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HYBRIDOCYTOCHEMISTRY - STATE OF THE ART
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Streszczenie. Opracowano wiele dobrych i czutych procedur hybrydocytochemicznych, ktére moga
znalez¢ zastosowanie w diagnostyce lekarskiej i rozwigzywaniu probleméw naukowych. Wspo-
mniane metody pozwalajag na szybkie wykrywanie swoistych sekwencji kwaséw nukleinowych ze
stosunkowo duzg czutoscig i w dobrze zachowanym morfologicznie chromosomie, komadrce czy
tkance. Metody te wraz z innymi cytologicznymi i cytochemicznymi procedurami zwiekszajg
mozliwos$ci wczesnej i doktadnej diagnozy zaburzen cytogenetycznych, onkologicznych i zakazen
wirusowych. Dalsze udoskonalenia obecnych technik znakowania i rozw6j innych modyfikacji
sond (Agrawal et al. 1986; Al-Hakim and Hull 1986; Jirikowsky et al. 1989) oraz optymalizacja
sposob6w przeprowadzania testbw wraz z enzymatycznym, fluorescencyjnym badz elektronomi-
kroskopowym wykrywaniem sond pozwolg w przysztoéci na szersze wykorzystanie tych technik
w diagnostyce i badaniach biomedycznych.

Hybridocytochemistry is based upon the fact that a single strand of a gene
(a specific part of a nucleic acid) under the right conditions can reanneal
(= hybridize) with its complementary strand.

Hybridocytochemistry is a rather young branch of cytochemistry. When
published for the first time by Pardue and Gall (1969), John et al. (1969) and
Buongiorno-Nardelli and Amaldi (1970), it was named in situ hybridization, to
distinguish this procedure from the method, developed by Spiegelman (1961),
to obtain hybridization of complementary strands of nucleic acids in a test
tube. Because the method is not performed in situ, but on microscopic slides or
in cell suspensions, more recently the name “hybridocytochemistry” in concor-
dance with e.g. immunocytochemistry, has been coined for this elegant
analytical procedure. In the original method, the probes were labeled with
radio-isotopes, so as to enable visualization of the resulting hybrid by
autoradiography (Steffensen 1977). The radioactive hybridocytochemistry
at present has reached a very high sensitivity, i.e. DNA sequences of a few
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hundred base pairs in length can be localized in metaphase chromosome or
electron microscopic preparations by autoradiography after in situ hybridization
with specific probes after a relatively short exposure time (Harper et al. 1981,
Hutchison et al. 1982). Detection of low copy number mRNA molecules in
individual cells by radioactive labeled probes has also been described (Harper et
al. 1986) and the applicability of chemically synthesized oligodeoxyribonuc-
leotides with better accessibility to cellular mRNAs can be mentioned as
a relatively recent development for the radioactive hybridocytochemical localiza-
tion of mMRNA (for a review see Coghlan et al. 1985). In spite of this sensitivity,
application of these radioactive hybridization procedures has been restricted to
research laboratories, mainly by the inconveniences due to radioactive labeling.

Because of the time-consuming procedure that asked for a number of safety
measures, and the low resolution obtainable with such probes at that time,
about 1975 investigations were started to introduce fluorochromes as labels.
Rudkin and Stollar (1977) were the first to publish a fluorescent hyb-
ridocytochemical method, employing antibodies specific against RNA.DNA
hybrids. After hybridization of 5S ribosomal RNA genes on Drosophila
polytene chromosomes with an RNA probe, they applied a rabbit-derived
antibody against DNA.RNA duplexes for the detection of the specific hybrids.
The anti-DNA.RNA antibody was visualized by a second fluorochro-
me-labeled antibody against rabbit immunoglobulins. Because it proved
difficult to raise antibodies against DNA.RNA (Van Prooijen-Knegt et al.
1982), others started to introduce fluorochromes into the probe. Initially the
probe was labeled itself (Bauman et al. 1980) by oxidation of the 3' end of RNA
probes, reacting the resulting aldehyde groups with hydrazine and using the
free amino group obtained in this way to bind tetramethyl-rhodamine or
fluorescein isothiocyanate. The method worked, e.g. for the detection of
kinetoplast DNA in the insect Crithidiae luciliae and also for the localization of
the 5S ribosomal RNA genes in Drosophila melanogaster. The advantage of the
method is the fact that only one incubation is necessary — it is a direct
method — which implies a relatively low background; the disadvantage seemed
that the number of fluorochromes introduced in this way was too low to allow
detection of small targets. The method, however, like the other procedures
discussed hereafter, shows the advantages of stability of probes (in comparison
with the limited functional half-life of 32P- or 35S-iabeled probes), high
topological resolution, fast procedures, and no radio-isotope waste.

Renz and Kurz (1984) published a method to label nucleic acid probes with
an enzyme, but this procedure is not optimal either with respect to sensitivity.
Recently, however, Dirks et al. (1989b) used the direct labeling of oligonuc-
leotide probes with FITC to detect mMRNA of the egg-laying hormone in
caudodorsal cells of the pond snail Lymnea stagnalis obtaining a high
sensitivity in their preliminary results.
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In the methods which at this moment are used most frequently, a hapten
group is introduced into the probes (Langer et al. 1981; Landegent et al. 1984;
Sverdlov et al. 1974) or the hybrid (Hopman et al. 1986b), so that after the
hybridization, a labeled antibody can detect the specific hybrid in the
microscopic preparation, to visualise it by an immuno-fluororescence, -enzyme,
or -gold reaction. Several of the modification chemicals are commercially
available, so that — now that the number of specific nucleic acid probes is
steadily growing — the method becomes more and more interesting for
fundamental and diagnostic biomedical purposes. Further improvement in
labeling methods, assay formats and enzymic or fluorescent detection procedu-
res, should allow for wider application of nucleic acid hybridization reactions
in diagnostic microbiology and basic research in infectious disease, cyto-
genetics and oncology. Such developments might markedly improve the care of
patients with infectious diseases and allow a better understanding of the
epidemiology and pathophysiology of such infections. The study of the
connection between specific chromosome abnormalities and some forms of
cancer or congenital defects may also benefit from these molecular diagnostic
methods.

In the following, five indirect labeling methods which are used frequently to
obtain haptenization of probes, will be described, as well as some applications
already in use. Finally some suggestions will be given to indicate potential
fields of development for this analytical method.

BIOTINATION OF PROBES

Biotinated nucleic acid probes can be produced following the procedure
developed by Ward and co-workers (Langer et al. 1981) using biotin-con-
taining nucleotide triphosphate analogues of cytidine (attached covalently to
the C-5 position of the pyrimidine ring through an allylamine linker arm) and
nick translation, or the random priming method. One of the early applications
of in situ hybridization with probes labeled following this method, was also the
mapping of certain genes on polytene chromosomes of Drosophila (Lan-
ger-Safer et al. 1982). The length of the linker arm is critical for the proper
exposure of the biotin moiety in the hybrid (Brigati et al. 1983).

Other procedures have been developed to introduce the biotin by use of
a photo-activatable analogue of biotin (Forster et al. 1985) or through
a (chemical) transamination reaction (Viscidi et al. 1986). The detection of the
probes after hybridization is mediated by (strept) avidin or anti-biotin-
-antibodies, coupled to fluorochromes or enzymes. Pinkel et al. (1986b)
developed a procedure to amplify the fluorescence intensity of the specific
hybridization signal, using biotinated goat anti-avidin, followed by an ad-
ditional layer of avidin. Up to three layers of avidin could be used.
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ACETYLAMINOFLUORENE (AAF) AS A LABEL FOR NUCLEIC ACID PROBES

This haptenization procedure is based on the fact that acetoxy-AAF reacts
under mild conditions covalently with the C-8 of guanosine residues in DNA
or RNA. The resulting AAF-modified probe can be detected after the in situ
hybridization reaction via anti-AAF antibodies. DNA as well as RNA, double-
or single-stranded, can be readily labeled in this way (Landegent et al. 1984;
Tchen et al. 1984). The relative concentrations of nucleic acid and activated
AAF determine the extent of the haptenization of the probe. When coupled to
a protein carrier, AAF-guanosine is a strong immunogen, so that poly- or
monoclonal gnti-AAF antibodies are easily obtainable. The first detection of
a small single copy sequence by non-isotopic hybridocytochemistry, was
performed with this method, using AAF-modified DNA probes to localize part
of the human thyroglobulin gene (Landegent et al. 1985).

*DIGOXIGENIN LABELING OF PROBES

Recently, Boehringer (Mannheim, FRG) has introduced a labeling procedu-
re, using similar chemistry as for the modification of (d)UTP with biotin,
applying the hapten digoxigenin at the C-5 position of dUTP. Digoxigenin is
incorporated in DNA by nick translation or primer extension.

SULFONATION/TRANSAMINATION OF PROBES

Bisulfite reacts reversibly with the "C-5—C-6 double bond of cytidine
residues in DNA to give 5,6-dihydroxycytidine-6-sulfonate. The reversibility of
the reaction does not allow the isolation of the modified probe, however, when
in a subsequent reaction nucleophiles like o-methoxyhydroxylamine are used
to convert the cytidines, one obtains stable reaction products like — in this
example — N4-methoxy-5,6-dihydrocytidine-6-sulfonate (Morimoto et al.
1987). As the transamination will change the NH2 group of cytidine which is
involved in the Watson-Crick base-pairing, there is quite a negative effect on
the stability of the modified duplexes. In practice, however, the effect is not of
such an order that it influences the specificity of the hybridization reaction. The
modified probes can — after the hybridization procedure — be detected follow-
ing different procedures. One may use antibodies against the transaminated
cytidine nucleotide, but it is also possible to apply a hapten in the trans-
aminating compound. The first approach has been used by Orgenics (Israel)
which commercialized the procedure. The other approach, using biotin as the
hapten, has been described by Viscidi et al. (1986) and by Reisfeld et al. (1987).

THE MERCURY MODIFICATION

This method is different from the previous ones in so far that the hapten is
introduced after the hybridization procedure. The nucleic acid probe (DNA or
RNA, double- or single-stranded) is only mercurated at the C-5 position of
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the pyrimidines, which has the advantage that the hybridization efficiency and
specificity will be hardly effected. The mercurated probe is used for the
hybridization procedure, afterwhich it is rendered immunochemically detect-
able by a reaction with a compound that on one side carries a sulfhydryl group
that assures a firm binding to the probe-bound mercury, and on the other
terminus carries the hapten group (Hopman et al. 1986b). The chemical
structure of the SH-hapten ligand was found to be of great importance for the
result of the visualization reaction. Trinitrophenol, biotin and fluorescein, have
been used as hapten groups.
SENSITIVITY

All the described modification procedures have in common that the
presence of the hapten does not affect the hybridization properties of the
probes to an appreciable extent at the modification degrees commonly used
1-10% of all nucleotides). Furthermore, in principle one can not say that one
modification procedure results in better recognizable probes than another: all
modifications result in probes with comparable hybridization efficiencies.
Differences in hybridization and visualization results, if present, most probably
are due to differences in pretreatment of the microscopic preparation (Raap et
al. 1986), the avidity of the primary or secondary antibodies, or the signal
amplification systems used. Originally, only large targets could be detected, like
repetitive DNA sequences (Cook and Hindley, 1979; Burk et al. 1985; Willard,
1985; Devilee et al. 1986; Moyzis et al. 1987) ranging from 100 kilobasepairs up
to a few megabases. Among these original targets were the ribosomal RNA
genes on the acrocentric human chromosomes, the alpha-satellite DNA’s on
centromeres and the repetitive sequences on the long arm of the. Y chromo-
some (Manuelidis et al. 1982; Pinkel et al. 1986a).

Refinement of the procedure with regard to new and more sensitive labeling
methods, better incubation protocols, signal amplification procedures, ultima-
tely led to the detectability of single copy gene sequences. In absolute units,
single copy gene sequences as small as 2.5 kb can now be easily localized in
chromosome or cell preparations (Garson et al 1987; Ambros et al. 1987a,
1987b; Lawrence et al. 1988; Cherif at al. 1989). The most recent development
with respect to the detection of numerical or structural chromosome aber-
rations came with the availability of chromosome specific libraries as probes
(composite probes) containing up to a few thousand individual probe sequen-
ces, which can hybridize (or “paint”) individual chromosomes over their total
length, simplifying the identification of structural aberrations in metaphase
figures (Cremer et al. 1988; Pinkel et al. 1988).

MULTIPLE SIMULTANEOUS HYBRIDIZATIONS

Since several reliable independent probe labeling procedures are now
available, it has become feasible to perform multiple simultaneous hybri-
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Fig. 1 Fluorescent image of a human metaphase spread after in situ hybridization with probes

specific for the centromeric regions of chromosomes nr 1, (|, red, TRITC); chromosomes nr 9,

(A . green, FITC); and chromosomes nr 15, (a, green, FITC). DAPI was used as a blue
counterstain for total human DNA (from Department of Cytochemistry and Cytometry)

dization, applying different fluorochromes to recognize the individual target
sequences in the preparation (Hopman et al. 1986a; Nederlof et al. 1989a). By
use of the right probes and hybridization conditions, it is now possible to
visualize four different pairs of chromosomes in one metaphase spread or
interphase nucleus (Nederlof et al. 1989b). The probes are labeled with AAF,
biotin, digoxigenin, and double-labeled with AAF and biotin; as the fluoro-
chromes, fluorescein isothiocyanate, tetramethylrhodamine isothiocyanate, and
amino methyl coumarin acetic acid (AMCA), a recently developed blue
fluorochrome (Nederlof et al. 1989a), are used. The fourth target is detected by
the fact that it shows both red and green fluorescence when properly excited.

NON-ISOTOPIC HYBRIDOCYTOCHEMISTRY IN SUSPENSION

Trask et al. (1985) were the first to report in situ hybridization to nuclei in
suspension. They hybridized mouse satellite DNA to mouse thymocyte



HYBRIDOCYTOCHEMISTRY 355

nuclei and measured the resulting probe-related fluorescence on a flow
cytometer. In a follow-up paper the detection of specific chromosomes within
human cell line nuclei was described (Trask et al. 1988).

Since the morphology of nuclei hybridized in suspension is well-preserved,
hybridization to nuclei in suspension also opened the way to investigate the
three dimensional localizations of specific chromosomes in interphase nuclei.
Already a hundred years ago speculations have been made about specific
chromosome domains and alignment of chromosomes within interphase nuclei
(Rabl 1885; Hubert and Bourgeois 1986). Since then, many studies following
different approaches have been performed to unravel such compartimen-
talization if present. The introduction of optical sectioning and 3-dimensional
computer analysis (Agard and Sedat 1983; Borden and Manuelidis 1982;
Brakenhoff et al. 1985) allows to study the spatial organization of fluorescent
signals obtained by in situ hybridization with chromosome specific probes at
the resolution level of the light microscope, which is potentially tenths of
a micrometer (Manuelidis 1985; Schardin et al. 1985; Lawrence et al. 1988;
Pinkel et al. 1988; Cremer et al. 1988; Van Dekken et al. 1989). The rapid
progress in the fields of microscopy and computer modelling will show to be of
tremendous value in this field of research.

APPLICATIONS OF HYBRIDOCYTOCHEMISTRY

The development of nonradioactive hybridocytochemical methods has
taken away most of the obstacles to wider application of this procedure as
a research and diagnostic tool (Van der Ploeg and Raap 1988; Raap et al.
1989). Hybridocytochemistry will be of importance for the detection of viruses
which for various reasons are difficult to detect otherwise (Unger et al. 1986). In
vitro cultivation of parvo, human papilloma and Epstein-Barr virus, for
instance, is not possible and cannot be applied as a diagnostic procedure. The
cultivation of human cytomegalovirus is difficult — sometimes impossible, due
to the application of anti-viral drugs — and consuming too much time, to be of
diagnostic value (Schrier et al. 1985; McDougall et all. 1986; Raap et al. 1988;
Jiwa et al. 1989). Several investigations have recently been published showing
that at this moment already papilloma virus in various cancers, parvo virus in
fetal erythema infectiosum, herpes simplex in herpes encephalitis, and JC virus
in progressive multifocal encephalitis can be identified (Burns et al. 1985;
Boerman et al. 1989; Aksamit et al. 1985; Nakamura et al. 1985; Salimans et al.
1989). Sixbey et al. (1984) used biotin-labeled probes to detect Epstein-Barr
virus in oropharyngeal epithelial cells. The technique has become operational
in routine diagnostic settings to check for cytomegalovirus infection in
immunodeficient (transplant) patients (Loning et al. 1986; Myerson et al. 1984;
Raap et al. 1988; Jiwa et al. 1989). Partly due to the fact that virus-infected cells
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in pathological tissues most often contain high copy numbers of that virus, the
specific hybrid signal in those cells is clearly recognizable.

One advantage of the application of hybridocytochemistry with a peroxida-
se-DAB end product in viral diagnosis is the fact that screening of the
preparations can be done at low magnification because it is not necessary to
look for morphologic changes in cells that otherwise have the same colors as
the non-infected tissue. Once a cell or cell cluster different in color has detected,
one only has to check and discriminate at higher magnification for possible
artefacts. This fact facilitates the detection of numbers of cells as small as one in
a million, and lends itself to automation procedures (Jiwa et al. 1988, 1989).

Furthermore, this approach may become a key diagnostic aid and the
method of preference for the detection of the expression of oncogenes and other
cancer-related genes, although the detection of gene transcripts (MRNAS) with
these methods at present is still largely unexplored.

As described above, localization of genes using repetitive sequences specific
for certain regions of metaphase chromosomes, is possible in metaphase
spreads, but also in interphase nuclei (Landegent et al. 1985, 1986; Cremer et al.
1986, 1988; Wachtler et al. 1986; Devilee et al. 1988; Hopman et al. 1989;
Hutchison et al. 1982; Ambros et al. 1987). Van Dekken et al. (1989b) used this
technique recently to detect host cells following sex-mismatched bone marrow
transplantation. Using a Y-chromosome specific probe, Y-bearing cells were
monitored in blood and bone marrow samples from patients with hemopoietic
malignancies a sex-mismatched bone marrow transplantation. The sensitivity
of this method is in the order of 0.1% Y-bearing nuclei in male recipients,
transplanted with female marrow. In female recipients of male marrow, the
detection of low numbers of non-Y-bearing nuclei is less sensitive, but in all
cases investigated the results of the hybridocytochemical procedure was as
sensitive or better than those of the routinely applied cytological or cytogenetic
tests. The technique is applicable to the identification of species-specific
chromosomes in somatic cell hybrids using total genomic DNA (of that species)
as the probe, or repetitive sequences (Durnam et al. 1985; Pinkel et al. 1986).

Amplification of genes in cell suspensions (in vivo, or in vitro — under
specific culturing conditions) can be analysed quantitatively by combination of
hybridocytochemistry of cells in suspension and flow cytometry, but also be
traced back to the individual chromosomes involved. By application of double
hybridocytochemistry and probes specific for both species of a somatic cell
hybrid, subtle chromosomal translocations have been detected (Hopman et al.

1986a).
Because karyotyping in metaphase preparations — depending on the cell
sample — can be rather cumbersome or impossible, a very interesting

application of fluorescence hybridocytochemistry for oncology and cyto-
genetics is the rapid identification of (parts of) chromosomes in interphase cells
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of solid tumors and chorion villi (Burns et al. 1985; Manuelidis and Ward 1984;
Cremer et al. 1986; Hopman et al. 1988; Lichter et al. 1988; Arnoldus et al.
1989). The investigation of chromosome aberrations in interphase nuclei —
called interphase cytogenetics — proved to be of great importance to cancer
research and cytogenetics. Also it should be possible to ‘band’ metaphase
chromosomes by in situ hybridization with sub-sets of the above-mentioned
composite probes. It is to be expected that such a chromosome-banding would
be better recognizable even in less optimal metaphase spreads, and that such
a procedure should improve the karyotyping of metaphase chromosomes.

mRNA DETECTION

In the field of mMRNA detection, the radioactive hybridocytochemical
procedures are still superior to non-isotopic hybridocytochemistry with respect
to sensitivity (Angerer et al. 1985; McCabe et al. 1986). Numerous studies
regarding the autoradiographic localization of mMRNA sequences by in situ
hybridization have been published (see for a review Coghlan et al. 1985), but so
far only a few deal with the detection and localization of mRNA by
non-isotopic hybridocytochemistry (Singer and Ward 1982; lzumi et al. 1988;
Bresser and Evinger-Hodges 1987; Ayer-Le Lievre at al. 1989). This is partly
due to technical difficulties, which necessitate special precautions to decrease
the loss of the RNA sequences during fixation and hybridization incubations
(Lawrence and Singer 1985). Synthetic probes have recently been explored for
non-isotopic hybridocytochemical detection of peptide mRNA molecules in
brain tissue (Dirks et al. 1989a), and seem to provide promising results.

CONCLUSIONS

Several reliable and sensitive nonradioactive hybridocytochemistry proce-
dures have been developed and can be applied as diagnostic and research tools.
The methods allow rapid detection of specific nucleic acid sequences in
morphologically well-preserved chromosome, cell, and tissue preparations,
with a relatively high sensitivity. The availability of these methods, in addition
to other cytologic and cytochemical procedures, improves the possibilities of
early and accurate diagnosis of cytogenetic, viral, and oncological aberrations.
Further improvement of the existing labeling techniques, the development of
other probe modifications (Agrawal et al. 1986; Al-Hakim and Hull 1986;
Jirikowsky et al. 1989), and optimization of the assay formats and enzymic,
fluorescent or E.M. detection techniques, should allow for an even wider
application of these methods in diagnostic and basic biomedical research
fields.
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BIALACZKA O MIESZANYM FENOTYPIE

»MIXED” PHENOTYPE LEUKEMIA

Zofia Monika RUPNIEWSKA, Matgorzata KOWAL

Klinika Hematologii AM w Lublinie

Streszczenie. W ostatnich latach, dzieki wprowadzeniu nowych technik, takich jak badania
fenotypéw immunologicznych komoérek, analiza wzoréw prazkowych chromosoméw i badania
molekularne DNA pozwalajagce na ustalenie rearanzacji klonalnej genéw immunoglobulinowych
i genéw receptora komorki T, mozliwe stato sie do$¢ precyzyjne rozpoznawanie i klasyfikowanie
ostrych biataczek. Techniki te ujawnity jednak, ze w pewnej czeéci skadinad typowych ostrych
biataczek wystepuje ,,przemieszanie” markeréw charakteryzujacych linie r6znicowania mieloidal-
nego i limfoidalnego, wzglednie linii komérek B i T. Dla przypadkéw tych zarezerwowano nazwe
biataczki o mieszanym fenotypie.

Szczeg6lnym wariantem jest biataczka z translokacja t/4;11/ /q21;923/, w ktdérej wystepuje
ekspresja marker6w charakteryzujacych zar6wno wczesne rozwojowo limfocyty B, jak i monoblas-
ty. Réwnoczesna ekspresja markeréw dwu réznych linii réznicowania sugeruje, ze biataczka
z t/4;11/ pochodzi z komdrki macierzystej zdolnej do réznicowania si¢ zar6wno w limfocyty B, jak
i monocyty-makrofagi. W wariancie tym wykryto translokacje protoonkogenu c-ets-1 z 11q23
do 4q21.

Obecnie przyjmuje sie, ze krytycznym nastepstwem translokacji chromosomowych jest fuzja
dwu segmentéw chromosomowych, z ktérych jeden jest wazny w procesie réznicowania (specyficz-
ny dla typu komérki), a drugi stymuluje proliferacje (tkankowo niespecyficzny). Nie jest
wykluczone, ze c-ets nalezy do tych drugich genéw kontrolujgcych wzrost komorek.

Badania transgenicznych myszy z aktywnym onkogenem myc, u ktérych powszechnie
wystepujg biataczki-chtoniaki B komérkowe o réznym stopniu dojrzato$ci, wykazaty, ze wprowa-
dzenie drugiego onkogenu — raf w biataczkowe komérki moze powodowaé zmiane genetycznego
programu réznicowania limfocytéw B w makrofagi, ktére nadal zachowuja onkogennos$¢. A zatem
jest prawdopodobne, ze obserwowana u ludzi niestabilno$¢ linii biataczkowych blastow wigze sie
z aktywacjg dodatkowych onkogenéw.

Summary. In recent years cellular immunophenotyping, cytogenetic chromosome studies with the
use of banding and molecular DNA analysis of clonal rearrangements of immunoglobulin and
T-cell antigen receptor genes have proved valuable tool for the diagnosis and classification of acute
leukemias. These techniques revealed that the leukemic blasts in some cases of otherwise typical
acute leukemia show features of both myeloid and lymphoid lineages or of both T and B lymphoid
lineages. A subgroup of these cases has been named ,mixed” phenotype leukemia.
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Acute leukemia with the translocation t/4;11//q21;923/, which exhibits truly promiscuity
markers picture both early undifferentiated B-cells and monoblasts is peculiar variant of this
leukemia. Simultaneous expression the B-cell-precursor markers and the monoblastic features has
led to the suggestion that leukemia with the t/4;11/ arises from a stem cell with the potential to
differentiate in both the lymphoid and myeloid pathways. The proto-oncogene c-ets-1 is
translocated from 11923 to 4q21 in this variant of leukemia.

For the present an encompassing model is accepted contending that the crucial result of the
characteristic chromosome rearrangements in neoplasia might be the fusion of two chromosome
segments with widely different functions: one being cell-type specific or important for the
differentiation process, and the other containing proliferation-stimulating genetic material without
tissue specificity. It is not excluded that c-ets belongs to the second genes.

The study of transgenic mice with the activated oncogene myc who develop a fatal
leukemia-lymphoma of B cell, showed that the second oncogene — raf activation, can provoke
genetic reprogramming of lymphocytes B to macrophages remained tumorigenic. These findings
suggest that lineage instability in naturally occurring humans leukemias may reflect additional
oncogenes activation.

PROBY KLASYFIKACJI OSTRYCH BIALACZEK

Postep w rozpoznawaniu réznych choréb zwykle sie wiaze z postepem
technologicznym, czego najlepszym przykiadem sg ostre biataczki. Poczgtkowo
ostre biataczki rozpoznawano retrospektywnie u pacjentéw, ktérzy umierali
w ciggu Kilku miesiecy od zachorowania. Na przetomie stulecia wprowadzenie
badarn mikroskopowych i barwien metodg Romanowsky’ego, wzglednie Wrig-
hta, lub May-Grinwald-Giemzy pozwolity na odr6znienie ostrych biataczek
limfatycznych od ostrych biataczek szpikowych, przy czym ostre biataczki
rozpoznawano, gdy liczbha komdérek blastycznych w szpiku przekraczata 30%.
Rozwdj metod cytochemicznych, poczawszy od lat czterdziestych umozliwit
dalszy podziat ostrych biataczek i stworzyt podwaliny do klasyfikacji za-
proponowanej w 1976 r. przez grupe hematologow francuskich, amerykanskich
i brytyjskich, tzw. Klasyfikacji FAB [13]. Podstawe do klasyfikacji ostrych
biataczek stanowi koncepcja, ze komorki nowotworowe w jakis sposdb
odzwierciedlajg cechy genetyczne, antygenowe i biochemiczne prawidtowych
komérek szpiku lub grasicy w ktorym$ z etapéw réznicowania i stanowia
klonalng ekspansje takiej komorki ,zablokowanej” (,,frozen”) w dalszym
réznicowaniu [73]. W Tab. 1i 2 przedstawiono klasyfikacje ostrych biataczek
limfoblastycznych i szpikowych wg kryteriow zaproponowanych przez FAB.
Przypadki, ktérych nie dato sie zakwalifikowa¢ do zadnej z przedstawionych
w obu tabelach grup, uwazano za przypadki nie zréznicowane. Jednakze dzieki
wprowadzeniu technik ultrastrukturalno-cytochemicznych oraz zastosowaniu
specyficznych przeciwciat monoklonalnych, mozna byto w czesci przypadkow
biataczek nie zréznicowanych rozpoznaé ostra biataczke megakarioblastyczng
(podtyp M-7), ktorg stosunkowo niedawno dodano do Klasyfikacji FAB
[14, 102, 142].
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Istniejg co najmniej dwa istotne zarzuty odnosnie Klasyfikacji FAB. Po
pierwsze: klasyfikacja ta opiera sie na subiektywnych kryteriach i zgodnos$é
rozpoznah ustalanych przez réznych hematologéw nie jest wystarczajgco
wysoka. Po drugie: Klasyfikacja FAB nie ma znaczenia prognostycznego.

Jesdli idzie o pierwszy z zarzutéw, to chociaz poczatkowa koncepcja podziatu ostrej biataczki
szpikowej na 7 typow (zob. Tab. 2) wydawata sie poczatkowo prosta, to jednak linie podziatu
miedzy poszczegdlnymi typami, jak np. miedzy M-l i M-2, M-2 i M-4, M-4 i M-5a lub b, M-5a
i M-I, oraz M-6 a innymi wariantami z domieszka erytroblastéw okazaty sie trudne do
przeprowadzenia. Ponadto brakuje wyraznej linii podziatu miedzy ostrymi biataczkami, a stanami
przedbiataczkowymi [13a], Ustalono, ze do rozpoznania ostrej biataczki wystarczy juz 30%
komérek blastycznych w szpiku. Z drugiej jednak strony do rozpoznania stanu przedbiatacz-
kowego (np. niedokrwisto$ci opornej na leczenie w okresie ztosSliwej transformacji w przebiegu
zespotu mielodysplastycznego) odsetek komdrek blastycznych w szpiku réwniez powinien wynosié¢
20-30%. Lansowanie przez grupe FAB wytacznie réznic cytologicznych jako kryteriow diagnos-
tycznych miedzy stanami przedbiataczkowymi w zespotach mielodysplastycznych, a ostrymi
biataczkami, jest zbyt arbitralne, jesli nie uwzglednia wieku pacjenta, stanu klinicznego i wskaznika
progresji choroby. Obserwacje kliniczne niejednokrotnie sg wazniejsze w wyborze leczenia niz
dociekania-cytologiczne czy w szpiku stwierdza sie 25%, czy 35% komorek blastycznych [86a].

Drugi zarzut wobec Klasyfikacji FAB to brak jej znaczenia prognostycznego, co jest zwigzane
z uwzglednieniem jedynie cech morfologicznych dominujacego klonu komdrek blastycznych.
Klasyfikacja ta pomija dwie nie mniej wazne prognostycznie przestanki, jak objawy dysplazji
w innych liniach komorkowych, kryteria cytochemiczne przemawiajace za tendencjg do doj-
rzewania biataczkowych blastow.

Objawy dysplazji w innych liniach komdérkowych, jak np. dyserytropoeza lub dysmegakario-
poeza $wiadcza o udziale tych linii w procesie biataczkowym i wiazg sie z gorszym wskaznikiem
remisji [24a, 109a, 207a], Potwierdzenie tej tezy pochodzi takze z badan Fialkowa i wsp. [58a],
ktérzy oznaczali dwa warianty dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G-6-PD) u heterozygoty-
cznych kobiet z ostrg biataczkg szpikowa. U pacjentek, ktérych wiek przekraczat 60 lat, ten sam
wariant G-6-PD wystepowat zaréwno w biataczkowych blastach, jak i w erytrocytach i ptytkach,
co wskazywato, ze wszystkie te komadrki nalezg do jednego klonu stanowigcego potomstwo
pojedynczej klonogennej, biataczkowej komorki macierzystej, obdarzonej zdolnoscig do wielo-
kierunkowego r6znicowania. Natomiast u mitodszych pacjentek autorzy wykryli dwa warianty
G-6-PD: inny w komérkach biataczkowych iinny w erytrocytach i ptytkach, co sugerowato, ze te
ostatnie komoérki pochodzg z prawidtowych komérek prekursorowych, a zatem proces biatacz-
kowy dotyczy tylko jednej linii ukierunkowanych komérek. Odkrycia te potwierdzajg istnienie
dwu réznych postaci ostrej biataczki szpikowej:

jednej, ktéra by¢ moze wystepuje gtéwnie u oséb miodszych z ekspresjg procesu biatacz-
kowego tylko w jednej linii i obecnoscig w szpiku prawidtowych komdrek ukierunkowanych;
w postaci tej tatwiej uzyskuje sie remisje;

drugiej, z ekspresja biataczki w kilku liniach komérkowych iz mniejsza szansa na uzyskanie
remisji i wystapienie poliklonalnosci.

Inny wazny zarzut dotyczacy ograniczonej warto$ci Klasyfikacji FAB jako cytologicznego
przewodnika utatwiajagcego prognozowanie pochodzi stad, ze nie uwzglednia ona Kkryteriow
cytochemicznych przemawiajacych za tendencjg do dojrzewania biataczkowych blastow. Autorzy
z grupy Cambridge [207a] wykazali, ze przypadki, w ktérych dane cytochemiczne, takie jak
sudanofilia, dodatni odczyn na esteraze maslanowag, lub liczne pateczki Auera widoczne w bar-
wieniu metoda Romanowsky’ego wzglednie czernig sudanowa, przemawiaja za tendencjg do
dojrzewania biataczkowych blastow i wigzg sie z wyzszym wskaznikiem remisji, niz przypadki bez
tej tendenciji.
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W dalszych badaniach nad klasyfikacjag ostrych biataczek szczeg6lnie
istotne okazaty sie badania fenotypu immunologicznego biataczkowych blas-
tow przy pomocy catego zestawu przeciwciat monoklonalnych [30, 64].
W Tab. 3, 4 i 5 scharakteryzowano niektore antygeny i przeciwciata mono-
klonalne stosowane w rozpoznawaniu ostrych biataczek limfoblastycznych
wychodzgcych z linii B i T oraz ostrych biataczek szpikowych.

Janossy i Mason [cyt. wg 26] sagdzg, ze w rozpoznawaniu ostrych biataczek
linii komorki B bardzo przydatna jest cytoplazmatyczna ekspresja antygenu
CD 22, w rozpoznawaniu biataczek linii komérki T — cytoplazmatyczna
ekspresja antygenu CD 3, a w rozpoznawaniu biataczek linii szpikowych —
powierzchniowa ekspresja antygenu CD 33. Natomiast za swoistg dla biata-
czek megakarioblastycznych autorzy uwazajg ekspresje glikoproteiny pilyt-
kowej Ha.

Istniejg jednak ograniczenia w precyzyjnym odr6znianiu ostrych biataczek
limfoblastycznych od biataczek szpikowych. Tak np. Vaughan i wsp. [218]
badali w 31 przypadkach ostrych biataczek ekspresje antygenu CD 34 (cigzar
czasteczkowy 115 kilodaltonow, (w skrécie kd), wykrywalny przez mono-
klonalne przeciwciata: My 10, HPCA-1). Uwaza sie, ze CD 34 charakteryzuje
albo bardzo mtode komorki ukierunkowane w linie mieloidalng, albo komarki
macierzyste [6, 15, 34, 35, 114, 131, 132, 202, 213, 218, 224]. Vaughan i wsp.
[218] ekspresje tego antygenu stwierdzili w ponad 70% przypadkow ostrych
biataczek i to zardwno szpikowych, jak i limfoblastycznych (te ostatnie zwykle
pochodzity z wczesnych rozwojowo komorek linii B, ale kilka przypadkdw
nalezato do innych podtypéw biataczek limfoblastycznych). Okoto 30%
biataczek limfoblastycznych CD 34-dodatnich wykazywato istnienie jednego
lub wiecej antygenow réznicowania mieloidalnego, za$ kilka przypadkow
ostrych biataczek szpikowych byto CD 10-dodatnich (CALLA-dodatnich).

Wazng role w rozpoznawaniu ostrych biataczek limfoblastycznych ode-
graly badania klonalnej rearanzacji gendw immunoglobulinowych (lg) [124]
i genow receptora komdrki T (T-cell receptor, w skrécie TCR) [221].

Krytycznym zdarzeniem decydujgcym o ukierunkowaniu komdrki macie-
rzystej w linie limfocytéw B jest rekombinacja somatyczna DNA linii ptciowej
(germ-line DNA), dzieki ktérej powstajg unikalne w swojej strukturze aktywne
transkrypcyjnie loci Ig. Loci te znajdujg sie w trzech r6znych chromosomach
(zob. Tab. 6). Kazdy locus w swojej linii piciowej sktada sie z przerywanych
segmentéw DNA kodujgcych cze$¢ zmienng Ig (variable, w skrocie V), rejon
zrebowy (joining, w skrdcie J) i cze$¢ statg (constant, w skrocie C). Ponadto
w locus tancucha ciezkiego (IgH) miedzy segmentami V i J znajdujg sie jeszcze
elementy kodujgce odcinek super zmienny (diversity, w skrécie D) czesci V.

Niezwykle waznym wydarzeniem w dojrzewaniu limfocytéw B jest po-
wstanie locus IgH W tkance embrionalnej egzony kodujgce poszczegdlne
segmenty tanicucha immunoglobulin sg oddzielone od siebie przez dtugie
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sekwencje DNA. W procesie réznicowania limfocytéw B nastepuje dwukrotne
przegrupowanie egzondéw z wycieciem niekodujgcych sekwencji DNA. Pierw-
sze elementy taricucha ciezkiego powstajg dzieki rekombinacji segmentu
D z pojedynczym segmentem JH a nastepnie systemem VH, dzieki czemu
powstaje kompleks Vh-D-Jh- Wéwczas po scaleniu (splicing) odpowiedniego
RNA moze zachodzi¢ synteza IgM, lub IgM i IgD. Majgce nieco poOZniej
miejsce przetgczania izotypéw klas (class switching) pozwala na synteze
rejonow statych tancuchow ciezkich Ig kodowanych przez loci bardziej odlegte,
znajdujace sie przy koncu 3.

Po rekombinacji locus IgHzachodzi rearanzacja loci tancuchéw lekkich Ig,
w ktérej, jak sie wydaje, uczestniczg te same mechanizmy delecji i przetgczen.
Najpierw ulega rearanzacji locus kappa. Jesli w jej wyniku powstaje czynno$-
ciowy gen tancucha kappa, proces rekombinacji zostaje zatrzymany. Jesli
jednak rekombinacja nie jest ,,produktywna”, zachodzi ponownie ijej nastepst-
wem jest powstanie locus lambda. Tak wiec intensywne rekombinacje soma-
tyczne loci Ig poprzedzajg wytwarzanie Ig. Swiezo zsyntetyzowane czasteczki
Ilg najpierw pojawiajg sie w cytoplazmie komarki, ale w miare procesu
dojrzewania wystepuje ich ekspresja na powierzchni.

Znacznie mniej wiemy o prawidlowym roznicowaniu i dojrzewaniu lim-
focytéow T, lecz jak sie wydaje, istnieja znamienne podobieAstwa miedzy
uktadami komérek B i T [180]. W powstawaniu molekut TCR uczestnicza
cztery loci zlokalizowane w chromosomach 7i 14 (Tab. 7). LaiAcuchy alfa i beta
tworzg zasadniczg strukture TCR, natomiast rola tancuchéw gama i delta jest
mniej znana (wszystkie cztery tafcuchy alfa/beta i gamma/delta sg zwigzane
z powierzchniowym antygenem CD 3, chociaz komorki noszace tancuchy
gammal/delta tworzg stosunkowo niewielkg subpopulacje) [107]. Obecnie przyj-
muje sie, ze w procesie dojrzewania komérki T i w powstawaniu loci TCR
zasadniczg role odgrywaja rekombinacje DNA linii pitciowej, ktoére zachodza
w podobny sposob, jak przy rearanzacji loci Ig, podczas dojrzewania komorki B.

Nie mniej wazng role w poznaniu markerdw ostrych biataczek odegraty
badania biochemiczne i immunologiczne wewnatrz jadrowego enzymu — ter-
minalnej transferazy deoksynukleotydowej (terminal deoxynucleotidyl trans-
ferase, w skrécie TdT) [19]. TdT jest niezwyklg polimerazg katalizujaca
polimeryzacje monofosforanu deoksynukleozydowego (deoxynucleoside mono-
phosphate) przy korncu 3' pojedynczej nici DNA (primer). Prawdopodobnie
TdT odgrywa role w powstawaniu immunologicznego polimorfizmu dzieki
losowej insercji nukleotydéw przy zitgczach rekombinacyjnych (recombinatio-
nal junctions) podczas rearanzacji gendw immunoglobulinowych i genow
receptora komorki T we wczesnych okresach réznicowania komorki BiT. Gen
TdT zlokalizowano w dtugich ramionach chromosomu 10 (10923-g25) [104].
W prawidtowych tkankach aktywnos$¢ TdT wystepuje w niewielkim odsetku
prekursorowych komérek limfoidalnych w szpiku, w korowych tymocytach,
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w mniej niz w 0,1% komédrek krwi pepowinowej noworodkéw Ilub Kkrwi
obwodowej o0séb dorostych [21].

W warunkach patologicznych aktywnos$¢ TdT wykryto

w ostrych biataczkach limfoblastycznych wychodzgcych z bardzo wczes-
nych rozwojowo prekursoréw komdrki B (dawniejsza nazwa biataczki ,,nuli”
komérkowe),

w powszechnych ostrych biataczkach limfoblastycznych wychodzacych
z komorek ukierunkowanych w linie B,

w ostrych biataczkach limfoblastycznych pre-B komdrkowych,

w ostrych biataczkach limfoblastycznych wychodzacych z mniej lub bar-
dziej dojrzatych komoérek T [53],

w chtoniakach limfoblastycznych o wysokim stopniu ztos$liwosci wychodza-
cych ze S$rodpiersia i grasicy [98],

w okoto 10% przypadkow ostrych biataczek szpikowych [99, 109].

Analiza kariotypu biataczkowych blastow umozliwita dalszy postep w kla-
syfikacji biataczek. Technika ta stata sie wiarygodna dzieki wprowadzeniu
w pierwszej potowie lat siedemdziesigtych metod pragzkowania w badaniu
chromosomow [191]. W 1981 r. metode te udoskonalono dzieki zastosowaniu
24-godzinnej hodowli biataczkowych komdrek z synchronizacjg cyklu mito-
tycznego przy pomocy metotreksatu. Powyzsza technika pozwolita na wy-
krycie u 50-60% chorych z ostrymi biataczkami nieprzypadkowych klonal-
nych nieprawidtowosci chromosomowych [212]. W niektérych publikacjach
[228, 230] mowi sie, ze nieprawidtowosci chromosomowe wystepujg u 90%
chorych z ostrymi biataczkami.

W ciagu ostatnich dziesieciu lat w wielu publikacjach omawiano zwigzek
miedzy rokowaniem a nieprawidtowosciami chromosomowymi. Niedawno
Yunis i Brunning [229a] strescili dotychczasowe dane w pracy pogladowej.

Aberracje chromosomowe w ostrych biataczkach limfoblastycznych, ktére
uszeregowano wedtug stopniowo pogarszajgcej sie prognozy, przedstawiajg sie

nastepujaco:

prognoza pomys$ina — hiperdiploidalna liczba chromosoméw (47-60 chro-
mosomow),

prognoza posrednia — liczba chromosomdw bliska haploidalnej, lub di-
ploidalna,

prognoza zta obejmuje nastepujgce translokacje: t/l; 19/, t/4;11/, t/9;22/,
t/8; 14/, t/l 1;14/, t/v;12/ oraz 6q-.

Aberracje chromosomowe w ostrych biataczkach szpikowych, uszeregowa-
ne zgodnie z pogarszajacg sie prognoza:

prognoza pomys$ina — inv 16, lub del 16, t/8;21/, t/15;17/,

prognoza posrednia — t/9;22/, t/v;11/, 9g-, trisomia 8,

prognoza zta — t/6;9/, 5q9-, 79-, lub t/I;7/, inv 3, lub t/3;3/, defekty
ztozone.
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W Klasyfikacji FAB zwigzek miedzy rokowaniem a aberracjami chromo-
somowymi w zasadzie nie jest odnotowany. Jeden z rzadkich wyjatkéw
stanowi ostra biataczka promielocytowa (typ M-3) z t/l15;17/.

Rozwdéj w latach osiemdziesigtych biologii molekularnej pozwolit na dalsze
doskonalenie klasyfikacji ostrych biataczek. Wykryto mianowicie istnienie
w prawidtowych komoérkach proto-onkogendéw lub onkogendéw komoérkowych
(c-onc). Koincydencja punktéw ztaman chromosomowych z potozeniem c-onc
data podstawy dla hipotezy, ze kluczowag role w onkogenezie odgrywa
zmieniona czynno$¢ c-onc wskutek translokacji.

Wykrycie c-onc stato sie mozliwe dzieki dwu réznym, chociaz zbieznym kierunkom badaw-
czym, a mianowicie:

dzieki wykryciu homologii komérkowych proto-onkogendw z onkogenami szybko transfor-
mujacych retrowiruséw (v-onc); v-onc s zresztg pochodzenia komdérkowego i zostaty wigczone
w genom retrowirusa podczas zakazenia zwierzecia,

dzieki metodzie przenoszenia (transfekcji) genu nowotworowego w DNA komérek biorcéw,
komarek, ktére ulegaja ztosliwej transformacji. Do badan transformujacych genéw komérkowych,
jako biorcy, zwykle stuzg komorki NIH 3T3.

Linia NIH 3T3 zostata wyprowadzona z prawidtowych fibroblastéw myszy i posiada wysoka
zdolno$¢ integracji DNA dawcy. DNA wyizolowany zaréwno z komérek stransformowanych
mutagenami, jak i DNA wielu naturalnie wystepujacych nowotworéw cztowieka, a m. in.
nowotworéw uktadu hemopoetycznego — wprowadzony do komérek NIH 3T3 moze indukowaé
transformacje nowotworowsa, za ktérg sa odpowiedzialne sekwencje DNA zawierajgce c-onc.

Wzrost komorek jest regulowany przez c-onc. Na konferencji roboczej
dotyczacej ekspresji onkogendw w nowotworach cztowieka, zorganizowanej
przez British Association of Cancer Research we wrzes$niu 1987 r. w Cambridge
[106] na podstawie lokalizacji w obrebie komérki i wtasciwosci biochemicz-
nych produktéw c-onc podzielono je na pieé grup.

Pierwszg grupe stanowig produkty o wiasciwosciach czynnikéw wzros-
towych. Tak np. c-sis koduje tancuch B czynnika wzrostowego z ptytek krwi
(platelet-derived growth factor, w skrécie PDGF).

Do drugiej grupy nalezag produkty o wilasciwosciach receptorow dla
czynnikéw wzrostowych. Reprezentatywne sg tutaj produkty c-fms i c-erb-B-2.
c-fms koduje receptor dla czynnika wzrostowego pobudzajgcego wytwarzanie
kolonii makrofagdbw (macrophage-colony stimulating factor, w skrécie
M-CSF), a c-erb-B-2 koduje receptor dla czynnika wzrostowego naskorka
(epidermal growth factor, w skrécie EGF). Doktadnie rzecz biorgc, oba c-onc
koduja czes¢ receptora zlokalizowang we wnetrzu komorki, tuz pod jej btong,
ktorg to czes¢ charakteryzuje aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej.

Trzecig grupe stanowig produkty c-onc zlokalizowane w cytoplazmie
komorki o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Stosunkowo dobrze poznany jest
produkt hybrydowego genu bcr-abl. Gen ten powstaje wskutek wymiennej
translokacji materiatu genetycznego miedzy chromosomami 9 i 22, jaka ma
miejsce w przewlektej biataczce szpikowej i w ostrych biataczkach Ph'-dodat-
nich. Produkt hybrydowego genu bcr-abl charakteryzuje znacznie silniejsza
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aktywno$¢ kinazy tyrozynowej, niz produkt prawidlowego genu c-abl.

Czwartg grupe stanowig produkty dziatajgce przez wewngtrzkomorkowy
uktad informacyjny (intracellular messenger system), ktéry przypuszczalnie
stanowi ogniwo tgczace receptory powierzchni komoérki (rozpoznajace rézne
sygnaty pozakomdrkowe, jak np. sygnaly wysytane przez czynniki wzrostowe
lub hormony) z wewnatrzkomoérkowymi enzymami efektorowymi. Nalezy tu
biatko p 21 zwigzane z aktywnos$cig GTP-azy, kodowane przez rodzine genéw
ras.

Do pigtej grupy zaliczono produkty zwigzane z jadrem komadrkowym
uczestniczagce w regulacji transkrypcji gendw, jak np. produkty kodowane
przez c-fos, rodzine genéw c-myc i c-myb.

Niektérzy autorzy [173] wyr6zniaja jeszcze dodatkowga grupe szdstg. Do
grupy tej zaliczajg produkty c-onc, o ktérych czynnosci i lokalizacji subkomor-
kowej wiemy jeszcze bardzo mato.

Matzenstwo cytogenetyki i biologii molekularnej stworzyto dalsze moz-
liwosci klasyfikacji biataczek, ktérych owocem jest klasyfikacja zwana Klasyfi-
kacja Morfologiczno-Immunologiczno-Cytogenetyczng (Klasyfikacja MIC),
wytoniona na konferencjach w Lowanium przez First and Second MIC
Cooperative Study Group w kwietniu 1985 i we wrze$niu 1986 r. [215, 215a].
W Tab. 8 9 i 10 przedstawiono Klasyfikacje MIC odpowiednio ostrych
biataczek limfoblastycznych i szpikowych.

Spektrum komérek tworzacych klon biataczkowy odzwierciedla etap
réznicowania, w ktérym ma miejsce ztosliwa transformacja. Jesli transformacja
zachodzi w wielopotencjalnych komdrkach macierzystych, wéwczas w procesie
biataczkowym uczestniczy szerokie spektrum komérek mieloidalnych (takich,
jak prekursory neutrofili, monocytow-makrofagow, krwinek czerwonych i me-
gakariocytow) oraz limfocytdw [58]. Najczesciej jednak w ostrych biataczkach
szpikowych transformacja zachodzi w bardziej dojrzatych komérkach ukierun-
kowanych w linie mieloidalng i klon biataczkowy tworza wytgcznie komorki,
mieloidalne bez udziatu limfocytéw. Wzglednie czeste sg przypadki ostrych
biataczek szpikowych wychodzacych z bipotencjalnych komorek ukierun-
kowanych w linie granulocytéw i monocytéw-makrofagéw (bez zaangazowa-
nia krwinek czerwonych i megakariocytéw). Jedli transformacja zachodzi
w komoérce ukierunkowanej w linie limfoidalng, w sktad biataczkowego klonu
wchodzg komérki jednej tylko linii B lub T, co ma miejsce w ostrych
biataczkach limfoblastycznych.

Poza udziatem jednej lub kilku linii, jako funkcji etapu rozwoju hemo-
poetycznego, podczas ktérego miata miejsce ztosliwa transformacja, stosun-
kowo czesto moze na jednej komorce blastycznej wystepowaé rownoczesna
ekspresja markerow charakteryzujgcych dwie odmienne linie r6znicowania, np.
limfoidalng i mieloidalna, lub réwnoczesna ekspresja markeréw limfocytow
linii B i T [20, 83, 108, 172, 179, 198], co kwestionuje zasadno$¢ klasyfikacji
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ostrych biataczek. Dla przypadkdw tych zarezerwowano nazwe ,,0stra biatacz-
ka bifenotypowa” lub biataczka o ,mieszanym” fenotypie. Spektrum cech
charakterystycznych wykazywanych przez niektére ostre biataczki waha sie od
wrecz powszechnej ekspresji jednego lub dwu markeréw ,,niezgodnych” z linia
réznicowania, do skrajnie rzadkich przypadkéw biataczek bilinearnej lub
biklonalnej, w ktorych wystepujg dwie odmienne populacje blastow — jedna
0 fenotypie limfoidalnym, a druga mieloidalnym.

PROBY UPORZADKOWANIA NOMENKLATURY OSTRYCH BIALACZEK
O MIESZANYM FENOTYPIE

W zwigzku z heterogennos$cig ostrych biataczek o mieszanym fenotypie,
istnieje w pisSmiennictwie niepokojaca réznorodno$é poje¢. Dla okreslenia
biataczek wykazujacych cechy zarowno linii limfoidalnej, jak i mieloidalnej sg
stosowane nastepujgce nazwy: biataczka hybrydowa, biataczka bifenotypowa,
biataczka biklonalna, biataczki rownoczesne (simultaneous), biataczka bilinear-
na, biataczki synchroniczne (jednoczesne) (synchronous), biataczki metachro-
niczne (niejednoczesne) (metachronous), biataczka chimeryczna, biataczki mie-
szane (mixed), biataczka z ,przetgczaniem linii réznicowania” (,lineage
switch™).

W pracy na temat stosunkowo waskiej podgrupy prawdziwych biataczek
hybrydowych Gale i Ben-Bassat [66] proponujg ujednolicenie terminologii, za$
Hoffbrand i wsp. [100] sadza, ze terminologig tych autorébw mozna objac
wszystkie ostre biataczki o mieszanym fenotypie. A zatem Gale i Ben-Bassat
[66] pod pojeciem ostrej biataczki hybrydowej rozumiejg stan, w ktdrym
ztosliwa transformacja obejmuje zaréwno linie limfoidalng, jak i mieloidalng.
Nalezg tutaj:

ostra biataczka bifenotypowa — w ktorej wiecej niz 10% biataczkowych
komérek wykazuje cechy zarobwno komdérki limfoidalnej, jak i mieloidalnej, sg
to wiec komdrki o mieszanym fenotypie;

ostra biataczka bilinearna — w ktdérej wystepuje heterogenno$¢ populacji
komorek biataczkowych tzn. jedne komorki nalezg do linii limfoidalnej, a inne
do mieloidalnej.

Ten typ biataczki bywa takze nieprawidtowo nazywany biataczkg biklonalng.
Zdaniem Gale i Ben-Bassata biataczka bilinearna powinna by¢ odr6zniona od
biataczki biklonalnej, poniewaz biataczka bilinearna pochodzi z jednej komor-
ki macierzystej zdolnej do réznicowania si¢ w linie limfoidalng i mieloidalna.

Biataczka biklonalna nie jest biataczkg hybrydowa i przypuszczalnie
pochodzi z dwu réznych komdrek macierzystych, w ktérych wystapity odrebne
1 niezalezne procesy transformacji. RoOznice te sg przedstawione na rye. 1
cytowanej z pracy Hoffbranda i wsp. [100].
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Rye. 1 Podziat ostrych biataczek o mieszanym fenotypie [wg 100], A. Biataczka bifenotypo-
wa — wiecej niz 10% komérek blastycznych wykazuje markery charakteryzujace wiecej niz jedna
linie réznicowania. B. Biataczka bilinearna — komérki blastyczne pochodza od wspdlnej komorki
macierzystej, ale tworzg dwie odmienne populacje, z ktérych kazda wykazuje inny obraz markeréw
zwiazanych z réznymi liniami réznicowania. Wystepowanie tych réznych populacji mozna
obserwowa¢ albo od poczatku choroby (biataczka synchroniczna), albo w nastepstwie ewolucji
choroby (biataczka metachroniczna, z przetaczeniem linii réznicowania). C. Biataczka biklonal-
na — komorki blastyczne pochodza z dwu réznych komérek macierzystych i tworzg dwa
niezalezne klony. Jest wyjatkowo rzadka.

Biataczka bifenotypowa jest zawsze synchroniczna, natomiast biataczka
bilinearna moze by¢ zarbwno synchroniczna, jak i metachroniczna. W meta-
chronicznych biataczkach bilinearnych, zwlaszcza jesli w nastepstwie ostrej
biataczki limfoblastycznej rozwija sie ostra biataczka szpikowa, konieczne jest
precyzyjne ustalenie czasu jej wystgpienia do wykluczenia wptywu terapii,
ktéra moze indukowac rozw0j drugiej, wtérnej biataczki (odmiennej genetycz-
nie i fenotypowo od pierwszej). Biataczki wtérne nie powinny wiec byé
utozsamiane z prawdziwg biataczkg bilinearng. Gale i Ben-Bassat sgdzg, ze
okres 6 miesiecy jest whasciwym odstepem czasu, podczas ktdrego moze
rozwing¢ sie metachroniczna biataczka bilinearna, pézniej powstajg biataczki
wtorne.

Z pojeciem metachronicznych biataczek bilinearnych wigze sie pojecie
»przetgczania linii réznicowania” (,lineage switch”). Gale i Ben-Bassat jako
przetaczenie linii réznicowania rozumiejg wystepowanie w przebiegu biataczki
zmiany dominacji jednej linii r6znicowania nad druga, chociaz obie linie naleza
do tego samego klonu nowotworowego. Przewaga tej lub innej linii w biatacz-
kowym klonie prawdopodobnie zalezy od czynnikéw dodatkowych, takich jak
wplywy regulacyjne czy stochastyczne, ktére dostarczaja danej linii réz-
nicowania wyhiérczych korzysci proliferacyjnych. Przetgczanie linii r6znicowa-
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nia, jak to juz podkreslono, jest czesto mieszane z rozwojem drugiej, wtornej
biataczki u tego samego pacjenta.

EKSPRESJA MARKEROW ,NIEZGODNYCH” Z LINIA ROZNICOWANIA W OSTRYCH
BIALACZKACH

Ostre biataczki o mieszanym fenotypie stanowia heterogenna grupe,
w ktérej biataczkowe komadrki charakteryzuje ekspresja markerow nalezgcych
do dwu linii réznicowania, przy czym istniejg liczne warianty markerow
»,hiezgodnych” z linig réznicowania. W Tab. 11 stanowigcej modyfikacje
tablicy z pracy Hoffbranda i wsp. [100] przedstawiono ekspresje markerow
»,hiezgodnych” z linig réznicowania.

Stopien krzyzowej ekspresji markerdw zwigzanych z odmiennymi liniami
réznicowania jest rozny. | tak w okoto 10% przypadkéw ostrych biataczek
szpikowych stwierdzono aktywno$¢ TdT [20, 108]. Wprawdzie rzadziej, ale
jednak u czesci chorych z ostrymi biataczkami szpikowymi wystepujg markery
charakteryzujagce bardzo wczesne etapy réznicowania limfocytow T, jak np.
antygen CD 7, lub limfocytow B, jak np. antygen CD 10 (Tab. 3i4) [76, 219].
Niektérzy autorzy [8, 18, 32, 56, 63, 70, 78, 165, 184, 196] donosili o wy-
stepowaniu w znamiennej czesci przypadkéw ostrych biataczek szpikowych
klonalnej rearanzacji gendw IgH i/lub genéw TCR. Rearanzacja ta zwtaszcza
czesto wystepowata w przypadkach ostrych biataczek szpikowych wykazuja-
cych aktywnos¢é TdT [63, 165].

W przypadkach ostrych biataczek limfoblastycznych obserwowano réwno-
czesng ekspresje markeréw charakteryzujgcych linie komérki T i B. Nalezg tu
doniesienia o ostrych biataczkach limfoblastycznych wykazujgcych cechy
zardbwno powszechnych ostrych biataczek limfoblastycznych (biataczki CD
10-dodatnie), jak i ostrych biataczek T komdrkowych [151]. Nuss i wsp. [167]
u 27% chorych z ostrg biataczkg limfoblastyczng CD 10-ujemng obserwowali
réwnoczesng ekspresje antygenéw CD 19 i CD 7. Antygen CD 19 jest
markerem bardzo wczesnych rozwojowo komorek ukierunkowanych w linie
limfocytow B, za§ CD 7 — markerem komoérek ukierunkowanych w linie
limfocytow T (Tab. 3 i 4). Ta rownoczesna ekspresja antygenéw CD 19
i CD 7 na jednej komérce (nie wykazujgcej markeréw linii mieloidalnej) moze
by¢é wyjasniona przez jedng z trzech hipotez:

albo biataczkowej konwersji ulegaja bardzo wczesne prekursory linii
limfoidalnej, nie ukierunkowane jeszcze ani w linie T, ani w linie B;

albo CD 7 nie jest specyficznym markerem komorek linii T;

albo wystepuje aberracja ekspresji CD 7 na komorkach ukierunkowanych
w linie B.

Nieoczekiwanie czesta jest w ostrych biataczkach T komdrkowych niezgod-
na z linig rdéznicowania rearanzacja gendéw IgH [77, 149, 181, 210], za$



376 Z. M. RUPNIEWSKA, M. KOWAL

w biataczkach B komdérkowych, réwniez niezgodna z linig rdznicowania,
rearanzacja genéw TCR [4, 8, 31, 70, 77, 78, 167, 172, 210]. Stass i Mirro [93]
podaja, ze u okoto 20% dzieci z ostrg biataczka limfoblastyczng T komorkowa
wystepuje rearanzacja gendéw IgH za$ u okoto 25% dzieci z ostrg biataczky
limfoblastyczng pre-B komoérkowg — rearanzacja genéw TCR. W badaniach
Nuss i wsp. [167] rownoczesna rearanzacja genoéw IgHi genéw tancuchow beta
i gamma TCR wystepowata u dzieci powyzej 2 lat zaréwno w ostrych
biataczkach limfoblastycznych CD 10-ujemnych, jak i CD 10-dodatnich,
natomiast u dzieci ponizej 2 lat — wytacznie w przypadkach CD 10-dodatnich.
Tak wiec rearanzacja genéw TCR wigze sie zaréwno z etapem dojrzewania
prekursorow komdrek B, jak i wiekiem pacjenta (powyzej 2 lat). Obserwacje
Nuss i wsp. nasuwajg dotychczas nie wyjasnione pytanie, czy komorki CD
10-ujemne sg prekursorami komérek CD 10-dodatnich.

Dobrze udokumentowana jest w ostrych biataczkach limfoblastycznych
ekspresja markerow charakteryzujagcych komorki szpikowe. Wykryto np.
w ostrych biataczkach limfoblastycznych ekspresje genu mieloperoksydazy
[57]. Badacze z Cancer and Leukemia Group B [199] wykazali wystepowanie
antygendw linii mieloidalnej, takich jak CD 13 i/lub CD 33 w ponad 30%
przypadkdw ostrych biataczek limfoblastycznych dorostych. W wiekszosci tych
przypadkéw komorki biataczkowe zaliczono do typu L-2 wg Klasyfikacji FAB
(Tab. 1), a ponadto cechowata je aktywno$¢ esterazy octanowej alfa naftylu
[45]. Istniejg takze doniesienia 0 wystepowaniu w dzieciecych ostrych biatacz-
kach limfoblastycznych zaré6wno wariantéw bifenotypowych, jak i bilinearnych
[113, 138].

Z drugiej strony Greaves i wsp. [47] kwestionuja wiele z wcze$niejszych
publikacji biataczek o mieszanym fenotypie, poniewaz nie badano markerow,
ktdre bytyby scisle specyficzne dla danej linii r6znicowania. Tak np. deter-
minant antygenowy CD 15 (3-fukozyl-N-acetylo-laktozamina lub hapten X),
ktory jest markerem komarek linii szpikowej i komdrek klonogennych ostrych
biataczek szpikowych, jest identyczny z antygenem SSEA-1, ktory wystepuje na
komdérkach potworniaka (teratokarcinoma), a takze w wielu tkankach i wy-
dzielinach zaréwno prawidtowych, jak i nowotworowych [71]. Antygen
CD 34, o ktorym sadzono, ze charakteryzuje komorki ukierunkowane w linie
ganulocytow i monocytéw-makrofagdw, okazat sie glikoproteing komorki
macierzystej [218]. Takze inne antygeny, ktore uwazano za specyficzne dla linii
komorki T, takie jak CD 1[62], CD 2 [148], CD 4 [226] i CD 5 [25] moga
wystepowa¢ na komadrkach nalezacych do innych linii réznicowania. Kwes-
tionuje sie takze specyficzno$¢ TdT jako markera komorki ukierunkowanej
w linie limfoidalng. Istniejg doniesienia méwigce, ze sporadyczne komorki
w prawidtowym szpiku wykazujg zaréwno aktywno$¢ TdT, jak i ekspresje
antygenu linii mieloidalnej p 165 [22]. Réwniez w prawidtowym szpiku
wystepujg komorki bedace prekursorami tymocytéw (TdT, HLA-DR i CD
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7-dodatnie) [216]. Zanim zatem przyjmie sie, ze niektére biataczki wykazujg
markery ,niezgodne” z linig r6znicowania, konieczne bedzie ustalenie fejioty-
péw wszystkich prawidtowych komérek prekursorowych.

Przedmiotem spekulacji [75] pozostaje takze specyficzno$¢é rearanzacji
gendw podczas prawidtowej hemopoezy. Podczas gdy zar6wno komérki linii
B, jak i linii T (i ich biataczkowe odpowiedniki) zawsze wykazujg rearanzacje
odpowiednich gendéw [172, 194], nie jest wykluczone, ze przynajmniej w pew-
nych komérkach prekursorowych w szpiku jeszcze przed ukierunkowaniem ich
w ktérg$ z linii réznicowania wystepuje rearanzacja zaréwno gendéw lIg, jak
i gendw TCR. Greaves i wsp. [74] sugeruja, ze proces biataczkowy ,,unie$Smier-
telnia” te whasnie komorki, ktére w warunkach prawidtowych sa niezdolne do
zycia i jako takie eliminowane. Jest interesujace, ze szczegétowe badania
»,hiezgodnych” z linig r6znicowania rearanzacji genowych, tak charakterystycz-
nych dla r6znych biataczek, ujawnily, ze posiadajg one szereg cech po-
zwalajacych na odréznienie ich od prawidtowej, , produktywnej” rearanzacji
genéw i prawdopodobnie sg ,nieczynne”, co wskazuje, ze nie nalezg do
prawidtowego programu réznicowania linii limfoidalnej [75, 77, 78, 154].

HIPOTEZY DOTYCZACE PATOGENEZY OSTRYCH BIALACZEK O MIESZANYM
FENOTYPIE

Udowodnienie istnienia wielowaznej komorki macierzystej umozliwito
podjecie prob wyjasnienia patogenezy ostrych biataczek bifenotypowych albo
przy pomocy hipotezy ,niewiernosci” wobec linii réznicowania (lineage ,in-
fidelity”), albo poprzez hipoteze ,przemieszczania” linii (lineage ,promis-
cuity™).

Hipoteze ,niewierno$ci” wobec linii réznicowania wylansowali w 1981 r.
McCulloch i wsp. Poczatkowo wykazano [140], ze pojedyncza komorka
blastyczna linii komorkowej wyprowadzonej z ostrej biataczki szpikowej
posiada réwnoczes$nie markery linii krwinek czerwonych i linii neutrofili.
W dalszych badaniach [198] stwierdzono, ze w niektérych przypadkach
ostrych biataczek szpikowych moze wystepowaé réwnoczesna ekspresja we-
wnatrz cytoplazmatycznych Ig (marker linii komorki B), jak i antygenu
powierzchniowego CD 11 b (OKM-1) (marker komérek linii granulocytow,
monocytéw-makrofagéw i komorek cytotoksycznych). Wyniki te McCulloch
[145] interpretowat jako ,aberracje programowania” (,aberrant program-
ming”), lub ,niewierno$¢” wobec linii ro6znicowania (lineage ,infidelity”)
wywotang procesem nowotworowym. Obecnie jednak znane sg przyktady,
ktére poczatkowo interpretowano jako ,aberracje programowania”, a w kto-
rych, jak sie pézniej okazato, biataczkowe blasty wykazywaty po prostu
niespecyficzne markery wystepujace na réznych liniach komérkowych. Wydaje
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sie wiec, ze hipoteza McCullocha i wsp. moze odnosi¢ sie tylko do rzadkich
przypadkéw ostrych biataczek, w ktérych istotnie ma miejsce aberracja
programowania.

Pochodzgca z 1986 r. hipoteza Greavesa i wsp. [74] ,,przemieszania” linii
opiera sie na fakcie, ze w prawidtowym szpiku istniejg ukierunkowane komorki
oligopotencjalne. W toku prawidtowego rdéznicowania cze$é¢ tych komorek
ginie, a czes¢ traci markery innej linii, jak np. komarki linii mieloidalnej tracg
aktywnos$¢ TdT. Jednakze niektore komorki podczas réznicowania mogg
zachowywaé markery innej linii, jak np. czeSciowa rearanzacja genéw TCR
w komorce ukierunkowanej w linie B. Jak sie przypuszcza, podczas prawid-
towego roznicowania limfocytow niemal powszechnie zachodzg aberracje
w rearanzacji gendw, ktére prowadza do powstania defektywnych komorek,
wykazujacych niezgodng z linig réznicowania rearanzacje genéw. Greaves
i wsp. [74] sugeruja, ze proces biataczkowy unieSmiertelnia te komoarki
niezdolne do zycia w warunkach prawidtowych.

Alternatywna hipoteze sugeruje niedawne odkrycie, ze zarOGwno rearanzacja
genu lg, jak i genu TCR zachodzi dzieki podobnemu, chociaz nie identycznemu
dziataniu mechanizméw enzymatycznych rekombinacji [227]. Jak wiadomo,
krytycznym zdarzeniem decydujagcym o ukierunkowaniu komorki macierzystej
w linie limfocytéw B lub T jest rekombinacja somatyczna DNA linii piciowej,
dzieki ktorej powstajg, unikalne w swojej strukturze, odpowiednio loci Ig lub
loci TCR. Ten proces rekombinacji obejmuje rozpoznanie sekwencji sygnal-
nych: heptamer-przerywnik (spacer)-nonamer, znajdujgcych sie na kazdym
brzegu genu, jak réwniez ciecie DNA i ponowne zwigzanie jednostek kon-
cowych w tym samym chromosomie. Jest on katalizowany przez enzymy
zwane rekombinazami.

Fizjologiczna czynno$¢ rekombinaz w komérkach pre-B zapewnia po-
wstanie kompleksu V-D-J IgH lub kompleksu V-J tancuchdédw lekkich Ig
i analogicznego loci TCR w komérkach pre-T. Hoffbrand i wsp. [100]
sugerujg, ze podczas ekspansji klonu komorek pre-B wspétistniejagcy blok
réznicowania pozwala na znaczne wydtuzenie ,,okresu rozwojowego” (,,develop-
mental window”), podczas ktérego dziataja rekombinazy. Przedtuzona aktyw-
no$¢ rekombinaz zwieksza mozliwo$¢ rearanzacji genu TCR, ktdéra w warun-
kach prawidtowych jest zjawiskiem niezmiernie rzadkim w komérce pre-B.
Natomiast w biataczkach wychodzacych z bardziej dojrzatych prekursoréw
komorki B, ktére przekroczyty ten okres rozwoju, aktywno$¢ rekombinaz
prawdopodobnie jest mniejsza, co by wyjasniato rzadsze w tych bhiataczkach
wystepowanie ,,niezgodnej” z linig réznicowania rearanzacji genu TCR.

BIALACZKA O MIESZANYM FENOTYPIE Z TRANSLOKACJA T/4;11//921;923/

W przedstawionym przez Ben-Bassata i Gale [11] przegladzie zebranych
z piSmiennictwa tzw. ostrych biataczek hybrydowych (bifenotypowych i biline-
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arnych) autorzy zwrdcili uwage na stosunkowo czeste wystepowanie trans-
lokacji t/4;11/.

Przeprowadzone przez Parkina i wsp. [171] badania morfologiczne,
cytochemiczne i ultrastrukturalne komérek blastycznych z t/4;11/ wykazaty ich
bifenotypowos$¢. Morfologia tych blastéow odpowiadata komérkom limfoidal-
nym, zwykle typu L-I lub L-2 wg Klasyfikacji FAB (Tab. 1), ale ich cechy
ultrastrukturalne i cytochemiczne przemawiaty za pochodzeniem z linii mieloi-
dalnej.

Rowniez badania Stonga i wsp. [203] linii RS 4;11 wyprowadzonej
z komérek szpiku chorego z ostrg biataczka i t/4;11//q21;9q23/ oraz izo-
chromosomem 7q wykazaty, ze chociaz morfologia i fenotyp immunologiczny
wiekszosci komaérek blastycznych odpowiadaty limfoblastom, to jednak ok.
30% komorek wykazywato cechy linii mieloidalnej. Za przynaleznoscia do
prekursordw linii limfoidalnej przemawiata aktywno$¢ TdT. Co wiecej, komor-
ki te nalezaty do komorek ukierunkowanych w linie limfocytéow B, na co
wskazywata: rearanzacja genow IgH i fancucha lekkiego kappa, a takze
ekspresja antygenéw BA-1, BA-2, P 1153/3 i B 4. Wystepowata takze ekspresja
antygenéw HLA-DR. Z drugiej strony za przynaleznosciag do komérek
ukierunkowanych w linie granulocytéw i monocytow-makrofagéw przemawia-
ta reakcja z monoklonalnym przeciwciatem 1G 10. Niektére z komarek linii
RS 4; 11 wykazywaty staba ekspresje antygenu gp 170,95/TA-I, ktéry charak-
teryzuje prekursorowe komdrki linii monocytéw i monocyty krwi obwodowej.
W badaniach ultrastrukturalnych w ok. 30% komorek RS 4; 11 wykryto ziarna
przypominajgce ziarna niedojrzatych bazofili i komérek tucznych, a ponadto
cze$¢ tych komérek wykazywata aktywnos$¢ peroksydazowga. Indukujac doj-
rzewanie komérek linii RS 4;11 przy pomocy estru forbolu (12-O-tetradecano-
yl-phorbol-13 acetate, w skrécie TPA) uzyskano r6znicowanie do komorek
przypominajacych makrofagi, za czym przemawiaty badania cytochemiczne,
czynnosciowe, immunologiczne i ultrastrukturalne. Obserwacje te sg zresztg
zgodne z wcze$niejszymi badaniami Nagasaka i wsp. [164], ktérzy w dwu
przypadkach ostrej biataczki z t/4; 11/ uzyskali przy pomocy TPA réznicowanie
w kierunku monocytoidalnym.

Stass i Mirro [200] w pracy przegladowej dotyczacej m.in. ostrej biataczki
z t/4;11/ zwracajg uwage, ze u dzieci biataczkowe blasty nieodmiennie
charakteryzujg sie morfologig komdrki limfoidalnej oraz wykazujg rearanzacje
genéw IgH ale ich fenotyp immunologiczny odpowiada zar6wno wczesnym
rozwojowo limfocytom B, jak i monoblastom, a badania ultrastrukturalne
ujawniajg cechy linii mieloidalnej. Natomiast u dorostych, chociaz wiekszos$¢
przypadkdéw biataczek z t/4;11/, podobnie jak u dzieci, wykazuje cechy
biataczki limfoblastycznej, to jednak u niektérych chorych rozpoznawano
ostrg biataczke mielomonocytowgq i ostrg biataczke niezréznicowana. W kilku
przypadkach, ktore morfologicznie, cytochemicznie i immunofenotypowo od-
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powiadaty ostrej biataczce timfoblastycznej, w badaniach ultrastrukturalnych
wykryto drugi klon komérek — odpowiadajagcych monoblastom. Stass i Mirro
przedstawili wyniki badan kariotypu u chorych z t/4;l1//q21;q23/. Autorzy
podaja, ze u potowy badanych wystepowaly jeszcze inne nieprawidtowosci
chromosomowe i sgdzg, ze przynajmniej kilka z nich byto nieprzypadkowych.

Dos$¢ powszechne wystepowanie t/4; 11/ w biataczkach o mieszanym fenoty-
pie sugeruje, ze ten typ translokacji ma miejsce w wielopotencjalnej komorce
macierzystej zdolnej do r6znicowania si¢ zaréwno w linie limfoidalng, jak
i mieloidalng [1, 164, 171, 203].

Czesto$¢ wystepowania t/4;11/ jest réznie podawana w réznych publikac-
jach. Mirro i wsp. [150] stwierdzili jg u szesciu (2,5%) z 237 pacjentow
z Tennessee z ostrg biataczka limfoblastyczng. Z drugiej strony badacze dunscy
[17] w malej grupie 26 chorych z ostrg biataczkg limfoblastyczng — trans-
lokacje t/4;11/ wykryli u pieciu (19%) badanych. Przyczyna tych rdznic jest nie
znana. W potgczonym materiale przyjeto, ze t/4;l1 1/ wystepuje w ok. 5-10%
przypadkdw wszystkich ostrych biataczek limfoblastycznych [94].

Ostra biataczka z t/4;11/ jest obserwowana w dwu grupach wiekowych.
Albo u noworodkéw i bardzo matych dzieci, ponizej 18 miesiecy, albo
u dorostych [121]. Sugeruje sie nawet, ze biataczki z t/4;11/ s biataczkami
wrodzonymi [120]. Heim i wsp. [92] podajg, ze translokacja ta wystepuje
w 78% przypadkéw wrodzonych ostrych biataczek limfoblastycznych. Zarow-
no biataczke dzieciecg, jak i dorostych charakteryzuje podobny obraz klinicz-
ny, do ktérego nalezg: wysoka leukocytoza, czesto powyzej 150000 w pi [137],
hepato-splenomegalia i/lub powiekszenie weztéw chtonnych oraz zte rokowa-
nie [92, 94, 111, 150]. Przezycie powyzej 20 miesiecy w przypadkach tej
translokacji nalezy do wyjatkdw [120, 136, 211]. W Tab. 12 cytowanej z pracy
Koefdera [121] przedstawiono gtdwne cechy biataczki o mieszanym fenotypie
z t/4;11/.

Przyjrzyjmy sie z kolei zmianom molekularnym, jakie zachodzg w t/4;
11//921;923/. W chromosomie 11 znajdujg sie dwa miejsca dziedzicznie tamliwe
w prazkach ql3 i @23. Dotychczas u cztowieka zidentyfikowano
17 miejsc dziedzicznie tamliwych, z ktdrych 16 wystepuje w chromosomach
autosomalnych, a jedno w chromosomie X. Sutherland [205, 205a] miejsca
dziedzicznie tamliwe definiuje jako réznej szeroko$ci przerwy w wybarwieniu
fragmentéw ramion chromosoméw metafazalnych, obejmujgce zwykle obie
chromatydy. Miejsca te sg dziedziczone w spos6b dominujacy zgodnie z pra-
wami Mendla. Lamliwos$¢ jest wyrazona pod postacig acentrycznych fragmen-
tow, delecji chromosomowych, lub tréjpromiennych figur (triradiated figures).

Nomenklatura cytogenetyczna znakuje miejsca tamliwe skrétem ,fra” (z angielskiego fragile
sites). Skrot ten wystepuje w zapisie przed numerem chromosomu z oznakowaniem jego ramion
(ramiona krotkie lub diugie) oraz podaniem numeru prazka, w ktérym znajduje sie miejsce
tamliwe. Tak wiec dwa miejsca dziedzicznie tamliwe w chromosomie 11 znakuje si¢ jako fra 11/q13,
lub q23/.
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Poza miejscami dziedzicznie tamliwymi w chromosomie 11 znajduje sie jeszcze homozygotycz-
ne miejsce powszechnie lub konstytutywnie tamliwe (common or constitutive fragile site), przy
czym pokrywa sie ono z miejscem dziedzicznie tamliwym [231]. Yunis i Soreng [231] sugeruja, ze
miejsca dziedzicznie tamliwe powstajag wskutek mutacji miejsc powszechnie tamliwych. Miejsca
powszechnie tamliwe prawdopodobnie wiazg si¢ z przemieszczalnymi (transposable) elementami
regulacyjnymi, ktére naleza do zjawisk ewolucyjnie bardzo dawnych i warunkuja niestabilno$¢
genomu, konieczng np. do powstania zaré6wno gendéw Ig, jak i genéw TCR. Ekspresja miejsc
tamliwych jest indukowana przez wcigz wzrastajgcag liste mutagenéw i karcinogendéw, poczawszy
od promieniowania jonizujgcego do produktéw spalania papieroséw wiacznie [206], Przyjmuje sie
istnienie zwigzku miedzy miejscami tamliwymi a nieprzypadkowymi punktami ztaman, jakie
obserwuje sie¢ w rearanzacjach chromosomowych w komdrkach nowotworowych. Za zwigzkiem
tym przemawiajg dane uzyskane z dwu kierunkéw badawczych. Jedne pochodzg z badanh
cytogenetycznych, w ktérych poréwnywano koincydencje miejsc tamliwych z punktami ztaman
chromosoméw w komérkach nowotworowych. Drugie —z badan molekularnych, ktdre pozwolity
na zmapowanie genéw lezacych w miejscach tamliwych. Ze znanych ok. 110 miejsc tamliwych, 50
jest zgodnych z potozeniem 50 z 75 punktéw ztaman chromosomoéw specyficznych dla nowo-
tworéw (67%). W 21 miejscach tamliwych lezy 26 z 36 onkogendw (72%) [232], Jak sie wydaje,
ré6znorodne rearanzacje chromosomowe wystepujgce w nowotworach sg spowodowane masowym
rozrywaniem ,stabych” punktéw, jakimi sg miejsca tamliwe [46, 87, 88, 91, 231] i w ktorych leza
onkogeny. Ostatnio jednak Sutherland i Simmers [207] sugeruja, ze hipoteza ta jest bezzasadna.
Wprawdzie wiadomo, ze zaré6wno punkty ztaman chromosoméw w nowotworach, jak i miejsca
tamliwe nie przypadkowo lezg w prazkach nie barwigcych sie metodg Giemzy (Giemza-ujemnych),
nie stwierdzono jednak znamiennej statystycznie korelacji miedzy tymi parametrami (miedzy
miejscami powszechnie tamliwymi i ztamaniami chromosoméw w nowotworach, a prazkami
Giemza-ujemnymi).

W miejscu tamliwym w dtugich ramionach chromosomu 11 znajduje sie
proto-onkogen c-ets-1 [50, 223]. Z kilku powodéw c-ets nalezy do wyjatkow.
Po pierwsze: jego odpowiednik wirusowy v-ets wchodzi w skiad genomu
niezwyktego retrowirusa E 26 ostrej mieloblastozy i erytroblastozy ptakdw
(avian acute myeloblastosis and erythroblastosis virus, w skrécie E 26).
Transformujacy gen E 26 sktada sie z trzech czton6w: delecyjnego wirusowego
genu gag, ktéry koduje biatka wnetrza wirionu i dwu onkogenéw v-mvb i v-ets
[135, 166] -v-Agag-myb-ets. v-ets powstaje wskutek transdukcji prawidtowego
komorkowego genu ets drobiu przez retrowirus E 26. W wyniku transdukcji
dochodzi do okrojenia i uszkodzenia komoérkowego genu, co nadaje mu
onkogennos$¢. Trojcztonowy, transformujacy gen E 26 koduje onkogenne
biatko o ciezarze czasteczkowym 135 kd — p 135 [166]. Jesli idzie o patogen-
nos¢, to E 26 charakteryzujg co najmniej dwie dodatkowe cechy, ktérych nie
posiada retrowirus mieloblastozy ptakow (avian myeloblastosis virus, w skro-
cie AMV) dysponujacy tylko onkogenem myb. Pierwsza z tych cech to fakt, ze
E 26 u ptakdw wywotuje zar6wno mieloblastoze, jak ierytroblastoze, a in vitro
transformuje mieloblasty i erytroblasty, podczas gdy AMV wywotuje jedynie
biataczke mieloblastyczng i wybiérczo transformuje mieloblasty [157, 158,
182]. Co wiecej, E 26 posiada zdolnos$¢ transformowania zaréwno nie ukierun-
kowanych komdérek macierzystych wspolnych dla linii erytroblastow i mielo-
blastéw, jak i komérek juz ukierunkowanych badz w linie erytroblastow, badz
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mieloblastéw [158, 182]. Druga cecha, odr6zniajgca gen E 26 od AMV to to, ze
mieloblasty stransformowane przez E 26 majg catkowicie zablokowane doj-
rzewanie i nie udaje sie wywotac ich dalszego réznicowania zadnym ze znanych
induktoréw [cyt. wg 185]. Przeciwnie natomiast, komorki stransformowane
przez AMV moga réznicowac sie do makrofagow pod wptywem TPA [208].

Drugim powodem zaliczenia c-ets do wyjatkdw jest fakt, ze u cztowieka,
a takze u myszy i kotéw, dwa rézne loci nazwane c-ets-1i c-ets-2 odpowiadaja
pojedynczemu genowi c-ets drobiu i wirusowemu v-ets. Niedawno u drobiu
zidentyfikowano ekwiwalent ludzkiego c-ets-2 [19a]. c-ets-1 cztowieka od-
powiada 5'-v-ets, za$ c-ets-2 — 3'-v-ets [223]. U ludzi c-ets-1 zlokalizowano
w 1lg 23.3, za$ c-ets-2 w 21g22.3 [50, cyt. wg 90, 223]. Ostatnio jednak Watson
i wsp. [223a] podaja, ze c-ets-2, a takze trzeci gen nalezacy do rodziny ets —
c-erg lezg w 21qg23.3.

Po trzecie: rodzina genow ets nalezy do gendw ewolucyjnie starych. Watson
i wsp. [223a] proponuja podziat gendw ets na trzy klasy. Do klasy | naleza
geny c-ets-1 cztowieka i drobiu. Posiadajg one trzy domeny, nazwane przez
autorow A, B i C, i jak sie wydaje (na podstawie struktury tych gendéw
i identyfikacji ramek odczytu), kodowane przez nich biatka sg identyczne
w ponad 95% aminokwasdw. Z szesnastu odmiennych aminokwaséw, tylko
cztery nie zostaty przechowane podczas ewolucji. Do klasy Il naleza geny
posiadajgce tylko domeny A i C. Nalezg tu ets-2 cztowieka, ets-2 myszy, ets-2
tak odlegtego ewolucyjnie gatunku jak Xenopus i gen erg cztowieka. Przypusz-
czalne produkty gendw c-ets-2 cztowieka i myszy sg w ponad 91% identyczne.
Trzecig klase stanowia geny ets, ktdre nie sg jeszcze doktadnie sklasyfikowane,
zawierajgce tylko domen C. By¢é moze jest to unikalna klasa posiadajaca tylko
stary ewolucyjnie domen C, nie jest jednak wykluczone, ze nalezy ona do
ktorejs z poprzednich klas. Do klasy tej naleza: ets muszki Drosophila
melanogaster i ets jeza morskiego.

Produkt ludzkiego genu c-ets-1 jest nie znany, c-ets-2 koduje fosfoproteine
p 56 zlokalizowang w jadrze komdérkowym [65a], ktdra prawdopodobnie
odgrywa role regulacyjng, jak produkty c-myc, c-myb, c-fos, c-jun, wptywajac na
proces replikacji DNA, chociaz rézni sie od innych onkoprotein jadrowych
zdolnoscig do post-transkrypcjonalnej odpowiedzi na TPA [cyt. wg 171a].
Sugeruje sie, ze ets-2 i erg potozone w 21 chromosomie odgrywaja role w zespole
Downa, a przynajmniej ets-2 ulega potrojeniu w trisomii 21, ktéra charak-
teryzuje zespot Downa [189a]. Nie stwierdzono homologii miedzy c-ets-1
i c-ets-2 z wyjatkiem niewielkiej, pokrywajgcej sie sekwencji, ktora koduje 14
aminokwaséw; 12 z nich sg zachowane w obu loci. Oba loci w komdrkach
cztowieka ulegajg transkrypcji: c-ets-1 w mRNA wielkosci 6,8 kilozasad (skrécie
kz), za$ c-ets-2 — w trzy mRNA wielkosci 4,7, 3,2 oraz 2,7 kz [223].

Jak dotagd nie dysponujemy bezposrednimi dowodami wskazujgcymi na
udziat sekwencji c-ets w ludzkich nowotworach, chociaz c-ets-1 lezy w miejscu
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tamliwym w 11g23. Istniejg jednak posSrednie dane zwigzane z translokacjg lub
nieprawidtowos$ciami c-ets w niektérych biataczkach i chtoniakach. Po pierw-
sze, Diaz i wsp. [52] u trzech pacjentéw z biataczkg mielomonocytowa
i monoblastyczng (typy M-4 i M-5 wg Klasyfikacji FAB, zob. Tab. 2) i t/9;
I1//p22; q23/ wykazali, ze c-ets-1 zostaje przeniesiony z chromosomu 11
w krotkie ramiona chromosomu 9 w bezpos$rednie sagsiedztwo genow inter-
feronu. Jednakze w DNA komoérek blastycznych nie stwierdzono polimorfizmu
dtugosci fragmentu restrykcyjnego (restriction fragment length polymorphism)
genu c-ets-1. Translokacje 11g23 do krétkich ramion chromosomu 9 stosun-
kowo czesto sg opisywane w ostrej biataczce monoblastycznej (typ M-5, zob.
Tab. 2) [51, 52, 84, 111, 112], zw#aszcza w podtypie niezr6znicowanym tej
biataczki (podtyp M-ba, Tab. 2) [188]. Ponadto donoszono o translokacji
11923 do chromosomoéw 6, 10, 17 lub 19, co obserwowano w ostrej biataczce
mielomonocytowej (typ M-4, Tab. 2) [111, 229]. LeBeau i Rowley [133]
oceniaja, ze nieprawidtowosci chromosomu 11 wystepujg w ok. 10% przypad-
kéw ostrych biataczek monoblastycznych i mielomonocytowych.

Po drugie, Rovigatti i wsp. [185] stwierdzili rearanzacje i amplifikacje
sekwencji c-ets-1 w DNA komoérek blastycznych lub limfocytéw: w jednym
przypadku ostrej biataczki mielomonocytowej (typ M-4, Tab. 2) z jednorodnie
barwigcym sie odcinkiem (homogenously staining region) w 11923, co od-
powiadato ok. 30-40 krotnej amplifikacji c-ets-1; u chorego z chtoniakiem
limfocytowym (chtoniak ten Klinicznie i histopatologicznie odpowiada prze-
wlektej biataczce limfatycznej) w ktéorym wystepowata inwersja 11g23. Ponadto
autorzy ci w kilku przypadkach ostrych biataczek szpikowych z nieprawid-
towos$ciami dotyczacymi 11923 obserwowali niespecyficzne zmiany w locus
c-ets-1.

Po trzecie, Sacchi i wsp. [190] w linii komorkowej wyprowadzonej od
chorego z ostrg biataczkg o mieszanym fenotypie it/4; 11//q21;923/ wykazali, ze
c-ets-1 zostaje przeniesiony z chromosomu 11 do chromosomu 4. Podobnie
stwierdzono translokacje c-ets-2 z chromosomu 21 do chromosomu 8 w przy-
padku ostrej biataczki mieloblastycznej (typ M-2, Tab. 2) z t/8;21//922;q22/.
Jednakze nie udato sie wykryé metodg Southerna (Southern blot analysis)
rearanzacji sekwencji c-ets w DNA komorek blastycznych zaréwno z t/4;11/,
jak i z t/8;12/.

Goyns i wsp. [72] obserwowali rearanzacje c-ets-1 w dwu przypadkach
ostrych biataczek limfoblastycznych przebiegajgcych z wysokg leukocytozg,
niestety nie ustalono jednak, czy wystepowata t/4;11/. Autorzy sugerujg, ze
potozenie punktu ztamania w 11923 jest zmienne i moze znajdowaé sie albo
w locus c-ets-1 albo w jego poblizu. Nasuwa sie wiec podejrzenie, ze
niemoznos$¢ wykrycia rearanzacji c-ets-1 w niektérych przypadkach biataczek
wigze sie z zastosowaniem niewfasciwej sondy do wykrycia rearanzacji, jesli
punkt ztamania znajduje sie w pewnej odlegtosci od sekwencji c-ets-1.
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Tak wiec ztamanie 11023 potgczone niekiedy z translokacjg c-ets-1 wy-
stepuje w roznych biataczkach i chtoniakach. Poza omawianymi juz biatacz-
kami mielomonocytowymi i monoblastycznymi (typy M-4 i M-5, Tab. 2),
ostrymi biataczkami limfoblastycznymi, biataczkami o mieszanym fenotypie
i chtoniaku limfocytowym, opisano je takze we wrodzonej biataczce mielomo-
nocytowej u jednodniowego chtopca [167a], w zespotach mielodysplastycz-
nych [89], w przetomie limfoblastycznym w przebiegu przewleklej biataczki
szpikowej [155], a nawet w guzach litych, jak np. miesak Ewinga [214].
Wyniki te sugeruja, ze c-ets-1 lub inne geny znajdujgce sie w 11q23 odgrywajg
role w réznych nowotworach, a wiec sg tkankowo niespecyficzne. Natomiast
materiat genetyczny znajdujacy sie w 4921, w przypadku t/4; 11/ nalezy uwazaé
za raczej specyficzny dla réznicowania limfoidalnego [92], wzglednie rdz-
nicowania linii limfocytéw i monocytow-makrofagéw. Jest to o tyle in-
teresujace, ze trisomie 4 ostatnio wigze sie z ostrg biataczkg mielomonocytowg
(typ M-4, Tab. 2) [110, 146, 178, 192, 193, 204]. Ponadto Gasner i wsp. [68]
opisali przypadek ostrej biataczki z t/4;17//925;q23/, ktorej komorki poczat-
kowo zaliczano do komérek ,nuli” (wystepowata tylko aktywno$¢ TdT
i ekspresja antygen6w HLA-DR). Natomiast w hodowli prowadzonej w komo-
rach dyfuzyjnych wystgpita rownoczesna ekspresja markeréw limfocytow T
i mielomonocytow.

Zalozenie, ze w 11923 znajduje sie gen lub geny tkankowo niespecyficzne,
zas w 4921 — geny tkankowo specyficzne znalazto uogOlnienie w hipotezie
Heima i Mitelmana [93], w my$l ktdrej krytycznym nastgpstwem rearanzacji
chromosomowych charakteryzujagcych nowotwory jest fuzja dwu segmentéw
chromosomowych o catkowicie réznych funkcjach. Jeden z tych segmentéw
jest specyficzny dla typu komérki, a wiec wazny w procesie réznicowania,
podczas gdy drugi zawiera materiat genetyczny stymulujgcy proliferacje, ale
jest tkankowo niespecyficzny. Wprawdzie nic nie wiemy o przypuszczalnym
genie lub genach zwiagzanych z r6znicowaniem, a znajdujgcych sie w dtugich
ramionach chromosomu 4, nie jest jednak wykluczone, ze c-ets-1 nalezy do
gendéw kontrolujgcych wzrost komorek, co moze ttumaczy¢ dlaczego segment
11g23 stanowi goragce miejsce (hot spot) w cytogenetyce nowotworéw. Uderza-
jaca czesto$¢ rearanzacji 11923 w biataczkach niemowlat i matych dzieci
sugeruje, ze odcinek ten podlega innej kontroli transkrypcji u ptodu, a innej
u oséb dorostych [92].

BIALACZKA O MIESZANYM FENOTYPIE Ph'-DODATNIA

Stass i Mirro [200] méwia o 5 przypadkach wykrytych przez nich
biataczkach o mieszanym fenotypie (limfo-mieloidalnych) Ph'-dodatnich.

Chromosom Ph' (229-) powstaje wskutek wymiennej translokacji miedzy chromosomami
9 i 22 — t/9;22//q34.1;ql 1.21/ i jest uwazany za cytogenetyczny marker przewlektej biataczki
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szpikowej [47, 186], Chromosom Ph' stanowi nabyta nieprawidtowo$¢ i wystepuje w komérkach
hemopoetycznych wszystkich linii i w ich prekursorach [189]. Punkty ztaman w dtugich
ramionach chromosomu 22 /22q11.21/ sa zgrupowane w matym odcinku DNA, ktéry lezy
w $rodkowej czesSci genu ber (od break-point cluster region), w chromosomie 22 [81, 95],
Proto-onkogen c-abl, ktéry w warunkach prawidtowych znajduje sie w dtugich ramionach
chromosomu 9 /9q34/, w przypadku t/9;22/ zostaje przemieszczony do diugiego ramienia
chromosomu 22 [47], c-abl wykazuje szereg homologii z onkogenami v-abl dwu transformujacych
retrowirusow:

— wirusa Abelsona biataczki myszy (Abelson murine leukemia virus, w skrécie Ab-
MuLV) [220],

— szczepem 2 wirusa Hardy-Zuckerman miesaka kotéw (Hardy-Zuckerman 2 feline sarcoma
virus, w skrécie HZ-2-FeSV) [16].

W nastepstwie translokacji koniec 5'bcr i c-abl pozostajg w tej samej orientacji transkrypcyjnej.

W prawidtowych komérkach zaréwno hemopoetycznych, jak i niehemopoetycznych c-abl
ulega transkrypcji w dwie molekuty mRNA dtugosci 6 i 7 kz [225], ktére z kolei ulegaja translacji
w biatko o ciezarze czasteczkowym 145 kd — p 145c'abl (Tab. 13), wykazujgce niewielkiego stop-
nia aktywno$¢ kinazy tyrozynowej [123]. Natomiast w przypadkach klasycznej t/9;22/ powstaje
nowy transkrypt c-abl diugosci ok. 85 kz [12, 28, 39, 67]. Klonowanie stykowego rejonu
z chromosomu 22 ujawnito, ze nieprawidtowo diugi transkrypt mRNA jest molekuta hybrydowa
zawierajaca egzony z korca 5'ber (egzon b 2, lub egzon b 3 ber) pozostajacego w chromosomie 22,
jak i prawie wszystkie egzony (z wyjatkiem egzonu 1) z translokowanego c-abl [197], Tak wiec ber
ulega rearanzacji i powstaje nowy gen, ktérego cze$¢ 5 pochodzi z sekwencji ber, za$ cze$¢ 3'
z sekwencji c-abl. Nieprawidtlowy mRNA dtugosci 8,5 kz ulega translacji w unikalne biatko
0 ciezarze czasteczkowym 210 kd — p 210hcr'abl [9, 12, 28, 82, 197] (Tab. 13). W tym nowym biatku
p 210ber'abl koniec aminowy prawidtowego biatka p 145cabl sktadajacy sie z ok. 25 aminokwasow
zostaje zastgpiony przez 600-700 aminokwaséw kodowanych przez ber. Podobnie w biatku p 160
kodowanym przez v-abl Ab-MuLV 113 aminokwaséw z korica aminowego prawidtowego biatka
kodowanego przez komérkowy gen abl zostaje zastagpionych przez 236 aminokwaséw kodowanych
przez gen gag retrowirusa [2].

Wystepuje jednak co najmniej jedna istotna r6znica czynnos$ciowa miedzy produktem
hybrydowego genu bcr-abl a produktem prawidtowego c-abl. Mianowicie p 210bcr'abl, podobnie
zreszty jak i biatko kodowane przez v-abl retrowirusa, wykazuje aktywno$¢ kinazy tyrozynowej,
znacznie wyzsza niz prawidtowe biatko p 145c"abl [118, 122, 123]. A zatem, jak si¢ wydaje, hybryda
p 210bcr'abl ma krytyczne znaczenie w transformacji nowotworowej.

Chromosom Ph' nie jest patognomoniczny dla przewlektej biataczki szpikowej. Wystepuje on
takze w 25-30% przypadkéw ostrych biataczek limfoblastycznych dorostych i 2-10% biataczek
tego samego typu u dzieci [177, 187], a takze w kilku procentach przypadkéw ostrej biataczki
szpikowej [187]. Dotychczasowe dane wskazuja, ze chociaz punkty ztaman w przewlektej biataczce
szpikowej i w ostrej biataczce limfoblastycznej, obu Ph'-dodatnich, w mikroskopie $wietlnym
wydajg sie zlokalizowane w tym samym miejscu, to jednak istniejg zasadnicze r6znice molekularne.
Obecnie méwi sie o dwu molekularnie réznych chromosomach Ph' [7, 96, 97, 126], W ok. 50%
ostrych biataczek limfoblastycznych dorostych i w wiekszosci przypadkéw tych biataczek u dzieci
ztamanie w chromosomie 22ql 1 lezy bardziej proksymalnie niz u pacjentow z przewlektg biataczka

szpikowg — w obrebie pierwszego intronu genu ber [7, 97], wskutek czego nie ulega on
rearanzacji. Translokacja c-abl do tak okrojonego rejonu ber powoduje, ze transkrypcyjny mRNA
jest mniejszy — wielko$ci 7 kz, podobnie jak kodowane chimeryczne biatko o ciezarze

czasteczkowym 190 kd - p 190cabl [29, 36, 55, 97, 128, 222] (Tab. 13). W tym mRNA pierwszy
egzon genu ber (e 1)jest ztgczony z drugim egzonem c-abl, co daje w ramce odczytu (reading frame)
potaczenie e 1-a 2 [55, 97], Biatko p 190c'abl, podobnie jak p 210bcrabl, wykazuje wysokiego
stopnia aktywno$¢ kinazy tyrozynowej [29, 36, 128, 222].
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Wydaje sie jednak, ze p 190cabl odgrywa role nie tylko w rozwoju ostrej biataczki
limfoblastycznej Ph'-dodatniej. Niedawno wykazano, ze w ostrej biataczce szpikowej Ph'-dodatniej
punkt ztamania w 22q 11 znajduje sie w odlegtosci 5,8 kz od locus ber i takze powstaje p 190cabl
[129], A zatem p 190cabl nie bytoby specyficzne dla ostrych biataczek limfoblastycznych.

Reasumujac: w przewlektych i ostrych biataczkach Ph'-dodatnich u wiekszo$ci pacjentéw
wystepuje rearanzacja genu ber i ekspresja p 210bcr abl, jednakze okoto potowa przypadkéw ostrych
biataczek limfoblastycznych Ph'-dodatnich przebiega bez rearanzacji genu ber z ekspresjg
p 190c'abl. Te dwie molekularnie rézne grupy ostrych biataczek limfoblastycznych Ph'-dodatnich
(pacjenci z p 190cabl i pacjenci z p 210bcrabl) charakteryzuje podobny obraz kliniczny i mor-
fologiczny [29, 36, 48, 54, 97, 127, 128, 168, 183, 195, 222], chociaz réznice genetyczne mogag miec
znaczenie biologiczne. Nie jest wykluczone, ze t/9;22/ przebiegajaca z rearanzacjag genu ber
zachodzi w innej komérce docelowej, niz w przypadkach przebiegajagcych bez rearanzacji ber
(wielopotencjalna komoérka macierzysta vs. komérka ukierunkowana do réznicowania w linie
limfoidalng). Alternatywnie p 210bcr'abl moze mie¢ inng lokalizacje w obrebie struktur komar-
kowych lub dziata¢ na inny substrat niz p 190c'abl. Obecno$¢ p210hbcr'abl sprawia, ze ostra biataczka
Ph'-dodatnia jest w zasadzie nieodr6znialna od przetomu blastycznego w przebiegu przewlektej
biataczki szpikowej [105] i sugeruje, ze jest to ta sama choroba, w ktérej faza rozpoznawana jako
ostra biataczka limfoblastyczna jest w istocie przetomem blastycznym w przewlektej biataczce
szpikowej przebiegajacej klinicznie w spos6b skryty. Natomiast ostre biataczki Ph'-dodatnie
z ekspresja p 190cabl moga odpowiada¢ prawdziwej biataczce de novo. By¢é moze w Kkilku
opisanych dotychczas przypadkach ostrej biataczki o mieszanym fenotypie Ph'-dodatniej wy-
stepuja jeszcze inne zmiany molekularne.

BIALXcZKA O MIESZANYM FENOTYPIE Z INWERSJA /16//pl13q22/

Niedawno Paietta i wsp. [169] opublikowali przypadek ostrej biataczki
0 mieszanym fenotypie ze zwiekszong eozynofilig i inwersjg chromosomu 16 —
inv/16//pl3g22/. Biataczkowe komorki morfologicznie odpowiadajgce mielo-
monocytom (typ M-4, Tab. 2) wykazywaly rdwnoczesng ekspresje TdT, ktora
autorzy uwazajg za marker linii limfoidalnej, i reagowaly z przeciwcialem
monoklonalnym VIM-2 specyficznym dla mielomonocytéw [119]. Takze
Hogge i wsp. [101], ktérzy u 6 pacjentow z biataczkg mielomonocytowgq
1inv/16/ badali aktywnos$¢ TdT, w dwu przypadkach wykryli, ze 20-25%
biataczkowych blastow byto TdT dodatnich. Wszystkie te badania sugerujg
wzglednie czeste wystepowanie mieszanych fenotypéw w biataczkach z inv/I 6/.

Uwaza sie, ze inv/l6//p 13922/ jest zwigzana ze szczegOlnym wariantem
biataczki mielomonocytowej (typ M-4, Tab. 2) przebiegajacym z eozynofilig
w szpiku [65]. W Tab. 14 cytowanej z pewng modyfikacjg z pracy Koefflera
[121] przedstawiono gtdwne cechy tej biataczki.

EKSPRESJA c-fos W BIALACZKACH O MIESZANYM FENOTYPIE

c-fos jest proto-onkogenem, ktérego statg i wysokiego stopnia ekspresje
obserwowano w biataczkach o. mieszanym fenotypie [174], a takze w ostrych
biataczkach mielomonocytowych (typ M-4, Tab. 2) i monoblastycznych (typ.



BIALACZKA O MIESZANYM FENOTYPIE 387

M-5, Tab. 2) [134, 143, 174]. Biataczki o mieszanym fenotypie, badane przez
Pinto i wsp. [174], wykazywaly réwnocze$nie markery linii komdrki B, jak
i monocytéw, nie przeprowadzono jednak badan kariotypu. Natomiast w ost-
rych biataczkach mieloblastycznych (typy M-I, M-2 i M-3, Tab. 2), w eryt-
roleukemii (typ M-6, Tab. 2) i w biataczkach limfoblastycznych Bi T komor-
kowych transkrypcja c-fos pozostawata na niskim poziomie. Autorzy sugeruja,
ze ekspresja c-fos wystepuje tylko w tych komoérkach linii szpikowej lub
limfoidalnej, ktére pod wptywem TPA uzyskujg staty fenotyp odpowiadajacy
monocytom (monocyte-like phenotype). Whnioski te sg zgodne z innymi
badaniami, w ktérych zaréwno w liniach komoérkowych wyprowadzonych
z ostrych biataczek szpikowych cztowieka (linie U-937, HL-60), jak i myszy
(linia WEHI-3), pobudzonych do réznicowania w makrofagi przez TPA [153,
161, 162] lub czynnikiem wzrostowym pobudzajgcym wytwarzanie kolonii
(colony stimulating factor, w skrécie CSF) [69] uzyskano transkrypcje c-fos
i pojawienie sie produktu c-fos. Z drugiej strony Mitchell i wsp. [152] sgdzg, ze
ekspresja c-fos nie jest konieczna dla réznicowania komorek linii szpikowej
w makrofagi. Jako przyktad podajg wariant komdrek linii HL-60 oporny na
TPA, ktory moze zosta¢ pobudzony do rdznicowania w makrofagi bez
towarzyszacej ekspresji c-fos. (Linia HLA-60 zostata wyprowadzona z komo-
rek krwi pacjenta z ostrg biataczkg promielocytowgq i jest uwazana za linie
promielocytéw, ktérag jednak mozna pobudzi¢ do réznicowania w granulocyty
i makrofagi).

Komoérkowy proto-onkogen c-fos wykazuje pewna homologie z onkogenami dwu odmien-
nych retrowirusow, wywotujacych podobne histologicznie i patologicznie miesaki kosci u myszy.
Sg to:

wirus Finkel-Biskis-Jinkins miesaka kosci myszy (Finkel-Biskis-Jinkins mouse osteosarcoma
virus, w skrocie FBJ-MSV) wyizolowany z wystepujacych spontanicznie migsakéw kosci u myszy
szczepu CF-1 [59, 60];

wirus Finkel-Biskis-Reilly miesaka kosci myszy (Finkel-Biskis-Reilly mouse osteosarcoma
virus, w skrécie FBR-MSV), wyizolowany z miesaka kosci wywotanego napromienianiem 90Sr
myszy szczepu X/Gf [61].

Proto-onkogen c-fos u cztowieka zlokalizowano w dtugich ramionach chromosomu 14
/14924.3-931/ [10, cyt. wg 90],

Produkt c-fos — fosfoproteiria o ciezarzeNizgsteczkowym 55 kd (p 55c fos) [41, 42] znajduje sie
w jadrze komdrkowym i tworzy kompleksowy zwigzek z innym biatkiem p 39 [41, 43, 44],
Ekspresja c-fos mMRNA jest najwyzsza w zyciu ptodowym w owodni, w czesci trzewnej woreczka
z6ttkowego i w tozysku, a od 14 dnia cigzy w ptodowej watrobie (tkanka hemopoetyczna). W zyciu
pozaptodowym ekspresja c-fos mMRNA wystepuje zwitaszcza w komérkach linii monocy-
tobw-makrofagéw, a takze w komoérkach innych linii hemopoetycznych [161, 162].

Role c-fos w proliferacji komérkowej badano w modelu mysich fibroblastéw (linia komor-
kowa NIH 3T3). Gdy pozostajace w fazie spoczynkowej (GO) cyklu komérkowego fibroblasty
NIH 3T3 stymulowano ptodowg surowica cielecag zawierajagca czynniki wzrostowe, uzyskiwano
w ciggu 10-12 godzin zsynchronizowane wejscie populacji komérkowej w faze S cyklu komar-
kowego [160], W ciggu 30 minut od stymulacji surowicg ptodowga wystepuje co najmniej 50-krotny
wzrost poziomu c-fos mMRNA z gwattownym obnizeniem sie, w ciggu nastepnych 90 minut, do
podstawowego poziomu ekspresji [27, 38, 79, 115, 125, 160]. Ekspresja c-fos wyprzedza ekspresje
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innego proto-onkogenu — c-myc, ktérego produkt réwniez znajduje sie w jadrze komérkowym.
W zrost poziomu c-fos mMRNA jest w gtdwnej mierze nastepstwem aktywacji transkrypcji [79], Tak
wiec ekspresja c-fos jest najwczes$niejszym ze znanych dotychczas efektow wptywu czynnikéw
wzrostowych na ekspresje réznych genoéw. Aktywacja c-fos i c-myc jest, jak sie wydaje,
odpowiedzig na interakcje czynnik wzrostowy-receptor, interakcje, ktora uruchamia caty tancuch
przekaznikowy nadajacy odpowiednig informacje do jadra komdérkowego [24], Jednakze w dal-
szym przebiegu cyklu komdérkowego, komdrek N1H 3T3, ekspresja c-fos mMRNA pozostaje na
bardzo niskim poziomie lub jest wrecz niewykrywalna [23]. Sugeruje to, ze stata wysoka ekspresja
c-fos nie jest konieczna dla ciggtosci cyklu komérek NIH 3T3. Jednakze rola c-fos w pod-
trzymywaniu prawidtowej proliferacji nie moze by¢ catkowicie wykluczona, poniewaz stwierdzono,
ze w rosnagcych komérkach, w poréwnaniu z komérkami pozostajgcymi w fazie spoczynkowej,
wystepuje nieznaczny wzrost ekspresji c-fos [160],

Ekspresja c-fos, podobnie jak c-myc, czyni komdrke ,kompetentng”, tj. moze ona syn-
tetyzowaé DNA niezaleznie od ,czynnikéw kompetencji wzrostu”, jak np. czynnik wzrostowy
fibroblastéw (fibroblast growth factor, w skrécie FGF) lub PDGF. Jakkolwiek do dalszego
wzrostu komoérki konieczne sg ,,czynniki progresji wzrostu”, jak np. somatomedyny [201], c-fos
i c-myc dziatajg wspolnie, pobudzajac komérke do podziatu [24].

Nie jest wykluczone, ze ekspresja c-fos w komorkach ostrych biataczek
0 mieszanym fenotypie, jak i biataczek nielomonocytowych i monoblastycz-
nych, ktéra ma byé molekularnym markerem réznicowania monocytoidalnego
komorek biataczkowych [143, 174], Swiadczy po prostu o uniezaleznieniu sie

tych komorek od zewngtrz pochodnych ,,czynnikdw kompetencji wzrostu”.

PRZELACZANIE LINII ROZNICOWANIA

Kaneko i wsp. [111] u jednego pacjenta z ostrg biataczkg i punktem
ztamania w 23 chromosomu 11 /t/l 1; 19//q23; pil// obserwowali w nawrocie
(po czeSciowej remisji) zmiane morfologii i fenotypu immunologicznego bia-
taczkowych komorek, ktérych kariotyp nadal jednak zachowywat t/I 1; 19/.
Poczatkowo biataczkowe komdérki morfologicznie odpowiadaty typowi L-I
(Tab. 1) i wykazywatly antygeny powszechnej ostrej biataczki limfoblastycznej,
ale w nawrocie proliferowaty komérki typu M-5b (Tab. 2) noszace markery
linii monocytéw i mielomonocytow.

Stass i Mirro [200] w retrospektywnych badaniach 150 chorych z na-
wrotem ostrej biataczki limfoblastycznej lub szpikowej, u 13 o0s6b (8,6%)
obserwowali przetgczanie linii r6znicowania. Autorzy sadzg jednak, ze w tym
materiale cze$¢ przypadkéw stanowig biataczki de novo, poniewaz wystepowa-
ta zmiana kariotypu biataczkowych komdrek, na co niewatpliwy wplyw
wywierata chemioterapia.

Doskonatego przyktadu na zwigzek miedzy liniami limfoidalng i mieloidal-
ng dostarczaja badania eksperymentalne, w ktérych wywotywano transformac-
je komadrek szpikowych myszy wirusem J 2 posiadajgcym dwa onkogeny v-myc
1v-raf. J 2 jest wytworzong laboratoryjnie hybryda, na ktérg skiadajg sie:

— fragmenty konca 5 onkogenu raf retrowirusa miesaka myszy (w skrocie
MSV),
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— fragmenty konca 3' onkogenu mil retrowirusa szczepu Mill-Hill No
2 mielocytomatozy ptakdéw (w skrocie MH 2) (onkogen mil u ptakow jest
odpowiednikiem raf u myszy),

— fragment 5 onkogenu myc MH 2,

— oraz koniec 3' onkogenu myc retrowirusa MC 29 mielocytomatozy
ptakow ( w skrocie MC 29) [37].
Klinken i wsp. [cyt. wg 117] wykazali, ze poczatkowo rozwijajace sie kolonie
wyprowadzone z zakazonych przez J 2 komorek szpiku myszy miaty wytgcznie
fenotyp komdrki pre-B, jednakze w miare dalszego rozwoju nieoczekiwanie
komorki pre-B zmieniaty sie w makrofagi, chociaz inne dojrzewaty do komérek
noszacych powierzchniowe Ig. Natomiast komorki zakazone tylko jednym
onkogenem, v-raf lub v-myc, pozostawaly jako stabilne transformanty pre-B.
Jedna z interpretacji tych wynikow zaktada, ze wirus v-myc/v-raf transformuje
bipotencjalne komaérki ukierunkowane, ktére mogga réznicowac sie albo w linie
B, albo mieloidalng. Alternatywnie — kombinacja v-myc/v-raf moze niszczy¢
zaprogramowanie ukierunkowanych komérek B i powodowac przetgczanie
w linie mieloidalng. Powstata zatem konieczno$¢ odrdznienia transformacji
komorki  bipotencjalnej wywotanej przez wirusa v-mbc/v-raf od procesu
przetaczania przez tegoz wirusa linii limfoidalnej w linie makrofagéw. Badania
Klinkena i wsp. [117] jednoznacznie wykazaty, ze linie komorki B mogg ulec
konwersji w makrofagi. W badaniach swych autorzy postuzyli sie transgenicz-
nymi myszami E mi-myc. Transgeniczne myszy E mi-myc sg to myszy, do
ktorych komdrek embrionalnych wprowadzono c-myc w potgczeniu z sekwen-
cjami wzmacniajacymi ekspresje czesci statej IgH (enhancer mi, w skrocie E mi).
Wzmacniacz IgHwymusza ekspresje transgenu c-myc wytacznie w komdérkach
linii B [3, 5]. Ciagta ekspresja c-myc powoduje wzrost ilosci komorek pre-B
w szczeg6lnej fazie, zwanej faza przedbiataczkowga, po ktérej moze nastgpic
rozwoj jawnych nowotworéw pre-B lub B-komdrkowych [85, 130]. Klinken
i wsp. [117] wykazali, ze wprowadzenie v-raf albo do klonowanych komdrek
linii chtoniaka B komoérkowego E mi-myc, albo do komoérek linii B wy-
prowadzonych ze szpiku transgenicznych myszy w fazie przedbiataczkowej,
moze powodowac ich konwersje w makrofagi. Tak wiec rGwnoczesna ekspresja
myc i raf powoduje zmiang genetycznego programu réznicowania limfocytéw
w makrofagi. Z szesSciu klonowanych przez autoréw linii, ktore przeszty te
dramatyczng konwersje, trzy byty w stadium komorki pre-B, a trzy w stadium
dojrzatej komorki B. Przetgczanie linii réznicowania w ciggtej hodowli
wystepowato dopiero po 6-14 tygodniach, co sugeruje, ze miato miejsce po 70
do 200 cyklach replikacyjnych. Przeobrazone komorki wykazywaty zdolnosci
adherencyjne i fagocytowaty, rozmiarami i cechami morfologicznymi od-
powiadaty makrofagom, wytwarzaty enzymy charakteryzujgce makrofagi (lizo-
zym), a takze nosity mieloidalne markery powierzchni. Ich wzrost w hodowli
byt niezalezny od 2-merkaptoetanolu, ktdry jest konieczny do wzrostu
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limfocytow B, ale nie do wzrostu komorek mieloidalnych. Co wiecej, makrofagi
wykazujace cechy niedojrzatosci mogly zosta¢ pobudzone do dojrzewania.
Z drugiej jednak strony pomimo utraty markeré6w powierzchniowych charak-
teryzujgcych linie limfocytéw B, tgcznie z powierzchniowymi lg, makrofagi te
zachowaty rearanzacje genu Ig swego macierzystego klonu. Chociaz ekspresja
transgenu E mi-myc ulegata zmniejszeniu lub catkowicie zanikata w bardziej
zréznicowanych liniach, to jednak nadal zachowywaty one onkogennos¢. Linie
te wytwarzaty czynnik wzrostowy pobudzajacy wytwarzanie kolonii granulo-
cytéw-makrofagéw (w skrocie G,M-CSF) i w wiekszosci wykazywaly nie-
prawidtowosci kariotypu.

Powyzsze wyniki wskazujg, ze wprowadzenie dodatkowego onkogenu
w podatng komdrke powoduje jej przeprogramowanie (przeprogramowanie
limfocytow B w makrofagi). By¢ moze obserwowane u ludzi przetgczanie linii
réznicowania w przebiegu niektérych biataczek odzwierciedla aktywacje doda-
tkowych onkogenow.

TABELA 1

Morfologiczna klasyfikacja ostrych biataczek limfoblastycznych wg grupy hematologéw francus-
kich, amerykanskich i brytyjskich (Klasyfikacja FAB) [13]

Typ biataczki limfoblastycznej

Cechy cytologiczne

Wielko$¢ komorki

Chromatyna jadra

Ksztatt jadra

Jaderka
Cytoplazma

Zasadochtonno$¢
cytoplazmy

W akuolizacja

L-1
(typ mikrolimfo-
blastyczny)

Mate komorki
(homogenna popu-
lacja)

Homogenna

Regularny

Niewyrazne
Skapa

Stabo zasadochtonna

Zmienna

L-2
(typ heterogenny)

Przewazajg duze ko-
morki, ale populac-
ja wykazuje hetero-
gennosé

Zmienna, czesto wy-
stepuje heterogenny
obraz chromatyny
jadra

Wociecia, zgbkowanie

Bardzo wyrazne
Umiarkowana il6s¢

Zmienna

Zmienna

L-3
(typ komoérki chtonia-
ka Burkitta)

Duze komérki (ho-
mogenna popu-
lacja)

Zmienna (delikatne
kropkowanie)

Regularny (owalny,
lub okragty)

Bardzo wyrazne
Umiarkowana ilo$¢

Silnie zasadochtonna

Zwykle uderzajaca
wakuolizacja



BIALACZKA O MIESZANYM FENOTYPIE 391

TABELA 2

Morfologiczna klasyfikacja ostrych biataczek szpikowych wg grupy hematologéw francuskich,
amerykanskich i brytyjskich (Klasyfikacja FAB) [13]

Czestosé

Podgrupa Typ biataczki wystepo- Morfologia
wania

M-I Ostra biataczka
szpikowa bez
cech dojrzewa-
nia

M-2 Ostra biataczka
szpikowa
z dojrzewaniem

M-3 i M-3V Ostra biataczka
promielocytowa

M-4 i Ostra biataczka
M-4eo mielomonocy-
towa

M-5aib Ostra biataczka
monocytowa

Przewazaja niedojrzate mieloblasty, od-

setek promielocytéw, mielocytéw lub
monocytow nie przekracza 10%,

w sporadycznych komdrkach moga
wystepowacé pateczki Auera*.

Przewazajg niedojrzate mieloblasty, jed-

nakze odsetek promielocytow i mie-
locytow przekracza 10%, odsetek
monocytéw jest mniejszy od 20%.
Moga wystepowac pateczki Auera.
Wiekszos¢ komorek jest peroksyda-
zo-dodatnia.

Przewazajg promielocyty (powyzej 30%),

czesto w cytoplazmie komérek wy-
stepujg cate wigzki pateczek Auera.
Biataczkowe komarki ,,in vitro” sto-
sunkowo tatwo moga zosta¢ pobu-
dzone do r6znicowania w granulocyty
lub makrofagi. Klinicznie u okoto
80% chorych, w czasie rozpoznania
lub w czasie chemioterapii inicjujacej
remisje, wystepuje zesp6t rozsianego
wewnatrznaczyniowego Kkrzepniecia.
W wariancie mikrogranularnym M-3V
ziarnisto$ci nie sg widoczne w mikros-
kopie $wietlnym, a ponadto wystepuja
charakterystyczne dwuptatowe lub
nerkowate jadra.

*Mieszana populacja nieprawidtowych

monocytow (powyzej 20%) oraz
mieloblastéw i promielocytéw
(powyzej 20%).

W wariancie M-4EO (czesto$¢ wyste-
powania okoto 5%) odsetek eozyno-
-fili w szpiku waha sie 1-30%.

Przewazajg komdérki monocytoidalne
(powyzej 80%).
W wariancie M-5a niedojrzate mo-
noblasty przekraczaja 80%.
W wariancie M-5b bardziej dojrzate
monocyty przekraczajag 20%.



392 Z M. RUPNIEWSKA, M. KOWAL

Tab. 2, cd.
Czestos¢
Podgrupa Typ biataczki wystepo- Morfologia
wania
M-6 Ostra erytro- 5% Przewazajg mieloblasty i erytro-
leukemia blasty (powyzej 50%). Patologiczne
wielojgdrzaste erytroblasty zawierajg
bloki ziaren PAS-dodatnich
M-7 Ostra biataczka ponizej 5% Metody ultrastrukturalno-cytochemicz-
megakario- ne pozwolity na wykrycie w bia-
blastyczna taczkowych komoérkach peroksydazy

ptytkowej, a badania fenotypu im-
munologicznego ujawnity ekspresje
antygendéw megakariocytéw, takich
jak: glikoproteiny plytkowe Ib i
Ilb/I11a i/lub antygen zwigzany

z VIl czynnikiem krzepniecia. Pra-
wie u wszystkich pacjentéw wystepuje
zwtéknienie szpiku, a u 20-40%
obserwowano ostrg mielofibroze, co
by¢ moze pozostaje w zwiagzku z fak-
tem, ze megakariocyty wytwarzajg
czynnik wzrostowy z ptytek (platelet
derived growth factor, w skrécie
PDGF), ktory pobudza proliferacje
fibroblastow.

* Pateczki Auera sa azurofilnymi, wrzecionowatymi lub pateczkowatymi wtragtami cytoplazmatycznymi, spotykanymi
w komérkach blastycznych najczeéciej w biataczkach typu M-2 i M-3. Badania ultrastrukturalne potaczone z badaniami
wyposazenia enzymatycznego pateczek Auera wykazaty aktywno$¢ peroksydazy, kwasnej fosfatazy oraz niespecyficznych
esteraz.

TABELA 3

Antygeny wystepujace na komdrkach biataczkowych blastow wychodzacych z linii B (opracowa-
no na podstawie [26, 64, 141, 163, 215])

Ciezar
Nazwa antygenu wg czastecz-
CD /*/ lub innej Ekspresja antygenu
nomenklatury kowy anty-
genu (kd) 1

HLA-DR 29 i 33 Prekursorowe limjopoetyczne komorki szpiku.
(Il klasa antygenow Komérki B.

uktadu HLA, anty- Niektdre plazmocyty.

geny la-like) Aktywne komorki T.

Makrofagi, niektére monocyty i granulocyty.

Ostre biataczki limfoblastyczne wychodzace z bardzo
wczesnych rozwojowo prekursorow komdrek B (daw-
niejsza nazwa biataczki ,,nuli” komérkowe) oraz
z bardziej dojrzatych komérek B.



Tab. 3, cd.

Nazwa antygenu wg
CD /*/ lub innej
nomenklatury

CD19
(anty-B4)

CD10
(anty-CALLA,
J5, BA-3)

CD20
(anty-Bl)

CD22
(przeciwciata HDG,
HD39, SCHCL-2)
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Ciezar
czastecz-
kowy anty-
genu (kd)

95

100

35

135

393

Ekspresja antygenu

Okoto 10% przypadkéw ostrych biataczek limfobla-
stycznych wychodzacych z linii komorek T.
Ostre biataczki szpikowe.

Antygen bardzo wczesnych komédrek ukierunkowanych
w linie B.

Inne komérki linii B.

Ostre biataczki limfoblastyczne wychodzace z linii ko-
morek B. Foon i Todd [64] uwazajg przeciwciato
anty-B4 za najbardziej specyficzne dla ostrych bia-
taczek limfoblastycznych B-komérkowych.

Komérki szpiku ukierunkowane w linie B/HLA-DR +
oraz zaréwno TdT+, jak i TdT-.

Antygen powszechnych ostrych biataczek limfoblastycz-
nych (common acute lymphoblastic leukaemia-asso-
ciated antigen, w skrocie CALLA).

Komérki chtoniaka Burkitta.

Komérki chtoniaka guzkowego.

Komorki niektérych chioniakéw limfoblastycznych.
Komarki szpiku ukierunkowane w linie B.

Inne komérki linii B.
Ostre biataczki limfoblastyczne wychodzace z ukierun-
kowanych komérek B, komérek pre-B i komérek B.

Okoto 75% limfocytéow B.

W komérkach ukierunkowanych w linie B ekspresja
CD22 wystepuje w cytoplazmie, natomiast w bar-
dziej dojrzatych komérkach linii B — na powierz-
chni.

Zdaniem Janossy i Masona [wg 26] cytoplazma-
tyczna ekspresja CD22 charakteryzuje wigkszo$¢
ostrych biataczek limfoblastycznych B komérkowych.

* CD skrét od cluster of differentiation wg nomenklatury ustalonej przez Third International Workshop and Conference on
Human Leukocyte Differentiation Antigens w Oxfordzie w 1986 r. [170]
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TABELA 4

Antygeny wystepujace na komérkach biataczkowych blastéw wychodzacych z linii T (opracowa-
no na podstawie [26, 64, 141, 175, 176, 215, 217])

Ciezar
Nazwa antygenu
czastecz-
wg CD 7%/ lub kowy Ekspresja antygenu Komentarz
innej nomenkla-
tury antygenu
(kd)

CcD7 40 Anygen bardzo wczesnych komadrek Receptor dla IgM
(anty-Leu-9) ukierunkowanych w linie T, wyste-

puje najwczesniej ze wszystkich
markeréow linii T [175, 176] i
wszystkich innych limfocytow T
(pan-T).

Antygen wiasciwy dla wszystkich
ostrych biataczek limfoblastycznych
wychodzacych z komérek T.

CD5 65 Antygen wszystkich limfocytow T
(OKT-1, anty-T-1, i tymocytéw.
anty-Leu-1) Wystepuje w wiekszosci ostrych bia-

taczek limfoblastycznych wychodzg-
cych z komérek T (chociaz nie we
wszystkich przypadkach).

CD2 46-50 Antygen dojrzatych limfocytow T. Receptor dla ery-
(OKT-11, Wystepuje w ostrych biataczkach trocytéw bara-
anty-T-11, limfoblastycznych wychodzacych na, LFA-3
anty-Leu-5) z bardziej dojrzatych komérek T. (lymphocyte

function-asso-
ciated antigen);
odgrywa role
w aktywacji
komérek T

CD3 19-29 Antygen limfocytow T w cyklu Kompleks antyge-
(OKT-3, mitotycznym. néw specyficz-
anty-T-3, W komérkach ukierunkowanych nych dla recep-
anty-Leu-4) w linie T, ekspresja CD3 wy- tora komarki T

* CD skrot od cluster of differentiation

stepuje w cytoplazmie, nato-
miast w bardziej dojrzatych
komoérkach linii T — na po-
wierzchni.

Zdaniem Janossy i Masona [cyt.
wg 26] cytoplazmatyczna
ekspresja CD3 charakteryzuje
wigkszo$¢ biataczek limfo-
blastycznych T komorkowych.
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TABELA 5
Antygeny wystepujace na komoérkach biataczkowych blastéw wychodzacych z linii szpikowych
(opracowano na podstawie [26, 64, 86a, 141, 147, 218])

(My 1, FMC 10,
VIM-DR, VIM-D5,
DUHL 60.1)

* CD skrot od cluster of differentiation

Ciezar
Nazwa antygenu czastecz-
wg €D /*/ lub kowy Ekspresja antygenu
innej nomenkla-
tury antygenu
(kd)
CD 34 115 Komoérka macierzysta zdolna do réznicowania sig
(3C5, My 10) w linie mieloidalng i limfoidalna.
70% ostrych biataczek szpikowych i limfoblastycz-
nych (wychodzacych najczesciej z wczesnych roz-
wojowo komérek ukierunkowanych w linie B).
HLA-DR 29 i 33 Komérka macierzysta.
Prekursorowe komorki tworzace mieszane kolonie
(mixed colony forming celi, w skrécie CFU-GEMM).
Komérki tworzace kolonie granulocytéw-monocytéow
(granulocyte-monocyte colony forming celi, w skro-
cie CFU-GM).
Mieloblasty.
89% ostrych biataczek szpikowych.
S 3-13 CFU-GEMM.
CFU-GM.
Mieloblasty.
100% ostrych biataczek szpikowych.
S 8-6 CFU-GEMM.
CFU-GM.
Mieloblasty.
Promielocyty.
69% ostrych biataczek szpikowych.
CD 33 67 CFU-GEMM.
(My 9) CFU-GM.
Komoérki tworzgce kolonie erytroblastow i mega-
kariocytéw (burst forming unit, w skrécie BFU).
Komarki linii neutrofili do metamielocytéw wiacznie.
Komérki linii monocytéw, do monocytéw wiacznie.
95% ostrych biataczek szpikowych.
CDh 13 150 CFU-GM.
My 7) Wszystkie komorki linii neutrofili.
Wszystkie komorki linii monocytéw.
97% ostrych biataczek szpikowych.
CD 15 50-180 Granulocyty.
(Hapten X) Monocyty-makrofagi.

Komorki Reed-Sternberga.

Komoérki klonogenne ostrych biataczek szpikowych
(colony forming unit-acute myeloblastic leukaemia,
w skrécie CFU-AML).
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TABELA 6
Lokalizacja loci immunoglobulinowych w chromosomach cztowieka

Locus Chromosom Pi$miennictwo

Locus tancuchow ciezkich

immunoglobulin 14932 [116]
Locus tancucha lekkiego
kappa 2pll-p12 [139]
Locus tancucha lekkiego
lambda 22q11 [144]
TABELA 7

Lokalizacja loci receptora komérki T w chromosomach cztowieka

Locus Chromosom PiSmiennictwo
Locus tancucha alfa 14ql 1 [40, 49]
Locus tahAcucha beta 70932-q36 [94, 103, 156]
Locus taricucha gamma 7p13-p15 [94, 159]
Locus fancucha delta 14 (ok. 85 kz powy- [33, 80, 86,
zej rejonu statego 209]

locus tancucha alfa)

Trzy loci receptora komoérki T (alfa, beta i gamma) pokrywaja sie z miejscami tamliwymi
chromosoméw (chromosomal fragile sites), stad stosunkowo czeste translokacje obejmujace
te loci.
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TABELA 9

Z. M. RUPNIEWSKA, M. KOWAL

Klasyfikacja MIC ostrych biataczek szpikowych uwzgledniajgca zwigzek miedzy nieprawidtowos-
ciami kariotypu a morfologiag komérek biataczkowych (w nawiasach podano rzadsze zwigzki)

Nomenklatura
sugerowana
przez MIC

M2/t/8; 21/
M3/t/15; 17/
M 5a/t/llq/
M4EQ/linv/16/
MI/t19;22/
M2/t/6; 9/
M Vinv/3/

M5b/t/8; 16/
M2 Bazo/t/12p/
M4/ + 4

Czestos¢

wystepowania
(%)

ponizej
ponizej
ponizej

0,1
01
0,1

[wg 215a]

Nieprawidtowosci
kariotypu

t/8; 21/1q22; q22/
t/1'5; 17//922; ql2/
t/del/l 11123/
inv/del/16//q22/
t/9; 22/1q34; ql 1/
t/6; 9//p21-22; q34/
inv/3//q21; q26/

t/8; 16//p 11; pl3/

t/del/12//pl 1-13/
+4

TABELA 10

Morfologia wg kwalifikacji FAB

M2

M3, M3V

M5a (M5b, M4)

M4eo

M1l (M2)

M2 lub M4 z bazofilig

M1l (M2, M4, M7)
z nadptytkowosciag

M5b z fagocytoza

M2 z bazofilig

M4 (M2)

Klasyfikacja MIC ostrych biataczek szpikowych przedstawiajgca wytgcznie nieprawidtowosci
kariotypu, bez uwzglednienia specjalnych zwiazkéw z morfologiag komérek [wg 215a]

Nomenklatura
sugerowana
przez MIC

M7/+ 8
M717-7
M?/7q-
M?/5q-
M?/—Y
M7/+21
M?/9q-
M2/l 7q/
M?/20qg-
M7/+ 22

Czestos¢
wystepowania
(%)

= W w > oo

1
ponizej 0,1
ponizej 0,1
ponizej 0,1
ponizej 0,1

Nieprawidtowosci
kariotypu

+ 8
-7
79-
50-
—Y
+ 21
9¢g-
i/117q/
20qg-
+ 22
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TABELA 11

Ekspresja markeréw ,niezgodnych” z linig réznicowania w ostrych biataczkach (modyfikacja
wg [100])

Ostre biataczki okres$lane jako biataczki szpikowe

Aktywnos$¢ terminalnej transferazy dezoksynukleotydowej (w ok. 10% przypadkow)

Ekspresja CD7

Rearanzacja gendéw tancucha ciezkiego immunoglobulin lub genéw receptora komérki T
(stosunkowo czesta, zwtaszcza w przypadkach ostrych biataczek szpikowych w ktérych
wystepuje aktywno$¢ terminalnej transferazy dezoksynukleotydowej)

Ekspresja CD 10 (CALLA+)

Ostre biataczki okre$lane jako biataczki limfoblastyczne

Ekspresja mieloperoksydazy [57]

Ekspresja CD13 (My 7) i/lub CD33 (My 9) (w ponad 30% przypadkoéw ostrych biataczek
limfoblastycznych dorostych [199], CD34 (My 10) (w ponad 50% przypadkéw ostrych
biataczek limfoblastycznych [218]), a takze CDI5 (My 1)

W biataczkach limfoblastycznych T komoérkowych — rearanzacja gendw taricucha ciezkiego
immunoglobulin (czesta)
W biataczkach limfoblastycznych B komérkowych — rearanzacja gendéw receptora

komérki T (czesta)
Ostre biataczki z cechami antygenowymi zaréwno powszechnych ostrych biataczek
limfoblastycznych (ktére wychodza z linii B), jak i ostrych biataczek T komoérkowych
Ostre biataczki limfoblastyczne CDIO-ujemne (CALLA®“) wykazujgce rownoczesng
ekspresje antygenow CD 19 i CD7 [167]

TABELA 12
Ostra biataczka hybrydowa z translokacjg t/4; 11/ (modyfikacja [121])

Czesto$¢ wystepowania 5-10% wszystkich ostrych biataczek limfoblastycznych (78% wro-
dzonych ostrych biataczek limfoblastycznych)

Wiek chorych Noworodki i dzieci ponizej 18 miesigecy lub dorodli

Obraz Kliniczny Hepato-splenomegalia, wysoka leukocytoza

Fenotyp komorek Cechy morfologiczne (zw#aszcza ultrastrukturalne), badania

biataczkowych cytochemiczne i badania markeré6w immunologicznych wykazuja

cechy linii limfocytéw i monocytéw

Cechy szczeg6lne Zdolno$¢ do r6znicowania sie komorek biataczkowych w linie
monocytéw

Kariotyp t/4; 1l/1q21; q23/

Onkogen W 11g23 lezy c-ets-1, ktéry ulega translokacji do 4921

Rokowanie Zte
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TABELA 13

Zmiany molekularne w nastepstwie translokacji t/9; 22//q34; ql 1/ [wg 126]

Chromosom

Prawidtowy 9

Prawidtowy 22

9q +

Produkt transkrypcji (mMRNA) Produkt translacji (biatko)

c-abl biatko c-abl 145 kd (p 145cabl)
mRNA

6 i 7 kb

ber biatko ber 160 kd (p 160abl)
mRNA

45 i 6,7

kb

nie nie znany

znany

22q- Przewlekta biataczka szpikowa: bcr-abl p 210bcr abl

mMRNA
8.5 kb

Ostra biataczka limfoblastyczna: bcr-abl p 190c'abl

mMRNA

7,0 kb

lub lub

ber-abl p 210bcrabl
mMRNA

8.5 kb

Ostra biataczka szpikowa: nie p 190cabl (opisano tylko u jed-

znany nego pacjenta)

TABELA 14

Biataczka mielomonocytowa (M-4) z eozynofilia i nieprawidtowos$ciami chromosomu 16 (modyfi-

Czesto$¢ wystepowania
Cechy morfologiczne

Cechy histochemiczne
Kariotyp

Onkogen
Zmiany molekularne

Rokowanie

kacja wg [121])

5% wszystkich ostrych biataczek szpikowych

Komérki blastyczne o cechach mielomonocytéw (M-4), ponadto
w szpiku wystepuje zwiekszony odsetek eozynofili (1-30%)

Staby odczyn na niespecyficzng esteraze

Inwersja, translokacja, a niekiedy delecja chromosomu 16.
Znaczenie krytyczne przypisuje sie ztamaniu (w miejscu tamliwym)
w 16922

Nie znany

W 16922 znajduje sie zgrupowanie genéw metalotioneiny
(metallothionein genes cluster), ktére zawiadujag homeostazag metali
ciezkich w komdrce (przypuszcza sig, ze ich produkty wiaza i ma-
gazynujg cynk w komoérce, wptywajac w ten sposéb na réznicowa-
nie i dojrzewanie granulocytéw i monocytéw). W nastepstwie
ztamania w 11g22, np. w inv/16//pl3 q22/, lub t/16; 16//pl3; q22/
geny te ulegajg rozerwaniu. Rozerwanie locus metalotioneiny moze
wptywaé w sposdb istotny na czynno$¢ jego produktu i stanowic
wazny etap w leukemogenezie. Alternatywnie proponuje sie, ze
przeniesienie elementéw kontrolujgcych transkrypcje genow
metalotioneiny w 16pl3 moze by¢ przyczyna aktywacji nie
znanego jeszcze proto-onkogenu komdrkowego, ktéry lezy w tym
wiasnie miejscu

70-90% catkowitych remisji
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POWSTAWANIE MELANOSOMOW W KOMORKACH BARWNIKO-
WYCH ORAZ ICH UDZIAL W BIOSYNTEZIE MELANINY U SSAKOW

THE FORMATION OF MELANOSOMES WITHIN PIGMENT CELLS AND THEIR
PARTICIPATION IN MELANIN SYNTHESIS IN MAMMALS

Matgorzata POREBSKA-BUDNY

Katedra Biochemii i Biofizyki, Slagska Akademia Medyczna

Streszczenie. U ssakéw pigmentacja skdry i wtoséw jest spowodowana powstawaniem melanoso-
méw wewnatrz komérek barwnikowych (melanocytéw) oraz ich transportem i modyfikacjg
w obrebie keratynocytow. W pracy przedstawiono wspo6tczesne poglady na udziat melanosomow
w biosyntezie barwnikéw melaninowych.

Summary. In mammals, pigmentation of the skin and hair is brought about by the formation of
melanosomes within pigment cells (melanocytes) and their transport and modification within
keratinocytes. The article presents the contemporary views on the participation of melanosomes in
melanin pigment biosynthesis.

I. WSTEP

Melanosomy sg organellami komoérkowymi, wyspecjalizowanymi w biosyn-
tezie melaniny, znajdujgcymi sie w cytoplazmie komdrek barwnikowych [18,
27, 55]. Komérki barwnikowe, czyli melanocyty, wystepuja u ssakéw w warst-
wie podstawnej naskorka, w mieszkach wilosowych, w oponach miekkich
moézgu, a takze w naczyniowce i teczdwce oka. Melanocyty znajdujag sie
wprawdzie w warstwie podstawnej naskdrka, ale nigdy nie sg potgczone
z sasiednimi komdrkami za pomocg desmosoméw. Sg to komdrki roz-
gatezione, ktérych dlugie wypustki siegajg az do warstwy ziarnistej [30].
Melanocyty sg pochodzenia ektodermalnego. Komdérka macierzystg kazdego
melanocytu jest melanoblast, ktéry wyodrebnia sie¢ w grzebieniu nerwowym
i w warstwie zewnetrznej kubka wzrokowego. W czasie zycia ptodowego,
melanoblasty przemieszczaja sie do skory, osrodkowego ukiadu nerwowego
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(gtéwnie do opon miekkich) i oka. W tych miejscach ulegajg one poprzez
podziaty komorkowe przeksztatceniu w melanocyty. U cztowieka pierwsze
melanoblasty pojawiajg sie w skorze w dziesigtym tygodniu zycia ptodowego.
Liczba melanocytéw wystepujacych w jednostce powierzchni skéry jest podob-
na u roznych ras ludzkich i wynosi ok. 1200 komorek/mm2. Réznice dotyczg
aktywnosci melanocytow w tworzeniu barwnikéw melaninowych i sg uwarun-
kowane genetycznie [30].

W niniejszym opracowaniu przedstawiono wspoOtczesne poglady na po-
wstawanie melanosomdéw w melanocytach naskérka i mieszkéw witosowych
oraz na udzial melanosoméw w biosyntezie melanin u ssakow.

M. UDZIAL MELANOSOMOW W BIOSYNTEZIE MELANINY U SSAKOW

Pojedynczy melanosom skiada sie z czterech zasadniczych ukladéw bio-
chemicznych: melaniny, biatek strukturalnych matriks, enzymu tyrozynazy
oraz fosfolipidow [14]. Dojrzate melanosomy w naskorku Europejczykow
0 jasnej pigmentacji majg dtugos¢ 600-700 nm, podczas gdy u osobnikow rasy
czarnej 700-1300 nm [18], i sg one catkowicie zmelanizowanymi organellami
mniej lub bardziej gestymi elektronowo, w ktorych aktywnos$¢ tyrozynazy jest
zwykle juz niewykrywalna. W przeciwienstwie do nich, premelanosomy sg
substrukturami komorkowymi, w ktorych mozna wyrézni¢ wszystkie etapy
genezy melanosomdéw, poprzedzajace stadium peinej dojrzatosci. Premelanoso-
my charakteryzujg sie zmienng gestoscig elektronowg oraz zawartoscig aktyw-
nej tyrozynazy [23].

Tyrozynaza (EC 1.14.18.1, oksydoreduktaza; monafenol, o-difenol: 0 2)jest
gtéwnym enzymem biorgcym udziat w biosyntezie bragzowoczarnej eumelaniny
1z6toczerwonawej feomelaniny u ssakow [37]. Z tkanek czerniaka ztosliwego
ssakdw wyizolowano cztery izomery tyrozynazy TI, T2, T3 i T4, ktore sg
potranslacyjnymi modyfikacjami czgsteczki enzymu [4]. T3-tyrozynaza (m. cz.
56000-62000) jest izoenzymem prekursorowym w odniesieniu do TI-
i T4-tyrozynazy. Tl-tyrozynaza (m. cz. 65000-81000) powstaje przez przyta-
czenie kwasu sjalowego i cukrow obojetnych (mannoza, galaktoza, fukoza) do
T3-tyrozynazy. Z kolei, T4-tyrozynaza (m. cz. 102000) powstaje przez ze-
spolenie TI-tyrozynazy ze sktadnikami btony melanosomu. Izoenzym T2 jest
prawdopodobnie artefaktem powstajgcym przez dezamidacje T3-tyrozynazy
w warunkach elektroforezy [4, 37, 52]. Budowa #tancuchéw cukrowych
tyrozynazy wyizolowanej z upigmentowanych tkanek ssakéw zostata stosun-
kowo dobrze poznana. Dla przyktadu, tyrozynaza wyizolowana z czerniaka
chomika zawiera 4 tancuchy cukrowe przytaczone do tancucha polipep-
tydowego enzymu poprzez czasteczke asparaginy. Jeden z nich jest tancuchem
typu wysokomannozowego [Man3_5 GIuNAc2], a trzy pozostate sg tan-
cuchami typu ztozonego [Man3 GIuNAc RI->4/+ Fukal->6/] [29].
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Tyrozynaza katalizuje dwie wazne reakcje w szlaku Rapera-Masona,
prowadzacym do powstawania polimeru eumelaniny: hydroksylacje tyrozyny
do dihydroksyfenyloalaniny (DOPA) i utlenianie DOPA do DOPA-chinonu
[24, 42]. Powstaly DOPA-chinon zostaje przeksztalcony, poprzez leu-
ko-DOPA-chrom, DOPA-chrom, 5,6-dihydroksyindol (kwas 5,6-dihydroksyin-
dolo-2-karboksylowy), indolo-5,6-chinon i melanochrom, w polimer eumelani-
ny (rye. 1).

Rye. 1 Schemat melanogenezy wg Rapera i Masona

Badania nad tyrozynazg wyizolowang i oczyszczong z czerniaka oraz skoéry
bragzowej myszy ujawnity, ze tyrozynaza ma zdolno$¢ katalizowania rowniez
trzeciej reakcji w melanogenezie u ssakdéw, a mianowicie przeksztatcenia
5,6-dihydroksyindolu do melanochromu [21]. Reakcja ta wymaga obecnosci
DOPA jako kofaktora i jest hamowana przez tyrozyne. Odwrotnie, 5,6-di-
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hydroksyindot hamuje hydroksylacje tyrozyny do DOPA, tak ze wzgledne
stezenia tyrozyny i 5,6-dihydroksyindolu w melanocycie ssakéw sg zdolne do
regulacji melanogenezy. Badania Pawetka i wsp. [36] nad mechanizmami
regulacji melanogenezy pozwolity na zidentyfikowanie w melanosomach trzech
czynnikow:

1. czynnika konwersji DOPA-chromu, okre$lanego réwniez jako oksydo-
reduktaza DOPA-chromu, ktéry przyspiesza przeksztalcenie DOPA-chromu
do 5,6-dihydroksyindolu,

2. czynnika konwersji indolu, ktory przyspiesza przeksztatcenie 5,6-dihyd-
roksyindolu do melanochromu,

3. czynnika blokujgcego indolu, ktory hamuje przeksztatcenie 5,6-dihyd-
roksyindolu do melanochromu (rye. 1)

Barber i wsp. [1] w dosSwiadczeniach przeprowadzonych in vitro ujawnili,
ze oksydoreduktaza DOPA-chromu blokuje przeksztatcenie indoli do polime-
ru melaninowego. Wykazano, ze w nieupigmentowanych komorkach czerniaka
jest duzo czynnika blokujgcego indolu, podczas gdy komdérki upigmentowane
majg duzg zawarto$é czynnika konwersji indolu. Z kolei, czynnik konwersji
DOPA-chromu jest obecny, w przyblizeniu w réwnych ilosciach, tak w upig-
mentowanych jak i nieupigmentowanych komorkach czerniaka i nie pozostaje
pod kontrolg hormonu stymulujgcego melanocyty (MSH) [5, 26, 36]. Melano-
tropina i inne czynniki, ktére podwyzszajg poziomy cyklicznego AMP w ko-
morkach czerniaka, powodujg wzrost aktywnos$ci czynnika konwersji indolu
i spadek aktywnosci czynnika blokujgcego indolu, nie wptywajg natomiast na
aktywnos$¢ czynnika konwersji DOPA-chromu [35]. Sugeruje sie, ze aktyw-
nos$¢ czynnika konwersji indolu moze by¢ rownowazna z aktywnoscia tyrozy-
nazy.

Ryc. 2. Gtdwne szlaki metaboliczne prowadzace do powstawania eumelaniny i feomelaniny

w melanocycie ssakéw, wg [38], zmodyfikowane. — > przemiany enzymatyczne; —»przemiany

zachodzace spontanicznie lub bez udziatu enzymu; GSH — zredukowany glutation; GSSG —
utleniony glutation; cys — cysteina
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Palumbo i wsp. [31, 32] wykazali, ze jony metali (Cu2+, Ni2+, Co2+),
obecne w duzych ilosciach w tkankach melanogenicznych, katalizuja prze-
ksztatcenie DOPA-chromu w wiekszym stopniu do kwasu 5,6-dihydroksyin-
dolo-2-karboksylowego niz do 5,6-dihydroksyindolu.

Czynnikiem taczacym przemiany eumelaniny ze szlakiem feomelaniny jest
obecno$é w melanocytach cysteiny, zawierajgcej reaktywng grupe SH, ktdra
taczy sie z DOPA-chinonem w reakcji nieenzymatycznej, dajac addycyjny
zwigzek cysteinylo-DOPA [39, 40]. Dalsze przeksztatcenia tego zwigzku
prowadzg do powstania pochodnych 1,4-benzotiazyny, ktore sq bezposrednimi
prekursorami feomelaniny. Na ryc. 2 przestawiono gtéwne szlaki metaboliczne
prowadzgce do powstania eumelaniny i feomelaniny.

I1l. POWSTAWANIE MELANOSOMOW | ICH DALSZE LOSY W NASKORKOWE]
JEDNOSTCE MELANINOWE]

W naskdrku oraz mieszkach wtosowych ssakow melanocyt jest potgczony
z keratynocytami [49], tworzagc wspdlnie tzw. naskorkowgq jednostke melani-
nowg (EMU), ktérg schematycznie przedstawiono na ryc. 3 [11].

Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie naskérkowej jednostki melaninowej (EMU), wg [11],
zmodyfikowane. MS — melanosom; AG — aparat Golgiego; J — jadro; SE — siateczka
endoplazmatyczna
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Proces melanogeniczny moze by¢ rozpatrywany jako ,kaskada” procesow
potgczonych wewnetrznymi czynnikami regulacyjnymi, kt6ére pojawiajg sie,
gdy melanosom zostaje zaprogramowany do spetnienia swojego przeznaczenia
w obrebie EMU. Na ryc. 4 przedstawiono w spos6b schematyczny taka
.kaskade”. Poszczeg6lne jej etapy to:

Ryc. 4. ,Kaskada” melanogenezy w EMU, wg [11], zmodyfikowane. Poszczeg6lne etapy tej
.kaskady” opisano w tekscie

1 Indukcja melanogenezy i proliferacja melanocytu

Zwiekszenie naskdrkowej pigmentacji melaninowej zwigzane jest ze wzros-
tem liczby melanocytéw (tj. czynnikbw melaninowych) w czasie podziatu
mitotycznego, jak rdwniez ze wzrostem aktywnos$ci melanogenicznej wewnatrz
kazdego melanocytu (tj. produktéw melaninowych). Miejscowe rozmieszczenie
melanocytow w naskorku ssakdw moze ulega¢ zmianie, tzn. liczba aktywnych
melanocytéw zmniejsza sie z wiekiem lub tez wzrasta przy wielokrotnej
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ekspozycji skory na dziatanie promieniowania UV [17]. W komérkach
czerniaka indukcja melanogenezy i wzrost komarki sg ze sobg $cisle powigza-
ne. | tak, podanie MSH powoduje zwiekszenie aktywnosci tyrozynazy i nasile-
nie syntezy melaniny, zahamowanie lub pobudzenie wzrostu komérki oraz
liczne zmiany jej morfologii [34, 54]. Na powierzchni komdérek barwnikowych
zidentyfikowano receptory glikoproteinowe specyficzne dla wigzania MSH.
Pierwszym nastepstwem wynikajacym z wigzania sie MSH z receptorem
w fazie G2 cyklu komorkowego [54], jest szybki wzrost wewngatrzkomor-
kowego poziomu cyklicznego AMP, pojawiajacy sie w ciagu 5-30 min.
Kompleksy MSH-receptor ulegajg pochtonieciu drogg endocytozy. Pecherzyki
zawierajgce aktywowang cyklaze adenylowg ulegajg fuzji z premelanosomem,
co aktywuje tyrozynaze. Wzrost aktywnoS$ci tyrozynazy, w 6-8 godzin po
dodaniu MSH, jest spowodowany prawdopodobnie w wiekszym stopniu
usunieciem inhibitora tyrozynazy niz syntezg nowej czasteczki enzymu [53].
Wykazano bowiem, ze podwyzszone poziomy cyklicznego AMP aktywujag
kinaze biatkowg, ktdra katalizujgc fosforylacje inhibitora tyrozynazy, powodu-
je aktywacje tyrozynazy [20]. Wzrost aktywnos$ci tego enzymu powoduje, po
okoto 24 godzinach, zwiekszenie zawartosci melaniny w melanocycie. W tym
czasie komérki powiekszaja swoje rozmiary i rozciggaja diugie dendrytyczne
wypustki. Stopien proliferacji komorkowej, zalezny od warunkéw hodowli
i genotypdw czerniaka, moze si¢ zmniejszy¢ lub zwiekszy¢é w odpowiedzi na
podany MSH [34, 54].

2. Tworzenie sktadnikéw melanosomalnych i ich wbudowanie do melanoso-
méw znajdujacych sie w stadium | rozwoju

Biatka strukturalne i enzymatyczne melanosomu sg syntetyzowane zgodnie
z programem genetycznym, a nastepnie gromadzg sie wewnatrz otoczonych
btong wakuoli melanosoméw znajdujacych sie w stadium | rozwoju.

Biogeneza melanosomow jest w dalszym ciggu przedmiotem kontrowersji
[18]. Wedtug klasycznej teorii zaproponowanej przez Seiji i Iwashita [46, 47],
aparat Golgiego jest jedynym miejscem w komoérce, w ktérym zachodzi synteza
melanosoméw. W obrebie aparatu Golgiego, prawdopodobnie przy udziale
zwigzanych z nim szorstkich bton siateczki endoplazmatycznej, syntetyzowane
sq biatka strukturalne melanosoméw. Biatka te, zawierajace przynajmniej
15-16 polipeptydow [13], znajdujg sie w pecherzykach, ktérych struktura
opiera sie na wiokniscie uksztattowanych biatkach, zamknietych btong otacza-
jaca poszczeg6lne pecherzyki. W kazdym pecherzyku biatka podlegajg seg-
regacji, tworzagc matryce melanosomu skfadajgcag sie z kilku koncentrycznie
utozonych blaszek biatkowych. Przy zastosowaniu mikroskopu elektronowego
wykazano, ze wielko$¢ matych poczatkowo pecherzykéw aparatu Golgiego
wzrasta, jak réwniez, ze ich wewnetrzne struktury btoniaste ulegajg stopnio-
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wemu pogrubieniu, osiggajac gestos¢ btony zewnetrznej pecherzyka. Do tak
utworzonej matrycy melanosomu wbudowywana jest tyrozynaza.

Tyrozynaza syntetyzowana jest na powierzchni uktadu: aparat Golgie-
go —siateczka endoplazmatyczna —lizosom (GERL) w formie protyrozynazy
[28]. Z rybosomO6w, gdzie powstaje taricuch polipeptydowy proenzymu, biatko
zostaje uwolnione do szczelin miedzy btonami szorstkimi, a nastepnie droga
bton gtadkich zostaje przeniesione do aparatu Golgiego. Podczas tej migracji
do taricucha peptydowego enzymu zostajag dotaczone cukry obojetne (man-
noza, galaktoza, fukoza) oraz kwas sjalowy [28]. Stwierdzono, ze glikozylacja
tyrozynazy, a w szczeg6lnosci przytgczenie kwasu sjalowego, zachodzi przed
osiggnieciem przez enzym aparatu Golgiego, a nastepnie w uktadzie GERL [6,
44, 52]. Po osiggnieciu aparatu Golgiego, protyrozynaza ulega rozdzieleniu na
mate jednostki, z ktérych kazda otrzymuje bloniastag otoczke. W obrebie
kazdej otoczki czasteczki protyrozynazy zostajg ,uporzadkowane” wedtug
okre$lonego wzoru, co prawdopodobnie jest istotne dla konwersji protyrozy-
nazy w tyrozynaze [44].

Biatka strukturalne tworzg matriks melanosomu oraz czes¢ btony melano-
somalnej [14, 56]. Tyrozynaza za$ zostaje polgczona z ,potyrozynazowymi
czynnikami regulacji” (np. czynnik konwersji DOPA-chromu, czynnik bloku-
jacy indolu) w czasie jej syntezy lub bezposrednio po syntezie [1, 5, 22],

Biatka strukturalne melanosomu sg otaczane btong ograniczajagcg w ob-
rebie gtadkiej i szorstkiej siateczki endoplazmatycznej, dajagc poczatek tzw.
»Strukturalnemu melanosomowi”. W tym czasie przypuszczalnie specyficzne
biatka i lipidy sg dotgczone do struktury blony melanosomalnej. Praw-
dopodobnie lipidy, poczatkowo zlokalizowane na powierzchni zewnetrznej,
reguluja funkcjonalne rdéznicowanie sie melanosoméw, podczas gdy biatka
melanosomow, pierwotnie tworzgce kore, kontrolujg strukturalne réznicowa-
nie sie tych organelli [14]. Czasteczki glikozylowanej Tl-tyrozynazy, potaczo-
ne z ,,potyrozynazowymi czynnikami regulacji” sg zamykane wewnatrz otoczo-
nych pecherzykéw w ukiadzie GERL. Wytworzone w ten sposéb tzw. ciatka
pecherzykowato-kuliste (wielkosci 40 nm i nie wykazujgce wysokiej gestosci
elektronowej) zlewaja sie ze ,,strukturalnymi melanosomami” i sa wiaczane do
ich wnetrza [16]. Prawdopodobnie pewne biatka i lipidy oraz ich potgczenia
biorg udzial w rozpoznawaniu ,strukturalnych melanosomoéw” i otoczonych
pecherzykéw. W ten sposOb powstaje melanosom znajdujgcy sie w stadium
I rozwoju, czyli premelanosom, ktory jest okragta wakuolg, o wymiarach:
200-500 nm dtugosci i 100-500 nm szerokos$ci, zawierajacg nie ukierunkowane
wiokienka lub blaszki biatek strukturalnych oraz mikropecherzyki [10, 23].

Ostatnio przeprowadzono badania majace na celu wyjasnienie, w jaki
sposoOb tyrozynaza jest aktywowana, aby na pewnym etapie rozwoju melanoso-
mu rozpoczac synteze melaniny. Wykazano, ze otoczone pecherzyki, po zlaniu
sie z wczesng postacig melanosomu, przenoszg do premelanosomu glikozylo-
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wang Tl-tyrozynaze, co prowadzi do powstania izomeru potgczonego z btong
melanosomalng, tj. T4-tyrozynazy [6, 29] oraz do zapoczgtkowania tworzenia
melaniny wewnatrz premelanosomu. Prawdopodobnie sygnatem dla we-
wnatrzkomdrkowego procesu transportu tyrozynazy do premelanosomu sg
wszystkie taricuchy cukrowe enzymu, a zwitaszcza taficuchy typu wysokoman-
nozowego [29]. Z kolei, badania przeprowadzone przez Imokawa i Mishima
[7] z zastosowaniem inhibitorow glikozylacji (glukozamina i tunikamycyna)
wykazaty, ze N-glikozylacja tyrozynazy oraz biatek premelanosomu jest
kluczowym sygnatem dla transportu enzymu z otoczonych pecherzykéw
w uktadzie GERL do premelanosomow, a zatem dla melanizacji melanoso-
méw. Mozna wiec wnioskowaé, ze melanogeneza jest regulowana przez
wewnatrzkomorkowe dojrzewanie i przemieszczanie sie tyrozynazy. Hatta
i wsp. [3] wykazali, ze otoczone pecherzyki transportujg do premelanosomow
réGwniez monomery melaniny, gtéwnie 5, 6-dihydroksyindol i kwas 5, 6-dihyd-
roksyindolo-2-karboksylowy.

Otoczone pecherzyki zawierajg, oprécz monomeréw melaniny, takze oligo-
mery barwnika, nie zawierajg natomiast polimeru melaniny. Taki polimerycz-
ny barwnik nie moze powstawac we frakcji otoczonych pecherzykéw z powodu
zarObwno braku aktywnos$ci T4-tyrozynazy [25], jak i wysokiej aktywnosci
oksydoreduktazy DOPA-chromu, ktéra, jak juz wczeéniej wspomniano, bloku-
je proces polimeryzacji [1],

3. Przeksztalcenie melanosomu znajdujgcego sie¢ w stadium | rozwoju w eume-
lanosom lub feomelanosom

Dalszy los melanosomu zalezy od poziomu cysteiny (lub glutationu)
w komaérce barwnikowej. Gdy poziom cysteiny jest niski, wéwczas wewnatrz
melanocytow powstajg eumelanosomy. Dominujagcym elementem matriks stajg
sie blaszki, a melanosom poprzez ich rownolegte ustawienie staje sie eliptyczny.
Tyrozynaza jest wyrzucana z eumelanosomalnych mikropecherzykéw i praw-
dopodobnie zostaje przytagczona do matriks lub otaczajgcej btony. W ten
sposob, przy braku inhibitorowej ilosci cysteiny, zainicjowana zostaje w szlaku
Rapera-Masona biosynteza brgzowoczarnej eumelaniny [24, 42] (ryc. 1). Gdy
poziom cysteiny w melanocycie jest wysoki, powstajg kuliste feomelanosomy,
w ktorych na konglomeratach widkienek i mikropecherzykéw odktadana jest
z6ttoczerwonawa feomelanina. Tyrozynaza zawarta wewnatrz mikropecherzy-
kow katalizuje przeksztatcenie tyrozyny do DOPA, a nastgpnie DOPA do
DOPA-chinonu, ktory wydostajac sie na zewnatrz mikropecherzyka taczy sie
z cysteing. W wyniku reakcji powstaje cysteinylo-DOPA, ktdra dalej prze-
ksztatcana do metabolitow 1, 4-benzotiazyny, daje ostatecznie polimer feome-
laniny [9] (ryc. 2). Zatem kompartmentacja tyrozynazy wyjasnia, w jaki sposéb
feomelanogeneza wigcza w swoj szlak cysteine, ktéra dziata jak chemiczny
zmiatacz DOPA-chinonu bez hamowania aktywnos$ci tyrozynazy.
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Ogéblnie mozna stwierdzi¢, ze melanocyty czarnych mieszkéw wtosowych
wytwarzajg gtownie eumelanosomy. Feomelanosomy sg natomiast znajdywane
w melanocytach z6tych i rudych mieszkéw wiosowych oraz w melanocytach
naskorkowych osobnikéw rudowtosych [41]. U ludzi i zwierzat feomelanoso-
my sg okrggte i zawierajg liczne mikropecherzyki potgczone z nieuporzad-
kowanymi wiékienkami [12]. Pomimo r6znic morfologicznych, blaszkowa-
to-eliptyczne eumelanosomy i pecherzykowato-kuliste feomelanosomy réznig
sie gtdwnie iloScig, a nie typem biatek strukturalnych [14]. Zasadnicze rdéznice
w ksztatcie eumelanosomoéw i feomelanosoméw wynikajg raczej z rdznej
organizacji tych samych sktadnikéw pod wptywem regulacyjnych grup sulfhyd-
rylowych i biatek matriks [19]. Wiadomo réwniez, ze w tej samej komoérce
barwnikowej moze zachodzié melanogeneza obu typéw (tj. eu- i feomelanoge-
neza). Wykazano bowiem, ze cysteinylo-DOPA jest obecna nie tylko w tkan-
kach feomelanogenicznych, ale réwniez w eumelanogenicznych [15]. W rzeczy-
wistosci, melanina wystepujgca w melanocytach ssakow jest kopolimerem
réznych prekursorow zaréwno eu-, jak i feomelaninowych [8].

Koncowy etap dojrzewania, obejmujacy gtdwnie stadium 1V rozwoju,
zwigzany jest wytacznie z melanizacja melanosomu [44]. Powstajaca, w wyni-
ku enzymatycznego utleniania tyrozyny, melanina wypetnia stopniowo wnetrze
melanosomu. Wysoka w niedojrzatych, ,niezmelanizowanych” melanosomach
aktywno$¢ tyrozynazy, w miare akumulacji melaniny, zmniejsza sie. W ten
sposOb, w wyniku postepujgcej melanizacji, melanosomy zostajg stopniowo
przeksztatcane z aktywnych enzymatycznie czasteczek w nieaktywng melano-
proteine, ziarno melaniny, niezdolne do dalszej produkcji melaniny [48].
Mozna przyja¢, ze istnieje odwrotnie proporcjonalna zalezno$¢ pomiedzy
zawartoécig melaniny, a aktywnoscig tyrozynazy w melanosomie [45].

4. Przemieszczanie sie melanosomdéw wewngtrz melanocytéw

Wykazano, ze w czasie dojrzewania melanosomow zachodza zmiany ich
ksztattu i wymiaréw [33]. Dojrzewajagce melanosomy przemieszczajg sie
z aparatu Glogiego do okolicy przyjadrowej melanocytu. Nastepnie melanoso-
my zostajg przeniesione do dendrytycznych wypustek melanocytu za pomocg
mikrotubuli. Prawdopodobnie biatka, lipidy lub ich potgczenia uczestniczg
w przycigganiu melanosomow do mikrotubuli, zapoczatkowujagc w ten sposéb
migracje ziaren barwnika [43].

5. Przenoszenie i upakowanie melanosomoéw wewnatrz keratynocytéw

Melanocyty uwalniajg melanosomy, zlokalizowane w dendrytycznych wy-
pustkach, prawdopodobnie bezposrednio do keratynocytéw poprzez przejs-
ciowe zlanie sie btony i kontakt cytoplazmatyczny. W keratynocytach melano-
somy zostajg upakowane w postaci wtoérnych lizosoméw (fagolizosomow),
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w ktdrych w zaleznosci od wielkosci i natury chemicznej moga wystepowac
pojedynczo lub w grupach. Zaobserwowano zgodno$¢ miedzy wymiarami
melanosomow a ich uporzadkowaniem wewnatrz wtérnych lizosoméw w kera-
tynocytach, tj. mogg one by¢ upakowane pojedynczo (melanosomy o $rednicy
wiekszej od 1000 nm) lub w grupach (melanosomy o S$rednicy mniejszej od
1000 nm) [51]. Stwierdzono jednak znaczne odstepstwa od tej reguty, ktére
sugerujg udziat innego czynnika kontrolujagcego upakowanie, nie dajgcego sie
wyttumaczyé¢ jedynie zmiang wymiarow melanosomoéw, co prawdopodobnie
rwigzane jest z btong melanosomalng. W pewnych zaburzeniach pigmentacyj-
nych oraz w przypadkach stosowania niektdrych substancji leczniczych,
melanosomy wykazywaty nieprawidtowe uporzgdkowanie wewnatrz wtérnych
lizosomow, niezgodne z ich wymiarami. Dla przyktadu, lecznicze traktowanie
iperytem azotowym wywotuje stan, w ktérym prawie wszystkie mate melano-
somy wystepuja pojedynczo wewnatrz keratynocytow [2].

Po osiggnieciu keratynocytow, melanosomy zostaja nastepnie degradowa-
ne przez lizosomalne kwasne hydrolazy [27]. Keratynocyty natomiast przemie-
szczajg sie w kierunku powierzchni naskérka. W koncu melanina zostaje
wyrzucana, a aminokwasy, lipidy i weglowodany melanosomalne moga byc¢
reabsorbowane ponizej warstwy zrogowaciatej i ponownie zuzyte w meta-
bolizmie naskodrka [50].

IV. UWAGI KONCOWE

U ssak6w pigmentacja melaninowa, bedgca wynikiem wieloetapowych
proces6w majacych zakres od subkomorkowej organelli zwigzanej z syntezg
melaniny az do skory jako w pelni zintegrowanego uktadu, speinia wiele
waznych zadan fizjologicznych, a mianowicie ochrania podstawowe tkanki
przed promieniowaniem UV, umozliwia przystosowawcze zabarwienie, kon-
troluje gospodarke cieplng ustroju. Proces wytwarzania barwnika moze by¢
rdbwniez traktowany jako mechanizm odtruwania, dzieki ktdremu bardzo
reaktywne i toksyczne dla komdrki chinony zostaja szybko przeksztatcone,
poprzez szereg spontanicznych reakcji, w nierozpuszczalny, stosunkowo obo-
jetny polimer melaniny [38].
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ORGANIZACJA | TRANSKRYPCJA GENOW MITOCHONDRIOW
| PLASTYDOW

ORGANIZATION AND TRANSCRIPTION OF MITOCHONDRIAL AND PLASTID
GENES

Anna GOZDZICKA-JOZEFIAK

Zaktad Biochemii Polimeréw UAM w Poznaniu

Streszczenie. Plastydy i mitochondria zawierajg specyficzne rRNA, tRNA i biatka, ktore sag
kodowane przez genom organelowy oraz zestaw enzyméw biorgcych udziat w replikacji DNA,
transkrypcji i translacji.

mtDNA organizméw jednokomérkowych réznig sie wymiarami, ksztattem i organizacja
gendéw. Mitochondrialne DNA zwierzat sa od nich mniejsze, a zawarte w nich geny utozone blisko
siebie.Genomy mitochondrialne ros$lin majg bardzo r6znorodny ksztatt i wymiary. W mitochond-
riach roslin wystepujg czesto mtDNA plazmidowe i episomalne.

Geny genomoéw plastydowych sg zorganizowane podobnie jak w komdrce prokariotycznej.

Sekwencje uczestniczace w inicjacji i terminacji genéw plastydéw sa podobne do sekwencji
genéw prokariotycznych. W plastydach stwierdzono wystepowanie 2 polimeraz DNA, réznigcych
sie witasciwosciami fizyko-chemicznymi.

Geny genomu mitochondrialnego sg transkrybowane przez pojedynczg polimcraze RNA,
ktéra jest kodowana przez genom jadrowy.

Inicjacja transkrypcji wigkszosci gendw mt drozdzy rozpoczyna sie¢ w miejscu dziewiecio
nukleotydowej sekwencji promotorowej przylegajacej do konca 5' genu struktury.

Summary. Plastids and mitochondria contain their own specific rRNAs, tRNAs and proteins that
are coded by an organellar genome, and also the complete set of enzymes which participate in
DNA replication, transcription and translation.

The mtDNASs of unicellular organisms vary greatly in size, shape, and gene arrangement, with
some of the genes having organizations not previously observed in bacterial or nuclear genomes.
Animal mtDNAs are strikingly uniform in structure and contain an extraordinary gene
arrangement which permits maximum exploitation of their coding capacity.

The mitochondrial genomes of higher plants exist as a set of large recombining circular
molecules in which some circles are more abundant than others. Minicircular plasmid DNA and
linear DNA episomes are also frequently present in plant mitochondria.

The organization of plasmid genes is similar to that found in bacteria.

The sequences involved in the initiation and termination of transcription in plasmids are very
similar to those identified in prokaryotes.
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In extracts from plastids there have been found two different kinds of RNA polymerase
activities.

Mjtochondrial genes coding for tRNA, rRNA and mRNA are transcribed by a single nuclearly
encoded mitochondrial polymerase. The initiation of transcription of the most mitochondrial genes
in yeast occurs at a nine-nucleotide promotor sequences located at 5' end to their structural genes.

Wykaz stosowanych skrotow:
N, X — nukleotyd
tzp — tysiecy par zasad
pz — pary zasad

I. WPROWADZENIE

Przeszto 20 lat temu wykazano, ze mitochondria i plastydy zawierajg
specyficzne organelowe DNA [54]. Od tego czasu prowadzone sg badania nad
strukturg i funkcja organelowego DNA oraz wspotdziataniem pomiedzy
genomem mitochondrialnym, jagdrowym i plastydowym.

Wykazano, ze organelowy DNA koduje rRNA wchodzgce w sktad plas-
tydowych i mitochondrialnych rybosomoéw, tRNA uczestniczagce w syntezie
organelowych biatek oraz niektére z organelowych biatek. Plastydy i mito-
chondria zawierajg zestaw enzymow niezbednych w replikacji DNA, trans-
krypcji i translacji mRNA.

Poznanie struktury, organizacji i ekspresji mitochondrialnych i plastydo-
wych gendéw jest wazne nie tylko dla wyjasnienia biogenezy organelowego
DNA, ale rowniez wspdidziatania organeli z cytoplazma i jadrem kom@rki.

Il. OGOLNY SCHEMAT ORGANIZACJI DNA MITOCHONDRIOW

W wiegkszosci organizmoéw dotychczas zbadanych mitochondrialny DNA
stanowi mniej niz 1% ogélnego DNA komoérki, wyjatkiem sg drozdze, ktdrych
mitochondria mogg zawieraé wiecej niz 15% ogo6lnego DNA [13].

Mitochondrialny DNA organizmoéw nizszych (np. jednokomoérkowych
Eukaryota) wystepuje w trzech réznych formach:

1 w formie kowalencyjnie zamknietej czasteczki kolistej (np. mtDNA
Saccharomyces cerevisiae),

2. w formie liniowej (np. mtDNA Paramecium aurelia),

3. w formie agregatéw duzych i matych czasteczek Kkolistych.

Forme te znajdowano w kinetoplastach Trypanosomidae [106].

Wielko$¢ czasteczki mitochondrialnego DNA waha sie od 16 tpz (np.
Chlamydomonas reinhardtii) do 90 tpz, np. w mitochondriach grzyba Podospora
anserina (tab. 1) [110].

W mitochondriach niektorych grzybéw spotyka sie réwniez mate koliste
czasteczki DNA, zawierajgce od 3 do 5 tpz, zwane plazmidami mitochondrial-
nymi [14, 33].
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Réznorodnos¢ form oraz zréznicowane wymiary DNA w mitochondriach
organizméw nizszych nie wystepuja w mitochondriach zwierzat. Genomy
zwierzece sg mniejsze od genomdw organizmoéw jednokomdrkowych, a zawar-
te w nich geny utozone sg bardzo blisko siebie, a nawet czesciowo zachodzg na
siebie. Geny struktury nie zawierajg intronéw [17, 54]. DNA wystepuje
w formie kowalencyjnie zamknietej czgsteczki kolistej, o obwodzie okoto 6 pm,
co odpowiada zawartosci okoto 17 tpz (tab. 1). Znamy peitng sekwencje
nukleotydowg dla genomu mitochondrialnego cztowieka, myszy, wotu, zaby
i muchy [1, 3, 8, 17, 41, 54, 84].

Og6lny schemat organizacji mitochondrialnego DNA zwierzat jest przed-
stawiony na ryc. 1

Ryc. 1 Ogdlny schemat organizacji DNA mitochondriow cztowieka [104], Na ryc. zaznaczone sg

sekwencje kodujgce podjednostke cyt b (CYT-B), otwarte ramki odczytu (URF) sekwencje

kodujace podjednostki ATP-syntazy (ATP-aze); A — zaznaczono sekwencje kodujgce tRNA.

Strzatki oznaczajg kierunek transkrypcji genéw. Wszystkie geny mtDNA sg transkrybowane
zgodnie ze wskazéwkami zegara, poza URF6 i 8 genami tRNA.

Genom mitochondrialny ro$lin wyzszych jest znacznie wiekszy od genomu
mitochondriéw zwierzat i organizmdw jednokomdrkowych oraz ma bardziej
zroznicowany ksztatt i wymiary. Wielko$¢ genomu mitochondrialnego roslin
waha sie od 100 do 2500 tpz [12, 30, 50, 54, 58, 60, 77, 80, 95] (Tab. 1)

Zwiekszonym wymiarom genomu mitochondrialnego roslin nie towarzyszy
wyrazny wzrost liczby zlokalizowanych w nim genéw. Leaver i Gray wykazali,
ze liczba biatek kodowanych w mitochondriach roslin jest podobna do liczby
biatek kodowanych w mitochondriach zwierzat [58].

W mitochondriach roslin stwierdzono jednak wystepowanie dodatkowych
matych czasteczek DNA, zwanych DNA plazmidowymi lub episomalnymi,
oraz zidentyfikowano kilka genéw lub ich produktow [14, 15, 30, 33, 92, 94].
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Genom ten zawiera takze obszerne niekodujgce odcinki DNA bogate
w pary AT. Funkcja ich nie jest znana.

Mitochondrialny DNA roslin wyzszych wystepuje najczesciej w formie
kowalencyjnie zamknietych czasteczek kolistych (0 r6znych rozmiarach) lub
formie liniowej (tab. 1).

W genomach mitochondrialnych wiekszosci dotychczas zbadanych roslin
stwierdzono wystepowanie odcinkdw o takiej samej sekwencji i orientacji (tzw.
elementy powtarzalne, z ang. repeat element), zbudowanych z 2-6 tpz, np.
w genomie mitochondrialnym kukurydzy znajduje sie 6 takich odcinkéw (5
o takiej samej orientacji, 1 odwrotnie zorientowany), natomiast w genomie
rzepy i szpinaku po jednej ich parze [30, 58, 77, 95, 113]. Przypuszcza sig, ze
odcinki te stanowig miejsca w genomie, gdzie dochodzi do rekombinacji DNA,
w wyniku ktoérej mogag powstawac liczne i r6znorodne formy mitochondrial-
nego DNA (ryc. 2). Z tym DNA mogg réwniez rekombinowa¢ mtDNA
plazmidowe [88]. Plazmidowe mtDNA zostaly obszernie opisane przez Go-
ragczniaka i Augustyniak [33]. Z genomem mitochondrialnym ros$lin szeregu
gatunkow jest zwigzana takze meska sterylno$¢ cytoplazmatyczna [16, 46, 79,
81, 115, 116]. W roSlinach takich nie rozwija sie"aktywny pytek kwiatowy.

Rys. 2. Schemat organizacji i przemieszczania si¢ odcinkéw mtDNA rzepy (Brassica campestris)
[30]. W genomie mitochondrialnym rzepy zawierajagcym 218 tpz (tz master genom) wystepuja
odcinki o takiej samej sekwencji zbudowane z 6 tpz, ktére sg oddzielone rejonami DNA
0 unikalnej sekwencji zawierajgcymi z jednej strony 83 tpz, a z drugiej 135 tpz. W wyniku
utworzenia par pomiedzy odcinkami o takiej samej sekwencji, moze dojs¢ do rekomhbinacji DNA
1 rozdzielania duzego genomu (218 tpz) na dwa mniejsze podgenomy, z ktérych kazdy ma
pojedynczy odcinek o takiej samej sekwencji. Czasteczki te moga dalej miedzy sobag rekom-
binowa¢, co doprowadza do powstania licznych i r6znorodnych form DNA mitochondrialnego.
Symbolem ER — oznaczono na ryc. odcinki o takiej samej sekwencji. Strzatki oznaczajg kierunek
transkrypcji gendéw.
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11l. ORGANIZACJA GENOW MITOCHONDRIALNYCH

Mitochondrialny DNA koduje peten zestaw tRNA niezbedny do syntezy
mitochondrialnych biatek, wysokoczgsteczkowe rRNA oraz niektére z mito-
chondrialnych biatek [11, 13, 21, 54, 56, 71, 87, 91, 103, 104, 112],

Wiegkszo$¢ gendw mitochondriow jest zlokalizowana na nici ciezkiej DNA
(ni¢c H) [9, 10, 54]. Doktadniejsze informacje znalezé mozna w artykule
Kruszewskiej i Boguty [54].

Wielkos¢ genéw rRNA i ich organizacja jest rézna w zaleznosci od
organizmu [2, 7, 8, 20, 25, 31, 55, 59, 82, 86, 93]. W mitochondriach
organizméw nizszych, np. drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) sg kodowane
geny rRNA o statej sedymentacji 15S i 21S. Geny te sg zlokalizowane na tej
samej nici DNA i przedzielone genami CO Il i CO Ill oraz licznymi genami
tRNA, natomiast u Trypanosomidae geny wysokoczgsteczkowego rRNA (9S
i 12S) umieszczone sg $cisSle obok siebie (ryc. 3).

Inng organizacje gendow rRNA stwierdzono u Tetrahymena. Gen rRNA
0 statej sedymentacji 14S jest umieszczony tam centralnie, a w rejonach 3'i 5
genu znajdujg sie geny 21S rRNA oddzielone od genu 14S rRNA genami biatek
1tRNA (ryc. 3).

Ryc. 3. Schemat organizacji genéw wysokoczasteczkowego RNA w genomach mitochondrialnych

réznych organizméw [106]. m — oznaczono sekwencje kodujace geny wysokoczgsteczkowego

RNA; CO | — gen podjednostki | oksydazy cytochromowej; CO Il — gen podjednostki Il
oksydazy cytochromowej.
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Geny 21S rRNA w niektérych szczepach Saccharomyces cerevisiae, Neuro-
spora crassa i Aspergillus niger zawierajg 1 lub 2 duze introny (np. introny
w genie A. niger zawierajg odpowiednio 1678 i 1143 pz). W intronach tych
stwierdzono obecno$¢ kodonow inicjujgcych i terminujacych, dlatego przypu-
szcza sie, ze moga one kodowac biatka. Sekwencje takie nazywa sie otwartymi
ramkami odczytu (z ang. open reading frames — ORF).

W przeciwienstwie do organizmow nizszych, organizacja genéw rRNA
mitochondriow zwierzat wielokomdrkowych jest podobna. Genom ten koduje
rRNA o statej sedymentacji 12S i 16S, ktére sa zorganizowane w kolejnosci
5 —RNAPhe-12S rRNA —tRNAVal-16S rRNA —tRN A Lew-3' [8, 20, 88] (ryc. 1).
Proponowane modele struktur wysokoczgsteczkowych rRNA sg podobne do
odpowiednich modeli rRNA E. coli [32]. W genomach mitochondrialnych
organizméw nizszych i zwierzat nie jest kodowany 5S rRNA.

Genom mitochondrialny roslin wyzszych koduje natomiast 5S rRNA, 18S
rRNA i 26S rRNA. Geny 55 rRNA i 185 rRNA w mitochondriach pszenicy sg
zlokalizowane obok siebie, natomiast gen 26S rRNA umieszczony jest oddziel-
nie. Podobng organizacje genéw rRNA stwierdzono w ro$linach innych
gatunkéw [11, 59]. 18S rRNA wykazuje homologie sekwencji do 16S rRNA
bakterii. Liczba genéw tRNA w mitochondriach wynosi od 22 u ssakéw do
okoto 25 w pszenicy [1, 27, 34, 56, 68, 78, 106]. W mitochondriach ssakéw
kazdy gen tRNA wystepuje w pojedynczej kopii. W genomie mitochondrial-
nym drozdzy (5. cerevisiae) sg juz kodowane po dwa izoakceptorowe tRNA dla
metioniny, fenyloalaniny i cysteiny oraz po trzy, a nawet cztery (zaleznie od
szczepu) dla waliny i tyrozyny [106].

Organizacja genow tRNA jest r6zna w zaleznosci od organizmu [10, 20,
26]. W genomie mitochondrialnym ssakéw geny tRNA sg rozrzucone po catym
genomie i bardzo Scisle przylegaja do genéw kodujagcych rRNA i mRNA.
W genomie mitochondrialnym Aspergillus nidulans 9 gendow kodujgcych tRNA
wystepuje w rejonie przylegajacym do korica 5 wysokoczagsteczkowego rRNA,
a 11 genéw po stronie 3' genu. Odcinki miedzy genami sg bardzo krotkie
(czasami geny oddzielone sg pojedynczym nukleotydem) i bogate w sekwencje
AT [55, 56],

ZespOt gendw tRNA stwierdzono w genomie mitochondrialnym Droso-
phila yakuba [18]. Zawiera on geny tRNAAR tRNAAg tRNAAsn, tRNASr
i tRNAFen.

Geny tRNA w mitochondriach drozdzy wystepuja przewaznie w rejonach
przylegajagcych do 3' lub 5 gendéw kodujgcych biatka.

Struktura pierwszorzedowa licznych genéw mitochondrialnych tRNA zwie-
rzat wyzszych i owaddéw rézni sie od dotychczas poznanych genéw cytoplaz-
matycznych brakiem sekwencji TWO, zmianami nukleotydéw w pozycji 18 i 19
(zwykle wystepuje tam G) oraz silnie zredukowanym lub w ogéle niewy-
stepujacym ramieniem dodatkowym [4, 18, 26, 56].
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Wykazano réwniez, ze tRNA mitochondriow ssakéw i niektdrych grzybow,
np. Neurospora crassa, podlegajg innym regutom odczytywania kodonéw niz
w kodzie uniwersalnym [4, 40, 54]. | tak np. kodon UGA koduje tryptofan, nie
jest wiec kodonem nonsensownym, kodon AUA koduje metioning zamiast
izoleucyny, za$ kodony AGG i AGA nie sg uzywane. Znane sg rowniez przypadki,
ze kodon AGA jest kodonem terminujgcym lub kodujgcym seryne.

Dotychczas niewiele wiadomo o mitochondrialnych tRNA i ich genach
w ros$linach wyzszych. Znane sg jedynie sekwencje przeszto 10 genow tRNA
mitochondriéw ro$lin wyzszych. Sekwencje te wykazujg wysoki stopiefh homo-
logii (90%) do odpowiednich genoéw plastydéw [37, 66-69, 71]. Stwierdzono
réwniez, ze tRNATp z mitochondriow fasoli, zawierajagcy antykodon CmCA
moze rozpoznawaé kodon UGG jak w kodzie uniwersalnym i nie jest
komplementarny do kodonu UGA, ktéry koduje tryptofan w mitochondriach
ssakow i drozdzy.

Dotychczas poznane geny mitochondrialne tRNA z réznych organizmoéw
nie kodujg sekwencji terminalnej CCA oraz nie zawierajg intronow.

W genomach mitochondrialnych organizméw dotychczas zbadanych ziden-
tyfikowano geny kodujgce niektdre z mitochondrialnych biatek, wsréd nich
geny kodujace I, Il i Ill podjednostke oksydazy cytochromowej (CO I, CO IlI,
CO 111), podjednostki 6, 8 i 9 ATP-syntazy, podjednostke reduktazy Q oraz
geny biatek wchodzacych w sktad mitochondrialnych rybosoméw [21, 31, 71,
91, 103, 104]. W mitochondrialnym DNA zwierzat zidentyfikowano rowniez
7 otwartych ramek odczytu [105, 106]. Funkcje kodowanych przez nie biatek
nie sa wyjasnione. Biatka te zawierajg przypuszczalnie hydrofobowe sktadniki
i prawdopodobnie wchodzg w skiad bton mitochondrialnych.

Wiekszo$¢ mitochondrialnych biatek jest jednak kodowana przez genom
jadrowy, syntetyzowana w cytoplazmie, a nastepnie importowana do mito-
chondriéow [64]. Liczne geny mitochondrialne zawierajg od 1 do kilku
introndw. Sekwencje intronowe wystepuja np. w genie kodujgcym podjednost-
ke | oksydazy cytochromowej drozdzy i w genie kodujagcym podjednostke Il
oksydazy cytochromowej kukurydzy.

Introny wystepujace w genach mitochondrialnych mozna podzieli¢ na dwie
grupy [2, 39, 70, 98, 110-112]. Do grupy pierwszej naleza introny, ktére sg
zdolne do autokatalitycznego wyciecia bez udziatu dodatkowych biatek, np.
intron w genie cyt b, wysokoczgsteczkowego RNA Tetrahymena czy biatek
w mitochondriach Neurospora crassa.

Odrebng grupe stanowig introny kodujgce w obrebie sekwencji intronowej
biatka zwane maturazami [22, 58]. Maturazy sa to biatka enzymatyczne
odpowiedzialne za prawidtowe wyciecie sekwencji intronowej, przez ktére sg
kodowane [54]. Introny gendéw mitochondrialnych nie zawierajg w rejonach
przylegajacych do eksonu sekwencji GU...AG wystepujgcej w intronach
jadrowych pre-mRNA [39].
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IV. OGOLNY SCHEMAT ORGANIZACJI DNA PLASTYDOW

W wiekszosci dotychczas zbadanych roslin plastydowy DNA wystepuje
w formie kowalencyjnie zamknietej czgsteczki kolistej o masie 56-95x 106
daltona (tab. 2). Odpowiada to zawarto$ci par zasad od 120 do 195 tysiecy [5,
35, 72, 73]. Obwod czasteczki plastydowego DNA waha sie od 27 pm (jak np.
u Codium fragile) do 63 pm (np. u Chlamydomonas). Liniowe formy plas-
tydowego DNA przewazajg jedynie u kilku gatunkéw Acetabularia.

W genomach plastydowych niektorych rodlin (np. grochu, fasoli) wystepuja
rybonukleotydy. Znajduja sie one w rédznych miejscach DNA, na obu jego
niciach, w ilosci od 12 do 18 nukleotydéw [5, 50].

Znane sg mapy fizyczne plastydowych genow wielu roslin, a takze
sekwencje nukleotydowe wiekszosci ich genéw. W 1986 r. ustalono sekwencje
nukleotydowe genéw plastydowych tytoniu i watrobowca (Marchanda poly-
morpha) [35, 72]. Poréwnujac rézne fragmenty plastydowego DNA roslin
odlegtych ewolucyjnie, wykazano podobng organizacje szeregu sekwencji
nukleotydowych w ich genomach. Stwierdzono réwniez, ze sekwencje nuk-
leotydowe kodujace geny RNA i geny biatek w genomach plastydowych
tytoniu i watrobowca sg podobne, mimo ze genom plastydowy tytoniu jest
wiekszy od genomu watrobowca o przeszto 30 tpz. Plastydowy DNA w wigk-
szosci roslin dotychczas zbadanych zawiera dwa odwrotnie zorientowane

Ryc. 4. Ogo6lny schemat organizacji DNA plastydéw [72]. IR — odcinki DNA o takiej samej
sekwencji i odwrotnej orientacji; LR — duzy rejon DNA o unikalnej sekwencji; SR — maty rejon
DNA o unikalnej sekwencji; Strzatki oznaczajg kierunek transkrypcji gendw.
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odcinki o takiej samej sekwencji (z ang. inverted repeat) i dtugosci od 10 do
28 tpz [6, 51, 57, 76]. Odcinki te oddzielone sg rejonami DNA o unikalnej
sekwencji: tzw. duzy rejon zawiera od 80 do 103 tpz, a rejon maly od 12,6 do
26,9 tpz (ryc. 4). Wyjatek stanowi tutaj genom plastydowy roslin motylkowych,
np. grochu (Pisum sativum) i bobu (Vicia faba), w ktérych nastgpita delecja
jednego z odcinkéw o powtdrzonej sekwencji [49]. Natomiast u Euglena
gracilis wystepujg az trzy tak samo zorientowane, kopie tego odcinka [36, 44,
51, 83, 85].

V. ORGANIZACJA GENOW PLASTYDOW

W genomie plastyddw zidentyfikowano peten zestaw gendéw kodujgcych:
tRNA uczestniczace w syntezie plastydowych biatek, przeszto 50 genéw biatek
oraz geny wysokoczasteczkowych rRNA wchodzacych w skitad plastydowych
rybosomoéw [35].

Geny rRNA w plastydach wystepuja w obrebie odcinkéw o powtdrzonej
sekwencji. Kazdy z odcinkéw zawiera rRNA utozone w kolejnosci: 16S
rRNA — przerywnik — 23S rRNA — 5S rRNA (ryc. 4).

Taki zesp6t genéw rRNA w plastydach okresla sie¢ mianem operonu rRNA.
Ogdlna organizacja analizowanych dotychczas operonow rRNA plastydow
wykazuje duze ich podobienstwo do organizacji obserwowanej w organizmach
prokariotycznych [89, 101]. Przerywnik oddzielajacy gen 16S rRNA od
23S rRNA skiada sie z 1,6-2,4 tpz i zawiera rozszczepione geny tRNA.

Najlepiej dotychczas poznane sg geny 16S rRNA kukurydzy, tytoniu,
watrobowca i Euglena. 16S rRNA kukurydzy i tytoniu sg zbudowane od-
powiednio z 1491 i 1186 nukleotyddéw i wykazujg miedzy sobg 96,4%
homologii. 16S rRNA kukurydzy wykazuje takze 80% homologii sekwencji
nukleotydowej z 16S rRNA Euglena, natomiast z rRNA E. coli 74,2% [48, 101,
109]. Obserwowane rdznice pomiedzy 16S rRNA plastydéw a 16S rRNA E.
coli wynikajg gtdwnie z delecji nukleotydéw w plastydowym rDNA. Delecja
nukleotydéw wptywa na redukcje petli dodatkowych w strukturze Il rzedu
rRNA, co nie ma jednak znaczgcego wptywu na geometrie calej czasteczki.

Geny 23S rRNA plastydow tytoniu i kukurydzy zawieraja odpowiednio
2804 i 2898 nukleotydéw [100]. Ich sekwencje nukleotydowe wykazujg 92%
homologii miedzy sobg, natomiast ich podobienstwo do genu 23S rRNA E. coli
wynosi 67% w przypadku tytoniu i 71% w przypadku kukurydzy [102].

Rejony sekwencji nukleotydowej 23S rRNA o znanych funkcjach, takich
jak np. wigzanie rybosomalnych biatek Lj i L2, interakcje podjednostek
znanych plastydowych 23S rRNA, sg w duzym stopniu zachowane. W 23S
rRNA kukurydzy wystepujg trzy insercje obejmujace 25 pz, 65 pz i 78 pz, ktdre
powodujg pojawienie sie dodatkowych petli w strukturze 11 rzedu rRNA
plastydéw. Nie wystepuja natomiast w strukturze rRNA E. coli [32].
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W 23S rDNA Chlamydomonas reinhardtii znajduje sie intron o dtugosci 870
pz, w odlegtosci 270 pz od konca 3' genu. W rejonie przylegajacym do konca 5
genu 23S rDNA Chlamydomonas wystepuja geny 7S rRNA i 3S rRNA,
zbudowane odpowiednio z 282 i 47 pz [85]. Oba geny oddzielone sg od siebie
przerywnikiem o diugosci 23 pz oraz 81 pz od genu 23S rRNA. Sekwencje
kodujace geny 7S i 3S rRNA, jak réwniez je przedzielajgce sg homologiczne do
5' koficowego fragmentu genéw 23S rRNA E. coli i Euglena. Na kohAcu 3
sekwencji nukleotydowej 23S rDNA w genomie plastydowym roslin wyzszych
oraz paproci Dryopteris acuminata [99] znajduje sie gen 4,5S rRNA. 4,5S
rRNA jest zbudowany, w zaleznosci od gatunku ros$liny, z 96 — 103 pz [28]
1wykazuje przeszto 60% homologii z sekwencjg konca 3' rejonu 23S rDNA
E. coli, dlatego przypuszcza sie, ze mégt on powsta¢ w wyniku insercji okoto
100 pz w 3' koncowym rejonie genu 23S rRNA.

W wiekszosci znanych plastydowych operonéw rRNA (takze bakterii)
znajduje sie gen 5S rRNA [19, 65]. Gen ten oddzielony jest od poprze-
dzajacego go genu (23S rRNA Ilub 4,55 rRNA) przerywnikiem, ktéry jest
zbudowany z przeszto 200 pz (np. u kukurydzy z 231 pz). 5S rRNA
w zaleznosci od gatunku ro$lin zawiera 111-122 nukleotydéw [19, 23].
Sekwencje te wykazujg duzg homologie z sekwencjg 5S rRNA cyjanobakterii.

W plastydach roslin r6znych gatunkéw stwierdzono obecnos$¢ przeszio 30
genéw tRNA [34, 71, 72, 106-108]. Geny tRNA w plastydach, podobnie jak
u organizmoéw prokariotycznych, sa zlokalizowane pojedynczo lub w zespotach
w réznych rejonach czasteczki plastydowego DNA. W genomie plastydowym
Euglena stwierdzono obecno$¢ dwdch zespotdw gendw tRNA [42, 74],
W jednym z nich sg zlokalizowane 4 geny tRNA, natomiast zespdt drugi
zawiera 6 genow tRNA. Niektore z plastydowych genéw tRNA majg sekwencje
intronowe [34, 71, 72, 106-108, 114]. Introny te sg bardzo diugie w porow-
naniu z intronami obecnymi w jadrowych genach tRNA. Introny gendéw
jadrowych zawierajg tylko 11-60 pz zlokalizowanych po stronie 3' an-
tykodonu, podczas gdy np. introny w plastydowych genach tRNAAla kukury-
dzy i tRNALeu tytoniu majg odpowiednio 806 i 503 pz [51, 116].

Najdtuzszy znany intron plastydowego genu tRNA jest zbudowany z 2526
par zasad i wystepuje w tRNALz tytoniu [99]. Sekwencje intronowe w plas-
tydowych genach tRNA sg umieszczone przewaznie pomiedzy 1 a 2 lub
2 a 3 zasadg w antykodonie, wyjatek stanowi gen tRNAGy plastydow tytoniu,
ktory zawiera intron w petli D [24, 73]. Rola intronéw nie jest wyjasniona.
Sekwencje intronowe plastydowych genéw tRNA zawieraja otwarte ramki
odczytu. Nie wiadomo jednak, czy ulegajg one ekspresji.

Geny tRNA plastyddw zawierajagce sekwencje intronowe podzielone na trzy
grupy [97]. Do grupy pierwszej zaliczane sg geny tRNA (jak np. tRNALeu
fasoli), ktorych introny moga tworzy¢ struktury podobne do takiej struktury,
jakg proponowano w procesie autokatalitycznego rozpadu prekursorowego
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rRNA Tetrahymena. Grupe druga stanowia geny tRNA, ktérych introny
wykazujg miedzy sobg 95% homologii sekwencji (np. geny tRNAIle i tRNAAa
z plastydow kukurydzy). Natomiast do grupy trzeciej.rozszczepionych genow
tRNA naleza geny tRNA, np. tRNALlzZ tRNAGly tytoniu zawierajace introny,
ktérych sekwencje przylegajace do ekson6w sa podobne do sekwencji znaj-
dowanych w intronach genéw plastydowych biatek. Geny tRNA plastyddw nie
kodujg sekwencji terminalnej CCA.

Z poznanych dotad sekwencji nukleotydowych kilkudziesieciu plastydo-
wych tRNA wynika, ze wykazujg one wyzszy stopien homologii do tRNA
prokariotycznych niz do tRNA jadrowych [37]. W rejonach plastydowych
DNA o unikalnej sekwencji znajdujg sie geny struktury dla niektérych biatek
[53, 61, 72]. W plastydach zidentyfikowano przeszto 55 gendw kodujgcych
biatka i okoto 30 otwartych ramek odczytu zawierajacych od 31 do 2136
kodondw.

Wséréd genéw kodujacych plastydowe biatka stwierdzono wystepowanie
genow kodujacych duzag podjednostke (LS) karboksylazy RuDP, biatek wcho-
dzacych w sktad fotosystemu 1 i Il, kompleksu cytochromdw b-f oraz
podjednostek ATP-syntazy, okoto 1/3 biatek wchodzgcych w skiad plas-
tydowych rybosoméw (19 gendéw), biatka podjednostek polimerazy RNA,
biatek bioragcych udziat w transporcie elektrondw oraz liczne otwarte ramki
odczytu.

Analiza komputerowa wykazata, ze 7 otwartych ramek odczytu ma
sekwencje nukleotydowe podobne do sekwencji niektérych genéw mitochon-
dridw cztowieka, np. genu podjednostki NADH dehydrogenazy [72].

Geny plastydowych biatek wystepujg pojedynczo lub w zespotach, podob-
nie jak u E. coli. W 12 genach plastydowych biatek stwierdzono wystepowanie
1-9 intronéw. Introny te zawierajg charakterystyczne sekwencje graniczne

podobne do S'-NG'CGC"G TTTéTTTATN-S' sekwencji najwyzszej

zgodnos$ci wystepujacych w genomach jadrowych kodujgcych mRNA dla
niektérych biatek.

Obserwuje sie znaczng zachowawczo$¢ gendéw kodujgcych plastydowe
biatka, wystepujacych w roslinach réznych gatunkéw. Geny te wykazujg takze
duzg homologie sekwencji z odpowiednimi genami cyjanobakterii. Wykazano,
ze w wiekszosci plastydowych biatek zbudowanych z podjednostek, przynaj-
mniej jedna z nich jest kodowana przez genom jadrowy.

VI. TRANSKRYPCJA GENOW PLASTYDOW | MITOCHONDRIOW

Plastydy i mitochondria zawierajg zestaw enzymdw uczestniczacych
w transkrypcji organelowego DNA. Geny mitochondrialne tRNA, rRNA
i biatek sa transkrybowane przez pojedyncze polimerazy RNA kodowane
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przez genom jadrowy [47, 117]. W mitochondriach szczura stwierdzono
jednak wystepowanie dwdch réznych polimeraz RNA znacznie rdznigcych sie
wiasciwosciami.

Obie nici DNA mitochondrialnego ssakéw sg transkrybowane réwnoczes-
nie w postaci duzych policistronowych RNA [9-11, 29]. Kazda z nici zawiera
wiasny obszar promotorowy, ktéry jest zlokalizowany w poblizu petli D bedg-
cej rbwnoczes$nie miejscem inicjacji replikacji DNA [54, 105]. Sekwencje tRNA
sag w pierwotnych transkryptach DNA mitochondrialnego ssakéw sygnatami
decydujagcymi o poprawnym rozcieciu transkryptu [91].

W genomach mitochondrialnych drozdzy stwierdzono wystepowanie Kilku
rejondw, w ktérych polimeraza RNA rozpoczyna transkrypcje mitochondrial-
nego DNA [75, 104]. W rejonach przylegajacych do konca 5' wiekszosci genow
mitochondrialnych drozdzy (w tym réwniez gendéw tRNA) wystepuje sekwen-
cja 5'-ATATAAGTA-3'. Stanowi ona rejon promotorowy rozpoznany przez
mitochondrialne polimerazy RNA [9, 75]. Silne promotory gendw mitochond-
rialnego tRNA zawierajg w pozycji +2 adenine, a w pozycji 4-3 tymidyne
[108]. Geny tRNA mitochondridw drozdzy, nie majgce sekwencji promotoro-
wej w rejonie przylegajacym do kohca 5' genu, sg transkrybowane razem
z mRNA, rRNA lub innymi tRNA (np. gen tRNAWA jest transkrybowany
wspoélnie z genem trzeciej podjednostki oksydazy cytochromowej). Sygnaty
terminacji transkrypcji nie sg poznane.

Pierwotne transkrypty genéw mitochondrialnych tRNA zawierajg sekwen-
cje dodatkowe, ktdre sg usuwane w procesie dojrzewania czasteczki. Sekwencje
dodatkowe, przylegajace do konca 5' sg odcinane przez nukleaze, ktéra ma
wiasciwosci podobne do bakteryjnej RNA-azy P i podobnie jak enzym
bakteryjny wymaga kofaktoréw, ktérymi sa niskoczgsteczkowe RNA.

Na koncach 3' pierwotnych transkryptow stwierdzono wystepowanie
sekwencji 5'-AUUCUUA-3', ktora, jak sie sadzi, moze byé sygnatem dla
specyficznej nukleazy w procesie dojrzewania czasteczki.

Plastydy zawierajg peten zestaw enzymdw niezbednych do transkrypcji
plastydowych genéw [38, 45]. W plastydach stwierdzono wystepowanie
2 réznych polimeraz RNA. Jedna z nich, zwana rozpuszczalng, bierze udziat
w transkrypcji genéw tRNA, natomiast druga izolowana z kompleksu
DNA-biatko (zwana TAC), transkrybuje geny rRNA [38].

Polimerazy te znacznie rbéznig sie wrazliwosciag na stezenie soli, na
heparyne, na zmiany temperatury i obecno$¢ kationéw. Plastydowe polimerazy
RNA w przeciwienstwie do polimeraz jgdrowych roslin (11 i IIl) nie sg wrazliwe
na a amanityne. Aktywnos$¢ rozpuszczalnej polimerazy plastydowej nie jest
hamowana przez rifampicyne, ktora jak wiadomo, catkowicie inhibuje aktyw-
no$¢ polimerazy RNA E. coli.

Sekwencje rozpoznawane przez polimerazy RNA plastydéw nie sg doktad-
nie poznane. W rejonie przylegajacym do korica 5 gendéw plastydow stwier-
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dzono wystepowanie sekwencji nukleotydowej podobnej do sekwencji promo-
tordw Prokaryota w pozycji —10 i —35. Wykazano réwniez, ze rejony te wigzga
polimeraze RNA E. coli, ktéra chroni te miejsca przed dziataniem DNA-azy
[52, 90]. Ponadto w rejonie 5' kilku genéw tRNA plastyddw stwierdzono

wystepowanie sekwencji 5'-GT'|/§IA\\ITA15'I/§-3', ktora zdaniem Gruissem i wsp.
moze by¢ sekwencja promotorowg dla polimeraz RNA plastydow [38].

Wykazano, ze niektére z gendéw kodujgcych plastydowe biatka sg trans-
krybowane jako policistronowe jednostki, np. geny kodujgce B i € podjednostki
ATP-syntazy w plastydach kukurydzy i tytoniu transkrybowane sg wspolnie,
a ich transkrypty zawierajg odpowiednio 2,2 i 2,7 tpz [45, 53]. Geny 16S rRNA
i 23S rRNA plastydow w wiekszosci badanych ro$lin sg transkrybowane
razem, a ich pierwotny transkrypt ma ciezar czasteczkowy okoto 2,7 x 106 [59,
63, 110, 118]. Gen tRNAWA wystepujacy w rejonie przylegajacym do konca 5'
operonu rRNA plastydow kukurydzy stanowi odrebna jednostke transkrypcyj-
na [96].

Sekwencje DNA biorgce udziat w terminacji transkrypcji genéw plastydéw
nie sa doktadnie poznane. W rejonach 3' niektérych genéw plastydow DNA
moze tworzy¢ struktury petli i ramion, ktore przypuszczalnie sg miejscem
terminacji dla plastydowych polimeraz. Terminatory takie byly proponowane
np. dla genu podjednostki RuDP [119, 120]. Mechanizm regulacji transkrypcji
plastydowych gendéw nie jest doktadnie poznany. Wiadomo jednak, ze Swiatto
jest jednym z czynnikéw regulujacych ekspresje genéw plastydéw. Wykazano,
ze np. poziom plastydowego mRNA dla polipeptydu zwigzanego z fotosys-
temem Il zwieksza sie pod wplywem Swiatta [62].

VIl. UWAGI KONCOWE

Znane sg petne sekwencje nukleotydowe kilku genéw mitochondrialnych
i plastydowych. Stanowi to doskonalg podstawe do dalszych prac nad
wyjasnieniem proces6w replikacji i ekspresji organelowych gendéw, oraz wza-
jemnego wspétdziatania pomiedzy genomem organelowym a cytoplazmg
i jadrem komorki.

Wiele organelowych biatek jest kodowanych przez genom jadrowy, a dla
niektérych z biatek zbudowanych z podjednostek przynajmniej jedna z podjed-
nostek jest kodowana przez genom jadrowy, za$ pozostate przez genom
organelowy. Rozwdj i funkcja organeli komoérkowych sg wiec uzaleznione od
ich wspdtdziatania z genomem jadrowym oraz mechanizmoéw kontrolujacych
i regulujgcych ekspresje DNA w rdéznych przedziatach komdrkowych.

Struktura i organizacja wielu genoéw plastydéw jest podobna do gendw
prokariotycznych, a sekwencje uczestniczagce w inicjacji i terminacji plas-

t
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tydowych gendéw sg podobne do sekwencji rozpoznawanych przez prokarioty-
czne polimerazy. PodobiefAstwo genomu plastydéw do genomu bakterii
wskazuje na ich endosymbiotyczne pochodzenie. Teoria endosymbiotycznego
pochodzenia organcli komdrkowych zaktada, ze DNA mitochondrialny i plas-
tydowy pochodzg od réznych wolnozyjacych prokariontéw, ktére zaczety zy¢
w symbiozie z komoOrkg gospodarza i z biegiem czasu przeksztatcity sie w jej
organele.

Z drugiej strony stwierdzono, ze mitochondrialny DNA roslin wyzszych
zawiera fragmenty DNA homologiczne do DNA plastydow [25, 43, 64, 69, 94].
Wystepowanie sekwencji homologicznych w obu genomach wskazuje na
wspdlne pochodzenie plastydowego i mitochondrialnego DNA. Organelowy
DNA moégt wiec powstaé w wyniku fragmentacji i kompartmentacji DNA
prokariotycznego glonu (tzw. teoria wewnetrznej kompartmentacji).

Wystepowanie identycznych fragmentéw DNA w roéznych organelach
komorkowych wskazuje takze na wzajemne przemieszczanie si¢ DNA i jego
rekombinacje, pomiedzy réznymi przedziatami komdrkowymi.

TABELA 1
Wymiary czasteczki mitochondrialnego DNA z r6znych organizméw (ciezar czasteczki wyrazono
w daltonach) [106]

Dtugosé Ciezar
. Ksztatt . .
Organizm czasteczki czasteczki czasteczki
W g X 106
Podospora anserina kolisty 31 61-63
Saccharomyces cerevisiae 21-25 46-52
Torulopsis glabrata " 6.0 12.8
Tetrahymena pyriformis liniowy 15 32.6
Paramecium aurelia " 13.8 35
Trypanosoma brucei kolisty
czasteczka duza 6.3 13
czasteczka mata 0.32 0.56
Chlamydomonas reinhardtii kolisty 4.5 9.8
Owady 5.0-6.2 9.91-12.35
Ryby 5.1-5.4 10.2-10.8
Ptazy 4.7-5.8 5.4-11.7
Gady 5.3 10.6
Ssaki 4.7-5.5 9.4-11
Rosliny wyzsze kolisty i liniowy
Kukurydza (Zea mays) 320
Groch (Pisum sativum) 70
Ogorek (Cucurbita pepo) 560

Melon (Cucumis melo) 1600
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TABELA 2

Wymiary czasteczki plastydowego DNA z réznych organizméw (cigzar czasteczki wyrazono

[1]

[2]

[3]
[4]

[5

—_

(6]
[7]
(8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

w daltonach) [106]

Dtugosé Ciezar
. Ksztaht . .
Organizm . czasteczki czasteczki
czasteczki
w pm X 106
Codium fragile kolisty 27 56
Euglena gracilis " 44.5 92-150
Chlamydomonas reinhardtii i 63 170-200
Kukurydza (Zea mays) i 43 87
Burak (Beta vulgaris) " 44.9 97-100
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