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Streszczenie. O pracow ano wiele dobrych i czułych procedur hybrydocytochem icznych, k tóre m ogą 
znaleźć zastosow anie w diagnostyce lekarskiej i rozwiązywaniu problem ów  naukowych. W spo­
m niane m etody pozw alają na szybkie wykrywanie swoistych sekwencji kwasów nukleinowych ze 
stosunkow o dużą czułością i w dobrze zachow anym  morfologicznie chrom osom ie, kom órce czy 
tkance. M etody te wraz z innymi cytologicznymi i cytochem icznym i proceduram i zwiększają 
możliwości wczesnej i dokładnej diagnozy zaburzeń cytogenetycznych, onkologicznych i zakażeń 
wirusowych. Dalsze udoskonalenia obecnych technik znakow ania i rozwój innych modyfikacji 
sond (Agrawal et al. 1986; A l-Hakim  and Hull 1986; Jirikow sky et al. 1989) oraz optym alizacja 
sposobów  przeprow adzania testów wraz z enzym atycznym , fluorescencyjnym bądź elektronom i- 
kroskopow ym  wykrywaniem  sond pozwolą w przyszłości na szersze wykorzystanie tych technik 
w diagnostyce i badaniach biomedycznych.

H ybridocytochem istry is based upon the fact th a t a single strand  of a gene 
(a specific part of a nucleic acid) under the right conditions can reanneal 
( =  hybridize) with its com plem entary strand.

H ybridocytochem istry is a rather young branch of cytochemistry. W hen 
published for the first time by Pardue and Gall (1969), John et al. (1969) and 
Buongiorno-N ardelli and Amaldi (1970), it was nam ed in situ hybridization, to 
distinguish this procedure from the m ethod, developed by Spiegelman (1961), 
to  obtain hybridization of com plem entary strands of nucleic acids in a test 
tube. Because the m ethod is not performed in situ, but on microscopic slides or 
in cell suspensions, m ore recently the nam e “hybridocytochem istry” in concor­
dance with e.g. im m unocytochem istry, 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 
autorad iography (Steffensen 1977). The radioactive hybridocytochem istry 
a t present has reached a very high sensitivity, i.e. D N A  sequences of a few

A sum m ary of presentations given in W arsaw, Poznan and C racow  in Decem ber 1988.
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hundred base pairs in length can be localized in m etaphase chrom osom e 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 num ber m RNA molecules in 
individual cells by radioactive labeled probes has also been described (H arper et 
al. 1986) and the applicability of chemically synthesized oligodeoxyribonuc- 
leotides with better accessibility to cellular mRNAs can be m entioned as 
a relatively recent development for the radioactive hybridocytochemical localiza­
tion of mRNA (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-consum ing procedure that asked for a num ber of safety 
m easures, and the low resolution obtainable with such probes a t th a t time, 
about 1975 investigations were started to introduce fluorochrom es as labels. 
Rudkin and Stollar (1977) were the first to publish a fluorescent hyb­
ridocytochem ical m ethod, employing antibodies specific against RNA.DNA 
hybrids. After hybridization of 5S ribosom al RNA genes on Drosophila 
polytene chrom osom es with an RNA probe, they applied a rabbit-derived 
antibody against DNA.RNA duplexes for the detection of the specific hybrids. 
The anti-D N A .R N A  antibody was visualized by a second fluorochro- 
m e-labeled antibody against rabbit immunoglobulins. Because it proved 
difficult to raise antibodies against DNA.RNA (Van Prooijen-K negt et al. 
1982), others started to introduce fluorochrom es into the probe. Initially the 
probe was labeled itself (Baum an et al. 1980) by oxidation of the 3' end of RNA 
probes, reacting the resulting aldehyde groups with hydrazine and using the 
free am ino group obtained in this way to bind tetram ethyl-rhodam ine or 
fluorescein isothiocyanate. The m ethod worked, e.g. for the detection of 
kinetoplast DNA in the insect Crithidiae luciliae and also for the localization of 
the 5S ribosom al RNA genes in Drosophila melanogaster. The advantage of the 
m ethod is the fact that only one incubation is necessary — it is a direct 
m ethod — which implies a relatively low background; the disadvantage seemed 
that the num ber of fluorochrom es introduced in this way was too low to allow 
detection of small targets. The m ethod, however, like the other procedures 
discussed hereafter, shows the advantages of stability of probes (in com parison 
with the limited functional half-life of 32P- or 35S-iabeled probes), high 
topological resolution, fast procedures, and no radio-isotope waste.

Renz and K urz (1984) published a m ethod to label nucleic acid probes with 
an enzyme, but this procedure is not optim al either with respect to sensitivity. 
Recently, however, D irks et al. (1989b) used the direct labeling of oligonuc­
leotide probes with F IT C  to detect mRNA of the egg-laying horm one in 
caudodorsal cells of the pond snail Lymnea stagnalis obtaining a high 
sensitivity in their prelim inary results.
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In the m ethods which at this m om ent 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 (H opm an 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 m odification chemicals are commercially 
available, so that — now that the num ber of specific nucleic acid probes is 
steadily growing — the m ethod becomes m ore and m ore interesting for 
fundam ental and diagnostic biomedical purposes. F urther im provem ent in 
labeling m ethods, assay formats and enzymic or fluorescent detection procedu­
res, should allow for wider application of nucleic acid hybridization reactions 
in diagnostic m icrobiology and basic research in infectious disease, cyto­
genetics and oncology. Such developm ents might m arkedly im prove 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 chrom osom e abnorm alities and some forms of 
cancer or congenital defects may also benefit from these m olecular diagnostic 
methods.

In the following, five indirect labeling m ethods 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 developm ent for this analytical method.

ΒΙΟΤΙΝΑΤΙΟΝ OF PROBES

Biotinated nucleic acid probes can be produced following the procedure 
developed by W ard 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  prim ing method. One of the early applications 
of in situ hybridization with probes labeled following this m ethod, was also the 
m apping of certain genes on polytene chrom osom es 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).

O ther 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) transam ination reaction (Viscidi et al. 1986). The detection of the 
probes after hybridization is m ediated by (strept) avidin or anti-biotin- 
-antibodies, coupled to fluorochrom es 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 D N A  
or RNA. The resulting AAF-modified probe can be detected after the in situ 
hybridization reaction via anti-A A F 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 determ ine the extent of the haptenization of the probe. W hen coupled to 
a protein carrier, A AF-guanosine is a strong im munogen, so that poly- or 
m onoclonal ąnti-A A F antibodies are easily obtainable. The first detection of 
a small single copy sequence by non-isotopic hybridocytochem istry, was 
perform ed with this m ethod, using AAF-modified DNA probes to localize part 
of the hum an thyroglobulin gene (Landegent et al. 1985).

• DIGOXIGENIN LABELING OF PROBES

Recently, Boehringer (M annheim , FRG ) has introduced a labeling procedu­
re, using similar chemistry as for the modification of (d)U TP with biotin, 
applying the hapten digoxigenin at the C-5 position of dU TP. Digoxigenin is 
incorporated in DN A by nick translation or prim er 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-m ethoxyhydroxylam ine are used 
to convert the cytidines, one obtains stable reaction products like — in this 
example — N 4-m ethoxy-5,6-dihydrocytidine-6-sulfonate (M orim oto et al. 
1987). As the transam ination  will change the N H 2 group of cytidine which is 
involved in the W atson-C rick  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 transam inated 
cytidine nucleotide, but it is also possible to apply a hapten in the trans- 
am inating com pound. 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 m ethod 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 m ercurated 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 m ercurated probe is used for the 
hybridization procedure, afterwhich it is rendered im munochemically detect­
able by a reaction with a com pound that on one side carries a sulfhydryl group 
that assures a firm binding to the probe-bound mercury, and on the other 
term inus carries the hapten group (H opm an et al. 1986b). The chemical 
structure of the SH -hapten ligand was found to be of great im portance for the 
result of the visualization reaction. T rinitrophenol, biotin and fluorescein, have 
been used as hapten groups.

SENSITIVITY

All the described m odification procedures have in com m on that the 
presence of the hapten  does not affect the hybridization properties of the 
probes to an appreciable extent at the modification degrees com m only used 
1-10%  of all nucleotides). Furtherm ore, in principle one can not say that one 
m odification procedure results in better recognizable probes than  another: all 
m odifications result in probes with com parable hybridization efficiencies. 
Differences in hybridization and visualization results, if present, m ost probably 
are due to differences in pretreatm ent of the microscopic preparation (Raap et 
al. 1986), the avidity of the prim ary or secondary antibodies, or the signal 
am plification systems used. Originally, only large targets could be detected, like 
repetitive D N A  sequences (Cook and Hindley, 1979; Burk et al. 1985; W illard, 
1985; Devilee et al. 1986; M oyzis et al. 1987) ranging from 100 kilobasepairs up 
to a few megabases. Among these original targets were the ribosom al RNA 
genes on the acrocentric hum an chrom osom es, the alpha-satellite D N A ’s on 
centrom eres and the repetitive sequences on the long arm  of the. Y chrom o­
some (M anuelidis et al. 1982; Pinkel et al. 1986a).

Refinement of the procedure with regard to new and m ore sensitive labeling 
m ethods, better incubation protocols, signal amplification procedures, u ltim a­
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 
chrom osom e or cell preparations (G arson et al 1987; Am bros et al. 1987a, 
1987b; Lawrence et al. 1988; Cherif at al. 1989). The m ost recent developm ent 
with respect to the detection of num erical or structural chrom osom e aber­
rations came with the availability of chrom osom e specific libraries as probes 
(composite probes) containing up to a few thousand individual probe sequen­
ces, which can hybridize (or “pain t”) individual chrom osom es over their total 
length, simplifying the identification of structural aberrations in m etaphase 
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  m ultiple sim ultaneous hybri-
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Fig. 1. Fluorescent image of a hum an m etaphase spread after in situ hybridization with probes 
specific for the centrom eric regions of chrom osom es nr 1, ( |,  red, TRITC); chrom osom es nr 9, 
( A . green, FITC); and chrom osom es nr 15, (a , green, FITC). D A PI was used as a blue 

counterstain  for to tal hum an DNA (from D epartm ent of Cytochem istry and C ytom etry)

dization, applying different fluorochrom es to recognize the individual target 
sequences in the preparation (H opm an et al. 1986a; N ederlof et al. 1989a). By 
use of the right probes and hybridization conditions, it is now possible to 
visualize four different pairs of chrom osom es in one m etaphase 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, tetram ethylrhodam ine isothiocyanate, and 
am ino methyl coum arin acetic acid (AMCA), a recently developed blue 
fluorochrom e (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 m ouse satellite DNA to m ouse thym ocyte

http://rcin.org.pl



HYBRIDOCYTOCHEMISTRY 355

nuclei and m easured the resulting probe-related fluorescence on a flow 
cytometer. In a follow-up paper the detection of specific chrom osom es within 
hum an cell line nuclei was described (Trask et al. 1988).

Since the m orphology of nuclei hybridized in suspension is well-preserved, 
hybridization to nuclei in suspension also opened the way to investigate the 
three dim ensional localizations of specific chrom osom es in interphase nuclei. 
Already a hundred years ago speculations have been made abou t specific 
chrom osom e dom ains and alignm ent of chrom osom es within interphase nuclei 
(Rabl 1885; H ubert and Bourgeois 1986). Since then, m any studies following 
different approaches have been perform ed to unravel such com partim en- 
talization if present. The in troduction of optical sectioning and 3-dimensional 
com puter analysis (Agard and Sedat 1983; Borden and M anuelidis 1982; 
Brakenhoff et al. 1985) allows to study the spatial organization of fluorescent 
signals obtained by in situ hybridization with chrom osom e specific probes at 
the resolution level of the light microscope, which is potentially tenths of 
a m icrom eter (M anuelidis 1985; Schardin et al. 1985; Lawrence et al. 1988; 
Pinkel et al. 1988; Crem er et al. 1988; Van D ekken et al. 1989). The rapid 
progress in the fields of m icroscopy and com puter modelling will show to be of 
trem endous value in this field of research.

APPLICATIONS OF HYBRIDOCYTOCHEMISTRY

The developm ent of nonradioactive hybridocytochem ical m ethods has 
taken away m ost 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). H ybridocytochem istry will be of im portance for the detection of viruses 
which for various reasons are difficult to detect otherwise (Unger et al. 1986). In 
vitro cultivation of parvo, hum an papillom a and Epstein-Barr virus, for 
instance, is not possible and cannot be applied as a diagnostic procedure. The 
cultivation of hum an cytom egalovirus is difficult — sometimes impossible, due 
to the application of anti-viral drugs — and consum ing too much time, to be of 
diagnostic value (Schrier et al. 1985; M cD ougall et all. 1986; R aap et al. 1988; 
Jiwa et al. 1989). Several investigations have recently been published showing 
that at this m om ent already papillom a virus in various cancers, parvo virus in 
fetal erythem a infectiosum, herpes simplex in herpes encephalitis, and JC virus 
in progressive multifocal encephalitis can be identified (Burns et al. 1985; 
Boerm an et al. 1989; Aksamit et al. 1985; N akam ura 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 cytom egalovirus infection in 
immunodeficient (transplant) patients (Loning et al. 1986; M yerson 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 m ost often contain high copy num bers of that virus, the 
specific hybrid signal in those cells is clearly recognizable.

One advantage of the application of hybridocytochem istry with a peroxida- 
se-DAB end product in viral diagnosis is the fact that screening of the 
preparations can be done at low m agnification because it is not necessary to 
look for m orphologic 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 discrim inate at higher m agnification for possible 
artefacts. This fact facilitates the detection of num bers of cells as small as one in 
a million, and lends itself to au tom ation  procedures (Jiwa et al. 1988, 1989).

Furtherm ore, this approach may become a key diagnostic aid and the 
m ethod of preference for the detection of the expression of oncogenes and other 
cancer-related genes, although the detection of gene transcripts (mRNAs) with 
these m ethods at present is still largely unexplored.

As described above, localization of genes using repetitive sequences specific 
for certain regions of m etaphase chrom osom es, is possible in m etaphase 
spreads, but also in interphase nuclei (Landegent et al. 1985, 1986; Crem er et al. 
1986, 1988; W achtler et al. 1986; Devilee et al. 1988; H opm an et al. 1989; 
H utchison et al. 1982; Am bros et al. 1987). Van D ekken et al. (1989b) used this 
technique recently to detect host cells following sex-mismatched bone m arrow  
transplantation. Using a Y-chrom osom e specific probe, Y-bearing cells were 
m onitored in blood and bone m arrow  samples from patients with hem opoietic 
malignancies a sex-mismatched bone m arrow  transplantation. The sensitivity 
of this m ethod is in the order of 0.1% Y-bearing nuclei in male recipients, 
transplanted with female m arrow. In female recipients of male m arrow , the 
detection of low num bers of non-Y -bearing nuclei is less sensitive, but in all 
cases investigated the results o f the hybridocytochem ical 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 
chrom osom es in som atic cell hybrids using total genomic D N A  (of that species) 
as the probe, or repetitive sequences (D urnam  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 com bination of 
hybridocytochem istry of cells in suspension and flow cytom etry, bu t also be 
traced back to the individual chrom osom es involved. By application of double 
hybridocytochem istry and probes specific for both species of a som atic cell 
hybrid, subtle chrom osom al translocations have been detected (H opm an et al. 
1986a).

Because karyotyping in m etaphase preparations — depending on the cell 
sample — can be ra ther cum bersom e or impossible, a very interesting 
application of fluorescence hybridocytochem istry for oncology and cyto­
genetics is the rapid identification of (parts of) chrom osom es in interphase cells
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of solid tum ors and chorion villi (Burns et al. 1985; M anuelidis and W ard 1984; 
Crem er et al. 1986; H opm an et al. 1988; Lichter et al. 1988; A rnoldus et al. 
1989). The investigation of chrom osom e aberrations in interphase nuclei — 
called interphase cytogenetics — proved to be of great im portance to cancer 
research and cytogenetics. Also it should be possible to ‘band’ m etaphase 
chrom osom es by in situ hybridization with sub-sets of the above-m entioned 
com posite probes. It is to be expected that such a chrom osom e-banding would 
be better recognizable even in less optim al m etaphase spreads, and that such 
a procedure should im prove the karyotyping of m etaphase chromosom es.

mRNA DETECTION

In the field of m RNA  detection, the radioactive hybridocytochem ical 
procedures are still superior to non-isotopic hybridocytochem istry with respect 
to sensitivity (Angerer et al. 1985; M cCabe et al. 1986). N um erous studies 
regarding the au torad iographic localization of m RNA 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 m RN A by 
non-isotopic hybridocytochem istry (Singer and W ard 1982; Izumi 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 hybridocytochem ical detection of peptide m RN A molecules in 
brain tissue (Dirks et al. 1989a), and seem to provide prom ising results.

C O N C L U S IO N S

Several reliable and sensitive nonradioactive hybridocytochem istry proce­
dures have been developed and can be applied as diagnostic and research tools. 
The m ethods allow rapid detection of specific nucleic acid sequences in 
m orphologically well-preserved chrom osom e, cell, and tissue preparations, 
with a relatively high sensitivity. The availability of these m ethods, in addition 
to o ther cytologic and cytochemical procedures, im proves the possibilities of 
early and accurate diagnosis of cytogenetic, viral, and oncological aberrations. 
F u rth er im provem ent of the existing labeling techniques, the developm ent of 
o ther probe modifications (Agrawal et al. 1986; Al-Hakim  and Hull 1986; 
Jirikow sky et al. 1989), and optim ization of the assay form ats and enzymic, 
fluorescent or E.M. detection techniques, should allow for an even wider 
application of these m ethods in diagnostic and basic biomedical research 
fields.
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BIA ŁA C ZK A  O M IESZA N Y M  F E N O T Y P IE  

„M IX E D ” P H E N O T Y P E  L E U K E M IA

Zofia M onika  R U PN IE W SK A , M ałgorzata  K O W A L 

K lin ika Hem atologii AM w Lublinie

Streszczenie. W osta tn ich  latach, dzięki w prow adzeniu nowych technik, takich jak  badania  
fenotypów  im m unologicznych kom órek, analiza wzorów prążkow ych chrom osom ów  i badania  
m olekularne D N A  pozw alające na ustalenie rearanżacji klonalnej genów im m unoglobulinow ych 
i genów receptora  kom órk i T, możliwe stało  się dość precyzyjne rozpoznaw anie i klasyfikowanie 
ostrych białaczek. T echniki te ujawniły jednak , że w pewnej części skądinąd typowych ostrych 
białaczek występuje „przem ieszanie” m arkerów  charakteryzujących linię różnicow ania mieloidal- 
nego i lim foidalnego, względnie linii kom órek B i T. D la przypadków  tych zarezerw ow ano nazwę 
białaczki o m ieszanym  fenotypie.

Szczególnym w ariantem  jest białaczka z translokacją  t/4; 11/ /q21;q23/, w której występuje 
ekspresja m arkerów  charakteryzujących zarów no wczesne rozwojowo limfocyty B, jak  i m onoblas- 
ty. R ów noczesna ekspresja m arkerów  dwu różnych linii różnicow ania sugeruje, że białaczka 
z t/4; 11/ pochodzi z kom órk i macierzystej zdolnej do różnicow ania się zarów no w limfocyty B, jak  
i m onocyty-m akrofagi. W w ariancie tym wykryto translokację p ro toonkogenu  c-ets-1 z l lq 2 3  
do 4q21.

O becnie przyjm uje się, że krytycznym  następstw em  translokacji chrom osom ow ych jest fuzja 
dwu segm entów chrom osom ow ych, z których jeden jest ważny w procesie różnicow ania (specyficz­
ny dla typu kom órki), a drugi stym uluje proliferację (tkankow o niespecyficzny). Nie jest 
wykluczone, że c-ets należy do  tych drugich genów kontrolujących wzrost kom órek.

B adania transgenicznych myszy z aktyw nym  onkogenem  myc, u których powszechnie 
w ystępują b iałaczki-chłoniaki B kom órkow e o różnym  stopniu  dojrzałości, wykazały, że w prow a­
dzenie drugiego onkogenu  — raf w białaczkowe kom órki może pow odow ać zm ianę genetycznego 
p rogram u różnicow ania lim focytów B w m akrofagi, które nadal zachow ują onkogenność. A zatem 
jest p raw dopodobne, że obserw ow ana u ludzi niestabilność linii białaczkowych blastów  wiąże się 
z aktyw acją dodatkow ych  onkogenów .

Summary. In recent years cellular im m unophenotyping, cytogenetic chrom osom e studies with the 
use of banding  and m olecular D N A  analysis of clonal rearrangem ents of im m unoglobulin  and 
T-cell antigen recep tor genes have proved valuable tool for the diagnosis and classification of acute 
leukem ias. These techniques revealed th at the leukemic blasts in some cases o f otherw ise typical 
acute leukem ia show  features of bo th  myeloid and lym phoid lineages o r of both  T  and B lym phoid 
lineages. A subgroup  of these cases has been nam ed „mixed” phenotype leukemia.

http://rcin.org.pl



366 Z. M. RUPNIEWSKA, M. KOWAL

Acute leukem ia with the translocation  t/4; 1 l//q21;q23/, which exhibits truly prom iscuity 
m arkers picture both  early undifferentiated B-cells and m onoblasts is peculiar varian t of this 
leukemia. Sim ultaneous expression the B-cell-precursor m arkers and the m onoblastic  features has 
led to the suggestion th at leukem ia with the t/4; 11/ arises from a stem cell with the potential to 
differentiate in both the lym phoid and myeloid pathw ays. The proto-oncogene c-ets-1 is 
translocated  from 11 q23 to  4q21 in this variant of leukemia.

F or the present an encom passing m odel is accepted contending that the crucial result of the 
characteristic chrom osom e rearrangem ents in neoplasia m ight be the fusion of two chrom osom e 
segments with widely different functions: one being cell-type specific o r im portan t for the 
differentiation process, and the o ther contain ing  proliferation-stim ulating genetic m aterial w ithout 
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 
leukem ia-lym phom a of B cell, showed th a t the second oncogene — raf activation, can provoke 
genetic reprogram m ing of lym phocytes B to m acrophages rem ained tum origenic. These findings 
suggest that lineage instability in naturally  occurring hum ans leukem ias m ay reflect additional 
oncogenes activation.

PR Ó B Y  K LA SY FIK A C JI O STR Y C H  BIAŁACZEK

Postęp w rozpoznaw aniu różnych chorób zwykle się wiąże z postępem  
technologicznym, czego najlepszym przykładem  są ostre białaczki. Początkow o 
ostre białaczki rozpoznaw ano retrospektywnie u pacjentów, którzy umierali 
w ciągu kilku miesięcy od zachorow ania. N a przełomie stulecia wprowadzenie 
badań m ikroskopowych i barwień m etodą R om anow sky’ego, względnie W rig­
hta, lub M ay-G rünw ald-G iem zy pozwoliły na odróżnienie ostrych białaczek 
limfatycznych od ostrych białaczek szpikowych, przy czym ostre białaczki 
rozpoznaw ano, gdy liczba kom órek blastycznych w szpiku przekraczała 30%. 
Rozwój m etod cytochemicznych, począwszy od lat czterdziestych umożliwił 
dalszy podział ostrych białaczek i stworzył podwaliny do klasyfikacji za­
proponow anej w 1976 r. przez grupę hem atologów  francuskich, am erykańskich 
i brytyjskich, tzw. Klasyfikacji FAB [13]. Podstaw ę do klasyfikacji ostrych 
białaczek stanowi koncepcja, że kom órki now otw orow e w jakiś sposób 
odzwierciedlają cechy genetyczne, antygenow e i biochemiczne prawidłowych 
kom órek szpiku lub grasicy w którym ś z etapów  różnicow ania i stanow ią 
klonalną ekspansję takiej kom órki „zablokow anej” („frozen”) w dalszym 
różnicowaniu [73]. W Tab. 1 i 2 przedstaw iono klasyfikację ostrych białaczek 
limfoblastycznych i szpikowych wg kryteriów  zaproponow anych przez FAB. 
Przypadki, których nie dało się zakwalifikować do żadnej z przedstawionych 
w obu tabelach grup, uważano za przypadki nie zróżnicowane. Jednakże dzięki 
wprowadzeniu technik ultrastrukturalno-cytochem icznych oraz zastosow aniu 
specyficznych przeciwciał m onoklonalnych, m ożna było w części przypadków  
białaczek nie zróżnicowanych rozpoznać ostrą białaczkę m egakarioblastyczną 
(podtyp M-7), k tó rą  stosunkow o niedaw no dodano do Klasyfikacji FAB 
[14, 102, 142].
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Istnieją co najmniej dwa istotne zarzuty odnośnie Klasyfikacji FAB. Po 
pierwsze: klasyfikacja ta opiera się na subiektywnych kryteriach i zgodność 
rozpoznań ustalanych przez różnych hem atologów  nie jest wystarczająco 
wysoka. Po drugie: Klasyfikacja FAB nie ma znaczenia prognostycznego.

Jeśli idzie o pierwszy z zarzutów , to  chociaż początkow a koncepcja podziału ostrej białaczki 
szpikowej na 7 typów (zob. Tab. 2) w ydawała się początkow o prosta, to  jednak  linie podziału 
m iędzy poszczególnym i typam i, jak  np. między M -l i M-2, M-2 i M-4, M-4 i M-5a lub b, M -5a 
i M -l, o raz  M -6 a innymi w ariantam i z dom ieszką ery troblastów  okazały się trudne do 
przeprow adzenia. P onad to  brakuje wyraźnej linii podziału między ostrym i białaczkam i, a stanam i 
przedbiałaczkow ym i [13a], U stalono, że do rozpoznania ostrej białaczki wystarczy już  30%  
kom órek blastycznych w szpiku. Z drugiej jednak  strony do rozpoznania  stanu przedbiałacz- 
kow ego (np. niedokrw istości opornej na leczenie w okresie złośliwej transform acji w przebiegu 
zespołu m ielodysplastycznego) odsetek kom órek blastycznych w szpiku również powinien wynosić 
20-30% . Lansow anie przez grupę FAB wyłącznie różnic cytologicznych jak o  kryteriów  diagnos­
tycznych między stanam i przedbiałaczkow ym i w zespołach m ielodysplastycznych, a ostrymi 
białaczkam i, jest zbyt arbitralne, jeśli nie uwzględnia wieku pacjenta, stanu klinicznego i wskaźnika 
progresji choroby. Obserwacje kliniczne niejednokrotnie są ważniejsze w wyborze leczenia niż 
dociekan ia-cytologiczne czy w szpiku stw ierdza się 25% , czy 35%  kom órek blastycznych [86a].

D rugi zarzut wobec Klasyfikacji FAB to brak jej znaczenia prognostycznego, co jest związane 
z uwzględnieniem  jedynie cech m orfologicznych dom inującego klonu kom órek blastycznych. 
K lasyfikacja ta  pom ija dwie nie mniej ważne prognostycznie przesłanki, jak  objawy dysplazji 
w innych liniach kom órkow ych, kryteria cytochem iczne przem aw iające za tendencją do doj­
rzew ania białaczkowych blastów.

O bjaw y dysplazji w innych liniach kom órkow ych, jak  np. dyserytropoeza lub dysm egakario- 
poeza św iadczą o udziale tych linii w procesie białaczkowym  i wiążą się z gorszym wskaźnikiem 
remisji [24a, 109a, 207a], Potw ierdzenie tej tezy pochodzi także z badań Fialkow a i wsp. [58a], 
którzy  oznaczali dwa w arianty dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G -6-PD ) u heterozygoty- 
cznych kobiet z ostrą  białaczką szpikową. U pacjentek, których wiek przekraczał 60 lat, ten sam 
w arian t G -6 -P D  występował zarów no w białaczkowych blastach, jak  i w erytrocytach i płytkach, 
co w skazywało, że wszystkie te kom órki należą do jednego klonu stanow iącego potom stw o 
pojedynczej klonogennej, białaczkowej kom órki m acierzystej, obdarzonej zdolnością do wielo­
kierunkow ego różnicow ania. N atom iast u m łodszych pacjentek autorzy  wykryli dwa warianty 
G -6-PD : inny w kom órkach białaczkowych i inny w erytrocytach i płytkach, co sugerowało, że te 
osta tn ie  kom órk i pochodzą z prawidłow ych kom órek prekursorow ych, a zatem  proces białacz- 
kowy dotyczy tylko jednej linii ukierunkow anych kom órek. O dkrycia te potw ierdzają istnienie 
dw u różnych postaci ostrej białaczki szpikowej:

jednej, k tó ra  być może występuje głównie u osób m łodszych z ekspresją procesu białacz- 
kow ego tylko w jednej linii i obecnością w szpiku prawidłow ych kom órek ukierunkow anych; 
w postaci tej łatwiej uzyskuje się remisję;

drugiej, z ekspresją białaczki w kilku liniach kom órkow ych i z mniejszą szansą na uzyskanie 
remisji i w ystąpienie poliklonalności.

Inny ważny zarzut dotyczący ograniczonej wartości Klasyfikacji FAB jak o  cytologicznego 
przew odnika ułatw iającego prognozow anie pochodzi stąd, że nie uwzględnia ona kryteriów 
cytochem icznych przem awiających za tendencją do dojrzew ania białaczkowych blastów. Autorzy 
z grupy C am bridge [207a] wykazali, że przypadki, w których dane cytochemiczne, takie jak  
sudanofilia, dod a tn i odczyn na esterazę m aślanow ą, lub liczne pałeczki Auera widoczne w b ar­
wieniu m etodą R om anow sky’ego względnie czernią sudanow ą, przem aw iają za tendencją do 
dojrzew ania białaczkowych blastów  i wiążą się z wyższym wskaźnikiem  remisji, niż przypadki bez 
tej tendencji.
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W dalszych badaniach nad klasyfikacją ostrych białaczek szczególnie 
istotne okazały się badania fenotypu im munologicznego białaczkowych blas- 
tów  przy pom ocy całego zestawu przeciwciał m onoklonalnych [30, 64]. 
W Tab. 3, 4 i 5 scharakteryzow ano niektóre antygeny i przeciwciała m ono- 
klonalne stosow ane w rozpoznaw aniu ostrych białaczek limfoblastycznych 
wychodzących z linii B i T  oraz ostrych białaczek szpikowych.

Janossy i M ason [cyt. wg 26] sądzą, że w rozpoznaw aniu ostrych białaczek 
linii kom órki B bardzo przydatna jest cytoplazm atyczna ekspresja antygenu 
C D  22, w rozpoznaw aniu białaczek linii kom órki T — cytoplazm atyczna 
ekspresja antygenu C D  3, a w rozpoznaw aniu białaczek linii szpikowych — 
powierzchniowa ekspresja antygenu C D  33. N atom iast za swoistą dla biała­
czek m egakarioblastycznych autorzy uważają ekspresję glikoproteiny p ły t­
kowej Ha.

Istnieją jednak ograniczenia w precyzyjnym odróżnianiu ostrych białaczek 
limfoblastycznych od białaczek szpikowych. Tak np. Vaughan i wsp. [218] 
badali w 31 przypadkach ostrych białaczek ekspresję antygenu C D  34 (ciężar 
cząsteczkowy 115 kilodaltonów , (w skrócie kd), wykrywalny przez m ono- 
klonalne przeciwciała: M y 10, HPCA-1). Uważa się, że CD  34 charakteryzuje 
albo bardzo m łode kom órki ukierunkow ane w linię mieloidalną, albo kom órki 
macierzyste [6, 15, 34, 35, 114, 131, 132, 202, 213, 218, 224]. V aughan i wsp. 
[218] ekspresję tego antygenu stwierdzili w ponad  70%  przypadków  ostrych 
białaczek i to zarów no szpikowych, jak  i limfoblastycznych (te ostatnie zwykle 
pochodziły z wczesnych rozwojowo kom órek linii B, ale kilka przypadków  
należało do innych podtypów  białaczek limfoblastycznych). O koło 30% 
białaczek limfoblastycznych C D  34-dodatnich wykazywało istnienie jednego 
lub więcej antygenów różnicow ania m ieloidalnego, zaś kilka przypadków  
ostrych białaczek szpikowych było C D  10-dodatnich (CALLA-dodatnich).

W ażną rolę w rozpoznaw aniu ostrych białaczek limfoblastycznych ode­
grały badania klonalnej rearanżacji genów im m unoglobulinowych (Ig) [124] 
i genów receptora kom órki T (T-cell receptor, w skrócie TCR) [221].

Krytycznym  zdarzeniem  decydującym o ukierunkow aniu kom órki m acie­
rzystej w linię limfocytów B jest rekom binacja som atyczna DNA linii płciowej 
(germ-line DNA), dzięki której pow stają unikalne w swojej strukturze aktyw ne 
transkrypcyjnie loci Ig. Loci te znajdują się w trzech różnych chrom osom ach 
(zob. Tab. 6). K ażdy locus w swojej linii płciowej składa się z przerywanych 
segmentów D N A  kodujących część zm ienną Ig (variable, w skrócie V), rejon 
zrębowy (joining, w skrócie J) i część stałą (constant, w skrócie C). P onad to  
w locus łańcucha ciężkiego (IgH) między segmentami V i J znajdują się jeszcze 
elementy kodujące odcinek super zmienny (diversity, w skrócie D) części V.

Niezwykle ważnym wydarzeniem w dojrzewaniu limfocytów B jest po­
wstanie locus Ig H. W tkance em brionalnej egzony kodujące poszczególne 
segmenty łańcucha im m unoglobulin są oddzielone od siebie przez długie
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sekwencje DNA. W  procesie różnicow ania limfocytów B następuje dw ukrotne 
przegrupow anie egzonów z wycięciem niekodujących sekwencji DNA. Pierw ­
sze elementy łańcucha ciężkiego pow stają dzięki rekom binacji segmentu 
D z pojedynczym  segmentem J H, a następnie systemem VH, dzięki czemu 
powstaje kom pleks Vh-D -Jh- W ówczas po scaleniu (splicing) odpowiedniego 
RNA może zachodzić synteza IgM , lub IgM  i IgD. M ające nieco później 
miejsce przełączania izotypów klas (class switching) pozwala na syntezę 
rejonów stałych łańcuchów  ciężkich Ig kodow anych przez loci bardziej odległe, 
znajdujące się przy końcu 3'.

Po rekom binacji locus IgH zachodzi rearanżacja loci łańcuchów lekkich Ig, 
w której, jak  się wydaje, uczestniczą te same m echanizmy delecji i przełączeń. 
Najpierw  ulega rearanżacji locus kappa. Jeśli w jej wyniku powstaje czynnoś­
ciowy gen łańcucha kappa, proces rekom binacji zostaje zatrzym any. Jeśli 
jednak  rekom binacja nie jest „produktyw na”, zachodzi ponownie i jej następst­
wem jest pow stanie locus lam bda. Tak więc intensywne rekom binacje som a­
tyczne loci Ig poprzedzają wytwarzanie Ig. Świeżo zsyntetyzowane cząsteczki 
Ig najpierw  pojaw iają się w cytoplazmie kom órki, ale w m iarę procesu 
dojrzew ania występuje ich ekspresja na powierzchni.

Znacznie mniej wiemy o prawidłowym  różnicowaniu i dojrzewaniu lim­
focytów T, lecz jak  się wydaje, istnieją znam ienne podobieństw a między 
układam i kom órek B i T  [180]. W pow staw aniu m olekuł TC R  uczestniczą 
cztery loci zlokalizow ane w chrom osom ach 7 i 14 (Tab. 7). Łańcuchy alfa i beta 
tw orzą zasadniczą struk turę TCR, natom iast rola łańcuchów  gam a i delta jest 
mniej znana (wszystkie cztery łańcuchy alfa/beta i gam m a/delta są związane 
z powierzchniowym antygenem C D  3, chociaż kom órki noszące łańcuchy 
gam m a/delta tworzą stosunkowo niewielką subpopulację) [107]. Obecnie przyj­
muje się, że w procesie dojrzewania kom órki T i w powstawaniu loci TCR 
zasadniczą rolę odgrywają rekombinacje DNA linii płciowej, które zachodzą 
w podobny sposób, jak  przy rearanżacji loci Ig, podczas dojrzewania kom órki B.

Nie mniej ważną rolę w poznaniu m arkerów  ostrych białaczek odegrały 
badania biochem iczne i im munologiczne wewnątrz jądrow ego enzymu — ter­
minalnej transferazy deoksynukleotydowej (terminal deoxynucleotidyl tran s­
ferase, w skrócie TdT) [19]. TdT  jest niezwykłą polim erazą katalizującą 
polimeryzację m onofosforanu deoksynukleozydowego (deoxynucleoside m ono­
phosphate) przy końcu 3' pojedynczej nici D N A  (primer). Praw dopodobnie 
TdT  odgryw a rolę w pow staw aniu im munologicznego polimorfizm u dzięki 
losowej insercji nukleotydów  przy złączach rekom binacyjnych (recom binatio- 
nal junctions) podczas rearanżacji genów im m unoglobulinowych i genów 
receptora kom órki T  we wczesnych okresach różnicow ania kom órki B i T. G en 
TdT  zlokalizow ano w długich ram ionach chrom osom u 10 (10q23-q25) [104]. 
W praw idłow ych tkankach  aktywność T dT  występuje w niewielkim odsetku 
prekursorow ych kom órek limfoidalnych w szpiku, w korowych tym ocytach,
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w mniej niż w 0,1% kom órek krwi pępowinowej now orodków  lub krwi 
obwodowej osób dorosłych [21].

W w arunkach patologicznych aktywność TdT wykryto 
w ostrych białaczkach limfoblastycznych wychodzących z bardzo wczes­

nych rozwojowo prekursorów  kom órki B (dawniejsza nazwa białaczki „nuli” 
kom órkowe),

w powszechnych ostrych białaczkach limfoblastycznych wychodzących 
z kom órek ukierunkow anych w linię B,

w ostrych białaczkach limfoblastycznych pre-B kom órkow ych, 
w ostrych białaczkach limfoblastycznych wychodzących z mniej lub b ar­

dziej dojrzałych kom órek T [53],
w chłoniakach limfoblastycznych o wysokim stopniu złośliwości w ychodzą­

cych ze śródpiersia i grasicy [98],
w około 10% przypadków  ostrych białaczek szpikowych [99, 109]. 
Analiza kario typu białaczkowych blastów umożliwiła dalszy postęp w k la­

syfikacji białaczek. Technika ta stała się w iarygodna dzięki wprowadzeniu 
w pierwszej połowie lat siedemdziesiątych m etod prążkow ania w badaniu 
chrom osom ów  [191]. W 1981 r. m etodę tę udoskonalono dzięki zastosow aniu 
24-godzinnej hodowli białaczkowych kom órek z synchronizacją cyklu mito- 
tycznego przy pom ocy m etotreksatu. Powyższa technika pozwoliła na wy­
krycie u 50-60%  chorych z ostrymi białaczkam i nieprzypadkow ych klonal- 
nych nieprawidłowości chrom osom owych [212]. W niektórych publikacjach 
[228, 230] mówi się, że nieprawidłowości chrom osom ow e występują u 90%  
chorych z ostrymi białaczkami.

W ciągu ostatnich dziesięciu lat w wielu publikacjach om aw iano związek 
między rokow aniem  a nieprawidłowościam i chromosom owym i. N iedaw no 
Yunis i Brunning [229a] streścili dotychczasowe dane w pracy poglądowej.

Aberracje chrom osom ow e w ostrych białaczkach limfoblastycznych, które 
uszeregowano według stopniow o pogarszającej się prognozy, przedstaw iają się 
następująco:

prognoza pom yślna — hiperdiploidalna liczba chrom osom ów  (47-60 chro­
mosomów),

prognoza pośrednia — liczba chrom osom ów  bliska haploidalnej, lub di- 
ploidalna,

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

Aberracje chrom osom ow e w ostrych białaczkach szpikowych, uszeregowa­
ne zgodnie z pogarszającą się prognozą:

prognoza pom yślna — inv 16, lub del 16, t/8;21/, t / l 5; 17/, 
prognoza pośrednia — t/9;22/, t/v; 11/, 9q-, trisom ia 8, 
prognoza zła — t/6;9/, 5q-, 7q-, lub t/ l  ;7/, inv 3, lub t/3;3/, defekty 

złożone.
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W Klasyfikacji FAB związek między rokow aniem  a aberracjam i chrom o­
somowymi w zasadzie nie jest odnotow any. Jeden z rzadkich wyjątków 
stanow i ostra białaczka prom ielocytow a (typ M-3) z t / l  5;17/.

Rozwój w latach osiemdziesiątych biologii m olekularnej pozwolił na dalsze 
doskonalenie klasyfikacji ostrych białaczek. W ykryto mianowicie istnienie 
w prawidłowych kom órkach proto-onkogenów  lub onkogenów kom órkowych 
(c-onc). Koincydencja punktów  złam ań chrom osom ow ych z położeniem c-onc 
dała podstawy dla hipotezy, że kluczową rolę w onkogenezie odgrywa 
zm ieniona czynność c-onc wskutek translokacji.

W ykrycie c-onc stało się możliwe dzięki dwu różnym , chociaż zbieżnym kierunkom  badaw ­
czym, a mianowicie:

dzięki wykryciu hom ologii kom órkow ych proto-onkogenów  z onkogenam i szybko transfor­
m ujących retrow irusów  (v-onc); v-onc są zresztą pochodzenia kom órkow ego i zostały włączone 
w genom  retrow irusa podczas zakażenia zwierzęcia,

dzięki m etodzie przenoszenia (transfekcji) genu now otw orow ego w DNA kom órek biorców, 
kom órek, k tóre ulegają złośliwej transform acji. Do badań  transform ujących genów kom órkow ych, 
jak o  biorcy, zwykle służą kom órki N IH  3T3.

Linia N IH  3T3 została w yprow adzona z prawidłow ych fibroblastów  myszy i posiada wysoką 
zdolność integracji DN A dawcy. DNA wyizolowany zarów no z kom órek stransform ow anych 
m utagenam i, jak  i DNA wielu naturaln ie  występujących now otw orów  człowieka, a m. in. 
now otw orów  układu hem opoetycznego — w prow adzony do kom órek N IH  3T3 może indukow ać 
transform ację now otw orow ą, za k tó rą  są odpow iedzialne sekwencje DN A zawierające c-onc.

W zrost kom órek jest regulowany przez c-onc. N a konferencji roboczej 
dotyczącej ekspresji onkogenów w now otw orach człowieka, zorganizowanej 
przez British Association of Cancer Research we wrześniu 1987 r. w Cam bridge 
[106] na podstawie lokalizacji w obrębie kom órki i właściwości biochemicz­
nych produktów  c-onc podzielono je na pięć grup.

Pierwszą grupę stanow ią produkty  o właściwościach czynników wzros­
towych. Tak np. c-sis koduje łańcuch B czynnika wzrostowego z płytek krwi 
(platelet-derived growth factor, w skrócie PD G F).

Do drugiej grupy należą produkty  o właściwościach receptorów  dla 
czynników wzrostowych. Reprezentatywne są tutaj produkty  c-fms i c-erb-B-2. 
c-fms koduje receptor dla czynnika wzrostowego pobudzającego wytwarzanie 
kolonii m akrofagów (m acrophage-colony stim ulating factor, w skrócie 
M -CSF), a c-erb-B-2 koduje receptor dla czynnika wzrostowego naskórka 
(epiderm al growth factor, w skrócie EGF). D okładnie rzecz biorąc, oba c-onc 
kodują część receptora zlokalizow aną we wnętrzu kom órki, tuż pod jej błoną, 
k tó rą  to  część charakteryzuje aktywność kinazy tyrozynowej.

Trzecią grupę stanow ią produkty  c-onc zlokalizowane w cytoplazmie 
kom órki o aktywności kinazy tyrozynowej. S tosunkow o dobrze poznany jest 
p roduk t hybrydowego genu bcr-abl. G en ten powstaje wskutek wymiennej 
translokacji m ateriału genetycznego między chrom osom am i 9 i 22, jak a  ma 
miejsce w przewlekłej białaczce szpikowej i w ostrych białaczkach P h '-dodat- 
nich. P roduk t hybrydowego genu bcr-abl charakteryzuje znacznie silniejsza
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aktywność kinazy tyrozynowej, niż p rodukt prawidłowego genu c-abl.
Czw artą grupę stanow ią produkty  działające przez w ew nątrzkom órkow y 

układ informacyjny (intracellular messenger system), k tóry  przypuszczalnie 
stanow i ogniwo łączące receptory powierzchni kom órki (rozpoznające różne 
sygnały pozakom órkow e, jak  np. sygnały wysyłane przez czynniki wzrostowe 
lub horm ony) z w ew nątrzkom órkow ym i enzymami efektorowymi. Należy tu  
białko p 21 związane z aktyw nością G TP-azy, kodow ane przez rodzinę genów 
ras.

D o piątej grupy zaliczono produkty  związane z jądrem  kom órkow ym  
uczestniczące w regulacji transkrypcji genów, jak  np. produkty  kodow ane 
przez c-fos, rodzinę genów c-myc i c-myb.

N iektórzy autorzy [173] w yróżniają jeszcze dodatkow ą grupę szóstą. D o 
grupy tej zaliczają produkty  c-onc, o których czynności i lokalizacji subkom ór- 
kowej wiemy jeszcze bardzo mało.

M ałżeństw o cytogenetyki i biologii m olekularnej stworzyło dalsze m oż­
liwości klasyfikacji białaczek, których owocem jest klasyfikacja zw ana Klasyfi­
kacją M orfologiczno-Im m unologiczno-Cytogenetyczną (Klasyfikacja MIC), 
wyłoniona na konferencjach w Lowanium  przez F irst and Second M IC  
C ooperative Study G roup  w kwietniu 1985 i we wrześniu 1986 r. [215, 215a]. 
W Tab. 8, 9 i 10 przedstaw iono Klasyfikację M IC  odpowiednio ostrych 
białaczek limfoblastycznych i szpikowych.

Spektrum  kom órek tworzących klon białaczkowy odzwierciedla etap  
różnicowania, w którym  m a miejsce złośliwa transform acja. Jeśli transform acja 
zachodzi w wielopotencjalnych kom órkach macierzystych, wówczas w procesie 
białaczkowym  uczestniczy szerokie spektrum  kom órek m ieloidalnych (takich, 
jak  prekursory neutrofili, m onocytów-m akrofagów , krwinek czerwonych i me- 
gakariocytów) oraz limfocytów [58]. Najczęściej jednak w ostrych białaczkach 
szpikowych transform acja zachodzi w bardziej dojrzałych kom órkach ukierun­
kowanych w linię m ieloidalną i klon białaczkowy tw orzą wyłącznie kom órk i, 
m ieloidalne bez udziału limfocytów. W zględnie częste są przypadki ostrych 
białaczek szpikowych wychodzących z bipotencjalnych kom órek ukierun­
kowanych w linię granulocytów  i m onocytów -m akrofagów  (bez zaangażow a­
nia krwinek czerwonych i megakariocytów). Jeśli transform acja zachodzi 
w kom órce ukierunkow anej w linię limfoidalną, w skład białaczkowego klonu 
wchodzą kom órki jednej tylko linii B lub T, co m a miejsce w ostrych 
białaczkach limfoblastycznych.

Poza udziałem jednej lub kilku linii, jako  funkcji etapu  rozwoju hemo- 
poetycznego, podczas którego m iała miejsce złośliwa transform acja, stosun­
kowo często może na jednej kom órce blastycznej występować równoczesna 
ekspresja m arkerów  charakteryzujących dwie odm ienne linie różnicowania, np. 
lim foidalną i m ieloidalną, lub równoczesna ekspresja m arkerów  limfocytów 
linii B i T [20, 83, 108, 172, 179, 198], co kwestionuje zasadność klasyfikacji
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ostrych białaczek. D la przypadków  tych zarezerwow ano nazwę „ostra białacz­
ka bifenotypow a” lub białaczka o „mieszanym” fenotypie. Spektrum  cech 
charakterystycznych wykazywanych przez niektóre ostre białaczki w aha się od 
wręcz powszechnej ekspresji jednego lub dwu m arkerów  „niezgodnych” z linią 
różnicowania, do skrajnie rzadkich przypadków  białaczek bilinearnej lub 
biklonalnej, w których występują dwie odm ienne populacje blastów  — jedna
0 fenotypie limfoidalnym, a druga mieloidalnym.

PR Ó B Y  U P O R Z Ą D K O W A N IA  N O M E N K L A T U R Y  O STR Y C H  B IAŁACZEK 
O  M IESZA N Y M  F E N O T Y P IE

W związku z heterogennością ostrych białaczek o mieszanym fenotypie, 
istnieje w piśmiennictwie niepokojąca różnorodność pojęć. D la określenia 
białaczek wykazujących cechy zarów no linii limfoidalnej, jak  i mieloidalnej są 
stosowane następujące nazwy: białaczka hybrydowa, białaczka bifenotypowa, 
białaczka biklonalna, białaczki równoczesne (simultaneous), białaczka bilinear- 
na, białaczki synchroniczne (jednoczesne) (synchronous), białaczki m etachro- 
niczne (niejednoczesne) (metachronous), białaczka chimeryczna, białaczki mie­
szane (mixed), białaczka z „przełączaniem linii różnicow ania” („lineage 
switch”).

W pracy na tem at stosunkow o wąskiej podgrupy prawdziwych białaczek 
hybrydowych Gale i Ben-Bassat [66] proponują ujednolicenie term inologii, zaś 
H offbrand i wsp. [100] sądzą, że term inologią tych autorów  m ożna objąć 
wszystkie ostre białaczki o mieszanym fenotypie. A zatem  Gale i Ben-Bassat 
[66] pod pojęciem ostrej białaczki hybrydowej rozumieją stan, w którym  
złośliwa transform acja obejmuje zarów no linię limfoidalną, jak  i m ieloidalną. 
N ależą tutaj:

ostra białaczka bifenotypowa — w której więcej niż 10% białaczkowych 
kom órek wykazuje cechy zarów no kom órki limfoidalnej, jak  i mieloidalnej, są 
to  więc kom órki o mieszanym fenotypie;

ostra białaczka bilinearna — w której występuje heterogenność populacji 
kom órek białaczkowych tzn. jedne kom órki należą do linii limfoidalnej, a inne 
do mieloidalnej.
Ten typ białaczki bywa także nieprawidłowo nazywany białaczką biklonalną. 
Zdaniem  Gale i Ben-Bassata białaczka bilinearna pow inna być odróżniona od 
białaczki biklonalnej, ponieważ białaczka bilinearna pochodzi z jednej kom ór­
ki macierzystej zdolnej do różnicow ania się w linię lim foidalną i m ieloidalną.

Białaczka biklonalna nie jest białaczką hybrydow ą i przypuszczalnie 
pochodzi z dwu różnych kom órek macierzystych, w których wystąpiły odrębne
1 niezależne procesy transform acji. Różnice te są przedstawione na rye. 1 
cytowanej z pracy H offbranda i wsp. [100].
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Rye. 1. Podział ostrych białaczek o mieszanym fenotypie [wg 100], A. Białaczka bifenotypo- 
wa — więcej niż 10% kom órek blastycznych wykazuje m arkery charakteryzujące więcej niż jedną  
linię różnicow ania. B. Białaczka b ilinearna — kom órki blastyczne pochodzą od wspólnej kom órki 
m acierzystej, ale tw orzą dwie odm ienne populacje, z których każda wykazuje inny obraz  m arkerów  
związanych z różnymi liniami różnicowania. W ystępow anie tych różnych populacji m ożna 
obserw ow ać albo od początku choroby (białaczka synchroniczna), albo w następstw ie ewolucji 
choroby (białaczka m etachroniczna, z przełączeniem linii różnicowania). C. Białaczka biklonal- 
na — kom órki blastyczne pochodzą z dwu różnych kom órek m acierzystych i tw orzą dwa 

niezależne klony. Jest wyjątkow o rzadka.

Białaczka bifenotypowa jest zawsze synchroniczna, natom iast białaczka 
bilinearna może być zarów no synchroniczna, jak  i m etachroniczna. W m eta- 
chronicznych białaczkach bilinearnych, zwłaszcza jeśli w następstw ie ostrej 
białaczki limfoblastycznej rozwija się ostra białaczka szpikowa, konieczne jest 
precyzyjne ustalenie czasu jej wystąpienia do wykluczenia wpływu terapii, 
k tó ra  może indukow ać rozwój drugiej, wtórnej białaczki (odmiennej genetycz­
nie i fenotypowo od pierwszej). Białaczki w tórne nie pow inny więc być 
utożsam iane z praw dziwą białaczką bilinearną. G ale i Ben-Bassat sądzą, że 
okres 6 miesięcy jest właściwym odstępem  czasu, podczas którego może 
rozwinąć się m etachroniczna białaczka bilinearna, później pow stają białaczki 
wtórne.

Z pojęciem m etachronicznych białaczek bilinearnych wiąże się pojęcie 
„przełączania linii różnicow ania” („lineage switch”). Gale i Ben-Bassat jako  
przełączenie linii różnicow ania rozum ieją występowanie w przebiegu białaczki 
zm iany dom inacji jednej linii różnicow ania nad drugą, chociaż obie linie należą 
do tego samego klonu nowotworowego. Przewaga tej lub innej linii w białacz- 
kowym klonie praw dopodobnie zależy od czynników dodatkow ych, takich jak  
wpływy regulacyjne czy stochastyczne, które dostarczają danej linii róż­
nicow ania wybiórczych korzyści proliferacyjnych. Przełączanie linii różnicow a­
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nia, jak  to już  podkreślono, jest często mieszane z rozwojem drugiej, wtórnej 
białaczki u tego samego pacjenta.

EK SPR ESJA  M A R K E R Ó W  „N IE Z G O D N Y C H ” Z L IN IĄ  R Ó Ż N IC O W A N IA  W O STRY CH
BIAŁACZKA CH

O stre białaczki o mieszanym fenotypie stanowią heterogenną grupę, 
w której białaczkowe kom órki charakteryzuje ekspresja m arkerów  należących 
do dwu linii różnicowania, przy czym istnieją liczne w arianty m arkerów  
„niezgodnych” z linią różnicowania. W Tab. 11 stanowiącej modyfikację 
tablicy z pracy Hoffbranda i wsp. [100] przedstaw iono ekspresję m arkerów  
„niezgodnych” z linią różnicowania.

Stopień krzyżowej ekspresji m arkerów  związanych z odm iennym i liniami 
różnicow ania jest różny. I tak w około 10% przypadków  ostrych białaczek 
szpikowych stw ierdzono aktyw ność T dT [20, 108]. W prawdzie rzadziej, ale 
jednak  u części chorych z ostrymi białaczkam i szpikowymi występują m arkery 
charakteryzujące bardzo wczesne etapy różnicowania limfocytów T, jak  np. 
antygen C D  7, lub limfocytów B, jak  np. antygen C D  10 (Tab. 3 i 4) [76, 219]. 
N iektórzy autorzy [8, 18, 32, 56, 63, 70, 78, 165, 184, 196] donosili o wy­
stępow aniu w znamiennej części przypadków  ostrych białaczek szpikowych 
klonalnej rearanżacji genów IgH i/lub genów TCR. Rearanżacja ta zwłaszcza 
często występowała w przypadkach ostrych białaczek szpikowych w ykazują­
cych aktyw ność TdT [63, 165].

W przypadkach ostrych białaczek limfoblastycznych obserwowano rów no­
czesną ekspresję m arkerów  charakteryzujących linię kom órki T  i B. N ależą tu 
doniesienia o ostrych białaczkach limfoblastycznych wykazujących cechy 
zarów no powszechnych ostrych białaczek limfoblastycznych (białaczki CD 
10-dodatnie), jak  i ostrych białaczek T kom órkow ych [151]. Nuss i wsp. [167] 
u 27%  chorych z ostrą białacżką limfoblastyczną C D  10-ujemną obserwowali 
równoczesną ekspresję antygenów  C D  19 i C D  7. Antygen C D  19 jest 
m arkerem  bardzo wczesnych rozwojowo kom órek ukierunkow anych w linię 
limfocytów B, zaś C D  7 — m arkerem  kom órek ukierunkow anych w linię 
limfocytów T (Tab. 3 i 4). Ta równoczesna ekspresja antygenów C D  19 
i C D  7 na jednej kom órce (nie wykazującej m arkerów  linii mieloidalnej) może 
być w yjaśniona przez jedną z trzech hipotez:

albo białaczkowej konwersji ulegają bardzo wczesne prekursory linii 
limfoidalnej, nie ukierunkow ane jeszcze ani w linię T, ani w linię B; 

albo C D  7 nie jest specyficznym m arkerem  kom órek linii T; 
albo występuje aberracja ekspresji C D  7 na kom órkach ukierunkow anych 

w linię B.
Nieoczekiwanie częsta jest w ostrych białaczkach T kom órkow ych niezgod­

na z linią różnicow ania rearanżacja genów IgH [77, 149, 181, 210], zaś
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w białaczkach B kom órkow ych, również niezgodna z linią różnicow ania, 
rearanżacja genów TCR [4, 8, 31, 70, 77, 78, 167, 172, 210]. Stass i M irro  [93] 
podają, że u około 20%  dzieci z ostrą białaczką limfoblastyczną T kom órkow ą 
występuje rearanżacja genów IgH, zaś u około 25%  dzieci z ostrą białaczką 
limfoblastyczną pre-B kom órkow ą — rearanżacja genów TCR. W  badaniach 
Nuss i wsp. [167] równoczesna rearanżacja genów IgH i genów łańcuchów  beta 
i gam m a TCR występowała u dzieci powyżej 2 lat zarów no w ostrych 
białaczkach limfoblastycznych C D  10-ujemnych, jak  i C D  10-dodatnich, 
natom iast u dzieci poniżej 2 lat — wyłącznie w przypadkach C D  10-dodatnich. 
Tak więc rearanżacja genów TCR wiąże się zarów no z etapem  dojrzew ania 
prekursorów  kom órek B, jak  i wiekiem pacjenta (powyżej 2 lat). Obserwacje 
Nuss i wsp. nasuw ają dotychczas nie wyjaśnione pytanie, czy kom órki C D  
10-ujemne są prekursoram i kom órek C D  10-dodatnich.

D obrze udokum entow ana jest w ostrych białaczkach limfoblastycznych 
ekspresja m arkerów  charakteryzujących kom órki szpikowe. W ykryto np. 
w ostrych białaczkach limfoblastycznych ekspresję genu m ieloperoksydazy 
[57]. Badacze z C ancer and Leukem ia G roup  B [199] wykazali występowanie 
antygenów linii mieloidalnej, takich jak  C D  13 i/lub C D  33 w ponad  30%  
przypadków  ostrych białaczek limfoblastycznych dorosłych. W większości tych 
przypadków  kom órki białaczkowe zaliczono do typu L-2 wg Klasyfikacji FAB 
(Tab. 1), a ponad to  cechowała je aktyw ność esterazy octanowej alfa naftylu 
[45]. Istnieją także doniesienia o występowaniu w dziecięcych ostrych białacz­
kach limfoblastycznych zarów no w ariantów  bifenotypowych, jak  i bilinearnych 
[113, 138].

Z drugiej strony Greaves i wsp. [47] kw estionują wiele z wcześniejszych 
publikacji białaczek o mieszanym fenotypie, ponieważ nie badano m arkerów , 
które byłyby ściśle specyficzne dla danej linii różnicowania. Tak np. deter­
m inant antygenowy C D  15 (3-fukozyl-N -acetylo-laktozam ina lub hapten  X), 
k tóry jest m arkerem  kom órek linii szpikowej i kom órek klonogennych ostrych 
białaczek szpikowych, jest identyczny z antygenem  SSEA-1, który występuje na 
kom órkach potw orniaka (teratokarcinom a), a także w wielu tkankach  i wy­
dzielinach zarów no prawidłowych, jak  i now otworow ych [71]. Antygen 
C D  34, o którym  sądzono, że charakteryzuje kom órki ukierunkow ane w linię 
ganulocytów  i m onocytów-m akrofagów , okazał się glikoproteiną kom órki 
macierzystej [218]. Także inne antygeny, które uważano za specyficzne dla linii 
kom órki T, takie jak  C D  1 [62], C D  2 [148], C D  4 [226] i C D  5 [25] m ogą 
występować na kom órkach należących do innych linii różnicowania. Kwes­
tionuje się także specyficzność T dT  jak o  m arkera kom órki ukierunkow anej 
w linię limfoidalną. Istnieją doniesienia mówiące, że sporadyczne kom órki 
w prawidłowym  szpiku wykazują zarów no aktywność TdT, jak  i ekspresję 
antygenu linii mieloidalnej p 165 [22]. Również w prawidłowym  szpiku 
występują kom órki będące prekursoram i tym ocytów (TdT, H LA -D R  i C D
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7-dodatnie) [216]. Zanim  zatem przyjmie się, że niektóre białaczki wykazują 
m arkery „niezgodne” z linią różnicowania, konieczne będzie ustalenie fejioty- 
pów wszystkich prawidłowych kom órek prekursorowych.

Przedm iotem  spekulacji [75] pozostaje także specyficzność rearanżacji 
genów podczas prawidłowej hemopoezy. Podczas gdy zarów no kom órki linii 
B, jak  i linii T  (i ich białaczkowe odpowiedniki) zawsze wykazują rearanżacje 
odpow iednich genów [172, 194], nie jest wykluczone, że przynajmniej w pew­
nych kom órkach prekursorow ych w szpiku jeszcze przed ukierunkow aniem  ich 
w którąś z linii różnicowania występuje rearanżacja zarów no genów Ig, jak  
i genów TCR. G reaves i wsp. [74] sugerują, że proces białaczkowy „unieśm ier­
telnia” te właśnie kom órki, które w w arunkach prawidłowych są niezdolne do 
życia i jako  takie eliminowane. Jest interesujące, że szczegółowe badania 
„niezgodnych” z linią różnicow ania rearanżacji genowych, tak charakterystycz­
nych dla różnych białaczek, ujawniły, że posiadają one szereg cech po­
zwalających na odróżnienie ich od prawidłowej, „produktyw nej” rearanżacji 
genów i praw dopodobnie są „nieczynne”, co wskazuje, że nie należą do 
prawidłowego program u różnicow ania linii limfoidalnej [75, 77, 78, 154].

H IP O T E Z Y  D O T Y C Z Ą C E  PA T O G E N E Z Y  O STR Y C H  BIAŁACZEK O  M IESZA N Y M
F E N O T Y P IE

Udow odnienie istnienia wieloważnej kom órki macierzystej umożliwiło 
podjęcie prób  wyjaśnienia patogenezy ostrych białaczek bifenotypowych albo 
przy pom ocy hipotezy „niewierności” wobec linii różnicowania (lineage „in­
fidelity”), albo poprzez hipotezę „przemieszczania” linii (lineage „prom is­
cuity”).

H ipotezę „niewierności” wobec linii różnicowania wylansowali w 1981 r. 
M cCulloch i wsp. Początkow o wykazano [140], że pojedyncza kom órka 
blastyczna linii kom órkowej wyprowadzonej z ostrej białaczki szpikowej 
posiada równocześnie m arkery linii krwinek czerwonych i linii neutrofili. 
W dalszych badaniach [198] stw ierdzono, że w niektórych przypadkach 
ostrych białaczek szpikowych może występować równoczesna ekspresja we­
w nątrz cytoplazm atycznych Ig (m arker linii kom órki B), jak  i antygenu 
powierzchniowego C D  11 b (OKM -1) (m arker kom órek linii granulocytów, 
m onocytów -m akrofagów  i kom órek cytotoksycznych). W yniki te M cCulloch 
[145] interpretow ał jako  „aberrację program ow ania” („aberrant p rogram ­
m ing”), lub „niewierność” wobec linii różnicowania (lineage „infidelity”) 
wywołaną procesem  nowotworowym. Obecnie jednak  znane są przykłady, 
które początkow o interpretow ano jako  „aberrację program ow ania”, a w k tó ­
rych, jak  się później okazało, białaczkowe blasty wykazywały po prostu 
niespecyficzne m arkery występujące na różnych liniach kom órkowych. W ydaje
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się więc, że hipoteza M cCullocha i wsp. może odnosić się tylko do rzadkich 
przypadków  ostrych białaczek, w których istotnie ma miejsce aberracja 
program ow ania.

Pochodząca z 1986 r. hipoteza G reavesa i wsp. [74] „przem ieszania” linii 
opiera się na fakcie, że w prawidłowym  szpiku istnieją ukierunkow ane kom órki 
oligopotencjalne. W toku prawidłowego różnicowania część tych kom órek 
ginie, a część traci m arkery innej linii, jak  np. kom órki linii mieloidalnej tracą 
aktyw ność TdT. Jednakże niektóre kom órki podczas różnicowania m ogą 
zachowywać m arkery innej linii, jak  np. częściowa rearanżacja genów TCR 
w kom órce ukierunkow anej w linię B. Jak się przypuszcza, podczas praw id­
łowego różnicowania limfocytów niemal powszechnie zachodzą aberracje 
w rearanżacji genów, które prow adzą do pow stania defektywnych kom órek, 
wykazujących niezgodną z linią różnicow ania rearanżację genów. G reaves 
i wsp. [74] sugerują, że proces białaczkowy unieśm iertelnia te kom órki 
niezdolne do życia w w arunkach prawidłowych.

A lternatyw ną hipotezę sugeruje niedawne odkrycie, że zarów no rearanżacja 
genu Ig, jak  i genu TCR zachodzi dzięki podobnem u, chociaż nie identycznemu 
działaniu m echanizm ów enzymatycznych rekom binacji [227]. Jak  wiadom o, 
krytycznym  zdarzeniem  decydującym  o ukierunkow aniu kom órki macierzystej 
w linię limfocytów B lub T  jest rekom binacja som atyczna D N A  linii płciowej, 
dzięki której powstają, unikalne w swojej strukturze, odpow iednio loci Ig lub 
loci TCR. Ten proces rekom binacji obejm uje rozpoznanie sekwencji sygnal­
nych: heptam er-przeryw nik (spacer)-nonam er, znajdujących się na każdym 
brzegu genu, jak  również cięcie DNA i ponowne związanie jednostek koń­
cowych w tym samym chrom osom ie. Jest on katalizow any przez enzymy 
zwane rekom binazam i.

Fizjologiczna czynność rekom binaz w kom órkach pre-B zapewnia po­
wstanie kom pleksu V-D-J IgH lub kom pleksu V-J łańcuchów lekkich Ig 
i analogicznego loci TCR w kom órkach pre-T. H offbrand i wsp. [100] 
sugerują, że podczas ekspansji klonu kom órek pre-B współistniejący blok 
różnicowania pozwala na znaczne wydłużenie „okresu rozwojowego” („develop­
m ental window”), podczas którego działają rekom binazy. Przedłużona aktyw ­
ność rekom binaz zwiększa możliwość rearanżacji genu TCR, k tó ra  w w arun­
kach prawidłowych jest zjawiskiem niezmiernie rzadkim  w kom órce pre-B. 
N atom iast w białaczkach wychodzących z bardziej dojrzałych prekursorów  
kom órki B, które przekroczyły ten okres rozwoju, aktyw ność rekom binaz 
praw dopodobnie jest mniejsza, co by wyjaśniało rzadsze w tych białaczkach 
występowanie „niezgodnej” z linią różnicow ania rearanżacji genu TCR.

BIAŁACZKA O MIESZANYM FENOTYPIE Z TRANSLOKACJĄ T/4;l l//q21;q23/

W przedstaw ionym  przez Ben-Bassata i Gale [11] przeglądzie zebranych 
z piśm iennictwa tzw. ostrych białaczek hybrydowych (bifenotypowych i biline-
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arnych) autorzy zwrócili uwagę na stosunkow o częste występowanie trans- 
lokacji t/4; 11/.

Przeprow adzone przez P ark ina i wsp. [171] badania morfologiczne, 
cytochem iczne i u ltrastruk tu ra lne kom órek blastycznych z t/4; 11/ wykazały ich 
bifenotypowość. M orfologia tych blastów odpow iadała kom órkom  limfoidal- 
nym, zwykle typu L-l lub L-2 wg Klasyfikacji FAB (Tab. 1), ale ich cechy 
u ltrastruk tu ra lne  i cytochem iczne przemawiały za pochodzeniem  z linii mieloi- 
dalnej.

Również badania Stonga i wsp. [203] linii RS 4; 11 wyprowadzonej 
z kom órek szpiku chorego z ostrą białaczką i t/4; 1 l / /q 2 1 ;q23/ oraz izo- 
chrom osom em  7q wykazały, że chociaż morfologia i fenotyp immunologiczny 
większości kom órek blastycznych odpow iadały limfoblastom, to jednak  ok. 
30%  kom órek wykazywało cechy linii mieloidalnej. Za przynależnością do 
prekursorów  linii limfoidalnej przem awiała aktywność TdT. Co więcej, kom ór­
ki te należały do kom órek ukierunkow anych w linię limfocytów B, na co 
wskazywała: rearanżacja genów IgH i łańcucha lekkiego kappa, a także 
ekspresja antygenów BA-1, BA-2, P 1153/3 i B 4. W ystępowała także ekspresja 
antygenów  HLA-DR. Z drugiej strony za przynależnością do kom órek 
ukierunkow anych w linię granulocytów  i m onocytów -m akrofagów  przem aw ia­
ła reakcja z m onoklonalnym  przeciwciałem IG  10. N iektóre z kom órek linii 
RS 4; 11 wykazywały słabą ekspresję antygenu gp 170,95/TA-l, który charak ­
teryzuje prekursorow e kom órki linii m onocytów  i m onocyty krwi obwodowej. 
W badaniach u ltrastrukturalnych w ok. 30% kom órek RS 4; 11 wykryto ziarna 
przypom inające ziarna niedojrzałych bazofili i kom órek tucznych, a ponad to  
część tych kom órek wykazywała aktywność peroksydazową. Indukując doj­
rzewanie kom órek linii RS 4; 11 przy pom ocy estru forbolu (12-O -tetradecano- 
yl-phorbol-13 acetate, w skrócie TPA) uzyskano różnicowanie do kom órek 
przypom inających makrofagi, za czym przemawiały badania cytochemiczne, 
czynnościowe, im munologiczne i ultrastrukturalne. Obserwacje te są zresztą 
zgodne z wcześniejszymi badaniam i N agasaka i wsp. [164], którzy w dwu 
przypadkach ostrej białaczki z t/4; 11/ uzyskali przy pomocy TPA różnicowanie 
w kierunku m onocytoidalnym .

Stass i M irro [200] w pracy przeglądowej dotyczącej m.in. ostrej białaczki 
z t/4; 11/ zwracają uwagę, że u dzieci białaczkowe blasty nieodm iennie 
charakteryzują się morfologią kom órki limfoidalnej oraz wykazują rearanżację 
genów IgH, ale ich fenotyp im munologiczny odpow iada zarów no wczesnym 
rozwojowo limfocytom B, jak  i m onoblastom , a badania u ltrastruk turalne 
ujawniają cechy linii mieloidalnej. N atom iast u dorosłych, chociaż większość 
przypadków  białaczek z t/4; 11/, podobnie jak  u dzieci, wykazuje cechy 
białaczki limfoblastycznej, to  jednak u niektórych chorych rozpoznaw ano 
ostrą  białaczkę m ielom onocytową i ostrą białaczkę niezróżnicowaną. W kilku 
przypadkach, które morfologicznie, cytochemicznie i im m unofenotypow o od-
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pow iadały ostrej białaczce łimfoblastycznej, w badaniach u ltrastruktura lnych  
w ykryto drugi klon kom órek — odpow iadających m onoblastom . Stass i M irro  
przedstawili wyniki badań  kario typu u chorych z t/4 ;ll//q21 ;q23 /. A utorzy 
podają, że u połowy badanych występowały jeszcze inne nieprawidłowości 
chrom osom ow e i sądzą, że przynajm niej kilka z nich było nieprzypadkowych.

Dość powszechne występowanie t/4; 11/ w białaczkach o mieszanym fenoty­
pie sugeruje, że ten typ translokacji m a miejsce w wielopotencjalnej kom órce 
macierzystej zdolnej do różnicow ania się zarów no w linię limfoidalną, jak  
i m ieloidalną [1, 164, 171, 203].

Częstość występowania t/4; 11/ jest różnie podaw ana w różnych publikac­
jach. M irro i wsp. [150] stwierdzili ją  u sześciu (2,5%) z 237 pacjentów  
z Tennessee z ostrą białaczką limfoblastyczną. Z drugiej strony badacze duńscy 
[17] w małej grupie 26 chorych z ostrą białaczką limfoblastyczną — trans- 
lokację t /4 ; l l /  wykryli u pięciu (19%) badanych. Przyczyna tych różnic jest nie 
znana. W połączonym  m ateriale przyjęto, że t/4 ;l 1/ występuje w ok. 5-10%  
przypadków  wszystkich ostrych białaczek limfoblastycznych [94].

O stra  białaczka z t/4; 11/ jest obserw ow ana w dwu grupach wiekowych. 
Albo u now orodków  i bardzo małych dzieci, poniżej 18 miesięcy, albo 
u dorosłych [121]. Sugeruje się nawet, że białaczki z t/4; 11/ są białaczkam i 
wrodzonym i [120]. Heim i wsp. [92] podają, że translokacja ta występuje 
w 78%  przypadków  wrodzonych ostrych białaczek limfoblastycznych. Z arów ­
no białaczkę dziecięcą, jak  i dorosłych charakteryzuje podobny obraz klinicz­
ny, do którego należą: wysoka leukocytoza, często powyżej 150000 w μΐ [137], 
hepato-splenom egalia i/lub powiększenie węzłów chłonnych oraz złe rokow a­
nie [92, 94, 111, 150]. Przeżycie powyżej 20 miesięcy w przypadkach tej 
translokacji należy do wyjątków [120, 136, 211]. W Tab. 12 cytowanej z pracy 
Koefdera [121] przedstaw iono główne cechy białaczki o mieszanym fenotypie 
z t/4; 11/.

Przyjrzyjmy się z kolei zm ianom  m olekularnym , jakie zachodzą w t/4;
1 l//q21;q23/. W chrom osom ie 11 znajdują się dwa miejsca dziedzicznie łamliwe 
w prążkach q l3  i q23. Dotychczas u człowieka zidentyfikow ano 
17 miejsc dziedzicznie łamliwych, z których 16 występuje w chrom osom ach 
autosom alnych, a jedno w chrom osom ie X. Sutherland [205, 205a] miejsca 
dziedzicznie łamliwe definiuje jak o  różnej szerokości przerwy w wybarwieniu 
fragm entów ram ion chrom osom ów  m etafazalnych, obejm ujące zwykle obie 
chrom atydy. Miejsca te są dziedziczone w sposób dom inujący zgodnie z p ra­
wami M endla. Łamliwość jest w yrażona pod postacią acentrycznych fragm en­
tów, delecji chrom osom ow ych, lub trójprom iennych figur (triradiated figures).

N om enkla tu ra  cytogenetyczna znakuje m iejsca łamliwe skrótem  „fra” (z angielskiego fragile 
sites). Skrót ten występuje w zapisie przed num erem  chrom osom u z oznakow aniem  jego ram ion 
(ram iona krótk ie lub długie) o raz  podaniem  num eru prążka, w którym  znajduje się miejsce < 
łamliwe. T ak więc dw a miejsca dziedzicznie łamliwe w chrom osom ie 11 znakuje się jak o  fra 11/q 13, 
lub q23/.
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Poza miejscam i dziedzicznie łamliwymi w chrom osom ie 11 znajduje się jeszcze hom ozygotycz- 
ne miejsce powszechnie lub konstytutyw nie łamliwe (com m on or constitutive fragile site), przy 
czym pokryw a się ono z miejscem dziedzicznie łamliwym [231]. Yunis i Soreng [231] sugerują, że 
miejsca dziedzicznie łamliwe pow stają wskutek m utacji miejsc powszechnie łamliwych. Miejsca 
powszechnie łamliwe praw dopodobnie wiążą się z przemieszczalnymi (transposable) elem entam i 
regulacyjnymi, k tó re  należą do zjawisk ewolucyjnie bardzo dawnych i w arunkują niestabilność 
genomu, konieczną np. do pow stania zarów no genów Ig, jak  i genów TCR. Ekspresja miejsc 
łamliwych jest indukow ana przez wciąż wzrastającą listę m utagenów  i karcinogenów , począwszy 
od prom ieniow ania jonizującego do p roduktów  spalania papierosów  włącznie [206], Przyjm uje się 
istnienie zw iązku między miejscami łamliwymi a nieprzypadkow ym i punktam i złam ań, jak ie  
obserwuje się w rearanżacjach chrom osom ow ych w kom órkach nowotw orow ych. Z a związkiem 
tym przem aw iają dane uzyskane z dwu kierunków  badawczych. Jedne pochodzą z badań  
cytogenetycznych, w których porów nyw ano koincydencję miejsc łamliwych z punktam i złam ań 
chrom osom ów  w kom órkach nowotworow ych. Drugie — z badań m olekularnych, k tóre pozwoliły 
na zm apow anie genów leżących w miejscach łamliwych. Ze znanych ok. 110 miejsc łamliwych, 50 
jest zgodnych z położeniem  50 z 75 punktów  złam ań chrom osom ów  specyficznych dla now o­
tworów (67%). W 21 miejscach łamliwych leży 26 z 36 onkogenów  (72%) [232], Jak  się wydaje, 
różnorodne rearanżacje chrom osom ow e występujące w now otw orach są spow odow ane m asowym  
rozryw aniem  „słabych” punktów , jakim i są miejsca łamliwe [46, 87, 88, 91, 231] i w których leżą 
onkogeny. O sta tn io  jednak  Sutherland i Simmers [207] sugerują, że hipoteza ta jest bezzasadna. 
W prawdzie w iadom o, że zarów no punkty  złam ań chrom osom ów  w now otw orach, jak  i miejsca 
łamliwe nie przypadkow o leżą w prążkach nie barwiących się m etodą Giemzy (Giemza-ujemnych), 
nie stw ierdzono jednak  znam iennej statystycznie korelacji między tymi param etram i (między 
miejscami powszechnie łamliwymi i złam aniam i chrom osom ów  w now otw orach, a prążkam i 
Giemza-ujemnym i).

W miejscu łamliwym w długich ram ionach chrom osom u 11 znajduje się 
proto-onkogen c-ets-1 [50, 223]. Z kilku pow odów  c-ets należy do wyjątków. 
Po pierwsze: jego odpowiednik wirusowy v-ets wchodzi w skład genomu 
niezwykłego retrow irusa E 26 ostrej m ieloblastozy i erytroblastozy ptaków  
(avian acute m yeloblastosis and erythroblastosis virus, w skrócie E 26). 
Transform ujący gen E 26 składa się z trzech członów: delecyjnego wirusowego 
genu gag, k tóry  koduje białka wnętrza wirionu i dwu onkogenów  v-mvb i v-ets 
[135, 166] -v-Agag-myb-ets. v-ets powstaje wskutek transdukcji prawidłowego 
kom órkow ego genu ets drobiu przez retrow irus E 26. W wyniku transdukcji 
dochodzi do okrojenia i uszkodzenia kom órkow ego genu, co nadaje mu 
onkogenność. Trójczłonowy, transform ujący gen E 26 koduje onkogenne 
białko o ciężarze cząsteczkowym 135 kd — p 135 [166]. Jeśli idzie o patogen- 
ność, to E 26 charakteryzują co najmniej dwie dodatkow e cechy, których nie 
posiada retrow irus m ieloblastozy ptaków  (avian m yeloblastosis virus, w sk ró ­
cie AMV) dysponujący tylko onkogenem  myb. Pierwsza z tych cech to  fakt, że 
E 26 u ptaków  wywołuje zarów no mieloblastozę, jak  i erytroblastozę, a in vitro 
transform uje m ieloblasty i erytroblasty, podczas gdy AMV wywołuje jedynie 
białaczkę m ieloblastyczną i wybiórczo transform uje mieloblasty [157, 158, 
182]. Co więcej, E 26 posiada zdolność transform owania zarówno nie ukierun­
kowanych kom órek macierzystych wspólnych dla linii erytroblastów  i mielo- 
blastów, jak  i kom órek ju ż  ukierunkow anych bądź w linię erytroblastów , bądź

http://rcin.org.pl



382 Z. M. RUPNIEWSKA, M. KOWAL

mieloblastów [158, 182]. Druga cecha, odróżniająca gen E 26 od AMV to to, że 
mieloblasty stransform owane przez E 26 mają całkowicie zablokowane doj­
rzewanie i nie udaje się wywołać ich dalszego różnicowania żadnym  ze znanych 
induktorów  [cyt. wg 185]. Przeciwnie natom iast, kom órki stransform owane 
przez AMV m ogą różnicować się do makrofagów pod wpływem TPA [208].

Drugim  powodem  zaliczenia c-ets do wyjątków jest fakt, że u człowieka, 
a także u myszy i kotów, dwa różne loci nazwane c-ets-1 i c-ets-2 odpow iadają 
pojedynczemu genowi c-ets drobiu i wirusowemu v-ets. N iedaw no u drobiu 
zidentyfikowano ekwiwalent ludzkiego c-ets-2 [19a]. c-ets-1 człowieka o d ­
pow iada 5'-v-ets, zaś c-ets-2 — 3'-v-ets [223]. U ludzi c-ets-1 zlokalizow ano 
w 1 lq  23.3, zaś c-ets-2 w 21q22.3 [50, cyt. wg 90, 223]. O statn io  jednak W atson 
i wsp. [223a] podają, że c-ets-2, a także trzeci gen należący do rodziny ets — 
c-erg leżą w 21q23.3.

Po trzecie: rodzina genów ets należy do genów ewolucyjnie starych. W atson 
i wsp. [223a] proponują podział genów ets na trzy klasy. Do klasy I należą 
geny c-ets-1 człowieka i drobiu. Posiadają one trzy domeny, nazwane przez 
autorów  A, B i C, i jak  się wydaje (na podstawie struk tury  tych genów 
i identyfikacji ram ek odczytu), kodow ane przez nich białka są identyczne 
w ponad 95%  am inokwasów. Z szesnastu odm iennych am inokwasów, tylko 
cztery nie zostały przechowane podczas ewolucji. Do klasy II należą geny 
posiadające tylko dom eny A i C. Należą tu ets-2 człowieka, ets-2 myszy, ets-2 
tak odległego ewolucyjnie gatunku jak  Xenopus  i gen erg człowieka. Przypusz­
czalne produkty  genów c-ets-2 człowieka i myszy są w ponad 91%  identyczne. 
Trzecią klasę stanow ią geny ets, które nie są jeszcze dokładnie sklasyfikowane, 
zawierające tylko dom en C. Być może jest to unikalna klasa posiadająca tylko 
stary ewolucyjnie dom en C, nie jest jednak wykluczone, że należy ona do 
którejś z poprzednich klas. Do klasy tej należą: ets muszki Drosophila 
melanogaster i ets jeża morskiego.

Produkt ludzkiego genu c-ets-1 jest nie znany, c-ets-2 koduje fosfoproteinę 
p 56 zlokalizowaną w jądrze kom órkowym  [65a], k tóra prawdopodobnie 
odgrywa rolę regulacyjną, jak  produkty c-myc, c-myb, c-fos, c-jun, wpływając na 
proces replikacji DNA, chociaż różni się od innych onkoprotein jądrowych 
zdolnością do post-transkrypcjonalnej odpowiedzi na TPA [cyt. wg 171 a]. 
Sugeruje się, że ets-2 i erg położone w 21 chromosomie odgrywają rolę w zespole 
Downa, a przynajmniej ets-2 ulega potrojeniu w trisomii 21, k tóra charak­
teryzuje zespół Downa [189a]. Nie stwierdzono homologii między c-ets-1 
i c-ets-2 z wyjątkiem niewielkiej, pokrywającej się sekwencji, k tóra koduje 14 
aminokwasów; 12 z nich są zachowane w obu loci. O ba loci w kom órkach 
człowieka ulegają transkrypcji: c-ets-1 w mRNA wielkości 6,8 kilozasad (skrócie 
kz), zaś c-ets-2 — w trzy m RNA wielkości 4,7, 3,2 oraz 2,7 kz [223].

Jak dotąd  nie dysponujem y bezpośrednim i dow odam i wskazującymi na 
udział sekwencji c-ets w ludzkich now otw orach, chociaż c-ets-1 leży w miejscu
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łamliwym w llq 2 3 . Istnieją jednak pośrednie dane związane z translokacją lub 
nieprawidłowościam i c-ets w niektórych białaczkach i chłoniakach. Po pierw­
sze, Diaz i wsp. [52] u trzech pacjentów z białaczką m ielom onocytową 
i m onoblastyczną (typy M-4 i M-5 wg Klasyfikacji FAB, zob. Tab. 2) i t/9; 
l l//p 2 2 ; q23/ wykazali, że c-ets-1 zostaje przeniesiony z chrom osom u 11 
w krótkie ram iona chrom osom u 9 w bezpośrednie sąsiedztwo genów inter­
feronu. Jednakże w D NA kom órek blastycznych nie stw ierdzono polimorfizmu 
długości fragm entu restrykcyjnego (restriction fragm ent length polym orphism) 
genu c-ets-1. Translokacje llq 2 3  do krótkich ram ion chrom osom u 9 stosun­
kowo często są opisywane w ostrej białaczce m onoblastycznej (typ M-5, zob. 
Tab. 2) [51, 52, 84, 111, 112], zwłaszcza w podtypie niezróżnicowanym  tej 
białaczki (podtyp M -5a, Tab. 2) [188]. P onad to  donoszono o translokacji 
11 q23 do chrom osom ów  6, 10, 17 lub 19, co obserwowano w ostrej białaczce 
m ielomonocytowej (typ M-4, Tab. 2) [111, 229]. LeBeau i Rowley [133] 
oceniają, że nieprawidłowości chrom osom u 11 występują w ok. 10% przypad­
ków ostrych białaczek m onoblastycznych i m ielomonocytowych.

Po drugie, Rovigatti i wsp. [185] stwierdzili rearanżację i amplifikację 
sekwencji c-ets-1 w DN A kom órek blastycznych lub limfocytów: w jednym  
przypadku ostrej białaczki m ielomonocytowej (typ M-4, Tab. 2) z jednorodnie 
barw iącym  się odcinkiem (hom ogenously staining region) w 11 q23, co od­
pow iadało ok. 30-40 krotnej amplifikacji c-ets-1; u chorego z chłoniakiem 
limfocytowym (chłoniak ten klinicznie i histopatologicznie odpow iada prze­
wlekłej białaczce limfatycznej) w którym  występowała inwersja 1 lq23. P onadto  
autorzy ci w kilku przypadkach ostrych białaczek szpikowych z nieprawid­
łowościami dotyczącymi 11 q23 obserwowali niespecyficzne zm iany w locus 
c-ets-1.

Po trzecie, Sacchi i wsp. [190] w linii kom órkowej wyprowadzonej od 
chorego z ostrą białaczką o mieszanym fenotypie i t/4; 1 l//q21;q23/ wykazali, że 
c-ets-1 zostaje przeniesiony z chrom osom u 11 do chrom osom u 4. Podobnie 
stw ierdzono translokację c-ets-2 z chrom osom u 21 do chrom osom u 8 w przy­
padku ostrej białaczki mieloblastycznej (typ M-2, Tab. 2) z t/8;21//q22;q22/. 
Jednakże nie udało się wykryć m etodą Southerna (Southern blot analysis) 
rearanżacji sekwencji c-ets w DNA  kom órek blastycznych zarów no z t/4; 11/, 
jak  i z t/8;12/.

G oyns i wsp. [72] obserwowali rearanżację c-ets-1 w dwu przypadkach 
ostrych białaczek limfoblastycznych przebiegających z wysoką leukocytozą, 
niestety nie ustalono jednak, czy występowała t/4; 11/. Autorzy sugerują, że 
położenie punktu  złam ania w 11 q23 jest zmienne i może znajdow ać się albo 
w locus c-ets-1 albo w jego pobliżu. N asuw a się więc podejrzenie, że 
niem ożność wykrycia rearanżacji c-ets-1 w niektórych przypadkach białaczek 
wiąże się z zastosowaniem  niewłaściwej sondy do wykrycia rearanżacji, jeśli 
punkt złam ania znajduje się w pewnej odległości od sekwencji c-ets-1.
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Tak więc złam anie llq 2 3  połączone niekiedy z translokacją c-ets-1 wy­
stępuje w różnych białaczkach i chłoniakach. Poza om awianym i już białacz­
kam i mielomonocytowym i i m onoblastycznym i (typy M-4 i M-5, Tab. 2), 
ostrym i białaczkam i limfoblastycznymi, białaczkam i o mieszanym fenotypie 
i chłoniaku limfocytowym, opisano je także we wrodzonej białaczce mielomo- 
nocytowej u jednodniow ego chłopca [167a], w zespołach mielodysplastycz- 
nych [89], w przełomie limfoblastycznym w przebiegu przewlekłej białaczki 
szpikowej [155], a nawet w guzach litych, jak  np. mięsak Ewinga [214]. 
W yniki te sugerują, że c-ets-1 lub inne geny znajdujące się w llq 2 3  odgrywają 
rolę w różnych now otw orach, a więc są tkankow o niespecyficzne. N atom iast 
m ateriał genetyczny znajdujący się w 4q21, w przypadku t/4; 11/ należy uważać 
za raczej specyficzny dla różnicow ania limfoidalnego [92], względnie róż­
nicowania linii limfocytów i m onocytów -m akrofagów . Jest to o tyle in­
teresujące, że trisom ię 4 ostatn io  wiąże się z ostrą białaczką m ielom onocytową 
(typ M-4, Tab. 2) [110, 146, 178, 192, 193, 204]. P onad to  G asner i wsp. [68] 
opisali przypadek ostrej białaczki z t/4; 17//q25;q23/, której kom órki począt­
kowo zaliczano do kom órek „nuli” (występowała tylko aktyw ność TdT 
i ekspresja antygenów HLA-DR). N atom iast w hodowli prowadzonej w kom o­
rach dyfuzyjnych wystąpiła równoczesna ekspresja m arkerów  limfocytów T 
i m ielomonocytów.

Założenie, że w 11 q23 znajduje się gen lub geny tkankow o niespecyficzne, 
zaś w 4q21 — geny tkankow o specyficzne znalazło uogólnienie w hipotezie 
Heim a i M itelm ana [93], w myśl której krytycznym  następstwem  rearanżacji 
chrom osom owych charakteryzujących now otw ory jest fuzja dwu segmentów 
chrom osom owych o całkowicie różnych funkcjach. Jeden z tych segmentów 
jest specyficzny dla typu kom órki, a więc ważny w procesie różnicowania, 
podczas gdy drugi zawiera m ateriał genetyczny stym ulujący proliferację, ale 
jest tkankow o niespecyficzny. W prawdzie nic nie wiemy o przypuszczalnym 
genie lub genach związanych z różnicowaniem, a znajdujących się w długich 
ram ionach chrom osom u 4, nie jest jednak wykluczone, że c-ets-1 należy do 
genów kontrolujących wzrost kom órek, co może tłumaczyć dlaczego segment 
1 lq23 stanowi gorące miejsce (hot spot) w cytogenetyce nowotworów . U derza­
jąca częstość rearanżacji 11 q23 w białaczkach niem owląt i małych dzieci 
sugeruje, że odcinek ten podlega innej kontroli transkrypcji u płodu, a innej 
u osób dorosłych [92].

BIAŁACZKA O MIESZANYM FENOTYPIE Ph'-DODATNIA

Stass i M irro [200] mówią o 5 przypadkach wykrytych przez nich 
białaczkach o mieszanym fenotypie (limfo-mieloidalnych) Ph '-dodatnich.

C hrom osom  Ph ' (22q-) powstaje wskutek wymiennej translokacji między chrom osom am i 
9 i 22 — t/9;22//q34.1;ql 1.21/ i jest uważany za cytogenetyczny m arker przewlekłej białaczki
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szpikowej [47, 186], C hrom osom  Ph ' stanowi nabytą  nieprawidłow ość i występuje w kom órkach 
hem opoetycznych wszystkich linii i w ich prekursorach [189]. Punkty  złam ań w długich 
ram ionach chrom osom u 22 /22q 11.21/ są zgrupow ane w małym odcinku DN A, k tóry  leży 
w środkow ej części genu ber (od break-point cluster region), w chrom osom ie 22 [81, 95], 
P ro to-onkogen  c-abl, który w w arunkach prawidłow ych znajduje się w długich ram ionach 
chrom osom u 9 /9q34/, w przypadku t/9;22/ zostaje przem ieszczony do długiego ram ienia 
chrom osom u 22 [47], c-abl wykazuje szereg hom ologii z onkogenam i v-abl dwu transform ujących 
retrowirusów :

— w irusa A belsona białaczki myszy (Abelson m urine leukem ia virus, w skrócie Ab- 
M uLV) [220],

— szczepem 2 w irusa H ardy-Zuckerm an m ięsaka kotów  (H ardy-Zuckerm an 2 feline sarcom a 
virus, w skrócie HZ-2-FeSV ) [16].
W następstw ie translokacji koniec 5'bcr i c-abl pozostają w tej samej orientacji transkrypcyjnej.

W praw idłow ych kom órkach zarów no hem opoetycznych, jak  i niehem opoetycznych c-abl 
ulega transkrypcji w dwie m olekuły m RN A  długości 6 i 7 kz [225], które z kolei ulegają translacji 
w białko o ciężarze cząsteczkowym  145 kd — p 145c'abl (Tab. 13), wykazujące niewielkiego stop­
nia aktyw ność kinazy tyrozynowej [123]. N atom iast w przypadkach klasycznej t/9;22/ powstaje 
nowy transk ryp t c-abl długości ok. 8,5 kz [12, 28, 39, 67]. K lonow anie stykowego rejonu 
z chrom osom u 22 ujaw niło, że nieprawidłow o długi transkryp t m RNA jest m olekułą hybrydow ą 
zaw ierającą egzony z końca 5'bcr (egzon b 2, lub egzon b 3 ber) pozostającego w chrom osom ie 22, 
jak  i prawie wszystkie egzony (z wyjątkiem egzonu I) z translokow anego c-abl [197], T ak więc ber 
ulega rearanżacji i pow staje nowy gen, którego część 5' pochodzi z sekwencji ber, zaś część 3' 
z sekwencji c-abl. N iepraw idłow y m RNA długości 8,5 kz ulega translacji w unikalne białko 
o ciężarze cząsteczkowym  210 kd — p 210bcr"abl [9, 12, 28, 82, 197] (Tab. 13). W tym nowym białku 
p 210bcr"abl koniec am inow y prawidłow ego białka p 145c abl składający się z ok. 25 am inokw asów  
zostaje zastąpiony przez 600-700 am inokw asów  kodow anych przez ber. Podobnie w białku p 160 
kodow anym  przez v-abl A b-M uLV  113 am inokw asów  z końca am inowego prawidłow ego białka 
kodow anego przez kom órkow y gen abl zostaje zastąpionych przez 236 am inokw asów  kodow anych 
przez gen gag re trow irusa  [2].

W ystępuje jednak  co najmniej jedna isto tna różnica czynnościowa między produktem  
hybrydow ego genu bcr-abl a produktem  praw idłow ego c-abl. M ianowicie p 210bcr'abl, podobnie 
zresztą jak  i białko kodow ane przez v-abl retrow irusa, wykazuje aktyw ność kinazy tyrozynowej, 
znacznie wyższą niż prawidłow e białko p 145c"abl [118, 122, 123]. A zatem , jak  się wydaje, hybryda 
p 210bcr'abl m a krytyczne znaczenie w transform acji nowotworow ej.

C hrom osom  P h ' nie jest patognom oniczny dla przewlekłej białaczki szpikowej. W ystępuje on 
także w 25-30%  przypadków  ostrych białaczek limfoblastycznych dorosłych i 2-10%  białaczek 
tego sam ego typu u dzieci [177, 187], a także w kilku procentach przypadków  ostrej białaczki 
szpikowej [187]. D otychczasow e dane wskazują, że chociaż punkty  złam ań w przewlekłej białaczce 
szpikowej i w ostrej białaczce limfoblastycznej, obu Ph '-dodatnich , w m ikroskopie świetlnym 
wydają się zlokalizow ane w tym samym miejscu, to  jednak  istnieją zasadnicze różnice m olekularne. 
Obecnie mówi się o dwu m olekularnie różnych chrom osom ach P h ' [7, 96, 97, 126], W ok. 50% 
ostrych białaczek lim foblastycznych dorosłych i w większości przypadków  tych białaczek u dzieci 
złam anie w chrom osom ie 22ql 1 leży bardziej proksym alnie niż u pacjentów  z przewlekłą białaczką 
szpikow ą — w obrębie pierwszego in tronu  genu ber [7, 97], wskutek czego nie ulega on 
rearanżacji. T ranslokacja  c-abl do tak  okrojonego rejonu ber powoduje, że transkrypcyjny m RNA 
jest mniejszy — wielkości 7 kz, podobnie jak  kodow ane chim eryczne białko o ciężarze 
cząsteczkowym  190 kd -  p 190c abl [29, 36, 55, 97, 128, 222] (Tab. 13). W tym m RNA pierwszy 
egzon genu ber (e 1) jest złączony z drugim  egzonem c-abl, co daje w ramce odczytu (reading frame) 
połączenie e 1 -a  2 [55, 97], Białko p 190c'abl, podobnie jak  p 210bcr‘abl, wykazuje wysokiego 
stopnia aktyw ność kinazy tyrozynow ej [29, 36, 128, 222].
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W ydaje się jednak , że p 190c'abl odgrywa rolę nie tylko w rozwoju ostrej białaczki 
limfoblastycznej Ph '-dodatniej. N iedaw no wykazano, że w ostrej białaczce szpikowej Ph '-dodatn ie j 
pu n k t złam ania w 22q 11 znajduje się w odległości 5,8 kz od locus ber i także powstaje p 190cabl 
[129], A zatem  p 190cabl nie byłoby specyficzne dla ostrych białaczek lim foblastycznych.

Reasumując: w przewlekłych i ostrych białaczkach P h '-dodatn ich  u większości pacjentów  
występuje rearanżacja genu ber i ekspresja p 2 10bcr abl, jednakże około  połow a przypadków  ostrych 
białaczek limfoblastycznych P h '-dodatn ich  przebiega bez rearanżacji genu ber z ekspresją 
p 190c'abl. Te dwie m olekularnie różne grupy ostrych białaczek lim foblastycznych P h '-dodatn ich  
(pacjenci z p 190cabl i pacjenci z p 210bcr' abl) charakteryzuje podobny  obraz  kliniczny i m o r­
fologiczny [29, 36, 48, 54, 97, 127, 128, 168, 183, 195, 222], chociaż różnice genetyczne m ogą mieć 
znaczenie biologiczne. Nie jest wykluczone, że t/9;22/ przebiegająca z rearanżacją genu ber 
zachodzi w innej kom órce docelowej, niż w przypadkach przebiegających bez rearanżacji ber 
(w ielopotencjalna kom órka  m acierzysta vs. kom órka uk ierunkow ana do różnicow ania w linię 
limfoidalną). A lternatyw nie p 210bcr‘abl może mieć inną lokalizację w obrębie s tru k tu r ko m ó r­
kowych lub działać na  inny substra t niż p 190c'abl. O becność p 2 1 0 bcr'abl sprawia, że ostra  białaczka 
P h '-d o d a tn ia  jest w zasadzie n ieodróżnialna od przełom u blastycznego w przebiegu przewlekłej 
białaczki szpikowej [105] i sugeruje, że jest to  ta  sam a choroba, w której faza rozpoznaw ana jak o  
o stra  białaczka lim foblastyczna jest w istocie przełom em  blastycznym  w przewlekłej białaczce 
szpikowej przebiegającej klinicznie w sposób skryty. N atom iast ostre białaczki Ph '-dodatn ie  
z ekspresją p 190c abl m ogą odpow iadać prawdziwej białaczce de novo. Być może w kilku 
opisanych dotychczas przypadkach ostrej białaczki o mieszanym  fenotypie Ph '-dodatn ie j wy­
stępują jeszcze inne zm iany m olekularne.

BIALXc ZKA O MIESZANYM FENOTYPIE Z INWERSJĄ /16//pl3q22/

N iedaw no Paietta i wsp. [169] opublikowali przypadek ostrej białaczki
0 mieszanym fenotypie ze zwiększoną eozynofilią i inwersją chrom osom u 16 — 
inv/16//p l3q22/. Białaczkowe kom órki morfologicznie odpow iadające mielo- 
m onocytom  (typ M-4, Tab. 2) wykazywały równoczesną ekspresję TdT, k tó rą 
autorzy uważają za m arker linii limfoidalnej, i reagowały z przeciwciałem 
m onoklonalnym  VIM -2 specyficznym dla m ielom onocytów [119]. Także 
Hogge i wsp. [101], którzy u 6 pacjentów  z białaczką m ielom onocytową
1 in v /l6/ badali aktyw ność TdT, w dwu przypadkach wykryli, że 20-25%  
białaczkowych blastów było T dT  dodatnich. W szystkie te badania sugerują 
względnie częste występowanie mieszanych fenotypów w białaczkach z inv /l 6/.

Uważa się, że in v /l6//p  13q22/ jest zw iązana ze szczególnym w ariantem  
białaczki m ielomonocytowej (typ M-4, Tab. 2) przebiegającym z eozynofilią 
w szpiku [65]. W Tab. 14 cytowanej z pewną m odyfikacją z pracy Koefflera 
[121] przedstaw iono główne cechy tej białaczki.

E K SPR ESJA  c-fos W BIA ŁA C ZK A C H  O  M IESZA N Y M  F E N O T Y P IE

c-fos jest proto-onkogenem , którego stałą i wysokiego stopnia ekspresję 
obserw ow ano w białaczkach o. mieszanym fenotypie [174], a także w ostrych 
białaczkach mielomonocytowych (typ M-4, Tab. 2) i m onoblastycznych (typ.
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M-5, Tab. 2) [134, 143, 174]. Białaczki o mieszanym fenotypie, badane przez 
Pinto i wsp. [174], wykazywały równocześnie m arkery linii kom órki B, jak  
i m onocytów, nie przeprow adzono jednak  badań kariotypu. N atom iast w ost­
rych białaczkach mieloblastycznych (typy M -l, M-2 i M-3, Tab. 2), w eryt- 
roleukemii (typ M-6, Tab. 2) i w białaczkach limfoblastycznych B i T kom ór­
kowych transkrypcja c-fos pozostaw ała na niskim poziomie. Autorzy sugerują, 
że ekspresja c-fos występuje tylko w tych kom órkach linii szpikowej lub 
limfoidalnej, które pod wpływem TPA  uzyskują stały fenotyp odpow iadający 
m onocytom  (monocyte-like phenotype). W nioski te są zgodne z innymi 
badaniam i, w których zarów no w liniach kom órkow ych wyprowadzonych 
z ostrych białaczek szpikowych człowieka (linie U-937, HL-60), jak  i myszy 
(linia W EHI-3), pobudzonych do różnicowania w m akrofagi przez TPA  [153, 
161, 162] lub czynnikiem wzrostowym pobudzającym  wytwarzanie kolonii 
(colony stim ulating factor, w skrócie CSF) [69] uzyskano transkrypcję c-fos 
i pojawienie się produk tu  c-fos. Z drugiej strony M itchell i wsp. [152] sądzą, że 
ekspresja c-fos nie jest konieczna dla różnicowania kom órek linii szpikowej 
w makrofagi. Jako przykład podają w ariant kom órek linii HL-60 oporny na 
TPA, który może zostać pobudzony do różnicowania w m akrofagi bez 
towarzyszącej ekspresji c-fos. (Linia HLA-60 została w yprow adzona z kom ó­
rek krwi pacjenta z ostrą białaczką prom ielocytow ą i jest uw ażana za linię 
prom ielocytów, k tó rą jednak  m ożna pobudzić do różnicowania w granulocyty 
i makrofagi).

K om órkow y pro to-onkogen c-fos wykazuje pewną hom ologię z onkogenam i dwu odm ien­
nych retrow irusów , wywołujących podobne histologicznie i patologicznie mięsaki kości u myszy. 
Są to:

wirus Finkel-B iskis-Jinkins m ięsaka kości myszy (Finkel-Biskis-Jinkins m ouse osteosarcom a 
virus, w skrócie FBJ-M SV) wyizolowany z występujących spontanicznie m ięsaków kości u myszy 
szczepu CF-1 [59, 60];

wirus Finkel-Biskis-Reilly m ięsaka kości myszy (Finkel-Biskis-Reilly m ouse osteosarcom a 
virus, w skrócie FBR-M SV), wyizolowany z m ięsaka kości wywołanego naprom ienianiem  90Sr 
myszy szczepu X /G f [61].

P ro to-onkogen c-fos u człowieka zlokalizow ano w długich ram ionach chrom osom u 14 
/14q24.3-q31/ [10, cyt. wg 90],

P ro d u k t c-fos — fosfoproteiria o ciężarzeNiząsteczkowym 55 kd (p 55c fos) [41, 42] znajduje się 
w jądrze  kom órkow ym  i tworzy kom pleksow y związek z innym  białkiem p 39 [41, 43, 44], 
Ekspresja c-fos m RNA jest najwyższa w życiu płodowym  w owodni, w części trzewnej woreczka 
żółtkow ego i w łożysku, a od 14 dnia ciąży w płodowej w ątrobie (tkanka hem opoetyczna). W życiu 
pozapłodow ym  ekspresja c-fos m RNA występuje zwłaszcza w kom órkach linii m onocy- 
tów -m akrofagów , a także w kom órkach innych linii hem opoetycznych [161, 162].

Rolę c-fos w proliferacji kom órkowej badano  w m odelu mysich fibroblastów  (linia kom ór­
kowa N IH  3T3). G dy pozostające w fazie spoczynkowej (G 0) cyklu kom órkow ego fibroblasty 
N IH  3T3 stym ulow ano płodow ą surow icą cielęcą zawierającą czynniki wzrostowe, uzyskiwano 
w ciągu 10-12 godzin zsynchronizow ane wejście populacji kom órkow ej w fazę S cyklu kom ór­
kowego [160], W ciągu 30 m inut od stym ulacji surow icą płodow ą występuje co najmniej 50-krotny 
wzrost poziom u c-fos m RNA z gwałtow nym  obniżeniem  się, w ciągu następnych 90 m inut, do 
podstaw ow ego poziom u ekspresji [27, 38, 79, 115, 125, 160]. Ekspresja c-fos wyprzedza ekspresję
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innego proto-onkogenu  — c-myc, k tórego produk t również znajduje się w jąd rze  kom órkow ym . 
W zrost poziom u c-fos m RNA jest w głównej mierze następstw em  aktywacji transkrypcji [79], T ak 
więc ekspresja c-fos jest najwcześniejszym ze znanych dotychczas efektów wpływu czynników  
w zrostowych na ekspresję różnych genów. Aktywacja c-fos i c-myc jest, jak  się wydaje, 
odpow iedzią na interakcję czynnik w zrostowy-receptor, interakcję, k tó ra  urucham ia cały łańcuch 
przekaźnikow y nadający odpow iednią inform ację do jąd ra  kom órkow ego [24], Jednakże w d a l­
szym przebiegu cyklu kom órkow ego, kom órek N1H 3T3, ekspresja c-fos m R N A  pozostaje na 
b ardzo  niskim poziom ie lub jest wręcz niew ykrywalna [23]. Sugeruje to, że stała w ysoka ekspresja 
c-fos nie jest konieczna dla ciągłości cyklu kom órek N IH  3T3. Jednakże ro la c-fos w p o d ­
trzym yw aniu prawidłowej proliferacji nie może być całkowicie wykluczona, poniew aż stw ierdzono, 
że w rosnących kom órkach, w porów naniu  z kom órkam i pozostającym i w fazie spoczynkowej, 
występuje nieznaczny wzrost ekspresji c-fos [160],

Ekspresja c-fos, podobnie jak  c-myc, czyni kom órkę „kom peten tną”, tj. może ona syn­
tetyzow ać DNA niezależnie od „czynników kom petencji w zrostu”, jak  np. czynnik wzrostowy 
fibroblastów  (fibroblast grow th factor, w skrócie FG F) lub P D G F . Jakkolw iek do dalszego 
w zrostu kom órki konieczne są „czynniki progresji w zrostu”, jak  np. som atom edyny [201], c-fos 
i c-myc działają wspólnie, pobudzając kom órkę do podziału [24].

Nie jest wykluczone, że ekspresja c-fos w kom órkach ostrych białaczek
0 mieszanym fenotypie, jak  i białaczek nielom onocytowych i m onoblastycz- 
nych, k tóra ma być m olekularnym  m arkerem  różnicowania m onocytoidalnego 
kom órek białaczkowych [143, 174], świadczy po prostu o uniezależnieniu się 
tych kom órek od zewnątrz pochodnych „czynników kom petencji w zrostu”.

PR Z E Ł Ą C Z A N IE  LIN II R Ó Ż N IC O W A N IA

K aneko i wsp. [111] u jednego pacjenta z ostrą białaczką i punktem  
złam ania w q23 chrom osom u 11 / t / l  1; 19//q23; p i l / /  obserwowali w nawrocie 
(po częściowej remisji) zm ianę morfologii i fenotypu im munologicznego bia­
łaczkowych kom órek, których kariotyp nadal jednak zachowywał t / l  1; 19/. 
Początkow o białaczkowe kom órki morfologicznie odpow iadały typowi L-l 
(Tab. 1) i wykazywały antygeny powszechnej ostrej białaczki limfoblastycznej, 
ale w nawrocie proliferowały kom órki typu M -5b (Tab. 2) noszące m arkery 
linii m onocytów  i m ielomonocytów.

Stass i M irro [200] w retrospektywnych badaniach 150 chorych z na­
w rotem  ostrej białaczki limfoblastycznej lub szpikowej, u 13 osób (8,6%) 
obserwowali przełączanie linii różnicowania. Autorzy sądzą jednak, że w tym 
m ateriale część przypadków  stanowią białaczki de novo, ponieważ w ystępow a­
ła zm iana kariotypu białaczkowych kom órek, na co niewątpliwy wpływ 
wywierała chem ioterapia.

D oskonałego przykładu na związek między liniami limfoidalną i mieloidal- 
ną dostarczają badania eksperym entalne, w których wywoływano transform ac­
ję kom órek szpikowych myszy wirusem J 2 posiadającym  dw a onkogeny v-myc
1 v-raf. J 2 jest wytworzoną laboratoryjnie hybrydą, na k tó rą składają się:

— fragmenty końca 5' onkogenu ra f retrow irusa m ięsaka myszy (w skrócie 
MSV),
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— fragm enty końca 3' onkogenu mil retrow irusa szczepu M ill-Hill N o 
2 m ielocytom atozy ptaków  (w skrócie M H 2) (onkogen mil u p taków  jest 
odpow iednikiem  ra f u myszy),

— fragm ent 5' onkogenu myc M H 2,
— oraz koniec 3' onkogenu myc retrow irusa M C 29 m ielocytom atozy 

p taków  ( w skrócie M C 29) [37].
K linken i wsp. [cyt. wg 117] wykazali, że początkow o rozwijające się kolonie 
w yprow adzone z zakażonych przez J 2 kom órek szpiku myszy miały wyłącznie 
fenotyp kom órki pre-B, jednakże w m iarę dalszego rozwoju nieoczekiwanie 
kom órki pre-B zmieniały się w makrofagi, chociaż inne dojrzewały do kom órek 
noszących powierzchniowe Ig. N atom iast kom órki zakażone tylko jednym  
onkogenem , v-raf lub v-myc, pozostaw ały jako  stabilne transform anty pre-B. 
Jedna z interpretacji tych wyników zakłada, że wirus v-m yc/v-raf transform uje 
bipotencjalne kom órki ukierunkow ane, które m ogą różnicować się albo w linię 
B, albo m ieloidalną. Alternatywnie — kom binacja v-m yc/v-raf może niszczyć 
zaprogram ow anie ukierunkow anych kom órek B i powodować przełączanie 
w linię m ieloidalną. Pow stała zatem konieczność odróżnienia transform acji 
kom órki bipotencjalnej wywołanej przez wirusa v-m bc/v-raf od procesu 
przełączania przez tegoż wirusa linii limfoidalnej w linię m akrofagów. B adania 
K linkena i wsp. [117] jednoznacznie wykazały, że linie kom órki B m ogą ulec 
konwersji w m akrofagi. W badaniach swych autorzy posłużyli się transgenicz- 
nymi myszami E mi-myc. Transgeniczne myszy E mi-myc są to myszy, do 
k tórych kom órek em brionalnych w prow adzono c-myc w połączeniu z sekwen­
cjam i wzmacniającymi ekspresję części stałej IgH (enhancer mi, w skrócie E mi). 
W zm acniacz IgH wymusza ekspresję transgenu c-myc wyłącznie w kom órkach 
linii B [3, 5]. Ciągła ekspresja c-myc pow oduje wzrost ilości kom órek pre-B 
w szczególnej fazie, zwanej fazą przedbiałaczkową, po której może nastąpić 
rozwój jaw nych now otw orów  pre-B lub B-kom órkowych [85, 130]. K linken 
i wsp. [117] wykazali, że wprowadzenie v-raf albo do klonowanych kom órek 
linii chłoniaka B kom órkow ego E mi-myc, albo do kom órek linii B wy­
prow adzonych ze szpiku transgenicznych myszy w fazie przedbiałaczkowej, 
m oże pow odow ać ich konwersję w makrofagi. Tak więc równoczesna ekspresja 
myc i ra f  pow oduje zmianę genetycznego program u różnicow ania limfocytów 
w m akrofagi. Z sześciu klonowanych przez autorów  linii, które przeszły tę 
d ram atyczną konwersję, trzy były w stadium  kom órki pre-B, a trzy w stadium  
dojrzałej kom órki B. Przełączanie linii różnicowania w ciągłej hodowli 
w ystępowało dopiero po 6-14 tygodniach, co sugeruje, że miało miejsce po 70 
do 200 cyklach replikacyjnych. Przeobrażone kom órki wykazywały zdolności 
adherencyjne i fagocytowały, rozm iaram i i cechami morfologicznymi o d ­
pow iadały m akrofagom , wytwarzały enzymy charakteryzujące m akrofagi (lizo- 
zym), a także nosiły m ieloidalne m arkery powierzchni. Ich wzrost w hodowli 
był niezależny od 2-m erkaptoetanolu, który jest konieczny do w zrostu
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limfocytów B, ale nie do wzrostu kom órek mieloidalnych. Co więcej, m akrofagi 
wykazujące cechy niedojrzałości mogły zostać pobudzone do dojrzewania. 
Z drugiej jednak  strony pom im o utraty  m arkerów  powierzchniowych charak ­
teryzujących linię limfocytów B, łącznie z powierzchniowymi Ig, m akrofagi te 
zachowały rearanżację genu Ig swego macierzystego klonu. Chociaż ekspresja 
transgenu E mi-myc ulegała zmniejszeniu lub całkowicie zanikała w bardziej 
zróżnicowanych liniach, to jednak  nadal zachowywały one onkogenność. Linie 
te wytwarzały czynnik wzrostowy pobudzający wytwarzanie kolonii granulo- 
cytów-m akrofagów (w skrócie G ,M -CSF) i w większości wykazywały nie­
prawidłowości kariotypu.

Powyższe wyniki wskazują, że wprowadzenie dodatkow ego onkogenu 
w podatną kom órkę powoduje jej przeprogram ow anie (przeprogram owanie 
limfocytów B w makrofagi). Być może obserwowane u ludzi przełączanie linii 
różnicowania w przebiegu niektórych białaczek odzwierciedla aktywację do d a­
tkowych onkogenów.

TABELA 1

M orfologiczna klasyfikacja ostrych białaczek limfoblastycznych wg grupy hem atologów  francus­
kich, am erykańskich i brytyjskich (Klasyfikacja FAB) [13]

Typ białaczki limfoblastycznej

Cechy cytologiczne L -l
(typ m ikrolimfo- 

blastyczny)

L-2
(typ heterogenny)

L-3
(typ kom órki chłonia- 

ka Burkitta)

W ielkość kom órki M ałe kom órki 
(hom ogenna pop u ­
lacja)

Przew ażają duże ko­
mórki, ale populac­
ja  wykazuje hetero- 
genność

Duże kom órki (ho­
m ogenna pop u ­
lacja)

C hrom atyna jąd ra H om ogenna Zm ienna, często wy­
stępuje heterogenny 
obraz chrom atyny 
jąd ra

Z m ienna (delikatne 
kropkow anie)

K ształt jąd ra Regularny Wcięcia, ząbkow anie Regularny (owalny, 
lub okrągły)

Jąderka Niewyraźne Bardzo wyraźne Bardzo wyraźne

C ytoplazm a Skąpa U m iarkow ana ilóść U m iarkow ana ilość

Zasadochłonność
cytoplazm y

Słabo zasadochłonna Zm ienna Silnie zasadochłonna

W akuolizacja Zm ienna Zm ienna Zwykle uderzająca 
w akuolizacja
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TABELA 2

M orfologiczna klasyfikacja ostrych białaczek szpikowych wg grupy hem atologów  francuskich, 
am erykańskich i brytyjskich (Klasyfikacja FAB) [13]

Podgrupa Typ białaczki
Częstość
występo­

wania
M orfologia

M -l O stra  białaczka 
szpikowa bez 
cech dojrzew a­
nia

20% Przeważają niedojrzałe m ieloblasty, od ­
setek prom ielocytów, mielocytów lub 
m onocytów  nie przekracza 10%, 
w sporadycznych kom órkach m ogą 
występować pałeczki Auera*.

M-2 O stra  białaczka 
szpikowa 
z dojrzewaniem

30% Przew ażają niedojrzałe m ieloblasty, jed ­
nakże odsetek prom ielocytów  i mie­
locytów przekracza 10%, odsetek 
m onocytów  jest mniejszy od 20%. 
M ogą występować pałeczki Auera. 
W iększość kom órek jest peroksyda- 
zo-dodatnia.

M-3 i M -3V O stra  białaczka 
prom ielocytow a

10% Przew ażają prom ielocyty (powyżej 30%), 
często w cytoplazm ie kom órek wy­
stępują całe wiązki pałeczek Auera. 
Białaczkowe kom órki „in vitro” sto ­
sunkow o łatw o m ogą zostać pobu­
dzone do różnicow ania w granulocyty 
lub m akrofagi. Klinicznie u około 
80%  chorych, w czasie rozpoznania 
lub w czasie chem ioterapii inicjującej 
remisję, występuje zespół rozsianego 
w ewnątrznaczyniow ego krzepnięcia. 
W wariancie m ikrogranularnym  M -3V 
ziarnistości nie są widoczne w m ikros­
kopie świetlnym, a p o nad to  występują 
charakterystyczne dw upłatow e lub 
nerkow ate jądra .

M-4 i 
M -4eo

O stra  białaczka 
m ielom onocy- 
tow a

20% •Mieszana populacja nieprawidłowych 
m onocytów  (powyżej 20% ) oraz 
m ieloblastów  i prom ielocytów  
(powyżej 20%).
W w ariancie M -4EO (częstość wystę­
pow ania około 5% ) odsetek eozyno- 
-fili w szpiku w aha się 1-30% .

M-5 a i b O stra  białaczka 
m onocytow a

15% Przew ażają kom órki m onocytoidalne 
(powyżej 80%).
W w ariancie M-5 a niedojrzałe mo- 
noblasty przekraczają 80%.
W wariancie M-5 b bardziej dojrzałe 
m onocyty przekraczają 20%.
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Tab. 2, cd.

Podgrupa Typ białaczki
Częstość
występo­

wania
M orfologia

M-6 O stra  erytro- 
leukem ia

5% Przeważają m ieloblasty i ery tro- 
blasty (powyżej 50%). Patologiczne 
w ielojądrzaste ery trob lasty  zaw ierają 
bloki ziaren PA S-dodatnich

M -7 O stra  białaczka 
m egakario- 
blastyczna

poniżej 5% M etody ultrastruk turalno-cy tochem icz- 
ne pozwoliły na wykrycie w bia­
łaczkowych kom órkach  peroksydazy 
płytkowej, a badan ia  fenotypu im ­
m unologicznego ujawniły ekspresję 
antygenów  m egakariocytów , takich 
jak: glikoproteiny płytkow e Ib i 
I lb /I IIa  i/lub antygen związany 
z VIII czynnikiem  krzepnięcia. P ra ­
wie u wszystkich pacjentów  występuje 
zwłóknienie szpiku, a u 20-40%  
obserw ow ano ostrą  m ielofibrozę, co 
być może pozostaje w związku z fak­
tem, że m egakariocyty w ytw arzają 
czynnik w zrostow y z płytek (platelet 
derived grow th factor, w skrócie 
PD G F), k tó ry  pobudza proliferację 
fibroblastów .

* Pałeczki Auera są azurofilnymi, wrzecionowatymi lub pałeczkowatymi wtrątami cytoplazmatycznymi, spotykanymi 
w komórkach blastycznych najczęściej w białaczkach typu M-2 i M-3. Badania ultrastrukturalne połączone z badaniami 
wyposażenia enzymatycznego pałeczek Auera wykazały aktywność peroksydazy, kwaśnej fosfatazy oraz niespecyficznych 
esteraz.

TABELA 3

Antygeny występujące na kom órkach białaczkowych blastów  wychodzących z linii B (opracow a­
no na podstaw ie [26, 64, 141, 163, 215])

N azw a antygenu wg 
C D  /* / lub innej 

nom enklatury

Ciężar 
cząstecz­

kowy an ty ­
genu (kd)

Ekspresja antygenu

1

H LA -D R  
(II k lasa antygenów 
układu HLA, an ty ­
geny Ia-like)

29 i 33 Prekursorow e lim jopoetyczne kom órki szpiku.
K om órki B.
N iektóre plazmocyty.
A ktywne kom órki T.
M akrofagi, n iektóre m onocyty i granulocyty.
O stre białaczki lim foblastyczne w ychodzące z bardzo 

wczesnych rozwojowo p rekursorów  kom órek B (daw­
niejsza nazwa białaczki „nuli” kom órkow e) oraz 
z bardziej dojrzałych kom órek B.
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Tab. 3, cd.

N azw a antygenu wg 
C D  /* / lub innej 

nom enklatury

C iężar 
cząstecz­

kowy an ty ­
genu (kd)

Ekspresja antygenu

O koło  10% przypadków  ostrych białaczek lim fobla­
stycznych wychodzących z linii kom órek T.
O stre białaczki szpikowe.

C D19
(anty-B4)

95 Antygen bardzo wczesnych kom órek ukierunkow anych 
w linię B.

Inne kom órki linii B.
O stre białaczki limfoblastyczne wychodzące z linii ko­

m órek B. Foon  i T odd [64] uważają przeciwciało 
anty-B4 za najbardziej specyficzne dla ostrych bia­
łaczek lim foblastycznych B-kom órkowych.

C D 10 
(anty-CA LLA, 
J5, BA-3)

100 K om órki szpiku ukierunkow ane w linię B /H LA -D R + 
oraz zarów no T d T +, jak  i T d T - .

Antygen powszechnych ostrych białaczek limfoblastycz­
nych (com m on acute lym phoblastic leukaem ia-asso­
ciated antigen, w skrócie CALLA).

K om órki chłoniaka Burkitta.
K om órki chłoniaka guzkowego.
K om órki n iektórych chłoniaków  limfoblastycznych.

C D 20
(anty-B l)

35 K om órki szpiku ukierunkow ane w linię B.
Inne kom órki linii B.
O stre białaczki lim foblastyczne wychodzące z ukierun­

kowanych kom órek B, kom órek pre-B i kom órek B.

CD22 
(przeciwciała H D 6, 
HD 39, SCH CL-2)

135 O koło  75%  limfocytów B.
W kom órkach ukierunkow anych w linię B ekspresja 

C D 22 występuje w cytoplazm ie, natom iast w bar­
dziej dojrzałych kom órkach linii B — na powierz­
chni.

Zdaniem  Janossy i M asona [wg 26] cytoplazm a- 
tyczna ekspresja CD22 charakteryzuje większość 
ostrych białaczek limfoblastycznych B kom órkowych.

* CD skrót 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 występujące na kom órkach białaczkowych blastów  wychodzących z linii T  (op racow a­
no na podstaw ie [26, 64, 141, 175, 176, 215, 217])

N azw a antygenu 
wg C D  /* / lub 
innej nom enkla­

tury

C iężar
cząstecz­

kowy
antygenu

(kd)

Ekspresja antygenu K om entarz

C D 7
(anty-Leu-9)

40 Anygen bardzo wczesnych kom órek 
ukierunkow anych w linię T, wystę­
puje najwcześniej ze wszystkich 
m arkerów  linii T  [175, 176] i 
wszystkich innych limfocytów T 
(pan-T).

Antygen właściwy dla wszystkich 
ostrych białaczek limfoblastycznych 
wychodzących z kom órek T.

Receptor dla IgM

CD 5
(O K T-1, anty-T-1, 
an ty -L eu-1)

65 Antygen wszystkich limfocytów T 
i tymocytów.

W ystępuje w większości ostrych bia­
łaczek limfoblastycznych w ychodzą­
cych z kom órek T  (chociaż nie we 
wszystkich przypadkach).

C D 2 
(O K T -1 1, 
an ty -T -11, 
anty-Leu-5)

46-50 Antygen dojrzałych limfocytów T. 
W ystępuje w ostrych białaczkach 

lim foblastycznych wychodzących 
z bardziej dojrzałych kom órek T.

Receptor dla ery­
trocytów  bara- 
na, LFA-3 
(lymphocyte 
function-asso­
ciated antigen); 
odgrywa rolę 
w aktywacji 
kom órek T

CD 3
(OK T-3,
anty-T-3,
anty-Leu-4)

19-29 Antygen limfocytów T  w cyklu 
m itotycznym .

W kom órkach  ukierunkow anych 
w linię T, ekspresja CD 3 wy­
stępuje w cytoplazm ie, n a to ­
m iast w bardziej dojrzałych 
kom órkach  linii T  — na po­
wierzchni.

Zdaniem  Janossy i M asona [cyt. 
wg 26] cytoplazm atyczna 
ekspresja CD 3 charakteryzuje 
większość białaczek limfo­
blastycznych T kom órkow ych.

Kom pleks antyge­
nów specyficz­
nych d la recep­
tora  kom órki T

* CD skrót od cluster of differentiation
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TABELA 5

Antygeny w ystępujące na kom órkach białaczkowych blastów  wychodzących z linii szpikowych 
(opracow ano na podstaw ie [26, 64, 86a, 141, 147, 218])

N azw a antygenu 
wg C D  /* / lub 
innej nom enkla­

tury

Ciężar
cząstecz­

kowy
antygenu

(kd)

Ekspresja antygenu

C D  34 
(3C5, M y 10)

115 K om órka  m acierzysta zdolna do różnicow ania się 
w linię m ieloidalną i limfoidalną.

70%  ostrych białaczek szpikowych i limfoblastycz- 
nych (wychodzących najczęściej z wczesnych roz­
wojowo kom órek ukierunkow anych w linię B).

H LA-D R 29 i 33 K om órka macierzysta.
Prekursorow e kom órki tworzące m ieszane kolonie 
(mixed colony form ing celi, w skrócie C FU -G E M M ).

K om órki tworzące kolonie granulocytów -m onocytów  
(granulocyte-m onocyte colony form ing celi, w sk ró ­
cie C FU -G M ).

M ieloblasty.
89%  ostrych białaczek szpikowych.

S 3-13 C FU -G E M M .
C FU -G M .
M ieloblasty.
100% ostrych białaczek szpikowych.

S 8-6 C FU -G E M M .
C FU -G M .
M ieloblasty.
Prom ielocyty.
69%  ostrych białaczek szpikowych.

C D  33 
(My 9)

67 C FU -G E M M .
C FU -G M .
Kom órki tworzące kolonie erytroblastów  i mega- 

kariocytów  (burst form ing unit, w skrócie BFU). 
K om órki linii neutrofili do m etam ielocytów  włącznie. 
K om órki linii m onocytów , do m onocytów  włącznie. 
95%  ostrych białaczek szpikowych.

C D  13 
(My 7)

150 C FU -G M .
W szystkie kom órki linii neutrofili. 
W szystkie kom órki linii m onocytów. 
97%  ostrych białaczek szpikowych.

C D  15 
(H apten X)
(My 1, F M C  10, 
V IM -D R , VIM -D5, 
D U H L  60.1)

50-180 G ranulocyty.
M onocyty-m akrofagi.
K om órki Reed-Sternberga.
K om órki klonogenne ostrych białaczek szpikowych 

(colony form ing unit-acute m yeloblastic leukaem ia, 
w skrócie C FU -A M L).

* CD skrót od cluster of differentiation
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TABELA 6

Lokalizacja loci im m unoglobulinow ych w chrom osom ach człowieka

Locus C hrom osom Piśm iennictw o

Locus łańcuchów  ciężkich
im m unoglobulin 14q32 [116]

Locus łańcucha lekkiego
kappa 2 p l 1-p 12 [139]

Locus łańcucha lekkiego
lam bda 22q 11 [144]

TABELA 7

Lokalizacja loci receptora kom órki T  w chrom osom ach człowieka

Locus C hrom osom Piśm iennictw o

Locus łańcucha alfa 14ql 1 [40, 49]
Locus łańcucha beta 7q32-q36 [94, 103, 156]
Locus łańcucha gam m a 7 p 13-p 15 [94, 159]
Locus łańcucha delta 14 (ok. 85 kz powy­ [33, 80, 86,

żej rejonu stałego 
locus łańcucha alfa)

209]

Trzy loci receptora komórki T (alfa, beta i gamma) pokrywają się z miejscami łamliwymi 
chromosomów (chromosomal fragile sites), stąd stosunkowo częste translokacje obejmujące 
te loci.
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TABELA 9

Klasyfikacja M IC ostrych białaczek szpikowych uwzględniająca związek między niepraw idłow oś­
ciam i kario typu a m orfologią kom órek białaczkowych (w nawiasach podano  rzadsze związki)

[wg 215a]

N om enklatura  
sugerowana 
przez M IC

Częstość
występow ania

(% )

Nieprawidłowości
kario typu

M orfologia wg kwalifikacji FAB

M 2/t/8; 21/ 12 t/8; 21//q22; q22/ M2
M 3/t/15; 17/ 10 t/l  5; 17//q22; q l2 / M3, M 3V
M 5 a /t / l lq / 6 t/d e l/l  l//q 2 3 / M 5a (M 5b, M4)
M 4EO/inv/16/ 5 inv/del/16//q22/ M 4eo

M l/t/9 ;2 2 / 3 t/9; 22//q34; q l 1/ M l (M2)
M 2/t/6; 9/ 1 t/6; 9//p21—22; q34/ M2 lub M4 z bazofilią
Μ 1 /inv/3/ 1 inv/3//q21; q26/ M l (M2, M4, M7) 

z nadpłytkow ością
M 5b/t/8; 16/ poniżej 0,1 t/8; 16 //p  11; p l3 / M 5b z fagocytozą
M 2 B azo/t/12p/ poniżej 0,1 t/d e l/12 //p l 1-13/ M2 z bazofilią
M 4/ +  4 poniżej 0,1 +  4 M4 (M2)

TABELA 1 0
Klasyfikacja M IC  ostrych białaczek szpikowych przedstaw iająca wyłącznie niepraw idłow ości 

kariotypu, bez uwzględnienia specjalnych związków z m orfologią kom órek [wg 215a]

N om enklatura  
sugerow ana 
przez M IC

Częstość
w ystępowania

(% )

Nieprawidłowości
kario typu

M7/ +  8 8 +  8
M 7 /- 7 4 - 7
M?/7q- 3 7q-
M?/5q- 3 5q-
M?/ —Y 1 — Y
M 7/+ 21 1 +  21
M?/9q- poniżej 0,1 9q-
M ?/i/l 7q/ poniżej 0,1 i/17q/
M?/20q- poniżej 0,1 20q-
M7/ +  22 poniżej 0,1 +  22
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TABELA 11

Ekspresja m arkerów  „niezgodnych” z linią różnicow ania w ostrych białaczkach (m odyfikacja
wg [100])

O stre białaczki określane jak o  białaczki szpikowe

A ktywność term inalnej transferazy dezoksynukleotydow ej (w ok. 10% przypadków )
Ekspresja CD7
Rearanżacja genów łańcucha ciężkiego im m unoglobulin  lub genów receptora kom órki T  

(stosunkow o częsta, zwłaszcza w przypadkach ostrych białaczek szpikowych w których 
występuje aktyw ność term inalnej transferazy dezoksynukleotydow ej)

Ekspresja C D  10 (C A L L A + )

O stre białaczki określane jak o  białaczki limfoblastyczne 

Ekspresja m ieloperoksydazy [57]
Ekspresja C D I3 (My 7) i/lub CD33 (My 9) (w ponad 30%  przypadków  ostrych białaczek 

limfoblastycznych dorosłych [199], CD 34 (M y 10) (w ponad 50%  przypadków  ostrych 
białaczek limfoblastycznych [218]), a także C D I5 (My 1)

W białaczkach limfoblastycznych T kom órkow ych — rearanżacja genów łańcucha ciężkiego 
im m unoglobulin (częsta)

W białaczkach lim foblastycznych B kom órkow ych — rearanżacja genów receptora 
kom órki T  (częsta)

O stre  białaczki z cechami antygenowym i zarów no powszechnych ostrych białaczek 
lim foblastycznych (które wychodzą z linii B), jak  i ostrych białaczek T kom órkow ych 

O stre białaczki limfoblastyczne CDIO-ujem ne (C A L L A “ ) wykazujące równoczesną 
ekspresję antygenów  C D  19 i CD 7 [167]

TABELA 12

O stra  białaczka hybrydow a z translokacją  t/4; 11/ (m odyfikacja [121])

Częstość występowania

Wiek chorych 
O braz kliniczny 
Fenotyp kom órek 

białaczkowych

Cechy szczególne

K ario typ
O nkogen
R okowanie

5 -10%  wszystkich ostrych białaczek limfoblastycznych (78% w ro­
dzonych ostrych białaczek limfoblastycznych)

N ow orodki i dzieci poniżej 18 miesięcy lub dorośli
H epato-splenom egalia, wysoka leukocytoza
Cechy m orfologiczne (zwłaszcza u ltrastrukturalne), badania

cytochem iczne i badania  m arkerów  im m unologicznych wykazują 
cechy linii limfocytów i m onocytów  

Zdolność do różnicow ania się kom órek białaczkowych w linię 
m onocytów 

t/4; 1 l//q21 ; q23/
W 11 q23 leży c-ets-1, k tóry ulega translokacji do 4q21 
Złe
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TABELA 13

Zm iany m olekularne w następstw ie translokacji t/9; 22//q34; q l 1/ [wg 126]

C hrom osom Pro d u k t transkrypcji (mRNA) P ro d u k t translacji (białko)

Praw idłow y 9 

Prawidłowy 22

9q +

2 2 q -

c-abl
m RNA 
6 i 7 kb 
ber
m RNA
4.5 i 6,7 
kb
nie
znany

Przewlekła białaczka szpikowa: bcr-abl
m RNA
8.5 kb

O stra  białaczka limfoblastyczna: bcr-abl
m RNA 
7,0 kb 
lub
bcr-abl
mRNA
8.5 kb

O stra  białaczka szpikowa: nie
znany

białko c-abl 145 kd (p 145c abl)

białko ber 160 kd (p 160abl) 

nie znany

p  2 1 0 bcr abl

p  I 9 0 c'abl 

lub
p  2 1 0 bcr"abl

p 190c'abl (opisano tylko u jed ­
nego pacjenta)

TABELA 14

Białaczka m ielom onocytow a (M-4) z eozynofilią i nieprawidłow ościam i chrom osom u 16 (modyfi­
kacja wg [121])

Częstość w ystępowania 
Cechy morfologiczne

Cechy histochem iczne 
K ario typ

O nkogen
Zm iany m olekularne

Rokowanie

5%  wszystkich ostrych białaczek szpikowych 
K om órki blastyczne o cechach m ielom onocytów  (M-4), p o nad to  

w szpiku występuje zwiększony odsetek eozynofili (1-30% )
Słaby odczyn na niespecyficzną esterazę
Inwersja, translokacja, a niekiedy delecja chrom osom u 16.

Znaczenie krytyczne przypisuje się złam aniu (w miejscu łamliwym) 
w 16q22 

Nie znany
W 16q22 znajduje się zgrupow anie genów m etalotioneiny 

(m etallothionein genes cluster), k tó re  zaw iadują hom eostazą m etali 
ciężkich w kom órce (przypuszcza się, że ich p roduk ty  wiążą i m a­
gazynują cynk w kom órce, wpływając w ten sposób na różnicow a­
nie i dojrzewanie granulocytów  i m onocytów). W następstw ie 
złam ania w llq 2 2 , np. w in v /16 //p l3  q22/, lub t / l 6; 16//p l3 ; q22/ 
geny te ulegają rozerwaniu. Rozerwanie locus m etalo tioneiny może 
wpływać w sposób istotny na czynność jego p ro d u k tu  i stanowić 
ważny etap  w leukemogenezie. A lternatyw nie proponuje  się, że 
przeniesienie elem entów kontrolujących transkrypcję genów 
m etalotioneiny w 16pl3 może być przyczyną aktyw acji nie 
znanego jeszcze proto-onkogenu  kom órkow ego, k tóry  leży w tym 
właśnie miejscu

70-90%  całkowitych remisji
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PO W STA W A N IE M E L A N O SO M Ó W  W K O M Ó R K A C H  B A R W N IK O ­
W Y CH  ORAZ ICH  U D Z IA Ł  W B IO SY N TEZIE  M ELA N IN Y  U SSAKÓW

T H E  F O R M A T IO N  O F  M E L A N O SO M E S W IT H IN  P IG M E N T  C ELLS A N D  T H E IR  

PA R T IC IP A T IO N  IN  M E L A N IN  SY N TH ESIS IN  M A M M A LS

M ałgorzata  PO R ĘB SK A -B U D N Y  

K ated ra  Biochemii i Biofizyki, Śląska A kadem ia M edyczna

Streszczenie. U  ssaków pigm entacja skóry i włosów jest spow odow ana pow staw aniem  m elanoso- 
m ów w ew nątrz kom órek barw nikow ych (m elanocytów) oraz ich transportem  i modyfikacją 
w obrębie keratynocytów . W pracy przedstaw iono współczesne poglądy na udział m elanosom ów 
w biosyntezie barw ników  m elaninowych.

Summary. In m am m als, pigm entation of the skin and hair is b rought about by the form ation of 
m elanosom es within pigm ent cells (melanocytes) and their transport and m odification within 
keratinocytes. The article presents the contem porary  views on the participation  of m elanosom es in 
m elanin pigm ent biosynthesis.

I. W ST ĘP

M elanosom y są organellam i kom órkowym i, wyspecjalizowanymi w biosyn­
tezie melaniny, znajdującym i się w cytoplazmie kom órek barwnikowych [18, 
27, 55]. K om órki barwnikowe, czyli melanocyty, występują u ssaków w w arst­
wie podstawnej naskórka, w mieszkach włosowych, w oponach miękkich 
mózgu, a także w naczyniówce i tęczówce oka. M elanocyty znajdują się 
wprawdzie w warstwie podstawnej naskórka, ale nigdy nie są połączone 
z sąsiednimi kom órkam i za pom ocą desmosomów. Są to kom órki roz­
gałęzione, których długie wypustki sięgają aż do warstwy ziarnistej [30]. 
M elanocyty są pochodzenia ektoderm alnego. K om órką m acierzystą każdego 
m elanocytu jest m elanoblast, k tóry  w yodrębnia się w grzebieniu nerwowym 
i w warstwie zewnętrznej kubka wzrokowego. W czasie życia płodowego, 
m elanoblasty przemieszczają się do skóry, ośrodkowego układu nerwowego

http://rcin.org.pl



418 M. PORĘBSKA-BUDNY

(głównie do opon miękkich) i oka. W tych miejscach ulegają one poprzez 
podziały kom órkow e przekształceniu w m elanocyty. U człowieka pierwsze 
m elanoblasty pojaw iają się w skórze w dziesiątym tygodniu życia płodowego. 
Liczba m elanocytów występujących w jednostce powierzchni skóry jest podob­
na u różnych ras ludzkich i wynosi ok. 1200 kom órek/m m 2. Różnice dotyczą 
aktywności m elanocytów  w tworzeniu barw ników  m elaninowych i są uw arun­
kowane genetycznie [30].

W niniejszym opracow aniu przedstaw iono współczesne poglądy na p o ­
wstawanie m elanosom ów w m elanocytach naskórka i mieszków włosowych 
oraz na udział m elanosom ów  w biosyntezie melanin u ssaków.

Π. U D Z IA Ł  M E L A N O SO M Ó W  W B IO SY N T E ZIE  M E L A N IN Y  U SSAKÓ W

Pojedynczy m elanosom  składa się z czterech zasadniczych układów  bio­
chemicznych: melaniny, białek strukturalnych m atriks, enzymu tyrozynazy 
oraz fosfolipidów [14]. Dojrzałe m elanosom y w naskórku Europejczyków
0 jasnej pigmentacji m ają długość 600-700 nm, podczas gdy u osobników rasy 
czarnej 700-1300 nm [18], i są one całkowicie zm elanizowanymi organellam i 
mniej lub bardziej gęstymi elektronowo, w których aktywność tyrozynazy jest 
zwykle już niewykrywalna. W przeciwieństwie do nich, prem elanosom y są 
substrukturam i kom órkowym i, w których m ożna wyróżnić wszystkie etapy 
genezy m elanosom ów, poprzedzające stadium  pełnej dojrzałości. P rem elanoso­
my charakteryzują się zm ienną gęstością elektronow ą oraz zaw artością aktyw ­
nej tyrozynazy [23].

Tyrozynaza (EC 1.14.18.1, oksydoreduktaza; m onafenol, o-difenol: 0 2) jest 
głównym enzymem biorącym  udział w biosyntezie brązowoczarnej eum elaniny
1 żółtoczerwonawej feomelaniny u ssaków [37]. Z tkanek czerniaka złośliwego 
ssaków wyizolowano cztery izomery tyrozynazy T l,  T2, T3 i T4, które są 
potranslacyjnym i m odyfikacjami cząsteczki enzymu [4]. T3-tyrozynaza (m. cz. 
56000-62000) jest izoenzymem prekursorow ym  w odniesieniu do T l-  
i T4-tyrozynazy. T l-ty rozynaza (m. cz. 65000-81000) powstaje przez przyłą­
czenie kwasu sjalowego i cukrów obojętnych (m annoza, galaktoza, fukoza) do 
T3-tyrozynazy. Z kolei, T4-tyrozynaza (m. cz. 102000) powstaje przez ze­
spolenie T l-tyrozynazy  ze składnikam i błony m elanosom u. Izoenzym T2 jest 
praw dopodobnie artefaktem  powstającym  przez dezam idację T3-tyrozynazy 
w w arunkach elektroforezy [4, 37, 52]. Budowa łańcuchów cukrowych 
tyrozynazy wyizolowanej z upigm entow anych tkanek ssaków została stosun­
kowo dobrze poznana. D la przykładu, tyrozynaza wyizolowana z czerniaka 
chom ika zawiera 4 łańcuchy cukrow e przyłączone do łańcucha polipep- 
tydowego enzymu poprzez cząsteczkę asparaginy. Jeden z nich jest łańcuchem  
typu wysokom annozowego [M a n 3_ 5 G luN A c2], a trzy pozostałe są łań ­
cuchami typu złożonego [M a n 3 GluN A c ß l-> 4 /  +  F u k a l -> 6 / ]  [29].
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Tyrozynaza katalizuje dwie ważne reakcje w szlaku R apera-M asona, 
prowadzącym  do pow staw ania polim eru eumelaniny: hydroksylację tyrozyny 
do dihydroksyfenyloalaniny (DO PA ) i utlenianie D O PA  do D O PA -chinonu 
[24, 42]. Powstały D O PA -chinon zostaje przekształcony, poprzez leu- 
ko-D O PA -chrom , D O PA -chrom , 5,6-dihydroksyindol (kwas 5,6-dihydroksyin- 
dolo-2-karboksylowy), indolo-5,6-chinon i m elanochrom , w polimer eum elani­
ny (rye. 1).

Rye. 1. Schemat m elanogenezy wg R apera i M asona

Badania nad tyrozynazą wyizolowaną i oczyszczoną z czerniaka oraz skóry 
brązowej myszy ujawniły, że tyrozynaza m a zdolność katalizow ania również 
trzeciej reakcji w melanogenezie u ssaków, a mianowicie przekształcenia 
5,6-dihydroksyindolu do m elanochrom u [21]. Reakcja ta wymaga obecności 
D O PA  jak o  kofaktora i jest ham ow ana przez tyrozynę. O dw rotnie, 5,6-di-
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hydroksyindoł ham uje hydroksylację tyrozyny do D O PA , tak  że względne 
stężenia tyrozyny i 5,6-dihydroksyindolu w melanocycie ssaków są zdolne do 
regulacji melanogenezy. B adania Pawełka i wsp. [36] nad m echanizm am i 
regulacji m elanogenezy pozwoliły na zidentyfikowanie w m elanosom ach trzech 
czynników:

1. czynnika konwersji D O PA -chrom u, określanego również jak o  oksydo- 
reduktaza D O PA -chrom u, który przyspiesza przekształcenie D O PA -chrom u 
do 5,6-dihydroksyindolu,

2. czynnika konwersji indolu, który przyspiesza przekształcenie 5,6-dihyd­
roksyindolu do m elanochrom u,

3. czynnika blokującego indolu, który ham uje przekształcenie 5,6-dihyd­
roksyindolu do m elanochrom u (rye. 1).

Barber i wsp. [1] w doświadczeniach przeprow adzonych in vitro ujawnili, 
że oksydoreduktaza D O PA -chrom u blokuje przekształcenie indoli do polim e­
ru melaninowego. W ykazano, że w nieupigm entowanych kom órkach czerniaka 
jest dużo czynnika blokującego indolu, podczas gdy kom órki upigm entow ane 
m ają dużą zaw artość czynnika konwersji indolu. Z kolei, czynnik konwersji 
D O PA -chrom u jest obecny, w przybliżeniu w równych ilościach, tak  w upig- 
m entow anych jak  i nieupigm entow anych kom órkach czerniaka i nie pozostaje 
pod kontro lą horm onu stym ulującego m elanocyty (MSH) [5, 26, 36]. M elano- 
tropina i inne czynniki, które podwyższają poziom y cyklicznego A M P  w k o ­
m órkach czerniaka, pow odują wzrost aktywności czynnika konwersji indolu 
i spadek aktywności czynnika blokującego indolu, nie wpływają natom iast na 
aktywność czynnika konwersji D O PA -chrom u [35]. Sugeruje się, że aktyw ­
ność czynnika konwersji indolu może być rów now ażna z aktyw nością tyrozy- 
nazy.

Ryc. 2. G łówne szlaki m etaboliczne prow adzące do pow staw ania eum elaniny i feom elaniny 
w melanocycie ssaków, wg [38], zmodyfikowane. — > przem iany enzym atyczne; —► przem iany 
zachodzące spontanicznie lub bez udziału enzymu; G SH  — zredukow any glutation; G S SG  —

utleniony glutation; cys — cysteina
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Palum bo i wsp. [31, 32] wykazali, że jony metali (C u2 + , N i2 + , C o 2+), 
obecne w dużych ilościach w tkankach m elanogenicznych, katalizują prze­
kształcenie D O PA -chrom u w większym stopniu do kwasu 5,6-dihydroksyin- 
dolo-2-karboksylow ego niż do 5,6-dihydroksyindolu.

Czynnikiem łączącym przem iany eum elaniny ze szlakiem feomelaniny jest 
obecność w m elanocytach cysteiny, zawierającej reaktyw ną grupę SH, k tóra 
łączy się z D O PA -chinonem  w reakcji nieenzymatycznej, dając addycyjny 
związek cysteinylo-D O PA [39, 40]. Dalsze przekształcenia tego związku 
prow adzą do pow stania pochodnych 1,4-benzotiazyny, które są bezpośrednimi 
prekursoram i feomelaniny. N a ryc. 2 przestawiono główne szlaki m etaboliczne 
prowadzące do pow stania eum elaniny i feomelaniny.

III. PO W STA W A N IE  M E L A N O SO M Ó W  I ICH DA LSZE LOSY W N A SK Ó R K O W E J
JE D N O S T C E  M E L A N IN O W E J

W naskórku oraz mieszkach włosowych ssaków m elanocyt jest połączony 
z keratynocytam i [49], tworząc wspólnie tzw. naskórkow ą jednostkę melani- 
nową (EM U), k tó rą schematycznie przedstaw iono na ryc. 3 [11].

Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie naskórkow ej jednostk i melaninowej (EM U), wg [11], 
zm odyfikowane. M S — m elanosom ; AG — ap ara t Golgiego; J — jąd ro ; SE — siateczka

endoplazm atyczna
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Proces melanogeniczny może być rozpatryw any jako  „kaskada” procesów 
połączonych wewnętrznymi czynnikami regulacyjnymi, które pojaw iają się, 
gdy m elanosom  zostaje zaprogram ow any do spełnienia swojego przeznaczenia 
w obrębie EM U. N a ryc. 4 przedstaw iono w sposób schematyczny tak ą  
„kaskadę”. Poszczególne jej etapy to:

Ryc. 4. „K askada” m elanogenezy w E M U , wg [11], zmodyfikowane. Poszczególne etapy tej
„kaskady” opisano w tekście

1. Indukcja melanogenezy i proliferacja m elanocytu

Zwiększenie naskórkowej pigmentacji melaninowej związane jest ze wzros­
tem liczby m elanocytów (tj. czynników melaninowych) w czasie podziału 
m itotycznego, jak  również ze wzrostem aktywności melanogenicznej wewnątrz 
każdego m elanocytu (tj. p roduktów  melaninowych). Miejscowe rozmieszczenie 
melanocytów w naskórku ssaków może ulegać zmianie, tzn. liczba aktywnych 
m elanocytów zmniejsza się z wiekiem lub też w zrasta przy wielokrotnej
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ekspozycji skóry na działanie prom ieniow ania UV [17]. W kom órkach 
czerniaka indukcja m elanogenezy i wzrost kom órki są ze sobą ściśle pow iąza­
ne. I tak, podanie M SH  powoduje zwiększenie aktywności tyrozynazy i nasile­
nie syntezy melaniny, zaham ow anie lub pobudzenie wzrostu kom órki oraz 
liczne zm iany jej morfologii [34, 54]. N a powierzchni kom órek barwnikowych 
zidentyfikow ano receptory glikoproteinow e specyficzne dla wiązania MSH. 
Pierwszym następstw em  wynikającym z wiązania się M SH z receptorem 
w fazie G2 cyklu kom órkow ego [54], jest szybki wzrost w ew nątrzkom ór­
kowego poziom u cyklicznego A M P, pojawiający się w ciągu 5-30 min. 
Kom pleksy M SH -receptor ulegają pochłonięciu drogą endocytozy. Pęcherzyki 
zawierające aktyw ow aną cyklazę adenylow ą ulegają fuzji z premelanosom em , 
co aktywuje tyrozynazę. W zrost aktywności tyrozynazy, w 6-8 godzin po 
dodaniu  M SH, jest spow odow any praw dopodobnie w większym stopniu 
usunięciem inhib itora tyrozynazy niż syntezą nowej cząsteczki enzymu [53]. 
W ykazano bowiem, że podwyższone poziomy cyklicznego A M P aktywują 
kinazę białkow ą, k tó ra  katalizując fosforylację inhibitora tyrozynazy, pow odu­
je aktywację tyrozynazy [20]. W zrost aktywności tego enzymu powoduje, po 
około  24 godzinach, zwiększenie zawartości m elaniny w melanocycie. W tym 
czasie kom órki powiększają swoje rozm iary i rozciągają długie dendrytyczne 
wypustki. Stopień proliferacji kom órkowej, zależny od w arunków  hodowli 
i genotypów  czerniaka, może się zmniejszyć lub zwiększyć w odpowiedzi na 
podany M SH [34, 54].

2. Tworzenie składników  m elanosom alnych i ich w budowanie do m elanoso­
mów znajdujących się w stadium  I rozwoju

Białka struk turalne i enzymatyczne m elanosom u są syntetyzowane zgodnie 
z program em  genetycznym, a następnie grom adzą się wewnątrz otoczonych 
błoną wakuoli m elanosom ów  znajdujących się w stadium  I rozwoju.

Biogeneza m elanosom ów  jest w dalszym ciągu przedm iotem  kontrowersji 
[18]. W edług klasycznej teorii zaproponow anej przez Seiji i Iw ashita [46, 47], 
ap a ra t Golgiego jest jedynym  miejscem w kom órce, w którym  zachodzi synteza 
m elanosom ów. W obrębie aparatu  Golgiego, praw dopodobnie przy udziale 
związanych z nim szorstkich błon siateczki endoplazm atycznej, syntetyzowane 
są b iałka struk turalne m elanosom ów. Białka te, zawierające przynajmniej 
15-16 polipeptydów  [13], znajdują się w pęcherzykach, których struktura 
opiera się na włókniście ukształtow anych białkach, zam kniętych błoną otacza­
jącą poszczególne pęcherzyki. W każdym  pęcherzyku białka podlegają seg­
regacji, tw orząc m atrycę m elanosom u składającą się z kilku koncentrycznie 
ułożonych blaszek białkowych. Przy zastosow aniu m ikroskopu elektronowego 
wykazano, że wielkość małych początkow o pęcherzyków aparatu  Golgiego 
wzrasta, jak  również, że ich wewnętrzne struk tury  błoniaste ulegają stopnio-
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wemu pogrubieniu, osiągając gęstość błony zewnętrznej pęcherzyka. Do tak 
utworzonej m atrycy m elanosom u w budow yw ana jest tyrozynaza.

Tyrozynaza syntetyzow ana jest na powierzchni układu: ap a ra t Golgie- 
go —siateczka endoplazm atyczna — lizosom (G ERL) w formie protyrozynazy 
[28]. Z rybosom ów, gdzie powstaje łańcuch polipeptydow y proenzym u, białko 
zostaje uwolnione do szczelin między błonam i szorstkimi, a następnie drogą 
błon gładkich zostaje przeniesione do aparatu  Golgiego. Podczas tej migracji 
do łańcucha peptydowego enzymu zostają dołączone cukry obojętne (man- 
noza, galaktoza, fukoza) oraz kwas sjalowy [28]. Stwierdzono, że glikozylacja 
tyrozynazy, a w szczególności przyłączenie kwasu sjalowego, zachodzi przed 
osiągnięciem przez enzym aparatu  Golgiego, a następnie w układzie G E R L  [6, 
44, 52]. Po osiągnięciu aparatu  Golgiego, protyrozynaza ulega rozdzieleniu na 
małe jednostki, z których każda otrzym uje błoniastą otoczkę. W obrębie 
każdej otoczki cząsteczki protyrozynazy zostają „uporządkow ane” według 
określonego wzoru, co praw dopodobnie jest istotne dla konwersji p ro tyrozy­
nazy w tyrozynazę [44].

Białka strukturalne tw orzą m atriks m elanosom u oraz część błony m elano- 
somalnej [14, 56]. Tyrozynaza zaś zostaje połączona z „potyrozynazow ym i 
czynnikami regulacji” (np. czynnik konwersji D O PA -chrom u, czynnik bloku­
jący indolu) w czasie jej syntezy lub bezpośrednio po syntezie [1, 5, 22],

Białka struk turalne m elanosom u są otaczane błoną ograniczającą w ob­
rębie gładkiej i szorstkiej siateczki endoplazm atycznej, dając początek tzw. 
„strukturalnem u m elanosom owi”. W tym czasie przypuszczalnie specyficzne 
białka i lipidy są dołączone do struktury  błony m elanosom alnej. P raw ­
dopodobnie lipidy, początkow o zlokalizowane na powierzchni zewnętrznej, 
regulują funkcjonalne różnicowanie się melanosom ów, podczas gdy białka 
melanosom ów, pierwotnie tworzące korę, kontrolują struk tu ralne różnicow a­
nie się tych organelli [14]. Cząsteczki glikozylowanej T l-tyrozynazy , połączo­
ne z „potyrozynazowym i czynnikami regulacji” są zam ykane wewnątrz otoczo­
nych pęcherzyków w układzie GERL. W ytworzone w ten sposób tzw. ciałka 
pęcherzykowato-kuliste (wielkości 40 nm i nie wykazujące wysokiej gęstości 
elektronowej) zlewają się ze „strukturalnym i m elanosom am i” i są włączane do 
ich wnętrza [16]. Praw dopodobnie pewne białka i lipidy oraz ich połączenia 
biorą udział w rozpoznaw aniu „strukturalnych m elanosom ów ” i otoczonych 
pęcherzyków. W ten sposób powstaje m elanosom  znajdujący się w stadium  
I rozwoju, czyli prem elanosom , k tóry  jest okrągłą w akuolą, o wymiarach: 
200-500 nm długości i 100-500 nm szerokości, zawierającą nie ukierunkow ane 
włókienka lub blaszki białek strukturalnych oraz m ikropęcherzyki [10, 23].

O statn io  przeprow adzono badania m ające na celu wyjaśnienie, w jaki 
sposób tyrozynaza jest aktyw ow ana, aby na pewnym etapie rozwoju m elanoso­
mu rozpocząć syntezę melaniny. W ykazano, że otoczone pęcherzyki, po zlaniu 
się z wczesną postacią m elanosom u, przenoszą do prem elanosom u glikozylo-
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waną T l-tyrozynazę, co prowadzi do pow stania izomeru połączonego z błoną 
m elanosom alną, tj. T4-tyrozynazy [6, 29] oraz do zapoczątkow ania tworzenia 
melaniny wewnątrz prem elanosom u. Praw dopodobnie sygnałem dla we­
w nątrzkom órkow ego procesu transportu  tyrozynazy do prem elanosom u są 
wszystkie łańcuchy cukrowe enzymu, a zwłaszcza łańcuchy typu wysokom an- 
nozowego [29]. Z kolei, badania przeprow adzone przez Im okaw a i M ishim a 
[7] z zastosow aniem  inhibitorów  glikozylacji (glukozam ina i tunikam ycyna) 
wykazały, że N-glikozylacja tyrozynazy oraz białek prem elanosom u jest 
kluczowym sygnałem dla transportu  enzymu z otoczonych pęcherzyków 
w układzie G E R L  do prem elanosom ów, a zatem  dla melanizacji m elanoso- 
mów. M ożna więc wnioskować, że m elanogeneza jest regulow ana przez 
w ew nątrzkom órkow e dojrzewanie i przemieszczanie się tyrozynazy. H atta  
i wsp. [3] wykazali, że otoczone pęcherzyki transportu ją  do prem elanosom ów 
również m onom ery melaniny, głównie 5, 6-dihydroksyindol i kwas 5, 6-dihyd- 
roksyindolo-2-karboksylow y.

O toczone pęcherzyki zawierają, oprócz m onom erów  melaniny, także oligo­
mery barw nika, nie zawierają natom iast polim eru melaniny. Taki polimerycz- 
ny barwnik nie może pow stawać we frakcji otoczonych pęcherzyków z powodu 
zarów no braku  aktywności T4-tyrozynazy [25], jak  i wysokiej aktywności 
oksydoreduktazy D O PA -chrom u, która, jak  już wcześniej w spom niano, b loku­
je proces polimeryzacji [1],

3. Przekształcenie m elanosom u znajdującego się w stadium  I rozwoju w eume-
lanosom  lub feomelanosom

Dalszy los m elanosom u zależy od poziom u cysteiny (lub glutationu) 
w kom órce barwnikowej. G dy poziom cysteiny jest niski, wówczas wewnątrz 
m elanocytów pow stają eumelanosomy. Dom inującym  elementem m atriks stają 
się blaszki, a m elanosom  poprzez ich równoległe ustawienie staje się eliptyczny. 
Tyrozynaza jest w yrzucana z eum elanosom alnych m ikropęcherzyków i praw ­
dopodobnie zostaje przyłączona do m atriks lub otaczającej błony. W ten 
sposób, przy braku inhibitorow ej ilości cysteiny, zainicjow ana zostaje w szlaku 
R apera-M asona biosynteza brązowoczarnej eum elaniny [24, 42] (ryc. 1.). Gdy 
poziom cysteiny w melanocycie jest wysoki, pow stają kuliste feomelanosomy, 
w których na konglom eratach włókienek i m ikropęcherzyków odkładana jest 
żółtoczerw onaw a feomelanina. Tyrozynaza zaw arta wewnątrz m ikropęcherzy­
ków katalizuje przekształcenie tyrozyny do D O PA , a następnie D O PA  do 
D O PA -chinonu, który w ydostając się na zewnątrz m ikropęcherzyka łączy się 
z cysteiną. W wyniku reakcji powstaje cysteinylo-DO PA , k tó ra dalej prze­
kształcana do m etabolitów  1, 4-benzotiazyny, daje ostatecznie polimer feome­
laniny [9] (ryc. 2). Zatem  kom partm entacja tyrozynazy wyjaśnia, w jaki sposób 
feomelanogeneza włącza w swój szlak cysteinę, k tó ra  działa jak  chemiczny 
zm iatacz D O PA -chinonu bez ham ow ania aktywności tyrozynazy.
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Ogólnie m ożna stwierdzić, że m elanocyty czarnych mieszków włosowych 
wytwarzają głównie eum elanosomy. Feom elanosom y są natom iast znajdyw ane 
w m elanocytach żółtych i rudych mieszków włosowych oraz w m elanocytach 
naskórkow ych osobników  rudowłosych [41]. U ludzi i zwierząt feom elanoso­
my są okrągłe i zawierają liczne m ikropęcherzyki połączone z n ieuporząd­
kowanym i włókienkam i [12]. Pom im o różnic morfologicznych, blaszkow a- 
to-eliptyczne eum elanosom y i pęcherzykowato-kuliste feomelanosom y różnią 
się głównie ilością, a nie typem białek strukturalnych [14]. Zasadnicze różnice 
w kształcie eum elanosom ów  i feomelanosom ów wynikają raczej z różnej 
organizacji tych samych składników  pod wpływem regulacyjnych grup sulfhyd- 
rylowych i białek m atriks [19]. W iadom o również, że w tej samej kom órce 
barwnikowej może zachodzić m elanogeneza obu typów (tj. eu- i feomelanoge- 
neza). W ykazano bowiem, że cysteinylo-D O PA  jest obecna nie tylko w tk an ­
kach feomelanogenicznych, ale również w eum elanogenicznych [15]. W rzeczy­
wistości, m elanina występująca w m elanocytach ssaków jest kopolim erem  
różnych prekursorów  zarów no eu-, jak  i feomelaninowych [8].

Końcowy etap  dojrzew ania, obejm ujący głównie stadium  IV rozwoju, 
związany jest wyłącznie z m elanizacją m elanosom u [44]. Pow stająca, w wyni­
ku enzymatycznego utleniania tyrozyny, m elanina wypełnia stopniow o wnętrze 
m elanosom u. W ysoka w niedojrzałych, „niezm elanizowanych” m elanosom ach 
aktywność tyrozynazy, w m iarę akum ulacji melaniny, zmniejsza się. W ten 
sposób, w wyniku postępującej melanizacji, m elanosom y zostają stopniow o 
przekształcane z aktywnych enzymatycznie cząsteczek w nieaktyw ną m elano- 
proteinę, ziarno melaniny, niezdolne do dalszej produkcji melaniny [48]. 
M ożna przyjąć, że istnieje odw rotnie proporcjonalna zależność pomiędzy 
zaw artością melaniny, a aktyw nością tyrozynazy w m elanosom ie [45].

4. Przemieszczanie się m elanosom ów wewnątrz m elanocytów

W ykazano, że w czasie dojrzewania m elanosom ów zachodzą zm iany ich 
kształtu i wymiarów [33]. Dojrzewające m elanosom y przemieszczają się 
z ap ara tu  Glogiego do okolicy przyjądrowej m elanocytu. N astępnie m elanoso­
my zostają przeniesione do dendrytycznych wypustek m elanocytu za pom ocą 
m ikrotubuli. P raw dopodobnie białka, lipidy lub ich połączenia uczestniczą 
w przyciąganiu m elanosom ów  do m ikrotubuli, zapoczątkow ując w ten sposób 
migrację ziaren barw nika [43].

5. Przenoszenie i upakow anie m elanosom ów wew nątrz keratynocytów

M elanocyty uwalniają m elanosom y, zlokalizowane w dendrytycznych wy­
pustkach, praw dopodobnie bezpośrednio do keratynocytów  poprzez przejś­
ciowe zlanie się błony i kon tak t cytoplazmatyczny. W keratynocytach m elano­
somy zostają upakow ane w postaci w tórnych lizosomów (fagolizosomów),
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w których w zależności od wielkości i natury  chemicznej m ogą występować 
pojedynczo lub w grupach. Zaobserw ow ano zgodność między wym iaram i 
m elanosom ów  a ich uporządkow aniem  wewnątrz w tórnych lizosomów w kera- 
tynocytach, tj. m ogą one być upakow ane pojedynczo (melanosomy o średnicy 
większej od 1000 nm) lub w grupach (m elanosom y o średnicy mniejszej od 
1000 nm) [51]. Stw ierdzono jednak znaczne odstępstw a od tej reguły, k tóre 
sugerują udział innego czynnika kontrolującego upakow anie, nie dającego się 
wytłumaczyć jedynie zm ianą wymiarów m elanosom ów, co praw dopodobnie 
rw iązane jest z błoną m elanosom alną. W pewnych zaburzeniach pigm entacyj- 
nych oraz w przypadkach stosow ania niektórych substancji leczniczych, 
m elanosom y wykazywały nieprawidłowe uporządkow anie wewnątrz w tórnych 
lizosomów, niezgodne z ich wymiarami. D la przykładu, lecznicze traktow anie 
iperytem  azotowym  wywołuje stan, w którym  prawie wszystkie małe m elano­
somy występują pojedynczo wewnątrz keratynocytów  [2].

Po osiągnięciu keratynocytów , m elanosom y zostają następnie degradow a­
ne przez lizosom alne kwaśne hydrolazy [27]. K eratynocyty natom iast przem ie­
szczają się w kierunku powierzchni naskórka. W końcu m elanina zostaje 
wyrzucana, a aminokwasy, lipidy i węglowodany m elanosom alne m ogą być 
reabsorbow ane poniżej warstwy zrogowaciałej i ponownie zużyte w m eta­
bolizmie naskórka [50].

IV. U W A G I K O Ń C O W E

U ssaków pigm entacja melaninowa, będąca wynikiem wieloetapowych 
procesów mających zakres od subkom órkowej organelli związanej z syntezą 
melaniny aż do skóry jako  w pełni zintegrowanego układu, spełnia wiele 
ważnych zadań fizjologicznych, a mianowicie ochrania podstaw owe tkanki 
przed prom ieniow aniem  UV, umożliwia przystosowawcze zabarwienie, kon­
troluje gospodarkę cieplną ustroju. Proces w ytwarzania barw nika może być 
również traktow any jako  mechanizm odtruw ania, dzięki którem u bardzo 
reaktywne i toksyczne dla kom órki chinony zostają szybko przekształcone, 
poprzez szereg spontanicznych reakcji, w nierozpuszczalny, stosunkow o ob o ­
jętny polim er melaniny [38].
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O R G A N IZ A C JA  I TR A N SK R Y PC JA  G E N Ó W  M IT O C H O N D R IÓ W  
I PLA STY D Ó W

O R G A N IZ A T IO N  A N D  T R A N S C R IP T IO N  O F  M IT O C H O N D R IA L  A N D  PLA STID

G E N E S

A nna G O Ź D Z IC K A -JÓ Z E F IA K  

Z akład  Biochemii Polim erów  UAM  w Poznaniu

Streszczenie. Plastydy i m itochondria  zawierają specyficzne rRNA , tR N A  i białka, które są 
kodow ane przez genom  organelowy oraz zestaw enzymów biorących udział w replikacji DNA, 
transkrypcji i translacji.

m tD N A  organizm ów  jednokom órkow ych różnią się wym iarami, kształtem  i organizacją 
genów. M itochondria lne  DNA zwierząt są od nich mniejsze, a zaw arte w nich geny ułożone blisko 
siebie.G enom y m itochondrialne roślin m ają bardzo różnorodny kształt i wymiary. W m itochond- 
riach roślin w ystępują często m tD N A  plazm idow e i episomalne.

G eny genom ów plastydow ych są zorganizow ane podobnie jak  w kom órce prokariotycznej.
Sekwencje uczestniczące w inicjacji i term inacji genów plastydów  są podobne do sekwencji 

genów prokariotycznych. W plastydach stw ierdzono występowanie 2 polim eraz DNA, różniących 
się właściwościami fizyko-chemicznymi.

G eny genom u m itochondrialnego są transkrybow ane przez pojedynczą polim crazę RNA, 
k tóra  jest kodow ana przez genom  jądrow y.

Inicjacja transkrypcji większości genów mt drożdży rozpoczyna się w miejscu dziewięcio 
nukleotydow ej sekwencji prom otorow ej przylegającej do końca 5' genu struktury.

Summary. P lastids and m itochondria contain  their own specific rRNAs, tR N A s and proteins that 
are coded by an organellar genome, and also the com plete set of enzymes which participate in 
DNA replication, transcrip tion  and translation .

The m tD N A s of unicellular organism s vary greatly in size, shape, and gene arrangem ent, with 
some of the genes having organizations not previously observed in bacterial o r nuclear genomes. 
Animal m tD N A s are strikingly uniform  in structure and contain an extraord inary  gene 
arrangem ent which perm its m axim um  exploitation of their coding capacity.

The m itochondrial genomes of higher plants exist as a set of large recom bining circular 
molecules in which some circles are m ore ab u n d an t than  others. M inicircular plasmid DNA and 
linear D N A  episomes are also frequently present in p lant m itochondria.

The organization  of plasmid genes is sim ilar to that found in bacteria.
The sequences involved in the initiation  and term ination  of transcrip tion  in plasm ids are very 

sim ilar to  those identified in prokaryotes.
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In extracts from  plastids there have been found two different kinds of RNA polym erase 
activities.

M jtochondrial genes coding for tRNA, rR N A  and m RNA are transcribed by a single nuclearly 
encoded m itochondrial polymerase. The initiation of transcrip tion  of the m ost m itochondrial genes 
in yeast occurs a t a nine-nucleotide p ro m o to r sequences located a t 5' end to their struc tura l genes.

W ykaz stosow anych skrótów:

N, X — nukleotyd
tzp — tysięcy par zasad
pz — pary zasad

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

Przeszło 20 lat tem u wykazano, że m itochondria i plastydy zawierają 
specyficzne organelowe D N A  [54]. Od tego czasu prow adzone są badan ia  nad 
struk turą i funkcją organelowego DNA oraz współdziałaniem pom iędzy 
genomem m itochondrialnym , jądrow ym  i plastydowym.

W ykazano, że organelow y D NA  koduje rRN A  wchodzące w skład plas- 
tydowych i m itochondrialnych rybosom ów, tRN A  uczestniczące w syntezie 
organelowych białek oraz niektóre z organelowych białek. Plastydy i m ito­
chondria zawierają zestaw enzymów niezbędnych w replikacji DNA, tran s­
krypcji i translacji mRNA.

Poznanie struktury , organizacji i ekspresji m itochondrialnych i plastydo- 
wych genów jest ważne nie tylko dla wyjaśnienia biogenezy organelowego 
DNA, ale również współdziałania organeli z cytoplazm ą i jądrem  kom órki.

II. O G Ó L N Y  SC H EM A T  O R G A N IZ A C JI DNA M IT O C H O N D R IÓ W

W większości organizm ów  dotychczas zbadanych m itochondrialny DNA 
stanowi mniej niż 1% ogólnego DN A kom órki, wyjątkiem są drożdże, których 
m itochondria m ogą zawierać więcej niż 15% ogólnego DNA [13].

M itochondrialny D N A  organizm ów  niższych (np. jednokom órkow ych 
E ukaryota) występuje w trzech różnych formach:

1. w formie kowalencyjnie zamkniętej cząsteczki kolistej (np. m tD N A  
Saccharomyces cerevisiae),

2. w formie liniowej (np. m tD N A  Paramecium aurelia),
3. w formie agregatów  dużych i małych cząsteczek kolistych.

Form ę tę znajdow ano w kinetoplastach Trypanosomidae [106].
Wielkość cząsteczki m itochondrialnego DN A waha się od 16 tpz (np. 

Chlamydomonas reinhardtii) do 90 tpz, np. w m itochondriach grzyba Podospora  
anserina (tab. 1) [110].

W m itochondriach niektórych grzybów spotyka się również małe koliste 
cząsteczki DNA, zawierające od 3 do 5 tpz, zwane plazm idam i m itochondrial- 
nymi [14, 33].
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Różnorodność form oraz zróżnicowane wymiary DNA w m itochondriach 
organizm ów niższych nie występują w m itochondriach zwierząt. Genom y 
zwierzęce są mniejsze od genomów organizm ów  jednokom órkow ych, a zaw ar­
te w nich geny ułożone są bardzo blisko siebie, a nawet częściowo zachodzą na 
siebie. G eny struktury  nie zawierają intronów  [17, 54]. D N A  występuje 
w formie kowalencyjnie zamkniętej cząsteczki kolistej, o obwodzie około 6 pm, 
co odpow iada zaw artości około 17 tpz (tab. 1). Znam y pełną sekwencję 
nukleotydow ą dla genom u m itochondrialnego człowieka, myszy, wołu, żaby 
i m uchy [1, 3, 8, 17, 41, 54, 84].

Ogólny schemat organizacji m itochondrialnego DNA zwierząt jest przed­
stawiony na ryc. 1.

Ryc. 1. O gólny schem at organizacji DNA m itochondriów  człowieka [104], N a ryc. zaznaczone są 
sekwencje kodujące podjednostkę cyt b (CYT-B), o tw arte ram ki odczytu (U RF) sekwencje 
kodujące podjednostki A TP-syntazy (ATP-aze); A  — zaznaczono sekwencje kodujące tRNA. 
Strzałki oznaczają kierunek transkrypcji genów. W szystkie geny m tD N A  są transkrybow ane 

zgodnie ze wskazówkam i zegara, poza U R F 6 i 8 genam i tRNA.

G enom  m itochondrialny roślin wyższych jest znacznie większy od genomu 
m itochondriów  zwierząt i organizm ów jednokom órkow ych oraz m a bardziej 
zróżnicowany kształt i wymiary. W ielkość genom u m itochondrialnego roślin 
w aha się od 100 do 2500 tpz [12, 30, 50, 54, 58, 60, 77, 80, 95] (Tab. 1).

Zwiększonym wym iarom  genom u m itochondrialnego roślin nie towarzyszy 
wyraźny wzrost liczby zlokalizowanych w nim genów. Leaver i G ray wykazali, 
że liczba białek kodow anych w m itochondriach roślin jest podobna do liczby 
białek kodow anych w m itochondriach zwierząt [58].

W m itochondriach roślin stw ierdzono jednak występowanie dodatkow ych 
małych cząsteczek DNA, zwanych DNA  plazmidowymi lub episomalnymi, 
oraz zidentyfikowano kilka genów lub ich produktów  [14, 15, 30, 33, 92, 94].
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Genom  ten zawiera także obszerne niekodujące odcinki D N A  bogate 
w pary AT. Funkcja ich nie jest znana.

M itochondrialny DNA roślin wyższych występuje najczęściej w formie 
kowalencyjnie zam kniętych cząsteczek kolistych (o różnych rozm iarach) lub 
formie liniowej (tab. 1).

W genom ach m itochondrialnych większości dotychczas zbadanych roślin 
stw ierdzono występowanie odcinków  o takiej samej sekwencji i orientacji (tzw. 
elementy powtarzalne, z ang. repeat element), zbudow anych z 2 -6  tpz, np. 
w genomie m itochondrialnym  kukurydzy znajduje się 6 takich odcinków  (5 
o takiej samej orientacji, 1 odw rotnie zorientowany), natom iast w genomie 
rzepy i szpinaku po jednej ich parze [30, 58, 77, 95, 113]. Przypuszcza się, że 
odcinki te stanow ią miejsca w genomie, gdzie dochodzi do rekom binacji DNA, 
w wyniku której m ogą powstawać liczne i różnorodne formy m itochondrial- 
nego DNA (ryc. 2). Z tym D N A  m ogą również rekom binow ać m tD N A  
plazm idowe [88]. Plazm idowe m tD N A  zostały obszernie opisane przez G o- 
rączniaka i Augustyniak [33]. Z genomem m itochondrialnym  roślin szeregu 
gatunków  jest zw iązana także m ęska sterylność cytoplazm atyczna [16, 46, 79, 
81, 115, 116]. W roślinach takich nie rozwija się" aktywny pyłek kwiatowy.

Rys. 2. Schem at organizacji i przem ieszczania się odcinków  m tD N A  rzepy (Brassica campestris)
[30]. W genomie m itochondrialnym  rzepy zawierającym  218 tpz (tz m aster genom ) występują 
odcinki o takiej samej sekwencji zbudow ane z 6 tpz, k tóre są oddzielone rejonam i DNA
0 unikalnej sekwencji zawierającym i z jednej strony 83 tpz, a z drugiej 135 tpz. W wyniku 
utw orzenia par pom iędzy odcinkam i o takiej samej sekwencji, może dojść do  rekom binacji DNA
1 rozdzielania dużego genom u (218 tpz) na  dwa mniejsze podgenom y, z k tórych każdy ma 
pojedynczy odcinek o takiej samej sekwencji. Cząsteczki te m ogą dalej między sobą rekom ­
binować, co doprow adza do  pow stania licznych i różnorodnych form D N A  m itochondrialnego. 
Sym bolem  ER — oznaczono na ryc. odcinki o takiej samej sekwencji. S trzałki oznaczają kierunek

transkrypcji genów.
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III. O R G A N IZ A C JA  G E N Ó W  M IT O C H O N D R IA L N Y C H

M itochondrialny D N A  koduje pełen zestaw tRNA  niezbędny do syntezy 
m itochondrialnych białek, wysokocząsteczkowe rRN A  oraz niektóre z m ito- 
chondrialnych białek [11, 13, 21, 54, 56, 71, 87, 91, 103, 104, 112],

W iększość genów m itochondriów  jest zlokalizow ana na nici ciężkiej D N A  
(nić H) [9, 10, 54]. Dokładniejsze informacje znaleźć m ożna w artykule 
Kruszewskiej i Boguty [54].

W ielkość genów rRNA i ich organizacja jest różna w zależności od 
organizm u [2, 7, 8, 20, 25, 31, 55, 59, 82, 86, 93]. W m itochondriach 
organizm ów  niższych, np. drożdży (Saccharomyces cerevisiae) są kodow ane 
geny rR N A  o stałej sedymentacji 15S i 21S. Geny te są zlokalizowane na tej 
samej nici D N A  i przedzielone genami C O  II i C O  III oraz licznymi genami 
tRNA, natom iast u Trypanosom idae geny wysokocząsteczkowego rRN A  (9S 
i 12S) umieszczone są ściśle obok siebie (ryc. 3).

Inną organizację genów rRNA stwierdzono u Tetrahymena. G en rR N A
0 stałej sedym entacji 14S jest umieszczony tam  centralnie, a w rejonach 3' i 5' 
genu znajdują się geny 21S rRNA  oddzielone od genu 14S rRNA  genami białek
1 tRN A  (ryc. 3).

Ryc. 3. Schem at organizacji genów w ysokocząsteczkow ego RNA w genom ach m itochondrialnych 
różnych organizm ów  [106]. ■  — oznaczono sekwencje kodujące geny wysokocząsteczkow ego 
RNA; C O  I — gen podjednostk i I oksydazy cytochrom ow ej; C O  II — gen podjednostki II

oksydazy cytochrom ow ej.
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G eny 21S rRNA w niektórych szczepach Saccharomyces cerevisiae, Neuro- 
spora crassa i Aspergillus niger zawierają 1 lub 2 duże introny (np. in trony 
w genie A. niger zaw ierają odpowiednio 1678 i 1143 pz). W in tronach tych 
stwierdzono obecność kodonów  inicjujących i term inujących, dlatego przypu­
szcza się, że m ogą one kodow ać białka. Sekwencje takie nazywa się otw artym i 
ram kam i odczytu (z ang. open reading frames — ORF).

W przeciwieństwie do organizm ów niższych, organizacja genów rR N A  
m itochondriów  zwierząt w ielokom órkowych jest podobna. G enom  ten koduje 
rR N A  o stałej sedymentacji 12S i 16S, które są zorganizowane w kolejności 
5' —tR N A Phe-12S rRN A  — tR N A Val- 16S rRNA — tR N A Leu-3' [8, 20, 88] (ryc. 1). 
P roponow ane modele struk tu r wysokocząsteczkowych rRNA są podobne do 
odpowiednich modeli rR N A  E. coli [32]. W genom ach m itochondrialnych 
organizm ów niższych i zwierząt nie jest kodow any 5S rRNA.

G enom  m itochondrialny roślin wyższych koduje natom iast 5S rRN A, 18S 
rRN A  i 26S rRNA. Geny 5S rRN A  i 18S rRN A  w m itochondriach pszenicy są 
zlokalizow ane obok siebie, natom iast gen 26S rRN A  umieszczony jest oddziel­
nie. P odobną organizację genów rR N A  stwierdzono w roślinach innych 
gatunków  [11, 59]. 18S rRN A  wykazuje hom ologię sekwencji do 16S rRN A  
bakterii. Liczba genów tR N A  w m itochondriach wynosi od 22 u ssaków do 
około 25 w pszenicy [1, 27, 34, 56, 68, 78, 106]. W m itochondriach ssaków 
każdy gen tRN A  występuje w pojedynczej kopii. W genomie m itochondrial- 
nym drożdży (5. cerevisiae) są już kodow ane po dwa izoakceptorow e tRN A  dla 
m etioniny, fenyloalaniny i cysteiny oraz po trzy, a nawet cztery (zależnie od 
szczepu) dla waliny i tyrozyny [106].

O rganizacja genów tRN A  jest różna w zależności od organizm u [10, 20, 
26]. W genomie m itochondrialnym  ssaków geny tRN A  są rozrzucone po całym 
genomie i bardzo ściśle przylegają do genów kodujących rRNA i mRNA. 
W genomie m itochondrialnym  Aspergillus nidulans 9 genów kodujących tRNA 
występuje w rejonie przylegającym do końca 5' wysokocząsteczkowego rRNA, 
a 11 genów po stronie 3' genu. Odcinki między genami są bardzo krótkie 
(czasami geny oddzielone są pojedynczym nukleotydem ) i bogate w sekwencje 
AT [55, 56],

Zespół genów tRN A  stw ierdzono w genomie m itochondrialnym  Droso­
phila yakuba  [18]. Zaw iera on geny tR N A Ala, tR N A Arg, tR N A Asn, tR N A Ser 
i tR N A Fen.

Geny tRNA  w m itochondriach drożdży występują przeważnie w rejonach 
przylegających do 3' lub 5' genów kodujących białka.

S truktura pierwszorzędowa licznych genów m itochondrialnych tRN A  zwie­
rząt wyższych i owadów różni się od dotychczas poznanych genów cytoplaz- 
m atycznych brakiem  sekwencji ΤΨΟ, zm ianam i nukleotydów  w pozycji 18 i 19 
(zwykle występuje tam  G) oraz silnie zredukow anym  lub w ogóle niewy- 
stępującym ramieniem  dodatkow ym  [4, 18, 26, 56].
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W ykazano również, że tRNA mitochondriów ssaków i niektórych grzybów, 
np. Neurospora crassa, podlegają innym regułom odczytywania kodonów niż 
w kodzie uniwersalnym [4, 40, 54]. I tak np. kodon UGA koduje tryptofan, nie 
jest więc kodonem  nonsensownym, kodon AU A koduje metioninę zamiast 
izoleucyny, zaś kodony AGG i AGA nie są używane. Znane są również przypadki, 
że kodon AGA jest kodonem terminującym lub kodującym serynę.

D otychczas niewiele wiadom o o m itochondrialnych tR N A  i ich genach 
w roślinach wyższych. Znane są jedynie sekwencje przeszło 10 genów tRNA 
m itochondriów  roślin wyższych. Sekwencje te wykazują wysoki stopień hom o- 
logii (90%) do odpowiednich genów plastydów [37, 66-69, 71]. Stwierdzono 
również, że tR N A Trp z m itochondriów  fasoli, zawierający antykodon C mCA 
m oże rozpoznaw ać kodon U G G  jak  w kodzie uniwersalnym  i nie jest 
kom plem entarny do kodonu UGA, który koduje tryptofan w m itochondriach 
ssaków  i drożdży.

Dotychczas poznane geny m itochondrialne tRN A  z różnych organizm ów 
nie kodują sekwencji term inalnej CCA oraz nie zawierają intronów.

W genom ach m itochondrialnych organizm ów dotychczas zbadanych ziden­
tyfikowano geny kodujące niektóre z m itochondrialnych białek, wśród nich 
geny kodujące I, II i III podjednostkę oksydazy cytochrom owej (CO I, CO II, 
Ć O  III), podjednostki 6, 8 i 9 ATP-syntazy, podjednostkę reduktazy Q oraz 
geny białek wchodzących w skład m itochondrialnych rybosom ów  [21, 31, 71, 
91, 103, 104]. W m itochondrialnym  DNA zwierząt zidentyfikowano również 
7 otw artych ram ek odczytu [105, 106]. Funkcje kodow anych przez nie białek 
nie są wyjaśnione. Białka te zawierają przypuszczalnie hydrofobowe składniki 
i praw dopodobnie wchodzą w skład błon m itochondrialnych.

W iększość m itochondrialnych białek jest jednak kodow ana przez genom 
jądrow y, syntetyzow ana w cytoplazmie, a następnie im portow ana do m ito­
chondriów  [64]. Liczne geny m itochondrialne zawierają od 1 do kilku 
intronów . Sekwencje intronow e występują np. w genie kodującym  podjednost­
kę I oksydazy cytochrom owej drożdży i w genie kodującym  podjednostkę II 
oksydazy cytochrom owej kukurydzy.

In trony  występujące w genach m itochondrialnych m ożna podzielić na dwie 
grupy [2, 39, 70, 98, 110-112]. Do grupy pierwszej należą introny, które są 
zdolne do autokatalitycznego wycięcia bez udziału dodatkow ych białek, np. 
in tron  w genie cyt b, wysokocząsteczkowego RNA Tetrahymena czy białek 
w m itochondriach Neurospora crassa.

O drębną grupę stanow ią introny kodujące w obrębie sekwencji intronowej 
białka zwane m aturazam i [22, 58]. M aturazy są to białka enzymatyczne 
odpowiedzialne za prawidłow e wycięcie sekwencji intronowej, przez które są 
kodow ane [54]. Introny genów m itochondrialnych nie zawierają w rejonach 
przylegających do eksonu sekwencji G U ...A G  występującej w intronach 
jądrow ych pre-m RN A  [39].
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W większości dotychczas zbadanych roślin plastydowy D N A  występuje 
w formie kowalencyjnie zamkniętej cząsteczki kolistej o masie 5 6 -9 5 x  106 
daltona (tab. 2). O dpow iada to zawartości par zasad od 120 do 195 tysięcy [5, 
35, 72, 73]. O bw ód cząsteczki plastydowego DNA w aha się od 27 pm (jak np. 
u Codium fragile) do 63 pm (np. u Chlamydomonas). Liniowe formy plas­
tydowego D NA  przeważają jedynie u kilku gatunków  Acetabularia.

W genom ach plastydowych niektórych roślin (np. grochu, fasoli) występują 
rybonukleotydy. Znajdują się one w różnych miejscach DNA, na obu jego 
niciach, w ilości od 12 do 18 nukleotydów  [5, 50].

Znane są m apy fizyczne plastydowych genów wielu roślin, a także 
sekwencje nukleotydowe większości ich genów. W 1986 r. ustalono sekwencje 
nukleotydow e genów plastydowych tytoniu i w ątrobow ca (M archanda poly- 
morpha) [35, 72]. Porów nując różne fragmenty plastydowego D N A  roślin 
odległych ewolucyjnie, wykazano podobną organizację szeregu sekwencji 
nukleotydowych w ich genomach. Stw ierdzono również, że sekwencje nuk­
leotydowe kodujące geny RNA i geny białek w genom ach plastydowych 
tytoniu i w ątrobow ca są podobne, m imo że genom plastydowy tytoniu jest 
większy od genomu w ątrobow ca o przeszło 30 tpz. Plastydowy D N A  w więk­
szości roślin dotychczas zbadanych zawiera dwa odw rotnie zorientow ane

IV. O G Ó LNY SCHEM AT ORGANIZACJI DNA PLASTYDÓW

Ryc. 4. Ogólny schem at organizacji DN A plastydów  [72]. IR — odcinki DNA o takiej samej 
sekwencji i odw rotnej orientacji; LR — duży rejon D N A  o unikalnej sekwencji; SR — mały rejon 

D N A  o unikalnej sekwencji; Strzałki oznaczają kierunek transkrypcji genów.
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odcinki o takiej samej sekwencji (z ang. inverted repeat) i długości od 10 do 
28 tpz [6, 51, 57, 76]. O dcinki te oddzielone są rejonam i D N A  o unikalnej 
sekwencji: tzw. duży rejon zawiera od 80 do 103 tpz, a rejon mały od 12,6 do 
26,9 tpz (ryc. 4). W yjątek stanowi tutaj genom plastydowy roślin motylkowych, 
np. grochu (Pisum sativum ) i bobu (Vicia faba), w których nastąpiła delecja 
jednego z odcinków o powtórzonej sekwencji [49]. N atom iast u Euglena 
gracilis występują aż trzy tak samo zorientow ane, kopie tego odcinka [36, 44, 
51, 83, 85].

V. O R G A N IZ A C JA  G E N Ó W  PL A STY D Ó W

W genomie plastydów zidentyfikowano pełen zestaw genów kodujących: 
tRN A  uczestniczące w syntezie plastydowych białek, przeszło 50 genów białek 
oraz geny wysokocząsteczkowych rR N A  wchodzących w skład plastydowych 
rybosom ów  [35].

G eny rRNA w plastydach występują w obrębie odcinków o powtórzonej 
sekwencji. Każdy z odcinków zawiera rRN A  ułożone w kolejności: 16S 
rRN A  — przerywnik — 23S rR N A  — 5S rRNA (ryc. 4).

Taki zespół genów rRNA w plastydach określa się m ianem  operonu rRNA. 
O gólna organizacja analizowanych dotychczas operonów  rRN A  plastydów 
wykazuje duże ich podobieństw o do organizacji obserwowanej w organizm ach 
prokariotycznych [89, 101]. Przerywnik oddzielający gen 16S rRNA od 
23S rR N A  składa się z 1,6-2,4 tpz i zawiera rozszczepione geny tRNA.

Najlepiej dotychczas poznane są geny 16S rRN A  kukurydzy, tytoniu, 
w ątrobow ca i Euglena. 16S rRN A  kukurydzy i tytoniu są zbudow ane od­
powiednio z 1491 i 1186 nukleotydów  i wykazują między sobą 96,4% 
homologii. 16S rRNA kukurydzy wykazuje także 80% hom ologii sekwencji 
nukleotydowej z 16S rRNA Euglena, natom iast z rRNA E. coli 74,2% [48, 101, 
109]. Obserwow ane różnice pomiędzy 16S rRNA plastydów  a 16S rRNA E. 
coli w ynikają głównie z delecji nukleotydów  w plastydowym  rDNA. Delecja 
nukleotydów  wpływa na redukcję pętli dodatkow ych w strukturze II rzędu 
rRNA, co nie ma jednak  znaczącego wpływu na geometrię całej cząsteczki.

G eny 23S rRNA plastydów tytoniu i kukurydzy zawierają odpowiednio 
2804 i 2898 nukleotydów  [100]. Ich sekwencje nukleotydowe wykazują 92% 
hom ologii między sobą, natom iast ich podobieństw o do genu 23S rRN A  E. coli 
wynosi 67%  w przypadku tytoniu i 71% w przypadku kukurydzy [102].

Rejony sekwencji nukleotydowej 23S rRNA o znanych funkcjach, takich 
jak  np. wiązanie rybosom alnych białek L j i L2, interakcje podjednostek 
znanych plastydowych 23S rRNA, są w dużym stopniu zachowane. W 23S 
rRNA kukurydzy występują trzy insercje obejm ujące 25 pz, 65 pz i 78 pz, które 
pow odują pojawienie się dodatkow ych pętli w strukturze II rzędu rRNA 
plastydów. Nie występują natom iast w strukturze rRN A  E. coli [32].
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W 23S rD N A  Chlamydomonas reinhardtii znajduje się intron o długości 870 
pz, w odległości 270 pz od końca 3' genu. W rejonie przylegającym do końca 5' 
genu 23S rD N A  Chlamydomonas występują geny 7S rRN A  i 3S rRNA, 
zbudow ane odpow iednio z 282 i 47 pz [85]. O ba geny oddzielone są od siebie 
przerywnikiem o długości 23 pz oraz 81 pz od genu 23S rRNA. Sekwencje 
kodujące geny 7S i 3S rRNA, jak  również je przedzielające są homologiczne do 
5' końcowego fragm entu genów 23S rRNA E. coli i Euglena. N a końcu 3' 
sekwencji nukleotydowej 23S rD N A  w genomie plastydowym  roślin wyższych 
oraz paproci D ryopteris acuminata [99] znajduje się gen 4,5S rRNA. 4,5S 
rRN A  jest zbudow any, w zależności od gatunku rośliny, z 96 — 103 pz [28]
1 wykazuje przeszło 60%  homologii z sekwencją końca 3' rejonu 23S rD N A  
E. coli, dlatego przypuszcza się, że mógł on powstać w wyniku insercji około 
100 pz w 3' końcowym  rejonie genu 23S rRNA.

W większości znanych plastydowych operonów  rRNA (także bakterii) 
znajduje się gen 5S rRN A  [19, 65]. Gen ten oddzielony jest od poprze­
dzającego go genu (23S rRNA lub 4,5S rRNA) przerywnikiem, który jest 
zbudow any z przeszło 200 pz (np. u kukurydzy z 231 pz). 5S rRN A  
w zależności od gatunku roślin zawiera 111-122 nukleotydów  [19, 23]. 
Sekwencje te wykazują dużą hom ologię z sekwencją 5S rRN A  cyjanobakterii.

W plastydach roślin różnych gatunków  stwierdzono obecność przeszło 30 
genów tRNA [34, 71, 72, 106-108]. Geny tRN A w plastydach, podobnie jak  
u organizm ów prokariotycznych, są zlokalizowane pojedynczo lub w zespołach 
w różnych rejonach cząsteczki plastydowego DNA. W genomie plastydowym  
Euglena stw ierdzono obecność dwóch zespołów genów tRNA  [42, 74], 
W jednym  z nich są zlokalizow ane 4 geny tRNA, natom iast zespół drugi 
zawiera 6 genów tRNA. N iektóre z plastydowych genów tRN A m ają sekwencje 
intronow e [34, 71, 72, 106-108, 114]. In trony te są bardzo długie w porów ­
naniu z intronam i obecnymi w jądrow ych genach tRNA. In trony  genów 
jądrow ych zawierają tylko 11-60 pz zlokalizowanych po stronie 3' an- 
tykodonu, podczas gdy np. introny w plastydowych genach tR N A Ala kukury­
dzy i tR N A Leu tytoniu mają odpow iednio 806 i 503 pz [51, 116].

Najdłuższy znany in tron plastydowego genu tRNA  jest zbudow any z 2526 
par zasad i występuje w tR N A Llz tytoniu [99]. Sekwencje intronow e w plas­
tydowych genach tRNA są umieszczone przeważnie pom iędzy 1 a 2 lub
2 a 3 zasadą w antykodonie, wyjątek stanowi gen tR N A Gly plastydów  tytoniu, 
który zawiera in tron w pętli D [24, 73]. Rola intronów  nie jest wyjaśniona. 
Sekwencje intronow e plastydowych genów tRN A  zawierają otw arte ramki 
odczytu. Nie w iadom o jednak, czy ulegają one ekspresji.

Geny tRN A plastydów  zawierające sekwencje intronow e podzielone na trzy 
grupy [97]. D o grupy pierwszej zaliczane są geny tRN A (jak np. tR N A Leu 
fasoli), których introny m ogą tworzyć struktury  podobne do takiej struktury, 
jak ą  proponow ano w procesie autokatalitycznego rozpadu prekursorow ego
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rRN A  Tetrahymena. G rupę drugą stanow ią geny tRNA, których introny 
w ykazują między sobą 95%  hom ologii sekwencji (np. geny tR N A Ile i tR N A Ala 
z plastydów  kukurydzy). N atom iast do grupy trzeciej.rozszczepionych genów 
tR N A  należą geny tRNA, np. tR N A Llz, tR N A Gly tytoniu zawierające introny, 
których sekwencje przylegające do eksonów są podobne do sekwencji znaj­
dow anych w in tronach  genów plastydowych białek. Geny tRN A  plastydów nie 
kodują sekwencji term inalnej CCA.

Z poznanych do tąd  sekwencji nukleotydowych kilkudziesięciu plastydo­
wych tR N A  wynika, że wykazują one wyższy stopień hom ologii do tRNA 
prokariotycznych niż do tRNA jądrow ych [37]. W rejonach plastydowych 
D N A  o unikalnej sekwencji znajdują się geny struktury  dla niektórych białek 
[53, 61, 72]. W plastydach zidentyfikowano przeszło 55 genów kodujących 
białka i około  30 otw artych ram ek odczytu zawierających od 31 do 2136 
kodonów .

W śród genów kodujących plastydowe białka stw ierdzono występowanie 
genów kodujących dużą podjednostkę (LS) karboksylazy R uD P, białek wcho­
dzących w skład fotosystem u I i II, kom pleksu cytochrom ów  b-f oraz 
podjednostek ATP-syntazy, około 1/3 białek wchodzących w skład plas­
tydowych rybosom ów  (19 genów), białka podjednostek polimerazy RNA, 
białek biorących udział w transporcie elektronów  oraz liczne otw arte ramki 
odczytu.

Analiza kom puterow a wykazała, że 7 otw artych ram ek odczytu ma 
sekwencje nukleotydow e podobne do sekwencji niektórych genów m itochon- 
driów  człowieką, np. genu podjednostki N A D H  dehydrogenazy [72].

Geny plastydow ych białek występują pojedynczo lub w zespołach, podob­
nie jak  u E. coli. W 12 genach plastydowych białek stwierdzono występowanie 
1-9 intronów . In trony  te zawierają charakterystyczne sekwencje graniczne

podobne do S '-N G 'C G C ^ G  TTTA TTTA TN -3' sekwencji najwyższej
G

zgodności występujących w genom ach jądrow ych kodujących mRNA dla 
niektórych białek.

O bserwuje się znaczną zachowawczość genów kodujących plastydowe 
białka, występujących w roślinach różnych gatunków . Geny te wykazują także 
dużą hom ologię sekwencji z odpowiednim i genami cyjanobakterii. W ykazano, 
że w większości plastydowych białek zbudow anych z podjednostek, przynaj­
mniej jedna z nich jest kodow ana przez genom jądrowy.

VI. T R A N SK R Y PC JA  G E N Ó W  PLA STY D Ó W  I M IT O C H O N D R IÓ W

Plastydy i m itochondria zawierają zestaw enzymów uczestniczących 
w transkrypcji organelowego DNA. Geny m itochondrialne tRNA, rRNA 
i białek są transkrybow ane przez pojedyncze polimerazy RNA kodowane
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przez genom jądrow y [47, 117]. W m itochondriach szczura stw ierdzono 
jednak  występowanie dwóch różnych polim eraz RNA znacznie różniących się 
właściwościami.

Obie nici D N A  m itochondrialnego ssaków są transkrybow ane równocześ­
nie w postaci dużych policistronowych RNA [9-11, 29]. K ażda z nici zawiera 
własny obszar prom otorow y, k tóry jest zlokalizowany w pobliżu pętli D  będą­
cej równocześnie miejscem inicjacji replikacji DN A [54, 105]. Sekwencje tR N A  
są w pierwotnych transkryptach D N A  m itochondrialnego ssaków sygnałami 
decydującymi o popraw nym  rozcięciu transkryptu  [91].

W genom ach m itochondrialnych drożdży stw ierdzono występowanie kilku 
rejonów, w których polim eraza RNA rozpoczyna transkrypcję m itochondrial­
nego D N A  [75, 104]. W rejonach przylegających do końca 5' większości genów 
m itochondrialnych drożdży (w tym również genów tRNA) występuje sekwen­
cja 5'-ATATAAGTA-3'. Stanowi ona rejon prom otorow y rozpoznany przez 
m itochondrialne polim erazy RNA [9, 75]. Silne prom otory  genów m itochond­
rialnego tRNA zawierają w pozycji + 2  adeninę, a w pozycji 4-3 tym idynę 
[108]. Geny tR N A  m itochondriów  drożdży, nie mające sekwencji p rom otoro- 
wej w rejonie przylegającym do końca 5' genu, są transkrybow ane razem 
z m RNA, rRN A  lub innymi tRNA  (np. gen tR N A Wal jest transkrybow any 
wspólnie z genem trzeciej podjednostki oksydazy cytochromowej). Sygnały 
term inacji transkrypcji nie są poznane.

Pierwotne transkrypty  genów m itochondrialnych tRN A  zawierają sekwen­
cje dodatkow e, które są usuwane w procesie dojrzewania cząsteczki. Sekwencje 
dodatkow e, przylegające do końca 5' są odcinane przez nukleazę, k tó ra  ma 
właściwości podobne do bakteryjnej RNA-azy P  i podobnie jak  enzym 
bakteryjny wymaga kofaktorów , którym i są niskocząsteczkowe RNA.

N a końcach 3' pierw otnych transkryptów  stwierdzono występowanie 
sekwencji 5 '-A U U CU U A -3', która, jak  się sądzi, może być sygnałem dla 
specyficznej nukleazy w procesie dojrzew ania cząsteczki.

Plastydy zawierają pełen zestaw enzymów niezbędnych do transkrypcji 
plastydowych genów [38, 45]. W plastydach stwierdzono występowanie 
2 różnych polim eraz RNA. Jedna z nich, zwana rozpuszczalną, bierze udział 
w transkrypcji genów tRNA, natom iast druga izolowana z kom pleksu 
D N A -białko (zwana TAC), transkrybuje geny rRN A  [38].

Polim erazy te znacznie różnią się wrażliwością na stężenie soli, na 
heparynę, na zm iany tem peratury i obecność kationów. Plastydowe polimerazy 
RNA w przeciwieństwie do polim eraz jądrow ych roślin (II i III) nie są wrażliwe 
na a  amanitynę. Aktywność rozpuszczalnej polimerazy plastydowej nie jest 
ham ow ana przez rifampicynę, k tó ra jak  wiadom o, całkowicie inhibuje aktyw ­
ność polimerazy RNA E. coli.

Sekwencje rozpoznaw ane przez polimerazy RNA plastydów nie są dok ład ­
nie poznane. W rejonie przylegającym do końca 5' genów plastydów stwier­
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dzono występowanie sekwencji nukleotydowej podobnej do sekwencji p ro m o ­
torów  P rokaryota  w pozycji — 10 i —35. W ykazano również, że rejony te wiążą 
polim erazę RNA E. coli, k tó ra  chroni te miejsca przed działaniem  DN A -azy 
[52, 90]. P onad to  w rejonie 5' kilku genów tR N A  plastydów stw ierdzono

A A  A A
w ystępow anie sekwencji 5 '-G TTN TA TT-3', k tóra zdaniem  Gruissem  i wsp. 
m oże być sekwencją prom otorow ą dla polim eraz RNA plastydów  [38].

W ykazano, że niektóre z genów kodujących plastydowe białka są trans- 
krybow ane jako  policistronowe jednostki, np. geny kodujące ß i ε podjednostki 
A TP-syntazy w plastydach kukurydzy i tytoniu transkrybow ane są wspólnie, 
a ich transkrypty  zawierają odpow iednio 2,2 i 2,7 tpz [45, 53]. G eny 16S rR N A  
i 23S rR N A  plastydów w większości badanych roślin są transkrybow ane 
razem, a ich pierw otny transkrypt m a ciężar cząsteczkowy około 2,7 χ 106 [59, 
63, 110, 118]. G en tR N A Wal występujący w rejonie przylegającym do końca 5' 
operonu rR N A  plastydów kukurydzy stanowi odrębną jednostkę transkrypcyj- 
ną [96].

Sekwencje D N A  biorące udział w term inacji transkrypcji genów plastydów 
nie są dokładnie poznane. W rejonach 3' niektórych genów plastydów D N A  
może tworzyć struktury  pętli i ram ion, które przypuszczalnie są miejscem 
term inacji dla plastydowych polimeraz. Term inatory takie były proponow ane 
np. dla genu podjednostki R uD P  [119, 120]. M echanizm  regulacji transkrypcji 
plastydow ych genów nie jest dokładnie poznany. W iadom o jednak, że światło 
jest jednym  z czynników regulujących ekspresję genów plastydów. W ykazano, 
że np. poziom  plastydowego m RNA dla polipeptydu związanego z fotosys- 
temem II zwiększa się pod wpływem światła [62].

VII. U W A G I K O Ń C O W E

Z nane są pełne sekwencje nukleotydowe kilku genów m itochondrialnych 
i plastydowych. Stanowi to doskonałą podstaw ę do dalszych prac nad 
wyjaśnieniem procesów replikacji i ekspresji organelowych genów, oraz w za­
jem nego w spółdziałania pomiędzy genomem organelowym  a cytoplazm ą 
i jądrem  kom órki.

Wiele organelow ych białek jest kodow anych przez genom jądrow y, a dla 
niektórych z białek zbudow anych z podjednostek przynajmniej jedna z podjed- 
nostek jest kodow ana przez genom jądrow y, zaś pozostałe przez genom  
organelowy. Rozwój i funkcja organeli kom órkow ych są więc uzależnione od 
ich w spółdziałania z genomem jądrow ym  oraz mechanizm ów kontrolujących 
i regulujących ekspresję DNA w różnych przedziałach kom órkow ych.

S tru k tu ra  i organizacja wielu genów plastydów jest podobna do genów 
prokariotycznych, a sekwencje uczestniczące w inicjacji i term inacji plas-

t _
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tydowych genów są podobne do sekwencji rozpoznaw anych przez prokario ty- 
czne polimerazy. Podobieństw o genom u plastydów do genom u bakterii 
wskazuje na ich endosym biotyczne pochodzenie. Teoria endosym biotycznego 
pochodzenia organcli kom órkow ych zakłada, że D N A  m itochondrialny i plas- 
tydowy pochodzą od różnych wolnożyjących prokariontów , k tóre zaczęły żyć 
w symbiozie z kom órką gospodarza i z biegiem czasu przekształciły się w jej 
organele.

Z drugiej strony stwierdzono, że m itochondrialny D N A  roślin wyższych 
zawiera fragm enty D N A  homologiczne do DNA plastydów [25, 43, 64, 69, 94]. 
W ystępowanie sekwencji hom ologicznych w obu genom ach wskazuje na 
wspólne pochodzenie plastydowego i m itochondrialnego DNA. O rganelowy 
D N A  mógł więc pow stać w wyniku fragm entacji i kom partm entacji DNA 
prokariotycznego glonu (tzw. teoria wewnętrznej kom partm entacji).

W ystępowanie identycznych fragm entów D NA w różnych organelach 
kom órkow ych wskazuje także na wzajemne przemieszczanie się D N A  i jego 
rekombinację, pomiędzy różnymi przedziałami kom órkowym i.

TABELA 1

W ym iary cząsteczki m itochondrialnego DN A z różnych organizm ów  (ciężar cząsteczki wyrażono
w daltonach) [106]

Organizm
K ształt

cząsteczki

D ługość 
cząsteczki 

w μιη

Ciężar
cząsteczki

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

cząsteczka duża 6.3 13
cząsteczka m ała 0.32 0.56

Chlamydomonas reinhardtii kolisty 4.5 9.8
Ow ady 5.0-6.2 9.91-12.35
Ryby 5.1-5.4 10.2-10.8
Płazy 4.7-5.8 5.4-11.7
G ady 5.3 10.6
Ssaki 4.7-5.5 9.4-11
Rośliny wyższe kolisty i liniowy
K ukurydza (Zea mays) 320
G roch  (Pisum sativum) 70
O górek (Cucurbita pepo) 560
M elon (Cucumis melo) 1600
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TABELA 2

W ym iary cząsteczki plastydow ego DN A z różnych organizm ów  (ciężar cząsteczki wyrażono
w daltonach) [106]

O rganizm
K ształt

cząsteczki

Długość 
cząsteczki 

w pm

Ciężar
cząsteczki

X 106

Codium fragile kolisty 27 56
Euglena gracilis ” 44.5 92-150
Chlamydomonas reinhardtii ” 63 170-200
K ukurydza  (Zea mays) ” 43 87
B urak (Beta vulgaris) ” 44.9 97-100
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