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KOMUNIKATY

Komunikat nr 1

Grupa inicjatywna Polskiego Towarzystwa Cytometrii organizuje w dniach 19-21
czerwca 1995 r. wspolnie z Centrum Onkologii, Centrum Medycznym Ksztalcenia
Podyplomowego i Instytutem Lekéw konferencje szkoleniowa na temat cytometrii
w badaniach podstawowych i klinicznych.

Konferencja sktadac sie bedzie z cyklu wyktadow i zaje¢ praktycznych. Wyktady
beda prowadzone przez Swiatowej klasy specjalistéw z USA i Niemiec w jezyku
angielskim. Zajecia praktyczne (liczba miejsc ograniczona do 25) bedg miaty miejsce
w Centrum Onkologii w Warszawie, Centrum Medycznym Ksztatcenia Podyplomo-
wego w Warszawie iw Instytucie Lekéw w Warszawie. Istnieje mozliwos$c¢ rezerwacji
miejsc hotelowych w dniach 18/19, 19/20 i 20/21 czerwca 1995 r. w cenie ok. 40 zt
za dobe.

Zgtoszenia prosimy wysytac¢ na adres:

prof. J. Kawiak Zaktad Cytologii Klinicznej CMKP,

ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa

do dnia 1 kwietnia 1995 r. z podaniem, czy osoba zgtaszajgca swe uczestnictwo
ma che¢ uczestniczenia réwniez w zajeciach praktycznych oraz czy chciataby korzy-
sta¢ z hotelu.

W dniu 19 czerwca 1995 r. 0 godzinie 14 w sali wyktadowej Centrum Onkologii
w Warszawie przy ulicy Ciszewskiego (Findera) 101 odbedzie sie zebranie zatozy-
cielskie Polskiego Towarzystwa Cytometrii, na ktére serdecznie zapraszamy.

prof. Jerzy Kawiak
prof. Wiodzimierz Olszewski
drJanusz S. Skierski
Tematy wybranych wyktadéw
1 Z . Darzynkiewicz (Cancer Research Institute at New York Medical College, USA):
Apoptosis and Methods ofits evaluation.
2. Z. Darzynkiewicz : Use ofthe Acridine Orange in Flow Cytometry.
3. Z. Darzynkiewicz: Methodsfor Measurements of Cell Cycle Parameters.
4. J. Kunicka (Miles Inc., USA): Flow Cytometry Applications in Clinical Hematology
and Immunology.
5.J. Kunicka: Lymphocyte Inmunophenotyping - Diagnostic and Prognostic Value.
6. G. Valet (Max-Planck Institut fir Biochemie, Niemcy): Potential of Cytometric Cell
Function Measurementsfor Disease Diagnosis.
7. G. Valet: Multiparameter Analysis of Cytometric and Other Datafor the Evaluation of
individual Patient Prognosis.
8. J. Barths et al. (Becton Dickinson GmbH, Niemcy): CEQUAL - a Central European
Programfor Quality Control in Clinical Flow Cytometric Immunophenotyping - Summary of
thefirst 18 months.
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RECEPTORY HORMONOW STEROIDOWYCH -
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STEROID HORMONE RECEPTORS.
THE STRUCTURE AND FUNCTION

Maria SLOMCZYNSKA

Pracownia Endokrynologii Zwierzat i Hodowli Tkanek, Zaktad Fizjologii Zwie-
rzat, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw

Streszczenie: Hormony steroidowe reguluja ekspresje specyficznej sieci genéw. Sygnat hormonalny
przekazywany jest do genu docelowego przez receptory wewngatrzkomérkowe.Wigzanie ligandu do
odpowiedniego receptora uruchamia interakcje tak powstatego kompleksu z charakterystyczng regula-
torowg sekwencja DNA w genie docelowym, zwang elementem odpowiedzi hormonalnej (HRE).
Receptor utatwia tworzenie sie kompleksu z innymi czynnikami transkrypcyjnymi w miejscu rozpocze-
cia transkrypcji i stymuluje transkrypcje.

Stowa kluczowe: receptor hormondw steroidowych, aktywacja transkrypcji, element odpowiedzi hormo-
nalnej.

Summary: Steroid hormones regulate the expression of specific gene network. The hormonal signals are
transducted to the target genes through specific, intracellular receptors. Binding of the hormone ligands
to the corresponding receptor, trigges an interaction of the receptor-hormone complex with specific
enhancer sequence-hormone response elements (HREs) at the target gene. The receptor acts to promote
formation of the rapid-start complex and stimulates transcriptional initiation.

Key words: steroid hormone receptor, transcription activation, hormone response element.

Wykaz skrétéow. AR - receptor androgenéw, D3R - receptor witaminy D3, ER - receptor estrogenow,
GR - receptor glukokortykoidéw, MR - receptor mineralokortykoidéw, PR - receptor progesteronu,
RAR - receptor kwasu retinowego, TR - receptor hormonu tarczycy T3, HRE - element odpowiedzi

*W artykule zostaly wykorzystane czasopisma i wydawnictwa ksigzkowe zakupione dzieki: 1)
World Health Organization-SMA Grant, Special Programme of Research Training in Human
Reproduction, 2) Z-13/91 KBN Warszawa.
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hormonalnej, ERE - element odpowiedzi estradiolu, GRE - element odpowiedzi glukokortykoidu, TRE
- element odpowiedzi hormonu tarczycy, MMTV (mouse mammary tumor virus) - wirus raka piersi
myszy, TFIIA-TFIIF - czynniki transkrypcyjne, Arg - arginina, Glu - kwas glutaminowy, Gly - glicyna,
Ser - seryna.

WSTEP

Hormony steroidowe regulujg ekspresje specyficznych gendw idzieki temu majg
wplyw na wzrost, rozwdj i réznicowanie sie komérek u wyzszych Eukaryota [9, 25,
63]. Od okoto 15 lat znana jest molekularna droga, jakg przebywajg hormony w
komorce [47, 51, 62, 70, 89]. We wczesnych latach siedemdziesigtych uwazano, ze
hormony steroidowe dziatajg na poziomie btony komdrkowej umozliwiajgc transport
jonow oraz substratéw lub katalizujgc wymiane energii. DoSwiadczenia ze znakowa-
nym estradiolem przeprowadzone w laboratorium Jensena wykazaty, ze estradiol
wigze sie specyficznie z wewnatrzkomérkowym biatkiem w komdrce docelowej.
Biatko to zostat nazwane receptorem estrogenéw [35, 47]. W nastepnych latach
wykryte zostaty rowniez receptory dla pozostatych hormondw steroidowych.

Obecnie wiadomo, ze odpowiedZ na dziatanie hormonu rozpoczyna sie od two-
rzenia kompleksu ligand-receptor, ktory to kompleks nastepnie wigze si¢ ze specyfi-
czng sekwencjg w promotorze genu docelowego, zwang elementem odpowiedzi
hormonalnej (HRE). Receptor zaktywowany (przez wigzanie z hormonem) reguluje
transkrypcje genu poprzez interakcje z uktadem transkrypcyjnym promotora genu
docelowego (rys. 1). Pomimo licznych badan precyzyjny mechanizm regulacji eks-
presji genu przez receptory hormonéw steroidowych pozostaje wcigz nieznany.

Rys. 1. Regulacja genu docelowego przez hormony steroidowe: H - hormon, NHP - biatko niehisto-
nowe, H56, H70, H90 - biatka szoku cieplnego [64]
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BUDOWA RECEPTORA

W ciggu ostatnich pieciu lat sklonowano i zsekwencjonowano cDNA dla wszy-
stkich receptoréw hormonéw steroidowych [9, 39]. Zgodnie z oczekiwaniami, recep-
tory okazaty sie mieé podobng budowe i tworza nadrodzine czasteczek regulato-
rowych (rys. 2). Nadrodzina receptoréw hormon6w steroidowych zawiera receptory
estradiolu, progesteronu, androgendw, mineralokortykoidéw, hormonu tarczycy (T3),
witaminy D3, kwasu retinowego, a takze, co zaskakujace, niektére onkogeny, takie
jak v-erb A (avian erytroblastosis virus).

W nadrodzinie receptorow steroidowych wyrézniono trzy charakterystyczne do-
meny odpowiedzialne za:

1) specyficzne wigzanie ligandu,

2) specyficzne wigzanie z DNA,

3) modulacje transkrypcji.

Domeny te przedstawiono na rysunku 3. Domeny 1 i 2 zlokalizowane sa w
C-koncowym i centralnym fragmencie czasteczki. Sg one wazne funkcjonalnie, ale

Rys. 2. Schematyczna budowa nadrodziny receptoréw hormonéw steroidowych [12], opis w tekscie
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FUNKCJA
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Rys. 3. Strukturalna i funkcjonalna organizacja receptoréw jadrowych [9]

nie jest jasne, czy uczestniczg bezposrednio w wiazaniu ligandu, interakcji biatko-
biatko czy aktywacji transkrypcji. Wiadomo, ze receptor kontaktuje sie ze swym
ligandem w rejonie domeny 1, a badania molekularne wykazaty, ze cata C-koricowa
domena musi pozostaé nietknieta, aby ligand wigzat sie z duzym powinowactwem.
Rejon centralnie potozony (domena 2) stanowi bardzo konserwatywng sekwencje, w
sktad ktdérej wchodzi 66 aminokwaséw (od cysteiny -185 do metioniny -250). Ten
wiasnie rejon odpowiedzialny jest za wigzanie z DNA.

N-kohAcowy rejon receptora steroidowego (domena 3) jest mato konserwatywny
tak pod wzgledem dtugosci, jak i sekwencji aminokwaséw, np. rejon ten w receptorze
witaminy D3 sktada sie z 25 aminokwaséw, podczas gdy w receptorze mineralokorty-
koidow z 603 [16]. Wiekszos¢ przeciwciat przeciwko receptorom jest skierowana
przeciwko temu wiasnie rejonowi.

Poznane dotad czynniki transkrypcyjne majag domene rozpoznajacg specyficzne
sekwencje DNA. Moga to by¢ struktury "helix-tum-helix", "palce cynkowe" oraz
"zamek leucynowy". Stwierdzono, ze domena odpowiedzialna za interakcje z DNA
w receptorach hormonow steroidowych jest bogata w cysteiny, ktére wigzag jony
cynku tworzac charakterystyczne struktury zwane palcami cynkowymi [71, 78].
Wiadomo obecnie, ze nadrodzina receptoréw steroidowych zawiera zawsze dwa
palce cynkowe (rys. 4), przy czym w obu jon cynku wigzany jest przez cztery
cysteiny [9]. Warto tu dodaé, ze palce cynkowe po raz pierwszy obserwowane byty
w czynniku transkrypcyjnym TF 111 A ptazéw. Jon cynku w tym przypadku wigzany
jest przez dwie histydyny i dwie cysteiny.

W receptorze estrogenow dwapalce r6znig sie strukturalnie. Palec Cl zawiera kilka
aminokwasow hydrofobowych icztery cysteiny, podczas gdy palec Cll zawiera pie¢
cystein i jest bogatszy w aminokwasy zasadowe. Chociaz obecno$¢ obu palcow
cynkowych jest wymagana do wiazania z DNA, tojednak palec N-kofAcowy [CI] ma
wieksze znaczenie w specyficznym wigzaniu do odpowiedniego elementu odpowiedzi
hormonalnej (HRE) [37, 44]. Palec CIl bogaty w aminokwasy zasadowe moze
stabilizowa¢ wigzanie DNA przez kontakt z resztami fosforanowymi w szkielecie
HRE lub co bardziej prawdopodobne przez interakcje biatko-biatko, co stabilizuje
tworzenie dimeru receptora (czyli par takich samych czgsteczek) zHRE [87]. Ostatnio
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Rys. 4. Schemat budowy palcéw cynkowych w domenie wigzacej DNA receptoréw steroidowych [71]

wykazano, iz kazdy z palcow cynkowych jest kodowany przez oddzielny ekson genu
receptora [2], Ze wzgledu na strukture i funkcje receptory hormonéw steroidowych
moga by¢ podzielone na dwie grupy: jedng zawierajgcg receptor glukokortykoiddw
(GR), receptor progesteronu (PR), receptor androgenéw (AR), receptor mineralo-
kortykoidow (MR) idruga zawierajacg receptor estrogenéw (ER), receptor hormonu
tarczycy (TR), receptor kwasu retinowego (RAR), receptor witaminy D3 (D3R) [40].
W pierwszej podgrupie miedzy dwoma cysteinami w C-koficowej czesci pierwszego
palca cynkowego wystepuje zawsze sekwencja Gly-Ser, natomiast w drugiej Glu-Gly
[9].

Doswiadczenia z prostymi i subtelnymi mutacjami pozwolity na lepsze scharakte-
ryzowanie rejonu bogatego w cysteiny [11, 19, 87]. Zmiana sekwencji Glu-Gly w
pierwszym palcu cynkowym receptora estrogenu (ER) na Gly-Ser, ktore sa obecne w
identycznym regionie receptora glukokortykoidéw (GR), powoduje, ze receptor nie
wigze sie z elementem odpowiedzi estrogenéw (ERE), lecz z elementem odpowiedzi
glukokortykoidéw (GRE). Odwrotna zamiana Gly-Ser w GR na Glu-Gly prowadzi
do aktywacji genu zawierajagcego w promotorze sekwencje ERE. Jest to dowdd na to,
ze aminokwasy nastepujace bezposrednio po drugiej parze cystein w pierwszym palcu
cynkowym odgrywajg dodatkowo role w wigzaniu do specyficznej sekwencji HRE.
Gdy pierwszy palec cynkowy pochodzi z GR, receptor moze aktywowa¢ GRE
niezaleznie od tego, czy drugi palec pochodzi z GR czy z ER i odwrotnie [39, 56].
Sztucznie wytworzone lub wystepujace naturalnie mutacje w drugim palcu powodujg
stabe wigzanie do DNA [11], poniewaz utrudniajg tworzenie dimeréw.

Réwniez mutacje na szczytach palcéw cynkowych moga blokowaé funkcje
receptora [45]. Dowoddw na to dostarczyty badania nad dwiema nie spokrewnionymi
ze soba rodzinami, w ktérych dzieci wykazywaty objawy krzywicy opornej na
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leczenie witaming D3. U dzieci tych wykryto pojedyncze zmiany aminokwaséw w
rejonie palcéw cynkowych receptora witaminy D3. W jednej rodzinie mutacja wyste-
powata na szczycie pierwszego palca cynkowego, gdzie konserwatywna Arg byta
zastgpiona przez Gly, podczas gdy w drugiej mutacja wystepowata na szczycie palca
drugiego, gdzie rowniez Arg byta zastgpiona przez Glu [79]. Zmiana ta wystepowata
w rejonie odpowiedzialnym za bezpos$redni kontakt z guaning - zasadg charaktery-
styczng dla wszystkich regulatorowych sekwencji wigzacych receptory hormondw
steroidowych - HRE [80].

Obecnie wiadomo, ze domena wigzagca DNA jest najbardziej konserwatywna
sposrod wszystkich domen funkcjonalnych receptorow hormonéw steroidowych
[30]. Tak wiec prawdopodobnie struktura palcéw cynkowych w wielu, o ile nie we
wszystkich, receptorach nadrodziny jest podobna do opisanej dla GR i ER. Uwaza
sie, ze jest to odzwierciedleniem wsp6lnego pochodzenia ewolucyjnego omawianej
nadrodziny receptoréw [9].

ELEMENT ODPOWIEDZI HORMONALNEJ [HRE]

Jak wczes$niej wspomniano, receptory hormonow aktywujg specyficzne geny
przez wigzanie do elementu odpowiedzi hormonalnej (hormone response element -
HRE) [22,89], Badania nad elementami

odpowiedzi hormonalnej (HRE) po- ROZDZIELAJACE
. . . PARY ZASAD
zwolity na odkrycie sekwencji 15 par
zasad, ktére sa okreslane jako "palin- ODCINEK POLOWKOWY  ODCINEK POLOWKOWY
drom", poniewaz przy czytaniu w prze-

- . . AGAACA nnn TGTTCT
ciwnych kierunkach (wzdtuz GRE TCTTGT nnn ACAAGA

przeciwnych nici DNA) sg identyczne
(rys. 5). Zbudowane sg one z dwu "pét-
miejsc” (odcinkéw potéwkowych) od- ERE oAt i ASRSEA
dzielonych przez trzy pary zasad [10].
Stwierdzono, ze sekwencje ta- kie moga
. P - TRE AGGTCA  TGACCT
znajdowac sie w odlegtosci od stu do TCCAGT ACTGGA
kilku tysiecy par zasad od miejsca startu
transkrypcji (kodon AUG patrz rys. 1).
Obecnie wyrdznia sie 4 klasy HRE: ORE AGGTCA AGGTCA
1. GRE - element odpowiedzi gluko- TCCAGT TCCAGT
kortykoidéw. GRE wiagze réwniez re-
ceptory androgen6w, progesteronu i

mi- neralokortykoidow. | kierunek cgsr/]tania |
2. ERE - element odpowiedzi estra- Rys. 5. Budowa e ementu odpowiedzi hormonal-
diol nej (HRE) [30]
101U.
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3. TRE - element odpowiedzi hormonu tarczycy, do ktérego przytacza sie rowniez
receptor kwasu retinowego RAR [36].

4. Ostatnig grupe stanowi sekwencja, ktora wigze "receptory sieroce" (patrz dalej).

Funkcjonalna sekwencja w ERE r6zni sie od GRE tylko dwoma parami zasad w
kazdym "po+-miejscu™ (nnnTGTTCT /nnnTGACCT) [55].

Poniewaz receptory steroidowe rozpoznajg i wigzg sie do elementéw odpowiedzi
hormonalnej zbudowanych z 2 pét-miejsc o odwréconym powtérzeniu lub powtérze-
niu bezposrednim, wydaje sie, ze ta klasa receptoréw wchodzi w interakcje zDNA w
postaci dimeréw. Wiadomo, ze przestrzeA miedzy palcami cynkowymi moze wpty-
wacé na specyficzno$¢ receptora przez utatwienie lub uniemozliwienie wigzania do
DNA. Funkcjonalne i strukturalne oddziatywania pomiedzy domenami wigzacymi
DNA i innymi domenami receptora, jak na przyktad domeng wigzacg ligand, jest
ciekawe ze wzgledu na wptyw ligandu na zmiane struktury receptora i na oddziaty-
wanie z innymi receptorami jadrowymi [29, 34, 54, 57, 91] oraz niereceptorowymi
czynnikami jagdrowymi [21,90], wptyw na powinowactwo i selektywnos$¢ wigzania
DNA, a takze na modulacje inicjacji transkrypcji.

Poniewaz fizjologiczne dziatanie glukokortykoidow iprogesteronujest catkowicie
rézne, mozna podejrzewaé, ze specyficzne efekty komoérkowe tych dwu hormonow
sg zdeterminowane przez zréznicowang ekspresje ich receptoréw. Wprowadzenie
receptora progesteronu (przez wektor ekspresyjny) do komorek watrobiaka szczura,
ktore zawierajg tylko receptor glukokortykoidéw, pozwolito zaobserwowaé, ze geny
indukowane przez glukokortykoidy sg obecnie aktywowane réwniez przez progeste-
ron [17, 82],

DIMERY

W iele transaktywujgcych czynnikdéw, w tym receptory hormonow steroidowych,
wigze sie zDNA w postaci dimerow. Kazda z czasteczek tworzacych pare rozpoznaje
jedno z dwu p6t+-miejsc, z jakich zbudowany jest element odpowiedzi hormonalnej
(HRE). Tylko dimer wigze sie powinowactwem [Kd~I(T9M] wystarczajgcym do
inicjacji transkrypcji. Dimer receptora raz przytagczony do HRE moze wigzac sig¢ z
innymi dimerami (lub innymi czynnikami transkrypcyjnymi), aby utworzy¢ bardziej
stabilny kompleks o duzym powinowactwie [Kd~10_11M] [85]. Receptory moga
tworzy¢ homodimery lub heterodimery, co powoduje réznorodno$¢ odpowiedzi ko-
morki [49].

Bezposrednie i posrednie dowody wskazuja, ze generalng zasadag w tej rodzinie
jesttworzenie homodimeréw [27, 88]. Inne wyniki [31,59] pokazujg, ze moga istnieé
odstepstwa od tej zasady. Badania iloSciowego wigzania oligonukleotydu zawieraja-
cego ERE do receptora estrogenu (ER) pozwolity stwierdzi¢, ze 1 mol ER tworzy
kompleks z 1 molem vitERE (fragment promotora genu witelogeniny zawierajgcy



10 M. SLOMCZYNSKA

sekwencje ERE), aniejak spodziewano sie, ze dwa mole ER przytgczg sie do jednego
mola vitERE. Tak wiec powyzsze badania [31] najlepiej pasujg do modelu, w ktérym
aktywny ER jest monomerem lub heterodimerem, ale nie homodimerem, aregulacyj-
ny wptyw estrogenu na ER polega na indukcji interakcji biatko-biatko, a nie biatko-
DNA. Receptory hormonu tarczycy i kwasu retinowego dziatajg gtownie jako hetero-
dimery podobnie jak inne rodziny transaktywatoréw [33, 48]. TRE kilku genéw
wigze nie tylko homodimery TR, lecz takze homodimery RAR [36] i heterodimery
TR-RAR [34].

KOMPLEKSY

W homogenatach tkankowych o niskim stezeniu soli receptory steroidowe wyste-
puja w kompleksach o masie 8-10 S, zwigzane z kilkoma nie-receptorowymi biatkami
szoku cieplnego (heat shock proteins), jak 90 KDa HSP [HSP90], 70 KDa [HSP70] i
56 KDa [HSP56] [72,73]. Ostatnio wykryto rdwniez inne biatko zwigzane bezpos$red-
nio z HSP 90, zasocjowane z nieaktywnym receptorem i nazwane p59 [69], W tych
wysokoczgsteczkowych kompleksach receptorjest funkcjonalnie nieaktywny. Uwaza
sig, ze ligand indukuje przeksztatcenie receptora z formy 8-10 S do mniejszej,
zwigzanej Scisle z frakcjg jadrowa, aktywnej formy 4S [67]. Model aktywacji recep-
toraprzez ligand (hormon steroidowy) zostat przedstawiony przez wiele grup [41,66].
Zgodnie z nimi HSP90 wigze sie do domeny wigzacej hormon (ligand) receptora i
utrzymuje go w formie nieaktywnej. Przytgczenie ligandu uwalnia HSP90 z komple-
ksu z receptorem. Ten model sugeruje, ze zasadniczg rolg ligandu jest wptyw na
oddysocjowanie HSP. Receptor wolny od HSP bedzie odgrywat role w aktywacji.
Aby stwierdzi¢, czy uwolnienie biatek nie-receptorowych z kompleksu z receptorem
jest wystarczajgce do aktywacji (transformacji) receptora, otrzymano oczyszczony
receptor, nie zwigzany z hormonem i pozbawiony HSP90, HSP70, HSP56 [7].
Wykazano, ze taki receptor ciagle wymaga hormonu do wigzania z wysokim powi-
nowactwem do elementu odpowiedzi hormonalnej (HRE) (rys. 6). Tak wiec od#gcze-
nie biatek szoku cieplnego (HSP) jest konieczne, ale nie wystarczajgce do aktywacji
receptora. Po oddysocjowaniu HSP potrzebny jest blizej nie znany dodatkowy krok
stymulowany hormonalnie do uzyskania biologicznie aktywnej formy receptora.

Trudno odpowiedzie¢ jednoznacznie, na jakiej drodze odbywa sie aktywacja
receptora po odtgczeniu biatek szoku cieplnego. Moznajedynie sugerowac, ze ponie-
waz receptory wigzg sie bardziej trwale do HRE jako dimery, to wigzanie do DNA
moze by¢ ostabione, jezeli interakcja z HSP90 uniemozliwia dimeryzacje (rys. 6).
Alternatywnie lub dodatkowo HSP90 moze maskowa¢ domene wigzacg DNA iw ten
sposéb uniemozliwia¢ rozpoznanie HRE [64].
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Rys. 6. Rola hormonu w aktywacji receptora steroidéw; receptor wystepuje w formie nieaktywnej

zwigzany z biatkami szoku cieplnego (HSP56, 70, 90); w wyniku doSwiadczenia otrzymano receptor

oczyszczony, ale nadal nieaktywny; do funkcjonlnej aktywno$ci wymagat obecno$ci hormonu (H), ktéry
prawdopodobnie umozliwiat dimeryzacje [5]

LIGANDY

Hormony steroidowe (ligandy) decydujg o aktywacji genéw regulowanych po-
przez receptory hormonéw steroidowych. Hormon indukuje niewielkie zmiany w
kinetyce wigzania i powinowactwie oczyszczonego receptora do HRE [75]. Wydaje
sie, ze wigzanie ligandu wywotuje zmiane allosteryczng receptora, wskutek czego
umozliwia dostep innym czynnikom transkrypcyjnym i/lub polimerazie RNA do
rejonu aktywacji transkrypcji w receptorze. To oddziatywanie biatko-biatko moze dac¢
sygnat do rozpoczecia transkrypcji.

Warto zwréci¢ uwage, ze w badaniach in vitro z receptorem progesteronu udato
sie wykazac aktywnos$¢ receptora w nieobecnosci hormonu [7, 24]. Mozna przypusz-
czaé, ze w tym wypadku receptory ulegty zmianom strukturalnym i aktywacji przez
rézne manipulacje in vitro, takie jak traktowanie wysokim stezeniem soli (frakcjono-
wanie siarczanem amonu) podczas izolacji z tkanki. In vivo i w procedurach oczysz-
czania, receptor nie ulega takim zmianom konformacyjnym i hormon jest absolutnie
niezbedny do aktywacji receptora.

FOSFORYLACJA

Receptory steroidowe sg fosfoproteinami i pewne dane wskazujg, ze hormonalnie
zalezna fosfory lacjamoze wptywac naich biologiczng aktywnos$é [4,61]. Udokumen-
towano, ze krotkotrwate traktowanie hormonem komdrek lub skrawkéw w hodowli
prowadzi do zwiekszenia ufosforylowania receptora progesteronu (PR) i receptora
glukokortykoidow (GR), zwiekszenia ich aktywnosci i akumulacji w jadrze [43].
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Uwaza sie, ze fosforylacja moduluje aktywnos$é r6znorodnych czynnikéw transkry-
pcyjnych, jednak nie jest jasne jak indukowana hormonalnie fosforylacja moduluje
biologiczng aktywnos$¢ receptoréw steroidowych [65].

REKONSTRUKCJA DZIALANIA RECEPTOROW
STEROIDOWYCH

Bezkomdrkowy system transkrypcji umozliwia badanie mechanizmu regulacji
genéw poprzez polimeraze RNA 1l i Ill. Wiadomo obecnie, ze polimeraza RNA 1l
wymaga podstawowych czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak TFIIA, TFIIB,
TFID, TFIIE, TFIIF i prawdopodobnie TFIIG, TFIIH dla rozpoczecia transkrypcji z
promotora eukariotycznego [28, 83]. Wiekszos¢ tych gtownych czynnikéw dostepna
jest obecnie w wysoce oczyszczonej formie, a ostatnio zostaty sklonowane geny
kodujgce TFIID, TFIIB, TFIIE, TFIIF [3, 50, 81]. Przy badaniu bardziej wyspecjali-
zowanych lub tkankowo specyficznych gendw, do systemu nalezy dodatkowo wig-
czy¢ czynniki o specyficznej sekwencji regulujace gen, takie jak np: receptory
steroidowe [86]. W typowej transkrypcji in vitro, matryca DNA zawierajgca promotor
eukariotyczny jest inkubowana z polimerazag RNA Il, gtdbwnymi czynnikami trans-
krypcyjnymi i czynnikami regulujacymi transkrypcje, jak np. receptory steroidowe
[8]. Wszystkie czynniki pochodzg z nieoczyszczonego ekstraktu jgdrowego lub do-
dawane sg w formie oczyszczonej [6]. Carthesy i wsp. [17] po raz pierwszy zrekon-
struowali z sukcesem hormono-zalezne wzmocnienie transkrypcji w systemie bez-
komérkowym. Dodatek estrogendw do nieoczyszczonego ekstraktu jadrowego wa-
troby Xenopus stymulowat synteze RNA z genu kierowanego przez promotor witelo-
geniny. Ten efekt indukowany przez estrogen byt zalezny od obecnos$ci elementu
odpowiedzi estrogenéw (ERE) w badnym promotorze, sugerujac wigczenie endogen-
nego receptora estrogenu w proces indukcji.

Bagchi i wspotpracownicy [5, 6] przeprowadzili eksperyment, w ktorym uzyli
oczyszczonych natywnych form A i B receptora progesteronu kurczecia [cPR],
ekstrakt jadrowy z linii komérkowej Hela i gen reporterowy kierowany przez
promotor zawierajacy TATA box genu ovoalbuminy i wielokrotne kopie GRE/PRE.
Wykazano, ze obie formy A i B receptora progesteronu stymulujg bezbtednie trans-
krypcje z badanego promotora. lloSciowo transkrypcja ta byta 25 razy wyzsza niz w
systemie kontrolnym z promotorem nie zawierajacym kopii GRE/PRE.

Elementy odpowiedzi hormonalnej (HRE) w eksperymentalnych konstrukcjach
umieszczane sg zwykle blisko promotora, ale w genie mogg sie znajdowac kilka
tysiecy par zasad w Kierunku 5’ od miejsca startu transkrypcji (upstream) [15] lub
nawet w kierunku 3’ od miejsca startu (downstream) [74]. W wielu wypadkach
wymagana jest wielokrotno$¢ elementéw odpowiedzi (HRE) i ich synergistyczne
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dziatanie do uzyskania dostatecznej aktywnos$ci. Tak wiec metody biologii moleku-
larnej pozwalajg na przeprowadzenie doktadnych badan i okreslenie, najakiej drodze
zachodzi regulacja ekspresji genu zalezna od hormonoéw steroidowych.

MECHANIZM TRANSAKTYWACIJI,
W KTOREJ UCZESTNICZY RECEPTOR

Wydarzenia nastepujgce po utworzeniu stabilnego kompleksu receptora z HRE,
co wzmaga transkrypcje genu docelowego, sg stabiej poznane. Sugeruje sie, ze
receptor steroidowy umozliwia interakcje z innymi biatkami, a zwtaszcza z uniwer-
salnymi czynnikami transkrypcyjnymi (polimeraza RNA Il i czynnik TFU) i dziata
stabilizujgco na czynniki wiazace w poblizu promotora [7]. Ten spos6b interakcji
czasteczek nazywa sie transaktywacja.

Oddziatywanie biatko-DNA ibiatko-biatko jest istotne w tym tancuchu wydarzen.
Uwaza sie, ze pierwszy krok stanowi interakcja TFIID z sekwencjg TATA, nastepnie
stabilizacja przez kolejne wigzania TFIIA, TFIIB, polimerazy RNA II, TFIIE.

Nie wiadomo doktadnie, jak sekwencja wzmacniajaca {enhancer) umieszczona w
kierunku 5’ od miejsca startu transkrypcji wywiera wptyw na podstawowy kompleks
transkrypcyjny. Zaktada sie, ze TFIID jest docelowym biatkiem, ktére komunikuje

Rys. 7. Proponowany mechanizm regulacji transkrypcji genu przez kompleks hormon - receptor; di-
mer receptora zwigzany z HRE wchodzi w interakcje z uniwersalnymi czynnikami transkrypcyjnymi
(TFIIA, 1IB, 1ID, lIE/F) zwigzanymi w rejonie TATA box: A - schematyczne przedstawienie odwra-
calnej asocjacji czynnikdw transkrypcyjnych; gdy obecne sg wszystkie czynniki polimeraza Il rozpo-
czyna synteze RNA; B - dimery receptora zwigzane z elementem odpowiedzi hormonalnej (HRE)
wywierajg stabilizujgcy efekt na czynniki transkrypcyjne przytgczone w rejonie promotora umozliwia-
jac gwattowng synteze RNA [63]
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sie z czynnikami wigzacymi sie do sekwencji wzmacniajgcej (rys.7). Interakcja
miedzy tymi biatkami i TFIID moze by¢ bezposrednia lub przebiega¢ za posrednic-
twem koaktywatorow lub adaptatoréw [38, 52, 68]. Ostatnie badania [23] sugeruja,
ze koaktywujace biatka, rézne od tych wigzacych sie z TATA box, sg zasocjowane z
kompleksem TFIID iposrednicza w aktywacji transkrypcji poprzez czynnik transkry-
pcyjny NTF-1.

SYNERGIZM MIEDZY RECEPTORAMI STEROIDOWYMI
I INNYMI CZYNNIKAMI TRANSKRYPCYJINYMI

Jak juz wyzej wspomniano, receptory steroidowe wigzg sie do swych elementow
odpowiedzi (HRE) w postaci dimeréw [58], Wielokrotne sekwencje HRE zostaty
zidentyfikowane w kontrolnych rejonach wielu genéw regulowanych przez hormony,
takich jak promotory genéw kodujacych MMTYV (wirus raka piersi myszy), lizozym
kurczaka, aminotransferaze tyrozyny szczura, witelogenine Xenopus itd.

Elementy odpowiedzi hormonalnej wykazujg funkcjonalny synergizm w aktywa-
cji gendw in vivo. W systemie bezkomorkowym poréwnywano aktywnos¢ transkry-
pcyjna genéw zawierajgcych zero, jedna lub dwie kopie PRE [53]. Zalezna od
receptora synteza RNA z matryc zawierajgcych jedng lub dwie kopie PRE by#a okoto
51 30 razy wigksza, w porownaniu z matrycg bez PRE. Synergizm ten zanikat, kiedy
w jednej z kopii zaszta mutacja.

Promotory gendéw regulowanych przez hormony sg skomplikowane i zawierajg
wiele miejsc wigzacych rézne czynniki transkrypcyjne, a receptory steroidowe dzia-
tajg we wspotpracy z innymi czynnikami transkrypcyjnymi przy regulacji ekspresji
genu [1,26,60,84]. Shule iwsp. [76] wykazali, ze HRE mogg dziatac synergistycznie
z réznorodnymi miejscami wigzacymi dla takich czynnikdw transkrypcyjnych, jak:
NF-1, Spl, Octl.

Usuniecie miejsca wigzgcego dla NF-1 z promotora genu kodujgcego MMTV
powoduje, ze jest on niewrazliwy na transaktywacje indukowang przez receptor
glukokortykoidow (GR) [14]. Stosujac analize kompetycyjng przy uzyciu oligonu-
kleotydow, Corthesy [18] zademonstrowal, ze stymulowana estrogenem indukcja
transkrypcji z genu kierowanego przez promotor witelogeniny jest zalezna od wigza-
nia czynnika podobnego do NF-1. Udziat czynnika podobnego do NF-1 nie jest
jednakze wymagany do indukcji hormonalnej, gdy ERE eksperymentalnie przesu-
nieto z jego naturalnej odlegtej pozycji do miejsca potozonego bardzo blisko TATA
box. Wskazuje to, ze w dziatalnosci HRE potozonego w znacznej odlegtosci od
miejsca startowego posredniczg inne elementy (rys. 8).

Wydaje sie obecnie, ze funkcjonalny synergizm miedzy receptorami steroidowymi
iinnymi biatkami akty watorowymijest konsekwencjg interakcji kazdego z tych biatek
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z hipotetycznymi biatkami posrednicza-
cymi (tak zwane biatka "mostowe" lub
"adaptorowe") a nie bezposrednio ze so-
ba. [68].

Wiadomo, ze rdézne receptory steroi-
dowe mogg rozpoznawac ten sam ele-
ment odpowiedzi hormonalnej. Jednak-
ze steroidy wptywajg na ekspresje ge-
néw selektywnie, zaleznie od genu i ro-
dzaju komérki. W niektérych wypad-
kach wyjasnienie jest proste - komarki
nie majg odpowiednich receptorow. W
innych wypadkach komorki zawierajg
receptory kilku hormonow, lecz posz- Rys. 8. Wspétudziat hipotetycznych biatek mosto-
czegolne geny odpowiadala tylko naje- " (00 Syl et i ey o
den hormon. Jak jest wiec mozliwa do
osiggniecia taka specyficzno$¢ odpo-
wiedzi na hormon?

Jednym z mozliwych wyttumaczen jest réznorodna ekspresja odpowiednich re-
ceptoréw hormonéw w réznych komdrkach. Rézne wymagania stereo-specyficzne
dla kazdego receptora lub wigczenie odmiennych kombinacji genéw prowadzi do
syntezy wyspecjalizowanych biatek regulatorowych iw konsekwencji do precyzyjnej
ekspresji réznych genow [84]

LOKALIZACJA

Subkomérkowa lokalizacja receptoréw steroidowych bytaprzedmiotem intensyw-
nych badan. Poczatkowo uwazano, ze podczas nieobecnosci ligandu receptory sg
zlokalizowane w cytoplazmie, adopiero kompleks receptor-hormon migruje do jadra,
aby modulowacé ekspresje [35,46]. Taki model przyjmuje sie obecnie dla receptoréw
estrogendw, progesteronu, androgendw, z tym ze niezaleznie od obecnosci hormonu
pewna ilo$¢ receptorow wystepuje rowniez w jadrze [77]. Natomiast receptory
glukokortykoidow, mineralokortykoidéw, hormonu tarczycy T3, kwasu retinowego
wystepuja w jadrze niezaleznie od obecnosci hormonu [13].

Ostatnie badania [20] wykazaly, ze receptor hormonu tarczycy (TR) jest syntety-
zowany w stanie zdolnym do wigzania do DNA, nie zasocjowany z biatkami szoku
cieplnego idlatego nie wymaga transformacji, jakiej ulegajg inne receptory steroido-
we.
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RECEPTORY SIEROCE

Podzas klonowania cDNA receptoréw steroidowych niespodziewanie otrzymano
duzg ilo$¢ gendw pokrewnych z nadrodzing genéw receptorow steroidowych. Tak
odkryte receptory miaty oczywiscie charakterystyczne palce cynkowe i nazwano je
ERR-1 (estrogen receptor related) i ERR-2 [32]. Dotychczas nieznana jest funkcja
tych biatek ani ich ligandy i dlatego nazwano je receptorami sierocymi (orphan
receptors). Do rodziny tej zaliczono réwniez czynnik transkrypcyjny COUP-TF
(chicken ovoalbumin upstream promoter-transcription factor). Biatka te petnig z
pewnoscig istotne funkcje, poniewaz ich ekspresja w komérce wyrazona jest catko-
wicie uksztaltowanym cytoplazmatycznym mRNA. Przypuszcza sie obecnie, ze
receptory te wigza ligandy, ktdre sg produkowane wewnatrz tej samej komarki.
Prawdopodobnie sg one hydrofobowe i mogg pochodzi¢ z przemian metabolicznych
lub sktadnikéw odzywczych.

Rys. 9. Model aktywacji genu przez hormony przy udziale receptora hormonéw steroidowych. [5],

O’Malley i wspotpracownicy [63, 64] uwazajg, ze receptory sieroce mogga stano-
wi¢ wierzchotek nowej "wewnatrzkrynnej" géry lodowej, w ktérej mozna bedzie
odkryé hormony, aktywujace specyficzne tkanki. Jezeli hipotezata okaze sie prawdzi-
wa, ten nowy system wewnatrzkrynny moze okazaé sie niezwykle interesujgcy w
badaniu akcji hormonéw i molekularnej endokrynologii.

PODSUMOWANIE

Przedstawiony w artykule model dziatania receptoréw hormondéw steroidowych
zawieranajnowsze dane dotyczgce mechanizmu ich aktywacji. Uwaza sie, ze niezwia-
zany receptor wystepuje w komérce w nieaktywnym czynnos$ciowo kompleksie z
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réznorodnymi niereceptorowymi biatkami, takimi jak: HSP90, HSP70, HSP56. Dane
sugeruja, ze HSP90 blokuje biologiczna aktywno$¢ receptora. Wigzanie hormonu do
receptora powoduje oddysocjowanie HSP i bezposrednig allosteryczng modulacje
struktury receptora. Tak zakty wowany receptor ulega dimeryzacji, wigze sie do HRE,
ulega hormono-zaleznej fosforylacji i uczestniczy w aktywacji genu przez rekrutacje
czynnikéw transkrypcyjnych na promotorze genu docelowego (rys. 9).
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TERAPIA GENOWA -
WPROWADZANIE GENOW DO KOMOREK

GENE THERAPY - INTRODUCING OF GENES TO THE CELLS

Jakub GOLAB, Radostaw ZAGOZDZON

Zaktad Immunologii, Instytut Biostruktury Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Terapia genowa to prawdopodobna metoda leczenia zaréwno choréb uwarunkowanych
genetycznie, jak i wielu nabytych zaburzen czynnosci organizmu. W ostatnich latach opracowano liczne
metody wprowadzania genéw do wnetrza komérek. Metody te mozna podzieli¢ na wirusowe i niewiru-
sowe. W pierwszych wykorzystuje sie zarowno wirusy RNA, jak na przyktad retrowirusy, parvowirusy,
jak i wirusy DNA, na przyktad wirus krowianki. W drugich natomiast stosuje sie metody fizyczne i
chemiczne.

Summary: Gene therapy has recently become a putative tool in managing both inherited and acquired
disorders. Year after year substantial improvements in technical aspects of inserting genes to the cells
can be observed. Generally ways of gene insertions may be divided into viral and nonviral. The former
take advantage of RNA viruses such as retroviruses and parvoviruses as well as DNA viruses such as
vaccinia virus. In the latter both physical and chemical methods are used.

WPROWADZENIE

Do niedawna terapie genowa okreslano jako préby korekcji przez wprowadzenie
prawidtowych genéw do komarek takich osdb, u ktdrych te geny byty nieaktywne lub
zmienione tak, ze kodowaly nieprawidtowe biatka. Obecnie sg czynione wysitki
poszerzenia terapii genowej o proby dostarczania do komorek gendéw produkujgcych
biatka mogace wywieraé pewien zamierzony efekt leczniczy. W tym ujeciu oznacza
to terapie nie tylko chor6b wrodzonych (tak zwanych chordb genetycznie uwarunko-
wanych), ale rowniez nabytych.
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Biorac pod uwage rodzaj kwasu nukleinowego wprowadzanego do komarki oraz
typ modyfikowanego zaburzenia umownie mozna wyrézni¢ kilka rodzajéw terapii
genowej. Pierwszy z nich polega na dodawaniu genéw (ang. gene addition therapy),
a wiec proces, w ktérym gen uszkodzony pozostaje w swoim locus, a gen terapeuty-
czny jest wprowadzany w inne miejsce chromosomu, zwiekszajgc w ten sposéb pule
gendéw w komoérce. Inny rodzaj terapii polega na zamianie genéw (ang. gene replace-
ment therapy). Polega on wymianie genu zmutowanego (uszkodzonego) na gen
prawidtowy w procesie rekombinacji homologicznej. Wreszcie ostatni rodzaj terapii
mozna okre$li¢ jako "doskonalenie genomu" (ang. gene augmentation therapy). Jest
to pewna modyfikacja terapii polegajacej na dodawaniu genéw. W tym przypadku
rowniez dodajemy gen komdrce, ale ma on zupetnie inne zadanie. Nie zastepuje on
bowiem funkcji zadnego genu, ale koduje substancje, ktére fizjologicznie nie sg
produkowane przez modyfikowang komaérke. Moga to by¢ rybozymy, oligonukleo-
tydy antysensowne, biatka wirusowe (na przyktad kinaza tymidylanowa wirusa Her-
pes simplex) lub produkty ludzkich komérek, takich jak IL-2, TNF i wiele innych.
Zmodyfikowane w ten spos6b komérki zaczynajg petni¢ zupetnie nowe funkcije.

1. METODY WPROWADZANIA GENOW

Rdzne sposoby wprowadzania genéw do komérek stworzyta natura. Cztowiek
odkrytje na poczatku lat siedemdziesigtych badajgc cykle zyciowe wiruséw. Zauwa-
zono wolwczas, ze czynnikiem patogennym jest ich kwas nukleinowy. Niektére z
wirusoOw wywierajg swoj efekt cytopatyczny w wyniku integracji swojego materiatu
genetycznego z genomem komorki gospodarza, zmieniajac tym samym jej metabo-
lizm. Gwattowny rozwdj technologii rekombinacji, zapoczgtkowany réwniez na
poczatku lat siedemdziesigtych umozliwit podjecie préb nasladowania natury. Opra-
cowano metody inzynierii genetycznej, ktéorymi mozna klonowaé geny, poznawaé
tajniki dotyczace kontroli ich regulacji i wreszcie wykorzystywac wirusy jako nosniki
materiatu genetycznego. Nie wszyscy byli jednak zwolennikami postugiwania sie
wektorami tak niebezpiecznymi jak wirusy. Stosowano zatem réwniez inne metody
wprowadzania genéw do wnetrza komdrek. Metody wprowadzania genéw generalnie
mozna podzieli¢ na wirusowe i niewirusowe (tab. 1).

Pomimo tego ze nadal najczesciej wykorzystuje sie wirusy, coraz wiecej uwagi
poswieca sie fizycznym i chemicznym metodom wigczania gendw do komdrek.
Wynika to z kilku faktéw. Po pierwsze unika sie w ten sposéb wprowadzania do
komoérek zbednego materiatu genetycznego wirusa, a zatem zmniejsza sie ryzyko
powstania mutacji insercyjnej. Ponadto nosniki niewirusowe tatwiej kontrolowac pod
wzgledem jakoSci i czystosci. Z metod tych najwiekszg uwage przyciggajg ostatnio:
przenoszenie gendw za posrednictwem receptoréw (RMGT- receptor mediated gene
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TABELA 1 Metody wprowadzania gendéw do wnetrza komérek

WIRUSOWE NIEWIRUSOWE

Retrowirusy koprecypitacja solami wapnia

Parwowirusy (AAV) koprecypitacja z dekstranem DEAE

Adenowirusy elektroporacja

Wirusy Papova (np. SV 40) mikroiniekcja

Wirusy krowianki lipofekcja za posrednictwem receptoréow

transfer) albo za pos$rednictwem liposoméw (LMGT - liposome mediated gene

transfer). Ta druga metoda jest obecnie wykorzystywana w badaniach klinicznych.

Inne metody wprowadzania genow do komorek, jak na przyktad koprecypitacja
solami wapnia, elektroporacja (traktowanie komaorek salwami zmiennego pola ele-
ktrycznego w celu zwiekszenia przepuszczalnosci bton cytoplazmatycznych) czy tez
mikroiniekcja (ang. gene gun) sa zarezerwowane praktycznie do badan in vitro na
mata skale.

Niewirusowe metody majgjeszczejedng istotng wade, mianowicie nie umozliwiaja
dtugoterminowego utrzymania ekspresji wprowadzonego materiatu genetycznego.

1.1 WIRUSOWE METODY WPROWADZANIA GENOW

Idealna metoda wprowadzania genéw do wnetrza komorek powinna uwzgledniac
kilka niezwykle waznych warunkéw: powinna by¢ tak wydajna, ze kazda komoérka
otrzymywataby te sama, Scisle okreslong dawke genéw, powinna by¢ prosta, umozli-
wiajgca dostarczenie materiatu genetycznego w jednym tylko podaniu, na przykiad
jako proste wstrzykniecie dozylne, "wstrzykniete" geny powinny dotrze¢ tylko do tych
miejsc w organizmie, w ktérych sag wymagane, a integracja DNA powinna odby¢ sie
na zasadzie rekombinacji homologicznej (wzajemnej wymianie genu terapeutycznego
z uszkodzonym genem). Niestety metody takiej nie opracowano mimo wielkiego
postepu badan w tej dziedzinie.

Lista wirusow badanych jako przenosniki gendw jest bardzo dtuga. Obejmuje ona
zaréwno wirusy DNA, jak i RNA. Dotychczas trzy z nich wykorzystywano najcze-
$ciej. Sg to retrowirusy, adenowirusy i wirusy zalezne od adenowirusa, nalezace do
rodzaju Dependovirus (AAV - adeno associated viruses).

1.1.1. RETROWIRUSY

Najlepiej poznany jest uktad przenoszenia genéw za posrednictwem retrowiruséw.
Nie dziwi zatem fakt, ze sg one zdecydowanie najczesciej stosowane w zatwierdzo-
nych projektach badan klinicznych. Ogromne zainteresowanie tymi wirusami wynika
z wielu ich zalet. Jedng z nich jest zdolno$¢ do stabilnej transdukcji prawie 100%
komoérek docelowych, ktéra umozliwitaby diugotrwala ekspresje wprowadzonego
materiatu genetycznego. Trwato$¢ tego procesu jest wynikiem integracji materiatu
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genetycznego wirusa z genomem komorki gospodarza. Wydaje sie, iz nie dzielace sie
komorki, nie ulegajg infekcji retrowirusami. Niedawno przedstawiono jednak dowaéd
nato, ze retrowirusy potrafig integrowac swéj materiat genetyczny z DNA niektérych
typéw komorek znajdujgcych sie w okresie postmitotycznym [19]. Schemat cyklu
zyciowego retrowirus6w przedstawiono na rysunku 1.

Do niedawna sgdzono, ze wprowadzenie materiatu genetycznego wirusa odbywa
sie w zupetnie przypadkowym fragmencie DNA. Stwarzatoby to ryzyko powstania
mutacji insercyjnej i w efekcie mogtoby prowadzi¢ do aktywacji protoonkogendw,
czy tez inaktywacji antyonkogendéw, a w koncu do transformacji nowotworowej.
Ostatnio okazato sie jednak, iz integracja wirusa nie jest procesem zupetnie przypad-
kowym. Istniejg dowody na to, ze retrowirusy w celu wbudowania swojego genomu
wybierajg charakterystyczne regiony DNA. Z licznych badan wynika, ze na dystry-
bucje proceséw integracji wptywaja takie czynniki, jak sekwencje nukleotydéw, stan
metylacji dinukleotydéw CpG, odlegtos$é od nukleosomow, aktywnos$¢ transkrypcyj-
na chromatyny, a by¢ moze takze inne wtasciwosci [5,10].

Rys. 1. Schemat cyklu zyciowego retrowirusa: 1- receptor dla retrowirusa, 2 - RNA retrowirusa, 3 -
prowirus - DNA retrowirusa wbudowane w genom komoérki, 4 - RNA retrowirusa, 5 - mRNA re-
trowirusa, na bazie ktérego powstaty biatka retrowirusa, 6 - produkcja biatek retrowirusowych

w rybosomach komarki gospodarza, 7 - glikoproteiny otoczki wirusa
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Innym zagrozeniem, zwigzanym ze stosowaniem retrowirusoéw, jest mozliwos$é
rozprzestrzeniania sie zakaznego wirusa. Mozna temu zapobiec konstruujgc specjalne
komérki pakujace wektory retrowirusowe (ang. packaging cells), (rys.l, 2, 3). W
komaérkach tych znajduje sie genom retrowirusa pozbawiony pewnej sekwencji nu-
kleotydowej odpowiedzialnej za pakowanie dojrzatych czgstek wirusowych. Jest to
tak zwana sekwencja T znajdujaca sie tuz przed pierwszym kodonem genu gag [34].
Sekwencja pakujaca dziata in-cis. Jesli brakuje jej w RNA retrowirusa, materiat ten
nie zostaje optaszczony biatkami kapsydu, produktami genu env. Jeslijednak do takiej
komorki pakujgcej wprowadzony zostanie jakikolwiek gen zawierajgcy sekwencje T,
zostanie on optaszczony i uwolniony z komorki jako retrowirus. Do komorek paku-
jacych mozna zatem wprowadzac¢, skonstruowany metodami inzynierii genetycznej,
wektor retrowirusowy. Z wektora tego usunieto enzymami restrykcyjnymi geny
strukturalne wirusa, a na ich miejsce wprowadzono na przyktad gen terapeutyczny.

Rys. 2. Przygotowanie komorki pakujacej polega na wprowadzeniu do niej defektywnego retrowirusa,
to znaczy pozbawionego pewnych niezbednych dla jego replikacji fragmentéw genomu; transfekcje
przeprowadza sie metodg koprecypitacji solami wapnia; wraz z DNA retrowirusa do komoérki pakujacej
wprowadzany jest selektywny marker, na przyktad gen opornosci na neomycyne NeoR; umozliwia to
selektywne zabicie komo6rek nie-transfekowanych i uzyskanie czystej hodowli komdrek pakujacych:
1- mRNA retrowirusa, 2 - produkcja biatek retrowirusowych w rybosomach komérki gospodarza, 3 -
RNA retrowirusa, 4* - sekwencja odpowiadajgca za optaszczenie RNA retrowirusa; brak tej sekwencji
uniemozliwia uwalnianie dojrzatych retrowiruséw
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Rys. 3. Wprowadzanie wektora retrowirusowego zawierajacego odpowiedni gen do komérki pakujacej;
komaérka produkujacajest komadrka uwalniajaca dojrzate wektory retrowirusowe zawierajace gen terapeu-
tyczny: obok prowirusa, pozbawionego sekwencji H*do komérki tej wprowadzono DNA kodujace gen
terapeutyczny, do ktdrego dotgczono sekwencje T; dzieki temu glikoproteiny otoczkowe optaszczajg
RNA genu terapeutycznego; w ten sposéb z komérki uwalniane sa dojrzate czastki retrowirusa zawierajace
gen terapeutyczny: 1- gen terapeutyczny z sekwencja W/, 2 - mRNA genu terapeutycznego, 3 - mRNA
powstajgce z prowirusa, 4 - produkcja glikoprotein otoczkowych optaszczajgcych mRNA genu
terapeutycznego

Komodrka pakujgca wraz z wektorem retrowirusowym to tak zwana komdrka
produkujgca (ang. producer cell), gdyz produkuje ona czastki wirusa zawierajgce
kopie RNA rekombinowanego wektora. W produkowanych w ten spos6b retrowiru-
sach znajdujg sie ponadto produkty genu poi, czyli odwrotna transkryptaza, integraza
i proteaza. Sg to zatem kompletne no$niki genu terapeutycznego, ktére mozna uzy¢
do transdukcji komoérek w tkankach docelowych, poddawanych terapii genowej.
Poniewaz w nos$nikach tych nie ma gendw strukturalnych wirusa, sg one niezdolne do
dalszej replikacji. Okazato sie rowniez, iz wydajniej pakowane sg sekwencje genow
zawierajace, oprécz genu poi, rowniez fragment 3’ genu gag [1].

Pierwsze linie komaérek pakujgcych wywodzity sie z fibroblastow NIH-3T3 [1,34].
Jednym z problemdéw zwigzanym z tymi liniami byto pojawienie sie dzikich, czyli nie
zmutowanych form retrowirusowych. Powstawaty one w wyniku rekombinacjihomo-
logicznych pomiedzy r6znymi sekwencjami genowymi. Aby unikng¢ tego zagrozenia,
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Rys. 4. Transdukcja komorki docelowej; wektor retrowirusowy, zawierajacy gen terapeutyczny infekuje
komérke docelowg; enzymy retrowirusowe przepisujg RNA genu na DNA w procesie odwrotnej transkry-
pcji, a nastepnie wbudowywuja go do genomu komaérki gospodarza; transdukowana komérka produkuje
biatka - produkty genu terapeutycznego, ale nie moze kontynuowac rozprzestrzeniania sie retrowirusa, bo
we wprowadzonym genie brakuje retrowirusowych sekwencji regulatorowych, np. gag, env, poi: 1 -
receptor dla retrowirusa, 2 - RNA genu terapeutycznego, z ktérego po odwrotnej transkrypcji powstanie
DNA wbudowane do genomu komorki, 3- mRNA genu terapeutycznego, z ktérego powstaja biatka

wprowadzono kolejne modyfikacje, miedzy innymi mutacje punktowe w powtarzal-
nych sekwencjach koncowych (LTR - long terminal repeats) [12].

Jeszcze innym zabezpieczeniem przed niekontrolowanym rozprzestrzenianiem sie
wirusow jest konstruowanie tak zwanych wektordw samobdjczych lub inaczej samo-
unieczynniajgcych sie (ang. suicide vectors, selfinactivating vectors) [54]. W wekto-
rach tych wywotano delecje fragmentow okreslonego promotora znajdujgcego sie w
3’-LTR. W trakcie odwrotnej transkrypcji odcinek 3’-LTR uzywany jestjako matryca
dla zaréwno 3’,jak i 5 LTR prowirusowego DNA, ktéry zostaje wprowadzony do
DNA chromosowego. Delecja odpowiednich fragmentéw integrowanego wirusa
sprawia, ze nie moze powstaé RNA wirusa. Nie zaburzona jest natomiast ekspresja
genu terapeutycznego, gdyz jest on kontrolowany przez inny zestaw sekwencji re-
gulatorowych (rys. 5).
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Rys. 5. Schemat przedstawiajacy zasade wprowadzania genéw do komoérek za posrednictwem samo-
unieczynniajacych sie wektoréw retrowirusowych (opis w tekscie)

Jedna z najnowszych koncepcji wprowadzania gen6éw polega na rozdzieleniu
regionow kodujgcych biatka retrowirusa: gag, env i poi na dwa rézne wektory
plazmidowe, ktorymi niezaleznie transfekuje sie komarki pakujgce. Aby zatem doszto
do powstania wirusa pomocniczego, musiatyby zaj$¢ az trzy procesy rekombinacji.
Szansa na to jest tak mata, ze mozna zatozy¢, iz jest to praktycznie niemozliwe [35].

Istnieje wiele typéw retrowiruséw. Jedne mogg infekowa¢ komaérki mysie, inne
ludzkie, ajeszcze inne zar6wno mysie jak i ludzkie. Dlatego retrowirusy podzielono
na kilka klas:

wirusy ekotropowe - infekujgce tylko komérki mysie,

wirusy ksenotropowe - niezdolne do infekowania komdrek mysich, ale infekujace
wiele innych gatunkow ssakow i

wirusy amfotropowe - zdolne do infekowania zaré6wno mysich, jak i innych
komorek ssakow.

Tropizm wirusow jest uzalezniony od rodzaju biatka env produkowanego przez
wirusy i znajdujagcego sie na powierzchni ich kapsydu. Zgodnie z tym konstruuje sie
odpowiednie linie komoérek pakujacych, zawierajgce okre$lone geny env wirusa.
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Najpowszechniejsze w probach zastosowan klinicznych sg rekombinowane retrowi-
rusy amfotropowe zdolne do transdukcji komaérek ludzkich [9].

Z pewnos$cig mozna sadzi¢, ze kolejne udoskonalenia wektoréw retrowirusowych
beda pojawiac sie réwnolegle z odkrywaniem nieznanych jeszcze elementéow cyklu
zyciowego retrowiruséw. Na pewno pomocne bedzie doktadniejsze poznanie regut
rzagdzacych oddziatywaniami miedzy biatkami env a ich receptorami na powierzchni
komérek. Naprowadzanie (ang. targeting) wektoréw retrowirusowych na odpowied-
nie komorki jest ekscytujgcym kierunkiem badan. Jedna z grup badaczy prébowata
naprowadza¢ wektory na komdrki poprzez tgczenie biatek env z przeciwciatem
monoklonalnym rozpoznajagcym odpowiedni epitop znajdujgcy sie na powierzchni
kmorki docelowej [45]. Inna grupa chemicznie modyfikowata biatka kapsydu dotg-
czajac do nich reszty galaktozy i naprowadzajgc tak zmienione no$niki na hepatocyty.
Na powierzchni tych komérek znajduja sie bowiem receptory dla asialoglikoprotein
[41]. W obu tych prébach uzyskano bardzo ciekawe i zachecajgce wyniki. Jak
wiadomo hepatocyty w normalnych warunkach nie proliferujg (nie nadajg sie wiec
do transdukcji retrowirusowej), ale po uszkodzeniu watroby mozliwe jest ich namna-
zanie w celu zregenerowania funkcji narzagdu. Aby zatem umozliwié integracje mate-
riatlu genetycznego wiruséw, przeprowadzono czesciowg hepatektomie. Pomimo ze
transdukcja byta mniej wydajna niz w badaniach in vitro, metode te bedzie mozna
prawdopodobnie wykorzystac¢ in vivo [16,24,43,44].

Wydajne, prawie w 100%, wprowadzanie gendw do komdrek docelowych udaje
sie jak na razie uzyskac¢ tylko na modelach mysich. W eksperymentach na wiekszych
zwierzetach, takich jak na przyktad psy inaczelne transdukcja nie jest tak efektywna.
W zwigzku z tym poszukuje sie metod i czynnikéw usprawniajacych ten proces. W
jednym z badan wykazano, ze niektére czynniki wzrostu, jak na przyktad: IL-3, IL-6,
czynnik wzrostu komérek macierzystych (c-kit Ugand) zwiekszajg transdukcje komd-
rek macierzystych krwi (CD34+)dwu-, anawet czterokrotnie [11]. Inna grupa badaczy
odkryta, ze proces ten usprawnia zewngtrzkomoérkowa macierz szpiku kostnego [36].

Sposrod wektorow retrowirusowych najwiekszg popularno$cia cieszy sie wirus
biataczki mysiej Moloneya (MoMuLV - Moloney murine leukaemia virus) [37].
Pewng zagadka, niedawno wyjasniong, byta bardzo niska ekspresja genow wprowa-
dzanych zaposrednictwem MoMuLV. Prawdopodobnie wynikato z mety lacji wekto-
rowych cytozyn w LTR [6,28]. Wiedzac o tym mozna wprowadzi¢ odpowiednie
modyfikacje w LTR, badZ dotgczy¢ do wektoréw wewnetrzne promotory.

1.1.2. ADENOWIRUSY

Coraz cze$ciej w terapii genowej wykorzystywane sg adenowirusy. W przeciwien-
stwie do retrowirusow moga one infekowac¢ komoérki w fazie G0.Mozna zatem uzywac
ich przy wprowadzaniu gendéw do wnetrza komorek, ktére przestaty sie dzieli¢, na
przyktad do kardiomiocytéw, neurondw, badz tez do komérek dzielagcych sie tylko
w odpowiednich warunkach (na przyktad po zranieniu), takich jak komérki nabton-
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kowe i $rédbtonkowe. Adenowirusy rozszerzajg zatem zakres komérek podatnych
dla terapii genowej.

Sposrdd adenowiruséw najczesciej stosowane sg pozbawione do replikacji adeno-
wirusy nalezace do serotypu Ad5. Zaletg adenowirusow jest fakt, ze nie wiaczajg
swojego materiatu genetycznego do genomu gospodarza, ale pozostawiajg go w
postaci episomow, czyli pozachromosomowo. To eliminuje zagrozenie mutacjg in-
sercyjna. Ponadto adenowirusy sg znacznie pojemniejszymi wektorami od retrowiru-
séw. Moga przenosi¢ az 36 kb DNA, a poza tym mozna je uzyskiwaé w bardzo
wysokim mianie. Jak dotgd nie udokumentowano dziatania nowotworowego adeno-
wirus6w. Natomiast do$¢ duzym problemem jest indukowanie przez te wirusy silnej
odpowiedzi odpornosciowej organizmu. Inng niezwykle wazng zaletg adenowirusow
jest tatwos$¢ konstruowania ich z komponentow plazmidowych. Usuniecie regionu EI
(early gene region) z genomu wirusa pozbawia go zdolnosci do replikacji. Usuniecie
El nie wyklucza jednak mozliwosci dalszego rozprzestrzeniania sie wirusa. Jesli w
transdukowanej komorce dojdzie do koinfekcji innym adenowirusem, albo w genomie
komorki bedzie znajdowat sie juz gen EIl, mozliwe jest wéwczas przywroécenie
zdolno$ci wirusa do namnazania. Potwierdzity to badania Grahama i wspdtpracowni-
kéw [20].

1.1.3. WIRUSY ZALEZNE OD ADENOWIRUSA (AAV) ORAZ PARWOWIRUSY

AAYV to grupa wirus6w wzbudzajacych coraz wieksze zainteresowanie badaczy
zajmujacych sie terapig genowa. Nalezg one do rodziny Parvoviridae. Sg to jednoni-
ciowe wirusy DNA [52], szeroko rozpowszechnione w otaczajagcym nas srodowisku,
aco najwazniejsze nigdy nie wykazano ich zwigzku z zadng chorobg cztowieka, nawet
mimo tego ze az u 85% ludzi w USA mozna wykryé swoiste przeciwciata przeciwko
tym wirusom. Wirusy te charakteryzujg sie kilkoma cechami, ktore stanowig o tym,
ze moznaje wykorzysta¢ w terapii genowej. Przede wszystkim mogg one infekowac
szeroki wachlarz komoérek, zarowno dzielgcych sie jak i nie dzielgcych. Ich wiriony
sg niezwykle stabilne, odporne na liczne rozpuszczalniki, detergenty, skrajne tempe-
ratury igraniczne pH, a wprowadzenie do genomu komorki materiatu genetycznego
wirusa zawsze odbywa sie w okreSlonym miejscu, na 19 chromosomie
[25,26,27,46,48]. Za doktadng integracje wirusa odpowiadajg dwa biatka: rep78 i
rep68. Catkiem niedawno opracowano bardzo dobry model doswiadczalny umozli-
wiajacy doktadne poznanie regut rzadzacych integracja wiruséw AAV [8], Z pewno-
$cig pomoze to udoskonali¢ metody wprowadzania genéw do wnetrza komorek.
Integracja wirusa do DNA komorki gospodarza jest bardzo stabilna i prawdopodob-
nie nie prowadzi do mutagenezy insercyjnej [4,38,39,40], W dodatku wykazano, iz
produkty genéw AAV majg pewng aktywnos¢ antyonkogenng [21]. Cechy te decy-
dujg o tym, ze AAV moga by¢ doskonatymi narzedziami w terapii genowej.

Zmodyfikowane wektory AAV, to znaczy sklonowane w posta¢ plazmidu, nadal
zachowujg zdolnos¢ do infekcji i produkcji czgstek wirusowych. Jest to cecha bardzo
korzystna, gdyz umozliwiadowolne manipulowanie materiatem genetycznym wirusa.
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W pierwszych rekombinowanych wektorach AAV wymieniano gen cap kodujgcy
kapsyd na gen NeoR. Nastepnie wektorem tym zakazano linie komdrkowa uprzednio
transfekowang adenowirusem zawierajagcym plazmid pomocniczy, czyli uzupetniajg-
cy brakujagcy gen cap. Tak zmodyfikowana linia komérkowa mogta produkowac
otoczone kapsydem czastki wirusa AAV zawierajace gen Neo

Do produkcji wektoréw pomocniczych wykorzystano dwie metody. Jedna pole-
gata na tym, ze do rekombinowanych wektorow AAV wprowadzano fragmenty
bakteriofaga lambda uzupetniajace funkcje produktu genu cap. Gen ten byt jednak
zbytduzy, aby mogtby¢ spakowany do czgstki produkowanego wirusa. Druga metoda
polegata na usunieciu istotnych sekwencji z regionu ITR (ang. inverted terminal
repeats) wektora AAV. W wyniku modyfikacji niemozliwa byta ani replikacja, ani
pakowanie wirusa, ale wytwarzane byty produkty gendw cap irep [51]. Tak konstruo-
wane czastki wirusa miaty jednak liczne wady:

* Wydajnos$¢ transdukcji wynosita tylko 0,5-5%.

e Obecnos$¢ genu rep sprawiata, ze pojemno$é wirusa byta bardzo zmniejszona
(zaledwie 2 kb), a ponadto, jak wykazaty badania, sam gen rep w znaczacy sposéb
zmniejszat wydajnos¢ transdukciji.

* W wyniku znacznej homologii miedzy sekwencjami plazmidu AAV a sekwen-
cjami wirusa pomocniczego dochodzito do generacji postaci dzikich wirusa AAV
zanieczyszczajacych uzyskiwany materiat nawet w 50%.

Kolejna generacja wektoré6w miata usuniete oba geny cap i rep, co zwiekszato
pojemnos¢ do 4,2 kb [22]. Wreszcie skonstruowano taki system pakujacy, z ktérego
usunieto wszystkie sekwencje homologiczne pomiedzy wektorem a uzupetniajgcym
go plazmidem pomocniczym [47], W uktadzie tym wektor psub210 zawierat tylko
ITR, gen NeoR i krotki, sktadajacy sie z 45 par zasad fragment wirusa AAV uzyskany
po trawieniu enzymem restrykcyjnym Xbal. Usuniety przez enzym restrykcyjny
fragment wirusa AAV zostat wprowadzony do wektora pomocniczego, do ktérego
dotgczono ponadto koniec 5’ adenowirusa w celu zwigkszenia stopnia ekspresji.
Wektor pomocniczy nazwano pAAV/Ad (od plazmid AAV/Adenowirus). Uzyskano
w ten sposdb catkowity brak sekwencji homologicznych pomiedzy wektorem pomoc-
niczym a wektorem plazmidowym, dzieki czemu produkcja postaci dzikich wirusa
jest niemozliwa.

Do tej samej grupy - parwowirus6w nalezg takze parwowirus B19 (AAV-2). W
przeciwienistwie do AAV wirus ten jest czynnikiem etiologicznym Kilku chordb
cztowieka [2,18], Wykazano réwniez szczeg6lne powinowactwo tego wirusa do
komdrek hemopoetycznych [49]. WHasciwos¢ te sprobowano wykorzystaé. W tym
celu skonstruowano wektor hybrydowy AAV-B19 zaktadajac, ze bedzie on szczegdl-
nie efektywnie transdukowat hematopoetyczne komorki progenitorowe [55]. W hy-
brydzie tej wykorzystano promotor p6 wirusa B19 i gen NeoR. Nastepnie rekom-
binowanymi wirusami transdukowano komérki CD34+ izolowane z krwi pepowino-
wej. Przeprowadzenie transdukcji nie wymagato prestymulacji komorek progenitoro-
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wych ani cytokinami, ani czynnikami wzrostu. WyraZznie wiec widac, iz wektory
oparte na parwowirusach mogtyby by¢ alternatywa dla wektoréw retrowirusowych,
ktore z powodzeniem wykorzystywane sg jak dotad przy transdukowaniu komorek
hematopoetycznych [33], Przewaga parwowiruséw polegataby na zdolnosci do infe-
kowania komérek niereplikujacych, badZz wolno replikujacych, bez uprzedniej ich
stymulacji [42],

1.14. WIRUS KROWIANKI

Wirus krowianki niejednokrotnie byt wykorzystywany przez naukowcéw. Dzieki
szczepionkom, jakie z niego uzyskano, zdotano opanowac ospe prawdziwg w takim
stopniu, ze praktycznie nie istnieje juz ona na $wiecie. Pochodzenie wirusa nie jest
znane. Przypuszcza sie, ze jest to zmieniony wirus ospy bydlecej.

Obecnie istnieje nadzieja, ze ponownie dzieki wirusowi krowianki bedzie mozna
"szczepi¢" chorych ludzi, cho¢ w zupetnie innym celu. Z wirusa tego prébuje sie
bowiem przygotowac szczepionki przeciwnowotworowe. Wirus bytby w nich wekto-
rem przenoszacym geny kodujgce odpowiednie substancje terapeutyczne. Zaintere-
sowanie tym wirusem jako potencjalnym narzedziem w terapii genowej wynika z
kilku jego wiasciwosci, a mianowicie:

- fatwosci konstruowania wektoréw zawierajacych dtugie fragmenty DNA (ponad
25 kb),

-doktadnosci i wiernosci ekspresji wprowadzonych obcych sekwencji genéw oraz

- mozliwosci infekowania szerokiego zakresu komorek [15].

Aby doceni¢ unikatowe cechy wirusa krowianki, warto poznac kilka jego wtasci-
wosci. Wirus ten nalezy do rodziny Poxviridae, ktéra obejmuje réwniez szereg innych
wirusow zwierzecych. Sg to najwieksze wirusy zwierzece, ktdre mozna uwidocznié
nawet w mikroskopie Swietlnym. Ich replikacja odbywa sie w cytoplazmie infekowa-
nych komorek. Zbudowane sg z liniowego dwuniciowego DNA o dtugos$ci 85-240 x
106 par zasad. Wirusowa polimeraza RNA rozpoznaje tylko witasne transkrypcyjne
sekwencje regulatorowe, ktdre roznia sie od eukariotycznych i prokariotycznych.
Dziegki temu synteza biatek wirusa nie zaktdca ekspresji gendw komérki gospodarza.
Tuz po infekcji komorki rozpoczeta zostaje synteza wczesnych mRNA, z ktorych
powstajg wczesne biatka wirusa. W$réd nich sg polimerazy DNA i inne enzymy
niezbedne do rozpoczecia replikacji genomu wirusa. Poczatek replikacji pokrywa sie
zrozpoczeciem ekspresji p6znych genow. Wsrod ich produktow znajdujg sie prawie
wszystkie biatka strukturalne i enzymy dojrzatego wirusa. W nastepnym etapie
dochodzi do utworzenia gotowych wirionéw. Wiekszo$¢ z nich pozostaje w infeko-
wanej komadrce, ale cze$¢ uzyskuje lipidowa otoczke z aparatu Golgiego i opuszcza
komérke w procesie pagczkowania [15].
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Wirus krowianki ma bardzo ciekawg i korzystng wasciwos¢. Ot6z tak jak w
komaérkach eukariotycznych mRNA wirusa ulega licznym modyfikacjom potransla-
cyjnym, jak na przyktad przytaczanie czapeczki z 7-metyloguanozyny do konca 5’
oraz ogona poli(A) do konca 3.

Generowanie rekombinowanych wimséw krowianki polega na wymianie homolo-
gicznej pomiedzy DNA wirusa krowianki a wektorem plazmidowym zawierajagcym
wprowadzany gen [23]. Wektory plazmidowe zawierajg jeden lub wiecej genéw
potagczonych z poxwirusowym promotorem. Po obu stronach wektora znajdujg sie
fragmenty genomu wirusa krowianki, ktére nic nie koduja, ale sa niezbedne do tego,
aby zaszta rekombinacja homologiczna. Skonstruowany w ten sposob wektor wpro-
wadza sie do komorek, ktore uprzednio zostaly zakazone wirusem krowianki. W
efekcie w komérkach powstajg odpowiednie rekombinanty wirusa krowianki zawie-
rajgce wprowadzane geny.

W zwigzku z tym, ze promotory komorkowe nie sg rozpoznawane przez aparat
transkrypcyjny wirusa krowianki, do ekspresji wprowadzonych gendéw nalezy uzy¢
natywny lub syntetyczny promotor wirusa. Do tego celu uzywano bardzo wielu
promotoréw. Odpowiedni wybér jest uwarunkowany tym, co planuje sie uzyskac.
Dany promotor okresla bowiem, w jakim tempie, w jakiej fazie cyklu zyciowego
wirusa i w jakiej ilosci ma by¢ produkowane biatko lub RNA. Na przyktad okazato
sie, ze jesli dochodzi do ekspresji wprowadzonego genu w poznej fazie cyklu wirusa,
nie nastepuje aktywne pobudzanie limfocytéw T. Zatem jesli pierwotnym celem jest
skonstruowanie szczepionki, nalezy uzyé promotora wczesnych genéw wirusa. Z
kolei aby uzyska¢ ekspresje gendéw na wysokim poziomie, nalezy wykorzystac
promotory péznych gendw. W tym celu Davison i Moss skonstruowali syntetyczny
promotor znacznie silniejszy niz jakikolwiek inny wystepujacy naturalnie [13]. Ko-
lejnym sposobem osiggniecia zamierzonego poziomu ekspresji genu jest przytgczenie
promotoréw innych wimséw, na przyktad bakteriofaga T7 [17]. Aby jeszcze silniej
zwiekszy¢ ekspresje genu, wprowadzono fragment wirusa encephalomyocarditis, tak
zwang 5 ’-untranslated sequence, co umozliwia translacje niezalezng od obecnosci
czapeczki z 7-metyloguanozyny [14].

1.2. METODY FIZYCZNE WPROWADZANIA GENOW

Wprowadzanie genéw do komdérek za posrednictwem metod fizycznych jest
rowniez wykorzystywane w badaniach, ktére majg mie¢ zastosowanie dla celéw
klinicznych. Metody te majg pewne wady ograniczajace ich uzycie, ale maja réwniez
witasciwosci decydujace o ich przewadze nad metodami wprowadzania genéw za
posrednictwem wiruséw.

Precypitacja DNA wraz z fosforanem wapnia po raz pierwszy zostata zastosowana
na poczatku 1980 roku. Sole wapnia uszkadzajgc btone komdrkowg umozliwiajg
penetracje materiatu genetycznego do wnetrza komdrek. Niestety wyklucza to ewen-
tualne zastosowanie tej metody in vivo.
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Bezposrednie wstrzykniecie genu do komarki za pomocg mikropipety, cho€ jest
metodg bardzo produktywng (jedna na pie¢ komdrek dostaje prawidtowo podany
gen) i powtarzalng, to jednak réwniez uszkadza btone komoérkowg. Ponadto trudno
sobie wyobrazi¢ wprowadzenie genow oddzielnie do kilku miliondw komarek, a tyle
trzeba bytoby transfekowac, aby uzyskaé zamierzony efekt terapeutyczny.

Kolejng formg wprowadzania genow jest lipofekcja, czyli wprowadzanie materiatu
genetycznego za posrednictwem liposomoéw. Poréwnanie zalet i wad niektérych
metod wprowadzania genéw przedstawiono w tabeli 2.

Liposomy poczatkowo zwane "bangosomami”, sporzadzit na poczatku lat sze$¢-
dziesiagtych Alec Bangham. Na poczatku tgczono z nimi wiele nadziei. Miaty bowiem
stuzy¢ jako "magiczne kule" lub "zaadresowane koperty", w ktérych umieszcza sie
okreslony lek, a nastepnie "wysyta" do chorej komarki. Uzycie liposomow tgczyto sie
z szeregiem ograniczen, szczegdtowo opisanych w ref. [32]. Przez ponad trzydziesci
lat probowano jednak upora¢ sie z owymi ograniczeniami, co w wielu przypadkach
udato sie.

Jako nosniki materiatu genetycznego zaczeto uzywac liposomow w latach osiem-
dziesigtych. Skuteczno$¢ procesu wydaje sie zaleze¢ od kilku czynnikow, miedzy
innymi od sktadu lipidow btonowych, stosunku lipidéw do DNA, stabilnosci komple-
ksu DNA-lipidy, transportu DNA z cytoplazmy dojgdra komo6rkowego. Zanim DNA
wniknie do wnetrza komdérki, liposomy powinny najpierw dotrze¢ do odpowiedniej
tkanki. Po drodze jednak muszg uniknaé¢ komdrek fagocytujacych, ktére "wymiatajg"
wszystko co obce [50]. W tym celu na wzér amerykarskich samolotow wojskowych
niewykrywanych przez radary, konstruuje sie tak zwane "stealth liposomes", ktérym
udaje sie oming¢ fagocytoze. W tym celu pokrywa sie liposomy glikolem polietyle-
nowym [29]. Przypomina to erytrocyty pokryte resztami kwasu sialowego. Inna
metoda polega na dodaniu do btony liposomowej gangliozydéw GM1, co jak sie
okazato, réwniez chroni je przed nieswoistg fagocytozg [31]. Takie kompleksy nie
docierajgjednak wytgcznie do tkanek docelowych, bowiem po drodze sg wychwyty-
wane przez inne komorki. Interesujacy pomyst na pokonanie tego problemu przed-
stawili Wang i Huang. Skonstruowali oni immunoliposomy, czyli kompleksy
liposomdw z przeciwciatami przymocowanymi do zewnetrznej powierzchni btony.
Przeciwciata te rozpoznajg odpowiednie antygeny znajdujgce sie na powierzchni
komdrek docelowych.

Proces transportu DNA z liposomo6w do wnetrza komorek nie jest jeszcze w petni
poznany. Wiadomo, ze liposomy majace ujemnie natadowang powierzchnie tatwiej
reagujg z btong komorkowgq. Niestety sg one wtedy rowniez tatwiej wychwytywane
przez makrofagi. Na oddziatywania miedzy komdrkami a liposomami wptywa takze
skiad tych ostatnich [30]. Wiadomo, ze niektére fosfolipidy w trakcie kontaktu z btong
komaérkowg dufundujg z btony liposomowej do plazmalemmy i vice versa. Jesli w
wyniku takiego kontaktu dojdzie do zwigkszenia przepuszczalnosci btony otaczajacej
komérke, to zawarto$¢ liposoméw moze przemiesci¢ sie do wnetrza komarki. Proces
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TABELA 2. Poréwnaie niektorych technik wprowadzania genéw do wnetrza komdrek

Koprecypitacja Bezposrednie  Zaposrednictwem Lipofekcja
solami wapnia  wstrzykniecie retrowirusow

Wydajno$¢ wprowadzania genéw niska wysoka wysoka wysoka
Uszkodzenie btony jest jest nie ma nie ma
Kancerogennosé nie nie prawdopodobna  nie
Degradacja wprowadzonego nie ma nie ma nie ma jest

genu do komorki
Powtarzalno$¢ metody mata duza duza duza
Mozliwo$¢ uzycia in vivo nie nie prawdopodobna  prawdopodobna
Koszt niski niski wysoki wysoki
Transfekcja wielu typéw komérek  tak tak raczej tak tak

ten nazywany jestuwolnieniem kontaktowym (ang. contact release). Liposomy mogga
réwniez ulegac internalizacji w wyniku endocytozy lub fuzji dwoch bton. W fuzji
pomagajg liczne substancje na przyktad DOPE [3]. Aby zwiekszy¢ wnikanie DNA do
wnetrza komorek, prébuje sie taczy¢ go z licznymi biatkami. Jednym z takich biatek
jest hemaglutynina HA-2 wirusa grypy [53]. W metodzie tej wykorzystuje sie zdol-
nos¢ biatka do tgczenia sie z komoérkami i uwalniania z endosomoéw. W endosomach
dochodzi bowiem (jak wspomniano wczesniej) do degradacji materiatu podlegajacego
endocytozie. Mozna zatem powiedziec, ze jest to konstruowanie sztucznych wiruséw.

Wyzej opisane metody wprowadzania genow za posrednictwem liposomow
umozliwiaja tylko przejSciowg ich ekspresje, trwajaca od kilku dni do najwyzej kilku
miesiecy. Wydaje sie zatem, ze prace badaczy powinny skupi¢ sie na opracowaniu
metod pozwalajgcych na trwate utrzymanie sie genéw w komaérkach. Wtedy bowiem
mozliwa jest skuteczna korekcja okre$lonego zaburzenia genetycznego.

Z innych metod uzywanych do transfekcji komorek warto wspomnieé o jeszcze
jednej, a mianowicie o wprowadzaniu genéw za posrednictwem receptorow. W
metodzie tej sprzega sie gen w postaci wysoce zwinietego (ang. supercoiled) plazmidu
z ligandem biatkowym za posrednictwem poli-L-lizyny.

W celu wprowadzenia genéw do watroby jako ligandy wykorzystywano transfe-
ryne i asialoglikoproteiny, poniewaz na hepatocytach znajdujg sie receptory dla tych
czasteczek. W jednym ztakich badan wykazano, ze po podaniu DNA nie potgczonego
z zadnym ligandem tylko 17% znalazto sie w watrobie. Gdy potgczono DNA z
odpowiednim ligandem, az 85% tak podanego materiatu znalazto sie w watrobie.
Metoda ma jednak wady. Jedng z nich sg losy DNA po internalizacji do wnetrza
komérki.Materiat ten dostaje sie howiem do endosomow ipo potgczeniu zlizosomami
ulega degradacji. Aby pokonac te przeszkode, ponownie wykorzystano wasciwosci
wirusow, a gtownie adenowiruséw, ktére potrafig przerywac funkcje endosoméw. W
badaniu przeprowadzonym przez D. Curiela i wsp6tpracownikéw w trakcie podawa-
nia gendéw potgczonych z transferyng przeprowadzono koinfekcje adenowirusami
[56]. W znacznym stopniu usprawnito to transfekcje. Pojawito sie zresztg bardzo wiele
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pomystéw na pokonanie tego utrudnienia. Prébowano miedzy innymi sprzega¢ DNA
w postaci plazmidu z przeciwciatem specyficznym w stosunku do biatek otoczki
adenowirusa [56]. Same biatka otoczki majg bowiem zdolno$¢ przerywania funkcji
endosoméw. Utworzonym w ten sposéb kompleksem DNA-przeciwciato-adenowirus
zakazano komorki, a tym samym omijano kilka przeszkod:

e ograniczong pojemno$¢ wektora adenowirusowego,

e rozktad wprowadzonego materiatu przez komorkowe enzymy lizosomalne,

e unikniecie koinfekcji materiatem zakaznym, jakim sg wirusy.

W innym bardzo podobnym podej$ciu prébowano potagczy¢ DNA z przeciwciatem
- agonistg receptora dla naskdrkowego czynnika wzrostu (epidermal growthfactor -
EGF). Pozwolito to na naprowadzanie genéw do komaérek wykazujacych zwiekszong
ekspresje receptora dla EGF, jak na przyktad komorki raka kolczystokomérkowego

[7].

PODSUMOWANIE

Dotychczas opracowano bardzo wiele metod wprowadzania genéw do komoérek.
Niektére z nich sgjuz wykorzystywane w badaniach klinicznych. Mozna przypusz-
czaé, iz w najblizszym okresie pojawig sie nowe metody, a metody tradycyjne zostang
udoskonalone. Terapia genowa moze by¢ niezwykle skuteczng bronig w walce nie
tylko z wrodzonymi anomaliami genetycznymi, aie rowniez z nabytymi chorobami
jak na przyktad nowotworowymi. Podjeto tez pierwsze préby zastosowania terapii
genowej w leczeniu AIDS. Mozna mie¢ nadzieje, ze zainteresowanie tg nowga dzie-
dzing wiedzy juz wkrotce zaowocuje doskonatymi rezulatami.
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REAKCJE APARATU FOTOSYNTETYCZNEGO
NA STRES OKSYDACYJNY

RESPONSES OF PHOTOSYNTHETIC APPARATUS
TO OXIDATIVE STRESS

Agnieszka MOSTOWSKA* Edward A. GWOZDZ **

*Zaktad Fizjologii Roslin Il, Uniwersytet Warszawski; **Zaktad Ekofizjologii Ro-
$lin Uniwersytetu im. A Mickiewicza w Poznaniu

Streszczenie. W artykule oméwiono dziatanie niektérych czynnikéw $rodowiskowych indukujacych
stres oksydacyjny na strukture i funkcje aparatu fotosyntetycznego. Przedstawiono uszkodzenia spowo-
dowane dziataniem aktywnych form tlenu ( rodnikéw ponadtlenkowych i hydroksylowych, nadtlenku
wodoru oraz tlenu singletowego). Omoéwiono enzymatyczne i nieenzymatyczne mechanizmy ochronne
eliminujgce aktywne formy tlenu w chloroplastach. Przedstawiono szczeg6towo reakcje aparatu foto-
syntetycznego na nastepujgce czynniki: Swiatto o wysokim natezeniu, promieniowanie ultrafioletowe,
gazowe skazenia atmosfery (ozon, dwutlenek siarki i tlenki azotu) oraz herbicydy. Uszkodzenia struktury
i zaburzenia w funkcji chloroplastéw sg czesto podobne i niezalezne od pierwotnego czynnika stresowe-
go, a polegaja gtéwnie na rozdeciu tylakoidéw, nadmiernej akumulacji plastoglobul i skrobi, a takze
destrukcji barwnikéw fotosyntetycznych i zmniejszonej zdolnos$ci wigzania CO2. Przedstawione dane
pozwalajg stwierdzié¢, ze czynniki indukujgce stres oksydacyjny dziatajg niespecyficznie, a rosliny
odporne na jeden z czynnikdw sg czesto takze odporne na inne zrodta stresu oksydacyjnego. W pracy
omoéwiono proby uzyskania roslin transgenicznych o zwiekszonej odpornosci na stres oksydacyjny.

Stowa kluczowe: aparat fotosyntetyczny, dysmutaza ponadtlenkowa, czynniki stresowe, stres oksydacyj-
ny

Summary. The effect of some environmental factors inducing oxidative stress on structure and function
of photosynthetic apparatus is presented. Damage of cell caused by superoxide radical, hydroxyl radical,
hydrogen peroxide and singlet oxygen is described. Enzymatic and nonenzymatic defence mechanisms,
which detoxify and eliminate reactive oxygen species in chloroplasts are presented. A detailed response
of photosynthetic apparatus to the following stress factors: high photon flux density, UV irradiation, air
pollutants (ozone, sulfur dioxide, nitrogen oxides), and herbicides is described. Damage in structure and
function of chloroplasts are often similar, independent of stressing factor and consist in swelling of
thylakoids, intensive plastoglobule and starch accumulation, photodestruction of pigments and inhibition
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of photosynthesis. Data presented seem to indicate that factors inducing oxidative stress do not act
specifically and that plants resistant to one stressing factor are quite often resistant to another oxidative
stress inducing factor. Attempts to improve oxidative stress resistance in plants by overproduction of
antioxidative enzymes in transgenic plants are described.

Key words: photosynthetic apparatus, oxidative stress, stressing factors, superoxide dismutase

Wykaz skrotéw. APX - peroksydaza askorbinianowa, DHAR - reduktaza dehydroaskorbinianowa, GR
- reduktaza glutationowa, HSP - biatka szoku termicznego, PS | - fotouktad I, PS Il - fotouktad II,
RuBP - rybulozo-1,5-bisfosforan, SOD - dysmutaza ponadtlenkowa.

WSTEP

Tlen zjednej strony jest nieodzownym sktadnikiem zycia organizmow tlenowych,
z drugiej zas$ strony jest zrédtem powstawania aktywnych, szkodliwych pochodnych
powodujacych szereg zaburzen w procesach fizjologicznych. Zwiekszenie w komérce
poziomu aktywnych form tlenu okres$lanejestterminem stresu oksydacyjnego powo-
dujgcego uszkodzenia strukturalne i funkcjonalne prowadzace w konsekwencji do
$mierci komoérki. Tak wiec stres oksydacyjny pojawia sie wowczas, gdy stezenie
aktywnych form tlenu wzrasta w komdrce na tyle, ze funkcjonujagce w komaérce
mechanizmy ochronne nie sg w stanie "zniwelowac" toksycznego ich dziatania i
zapobiec szkodliwym zmianom wywotanym przez ten stres. Tlen w stanie podstawo-
wym, jako dwuatomowa czgsteczka, jest mato aktywny. Moze jednak pod wptywem
réznych czynnikdw przechodzi¢ w znacznie bardziej aktywny stan wzbudzony, w
formie wolnych rodnikéw lub ich pochodnych. Do aktywnych biologicznie form
tlenu nalezg: rodnik ponadtlenkowy ( 02*), nadtlenek wodoru (H20 2) i rodnik
hydroksylowy ( OH) oraz dwuatomowa czgsteczka tlenu w stanie singletowym ( 0 2).
Drogaredukcji tlenu itworzenie siejego aktywnych form przedstawia sie nastepujaco:

02+e — 02-

202- + 2H h202+ 02
H202+02 —>“OH+ OH +02
h202+ H202 —£2H20 +02

Toksyczne dziatanie aktywnych form tlenu jest powszechnie znane i byto przed-
miotem licznych badan [49, 50, 71, 73].

Rodnik ponadtlenkowy nie jest tak toksyczny jak inne aktywne formy tlenu. Jest
on wytwarzany w wielu przedziatach komoérkowych: chloroplastach, mitochondriach,
glioksysomach i peroksysomach. W chloroplastach, ktére sg najlepiej poznanym
miejscem powstawania 0 2 , rodniki ponadtlenkowe tworzg sie w trakcie przekazy-
wania elektronéw na tlen (z centrum reakcji fotouktadu I - PS | i z ferredoksyny)
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zamiast na NADP+ Rodnik ponadtlenkowy jest jednym z ogniw reakcji redukcji
tlenu prowadzacych do wytworzenia nadtlenku wodom i rodnika hydroksylowego.
Toksyczno$é nadtlenku wodoru, gtéwnie ze wzgledu na jego stosunkowo stabg
reaktywnos$é, nie jest wysoka. Powstawanie nadtlenku wodom, ktéry swobodnie
penetmje przez btony komdrkowe, stwierdzono w mitochondriach, endoplazmatycz-
nym retikulum i chloroplastach. Produkowany jest spontanicznie lub katalitycznie
przy wspodtudziale dy smutazy ponadtlenkowej (SOD). Zrédtem nadtlenku wodom jest
takze tancuch transportu elektronéw w chloroplastach i mitochondriach oraz procesy
oksydacyjne zachodzgce w peroksysomach [43],

Rodnik hydroksylowy, jako silny utleniacz, jest bardzo aktywny i reagujac z
réznymi zwigzkami zawartymi w komarkach, np. enzymami, kwasami nukleinowy-
mi, uszkadza wiele sktadnikéw komodrkowych, powoduje mutacje i metaboliczne
dysfunkcje prowadzace do $mierci komdrki. Rodniki hydroksylowe powstajg gtow-
nie w reakcji H20 9z 0 2~katalizowanej przez jony metali.

Natomiast tlen singletowy wytwarzany jest w wyniku licznych, chemicznych i
fotochemicznych reakcji. Ma to miejsce miedzy innymi wéwczas, gdy wzbudzone
czasteczki chlorofilu przekazujg elektrony na tlen czgsteczkowy. Tlen w stanie sin-
gletowym jest silnym utleniaczem i w drodze wieloetapowej, wolnorodnikowej
reakcji tancuchowej powoduje m.in. utlenianie lipoproteinowych sktadnikéw bton
komdérkowych. W przypadku uszkodzen plazmalemmy dochodzi do gwattownego
odwodnienia i $mierci komorki.

Wiele czynnikéw Srodowiskowych, takich jak: skazenia atmosfery (ozon, tlenki i
dwutlenki siarki i azotu), promieniowanie UV, jony metali ciezkich, Swiatlo o
wysokim natezeniu, herbicydy, patogeny czy susza i stres temperaturowy powoduje
tworzenie sie duzych ilosci aktywnych form tlenu. Zwiekszony poziom aktywnych
form tlenu w komoérce jest powszechnym zjawiskiem, co moze byé konsekwencjg
dziatania wielu czynnikéw stresowych, jak i bezposrednim objawem starzenia sie
komaérek. Rysunek 1 ilustruje czynniki inicjujgce stres oksydacyjny oraz dysfunkcje
komoérkowe spowodowane tym stresem.

W toku ewolucji rosliny wytworzyty szereg systeméw obronnych umozliwiaja-
cych prawidtowe funkcjonowanie w obecnosci aktywnych form tlenu. Formy te sg
stale produkowane w r6znych przedziatach komorkowych podczas wielu reakcji,
rowniez w normalnych, niestresowych warunkach. Mechanizmy zabezpieczajgce
przed ich szkodliwym wptywem funkcjonujg w komérkach roslinnych [5].

Takg ochronngrole przed toksycznym i mutagennym dziataniem aktywnych form
tlenu petnig zardwno nieenzymatyczne antyutleniacze, takie jak: barwniki fotosyn-
tetyczne, glutation, askorbinian i tokoferol, jak i enzymatyczne, w tym: dysmutazy,
katalazy i peroksydazy.

Wydaje sie takze, ze mechanizmy ochronne przed dziataniem réznych streséw sa
ScisSle ze sobg powigzane. Stymulacje syntezy biatek stresowych pod wptywem
silnych utleniaczy, takich jak jony metali ciezkich ijony azotynowe, stwierdzono w
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Rys. 1 Czynniki indukujgce powstawanie aktywnych form tlenu; uszkodzenia na poziomie metabo-
licznym i komérkowym spowodowane dziataniem aktywnych form tlenu

korzeniach tubinu [68]. W przypadku stresu oksydacyjnego wywotanego ré6znymi
czynnikami srodowiska, aktywne formy tlenu indukujg rdwniez synteze biatek szoku
termicznego (HSP) [18]. W tych warunkach HSP zapewniajgc utrzymanie odpowied-
niej konformacji przestrzennej biatek ochraniajg systemy enzymatyczne i btonowe.
Znana jest takze rola chloroplastowych HSP w ochronie PS Il przed fotoinhibicjg w
warunkach szoku cieplnego [80]. Rola HSP w komérkach roslinnych zostata ostatnio
szczegOtowo przedstawiona w artykule przeglagdowym dotyczgcym tego zagadnienia
[66],

Szkodliwe dziatanie roznych czynnikéw srodowiskowych prowadzacych do stresu
oksydacyjnego jest zagadnieniem bardzo obszernym podejmowanym przez wielu
autorow. Szereg prac poswiecono takze mechanizmom ochronnym przed réznego
rodzaju stresami indukujagcym powstawanie aktywnych form tlenu [5, 11, 26, 43, 75,
94].

W tym artykule chcieliby$Smy skoncentrowaé sie na oddziatywaniu stresu oksyda-
cyjnego na aparat fotosyntetyczny, ktory jestjednym z elementéw strukturalno-fun-
kcjonalnych komorki roslinnej. Chloroplasty sg bowiem organellami najszybciej
reagujagcymi na stres oksydacyjny np. przy ograniczeniu dostepu C02do chloropla-
stbw. W normalnych warunkach cze$¢ tlenu wydzielanego w procesie fotosyntezy
wigzana jest w trakcie fotooddychania przez karboksylaze/oksygenaze rybulozobis-
fosforanu (RuBP) i w procesie redukcji w fafncuchu transportu elektronéw w chloro-
plastach (reakcja Mehlera) [29], Chloroplasty sg wiec najwiekszym zrddiem ut-
leniaczy w komorce, a zarazem miejscem funkcjonowania réznych mechanizmow
eliminujacych aktywne formy tlenu [25,26]. Wysokie stezenie tlenu w chloroplastach,
a zwtaszcza wewnatrz tylakoiddw sprzyja powstawaniu tlenu singletowego i rodni-
kéw ponadtlenkowych [34], co moze przyczyni¢ sie do zahamowania zar6wno
wigzania C 02 przez karboksylaze RuBP, jak i rozwoju chloroplastéw [99].
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MECHANIZMY OCHRONNE W CHLOROPLASTACH

Aktywne formy tlenu produkowane w o$wietlanych chloroplastach to: rodniki
ponadtlenkowe i hydroksylowe, nadtlenek wodom i tlen singletowy. Rodniki ponad-
tlenkowe wytwarzane sg wewnatrz btony tylakoidu podczas autooksydacji pierwot-
nego, zwigzanego z btong akceptora elektronéw PS 1 i utleniania ferredoksyny. l10$¢
powstajgcych rodnikow zalezy od ilosci dostepnego NADP+, natezenia Swiatta i
wydajnos$ci cyklu Calvina. W normalnych wamnkach 96% 0 2- produkowanego
wewnatrz bton tylakoidéw jest ponownie utleniana do 02 w drodze cyklicznego
przeptywu elektronéw lub spontanicznej dysmutacji do H20 2 Nadtlenek wodom
powstaje gtéwnie w reakcji utleniania rodnikéw ponadtlenkowych przy wspétudziale
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Rodniki hydroksylowe wytwarzane sg natomiast
w reakcji H900 z 0 2- . Tlen singletowy produkowany jest przez o$wietlane chloro-
plasty podczas przekazywaniaenergii zchlorofilu natlen. Absorbcja Swiatta prowadzi
bowiem do wytworzenia wzbudzonej czasteczki chlorofilu, ktdra wzbudza nastepnie
czasteczke tlenu i powstaje tlen w stanie singletowym. Btony chloroplastowe sg
szczegOlne podatne na peroksydacje lipiddw indukowang przez 0 2' , gdyz ok. 90%
kwasow ttuszczowych tylakoidow zawiera nienasycony kwas a-linolenowy [34].
Peroksydacja lipidow prowadzi do uszkodzen bton chloroplastowych, a takze rozkta-
du barwnikéw i dysfunkcji tych organelli. G¥éwne szlaki metabolizmu tlenu przed-
stawiono na rysunku 2. W normalnych wamnkach uszkodzenia aparatu fotosyn-
tetycznego sg zminimalizowane dzieki szeregu wystepujagcym w chloroplastach "wy-
miataczom" wolnych rodnikéw. Enzymatyczne i nieenzymatyczne mechanizmy eli-
minuja reaktywne formy tlenu chronigc tym samym chloroplasty przed szkodliwym
ich dziataniem.

Do tej pierwszej grupy nalezg dysmutazy ponadtlenkowe (SOD), ktére utleniaja
rodniki ponadtlenkowe do nadtlenku wodom. W chloroplastach r6znych gatunkdw
wystepujg trzy typy SOD: Fe-SOD, CuZn-SOD i Mn-SOD. Liczba izoenzymow
kazdego z tych typéw SOD jest r6zna u réznych gatunkéw rosélin i zlokalizowane sg
one w réznych przedziatach komorkowych. Chloroplastowe i cytozolowe formy
Cu,Zn-SOD prawdopodobnie staty sie oddzielnymi izoenzymami we wczesnych
stadiach ewolucji tego enzymu [42]. Poszczeg6lne formy SOD u r6znych gatunkow
zlokalizowane sg w ré6znych miejscach w obrebie chloroplastéw. Na przyktad chlo-
roplastowy typ izoenzymu Cu,Zn-SOD u szpinaku zlokalizowany jest w stromie i w
przestrzeni wewnatrztylakoidowej, a Mn-SOD zwigzana jest z btonami tylakoidow
[38]. Rodniki ponadtlenkowe, utleniane sg w oS$wietlanych chloroplastach przez

dysmutazy ponadtlenkowe do nadtlenku wodom i tlenu:
SOD

202" + 2H+ -4 H202+ 02

Peroksydazaaskorbinianowa (APX), reduktaza glutationowa (GR), zalezna od
NADPH i reduktaza dehydroaskorbinianowa (DHAR) sg enzymami, ktdre na
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Rys. 2 Metabolizm tlenu w chloroplastach

terenie chloroplastu usuwajg H20 2 wedtug szlaku Halliwella-Asady [11] (rys. 3).
SOD, uczestniczagca w tworzeniu H20 2 jest wiec bezposrednio zwigzana z tym
mechanizmem. Wiadomo, ze w chloroplastach szpinaku 0 2'- produkowany wewnatrz
bton tylakoidéw utleniany jest przez Cu,Zn-SOD do 02 i H20 2, natomiast H20 9
redukowany jest dopiero na terenie stromy przez APX [38]. Wystepowanie SOD
wewnatrz tylakoidéw (w lumen), a brak w tym miejscu peroksydazy $wiadczy o tym,
jak istotne jest pozbycie sie 0 2~ bezposrednio w miejscu, gdzie jest on tworzony.
Rola Mn-SOD zwigzanej z btonami tylakoidow chloroplastdw szpinaku nie jest
jeszcze poznana [38].

Do nieenzymatycznych antyutleniaczy chloroplastowych nalezy a-tokoferol, syn-
tetyzowany w chloroplastach, wystepujacy w duzych ilosciach w membranach tyla-
koidow iblokujacy tancuchowa reakcje utleniania lipidéw. Do zwigzkéw chronigcych
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Rys. 3. tancuch reakcji antyoksydacyjnych w chloroplastach (Szlak Halliwella-Asady) [11]

przed stresem oksydacyjnym w chloroplastach nalezg takze karotenoidy, réwniez
syntetyzowane w chloroplastach, bedace sktadnikami bton tylakoidéw, niekowalen-
cyjnie zwigzane z biatkami bton w fotosystemie 1ill. Ich ochronna rola w chloropla-
stach polega zardwno na "wygaszaniu" chlorofilu w tripletowym stanie wzbudzonym,
jak inareakcji zjuz utworzonym, singletowym tlenem [34]. Ksantofile umozliwiajg
rozproszenie nadmiaru energii w cyklu ksantofilowym (deepoksydacji wiolaksanty-
ny) [17]. Askorbinian zlokalizowany jest gtbwnie w stromie chloroplastowej.Jest on
substratem w szlaku Halliwell-Asady, gdyz reaguje z rodnikami ponadtlenkowymi
oraz uczestniczy w deepoksydacji wiolaksantyny. Glutation bierze udziat w regene-
racji askorbinianu z dehydroaskorbinianu; jest wiec rowniez jednym z ogniw szlaku
detoksyfikujgcego.Zwigzek ten reaguje takze z tlenem singletowym i rodnikami
hydroksylowymi oraz ochrania grupy tiolowe enzyméw [26].

W normalnych warunkach, dzieki opisanym mechanizmom ochronnym chloro-
plasty sg przystosowane do zminimalizowania potencjalnych uszkodzen wynikaja-
cych z nieprawidtowego przekazywania energii. Jednakze zaktdcenia w transporcie
elektron6w moga spowodowac przeniesienie elektronéw natlen generujgc powstanie
zbyt duzej ilosci reaktywnych form tlenu. Jesli funkcjonujgce w chloroplastach
mechanizmy ochronne nie "wygaszg" toksycznych form tlenu wystapi stres oksyda-
cyjny.

CZYNNIKI INDUKUJACE STRES OKSYDACYJINY

W rozdziale tym prezentujemy oddziatywanie niektérych czynnikéw indukuja-
cych stres oksydacyjny na aparat fotosyntetyczny. Liczba czynnikéw, szczeg6lnie
tych zwigzanych z dziatalnos$cig cztowieka, jest o wiele wieksza i nie sposéb omowié
ich dziatania w jednej pracy.
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SWIATEO O WYSOKIM NATEZENIU

Jezeli energia zaabsorbowanego Swiatta przewyzszy okre$lony prog, to obserwuje
sie znaczny wzrost przeptywu elektronéw na tlen i proces fotoinhibicji, czyli hamo-
wania fotosyntezy przez Swiatto [67]. Wytwarza sie woéwczas duza ilos¢ aktywnych
form tlenu, co moze doprowadzi¢ do fotooksydacji barwnikow i uszkodzenia mem-
bran chloroplastowych. Pierwszym efektem dziatania silnego Swiattajest hamowanie
transportu elektronéw na poziomie drugiego akceptora chinonowego fotouktadu 11,
Qb.Przypuszcza sie, ze silne $wiatto powoduje znaczng redukcje puli plastochinonu,
co stymuluje akumulacje rodnikéw chinonowych, ktére nastepnie ulegajg autooksy-
dacji w obecnosci tlenu z wytworzeniem anionu ponadtlenkowego. Wzrost stezenia
rodnika ponadtlenkowego indukuje reakcje wtérne, w ktérych powstaja rodniki
hydroksylowe. Te aktywne formy tlenu sg prawdopodobnie odpowiedzialne za usz-
kodzenie biatka D1 centrum reakcji PS Il i w konsekwencji zajego degradacje. Proces
inaktywacji PS Il, przemiany biatka DI oraz mechanizmy ochronne odpowiedzialne
zafunkcjonowanie PS Il w warunkach fotoinhibicji zostaty niedawno opisane w pracy
przegladowej przez Aro i wspotpracownikdw [3]. Uszkodzenia PS | zalezg gtéwnie
od przeptywu elektronéw z PS 11 i zwigzane sg z tworzeniem rodnikéw ponadtlenko-
wych przy przekazywaniu elektronéw z ferredoksyny natlen. Z drugiej jednak strony
wysokie tempo przemian biatka DI (degradacja i resynteza) zmniejsza efekty fotoin-
hibicji [78, 90], co w duzej mierze umozliwia funkcjonowanie PS Il [4]. Jednakze w
warunkach szczeg6lnie wysokiego natezenia Swiatta proces degradacji biatka D1 jest
szybszy niz jego resynteza [7]. Czynnikiem ograniczajgcym przemiany biatka DI u
mchu Ceratodon purpureus jestjego synteza [70]. Zjawisko fotoinhibicji wystepuje
takze woweczas, gdy oswietlaniu Swiattem o natezeniu nie powodujgcym stresu
oksydacyjnego towarzyszy dziatanie innego czynnika stresowego, np. wysokiej lub
niskiej temperatury. Fotooksydacja w warunkach niskiej temperatury spowodowata
zmiany w strukturze chloroplastéw grochu iogérka, gtdwnie nabrzmienia iuszkodze-
niatylakoidow oraz znaczne obnizenie aktywnosci fotosyntetycznej [96]. Czynnikiem
powodujagcym wystgpienie stresu oksydacyjnego jest tu rodnik ponadtlenkowy wy-
twarzany w reakcji Mehlera. Aktywnosci SOD i APX znacznie wzrastaly w czasie
ekspozycji na silne Swiatto siewek pszenicy i wykazywaly korelacje z tempem
tworzenia sie aktywnych form tlenu. Natomiast aktywno$¢ katalazy zmniejszata sie
w miare o$wietlania silnym $wiattem, co autorzy ttumaczg fotolabilnoscig enzymu
[57].

Fotoinhibicji u poddanego niskiej temperaturze szpinaku towarzyszyt wzrost
aktywnos$ci SOD i wzrost poziomu enzymdw szlaku Halliwella-Asady w chloropla-
stach [79]. W podobnych warunkach Tsang i wsp. [89] stwierdzili wzrost poziomu
mRNA jedynie chloroplastowej Fe-SOD. Aklimatyzacja szpinaku do niskiej tempe-
ratury spowodowata wzrost aktywnosci SOD, APX i reduktazy monodehydro-
askorbinianowej w chloroplastach, atakze wzrost poziomu ksantofili [79]. Wykazano
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wiec tym samym ochronng role tych enzymow i barwnikéw przed aktywnymi forma-
mi tlenu w warunkach fotoinhibicji.

PROMIENIOWANIE ULTRAFIOLETOWE

Promieniowanie ultrafioletowe, ktérego natezenie w otaczajacej nas atmosferze
zalezy od pory dnia i potozenia geograficznego, dziata niszczgco na organizmy
powodujgc fotochemiczne uszkodzenia. Wiele jest danych dotyczacych szkodliwego
dziatania UV, zwilaszcza UV B (280-320 nm) na szereg procesow fizjologicznych i
biorgcych w nich udziat enzymow, biatek, lipidéw, chlorofilu oraz na rozwartos¢
aparatow szparkowych, redukcje powierzchni lisci i w koficu na strukture tkanek [13,
48]. Uszkodzenie spowodowane jest sekwencjg kolejnych zdarzen: absorbcjg energii
Swiatta UV przez czasteczke odpowiedniego fotoreceptora, wzbudzenie tej czastki ze
stanu podstawowego do albo krétkotrwatego stanu singletowego lub do wzbudzone-
go stanu tripletowego o diuzszym okresie trwatosci. Przekazanie energii na tlen
czasteczkowy powoduje nastepnie wytworzenie singletowego tlenu ( 0 2). Ta aktyw-
na forma tlenu atakuje niektére aminokwasy, badz nienasycone kwasy tluszczowe
tworzac w wyniku takiej reakcji nadtlenki wodoru. Wynikiem utleniania kwaséw
tluszczowych sg uszkodzenia bton cytoplazmatycznych [48].

Wydaje siejednak, ze zahamowanie fotosyntezy jestjedng z pierwszych odpowie-
dzi aparatu fotosyntetycznego na zwiekszenie natezenia UV i nie jest nastepstwem
uszkodzeri bton tylakoiddéw. Ostatnie doniesienia rowniez wskazujg, ze juz 15%
wzrost natezenia UV w stosunku do obecnie wystepujgcego w atmosferze powoduje
silne zahamowanie fotosyntezy i redukcje zawartosci chlorofilu w siewkach fasoli
[16].

Pierwotne miejsce dziatania UV na terenie chloroplastow nie jest dotad znane.
Ostatnio wykazano, ze promieniowanie UV-B indukuje degradacje obu biatek (DI i
D2) centrum reakcji PS Il [27]. Obserwowano réwniez destrukcje plastochinonu,
zahamowanie transportu elektrondw w obrebie PS II, zniszczenie membran tylakoi-
déw oraz fotodestrukcje barwnikdw [13]. Takie zmiany w ultrastrukturze chloropla-
stbw spowodowane UV, jak nabrzmienia bton tylakoidéw prowadzgce ostatecznie
do zniszczenia ich struktury, uszkodzenia bton otoczki chloroplastowej i nadmierna
akumulacja skrobi [39], sg podobne do zmian zachodzacych podczas starzenia sie
chloroplastéw [13].

Chociaz zmiany destrukcyjne spowodowane dziataniem Swiatta o wysokim nate-
zeniu i promieniowaniem UV sg podobne, jednak kinetyka tych proceséw jest inna.
Efekt krotkiego naswietlania UV obserwowany jest czesto dopiero po wielu godzi-
nach, gdyz uszkodzenia aparatu fotosyntetycznego majg charakter kumulatywny.
Zmniejszenie fotosyntezy jest réwniez funkcja catkowitej dawki UV otrzymanej przez
rosline [14].
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GAZOWE SKAZENIA ATMOSFERY

Do gazowych zanieczyszczh powietrza, ktérych dziatanie wywotuje w roslinie
stres oksydacyjny, zaliczy¢ mozna: ozon, tlenki i dwutlenki siarki i azotu. Zwigzki te
sg przedmiotem licznych badan, gdyz powodujg niszczenie laséw w Europie i USA
od okoto dwudziestu lat. Réznorodnos$é wynikéw tych badad spowodowana jest
przeprowadzaniem doswiadczen bgdz w warunkach naturalnych w Srodowisku zanie-
czyszczonym, gdzie trudno wyeliminowac dziatanie innych streséw, bagdz w fitotro-
nowych komorach hodowlanych, w ktérych mozna kontrolowaé warunki doswiad-
czalne. W przypadku wszystkich gazowych zanieczyszczen powietrza toksyczny
efekt zalezy od stezenia gazu i czasu dziatania [6].

OZON

Ozon jest jednym z trzech gazéw, obok dwutlenku wegla i tlenkéw azotu zanie-
czyszczajacych w najwiekszym stopniu atmosfere. O ile wystepowanie ozonu w
ochronnej strefie kilkudziesieciu kilometrow nad Ziemig jest korzystne, o tyle jego
obecnos$¢ w nizszych warstwach atmosfery jest wybitnie szkodliwa. Stezenie ozonu
w duzych miastach dochodzi do 0,3 ppm, natomiast stezenia stosowane w doswiad-
czeniach wahaja sie od 0,05 do 1,0 ppm. Roslina pobiera ozon przez aparaty szparko-
we; stezenie tego gazu w przestrzeniach wewnatrzkomrokowych jest jednak nizsze
niz w atmosferze zewnetrznej [34], Ozon powoduje bowiem zamykanie sie aparatow
szparkowych. Ponad to odbywa sie szybki jego rozpad w $cianach komdérkowych i
plazmalemmie [47]. Toksyczno$¢ ozonu spowodowana jest tym, ze podczas jego
rozpadu wwodzie powstajg duze iloscijonéw hydroksylowych, nadtlenkéw iwolnych
rodnikow ponadtlenkowych. Nastepstwem pojawienia sie tych aktywnych form tlenu
jest oksydacja nienasyconych kwaséw ttuszczowych, sulfhydrylowych grup biatek,
co powoduje uszkodzenie bton komdérkowych i zmiane ich przepuszczalnosci [97],
Wywotane ozonem zmiany w ultrastrukturze chloroplastéw, jakie obserwowano w
igtach Swierka [23, 76], lisciach rzodkiewki [59] i u dwoch gatunkéw porostow [24]
polegajg gtownie na zwiekszonej akumulacji plastoglobul i skrobi oraz rozdeciu
tylakoidéw; gaz ten nie ma natomiast wptywu na taczenie sie tylakoiddw w grana.
Niskie stezenia ozonu wydajg sie uszkadzac strukturalne lipidy tylakoidéw, uwolnio-
ne zostajg nastepnie reszty acy lowe tych lipiddw i zrekonstruowane w formie triacy lo-
gliceroli kumulujacych sie w plastoglobulach [59]. W normalnych warunkach plasto-
globule sg bardzo ciemne, elektronowo geste ze wzgledu na ich silne powinowactwo
do osmu, ktéry wiaze sie niemal wytacznie z nienasyconymi kwasami ttuszczowymi.

Czesto obserwowana zmiana barwy plastoglobul zciemnej najasng, pod wptywem
dziatania ozonu, spowodowana jest peroksydacjg nienasyconych lipidéw i wzrostem
grup acylowych w plastoglobulach, co prowadzi do utraty ich powinowactwa do
osmu. Innym objawem dziatania ozonu jest zwiekszona akumulacja skrobi, co wska-
zuje na zakldcenie transportu przez otoczke chloroplastowa produktéw hydrolizy
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skrobi, zahamowanie hydrolizy skrobi albo na zaktdcenie w transporcie przez floem
[76]. Skutki dziatania ozonu pojawiajg sie czesto z duzym opo6zZnieniem. Na przyktad
zmiany w strukturze tylakoiddw w igtach Swierka, poddanego dziataniu ozonu o
stezeniu do 1,0 ppm (jest to wyjatkowo wysokie stezenie nie stosowane w zadnych
innych pracach) przez 3 tygodnie, pojawity sie dopiero 9 miesiecy p6zniej [76]. Stad
efektdziatania ozonu nazywany jest czesto "memory effect”. Zmiany w ultrastrukturze
pod wptywem ozonu przypominajg proces starzenia sie chloroplastéw w naturalnych
warunkach [24, 59]. Rosliny poddane stresowi chtodu, suszy lub innym czynnikom
oddziatujagcym na roS$line posrednio poprzez tworzenie sie etylenu, wzmagajg ich
wrazliwo$¢ na ozon [56]. Indukowane ozonem zmiany ultrastrukturalne skorelowane
sg z obnizeniem aktywnosci fotosyntetycznej, co stwierdzono zaréwno u soi [83], jak
i Swierka [28]. U topoli [31] obnizeniu fotosyntezy towarzyszyt wzrost poziomu
glutationu i SOD. U porostéw, w przeciwienstwie do roslin wyzszych, ozon wykazuje
silniejsze toksyczne oddziatywanie na strukture i funkcje chloroplastow niz dwutlenek
siarki. Podobnie jednak jak w przypadku roslin wyzszych wrazliwo$¢ na ozon zalezy
od gatunku [24], a takze od warunkéw o$wietlenia [88]. Destrukcja barwnikow
karotenoidowych i chlorofilu a spowodowana jest gtownie toksycznym dziataniem
rodnika ponadtlenkowego [72]. Jest ona prawdopodobnie konsekwencjg dezintegra-
cji bton tylakoidoéw; wiadomo bowiem, ze barwniki zwigzane z btonami tylakoidow
sg stabilne, podczas gdy wolne, niezwigzane z btonami sg narazone na fotooksydacje.
Tak wiec destrukcja barwnikéw powodowanajest nie tyle reakcjg z ozonem, leczjest
nastepstwem uszkodzeniabton tylakoidow wywotanego przez stres oksydacyjny [72].
Wedtug Volina i wsp. [95] stres oksydacyjny wptywa takze na aktywno$¢ karboksy-
lazy RuBP.

Ozon stymuluje aktywnosci niektérych enzymow antyoksydacyjnych chloropla-
stow np. APX u grochu i fasoli mung [56] oraz GR i APX w lisciach pszenicy [10].
Wedtug Karpinskiego [43] istnieje korelacja miedzy stopniem odpornos$ci na ozon i
inne gazowe zanieczyszczenia powietrza, a aktywnoscig SOD. Ozon w stezeniu do
0,3 ppm indukowat ekspresje genéw kodujacych cytozolowe Cu/Zn SOD u Arabido-
psis thaliana [82], Nie zawsze jednak aktywnos$¢ tego enzymu wzrastata pod wply-
wem ozonu [6]. Na przyktad zwiekszona aktywno$¢ SOD i GX obserwowano u topoli
[31], nie stwierdzono jednak wptywu tego gazu na aktywno$¢ SOD u soi [83] i
kukurydzy [55, 65], a u Swierka aktywnos$¢ Cu/Zn-SOD nawet ulegta zmniejszeniu
[36], Zatem SOD nie zawsze stanowi wystarczajgcg ochrone przed stresem oksyda-
cyjnym wywotanym dziataniem ozonu [65]. Trzeba bowiem pamigtaé, ze zwigkszona
aktywnos$¢é tego enzymu powoduje wzrost poziomu H20 2, ktérego nadmiar jest
szkodliwy [43]. Ozon w stezeniu 0,1 ppm réwniez stymulowatl wzrost zawartosci
innych antyutleniaczy (a-tokoferolu i askorbinianu) w igtach Swierka rosngcego w
naturalnym $rodowisku [77].
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DWUTLENEK SIARKI (S02)

Dwutlenek siarki jest jednym z gtéwnych gazowych czynnikéw powodujacych
zanieczyszczenie Srodowiska. Uszkodzenia w komadrkach ro$linnych spowodowane
dziataniem dwutlenku siarki generowane sg przez tworzace si¢ jony siarczynowe,
rodniki hydroksylowe i ponadtlenkowe. W chloroplastach utlenianie S02inicjowane
jest przez 0 2~ [5], W chloroplastach szpinaku S02stymulowat akumulacje H20 2, co
powodowato inaktywacje enzymow fotosyntetycznych, degradacje chlorofilu i pero-
ksydacje lipidow bton tylakoidéw [85, 86]. Wydaje sie jednak, ze zaktocenie funkcji
PS Il i zmniejszenie aktywnos$ci fotosyntetycznej nie jest nastepstwem peroksydacji
lipidéw bton w lisciach fasoli traktowanej S02, ale wynikiem oddziatywania bezpo-
$rednio na niektore komponenty PS Il [15]. Zmiany w ultrastrukturze chloroplastéw
igiet sosny [30] i$wierka [76], podobnie jak w przypadku dziatania ozonu, polegaty
na rozdeciu bton tylakoidéw, zwiekszeniu sie przestrzeni wewnatrztylakoidowej,
pojawieniu sie duzej liczby plastoglobul (wiekszych niz w chloroplastach kontrolnych
i elektronowo przejrzystych). Obserwowano tez na terenie cytoplazmy podstawo wej
ciata lipidowe pochodzace prawdopodobnie z chloroplastow. Podobne zmiany
stwierdzono u dwoch gatunkéw porostéw [24], przy czym stopien wrazliwoSci
réznych gatunkow porostéw na dwutlenek siarki zalezy od ich zdolnosSci do utleniania
siarczynéw [58]. Dwutlenek siarki, w wiekszym stopniu niz ozon hamuje fotosynteze,
co zwigzane jest prawdopodobnie z bardziej toksycznym, w poréwnaniu z ozonem,
dziataniem tego gazu na btony tylakoidéw [76].

Dziatanie S02na aktywnos$¢ fotosyntetyczng porostow, podobnie jak na strukture
chloroplastow jest mniej szkodliwe niz dziatanie ozonu [24]. Trudno jednak poréw-
nywaé¢ wyniki doswiadczen przeprowadzanych na réznych obiektach i z uzyciem
réznych stezen tych gazéw. Podobnie jak w przypadku ozonu dziatanie SCU induko-
wato wzrost aktywnosci SOD w lisciach topoli [84] itytoniu [87], a nie obserwowano
zmian w aktywno$ci SOD u kukurydzy [55]. Nie stwierdzono réwniez zmian w
aktywnosciach APX i GR u tytoniu [87]. Natomiast groch odporny na dziatanie
dwutlenku siarki byt takze mniej wrazliwy na traktowanie herbicydami indukujgcymi
stres oksydacyjny i odpornosc¢ ta skorelowana byta ze wzrostem aktywnosci GR i SOD
oraz zawarto$cig glutationu [52, 53].Tak wiec podobnie jak w przypadku ozonu,
dziatanie dwutlenku siarki nie powoduje jednoznacznej reakcji ze strony enzymow
anty oksydacyjnych.

TLENKI AZOTU (NOX)

Najmniej danych opublikowano na temat dziatania tlenkéw azotu. Tlenki azotu
same inicjujg wolnorodnikowe reakcje w komorce. Wysokie stezenie tlenkéw azotu
powoduje peroksydacje kwasow ttuszczowych i w wyniku tancuchowej reakcji usz-
kodzenie bton [6]. Podobnie jak w przypadku innych omawianych gazéw, dwutlenek
azotu powoduje uszkodzenia w strukturze i funkcji chloroplastéw w igtach Swierka
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[76]: liczba ziaren skrobi jest zwiekszona, a tylakoidy rozdete. Istnieje wyraZzna
korelacja pomiedzy czasem trwania ekspozycji na N02 i stopniem uszkodzen. Naj-
bardziej aktywny itym samym najbardziej szkodliwy jest tlenek azotu (NO), ktérego
wyjatkowa toksycznos$¢ spowodowana jest prawdopodobnie jego reakcjg z ferredo-
ksyng. NO moze reagowaé takze z enzymami zawierajgcymi miedz, np. oksydaza
cytochromu c [6], Dziatanie tlenkéw azotu, w wiekszym stopniu niz dziatanie ozonu,
wydaje sie by¢ uzaleznione od czasu ekspozycji i stezenia tego gazu [6].

Jakkolwiek toksyczno$¢ poszczeg6lnych gazéw zanieczyszczajacych atmosfere i
indukujgcych stres oksydacyjny czesto badana jest oddzielnie, jednak w warunkach
naturalnych trudno wnioskowaé o dziataniu tylko jednego z tych czynnikdéw. Na
przyktad niszczenie laséw spowodowane jest wypadkowg dziatania kilku szkodli-
wych gazéw, a takze dziataniem patogenow, zmianami klimatycznymi itp. Z drugiej
za$ strony wyniki badan przeprowadzone w laboratoriach stanowig ogromng wie-
kszos$¢ i trudno je ekstrapolowaé na warunki naturalne. Na przyktad w naturalnym
Srodowisku starsze igly drzew sg bardziej wrazliwe na uszkodzenia, natomiast w
warunkach laboratoryjnych - najmtodsze [30],

Na zakoriczenie mozna stwierdzié, ze gazowe skazenia atmosfery wywotuja szereg
podobnych, a wiec niespecyficznych zmian w strukturze chloroplastow, ktore pod
wieloma wzgledami przypominajg zmiany obserwowane w starzejgcych sie chloro-
plastach. Stosowanie mieszaniny gazéw w niskich dawkach i przez krotki okres nie
daje tak silnych efektéw toksycznych, jak dtuzsza ekspozycja na dziatanie pojedyn-
Czego gazu o0 wyzszym stezeniu [76],

O ile zmiany cytologiczne zachodzgce w roslinach pod wptywem réznych gazéw
sg na 0got podobne, o tyle zmiany w zawarto$ci barwnikow i aktywnosci fotosynte-
tycznej sg zwykle silniejsze w roslinach traktowanych dwutlenkiem siarki niz ozonem
[76]. Wyniki dotyczace rozmiaru toksycznego dziatania ozonu sg najbardziej kontro-
wersyjne zapewne dlatego, ze skutki dziatania tego gazu obserwuje sie po kilku
tygodniach, czy miesigcach.

HERBICYDY

Herbicydy moga w rézny sposob oddziatywac na aparat fotosyntetyczny. Grupa
herbicydéw, do ktorej nalezy atrazyna, diuron iioksynil, blokuje transport elektronéw
w okre$lonych miejscach, co prowadzi do redukcji niewtasciwych akceptorow i
powstawanie aktywnych form tlenu wewnatrz chloroplastéw. W konsekwencji pro-
wadzi to do zablokowania syntezy ATP, wigzania C 02 oraz destrukcji barwnikéw, a
peroksydacja lipidow bton wydaje sie by¢ p6ézniejszym procesem [34].

Inng grupe herbicydéw stanowig herbicydy fotodynamiczne. Stymuluja one aku-
mulacje zwigzkéw tetrapyrolowych w ciemnosci, a po ekspozycji na $wiatto indukujg
uszkodzenia roslin. Nalezg do nich zwigzki blokujace na réznych etapach synteze
chlorofilu. Do tej grupy mozna zaliczy¢ etery difenylowe, ktére blokujg dziatanie
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oksydazy protoporfirynogenu, co prowadzi do znacznej akumulacji protoporfiryny
IX [9, 21, 22], oraz takze herbicydy, takie jak: 1.10-fenantroline i 2.2-dipirydyl, ktore
prawdopodobnie blokujg estryfikacje chlorofilidu [45, 62].

Mechanizm toksycznego dziataniatych zwigzk6w jest nastepujacy: nagromadzone
zwigzki tetrapirolowe sg aktywowane przez $wiatto, co stymuluje powstawanie sin-
gletowego tlenu, ktéry z kolei utlenia lipoproteinowe sktadniki bton komdérkowych i
odpowiedzialny jest za peroksydacje lipidéw bton tylakoidéw [20, 21, 22, 62, 69].
Réznicujace sie chloroplasty grochu poddane dziataniu tych herbicydéw nie tworzg
gran i majg znacznie obnizony poziom chlorofilu [60], a po traktowaniu dojrzatych
chloroplastow herbicydami fotodynamicznymi btony tylakoidéw ulegaja "rozdeciu",
aotoczkachloroplastowa zostaje uszkodzona [61]. Herbicydy te dziatajg chelatujaco,
z czym zwigzana jest depolaryzacja membran i zmiana przepuszczalnosci bton oraz
uczestniczg one w procesach fotooksydacyjnych.

Kolejng grupg herbicydoéw uszkadzajacych aparat fotosyntetyczny sg zwigzki
generujgce wolne rodniki wewnatrz chloroplastéw. Jednym z nich jest parakwat, ktory
dodany do naswietlanych chloroplastéw uczestniczy w przekazywaniu elektronéw z
PS I na tlen czgsteczkowy, co prowadzi do powstawania 0 2*. Powstawanie 02~
prowadzi bezposrednio lub posrednio poprzez “OH lub 10 2, do peroksydacji lipidéw
i dalej do Smierci komaérki [49]. Opisane sg w literaturze efekty dziatania parakwatu
naekspresje genu SOD iaktywnos$¢ tego enzymu [11]. Parakwat indukowat ekspresje
genu SOD u tytoniu [89]. Jansen i wsp. [41] oraz Amsellem i wsp. [1] stwierdzili, ze
Conyza bonariensis odporna na dziatanie parakwatu, ma wysoki, konstytutywny
poziom enzymow szlaku Halliwell-Asady w chloroplastach: CuzZn-SOD, APX i GR;
dzieki temu rodlina ta jest odporna na zwiekszone natezenie Swiatta. U innych
gatunkéw podwyzszony poziom enzyméw detoksyfikujacych aktywne formy tlenu
skorelowany bytréwniez zodpornoscia tych roslin na dziatanie herbicydéw fotooksy-
dacyjnych, S02 i ozonu [81]. Wyniki te potwierdzajg przypuszczenie, ze rosliny
odporne na dziatanie jednego czynnika indukujgcego oksydacje moga byC takze
odporne na stres oksydacyjny pochodzacy z innego Zrddia.

Czesto jednak wzrost odpornosci na dziatanie parakwatu lub innego czynnika
oksydacyjnego spowodowany wzrostem aktywno$ci SOD jest krétkotrwaly i po
dtuzszym dziataniu dochodzi do peroksydacji lipidéw. Zwigzane jest to prawdopo-
dobnie z niedostateczng zdolnoscig do detoksyfikacji nadmiernych ilosci H20 2 [56].

Na wstepie rozdziatu zaznaczyliSmy, ze bedziemy prezentowaé dziatanie tylko
niektérych czynnikéw srodowiskowych indukujacych stres oksydacyjny. Inne czyn-
niki, takie jak: metale ciezkie, wysoka i niska temperatura moga takze indukowaé ten
stres. Reakcja aparatu fotosyntetycznego na dziatanie jonéw metali ciezkich zostata
szczegOtowo przedstawiona w licznych pracach [8, 19, 46, 51, 98], Oddziatywanie
wysokiej temperatury na strukture i funkcje aparatu fotosyntetycznego opisano mie-
dzy innymi w pracach [12, 35, 37, 92, 93], a niskiej temperatury w artykutach [40,63,
64].
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BIOTECHNOLOGICZNE ASPEKTY ODPORNOSCI
NA STRES OKSYDACYJINY

Enzymy antyoksydacyjne zlokalizowane w chloroplastach spetniajg bardzo wazng
funkcje w ochronie aparatu fotosyntetycznego i catych roslin przed skutkami stresu
oksydacyjnego. Gtéwna role w obronnej reakcji roslin na stres oksydacyjny odgrywa
SOD. Jak wynika z wcze$niej przytoczonych przez nas danych, synteza SOD jest
indukowana m.in. przez gazowe zanieczyszczenia powietrza, wysokie natezenie
Swiatta i herbicydy. Nie zawsze jednak wystepuje prosta korelacja miedzy wzrostem
aktywnosci SOD i zwiekszeniem sie odpornosci na stres oksydacyjny. Rowniez
rézne izoenzymy w odmienny sposob reagujg na stres oksydacyjny [54, 74]. Wynika
to prawdopodobnie ze zréznicowanego mechanizmu regulacji ekspresji genéw jadro-
wych kodujgcych dysmutazy cytozolowe iplastydowe. Przypuszcza sie, ze w regula-
cje te zaangazowany jest system transdukcji sygnatow i czynnik plastydowy [44].

Wprawdzie mechanizm regulacji ekspresji genow SOD pozostaje jeszcze niewy-
jasniony, lecz pewnym krokiem naprzdd w tej dziedzinie sg wyniki badan z zastoso-
waniem roslin transgenicznych.

Postawiono pytanie, czy zwiekszenie ekspresji gendw kodujgcych enzymy anty-
oksydacyjne zwiekszy odpornos$¢ roslin transgenicznych na stres oksydacyjny? W
przypadku kilku gatunkéw roslin, w wyniku wprowadzenia dodatkowych kopii genu
dlachloroplastowej formy Cu,Zn-SOD uzyskano rosliny transgeniczne o zwiekszonej
odpornosci na stres oksydacyjny. Na przyktad tytonn ze zwiekszong ekspresjg tego
enzymu jest odporny na stres oksydacyjny wywotany chtodem, wysokim natezeniem
Swiatta lub pewnymi herbicydami oraz charakteryzuje sie wysokim poziomem aktyw-
nosci fotosyntetycznej [32]. Tsang i wsp. [89] wykazali u tytoniu znaczny wzrost
MRNA chloroplastowej Fe-SOD w przypadku stresu oksydacyjnego zlokalizowanego
konkretnie na terenie chloroplastéw, a poziom tej dysmutazy wzrastat w warunkach
fotoinhibicji. Réwniez w przypadku zwiekszonej ekspresji genu innego enzymu
antyoksydacyjnego - GR transgeniczny tyton miat zwiekszong tolerancje na dziatanie
parakwatu i S02 na Swietle [2], a transgeniczna topola - 100-krotnie wyzszg odpo-
rno$¢ na ozon niz ro$liny kontrolne [26]. Nie zawsze jednak rosliny transgeniczne
charakteryzowaty sie zwiekszong odpornoscig na stres oksydacyjny [43]. Prawdopo-
dobnie spowodowane jest to toksycznym dziataniem zwiekszonej ilosci nadtlenku
wodoru wytworzonego przez nadmiernie aktywng SOD. Tak wiec wzrost aktywnosci
jednego enzymu nie musi powodowac¢ wzrostu odpornosci na okreslony czynnik
indukujacy stres oksydacyjny [91]. Natomiast wzrost aktywnosci dwu antyoksyda-
cyjnych enzymoéw chloroplastowych: CuZn-SOD i APX wyraznie zwieksza toleran-
cje roslin na dziatanie stresu oksydacyjnego [32, 33]. Wedtug Foyera i wsp. [26]
jednoczesne dziatanie kilku enzymoéw stanowigcych antyoksydacyjny system obron-
ny jest konieczne dla wyraznego wzrostu tolerancji na stres oksydacyjny. Stopien
odpornosci roélin transgenicznych na stres oksydacyjny zalezy od ilosci wytworzo-
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nego enzymu antyoksydacyjnego kodowanego przez wprowadzony gen, a takze od
endogennego poziomu innych "wymiataczy wolnych rodnikéw", szczegdlnie tych
zaangazowanych w detoksyfikacje H20 2 w ro$linie [11].

PODSUMOWANIE

Stres oksydacyjny jest inicjowany przez r6zne czynniki srodowiskowe, a wyzwa-
lany przez zbyt duze stezenie aktywnych form tlenu, za§ zmiany w strukturze i funkcji
aparatu fotosyntetycznego spowodowane dziataniem tych czynnikéw sgczesto podo-
bne. Wyjasnia to w pewnym stopniu fakt, ze rosliny odporne najeden z czynnikéw
indukujacych stres oksydacyjny sg takze odporne na inne zrédta tego stresu. Pozwala
to takze na stwierdzenie, ze czynniki indukujgce stres oksydacyjny dzialajg niespe-
cyficznie prowadzac ostatecznie do powstania nadmiaru aktywnych form tlenu,
peroksydacji lipidéw bton chloroplastowych, dysfunkcji tych organelli, zmniejszenia
zdolnoS$ci wigzania C02 przez rosliny, a w krancowych warunkach do $mierci ko-
morek i catych roslin. Dlatego tak wazne jest poznanie mechanizméw ochronnych
funkcjonujgcych zaréwno w chloroplastach, jak icatej komdrce. Wyjasnienie regula-
cji ekspresji wielu genéw np. w zakresie przekazywania sygnatéw stresu oksydacyj-
nego, sekwencji promotorowych gendw cis i czynnik6w trans wymaga jeszcze wielu
badan.
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KORTYKOLIBERYNA (CRF)
LOKALNYM REGULATOREM
FUNKCJI KOMOREK LEYDIGA SSAKOW

CORTICOTROPIN-RELEASING FACTOR (CRF):
A LOCAL REGULATOR OF MAMMALIAN
LEYDIG CELL FUNCTION

Barbara BILINSKA

Pracownia Endokrynologii Zwierzat i Hodowli Tkanek, Zaktad Fizjologii Zwie-
rzat, Instytut Zoologii UJ, Krakow

Streszczenie. CRF jest kluczowym neuropeptydem w kaskadowej reakcji stresu. Dziatanie tego biatka
okre$lane jest jako antyrozrodcze na poziomie podwzg6rza, poprzez hamowanie wydzielania LH i
ostabienie funkcji gonady meskiej. Réwnoczes$nie hormon ten jest negatywnym, autokrynowym regula-
torem funkcji komoérek Leydiga. Sekrecja CRF przez te komérki zaleznajest od LH i podlega wptywowi
uwalnianej serotoniny (5HT). Uktad LH-5HT-CRF stuzy statemu buforowaniu poziomu androgenéw
stymulowanemu przez gonadotropiny. Dziatanie 5SHT-CRF w jadrze stanowi jeszcze jeden dowdéd na
istotng role lokalnych czynnikéw w regulacji steroidogenezy.

Stowa kluczowe: CRF, serotonina, LH, komorki Leydiga, regulacja autokrynowa

Summary. Corticotropin-releasing factor is the key neuropeptide in the stress cascade. It has major
inhibitory actions on testicular function and is known as antireproductive at the central level through
inhibition of sexual behavior and LH secretion. Additionally, this hormon is a negative, autocrine
regulator of Leydig cell function. CRF production is LH-dependent and stimulated by serotonin (5HT)
secreted. The LH-5HT-CRF inhibitory system serves to continously buffer the stimulation of androgen
production by gonadotropin. The action of serotonin-CRF within the testis shows the significant role of
local factors in the regulation of steroidogenesis.

Key words: CRF, serotonin, LH, Leydig cells, autocrine regulation
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WSTEP

W ostatnich latach Tahka [22], Sharpe [18], Saez i wsp. [17], Skinner [20], Bilinska
[3] iVerhoeven [29] wykazujg istotng role lokalnych regulatoréw w gonadzie meskiej.

Trzy typy komorek somatycznych jadra

(1) komorki Leydiga znajdujace sie w gruczole interstycjalnym,

(2) okotokanalikowe, czyli mioidalne otaczajgce kanalik oraz

(3) komorki Sertoliego, lezagce wewnatrz kanalika, odpowiedzialne sg za utrzyma-
nie statego poziomu hormonoéw i czynnikéw biatkowych, niezbednych do prawido-
wego wzrostu, rozwoju i dojrzewania komaorek rozrodczych. Jak wiadomo, centralna
regulacja funkcji gonady meskiej opiera si¢ na wspdtdziataniu czynnosci uktadu
nerwowego i endokrynnego, a ztozone dziatanie gonadotropin (LH i FSH) utrzy-
muje funkcje komaérek Leydiga i Sertoliego gtéwnie przez produkcje androgenow
oraz synteze lokalnych czynnikow bedacych auto- i parakrynowymi regulatorami
[19]. Regulatory te dziatajg poprzez wigzanie sie ze specyficznymi receptorami
obecnymi w danej komérce.

Wiadomo rowniez, ze produkowane przez komorki Leydiga hormony, takie jak:
androgeny, R-endorfina, dynorfiny, oksytocyna czy aktywina, modulujg funkcje
kanalika nasiennego (rys.l). Pozostate natomiast, takie jak: estrogeny, angiotensyna,
kortykoliberyna (CRF) czy wazopresyna, maja wptyw na uwalnianie LH z przysadki
moézgowej. Analogiczne dziatanie wykazujg inhibina czy transformujacy czynnik
wzrostu B (TGF-B), hormony produkowane przez komorki Sertoliego [12, 21].

PODWZGORZOWE | POZAPODWZGORZOWE
WYSTEPOWANIE CRF

Kortykoliberynajest hormonem dziatajgcym w wielu regionach centralnego ukta-
du nerwowego: w przysadce mozgowej oraz w o$rodkach podkorowych podwzgérza
zwigzanych z regulacjg funkcji autonomicznych [16].

W ostatnich latach dzieki rozwojowi technik biochemicznych iimmunocytochemi-
cznych z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych poznano takze lokalne dziata-
nie kortykoliberyny (tzn. poza podwzg6rzem), np. w komorkach przewodu
pokarmowego i ptuc oraz gruczotow dokrewnych, takich jak: trzustka, nadnercza,
tozysko, jajnik ijadra, gdzie CRF pojawia sie ijest wigczony w regulacyjne funkcje
zwigzane z odpowiedzig komorek na stres [1,9].
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Rys. 1. Model interakcji miedzy komérkami Leydiga i Sertoliego poprzez kortykoliberyne i peptydy

opiatowe [9]: komérki Leydiga syntetyzujg R-endorfinc (REP) i dynorfiny (DYN), ktére majg miejsca

wigzace w komdrkach Sertoliego, w ten sposdb dochodzi do obnizenia produkcji biatka wigzacego

androgeny (ABP), i uwalniania inhibiny (INH) z tych komorek, inhibina natomiast utatwia steroidoge-

neze w komdrkach Leydiga; opiatowy receptor w komérkach Sertoliego rozpoznaje takze produkowane

przez nie enkefaliny (EK), gtéwnym regulatorem syntezy opiatéw w komdrkach Leydiga jest hormon
luteinizujacy (LH) oraz CRF jako stymulator produkcji R-endorfiny

CRF | JEGO DZIALANIE

CRF jest kluczowym neuropeptydem w kaskadowej reakcji stresu. Dziatanie tego
biatka w podwzgorzu okreslane jest jako antyreprodukcyjne, tzn. hamujgce funkcje
gonady meskiej oraz wptywajgce na zachowanie seksualne samca [6].

CRF bowiem wywiera hamujacy wpltyw juz na poziomie podwzgOrza, poprzez
zmniejszenie uwalniania gonadoliberyny (GnRH). Zaburzenie jej sekrecji stanowi
przyczyne obnizeniawydzielaniagonadotropin, szczegdlnie LH, zkomorek przednie-
go ptata przysadki mézgowej.

Podwzgérzowy CRF dziala takze jako gtéwny, fizjologiczny regulator osi pod-
wzgobrze-przysadka mézgowa-nadnercza [16].
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BUDOWA CRF | JEGO LOKALNE ODDZIALYWANIE

Dzieki zastosowaniu chromatografii wysokoci$nieniowej (high performance li-
quid chromatography, HPLC) stwierdzono obecnos¢ immunoreaktywnego, eluowa-
nego w czasie, CRF w jadrze szczura, Swinki morskiej, owcy i cztowieka i
zlokalizowano go przede wszystkim w komdrkach Leydiga, a w matym stopniu
komorkach rozrodczych i plemnikach z najadrza [6,24], W komdrkach Leydiga CRF
dziata bardzo szybko, wywotujgc znaczng supresje sekrecji testosteronu [26]. W
najnowszych badaniach Tinajero i wsp. [23] oraz Dufau i wsp. [6] wskazujg komorki
Leydiga jako miejsce syntezy i uwalniania kortykoliberyny. CRF wyizolowany z
ekstraktéw podwzg6érza owiec [28] jest biatkowym tancuchem zbudowanym z 41
aminokwasow. Wiekszos$¢ aktywnosci biologicznej czasteczki zlokalizowanajest na
koficu COOH. Wypadniecie pierwszych 6 aminokwaséw z NH2korica daje stopniowy
zanik aktywnosci biologicznej czasteczki. U cztowieka prekursor hormonu zawiera
196 aminokwasow, a sekwencja wtasciwego biatka CRF-41 zostata znaleziona blisko
koca COOH w pozycji 154-194. Strukturalnie, CRFjest czasteczkg konserwatywna,
wykazujgcg podobienstwo miedzy biatkiem ludzkim a szczurzym (94%). W pod-
wzg6rzu, CRF jest przed wszystkim syntetyzowany w neuronach jadra nadkomoro-
wego, ktére zawiera 2000-3000 komorek zlokalizowanych gtéwnie w czesci
grzbietowej [16]. Komérki te w odpowiedzi na neurotransmitery zwigzane ze stresem
wydzielajg CRF do krgzenia wrotnego przysadki moézgowej w sposob ciggty lub
pulsacyjny. Uwalniany hormon oddziatuje na komérki przedniego i posredniego ptata
przysadki mdézgowej przez specyficzne receptory btonowe. Rezultatem dziatania
kortykoliberyny w przysadce mdézgowej jest wzrost transkrypcji i ekspresji genu
proopiomelanokortyny (POMC) z réwnoczesnym uwolnieniem aktywnych pepty-
dow, najpierw ACTH i innych produktdw z P-endorfing i a-M SH z przedniego ptata
przysadki mézgowej, oraz syntezaisekrecjapeptyddw opiatowych z czesci Srodkowej
przysadki [2]. Endogenne opiaty generowane w obu ptatach przysadki wywierajg
hamujace dziatanie na poziomie podwzg6rza poprzez blokowanie uwalniania GnRH
bedacej przyczyna zmian czestotliwosci i nasilenia pulséw LH [6,8].

RECEPTORY CRF - PRZENOSZENIE SYGNALU

W ostatnich kilku latach rola kortykoliberyny jadrowej zostata czeSciowo wyjas-
niona [23]. CRF uwalniany zkomorek Leydiga wywiera autokrynowy wptyw poprzez
receptory wiasne, zlokalizowane w btonie komdrkowej ptodowych idorostych popu-
lacji tych komdrek. Receptory te zostaty wykryte poprzez wiazanie znakowanego
jodem hormonu do btony komérek lub do wyodrebnionej i oczyszczonej frakcji bton
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komdrkowych [5]. Wykazuja one wysokie powinowactwo do hormonu, ktéry obniza
poziom cAMP i stezenie testosteronu w tych komaérkach [1].

Na podstawie wynikéw badan biochemicznych Ulisse i wsp. [26,27] stwierdzili,
ze czasteczka CRF wyizolowana z ekstraktow jadrowych i scharakteryzowana, z
wyjatkiem réznicy w pozycji 39 aminokwasu w fancuchu, ma identyczng sekwencje
jak peptyd podwzgdrzowy.

Poziom wewnatrzkomorkowego CRF w komdrkach Leydigajest znaczny i siega
170-300 pg/107 komorek. Bazalna produkcja wynosi ok. 3 pg/10 w czasie 30 minut,
a stymulacja hCG wywotuje wzrost jego poziomu do 25 pg/107 komorek. Ten sam
efekt mozna uzyskac przez inkubacje z analogami cAMP, podczas gdy forskolina czy
estry forbolu (TPA) sg mniej aktywnymi stymulatorami sekrecji kortykoliberyny [23].
Z kolei wykazano [26,27], ze norepinefryna jakkolwiek stymuluje produkcje cAMP
i testosteronu, nie wywotuje zmian w sekrecji CRF. W czasie inkubacji komorek
Leydiga z antagonista CRF (a-helical CRF [9-41]) lub jego przeciwciatem zachodzi
blokada dziatania endogennej kortykoliberyny i w efekcie dochodzi do wzmozenia
produkcji cCAMP i steroidogenezy stymulowanej LH/hCG.

REGULACJA SEKRECJI CRF W KOMORKACH LEYDIGA

W regulacji sekrecji CRF znaczng role przypisuje sie serotoninie (5HT). Jest ona
gtéwnym modulatorem produkcji CRF w moézgu i stymuluje jego sekrecje z fragmen-
tow podwzgdrza. Uwalniana z centralnych i obwodowych zakoriczen nerwowych
moze dziata¢ na receptory w gonadzie i wywotywa¢ hamowanie produkcji testoste-
ronu pod wptywem stresu [13].

5HT jest takze obecna w ptytkach krwi oraz w narzadach, gtéwnie w szyszynce,
trzustce, ptucach, grasicy, tarczycy ijadrze [4]. Dzieki badaniom in vitro stwierdzono
zdolnos¢ komorek Leydiga do sekrecji serotoniny oraz syntetyzowania jej de novo
[24], Makrofagi i komorki tuczne tkanki interstycjalnej takze moga by¢ jej zrédtem.
Produkcja serotoniny stymulowana jest gonadotropinami (rys. 2). Do uzyskania
maksymalnego efektu dziatania serotoniny w komérkach Leydiga niezbedne jest
wysyceniejej receptorow o wysokim iniskim powinowactwie. Ilo$¢ miejsc wigzacych
o wysokim powinowactwie jest w komodrkach Leydiga bardzo mata (200 miejsc/ko-
morke), dlatego jej dziatanie oparte jest w duzej mierze na miejscach o niskim
powinowactwie (100 000 miejsc/komdrke), ktore funkcjonujg jako autoreceptory w
regulacji uwalniania CRF [13]. Tinajero i wsp. [24] uwazajg, ze propranolol, prototyp
blokera B-adrenergicznego wigze sie do receptoréw 5HT2 o niskim powinowactwie i
w ten sposob czyni serotonine dostepng dla receptoréw o wysokim powinowactwie.
Preinkubacja z chlorowodorkiem [I-[2,5-dwumethoksy-4-jodofyryl]-2-amino propa-
nu (DOI), ktéry jest antagonistg receptoréw o wysokim powinowactwie i agonistg
tych o niskim, zabezpiecza komoérki Leydiga przed hamujgcym dziataniem proprano-
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Rys. 2. Uktad LH-5HT-CRF w komérkach Leydiga, opracowano wg [6]: LH stymuluje sekrecje
serotoniny (5HT) w komérkach Leydiga; 5HT dostaje sie do komoérek takze z innych zrodet i dziata na
synteze CRF poprzez receptor 5HT2 i aktywacje kinazy biatkowej C (PKC); CRF obniza produkcje
cAMP, aktywnos¢ kinazy biatkowej A (PKA) i w konsekwencji prowadzi do redukcji poziomu testoste-
ronu, rownocze$nie CRF przez receptor wtasny wigzac sie z biatkami G (Gq), i poprzez
fosfatydyloinozytole (PIC) i PKC pobudza sekrecje B-endorfiny

lolu, ktory wywotuje wzrost uwalniania CRF, hamuje bazalng i stymulowang przez
LH produkcje cAMP itym samym steroidogeneze [24].

Mechanizm dziatania serotoniny przez receptor 5SHT2zostat opisany przez Hartiga
[11] oraz Fabbri i wsp. [9], ktorzy obserwowali wptyw selektywnego antagonisty
receptora 5HT2, ketanseryny. Wstrzymuje ona znaczne uwalnianie CRF i blokuje
hamujgce dziatanie serotoniny. Natomiast a-adrenergiczny antagonista, prazosyna,
nie wywotuje zadnego z wymienionych efektéw, wskazujac, ze serotonina dziata na
komarki Leydiga przez wigzanie z receptorem 5HT2. Traktowanie komérek ketanse-
ryng powoduje ich uwrazliwienie na hormony gonadotropowe oraz wzrost produkcji
CAMP i testosteronu. Co wiecej, Hartig [11] wykazat, ze w komdrkach Leydiga
istniejg podtypy receptoréw 5HT rdznigce sie od receptoréw obecnych w mézgu.
Dziatajg one przez r6zne systemy przenosnikéw. | tak receptory SHT1A, 5HT]B,
5HT] Dwigzg sie zbiatkiem G idziatajg przez cyklaze adenilanowg i dalej przez kinaze
biatkowg A, podczas gdy 5SHT]C i 5HT2aktywujg fosfolipaze C i kinaze biatkowg C,
natomiast 5SHT3nalezg do receptorow uruchamiajacych kanaty jonowe.

Zgodnie z wynikami badan Maddocksa i wsp. [14] w czasie zapalenia jader
(iorchitis) serotonina jest uwalniana do przedziatu interstycjalnego z komérek Leydi-
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ga, komaérek tucznych i ptytek krwi pod wptywem interleukiny produkowanej przez
makrofagi tego przedziatu.

Wysoka koncentracja serotoniny wykrytawjadrach pacjentéw z zylakami powrdz-
ka nasiennego (varicocele) moze by¢ przyczyna ostabienia sekrecji testosteronu i w
konsekwencji zmian klinicznych prowadzacych do bezptodno$ci u mezczyzn [10].
Na tej podstawie Rajfer i wsp. [15] zalecajg podawanie antagonistow serotoniny w
celu leczenia tego typu bezptodnosci.

PODSUMOWANIE

Sekrecja CRF przez komorki Leydigajest stymulowana przez LH via mechanizm
polegajacy na uwalnianiu serotoniny i autokrynowej aktywacji jej receptoréw obe-
cnych na powierzchni komérek Leydiga. Uktad LH-5HT-CRF stuzy statej kontroli
(buforowaniu) poziomu androgenow przez gonadotropiny. CRF dziatajako autokry-
nowy inhibitor produkcji androgendw i stymulator sekrecji R-endorfiny [24]. Ta za$
wywiera hamujacy wptyw na nabtonek plemnikotwdrczy przez receptory o wysokiej
specyficznosci zlokalizowane w komorkach Sertoliego [7].

Te zaleznosci wskazujg nie tylko na zaangazowanie CRF serotoniny i opiatéw w
lokalnej kontroli funkcji gonady meskiej, ale rzucajg nowe Swiatto na patogeneze
zmian w uktadzie rozrodczym wywotanych miedzy innymi stresem.
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ULTRASTRUKTURALNE | MOLEKULARNE
ASPEKTY EKSPRESJI JADERKOWYCH
GENOW rRNA

ULTRASTRUCTURAL AND MOLECULAR ASPECTS
OF THE NUCLEOLAR rRNA GENES EXPRESSION

Grzegorz WILCZYNSKI

Zaktad Histologii i Embriologii Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: W ostatnich latach osiggnieto znaczny postep w badaniach molekularnych aspektéw
biogenezy rybosoméw w jaderku: 1) wyizolowano i okre$lono whasnosci czynnikéw bioracych udziat
w inicjacji, elongacji i terminacji transkrypcji przez RNA polimerazy |, 2) wyjasniono funkcje U3 i U8
snRNA w obrébce pre-rRNA, 3) odkryto nowa grupe jaderkowych snRNA - kodowanych w intronach.
Nie udato sie natomiast, pomimo wielu préb, stworzy¢ jednego powszechnie akceptowanego modelu
ultrastrukturalnej lokalizacji transkrypcji rDNA.

Stowa kluczowe: jaderko, rybosomalne DNA, rybosomalne RNA, czynniki transkrypcyjne, matejadrowe
RNA

Summary: Recent progress in understanding the ribosome biogenesis in the nucleolus at the molecular
level is a consequence of: 1) isolation and characterization of RNA polymerase | transcription initiation,
elongation and termination factors, 2) unraveling the function of U3 and U8 snRNA in pre-rRNA
processing, 3) the discovery of novel intron-encoded nucleolar snRNA species. In contrast the precise
location of the transcription of rRNA genes at the ultrastructural level, despite considerable effort, have
not been established unambiguously.

Key words: cell nucleolus, ribosomal DNA, ribosomal RNA, transcription factors, small nuclear RNA

Miejscem biogenezy rybosomow w komaérkach eukariotycznych jest jaderko [85,
86,28,20], W jaderku zachodzi transkrypcja gendw kodujacych 18S, 5,8S i 28S rRNA,
obrobka pierwotnych transkryptow oraz wigzanie powstajacych czgsteczek rRNA ze
sktadnikami pochodzgcymi spoza jaderka: biatkami rybosomalnymi i 5S rRNA.
Utworzone w ten sposdb podjednostki rybosomow sg transportowane do cytoplazmy,
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gdzie prawdopodobnie majg miejsce ostatnie etapy ich dojrzewania. W niniejszym
artykule zostang przedstawione niektore z nowych wiadomosci na temat uitrastruktu-
ralnej lokalizacji jaderkowych gendéw rRNA, jak rdwniez na temat molekularnych i
ultrastrukturalnych aspektéw transkrypcji tych genéw i obrébki pierwotnych trans-
kryptow w komoérkach kregowcow.

Na poziomie ultrastrukturalnym, w typowym jaderku ssakéw, mozna wyréznic¢
nastepujgce sktadniki morfologiczne (rys. 1) [20,28]:

1) osrodki widkniste (ang.fibrillar centers, FC), zbudowane z widkienek o $redniej
gestosci elektronowej i o $rednicy ok. 5 nm;

2) gesty sktadnik witoknisty (ang. densefibrillar component, DFC), zbudowany z
elektronowo gestych widkienek o Srednicy 4-10 nm. otaczajgcy w postaci nieciggtej
warstwy poszczeg6lne osrodki widkniste:

Rys. 1 Jaderko w komorce Panctha w jelicie cienkim cztowieka, zdjecie z mikroskopu elektronowe-
go (preparat acetylowany), powiekszenie 40 000 razy: fc - os$rodek wioknisty: dfc - gesty sktadnik
wioknisty; gc - skiadnik ziarnisty; ch - chromatyna okotojaderkowa; strzatki (bez podpisu i wskazuja
grudke chromatyny wewnatrzjgderkowej (elektronowo gesta) i wakuole jadcrkowa (elektronowo jas-
na);
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3) skiadnik ziarnisty (ang. granular component, GC), zbudowany z elektronowo
gestych ziaren o $rednicy ok. 20 nm; w sktadniku ziarnistym zatopione sg o$rodki
wibokniste wraz z gestym sktadnikiem widknistym; o ile budowa molekularna iprocesy
zachodzace w FC i DFC sg do tej pory przedmiotem sporéw (patrz nizej), o tyle
zgodnie przyjmuje sie, ze ziarna tworzace GC sg prekursorami podjednostek ryboso-
mow [28,20];

4) chromatyne jaderkowa, ktora otacza jaderko (chromatyna okotojgderkowa) i
tworzy wnikajgce do jego wnetrza wypustki (chromatyna wewnatrzjgderkowa); wy-
pustki te czesto stykaja sie z oSrodkami widknistymi; chromatyna jaderkowa pod
wzgledem morfologicznym nie rézni sie od reszty chromatyny;

5) wakuole jaderkowe (ang. nucleolar vacuoles albo interstices) bedace niewiel-
kimi, okragtymi obszarami o matej gestosci elektronowej. Obszary te wystepuja
wewnatrz sktadnika ziarnistego oraz w sasiedztwie oSrodkéw widknistych izawieraja
nierzadko grudki chromatyny jaderkowej. Termin wakuole jaderkowe, przyjety w
piSmiennictwie polskim, niezbyt dobrze okres$la nature tych struktur, bowiem w
przeciwienstwie do innych rodzajéw wakuoli komoérkowych nie sg one otoczone
btong.

Rozmieszczenie sktadnikéw wjaderku zalezy od typu komorki ijej stanu czynno-
sciowego i niekiedy znacznie odbiega od podanego powyzej opisu. Odroznienie
poszczeg6lnych skiadnikow, a zwtaszcza DFC i GC, nie zawsze jest tatwe. W tym
celu przydatne moze by¢ stosowanie specjalnych technik obrobki materiatu (rys. 1).

1 GENY rRNA (rDNA)

U wszystkich organizméw eukariotycznych geny rRNA wystepujg w wielu ko-
piach. Fenomen ten odzwierciedla wysokie zapotrzebowanie komoérki na rRNA. W
wiekszosci przypadkéw liczba kopii w haploidalnym genomie waha sie w granicach
od 50 do 10000. Cztowiek ma ok. 200, mysz ok. 100, a Xenopus laevis ok. 600 kopii
[28,93].

Geny rRNA sg zgrupowane w jednym lub w kilku chromosomach, w miejscach
zwanych organizatorami jaderka (ang. nucleolus organizer region, NOR) [28,86].
Miejscate moznazidentyfikowa¢ zapomoca hybrydyzacjiinsitu lub barwienia ptytek
metafazalnych przy uzyciu soli srebra. W prawidtowych diploidalnych komérkach
ludzkich geny rRNA wystepujg w pieciu parach choromosoméw: 13, 14, 15, 21, 22.

Geny rRNA majg charakterystyczny uktad (rys. 2), wspélny dla wiekszos$ci euka-
riontow [93]. Odcinki transkrybowane sg utozone regularnie, na przemian z odcinka-
mi nietranskrybowanymi. Te drugie zwane sg IGS (ang. intergenic spacers) albo NTS
(ang. non-transcribed spacers). Odcinek transkrybowany zawiera po jednej kopii
kazdej z trzech sekwencji kodujgcych rRNA (18S, 5,8S i 28S). Miedzy sekwencjami
kodujacymi, a takze na pograniczu z IGS, znajduja sie sekwencje transkrybowane,
lecz nie wystepujace w dojrzatych czasteczkach rRNA: ITS oraz ETS (ang. internal
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Rys. 2. Schemat organizacji rDNA u myszy [93,71]; Ti—Fs i To, sekwencje terminatorowe

and external transcribed spacers). Sa one wycinane i degradowane podczas obrébki
pre-rRNA. Sekwencje kodujagce rRNA wraz z ITS i ETS tworzg wsp6lng jednostke
transkrypcyjng. Sekwencje kodujgce sg wysoce konserwatywne ewolucyjnie, nato-
miast pozostate sekwencje wykazujg u réznych gatunkéw jedynie ograniczong homo-
logie i mogg réznic sie znacznie dtugoscig [93].

Wewnatrz IGS zlokalizowano szereg sekwencji regulacyjnych (rys. 2). Znaczenie
tych sekwencji bada sie zazwyczaj w transkrypcji zrekonstruowanej in vitro (w
ekstraktach komérkowych), albo in vivo, po transfekcji do odpowiednich komaérek
[98], Uktad elementéw regulacyjnych oraz ich funkcja sg podobne, nawet u tak
odlegtych ewolucyjnie organizméw, jak ssaki i ptazy, mimo ze sekwencje nukleoty-
dowe sg zupetnie rézne. Najwazniejszg sekwencjg regulacyjng jest promotor. Na
promotorze dochodzi do utworzenia kompleksu pomiedzy RNA polimeraza | a
czynnikami transkrypcyjnymi i do inicjacji transkrypcji [93]. W promotorze wyréznia
sie dwie zasadnicze domeny: promotor gtéwny (ang. core promoter) oraz UCE (ang.
upstream control element). Mutacje promotora gtéwnego drastycznie upos$ledzaja
transkrypcje in vitro iin vivo, podczas gdy mutacje UCE wywierajg efekt gtéwnie
invivo [40,98]. Dwa inne rodzaje sekwencji regulacyjnych: kopie promotora potozone
wewnatrz IGS (ang. spacerpromoter) oraz wzmacniacze (ang. enhancers) stymulujg
transkrypcje genéw rRNA, lecz mechanizm tego efektu nie jestjasny [71,97,98,110].
Kopie promotora mogg by¢ miejscem inicjacji transkrypcji in vitro i in vivo, jednak
w warunkach naturalnych powstajace transkrypty sa prawdopodobnie nietrwate
[110]. Kolejnym typem sekwencji regulacyjnej jest terminator. Liczne sekwencje
terminatorowe sg potozone w kierunku 3’ od korica sekwencji kodujgcej 28S rRNA,
ajedna w sgsiedztwie promotora [26,48,93] (rys. 2). U ssakOw terminacja transkrypcji
zachodzi zazwyczaj w poblizu pierwszego terminatora (liczagc od konca sekwencji
kodujacej 28S rRNA). W analogicznym miejscu u Xenopus laevis dochodzi do
uwolnienia pierwotnego transkryptu, natomiast wydaje sig, ze polimeraza przemiesz-
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cza sie dalej, syntetyzujgc nietrwaty transkrypt, az do miejsca potozonego w sgsie-
dztwie promotora [48,93]. Terminator znajdujacy sie w poblizu promotora blokuje
réwniez czasteczki polimerazy, dla ktérych miejscem inicjacji sa kopie promotora w
IGS [93]. Wykazano, ze obecno$¢ tej sekwencji stymuluje inicjacje transkrypcji na
promotorze [26].

11. LOKALIZACJA rDNA

Odpowiednikiem reakcji Feulgena na poziomie mikroskopii elektronowej jest
metoda wybiorczego kontrastowania DNA zapomocgkompleksu aminowo-osmowe-
go. Powyzsza metoda, podobnie jak niektore z innych tradycyjnych metod cytoche-
micznych, ujawnia obecno$¢ DNA w trzech ultrastrukturalnych sktadnikach jaderka:
w chromatynie jgderkowej, w osrodkach wtoknistych (FC) oraz w gestym sktadniku
widknistym (DFC) [13,14,20,64],

Rozwdj immunocytochemii oraz wykorzystanie osiggnie¢ biologii molekularnej
do badan ultrastrukturalnych umozliwity w ostatnich latach opracowanie nowych
metod wykrywania DNA. Metody te, pod wzgledem specyficzno$ci i zdolnosci
rozdzielczej, znacznie przewyzszajg tradycyjne procedury cytochemiczne. Duze zna-
czenie wydaje sie mie¢ zastosowanie zywic hydrofilowych do zatapiania tkanek oraz
ztota koloidalnego jako znacznika przeciwciat. Nowe zywice zapewniajg efektywng
reakcje antygendéw z przeciwciatami przy dobrym zachowaniu ultrastruktury, nato-
miast ziarna ztota koloidalnego umozliwiaja uzyskanie wysokiej rozdzielczosci. Za-
stosowanie nowych metod znacznie wzbogacito wiedze o budowie jaderka, jednakze
ze wzgledu na sprzeczne wyniki, uzyskiwane za pomocg réznych technik, nawet w
komérkach jednego typu (np. w komdrkach Sertoliego, patrz nizej), rozmieszczenie
DNA (w tym rDNA) w jaderku jest ciagle zagadnieniem kontrowersyjnym.

Badania immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych
przeciwko DNA, w réznych rodzajach komorek, przyniosty wyniki czeSciowo roz-
biezne. Podczas gdy w mysich komadrkach raka Ehrlicha wykazano obecno$sé DNA
w chromatynie jaderkowej oraz w FC [108], to w ludzkich komérkach Sertoliego [64]
oraz w hepatocytach szczura [39] wykryto DNA w chromatynie jgderkowej oraz w
DFC.

Jednaznowych metod detekcji DNA tgczy immunocytochemie zuzyciem enzymu,
terminalnej transferazy dezoksynukleotydéw (TdT) [102]. Podstawg tej metody jest
fakt, ze w wyniku skrawania komdrek i tkanek zatopionych w zywicy, ponad powie-
rzchnie skrawkdéw wystajg wolne korice przecietych nici DNA. Terminalna transfe-
raza dezoksynukleotydéw dodaje do tych wolnych koncéw tréjfosforan bromo-
dezoksyurydyny. W nastepnym etapie czasteczki bromodezoksyurydyny sg wykry-
wane zapomocg przeciwciat monoklonalnych w dwustopniowej reakcjiimmunocyto-
chemicznej, z ziarnami ztota koloidalnego jako znacznikiem [102]. Przygotowanie
materiatu (utrwalanie, zywice) jest takie, jak w rutynowej mikroskopii elektronowej.
Metoda ta jest czuta, a jednocze$nie zapewnia wysoka rozdzielczo$¢ i doskonate
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zachowanie ultrastruktury. W komdrkach eukariotycznych poza jadrem komorko-
wym, stosujac te metode, mozna wykaza¢ obecnos¢ DNA w mitochondriach i plasty-
dach komorek roslinnych; mozna rowniez uwidoczni¢é DNA w komérkach proka-
riotycznych i w kapsydach wirusow [102]. W jaderku, za pomocg reakcji z TdT,
wykazano obecno$¢ DNA w chromatynie jaderkowej oraz w FC, natomiast nie
wykryto go w DFC i GC. Wyniki identyczne, pomimo znacznych réznic w budowie
jaderka, uzyskano zarowno w komaérkach stransformowanych (ludzkie komérki He-
La, K562, Hep-2 [109]; matpie komdrki COS [102]; mysie komorki raka Ehrlicha
[102.104.109], L1210 [109]; chomicze komérki CHO [109]), jak i w prawidtowych
komorkach ludzkich tkanek np. w spoczynkowych limfocytach [114] i w komérkach
Sertoliego [103]. Gestos¢ znakowania (liczba ziaren ztota koloidalnego na pm2
powierzchni) nad chromatyng jaderkowga jest, w metodzie z TdT, $rednio o rzad
wielkos$ci wieksza niz nad FC [103,109,114], W niektorych przypadkach obserwuje
sie wiekszg gesto$¢ znakowania na obrzezach niz wewnatrz o$rodkéw widknistych
[102.109].

W przeciwienstwie do wyzej przedstawionych technik in situ hybrydyzacja na
poziomie ultrastrukturalnym umozliwia specyficzng lokalizacje rDNA. Metoda ta
opiera sie na immunocytochemicznej detekcji hybryd, utworzonych pomiedzy sondg
(fragment DNA komplementarny do okreslonej sekwencji w obrebie rDNA) a rDNA
znajdujacym sie napowierzeni ultracienkich skrawkéw. Hybrydyzacja in situ wymaga
specjalnego przygotowania materiatu i Scistego ustalenia optymalnych warunkdéw
reakcji. Podobnie jak w przypadku innych metod, wyniki hybrydyzacji in situ,
uzyskane w réznych laboratoriach, sa rozbhiezne. Za pomoca sond komplementarnych
do r6znych odcinkéw w obrebie rDNA stwierdzono, ze w komo6rkach Hela [74] oraz
w komdrkach raka Ehrlicha myszy [106,107] geny rRNA wystepujg w osrodkach
wiéknistych oraz w chromatynie jaderkowej. W obu typach komdrek sygnat otrzy-
many za pomocg sondy komplementarnej do IGS byt silniejszy nad chromatyng
jaderkowa niz nad FC. Wynik odwrotny uzyskano za pomocg sond komplementar-
nych do sekwencji transkrybowanych. W cytowanych pracach [74,106,107] nie
stwierdzono obecnosci rDNA w DFC ani w GC. Eksperymenty przeprowadzone z
uzyciem ludzkich komérek Sertoliego [117] i ludzkich limfocytéw spoczynkowych
[116] sugerujg odmienng dystrybucje rDNA: sygnat hybrydyzacji zarejestrowano w
nich gtéwnie nad DFC, zaréwno w przypadku sond komplementarnych do sekwencji
transkrybowanych [116,117] jak i sond komplementarnych do IGS [117]. Gestos$¢
znakowania pozostatych sktadnikow jagderka (FC,GC) nie roznita sie w sposob istotny
od tfa [117]. Nie uwzgledniono obecnosci chromatyny wewnatrzjgderkowej [116,-
117]. Powyzsze wyniki sg sprzeczne z wynikami uzyskanymi, w obu typach komorek,
za pomocg metody z TdT (patrz wyzej). Rezultaty hybrydyzacji zgodne z otrzyma-
nymi w normalnych komaérkach ludzkich, uzyskano takze w hepatocytach szczura
[39], stosujac sonde komplementarng do czesci transkrybowanej rDNA.
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Podsumowujac: wiekszo$¢ przedstawionych powyzej wynikéw jest zgodna co do
obecnosci DNA (atakze specyficznie rDNA) w skupieniach chromatyny jaderkowej.
Wiekszo$¢ danych wskazuje na brak DNA w GC. Je$li zas chodzi o pozostate
sktadniki jaderka, to niektérzy autorzy lokalizuja rDNA gtéwnie w FC, inni gtéwnie
w DFC, ajeszcze inni zarowno w FC jak i w DFC. Mozliwych jest kilka przyczyn
tych rozbiezno$ci:

1) Stosowane metody moga r6znic sie znacznie czutoscig, chociaz brak jest danych
iloSciowych na ten temat. W ludzkich komoérkach Sertoliego metoda z kompleksem
aminowo-osmowym [64] oraz metoda z TdT [103] wykazujg obecno$¢ DNA w
os$rodkach witoéknistych, w przeciwienstwie do immmunocytochemii [64] i hybrydy-
zacji in situ [117]. By¢ moze zatem, stezenie DNA w FC, w tym typie komdrek, jest
ponizej czuto$ci dwéch ostatnich metod. Z drugiej jednak strony, réwniez w komor-
kach Sertoliego, metoda z kompleksem aminowo-osmowym, immunocytochemia i
hybrydyzacja in situ ujawniajg obecnos¢ DNA w DFC [64,117], w przeciwienstwie
do metody z TdT [103]. W przypadku hybrydyzacji in situ szczegoéty procedur
stosowanych w réznych laboratoriach odbiegaja od siebie. Dotyczy to zwilaszcza
wstepnego przygotowywania skrawkéw (np. [74] i [39]). Niewykluczone, ze rzutuje
to w istotny spos6b na otrzymywane wyniki.

2) Poszczeg6lne metody w réznym stopniu zachowujg ultrastrukture jgdra komar-
kowego. Najwyzszgjakosé obrazéw morfologicznych daje metoda z TdT, zwitaszcza
gdy potaczy siejg z acetylacjg materiatu [103,109,114]. W tych warunkach rozpozna-
nie poszczegdlnych sktadnikéw jaderka nie sprawia trudnos$ci. Przeciwnie, obrazy
otrzymywane w hybrydyzacji in situ czesto nie pozwalaja na rozroznienie DFC i
chromatyny jaderkowej albo DFC i GC (zdjecia publikowane w [117] i [74]). Za-
strzezeniate dotyczgtakze metody zkompleksem aminowo-osmowym [14]. Immuno-
cytochemia z przeciwciatami antyDNA wydaje sie zajmowaé pod tym wzgledem
miejsce posrednie. W zwigzku z powyzszym wydaje sig, ze rdzna interpretacja
morfologii sktadnikow jgderka moze by¢ w znacznej mierze przyczyng rozbieznosci
w otrzymywanych wynikach. llustracja tego wydaja sie by¢ cytowane wczesniej
badania ludzkich komorek Sertoliego i limfocytow za pomocg hybrydyzacji in situ
[116,117]. Mozliwe, ze sygnat otrzymany w tych doswiadczeniach nad DFC byt
wynikiem blednej interpetacji i pochodzit w istocie od chromatyny jaderkowej,
ktérej obecnosci nie uwzgledniono [105].

3) Nie mozna wykluczy¢ mozliwos$ci, ze w réznych typach komorek geny dla
rRNA sgrozmieszczone odmiennie. W$rod badanych komorek byty bowiem zaréwno
komorki nowotworowe, jak i komoérki normalnych tkanek, ito réznych gatunkéw.

2. TRANSKRYPCJA

Geny kodujgce 18S, 5.8S i 28S rRNA sg transkrybowane przez RNA polimeraze
1 [93]. Enzym ten jest kompleksem polipeptydowym, o masie ponad 500 kD, sktada-
jacym sie u ssakow (w zaleznosci od zrédta i metody izolacji) z 4 do 8 podjednostek
[93,97,101]. Szacuje sie, ze w jadrze komdérkowym (watroba szczura) wystepuje ok.
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2,5 x 104 czasteczek RNA polimerazy | [28]. Aktywno$¢ polimeryzacyjna enzymu
wynosi w przyblizeniu 30 nukleotydow/s [97]. Szersze omoOwienie budowy i funkcji
RNA polimerazy | mozna znalez¢ w [101].

W transkrypcji rDNA, oprécz enzymu polimeryzujacego, bierze udziat szereg
biatkowych czynnikdw transkrypcyjnych. lzolowanie i badanie wasnosci poszcze-
g6lnych czynnikow stato sie mozliwe dzieki opracowaniu uktadéw doswiadczalnych
odtwarzajgcych prawidtowg inicjacje, elongacje i terminacje transkrypcji in vitro, w
ekstraktach komérkowych [98], Niektérych czynnikéw do tej pory nie wyizolowano
w stanie czystym, jako pojedynczych polipeptydéw lub komplekséw polipeptydo-
wych o znanym sk#adzie i stechiometrii. Powyzsze czynniki definiuje sie nadal jako
frakcje, podajac procedure wyodrebniania oraz sposob badania ich aktywnosci. Nie
istnieje jednolita nomenklatura czynnikéw transkrypcyjnych. Poszczeg6lne laborato-
ria, badajace rézne gatunki i stosujgce odmienne procedury oczyszczania, nadaja
wiasne nazwy wyizolowanym przez siebie czynnikom. Do czynnikéw inicjacji trans-
krypcji naleza:

1) czynnik UBF (patrz podrozdziat 2.1).

2) czynnik SL1 (patrz podrozdziat 2.2).

3) czynniki TIF-1A, TFIC i C*.

Maja one podobne witasciwosci, jednak niejest pewne, czy sg tym samym biatkiem
(kazdy z nich pochodzi z innego typu komdérek mysich) [7,21,55,56,88,91]. Wyniki
doswiadczen sugerujg, ze TIF-IA, TFIC i C biorg udzial w regulacji transkrypcji.
Zahamowanie syntezy rRNA w komorkach bedacych w fazie stacjonarnej oraz w
komdrkach poddanych dziataniu hormonoéw czy inhibitordw syntezy biatek jest w
znacznej mierze zwigzane z drastycznym obnizeniem aktywnoS$ci wyzej wymienio-
nych czynnikéw [7,56,88,91]. Wspdlng cechg wszystkich trzech frakcji jest tez $cisty
zwigzek z RNA polimerazg |. Oddzielenie ich aktywnosci od transferazy nukleoty-
dow jest zmudne i wymaga wieloetapowej chromatografii [7,56,88], Wydaje sig, ze
czynnik C ,aby¢ moze rdwniez dwa pozostate czynniki, ulegajg inakty wacji podczas
transkrypcji [7,56,91].

4) Czynnik TIF-IC. Jak dotad, zostat on zidentyfikowany wytgcznie u myszy, przez
jedng grupe badaczy [87,89]. Podobniejak TIF-IA (TFIC, C ),jest on $cisle zwigzany
zRNA polimeraza | [89]. Wykazano, ze czynnik ten uczestniczy zardwno w inicjacji
transkrypcji jak i w elongacji [89].

In vitro, pierwszym etapem inicjacji transkrypcji genéw rRNA u wszystkich
badanych gatunkdw jest utworzenie na promotorze kompleksu pomiedzy UBF a
czynnikiem SL1 [4,63,87], Z kompleksem tym wigze sie nastepnie RNA polimeraza
I. W ekstraktach z komérek mysich utworzenie petnego kompleksu inicjacyjnego
wymaga przytgczenia w dalszej kolejnosci czynnikéw TIF-IC i TIF-IA (TFIC, C )
[87], Mozliwe Ze in vivo czynniki te sg zwigzane z polimerazg. Nie jest pewne, czy
ich odpowiedniki wystepuja rowniez u innych gatunkow.
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Czynnik terminacji: TTF I, wystepujacy u myszy i u cztowieka, wigze sie specy-
ficznie z sekwencjami terminatorowymi (w tym réwniez z terminatorem znajdujagcym
sie w sasiedztwie promotora) i warunkuje zakonczenie elongacji oraz uwolnienie
pre-rRNA poprzez oddziatywanie z polimerazg [45,70,94].

Charakterystyczng cechg ekspresji rDNA, w odroznieniu od innych gendw, jestjej
specyficzno$é gatunkowa. Oznacza to, ze ekstrakty komorkowe nie sg zdolne do
prawidtowej transkrypcji obcogatunkowych genéw rRNA. Zasada ta nie obowigzuje
w przypadku blisko spokrewnionych gatunkow.

2.1 UBF

W szeregu eksperymentdw wykazano, ze czynnik UBF (ang. upstream binding
factor) stymuluje transkrypcje rDNA przez RNA polimeraze | in vitro [4,37,44,63] i
in vivo [47]. Mechanizm tego efektu jest najprawdopodobniej ztozony:

1) UBF uczestniczy w formowaniu sie kompleksu inicjacyjnego na promotorze
genéw rRNA, oddziatywujac zczynnikiem SL1 [,4,37,63,87] i prawdopodobnie takze
z polimerazg | [90].

2) UBF znosi dziatanie biatkowych inhibitorow transkrypcji rDNA: autoantygenu
Ku [46,44], topoizomerazy Il [6] oraz histonu HI [47,44].

Pomimo ze wyzej wymienione wtasnosci zostaty dobrze udokumentowane in vitro,
obecnie nie jest pewne, ktore z nich odpowiadajg rzeczywistej roli UBF w komorce.

Czynnik UBF wyizolowano z komérek cztowieka (hUBF) [4,37], myszy (mMUBF)
[71], szczura (rUBF) [72,95] i Xenopus laevis (xUBF) [63], W komérkach ssakow
UBF wystepuje w postaci dwoch polipeptydéw o masach ok. 97 kD (UBF1) i ok. 94
kD (UBF2). UBF1 i UBF2 powstajg w wyniku translacji dwoch réznych czasteczek
mRNA [33,67]. U myszy, a prawdopodobnie takze u innych ssakéw, oba mRNA sa
produktami jednego genu, powstatymi wskutek alternatywnej obrébki pierwotnego
transkryptu [67]. U Xenopus laevis, za pomocg elektroforezy w zelu poliakrylamido-
wym, mozna zidentyfikowac trzy prazki odpowiadajgce UBF o masach w granicach
82-85 kD [63]. Analiza cDNA wykazata jednak, ze w komdrkach Xenopus laevis
UBF wystepuje w co najmniej czterech réznych formach molekularnych, bedacych
najprawdopodobniej produktami trzech genéw [27], Liczba czasteczek UBF w ko-
marce wynosi u ssakow ok. 104 [4].

211 .STRUKTURA UBF

Analiza cDNA UBF u réznych gatunkéw wykazata, ze jest on biatkiem wysoce
konserwatywnym. Stopied homologii sekwencji aminokwasowej wynosi ok. 98%
wsrdd ssakéw [33,67] iok. 73% pomiedzy cztowiekiem a Xenopus laevis [2].

Gtownym elementem strukturalnym w czasteczce UBF sg domeny wykazujace
homologie do niehistonowych biatek chromatyny, HMG1 i HMG2 [2,33,37,67].
HMG1 i HMG2 sg prototypem rodziny biatek, zawierajacych wspdlny motyw stru-
kturalny (ang. HMG box) o dtugosci ok. 80 aminokwaséw [25]. Do rodziny tej, oprocz
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UBF1 ssakow

Rys. 3. Schemat budowy czynnika UBF; objasnienia w tekscie

UBF, nalezg m.in.: mitochondrialny czynnik transkrypcyjny mtTF-1, czynnik deter-
minujacy pte¢ SRY oraz czynnik wigzacy sie ze wzmacniaczami genu TCRa w
limfocytach (LEF-1) [25]. Wszystkie powyzsze biatka wigzg sie z DNA.

UBF ssakow zawiera 6 domen HMG, homologicznych w 20-30% do odpowied-
nich domen w biatkach HMG1/2 (rys. 3) [8,33,67]. Réznica pomiedzy UBF1 a UBF2
polega na delecji fragmentu HMG box 2 w czgsteczce UBF2. Delecja ta wystepuje w
tej samej pozycji u wszystkich ssakow. UBF Xenopus laevis zawiera 5 domen typu
HMG box. Brak w nim odpowiednika domeny czwartej ssakdw [2]. Drugim chara-
kterystycznym elementem w czasteczce UBF jest fragment C-koncowy, w ktédrym
ponad potowa reszt aminokwasowych ma charakter kwasny [2,33,37,67], Obecno$¢
HMG box 4 jak rowniez HMG box 1iodcinka C-terminalnego warunkuje (u myszy)
transport UBF do jadra komdrkowego ijaderka [54].

Ocinek N-kofAcowy zawiera fragment odpowiedzialny za tworzenie dimerow [62].
Fragment ten sktada sie z dwoch, prawdopodobnie helikalnych domen oddzielonych
odcinkiem nieistotnym dla dimeryzacji. Na poziomie sekwencji aminokwasowej
domena dimeryzacyjna UBF nie wykazuje znaczacej homologii z zadnym znanym
motywem tego typu. Nie wykazano tworzenia komplekséw UBF o liczbie podjedno-
stek wiekszej niz dwa [62].

2.1.2. WIAZANIE Z DNA

Czynnik UBF wigze sie z promotorem gtéwnym oraz z UCE, u wszystkich
badanych gatunkdéw [4,49,71,72]. Wykazano takze wigzanie sie¢ UBF z innymi se-
kwencjami regulacyjnymi (kopie promotora, wzmacniacze [71,72]). Poszczeg6lne
miejsca wigzania UBF charakteryzuja sie tylko ograniczong homologig. Co wiecej,
wigzanie UBF z wyzej wymienionymi elementami nie jest specyficzne gatunkowo.
Na przyktad xXUBF wiaze sie w tych samych miejscach ludzkiego promotora co hUBF
[C .eraz w tych samych miejscach mysiego promotora co mUBF [71]. W zwigzku z
powyzszym nie jest mozliwe jednoznaczne okre$lenie sekwencji nukleotydowej, z
ktorg wigze sie UBF, czyli tzw. sekwencji konsensusu (ang. consensus sequence).
Zostato to potwierdzone w badaniach interakcji UBF z duzg liczbg oligonukleotydow
o przypadkowo dobranych sekwencjach (415r6znych sekwencji) [11]. Statadysocja-
cji kompleksu xXUBF z promotorem oszacowano na 15-20 nM [35,49]. Wydaje sie,
ze UBF oddziatywuje z rowkiem wiekszym DNA [11]. Gtéwnym elementem odpo-
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wiedzialnym za wigzanie UBF-u zDNA sgdomeny HMG [35,37,49,54,62]. Poszcze-
gélne HMG box rdznig sie miedzy sobg sitg wigzania z DNA, jednak nie jest jasne,
jaki wptyw majg one na powinowactwo UBF jako catosci i czy ktéra$ z nich pekni
dominujaca role [35,37,54].

Rezultaty niektorych doswiadczen sugeruja, ze czynnik UBF rozpoznaje raczej
strukture przestrzenng DNA niz sekwencje nukleotydowg. UBF wigze sie preferen-
cyjnie, w stosunku do formy liniowej lub kolistej, z superspiralng formg DNA o takiej
samej sekwencji [35,47]. Ponadto, w przypadku krétkich, liniowych odcinkéw DNA,
UBF prawdopodobnie nie tworzy kompleksu z jedna helisg, lecz przynajmniej z
dwiema [35]. Czynnik ten wigze sie takze z tzw. krzyzowym DNA (ang. cruciform
DNA) [11]. Wysunieto hipoteze, Ze podstawowga formg strukturalng DNA rozpozna-
wang przez UBF jest skrzyzowanie podwdjnych helis obecne zarowno w weztach
superspirali, jak i w utozonych pod katem dwoch odcinkach liniowych oraz w
krzyzowym DNA. Obserwacje w mikroskopie elekronowym sugeruja, ze UBF aktyw-
nie uczestniczy w tworzeniu powyzszych struktur [35], Wykazano réwniez, ze UBF
moze wigzaé sie z tRNA [11]. Jakie znaczenie moga mie¢ powyzsze wiasnosci dla
funkcji tego czynnika in vivo, trudno obecnie rozstrzygnac.

2.1.3. UDZIAL w INICJACII TRANSKRYPCJI rDNA

Istniejg rozbieznosci, czy UBF jest in vitro absolutnie niezbedny dla transkrypcji.
Niektdre dane wskazuja, ze u myszy i szczura SL1 moze sam tworzy¢ funkcjonalny
kompleks z promotorem, chociaz o mniejszej twatosci [87,95]. W zwigzku z tym
obserwuje sie pewien poziom transkrypcji bez UBF, tzw. poziom podstawowy.
Wedtug niektérych autoréw, funkcja tego czynnika (przynajmniej u gryzoni) w
inicjacji transkrypcji in vitro (a czesciowo takze in vivo) polega na wzmacnianiu
oddziatywania SL1 z promotorem [44]. Odmiennie jest w przypadku ekstraktow z
komoérek ludzkich [4,37] i Xenopus laevis [63]. Wykazano, ze u tych gatunkéw SL1
samodzielnie nie tworzy funkcjonalnego kompleksu z promotorem (by¢ moze nawet
nie wigze sie samodzielnie z DNA) [4,37,63], a bez UBF poziom podstawowy
transkrypcji jest niski [37] lub niemal zerowy [63]. Wysunieto hipoteze, ze u cztowie-
ka i Xenopus laevis, UBF jest niezbedny dla transkrypcji in vitro, a jego funkcja
polega prawdopodobnie na zakotwiczaniu czynnika SL1 na promotorze, w wyniku
czego tworzy sie trwaly, funkcjonalny kompleks.

Wydaje sie, ze w czasteczce UBF wszystkie fragmenty sg istotne z punktu widzenia
aktywnosci transkrypcyjnej. Delecja ktérejkolwiek z trzech pierwszych domen HMG
box w xUBF znosi catkowicie aktywnos$¢ transkrypcyjng in vitro, natomiast utrata
domen 4 i 5 (fgcznie) zmniejsza ja dwukrotnie [62]. Duplikacja jednej z domen
réwniez znosi aktywnos$¢ transkrypcyjng. Kolejnym fragmentem niezbednym dla
prawidtowego funkcjonowania UBF jest domena dimeryzacyjna. U Xenopus laevis
wszelkie mutacje, ktore interferujg zdimeryzacja, catkowicie pozbawiajg UBF aktyw-
nosci [62]. Co ciekawe delecja odcinka rozdzielajgcego motyw dimeryzacyjny row-
niez znosi aktywnos$¢ transkrypcyjng, mimo ze nie upos$ledza zdolnosci do dime-
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ryzacji. Natomiast utrata catego konca karboksylowego czasteczki (do granicy z
ostatnig domeng HMG box) powoduje u ptazéw czterokrotne obnizenie aktywnosci
transkrypcyjnej [62], a u ssakdw znosi jg catkowicie [115].

Nie stwierdzono prostej korelacji pomiedzy wigzaniem z DNA a aktywnos$cig
transkrypcyjng. Mysi UBF2, naturalny mutant pozbawiony fragmentu HMG box 2,
ktory jest praktycznie nieaktywny, w transkrypcji in vitro i in vivo oddziatuje znacznie
stabiej z homologicznym promotorem i wzmacniaczami [47]. Rekombinowany
xUBF, pozbawiony jednej z domen HMG Ilub tylko motywu dimeryzacyjnego,
chociaz nieaktywny transkrypcyjnie, wigze sie prawie tak samo dobrze z promotorem
jak naturalny UBF [62]. Powyzsze obserwacje sugerujg, ze wigzanie z DNA jest
warunkiem koniecznym, ale nie wystarczajgcym dla prawidtowej inicjacji transkry-
pcji. Podkreslaja one réwniez znaczenie prawidtowej konformacji UBF, to znaczy
zachowania uktadu domen i zdolnosci do tworzenia dimeréw. Mozna przypuszczac,
ze inicjacja transkrypcji wymaga wzajemnego dopasowania si¢ czynnika biatkowego
i promotora w kompleks o unikatowym ksztatcie przestrzennym, do czego niezbedne
jest wspétdziatanie réznych elementéw czasteczki UBF [49].

Przypuszcza sie, ze niektore fragmenty UBF bezpos$rednio oddziatywujg z innymi
sktadnikami aparatu transkrypcyjnego polimerazy I. Takag funkcje przypisuje sie
fragmentowi C-kofAcowemu, ktéry ze wzgledu na silny tadunek ujemny miatby wigzac
sie z dodatnio natadowang czagsteczkg SL1 [37]. Z kolei domeny HMG (u myszy)
uczestnicza w odziatywaniu z podjednostka RNA polimerazy | o masie 62 kD [90].
Stwierdzono, ze do wigzania z podjednostkg enzymu niezbedne jest zachowanie
przynajmniej dwéch HMG box, natomiast fragmenty N- i C-koficowy sg zbedne [90].
Mysi UBF oddziatuje rowniez z podjednostkg o masie 34,5 kD RNA polimerazy |
drozdzy oraz, co zupetnie nieoczekiwane, z podjednostkg o masie 53 kD RNA
polimerazy |1l tych organizmow.

Pewne dane wskazujg, ze UBF moze odgrywac istotng role w regulacji transkrypcji
rDNA. Wykazano, ze aktywno$¢ czynnikajest znacznie wyzsza w komorkach inten-
sywnie dzielgcych sie niz w komérkach znajdujacych sie w fazie stacjonarnej [115],
Efekt ten moze by¢, przynajmniej czesciowo, wynikiem fosforylacji konca karboksy-
lowego UBF przez kinaze kazeinowg Il [115], Na sumaryczng aktywno$¢ transkry-
pcyjna UBF moze réwniez wptywac stosunek pomiedzy UBF1 (aktywnym) a UBF2
(nieaktywnym). W komoérkach ssakéw znajdujgcych sie w fazie stacjonarnej (linie
NIH3T3 i MH134 myszy) ilos¢ mMRNA UBF1 jest niemal dwukrotnie mniejsza niz
mRNA UBF2 [33]. W wyniku stymulacji podziatéw ilosci mRNA obu czynnikéw
wyrownujg sie. W normalnych tkankach mysich stosunek mMRNA UBF1/ mRNA
UBF2 zawiera sie w granicach od 0,2 dla ptuc do 0,91 dla trzustki. W mdzgu wartos¢
ta wynosi 0,86 [33]. U ptazdw zawartos¢ poszczegdlnych form UBF jest r6zna w
réznych tkankach i zmienia sie w kolejnych stadiach rozwoju zarodkowego [27],
Znaczenie tegojest obecnie niejasne, gdyz nie wiadomo, jakie sgréznice funkcjonalne
pomiedzy poszczeg6lnymi wariantami UBF u ptazéw.
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2.2. SL1

W ekstraktach komdrek kregowcow zidentyfikowano frakcje, ktéra u réznych
gatunk6éw charakteryzuje sie podobnymi wiasciwosciami fizykochemicznymi (m.in.
elucja z kolumn heparynowych przy stezeniu KC1 ok. 600 nM.) i jest niezbedna dla
transkrypcji rDNA in vitro [87]. Czynnik ten zostat nazwany SL1 u cztowieka [4] i
szczura [95], TIF-IB [87] lub czynnikiem D [97] u myszy, a Ribl u Xenopus laevis
[63], W niniejszym opracowaniu bedzie on okreslany jako SL1. Czynnik SL1 jest
uwazany, przynajmniej u ssakow, za gtéwny sktadnik odpowiedzialny za selektyw-
no$¢ gatunkowa aparatu transkrypcyjnego RNA polimerazy | [82]. Oddziatywanie
czynnika SL1 z DNA i z UBF jest ciggle zagadnieniem kontrowersyjnym (patrz
podrozdziat 2.1.3).

W komaérkach ssakow czynnik SL1 jest kompleksem kilku polipeptydéw o tgcznej
masie 200-250 kD [9,16], Jednym ze sktadnikow tego kompleksu jest biatko wigzace
sekwencje TATA, czyli TBP (ang. TATA binding protein) o masie 38 kD [9,16]. TBP
zostato poczatkowo scharakteryzowane jako skitadnik czynnika TFII-D, ktory jest
jednym z podstawowych czynnikdw transkrypcyjnych polimerazy Il [24,31]. Se-
kwencja TATA wystepuje w pozycji ok. -30 (wzgledem punktu startu transkrypcji:
+1), w promotorach wielu gendéw kodujgcych biatka [24,31]. Obecnie wiadomo, ze
TBPjestwsp6lnym elementem aparatu transkrypcyjnego wszystkich trzech polimeraz
RNA, u wszystkich dotychczas zbadanych organizmow eukariotycznych [23,24].
Oprocz SLL1iTFIID, TBP wchodzi w sktad czynnika TFIHIB polimerazy Il iczynnika
SNAPC ktory wspotdziata z polimeraza I11i Il. We wszystkich powyzszych przypad-
kach TBP jest zwigzane z kilkoma polipeptydarni: tzw. TAF (ang. TATA binding
protein associatedfactor) [23,24]. SL1 zawiera 3 TAF, ktérych masy czgsteczkowe
wynoszg u cztowieka 48,63 i 110kD [9], au myszy 48,68 195 kD [16]. Dwa mniejsze
TAF u obu gatunkéw sg podobne. Wydaje sie, ze to one a nie TBP moga by¢
odpowiedzialne za wigzanie sie SL1 z promotorem [82], Wszystkie trzy polipeptydy
sq prawdopodobnie specyficzne dla SL1 [16]. Liczba czasteczek SL1 w komérce
wynosi w przyblizeniu 500 [16]. Model struktury czynnika SL1 zostat potwierdzony
poprzez rekonstrukcje w petni funkcjonalnej frakcji SL1, przy uzyciu rekombino-
wanego TBP i wysoko oczyszczonych TAF [9,16].

2.3. TRANSKRYPCJA IN SITU

Transkrypcje insitu mozna badaé posrednio: poprzez lokalizacje rDNA, pre-rR-
NA lub polimerazy | i zwigzanych z nig biatek, albo bezposrednio: poprzez detekcje
znakowanych nukleotydéw wbudowywanych do pre-rRNA. Do niedawna jedyna
bezposrednig metodg byta autoradiografia [20]. Na podstawie wynikow uzyskanych
za pomocg metod posrednich (tradycyjne techniki cytochemiczne) oraz autoradiogra-
fii przyjeto model, wedtug ktérego miejscem syntezy pre-rRNA jest DFC [20]. Wobec
niskiej rozdzielczos$ci autoradiografii, powyzszy poglad byt w ostatnich latach inten-
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sywnie weryfikowany za pomocg nowych, doktadniejszych metod. Wyniki ekspery-
mentéw nadal nie rozstrzygajg jednak definitywnie, ktéry z trzech najbardziej pra-
wdopodobnych modeli jest wiasciwy: wedtug pierwszego transkrypcja zachodzi w
FC, wedtug drugiego w DFC, natomiast wedtug trzeciego na pograniczu tych dwaéch
sktadnikow. Obszerng dyskusje innych, teoretycznie mozliwych scenariuszy mozna
znalez¢ w [41].

2.3.1. LOKALIZACJA rRNA

Nowa metoda cytochemiczna stuzgca do wykrywania RNA na poziomie ultrastru-
kturalnym polega na zastosowaniu transferazy nukleotydéw poliadenylowych (PnT)
[104]. Opiera sie ona na podobnej zasadzie co metoda z TdT stuzgca do lokalizacji
DNA (patrz podrozdziat 1.1). Podstawowg roznicg pomiedzy tymi metodami jest
uzycie odmiennych enzymoéw, modyfikujgcych odpowiednio wolne korice RNA albo
DNA. Transferaza nukleotydéw poliadenylowych dodaje biotynylowany ATP do
wolnych koncow tancuchéw RNA. Za pomocg powyzszej techniki wykazano, w
komérkach raka Ehrlicha i w komoérkach HelLa, obecno$¢ RNA we wszystkich
sktadnikach jaderka (z wyjatkiem chromatyny) [104]. Podobne wyniki uzyskano
badajac ludzkie komorki Sertoliego [103]. W tych ostatnich gestosci znakowania nad
FC i DFC byty podobne i w przyblizeniu dwukrotnie wieksze niz nad GC. Obraz
identyczny jakosciowo, jak za pomoca poprzedniej metody, uzyskano w komoérkach
raka Ehrlicha przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych przeciw RNA, w dwustopnio-
wej immunocytochemii z przeciwciatami znakowanymi ztotem koloidalnym [104].

Swoiste wykrywanie rRNA jest mozliwe dzieki hybrydyzacji in situ. Za pomocg
powyzszej metody stwierdzono, ze w komédrkach raka Ehrlicha [104,107], w komdr-
kach 3T3 oraz w komorkach HelLa [74,76] rRNA wystepuje w GC, DFC oraz w FC.
W zaleznos$ci od typu komoérki, metodyki oraz zastosowanej sondy, rRNA zlokalizo-
wano albo wytgcznie na obrzezach [74,76,107], albo zar6wno na obrzezach jak i
wewnatrz osrodkéw widknistych (FC) [104], Wydaje sig, ze na wyniki hybrydyzacji
nad FC moze mie¢ wptyw sposob znakowania sondy [104], Niewielkie ilosci rRNA
wykryto takze w nukleoplazmie [104,107]. Zastosowanie Kilku sond, komplementar-
nych do réznych fragmentéw w obrebie pre-rRNA (w tym réwniez do odcinkéw
usuwanych w procesie dojrzewania rRNA), umozliwia badanie ultrastrukturalnej
lokalizacji kolejnych etap6w obrobki pierwotnego transkryptu [74,76]. Przy interpre-
tacji wynikow takich eksperymentéw nalezy uwzglednic¢ fakt, ze uzyskana w danym
miejscu gesto$¢ znakowania zalezy nie tylko od stezenia pre-rRNA, lecz takze od
jego dostepnosci dla hybrydyzacji z sondg oraz od tzw. potencjatu znakowania danej
sondy [74], Potencjat znakowania jest proporcjonalny do liczby biotynylowanych
nukleotydéw w odcinku sondy komplementarnym do docelowego pre-rRNA. Dlate-
go, nawet przy zatozeniu jednakowej dostepnosci, stosunek gestosci znakowania
dwdch roznych rodzajow pre-rRNA nie jest rowny stosunkowi ich stezen, jezeli
potencjaty znakowania odpowiednich sond sg rdézne [74]. Wyniki hybrydyzacji in situ,
w komérkach Hela [74,76] i w komdrkach 3T3 [76], przy uzyciu sond komplemen-
tarnych do 28S, 18S oraz do 5’ETS, 5TTS i 3TTS sg zgodne (po analizie uwzgled-
niajacej przytoczone wyzej zastrzezenia) z modelem, wedtug ktérego DFC (a by¢
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moze takze brzeg FC) zawiera rosnace transkrypty oraz pre-rRNA na wczesnych
etapach obrobki, natomiast GC jest miejscem dalszych etapow obrdbki pre-rRNA
[74,76]. Wyniki te potwierdzaja rowniez poglad (oparty na wynikach badan bioche-
micznych), ze w stanie rownowagi w jaderku jest znacznie wiecej 28S niz 18S rRNA.

2.3.2. LOKALIZACJA RNA POLIMERAZY 11UBF

Najbardziej powszechng metodg lokalizacji biatek zwigzanych z transkrypcja na
poziomie ultrastrukturalny mjest immunocytochemia z zastosowaniem ztota koloidal-
nego [14]. Specyficzne przeciwciata (wzgledem polimerazy | albo UBF) uzyskuje sie
zwykle poprzez immunizacje zwierzat laboratoryjnych albo z surowic ludzi chorych
na niektére choroby autoimmunologiczne, gtoéwnie sklerodermie [77,79,81]. Za po-
mocg immunolokalizacji stwierdzono, ze w hepatocytach szczura polimeraza | wy-
stepuje niemal wytgcznie w o$rodkach widknistych [79]. Nieco inny obraz uzyskano
w komérkach nowotworowych: HelLa oraz w szczurzych liniach PC 12 i RV [77].
Obecnos¢ polimerazy stwierdzono w nich gtéwnie w FC i w mniejszym stopniu takze
w DFC. Inny wazny sktadnik aparatu transkrypcyjnego polimerazy I, czynnik UBF,
wystepuje zaréwno w obrebie FC, jak i DFC w kurzych chondrocytach, komdrkach
PTK1 i TG [81]. Wczesne doniesienia o wystepowaniu polimerazy | wytgcznie w FC
stanowity powazny argument wspierajgcy model transkrypcji wewnatrz tego skiad-
nika. Badania immunocytochemiczne nie mowig jednak nic o aktywnosci biatek.
Obecnie nie wydaje sie, aby powyzsze wyniki miaty decydujgce znaczenie w kwestii
lokalizacji transkrypcji.

2.3.3. METODY BEZPOSREDNIE

Powazng wadg autoradiografii, jako bezposredniej metody lokalizacji transkrypcji,
jest niska rozdzielczo$¢ otrzymywanych obrazéw. Rozmiary struktur wewnatrzjgder-
kowych (FC,DFC) satego samego rzedu wielkosci co dtugos$é¢ drogi czastek, powsta-
tych w wyniku rozpadu promieniotwdrczego, w emulsji. Co wiecej, stosowane czasy
inkubacji komérek ze znakowanymi prekursorami nukleotydéw (2-6 min) sg zblizone
do czasu syntezy czgsteczki pre-rRNA [14], Oznacza to ze rozmieszczenie znacznika
moze odpowiada¢ zarbwno miejscom transkrypcji, jak i miejscom akumulacji nowo
zsyntetyzowanych transkryptow. Ostatnio podjeto préby przezwyciezenia wyzej wy-
mienionych ograniczer przez zastosowanie znacznikéw nieizotopowych: BrUTP lub
bromourydyny, wykrywanych za pomocg immunocytochemii na skrawkach ultra-
cienkich [15,34]. Technika ta zapewnia znacznie lepszg rozdzielczo$¢ niz autoradio-
grafia (Srednica ziaren ziota koloidalnego, ktdrymi znakowane s przeciwciata
wynosi 5-10 nm). Tempo transkrypcji w obecnosci nukleotydow znakowanych
nieizotopowo jest ponad dwukrotnie mniejsze niz w warunkach naturalnych [34].
Zatem przy krétkich czasach inkubacji (1-5 minut [15,34]) uwaza sie, ze dystrybu-
cja znacznika bedzie odzwierciedlaé raczej miejsca transkrypcji niz akumulacji pre-
rRNA. BrUTP jest lepszym znacznikiem niz bromourydyna, gdyz po dyfuzji do
komorki moze by¢ natychmiast wykorzystywany w procesie transkrypcji. Niestety,
w normalnych warunkach btona komdrkowa jest praktycznie nieprzepuszczalna dla
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tréjfosforandw nukleozydéw. Dlatego aby zwigkszy¢ tempo pobierania BrUTP, ko-
morki poddaje sie dziataniu streptolizyny O, ktéra tworzy w btonie komo6rkowej pory,
przez ktére zwigzek ten moze swobodnie dyfundowac¢ [15,34], W odpowiednio
dobranym Srodowisku, komorki poddane dziataniu streptolizyny zachowujg zdolnosé
do syntezy kwasow nukleinowych. Jednoczes$nie ultrastruktura jadra komorkowego
(a zwtaszcza jaderka) jest dos¢ dobrze zachowana. Zastosowanie powyzszej metody
na komdrkach HelLa przez dwie grupy badaczy dato cze$ciowo podobne wyniki. Przy
krétkich czasach inkubacji wystepowanie znacznika stwierdzono w DFC i na obrze-
zach osrodkow widknistych [15] albo niemal wytgcznie w DFC [34]. Charakterysty-
czna cechg otrzymanych obrazéw, w obu eksperymentach, byta nieréwnomierna
dystrybucja (drobne skupienia) ziaren ztota koloidalnego. Wedtug jednych badaczy,
ich wiasne wyniki potwierdzajg lokalizacje transkrypcji (lub przynajmniej inicjacji
transkrypcji) napograniczu DFC i FC [15], natomiast wedtug innych stanowig dowod
na to, ze wytacznie DFC jest miejscem syntezy pre-rRNA [34]. Ci ostatni wigzg to z
modelem, w ktorym gesty skiadnik widknisty jest w istocie nicig rDNA wraz z
rosngcymi transkryptami, wedrujgcg po powierzchni osrodka widknistego, gdzie
zlokalizowane sg nieruchome czasteczki polimerazy [34]. Wedtug tego modelu, FC
stanowitoby magazyn polimerazy i czynnikéw transkrypcyjnych oraz wewnetrzne
rusztowanie jagderka. Dyskusja powyzszego modelu w Swietle wynikéw badan bio-
chemicznych jest zawarta w [10].

3. OBROBKA pre-rRNA

Formowanie sie podjednostek rybosomow rozpoczyna siejeszcze przed zakorcze-
niem transkrypcji [28]. Jednym z elementéw tego procesu jest intensywna obrébka
pre-rRNA:

1) W specyficznych miejscach tancucha dochodzi do metylacji i pseudourydylacji
nukleotydéw [28]. Uwaza sie, ze modyfikacje te poprzedzajg dalsze etapy obrébki.
Prawdopodobnie sg one niezbedne dla utworzenia prawidtowej konformacji pre-
rRNA lub dla wigzania z biatkami.

2) W wyniku serii cie¢ endonukleolitycznych w obrebie pierwotnego transkryptu
zostajg uwolnione dojrzate czasteczki rRNA, a pozostate odcinki ulegajg degradacji
[28,29,30,84], Wydaje sie, ze sekwencja cie¢ jest podobna u wszystkich kregowcow
(rys. 4). Alternatywne drogi obrébki moga wspétistnie¢ u jednego osobnika, a nawet
w pojedynczej komarce [28,84],

Mechanizmy obrébki pre-rRNA sg stabo poznane. Wydaje sie, ze podobnie jak w
obrébce pre-mRNA [61], w procesie tym zaangazowane sg mate czgsteczki RNA:
sNRNA (ang. small nuclear RNA). Role te przypisuje sie ShnRNA zlokalizowanym w
jaderku [17,18] (tab. 1). Do chwili obecnej, w komodrkach kregowcow, zidentyfikowa-
no kilkanascie jaderkowych snRNA (tab. 1). Ich dtugos¢ wynosi od kilkudziesieciu
do ponad dwustu nukleotydéw, a liczba w komérce zawiera sie w granicach od tysigca
do kilkuset tysiecy. Jaderkowe snRNA tworzg kompleksy z biatkami:czastki rybonu-
kleoproteinowe (ang. small nuclear rihonucleoprotein particie, SnRNP) o statej sedy-
mentacji 10-90 S [17,18]. Ewolucyjnie konserwatywne biatko: fibrylaryna [1], wy-
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Rys. 4. Schemat obrobki pre-rRNA w komérkach HelLa (wg [29], zmodyfikowany); strzatki wskazuja

miejsca cie¢ endonukleolitycznych; zaznaczono kolejno$¢ trzech pierwszych cie¢; w niektérych typach

komaérek ciecie napograniczu 18Si5’ITS (w 41S lubjego odpowiedniku) poprzedza ciecie na pograniczu

5°ITS i 5,85 [28,84]; niektore miejsca nie pokrywaja sie z granicami dojrzatych czasteczek rRNA
(odpowiednie prekursory musza by¢ dodatkowo przycinane) [29,30]

stepuje w kilku roznych snRNP (tab. 1). Jaderkowe snRNA moga by¢ kodowane przez
oddzielne geny isyntetyzowane przez polimeraze Il (U3, U8, Ul 3) lub polimeraze 1l
(7-2/MRP) [17], moga by¢ rowniez kodowane w intronach genéw biatek (patrz
nizej). Te trzy grupy SnRNA maja r6zng strukture korica 5’ czasteczki: grupa pierwsza
2,2,7-trimetyloguanozyne, 7-2/MRP tréjfosfonukleotyd, grupa trzecia monofosfonu-
kleotyd [17]. Bezposrednie dowody na udziat dwoch snRNA: U3 i U8 w obrébce
pre-rRNA u kregowcdw istniejg dopiero od niedawna (patrz nizej). Wyjatkowg
pozycje wsrod jaderkowych snRNA zajmuje 7-2/MRP (zwigzane z antygenem To, 0

TABELA 1. Jaderkowe snRNA; dane dotyczg sSnRNA cztowieka z wyjatkiem U 14 (mysz) oraz U 16 i
U 18 (Xenopus laevis)', dotyczy jednej z form molekularnych; bd, brak danych

RNA Dtugosé Liczba box Wigzanie Zrédto

[nt] kopii fibrylaryny

w komadrce

U3 217 2105 AB,C,C’.D + [68,78,96]
us 136 4104 CcD + [113]
u13 105 104 c.D + [113]
ui14 87 2104 CD + [52,96]
ui1s 1481 1-3 104 C\D + [112]
u16 106 bd c,D + [19]
U17/E1 2071 103 - - [43,83]
ui1s 681 bd c.D + [73]
u19 200 bd - - [17]
u20 80 7 103 C,D + [66]
Y 125 1-3 104 c’,D + [112]
E2 154 103 - - [80,83]
E3 135 103 - - [80,83]

7-2IMRP 268 3104 - - [17,22]
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masie 40 kD [119]), gdyz wystepuje ono réwniez poza jadrem komdrkowym: w
mitochondriach [22,51]. Przypuszcza sie, ze 7-2/MRP bierze udziat w replikacji
mitochondrialnego DNA [17]. Funkcja 7-2/MRP w jaderku, podobnie jak funkcja
pozostatychjaderkowych snRNA u kregowcow, pozostaje nieznana. Wiecej wiadomo
o roli tych czasteczek u drozdzy, w zwigzku z mozliwoscia stosunkowo tatwego
wykonywania manipulacji genetycznych w tych organizmach. Informacje na ten
temat podano w pracach przeglgdowych [17,18,58].

3.1. U3 snRNA

U3 jest gtownym pod wzgledem liczby czasteczek, najlepiej zbadanym snRNA.
Wielkosc¢ czgsteczki U3 snRNA urdznych organizmdw waha sie w granicach 206-228
nukleotyddw [17] (u cztowieka 217 [68]). Geny U3 snRNA wystepujg w wielu
kopiach, kodujacych jedng lub kilka odmian molekularnych [59,118]. W komérkach
ludzkich wystepuje tylko jeden rodzaj U3 snRNA [118]. Catkowita liczba gendw U3
snRNA u cztowieka niejest znana. Dotychczas zidentyfikowano 4 funkcjonalne geny
(wystepujace na chromosomie 17 [60]) oraz kilka pseudogenéw [118]. Analiza
sekwencji nukleotydowych U3 snRNA r6znych gatunkéw wykazata istnienie pigciu
konserwatywnych odcinkéw (ang. box), oznaczonych A,B,C,C’ i D (rys. 5) [36,
38,112]. Box A i B sg specyficzne dla U3 snRNA, natomiast box C (lub C) i D
wystepujg réwniez w innych jagderkowych snRNA (tab. 1). Analiza dostepnosci
poszczegdlnych fragmentéw czasteczki U3 dla modyfikacji kowalencyjnych lub dla
trawieniarybonukleazami pozwolitana opracowanie modelu jej Il-rzedowej struktury
w komorkach cztowieka (rys. 5) [68] i Xenopus laevis [38]. Podobng (cho¢ nie
identyczng) strukture Il-rzedowa przewidziano dla U3 snRNA u innych gatunkéw
opierajgc sie na wynikach modelowania komputerowego [17,68].

U3 tworzy z biatkami kompleksy wyzszego rzedu, o statej sedymentacji ok. 15S i
70S [113], Dotychczas zidentyfikowano 9 biatek wchodzacych w sktad tych komple-
ksow. Sg to biatka o masach: 74, 59, 55, 50, 36 (fibrylaryna), 30, 15, 13 i 12,5 kD
[53,68]. Biatka 0 masach 74 i 59 kD to fosfoproteiny [68]. Wydaje sie, ze fibrylaryna
oraz biatka 74, 59, 30,13 i 12,5 kD sg stabo zwigzane z U3 snRNA (prawdopodobnie
posrednio), gdyz oddysocjowuja od niego w pod dziataniem roztworéow o duzym
stezeniu soli (300 mM NacCl) [53,68,113]. W przeciwienstwie do nich biatka 55, 50 i
15 kD pozostajg zwiazane z U3 snRNA nawet wtedy, gdy stezenie NaCl w roztworze
siega 500 mM [53]. Sugeruje to istnienie stosunkowo silnych oddziatywan (prawdo-
podobnie bezposrednich) pomiedzy tymi biatkami a RNA. Na podstawie réznic w
dostepnosci nukleotydéw dla trawienia enzymatycznego lub kowalencyjnych mody-
fikacji, jakie wystepujg pomiedzy "nagim" U3 snRNA a U3 snRNP oraz na podstawie
badan rekombinowanych czasteczek U3 zlokalizowano przypuszczalne miejsca in-
terakcji U3 snRNA z biatkami [3,68]. Miejsce wigzania z fibrylaryng znajduje sie
prawdopodobnie pomiedzy pozycjg 79 a204 ludzkiego U3 (box B,C’,C)[3]. Fragment
5’ zawierajgcy m.in. box A oraz fragment 3’ zawierajacy box D nie biorg udziatu w
wigzaniu fibrylaryny. Zamiana nawetjednego nukleotydu w obrebie box C pozbawia
U3 snRNA zdolnoSci do wigzania fibrylaryny. Nie jestjasne, czy interakcja pomiedzy
U3 a fibrylaryng jest bezposrednia, czy tez odbywa sie za posrednictwem innego
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Rys. 5. Schemat struktury drugorzedowej ludzkich czasteczek U3 i U8 snRNA (wg [113], zmodyfiko-
wany); zaznaczono domeny konserwatywne

biatka. Podobne eksperymenty z biatkiem o masie 55 kD wskazujg, ze do jego
wigzania niezbedna jest obecno$¢ w czasteczce U3 snRNA odcinka pomiedzy
nukleotydem 97 a 204, zawierajgcego box B i box C [53],

W czasteczce U3 snRNA wykryto szereg odcinkow komplementarnych do frag-
mentdw pre-rRNA [68,78]. Na tej podstawie wysunieto przypuszczenia co do udziatu
U3 snRNP w roznych etapach obrobki pierwotnego transkryptu [68,78]. Znaczenie
tych obserwacji jest niejasne, gdyz niektére z rozpatrywanych odcinkéw wydaja sie
by¢ trudno dostepne dla interakcji z pre-rRNA, ze wzgledu na oddziatywania z
biatkami lub udziat w tworzeniu fragmentéw dwuniciowych [68,78].
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Przy uzyciu specyficznych metod wykazano, ze istotnie U3 snRNP bierze udziat
w obrébce pre-rRNA przynajmniej w dwdch miejscach: w obrebie 5’ETS oraz na
pograniczu 5TTS i 5,85 rRNA.

Eliminacja U3 snRNA z ekstraktéw S 100 (odtwarzajgcych pierwszy etap obrébki
pre-rRNA), za pomocg RNazy H i komplementarnych oligonukleotyddw, blokuje
ciecie pre-rRNA w obrebie 5’ETS w ekstraktach z komdérek Hela [42] i w ekstra-
ktach z komdrek nerki Xenopus laevis [65], Specyficzne wigzanie sie kompleksow
zawierajagcych U3 snRNA z5’ETS invitro, mozna wykazaé za pomoca elektroforezy
lub precypitacji z przeciwciatami przeciwko fibrylarynie. Wigzanie sie U3 z 5’ETS
w sgsiedztwie miejsca obrobki wykazano réwniez in vivo (w komdrkach HelLa [57] i
w komorkach watrobiaka Novikoffa u szczura [100]) oraz in vitro (w ekstraktach z
mysich komorek L1210 [111]), wykorzystujagc metode tworzenia wigzan krzyzowych
w miejscach interakcji czgsteczek kwasow nukleinowych, pod wptywem Swiatta UV
i przy udziale psoralenu. W czgsteczce U3 snRNA, w tworzeniu wigzan krzyzowych
biorg udziat nukleotydy znajdujace sie w sgsiedztwie box A [100,111].

Podobnie jak z ekstraktéw komoérkowych, réwniez z oocytdw Xenopus laevis
mozna wyeliminowaé (w ok. 80%) czasteczki U3 snRNA (przy udziale endogennej
RNazy H), wstrzykujgc komplementarne do nich oligonukleotydy do jadra komdrko-
wego oocytu. Powoduje to zaburzenia w obrobce pre-rRNA w oocycie wskazujace
na udziat U3 snRNA w cieciu pierwotnego transkryptu na pograniczu 5’ITS i 5,8S
rRNA [84].

Ultrastrukturalna lokalizacja U3 snRNA zostata zbadana za pomocg hybrydyzacji
in situ [75,76]. W komodrkach HelLa oraz w mysich komorkach 3T3 U3 snRNA
wystepuje niemal wytgcznie w jgderku (sygnat otrzymany znad nukleoplazmy byt
bardzo staby, natomiast poza jagdrem komoérkowym nie stwierdzono hybrydyzacji).
Najwiekszg gestos¢ znakowania zarejestrowano nad DFC ina pograniczu DFC z FC,
mniejszg nad GC. Wewnatrz osrodkéw wioknistych nie stwierdzono obecnosci U3.
Biorgc pod uwage, ze objeto$¢ GC jest znacznie wieksza niz DFC (5 do 15 razy w
obu typach komdrek), ocenia sig, ze znaczna czg$¢ jaderkowej puli U3 snRNA
(prawdopodobnie ok. potowy) jest zawarta w GC. Fibrylaryna wystepuje gtownie w
DFC [75,76,77].

3.2. U8 snRNA

U8 snRNA zajmuje drugie miejsce pod wzgledem liczby czasteczek jaderkowych
snRNA w komdrce. Sekwencja U8 zawiera konserwatywne odcinki C i D [113].
Model ll-rzedowej struktury czgsteczki U8 snRNA oparty jest na symulacji kompu-
terowej (rys. 5) [113]./nv/voU8 snRNA tworzy z biatkami dwarodzaje komplekséw:
o stalej sedymentacji 10S i 80S [113]. Skiad biatkowy tych komplekséw (poza
fibrylaryng) nie jest znany.

Obecnie istniejg dane wskazujace na udziat U8 snRNA w obrébce pre-rRNA. W
pozbawionych U8 oocytach Xenopus laevis (w sposdb analogiczny jak w opisanym
powyzej doswiadczeniu z U3 snRNA) ulega zahamowaniu powstawanie dojrzatych
czasteczek 5,8S oraz 28S rRNA, jak réwniez dochodzi do gromadzenia sie niepra-
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widtowych prekursoréw [69]. Efekty te sugeruja, ze przy braku U8 calkowicie
zablokowane zostajg ciecia na pograniczu 5,8S i 3’ITS oraz 28S i 3’ETS, natomiast
obrébka na pograniczu 5°ITS i 5,8S jest w znacznym stopniu zahamowana.

3.3. GENY DLA JADERKOWYCh snRNA W INTRONACH GENOW
BIALEK

Wystepowanie sekwencji kodujacych czgsteczki jaderkowych snRNA wewnatrz
intronow genow dla biatek jest nowo odkrytym mechanizmem genetycznym. Introny
zawieraja zawsze po jednej peitnej sekwencji SnRNA. Gen moze kodowac¢ (w Kilku
intronach) r6zne warianty jednego rodzaju lub kilka rodzajéw snRNA.W pierwszym
przypadku poszczegdlne kopie r6znig sie nieznacznie. Nie jest pewne, czy wszystkie
warianty ulegajg ekspresji. W ostanich latach poznano szereg takich genow:

1) gen biatka szoku cieplnego hsc70 u myszy, szczura i cztowieka, w ktérym
introny 5, 6 i 8 zawierajg warianty U 14 snRNA [52];

2) ludzki gen biatka rybosomalnego S3 (intron 1) kodujacy jedng z dwoch odmian
U15 [112];

3) gen kodujacy rybosomalne biatko LI w komérkach Xenopus laevis; intron 3
zawiera sekwencje U 16 snRNA [19], natomiast introny 2,4,7,8 zawierajg warianty
u1s [73];

4) ludzki gen kodujacy biatko RCC1, ktore uczestniczy w regulacji cyklu komor-
kowego (funkcja RCC1 jestopisana w pracy przegladowej [12]); gen ten, w intronach
1i 2, zawiera odcinki kodujgce dwie odmiany U 17 snRNA (jedna z odmian U 17
odpowiada prawdopodobnie EI snRNA [80,83]) [43];

5) gen nukleoliny, ktéra jest gtéwnym biatkiem jaderkowym w komérkach aktyw-
nie proliferujgcych [32,99]; u cztowieka iu gryzoni, w intronie 11 tego genu, znajduje
sie sekwencja U20 snRNA [66,92]; dwa inne introny tego genu u wyzej wymienio-
nych gatunkéw zawierajg konserwatywne (niehomologiczne w stosunku do siebie)
sekwencje, ktére moga stanowié geny dla dwéch jeszcze nie poznanych snRNA [92];

6) mysi gen czynnika inicjacji transkrypcji elF-4Al; w intronie 8 tego genu
znajduje sie sekwencja homologiczna w 90% do E3 snRNA wyizolowanego z
komorek ludzkich [92].

Poniewaz wszystkie sSnRNA, dla ktérych udowodniono, ze sg kodowane w intro-
nach, nie majg na koficu 5’ 2,2,7-metyloguanozyny, mozna przypuszczaé, ze inne
znane snRNA nie majace 5’'m3G (U1 9, E2, Y) takze mogg by¢ kodowane w intronach
[17]. Wiekszo$¢ gendw zawierajgcych sekwencje snRNA koduje biatka zwigzane z
rybosomami lub jagderkiem (z wyjgtkiem RCC1). Biologiczne znaczenie tego faktu i
jego ewentualny zwigzek z regulacjg biogenezy rybosoméw lub regulacjg cyklu
komorkowego pozostaja nieznane. Wiadomo, ze wymienione wyzej geny sg inten-
sywnie transkrybowane. By¢é moze jest to mechanizm zapewniajacy jaderkowym
snRNA wysoki poziom ekspresji [96].
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Mechanizm powstawania czasteczek snRNA kodowanych w intronach gendéw dla
biatek nie jest znany. Dostepne dane sugeruja, ze czasteczki te nie sg niezaleznie
transkrybowane, lecz powstaja poprzez wyciecie odpowiednich sekwencji podczas
obrébki pre-mRNA. Nie zostat jednak catkowicie wykluczony alternatywny mecha-
nizm polegajacy na niezaleznej transkrypcji intronowych snRNA.

Jednym z dowoddéw na to, ze omawiane tu SnRNA powstajg podczas obrdbki
pre-mRNA (ang. splicing) jest fakt, ze czasteczki snRNA: U 14 [50], UI6 [19] iUI 8
[73] zostaja doktadnie wyciete z odcink6w RNA odpowiadajacych intronom i frag-
mentom sasiednich egzonéw, wstrzyknietych do jader oocytdw Xenopus laevis.
Réwnoczesnie tagczone sg ze sobg fragmenty egzondéw. Podobne doswiadczenie
przeprowadzono in vitro (z U 17), w ekstrakcie z komdrek HelLa [43], Proces wy-
cinania snRNA z substratu stanowigcego pre-mRNA moze zachodzi¢ w warunkach,
w ktérych normalna obrébka tego substratu (splicing) jest zablokowana. Czasteczka
snRNAjestwowczasjedynym produktem takiego procesu [19,50] .Wycinanie matych
czasteczek RNA z introndw moze by¢ procesem konkurencyjnym w stosunku do
formowania dojrzatego mRNA, tzn. z jednej czgsteczki pre-mRNA powstawatoby
albo snRNA (1 czagsteczka lub wiecej) albo mRNA [19]. Alternatywnie SnRNA moze
powstawac z czasteczki pre-mRNA rownolegle z dojrzatym mRNA. Nie zidentyfi-
kowano dotychczas czynnikdw biorgcych udziat w wycinaniu snRNA. Wyniki do-
Swiadczen wskazuja, ze moga to by¢ zaréwno enzymy endo-, jak i egzonukleo-
lityczne. Za przedstawionym powyzej mechanizmem powstawania sSnRNA Swiadczy
réwniez brak samodzielnej ekspresji gendw U 16 (w formie plazmidéw wstrzyknie-
tych do jader oocytow Xenopus laevis [19]) i U 17 (in vitro [43]). W sasiedztwie
sekwencji U 17 snRNA nie stwierdzono wystepowaniajakichkolwiek znanych sygna-
téw transkrypcyjnych polimerazy Il lub Il [43].

Sposréd przedstawionych w powyzszym artykule kierunkow badan nad ekspresja
jaderkowych genéw rRNA, najbardziej dynamicznie rozwijaja sie badania moleku-
larnych aspektow tego procesu. Zdaniem autora, w bliskiej przysztosci mozna ocze-
kiwa¢ m.in sklonowania innych niz UBF czynnikéw transkrypcyjnych RNA
polimerazy I, poznania mechanizméw regulacji transkrypcji oraz poznania mechani-
zmow obrobki pre-rRNA i roli, jakg odgrywajg w niej jaderkowe snRNA. Mozna
oczekiwaé réwniez wyizolowania nowych rodzajow jaderkowych snRNA. Badania
ultrastrukturalnych aspektow biogenezy rybosoméw przynosza, jak dotad, w znacznej
mierze wyniki niejednoznaczne. Trudno przewidzieé, czy przedstawione powyzej
zagadnienia dotyczgce rozmieszczenia rDNA czy lokalizacji transkrypcji znajdg w
najblizszym czasie ostateczne rozwigzanie.
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