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Redakcja Postepdw Biologii Komorki pragnie zmieni¢ nieco charakter czasopisma.
Obok normalnych prac pogladowych pragniemy w mozliwie jak najszybszym tempie
drukowac kroétkie artykuty na temat nowych osiggnie¢, takze metodycznych, majgcych
istotne znaczenie dla rozwoju biologii komorki i nauk pokrewnych.

Dlatego zwracamy sie do Panstwa z serdeczng proshg o przesytanie takich artykutow i
rozpropagowanie naszej informacji. Artykut powinien by¢ przygotowany wedtug wzoru:
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GENY PRZECIWNOWOTWOROWE - WAZNY ELEMENT
W POWSTAWANIU NOWOTWOROW

TUMOR SUPPRESSOR GENES - AN IMPORTANT ELEMENT
OF TUMORIGENESIS

Michat HETMAN

Zaktad Cytofizjologii, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa

Streszczenie. Mutacje inaktywujgce geny przeciwnowotworowe* (antyonkogeny, tumorsuppressorgenes) sg czeste
w komaérkach nowotworéw zwierzat. Dzieki zastosowaniu technik biologii molekularnej udato sie zidentyfikowaé
kilka takich genow, ktore podlegajg inaktywacji w komérkach pewnych nowotworéw u ludzi. Do tej pory najlepiej
poznano gen retinoblastoma (RB**). Wydaje sie, ze jego produkt reguluje ekspresje pewnych genéw i wptywa
na mechanizmy kontrolujace cykl komérkowy. Sg dane na temat funkcji produktéw innych zidentyfikowanych
gendw przeciwnowotworowych oraz przyktady oddziatywania pomiedzy nimi i produktami onkogenéw w trans-
formowaniu komorek. W artykule przedstawiono postepy, jakich dokonano wostatnim czasie w dziedzinie badan
nad genami przciwnowotworowymi.

Summary. Mutations inactivating tumor suppressor genes are common in cells of animal cancer cells. Techniques
of molecular biology were useful in identification of several tumor suppressor genes inactivated in some human
cancer cells as well. The best known is retinoblastoma gene (RB). It seems, that its product regulate expression
of some genes and interact with cell cycle controlling mechanisms. There are informations on function of
products of other identified tumor suppressor genes and interaction between them and products of oncogenes
in tumor transformation of cells. Some advances in these field are presented in the article.

W latach piecdziesigtych Foulds [20] wysunat koncepcje pojmowania nowotworowego
fenotypu komorek jako zespotu niezaleznych cech. Zadna z nich samodzielnie nie "uzto$-
liwia" komorki. Dopiero gdy kilka takich cech wystepuje jednocze$nie, obdarzona nimi
komorka daje poczatek klonowi nowotworowemu. Obecnie mozemy wyrézni¢ 3 podsta-
wowe rodzaje takich cech, a co za tym idzie 3 grupy genéw warunkujacych ich powstanie
[41]:

*Termin zaproponowany przez prof, dr A. Horsta.
**Gen siatkdwczaka (retinoblastoma susceptibility gene, retinoblastoma gene) jest oznaczany RB, a jego biatkowy
produkt Rb albo pRb (przyp. redakcji).
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1. Onkogeny, czyli geny kontrolujgce wzrost i rozmnazanie sie komorek, ktére po
podaniu drogg transfekcji powodujg transformacje nowotworowg transfekowanych nor-
malnych komdrek (transformacja jest wiec cechg dominujaca).

2. Geny przeciwnowotworowe (ang. anti-oncogenes, tumor suppressor genes) sg to geny
kontrolujace wzrost i rozmnazanie sie komorek; ich unieczynnienie przez brak (delecje),
mutacje, rearanzacje powoduje transformacje nowotworowg komarek; w tych przypad-
kach wprowadzenie ich do stransformowanych komérek przywraca normalny fenotyp.

3. Geny modulatorowe sg odpowiedzialne za takie cechy komé6rki nowotworowej, jak:
inwazyjnos$¢, zdolno$¢ tworzenia przerzutéw, czy stopieri immunogennosci.

Celem artykutu jest przedstawienie postepu, jaki dokonat sie ostatnio w badaniach nad
genami przeciwnowotworowymi, ktore to geny staty siejednym z "najmodniejszych" zagad-
nieri wspotczesnej molekularnej biologii komorki.

Idea istnienia genéw hamujacych transformacje nowotworowa znajdowata posrednie
potwierdzenie wwyniku wielu doswiadczen [42], Jak dotychczas dwie grupy tych dowodow
okazaly sie szczegOlnie istotne dla dalszego postepu badarn i zaowocowaty lokalizacja
chromosomalng i identyfikacjg pierwszych genéw przeciwnowotworowych.

1. Od do$¢ dawna wiadomo, ze niektére hybrydy komoérek nowotworowych zkomoérka-
mi normalnymi czesto nie przejawiajg cech komérek ztosliwych, jesli tylko zostaty zacho-
wane chromosomy pochodzace z nienowotworowego komponentu hybrydy. Poréwnanie
materiatu genetycznego hybryd nowotworowych i “ztagodniatych” pozwala na wytypowanie
krytycznych chromosomow, ktére zawierajg domniemane antyonkogeny. Postepujac wten
sposdb stwierdzono np. ze hybrydy z komorek HelLa i normalnych fibroblastéw podlegajg
transformaciji, jesli utracg jedng kopie chromosomu 11 ijedng kopie chromosomu 14 [42].
Technika hybrydyzacji komérek nowotworowych ze sztucznymi "mikrokomoérkami" zawie-
rajgcymi tylko jeden wybrany chromosom mozna byto potwierdzi¢ lokalizacje w chromo-
somie 6 genu hamujacego nowotworowy fenotyp komdrek czerniaka [74], aw chromosomie
11 onkogenu lub genéw hamujgcych nowotworowy fenotyp komaérek pochodzacych z guza
Wilmsa [76].

2.Znane sg u zwierzat recesywne mutacje, ktore przejawiaja sie rozwojem nowotworow.
U ryb z rodzaju Xiphorus sp. wystepuje mutacja, ktérej skutkiem jest rozwoj czerniaka. U
Drosophila melanogaster znanych jest ok. 20 mutacji prowadzacych do nowotworzenia [8].

Siatkowczak (retinoblastoma) byt pierwszym ludzkim nowotworem, w ktérego etiologii
rola mutacji recesywnej zostata udowodniona analizg statystyczng danych epidemiologicz-
nych [43]. Analizg cytogenetyczng dowiedziono znaczenia mutacji recesywnych m.in. w
rozwoju guza Wilmsa [4, 21], raka jelita grubego [82, 83] czy raka owsianokomdrkowego
oskrzeli [32,41,42, 72], a takze w wielu innych ludzkich nowotworach [32].

RETINOBLASTOMA - PIERWSZY ZIDENTYFIKOWANY GEN
PRZECIWNOWOTWOROWY

W 1971 roku Alfred Knudson ogtosit wysunietg na podstawie analizy danych epidemio-
logicznych hipoteze dwdch zdarzer genetycznych (two hits hypothesis) kluczowych dla
rozwoju najczestszego guza gatki ocznej wystepujacego u dzieci do 5 roku zycia, zwanego
siatkowczakiem (retinoblastoma) [43]. Pierwsze "zdarzenie" wymierzone bytoby wjeden z
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dwéch alleli locus RB i przemieniatoby go w postaé nieaktywng. Drugie “zdarzenie"
niszczytoby pozostaty czynny allel. Wytgczenie obydwu dziatajgcych alleli doprowadzatoby
do rozwoju siatkowczaka.

Siatkéwczak wystepuje w dwoch postaciach: rodzinnej, przekazywanej jako cecha
dominujaca z zajeciem obu gatek i wieloogniskowym rozwojem guza oraz spontanicznej,
bez przesztosci rodzinnej i z jednoogniskowym zajeciem jednej gatki ocznej. Wedtug
Knudsona w postaci rodzinnej chory ojciec lub matka przekazuje dziecku jeden uszko-
dzony allel. Gdy w ciggu rozwoju nastapi wskutek mutacji inaktywacja drugiego allelu,
dzielgce sig retinoblasty dajg poczatek nowotworowi. Zwazywszy, ze prawdopodobiefAstwo
zaj$cia mutacji inaktywujacej w obrebie locus RB wynosi ok. 2 x 10-7 na rok, aw obu gatkach
ocznych do 5 roku zycia znajdujg sie miliony retinoblastow tatwo zauwazy¢, ze rozwdj
nowotworu jest nieunikniony.

W postaci spontanicznej oba zdarzenia muszg zajs¢ w retinoblastach, stad jednostronne
i zwykle jednoogniskowe pojawianie sie guza.

W drugiej potowie lat siedemdziesiagtych na podstawie badarn cytogenetycznych poka-
zano, ze u ok. 20% pacjentéw ze spontanicznym siatkdwczakiem i u nieco mniejszego
odsetka z dziedzicznym schorzeniem dochodzi do delecji obejmujagcych prazek 14 dtugiego
ramienia chromosomu 13 (13ql4) [4,44]. Mapowaniem przy pomocy sprzezenia z esterazg
D (ES-D) - enzymem o roznych formach molekularnych, kodowanym przez locus na
chromosomie 13 oraz sond genomowych DNA uzywanych do RFLP (restrictionfragments
length polimorphism) w obrebie chromosomu 13 bardziej precyzyjnie okreslono rodzaj i
miejsca zmian w siatkbwczaku [4]. Charakterystyczne, ze czesciej obserwowano w ko-
morkach siatkbwczaka utrate heterozygotycznosci markerow zlokalizowanych w regionie
13ql4 wporéwnaniu zkomorkami innych tkanek pochodzacych od tych samych pacjentow
[4]- Oznacza to mozliwos¢ ujawnienia sie recesywnej mutacji, sprzezonej z badanymi
markerami. Na owg utrate heterozygotycznosci moga sie sktadaé¢ r6zne mechanizmy
genetyczne takie, jak nondysjunkcja, somatyczne crossing over, mutacje punktowe czy
wreszcie delecje [4]. W praktyce te wszystkie mechanizmy uchodzg uwadze badaczy
postugujacych sie metodami cytogenetycznymi. Wykazano réwniez u pacjentow z rodzin-
nym siatkéwczakiem utrate heterozygotycznosci w guzach kostniaka miesakowego (osteo-
sarkotna), ktory jest drugim nowotworem czesto nekajgcym tych ludzi [4], Stwierdzono
ponadto, ze rozw0j osteosarkoma u ludzi bez siatkbwczaka moze by¢ takze zwigzany z
inaktywacjg locus RB w komdrkach miesaka [4].

Postuzenie sie genetyka molekularna umozliwito bezposrednie odszukanie ulegajacego
inaktywacji locus. Z genomowej biblioteki DNA chromosomu 13 wyizolowano odcinki
DNA znajdujgce sie w poblizu genu ES-D [46, 49]. Okazato sie, ze jedna z sond genomo-
wych (H3-8) homologiczna z sekwencjami odlegtymi 0 0,5 Mb od locus ES-D w kierunku
3”wykrywa delecje w niektdrych guzach siatkéwczaka [46]. Dzieki zastosowaniu techniki
chromosomal walking trzy grupy badaczy niezaleznie od siebie uzyskaty klony genomowe
wykazujace zachowawczo$¢ ewolucyjng i wykrywajace klony w bibliotece cDNA [22, 23,
49]. Z uzyciem sond cDNA wyizolowanych w nastepnym etapie, przebadano DNA pocho-
dzgce z guzéw siatkowczaka. Okoto 40% prébek miato istotne zmiany w obrebie hipote-
tycznego locus RB [22, 23, 49]. Co wiecej, oprdcz delecji "flankujacych” tylko o to locus
wykryto wewnetrzne delecje w obrebie hipotetycznego locus RB, co utwierdzato w prze-
konaniu, ze jest w nim gen, ktérego inaktywacja prowadzi do rozwoju siatkdwczaka [22].
Chociaz 60% guzdéw nie wykazywato zadnych zmian w genomie, to jednak sondami cDNA
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wykrywano prawie zawsze zmiany w ekspresji genu okre$lanej analizg mMRNA {Northern
blotting) [22, 23,49]. T3 technikg pokazano rowniez ekspresje 4,7 kb mRNA w normalnej
siatkdwce, watrobie i sledzionie. Wspomniany wyzej mMRNA stanowit zatem prawidtowy
transkrypt locus RB.

Przy pomocy analizy sekwencji cDNA uzyskano pewien wglad we wiasciwosci produktu
genu RB. Otwarta ramka odczytu (najdtuzsza z mozliwych, ze wzgledu na obecnos$¢
sygnatow "stop", sekwencja kodujgca aminokwasy) obejmowata ok. 2700 bp (psu* zasad), a
dtugosc¢ tancucha zapisywanego przez nig biatka wynositaby 928 aminokwaséw [50]. Wy-
korzystujgc wektory ekspresyjne uzyskano fragmenty biatka Rb, ktére postuzyty do otrzy-
mania przeciwciatmonoklonalnych [50]. Przeciwciatami tymi mozna wykrywac co najmniej
dwa peptydy o masach czgsteczkowych 110 i 114 kDa umownie oznaczane pl05, co jest
spowodowane obecnoscig form o réznym stopniu fosforylacji. Na podstawie analizy prze-
widywania sekwencji aminokwasow przypuszcza sig, ze produkt genu RB moze wigzac sie
z DNA (obecno$¢ motywu strukturowego w postaci zamka btyskawicznego leucynowego
[84]). Rzeczywiscie, przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych anty-Rb mozna uwidocznié
jadrowgq lokalizacje produktu tego genu. Dodatkowym dowodem, ze istotnie biatko Rb
wigze sie z DNA, jest fakt zatrzymywania tego biatka na kolumnie zawierajgcej DNA [50].
Znaczenie biatka Rb bedzie szerzej oméwiona w dalszej czesci artykutu.

STRUKTURA GENU RB

MRNA genu RB jest kodowany przez 27 egzonéw rozmieszczonych w odcinku DNA
wielkosci 200 kb [34], Delecja egzonéw 13-17 jest czesto obserwowana w komérkach
siatkéwczaka, jak réwniez innych nowotworéw. Swiadczyé to moze o:

1) istotnosci tych sekwencji dla dziatania produktu genu,

2) istnieniu miejsca czestej rekombinacji w tym regionie [34].

W egzonie 20, zlokalizowano sekwencje motywu strukturowego zamka btyskawicznego
leucynowego (Leu w a-helisie co 7 reszt) [36, 84], wystepujgcego w domenach wigzacych
DNA [34].

Region 5’genu zawiera obszar bogaty wreszty GC, co jest charakterystyczne dla genéw
metabolizmu podstawowego {house keeping genes), do ktorych zalicza sie gen RB [34]. W
doswiadczeniach nad profilem jego ekspresji pokazano, ze jedynie w komorkach siatkow-
czaka i innych nowotworéw wynikajacych z inaktywacji genu RB brakuje jego mRNA [22,
23, 49]. W regionie przyleglym do konca 5’ genu nie znaleziono promotorowej sekwencji
TATA box, co oznacza mozliwos¢ istnienia az 3 alternatywnych miejsc inicjacji transkrypcji
[34]. R6znego rodzaju mutacje w obrebie genu RB zostaty wykryte dotychczas w nastepu-
jacych nowotworach: kostniaku miesakowym (osteosarkoma) [22],w raku jajnika [72], raku
sutka [48,81], raku owsianokomd6rkowym ptuc [27], raku pecherza moczowego [26] i raku
gruczotu krokowego [5].



GENY PRZECIWNOWOTWOROWE 207

FUNKCJA BIALKA pl05 Rb

Wspomniano powyzej, ze pl05 Rb moze dziata¢ przez wigzanie sie z DNA. Jego
jadrowa lokalizacja potwierdza te teze [50]. Do tej pory nie udato sie jednak ustali¢, w
drodze jakiego mechanizmu biatko to tgczytoby sie z kwasem nukleinowym. Znaczenie
zamka btyskawicznego leucynowego w egzonie 20 pozostaje do wyjasnienia.

Ze wzgledu na hamowanie fenotypu nowotworowego przez Rb, byloby bardzo inte-
resujace znalezienie genéw podlegajacych kontroli pl05 Rb. Kontrola negatywna mogtaby
dotyczy¢jakich$ onkogendw, kontrola pozytywna nowych genéw przeciwnowotworowych.
Pierwszg sekwencje DNA podlegajgcg kontroli Rb odkryto w promotorze genu c-fos [65].
Biatko Rb hamuje ekspresje c-fos, tak w komdrkach aktywowanych surowicg do wejscia w
cykl podziatowy komérki, jak i w komdrkach bedacych w cyklu. Produkt genu c-fos wraz z
produktem onkogenu c-jurt [84] tworzy czynnik transkrypcyjny AP (Agregating Proteins-
1), ktérego aktywnos$¢ znacznie maleje w obecnosci biatka Rb. Dotad nie udato sie wykry¢
wigzania pl05 Rb z elementem kontrolujgcym retinoblastoma (retinoblastoma controlling
element, RCE) w promotorze c-fos. Najprawdopodobniej Rb dziata na RCE za posred-
nictwem innych czynnikdw transkrypcyjnych, ktdre podlegajg bezposrednio kontroli pl05
Rb. Warto podkres$li¢ fakt, ze onkogen c-fos podlega nadmiernej ekspresji w mysim
kostniaku miesakowym [33]. Inaktywacja locus RB moze by¢, jak wiadomo, réwniez
waznym czynnikiem w patomechanizmie tego nowotworu u ludzi [4,22].

Teza, ze p!05 Rb w negatywny spos6b wptywa na poziom transkrypcji onkogenow,
znalazta dalsze potwierdzenie doswiadczalne [3]. Wykazano, ze pl05 Rb hamuje trans-
krypcje przez wigzanie sie z komorkowym czynnikiem transkrypcyjnym, a nie z DNA [3].

Pewien wglad w role biatka pl05 Rb w zyciu komoérki przyniosty doswiadczenia doty-
czace sposobu regulacji jego aktywnosci i doswiadczenia wirusologiczne.

Zwazywszy, ze gen RB nalezy do genéw metabolizmu podstawowego, regulacja jego
dziatania na poziomie transkrypcji jest niemozliwa. Raczej podejrzewa sie regulacje
posttranskrypcyjng (np. typu alternative splicing) lub regulacje posttranslacyjna. Rzeczy-
wiscie, odkryto, ze pl05 Rb moze wystepowa¢ w wielu, nieznacznie réznigcych sie masg
czasteczkowg postaciach [50, 55, 77], za$ u podstawy tych roznic lezy rézny stopien
fosforylacji [8, 55]. W tancuchu pl05 Rb jest 15 reszt seryny i treoniny, stanowigcych
potencjalne miejsca fosforylacji [34, 50].

Obserwacja zachowania sie biatka pl05 Rb w czasie cyklu komdrkowego pozwala w
spos6b posredni przypuszczaé o znaczeniu zréznicowanej fosforylacji dla jego dziatania.
W fazie Go/Gi obserwuje sie gtéwnie formy nieufosforylowanego lub stabo ufosforylowa-
nego pl05 Rb [8, 11, 15]. Na granicy Gi/S udziat pochodnych fosforylowanych wzrasta.
Zdecydowana przewaga wysoce ufosforylowanych czgsteczek obserwowanajestw G2i M.
Ich ilo$¢ gwattownie maleje na rzecz pochodnych stabo ufosforylowanych przy ponownym
wejsciu w faze GO/G 1. Zjawiska powyzsze obserwowano w ustalonych liniach komoérko-
wych (HeLa, CV1P, T24) [8, 11, 15], w ludzkich limfocytach indukowanych mitogenami
[U], jak rowniez w czasie indukowania chemicznymi induktorami (estry forbolu, kwas
retinowy) réznicowania komérek linii nowotworowych (np. HL60, U937) [11]. Nieo-
dtgczne pojawianie sie w fazie GO/G1 nieufosforylowanego biatka pl05 Rb, znaczna
redukcjajego ilosci w fazach S,G2, M oraz wynikajgca z jego antyonkogennych wiasnosci
mozliwos¢ dziatania poprzez utrzymywanie komérek w fazie Go cyklu sugerowatyby, ze
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fosforylacja wytgczataby owa "antymitotyczng" aktywnos$¢ pl05 Rb. Dzieki temu komérki
mogtyby przejs¢ przez cykl komérkowy. Celowe jest przytoczenie w tym miejscu wynikéw
uzyskanych przez grupe Steina, ktdry pokazat, ze ludzkie, starzejace sie fibroblasty nie sa
w stanie fosforylowa¢ pl05 Rb [70].

Warto zaznaczy¢, ze biatko pl05 Rb zawiera kilka reszt seryny i treoniny w sekwencji -
aminokwas zasadowy - Ser lub Thre - jakikolwiek aminokwas - aminokwas zasadowy -
[34,50]. W takich miejscach dokonuje fosforylacji kinaza p34cdc2, bardzo istotny element
mechanizmu kontrolujgcego przechodzenie przez cykl komérkowy [40, 69]. Biatko pl05
Rb moze podlegac fosforylacji przez p34cdc2in vitro [11]. O mozliwych modelach dziatania
pl05 Rb bedzie jeszcze mowa w dalszej czesci artykutu.

Posrednie potwierdzenie przeciwnowotworowej roli biatka pl05 Rb, wtym szczegdlnie
jego pozbawionej reszt fosforanowych postaci, przyniosty badania nad onkogennym dziata-
niem niektérych wiruséw DNA. Jednym z biatek komoérkowych wigzanych przez biatkowy
produkt onkogenu u adenowirusa E1A jest biatko pl05 Rb [77]. Postugujac sie analizg
mutantéw pokazano, ze spos$réd 3 domen biatka E1A wykazujacych zachowawczos$¢
ewolucyjng wérod adenowiruséw tylko domeny 1i 2 sg konieczne do wiazania sie z pl05
Rb [25,78]. Te same domeny sg rdwniez wazne dla transformujgcych wiasciwosci onkogenu
[25, 54, 68]. Wigzania pl05 Rb i blokowanie w ten spos6b jego dziatania nie jest jednak
jedynym mechanizmem, w jaki E1A dokonuje transformacji komoérek. Domena 1 jest
konieczna do tgczenia sie zbiatkami p300, domena 2 za$ zbiatkiem pl07 [25,78]. Wiadomo,
ze istnieje mutant wigzacy tylko pl05 Rb i pl07 i nie wywotujacy transformacji komérek
[78]. Rozdzielone domeny 1 i 2 moga transformowa¢ komérki mimo niezdolnos$ci do
taczenia sie z pl05 Rb [25]. Biatka p300 i pl07 to prawdopodobnie takze produkty
komoérkowych genéw przeciwnowotworowych. Poniewaz domeny 1i 2 sg konieczne dla
zachowania takiej wtasciwosci E1A jak represja transkrypcji [25,68], jest prawdopodobne,
ze pl05 Rb i/lub pl07 i/lub p300 sg czynnikami transkrypcyjnymi, ktére po zwigzaniu z
biatkiem E1A nie moga dotrze¢ do "swoich" sekwencji DNA lub regulatorami innych
czynnikéw transkrypcyjnych. To ostatnie przypuszczenie znalazto potwierdzenie dos-
wiadczalne w przypadku pl05 Rb [3, 57]. Domena 2 biatka E1A ma swoje odpowiedniki
w produktach onkogenéw wiruséw DNA polyoma i papilloma oraz w genomie komorki w
genie c-myc [25]. Co wiecej, pokazano, ze duzy antygen T (LT), produkt onkogenu wirusa
SV40 z grupy polyoma, réwniez wigze sie z pl05 Rb i ze sekwencja odpowiedzialna za te
ceche, odpowiada za transformujgce whasciwosci LT [14]. Wystepujacy w postaci oligome-
row LT, wigze tylko nisko ufosforylowane czasteczki pl05 Rb [55,56]. Kompleks LT-pl05
Rb ulega dysocjacji, gdy Rb jest fosforylowane w przebiegu cyklu komdérkowego [56].
Kompleksy LT-pl05 Rb istniejg wiec tylko w fazie Go/Gi. Przemawia to na rzecz przytoc-
zonej powyzej hipotezy, ze aktywng postacig pl05 Rb jest forma nieufosforylowana, ktéra
ulega "wylaczeniu" pod koniec fazy Gi. Warto tu tez wspomnie¢, ze ludzkie, starzejace sie
fibroblasty, nie mogace fosforylowaé pl05 Rb, moga by¢ transformowane przez onkogenne
wirusy DNA [70].

Onkogen wirusa brodawczaka {papilloma) HPV16 koduje biatko E7, ktére wigze sie z
pl05 Rb [16]. Nalezy podkresli¢, ze w przeciwienstwie do wirusow polyoma, czy adenowi-
ruséw, HPV16 bierze prawdopodobnie udziat w onkogenezie u ludzi (rak szyjki macicy)
[16]. Wszystkie wyzej wymienione onkogeny wirusow DNA majg zdolno$é do transformacji
i unieSmiertelniania komorek. Biatko pl05 Rb byloby ze wzgledu na swoje antyonkogenne
wiasciwosci dobrym celem dla produktéw tych onkogenow. Inaktywacja pl05 Rb przez
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fizyczne wigzanie pozbawiatoby komdrke jednego z hamujgcych mechanizméw w regulacji
proliferacji. Bardzo prawdopodobne jest wigzanie przez wspomniane wyzej produkty
onkogendw innych komdérkowych biatek negatywnie regulujgcych proliferacje komorek.
Warto wspomnie¢, ze domena pl05 Rb odpowiedzialna za wiazanie sie z wyzej wymienio-
nymi produktami onkogendw jest najczestszym celem mutacji w nowotworach ludzi [28].
Nie jest wiec zaskakujace, ze odkryto komoérkowe biatka wiazace pl05 Rb w sposéb
podobny do wspomnianych produktdw biatkowych onkogennych wiruséw DNA [3,57]. O
innym wyizolowanym genie przeciwnowotworowym, ktérego produkt oddziatuje z onko-
genami wirusow DNA bedzie mowa ponizej.

Jakkolwiek by dziatato biatko Rb, jeden skutek tego dziataniajest dobrze potwierdzony
przez wyniki réznych badan. Biatko pl05 Rb hamuje nowotworowy fenotyp komoérek.
Dostarczono kilka bezposrednich dowodow, Swiadczacych o tym. Pochodzg one z dos-
wiadczen, ktore polegaty na wprowadzaniu do komorek nowotworowych z zaburzeniem
ekspresji genu RB "zdrowego" allela tego locus [5, 38]. Huang i wsp. wprowadzali cDNA
genu RB do komarek linii wywodzacych sie z retinoblastoma i z osteosarkoma za pomoca
retrowirusa (38). Komorki nie przestaty sie dzieli¢, ale ich tempo wzrostu wyraznie
zmalato, o czym Swiadczyty zmiany morfologiczne i zdolnos¢ do tworzenia kolonii. Naj-
wazniejsze jednak jest to, ze wprowadzenie genu RB do komdrek nowotworowych powo-
dowato ich niezdolno$¢ do tworzenia guzéw u myszy nagich (bezgrasiczych), co
najdobitniej Swiadczy o hamowaniu ich nowotworowego fenotypu.

W podobny sposéb uzyskano represje "ztosliwego" fenotypu w komdrkach linii wywo-
dzacej sie z raka gruczotu krokowego, w ktorych rowniez brakowato ekspresji genu RB [5]
oraz w komérkach raka sutka ze zmutowanym RB [51].

MOZLIWE MODELE DZIALANIA BIALKA Rb

Chciatbym przedstawi¢ i krétko przedyskutowaé proponowane modele, ktérymi pro-
buje sie wyjasni¢ dotychczas poznane wiasciwosci pl05 Rb.

Model 1[12]. Niefosforylowanie pl05 Rb blokuje wejscie komdrek w faze S. Warunkiem
wejscia do fazy S jest wiec fosforylacja (= inaktywacja) pl05 Rb. Posrednim dowodem
bytby fakt powiekszania sie rozmiaréw komdrek, ktére odzyskaty gen RB [38], co moze
oznacza¢ wydtuzenie fazy Gi.

Przeczy tej tezie to, ze biatka SV40 LT czy adenowirusowe E1A dziatajg na transfor-
mowane przez siebie komorki jak mitogeny, co oznacza, ze pojawiajac sie w komorce
znajdujacej sie w fazie Go, nie powodujg natychmiastowego rozpoczecia fazy S. Komérka
musi przejs¢ przez faze Gi, chociaz obecne w niej pl05 Rb ulegto zwigzaniu i najprawdo-
podobniej inaktywacji. Tak czy inaczej pl05 Rb nie wydaje sie by¢ decydujagcym elementem
w regulacji cyklu komérkowego.

Model 2 [12]. Nieufosforylowane biatko pl05 Rb, jesli jest obecne w komérce, stwarza
jej mozliwos¢ wyjscia z cyklu komérkowego do fazy Go. O tym, ze decyzja o wyjsciu z cyklu
podejmowana jest rzeczywiscie w czasie fazy Gi, gdy obecne jest defosforylowane pl05
Rb, Swiadczy zawartos¢ 2C DNA w komoérkach pozostajgcych w Go (np. w krazacych we
krwi limfocytach). Model ten wyjasnia mitogenne wtasciwosci E1A czy LT, nie wyjasnia
zas$ przytoczonych wyzej zmian morfologicznych.
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Model 3. Inaktywacja biatka pl05 Rb nie tylko warunkuje wejscie w faze S, ale takze w
jakis$ sposéb jest istotna dla przejscia przez faze M. Wytgczenie bowiem termowrazliwego
SV40 LT powodowato pojawienie sie komorek zablokowanych w fazach Gi/S i G2/M [39].

Wszystkim tym trzem koncepcjom mozna postawi¢ jeden duzy zarzut: zaktadajg one,
ze mechanizm dziatania genu RB jest powszechny, przynajmniej w $wiecie komérek, ktore
mogaby¢ transformowane wirusami onkogennymi DNA. Eksperyment przyrody w postaci
pacjentow z mutacjg locus RB w linii zarodkowej, ktérzy poza zaprogramowanym siat-
koéwczakiem i osteosarkoma nie majg z tego powodu zadnych innych ktopotéw, w sposéb
oczywisty przeczy takiej powszechnosci. Brak regulujgcego wptywu RB ujawnia sie tylko
w okreslonych tkankach (siatkwka, tkanka kostna). By¢ moze inaktywacja innych genow
przeciwnowotworowych przyczynia sie do ujawnienia mutacji recesywnych w locus RB w
przypadku nowotworéw wywodzacych sie z innych tkanek (rak przewodowy sutka, rak
gruczotu krokowego i inne).

KROTKA CHARAKTERYSTYKA INNYCH, DOTYCHCZAS
POZNANYCH GENOW PRZECIWNOWOTWOROWYCH

1. LOCUS GUZA WILMSA

Guz Wilmsa (nerczak ztosliwy, nephroblastoma), najczestszy nowotwdr jamy brzusznej
u dzieci, wydaje sie by¢jednym z przyktadéw nowotworu, w ktérego rozwoju istotng role
odgrywa inaktywacja produktu genu przeciwnowotworowego (lub raczej kilku takich
genow) [21], Podobnie jak siatkowczak, guz Wilmsa pojawia sie jako cecha recesywna
przekazywana potomstwu lub sporadycznie.

Badaniem cytogenetycznym wykazano w niektorych przypadkach delecje obejmujace
region pl3 w chromosomie 11 [21]. Okazato sie jednak, ze guz Wilmsa jest r6znorodny,
jesli chodzi o wykrywane zmiany genetyczne; w czesci przypadkéw wystepowaty delecje w
IIpl5, u czesci zas dotknietych rodzin guz Wilmsa nie wykazywat sprzezenia z chromoso-
mem 11 [21].

Rola loci w chromosomie 11 zostata potwierdzona przynajmniej w czesci przypadkéw
guzow Wilmsa przez zahamowanie nowotworowego fenotypu ich komoérek pod wptywem
wprowadzenia do nich normalnego chromosomu 11 [76].

Dwum grupom badaczy udato sie zidentyfikowac gen, ktéry moze by¢ genem przeciw-
nowotworowym zawartym w locus Ilp 13 [9,24]. Gen obejmuje co najmniej 60 kb genomo-
wego DNA. Diugos¢ mRNA wynosi 2,9 kb. Gen podlega ekspresji w ptodowej nerce,
komorkach grzebienia ptciowego, ptodowej gonadzie, mesothellum [24,61] i w komérkach
krwiotworczych [9].

Profil ekspresji pozwala przypuszczac, ze zaburzenie funkcji zidentyfikowanego genu
moze miec¢ znaczenie w etiologii wrodzonych wad uktadu moczowo-ptciowego obserwo-
wanych u niektérych pacjentow z guzem Wilmsa [61].

Przewidywana sekwencja aminokwaséw hiatka zawiera 5 domen charakterystycznych
dla czynnikéw transkrypcyjnych:

a - region bogaty w proline i glutamine (domena taka odpowiada za aktywacje trans-
krypcji w wielu znanych czynnikach transkrypcyjnych),
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b - cztery domeny o sekwencji tzw. palcéw cynkowych (zincfinger), ktére pozwalajg na
taczenie sie z DNA [9,24].

Jak do tej pory, zidentyfikowano jedynie 3 linie komdrkowe guzéw Willmsa wykazujgce
rearanzacje tego locus [9, 24]. Nie udato sie znalez¢ na razie zadnej delecji wewnetrznej,
a sposrod 24 linii komoérkowych guza Willmsa zadna nie wykazywata anomalii w ekspresji
sklonowanego genu [9,24].

Najblizszy czas pokaze, czy rzeczywiscie mamy do czynienia z nowym genem przeciw-
nowotworowym, czy tez jedynie z regulatorem rozwoju uktadu moczowo-piciowego.

2. BIALKO p53

Biatko komorkowe p53 wykryto badajac biatka wiazace sie z SV40 LT [47]. Ze wzgledu
na (a) podwyzszony poziom ekspresji genu kodujgcego p53 [13,45] i (b) przedtuzony czas
péttrwania p53 w komorkach stransformowanych [19] oraz (c) wspoétransformujgce wias-
ciwosci genu p53 wraz z onkogenem ras w eksperymentach transfekcyjnych [60], genowi
p53 przypisano etykiete onkogenu. Zrobiono to przedwczesnie, gdyz transformujacy gen
p53 okazat sie by¢ mutantem [31]. "Dziki" gen nie tylko, ze nie transformowat komorek, ale
wywierat dziatanie przeciwne, hamujac transformacje komérek, do ktérych byt wprowa-
dzany [2, 19]. Szereg dalszych danych pozwala przypuszczaé, ze dziki gen p53 moze by¢
waznym genem przeciwnowotworowym.

Biatko p53 podobnie jak pl05 Rb oddziatuje z okogenowymi biatkami wirusbw DNA
LT [47],E1B [66]czy HPV 16 [67]. Gen p53 ulega czesto inaktywacji przez integracje wirusa
Frienda w komdrkach biataczek indukowanych tym wirusem [59].Gen p53 jest najczesciej
mutujgcym genem w najwiekszej liczbie rodzajoéw ludzkich nowotwor6éw [53]. Rearanzacje
genu i/lub utrata heterozygotycznosci markeréw krétkiego ramienia chromosomu 17, w
ktorym lezy locus genu p53 i/lub zaburzenia ekspresji p53 wykrywano w 50% badanych
ludzkich miesakdw kosci i miesniakow miesakowych prazkowanokomérkowych (rhabdo-
myosarcoma) [58]. Biatko p53 nie pojawiato sie w komaérkach biataczki HL60 [80]. Okoto
75% badanych nowotwor6w jelita grubego zawierato delecje w obrebie 17pl2-17pl3.3,
gdzie zlokalizowany jest gen p53 [1,83]. Ogromna wigkszo$¢ delecji dotyczy tylko jednego
allelu. Ekspresja p53 byta przewaznie zachowana. W przypadku dwoch linii komdrkowych
wykazano, ze ekspresji ulegat zmutowany allel najprawdopodobniej o onkogenowych
wiasciwosciach [1]. Ekspresja zmutowanego allelu genu p53, potaczona z utratg "dzikiego"
typu moze by¢ istotna dla rozwoju nowotworu. Transformujgce mutanty p53 majg bowiem
sktonno$¢ do tworzenia komplekséw z biatkami komérkowymi, w tym ze swoim "dzikim"
odpowiednikiem, ktdry bytby w ten sposob inaktywowany [30]. Dziatanie takie jest okres-
lane jako dominacja negatywna. Utrata dzikiego allelu p53 doprowadzataby do dalszego
postepu procesu nowotworowego, poniewaz mutant mogtby sie "skoncentrowac" na pozy-
tywnej dominacji. Potwierdza to fakt, ze delecje w krétkim ramieniu chromosomu 17 w
rakach jelita grubego pojawiajg sie czesto jako pOZne zjawiska zwigzane z nasileniem
ztodliwosci [1,83]. Waznym dowodem na istotno$¢ utraty p53 w rozwoju raka jelita grubego
jest utrata nowotworowego fenotypu przez linie komérkowe wywodzace sie z raka jelita
grubego po wprowadzeniu do nich prawidtowego genu p53 [2]. Rearanzacje w genie p53
i/lub zaburzenia jego ekspresji spotyka sie w ponad 50% przypadkéw raka owsianokomor-
kowego ptuc [71]. Podobne zaburzenia wykrywa sie czesto w rakach sutka [73,81]. Bardzo
specyficzne mutacje ograniczone do kilku zasad w genie p53 i polegajace na praktycznie
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identycznych substytucjach wykryto w wiekszosci przypadkéw raka watroby (carcinoma
hepatocellulare) [6, 29, 37] pochodzacych z Afryki potudniowej i Chin, gdzie choroba ta
jest bardzo rozpowszechniona. Takie miejsca o podwyzszonej czestotliwosci mutacji (ang.
hot spots) w genie p53 sg obserwowane w wielu innych nowotworach ludzi i czesto
pokrywajg sie, gdy poréwnuje sie rozne nowotwory [52]. Czy ta niezwykta specyficznosc
mutacji wigze sie z nabyciem przez p53 nowej funkcji, a nie tylko z utratg swojej zwyklej
fizjologicznej roli lub negatywng dominacja, pozostaje do wyjasnienia.

Pewne aspekty mechanizmu realizowania przez p53 swoich funkcji zostaty ostatnio
odkryte. Biatko p53 jest zlokalizowane w jgdrze komdrkowym i moze wigzac¢ sie z DNA
[18,63]. Sekwencja p53 wykazuje cechy charakterystyczne dla czynnikéw transkrypcyjnych,
takie jak nagromadzenie aminokwaséw kwasnych i proliny na kofcu NH2 (aktywacja
transkrypcji) oraz zasadowych na koricu COOH (wigzania z DNA) [52]. Rzeczywiscie,
uzyskano dane $wiadczace o tym, ze p53 jest jednym z najsilniejszych aktywatoréw trans-
krypcji poznanych do tej pory, o sile dziatania doréwnujgcej biatku VP16 wiruséw herpes
[18]. Zmutowane i onkogenne biatko p53 nie wykazuje tej aktywnosci [63]. Na razie jednak
brak jest potwierdzenia, czy biatko p53 moze aktywowa¢ transkrypcje wiagzac sie elemen-
tami kontrolnymi gendw. Nie wiadomo tez, jakie geny podlegaja kontroli p53. Mozliwe, ze
p53 aktywuje transkrypcje nieznanych jeszcze genow przeciwnowotworowych.

Obserwowano wahania stezenia biatka p53 zalezne od faz cyklu komérkowego. Synteza
p53 poprzedza faze S [64].

Nie jest wykluczona regulacja dziatania biatka p53 poprzez fosforylacje [18]. Bardzo
krétki czas potrwania potwierdza duzg aktywnos¢ biologiczng tego biatka [64].

INNE ZNANE GENY PRZECIWNOWOTWOROWE

Obserwowane w 70% przypadkéw raka jelita grubego delecje dtugiego ramienia chro-
mosomu 18 oznaczaty mozliwos¢ inaktywacji hamujacego nowotwor genu, znajdujacego
sie w tym rejonie genomu. Gen ten nazwano DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma) [17,
82].

Z rejonu 18g21 wyizolowano sondy genomowe wykazujace zachowawczo$¢ ewolucyjna
[17]. Sondami tymi wykrywano cDNA w bibliotekach cDNA pochodzacych z wszystkich
tkanek. Jedynie komdrki rakdéw okreznicy wykazywaly znaczne zmniejszenie ekspresji
hipotetycznego genu DCC [17]. Rdwniez na poziomie genomowym wykryto liczne zmiany
w obrebie DCC w komérkach nowotwordw jelita grubego [17]. Analizg sekwencji otwartej
ramki odczytu z dotychczas wyizolowanych klonéw cDNA genu DCC pokazano podo-
bienstwo produktu genu do nadrodziny immunoglobulinowej, a w szczeg6lnosci do gliko-
protein btonowych zaangazowanych w adhezji komérek, takich jak N-CAM (Neural Cell
Adhesion Molecules) czy fascilina 2 [17].

Ostatnio zidentyfikowano inny hipotetyczny gen przeciwnowotworowy odgrywajgcy
role w rozwoju raka okreznicy [7]. Gen MCC (Mutated in Colorectal Carcinoma) koduje
biatko, ktore prawdopodobnie moze oddziatywaé z biatkami G modyfikujac transdukcje.
Nie wykluczono, ze biatko to nalezy rowniez do rodziny biatek strukturalnych [7].

Innym hipotetycznym genem przeciwnowotworowym, Ktory ostatnio zostat blizej poz-
nany, jest gen warunkujacy nerwiakowtdkniakowato$é, czyli chorobe Recklinghausena,
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dziedziczony w spos6b dominujgcy zespot objawiajagcy sie miedzy innymi licznymi tagod-
nymi nowotworami skéry typu nerwiakowtokniakow. Locus choroby Recklinghausena
(NF1) zostato przypisane do dtugiego ramienia chromosomu 17 [62]. Udato sie wyizolowa¢
cze$¢ cDNA genu NF1 [10, 62, 75]. Sondg cDNA tego genu wykrywa sie 13 kb mRNA w
wielu tkankach. Na podstawie analizy sekwencji sugerowano homologie produktu genu z
biatkiem aktywujgcym GTPaze (GAP = GTPase activating protein) [85]. Biatko GAP
bierze udziat w procesach transdukcji sygnatow, kooperujac w niewyjasniony do konca
sposob z produktami rodziny onkogenéwray [79]. Warto wspomnie¢, ze w intronach genu
NF1 znajduje sie kilka zorientowanych w przeciwnym kierunku genéw [85]. Ich rola w
patomechanizmie choroby von Recklinghausena pozostaje do wyjasnienia.

PERSPEKTYWY

Strategia badawcza zastosowana po raz pierwszy w stosunku do locus RB okazuje sie
owocna w stosunku do innych genéw hamujacych transformacje nowotworowg. Zasady
"odwrotnej genetyki" {reversegenetics), ktére prowadzg do lokalizacji genu poprzez cDNA
do biatka, pozwalajg na bezposredni wglad w mechanizm dziatania produktéw genéw
przeciwnowotworowych w wielu powszechnie wystepujgcych nowotworach.

Dotychczasowe badania dziatania genéw przeciwnowotworowych kazg zrewidowaé
zasadno$¢ rozrdzniania onkogenow i gendw przeciwnowotworowych, jako dwoch grup
gendéw o przeciwnym wplywie na proliferacje, wzrost i réznicowanie sie komdrek. Podziat,
ktérego kryterium jest dominacja badz recesywnos$é zdolnosci do transformacji, jawi sie w
Swietle ostatnich badan jako co najmniej niezadowalajagcy. Gen p53 jest bardzo dobrym
przyktadem sztuczno$ci granicy onkogeny-geny przeciwnowotworowe.

Trzeba tez pamietaé o tym, ze na proces nowotworowy sktada sie zwykle wiele réznych
mutacji. Mozna sobie tatwo wyobrazi¢, ze zmiana genetyczna w obrebie genu kontroluja-
cego proliferacje komorek moze nadawa¢ mu onkogenny badz antyonkogenny charakter
w zaleznosci od kontekstu towarzyszacych jej innych zmian w genomie komorki. Gen taki
jest przeciez czastka bardzo ztozonej sieci regulacyjnej. Dlatego zatozenia niezmiennego
pozytywnego lub negatywnego dziatania sktadnikow takiej sieci w kontroli proliferacji
komorek jest trudne do przyjecia.

Badania nad genami przeciwnowotworowymi, niezaleznie od ich ogromnego znaczenia
teoretycznego, moga mie¢ wpltyw na rozwigzywanie problemoéw praktycznych. Geny ha-
mujace transformacje nowotworowg stanowig 0 mozliwosci zastosowania substytucyjnej
terapii genowej do zapobiegania i/lub leczenia chordb nowotworowych, a szczeg6lnie ich
dziedzicznych postaci. W blizszej przysztosci nalezy sie spodziewac zastosowania diagnos-
tyki prenatalnej do wykrywania dziedzicznych postaci nowotworow.

Inaktywacja gendéw w toku rozwoju nowotworu moze by¢ wskaznikiem ztosliwosci i
postepu choroby (np. p53 w raku okreznicy). Inaktywacja gendw wydaje sie by¢ bardzo
waznym elementem onkogenezy. Zjawisko to jest istotne dla rozwoju wielu powszechnie
wystepujgcych nowotwordw [32,53]. Wielki wptyw badania hamujgcych nowotwory genéw
na zrozumienie procesu nowotworowego i potencjalne konsekwencje tego zrozumienia
spowodowaty, ze Georg Klein nadat swojemu artykutowi [42] patetyczny tytut "The approa-
ching era of the tumour suppressor genes” Wydaje sie, ze nie jest to zupeinie przesadzone.
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SOMATYCZNA EMBRIOGENEZA ROSLIN IN VITRO.
I. CZYNNIKI WARUNKUJACE POWSTAWANIE
SOMATYCZNYCH ZARODKOW

IN VITRO SOMATIC EMBRYOGENESIS IN PLANTS.
I. FACTORS AFFECTING SOMATIC EMBRYO FORMATION

Halina KONONOWICZ

Zakitad Cytologii i Cytochemii Roslin Instytutu Fizjologii i Cytologii
Uniwersytetu £.6dzkiego

Streszczenie. Somatyczna embriogeneza in vitro zostata opisana dla wielu rolin. W niniejszej pracy oméwiono
zagadnienia dotyczace selekcji eksplantatéw dla somatycznej embriogenezy. Obnizenie lub utrata potencjatu
morfogenetycznego, obserwowana w tkankach i organach hodowanych in vitro wydaje sie by¢ zwigzana ze
zmianami genomu. Omoéwiono znaczenie fizycznej izolacji embriogennych komorek ocf otaczajacej ja tkanki
bezposrednio przed inicjacja embriogenezy. Somatyczna embriogeneza in vitro moze by¢ inicjowana bez-
posrednio z komdrek eksplantatu lub posrednio - poprzez stadium kalusa. Ten drugi typ embriogenezy,
posredni, wymaga $cisle okreslonych zmian pozywek. Podziaty komérkowe w eksplantacie sg indukowane zwykle
przezwysokie stezenia auksyn lub auksyn icytokinin. Pochodzenie eksplantatu ma istotne znaczenie przy doborze
rodzaju i stezenia regulatoréw wzrostu. W artykule oméwiono role auksyn, cytokinin i giberelin w rozwoju
somatycznych zarodkoéw in vitro.

Summary. In vitro somatic embryogenesis has been described for many plant species. This paper deals with
several aspects of explant selection for somatic embryogenesis. A decrease or loss of morphogenic potential
which has been observed in tissues and organs cultured in vitro seems to be related to genomic changes. The
importance of physical isolation of embiyogenic cells from the surrounding tissue immediately before initiation
of embryogenesis is discussed. Somatic embryogenesis in vitro can occur with or without intervening callus
formation. The latter, an indirect embryogenesis requires special manipulation of culture media. Cell divisions
in explants are induced by high concentration of auxins or auxins and cytokinins. The type and concentration of
growth regulators required depends upon the source of the explant. The role of auxins, cytokinins, and
gibberellins in embryo development is discussed.
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WSTEP

Ostatnie dwie dekady przyniosty znaczng ilo$¢ informacji dotyczacych embriogennych
kompetencji komérek roslinnych. Chociaz uswiadomienie potencjalnej niezaleznosci in-
dywidualnej komorki roslinnej - zwanej totipotencjg - siega potowy XIX w., to idea
regeneracji in vitro catej rosliny z izolowanych komérek pochodzi od niemieckiego bota-
nika Haberlandta. Juz w 1902 roku dyskutujac problem totipotencji w Swiecie roslin,
wskazat on na mozliwo$¢ odtwarzania catej rosliny poprzez hodowanie in vitro pojedyn-
czych, izolowanych komdérek somatycznych. Bezposrednie potwierdzenie tej Smiatej hipo-
tezy uzyskano znacznie pozniej - w latach trzydziestych - kiedy ostatecznie stato sie
mozliwe hodowanie komaérek roslinnych w kulturach in vitro. Nastepnie seria prac Stewar-
da (praca przeglad. [31]) opisujacych regeneracje roslin z hodowanych in vitro komorek
tkanki zapasowej marchwi wskazywata na mozliwo$¢ manipulacji totipotencjg komdrek
roslinnych. Kolejnym poparciem koncepcji totipotencji byto uzyskanie in vitro somatycznej
embriogenezy w 1958 r. niezaleznie przez Wetherella i Halperina oraz Stewarda i wsp.
(patrz prace przeglad. [17, 28,31]).

Nasza obecna wiedza dotyczgca somatycznej embriogenezy in vitro jest wynikiem
ogromnej liczby badan prowadzonych na réznych modelach eksperymentalnych (prace
przegladowe [17, 22, 24, 28, 31]). Najwazniejsza role w badaniach nad powstawaniem i
rozwojem zarodkow in vitro odegraty kultury marchwi Daucus carota [17].

Dotychczas somatyczna embriogeneza zostata opisana dla ponad 200 gatunkéw nale-
zacych do 33 rodzin iliczba tych gatunkdw ciagle sie powieksza. Liste gatunkdw, u ktérych
wykazano somatyczng embriogeneze w warunkach in vitro, zestawili w swoich pracach
Rangaswamy [17] i Mc Williams i Maheswaran [31].

Zarodki powstajgce w kulturach in vitro opisywane sajako zarodki somatyczne (somatic
embryos), zarodki dodatkowe (accesory embryos), zarodki przybyszowe (adventive em-
bryos), zarodki aseksualne (asexual embryos), embrioidy (embryoids). Ten ostatni termin
uzywany jest najpowszechniej. W niniejszej pracy zarodki powstajgce w kulturach in vitro
nazywane bedg zarodkami somatycznymi. Termin ten wydaje sie stuszny, bowiem akcen-
tuje powstawanie zarodkéw z komérek somatycznych, w odréznieniu od zarodkéw zygo-
tycznych, powstajacych z zygoty.

ROLA EKSPLANTATOW W SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZIE

Istnienie totipotencji zréznicowanych komaorek dowodzi, ze co najmniej w niektdrych
przypadkach proces rozwoju i réznicowania nie pocigga za sobg utraty czy tez nieodwra-
calnej inaktywacji informacji genetycznej komorki, ale raczej zwigzane jest z regulacjg
ekspresji genéw [22].

Somatyczng embriogeneze uzyskiwano przy wykorzystaniu réznorodnych eksplanta-
tow, takich jak np. fragmenty todyg, korzeni, pedéw, paki kwiatowe oraz ziarna pytku czy
gametofity. Chociaz nie wszystkie tkanki zdolne sa do produkcji embriogennych komérek,
bowiem blokada genéw dziata z niejednakowag intensywnoscig u réznych grup roslin i w
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réznych tkankach, wydaje sie jednak, ze proces embriogenezy in vitro mozna zainicjowac
z kazdej czesci rosliny (prace przeglad. [17, 28,30,31]).

Czynnikiem, ktory czesto odgrywa decydujaca role w uzyskaniu somatycznej embrioge-
nezy, jest stadium rozwojowe eksplantatu. U niektdrych roslin jedynie niedojrzate embrio-
gennie tkanki zachowujg zdolno$é do tworzenia morfogennego kalusa [28]. Kiedy jednak
stadium embriogenne zostanie juz raz osiggniete, kalus moze si¢ namnazac jako niezorga-
nizowana tkanka, zachowujac swoéj potencjat embriogenny. Nalezy jednak podkreslié, ze
aktywacja tego potencjatu jest mozliwa dopiero w okreslonych warunkach hodowli [1, 4,

° %mo ze wszystkie komérki danego organizmu maja taki sam zesp6t informaciji gene-
tycznej, to jej ekspresja moze podlega¢ znacznym modyfikacjom m.in. w zaleznosci od
pozycji zajmowanej przez komoérke w eksplantacie.

Bez wzgledu na rodzaj uzytego eksplantatu, pierwsze podziaty komérkowe rozpoczy-
najg sie zazwyczaj w poblizu tkanki prokambialnej. Jest to prawdopodobnie zwigzane z
wyzszg koncentracjg hormonow i substancji odzywczych w tej tkance. Ostatnio badania
prowadzone na Pennisetum purpureum wykazaty, ze embriogennie kompetentne tkanki
miodych lisci oraz uzyskany z nich kalus zawieraly wiecej endogennych substancji wzros-
towych, tj. IAA i kwasu abscysynowego (ABA), w poréwnaniu z dojrzatymi lis¢mi, niez-
dolnymi do tworzenia embriogennego kalusa [16]. Sugeruje sie istnienie przyczynowego
zwiagzku miedzy poziomem endogennych hormondw i embriogennym potencjatem tkanek
czy organéw [16,18].

Poniewaz komorki eksplantatéw roznig sie zazwyczaj miedzy sobg pod wzgledem
cytologicznym, stadium rozwojowym czy stanem fizjologicznym, kultury powstajace z
eksplantatow w poczatkowej fazie hodowli sg z reguty heterogenne.

O znaczeniu doboru eksplantatu dla uzyskania kultury o wysokim potencjale embrio-
gennym $wiadczg badania przeprowadzone przez Esan [7] na gatunkach roélin cytruso-
wych, ktdre kwitng i owocujg przez caty rok. Okazato sig, ze najwyzszg czestotliwos$c
embriogenezy uzyskano z eksplantatéw pobieranych w miesigcach jesiennych i zimowych.
Ponadto, wykorzystujacjako eksplantat osrodek, otrzymano odmienne wyniki w zaleznosci
od sposobu jego utozenia na pozywce tzn. w zaleznosci od tego, ktéry z biegunéw mikro-
pylarny czy chalazalny, byt zatopiony w podtozu lub czy utozenie jego byto poziome.
Obserwowane réznice wynikaty, jak sie przypuszcza, z okreslonego rozmieszczenia w
eksplantacie substancji hamujgcych proces embriogenezy - prawdopodobnie I1AA, ABA
czy GA3.

Postepujgca wraz z wiekiem eksplantatu utrata jego potencjatu embriogennego moze
by¢ zwigzana ze zmianami dotyczacymi aparatu genetycznego, a zwtaszcza z obnizeniem
zawarto$ci DNA jadrowego, lub fragmentacjajader [2,10].

Sugeruje sie, ze rodzaj uzyskiwanej odpowiedzi morfogenetycznej in vitro jest determi-
nowany genotypowo. Jezeli koncepcja ta bytaby stuszna, to niezaleznie od rodzaju eksplan-
tatu o tym samym genotypie moznaby oczekiwa¢ identycznych lub co najmniej zblizonych
rezultatéw [28]. W literaturze sg jednak przyktady wykazujace uzyskanie odmiennych
efektow morfogenetycznych z réznych eksplantatéw o tym samym genotypie, jakimi sg np.
wczesne stadia rozwojowe zarodkéw i kwiatostany tej samej rosliny tego samego genotypu
(prace przeglad. [17, 28]). Wydaje sie wiec, ze stadium rozwojowe eksplantatu oraz
warunki hodowli majg wiekszy wptyw na ujawnienie potencjatu morfogenetycznego <niz
genotyp [5, 9,14,19, 25, 26].
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Zaleznos$¢ miedzy genotypem i potencjatem embriogennym wyrazanym in vitro nie jest
bezposrednia, ale uzalezniona od szeregu czynnikéw, jak np. warunki $rodowiska czy
wiasciwosci fizjologiczne eksplantatu. Oddziatywania te moga by¢ przyczyng zmian w
poziomie czy rozmieszczeniu hormonéw, decydujacych o zdolnosciach embriogennych
kultury [28]. Tak wiec z eksplantatéw nawet tych gatunkéw, ktére uwazane sg za oporne,
moze by¢ indukowana morfogeneza. Ma to miejsce w sytuacji, kiedy eksplantaty pobierane
sg w Scisle okreslonym stadium rozwojowym, z rosliny hodowanej w optymalnych warun-
kach. | odwrotnie, rosliny charakteryzujace sie wysokim potencjatem embriogennym in
vitro mogg nie by¢ zdolne do morfogenezy w przypadku nieodpowiednio dobranych
eksplantatow lub eksplantatoéw pochodzacych z roslin rosngcych w niekorzystnych warun-
kach.

DROGI POWSTAWANIA
SOMATYCZNYCH ZARODKOW IN VITRO

Somatyczna embriogeneza moze zachodzi¢ bezposrednio z komérek eksplantatu lub
posrednio poprzez stadium kalusa. Ten ostatni spos6b wymaga odréznicowania komarek,
namnazania kalusa i ponownego réznicowania komorek.

W przeciwienstwie do tkanek podlegajacych organogenezie, w ktorych indukcja mor-
fogenezy w komorkach kalusa zachodzi pod wptywem odpowiedniego doboru regulatorow
wzrostu - zwykle auksyn i cytokinin - embriogenne zdeterminowanie komorek zachodzi
bardzo wczednie, bo juz podczas odréznicowywania komorek eksplantatu i tworzenia
kalusa. Sugerowano, ze izolacja komérek bedacych w stanie zahamowanego rozwoju
powoduje powrét tkanki do stadium podstawowego, jakim jest stadium embriogenezy [17,
31 i cyt. literatura].

Proces embriogenezy posredniej odbywa sie zwykle w dwoch etapach wymagajacych
roznych pozywek. W pierwszym etapie zachodzi indukcja kalusa o wtasciwosciach embrio-
gennych, ktorego inicjacja i namnazanie wymaga obecnosci auksyn o wyzszych stezeniach.
Najczesciej stosowana jest auksyna syntetyczna 2,4-D, w koncentracji od 0,5 do 1,0 mg ¢
I- . Na takiej pozywce nastepuje namnazanie masy kalusa i wyodrebnione zostajg grupy
komorek o charakterze merystematycznym, ktdre w literaturze zwane sa embriogennymi
skupieniami, proembriogennymi tkankami lub merystemoidami. Powt6rne pasazowanie
kalusa na te same pozywki powoduje jedynie zwiekszenie ilosci embriogennego kalusa.
Natomiast dla powstawania zarodkéw - zachodzacego na drugim etapie - konieczne jest
przeniesienie kalusa na pozywke o niskim stezeniu auksyn lub catkowicie ich pozbawionej.

Nie jest dotad wyjasnione, czy odr6znicowanie jest etapem koniecznym w procesie
embriogenezy in vitro czy auksyny i cytokininy stosowane do inicjacji podziatéw komérko-
wychwywierajg efekt uboczny, jakim jest hamowanie ekspresji potencjatu embriogennego.
Zdaniem Stewarda i wsp. (1970) (patrz [17] i cyt. literatura) nowopowstajgce komarki
zostajg uwolnione od wptywu regulatoréw wzrostu obecnych w tkance macierzystej w
wyniku ich fizycznej izolacji, w momencie zerwania potgczen miedzy komérkami eksplan-
tatu i tkanek otaczajacych. Postuluje sie [3,17,31], ze izolacja ta jest warunkiem koniecz-
nym na etapie poprzedzajacym indukcje morfogenezy. Z drugiej strony, nawet kiedy taka
izolacja wystepuje (jak w przypadku protoplastow mikrospor czy wolnych komérek zawie-



SOMATYCZNA EMBRIOGENEZA ROSLIN IN VITRO 221

sin) zwykle tworzg sie wielokomdrkowe agregaty. Proces ten poprzedza tworzenie zarod-
kéw. Jednak powstanie skupien komdrek nie zawsze poprzedza indukcje embriogenezy in
vitro. Na przyktad u Datura i Nicotiana zarodki tworza si¢ bezposrednio z pojedynczych
mikrospor; wszystkie komorki powstajace w wyniku podziatéw wchodzg w sktad zarodka
(patrz dyskusja [28]). Innym przykfadem moga by¢ zarodki Ranunculus sceleratus, w
ktorych zarodki somatyczne powstajgbezposrednio z komérek epidermy i pozostajg przez
dtugi czas potaczone z rosling macierzysta (patrz prace przeglad. [17,28,31]).

Sugeruje sie [17, 22, 28], ze kazda komoérka uwolniona spod kontroli epigenetycznej
spontanicznie wytwarza podstawowy wzér rozwoju embriogennego. Z tego punktu widze-
nia wysoki poziom auksyn i cytokinin, stosowanych dla indukcji podziatdw komoérkowych
tkanek eksplantatu, stanowi jednoczes$nie bariere dla indukcji proceséw morfogenetycz-
nych. Nowopowstajgce komdrki moga by¢ kompetentne dla tworzenia zarodkéw, ale
niezdolne do wyrazenia tych mozliwosci az do momentu, kiedy poziom endogennych
hormondw ulegnie obnizeniu. Z tego punktu widzenia niechormonalne, egzogenne czynniki
niezbedne w niektorych systemach in vitro odgrywaja raczej role odzywcza, a nie formuja-

ca.

HORMONALNA REGULACJA
SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY IN VITRO

Somatyczna embriogeneza jest procesem zachodzacym zazwyczaj dwustopniowo, wy-
magajacym dwu réznych pozywek. Indukcja podziatéw komorek eksplantatu, odrdéznico-
wanie i namnazanie masy kalusa odbywa sie na pozywkach zawierajgcych auksyny lub
auksyny i cytokininy w stosunkowo wysokich stezeniach, zwanych pozywkami pierwotnymi
lub indukujacymi (przyjete terminy angielskie to: first medium, proliferative medium,
induction medium). Czesto ze wzgledu na wyzszg stabilno$¢ stosowane sg syntetyczne
analogi auksynjak 2,4-D, NAA, kinetyna czybenzyloadenina. Stezenia regulatoréw wrostu,
przy ktorych uzyskiwano optymalne rezultaty, zalezg zaréwno od rodzaju substancji wzros-
towej, jak i gatunku rosliny czy rodzaju eksplantatu.

Przeglad [8] rodzajéw regulatorow wzrostu, jakie stosowano celem uzyskania somatycz-
nych zarodkdw in vitro, wykazat, ze w 57% przypadkdéw pozywki pierwotne zawieraty
2,4-D, w 25% NAA, natomiast inne substancje wzrostowe stosowane byly znacznie rza-
dziej. Dla roslin zbozowych takze obecnos¢ cytokinin w niskich stezeniach byta niezbedna
w 50% pozytywnych przypadkéw. Na drugim etapie 46% badanych gatunkdw zb6z nie
wymagato zadnych regulatoréw wsrostu, natomiast w 38% - konieczna byta obecno$é IAA
lub NAA w niskich stezeniach.

Problem, czy auksyny sg konieczne dla inicjacji embriogenezy, zostat wyjasniony przez
Sharpa iwsp. [20]. Ich zdaniem auksyny sg niezbedne w przypadku embriogenezy posred-
niej. Natomiast w embriogenezie bezposredniej, kiedy komérki zostaty zdeterminowane w
okresie poprzedzajagcym podzialy mitotyczne in situ, tj. przed ich przeniesieniem do
srodowiska hodowli komérkowej, obecnos¢ auksyn nie jest konieczna lub tez wymagana
tylko dla zapoczatkowania podziatéw komorkowych. Po inicjacji podziatow komorki te sg
zdolne do dalszego rozwoju i formowania zarodka. Natomiast determinacja komaérek
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embriogennych w procesie embriogenezy posredniej wydaje sie by¢ mozliwa jedynie w
obecnosci auksyn i cytokinin [17,20].

W kulturach komoérek marchwi indukcja embriogenezy zachodzi jedynie w obecnosci
auksyn, natomiast rozwdj zarodkdw wymaga ich usuniecia z pozywki. W liniach komérko-
wych, w ktérych potencjat embriogenny ulegt redukcji, dodanie cytokinin czesto stymuluje
tworzenie zarodkéw (patrz prace przegl. [17,28,31]). Jednakze rola cytokinin w somatycz-
nej embriogenezie niejestjednoznacznie okreslona. Wskazuje sie, ze ta grupa regulatoréw
wzrostu oddziatuje raczej na proces rozwoju zarodkéw, a zwiaszcza stymuluje przebieg
p6znych etapéw embriogenezy, kiedy w zarodkach zachodzi organogeneza.

Sharp i wsp. [20] sugeruja, ze Scisle okreslone stezenia hormondéw lub stosunek stezen
réznych hormonéw odgrywaja decydujaca role w inicjacji embriogenezy. Przede wszystkim
hormony maja by¢ odpowiedzialne za inicjacje podziatdw komoérek znajdujacych sie w
fazie Go, czy tez oddziatywac na gtéwne punkty kontrolne w fazie Go i G2.

Istotny wptyw na proces réznicowania przypisuje sie poprzedzajgcym go podziatom
komorkowym [15, 31]. Chociaz nie sa doktadnie okre$lone wiasciwosci powstajacych
komorek, uwaza sie, ze moga one determinowac przyszty sposéb réznicowania, nawet jesli
wystepuje znaczny odstep czasowy pomiedzy regulacyjnymi podziatami komérkowymi a
pojawianiem sie widocznych oznak réznicowania. Zaktada sie, ze podczas podziatdw
komorkowych jedna siostrzana komorka pozostaje merystematyczna, podczas gdy druga
jest zdeterminowana - w okreslonych warunkach - do petnienia roli embriogennej komorki
macierzystej. Tak wiec okre$lone stezenia fitohormonow w pozywce spetniajg - zdaniem
Sharpaiwsp. [20] dwie zasadnicze funkcje: 1) determinacje macierzystych, embriogennych
komorek, 2) synchronizacje podziatéw tych komérek. Populacja komérek embriogennych
pozostaje w stanie zahamowania do czasu przeniesienia na pozywki pozbawione auksyn,
gdzie nastepuje ich dalszy rozwd;j.

Rola, jaka petni 2,4-D w procesie inicjacji embriogenezy, nie jest catkowicie jasna.
Sharp iwsp. [20] proponuja nastepujace wyjasnienie dziatania 2,4-D:

1) auksyna ta indukuje proliferacje odrebnych fenotypdw pewnej populacji komorek i
nastepnie

2) wydtuza czas trwania cyklu komérkowego okreslonej populacji komérek przez
oddziatywanie na punkty kontrolne cyklu komdérkowego,

3) prowadzi do determinacji i zahamowania w fazie Gi i G2lub Go cyklu komérkowego,
odrebnej grupy komorek.

Gibereliny (GA3) dodawane do pozywek nie wywieraty zwykle stymulujgcego wptywu
na inicjacje zarodkéw i ich rozw6j na wczesnych etapach [17]. Jednakze kultury embrio-
gennego kalusa Theobroma cacao reagowaty na obecno$¢ GA3 w pozywce zintensyfiko-
waniem tworzenia zarodkdw. Maksymalng intensywno$¢ embriogenezy obserwowano przy
stezeniu GA3 1,0 mg « I-1, natomiast wyzsze koncentracje gibereliny, mimo ze nadal
stymulowaty proces embriogenezy, powodowaty pojawienie sie u zarodkow szeregu nie-
normalnych cech, takich jak np. rozwoj struktur palco-podobnych w miejsce liscieni [12].

Wielokrotne pasazowanie kalusa na nowe pozywki moze powodowac utrate zaleznosci
od egzogennych regulatoréw wzrostu [17]. Czesto obserwowano postepujagce zmiany w
wymaganiach komérek w stosunku do stezenia egzogennych auksyn. Zmiany te wraz z
przedtuzaniem czasu hodowli prowadzity do uniezaleznienia si¢ komdérek od obecnosci
regulatoréw wzrostu w pozywkach, co zostato nazwane anergizacja (ang. habituation).
Podobne zmiany obserwowano w odniesieniu do cytokinin (prace przeglad. [17, 28]).
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Chociaz wigkszos$¢ danych dotyczy Nicotiana tabacum, zjawisko to obserwowano takze u
innych gatunkow. Na przyktad kalus uzyskany z osrodka Citrus sinesis [11] poczatkowo
wymagat dla wzrostu i réznicowania embrionéw obecnosci auksyn (IAA) i kinetyny.
Jednakze wraz z przedtuzaniem czasu hodowli na pozywkach o tym samym skiadzie
nastepowato stopniowe obnizanie potencjatu embriogennego kalusa i po 2 latach pojawity
sie linie nie wymagajace obecnosci egzogennych hormonéw. W tych anergizowanych
tkankach hamowanie embriogenezy nastepowato juz pod wptywem tak niskich stezen
hormonéw jak 0,001 mg « I-1. Z drugiej strony, traktowanie inhibitorami syntezy auksyn
czy promieniami X, ktore obnizajg poziom endogennych auksyn wkomaorkach, w znacznym
stopniu stymulowato powstawanie embrionow [17].

Podobne obserwacje poczyniono w badaniach nad somatyczng embriogenezg in vitro
u kakaowca. Po kilku latach hodowli in vitro, somatyczne zarodki uzyskane drogg em-
briogenezy bezposredniej z liscieni lub hypokotyli zarodkéw zygotycznych (tj. zarodkéw
wyizolowanych z owocow kakaowca) tworzyty kalus. Uzyskano 2 klony kalusa, ktore
pasazowane na pozywki nie zawierajgce auksyn byly zdolne do produkcji zarodkdw.
Jednakze w tych warunkach proces embriogenezy przehiegat z niska czestotliwoscia,
bowiem powstawato jedynie 2 lub 3 zarodki na inokulum. Natomiast niewysokie stezenia
2,4-D (10~2-10~3 mg * 11) znacznie stymulowaly ten proces. Z drugiej strony, wyzsze
stezenia tej syntetycznej auksyny obnizaty lub catkowicie hamowaty formowanie zarodkdw.
Dodanie do pozywki 1,0 mg* P12,4-D 4+ 10% mleczka kokosowego (CW) powodowato
catkowite zahamowanie procesu embriogenezy [13].

Kultury in vitro stanowig zwykle mieszanine komorek anergizowanych i nieanergizowa-
nych. Proces anergizacji nie nalezy do zjawisk okreslonych jako "wszystko albo nic",
poniewaz w tej samej kulturze wystepuja zwykle komérki o r6znym stopniu anergizacji.
Ponadto, anergizacja komdrek jest procesem odwracalnym, moze wiec nastepowac utrata
nabytych uprzednio zdolnosci anergizacyjnych.

Uwaza sie, ze komorki w kulturze moga przekazywac sobie pewne substancje. Zjawisko
takie obserwowano w anergizowanych w stosunku do cytokinin kulturach tytoniu [17, 28],
Obserwowano np., ze wzrost komérek parenchymy rdzenia wymagat poczatkowo obec-
nosci egzogennych cytokinin, jednakze z okreslong czestotliwoscia pojawiaty sie komorki
niezalezne od obecnosci cytokinin w pozywce [17]. Przypuszcza sie, ze syntetyzowaly one
cytokininy w ilosci umozliwiajgcej ich wzrost. Ponadto jest prawdopodobne, ze komérki
takie przesytaty te hormony do komérek sasiednich, co powodowato rozprzestrzenianie
sie procesu anergizacji.

Badania kariologiczne komarek kultur anergizowanych nie wykazaly istnienia zaleznos-
ci pomiedzy zmianami w liczbie chromosomoéw a zdolnoscig do anergizacji [17]. Analiza
linii komdrkowej tytoniu anergizowanej w stosunku do cytokinin wykazata, ze zmiany w
liczbie chromosomoéw nie sg skorelowane ze stopniem anergizacji ani ze zdolnoscig
komorek do powrotu do stanu normalnego, tj. nieanergizowanego.

Sugerowano, ze hamujace dziatanie 2,4-D na embriogeneze odbywa sie posrednio
poprzez produkcje etylenu [21, 27]. Wykazano, ze takze etophon (kwas dwuchlorofosfo-
nowy), ktéry uwalnia etylen z tkanek roslinnych, hamuje rozwdj i dojrzewanie somatycz-
nych zarodkéw, nie ogranicza natomiast wzrostu i namnazania embriogennego kalusa.
Wysoka zawarto$¢ etylenu moze powodowac zwiekszenie aktywnosci celulazy i pektynazy,
co w konsekwencji doprowadzi do rozpadania sie skupien komérek przed ich polaryzacjg
i rozwojem zarodkow.
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CZYNNIKI WARUNKUJACE SOMATYCZNA EMBRIOGENEZE

Warunkiem uzyskania somatycznej embriogenezy jest obok doboru eksplantatu i fito-
hormonow, takze uzycie pozywek o odpowiednim skfadzie. Przedstawiono 5 klas zwigz-
kéw, ktérych obecnos$é jest konieczna dla indukcji i rozwoju somatycznych zarodkéw, u
wiekszosci gatunkéw roélin. Sa to nieorganiczne makro- i mikroelementy, Zzrédto wegla,
witaminy oraz zredukowany azot. Stosowane sg tez naturalne komponenty, ktérych skiad
jest czesto nieznany, naleza do nich hydrolizaty biatek zwierzecych, sktadniki sokow i
owocow, endosperma lub wyciagi z drozdzy. W$rod tej grupy zwigzkéw najczesciej stoso-
wane jest mleczko kokosowe, ktdre wywiera korzystny wptyw na indukcje i rozwdéj soma-
tycznych zarodkow.

Najczesciej stosowana jest pozywka Murashige i Skooga. Szczeg6towe omoéwienie
rodzaju stosowanych pozywek i roli poszczeg6lnych sktadnikéw zawierajg prace przegla-
dowe [17,20, 24, 29].
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MOLEKULARNE | KOMORKOWE PODSTAWY
UCZENIA U APLYSIA CALIFORNICA

MOLECULAR AND CELLULAR BASES
OF LEARNING IN APLYSIACALIFOR

Dorota KONOPKA

Pracownia Hodowli Komarek i Tkanek
Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

Streszczenie. Aplysia califomicajest jednym z najlepiej zbadanych gatunkéw modelowych w badaniach proceséw
uczenia. U tego mieczaka spotykamy wszystkie znane z badan nad ssakami typy uczenia, zaréwno niekoja-
rzeniowego (nieasocjacyjnego) jak i kojarzeniowego (asocjacyjnego). Wiele badan przeprowadzono na odruchu
cofania skrzeli do jamy ptaszczowej w odpowiedzi na podraznienie brzegu ptaszcza lub syfonu. Zidentyfikowano
obwod doswiadczalny zaangazowany w ten odruch. Opracowano metode odtwarzania synapsy, ktéra in vivo
przewodzi ten odruch, wwarunkach hodowli in vitro. Stwierdzono, ze wzmocnienie przewodzenia na synapsie
wynika ze zwiekszenia wydzielania neurotransmitera do szczeliny synaptycznej. Podtozem tego procesu sa zmiany
zachodzace w zakornczeniu presynaptycznym. Dochodzi tam do krétkotrwatych zmian w przeptywie pradéw
btonowych (zwiekszenie dokomaérkowego pradu wapniowego) oraz do zmian dtugotrwatych, opartych na syntezie
nowych biatek. Ponadto dla pojawienia sie zmian trwajacych dtuzej niz kilka godzin konieczna jest aktywnos¢
czynnika transkrypcyjnego CREB (biatka taczacego sie z sekwencjg ennancerowg regulowang przez poziom
CAMP).

Stowa kluczowe: pamiec, przywykanie, torowanie, utatwienie presynaptyczne, kinaza A, fosforylacja.

Summary. Aplysia califomica is one of the most widely used model systems to study molecular mechanisms of
learning. All types of learning, both nonassociative and associative, known from investigation in higher
mam mals, have been identified in this mollusk. Especially the gill withdrawal reflex have been succesfully
investigated. The neuronal circuit involved in this refiex have been identified. The technique of cultivating in
vitro sensory - motor synapse have been developed. Elevation of synaptic transmission arised from elevation in
neurotransmitter released to the synaptic cleft. Changes evaluated in the presynaptic element are the bases of
this elevation. During induction of short-lasting changes there are changes in transmembranes currents
(especially K+and Ca +currents), while long-lasting changes recquire mediated via cAMP-dependent, protein
kinase A protein biosynthesis. Finally, activation of cAMP dependent transcription factor - CREB (protein
which binds to the enhancer element regulated through cAMP) is also necessary for the long lasting changes.

Key words: memory, habituation, sensitization, presynaptic facilitation, kinase A, phosphorylation.
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Jest wiele rodzajow pamieci (pamie€ przestrzenna, pamie¢ wydarzen) i nie wiadomo,
czy sg one takie same u cztowieka i innych zwierzat. Wiadomo natomiast, ze zachowanie
kazdego zwierzecia zmienia sie¢ pod wptywem bodzcow ptynacych ze Srodowiska i ze
zmiany te moga by¢ trwate. Stad mozna okreéli¢ uczenie sie jako zdolno$¢ do zdobywania
nowej wiedzy o srodowisku, a pamiec¢ jako zdolnos¢ jej przechowywania [22].

Przyjmuje sie, ze pamie¢ jest kodowana przez sieci neuronalne. W toku uczenia
modyfikowana jest synapsa pomiedzy konkretnymi neuronami. Ulega ona wzmocnieniu -
to znaczy utatwione jest przekaznictwo (transmisja) pomiedzy tymi neuronami, lub osta-
bieniu wtedy, kiedy przekaznictwo jest hamowane [6].

Niezaleznie od tego, z jakg pamieciag mamy do czynienia i jaki jest mechanizm jej
powstawania, ze wzgledu na czas trwania mozemy wyrézni¢ pamie¢ krétkotrwalg (short-
term memory - STM) i dtugotrwalg (long-term memory - LTM) [11]. Opisano je na
podstawie przebiegu krzywej zapominania. W ciggu pierwszych kilku minut po wyuczeniu
jakiego$ testu poziom wykonania wynosi ok. 100% (pamie¢ krotkotrwata), a nastepnie
gwattownie spada do mniej wiecej 30% i na tym poziomie utrzymuje sie przez diugi czas
(pamieé dtugotrwata) [17]. Okazato sie pozniej, ze te dwa rodzaje pamieci mozna odréznié
farmakologicznie (tab. 1).

Jednym z modelowych gatunkéw stosowanych do badan nad komorkowa naturg ucze-
nia jest Aplysia califomica (zajgc morski), Slimak z podtypu tyloskrzelnych. Zostat on
doktadnie przebadany przez Erica Kandela ijego zesp6t [16]. Az do niedawna uwazano,
ze bezkregowce nie sg w stanie sie uczy¢, a wykazujgjedynie genetycznie zaprogramowane
odruchy proste. Jednakze nie ma obecnie watpliwosci, ze zwlaszcza u owaddw i slimakéw
(wyzsze bezkregowce) mamy do czynienia z zachowaniami plastycznymi, podatnymi na
zmiany w wyniku dziatania czynnikéw $rodowiska. Bardzo dobrze przebadano odruch
cofania miekkich organéw zewnetrznych (gtowa, ogon, skrzela) do jamy ptaszczowej w
odpowiedzi na dziatanie potencjalnie szkodliwych czynnikéw srodowiska. Odruch ten jest
czescig ogolnego zachowania obronnego, poréwnywalnego z reakcjg ucieczki (defensive
escape) u kregowcow. Ma duze znaczenie biologiczne - chroni podatne na uszkodzenia
czedci ciata zwierzecia przed urazami. Odruchy te maja jeszcze jedna, istotng z punktu
widzenia badaczy zalete - sg przewodzone przez krétkie nieskomplikowane sieci neuro-
nalne.

ODRUCHY BADANE UAPLYSIA CALIFORNICA (tab. 2)

UCZENIE NIEASOCJACYIJNE
(NONASSOCIATIVE LEARNING) - CZYLI PROSTE ZAPAMIETYWANIE

Zwierze uczy sie znaczenia pojedynczego bodZca; uzyskuje informacje ojego poziomie
poprzez przyporzadkowanie go do klasy wczes$niej zapamietanych podobnych bodzcow.
PRZYWYKANIE (HABITUACJA) ZMNIEJSZENIE ODPOWIEDZI NA BODZIEC

Jest to najprostsza forma uczenia nieasocjacyjnego. Zostata opisana przez Thompsona
i Spencera dla ssakow [24]. Charakteryzuja ja:
» obnizenie amplitudy odpowiedzi w wyniku dziatania bodZca,
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« spontaniczny powrét normalnej odpowiedzi po zaprzestaniu prezentaciji,

» habituowany odruch podlega odwracalnej dyshabituaciji,

» przywykanie jest wieksze przy krétkich przerwach pomiedzy bodZcami niz przy
dtuzszych,

» przywykanie jest wieksze w stosunku do stabszych bodZcéw.

Te cechy spetnia réwniez habituacja odruchu cofania skrzeli uAplysia [24]. Schemat
reakcji habituacji pokazano na rysunku 1. Staby bodziec dotykowy podawany jest do pola
receptywnego odruchu (w tym przypadku brzegu ptaszcza lub syfonu), na co zwierze
odpowiada cofnieciem narzadu efektorowego (skrzeli). Czas trwania i wielkos¢ skurczu
okresla sie za pomocg fotokomdrki zamontowanej pod skrzelem. Odpowiedz okreéla sie
jako wielko$¢ skurczu lub wielko$¢ postsynaptycznego potencjatu pobudzajgcego (postsy-
naptic excitatorypotential - EPSP) w komdrce postsynaptyczne;j.

Mozna wywotac przywykanie krotko- i dtugotrwate w zaleznosci od wzorca prezentacji
bodzca.

TABELA 1. Rodzaje pamieci

Rodzaj pamieci Czas trwania ~ Obserwowane zmiany

Pamie¢ krétkotrwata Kilka minut Chwilowa zmiana w przeptywie pradéw btonowych
Pamiec sredniotrwata  Kilka godzin Fosforylacja wczesniej istniejacych biatek
Pamiec dtugotrwata Dni i lata Synteza nowych biatek

TABELA 2. Odruchy badane uAplysia califomica

Uczenie

niekojarzeniowe (nieasocjacyjne) kojarzeniowe ( asocjacyjne)
przywykanie torowanie warunkowanie warunkowanie
(habituacja) (sensytyzacja) klasyczne instrumentalne
krétkotrwate krétkotrwate krétkotrwate krotkotrwate
dtugotrwate dtugotrwate dtugotrwate dtugotrwate

roznicujace

TOROWANIE (SENSYTYZACJA) - ZWIEKSZENIE ODPOWIEDZI NA BODZIEC

Jest to elementarna forma uczenia nieasocjacyjnego, podczas ktérej zwierze uczy sie
wzmacnia¢ swoje odruchy i odpowiadac silniej na rézne, uprzednio neutralne lub obojetne
bodzce po jednorazowym nawet podaniu silnego bodzca bezwarunkowego. Nie jest to po
prostu usuniecie wczesniej istniejacego przywykania, gdyz w przeciwienstwie do niego
torowanie jest uog6lnionym pobudzeniem, a przywykaniu podlega tylko jeden odruch [16,
20]. Dodatkowo uAplysia obie te formy uczenia rozwijaja sie w ontogenezie Aplysia obie
te formy uczenia rozwijajg sie w ontogenezie niezaleznie, wedtug innego wzoru czasowego
[25, 26], co podkre$la ich odrebny charakter. Opis torowania mozna przedstawié na
podstawie rysunku 1.

Torowanie odruchu cofania skrzeli u Aplysia polega na zwiekszeniu odpowiedzi na
staby bodziec podawany do pola receptywnego po podawaniu w dowolng cze$¢ ciata
silnegobodZca awersyjnego (szok elektryczny). OdpowiedZ mierzonajestjako czas trwania
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i wielko$¢ skurczu skrzeli oraz jako poziom EPSP (pobudzajgcego potencjatu postsynap-
tycznego) wywotywanego w komaorce postsynaptycznej. Trening torujgcy moze dawac
poczatek pamieci krotko- i dtugotrwatej, w zaleznosci od liczby ekspozycji na bodziec
bezwarunkowy i liczby powtérzen catych sesji [17].

Rys. 1. Badanie odruchu
cofania skrzeli do jamy
ptaszczowej; Slimakziply-
sia califomica (zajac mor-
ski): przypiete parapodia
(P) odstaniaja wnetrze ja-
my plaszczowej: A -
zwierze niestymulowane z
rozkurczonym skrzelem

(S) isyfonem (SF); B
zwierze po podaniu bodz-
ca do pola receptywnego

(brzeg ptaszcza BP) ze
skurczonym skrzelem i sy-
fonem; czas trwania skur-
czu okre$la zamontowana
pod skrzelem fotokomor-
ka; bodzce sa podawane w

postaci pulséw wody z trys-
kawki (T)

UCZENIE ASOCJACYJINE {ASSOCIATIVELEARNING)

Zwierze uczy sie zwigzkow przyczynowo-skutkowych istniejacych w otoczeniu.

WARUNKOWANIE KLASYCZNE (CLASSICAL CONDITIONING - CC).

Zwierze uczy sie nowego znaczenia tego, co byto do tej pory bodzcem obojetnym lub
nieszkodliwym w wyniku skojarzenia czasowego tego bodzca z silnym bodzcem bezwarun-
kowym. Zwierze nabywa w ten sposob wiedze o zwigzkach przyczynowych w otoczeniu [6,
22]. Bodziec warunkowy {conditioned stimulus - CS) uzyskuje dodatkowe znaczenie przez
to, ze jest zapowiedzig nastepujacego po nim bodzca bezwarunkowego {unconditioned
stimulus - UC).

Od torowania warunkowanie klasyczne (CC) rézni sie tym, ze:

* w CC wzmocnienie ograniczone jest tylko do jednej drogi neuronalnej,

e w CC konieczny jest okreslony zwigzek czasowy pomiedzy prezentacjg bodzcow.
Jezeli: US wyprzedza CS, czas pomiedzy prezentacjg jest zbyt duzy albo zbyt maty, to
warunkowanie klasyczne nie zachodzi [22].

W wyniku dobrania odpowiednich parametréw treningu mozna wywotac u zwierzecia
CC krotko- i dtugotrwate.

U Aplysia odruch cofania skrzeli mozna takze poddawa¢ warunkowaniu klasycznemu,
a nawet, dzieki temu ze sg dwa niezalezne pola receptywne dla tego odruchu (brzeg
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ptaszcza i syfon), poddawac¢ warunkowaniu réznicujgcemu [22]. Schemat doSwiadczenia
przedstawia rysunek 1.

Rys. 2. Schemat obwodu neuronalnego zaangazowanego w badany odruch cofania skrzeli uAplysia califomica;
neurony czuciowe (SN), ktére unerwiajg pole receptywne odruchu - w tym przypadku brzeg ptaszcza - taczy sie
bezposrednio z neuronem ruchowym (MN), ktéry unerwia efektor - skrzela; utworzona przez te neurony synap-
sa czuciowo-ruchowa (SMS) jest modyfikowana przez wstawkowy neuron ufatwiajacy (IF), ktory wydziela seroto-
nine

Bodziec warunkowy (lekkie dotkniecie) jest podawany do pola receptywnego, a silny
bodziec bezwarunkowy (szok elektryczny) do innej czesci ciata zwierzecia - gtowa, ogon
[16,22]. Wielkosc¢ reakcji okresla sie na podstawie czasu trwania i wielko$ci skurczu skrzeli
oraz jako wielkosci EPSP.

KOMORKOWE PODtEOZE UCZENIA U APLYSL4 CALIFORNICA

Kolejnym etapem badan zjawisk, ktére lezg u podtoza pamieci byta identyfikacja sieci
neuronalnych odpowiedzialnych za okreslone zahamowanie. Znanych jest juz wiekszo$¢
komorek zaangazowanych w odruch cofania skrzeli do jamy ptaszczowej [16].

OBWOD NEURONALNY
ZAANGAZOWANY W ODRUCH COFANIA SKRZELI UAPLYSIA

W omawianych powyzej odruchach pobudzenie odbierane jest z pola receptywnego -
w tym przypadku - brzegu ptaszcza i syfonu. Zidentyfikowano 2 populacje neuronéw
czuciowych (sensory neuron - SN), kazda ztozona z 24 komdrek. Tworzg one skupienia w
zwoju nerwowym brzusznym (abdominal ganglion). Neurony jednego z nich (the left E
cluster) odbierajg pobudzenie ze skéry syfonu, neurony drugiego (the right E cluster) z
brzegu ptaszcza. Tworzg one potgczenia z neuronami ruchowymi (motomeuron - MN),
czyli synapsy czuciowo-ruchowe (sensomotoryczne). Neurony ruchowe unerwiajg bezpos-
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rednio mie$nie odpowiedzialne za skurcz. Znanych jest jak dotad 6 MN dla skrzeli. Ciata
ich lezg rowniez w zwoju brzusznym. Synapsa czuciowo-ruchowajest modyfikowana przez
torujgce neurony wstawkowe (facilitatory intemeurons - FI) [16,22]. Rysunek 2 przedstawia
schematycznie potgczenia neuronalne zaangazowane w odruchu cofania skrzeli.

Dalej upraszczano uktad doswiadczalny, tak aby wyeliminowac wszelkie pobudzenia
wynikajace ze spontanicznej aktywnosci neuronéw i przypadkowych pobudzen. Poniewaz
ciata wszystkich neurondw zaangazowanych wten odruch lezg w zwoju nerwowym brzusz-
nym, izolowano go:

* najpierw wyjmujac przez naciecie w skérze na powierzchnie ciata; umieszczano go
na jasnym rusztowaniu i unieruchamiano, co pozwalato na identyfikacje poszczeg6lnych
neuronéw na podstawie rozmiaréw, potozenia i pigmentacji (zawierajg one barwnik
zblizony do hemoglobiny); odcinano w takim preparacie wszystkie potaczenia, poza zgda-
nymi [31]; sg to tak zwane semi-intactpreparation;

« potem hodowano wyizolowany zwéj brzuszny catkowicie in vitro [16]; stymuluje sie
takie preparaty impulsami elektrycznymi, ktére nasladujg normalne wytadowania, lub
podajac do pozywki neuroprzekaznik.

Udato sie odtworzy¢ w hodowli in vitro konkretng synapse o znanej funkcji [41].
Zidentyfikowane neurony ze zwoju brzusznego przenosi sie do pozywki zawierajgcej
hemolimfe™p/y~/a. Najczesciej odtwarza sie synapse pomiedzy (jednym lub wiecej) neu-
ronem czuciowym LE i ruchowym L7 {majorgili motor celi), niekiedy razem z neuronem
posredniczacym, zwykle MCC {metacerebral cell). Po okoto 5 dniach hodowli neurony
tworzg sie¢ potaczen i odtwarza sie synapsa czuciowo-ruchowa.

ZMIANY W WYDZIELANIU NEUROPRZEKAZNIKA
NA SYNAPSIE CZUCIOWO-RUCHOWE]J

Majac tak uproszczony model doswiadczalny mozna szczegétowo badaé¢ zmiany wy-
wotywane w komorce przez pobudzenie wywotane podawaniem okreslonego neurotrans-
mitera lub stymulacjg elektryczna.

Zmiany, ktére leza u podstaw tak przywykania jak i torowania, zwigzane sg ze zmiang
ilosci neuroprzekaznika uwalnianego do szczeliny synaptycznej na okreslonej synapsie
czuciowo-ruchowej [16,24], W procesie przywykania dochodzi do funkcjonalnego ostabie-
nia aktywnosci synapsy czuciowo-ruchowej. Jest to proces hamowania homosynaptycznego
{homosynaptic depression). Badania Castellucci’ego i Kandela [22] wykazaly, ze przyczyng
ostabienia przewodnictwa nie jest zmniejszenie wrazliwosci receptoréw na btonie postsy-
naptycznej, ale uwalnianie mniejszej liczby pecherzykéw zawierajacych neuroprzekaznik.

W procesach torowania synapsa czuciowo-ruchowa jest modyfikowana przez wstawko-
wy neuron torujacy. W zwigzku z tym dochodzi do zwiekszenia wydzielania neuroprzekaz-
nika na synapsie czuciowo-ruchowej; po zadziataniu bodzZca o tej samej sile na neuron
czuciowy obserwujemy wiekszy skurcz (silniejsze pobudzenie neuronu ruchowego). Proces
ten nosi nazwe utatwienia presynaptycznego {presynapticfacilitation) [22].

Jedng z cech, ktdra odrdznia krotkotrwate warunkowanie klasyczne od krotkotrwatego
torowania, jest to, ze zwiekszenie przewodnictwa spowodowane warunkowaniem jest
wieksze, w wyniku bezposredniego zwigzku czasowego obu bodzcow. Jest to zalezne od
aktywacji zwiekszenia utatwienia presynaptycznego {activity dependent amplification of
presynaptic facilitation) [22]. W warunkowaniu klasycznym nastepuje pobudzenie drogi
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warunkowej i wkrétce potem bezwarunkowej. Poniewaz CS poprzedza US, neuron senso-
ryczny na skrzyzowaniu obu drog jest wprawiany w aktywnos$é tuz przed tym, jak osiggnie
go pobudzenie bezwarunkowe. US powoduje zasadniczo wieksze pobudzenie, gdy wyta-
dowuje sie na neuronie juz czeSciowo pobudzonym, niz wtedy gdy natrafia na neuron o
potencjale spoczynkowym. Zatem przynajmniej pewne aspekty CC majg miejsce w obrebie
neuronu sensorycznego.

MOLEKULARNE PODL.OZE PAMIECI

Jak wspomniano, pamie¢ mozna podzieli¢ ze wzgledu na czas trwania na krotko- i
diugotrwata. Badania farmakologiczne i behawioralne wskazujg na istnienie jeszcze co
najmniej jednej fazy - pamieci $redniotrwatej, trwajacej od kilku do kilkunastu godzin po
treningu. Wszystkie te rodzaje pamieci majg r6zne mechanizmy komérkowe i dlatego bede
je omawiac¢ oddzielnie.

PAMIEC KROTKOTRWALA

Krétkotrwate zmiany w ilosci wydzielanego neuroprzekaznika sa spowodowane zwigk-
szeniem przekaznictwa na synapsie czuciowo-ruchowej i nie sg zalezne od syntezy biatek.
Bodziec torujacy, ktéry aktywuje neuron posredniczacy, powoduje, ze na synapsie pomie-
dzy nim a zakoriczeniem presynaptycznym synapsy czuciowo-ruchowej dochodzi do uwol-
nienia neuroprzekaznika pobudzajacego. U Aplysia poznano do tej pory trzy rodzaje
torujacych neurondw wstawkowych réznigcych sie rodzajem wydzielanego neurotransmi-
tera [16, 22]:

- uwalniajacych r-HT (serotoning),

- uwalniajacych SCP (small cardiac peptide) aib,

- komorke L29, ktora wydziela niezidentyfikowany dotad przekaznik; jest on sktado-
wany w pecherzykach podobnych do serotonergicznych.

Ponadto w tej komdérce wystepuje wysoce specyficzny system pobierania serotoniny
(high-affinity uptake system) [22]. Wszystkie te neuroprzekazniki pobudzajace dziatajg na
zakoniczenie presynaptyczne synapsy czuciowo-ruchowej. £.acza sie ze swoistymi recepto-
rami btonowymi i poprzez biatko G [8] pobudzajg cyklaze adenylanowag [22], Powoduje to
przejsciowy wzrost poziomu cAMP w zakonczeniach sensorycznych [16]. Dowodem na to
sg doswiadczenia przeprowadzone na izolowanych zwojach brzusznych, stymulowanych
serotoning. Po silnej stymulacji w zidentyfikowanych neuronach dochodzito do kilkukrot-
nego wzrostu poziomu cAMP [16]. Co wiecej, zastosowano takze zdolny do przenikania
przez btone komdrkowg analog cCAMP - dimaslan-cAMP [16] i iniekcje oczyszczonego
cAMP do ciata komdrki sensorycznej [7]. Za kazdym razem wynik byt taki sam - zwiek-
szenie przewodnictwa na synapsie czuciowo-ruchowej mierzone jako zmiana EPSP w
neuronie ruchowym. Efekt ten jest farmakologicznie specyficzny - nie wywotujg go inne
cykliczne nukleotydy. Podobne rezultaty daje inkubacja izolowanego zwoju brzusznego z
IBMX (isobutylo-metylksantyna), specyficznym inhibitorem fosfodiesteraz, ktéry powo-
duje wzrost endogennego poziomu cAMP [16],
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Przyjmuje sie, ze efekty cAMP w komoérkach eukariotycznych zachodzg poprzez fosfo-
rylacje reszt serynowych i treoninowych w specyficznych produktach biatkowych [23].
Cykliczne AMP powoduje aktywacje cAMP-zaleznej kinazy biatkowej. Nieaktywna kinaza
A jest heterodimerem ztozonym z 2 podjednostek katalitycznych i 2 regulatorowych.
Podjednostka regulatorowa moze taczy¢ sie z cAMP, co powoduje dysocjacje kompleksu
i uwolnienie podjednostki katalitycznej, ktéra przeprowadza fosforylacje [23]. Klein i
Kandel [16] sugerowali, ze stymulowany przez 5-HT wzrost poziomu cAMP powoduje
aktywacje zaleznej od cCAMP kinazy biatkowej (kinaza A). Zgodnie z tym przypuszczeniem
obserwowano wzrost fosforylacji okreslonych biatek w komaorce presynaptycznej po poda-
niu 5-HT do odtworzonej in vitro synapsy czuciowo-ruchowej [32]. Nie stwierdzono, aby
w wyniku stymulacji zmniejszat sie poziom ufosforylowania jakiegokolwiek biatka. Fosfo-
rylacja ta jest przejsciowa, po 24 godzinach juz sie jej nie wykrywa.

W jaki sposob wigze sie wzrost fosforylacji okreslonych biatek ze wzrostem wydzielania
neuroprzekaznika na synapsie czuciowo-ruchowej? Czynnikiem niezbednym przy wydzie-
laniu neurotransmitera sgjony wapnia, ktore naptywajg do zakoriczenia presynaptycznego
[1]. Wzrost wydzielania moze by¢ uwarunkowany zwiekszonym naptywem wapnia. W
normalnych warunkach, podczas repolaryzacji dokomérkowy prad wapniowy jest masko-
wany przez odkomorkowy prad potasowy [16].

Badano zmiany wwielkosci obu pragdéw wywotane przez podanie oczyszczonej podjed-
nostki katalitycznej do komorek w izolowanych zwojach brzusznych. Stwierdzono, ze
znacznie zwieksza sie naptyw wapnia do zakonczenia nerwowego. Dzieki doktadnej ana-
lizie ustalono, ze kinaza A nie dziata bezposrednio na dokomérkowy prad wapniowy, ale
modyfikuje wasnosci nieznanej dotad klasy kanatéw potasowych [16]. Poniewaz kanaty te
sg modulowane przez serotonine, nazwano je Ik+(s) [16]. W przeciwienstwie do pozos-
tatych klas kanatow potasowych jest on aktywowany na poziomie spoczynkowym, jest duzy
W czasie szczytu potencjatu czynnosciowego, nie jest szybki, nie zalezy od naptywu jonéw
Ca2+, nie jest blokowany przez jony Ba2 [16, 22]. Serotonina nie zmienia ani poziomu
przewodzenia przez ten kanat, anijego selektywnosci dlajonow potasu, ajedynie zmniejsza
prawdopodobienstwo jego otwarcia [31].

Zamkniecie kanatu typu S powoduje zwolnienie repolaryzacji, wydtuzenie czasu trwa-
nia potencjatu czynnosciowego, w zwiazku z czym diuzej pozostajg otwarte zalezne od
napiecia kanaty wapniowe i wiecej wapnia naptywa do komorki [7]. Efekt serotoniny
nasladuje podanie do neuronu presynaptycznego TEA (tetraetyloamonu), ktéry blokuje
p6zne prady potasowe (delayedpotassium current) [16]. Postuluje sie, ze zamkniecie kanatu
potasowego typu S spowodowane jest przeprowadzang przez podjednostke regulatorowg
kinazy A fosforylacjg biatka tego kanatu lub jego biatka regulatorowego [16, 22].

Rysunek 3 obrazuje postulowany wyzej mechanizm zmian w zakoriczeniu presynaptycz-
nym, w ktérych wyniku po standardowym pobudzeniu wydzielane jest wiecej neurotrans-
mitera.

W krotkotrwate zwiekszenie przekaznictwa synaptycznego jest byé moze wigczony
drugi system przekaznikoéw Il rzedu. Podanie estrow forbolu do pierwotnej hodowli
tkankowej z odtworzong synapsg czuciowo-ruchowg z neuronem wstawkowym powoduje
zwiekszenie przewodnictwa, nawet jezeli synapsa byta wczesniej poddana hamowaniu.
Towarzyszy temu przemieszczenie kinazy C z frakcji cytozolowej do btony komérkowej [5,
29]. Zidentyfikowano dwa biatka, ktoérych poziom fosforylacji jest zalezny od serotoniny
oraz jest regulowany przez kinaze A i C [32].
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Rys. 3. Schemat zmian wywotanych w zakorczeniu presynaptycznym synapsy czuciowo-ruchowej w procesie toro-
wania: S - zwigzanie serotoniny z receptorem btonowym, BG - aktywacja biatka G [8], CA - pobudzenie cyklazy
adenylanowej - wzrasta poziom cAMP w zakonczeniu nerwowym, KA - aktywacja cCAMP zaleznej kinazy biatko-
wej A ; uwolnienie podjednostki katalitycznej (k) i regulatorowej (r), K+ przeprowadzana przez podjednostke
katalityczng kinazy A fosforylacja biatka kanatu potasowego typu S (bezposrednio lub poprzez biatko regulato-
rowe powoduje jego zamkniecie); wolniejsza jest repolaryzacja potencjatu czynnosciowego, Ca2+- dtuzej pozos-
tajg otwarte zalezne od potencjatu btonowego kanaty wapniowe (Ca2+), dzieki czemu do zakoAczenia
presynaptycznego naptywa wiecej jonéw wapnia, AZ - umozliwia to wydzielenie wiekszej ilosci neuroprzekazni-
ka magazynowanego w obszarze strefy aktywnej zakonczenia presynaptycznego

PAMIEC SREDNIOTRWALA (INTERMEDIATEMEMORY)

Badania behawioralne i neurofizjologiczne sugerujg, ze pamie¢ krétkotrwata i dtugo-
trwata maja miejsce w tym samym locus [16]; wydaje sig, ze przejScie pomiedzy oboma tymi
procesami ma charakter ciggty.

Pamie¢ krotkotrwata opiera sie na chwilowej zmianie poziomu cAMP i nieco dtuzej
trwajacej zmianie w pragdach dokomdérkowych, podczas gdy do konsolidacji $ladu pamie-
ciowego potrzeba zmiany w ekspresji gendéw komdrkowych. Ich produkty biatkowe sg
syntetyzowane w cytoplazmie komorki i konieczny jest czas, aby zostaly przetransporto-
wane do wilasciwego miejsca wzmocnienia zakoriczenia nerwowego [15]. Jaki mechanizm
moze zapewnia¢ wzmozone uwalnianie neurotransmitera, zanim nowe produkty biatkowe
o0siagna swoje miejsce docelowe, gdzie zaczng wywiera¢ swoje dziatanie? Przypuszcza sie,
zejest to spowodowane potranslacyjng modyfikacjg wczesniej istniejgcych biatek (covalent
modification ofpre-existingproteins), a najprawdopodobniej - fosforylacjg. Tak zmodyfi-
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kowane biatka wykonuja swoje funkcje dopoty, dopoki fosfatazy nie odszczepig reszt
fosforowych. Czes$o takich zaktywowanych biatek moze przenosi¢ do jadra informacje
dotyczacg zmiany w ekspresji genéw, a cze$¢ moze dziata¢ na miejscu, np. przez zamykanie
odpowiednich kanatéw jonowych [30]. Jednak jak do tej pory nie ma zbyt wiele dowodow
na to, ze postulowany wyzej mechanizm jest stuszny.

PAMIEC DLUGOTRWALA {LONG-TERM MEMORY)

Poddajac zwierze treningowi o okre$lonych parametrach (zwtaszcza przez powtarzanie
ekspozycji) mozna wywota¢ u niego diugotrwate wzmocnienie transmisji synaptycznej
spowodowane trwatym zwiekszeniem ilosci neuroprzekaznika wydzielanego w odpowiedzi
na pobudzenie. Jest ono spowodowane: przynajmniej czeSciowo, trwatymi zmianami w
morfologii zakoriczen nerwowych neuronu czuciowego (tworzenie nowych potgczen sy-
naptycznych w obrebie wzmacnianej drogi) [9], trwatymi zmianami w mechanizmach
komorkowych kontrolujgcych to wydzielanie (przeprogramowanie komoérki prowadzace
do zwiekszenia przekaznictwa na pojedynczej synapsie).

ZMIANY MORFOLOGICZNE

Podczas proceséw dtugotrwatych dochodzi u Aplysia do morfologicznie wyrazonych
zmian w strukturze zakorczen synaptycznych. Zmienia sie¢ wielko$¢ strefy aktywnej oraz
liczba i rozmieszczenie pecherzykow synaptycznych, w ktorych sktadowany jest neuro-
transmiter. Zmiany te moga reprezentowac anatomiczny substrat konsolidacji $ladu pa-
mieciowego [2].

Ostatnio pojawity sie doniesienia, ze cAMP indukuje zalezne od fosforylacji zmiany w
morfologii stozkéw wzrostu neuronéw {neuronalgrowth cones). Prawdopodobnie warun-
kujg one rdznicowanie sie stozkéw (wzrost, zmiana struktury), ktére towarzyszy wzrostowi
neurosekrecji [12]. Mozna sgdzi¢, ze podczas torowania ilo$¢ wydzielanego neuroprzekaz-
nika zwieksza sie w wyniku tworzenia nowych miejsc uwalniania neuroprzekaznika i
przebudowy morfologicznej zakoAczenia nerwowego przystosowujacej go do podwyzszo-
nej aktywnosci wydzielniczej.

W odtworzonej in vitro synapsie czuciowo-ruchowej L7/LE wywotywano dtugotermi-
nowe zmiany przez podawanie stymulacji nasladujacej normalne uczenie. Stwierdzono, ze
zmiany strukturalne zalezg od wzajemnego oddziatywania neuronu presynaptycznego z
odpowiednig komorka postsynaptyczng [13,14].

PROCESY PRZEPROGRAMOWANIA KOMORKI

Pamie¢ dtugotrwata mozna zablokowac przez podawanie zwierzetom inhibitoréw syn-
tezy mMRNA i biatek. Slad pamieciowy jest wrazliwy na zniszczenie przez te zwiazki, gdy sa
one podawane podczas treningu lub tuz zaraz po nim [3, 21].

Do hodowanych in vitro neuronéw dodawano inhibitory polimeraz RNA (aktynomy-
cyne D, w stezeniu 50 jig/ml), polimerazy RNA 1l (a-amanityne, w stezeniu 2 |rg/ml) lub
inhibitory translacji (anizomycyne, w stezeniu 10 |ig/ml, emetyne w stezeniu 100 jjg/ml).
Zwiazki te przejsciowo hamujg synteze biatek; po wyptukaniu z pozywki w ciggu 2-4 godzin
komorka podejmuje na nowo swoje funkcje. Komorki stymulowano, podajgc w okreslony
sposOb, nasladujacy naturalne pobudzenie 5-HT oraz w réznych punktach czasowych,
odpowiednie inhibitory. Podanie inhibitoréw przed, rdGwnoczesnie lub po neuroprzekaz-
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niku nie uposledzato w zadnym stopniu proceséw STM. Przy indukcji LTM podanie
inhibitoréw na 12 godzin przed i w 4 godziny po 5-HT nie zaburzato tworzenia LTM.
Jedynie punkt0,5godziny po indukcjijest wrazliwy na zaburzenia. Podanie inhibitora przez
caly okres po zaindukowaniu neuroprzekaznikiem (od 2 godzin) nie wptywato na konsoli-
dacje $ladu pamieciowego [32]. Mozna zatem wyshu¢ wniosek, ze istnieje charakterys-
tyczne okienko czasowe, w ciggu ktérego konieczna jest synteza nowych biatek [21].
Obejmuje czas od ok. 0,5 do 2 godzin po stymulacji. Nowe biatka potrzebne sg prawdopo-
dobnie w procesach konsolidacji $ladu pamieciowego.

Krétkotrwate zmiany w ilosci wydzielanego neurotransmitera sg spowodowane przejs-
ciowa, cCAMP-zalezng modulacja funkcji kanatéw jonowych. Natomiast w komoérkach
poddanych stymulacji wywotujacej dtugotrwate wzmocnienie przewodnictwa cAMP po-
zostaje na takim samym poziomie jak w komaorkach niestymulowanych. Wzrost aktywnosci
kinazy A jest spowodowany trwatg zmiana jej wiasciwosci i wymaga syntezy nowych biatek
[4]. Greenberg i wsp. [15, 20, 30] stwierdzili, ze w wyniku zmiany wzajemnego stosunku
podjednostek kinazy A enzym ten jest aktywowany przy nizszych niz normalnie (podpro-
gowych) stezeniach cAMP. Po indukcji poziom podjednostki katalitycznej nie zmienia sie,
natomiast poziom podjednostki regulatorowej maleje (raczej na skutek szybszej degradacji
niz zwigkszonej syntezy) [28]. Konsolidacji $ladu pamieciowego towarzyszy staty wzrost
przewodzonej przez cAMP fosforylacji pewnych biatek. Sg to te same biatka, ktére
podlegajg przejsciowej fosforylacji po indukcji zmian $rednio- i krétkotrwatych. Jednym z
nich jest aktyna [32].

Niewiele wiadomo o genach efektorowych aktywowanych w procesach zmian dtugo-
trwatych. W komérkach eukariotycznych kinaza A wywiera wplyw na ekspresje genow
poprzez fosforylacje biatek jadrowych - tzw. czynnikéw transkrypcyjnych. £gczg sie one
ze specjalnymi sekwencjami w promotorach genéw elementami indukowanymi przez
cAMP (CRE - cAMP responsive element), pobudzajgc lub hamujgc transkrypcje. W
uktadzie nerwowym u Aplysia sg takie biatka (tzw. CREBP-like proteins). Podanie do
komarek duzej liczby fragmentow DNA zawierajacych sekwencje CRE poprzez iniekcje
do jader hodowli komorkowej in vitro blokuje powstawanie dtugotrwatego wzmocnienia
przewodnictwa synaptycznego [10]. Thumaczy sie to w ten sposob, ze nadmiar oligonukleo-
tydu wigze obecne wjadrze czynniki reagujace z ta sekwencja, ktéra normalnie wystepuje
tylko w odcinkach regulatorowych pewnych gendw.

UWAGI KONCOWE

Na koniec pozostaje do przedyskutowania problem, czy uzyskane w badaniach na
Aplysia wyniki znajda potwierdzenie w badaniach nad uczeniem sie i pamiecia u wyzszych
zwierzat. Szeroko rozpowszechnionym modelem uczenia u kregowcow jest zjawisko dtu-
gotrwatego wzmocnienia przewodnictwa synaptycznego (long-term potentiation - LTP).
Zjawisko to jest szczeg6lnie wygodne do badan mechanizmoéw komdrkowych zmian dtu-
gotrwatych, a to dzieki temu, ze mozna je wywotaé na skrawkach mézgu hodowanych in
vitro, co bardzo upraszcza model doswiadczalny. Z badan wynika, ze kluczowg role w
procesach plastycznosci ma kinaza C w zakonczeniach postsynaptycznych [18,19]. Stoi to
w pewnej sprzeacznosci z modelem Kandela, gdzie fosforylacja w odpowiedzi na pobu-
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dzenie przeprowadzana jest gtéwnie przez kinaze A. Dodatkowo role kinazy C potwier-
dzajg badania nad Drosophila melanogaster, u ktorej udato sie uzyska¢ mutanty uposled-
zone pod wzgledem zdolnosci uczenia sie. Muchy te miaty mutacje turnip wgenie na kinaze
C [33], wwyniku czego produkowaty nieaktywny enzym. Tym niemniej inny szczep Droso-
phila ma mutacje w genie na kinaze A i réwniez jest uposledzony pod wzgledem uczenia
sie.

By¢ moze wyniki te nie do konca sie wykluczajg. Jak juz wcze$niej wspominano, u
podstaw réznych rodzajow pamieci moga leze¢ r6zne mechanizmy. Odruch cofania skrzeli
nalezatoby raczej poréwnac z odruchami rdzeniowymi kregowcow, a nie z mechanizmami
dziatajgcymi w korze asocjacyjnej [34]. Nalezatoby takze ustali¢, wjakim stopniu podawa-
nie do pozywki neuroprzekaznika nasladuje naturalng stymulacje. | wreszcie ostatnie
doniesienia sugeruja, ze po pobudzeniu receptoréw btonowych przez neuroprzekaznik
moze dochodzié do pobudzenia kilku drég przekaznikéw Il rzedu, z ktérych dotychczas
skupiano sie na jednej. Aczkolwiek wyniki grupy Kandela sa bardzo atrakcyjne i spéjne,
trzeba pamieta¢ o poczynionym przez nich zatozeniu. Gdy méwi on w swoich pracach, ze
zablokowanie syntezy biatka blokuje rowniez procesy tworzenia dtugotrwatych $ladéw
pamieciowych, nalezy przez to rozumieé, ze nie dochodzi do wytworzenia dtugotrwatego
zwiekszenia EPSP w komoérce postsynaptycznej w hodowli neuronalnej. Pamie¢ jest
zapewne zjawiskiem znacznie bardziej ztozonym i nie mozna w spos6b prosty ekstrapolo-
wac wynikéw z pojedynczych komdrek na caty organizm.
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MODYFIKACJE GENETYCZNE CYTOCHROMU C
I ICH IMPLIKACJE W JEGO FUNKCJI BIOLOGICZNEJ*

GENETIC MODIFICATIONS OF CYTOCHROME C
AND THEIR IMPLICATIONS OF ITS BIOLOGICAL FUNCTION

Robert TRZOS, Bohdan TURYNA

Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej
Uniwersytetu Jagielloriskiego

Streszczenie. Przedstawiono uzycie wybranych metod modyfikacji genetycznych cytochromu ¢ w badaniu roli
poszczegblnych aminokwaséw w réznych funkcjach biologicznych tej czasteczki. Oméwiono asocjacje apo-
cytochromu ¢ z zewnetrzng btong mitochondrialng, mechanizm tworzenia holocytochromu ¢ w przestrzeni
miedzybtonowej, a takze role aminokwasdw w wigzaniu hemu i transporcie elektronéw. Wspomniano réwniez
0 szczegolnej roli niektdrych aminokwasow w utrzymaniu i ustaleniu wtasciwej konformacji cytochromu c.

Stowa kluczowe: apocytochrom c, holocytochrom ¢, mutageneza

Summary. Some aspects of genetic modifications and their implications in biological role of cytochrome ¢ has
been described. The following problems have been discussed: association of apocytochrome c with outher
mitochondrial membrane, formation of holocytochrome c in the intermembrane space, role of aminoacids in
bounding heme and in electron transport. Special role of some aminoacids in holding the proper conformation
of cytochrome c has been emphasized.

Key words: apocytochrome c, holocytochrome ¢, mutagenesis

METODY STOSOWANE
W MODYFIKACJACH GENETYCZNYCH CYTOCHROMU C

W okresie ostatnich trzech lat ukazato sie wiele prac dotyczacych genetycznych mody-
fikacji biatek, ktdre uczestnicza w mitochondrialnym transporcie elektronéw [11, 14, 29,
33, 45, 47, 58, 59]. Znana jest sekwencja nukleotyddw genu CYC 1i CYC 2, kodujacych
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odpowiednio izo-1 i cytochrom c i izo-2 cytochrom ¢ u drozdzy Saccharomyces cerevisiae
[7,8,19,22,24,26,34,49,53] grzyba Neurospora crassa [54], szczura [15,16,46, 54], myszy
[54], gotebia [32] i cztowieka [17]. Najbardziej dogodnym materiatem badawczym sg
drozdze piekarskie, na ktérych dokonuje sie wiekszosci doswiadczen nad modyfikacjami
genetycznymi [6, 9, 10, 12, 13, 26, 28, 36]. System genetyczny tego jednokomérkowego
organizmu eukariotycznego jest dobrze poznany, co umozliwia szerokie stosowanie te-
chnik mutagenezy. U tego gatunku drozdzy istniejg dwa rodzaje cytochromu c okreslonych
jako izo-1 i izo-2. Sg one identyczne w 80%, a izo-1 cytochrom c stanowi 95% catej puli
cytochromu cw kom@orce [13]. W przewazajgcej wiekszosci doswiadczen uzywa sie wiasnie
izo-1 cytochromu c [8]. Obiektem badan sa jednak réwniez cytochromy ¢ poprzednio
wymienionych zwierzat: myszy, szczura, gotebia, a takze cztowieka [15-17, 23, 30, 31, 46,
48,50,54] i roslin [27]. Prowadzono réwniez doSwiadczenia nad ekspresjg i funkcjonowa-
niem cytochromu c réznych organizméw w komaérkach drozdzy [30,31,49,50]. Biosynteza,
ekspresja i transport przez zewnetrzng btone mitochondrialng cytochromow typu ¢ w
komorkach eukariotycznych sg bardzo istotnym problemem badan biochemicznych, bio-
fizycznych oraz genetycznych [1,11, 21,39, 40,44, 47,55-57].

Przedstawiony nizej krotki opis technik najczesciej uzywanych ma na celu zobrazowanie
roli modyfikacji genetycznych w tych badaniach. Jednym z prostszych sposobéw nie
wymagajacych bardzo skomplikowanych metod inzynierii genetycznej jest poddawanie
komérek drozdzy dziataniu czynnikéw mutagennych [24]. Moga to by¢ substancje che-
miczne, np. dietyl, kwas azotawy, diepoksybutan lub promieniowanie X czy UV [10, 24].
Aktywnos$¢ cytochromu c okresla sie przez wielko$¢ kolonii hodowanych na pozywce z
mleczanem, aby wyeliminowa¢ dostep energii z proceséw beztlenowych [10, 24]. Nas-
tepnym etapem jest doktadne zlokalizowanie mutacji w obrebie danego genu, co dokonuje
sie przez sekwencjonowanie okreslonego odcinka DNA. Drugi sposéb modyfikacji cyto-
chromu c opiera sie na metodzie kierowanej mutagenezy. Umozliwia ona dokonywanie
Scisle okreslonych zmian w sekwencji DNA [3,6,10,20,23,26, 30,48,50,51,56], a polega
gtéwnie na konstrukcji odpowiednich plazmidéw przy pomocy enzymoéw restrykcyjnych i
wektoréw. W procesie wprowadzania zgdanych sekwencji nukleotydéw do plazmidu,
szczegOlnie uzyteczne sg wektory fagowe M 13. Réwniez w tej metodzie ostatecznym
potwierdzeniem modyfikacji jest sekwencjonowanie DNA.

Kazda z opisanych powyzej metod ma swoje wady i zalety. Pierwsza z nich jest metodg
stosunkowo prostg, ale wszelkie mutacje majg charakter przypadkowy. Druga metoda
wymaga bardzo skomplikowanych technik mutagenezy in vitro, lecz otrzymane mutacje sg
Scisle zdefiniowane.

SYNTEZA I TRANSPORT APOCYTOCHROMU C
TWORZENIE HOLOCYTOCHROMU CW PRZESTRZENI
MIEDZYBtONOWEJ MITOCHONDRIUM

SYNTEZA | TRANSPORT APOCYTOCHROMU C

Cytochrom c stanowi czes$¢ taricucha oddechowego zlokalizowanego w mitochondrium.
Schemat tego uktadu przedstawia rysunek 1. Cytochrom c bierze udziat w transporcie
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elektronow pomiedzy reduktazg cytochromu c a oksydazg cytochromu c [4]. Te ostatnie
sg biatkami integralnymi wewnetrznej btony mitochondrialnej w przeciwienstwie do cyto-
chromu c, ktory bedac biatkiem peryferycznie zwigzanym z wewnetrzng btong mito-
chondrialng, znajduje sie w przestrzeni miedzybtonowej i kontaktuje sie z tymi dwoma
kompleksami enzymatycznymi.

Rys. 1. Schemat tancucha oddechowego wewnetrznej btony mitochondrialnej i miejsca kontaktowego: BZ -
zewnetrzna btona mitochondrialna, BW - wewnetrzna btona mitochondrialna, PM - przestrzen miedzybtono-
wa, M - matriks mitochondrialna, MK - tzw. miejsce kontaktowe, gdzie zewnetrzna i wewnetrzna btona mito-

chondrialna przylegaja do siebie, C - cytochrom c przenoszacy elektrony pomiedzy reduktazg cytochromu c
(kompleks 3) a oksydaza cytochromowa (kompleks 4), 1-4 - kompleksy faricucha oddechowego; w transporcie

elektronéw miedzy kompleksem 1i 3 oraz 2 i 3 uczestniczy koenzym Q

Sekwencja aminokwasowa cytochromu c, jak i nukleotydowa jego genu jest dobrze
poznana dla 90 réznych gatunkéw [4, 24, 48]. Poznana jest rowniez struktura oksydazy
cytochromu cijej oSmiu podjednostek w tym miejscu, w ktérym przytgcza ona cytochrom
¢ podczas transportu elektronéw [5].

Cytochrom cjest konserwatywnym biatkiem, poniewaz sekwencja aminokwaséw u wielu
gatunkow jest bardzo podobna. Gen kodujgcy apocytochrom znajduje sie w jgdrowym
DNA. Biatko to syntetyzowane jest na wolnych rybosomach cytoplazmatycznych, nas-
tepnie jest uwalniane do cytoplazmy i transportowane do mitochondriéw [20,38]. Apocy-
tochrom c po syntezie nie podlega posttranslacyjnym modyfikacjom, z wyjatkiem metylacji
u niektérych gatunkéw [6,8] i w takiej natywnej postaci ulega asocjacji zzewnetrzng btona
mitochondrialna [48].

W przeciwienstwie do wiekszosci prekursorowych biatek transportowanych z cytoplaz-
my do mitochondrium, apocytochrom c¢ nie ma tzw. sekwencji sygnatowej [4, 20, 25, 48].
Na ogot jest ona konieczna, aby okreslone biatko czy peptyd zostaty umieszczone we
wiasciwym miejscu w okreslonej organelli komorkowej. Sekwencja sygnatowa (ok. 20
aminokwasow na N-koncu peptydu) jest swoiscie wiagzana z biatkiem receptorowym na
powierzchni btony docelowej organelli [25]. W przypadku apocytochromu c, role sekwencji
sygnatowej spetniajg niektére aminokwasy wchodzace w skiad jego petnej sekwencji [48],
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Receptor btonowy dla apocytochromu ¢ nie zostatjeszcze zidentyfikowany. Moze nim by¢
biatko znajdujace sie w zewnetrznej btonie mitochondrialnej, zwiazane z liazag hemowsg
cytochromu c znajdujacg sie w przestrzeni miedzybtonowej [20, 25]. Uktad ten, przedsta-
wiony schematycznie na rysunku 2, jest odporny na tagodng proteolize, podczas gdy
receptory innych biatek po trawieniu tracg aktywnos¢ [23, 25]. Przed asocjacja z btong,
apocytochrom c nie ma ostatecznej trzeciorzedowej struktury charakteryzujacej holocyto-
chrom c ani zadnych kowalencyjnych wigzan [18,42].

Rys. 2. Schemat transportu apocytochromu ¢ przez zewnetrzng btone mitochondrialng przy udziale hipotetyczne-
go biatka B; tworzenie holocytochromu c przy udziale liazy hemowej cytochrom c: BZ - zewnetrzna btona mito-
chondrialna, BW - wewnetrzna btona mitochondrialna, M - matriks mitochondrialna, MK- miejsce
kontaktowe, B - hipotetyczne biatko wigzace apocytochrom ¢, LHC - liaza hemowa cytochromu ¢, H - hem, AC
- apocytochrom ¢, HC - holocytochrom ¢ (schemat opracowano wg danych Pfannera iwsp. [41])

SEKWENCJE AMINOKWASOW APOCYTOCHROMU C
UCZESTNICZACE WWIAZANIU Z ZEWNETRZNA BLONA
MITOCHONDRIALNA. TWORZENIE HOLOCYTOCHROMU C

Whrew wcze$niejszym przypuszczeniom, iz ta sama sekwencja aminokwaséw apocyto-
chromu c jest odpowiedzialna zaréwno za wigzanie hemu, jak i za transport tego biatka
przez btone [25], obecnie przyjmuje sie, ze istniejg dwa rézne miejsca apocytochromu ¢
odpowiedzialne za te dwie funkcje biologiczne [48]. Wydaje sie to uzasadnione z ewolu-
cyjnego punktu widzenia. W badaniu zalezno$ci obu tych funkcji cytochromu ¢ wykonano
doswiadczenia, wktérych uzyto apocytochromu ¢ zsyntetyzowanego w uktadzie bezkomar-
kowym [2, 23, 50], jak réwniez stosowano uktad taczacy elementy pochodzace z réznych
organizméw (np. apocytochrom ¢ zDrosophila melanogaster i mitochondria mysie). W celu
ustalenia sposobu asocjacji apocytochromu c z zewnetrzng btong mitochondrialng podda-
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no analizie nastepujace czesci fancucha apocytochromu c o réznej liczbie aminokwaséw
liczonej od N-konca:

« 58 aminokwasoOw - efekt: stopieh asocjacji takiego peptydu jest prawie identyczny
jak natywnego apocytochromu c;

* 50 aminokwaséw - efekt: duze obnizenie zdolnosci tgczenia sie z zewnetrzng btong
mitochondrium;

« 36 aminokwasOw - efekt: bardzo niski stopien asocjacji z zewnetrzng btong mito-
chondrium.

Haukvoort i wsp. [23] badali réwniez zmodyfikowany apocytochrom c, w ktérym pewne
aminokwasy lub fragmenty peptydowe zostaty zastgpione innymi, nie wystepujgcymi w
natywnym apocytochromie c. Obserwowano wptyw tych modyfikacji na transport i aso-
cjacje z zewnetrzng btong mitochondrialng. Otrzymano 5 réznych form apocytochromu c:

1. Zamieniono 5 aminokwasdw w pozycjach: 90 Glu na Cys, 91 Arg na Leu, 92 Gly na
Pro, 96 Ala na Pro, 100 Ser na Pro. Nie powodowato to istotnych zmian w asocjacji biatka
z btong mitochondrialna; jednak struktura alfa helisy na C-koricu byta zaburzona.

2. Poczawszy od 90 aminokwasu dotgczono peptyd 30-aminokwasowy, nie wystepujacy
w formie natywnej. Taki "analog" apocytochromu c réwniez asocjowat z zewnetrzng btong
mitochondrialng bez przeszkdd.

3. Zmieniono 3 aminokwasy (lizyny) w pozycjach: 5, 7, 8 kolejno na Gin, Glu, Asn.
Powodowato to catkowity brak asocjacji z btong mitochondrialna.

4. Peptyd sktadajacy sie z dwoch natywnych fragmentdw apocytochromu ¢ od 1 do 36
aminokwasu oraz od 66 do 104 aminokwasu (ktéry nie miatjednak sekwencji od 37 do 65
aminokwasu) byt catkowicie funkcjonalny.

5. Peptyd, ktoéry skiadat sie z fragmentu natywnego apocytochromu ¢ od 1 do 35
aminokwasu oraz czesci od 36 do 87 aminokwasu o sekwencji nie wystepujgcej w apocyto-
chromie c, nie przytgczat sie do btony mitochondrialnej.

Schemat tych doswiadczen przedstawia graficznie rysunek 3.

Dokonywano takze zamiany dwaéch cystein w pozycjach 14 i 17 wigzacych tioeterowo
hem [23, 24, 48, 50]. Gdy zastgpiono obie cysteiny seryng lub elaning, apocytochrom c
asocjowat z zewnetrzng btong mitochondrium [23]. Natomiast zamiana reszt cysternowych
na aminokwasy aromatyczne (tryptofan, tyrozyne czy fenyloalanine) powodowata catko-
wity brak asocjacji i transportu przez btone mitochondrialng [12,23,24].

Przedstawione wyniki doswiadczen wskazuja, iz istotng czescig apocytochromu c dla
jego asocjacji i transportu przez btone mitochondrialng sa;

(1) N-koncowa sekwencja apocytochromu c, szczegélnie Lys 5,7,8;

(2) sekwencja aminokwasoéw do 58 oraz miedzy 66 a 90 aminokwasem.

Interesujacy jest fakt, ze obecno$¢ w apocytochromie ¢ cystein wigzacych kowalencyjnie
hem nie jest warunkiem transportu tego biatka. Transport apocytochromu c i przytaczanie
hemu rézni sie swoim mechanizmem od transportu innych sktadnikéw taricucha oddecho-
wego. Transport wiekszosci biatek do mitochondrium zalezny jest od ATP i zachodzi
poprzez tzw. miejsca kontaktowe (contactsites- miejsca, w ktérych blisko przylegaja btony:
zewnetrzna i wewnetrzna), co schematycznie zaznaczono na rysunku 1. W transporcie tym
bierze udziatbiatko zwane GIP (general insertion protein), do ktérego sg kierowane peptydy
rozpoznane przez swoiste receptory na powierzchni zewnetrznej btony mitochondrialnej.
Transport prawie wszystkich biatek do mitochondrium jest uzalezniony od potencjatu
btonowego; wyjatkiem jest transport apocytochromu c i poryny [20,25,41].



246 R. TRZOS, B. TURYNA

Rys. 3. llustracja do$wiadczenia Haukvoorta i wsp. [23] dotyczacego asocjacji cytochromu c z zewnetrzng bto-
ng mitochondrialng; prostokaty oznaczajg zmodyfikowane fragmenty taricucha polipeptydowego (wg [23] zmo-
dyfikowane)

Jak wspomniano, charakter miejsca wigzgcego apocytochrom c do zewnetrznej btony
mitochondrialnej nie jest wyjasniony. Najwazniejsza role w transporcie i tworzeniu holo-
cytochromu c petni jednak z pewnoscig liaza hemowa cytochromu c (rys. 2). Enzym ten
katalizuje powstanie kowalencyjnych wigzan pomiedzy cysternami apocytochromu ¢ a
grupami winylowymi hemu [37, 38, 41]. Jak zgodnie podkresla wigkszos$¢ autordw, jest to
zasadniczy etap w tworzeniu holocytochromu ¢ [12,13,35,36]. Aby ten proces mogt zajsé,
hem wcze$niej musi zosta¢ zredukowany przez NADH i nukleotydy flawinowe [8, 38].
Hamujac dotgczanie hemu, hamuje sie réwniez transport apocytochromu c. Wskazuje to
na integracje obu tych proceséw w trakcie tworzenia holocytochromu c.

AMINOKWASY WIAZACE HEM
| ICH ROLA W TRANSPORCIE ELEKTRONOW

Hem jest zbudowany z czterech pierscieni pirolowych, ktérych dwie grupy winylowe sg
zwigzane kowalencyjnie zapocytochromem ¢ poprzez dwie cysteiny. Nalezy zwr6cié¢ uwage
na istniejgce réznice w umiejscowieniu niektérych aminokwaséw a petnigcych te samg
funkcje. Réznice te wystepujg miedzy kregowcami a nizszymi organizmami. Na przyktad
u Saccharomyces cerevisiae cysteiny wigzgce hem wystepujg w pozycjach 19i 22, natomiast
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u kregowcdw w pozycjach 14 i 17. Takie réznice pojawiaja sie w kilku miejscach tancucha
peptydowego cytochromu c.

Atom zelaza obecny w hemie cytochromu c nie ma wolnych miejsc koordynacyjnych.
Histydyna i metionina w pozycjach 23 i 85 sg aminokwasami, ktére zajmujg 5 i 6 pozycje
koordynacyjne zelaza [9,30,31]. Z tego powodu cytochrom c nie reaguje z tlenem, tlenkiem
wegla czy cyjankami.

Do tej pory tylko u dwu wiciowcéw stwierdzono cytochrom c, ktérego hem zwigzany
jest tylko jednym wiazaniem kowalencyjnym z fafcuchem peptydowym [50]. Wynika to z
zastgpienia cysteiny przez alanine. Jak wskazujg dotychczasowe wyniki, taki cytochrom
spetnia swa funkcje transportu elektronéw. Réwniez ludzki cytochrom ¢, w ktérym Cys-14
doswiadczalnie zastgpiono Ala, funkcjonowat normalnie i uzupetniat brak izo-1 cytochro-
mu ¢ u drozdzy, co $wiadczy, ze Cys-14 nie jest niezbedna dla funkcjonowania ludzkiego
cytochromu c [50]. Jednakze zastgpienie Cys-19 u drozdzy (odpowiednik Cys-14 w ludzkim
cytochromie c) innym aminokwasem jest niemozliwe [24,50].

Modyfikacje aminokwaséw, ktore sg Ugandami zelaza hemu, tzn. His-23 i Met-85 (u
kregowcéw odpowiednio His-18 i Met-80 wg [30]) prowadzg do znacznego obnizenia, a
nawet zniesienia funkcjonalnosci cytochromu c [24,30]. Aminokwasy te sa odpowiedzialne
nie tylko za stabilizacje konformacji cytochromu c, ale biorg udziat w transporcie elektro-
néw w tanicuchu oddechowym [9,24,30,31].

Badano zmodyfikowany izo-2 cytochromu c drozdzy, w ktérym His-23 zmieniono na
Arg, ktora nie wigze koordynacyjnie zelaza hemu. Mimo to taka czasteczka nie reagowata
ztlenkiem wegla czy tlenem, co wskazywatoby, ze wszystkie sze$¢ pozycji koordynacyjnych
zelaza bylo zajetych [30]. Jednak fakt, ze izo-1 cytochrom ¢ majacy lleu-85 zamiast Met-85
wykazywatw obnizonej temperaturze nadal pewng aktywnos¢, wskazuje na niezbyt swoiste
oddziatywanie Met-85 [24].

Przedstawione powyzej wyniki badan wykazuja, ze rola aminokwasow wigzacych hem
w stabilizacji struktury cytochromu c i transporcie elektrondw jest nadal dyskusyjna.

ROLA NIEKTORYCH AMINOKWASOW
WE WEASCIWEJ KONFORMACJI CYTOCHROMU C

Aminokwasy wchodzace w sktad cytochromu ¢ mozna podziehé na: a) ewolucyjnie
niezmienne, b) konserwatywne, c) ewolucyjnie zmienne [24, 26, 30]. Do pierwszej grupy
nalezg te aminokwasy, ktérych obecno$¢ stwierdza sie u prawie wszystkich przebadanych
organizméw na tych samych lub odpowiadajgcych im miejscach. Do aminokwasdw kon-
serwatywnych nalezg te, ktére sg zastepowane u niektérych organizméw aminokwasami
petnigcymi te same funkcje np. Arg na Lys czy lleu na Val. W trzeciej grupie sg aminokwasy,
ktore najczesciej ulegajg zmianom, co nie powoduje zadnych biologicznie waznych réznic.

Ewolucyjnie niezmiennymi lub konserwatywnymi aminokwasami sg oméwione wczes$-
niej wigzace hem Cys-19 i Cys-22, His-23 i Met-85. Zamiany innych aminokwaséw niez-
miennych: Tyr-53 na Asp, Asn-75 na Thr i Leu-99 na Phe powodujg ten sam efekt, co
zamiany reszt wigzacych hem (tzn. catkowity brak izo-1 cytochromu c), poniewaz spetniajg
one rownie wazne funkcje. Sekwencje nukleotydowg genu CYC 1i aminokwasowg izo-1
cytochromu c z drozdzy przedstawia rysunek 4.
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Rys. 4. Sekwencja nukleotydowa genu CYC 1iaminokwasowa izo-1 cytochromu c drozdzy; mate litery oznacza-
ja odpowiednio: h - aminokwasy zaangazowane w interakcje z hemem, n - aminokwasy ewolucyjnie niez-
mienne, K - aminokwasy konserwatywne (wg 124] zmodyfikowane)

Wedtug [24] Tyr-53 i Leu-99 sg odpowiedzialne za utrzymanie wiasciwego srodowiska
hydrofobowego dla hemu. Asn-75 kontaktuje sie ze Srodowiskiem zewnetrznym. Nie
zawsze podstawienie aminokwaséw ewolucyjnie niezmiennych powoduje powstanie szcze-
p6éw majacych niefunkcjonalny cytochrom c lub nie majgcych go w ogéle. Takimi wyjatkami
sg Gly-6, Trp-64, Pro-76 i Lys-77. Sg one ewolucyjnie niezmienne, natomiast pewne ich
podstawienia nie powodujg zmian w funkcjonowaniu izo-1 cytochromu c [24, 26]. Zaob-
serwowano réwniez sytuacje odwrotng: zastapienie dwoch aminokwaséw ewolucyjnie
zmiennych Leu-14iHis-38 udrozdzy przez Pro powoduje catkowity brak funkcji cytochro-
mu c. Ttumaczy sie to tym, ze prolina ze wzgledu na swa budowe zaburza w duzym stopniu
strukture holocytochromu c. Nalezy jednak podkreéli¢, ze oba te aminokwasy majg wazng
role biologiczng w cytochromie c¢. Zaburzenia we wiasciwej konformacji powodowane sg
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réwniez przez podstawienie aminokwaséw: Pro-35, Tyr-72, Pro-76, Asn-75, Lys-84, Leu-99
oraz Leu-103. Zmiany w tych pozycjach powoduja obnizenie ilosci cytochromu ¢ i upos-
ledzenie biologicznej funkcji cytochromu c. Interesujace sg aminokwasy, ktorych podsta-
wienia nie powodujg znacznego zmniejszenia ilosci cytochromu c, lecz catkowicie znosza
jego funkcje w temperaturze 22°C. Sg to zmiany Gly-34 na Ser, Leu-37 na Trp lub Ser,
Trp-64 na Gly lub Ser oraz Tyr-72 na Asp i Pro-76 na Leu.

U drozdzy podczas transportu apocytochromu c do mitochondrium ewolucyjnie zmien-
na Lys-77 ulega potréjnej metylacji [6, 8, 26]. Sugerowato to szczeg6lng role tego amino-
kwasu. Jednak zamiana Lys na Arg, ktéra nie ulega metylacji, nie powoduje obnizenia
aktywnosci holocytochromu ¢, a nawet obserwowano pewien jej wzrost [6, 26]. Podobny
wzrost aktywnosci byt obserwowany u mutanta, gdzie Asn-87 zastgpiono lleu [9]. Modyfi-
kacje Pro-30 na Ala ostabiajg wigzania wodorowe pomiedzy grupg karbonylowg Pro a
iminowa His-18, co wptywa na wigzanie zhemem. To zkolei oddziatuje nawigzanie Met-80
z hemem [30] stabilizowane przez Tyr-67. Mimo iz cytochrom c jest jedng z mniejszych
metaloprotein, wyjasnienie wszystkich biologicznych oddziatywan, w jakie jest on zaanga-
zowany, nie jest jeszcze mozliwe.
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Streszczenie. W materiale zwierzecym udowodniono hamujacy efekt metylacji DNA na ekspresje genéw. Mimo
licznych metod biochemicznych i cytochemicznych, opisanych w niniejszym artykule, stan wiedzy na ten temat w
odniesieniu do materiatu ro$linnego jest - z nielicznymi wyjatkami - znacznie mniej zaawansowany.

Summary. In animal kingdom it has been proved that DNA methylation inhibits gene expression. In spite of
numerous methods, described in the present review, the knowledge of this phenomenon in plant kingdom is,
with some exceptions, much less advanced.

Wykaz stosowanych skrétéw. 5-azaC - 5-azacytydyna; bp - paiy zasad; CpG - dinukleotyd deoxycytydyna-fos-
foran-deoksyguanozyna; CpXpG - trinukleotyd, X - dowolna zasada; GUS - /Lglukuronidaza; m-Alu I -
prokariotyczna metylaza Alu I; 5-mC - 5-metylocytozyna; NOR - organizator jagderkowy, ori - miejsce inicjacji
replikacji DNA; 3H-SAM - 3H-metylo-S-adenozylo-L-metionina.

WSTEP

DNA wszystkich organizm6éw poza podstawowymi czterema zasadami zawiera jedng
lub wiecej tzw. rzadkich zasad. Najczesciej jest to 5-mC, ale takze spotykane sg, szczegodlnie
u Prokaryota, N6-mA i N4-mC [1]. Obecno$¢ tych zasad w DNA jest efektem zjawiska
metylacji, powszechnie wystepujacego w genomach pro- i eukariotycznych. Metylacja jest
jedng z modyfikacji DNA zachodzacych we wczesnej fazie postreplikacyjnej. Grupy
metylowe sg przenoszone z S-adenozylometioniny w reakcjach katalizowanych przez
DNA-metylotransferazy (metylazy). Sg to enzymy wykazujace znaczny stopien specyficz-
nosci u Pro- i Eukaryota. Dla wszystkich warunkiem ich dziatania jest obecno$¢ hemi-
metylowanego DNA (por. Hemimetylacja DNA ) jako specyficznego substratu.
Charakterystyczna cecha metylaz ro$linnych jest ich dziatanie na cytozyny wystepujace w
uktadach CpG i CpXpG, podczas gdy enzymy zwierzece metylujg tylko C w pierwszym z
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wymienionych uktadéw [20]. Wydaje sie, ze jedyng metylowang zasadg u Eukaryota jest
5-mC, chociaz dane z literatury wskazuja, ze np. w DNA ryzuwystepuje wyrazna dominacja
metylacji A nad C [6].

U zwierzat najwyzszy poziom metylacji DNA stwierdzono u kregowcow - 3-6%,
najnizszy - u stawonogéw - 0,03%; posrednie wartosci znaleziono u jamochtonow, mie-
czakoéw i szkartupni [8]. Poziom metylacji DNA spada w miare przesuwania sie w dot
drabiny ewolucyjnej; u wielu najbardziej prymitywnych organizméw nie udato sie wykry¢
metylacji DNA [1,5,7]. Natomiast w DNA roslin .wyzszych zawarto$¢ metylowanych zasad
jest zwykle bardzo wysoka - do ok. 33%; np. u tytoniu - 32,6%, bobu - 30,5% [21].
Metylowana jest cytozyna zaréwno w sekwencji CpG, jak i CpXpG [22]. Wyrazne roznice
w liczbie metylowanych zasad pozwalajg przypuszczag, ze istotnym czynnikiem wplywaja-
cym na poziom metylacji sa rozmiary genomu, tj. zawartosci 2C DNA. Zaréwno w
genomach zwierzecych, jak i roslinnych tylko cze$¢ sekwencji potencjalnie zdolnych do
metylacji ulega tej modyfikacji. Badania zmierzajgce do wskazania specyficznych sekwen-
cji flankujacych uktady CpG lub CpXpG, ktére mogtyby odpowiadac za takie zmiany, nie
daty pozytywnych wynikow [5]. We wszystkich genomach sa sekwencje o wyzszym poziomie
metylacji. Nalezy do nich wiekszo$¢ sekwencji powtarzalnych oraz satelitarny DNA (hete-
rochromatyna). Regiony transkrybowane zawierajg DNA niemetylowany lub o niskim
poziomie metylacji [7].

BIOLOGICZNE ZNACZENIE METYLACJI DNA

Rola biologiczna, jakg sie przypisuje metylacji, polega na funkcjach regulatorowych
ekspresji genéw organizmo6w pro- i eukariotycznych. Funkcje te zwigzane sg m.in. ze
zmianami interakcji DNA-biatko oraz ze zmianami konformacji DNA, co z kolei pocigga
modyfikacje w przebiegu replikacji, transkrypcji i translacji. Zmiany konformacyjne w
strukturze DNA moga za sobg pociggna¢ zmiany interakcji DNA-biatka. Takze struktura
chromatyny, modyfikowana przez metylacje, odgrywa istotng role w regulacji ekspresji.

Metylacjajest zwigzana z dezaktywacjg chromatyny (np. chromosomu X [14]). Réwniez
nieaktywna transkrypcyjnie heterochromatyna, zawierajgca satelitarny DNA, wykazuje
wysoki poziom metylacji (u myszy ok. 50% [14]).

U zwierzat biatka wigzgce sie z metylowanym DNA sg wysoce specyficzne. Jedno z
takich biatek zostato wyizolowane i ze wzgledu na jego powszechne wystepowanie moze
by¢ uznane za mediatora efektdw metylacji. Aby nastgpito mocne zwigzanie, niezbednych
jest co najmniej 15 5-mCpG na czagsteczke substratu. Biatko to uczestniczy w hamowaniu
transkrypcji za posrednictwem metylacji. Niedobor tego biatka powoduje zahamowanie
transkrypcji z metylowanych wzorcéw DNA [14].

U kregowcOw rozmieszczenie 5-mC jest nierdwnomierne. Znacznie mniej wystepuje w
regionach bogatych w AT, za$ zdecydowanie wiecej - w obszarach bogatych w GC.
Sekwencje bogate w GC znaleziono w regionach promotorowych i w 5’ regionach wielu
gendw, ktére tym samym sg bardziej podatne na metylacje niz inne obszary DNA. W DNA
adenowirusa 12 uderzajace jest nagromadzenie dinukleotydow CpG w sekwencjach
CCGG i GCGC wobszarze 5° konca regionu EI, ktéry dzieki temu kontroluje ekspresje
wszystkich innych regiondéw tego genomu [1].
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Obecnos$¢ metylowanych zasad w czasteczce DNA wywiera istotny wptyw na konfor-
macje podwdjnego heliksu. Wiadomo, ze mC stabilizuje te strukture, natomiast mA
wywiera efekt przeciwny. Ma to okres$lone skutki biologiczne. Metylacja CG hor w regionie
promotorowym gendéw konstytutywnych moze wyklucza¢ dostep czasteczek polimerazy
RNA do sasiadujgcych z nimi TATA box, w wyniku czego nastepuje zahamowanie trans-
krypcji [1]. Z kolei metylacja A w obszarze sekwencji GATC skupionych wokét miejsc ori
uE. coli moze bra¢ udziat wrozplataniu heliksu DNA niezbednym przy inicjacji replikacji
DNA. U Prokaryota (m.in. u E. coli) charakterystycznym elementem w obszarze on jest
obecnos¢ wielokrotnie powtorzonej sekwencji GATC. Sato sekwencje ulegajace metylacji
przez tzw. Dam metylazy i replikacja jest wyraznie ograniczona (ale nie catkowicie zaha-
mowana) pod nieobecno$¢ tego enzymu [1] wskutek braku destabilizacji DNA w onh.

Innym istotnym efektem mC jest zwiekszenie prawdopodobienistwa, ze naprezenie
DNA bedzie przybiera¢ konformacje Z. Wnioski takie wyciggnieto z badan in vitro, ale
dowody na istnienie Z DNA in vivo sg jeszcze kontrowersyjne [1,7].

W komdrkach zwierzgcych wykazano, ze w danym genie, ktéry ulegt aktywnej ekspresji
wjednym narzadzie lub tkance, sekwencje CCGG nie byty metylowane (lub bardzo stabo),
w innych narzgdach lub tkankach DNA tego samego genu, w ktdrych nie ulegat on
ekspresji, sekwencje te byly catkowicie zmetylowane [5,7]. Te odwrotna zalezno$¢ miedzy
poziomem ekspresji genéw a stopniem ich metylacji wykazano na wielu przyktadach i w
wielu przypadkach takie wnioski dotyczg innych niz CCGG sekwencji zawierajgcych
dinukleotyd CG. Identyczne wnioski wyciggnieto z wynikéw badan prowadzonych in vitro,
m.in. na jadrach oocytéwXenopus i na hodowlach komérkowych ssakéw.

Prace Murraya iwsp. (ref. [1]) prowadzone na ludzkim genomie y-globiny wykazaty, ze
wymagana jest pewna minimalna dtugo$¢ odcinka DNA wolnego od mC, aby zaszta
transkrypcja. Geny moga by¢ transkrybowane, je$li obecne w nich dinukleotydy CG sa
usuniete z region6éw promotorowych gendw przez "uszkodzenie" metylacji w ich obszarze;
efekt ten moze by¢ wywotany przez zahamowanie metylaz, czyli wzmozong produkcje
biatek wigzacych metylotransferazy [1].

Rowniez u rosdlin poziom metylacji DNA jest modyfikowany podczas rozwoju i rézni-
cowania. Tkanki, w ktérych dany gen ulega ekspresji, zawierajg mniej mC w poréwnaniu
z tkankami, w ktdrych ten gen jest nieaktywny [18], Badania z lat 1981-1989 wykazaly, ze
synteza rRNA, specyficzna ekspresja gendw kodujacych biatka zapasowe u kukurydzy oraz
transkrypcyjna regulacja jadrowych gendw dla fotosyntezy wydajg sie by¢ zwigzane z
poziomem metylacji cytozyny [22].

METODY OZNACZANIA POZIOMU METYLACJI DNA

W badaniach nad poziomem metylacji DNA w zakresie metod biochemicznych domi-
nujg cztery techniki, z ktérych kazda ma okreslone zalety, a informacje wynikajgce z ich
zastosowania wzajemnie sie uzupetniajg [4, 6, 7,8]. Do metod tych nalezg: HPLC (wyso-
kocisnieniowa chromatografia cieczowa) [5, 12, 15, 20, 21], analiza najblizszego sasiada
(nearest neighbor analysis) oraz dwie najnowsze techniki, zwigzane z rozwojem metod
rekombinacji DNA, a mianowicie analiza restrykcyjna i sekwencjonowanie genomu. Jako
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inne stosowane metody nalezy wymieni¢ chromatografie dwukierunkowg i immunofluo-
rescencje [7]. Kazda z wymienionych technik dostarcza innego typu informacji.

W ciagu ostatnich kilku lat opracowano réwniez kilka nowych metod dla komdrek
zwierzacych, umozliwiajagcych badania metylacji DNA in situ.

TECHNIKI BIOCHEMICZNE

HPLC

Najistotniejszymi zaletami tej metody sa:
bardzo mata ilos¢ DNA niezbedna do wyko-
nania oznaczenia (10 |ig), krotki czas ozna-
czania (15-20 min) oraz fakt, ze zawartos¢
metylowanych zasad w badanych frakcjach
moze by¢ na minimalnym poziomie. Rozdziat
chromatograficzny poréwnany z odpowied-
nimi standardami daje jednoznaczny obraz
poszczegblnych frakcji  (rys. 1). Metoda
HPLC jest oparta na rozdziale monofosfora-
now nukleotyddw, nukleotydéw lub wolnych
zasad DNA. Rozdziat chromatograficzny po-
przedzony jest chemiczng lub enzymatyczng
hydroliza DNA. Hydroliza musi by¢ catko-
wita. Hydroliza chemiczna jest prowadzona
przy pomocy np. kwasu mrowkowego, za$ en-
zymatyczna - np. w ukfadzie DNaza | - fos-
fodiesteraza lub nukleaza PI - fosfataza
alkaliczna. Uzyskany hydrolizat nanoszony
jest na kolumne chromatograficzng, a nas-
tepnie poszczegélne jego frakcje sg eluowane.
Wykrycie zasad odbywa si¢ przy 273 nm (rys.

1).

ANALIZA NAJBLIZSZEGO SASIADA
(NEAREST-NEIGHBOR ANALYSIS)

Wedtug tej metody [20] genomowy DNA
poddawany jest losowemu rozcinaniu, a na-
stepnie znakowany na kornicach powstatych
przerw przy pomocy DNA polimerazy 1z E.
coli z zastosowaniem jednego z czterech 2*-

Rys. 1. Rozdziat nukleotydéw z DNA tytoniu za pomoca

HPLC; na podstawie chromatogramu wyznaczona byta

procentowa zawarto$¢ poszczegdlnych nukleotydéw (w
tym 5-mC; wg [21])
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deoksyrybonukleotydéw-5-trifosforanéw (dGTP, dCTP, dATP, dTTP) znakowanych 32P
w pozycji a. Wyznakowany DNA jest trawiony fosfodiesterazg i nukleazg mikrokokalna do
2’-deoksynukleozydo-3’-monofosforanéw. W wyniku tej hydrolizy 32P przenoszony jest w
DNA z przytgczonego nukleotydu na sasiedni. Znakowane nukleotydy sg rozdzielane na
celulozie poprzez dwukierunkowg chromatografie cienkowarstwowg, a chromatogram
poddawany autoradiografii. Pordéwnanie radioaktywnos$ci plam pochodzacych z 5-m-
dCMP i dCMP odbywa sie poprzez pomiar densytometryczny.

ANALIZA RESTRYKCYJNA

Podstawowg zaleta tej metody [1,4] jest mozliwo$¢ stwierdzenia lokalizacji metylowa-
nych zasad w obrebie okreslonych sekwencji nukleotydowych. Technika ta jest oparta na
hydrolizie DNA enzymami restrykcyjnymi, ktére sa wrazliwe na metylacje w miejscach ich
dziatania, tj. metylacja C lub A w obrebie rozpoznawanej sekwencji hamuje dziatanie
enzymu (tab. 1).

TABELA 1 Efekt metylacji C i A na rozcinanie roslinnego DNA wybranymi enzymami restrykcyjnymi

Enzym restrykcyjny Sekwencja rozcinana Sekwencja nierozcinana

Hpa Il CICGG CmCGG; mCCGG

Msp | CICGG;C/mCGG mCCGG

Hhal GCG/C GmCGCjGCGmC

Sma | CCC/GGG CCmCGGG

Pst | CTGCA/G mMCTGmMCAG; mCTGCAG; CTGmCAG
Mbo | IGATC GmATC

Sau 3A IGATC GATmC

Dpn | GmA/TC GATC

Trawiony DNA jest poddawany elektroforezie w zelach agarozowych, przenoszony na
nitroceluloze, hybrydyzowany ze specyficznymi sondami i poddawany autoradiografii. W
tej technice podstawowa sprawg jest odpowiedni dobér enzymow, tj. takich, ktére rozpoz-
najg te same sekwencje, ale wykazujg inny poziom wrazliwosci na efekty metylacji zasad
lub sg hamowane przez metylacje réznych nukleotydéw w rozpoznawanej sekwencji; sg to
tzw. izoschizomery (tab. 1).

Przyktadami najcze$ciej stosowanych zestawow enzymatycznych sg Hpa Il i Msp .
Pierwszy z wymienionych enzymoéw bez przeszkdd rozcina uklad sekwencji C/CGG,
natomiast metylacja dowolnej z dwu cytozyn (tj. mCCGG lub CmCGG) hamuje dziatanie
restryktazy. Drugi z pary izoschizomerow - Msp | - jest wrazliwy na metylacje skrajnej 5*-
cytozyny (tj. mCCGG). Rozcina zaréwno sekwencje CCGG, jak i CmCGG. Poréwnanie
wzordw restrykcyjnych powstatych po trawieniu DNA wymienionymi enzymami stanowi
podstawe do wyciggania wnioskéw o stopniu metylacji i lokalizacji takich zasad w obrebie
badanych sekwencji (rys. 2). Analogiczne testy mozna wykonaé stosujac szereg innych
zestawOw enzymow (m.in. Sau 3 A - Mbo I - Dpn I, atakze niezaleznie Sal I, Pst I, EcoRII,
Pvu I1). Im szerszy wachlarz restryktaz zostanie uzyty do trawien DNA, tym bardziej
precyzyjne analizy dotyczace metylacji mogg byé dokonane (rys. 2).
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Rys. 2. Elektroforeza produktéw hydrolizy DNA enzy-
mami restrykcyjnymi; w kolejnych kanatach DNA tra-
wiony. 1- Dpn |; 2—Sau 3 A; 3- Mbo |; 4 - standardy
mas; 5- Msp I; 6- Hpa IlI; analiza wynikéw wskazuje
na: wysoki poziom metylacji sekwencji CCGG (kanat 5 i
6) zwigzanej z obecnoscig 5-mC zaréwno w pozycji skraj-
nej, jak i wewnetrznej; znikomy % mA w sekwencji
GATC (kanaty 1i 3); nieznaczny % mC w sekwencji
GATC (kanat 2); przewage mC nad mA w sekwencji
GATC (dane wtasne autoréw)

SEKWENCJONOWANIE GENOMOWEGO DNA

Metoda ta [1] mogta by¢ wprowadzona dzieki opracowaniu techniki sekwencjonowania
DNA opracowanych przez Gilberta i Maxama (G-M, metoda chemiczna). W metodzie
G-M wsrdd produktéw hydrolizy DNA pod wptywem dziatania piperydyny nie pojawia sie
5-mC. Dzieje sie tak, poniewaz 5-mC jest znacznie mniej podatna na dziatanie hydrazyny
niz tymina czy cytozyna. Autoradiogram zelu sekwencyjnego w kanale odpowiadajagcym
reakcji C wykazuje w przypadku obecnosci 5-mC wyrazny brak prazka C. Natomiast
obecno$¢ mC w tym miejscu mozna stwierdzi¢ poprzez sekwencjonowanie nici komple-
mentarnej, na ktorej powinien by¢ obecny prazek G.

Opisana wyzej technika zastosowana byta po raz pierwszy do analizy wzoru metylacji
sekwencji nukleotydowych korica 5’ genu dehydrogenazy alkoholowej kukurydzy [1, 20],
stosowana jest ona w przypadku analizy sekwencji okreslonych genow lub ich regionow
promotorowych.

METODY CYTOCHEMICZNE

Hemimetylacja DNA i demetylacja DNA sg stosowane nie tylko w badaniach cytoche-
micznych, ale rowniez jako zabieg doswiadczalny, ktérego skutki sg badane metodami
biochemicznymi.

HEMIMETYLACJA DNA

Metoda ta (ang. hemimethylation) polega na syntezie in vitro drugiej nici DNA z
zastosowaniem jako wzorca niezmetylowanej nici DNA w obecnosci 5-mdCTP zamiast
dCTP. Kontrole poziomu metylacji zsyntetyzowanego w ten sposéb DNA przeprowadza
sie przez poréwnanie efektu enzymoéw restrykcyjnych (por. Analiza restrykcyjna, s. 257),
rozcinajacych analogiczne sekwencje, lecz zawierajace mC [22].
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DEMETYLACJA DNA Z ZASTOSOWANIEM 5-AZA C

Jest to jedna z metod umozliwiajacych wykazanie, ze metylacja DNA rzeczywiscie
hamuje ekspresje genéw. Polega ona na usunieciu tej modyfikacji przez inkubacje mate-
riatu biologicznego z 5-azaC. Zwigzek ten, bedacy analogiem C, wigcza sie do DNA
podczas fazy S cyklu komérkowego, dziatajac jako niekompetencyjny inhibitor metylazy.
Reszty metylowe sg usuwane podczas replikacji DNA, w wyniku czego moze po pewnym
czasie nastgpic reaktywacja gendw [4].

TRAWIENIE ENZYMAMI RESTRYKCYJINYMI IN SITU

Podstawy tej metody, majacej zastosowanie do preparatéw cytologicznych, zostaty
opisane wczesniej [16]. Pordwnanie preparatow kontrolnych (nie trawionych) i trawionych
przez izoschizomerowe pary enzymaéw restrykcyjnych (por. Analiza restrykcyjna) pozwala
na wyszukanie w chromosomach miejsc wytrawionych, tj. niewybarwionych lub barwigcych
sie stabo, awiec na wnioskowanie o chromosomowej lokalizacji DNA szczeg6lnie bogatego
w 5-mC [3]. U cztowieka i moskita zwykle miejscami takimi sg obszary heterochromatyny
[3]. DNA chromosom B z nieaktywnym NOR jest zmetylowany, w przeciwienstwie do
chromosomoéw standardowych [15].

METYLACJA DNA IN SITU

Metoda ta [10] polega na inkubacji preparatow cytologicznych w roztworze m-Alu | w
obecnosci 3H SAM jako dawcy - CH3.Przedmiotem analizy mikroskopowej sg autoradio-
gramy. Rozmieszczenie ziaren srebra wzdtuz chromosoméw pozwala na bezposrednig
wizualizacje niezmetylowanego i zmetylowanego DNA zawierajgcego sekwencje AGCT.
W chromosomach cztowieka wykazano w ten sposéb [10] obszary chromosoméw nie
zawierajace tych sekwencji docelowych dla m-Alu I.

NICK-TRANSLATION IN SITU

W technice tej [19] DNaza | w klasycznej metodzie nick-translation in situ (por. [16])
jest zastapiona przez enzymy restrykcyjne rozcinajgce sekwencje zawierajgce mC (tab. 1).
Po zastosowaniu do nick-translation Hpa Il i Msp | oraz 3H TTP, lokalizacja ziaren srebra
w autoradiogramach wskazuje na miejsce w chromosomach metafazowych, w ktérych
znajdujg sie sekwencje docelowe dla zastosowanego enzymu restrykcyjnego, zawierajace
mC. U kobiet nieaktywny chromosom X wykazuje wiekszg zawarto$¢ mC niz aktywny [19].

ROZMIESZCZENIE METYLOWANEGO DNA
W GENOMIE ROSLIN I JEGO ROLA W EKSPRESJI GENOW

Zamieszczone ponizej informacje pozwalaja na zorientowanie sie w aktualnych kierun-
kach badan nad rolg metylacji DNA u roslin wyzszych.
LOKALIZACJA METYLOWANYCH SEKWENCJI W GENOMIE

W genomie tytoniu stwierdzono obecnos¢ rodziny powtarzalnego DNA, sktadajgcej sie
ztandemowo utozonych sekwencji dtugosci 182-184 bp. Analiza restrykcyjna (por. s. 257)
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tych sekwencji wykazata wysoki poziom metylacji, ktéra wystepuje w dinukleotydzie CpG,
gtdwnie w sekwencji CCGG. Po inkubacji z 5-azaC (por. Demetylacja DNA z zastosowa-
niem 5-aza-C, s. 259) nastepuje znaczne obnizenie metylacji. Hybrydyzacja in situ wy-
mienionych sekwencji pozwolita na stwierdzenie, ze sg one zlokalizowane w obszarach
telomerowych chromosomoéw metafazowych [2]. Na podstawie struktury badanych sek-
wencji mozna przypuscié, ze wchodza one w sktad heterochromatyny telomerowe;j.

BIALKA - INDYKATORY METYLACIJI DNA

U roslin, analogicznie jak u ssakéw, wystepuja biatka stanowigce czynnik aktywacji
transkrypcji, specyficznie wiazaca sie do 5> TGACGTCA-3\ Znaleziono je w ekstraktach
jadrowych nasion grochu, siewek pszenicy, lisci soi oraz w kalafiorze. Metylacja cytozyny
hamuje wigzanie tego biatka u wszystkich wymienionych gatunkéw. Jest ono zatem uwa-
zane za wskaznik metylacji DNA. Metylacja cytozyny w odpowiednich sekwencjach DNA,
np. w przypadku genu kodujgcego biatko bogate w proline, znacznie redukuje wiazanie
biatka - indykatora metylacji DNA [13].

EKSPRESJA GENOW rRNA

Wiadomo, ze aktywnos$¢ transkrypcyjna w obszarze NOR jest niska w niektérych
tkankach rodlinnych: merystem korzeniowy charakteryzuje sie intensywng syntezag rRNA
w poréwnaniu ze strefg komoérek zréznicowanych. Badania metylacji rDNA mogg sie
przyczyni¢ do wyjasnienia tego zjawiska.

Wszystkie opisane dotad regiony NOR roslin wyzszych charakteryzujg sie obecnoscig
tandemowo utozonych genéw rRNA. Stosujac enzymy restrykcyjne zbadano organizacje
zmetylowanych sekwencji powtarzalnych rDNA w miodych lisciach rzodkiewki i grochu
[9]. Wykazano, ze ok. 20% powtarzajgcych sie sekwencji rDNA obu gatunkow jest podatne
na dziatanie enzymow restrykcyjnych wrazliwych na metylacje (por. Analiza restrykcyjna,
s.257). Nie stwierdzono, aby metylacja rDNA wystepowata w obszarach tzw. blokdw.
Wykazano natomiast, ze w obu gatunkach metylowane sekwencje sg rozproszone w sposéb
przypadkowy, tj. na przemian wystepujg sekwencje metylowane i niezmetylowane. Zjawis-
ko to zachodzi, mimo ze sekwencje potencjalnie zdolne do metylacji, tj. CpG i CpXpG, sg
obecne zaréwno w obszarach metylowanych, jak i nie metylowanych [9].

EKSPRESJA GENU GUS W KOMORKACH TRANSFORMOWANYCH

Hemimetylacja (por. HPLC, s. 256) zintegrowanego genu zawierajgcego promotor 35
S wirusa mozaiki kalafiora oraz region kodujagcy GUS (gen reporterowy powszechnie
stosowanyjako sygnattransformacji komérek roslinnych) powodowata obnizenie ekspresji
GUS w protoplastach tytoniu; rdznice byly nawet przeszto stukrotne w poréwnaniu z
materiatem kontrolnym, lecz odmienne w poszczeg6lnych liniach transgenicznych [22].
Natomiast inkubacja z 5-azaC (por. Demetylacja DNA z zastosowaniem 5-azaC, s.259)
prowadzita do tysigckrotnego wzrostu syntezy GUS w niektorych liniach transformantow
tytoniu. Optymalna koncentracja 5-azaC dla aktywacji tego genu w protoplastach tytoniu
wynosita 10-20 jxM, za$ okres inkubacji 4-5 dni; wyzsze stezenie 5-azaC lub przedtuzenie
okresu jej dziatania powodowato uszkodzenie komorek, a takze efekt letalny [22]. 5-azaC
odwracata skutki hemimetylacji DNA: u roélin zregenerowanych, uzyskanych z linii zawie-
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rajgcej zintegrowany gen GUS poddany hemimetylacji, a nastepnie demetylacji z zastoso-
waniem 5-azaC, synteza GUS byla przeszto dwiescie razy wyzsza niz w linii wyjsciowej (tj.
zawierajgcej zmetylowany DNA) [22]. Przytoczone wyniki jednoznacznie wskazujg na
hamujacy ekspresje gendéw efekt metylacji DNA.

POZIOM METYLACJIW ROZNYCH TKANKACH

Nieliczne badania tego typu nie dostarczyty jednoznacznych wynikéw $wiadczacych o
zwigzku miedzy poziomem metylacji DNA a ekspresjg genow.

W igtach modrzewia, zarbwno z mtodych jak i dojrzatych pedéw, poziom metylacji
DNA byt taki sam i wynosit 20%, mimo wiekszej dynamiki rozwojowej tych pierwszych
[11]. W r6znych tkankach i narzadach marchwi [18] poziom metylacji DNA wahat sie od
17,8% w korzeniu zapasowym do 25,8% w zarodkach somatycznych (tj. uzyskanych in vitro
bez zaptodnienia). DNA lisci, w miare ich starzenia, ulega stopniowej metylacji od 18,5%
w siewce do 24,0% w dojrzatej rodlinie [18]. Zaskakujacym wynikiem byto stwierdzenie, ze
zarowno tworzenie kalusa z wycinkéw hypokotyla, co jest zwigzane z dedyferencjacjg
komérek, jak i powstawaniu w zawiesinach komérkowych wysoce zorganizowanych narzg-
déw, jakimi sg zarodki somatyczne, towarzyszy zwigkszenie poziomu metylacji DNA [18].
Wydaje sie zatem, ze u marchwi brak jest (z wyjatkiem lisci) bezposredniego zwiazku
miedzy wiekiem lub stadium réznicowania tkanek a poziomem metylacji ich DNA.

W korzeniach cebuli [8] poziom metylacji DNA byt najwyzszy w odcinku merystema-
tycznym, zawierajgcym komorki proliferujace, za$ najnizszy - w strefie korzenia, w ktorej
réznicowanie komorek mozna uznac za zakonczone (11-17 mm od szczytu korzenia); jest
to wiec wynik podobny do uzyskanego na korzeniach marchwi [18]. Zdaniem autoréw [8],
w strefie ponadmerystematycznej zachodzita intensywna synteza RNA, co miatoby $wiad-
czy¢ o odwrotnej zaleznoSci miedzy nasileniem metylacji a aktywnoscig transkrypcyjna.
Jednakze wniosek ten jest oparty na niewtasciwie uzyskanych danych dotyczacych syntezy
RNA: bioragc pod uwage dynamike wzrostu i réznicowania korzeni, w ciggu dtugiej, 4
-5-dniowej inkubacji z H urydyna, przeprowadzonej w omawianych doswiadczeniach,
pod koniec inkubacji w strefach ponadmerystematycznych znalazty sie komorki, ktére w
pierwszym okresie eksperymentu byty w strefie merystematycznej, tj. charakteryzowaly sie
0 wiele wyzszg aktywnoscig transkrypcyjna niz odcinki ponadmerystematyczne.

WNIOSKI

Mimo wiarygodnych metod umozliwiajagcych badanie poziomu metylacji DNA, stan
zaawansowania takich badarn w odniesieniu do materiatu ro$linnego jest wysoce niezado-
walajacy, szczegdblnie w poréwnaniu z materiatem zwierzecym. Moze to by¢ zwigzane m.in.
z mniej wyrazistymi modelami réznicowania u roslin. Wyniki uzyskane na roslinnych
komérkach transformowanych [22] oraz dotyczace heterochromatyny [2] jednoznacznie
wskazujg na zwigzek miedzy poziomem metylacji DNA a ekspresjg gendw. W odniesieniu
do tkanek o r6znym stopniu zréznicowania i rozmaitym stopniu specjalizacji w ekspresji
gendw, wyniki - jak dotad - sg sprzeczne, a nawet zaskakujace. Nalezy sadzi¢, ze whasciwy



262 M. J. OLSZEWSKA, T. SAKOWICZ

dobér modeli do$wiadczalnych pozwoli w przysztodci na ostateczne rozstrzygniecie roli
metylacji DNA w regulacji wzrostu i réznicowania u roslin.
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INDUKCJA ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH
PRZEZ ENZYMY RESTRYKCYJNE

INDUCTION OF CHROMOSOMAL ABERRATIONS
BY RESTRICTION ENZYMES

Katarzyna RZEPCZYNSKA** Henryk HUBNER* & **, Ewa BRZEZIANSKA**

*Zaktad Biologii Wojskowej Akademii Medycznej w todzi
**Zaktad Cytologii i Cytochemii Roslin Uniwersytetu tddzkiego

Streszczenie. Przedstawiono mechanizmy indukowania aberracji chromosomowych przez restryktazy dziatajace
na komérki in vitro. Indukcja aberracji struktury chromosoméw zwigzana z produkowaniem przez restryktazy
tepych i lepkich kofcéw jest niezalezna od fazy S cyklu komérkowego. Punkty indukowanych ztaman sg w
chromosomach limfocytéw cztowieka zlokalizowane przewaznie w kruchych miejscach genomu (wysoka
zawarto$¢ par GC). Liczba aberracji chromosomowych indukowanych przez restryktazy wykazuje zalezno$é
dawka-efekt. Na czestos¢ indukowania aberracji wptywa stezenie réznych soli w Srodowisku hodowlanym oraz
szok cieplny. Gtownym typem uszkodzen powstajacych pod wplywem restryktaz sa pekniecia podwojnej nici
DNA. Restryktazy in vitro nie wplywajg na wzrost czestosci SCE.

Summary. The ways of in vitro induction of chromosome aberrations by restriction endonucleases were
presented. The induction of structural aberrations by restriction enzymes is related to production of blunt and
cohesive ends and it is independent of S phase of cell cycle. The points of breaks induced in human lymphocytes
are mostly localized in fragile sites (high contents of GC pairs). The numberofchromosomal aberrations induced
by restriction enzymes shows dependence of dose-effect. The frequency of aberrations also depends on
concentrations of different salts in the medium and on the effect of heat shock. Main damages induced by
restriction endonucleases are breaks of double thread of DNA. Restriction enzymes do not induce the increase
of SCE frequency.

Wykaz stosowanych skrétéw: BrdU - bromodezoksyurydyna; CHO - komorki jajnikowe chomika chifskiego
(Chinesehamster ovary)-, DSB-ztamania podwadjnego taricucha (doublestrand break)-, RE - enzymy restrykcyjne
(restriction endonucleases)-, SCE-wymiana chromatyd siostrzanych (sister chromatid exchange)-, / -punkty ciecia
DNA przez enzymy restrykcyjne.
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WPROWADZENIE

Endonukleazy restrykcyjne typu Il sa bakteryjnymi enzymami majacymi zdolnos¢ ciecia
podwojnego taricucha DNA w Scisle okreslonych miejscach charakterystycznych dla po-
szczeg6lnych enzymoéw [5, 27]. Rozpoznajg one miejsca o specyficznych sekwencjach
nukleotydowych o dtugosci od 4 do 8 par zasad tnagc podwdjny fancuch DNA wewnatrz
miejsca rozpoznawalnego lub rzadziej w pewnej odlegtosci od niego (az do 13 zasady).
Niektdre z nich rozpoznajg miejsca z wewnetrznymi dwuznacznosciami (do 6 zasad). W
wyniku ich dziatania powstajg 2 typy pekniecia podwdjnego taricucha DNA - z tepymi i
lepkimi koncami zakonczonymi grupg 3’hydroksylowg lub grupg 5’fosforanows. Przyktady
kilku enzymow restrykcyjnych przedstawiono w tabeli 1.

TABELA 1 Przyktady specyficznych sekwencji cietych przez endonukleazy restrykcyjne typu Il

Enzymy indukujagce DSB w DNA zakoriczone

tepo lepko

enzym miejsce ciecia enzym miejsce ciecia

Alu | AGICT Barn HI  G/GATCC
TCIGA CCTAG/G

EcoR V GAT/ATC EcoR | G/AATTC
CTAITAC CTTAA/G

Pvull CAG/CTG Pwu | CGAT/GC
GTC/GAC GCITAC

Ze wzgledu na wiasciwosci ciecia DNA w Scisle okresSlonym miejscu restryktazy staty
sie wspaniatym narzedziem badawczym w biologii molekularnej. Klasyczne metody bio-
logii molekularnej stosowane sg do materiatu wyizolowanego, co uniemozliwia zwykle
wyciggniecie wnioskow dotyczacych poszczeg6lnych komérek na réznym etapie ich roz-
woju. Zastosowanie enzymow restrykcyjnych w badaniach cytogenetycznych in situ umo-
zliwito doktadniejsze poznanie organizacji chromatyny i chromosoméw metafazowych [2,
12,16].

Okazato sie, ze enzymy restrykcyjne dziatajagc na utrwalone chromosomy metafazowe
powodujg powstawanie specyficznych dla nich wzoréw prazkowych [2, 3, 4,12,14, 15,17,
18,26]. Interesujgce jest zatem pytanie, jak enzymy restrykcyjne dziatajg na chromatyne i
chromosomy w zywej komarce; czy sg one réwniez zdolne do ciecia DNA w zywej komérce
i z tego powodu indukujg aberracje chromosomowe? Analiza ich dziatania powinna
stwarzaé réwniez dobrg mozliwo$¢ poznawania molekularnych mechanizméw powstawa-
nia mutacji genowych i aberracji chromosomowych.
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INDUKCJA ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH
PRZEZ ENDONUKLEAZY RESTRYKCYJNE

POBIERANIE RE PRZEZ KOMORKE EUKARIOTYCZNA

Endonukleazy restrykcyjne rozpoznajgce r6zne miejsca restrykcyjne, produkujgce tepe
i lepkie konce, sg zdolne do indukcji aberracji chromosomowych w zywych komérkach.
Aby mdéc dokona¢ badan poréwnawczych dotyczacych aktywnosci réznych RE, trzeba
wziaé pod uwage nastepujgce aspekty: w jaki spos6b enzym dostaje sie do komorki oraz
czy wnikniecie réznych enzyméw do komorki ma ten sam zasieg. Oba te zagadnienia nie
sg do tej pory jednoznacznie wyjasnione. W badaniach, w ktérych komorki byty wczesniej
poddane dziataniu zinaktywdéwanego wirusa Sendai pos$redniczacego w lepszej penetracji
enzymu, nie uzyskano wzrostu liczby aberracji indukowanych przez RE w poréwnaniu z
komorkami, ktére nie byly wczesniej traktowane wirusem Sendai [26]. Badania te byty
przeprowadzane na trypsynowanych przed zebraniem komdrkach CHO, co by¢ moze ma
wptyw na wnikniecie enzymu do komérki, bowiem zabieg ten w zaleznos$ci od wieku i liczby
traktowanych komoérek moze prowadzi¢ do zmiany przechodzenia enzyméw przez btone
komérkowa. Wykazano ponadto, ze przedtuzenie czasu trypsynizacji i zwiekszenie stezenia
trypsyny powoduje spadek liczby aberracji indukowanych przez Alu I [39]. Trypsyna moze
réwniez wptywac ujemnie na aktywnos¢ RE [39]. Pozyskiwanie hodowanych komérek
przez zeskrobywanie ich z dna szalki Petriego zamiast trypsynowania jest lepszg metoda,
bowiem ten zabieg mechaniczny nie zmienia liczby aberracji chromosomowych. Jest
mozliwe, ze wptyw na przepuszczalno$é komoérek maja zwigzki wchodzace zwykle w sktad
buforéw, w ktérych enzymy sg zawieszane. W ich sktad wchodzi ok. 50% glicerolu, zwigzek
redukujacy (2-merkaptoetanol lub ditiotreitol) oraz niewielka ilos¢ detergentow [5,23,26].
Winegar i Preston [39] uzywali metody osmotycznej lizy pecherzykow pinocytalnych (wg
Okady i Reichsteinera [29]), co umozliwiato wnikniecie enzymu do zywych komorek,
zwiekszato przezywalno$é komorek i powtarzalnos$¢ wynikéw.

Badania, w ktérych komorki byty traktowane enzymami restrykcyjnymi i potem prze-
noszone do podioza zawierajgcego BrdU na 18-22 h, wykazaty, ze chromosomy uszko-
dzonych komérek wybarwiaty sie jednolicie (znajdowaly sie w pierwszym cyklu
komaérkowym), a chromosomy réznicowo wybarwiajgce sie (znajdujgce sie w drugim cyklu
komdrkowym) miaty liczbe aberracji rowng kontroli. Te wyniki wskazujg na to, ze tylko te
komorki, ktére pobraty enzym, wykazywaty aberracje chromosomowe [13].

INDUKCJA ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH PRZEZ ENZYMY
RESTRYKCYJNE JEST NIEZALEZNA OD FAZY SCYKLU KOMORKOWEGO

Podanie RE komoérkom i koiczenie hodowli w ré6znym czasie wykazato, ze indukcja
aberracji chromosomowych przez te enzymyjest niezalezna od fazy S cyklu komérkowego.
Alu | wkomdrkach CHO i limfocytach ludzkich powodowato powstawanie aberracji typu
chromosomowego, gdy komorki pobierajace enzym znajdowaty sie w fazie Gi cyklu
komdrkowego. W komérkach znajdujacych sie w fazie S w czasie pobierania enzymu
nastepowata indukcja aberracji typu chromosomowego i chromatydowego, natomiast gdy
enzym byt wchioniety w fazie G2, w takich komorkach wystepowaty aberracje typu chro-
matydowego [25,28,39]. Réwniez badania z Barn HI na komérkach CHO oraz w mniejszej
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rozciggtosci z Pvu Il [13] potwierdzajg te obserwacje. Dziatanie enzymdw restrykcyjnych
jest podobne do promieniowaniajonizujgcego lub bleomycyny, tj. nie zalezy od fazy S cyklu
komorkowego [23].

PUNKTY ZLAMAN INDUKOWANE PRZEZ NIEKTORE ENZYMY
RESTRYKCYJNE SA ZLOKALIZOWANE PRZEWAZNIE
W POWSZECHNYCH KRUCHYCH MIEJSCACH GENOMU CZLOWIEKA

Yunis i wsp. [40] sugeruja, ze wiekszo$¢ kruchych miejsc genomu cztowieka moze
strukturalnie odpowiada¢ specyficznym sekwencjom DNA, tj. regulatorowym regionom
bogatym w pary CG. Sekwencje DNA z wysoka zawartoscig GC i licznymi dwunukleoty-
dami CpG (tzw. wyspami CpG) sa czesto znajdowane w promotorowych regionach genéw
czynnikéw wzrostu, onkogendéw i gendw regulatorowych [10]. Te wyspy CpG moga zawie-
ra¢ miejsca docelowe takich enzyméw, jak Hpa 11 i Msp | (C/CGG), kt6re sg izoschizome-
rami. Powyzsze enzymy produkujg prazki R w utrwalonych chromosomach limfocytow
ludzkich, ktore odpowiadajg obszarom wcze$nie replikujagcym. Prazki R oraz miejsca
przejscia prazkéw R w G sg szczeg6lnie wrazliwe na uszkodzenia.

Badania z Msp | wykazaly, ze indukuje on w chromosomach ludzkich limfocytow
aberracje chromosomowe, ws$rdd ktérych 28 punktéw ztaman z 33 znajdowato sie w
miejscach kruchych genomu cztowieka oraz w miejscach, gdzie zostaty zmapowane onko-
geny [1,31].

ANALIZA ILOSCIOWA INDUKOWANIA ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH
PRZEZ ENZYMY RESTRYKCYJNE

Wyniki badan nad indukcjg aberracji chromosomowych przez RE charakteryzujg sie
powaznymi réznicami iloSciowymi, ktdre sg gtownie wynikiem fizjologicznego stanu popu-
lacji komorek, warunkow, w ktorych byty one poddawane trawieniu enzymami oraz réznic
w liczbie traktowanych komorek [12]. Niezaleznie od znaczenia tych czynnikéw badania
nad komoérkami CHO dowiodty, ze liczba chromosomowych aberracji indukowanych
przez enzymy restrykcyjne wykazuje zalezno$¢ dawka-efekt. Liczba policentrycznych chro-
mosomoéw w komérkach znajdujacych sie w pierwszym cyklu komdrkowym po dziataniu
enzymu ma w zaleznosci od stezenia Alu | i Barn HI charakter wzrostu prawie liniowego
[24] (rys. 1).

Traktowanie duzej liczby komoérek (4 x 10 ) tg samg dawka enzymu prowadzi do
mniejszej liczby aberracji w poréwnaniu z traktowaniem matej liczby komérek (1 x 106).
Na zalezno$¢ dawka-efekt ma réwniez wptyw liczba miejsc docelowych dla danego enzymu.
Wykazano, ze czestotliwo$¢ aberracji nie zmienia sie po zwiekszeniu stezenia Pvu 1l
powyzej 100 jednostek [5,21].

WPLYW ENZYMOW RESTRYKCYJINYCH
NA WYMIANY CHROMATYD SIOSTRZANYCH

Liczba SCE jest bardzo czutym testem stuzacym do wykrywania czynnikow mutagen-
nych. Enzymy restrykcyjne, mimo iz sa czynnikami powodujacymi powstawanie aberracji
chromosomowych nie wptywaja jednak na wzrost liczby SCE [20, 34].
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Rys. 1. Chromosomowe aberracje indukowane przez
enzymy restrykcyjne; zalezno$¢ dawka-efekt dla obec-
nych chromosomow dicentiycznych uzyskanych po
dziataniu Alu I lub Barn HI na komérki CHO, po po-
daniu enzymu hodowle kofczono po 18 lub 22 h pos-
tinkubacji; do analizy brano tylko metafazy MlI;
ciggta linia wskazuje liczbe dicentiycznych chromoso-
moéw na 100 metafaz po naswietlaniu komdrek CHO
promieniami X 4 Gy, 50 kV (opracowano wg Obe i
Johannes [24]):

O Dziatanie na 1x 106 komarek Alu I, czas postin-
kubacji 22 h,
¢ Dziatanie na 4 x 106 komoérek Alu I, czas postin-
kubacji 22 h,

O Dziatanie na 1x 106 komérek Barn H1i3,2 M
(NH4)2S04, czas postinkubacji 18 h,
» Dziatanie na 1x 106 komoérek Barn HI i3,2 M
(NH4)2So0 4, czas postinkubacji 22 h,
m  Dziatanie na 1x 106 komdrek Barn Hl, czas pos-
tinkubacji 22 h,
t Dziatanie na 4 x 106 komérek Barn HI, czas pos-
tinkubacji 18 h,
O Dziatanie na 1x 106 komdrek Barn Hl, czas pos-
tinkubacji 18 h

LICZBA MIEJSC DOCELOWYCH ORAZ ICH DOSTEPNOSC
JEST GLOWNYM CZYNNIKIEM INDUKCJI ABERRACIJI
CHROMOSOMOWYCH PRZEZ ENZYMY RESTRYKCYJNE

BADANIA POROWNAWCZE Z UZYCIEM ROZNYCH ENZYMOW

Badania poréwnawcze dziatania r6znych enzyméw na ten sam typ komdrek wykazaty
réznice w liczbie indukowanych przez nie aberracji, co jest spowodowane obecnoscig
miejsc docelowych dla kazdego enzymu [12]. Wysoka efektywno$¢ Alu | w powodowaniu
ztaman chromosomoéw ssakéw jest spowodowana duzg powtarzalno$cig sekwencji Alu I w
ich genomie.

SZOK CIEPLNY

Dewey i wsp. [8] wykazali, ze w komérkach CHO podwyzszenie temperatury ich
hodowli prowadzi do powstawania aberracji chromosomowych. Mechanizm powstawania
aberracji pod wptywem ciepta nie jest doktadnie poznany. Podwyzszenie temperatury
wzmaga mutagenng aktywno$¢ zwigzkéw alkilujagcych; proces ten jest zalezny od fazy S
cyklu komoérkowego [32]. Podjeto badania nad skojarzonym dziataniem temperatury i RE
na powstawanie aberracji chromosomowych. Gdy komaérki poddawano przez 6 min dziata-
niu temp. 46°C i nastepnie dodawano Alu I, efekt wywotywania aberracji przez endo-
nukleazy byt stabszy w poréwnaniu z hodowlami, ktoérych nie poddano dziataniu
podwyzszonej temperatury. Efekt ten utrzymywat sie przez 5 h. Dziatanie podwyzszonej
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temperatury powoduje akumulacje dodatkowych biatek niehistonowych w chromatynie,
ktére ochraniajg miejsca docelowe przed dziataniem enzymow restrykcyjnych (tab. 2).

Szok cieplny moze réwniez mie¢ wptyw na zmiane struktury i funkcji bton komoérko-
wych, przez co moze mieé zwigzek z pobieraniem przez komarke réznych zwiazkéw, w tym
réwniez mutagennych [35].

TABELA 2. Liczba dicentrycznych chromosomoéw indukowanych
dziataniem podwyzszonej temperatury* oraz Alu |
(tabele zestawiono wg danych Vasudeva i Obe [38])

Ciepto Alul Czas**[h] Liczba dicentiykow +Dziatanie podwyzszonej tempera-
na 100 metafaz tury (46°C przez 6 min) poprzedzato
podanie w réznych odstepach czasu 30
- - 0 2 jednostek Alu I, po czym komorki byty
- + 0 7 inkubowane przez 22 h w $rodowisku z
+ 0 0 BrdU. Tylko jednakowo zabarwione
+ + 0 23 metafazy byly przeanalizowane. Dane
+ + 1 47 zebrane z 2 do 6 niezaleznych ekspery-
+ + 5 24 mentow.
+ + 22 64

**Czas miedzy dziataniem ciepta a
podaniem enzymu

WPLYW STEZENIA SOLI NA CZESTOSC INDUKOWANIA ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH
PRZEZ RESTRYKTAZY

Wyrdznia sie trzy gtdwne zmiany w superstrukturze chromatyny, ktdre moga nastepo-
waé pod wplywem wysokiego stezenia réznych soli:

» po pierwsze wysokie stezenie soli powoduje czesciowg dehistonizacje chromatyny w
zywej komdrce prowadzac do ujawnienia wiekszej liczby miejsc docelowych dla enzymu;

» po wtore pod wptywem wysokiego stezenia soli nastepuje przejscie formy B w forme
Z DNA, co moze mie¢ wptyw na wieksza podatno$¢ DNA na ztamania indukowane przez
enzymy restrykcyjne;

 po trzecie usuniecie biatek z chromatyny pod wptywem soli moze uszkadzac¢ systemy
naprawy DNA;

* po czwarte wysokie stezenie soli moze zmienia¢ wybidrcza przepuszczalno$é bton
komédrkowych, a tym samym mie¢ wplyw na przenikanie enzyméw do wnetrza komorki

|:37,F-e wszystkie zmiany sg odpowiedzialne za wzrost liczby aberracji chromosomowych
indukowanych w ludzkich limfocytach przez Alu | w obecnosci 3,2 M (NH4)2S04 [24,37];
w komaérkach CHO wobecnosci 3,2 M NaCl oraz 1,6 M CaCl [22,37], MgCE [37]. Dodanie
soli nawet po 40 min od podania ezymu (Alu I) prowadzi réwniez do znacznego wzrostu
liczby aberracji. To dowodzi, ze Alu I po dostaniu sie do jadra komdrkowego jest aktywny
przez dtuzszy czas [22].

MODYFIKACJA MIEJSC DOCELOWYCH

PODSTAWIENIE ANALOGOW ZASAD AZOTOWYCH

Inng mozliwosciag pogtebienia wiedzy o mechanizmie indukcji aberracji chromosomo-
wych przez enzymy restrykcyjne jest badanie wptywu podstawienia tyminy przez bromo-
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dezoksyurydyne (B) w miejscu rozpoznawalnym dla enzymu. Eksperyment, w ktorym
hodowla komorek CHO byfa najpierw poddana dziataniu BrdU przez 15 h i pozniej
traktowana Dral (TTT/AAA), aplon komérkowy byt zbierany po dalszych 16 h hodowania
w nieobecnosci BrdU, wykazat, ze metafazy réznicowo zabarwione (podstawienie TB-BT
lub TB-TT) miaty znacznie mniej aberracji w poréwnaniu z matafazami jednolicie wybar-
wionymi (TT-TT). Réwniez w przypadku dziatania Alu | (AG-CT) podstawienie T przez
BrdU prowadzito do obnizenia liczby aberracji, pomimo iz T jest druga od miejsca tamania
w docelowym miejscu dla tego enzymu, w przypadku Dra | znajduje sie ona w miejscu
ztamania. Petruska i Horn [30] przebadali trawienie DNA z komérek czerniaka chomika
syryjskiego (ktory byt w 100% podstawiony przez BrdU) przez Hpa | (GTT/AAC) i Mbo
I (/GATC). Wykazano, ze w przypadku Hpa | podstawienie BrdU hamuje oSmiokrotnie
ciecie DNA przez ten enzym, a stymuluje pieciokrotnie dziatanie Mbo I. Tymidyna w
przypadku Hpa | przylega bezposrednio do miejsca ztamania, co jest powodem tak
znacznego hamowania, natomiast w przypadku Mbo I T jest na trzeciej pozycji od miejsca
ztamania i podstawienie jej przez BrdU powoduje prawdopodobnie stabsze wigzanie sie
tego enzymu z DNA.

Takze podstawienie DNA grupg fosforotiodanowa w pozycji alfa prowadzi do inhibicji
cieciatancucha DNA, w ktérym ta grupa zostata podstawiona przez takie enzymyjak: Barn
HI, EcoR I, Hha |, Msp I, Hpa II, Hind I1I, Pvu Il, Sac | oraz EcoR V [33] (tab. 3).

TABELA 3. Dziatanie endonukleaz restrykcyjnych na DNA zawierajacy w fancuchu (-) grupy fosforotioda-
nowe w ich rozpoznawalnych sekwencjach (miejsce ciecia oznaczono jako /; As, Cs, Gs - nukleotydy z grupa
fosforotiodanowa; wg Sayersa i wsp. [33])

Enzym Miejsce docelowe Enzym Miejsce docelowe
Barn HI +5-G/GATC C Hpa Il +5-C/ICG G
-3-CCT AsGsGs —3’-GsGsCsCs
EcoR | +5-G/AATTC Hind 1l +5-A/AGCTT
-3-CTT AsAsGs -3’-TsTsC G AsAs
Hha | +5-G CG/C Pvull +5-CA G/CTG
-3’CsGsCsGs -3’-GsT CsGsA Cs
Msp | +5-C/ICG G Sacl +5-GAGCT/C
-3’-GsGsCsCs -3’-CsT CsGsA Gs
EcoR V +5-G AT/IATC
-3’-CT AsT AsG

METYLACIA ZASAD AZOTOWYCH

Metylacja, zwaszcza cytozyny, gra wazng role w ekspresji genoméw. Modyfikacja ta
réwniez wptywa na aktywnos$¢ enzymow restrykcyjnych. Hpa Il i Msp | sg izoschizomerami
majacymi miejsce rozpoznawalne CC/GG. Sekwencja ta jest wysoce zmetylowana w
komérkach ssakéw i metylacja srodkowej cytozyny hamuje dziatanie Hpa Il [26].

Réwniez Alu | jest wrazliwy na metylacje. Alu | indukuje powstawanie wzoru prazko-
wego podobnego do prazkéw C w chromosomach metafazowych. Metylacja w miejscach
rozpoznawalnych dla tego enzymu powoduje, ze ten charakterystyczny wzér nie powstaje
[9]. Réwniez Dpn 1iDpn Il tha DNA w miejscu GA/TC ztym, ze pierwszy z nich tnie tylko
te sekwencje, w ktérych jest zmetylowana guanina [7].
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WPLYW PEKNIEC PODWOJINYCH £ ANCUCHOW DNA
NA INDUKOWANIE ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH
PRZEZ ENZYMY RESTRYKCYJNE

Poréwnawcze badania nad réznymi typami enzymdw restrykcyjnych produkujacych
pekniecia fancuchéw DNA z tepymi i lepkimi kofncami wykazaly, iz sg one réwniez
efektywne w indukcji aberracji chromosomowych. Badania poréwnawcze nad Sau 3A
(/GATC-lepkie konce) i Alu | (AG/CT-tepe konce) wykazaty, ze Sau 3A jest prawie tak
samo efektywny jak Alu | [39]. Jednak badania Bryanta [5], Natarajana i Obe [21] oraz
Bryanta i Christie [6] nie potwierdzajgjednoznacznie tego stwierdzenia. Autorzy ci porow-
nujac liczbe sekwencji DNA dla Bam HI (ok. 5500 w genomie), dla EcoR | (ok. 3000 w
genomie) oraz dla Pvu Il (ok. 3200 w genomie) z ich efektywnoscig indukcji aberracji
chromosomowych wykazali, izPvu Il powodujacy powstawanie tepych koricow bytbardziej
efektywny w indukcji aberracji niz dwa pozostate enzymy, ktére po dziataniu pozostawiaty
lepkie konce.

Na r6zng liczbe aberracji chromosomowych otrzymanych po dziataniu enzymami res-
trykcyjnymi indukujgcymi powstawanie tepych i lepkich koricdbw majgjednak wptyw syste-
my naprawy DNA, ktore szybciej naprawiajg uszkodzenia o lepkich koncach [4, 36].

PEKNIECIA OBU LtANCUCHOW DNA SAJEDYNYMI USZKODZENIAMI
DLA POWSTAWANIA ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH

Enzymy restrykcyjne wydajg sie by¢ zdolne do ciecia jednotaicuchowego DNA lub
jednego tancucha w podwdjnym heliksie DNA. Wykazano, ze enzymy restrykcyjne sa
zdolne do ciecia hybryd DNA-RNA [19], co moze prowadzi¢ do powstawania peknieé
pojedynczego taricucha DNA w obszarach, w ktérych chromatyna jest transkrypcyjnie
aktywna [27]. Niektére z tych jednotancuchowych peknie¢ moga by¢ odpowiedzialne za
chromatydowy typ aberracji [26].

Badania nad Alu I i endonukleazg z Neurospora crassa, ktdra ma zdolnos$¢ przekszta-
tcania peknie¢ w pojedynczym tancuchu DNA w podwdjne, nie potwierdzity sugestii, ze
enzymy restrykcyjne moga réwniez indukowac powstawanie peknie¢ w pojedynczym fan-
cuchu DNA. Pomimo izdodanie endonukleazy zNeurospora crassa do komorek uprzednio
poddanych dziataniu Alu | prowadzito do wzrostu liczby aberraciji, to jednak okazato sie,
ze wzrost ten byt spowodowany raczej obecnoscia (NH4)2S04, ktéry wchodzit w skiad
buforu dla enzymu niz jego dziataniem [22].

Gtownym typem uszkodzen indukowanych przez enzymy restrykcyjne sa pekniecia
podwajnej spirali. Wiekszo$¢ z tych peknie¢ moze by¢ naprawiana w zywych komoérkach
w drodze réznych systemOw naprawy uszkodzen DNA. Badania aktywnos$ci EcoR V, Pvu
I1'i Alu I w komérkach CHO w obecnosci 1-beta-D-arabinozylocytozyny (ara-C), ktory
jest inhibitorem alfa-polimerazy i inhibuje etap ligacji, prowadzi do wzrostu aberracji
chromosomowych [21,23]. Réwniez badania nad mutantami majacymi uszkodzony system
naprawy np. XR-1, ktdre nie majg zdolnosci tworzenia 3’-OH i5-"P koAcéw umozliwiaja-
cych taczenie ich przez ligazy ssakow, charakteryzowaty sie¢ wzrostem mutagennosci [U].
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UWAGI KONCOWE

Enzymy restrykcyjne sg idealnym czynnikiem indukujacym ztamania chromosoméw w
réznych stadiach cyklu komorkowego. Z tego tez powodu moga one by¢ uzyte do badan
nad mechanizmami powodujacymi powstawanie aberracji chromosomowych oraz badan
nad lokalizacja miejsc kruchych genomu cztowieka. Enzymy restrykcyjne moga réwniez
wspotdziataé z czynnikami mutagennymi, takimijak np. promieniowanie X [36] czy zwigzKi
alkilujgce [38] powodujgc znaczny wzrost liczby aberracji chromosomowych.
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KOPIOWANIE DNA | mRNA ZE SKRAWKOW PARAFINOWYCH
PRZY POMOCY PCR

Maciej ZABEL
Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii AM, Poznan

Metoda PCR (polymerase chain reaction) jest juz dobrze poznana i stuzy do uzyskiwania
w prosty sposéb dowolnej liczby kopii z niewielkiej ilosci wzorcowego DNA (takze w
mieszaninie z innymi DNA). Do zapoczatkowania reakcji konieczny jest komplementarny
oligonukleotyd (primer czyli starter). Od miejsca przytgczenia sie startera DNA-polime-
raza syntetyzuje komplementarny DNA, zwany kopig.

Obecnie wiadomo, ze DNA kopiowa¢ mozna takze ze skrawkdw parafinowych np. o
grubosci 5 jim. Ma to duze znaczenie praktyczne, gdyz mozna np. wycina¢ ze skrawkdw
tylko istotne pola (nawet pare komorek). Ekstrakcja DNA ze skrawkow jest fatwa iwymaga
jedynie kolejnych traktowan oktanem, etanolem, acetonem iproteinazg K. Dobre rezultaty
(odpowiednio diugie fragmenty kopii) uzyska¢ mozna po utrwaleniu w acetonie, formali-
nie, ptynie Carnoya (lub r6znych kombinacjach skfadnikéw), duzo gorsze natomiast po
utrwaleniu w ptynie Zenkera lub Bouina. Podobnie ekstrahowaé mozna ze skrawkow
parafinowych mRNA, jednak przed rozpoczeciem kopiowania (PCR) nalezy przy pomocy
odwrotnej transkryptazy uzyska¢ cDNA. Zasada PCR przedstawiona jest na rysunku 1.
Catg reakcje przeprowadza sie w jednym i tym samym naczyniu. Reakcja sktada sie z
identycznych, nastepujgcych automatycznie po sobie cykli. Kazdy cykl sktada sie z trzech

badany DNA denaturacja przytaczenie synteza
DNA primerow kopii

Rys. 1. Schemat pierwszego cyklu PRC, w ktdiym podobnie jak w nastepnych wyrdznia sie 3 etapy; w obu faricu-
chach DNA wydzielono fragmenty, ktére bedg ostatecznie kopiowane
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etapow. W pierwszym etapie w temp. 95°C (15 s) dochodzi do denaturacji DNA na dwa
komplementarne pojedyncze tafcuchy. W drugim etapie wtemp. 55°C (30 s) dochodzi do
hybrydyzacji starteréw do taficuchéw DNA (normalnie dodane sg dwa rodzaje odpowied-
nio dobranych starteréw). W trzecim etapie w temp. 72°C DNA (90 s) polimeraza
syntezuje od konca 3’ starteréw nowy tancuch DNA, czyli kopie. Zakonczenie reakcji
nastepuje przez obnizenie temperatury i/lub dodanie EDTA. Kluczowe znaczenie ma
termostabilna 7ag-DNA-polimeraza, ktéra zostata wyizolowana z zyjacej w gejzerach
bakterii Thermus aquaticus. Dzieki termostabilnosci polimerazy mozna byto zautomatyzo-
wac caly proces, gdyz mimo wysokiej temperatury denaturacji DNA kolejne cykle nie
wymagajg dodawania nastepnej porcji polimerazy. Obecnie proponuje sie takze inne
DNA-polimerazy, ktdre majg by¢ bardziej termostabilne i dajgce mniej bleddw przy
kopiowaniu. Sgto F¢/jf-DNA-polimeraza (z Termococcus litoralis) i/*u-DNA-polimeraza
(z Pyrococcusfuriosus).

Sktad ptynu reakcyjnego: badane DNA (nawet jedna czgsteczka), dezoksynukleotydy,
7ag-DNA-polimeraza, proste dodatki oraz co najistotniejsze specyficzne startery. W
handlu dostepnych jest juz wiele specyficznych starteréw np. dlagag wirusa HIV-1 (SK 38
+, 5, SK3 -, 5°), dlapoi wirusa hepatitis B (MD06 5, MDO03 5°).

Najczesciej do celéw badawczych i diagnostycznych wykonuje sie ok. 30 cykli. Na
rysunku 2 pokazano pierwsze trzy cykle PCR. W trzecim cyklu zaczynajg dominowac
krotkie faincuchy ograniczone na koricach sekwencjami starteréw. Od tego momentu liczba
ich wzrasta geometrycznie, a liczba tancuchéw dtuzszych arytmetycznie, co powoduje, ze
po zakonczeniu PCR zasadniczym produktem sg fancuchy krétkie. W ciggu godziny w
automacie do PCR mozna wykona¢ kilkadziesigt cykli i uzyska¢ wiele milionéw kopii z
kazdego wzorcowego taricucha DNA. Automat do PCR (DNA Thermal Cycler 480, Perkin
Elmer Cetus, USA) jest prosty i stosunkowo tani, nieco prymitywniejszy mozna skonstruo-
wac samemu lub ewentualnie zastapi¢ trzema tazniami wodnymi.

CYKL 1 CYKL 2 CYKL 3

Rys. 2. Schematyczne przedstawienie trzech pierwszych cykli PCR; w trzecim cyklu dominujg krotkie kopie
(oznaczone *), ktére ostatecznie stanowi¢ bedg zasadniczy produkt PCR
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Po zakonczeniu PCR nalezy wykazaé, czy doszto do namnozenia sie oczekiwanych
krotkich taricuchow, gdyz albo potwierdza to obecnos$¢ poszukiwanego DNA, albo daje
pewnos$¢ uzyskania zadanych kopii. Najprosciej obecno$é krotkich tancuchéw wykazuje
sie przez elektroforeze i barwienie DNA (poréwnujac z innym DNA o podobnym cie-
zarze). Southern blotting lub dot blotting sg bardziej specyficzne, ale wymagajg dodatkowo
hybrydyzacji.
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RYBOZYMY | gRNA

Maciej ZABEL
Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii AM, Poznan

RNA w komérce tworzy sie na podstawie DNA w wyniku transkrypcji gendw. Zdecy-
dowanawiekszo$¢ RN A ulega dalej zmianom, wktérych wyniku powstaje ostateczna forma
RNA. Wigkszo$¢ tych zmian zachodzi w obecno$ci enzyméw o budowie biatkowej. Jed-
nakze dwa procesy, sktadanie RNA (gczenie eksonow i eliminacja introndw przy formo-
waniu mRNA) oraz degradacja mRNA po translacji katalizowane sg przez enzymy majgce
budowe RNA. Ten rodzaj endonukleaz nazwano rybozymami.

Rybozymy zbudowane sg z kilkudziesieciu nukleotydéw. W ich budowie wyr6zniono
fragmentrozczepiajacy (konserwatywny, o znanej sekwencji) oraz dwa fragmenty zmienne,
specyficzne dla rozpoznania substratowego RNA, ktére znajduja sie w najblizszym sa-
siedztwie miejsca ciecia. W$rdd rybozymow wyrdzniono zasadniczo dwa typy, ktére réznig
sie budowg i miejscem ciecia substratowego RNA. Sg to hammerhead rybozymy i hairpin
rybozymy. Trzecim rodzajem rybozymu jest gRNA (guide), ktéry moze wprowadzac lub
usuwac jeden nukleotyd z substratowego RNA.

Hairpin rybozym rozczepia RNA w sekwencji 5’GC*GUC lub 5’CG*GUC (rys. 1A),
hamerhead z kolei w sekwencji 5’GUX™* (* - miejsce ciecia, X - jeden z nukleotydow C,
A lub U - rys. IB). W wyniku takiego rozczepienia powstajg dwa fragmenty 5°F (z grupg
2’, 3’ cyklofosforanowg) oraz 3'F (z grupg OH). Jezeli cigcie w substratowym RNA
zachodzi réwnocze$nie w dwoch miejscach, to w wyniku nastepowej transestryfikacji
dochodzi do potaczenia obu koricow (poprzez cyklofosforan z grupg OH). Mechanizm
transestryfikacji istotny przy skfadaniu RNA zachodzi bez udziatu enzymoéw biatkowych,
ale nie jest on tak dobrze poznany jak mechanizmy samego rozczepiania.

Nieco inaczej funkcjonuje gRNA, ktéry bierze zasadniczo udziat w tzw. redagowaniu
RNA (czyli tworzeniu mRNA zdolnego do translacji) w mitochondriach. Rybozym ten
moze wprowadza¢ lub usuwac urydyne w drodze transestryfikacji (rys. 1C). Nastepuje to
w sekwencji 5’A*G. Roznica miedzy gRNA i pozostatymi znanymi rybozymami polega na
tym, ze z substratowym RNA 1t3gczy sie jedynie koniec 5°, a na koncu 3’ znajduje sie
sekwencja poli U zdolna do transestryfikacji. Tutaj wspomnie¢ nalezy takze, ze niektore
RNA moga mie¢ zdolno$¢ do samorozczepiania (self-cleaving activity), dzieki czemu
dochodzi do samoskracania sie RNA bez udziatu rybozymdéw. Bardzo wazng zaletg
wszystkich rybozyméw jest fakt, ze mogg one dziata¢ permanentnie, tzn. nie ulegajg
zmianom w czasie swojej czynnosci. Poza tym rybozymy zbudowane sg z niewielu nukleo-
zyddw i dlatego sg bardziej odporne na endonukleazy niz inne RNA. Te wiasciwosci
powoduja, Ze rybozymy sg "niezniszczalne".



RYBOZYMY IgRNA 277

Rys. 1. Schemat przedstawia sposéb dziatania hairpin (A), hammerhead (B) rybozyméw oraz gRNA (C); rybo-
zymy obramowano, N oznacza nukleotydy specyficzne dla substratowego RNA i rybozymu, a kreski pionowe
miejsca hybrydyzacji

Opisane wyzej cechy rybozyméw spowodowaty olbrzymie zainteresowanie biotechno-
logéw, ktérzy widzg mozliwos$é wykorzystania ich do celow terapeutycznych. Wiele choréb
m.in. infekcyjnych i nowotworowych moze by¢ wyleczonych lub przynajmniej zahamowa-
nych poprzez niedopuszczenie do produkcji kluczowych biatek. Jedng z takich mozliwosci
jest rozczepienie mMRNA przez rybozymy. Reakcje takie przeprowadzono juz dla mRNA
pochodzacych m.in. z gendw gag i tat wirusa HIV-1, co uniemozliwia replikowanie sie
wirusa i tym samym hamuje rozwdj AIDS. W tym celu namnozono substratowy RNA oraz
odpowiadajacy mu rybozym i przeprowadzono reakcje rozczepiania w warunkach poza-
komorkowych. Jednakze uzycie rybozymow w terapii wymaga jeszcze rozwigzania wielu
problemdw. Zasadniczym problemem jest znalezienie sposobu wprowadzenia zsyntetyzo-
wanych rybozymoéw do komérek. Prébuje sie jednak syntetyzowaé nowe rybozymy, np.
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rozcinajgce mRNA dla P-glikoproteiny (biatka odpowiedzialnego za opornos$¢ wieloleko-
wa, do ktérej dochodzi podczas chemioterapii nowotworéw).
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