyczy grubości gran. We wcze
śniejszych modelach grubość gran była różna, przeważnie jednak znacz
nie przewyższała średnicę granum, natomiast Wildman i wsp. [266] 
uważają, że grana cechują się stałą grubością, a stosunek średnicy gra
num do jego grubości wynosi w przybliżeniu 5:1. Ponadto grana przed
stawiano na modelach jako ułożone dokładnie poprzecznie w stosunku 
do dłuższej osi chloroplastu, podczas gdy model Wildmana obrazuje gra
na nachylone pod różnymi kątami. Model np. Weiera i wsp. [258] przed
stawiał grana połączone gęstą siatką rureczek, która powstała w wyniku 
połączeń między granami. Połączenia te były obecne zarówno na jednym, 
jak i różnych poziomach, natomiast w modelu Wildmana i wsp. [266] 
między granami znajdującymi się na różnych poziomach poprzeczne po
łączenia pojawiają się tylko sporadycznie.

Autorzy drugiego modelu, Paolillo i Rubin [194], kwestionują w ogó
le możliwość wykorzystania mikroskopu świetlnego do badania trójw y
miarowej budowy systemu tylakoidowego w chloroplaście, a tym  samym 
prawdziwość rezultatów uzyskanych przez Wildmana i wsp. [266]. Zre
konstruowany przez nich system tylakoidów (dane uzyskali analizując 
w transmisyjnym mikroskopie elektronowym serie skrawków reprezen
tujące kilka 0,5 ąm fragmentów pochodzących ze środkowego regionu 
chloroplastu Nicotiana tabacum) potwierdza obserwacje Paolillo z roku 
1970 [193]. Bezpośrednim dowodem prawdziwości doniesień o helikalnym 
układzie pojedynczego tylakoidu stromy wokół granum była już praca
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M ustardy’a i Janossy’a [182] wykonana przy zastosowaniu skaningowego 
mikroskopu elektronowego. Jednak obecna rekonstrukcja wykazała 
oprócz tego, że duże grana nie zawsze są prostymi bryłami (cylindrami) 
(ryc. 3). Utworzone są one mianowicie z dwóch lub więcej niesymet
rycznie ustawionych na sobie brył. Często bryły te były cylindryczne, 
ale spotykano także ścięte stożki, ukośne cylindry i inne. Bryły budujące 
granum różniły się wysokością i średnicą. Według Paolillo i Rubina [194],

Ryc. 3. Rekonstrukcja systemu gran  w  chloroplaście [194]

mogły być one połączone z granami innych warstw poprzez system licz
nych połączeń międzygranowych. Zgodnie z tym modelem, grana roz
mieszczone są w kilku (do wielu) warstwach, przy czym cechą charakte
rystyczną jest duża liczba połączeń między granami zarówno w obrębie 
jednej warstwy, jak i między warstwami. Połączenia te tworzą skompli
kowaną, trójwymiarową siatkę (ryc. 4).

Ryc. 4. Morfologia systemu tylakoidowego opracowana na podstawie danych uzyska
nych z transm isyjnego mikroskopu elektronowego. Ujęto na nim także tylakoidy

intergranow e, które zostały pominięte na  ryc. 3 [194]

Model opierający się na wynikach uzyskanych za pomocą mikrosko
pu świetlnego [122, 266] wydaje się zbyt uproszczony w porównaniu 
z obrazami systemu tylakoidowego dojrzałych chloroplastów, jakie 
obserwuje się w mikroskopie elektronowym zarówno po zastosowaniu
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konwencjonalnej metody preparatyki (z użyciem określonych związków 
chemicznych jako utrwalaczy), jak i techniki kriorytownictwa [194]. Re
konstrukcja systemu tylakoidowego, oparta na danych dostarczonych 
przez mikroskop elektronowy, daje tak skomplikowany obraz, że trudno 
wręcz wyobrazić sobie wszystkie trójwymiarowe rozgałęzienia tego sy
stemu oraz zrozumieć, w jaki sposób mogło dojść do powstania tak zło
żonej struktury.

Kolejny model, zaproponowany przez Whatley i wsp. [264], ograni
cza się niestety jedynie do pokazania rozmieszczenia systemu tylakoido
wego w plastydach przedgranowych i na początku tworzenia się gran. 
Obejmuje więc tylko najwcześniejsze etapy rozwoju chloroplastów (auto
rzy analizowali budowę plastycydów między 4-7 dniem od rozpoczęcia 
procesu kiełkowania), kiedy system ten jest jeszcze niezbyt skompliko
wany. Wykonane przez Whatley i wsp. [264] cienkie skrawki przez eo- 
plasty (proplastydy) ujawniły w plastydach pojedynczych perforowanych

Ryc. 5. Model systemu tylakoidowego skonstruow any na podsta
wie analizy seryjnych skraw ków  z przedgranowych chloroplastów.
K ierunek zwijania się spirali tylakoidowej w  segmencie A jest 
odwrotny w stosunku do k ierunku  pokazanego w  segmencie B [264]

tylakoidów (średnica perforacji wynosiła około 32 nm) tworzących koncen
tryczne pierścienie, helisy, a także bardziej złożone układy. Na tym  etapie 
rozwoju plastydów (podobnie jak w etioplastach) obserwowano stosunko
wo nieliczne połączenia poprzeczne między głównymi tylakoidami. Pią
tego dnia od rozpoczęcia procesu kiełkowania stwierdzono obecność tylako- 
idu przypominającego pojedynczą, szeroką „taśmę”. Na skrawkach o gru
bości rzędu 75-100 nm jej szerokość wahała się w granicach 300-800 nm.
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Skonstruowany na podstawie analizy takich skrawków model pokazuje, 
że tylakoid może być zwinięty w jednej płaszczyźnie, jak zwinięta sprężyna 
zegara (ryc. 5B) lub mieć bardziej złożoną postać, przypominającą sprę
żynę zegara, ale wyciągniętą w górę i w dół, tak że zwoje o największej 
średnicy znajdowały się w centrum, a najmniejsze u góry i u dołu (ryc. 
5A). Ponadto na modelu widać, że w obrębie zwoju o największej śred
nicy tylakoid zachowywał początkową, prawie pionową orientację (jak 
w sprężynie zegara),' natomiast górny i dolny zwój są prawdopodobnie 
zorientowane poziomo (ryc. 5A). Oprócz pierwotnej, czyli głównej spirali 
w plastydach obecne są jeszcze węższe i przypadkowo zlokalizowane 
boczne wypustki. Mają one także spiralny układ i łączą sąsiednie zwoje 
głównej spirali na tym  samym (horyzontalnie) lub na różnych poziomach.

Tak więc badania Whatley i wsp. [264] ujawniły, że małe nieregu
larne tylakoidy proplastydów liści Phaseolus rozwijają się w szeroką 
„taśmę” o różnej orientacji i o różnej średnicy zwojów. W jaki sposób 
składniki są dodawane do rosnącego tylakoidu autorzy nie podają. Sy
gnalizują jednak, że kiedy zaczyna się formować chloroplast, wtedy licz
ba zwojów w zasadzie nie zmienia się, modyfikacji ulega natomiast forma 
owej tylakoidowej „taśmy” i jej spiralny układ. Pojedyncza początkowo 
„taśma” podwaja się na znacznej części swojej długości, jakie są dalsze 
kolejne etapy rozwoju, nie wiadomo.

Charakterystyka błon tylakoidowych. Reakcje, które prowadzą do 
przekształcania energii świetlnej w chemiczną zlokalizowane są w bło
nach tylakoidowych, dlatego niezwykle ważne jest poznanie strukturowej 
organizacji fotosyntetycznych błon. Jak już wspomniano tu, najbardziej 
charakterystyczną cechą dojrzałego funkcjonalnie chloroplastu wyższych 
roślin (wyjątkiem są chloroplasty pochwy okołowiązkowej niektórych 
roślin typu C4) i pewnych Chlorophyta jest obecność dwóch różnych re 
gionów w obrębie systemu tylakoidowego: gran i tylakoidów intergrano- 
wych (tylakoidów stromy). U większości glonów natomiast grana są nie
obecne w chloroplastach, a tylakoidy (po dwa lub więcej) przylegają ści
śle do siebie na całej długości. U krasnorostów i u większości Cyanophyta 
wszystkie błony tylakoidowe są w kontakcie ze stromą (lub z cytoplazmą), 
nie stwierdzono bowiem istnienia żadnych regionów, w których błony 
dwóch sąsiednich tylakoidów przylegałyby do siebie [135]. Interesujące 
jest, że u Prochloron, morskiego jednokomórkowego organizmu prokario- 
tycznego, stwierdzono obecność kompleksów chlorofil a/b białko (LHC), a 
jego system tylakoidowy zróżnicowany jest, podobnie jak w chloroplastach 
wyższych roślin i zielenic, na regiony połączonych ze sobą tylakoidów 
(grana) i tylakoidów stromy [95]. Błony tylakoidów swoim składem che
micznym i organizacją na poziomie molekularnym różnią się od innych 
typów błon komórkowych [265].
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R O Z M IE SZ C Z E N IE  L IP ID Ó W

W błonach tylakoidowych dominującymi ilościowo lipidami (poza 
barwnikami) są galaktolipidy. Na podstawie dotychczasowych wyników 
badań wydaje się, że są one rozmieszczone równomiernie w obrębie tyla- 
koidów stromy i gran [2, 43]. Spośród lipidów zawierających węglowo
dany tylko jeden rodzaj sulfolipidu (sulfochinowosylodigliceryd) wyka
zywał różnice w rozmieszczeniu. W chloroplastach szpinaku i pszenicy 
znajdował się on w nieco większej ilości w błonach tylakoidów stromy 
niż gran [2, 28]. Bardziej wyraźna była ta różnica w błonach tylakoido
wych chloroplastów mezofilu kukurydzy [246]. Te same zespoły badawcze 
określiły również zawartość fosfolipidów w błonach tylakoidów gran 
i stromy. Allen i wsp. [2] oraz Bahl i wsp. [28] w chloroplastach szpinaku 
i pszenicy stwierdzili, że w lamellach stromy było nieco więcej fosfa- 
tydyloglicerolu (który jest głównym fosfolipidem błon tylakoidowych) niż 
w lamellach gran. W chloroplastach mezofilu kukurydzy natomiast za
wartość tego fosfolipidu była właściwie taka sama w błonach tylakoidów 
gran i stromy, zauważono jednak różnicę w składzie kwasów tłuszczo
wych. Kwas trans-heksadecenowy stanowił w granach aż 36°/o wszyst
kich kwasów tłuszczowych fosfatydyloglicerolu, 18% w tylakoidach stro
my, a już tylko 8%  w bezgranowych chloroplastach pochwy okołowiąz-
kowej [246].

Plastochinon (PQ), będący ważnym lipidowym składnikiem łańcucha 
przenośników elektronów, zlokalizowany jest zarówno w błonach tylako
idów gran, jak i stromy. Wcześniejsze prace podawały przeciwstawne 
dane o wzbogaceniu w ten składnik błon jednego z dwóch regionów [108, 
162, 241, 253]. Można to jednak wyjaśnić funkcją, jaką Haehnel [103], 
czy Milner i Barber [170] przypisują plastochinonowi. Podają oni mia
nowicie, że PQ przenosi elektrony z fotoukładu II (PS II), obecnego prze
de wszystkim w regionach zespolonych tylakoidów, a więc w granach, 
do kompleksu cytochrom b6- f  regionów niezespolonych.

R O Z M IE SZ C Z E N IE  B IA Ł E K

Transport elektronów w procesie fotosyntezy odbywa się wzdłuż 
i w poprzek tylakoidowych błon chloroplastu. Większość zaangażowanych 
w ten transport składników połączonych jest z białkami, co przyczynia 
się do powstania zarówno wewnątrz, jak i na powierzchni błon znacznej 
wielkości kompleksów. Najistotniejszymi elementami zaangażowanymi 
w zbieranie energii i procesy transportu elektronów są: PS II wraz ze 
zbierającym energię kompleksem chlorofil a/b białko (LHC), kompleks 
fotoukładu I (PS I) i kompleks cytochrom b6- f  [10]. Wczesne doniesienia, 
opisujące wyniki frakcjonowania zespolonych tylakoidów metodą mecha
niczną lub z zastosowaniem detergentów, wykazały, że tzw. ciężka frak
cja, pochodząca z gran, była wzbogacona w aktywność PS II, a tylko nieco
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zubożona w aktywność PS I, podczas gdy „lekka frakcja”, pochodząca 
z tylakoidów stromy, była silnie zubożona w aktywność PS II, a w yraź
nie wzbogacona w aktywność PS I. Obecność LHC w granach wykazano 
dzięki niskiej wartości stosunku chlorofilu a do chlorofilu b „ciężkiej 
frakcji” [11, 117, 118, 165, 181, 214, 260].

Różnice między tylakoidami stromy i gran pod względem wyposaże
nia w LHC i PSI uzyskano również za pomocą elektroforezy w obecności 
SDS tych dwóch frakcji [20, 54]. Mimo, że wszystkie te badania wskazy
wały na wzbogacenie gran w PS II i LHC, to jednak za pomocą stosowa
nych technik frakcjonowania nie było możliwości odróżnienia składu 
przegród (partitions) od składu eksponowanych w kierunku stromy błon 
tylakoidów gran (tzn. błon brzegów i błon krańcowych).

Najwięcej interesujących różnic między regionami zespolonych i nie- 
zespolonych błon dostarczyło zastosowanie technik kriorytownictwa. 
Techniki te dostarczają obrazów wewnętrznych powierzchni błon rozszcze
pionych wzdłuż podwójnej warstwy fosfolipidowej. Wewnątrzbłonowe
cząstki, ujawnione za pomocą tej metody na powierzchni przełamu, od
powiadają najprawdopodobniej kompleksom integralnych, błonowych 
białek z modelu błony Singera i Nicolsona [227], Do oznaczania odpo
wiednich powierzchni plastydowych błon ujawnionych techniką krioryto-

Ryc. 6. Diagram przedstaw iający nom enklaturę objaśniającą obrazy błon chloro
plastowych uzyskiwanych techniką kriorytow nictw a

P  — s tr o n a  p r o to p la z m a ty c z n a ,  E — s tr o n a  e g z o p la z m a ty c z n a ,  F — p o w ie r z c h n ia  p r z e ła m a 
n ia ,  S — p o w ie r z c h n ia  r z e c z y w is ta ,  u i s  — r e g io n y  b ło n  n ie p o łą c z o n y c h  i  p o łą c z o n y c h  [230]

wnictwa stosuje się zmodyfikowaną przez Staehelina [229] nomenklaturę 
wprowadzoną przez Brantona i wsp. [52]. Jest ona oparta na fakcie, że 
wszystkie biologiczne błony mają dwa listki: protoplazmatyczny (P), 
ułożony bliżej cytoplazmy (stromy, matriks mitochondrium itd.) i egzo- 
plazmatyczny (E), zlokalizowany bliżej przestrzeni pozakomórkowej, po- 
zaplazmatycznej, np. od strony lokulusa (wnętrza wakuoli itd.). W każ
dym listku można wyróżnić powierzchnię przełamania (F) i hydrofilną 
powierzchnię rzeczywistą (S); tak więc oznaczenia PF i EF odnoszą się do 
przełamów, a PS i ES — do rzeczywistych powierzchni (ryc. 6).
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Wyniki pierwszych badań błon chloroplastowych, w których zasto
sowano technikę kriorytownictwa, opublikowali Mtihlethaler i wsp. [183] 
oraz Branton i Park  [53]. Istniało wówczas wiele nieporozumień związa
nych głównie z interpretacją obrazów uzyskiwanych za pomocą tej tech
niki. Z tego powodu wymienione tu  prace mają obecnie znaczenie raczej 
historyczne. W roku 1969 Arntzen i wsp. [26] wykazali, że frakcja chlo
roplastowych błon, wzbogacona w PS II, była także wzbogacona w duże 
cząstki normalnie obecne na powierzchni EF (cząstki EF), podczas gdy 
frakcja zawierająca prawie wyłącznie PS I ujawniała w zasadzie tylko 
mniejsze cząstki pochodzące z powierzchni PF  (cząstki PF). Opierając się 
na tych odkryciach autorzy postulowali lokalizację różnych fotoukładów 
w cząstkach różnej wielkości. Kolejnym etapem było stwierdzenie, że 
niezespolone lamelle (stromy) mają wyraźnie mniej cząstek EF niż la- 
melle gran [9, 214]. Odnotowano ponadto [97] istnienie strukturowych 
różnic między powierzchniami należącymi do rejonów zespolonych i nie- 
zespolonych błon; określa się je odpowiednio jako powierzchnie P F S 
i P F U. Zostały one ilościowo przedstawione na histogramie obrazującym

Ryc. 7. H istogram y w ym iarów  cząstek obecnych na czterech (ujawnionych techniką 
kriorytownictwa) typach powierzchni tylakoidów szpinaku: P  =  cząstki, A.P. =

=  wszystkie cząstki [229]
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wielkość cząstek wszystkich czterech powierzchni (ryc. 7). Widać na nim, 
że każda powierzchnia błony ma typowy dla siebie zestaw cząstek. Po
wierzchnia EFS jest najwyraźniejszą powierzchnią w obrębie przełamu 
błony tylakoidu, a to z powodu gęsto rozmieszczonych, dużych i w yraź
nych cząstek znajdujących się na stosunkowo gładkim podłożu. Z analizy 
wielkości cząstek (ryc. 7) wynika, że chociaż wymiary cząstek wahają się 
w granicach 80-200 A, to większość zgrupowana jest w dwóch zakresach: 
< 1 4 0  A  i > 1 4 0 A .  Powierzchnia P F S jest komplementarna do powierzchni 
EFS. Wydaje się „chropowata”, ponieważ zawiera mieszaninę dużych 
jamek i małych cząstek. Jak widać na histogramie, cząstki P F S są dość 
jednorodne pod względem wymiarów i średnio mniejsze (przeciętna śred
nica 80 A) niż cząstki obecne na pozostałych powierzchniach. Powierz
chnia EFU często stanowi kontynuację powierzchni EFS. Znajdują się na 
niej liczne jamki oraz populacja cząstek o wymiarach zbliżonych do 
mniejszych cząstek powierzchni EFS. Są one jednak rzadko rozmieszczone. 
Powierzchnia PFU, komplementarna do powierzchni EFU, ma najgęściej 
upakowane cząstki. Histogram ujawnia, że cząstki tworzą tutaj jakby 
dwie kategorie wielkości — < 1 0 0  A i > 1 0 0  A. Liczne późniejsze badania 
z zastosowaniem techniki kriorytownictwa potwierdziły istnienie w tyla- 
koidach takich samych czterech rodzajów powierzchni, jakie Goodenough 
i Staehelin [97] przedstawili dla Chlamydomonas. Zgodność dotyczy rów
nież wielkości (z małymi wahaniami) i zagęszczenia cząstek [230 i cyt. 
tam lit.]. W roku 1976 Staehelin [229] wykazał, że wszystkie cząstki po
wierzchni EFS i EFU były strukturalnie bardzo zbliżone do siebie (mimo 
różnej średnicy) i najprawdopodobniej miały identyczny rdzeń. Przed
stawił ponadto propozycję, by cząstki EF traktować jako strukturalne 
ekwiwalenty kompleksów PS II. Te podstawowe hipotezy zostały potwier
dzone w późniejszych badaniach. Całkowity np. brak cząstek EF był 
opisywany w tylakoidach, dla których nie dało się stwierdzić istnienia 
aktywności PS II.

W pierwszej połowie lat siedemdziesiątych pojawiło się wiele prac, 
w których donoszono o wzroście wymiarów cząstek EF w czasie zaziele
niania się etioplastów w świetle. Jednak żadne z przeprowadzonych ba
dań nie ustaliły ściślejszej zależności między specyficznymi, biochemicz
nymi parametrami a określonymi kategoriami wewnątrzbłonowych czą
stek. Problem ten został rozwiązany dopiero w 1977 r. przez Armonda 
i wsp. [23], którzy badali proces zazieleniania się w ciągłym świetle plasty
dów grochu poddanych uprzednio naświetlaniu przerywanym światłem. 
W rosnących przez 7 dni w ciemności siewkach eksponowanych przez 2 
dni na przerywane światło (cykle: 2 min światło, 2 godz. ciemność), pla- 
stydy zawierały jedynie długie, równolegle względem siebie ułożone la- 
melle z bardzo małą liczbą regionów, gdzie błony zachodziły na siebie.
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Wykonane analizy biochemiczne ujawniły, że tylakoidy plastydów oś
wietlane przerywanym światłem były całkowicie zdolne do przeprowadza
nia wszystkich procesów wiązania fotochemicznej energii [69]. Nie miały 
jednak zbierających energię kompleksów chlorofil a/b białko (LHC), chlo- 
folilu b i regionów zespolonych błon. Kiedy rośliny zaczęto oświelać 
ciągłym światłem, wtedy obserwowano szybkie wbudowywanie LHC do 
błon tylakoidów i równoczesne tworzenie się gran. Elektronogramy krio- 
rytów  tylakoidów ujawniły ponadto, że plastydy nie oświetlone ciągłym 
światłem miały przypadkowo rozmieszczone 80 A  cząstki EF, podczas gdy 
tylakoidy eksponowane na ciągłe światło cechowała proliferacja kilku ka
tegorii większych cząstek EF: 105, 132 i 164 A (ryc. 8). Ponieważ temu

Ryc. 8. Histogram klas wielkości cząstek obecnych na powierzchni EFS błony ty la- 
koidowej roślin oświetlonych najp ierw  światłem przerywanym , a następnie w ysta
wionych przez 8 godz. na światło ciągłe. Diagram umieszczony powyżej każdego 
wierzchołka określa typ kompleksu, k tóry  najprawdopodobniej w arunkuje  powsta
nie owego wierzchołka (II oznacza centrum  reakcji PS II, LHC — zbierający ene

rgię kompleks chlorofil a/b białko) [230]

wzrostowi wymiarów cząstek EF towarzyszyło wbudowywanie LHC do 
tylakoidów, Armond i wsp. [23] przyjęli więc, że 80 A cząstki EF odpo
wiadały rdzeniowi (centrum reakcji) PS II, a w czasie zazieleniania się 
1, 2 i 4 agregaty LHC przyłączały się do centrum, dając w efekcie od
powiednio 105, 132 i 164 A wielkości cząstki (ryc. 8). Zgodna z tym  po
glądem jest również informacja, że tylakoidy pozbawionego chlorofilu 
b m utanta jęczmienia nie miały ani LHC, ani też dużych, typu 164 A, 
cząstek EFS [168].

Przyjm ując za podstawę liczbę cząstek EFU, obliczono, że prawie 
15-20°/o PS II powinno być zlokalizowanych w regionach błon kontaktu
jących się ze stromą [21]. Podobne wyniki uzyskano w badaniach immu-

5 — P o s t ę p y  B io l .  K o m . 3-4/85
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nologicznych [137, 202] i cytochemicznych [132, 188]. Wszystkie te dane 
przemawiały za wyraźnym wzbogaceniem regionów przegród w PS II, 
mało natomiast jest danych o rozmieszczeniu PS I. Z wyników badań 
otrzymanych techniką kriorytownictwa wiadomo, że cząstki PF reprezen
tują:

1. jednostki PS I;
2. „wolne” (tzn. nie połączone z PS II) jednostki LHC;
3. kompleksy cytochrom b6-f;
4. wewnątrzbłonowy oligomer (CF0) -  syntetazy ATP (H+-ATP-azy).
Wyizolowane i oczyszczone kompleksy PS I po wbudowaniu ich w li-

posomy ujawniały się na replikach kriorytów jako cząstki o średnicy 
około 106 A  [178]. Porównywalne preparaty oczyszczonych LHC miały 
cząstki o średnicy około 80 A  [161, 176], a wewnątrzbłonowe oligomery 
syntetazy ATP około 100 A [Arntzen, cyt. za 230].

Na podstawie wyników badań uzyskanych techniką kriorytownictwa 
mutantów pozbawionych PS I stwierdzono, że mogą być one zlokali
zowane tylko w błonach mających bezpośredni kontakt ze stromą [167]. 
Znaczny udział w analizie rozmieszczenia kompleksów chlorofilowobiał- 
kowych między regionami zespolonych i niezespolonych błon należy przy
pisać Anderssonowi i Andersonowi [14], Za pomocą elektroforezy z udzia
łem SDS uzyskali oni dwie frakcje. Jedna z nich (obejmująca błony prze
gród) była silnie wzbogacona w LHC i CPa (chlorofilowobiałkowy kom
pleks centrum reakcji PS II [13]), a bardzo zubożona w CP I (chloro
filowobiałkowy kompleks centrum reakcji PS I [13]). Druga natomiast 
(obejmująca regiony tylakoidów kontaktujące się ze stromą) była wzbo
gacona w CP I, a zubożona w CPa i LHC. Andersson i Anderson [14] 
uważając, że małe ilości PS I, spotykane przez nich w pierwszej frakcji, 
należy traktować jako swego rodzaju „zanieczyszczenia”, postawili hi
potezę, według której wszystkie PS I są zlokalizowane w regionach błon 
będących w bezpośrednim kontakcie ze stromą (tzn. tylakoidach stromy, 
a w obrębie gran tylko w krańcowych błonach i w brzegach). PS II zaś 
i LHC w największych ilościach byłyby obecne w przegrodach, a w znacz
nie mniejszej ilości w błonach pozostałych regionów tylakoidów. Do po
dobnych wniosków doszli Anderson i Melis [12]. Z kolei Vaughn i wsp. 
[252] posługując się metodami cytochemicznymi oraz immunocytoche- 
micznymi uzyskali dane, z których wynika, że PS I i PS II są jednak 
obecne zarówno w granach, jak i w tylakoidach stromy, przy czym PS 
II jest zlokalizowany przeważnie (ale nie wyłącznie) w tylakoidach gran. 
Z innych białek tylakoidowych znana jest również lokalizacja kompleksu 
H+-ATP-azy (tzn. CFj • CF0 ATP syntetazy). Obecność na zewnętrznej 
powierzchni błon tylakoidowych peryferycznej części tego kompleksu, 
zwanej czynnikiem sprzęgającym CF2 [160], wykazały badania immuno
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logiczne [109, 160]. Po wyizolowaniu cząstki reprezentujące czynnik sprzę
gający miały średnicę około 10 nm, współczynnik sedymentacji równy
13 S [113], masę cząsteczkową około 326 000 [84, 85] i wykazywały ak
tywność ATP-azy zależnej od Ca2+ [92, 113]. Na podstawie analizy cien
kich skrawków zaproponowano początkowo równomierne rozmieszcze
nie tego czynnika wzdłuż błon [191]. Jednak Miller i Staehelin [169] uzy
skali inne wyniki. Wykorzystując opisany w 1966 r. przez Izawę i Gooda 
[116] fakt pozwalający w warunkach in vitro sterować łączeniem się ty- 
lakoidów w grana i ich rozłączaniem, przeanalizowali rozmieszczenie czą
stek białkowych w błonie tylakoidów połączonych w grana, rozłączonych 
(przy niskiej koncentracji jednowartościowych kationów) i ponownie po
łączonych. Wykazali oni, że:

(a) prawie 30°/o cząstek powierzchni PS stanowiły cząsteczki karbo
ksylazy/oksygenazy RuBP;

(b) CFj zlokalizowany był tylko w regionach błon kontaktujących 
się ze stromą, a nie w przegrodach;

(c) cząstki czynnika sprzęgającego mogą przemieszczać się wzdłuż 
błon tylakoidowych (rozłączenie tylakoidów spowodowało redystrybucję 
cząstek wzdłuż błon, a ponowne połączenie w grana przyczyniło się do 
segregacji tych cząstek).

Segregację CFj w regionach błon tylakoidowych, kontaktujących się 
ze stromą, wykazali także Murakami i Kunieda [179] na podstawie ana
lizy cienkich skrawków w transmisyjnym mikroskopie elektronowym.

W roku 1979 Jennings i wsp. [120] opublikowali dane dotyczące lo
kalizacji aktywności reduktazy ferredoksyna-NADP w zespolonych i nie- 
zespolonych tylakoidach. Wynika z nich, że enzym ten zlokalizowany był 
tylko w regionach błon, które bezpośrednio kontaktowały się ze stro
mą.

Badano także rozmieszczenie cytochromów w błonach tylakoidów. 
Wyniki ostatnich badań [8, 67] wskazują na równomierne rozmieszcze
nie kompleksu cytochrom b6- f  w błonach tylakoidów.

N IE K T Ó R E  M O D E L E  IL U S T R U J Ą C E  B U D O W Ę  B Ł O N Y  T Y L A K O ID O W E J

Należy zaznaczyć, że do tej pory nikomu nie udało się zapropono
wać modelu przedstawiającego budowę błon tylakoidowych, który nie 
budziłby zastrzeżeń. Brak jest bowiem odpowiednich metod, które umoż
liwiałyby uzyskiwanie jednoznacznych wyników.

Do niedawna dość często cytowany był w piśmiennictwie model opra
cowany przez Weiera i Bensona [257], Obecnie odpowiednikiem pow
szechnie akceptowanego mozaikowego modelu błony komórkowej Singe- 
ra i Nicolsona [227] jest kolejny model błony tylakoidowej zapropono-
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wany przez Kirka [133]. Zakłada on istnienie dwóch warstw lipidowych, 
których polarne grupy zwrócone są na zewnątrz. W warstwach tych 
„zanurzone” są co najmniej dwa rodzaje cząstek białkowych. Większe 
z nich były, zdaniem Kirka [133], złożone z czterech podjednostek. Inne 
białka (np. czynnik sprzęgający CFX, karboksylaza RuBP) są na tym mo
delu luźno związane z powierzchnią błony tylakoidu, która kontaktuje 
się ze stromą. Cząsteczki chlorofilu nie tworzą oddzielnej warstwy, lecz 
występują w powiązaniu z białkami w postaci wspomnianych już dwóch 
kategorii cząstek. Z modelu Kirka [133] wynika również, że nie całe 
zewnętrzne partie błony tylakoidu są zbudowane z białek, lipidy mogą 
więc kontaktować się bezpośrednio z wnętrzem tylakoidu (lokulusem) i ze 
stromą.

W roku 1975 Branton i wsp. [52], o czym wspomniano już tu, wpro
wadzili nową terminologię do oznaczania odpowiednich powierzchni błon 
komórkowych ujawnionych przy zastosowaniu techniki kriorytownictwa. 
Pozwala ona zrezygnować z dotychczasowych, abstrakcyjnych określeń 
typu: powierzchnia A, B, C i D [97, 195]. W odniesieniu do powierzchni 
błony tylakoidowej Staehelin [229] zastosował nieco zmodyfikowaną te r
minologię Brantona i wsp. [52]. Wykryto też, że wewnątrz błon ty la
koidu obecne są nie dwie, a cztery główne kategorie cząstek [166, 229], 
z których dwie uwidaczniały się na powierzchniach EF (w dawnej te r 
minologii powierzchnie B, albo wewnętrzne powierzchnie utworzone w 
wyniku przełamania), a dwie na powierzchniach PF (powierzchnie C, albo 
zewnętrzne powierzchnie utworzone w wyniku przełamania). Stwierdzo
no także, że duże cząstki (14-16 nm), w ykryte na powierzchni ES (czyli 
od strony lokulusa, dawniej powierzchnia D lub wewnętrzna powierzch
nia), są tam obecne tylko wtedy, gdy tylakoidy są połączone w grana 
[97, 169, 190, 229]. W związku z tym uważa się je za wyznaczniki re
gionów, w których błony są ze sobą zespolone. Staehelin [229] wykazał, 
że te „wystające” z bardzo gładkiego podłoża cząstki odpowiadają cząst
kom powierzchni EF i stanowią strukturowe ekwiwalenty kompleksów 
PS II +  LHC. Miller [166] natomiast uważa, że te same tetrameryczne 
cząstki były widoczne zarówno na powierzchni EF, jak i ES, a także 
jako małe „wzgórki” na powierzchni PS. Ustalona wydaje się też funk
cja niektórych dużych cząstek powierzchni PS (są to np. oligomery CFj, 
reduktaza ferrodoksyna -  NADP+, karboksylaza/oksygeneza RuBP).

Identyfikacja i lokalizacja głównych składowych elementów błon ty 
lakoidu pozwoliła na konstrukcję bardziej dokładnego modelu [230] (ryc. 
9) niż poprzednie. Nadal jednak lokalizacja wielu elementów błony pozo
staje kontrowersyjna. Odnosi się to m.in. do lokalizacji PS I i PS II.

Tak więc pomimo opracowania wielu modeli ilustrujących budowę 
błony tylakoidu, organizacja tej s truk tury  na poziomie molekularnym 
nadal pozostaje nie do końca poznana.
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Ryc. 9. Model błony tylakoidowej chloroplastów roślin wyższych i zielenic, zakrop
kowane elementy dają początek cząstkom EF, pozostałe — cząstkom PF. Rozmiesz
czenie różnych typów cząstek między regionami zespolonymi i niezespolonymi zo
stało oparte na wynikach doświadczalnych, natom iast rozmieszczenie cząstek PF

jest hipotetyczne [230]
1. centrum  reakcji PS II (8 nm  cząstki EF), 2. PS II z kom pletem  zbierających 
energię kompleksów chlorofil a/b białko =  LHC (>  14 nm cząstki EFS), 3. PS II z nie
pełnych zespołem kompleksów zbierających energię «  14 nm cząstki EFS i EFU),
4. „wolne” LHC, 5. kompleks cytochrom b6 — f, 6. cen trum  reakcji PS I, 7. PS 
I +  LHC, 8. kompleks wiążący rybosomy, 9. CF0 (wewnątrzbłonowy oligomer A TP- 
-azy), 10. CF4 (zewnątrzbłonowy oligomer ATP-azy), 11. karboksylaza/oksygenaza

Ru BP

C H A R A K T E R Y S T Y K A  K O M P L E K S Ó W  U T W O R Z O N Y C H  W  T Y L A K O ID A C H  PR Z E Z
P O Ł Ą C Z E N IE  SIĘ  B IA Ł E K  Z IN N Y M I S K Ł A D N I K A M I

Błony tylakoidowe chloroplastów wyższych roślin zawierają pięć in
tegralnych kompleksów białkowych [24]:

1. kompleks białko -  P 700 chlorofil a (PS I);
2. kompleks fotoukładu II (PS II);
3. zbierający energię kompleks chlorofil a/b białko (LHC);
4. kompleks plastydowej ATP-azy (CFq-C F j ATP syntetazy);
5. kompleks cytochrom b6/f obejmujący także składnik określany mia

nem „Rieske FeS białko” .
We wszystkich fotosyntezujących organizmach chlorofil jest nieko- 

walentnie połączony z białkami [111, 129, 245], Przyłączenie barwników 
do białek zwiększa skuteczność przekazywania zaabsorbowanej energii 
świetlnej m.in. przez:

(a) utrzymanie wysokiej lokalnej koncentracji barwników (regulując 
zarówno orientację, jak i odległość między cząsteczkami barwników);
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(b) poszerzenie pasma absorbcji w porównaniu z wolnymi cząstecz
kami barwnika;

(c) zapewnienie gradientu migracji energii od barwników absorbują
cych krótkofalowe światło aż do barwników charakteryzujących się zdol
nością absorbcji długofalowego światła [100].

W tylakoidach dojrzałych chloroplastów, które po potraktowaniu siar
czanem dodecylu sodu (SDS) analizowano za pomocą elektroforezy w żelu 
poliakrylamidowym, ujawniono kilka rodzajów białek połączonych z barw 
nikami (określonych jako CP przez Thornbera [243]). Były to przede 
wszystkim kompleksy barwnikowobiałkowe prawie zawsze hydrofobowe,

Ryc. 10. Schemat niecyklicznego i cyklicznego przepływu elektronów w  procesie 
fotosyntezy. Na rzędnej oznaczono wartości potencjałów oksydoredukcyjnych każde
go przenośnika (uwaga: zakreskowane elem enty nie zostały ujęte w  tej skali). Wie
lokąty przedstaw iają kompleksy utworzone z cząsteczek integralnych błonowych 
białek. Odpowiadają one kompleksom pokazanym na ryc. 11. Kółkami oznaczono 
białka rozpuszczalne w  wodzie. Cykl Q obejm ujący utlenianie dwóch cząsteczek 
plastohydrochinonu (PQH2), a następnie redukcję jednej cząsteczki plastochinonu 
(PQ) przez składniki kompleksu cytochromu b6- f ,  wzbogaca w nętrze tylakoidu 
w dodatkowy proton na każdą przetransportow aną przez przenośniki parę elektro
nów. Zaznaczono również zależną od fosforylacji, odw racalną migrację mobilnych

LHC między PS II i PS I. Skróty objaśniono przy ryc. 11 [232]
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Ryc. 11. Organizacja składników błony chloroplastowej, które biorą udział w foto- 
syntetycznym transporcie elektronów. Strzałki zaznaczone ciągłą cienką linią w ska
zują k ierunek przekazywania elektronów, strzałki o jasnym  w nętrzu  — przemiany 
chemiczne, strzałki utworzone z ciągłej grubej linii — ruch protonów, natom iast 
strzałki kreskowane oznaczają drogi PQ. W liniowym trnsporcie elektronów z wody 
do NADP uczestniczą trzy wyraźne, s truk turow e kompleksy: PS II, skąd elektrony 
są przekazywane do kom pleksu cytochrom b6 -  f za pomocą cząsteczek PQ oraz 
PS I, otrzym ujący elektrony z kompleksu cytochromów za pośrednictwem rozpusz
czalnego w  wodzie białka — plastocyjaniny. Pokazano także transport elektronów 
w cyklu Q, dzięki k tórem u następuje przemieszczenie do w nętrza tylakoidu jednego 
dodatkowego protonu na każde dwa elektrony przeniesione przez łańcuch przenoś
ników. Protony przekazane do w nętrza tylakoidu „wydostają się” na zewnątrz ty la 
koidu przy udziale kompleksu CF0-CFi ATP syntetazy. Zbierające energię świetlną 
kompleksy barwnikowobiałkowe (LHC) służą obu fotoukładom, przy czym LHC 
preferencyjnie związany z PS I oznaczono jako LHC I, a z PS II jako LHC IIz. 
Wśród LHC istnieje populacja „mobilnych LHC” (m) [162]. Może ona służyć zarówno 
PS I, jak  i PS II dzięki zdolności do przemieszczania się między lamellami stromy 

(wzbogaconymi w  centra  reakcji PS I) a granam i (wzbogaconymi w PS II) 
Objaśnienia skrótów użytych na rys. 10 i 11: chi a/b LHC — zbierający energię 
świetlną kompleks chlorofil a/b — białko, S i Z enzymy uczestniczące w  rozkładzie 
wody i wydzielaniu 0 2. P rzekazują  one elektrony do P680, P  680 — centrum  reakcji 
PC II, Ph  — związana feofityna a (pierwotny akceptor elektronów z PS II), PQa 
i PQb — cząsteczki związanych plastochinonów, PQ i PQH2 — plastochinon i zredu
kowany plastochinon, FeS — Rieske FeS białko, cyt. f i cyt. bs63 — cytochromy 
f i bg53 (b6), PC — plastocyjanina, P  700 — centrum  reakcji PS I, FeS* — specjalne 
centrum  FeS służące jako pierw otny akceptor elektronów z PS I, FeSAB — dwa 
inne centra FeS, Fd — ferredoksyna, F p — flawoproteid (reduktaza ferredoksyna — 
NADP), NADP — fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego, CF0 i CFi oli
gomery, ATP-azy, ADP i ATP — adenozyno di- i trifosforan, hv — energia świetlna

[232]
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występujące w postaci agregatów zanurzonych w lipidowej fazie chroma- 
toforowych błon lub błon tylakoidów. Wyodrębiono białka:

1. fotoukładu I, zawierające P70o, takie jak CP I i CP la;
2. centrum reakcji fotoukładu II, tzw. CPa;
3. zbierających energię kompleksów chlorofil-karotenoid-białko ozna

czone odpowiednio: LHCPj, LHCP2, LHCP3 i LHCPy [6, 13, 150, 151],
Stwierdzono, że u roślin wyższych i u glonów ponad 99% chlorofilu 

wchodzi w skład anten zbierających energię wzbudzenia elektronowego, 
a tylko około 1% wchodzi w skład tzw. centrów reakcji [232]. Eskins 
i wsp. [82] przebadali chromotograficznie barwniki występujące w cent
rach reakcji obu fotoukładów i LHC. Otrzymane przez nich wyniki wska
zują, że centra reakcji zawierają głównie chlorofil a, karoten i luteinę, 
LHC zaś chlorofil a, chlorofil b, luteinę i neoksantynę. Z badań Gounarisa 
i Wellburna [99] wynika, że kompleksy CP I, CPa i LHCP3 w czasie nor
malnego rozwoju (tzn. gdy stosowano cykl 16 godz. światło, 8 godz. ciem
ność) pojawiały się bardzo szybko w obu fotoukładach. Nie zdołali oni 
jednak stwierdzić, czy CP I tworzy się przed utworzeniem CPa, czy po 
jego utworzeniu. Wyniki te [99] informują ponadto, że w procesie za
zieleniania się (gdy oświetlano rośliny po 7 dniach trzymania ich w ciem
ności) karotenoidy mogą się łączyć z białkami zanim jeszcze zostanie do
łączony chlorofil a.

W chloroplastach znajdują się dwa rodzaje centrów reakcji, które 
działają w serii, jak pokazano na ryc. 10, 11 [68]. W centrum reakcji 
PS II występuje chlorofil a, wykazujący maksimum absorbcji przy 680
nm. Z kompleksem centrum reakcji PS II związana jest również część 
puli plastochinonu (oznaczona przez PQA), pełniąca funkcję pierwotnego 
akceptora elektronów [5]. Centrum zaś reakcji PS I zawiera chlorofil 
a absorbujący światło o długości fali 700 nm oraz kompleks, którego 
składnikami są żelazo i siarka (Fe-Sx). Działa on jako piewotny akcep
tor elektronów [68]. Trzecim głównym składnikiem tylakoidowej błony 
są kompleksy polipeptydów uczestniczące w reakcji sprzęgania (wiązania) 
energii fotosyntetycznej. U roślin wyższych i zielenic większość błon ty- 
lakoidowych tworzy rejony, w obrębie których są one ściśle ze sobą ze
spolone (grana) oraz rejony niezespolonych błon (tylakoidy stromy). Jak 
już wcześniej podkreślono, zarówno badania morfologiczne, jak i bioche
miczne wykazały, że rejony przegród i błon niezespolonych mają różną 
organizację strukturową i skład chemiczny (tab. 2).

1. Kompleks białko~P700 chlorofil a (PS I). Kompleks ten obejmuje 
centrum reakcji PS I (P7oo) i cząsteczki antenowych chlorofili a (wg [178] 
absorbujących światło długofalowe 680-700) [244], Kontrowersyjne pozo
stają nadal dane dotyczące liczby i mas cząsteczkowych polipeptydu (ów),
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TABELA 2

Przestrzenne rozmieszczenie składników błon chloroplastowych według [233]

Składnik
Zespolone błony 
(przegrody gran)

[%]

Niezespolone
błony

(tylakoidy
stromy)

[%]

Literatura

PS II 85 15 [7,14,21,229]
PS I 15 85 [7, 14]

cyt b6-f 0 - 5 0  (?) 0 1 [8, 67, Henry,
Molier 1981,
cyt. za 233]

LHC 70-90 10-30 [7, 14, 142]
(zawartość zależ- (zawartość za
na od fosforylacji) leżna od fosfo

rylacji)
syntetaza ATP i o 100 [169]

które stanowią białkową część centrum reakcji. Kilku autorów stwier
dziło, że zawiera ono tylko jeden rodzaj polipeptydu o masie 60-70 kd 
[34, 61, 156, 203]. Inni natomiast [np. 254] podają dwa rodzaje: o masie 
58 i 62 kd. Ponieważ obserwowano je w kompleksach P 700 chlorofil a 
białko wszystkich gatunków roślin przebadanych do roku 1983 [254], moż
na przypuszczać, że wcześniejsze dane (wskazujące na obecność tylko jed
nego rodzaju polipeptydu) były wynikiem zbyt niskiej rozdzielczości ele
ktroforezy w żelu. Część białkowa kompleksu P700 chlorofil a — białko jest 
kodowana przez chloroplastowy DNA [80]. Westhoff i wsp. [261] zidenty
fikowali miejsce tego genu na chloroplastowym DNA szpinaku. Jest to 
pojedynczy gen, więc przedstawione już tu  dane o różnicach w strukturze 
pierwotnej są albo artefaktem powstałym w czasie izolacji, albo — co jest 
bardziej prawdopodobne — mogą być wynikiem różnicującego potran- 
slacyjnego dojrzewania białka lub różnicującego potranskrypcyjnego doj
rzewania mRNA dla białkowej części kompleksu P 700 chlorofil a -  biał
ko. W odniesieniu do tej drugiej możliwości brak jednak dowodów. 
Vierling i Alberte [254] uważają więc, że polipeptydy o masach 58 i 62 kd 
reprezentują dwie formy pojedynczego składnika.

Badano także biosyntezę polipeptydów związanych z P700 in vivo, 
głównie w celu ustalenia, w jakim stopniu proces ten zależy od światła 
i nagromadzenia się chlorofilu. Rezultaty, jakie uzyskano (używając do 
badania rozwijających się chloroplastów jęczmienia), nie wskazują, aby 
światło czy tempo syntezy chlorofilu mogły w bezpośredni sposób kon
trolować syntezę tych polipeptydów [255].

Oprócz opisanych polipeptydów w preparatach PS I są obecne tak
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że polipeptydy o niewielkich (niższych od 25 kd) masach cząsteczko
wych, np. [187].

Część autorów uważa, że nie są one wymagane dla aktywności P 700 
in vivo, chociaż mogą działać stabilizująco na kompleks.

2 i 3. Kompleks fotoukładu II +  zbierający energią kompleks chloro
fil alb białko (LHC). W skład fotoukładu II wchodzi, jak już wspomnia
no tu; (a) centrum reakcji (P68o) biorące, podobnie jak P70o w PS I, bez
pośredni udział w transporcie elektronów; (b) plastochinon (PQa> ryc. 
11) będący pierwotnym, stabilnym akceptorem elektronów [5]; (c) barw 
niki tworzące anteny energetyczne. Ich funkcją jest przekazywanie za
absorbowanej energii na centra reakcji. W centrum reakcji PS II biał
kową część reprezentują od cztery do pięciu rodzajów polipeptydów o m a
sach cząsteczkowych wynoszących 47, 43, 32, 30 i 10-7 kd [215], z k tó
rych najprawdopodobniej tylko dwa większe (47 i 43 kd) wiążą barwniki 
fotosyntetyczne.

Badania przeprowadzone w latach siedemdziesiątych wykazały, że 
oprócz poznanych już fotoukładów (PS I i PS II), barwniki fotosyntetycz
ne tworzą w błonach tylakoidowych także trzeci zespół, k tóry nazwano 
LHC [243]. W jego skład, w całkowicie dojrzałych chloroplastach, wcho
dzi aż 50-60°/o wszystkich barwników chlorofilowych, przy czym z PS I 
związane są chlorofile absorbujące najbardziej długofalowe światło (680- 
700) [178]; PS II wyposażony jest w chlorofile o maksimach absorbcji 
między 670-680 nm [72, 215], LHC natomiast zawiera chlorofil b, którego 
maksimum absorbcji (w wyizolowanych kompleksach) wynosi 650 nm 
(czerwień), chlorofile zaś a absorbują światło o długości 660 i 680 nm
[176].

LHC funkcjonuje jako molekularna antena zbierająca energię sło
neczną, reguluje przekazywanie energii wzbudzania na centra reakcji PS
II i PS I (np. praca przeglądowa Włoch [269]). Proces ten zależy od 
fosforylacji białkowej części LHC [40]. Kompleks pośredniczy również 
w interakcji błon tylakoidowych, prowadzącej do powstawania stosów 
zespolonych błon gran [25, 70].

Jak  już wspomniano, wymiary cząstek na powierzchniach EFs i EFu 
błony tylakoidowej zmieniały się wraz ze zmianą liczby LHC, które przy
łączyły się do 8 nm cząstek stanowiących centrum reakcji PS II (ryc. 8) 
[21]. Późniejsze badania ujawniły ponadto istnienie dodatkowej puli jed
nostek LHC nie przyłączonych do PS II [226, 231, 270]. Jednostki te 
tworzyły około 8 nm średnicy cząstki na powierzchni PF i zostały przez
Staehelina i Arntzena [232] nazwane „mobilnymi jednostkami LHC”, dla 
odróżnienia od „związanych jednostek LHC”, przyłączonych do komplek
sów PS II. Są dowody wskazujące, że mobilne LHC są odpowiedzialne za
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adhezję tylakoidów i dlatego są one obecne przede wszystkim w regio
nach gran.

Natyw ny LHC jest najprawdopodobniej oligomerem złożonym z i- 
dentycznych podjędnostek [211, 239]. Stanowi on strukturalną i funkcjo
nalną jednostkę tylakoidowej błony chloroplastu, którą można izolować 
[55]. W skład LHC wchodzą chlorofile a i b, przy czym a : b «  1, luteina 
i neoksantyna oraz jeden do kilku polipeptydów o masach cząsteczko
wych od 21 000 do 29 000 [15, 16, 55, 77, 157, 211]. Każdy polipeptyd 
łączy się z 6-11 cząsteczkami chlorofilu a, i z 6-11 cząsteczkami chloro
filu b oraz z mniejszą liczbą cząsteczek karotenoidów [175, 245]. Wielkość
stosunku chlorofilu a do b wskazuje, że chlorofil b jest zlokalizowany 
głównie, jeżeli nie wyłącznie w tym zespole barwników. Interesującą włas
nością LHC, która odróżnia go od innych chlorofilowobiałkowych kom
pleksów, jest zdolność LHC do tworzenia kryształów w warunkach in 
vitro [176]. Kryształy takie były i są nadal badane np. za pomocą ele
ktronowej mikroskopii i metodą dyfrakcji promieni X. Opublikowane os
tatnio wyniki badań [138, 139] wykazały, że LHC grochu jest to wysoce 
asymetryczne białko zbudowane z dwóch rodzajów polipeptydów o masach 
cząsteczkowych 25 000 i 27 000. Jest on trim erem  złożonym z trzech 
ekwiwalentnych pod jednostek (monomerycznych LHC), które — zda
niem Kiihlbrandta i wsp. [139] — są prawdopodobnie heterodimerami 
dwóch polipeptydów. Jedną stronę trim eru (określoną przez Kiihlbrandta 
[138] mianem górnej strony) stanowią trzy haczykokształtne, nieco kań-

Ryc. 12. Schemat jednego kom pleksu zbierającego energię (LHC). T ró jkro tna sy
m etria kom pleksu wskazuje, że jest to tr im er złożony z trzech strukturow o ekwi-

#

w alentnych podjednostek. Zakreskow ane regiony przedstaw iają część kompleksu 
w ystającej z hipotetycznej, 4,5 nm  podwójnej w arstw y lipidowej. Płaszczyzna na gó
rze kom pleksu bierze najprawdopodobniej udział w  in terakcji błon poprzez siły 
van der Waalsa oddziałujące między cząsteczkami LHC w zespolonych błonach

[138]

http://rcin.org.pl



238 A. W O Ź N Y

ciaste piaty. Każdy płat jest prawdopodobnie złożony z trzech pionowo 
ukierunkowanych, w przybliżeniu cylindrycznych domen o średnicy oko
ło 1,5-2 nm, połączonych za pomocą węższych regionów (ryc. 12). Prze
ciwną stronę tworzą trzy podłużne występy. Górna strona kompleksu 
ma 3-4 razy większą powierzchnię niż strona przeciwna [138]. P rzy
puszczalnie ta, tak obszerna płaszczyzna na górnej stronie cząsteczek 
LHC, związana jest z funkcją, jaką pełni kompleks w interakcji między 
błonami. Jak wykazali Kiihlbrandt i wsp. [139], odległość między zespo
lonymi listkami błon tylakoidowych wynosi 5,6-5,8 nm, co wystarcza, 
aby kompleksy LHC, znajdujące się w przylegających do siebie błonach, 
mogły się zbliżyć na tyle, by zaczęły między nimi działać siły van der
Waalsa [30, 31]. Płaska górna powierzchnia cząstek LHC jest bardzo do
godna do tego celu. Inną możliwą funkcją tej części LHC jest według 
Kiihlbrandta [138] zapewnienie warunków określonej orientacji anteno
wych chlorofili. Trzy występy na przeciwnym końcu mogą służyć jako 
zaczepy cząsteczki LHC w błonie i umożliwiać kontakt z chlorofilowo- 
białkowymi kompleksami PS II, które są ściśle związane z LHC [14].

Ostatnio została określona sekwencja aminokwasów dla większego 
polipeptydu LHC grochu i jego dokładna masa cząsteczkowa, która wy
nosi 28 512 [66]. Przyjmując założenie, że białko LHC ma taką samą 
gęstość jak bakteriorodopsyna, Kiihlbrandt [138] podał, że masa cząstecz
kowa LHC wynosi około 100 000. Jest to więc wartość niższa od przed
stawionej przez Mc Donnel i Staehelina [161], według których masa czą
steczkowa kompleksu wynosi 202 000-234 000. Uwzględniając przyłączony 
chlorofil, wielkość masy cząsteczkowej LHC podana przez Kiihlbrandta 
[138] wskazuje, że trim er jest raczej utworzony z trzech niż z sześciu 
polipeptydów. Kiihlbrandt [138] uważa ponadto, że dwa rodzaje polipep
tydów znalezione w LHC grochu są ekwiwalentne strukturowo i mogą 
się wymieniać w trimerze. Poznano również nieco szczegółów dotyczą
cych syntezy LHC. Wykazano np. [18], że podczas indukowanego świat
łem zazieleniania się roślin powstaje specyficzny produkt transkrypcji 
dla białkowej części LHC, który można zidentyfikować w obrębie frakcji 
poli-A mRNA. Następnie udowodniono [17], że proces powstawania tego 
mRNA znajduje się pod kontrolą fitochromu. Krótkotrwałe oświetlenie 
etiolowanych roślin czerwonym światłem nie wystarcza jednak do pow
stania kompletnego LHC. Drugim niezbędnym elementem do jego utwo
rzenia jest fototransformacja protochlorofilidu a w chlorofilid a i synteza 
chlorofilu b. Chlorofile, a szczególnie chlorofil b są również niezbędne do 
wytwarzania stabilnego LHC [18, 19, 39], Istnieje ponadto wyraźna ko
relacja między ilością chlorofilu b i LHC wbudowanego w błony tylakoi- 
dowe [221], Wyniki badań strukturowych, dotyczące LHC, a uzyskane 
w dużej mierze dzięki zastosowaniu techniki kriorytownictwa, opisano 
w rozdziale dotyczącym rozmieszczenia białek w błonach tylakoidów.
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4. Kompleks plastydowej ATP-azy  (CFo-CFj ATP syntetazy). Zwią
zany z błoną tylakoidową kompleks ATP-azy składa się z peryferycznej 
części, zwanej czynnikiem sprzęgającym CFX, oraz z części integralnie 
związanej z błoną, zwanej CF0. CFX zbudowany jest z pięciu podjedno
stek: a, |3, y, 5, e. Podjednostki a i (3 mają miejsca, do których przyłączają 
się nukleotydy, dlatego przyjmuje się, że tworzą one katalityczne centrum 
kompleksu. Podjednostka y uczestniczy w konformacyjnych zmianach 
kompleksu oraz w przenoszeniu protonów przez kanał CF0 do katalitycz
nego centrum ATP-azy. Podjednostka 8 wiąże CF: z CF0, a tym samym 
z błoną tylakoidu [238, a także prace przeglądowe 29, 159, 186, 235]. 
Funkcją najmniejszej podjednostki CF4 — e jest kontrola aktywności 
ATP-azy poprzez interakcję z podjednostką y [128, 186]. Stosunki iloś
ciowe podjednostek CFX są najprawdopodobniej następujące: 2a, 2(3, y, 
6, 2e (praca przeglądowa [185]), chociaż nie można wykluczyć występo
wania innych stosunków ilościowych. Masę cząsteczkową CFX określono 
na 325 000, a podjednostek odpowiednio na 59 000 (a), 56 000 (|3), 37 000 
(y), 17 500 (8) i 13 000 (e) [44]. W błonach tylakoidowych jedna cząstecz
ka CFj przypada na 830-890 cząsteczek chlorofilu [235]. W skład CF0 
wchodzą trzy podjednostki o masach cząsteczkowych wynoszących od
powiednio 15 000 (I), 12 500 (II) i 8 000 (III) [186]. Funkcja dwóch więk
szych podjednostek CF0 jest nieznana, natomiast najmniejsza z nich (pod
jednostka III) jest hydrofobowym proteolipidem [237], bardzo podobnym 
w ATP-azach pochodzących z różnych roślin [235]. Podjednostka ta jest 
heksamerem funkcjonującym jako kanał protonowy [225].

Wyizolowane CFX wykazują funkcję ATP-azową tylko po uprzednim 
potraktowaniu np. trypsyną [248] lub podwyższoną tem peraturą [84], 

> Wskazuje to, że wyizolowane białko istnieje w postaci nieaktywnej ka
talitycznie (latentna ATP-aza). Takie cząsteczki CF1? związane z błonami, 
hydrolizują ATP w bardzo wolnym tempie, jeżeli chloroplasty są np.
trzymane w ciemności. Znaczna aktywność ATP-azowa była natomiast 
obserwowana wtedy, kiedy błony tylakoidowe najpierw oświetlano, a póź
niej dopiero dodawano ATP (aktywowana światłem ATP-aza) [235]. Wy
niki uzyskane przez Wagenvoorda i wsp. [256] potwierdziły przypuszcze
nie, że katalityczne miejsce cząsteczki CF: znajduje się w podjednostkach 
a i (lub) (3.

Aktywność chloroplastowej ATP-azy podlega regulacji, tzn. aktyw 
ność ta jest dostosowana do naturalnych warunków, np. zmian intensyw
ności światła w cyklu dzień — noc. Zasada kontroli tkwi w zdolności en
zymu do „rozpoznawania” tych warunków i reagowania „włączaniem się” 
i „wyłączaniem”, a także modulacją aktywności katalitycznej [np. 171]. 
Mechanizm regulacji jest obecnie przedmiotem intensywnych badań [235].
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5. Kompleks cytochrom b6-j .  Kompleks cytochrom b6-f  jest kom 
pleksem integralnych białek, który obejmuje kilka rodzajów polipepty- 
dów. Są nimi: polipeptyd cytochromu f (34 kd), polipeptyd z dwoma 
hemami cytochromów typu b6 (23 kd), polipeptyd o wysokim potencjale, 
określany mianem „Rieske FeS białko” (20 kd), strukturow y polipeptyd 
o masie 17 kd, mały 5 kd peptyd oraz związany plastochinon [103 i cyt. 
tam lit.].

Dokładna lokalizacja kompleksów cytochrom b6- f  w błonach tylakoi- 
dowych nie została jeszcze jednoznacznie ustalona. Chociaż wyniki dwóch 
przeprowadzonych analiz frakcjonowanego materiału [8, 67] są zgodne 
z poglądem na równomierne rozmieszczenie kompleksów cytochrom b6- f  
w obrębie tylakoidów gran i stromy, to istnieją również doniesienia (np. 
H enry’ego i Moliera 1981, cyt. za [233]) informujące o braku takich kom 
pleksów na terenie gran. Z kolei Ghirardi i Melis [94], opierając się na 
wynikach kinetycznych analiz składników łańcucha przenośników elektro
nów chloroplastów kukurydzy, stwierdzili, że kompleksy cytochrom b6- f  
występują w obrębie brzegów (margins) tylakoidów gran.

Ryc. 13. Model obrazujący orientację cząsteczki cytochromu f w  błonie tylakoido- 
wej. Liczby określają reszty aminokwasowe, przy czym pofałdowanie odcinka od

1 do 250 reszty aminokwasowej przedstawiono schematycznie [267]

Morschel i Staehelin [174], dysponując oczyszczonymi kompleksami 
cytochrom b6- f  o średnicy 8,5 nm i wysokości 11 nm, określili masę 
cząsteczkową izolowanego kompleksu — wynosi ona 280 000. Kompleks 
cytochrom b6- f  funkcjonuje jako przenośnik elektronów między dwoma 
fotoukładami, a niektórzy autorzy postulują także, że uczestniczy on w 
translokacji protonów w poprzek błony tylakoidowej [114]. Stosunkowo 
dobrze poznany jest jeden ze składników kompleksu, a mianowicie cy-

http://rcin.org.pl



S T R U K T U R A  I S U B U L T R A S T R U K T U R A  C H L O R O P L A S T Ó W  G R A N O W Y C H  241

tochrom f, który w procesie transportu elektronów otrzymuje elektrony 
z centrum Rieske FeS i przekazuje je na plastocyjaninę (miedzioprotei- 
na). S truktura i topologia cytochromu f uzyskanego z chloroplastowych 
błon grochu została podana przez Willeya i wsp. [267]. Ustalili oni, że 
białko to zawiera 285 reszt aminokwasowych, a jego masa cząsteczko
wa wynosi 31 090. Określili także sekwencję aminokwasów. Cytochrom 
f jest umiarkowanie hydrofobowym białkiem. Jedyny hydrofobowy re
gion obejmuje 20 reszt aminokwasowych 251-270 (ryc. 13), a więc od
cinek znajdujący się w obrębie podwójnej warstwy lipidowej błony ty- 
lakoidowej. Po obu stronach hydrofobowego regionu znajdują się amino
kwasy obdarzone ładunkiem elektrycznym: arginina w pozycji 250 i ko
lejno trzy lizyny w pozycjach 271-273. Powszechnie akceptowana loka
lizacja plastocyjaniny po wewnętrznej stronie tylakoidu [33] sugeruje, 
że koniec N cytochromu f jest również tam  zlokalizowany, natomiast 
liczący 15 reszt aminokwasowych koniec C eksponowany jest w kierun
ku stromy (ryc. 13).

Dynamiczne aspekty organizacji błony tylakoidowej
%

W p ł y w  s o l i  n a  s t r u k t u r ę  b ł o n y  t y l a k o i d u .  W ta
beli 2 zestawiono informacje o rozmieszczeniu w obrębie błon tylakoido- 
wych pięciu wewnątrzbłonowych kompleksów białkowych. Doświadcze
nia z zastosowaniem m.in. metody elektroforezy cząstek, pomiaru po
wierzchniowego potencjału (praca przeglądowa Barbera [31]) ujawniły, 
że tylakoidy w obojętnym pH mają przewagę ujemnych ładunków elek
trycznych na zewnętrznej powierzchni błony. Adhezja błon tylakoido- 
wych jest możliwa dopiero po zneutralizowaniu tych ładunków kationa
mi [30, 31], przy czym — jak wynika z cytowanych już prac Barbera — 
jedno wartościowe kationy są najmniej efektywne, a trójwartościowe — 
najsilniej. Przeniesienie wyizolowanych tylakoidów do środowiska o ni
skim stężeniu soli (np. lOmM NaCl) powoduje nie tylko zaniknięcie 
regionów zespolonych tylakoidów, ale także wymieszanie się wszystkich 
wewnątrzbłonowych kompleksów białkowych [229]. Dodanie do zawie
siny tylakoidów >  3 mM MgCl2 lub >  150 mM NaCl prowadzi do for
mowania się nowych gran i równoczesnej resegregacji kompleksów mię
dzy regiony zespolonych i niezespolonych błon [169, 229]. Opisane za
nikanie gran w niskim stężeniu soli nie jest ekwiwalentne procesowi 
wywołanemu fosforylacją LHC [141, 231].

Z m i a n y  w s t r u k t u r z e  t y l a k o i d u  w y w o ł a n e  f o s f o 
r y l a c j ą .  Optymalizacja niecyklicznego przepływu elektronów w błonach 
fotosyntetycznych u roślin wyższych i wielu glonów (ryc. 10) otrzymywa
na jest przez odkrytą pod koniec lat sześćdziesiątych regulację rodziału 
zaobsorbowanej energii wzbudzania elektronowego między centra reak-
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cji PS II i PS I [49, 180, 184], Autorzy ci wykazali, że kiedy rośliny ek
sponowano kolejno na światło o różnych zakresach spektralnych, wtedy 
ich barwniki antenowe podlegały dynamicznym adaptacjom do zmienio
nych warunków oświetlenia, co powodowało polepszenie równomierności 
w rozdziale energii między PS I i PS II. Adaptacje te są zwykle określa
ne jako przejście stan I— stan II. Stan I powstaje wtedy, gdy fotosyntety- 
zujący organizm zostaje wystawiony na światło, które jest absorbowane 
przede wszystkim przez PS I 700 nm). Adaptacja sprawiająca, że wię
cej zaabsorbowanej energii świetlnej będzie kierowane do PS II ujawnia 
się już po upływie kilku minut. Stan II natomiast jest wynikiem otrzyma
nia przez fotosyntetyzujący organizm światła absorbowanego przez PS II 
(650 nm) — adaptacja w tym  przypadku polega na zwiększaniu energii 
wzbudzania, która będzie kierowana do PS I.

Dopiero niedawno zaproponowano mechanizm przejścia stan I — stan
II. Przejście to jest związane z modyfikacją LHC, wywołaną fosforylacją 
budujących go peptydów. Bennett w serii doświadczeń [35-38] wykazał, 
że do błon chloroplastowych przyłączone są kinaza i fosfataza. Te zależ
ne od jonów Mg2+ enzymy kontrolują procesy forforylacji i defosfory- 
lacji rodników treoninowych znajdujących się na skierowanej w kierunku 
stromy powierzchni LHC. Kinaza może być aktywowana światłem. Au- 
toradiograficznie stwierdzono wbudowywanie 32P do kilku polipeptydów 
chloroplastowych błon. Szczególnie podatne dla tej zależnej od ATP reak
cji były polipeptydy LHC o masach cząsteczkowych 23 000 i 29 000. 
Jeżeli próbka była wystawiona na światło, to następowała fosforylacja bia
łek, gdy z kolei przenoszono je do ciemności — LHC ulegał szybkiej de- 
fosforylacji. Nieco później wykazano [1, 112], że kluczowym czynnikiem
kontrolującym aktywację kinazy jest stan redoksowy plastochinonu (PQ)
[103, 170]. Na świetle szybsze przenoszenie elektronów przez PS II niż 
przez PS I powoduje redukcję puli PQ, to zaś wywołuje aktywację kinazy 
i fosforylację białka LHC, przez co zwiększa się efektywność przekazy
wania energii wzbudzenia elektronowego do PS I. I odwrotnie — utlenia
nie PQ przez PS I inaktywuje kinazę, a fosfataza defosforyluje LHC, 
powodując efektywniejsze przekazywanie energii wzbudzenia elektrono
wego do PS II. Odkrycie odwracalnej fosforylacji białka LHC zwróciło 
uwagę również na to, że fosforylacja może przyczyniać się do zmian włas
ności zbierania energii świetlnej przez błony. Wyniki opublikowane przez 
Bennetta i wsp. [41] potwierdziły prawdziwość takiego przypuszczenia. 
Autorzy ci stwierdzili bowiem, że kiedy błony były ufosforylowane, 
wtedy więcej zaabsorbowanych kwantów było kierowanych do PS I. Sta
nowiło to główny wkład umożliwiający sformułowanie hipotezy, iż fos
forylacja białka LHC leży u podstaw biochemicznego mechanizmu kon
trolującego zmianę stanów barwników chloroplastowych.
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Z m i a n y  w s t r u k t u r z e  b ł o n y  z w i ą z a n e  z e  z m i a n ą  
s t a n  I — s t a n  II. Zdolność błon plastydowych do tworzenia regionów 
zespolonych zależy w dużej mierze od wzajemnie neutralizującego cha
rakteru  elektrostatycznych sił odpychających i przyciągających sił van der 
Waalsa, które istnieją na powierzchni błon [30, 31]. Wbudowanie więc
ujemnie naładowanych grup fosforanowych do związanych z błoną czą
stek LHC (na drodze fosforylacji białka LHC) powinno wpłynąć na struk- 
turową organizację błon, co sugerowano w kilku publikacjach, np. [42, 
201]. Kyle i wsp. [141, 142] przebadali dokładnie wpływ fosforylacji LHC 
na supramolekularną organizację błon tylakoidowych i zakres ich zespo
lenia się. Wykorzystali do tego celu trzy typy tylakoidów: tylakoidy kon
trolne, ufosforylowane in vitro oraz fosforylowane defosforylowane in 
vitro. Posługując się techniką kriorytownictwa nie byli w stanie odróż
nić błon niefosforylowanych, fosforylowanych i defosforylowanych, opie
rając się jedynie na jakościowej analizie ich czterech powierzchni. Jed
nak analiza ilościowa cząstek, jak również bezpośrednie pomiary długości 
regionów zespolonych i niezespolonych ujawniły wyraźne różnice w sup- 
ramolekularnej organizacji błon. I tak wywołana za pośrednictwem świat
ła fosforylacja LHC spowodowała w tylakoidach chloroplastów grochu 
obniżenie się liczby zespolonych tylakoidów o 23%. Indukowana ciem
nością defosforylacja LHC cofała ten efekt. Ponieważ obniżeniu liczby 
zespolonych błon tylakoidowych towarzyszyły tylko minimalne zmia
ny w gęstości cząstek, Kyle i wsp. [142] uważają więc, że zmiany te są 
wynikiem przemieszczenia się wewnątrzbłonowych cząstek z regionów 
zespolonych do niezespolonych. W ustaleniu, jakie cząstki podlegają mi
gracji, bardzo pomocny był fakt, że każda powierzchnia błony, uzyskana 
techniką kriorytownictwa, wyposażona jest w typowy dla siebie zespół 
cząstek [229], co zostało bardziej szczegółowo już tu przedstawione. Po
miary wielkości cząstek ujawniły, że w wyniku fosforylacji przemieszcza 
się tylko jedna kategoria cząstek wewnątrzbłonowych (ok. 8 nm cząstki po
wierzchni PF). Przemieszczały się one z regionów P F S do P F U, defosfory
lacja z kolei powodowała powrót owych cząstek z P F U do P F S. Posługując 
się metodami biochemicznymi Kyle i wsp. [142] ustalili, że lamelle stro
m y ufosforylowanych błon miały w porównaniu z nieufosforylowanymi 
wyższy poziom polipeptydów o masach cząsteczkowych 23 i 29 kd. Tym 
indukowanym fosforylacją zmianom towarzyszyło obniżenie wartości sto
sunku chlorofilu a do chlorofilu b (od 6,7 do 5,0) w lamellach stromy 
i równoczesny wzrost wartości tego stosunku w błonach gran (od 2,3 do 
2,6) [232], Wykorzystując te dane Kyle i wsp. [142] postawili hipotezę, 
w myśl której fosforylacja tylakoidów wywołuje przemieszczanie się 
podfrakcji LHC (opisanych wcześniej tzw. mobilnych LHC) z gran do 
lamelli stromy, a defosforylacja — ich powrót do gran.

6 — P o s t ę p y  B io l .  K o m . 3-4/85
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Ruch mobilnych LHC jest najprawdopodobniej uzależniony od wiel
kości powierzchniowego ładunku błony tylakoidowej i od powierzchnio
wej konfiguracji wbudowanych w nią kompleksów białkowych. Wiadomo 
bowiem, że normalnie tylakoidy mają ładunek ujemny, oraz że kationy 
obniżają powierzchniowy potencjał, prowadząc do zbliżenia się dwóch 
sąsiednich błon [30, 31]. Z kolei wystające ponad powierzchnię błony 
tylakoidowej segmenty LHC są regionami tzw. kationowych peptydów, 
bogatych w rodniki lizyny i argininy [177]. Segmenty te są nieodzowne 
przy powstawaniu gran i — jak się wydaje — mogą pełnić swoją funkcję 
poprzez interakcje ładunków z przyległą błoną, stabilizując regiony kon
taktu  błon [58, 177, 234]. Opisane segmenty LHC zawierają także dwa 
rodniki treoniny. Jeden z nich (lub oba) są miejscem (ami) wbudowywa
nia fosforanu. Przyjm uje się, że fosforylacja LHC może dodawać 6-12 
ujemnie naładowanych grup fosforanowych do każdej cząstki LHC [232]. 
Jest to zgodne z wynikami uzyskanymi przez Kyle’a i Arntzena [140], 
którzy obserwowali w najbliższej okolicy gran wyraźny wzrost ładun
ków ujemnych po fosforylacji LHC. Staehelin i Arntzen [239], twierdzą, 
że jest to wzrost powierzchniowych ładunków ujemnych, k tóry prowadzi 
do konformacyjnych zmian mobilnego LHC, a te powodują rozłączanie 
się błon i boczną migrację kompleksów z regionów zespolonych do nie- 
zespolonych. Funkcjonalną konsekwencją migracji LHC do lamelli stro
my jest wzrost ilości barwników antenowych związanych z PS I. Od
powiedni wzrost wartości a (tak określa się część zaabsorbowanej energii,
która została przekazana do PS I [56]), był rzeczywiście odnotowywany 
w ufosforylowanych błonach [104, 141]. Obserwacje te potwierdzają też 
hipotezę Bonaventury i Meyersa [49], zgodnie z którą przejście stan I ■— 
stan II zmienia własności absorpcyjne obu fotosystemów. Usunięcie na
tomiast z gran mobilnych jednostek LHC, bez istotnego zagęszczenia
pozostających w regionie zespolonych błon centrów PS II, może być 
przyczyną pogorszonej łączności między centrami PS II, co obserwowano 
w ufosforylowanych błonach [104, 141], Obniżenie za pośrednictwem LHC 
energii przekazywanej z PS II do PS II prowadzi ponadto do wzrostu 
przekazywania jej z PS II do PS I.

Tak więc poznane dotychczas fakty wskazują, że chociaż fosforylacja 
białka LHC jest niezbędna, to sama nie wystarcza do spowodowania zmia
ny stanu. Równie ważną częścią mechanizmu odpowiedzialnego za regu
lację dostarczanej energii do PS I i PS II jest zachodząca w płaszczyźnie 
błony boczna migracja mobilnych LHC.

D o  c z e g o  „ p o t r z e b n e ” s ą  c h l o r o p l a s t o m  g r a n a ? .  Jed
ną z nadal intrygujących własności błon chloroplastów roślin wyższych 
i zielenic jest ich przestrzenne zróżnicowanie na regiony zespolone (gra
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na) i niezespolone (lamelle stromy). Cecha ta jest wyraźnie związana 
z funkcjonalną specjalizacją błon. Błony chloroplastowe odpowiedzialne 
są za zbieranie energii świetlnej i produkcję stabilnych, wysokoenerge
tycznych związków chemicznych (ATP i NADPH2). Analiza rozwoju błon 
i tworzenia się gran ujawniła, że z powstaniem regionów zespolonych błon 
skorelowany jest wzrost efektywności zbierania energii i jej wykorzy
stywania, zwłaszcza przy niekorzystnych warunkach świetlnych [22, 48], 
Jest to zgodne z wieloma doniesieniami, które informują, że rośliny rosną
ce w cieniu lub przy niskiej intensywności światła mają więcej zespolo
nych błon niż rosnące przy wysokiej intensywności, np. [46, 162]. Jak 
już wspomniano tu, u roślin wyższych i zielenic LHC jest nie tylko 
głównym kompleksem zbierającym energię, ale również składnikiem po
wodującym adhezję między błonami chloroplastów. Zatem kiedy w arun
ki świetlne stają się czynnikiem ograniczającym w fotosyntezie, wów
czas pierwotną adaptacją roślin jest proporcjonalny wzrost zawartości 
LHC w tylakoidach oraz ilości zespolonych błon [9]. Wyjaśnia to zależ
ność między warunkami świetlnymi i liczebnością tylakoidów gran, nie 
wyjaśnia jednak bardziej podstawowej kwestii, a mianowicie, po co 
grana w ogóle powstają? Staehelin i Arntzen [232] zaproponowali nastę
pujące wyjaśnienie: chlorofile związane z LHC absorbują światło o kró t
szej fali niż chlorofile centrów reakcji PS I i PS II. Umożliwia to temu 
kompleksowi bardzo skuteczne przekazywanie energii wzbudzenia elektro
nowego do obu typów centrów reakcji, np. wskutek indukowanego rezo
nansu. Ponieważ jednak przekazywanie energii wskutek indukowanego 
rezonansu jest zależne od wielu parametrów, m.in. od odległości między 
cząsteczkami chlorofilu, ich orientacji, w błonach chloroplastowych wy
stępuje więc także kilka innych kierunków przekazywania energii wzbu
dzenia, a mianowicie L H C L H C  i PS I I -> PS I [56, 126]. W związku 
z tym rodzi się pytanie: co sprawia, że cała zebrana przez różne syste
m y antenowe energia nie jest przekazywana do PS I? To centrum reak
cji jest bowiem wyposażone w barwniki chlorofilowe o maksimach absor- 
bcji najbardziej przesuniętych w kierunku czerwieni i równocześnie jest 
bardziej skuteczne w zbieraniu energii świetlnej niż PS II [268].

Według Staehelina i Arntzena [232] ewolucja dostarczyła roślinom 
zielonym „prostego” strukturowego rozwiązania tego problemu poprzez 
segregację większości PS II i LHC w granach, a większości PS I w re
gionach błon stromy (tab. 2). Taka przestrzenna segregacja dwóch typów 
centrów reakcji chroni przez nadmiernym przekazywaniem energii wzbu
dzenia z PS II do PS I. Mimo istnienia owej segregacji fotoukłady konku
rują o energię promienistą, a to narzuca pewne ograniczenia funkcji. Gdy
by więc zestaw barwników został jednolicie rozdzielony między lamelle 
gran i stromy, własności absorbcji światła przez chloroplasty byłyby
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stałe. Ponieważ faktyczne warunki świetlne otoczenia nie są stałe, a „za
potrzebowania” komórek w stosunku do PS I pośredniczącego zarówno 
w niecyklicznym, jak i cyklicznym przepływie elektronów również czę
sto się zmieniają, dlatego więc taki jednowariantowy rozdział barwników 
byłby niekorzystny. Jednak wykształcenie się systemu mobilnych an
ten, które mogą być zmiennie rozdzielane między bogate w PS II grana 
i bogate w PS I lamelle stromy spowodowało, że problem regulacji roz
działu energii przestał istnieć, a fotosynteza w roślinach wyższych uzys
kała maksymalne natężenie.

K o n t r o l a  r o z d z i a ł u  e n e r g i i  w z b u d z e n i a  w p i a s t y -  
d a c h  n i e  m a j ą c y c h  t y l a k o i d ó w  z r e g i o n a m i  z e s p ó l -  
n y c h b ł o n .  W świetle poprzednich rozważań na temat mechnizmu 
kontroli rozdziału energii wzbudzenia elektronowego między PS II i PS 
I może się wydać nieco dziwne, że podstawa zjawiska, tzn. przejście 
stan I — stan II, została opisana po raz pierwszy dla krasnorostu z ro 
dzaju Porplnyridium [180], glonu nie mającego zespolonych tylakoidów. 
Tylakoidy krasnorostów, podobnie jak sinic, są pozbawione LHC zawiera
jącego chlorofil b. Wykorzystują natomiast zbierające energię anteny, 
znane jako fikobilisomy (zbierającymi energię barwnikami są w nich fiko- 
biliproteiny [93, 96]). Fikobilisomy są dużymi kompleksami barwników 
z białkami, zlokalizowanymi nad kompleksami PS II na kontaktujących 
się ze stromą powierzchniach tylakoidów. Wydaje się, że są one zarówno 
strukturowo, jak i funkcjonalnie powiązane z kompleksami PS II [93, 
95, 96]. Jest jeszcze bardzo mało wiadomo o mechnizmie przejścia stan I — 
stan II w tylakoidach, które są wyposażone w fikobilisomy [216]. Staehe- 
lin i Arntzen [232] sądzą, że u glonów, podobnie jak u roślin zielonych, 
mechanizm ten jest również zależny od reorganizacji błonowych kom
pleksów wywołanych zmianą wielkości powierzchniowych ładunków ujem 
nych. Do wywołania takiego samego efektu (tzn. przejścia stan I -— 
stan II) wystarczają tu jednak znacznie mniejsze reorganizacje. Ponieważ 
zdolność wiązania energii wzbudzenia przekazywanej w wyniku indu
kowanego rezonansu maleje do szóstej potęgi odległości [236], dlatego na
wet zmiany rzędu 10 nm w przestrzennych układach istniejących między 
centralnymi (zawierającymi allofikocyjaninę) podjednostkami fikobiliso- 
mów a znajdującymi się w błonie kompleksami PS II i PS I mogą być 
wystarczające do regulacji rozdziału energii wzbudzenia między te dwa 
kompleksy.
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AKROSYNA PLEMNIKÓW I JE J  INHIBITORY — WŁAŚCIWOŚCI 
BIOCHEMICZNE ORAZ FUNKCJA W PROCESACH ROZRODU

ZWIERZĄT

ACROSIN OF SPERMATOZOA AND ITS INHIBITORS — BIOCHEMICAL 
PROPERTIES AND FUNCTION IN THE PROCESSES OF ANIMAL

REPRODUCTION

Jerzy  STRZEŻEK, Jadw iga TORSKA

K atedra Biochemii Zwierząt, Wydział Zootechniczny, 
Akademia Rolniczo-Techniczna, Olsztyn—Kortowo, bl. 37

Streszczenie. Przedstawiono ak tualne  poglądy na powstawanie, lokalizację w ukła
dzie rozrodczym i właściwości fizykochemiczne poszczególnych składników syste
mu akrosynowego, tj. proakrosyny, akrosyny oraz natura lnych  inhibitorów tego 
enzymu. Szczególną uwagę zwrócono na udział akrosyny w przebiegu procesów 
reprodukcyjnych u zwierząt oraz mechanizmy w arunkujące zachowanie odpowied
nio wysokiej aktywności wymienionego enzymu.

Sum m ary.  Recent views are presented as regards formation, location in the re 
productive system, and physico-chemical properties of particu lar components of 
the acrosin system, viz. of proacrosin, acrosin, and n a tu ra l  inhibitors of this enzy
me. Special attention was given to acrosin participation in the processes of anim al 
reproduction, as well as to the mechanisms determ ining properly  high activity  of 
the enzyme.

WSTĘP

Akrosomy plemników charakteryzują się obecnością licznych enzy
mów hydrolitycznych, spośród których ■— ze względu na rolę w procesie 
zapłodnienia — na szczególną uwagę zasługują: hialuronidaza, kwaśna 
fosfataza, neuraminidaza oraz trypsynopodobny enzym — akrosyna [EC. 
3.4.21.10] (tab. 1).

Funkcja biologiczna akrosyny polega na katalizowaniu reakcji hy-
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TABELA 1

Enzymy hydrolityczne akrosomu plemnika

Hialuronidaza N-acetylo-^-glukozaminidaza
Kwaśna fosfataza Aspartyl amidaza
(3-galaktozydaza Amidaza ary Iowa
a-mannozydaza Kwaśna proteaza
(3-gIukuronidaza Kolagenaza
Neuraminidaza Enzym penetracji komórek coron

(CPE)
Arylosulfataza RN-aza
Fosfolipaza A DN-aza

Akrosyna (EC 3.4.21.10.)

drolitycznego rozszczepiania sjaloglikoproteinowej osłonki przejrzystej 
jaja (zona pellucida) w czasie procesu zapłodnienia [2, 11]. W reakcji tej 
omawiamy enzym współdziała z neuraminidazą.

Obecność akrosyny stwierdzono w ekstraktach plemników wielu ga
tunków zwierząt oraz człowieka, przy czym zwraca uwagę jej stosunko
wo niska aktywność w ekstraktach plemników po ejakulacji w porów-

TABELA 2

Aktywność akrosyny w ekstraktach aksomowych plemników różnych gatunków
zwierząt

*) 1 mU — ilość akrosyny powodująca zmianę absorpcji o 0,001/min w 253 nm
z BAEE

Źródło
mU *)/mg białka

Gatunek
£ — j k  U U 1 V /

plemników zakres preinkubacja
(mU)* pH 8,0 pH 3,0

Królik ejakulat 0-20 9 950
najądrze 112-573 400 830

Knur ejakulat 0-91 • 8 1330
najądrze 750-2390 1300 1360

Buhaj ejakulat 0-1 1 120
najądrze 0-24 5 130

Tryk ejakulat 83-715 250 420
najądrze 43-332 200 530

Ogier ejakulat 0-138 25 460
najądrze 0-1000 300 530

Małpa ejakulat 74-240 83 120
Świnka morska najądrze 1 1 4
Chomik najądrze 0-0,3 0,3 4
Szczur najądrze 0-1 1 T  - - - - - -

Kogut ejakulat 1800-2640 1660 830
najądrze • 880-2720 1850 500
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naniu do obserwowanej w komórkach izolowanych z najądrzy czy też 
ekstraktach plemników ejakulowanych, poddanych inkubacji w roztwo
rach o pH około 3,0 [116] (tab. 2).

Zjawisko to uwarunkowane jest występowaniem akrosyny w plem
nikach ejakulowanych w formie nieaktywnego zymogenu, tzw. proakro- 
syny, stabilizowanego specyficznymi inhibitorami. Inhibitory akrosyny
związane są również z plazmolemmą plemników [22].

Proakrosyna, akrosyna oraz naturalne inhibitory tego enzymu sta
nowią tzw. system akrosynowy plemników, którego prawidłowe funkcjo
nowanie warunkuje przebieg procesu zapłodnienia komórki jajowej.

Niniejsza praca dotyczy charakterystyki wymienionych białek akro- 
somowych oraz prezentuje obecne poglądy na ich funkcję w rozrodzie.

PROAKROSYNA

Zymogenowa forma akrosyny, tzw. proakrosyna, syntetyzowana w 
procesie spermatogenezy, pojawia się w haploidalnych spermatydach, po 
czym jej zawartość systematycznie wzrasta do momentu powstania plem
ników [46]. Obecność ziarnistości proakrosyny w obrębie akrosomu męs
kich komórek płciowych wskazywać może na wysoki stopień organiza
cji strukturalnej zymogenu, przypuszczalnie warunkującej prawidłowy 
przebieg proteolizy osłonki przejrzystej jaja [91, 111].

Proakrosynę izolowano i częściowo oczyszczono z jąder i plemników 
najądrzowych królika [49, 50] oraz ejakulowanych plemników knura 
[65]. Obecność zymogenu stwierdzono również w plemnikach najądrzo
wych chomika [51] oraz ejakulowanych plemnikach człowieka [66].

Masa cząsteczkowa proakrosyny waha się od 55000 u knura do 67000 
u myszy. Aktywacja omawianego zymogenu przebiega w pH 8,0-8,5 i jest 
funkcją nieliniową [26]. Kontrola elektroforetyczna przebiegu procesu 
autoaktywacji proakrosyny wyodrębnionej z plemników knura wskazuje, 
że w miarę upływu czasu inkubacji pojawiają się 3 frakcje akrosynowe 
(a, P, y) o tej samej specyficzności działania, różniące się masą cząsteczko
wą [65]. Przebieg omawianego procesu przedstawić można jako nastę
pujące po sobie reakcje (rye. 1).

Proces aktywacji stymulowany jest dodatkiem czystych preparatów 
akrosyny lub trypsyny (stosunek enzym : zymogen =  1 : 20), jonami Ca2+ 
oraz zależy od stężenia proakrosyny w mieszaninie inkubacyjnej. Suge
ruje się, że w warunkach fizjologicznych funkcję aktywatora, obok jonów 
wapniowych, pełnić może wolna akrosyna, występująca w plemnikach 
w stosunkowo niewielkich ilościach. Możliwe jest również proteolityczne 
działanie samego zymogenu [43].

http://rcin.org.pl



266 J. S T R Z E Ż E K , J. T O R S K A

PROAKROSYNA I 
l m . c z .  55000) 

nieaktywna

PROAKROSYNA II
l m . c z .  53000) 

nieaktywna

T
OL- AKROSYNA 
(m .c z .  49000)  

aktywna

(3- AKROSYNA
(m .cz .  34000J 

aktywna

/'-AKROSYNA 
(m .c z .  *15000) 

aktywna

Ryc. 1

AKROSYNA

W męskich komórkach płciowych ssaków akrosyna występuje w po
łączeniu z błoną wewnętrzną akrosomu [4, 13, 28, 32, 55, 76].

W ostatnim okresie wyizolowano oraz określono niektóre właściwości 
tego enzymu z plemników człowieka [30, 82], knura [23, 62, 80, 81, 121], 
królika [88, 89], tryka [9, 56, 84], buhaja [27] oraz koguta [11, 40, 59].
W stosowanych metodach oczyszczania etap wstępny stanowi filitracja 
żelowa ekstraktów akrosomowych z użyciem kwaśnego roztworu w ym y
wającego. Procedura ta warunkuje oddzielenie akrosyny od inhibitorów 
tego enzymu. Dalsze postępowanie uwzględnia pochodzenie gatunkowe 
badanego materiału.

W tabeli 3 podano wartości masy cząsteczkowej akrosyny izolowanej 
z plemników różnych gatunków zwierząt. Ich znaczny rozrzut (od 22000 
do 73000) uwarunkowany jest możliwościami tworzenia agregatów białko-

TABELA 3

Masa cząsteczkowa akrosyny różnych gatun
ków zwierząt

Gatunek Zakres wartości

Królik 22 000-73 000
Knur 30 000-56 000
Buhaj 34 000-44 000
Tryk 30 000-34 000
Kogut 26 000

wych, powstałych w wyniku elektrostatycznego oddziaływania podjed- 
nostek akrosyny [29, 61, 91], oraz autolizą utworzonych produktów [27, 
79]. Z tych też względów dokładne określenie masy cząsteczkowej enzy
mu jest niezmiernie utrudnione. Akrosyna knura np. ma masę cząstecz
kową około 38000 [79]. Uzyskane preparaty zawierają jednakże dodatko
we formy tego enzymu o masach 37000, 34000, a nawet 10000. Ich obec
ność stwierdza się najczęściej w ekstraktach plemników nasienia przecho
wywanego przez pewien czas, co wskazuje na postępującą degradację 
cząsteczek akrosyny.
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SKŁAD AMINOKWASOWY AKROSYNY

Akrosyna zaliczona jest do glikoprotein [79]. Zawartość węglowoda
nów w cząsteczce enzymu z plemników knura wynosi około 10%. Zmia
na ruchliwości elektroforetycznej pod wpływem neuraminidazy suge
ruje, że różny udział węglowodanów w budowie akrosyny warunkować

0

może powstawanie licznych form molekularnych tego enzymu [80].
W składzie aminokwasowym akrosyny, niezależnie od jej pocho-

TABELA 4

Skład aminokwasowy akrosyny i trypsyny (reszt/cząsteczkę)

Aminokwas
Akrosyna 

knura 
(m. cz. 30 000)

Akrosyna czło
wieka frakcja y 
(m. cz. 25 000)

Trypsyna
trzustkowa

Asp 23 21,2 21
Thr 20 9,7 10
Ser 18 26,6 24
Glu 27 19,6 21
Pro 40 6,2 9
Gly 34 32,4 20
Ala 19 13,6 13
Cys 8 nie oznaczano 4
Val 24 9,3 16
Met 6 nie oznaczano 1
Ile 17 9,4 12
Leu 21 13,2 12
Tyr 10 5,2 7
Phe 11 3,5 4
Lyz 16 11,0 11
His 6 4,1 3
Arg 25 6,3 6
Trp 3 nie oznaczano 3

dzenia gatunkowego, dominują seryna, prolina, kwasy glutaminowy oraz 
asparaginowy [82]. Zwraca uwagę zbliżony skład aminokwasowy (tab. 4) 
oraz podobna budowa centrum aktywnego omawianego enzymu do tryp 
syny trzustkowej [90].

Hamowanie aktywności akrosyny przez syntetyczne inhibitory pro- 
teinaz serynowych wskazuje na obecność seryny w centrum aktywnym 
tego enzymu. Funkcję pomocniczą w utrzymaniu katalitycznej aktywno
ści akrosyny pełnią przypuszczalnie reszty histydyny.

Badania Zeleznej i Cechovej [21], dotyczące akrosyny knura, wy
kazały obecność w obu wyizolowanych formach enzymu (m.cz. 50000 
i 35000) 12 reszt cysternowych (tab. 5).

http://rcin.org.pl



268 J. S T R Z E Ż E K , J. T O R S K A

TABELA 5

Skład aminokwasowy formy a i [3 akrosyny knura

Aminokwas
Reszt/mol Zmiany w procesie konwersji formy a

a 3 a P | «-fi

Asp 25,7 22,8 26 ' 23 3
Thr 21,9 19,6 22 20 2
Ser 23,6 20,5 24 21 3
Glu 33,0 25,7 33 26 7
Pro 67,1 34,8 67 35 32
Gly 38,6 36,1 39 36 3
Ala 25,0 19,0 25 19 6
Cys 12,0 1.1,5 12 12 0
Val 26,7 22,1 27 22 5
Met 6,2 6,0 6 6 0 *

Ile 17,6 15,6 18 16 2
Leu 26,2 20,3 26 20 6
Tyr 11,6 8,8 12 9 3
Phe 12,8 10,0 13 10 3
His 5,9 4,6 6 5 1
Lys 19,0 15,8 19 16 3
Arg 27,0 21,6 27 22 5
Trp

Ogólnie
11,5 10,5 11

413
10

328
1

85

Znaczna zawartość aminokwasów hydrofobowych, szczególnie proli- 
ny, warunkuje powstanie hydrofobowych obszarów w cząsteczce akro
syny, uczestniczących przypuszczalnie w tworzeniu połączeń enzymu z bło
ną wewnętrzną akrosomu. Przejściu akrosyny a do 3 towarzyszy bowiem 
odłączenie hydrofobowej części enzymu i uwolnienie nowo powstałej for
my do środowiska wewnątrzkomórkowego.

SUBSTRATY AKROSYNY

Oczyszczona akrosyna wykazuje aktywność endopeptydazową w sto
sunku do azo-kazeiny, zdenaturowanej hemoglobiny, żelatyny, fibryno- 
genu, immunoglobuliny G, kazeiny, rybonukleazy, lizozymu i łańcucha 
B insuliny. Nie hydrolizuje elastyny ani kolagenów, nie wykazuje rów
nież aktywności hydrolitycznej w stosunku do naturalnych substratów 
chymotrypsyny i innych endopeptydaz [29, 57, 62, 63, 72, 88, 114].

Omawiany enzym oddziałuje na typowe dla trypsyny substraty syn
tetyczne. Hydrolizuje estrowe i amidowe pochodne arginylowe i lizylowe, 
ze szczególną preferencją wiązań utworzonych przez grupy karboksylo
we L-argininy [48].
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Reakcje te wykorzystywane są do oznaczania aktywności akrosy- 
ny w nasieniu [14, 75]. W stosunku do większości syntetycznych sub
stratów optimum pH działania enzymu zawiera się w granicach 8,0-8,5. 
Niektóre właściwości kinetyczne akrosyny plemników różnych gatunków 
zwierząt zestawiono w tab. 6.

TABELA 6

Niektóre właściwości kinetyczne akrosyny

Pochodzenie
enzymu

Substrat Optimum pH Km
(M)

L -  BAEE 8,5 5 x l 0 - 5
Knur 8,0

•<*O•■HXm

DL -  BAPA 7,8 4 x 10~4
DL -  BLNA 8,0 7x 10-4
L -  BAEE 8,2 1-3 x l 0 - 4

Tryk L -  TAME 8,2 2,1 X10-5
DL -  BAPA 8,0 2 x l 0 - 3
DL -  BANA 8,0 2 x l0 - 4
L -  BAEE 8,0-8,4 2 ,l-6 ,0x l0 -5

5,1 x l 0 - 6
Królik L -  TAME 8,2-8,4 2,4-3,3xl0-5

DL -  BAPA 8,0 2,0 X10-3
DL -  BANA 8,0 2,0x10-4
DL -  BAPA

Buhaj DL -  BANA 8,0-78, nie określono
L -  TAME
L -  BAEE 8,0 0,9-4,2xl0-5

Kogut L -  TAME 0,6-3,7 x 10~5
DL -  BANA 0,7-1,1 x 10-4

L — BAEE: Ester etylowy N-a-benzoilo-L-argininy 
DL — BAPA : p-nitroanilid N-a-benzoilo-DL-argininy 
DL -  BANA : [3-naftylamid N-a-benzoilo-DL-argininy 
L — TAME: ester metylowy p-toluenosulfonylo-L-argininy 
DL — BLNA : p-nitroanilid-N-a-benzoilo-DL-lizyny

STABILNOŚĆ ENZYMU

Oczyszczone preparaty akrosyny są stabilne w roztworach kwaśnych
0 pH około 3,0 (akrosyna knura i człowieka w pH 2,3) oraz w tem peratu
rze +  4°C. Wyjątek stanowi akrosyna ptaków, która w kwaśnych roz
tworach ulega inaktywacji [56, 80, 81]. W pH 6,5-8,0 akrosyna knura
1 człowieka jest stabilna w temperaturze +4°C  przez 24 godz. Szybkie 
obniżenie wyjściowej aktywności enzymu w pH około 7,0 spowodowane
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może być obecnością inhibitorów, adsorpcją akrosyny na powierzchni 
szkła lub autolizą cząsteczek enzymu, powstałą w wyniku modyfikują
cego działania detergentów stosowanych do ekstrakcji. Akrosyna ulega 
nieodwracalnej inaktywacji w pH powyżej 10. Liofilizowane preparaty  
enzymu, przechowywane w temperaturze +  4°C, zachowują aktywność 
w ciągu kilku miesięcy [48, 81].

WPŁYW CZYNNIKÓW CHEMICZNYCH NA AKTYWNOŚĆ AKROSYNY

Kationy jedno- i dwuwartościowe (Na+, Ca2+, Mg2+) aktywują lub sta
bilizują akrosynę, jednakże — w zależności od źródła gatunkowego enzy
mu — stwierdza się wyraźne różnice w rodzaju i stężeniu wymienio
nych jonów [56, 62, 63].

Stymulujący wpływ kationów na aktywność akrosyny związany jest 
przypuszczalnie z hamowaniem autolizy tego enzymu lub jego inakty
wacji. Niektóre jony przeciwdziałają adsorpcji akrosyny na powierzch
niach szklanych i plastikowych. Również dodatek niewielkich ilości biał
ka (0,1 mg/cm3) obniża tempo inaktywacji akrosyny [56],

Omawiany enzym, z uwagi na swą glikoproteinową budowę, stosun
kowo łatwo tworzy połączenia z węglowodanami, sterolami oraz polia- 
minami. Według Anderson i wsp. [1], fruktoza w stężeniach niższych od 
występujących fizjologicznie (poniżej 10 mM) hamuje aktywność akro
syny. Ten naturalny substrat energetyczny plemników pełnić więc może, 
obok inhibitorów akrosyny, funkcję regulatora aktywności enzymu w cza
sie transportu komórek w żeńskim układzie rozrodczym. Podobnie hamu
jący wpływ na aktywność akrosyny wywierają również siarczany steroli 
występujące w plemnikach. Bruck i Zimmerman [12] wykazali, że siarcza
ny cholesterolu są specyficznymi, kompetycyjnymi inhibitorami oma
wianego enzymu. Przypuszcza się, że sulfatazy sterolowe, obecne w żeń
skim układzie rozrodczym, stymulują dojrzewanie plemników do reakcji 
akrosomowej, hydrolizując występujące w akrosomach siarczany steroli.

Interesująca wydaje się funkcja poliamin w regulacji aktywności 
akrosyny i proakrosyny. Substancje te, naturalnie występujące w nasie
niu człowieka i niektórych gatunków zwierząt, stymulują aktywność este- 
razową akrosyny [59] (tab. 7).

Wpływ poliamin na aktywność enzymu może być maskowany po
przez dodanie jonów wapniowych do mieszaniny inkubacyjnej. Jednak 
poliaminy, podobnie jak i jony wapniowe, chronią akrosynę przed auto
lizą. Zaskakujące jest obserwowane hamujące oddziaływanie omawia
nych substancji na przebieg procesu aktywacji proakrosyny. Zjawisko to 
spowodowane może być wiązaniem się poliamin w miejscach działania 
wolnej akrosyny, uczestniczącej zwykle w aktywacji zymogenu.
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TABELA 7

Wpływ poliamin na aktywność i właściwości kinetyczne akrosyny
(*p.moli BAEE hydrolizowanego w ciągu m inxlO 2)

Poliaminy+
Aktywność enzymu*

Ir O

Vmax
(fimoli/min/mg)— Ca2+ +  Ca2+

Bez dodatku 4,8 11,7 1,2 97
Spermina 11,1 12,5 1,3 175
Spermidyna 10,3 11,7 1,3 175
Kadaweryna 8,8 11,4 1,6 198
Putrescyna 7,2 11,7 1,6 198
1,3-diaminopropen 7,4 12,0 1,6 198

+ Stężenie poliamin w mieszaninie inkubacyjnej, 0,002 M bufor tris, 
pH 8,0; stężenie jonów Ca2+ 0,05 M.

NATURALNE INHIBITORY AKROSYNY

Oprócz wymienionych czynników, istotną rolę w regulacji aktyw 
ności akrosyny odgrywają naturalne inhibitory tego enzymu, obecne w 
plazmie nasienia, zaadsorbowane na zewnętrznej powierzchni błony plaz- 
matycznej w akrosomowym regionie plemników oraz zlokalizowane w ob
rębie tej s truk tu ry  komórki [14, 22, 36, 38, 64, 98].

M IE JSC E  S Y N T E Z Y  IN H IB IT O R Ó W

Plazmowe inhibitory akrosyny syntetyzowane są głównie przez ko
mórki nabłonka gruczołów pęcherzykowych oraz, w mniejszym stopniu, 
komórki nabłonka przewodu najądrza w ogonie najądrzy [21, 24, 37, 110]. 
U knura i tryka obecność omawianych substancji stwierdzono również 
V  komórkach nabłonka i wydzielinach nasieniowodu oraz kanalików na
siennych [24, 99, 100], u buhaja zaś w gruczołach bańki nasieniowodu 
[110].

Proces syntezy inhibitorów plazmowych podlega przypuszczalnie re
gulującemu działaniu testosteronu [83]. Ich zawartość w plazmie nasienia 
wykazuje znaczne zróżnicowanie gatunkowe, w obrębie zaś gatunku — 
zależność od wieku zwierząt [10, 103].

Drobnocząsteczkowe inhibitory akrosyny, występujące w obrębie 
akrosomu ejakulowanych plemników człowieka, knura i buhaja, wyka
zują właściwości antygenowe, odpowiadające inhibitorom z plazmy na
sienia oraz identyczne lub zbliżone właściwości fizykochemiczne [53, 64, 
101, 115]. Generalnie przyjmuje się więc, że są to te same substancje 
absorbowane przez plemniki z plazmy podczas ejakulacji lub transportu 
w najądrzach [19, 37, 77, 110]. Jednakże, in vitro, męskie komórki płcio
we, izolowane z najądrzy knura, nie absorbują inhibitorów akrosyny.

271
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Według Fritz i wsp. [24], w warunkach fizjologicznych w procesie tym  
przypuszczalnie uczestniczy nieznany czynnik, spełniający funkcję noś
nika omawianych substancji lub też warunkujący ich modyfikację.

Do chwili obecnej jednoznacznie nie określono, czy w obrębie akro- 
somu plemników ejakulowanych inhibitory występują w formie wolnej, 
czy też tworzą połączenie z akrosyną lub proakrosyną. Według niektó
rych autorów [60, 87], wyższa zawartość akrosyny w plemnikach z na ją 
drzy i kapacytowanych niż ejakulowanych wskazuje na obecność w tych 
komórkach kompleksu enzym-inhibitor. Przeważa pogląd, że omawiane 
substancje występują w męskich komórkach płciowych w formie wol
nej [30]. Brana jest również pod uwagę możliwość przejściowego łączenia 
się inhibitorów wiązaniami niekowalencyjnymi z cząsteczką proakrosyny 
i uwalniania tych substancji podczas aktywacji proenzymu.

Zwraca uwagę fakt, że w ejakulowanych plemnikach ssaków molowa 
zawartość akrosyny i inhibitorów tego enzymu wyraża się stosunkiem 
1:1 [10, 30], jednakże czynniki warunkujące utrzymanie stałego stosunku 
stężeń wymienionych substancji nie są znane.

W Ł A Ś C IW O Ś C I IN H IB IT O R Ó W  A K R O S Y N Y
✓

Plazmowe inhibitory akrosyny są białkami stabilnymi w środowisku 
kwaśnym. Wyizolowane z plazmy nasienia zachowują swoje właściwości 
w roztworach o pH 2,0-3,0 podczas ogrzewania do tem peratury 75- 
100°C. Ich masy cząsteczkowe zawierają się w granicach 5000-13 000 [18, 
25, 107].

W plazmie nasienia człowieka i buhaja stwierdzono obecność dwóch 
inhibitorów o różnych masach cząsteczkowych. Inhibitory HUSI-I
(m.cz. 5400) i HUSI-II (m.cz. 12 700) z nasienia człowieka są zasadowymi 
polipeptydami [22, 73], U buhaja w budowie inhibitora BUSI-II (m.cz. 
6800) i w większym stopniu BUSI-I (m.cz. 8900) uczestniczy niezidenty
fikowany składnik węglowodanowy, którego heterogenność przypuszczal
nie warunkuje różne właściwości chromatograficzne i elektroforetyczne 
izoinhibitorów BUSI-I [15, 16, 120]. Masa cząsteczkowa licznych form 
molekularnych inhibitora z plazmy nasienia knura wynosi około 12 000, 
z czego 30°/o stanowią kwas sjałowy oraz węglowodany proste i ich ami
nowe pochodne [25]. U tego gatunku stwierdza się, zależnie od stosowa
nych metod izolacji i oczyszczania, również inhibitory o masie cząstecz
kowej 6800, 5800 i 1600, być może powstałe z omawianego już tu inhibi
tora wskutek enzymatycznej degradacji lub też stopniowego odłączania 
części węglowodanowej w trakcie postępowania metodycznego [24].

Skład aminokwasowy inhibitorów z plazmy nasienia buhaja i knu
ra przedstawiono w tab. 8.
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TABELA 8

Skład aminokwasowy inhibitorów protaz z plazmy nasienia buhaja i knura

Buhaj
Busi II

Knur
Aminokwas izoinhibitory BUSI I izoinhibitory

A BI B2 A Al B

ASP 10 10 10 6 7 7 7
Thr 4 4 4 2 4 4 4
Ser 2 2 2 3 5 5 5
GIu 8 9 9 5 5 5 5
Pro 4 4 4 2 3 3 3
Gly 2 2 2 7 5 5 5
Ala 4 4 4 4 2 2 2
Cys 6 6 6 6 6 6 6
Val 1 1 1 3 1 1 1
Met 1 1 1 1 1 1 1
Ile 2 3 3 1 2 2 2
Leu 0 0 0 1 2 2 2
Tyr 3 5 5 2 3 3 3
Phe 4 6 6 2 5 5 5
Trp 0 0 0 0 1 1 1
Lys 3 3 3 8 5 4 6
His 2 2 2 2 3 3 3
Arg 1 1 1 2 5 6 6

Razem 57 63 63 57 65 65 67

Zawartość aminokwasów podano w molach na mol inhibitora.

Cechą wspólną budowy omawianych substancji jest niewielka za
wartość lub brak tryptofanu w cząsteczce oraz obecność sześciu reszt 
cysternowych, tworzących przypuszczalnie mostki dwusiarczkowe [15-17, 
52, 108].

Inhibitory z plazmy nasienia wykazują zdolność kompetycyjnego 
hamowania aktywności niektórych enzymów proteolitycznych, ze szcze
gólną preferencją proteinaz serynowych — trypsyny trzustkowej oraz 
akrosyny wyodrębnionej z plemników tego samego lub innego gatunku 
zwierząt [24, 25, 92, 117, 120]. Wyjątek stanowi inhibitor HUSI-I z nasie
nia człowieka nie oddziałujący na akrosynę [73] (tab. 9).

In vitro, w roztworach o pH około 8,0 kompleks akrosyna-inhibitor 
tworzy się ze stechiometrycznie równoważnych ilości obu składników 
w ciągu 1-5 min [24]. Przedstawiono w tab. 9 wartości stałej dysocjacji 
wskazują, że w tym pH rozpad powstałego połączenia jest bardzo po
wolny.

Hamowanie działania trypsyny przez inhibitory z nasienia człowieka 
i knura ma charakter „okresowy”. Ponowne ujawnienie się aktywności
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/

tego enzymu w mieszaninie inkubacyjnej zachodzi znacznie szybciej niż 
w przypadku akrosyny [24, 25, 64]. Na uwagę zasługuje obecność w plaz
mie nasienia niektórych ssaków, inhibitorów o różnej specyficzności ha
mowania. HUSI-II z nasienia człowieka jest silnym inhibitorem akrosyny, 
HUSI-I zaś nie wpływa na aktywność tego enzymu, wykazuje natomiast 
zdolność hamowania aktywności elastazy z granulocytów [73]. Izoinhibi- 
tory BUSI-I z nasienia buhaja znacznie silniej oddziałują na akrosynę 
niż BUSI-II. Hamują ponadto aktywność katepsyny G i elastazy z ludz
kich granulocytów [18, 92].

Mimo stwierdzonych różnic we właściwościach fizykochemicznych, 
omawiane substancje wykazują w obrębie danego gatunku zwierząt te 
same właściwości antygenowe. Stwierdza się również międzygatunkowe 
immunologiczne podobieństwo inhibitorów akrosyny [18, 24, 37, 115].

W plazmie nasienia niektórych gatunków ssaków, obok drobnoczą
steczkowych inhibitorów proteinaz, występują również inhibitory tryp- 
syny-akrosyny niestabilne w środowisku kwaśnym, o znacznie wyższej 
masie cząsteczkowej, zawierającej się w granicach 34 000-50 000 [14, 24, 
98, 106, 107]. Ich pochodzenie, właściwości i funkcja fizjologiczna nie 
zostały do chwili obecnej dostatecznie określone. Nie wyjaśniony jest 
również przypuszczalny związek pomiędzy występującymi w układzie 
rozrodczym inhibitorami proteinaz o wysokiej i niskiej masie cząstecz
kowej.

Jak stwierdzono tu już, inhibitory akrosyny, zlokalizowane w obrębie 
akrosomu plemników ejakulowanych, wykazują właściwości odpowiada
jące drobnocząsteczkowym inhibitorom tego enzymu, występującym 
w plazmie nasienia [14, 24, 73], Pewnym zaskoczeniem jest więc stwier
dzenie obecności w plemnikach knura inhibitora nie występującego 
w plazmie [109], Inhibitor ten (m.cz. 7500, charakter glikoproteinowy), 
w odróżnieniu od inhibitorów plazmowych, jest specyficzny dla akro
syny, a ponadto zawiera w swej budowie tylko jeden mostek dwusiarcz- 
kowy, którego redukcja prowadzi do zaniku aktywności inhibitorowej. 
Wyniki wstępnych badań sugerują, że omawiana substancja występuje 
w plemnikach w ilości ekwimolarnej do ilości akrosyny.

B IO L O G IC Z N A  F U N K C J A  IN H IB IT O R Ó W

Inhibitory akrosyny, zlokalizowane w plemnikach, odgrywają przy
puszczalnie istotną rolę w regulacji wewnątrzkomórkowej aktywności 
tego enzymu [109, 119]. Funkcja biologiczna inhibitorów plazmowych 
nie została w pełni określona. Substancje te nie przenikają ani przez 
błonę plazmatyczną, ani przez zewnętrzną błonę akrosomu, nie wywierają 
więc wpływu na aktywność akrosyny w nie uszkodzonych plemnikach
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[10, 24]. Uważa się więc, że plazmowe inhibitory akrosyny neutralizują 
katalityczne właściwości enzymu przedwcześnie uwalnianego (przed eja- 
kulacją lub kapacytacją) z uszkodzonych lub obumarłych plemników 
[109, 113, 117]. Chronią w ten sposób białka nasienia i tkanki układu 
rozrodczego przed proteolityczną degradacją.

Substancje te pełnić mogą również inne funkcje. Przypuszcza się, 
że inhibitor BUSI-II z plazmy nasienia buhaja jest jednym z białek za
sadowych, stabilizujących błony plazmatyczne plemników [18, 110]. Koin- 
hibitory BUSI-I, wykazujące właściwości hamowania katepsyny G 
i elastazy, uczestniczyć mogą w mechanizmach ochronnych układu roz
rodczego przed powstawaniem ognisk zapalnych w przypadkach patolo
gicznych uszkodzeń granulocytów lub limfocytów [92]. Podobne właści
wości wykazuje inhibitor HUSI-I z nasienia człowieka. Jednakże jego rola 
biologiczna jest bardziej jednoznaczna, ponieważ nie wywiera on wpływu 
na aktywność akrosyny [73].

MECHANIZM AKTYWACJI AKROSYNY W PROCESIE
ZAPŁODNIENIA JA JA

Liczne badania, dotyczące systemu akrosynowego, pozwalają okreś
lić miejsce i funkcję w procesach rozrodu. Rola biologiczna akrosyny 
jest wprawdzie bezpośrednio związana z penetracją osłonki przejrzystej

t

jaja, jednakże składniki systemu akrosynowego uczestniczą również 
w procesach poprzedzających tę reakcję.

Już w czasie ejakulacji na powierzchni plazmolemmy plemnika opła- 
szczają się białka wydzielin dodatkowych gruczołów płciowych. Obok 
wysokocząsteczkowych, termostabilnych glikoprotein, stanowiących czyn
nik dekapacytacji, na błonie plemnikowej wiążą się niskocząsteczkowe, 
plazmowe inhibitory akrosynowe [68]. System białek opłaszczających 
plemnik stabilizuje plazmolemmę oraz zapobiega zbyt wczesnemu uak
tywnieniu enzymów akrosomalnych, związanych z zewnętrzną i wewnę
trzną błoną tej s truk tu ry  komórki.

W czasie wędrówki w żeńskich drogach płciowych plemniki podle
gają zmianom przebiegającym w trzech ściśle ze sobą powiązanych fa
zach: kapacytacji, reakcji akrosomowej i zapłodnienia.

Procesowi kapacytacji towarzyszą przyspieszenie tempa metabolizmu 
plemników oraz zmiany na powierzchni plazmolemmy. Czynnikami in
dukującymi kapacytację są wydzieliny gruczołów macicznych oraz na
błonka jajowodu, jak również albuminy surowicy krwi i komórki wzgór
ka jajonośnego (cumulus oóphorus). Plemniki są kapacytowane wyłącznie 
w estrus, a więc fazie pozostającej pod wpływem estrogenów [86]. Naj
bardziej istotne zmiany kapacytacyjne dotyczą plazmolemmy plemnika.
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W czasie kapacytacji z powierzchni wymienionej błony oddysocjowują 
zarówno wysokocząsteczkowe glikoproteiny, jak również plazmowe inhibi
tory akrosyny [47].

Zastosowanie znakowanych lektyn, a zwłaszcza konkanawaliny A, 
pozwoliło stwierdzić, że plemniki inkubowane 3 godz. w środowisku ka- 
pacytacyjnym zawierają większą liczbę miejsc receptorowych pozbawio
nych Con. A w regionie szczytowym akrosomu, podczas gdy region po- 
stakrosomalny wiąże tę substancję bez zmian [68, 105].

Omawiane zmiany kapacytacyjne plemników osiągają maksimum 
podczas łączenia się plazmolemmy z zewnętrzną błoną akrosomu. Zja
wisko to, określane mianem reakcji akrosomowej, przejawia się tzw. 
wesikulacją, tj. fragmentacją błon z jednoczesnym rozpadem na pęche
rzyki [71]. Towarzyszy mu uwolnienie pierwszego enzymu akrosomowe- 
go hialuronidazy katalizującej reakcję hydrolizy kwasu hialuronowego, 
stanowiącego składnik substancji międzykomórkowej cumulus odphorus 
i corona radiata [2, 67]. Proces wesikulacji poprzedza odsłonięcie we
wnętrznej błony akrosomalnej i przyczepienie plemników do osłonki 
zoma pellucida. Biochemiczny mechanizm reakcji akrosomowej poznany 
jest stosunkowo dobrze. Stwierdzono, że główną rolę w inicjacji połącze
nia błon akrosomalnych pełnią jony wapniowe. Zmiana szybkości trans
portu jonów Ca2+ przez błony plemnikowe zachodzi podczas kapacytacji 
plemników [85, 104].

W komórkach tych obecne są dwa systemy transportu jonów wa
pniowych — mitochondrialny oraz związany z plazmolemmą [5-7]. Sy
stem mitochondrialny podlega regulującemu działaniu kalmoduliny, 
której obecność stwierdzono w plemnikach wielu gatunków zwierząt [41]. 
System transportu jonów Ca2+ przez plazmolemmę jest gatunkowo zróż
nicowany. W przypadku plemników tryka stwierdzono obecność Ca2+, 
Mg2+-ATP-azy warunkującej około 14°/o membranowej aktywności 
ATP-azowej komórki [8], natomiast w plemnikach buhaja aktywność 
omawianego enzymu jest bardzo niewielka. U tego gatunku zwierząt 
transport jonów wapniowych sprzężony jest z transportem jonów Na+ 
i niezależny od pH środowiska. Interesujące jest, że stosunek wymiany 
jonów Na+/Ca2+ jest znacznie niższy w przypadku plemników ejakulo- 
wanych aniżeli plemników z najądrzy, nie opłaszczonych wydzielinami 
dodatkowych gruczołów płciowych [70]. Wskazywałoby to, że w czasie 
ejakulacji na plazmolemmnie wiąże się specyficzny inhibitor wymiany jo
nów Na2+/Ca2+. W plazmie nasienia buhaja stwierdzono obecność tego 
typu białka inhibitorowego o masie cząsteczkowej około 15 000 oraz pi 8,3 
[69], Można przypuszczać, że w procesie kapacytacji białko jest usuwane 
lub podlega modyfikacji, umożliwiającej przyspieszenie transportu jonów 
wapniowych przez błony plemnikowe.

Znaczenie jonów Ca2+ w inicjacji reakcji akrosomowej zostało udo-
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wodnione w badaniach z zastosowaniem przenośnika jonowego A23187 
[33], Preinkubacja plemników z wymienionym jonoforem, w obecności 
jonów Ca2+, nie tylko prowadzi do wzrostu cytoplazmatycznego poziomu 
jonów Ca2+, ale jednocześnie indukuje reakcję akrosomową [32, 104], Me
chanizm, w wyniku którego dochodzi do połączenia błon w obecności 
wysokich stężeń jonów wapniowych, nie jest dokładnie poznany. Yanagi- 
machi i Usui [112] sugerują, że penetracja jonów wapniowych uczula 
błony akrosomowe, co przejawia się ich „pęcznieniem” i tendencją do 
zlewania.

Reakcja ta hamowana jest przez antagonistów jonów Ca2+. Rozwa
żany jest również inny mechanizm tej reakcji, w którym główną rolę 
przypisuje się procesowi aktywacji proakrosyny. Aktywacja tego zymo
genu jest ściśle związana z reakcją akrosomową i przebiega tylko w obec
ności jonów wapniowych, które prawdopodobnie przyczyniają się do 
zmiany pH środowiska z kwaśnego na obojętne lub zasadowe, co wiąże 
się z oddysocjowaniem inhibitorów akrosomowych. Inkubacja plemników 
w obecności jonoforu A 23187 oraz jonów Ca2+ prowadzi do wzrostu 
aktywności akrosyny w stopniu zależnym od stężenia jonów wapnio
wych w mieszaninie inkubacyjnej. Szybkość aktywacji zymogenu kore
luje ze wzrostem aktywności tzw. rozpuszczalnej akrosyny [34].

Wpływ jonów wapniowych na wymienione procesy związany jest 
przypuszczalnie z dwoma drogami aktywacji systemu akrosynowego: 
proakrosyny oraz „wolnej” akrosyny. W drugim przypadku zjawisko 
dotyczyłoby tej ilości enzymu, która nie jest związana z wewnętrzną 
błoną akrosomalną [121]. Akrosyna „wolna”, aktywowana jonami wapnio
wymi, przyspieszać może tempo autoaktywacji zymogenu proakrosyno- 
wego. Wymienione mechanizmy przypuszczalnie nie działają w akroso- 
mach plemników kapacytowanych równocześnie.

Proces aktywacji akrosyny wiąże się pośrednio z reakcją wesikulacji 
błon. Przypuszcza się bowiem, że akrosyna, obok cAMP, aktywuje fosfo- 
lipazy plemnikowe. Powstające produkty hydrolizy lipidów przyczyniają 
się do zmian przepuszczalności błon oraz ich połączenia. W reakcjach 
tych współdziałają katecholaminy [47], Przebieg omawianych procesów 
ilustruje ryc. 2.

Powstająca aktywna akrosyna uczestniczy w penetracji plemników 
przez zona pellucida. Osłonka ta może wiązać męskie komórki płciowe 
zarówno zewnętrzną, jak i wewnętrzną powierzchnią, co sugeruje, że 
specyficzne miejsca wiążące zlokalizowane są w całej strukturze zona 
pellucida. Weserman, cyt. za [68], wyizolował trzy glikoproteiny charak
terystyczne dla tej błony, spośród których jedna prawdopodobnie odpo
wiedzialna jest za wiązanie plemników. Plemniki wspomagane ruchem 
witki atakują omawianą osłonkę. Czas penetracji zona pellucida komórki
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jajowej ssaków wynosi od kilku do kilkunastu minut (np. u chomika 
średnio 6 min). W momencie przejścia plemnika zapładniającego przez tę 
osłonkę następują jej zmiany biochemiczne, indukowane przypuszczalnie 
działaniem proteinaz [68]. Reakcja „zony” zapobiega polispermii. Plemnik 
zapładniający spotyka się z oolemmą, a następnie wnika do jaja [35].

ENZYMY
AKR030MALNE

ZMIANY KONCENTRACJI Ca
ORAZ pH

A

2+
AKTYWAC JA 
ENZYMÓW

POŁĄCZENIE BŁON WESIKU1ACJA 
 1 y  I UWALNIANIE

A  ENZYMÓW

INICJACJA AKTYWACJI
PRZEZ KATECHOLAMINY

PRZYSPIESZENIE REAKCJI 
PRZKZ KWASY TŁUSZCZOWE

I ALBUMINY SUROWICY KRWI

Ryc. 2

UWAGI KOŃCOWE

Znaczenie fizjologiczne akrosyny, wprawdzie ściśle związane z ak
tywnością hydrolityczną tego enzymu i jego udziałem w penetracji 
osłonek jaja przez plemniki, nie ogranicza się tylko do tej funkcji. Akro
syna uwalniana z uszkodzonych plemników, w trakcie ich wędrówki 
w żeńskich drogach płciowych obniża lepkość śluzu szyjkowego, wspo
magając na tej drodze ruch pozostałych komórek płciowych w tzw. po
wolnej fazie wędrówki do macicy i jajowodu. Enzym ten, podobnie jak 
kalikreina trzustkowa, katalizuje reakcję uwalniania kinin z kininogenu 
obecnego w plazmie nasienia. Powstałe substancje razem z prostaglandy- 
nami, oddziałując na mięśniówkę gładką żeńskich dróg płciowych, wy
wierają stymulujący wpływ na ruch plemników [45, 78].

Podobnie jak większość białek enzymatycznych, obecnych w męskich 
komórkach płciowych, akrosyna ma właściwości immunogenne. Pojawie
nie się specyficznych przeciwciał przeciwko temu enzymowi w wydzieli
nach macicy i jajowodu jest przyczyną nie tylko obniżenia ruchliwości 
plemników, ale również ich aktywności proteolitycznej [54, 102], Wystę
powanie tego rodzaju przeciwciał stwierdzono w wielu przypadkach kli
nicznej niepłodności samic [20]. Ich oddziaływanie na system akrosynowy 
plemników przejawia się w pierwszej fazie uszkodzeniem błon akroso- 
malnych, a następnie wiązaniem omawianych substancji na powierzchni 
komórek. W tym  ostatnim przypadku zahamowaniu ulega tworzenie się 
kompleksu enzym-substrat.

W andrologii oznaczanie szybkości aktywacji proakrosyny oraz akty
wności akrosyny wykorzystywane jest przy ocenie wartości biologicznej 
plemników oraz wpływu czynników środowiskowych na proces spermato
genezy [31, 45].
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W postępowaniu technologicznym, podczas zamrażania nasienia 
zwierząt ulega uszkodzeniu przede wszytkim struktura akrosomowa 
plemników. Poza możliwością prowadzenia bardzo pracochłonnych i cza
sochłonnych badań morfologicznych i histochemicznych plemników, ozna
czanie aktywności enzymów akrosomalnych, w tym także akrosyny, 
uwalnianych do środowiska zewnątrzkomórkowego, informować może 
o zakresie zmian kriobiochemicznych w tych komórkach [58, 93-97]. 
W badaniach rutynowych przeprowadza się wówczas oznaczenia zarówno 
aktywności esterazowej akrosyny, jak i aktywności proteolitycznej tego 
enzymu (testy trawienia żelatyny oraz penetracji oocytów chomika). Oma
wiane metody znajdują również zastosowanie w ocenie zdolności zapład- 
niającej plemników wykorzystywanych następnie do zapłodnienia in vi
tro oocytów zwierzęcych [3, 42], W tym ostatnim przypadku metoda 
długookresowej konserwacji zarodków zwierzęcych ma niezwykłe zna
czenie w sterowaniu pracą genetyczną w hodowli.

Wiele aspektów funkcji biochemicznej akrosyny w procesach rozrodu 
zwierząt wykorzystywanych jest w sterowaniu procesami reprodukcyj
nymi u ludzi. Szczególne zainteresowanie wzbudzają syntetyczne inhibi
tory akrosynowe w zastosowaniu do antykoncepcji [118]. Mechanizm ich 
działania dotyczy blokowania reakcji akrosomowej lub wiązania plemni
ków do zona pellucida. Poszukuje się również specyficznych związków 
chemicznych dla antykoncepcji męskiej. Stwierdzono, że Gossypol, ro
ślina pochodna aldehydu diseskwiterpenowego, już w stężeniach 5,5- 
16,5 ąg/cm3 nasienia blokuje reakcję aktywacji proakrosyny do akro
syny [44].

Reasumując, funkcja podstawowej proteinazy akrosomowej jest nie
zwykle wszechstronna. Wiele aspektów fizjologicznej roli akrosyny ma 
jeszcze charakter hipotetyczny. Związane jest to z niedostatkiem wiado
mości o właściwościach biochemicznych oraz mechanizmie działania en
zymu pochodzącego z plemników różnych gatunków zwierząt.
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ONKOGENY

ONCOGENES 

M arek JAKÓBISIAK

Zakład Transplantologii Insty tu tu  B iostruktury Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie. Onkogeny znaleziono pierwotnie u niektórych retrow irusów  onkogen- 
nych. Onkogeny wirusowe (v-onc) powstały z homologicznych onkogenów komór
kowych (c-onc). Te ostatnie regulują, jak  się wydaje, proliferację i różnicowanie 
się komórek. Większość onkogenów komórkowych koduje prawdopodobnie czynniki 
wzrostowe, ich receptory lub wewnątrzkom órkowe mediatory czynników wzrosto
wych. Istnieje kilka dróg aktyw acji onkogenów komórkowych przekształcających 
je w  geny zdolne do indukowania onkogenezy. Są to: transdukcja  przez retrowirusy, 
insercja prom otora lub wzmacniacza w pobliżu c-onc, m utacje punktowe, translo- 
kacje chromosomalne i amplifikacja c-onc. W pracy dyskutowane są niektóre przy
puszczalne mechanizmy odpowiedzialne za transform ację nowotworową komórek 
przy współudziale aktywowanych onkogenów. Nie można wykluczyć, że czynność 
aktyw ow anych onkogenów stanowi wspólną drogę różnych rodzajów onkogenezy.

Sum m ary.  Oncogenes have originally been found in some oncogenic retroviruses. 
Viral oncogenes (v-onc) have originated from homologous cellular oncogenes (c-onc). 
The la tte r  seem to regulate cellular proliferation and differentiation. Most of them 
probably code for growth factors, their receptors or in tracellular mediators of 
grow th factors. There are  several mechanisms activating cellular oncogenes into 
transform ing genes capable of inducing oncogenesis. They include: transduction by 
retroviruses, prom oter (enhancer) insertion near c-onc, point mutations, chromo
somal translocations, and amplification of c-onc. Some probable mechanisms of cel
lu lar transform ation  by activated oncogenes are  discussed. I t  cannot be excluded

W

tha t the function of activated oncogenes constitutes a common pathw ay for dif
ferent types of oncogenesis.

WSTĘP

Odkrycie onkogenów bardzo zbliżyło nas do zrozumienia procesu po
wstawania nowotworów. Wiemy obecnie, że proces przekształcania się 
komórek normalnych w nowotworowe jest następstwem czynności okre
ślonych genów, tzw. onkogenów, i że w poznanych przypadkach do onko-
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genezy dochodzi w wyniku czynności kodowanych przez onkogeny białek 
[180], W wielu przypadkach poznano już budowę tych genów, a także 
budowę kodowanych przez nie białek. Nadal jednak dokładny mechanizm 
transformacji nowotworowej nie został wyjaśniony. W następstwie od
krycia onkogenów wielokrotnie czyniono próby tłumaczenia transformacji 
nowotworowej czynnością określonego pojedynczego onkogenu. Tłumacze
nia takie nie wytrzym ują na ogół jednak próby czasu i zostają podwa
żane przez kolejne obserwacje i eksperymenty. Coraz więcej danych 
przemawia za tym, że czynność onkogenów jest wypaczoną w jakiś spo
sób czynnością normalnych genów odpowiedzialnych za wzrost i różnico
wanie się komórek. Prawdopodobnie dopóki nie zostaną wyjaśnione me
chanizmy leżące u podstaw tych skomplikowanych procesów, dopóty nie 
zrozumiemy procesu onkogenezy. Na razie coraz więcej zwolenników 
zyskuje hipoteza zakładająca współdziałanie w procesie transformacji 
nowotworowej co najmniej dwóch, a prawdopodobnie wielu onkogenów. 
Rozróżniamy onkogeny wirusowe (v-onc) i onkogeny komórkowe (c-onc). 
Onkogeny wirusowe stwierdzono dotychczas tylko w genomie niektórych 
retrowirusów. Onkogeny komórkowe natomiast rezydują w genomie wie
lu organizmów. Występują one nie tylko u kręgowców, gdyż geny zbli
żone budową do onkogenów komórkowych zidentyfikowano nawet u m u
szki owocówki [88.]. Postęp w badaniu onkogenów osiągnięto dzięki 
wprowadzeniu nowych technik badawczych. Zastosowanie endonukleaz 
restrykcyjnych umożliwiło przecinanie łańcucha DNA w specyficznych 
miejscach i jego izolację na określone fragmenty. Fragm enty te można 
dalej oczyszczać przez poddanie ich elektroforezie w żelu agarozowym. 
W badanym DNA lub RNA można identyfikować odcinki homologiczne 
w stosunku do określonego już i wyznakowanego fragmentu kwasu nu
kleinowego, stosując technikę hybrydyzacji. Fragmenty DNA sprzężone 
z określonym wektorem można poddać amplifikacji w organizmie bak
terii, a następnie izolować duże ilości tego DNA. Dzięki technice trans- 
fekcji odcinki DNA poddane precypitacji przy użyciu fosforanu wapnia 
można wprowadzić do określonych komórek zwierzęcych zdolnych do 
integracji badanego DNA w swym genomie i uzyskać ekspresję wpro
wadzonych genów. Najczęściej używanymi do tego celu komórkami są
fibroblasty linii NIH 3T3.

ONKOGENY WIRUSOWE

Zdolność wirusów do indukowania nowotworów zasugerowały już 
na początku obecnego wieku wyniki pionierskich badań Rousa. Do w iru
sów zdolnych do onkogenezy należą zarówno niektóre RNA, jak i nie
które DNA wirusy. Onkogenne wirusy RNA należą do retrowirusów.
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Retrowirusy onkogenne mają pewne wspólne cechy [26, 53, 86]. Jed
ną z nich jest obecność w cząstce wirusa, obok innych białek, odwrotnej 
transkryptazy (polimeraza DNA kierowana przez RNA) odpowiedzialnej 
za syntezę DNA na matrycy wirusowego RNA. W genomie zdolnych do 
replikacji retrowirusów onkogennych znajdują się trzy geny, z których 
każdy oznaczony jest symbolem trzy literowym. Są to: gag, poi i env 
(rye. 1). Gen gag koduje białka strukturalne wirusa zawierające również 
antygeny grupowoswoiste, gen poi koduje odwrotną transkryptazę, a gen 
env  koduje białka, które po glikolizacji wchodzą w skład otoczki wirusa. 
Oprócz tego wszytkie retrowirusy zawierają w swym genomie sekwencje 
końcowe. DNA prowirusa, odpowiadający tym sekwencjom, to tzw. dłu
gie powtarzalne sekwencje końcowe (z ang. long terminal repeats •— 
LTR). LTR zawiera odcinek o charakterze promotora, a także geny re 
gulatorowe, mające zdolność wybitnego przyspieszania tempa transkryp
cji, czyli tzw. wzmacniacze (enhancer). Ten ostatni gen, choć umożliwia 
wirusom bardzo efektywną transkrypcję innych ich genów, może, jak 
wykażemy, stać się zgubny dla zakażonego przezeń organizmu, współ
działając w onkogenezie.

Onkogeny znajdują się tylko w tych retrowirusach onkogennych, 
które zdolne są do szybkiego (krótki okres latencji) indukowania nowo
tworów, a także do indukowania transformacji nowotworowej in vitro. 
Pozostałe retrowirusy onkogenne, łącznie z tymi które indukują nowo
twory znacznie wolniej i w mniejszym procencie, nie zawierają onkoge- 
nów. Te ostatnie wirusy nie są zdolne do indukowania transformacji no
wotworowej in vitro [55, 86]. Inną cechą, która różni obydwie grupy 
retrowirusów, jest zaburzona zdolność do replikacji u wirusów zawiera
jących onkogeny. Do replikacji wymagają one na ogół replikacyjnie spra
wnych wirusów wspomagających. Wyjątkiem w tej grupie jest replika
cyjnie sprawny wirus mięsaka Rousa. Retrowirus nie posiadający onko- 
genu może go nabyć (patrz niżej) i przekształcić się w wirus zdolny do 
szybkiego indukowania onkogenezy [83, 137]. Wiadomo, że komórki więk- 
szóści kręgowców zawierają wirusy endogenne, a więc przekazywane 
w postaci prowirusa „pionowo” do komórek potomnych. Jednak więk
szość retrowirusów to wirusy egzogenne, tzn. przekazywane „poziomo” 
z komórki do komórki i z organizmu do organizmu [91]. Onkogeny wy
kryto u większości retrowirusów zdolnych do szybkiej indukcji nowo
tworów (białaczek i mięsaków). Onkogeny wirusowe oznaczone są literą 
v (virus) i najczęściej trzema literami pochodzącymi ze skrótu nazwy 
zwierzęcia lub guza, z którego po raz pierwszy je izolowano (tab. 1). Naj
lepiej poznanym dotychczas onkogenem jest onkogen wspomnianego wi
rusa mięsaka Rousa oznaczony symbolem v-src od nazwy nowotworu 
(sarcoma — mięsak), który indukuje u kur. Okazało się, że onkogen ten

9 — P o s t ę p y  B io l .  K o m . 3-4/85
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można uszkodzić w taki sposób, że staje się on wrażliwy na podwyższoną 
temperaturę [111]. Jest on aktywny w temperaturze około 35°C, ale 
ulega inaktywacji w temperaturze około 39°C. Jeżeli komórki zakazi się 
wirusem w niższej temperaturze, to ulegają one transformacji w ciągu 
kilkunastu godzin. Podwyższenie tem peratury hodowli powoduje cofnię
cie się cech świadczących o transformacji. Jeżeli temperaturę znowu obniży 
się, to komórki ponownie ulegają transformacji. Doświadczenia te suge- 
rowały, że pojedynczy gen wirusowy (onkogen) odpowiedzialny jest za 
transformację nowotworową komórek i że czynność tego genu musi być 
utrzymana dla zachowania przez te komórki wzrostu typu nowotworo
wego. Bezpośredniego dowodu na poparcie tej hipotezy dostarczyły ba
dania, w których izolowano z transformowanych wirusem Rousa komórek 
odcinek DNA odpowiadający v-src i wbudowywano go do DNA komórek 
normalnych, uzyskując ekspresję genu i transformację nowotworową
tych komórek [37].

Identyfikacja białka kodowanego przez onkogen v-src była zasko
czeniem, gdyż okazało się, że jest nim kinaza białkowa swoista dla ty ro
zyny [28, 90]. Ma ona ciężar cząsteczkowy 60 kd, stąd jej symbol — p60. 
Związana jest z wewnętrzną powierzchnią błony komórkowej [33] i odpo
wiedzialna za przenoszenie reszt fosforanowych na tyrozynę zawartą 
w białkach. Okazało się wkrótce, że również onkogeny innych retrowiru- 
sów kodują kinazy białkowe (tab. 2). Wiadomo, że fosforylacja białek 
może istotnie wpływać na ich funkcje. Skłoniło to do przypuszczeń, że 
transformacja nowotworowa komórek, indukowana przez onkogeny re- 
trowirusów, jest uwarunkowana przez jeden wspólny mechanizm. Taka
uproszczona koncepcja wydaje się obecnie mało prawdopodobna, tym 
bardziej, że poznano onkogeny kodujące inne białka (tab. 2). Zidentyfiko
wano dotychczas około 20 onkogenów wirusowych (tab. 1) i prawdopodob
nie liczba ta wzrośnie w przyszłości [12].

Dwa geny erb A i erb B wirusa ptasiej erytroblastozy (AEV) indu
kującego u ptaków zarówno mięsaka, jak i białaczkę, podejrzewano 
o udział w onkogenezie [199]. Wyniki późniejszych badań sugerują jed
nak, że prawdopodobnie tylko erb B odpowiedzialny jest za indukcję no
wotworów u kur [65], choć u człowieka c-erb A podejrzewany jest 
o współudział w powstawaniu niektórych ostrych białaczek szpikowych
[43], Produkt v-erb B wydaje się glikoproteidem i lokalizuje się go w ko
mórce w połączeniu z błonami [145], Choć nie ma on prawdopdobnie 
aktywności kinazy białkowej fragment tego białka, sądząc z sekwencji 
nukleotydów v-erb B, wykazuje zaskakującą homologię z kinazami biał
kowymi [12]. Ostatnio natomiast wykazano podobieństwo tego onkogenu 
do genu kodującego receptor dla EGF [50], Nadal więc zarówno funkcja, 
jak i dokładna lokalizacja produktu onkogenu v-erb B może być jedynie 
tematem domysłów. W jądrze komórkowym zlokalizowano m. in. białka

http://rcin.org.pl



O N K O G E N Y 205

kodowane przez onkogeny v-m yb  [12] i v-myc  [48], ale mało wiadomo na 
temat ich funkcji.

W żadnym ze wspomnianych tu przypadków nie można wytłum a
czyć transformacji nowotworowej komórek czynnością białka kodowa
nego przez określony onkogen. Do osiągnięcia tego celu zbliżyły nas do
piero badania onkogenu v-sis, należącego do wirusa małpiego mięsaka.

TABELA 2

Białka kodowane przez niektóre onkogeny wirusowe
I

Onkogen Nowotwór Właściwości kodowa- 
indukowany nego białka

Lokalizacja w komórce Referencje

abl Białaczka z limfo- ' Kinaza białkowa 
cytów B (tyrozynowa)

Błona komórkowa 12

erb B Erytroleukemia Podobne do receptora
dla EGF1

Błona komórkowa 
i błona cytoplaz-
matyczna

50

mos Mięsak Rozpuszczalne białko
cytoplazmatyczne

139

rnyb Białaczka mielo- ' Wiąże DNA 
blastyczna

1

Jądro komórkowe 101

myc Białaczka mielo- Podobne do TCGF2 
; cytarna

Jądro komórkowe 7, 136

ras Erytroleukemia Kinaza białkowa
(treoninowa)l

Błona komórkowa 169

sis Mięsak Podobne do PDGF3 ! ? 49, 203
src Mięsak Kinaza białkowa

(tyrozynowa)
Błona komórkowa 

(wewnętrzna po
wierzchnia)

28, 90

1 z ang. Epidermal growth factor — czynnik wzrostowy komórek nabłonkowych.
2 z ang. T cell growth factor — czynnik wzrostowy limfocytów T, czyli interleukina 2 [136.] 

Według innych doniesień białko kodowane przez ten onkogen jest wewnątrzkomórkowym media
torem w odpowiedzi na PDGF [7].

3 z ang. Platelet-derived growth factor — płytkowy czynnik wzrostowy.

Okazało się, że kodowane przezeń białko p28 ma zbliżoną sekwencję
aminokwasową do płytkowego czynnika wzrostowego PDGF [49, 203].
Wiadomo natomiast, że płytkowy czynnik wzrostowy jest głównym czyn
nikiem mitogennym surowicy, działającym na komórki pochodzenia me- 
zenchymatycznego [45], Nawet jednak i w tym przypadku prawdziwy 
mechanizm onkogenezy indukowanej przez v-sis nie jest znany.

Istnienie wirusów, które w wyniku mutacji utraciły zdolność indu
kowania transformacji nowotworowej komórek, ułatwiło identyfikację 
onkogenów wirusowych. Porównanie bowiem genomu mutantów it wiru-

\j O  O  . O  L J
sów wyjściowych umożliwiło identyfikację i izolację fragmentu odpo
wiadającego onkogenowi wirusowemu [52, 111].
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ONKOGENY KOMÓRKOWE CZYLI PROTOONKOGENY

Nieoczekiwanie okazało się, że geny homologiczne w stosunku do 
onkogenów wirusowych pod względem sekwencji nukleotydów obecne 
są w genomie wszystkich komórek kręgowców, a nawet u organizmów 
niższych, np. owadów [88, 170]. Pierwszy onkogen w ykryty w normalnych 
komórkach ptasich okazał się homologiczny w stosunku do v-src [183]. 
Już jednak wyniki wcześniejszych doświadczeń nasunęły podejrzenie 
obecności onkogenów w normalnych komórkach. Okazało się bowiem, że
retrowirusy niezdolne do szybkiego indukowania nowotworu nabywały 
tę zdolność w wyniku replikacji w komórkach normalnych zwierząt [12,
81]. Obecnie wiadomo, że retrowirusy nie posiadające onkogenów mogą 
je nabyć w wyniku rekombinacji z genami zakażonych przez siebie ko
mórek [137], Onkogeny komórkowe są więc protoplastami onkogenów 
wirusowych i określa się je jako protoonkogeny. Oznacza się je takim
samym trójliterowym symbolem jak homologiczne onkogeny wirusowe 
i dodaje literę c (z ang. cellular — komórkowy). Za tym, że onkogeny
komórkowe są własnymi genami komórki i nie są pochodzenia wiruso
wego przemawiają następujące obserwacje:

obecność w nich intronów przy braku ich w v-onc;
ich ścisła lokalizacja w genomie, w przeciwieństwie do przypadko

wego lokowania się w genomie komórki genów pochodzących od re tro 
wirusów;

w genomie normalnych komórek protoonkogeny nie są związane 
z genami retrowirusów [198].

Z kolei za tym, że onkogeny wirusowe są obce dla wirusa przemawia 
brak ich udziału w re ńikacji i formowaniu się wirusów, dzięki czemu
retrowirusy mogą, jak już wspomniano, całkowicie „się bez nich obejść” .

Fakt, że źródłem powstania onkogenów wirusowych są. geny obecne
w normalnych komórkach wydaje się pozornie trudny do przyjęcia i był 
zaskoczeniem dla wielu badaczy. Retrowirusy okazały się chimerami, 
w których genomie obecne są sekwencje „własne” wirusa i sekwencje 
„obce”, pochodzące z komórek. W DNA komórek człowieka znaleziono
m. in. geny homologiczne w stosunku do następujących onkogenów wi
rusowych: v^myc, v-myb, v-mos, v-Ha-ras, v-Ki-ras, v-bas, v-abl, v-fes,
v~sis, v-src [Ii0p2$, 38, 39, 77, 204] ( tab. 2). Niektóre onkogeny w y
stępują w genomie człowieka w więcej niż jednej kopii. Na przykład 
c-myc, występuje w cżferech kopiach w genomie [40], c-Ha-ras

i r  • r  • . f  i  ^  r

i c-KWr&s — W dwóch kopiach [23], a c-src również w dwóch kopiach
^  ^  ś  Ł A ^  A

[11]. W genomie danego organizmu występują onkogeny komórkowe ho- 
biologiczne w stośńnku do onkogenów różnych wirusów, łącznie z onko-

. f f  1 1 . S ó ]  n m 9 W 0 8 i r i i r/ ;
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genami należącymi do wirusów niezdolnych do zakażania danego orga
nizmu [51]. Komórki ptasie zawierają onkogeny homologiczne w stosun
ku do onkogenów występujących w retrowirusach ptasich, ale także 
onkogeny homologiczne w stosunku do onkogenów retrowirusów zakaża
jących komórki ssaków, np. wirusa białaczki Abelsona, wirusa mięsaka 
Moloneya i wirusa kociego mięsaka. Komórki ssaków zawierają zarówno 
onkogeny homologiczne w stosunku do onkogenów retrowirusów zakaża
jących ssaki, jak i onkogeny homologiczne w stosunku do onkogenów 
retrowirusów ptasich [51], takich jak np. wirusa mielocytomatozy, wirusa 
mięsaka Rousa, wirusa ptasiej mieloblastozy i wirusa mięsaka Fujinami. 
Zdarzają się wykryte w wyniku transfekcji onkogeny komórkowe, do 
których nie znaleziono dotychczas odpowiadających im onkogenów w iru
sowych. Albo wirusy takie istnieją, choć nie zostały jeszcze wykryte, albo 
wspomniane onkogeny komórkowe nie zostały jeszcze „przywłaszczone”, 
przez wirusy. Onkogenem takim jest np. c-B-lym  1 w ykryty  zarówno 
w komórkach wywodzącego się z limfocytów B chłoniaka kur [72], jak 
i w chłoniaku Burkitta u ludzi [46], a także c-N-ras.

Onkogeny komórkowe homologiczne w stosunku do określonego on- 
kogenu wirusowego występują u człowieka, u innych kręgowców, a na
wet u owadów. Takim onkogenem jest np. c-src w ykryty nie tylko u ssa
ków (człowiek, mysz), ptaków (kura) i ryb (łosoś) [179], ale również 
u muszki owocówki [88].

Utrzymanie się u człowieka i zwierząt podobnych onkogenów ko
mórkowych sugeruje, że kodowane przez nie białka spełniają jakieś pod
stawowe czynności biologiczne. Produkty białkowe onkogenów można 
podzielić na kilka grup lub klas:

1. Kinazy białkowe swoiste dla tyrozyny (abl, fes, fgr, fps, ros, src, 
yes). Spokrewnione z tą grupą są białka o podobnej sekwencji amino
kwasów, ale nie wykazujące aktywności kinazowej (fms, mil, mos, raf).

2. Czynniki wzrostowe (sis).
3. Wiążące GTP (Ha-ras, Ki-ras, N-ras).
4. Jądrowe (B-lym, fos, myc, myb, ski).
5. Inne (erb A, ets, rei). '
Transkrypcję onkogenów c-fos, c-abl, c-Ha-ras, c-mos i c-fms  stwier

dzono na różnych etapach rozwoju zarodkowego u myszy [36, 126, 127]. 
Ekspresja tych genów zmieniała się w embriogenezie i była zróżnicowa
na w poszczególnych narządach. Pojawiała się również w regenerującej
wątrobie [73, 108]. Istnieją sugestie, że c-myb  i c-myc  biorą udział 
w  utrzymaniu proliferacji komórek krwiotwórczych szeregu granulocy- 
tarnego [70], a c-fos także w różnicowaniu się komórek [128], np. w kie
runku makrofagów [70]. c-myc  uczestniczy również w proliferacji ko
mórek cytotrofoblastu [144], limfocytów T w odpowiedzi na czynniki mi-
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togenne [143] i prawdopodobnie wielu innych komórek [184], Ekspresja 
c-myc, c-jos i c-Ki-ras zmienia się w cyklu komórkowym [18, 75]. Wy
daje się również, że produkt białkowy onkogenu c-myc  jest wewnątrzko
mórkowym mediatorem odpowiedzi komórek na działanie płytkowego 
czynnika wzrostowego [7]. Z kolei produkt genu c-src — białko p60 obec
ne jest w dużych ilościach w tkance nerwowej w okresie rozwoju [177]. 
Obserwacje te w połączeniu z podobieństwem niektórych onkogenów do 
genów kodujących czynniki wzrostowe, takie jak płytkowy czynnik wzro
stowy [49, 203], czynnik wzrostowy limfocytów T [136], czy transferyna 
[46], lub do genów kodujących receptory dla czynników wzrostowych, 
np. receptora dla czynnika wzrostowego komórek nabłonkowych [50] 
(tab. 2), skłaniają do przypuszczenia, że onkogeny komórkowe biorą 
udział w regulacji wzrostu i różnicowania się komórek.

Dochodzimy tu  do pewnych niejasności. Jeżeli onkogeny obecne są 
we wszystkich komórkach i nawet w normalnych określonych w arun
kach dochodzi do ich ekspresji, to dlaczego nie prowadzą one bezpośred
nio do onkogenezy, tylko dopiero w wyniku transdukcji, „przechwycone” 
z jednych komórek przez retrowirusy i wprowadzone do genomu innych 
komórek? Po pierwsze wydaje się, że onkogeny komórkowe mogą indu
kować onkogenezę bezpośrednio i bez współudziału retrowirusów zawie
rających onkogeny (patrz niżej). Po drugie okazuje się, że onkogen ko
mórkowy i homologiczny w stosunku do niego onkogen wirusowy nie są 
identyczne.

RÓŻNICE MIĘDZY ONKOGENAMI WIRUSOWYMI I KOMÓRKOWYMI

Porównując sekwencje nukleotydów onkogenu wirusowego i homo
logicznego onkogenu komórkowego można stwierdzić wiele różnic (ryc. 2). 
Różnice te obejmują:

Mutacje punktowe w v-onc;
Delecje — pewne odcinki c-onc mogą być nieobecne w v-onc;
Brak intronów w v-onc;
W v-onc mogą być obecne odcinki DNA komórkowego, których nie 

ma w c-onc;
Inwersje — odcinki v-onc mogą być odwrócone o 180° w stosunku 

do odpowiednich odcinków w c-onc;
W skład v-onc, oprócz odcinków pochodzenia komórkowego, wcho

dzą często odcinki genów retrowirusa, np. gen gag.
Takie onkogeny wirusowe mają więc charakter chimer.
Mutacje punktowe mogą obejmować l-2°/o długości v-onc [51, 192],

% A |  #  • ^  ^  |

a onkogeny wirusowe homologiczne w stosunku do określonego c-onc
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i pochodzące od różnych szczepów danego wirusa mogą różnić się nie
znacznie między sobą [164, 210]. W onkogenie wirusowym może brakować 
pewnych odcinków homologicznego onkogenu komórkowego. Na przy
kład v-abl obejmuje tylko wewnętrzny fragment c-abl. Na końcu 3' 
c-abl jest dłuższy o 850 par zasad, a na końcu 5' — o około 350 par zasad 
[201]. W wyniku tych różnic w długości genów białko kodowane przez 
c-abl ma ciężar cząsteczkowy 160 kd, a białko kodowane przez v-abl — 
zaledwie 120 kd [69]. Również niektóre inne onkogeny wirusowe obej
m ują tylko pewne odcinki kodujące homologicznych onkogenów komór
kowych i są w związku z tym znacznie od nich krótsze [51]; v-rel obej
m uje około 1400 par zasad, a c-rel około 4000 par zasad [25], V -m yb  
obejmuje natomiast około 1200 par zasad i jest krótszy od c-myb  [100], 
Ma to swoje odbicie w wielkości kodowanych białek. Produkt v-m yb  ma 
ciężar cząsteczkowy około 48 kd, a produkt c-myb ■— 105 kd [16]. Nale
ży pamiętać, że v-onc nie zawiera intronów [12, 201, 210] i bardziej zbli
żony jest w związku z tym pod względem sekwencji nukleotydów do 
mRNA dla danego c-onc niż do samego c-onc. Może się więc zdarzyć, iż 
mimo że v-onc jest znacznie krótszy od homologicznego c-onc, to kodo
wane przez nie białka mają zbliżony ciężar cząsteczkowy. Jest to jedną 
z przyczyn, dla których mimo że c-src obejmuje prawie dwa razy więcej 
par zasad niż v-src, kodowane przez nie białka mają po około 60 kd [175]. 
W v-onc może nie tylko brakować pewnych odcinków obecnych w homo
logicznym c-onc, ale odwrotnie, mogą w nich być obecne fragm enty od
powiadające odcinkom DNA nie wchodzącym w skład c-onc. V-onc w  ta
kich przypadkach łączy w sobie fragmenty kilku genów komórkowych 
[51]. Kolejną różnicą między tymi dwoma typami onkogenów jest fakt, 
że onkogeny mają w większości przypadków charakter chimer, tzn. 
wchodzą w ich skład zarówno fragmenty pochodzenia komórkowego, 
jak również fragmenty ich własnych, wirusowych genów. Najczęściej 
w skład v-onc wchodzą fragmenty genu gag (rys. 1), rzadziej fragmenty 
genu env [51]. Białko kodowane przez c-onc może poza tym podlegać 
intensyw xiiejszyrn przemianom potranslacyjnym w porównaniu z biał
kiem kodowanym przez homologiczny v-onc [36].

Niestety nie wiemy jak omówione tu  różnice między c-onc i v-onc 
i które z nich są istotne są dla przemiany onkogenu komórkowego, po
tencjalnie zdolnego do indukowania onkogenezy w onkogen wirusowy.

POWSTAWANIE ONKOGENÓW WIRUSOWYCH

Można przypuszczać, że transdukcja onkogenu komórkowego przez 
retrowirus, czyli włączenie tego onkogenu do genomu retrowirusa w jed
nej komórce i przeniesienie tego onkogenu do innej komórki dotyczy
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prawdopodobnie także innych genów komórkowych, ale w przypadku 
onkogenów może mieć szczególnie poważne konsekwencje. Proces trans- 
dukcji onkogenów komórkowych przez wirusy może się skończyć prze
niesieniem i włączeniem ich, już jako onkogenów wirusowych, do geno
m u innych komórek. Na tym etapie są to już jednak onkogeny gotowe do 
natychmiastowego indukowania transformacji nowotworowej, czyli onko
geny aktywowane.

Mechanizm włączania onkogenu komórkowego do genomu wirusa 
nie jest jednak poznany, podobnie jak nie jest poznany proces rekombi
nacji wirusowego DNA i DNA komórkowego prowadzący do integracji 
prowirusa z genomem komórki. Cały proces transdukcji onkogenu ko
mórkowego przez retrowirus zaczyna się prawdopodobnie właśnie od ta 
kiej integracji. DNA powstały dzięki odwrotnej transkryptazie na m a
trycy RNA wirusowego musi włączyć się jako prowirus obok onkogenu 
komórkowego [33]. Rekombinacji, która łączy DNA wirusowy i komór
kowy, towarzyszy delecja eliminująca term inator transkrypcji genów 
wirusowych i prawdopodobnie promotor onkogenu komórkowego. P rzy
puszcza się, że proces rekombinacji zapoczątkowujący włączenie prowi
rusa do genomu komórki przypadkowo tylko może zajść w miejscu po
łożenia onkogenu komórkowego. Niektóre nowsze dane sugerują, że re 
kombinacja ta nie musi jednak przypadkowo tylko dotyczyć miejsca po
łożenia onkogenu komórkowego, a przynajmniej nie zawsze jest przy
padkowa. Na końcach 3' i 5' onkogenu komórkowego c-fos wykryto k ró t
kie sekwencje homologiczne w stosunku do odcinków genomu wirusa m y
siego osteosarcoma FBJ, między którymi włączany jest ten onkogen 
[200]. Sekwencja homologiczna na końcu 5' obejmuje pięć nukleotydów, 
a na końcu 3' — dziesięć nukleotydów. Również otrzymanie onkogenu 
abl przez wirusa białaczki Abelsona zaszło dzięki krótkiemu odcinkowi 
homologicznemu, znajdującemu się w genomie wirusa i w onkogenie ko
mórkowym c-abl. Umożliwiło to prawdopodobnie integrację prowirusa 
w pobliżu c-abl w genomie komórki [202]. Rekombinacja między genami 
pochodzenia wirusowego i onkogenem zachodzi raczej na poziomie DNA, 
a nie RNA. Przemawia za tym fakt, że dochodzi do niej nie tylko w obrę
bie eksonów, ale także w obrębie intronów [12, 200, 210]. Na przykład 
zarówno w przypadku v-m yb  [100], jak i v-fos [200] rekombinacja, w w y
niku której powstały te wirusowe onkogeny, zaszła prawdopodobnie na 
jednym końcu w obrębie eksonu, a na drugim w obrębie intronu. Wydaje 
się, że również rekombinacja prowadząca do powstania v-src zaszła na 
końcu 5' w obrębie intronu [210].

Następnym etapem powstawania onkogenu wirusowego jest trans
krypcja i obróbka powstałego w jej wyniku RNA, podczas której ulegają 
usunięciu introny. Mający charakter chimery RNA włączony jest następ
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nie do formujących się wirusów, a one po opuszczeniu komórki gotowe są 
do zakażania innych komórek. Ten sam onkogen komórkowy może ulec 
transdukcji przez różne retrowirusy. Na przykład zarówno v-m ht  obecny 
w genomie wirusa ptasiego raka MH2, jak i onkogen v-raf obecny w wi
rusie mięsaka mysiego pochodzą ze wspólnego onkogenu komórkowego 
i są w 95°/o identyczne. Drobne różnice, obejmujące delecje i połączenie 
z różnymi sekwencjami w genomie wirusa, sprawiły jednak, że te dwa 
onkogeny mają różne zdolności onkogenne [93].

AKTYWACJA ONKOGENÓW KOMÓRKOWYCH

Jeżeli aktywacja onkogenu komórkowego ma ogólnie oznaczać zmia
nę, która powoduje, że czynność uprzednio normalnego genu kieruje ko
mórkę na drogę onkogenezy, to aktywacja ta może przebiegać dwoma 
zasadniczymi drogami. Po pierwsze, onkogen komórkowy może ulec zmia
nie lub zmianom strukturalnym , co powoduje zmiany w kodowanym 
przez niego białku i wypaczenie jego funkcji. Po drugie, wzrosnąć może 
tempo transkrypcji tego genu, zwiększając jego ekspresję w komórce. Ta 
druga zmiana jest oczywiście zmianą czysto ilościową. Aktywacja onko
genów komórkowych przez zmiany jakościowe w ich strukturze, a co za 
tym  idzie w strukturze kodowanych przez nie białek, jest procesem udo
wodnionym. Natomiast dowody na istnienie aktywacji onkogenów ko
mórkowych wyłącznie poprzez zwiększenie ich ekspresji w komórce nie 
są do końca przekonujące. Dlatego ten mechanizm, choć bardzo prawdo
podobny, należy na razie uznać za hipotetyczny. Badacze którzy powąt
piewają w istnienie tego mechanizmu aktywacji wolą używać w stosunku 
do onkogenów komórkowych terminu protoonkogeny, aby podkreślić od
mienną strukturę obydwu typów genów.

Do proponowanych mechanizmów aktywacji onkogenów komórko
wych należą następujące procesy:

transdukcja przez retrowirusy;
sprzęganie in vitro c-onc z sekwencjami LTR;
integracja prowirusa w genomie komórki w pobliżu c-onc;
mutacje punktowe;
translokacje chromosomalne;
amplifikacja;
uwolnienie spod kontroli genów regulatorowych.
Wśród wymienionych tu znajdują się zarówno mechanizmy udowod

nione, jak i przypuszczalne, nie tylko zachodzące w sposób naturalny, 
ale także indukowane eksperymentalnie.
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T R A N S D U K C J A  P R Z E Z  R E T R O W IR U S Y

Najwcześniej i najlepiej poznanym procesem prowadzącym do ak ty 
wacji onkogenów komórkowych jest ich transdukcja przez retrowirusy. 
Onkogen komórkowy „włączony” do genomu retrowirusa, zwany od te
go momentu wirusowym, jest w pełni gotowy do indukcji onkogenezy 
i inicjuje ten proces, jeżeli tylko wbudowany zostaje ponownie do ge
nomu innych komórek [83, 137], Wszystkie poznane dotychczas onko
geny wirusowe różnią się jakościowo w stosunku do homologicznych on
kogenów komórkowych [51]. Jest to ważnym argumentem podkreślają
cym rolę zmian jakościowych w aktywacji onkogenów komórkowych. 
Nie wyklucza to jednak innego mechanizmu aktywacji. W DNA prowirusa 
znajdują się, jak już wspomniano (rys. 1), na obydwu końcach długie 
powtarzalne sekwencje końcowe, czyli sekwencje LTR zawierające od
cinki o charakterze promotorów i odcinki o charakterze wzmacniaczy. 
Geny regulatorowe o charakterze wzmacniaczy występują również w ge
nomie organizmów wyższych i odznaczają się następującymi cechami:

wybitnie przyspiszają proces transkrypcji genów sąsiadujących 
z nimi;

oddziałują na geny leżące po obydwu ich stronach w nici DNA;
wywierają swój efekt nawet na geny oddalone o kilka tysięcy par

zasad [134],
Biorąc pod uwagę wymienione cechy wydaje się oczywiste, że rów

nież onkogen wirusowy wbudowany do genomu komórki zakażonej po
zostaje pod nasilającym transkrypcję wpływem wzmacniaczy. Nie jest 
to prawdopodobnie bez znaczenia dla onkogenezy indukowanej przez re
trowirusy posiadające onkogeny. Przemawiają za tym również wyniki 
doświadczeń, w których in vitro sprzęga się onkogeny komórkowe z d łu
gimi powtarzalnymi sekwencjami retrowirusów.

S P R Z Ę G A N IE  IN  V ITR O  O N K O G E N Ó W  K O M Ó R K O W Y C H  Z D Ł U G IM I P O W T A R Z A L N Y M I
S E K W E N C J A M I  K O Ń C O W Y M I R E T R O W IR U S Ó W

Połączenie in vitro izolowanego onkogenu komórkowego z sekwen
cjami LTR i wbudowanie tak utworzonego kompleksu do genomu fibro- 
blastów linii NIH 3T3 powoduje ich transformację nowotworową. W yka
zano to posługując się sekwencjami LTR wirusa mięsaka Moloney’a 
i onkogenem mysim c-mos [13]. Powstały kompleks transformował ko
mórki NIH 3T3 nie mniej skutecznie niż klonowane odcinki zawierające 
onkogen wirusowy v-mos wraz z sekwencjami LTR. Obserwacje te po
twierdzone zostały również na innym układzie. Do transfekcji komórek 
NIH 3T3 użyto tym razem „chimery” powstałej z połączenia wirusowych 
sekwencji LTR z onkogenem homologicznym do c-Ha-ras izolowanym
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z normalnych komórek ludzkich [22]. W wyniku transfekcji komórki NIH 
3T3 ulegały nie tylko transformacji nowotworowej, ale również w yka
zywały wysoką ekspresję kodowanego przez c-Ha-ras białka p21. Wyniki 
tych eksperymentów przemawiają na korzyść modelu ilościowego ak ty 
wacji onkogenów komórkowych i sugerują, że prawdopodobnie samo 
tylko zwiększenie transkrypcji c-onc pochodzącego z normalnych (nie- 
nowotworowych) komórek jest wystarczające do indukowania onkoge
nezy. Dla ostrożności należy jednak zaznaczyć, że nie wszystkie tego typu 
eksperymenty zakończyły się powodzeniem. Na przykład onkogen homo
logiczny w stosunku do c-mos i pochodzący z komórek ludzkich, w prze
ciwieństwie do mysiego c-mos, nie ulegał aktywacji po sprzężeniu go 
z odpowiednimi sekwencjami pochodzącymi z wirusa mięsaka Moloney’a 
[204], Oczywiście w tym konkretnym przypadku powodem różnic w za
chowaniu mysiego i ludzkiego c-mos mogą być także jakościowe różnice 
istniejące między tymi dwoma homologicznymi onkogenami komórko
wymi. Duesberg [51] cytuje również nie opublikowane dane, pochodzące 
z różnych laboratoriów, potwierdzające niepowodzenia przy próbach 
transformacji komórek NIH 3T3 przez kompleksy powstałe w wyniku 
łączenia wirusowych sekwencji LTR i onkogenów c-myc  i c-src *.

IN T E G R A C J A  P R O W I R U S A  W G E N O M IE  K O M Ó R K I W P O B L IŻ U  O N K O G E N U
K O M O R K O W E G O

Naturalnym odpowiednikiem opisanego w poprzednim podrozdziale 
procesu jest zjawisko, które może zajść w komórkach zakażonych przez 
retrowirusy. Syntetyzowany w komórce DNA wirusowy wraz z sekwen
cjami LTR (rys. 1) włącza się do genomu zakażonej komórki. Jeżeli na
wet wirus ten nie zawiera onkogenu, to jego integracja w pobliżu onko- 
genu komórkowego może mieć poważne konsekwencje. Należy bowiem 
pamiętać, że wzmacniacze obecne w wirusowych sekwencjach LTR nie 
tylko intensywnie stymulują proces transkrypcji, ale wpływem swoim 
mogą objąć nawet odległe geny. Przypuszcza się, że onkogen komórkowy, 
k tóry  znalazł się w zasięgu oddziaływania wzmacniaczy wirusowych se
kwencji LTR może ulec intensywnej transkrypcji inicjując onkogenezę. 
Pewne obserwacje wydają się potwierdzać taką możliwość. Należą do nich

* Obecnie możliwe jest sprzęganie izolowanego onkogenu komórkowego z ge
nam i regulatorowymi wrażliwymi na określony hormon. W komórkach, które w bu
du ją  do swego genomu tak  utworzony gen transkrypcja  onkogenu znajduje się 
pod kontrolą hormonu, dzięki czemu można ją  regulować. Niestety wyniki badań 
z użyciem tak  otrzymanych genów nie dały dotychczas definitywnej odpowiedzi 
na pytanie, czy samo tylko zwiększenie ekspresji nie zmienionego c-onc może in
dukować onkogenezę [92, 185],
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badania wirusa ptasiej leukozy (z ang. avian leukosis virus — ALV). 
Wirus ten nie zawiera onkogenu i indukuje m. in. mięsaki, białaczki oraz 
chłoniaki wywodzące się z limfocytów B u ku r dopiero po wielu miesią
cach (3-12) od momentu zakażenia [173]. W niektórych, ale nie we wszyst
kich przypadkach tak indukowanych chłoniaków stwierdzono integrację 
wirusowego DNA w odległości około 5000 par zasad od komórkowego 
onkogenu c-myc [85]. W 80°/o tego typu chłoniaków prowadzi to do pod
wyższonej nawet 100-krotnie transkrypcji c-myc  w transformowanych 
komórkach [85, 140, 206]. Wzmożona ekspresja c-myc  zachodziła w trzech 
różnych konfiguracjach: (a) prowirus po stronie 5' c-myc; (b) prowirus 
po stronie 5' c-myc; lecz odwrócony, jeżeli chodzi o kierunek transkryp
cji; (c) prowirus po stronie 3' c-myc. W innych badaniach sekwencje LTR 
wirusa ptasiej erytroblastozy wykryto w genomie transformowanych 
tym wirusem komórek w odległości około 500 par zasad od onkogenu 
komórkowego c-erb B [64].

Obserwacje te skłaniają do przypuszczeń, że retrowirusy nie zawie
rające onkogenów indukują onkogenezę w wyniku integracji prowirusa 
wraz z sekwencjami LTR w pobliżu c-onc, co prowadzi do podwyższonej 
ekspresji kodowanego przez dany onkogen białka. Nie można wykluczyć, 
że bardzo wiele wirusów może indukować onkogenezę na tej drodze i być 
może zachodzi ona częściej niż onkogeneza indukowana przez retrow iru
sy zawierające onkogeny. Grupa ta może obejmować nie tylko re tro
wirusy [12].

Należy jednak pamiętać, że sugerowany tu mechanizm onogenezy, 
zwany w literaturze angielskojęzycznej „promotor/enhancer insertion” , 
nie jest w pełni udowodniony. Nie we wszystkich chłoniakach induko
wanych przez ALV stwierdzono obecność prowirusa w pobliżu c-myc  
i podwyższoną ekspresję tego onkogenu. Również długi okres latencji 
wymagany do rozwoju nowotworu w tym układzie nasuwa pewne w ąt
pliwości co do słuszności proponowanego modelu onkogenezy. Nawet za
kładając, że integracja wirusowego DNA zachodzi przypadkowo i w związ
ku z tym  istnieje teoretycznie małe prawdopodobieństwo wbudowania 
się go w pobliżu c-myc, to jednak, biorąc pod uwagę wysokie miano wi
rusów ALV w organizmie zakażonego kurczęcia i wysoką liczbę zakażo
nych limfocytów, obliczono, że proponowany tu  model onkogenezy nie 
jest zupełnie zgodny z tak długim okresem latencji [51].

Wydaje się, że DNA prowirusa nie koniecznie musi być wbudowany 
w pobliżu onkogenu komórkowego, aby wzmagać jego ekspresję. Na 
przykład geny regulatorowe obecne w sekwencjach LTR wirusa ludzkiej 
białaczki wywodzącej się z limfocytów T (z ang. human T celi leukemia 
virus — HTLV) zdolne są prawdopodobnie do stymulowania transkrypcji 
nawet odległych genów przez kodowane przez siebie czynniki [176]. Wi-
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rusy HTLV, pierwsze zidentyfikowane dotychczas retrowirusy onkogenne 
człowieka prawdopodobnie nie zawierają onkogenów [27, 167].

Retrowirusy mogą prawdopodobnie indukować onkogenezę również 
inną drogą. Wirusowy DNA wbudowując się do genomu komórki może 
powodować różnego typu mutacje w wyniku insercji (z ang. insertion 
mutagenesis), które mogą prowadzić do inaktywacji genów regulatoro
wych oddziałujących supresyjnie na ekspresję onkogenów.

M U T A C J E  P U N K T O W E

Klonowanie onkogenów komórkowych pochodzących z niektórych no
wotworów człowieka umożliwiło porównanie sekwencji nukleotydów w 
tych onkogenach z sekwencją nukleotydów w analogicznych onkogenach 
pochodzących z komórek normalnych. Badania te dały zaskakujące w y
niki. Okazało się, że np. onkogen komórkowy c-Ha-ras 1 izolowany z ko
mórek raka pęcherza człowieka wykazywał obecność mutacji punktowej 
w kodonie 12. Mutacja ta powodowała obecność w nim tyminy zamiast 
guaniny. Powodowało to zastąpienie glicyny przez walinę w odpowiednim 
miejscu kodowanego przez ten onkogen białka p21 [19, 150, 151, 191,
194] (tab. 3). Mutacja ta nie prowadziła do zwiększonej produkcji białka

T A B E L A  3

Niektóre mutacje punktowe obecne w onkogenach komórkowych izolowanych z nowotworów

One Nowotwór Miejsce zmie
nionego kodonu

Zmiana
nukleotydu

Zmiana
aminokwasu

Ha-ras 1 Rak pęcherza EJ/T24/J82 12 G - T 3>tta

H a - 1 Rak płuc Hs 242 61 A >  T glu le
Ki-Am 2 Rak płuc Calu-ł 12 G -> T gly -► cys
Ki-Am 2 Rak okrężnicy SW 480 12 G -* T gly -* val
N-ras Neuroblastoma SK-N-SH 1 61 C -  A glu -> lys

p21 [191]. Jest rzeczą charakterystyczną, że homologiczny onkogen w iru
sowy, a więc gotowy do indukowania onkogenezy, również ma identycz
ną mutację. Znaczenie tej mutacji podkreśla również fakt, że podczas gdy 
zmutowany c-Ha-ras zdolny jest do transformacji komórek NIH 3T3, to 
niezmutowany c-Ha-ras, izolowany z komórek normalnych, nie ma tych 
właściwości. W dodatku badania nad onkogenem komórkowym c-Ki-ras 
2, należącym do tej samej grupy onkogenów komórkowych co c-Ha-ras 
1, dały podobne wyniki (tab. 3). Zarówno c-Ki-ras 2 izolowany z komórek 
raka płuc, jak i c-Ki-ras 2 izolowany z raka okrężnicy posiadały mutację 
punktową dotyczącą kodonu 12 [20, 118, 171]. Również uzyskana in vitro
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spontaniczna mutacja c-Ha-ras 1 w obrębie kodonu 12, powodująca za
stąpienia guaniny przez adeninę i w konsekwencji glicyny przez kwas 
asparaginowy, prowadziła do nabycia przez ten onkogen zdolności do in
dukowania transformacji nowotworowej komórek NIH 3T3 [158]. Analiza 
komputerowa przewidywanej s truk tury  kodowanego przez ten onkogen 
białka p21 wykazała, że zastąpienie glicyny w miejscu 12 nie tylko przez 
walinę lub kwas asparaginowy, ale także przez inne aminokwasy, powin
no dać tę samą zmianę konformacyjną [158]. Przewidywania te potwier
dzone zostały przez wyniki doświadczeń, w których onkogen c-Ha-ras 1 
poddawano in vitro mutacji w obrębie kodonu 12 i transformowano nim 
fibroblasty szczurze. Okazało się, że podstawienie glicyny przez każdy 
inny aminokwas, z wyjątkiem proliny, nadawało kodowanemu przez ten 
onkogen białku właściwości transformujące [130, 165], W obrębie onko
genów należących do grupy ras izolowanych z komórek nowotworowych 
znaleziono również mutacje prowadzące do zmiany jednego nukleotydu 
w obrębie kodonu 61. Na przykład c-Ha-ras 1 pochodzący z raka płuc 
miał w obrębie tego kodonu tyminę w miejscu adeniny, co powodowało, 
że w pozycji 61 białka p21 znajdowała się leucyna zamiast kwasu gluta
minowego [211]. Podobne wyniki dały również badania odkrytego sto
sunkowo niedawno u ludzi onkogenu c-K-ras znalezionego pierwotnie w 
komórkach neuroblastoma [172], Onkogen ten wykryto również w ko
mórkach mięsaka [80], a także w komórkach przewlekłej białaczki szpi
kowej [125]. Jak dotąd nie opisano homologicznego w stosunku do niego 
onkogenu wirusowego. Otóż w onkogenie tym, izolowanym z komórek 
neuroblastoma, znaleziono również mutację w obrębie kodonu 61, powo
dującą wystąpienie adeniny w miejscu cytozyny i w konsekwencji lizyny 
w miejscu kwasu glutaminowego w kodowanym przezeń białku [193] 
{tab. 3).

Cytowane tu obserwacje sugerują, że zmiany pojedynczych amino
kwasów w dwóch „strategicznych” miejscach białka p21 nadają temu 
białku właściwości indukowania transformacji nowotworowej. Analiza 
komputerowa trójwymiarowego modelu tego białka sugeruje, że amino
kwasy w pozycji 12 uczestniczą w tworzeniu miejsca mającego zdolność 
wiązania nukleotydów [207], a konkretnie GTP (gwanozynotrójfosforanu) 
[61]. Zwrócono również uwagę, że sekwencja aminokwasów obecnych w 
białku p21 w pobliżu miejsca 12 wykazuje pewną homologię w stosunku 
do podjednostki beta ATP-azy mitochondrialnej w miejscu, w którym 
enzym ten najprawdopodobniej wiąże nukleotydy [66], Dalsze badania 
prowadzone w tym kierunku doprowadziły do odkrycia, które może oka
zać się bardzo istotne przy próbach wyjaśnienia mechanizmów onkogene- 
zy. Okazało się bowiem, że o ile normalne białko p21 ma właściwości 
GTP-azy, o tyle białko kodowane przez zmutowane onkogeny ras, ma-
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jące właściwości indukowania onkogenezy in vitro, nie wykazuje ak tyw 
ności tego enzymu [117]. Jest to o tyle dziwne, że zarówno normalne 
białko p21, jak i produkt aktywowanego onkogenu ras wykazują podobne 
powinowactwo przy wiązaniu GTP i podobną lokalizację w komórce [61, 
62].

Mimo tych odkryć nadal należy odnosić się z dużą dozą sceptycyz
mu w stosunku do hipotez próbujących wiązać aktywację onkogenów 
komórkowych z mutacjami punktowymi. Powinno się pamiętać, że m u 
tacje te stwierdzono w liniach komórkowych wyprowadzonych z odpo
wiednich nowotworów. Nie stwierdzono tych mutacji w 50 przypadkach 
pierwotnych raków człowieka, w tym raków pęcherza, okrężnicy i płuc
[59], a także w 14 przypadkach raka pęcherza i nerki [51]. Nie można 
wykluczyć, że mutacje te są raczej wynikiem, a nie przyczyną transform a
cji nowotworowej. Mogły one zajść już w trakcie rozwoju nowotworu, 
albo nawet w trakcie pasaży izolowanych komórek nowotworowych in 
vitro [51]. Za taką możliwością przemawiają pośrednio obserwacje wska
zujące na wzrastającą zdolność c-ras do indukowania transformacji no
wotworowej w trakcie kolejnych pasaży zawierających go komórek.

T R A N S L O K A C J E  C H R O M O S O M A L N E

Wprowadzenie precyzyjnych metod identyfikacji chromosomów i ich 
odcinków doprowadziło do wykrycia wielu aberracji chromosomalnych, 
towarzyszących określonym nowotworom. Obecnie wiadomo, że więk
szość chorób nowotworowych człowieka charakteryzuje się pewnymi pow
tarzalnymi defektami chromosomalnymi. Dotyczą one, na przykład, po
nad 90°/o wszystkich ostrych białaczek. Zagadnienie to omówione jest 
szerzej w pracach przeglądowych poświęconych temu problemowi [21, 156, 
212]. Interpretacja znaczenia tych aberracji chromosomalnych dla m e
chanizmu powstawania nowotworów bardzo pogłębiła się wraz z odkry
ciem onkogenów komórkowych. Najbardziej interesujący przebieg mają 
badania translokacji chromosomalnych obserwowanych u człowieka w 
chłoniaku Burkitta i w bardzo podobnym do niego mysim plazmocytoma. 
Zastanawiając się nad znaczeniem wzajemnej translokacji odcinków chro
mosomu 8 i 14 w chłoniaku Burkitta i chromosomu 15 i 12 w mysim 
plazmocytoma George Klein zaproponował, że nowotwory te powstają 
przez aktywację onkogenów komórkowych w wyniku ich przeniesienia 
w takie miejsce na chromosomie, w którym znajdują się bardzo aktywne 
pod względem transkrypcji geny kodujące immunoglobuliny [95]. W myśl 
tej hipotezy translokacje te byłyby imitacją fizjologicznie zachodzących 
w prekursorach limfocytów B translokacji zbliżających geny VDJ z ge
nami C dla immunoglobulin. Wiadomo bowiem, że na chromosomie 14
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człowieka i 12 myszy znajdują się geny kodujące łańcuchy ciężkie im
munoglobulin, i że geny te są bardzo aktywne w komórkach syntetyzują
cych przeciwciała. W rzadszych przypadkach translokacje w chłoniaku 
Burkitta dotyczą chromosomu 8 i 2 lub 22, a wiadomo, że na chromoso
mach 2 i 22 znajdują się z kolei geny dla łańcuchów lekkich immunoglo
bulin [106]. Wkrótce okazało się, że zgodnie z tą hipotezą onkogen c-myc  
ulega translokacji w sąsiedztwo miejsca zawierającego geny dla łańcu
chów ciężkich immunoglobulin zarówno w chłoniaku Burkitta, jak i w 
plazmocytoma u myszy, choć w nowym miejscu c-myc  ułożony jest w 
odwrotnym kierunku w sensie transkrypcji niż geny dla immunoglobulin
[2, 34, 41, 56, 96, 109, 135, 168, 195], Proces rekombinacji prawdopodob
nie ułatwia istnienie odcinków homologicznych w c-myc  i w genach dla 
łańcuchów ciężkich [54]. W przypadku rzadziej występujących w chłonia
ku Burkitta translokcji c-myc  pozostaje na miejscu, natomiast w jego 
sąsiedztwo przeniesiony zostaje gen dla łańcucha lekkiego kappa [57]. 
Obserwacje te były tym bardziej znamienne, że mniej więcej w tym 
samym czasie poznano geny regulatorowe o charakterze wzmacniaczy, 
występujące wraz z genami kodującymi immunologlobuliny i zdolne do 
aktywacji genów sąsiadujących z nimi po obydwu stronach na nici DNA 
[112, 119, 134, 155]. Badanie aktywności c-myc  wykazało, zgodnie z prze
widywaniami, jego zwiększoną transkrypcję po przeniesieniu go w wyni
ku translokacji zachodzącej w limfocytach chłoniaka Burkitta [8, 132], 
Zarówno w komórkach mysiego plazmocytoma, jak i chłoniaka Burkitta 
ilość mRNA odpowiadającego c-myc  ulega kilkakrotnemu zwiększeniu 
w porównaniu z normalnymi komórkami limfoidalnymi [142]. Sugerowało 
to aktywację c-^myc w wyniku opisanych translokacji [41, 56, 156, 168,
195] zgodnie z wcześniejszą hipotezą. Wydawało się więc, że tajemnica 
mechanizmu onkogenezy przynajmniej w przypadku tych dwóch nowo
tworów jest bliska wyjaśnienia. Wyłaniający się prosty schemat onkoge
nezy prowadzącej do rozwoju chłoniaka Burkitta i mysiego plazmocytoma 
skomplikował się jednak bardzo w wyniku dalszych obserwacji. Okazało 
się, że np. w mysim plazmocytoma c-myc  nie dostaje się po translokacji 
pod wpływ wzmacniacza związanego z genem dla łańcucha ciężkiego 
gamma, gdyż wzmacniacz ten zostaje w wyniku tej wzajemnej translo
kacji „zabrany” z miejsca swego normalnego położenia [129], Analogicz
ną sytuację stwierdzono w limfocytach pochodzących z chłoniaka Burkit
ta [146], Ponadto wykazano, że translokacja c-myc  połączona jest z istot
nymi zmianami w jego strukturze [182]. W większości przypadków prze
noszone są tylko dwa eksony z końca 3', natomiast ekson pierwszy (od koń
ca 5') pozostaje na miejscu [181, 205]. W tych rzadkich przypadkach 
chłoniaka Burkitta, w których translokacji ulega cały onkogen c-myc, w 
jego pierwszym eksonie obserwuje się mutacje [147], Ekson pierwszy
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onkogenu c-myc  podlega więc delecji albo mutacji i być może właśnie 
w tym eksonie tkwi tajemnica aktywacji c-myc. Choć w normalnych 
komórkach ekson pierwszy podlega transkrypcji, to jednak z powodu 
zawartości kodonów terminujących nie ulega translacji. Przypuszcza się, 
że ekson ten spełnia funkcje regulatorowe i hamuje ekspresję pozosta
łych dwóch eksonów. Albo jest on miejscem wiązania się jakiegoś in
hibitora, albo obecność odpowiadającego mu fragmentu mRNA hamuje 
translację pozostałego odcinka. Jest rzeczą charakterystyczną, że w iruso
wy onkogen v-m yc  nie zawiera odcinka odpowiadającego pierwszemu ek-
sonowi.

Istnieją jednak obserwacje, które podważają udział c-myc  w pow
stawaniu chłoniaków. Opisano przypadki chłoniaków Burkitta, w któ
rych w ogóle nie obserwowano translokacji [99]. Około 15% wszystkich 
plazmocytoma u myszy również nie zawiera żadnych translokacji [98]. 
Z kolei w pewnych chłoniakach człowieka translokacji do chromosomu 
14 ulegają odcinki innych chromosomów, a więc nie zawierających c-myc  
[213], W dodatku zdrowi ludzie mogą posiadać limfocyty z translokacja- 
mi charakterystycznymi dla chłoniaka Burkitta [97], Zdolność limfocy
tów B transformowanych wirusem Epsteina-Barr do produkcji czynni
ków wzrostowych dla limfocytów B może również sugerować zupełnie 
odmienny mechanizm onkogenezy w chłoniaku Burkitta [71]. Wiadomo, 
że wirus Epsteina-Barr partycypuje w tym mechanizmie, a nie stwierdzo
no dotychczas, aby onkogen c-myc  kodował czynniki wzrostowe limfocy
tów B.

W komórkach niektórych chłoniaków Burkitta i mysich plazmocyto
ma można wykryć również aktywowany onkogen c-mos. W trakcie tej 
aktywacji prawdopodobnie podlega on mutacji, a jego transkrypcja jest 
istotnie wzmożona [149]. Być może w procesie onkogenezy dochodzi tu  do 
współdziałania dwóch onkogenów.

Innym nowotworem, w którym dochodzi do charakterystycznej tran 
slokacji komórkowego onkogenu jest przewlekła białaczka szpikowa 
u człowieka. W białaczce tej obserwuje się w ramach tzw. translokacji 
Philadelphia przeniesienie c-abl z chromosomu 9 na chromosom 22, na 
którym, jak wiadomo, znajduje się gen dla łańcucha lekkiego lambda
[44], Nie wiadomo jednak, czy przeniesiony c-abl podlega w swym no
wym miejscu transkrypcji. W różnych przypadkach przewlekłej białacz
ki szpikowej u ludzi obserwowano też translokacje z osiemnastu różnych 
chromosomów na chromosom 22, co dalej podważa hipotezę sugerującą, 
że ewentualna aktywacja c-abl jest kluczowym momentem w powstawa
niu tej białaczki [96], Mimo bardzo atrakcyjnych hipotez dotyczących 
znaczenia opisanych tu  translokacji onkogenów komórkowych dla me
chanizmu onkogenezy, nadal nie wiadomo, w jakim stopniu translokacje 
te wpływają na aktywność przeniesionych onkogenów.
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A M P L IF IK A C J A

Komórki niektórych nowotworów człowieka zawierają dwie formy 
pokrewnych zaburzeń chromosomalnych [12]. Są to tzw. podwójne drobne 
chromosomy (z ang. double minute chromosomes) oraz regiony barwiące 
się homogennie (z ang. homogeneously staining regions). Podwójne małe 
chromosomy są znacznie mniejsze niż chromosomy normalne i nie ma
ją centromerów. Regiony barwiące się homogennie charakteryzują się 
natomiast tym, że nie mają po zabarwieniu prążkowania charakterystycz
nego dla normalnych odcinków chromosomów. Te obydwie formy zabu
rzeń chromosomalnych są — jak się okazuje — miejscem, w którym dosz
ło do amplifikacji znajdujących się tam genów [160]. DNA w określonym 
miejscu chromosomu ulega zwielokrotnieniu (nawet 100-krotnemu), a na
stępnie odcinki takie oddzielają się od chromosomu, tworząc podwójne 
drobne chromosomy [12]. W komórkach jednego z nowotworów pocho
dzących z okrężnicy człowieka znaleziono regiony barwiące się homogen
nie, a wśród DNA, który uległ w tych regionach amplifikacji wykryto 
onkogen c-myc  [4], c-myc  występował w tych miejscach aż w 50 ko
piach i proporcjonalnie wzrastało w tych komórkach stężenie mRNA od
powiadającego temu onkogenowi [4]. W komórkach pochodzących z raka 
okrężnicy znaleziono również poddany 10-krotnej amplifikacji onkogen 
c-myb  [5], Oczywiście fakty te nie wyjaśniają, w jakim stopniu i czy 
w ogóle nadmierna ekspresja c-myc  odpowiedzialna jest za transforma
cję nowotworową, jaka zaszła w tych komórkach. Podany przykład am
plifikacji onkogenu komórkowego w komórkach nowotworowych nie jest 
przykładem odosobnionym. 10-krotną amplifikację c-myc  stwierdzono w 
komórkach linii HL60 wyprowadzonej z ludzkiej białaczki szpikowej [29, 
42]. Amplifikację onkogenu komórkowego c-N-rm/c obserwuje się u lu
dzi w neuroblastoma [17, 163] i w retinoblastoma [105], Onkogen ten 
występuje w normalnych komórkach w jednej kopii w chromosomie 2, 
natomiast w opisanych guzach ulega 20-140-krotnej (neuroblastoma) 
i 10-200-krotnej (retinoblastoma) amplifikacji. W neuroblastoma wykazać 
go można w homogennie barwiących się regionach różnych chromosomów 
[17, 163]. Amplifikację c-N-myc zaobserwowano również w komórkach
izolowanych z 38% świeżych (nie leczonych) przypadków neuroblasto
ma, choć nie znaleziono jej w komórkach innych nowotworów [17], a w 
dodatku amplifikacja ta koreluje dodatnio ze stopniem zaawansowania
choroby nowotworowej i towarzyszy jej wzmożona ekspresja c-N-myc  
[162], 5-krotną amplifikację i wzmożoną ekspresję onkogenu c-myb  za
obserwowano w komórkach ostrej białaczki szpikowej [141]. W komór
kach linii Yl, wyprowadzonej z mysiego nowotworu nadnerczy, w ykry
to obydwie formy amplifikacji DNA, a w nich c-Ki-ras w 30-60 kopiach 
podlegający wzmożonej ekspresji [161]. Onkogen c-Ki-ras 2 poddany u
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miarkowanej (3-6-krotnej) amplifikacji wykryto również w ludzkich ko
mórkach linii LX-1, wyprowadzonej z raka płuc, i komórkach linii SW 
480, wyprowadzonej z raka okrężnicy [116].

Amplifikacji onkogenów komórkowych w niektórych nowotworach 
towarzyszy — jak widać — ich translokacja, a często także wzmożona 
ekspresja. W jednej z prac próbowano dopatrzeć się nawet związku mię
dzy amplifikacją onkogenu i stopniem złośliwości nowotworu [17]. Tym 
nie mniej należy stwierdzić, że w żadnym dotychczas zbadanym przy
padku nie udowodniono, że amplifikacja onkogenu komórkowego była 
koniecznym warunkiem onkogenezy [208], W tych nowotworach, w któ
rych dochodzi do amplifikacji określonego onkogenu i podwyższonej je
go ekspresji, spotyka się też przypadki, w których tej podwyższonej ek
spresji nie towarzyszy amplifikacja [115]. Nie ma więc, jak wydawało 
się wcześniej, bezpośredniej zależności między amplifikacją onkogenu 
i wzmożoną jego ekspresją. W dodatku kilkakrotną amplifikację niektó
rych onkogenów obserwuje się w normalnych komórkach niektórych 
szczepów myszy i chomików [24], Nie można wykluczyć, że amplifikacja 
określonych onkogenów, obserwowana w komórkach niektórych nowot
worów, nie jest zjawiskiem pierwotnym, lecz wtórnym.

U W O L N IE N IE  S P O D  K O N T R O L I G E N Ó W  R E G U L A T O R O W Y C H
i

Na razie tylko pewne pośrednie argumenty przemawiają za aktyw a
cją onkogenów komórkowych w wyniku uwolnienia się ich spod kon
troli genów regulatorowych. Za taką możliwością przemawiają np. obser
wacje, podczas których duże fragmenty DNA (30 kb) izolowane z nor
malnych komórek nie miały właściwości indukowania transformacji no
wotworowej fibroblastów NIH 3T3, a mniejsze fragmenty (1-5 kb) miały 
takie właściwości (30). Zarówno w neuroblastoma, jak i w retinoblasto
ma, dwóch rzadkich nowotworach wieku dziecięcego, pierwotną zmianą 
leżącą u podłoża onkogenezy wydaje się u trata  lub inaktywacja określo
nych genów [115, 124, 153]. Istnieją przypuszczenia, że są to geny od
powiedzialne za hamowanie ekspresji pewnych onkogenów.

Pierwszym warunkiem rozwoju neuroblastoma lub retinoblastoma mo
że być pewien defekt chromosomalny o charakterze dziedzicznym. Może 
to być wrodzona delecja określonych genów chromosomu 1 w przypadku 
neuroblastoma lub chromosomu 13 w przypadku retinoblastoma. Delecja 
ta obejmuje prawdopodobnie pewne geny regulatorowe, ale wydaje się 
ona jedynie usposabiać do rozwoju tych nowotworów. Przed powsta
niem nowotworu chronią prawdopodobnie geny regulatorowe obecne w 
homologicznych chromosomach nie dotkniętych delecją. Przypuszcza się, 
że dopiero inaktywacja tych ostatnich genów jest warunkiem zainicjowa
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nia procesu onkogenezy. Zgodnie z tą hipotezą, w komórkach izolowa
nych ze świeżych przypadków retinoblastoma, a także w komórkach 
linii Y79 wyprowadzonej z tego nowotworu dochodzi do aktywacji on
kogenu c-N-myc [105]. Oczywiście cytowane obserwacje nie dostarczają 
jednak bezpośredniego dowodu na poparcie tej hipotezy.

UDZIAŁ ONKOGENÓW KOMÓRKOWYCH W INDUKOWANIU NOWOTWORÓW
PRZEZ CZYNNIKI KANCEROGENNE CHEMICZNE I FIZYCZNE

Olbrzymia większość wszystkich nowotworów złośliwych, występu
jących u ludzi, wywołana jest prawdopodobnie przez czynniki kancero
genne chemiczne i fizyczne pochodzące z otaczającego nas środowiska. 
Dlatego też jeżeli, zgodnie z pewnymi przypuszczeniami, proces onkoge
nezy ma zachodzić poprzez aktywację określonych onkogenów, muszą 
one również brać udział w onkogenezie indukowanej przez czynniki kan
cerogenne chemiczne i fizyczne. Niektóre obserwacje chyba rzeczywiście 
potwierdzają taką możliwość. Zapoznawszy się z różnymi mechanizmami 
aktywacji onkogenów można wyobrazić sobie wiele sytuacji, w których 
czynniki kancerogenne chemiczne i fizyczne mogą w niej uczestniczyć. 
Czynniki kancerogenne mogą prawdopodobnie aktywować onkogen ko
mórkowy, oddziałując nań zarówno bezpośrednio lub pośrednio. Bezpo
średnie oddziaływanie obejmować może, takie procesy jak np. indukcja 
mutacji punktowych lub translokacji. Pośrednie oddziaływanie natomiast 
może by wywołane np. przez wpływ na geny regulatorowe, pod których 
kontrolą znajdują się określone onkogeny. Wiadomo, że aktywacja nie
których genów, w tym onkogenów, może być poprzedzona ich hipomety- 
lacją [47, 76, 152], Okazało się, że pewne kancerogeny, nawet te, które 
prawdopodobnie nie łączą się kowalentnie z DNA indukują hipometyla-
cję DNA [14, 209].

Zgodnie z niektórymi podanymi tu przypuszczeniami stwierdzono 
aktywację onkogenów komórkowych w komórkach transformowanych 
przez kancerogeny chemiczne [9, 32, 189], W raku sutka indukowanym 
u szczurów przez podawanie nitrozometylmocznika stwierdzono c-Ha-ras 
1 aktywowany przez pojedyncze mutacje punktowe [188]. Mutacje do
tyczyły „strategicznego” kodonu 12 (tab. 3). Aktywację tego onkogenu 
zaobserwowano również w chemicznie indukowanym raku skóry i bro- 
dawczaku u myszy [9], W indukowanym przez podawanie metylcholan- 
trenu mięsaku mysim dochodzi natomiast do aktywacji onkogenu c-Ki-ras 
[58], a w indukowanym chemicznie również u myszy chłoniaku w ykry
to aktywny c-N-ras [78], Aktywacja c-Ki-ras zachodzi również pod wpły
wem promieniowania jonizującego, prowadząc do powstania chłoniaków
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u myszy. Również i w tym przypadku, podobnie jak przy podawaniu kan- 
cerogenów chemicznych, mutacja dotyczy kodonu 12 [79], W płodowych 
komórkach świnki morskiej, transformowanych przy użyciu nitrozozwiąz- 
ków lub węglowodorów policyklicznych, również dochodzi do aktywacji 
onkogenów komórkowych z grupy ras [189]. W wyniku bezpośredniego 
oddziaływania in vitro kancerogenu chemicznego na izolowany onkogen 
komórkowy uzyskano aktywację tego onkogenu, co wyklucza pośrednic
two innych czynników i związków w tym procesie [110]. Ekspresja c-myc  
zmienia się w cyklu komórkowym, a w komórkach transformowanych 
chemicznie regulacja ta ulega zaburzeniu [18].

Wydaje się, że aberracje chromosomalne mogą prowadzić do akty
wacji onkogenów. Z kolei pewne kancerogeny chemiczne indukują okreś
lone aberracje chromosomalne. Białaczki i mięsaki indukowane u szczu
rów w wyniku podawania kancerogenów takich jak np. pochodne me- 
tylcholantrenu i antracenu charakteryzują się częstym występowaniem 
trisomii chromosomu 2 [121].

MECHANIZM ONKOGENEZY

Onkogeneza jest prawdopodobnie konsekwencją zaburzeń wzro
stu i różnicowania się komórek. Wiele argumentów przemawia za udzia
łem onkogenów w obydwu tych procesach. Aktywacja onkogenu, czyli 
proces przekształcania się normalnego genu uczestniczącego w regulacji 
wzrostu i różnicowania się komórek w gen indukujący onkogenezę zosta
ła w niektórych przypadkach poznana dosyć szczegółowo. Mimo to jed
nak sam mechanizm onkogenezy i bezpośredniego udziału w nim akty
wowanych onkogenów pozostaje nadal tylko domeną hipotez i przy
puszczeń. Na usprawiedliwienie tej niewiedzy należy dodać, że trudno jest 
wyjaśnić mechanizm zaburzonego w wyniku aktywacji onkogenu pro
cesu wzrostu i różnicowania się komórek, jeżeli proces ten nie jest do 
końca poznany w odniesieniu do komórek normalnych.

Za udziałem onkogenów we wzroście i różnicowaniu się komórek 
przemawia:

zmieniająca się ekspresja onkogenów w embriogenezie; 
zmiana ekspresji onkogenów w regeneracji wątroby; 
podobieństwo niektórych onkogenów do genów dla takich czynników 

wzrostowych, jak PDGF i TCGF, lub receptora dla EGF (skróty objaś
nione są w dopiskach do tab. 2);

kodowanie przez niektóre onkogeny, np. abl, fes, fgr, fps, ros, src 
i yes kinazy białkowej swoistej dla tyrozyny, której aktywność mają 
również receptory dla EGF, PDGF i insuliny [63, 87].
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Receptory dla EGF i PDGF są białkami transbłonowymi. Ich frag
m ent wystający ponad błonę komórkową tworzy receptor dla czynnika 
wzrostowego, natomiast fragment wewnątrzkomórkowy ma aktywność 
kinazową. Aktywność kinazowa zależy prawdopodobnie od zmian kon- 
formacyjnych powstałych w części receptorowej w wyniku związania 
czynnika wzrostowego. Kinaza białkowa swoista dla tyrozyny wydaje się 
więc bardzo ważnym ogniwem zarówno w fizjologicznej regulacji wzro
stu komórek, jak i w transformacji nowotworowej. Niskocząsteczkowe 
transformujące czynniki wzrostowe produkowane przez niektóre komórki 
nowotworowe i zdolne do blokowania receptorów dla EGF i do induko
wania odwracalnej transformacji nowotworowej fibroblastów szczurzych 
i ludzkich in vitro również mają zdolność aktywacji kinazy białkowej 
swoistej dla tyrozyny [196, 197]. W obrębie wszystkich onkogenów, któ
rych produkty białkowe wykazują aktywność tej kinazy, znajduje się 
bardzo podobny odcinek obejmujący około 250 kodonów. Ten właśnie 
fragment odpowiada za kodowanie czynności kinazowej.

Wiadomo, że kinazy białkowe przez fosforylację wywierają istotny 
wpływ na funkcję białek, np. aktywność enzymów. Niestety mało wia
domo na temat białek, których reszty tyrozynowe ulegają fosforylacji 
pod wpływem wspomnianej kinazy. Nie wiadomo również, jaka jest za
sadnicza różnica między czynnością kinazy białkowej, uczestniczącej w 
procesach fizjologicznych, a czynnością kinazy uczestniczącej w onkoge- 
nezie. W normalnych komórkach fosfotyrozyna stanowi zaledwie około 
0,03%> ufosforylowanych aminokwasów [120]. W wyniku transformacji 
nowotworowej indukowanej przez wirusy, których onkogeny kodują ten 
enzym, ilość fosfotyrozyny w komórce wzrasta 5-10 razy [63].

Kinazy swoiste dla tyrozyny kodowane przez v-ros i v-src mają rów
nież zdolność fosforylacji występującego w błonie komórkowej fosfaty- 
dyloinozytolu do 4,5-dwufosforanu fosfatydyloinozytolu [107, 113, 187]. 
Z kolei ten ostatni związek prawdopodobnie pośredniczy w przekazywa
niu wewnątrzkomórkowych sygnałów podczas odpowiedzi komórek na nie
które hormony, neurotransmitery, a także czynniki wzrostowe [113]. Ist
nieją sugestie, że przyłączenie przez receptor komórkowy odpowiedniego 
czynnika wzrostowego czy hormonu powoduje aktywację enzymu, który 
rozkłada 4,5-dwufosforan fosfatydyloinozytolu. W wyniku tej reakcji pow
staje trójfosforan inozytolu i dwuacyloglicerol. Ostatni z wymienionych 
związków aktywuje kinazę białkową C (zależną od wapnia i fosfolipidów) 
[114, 133]. Nie znane są białka fosforylowane w komórce przez kinazę 
białkową C. Analogicznie do kinazy białkowej A, przez aktywację której 
cAMP wywiera swój wpływ na aktywność określonych enzymów, można 
przypuszczać, że również kinaza białkowa C sprawuje ważną rolę w re
gulacji proliferacji i różnicowania się komórek [114].
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Okazało się, że kinaza swoista dla tyrozyny, kodowana przez v-src, 
czyli białko p60, występuje szczególnie obficie związana z wewnętrzną 
powierzchnią błony komórkowej w płytkach przylegania [154], a więc 
w strukturach odpowiedzialnych za kontakty komórek z otaczającym je 
podłożem. Wiadomo, że płytki te ulegają dezintegracji, a kontakty z pod
łożem ulegają istotnym zaburzeniom w komórkach nowotworowych. Sub- 
stratem  dla wspomnianej kinazy jest winkulina — białko związane z mi- 
krofilamentami aktynowymi cytoszkieletu, których pęczki promieniście 
„zbiegają się” i kończą w płytkach przylegania [166], Winkulina leżąc 
między zakończeniami mikrofilamentów i błoną komórkową łączy je 
prawdopodobnie z hipotetycznym białkiem kotwiczącym [166], W nor
malnych komórkach winkulina zawiera bardzo niewiele reszt fosfotyro- 
zyny, a w następstwie transformacji nowotworowej komórek fosforyla
cja ta wzrasta 20-krotnie. Wydaje się, że fosforylacja reszt tyrozynowych 
winkuliny jest katalizatorem dezintegracji płytek przylegania.

Innym powiązaniem między onkogenami i cytoszkieletem komórki 
jest połączenie białka kodowanego przez v-fm s  z siecią filamentów po
średnich [6]. Winkulina nie jest jedynym białkiem podlegającym fosfo
rylacji pod wpływem kinazy białkowej kodowanej przez v-src. W ko
mórkach transformowanych przez wirus mięsaka Rousa ilość ufosfory- 
lowanych reszt tyrozynowych wzrasta około 10-krotnie [55, 63]. W przy
padku białka p60 należy pamiętać, że zwiększone tempo fosforylacji jego 
substratu następuje nie tylko w wyniku zwiększonej ekspresji kodują
cego go onkogenu src. Okazało się bowiem, że zwiększona aktywność 
kinazowa białka p60 może być wywołana przez bezpośrednią interakcję 
z białkiem kodowanym przez niektóre wirusy polyoma [15]. Wirusy te 
prawdopodobnie w ten właśnie sposób indukują transformację nowotwo
rową komórek. Stanowi to przykład onkogenezy indukowanej przez nie 
posiadające onkogenów wirusy DNA. Białko p60 ma również zdolność 
do fosforylacji swoich własnych reszt tyrozynowych [55], czyli zdolność 
do autofosforylacji. Nie wiemy jednak, jakie jest znaczenie tego zjawiska. 
Z rozważań tych wynika, że fosforylacja reszt tyrozynowych wydaje się 
istotnym ogniwem w łańcuchu regulacji obejmujących zarówno kształt, 
jak i wzrost komórek, chociaż olbrzymia większość grup fosforanowych 
połączonych z białkiem w komórce związana jest z seryną i treoniną.

Należy dodać, że niektóre onkogeny, mimo podobieństwa ich sek
wencji nukleotydowych do genów kodujących kinazę białkową swoistą dla 
tyrozyny, nie kodują białek wykazujących aktywność tego enzymu in 
vitro. Za przykład może posłużyć v-mos i v-raj , a także v-fm s  i v-mil. 
[89], Komórki zakażone przez wirusy zawierające te onkogeny nie w y
kazują zwiększonej zawartości białek z ufosforylowanymi resztami ty- 
rozynowymi.
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Wśród białek kodowanych przez onkogeny znajdują się również in
ne kinazy, np. białkowa swoista dla treoniny [169]. Białko kodowane przez 
wirusowy onkogen u-Ha-ras ma zdolność do fosforylacji swojej własnej 
treoniny w pozycji 59, używając GTP jako donora grupy fosforanowej 
[169]. Okazało się, że zmiana glicyny na walinę w miejscu 12 zwiększa 
zdolność do autofosforylacji tego białka [67]. Jednak właśnie kinazy 
swoiste dla tyrozyny wydają się odgrywać dominującą rolę w regulacji 
wzrostu normalnych komórek. Jak wspomniano, kodowane są one nie 
tylko przez onkogeny, ale także związane są z receptorami dla niektó
rych hormonów i czynników wzrostowych.

Nie wiadomo jednak, czy uczestniczące w procesie onkogenezy ki
nazy białkowe aktywowanych onkogenów są zbyt aktywne, czy raczej 
mają zmienioną swoistość substratową. W związku z udziałem kinaz biał
kowych swoistych dla tyrozyny zarówno w normalnym wzroście komó
rek, jak i w procesie onkogenezy, ważna rola w tych procesach musi przy
padać również odpowiednim fosfatazom. Do wzrostu fosforylacji reszt 
tyrozynowych dochodzić może bowiem również w wyniku spadku aktyw 
ności swoistych fosfataz [63].

Niektóre białka kodowane przez onkogeny podobne są do pewnych 
czynników wzrostowych lub ich receptorów komórkowych (tab. 2). On
kogen v-sis należący do wirusa małpiego mięsaka koduje np. białko p28 
zbliżone budową do jednego z dwóch łańcuchów płytkowego czynnnika 
wzrostowego [49, 203]. Czynnik ten zbudowany jest z dwóch podobnych 
łańcuchów polipeptydowych [186], Stymuluje on proliferację komórek 
pochodzenia mezenchymatycznego. Produkowany jest przez megakariocy- 
ty  i magazynowany w ziarnistościach alfa płytek krwi [45, 186]. Aktywo
wany c-sis wykryto w komórkach ludzkiego osteosarcoma [74], a także 
obok innych onkogenów w komórkach ludzkiej białaczki wywodzącej się 
z limfocytów T. Białaczka ta indukowana jest przez retrowirusy HTLV, 
które prawdopodobnie nie zawierają onkogenów [27, 167],

Podobnie jak w przypadku kinaz białkowych kodowanych przez ak 
tywowane onkogeny, tak i w tym przypadku nie wiadomo, czy czynnik 
wzrostowy kodowany przez v-sis indukuje onkogenezę, ponieważ jest pro
dukowany w nadmiernych ilościach, czy dlatego, że uwalniany jest w 
sposób ciągły, a nie tylko okresowo, czy też dlatego, że będąc zmieniony 
w stosunku do normalnego czynnika wzrostowego sprawuje swą funkcję 
wadliwie. Sugeruje się, że dla transformacji nowotworowej komórek waż
niejsza może okazać się nie tyle nadmierna produkcja danego czynnika 
wzrostowego, ile jego synteza w nieodpowiednim okresie wzrostu i róż
nicowania się komórek określonego typu, albo w nieodpowiedniej fazie 
cyklu komórkowego. Pewne onkogeny podlegające transkrypcji w embrio- 
genezie spełniają prawdopodobnie istotną rolę dla wzrostu i różnicowa
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nia, ale w następnych etapach transkrypcja ich ulega przerwaniu. Jeżeli 
w następstwie aktywacji onkogenu jego transkrypcja utrzymuje się, albo 
wznowiona jest w komórkach, które już ją przerwały, to może to prowa
dzić do wzrostu niekontrolowanego i onkogenezy. Sugerowano również, 
że u podstaw onkogenezy indukowanej przez v-sis może leżeć aktywacja 
tego genu w komórkach produkujących równocześnie receptor dla PDGF 
i wrażliwych na działanie mitogenne zarówno PDGF, jak i białka p28. 
Dawałoby to możliwość stymulowania wzrostu komórki bez wydzielania 
czynnika wzrostowego poza komórkę na zasadzie stymulacji autokryno- 
wej [203], P28 łączyłoby się z receptorami dla PDGF już w pęcherzykach 
wydzielniczych, albo na jeszcze wcześniejszym etapie, np. tuż po gliko- 
lizacji, jakiej białko to podlega w aparacie Golgiego. Badania późniejsze 
wykazały jednak wydzielanie czynnika wzrostowego podobnego do PDGF 
przez komórki transformowane wirusem małpiego mięsaka [138]. Pro
dukt białowy onkogenu v-erb B przypomina budową fragment śródbło- 
nowy i cytoplazmatyczny receptora dla EGF [50], a więc fragment efek- 
torowy odpowiedzialny za aktywność kinazową. Nie zawiera on nato
miast fragmentu regulatorowego odpowiedzialnego za wiązanie EGF. Ist
nieją przypuszczenia, nie poparte na razie dowodami eksperymentalnymi, 
że brak odcinka regulatorowego sprawia, że produkt białowy v-erb B 
wykazuje stałą aktywność kinazową [87], Do receptora dla EGF podobne 
jest również białko kodowane przez onkogen komórkowy c-neu w ykry
ty w niektórych glejakach u szczurów [159],

Pewien onkogen komórkowy (B-lym  1), dla którego nie znaleziono 
dotychczas homologicznego onkogenu wirusowego, a który wykryto w 
chłoniakach wywodzących się z limfocytów B zarówno u kur [72], my
szy [104] i u człowieka [46], wykazuje podobieństwo sekwencji swych 
nukleotydów do genu kodującego transferynę [46]. Transferyna jest biał
kiem wiążącym żelazo i wymagana jest do wzrostu większości komórek 
in vitro. Ekspresja receptora dla transferyny koreluje ze zdolnością ko
mórek do proliferacji. Potwierdzeniem jej roli jest hamowanie proli
feracji komórek przez podanie przeciwciał przeciw jej receptorowi, na
wet jeżeli doostarczy się komórce żelaza drogą alternatywną. Obserwa
cje te sugerują ważną funkcję transferyny i jej receptora w regulacji 
wzrostu wielu komórek [31] i są podstawą do przypuszczeń, że B- lym  1 
może indukować onkogenezę imitując „wadliwie” czynność transferyny. 
Sugerowano również podobieństwo białka kodowego przez onkogen c-ras 
do receptora dla transferyny [61], ale nie potwierdziły tego kolejne ba
dania [84],

Jeżeli chodzi o produkt białkowy onkogenu c-ras, czyli białko p21, to 
jego połączenie z wewnętrzną powierzchnią błony komórkowej i jego 
właściwości wiązania i hydrolizy GTP oraz utrata tej ostatniej właści
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wości w wyniku aktywacji onkogenu wywołanej mutacją w pozycji 12 
[117, 190] wydaje się również odnosić do mechanizmów regulujących 
ważne procesy życiowe komórki. Chodzi o to, że białko p21 wykazuje 
również podobieństwo do związanych z błoną komórkową tzw. białek G 
wiążących GTP [68, 89]. Białka te pośredniczą w przekazywaniu bodźców 
między receptorami powierzchniowymi dla niektórych hormonów i cykla- 
zą adenylową, regulując tym samym jej aktywność. Dla swej aktywności 
białka te wymagają połączenia z GTP [89]. Istnieją przypuszczenia, że 
u tra ta  właściwości GTP-azowych przez białka pochodzące ze zmutowa
nego onkogenu c-ras może prowadzić do nadmiernej (wzmożonej lub 
nieprzerwanej) aktywności białek wiążących GTP. Jednak podobieństwo 
białka p21 do białek wiążących GTP sugeruje, że samo ono może rów
nież pośredniczyć w wewnątrzkomórkowym przekazywaniu bodźców w 
odpowiedzi na określone hormony i jego deformacja w wyniku mutacji 
c-ras prowadzi do zaburzeń w sprawowaniu tych czynności. .Potwier
dzeniem roli produktu białkowego pochodzącego ze zmutowanego onko
genu c-ras są wyniki doświadczeń, w których badano właściwości bia
łek syntetyzowanych u E. coli po wprowadzeniu do jej genomu zmutowa
nego c-ras, albo odpowiedniego protoonkogenu. Po mikroiniekcji do ko
mórek spoczynkowych pierwsze z otrzymanych białek indukowały w cią
gu kilku godzin zmiany morfologiczne i intensywną proliferację, nato
miast białko kodowane przez protoonkogen nie wywoływało takich zmian
[60].

Białka kodowane przez niektóre onkogeny wykryć można w jądrze 
komórkowym związane z DNA [1, 3, 12, 82, 123]. Konsekwencje tego 
połączenia są nieznane, ale może ono wpływać na ekspresję genów przez 
takie mechanizmy jak metylacja lub hipometylacja odpowiednich odcin
ków DNA, zmiana ich wrażliwości na działanie DNA-azy I, wiązanie 
promotorów lub inych regionów regulatorowych [123]. Jednym z on
kogenów, którego produkt białkowy lokuje się w jądrze komórkowym, 
jest c-myc i jego wirusowy odpowiednik v-m yc  [1, 3, 82] oraz c-myb  
i v-m yb  [101], a także c-fos i v-fos [36]. Gwałtowny wzrost ekspresji 
onkogenu c-myc  w wyniku pobudzenia proliferacji komórek spoczynko
wych [94] mitogenami skłania do przypuszczeń, że kodowane przezeń biał
ko bierze udział w regulacji proliferacji komórek. Jest rzeczą charakte
rystyczną, że białka kodowane przez onkogeny m yc  i m yb  podobne są 
nie tylko pod względem lokalizacji, ale także sekwencji aminokwasów 
[148]. Nieco późniejsze badania wykazały, że w odpowiedzi na czynniki 
wzrostowe aktywacja c-myc  poprzedzona jest aktywacją i ekspresją c-fos
[35, 75]. Nie można wykluczyć, że produkty białkowe tych onkogenów są
wewnątrzkomórkowymi mediatorami uczestniczącymi w odpowiedzi na 
działanie czynników wzrostowych.
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Nie zawsze znamy właściwości kodowanych przez onkogeny białek, 
choć ich efektywność w indukowaniu transformacji nowotworowej komórek 
jest czasami bardzo wysoka. Sugeruje się, że wystarcza do tego celu np. 
obecność w komórce zaledwie dziesięciu cząsteczek białka kodowanego 
przez c-mos [98],

ONKOGENEZA JAKO PROCES WIELOETAPOWY, W KTÓRYM
WSPÓŁDZIAŁAJĄ RÓŻNE ONKOGENY

Wykrycie onkogenów wywołało falę hipotez i teorii próbujących 
sprowadzić proces onkogenezy do aktywacji pojedynczego genu komór
kowego. Obecnie coraz więcej danych przemawia za uznaniem onkogene
zy za proces wieloetapowy, w którym  uczestniczy więcej niż jeden onko
gen i aktywacja ich musi zachodzić prawdopodobnie w określonej kolej
ności. Pogląd taki wydaje się bliższy wieloletnim obserwacjom wskazu
jącym na istnienie pewnych określonych etapów w powstawaniu nowot
worów, np. w procesie onkogenezy indukowanej przez kancerogeny che
miczne.

W wielu nowotworach wykrywa się więcej niż jeden aktywowany on
kogen [174]. Przykładem takiego nowotworu może być chłoniak Burkit- 
ta, a także chłoniak kur wywodzący się z limfocytów B. W obydwu 
nowotworach dochodzi prawdopodobnie do aktywacji zarówno onkogenu 
c-B-lym  1, jak i onkogenu c-myc  [31]. Przypuszcza się, że c-myc  indu
kuje wczesne preneoplastyczne zmiany w limfocytach B, natomiast c-B- 
-lym  1 konieczny jest dla późniejszego etapu onkogenezy.

W pewnych modelach doświadczalnych transformację nowotworową 
komórek otrzymano dopiero po wprowadzeniu do nich dwóch onkogenów, 
na przykład, ras i myc, podczas gdy żaden z nich podany oddzielnie nie 
dawał tego efektu [98]. Wykazano, że onkogen c-Ha-ras 1 izolowany z ra
ka pęcherza człowieka indukował tylko ograniczoną proliferację szczu
rzych fibroblastów zarodkowych, natomiast wprowadzony razem z v-m yc  
prowadził do pełnej transformacji nowotworowej [103], Swoje zdolności 
transformacyjne w stosunku do komórek nerki szczurzej onkogen c-Ha-ras 
1 wykazywał również dopiero po wprowadzeniu go razem z genem El A 
adenowirusów [157]. Z kolei fibroblasty izolowane ze skóry właściwej 
chomika i proliferujące nieprzerwanie po traktowaniu kancerogenami 
chemicznymi ulegały transformacji nowotworowej dopiero po wprowa
dzeniu do nich onkogenu Ha-ras [131], Doświadczenia te są w pozornej 
sprzeczności ze znaną zdolnością onkogenów z grupy ras do bezpośred
niej transformacji nowotworowej fibroblastów linii NIH 3T3 bez współ
działania innych onkogenów lub czynników. Należy jednak pamiętać,
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że fibroblasty mysie linii NIH 3T3, używane najczęściej do indukowa
nia onkogenezy in vitro, ^ iie  są komórkami normalnymi [98]. Komórki 
te używane są do ujawniania obecności onkogenów ze względu na łat
wość, z jaką integrują obcy DNA i wbudowują go do swego genomu. 
Dzięki użyciu tych komórek badania onkogenów można było rozszerzyć 
z onkogenów wirusowych na komórkowe. Jest to jednak wysoce ane- 
uploidalna usstalona linia komórkowa i nie można wykluczyć, że nie
przerwana proliferacja tych komórek („nieśmiertelność”) wiąże się już 
z aktywacją jakiegoś onkogenu w tych komórkach, a wprowadzenie on
kogenu ras prowadzi tylko do kolejnego etapu na drodze do onkogenezy. 
Jeżeli przyjąć takie założenie, to nie dziwi brak zdolności transformacyj
nych onkogenów ras w stosunku do komórek linii nie ustalonych bez 
jednoczesnego wprowadzenia innych onkogenów. Wydaje się, że fibrobla
sty NIH 3T3 są szczególnie wrażliwe na oddziaływanie onkogenów z gru
py ras [98]. Sugeruje się, że onkogeny z tej grupy zdolne są do transfor
macji nowotworowej tylko komórek linii ustalonych. Ze wspomnianą 
hipotezą stoją jednak w sprzeczności późniejsze obserwacje wskazujące 
na zdolność c-Ha-ras 1 do indukcji transformacji nowotworowej komórek 
linii nie ustalonych [178].

Doświadczenia wykazujące zdolność aktywowanych onkogenów do 
transformacji nowotworowej komórek linii nie ustalonych przemawiają 
przeciwko skrajnie sceptycznym sugestiom, które transformację fibroblas- 
tów NIH 3T3 próbowały interpretować jako swego rodzaju artefakt w 
związku z tym, że nie są to komórki normalne. Należy jednak pamiętać, 
że nawet w przypadku użycia fibroblastów NIH 3T3 próby wykrywania 
Obecności aktywowanych onkogenów w komórkach nowotworowych koń
czą się niepowodzeniem tzn. brakiem transformacji w około 80-90% [208]. 
W badaniach materiału pochodzącego od człowieka próby te udały się 
m.in. w stosunku do: raków (płuc, pęcherza, sutka, trzustki, okrężni
cy), białaczki limfatycznej i szpikowej, chłoniaków, mięsaków i neurobla
stoma [102].

Wydaje się, że wzrost i różnicowanie się komórek regulowane są 
przez misterną sieć interakcji wielu czynników. Sieć ta rozciąga się od 
błony komórkowej do chromatyny jądrowej. Prawdopodobnie onkogeny 
i kodowane przez nie białka odpowiadają czynnikom sprawującym ważne 
funkcje na różnych etapach tej regulacji, a zaburzenie jej, w wyniku 
aktywacji onkogenów, może prowadzić do transformacji nowotworowej 
komórki [12]. Aktywacja onkogenów prowadzić może do jakościowej lub
ilościowej zmiany czynności tych genów. Nie można wykluczyć, że ak
tywacja onkogenów jest wspólnym ogniwem dla wszystkich procesów 
onkogenezy.

Można przypuszczać, że dla utrzymania proliferacji wymagana jest
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obecność czynników wzrostowych, które oddziałują na komórki przez re
ceptory w błonie komórkowej. Receptory z ^ o le i  aktywują w ew nątrz
komórkowe mediatory, które w efekcie inicjują fazę S cyklu komórko
wego. W regulacji tej można więc z dużym uproszczeniem wyróżnić 
trzy zasadnicze etapy, z których każdy sprowadza się do czynności okreś
lonego białka lub białek. Należą do nich: czynnik wzrostowy, receptor 
błonowy dla czynnika wzrostowego i mediator wewnątrzkomórkowy czyn
nika wzrostowego. Aktywność każdego z nich podlegać może oczywiście 
kontroli sprawowanej przez inne czynniki. Onkogeny mogą kodować 
białka uczestniczące bezpośrednio lub pośrednio w tej regulacji.

LITERATURA

[1] ABRAMS H. D., ROHRSCHNEIDER L. R., EISENMAN R. N., Nuclear lo
calization of the putative transform ing protein of avian myelocytomatosis 
virus, Cell, 29: 427-439, 1982.

[2] ADAMS J. M., GERONDAKIS S., WEBB E., MITCHELL J., BERNARD O., 
CORY S., Transcriptionally active DNA region that rearranges frequently  
in murine lymphoid tumors, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 79: 6966-6970, 1982.

[3] ALITALO K., RAMSAY G., BISHOP J. M., PFFIFER S. O., COLBY W. W., 
LEVINSON A. D., Identification of nuclear protein encoded by viral and 
cellular myc oncogenes, Nature, 306: 274-277, 1983.

[4] ALITALO K„ SCHWAB M., LIN C. C., VARMUS H. E., BISCHOP J. M., 
Homogenously staining chromosomal regions contained amplified copies of 
an abundantly  expressed cellular oncogene (c-onc) in m alignant neuroendo
crine cells from a hum an colon carcinoma, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 80: 
1707-1711, 1983.

j[5] ALITALO K., WINQVIST R., LIN C. C., DE LA CHAPELLE A., SCHWAB 
M., BISHOP J. M., A berrant expression of an amplified c-m yb oncogene 
in two cell lines from a colon carcinoma, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 81: 
4534-4538, 1984.

[6] ANDERSON S. J., GONDA M. A., RETTENMEIER, C. W., SHERR C. J., 
Subcellular localization of glycoproteins encoded by the viral oncogene, v-fms, 
J. Virol (w druku).

[7] ARMELIN H. A., ARMELIN M. C. S., KELLY K„ STEWART T., LEDER P., 
COCHRAN B. H., STILES C. D., Functional role for c-myc in mitogenic 
response to platelet-derived growth factor, Nature, 310: 655-660, 1984.

[8] AR-RUSHDI A., NISHIKURA K., ERIKSON J., WATT R., ROVERA G., 
CROCE C. M., Differential expression of the translocated c-myc oncogene in 
Burkitt lymphoma, Science, 222: 190-193, 1983.

[9] BALMAIN A., PRAGNELL I. B., Mouse skin carcinomas induced in vivo by
chemical carcinogens have a transform ing H arvey-ras oncogene, Nature, 303: 
72-74, 1983.

[10] BERGMANN D. G., SOZA L. M., BALUDA M. A., V ertebrate  DNAs contain 
nucleotide sequences related to the transform ing gene of avian  myeloblastosis 
virus, J. Virol., 40: 4504-4555, 1981.

[11] BISHOP J. M., Cellular oncogenes and retroviruses, Ann. Rev. Biochem., 52: 
301-354, 1983.

http://rcin.org.pl



O N K O G E N Y 323

[12] BISHOP J. M., Oncogenes, leukemia and differentiation, [W:] Normal and
neoplastic hematopoiesis. UCLA symposia on molecular and cellular biolo
gy — New series, Vol. 9, red. D. W. Golde, P. A. Marks, Alan R Liss Inc., 
New York, 1-30, 1983.

[13] BLAIR D. G., OSKARSSON M., WOOD T. G., MCCLEMENTS W. L., F I-
SCHINGER P. J., VANDE WOUDE G. F., Activation of transform ing poten
tial of a normal cell sequence: a molecular model for oncogenesis, Science, 
212: 941-943, 1981.

[14] BOEHM T. L. J., DRAHOVSKY D., Alteration of enzymatic methylation of 
DNA cytosines by chemical carcinogens: a mechanism involved in the initia
tion of carcinogenesis, J. Natl. Cancer Inst., 71: 429-433, 1983.

[15] BOLEN J. B„ THIELE C. J ,  ISRAEL M. A., YONEMOTO W., LIPSICH
L. A., BRUGGE J. S., Enhancement of cellular src gene product associated 
tyrosyl kinase activity following polyoma-virus-encoded middle tum or an ti
gen, Cell, 38: 767-777, 1984.

[16] BOYLE W. J., LIPSICK J. S., REDDY E. P., BALUDA M. A., Identification
of the leukemogenic protein of avian myeloblastosis virus and of its normal 
cellular homologue, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 80: 2834-2838, 1983.

[17] BRODEUR G. M., SEEGER R. C„ SCHWAB M., VARMUS H. E., BISHOP
J. M., Amplification of N-myc in untreated  hum an neuroblastomas correlates 
w ith  advanced disease stage, Science, 224: 1121-1124, 1984.

[18] CAMPISI J., GRAY H. E., PARDEE A. B., DEAN M., SONENSHEIN G. E.,
Cell-cycle control of c-myc but not c-ras expression is lost following chemical 
transform ation, Cell, 36: 241-247, 1984.

[19] CAPON D. J., CHEN E. Y. LEVINSON A. D., SEEBURG P. H., GOEDDEL
D. V., Complete nucleotide sequences of the T24 hum an bladder carcinoma 
oncogene and its normal homologue, Nature, 302: 33-37, 1983.

[20] CAPON D. J., SEEBURG P. H., MCGRATH J. P., HAYFLICK J. S., ED-
MAN U., LEVINSON A. D., GOEDDEL D. V., Activation of Ki-ras2 gene
in hum an colon and lung carcinomas by two different point mutations, N a
ture, 304: 507-513, 1983.

[21] CHAGANTI R. S. K., Significance of chromosome change to hematopoietic
neoplasms, Blood, 62: 515-524, 1983.

[22] CHANG E. H., FURTH M. E., SCOLNICK E. M., LOWY D. R„ Tumorigenic
transform ation of m am m alian cells induced by a normal hum an gene homo
logous to the  oncogene of Harvey m urine sarcoma virus, Nature, 294: 479-
483, 1982.

[23] CHANG E. H., GONDA M. A., ELLIS R. W., SCOLNICK E. M., LOWY D. R., 
Hum an genome contains four genes homologous to transform ing genes of 
Harvey and K irsten murine sarcoma viruses, Proc. Natl. Acad. Sci. US., 79: 
4848-4852, 1982.

[24] CHATTOPADHYAY S. K„ CHANG E. H ,  LANDER M. R., ELLIS R. W.,
SCOLNICK E. M., LOWY D. R., Amplification and rearrangem ent of one 
genes in m am m alian species, Nature, 296: 361-363, 1982.

[25] CHEN I. S. Y., WILHELMSEN K. C., TEMIN H. M., S tructure  and expres
sion of c-rel, the cellular homolog to the oncogene of reticuloendotheliosis
virus strain  T, J. Virol., 45: 104-113, 1983.

[26] CHROBOCZEK J., ZAGÓRSKI W., Wirusologia molekularna, PWN, W arsza
wa, 266-286, 1983.

U  — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  3-4/85

http://rcin.org.pl



324 M. J A K Ó B I S I A K

[27] CLARKE M. F., WESTIN E., SCHMIDT D., JOSEPHS S. F., RATNER L., 
WONG-STAAL F., GALLO R. C., REITZ M. S., Transformation of NIH3T3 
cells by a hum an c-sis cDNA clone, Nature, 308: 464-467, 1984.

[28] COLLETT M. S., ERIKSON R. L., Protein kinase activity associated with the
avian sarcoma virus gene product, Proc. Natl. Acad. Sci. US., 75: 2021-2024, 
1978.

[29] COLLINS S., GROUDINE M., Amplification of endogenous myce-related
DNA sequences in a hum an myeloid leukemia cell line, Nature, 298: 679-681,
1982.

[30] COOPER G. M., Cellular transforming genes, Science, 218: 801-806, 1982.
[31] — Activation of transform ing genes in neoplasms, Br. J. Cancer, 50: 137-142,

1984.
[32] COOPER C. S., PARK M., BLAIR D. G., TAINSKY M. A., HUEBNER K.,

CROCE C. M., VANDE WOUDE G. F., Molecular cloning of a new transfo r
ming gene from a chemically transform ed hum an cell line, Nature, 311: 29- 
33, 1984.

[33] COURTNEIDGE S. A., LEVINSON A., BISHOP J. M., The protein encoded
by the transform ing gene of avian sarcoma virus (pp60SI-c) and a homologous
protein in norm al cells (p p 60Pr°to-src) are associated w ith the  plasma m em 
brane, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 77: 3783-3787, 1980.

[34] CREWS S., BARTH R., HOOD L., PREHN J., CALAME K., Mouse c-myc 
oncogene is located on chromosome 15 and translocated to chromosome 12 
in plasmocytomas, Science, 218: 1319-1321, 1982.

[35] CURRAN T., Induction of c-fos gene and protein by growth factors precedes 
activation of c-myc, Nature, 312: 716-720, 1984.

[36] CURRAN T., MILLER A. D., ZOKAS L., VERMA I. M., Viral and cellular 
fos proteins: a comparative analysis, Cell, 36: 259-268, 1984.

[37] CZERNILOFSKY A. P., LEVINSON A. D., VARMUS H. E„ BISHOP J. M„ 
TISCHER E., GOODMAN H. M., Nucleotide sequence of the avian sarcoma
virus oncogene (SRC) and proposed amino acid sequence for gene product, 
Nature, 287: 198-203, 1980.

[38] DALLA-FAVERA R. D., BREGNI R., ERIKSON J., PATTERSON D., GALLÓ
R. C., CROCE C. M., H um an c-myc one gene is located on the region of 
chromosome 8 tha t translocated in Burkitt lymphoma cells, Proc. Natl. Acad. 
Sci. US, 79: 7824-7828, 1982.

[39] DALLA-FAVERA R. D„ GELLMANN E. P., GALLO R. C„ WONG-STAAL
F., A hum an one gene homologous to the transform ing gene (v-sis) of simian 
sarcoma virus, Nature, 292: 31-35, 1981.

[40] DALLA-FAVERA R. D., GELLMANN E. P., MARTINOTTI S., FRANCHINI
G., PAPAS T. K., GALLO R. C., WONG-STAAL F., Cloning and  characteri
zation of different human sequences related to the one gene (v-myc) of avian 
myelocytomatosis virus (MC29), Proc. Natl. Acad. Sci. US, 79: 6497-6501, 1982.

[41] DALLA-FAVERA R. D., MARTINOTTI S., GALLO R. C., Translocation and 
rearrangem ents of the c-myc oncogene locus in hum an undifferentiated 
B-cell lymphomas, Science, 219: 963-967, 1983.

[42] DALLA-FAVERA R. D„ WONG-STAAL F., GALLO R. C., One gene am pli
fication in promyelocytic leukemia cell line HL-60 and  prim ary  leukemia 
cells of the same patient, Nature, 299: 61-63, 1982.

[43] DAYTON A. I., SELDEN J. R., LAWS G., DORNEY D. J., FINAN J., TRIP-

http://rcin.org.pl



O N K O G E N Y 325

PUTI P., EMANUEL D. S., ROVERA G.. NOWELL P. C., CROCE C. M., 
A hum an c-erb A oncogene homologue is closely proximal to the chromoso
me 17 breakpoint in acute promyelocytic leukemia, Proc. Natl. Acad. Sci. 
US, 81: 4495-4499, 1984.

[44] De KLEIN A., VAN WESSEL A. D., GROSSVELD G., BARTRAM C. R.,
HAGEMEYER A., BOOTSMA B„ SPURR N. K., HEISTERKAMP N., GROF- 
FEN J., STEPHENSON J. R., A cellular oncogene is translocated to the 
Philadelphia chromosome in chronic myelocytic leukemia, Nature, 300: 765- 
767, 1982.

[45] DEUEL T. F., HUANG J. S., P latelet-derived growth factor: purification, pro
perties, and biological activities, Progr. Hematol., 13: 201-221, 1983.

[46] DIAMOND A., COOPER G. M., RITZ J., LANE M. A., Identification and mo
lecular cloning of the hum an Blym transform ing gene activated in Burkitt 
lymphomas, Nature, 305: 112-116, 1983.

[47] DOERFLER W., DNA methylation and gene activity, Ann. Rev. Biochem.,
52: 93-124, 1983.

[48] DONNER P., GREISER-WILCKE J., MOELLING K., Nuclear localization
and DNA binding of the transform ing gene product myelocytomatosis virus, 
Nature, 296: 262-266, 1982.

[49] DOOLITTLE R. F., HUNKAPILLER M. W., HOOD L. E., DEWARE S. G.,
ROBBINS K. C., AARONSON S. A., ANTONIADES H. N., Simian sarcoma 
virus one gene v-sis is derived from the gene (or genes) encoding a platelet- 
derived growth factor, Science, 221: 275-276, 1983.

[50] DOWNWARD J., YARDEN Y., MAYES E., SCRACE G., TOTTY N., STOCK-
WELL P., ULLRICH A., SCHLESINGER J., WATERFIELD M. D., Close si
m ilarity  of epidermal growth factor receptor and v-erb-B  oncogene protein 
sequences, N ature 307: 521-527, 1984.

[51] DUESBERG P. H., Retroviral transform ing genes in norm al cells?, Nature,
304: 219-225, 1983.

[52] DUESBERG P. H., VOGT P. K., Differences between ribonucleic acids of
transform ing and nontransform ing avian tumor viruses, Proc. Natl. Acad. 
Sci. US, 67: 1673-1680, 1970.

[53] DULBECCO R., RNA — containing viruses: retroviridae, [W:] Microbiology,
red. B. D. Davis, R. Dulbecco, H. N. Eisen, H. S. Ginsburg, H arper and Row, 
1243-1261, 1980.

[54] DUNNICK W., SCHELL B. E., DERY C., DNA sequences near the  site of re 
ciprocal recombination between a c-myc oncogene and an  immunoglobulin 
switch region, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 80: 7269-7273, 1983.

[55] ELLIS R. W., DEFEO D., SCOLNICK E. M., SHARP M„ Oncogenes, Ann.
Rep. Med. Chemistry, 18: 225-235, 1983.

[56] ERIKSON J., AR-RUSHDI A., DRWINGA H. L., NOWELL P. C., CROCE
C. M., Transcriptional activation of the translocated c-myc oncogene in 
B urk itt  lymphoma, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 80: 820-824, 1983.

[57] ERIKSON J., NISHIKURA K., AR-RUSHDI A., FINAN J., EMANUEL B.,
LENOIR G., NOWELL P. C., CROCE C. M., Translocation of an immunoglo
bulin k locus to a region 3' of an rearranged  c-myc oncogene enhances 
c-myc transcription, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 80: 7581-7585, 1983.

[58] EVA A., AARONSON S. A., F requent activation of c-Kis as a transforming 
gene in fibrosarcomas induced by methylcholanthrene, Science, 220: 955-956, 
1983.

http://rcin.org.pl



326 M. J A K Ó B I S I A K

[59] FEINBERG A. P., VOGELSTEIN B., DROLLER M. J., BAYLIN S. B., NEL- 
KIN B. D., Mutation affecting the 12th amino acid of the c-Ha-ras oncogene 
product occurs infrequently  in human cancer, Science, 220: 1175-1177, 1983.

[60] FERAMISCO J. R., GROSS M., KAMATA T., ROSENBERG M., SWEET 
R. W., Microinjection of the oncogene form of the hum an H-ras (T-24) protein 
results in rapid proliferation of quiescent cells, Cell, 38: 109-117, 1984.

[61] FINKEL T., COOPER G. M., Detection of a molecular complex between ras 
proteins and transferrin  receptor, Cell, 36: 1115-1121, 1984.

[62] FINKEL T., DER C. J., COOPER G. M., Activation of ras genes in hum an 
tumors does not affect localization, modification, or nucleotide binding pro
perties of p21, Cell, 37: 151-158, 1984.

[63] FOULKES J. G., Phosphotyrosyl-protein phosphatases, Curr. Top. Microbiol.
Immunol., 107: 163-180, 1983.

[64] FUNG Y. K. T., LEWIS W. G„ CRITTENDEN L. B., KUNG H. J„  Activita- 
tion of the cellular oncogene c-erbB by LTR insertion: molecular basis for 
induction of erythroblastosis by avian leukosis virus, Cell, 33: 357-368, 1983.

[65] FRYKBERG L., PALMIERI S., BEUG H., GRAF T., HAYMAN M. J., VENN-
STROM B., Transforming capacities of avian erythroblastosis virus m utants  
deleted in the erbA or erbB oncogenes, Cell, 32: 227-238, 1983.

[66] GAY N. J., WALKER J. E., Homology between hum an bladder carcinoma
oncogene product and miotochondrial ATPase, Nature, 301: 262-264, 1983.

[67] GIBBS J., ELLIS R. W., SCOLNICK E. M., Autophosphorylation of v -H a-ras  
p21 is modulated by amino acid residue 12, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 81: 
2674-2678, 1984.

[68] GILMAN A. G., G proteins and dual control of adenylate cyclase, Cell, 86:
577-579, 1984.

[69] GOFF S. P., BALTIMORE D., [w] Advances in viral oncology, Vol. 1, red.
G. Klein, Raven, New York, 127-139, 1982.

[70] GONDA T. J., METCALF D., Expression of myb, myc fos proto-oncogenes
during the differentiation of a murine myeloid leukaemia, Nature, 310: 249- 
251, 1984.

[71] GORDON J., LEVY S., MELAMED M. D„ ENGLISH L. S., HUGHES-JONES
N. C., Immortalized B lymphocytes produce B-cell growth factor, Nature, 
310: 145-147, 1984.

[72] GOUBIN G., GOLDMAN D., NICE J., NEUMAN P. E., COOPER G. M„ Mo
lecular cloning and nucleotide sequence of a transform ing gene detected by 
transfection of chicken B-cell lymphoma DNA, Nature, 302: 314-319, 1983.

[73] GOYETTE M., PETROPOULOS C. J., SHANK P. R., FAUSTO N., Expres
sion of a cellular oncogene during liver regeneration, Science, 219: 510-512, 
1983.

[74] GRAVES D. T., OWEN A. J., BARTH R. K., TEMPST P., WINOTO A., FOTS 
L., HOOD L. E., Detection of c-sis transcripts and synthesis of PDGF-like 
proteins by hum an osteosarcoma cells, Science, 226: 972-974, 1984.

[75] GREENBERG M., E., ZIFF E. B., Stimulation of 3T3 cells induces transcrip 
tion of the c-fos proto-oncogene, Nature, 311: 433-438, 1984.

[76] GROFFEN J., HEISTERKAMP N., BLENERHASSETT G., STEPHENSON 
J. R., Regulation of viral and cellular oncogene expression by cytosine me- 
thylation, Virology, 126: 213-227, 1983.

[77] GROFFEN J., HEISTERKAMP N., GROSVELD F., VAN DE VEN W., STE-

http://rcin.org.pl



O N K O G E N Y 327

PHENSON J. R., Isolation of hum an oncogene sequences (v-fes homolog) from 
a cosmid library, Science, 216: 1136-1138, 1982.

[78] GUERRERO I., CALZADA P., MAYER A., PELLICER A., A molecular ap 
proach to leukemogenesis: Mouse lymphomas contain an activated c-ras on
cogene, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 81: 202-205, 1984.

[79] GUERRERO I., VILLASANTE A., CORCES V., PELLICER A., Activation of
a c-K-ras oncogene by somatic m utation in mouse lymphomas induced by 
gam m a radiation, Science, 225: 1159-1162, 1984.

[80] HALL A., MARSHALL C., SPURR N., WEISS R. A., Identification of t ran s 
forming gene in two hum an sarcoma cell lines as a new member of the ras 
gene family located on chromosome 1, Nature, 303; 396-400, 1983.

[81] HANAFUSA H., HALPERN C. C., BUCHNAGEN D. C„ KAWAI S., Recovery
of avian  sarcoma virus from tumors induced by transformation-defective 
m utants, J. Exp. Med., 146: 1735-1747, 1977.

[82] HANN S. R., ABRAMS H. D., ROHRSCHNEIDER L. R., EISENMAN R. N.,
Proteins encoded by v-myc and c-myc oncogenes: Identification and localiza
tion in acute leukemia virus transform ants and bursal lymphoma cell lines,
Cell, 34: 789-798, 1983.

[83] HARDY W. D., A new package for and old oncogene, Nature, 308: 775, 1984.
[84] HARFORD J., An artefact explains the apparen t association of the transfe r

rin receptor w ith a ras gene product, Nature, 311: 673-675, 1984.
[85] HAYWARD W. S., NEEL B. G., ASTRIN S. M., Activation of a cellular one

gene by promoter insertion in ALV induced lymphoid leukosis, Nature, 290: 
475-480, 1981.

[86] HEHLMAN R„ SCHETTERS H ,  KREEB G., ERFLE V., SCHMIDT J.,
LUZ A., RNA-tumorviruses, oncogenes, and their possible role in human 
carcinogenesis, Klin. Wochenschr., 61: 1217-1231, 1983.

[87] HELDIN C. H., WESTERMARK B., Growth factors: mechanism of action and
relation to oncogenes, Cell, 37: 9-20, 1984.

[88] HOFFM AN-FALK H., EINAT P., SHILO B. Z., HOFFMANN F. M., Droso
phila melanogaster DNA clones homologous to vertebrate  oncogenes: evidence
for a common ancestor to the sre and abl genes, Cell, 32: 589-598, 1983.

[89] HUNTER T., Oncogenes and proto-oncogenes: how do they differ? J. Natl.
Cancer Inst., 73: 773-786, 1984.

[90] HUNTER T., SEFTON B. M., Transforming gene product of Rous sarcoma
virus phosphorylates tyrosine, Proc. Natl. Acad. Sci. US., 77: 1311-1315, 1980.

[91] JAENISCH R., Endogenous retroviruses, Cell, 32: 5-6, 1983.
[92] JAKOBOVITS E. B., MAJORS J. E., VARMUS H. E., Hormonal regulation

of the Rous sarcoma virus sre gene via a heterologous promoter defines 
a threshold dose for cellular transform ation, Cell, 38: 757-765, 1984.

[93] KAN N. C., FLORDELLIS C. S., MARK G. E., DUESBERG P. H., PAPAS 
T. S., A common one gene sequence transduced by avian carcinoma virus 
MH2 and by murine sarcoma virus 3611, Science, 223: 813-816, 1984.

[94] KELLY K., COCHRAN B. H ,  STILES C. D., LEDER P., Cell-specific regula
tion of the c-myc gene by lymphocytic mitogens and platelet-derived growth 
factor, Cell, 35: 603-610, 1983.

[95] KLEIN G., The role of gene dosage and genetic transpositions in carcino
genesis, Nature, 294: 313-318, 1981.

[96] KLEIN G., Specific chromosomal translocations and the genesis of B-cell-
derived tum ors in mice and men, Cell, 32: 311-315, 1983.

http://rcin.org.pl



328 M. J A K Ó B I S I A K

[97] KLEIN G., Opinia cytowana w: Robertson M., Nature, 306, 733, 1983.
[98] KLEIN G., KLEIN E., Oncogene activation and tumor progression, Carcino

genesis, 5: 429-435, 1984.
[99] KLEIN G., LINDAHL T., JONDAL M„ LEIBOLD W., MENEZES J., NILSSON 

K., SUNGSTROM C., Continuous lymphoid cell lines with B-cell characteris
tics tha t lack the Epstein-Barr virus genome, derived from three human 
lymphomas, Proc. Natl. Acad. Sci. US. 71: 3283-3286, 1974.

[100] KLEMPANAUER K. H., GONDA T. J., BISHOP J. M., Nucleotide sequence
of the retroviral leukemia gene v-m yb and its cellular progenitor c-myb: 
the architecture of a transduced oncogene, Cell, 31: 453-463, 1982.

[101] KLEMPNAUER K. H., SYMONDS G., EVAN G. I., BISHOP J. M., Subcellu-
lar localization of proteins encoded by oncogenes of avian myeloblastosis 
virus and avian leukemia virus E26 and by the chicken c-myb gene, Cell, 37: 
537-547, 1984.

[102] KRONTIRIS T. G., The emerging genetics of hum an cancer, N. Engl. J. Med.,
309: 404-409, 1983.

[103] LAND H., PARADA L. F., WEINBERG R. A., Tumorigenic conversion of
prim ary embryo fibroblasts requires at least two cooperating oncogenes, 
Nature, 304: 596-602, 1983.

[104] LANE M. A., SAINTEN A., COOPER G. M., Stage-specific transform ing ge
nes of hum an and mouse B- and T-lymphocyte neoplasms, Cell, 28: 873-880,
1982.

[105] LEE W. H., MURPHREE A. L., BENEDICT W. F., Expression and am plifica
tion of N-myc gene in prim ary retinoblastoma, Nature, 309: 458-460, 1984.

[106] LENOIR G. M., PREUD’HOMME J. L. BERNHAIM A., BERGER A., Corre-
lataion between immunoglobulin light chain expression and varian t t ran s 
location in B urk itt’s lymphoma, Nature,, 298: 474-476, 1982.

[107] MACARIA I. G., MARINETTI G. N., BALDUZZI P. C., Transforming pro
teins of avian sarcoma virus UR2 is associated with phosphatidylinositol
kinase activity: Possible role in tumorigenesis, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 
81: 2728-2732, 1984.

[108] MAKINO R., HAYASHI K., SUGIMURA T., C-myc transcrip t is induced in
ra t  liver a t  a very early stage of regeneration or by cycloheximide treatm ent, 
Nature, 310: 697-698, 1984.

[109] MARCU K. B., HARRIS L. J., STANTON L. W., ERIKSON J., WATT R„
CROCE C. M., Transcriptionally active c-myc oncogene is contained within
NIARD, a DNA sequence associated with chromosome translocations in 
B-cell neoplasia, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 80: 519-523, 1983.

[110] MARSHALL C. J., VOUSDEN K. H., Activation of c-Ha-ras-1 proto-oncogene
by in vitro modification with a chemical carcinogen benzo(a)pyrene diol- 
epixide, N ature 310: 586-589, 1984.

[111] MARTIN G. S., Rous sarcoma virus: A function required for the maintenance
of the transform ed state, Nature, 227: 1021-1023, 1970.

[112] MARX J. L., Immunoglobulin genes have enhancers, Science, 221: 735-737,
1983.

[113] — New oncogene targets?, Science, 224: 272, 1984.
[114] — A new view of receptor action, Science, 224: 271-274, 1984.
[115] — The N-myc oncogene in neural tumors, Science, 224: 1088, 1984.
[116] MCCOY M., TOOLE J. T., CUNNIGHAM J. M., CHANG E. H., LOWY D. R.,

http://rcin.org.pl



O N K O G E N Y 329

WEINBERG R. A., Characterization of a hum an colon/lung carcinoma on
cogene, Nature, 302: 79-81, 1983.

[117] MCGRATH J. P., CAPON D. J., GOEDDEL D. V., LEVINSON A. D., Com
parative biochemical properties of norm al and activated hum an ras p21 pro
tein, Nature, 310: 644-649, 1984.

[118] MCGRATH J. P., CAPON D. J., SMITH D., CHEN E. Y., SEEBURG P. H„
GOEDDEL D. V., LEVINSON A. D., S tructure and organization of the hu 
man Ki-ras proto-oncogene and a related processed pseudogene, Nature, 304: 
501-506, 1983.

[119] MERCOLA M., WANG X. F., OLSEN J., CALAME K., Transcriptional en
hancer elements in the mouse immunoglobulin heavy chain locus, Science, 
221: 663-665, 1983.

[120] MEYER G., NICOLI J., Cancers, oncogenese and oncogenes, Bull. Cancer, 70:
151-159, 1983.

[121] MITELMAN F., Cytogenetics of experim ental neoplasms and non-random
chromosome correlations in man, Clin. Hematol., 9: 195, 1980.

[122] MOELLING K., HEIMANN B., BEIMLING P., RAPP V. R., SANDER T.,
Serine- and treonine-specific protein kinase activities of purified gag-mil
and gag-raf proteins. Nature, 312: 558-561, 1984.

[123] MOLLIG K., DONNER P., BUNTE T., GREISER-WILKE I., Molecular m e
chanisms of malignant transform ation by oncornaviruses, Contr. Oncol., 19: 
35-43, 1984.

[124] MURPHREE A. L., BENEDICT W. F., Retinoblastoma: clues to hum an on
cogenesis, Science, 223: 1028-1033, 1984.

[125] MURRAY M. J., CUNNIGHAM J. M., PARADA L. F„ DAUTRY F., LEBO-
WITZ P., WEINBERG R. F., The HL-60 transform ing sequence: a ras onco
gene coexisting with altered myc genes in hematopoietic tumors, Cell, 33: 
749-757, 1983.

[126] MULLER R., Differential expression of cellular oncogenes during murine
development and in teratocarcinom a cell lines, Cold Spring Harbor conf. 
cell proliferation, vol. 10 (w druku).

[127] MULLER R„ VERMA I. M., ADAMSON E. D., Expression of c-onc genes:
c-fos transcripts accumulate to high levels during development of mouse 
placenta, yolk sac, and amnion, EMBO Journal, 5: 679-684, 1983.

[128] MULLER R., WAGNER E. F., Differentiation of F9 teratocarcinoma stem
cells after transfer of c-fos proto-oncogenes, Nature, 311: 438-442 1984.

[129] NEUBERGER M. S., CALABI F., Reciprocal chromosome translocation be t
ween c-myc and immunoglobulin y2b genes, Nature, 305: 240-243, 1983.

[130] NEWBOLD R. F., M utant ras proteins and cell transformation, Nature, 310:
628-629, 1984.

[131] NEWBOLD R. F., OVERELL R. W., Fibroblast im m ortality  is a prerequisite
for transform ation by EJ c-Ha-ras oncogene, Nature, 304: 648-651, 1983.

U32] NISHIKURA K., AR-RUSHIDI A., ERIKSON J., WATT R., ROVERA G„
CROCE C. M., Differential expression of the norm al and of the translocated 
hum an c-myc oncogenes in B-cells, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 80: 4822-4826,
1983.

[133] NISHIZUKA Y., The role of protein kinase C in cell surface signal tran s
duction and tumour promotion, Nature, 308: 693-698. 1984.

[134] NORTH G., Gene regulation, Nature, 308: 688, 1984.
[135] NOWELL P., FINAN J., ERIKSON J., CROCE C., Chromosome transloca-

http://rcin.org.pl



330 M. J A K O B I S I A K

tions, oncogene activation, and B-cell lymphomas, [w] Normal and Neoplas
tic Hematopoiesis, UCLA symposia on molecular and cellular biology — New 
series, Vol. 9, red. D. W. Golde, P. A. Marks, Alan R. Liss, Inc., New York, 
31-55, 1983.

[136] OHNO S., YAZAKI A., Simple construction of hum an c-myc gene implicated
in B-cell neoplasmas and its relationship w ith  avian v-myc and human

%

lmphokines, Scand. J. Immunol., 18: 373-388, 1983.
[137] ONIONS D. E., LESS G., JARREETT O., Transduction and  rearrangem ent

of the myc gene by feline leukaemia virus in natura lly  occurring T-cell 
leukaemias, Nature, 308: 814-820, 1984.

[138] OWEN A. J., PANTAZIS P., ANTONIADES H. N., Simian sarcoma virus-
transform ed cells secrete a mitogen identical to platelet-derived growth 
factor, Science, 225: 54-56, 1984.

[139] PAPKOFF J., NIGG E. A., HUNTER T., The transform ing protein of Molo
ney murine leukemia virus is a soluble cytoplasmic protein, Cell, 33: 161-172,
1983.

[140] PAYNE G. S., BISHOP J. M., VARMUS H. E., Multiple arrangem ents of
viral DNA and an activated host oncogene in bursal lymphomas, Nature, 
295: 209-214, 1982.

[141] PELICCI P. G., LANFRANCONE L., BRATHWAITE M. D„ WOLMAN S. R.,
DALLA-FAVERA R., Amplification of the c-myb oncogene in a case of hu
man acute myelogenous leukemia, Science, 224: 1117-1121, 1984.

[142] PERRY R. P., Consequences of myc invasion of immunoglobulin loci: facts
and speculation, Cell, 33: 647-649, 1983.

[143] PERSSON H., HENNINGHAUSEN L., TAUB R., DEGRADO W., LEDER P.,
Antibodies to hum an c-myc oncogene product: evidence of an evolutionarily 
conserved protein induced during cell proliferation, Science, 225: 687-693,1984.

[144] PFEIFER-OHLSSON S., GOUSTIN A. S., RYDNERT J., WAHLSTROM T.,
BJERSING L., STEHELIN D„ OHLSSON R„ Spatial and temporal pa tte rn  
of cellular myc oncogene expression in developing human placenta: implica
tions for embryonic cell proliferation, Cell, 38: 585-596, 1984.

[145] PRIVALSKY M. L„ SEALY L.. BISHOP J. M., MCGRATH J. P., LEVINSON
A. D., The product of the avian erythroblastosis virus erbB locus is a gly
coprotein, Cell, 32: 1257-1267, 1983.

[146] RABBITTS T. H., FORSTER A., BEAR R.. HAMLYN R. H., Transcription en
hancer identified near the hum an Cy immunoglobulin heavy chain gene is 
unavailable to the translocated c-myc gene in a Burkitt lymphoma, Nature, 
306: 806-809, 1983.

[147] RABBITTS T. H„ FORSTER A., HAMLYN P., BAER R„ Effect of somatic
mutation within translocated c-myc genes in B urk itt’s lymphoma, Nature, 
309: 592-597, 1984.

[148] RALSTON R., BISHOP J. M., The protein products of the myc and  myb
oncogenes and adenovirus Ela are structurally  related, Nature, 306: 803-806,
1983.

[149] RECHAVI G., GIVOL D., CANAANI E., Activation of a cellular oncogene
by DNA rearrangem ent: possible involvement of an IS-like element, N a
ture, 300: 607-611, 1982.

[150] REDDY E. P., Nucleotide sequence analysis of the T24 hum an bladder car
cinoma oncogene, Science, 220: 1061-1063, 1983.

[151] REDDY E. P., REYNOLD R. K„ SANTOS E., BARBACID M., A point mu-

http://rcin.org.pl



O N K O G E N Y 331

tation is responsible for the acquisition of transforming properties by the 
T24 hum an bladder carcinoma oncogene, Nature, 300: 149-152, 1982.

[152] RIGGS A. D., JONES P. A., 5-methylcytosine, gene regulation and cancer,
Adv. Cancer Res., 40: 1-30, 1983.

[153] ROBERTSON M., Progress in malignancy, Nature, 309: 512-513, 1984.
[154] ROHRSCHNEIDER L. R., Adhesion plaques of Rous sarcoma v irus-transfor

med cells contain the sre gene product, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 77: 3514- 
3518, 1980.

[155] ROSENTHAL N , KREN M., GRUSS P., KHOURY G., BK viral enhancer
element and a hum an cellular homolog, Science, 222: 749-755, 1983.

[156] ROWLEY J. D., Human oncogene locations and chromosomal abberrations,
Nature, 301: 290-291, 1983.

[157] RULEY E. H., Adenovirus early region IA enables viral and cellular t ran s 
forming genes to transform  prim ary  cells in culture, Nature, 304: 602-606,
1983.

[158] SANTOS E., REDDY E. P., PULCIANI S., FELDMANN R., BARBACID M„
Spontaneous activation of a hum an proto-oncogene, Proc. Natl. Acad. Sci. 
US, 80: 4679-4683, 1983.

[159] SCHECHTER A. L„ STERN D. F., VAIDYANATHAN L„ DECKER S. J.,
DREBIN J. A., GREENE M. I., WEINBERG R. A., The neu oncogene: an 
erb-B -rela ted  gene encoding a 185,000-Mr. tum our antigen, Nature, 312: 513- 
516, 1984.

[160] SCHIMKE R. T., KAUFMAN R. J., ALT F. W., KELLEMS R. F., Gene am 
plification and drug resistance in cultured murine cells, Science, 202: 1051— 
1055, 1978.

[161] SCHWAB M., ALITALO K ,  VARMUS H. E., BISHOP J. M., GEORGE D.,
A cellular oncogene (c-Ki-ras) is amplified, overexpressed and located within 
karyotype abnormalities in mouse adenocortical tum or cells, Nature, 303: 
497-501, 1983.

[162] SCHWAB M„ ELLISON J., BUSCH M., ROSENAU W., VARMUS H. E.,
BISHOP J. M., Enhanced expression of the human gene N-myc consequent 
to amplification of DNA may contribute to malignant progression of neuro
blastoma, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 81: 4940-4944, 1984.

[163] SCHWAB M., VARMUS H. E., BISHOP J. M., GRZESCHLIK K. H ,  NAYLOR
S. L„ SAKAGUCHI A. Y„ BRODECUR G., TRENT J., Chromosome localiza
tion in norm al hum an cells and neuroblastomas of a gene related to c-myc, 
Nature, 308: 288-291, 1984.

[164] SCHWARTZ D. E., TIZARD R„ GILBERT W., Nucleotide sequence of Rous
sarcoma virus, Cell, 32: 853-869, 1983.

[165] SEEBURG P. H„ COLBY W. W , CAPON D. J., GOEDDEL D. V., Biological
properties of hum an c-Ha-rasl genes m utated at codon 12, Nature. 312: 71-75,
1984.

[166] SEFTON B. M., HUNTER T., BALL E. H., SINGER S. J., Vinculin: A cyto-
sceletal ta rget of the transform ing protein of Rous sarcoma virus, Cell, 24: 
165-174, 1981.

[167] SEIKI M., HATTORI S., HIRAYAMA Y., YOSHIDA M., Hum an adult T-cell
leukemia virus complete nucleotide sequence of the provirus genome integra
ted in leukemic cell DNA, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 80: 3618-3622, 1983.

[168] SHEN-ONG G. L., KEATH E. J., PICCOLI S. P., COLE M. D., Novel myc

http://rcin.org.pl



332 M. J A K Ó B I S I A K

oncogene RNA from abortive immunoglobulin gene recombination in mouse 
plasmacytomas, Cell, 31: 443-452, 1982.

[169] SHIH T. Y., PAPAGEORGE A. G., STOKES P. E., WEEKS M. O., SCOL-
NICK E. M., Guanine nucleotide-binding and autophosphorylating activities 
associated w ith the p21 src of H arvey murine sarcoma virus, Nature, 287: 
686-691, 1980.

[170] SHILO B. Z., WEINBERG R. A., DNA sequences homologous to vertebrate
oncogenes are conserved in Drosophila melanogaster, Proc. Natl. Acad. Sci. 
US, 78: 6798-6792, 1981.

[171] SHIMIZU K., BIRNBAUM D., RULEY M. A., FASANO O. SUARD Y., ED-
LUND L., TAPAROWSKY E., GOLDFARB M., WIGLER M., S truc tu re  of 
the Ki-ras gene of the hum an lung carcinoma cell line Calu-1, Nature, 304: 
497-500, 1983.

[172] SHIMIZU K., GOLDFARB M., PERUCHO M., WIGLER M., Isolation and p re
liminary characterization of the transform ing gene of a hum an neuroblastoma 
cell line, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 80: 383-387, 1983.

[173] SIMON M. C., SMITH R. E., HAYWARD W. S., Mechanisms of oncogenesis
by subgroup F avian leukosis viruses, J. Virol., 52: 1-8, 1984.

[174] SLAMON D. J., DE KERION J. B., VERMA I. M., CLINE M. J., Expression
of cellular oncogenes in hum an malignancies, Science, 224: 256-262, 1984.

[175] SMART J. E., OPPERMANN H., CZERNILOFSKY A. P., PURCHIO A. F.,
ERIKSON R. R., BISHOP J. M., Characterization of sites for tyrosine phos
phorylation in the transform ing protein of Rous sarcoma virus (pp60v-src) 
and its norm al cellular homologue (pp60c-src), Proc. Natl. Acad. Sci. US, 78: 
6013-6017, 1981.

[176] SODROSKI J. G., ROSEN C. A., HASELTINE W. A., Trans-acting trans
criptional activation of the long term inal repeats of hum an T lymphotropic 
virus in infected cells, Science, 225: 381-385, 1984.

[177] SORGE L. K., LEVY B. T., MANESS P. F., pp60c-src js develpmentally re 
gulated in the neural retina, Cell, 36: 249-257, 1984.

[178] SPANDIDOS D. A., WILKIE N. M., Malignant transform ation of early pas
sage rodent cells by a single m utated  human oncogene, Nature, 310, 469-475,
1984.

[179] SPECTOR D. H.. VARMUS H. E., BISHOP J. M., Nucleotide sequences rela
ted to the transform ing gene of avian sarcoma virus are present in DNA of 
uninfected vertebrates, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 75: 4102-4106, 1978.

[180] STACEY D. W., KUNG H. F., Transform ation of NIH 3T3 cells by micro
injection of H a-ras p21 protein, Nature, 310: 508-511, 1984.

[181] STANTON L. W., WATT R., MARCU K. B., Translocation breakage and
truncated  transcripts of c-myc oncogene in m urine plasmacytomas, Nature, 
303: 401-406, 1983.

[182] STANTON L. W„ YANG J. Q., ECKHARDT L. A., HARRIS L. J., BIR-
SHTEIN B. K., MARCU K. B., Products of a reciprocal chromosome trans
location involving the c-myc in a murine plasmacytoma, Proc. Natl. Acad. 
Sci., US, 81: 829-833, 1984.

[183] STEHELIN D., VARMUS H. E., BISHOP J. M., VOGT P. K., DNA related
to the transform ing gene(s) of avian sarcoma viruses is present in normal 
avian DNA, Nature, 260: 170-173, 1976.

[184] STEWART T. A., BELLVE A. R., LEDER P., Transcription and promoter

http://rcin.org.pl



O N K O G E N Y 333

usage of the myc gene in normal somatic and spermatogenic cells, Science, 
226: 707-710, 1984.

[185] STEWART T. A., PATTENGALE P. K., LEDER P., Spontaneous m am m ary
adenocarcinomas in transgenic mice tha t carry and express MTV/myc fusion 
genes, Cell, 38: 627-637, 1984.

[186] STILES C. D., The molecular biology of platelet-derived growth factor, Cell,
33: 653-655, 1983.

[187] SUGIMOTO Y., WHITMAN M., CANTLEY L. C., ERIKSON R. L., Evidence
tha t the Rous sarcoma virus transform ing gene product phosphorylates phos- 
phatidylinositol and diacylglycerol, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 81: 2117-2121,
1984.

[188] SUKUMAR S., NOTARIO V., MARTIN-ZANCA D., BARBACID M., Induc
tion of m am m ary carcinomas in ra ts  by nitroso-methylurea involves m ali
gnant activation of H-ras-1 locus by single point mutations, Nature, 306: 658- 
661, 1983.

[189] SUKUMAR S., PULCIANI S., DONIGER J., DIPAOLO J. A., EVANS C. H.,
ZBAR B., BARBACID M., A transform ing ras gene in tumorigenic guinea 
pig cell lines initiated by diverse chemical carcinogens, Science, 223: 1197— 
1199, 1984.

[190] SWEET R. W., YOKOYAMA S., KAMATA T., FERAMISCO J. M., ROSEN
BERG M., GROSS M., The product of ras is a GTPase and the T24 oncogene 
m utan t is deficient in this activity, Nature, 311: 273-275, 1984.

[191] TABIN C. J., BRADLEY S. M., BARGMANN C. I., WEINBERG R. A., PAPA-
GEORE A. G., SCOLNICK A. M., Mechanism of activation of a hum an onco
gene, Nature, 300: 143-149, 1982.

[192] TAKEYA T., HANAFUSA H., S tructure and sequence of the cellular gene
homologous to the RSV src gene and the mechanism for generating the 
transform ing virus, Cell, 32: 881-890, 1983.

[193] TAPAROWSKY E., SHIMIZU K., GOLDFARB M., WIGLER M., Structure
and activation of the human N-ras gene, Cell, 34: 581-586, 1983.

[194] TAPAROWSKY E., SUARD Y., FASANO O., SHIMIZU K., GOLDFARB M.,
WIGLER M.: Activation of the  T24 bladder carcinoma transform ing gene is 
linked to a single amino acid change, Nature, 300: 762-765, 1982.

[195] TAUB R., KIRSCH I., MORTON C„ LENOIR G., SWAN D., TRONICK S.,
AARONSON S., LEDER P., Translocation of the c-myc gene into immunoglo
bulin heavy chain locus in hum an Burkitt lymphoma and murine plasm a
cytoma cells, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 79: 7837-7841, 1982.

[1P6] TODARO G. J., MARQUARDT H., TWARDZIK D. R., REYNOLDS F. H.,
4

STEPHENSON J. R., Transforming growth factors produced by v ira l-trans- 
formed and  hum an tum or cells, [w:] Biological responses in cancer, vol. 2, 
red. E. Mihich, P lenum  Publishing Corporation, 1-18, 1984.

[117] TWARDZIK D. R„ TODARO G. J., MARQUARDT H., REYNOLDS F. H.,
STEPHENSON J. R., Transform ation induced by Abelson murine leukemia 
virus involves production of a polypeptide growth factor, Science, 216: 894- 
897, 1982.

[198] VARMUS H. E., Form  and function of re troviral proviruses, Science, 216:
812-820, 1982.

[199] VENNSTROM B., BISHOP J. M., Isolation and characterization of chicken
DNA homologous to the two putative oncogenes of avian erythroblastosis 
virus, Cell, 28: 135-143, 1982.

http://rcin.org.pl



3 3 4 M. J A K Ó B I S I A K

[200] VERMA I. M., From  c-fos to v-fos, Nature, 308: 317, 1984.
[201] WANG J. Y. J., F rom  c-abl to v-abl, Nature, 304: 400, 1983.
[202] WANG J. Y. J., LEDLEY F., GOFF S., LEE R., GRONER Y., BALTIMORE

D., The molecular c-abl locus: molecular cloning and characterization, Cell, 
36: 349-356, 1984.

[203] WATERFIELD M. D., SCRACE G. T., WHITTLE N., STROOBANT P., JO H N -
SSON A., WASTESON A., WESTERMARK B„ HELDIN C. H., HUANG 
J. S., DENEL T. F., P latelet-derived growth factor is s tructurally  re la ted  to 
the putative transform ing protein p28sis 0f simian sarcoma virus, N ature, 
304: 35-39, 1983.

[204] WATSON R., OSKARSSON M., VANDE WOUDE G. F„ Hum an DNA sequen
ce homologous to the transform ing gene (mos) of Moloney murine sarcoma 
virus, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 79: 4078-4082, 1982.

[205] WATT R., STANTON L. W., MARCU K. B., GALLO R. C., CROCE C. M.,
ROVERA G., Nucleotide sequence of cloned cDNA of hum an c-myc oncogene, 
Nature, 303: 725-728, 1983.

[206] WESTA WAY D., PAYNE G., VARMUS H. E., Proviral deletions and onco
gene base substitutions in insertionally mutagenised c-myc alleles may con
tribute to the progression of avian bursal tumors, Proc. Natl. Acad. Sci. 
US, 81: 843-847, 1984.

[207] WIERENGA R. K., HOL W. G. J., Predicted nucleotide-binding properties of
p21 protein and its cancer-associated variant, Nature, 302: 842-844, 1983.

[208] WILLECKE K., SCHAFER R., H um an oncogenes, Hum. Genet., 66: 132-142,
1984.

[209] WILSON V. L., JONES P. A., Inhibition of DNA methylation by chemical
carcinogens in vitro, Cell, 32: 239-246, 1983.

[210] WYKE J., From  c-src to v-src, Nature, 304: 491-492, 1983.
[211] YUASA Y., SRIVASTAVA S. K., DUNN C. Y.. RHIM J. S., REDDY E.,

AARONSON S.A., Acquisition of transform ing properties by alternative point 
mutaions within c-bas/has hum an proto-oncogene, Nature, 303: 775-779, 1983.

[212] YUNIS J. J., The chromosomal basis of hum an neoplasia, Science, 221: 227-
236, 1983.

[213] YUNIS J. J., OKEN M. M., KAPLAN M. E., ENSURD K. M., HOWE R. H.,
THEOLOGIDES A., Distinctive chromosome abnormalities in histologic sub- 
types of non-Hodgkin’s lymphoma, N. Engl. J. Med., 307: 1231-1236, 1982.

Otrzymano: 18.02.1985.
Przyjęto: 20.06.1985.

Adres: Zakład Transplantologii I.B., ul. Chałubińskiego  5, 02-004 Warszawa.

http://rcin.org.pl



issued every March and September

by the

International Committee
on

Laboratory Animals

NO. 42 MARCH 1978

Didriksens Paplrindustri A /S

^  augM H /

http://rcin.org.pl



336

http://rcin.org.pl



337

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



Warunki prenumeraty kwartalnika

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI

Cena prenumeraty krajowej:

rocznie 400 zł, półrocznie 200 zł

Prenumeratę na kraj przyjmuje się:
do 10 listopada na I półrocze roku następnego i na cały rok następny, 

— do 10 czerwca na II półrocze roku bieżącego.
Instytucje i zakłady pracy zamawiają prenumeratę w miejscowych Oddzia

łach RSW „Prasa-Książka-Ruch”, w miejscowościach zaś, w których nie ma Od
działów RSW — w urzędach pocztowych i u doręczycieli.

Czytelnicy indywidualni opłacają prenumeratę wyłącznie w urzędach poczto
wych i u doręczycieli.

Prenumeratę ze zleceniem wysyłki za granicę przyjmuje RSW „Prasa-Książka- 
Ruch”, Centrala Kolportażu Prasy i Wydawnictw, ul. Towarowa 28, 00-958 War
szawa; konto NBP XV, Oddział w Warszawie, Nr 1153-201045-139-11, w terminach 
podanych dla prenumeraty krajowej.

Prenumerata ze zleceniem wysyłki za granicę pocztą zwykłą jest droższa od 
prenumeraty krajowej o 50% dla zleceniodawców indywidualnych i o 100% dla 
zlecających instytucji i zakładów pracy.

Bieżące i archiwalne numery można nabyć lub zamówić ze Wzorcowni Ośrod
ka Rozpowszechniania Wydawnictw Naukowych PAN, Pałac Kultury i Nauki, 
00-901 Warszawa oraz w księgarniach naukowych „Domu Książki”.

Subscription orders for all the magazines published in Poland available through 
the local press distributors or directly through the

Foreign Trade Enterprise
A RS POLONA 

00-068 Warszawa, Krakowskie Przedmieście, 7, Poland.

Our bankers:
BANK HANDLOWY WARSZAWA S.A.

http://rcin.org.pl

http://rcin.org.pl


Cena 200 zł

SPIS TREŚCI

K. E. PI RÓG, Komórkowe mechanizmy patogenezy 
miażdżycy.....................................................................163

T. SKÓRSKI, Rola mikrofagów, monocytów i granulo- 
cytów w zwalczaniu nowotworów...........................185

A. WOŹNY, Struktura i subultrastruktura chloroplas
tów grano wy ch.............................................................205

J. STRZEŻEK, J. TORSKA, Akrosyna plemników i jej 
inhibitory — właściwości biochemiczne oraz funkcja 
w procesach rozrodu zwierząt................................. 263

M. JAKÓBISIAK, Onkogeny..............................................289

Indeks 36970


	KOMÓRKOWE MECHANIZMY PATOGENEZY MIAŻDŻYCYKatarzyna Edyta PIRÓG
	ROLA MAKROFAGÓW, MONOCYTÓW I GRANULOCYTÓW W ZWALCZANIU NOWOTWORÓW -- THE ROLE OF MACROPHAGES, MONOCYTES AND GRANULOCYTESIN THE OVERCOMING OF TUMORS Tomasz SKÓRSKI
	STRUKTURA I SUBULTRASTRUKTURA CHLOROPLASTÓW GRANOWYCH -- THE STRUCTURE AND SUBULTRASTRUCTURE OF GRANAL CHLOROPLASTS Adam WOŹNY
	AKROSYNA PLEMNIKÓW I JEJ INHIBITORY — WŁAŚCIWOŚCI BIOCHEMICZNE ORAZ FUNKCJA W PROCESACH ROZRODU ZWIERZĄT -- ACROSIN OF SPERMATOZOA AND ITS INHIBITORS — BIOCHEMICAL PROPERTIES AND FUNCTION IN THE PROCESSES OF ANIMAL REPRODUCTION Jerzy STRZEŻEK, Jadwiga TORSKA
	ONKOGENY -- ONCOGENES Marek JAKÓBISIAK
	Warunki prenumeraty kwartalnika
	SPIS TREŚCI



