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WPROWADZENIE

W siédmym suplemencie Postepéw Biologii Komorki znajdg Panstwo sze$¢ ar-
tykutéw napisanych przez wyktadowcdw konferencji zatytutowanej "Mechanizmy
regulacji ekspresji genow eukariotycznych" zorganizowanej przez Zarzad Giowny
Polskiego Towarzystwa Anatomicznego, Zarzad Gtoéwny Polskiego Towarzystwa
Histochemikéw i Cytochemikéw oraz Redakcji Postepéw Biologii Komorki. Za-
gadnienia poruszone w artykutach stanowig tylko maty wycinek wiedzy na ten
temat i odzwierciedlajg przede wszystkim zainteresowania badawcze autoréw. Po-
nizszy zbidr artykutow nie powinien zatem by¢ traktowany jako préba catosciowego
przedstawienia problemu regulacji ekpresji genéw eukariotycznych, a jedynie jako
omowienie fragmentu tego zagadnienia.

Poziom ekspresji genéw u Eukaryota to nie tylko problem regulacji transkrypciji,
ale réwniez regulacji dojrzewania, transportu i stabilnoSci mMRNA, a takze syntezy,
modyfikacji potranslacyjnych, stabilnosci i degradacji biatek. | cho¢ inicjacja trans-
krypcji jest niewatpliwie kluczowym etapem, na ktérym dokonuje sie regulacja
ekspresji gendéw, to nalezy pamieta¢ o tym, ze obecno$¢ i aktywno$é biatek w
poszczegblnych typach komdrek i okresach zycia organizmu to efekt wieloetapowego
i ztozonego procesu. W procesie tym waznajest nie tylko szybko$¢ i ilos¢ tworzonego
transkryptu, dojrzewanie mRNA i synteza tancucha biatkowego, ale i tempo de-
gradacji kazdej z tych substancji. Stosowane przez autoréw stowo "ekspresja" nalezy
wiec traktowa¢ odpowiednio szeroko, nie tylko jako ekspresje genu zwigzang z
pojawianiem sie okreslonego transkryptu, ale jako sume wspomnianych powyzej
procesow. Ponadto okreslenie to jest odnoszone réwniez do sytuacji in vitro i od-
powiada np. syntezie gromadzacych sie w probéwce produktéw okre$lonego genu.

Zbiér artykutdw otwiera praca Andrzeja Jerzmanowskiego, w ktorej autor
opisuje, w jaki sposéb struktura chromatyny moze determinowac¢ ekspresje nie-
ktérych gendw. Nastepnie Jan Fronk przedstawia wptyw metylacji DNA na aktyw-
nos¢ transkrypcyjng niektorych obszarow genomu. Monika Puzianowska-Kuznicka
w swoim artykule opisuje jeden z popularnych modeli do wybranych badan regulacji
transkrypcji - Xenopus laevis. Jacek Kuznicki i Wiestawa Le$niak przedstawiajg
niektére mechanizmy regulacyjne odpowiedzialne za komérkowo specyficzng eks-
presje genow. Artykut Bozeny Kaminskiej dotyczy czynnikdw transkrypcyjnych,
ktérych aktywacja ulega zmianie w odpowiedzi na bodZzce zewnatrzkomdrkowe.
Zeszyt zamyka artykut Ewy Bartnik i Roberta Kucharskiego, w ktérym omawiajg
oni udziat Biatka Wiazacego TATA-box w aktywnosci eukariotycznej polimerazy
RNA.

Jerzy Kawiak, Jacek Kuznicki
W pazdzierniku 1996 r.
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STRUKTURA CHROMATYNY
A REGULACJA EKSPRESJI GENOW

CHROMATIN STRUCTURE
AND THE REGULATION OF GENE EXPRESSION

ANDRZEJ JERZMANOWSKI

Pracownia Biologii Molekularnej Roslin, Uniwersytet Warszawski
i Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa

Streszczenie. Obecno$¢ nukleosoméw w rejonach DNA zawierajgcych sekwencje regulatorowe promo-
toréw genéw stanowi przeszkode dla transkrypcji in vitro. Genetyczna i biochemiczna analiza mechani-
zmu transkrypcji in vivo wskazuje, ze integralnym skiadnikiem aparatu transkrypcyjnego sg wielkie
kompleksy biatkowe zdolne do reorganizacji strukturalnej nukleosoméw. Dotychczasowe dane o funkcji
histonu HI w regulacji transkrypcji wskazujg, ze nie petni on roli globalnego represora transkrypcji
bierze natomiast udziat w specyficznej regulacji niektérych genéw.

Stowa kluczowe: nukleosomy, transkrypcja

Summary. The presence of nucleosomes on DNA containing the regulatory sequences of gene promoters
impedes transcription in the in vitro systems. Genetic and biochemical analysis of the mechanism of
cellular transcription indicates that the transcriptional apparatus contains, as its integral element, the large
multiprotein complexes capable of inducing the structural reorganization of nucleosomes. Available data
on the transcriptional role of histone H 1 indicate that itis not a global transcriptional repressor but it may
specifically regulate certain types of genes.

Key words: nucleosomes, transcription

ARCHITEKTURA CHROMATYNY

W 1994 r. mineto dwadziescia lat od odkrycia nukleosomu (rys. 1), podstawowej
jednostki strukturalnej chromosoméw eukariotycznych [8]. Odkrycie to, datujace
sie jeszcze sprzed "ery biologii molekularnej”, byto punktem zwrotnym w badaniach
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chromatyny. Skomplikowane i na ogét niezbyt jasne modele przedstawiajace or-
ganizacje DNA i histonéw w chromosomach ustgpity miejsca prostemu i zrozu-
miatemu obrazowi identycznych paciorkéw na sznurku. Paciorkami sg oczywiscie
nukleosomy, z ktérych kazdy w rzeczywistosci sktada sie z liczacego okoto 200
par zasad odcinka DNA owinietego blisko dwukrotnie wokét biatkowego rdzenia
utworzonego przez osiem czasteczek histonéw. W sktad biatkowego oktameru wcho-
dza po dwie czasteczki kazdego z czterech rodzajow histonéw: H2A, H2B, H3
i H4, zwanych histonami rdzeniowymi. DNA i oktamer histonowy tworzg czastke
rdzeniowg nukleosomu. Kompletny nukleosom zawiera jeszcze jedng czasteczke
biatka zaliczanego do rodziny histonéw. Jest to czasteczka histonu HI, zwanego
tez histonem tgcznikowym (ang. linker histone), poniewaz oddziatuje takze z DNA
taczacym czastki rdzeniowe sasiadujacych nukleosoméw. Utozenie HI w stosunku
do DNA jest zupetnie inne niz utozenie histonéw rdzeniowych. Lezy on na zewnatrz
czastki rdzeniowej w miejscu, w ktérym heliks DNA wchodzi i schodzi z powierzchni
biatkowego rdzenia. Takie utozenie czyni z HI kluczowy element stabilizujgcy
pozycje koncow DNA na powierzchni oktameru histonowego. Regularnos¢ budowy
nukleosomowych czastek rdzeniowych umozliwita uzyskanie preparatéw krysta-
licznych nadajacych sie do rentgenograficznej analizy strukturalnej. Dzieki temu
wiemy dzis$, ze rdzen histonowy jest trojczesciowy i sktada sie zdwdch heterodimerow
H2A-H2B przylegajacych z przeciwlegtych stron do centralnego tetrameru (H3-
H4)2 zbudowanego z dwoch heterodimeréw H3-H4. DNA moze sie owija¢ wokot
szpulki, jaka tworzy histonowy oktamer dzieki charakterystycznemu uksztattowaniu
powierzchni kompleksu biatkowego (rys. 1). Znajdujg sie na niej miejsca silnie
wigzace DNA, a takze regularnie rozmieszczone rowki i bruzdy utatwiajgce Sciste
przyleganie podwdjnego heliksu do powierzchni biatka. Powstawanie regularnej
struktury rdzenia biatkowego zwigzane jest ze zdolnoscig czasteczek histonéw rdze-
niowych do tworzenia heterodimeréw. Histony zawdzieczajgjg motywowi zwanemu
"zwinieciem histonowym" (ang. histonefold), ktéry umozliwia dwém czasteczkom
tworzacym heterodimer Sciste dopasowanie do siebie, podobne do dopasowania
dwadch dtoni w uscisku. Zwiniecie histonowe jest bardzo chrakterystycznym i kon-
serwowanym ewolucyjnie motywem przestrzennym. Wystepuje w czasteczkach hi-
stonéw pochodzacych z réznych organizmow i réznigcych sie od siebie znacznie
strukturg pierwszorzedowga. O znaczeniu ewolucyjnym tego motywu przestrzennego
Swiadczy fakt, ze zidentyfikowano go réwniez w histonopodobnych biatkach ar-
chebakterii. By¢ moze jest to jeden z najstarszych i najbardziej podstawowych
motywdéw umozliwiajacych dimeryzacje czasteczek biatek zasadowych i tworzenie
struktur stuzacych do organizacji przestrzennej DNA [1].

Motyw zwiniecia histonowego nie wystepuje jednak w czasteczce histonu HI.
Whbrew swojej nazwie zatem, HI nie nalezy do tej samej prastarej rodziny biatkowej
co histony rdzeniowe. Globulama cze$¢ HI zawiera za to domene przestrzenna,
ktéra jest uderzajgco podobna do domeny wigzacej sie z DNA czynnika trans-
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Rys. 1 Schemat utozenia DNA na powierzchni czastki rdzeniowej nukleosomu: gwiazdki oznaczaja
mutacje w czasteczkach histonéw rdzeniowych powodujace zniesienie efektéw mutacji w genach
Swi/Snf, na rysunku oznaczone zostaly N- i C-koricowe fragmenty czasteczek histonéw (wg [21])

krypcyjnego HNF-3 [12]. W czasteczkach obu biatek jest to wigzka trzech odcinkéw
a-helikalnych przytwierdzonych do antyréwnolegle przebiegajacych tancuchdéw po-
tréjnej (3-kartki. Nie wykluczone, ze HI jest blizej spokrewniony z czynnikami
transkrypcyjnymi niz z typowymi histonami.

Zarowno czasteczki histonéw rdzeniowych, jak i czasteczka HI, oprécz czesci
globulamej majg jeszcze stabo zestrukturalizowane "ogony". W histonach rdze-
niowych ogon stanowi N-koAcowy fragment czasteczki. W HI zaréwno N-, jak
i C-koricowe fragmenty peptydowe tworzg niezestrukturalizowane ogony. Utozenie
histonowych ogonéw w stosunku do DNA, podobnie jak ich funkcja w chromatynie,
sg wcigz stabo poznane.

W $rodowisku komérkowym, to jest w warunkach fizjologicznego, zewnatrzko-
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moérkowego stezenia soli, chromatyna nie wystepuje w postaci rozciagnietego
witokna nukleosomowego (paciorkéw na sznurku), lecz w postaci mniej lub bardziej
regularnych pateczkowatych struktur o grubosci okoto 30 nm, czyli okoto trzykrotnie
grubszych niz $rednica nukleosomu. Roéwniez w warunkach in vitro wzrost stezenia
soli w roztworze powoduje kondensacje preparatow chromatyny. Sposrod kilku
modeli thtumaczacych budowe i wiasciwosci wiokna 30 nm, najszerzej akceptowany
jest wcigz model "solenoidu” [Thoma i wsp. 16]. Wedtug tego modelu widkno
0 grubosci 30 nm powstaje na skutek spiralizacji podstawowego witdkna nukleo-
somowego w regularng pustg w $Srodku cewke (solenoid), w ktérej na jeden skok
spirali przypada 6 nukleosomdw. Jednak postulowana przez autoréw statos¢ pa-
rametrow solenoidu (grubos$¢, skok spirali, liczba nukleosomdw na skret) jest trudna
do pogodzenia z wieloma danymi doswiadczalnymi [20].

Wiekszos¢ chromatyny jadrowej wystepuje w postaci widkna 30 nm. W czasie
mitozy, atakze w silnie skondensowanych obszarach chromatyny interfazowej (hete-
rochromatynie) pojawiajg sie struktury jeszcze bardziej upakowane. Maksymalna
kondensacja osiagana jest w czasie mitozy, kiedy chromatyna przybiera postaé
widocznych pod mikroskopem S$wietlnym chromosomoéw metafazowych. Wspét-
czynnik upakowania DNA (stosunek catkowitej dtugosci DNA do dtugosci chro-
mosomu) wynosi wtedy okoto 10 000.

Przebieg kondensacji podstawowego widkna nukleosomowego pozostaje wcigz
niewyjasniony. W szczegélnosci nie wiadomo, jak utozony jest we widknie 30
nm histon HI, a takze jaka jest rola tego histonu w procesie powstawania struktur
jeszcze bardziej upakowanych.

Obraz architektury chromatyny nie bytby petny, gdyby nie wspomnie¢ o czyn-
nikach decydujacych o jej lokalnej r6znorodnosci. Mimo iz zbudowane wedtug
tej samej zasady, nukleosomy nie sg identyczne. Co do histondw, po pierwsze
u wiekszosci organizmoéw wykazuja one znaczng zmienno$¢ niealleliczng, np. u
ssakdw wjednej komorce moze wystepowac 6-9 réznych wariantéw sekwencyjnych
histonu HI, po drugie ulegajg w komdrce r6znorodnym modyfikacjom. Wydaje
sig, ze rozktad w chromatynie zaréwno wariantow sekwencyjnych, jak i mody-
fikowanych form histonéw jest nierownomierny. Co do DNA, r6zne jego sekwencje
réznig sie znacznie podatnoscig na zginanie. Zbyt duza sztywno$¢ podwdjnego
heliksu znacznie utrudnia owijanie siec DNA wokot oktameru histonowego. Z
drugiej strony, niektdre naturalnie wystepujace sekwencje DNA wykazujg wyrazng
preferencje do formowania nukleosomu. Zwykle, sekwencje takie stabilizujg nu-
kleosom w konkretnym miejscu DNA. Przejawem lokalnej r6znorodnosci struktu-
ralnej witokna nukleosomowego jest takze zmienna dtugos¢ tgcznikowego DNA.
W tej samej chromatynie czastki rdzeniowe sgsiadujgcych nukleosomow moga sie
znajdowac dalej lub blizej siebie [21].
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FUNKCJA CHROMATYNY

U bakterii, ktorych DNA wystepuje réwniez w postaci kompleksu nukleopro-
teinowego, nie wykryto histonéw ani regularnych struktur analogicznych do nu-
kleosomow. Rodzi to pytanie o funkcje nukleosoméw w komdrce eukariotycznej.

Kazda z komorek organizmu ludzkiego zawiera DNA diugosci okoto 2 metrdw.
Upakowanie takiej iloSci materiatu genetycznego w jadrze komoérkowym o Srednicy
3,4-20 |im niejest sprawg trywialng. Chodzi tu przy tym o upakowanie umozliwiajgce
nie tylko transkrypcje wybranych gendéw, lecz i replikacje catosci DNA oraz pre-
cyzyjny podziat materiatu genetycznego w trakcie mitozy i mejozy. Wprawdzie
nie wszystkie eukarionty zawierajg w swoich komérkach az tyle DNA co komérki
ludzkie, jednak zawartos¢ DNA w komodrkach organizméw eukariotycznych jest
og0lnie znacznie wyzsza niz w komdrkach bakterii. Trudno oprze¢ sie wrazeniu,
ze powstanie regularnej struktury nukleosomowej byto istotnym, jesli nie najwaz-
niejszym elementem adaptacji ewolucyjnej na poziomie molekularnym, ktéra umo-
zliwita kiedy$ eukariontom skokowe zwiekszenie zawartosci DNA. W$rdd biologow
zajmujacych sie chromosomami niktwprawdzie nie kwestionuje znaczeniapowyzszej
korelacji, mato kto jednak uwaza, ze rozwigzuje ona catkowicie problem funkcji
chromatyny (nie bez znaczenia jest tu fakt, ze wnioski dotyczace adaptacyjnego
znaczenia przesztych wydarzen ewolucyjnych trudno jest na og6t zweryfikowaé
doswiadczalnie). Problem, ktory mozna analizowa¢ do$wiadczalnie i ktéry stawia
sobie dzi$ wiekszos¢ z nas, od lat zajmujgcych sie chromatyna, dotyczy znaczenia
tej struktury w regulacji procesu transkrypcji.

TRANSKRYPCJA W KOMORCE EUKARIOTYCZNEJ

Badania prowadzone od kilku dziesiatkdw lat odstonity juz wiele tajemnic trans-
krypcji w komoérkach eukariotycznych. Wiemy przede wszystkim, ze w bezko-
madrkowych uktadach do transkrypcji in vitro oczyszczone do stanu homogennosci
czynniki transkrypcyjne sg w stanie prawidtowo rozpoznawac i wigzac sie z od-
powiednimi sekwencjami wzmacniajgcymi (enhancerami) DNA promotoréw euka-
riotycznych i stymulowac specyficzng transkrypcje przez polimeraze RNA 1l (poi
I1). Co decyduje o specyficznosci transkrypcji in vivo, w jadrze komorkowym,
gdzie matrycgjest chromatyna, a nie nagi DNA? Fakt ze konserwowany ewolucyjnie,
skomplikowany proces, jakim jest transkrypcjaeukariotyczna, mozna z zachowaniem
petnej specyficznosci odtworzy¢ w probdwce zawierajgcej nagi DNA, przekonywat
jeszcze do niedawna, ze o specyficznosci, a takze o regulacji procesu transkrypcji
decyduja te same czynniki, ktére dziatajg in vitro, czyli przede wszystkim biatkowe
aktywatory i czynniki transkrypcyjne oddziatujgce ze sktadnikami kompleksu po-
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pleksu polimerazy Il. Jednak dzisiaj coraz wiecej danych genetycznych i bioche-
micznych wskazuje, ze dodatkowy, wazny wptyw regulatorowy na przebieg procesu
transkrypcji maja elementy strukturalne chromatyny.

Minimalny zestaw wymagany do wiernej transkrypcji in vitro zawiera czynniki
transkrypcyjne: TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIF, TFIIH, polimeraze Il i w przypadku
niektérych uktadow in vitro, czynnik TFIIA (rys. 2). In vitro, pierwszym etapem
inicjacji transkrypcji jest przytaczenie sie TFIID do elementu TATA w DNA. TFIID
jest w istocie wielosktadnikowym kompleksem biatkowym ztozonym z wiazacego
sie z sekwencjg TATA biatka TBP (ang. TATA Binding Protein) i okoto 10 czynnikéw
okreslanych skrétem TAF (ang. TBP Associated Factor) zasocjowanych z TBP.
U wiekszosci badanych pod tym wzgledem organizméw (wyjatkiem sg drozdze)
kompleks TBP-czynniki TAF jest wyjatkowo stabilny. Przypuszczalnie wiasnie w
tej postaci TBP rozpoznaje sekwencje TATA iwigze sie z nig in vivo. Doswiadczenia
in vitro wskazuja, ze pozostajgce w kompleksie z TBP czynniki TAF sg gtownymi
elementami, z ktérymi oddziatujg domeny aktywujace specyficznych aktywatorow
zwigzanych z sekwencjami regulatorowymi enhanceréw (rys. 2) [17]. Aktywatory
te stymulujg takze tworzenie sie kompleksu miedzy TFIID, TFIIA i sekwencja
TATA. Utworzenie kompleksu miedzy TBP i zasocjowanymi z nim biatkami a
sekwencja TATA oraz dotgczenie aktywatoréw do sekwencji regulatorowych en-
hanceréw uzna¢ mozna za dwa kluczowe wydarzenia w inicjacji transkrypcji. Trze-
cim, nie mniej waznym, jest pojawienie sie¢ w miejscu startu transkrypcji holoenzymu

Rys. 2. Schemat inicjacji transkrypcji u eukariontéw (wg [15]): TATA - sekwencja TATA w DNA,

TBP - biatko wigzace sie z TATA (ang. TATA binding protein), TAF - czynniki okreslane tym skré-

tem (ang. TBP Associated Factor) , czynnikitranskrypcyjne Il: A, B, E, F, H (TFU), poili - polimera-
zaDNA' 1l
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polimerazy Il. Holoenzym poi Il podobnie jak TFIID jest wielosktadnikowym kom-
pleksem biatkowym. Zawiera wiekszos¢ sposréd tak zwanych podstawowych czyn-
nikéw transkrypcyjnych (TFIIB, TFIIF, TFIIH, TFIIE), zidentyfikowanych swego
czasu dzieki zastosowaniu uktadu do transkrypcji in vitro. Opr6cz nich zawiera
jednak wiele dodatkowych biatek, przede wszystkim z rodziny Srb (oznaczanych
indeksem od 2 do 11), a takze Galii, Sin4, Rgrl (rys. 2), ktérych nie udato sie
wykry¢ wylgcznie za pomocg badan nad transkrypcja in vitro. Zidentyfikowano
je dopiero dzieki analizie mutacji powodujacych réznorodne zaktdcenia transkrypcji
u drozdzy. Analiza tego rodzaju mutantow doprowadzita tez do wykazania, ze
polimeraza Il jest w istocie czescig ogromnego, wielosktadnikowego kompleksu,
ktérego biatka, np. z grupy Srb, moga by¢ celem specyficznych oddziatywan akty-
watorow transkrypcji [15].

TRANSKRYPCJA A HISTONY RDZENIOWE

Stwierdzono in vitro, ze potgczenie matrycowego DNA z histonami w chro-
matynie powaznie ogranicza dostep biatkowych regulatoréw transkrypcji do pro-
motoréw [15]. Represja spowodowana istnieniem chromatyny dotyka wprawdzie
genéw wszystkich rodzajéw, jednak jej zakres moze sie rézni¢ w zaleznosci od
pozycji, jakg zajmujg nukleosomy w stosunku do promotoréw, a takze od zdolnosci
TBP i aktywatorow do rozpoznawania i wigzania sie z DNA pozostajacym w kom-
pleksie z histonami. Wyniki, ktére otrzymano w ostatnich latach, wskazuja, ze
w komarkach eukariotycznych wystepujg czynniki, ktére sa zdolne do zmiany stru-
ktury nukleosomoéw i utatwiania transkrypcji na matrycach chromatynowych in
vitro. Klasycznym juz przyktadem takiego biatka jest kompleks SWI/SNF (nazwa
wymawiana switch/sniff). Pierwsze informacje o tym, ze w bezkomérkowych ekstra-
ktach uzywanych do przeprowadzania transkrypcji in vitro wystepuje aktywno$é
specyficznie zmieniajgca strukture chromatyny, pochodzity z laboratorium C. Wu
w USA, w ktédrym zajmowano sie badaniem transkrypcji genéw szoku cieplnego.
Okazato sie, ze dodanie czynnika transkrypcyjnego zwanego GAGA do matrycy
nukleosomowej zawierajgcej rozpoznawang przez ten czynnik sekwencje DNA pro-
wadzi, w obecnosci ekstraktu zkomaérek, do zmian w strukturze chromatyny. Wykryta
aktywno$¢ byta zalezna od egzogennego zrddta energii, obserwowano jg bowiem
wylgcznie w obecnosci ATP. Niedtugo pdzniej w laboratoriach C. Petersona i J.
Workmana w USA zidentyfikowano u drozdzy biatka, ktére mogty by¢ odpowie-
dzialne za typ aktywnos$ci opisany przez Wu i jego wspOtpracownikow [15].

Jeszcze zanim za pomocg metod biochemicznych wykazano istnienie aktywnosci
reorganizujacej nukleosomy, genetycy zajmujacy sie drozdzami mieli powody przy-
puszczaé, ze biatka kodowane przez geny Swi/Snf majg wiele wspélnego z trans-
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krypcja i z histonami. W grupie kilkunastu biatek kodowanych przez geny rodziny
Swi/Snf znajdowata sie zalezna od DNA ATPaza. Wylgczenie ktéregokolwiek z
gendéw Swi/Snf (operacja mozliwa do przeprowadzenia u drozdzy) powodowato
zahamowanie transkrypcji wielu innych gendw. Efekt ten byt odwracany przez
mutacje w genach histonow rdzeniowych (rys. 1). Nasuneto to przypuszczenie,
ze brak sprawnych biatek SWI/SNF uniemozliwia neutralizacje represji wynikajgcej
z odziatywan DNA-histony rdzeniowe. Podobienstwo efektéw fenotypowych be-
dacych nastepstwem zakidcenia ré6znych gendw Swi/Snfstanowito mocng przestanke,
ze produkty tych gendéw wspotdziataja ze soba, prawdopodobnie jako wielobiatkowy
kompleks. Dzisiaj wiemy, ze biatka SWI/SNF (jest ich kilkana$cie) sg skfadnikami
kolejnego wielkiego kompleksu wspotpracujacego z aparatem transkrypcyjnym.
Kompleks wykazuje aktywnos¢ zalezng od DNA ATPazy i w obecnosci ATP jest
w stanie dokonywac reorganizacji struktury nukleosoméw in vitro, ktéra utatwia
wigzanie aktywatorow transkrypcji oraz TBP do odpowiednich sekwencji DNA
znajdujacych sie w obrebie nukleosomoéow [3].

In vivo, kompleks SWI/SNF jest niezbedny do transkrypcji tylko niektdrych
genéw. Nie jest on niezbedny do wzrostu komorek. Mimo istniejgcych wczesniej
przestanek (jedno z biatek z rodziny SNF okazato sie identyczne z biatkiem G3
wchodzgcym w sktad czynnika transkrypcyjnego TFIIF) wiekszos¢ badaczy zaj-
mujacych sie chromatyng i transkrypcjg byta zaskoczona dokonanym w 1996 r.
przez Younga i wsp. odkryciem, ze kompleks SWI/SNF jest integralng czescia
holoenzymu poi Il i nadaje mu zdolno$¢ do reorganizacji nukleosomoéw [9]). Obe-
cno$¢ kompleksu SWI/SNF w holoenzymie poi Il rozwigzuje problem transportu
biatek SWI/SNF do odpowiednich promotoréw. Pojawia sie jednak nowa zagadka.
Trudno watpi¢, ze holoenzym poi Il bierze udziat w transkrypcji wszystkich genow
jadrowych. Jezeli kompleks SWI/SNF jest jego integralnym skiadnikiem, dlaczego
mutacje w SW/ZSTi/zakldcajg transkrypcje tylko niektorych, nie za$ wszystkich genow?
By¢ moze czeSciowej odpowiedzi na to pytanie dostarczajg ostatnie doniesienia
0 wykryciu kolejnych komplekséw biatkowych, takich jak NURF (Nucleosome
Remodelling Factor) z Drosophila, zdolnych dokonywaé reorganizacji nukleosomow
in vitro [9]. Czyzby r6zne geny wymagaty réznych czynnikéw rozluzniajgcych
nukleosomy?

Dodanie nowych elementéw do i tak juz niezmiernie ztozonego obrazu trans-
krypcji eukariotycznej obcigza wprawdzie dodatkowo pamie¢, rozwigzuje jednak
niejasng do tej pory kwestie inicjacji transkrypcji na DNA $cisle owinietym wokét
histonowego rdzenia nukleosomu.

Nie wspominam tu szerzej o biatkach o funkcji antagonistycznej w stosunku
do funkcji biatek SWI/SNF i ich analogéw. Biatka nalezace do rodziny Polycomb
u Drosophila, a takze biatka rodziny SIR u drozdzy dzialajg jako silne represory
transkrypcji, poniewaz indukuja stabilne struktury heterochromatynowe. W przy-
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padku biatek SIR wydaje sig, ze istotne znaczenie dla ich funkcji ma oddziatywanie
z niezestrukturalizowanymi fragmentami (ogonami) histonéw rdzeniowych [10].

TRANSKRYPCJA A HISTON HI

Nie wszystkie wiaSciwosci chromatyny wynikajg z oddziatywan DNA - histony
rdzeniowe. Jest jeszcze histon HI. Czy odgrywa on jaka$ role w modulacji trans-
krypcji? Wiele za tym przemawia.

Na poparcie tezy o istotnej roli HI w regulacji genéw przytacza sie zwykle
nastepujace argumenty:

1) In vitro HI wywiera wyrazny wptyw na proces zaleznej od stezenia soli
kondensacji i agregacji chromatyny (kazdy kto pracowat z chromatyna wie, ze
im mniej w niej HI, tym trudniej wytragca sie ona w punkcie krytycznym dla
agregacji, tj. w 0,14 M roztworze chlorku sodu).

2) HI taczy sie z DNA w spos6b kooperatywny. Raz zainicjowany proces od-
ktadania HI moze wiec przybiera¢ charakter lawinowy obejmujac znaczne obszary
DNA.

3) HI wystepuje w chromatynie w postaci co najmniej kilku wariantow se-
kwencyjnych, przy czym wydaje sig, ze rozklad wariantow nie jest catkowicie
przypadkowy. Przynajmniej niektore warianty roznig sie powinowactwem do DNA
i zdolnoscig do agregacji chromatyny in vitro.

4) HI ulega licznym modyfikacjom potranslacyjnym. Cykliczna fosforylacja i
defosforylalcja HI w trakcie cyklu komdrkowego (z maksimum fosforylacji przy-
padajgcym w metafazie mitozy) jest jednym z najbardziej spektakularnych, a jed-
noczesnie tajemniczych zjawisk molekularnych zachodzacych w trakcie podziatéw
komorkowych [4, 6, 19].

5) W poczatkowych etapach rozwoju u zwierzat nastepuje wymiana wczesnych
(zarodkowych) wariantéw HI na p6zne (doroste). Udokumentowano to szczegélnie
dobrze u szkartupni (jezowiec) i ptazéw (Xenopus).

6) Roznicowanie niektérych tkanek skorelowane jest w czasie z wymiang wa-
riantow HI. Klasycznym przyktadem jest dojrzewanie jadrzastych erytrocytéw u
ptakow, w trakcie ktdrego typowy somatyczny HI zastepowany jest przez inny,
bardziej zasadowy wariant zwany histonem H5 [19].

Dodany do ukfadu do transkrypcji in vitro HI dziata zwykle jako represor.
Jednak nie tatwo jest ustali¢, czy efekt ten odzwierciedla rzeczywistg funkcje HI
in vivo. Po pierwsze dlatego, ze bardzo trudno jest uzyska¢ zrekonstytuowang in
vitro chromatyne, w ktorej HI byiby prawidtowo utozony (z kolei uktady do re-
konstytucji zawierajgce bezkomorkowe ekstrakty z oocytow Xenopus lub zarodkow
Drosophila, ktére umozliwiajg odtworzenie w miare natywnej chromatyny, zawierajg
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takze dziesigtki dodatkowych czynnikow biatkowych o nieznanej funkcji.) Po drugie
dlatego, ze efekty HI w uktadach in vitro obserwuje sie zwykle dla stezen tego
biatka znacznie przekraczajacych jego stezenie fizjologiczne. Mimo tych zastrzezen,
jako roboczg hipoteze przyjmuje sie na ogdt, ze HI jest generalnym represorem
transkrypcji. Niestety, nie ma zadnych danych o tym, czy HI "postrzegany jest"
w podobny spos6b przez komérkowg maszynerie transkrypcyjng. Gdyby obecnos$¢
HI byta dla systemu transkrypcyjnego zawada (np. na skutek utrzymywania nu-
kleosoméw w postaci skondensowanego wtokna 30 nm lub strukturjeszcze wyzszego
rzedu), ktérej usuniecie wymaga dodatkowych czynnikow, HI mégtby by¢ do-
skonatym podtozem dla skutecznego systemu regulacji. Na przyktad warianty silniej
kondensujace chromatyne wprowadzane bytyby wtedy, gdy wymogi rozwoju lub
réznicowania dyktowatyby koniecznos¢ rozszerzenia lub wzmocnienia represji. W
mysl takiego scenariusza obecnosc takich, a nie innych wariantéw HI decydowataby
o skali globalnej represji w komorce, a tym samym w duzej mierze o globalnym
profilu transkrypcji. Mozna by sobie takze wyobrazi¢, ze rézne rejony chromatyny
sg w roznym stopniu wysycone H I. Wiadomo, ze w nukleosomach oprocz gtéwnego
miejsca wiazania H listnieje jeszcze co najmniej jedno miejsce dodatkowe. Poniewaz
w chromatynie najeden nukleosom przypada $rednio jedna czasteczka HI, wieksze
stezenie HI w pewnych rejonach musiatoby by¢ zrekompensowane przez jego brak
w innych. Pomijajac mechanizm zapewniajacy takie zréznicowanie, miatoby ono
zpewnoscig duzy wptyw na catkowity obraz transkrypcji. Zupetnie przeciwny poglad
zaktada, ze obecno$¢ HI nie jest powazng przeszkodg dla transkrypcji i regulacja
natym poziomie nie odgrywa zasadniczej roli w decydowaniu o globalnej aktywnosci
genéw. Oczywiscie, nie wyklucza to udzialu HI w regulacji transkrypcji poje-
dynczych gendw.

Kwestia jest daleka od rozstrzygniecia. Brak typowego HI u drozdzy (jest to
kolejna zagadka, ktéra wcigz czeka na wyjasnienie) uniemozliwia analize feno-
typowag mutantow z defektem HI, jak to bylo mozliwe w przypadku histonow
rdzeniowych. Ciekawe wyniki przynosza publikowane w ciggu ostatnich lat badania
nad liniami transgenicznymi [13, 14] i catymi transgenicznymi organizmami [11],
w ktérych dokonano trwatych zmian w skladzie lub ilosci histonu HI. Na razie
wyniki tych badan przyjmuje sie jako dowdd, ze H 1niejest regulatorem decydujagcym
o globalnym profilu transkrypcji. Potwierdzajg one natomiast wnioski ptynace
z wielu doswiadczen in vitro [2, 7, 5, 18], ze transkrypcja niektérych genéw moze
by¢ w wysoce specyficzny sposéb regulowana przez HI. Czy HI moze miec jeszcze
inng, nieznang dotad funkcje? Na to pytanie wcigz nie ma odpowiedzi.

Udziat struktur chromatynowych w regulacji ekspresji gendéw analizowany jest
obecnie najintensywniej w czotowych osrodkach badan nad transkrypcja, w ktorych
dawniej nie przywigzywano wiekszej wagi do histonow. Dla nikogo nie ulega dzi$
watpliwosci, ze wihasnie na poziomie chromatyny rozgrywa sie wiele zdarzen do-
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tyczacych regulacji transkrypcji, ktére sg istotne dla prawidtowego przebiegu rozwoju
organizmu i réznicowania komorek.
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UDZIAL METYLACH DNA W REGULOWANIU
TRANSKRYPCJI U EUKARIONTOW

THE ROLE OF DNA METHYLATION IN THE REGULATION
OF TRANSCRIPTION IN EUKARYOTES

JAN FRONK

Instytut Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego

Streszcznie: W DNA wyzszych eukariontéw od 5 do 30% reszt cytozynowych ulega metylacji. Metylacja
cytozyny jest mutagenna i prowadzi do deficytu dinukleotydu CpG. Niezmetylowane wyspy CpG
towarzysza genom podstawowego metabolizmu. Poziom zmetylowania wielu genéw zmienia sie w
czasie réznicowania organizmu i jest odwrotnie proporcjonalny do ich aktywnosci transkrypcyjnej.
Liczne biatka oddziatujace z DNA sg wrazliwe najego metylacje. Zmetylowanie DNA moze wptywaé
na strukture chromatyny.

Stowa kluczowe: impriting molekularny, 5-metylocytozyna, mutageneza, réznicowanie, wyspy CpG

Summary: In higher eukaryotic DNA between 5 nad 30% of cytosines are methylated. Cytosine
méthylation is mutagenic and leads to a deficit of CpG dinucleotides. Housekeeping genes are accom-
panied by unmethylated CpG islands. Méthylation level of numerous genes changes during differentia-
tion and is inversely proportional to their transcriptional activity. Numerous DNA-binding proteins are
sensitive to DNA méthylation. DNA méthylation may influence the structure of chromatin.

Key words: molecular imprinting, 5-methylcytosine, mutagenesis, differentiation, CpG islands

WPROWADZENIE

W kazdej chwili zycia komarki wyrazana jest tylko cze$¢ informacji genetycznej,
zapisanej w jej genoforze w tysigcach genéw. Dotyczy to zaréwno najprostszych
organizméw jednokomdrkowych (prokariontow i niektorych eukariontéw), jak i
poszczegdlnych komorek organizméw tkankowych. W komérkach samodzielnych
wybidrcza ekspresja informacji genetycznej jest podstawowym mechanizmem za-
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pewniajgcym dostosowanie metabolizmu do zmieniajagcych sie warunkow zewne-
trznych. Caty genom komorki jest potencjalnie aktywny, a o transkrypcji poszcze-
gélnych genéw, lub jej braku, decydujg niemal wylacznie lokalne i krotkotrwate
oddziatywania biatek regulatorowych z drobnoczasteczkowymi Ugandami i obsza-
rami regulatorowymi DNA potozonymi w sasiedztwie danego genu.

W komorkach stanowigcych cze$¢ organizmu sytuacja jest znacznie bardziej
ztozona, bowiem obok koniecznosci reagowania na chwilowe zmiany parametrow
otoczenia kazda komarka realizuje takze dtugoterminowy program rozwojowy, pod-
porzadkowany nadrzednemu celowi, jakim jest wytworzenie ztozonego organizmu
wielokomdrkowego. Jak wiadomo, poza nielicznymi wyjatkami (komorki niektorych
nicieni, uktadu immunologicznego) réznicowanie komoérek organizmoéw tkankowych
odbywa sie przy zachowaniu niezmienionego w stosunku do zygoty zapisu gene-
tycznego. Tak wiec muszg istnie¢ mechanizmy nadrzedne nad zapisem genetycznym,
powodujgce w trakcie rozwoju osobnika selektywne wylgczanie znacznych czesci
genomu poszczegélnych komorek, przy zachowaniu pozostatej czesci w postaci
aktywnej, lub potencjalnie aktywnej. Poznanie takich mechanizméw epigenety-
cznychjestistotne nie tylko dla zrozumienia wielu podstawowych probleméw szeroko
rozumianej biologii molekularnej i biologii rozwoju, ale takze powinno utatwic
zapobieganie lub skuteczne leczenie choréb, ktérych podtozem jest "niezgodna z
planem" ekspresja informacji genetycznej - chor6b nowotworowych i zaburzen
rozwojowych.

Epigenetyczne mechanizmy regulatorowe muszg spetnia¢ kilka podstawowych
warunkéw, by mogly kierowa¢ procesami réznicowania komdrek. Po pierwsze,
wytworzone modyfikacje genoforu muszg by¢ stabilne w czasie zycia komorki,
ale takze w trakcie podziatdw muszg ulega¢ powieleniu i wiernemu przekazaniu
komoérkom potomnym. Po wtére, modyfikacje takie nie moga by¢ nieodwracalne,
bowiem pozbawitoby to procesy rozwojowe jakiejkolwiek plastycznosci. Po trzecie
wreszcie, ztozona odpowiedz réznicujgcej komorki musi by¢ reakcjg na stosunkowo
prosty bodziec; gdyby nie byto tego rodzaju narastajgcej ztozonosci w ciggu:
bodziec pierwotny O odpowiedZ | rzedu O odpowiedZ Il rzedu O O O .......
wszelkie procesy rozwojowe bytyby niemozliwe.

Dwie cechy genoforu komdrek eukariotycznych wyczerpujg podane wyzej wy-
mogi: sposob upakowania DNA w struktury nukleoproteinowe [1] i metylacja zasad
w DNA. W dalszej cze$ci pracy skoncentruje sie tylko na tym drugim zjawisku,
ale nie nalezy zapominaé, ze obie te cechy moga by¢, i najprawdopodobniej sa,
w ztozony sposéb ze sobg powigzane. O powigzaniach tych wspomne w przedostatnim
paragrafie artykutu. "Jak metylacja DNA moze wptywac na transkrypcje".
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METYLACJA DNA EUKARIONTOW

Obok czterech podstawowych zasad w DNA eukariontéw odnajduje sie takze
5-metylocytozyne iw znacznie mniejszych ilosciach niekiedy takze 6-metyloadenine.
Dalej terminu metylacja DNA bede uzywa¢ tylko dla okres$lenia metylacji cytozyny
w pozycji 5; *C bedzie oznaczaé 5-metylocytozyne.

Zmetylowana cytozyna stanowi okoto 5% catosci cytozyny w DNA kregowcow,
od 6% do okoto 40% w DNA roslin kwiatowych, natomiast w poszczegdlnych
gatunkach pozostatych grup taksonomicznych jej zawarto$¢ jest zréznicowana i
wynosi od zera do okoto 5% [2]. Metylacji ulegajg gtdwnie cytozyny w palin-
dromowym uktadzie 5°CpG3’, u roélin takze 5’CpNpG3’ i, w mniejszym stopniu,
w innych sekwencjach [3]. Enzym dokonujacy tej modyfikacji wykazuje znaczny
konserwatyzm ewolucyjny nie tylko w obrebie eukariontow, ale tez jest wyraZnie
homologiczny z metylotransferazami bakteryjnymi [4,5]. Sugeruje to, ze zdolno$é
do metylacji DNA byta bardzo wczesna ewolucyjnie cecha, ktérg niektore gatunki
utracity. Donorem grupy metylowej jest S-adenozylometionina. Wszystkie zbadane

metylotransferazy wykazujg bardzo silng aktywno$¢ w stosunku do DNA hemi-
*r T
metylowanego , CO zapewnia podtrzymanie wzoru metylacji DNA po jego

replikacji [6].

METYLACJA DNA JEST MUTAGENNA

Grupa metylowa w pozycji piatej cytozyny zwieksza okoto dwudziestokrotnie
tatwos$¢ dezaminacji cytozyny z wytworzeniem tyminy [7], w wyniku czego powstaje
obszar niesparowany w DNA, ktorego replikacja, o ilenie zostanie poprzedzona
naprawg, prowadzi do utrwalenia mutacji (tranzycji C:G— T:A):

CpG dezaminacja TPG  replikacja TPG CpG
GpC* * GpC*meylaga>ApC GpC*

Istnieje wprawdzie wyspecjalizowany uktad naprawczy [8], preferencyjnie wy-

TpG
cinajacy T z obszaru GpC* ale jego wydajno$é nie jest wystarczajaca dla za-
p
pobiezenia mutagenezie wedtug opisanego scenariusza. Stwierdzono, ze ponad 30%
mutacji punktowych w chorobach nowotworowych i genetycznych cztowieka jest
wynikiem takich witasnie mutacji [7,9,10].
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WYSPY CpG

TpG

*CpG
P r ma interesujaca kon-
ApG

Tendencja ukfadu C*do mutowania w kierunku

sekwencje ewolucyjng: w genomach organizmow intensywnie metylujagcych DNA
(np. ssakdw) czesto$¢ dinukleotydu 5°CpG3’ jest okoto pieciokrotnie mniejsza niz
losowa, a czestosci dinukleotydéw TpG i CpA sg odpowiednio wyzsze ([2,11].
Co ciekawe, rozmieszczenie stosunkowo nielicznych dinukleotydéw CpG nie jest
przypadkowe: $rednio co 100 000 par zasad wystepujg w genomie tzw. wyspy
CpG [10,12], odcinki o dtugosci okoto 1000 par zasad, bogate w pary GC (ponad
50%, przy Sredniej dla catego genomu ok. 44%), w ktérych zawartos¢ dinukleotydu
CpG jest zblizona do losowej (ok. 6-7%). Wyspy CpG bardzo czesto pokrywajg
sie z rejonem konca 5’ gendw, zwiaszcza kodujagcych enzymy podstawowego me-
tabolizmu (housekeeping genes). Wyspy CpG charakteryzuja sie wyjgtkowo niskim
poziomem metylacji, co chociaz czeSciowo moze ttumaczy¢ fakt ich istnienia -
po prostu przy braku metylacji nie byto presji mutacyjnej prowadzacej do eliminacji
dinukleotydu CpG. Warto tu jeszcze raz podkreslié, ze - uwzgledniajagc wysoka
zawarto$¢ par GC w wyspach - czesto$¢ wystepowania w nich dinukleotydu CpG
nie przekracza losowej.

W pozostatych 99% genomu dinukleotyd CpG wystepuje stosunkowo regularnie,
przy czym w wiekszosci (60-90%) przypadkéw zawiera zmetylowang cytozyne.
Wynika z tego prosty wniosek: skoro rozproszone dinukleotydy CpG sg w duzym
stopniu zmetylowane (takze w linii komoérek generatywnych), metylacja cytozyny
sprzyja jej przeksztatceniu w tymine, a mimo to nie nastgpita w ewolucji eliminacja
tych dinukleotydéw - oznacza to, ze ich istnienie w tych miejscach genomu jest
konieczne dlapoprawnego funkcjonowania komérki. Liczne obserwacje potwierdzaja
stusznos¢ tego rozumowania.

PRAWDOPODOBNE FUNKCJE METYLACJI DNA

Setki prac dokumentujg korelacje stopnia zmetylowania genéw, zwilaszcza ich
regionéw 5°, z intensywnoscig ich transkrypcji [2,13,14]. W ogromnej wiekszosci
przypadkéw geny nieaktywne transkrypcyjnie sg silniej zmetylowane. Nalezy tu
podkresli¢, ze tylko w stosunkowo nielicznych przypadkach szczeg6towo $ledzono
kinetyke zmian aktywnosci transkrypcyjnej i metylacji w trakcie réznicowania; w
tych przypadkach masowa metylacja DNA nastepowata najczesciej bezposrednio
po ustaniu transkrypcji, natomiast rozpoczecie transkrypcji genéw uprzednio nie-
aktywnych byto poprzedzane ich demetylacja.
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W komérkach samic ssakéw nieaktywna kopia chromosomu X jest silnie zme-
tylowana, kopia aktywna - znacznie stabiej [15,16]. Podanie dzielagcym sie komoérkom
inhibitorbw metylacji DNA (np. 5-azacytydyny) prowadzi do demetylacji DNA
i rownolegtego uaktywnienia transkrypcji genéw normalnie w komérkach tego typu
nieaktywnych [17,18,19]; uaktywnieniu ulega m.in. uprzednio nieaktywna kopia
chromosomu X [20]. Podobnie, aktywno$¢ transkrypcyjna DNA sztucznie wpro-
wadzonego do komorek jest uzalezniona od tego, czy wprowadzony DNA byt,
czy nie byl, zmetylowany [21-23].

Metylacja DNA lezy zapewne u podstaw zjawiska tzw. imprintingu molekularnego
(molecular imprinting; nie sadze, by termin ten nalezato spolszczaé, postugujac
sie wprowadzonym przez etologéw terminem "wpajanie") - zréznicowania aktyw-
nosci transkrypcyjnej matczynych i ojcowskich alleli gendéw somatycznych [24,25].
Zjawisku temu podlega m.in. kilka gendw, ktérych mutacje powoduja u ludzi powazne
zaburzenia rozwoju.

Usuniecie genu kodujgcego metylotransferaze DNA z genomu myszy prowadzi
do zaburzen rozwojowych, powodujacych w efekcie obumarcie zarodka [26]. Co
ciekawe, wyizolowane totipotentne komdrki wczesnego zarodka w hodowli in vitro
nie wykazujg zadnych widocznych zaburzen, mimo bardzo niskiego poziomu me-
tylacji DNA.

Obnizenie zawarto$ci w pokarmie zwigzkéw uczestniczacych w procesach me-
tylacji (witaminy B 12, metioniny, choliny, kwasu foliowego) prowadzi do obnizenia
og06lnego poziomu metylacji DNA izmiany wzoru metylacji ijednoczesnie znaczaco
zwieksza czesto$¢ nowotworéw watroby [27]. W bardzo wielu nowotworach ogélny
poziom metylacji DNA jest obnizony [9,10], co by¢ moze ma zwigzek z pod-
wyzszonym poziomem transkrypcji wielu onkogendéw iog6lnym "odréznicowaniem"
komorek. Zgodnie z tymi obserwacjami, substancje hamujace metylacje DNA s3
kancerogenami. Szczep myszy, dziedzicznie podatnych na nowotworzenie, wykazuje
brak metylacji jednego miejsca w onkogenie ras, ktére u myszy "normalnych"
jest zmetylowane [28]. W spontanicznych przypadkach glejaka siatkowki (retinob-
lastoma) niekiedy nie dochodzi do mutacji w genie Rb (ktdry jest antyonkogenem),
a tylko do podwyzszonej jego metylacji i w konsekwencji do silnego ostabienia
transkrypcji [29]. Metylacja DNA hamuje zdolnos$¢ transposonéw roslinnych do
przemieszczania w genomie [30] irekombinacje somatyczng genéw immunoglobulin
[31].

U roslin wprowadzone sztucznie do genoforu odcinki DNA ulegajg stopniowej
metylacji i inaktywacji transkrypcyjnej [18,32]; proces ten zachodzi wydajnie w
przypadku wprowadzenia kilku kopii obcej sekwencji nukleotydowej lub gdy wy-
kazuje ona znaczace podobienstwo do sekwencji wlasnych komérki. Zjawisko to
stanowié moze powazne utrudnienie przy probach konstruowania ro$lin transge-
nicznych.
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W literaturze powszechny jest obecnie poglad, ze pierwotnym ewolucyjnie za-
daniem metylacji DNA byta obrona przed transformacjg komérek przez obcy DNA
(pasozytéow komdrkowych, komorek wchtonietych w wyniku fagocytozy) [33,34].

JAK METYLACJA DNA MOZE WPLYWAC
NA TRANSKRYPCJE

Mimo obszernie udokumentowanych zwigzkéw miedzy aktywnoS$cig transkry-
pcyjna a stopniem zmetylowania odcinka DNA stosunkowo mato wiadomo o me-
chanizmach tej zaleznosci. Jeszcze mniej wiadomo o przyczynach, powodujacych
wybidrczg metylacje i demetylacje poszczegélnych reszt cytozyny.

Postulowano trzy gtéwne mechanizmy wptywu metylacji DNA na transkrypcje:
bezposrednie blokowanie oddziatywan czynnikéw transkrypcyjnych zDNA, istnienie
biatek preferencyjnie wigzacych zmetylowany DNA i uniemozliwiajacych tym sa-
mym wigzanie czynnikow tranmskrypcyjnych i przyjmowanie przez zmetylowany
DNA zwartej struktury chromatynowej. Znaleziono dowody do$wiadczalne na po-
parcie kazdej z powyzszych hipotez.

Metylacja C w rozpoznawanej przez biatko cMyc sekwencji CACGTG unie-
mozliwia jego wigzanie [35]; podobnie, metylacja ostabia wigzanie z DNA wielu
innych czynnikéw transkrypcyjnych [2,36,37].

Znaleziono szereg biatek preferencyjnie wigzacych zmetylowany DNA [38-40].
Dwa z nich, najlepiej scharakteryzowane, majg bardzo r6zne wymagania: MCP1
wigze odcinki DNA zawierajace przynajmniej 12 par dinukleotydéow *CpG [41],
MCP2 do wigzania wystarcza obecnos¢ jednej pary *CpG [42]. Zwiazanie MCP1
z rejonem promotora genu hamuje transkrypcje, przy czym in vivo efekt ten jest
wypadkowg dwoch parametrow: liczby zmetylowanych CpG (a co za tym idzie,
zapewne takze sity zwigzania i by¢ moze takze liczby czasteczek MCP1) i sity
promotora; obecno$¢ silnego enhancera moze przewazy¢ i doprowadzi¢ do trans-
krypcji stabo zmetylowanego obszaru. Przy duzej gestosci metylacji do transkrypcji
nie dochodzi.

Warto podkreslié¢, ze oparte na stosunkowo licznych doniesieniach [38,43] do-
mniemanie, jakoby histony HI wykazywaty znaczng preferencje wigzania zme-
tylowanego DNA nie sg powszechnie akceptowane [44,45].

Szereg obserwacji i eksperymentéw wskazuje na role struktury chromatyny w
regulowaniu transkrypcji przez metylacje DNA [1,19,46]. DNA heterochromatyny
jest znacznie silniej zmetylowany, niz w euchromatynie. W wielu przypadkach
hamujacy efekt metylacji ujawnia sie dopiero po utworzeniu chromatyny na DNA.
Chromatyna tworzaca sie na zmetylowanym DNA jest znacznie bardziej zwarta,



METYLACJA DNA W REGULOWANIU TRANSKRYPCJI EUKARIONTOW 21

niz na DNA niezmetylowanym [21,31], przy czym wplyw metylacji rozcigga sie
takze na stosunkowo duzg odlegto$¢ na przylegte obszary niezmetylowane
[22,23,47].

Nie nalezy takze lekcewazy¢ nastepujacych, powszechnie znanych faktéw: po-
szczegOlne petle chromatynowe zachowujg topologiczng niezaleznos$¢ i wykazujg
silng negatywna superhelikalno$é¢, ktora zwykle jest ustabilizowana w wyniku zwig-
zania DNA z rdzeniem nukleosomdw, ale niekiedy przejawia sie nieskompenso-
wanym ujemnym naprezeniem torsyjnym; w genomie eukariontdw wystepuja
lokalnie obszary bogate w naprzemiennie utozone nukleotydy purynowe i piry-
midynowe (PuPy)n, m.in (CpG)n; pod wptywem silnych ujemnych naprezen tor-
syjnych takie sekwencje moga przyjmowac strukture Z, co dramatycznie obniza
naprezenie torsyjne; przejsciu DNA ze struktury B w Z sprzyja metylacja cytozyny;
obnizenie ujemnego naprezenia torsyjnego utrudnia rozplecenie podwdjnego heliksu
DNA, a zatem utrudnia inicjacje transkrypcji. W tym kontek$cie duzego znaczenia
nabiera obserwacja, ze metylacja DNA hamuje aktywno$é topoizomerazy Il i, za-
leznie od potozenia zmetylowanej cytozyny, moze hamowac¢ lub stymulowaé aktyw-
nos$¢ topoizomerazy | [48].

Charakter czynnikéw i bodzcéw decydujgcych in vivo o metylacji/demetylacji
poszczegblnych zasad pozostaje nieznany. W kilku przypadkach udato sie natomiast
zidentyfikowa¢ odcinki DNA, ktorych obecno$¢ powoduje specyficzng metylacje
lub demetylacje obszaréw przylegtych [49-52].

Przy obecnym stanie wiedzy wytaniajacy sie ogolny model udziatlu metylacji
DNA w regulowaniu aktywnosci transkrypcyjnej w réznicujgcych komérkach przed-
stawia sie nastepujaco:

Przej$cia oznaczone x miatyby charakter zmian wtornych, stabilizujgcych obszar
genoforu w stanie nie sprzyjajacym transkrypcji. Model ten nie uwzglednia przypadku
stosunkowo nielicznych gendw, ktére wykazujg wysokg aktywnos¢ transkrypcyjng
w stanie zmetylowanym.

Powyzsze rozwazania dotycza fazy rozwoju, w ktérej nastepuje wzrost spe-
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cjalizacji komérek. Jest oczywiste, ze w ktérym$ momencie cyklu zyciowego musi
nastgpi¢ "odroznicowanie" skrajnie wyspecjalizowanych komoérek rozrodczych (o
silnie zmetylowanym genoforze) i wytworzenie totipotentnych komorek wczesnego
zarodka. Istotnie, taka faza "wymazania" (ang. erasure) z niemal kompletng de-
metylacja DNA nastepuje na etapie moruli i utrzymuje sie we wczesnej blastuli,
po czym dochodzi do masowej metylacji, a nastepnie selektywnej demetylacji gendw
specyficznych tkankowo [10,53]. W po6zniejszych fazach rozwoju dochodzi do po-
nownej metylacji niektérych gendéw [54].

Omawiane dotychczas wnioski na temat roli metylacji DNA wysnuto na podstawie
wynikow badan komérek ssakéw i- w znacznie mniejszym stopniu - roslin kwia-
towych. Jak zauwazyt jeden z najbardziej zastuzonych badaczy metylacji DNA,
Adrian Bird, mimo intensywnej pracy wielu o$rodkéw postep w tej dziedzinie
jest raczej skromny, gdyz tak sie ztozyto, ze najpopularniejsze i najdogodniejsze
do analiz i manipulacji genetycznych obiekty doswiadczalne - Drosophila sp., Cae-
norhahditis sp., Saccharomyces sp., (i Dictyostelium sp., [55] dopisek JF) - majag
niezmetylowany DNA [56].

METYLACJA DNA U NIZSZYCH EUKARIONTOW

Trudno sie zatem dziwi¢, ze réwnolegle z badaniami metylacji DNA u zaawan-
sowanych ewolucyjnie organizméw o bardzo duzym genomie, ztozonych procesach
rozwojowych i stosunkowo stabo poznanej genetyce - ssakow i roslin kwiatowych
- prowadzone sa poszukiwania prostszych eukariontow, ktére mogtyby stanowic
dogodniejszy obiekt do badania tego zjawiska. Przypomne, ze zdolno$¢ do me-
tylowania DNA byta zapewne pierwotng cechg charakterystyczng dla wszystkich
Eukariontéw, mozna zatem przypuszczaé, ze podstawowe mechanizmy tego procesu
sg wspolne dla wszystkich komorek eukariotycznych, u ktorych nie zostat on w
trakcie ewolucji utracony.

Metylacje DNA stwierdzono w komérkach nielicznych gatunkdéw nalezacych
do wielu duzych grup taksonomicznych, m.in. grzybéw [57], $luzowcow [58-60],
orzeskow [61,62], owadéw [63,64], szkartupni [65,66], mszakéw [67]. W Kilku
przypadkach stwierdzono korelacje zmian $Sredniego poziomu zmetylowania catego
DNA, niekiedy takze poszczegdlnych gendéw, z procesami réznicowania [62,68].
W komorkach podstawczaka Coprinus cinereus metylacja DNA zapewne ucze-
stniczy, podobniejak u roslin kwiatowych, w wytgczaniu transkrypcji powtarzajgcych
sie sekwencji nukleotydowych [69]. Jak dotad brak dokiadniejszych danych do-
tyczacych regulacji procesu metylacji DNA i sposobéw, w jaki mogtaby ona ucze-
stniczy¢ w regulowaniu transkrypcji u tych organizméw, ale mozna mie¢ nadzieje,
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ze dalsze ich badania utatwig zrozumienie roli metylacji DNA takze w procesach
réznicowania blizszych nam ze wzgledéw praktycznych ssakoéw i roslin kwiatowych.
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XENOPUS LAEVIS JAKO MODEL
DO FUNKCJONALNYCH BADAN REGULACIJI
TRANSKRYPCJI

XENOPUS LAEVIS AS A MODEL FOR FUNCTIONAL STUDIES
OF TRANSCRIPTION REGULATION

MONIKA PUZIANOWSKA-KUZNICKA

NIH, NICHD, LME, 18 Library Drive, MSC 5430, Bldg. 18T, Rm. 101, Bethesda,
MD 20892-5430, USA

Streszczenie: U podstawy proceséw biologicznych zachodzacych w zywym organizmie lezg zmiany na
poziomie molekularnym. Wielkim zainteresowaniem cieszy sie badanie regulacji transkrypcji genéw.
Jednym z popularnych zwierzat doswiadczalnych, stosowanym do badan regulacji transkrypcji jest zaba
Xenopus laevis. Do badan wykorzystuje sie rézne etapy rozwojowe tego zwierzecia. Oocyty uzywane
sg do produkcji rekombinowanych czynnikéw transkrypcyjnych (jak réwniez ich mutantéw), do badan
wptywu chromatyny, modyfikacji DNA oraz dziatania czynnikéw zewnetrznych (takich jak temperatura,
hormony) natranskrypcje, do badaniazjawiska ""maskowania’ RNA. Iniekcje doembrionalne dostarczajg
informacji na temat regulacji translacji mMRNA pochodzenia matczynego i zygotycznego, zmian w
sktadzie chromatyny zachodzacych podczas wczesnych etapéw rozwoju organizmu oraz na temat
biologicznej funkcji badanych czynnikéw transkrypcyjnych. Nowo opracowany system doswiadczalny
- zaby transgeniczne - moze stuzy¢ jako bardzo doktadnie kontrolowany system do badan czynnikéw
transkrypcyjnych i promotoréw. Liczne opisane wyzej zastosowania, w pofaczeniu z tatwoscig hodowli
Xenopus laevis powoduja, ze zwierze to ponownie staje sie coraz bardziej popularnym modelem do badan
regulacji transkrypcji in vivo.

Stowa kluczowe: Xenopus laevis, regulacja transkrypcji, oocyty, zarodki, zaby transgeniczne, hormon
tarczycy, receptor hormonu tarczycy (TR), receptor X kwasu retinowego (RXR).

Summary: At the basis of all biological processes occurring in any living organism lay changes at the
molecular level. Of special interest is transcription regulation of the genes. One of the popular experi-
mental animals used for studying transcription regulation in vivo is Xenopus laevis. Different develop-
mental stages of this animal are used for this purpose. Its oocytes are used for production of recombinant
transcription factors (including mutant proteins), to study chromatin, DNA modifications and exogenus
factors (temperature, hormones, etc.) influence on transcription, RNA masking, etc. Embryo injections
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deliver information on transcription regulation of maternal and zygotic genes, changes in chromatin
content throughout development, and on biological function of studied transcription factors. Newly
developed system, transgenic frogs, can serve as a very well controlled biological system to study
trancription factors and promotors. Thanks to multiple, described above, uses, combined with the easy
rearing, Xenopus laevis becomes again a very popular system to study transcription regulation in vivo.

Key words: Xenopus laevis, transcription regulation, oocytes, embryos, transgenic frogs, thyroid hormo-
ne, thyroid hormone receptor (TR), retinoic acid X receptor (RXR).

WSTEP

Procesy biologiczne, obserwowane w zyjagcym organizmie sg wynikiem zmian
zachodzacych na poziomie supramolekulamym. Ostateczny efekt biologiczny po-
wstaje na skutek ztozonego procesu regulacji na poziomie transkrypcji, dojrzewania
mRNA (dofgczanie sekwencji poli-A, réznicowe wycinanie intronéw), transportu
mRNA z jadra do cytoplazmy, "maskowania® mRNA w cytoplazmie, opornosci
MRNA na trawienie enzymatyczne, translacji i potranslacyjnych modyfikacji biatek.
Transkrypcja na poziomie podstawowym moze by¢ aktywowana lub hamowana.
Dany gen moze ulega¢ ekspresji przez caty czas lub tylko na pewnym etapie zycia
osobniczego, we wszystkich komorkach organizmu lub jedynie w okreslonej grupie
komorek, tkance lub narzadzie. Ponadto zmiane ekspresji genu moga wywotywaé
czynniki wewnetrzne lub zewnetrzne. W procesie regulacji transkrypcji biorg udziat
biatka zwane czynnikami transkrypcyjnymi (moga to by¢ czynniki powszechnie
wystepujace jak i specyficzne, np. tkankowo) oraz niebiatkowe czasteczki.

Badania regulacji transkrypcji przeprowadzane sg w systemach in vitro i in vivo,
przy czym ten ostatni jest bardziej zblizony do stanu fizjologicznego. Celem po-
nizszego opracowania jest przedstawienie doskonatego modelu zwierzecego, stu-
zacego do badan czynnikow transkrypcyjnych i regulacji transkrypcji, jakim jest
zaba Xenopus laevis. Do badan wykorzystuje sie r6zne, opisane ponizej etapy roz-
wojowe tego zwierzecia.

OOCYTY

Dojrzate oocyty Xenopus laevis (rys. 1) uzyskuje sie poprzez operacyjne wyciecie
warstwg komarek folikulamych, ktére usuwa sie poprzez inkubacje w roztworze
kolagenazy (mg/ml). Tak przygotowane oocyty gotowe sg do iniekcji, cho¢ zaleca
sie odczekanie przynajmniej trzech godzin przed rozpoczeciem doswiadczenia.
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Utrzymanie oocytow przy zyciu nie
wymaga specjalistycznego  sprzetu:
przechowuje sie je w buforze zawie-
rajacym mieszanine antybiotykéw (np.
penicyline ze streptomycyna) najcze-
Sciej w temperaturze 18°C lub w tem-
peraturze pokojowej. Olbrzymia zaleta
oocytow w pordéwnaniu z innymi sy-
stemami badawczymi in vivo, np. ho-
dowlami komdrkowymi, jest ich wiel-
kos¢: maja one okoto 1 mm S$rednicy,
a samo jadro komérkowe mierzy okoto
0,2 mm. Jadra oocytow mogg by¢ re-
cznie wyjmowane z wnetrza komarki.
llo$¢ poszczegolnych czynnikéw trans-
krypcyjnych uzyskanych z jednego oo-
cytu przekracza co najmniej stokrotnie
ilos¢ tychze czynnikdéw uzyskiwanych
zjednej hodowanej komarki hodowanej

Rys. 1. Dojrzate oocyty Xenopus laevis in vitro. Efektywnos¢ pojedynczej mi-
(etap rozwojowy 6) kroiniekcji mMRNA lub DNA przekracza
znacznie efektywnos$¢ transfekcji ho-

dowli komorkowych.

W celu wyprodukowania duzej ilosci czynnikéw transkrypcyjnych, do cytoplazmy
zdrowych oocytéw wstrzykuje sie mMRNA zsyntetyzowany in vitro. Oocyty maja
bardzo wydajny aparat translacyjny: wstrzykniety mRNA (w zaleznosci od potrzeb
od 100 pg do 50 ng/oocyt) ulega szybkiej translacji, a ilos¢ nowo wyprodukowanego
biatka osigga plateau juz po 6 godzinach. Oocyt jest olbrzymia komorka euka-
riotyczng: biatka w nim wytworzone ulegajg prawidtowym modyfikacjom, stajg
sie wiec biatkami funkcjonalnie czynnymi. Ekstrakt biatkowy zawierajgcy wypro-
dukowane biatko moze by¢ uzyty do badan interakcji biatek z kwasami nukleinowymi
(testy opOznienia migracji w zelu "gel mobility shifts”, ‘footprinting™), do badan
interakcji biatek z innymi biatkami (ko-immunoprecypitacja), mechanizméw re-
gulacji transkrypcji przez dany czynnik transkrypcyjny (rys. 2) lub do badan regulacji
transkrypcji z danego promotora. Aby wykona¢ dwa ostatnie rodzaje doswiadczen,
z reguly potrzebnajest podwdjna iniekcja (rys. 2). Najczesciej jako pierwsze wstrzy-
kuje sie do cytoplazmy mRNA kodujacy dany czynnik transkrypcyjny. Biatka wy-
tworzone na matrycy tego mRNA, jako biatka jadrowe, majg sekwencje
odpowiedzialne zaich transport do jadra komorkowego. Przy pomocy drugiej iniekcji
do jadra wprowadza sie gen reporterowy (lub DNA zawierajagcy badany promotor).
Po kilku-kilkunasto-godzinnej inkubacji, ze zdrowych oocytéw izoluje sie catkowity
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Iniekcja mMRNA do
cytoplazmy

Iniekcja wektora
reporterowego
do jadra oocytu

Miejsce startu

transkrypcji
| Odwrotna transkrypcja
RNA*
Znakowany
Wyznakowane specyficzny
cDNA o znanej  antysensowny
dhugosci starter
Proby Proby

kontrolne badane

Rys. 2. Schemat przedstawiajgcy badanie regulacji transkrypcji in vivo przez rekombinowane
czynniki transkrypcyjne, z wykorzystaniem systemu oocytamego Xenopus laevis
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RNA, w ktérym znajduje sie réwniez transkrypt z wprowadzanego genu repor-
terowego. Dla uwidocznienia jedynie tego specyficznego RNA, dokonuje sie od-
wrotnej transkrypcji z wykorzystaniem znakowanego startera, specyficznego jedynie
dla tego RNA. Produkt reakcji zawierajgcy znakowany, specyficzny, jednoniciowy
cDNA rozdzielany jest na zelu sekwencyjnym, a intensywnos¢ prazkéw kontrolnych
i badanych mierzona jest przy pomocy densytometru [9].

Zakres przydatnosci systemu oocytamego powieksza sie znacznie, je$li badaniom
poddaje sie mutanty delecyjne lub punktowe [10] danego czynnika transkrypcyjnego
(poszukiwanie domen lub poszczeg6lnych aminokwaséw odpowiedzialnych za
szczego6lne funkcje, np. za wigzanie DNA, aktywacje transkrypcji, wigzanie ligandu
itd.). Mutanty punktowe i delecyjne danego promotora pozwalajg z kolei na iden-

Replikacja DNA
organizacja
w chromatyne

2 godziny

Zahamowanie transkrypcji
podstawowej wektora
reporterowego

Organizacja
w chromatyne

5-6 godzin

Czynna transkrypcja
podstawowa wektora
reporterowego

Kys. 3. scnemat przedstawiajacy proces strukturalnej organizacji wstrzyknietego do oocytu Xenopus
laevis reporterowego DNA; wydajnos¢ i szybko$¢ tego procesu zalezy od tego, czy wstrzyknigto DNA
jedno- czy dwuniciowy
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tyfikacje sekwencji, z ktérymi wigzg sie poszczegdlne czynniki transkrypcyjne,
oraz fragmentéw promotora koniecznych do aktywacji i hamowania transkrypciji.
System oocytamy wykorzystywany jest rowniez do badan wptywu chromatyny
na transkrypcje. Reporterowy DNA pozbawiony jakichkolwiek biatek, a wstrzyk-
niety do jadra oocytu ulega organizacji w chromatyne. Wydajnos$¢ tego procesu
zalezy od tego, czy wstrzyknieto DNA jedno- czy dwuniciowy [1] (rys. 3). Dwu-
niciowy DNA ulega organizacji w chromatyne powoli i niewydajnie, co umozliwia
czynnikom transkrypcyjnym dostep do promotora. Efektem tego jest wysoki poziom
transkrypcji podstawowej. Tak wiec DNA dwuniciowy powinien by¢ uzywany do
badar hamowania transkrypcji (fatwa do zaobserwowaniaréznica pomiedzy wysokim
poziomem transkrypcji podstawowej a stanem zahamowania transkrypcji). Przy-
ktadem moze by¢ badanie hamowania transkrypcji genu zawierajgcego TRE, se-
kwencje, z ktérg wigze sie heterodimer receptora hormonu tarczycy i receptora
X kwasu retinowego (TR/RXR) [15]. Heterodimer ten wigze sie z DNA nawet
w nieobecnosci hormonu tarczycy. Struktura receptora hormonu tarczycy w takiej
sytuacji pozwala na dotgczenie sie czynnikdw supresorowych, takich jak SMRT
[2] lub N-CoR [4], i w efekcie zahamowanie transkrypcji [3] genu docelowego.
Replikacja DNA (synteza komplementarnej nici) znakomicie przys$piesza i zwieg-
ksza wydajnos¢ organizacji w chromatyne [1]. W efekcie transkrypcja podstawowa
z wprowadzonego promotora ulega zahamowaniu. Uzycie jednoniciowego DNA
reporterowego jest wiec zalecane do badan aktywacji transkrypcji pod wptywem
danego czynnika (r6znica pomiedzy niskim poziomem transkrypcji podstawowej
a stanem aktywacji jest znacznie tatwiejsza do zauwazenia i zmierzenia). Przyktadem
moze by¢ ponownie heterodimer TR/RXR. Dotaczenie sie czagsteczki hormonu tar-
czycy do TR zmienia jego strukture przestrzenng [6,14], co powoduje uwolnienie
czynnikow supresorowych i dotgczenie sie czynnikdw aktywujacych transkrypcje.
W efekcie zahamowana transkrypcja genu docelowego nie tylko powraca do stanu
podstawowego, ale ulega dalszej aktywacji ponad poziom podstawowy.

ZARODKI ZABY

Zarodki Xenopus laevis, powszechnie wykorzystywane do badan mechanizméw
wczesnej embriogenezy, stanowig réwniez idealny model do badan funkcji in vivo
wielu biatek, w tym czynnikéw transkrypcyjnych. Owulacja u samicy Xenopus
laevis indukowana jest poprzez podskorne podanie 300-500 jednostek ludzkiej
gonadotropiny 12-16 godzin przed rozpoczeciem doswiadczenia. Jaja uzyskuje sie
przez "wycisniecie" ich z ciata samicy (ktéra po 1-2 miesigcach "odpoczynku"
moze byé ponownie uzyta do badan), po czym natychmiast zaptadnia sie je spermg
uzyskang ze zmacerowanych jader. mRNA lub/i DNA wstrzykuje sie do zarodka
W momencie pojawienia sie pierwszej bruzdy podziatowej (rys. 4), najlepiej do
obydwu przysztych komorek. 11o§¢ mRNA nie powinna przekroczy¢ 1 ng (wieksze
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ilosci sg toksyczne dla zarodka, ktéry
zreguly nie przezywa etapu gastrulacji).
Wadg tego modelu, gtéwnie w bada-
niach fenotypowych, jest mozaikowa
ekspresja biatka (po iniekcjach mRNA
i DNA), jak réwniez krétki okres eks-
presji (do 48 godzin po iniekcjach mR-
NA). Z drugiej strony okres ten jest z
reguty wystarczajacy do wykonania
wiekszosci doswiadczer. Biatka wy-
tworzone w zarodkach mogg by¢ wyko-
rzystywane do takich samych
doswiadczen, jakie uprzednio opisano
w rozdziale o oocytach.

Dodatkowg zaletg tego modelu jest
mozliwo$¢ Sledzenia wptywu badanych
czynnikéw transkrypcyjnych na akty-
wacje genoéw endogennych [11], np. ba-
danie wptywu heterodimeréw receptora

hormonu tarczyc1y z receptorem X kwa-
. [T I(’\ . Rys. 4. Zarodki albinosa Xenopus laevis podczas
su retinowego (TR/RXR) na aktywacje pierwszego podziatu komérkowego

gendw znanych jako geny regulowane
przez hormon tarczycy, takich jak gen
stromielizyny-3 [8], hedgehog [13], NFI [9]. Ponadto, prawidtowy rozwoj embrio-
nalny moze byé zaburzony poprzez ekspresje danego biatka. Ciggta obserwacja
zarodka rozwijajgcego sie poza organizmem matki, umozliwia ocene, jakie struktury
anatomiczne rozwijajg sie nieprawidtowo (rys. 5). Pochodzenie poszczeg6lnych
tkanek i narzagdéw z okreslonych komorek wczesnego zarodka Xenopus laevis jest
doktadnie znane, co umozliwia dodatkowe zawezenie zakresu dziatania wyinduko-
wanego czynnika poprzez iniekcje kodujgcego go mRNA (lub DNA) do jednej
z komorek powstatej po Kilku podziatach.

Dodatkowe informacje o zmianach aktywacji gendéw endogennych, miejsca i
zakresu ich ekspresji pod wptywem wyindukowanego czynnika transkrypcyjnego
uzyskuje sie wykonujgc badania immunohistochemiczne i hybrydyzacje in situ.

ZABY TRANSGENICZNE

Niedoskonatos¢ iniekcji mRNA lub DNA do zarodkdw (krotka i mozaikowa
ekspresja) stata sie przyczyna poszukiwan lepszego systemu, ktdrego ostatecznym
celem byto osiggniecie stabilnej ekspresji danego genu/biatka w okreslonej tkance/
narzadzie. System taki do badan na ssakach znany byt i udoskonalany od wielu
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lat. W efekcie - tworzenie myszy
transgenicznych zaréwno majacych
dodatkowe kopie danego genu
("transgenic mouse"), jak i pozba-
wionych danego genu (“knock-out")
stato sie powszechng metodg badan
funkcji gendw i biatek.

Xenopus laevis ma jednak nieza-
przeczalng przewage nad modelem
mysim: caly rozw0j embrionalny, az
do osiggniecia postaci dorostej, od-
bywa sie sie poza organizmem mat-
ki. Ponadto, wczesny zarodek
Xenopus laevis jest wielokrotnie
wiekszy niz zarodek mysi i mozna
go obserwowac nawet gotym okiem.
Cechy te umozliwiajg ciggta obser-
wacje rozwijajacego sie zarodka bez
koniecznosci zabijania zaréwno je-
go, jak i matki, jesli konieczne jest
zbadanie wczesnych faz rozwojo-
wych [7]. Dotychczas nie udato sie
uzyskaé zaby transgenicznej "knock-
out", gtdwnie dlatego, ze Xenopus
laevis jest organizmem pseudotetra-
ploidalnym.

Transgenizacja zab rowniez oka-
zaka sie zadaniem trudnym. Pierwsza
praca, w ktérej opisano technike wy-

Rys. 5. Trzydniowe zarodki Xenopus laevis: A
- zarodki kontrolne; B - zarodki nastrzykniete
mRNA receptora hormonu tarczycy TRa i kwa-
su retinowego RXRa, przetrzymywane w bufo-
rze bez hormonu; zgodnie z proponowanym
mechanizmem dziatania TR zmiany fenotypowe
spowodowane sg zahamowaniem trans- krypcji
podstawowej genéw regulowanych przez hor-
mon tarczycy; C - zarodki jak w B, przetrzymy-
wane w obecnosci 100 nM hormonu tarczycy
(T3); prawie wszystkie zarodki umierajg przed
ukonczeniem 3 dnia zycia, pojedyncze przezy-
wajg do 5 dni; obserwowany fenotyp powstaje
na skutek aktywacji genéw regulowanych
przez hormon tarczycy
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Jadra komérek spermy
Xenopus laevis Badany DNA

Ekstrakt biatkowy

jaj Xenopus laevis Enzym restrykeyjny

1-2 jednostki

Inkubacja w temperaturze
pokojowej

Obrzmienie jadra,
dekondensacja chromatyny,
wigczenie egzogennego DNA
do DNA genomowego

Przeszczepienie jadra komoérek spermy
do jaja Xenopus laevis

Brak podziatéw jadra Prawidtowy podziat Mnogie lub nieprawidtowe
(brak jadra) (1 jadro) podziaty (mnogie jadra)

Rys. 6. Schemat do$wiadczenia prowadzacego do wytworzenia transgenicznego zarodka
Xenopus laevis
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twarzania zab transgenicznych, opublikowana zostata dopiero w 1994 roku [5].
W metodzie tej jadra komérek hodowli tkankowych Xenopus laevis, ktére ulegty
transfekcji danym genem, wykorzystano do zaptodnienia dojrzatego jaja (metoda
mikroiniekcji). Odkrywcy tej metody poszli dalej, opracowujac metode mikroiniekcji
jadra komorki spermy do jaja. W nowej metodzie wykorzystuje sie materiat ge-
netyczny meskiej komorki rozrodczej, co jest bardziej "fizjologiczne" (rys. 6). Eg-
zogenny DNA, ktéry ma byé wigczony do genomu, skiada sie z promotora i DNA
kodujacego biatko. Celem doswiadczenia moze by¢ zaréwno badanie funkcji biatka,
ktore jest "skierowane" przez odpowiedni promotor albo do wszystkich komérek
organizmu (np. promotor CMV), albo do wybranych komorek przy pomocy spe-
cyficznego promotora (np. promotora jelitowego biatka wigzacego kwasy ttusz-
czowe [12], ktérego ekspresje obserwuje sie jedynie w nabtonku jelitowym), jak
i badanie danego promotora, ktéry wéwczas przytgcza sie do genu reporterowego,
np. GFP ("greenfluorescentprotein") lub B-galaktozydazy. Konce liniowego, dwu-
niciowego DNA trawione sgenzymem restrykcyjnym, pozostawiajgcym lepkie konce
5°. Jadra komdrek spermy inkubuje sie z ekstraktem biatkowym z jaj Xenopus
laevis, co doprowadza do ich obrzeku i dekondensacji chromatyny. Do mieszaniny
tej dodaje sie oczyszczony egzogenny DNA i 1-2 jednostki enzymu restrykcyjnego,
uzytego uprzednio do przygotowania koncow DNA. DNA genomowy trawiony
jest przez enzym i w miejsce to wigcza sie DNA egzogenny. Nastepnie jadro komorki
spermy w drodze mikroiniekcji przenoszone jest do komarki jajowej. Jesli nie ob-
serwuje sie podziatdbw komaérkowych, jajo nie otrzymato meskiego przedjadrza lub
byto ono bardzo uszkodzone. Prawidtowy podziat na dwie komérki oznacza, ze
jajo zaptodnione zostato jednym przedjgdrzem, natomiast mnogie lub nieprawidtowe
podzialy oznaczajg, ze do jaja przeszczepiono wiecej niz jedno przedjadrze. Metoda
ta umozliwia wyprodukowanie od kilkudziesieciu do kilkuset zarodkéw transge-
nicznych podczas jednego doswiadczenia.

Zaby transgeniczne bedg stanowié¢ coraz bardziej popularny model do funkcjo-
nalnych badan roéznych biatek, m.in. czynnikéw transkrypcyjnych, jak i regulacji
i specyficznosci danych promotoréw. Przyktadem sg prowadzone aktualnie prace
z wykorzystaniem dominujgcego-negatywnego mutanta receptora hormonu tarczycy
TRB. Mutant ten wigze sie z TRE w elementach regulatorowych genéw docelowych,
jednak dodanie hormonu tarczycy nie powoduje oczekiwanej aktywacji tych genéw.
Wsrdd wielu gendw regulowanych przez hormon tarczycy ijego receptory znajduje
sie rowniez sam gen TR (ktéry w zwigzku z tym podlega autoregulacji). W trakcie
metamorfozy postaci larwalnej (kijanki) w posta¢ dorosta, geny docelowe hormonu
tarczycy powinny ulec dramatycznej aktywacji. Nieaktywny dominujacy-negatywny
mutant teoretycznie powinien uniemozliwic¢ te aktywacje, a w efekcie uniemozliwié
proces metamorfozy. Powyzsze doswiadczenie jest przyktadem, w jaki sposéb ba-
dania fenotypowe moga potwierdzi¢ opracowany in vitro model dziatania danego
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czynnika transkrypcyjnego. Pozwalajg one rowniez stwierdzi¢, jakajest fizjologiczna
rola danego czynnika.

PODSUMOWANIE

Dla zrozumienia proceséw biologicznych zachodzacych w zywym organizmie
eukariotycznym konieczne jest poznanie przyczyn tych proceséw, czyli zmian za-
chodzacych na poziomie molekularnym. W tym celu wcigz poszukuje sie systemow
doswiadczalnych, stosunkowo tatwo kontrolowanych i tatwych do manipulacji.

W powyzszym opracowaniu przedstawiono zastosowania i liczne zalety modelu
zwierzecego Xenopus laevis, stuzgcego miedzy innymi do badan czynnikoéw trans-
krypcyjnych i proceséw regulujacych transkrypcje w systemie in vivo. Dodatkowg
warto$¢ modelu stanowi tatwo$¢ hodowli zwierzat znajdujgcych sie na kazdym
etapie rozwoju, wielko$¢ oocytéw i zarodka, tatwosé manipulacji (np. mikroiniekcji)
i mozliwo$¢ ciggtej obserwacji nawet bez uzycia mikroskopu. Cechy te, jak réwniez
nowo wprowadzane zastosowania (m. in. zaby transgeniczne) powoduja, ze cho¢
organizm Xenopus laevis jest wykorzystywany od wielu lat, jego popularnos¢
jako modelu do badan réznych aspektow transkrypcji nadal rosnie.
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MECHANIZMY KOMORKOWO-SPECYFICZNEJ
EKSPRESJI GENOW - BADANIA ODCINKOW
PROMOTOROWYCH*

MECHANISMS OF CELL-SPECIFIC GENE EXPRESSION
PROMOTOR STUDIES

JACEK KUZNICKI, WIESEAWA LESNIAK

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa

Streszczenie: Pytanie, w jaki sposéb komérka eukariotyczna moze daé poczatek organizmowi zbudowa-
nemu z wielu wyspecjalizowanych tkanek i komérek, z ktérych wiekszo$¢ ma podobng informacje
genetyczng, ale wykorzystuje ja wysoce selektywnie wywotujac ekspresje tylko niektdrych gendw,
stanowi centralny problem wspotczesnej biologii. W artykule niniejszym omoéwiono niektdre aspekty
regulacji ekspresji genéw na poziomie transkrypcji, zaréwno czynniki konieczne dla transkrypcji
podstawowej, jak i mechanizmy, dzieki ktérym poziom transkrypcji moze by¢ modulowany w odpowie-
dzi na sygnat zewnetrzny lub zmiany w organizmie wywotane dojrzewaniem, starzeniem sie czy tez
choroba. Zaprezentowano techniki doswiadczalne umozliwiajgce wykazanie interakcji pomiedzy DNA
i biatkowymi czynnikami wplywajgcymi na proces transkrypcji, okreslenie miejsca tej interakcji i jej
wptywu na poziom transkrypcji. Poznane dotychczas mechanizmy regulacji ekspresji genéw omoéwiono
na przyktadzie immunoglobulin, globin i kalbindyny-D9k. Przedstawiono réwniez wyniki wiasne
dotyczace komorkowo-specyficznej ekspresji genéw biatek wigzacych wapn: kalcykliny i kalretininy.

Stowa kluczowe: transkrypcja, promotor, czynniki transkrypcyjne, komérkowo specyficzna ekspresja
genéw, kalbindyna-D9k, kalcyklina, kalretinina.

Summary: How can asingle eukaryotic cell develop into an organism built of many specialized cells and
tissues, most of each carrying similar genetic information, yet using it selectively to express only some
of the genes is a central problem of the present-day biology. This article describes some aspects of the
regulation of gene expression at the transcription level, both the factors engaged in basal transcription as
well as the mechanisms allowing the transcription rate to be tuned in response to external signals or
changes in the organism caused by development, aging or disease. Experimental methods designed to

*Praca zostata napisana i cze$¢ wynikéw wykonana dzigki dofinansowaniu z grantu KBN 6P04A
01211
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detect the interaction between DNA and protein factors affecting transcription, to map the site of the
interaction and evaluate its effect on the transcription rate have been presented. Possible mechanisms
involved in the regulation of the expression of immunoglobulin, globin and calbindin-D9k genes have
been described. The results from the authors’ laboratory concerning the cell-specific expression of genes
of two calcium binding proteins: calcyclin and calretinin are also presented.

Key words: transcription, promotor, transcription factors, cell-specific gene expression, calbindin-D9k,
calcyclin, calretinin

PODSTAWY REGULACJI EKSPRESJI GENOW

W latach sze$édziesiatych Francois Jacob iJacques Monod przeprowadzili kluczo-
we doswiadczenia, dzieki ktdrym stato sie mozliwe poznanie regulacji genéw u
Prokaryota. Od tego czasu badania tego typu byty kontynuowane przez wielu badaczy
i zostaty rozszerzone na geny organizmow eukariotycznych. Istnieje wiele podo-
bieristw miedzy mechanizmami regulacji ekspresji gendéw u Prokaryota i Eukaryota,
u tych ostatnich sg one jednak znacznie bardziej skomplikowane. Dos$¢ przypomnie¢,
ze z pojedynczej komorki zawierajgcej okreslony zestaw genow powstaje w procesie
rozwoju wielokomorkowy organizm zbudowany ze zréznicowanych tkanek i komo-
rek. Co determinuje aktywacje tych, a nie innych gendw w réznicujacych sie komor-
kach? Jakie mechanizmy decydujg o aktywnos$ci genébw w odpowiedzi na zmiany w
$rodowisku, zmiany w wyniku dojrzewania i starzenia sie, zmiany chorobowe? Jakie
mechanizmy wy#gczajg aktywne wczesniej geny? Odpowiedzi na te pytania sg gtow-
nym problemem biologii molekularnej Eukaryota [24, 31], a zrozumienie mechaniz-
moéw, dzieki ktérym specyficzne geny stajg sie aktywne w odpowiednim czasie i w
odpowiednim miejscu w organizmie, jest nie tylko problemem o znaczeniu poznaw-
czym, ale rowniez o ogromnym potencjale zastosowan praktycznych.

POZIOMY REGULACJI EKSPRESJI GENOW

Geny eukariotyczne poddane sa regulacji na wiekszej liczbie poziomow niz geny
bakteryjne. G¥dwnym mechanizmem regulacji ekspresji gendw jest proces transkryp-
cji wjadrze komérkowym [6]. Regulacja ekspresji gendéw na poziomie transkrypcji
dokonuje sie najczesciej na poziomie inicjacji transkrypcji, rzadziej dotyczy zmiany
miejsca startu lub zakoriczenia transkrypcji. Dodatkowe poziomy regulacji ekspresji
genow to: obrébka RNA wjadrze (dodawanie czapeczki lub sekwencji poliA), a takze
réznicowe wycinanie introndw itgczenie eksondéw z utworzeniem dojrzatego mRNA
(ang. splicing), transport mRNA z jadra do cytoplazmy, stabilizacja mMRNA w cyto-
plazmie i poziom translacji w cytoplazmie. Powstanie biatka jest wiec ukoronowa-
niem wieloetapowego procesu, a jego ilos¢ wynikiem skomplikowanej i
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wielopoziomowej regulacji na poszczegdlnych etapach jego tworzenia. Efekt korico-
wy ekspresji genu, czyli funkcjonalne biatko jest osiggniety dopiero po, czesto
koniecznej dla osiggniecia petnej aktywnosci, modyfikacji potranslacyjnej. Jest to
nastepny proces potencjalnie podlegajacy regulacji. Szybkos¢ transportu biatka do
miejsca dziatania i szybkosc¢ jego rozktadu to procesy, ktdre mogg rowniez podlegaé
regulacji, tak wiec ostateczny dla organizmu efekt ekspresji genéw moze by¢jeszcze
kilkakrotnie modyfikowany po zakoniczeniu translacji. Pokazuje to, jak skompliko-
wang maszynerie stanowig mechanizmy regulacyjne, okreslajace fenotyp poszczegol-
nych komérek Eukaryota.

ELEMENTY REGULACJI TRANSKRYPCJI

W komérkach eukariotycznych w transkrypcji uczestnicza kompleksy trzech po-
limeraz RNA. RNA-polimeraza | prowadzi zasadniczo transkrypcje rybosomalnego
RNA, RNA-polimeraza Il - genéw kodujacych biatka, a RNA-polimeraza Ill -
genéw tRNA. Podstawowy kompleks RNA-polimerazy |l sktada si¢ z wielojedno-
stkowej polimerazy oraz dodatkowych sktadnikéw (czynnikéw transkrypcyjnych), m.
in. TBP (biatka wigzacego TATA-box) oraz TFIIB. Kompleks RNA-polimerazy Il
wigze sie z odpowiednimi sekwencjami DNA rejonu promotora znajdujacego sie
blisko miejsca inicjacji transkrypcji (a ta poprzedza rejon kodujacy biatko). Promoto-
rem nazywamy odcinek DNA zlokalizowany najczesciej powyzej startu transkrypciji.
Typowy promotor zawiera rejon bogaty w zasady A-T, zwany TATA-box (bedacy
miejscem zwigzania kompleksu polimerazy) ijeden lub wiele elementow zwanych
og6lnie UPE (ang. upstreampromotor elements) zbudowanych z kilku/kilkunastu par
zasad, ktore mogg zmienia¢ poziom transkrypcji (rys. 1). Przyktadem UPE jest tzw.
CCAAT-box, wystepujacy w wielu promotorach. Nie wszystkie promotory majg
TATA-box [24].

Elementy regulujgce transkrypcje (ang. response elements) mogg zwigkszacd
aktywnos$¢ transkrypcyjng i sg wowczas okreslane jako sekwencje aktywatora lub
wzmachiacza (ang. enhancer) [26]. Sekwencje te znajdujg sie w ré6znych odlegto-
$ciach od miejsca inicjacji transkrypcji i moga dziata¢ w obu orientacjach. Nie
wszystkie wzmacniacze podlegajgregulacji. Te, kt6re sa regulowane, mozna podzieli¢
na dwie kategorie: takie, ktoére reagujg na zmiany Srodowiska, tzw. wzmacniacze
indukowalne (reagujace na szok cieplny, ekspozycje wobec metali ciezkich, infekcje
wirusowe, czynniki wzrostowe czy steroidy) [24] i tzw. wzmacniacze czasowe lub
tkankowo-specyficzne, ktore sg aktywne tylko w okreslonym czasie w trakcie rozwoju
lub tylko w okre$lonych tkankach.

Inne elementy genu moga dziata¢ hamujaco na transkrypcje i wtedy sa czesto
okreslane jako elementy represorowe lub wyciszajace (ang. silencer) [15]. Aktywnos$é
transkrypcyjna w danych wamnkach jest wiec efektem obecnos$ci pozytywnych i
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Rys. 1. Schemat podstawowego kompleksu polimerazy RNA oraz czynnikéw transkrypcyjnych
zwigzanych z sekwencjami wzmacniacza w odcinku promotorowym genu

negatywnych elementéw promotorowych ijest regulowana przez specyficzne czyn-
niki transkrypcyjne, czyli biatka wiazace sie z regulatorowymi sekwencjami DNA.
Biatka te moga dziata¢ pojedynczo, czesciej jednak dziatajg w kombinacji z innymi,
modyfikujac podstawowg aktywnos$¢ transkrypcyjng [14, 25]. Wiekszo$¢ czynnikow
regulujacych transkrypcje nie dziata na zasadzie catkowitego wigczenia albo catko-
witego wytaczenia (represji) genu. Maksymalna lub catkowicie zahamowana trans-
krypcja (lub aktywnos$¢ posrednia) jest efektem skoordynowanej interakcji czynnikow
transkrypcyjnych dziatajgcych miedzy sobg synergistycznie lub antagonistycznie w
zaleznosci od ich wzglednego stezenia, regulacyjnych modyfikacji (np. fosforylacji)
i fizycznego potgczenia z DNA. Aczkolwiek aktywacja genu czasami wymaga
syntezy nowego biatka, najczesciej nastepuje ona na skutek modyfikacji juz istnieja-
cych czynnikéw transkrypcyjnych. Modyfikacjataka moze zwiekszy¢ powinowactwo
czynnika wobec DNA lub moze zmieni¢ konformacje czynnika, ktory juz jest zwig-
zany z elementem regulatorowym i w ten sposob zmieni¢ powinowactwo tego biatka
wobec innych biatek regulatorowych.

Czynniki transkrypcyjne moga dziata¢ dopiero wtedy, gdy chromatynajest gotowa
do transkrypcji (ang. primed). Polega to na "rozkreceniu™ chromatyny regulowanym
prawdopodobnie przez tzw. LCR, lokalne regiony kontrolne (ang. locus control
regions) i wigzace sie z nimi czynniki biatkowe, co zapoczatkowuje reorganizacije
chromatyny iczesto demetylacje DNA w czesci promotorowej [1, 4, 7, 28]. Chociaz
"priming"” chromatyny musi poprzedza¢ aktywacje transkrypcji, to jednak nie musi
poprzedza¢ pojawienia sie tkankowo-specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych.
Czynniki te mogg dawac sygnat do zmiany organizacji chromatyny [7, 27]. Ponadto,
np. do demetylacji odpowiedniego rejonu promotora immunoglobulin potrzebny jest
specyficzny wzmacniacz. Swiadczy to, ze tkankowo-specyficzne elementy regulato-
rowe DNA i biatka z nimi oddziatujace odgrywajg réwniez role w regulowaniu
modyfikacji DNA [23].
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PODSTAWOWE METODY BADANIA REGULACJI
EKSPRESJI GENOW

Rozwdj badan nad regulacja ekspresji gendw stat sie mozliwy dzieki doskonaleniu
technik doswiadczalnych. Obecnie dysponujemy catag gamg technik badawczych
dostarczajacych informacji zaréwno o molekularnych, jak i funkcjonalnych aspektach
interakcji pomiedzy DNA i biatkami regulatorowymi w warunkach in vivo, jak tez in
vitro.

Najprostszym testem pozwalajacym stwierdzié istnienie oddziatywania pomiedzy
interesujgcym nas odcinkiem promotorowego DNA a biatkowymi czynnikami, ktore
moga bra¢ udziat w regulacji ekspresji, jest test opoznienia migracji DNA w zelu
(ang. gel mobility shift assay). W metodzie tej wykorzystuje sie réznice szybkosci
poruszania sie kompleksu DNA-biatko i niezwigzanego DNA w zelu natywnym .
Jezeli fragment DNA wyznakowany badZ radioaktywnie, badZ przy uzyciu innych
znacznikéw, a nastepnie inkubowany z biatkiem utworzy z nim kompleks, to po
rozdziale na zelu autoradiogram (lub inna metoda detekcji) wykaze obecno$¢ wolne-
go DNA (sondy) oraz poruszajacego sie wolniej prazka odpowiadajgcego komplekso-
wi DNA-biatko (rys. 2). Jako frakcji biatkowej uzywa¢ mozna zarowno
oczyszczonych biatek, jak i ekstraktéw jagdrowych lub komérkowych. Wszelkie
niespecyficzne oddziatywania sg eliminowane poprzez dodanie do mieszaniny inku-
bacyjnej nadmiaru niespecyficznego DNA, najczesciej polimem dldC lub dAdT.
Powstajacy kompleksjest wynikiem specyficznego oddziatywania biatka z rozpozna-
wang przez to biatko sekwencjg nukleotydowg obecng w uzytym do do$wiadczenia
fragmencie DNA.

Metoda umozliwiajaca doktadne okreslenie sekwencji DNA uczestniczacych
bezposrednio w wigzaniu czynnikdw biatkowych jest tzw. metoda "footprinting".
Polega ona na trawieniu DNA, przy czym reakcja przebiega réwnolegle w prébie
zawierajgcej tylko DNA oraz w prébie zawierajgcej rowniez oczyszczone biatko lub
ekstrakt biatkowy. Zwigzanie sie biatka chroni odcinek DNA przed trawieniem
DNazg lub dziataniem czynnikow chemicznych. W rezultacie na zelu sekwencyjnym,
zamiast "drabinki" charakterystycznej dla préb zawierajgcych wytgcznie DNA, ob-
serwuje sie wygaszanie sygnatu w rejonach DNA zwigzanych z biatkiem. Odczytanie
w rownolegtej probie sekwencji DNA umozliwia okreslenie sekwencji nukleotyddw
znajdujacych sie w rejonie wigzacym biatko. Podobnie jak w poprzedniej metodzie,
uzycie do doswiadczen ekstraktow réznych typéw komoérek pozwala okresli¢, ktére
odcinki DNA oddziatujg z powszechnie wystepujacymi czynnikami biatkowymi, a
ktére wigza czynniki tkankowo-specyficzne, czy tez $ledzi¢ réznice pojawiajace sie
np. na réznych etapach réznicowania.

Informacje uzyskane przy zastosowaniu wyzej oméwionych metod moga by¢
rozszerzone zapomoca techniki"South-western biot”’bedacej modyfikacja klasycznej
metody hybrydyzacji Southema i polegajacej na hybrydyzacji znakowanego DNA na
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Rys. 2. Test op6znienia migracji DNA w zelu z zastosowaniem odcinka (-744,-568) promotora
kalcykliny i biatek ekstraktu jadrowego komorek raka wysiekowego Ehrlicha. Zaznaczono pozycje
sondy (znakowanego DNA) i komplekséw biatko-DNA: 1- bez dodatkéw; 2 - ze specyficznym
kompetytorem; 3 - z niespecyficznym kompetytorem

nosniku zawierajgcym elektroforetycznie rozdzielone ekstrakty biatkowe. Metoda ta
pozwala na okreslenie masy czasteczkowej biatka wigzacego sie z DNA, jak rowniez
poréwnanie jego poziomu w réznych tkankach.

Metoda pozwalajaca na preparatywne oczyszczenie czynnikéw transkrypcyjnych
oddziatujgcych z badanym odcinkiem DNA jest chromatografia powinowactwa
DNA-biatko. Fragment DNA, w formie najczesciej homooligomeru uzyskanego w
wyniku dziatania ligazy, sprzega sie kowalencyjnie z no$nikiem, ktérym mogg by¢
dostepne komercyjnie ztoza. Warunkiem umozliwiajgcym zwigzanie do nosnika jest
istnienie tzw. lepkiego konca 5’ i obecno$¢ w nim guaniny. Biatka zwigzane z
unieruchomionym DNA wymywa sie nastepnie zwiekszajac stezenie soli. Wprowa-
dzenie nowych technik badawczych, takich jak np. BIA (ang. real-time Biomolecular
Interaction Analysis), znacznie utatwi badania oddziatywan miedzy biatkami a DNA
i umozliwi jednoczesne uzyskiwanie danych jakosciowych i ilosciowych oraz izolo-
wanie poszukiwanych czynnikéw.

Okresleniu funkcjonalnego znaczenia poszczeg6Iinych odcinkéw promotora dla
ekspresji badanego genu stuzy metoda transfekcji komaorek plazmidem zawierajgcym
promotor sprzezony z tzw. genem reporterowym, tj. sekwencja kodujgca enzym,
ktérego aktywnos$¢ w transfekowanych tkankach bedzie nastepnie miarg poziomu
ekspresji genu, a wiec aktywnosci promotora. Najpowszechniej stosuje sie w tej
metodzie acylotransferaze chloramfenikolu (CAT) lub lucyferaze, a wiec enzymy
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katalizujgce reakcje, ktérych produkty oznacza sie stosunkowo prostag metoda, a
réwnoczesnie unika problemu, jaki mogtaby stanowi¢ aktywno$¢ endogennego enzy-
mu. Poréwnujac aktywnos$¢ produktu genu reporterowego w komdrkach transfeko-
wanych plazmidami zawierajgcymi odcinki promotora o r6znej dtugosci uzyskuje sie
informacje o tym, jaki odcinek promotora jest niezbedny dla podstawowej transkry-
pcji, ktore za$ odcinki maja potencjalng zdolnos$¢ aktywacji lub hamowania transkry-
pcji. Cennych informacji o sekwencjach promotora, ktore mogg by¢ istotne dla
komoérkowo-specyficznej ekspresji, dostarcza poréwnanie efektéw transfekcji tymi
samymi plazmidami dwoch typow komdrek rdéznigcych sie poziomem ekspresji
badanego genu. Stopniowe skracanie odcinka promotorowego w kierunku 3’ prowa-
dzi najczesciej do uzyskania jednakowej ekspresji genu w obu typach komoérek.
Oznacza to, ze na skutek kolejnej delecji usuniety zostat fragment promotora odpo-
wiedzialny za inhibicje ekspresji wjednym lubjej aktywacje w drugim typie komorek.
Podwajna transfekcja komorek plazmidem zawierajagcym promotor i gen reporterowy
oraz drugim plazmidem zawierajagcym sekwencje kodujgcg wigzacy sie zpromotorem
czynnik transkrypcyjny stanowi doskonaty test funkcjonalny, umozliwiajacy obser-
wacje wptywu tego czynnika na aktywno$¢ promotora w wamnkach in vivo.

Metoda "transkrypcji in vitro" umozliwia natomiast badanie ekspresji genu w
uktadzie, ktérego sktad mozna w duzej mierze kontrolowa¢. DNA zawierajacy
odcinek promotorowy i np. czes¢ kodujgca znanego genu inkubuje sie z ekstraktami
jadrowymi zawierajagcymi m.in. aktywny kompleks polimerazy RNA. Do takiego
uktadu mozna dodawac¢ oczyszczone biatka regulujace, czy tez uzywac ekstraktow
biatkowych pozbawionych pewnego sktadnika uzyskujac ta drogg bezposrednie in-
formacje o wptywie wprowadzonej zmiany na aktywnos$¢ promotora. Mieszanine taka
uzupeinia sie zestawem 4 nukleotydéw, z ktérych jeden jest znakowany, a nastepnie
mierzy ilo$¢ produktu reakcji, czyli znakowanego mRNA o dtugosci odpowiadajacej
dtugosci czesci kodujacej plazmidu.

Uzycie plazmidéw DNA zawierajacych badany odcinek promotorowy i gen repor-
terowy "do produkcji" myszy transgenicznych, czyli zwierzat, ktére we wszystkich
komérkach majg wbudowany w genom dodatkowy odcinek DNA, stanowi doskonata,
acz drogg i czasochtonng metode identyfikacji elementéw DNA odpowiedzialnych za
komdrkowo-specyficzna ekspresje. Stwierdzono np., ze odcinek promotorowy o
dlugosci 11 kpz genu a-I-tubuliny zawiera wystarczajgcqg informacje do ekspresji
6-galaktozydazy w myszach transgenicznych w takim samym momencie okresu
embrionalnego itylko w neuronach, czyli tak jak genu a-1-tubuliny [11].

REGULACJA TRANSKRYPCJI IMMUNOGLOBULIN,
GLOBIN | KALBINDYNY-D9k

Istniejg dwa gtéwne modele, wedtug ktérych dokonuje sie regulacja inicjacji
transkrypcji. Wedtug pierwszego biatka regulatorowe wystepuja w sposob restrykcyj-
ny, tzn. tylko w niektérych komérkach ireaguja tylko z genami nalezagcymi do jednej
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rodziny gendéw aktywnych tkankowo specyficznie. Kontrola r6znicowania miesni
szkieletowych przez rodzine czynnikéw transkrypcyjnych MyoD jest tego przykta-
dem. Ekspresja biatek MyoD jest ograniczona do linii komdrek mieéni szkieletowych
i ektopowa ekspresja in vitro i in vivo wystarcza do transformacji wiekszosci linii
komérkowych w komarki miesni szkieletowych. Ta wiasciwos¢ miogenicznej kon-
wersji w wyniku dziatania dominujgcego master-genu wydaje sie by¢ unikatowa dla
komdrek macierzystych miesni szkieletowych. Natomiast, np. w watrobie, ptucach,
tarczycy wystepuje drugi typ regulacji transkrypcji determinujacej specyficznosé
komoérkowa. W tkankach tych wystepujg te same czynniki transkrypcyjne, a specyfi-
czna ekspresja dokonuje sie w wyniku ich kombinowanego dziatania. Sg to oddziaty-
wania pomiedzy czynnikami wigzacymi sie z DNA lub interakcja pomiedzy
czynnikiem wigzacym sie z DNA a czynnikiem nie wiazacym sie z DNA, kowalen-
cyjna modyfikacja czynnika (najczesciej fosforylacja), ktéra wywotuje zmiany w
preferencji wobec DNA lub powinowactwie wobec innych biatek. A zatem waznymi
determinantami specyficznosci tych systeméw sg interakcje wyzszego rzedu typu
biatko-biatko i biatko-DNA [2].

Dobrze scharakteryzowanymi genami o tkankowo-specyficznej ekspresji sa geny
dojrzatych immunoglobulin [23]. Biatka te pojawiajg sie nie tylko w limfocytach B,
na okreslonym etapie ré6znicowania sie komorek limfoidalnych. W regulacji ekspresji
gendw immunoglobulin biorg udziat co najmniej trzy r6zne elementy. Sa to: specyfi-
czny wzmacniacz dla limfocytow B, element aktywowany w komorkach limfoidal-
nych, a takze sekwencje biorace udziat w komdérkowo-specyficznej kontroli
potranskrypcyjnej. Elementy wzmacniaczy specyficznych dla limfocytow B sg zlo-
kalizowane wewnatrz intronéw tancuchdw ciezkich oraz lekkich tancuchéw typu
kappa. Jeden z czynnikéw wigzacych sie z genem lekkiego tancucha kappa (NFkB),
ktéry wydawat sie wystepowaé tylko w limfocytach B, znaleziono w wielu komér-
kach, ale w formie nieaktywnej. Dopiero aktywacja tego czynnika transkrypcyjnego
umozliwia jego specyficzne wigzanie sie ze wzmacniaczem genu lekkiego taricucha
kappa i aktywacje transkrypcji. Jest to zatem rozwigzanie, w ktérym czynniki komor-
kowego réznicowania przeksztatcajg odpowiednie zestawy nieaktywnych czynnikéw
transkrypcyjnych w formy aktywne.

Badanie regulacji genu globiny dostarczyto uzytecznego paradygmatu komoérko-
wo-specyficznej i rozwojowej kontroli transkrypcji u wyzszych Eukaryota. Central-
nym problemem jest to, w jaki sposéb geny poszczeg6lnych izoform globiny sg
selektywnie aktywowane w rozwijajacych sie komorkach erytroidalnych i indywidu-
alnie programowane tak, aby pojawi¢ sie tylko w specyficznym okresie rozwojowym.
Zestaw (ang. cluster) B-gendw globiny zawiera geny kodujace te izoformy oraz, w
kierunku 5°, pie¢ miejsc o wysokiej wrazliwosci na DNaze (tzw. HS), z czego cztery
obecne sa tylko w chromatynie pochodzacej z tkanek lub komérek erytroidalnych
[27]. Miejsca te tworzg razem tzw. lokalny rejon kontrolny (LCR). Dziatanie LCR
polega prawdopodobnie na tym, ze wygina sie on, by moc fizycznie oddziatywac z
promotorem genu poszczegdlnych izoform globiny lub ich 3’-wzmacniaczami. Dwa
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modele autonomiczny i kompetycyjny moga ttumaczy¢ dziatanie LCR w programie
ekspresji genéw globiny w trakcie rozwoju organizmu. W piewszym modelu LCR
moze tworzy¢ odpowiednie warunki w chromatynie do dalszej ekspresji genow
globiny, z ktérych kazdy regulowany jest autonomicznie. W drugim modelu kolejna
aktywacja poszczegolnych genow moze by¢ uzyskana przez kompetycje o LCR przez
te geny, w taki sposéb, ze w danym momencie na pojedynczym chromosomie mozliwa
jest interakcja LCR tylko zjednym z genéw globiny. Wedtug tego modelu pojedyncze
geny globiny lezace w pozycji cis wspétzawodniczg kolejno ze sobg o LCR. Wynik
tego wspétzawodnictwa zalezy nie tylko od tego, jaki zestaw czynnikow transkrypcyj-
nych oddziatuje z promotorem, ale rowniez od tego, jakie czynniki sg zwigzane z
LCR (rys. 3). Stwierdzono, ze ekspresja dwéch embrionalnych genow globiny jest
regulowanaautonomicznie, pozostate geny globiny sa regulowane kompetycyjnie. Na
przyktad wytaczenie ptodowego genu globiny y dokonuje sie na skutek kompetycji z
genem izoformy Btypowej dla osobnikow dorostych.

Co najmniej dziewie¢ gen6w biatek S100 wystepuje obok siebie na chromosomie
Ig21 [29], ale kazde z tych biatek wystepuje w innego typu komérkach i ich geny
moga by¢ indukowane przez rézne czynniki. Przyktadowo biatko SIOOa wystepuje
w komorkach mie$ni, MRP8/MRP14 (kalgranulina A i B) w granulocytach i mono-
cytach, kalcyklina w komaérkach nabtonkowych i w fibroblastach, a poziom kalwa-
skuliny zwieksza sie w nowotworowych komorkach metastatycznych. Geny

Rys. 3. Mechanizm regulacji gendw globiny: 1- organizacja kompleksu genéw B-globiny u cztowieka;
2 - w fazie plodowej interakcja LCR z genem y-globiny uniemozliwia jednoczesng transkrypcje genu
B-globiny; 3 - udorostego osobnika interakcja LCR z genem y-globiny wyklucza transkrypcje y-globiny
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niektérych biatek S100, np. kalbindyny-D9k (biatka obecnego w nabtonku jelita),
biatka SI OOP (tozysko), biatka S1006 (komérki gleju) sa zlokalizowane na innych
chromosomach. Geny biatek S100 sg zatem idealnym materiatem do poszukiwania
odpowiedzi na nastepujace pytania: Jaki jest mechanizm(y) ijakie czynniki transkry-
pcyjne biorg udziat w procesach regulacji transkrypcji? Ktore sekwencje promotora
sg odpowiedzialne za komoérkowo-specyficzng ekspresje poszczeg6lnych biatek
S100?

Gen kalbindyny-D9k ulega ekspresji gtownie w zréznicowanych komdrkach na-
btonkowych dwunastnicy ijest to gen modelowy w badaniu molekularnych mecha-
nizmoéw specyficznie jelitowej transkrypcji. W genie tym zidentyfikowano jedno
miejsce wrazliwe na DNAze (miejsce HS4) blisko promotora, adrugie (miejsce HS1)
3,5 kpz powyzej miejsca startu transkrypcji [21]. Do HS4 wiazg sie jelitowy czynnik
transkrypcyjny Cdx-2 oraz powszechnie wystepujgce czynniki transkrypcyjne i te,
ktére wystepuja w duzej ilosci w watrobie.

Analizowano rézne plazmidy zawierajace fragmenty 5’-genu kalbindyny-D9k oraz
gen reporterowy wprowadzajac je do dwdch typéw komoérek: komérek wykazujacych
naturalng ekspresje kalbindyny-D9k (Caco-2) oraz komorek Hela, ktore nie wyka-
zuja obecnos$ci transkryptu tego genu [21]. Region od -117 do +20 pz kierowat
ekspresjg genu reporterowego w jednakowy spos6b w obu typach komérek i ten
poziom uznanojako 100% (rys. 4). Wydtuzenie odcinka w kierunku 5’ zjednej strony
zmniejszyto poziom transkrypcji, a z drugiej ujawnito zréznicowang aktywnos$¢
plazmidow w badanych komoérkach. W komdrkach Hela zaobserwowano ponad
20-krotng represje transkrypcji, a w komorkach pochodzenia jelitowego nie wieksza
niz 3-krotng represje. Wydtuzenie plazmidoéw powyzej -2254 pz (do -4400) powodo-
wato ponad 24-krotny wzrost transkrypcji w komorkach pochodzenia jelitowego i
zadnej zmiany w komoérkach Hela. Ta analiza delecyjna wskazuje, ze istniejg dwa
rejony determinujace specyficznie jelitowg transkrypcje: jeden od -117 do +20 pz, a
drugi pomiedzy -466 a 4,4 kpz powyzej miejsca startu transkrypcji. Ten drugi rejon
wydaje sie dziata¢ jako rejon supresorowy w komaorkach nie wykazujacych naturalnej
ekspresji kalbindyny-D9k, natomiast w komdrkach pochodzenia jelitowego ujawnia
obecno$¢ pozytywnych i negatywnych elementéw regulatorowych.

Stosujac metode 'footprinting™ wykazano, ze czynnik Cdx-2 wigzat sie z rejonem
A (od -40 do -23 pz) promotora pokrywajacym sie czesciowo z TATA-box. Transfe-
kcja komoérek dwoma plazmidami, z ktérych jeden zawierat miejsce A potaczone z
genem reporterowym, adrugi byt wektorem ekspresyjnym kodujacym czynnik Cdx-2,
powodowata znaczne hamowanie aktywnosci genu reporterowego w komorkach
Hela, wprzeciwienstwie do komorek pochodzeniajelitowego. Do pozostatych miejsc
zidentyfikowanych metoda 'footprinting"” wiagzaty sie inne czynniki transkrypcyjne:
do miejsca B i D - czynnik C/EBP, ktéry jest obecny w ekstraktach jelitowych i
watrobowych, do miejsca C - czynnik HNF-1 obecny m.in. w ekstraktach watroby,
do miejsca E - czynnik HNF-4 (watrobowy), a do miejsca G - czynnik NF-1
wystepujacy powszechnie. Powyzsze wyniki wskazuja, ze gen kalbindyny-D9k za-
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Rys. 4. Schematyczne przedstawienie plazmidéw uzytych do transfekcji i wzgledna aktywnosé¢ CAT w

transfekowanych komorkach Caco-2 i HelLa. Liczbami oznaczono dtugos¢ (pz) odcinkéw promotora

genu kalbindyny-D9k w kolejnych plazmidach. W procentach wyrazono wzgledng aktywnos$¢ CAT

przyjmujac za 100% aktywnos$¢ w komorkach transfekowanych plazmidem zawierajacym najkroétszy
(-117, +20) odcinek promotora (wedtug [26], zmodyfikowane)

wiera rejon podstawowego promotora (od -117 do +20), ktory dziata zaréwno w
komarkach wykazujacych ekspresje tego biatka, jak itakich, w ktérych nie ma zadnej
ekspresji. Specyficznie jelitowa ekspresja kalbindyny-D9k dokonuje sie dzieki se-
kwencjom zlokalizowanym powyzej tego odcinka DNA. Zidentyfikowano czynniki
transkrypcyjne wigzace sie z badang czescig genu kalbindyny-D9k. Szczeg6lnie
interesujacy jest fakt, ze sg to czynniki wystepujace w jelicie i watrobie. Jeden z nich
(Cdx-2) pojawia sie tylko w jelicie roznych gatunkéw zwierzat. Promotor kalbindy-
ny-D9k zawiera zatem wyspecjalizowany TATA-box, ktéry wspdtpracujac z otacza-
jacymi sekwencjami determinuje jelitowo specyficzng transkrypcje. Nie jest to
pierwszy przypadek, gdy TATA-box bierze udziat w regulacji komdrkowo-specyfi-
cznej transkrypcji. Na przyktad czynnik GATA-1 wigze sie z TATA-box genu
B-globiny kury.

REGULACJA TRANSKRYPCJI KALCYKLINY
I KALRETININY - BADANIA WLASNE

Kalcyklinajest biatkiem wigzacym wapn z grupy biatek S 100, ktore charakteryzuja
sie obecnoscig dwdch domen typu "E F-handWiaze zr6znym powinowactwem dwa
jony wapnia, czemu towarzyszy zmiana konformacyjna powodujgca ekspozycje
domen hydrofobowych [16]. Tak jak w przypadku innych biatek S 100 fizjologiczna
rola kalcykliny nie zostata dotad zdefiniowana. W badaniach biochemicznych wyka-
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zano zdolnos¢ kalcykliny do wigzania sie z dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglice-
rynowego [9] i z biatkami grupy anneksyn [9,37], jednak funkcjonalne znaczenie tych
interakcji nie jest znane. Histologicznie wykazano, ze kalcyklina jest obecna w
réznych narzadach, ale jej wystepowanie ograniczone jest do komérek nabtonkowych
i fibroblastow [17]. W komdrkach hodowanych in vitro zmiany poziomu ekspresji
kalcykliny moga by¢ indukowane przez r6zne czynniki zewnetrzne. Wiadomo, ze do
czynnikdéw takich nalezg: surowica, nabtonkowy czynnik wzrostowy (EGF), czynnik
wzrostowy z ptytek krwi (PDGF) [3], czynnik wzrostowy komérek nerwowych
(NGF) [22], estry forbolu [12],kwasretinowy [32]. Zmiany ekspresji kalcykliny mogga
tez by¢ indukowane transformacjg komérek genem H-ras [5]. Tak wiec w zywych
organizmach kalcyklinajest biatkiem komorkowo i tkankowo specyficznym, ktérego
ekspresja podlega Scistej regulacji. Wydaje sie zatem, ze poznanie mechanizmu

Znany jest fragment genu kalcykliny o dtugosci 1371 par zasad w kierunku 5” od
miejsca inicjacji transkrypcji. Odcinek ten zawiera typowg sekwencje TATA (poz -29
pz), sekwencje zblizong do sekwencji wzmacniacza transkrypcji (podobng do tzw.
sktadnika C2 SV40 enhancera) (poz. od -164 do -144 pz) oraz prawdopodobnie druga
takg sekwencje w poz. -935, a takze odcinki bogate w zasady GC, typowe dla
elementéw wigzgcych czynnik transkrypcyjny SP-1 [8]. Stwierdzono brak typowych
sekwencji najwyzszej zgodnosci typu AP-1, NFKB, czy elementu odpowiedzi na
surowice (SRE) - pomimo aktywacjitranskrypcji pod wptywem surowicy; znaleziono
natomiast 4 potencjalne sekwencje typu AP-2 [12].

Zbhadano takze funkcjonalne znaczenie poszczegélnych odcinkéw promotora genu
kalcykliny istwierdzono, ze element konieczny do stymulacji przez surowice znajduje
sie w odcinku od -42 do -32 pz [10]. Usuniecie sekwencji domniemanego wzmacnia-
cza transkrypcji (-164 do -144 pz) powoduje, zgodnie z oczekiwaniem, spadek
ekspresji genu. Prawdopodobnie odcinek pomiedzy -1371 i-1194 pz zawiera element
regulacji negatywnej (element supresorowy), gdyz ekspresja genu zawierajagcego
promotor o dtugosci 1371 pzjest nizsza niz genu o promotorze dtugosci 1194 pz [8].

Podjete przez nas badania 5’-odcinka genu kalcykliny majg na celu wyjasnienie
mechanizmu tkankowo i komorkowo specyficznej ekspresji tego biatka, a w szcze-
gblnosci okreslenie, ktére odcinki promotora sa odpowiedzialne za komoérkowo-
-specyficzng ekspresje, jakie czynniki biatkowe wptywajg na podstawowsg i induko-
wang ekspresje tego genu i czy sa one komérkowo-/tkankowo-specyficzne. W pier-
wszym etapie badan, postugujac sie metoda opdznienia migracji DNA w zelu,
zbadano interakcje zachodzace pomiedzy DNA promotora a biatkami jadrowymi z
tkanek o r6znym poziomie ekspresji kalcykliny. Stwierdzono istnienie jakosciowych
réznic w wigzaniu sie z promotorowym DNA biatek z ekstraktow jgdrowych pocho-
dzacych z tkanek o wysokiej (komérki raka Ehrlicha) i niskiej (watroba, ptuca, nerki)
ekspresji kalcykliny. Obserwacje te potwierdzono metoda hybrydyzacji South-wes-
tern blot, wykazujac réznice mas czasteczkowych biatek z ekstraktéw komarek raka
Ehrlicha i watroby wigzacych sie z tym samym odcinkiem DNA genu kalcykliny. Z
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kolei uzycie oligonukleotyddéw kompetycyjnych wigzgcych niektére znane czynniki
transkrypcyjne, i stwierdzony brak kompetycji z promotorowym DNA, pozwolito
wykluczy¢ zaangazowanie tych czynnikdéw w regulacji ekspresji kalcykliny [33].
Identyfikacja biatek oddziatujgcych z odcinkiem promotorowym genu kalcykliny
bedzie prawdopodobnie mozliwa poprzez okre$lenie metodg ‘footprinting" rozpo-
znawanych przez nie sekwencji nukleotydéw i rownolegte zastosowanie chromato-
grafii powinowactwa dla oczyszczenia niektérych czynnikéw. KofAcowym etapem
bedzie zastosowanie metod pozwalajgcych na zbadanie wptywu tych czynnikéw na
aktywnos$¢ promotora in vitro.

Kalretinina nalezy do biatek wigzacych wapn, charakteryzujacych sie obecnoscig
szeSciu motywow "EF-hand" i wykazuje wysoka homologie do kalbindyny-D28k
[36]. Kalretinina ma mase czasteczkowg okoto 31,5 kDa i wigze 4 lub 5jonéw wapnia,
czemu towarzyszy zmiana konformacji i wyeksponowanie domen hydrofobowych
[18, 19, 34, 35]. Sugeruje to, ze kalretinina jest zaleznym od wapnia sensorem
dziatajgcym podobnie jak kalmodulina. Sugestie te potwierdzajg wyniki badan, w
ktérych transfekowane komérki PC 12, w ktérych zachodzita ektopowa ekspresja
kalretininy nie byly bardziej oporne na wysokie stezenie jonéw wapnia od komaérek
nie zawierajgcych kalretininy [20]. Kalretininajest biatkiem tkankowo i komdrkowo
specyficznym. Jej ekspresja zachodzi w komérkach nerwowych w czasie rozwoju i
w pewnych obszarach mézgu zwierzat dorostych [13,36]. Specyficzne wystepowanie
kalretininy sugeruje Scistg regulacje ekspresji tego biatka. Z biblioteki genomowej
myszy wyizolowano i nastepnie zsekwencjonowano odcinek DNA o diugosci 1486
pz, w ktérym na konicu 3’ znajdowaty sie sekwencje CAAT, TATA-box i fragment
pierwszego eksonu kodujgcego kalretining [30]. Badano nastepnie funkcje delecyj-
nych plazmidéw zawierajacych fragmenty promotora genu kalretininy i gen reporte-
rowy lucyferaze. Plazmidami tymi transfekowano embrionalne komérki mozgu
hodowane in vitro, ktérych czes¢ wykazywata ekspresje kalretininy. Wykazano, ze
fragment zawierajacy 1486 pz reguluje transkrypcje na wysokim poziomie i tylko w
neuronach, czyli z zachowaniem specyficznosci komérkowej. Wysoka i neuronowo-
specyficzng transkrypcje obserwowano réwniez z plazmidami zawierajgcymi frag-
ment okoto 900 pz powyzej miejsca startu transkrypcji. Te i inne wyniki wskazuja, ze
odcinek proksymalny badanego fragmentu DNA zawiera promotor i rejon wyciszacza
ograniczajacego ekspresje do neuronow, Srodkowa cze$¢ zawierajgca rejon wzmac-
niacza jest potrzebna do maksymalnej ekspresji, a czes¢ dystalna zawiera dodatkowe
elementy wzmacniajgce [30]. Badania te sa kontynuowane m. in. z uzyciem krotkich
odcinkéw DNA, ktore wigza rozne biatka w zaleznosci od tego, czy badano ekstrakty
jadrowe z moézgu czy z tkanek nie zawierajacych kalretininy.
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PODSUMOWANIE

Zrozumienie mechanizmoéw, dzieki ktérym specyficzne geny stajg sie aktywne w
odpowiednim czasie i w odpowiednim miejscu w organizmie, jest problemem o
duzym znaczeniu poznawczym i o ogromnym potencjale zastosowan praktycznych.
Znaczenie badan regulacji ekspresji genéw to miedzy innymi stworzenie podstaw do
genetycznego "screeningu" genow odpowiedzialnych za zwiekszong predyspozycje
do r6znych chordb. Badania takie otwierajg mozliwosci do genetycznych interwencji
i stosowania lekéw specyficznych wobec promotoréw genéw odpowiedzialnych ze
predystynowanie do tych chordb. Leki dziatajace napoziomie transkrypcji, szczepion-
ki w postaci DNA ("immunizacja" genetyczna), czy metody umozliwiajace wprowa-
dzanie genéw do wybranych tkanek organizmu w celach terapeutycznych (terapia
genowa) to przysztosé, ale prawdopodobnie blizsza niz nam sie obecnie wydaje.
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ROLA INDUKOWALNYCH CZYNNIKOW
TRANSKRYPCYJNYCH W REGULACJI EKSPRESJI
GENOW

ROLE OF INDUCIBLE TRANSCRIPTION FACTORS
IN THE REGULATION OF GENE EXPRESSION

BOZENA KAMINSKA

Zaktad Biochemii Komarki, Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN
im. M. Nenckiego

Streszczenie: Specyficzno$¢ regulacji ekspresji genéw zalezy od wspotdziatania szeregu czynnikow
transkrypcyjnych. Aktywacja transkrypcjna danego genu jest czesto wypadkowg dziatania czynnikéw
pozytywnych i negatywnych zaangazowanych w jego regulacje. Ekspresja genéw w komaérce jest ciggle
modulowana przez liczne bodzce zewnatrzkomérkowe. Waznym szlakiem wewnatrzkomoérkowego
przekazywania réznych bodzcéw od aktywowanych receptoréw btonowych do jadra komdérkowego sg
kaskady sekwencyjnie aktywowanych kinaz biatkowych. Reguluja one ekspresje genéw poprzez fosfo-
rylacje czynnikéw transkrypcyjnych w dwojaki sposéb. Pierwszy mechanizm polega na tym, ze nie-
aktywne czynniki transkrypcyjne, znajdujgce sie w cytoplazmie, sg aktywowane przez fosforylacje i
przemieszczajg sie do jadra. Drugi mechanizm polega na przemieszczaniu si¢ aktywnych kinaz biatko-
wych do jadra i fosforylacji docelowych czynnikéw transkrypcyjnych. Fosforylacja czynnikéw trans-
krypcyjnych jest podstawowym mechanizmem prowadzacym do integracji informacji przekazywanych
w komorce i regulujacym ekspresje genéw. Indukowalne czynniki transkrypcyjne petnia zatem role
detektora okreslonych zmian w komérce i zaleznie od sposobu aktywacji wptywajg na poziom ekspresji
docelowych genoéw.

Stowa kluczowe: czynniki transkrypcyjne, fosforylacja biatek, kinazy MAP, przekaZnictwo komérkowe,
AP-1,NFkB.

Summary: The selective regulation of gene expression depends on cooperative action of multiple
transcription factors. The transcriptional activity of a particular gene is frequently determined by the
balance of positive and negative signals influencing its regulation. The cellular gene expression is
constantly modulated by a variety of extracellular stimuli. Modules of sequentially activated protein
kinases serve as important routes for the intracellular transmission of signals from diverse stimuli to
nucleus. Two general mechanism have evolved for the rapid and accurate transmission of signals from
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cell-surface receptors to the nucleus, both involving protein phosphorylation. In one mechanism, inactive
transcription factors kept in the cytoplasm are translocated into the nucleus upon activation. Second
mechanism depends on the translocation of activated protein kinases to the nucleus, where they
phosphorylate target transcription factors. Phosphorylation of a transcription factor by several different
kinases is a simple mechanism that allows different signals to converge at the same factor.

Key words: transcription factors, protein phosphorylation, MAP Kkinases, signal transduction, AP-1,
NFkB.

WSTEP

Komoérki eukariotyczne reagujg na zmiany w srodowisku wigczajac i wytgczajac
odpowiednie zestawy genow. Wielokomdrkowe organizmy eukariotyczne wymagaja
dodatkowych mechanizmdéw regulacyjnych umozliwiajgcych poszczeg6lnym ko-
morkom petnienie wyspecjalizowanych funkcji. Przeptyw informacji (w postaci:
hormonow peptydowych, neurotransmiter6w, czynnikow wzrostowych) ze $rodo-
wiska zewnetrznego do wnetrza komoérki odbywa sie za posrednictwem swoistych
receptoréw btonowych. Oddziatywanie bodzcéw zewnatrzkomorkowych z recep-
torami powoduje powstawanie okre$lonych zwigzkéw wewnatrzkomorkowych zwa-
nych wtérnymi przekaznikami. Indukujg one kaskade nastepujacych po sobie reakcji
regulujacych rozliczne funkcje komorki oraz zmieniajacych ekspresje gendéw, co
prowadzi do dtugotrwatej zmiany w funkcjonowaniu komorki [16, 27].

PRZEKAZYWANIE SYGNALU OD AKTYWOWANYCH
RECEPTOROW BLONOWYCH DO JADRA KOMORKOWEGO

Istotnym elementem dziatania wtdrnych przekaznikéw jest ich zdolno$¢ do
aktywowania kaskady swoistych kinaz biatkowych. W poszczeg6lnych komérkach
istnieje szereg réwnolegtych szlakow przekaznictwa sygnatu, ktére w pewnych sy-
tuacjach moga sie zazebia¢ i oddziatywaé poprzez wspolny szlak, ktérym jest
przekaznictwo za posrednictwem tzw. kinaz MAP (ang. mitogen activated protein
kinases) [1, 15, 17, 25, 30, 37]. Mechanizm aktywacji kinaz MAP przedstawiono
na rysunku 1 Kaskada kinaz MAP pozwala na aktywowanie przez fosforyzacje
kolejnych kinaz biatkowych nalezacych do rodziny kinaz MAP [1,7, 15]. Chara-
kterystyczng cechg tego szlaku jest fakt, ze w przeciwienstwie do innych kinaz
biatkowych dziatajacych w asocjacji z btong komoérkowa takich jak kinazy receptoréw
czynnikéw wzrostowych lub kinaza C, niektére kinazy MAP moga sie przemieszczac
do jgdra komdrkowego. Po aktywacji komorki kinazy: MapK (ang. mitogen ativated
protein kinase), RSK (ang. ribosomal S6 kinase) i JNK (ang. Jun N-terminal kinase)
przemieszczajg sie z cytoplazmy do jadra komérkowego [5]. Aktywacja kinaz
biatkowych MAP prowadzi do aktywacji transkrypcji szeregu genéw, w tym genow
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Angiotensyna EGF Interleukina 2
Bradykinina NGF Interleukina 3
Endotelina PDGF Interleukina 5
Wazopresyna T-komdrkowy antygen

Rys. 1. Schemat aktywacji kaskady kinaz MAP podczas przekazywania sygnatu od btony do jadra
komoérkowego. Po zwigzaniu sie cytokin z receptorami i ich aktywacji dochodzi do autofosforylacji
receptoréw czynnikéw wzrostu lub cytoplazmatycznych kinaz tyrozynowych z rodziny Src. Z ufosfo-
rylowang tyrozyng taczg sie biatka GRB2-Sos, ktore oddziatujg nastepnie z biatkiem Ras. Aktywacja
biatka Ras powoduje stymulacje kinazy seryno-treoninowej Raf1, ktéra z kolei fosforyluje MEK-kinaze
kinazy MAP. Substratem MEK sa MAP kinazy (Erki i Erk2), ktérych substratami sg inne kinazy: Rsk
(kinaza 90 kDa rybosomalnej podjednostki S6) i MAPKAPK?2 (kinaza 2 aktywowana przez kinaze
MAP). Takze aktywacja receptorow 7TM (7 domen transbtonowych), powigzanych z biatkami G
prowadzi do aktywacji kaskady kinaz MAP. Aktywowane kinazy MAP przemieszczajg sie do jadra
komérkowego, gdzie powoduja indukcje czynnika transkrypcyjnego AP-1 ztozonego z biatek Fos i Jun

kodujacych indukowalne czynniki transkrypcyjne, takie jak AP-1 (ang. activator
protein-1), c-Myc, STAT (ang. signal transducers and activators of transcription)
[6, 28, 33, 36]. W ten spos6b kinazy MAP moga posredniczy¢ w przekazywaniu
sygnatu od btony komérkowej dojadra komérkowego. Indukowane przez nie czynniki
transkrypcyjne oddziatujg na ekspresje innych genow.
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Aktywacja transkrypcji genéw eukariotycznych w odpowiedzi na sygnaty zewna-
trzkomérkowe wymaga tworzenia wielosktadnikowych komplekséw transkrypcyj-
nych w obrebie sekwencji regulatorowych genéw. Kluczowsg role odgrywajg w
tym procesie biatka specyficznie wigzace sie z sekwencjami regulatorowymi genéw
i umozliwiajace inicjacje transkrypcji w miejscu startu syntezy mRNA danego genu
[31, 34].

Podstawowy kompleks transkrypcyjny, wystepujacy we wszystkich komoérkach,
aczkolwiek niezbedny w procesie syntezy RNA, kieruje transkrypcja na niskim
i niezmiennym poziomie. O indukowalnej i tkankowo-specyficznej ekspresji gendw
decyduja indukowalne czynniki transkrypcyjne. Moga one dziata¢ jako aktywatory
lub represory transkrypcji wigzac sie z obszarami regulatorowymi, czesto znacznie
oddalonymi od miejsca startu transkrypcji. Zwykle obszary regulatorowe gendéw
majg szereg miejsc wiazacych rézne czynniki transkrypcyjne i dopiero witasciwa
kombinacja tych czynnikéw sprawia, ze gen ulega ekspresji [11, 12].

Przyjmuje sie, ze mechanizm regulacji transkrypcji przez indukowalne czynniki
transkrypcyjne polega na ich oddziatywaniu ze skiadnikami podstawowego kom-
pleksu inicjujgcego transkrypcje [34, ]. Na przykiad wykazano, Ze istnieje bez-
posrednie oddziatywanie czynnika AP-1 z biatkiem TBP (ang. TATA- box binding
protein) - biatkiem wigzacym sie z sekwencjg TATA, kluczowym skiadnikiem
wymaganym do transkrypcji genéw przez RNA polimeraze 1l [24]. Rola akty-
watoréw transkrypcji nie ogranicza sie tylko do procesu inicjacji transkrypcji genu.
Wykazano bowiem, ze ciggta obecnos¢ czynnikdéw transkrypcyjnych jest niezbedna,
aby transkrypcja genu mogta zachodzi¢ prawidtowo. Sg one bowiem wymagane
do reinicjacji procesu i utrzymaniu kompleksu transkrypcyjnego w promotorze okre-
$lonego genu [14]. Oznacza to w praktyce, ze ekspresja danego genu trwa tak
dtugo, jak dlugo okreslona kombinacja czynnikow transkrypcyjnych zajmuje miej-
sca regulatorowe i oddziatuje z podstawowym kompleksem transkrypcyjnym.

REGULACJA INDUKOWALNYCH CZYNNIKOW
TRANSKRYPCYJINYCH PRZEZ FOSFORYLACJE

Indukowalne czynniki transkrypcyjne sa biatkami jagdrowymi majacymi dwie
podstawowe aktywnosci: zdolno$¢ wigzania sie z DNA i aktywowania transkrypciji.
Zazwyczaj sa one nieaktywne lub nieobecne w komérkach spoczynkowych idopiero
w warunkach pobudzenia komdrki dochodzi do ich aktywaciji.

Stosunkowo prosto ulegajg aktywacji czynniki transkrypcyjne, ktoére znajduja
sie w cytoplazmie jako nieaktywne kompleksy. Niektore z nich jak np. czynnik
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NFkB bedacy dimerem biatek p65-p50, zwigzany jest z inhibitorem IkB. Ten swoisty
inhibitor uniemozliwia przemieszczenie sie czynnika NFkB do jadra [3, 4]. Pra-
wdopodobnie inhibitor maskuje sygnat lokalizacji jadrowej, ktéry umozliwitby prze-
mieszczenie sie biatka NFkB do jgdra komdrkowego. W wyniku fosforylacji
inhibitora i jego degradacji dochodzi do uwolnienia aktywnego NFkB (rys. 2).

Niektdre czynniki transkrypcyjne funkcjonujgjako dimery, w ktérych aktywno$é
kazdego ze skiadnikéw regulowana jest przez odrebny szlak przekaznictwa. Re-
gulacja aktywnosci czynnika transkrypcyjnego AP-1 jest dobrym przyktadem ilu-
strujacym ztozono$¢ i wielostopniowos$¢ procesu aktywacji indukowalnych
czynnikow transkrypcyjnych. Czynnik AP-1 jest dimerem sktadajgcym sie z biatek
rodziny Fos (c-Fos, FosB, Fral i 2) i rodziny Jun (c-Jun, JunB, JunD) [2, 24].
W wyniku pobudzenia komorki zostaje uruchomiona kaskada kinaz MAP [17, 25].
Nalezace do tej rodziny kinazy ERKI i 2 (ang. extracellularly regulated kinases),
bedace ostatnim ogniwem taricucha kinaz MAP, przemieszczajg sie do jadra ko-
morkowego [5]. Tam fosforylujg grupe czynnikéw tworzacych tzw. kompleks po-
trojny (ang. ternary complex) [8, 9]. W jego skiad wchodza: biatko TCF i dwie
czasteczki SRF (ang. serum responsivefactor). TCF jest trwale zwigzany ze swoistg
sekwencjg w promotorze genu c-fos. Fosforylacja TCF ufatwia jego oddziatywanie
z biatkami SRF [13]. Réwnolegle inne kinazy JNK/SAPK (ang. stress activated
protein kinase) fosforyluja kompleks zwiazany z promotorem genu c-jun. Kompleks
ten ztozony z biatek c-Jun i ATF2 (ang. activatory transcription factor) po ufo-
sforylowaniu indukuje transkrypcje genu c-jun. Zsyntetyzowane w cytoplazmie biat-
ka c-Fos i c-Jun przemieszczajg sie z powrotem do jadra komorkowego, gdzie
tworzag dimer i juz jako kompleks AP-1 wiazg sie z DNA [2, 25]. Dodatkowo
przedmiotem regulacji przez fosforylacje jest takze zdolno$¢ aktywowania trans-
krypcji przez czynnik AP-1. Aby kompleks AP-1 maégt wydajnie aktywowacé trans-
krypcje innych genéw, zaréwno biatko c-Fos jak i c-Jun jest fosforylowane przez
swoiste kinazy, odpowiednio FRK (ang. Fos regulating kinase) i JNK (rys. 3)
[26, 29, 35].

INTEGRACJA INFORMACJI NA POZIOMIE
CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH W JADRZE
KOMORKOWYM

Przedstawiony powyzej opis aktywacji czynnika transkrypcyjnego AP-1 jest do-
skonatym przyktadem, jak dochodzi do konwergencji réznych szlakow przekaznictwa
komérkowego. Odrebne kinazy MAP odpowiedzialne sg za zwiekszenie ilosci kom-
pleksu AP-1, inne za$ za podwyzszenie jego aktywnosci specyficznej. Ta wielo-
stopniowa regulacja wynika z faktu, ze czynnik AP-1 jest uniwersalnym jadrowym
przekaznikiem informacji indukowanym przez szereg réznych bodzcow.
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Rys. 2. Schemat aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB przez cytokiny. Interleukina 1 lub TNF

(czynnik nekrozy nowotworu) wigzga sie z receptorem, co aktywuje jeszcze niezidentyfikowang kinaze

inhibitora IkB. Kinaza fosforyluje inhibitor, co powoduje jego odszczepienie si¢ od NFkB. Uwolniony
NFkB przemieszcza do jadra komérkowego i wigze sie z promotorem docelowych genéw

Przedstawiony powyzej schemat dobrze ilustruje teze, ze aby doszto do indukcji
jednego (co prawda waznego) czynnika transkrypcyjnego musi dojs¢ do réwno-
legtego pobudzenia kilku kaskad nastepujacych po sobie reakcji. Kazda z tych
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Rys. 3. Regulacja aktywnosci czynnika transkrypcyjnego AP-1przez kinazy MAP. Trzy rozne typy kinaz
MAP sag zaagazowane w regulacje syntezy czynnika AP-1 i jego aktywnosci. Kinazy Erk indukujg
ekpresje genu c-fos poprzez fosforylacje biatka TCF zwigzanego z promotorem c-fos. Kinazy JNK
fosforylujg biatko c-Jun, ktére w kompleksie z czynnikiem ATF2 zwigksza synteze c-jun mRNA, co
prowadzi do wzrostu ilosci biatka c-Jun. Nowopowstate biatka c-Fos i c-Jun tworza funkcjonalny czynnik
transkrypcyjny AP-1, ktdrego zdolno$¢ do aktywowania transkrypcji jest regulowana przez kinazy
INK i FRK

kaskad uruchamiana jest przez inne wtérne przekazniki, ktoére z kolei powstajg
pod wptywem dziatajagcych na komérke bodzcow zewnatrzkomoérkowych. W ten
sposob na poziomie czynnika transkrypcyjnego dochodzi do integracji informacji
przekazywanych w komorce i indukcja okreslonego czynnika transkrypcyjnego jest
wypadkowa dziatania réznych bodzcoéw. Zréznicowana odpowiedz komdrkowa, w
postaci ekspresji okreslonego zestawu gendw, na te same czesto bodzce w réznych
komérkach, zalezy od rodzaju komérek i moze powstawa¢ w dwojaki sposob. Po
pierwsze docelowe dla czynikéw transkrypcyjnych elementy genéw moga byé do-
stepne w okre$lonym stanie chromatyny lub niedostepne w skondensowanej chro-
matynie. Po drugie indukowalne czynniki mogg wspdtdziata¢ z r6znymi
tkankowo-specyficznymi czynnikami transkrypcyjny mi i w zaleznosci od kombinacji
regulowacé ekspresje genéw [12].

TEST OPOZNIENIA MIGRACJI ELEKTROFORETYCZNEJ
W ZELU JAKO METODA OCENY AKTYWNOSCI
CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH

Wymienione powyzej przyktady regulacji aktywnosci czynnikéw transkrypcyj-
nych wskazuja, ze stosowane do niedawna powszechnie metody badania ekspresji
genow kodujgcych czynniki transkrypcyjne, mogg by¢ zawodne. Dotyczy to zwia-
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szcza czynnikow wielosktadnikowych takich jak AP-1 czy na przyktad NFAT (ang.
nuclearfactor ofactivated T cells). NFAT jest kompleksem zbudowanym z czynnika
NFATp, ktorego jadrowa lokalizacja jest regulowana przez defosforylacje, oraz
czynnika AP-1 [24].

W badaniach wiasnych nad rolg czynnika AP-1 w procesach plastycznosci neu-
ronalnej i neurodegeneracji stosowaliSmy gtéwnie test opdznienia migracji elektro-
foretycznej w zelu, czyli metode EMSA (ang. electrophoretic mobility shift assay).
Metoda ta polega na odtworzeniu in vitro wigzania funkcjonalnego kompleksu biat-
kowego z fragmentem DNA zawierajgcym sekwencje ropoznawang przez ten kom-
pleks. Wspomniana technika ma te wyzszo$¢ nad innymi metodami (Northern i
Western blotting), ze pozwala okresla¢ ilos¢ funkcjonalnego kompleksu transkry-
pcyjnego w komorce oraz jego zdolno$¢ wigzania sie z DNA. Jest ona szczeg6lnie
uzyteczna do badania czynnikéw transkrypcyjnych dziatajgcych jako wielosktad-
nikowe kompleksy (rys. 4 A). Metoda ta nie pozwala niestety oceniac, jak zmienia
sie w trakcie aktywacji czynnika jego zdolno$é do stymulowania eskpresji gendw.

Badania nasze, jak tez wielu innych autoréw wykazaty, ze do indukcji czynnika
AP-1 i genéw kodujacych jego skiadniki, dochodzi w komérkach stymulowanych
do proliferacji, roznicowania [2] i programowanej $mierci komorek [18, 22], a
takze po aktywacji komérek zréznicowanych, nieproliferujacych, takich jak neurony
[19, 20, 23] czy makrofagi [21]. Dzieki opracowaniu modyfikacji metody EMSA
mozliwa stala sie identyfikacja sktadnikdéw funkcjonalnego kompleksu transkry-
pcyjnego. Po zastosowaniu przeciwciat swoiscie rozpoznajacych poszczegdlne biatka
z rodzin Fos i Jun, moglisSmy zidentyfikowa¢ sktadniki kompleksu AP-1 w roéznych
sytuacjach fizjologicznych. StwierdziliSmy, ze chociaz kompleks AP-1 jest indu-
kowany w wielu sytuacjach, czasami pozornie przeciwstawnych: jak stymulacja
proliferacji i Smierci komoérek, jego sktad biatkowy nie jest wowczas taki sam
(rys. 4). Na przyktad sktad kompleksu AP-1 wystepujagcego w komorkach pro-
liferujgcych jest inny niz w komorkach apoptotycznych [18 i dane niepublikowane].
Z kolei w doswiadczeniach nad fizjologiczng stymulacjg wzrokowa, zaobserwo-
waliSmy nastepujaca z uptywem czasu po stymulacji, wymiane sktadnikéw kom-
pleksu AP-1. W krotkim czasie po stymulacji w komorkach dominowaty kompleksy
zawierajgce biatka c-Fos, JunB i c-Jun. Wraz z uptywem czasu (6 godzin) w kom-
pleksach AP-1 wystepowaty biatka FosB i JunD (rys. 4 C) [20]. Obserwowano
in vitro, ze poszczegdlne biatka Fos i Jun majg troche inne wiasciwosci, wiec
utworzony przez rézne kombinacje biatek kompleks AP-1 bedzie obdarzony od-
miennymi wiasciwosciami [2, 10, 24, 32]. Sktad kompleksu determinuje jego zdol-
no$é do wigzania sie z okreSlonym promotorem oraz jego aktywno$¢ transkrypcyjna.
Na przyktad wykazano, ze biatka c-Fos i c-Jun, ale nie inne biatka z tej rodziny,
oddziatuja z biatkami TBP utatwiajagc tworzenie kompleksu, ktéry inicjuje trans-

krypcje.
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Rys. 4. Schemat metody EMSA (A) i przyktady sktadu kompleksu AP-1 w réznych sytuacjach

fizjologicznych: stymulacja wzrokowa, apoptoza; B - sktad kompleksu AP-1 w korze wzrokowej mézgu

szczuréw kontrolnych oraz szczuréw trzymanych w ciemnosci i wystawionych na $wiatto na 2 lub 6

godzin; C - sktad kompleksu AP-1 w komérkach glejaka C6 przed i w 24 h po indukcji apoptozy przez
cyklosporyne A
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TBP - STRUKTURA, FUNKCJE ORAZ INTERAKCJE
Z INNYMI CZYNNIKAMI TRANSKRYPCYJNYMI

TBP - STRUCTURE, FUNCTIONS AND INTERACTIONS
WITH OTHER TRANSCRIPTION FACTORS

ROBERT KUCHARSKI, EWA BARTNIK

Zaktad Genetyki Uniwersytetu Warszawskiego i Instytut Biochemii i Biofizyki
PAN, Warszawa

Streszczenie: TBP - biatko wigzace sie z sekwencjg TATA (TATA-box binding protein) bierze udziat w
transkrypcji przeprowadzanej przez wszystkie jadrowe eukariotyczne polimerazy RNA. W artykule
omoéwiono dziatanie tego czynnika przy transkrypcji przez polimeraze RNA 1.

Stowa kluczowe: TBP, polimeraza RNA I, transkrypcja

Summary: TBP - the TATA-box binding protein - is involved in transcription by all three nuclear
eukaryotic RNA polymerases. The action of this transcription factor in RNA polymerase Il transcription
is described.

Key words: TBP, RNA polymerase Il, transcription

WSTEP

TBP (TATA-box binding protein, zwany tez TFIID i TBF) jest jednym z naj-
intensywniej badanych czynnikéw transkrypcyjnych. Przyczyniajg sie do tego nie-
zwykte wiasciwosci charakteryzujace to stosunkowo niewielkie, monomeryczne
biatko. TBP byt poczgtkowo utozsamiany z czynnikiem TFIID oczyszczanym z
ekstraktow drozdzowych i ludzkich komérek HelLa, niezbednym do rekonstrukcji
uktaddw transkrypcyjnych in vitro i oddziatujacym z sekwencjami TATA promo-
toréw eukariotycznych genéw transkrybowanych przez polimeraze RNA 1l (RNA-
PII). Wkrétce TBP okazat sie by¢ biatkiem niezbednym do inicjacji transkrypcji
przez wszystkie trzy polimerazy RNA oraz uniwersalnym sktadnikiem komplekséw
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transkrypcyjnych oddziatujacych z r6znymi elementami regulatorowymi obecnymi
w eukariotycznych promotorach. TBP wystepuje powszechnie w komérkach Eu-
karyota, a niedawno geny kodujace homologiczne biatka zostaty sklonowane z
trzech gatunkéw Archaea, co pozwolito na stwierdzenie istnienia konserwowanych
elementéw w strukturze aparatéw transkrypcyjnych dwéch odlegtych ewolucyjnie
grup organizmow.

Mimo swojej niewielkiej masy czasteczkowej biatko to moze by¢ zaangazowane
w bardzo duzg ilo$¢ oddziatywan z innymi makroczasteczkami. TBP ma bardzo
duze powinowactwo do DNA, w szczegdblnosci do sekwencji najwyzszej zgodnosci
5’- TATAt/aAt/aA-3’, wystepujacej w elementach TATA-box, cho¢ réwniez moze
wigza¢ sie z innymi sekwencjami. Ponadto TBP moze uczestniczy¢ w licznych
interakcjach z innymi biatkami, w tym biatkami ulegajgcymi Scistej asocjacji (TAF
- TBP associated factors) i tworzacymi z TBP wielopodjednostkowe kompleksy
biorace udziat w rozpoznawaniu sekwencji promotorowych, z innymi og6élnymi
czynnikami transkrypcyjnymi bioragcymi udziat w czasie inicjacji transkrypcji w
tworzeniu komplekséw preinicjacyjnych (PIC - preinitiation complexes) oraz z
wieloma biatkami modulujacymi aktywno$¢ transkrypcyjng gendéw, w tym z re-
presorami oraz z szeregiem aktywatoréw i biatek wspomagajacych aktywacje [20].
Jednoczesny udziat w rozpoznawaniu rdzeniowych sekwencji promotorowych oraz
w oddziatywaniach z biatkami biorgcymi udziat w tworzeniu i regulacji powstawania
kompleksu preinicjacyjnego powoduje, ze TBP nalezy traktowac jako kluczowy
sktadnik maszynerii transkrypcyjnej wystepujacej we wszystkich komérkach euka-
riotycznych.

STRUKTURA TBP

Po raz pierwszy gen kodujacy TBP zostat sklonowany z drozdzy niezaleznie
przez kilka zespotéw [20, 23]. Do chwili obecnej poznano sekwencje TBP z wielu
organizmow. TBP jest biatkiem o dtugosci 191-353 reszt aminokwasowych o masie
czasteczkowej 22-38 kDa i punkcie izoelektrycznym 9-10. W biatku mozna wyréznié¢
dwie domeny charakteryzujace sie r6znym tempem ewolucji: silnie konserwowang
ewolucyjnie domene C-koricowg o stosunkowo statej dtugosci 180 aminokwaséw
i N-koricowg domene o wysokiej zmiennosci zaréwno pod wzgledem sekwencji,
jak i dtugosci. Miedzygatunkowe homologie w domenie C-kofAcowej wynoszg 80-
95%. W domenie tej mozna wyrdzni¢ dwa proste powtorzenia sekwencji (DR,
direct repeats) o znaczacej homologii do bakteryjnych czynnikéw a i obszar ia-
cznikowy zawierajagcy wiele reszt aminokwasow zasadowych (BR, basie repeat).
TBP ma takze motywy, ktére mozna odnalez¢ w biatku c-myc oraz IHF (Integration
Host Factor) [15, 23, 24, 25] (rys. 1)
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Rys. 1. Schemat struktury TBP Saccharomyces cerevisiae: 1-60 - domena N-koncowa, 61-240 - do-
mena C-koricowa; DR - proste powtérzenia sekwencji aminokwasowej; BR - region bogaty w reszty
aminokwasow zasadowych; myc - region homologii z biatkiem c-myc; a - region homologii
z bakteryjnym czynnikiem sigma

Dwuczesciowa struktura biatka wskazywata na odmienne funkcje petnione przez
obie domeny. Domenie C-koricowej przypisywano pierwotnie role w wigzaniu DNA,
natomiast réznice miedzygatunkowe w funkcjonowaniu TBP prébowano przypisaé
specyficznym sekwencjom domen N-terminalnych. Stosujgc hybrydowe czgsteczki
TBP wykazano jednak, ze np. funkcjonalne réznice miedzy TBP ludzkim i droz-
dzowym mapujg sie w obszarze domeny C-terminalnej [17, 23]. W wyniku analizy
funkcjonalnej czasteczek TBP majacych rézne mutacje stwierdzono, ze domena
C-terminalna odpowiedzialna jest jednoczes$nie za rozpoznawanie sekwencji DNA,
jak réwniez za interakcje z og6lnymi czynnikami transkrypcyjnymi i biatkami regu-
latorowymi. Rola domeny N-terminalnej nie jest jasna i moze nie by¢ taka sama
u wszystkich organizméw; u drozdzy nie wydaje sie by¢ niezbedna [17], a u
cztowieka jest odpowiedzialna za aktywacje transkrypcji przez czynnik transkry-
pcyjny Spl [40].

Uzyskanie krysztatow TBP Arabidopsis thaliana i Saccharomyces cerevisiae
pozwolito na ustalenie Il1-rzedowej struktury biatka [6,36]. Region czasteczki odpo-
wiadajgcy domenie C-terminalnej TBP ma dwuboczng symetrie, co potwierdza
przewidywania wynikajace z analizy sekwencji aminokwasowej. TBP przypomina
swojg strukturg siodto, ktorego wewnetrzna, wklesta strona zbudowana jest z anty-
réwnolegtych fancuchow struktury B mogacych opasywac czasteczke DNA. W eks-
ponowanej na zewnatrz wypuktej czesci dominujg heliksy (x, ktérych reszty
aminokwasowe moga bra¢ udziat w oddziatywaniach z innymi sktadnikami kom-
plekséw transkrypcyjnych (rys. 2).

Zwigzanie TBP z DNA powoduje duze zmiany topologiczne w strukturze kwasu
nukleinowego, co wykazano badaniem krystalograficznym komplekséw TBP droz-
dzy i Arabidopsis z fragmentem DNA zawierajgcym sekwencje TATA [30]. TBP
oddziatuje z DNA wzdtuz catej wklestosci zawartej miedzy strzemionami powodujac
dwukrotne zgiecie czasteczki z sumaryczng zmiang kata biegu heliksu o 100° oraz
czeSciowe rozwiniecie heliksu DNA prowadzace do powiekszenia matego rowka
oddziatujacego z wklestg powierzchnig TBP. Sekwencja TATA-box oddziatuje z
druga potowag domeny C-terminalnej odpowiadajacej drugiemu prostemu powto-
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Rys. 2. Struktura I11-rzedowa domeny C-terminalnej TBP S. cerevisiae: S - faricuchy 5 H - heliksy a

rzeniu, TBP w czasie wigzania sie z DNA ulega jedynie nieznacznym zmianom
konformacyjnym polegajacym na przesunieciu obu subdomen C-koricowych wzgle-
dem siebie. Zmiany topologiczne zachodzace w obrebie kompleksu TBP-DNA sg
najprawdopodobniej sygnatem umozliwiajgcym powstanie kompleksu preinicjacyj-
nego.

FUNKCJE TBP W PROCESIE INICJACJI TRANSKRYPCJI

Transkrypcja genéw kodujacych biatka prowadzona przez polimeraze RNA 1l
zalezna jest od obecnosci w promotorze elementu inicjatorowego lub sekwencji
TATA decydujacych o rekrutacji do promotora kompleksu TFIID oraz majgcego
powinowactwo do polimerazy RNA Il czynnika TFIIB. W przypadku promotoréw
zawierajacych sekwencje TATA-box, wystepujacg najczesciej w rejonie okoto 30
nukleotydéw przed punktem startu transkrypcji, TFIID (lub TBP) wigze sie w pier-
wszej kolejnosci z DNA w obrebie sekwencji TATA. Przy wspétudziale czynnika
TFIIA za$ tworzy kompleks DA. Nastepnie przytgczany jest czynnik TFIIB bedacy
tacznikiem miedzy kompleksem DA oraz polimerazg RNA Il. Do kompleksu DAB
rekrutowana jest nastepnie polimeraza RNA Il w potgczeniu z czynnikiem TFF.
Po przytaczeniu TFIIH i TFIIE powstaje petny kompleks preinicjacyjny, ktory ulega
nastepnie aktywacji w reakcji wymagajacej obecnosci ATP [12].
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Mimo ze in vitro w reakcji transkrypcji na poziomie podstawowym TFIID mozna
zastgpi¢ preparatem oczyszczonego do homogennosci TBP, w petni funkcjonalny
i odpowiadajacy za aktywacje kompleks preinicjacyjny musi zawiera¢c TBP w po-
wigzaniu z czynnikami TAFn (TBP associated proteins dla polimerazy RNA Il
). Najlepiej scharakteryzowane sg kompleksy TFIID Drosophila oraz cztowieka,
w przypadku ktorych oczyszczono poszczegdlne sktadniki i sklonowano znaczng
ilo§¢ kodujgcych je genow [18]. TFIID Drosophila sktada sie oprocz TBP z 8
peptydow (TAFjj 250, 150, 110, 80, 40, 30oc i 30(3). Ludzki TFIID ma dodatkowe
skfadniki TAFn 55, 30 i 18 [9, 26, 34]. Szkielet kompleksu tworzy TAFn 250,
a pozostate podjednostki warunkujg odpowiedz TFIID na aktywacje przez rozne
czynniki transkrypcyjne [8,51]. Niejasnajest formawystepowania TBP w komérkach
drozdzy, gdyz przy zastosowaniu standardowych technik chromatograficznych nie
udawato sie przez dtuzszy czas wyizolowaé kompleksow TBP z TAF. Dopiero
przy zastosowaniu technik chromatografii powinowactwa udato sie oczysci¢ i scha-
rakteryzowac dwa rézne kompleksy TBP z TAF. Jeden nich miat aktywnos$¢ czynnika
transkrypcyjnego dla polimerazy Ill, drugi za$ zawierat TBP i 9 peptydow, z ktérych
TAFjj 145 wigzat sie z TBP i wykazywat znaczacg homologie do TAFn 250
Drosophila, natomiast TAFn 90 byt homologiczny z TAFn 80. Oczyszczony kom-
pleks funkcjonowat w tescie na aktywacje transkrypcji [42]. Gdy poréwnano TAFn
150 z Drosophila z innymi biatkami, okazato sie, ze biatko to jest homologiczne
ze znanym drozdzowym biatkiem kodowanym przez gen TSM-1. Obabiatka wykazujg
réwniez silne podobienstwo funkcjonalne, gdyz wigzg sie z TBP i TAFjj 250
z Drosophila [48]. Ze wzgledu na znaczace homologie drozdzowych TAF z TAF
Metazoa istnieje duze prawdopodobieristwo, ze mogg one petni¢ analogiczne fun-
kcje zarbwno w procesie tworzenia kompleksu inicjacyjnego, jak tez i w procesie
aktywacji transkrypcji. Jednak ostatnio sugeruje sig, ze by¢ moze u drozdzy czynniki
TAFjj nie sgniezbedne do aktywacji in vitro, poniewaz brak szesciu roznych TAFéw,
cho€ jest letalny, nie wpltywa na aktywacje transkrypcji [5]. By¢ moze TAFn sg
niezbedne do aktywacji transkrypcji tylko pewnych genow.

Istnieja dowody na to, ze w komdrkach drozdzy wszystkie, z wyjatkiem TBP,
sktadniki kompleksu preinicjacyjnego zwigzane sg z polimerazga RNA Il w formie
holoenzymu, zawierajgcego dodatkowo kompleks biatek petnigcych funkcje w cza-
sie aktywacji transkrypcji, zwany mediatorem. Fakt ten wskazuje na istnienie al-
ternatywnej drogi tworzenia kompleksu preinicjacyjnego, w ktérym, analogicznie
jak w drodze klasycznej, pierwszym etapem jest wigzanie TBP z sekwencjg TATA-
-box, a nastepnie rekrutacja przez TBP holoenzymu polimerazy RNA Il zawie-
rajagcego pozostate elementy niezbedne do rozpoczecia transkrypcji [32, 45]. Obie
drogi tworzenia kompleksu preinicjacyjnego przedstawiono na rysunku 3.

W promotorach genéw kodujacych biatka transkrybowanych przez polimeraze
RNA Il i nie zawierajgcych sekwencji TATA-box elementem okreslajgcym spe-
cyficznos$¢ polimerazy jest rowniez czynnik TFIID, jednak wchodzgcy wjego sktad
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Rys. 3. Alternatywne drogi sktadania kompleksu preinicjacyjnego na promotorach genéw transkrybowa-
nych przez polimeraze RNA 1l i zawierajacych sekwencje TATA-box: a- model sekwencyjny,
b - model holoenzymu RNAPII, Inr- sekwencja inicjatorowa

TBP nie petni funkcji gtéwnego elementu rozpoznajgcego sekwencje promotorowe.
Istnieje kilka modeli opisujagcych mechanizm rekrutacji TFIID do tego typu pro-
motoréw. Rekrutacja moze nastepowac przez posrednie lub bezposrednie oddzia-
tywanie TAF wchodzgcych w skiad TFIID z inicjatorem, sekwencjg najwyzszej
zgodnos$ci 5’-RRCARRRRR-3’ zachodzacg na punkt startu transkrypcji. Przy bez-
posrednim oddziatywaniu role te petni TAFn 150 majacy znaczne powinowactwo
do zawierajgcej inicjator sekwencji znajdujacej sie w rejonie -1-+38 w stosunku
do punktu startu transkrypcji [48, 49]. W posrednim oddziatywaniu TAF wcho-
dzacych w sktad TFIID (np. TAFjj 150) z regionem otaczajacym punkt startu trans-
krypcji moga posredniczy¢ biatka wigzace sie do sekwencji inicjatorowych (IBP
- initiator binding proteins). Opisane do tej pory biatka o charakterze IBP, m.in.
specyficzne biatko TFII-I, aktywatory transkrypcyjne YY1, HIP1 i USF oraz po-
limeraza RNA Il nie wigzg sie z sekwencjq najwyzszej zgodnosci inicjatora, wcigz
pozostaje wiec otwarty problem istnienia uniwersalnego czynnika transkrypcyjnego
rozpoznajgcego specyficznie sekwencje inicjatorowe [27, 49]. Inny model zaktada
rekrutacje TFIID poprzez oddziatywanie TAF z czynnikiem transkrypcyjnym wig-
zacym sie ze specyficzna sekwencjg regulatorowg znajdujaca sie przed punktem
startu transkrypcji, bez wigzania TBP do sekwencji promotorowych [41]. Mimo
istnieniamechanizm&w rekrutacji TFIID do sekwencji promotorowych zachodzacych
zpominieciem etapu wigzania TBP do DNA nie mozna wykluczy¢ istnienia wtornych
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Rys. 4. Struktura kompleksu TFIID

oddziatywan TBP z sekwencjami lezacymi przed punktem startu transkrypcji. Od-
dziatywania te mogg mie¢ charakter nieswoisty lub by¢ wynikiem zmiany powi-
nowactwa TBP do DNA nastepujacej po zwigzaniu TBP z TAF iinnymi czynnikami
transkrypcyjnymi. Wyniki przeprowadzonych in vitro testow kinetyki wiazania TBP
z réznymi sekwencjami DNA oraz analiza wptywu sekwencji znajdujacej sie w
regionie -30 na efekt aktywacji transkrypcji przez czynnik Spl wskazujg na istnienie
wspomnianych powyzej oddziatywan [52, 55]. Na rysunku 4 przedstawiono budowe
TFIID.

AKTYWACJA TRANSKRYPCJI GENOW KODUJACYCH
BIALKA

Mechanizmy aktywacji transkrypcji najintensywniej analizowane sg w uktadach
transkrypcyjnych dla gendw kodujacych biatka i transkrybowanych przez polimeraze
RNA II. Uzyskanie transkrypcji na poziomie podstawowym in vitro wymaga obe-
cnosci matrycy zawierajgcej sekwencje TATA-box lub inicjatora, kilku ogoélnych
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czynnikow transkrypcyjnych: TFIIB, TBP, TFIIF, TFIIE i TFIIH oraz polimerazy
RNA Il, ATP oraz trifosforanéw rybonukleozydoéw [2]. Zwiekszenie aktywnosci
transkrypcyjnej ponad poziom podstawowy wymaga obecnosci odpowiedniego ze-
stawu elementéw regulatorowych dziatajgcych w uktadzie in cis, czyli sekwencji
znajdujacych sie bezposrednio w poblizu rdzeniowych sekwencji promotorowych,
sekwencji znajdujacych sie w pewnej odlegtosci od minimalnego promotora (UAS,
upstream activating sequences) i sekwencji dziatajgcych niezaleznie od potozenia
i orientacji wzgledem miejsca startu transkrypcji zawartych w sekwencjach wzmac-
niajacych (enhancerach) oraz elementéw dziatajagcych w ukiadzie in trans, czyli
odpowiedniego zestawu biatek regulatorowych oddziatujagcych bezposrednio z se-
kwencjami regulatorowymi wspomagajacymi aktywacje, okreslanych czesto mianem
koaktywatoréw lub mediatorow.

Biatka regulatorowe, ktérych zwigzanie z sekwencjami regulatorowymi, takimi
jak UAS lub sekwencje wzmacniajgce (enhancery), powoduje zwiekszenie aktyw-
nosci transkrypcyjnej regulowanego genu, zbudowane sg zazwyczaj z domeny wig-
zacej sie z DNA oraz domeny aktywujacej (AD), a ponadto biatka dzialajagce w
formie homo- lub heterooligomerycznej zawierajg domene multimeryzujgcg. Domena
wigzaca sie z DNA odpowiedzialna jest za rozpoznawanie sekwencji regulato-
rowych, natomiast domeny aktywujgce zaangazowane sg w procesy interakcji miedzy
poszczegblnymi elementami trans-regulatorowymi. Ws$réd wielu biatek regulato-
rowych mozna stwierdzi¢ wystepowanie charakterystycznych motywow zaréwno
w sekwencjach domen oddziatujagcych zDNA (np. palce cynkowe, heliks-skret-heliks
lub domena homeobox), aktywujgcych (np. kwasne, bogate w reszty glutaminy
lub proliny) oraz multimeryzujgcych (np. suwak leucynowy) [53].

Mimo ze mechanizm aktywacji transkrypcji nie zostat do chwili obecnej pre-
cyzyjnie scharakteryzowany, niewatpliwie najwieksze znaczenie majg w tym procesie
bezposrednie oddziatywania miedzy biatkami regulatorowymi a skfadnikami ma-
szynerii transkrypcyjnej wigzacej sie z rdzeniowymi sekwencjami promotorowymi
otaczajacymi punkt startu transkrypciji.

W procesie aktywacji transkrypcji zaangazowane sg niektore podstawowe czynniki
transkrypcyjne. Domeny aktywujgce biatek regulatorowych mogg w procesie akty-
wacji transkrypcji oddziatywac z podstawowymi czynnikami transkrypcyjnymi, w
tym przede wszystkim z regionem bogatym w reszty aminokwaséw zasadowych
domeny C-terminalnej TBP [20], czynnikami transkrypcyjnymi TFIIA [43], TFIIB
[11, 33], TFHF [29], TFIIH [54] oraz z CTD - domeng C-koricowg polimerazy
RNA Il [16].

Wiekszosé aktywatorow wymaga do swego dziatania udziatu dodatkowych biatek,
tzw. koaktywatoroéw lub mediatoréw, ktére pierwotnie zostaty zidentyfikowane jako
elementy TFIID [41, 47]. Koaktywatory mozna podzieli¢ na dwie grupy: biatka
$cisle zwigzane z TBP (TAF), tworzace z nim stabilny kompleks TFIID oraz ko-
aktywatory niezalezne od TAF.
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Wykazano, ze niektére TAF uczestnicza w procesie aktywacji transkrypcji. Do-
meny biatek regulatorowych cztowieka, Drosophila i drozdzy moga oddziatywac
z poszczegOlnymi TAF [9, 46]. Istniejg dane, ze w komérkach mogg wystepowaé
subpopulacje TFIID zawierajace wiekszos$¢ rdzeniowych TAF, natomiast réznigce
sie miedzy soba obecnoscig lub brakiem niektérych TAF.

Oprocz biatek Scisle zasocjowanych z TBP wiele koaktywatoréw daje sie wy-
izolowac jako osobne biatka lub sktadniki wiekszych komplekséw. Opisano szereg
przyktadéw biatek izolowanych z komorek ssakow, kt6re sg niezbedne do aktywacji
i ktére nie sg elementami kompleksu TFIID: np. ACF i PCI [28].

U drozdzy do tej pory scharakteryzowano 4 kompleksy biatkowe, ktorych sktad-
nikom mozna przypisa¢ role mediatorow, kompleks Swi/Snf, kompleks
Ada2/Ada3/Gcn5, mediator oraz kompleks Spt.

Pierwszy wymieniony kompleks Swi/Snf zawiera szereg scharakteryzowanych
biatek jak Swil/Adr6, Swi2/Snf2, Swi3m Snf5, Snf oraz co najmniej cztery do-
datkowe peptydy [4]. Mutacje w genach kodujacych poszczegélne sktadniki kom-
pleksu Swi/Snf wykazywaty u drozdzy podobny fenotyp charakteryzujacy sie
obnizeniem transkrypcji aktywowanej wielu genéw m.in. HO, INOI, ADH1, ADH2,
SUC2, GALI | GALIO [38]. Podobne kompleksy zidentyfikowano u czltowieka
i Drosophila [39]. W doswiadczeniach genetycznych wykazano, ze kompleks ten
jest zwigzany z procesem aktywacji transkrypcji, zjednej strony przez oddziatywanie
i przemodelowywanie zwigzane z DNA zalezng aktywnoscig ATPazy, z drugiej
strony przez umozliwienie czynnikom transkrypcyjnym, takim jak Gal4, GR oraz
TBP, wigzanie sie z nukleosomami i aktywacje transkrypcji [39].

Nazwe mediatora przypisano wielopodjednostkowemu kompleksowi zasocjowa-
nemu z C-terminalng domeng polimerazy RNA Il. Zawiera on biatka Srb oraz
inne komponenty, takie jak Gall, Sug 1 oraz TFIIF [1]. Biatka Srb zostaly zi-
dentyfikowane jako supresory delecji siedmioamiokwasowych powtérzeh wyste-
pujacych w C-terminalnej domenie polimerazy RNA Il. Nalezg do nich tworzace
pare kinaza/cyklina biatka SrblO i Srbl 1, ktére sg niezbedne w procesie aktywacji
transkrypcji przez galaktoze, koaktywatory transkrypcji Srb2 i Srb5 oraz biatka
Srb4 i Srb6 istotne dla podstawowych funkcji komorki [37]. Wielu sktadnikom
mediatora przypisano role w procesie aktywacji transkrypcji zaleznej od okreslonych
typéw aktywatoréw, np. Gal 1 jest istotny w aktywacji Rap i Gal4 [22].

Biatka kompleksu Ada2/Ada3/Gcn5 zostaty zidentyfikowane w warunkach wy-
sokiej ekspresji w komdérkach drozdzy hybrydowego aktywatora Gal4-VP16, co
powodowato zahamowanie wzrostu, prawdopodobnie w wyniku tworzenia nieaktyw-
nych kompleksow miedzy domenag aktywujacg V16 a przypuszczalnym koakty-
watorem. Poszukujgc mutacji znoszacych ten efekt znaleziono szereg gendw
supresorowych. Stwierdzono, ze produkty trzech genow Ada2, Ada3 i Gecn5 tworzg
kompleks i sg zwigzane z aktywacjg transkrypcji przez m.in. Gend, ale nie Gal4
[25].
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Geny SPT zostaty zidentyfikowane jako supresory mutacji wywotanych przez
insercje transpozonu Ty. Analizg genetyczng wykazano, ze produkt genu SPT3
oddziatuje z TBP i moze by¢ skiadnikiem wielobiatkowego kompleksu, w ktorego
sktad moga wchodzi¢ réwniez produkty genéw SPT7 i SPT8 [14].

Przyktadowe drogi aktywacji prowadzonej przez wybrane biatka aktywatorowe
przedstawiono na rysunku 5.

Warto takze pamietac, ze oprocz aktywatordw w komdrce znajduje sie tez szereg
czynnikow represorowych, ktére mogg oddziatywa¢ bezposrednio z TBP.

Mimo nagromadzenia bardzo duzej ilosci danych wciaz nieznany jest doktadny
mechanizm dziatania aktywatorow i koaktywatorow transkrypcji. Aktywnos¢ trans-
krypcyjna danego promotora jest najprawdopodobniej sumarycznym wynikiem sze-
regu roznorodnych bezpos$rednich i posrednich interakcji pomiedzy poszczegdlnymi
elementami komplekséw transkrypcyjnych [13]. Jest prawdopodobne, ze nie istnieje
jeden uniwersalny mechanizm tego procesu. Najprostszym wytlumaczeniem dzia-
tania aktywatoréw moze byé zwiekszanie tempa tworzenia kompleksu preinicja-
cyjnego przez przycigganie podstawowych czynnikéw transkrypcyjnych [10], wptyw
na zmiane aktywnosci lub powinowactwa podstawowych czynnikéw transkrypcyj-
nych i zwiekszanie ilosci aktywnych posrednich komplekséw preinicjacyjnych [2].
Mozliwe jest tez wywotanie zmian konformacyjnych w matrycy, w wyniku ktorych
utatwione jest przechodzenie kompleksu preinicjacyjnego w kompleks otwarty i
zmiana ilosci czynnikéw niezbednych do rozpoczecia procesu elongacji [44, 50],
kompetycyjne wsp6tzawodnictwo z represorem o miejsce wigzania z podstawowym
czynnikiem transkrypcyjnym (np. TBP lub TFIIB) oraz przeciwdziatanie tworzeniu
nieproduktywnych komplekséw, jak réwniez likwidacja negatywnego oddziaty-
wania chromatyny [19].

Poniewaz wiele aktywatoréw i koaktywatorow oddziatuje z TBP i opisanych
jest wiele mutacji powodujacych obnizenie sity oddziatywan, co daje zniesienie
efektu aktywacji, TBP jest prawdopodobnie jednym z najwazniejszych odbiorcow
sygnatow regulatorowych. Niezaleznie od modelu tworzenia kompleksu preinicja-
cyjnego etap wigzania TBP z sekwencjami -25/30 promotorajestjednym z pierwszych
i najistotniejszych etapéw w tworzeniu aktywnego kompleksu preinicjacyjnego [3].
Tempo asocjacji idysocjacji TBP zDNAjest bardzo wolne, stad tworzenie kompleksu
TBP-DNA moze by¢ etapem limitujagcym w procesie rekrutacji podstawowych czyn-
nikéw transkrypcyjnych wchodzacych w sktad kompleksu preinicjacyjnego. Od-
dziatywania aktywator-TBP mogg prowadzi¢ do przesuniecia rownowagi w strone
asocjacji subkompleksu preinicjacyjnego TBP/DNA i zwigkszaé tym samym wy-
dajnosc¢ transkrypcyjng promotora. Doswiadczenia przeprowadzone z hybrydowymi
czynnikami transkrypcyjnymi wykazaty, ze obecno$¢ domeny aktywujacej mozna
zastgpi¢ potaczeniem aktywatora z TBP za pomocag wigzania kowalencyjnego lub
za posrednictwem domen dimeryzujacych. W wyniku takiego potgczenia biatko
hybrydowe (lub heterodimer) powoduje zwiekszenie poziomu transkrypcji tak jak
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Rys. 5. Udziat podstawowych czynnikéw transkrypcyjnych i koaktywatoréw w procesie aktywacji
zaleznej od wybranych biatek regulatorowych: Zta, Gal4, VP16, Gen4, Spl i NTF1. Odcienie szarego
odpowiadaja bezposrednim interakcjom miedzy aktywatorami a pozostatymi skfadnikami
wystepujacymi

to mamiejsce podczas prawidtowej aktywacji [7,31]. Biatka hybrydowe rozpoznajace
jednoczes$nie dwie sekwencje regulatorowe (TATA-box oraz sekwencje specyficzng)
majg zwiekszone powinowactwo do DNA, co pozwala na przyspieszenie etapu
wigzania TBP z matrycg. Aktywacja moze by¢ wynikiem kooperatywnego od-
dziatywania dwoch biatek, w wyniku ktorego ich sita wigzania do DNA jest duzo
wyzsza niz suma sit wigzania przy oddziatywaniach niezaleznych. Efektem jest
w tym przypadku wyraznie zwiekszona ilos¢ aktywnych komplekséw preinicja-
cyjnych w obrebie danego promotora [21]. Dodatkowe powinowactwo aktywatoréw
do podstawowych czynnikdw transkrypcyjnych moze utatwi¢ przycigganie kolejnych
elementow kompleksu preinicjacyjnego lub stabilizowaé strukture tego kompleksu.

Niewatpliwie wiele czasu bedzie jeszcze potrzebne, aby wyjasni¢ do korica wszy-
stkie szczegOty dotyczace procesow zachodzacych w czasie inicjacji transkrypcji
w komorkach eukariotycznych. Priorytetowe wydajg sie w tej chwili badania pro-
wadzone nad klonowaniem i analizg strukturalng poszczegdlnych elementéw wcho-
dzacych w skiad maszynerii transkrypcyjnych gendw transkrybowanych przez rézne
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polimerazy RNA w komorkach réznych organizméw oraz prowadzong réznymi
technikami in vitro i in vivo analizg funkcjonalnych korelacji miedzy poszcze-
gélnymi sktadnikami komplekséw transkrypcyjnych.
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