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PERSPEKTYWY GENETYCZNYCH BADAN NOWOTWOROW — ODKRYCIA
I WIZJE

W stowie ,nowotwoér” wyraza sie fakt powstania nowego, odmiennego rodzaju
komorek z pojedynczej, zdrowej komoérki danego osobnika. Ewolucja i onkoge-
neza majg wiele wspoélnego i te dwa procesy przeplatajg sie wzajemnie prawdo-
podobnie od zarania zycia — pisze Jean de Grouchy (1991). Ewolucja chromo-
soméw w filogenezie naczelnych i wielu gatunkow ssakow zostata potwierdzona
poréwnawczymi ,mapami” chromosomoéw (Klinger 1963, Lejeune i wspolaut.
1973, Yunis i Parkash 1982). Z drugiej strony wiadomo, ze ewolucji klonalnej
komérek nowotworowych towarzysza rearanzacje chromosoméw. Jak dalece
odbiega genom nowotworu od macierzystego, postaram sie zilustrowac badania-
mi cytogenetycznymi, molekularnymi i doswiadczalnymi.

Proces nowotworowy jest wieloetapowy. Model ewolucji klonalnej jest rézny
dla ré6znych nowotworow tkankowo-swoistych i Scisle zwigzany z regulacjami
metabolicznymi danego klonu komérkowego. Jednak z reguty dotyczg one zmian
genoéw regulujacych replikacje DNA i podziat komorki lub procesy réznicowania.
Sa to mechanizmy lezace u podstaw rozwoju w szerokim tego stowa znaczeniu,
przy czym, jesli ré6znicowanie jest czyms przeciwstawnym do podziatu komoérki
zwierzecej, to niekontrolowane podziaty komoérkowe lub akumulacja komoérek
z uszkodzonym DNA sygnalizujg nieobecnos¢ czgsteczek ,, na strazy” znaczacych
punktéw kontrolnych komoérki (Lane 1992). z obliczenn wynika, ze czestos¢
somatycznych rearanzacji DNAjest na ogét bardzo wysoka, siegajac prawie Kilku
na sto mitoz, lecz czesto$¢ mitoz prowadzacych do nowotworu wynosi tylkojedng
na bilion, choé, co prawda, u co pigtego osobnika. Wiekszos¢ mutacji jest
usuwana przez system naprawczy DNA, a komdrki z duzg zmiang genetyczng
gina.

W zmutowanej komorce, by stata sie nowotworowa, musza zajs¢ dodatkowe
zmiany: uniesmiertelnienie, przemieszczenie i nastepnie mutacje w miejscach
genomu waznych dla regulacji proceséw komérkowych, na przyktad w protoon-
kogenie, genie regulujgcym jego aktywnosc¢ albo genie przeciwnowotworowym
(Weinberg 1985). Nie znamy jeszcze catego zestawu tych genéw. Dla orientacji
przedstawiam ich kategorie za Korsmeyerem (1992) w tabeli 1
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Tabela 1
Kategorie komoérkowych onkogenéw i ich wptywu na wzrost nowotworow
(Wedlug S.J. Korsmeyer'a 1992)

Kategoria I Geny kodujace czynniki wzrostu i proliferacji
Czynniki transkrypcji lub ogniwa transdukcji sygnatéw
Przyktadowo: MYC, RAS, ABL
Decydule zwiekszenie funkcli

Kategoria Il: Geny supresji nowotworéw-przeciwnowotworowe
Hamowanie wzrostu i proliferacji
Przyktadowo: Rb, p53
Decyduje utrata funkcji

Kategoria Ill: Geny programowej $mierci komorki
A. Uchylajace programowang sSmier¢
BCL-2
B. Geny ,drogi ku $mierci”
p53
Decyduje utrata funkcji

TRANSLOKACJE CHROMOSOMOW W HEMATOLOGII

Badajgc pod mikroskopem chromosomy komdérek nowotworowych znajduje-
my wiele zmian: braki lub naddatki, wzajemne translokacje dwoch réznych
chromosomoéw, delecje czesciowe, a czasem figurki bardzo matych fragmentow
chromosomowych (ang. double minutes) lub region chromosomu barwiacy sie
jednolicie, tak zwane HSR (ang. homogeneously staining region). Uwaza sie¢ je
za cytologiczne efekty amplifikacji genéw. Dzieki duzemu postepowi barwien
i metod synchronizacji hodowli obserwator moze ocenia¢ wzoiy prazkowe iden-
tyfikujace poszczegolne paiy chromosomow i moze opisywac nieprzypadkowe
ich zmiany w przebiegu nowotworu. Oddzielone translokowane naddatki mozna
poddac¢ analizie molekularnej by identyfikowac geny, ktére leza w krytycznych
fragmentach i ktére przez zmiane pozycji przyczyniaja sie do ztosliwego wzrostu
(Cory 1987). Chromosomowa lokalizacjawielu protoonkogenéw (ryc. 1) i dowody
na nieprzypadkowos¢ anomalii chromosomowej pozwolity rozwing¢ fascynujace
scenariusze zdarzen, ktére mogg stanowi¢ preludium nowotworowej transfor-
macji i dalej klonalnej selekcji (poréwnaj Rozynkowa i Rupniewska 1989).

Oryginalna zmiang chromosomowag w nowotworach hemo- i limfopoetycz-
nychjestw wielu przypadkach translokacja. Jej wynikiem moze by¢ efekt pozycji
przez deregulacje jakiego$ genu z powodu nowego sagsiedztwa lub utworzenia
nowego produktu genowego. Przykiadem jest chioniak Burkitt'a i przewlekia
biataczka szpikowa. Chioniak Burkitt'a wystepuje czesto w dziecinstwie u ludzi
zyjacychw tropikalnych obszarach Afryki. Zmiany chromosomowe w komorkach
guza sg dobrze poznane, mianowicie 90% chorych ma wzajemng translokacje
w obrebie chromosomow 8 i 14, a reszta— translokacje chromosoméw 8i 2 lub
8 i 22, co zapisuje sie t/8;14/ /q24;q31/, t/2;14/ /pl2;q24/ i t/14;22/
/q31;qll/ (ryc. 2B). W miejscach ztaman poprzedzajacych translokacje chro-
mosomy 14,2 i 22 nosza geny strukturowe immunoglobulin, mianowicie taricu-
cha ciezkiego i tancuchéw lekkich odpowiednio kappa i lambda. Komdrkowy
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Rye. 1 Kariotyp cztowieka z zaznaczeniem pozycji niektorych komorkowych onkogendéw.

ekwiwalent wirusowego v-myc czyli c-mycjest zlokalizowany w chromosomie 8,
diugim g24. Okazalo sie, ze punkt ztamaniawe wszystkich trzech translokacjach
jest wewnatrz genu c-myc. Jego egzony sa przemieszczone do miejsca skupiaja-
cegogenylg (CroceiNowell 1986, D alla-faveral wspotaut. 1982). Takg zmiane
zauwazono takze w duzej liczbie chtoniakéw u myszy, gdzie translokacja doko-
nuje sie miedzy chromosomami 12 i 15, ktére nosza gen Ig i c-myc odpowiednio
(Adams i wspdtaut. 1983).

W innym nowotworze, mianowicie chtoniaku grudkowym, rozwijajagcym sie
z centroblastéw i centrocytéw — osrodkéw rozmnazania grudek chitonnych,
wykiyto inny onkogen, nie majgcy wirusowego homologu, nazywany BCL-2 (ang.
B-cell lymphoma/leukemia) (Tsujimoto i wspotaut. 1985). Temu chioniakowi
towarzyszy translokacja genu BCL-2 z punktu ztamania w chromosomie 18 do
jednoczesnego miejsca ztamania w chromosomie 14,2 lub 22, ktéra podobnie
jak poprzednio gen myc zestawia tym razem gen BCL-2 z elementem regulatoro-
wym genu strukturowego (Kocki i Rozynkowa 1991). Catly szereg p6zniejszych
doswiadczenn scharakteryzowat ten gen jako najciekawszy regulator programo-
wanej Smierci komorek (Korsmeyer 1992, Rozynkowa 1994).

Geny strukturowe immunoglobulin w limfocytach pre-B, dojrzewajacych do
plazmocytow wydzielajgcych przeciwciata, z natury swej podlegaja serii prze-
ksztatcen, jak rekombinacje, wycinania RNA, mutacje i podobne, zapewniajace
duzg réznorodnos$¢ swoistych przeciwciat. Mozna przypuszczaé, ze przemiesz-
czenie onkogenu myc do ,rojowiska” genetycznej aktywnosci ijego amplifikacja
odgrywa znacznag role w patogenezie guza Burkitt'a przez nadmierna nie regu-
lowana ekspresje. Produkt protoonkogenéw rodziny MYCjest czynnikiem trans-
krypcji, wigzac w spos6b swoisty sekwencje zasad CACGTG w DNA odnosnego
genu przez domene transaktywacyjng TAD (ang. transactivation domain) usy-
tuowanag w koncu aminowym. Ta domena biatkowa wigze takze produkt genu
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retinoblastoma pRb. W efekcie transaktywacji przez c-MYC komorka z fazy
spoczynkowej przechodzi do ozywionej replikacji.

Tabela 2
Nazewnictwo, pochodzenie 1pozycja w chromosomach cztowieka niektérych onkogendw,
izolowanych na podstawie homologii z wirusowymi onkogenami lub testem transfekcji DNA;
(zmodyfkowane wedtug Maitcoim 1984)

. - Lokalizacja
Skronaauy  WEDUIOIII eSS chromosomona
cztowieka c-onc
src miesaka Rous’a Kurcze 20qI3
fes miesaka Kot 15¢26.1
abl biataczki Abelsona Mysz 9g34.1
fms miesaka McDonough Kot 5034
erb B eiytroblastozy Kurcze 7pter-ql2
erbA erytroblastozy Kurcze 17pll-g22
rnos miesaka Moloney’a Mysz 8g22
raf miesaka 3611 Mysz 3p25
Ha-ras miesaka Harvey’'a Mysz 1lp 15
Ki-ras migsaka Kirstena Szczur 12pl2
myc myelocytomatozy Kurcze 8024
MC29
s} myeloblastozy BA3-A  Kurcze 6q21-24
fos miesaka kosci FBJ Mysz 14qg21-31
sis miesaka Matpa wetnista 22ql3.1

Uzyteskréty :p— ramiekrétkie chromosomu, g— ramigdtugie chromosomu oraz kolejno$¢ prazkéw i podprazkéw liczonych
od centromeru.

Sama translokacja chromosomowa nie jest jedynym czynnikiem odpowie-
dzialnym za powstanie nowotworu. Badania epidemiologiczne przemawiajg za
dodatkowymi zjawiskami. Jednym jest zakazenie pierwotniakiem malarii {Plas-
modium falciparum), stwarzajgce przewleklg stymulacje antygenowg u miesz-
karicow tropikalnej Afiyki. Guz Burkitt'a moze jednak sporadycznie wystepowac
w jakiejkolwiek czesci swiata i gtéwng role w unieSmiertelnianiu komérek B
odgrywa zakazenie wirusem Epstein-Barr, ktory jest wirusem DNA z rodziny
opryszczki, herpetoviridae (Epstein i Achong 1983). Wirus ten jest zdolny do
unieSmiertelniania limfocytéw B przy udziale antygenu EBNA-1 (ang. Epstein-
Barr virus nuclear antigen). Mozna przyjac¢, ze w takiej komarce preneoplastycz-
nej dodatkowe zdarzenie translokacji chromosomowej wraz z nadmierng ekspre-
sja genu c-myc zaburza proces dojrzewania i r6znicowania limfocytéw B, zwia-
szcza, ze przewlekta stymulacja malarig obniza liczbe wspotpracujacych regula-
torowych limfocytow T. Role tego czynnika w krajach Europy i Ameryki moze
spetnia¢ wirus HIV (Douglas i wspotaut. 1980, Birx i wspotaut. 1986).

Przewlekta biataczka szpikowajest nastepnym nowotworem, w ktérym zmia-
na chromosomow towarzyszy klinicznym objawom ekspansji nowotworowego
klonu komoérek. Schorzenie charakteryzuje sie dtuga fazg przewlekig z zaburze-
niem granulopetycznej czynno$ci szpiku, lecz w ktérej komoérka predominujaca
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w krwi obwodowej jest jeszcze ciggle dojrzaty granulocyt lub jeden z jego
bezposrednich prekursoréw. W jakimkolwiek czasie fazy przedbiataczkowej stan
pacjenta moze przejs¢ w przetom blastyczny, cechujacy sie obecnoscig niedoj-

Ryc. 2. Translokacje chromosomowe.

A. Wymienne przemieszczenie c-abl z chromosomu 9 do miejsc ztamari w chromosomie 22 lutworzenie matego
chromosomu Philadelphia. B. Jedna z translokacjl w guzie Burkltt'a, w ktérej c-myc zostaje przemieszczony w
okolice genu strukturowego cigzkiego tancucha immunoglobuliny.

rzatych postaci komérkowych we krwi obwodowej. Chorzy z przewlekta biataczka
szpikowag maja szczegblng aberracje chromosomowg w komaérkach niedojrzewa-
jacych, nawet w przewlekiej fazie choroby, mianowicie maty chromosom nazwa-
ny Ph’ od pierwszej liteiy miasta Philadelphia, gdzie zostatwykryty przez Nowell'a
(Nowell i Hungerford 1960) (rys. 2A). Ten maty chromosom jest wynikiem
translokacji, jaka zaszta miedzy chromosomem 9 a 22 z punktami ztaman
w dystalnych okolicach dtugich ramion jednego i drugiego chromosomu. Potem
okazato sie, ze w tej translokacji onkogen c-ABLz miejsca 9934 przemieszcza sie
do regionu 22ql 1zwanego BCR (ang. break cluster regio). Fuzja locus BCR-ABL
stwarza nowy gen fuzyjny, ktéry koduje nowy produkt o aktywnosci kinazy
tyrozynowej, wiekszy i aktywniejszy niz c-ABL. Dziala on w procesach sygnali-
zacji wewnatrzkomoérkowej i jest zdolny do transformacji in vitro komorek
macierzystych hemopoetycznych (McLaughtin i wspétaut. 1987). Odcinek geno-
mu cziowieka skiadajgcy sie z sekwencji cDNA BCR-ABL byt pierwszg sondg
uzywana do diagnozowania nowotworu. W ten sposdb analizy kariotypéw zostaty

dopetnione analizg molekularng genu, co ma decydujgce znaczenie w ocenie
skutecznosci terapii.



512 Danuta Rozynkowa

Chioniak Burkitt'a, chioniak grudkowy i przewlekia biataczka szpikowa
ilustrowaly te zaburzenia, w ktérych komorkowe onkogeny zmienity swe chro-
mosomowe terytorium. W wielu innych postaciach biataczek i chtoniakéw
wystepuja swoiste i nieprzypadkowe miejsca ztaman, jeszcze nie do korica
wyjasnione w molekularnym znaczeniu tam znajdujgcych sie komorkowych
onkogendéw (Rowley 1990).

WIRUSY ONKOGENNE W TRANSFORMACJI NOWOTWOROWEJ
U ZWIERZAT DOSWIADCZALNYCH A PROTOONKOGENY

Wspomniane w niepetnychjeszcze scenariuszach nowotwordw przemieszczo-
ne komorkowe onkogeny c-MYC i c-ABL (tab. 2) sgjednymi z wielu komdrkowych
homologéw wirusowych onkogendéw u-onc. Moze najwiekszym odkryciem ostat-
nich lat bylo stwierdzenie Bishopa i Varmusa, laureatéw Nagrody Nobla roku
1989, ze w prawidtowych genomach kregowcéw znajdujg sie geny homologiczne
do u-onc, czyli wirusowych onkogenéw odpowiedzialnych za nowotworowag trans-
formacje tkanek zwierzat doswiadczalnych, zakazonych onkogennymi wirusami
(Stehelin i wspotaut. 1976). Komorkowe onkogeny c-onc znaleziono potem
w genomach wszystkich badanych gatunkow od drozdzy do cztowieka (Gateff
1978, Jacob i wspotaut. 1987). Stosunek gendw c-onc do gendw u-onc objasnia
hipotezaBishopa (1981), ze retrowirusy zawlaszczyty niegdys pewne prawidtowe
geny Eukaryota zachowane w rozwoju ewolucyjnym i ze w nowym genomie
retrowirusow nabyty one zdolnosci do indukcji ztosliwej transformacji komorek
gospodarza. Dla samych wiruséw sg one nieprzydatne. Pierwszym catkowicie
scharakteryzowanym retrowirusem byt wirus miesaka Rous’a, powodujacy mie-
saki u kurczat za sprawg uU-src.

Retrowirusy moga powodowac pierwszy etap transformacji komérek nie tylko
przez te niezwykile ,,zawtaszczone” i zmienione geny u-onc. Innym mechanizmem
jest integracja wirusowego genomu do genomu gospodarza i zmiana poziomu
ekspresji przylegtych genéw. Wirus RNA po wejsciu do komarki przepisuje RNA
w DNA za pomocg odwrotnej transkryptazy i ten transkrypt jest nastepnie
wigczony (insercja) do DNA gospodarza (Bishop 1984).

Komoérkowe onkogeny kodujg biatka o fundamentalnym znaczeniu w zyciu
komorki. Sg to enzymy fosforylacji biatek, glikoproteidy bton komoérkowych
z funkcjag receptorowsg, czynniki wzrostowe, biatka wigzgce DNA i regulujgce
transkrypcje (Weinberg 1985). Zmienione onkogeny, wyrazajgce zwiekszong
aktywnosé nawet w pojedynczej kopii w jakimkolwiek punkcie kaskady przeka-
zywania sygnatéw, zostaly uznane za onkogeny dominujgce. R6zne sa przejawy
aktywacji onkogenéw: we wzmozonej syntezie czynnikéw wzrostowych, wzmo-
zonej syntezie receptoréw czynnikéw wzrostowych, syntezie receptoréw o zwie-
kszonym powinowactwie, zmianie transdukcji sygnatéw po zwigzaniu na recep-
torze, wreszcie w pojawieniu sie zmienionych nadczynnych kinaz tyrozynowych,
czyli tyrozyno-specyficznych enzyméw fosforylujgcych (Grzetakowska-Sztabert
1992). Nadmierna ekspresja tych ostatnich moze doprowadzi¢ do wzmozonej
proliferacji nawet bez interakcji czynnika wzrostowego. Ostatnim decydujacym
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przejawem roli c-oncjest regulacja transkrypcji przez ich produkty. Przyktadem
jest heterodimerfos-jurt lub myc-max (Morgenbesser i DePinho 1994).

DELECJE JEDNOGENOWE W NOWOTWORACH — KONCEPCJA

ANTYONKOGENOW

Odmienng kategorig gendéw, odgrywajacych znamienna role w nowotworach,
sg geny supresorowe, zwane tez przeciwnowotworowymi lub antyonkogenami
(Stanbridge 1970). To whasnie brak produktow tych genéw w komorce sprawia,
ze utracona zostata kontrola wzrostu, co moze byé poczatkiem ,wejscia na
nowotworowa Sciezke” (tab. 3). Antyonkogeny zostaty okreslone genami recesyw-
nymi, z czego wynika, ze w komdrce nowotworowej sg zmutowane lub utracone
obydwa allele i ze pierwszym waznym zdarzeniem jest mutacja jednego z pary
gendw a drugim— decydujacym—wypadniecie funkcji drugiego genu z tej samej
pary, czyli utrata heterozygotycznosci. Produkty biatkowe prawidtowych alleli
genodéw supresorowych koduja negatywne sygnaty wzrostu, czyli takie, w efekcie

Tabela 3

Loci-genéw przeciwnowotworowych w chromosomach cztowieka (zmodyfikowane wedtug Levine
(1993) 0Oraz Kinzier i Vogelsteinw (1993)

Nowotwor

Siatkéwczak (retinoblastoma),
kostniakomiesak

Guz Wilms’a (nefroblastoma),
miesak
prazkowanokomorkowy
miesakowy

Glejak wielopostaciowy
(astrocytoma)

Rak piersi

Drobnokomorkowy rak ptuc

Rodzinna polipowatosé
gruczolakowata

Rak jelita grubego
Neurofibromatoza

Oponiak
Neuroblastoma

MEN-1 — zesp6t uktadu
dokrewnego

MEN-2 — zesp&t nowotworéw
ukiadu dokrewnego

Chromosom
13ql4

1liplI3

17plI3

13pl4
17pI3
179, 1

13ql4
17pl3
3p
5021

17plI3
18g21

Ip, 14q
17q

22q
Ip, 2p, 17
iiq

10

Gen przeciwnowotworowy e
Rb

WT-1

p53

Rb
p53
BRCA1, BRCA2

Rb
p53
RB

APC

p53
MCC, DCC

nie znane
NF-1

NF-2
N-MYC i nie znane
nie znany

nie znany
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ktérych nastapi zatrzymanie cyklu komoérkowego, ostateczne r6znicowanie, albo
fizjologiczna, programowana smier¢ komorki (Green 1988, Horst 1993).

Istnienie genow przeciwnowotworowych zaproponowali Harris i wspotaut.
(1969) i Knudson (1971) w toku dwdch linii badan: hybrydéw somatycznych
komadrek nowotworowych z prawidtowymi in vitro oraz dziedzicznie uwarunko-
wanych nowotworow embrionalnych.

Grupie Harris'A (1969) udato sie mianowicie wykazac przed 25 laty, ze jesli
zhybiydyzowa¢ przez fuzje jader komérkowych komoérki nowotworowe z nieno-
wotworowymi, to komorki hybiydy nie majg cechy wzrostu nowotworowego.
Jednakze w wyniku segregacji genetycznej tych rekombinantéw oraz utraty
losowej roznych chromosoméw dochodzito do reekspresji ztosliwego wzrostu.
Przyjeto wiec roboczo, ze istniejg loci genowe zdolne do supresji wzrostu,
poniewaz ich brak lub recesywna mutacja uniemozliwiajg wejscie w prawidtowy
program réznicowania lub Smierci z powodu statej ekspresji toru mitogennego.

Pierwsze badania grupy Knudsona (1971) dotyczyly nowotworéw embrional-
nych. O ile poprzednio omawiane aberracje chromosomow w chorobach nowo-
tworowych ukiadu krwiotwdrczego majgq swoiste znaczenie nie tylko w diagno-
styce, ale i w prognozowaniu klinicznym, to dotychczasowe obserwacje guzow
litych nie pozwalajg na jednoznaczne okres$lenie ich roli w prognozowaniu
klinicznym (Limon i Miteiman 1994). Wyjatkiem sg rodzinne nowotwory,
w ktérych czasem mozna dostrzec mikrodelecje: w siatkéwczaku zarodkowym
(retinoblastoma) w segmencie 14 podcentromerowo w chromosomie 13, w guzie
nerki Wilms’a (nephroblastoma) w segmencie 13 krétkiego ramienia chromoso-
mu 11, w neuroblastoma— delecje w krétkim ramieniu chromosomu 2 (Cavenee
i wspoétaut. 1986, Kinzier i Vogelstein 1993). Te miejsca zwrdcity uwage na
identyfikacje utraconych alleli.

Guz nerki Wilms’a i siatkéwczak ztosliwy majg wiele podobienstw. Obydwa
sg nowotworami wieku dzieciecego i chociaz wiekszo$¢ zdarza sie sporadycznie,
obydwa nowotwory moga przejawia¢ zwiekszong czestos¢ w niektérych rodzi-
nach. Cytogenetyczne a potem molekularne badania tych nowotworéw dopro-
wadzity do hipotezy, ze chodzi tu o brak lub inaktywacje mutacyjng pewnych
genéw zdolnych do supresji wzrostu i kontroli réznicowania. Utrata jednego
z alleli moze by¢ dziedziczonaw linii zarodkowej, a mutacja drugiego allelu moze
zdarzy¢ sie w linii somatycznej. Analizg cytogenetyczng pary 13 i polimorfizmu
restrykcyjnego fragmentéw DNA udato sie zidentyfikowa¢ mechanizmy odpowie-
dzialne za eliminacje prawidlowych alleli genéw supresorowych (Cavenee
i wspétaut. 1983). Jest nim mitotyczny brak rozdziatu (non disjunction) paiy
chromosomoéw 13 lub mitotyczna rekombinacja z utratg czeSci chromosomu 13.
Efekty tych mechanizméw mozna potwierdzi¢ monosomia 13 wjednych komaor-
kach i parg chromosomow 13z brakiem allelu Rb. Wykrycie genu siatkéwczaka
(rfo) przyczynito sie do epokowych odkry¢ w regulacji cyklu komérkowego (Horst
1992).

Gen Rb (nieobecny w retinoblastoma) i gen Wt (nieobecny w guzie nerki
Wilms’a) byly prototypami antyonkogenow. Tkanka specyficzng dla pierwszego
jest siatkéwka, a dla drugiego — mezonefros i listewka piciowa. Biatkowe
produkty tych genéw okazaly sie biatkami regulatorowymi transkrypcji. Ekspre-
sjagenu Wtw prawidtowej tkance w okresie embrionalnym, analizowana in situ.
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miata miejsce w mezenchymie, pecherzyku nerki, nabtonku kiebkéw i mezone-
fros a takze w ptodowych gonadach. Sonda molekularna genu supresorowego
Wilms’a udowodnita, ze ma on okre$long role w rozwoju nerki oraz rozlegta
(plejotropowa) role w mezenchymie i nabtonku. Jest najprawdopodobniej genem
rozwoju funkciji filtracji w nerce, tej funkcji, ktéra rozwija sie wczesnie w ewolucji
kregowcéw (Pritchard-Jones i wspotaut. 1990). Udowodniono takze role supre-
sorowg tego genu wobec nowotworowego wzrostu. Mianowicie za pomoca stra-
tegii przeniesienia mikrojader komérkowych udato sie przekaza¢ normalny
chromosom 11 do linii komérkowej pochodzgcej z guzaWilms'a i powszczepieniu
podskérnie myszy bezgrasiczej udowodnié, ze komorki te stracity zdolnos¢ do
tworzenia nowotworu (Weissman i wspoltaut. 1987).

W nastepnych latach wykryto szereg dalszych genéw przeciwnowotworowych
i ich produkty. Gen kodujacy biatko p53, okreslane tez jako biatko Tp53 (ang.
tumor protein) ma niezwyktg historie i znaczenie (Levine 1993). Poczatkowo
sadzono, ze chodzi o aktywny onkogen zmutowany, a nie o inaktywacje antyon-
kogenu. Obecnie wiadomo, ze w tym genie moze by¢ ponad 350 niezaleznych
mutacji punktowych w regionach szczegdlnie wrazliwych (hot spots). Odpowia-
daja one pieciu domenom biatka Tp53, szczegdlnie wiernie zachowanym
w przebiegu ewolucji (de Fromentet i Soussi 1992, Levine | wspoOtaut. 1991,
Berbec¢ 1994). Utrata funkcji tego genu towarzyszy progresji réznych nowotwo-
réw (tab. 3).

BADANIA NOWOTWOROW U MYSZY TRANSGENICZNYCH

Nastepnym etapem badan stat sie model myszy transgenicznych. Dlatego
przedstawie niektore doswiadczenia, w ktérych strategie genowe wymuszajace
stalg ekspresje jednych genéw lub powodujace inaktywacje innych, wptywajq
decydujgco na rozwodj nowotworu.

Wiegkszos¢ znanych onkogendw, antyonkogenéw i czynnikéw wzrostowych
zostato poddanych analizie w systemie transgenicznym celem weryfikacji ich
onkogennego potencjatu in vivo. Rozwinieto wysoce uzyteczne i unikatowe
strategie, ktore dostarczajg nowego wgladu w patogeneze nowotworéw, ajedno-
czesnie moga wptyna¢ na zmiane lub utrzymanie naszych wyobrazen o ich
rozwoju.

Strategia transgeniczna postuguje sie wprowadzeniem obecnego DNA na
state do komérek linii zarodkowej myszy. Dzieki homologicznej rekombinacji
miedzy egzo- i endogennymi sekwencjami DNA zmiany genetyczne powstajg
w Scisle okreslonych miejscach i pozostajg na state. Obejmuja one dwie duze
kategorie: mutacje dominujace, polegajace na zwiekszeniu czynnosci genu
(dominant gain-of-function) i mutacje recesywne typu nonsensowego, unie-
mozliwiajace tworzenie produktu genu. Pierwszy typ zmian uzyskuje sie przez
mikroinjekcje do zarodkowych komoérek wielopotencjalnych, tak zwanego trans-
genu, czyli konstruktu ztozonego z onkogenu, enhancera lub promotora
i odpowiedniego wektora. ,Wymazanie” genu, czyli drugi typ zmian, prowadzacy
do inaktywacji genéw, odbywa sie technika celowego modyfikowania genomu
(gene targeting, poréwnaj Hetman 1993). W tym celu izolowane komorki zarod-
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kowe macierzyste hoduje sie in vitro i modyfikuje ich genom, na przyktad, przez
zastgpienie sekwencji genu p53 od 2. do 6. egzonu genem odpornosci neonymy-
cynowej (neo). Wyselekcjonowane klony komoérek z nieaktywnym genem p53 sg
nastepnie wprowadzone do blastocysty, gdzie odbywa sie kolonizacja zmodyfi-
kowanych komorek i dalszy rozwoj ptodéw, zachowujgcych zmiane genomu
w linii zarodkowej. Takie myszy heterozygotyczne poddaje sie reprodukcji mie-
dzymieszancowej a ich potomstwo, sprawdzone pod wzgledem obecnosci dzikie-
go allelu, na przykiad p53, lub jego braku (homozygota prawidtowego allelu,
heterozygota, homozygota nieczynnego allelu) stanowi dawcoéw komorek do
dalszych badan, na przyktad tymocytéw ¢€zy fibroblastow.

Sekwencje mysiego c-myc umieszczono w konstrukcie pod kontrolg enhan-
ceragenu strukturowego IgH-, w skrocie E/myc. Byta to imitacj a sytuacji w guzie
Burkitt'a z translokacjg chromosomowa 8; 14, o ktérej byta mowa w poprzedniej
czesci artykutu. Stan preneoplastyczny cechowat sie deregulacjg cyklu komor-
kowego i zaburzeniem réznicowania. Populacja limfocytow pre-B gorowata nad
dojrzatymi limfocytami B. Mimo ekspresji wszystkich antygendéw réznicowania
tacznie z ekspresja genéw RAG-1 i RAG-2 (ang. recombinase activating genes),
czynno$¢ limfocytéw B u tych myszy bylajednak nieco upo$ledzona w poréw-
naniu z myszami kontrolnymi. Przejawiato sie to w reakcjach na mitogeny,
w wydzielaniu przeciwciat, odpowiedzi na T-zalezne i T-niezalezne antygeny. Po
réoznym okresie latencji, trwajagcym od 3-18 tygodni u myszy E-myc rozwinety
sie chtoniaki pre-B i B limfocytowe o duzej zto$liwosci. Natomiast chioniaki
T-komoérkowe rozwinety sie w warunkach, gdy zmieniono promoter E na Thy-1
(thymic-grasiczy). Byly to whasciwe grasiczaki ztozone z proliferujgcych tymocy-
téw i jeszcze bardziej ekspansywnych komorek epitelialnych (Morgenbesser
i DePinho 1994). Jesli konstrukt zawierat ludzki gen c-myc i promoter mysiego
genu zgodnosci tkankowej H-2K to wystepowaly zaburzenia proliferacji i rézni-
cowania, ale nie doszto do ztosliwej transformacji komérek. To doswiadczenie
poinformowato dodatkowo, ze chociaz c-mycmoze by¢ potencjalnym onkogenem,
to okres latencji i klonalno$¢ komorek guza zalezy od innych czynnikow.

Probowano zidentyfikowac geny synergistyczne z c-myc. W chioniaku, wywo-
tanym u myszy transgenicznych przez konstrukt E-myc zaobserwowano zywe
pobudzenie biatek wigzacych GTP, kodowanych przez geny rodziny ras. Biatka
G, wigzgce i hydrolizujgce nukleotydy guaninowe, stanowig uniwersalny tgcznik
w transmisji sygnatow z receptorow btonowych na ich efektory. Celem identyfi-
kacji przyczyn, przyspieszajacych rozwdéj chtoniakéw, wprowadzono dodatkowo
pewne onkogeny przez zakazenie wirusami onkogennymi lub drogg mejotycznej
rekombinacji przez krzyzéwki z innymi transgenicznymi osobnikami. Okazato
sie, ze synergistycznymi z c-myc sg geny H-ras, raf, pim-1, bcl-2 (iyc. 3).
Wszystkie tgczy lokalizacja cytoplazmatyczna z tym, ze biatko H-ras ma aktyw-
nos¢ kinazy tyrozynowej a produkty rafi pim majg aktywnos¢ kinaz seiyno-treo-
ninowych. Produkt ostatniego genu jest czynnikiem przezycia (tab. 1).

Do badan w systemie transgenicznym postuzono sie takze konstruktami
N-myc i L-myc, ktérych amplifikacje i nadmierng ekspresje stwierdzono
w neuroblastoma {N-myc) i raku drobnokomérkowym ptuc {L-myc). Konstrukty
E-N-myc, wprowadzone do linii zarodkowej myszy, przyczynity sie do rozwoju
chioniakéw B-komérkowych, ktére dojrzewaty do plazmocytoma. Natomiast
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konstrukty E-L-myc przyczynity sie do szybkiego rozwoju grasiczakéw T-komor-
kowych, aw miare starzenia zwierzat — do guzéw ztozonych z myelomonocytow.
Ten ostatni wynik jest o tyle ciekawy, ze w patogenezie biataczki myelomonocy-
towej u cztowieka znaczaca role przypisuje sie ekspresji deregulowanego L-myc.

Ryc. 3. Schemat onkogenezy w systemie transgenicznym u podwdjnej heterozygoty dominujacych
deregulowanych onkogendw.

Myszy transgeniczne poddano tez doswiadczeniu w odwrotnej wersji, gdy
transgenami byty zmutowane geny H-ras, SV40-T antygen lub transformujacy
czynnik wzrostowy TGF alfa a w utkaniu wyniktych ogniskowych rakéw badano
ekspresje c-nu/c. Wyniki tych doswiadczen nie tylko potwierdzity wspétdziatanie
tych genow w ztosliwej transformacji komorek watrobowych, ale i potwierdzity
oczekiwania, ze w rozwoju nowotworu dziata kilka mutacji.

Dalszy cigg badan u myszy transgenicznych dotyczy skutkéw inaktywacji
genu p53 oraz nadmiernej ekspresji genu bcl-2. Pierwszy promuje programowa-
na Smier¢, a drugi jest jej inhibitorem. McDonne1 i wspotpracownicy (1989)
wprowadzili konstrukt, w ktéorym ludzki gen BCL-2 zostat umieszczony pod
kontrolg enhancera lg (genu strukturowego ciezkiego taricucha immunoglobuli-
ny), imitujgc tym translokacje w chioniaku grudkowym u cztowieka: t /14; 18/
(McDonnelt i wspétaut. 1989). U tych myszy transgenicznych nadmierna eks-
presja BCL-2 byta w komérkach $ledziony i grasicy, a z tagodnej poliklonalnej
proliferacji centrocytow wywigzata sie selektywna ekspansja matych, spoczyn-
kowych limfocytow B o immunofenotypie IgM/IgD. Komoérki te gromadzity sie
czasowo w fazie GO i Gl cyklu komoérkowego, pozostaly jednak zdolne do
aktywacji i syntezy DNA. Jednakze w miare uptywu czasu zmiany komérkowe
przerodzity sie w rozrost ztosliwych chioniakéw, co jasno ilustrowato bliski
stosunek miedzy supresjg apoptozy a rozwojem nowotworu. W przebiegu cyto-
genetycznych i molekularnych zmian tych chtoniakéw ztosliwych znaleziono
réwniez translokacje aktywujaca c-myc. W zwigzku z tg obserwacjgwyhodowano
myszy transgeniczne z krzyzéwki Elg-Bcl-2 x Elg-myc i udowodniono genetyczne
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uzupetnienie sie tych dwu onkogenéw. U podwojnie transgenicznych potomkéw
rozwineta sie szybko nisko zréznicowana posta¢ biataczki z hemopoetycznych
komorek macierzystych. Z tego wynika, ze onkogenny potencjatwzmaga sie przy
kombinacji takich zdarzen genetycznych, z ktérych pierwsze przez deregulacje
bcl-2 stwarza korzy$€ przezycia, a drugie przez pozytywna stymulacje wzrostu
aktywnym onkogenem myc narusza rownowage proliferaciji.

Ostatnie obserwacje dotyczg transgenicznych myszy ze zmutowanym genem
p53 (mutacja ,.zerowa” warunkujaca brak funkcji). Nowotwory o utkaniu miesa-
kéw rozwijaty sie u tych myszy w tkance limfoidalnej grasicy, w ptucach
i w kosciach. Z licznych opracowan wynika, ze p53 jest nieodzownym sktadni-
kiem w mechanizmie wykonawczym apoptozy (Lane 1992). Clarke i wspotpra-
cownicy badali zaleznos¢ indukcji apoptozy w tymocytach kory grasicy u myszy
od stalej ekspresji genu p53, wprowadzonego do linii zarodkowej (Ciarke
iwspoétaut. 1993). W tymocytach, pobranych od myszy-homozygot dzikiego allelu
p53 doszto do apoptozy w wyniku takich dziatan na komorki, j ak promieniowanie
jonizujace, glukokortykosterydy, etopozyd i estry forbolu. Natomiast w tymocy-
tach pobranych od homozygot delecji p53 (mutacja ,.zerowa”) nie byto oznak
apoptozy ani po napromieniowaniu ani po etopozydzie. W komérkach pochodza-
cych od heterozygot p53 efekt byt posredni. Lowe i wspOtpracownicy (1993)
prowadzili systematyczne badania fibroblastow embrionalnych, pobranych od
myszy transgenicznych, poddanych dziataniu genotoksycznych substancji uzy-
wanych jako chemioterapeutyki: 5-fluorouracyl, etopozyd, adramiacyna i pro-
mieniowaniejonizujgce. Fibroblasty bylty homo- lub hererozygotyczne pod wzgle-
dem prawidtowego ,dzikiego” i zmutowanego allelu. Badania ekspresji mRNA-
p53 wykazaty prawidlowa, czesSciowg lub utracong ekspresje genu, zaleznie od
genotypu p53. Autorzy doszli do przekonania, ze p53 wywiera znaczacy i zalezny
od dawki genu wptyw na apoptoze, jesli czynnik indukcyjny powoduje uszko-
dzenie nici DNA. Jest to takze dowod, ze prawidtowa funkcja genu p53 polega
miedzy innymi na blokowaniu podziatu komoérek z uszkodzonym DNA.

PODSUMOWANIE

Skrétowy przeglad wybranych analiz cytogenetycznych, nawigzujacych do
nich badan molekularnych DNA i biatek, a takze doswiadczen metoda inzynierii
genetycznej jest dosyC selektywnym obrazem przeobrazen, jakie dostrzegamy
w komodrkach nowotworowych. Jesli bowiem pierwsze (chromosomy) widzi sie
w calym komplecie, drugie (geny i biatka) sg wysoce wybiércze (tylko niektore
albo jeden gen). Cytogenetyk analizuje kariotypy realne pojedynczych komorek,
ktére nie musza reprezentowaé calej populacji, za to moze wskaza¢ drogi
klonalnej ewolucji. Molekularne podejscie (poza hybiydyzacja in situ) moze
Lusredni¢” genom komorki nowotworowej i ,,zgubi¢” heterogennos¢ komorek
nowotworowych.

Patogenne konsekwencje przynajmniej niektérych zréwnowazonych translo-
kacji i delecji chromosomoéw moga by¢éjeszcze bardziej skomplikowane niz prosta
w zasadzie aktywacja onkogendéw lub utrata antyonkogenow. Polisomie lub
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poliploidie nie zostatyjeszcze zadawalajgco wyjasnione na poziomie genéw (Heim
1992).

Nie ujmujgc nic pracowniom klonujacym geny trzeba przyznaé, ze analiza
cytogenetyczna byta kluczem do molekularnej cytogenetyki dwéch gtéwnych
kategorii rearanzacji: nieprzypadkowych translokacji (okoto 70 w komérkach
nowotworowych cztowieka) i statych delecji. Znajomos¢ usytuowania miejsca
ztamania byta punktem wyjscia do selekcji genéw, uzywanych potem jako
molekularne sondy tych rearanzacji. Jednakze prazek chromosomowy zawiera
okoto 5 milionéw par zasad i szansa odkrycia rearanzacji metoda Southerna
w réoznych guzach litych jest niewielka. Wyjatek stanowig biataczki i chtoniaki,
poniewaz istotne sondy genowe w tych schorzeniach, zawierajgce geny immu-
noglobulin, pozwolity sklonowa¢ DNA istotne dla kilkudziesieciu rearanzacji
(Rowley 1990).

Wydaje sie, ze optymalnym dla petnego rozeznania dziataniemjest kontynuo-
wanie badan zaréwno metodami cytogenetycznami, jak i analizami na poziomie
DNA. Implikacje praktyczne tych badan, zwtaszcza w predyspozycjach ujawnia-
jacych sie zachorowaniami rodzinnymiw predyspozycjach ,promocyjnych” (cho-
dzi o faze promocji nowotworu) zostaty omowione w artykule J. Steffena (1993).
Na zakonczenie chciatabymk podkresli¢, ze nowe dane biologii molekularnej
zmuszajg do przemyslenia dotychczasowych koncepcji i definicji w obrebie
patologii nowotworéw. Pragne tez wyrazi¢ poglad, ze badania cytogenetyczne
i molekularne uzupetniajg, ale nie zastepujg patomorfologii w dziedzinie diag-
nostyki nowotwordéw. Istota badan genetycznych polega bowiem nawykiyciu nie
znanych przedtem mechanizmow odpowiedzialnych za deregulacje kontroli
transkrypcyjnej i autonomii wzrostu komodrek.

PERSPECTIVES IN CANCER GENETIC RESEARCH — DISCOVERIES
AND VISIONS

Summary

The review refers to the current progress in the studies on of genetic changes that occur within
the cancer cell and are critically involved in the transformation of a normal to a malignant cell. The
considerations are limited to:

— those changes that have been detected by analyzing the karyotypic pattern of human cancer

cells found in leukemia and lymphoma,

— two large classes of genes that are subject to somatic mutations — 1, oncogenes whose
existence was revealed by the study ofanimal retroviruses, and 2, antioncogenes which were
revealed by the study of hereditary cancer in man.

A new approach to studying the role of the above mentioned genes in the initiation and

progression of induced tumors in transgenic mice is also presented.
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