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W tym zeszycie • Postępów Biologii Komórki •

■ Hormony steroidowe regulują ekspresję specyficznej sieci genów. Wiązanie 
ligandu do odpowiedniego receptora uruchamia interakcję tak powstałego 
kompleksu z charakterystyczną regulatorową sekwencją DNA w genie do­
celowym. Opis działania receptorów hormonów steroidowych jest zamie­
szczony na stronach 3-21.

Hi Terapia genowa to prawdopodobna metoda leczenia zarówno chorób uwa­
runkowanych genetycznie, jak i wielu nabytych zaburzeń czynności orga­
nizmu. W ostatnich latach opracowano liczne metody wprowadzania genów 
do wnętrza komórek. Metody te można podzielić na wirusowe i niewirusowe. 
Zostały one omówione w artykule na stronach 23-41.

■ Działanie niektórych czynników środowiskowych indukujących stres oksyda­
cyjny na strukturę i funkcję aparatu fotosyntetycznego w komórkach roślin 
omówiono w artykule na stronie 43. Czynniki indukujące stres oksydacyjny 
działają niespecyficznie.

HI Kortykoliberyna jest neuropeptydem produkowanym w podwzgórzu. Mniej 
znanym faktem jest, że peptyd ten jest również wydzielany przez komórki 
Leydiga w jądrze, gdzie miejscowo pełni funkcje regulacyjne. Bliższy opis na 
ten temat można znaleźć na stronie 65.

■ Badania molekularnych aspektów biogenezy rybosomów w jąderku są te­
matem artykułu na stronie 73.
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K O M U N IK A T Y

Komunikat nr 1

Grupa inicjatywna Polskiego Towarzystwa Cytometrii organizuje w dniach 19-21 
czerwca 1995 r. wspólnie z Centrum Onkologii, Centrum M edycznym Kształcenia 
Podyplomowego i Instytutem Leków konferencję szkoleniową na temat cytom etrii 
w badaniach podstawowych i klinicznych.

Konferencja składać się będzie z cyklu wykładów i zajęć praktycznych. W ykłady 
będą prowadzone przez światowej klasy specjalistów z USA i Niemiec w języku 
angielskim. Zajęcia praktyczne (liczba miejsc ograniczona do 25) będą miały miejsce 
w Centrum Onkologii w W arszawie, Centrum M edycznym Kształcenia Podyplom o­
wego w W arszawie i w Instytucie Leków w Warszawie. Istnieje możliwość rezerwacji 
miejsc hotelowych w dniach 18/19, 19/20 i 20/21 czerwca 1995 r. w cenie ok. 40 zł 
za dobę.

Zgłoszenia prosimy wysyłać na adres:
prof. J. Kawiak Zakład Cytologii Klinicznej CMKP,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa
do dnia 1 kwietnia 1995 r. z podaniem, czy osoba zgłaszająca swe uczestnictwo 

ma chęć uczestniczenia również w zajęciach praktycznych oraz czy chciałaby korzy­
stać z hotelu.

W dniu 19 czerwca 1995 r. o godzinie 14 w sali wykładowej Centrum  Onkologii 
w W arszawie przy ulicy Ciszewskiego (Findera) 101 odbędzie się zebranie założy­
cielskie Polskiego Towarzystwa Cytometrii, na które serdecznie zapraszamy.

pro f. Jerzy  K aw iak  
prof. W łodzim ierz O lszew ski 

d r  Ja n u sz  S. Sk iersk i
T em aty  w ybranych  w ykładów
1. Z . Darżynkiewicz (C ancer R esearch  Institu te at N ew  Y ork  M edical C o llege, USA): 

A p op tosis  a n d  M ethods o f  its evaluation .
2. Z. Darżynkiewicz : Use o f  the A crid ine  O range in F low  C ytom etry.
3. Z. Darżynkiewicz: M ethods f o r  M easurem en ts o f  C ell C ycle P aram eters.
4. J. Kunicka (M iles Inc., USA): F low  C ytom etry A pp lica tions in C lin ica l H em a to logy  

a n d  Im m unology.
5. J. Kunicka: L ym phocyte  Im m unopheno typ ing  -  D iagnostic  a n d  P rognostic  Value.
6. G. Valet (M ax-P lanck  Institu t für B iochem ie, N iem cy): P oten tia l o f  C ytom etric  C ell 

F unction M easurem en ts fo r  D isease D iagnosis.
7. G. Valet: M ultiparam eter  A na lysis o f  C ytom etric  an d  O ther D a ta  f o r  the E va lua tion  o f  

ind iv idua l P a tien t P rognosis.
8. J. Barths et al. (B ecton D ick inson  G m bH , N iem cy): C E Q U A L  -  a C en tra l E uropean  

P rogram  fo r  Q uality  C ontro l in C lin ica l F low  C ytom etric Im m unopheno typ ing  -  Sum m ary  o f  
the f i r s t  18 m onths.
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RECEPTORY HORMONÓW STEROIDOWYCH -  
BUDOWA I FUNKCJA*

S T E R O ID  H O R M O N E  R E C E PT O R S . 
T H E  S T R U C T U R E  A N D  F U N C T IO N

M aria SŁOM CZYŃSKA

Pracownia Endokrynologii Zwierząt i Hodowli Tkanek, Zakład Fizjologii Zwie­
rząt, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagielloński, Kraków

Streszczenie: Hormony steroidowe regulują ekspresję specyficznej sieci genów. Sygnał hormonalny 
przekazywany jest do genu docelowego przez receptory wewnątrzkomórkowe.Wiązanie ligandu do 
odpowiedniego receptora uruchamia interakcję tak powstałego kompleksu z charakterystyczną regula­
torową sekwencją DNA w genie docelowym, zwaną elementem odpowiedzi hormonalnej (HRE). 
Receptor ułatwia tworzenie się kompleksu z innymi czynnikami transkrypcyjnymi w miejscu rozpoczę­
cia transkrypcji i stymuluje transkrypcję.

Słowa kluczowe: receptor hormonów 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 skrótów. AR -  receptor androgenów, D3R -  receptor witaminy D3, ER -  receptor estrogenów, 
GR -  receptor glukokortykoidów, MR -  receptor mineralokortykoidów, PR -  receptor progesteronu, 
RAR -  receptor kwasu retinowego, TR -  receptor hormonu tarczycy T3, HRE -  element odpowiedzi

*W artykule zostały w ykorzystane czasopism a i wydawnictw a książkowe zakupione dzięki: 1) 
W orld Health O rganization-SM A  Grant, Special Program m e of Research Training in Human 
Reproduction, 2) Z -13/91 KBN W arszawa.
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4 M. SŁOMCZYŃSKA

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.

WSTĘP

Hormony steroidowe regulują ekspresję specyficznych genów i dzięki temu mają 
wpływ na wzrost, rozwój i różnicowanie się komórek u wyższych Eukaryota [9, 25, 
63]. Od około 15 lat znana jest molekularna droga, jaką przebywają hormony w 
kom órce [47, 51, 62, 70, 89]. W e wczesnych latach siedemdziesiątych uważano, że 
hormony steroidowe działają na poziomie błony komórkowej umożliwiając transport 
jonów  oraz substratów lub katalizując wymianę energii. Doświadczenia ze znakowa­
nym estradiolem przeprowadzone w laboratorium Jensena wykazały, że estradiol 
wiąże się specyficznie z wewnątrzkomórkowym białkiem w komórce docelowej. 
Białko to został nazwane receptorem estrogenów [35, 47]. W następnych latach 
wykryte zostały również receptory dla pozostałych hormonów steroidowych.

Obecnie wiadomo, że odpowiedź na działanie hormonu rozpoczyna się od two­
rzenia kompleksu ligand-receptor, który to kompleks następnie wiąże się ze specyfi­
czną sekwencją w promotorze genu docelowego, zwaną elementem odpowiedzi 
hormonalnej (HRE). Receptor zaktywowany (przez wiązanie z hormonem) reguluje 
transkrypcję genu poprzez interakcję z układem transkrypcyjnym promotora genu 
docelowego (rys. 1). Pomimo licznych badań precyzyjny mechanizm regulacji eks­
presji genu przez receptory hormonów steroidowych pozostaje wciąż nieznany.

Rys. 1. Regulacja genu docelowego przez hormony steroidowe: H -  hormon, NHP -  białko niehisto- 
nowe, H56, H70, H90 -  białka szoku cieplnego [64]
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RECEPTORY HORMONÓW STEROIDOWYCH 5

BUDOWA RECEPTORA

W  ciągu ostatnich pięciu lat sklonowano i zsekwencjonowano cDNA dla wszy­
stkich receptorów hormonów steroidowych [9, 39]. Zgodnie z oczekiwaniami, recep­
tory okazały się mieć podobną budowę i tworzą nadrodzinę cząsteczek regulato­
rowych (rys. 2). Nadrodzina receptorów hormonów steroidowych zawiera receptory 
estradiolu, progesteronu, androgenów, mineralokortykoidów, hormonu tarczycy (T3), 
witaminy D3, kwasu retinowego, a także, co zaskakujące, niektóre onkogeny, takie 
jak  v-erb A (avian erytroblastosis virus).

W  nadrodzinie receptorów steroidowych wyróżniono trzy charakterystyczne do­
meny odpowiedzialne za:

1) specyficzne wiązanie ligandu,
2) specyficzne wiązanie z DNA,
3) modulację transkrypcji.
Domeny te przedstawiono na rysunku 3. Domeny 1 i 2 zlokalizowane są w 

C-końcowym i centralnym fragmencie cząsteczki. Są one ważne funkcjonalnie, ale

Rys. 2. Schematyczna budowa nadrodziny receptorów hormonów steroidowych [12], opis w tekście

http://rcin.org.pl



6 M. SŁOMCZYŃSKA

FUNKCJA

jądrowa translokacja

transaktywacja

dimeryzacja

wiązanie 
90 K hsp

Rys. 3. Strukturalna i funkcjonalna organizacja receptorów jądrowych [9]

nie jest jasne, czy uczestniczą bezpośrednio w wiązaniu ligandu, interakcji białko- 
białko czy aktywacji transkrypcji. Wiadomo, że receptor kontaktuje się ze swym 
ligandem w rejonie domeny 1, a badania molekularne wykazały, że cała C-końcowa 
domena musi pozostać nietknięta, aby ligand wiązał się z dużym powinowactwem. 
Rejon centralnie położony (domena 2) stanowi bardzo konserwatywną sekwencję, w 
skład której wchodzi 66 aminokwasów (od cysteiny -185  do metioniny -250). Ten 
właśnie rejon odpowiedzialny jest za wiązanie z DNA.

N-końcowy rejon receptora steroidowego (domena 3) jest mało konserwatywny 
tak pod względem długości, jak i sekwencji aminokwasów, np. rejon ten w receptorze 
witaminy D3 składa się z 25 aminokwasów, podczas gdy w receptorze mineralokorty- 
koidów z 603 [16]. W iększość przeciwciał przeciwko receptorom jest skierowana 
przeciwko temu właśnie rejonowi.

Poznane dotąd czynniki tran skry pcyjne mają domenę rozpoznającą specyficzne 
sekwencje DNA. M ogą to być struktury "helix-tum-helix", "palce cynkowe" oraz 
"zamek leucynowy". Stwierdzono, że domena odpowiedzialna za interakcję z DNA 
w receptorach hormonów steroidowych jest bogata w cysteiny, które wiążą jony 
cynku tworząc charakterystyczne struktury zwane palcami cynkowymi [71, 78]. 
W iadomo obecnie, że nadrodzina receptorów steroidowych zawiera zawsze dwa 
palce cynkowe (rys. 4), przy czym w obu jon cynku wiązany jest przez cztery 
cysteiny [9]. Warto tu dodać, że palce cynkowe po raz pierwszy obserwowane były 
w czynniku transkrypcyjnym TF III A płazów. Jon cynku w tym przypadku wiązany 
jest przez dwie histydyny i dwie cysteiny.

W receptorze estrogenów dw apalce różnią się strukturalnie. Palec CI zawiera kilka 
aminokwasów hydrofobowych i cztery cysteiny, podczas gdy palec CII zawiera pięć 
cystein i jest bogatszy w aminokwasy zasadowe. Chociaż obecność obu palców 
cynkowych jest wymagana do wiązania z DNA, to jednak palec N-końcowy [CI] ma 
większe znaczenie w specyficznym wiązaniu do odpowiedniego elementu odpowiedzi 
hormonalnej (HRE) [37, 44]. Palec CII bogaty w aminokwasy zasadowe może 
stabilizować wiązanie DNA przez kontakt z resztami fosforanowymi w szkielecie 
HRE lub co bardziej prawdopodobne przez interakcję białko-białko, co stabilizuje 
tworzenie dimeru receptora (czyli par takich samych cząsteczek) z HRE [87]. Ostatnio
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RECEPTORY HORMONÓW STEROIDOWYCH 7

Rys. 4. Schemat budowy palców cynkowych w domenie wiążącej DNA receptorów steroidowych [71]

wykazano, iż każdy z palców cynkowych jest kodowany przez oddzielny ekson genu 
receptora [2], Ze względu na strukturę i funkcję receptory hormonów steroidowych 
m ogą być podzielone na dwie grupy: jedną zawierającą receptor glukokortykoidów 
(GR), receptor progesteronu (PR), receptor androgenów (AR), receptor mineralo- 
kortykoidów (MR) i drugą zawierającą receptor estrogenów (ER), receptor hormonu 
tarczycy (TR), receptor kwasu retinowego (RAR), receptor witaminy D3 (D3R) [40]. 
W pierwszej podgrupie między dwoma cysteinami w C-końcowej części pierwszego 
palca cynkowego występuje zawsze sekwencja Gly-Ser, natomiast w drugiej Glu-Gly 
[9].

Doświadczenia z prostymi i subtelnymi mutacjami pozwoliły 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, które są obecne w 
identycznym regionie receptora glukokortykoidów (GR), powoduje, że receptor nie 
wiąże się z elementem odpowiedzi estrogenów (ERE), lecz z elementem odpowiedzi 
glukokortykoidów (GRE). Odwrotna zamiana Gly-Ser w GR na Glu-Gly prowadzi 
do aktywacji genu zawierającego w promotorze sekwencję ERE. Jest to dowód na to, 
że aminokwasy następujące bezpośrednio po drugiej parze cystein w pierwszym palcu 
cynkowym odgrywają dodatkowo rolę w wiązaniu do specyficznej sekwencji HRE. 
Gdy pierwszy palec cynkowy pochodzi z GR, receptor może aktywować GRE 
niezależnie od tego, czy drugi palec pochodzi z GR czy z ER i odwrotnie [39, 56]. 
Sztucznie wytworzone lub występujące naturalnie mutacje w drugim palcu powodują 
słabe wiązanie do DNA [11], ponieważ utrudniają tworzenie dimerów.

Również mutacje na szczytach palców cynkowych mogą blokować funkcję 
receptora [45]. Dowodów na to dostarczyły badania nad dwiema nie spokrewnionymi 
ze sobą rodzinami, w których dzieci wykazywały objawy krzywicy opornej na
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8 M. SŁOMCZYŃSKA

leczenie witaminą D3. U dzieci tych wykryto pojedyncze zmiany aminokwasów w 
rejonie palców cynkowych receptora witaminy D3. W jednej rodzinie mutacja wystę­
powała na szczycie pierwszego palca cynkowego, gdzie konserwatywna Arg była 
zastąpiona przez Gly, podczas gdy w drugiej mutacja występowała na szczycie palca 
drugiego, gdzie również Arg była zastąpiona przez Glu [79]. Zmiana ta występowała 
w rejonie odpowiedzialnym za bezpośredni kontakt z guaniną -  zasadą charaktery­
styczną dla wszystkich regulatorowych sekwencji wiążących receptory hormonów 
steroidowych -  HRE [80].

Obecnie wiadomo, że domena wiążąca DNA jest najbardziej konserwatywna 
spośród wszystkich domen funkcjonalnych receptorów hormonów steroidowych 
[30]. Tak więc prawdopodobnie struktura palców cynkowych w wielu, o ile nie we 
wszystkich, receptorach nadrodziny jest podobna do opisanej dla GR i ER. Uważa 
się, że jest to odzwierciedleniem wspólnego pochodzenia ewolucyjnego omawianej 
nadrodziny receptorów [9].

ELEMENT ODPOWIEDZI HORMONALNEJ [HRE]

ROZDZIELAJĄCE 
PARY ZASAD

ODCINEK POŁÓWKOWY ODCINEK POŁÓWKOWY

GRE

ERE

TRE

DRE

AGAACA
TCTTGT

AGGTCA
TCCAGT

nnn
nnn

nnn
nnn

TGTTCT
ACAAGA

TGACCT
ACTGGA

Jak wcześniej wspomniano, receptory hormonów aktywują specyficzne geny 
przez wiązanie do elementu odpowiedzi hormonalnej (hormone response element -  
HRE) [22,89], Badania nad elementami 
odpow iedzi horm onalnej (HRE) po­
zwoliły na odkrycie sekwencji 15 par 
zasad, które są określane jako "palin­
drom", ponieważ przy czytaniu w prze­
c iw n y c h  k ie ru n k a c h  (w z d łu ż  
przeciwnych nici DNA) są identyczne 
(rys. 5). Zbudowane są one z dwu "pół- 
miejsc" (odcinków połówkowych) od­
dzielonych przez trzy pary zasad [10].
Stwierdzono, że sekwencje ta- kie mogą 
znajdować się w odległości od stu do 
kilku tysięcy par zasad od miejsca startu 
transkrypcji (kodon AUG patrz rys. 1).

Obecnie wyróżnia się 4 klasy HRE:
1. GRE -  element odpowiedzi gluko- 

kortykoidów. GRE wiąże również re­
ceptory androgenów, progesteronu i 
mi- neralokortykoidów.

2. ERE -  element odpowiedzi estra­
diolu.

AGGTCA
TCCAGT

TGACCT
ACTGGA

AGGTCA
TCCAGT

AGGTCA
TCCAGT

kierunek czytania
Rys. 5. Budowa elementu odpowiedzi hormonal­

nej (HRE) [30]
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RECEPTORY HORMONÓW STEROIDOWYCH 9

3. TRE -  element odpowiedzi hormonu tarczycy, do którego przyłącza się również 
receptor kwasu retinowego RAR [36].

4. Ostatnią grupę stanowi sekwencja, która wiąże "receptory sieroce" (patrz dalej).
Funkcjonalna sekwencja w ERE różni się od GRE tylko dwoma parami zasad w

każdym  "pół-miejscu" (nnnTGTTCT /nnnTG A CCT) [55].
Ponieważ receptory steroidowe rozpoznają i wiążą się do elementów odpowiedzi 

hormonalnej zbudowanych z 2 pół-miejsc o odwróconym powtórzeniu lub powtórze­
niu bezpośrednim, wydaje się, że ta klasa receptorów wchodzi w interakcję z DNA w 
postaci dimerów. W iadomo, że przestrzeń między palcami cynkowymi może wpły­
wać na specyficzność receptora przez ułatwienie lub uniemożliwienie wiązania do 
DNA. Funkcjonalne i strukturalne oddziaływania pomiędzy domenami wiążącymi 
DNA i innymi domenami receptora, jak na przykład domeną wiążącą ligand, jest 
ciekawe ze względu na wpływ ligandu na zmianę struktury receptora i na oddziały­
wanie z innymi receptorami jądrowymi [29, 34, 54, 57, 91] oraz niereceptorowymi 
czynnikam i jądrowym i [21,90], wpływ na powinowactwo i selektywność wiązania 
DNA, a także na modulację inicjacji transkrypcji.

Ponieważ fizjologiczne działanie glukokortykoidów i progesteronu jest całkowicie 
różne, można podejrzewać, że specyficzne efekty komórkowe tych dwu hormonów 
są zdeterminowane przez zróżnicowaną ekspresję ich receptorów. W prowadzenie 
receptora progesteronu (przez wektor ekspresyjny) do komórek wątrobiaka szczura, 
które zawierają tylko receptor glukokortykoidów, pozwoliło zaobserwować, że geny 
indukowane przez glukokortykoidy są obecnie aktywowane również przez progeste­
ron [17, 82],

DIMERY

W iele transaktywujących czynników, w tym receptory hormonów steroidowych, 
wiąże się z DNA w postaci dimerów. Każda z cząsteczek tworzących parę rozpoznaje 
jedno z dwu pół-miejsc, z jakich zbudowany jest element odpowiedzi hormonalnej 
(HRE). Tylko dimer wiąże się powinowactwem [K d~l(T9M] wystarczającym do 
inicjacji transkrypcji. Dimer receptora raz przyłączony do HRE może wiązać się z 
innymi dimerami (lub innymi czynnikami transkrypcyjnymi), aby utworzyć bardziej 
stabilny kompleks o dużym powinowactwie [Kd~10_11M] [85]. Receptory mogą 
tworzyć homodimery lub heterodimery, co powoduje różnorodność odpowiedzi ko­
mórki [49].

Bezpośrednie i pośrednie dowody wskazują, że generalną zasadą w tej rodzinie 
jest tworzenie homodimerów [27, 88]. Inne wyniki [31,59] pokazują, że mogą istnieć 
odstępstwa od tej zasady. Badania ilościowego wiązania oligonukleotydu zawierają­
cego ERE do receptora estrogenu (ER) pozwoliły stwierdzić, że 1 mol ER tworzy 
kompleks z 1 molem vitERE (fragment promotora genu witelogeniny zawierający
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10 M. SŁOMCZYŃSKA

sekwencję ERE), a nie jak  spodziewano się, że dwa mole ER przyłączą się do jednego 
mola vitERE. Tak więc powyższe badania [31] najlepiej pasują do modelu, w którym 
aktywny ER jest monomerem lub heterodimerem, ale nie homodimerem, a regulacyj­
ny wpływ estrogenu na ER polega na indukcji interakcji białko-białko, a nie białko- 
DNA. Receptory hormonu tarczycy i kwasu retinowego działają głównie jako hetero- 
dimery podobnie jak  inne rodziny transaktywatorów [33, 48]. TRE kilku genów 
wiąże nie tylko homodimery TR, lecz także homodimery RAR [36] i heterodimery 
TR-RAR [34].

KOMPLEKSY

W homogenatach tkankowych o niskim stężeniu soli receptory steroidowe w ystę­
pują w kompleksach o masie 8-10  S, związane z kilkoma nie-receptorowymi białkami 
szoku cieplnego (heat shock proteins), jak  90 KDa HSP [HSP90], 70 KDa [HSP70] i 
56 KDa [HSP56] [72,73]. Ostatnio wykryto również inne białko związane bezpośred­
nio z HSP 90, zasocjowane z nieaktywnym receptorem i nazwane p59 [69], W tych 
wy sokocząsteczkowych kompleksach receptor jest funkcjonalnie nieaktywny. Uważa 
się, że ligand indukuje przekształcenie receptora z formy 8-10  S do mniejszej, 
związanej ściśle z frakcją jądrową, aktywnej formy 4S [67]. Model aktywacji recep­
tora przez ligand (hormon steroidowy) został przedstawiony przez wiele grup [41,66]. 
Zgodnie z nimi HSP90 wiąże się do domeny wiążącej hormon (ligand) receptora i 
utrzymuje go w formie nieaktywnej. Przyłączenie ligandu uwalnia HSP90 z kom ple­
ksu z receptorem. Ten model sugeruje, że zasadniczą rolą ligandu jest wpływ na 
oddysocjowanie HSP. Receptor wolny od HSP będzie odgrywał rolę w aktywacji. 
Aby stwierdzić, czy uwolnienie białek nie-receptorowych z kompleksu z receptorem 
jest wystarczające do aktywacji (transformacji) receptora, otrzymano oczyszczony 
receptor, nie związany z hormonem i pozbawiony HSP90, HSP70, HSP56 [7]. 
W ykazano, że taki receptor ciągle wymaga hormonu do wiązania z wysokim powi­
nowactwem do elementu odpowiedzi hormonalnej (HRE) (rys. 6). Tak więc odłącze­
nie białek szoku cieplnego (HSP) jest konieczne, ale nie wystarczające do aktywacji 
receptora. Po oddysocjowaniu HSP potrzebny jest bliżej nie znany dodatkowy krok 
stymulowany hormonalnie do uzyskania biologicznie aktywnej formy receptora.

Trudno odpowiedzieć jednoznacznie, na jakiej drodze odbywa się aktywacja 
receptora po odłączeniu białek szoku cieplnego. M ożna jedynie sugerować, że ponie­
waż receptory wiążą się bardziej trwale do HRE jako dimery, to wiązanie do DNA 
może być osłabione, jeżeli interakcja z HSP90 uniemożliwia dimeryzację (rys. 6). 
Alternatywnie lub dodatkowo HSP90 może maskować domenę wiążącą DNA i w ten 
sposób uniemożliwiać rozpoznanie HRE [64].
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Rys. 6. Rola hormonu w aktywacji receptora steroidów; receptor występuje w formie nieaktywnej 
związany z białkami szoku cieplnego (HSP56, 70, 90); w wyniku doświadczenia otrzymano receptor 
oczyszczony, ale nadal nieaktywny; do funkcjonlnej aktywności wymagał obecności hormonu (H), który 

prawdopodobnie umożliwiał dimeryzację [5]

LIGANDY

Hormony steroidowe (ligandy) decydują o aktywacji genów regulowanych po­
przez receptory hormonów steroidowych. Hormon indukuje niewielkie zmiany w 
kinetyce wiązania i powinowactwie oczyszczonego receptora do HRE [75]. W ydaje 
się, że wiązanie ligandu wywołuje zmianę allosteryczną receptora, wskutek czego 
um ożliwia dostęp innym czynnikom transkrypcyjnym i/lub polimerazie RNA do 
rejonu aktywacji transkrypcji w receptorze. To oddziaływanie białko-białko może dać 
sygnał do rozpoczęcia transkrypcji.

W arto zwrócić uwagę, że w badaniach in vitro z receptorem progesteronu udało 
się wykazać aktywność receptora w nieobecności hormonu [7, 24]. M ożna przypusz­
czać, że w tym wypadku receptory uległy zmianom strukturalnym i aktywacji przez 
różne manipulacje in vitro, takie jak  traktowanie wysokim stężeniem 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 
niezbędny do aktywacji receptora.

FOSFORYLACJA

Receptory steroidowe są fosfoproteinami i pewne dane wskazują, że hormonalnie 
zależna fosfory lacja może wpływać na ich biologiczną aktywność [4,61]. Udokum en­
towano, że krótkotrwałe traktowanie hormonem komórek lub skrawków w hodowli 
prowadzi do zwiększenia ufosforylowania receptora progesteronu (PR) i receptora 
glukokortykoidów (GR), zwiększenia ich aktywności i akumulacji w jądrze [43].
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12 M. SŁOMCZYŃSKA

Uważa się, że fosforylacja moduluje aktywność różnorodnych czynników transkry- 
pcyjnych, jednak nie jest jasne jak  indukowana hormonalnie fosforylacja moduluje 
biologiczną aktywność receptorów steroidowych [65].

REKONSTRUKCJA DZIAŁANIA RECEPTORÓW 
STEROIDOWYCH

Bezkomórkowy system transkrypcji umożliwia badanie mechanizmu regulacji 
genów poprzez polimerazę RNA II i III. W iadomo obecnie, że polimeraza RNA II 
wymaga podstawowych czynników transkrypcyjnych, takich jak  TFIIA, TFIIB, 
TFIID, TFIIE, TFIIF i prawdopodobnie TFIIG, TFIIH dla rozpoczęcia transkrypcji z 
promotora eukariotycznego [28, 83]. W iększość tych głównych czynników dostępna 
jest obecnie w wysoce oczyszczonej formie, a ostatnio zostały sklonowane geny 
kodujące TFIID, TFIIB, TFIIE, TFIIF [3, 50, 81]. Przy badaniu bardziej w yspecjali­
zowanych lub tkankowo specyficznych genów, do systemu należy dodatkowo włą­
czyć czynniki o specyficznej sekwencji regulujące gen, takie jak  np: receptory 
steroidowe [86]. W typowej transkrypcji in vitro, matryca DNA zawierająca prom otor 
eukariotyczny jest inkubowana z polimerazą RNA II, głównymi czynnikami trans- 
krypcyjnymi i czynnikami regulującymi transkrypcję, jak np. receptory steroidowe 
[8]. W szystkie czynniki pochodzą z nieoczyszczonego ekstraktu jądrow ego lub do­
dawane są w formie oczyszczonej [6]. Carthesy i wsp. [17] po raz pierwszy zrekon­
struowali z sukcesem hormono-zależne wzmocnienie transkrypcji w systemie bez- 
komórkowym. Dodatek estrogenów do nieoczyszczonego ekstraktu jądrow ego wą­
troby Xenopus stymulował syntezę RNA z genu kierowanego przez prom otor witelo- 
geniny. Ten efekt indukowany przez estrogen był zależny od obecności elementu 
odpowiedzi estrogenów (ERE) w badnym promotorze, sugerując włączenie endogen­
nego receptora estrogenu w proces indukcji.

Bagchi i współpracownicy [5, 6] przeprowadzili eksperyment, w którym użyli 
oczyszczonych natywnych form A i B receptora progesteronu kurczęcia [cPR], 
ekstrakt jądrowy z linii komórkowej HeLa i gen reporterowy kierowany przez 
promotor zawierający TATA box genu ovoalbuminy i wielokrotne kopie GRE/PRE. 
W ykazano, że obie formy A i B receptora progesteronu stymulują bezbłędnie trans­
krypcję z badanego promotora. Ilościowo transkrypcja ta była 25 razy wyższa niż w 
systemie kontrolnym z promotorem nie zawierającym kopii GRE/PRE.

Elementy odpowiedzi hormonalnej (HRE) w eksperymentalnych konstrukcjach 
umieszczane są zwykle blisko promotora, ale w genie mogą się znajdować kilka 
tysięcy 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 wielokrotność elementów odpowiedzi (HRE) i ich synergistyczne
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RECEPTORY HORMONÓW STEROIDOWYCH 13

działanie do uzyskania dostatecznej aktywności. Tak więc metody biologii moleku­
larnej pozwalają na przeprowadzenie dokładnych badań i określenie, na jakiej drodze 
zachodzi regulacja ekspresji genu zależna od hormonów steroidowych.

MECHANIZM TRANSAKTYWACJI, 
W KTÓREJ UCZESTNICZY RECEPTOR

W ydarzenia następujące po utworzeniu stabilnego kompleksu receptora z HRE, 
co wzmaga transkrypcję genu docelowego, są słabiej poznane. Sugeruje się, że 
receptor steroidowy umożliwia interakcję z innymi białkami, a zwłaszcza z uniwer­
salnymi czynnikami transkrypcyjnymi (polimeraza RNA II i czynnik TFU) i działa 
stabilizująco na czynniki wiążące w pobliżu promotora [7]. Ten sposób interakcji 
cząsteczek nazywa się transaktywacją.

Oddziaływanie białko-DNA i białko-białko jest istotne w tym łańcuchu wydarzeń. 
Uważa się, że pierwszy krok stanowi interakcja TFIID z sekwencją TATA, następnie 
stabilizacja przez kolejne wiązania TFIIA, TFIIB, polimerazy RNA II, TFIIE.

Nie wiadomo dokładnie, jak sekwencja wzmacniająca {enhancer) umieszczona w 
kierunku 5 ’ od m iejsca startu transkrypcji wywiera wpływ na podstawowy kompleks 
transkrypcyjny. Zakłada się, że TFIID jest docelowym białkiem, które komunikuje

Rys. 7. Proponowany mechanizm regulacji transkrypcji genu przez kompleks hormon - receptor; di­
mer receptora związany z HRE wchodzi w interakcję z uniwersalnymi czynnikami transkrypcyjnymi 
(TFIIA, IIB, IID, IIE/F) związanymi w rejonie TATA box: A -  schematyczne przedstawienie odwra­
calnej asocjacji czynników transkrypcyjnych; gdy obecne są wszystkie czynniki polimeraza II rozpo­

czyna syntezę RNA; B -  dimery receptora związane z elementem odpowiedzi hormonalnej (HRE) 
wywierają stabilizujący efekt na czynniki transkrypcyjne przyłączone w rejonie promotora umożliwia­

jąc gwałtowną syntezę RNA [63]
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się z czynnikami wiążącymi się do sekwencji wzmacniającej (rys.7). Interakcja 
między tymi białkami i TFIID może być bezpośrednia lub przebiegać za pośrednic­
twem koaktywatorów lub adaptatorów [38, 52, 68]. Ostatnie badania [23] sugerują, 
że koaktywujące białka, różne od tych wiążących się z TATA box, są zasocjowane z 
kompleksem TFIID i pośredniczą w aktywacji transkrypcji poprzez czynnik transkry- 
pcyjny NTF-1.

SYNERGIZM MIĘDZY RECEPTORAMI STEROIDOWYMI 
I INNYMI CZYNNIKAMI TRANSKRYPCYJNYMI

Jak już wyżej wspomniano, receptory steroidowe wiążą się do swych elementów 
odpowiedzi (HRE) w postaci dimerów [58], W ielokrotne sekwencje HRE zostały 
zidentyfikowane w kontrolnych rejonach wielu genów regulowanych przez hormony, 
takich jak  promotory genów kodujących MMTV (wirus raka piersi myszy), lizozym 
kurczaka, aminotransferazę tyrozyny szczura, witelogeninę Xenopus itd.

Elementy odpowiedzi hormonalnej wykazują funkcjonalny synergizm w aktywa­
cji genów in vivo. W systemie bezkomórkowym porównywano aktywność transkry- 
pcyjną genów zawierających zero, jedną lub dwie kopie PRE [53]. Zależna od 
receptora synteza RNA z matryc zawierających jedną lub dwie kopie PRE była około 
5 i 30 razy większa, w porównaniu z matrycą bez PRE. Synergizm ten zanikał, kiedy 
w jednej z kopii zaszła mutacja.

Promotory genów regulowanych przez hormony są skomplikowane i zawierają 
wiele miejsc wiążących różne czynniki transkrypcyjne, a receptory steroidowe dzia­
łają we współpracy z innymi czynnikami transkrypcyjnymi przy regulacji ekspresji 
genu [1 ,2 6 ,6 0 ,8 4 ]. Shule i wsp. [76] wykazali, że HRE mogą działać synergistycznie 
z różnorodnymi miejscami wiążącymi dla takich czynników transkrypcyjnych, jak: 
NF-1, S p l, O ctl.

Usunięcie miejsca wiążącego dla NF-1 z promotora genu kodującego MMTV 
powoduje, że jest on niewrażliwy na transaktywację indukowaną przez receptor 
glukokortykoidów (GR) [14]. Stosując analizę kompetycyjną przy użyciu oligonu- 
kleotydów, Corthesy [18] zademonstrował, że stymulowana estrogenem indukcja 
transkrypcji z genu kierowanego przez promotor witelogeniny jest zależna od wiąza­
nia czynnika podobnego do NF-1. Udział czynnika podobnego do NF-1 nie jest 
jednakże wymagany do indukcji hormonalnej, gdy ERE eksperymentalnie przesu­
nięto z jego naturalnej odległej pozycji do miejsca położonego bardzo blisko TATA 
box. W skazuje to, że w działalności HRE położonego w znacznej odległości od 
miejsca startowego pośredniczą inne elementy (rys. 8).

W ydaje się obecnie, że funkcjonalny synergizm między receptorami steroidowymi 
i innymi białkami akty watorowymi jest konsekwencją interakcji każdego z tych białek
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z hipotetycznymi białkami pośredniczą­
cym i (tak zwane białka "mostowe" lub 
"adaptorowe") a nie bezpośrednio ze so­
bą. [68].

W iadomo, że różne receptory steroi­
dow e mogą rozpoznawać ten sam ele­
m ent odpowiedzi hormonalnej. Jednak­
że steroidy wpływają na ekspresję ge­
nów selektywnie, zależnie od genu i ro­
dzaju komórki. W niektórych wypad­
kach wyjaśnienie jest proste -  komórki 
nie mają odpowiednich receptorów. W 
innych wypadkach komórki zawierają 
receptory kilku hormonów, lecz posz­
czególne geny odpowiadają tylko na je ­
den hormon. Jak jest więc możliwa do 
osiągnięcia taka specyficzność odpo­
wiedzi na hormon?

Jednym z możliwych wytłumaczeń jest różnorodna ekspresja odpowiednich re­
ceptorów hormonów w różnych komórkach. Różne wymagania stereo-specyficzne 
dla każdego receptora lub włączenie odmiennych kombinacji genów prowadzi do 
syntezy wyspecjalizowanych białek regulatorowych i w konsekwencji do precyzyjnej 
ekspresji różnych genów [84]

LOKALIZACJA

Subkomórko wa lokalizacja receptorów steroidowych była przedmiotem intensyw­
nych badań. Początkowo uważano, że podczas nieobecności ligandu receptory są 
zlokalizowane w cytoplazmie, a dopiero kompleks receptor-hormon migruje do jądra, 
aby modulować ekspresję [35,46]. Taki model przyjmuje się obecnie dla receptorów 
estrogenów, progesteronu, androgenów, z tym że niezależnie od obecności hormonu 
pewna ilość receptorów występuje również w jądrze [77]. Natomiast receptory 
glukokortykoidów, mineralokortykoidów, hormonu tarczycy T3, kwasu retinowego 
występują w jądrze niezależnie od obecności hormonu [13].

Ostatnie badania [20] wykazały, że receptor hormonu tarczycy (TR) jest syntety­
zowany w stanie zdolnym do wiązania do DNA, nie zasocjowany z białkami szoku 
cieplnego i dlatego nie wymaga transformacji, jakiej ulegają inne receptory steroido­
we.

Rys. 8. Współudział hipotetycznych białek mosto­
wych (X) w aktywacji genu przez receptory hor­

monów steroidowych [42]
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RECEPTORY SIEROCE

Podzas klonowania cDNA receptorów steroidowych niespodziewanie otrzymano 
dużą ilość genów pokrewnych z nadrodziną genów receptorów steroidowych. Tak 
odkryte receptory miały oczywiście charakterystyczne palce cynkowe i nazwano je  
ERR-1 (estrogen receptor related) i ERR-2 [32]. Dotychczas nieznana jest funkcja 
tych białek ani ich ligandy i dlatego nazwano je receptorami sierocymi (orphan 
receptors). Do rodziny tej zaliczono również czynnik transkrypcyjny COUP-TF 
(ichicken ovoalbumin upstream promoter-transcription factor). Białka te pełnią z 
pewnością istotne funkcje, ponieważ ich ekspresja w komórce wyrażona jest całko­
wicie ukształtowanym cytoplazmatycznym mRNA. Przypuszcza się obecnie, że 
receptory te wiążą ligandy, które są produkowane wewnątrz tej samej komórki. 
Prawdopodobnie są one hydrofobowe i mogą pochodzić z przemian metabolicznych 
lub składników odżywczych.

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

O ’M alley i współpracownicy [63, 64] uważają, że receptory sieroce m ogą stano­
wić wierzchołek nowej "wewnątrzkrynnej" góry lodowej, w której m ożna będzie 
odkryć hormony, aktywujące specyficzne tkanki. Jeżeli hipoteza ta okaże się prawdzi­
wa, ten nowy system wewnątrzkrynny może okazać się niezwykle interesujący w 
badaniu akcji hormonów i molekularnej endokrynologii.

PODSUMOWANIE

Przedstawiony w artykule model działania receptorów hormonów steroidowych 
zawiera najnowsze dane dotyczące mechanizmu ich aktywacji. Uważa się, że niezwią- 
zany receptor występuje w komórce w nieaktywnym czynnościowo kompleksie z
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różnorodnymi niereceptorowymi białkami, takimi jak: HSP90, HSP70, HSP56. Dane 
sugerują, że HSP90 blokuje biologiczną aktywność receptora. W iązanie hormonu do 
receptora powoduje oddysocjowanie HSP i bezpośrednią allosteryczną modulację 
struktury receptora. Tak zakty wowany receptor ulega dimeryzacji, wiąże się do HRE, 
ulega hormono-zależnej fosforylacji i uczestniczy w aktywacji genu przez rekrutację 
czynników transkrypcyjnych na promotorze genu docelowego (rys. 9).
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TERAPIA GENOWA -  
WPROWADZANIE GENÓW DO KOMÓREK

G E N E  T H E R A P Y  -  IN T R O D U C IN G  O F  G E N E S T O  T H E  C E L L S

Jakub GOŁĄB, Radosław ZAGOŻDŻON 

Zakład Immunologii, Instytut Biostruktury Akademii Medycznej w W arszawie

Streszczenie: Terapia genowa to prawdopodobna metoda leczenia zarówno chorób uwarunkowanych 
genetycznie, jak i wielu nabytych zaburzeń czynności organizmu. W ostatnich latach opracowano liczne 
metody wprowadzania genów do wnętrza komórek. Metody te można podzielić na wirusowe i niewiru- 
sowe. W pierwszych wykorzystuje się zarówno wirusy RNA, jak na przykład retrowirusy, parvowirusy, 
jak i wirusy DNA, na przykład wirus krowianki. W drugich natomiast stosuje się 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 terapię genową określano jako próby korekcji przez wprowadzenie 
prawidłowych genów do komórek takich osób, u których te geny były nieaktywne lub 
zmienione tak, że kodowały nieprawidłowe białka. Obecnie są czynione wysiłki 
poszerzenia terapii genowej o próby dostarczania do komórek genów produkujących 
białka mogące wywierać pewien zamierzony efekt leczniczy. W tym ujęciu oznacza 
to terapię nie tylko chorób wrodzonych (tak zwanych chorób genetycznie uwarunko­
wanych), ale również nabytych.
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Biorąc pod uwagę rodzaj kwasu nukleinowego wprowadzanego do komórki oraz 
typ modyfikowanego zaburzenia umownie można wyróżnić kilka rodzajów terapii 
genowej. Pierwszy z nich polega na dodawaniu genów (ang. gene addition therapy), 
a więc proces, w którym gen uszkodzony pozostaje w swoim locus, a gen terapeuty­
czny jest wprowadzany w inne miejsce chromosomu, zwiększając w ten sposób pulę 
genów w komórce. Inny rodzaj terapii polega na zamianie genów (ang. gene replace­
ment therapy). Polega on wymianie genu zmutowanego (uszkodzonego) na gen 
prawidłowy w procesie rekombinacji homologicznej. W reszcie ostatni rodzaj terapii 
m ożna określić jako "doskonalenie genomu" (ang. gene augmentation therapy). Jest 
to pewna modyfikacja terapii polegającej na dodawaniu genów. W tym przypadku 
również dodajemy gen komórce, ale ma on zupełnie inne zadanie. Nie zastępuje on 
bowiem funkcji żadnego genu, ale koduje substancje, które fizjologicznie nie są 
produkowane przez modyfikowaną komórkę. M ogą to być rybozymy, oligonukleo- 
tydy antysensowne, białka wirusowe (na przykład kinaza tymidylanowa wirusa H er­
pes simplex) lub produkty ludzkich komórek, takich jak  IL-2, TNF i wiele innych. 
Zmodyfikowane w ten sposób komórki zaczynają pełnić zupełnie nowe funkcje.

1. METODY WPROWADZANIA GENÓW

Różne sposoby wprowadzania genów do komórek stworzyła natura. Człowiek 
odkrył je  na początku lat siedemdziesiątych badając cykle życiowe wirusów. Zauwa­
żono wówczas, że czynnikiem patogennym jest ich kwas nukleinowy. Niektóre z 
wirusów wywierają swój efekt cytopatyczny w wyniku integracji swojego materiału 
genetycznego z genomem komórki gospodarza, zmieniając tym samym jej m etabo­
lizm. Gwałtowny rozwój technologii rekombinacji, zapoczątkowany również na 
początku lat siedemdziesiątych umożliwił podjęcie prób naśladowania natury. Opra­
cowano metody inżynierii genetycznej, którymi można klonować geny, poznawać 
tajniki dotyczące kontroli ich regulacji i wreszcie wykorzystywać wirusy jako nośniki 
materiału genetycznego. Nie wszyscy byli jednak zwolennikami posługiwania się 
wektorami tak niebezpiecznymi jak wirusy. Stosowano zatem również inne metody 
wprowadzania genów do wnętrza komórek. Metody wprowadzania genów generalnie 
można podzielić na wirusowe i niewirusowe (tab. 1).

Pomimo tego że nadal najczęściej wykorzystuje się wirusy, coraz więcej uwagi 
poświęca się fizycznym i chemicznym metodom włączania genów do komórek. 
W ynika to z kilku faktów. Po pierwsze unika się w ten sposób wprowadzania do 
komórek zbędnego materiału genetycznego wirusa, a zatem zmniejsza się ryzyko 
powstania mutacji insercyjnej. Ponadto nośniki niewirusowe łatwiej kontrolować pod 
względem jakości i czystości. Z metod tych największą uwagę przyciągają ostatnio: 
przenoszenie genów za pośrednictwem receptorów (R M G T- receptor mediated gene
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TABELA 1. Metody wprowadzania genów do wnętrza komórek

WIRUSOWE NIEWIRUSOWE

Retrowirusy koprecypitacja solami wapnia
Parwowirusy (AAV) koprecypitacja z dekstranem DEAE
Adenowirusy elektroporacja
Wirusy Papova (np. SV 40) mikroiniekcja
W irusy krowianki lipofekcja za pośrednictwem receptorów

transfer) albo za pośrednictwem liposomów (LMGT -  liposome mediated gene 
transfer). Ta druga metoda jest obecnie wykorzystywana w badaniach klinicznych.

Inne metody wprowadzania genów do komórek, jak na przykład koprecypitacja 
solami wapnia, elektroporacja (traktowanie komórek salwami zmiennego pola ele­
ktrycznego w celu zwiększenia przepuszczalności błon cytoplazmatycznych) czy też 
m ikroiniekcja (ang. gene gun) są zarezerwowane praktycznie do badań in vitro na 
m ałą skalę.

Niewirusowe metody m ająjeszcze jedną istotną wadę, mianowicie nie umożliwiają 
długoterm inowego utrzymania ekspresji wprowadzonego materiału genetycznego.

1.1 W IR U S O W E  M E T O D Y  W P R O W A D Z A N IA  G E N Ó W

Idealna metoda wprowadzania genów do wnętrza komórek powinna uwzględniać 
kilka niezwykle ważnych warunków: powinna być tak wydajna, że każda komórka 
otrzymywałaby tę samą, ściśle określoną dawkę genów, powinna być prosta, um ożli­
wiająca dostarczenie materiału genetycznego w jednym  tylko podaniu, na przykład 
jako proste wstrzyknięcie dożylne, "wstrzyknięte" geny powinny dotrzeć tylko do tych 
miejsc w organizmie, w których są wymagane, a integracja DNA powinna odbyć się 
na zasadzie rekombinacji homologicznej (wzajemnej wymianie genu terapeutycznego 
z uszkodzonym genem). Niestety metody takiej nie opracowano mimo wielkiego 
postępu badań w tej dziedzinie.

Lista wirusów badanych jako przenośniki genów jest bardzo długa. Obejmuje ona 
zarówno wirusy DNA, jak i RNA. Dotychczas trzy z nich wykorzystywano najczę­
ściej. Są to retrowirusy, adenowirusy i wirusy zależne od adenowirusa, należące do 
rodzaju Dependovirus (AAV -  adeno associated viruses).

1.1.1. RETROWIRUSY

Najlepiej poznany jest układ przenoszenia genów za pośrednictwem retrowirusów. 
Nie dziwi zatem fakt, że są one zdecydowanie najczęściej stosowane w zatwierdzo­
nych projektach badań klinicznych. Ogromne zainteresowanie tymi wirusami wynika 
z wielu ich zalet. Jedną z nich jest zdolność do stabilnej transdukcji prawie 100% 
komórek docelowych, która umożliwiłaby długotrwałą ekspresję wprowadzonego 
materiału genetycznego. Trwałość tego procesu jest wynikiem integracji materiału
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genetycznego wirusa z genomem komórki gospodarza. W ydaje się, iż nie dzielące się 
komórki, nie ulegają infekcji retrowirusami. Niedawno przedstawiono jednak dowód 
na to, że retrowirusy potrafią integrować swój materiał genetyczny z DNA niektórych 
typów komórek znajdujących się w okresie postmitotycznym [19]. Schemat cyklu 
życiowego retrowirusów przedstawiono na rysunku 1.

Do niedawna sądzono, że wprowadzenie materiału genetycznego wirusa odbywa 
się w zupełnie przypadkowym fragmencie DNA. Stwarzałoby to ryzyko powstania 
mutacji insercyjnej i w efekcie mogłoby prowadzić do aktywacji protoonkogenów, 
czy też inaktywacji antyonkogenów, a w końcu do transformacji nowotworowej. 
Ostatnio okazało się jednak, iż integracja wirusa nie jest procesem zupełnie przypad­
kowym. Istnieją dowody na to, że retrowirusy w celu wbudowania swojego genomu 
wybierają charakterystyczne regiony DNA. Z licznych badań wynika, że na dystry­
bucję procesów integracji wpływają takie czynniki, jak  sekwencje nukleotydów, stan 
metylacji dinukleotydów CpG, odległość od nukleosomów, aktywność transkrypcyj- 
na chromatyny, a być może także inne właściwości [5,10].

Rys. 1. Schemat cyklu życiowego retrowirusa: 1 -  receptor dla retrowirusa, 2 -  RNA retrowirusa, 3 -  
prowirus -  DNA retrowirusa wbudowane w genom komórki, 4 -  RNA retrowirusa, 5 -  mRNA re­
trowirusa, na bazie którego powstały białka retrowirusa, 6 -  produkcja białek retrowirusowych 

w rybosomach komórki gospodarza, 7 -  glikoproteiny otoczki wirusa
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Innym zagrożeniem, związanym ze stosowaniem retrowirusów, jest możliwość 
rozprzestrzeniania się zakaźnego wirusa. Można temu zapobiec konstruując specjalne 
komórki pakujące wektory retrowirusowe (ang. packaging cells), (rys.l, 2, 3). W 
komórkach tych znajduje się genom retrowirusa pozbawiony pewnej sekwencji nu- 
kleotydowej odpowiedzialnej za pakowanie dojrzałych cząstek wirusowych. Jest to 
tak zwana sekwencja T  znajdująca się tuż przed pierwszym kodonem genu gag [34]. 
Sekwencja pakująca działa in-cis. Jeśli brakuje jej w RNA retrowirusa, materiał ten 
nie zostaje opłaszczony białkami kapsydu, produktami genu env. Jeśli jednak do takiej 
komórki pakującej wprowadzony zostanie jakikolwiek gen zawierający sekwencję T , 
zostanie on opłaszczony i uwolniony z komórki jako retrowirus. Do komórek paku­
jących można zatem wprowadzać, skonstruowany metodami inżynierii genetycznej, 
wektor retro wirusowy. Z wektora tego usunięto enzymami restrykcyjnymi geny 
strukturalne wirusa, a na ich miejsce wprowadzono na przykład gen terapeutyczny.

Rys. 2. Przygotowanie komórki pakującej polega na wprowadzeniu do niej defektywnego retrowirusa, 
to znaczy pozbawionego pewnych niezbędnych dla jego replikacji fragmentów genomu; transfekcję 
przeprowadza się metodą koprecypitacji solami wapnia; wraz z DNA retrowirusa do komórki pakującej 
wprowadzany jest selektywny marker, na przykład gen oporności na neomycynę NeoR; umożliwia to 
selektywne zabicie komórek nie-transfekowanych i uzyskanie czystej hodowli komórek pakujących: 
1 -  mRNA retrowirusa, 2 -  produkcja białek retrowirusowych w rybosomach komórki gospodarza, 3 -  
RNA retrowirusa, 4* -  sekwencja odpowiadająca za opłaszczenie RNA retrowirusa; brak tej sekwencji 

uniemożliwia uwalnianie dojrzałych retrowirusów
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Rys. 3. Wprowadzanie wektora retrowirusowego zawierającego odpowiedni gen do komórki pakującej; 
komórka produkująca jest komórką uwalniającą dojrzałe wektory retrowirusowe zawierające gen terapeu­
tyczny: obok prowirusa, pozbawionego sekwencji H* do komórki tej wprowadzono DNA kodujące gen 
terapeutyczny, do którego dołączono sekwencję T ; dzięki temu glikoproteiny otoczkowe opłaszczają 
RNA genu terapeutycznego; w ten sposób z komórki uwalniane są dojrzałe cząstki retrowirusa zawierające 
gen terapeutyczny: 1 -  gen terapeutyczny z sekwencją vł/, 2 -  mRNA genu terapeutycznego, 3 -  mRNA 
powstające z prowirusa, 4 -  produkcja glikoprotein otoczkowych opłaszczających mRNA genu

terapeutycznego

Komórka pakująca wraz z wektorem retrowirusowym to tak zwana komórka 
produkująca (ang. producer cell), gdyż produkuje ona cząstki wirusa zawierające 
kopie RNA rekombinowanego wektora. W produkowanych w ten sposób retrowiru- 
sach znajdują się ponadto produkty genu poi, czyli odwrotna tran skry ptaza, integraza 
i proteaza. Są to zatem kompletne nośniki genu terapeutycznego, które można użyć 
do transdukcji komórek w tkankach docelowych, poddawanych terapii genowej. 
Ponieważ w nośnikach tych nie ma genów strukturalnych wirusa, są one niezdolne do 
dalszej replikacji. Okazało się również, iż wydajniej pakowane są sekwencje genów 
zawierające, oprócz genu poi, również fragment 3’ genu gag [1].

Pierwsze linie komórek pakujących wywodziły się z fibroblastów NIH-3T3 [1,34]. 
Jednym z problemów związanym z tymi liniami było pojawienie się dzikich, czyli nie 
zmutowanych form retro wirusowych. Powstawały one w wyniku rekombinacj i hom o­
logicznych pomiędzy różnymi sekwencjami genowymi. Aby uniknąć tego zagrożenia,
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Rys. 4. Transdukcja komórki docelowej; wektor retrowirusowy, zawierający gen terapeutyczny infekuje 
komórkę docelową; enzymy retrowirusowe przepisują RNA genu na DNA w procesie odwrotnej transkry­
pcji, a następnie wbudowywują go do genomu komórki gospodarza; transdukowana komórka produkuje 
białka -  produkty genu terapeutycznego, ale nie może kontynuować rozprzestrzeniania się retrowirusa, bo 
we wprowadzonym genie brakuje retrowirusowych sekwencji regulatorowych, np. gag, env, po i: 1 -  
receptor dla retrowirusa, 2 -  RNA genu terapeutycznego, z którego po odwrotnej transkrypcji powstanie 
DNA wbudowane do genomu komórki, 3 -  mRNA genu terapeutycznego, z którego powstają białka

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

Jeszcze innym zabezpieczeniem przed niekontrolowanym rozprzestrzenianiem się 
wirusów jest konstruowanie tak zwanych wektorów samobójczych lub inaczej samo- 
unieczynniających się (ang. suicide vectors, se lf inactivating vectors) [54]. W wekto­
rach tych wywołano delecje fragmentów określonego promotora znajdującego się w 
3 ’-LTR. W trakcie odwrotnej transkrypcji odcinek 3’-LTR używany jest jako matryca 
dla zarówno 3 ’, jak i 5 ’ LTR prowirusowego DNA, który zostaje wprowadzony do 
DNA chromosowego. Delecja odpowiednich fragmentów integrowanego wirusa 
sprawia, że nie może powstać RNA wirusa. Nie zaburzona jest natomiast ekspresja 
genu terapeutycznego, gdyż jest on kontrolowany przez inny zestaw sekwencji re­
gulatorowych (rys. 5).
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Rys. 5. Schemat przedstawiający zasadę wprowadzania genów do komórek za pośrednictwem samo- 
unieczynniających się wektorów retrowirusowych (opis w tekście)

Jedna z najnowszych koncepcji wprowadzania genów polega na rozdzieleniu 
regionów kodujących białka retro wirusa: gag, env i poi na dwa różne wektory 
plazmidowe, którymi niezależnie transfekuje się komórki pakujące. Aby zatem doszło 
do powstania wirusa pomocniczego, musiałyby zajść aż trzy procesy rekombinacji. 
Szansa na to jest tak mała, że można założyć, iż jest to praktycznie niemożliwe [35].

Istnieje wiele typów retrowirusów. Jedne mogą infekować komórki mysie, inne 
ludzkie, a jeszcze inne zarówno mysie jak  i ludzkie. Dlatego retrowirusy podzielono 
na kilka klas:

wirusy ekotropowe -  infekujące tylko komórki mysie,
wirusy ksenotropowe -  niezdolne do infekowania komórek mysich, ale infekujące 

wiele innych gatunków ssaków i
wirusy amfotropowe -  zdolne do infekowania zarówno mysich, jak  i innych 

kom órek ssaków.
Tropizm wirusów jest uzależniony od rodzaju białka env produkowanego przez 

wirusy i znajdującego się na powierzchni ich kapsydu. Zgodnie z tym konstruuje się 
odpowiednie linie komórek pakujących, zawierające określone geny env wirusa.
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Najpowszechniejsze w próbach zastosowań klinicznych są rekombinowane retrowi­
rusy amfotropowe zdolne do transdukcji komórek ludzkich [9].

Z pew nością m ożna sądzić, że kolejne udoskonalenia wektorów retrowirusowych 
będą pojawiać się równolegle z odkrywaniem nieznanych jeszcze elementów cyklu 
życiowego retrowirusów. Na pewno pomocne będzie dokładniejsze poznanie reguł 
rządzących oddziaływaniami między białkami env a ich receptorami na powierzchni 
komórek. Naprowadzanie (ang. targeting) wektorów retrowirusowych na odpowied­
nie komórki jest ekscytującym kierunkiem badań. Jedna z grup badaczy próbowała 
naprowadzać wektory na komórki poprzez łączenie białek env z przeciwciałem 
m onoklonalnym  rozpoznającym odpowiedni epitop znajdujący się na powierzchni 
kmórki docelowej [45]. Inna grupa chemicznie modyfikowała białka kapsydu dołą­
czając do nich reszty galaktozy i naprowadzając tak zmienione nośniki na hepatocyty. 
Na powierzchni tych komórek znajdują się bowiem receptory dla asialoglikoprotein 
[41]. W  obu tych próbach uzyskano bardzo ciekawe i zachęcające wyniki. Jak 
wiadomo hepatocyty w normalnych warunkach nie proliferują (nie nadają się więc 
do transdukcji retrowirusowej), ale po uszkodzeniu wątroby możliwe jest ich namna- 
żanie w celu zregenerowania funkcji narządu. Aby zatem umożliwić integrację m ate­
riału genetycznego wirusów, przeprowadzono częściową hepatektomię. Pomimo że 
transdukcja była mniej wydajna niż w badaniach in vitro, metodę tę będzie można 
prawdopodobnie wykorzystać in vivo [16,24,43,44].

W ydajne, prawie w 100%, wprowadzanie genów do komórek docelowych udaje 
się jak  na razie uzyskać tylko na modelach mysich. W eksperymentach na większych 
zwierzętach, takich jak na przykład psy i naczelne transdukcja nie jest tak efektywna. 
W związku z tym poszukuje się metod i czynników usprawniających ten proces. W 
jednym  z badań wykazano, że niektóre czynniki wzrostu, jak  na przykład: IL-3, IL-6, 
czynnik wzrostu komórek macierzystych (c-kit Ugand) zwiększają transdukcję kom ó­
rek macierzystych krwi (CD34+) dwu-, a nawet czterokrotnie [11]. Inna grupa badaczy 
odkryła, że proces ten usprawnia zewnątrzkomórkowa macierz szpiku kostnego [36].

Spośród wektorów retrowirusowych największą popularnością cieszy się wirus 
białaczki mysiej M oloneya (MoMuLV -  Moloney murine leukaemia virus) [37]. 
Pewną zagadką, niedawno wyjaśnioną, była bardzo niska ekspresja genów wprowa­
dzanych za pośrednictwem MoMuLV. Prawdopodobnie wynika to z mety lacji wekto­
rowych cytozyn w LTR [6,28]. W iedząc o tym można wprowadzić odpowiednie 
modyfikacje w LTR, bądź dołączyć do wektorów wewnętrzne promotory.

1.1.2. ADENOWIRUSY

Coraz częściej w terapii genowej wykorzystywane są adenowirusy. W przeciwień­
stwie do retrowirusów mogą one infekować komórki w fazie G0. M ożna zatem używać 
ich przy wprowadzaniu genów do wnętrza komórek, które przestały się dzielić, na 
przykład do kardiomiocytów, neuronów, bądź też do komórek dzielących się tylko 
w odpowiednich warunkach (na przykład po zranieniu), takich jak  komórki nabłon-
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kowe i śródbłonkowe. Adenowirusy rozszerzają zatem zakres komórek podatnych 
dla terapii genowej.

Spośród adenowirusów najczęściej stosowane są pozbawione do replikacji adeno­
wirusy należące do serotypu Ad5. Zaletą adenowirusów jest fakt, że nie włączają 
swojego materiału genetycznego do genomu gospodarza, ale pozostawiają go w 
postaci episomów, czyli pozachromosomowo. To eliminuje zagrożenie m utacją in- 
sercyjną. Ponadto adenowirusy są znacznie pojemniejszymi wektorami od retrowiru- 
sów. M ogą przenosić aż 36 kb DNA, a poza tym można je  uzyskiwać w bardzo 
wysokim mianie. Jak dotąd nie udokumentowano działania nowotworowego adeno­
wirusów. Natomiast dość dużym problemem jest indukowanie przez te wirusy silnej 
odpowiedzi odpornościowej organizmu. Inną niezwykle ważną zaletą adenowirusów 
jest łatwość konstruowania ich z komponentów plazmidowych. Usunięcie regionu El 
(early gene region) z genomu wirusa pozbawia go zdolności do replikacji. Usunięcie 
E l nie wyklucza jednak możliwości dalszego rozprzestrzeniania się wirusa. Jeśli w 
transdukowanej komórce dojdzie do koinfekcji innym adenowirusem, albo w genomie 
komórki będzie znajdował się już gen E l, możliwe jest wówczas przywrócenie 
zdolności wirusa do namnażania. Potwierdziły to badania Grahama i współpracowni­
ków [20].

1.1.3. WIRUSY ZALEŻNE OD ADENOWIRUSA (AAV) ORAZ PARWOWIRUSY

AAV to grupa wirusów wzbudzających coraz większe zainteresowanie badaczy 
zajmujących się terapią genową. Należą one do rodziny Parvoviridae. Są to jednoni- 
ciowe wirusy DNA [52], szeroko rozpowszechnione w otaczającym nas środowisku, 
a co najważniejsze nigdy nie wykazano ich związku z żadną chorobą człowieka, nawet 
mimo tego że aż u 85% ludzi w USA można wykryć swoiste przeciwciała przeciwko 
tym wirusom. Wirusy te charakteryzują się kilkoma cechami, które stanowią o tym, 
że można je  wykorzystać w terapii genowej. Przede wszystkim mogą one infekować 
szeroki wachlarz komórek, zarówno dzielących się jak i nie dzielących. Ich wiriony 
są niezwykle stabilne, odporne na liczne rozpuszczalniki, detergenty, skrajne tem pe­
ratury i graniczne pH, a wprowadzenie do genomu komórki materiału genetycznego 
w iru sa  zaw sze  odbyw a się w o k reślo n y m  m ie jscu , na 19 ch ro m o so m ie  
[25,26,27,46,48]. Za dokładną integrację wirusa odpowiadają dwa białka: rep78 i 
rep68. Całkiem niedawno opracowano bardzo dobry model doświadczalny um ożli­
wiający dokładne poznanie reguł rządzących integracją wirusów AAV [8], Z pew no­
ścią pomoże to udoskonalić metody wprowadzania genów do wnętrza komórek. 
Integracja wirusa do DNA komórki gospodarza jest bardzo stabilna i prawdopodob­
nie nie prowadzi do mutagenezy insercyjnej [4,38,39,40], W dodatku wykazano, iż 
produkty genów AAV mają pewną aktywność antyonkogenną [21]. Cechy te decy­
dują o tym, że AAV mogą być doskonałymi narzędziami w terapii genowej.

Zmodyfikowane wektory AAV, to znaczy sklonowane w postać plazmidu, nadal 
zachowują zdolność do infekcji i produkcji cząstek wirusowych. Jest to cecha bardzo 
korzystna, gdyż umożliwia dowolne manipulowanie materiałem genetycznym wirusa.
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W  pierwszych rekombinowanych wektorach AAV wymieniano gen cap kodujący 
kapsyd na gen NeoR. Następnie wektorem tym zakażano linię komórkową uprzednio 
transfekow aną adenowirusem zawierającym plazmid pomocniczy, czyli uzupełniają­
cy brakujący gen cap. Tak zmodyfikowana linia komórkowa mogła produkować 
otoczone kapsydem cząstki wirusa AAV zawierające gen Neo .

Do produkcji wektorów pomocniczych wykorzystano dwie metody. Jedna pole­
gała na tym, że do rekombinowanych wektorów AAV wprowadzano fragmenty 
bakteriofaga lambda uzupełniające funkcje produktu genu cap. Gen ten był jednak 
zbyt duży, aby mógł być spakowany do cząstki produkowanego wirusa. Druga metoda 
polegała na usunięciu istotnych sekwencji z regionu ITR (ang. inverted terminal 
repeats) wektora AAV. W wyniku modyfikacji niemożliwa była ani replikacja, ani 
pakowanie wirusa, ale wytwarzane były produkty genów cap i rep [51 ]. Tak konstruo­
wane cząstki wirusa miały jednak liczne wady:

• W ydajność transdukcji wynosiła tylko 0,5-5% .
• Obecność genu rep sprawiała, że pojemność wirusa była bardzo zmniejszona 

(zaledwie 2 kb), a ponadto, jak wykazały badania, sam gen rep w znaczący sposób 
zmniejszał wydajność transdukcji.

• W  wyniku znacznej homologii między sekwencjami plazmidu AAV a sekwen­
cjami wirusa pomocniczego dochodziło do generacji postaci dzikich wirusa AAV 
zanieczyszczających uzyskiwany materiał nawet w 50%.

Kolejna generacja wektorów miała usunięte oba geny cap i rep, co zwiększało 
pojemność do 4,2 kb [22]. W reszcie skonstruowano taki system pakujący, z którego 
usunięto wszystkie sekwencje homologiczne pomiędzy wektorem a uzupełniającym 
go plazmidem pomocniczym [47], W układzie tym wektor psub210 zawierał tylko 
ITR, gen NeoR i krótki, składający się z 45 par zasad fragment wirusa AAV uzyskany 
po trawieniu enzymem restrykcyjnym Xbal. Usunięty przez enzym restrykcyjny 
fragm ent wirusa AAV został wprowadzony do wektora pomocniczego, do którego 
dołączono ponadto koniec 5’ adenowirusa w celu zwiększenia stopnia ekspresji. 
W ektor pomocniczy nazwano pAAV/Ad (od plazmid AAV/Adenowirus). Uzyskano 
w ten sposób całkowity brak sekwencji homologicznych pomiędzy wektorem pomoc­
niczym  a wektorem plazmidowym, dzięki czemu produkcja postaci dzikich wirusa 
jest niemożliwa.

Do tej samej grupy -  parwowirusów należą także parwowirus B19 (AAV-2). W 
przeciwieństwie do AAV wirus ten jest czynnikiem etiologicznym kilku chorób 
człowieka [2,18], W ykazano również szczególne powinowactwo tego wirusa do 
komórek hemopoetycznych [49]. W łaściwość tę spróbowano wykorzystać. W tym 
celu skonstruowano wektor hybrydowy A A V -B19 zakładając, że będzie on szczegól­
nie efektywnie transdukował hematopoetyczne komórki progenitorowe [55]. W hy­
brydzie tej wykorzystano promotor p6 wirusa B19 i gen NeoR. Następnie rekom- 
binowanymi wirusami transdukowano komórki CD34+ izolowane z krwi pępowino­
wej. Przeprowadzenie transdukcji nie wymagało prestymulacji komórek progenitoro-
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wych ani cytokinami, ani czynnikami wzrostu. W yraźnie więc widać, iż wektory 
oparte na parwowirusach mogłyby być alternatywą dla wektorów retrowirusowych, 
które z powodzeniem wykorzystywane są jak dotąd przy transdukowaniu komórek 
hematopoetycznych [33], Przewaga parwowirusów polegałaby na zdolności do infe­
kowania komórek niereplikujących, bądź wolno replikujących, bez uprzedniej ich 
stymulacji [42],

1.1.4. WIRUS KROWIANKI

Wirus krowianki niejednokrotnie był wykorzystywany przez naukowców. Dzięki 
szczepionkom, jakie z niego uzyskano, zdołano opanować ospę prawdziwą w takim 
stopniu, że praktycznie nie istnieje już ona na świecie. Pochodzenie wirusa nie jest 
znane. Przypuszcza się, że jest to zmieniony wirus ospy bydlęcej.

Obecnie istnieje nadzieja, że ponownie dzięki wirusowi krowianki będzie można 
"szczepić" chorych ludzi, choć w zupełnie innym celu. Z wirusa tego próbuje się 
bowiem przygotować szczepionki przeciwnowotworowe. Wirus byłby w nich wekto­
rem przenoszącym geny kodujące odpowiednie substancje terapeutyczne. Zaintere­
sowanie tym wirusem jako potencjalnym narzędziem w terapii genowej wynika z 
kilku jego właściwości, a mianowicie:

-  łatwości konstruowania wektorów zawierających długie fragmenty DNA (ponad 
25 kb),

-dokładności i wierności ekspresji wprowadzonych obcych sekwencji genów oraz
-  możliwości infekowania szerokiego zakresu komórek [15].
Aby docenić unikatowe cechy wirusa krowianki, warto poznać kilka jego właści­

wości. W irus ten należy do rodziny Poxviridae, która obejmuje również szereg innych 
wirusów zwierzęcych. Są to największe wirusy zwierzęce, które można uwidocznić 
nawet w mikroskopie świetlnym. Ich replikacja odbywa się w cytoplazmie infekowa­
nych komórek. Zbudowane są z liniowego dwuniciowego DNA o długości 85-240 x 
106 par zasad. W irusowa polimeraza RNA rozpoznaje tylko własne transkrypcyjne 
sekwencje regulatorowe, które różnią się od eukariotycznych i prokariotycznych. 
Dzięki temu synteza białek wirusa nie zakłóca ekspresji genów komórki gospodarza. 
Tuż po infekcji komórki rozpoczęta zostaje synteza wczesnych mRNA, z których 
powstają wczesne białka wirusa. Wśród nich są polimerazy DNA i inne enzymy 
niezbędne do rozpoczęcia replikacji genomu wirusa. Początek replikacji pokrywa się 
z rozpoczęciem ekspresji późnych genów. Wśród ich produktów znajdują się prawie 
wszystkie białka strukturalne i enzymy dojrzałego wirusa. W następnym etapie 
dochodzi do utworzenia gotowych wirionów. Większość z nich pozostaje w infeko­
wanej komórce, ale część uzyskuje lipidową otoczkę z aparatu Golgiego i opuszcza 
komórkę w procesie pączkowania [15].
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W irus krowianki ma bardzo ciekawą i korzystną właściwość. Otóż tak jak  w 
komórkach eukariotycznych mRNA wirusa ulega licznym modyfikacjom potransla- 
cyjnym, jak  na przykład przyłączanie czapeczki z 7-metyloguanozyny do końca 5’ 
oraz ogona poli(A) do końca 3’.

Generowanie rekombinowanych wimsów krowianki polega na wymianie homolo­
gicznej pomiędzy DNA wirusa krowianki a wektorem plazmidowym zawierającym 
wprowadzany gen [23]. Wektory plazmidowe zawierają jeden lub więcej genów 
połączonych z pox wirusowym promotorem. Po obu stronach wektora znajdują się 
fragmenty genomu wirusa krowianki, które nic nie kodują, ale są niezbędne do tego, 
aby zaszła rekombinacja homologiczna. Skonstruowany w ten sposób wektor wpro­
wadza się do komórek, które uprzednio zostały zakażone wirusem krowianki. W 
efekcie w komórkach powstają odpowiednie rekombinanty wirusa krowianki zawie­
rające wprowadzane geny.

W związku z tym, że promotory komórkowe nie są rozpoznawane przez aparat 
transkrypcyjny wirusa krowianki, do ekspresji wprowadzonych genów należy użyć 
natywny lub syntetyczny promotor wirusa. Do tego celu używano bardzo wielu 
promotorów. Odpowiedni wybór jest uwarunkowany tym, co planuje się uzyskać. 
Dany prom otor określa bowiem, w jakim  tempie, w jakiej fazie cyklu życiowego 
wirusa i w jakiej ilości ma być produkowane białko lub RNA. Na przykład okazało 
się, że jeśli dochodzi do ekspresji wprowadzonego genu w późnej fazie cyklu wirusa, 
nie następuje aktywne pobudzanie limfocytów T. Zatem jeśli pierwotnym celem jest 
skonstruowanie szczepionki, należy użyć promotora wczesnych genów wirusa. Z 
kolei aby uzyskać ekspresję genów na wysokim poziomie, należy wykorzystać 
promotory późnych genów. W tym celu Davison i Moss skonstruowali syntetyczny 
promotor znacznie silniejszy niż jakikolwiek inny występujący naturalnie [13]. Ko­
lejnym sposobem osiągnięcia zamierzonego poziomu ekspresji genu jest przyłączenie 
promotorów innych wimsów, na przykład bakteriofaga T7 [17]. Aby jeszcze silniej 
zwiększyć ekspresję genu, wprowadzono fragment wirusa encephalomyocarditis, tak 
zwaną 5 ’-untranslated sequence, co umożliwia translację niezależną od obecności 
czapeczki z 7-metyloguanozyny [14].

1.2. M E T O D Y  F IZ Y C Z N E  W P R O W A D Z A N IA  G E N Ó W

W prowadzanie genów do komórek za pośrednictwem metod fizycznych jest 
również wykorzystywane w badaniach, które mają mieć zastosowanie dla celów 
klinicznych. M etody te mają pewne wady ograniczające ich użycie, ale mają również 
właściwości decydujące o ich przewadze nad metodami wprowadzania genów za 
pośrednictwem wirusów.

Precypitacja DNA wraz z fosforanem wapnia po raz pierwszy została zastosowana 
na początku 1980 roku. Sole wapnia uszkadzając błonę komórkową umożliwiają 
penetrację materiału genetycznego do wnętrza komórek. Niestety wyklucza to ewen­
tualne zastosowanie tej metody in vivo.
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Bezpośrednie wstrzyknięcie genu do komórki za pomocą mikropipety, choć jest 
metodą bardzo produktywną (jedna na pięć komórek dostaje prawidłowo podany 
gen) i powtarzalną, to jednak również uszkadza błonę komórkową. Ponadto trudno 
sobie wyobrazić wprowadzenie genów oddzielnie do kilku milionów komórek, a tyle 
trzeba byłoby transfekować, aby uzyskać zamierzony efekt terapeutyczny.

Kolejną formą wprowadzania genów jest lipofekcja, czyli wprowadzanie materiału 
genetycznego za pośrednictwem liposomów. Porównanie zalet i wad niektórych 
metod wprowadzania genów przedstawiono w tabeli 2.

Liposomy początkowo zwane "bangosomami", sporządził na początku lat sześć­
dziesiątych Alec Bangham. Na początku łączono z nimi wiele nadziei. Miały bowiem 
służyć jako "magiczne kule" lub "zaadresowane koperty", w których um ieszcza się 
określony lek, a następnie "wysyła" do chorej komórki. Użycie liposomów łączyło się 
z szeregiem ograniczeń, szczegółowo opisanych w ref. [32]. Przez ponad trzydzieści 
lat próbowano jednak uporać się z owymi ograniczeniami, co w wielu przypadkach 
udało się.

Jako nośniki materiału genetycznego zaczęto używać liposomów w latach osiem ­
dziesiątych. Skuteczność procesu wydaje się zależeć od kilku czynników, między 
innymi od składu lipidów błonowych, stosunku lipidów do DNA, stabilności kom ple­
ksu DNA-lipidy, transportu DNA z cytoplazmy do jądra komórkowego. Zanim  DNA 
wniknie do wnętrza komórki, liposomy powinny najpierw dotrzeć do odpowiedniej 
tkanki. Po drodze jednak muszą uniknąć komórek fagocytujących, które "wymiatają" 
wszystko co obce [50]. W tym celu na wzór amerykańskich samolotów wojskowych 
niewykrywanych przez radary, konstruuje się tak zwane "stealth liposomes", którym 
udaje się ominąć fagocytozę. W tym celu pokrywa się liposomy glikolem polietyle­
nowym [29]. Przypomina to erytrocyty pokryte resztami kwasu sialowego. Inna 
metoda polega na dodaniu do błony liposomowej gangliozydów GM1, co jak  się 
okazało, również chroni je  przed nieswoistą fagocytozą [31]. Takie kompleksy nie 
docierają jednak wyłącznie do tkanek docelowych, bowiem po drodze są wychwyty­
wane przez inne komórki. Interesujący pomysł na pokonanie tego problemu przed­
stawili W ang i Huang. Skonstruowali oni immunoliposomy, czyli kompleksy 
liposomów z przeciwciałami przymocowanymi do zewnętrznej powierzchni błony. 
Przeciwciała te rozpoznają odpowiednie antygeny znajdujące się na powierzchni 
komórek docelowych.

Proces transportu DNA z liposomów do wnętrza komórek nie jest jeszcze w pełni 
poznany. Wiadomo, że liposomy mające ujemnie naładowaną powierzchnię łatwiej 
reagują z błoną komórkową. Niestety są one wtedy również łatwiej wychwytywane 
przez makrofagi. Na oddziaływania między komórkami a liposomami wpływa także 
skład tych ostatnich [30]. Wiadomo, że niektóre fosfolipidy w trakcie kontaktu z błoną 
komórkową dufundują z błony liposomowej do plazmalemmy i vice versa. Jeśli w 
wyniku takiego kontaktu dojdzie do zwiększenia przepuszczalności błony otaczającej 
komórkę, to zawartość liposomów może przemieścić się do wnętrza komórki. Proces
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TABELA 2. Porównaie niektórych technik wprowadzania genów do wnętrza komórek

Koprecypitacja 
solami wapnia

Bezpośrednie
wstrzyknięcie

Za pośrednictwem 
retrowirusów

Lipofekcja

Wydajność wprowadzania genów niska wysoka wysoka wysoka
Uszkodzenie błony jest jest nie ma nie ma
Kancerogenność nie nie prawdopodobna nie
Degradacja wprowadzonego nie ma nie ma nie ma jest

genu do komórki
Powtarzalność metody mała duża duża duża
Możliwość użycia in vivo nie nie prawdopodobna prawdopodobna
Koszt niski niski wysoki wysoki
Transfekcja wielu typów komórek tak tak raczej tak tak

ten nazywany jest uwolnieniem kontaktowym (ang. contact release). Liposomy mogą 
również ulegać internalizacji w wyniku endocytozy lub fuzji dwóch błon. W fuzji 
pom agają liczne substancje na przykład DOPE [3]. Aby zwiększyć wnikanie DNA do 
wnętrza komórek, próbuje się łączyć go z licznymi białkami. Jednym z takich białek 
jest hemaglutynina HA-2 wirusa grypy [53]. W metodzie tej wykorzystuje się zdol­
ność białka do łączenia się z komórkami i uwalniania z endosomów. W endosomach 
dochodzi bowiem (jak wspomniano wcześniej) do degradacji materiału podlegającego 
endocytozie. M ożna zatem powiedzieć, że jest to konstruowanie sztucznych wirusów.

Wyżej opisane metody wprowadzania genów za pośrednictwem liposomów 
um ożliwiają tylko przejściową ich ekspresję, trwającą od kilku dni do najwyżej kilku 
miesięcy. W ydaje się zatem, że prace badaczy powinny skupić się na opracowaniu 
metod pozwalających na trwałe utrzymanie się genów w komórkach. W tedy bowiem 
m ożliwa jest skuteczna korekcja określonego zaburzenia genetycznego.

Z innych metod używanych do transfekcji komórek warto wspomnieć o jeszcze 
jednej, a mianowicie o wprowadzaniu genów za pośrednictwem receptorów. W 
metodzie tej sprzęga się gen w postaci wysoce zwiniętego (ang. supercoiled) plazmidu 
z ligandem białkowym za pośrednictwem poli-L-lizyny.

W celu wprowadzenia genów do wątroby jako ligandy wykorzystywano transfe- 
rynę i asialoglikoproteiny, ponieważ na hepatocytach znajdują się receptory dla tych 
cząsteczek. W jednym  z takich badań wykazano, że po podaniu DNA nie połączonego 
z żadnym ligandem tylko 17% znalazło się w wątrobie. Gdy połączono DNA z 
odpowiednim ligandem, aż 85% tak podanego materiału znalazło się w wątrobie. 
M etoda ma jednak wady. Jedną z nich są losy DNA po internalizacji do wnętrza 
kom órki. M ateriał ten dostaje się bowiem do endosomów i po połączeniu z lizosomami 
ulega degradacji. Aby pokonać tę przeszkodę, ponownie wykorzystano właściwości 
wirusów, a głównie adenowirusów, które potrafią przerywać funkcje endosomów. W 
badaniu przeprowadzonym przez D. Curiela i współpracowników w trakcie podawa­
nia genów połączonych z transferyną przeprowadzono koinfekcję adenowirusami
[56]. W znacznym stopniu usprawniło to transfekcję. Pojawiło się zresztą bardzo wiele

http://rcin.org.pl



38 J. GOŁĄB, R. ZAGOŻDŻON

pomysłów na pokonanie tego utrudnienia. Próbowano między innymi sprzęgać DNA 
w postaci plazmidu z przeciwciałem specyficznym w stosunku do białek otoczki 
adenowirusa [56]. Same białka otoczki mają bowiem zdolność przerywania funkcji 
endosomów. Utworzonym w ten sposób kompleksem DNA-przeci wciało-adenowirus 
zakażano komórki, a tym samym omijano kilka przeszkód:

• ograniczoną pojemność wektora adenowirusowego,
• rozkład wprowadzonego materiału przez komórkowe enzymy lizosomalne,
• uniknięcie koinfekcji materiałem zakaźnym, jakim  są wirusy.
W  innym bardzo podobnym podejściu próbowano połączyć DNA z przeciwciałem 

-  agonistą receptora dla naskórkowego czynnika wzrostu (epidermal growth fa c to r  -  
EGF). Pozwoliło to na naprowadzanie genów do komórek wykazujących zwiększoną 
ekspresję receptora dla EGF, jak na przykład komórki raka kolczystokomórkowego 
[7].

PODSUMOWANIE

Dotychczas opracowano bardzo wiele metod wprowadzania genów do komórek. 
Niektóre z nich są już wykorzystywane w badaniach klinicznych. M ożna przypusz­
czać, iż w najbliższym okresie pojawią się nowe metody, a metody tradycyjne zostaną 
udoskonalone. Terapia genowa może być niezwykle skuteczną bronią w walce nie 
tylko z wrodzonymi anomaliami genetycznymi, aie również z nabytymi chorobami 
jak  na przykład nowotworowymi. Podjęto też pierwsze próby zastosowania terapii 
genowej w leczeniu AIDS. M ożna mieć nadzieję, że zainteresowanie tą nową dzie­
dziną wiedzy już wkrótce zaowocuje doskonałymi rezulatami.
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REAKCJE APARATU FOTOSYNTETYCZNEGO 
NA STRES OKSYDACYJNY

R E S P O N S E S  O F  P H O T O S Y N T H E T IC  A P P A R A T U S  
T O  O X ID A T IV E  ST R E SS 

Agnieszka MOSTOW SKA* Edward A. GW ÓŹDŹ ** 

*Zakład Fizjologii Roślin II, Uniwersytet Warszawski; **Zakład Ekofizjologii Ro­
ślin Uniwersytetu im. A M ickiewicza w Poznaniu

Streszczenie. W artykule omówiono działanie niektórych czynników środowiskowych indukujących 
stres oksydacyjny na strukturę i funkcję aparatu fotosyntetycznego. Przedstawiono uszkodzenia spowo­
dowane działaniem aktywnych form tlenu ( rodników ponadtlenkowych i hydroksylowych, nadtlenku 
wodoru oraz tlenu singletowego). Omówiono enzymatyczne i nieenzymatyczne mechanizmy ochronne 
eliminujące aktywne formy tlenu w chloroplastach. Przedstawiono szczegółowo reakcję aparatu foto­
syntetycznego na następujące czynniki: światło o wysokim natężeniu, promieniowanie ultrafioletowe, 
gazowe skażenia atmosfery (ozon, dwutlenek siarki i tlenki azotu) oraz herbicydy. Uszkodzenia struktury 
i zaburzenia w funkcji chloroplastów są często podobne i niezależne od pierwotnego czynnika stresowe­
go, a polegają głównie na rozdęciu tylakoidów, nadmiernej akumulacji plastoglobul i skrobi, a także 
destrukcji barwników fotosyntetycznych i zmniejszonej zdolności wiązania CO2. Przedstawione dane 
pozwalają stwierdzić, że czynniki indukujące stres oksydacyjny działają niespecyficznie, a rośliny 
odporne na jeden z czynników są często także odporne na inne źródła stresu oksydacyjnego. W pracy 
omówiono próby uzyskania roślin transgenicznych o zwiększonej odporności na stres oksydacyjny.

Słowa 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 skrótów. APX -  peroksydaza askorbinianowa, DHAR -  reduktaza dehydroaskorbinianowa, GR 
-  reduktaza glutationowa, HSP -  białka szoku termicznego, PS I -  fotoukład I, PS II -  fotoukład II, 
RuBP -  rybulozo-l,5-bisfosforan, SOD -  dysmutaza ponadtlenkowa.

WSTĘP

Tlen z jednej strony jest nieodzownym składnikiem życia organizmów tlenowych, 
z drugiej zaś strony jest źródłem powstawania aktywnych, szkodliwych pochodnych 
powodujących szereg zaburzeń w procesach fizjologicznych. Zwiększenie w komórce 
poziomu aktywnych form tlenu określane jest terminem stresu oksydacyjnego pow o­
dującego uszkodzenia strukturalne i funkcjonalne prowadzące w konsekwencji do 
śmierci komórki. Tak więc stres oksydacyjny pojawia się wówczas, gdy stężenie 
aktywnych form tlenu wzrasta w komórce na tyle, że funkcjonujące w komórce 
mechanizmy ochronne nie są w stanie "zniwelować" toksycznego ich działania i 
zapobiec szkodliwym zmianom wywołanym przez ten stres. Tlen w stanie podstawo­
wym, jako dwuatomowa cząsteczka, jest mało aktywny. M oże jednak pod wpływem 
różnych czynników przechodzić w znacznie bardziej aktywny stan wzbudzony, w 
formie wolnych rodników lub ich pochodnych. Do aktywnych biologicznie form 
tlenu należą: rodnik ponadtlenkowy ( 0 2'“), nadtlenek wodoru (H20 2) i rodnik 
hydroksylowy ( OH) oraz dwuatomowa cząsteczka tlenu w stanie singletowym ( 0 2). 
Droga redukcji tlenu i tworzenie się jego aktywnych form przedstawia się następująco:

0 2 + e —> o 2 -
2 0 2'-  + 2H h 2o 2 + o2
H2o 2 + o 2 —>“OH + OH + 0 2
h 2o 2 + H2o 2 —̂ 2H20  + 0 2

Toksyczne działanie aktywnych form tlenu jest powszechnie znane i było przed­
miotem licznych badań [49, 50, 71, 73].

Rodnik ponadtlenkowy nie jest tak toksyczny jak  inne aktywne formy tlenu. Jest 
on wytwarzany w wielu przedziałach komórkowych: chloroplastach, mitochondriach, 
glioksysomach i peroksysomach. W chloroplastach, które są najlepiej poznanym  
miejscem powstawania 0 2'“ , rodniki ponadtlenkowe tworzą się w trakcie przekazy­
wania elektronów na tlen (z centrum reakcji fotoukładu I - PS I i z ferredoksyny)
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zamiast na NADP+ Rodnik ponadtlenkowy jest jednym  z ogniw reakcji redukcji 
tlenu prowadzących do wytworzenia nadtlenku wodom i rodnika hydroksylowego. 
Toksyczność nadtlenku wodoru, głównie ze względu na jego stosunkowo słabą 
reaktywność, nie jest wysoka. Powstawanie nadtlenku wodom, który swobodnie 
penetm je przez błony komórkowe, stwierdzono w mitochondriach, endoplazmatycz- 
nym  retikulum i chloroplastach. Produkowany jest spontanicznie lub katalitycznie 
przy współudziale dy smutazy ponadtlenkowej (SOD). Źródłem nadtlenku wodom jest 
także łańcuch transportu elektronów w chloroplastach i mitochondriach oraz procesy 
oksydacyjne zachodzące w peroksysomach [43],

Rodnik hydroksylowy, jako silny utleniacz, jest bardzo aktywny i reagując z 
różnymi związkami zawartymi w komórkach, np. enzymami, kwasami nukleinowy­
mi, uszkadza wiele składników komórkowych, powoduje mutacje i metaboliczne 
dysfunkcje prowadzące do śmierci komórki. Rodniki hydroksylowe powstają głów­
nie w reakcji H 20 9 z 0 2 ~ katalizowanej przez jony metali.

Natomiast tlen singletowy wytwarzany jest w wyniku licznych, chemicznych i 
fotochemicznych reakcji. Ma to miejsce między innymi wówczas, gdy wzbudzone 
cząsteczki chlorofilu przekazują elektrony na tlen cząsteczkowy. Tlen w stanie sin­
gletowy m jest silnym utleniaczem i w drodze wieloetapowej, wolnorodnikowej 
reakcji łańcuchowej powoduje m.in. utlenianie lipoproteinowych składników błon 
komórkowych. W przypadku uszkodzeń plazmalemmy dochodzi do gwałtownego 
odwodnienia i śmierci komórki.

W iele czynników środowiskowych, takich jak: skażenia atmosfery (ozon, tlenki i 
dwutlenki siarki i azotu), promieniowanie UV, jony metali ciężkich, światło o 
wysokim natężeniu, herbicydy, patogeny czy susza i stres temperaturowy powoduje 
tworzenie się dużych ilości aktywnych form tlenu. Zwiększony poziom aktywnych 
form tlenu w komórce jest powszechnym zjawiskiem, co może być konsekwencją 
działania wielu czynników stresowych, jak i bezpośrednim objawem starzenia się 
komórek. Rysunek 1 ilustruje czynniki inicjujące stres oksydacyjny oraz dysfunkcje 
komórkowe spowodowane tym stresem.

W  toku ewolucji rośliny wytworzyły szereg systemów obronnych umożliwiają­
cych prawidłowe funkcjonowanie w obecności aktywnych form tlenu. Formy te są 
stale produkowane w różnych przedziałach komórkowych podczas wielu reakcji, 
również w normalnych, niestresowych warunkach. M echanizmy zabezpieczające 
przed ich szkodliwym wpływem funkcjonują w komórkach roślinnych [5].

Taką ochronną rolę przed toksycznym i mutagennym działaniem aktywnych form 
tlenu pełnią zarówno nieenzymatyczne antyutleniacze, takie jak: barwniki fotosyn- 
tetyczne, glutation, askorbinian i tokoferol, jak i enzymatyczne, w tym: dysmutazy, 
katalazy i peroksydazy.

W ydaje się także, że mechanizmy ochronne przed działaniem różnych stresów są 
ściśle ze sobą powiązane. Stymulację syntezy białek stresowych pod wpływem 
silnych utleniaczy, takich jak  jony metali ciężkich i jony azotynowe, stwierdzono w
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Rys. 1. Czynniki indukujące powstawanie aktywnych form tlenu; uszkodzenia na poziomie metabo­
licznym i komórkowym spowodowane działaniem aktywnych form tlenu

korzeniach łubinu [68]. W przypadku stresu oksydacyjnego wywołanego różnymi 
czynnikami środowiska, aktywne formy tlenu indukują również syntezę białek szoku 
termicznego (HSP) [18]. W tych warunkach HSP zapewniając utrzymanie odpowied­
niej konformacji przestrzennej białek ochraniają systemy enzymatyczne i błonowe. 
Znana jest także rola chloroplastowych HSP w ochronie PS II przed fotoinhibicją w 
warunkach szoku cieplnego [80]. Rola HSP w komórkach roślinnych została ostatnio 
szczegółowo przedstawiona w artykule przeglądowym dotyczącym tego zagadnienia 
[66],

Szkodliwe działanie różnych czynników środowiskowych prowadzących do stresu 
oksydacyjnego jest zagadnieniem bardzo obszernym podejmowanym przez wielu 
autorów. Szereg prac poświęcono także mechanizmom ochronnym przed różnego 
rodzaju stresami indukującym powstawanie aktywnych form tlenu [5, 11, 26, 43, 75, 
94].

W tym artykule chcielibyśmy skoncentrować się na oddziaływaniu stresu oksyda­
cyjnego na aparat fotosyntetyczny, który jest jednym  z elementów strukturalno-fun- 
kcjonalnych komórki roślinnej. Chloroplasty są bowiem organellami najszybciej 
reagującymi na stres oksydacyjny np. przy ograniczeniu dostępu C 0 2 do chloropla­
stów. W normalnych warunkach część tlenu wydzielanego w procesie fotosyntezy 
wiązana jest w trakcie fotooddychania przez karboksylazę/oksygenazę rybulozobis- 
fosforanu (RuBP) i w procesie redukcji w łańcuchu transportu elektronów w chloro­
plastach (reakcja Mehlera) [29], Chloroplasty są więc największym źródłem ut­
leniaczy w komórce, a zarazem miejscem funkcjonowania różnych mechanizmów 
eliminujących aktywne formy tlenu [25,26]. Wysokie stężenie tlenu w chloroplastach, 
a zwłaszcza wewnątrz tylakoidów sprzyja powstawaniu tlenu singletowego i rodni­
ków ponadtlenkowych [34], co może przyczynić się do zahamowania zarówno 
wiązania C 0 2 przez karboksylazę RuBP, jak i rozwoju chloroplastów [99].
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MECHANIZMY OCHRONNE W CHLOROPLASTACH

Aktywne formy tlenu produkowane w oświetlanych chloroplastach to: rodniki 
ponadtlenkowe i hydroksylowe, nadtlenek wodom i tlen singletowy. Rodniki ponad- 
tlenkowe wytwarzane są wewnątrz błony tylakoidu podczas autooksydacji pierwot­
nego, związanego z błoną akceptora elektronów PS I i utleniania ferredoksyny. Ilość 
powstających rodników zależy od ilości dostępnego NADP+, natężenia światła i 
wydajności cyklu Calvina. W normalnych wamnkach 96% 0 2'-  produkowanego 
wewnątrz błon tylakoidów jest ponownie utleniana do 0 2 w drodze cyklicznego 
przepływu elektronów lub spontanicznej dysmutacji do H20 2 Nadtlenek wodom 
powstaje głównie w reakcji utleniania rodników ponadtlenkowych przy współudziale 
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Rodniki hydroksylowe wytwarzane są natomiast 
w reakcji H 9Oo z 0 2 -  . Tlen singletowy produkowany jest przez oświetlane chloro­
plasty podczas przekazy wania energii z chlorofilu na tlen. Absorbcja światła prowadzi 
bowiem do wytworzenia wzbudzonej cząsteczki chlorofilu, która wzbudza następnie 
cząsteczkę tlenu i powstaje tlen w stanie singletowym. Błony chloroplastowe są 
szczególne podatne na peroksydację lipidów indukowaną przez 0 2' , gdyż ok. 90% 
kwasów tłuszczowych tylakoidów zawiera nienasycony kwas a-linolenow y [34]. 
Peroksydacja lipidów prowadzi do uszkodzeń błon chloroplastowych, a także rozkła­
du barwników i dysfunkcji tych organelli. Główne szlaki metabolizmu tlenu przed­
stawiono na rysunku 2. W normalnych wamnkach uszkodzenia aparatu fotosyn- 
tetycznego są zminimalizowane dzięki szeregu występującym w chloroplastach "wy­
miataczom" wolnych rodników. Enzymatyczne i nieenzymatyczne mechanizmy eli­
minują reaktywne formy tlenu chroniąc tym samym chloroplasty przed szkodliwym 
ich działaniem.

Do tej pierwszej grupy należą dysmutazy ponadtlenkowe (SOD), które utleniają 
rodniki ponadtlenkowe do nadtlenku wodom. W chloroplastach różnych gatunków 
występują trzy typy SOD: Fe-SOD, CuZn-SOD i Mn-SOD. Liczba izoenzymów 
każdego z tych typów SOD jest różna u różnych gatunków roślin i zlokalizowane są 
one w różnych przedziałach komórkowych. Chloroplastowe i cytozolowe formy 
Cu,Zn-SOD prawdopodobnie stały się oddzielnymi izoenzymami we wczesnych 
stadiach ewolucji tego enzymu [42]. Poszczególne formy SOD u różnych gatunków 
zlokalizowane są w różnych miejscach w obrębie chloroplastów. Na przykład chlo­
roplastowy typ izoenzymu Cu,Zn-SOD u szpinaku zlokalizowany jest w stromie i w 
przestrzeni wewnątrztylakoidowej, a Mn-SOD związana jest z błonami tylakoidów 
[38]. Rodniki ponadtlenkowe, utleniane są w oświetlanych chloroplastach przez 
dysmutazy ponadtlenkowe do nadtlenku wodom i tlenu:

SOD

2 0 2 " + 2H+ -4  H20 2 + 0 2

Peroksydazaaskorbinianowa (APX), reduktaza glutationowa (GR), zależna od 
NADPH i reduktaza dehydroaskorbinianowa (DHAR) są enzymami, które na
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hydroksylowy

OH

Rys. 2 Metabolizm tlenu w chloroplastach

terenie chloroplastu usuwają H20 2 według szlaku Halliwella-Asady [11] (rys. 3). 
SOD, uczestnicząca w tworzeniu H20 2 jest więc bezpośrednio związana z tym 
mechanizmem. Wiadomo, że w chloroplastach szpinaku 0 2'-  produkowany wewnątrz 
błon tylakoidów utleniany jest przez Cu,Zn-SOD do 0 2 i H20 2, natomiast H 20 9 
redukowany jest dopiero na terenie stromy przez APX [38]. W ystępowanie SOD 
wewnątrz tylakoidów (w lumen), a brak w tym miejscu peroksydazy świadczy o tym, 
jak  istotne jest pozbycie się 0 2'~ bezpośrednio w miejscu, gdzie jest on tworzony. 
Rola M n-SOD związanej z błonami tylakoidów chloroplastów szpinaku nie jest 
jeszcze poznana [38].

Do nieenzymatycznych antyutleniaczy chloroplastowych należy a-tokoferol, syn­
tetyzowany w chloroplastach, występujący w dużych ilościach w membranach tyla­
koidów i blokujący łańcuchową reakcję utleniania lipidów. Do związków chroniących
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Rys. 3. Łańcuch reakcji antyoksydacyjnych w chloroplastach (Szlak Halliwella-Asady) [11]

przed stresem oksydacyjnym w chloroplastach należą także karotenoidy, również 
syntetyzowane w chloroplastach, będące składnikami błon tylakoidów, niekowalen- 
cyjnie związane z białkami błon w fotosystemie I i II. Ich ochronna rola w chloropla­
stach polega zarówno na "wygaszaniu" chlorofilu w tripletowym stanie wzbudzonym, 
jak  i na reakcji z już utworzonym, singletowym tlenem [34]. Ksantofile umożliwiają 
rozproszenie nadmiaru energii w cyklu ksantofilowym (deepoksydacji wiolaksanty- 
ny) [17]. Askorbinian zlokalizowany jest głównie w stromie chloroplastowej. Jest on 
substratem w szlaku Halliwell-Asady, gdyż reaguje z rodnikami ponadtlenkowymi 
oraz uczestniczy w deepoksydacji wiolaksantyny. Glutation bierze udział w regene­
racji askorbinianu z dehydroaskorbinianu; jest więc również jednym  z ogniw szlaku 
detoksyfikującego.Związek ten reaguje także z tlenem singletowym i rodnikami 
hydroksylowymi oraz ochrania grupy tiolowe enzymów [26].

W normalnych warunkach, dzięki opisanym mechanizmom ochronnym chloro­
plasty są przystosowane do zminimalizowania potencjalnych uszkodzeń wynikają­
cych z nieprawidłowego przekazywania energii. Jednakże zakłócenia w transporcie 
elektronów mogą spowodować przeniesienie elektronów na tlen generując powstanie 
zbyt dużej ilości reaktywnych form tlenu. Jeśli funkcjonujące w chloroplastach 
mechanizmy ochronne nie "wygaszą" toksycznych form tlenu wystąpi stres oksyda­
cyjny.

CZYNNIKI INDUKUJĄCE STRES OKSYDACYJNY

W  rozdziale tym prezentujemy oddziaływanie niektórych czynników indukują­
cych stres oksydacyjny na aparat fotosyntetyczny. Liczba czynników, szczególnie 
tych związanych z działalnością człowieka, jest o wiele większa i nie sposób omówić 
ich działania w jednej pracy.
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ŚWIATŁO O WYSOKIM NATĘŻENIU
Jeżeli energia zaabsorbowanego światła przewyższy określony próg, to obserwuje 

się znaczny wzrost przepływu elektronów na tlen i proces fotoinhibicji, czyli ham o­
wania fotosyntezy przez światło [67]. W ytwarza się wówczas duża ilość aktywnych 
form tlenu, co m oże doprowadzić do fotooksydacji barwników i uszkodzenia m em ­
bran chloroplastowych. Pierwszym efektem działania silnego światła jest ham owanie 
transportu elektronów na poziomie drugiego akceptora chinonowego fotoukładu I I , 
Q b . Przypuszcza się, że silne światło powoduje znaczną redukcję puli plastochinonu, 
co stymuluje akumulację rodników chinonowych, które następnie ulegają autooksy- 
dacji w obecności tlenu z wytworzeniem anionu ponadtlenkowego. W zrost stężenia 
rodnika ponadtlenkowego indukuje reakcje wtórne, w których powstają rodniki 
hydroksylowe. Te aktywne formy tlenu są prawdopodobnie odpowiedzialne za usz­
kodzenie białka D l centrum reakcji PS II i w konsekwencji za jego degradację. Proces 
inaktywacji PS II, przemiany białka D l oraz mechanizmy ochronne odpowiedzialne 
za funkcjonowanie PS II w warunkach fotoinhibicji zostały niedawno opisane w pracy 
przeglądowej przez Aro i współpracowników [3]. Uszkodzenia PS I zależą głównie 
od przepływu elektronów z PS II i związane są z tworzeniem rodników ponadtlenko- 
wych przy przekazywaniu elektronów z ferredoksyny na tlen. Z drugiej jednak strony 
wysokie tem po przemian białka D l (degradacja i resynteza) zmniejsza efekty fotoin­
hibicji [78, 90], co w dużej mierze umożliwia funkcjonowanie PS II [4]. Jednakże w 
warunkach szczególnie wysokiego natężenia światła proces degradacji białka D l jest 
szybszy niż jego resynteza [7]. Czynnikiem ograniczającym przemiany białka D l u 
mchu Ceratodon purpureus jest jego synteza [70]. Zjawisko fotoinhibicji występuje 
także wówczas, gdy oświetlaniu światłem o natężeniu nie powodującym stresu 
oksydacyjnego towarzyszy działanie innego czynnika stresowego, np. wysokiej lub 
niskiej temperatury. Fotooksydacja w warunkach niskiej temperatury spowodowała 
zmiany w strukturze chloroplastów grochu i ogórka, głównie nabrzmienia i uszkodze­
nia tylakoidów oraz znaczne obniżenie aktywności fotosyntetycznej [96]. Czynnikiem 
powodującym wystąpienie stresu oksydacyjnego jest tu rodnik ponadtlenkowy wy­
twarzany w reakcji Mehlera. Aktywności SOD i APX znacznie wzrastały w czasie 
ekspozycji na silne światło siewek pszenicy i wykazywały korelację z tempem 
tworzenia się aktywnych form tlenu. Natomiast aktywność katalazy zm niejszała się 
w miarę ośw ietlania silnym światłem, co autorzy tłumaczą fotolabilnością enzymu
[57].

Fotoinhibicji u poddanego niskiej temperaturze szpinaku towarzyszył wzrost 
aktywności SOD i wzrost poziomu enzymów 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 spowodowała wzrost aktywności SOD, APX i reduktazy monodehydro- 
askorbinianowej w chloroplastach, a także wzrost poziomu ksantofili [79]. W ykazano
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więc tym samym ochronną rolę tych enzymów i barwników przed aktywnymi forma­
mi tlenu w warunkach fotoinhibicji.

PROMIENIOWANIE ULTRAFIOLETOWE
Promieniowanie ultrafioletowe, którego natężenie w otaczającej nas atmosferze 

zależy od pory dnia i położenia geograficznego, działa niszcząco na organizmy 
powodując fotochemiczne uszkodzenia. W iele jest danych dotyczących szkodliwego 
działania UV, zwłaszcza UV B (280-320 nm) na szereg procesów fizjologicznych i 
biorących w nich udział enzymów, białek, lipidów, chlorofilu oraz na rozwartość 
aparatów szparkowych, redukcję powierzchni liści i w końcu na strukturę tkanek [13, 
48]. Uszkodzenie spowodowane jest sekwencją kolejnych zdarzeń: absorbcją energii 
światła UV przez cząsteczkę odpowiedniego fotoreceptora, wzbudzenie tej cząstki ze 
stanu podstawowego do albo krótkotrwałego stanu singletowego lub do wzbudzone­
go stanu tripletowego o dłuższym okresie trwałości. Przekazanie energii na tlen 
cząsteczkowy powoduje następnie wytworzenie singletowego tlenu ( 0 2). Ta aktyw ­
na forma tlenu atakuje niektóre aminokwasy, bądź nienasycone kwasy tłuszczowe 
tworząc w wyniku takiej reakcji nadtlenki wodoru. W ynikiem utleniania kwasów 
tłuszczowych są uszkodzenia błon cytoplazmatycznych [48].

W ydaje się jednak, że zahamowanie fotosyntezy jest jedną z pierwszych odpowie­
dzi aparatu fotosyntetycznego na zwiększenie natężenia UV i nie jest następstwem  
uszkodzeń błon tylakoidów. Ostatnie doniesienia również wskazują, że już 15% 
wzrost natężenia UV w stosunku do obecnie występującego w atmosferze powoduje 
silne zahamowanie fotosyntezy i redukcję zawartości chlorofilu w siewkach fasoli
[16].

Pierwotne miejsce działania UV na terenie chloroplastów nie jest dotąd znane. 
Ostatnio wykazano, że promieniowanie UV-B indukuje degradację obu białek (D l i 
D2) centrum reakcji PS II [27]. Obserwowano również destrukcję plastochinonu, 
zahamowanie transportu elektronów w obrębie PS II, zniszczenie membran tylakoi­
dów oraz fotodestrukcję barwników [13]. Takie zmiany w ultrastrukturze chloropla­
stów spowodowane UV, jak  nabrzmienia błon tylakoidów prowadzące ostatecznie 
do zniszczenia ich struktury, uszkodzenia błon otoczki chloroplastowej i nadmierna 
akumulacja skrobi [39], są podobne do zmian zachodzących podczas starzenia się 
chloroplastów [13].

Chociaż zmiany destrukcyjne spowodowane działaniem światła o wysokim natę­
żeniu i promieniowaniem UV są podobne, jednak kinetyka tych procesów jest inna. 
Efekt krótkiego naświetlania UV obserwowany jest często dopiero po wielu godzi­
nach, gdyż uszkodzenia aparatu fotosyntetycznego mają charakter kumulatywny. 
Zmniejszenie fotosyntezy jest również funkcją całkowitej dawki UV otrzymanej przez 
roślinę [14].
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GAZOWE SKAŻENIA ATMOSFERY
Do gazowych zanieczyszczń powietrza, których działanie wywołuje w roślinie 

stres oksydacyjny, zaliczyć można: ozon, tlenki i dwutlenki siarki i azotu. Związki te 
są przedmiotem licznych badań, gdyż powodują niszczenie lasów w Europie i USA 
od około dwudziestu lat. Różnorodność wyników tych badań spowodowana jest 
przeprowadzaniem doświadczeń bądź w warunkach naturalnych w środowisku zanie­
czyszczonym, gdzie trudno wyeliminować działanie innych stresów, bądź w fitotro- 
nowych komorach hodowlanych, w których można kontrolować warunki dośw iad­
czalne. W  przypadku wszystkich gazowych zanieczyszczeń powietrza toksyczny 
efekt zależy od stężenia gazu i czasu działania [6].

OZON
Ozon jest jednym  z trzech gazów, obok dwutlenku węgla i tlenków azotu zanie­

czyszczających w największym stopniu atmosferę. O ile występowanie ozonu w 
ochronnej strefie kilkudziesięciu kilometrów nad Ziemią jest korzystne, o tyle jego 
obecność w niższych warstwach atmosfery jest wybitnie szkodliwa. Stężenie ozonu 
w dużych miastach dochodzi do 0,3 ppm, natomiast stężenia stosowane w dośw iad­
czeniach wahają się od 0,05 do 1,0 ppm. Roślina pobiera ozon przez aparaty szparko­
we; stężenie tego gazu w przestrzeniach wewnątrzkomrókowych jest jednak niższe 
niż w atmosferze zewnętrznej [34], Ozon powoduje bowiem zamykanie się aparatów 
szparkowych. Ponad to odbywa się szybki jego rozpad w ścianach komórkowych i 
plazmalemmie [47]. Toksyczność ozonu spowodowana jest tym, że podczas jego 
rozpadu w wodzie powstają duże ilości jonów hydroksylowych, nadtlenków i wolnych 
rodników ponadtlenkowych. Następstwem pojawienia się tych aktywnych form tlenu 
jest oksydacja nienasyconych kwasów tłuszczowych, sulfhydrylowych grup białek, 
co powoduje uszkodzenie błon komórkowych i zmianę ich przepuszczalności [97], 
W ywołane ozonem zmiany w ultrastrukturze chloroplastów, jakie obserwowano w 
igłach świerka [23, 76], liściach rzodkiewki [59] i u dwóch gatunków porostów [24] 
polegają głównie na zwiększonej akumulacji plastoglobul i skrobi oraz rozdęciu 
tylakoidów; gaz ten nie ma natomiast wpływu na łączenie się tylakoidów w grana. 
Niskie stężenia ozonu wydają się uszkadzać strukturalne lipidy tylakoidów, uw olnio­
ne zostają następnie reszty acy lowe tych lipidów i zrekonstruowane w formie triacy lo- 
gliceroli kumulujących się w plastoglobulach [59]. W normalnych warunkach plasto- 
globule są bardzo ciemne, elektronowo gęste ze względu na ich silne powinowactwo 
do osmu, który wiąże się niemal wyłącznie z nienasyconymi kwasami tłuszczowymi.

Często obserwowana zmiana barwy plastoglobul z ciemnej na jasną, pod wpływem 
działania ozonu, spowodowana jest peroksydacją nienasyconych lipidów i wzrostem 
grup acylowych w plastoglobulach, co prowadzi do utraty ich powinowactwa do 
osmu. Innym objawem działania ozonu jest zwiększona akumulacja skrobi, co wska­
zuje na zakłócenie transportu przez otoczkę chloroplastową produktów hydrolizy
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skrobi, zahamowanie hydrolizy skrobi albo na zakłócenie w transporcie przez floem 
[76]. Skutki działania ozonu pojawiają się często z dużym opóźnieniem. Na przykład 
zmiany w strukturze tylakoidów w igłach świerka, poddanego działaniu ozonu o 
stężeniu do 1,0 ppm (jest to wyjątkowo wysokie stężenie nie stosowane w żadnych 
innych pracach) przez 3 tygodnie, pojawiły się dopiero 9 miesięcy później [76]. Stąd 
efekt działania ozonu nazywany jest często "memory effect''. Zmiany w ultrastrukturze 
pod wpływem ozonu przypominają proces starzenia się chloroplastów w naturalnych 
warunkach [24, 59]. Rośliny poddane stresowi chłodu, suszy lub innym czynnikom 
oddziałującym na roślinę pośrednio poprzez tworzenie się etylenu, wzmagają ich 
wrażliwość na ozon [56]. Indukowane ozonem zmiany ultrastrukturalne skorelowane 
są z obniżeniem aktywności fotosyntetycznej, co stwierdzono zarówno u soi [83], jak 
i świerka [28]. U topoli [31] obniżeniu fotosyntezy towarzyszył wzrost poziomu 
glutationu i SOD. U porostów, w przeciwieństwie do roślin wyższych, ozon wykazuje 
silniejsze toksyczne oddziaływanie na strukturę i funkcję chloroplastów niż dwutlenek 
siarki. Podobnie jednak jak w przypadku roślin wyższych wrażliwość na ozon zależy 
od gatunku [24], a także od warunków oświetlenia [88]. Destrukcja barwników 
karotenoidowych i chlorofilu a spowodowana jest głównie toksycznym działaniem 
rodnika ponadtlenkowego [72]. Jest ona prawdopodobnie konsekwencją dezintegra­
cji błon tylakoidów; wiadomo bowiem, że barwniki związane z błonami tylakoidów 
są stabilne, podczas gdy wolne, niezwiązane z błonami są narażone na fotooksydację. 
Tak więc destrukcja barwników powodowana jest nie tyle reakcją z ozonem, lecz jest 
następstwem uszkodzenia błon tylakoidów wywołanego przez stres oksydacyjny [72]. 
W edług Volina i wsp. [95] stres oksydacyjny wpływa także na aktywność karboksy- 
lazy RuBP.

Ozon stymuluje aktywności niektórych enzymów antyoksydacyjnych chloropla­
stów np. APX u grochu i fasoli mung [56] oraz GR i APX w liściach pszenicy [10]. 
W edług Karpińskiego [43] istnieje korelacja między stopniem odporności na ozon i 
inne gazowe zanieczyszczenia powietrza, a aktywnością SOD. Ozon w stężeniu do 
0,3 ppm indukował ekspresję genów kodujących cytozolowe Cu/Zn SOD u Arabido- 
psis thaliana [82], Nie zawsze jednak aktywność tego enzymu wzrastała pod wpły­
wem ozonu [6]. Na przykład zwiększoną aktywność SOD i GX obserwowano u topoli 
[31], nie stwierdzono jednak wpływu tego gazu na aktywność SOD u soi [83] i 
kukurydzy [55, 65], a u świerka aktywność Cu/Zn-SOD nawet uległa zmniejszeniu 
[36], Zatem SOD nie zawsze stanowi wystarczającą ochronę przed stresem oksyda­
cyjnym wywołanym działaniem ozonu [65]. Trzeba bowiem pamiętać, że zwiększona 
aktywność tego enzymu powoduje wzrost poziomu H 20 2, którego nadm iar jest 
szkodliwy [43]. Ozon w stężeniu 0,1 ppm również stymulował wzrost zawartości 
innych antyutleniaczy (a-tokoferolu i askorbinianu) w igłach świerka rosnącego w 
naturalnym środowisku [77].
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D W U T L E N E K  S IA R K I (S O 2)

Dwutlenek siarki jest jednym  z głównych gazowych czynników powodujących 
zanieczyszczenie środowiska. Uszkodzenia w komórkach roślinnych spowodowane 
działaniem dwutlenku siarki generowane są przez tworzące się jony siarczynowe, 
rodniki hydroksylowe i ponadtlenkowe. W chloroplastach utlenianie S 0 2 inicjowane 
jest przez 0 2 ~ [5], W  chloroplastach szpinaku S 0 2 stymulował akumulację H 20 2, co 
powodowało inaktywację enzymów fotosyntetycznych, degradację chlorofilu i pero- 
ksydację lipidów błon tylakoidów [85, 86]. W ydaje się jednak, że zakłócenie funkcji 
PS II i zm niejszenie aktywności fotosyntetycznej nie jest następstwem peroksydacji 
lipidów błon w liściach fasoli traktowanej S 0 2, ale wynikiem oddziaływania bezpo­
średnio na niektóre komponenty PS II [15]. Zmiany w ultrastrukturze chloroplastów 
igieł sosny [30] i świerka [76], podobnie jak  w przypadku działania ozonu, polegały 
na rozdęciu błon tylakoidów, zwiększeniu się przestrzeni wewnątrztylakoidowej, 
pojawieniu się dużej liczby plastoglobul (większych niż w chloroplastach kontrolnych 
i elektronowo przejrzystych). Obserwowano też na terenie cytoplazmy podstawo wej 
ciała lipidowe pochodzące prawdopodobnie z chloroplastów. Podobne zmiany 
stwierdzono u dwóch gatunków porostów [24], przy czym stopień wrażliwości 
różnych gatunków porostów na dwutlenek siarki zależy od ich zdolności do utleniania 
siarczynów [58]. Dwutlenek siarki, w większym stopniu niż ozon hamuje fotosyntezę, 
co związane jest prawdopodobnie z bardziej toksycznym, w porównaniu z ozonem, 
działaniem tego gazu na błony tylakoidów [76].

Działanie S 0 2 na aktywność fotosyntetyczną porostów, podobnie jak na strukturę 
chloroplastów jest mniej szkodliwe niż działanie ozonu [24]. Trudno jednak porów ­
nywać wyniki doświadczeń przeprowadzanych na różnych obiektach i z użyciem 
różnych stężeń tych gazów. Podobnie jak w przypadku ozonu działanie SCU induko­
wało wzrost aktywności SOD w liściach topoli [84] i tytoniu [87], a nie obserwowano 
zmian w aktywności SOD u kukurydzy [55]. Nie stwierdzono również zmian w 
aktywnościach APX i GR u tytoniu [87]. Natomiast groch odporny na działanie 
dwutlenku siarki był także mniej wrażliwy na traktowanie herbicydami indukującymi 
stres oksydacyjny i odporność ta skorelowana była ze wzrostem aktywności GR i SOD 
oraz zawartością glutationu [52, 53].Tak więc podobnie jak w przypadku ozonu, 
działanie dwutlenku siarki nie powoduje jednoznacznej reakcji ze strony enzymów 
anty oksydacyjnych.

T L E N K I A Z O T U  (N O x)

Najmniej danych opublikowano na temat działania tlenków azotu. Tlenki azotu 
same inicjują wolnorodnikowe reakcje w komórce. Wysokie stężenie tlenków azotu 
powoduje peroksydację kwasów tłuszczowych i w wyniku łańcuchowej reakcji usz­
kodzenie błon [6]. Podobnie jak  w przypadku innych omawianych gazów, dwutlenek 
azotu powoduje uszkodzenia w strukturze i funkcji chloroplastów w igłach świerka
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[76]: liczba ziaren skrobi jest zwiększona, a tylakoidy rozdęte. Istnieje wyraźna 
korelacja pomiędzy czasem trwania ekspozycji na N 0 2 i stopniem uszkodzeń. Naj­
bardziej aktywny i tym samym najbardziej szkodliwy jest tlenek azotu (NO), którego 
wyjątkowa toksyczność spowodowana jest prawdopodobnie jego reakcją z ferredo- 
ksyną. NO może reagować także z enzymami zawierającymi miedź, np. oksydazą 
cytochromu c [6], Działanie tlenków azotu, w większym stopniu niż działanie ozonu, 
wydaje się być uzależnione od czasu ekspozycji i stężenia tego gazu [6].

Jakkolwiek toksyczność poszczególnych gazów zanieczyszczających atmosferę i 
indukujących stres oksydacyjny często badana jest oddzielnie, jednak w warunkach 
naturalnych trudno wnioskować o działaniu tylko jednego z tych czynników. Na 
przykład niszczenie lasów spowodowane jest wypadkową działania kilku szkodli­
wych gazów, a także działaniem patogenów, zmianami klimatycznymi itp. Z drugiej 
zaś strony wyniki badań przeprowadzone w laboratoriach stanowią ogrom ną wię­
kszość i trudno je  ekstrapolować na warunki naturalne. Na przykład w naturalnym  
środowisku starsze igły drzew są bardziej wrażliwe na uszkodzenia, natom iast w 
warunkach laboratoryjnych -  najmłodsze [30],

Na zakończenie można stwierdzić, że gazowe skażenia atmosfery wywołują szereg 
podobnych, a więc niespecyficznych zmian w strukturze chloroplastów, które pod 
wieloma względami przypominają zmiany obserwowane w starzejących się chloro­
plastach. Stosowanie mieszaniny gazów w niskich dawkach i przez krótki okres nie 
daje tak silnych efektów toksycznych, jak  dłuższa ekspozycja na działanie pojedyn­
czego gazu o wyższym stężeniu [76],

O ile zmiany cytologiczne zachodzące w roślinach pod wpływem różnych gazów 
są na ogół podobne, o tyle zmiany w zawartości barwników i aktywności fotosynte- 
tycznej są zwykle silniejsze w roślinach traktowanych dwutlenkiem siarki niż ozonem 
[76]. Wyniki dotyczące rozmiaru toksycznego działania ozonu są najbardziej kontro­
wersyjne zapewne dlatego, że skutki działania tego gazu obserwuje się po kilku 
tygodniach, czy miesiącach.

HERBICYDY
Herbicydy mogą w różny sposób oddziaływać na aparat fotosyntetyczny. Grupa 

herbicydów, do której należy atrazyna, diuron i ioksynil, blokuje transport elektronów 
w określonych miejscach, co prowadzi do redukcji niewłaściwych akceptorów i 
powstawanie aktywnych form tlenu wewnątrz chloroplastów. W konsekwencji pro­
wadzi to do zablokowania syntezy ATP, wiązania C 0 2 oraz destrukcji barwników, a 
peroksydacja lipidów błon wydaje się być późniejszym procesem [34].

Inną grupę herbicydów stanowią herbicydy fotodynamiczne. Stymulują one aku­
mulację związków tetrapyrolowych w ciemności, a po ekspozycji na światło indukują 
uszkodzenia roślin. Należą do nich związki blokujące na różnych etapach syntezę 
chlorofilu. Do tej grupy można zaliczyć etery difenylowe, które blokują działanie
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oksydazy protoporfirynogenu, co prowadzi do znacznej akumulacji protoporfiryny 
IX [9, 21, 22], oraz także herbicydy, takie jak: 1.10-fenantrolinę i 2.2-dipirydyl, które 
prawdopodobnie blokują estryfikację chlorofilidu [45, 62].

M echanizm toksycznego działania tych związków jest następujący: nagromadzone 
związki tetrapirolowe są aktywowane przez światło, co stymuluje powstawanie sin­
gletowego tlenu, który z kolei utlenia lipoproteinowe składniki błon komórkowych i 
odpowiedzialny jest za peroksydację lipidów błon tylakoidów [20, 21, 22, 62, 69]. 
Różnicujące się chloroplasty grochu poddane działaniu tych herbicydów nie tworzą 
gran i mają znacznie obniżony poziom chlorofilu [60], a po traktowaniu dojrzałych 
chloroplastów herbicydami fotodynamicznymi błony tylakoidów ulegają "rozdęciu", 
a otoczka chloroplastowa zostaje uszkodzona [61]. Herbicydy te działają chelatująco, 
z czym związana jest depolaryzacja membran i zmiana przepuszczalności błon oraz 
uczestniczą one w procesach fotooksydacyjnych.

Kolejną grupą herbicydów uszkadzających aparat fotosyntetyczny są związki 
generujące wolne rodniki wewnątrz chloroplastów. Jednym z nich jest parakwat, który 
dodany do naświetlanych chloroplastów uczestniczy w przekazywaniu elektronów z 
PS I na tlen cząsteczkowy, co prowadzi do powstawania 0 2'“ . Powstawanie 0 2 ~ 
prowadzi bezpośrednio lub pośrednio poprzez “ OH lub 10 2, do peroksydacji lipidów 
i dalej do śmierci komórki [49]. Opisane są w literaturze efekty działania parakwatu 
na ekspresję genu SOD i aktywność tego enzymu [11]. Parakwat indukował ekspresję 
genu SOD u tytoniu [89]. Jansen i wsp. [41] oraz Amsellem i wsp. [1] stwierdzili, że 
Conyza bonariensis odporna na działanie parakwatu, ma wysoki, konstytutywny 
poziom enzymów szlaku Halliwell-Asady w chloroplastach: CuZn-SOD, APX i GR; 
dzięki temu roślina ta jest odporna na zwiększone natężenie światła. U innych 
gatunków podwyższony poziom enzymów detoksyfikujących aktywne formy tlenu 
skorelowany był również z odpornością tych roślin na działanie herbicydów fotooksy­
dacyjnych, S 0 2 i ozonu [81]. Wyniki te potwierdzają przypuszczenie, że rośliny 
odporne na działanie jednego czynnika indukującego oksydację mogą być także 
odporne na stres oksydacyjny pochodzący z innego źródła.

Często jednak wzrost odporności na działanie parakwatu lub innego czynnika 
oksydacyjnego spowodowany wzrostem aktywności SOD jest krótkotrwały i po 
dłuższym działaniu dochodzi do peroksydacji lipidów. Związane jest to prawdopo­
dobnie z niedostateczną zdolnością do detoksyfikacji nadmiernych ilości H20 2 [56].

Na wstępie rozdziału zaznaczyliśmy, że będziemy prezentować działanie tylko 
niektórych czynników środowiskowych indukujących stres oksydacyjny. Inne czyn­
niki, takie jak: metale ciężkie, wysoka i niska temperatura mogą także indukować ten 
stres. Reakcja aparatu fotosyntetycznego na działanie jonów  metali ciężkich została 
szczegółowo przedstawiona w licznych pracach [8, 19, 46, 51, 98], Oddziaływanie 
wysokiej temperatury na strukturę i funkcję aparatu fotosyntetycznego opisano mię­
dzy innymi w pracach [12, 35, 37, 92, 93], a niskiej temperatury w artykułach [40,63, 
64].
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BIOTECHNOLOGICZNE ASPEKTY ODPORNOŚCI 
NA STRES OKSYDACYJNY

Enzymy antyoksydacyjne zlokalizowane w chloroplastach spełniają bardzo ważną 
funkcję w ochronie aparatu fotosyntetycznego i całych roślin przed skutkami stresu 
oksydacyjnego. Główną rolę w obronnej reakcji roślin na stres oksydacyjny odgrywa 
SOD. Jak wynika z wcześniej przytoczonych przez nas danych, synteza SOD jest 
indukowana m.in. przez gazowe zanieczyszczenia powietrza, wysokie natężenie 
światła i herbicydy. Nie zawsze jednak występuje prosta korelacja między wzrostem 
aktywności SOD i zwiększeniem się odporności na stres oksydacyjny. Również 
różne izoenzymy w odmienny sposób reagują na stres oksydacyjny [54, 74]. W ynika 
to prawdopodobnie ze zróżnicowanego mechanizmu regulacji ekspresji genów jądro­
wych kodujących dysmutazy cytozolowe i plastydowe. Przypuszcza się, że w regula­
cję tę zaangażowany jest system transdukcji sygnałów i czynnik plastydowy [44].

W prawdzie mechanizm regulacji ekspresji genów SOD pozostaje jeszcze niewy­
jaśniony, lecz pewnym krokiem naprzód w tej dziedzinie są wyniki badań z zastoso­
waniem roślin transgenicznych.

Postawiono pytanie, czy zwiększenie ekspresji genów kodujących enzymy anty­
oksydacyjne zwiększy odporność roślin transgenicznych na stres oksydacyjny? W 
przypadku kilku gatunków roślin, w wyniku wprowadzenia dodatkowych kopii genu 
dla chloroplastowej formy Cu,Zn-SOD uzyskano rośliny transgeniczne o zwiększonej 
odporności na stres oksydacyjny. Na przykład tytoń ze zwiększoną ekspresją tego 
enzymu jest odporny na stres oksydacyjny wywołany chłodem, wysokim natężeniem 
światła lub pewnymi herbicydami oraz charakteryzuje się wysokim poziomem aktyw­
ności fotosyntetycznej [32]. Tsang i wsp. [89] wykazali u tytoniu znaczny wzrost 
mRNA chloroplastowej Fe-SOD w przypadku stresu oksydacyjnego zlokalizowanego 
konkretnie na terenie chloroplastów, a poziom tej dysmutazy wzrastał w warunkach 
fotoinhibicji. Również w przypadku zwiększonej ekspresji genu innego enzymu 
anty oksydacyjnego -  GR transgeniczny tytoń miał zwiększoną tolerancję na działanie 
parakwatu i S 0 2 na świetle [2], a transgeniczna topola -  100-krotnie wyższą odpo­
rność na ozon niż rośliny kontrolne [26]. Nie zawsze jednak rośliny transgeniczne 
charakteryzowały się zwiększoną odpornością na stres oksydacyjny [43]. Prawdopo­
dobnie spowodowane jest to toksycznym działaniem zwiększonej ilości nadtlenku 
wodoru wytworzonego przez nadmiernie aktywną SOD. Tak więc wzrost aktywności 
jednego enzymu nie musi powodować wzrostu odporności na określony czynnik 
indukujący stres oksydacyjny [91]. Natomiast wzrost aktywności dwu anty oksyda­
cyjnych enzymów chloroplastowych: CuZn-SOD i APX wyraźnie zwiększa toleran­
cję roślin na działanie stresu oksydacyjnego [32, 33]. W edług Foyera i wsp. [26] 
jednoczesne działanie kilku enzymów stanowiących antyoksydacyjny system obron­
ny jest konieczne dla wyraźnego wzrostu tolerancji na stres oksydacyjny. Stopień 
odporności roślin transgenicznych na stres oksydacyjny zależy od ilości wytworzo-
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nego enzymu antyoksydacyjnego kodowanego przez wprowadzony gen, a także od 
endogennego poziomu innych "wymiataczy wolnych rodników", szczególnie tych 
zaangażowanych w detoksyfikację H20 2 w roślinie [11].

PODSUMOWANIE

Stres oksydacyjny jest inicjowany przez różne czynniki środowiskowe, a wyzwa­
lany przez zbyt duże stężenie aktywnych form tlenu, zaś zmiany w strukturze i funkcji 
aparatu fotosyntetycznego spowodowane działaniem tych czynników są często podo­
bne. W yjaśnia to w pewnym stopniu fakt, że rośliny odporne na jeden z czynników 
indukujących stres oksydacyjny są także odporne na inne źródła tego stresu. Pozwala 
to także na stwierdzenie, że czynniki indukujące stres oksydacyjny działają niespe­
cyficznie prowadząc ostatecznie do powstania nadmiaru aktywnych form tlenu, 
peroksydacji lipidów błon chloroplastowych, dysfunkcji tych organelli, zm niejszenia 
zdolności wiązania C 0 2 przez rośliny, a w krańcowych warunkach do śmierci ko­
mórek i całych roślin. Dlatego tak ważne jest poznanie mechanizmów ochronnych 
funkcjonujących zarówno w chloroplastach, jak  i całej komórce. W yjaśnienie regula­
cji ekspresji wielu genów np. w zakresie przekazywania sygnałów stresu oksydacyj­
nego, sekwencji promotorowych genów cis i czynników trans wymaga jeszcze wielu 
badań.
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KORTYKOLIBERYNA (CRF) 
LOKALNYM REGULATOREM 

FUNKCJI KOMÓREK LEYDIGA SSAKÓW

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

LEYDIG CELL FUNCTION

Barbara BILIŃSKA

Pracownia Endokrynologii Zwierząt i Hodowli Tkanek, Zakład Fizjologii Zw ie­
rząt, Instytut Zoologii UJ, Kraków

Streszczenie. CRF jest kluczowym neuropeptydem w kaskadowej reakcji stresu. Działanie tego białka 
określane jest jako antyrozrodcze na poziomie podwzgórza, poprzez hamowanie wydzielania LH i 
osłabienie funkcji gonady męskiej. Równocześnie hormon ten jest negatywnym, autokrynowym regula­
torem funkcji komórek Leydiga. Sekrecja CRF przez te komórki zależna jest od LH i podlega wpływowi 
uwalnianej serotoniny (5HT). Układ LH-5HT-CRF służy stałemu buforowaniu poziomu androgenów 
stymulowanemu przez gonadotropiny. Działanie 5HT-CRF w jądrze stanowi jeszcze jeden dowód na 
istotną rolę lokalnych czynników w regulacji steroidogenezy.

Słowa kluczowe: CRF, serotonina, LH, komórki 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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WSTĘP

W ostatnich latach Tahka [22], Sharpe [18], Saez i wsp. [17], Skinner [20], Bilińska 
[3] i Verhoeven [29] wykazują istotną rolę lokalnych regulatorów w gonadzie męskiej.

Trzy typy komórek somatycznych jądra
(1) komórki Leydiga znajdujące się w gruczole interstycjalnym,
(2) okołokanalikowe, czyli mioidalne otaczające kanalik oraz
(3) komórki Sertoliego, leżące wewnątrz kanalika, odpowiedzialne są za utrzym a­

nie stałego poziomu hormonów i czynników białkowych, niezbędnych do prawidło­
wego wzrostu, rozwoju i dojrzewania komórek rozrodczych. Jak wiadomo, centralna 
regulacja funkcji gonady męskiej opiera się na współdziałaniu czynności układu 
nerwowego i endokrynnego, a złożone działanie gonadotropin (LH i FSH) utrzy­
muje funkcje komórek Leydiga i Sertoliego głównie przez produkcję androgenów 
oraz syntezę lokalnych czynników będących auto- i parakrynowymi regulatorami 
[19]. Regulatory te działają poprzez wiązanie się ze specyficznymi receptorami 
obecnymi w danej komórce.

W iadomo również, że produkowane przez komórki Leydiga hormony, takie jak: 
androgeny, ß-endorfina, dynorfiny, oksytocyna czy aktywina, modulują funkcję 
kanalika nasiennego (rys.l). Pozostałe natomiast, takie jak: estrogeny, angiotensyna, 
kortykoliberyna (CRF) czy wazopresyna, mają wpływ na uwalnianie LH z przysadki 
mózgowej. Analogiczne działanie wykazują inhibina czy transformujący czynnik 
wzrostu ß (TGF-ß), hormony produkowane przez komórki Sertoliego [12, 21].

PODWZGÓRZOWE I POZAPODWZGÓRZOWE 
WYSTĘPOWANIE CRF

Kortykoliberyna jest hormonem działającym w wielu regionach centralnego ukła­
du nerwowego: w przysadce mózgowej oraz w ośrodkach podkorowych podwzgórza 
związanych z regulacją funkcji autonomicznych [16].

W  ostatnich latach dzięki rozwojowi technik biochemicznych i immunocytochemi- 
cznych z zastosowaniem przeciwciał monoklonalnych poznano także lokalne działa­
nie kortyko liberyny  (tzn. poza podw zgórzem ), np. w kom órkach przew odu 
pokarmowego i płuc oraz gruczołów dokrewnych, takich jak: trzustka, nadnercza, 
łożysko, jajnik i jądra, gdzie CRF pojawia się i jest włączony w regulacyjne funkcje 
związane z odpowiedzią komórek na stres [1,9].
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Rys. 1. Model interakcji między komórkami Leydiga i Sertoliego poprzez kortykoliberynę i peptydy 
opiatowe [9]: komórki Leydiga syntetyzują ß-endorfinc (ßEP) i dynorfiny (DYN), które mają miejsca 
wiążące w komórkach Sertoliego, w ten sposób dochodzi do obniżenia produkcji białka wiążącego 
androgeny (ABP), i uwalniania inhibiny (INH) z tych komórek, inhibina natomiast ułatwia steroidoge- 
nezę w komórkach Leydiga; opiatowy receptor w komórkach Sertoliego rozpoznaje także produkowane 
przez nie enkefaliny (EK), głównym regulatorem syntezy opiatów w komórkach Leydiga jest hormon 

luteinizujący (LH) oraz CRF jako stymulator produkcji ß-endorfiny

CRF I JEGO DZIAŁANIE

CRF jest kluczowym neuropeptydem w kaskadowej reakcji stresu. Działanie tego 
białka w podwzgórzu określane jest jako anty reprodukcyjne, tzn. hamujące funkcję 
gonady męskiej oraz wpływające na zachowanie seksualne samca [6].

CRF bowiem wywiera hamujący wpływ już na poziomie podwzgórza, poprzez 
zmniejszenie uwalniania gonadoliberyny (GnRH). Zaburzenie jej sekrecji stanowi 
przyczynę obniżenia wydzielania gonadotropin, szczególnie LH, z komórek przednie­
go płata przysadki mózgowej.

Podwzgórzowy CRF działa także jako główny, fizjologiczny regulator osi pod- 
wzgórze-przysadka mózgowa-nadnercza [16].
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BUDOWA CRF I JEGO LOKALNE ODDZIAŁYWANIE

Dzięki zastosowaniu chromatografii wysokociśnieniowej (high performance li­
quid chromatography, HPLC) stwierdzono obecność immunoreaktywnego, eluowa- 
nego w czasie, C RF w jądrze szczura, świnki morskiej, owcy i człow ieka i 
zlokalizowano go przede wszystkim w komórkach Leydiga, a w małym stopniu 
komórkach rozrodczych i plemnikach z najądrza [6,24], W komórkach Leydiga CRF 
działa bardzo szybko, wywołując znaczną supresję sekrecji testosteronu [26]. W  
najnowszych badaniach Tinajero i wsp. [23] oraz Dufau i wsp. [6] wskazują kom órki 
Leydiga jako miejsce syntezy i uwalniania kortykoliberyny. CRF wyizolowany z 
ekstraktów podwzgórza owiec [28] jest białkowym łańcuchem zbudowanym z 41 
aminokwasów. W iększość aktywności biologicznej cząsteczki zlokalizowana jes t na 
końcu COOH. W ypadnięcie pierwszych 6 aminokwasów z N H 2 końca daje stopniowy 
zanik aktywności biologicznej cząsteczki. U człowieka prekursor hormonu zawiera 
196 aminokwasów, a sekwencja właściwego białka CRF-41 została znaleziona blisko 
końca COOH w pozycji 154-194. Strukturalnie, CRF jest cząsteczką konserwatywną, 
wykazującą podobieństwo między białkiem ludzkim a szczurzym (94%). W  pod­
wzgórzu, CRF jest przed wszystkim syntetyzowany w neuronach jądra nadkom oro- 
wego, które zawiera 2000-3000 kom órek zlokalizowanych głównie w części 
grzbietowej [16]. Komórki te w odpowiedzi na neurotransmitery związane ze stresem 
wydzielają CRF do krążenia wrotnego przysadki mózgowej w sposób ciągły lub 
pulsacyjny. Uwalniany hormon oddziałuje na komórki przedniego i pośredniego płata 
przysadki mózgowej przez specyficzne receptory błonowe. Rezultatem działania 
kortykoliberyny w przysadce mózgowej jest wzrost transkrypcji i ekspresji genu 
proopiomelanokortyny (POMC) z równoczesnym uwolnieniem aktywnych pepty- 
dów, najpierw ACTH i innych produktów z P-endorfiną i a-M SH  z przedniego płata 
przysadki mózgowej, oraz synteza i sekrecjapeptydów opiatowych z części środkowej 
przysadki [2]. Endogenne opiaty generowane w obu płatach przysadki wywierają 
hamujące działanie na poziomie podwzgórza poprzez blokowanie uwalniania GnRH 
będącej przyczyną zmian częstotliwości i nasilenia pulsów LH [6,8].

RECEPTORY CRF -  PRZENOSZENIE SYGNAŁU

W  ostatnich kilku latach rola kortykoliberyny jądrowej została częściowo wyjaś­
niona [23]. CRF uwalniany z komórek Leydiga wywiera autokrynowy wpływ poprzez 
receptory własne, zlokalizowane w błonie komórkowej płodowych i dorosłych popu­
lacji tych komórek. Receptory te zostały wykryte poprzez wiązanie znakowanego 
jodem  hormonu do błony komórek lub do wyodrębnionej i oczyszczonej frakcji błon
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komórkowych [5]. W ykazują one wysokie powinowactwo do hormonu, który obniża 
poziom  cAM P i stężenie testosteronu w tych komórkach [1].

N a podstawie wyników badań biochemicznych Ulisse i wsp. [26,27] stwierdzili, 
że cząsteczka CRF wyizolowana z ekstraktów jądrow ych i scharakteryzowana, z 
wyjątkiem  różnicy w pozycji 39 aminokwasu w łańcuchu, ma identyczną sekwencję 
jak  peptyd podwzgórzowy.

Poziom wewnątrzkomórkowego CRF w komórkach Leydiga je s t znaczny i sięga 
170-300 pg/107 komórek. Bazalna produkcja wynosi ok. 3 pg/10 w czasie 30 minut, 
a stym ulacja hCG wywołuje wzrost jego poziomu do 25 pg/107 komórek. Ten sam 
efekt można uzyskać przez inkubację z analogami cAMP, podczas gdy forskolina czy 
estry forbolu (TPA) są mniej aktywnymi stymulatorami sekrecji kortykoliberyny [23]. 
Z kolei wykazano [26,27], że norepinefryna jakkolw iek stymuluje produkcję cAM P 
i testosteronu, nie wywołuje zmian w sekrecji CRF. W czasie inkubacji komórek 
Leydiga z antagonistą CRF (a-helical CRF [9-41]) lub jego przeciwciałem zachodzi 
blokada działania endogennej kortykoliberyny i w efekcie dochodzi do wzmożenia 
produkcji cAM P i steroidogenezy stymulowanej LH/hCG.

REGULACJA SEKRECJI CRF W KOMÓRKACH LEYDIGA

W  regulacji sekrecji CRF znaczną rolę przypisuje się serotoninie (5HT). Jest ona 
głównym modulatorem produkcji CRF w mózgu i stymuluje jego sekrecję z fragm en­
tów podwzgórza. Uwalniana z centralnych i obwodowych zakończeń nerwowych 
może działać na receptory w gonadzie i wywoływać hamowanie produkcji testoste­
ronu pod wpływem stresu [13].

5HT jest także obecna w płytkach krwi oraz w narządach, głównie w szyszynce, 
trzustce, płucach, grasicy, tarczycy i jądrze [4]. Dzięki badaniom in vitro stwierdzono 
zdolność komórek Leydiga do sekrecji serotoniny oraz syntetyzowania jej de novo 
[24], M akrofagi i komórki tuczne tkanki interstycjalnej także mogą być jej źródłem. 
Produkcja serotoniny stymulowana jest gonadotropinami (rys. 2). Do uzyskania 
maksymalnego efektu działania serotoniny w komórkach Leydiga niezbędne jest 
wysycenie jej receptorów o wysokim i niskim powinowactwie. Ilość miejsc wiążących 
o wysokim powinowactwie jest w komórkach Leydiga bardzo mała (200 m iejsc/ko­
mórkę), dlatego jej działanie oparte jest w dużej mierze na miejscach o niskim 
powinowactwie (100 000 miejsc/komórkę), które funkcjonują jako autoreceptory w 
regulacji uwalniania CRF [13]. Tinajero i wsp. [24] uważają, że propranolol, prototyp 
blokera ß-adrenergicznego wiąże się do receptorów 5HT2 o niskim powinowactwie i 
w ten sposób czyni serotoninę dostępną dla receptorów o wysokim powinowactwie. 
Preinkubacja z chlorowodorkiem l-[2,5-dwumethoksy-4-jodofyryl]-2-amino propa­
nu (DOI), który jest antagonistą receptorów o wysokim powinowactwie i agonistą 
tych o niskim, zabezpiecza komórki Leydiga przed hamującym działaniem proprano-
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Rys. 2. Układ LH-5HT-CRF w komórkach Leydiga, opracowano wg [6]: LH stymuluje sekrecję 
serotoniny (5HT) w komórkach Leydiga; 5HT dostaje się do komórek także z innych źródeł i działa na 
syntezę CRF poprzez receptor 5HT2 i aktywację kinazy białkowej C (PKC); CRF obniża produkcję 
cAMP, aktywność kinazy białkowej A (PKA) i w konsekwencji prowadzi do redukcji poziomu testoste­
ronu, równocześnie CRF przez receptor własny wiążąc się z białkami G (Gq), i poprzez 

fosfatydyloinozytole (PIC) i PKC pobudza sekrecję ß-endorfiny

lolu, który wywołuje wzrost uwalniania CRF, hamuje bazalną i stymulowaną przez 
LH produkcję cAMP i tym samym steroidogenezę [24].

M echanizm  działania serotoniny przez receptor 5HT2 został opisany przez Hartiga
[11] oraz Fabbri i wsp. [9], którzy obserwowali wpływ selektywnego antagonisty 
receptora 5HT2, ketanseryny. W strzymuje ona znaczne uwalnianie CRF i blokuje 
ham ujące działanie serotoniny. Natomiast a-adrenergiczny antagonista, prazosyna, 
nie wywołuje żadnego z wymienionych efektów, wskazując, że serotonina działa na 
kom órki Leydiga przez wiązanie z receptorem 5HT2. Traktowanie komórek ketanse- 
ryną powoduje ich uwrażliwienie na hormony gonadotropowe oraz wzrost produkcji 
cA M P i testosteronu. Co więcej, Hartig [11] wykazał, że w komórkach Leydiga 
istnieją podtypy receptorów 5HT różniące się od receptorów obecnych w mózgu. 
D ziałają one przez różne systemy przenośników. I tak receptory 5H T1A, 5H T ]B, 
5HT] D wiążą się z białkiem G i działają przez cyklazę adenilanową i dalej przez kinazę 
białkow ą A, podczas gdy 5H T]C i 5HT2 aktywują fosfolipazę C i kinazę białkową C, 
natom iast 5HT3 należą do receptorów uruchamiających kanały jonowe.

Zgodnie z wynikami badań M addocksa i wsp. [14] w czasie zapalenia jąder 
(iorchitis) serotonina jest uwalniana do przedziału interstycjalnego z komórek Leydi-
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ga, kom órek tucznych i płytek krwi pod wpływem interleukiny produkowanej przez 
makrofagi tego przedziału.

W ysoka koncentracja serotoniny wykryta w jądrach pacjentów z żylakami pow róz­
ka nasiennego (varicocele) może być przyczyną osłabienia sekrecji testosteronu i w 
konsekwencji zmian klinicznych prowadzących do bezpłodności u m ężczyzn [10]. 
N a tej podstawie Rajfer i wsp. [15] zalecają podawanie antagonistów serotoniny w 
celu leczenia tego typu bezpłodności.

PODSUMOWANIE

Sekrecja CRF przez komórki Leydiga jest stymulowana przez LH via m echanizm  
polegający na uwalnianiu serotoniny i autokrynowej aktywacji jej receptorów obe­
cnych na powierzchni komórek Leydiga. Układ LH-5HT-CRF służy stałej kontroli 
(buforowaniu) poziomu androgenów przez gonadotropiny. CRF działa jako autokry- 
nowy inhibitor produkcji androgenów i stymulator sekrecji ß-endorfiny [24]. Ta zaś 
wywiera hamujący wpływ na nabłonek plemnikotwórczy przez receptory o wysokiej 
specyficzności zlokalizowane w komórkach Sertoliego [7].

Te zależności wskazują nie tylko na zaangażowanie CRF serotoniny i opiatów w 
lokalnej kontroli funkcji gonady męskiej, ale rzucają nowe światło na patogenezę 
zmian w układzie rozrodczym wywołanych między innymi stresem.
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ULTRASTRUKTURALNE I MOLEKULARNE 
ASPEKTY EKSPRESJI JĄDERKOWYCH 

GENÓW rRNA

ULTRASTRUCTURAL AND MOLECULAR ASPECTS 
OF THE NUCLEOLAR rRNA GENES EXPRESSION

Grzegorz W ILCZYŃSKI 

Zakład Histologii i Embriologii Akademii Medycznej w W arszawie

Streszczenie: W ostatnich latach osiągnięto znaczny postęp w badaniach molekularnych aspektów 
biogenezy rybosomów w jąderku: 1) wyizolowano i określono własności czynników biorących udział 
w inicjacji, elongacji i terminacji transkrypcji przez RNA polimerazy I, 2) wyjaśniono funkcję U3 i U8 
snRNA w obróbce pre-rRNA, 3) odkryto nową grupę jąderkowych snRNA - kodowanych w intronach. 
Nie udało się natomiast, pomimo wielu prób, stworzyć jednego powszechnie akceptowanego modelu 
ultrastrukturalnej lokalizacji transkrypcji rDNA.

Słowa kluczowe: jąderko, rybosomalne DNA, rybosomalne RNA, czynniki transkrypcyjne, małe jądrowe 
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 I 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

M iejscem biogenezy rybosomów w komórkach eukariotycznych jest jąderko [85, 
86,28,20], W jąderku zachodzi transkrypcja genów kodujących 18S, 5,8S i 28S rRNA, 
obróbka pierwotnych transkryptów oraz wiązanie powstających cząsteczek rRNA ze 
składnikami pochodzącymi spoza jąderka: białkami rybosomalnymi i 5S rRNA. 
Utworzone w ten sposób podjednostki rybosomów są transportowane do cytoplazmy,
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gdzie prawdopodobnie mają miejsce ostatnie etapy ich dojrzewania. W niniejszym 
artykule zostaną przedstawione niektóre z nowych wiadomości na temat uitrastruktu- 
ralnej lokalizacji jąderkowych genów rRNA, jak również na temat molekularnych i 
ultrastrukturalnych aspektów transkrypcji tych genów i obróbki pierwotnych trans- 
kryptów w komórkach kręgowców.

Na poziomie ultrastrukturalnym, w typowym jąderku ssaków, można wyróżnić 
następujące składniki morfologiczne (rys. 1) [20,28]:

1) ośrodki włókniste (ang. fibrillar centers, FC), zbudowane z włókienek o średniej 
gęstości elektronowej i o średnicy ok. 5 nm;

2) gęsty składnik włóknisty (ang. dense fibrillar component, DFC), zbudowany z 
elektronowo gęstych włókienek o średnicy 4 -10  nm. otaczający w postaci nieciągłej 
warstwy poszczególne ośrodki włókniste:

Rys. 1. Jąderko w komórce Panctha w jelicie cienkim człowieka, zdjęcie z mikroskopu elektronowe­
go (preparat acetylowany), powiększenie 40 000 razy: fc -  ośrodek włóknisty: dfc -  gęsty składnik 

włóknisty; gc -  składnik ziarnisty; ch -  chromatyna okołojąderkowa; strzałki (bez podpisu i wskazują 
grudkę chromatyny wewnątrzjąderkowej (elektronowo gęsta) i wakuolę jądcrkową (elektronowo jas­

na);
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3) składnik ziarnisty (ang. granular component, GC), zbudowany z elektronowo 
gęstych ziaren o średnicy ok. 20 nm; w składniku ziarnistym zatopione są ośrodki 
włókniste wraz z gęstym składnikiem włóknistym; o ile budowa molekularna i procesy 
zachodzące w FC i DFC są do tej pory przedmiotem sporów (patrz niżej), o tyle 
zgodnie przyjmuje się, że ziarna tworzące GC są prekursorami podjednostek ryboso­
mów [28,20];

4) chromatynę jąderkową, która otacza jąderko (chromatyna okołojąderkowa) i 
tworzy wnikające do jego wnętrza wypustki (chromatyna wewnątrzjąderkowa); wy­
pustki te często stykają się z ośrodkami włóknistymi; chromatyna jąderkową pod 
względem morfologicznym nie różni się od reszty chromatyny;

5) wakuole jąderkowe (ang. nucleolar vacuoles albo interstices) będące niewiel­
kimi, okrągłymi obszarami o małej gęstości elektronowej. Obszary te występują 
wewnątrz składnika ziarnistego oraz w sąsiedztwie ośrodków włóknistych i zawierają 
nierzadko grudki chromatyny jąderkowej. Termin wakuole jąderkowe, przyjęty w 
piśmiennictwie polskim, niezbyt dobrze określa naturę tych struktur, bowiem w 
przeciwieństwie do innych rodzajów wakuoli komórkowych nie są one otoczone 
błoną.

Rozmieszczenie składników w jąderku zależy od typu komórki i jej stanu czynno­
ściowego i niekiedy znacznie odbiega od podanego powyżej opisu. Odróżnienie 
poszczególnych składników, a zwłaszcza DFC i GC, nie zawsze jest łatwe. W tym 
celu przydatne może być stosowanie specjalnych technik obróbki materiału (rys. 1).

1. GENY rRNA (rDNA)

U wszystkich organizmów eukariotycznych geny rRNA występują w wielu ko­
piach. Fenomen ten odzwierciedla wysokie zapotrzebowanie komórki na rRNA. W 
większości przypadków liczba kopii w haploidalnym genomie waha się w granicach 
od 50 do 10000. Człowiek ma ok. 200, mysz ok. 100, a Xenopus laevis ok. 600 kopii 
[28,93].

Geny rRNA są zgrupowane w jednym  lub w kilku chromosomach, w miejscach 
zwanych organizatorami jąderka (ang. nucleolus organizer region, NOR ) [28,86]. 
M iejsca te można zidentyfikować za pomocą hybrydyzacj i in situ lub barwienia płytek 
metafazalnych przy użyciu soli srebra. W prawidłowych diploidalnych komórkach 
ludzkich geny rRNA występują w pięciu parach choromosomów: 13, 14, 15, 21, 22.

Geny rRNA mają charakterystyczny układ (rys. 2), wspólny dla większości euka- 
riontów [93]. Odcinki transkrybowane są ułożone regularnie, na przemian z odcinka­
mi nietranskrybowanymi. Te drugie zwane są IGS (ang. intergenic spacers) albo NTS 
(ang. non-transcribed spacers). Odcinek transkrybowany zawiera po jednej kopii 
każdej z trzech sekwencji kodujących rRNA (18S, 5,8S i 28S). Między sekwencjami 
kodującymi, a także na pograniczu z IGS, znajdują się sekwencje transkrybowane, 
lecz nie występujące w dojrzałych cząsteczkach rRNA: ITS oraz ETS (ang. internal
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Rys. 2. Schemat organizacji rDNA u myszy [93,71]; T i—Ts i To, sekwencje terminatorowe

and external transcribed spacers). Są one wycinane i degradowane podczas obróbki 
pre-rRNA. Sekwencje kodujące rRNA wraz z ITS i ETS tworzą wspólną jednostkę 
transkrypcyjną. Sekwencje kodujące są wysoce konserwatywne ewolucyjnie, nato­
miast pozostałe sekwencje wykazują u różnych gatunków jedynie ograniczoną hom o- 
logię i m ogą różnić się znacznie długością [93].

W ewnątrz IGS zlokalizowano szereg sekwencji regulacyjnych (rys. 2). Znaczenie 
tych sekwencji bada się zazwyczaj w transkrypcji zrekonstruowanej in vitro (w 
ekstraktach komórkowych), albo in vivo, po transfekcji do odpowiednich kom órek 
[98], Układ elementów regulacyjnych oraz ich funkcja są podobne, nawet u tak 
odległych ewolucyjnie organizmów, jak ssaki i płazy, mimo że sekwencje nukleoty- 
dowe są zupełnie różne. Najważniejszą sekwencją regulacyjną jest promotor. Na 
prom otorze dochodzi do utworzenia kompleksu pomiędzy RNA polim erazą I a 
czynnikami transkrypcyjnymi i do inicjacji transkrypcji [93]. W promotorze wyróżnia 
się dwie zasadnicze domeny: promotor główny (ang. core promoter) oraz UCE (ang. 
upstream control element). M utacje promotora głównego drastycznie upośledzają 
transkrypcję in vitro i in vivo, podczas gdy mutacje UCE wywierają efekt głównie 
in vivo [40,98]. Dwa inne rodzaje sekwencji regulacyjnych: kopie promotora położone 
wewnątrz IGS (ang. spacer promoter) oraz wzmacniacze (ang. enhancers) stym ulują 
transkrypcję genów rRNA, lecz mechanizm tego efektu nie jest jasny [71,97,98,110]. 
Kopie prom otora mogą być miejscem inicjacji transkrypcji in vitro i in vivo, jednak 
w warunkach naturalnych powstające transkrypty są prawdopodobnie nietrwałe 
[110]. Kolejnym typem sekwencji regulacyjnej jest terminator. Liczne sekwencje 
term inatorowe są położone w kierunku 3’ od końca sekwencji kodującej 28S rRNA, 
a jedna w sąsiedztwie promotora [26,48,93] (rys. 2). U ssaków terminacja transkrypcji 
zachodzi zazwyczaj w pobliżu pierwszego terminatora (licząc od końca sekwencji 
kodującej 28S rRNA). W  analogicznym miejscu u Xenopus laevis dochodzi do 
uw olnienia pierwotnego transkryptu, natomiast wydaje się, że polimeraza przem iesz­
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cza się dalej, syntetyzując nietrwały transkrypt, aż do miejsca położonego w sąsie­
dztwie promotora [48,93]. Terminator znajdujący się w pobliżu promotora blokuje 
również cząsteczki polimerazy, dla których miejscem inicjacji są kopie promotora w 
IGS [93]. W ykazano, że obecność tej sekwencji stymuluje inicjację transkrypcji na 
promotorze [26].

1.1. LOKALIZACJA rDNA
Odpowiednikiem reakcji Feulgena na poziomie mikroskopii elektronowej jest 

m etoda wybiórczego kontrastowania DNA za pomocą kompleksu aminowo-osmowe- 
go. Powyższa metoda, podobnie jak niektóre z innych tradycyjnych metod cytoche- 
micznych, ujawnia obecność DNA w trzech ultrastrukturalnych składnikach jąderka: 
w chromatynie jąderkowej, w ośrodkach włóknistych (FC) oraz w gęstym składniku 
włóknistym (DFC) [13,14,20,64],

Rozwój immunocytochemii oraz wykorzystanie osiągnięć biologii molekularnej 
do badań ultrastrukturalnych umożliwiły w ostatnich latach opracowanie nowych 
metod wykrywania DNA. Metody te, pod względem specyficzności i zdolności 
rozdzielczej, znacznie przewyższają tradycyjne procedury cytochemiczne. Duże zna­
czenie wydaje się mieć zastosowanie żywic hydrofilowych do zatapiania tkanek oraz 
złota koloidalnego jako znacznika przeciwciał. Nowe żywice zapewniają efektywną 
reakcję antygenów z przeciwciałami przy dobrym zachowaniu ultrastruktury, nato­
miast ziarna złota koloidalnego umożliwiają uzyskanie wysokiej rozdzielczości. Za­
stosowanie nowych metod znacznie wzbogaciło wiedzę o budowie jąderka, jednakże 
ze względu na sprzeczne wyniki, uzyskiwane za pomocą różnych technik, nawet w 
komórkach jednego typu (np. w komórkach Sertoliego, patrz niżej), rozmieszczenie 
DNA (w tym rDNA) w jąderku jest ciągle zagadnieniem kontrowersyjnym.

Badania immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciał monoklonalnych 
przeciwko DNA, w różnych rodzajach komórek, przyniosły wyniki częściowo roz­
bieżne. Podczas gdy w mysich komórkach raka Ehrlicha wykazano obecność DNA 
w chromatynie jąderkowej oraz w FC [108], to w ludzkich komórkach Sertoliego [64] 
oraz w hepatocytach szczura [39] wykryto DNA w chromatynie jąderkowej oraz w 
DFC.

Jedna z nowych metod detekcji DNA łączy immunocytochemię z użyciem enzymu, 
terminalnej transferazy dezoksynukleotydów (TdT) [102]. Podstawą tej metody jest 
fakt, że w wyniku skrawania komórek i tkanek zatopionych w żywicy, ponad powie­
rzchnię skrawków wystają wolne końce przeciętych nici DNA. Terminalna transfe- 
raza dezoksynukleotydów dodaje do tych wolnych końców trójfosforan bromo- 
dezoksyurydyny. W następnym etapie cząsteczki bromodezoksyurydyny są wykry­
wane za pomocą przeciwciał monoklonalnych w dwustopniowej reakcj i immunocyto- 
chemicznej, z ziarnami złota koloidalnego jako znacznikiem [102]. Przygotowanie 
materiału (utrwalanie, żywice) jest takie, jak  w rutynowej mikroskopii elektronowej. 
M etoda ta jest czuła, a jednocześnie zapewnia wysoką rozdzielczość i doskonałe
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zachowanie ultrastruktury. W komórkach eukariotycznych poza jądrem  kom órko­
wym, stosując tę metodę, można wykazać obecność DNA w mitochondriach i plasty- 
dach komórek roślinnych; można również uwidocznić DNA w komórkach proka- 
riotycznych i w kapsydach wirusów [102]. W jąderku, za pomocą reakcji z TdT, 
wykazano obecność DNA w chromatynie jąderkowej oraz w FC, natomiast nie 
wykryto go w DFC i GC. Wyniki identyczne, pomimo znacznych różnic w budowie 
jąderka, uzyskano zarówno w komórkach stransformowanych (ludzkie komórki He- 
La, K562, Hep-2 [109]; małpie komórki COS [102]; mysie komórki raka Ehrlicha
[102.104.109], L I210 [109]; chomicze komórki CHO [109]), jak i w prawidłowych 
komórkach ludzkich tkanek np. w spoczynkowych limfocytach [114] i w komórkach 
Sertoliego [103]. Gęstość znakowania (liczba ziaren złota koloidalnego na pm 2 
powierzchni) nad chromatyną jąderkową jest, w metodzie z TdT, średnio o rząd 
wielkości większa niż nad FC [103,109,114], W niektórych przypadkach obserwuje 
się większą gęstość znakowania na obrzeżach niż wewnątrz ośrodków włóknistych
[102.109].

W przeciwieństwie do wyżej przedstawionych technik in situ hybrydyzacja na 
poziomie ultrastrukturalnym umożliwia specyficzną lokalizację rDNA. M etoda ta 
opiera się na immunocytochemicznej detekcji hybryd, utworzonych pomiędzy sondą 
(fragment DNA komplementarny do określonej sekwencji w obrębie rDNA) a rDNA 
znajdującym się na powierzeni ultracienkich skrawków. Hybrydyzacja in situ wymaga 
specjalnego przygotowania materiału i ścisłego ustalenia optymalnych warunków 
reakcji. Podobnie jak  w przypadku innych metod, wyniki hybrydyzacji in situ, 
uzyskane w różnych laboratoriach, są rozbieżne. Za pomocą sond komplementarnych 
do różnych odcinków w obrębie rDNA stwierdzono, że w komórkach HeLa [74] oraz 
w komórkach raka Ehrlicha myszy [106,107] geny rRNA występują w ośrodkach 
włóknistych oraz w chromatynie jąderkowej. W obu typach komórek sygnał otrzy­
many za pomocą sondy komplementarnej do IGS był silniejszy nad chromatyną 
jąderkow ą niż nad FC. Wynik odwrotny uzyskano za pomocą sond kom plem entar­
nych do sekwencji transkrybowanych. W cytowanych pracach [74,106,107] nie 
stwierdzono obecności rDNA w DFC ani w GC. Eksperymenty przeprowadzone z 
użyciem ludzkich komórek Sertoliego [117] i ludzkich limfocytów spoczynkowych 
[116] sugerują odmienną dystrybucję rDNA: sygnał hybrydyzacji zarejestrowano w 
nich głównie nad DFC, zarówno w przypadku sond komplementarnych do sekwencji 
transkrybowanych [116,117] jak  i sond komplementarnych do IGS [117]. Gęstość 
znakowania pozostałych składników jąderka (FC,GC) nie różniła się w sposób istotny 
od tła [117]. Nie uwzględniono obecności chromatyny wewnątrzjąderkowej [116,- 
117]. Powyższe wyniki są sprzeczne z wynikami uzyskanymi, w obu typach komórek, 
za pomocą metody z TdT (patrz wyżej). Rezultaty hybrydyzacji zgodne z otrzym a­
nymi w normalnych komórkach ludzkich, uzyskano także w hepatocytach szczura 
[39], stosując sondę komplementarną do części transkrybowanej rDNA.
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Podsumowując: większość przedstawionych powyżej wyników jest zgodna co do 
obecności DNA (a także specyficznie rDNA) w skupieniach chromatyny jąderkowej. 
W iększość danych wskazuje na brak DNA w GC. Jeśli zaś chodzi o pozostałe 
składniki jąderka, to niektórzy autorzy lokalizują rDNA głównie w FC, inni głównie 
w DFC, a jeszcze inni zarówno w FC jak i w DFC. M ożliwych jest kilka przyczyn 
tych rozbieżności:

1) Stosowane metody mogą różnić się znacznie czułością, chociaż brak jest danych 
ilościowych na ten temat. W ludzkich komórkach Sertoliego metoda z kompleksem 
aminowo-osmowym [64] oraz metoda z TdT [103] wykazują obecność DNA w 
ośrodkach włóknistych, w przeciwieństwie do immmunocytochemii [64] i hybrydy­
zacji in situ [117]. Być może zatem, stężenie DNA w FC, w tym typie komórek, jest 
poniżej czułości dwóch ostatnich metod. Z drugiej jednak strony, również w kom ór­
kach Sertoliego, metoda z kompleksem aminowo-osmowym, immunocytochemia i 
hybrydyzacja in situ ujawniają obecność DNA w DFC [64,117], w przeciwieństwie 
do metody z TdT [103]. W  przypadku hybrydyzacji in situ szczegóły procedur 
stosowanych w różnych laboratoriach odbiegają od siebie. Dotyczy to zwłaszcza 
wstępnego przygotowywania skrawków (np. [74] i [39]). Niewykluczone, że rzutuje 
to w istotny sposób na otrzymywane wyniki.

2) Poszczególne metody w różnym stopniu zachowują ultrastrukturę jądra kom ór­
kowego. Najwyższą jakość obrazów morfologicznych daje metoda z TdT, zwłaszcza 
gdy połączy się ją  z acetylacją materiału [103,109,114]. W tych warunkach rozpozna­
nie poszczególnych składników jąderka nie sprawia trudności. Przeciwnie, obrazy 
otrzymywane w hybrydyzacji in situ często nie pozwalają na rozróżnienie DFC i 
chromatyny jąderkowej albo DFC i GC (zdjęcia publikowane w [117] i [74]). Za­
strzeżenia te dotyczą także metody z kompleksem aminowo-osmowym [14]. Immuno­
cytochem ia z przeciwciałami antyDNA wydaje się zajmować pod tym względem 
m iejsce pośrednie. W związku z powyższym wydaje się, że różna interpretacja 
morfologii składników jąderka może być w znacznej mierze przyczyną rozbieżności 
w otrzymywanych wynikach. Ilustracją tego wydają się być cytowane wcześniej 
badania ludzkich komórek Sertoliego i limfocytów za pomocą hybrydyzacji in situ 
[116,117]. M ożliwe, że sygnał otrzymany w tych doświadczeniach nad DFC był 
wynikiem błędnej interpetacji i pochodził w istocie od chromatyny jąderkowej, 
której obecności nie uwzględniono [105].

3) Nie można wykluczyć możliwości, że w różnych typach komórek geny dla 
rRNA są rozmieszczone odmiennie. Wśród badanych komórek były bowiem zarówno 
komórki nowotworowe, jak  i komórki normalnych tkanek, i to różnych gatunków.

2. TRANSKRYPCJA

Geny kodujące 18S, 5.8S i 28S rRNA są transkrybowane przez RNA polimerazę 
I [93]. Enzym ten jest kompleksem polipeptydowym, o masie ponad 500 kD, składa­
jącym  się u ssaków (w zależności od źródła i metody izolacji) z 4 do 8 podjednostek 
[93,97,101]. Szacuje się, że w jądrze komórkowym (wątroba szczura) występuje ok.
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2,5 x 104 cząsteczek RNA polimerazy I [28]. Aktywność polimeryzacyjna enzymu 
wynosi w przybliżeniu 30 nukleotydów/s [97]. Szersze omówienie budowy i funkcji 
RNA polimerazy I można znaleźć w [101].

W  transkrypcji rDNA, oprócz enzymu polimeryzującego, bierze udział szereg 
białkowych czynników transkrypcyjnych. Izolowanie i badanie własności poszcze­
gólnych czynników stało się możliwe dzięki opracowaniu układów doświadczalnych 
odtwarzających prawidłową inicjację, elongację i terminację transkrypcji in vitro, w 
ekstraktach komórkowych [98], Niektórych czynników do tej pory nie wyizolowano 
w stanie czystym, jako pojedynczych polipeptydów lub kompleksów polipeptydo- 
wych o znanym składzie i stechiometrii. Powyższe czynniki definiuje się nadal jako 
frakcje, podając procedurę wyodrębniania oraz sposób badania ich aktywności. Nie 
istnieje jednolita nomenklatura czynników transkrypcyjnych. Poszczególne laborato­
ria, badające różne gatunki i stosujące odmienne procedury oczyszczania, nadają 
własne nazwy wyizolowanym przez siebie czynnikom. Do czynników inicjacji trans­
krypcji należą:

1) czynnik UBF (patrz podrozdział 2.1).
2) czynnik SL1 (patrz podrozdział 2.2).
3) czynniki TIF-IA, TFIC i C*.
M ają one podobne właściwości, jednak nie jest pewne, czy są tym samym białkiem 

(każdy z nich pochodzi z innego typu komórek mysich) [7,21,55,56,88,91]. W yniki 
doświadczeń sugerują, że TIF-IA, TFIC i C biorą udział w regulacji transkrypcji. 
Zahamowanie syntezy rRNA w komórkach będących w fazie stacjonarnej oraz w 
komórkach poddanych działaniu hormonów czy inhibitorów syntezy białek jest w 
znacznej mierze związane z drastycznym obniżeniem aktywności wyżej wym ienio­
nych czynników [7,56,88,91]. W spólną cechą wszystkich trzech frakcji jest też ścisły 
związek z RNA polimerazą I. Oddzielenie ich aktywności od transferazy nukleoty- 
dów jest żmudne i wymaga wieloetapowej chromatografii [7,56,88], W ydaje się, że 
czynnik C , a być może również dwa pozostałe czynniki, ulegają inakty wacji podczas 
transkrypcji [7,56,91].

4) Czynnik TIF-IC. Jak dotąd, został on zidentyfikowany wyłącznie u myszy, przez 
jedną grupę badaczy [87,89]. Podobnie jak  TIF-IA (TFIC, C ), jest on ściśle związany 
z RNA polimerazą I [89]. W ykazano, że czynnik ten uczestniczy zarówno w inicjacji 
transkrypcji jak  i w elongacji [89].

In vitro, pierwszym etapem inicjacji transkrypcji genów rRNA u wszystkich 
badanych gatunków jest utworzenie na promotorze kompleksu pomiędzy UBF a 
czynnikiem SL1 [4,63,87], Z kompleksem tym wiąże się następnie RNA polimeraza 
I. W  ekstraktach z komórek mysich utworzenie pełnego kompleksu inicjacyjnego 
wymaga przyłączenia w dalszej kolejności czynników TIF-IC i TIF-IA (TFIC, C ) 
[87], M ożliwe że in vivo czynniki te są związane z polimerazą. Nie jest pewne, czy 
ich odpowiedniki występują również u innych gatunków.
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Czynnik terminacji: TTF I, występujący u myszy i u człowieka, wiąże się specy­
ficznie z sekwencjami terminatorowymi (w tym również z terminatorem znajdującym 
się w sąsiedztwie promotora) i warunkuje zakończenie elongacji oraz uwolnienie 
pre-rRNA poprzez oddziaływanie z polimerazą [45,70,94].

Charakterystyczną cechą ekspresji rDNA, w odróżnieniu od innych genów, jest jej 
specyficzność gatunkowa. Oznacza to, że ekstrakty komórkowe nie są zdolne do 
prawidłowej transkrypcji obcogatunkowych genów rRNA. Zasada ta nie obowiązuje 
w przypadku blisko spokrewnionych gatunków.

2.1 U B F

W  szeregu eksperymentów wykazano, że czynnik UBF (ang. upstream binding 
fac tor) stymuluje transkrypcję rDNA przez RNA polimerazę I in vitro [4,37,44,63] i 
in vivo [47]. M echanizm tego efektu jest najprawdopodobniej złożony:

1) UBF uczestniczy w formowaniu się kompleksu inicjacyjnego na promotorze 
genów rRNA, oddziały wując z czynnikiem SL1 [,4,37,63,87] i prawdopodobnie także 
z polimerazą I [90].

2) UBF znosi działanie białkowych inhibitorów transkrypcji rDNA: autoantygenu 
Ku [46,44], topoizomerazy II [6] oraz histonu HI [47,44].

Pomimo że wyżej wymienione własności zostały dobrze udokumentowane in vitro, 
obecnie nie jest pewne, które z nich odpowiadają rzeczywistej roli UBF w komórce.

Czynnik UBF wyizolowano z komórek człowieka (hUBF) [4,37], myszy (mUBF) 
[71], szczura (rUBF) [72,95] i Xenopus laevis (xUBF) [63], W komórkach ssaków 
UBF występuje w postaci dwóch polipeptydów o masach ok. 97 kD (UBF1) i ok. 94 
kD (UBF2). UBF1 i UBF2 powstają w wyniku translacji dwóch różnych cząsteczek 
mRNA [33,67]. U myszy, a prawdopodobnie także u innych ssaków, oba mRNA są 
produktami jednego genu, powstałymi wskutek alternatywnej obróbki pierwotnego 
transkryptu [67]. U Xenopus laevis, za pomocą elektroforezy w żelu poliakrylamido- 
wym, można zidentyfikować trzy prążki odpowiadające UBF o masach w granicach 
82-85 kD [63]. Analiza cDNA wykazała jednak, że w komórkach Xenopus laevis 
UBF występuje w co najmniej czterech różnych formach molekularnych, będących 
najprawdopodobniej produktami trzech genów [27], Liczba cząsteczek UBF w ko­
mórce wynosi u ssaków ok. 104 [4].

2.1.1 . STRUKTURA UBF

Analiza cDNA UBF u różnych gatunków wykazała, że jest on białkiem wysoce 
konserwatywnym. Stopień homologii sekwencji aminokwasowej wynosi ok. 98% 
wśród ssaków [33,67] i ok. 73% pomiędzy człowiekiem a Xenopus laevis [2].

Głównym elementem strukturalnym w cząsteczce UBF są domeny wykazujące 
homologię do niehistonowych białek chromatyny, HMG1 i HMG2 [2,33,37,67]. 
HMG1 i HM G2 są prototypem rodziny białek, zawierających wspólny motyw stru­
kturalny (ang. HMG box) o długości ok. 80 aminokwasów [25]. Do rodziny tej, oprócz
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delecja w UBF2

UBF1 ssaków

Rys. 3. Schemat budowy czynnika UBF; objaśnienia w tekście

UBF, należą m.in.: mitochondrialny czynnik transkrypcyjny mtTF-1, czynnik deter­
minujący płeć SRY oraz czynnik wiążący się ze wzmacniaczami genu T C R a w 
limfocytach (LEF-1) [25]. W szystkie powyższe białka wiążą się z DNA.

UBF ssaków zawiera 6 domen HMG, homologicznych w 20-30%  do odpowied­
nich domen w białkach HMG1/2 (rys. 3) [8,33,67]. Różnica pomiędzy UBF1 a UBF2 
polega na delecji fragmentu HMG box 2 w cząsteczce UBF2. Delecja ta występuje w 
tej samej pozycji u wszystkich ssaków. UBF Xenopus laevis zawiera 5 domen typu 
HMG box. Brak w nim odpowiednika domeny czwartej ssaków [2]. Drugim chara­
kterystycznym elementem w cząsteczce UBF jest fragment C-końcowy, w którym 
ponad połowa reszt aminokwasowych ma charakter kwaśny [2,33,37,67], Obecność 
HMG box 4 jak  również HMG box 1 i odcinka C-terminalnego warunkuje (u myszy) 
transport UBF do jądra komórkowego i jąderka [54].

Ocinek N-końcowy zawiera fragment odpowiedzialny za tworzenie dimerów [62]. 
Fragment ten składa się z dwóch, prawdopodobnie helikalnych domen oddzielonych 
odcinkiem nieistotnym dla dimeryzacji. Na poziomie sekwencji aminokwasowej 
domena dimeryzacyjna UBF nie wykazuje znaczącej homologii z żadnym znanym 
motywem tego typu. Nie wykazano tworzenia kompleksów UBF o liczbie podjedno- 
stek większej niż dwa [62].

2.1.2. WIĄZANIE Z DNA

Czynnik UBF wiąże się z promotorem głównym oraz z UCE, u wszystkich 
badanych gatunków [4,49,71,72]. W ykazano także wiązanie się UBF z innymi se­
kwencjami regulacyjnymi (kopie promotora, wzmacniacze [71,72]). Poszczególne 
m iejsca wiązania UBF charakteryzują się tylko ograniczoną homologią. Co więcej, 
wiązanie UBF z wyżej wymienionymi elementami nie jest specyficzne gatunkowo. 
Na przykład xUBF wiąże się w tych samych miejscach ludzkiego promotora co hUBF 
[Ć>j .eraz w tych samych miejscach mysiego promotora co mUBF [71]. W związku z 
powyższym nie jest możliwe jednoznaczne określenie sekwencji nukleotydowej, z 
którą wiąże się UBF, czyli tzw. sekwencji konsensusu (ang. consensus sequence). 
Zostało to potwierdzone w badaniach interakcji UBF z dużą liczbą oligonukleotydów 
o przypadkowo dobranych sekwencjach (4 15 różnych sekwencji) [11]. S tałądysocja- 
cji kompleksu xUBF z promotorem oszacowano na 15-20 nM [35,49]. W ydaje się, 
że UBF oddziaływuje z rowkiem większym DNA [11]. Głównym elementem odpo­

http://rcin.org.pl



EKSPRESJA JĄDERKOWYCH GENÓW rRNA 83

wiedzialnym za wiązanie UBF-u z DNA są domeny HMG [35,37,49,54,62]. Poszcze­
gólne HMG box różnią się między sobą siłą wiązania z DNA, jednak nie jest jasne, 
jaki wpływ mają one na powinowactwo UBF jako całości i czy któraś z nich pełni 
dom inującą rolę [35,37,54].

Rezultaty niektórych doświadczeń sugerują, że czynnik UBF rozpoznaje raczej 
strukturę przestrzenną DNA niż sekwencję nukleotydową. UBF wiąże się preferen­
cyjnie, w stosunku do formy liniowej lub kolistej, z superspiralną formą DNA o takiej 
samej sekwencji [35,47]. Ponadto, w przypadku krótkich, liniowych odcinków DNA, 
UBF prawdopodobnie nie tworzy kompleksu z jedną helisą, lecz przynajmniej z 
dwiem a [35]. Czynnik ten wiąże się także z tzw. krzyżowym DNA (ang. cruciform  
DNA ) [11]. W ysunięto hipotezę, że podstawową formą strukturalną DNA rozpozna­
waną przez UBF jest skrzyżowanie podwójnych helis obecne zarówno w węzłach 
superspirali, jak  i w ułożonych pod kątem dwóch odcinkach liniowych oraz w 
krzyżowym DNA. Obserwacje w mikroskopie elekronowym sugerują, że UBF aktyw­
nie uczestniczy w tworzeniu powyższych struktur [35], W ykazano również, że UBF 
może wiązać się z tRNA [11]. Jakie znaczenie mogą mieć powyższe własności dla 
funkcji tego czynnika in vivo, trudno obecnie rozstrzygnąć.

2.1.3. UDZIAŁ w  INICJACJI TRANSKRYPCJI rDNA

Istnieją rozbieżności, czy UBF jest in vitro absolutnie niezbędny dla transkrypcji. 
N iektóre dane wskazują, że u myszy i szczura SL1 może sam tworzyć funkcjonalny 
kompleks z promotorem, chociaż o mniejszej twałości [87,95]. W związku z tym 
obserwuje się pewien poziom transkrypcji bez UBF, tzw. poziom podstawowy. 
W edług niektórych autorów, funkcja tego czynnika (przynajmniej u gryzoni) w 
inicjacji transkrypcji in vitro (a częściowo także in vivo) polega na wzmacnianiu 
oddziaływania SL1 z promotorem [44]. Odmiennie jest w przypadku ekstraktów z 
komórek ludzkich [4,37] i Xenopus laevis [63]. W ykazano, że u tych gatunków SL1 
samodzielnie nie tworzy funkcjonalnego kompleksu z promotorem (być może nawet 
nie wiąże się samodzielnie z DNA) [4,37,63], a bez UBF poziom podstawowy 
transkrypcji jest niski [37] lub niemal zerowy [63]. W ysunięto hipotezę, że u człowie­
ka i Xenopus laevis, UBF jest niezbędny dla transkrypcji in vitro, a jego funkcja 
polega prawdopodobnie na zakotwiczaniu czynnika SL1 na promotorze, w wyniku 
czego tworzy się trwały, funkcjonalny kompleks.

W ydaje się, że w cząsteczce UBF wszystkie fragmenty są istotne z punktu widzenia 
aktywności transkrypcyjnej. Delecja którejkolwiek z trzech pierwszych domen HMG 
box w xUBF znosi całkowicie aktywność transkrypcyjną in vitro, natomiast utrata 
domen 4 i 5 (łącznie) zmniejsza ją  dwukrotnie [62]. Duplikacja jednej z domen 
również znosi aktywność transkrypcyjną. Kolejnym fragmentem niezbędnym dla 
prawidłowego funkcjonowania UBF jest domena dimeryzacyjna. U Xenopus laevis 
wszelkie mutacje, które interferują z dimeryzacją, całkowicie pozbawiają UBF aktyw­
ności [62]. Co ciekawe delecja odcinka rozdzielającego motyw dimeryzacyjny rów­
nież znosi aktywność transkrypcyjną, mimo że nie upośledza zdolności do dime-

http://rcin.org.pl



84 G. WILCZYŃSKI

ryzacji. Natomiast utrata całego końca karboksylowego cząsteczki (do granicy z 
ostatnią domeną HMG box) powoduje u płazów czterokrotne obniżenie aktywności 
transkrypcyjnej [62], a u ssaków znosi ją  całkowicie [115].

N ie stwierdzono prostej korelacji pomiędzy wiązaniem z DNA a aktywnością 
transkrypcyjną. Mysi UBF2, naturalny mutant pozbawiony fragmentu HM G box 2, 
który jest praktycznie nieaktywny, w transkrypcji in vitro i in vivo oddziałuje znacznie 
słabiej z homologicznym promotorem i wzmacniaczami [47]. Rekombinowany 
xUBF, pozbawiony jednej z domen HMG lub tylko motywu dimeryzacyjnego, 
chociaż nieaktywny transkrypcyjnie, wiąże się prawie tak samo dobrze z prom otorem  
jak  naturalny UBF [62]. Powyższe obserwacje sugerują, że wiązanie z DNA jest 
warunkiem  koniecznym, ale nie wystarczającym dla prawidłowej inicjacji transkry­
pcji. Podkreślają one również znaczenie prawidłowej konformacji UBF, to znaczy 
zachowania układu domen i zdolności do tworzenia dimerów. M ożna przypuszczać, 
że inicjacja transkrypcji wymaga wzajemnego dopasowania się czynnika białkowego 
i prom otora w kompleks o unikatowym kształcie przestrzennym, do czego niezbędne 
jest współdziałanie różnych elementów cząsteczki UBF [49].

Przypuszcza się, że niektóre fragmenty UBF bezpośrednio oddziały wują z innymi 
składnikami aparatu tran skry pcyjnego polimerazy I. Taką funkcję przypisuje się 
fragm entowi C-końcowemu, który ze względu na silny ładunek ujemny miałby wiązać 
się z dodatnio naładowaną cząsteczką SL1 [37]. Z kolei domeny HMG (u myszy) 
uczestniczą w odziaływaniu z podjednostką RNA polimerazy I o masie 62 kD [90]. 
Stwierdzono, że do wiązania z podjednostką enzymu niezbędne jest zachowanie 
przynajm niej dwóch HMG box, natomiast fragmenty N- i C-końcowy są zbędne [90]. 
Mysi UBF oddziałuje również z podjednostką o masie 34,5 kD RNA polimerazy I 
drożdży oraz, co zupełnie nieoczekiwane, z podjednostką o masie 53 kD RNA 
polimerazy III tych organizmów.

Pewne dane wskazują, że UBF może odgrywać istotną rolę w regulacji transkrypcji 
rDNA. W ykazano, że aktywność czynnika jest znacznie wyższa w komórkach inten­
sywnie dzielących się niż w komórkach znajdujących się w fazie stacjonarnej [115], 
Efekt ten może być, przynajmniej częściowo, wynikiem fosforylacji końca karboksy­
lowego UBF przez kinazę kazeinową II [115], Na sumaryczną aktywność transkry­
pcyjną UBF może również wpływać stosunek pomiędzy UBF1 (aktywnym) a UBF2 
(nieaktywnym). W komórkach ssaków znajdujących się w fazie stacjonarnej (linie 
NIH3T3 i M H134 myszy) ilość mRNA UBF1 jest niemal dwukrotnie m niejsza niż 
m RNA UBF2 [33]. W wyniku stymulacji podziałów ilości mRNA obu czynników 
w yrów nują się. W normalnych tkankach mysich stosunek mRNA UBF1/ mRNA 
UBF2 zawiera się w granicach od 0,2 dla płuc do 0,91 dla trzustki. W mózgu wartość 
ta wynosi 0,86 [33]. U płazów zawartość poszczególnych form UBF jest różna w 
różnych tkankach i zmienia się w kolejnych stadiach rozwoju zarodkowego [27], 
Znaczenie tego jest obecnie niejasne, gdyż nie wiadomo, jakie są różnice funkcjonalne 
pomiędzy poszczególnymi wariantami UBF u płazów.
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2.2. SL1

W ekstraktach komórek kręgowców zidentyfikowano frakcję, która u różnych 
gatunków charakteryzuje się podobnymi właściwościami fizykochemicznymi (m.in. 
elucja z kolumn heparynowych przy stężeniu KC1 ok. 600 nM.) i jest niezbędna dla 
transkrypcji rDNA in vitro [87]. Czynnik ten został nazwany SL1 u człowieka [4] i 
szczura [95], TIF-IB [87] lub czynnikiem D [97] u myszy, a R ibl u Xenopus laevis 
[63], W  niniejszym opracowaniu będzie on określany jako SL1. Czynnik SL1 jest 
uważany, przynajmniej u ssaków, za główny składnik odpowiedzialny za selektyw­
ność gatunkową aparatu transkrypcyjnego RNA polimerazy I [82]. Oddziaływanie 
czynnika SL1 z DNA i z UBF jest ciągle zagadnieniem kontrowersyjnym (patrz 
podrozdział 2.1.3).

W komórkach ssaków czynnik SL1 jest kompleksem kilku polipeptydów o łącznej 
masie 200-250 kD [9,16], Jednym ze składników tego kompleksu jest białko wiążące 
sekwencję TATA, czyli TBP (ang. TATA binding protein) o masie 38 kD [9,16]. TBP 
zostało początkowo scharakteryzowane jako składnik czynnika TFII-D, który jest 
jednym  z podstawowych czynników transkrypcyjnych polimerazy II [24,31]. Se­
kwencja TATA występuje w pozycji ok. -3 0  (względem punktu startu transkrypcji: 
+ 1), w promotorach wielu genów kodujących białka [24,31]. Obecnie wiadomo, że 
TBP jest wspólnym elementem aparatu transkrypcyjnego wszystkich trzech polimeraz 
RNA, u wszystkich dotychczas zbadanych organizmów eukariotycznych [23,24]. 
Oprócz S L 1 i TFIID, TBP wchodzi w skład czynnika TFIIIB polimerazy III i czynnika 
SNAPC, który współdziała z polimerazą III i II. W e wszystkich powyższych przypad­
kach TBP jest związane z kilkoma polipeptydarni: tzw. TAF (ang. TATA binding 
protein associated factor) [23,24]. SL1 zawiera 3 TAF, których masy cząsteczkowe 
wynoszą u człowieka 48,63 i 1 lOkD [9], a u myszy 48,68 i 95 kD [16]. Dwa mniejsze 
TAF u obu gatunków są podobne. Wydaje się, że to one a nie TBP mogą być 
odpowiedzialne za wiązanie się SL1 z promotorem [82], Wszystkie trzy polipeptydy 
są prawdopodobnie specyficzne dla SL1 [16]. Liczba cząsteczek SL1 w komórce 
wynosi w przybliżeniu 500 [16]. Model struktury czynnika SL1 został potwierdzony 
poprzez rekonstrukcję w pełni funkcjonalnej frakcji SL1, przy użyciu rekombino- 
wanego TBP i wysoko oczyszczonych TAF [9,16].

2 .3 . T R A N S K R Y P C JA  IN  S IT U

Transkrypcję in situ można badać pośrednio: poprzez lokalizację rDNA, pre-rR- 
NA lub polimerazy I i związanych z nią białek, albo bezpośrednio: poprzez detekcję 
znakowanych nukleotydów wbudowywanych do pre-rRNA. Do niedawna jedyną 
bezpośrednią metodą była autoradiografia [20]. Na podstawie wyników uzyskanych 
za pomocą metod pośrednich (tradycyjne techniki cytochemiczne) oraz autoradiogra- 
fii przyjęto model, według którego miejscem syntezy pre-rRNA jest DFC [20]. Wobec 
niskiej rozdzielczości autoradiograf ii, powyższy pogląd był w ostatnich latach inten­
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sywnie weryfikowany za pomocą nowych, dokładniejszych metod. Wyniki ekspery­
mentów nadal nie rozstrzygają jednak definitywnie, który z trzech najbardziej pra­
wdopodobnych modeli jest właściwy: według pierwszego transkrypcja zachodzi w 
FC, według drugiego w DFC, natomiast według trzeciego na pograniczu tych dwóch 
składników. Obszerną dyskusję innych, teoretycznie możliwych scenariuszy można 
znaleźć w [41].

2.3.1. LOKALIZACJA rRNA

Nowa m etoda cytochemiczna służąca do wykrywania RNA na poziomie ultrastru- 
kturalnym polega na zastosowaniu transferazy nukleotydów poliadenylowych (PnT) 
[104]. Opiera się ona na podobnej zasadzie co metoda z TdT służąca do lokalizacji 
DNA (patrz podrozdział 1.1). Podstawową różnicą pomiędzy tymi metodami jest 
użycie odmiennych enzymów, modyfikujących odpowiednio wolne końce RNA albo 
DNA. Transferaza nukleotydów poliadenylowych dodaje biotynylowany ATP do 
wolnych końców łańcuchów RNA. Za pomocą powyższej techniki wykazano, w 
komórkach raka Ehrlicha i w komórkach HeLa, obecność RNA we wszystkich 
składnikach jąderka (z wyjątkiem chromatyny) [104]. Podobne wyniki uzyskano 
badając ludzkie komórki Sertoliego [103]. W tych ostatnich gęstości znakowania nad 
FC i DFC były podobne i w przybliżeniu dwukrotnie większe niż nad GC. Obraz 
identyczny jakościowo, jak  za pomocą poprzedniej metody, uzyskano w komórkach 
raka Ehrlicha przy użyciu przeciwciał monoklonalnych przeciw RNA, w dwustopnio­
wej immunocytochemii z przeciwciałami znakowanymi złotem koloidalnym [104].

Swoiste wykrywanie rRNA jest możliwe dzięki hybrydyzacji in situ. Za pomocą 
powyższej metody stwierdzono, że w komórkach raka Ehrlicha [104,107], w kom ór­
kach 3T3 oraz w komórkach HeLa [74,76] rRNA występuje w GC, DFC oraz w FC. 
W zależności od typu komórki, metodyki oraz zastosowanej sondy, rRNA zlokalizo­
wano albo wyłącznie na obrzeżach [74,76,107], albo zarówno na obrzeżach jak  i 
wewnątrz ośrodków włóknistych (FC) [104], Wydaje się, że na wyniki hybrydyzacji 
nad FC może mieć wpływ sposób znakowania sondy [104], Niewielkie ilości rRNA 
wykryto także w nukleoplazmie [104,107]. Zastosowanie kilku sond, kom plem entar­
nych do różnych fragmentów w obrębie pre-rRNA (w tym również do odcinków 
usuwanych w procesie dojrzewania rRNA), umożliwia badanie ultrastrukturalnej 
lokalizacji kolejnych etapów obróbki pierwotnego transkryptu [74,76]. Przy interpre­
tacji wyników takich eksperymentów należy uwzględnić fakt, że uzyskana w danym 
miejscu gęstość znakowania zależy nie tylko od stężenia pre-rRNA, lecz także od 
jego dostępności dla hybrydyzacji z sondą oraz od tzw. potencjału znakowania danej 
sondy [74], Potencjał znakowania jest proporcjonalny do liczby biotynylowanych 
nukleotydów w odcinku sondy komplementarnym do docelowego pre-rRNA. Dlate­
go, nawet przy założeniu jednakowej dostępności, stosunek gęstości znakowania 
dwóch różnych rodzajów pre-rRNA nie jest równy stosunkowi ich stężeń, jeżeli 
potencjały znakowania odpowiednich sond są różne [74]. Wyniki hybrydyzacji in situ, 
w komórkach HeLa [74,76] i w komórkach 3T3 [76], przy użyciu sond kom plem en­
tarnych do 28S, 18S oraz do 5 ’ETS, 5TTS i 3TTS są zgodne (po analizie uwzględ­
niającej przytoczone wyżej zastrzeżenia) z modelem, według którego DFC (a być
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może także brzeg FC) zawiera rosnące transkrypty oraz pre-rRNA na wczesnych 
etapach obróbki, natomiast GC jest miejscem dalszych etapów obróbki pre-rRNA 
[74,76]. W yniki te potwierdzają również pogląd (oparty na wynikach badań bioche­
micznych), że w stanie równowagi w jąderku jest znacznie więcej 28S niż 18S rRNA.

2.3.2. LOKALIZACJA RNA POLIMERAZY 1 1 UBF

Najbardziej powszechną metodą lokalizacji białek związanych z transkrypcją na 
poziomie ultrastrukturalny m jest immunocy tochemia z zastosowaniem złota koloidal­
nego [14]. Specyficzne przeciwciała (względem polimerazy I albo UBF) uzyskuje się 
zwykle poprzez immunizację zwierząt laboratoryjnych albo z surowic ludzi chorych 
na niektóre choroby autoimmunologiczne, głównie sklerodermię [77,79,81]. Za po­
m ocą immunolokalizacji stwierdzono, że w hepatocytach szczura polimeraza I wy­
stępuje niemal wyłącznie w ośrodkach włóknistych [79]. Nieco inny obraz uzyskano 
w komórkach nowotworowych: HeLa oraz w szczurzych liniach PC 12 i RV [77]. 
Obecność polimerazy stwierdzono w nich głównie w FC i w mniejszym stopniu także 
w DFC. Inny ważny składnik aparatu transkrypcyjnego polimerazy I, czynnik UBF, 
występuje zarówno w obrębie FC, jak i DFC w kurzych chondrocytach, komórkach 
PTK1 i TG [81]. W czesne doniesienia o występowaniu polimerazy I wyłącznie w FC 
stanowiły poważny argument wspierający model transkrypcji wewnątrz tego skład­
nika. Badania immunocytochemiczne nie mówią jednak nic o aktywności białek. 
Obecnie nie wydaje się, aby powyższe wyniki miały decydujące znaczenie w kwestii 
lokalizacji transkrypcji.

2.3.3. METODY BEZPOŚREDNIE

Poważną wadą autoradiografii, jako bezpośredniej metody lokalizacji transkrypcji, 
jest niska rozdzielczość otrzymywanych obrazów. Rozmiary struktur wewnątrzjąder- 
kowych (FC,DFC) są tego samego rzędu wielkości co długość drogi cząstek, powsta­
łych w wyniku rozpadu promieniotwórczego, w emulsji. Co więcej, stosowane czasy 
inkubacji komórek ze znakowanymi prekursorami nukleotydów (2 -6  min) są zbliżone 
do czasu syntezy cząsteczki pre-rRNA [14], Oznacza to że rozmieszczenie znacznika 
może odpowiadać zarówno miejscom transkrypcji, jak  i miejscom akumulacji nowo 
zsyntetyzowanych transkryptów. Ostatnio podjęto próby przezwyciężenia wyżej wy­
mienionych ograniczeń przez zastosowanie znaczników nieizotopowych: BrUTP lub 
bromourydyny, wykrywanych za pomocą immunocytochemii na skrawkach ultra- 
cienkich [15,34]. Technika ta zapewnia znacznie lepszą rozdzielczość niż autoradio- 
grafia (średnica ziaren złota koloidalnego, którymi znakowane są przeciwciała 
wynosi 5 -10  nm). Tempo transkrypcji w obecności nukleotydów znakowanych 
nieizotopowo jest ponad dwukrotnie mniejsze niż w warunkach naturalnych [34]. 
Zatem przy krótkich czasach inkubacji (1-5 minut [15,34]) uważa się, że dystrybu­
cja znacznika będzie odzwierciedlać raczej miejsca transkrypcji niż akumulacji pre- 
rRNA. BrUTP jest lepszym znacznikiem niż bromourydyna, gdyż po dyfuzji do 
komórki może być natychmiast wykorzystywany w procesie transkrypcji. Niestety, 
w normalnych warunkach błona komórkowa jest praktycznie nieprzepuszczalna dla
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trójfosforanów nukleozydów. Dlatego aby zwiększyć tempo pobierania BrUTP, ko­
mórki poddaje się działaniu streptolizyny O, która tworzy w błonie komórkowej pory, 
przez które związek ten może swobodnie dyfundować [15,34], W odpowiednio 
dobranym  środowisku, komórki poddane działaniu streptolizyny zachowują zdolność 
do syntezy kwasów nukleinowych. Jednocześnie ultrastruktura jądra komórkowego 
(a zw łaszcza jąderka) jest dość dobrze zachowana. Zastosowanie powyższej metody 
na komórkach HeLa przez dwie grupy badaczy dało częściowo podobne wyniki. Przy 
krótkich czasach inkubacji występowanie znacznika stwierdzono w DFC i na obrze­
żach ośrodków włóknistych [15] albo niemal wyłącznie w DFC [34]. Charakterysty­
czną cechą otrzymanych obrazów, w obu eksperymentach, była nierównomierna 
dystrybucja (drobne skupienia) ziaren złota koloidalnego. W edług jednych badaczy, 
ich własne wyniki potwierdzają lokalizację transkrypcji (lub przynajmniej inicjacji 
transkrypcji) na pograniczu DFC i FC [15], natomiast według innych stanowią dowód 
na to, że wyłącznie DFC jest miejscem syntezy pre-rRNA [34]. Ci ostatni wiążą to z 
modelem, w którym gęsty składnik włóknisty jest w istocie nicią rDNA wraz z 
rosnącymi transkryptami, wędrującą po powierzchni ośrodka włóknistego, gdzie 
zlokalizowane są nieruchome cząsteczki polimerazy [34]. W edług tego modelu, FC 
stanowiłoby magazyn polimerazy i czynników transkrypcyjnych oraz wewnętrzne 
rusztowanie jąderka. Dyskusja powyższego modelu w świetle wyników badań bio­
chem icznych jest zawarta w [10].

3. OBRÓBKA pre-rRNA

Form owanie się podjednostek rybosomów rozpoczyna się jeszcze przed zakończe­
niem transkrypcji [28]. Jednym z elementów tego procesu jest intensywna obróbka 
pre-rRNA:

1) W  specyficznych miejscach łańcucha dochodzi do metylacji i pseudourydylacji 
nukleotydów [28]. Uważa się, że modyfikacje te poprzedzają dalsze etapy obróbki. 
Prawdopodobnie są one niezbędne dla utworzenia prawidłowej konformacji pre- 
rRNA lub dla wiązania z białkami.

2) W  wyniku serii cięć endonukleolitycznych w obrębie pierwotnego transkryptu 
zostają uwolnione dojrzałe cząsteczki rRNA, a pozostałe odcinki ulegają degradacji 
[28,29,30,84], W ydaje się, że sekwencja cięć jest podobna u wszystkich kręgowców 
(rys. 4). Alternatywne drogi obróbki mogą współistnieć u jednego osobnika, a nawet 
w pojedynczej komórce [28,84],

M echanizmy obróbki pre-rRNA są słabo poznane. W ydaje się, że podobnie jak  w 
obróbce pre-mRNA [61], w procesie tym zaangażowane są małe cząsteczki RNA: 
snRNA (ang. small nuclear RNA). Rolę tę przypisuje się snRNA zlokalizowanym w 
jąderku [17,18] (tab. 1). Do chwili obecnej, w komórkach kręgowców, zidentyfikowa­
no kilkanaście jąderkowych snRNA (tab. 1). Ich długość wynosi od kilkudziesięciu 
do ponad dwustu nukleotydów, a liczba w komórce zawiera się w granicach od tysiąca 
do kilkuset tysięcy. Jąderkowe snRNA tworzą kompleksy z białkam i: cząstki rybonu- 
kleoproteinowe (ang. small nuclear rihonucleoprotein particie, snRNP) o stałej sedy­
mentacji 10-90 S [17,18]. Ewolucyjnie konserwatywne białko: fibry lary na [1], wy-
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Rys. 4. Schemat obróbki pre-rRNA w komórkach HeLa (wg [29], zmodyfikowany); strzałki wskazują 
miejsca cięć endonukleolitycznych; zaznaczono kolejność trzech pierwszych cięć; w niektórych typach 
komórek cięcie na pograniczu 18S i 5’ITS (w 41S lub jego odpowiedniku) poprzedza cięcie na pograniczu 
5 ’ITS i 5,8S [28,84]; niektóre miejsca nie pokrywają się z granicami dojrzałych cząsteczek rRNA 

(odpowiednie prekursory muszą być dodatkowo przycinane) [29,30]

stępuje w kilku różnych snRNP (tab. 1). Jąderkowe snRNA mogą być kodowane przez 
oddzielne geny i syntetyzowane przez polimerazę II (U3, U8, U l 3) lub polimerazę III 
(7-2/M RP) [17], mogą być również kodowane w intronach genów białek (patrz 
niżej). Te trzy grupy snRNA mają różną strukturę końca 5’ cząsteczki: grupa pierwsza 
2,2,7-trimetyloguanozynę, 7-2/M RP trójfosfonukleotyd, grupa trzecia monofosfonu- 
kleotyd [17]. Bezpośrednie dowody na udział dwóch snRNA: U3 i U8 w obróbce 
pre-rRNA u kręgowców istnieją dopiero od niedawna (patrz niżej). W yjątkową 
pozycję wśród jąderkowych snRNA zajmuje 7-2/MRP (związane z antygenem To, o

TABELA 1. Jąderkowe snRNA; dane dotyczą snRNA człowieka z wyjątkiem U 14 (mysz) oraz U l6 i
U 18 (Xenopus laevis)', dotyczy jednej z form molekularnych; bd, brak danych

RNA Długość
[nt]

Liczba
kopii
w komórce

box Wiązanie
fibrylaryny

Źródło

U3 217 2 1 05 A,B,C,C’,D + [68,78,96]
U8 136 4 1 04 C,D + [113]
U13 105 104 C,D + [113]
U14 87 2 1 04 C,D + [52,96]
U15 1481 1-3 104 C \D + [112]
U16 106 bd C,D + [19]
U17/E1 2071 103 - - [43,83]
U18 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]
7-2/M RP 268 3 1 04 - - [17,22]
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masie 40 kD [119]), gdyż występuje ono również poza jądrem  komórkowym: w 
mitochondriach [22,51]. Przypuszcza się, że 7-2/MRP bierze udział w replikacji 
m itochondrialnego DNA [17]. Funkcja 7-2/MRP w jąderku, podobnie jak  funkcja 
pozostałych jąderkowych snRNA u kręgowców, pozostaje nieznana. Więcej wiadomo 
o roli tych cząsteczek u drożdży, w związku z możliwością stosunkowo łatwego 
wykonywania manipulacji genetycznych w tych organizmach. Informacje na ten 
temat podano w pracach przeglądowych [17,18,58].

3.1. U3 snRNA
U3 jest głównym pod względem liczby cząsteczek, najlepiej zbadanym snRNA. 

W ielkość cząsteczki U3 snRNA u różnych organizmów waha się w granicach 206-228 
nukleotydów [17] (u człowieka 217 [68]). Geny U3 snRNA występują w wielu 
kopiach, kodujących jedną lub kilka odmian molekularnych [59,118]. W komórkach 
ludzkich występuje tylko jeden rodzaj U3 snRNA [118]. Całkowita liczba genów U3 
snRNA u człowieka nie jest znana. Dotychczas zidentyfikowano 4 funkcjonalne geny 
(występujące na chromosomie 17 [60]) oraz kilka pseudogenów [118]. Analiza 
sekwencji nukleotydowych U3 snRNA różnych gatunków wykazała istnienie pięciu 
konserwatywnych odcinków (ang. box), oznaczonych A ,B,C ,C’ i D (rys. 5) [36, 
38,112]. Box A i B są specyficzne dla U3 snRNA, natomiast box C (lub C )  i D 
występują również w innych jąderkowych snRNA (tab. 1). Analiza dostępności 
poszczególnych fragmentów cząsteczki U3 dla modyfikacji kowalencyjnych lub dla 
trawienia rybonukleazami pozwoliła na opracowanie modelu jej Il-rzędowej struktury 
w komórkach człowieka (rys. 5) [68] i Xenopus laevis [38]. Podobną (choć nie 
identyczną) strukturę Il-rzędową przewidziano dla U3 snRNA u innych gatunków 
opierając się na wynikach modelowania komputerowego [17,68].

U3 tworzy z białkami kompleksy wyższego rzędu, o stałej sedymentacji ok. 15S i 
70S [113], Dotychczas zidentyfikowano 9 białek wchodzących w skład tych kom ple­
ksów. Są to białka o masach: 74, 59, 55, 50, 36 (fibrylaryna), 30, 15, 13 i 12,5 kD 
[53,68]. Białka o masach 74 i 59 kD to fosfoproteiny [68]. W ydaje się, że fibrylaryna 
oraz białka 74, 59, 30 ,13 i 12,5 kD są słabo związane z U3 snRNA (prawdopodobnie 
pośrednio), gdyż oddysocjowują od niego w pod działaniem roztworów o dużym 
stężeniu soli (300 mM NaCl) [53,68,113]. W przeciwieństwie do nich białka 55, 50 i 
15 kD pozostają związane z U3 snRNA nawet wtedy, gdy stężenie NaCl w roztworze 
sięga 500 mM [53]. Sugeruje to istnienie stosunkowo silnych oddziaływań (prawdo­
podobnie bezpośrednich) pomiędzy tymi białkami a RNA. Na podstawie różnic w 
dostępności nukleotydów dla trawienia enzymatycznego lub kowalencyjnych mody­
fikacji, jakie występują pomiędzy "nagim" U3 snRNA a U3 snRNP oraz na podstawie 
badań rekombinowanych cząsteczek U3 zlokalizowano przypuszczalne miejsca in­
terakcji U3 snRNA z białkami [3,68]. Miejsce wiązania z fibrylaryną znajduje się 
prawdopodobnie pomiędzy pozycją 79 a 204 ludzkiego U3 (box B ,C’ ,C)[3]. Fragment 
5 ’ zawierający m.in. box A oraz fragment 3 ’ zawierający box D nie biorą udziału w 
wiązaniu fibry laryny. Zamiana nawet jednego nukleotydu w obrębie box C pozbawia 
U3 snRNA zdolności do wiązania fibrylaryny. Nie jest jasne, czy interakcja pomiędzy 
U3 a fibrylaryną jest bezpośrednia, czy też odbywa się za pośrednictwem innego
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Rys. 5. Schemat struktury drugorzędowej ludzkich cząsteczek U3 i U8 snRNA (wg [113], zmodyfiko­
wany); zaznaczono domeny konserwatywne

białka. Podobne eksperymenty z białkiem o masie 55 kD wskazują, że do jego 
wiązania niezbędna jest obecność w cząsteczce U3 snRNA odcinka pomiędzy 
nukleotydem  97 a 204, zawierającego box B i box C [53],

W  cząsteczce U3 snRNA wykryto szereg odcinków komplementarnych do frag­
mentów pre-rRNA [68,78]. Na tej podstawie wysunięto przypuszczenia co do udziału 
U3 snRNP w różnych etapach obróbki pierwotnego transkryptu [68,78]. Znaczenie 
tych obserwacji jest niejasne, gdyż niektóre z rozpatrywanych odcinków wydają się 
być trudno dostępne dla interakcji z pre-rRNA, ze względu na oddziaływania z 
białkam i lub udział w tworzeniu fragmentów dwuniciowych [68,78].
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Przy użyciu specyficznych metod wykazano, że istotnie U3 snRNP bierze udział 
w obróbce pre-rRNA przynajmniej w dwóch miejscach: w obrębie 5 ’ETS oraz na 
pograniczu 5TTS i 5,8S rRNA.

Elim inacja U3 snRNA z ekstraktów S I00 (odtwarzających pierwszy etap obróbki 
pre-rRNA), za pomocą RNazy H i komplementarnych oligonukleotydów, blokuje 
cięcie pre-rRNA w obrębie 5 ’ETS w ekstraktach z komórek HeLa [42] i w ekstra­
ktach z komórek nerki Xenopus laevis [65], Specyficzne wiązanie się kompleksów 
zawierających U3 snRNA z 5 ’ETS in vitro, można wykazać za pomocą elektroforezy 
lub precypitacji z przeciwciałami przeciwko fibrylarynie. W iązanie się U3 z 5 ’ETS 
w sąsiedztwie miejsca obróbki wykazano również in vivo (w komórkach HeLa [57] i 
w komórkach wątrobiaka Novikoffa u szczura [100]) oraz in vitro (w ekstraktach z 
mysich komórek L I210 [111 ]), wykorzystując metodę tworzenia wiązań krzyżowych 
w miejscach interakcji cząsteczek kwasów nukleinowych, pod wpływem światła UV 
i przy udziale psoralenu. W cząsteczce U3 snRNA, w tworzeniu wiązań krzyżowych 
biorą udział nukleotydy znajdujące się w sąsiedztwie box A [100,111].

Podobnie jak z ekstraktów komórkowych, również z oocytów Xenopus laevis 
można wyeliminować (w ok. 80%) cząsteczki U3 snRNA (przy udziale endogennej 
RNazy H), wstrzykując komplementarne do nich oligonukleotydy do jądra kom órko­
wego oocytu. Powoduje to zaburzenia w obróbce pre-rRNA w oocycie wskazujące 
na udział U3 snRNA w cięciu pierwotnego transkryptu na pograniczu 5’ITS i 5,8S 
rRNA [84].

Ultrastrukturalna lokalizacja U3 snRNA została zbadana za pomocą hybrydyzacji 
in situ [75,76]. W komórkach HeLa oraz w mysich komórkach 3T3 U3 snRNA 
występuje niemal wyłącznie w jąderku (sygnał otrzymany znad nukleoplazmy był 
bardzo słaby, natomiast poza jądrem  komórkowym nie stwierdzono hybrydyzacji). 
Najw iększą gęstość znakowania zarejestrowano nad DFC i na pograniczu DFC z FC, 
m niejszą nad GC. W ewnątrz ośrodków włóknistych nie stwierdzono obecności U3. 
Biorąc pod uwagę, że objętość GC jest znacznie większa niż DFC (5 do 15 razy w 
obu typach komórek), ocenia się, że znaczna część jąderkowej puli U3 snRNA 
(prawdopodobnie ok. połowy) jest zawarta w GC. Fibrylaryna występuje głównie w 
DFC [75,76,77].

3.2. U8 snRNA
U8 snRNA zajmuje drugie miejsce pod względem liczby cząsteczek jąderkowych 

snRNA w komórce. Sekwencja U8 zawiera konserwatywne odcinki C i D [113]. 
Model Il-rzędowej struktury cząsteczki U8 snRNA oparty jest na symulacji kom pu­
terowej (rys. 5) [113]./nv/voU 8 snRNA tworzy z białkami dwa rodzaje kompleksów: 
o stałej sedymentacji 10S i 80S [113]. Skład białkowy tych kompleksów (poza 
fibrylaryną) nie jest znany.

Obecnie istnieją dane wskazujące na udział U8 snRNA w obróbce pre-rRNA. W 
pozbawionych U8 oocytach Xenopus laevis (w sposób analogiczny jak w opisanym 
powyżej doświadczeniu z U3 snRNA) ulega zahamowaniu powstawanie dojrzałych 
cząsteczek 5,8S oraz 28S rRNA, jak  również dochodzi do gromadzenia się niepra­
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widłowych prekursorów [69]. Efekty te sugerują, że przy braku U8 całkowicie 
zablokowane zostają cięcia na pograniczu 5,8S i 3’ITS oraz 28S i 3’ETS, natomiast 
obróbka na pograniczu 5 ’ITS i 5,8S jest w znacznym stopniu zahamowana.

3.3. GENY DLA JĄDERKOWYCh snRNA W INTRONACH GENÓW
BIAŁEK

W ystępowanie sekwencji kodujących cząsteczki jąderkowych snRNA wewnątrz 
intronów genów dla białek jest nowo odkrytym mechanizmem genetycznym. Introny 
zawierają zawsze po jednej pełnej sekwencji snRNA. Gen może kodować (w kilku 
intronach) różne warianty jednego rodzaju lub kilka rodzajów snR N A . W pierwszym 
przypadku poszczególne kopie różnią się nieznacznie. Nie jest pewne, czy wszystkie 
warianty ulegają ekspresji. W ostanich latach poznano szereg takich genów:

1) gen białka szoku cieplnego hsc70 u myszy, szczura i człowieka, w którym 
introny 5, 6 i 8 zawierają warianty U l4 snRNA [52];

2) ludzki gen białka rybosomalnego S3 (intron 1) kodujący jedną z dwóch odmian 
U15 [112];

3) gen kodujący rybosomalne białko LI w komórkach Xenopus laevis; intron 3 
zawiera sekwencję U l6 snRNA [19], natomiast introny 2,4,7,8 zawierają warianty 
U18 [73];

4) ludzki gen kodujący białko RCC1, które uczestniczy w regulacji cyklu kom ór­
kowego (funkcja RCC1 jest opisana w pracy przeglądowej [12]); gen ten, w intronach 
1 i 2, zawiera odcinki kodujące dwie odmiany U l7 snRNA (jedna z odmian U l7 
odpowiada prawdopodobnie E l snRNA [80,83]) [43];

5) gen nukleoliny, która jest głównym białkiem jąderkowym  w komórkach aktyw­
nie proliferujących [32,99]; u człowieka i u gryzoni, w intronie 11 tego genu, znajduje 
się sekwencja U20 snRNA [66,92]; dwa inne introny tego genu u wyżej w ym ienio­
nych gatunków zawierają konserwatywne (niehomologiczne w stosunku do siebie) 
sekwencje, które mogą stanowić geny dla dwóch jeszcze nie poznanych snRNA [92];

6) mysi gen czynnika inicjacji transkrypcji eIF-4A l; w intronie 8 tego genu 
znajduje się sekwencja homologiczna w 90% do E3 snRNA wyizolowanego z 
kom órek ludzkich [92].

Ponieważ wszystkie snRNA, dla których udowodniono, że są kodowane w intro­
nach, nie mają na końcu 5 ’ 2,2,7-metyloguanozyny, można przypuszczać, że inne 
znane snRNA nie mające 5 ’m3G (U l 9, E2, Y) także mogą być kodowane w intronach
[17]. W iększość genów zawierających sekwencje snRNA koduje białka związane z 
rybosomami lub jąderkiem  (z wyjątkiem RCC1). Biologiczne znaczenie tego faktu i 
jego ewentualny związek z regulacją biogenezy rybosomów lub regulacją cyklu 
kom órkowego pozostają nieznane. Wiadomo, że wymienione wyżej geny są inten­
sywnie transkrybowane. Być może jest to mechanizm zapewniający jąderkowym  
snRNA wysoki poziom ekspresji [96].
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M echanizm powstawania cząsteczek snRNA kodowanych w intronach genów dla 
białek nie jest znany. Dostępne dane sugerują, że cząsteczki te nie są niezależnie 
transkrybowane, lecz powstają poprzez wycięcie odpowiednich sekwencji podczas 
obróbki pre-mRNA. Nie został jednak całkowicie wykluczony alternatywny mecha­
nizm polegający na niezależnej transkrypcji intronowych snRNA.

Jednym z dowodów na to, że omawiane tu snRNA powstają podczas obróbki 
pre-mRNA (ang. splicing) jest fakt, że cząsteczki snRNA: U l4 [50], U l 6 [19] i U l 8 
[73] zostają dokładnie wycięte z odcinków RNA odpowiadających intronom i frag­
mentom sąsiednich egzonów, wstrzykniętych do jąder oocytów Xenopus laevis. 
Równocześnie łączone są ze sobą fragmenty egzonów. Podobne doświadczenie 
przeprowadzono in vitro (z U 17), w ekstrakcie z komórek HeLa [43], Proces wy­
cinania snRNA z substratu stanowiącego pre-mRNA może zachodzić w warunkach, 
w których normalna obróbka tego substratu (splicing) jest zablokowana. Cząsteczka 
snRNA jest wówczas jedynym  produktem takiego procesu [ 19,50] .W ycinanie małych 
cząsteczek RNA z intronów może być procesem konkurencyjnym w stosunku do 
formowania dojrzałego mRNA, tzn. z jednej cząsteczki pre-mRNA powstawałoby 
albo snRNA (1 cząsteczka lub więcej) albo mRNA [19]. Alternatywnie snRNA może 
powstawać z cząsteczki pre-mRNA równolegle z dojrzałym mRNA. Nie zidentyfi­
kowano dotychczas czynników biorących udział w wycinaniu snRNA. W yniki do­
świadczeń wskazują, że mogą to być zarówno enzymy endo-, jak  i egzonukleo- 
lityczne. Za przedstawionym powyżej mechanizmem powstawania snRNA świadczy 
również brak samodzielnej ekspresji genów U l6 (w formie plazmidów wstrzyknię­
tych do jąder oocytów Xenopus laevis [19]) i U l7 (in vitro [43]). W sąsiedztwie 
sekwencji U 17 snRNA nie stwierdzono wy stępowania jakichkolwiek znanych sygna­
łów transkrypcyjnych polimerazy II lub III [43].

Spośród przedstawionych w powyższym artykule kierunków badań nad ekspresją 
jąderkowych genów rRNA, najbardziej dynamicznie rozwijają się badania moleku­
larnych aspektów tego procesu. Zdaniem autora, w bliskiej przyszłości m ożna ocze­
kiwać m.in sklonowania innych niż UBF czynników transkrypcyjnych RNA 
polimerazy I, poznania mechanizmów regulacji transkrypcji oraz poznania m echani­
zmów obróbki pre-rRNA i roli, jaką odgrywają w niej jąderkowe snRNA. M ożna 
oczekiwać również wyizolowania nowych rodzajów jąderkowych snRNA. Badania 
ultrastrukturalnych aspektów biogenezy rybosomów przynoszą, jak  dotąd, w znacznej 
mierze wyniki niejednoznaczne. Trudno przewidzieć, czy przedstawione powyżej 
zagadnienia dotyczące rozmieszczenia rDNA czy lokalizacji transkrypcji znajdą w 
najbliższym czasie ostateczne rozwiązanie.
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