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ODDZIALYWANIE KWASOW NUKLEINOWYCH
Z BIALKAMI

PROTEIN - NUCLEIC ACIDS INTERACTION

Matgorzata GIEL-PIETRASZUK, Mirostawa Z. BARCISZEWSKA,
Jan BARCISZEWSKI

Instytut Chemii Bioorganicznej, PAN, Poznan

Streszczenie: Oddziatywania biatek z kwasami nukleinowymi lezg u podstaw fundamentalnych proceséw
zachodzacych w komérkach zywych. W pracy podjeto prébe odpowiedzi na pytanie, czy istnieje "kod",
wg ktérego nastepuje rozpoznawanie DNA przez biatka. W tym celu scharakteryzowano wiele przykta-
déw komplekséw biatek z DNA, ktérych struktury wyznaczono za pomocg analizy krystalograficznej i
magnetycznego rezonansu jadrowego.

Stowa kluczowe: oddziatywania biatko-DNA, helisa-skret-helisa, struktura beta, palce cynkowe.

Summary: Protein - DNA interactions are involved in many of the fundamental processes inside the cells.
In this paper we try to answer the question if there is any "code" according to which protein recognize
DNA. Forthis purpose a lot of examples of protein - DNA complexes, analyzed by X-ray crvstallographic

techniques and the two dimensional NMR are discussed.
) ) ) ) ) o A *e =\
Key words: protein-DNA interaction, helix-turn-helix, beta-sheet, zinc finger. £
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Swoiste oddziatywania biatek z kwasami nukleinowymi nalezg do fundamen-
talnych proceséw zachodzacych w komdérkach zywych, takich jak: replikacja, re-
kombinacja czy transkrypcja. Dla poznania wysokiej specyficznosci represoréw
czy aktywatordw transkrypcji lub enzyméw restrykcyjnych wigzacych sie do frag-
mentow DNA o diugosci 10-20 par zasad (pz) ze stalg asocjacji kd = 10” -10-1 M
niezbedne wydaje sie zrozumienie molekularnych mechanizméw kierujgcych tymi
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procesami. Analiza rentgenograficzna i magnetyczny rezonans jagdrowy (NMR) po-
zwalajg szczegétowo poznaé budowe przestrzenng i oddziatywania w kompleksach
biatko-kwas nukleinowy. Okazato sie, ze swoisto$¢ rozpoznawania w tych kom-
pleksach realizowana jest za pomocg charakterystycznych elementéw struktury bia-
tek. Do najlepiej obecnie poznanych naleza:

helisa-skret-helisa,

helisa-petla-helisa,

zamki leucynowe,

struktury @ (daszkowe),

5. palce cynkowe.

W niniejszym opracowaniu omoéwimy oddziatywania w kompleksach biatek i
kwasow nukleinowych, w ktérych wystepujg okreslone domeny strukturalne oraz
zastanowimy sie, czy swoiste rozpoznawanie DNA i bialek mozna przedstawié
jako kod genetyczny, czy tez stanowig one odrebne przypadki.

PR

2. HELISA-SKRET-HELISA

Podczas rozwiazywania struktury krysztatéw biatek regulujacych transkrypcje
u prokariontéw oraz odpowiadajgcych im eukariotycznych domen homeotycznych
zauwazono charakterystyczne utozenie taficucha peptydowego. Okre$lono je ter-
minem helisa-skret-helisa (ang. helix-turn-helix, HTH). Motyw ten zbudowany jest
z 20 aminokwaséw, ktore tworzg dwie helisy utozone wzgledem siebie pod katem
120° [14]. Stwierdzono ponadto wiele przyktadéw biatek np. homeodomena [38]
lub represor X [16], w ktorych jedna z helis motywu HTH jest dtuzsza o kilka
aminokwaséw uczestniczacych w oddziatywaniach elektrostatycznych z parami za-
sad w duzej bruzdzie. Mechanizm rozpoznawania DNA przez biatka majgce w
swej strukturze motyw HTH poznano po analizie kompleksu ztozonego z domeny
wigzacej represora faga 434 (biatko faga 434 regulujgce jego przejscie z fazy lizo-
genicznej do litycznej) i DNA o dtugosci 20 pz (R1-69/DNA) [26]. Rozmiary
helisy a biatka pozwalajg na utozenie jej w duzej bruzdzie DNA oraz utworzenie
wigzah wodorowych pomiedzy Al a GIn28, G2 i grupg -NH? GIn29, trzecia para
zasad nie uczestniczy w wigzaniu z biatkiem, ale Thr27 i GIn29 tworzg tzw. "kieszen
van der Waalsa" dla tyminy. GIn33 tworzy pojedyncze wigzanie wodorowe parg
4 (AT) oraz wigzanie van der Waalsa z pirymidyng pary 5 [14] (rys. 1). Ponadto
zaobserwowano oddzialywania pomiedzy faficuchami bocznymi Gin 17 i Asn36 a
grupami fosforanowymi nukleotydéw w pozycjach 1 i -1. Petla faczgca helisy 3
i 4 biatka skierowana jest w strone szkieletu DNA, dzieki czemu powstajg trzy
wigzania pomigdzy grupami tanicucha gtéwnego biatka a fosforanami nukleotydéw
5’ i 6’. Obserwowane zwezenie matej bruzdy DNA w strukturze krystalicznej,
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spowodowane jest prawdopodobnie oddziatywaniami z tancuchem bocznym Arg43.
Motyw HTH znaleziono takze w represorze 434 Cro [48], ktéry rozpoznaje DNA
w analogiczny sposéb jak RI-69. Konformacja DNA w tych kompleksach jest
jednak rozna, co spowodowane jest obecnos$cig kilku dodatkowych wigzan wo-
dorowych z grupami fosforanowymi szkieletu w 434 CWDNA. W specyficznym
wigzaniu DNA przez represor X uczestniczg: GIn44 tworzgca podwojne wigzanie
wodorowe z adening oraz GIn33, ktdra wigze grupe fosforanowg [16] (podobna
sytuacja zaobserwowana zostata w represorze 434 [26]). Stwierdzono, ze GIn33,
pomimo ze nie tworzy bezposrednio wigzania z parg zasad jest krytyczna dla roz-
poznawania DNA. Jej rola polega na utrzymaniu witasciwej konformacji GlIn44
przez wigzania wodorowe. Oddziatywania pomiedzy aminokwasami a szkieletem
cukrowo-fosforanowym prawdopodobnie umozliwiajg precyzyjne usytuowanie he-
lisy wigzacej w duzej bruzdzie DNA. W strukturze motywu HTH zauwazono pewng
preferencje dlaaminokwaséw zawierajacych krotkie fancuchy boczne. Spowodowane
jest to byé moze tym, ze ich konformacja jest bardziej stabilna niz natadowane
grupy Lys i Arg.

Z analizy powyzszych przyktadow widaé, ze mechanizm rozpoznawania DNA
przez biatka majgce w swej strukturze element helisa-skret-helisa jest bardzo po-
dobny. Wynika to z faktu, ze konformacja domeny HTH jest zachowawcza. Po-
réwnanie struktury krystalicznej represora RI-69 i represora 434Cro wskazuje, ze
odchylenie pozycji  atoméw tancucha gtéwnego w motywie HTH wynosi
0,77 A [1,26]. Natomiast roznice pomiedzy represorem X i434CVo oraz represorem
X i domeng homeotyczng wynoszg odpowiednio 1,78 A i 0,84 A [2,21].

Rys. 1 Schemat oddziatywan pomiedzy
domeng wigzaca represora 434 (R1-69) a
operatorem DNA (szczeg6towy opis od-
dziatywan zamieszczono w tekscie)

(1
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Odmiennym, odbiegajagcym nieco od powyzszych, niezwykle ciekawym przy-
ktadem oddziatywan jest kompleks represora tryptofanowego z DNA [33]. W kom-
pleksie tym stwierdzono bowiem wigzania wodorowe pomiedzy aminokwasami
a nukleotydami za pos$rednictwem wody

3. HELISA-PETLA-HELISA

Analiza sekwencji wielu biatek odgrywajacych istotng role w kontroli rozwoju
iréznicowaniu komérek u Drosophila i ssakéw wykazata obecno$¢ zachowawczego
fragmentu struktury ztozonego z 60 aminokwasow, ktdry zaangazowany jest w
rozpoznawanie DNA. Domena ta skiada sie z zasadowego regionu przy korcu
aminowym (basie, b), dwoch amfipatycznych helis potgczonych petlg (ang. he-
lix-loop-helix, HLH) oraz zamka leucynowego (zipper, z). Do tej grupy nalezg
m.in. biatko E 12, E47 ssako6w oraz odpowiadajgce im biatka bedgce produktem
genu daughterless u Drosophila, a takze MyoD, Id i Max [5,10,27,28]. Rozwigzanie
struktury krystalograficznej kompleksu biatka Max/DNA pozwolito na poznanie
mechanizmu rozpoznawania kwasu nukleinowego przez biatka majgce w swej stru-
kturze motyw HLH [10]. Domena wigzgca biatka Max zbudowana jest z 4 helis,
z ktérych jedna para oddziatuje z B-DNA w duzej bruZdzie, a druga para i zamek
leucynowy (H/Z) odpowiedzialne sg za tworzenie dimeru biatka (rys. 2).

Oddziatywania w kompleksie Max-DNA mozna podzieli¢ na 3 grupy:

1) specyficzne wigzania pomiedzy zasadowymi aminokwasami helisy a (HI)
a nukleotydami rozpoznawanej sekwencji C3A2CIGrT2’G3’ (His28-G3\ Glu32-
C3 i A2, Arg36-Gl),

2) wigzanie pomiedzy Lys57 z petli taczacej helisy a grupa fosforanowa z matej
bruzdy DNA,

3) wigzanie Arg60 znajdujgcej sie na poczatku drugiej helisy z grupg fosforanowg
C3 i A4. Arginina w pozycji 60 odroznia klase biatek wigzagcych CACGTG (Max,
MyoD) od biatek z hydrofobowym lub polarnym aminokwasem w tym samym
miejscu, ktore rozpoznaja sekwencje CAGTAG np. E 12, E47 i biatko genu daugh-
terless [5].

4. HELISA a

Przedstawicielem grupy biatek wigzagcych DNA przez helise a jest produkt genu
E2 o dtugosci 410 aminokwasOw odgrywajacy istotng role w transkrypcji i replikacji
wirusa Papilloma (BPV - bovine papilloma virus). W ostatnim czasie rozwigzano
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zamek
leucynowy

HLH

Rys. 2. Model rozpoznawania DNA przez biatko Max [10]

strukture fragmentu tego biatka, obejmujgcego aminokwasy 326-410 w kompleksie
z DNA o dtugosci 16 pz [15]. Biatko E2 wigze sie do DNA jako dimer zbudowany
z antyrownolegtej struktury |3 (po 4 nici z kazdego monomeru), na powierzchni
ktérej znajdujg sie dwie helisy a. Podczas tworzenia kompleksu, DNA zgina sie
tworzac tuk o promieniu 45 A, co umozliwia powstanie specyficznych wigzan
pomiedzy aminokwasami znajdujacymi sie w helisie oc (Asn336, Lys339, Cys340,
Phe343) a zasadami w pozycjach 4, 5 6. Oprdcz tych oddziatywan zaobserwowano
dwa specyficzne wigzania z zasadami z udziatem czasteczek wody oraz 24 z grupami
fosforanowymi (10 bezposrednich i 14 przez wode). Tak rozlegte oddziatywania
nie mogg mie¢ miejsca bez zmiany geometrii helisy DNA. Biatko E2 jest pierwszym
opisanym w literaturze przyktadem, gdzie powstajagcy dimer przyjmuje strukture
beczki. Znaleziono wiele peptydow, w ktorych dimer tworzy sie w wyniku od-
dziatywania antyrownolegtych wsteg (3 np. insulina [7]. Nie tworzg one jednak
opisanej wyzej struktury, jednakze podobnie jak w przypadku represora tryptofa-
nowego [33], represora metioninowego [42] ibiatka CAP [41] dimeryzacja nastepuje
przed zwigzaniem sie do DNA.

Helisa a jako element kluczowy w wigzaniu DNA, wystepuje takze w enzymach
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niespecyficznych np. polimerazie | DNA czy deoksyrybonukleazie | (DNaza 1)
oraz bardzo specyficznych jak enzymy restrykcyjne [11,19,43].

Analiza rentgenograficzna krysztatu kompleksu DNazy I-DNA [43] wykazala,
ze rdzen tego enzymu tworzy szescioniciowa struktura (3 otoczona przez osiem
helis a potgczonych petlami. DNaza | oddziatuje z oktamerem DNA przez wigzania
wodorowe miedzy krotka petla, znajdujaca sie w ptytkiej szczelinie pomiedzy dwoma
symetrycznymi fragmentami biatka, a szkieletem fosforanowym DNA w matej
bruzdzie. Enzym ten nie rozpoznaje specyficznej sekwencji, co ttumaczy brak wigzan
z zasadami, jest natomiast wrazliwy na lokalne zmiany struktury. Obserwowane
odksztatcenia helisy DNA, zgiecie i rozszerzenie matej bruzdy o 5 A, spowodowane
jest zwigzaniem biatka [43].

Sposrod peptydéw wigzacych jednoniciowy i dwuniciowy DNA niezaleznie od
sekwencji najlepiej poznano strukture polimerazy | DNA (fragment Klenova) [4,11].
We fragmentcie przy koncu karboksylowym tej domeny wykazujagcym aktywno$é
polimerazy znajduje sie gteboka szczelina, ktérej dno stanowi 6-niciowa, anty-
réwnolegta struktura [3 z dwoma helisami a po bokach. Wymiary tej szczeliny
odpowiadajg parametrom helisy B DNA. Podobnie zbudowany jest fragment przy
konicu aminowym tejze domeny wykazujgcy aktywnos$é 3’-5’egzonukleazy, rdzni
sie jednak gtebokoscig szczeliny wigzacej DNA, ktorej wymiary odpowiadajg tylko
pojedynczej nici. Wszystkie oddziatywania w tym kompleksie majg charakter nie-
specyficzny, zachodzg pomiedzy aminokwasami znajdujgcymi sie w helisach a szkie-
letem fosforanowym.

Rdznice w rozpoznawaniu DNA przez endonukleazy restrykcyjne i biatka regu-
latorowe mozna scharakteryzowaé nastepujaco:

1. Sekwencja DNA rozpoznawana przez enzymy restrykcyjne jest symetryczna
wzgledem osi dwukrotnej.

2. Miejsce rozpoznawane ztozone jest z 4-8 par zasad, podczas gdy represory
zwykle rozpoznajg diuzsze sekwencje 14-20 pz.

3. Enzymy restrykcyjne wykazujg znacznie wyzszg specyficznos$¢ (zamiana jed-
nego nukleotydu w sekwencji DNA catkowicie znosi zdolno$¢ wigzania biatka).

Endonukleaza EcoRI, wigzgca sie do DNA jako dimer zbudowana jest z pie-
cioniciowej struktury (3otoczonej, podobnie jak w powyzszych przyktadach, przez
helisy a [19]. DNA w tym kompleksie przyjmuje forme znieksztatconej helisy
B z 3 miejscami zgiecia. Przegieciu o 25° w centralnym miejscu towarzyszy roz-
plecenie DNA i poszerzenie duzej bruzdy. Miejsce aktywne enzymu znajduje sie
przy koncu karboksylowym roéwnolegtej struktury @i tworzy szczeline, helisy na-
tomiast skierowane sg w strone DNA, co umozliwia tancuchom bocznym argininy
i kwasu glutaminowego penetracje duzej bruzdy w celu utworzenia wigzan.
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5. ZAMEK LEUCYNOWY

Zamek leucynowy nie jest elementem bezposrednio wigzagcym DNA, jest na-
tomiast zaangazowany w tworzenie dimeru biatka. Znaleziony zostat m. in. w biatku
GAL-4 [25]. Utworzenie dimeru nastepuje za pomocg dwoch helis utozonych row-
nolegle i skreconych wokdt siebie tak, ze powstaje 1/4 lewoskretnej helisy. Skok
takiej superhelisy wynosi ok. 181 A, a $rednia odlegto$¢ pomiedzy ich osiami
9,3 A. Helisa a kazdego monomeru zbudowana jest z 4 lub 5 nastepujgcych po
sobie blokéw ztozonych z 7 aminokwaséw. W kazdym z takich blokéw w pozycji
1 wystepuje aminokwas niepolarny, a w pozycji 4 leucyna [32]. Stad tez zamek
leucynowy czesto przedstawiany jest jako drabinka, ktorej boki tworzg fancuchy
gtéwne helis, a szczeble tancuchy boczne aminokwasow, gtdwnie leucyny [22].
Biatka GCN4 [47] orazfos ijun [35] zawierajgce ten element struktury rozpoznaja
miejsca w DNA o diugosci 9-10 pz, a oddziatywania majag miejsce wytgcznie
w duzej bruzdzie [13,29,30,46]. W proponowanych modelach komplekséw, helisy
tworzgce superhelise rozdzielajg sie iulegajg insercji w duzg bruzde DNA tworzac
strukture okre$lang jako "scissors grip" [31,46].

6. WSTEGA (3

Istniejg dwie klasy prokariotycznych biatek oddziatujgcych z DNA przez element
rozpoznajacy nazywany strukturg @ [12]. Do pierwszej klasy nalezg represor me-
tioninowy z E. coli (met]) [39] i Arc [6]. Przedstawicielem drugiej jest biatko
HU [44] tworzace skondensowane jadrowe struktury u wielu prokariotéw np. IHF
(integration host factor) w E. coli i fagowy czynnik transkrypcyjny 1 (TF1l) w
B. subtilis. Struktura met] zostata okreslona rentgenograficznie [39], a struktura
Arc za pomocg NMR [6]. Biatka te sg dimerami, ktérych rdzen zlozony jest z
4 helis a po dwie z kazdej podjednostki, zawiera dodatkowga helise przy koncu
karboksylowym. Antyréwnolegta wstega [3 skierowana jest na zewnatrz rdzenia
i zbudowanajest zaminokwasow pochodzacych z segmentéw przy koficu aminowym
obu monomeréw tworzacych dimer. Badania krystalograficzne kompleksu met re-
presor-operator wykazaty, ze wstega (3 lezy w duzej bruzdzie DNA [42]. Bez-
posrednie oddziatywania represora met z DNA pochodzg z trzech regionéw biatka
(rys. 3):

1 Pierwszy obszar obejmuje oddziatywania pomiedzy tancuchami bocznymi ami-
nokwaséw tworzacych strukture (3 a zasadami w duzej bruzdzie DNA. Grupy hy-
droksylowe Thr 25 i Thr 25’ tworzg wiazanie wodorowe z A3 i Al U, natomiast
taricuchy boczne Lys23 iLys23’z G10’ i G2. Obie lizyny tworzg rOwniez wigzanie
z udziatem czasteczki wody z A9 i TI14’ z sasiedniej pary zasad.
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Rys. 3. Schemat oddziatywarn w kompleksie represora metioninowego z DNA: czarnym kwadratem

oznaczono dwukrotng 0$ symetrii, pozycje fosforanow zaznaczono za pomocg kétek, strzatkami wska-

zano bezposrednie wigzania pomiedzy aminokwasami a zasadami lub resztami fosforanowymi, natomiast
linig przerywang wigzania z resztami fosforanowymi na powierzchni DNA [42]

2. Drugim obszarem oddziatywania jest N-koricowy odcinek helisy ot. Wigzania
pomiedzy aminokwasami a grupami fosforanowymi w tym fragmencie sg podobne
do wystepujacych w kompleksach represorow z DNA [1,16].

3. Trzeci region to gietka petla obejmujgca pozycje 12-20. Grupy amidowe
taricucha gtownego Gly 15 i Lysl7 tworzg bezposrednie wigzania z resztg fosfo-
ranowg T8’, a grupa hydroksylowa tancucha bocznego seryny 18 tworzy wigzanie
poprzez czasteczke wody. DNA w tym kompleksie wystepuje w formie B, dziesieé
centralnych par zasad tworzy prosta helise zgieta na koncach tego regionu o ok.
25° w kierunku duzej bruzdy.

Do tej grupy biatek nalezy réwniez biatko wigzace element TATA (ang. TATA
binding protein, TATA-TBP) z Arabidopsis thaliana. Rozwigzanie jego struktury
w kompleksie z DNA rozszerzyto dotychczasowg wiedze o procesie rozpoznawania,
a takze inicjacji transkrypcji [18,20]. Biatko TBP zbudowane jest z dwdch sy-
metrycznych domen, przypominajacych siodto, ktérego wklesta czes¢ zbudowana
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jest ze zgietych, antyréwnolegtych struktur (3stanowigcych miejsce wigzania DNA.
Powierzchnia wypukta TBP stanowi prawdopodobnie miejsce wigzania innych skiad-
nikow kompleksu transkrypcyjnego. Fragment DNA o sekwencji TATAAAAG,
poza obszarem wigzania zachowuje forme B-DNA (11,3 pz/skret), natomiast w
miejscu wiazania do TBP ulega zgieciu o ok. 100° pomiedzy parami TA i AG,
co umozliwia utworzenie wielu rozwidlonych wigzan wodorowych. Wspomniane
wyzej zgiecie prowadzi do rozszerzenia matej bruzdy z 7,4 do 9,9 A.

TBP podczas wigzania z DNA ulega nieznacznym zmianom konformacyjnym.
Oddziatywania w kompleksie TBP2-DNA zasadniczo ograniczone sg do wigzan
ze szkieletem cukrowo-fosforanowym w matej bruzdzie. Oddziatywania w oma-
wianym kompleksie mozna podzieli¢ na 3 grupy (rys. 4):

1) Lancuchy boczne fenyloalaniny interkalujg czeSciowo pomiedzy pary zasad
AT indukujgc zgiecie helisy DNA. Natomiast pomiedzy Phe57-Phe74 i Phel48-
Phel65 zachodzg oddziatywania typu van der Waalsa.

2) Oddziatywania pomiedzy polarnymi tanicuchami bocznymi aminokwaséw Asn
i Thr a 4 parami zasad: Asn27 - T28 i T27, Asnl 17 - A27 i A28, Thr82 - T26,
Thrl73 - T29.

Rys. 4. Zestawienie oddziatywan w kompleksie biatka wigzacego sekwencje TATA z DNA [20]:
strzatkami wskazano wigzania wodorowe pomiedzy aminokwasami a nukleotydami
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3) Pomiedzy aminokwasami znajdujacymi sie na wklestej powierzchni TBP a
8 parami zasad zachodzg oddziatywania typu hydrofobowego i van der Waalsa.

Deformacje helisy DNA oraz zmiany konformacji biatka zachodzgce podczas
wigzania zauwazono takze w innych kompleksach. Brak jednak satysfakcjonujgcego
wyttumaczenia tego zjawiska. W przypadku TBP zaktada sie wspdtzawodnictwo
0 DNA pomiedzy tym biatkiem a nukleosomem. Zgiecie DNA przez TBP w strone
odwrotng niz preferowana przez histony powoduje zaburzenia lokalnej struktury
chromatyny i udostepnienie miejsca wigzania dla kompleksu transkrypcyjnego.

7. PALCE CYNKOWE

Kolejnym elementem struktury biatek, za posrednictwem ktdrego nastepuje od-
dziatywanie z DNA, sg domeny okre$lane jako "palce cynkowe". Elementy te zi-
dentyfikowano po raz pierwszy w czynniku transkrypcyjnym Il11A z Xenopus laevis.
Pojedyncza domena cynkowa typu C.H., wystepujagca w TFIIIA, ztozona jest z
30 aminokwasdw tworzacych helise a, w ktérej sktad wchodzg reszty histydyny
(H), potaczong petlg z dwuniciowg strukturg (3 zawierajgcg cysteiny (C) (rys. 5).
Liczba palcéw cynkowych w biatku moze sie waha¢ od 1do 37 [3,40] w TFIIIA
jest ich dziewie€.

Najlepiej poznanym przyktadem specyficznego rozpoznawania DNA przez biatka
zawierajgce palce cynkowe jest struktura krysztatu DNA (5°)GCGTGGGCG(3’)
i trzech palcéw cynkowych czynnika transkrypcyjnego Zif268 z myszy (Zif268-
DNA) [36]. Pojedynczg domene cynkowg peptydu Zif268 mozna w skrécie przed-
stawié¢ nastepujaco:

X-(Thr,Phe)-X-Cys-X9-Cys-X; -Phe-X-Arg( 13)-X-Asp-Glu/His( 16)-Leu-X-A
Arg/Thr(19)-His-X3-His.

Kazdy palec cynkowy rozpoznaje 3 pary zasad w DNA. Aminokwas znajdujacy

Rys. 5. Schemat palca cynkowego typu TFIIIA, helise a przedstawiono za pomocg cylindra, strzatki
oznaczajg strukture P
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sie bezposrednio przed helisg a (od korica aminowego) oraz aminokwasy drugi,
trzeci i szosty tworzace helise wydajg sie by¢ kluczowe dla oddziatywania z DNA.

W strukturze krystalicznej kompleksu Zif268-DNA stwierdzono 11 wigzah wo-
dorowych z tego 6 miedzy aminokwasami a zasadami znajdujagcymi sie w duzej
bruzdzie pozostate z resztami fosforanowymi (rys. 6a,b). W pozycjach 13, 16 i
19 kazdej domeny znajduja sie aminokwasy biorgce udziat w wigzaniu. Palce pier-
wszy i trzeci zawierajg w tych pozycjach Arg, Glu i Arg, podczas gdy drugi palec
Arg, His i Thr. Na rysunku zaznaczono wigzania pomiedzy Argl8(PI), Arg46(P2),
i Arg74(P3) a rozpoznawanymi przez nie resztami guanozynowymi w pozycjach
odpowiednio 10, 7 i 4 oraz Arg24(PIl) i Arg80(P3) a G8 i G2 a His49 z G6.
Kwas asparaginowy w pozycji 20,48 i 76 nie oddziatuje z DNA, ale tworzy wigzania
z taAcuchami bocznymi arginin. Biatko glioblastoma (GLI) majace 5 palcow cyn-
kowych rozpoznaje DNA za posrednictwem czterech, z ktérych tylko 4 i 5 tworzg
wigzania z zasadami w duzej bruzdzie (Lysl50-G, Serl47-A, Aspl44-C, Serl46-G,
Argld9-G, Aspl 16-C, Lysl 19-G, Serll5-G/T, Alai 14-T). Palce 2 i 3 oddziatujg
z resztami fosforanowymi. Palec 1 natomiast nie oddziatuje z helisg DNA, ale
tworzy wigzania z palcem 2 stabilizujac jego konformacje [37] (rys. 7). Palce 4
i 5takze tworzg wigzania ze szkieletem. Jak zatem wida¢, w sposobie rozpoznawania
DNA przez biatka Zif268 i GLI istniejg pewne podobieAstwa (biatko oplata DNA
wzdtuz duzej bruzdy), w szczegétach jednak dajg sie zauwazy¢ dos¢ istotne réznice.
Parametry struktury DNA w tym kompleksie, poza obszarem wigzania 15-21 pz
nie odbiegaja od charakterystycznych dla formy B.Zaobserwowano tylko nieznaczne

Rys. 6. a- Struktura przestrzenna kompleksu Zit'268-DNA, polipeptyd zawierajacy palce cynkowe uktada
sie wzdtuz duzej bruzdy DNA; b - Schemat oddziatywan poszczeg6lnych palcéw cynkowych Zif268 z
zasadami w duzej bruzdzie DNA [36]
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przemieszczenie potozenia zasad i pogiebienie duzej bruzdy. Region obejmujacy
nukleotydy 7-15, a zatem zaangazowany w wigzanie wykazuje strukture posrednia
pomiedzy formg A i B, gdzie duza bruzdajest gteboka, a mata poszerzona. Natomiast
region obejmujgcy zasady 2-7 przyjmuje forme C-DNA. Duza bruzda jest ptytka,
a Srednica DNA mata [37]. Struktura palcow w GLI jest bardzo podobna do ob-
serwowanej w Zif268. Nieznaczne réznice dotycza tylko odlegtosci miedzy hi-
stydynami, ktdra wynosi 3 aminokwasy dla palcow 2 i 3 oraz 4 dla palcow 1,
4 i 5. Palec 1 nie biorgcy udziatu w rozpoznawaniu DNA tworzy wigzania typu
biatko-biatko z palcem 2 (rys. 7). Konformacje sekwencji faczacych poszczegdline
palce w GLI rowniez nie odbiegajg od analogicznych w Zif268. Z powyzszych
rozwazan wynika, ze w kompleksie Zif268-DNA kazdy z palcéw wnosi taki sam
wktad do wigzania, podczas gdy w GLI-DNA palce pozostajg nieréwnocenne.
Budowa przestrzenna tego palca nalezgcego do klasy C9C9 wyznaczona zostata
za pomocg NMR [23]. Kazda domena tego typu zawiera po dwa elementy ztozone
z petli i helisy. Jon cynku zwigzany jest przez dwie cysteiny znajdujgce sie na
poczatku petli i dwie nastepne znajdujgce sie w helisie a. Obie helisy w domenie
utozone sa na przeciw siebie pod katem prostym, a ich konformacje réznia sie
tylko nieznacznie. Catkowitg strukture domeny wiazacej mozna przedstawic jako
powtdrzenie motywu petla-helisa. Dla okres$lenia budowy tego palca zaproponowano

Rys. 7. Schemat oddziatywania poszcze-
gélnych palcéw cynkowych GLI z DNA
[37]
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Rys. 8. Oddziatywania w kompleksie receptora glukokortykoidowego z DNA: strzatkami zaznaczono
wigzania miedzy aminokwasami a zasadami i resztami fosforanowymi DNA, symbolem czarnym
zaznaczono dwukrotng os' symetrii dimeru [23]

nawet nazwe petla-Zn-helisa (L-Zn-H) [23]. Biatka zawierajace domeny petla-cynk-
helisa wigzg sie do DNA jako dimery, a o specyficznos$ci wiazania decydujg reszty
aminokwasowe znajdujgce sie blisko korica aminowego pierwszej helisy (rys. 8]
[9,24,45], natomiast w tworzeniu dimeru uczestniczag aminokwasy znajdujgce sie
na poczatku drugiej petli. Helisa a receptora glukokortykoidowego w kompleksie
z operatorem lezy w duzej bruzdzie DNA, a tafdcuchy boczne z jej drugiego i
trzeciego skretu oddziatuja z zasadami DNA (rys. 8) [23].

Palce cynkowe klasy CAC/C-, stwierdzono w aktywatorach transkrypcji, z ktérych
najlepiej poznany zostat GAL-4 (aktywator transkrypcji drozdzy) [25,34]. GAL-4
wigze sie jako dimer do DNA o dtugosci 17 par zasad majgcego symetrie dwukrotna.
Domena wiazaca znajduje sie przy N-koncu taricucha biatkowego, aw rozpoznawaniu
biorg udziat aminokwasy 1-74. Analiza danych NMR wykazata, ze kazdy jon cynku
wigzany jest przez 4 cysteiny [34]. W tworzeniu dimeru udziat biorg aminokwasy
w pozycjach 65-100 tworzace helise a [8]. Helisy pochodzace z dwoch monomerdw
usytuowane sg rownolegle wzgledem siebie i oddziatujg przez zamek leucynowy
szczegbtowo opisany wczesniej. W kompleksie element odpowiadajacy za dime-
ryzacje, zamek leucynowy, usytuowany jest nad matg bruzdg DNA prostopadle
dojego osi. Fragment tancucha biatkowego tgczacy element rozpoznajgcy z zamkiem
leucynowym, zawierajagcy aminokwasy od 41 do 49 jest utozony réwnolegle do
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Rys. 9. Schemat oddziatywan w kompleksie

biatka GAL-4 z DNA: aminokwasy Arg46,

Lys43, Arg51 wchodzg w sktad zamka leucyno-

wego, GIn9, Argl5, Lys23, Cys21, Lys20 two-

rzg "tacznik" miedzy zamkiem a palcem

cynkowym, Lys 17 i Lys 18 nalezg do domeny
palca cynkowego [25]

szkieletu fosforanowego helisy DNA i tworzy wigzanie pomiedzy dodatnio nata-
dowanymi resztami Lys43 i Arg46 a fosforanami w pozycji 4 oraz Arg51z resztami
fosforanowymi w poz. 2i3. Natomiast element zawierajacy palce cynkowe oddziatuje
przez lizyny 17 i 18 z zasadami w duzej bruzdzie. Struktura DNA w tym kompleksie
rézni sie tylko nieznacznie od standardowej formy B (rys. 9).

8. UWAGI KONCOWE

Z przedstawionej powyzej charakterystyki sposobu rozpoznawania kwaséw nu-
kleinowych przez biatka wynika, ze proces ten najczesciej przebiega w drodze
insercji helisy w duzg bruzde DNA. Utworzenie specyficznych wigzan nastepuje
wskutek oddziatywania tancuchéw bocznych aminokwasow z dostepnymi grupami
funkcyjnymi zasad. Wigzania wodorowe ze szkieletem fosforanowym stabilizujgce
kompleks sg jednoczes$nie wrazliwe na konformacje DNA, kt6ra z kolei uzalezniona
jest od sekwencji. Wigzanie biatka powoduje czasami odksztatcenie helisy DNA
(tab. 1). Ciekawe jest jednak to, ze biatka, ktére mocno deformujg helise DNA,
np. CAP (catabolite activator protein) nie tworzg rozlegtych oddziatywan wykra-
czajacych poza element wigzacy, a te ktére stabo odksztatcaja, np. homeodomeny
tworzg bardziej rozlegta siatke wigzan. Z analizy przyktadéw zestawionych w tabeli
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XCI represor

Xcro represor
P434 represor
P434 ero rep.
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Biatko

DNA

rot. podjednost. 40° skret

kompresja m.b.

TABELA 1 Zmiany konformacji DNA w kompleksach z biatkami

Miejsce oddziat, z DNA

duza bruzda
duza bruzda
duza bruzda
duza bruzda

trp represor rot. mot. HTH 60° skret rozszerzenie  duza bruzda
matej bruzdy
tac represor rot. spirali - duza bruzda
CAP ? skret 90°(2 x 45°) duza bruzda
ant homeod. . duza bruzda,
ramie w m.b
eng homeod. nie wyzn. + duza bruzda,
ramie w m.b
met represor - 25° skret, kompres, d.b. duza bruzda
E2 30 duza bruzda
Arc represor 3x zgiecie DNA=50°, duza bruzda
zwezenie d.b
rozszerzenie m.b.
TBP + 2x zgiecie DNA=100° mata bruzda
rozszerzenie m.b
DNAse 1 - rozszerz, m.b. mata bruzda
EcoRlI — 3 skret, rozszerz, duza bruzda
duzej bruzdy
EcoRV + + duza bruzda

+ zmiana konformacji, - konformacja bez zmian, m.b. - mafa bruzda, d.b. - duza bruzda

15

1 wynika, ze budowanie modelu oddziatywan na podstawie struktury jednego tylko
sktadnika kompleksu moze prowadzi¢ do niepewnych wnioskéw, poniewaz struktura
ich moze ulega¢ zmianom, co jest szczegdlnie widoczne wiadnie w konformacji
DNA. Odksztatcenie helisy DNA uniemozliwia lub utrudnia wigzanie innych biatek,
a tym samym aktywacje lub represje. W celu uzyskania peinej charakterystyki
sposobu rozpoznawania biatko DNA konieczne jest poréwnanie oddziatywan spe-
cyficznych jak rowniez i niespecyficznych. Btedne moze takze okazaé sie zatozenie,
ze mutacje punktowe powodujg tylko lokalne zmiany konformacji, np. zamiana
GIlul9 na Lys w trp represorze zwieksza powinowactwo do operatora, pomimo
[17] ze znajduje sie w znacznej odlegtosci od miejsca wigzania [33]. Jak dotad
rozwigzano struktury wielu komplekséw biatek z DNA (tab. 2), ciggle jednak jest
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Tabela 2. Elementy strukturalne biatek wigzacych DNA

Klasa Biatko Sekwencja operatora Literatura
Helisa-skret-helisa XC\ TATATCACCAGTGGTAT 16
TATAGTGGTCACCATAA
Xcro TATCACCGCGGGTGATA 12
ATAGTGGCGCCCACTAT'
P434 ACAATATATATTGT 26
TGTTATATATAACA
P434cro ACAATATATATTGT 48
TGTTATATATAACA
trp TGTACTAGTTAACTAGTC 33
CATGATCAATTGATCAGT
CAP GCGAAAAGTGTGACATT:. 41
GCTTTTCACACTG
eng TTTTGCCATGTAATTACCTAA 21
AACGGTACATTAATGGATTA
Helisa-petla-helisa Max CACGTG 10
GAGCAC
Palec cynkowy, C2-H2  Zif268 36
GLI CGTGGACCACCCAAGACGAA 37
GCACCTGGTGGGTTCTGCTT
Palec cynkowy, C2-C2 gic AGAACAXXXTGTTCT 23
TCTTGTXXXACAAGA
Palec cynkowy, C2C2C2 GALA CGGAGGACTGTCCTCCCG 25
GCCTCCTGACAGGAGGGC
Zamek leucynowy fosjun- - 35
GCN4 - 32
Wstega 3 arc ATAGTAGAGTGCTTCTATCAT 6
TATCATCTCACGAAGATAGTA
metJ TTAGACGTCTAGACGTCTA 39
ATCTGCAGATCTGCAGATT
TBP TATAAAAG 18
ATA1111C
Inne EcoRl TCGCGAATTCGCG 19
GCGCTTAAGCGCT
EcoRV GGGATATCCC 19
CCCTATAGGG
DNAase 1 AGACCGCCCGG 43
GGCGGGCC

to zbyt mata liczba dla zrozumienia istoty mechanizmu rozpoznawania. Na postawie
danych, jakimi obecnie dysponujemy, mozna wyciaggna¢ wniosek, ze nie ma uni-
wersalnego systemu rozpoznawania DNA przez biatka, pomimo ewidentnych po-
dobienstw w sposobie wigzania, jak w przypadku HTH, kazdy przypadek powinien
by¢ jednak rozpatrywany indywidualnie.
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MODELOWANIE MOLEKULARNE
ODDZIALYWANIA TRP REPRESOR - DNA

MOLECULAR MODELLING
OF THE TRP REPRESSOR - DNA INTERACTION

Grzegorz JEZIERSKI

Zaktad Biofizyki, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Streszczenie:. Modelowanie molekularne obejmuje szereg metod symulacji i jest obecnie nie tylko
niezbednym narzedziem stosowanym przy rozwigzywaniu struktury bioczasteczek, lecz takze moze
stuzy¢ jako niezalezna metoda, bedaca uzupetnieniem i weryfikacjg eksperymentu. Zastosowanie metod
modelowania molekularnego do symulacji trp represora oraz jego oddziatywania z tryptofanem i DNA
pozwolito wyciagna¢ interesujace wnioski odno$nie charakterystyki strukturalnej, a szczeg6lnie dyna-
micznej kompleksu trp represora z DNA; w tym takze roli wody. Cytowane wyniki symulacji wykazuja
do$¢ dobra zgodno$¢ z wynikami eksperymentalnymi. Rozwdj techniki komputerowej pozwoli w
niedalekiej przysztosci zardbwno na zastosowanie wierniejszych modeli fizycznych uktadéw biologicz-
nych, jak i na zwiekszenie przestrzennej i czasowej skali symulacji makroczasteczek biologicznych.

Stowa kluczowe: trp represor, korepresor, operator, spektroskopia NMR, analiza rentgenograficzna.

Summary. Molecular modelling consists of numerous methods for simulation and at present its not only
an indispensable tool being applied for solving structures of biomolecules, but it may also serve as an
independent method, being completion and verification of an experiment. The application of molecular
modelling methods for simulation of trp repressor and its interaction with tryptophan and DNA has
allowed to reach interesting conclusions referring to structural, but especially dynamic characteristics
of atrp complex with DNA; including also a role of water. Cited results of the simulations present quite
a good agreement with experimental results. The development of computer technique will allow in not
far future for an application of more accurate physical models, as well as increase of a spatial and temporal
scale of simulation of biological macromolecules.

Key words: trp repressor, corepressor.
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1. WSTEP

Represor tryptofanu (trp represor) jest dimerycznym biatkiem o masie 25 kDa,
zawierajgcym 108 reszt aminokwasowych. Biatko to reguluje inicjacje transkrypcji
DNA w Escherichia coli przytagczajac sie do odcinkéw operatorowych w pieciu
operonach: trpEDCBA, trpR, aroH, aroL i mtr. Przytgczenie sie represora do tych
odcinkéw indukowane jest nadmiernym stezeniem L-tryptofanu w komdrce bakterii,
ktéry w takim wypadku wigze sie z represorem. Przytaczenie sie represora do
operatorowego odcinka trpEDCBA powoduje blokade syntezy tryptofanu, tryptofan
petni zatem role korepresora. Trp represor wystepuje w dwadch formach: holorepresora
- zawierajgcego tryptofan (1 czgsteczka tryptofanu na monomer) i aporepresora
- bez tryptofanu (patrz np. [26, 27]).

Korepresor, wigzgc sie niekowalencyjnie do represora, powoduje znaczne zwie-
kszenie powinowactwa represora do odcinkéw operatorowych i w konsekwencji
regulacje ekspresji kilku genéw. Z punktu widzenia biofizyki mechanizm ten jest
przyktadem sprzezenia zwrotnego wielokierunkowego, opartego na kooperatywnym
oddziatywaniu biatko-ligand, a szczeg6towe jego wyjasnienie stanowi wazny prob-
lem w biologii komoérki, biotechnologii i biochemii.

2. PODSTAWY TEORETYCZNE MODELOWANIA
MOLEKULARNEGO

Procesy oddziatywania biatek z DNA cechujg si¢ wysokim stopniem ztozono$ci;
w badaniu ich wykorzystuje sie szereg zaawansowanych metod biologii molekularnej,
genetyki, chemii ifizyki - zadna z nich jako taka nie dostarczajednak zadowalajgcego
ijednoczesnie spojnego obrazu strukturalnego, dynamicznego ifunkcjonalnego tegoz
procesu.

Modelowanie molekularne stanowi grupe metod, wykorzystujacych odmienne
podejscie do zagadnienia. Sg to metody w zasadzie teoretyczne, a ich istota polega
na potraktowaniu badanego uktadu (np. biologicznego) jako ukiad modelowy o
specyficznych witasnosciach. W przypadku metod stosujacych podejscie nie uwz-
gledniajace explicite efektow kwantowych i relatywistycznych czyni sie przede
wszystkim nastepujace zatozenia*:

* Uktad reprezentowany jest przez zbhiér atoméw jako najmniejszych jego
elementéw. Dokonujemy rozdzielenia mchow elektronow ijader (przyblize-
nie Borna-Oppenheimera), a nastepnie zaniedbujemy elektrony.

* Kazdy atom obdarzony jest fadunkiem i masg oraz ma zdefiniowane poto-

* Nie wszytkie z nich sa oczywiste i mozna je naturalnie podda¢ pod dyskusje, ale nie jest to
przedmiotem tej pracy.
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zenie i predko$¢; wzajemne oddziatywania atom6w definiowane sg na grun-
cie mechaniki klasycznej ielektrostatyki.

* Na podstawie powyzszego zatozenia definiujemy energie catkowitg (hamil-
tonian) uktadu, jako sume catkowitej energii kinetycznej i catkowitej energii
potencjalnej skonstruowanego modelu - tg ostatnig wyznaczamy z tzw.
funkcji potencjatu, ktérej dobor jest kluczowy dla przeprowadzanej symula-
cji-

* W przypadku symulacji ewolucji czasowej zespotu wielu chemicznie jedna-
kowych czasteczek stosujemy twierdzenie ergodyczne moéwigce, ze Srednia
obliczana po czasie (symulacji) jest rowna s$redniej obliczanej po zespole
(czasteczek).

* Zmiany w uktadzie zachodzg w sposéb odwracalny i ciaggty (np. bez przejs¢
fazowych).
Omowione w niniejszej pracy symulacje oddziatywania trp represor-DNA prze-
prowadzone zostalty przy uzyciu nastepujagcych metod (patrz np. [14]):
1) Minimalizacjaenergii-metoda optymalizacji struktury uktadu molekularnego,
w istocie polegajgca na numerycznym rozwigzywaniu réwnania:

gdzie: V - funkcja potencjatu, rf- wspdtrzedne atomu i-tego.

2) Dynamika molekularna - symulacja ewolucji czasowej uktadu z zastosowaniem
praw dynamiki Newtona do opisu ruchu atomow. Na kazd™ atom w rozwazanym
uktadzie, o wsp6trzednych rforaz masie m- dziata sita F- ; rdGwnania opisujgce

ewolucje czasowg takiego uktadu bedg miaty postac:

P dr-

m—dty2 =L (2) (2a)

= (2b)

3) Symulowane wyzarzanie (ang. simulated annealing) - szczeg6lny przypadek
dynamiki molekularnej, w ktdrym stosujemy zwiekszenie energii kinetycznej atomow
do znacznej wartos$ci, najczesciej odpowiadajgcej temperaturze 1000 K. Pozwala
to naprzekroczenie barier potencjatu, zwigzanych np. zprzejSciami konformacyjnymi
ijest istotne w poszukiwaniu minimum energii uktadu czasteczek, odpowiadajgcego
trwatej konfiguracji.

4) Monte Carlo - metoda polegajaca na losowym generowaniu rozktadéw w
zadanym zespole statystycznym. Stosowana jest m.in. do losowego rozmieszczania
czasteczek i losowego przypisywania im wartosci pewnych wielkos$ci fizycznych.
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5) Zaburzenie entalpii swobodnej - metoda, stuzaca gtéwnie do obliczania statej
asocjacji kompleksu: enzym - substrat zmodyfikowany, gdy znana jest analogiczna
stata dla kompleksu: enzym - substrat oryginalny. W najogolniejszym zarysie wpro-
wadzamy modyfikacje chemiczng modelowego uktadu, co naturalnie zmienia ha-
miltonian uktadu; nastepnie obliczamy warto$ci zaburzonego hamiltonianu,
otrzymujac zmiane energii AE przy zaburzeniu w temperaturze T. Zmianeg entalpii
swobodnej obliczamy ze wzoru*:

AG = -kT In (exp(-AE/KT)) )

gdzie: k - stata Boltzmanna, a nawias trojkatny oznacza sredniowanie po zespole.
Stad fatwo wyliczy¢ szukang statg asocjacji, a takze wartosci innych funkcji termo-
dynamicznych.

Powyzsze metody, z wyjatkiem metody 5), sg rutynowo stosowane w procesie
rozwigzywania struktury wyznaczanej przy pomocy NMR oraz w procesie udo-
ktadniania struktury otrzymywanej z dyfrakcji rentgenowskiej. Metody 1) - 5) stosuje
sie takze do niezaleznych symulacji. W wyniku modelowania molekularnego otrzy-
mujemy wielkosci fizyczne, pozwalajgce scharakteryzowa¢ rozwazany uktad (np.
bioczgsteczek) zaréwno pod wzgledem strukturalnym, jak i dynamicznym.

3. CHARAKTERYSTYKA STRUKTURALNA
ODDZIALYWANIA TRP REPRESOR - DNA

3.1. Rola struktury czwartorzedowej trp repnesora w oddziatywaniu z DNA

Struktury apo- i holorepresora (takze w kompleksie z DNA) zostaty zbadane
za pomocg dyfrakcji rentgenowskiej [20, 25, 17] oraz NMR [27, 26]. Jak wynika
z tych badan, struktury wyznaczone przy pomocy obu metod sg jednakowe; jeden
monomer represora sktada sie z szesciu helis, oznaczonych literami A-F, amonomery
oddziatujg ze sobg poprzez oddziatywania elektrostatyczne i van der Waalsa. He-
likalne odcinki tancucha stanowig wiekszo$¢ czgsteczki biatka - pozostate reszty
tworza kiebek statystyczny, wzglednie skrety. Helisy: A, B, C, F tworza rdzen
hydrofobowy biatka, natomiast odcinek: helisa D - skret - helisa E stanowi domene
wigzaca sie do DNA, a takze czeSciowo uczestniczacg we wigzaniu tryptofanu.

Warunkiem koniecznym zwigzania sie trp represora do operatorowego odcinka
DNA jest palindromiczno$¢ tego odcinka, ascislej symetriajego sekwencji wzgledem
dwukrotnej osi obrotu. Symetria ta odpowiada symetrii biatka, ktore, jak wiadomo,
ma strukture czwartorzedowa C2. Zmiana powinowactwa represora do DNA jest

* Jest to czesto stosowana, lecz nie jedyna metoda obliczania zmiany entalpii swobodnej w tej
metodzie.
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procesem kooperatywnym - obejmuje sprzezone ze sobg zmiany struktury trze-
ciorzedowej w poszczegblnych podjednostkach, zachowawcze wzgledem symetrii
podjednostek, a wiec zachodzgce bez zmiany struktury czwartorzedowej [18]. Zwig-
zanie sie domeny jednego z monomeréw do DNA wigze sie ze zmniejszeniem
entropii translacyjnej i rotacyjnej zarobwno represora, jak i operatora; zwigzanie
sie drugiej domeny najprawdopodobniej powoduje, ze zmniejszenie entropii nie
jest tak duze [21] - w konsekwencji proces jest znacznie bardziej korzystny ener-
getycznie.

3.2. Zwiekszenie powinowactwa trp represora do DNA
przez zwigzanie tryptofanu

Zasadniczg role w procesie oddziatywania trp represora z DNA, oprdécz do-
pasowania symetrii, odgrywa takze fizykochemiczne dopasowanie represora i DNA,
charakteryzowane przez statg dysocjacji kompleksu represor-DNA, ktéra wynosi
0,2-0,5 nM [18]. Warunkiem utworzenia sie tego kompleksu jest taka zmiana stru-
kturalna represora, ktéra spowoduje zwiekszenie powinowactwa represora do DNA;
indukowana jest ona niekowalencyjnym zwigzaniem L-tryptofanu przez trp represor.

Czasteczka tryptofanu wigze sie w tzw. kieszeni (wnece), tworzonej przez reszty:
4CM4 (C-konhcowy odcinek helisy B), Arg54 (helisa C), Arg84, Gly85 i Ser88
(helisa E). Obszar miedzy tancuchami bocznymi obu arginin wypetniaja czasteczki
wody - jedna z nich zwigzana jest wigzaniem wodorowym z tlenem grupy kar-
bonylowej Leu4l. Nadmiar stezenia tryptofanu sprawia, ze dyfunduje on tatwiej
do wnek miedzy tafcuchami biatka. Czasteczka tryptofanu zastepuje w kieszeni
stabo zwigzane i bardziej ruchliwe czasteczki wody, tworzagc wigzania wodorowe
- atomy tlenu ujemnie natadowanej grupy karboksylowej tryptofanu wiaza sie z
tancuchami bocznymi Arg84 iThr44; grupa aminowa natomiast tworzy trzy wigzania
wodorowe - atomy wodoru o czgstkowych tadunkach dodatnich wigzg sie z atomami
tlenu reszt: Ser88 (fancuch boczny), Asn40 i Leudl (fancuch gtéowny) [20, 26],
[18]. Istotnos¢ wigzan wodorowych z udziatem grupy aminowej tryptofanu wykazana
zostata przez zbadanie struktury trp represora zwigzanego z 3-indolopropionianem
[19]. Zwigzek ten rozni sie od tryptofanu brakiem grupy aminowej, co uniemozliwia
wytworzenie odpowiednich wigzan wodorowych; w efekcie 3-indolopropionian wig-
ze sie w tym samym miejscu, ale przyjmujac orientacje odwrotng do orientacji
tryptofanu. O Scistej odpowiednio$ci strukturalnej L-tryptofanu i kieszeni wigzacej
Swiadczy fakt stabego powinowactwa D-tryptofanu do trp represora [25]; co wiecej
- L-tryptofan wiaze sie z aporepresorem w stanie krystalicznym, powodujac rozpad
krysztatdw [25], co jest dowodem, ze powinowactwo korepresora do represora
jest na tyle silne, ze pozwala przezwyciezy¢ sity stabilnosci sieci krystalicznej.

Jedng z pierwszych préb modelowania molekularnego oddziatywania trp re-
presora z DNA byto modelowanie aporepresora i holorepresora, obejmujgce pro-
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cedury minimalizacji energii i dynamiki molekularnej tych uktadéw [6,4]. Obliczenia
przeprowadzone zostaty przy uzyciu programu AMBER, wersja 3.0. Minimalizacja
energii oraz symulacja 30 ps dynamiki molekularnej, opisane w pracy [6], pozwolity
na poréwnanie wtasnosci dynamicznych obu struktur (patrz pkt. 4.1.), przetestowanie
funkcji potencjatu typu AMBER [24] (nazwy tej nie nalezy myli¢ z nazwg programu
AMBER, stuzgcego m.in. do obliczen metodami mechaniki molekularnej i dynamiki
molekularnej) w zastosowaniu do modelu uwodnionego biatka $redniej wielkosci
oraz zbadanie zmian strukturalnych w wyniku zastosowania dynamiki molekularnej
do struktur rozwigzanych krystalograficznie. Poréwnania struktury symulacyjnej
do struktury wyjsciowej (zdeponowanej w Protein Data Bank', kody: 1WRP - ho-
lorepresor, 3WRP - aporepresor) autorzy dokonali, obliczajgc $rednie odchylenie
kwadratowe wspétrzednych atoméw wegla obu struktur. Wyniki przedstawiono
zwiezle w tabeli 1.

Odchylenia struktury symulowanej od struktury wyjsciowej sg znacznie wieksze
dla aporepresora niz dla holorepresora nie tylko w obrebie odcinkéw o wysokich
odchyleniach, lecz na catym tancuchu. Oznacza to, ze holorepresor wykazuje zwie-
kszong stabilno$¢; innymi stowy zwigzanie tryptofanu indukuje proces korzystny
energetycznie, jakim jest zmiana struktury represora. Najwieksze odchylenia
(> 3,5 A) obserwowane sg dla odcinka uczestniczgcego w oddziatywaniu z DNA;
interpretowadé to mozna w ten sposob, ze odcinek ten charakteryzuje sie zmniejszong
stabilnos$cig wzgledem reszty taficucha oraz zwiekszong ruchliwoscia - analogiczny
wniosek wysnu¢ mozna takze na podstawie analizy charakterystyki dynamicznej
represora (patrz pkt. 4.1.).

Podczas wigzania sie korepresora do represora istotna role petnia, oprécz wigzan
wodorowych, oddziatywania niewigzace: dalekiego zasiegu (kulombowskie) i bli-
skiego zasiegu (van der Waalsa). Na podstawie danych krystalograficznych oraz
NMR mozna tatwo wywnioskowac, ze zasadniczy wkiad tych oddziatywan do cat-
kowitej energii wigzania korepresor-represor pochodzi od reszt argininowych Arg84
i Argh4 w mikrootoczeniu korepresora. tancuchy weglowe tych reszt oddziatujg
z uktadem indolowym tryptofanu przez wzglednie silne oddziatywania van der
Waalsa (hydrofobowe). Przy pomocy modelowania molekularnego grupa Komeiji
[9] wskazata na istotng role dwoch innych reszt aminokwasowych w tworzeniu
kieszeni wiazacej tryptofan. Przeprowadzono obliczenia metoda dynamiki mole-
kularnej, potgczong z metodg zaburzenia entalpii swobodnej, stosujgc symulowang
mutacje Ser88—Cys (catkowity czas symulowany = 117,5 ps; program AMBER,
wersja 3,0). Obliczono zmiane ujemnego powinowactwa* tryptofanu do trp represora
zaistniatg w wyniku tej mutacji [9]; pordwnano jg z warto$cig eksperymentalng
[2] - wartosci te przedstawiono ponizej:

Warto$¢ obliczona: AAGcal = 1,58+0,28 kcal/mol

Warto$¢ eksperymentalna: AAGexp = 1,7+0,3 kcal/mol

* Powinowactwo chemiczne definiuje sie jako -AG.
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Tabela 1. Wartosci i zakresy $rednich odchyler kwadratowych struktury symulowanej (dynamicznej)
od rentgenograficznej

Odchylenie Odcinki faficucha o najwiekszym odchyleniu (>3,5 A )
catkowite
Aminokwasy Obszary struktury ll-rzedowej
Holorepresor 1,95 A 64, 77-78 ktebek statystyczny, ode.
N-koncowy helisy E
Aporepresor 291 A 63-81, 107-108 helisa D + dwa ode. kiebka

statystycznego, C-koniec

Jak wida¢, warto$¢ otrzymana w wyniku modelowania jest w dobrej zgodnosci
z warto$cia eksperymentalng. Dodatnia warto$¢ AAG oznacza zmniejszenie po-
winowactwa tryptofanu do trp represora w wyniku mutacji Ser88—Cys.

Jak pokazano w pracy [8], w wigzaniu tryptofanu wazng role odgrywa takze
glicyna 85. W pracy tej przedstawiono obliczenia metodg zaburzenia entalpii swo-
bodnej, z zastosowaniem symulowanych mutacji Gly85 na: Ala, Val, Leu, Trp.
Obliczenia wykonano przy pomocy programu AMBER, wersja 3,0; catkowity czas
symulowany dla kazdej mutacji wynosit 115 ps - z wyjgtkiem mutacji Gly—Trp,
gdzie metoda nie data zbieznosci; w przypadku pozostatych mutacji uzyskano war-
tosci AAGcal > 3 kcal/mol. Zaobserwowano zatem spadek powinowactwa tryptofanu
do kieszeni wigzacej. Wyniki obliczeh zgadzaty sie z wynikami biochemicznych
badan analogicznych mutacji [8].

3.3. Kompleks trp represor-DNA

Trp represor wigze sie z 18-zasadowym odcinkiem operatorowym w stosunku
molowym represor-operator 1:1, natomiast z odcinkiem 36-zasadowym w stosunku
2:1 [26]; w rozwigzanej strukturze krystalicznej kompleksu represora z modelowym
operatorem [13] przy stechiometrii 2:1 (4:2) zaobserwowano wigzanie tandemowe,
tzn. takie, ze w kompleksie z DNA tancuch jednej czasteczki represora oddziatuje
z tancuchem drugie;j.

W og6Inym zarysie trp represor wigze sie do bruzdy wiekszej DNA, przez wigzania
wodorowe, oddziatywania elektrostatyczne i oddziatywania van der Waalsa; od-
dziatywaniate wystepujg przede wszystkim miedzy grupami bocznymi aminokwaséw
domeny helisa-skret-helisa represora a rdzeniem fosfocukrowym DNA. Sg one
na tyle silne, ze powodujg deformacje struktury DNA - obniza to energie kompleksu
biatko-DNA. Zblizenie oddziatujacych ze sobg fragmentéw biatka i DNA w kom-
pleksie przedstawiono na rysunkach 1 i 2.

Obraz ten w istocie jest nieco bardziej skomplikowany. Helisa E dopasowuje
sie do bruzdy wiekszej, oddziatujgc z zasadami w DNA, natomiast helisa D lezy
gtéwnie poza bruzda wiekszg. Aby oceni¢ trwato$¢ wigzan wodorowych miedzy
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biatkiem a DNA, przeprowadzono obliczenia metodg symulowanego wyzarzania,
stosujgc strukture otrzymang z NMR jako wyjsciowa [26]. Jak wynika z prze-
prowadzonego modelowania, grupa guanidynowa Arg69 tworzy silne wigzania wo-
dorowe z atomami tlenu guaniny 2 i tyminy 3. Trwate wigzania wodorowe z DNA
tworzone sg takze przez nastepujgce reszty aminokwasowe i zasady: Lys72-G16,
11e79-G16(A15), Ala80-Al5, Thr83-A4, Arg84-C13. Autorzy pracy [26] podajg,
ze tryptofan (korepresor) oddziatuje ztaricuchem gtéwnym DNA przez oddziatywania
van der Waalsa. Wydaje sie, ze tryptofan tworzy krotko zyjace wigzanie wodorowe
miedzy wodorem uktadu indolowego a tlenem grupy fosforanowej przy cytozynie
13; dla struktury z NMR (kod Protein Data Bank: 1TRO, fancuchy biatkowe A
i C) odpowiednie odlegtosci woddr-tlen wynoszg: 1,81 i 1,92 A (dwie czasteczki
tryptofanu wigzace sie zdimerem). Ponadto wigzania wodorowe o mniejszej trwatosci
moga tworzy¢ pary: Arg54-C13, Glu68-G2(T3), Thr81-T14, Lys90-T3.

W oddziatywaniu represora z DNA wazng role moze tez odgrywaé¢ odcinek
N-koncowy biatka [7]; wykazuje on znaczne nieuporzagdkowanie w poréwnaniu
do pozostatego fragmentu tafncucha, na tym odcinku wystepujg tez znaczace roz-
bieznosci pomiedzy strukturg w roztworze a strukturg krystaliczng [26] - Swiadczy
to o duzej ruchliwo$ci tego odcinka. W przypadku wigzania tandemowego N-koniec
jednego dimeru oddziatuje z taricuchem drugiego dimeru [5]. Znaczacy wkiad do
tego oddziatywania wnosza wigzania wodorowe miedzy Tyr7 dimeru 1 a Ser86
i Arg97 dimeru 2 [13].

4. CHARAKTERYSTYKA DYNAMICZNA
ODDZIALYWANIA TRP REPRESOR-DNA

4.1. Symulacje dynamiki molekularnej

Whnioski na temat dynamiki modelowego uktadu czgsteczek w roztworze mozna
wyciagnac, analizujgc fluktuacje struktury, czyli wspdtrzednych tego uktadu (Srednie
odchylenia kwadratowe od struktury usrednionej). Analizujgc 30-pikosekundowg
symulacje trp represora w formach holo- i apo-, przeprowadzong przez grupe Kol-
Imana [6], mozna zaobserwowaé znaczny wzrost fluktuacji w odcinkach: N-kon-
cowym, C-konncowym ihelisaD-skret-helisa E. W istocie, koricowe odcinki tancucha
polipeptydowego wykazujg wzglednie duze nieuporzagdkowanie w strukturze Kkry-
stalicznej, skad mozna wnioskowa¢, ze sg to reszty o duzej ruchliwosci. Co sie
tyczy fluktuacji w domenie wigzgcej DNA, to w przypadku holorepresora wykazuje
ona zmniejszenie na odcinku helisy E w poréwnaniu z aporepresorem; procz tego
mozna zaobserwowac zwiekszong fluktuacje w skrajnym obszarze domeny wigzacej
DNA i fragmencie "skretu" (w zasadzie kiebka statystycznego) - sg to reszty:
64-70 - w modelach obu form represora. Zmniejszona ruchliwo$é helisy E holo-
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represora jest prawdopodobnie spowodowana tym, ze tryptofan wigze sie gtdwnie
z aminokwasami helisy E.

Analogiczne wnioski mozna wyciggna¢ na podstawie symulacji dynamiki mo-
lekularnej przeprowadzonej przez grupe Komeiji [11]. W wyniku obliczenia fluktuacji
symulowanych dynamicznych trajektorii uwodnionych struktur holo- i aporepresora
(czas symulowany = 150 ps dla kazdej z form; program AMBER, wersja 3.0)
autorzy uzyskali dobrg zgodno$¢ z fluktuacjami struktury krystalicznej, obliczonymi
na podstawie rentgenograficznych czynnikéw temperaturowych. Analiza symulacji
ujawnia takze, ze w wyniku zwigzania tryptofanu zwieksza sie fluktuacja na odcinku
helisy D, co jest zgodne z wynikiem symulacji przeprowadzonej przez grupe Kol-
Imana [6]. Wyniki modelowania pozwolity ugruntowaé tréjdomenowy model dy-
namicznej struktury trp represora [11]:

*  rdzeh wewnetrzny - nie uczestniczgcy w oddziatywaniach kooperatywnych;
helisy: A, B, C; reszty: 13-64.
* domena (gtowica) wigzaca DNA - charakteryzuje sie zwiekszong ruchliwo-
$cia; helisy: D, E; reszty: 65-92,
* rdzeh wewnetrzny - cze$¢ bardziej elastyczna w poréwnaniu do pierwszej
domeny rdzenia; helisa F; reszty: 93-104.
Reszty: 1-12 i 105-108 tworzg odcinki N- i C-koncowy trp represora.

4.2. Skala czasowa a model dynamiczny oddziatywania

Charakterystyki dynamicznej oddziatywania biatko-DNA dokonuje sie w przy-
padku badan NMR przez analize czasoOw korelacji i parametrow uporzgdkowania
oraz przez zastosowanie dla modelowego uktadu kombinacji metod: symulowanego
wyzarzania, dynamiki molekularnej i Monte Carlo (patrz [28] - opisana jest tam
kompleksowa procedura modelowania molekularnego struktury otrzymanej z NMR,
czesto stosowana w badaniach trp represora.). Z analiz tego typu przeprowadzonych
dla trp represora [29] wynika, ze ruchy tancucha polipeptydowego na skale piko-
sekundowa i nanosekundowg sg ograniczone zaréwno w obszarze hydrofobowego
rdzenia, jak i domen wigzgcych DNA. Autorzy sugerujg raczej "niestabilnos¢ stru-
kturalng" domeny helisa-skret-helisa niz jej wiekszg ruchliwo$¢. Analiza czaséw
relaksacji dla domeny wigzacej DNA prowadzi do wniosku, Zze proces wigzania
sie do DNA skiada sie z wieloetapowych zmian konformacji biatka i odbywa sie
w skali milisekundowej.

4.3. Czasy zycia a model dynamiczny oddziatywania

Istotne dla konstrukcji modelu dynamicznego sg czasy zycia korepresora w Kkie-
szeni wigzacej represora oraz kompleksu represor-DNA. Czas zycia L-tryptofanu
zwigzanego w Kkieszeni wigzacej wynosi $rednio 200-400 ms, podczas gdy czas
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zycia kompleksu represor-DNA wynosi 1-2 s [26]. Nasuwa si¢ tu wniosek, ze
tworzenie irozpad tego kompleksu jest procesem dynamicznym, jednakze niezwykle
powolnym w skali czasteczkowej. W pracy [26] rozrdzniane sg trzy dynamiczne
procesy sktadajgce sie na oddziatywanie represora z DNA i zachodzgce w po-
réwnywalnych skalach czasowych:

*  "otwarcie" i "zamkniecie" helis na odcinkach domen wigzacych DNA,
* wymiana tryptofanu w Kieszeni wigzacej,
* asocjacja idysocjacja kompleksu represor-DNA.

5. ROLA WODY W ODDZIALYWANIU
TRP REPRESOR-DNA

5.1. Model struktury uwodnionej

Fakt uwzglednienia czasteczek wody w uktadzie wyjsciowym do modelowania
molekularnego, wazny w symulacjach kazdej bioczgsteczki, nabiera jednak szcze-
golnego znaczenia w przypadku symulacji oddziatywania trp represora z DNA,
wigzanie represora do DNA odbywa sie bowiem za posrednictwem czgsteczek wody
[26]. Uwzglednienie w modelu wyjSciowym wody jest istotne nawet przy mo-
delowaniu samego represora, co zostato wykazane przez grupe Kollmana [4]; praca
ta prezentuje m.in. wyniki 40-pikosekundowych symulacji dynamiki molekularnej
trp represora z wykorzystaniem szeregu modeli zaréwno struktur uwodnionych,
jak i struktur modelowanych w prézni. Obecnie modyfikuje sie poglad na role
wody we wspottworzeniu struktury DNA - szereg badan strukturalnych (m.in. trp
represora) [22] wskazuje na obecnos¢ niewielu czasteczek wody silnie zwigzanych
w okreslonych miejscach tancucha polinukleotydowego, précz stabiej zwigzanych
czasteczek wody tworzgcych sfere hydratacyjng.

Modelowanie struktury biatkowej w $Srodowisku wodnym moze dostarczy¢ in-
formacji odnosnie ruchliwos$ci czasteczek wody w otoczeniu okre$lonych atomow
biatka oraz odnosnie tworzenia sie stref hydratacyjnych. Symulacja dynamiki mo-
lekularnej holorepresora [10] pokazata istnienie w modelowym uktadzie strefy (o
grubosci ~ 10 A) zmniejszonej ruchliwosci rozpuszczalnika wokét wszystkich ami-
nokwasOw; zrodzito to sugestie, ze rodzaj atomu zasadniczo nie wptywa na ru-
chliwo$¢ otaczajgcego go rozpuszczalnika. Précz tego, przeprowadzona analiza
funkcji rozktadu radialnego atomoéw tlenu w czasteczkach wody, otaczajacych atomy
biatka wykazata tworzenie sie pierwszej strefy hydratacyjnej - o grubosci 2,8 A
wokdt atoméw polarnych i zjonizowanych oraz 3,4 A wokét atoméw niepolarnych.
Wyniki tej pracy sugerujg istnienie hydrofobowej otoczki hydratacyjnej, "usztyw-
nionej" przy pomocy wigzan wodorowych miedzy czasteczkami wody ioddziatujacej
z atomami reszt niepolarnych przez oddziatywania elektrostatyczne i van der Waalsa.
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5.2. Szybkos$¢ wymiany czgsteczek wody

Analiza czaséw zycia czasteczek wody w poszczegdlnych obszarach biatka, prze-
prowadzana przy pomocy spektroskopii NMR, dostarcza informacji odnosnie trwa-
tosci wigzan wodorowych tworzonych z udziatem wody. Wzigwszy pod uwage
prace [10] i [22] wydaje sie, ze dla wiekszosci komplekséw typu biatko repre-
sorowe-DNA zaleznoS$ci szybkos$ci wymiany czasteczek wody od miejsca w kom-
pleksie sa podobne. Powyzsze sformutowanie staje sie istotne w $wietle wynikéw
2-nanosekundowej symulacji dynamiki molekularnej kompleksu DNA z domeng
wigzagcg DNA (homeodomeng) Antennapedia [1].

Whnioski, gtéwnie z prac [22, 1 i 3] odnos$nie czasébw zycia czasteczek wody
w okreslonych miejscach kompleksu biatko-DNA przedstawiono w tabeli 2.

Jesli chodzi o czasy zycia czasteczek wody w przestrzeni miedzy biatkiem a
DNA (rubryka dolna tabeli 2), szacowane byty one zaréwno na podstawie metod
spektroskopowych i obliczeniowych; wnioskuje sie, ze lezg one w zakresie 1 ns
- 200 (as [16, 15]. Najdtuzsze czasy zycia (> 50 ms) wykazujg czgsteczki wody
zaangazowane w wigzania wodorowe typu: biatko-woda-DNA [26]; w przypadku
trp represora sg to trzy czasteczki wody wigzace sie z zasadami DNA [17]. Szybkos¢
wymiany tych "posredniczacych" czasteczek wody jest co najmniej o trzy rzedy
mniejsza, niz szybko$¢ wymiany pozostatych czasteczek, ktére dyfundujg do prze-
strzeni miedzy biatkiem a DNA. Te z kolei czagsteczki wody wymieniajg sie znacznie
wolniej, niz "powierzchniowe" czasteczki wody. Powyzsze spostrzezenia odnosnie
dynamicznej struktury kompleksu biatko-DNA sg istotne w przypadku konstrukcji

Tabela 2. Czasy zycia czasteczek wody w kompleksie biatko-DNA na podstawie badan NMR i symu-
lacji dynamiki molekularnej (podano odnosniki)

Klasy czgsteczek wody [22] Czasy zycia Miejsca wystepowania

w statym

miejscu [22]
Niezalezne czasteczki 1-10 ps strefa roztworu w odlegtosci
rozpuszczalnika od atomow biatka > 10 A [10]

(ang. bulk water)

Woda stabo zwigzana 10 ps— ns « woda zwigzana z powierzchnig biatka [22]
e bruzda wigksza DNA [1]

Woda silnie zwiagzana >1ns [1]:
» wneki hydrofilowe na powierzchni biatka
e wnetrze biatka
e bruzda mniejsza DNA
e przestrzen miedzy biatkiem a DNA
[26]:
» czgsteczki wody posredniczace
w wigzaniu si¢ biatka do DNA
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modelu wyjsciowego do procedury modelowania molekularnego, a takze w przy-
padku podejmowania jakichkolwiek badan strukturalnych - wszak wyniki kazdego
badania mozna zinterpretowaé¢ jedynie na podstawie zalozonego modelu.

6. PODSUMOWANIE. PERSPEKTYWY

Techniki modelowania molekularnego makroczgsteczek biologicznych znajdujg
sie obecnie w poczatkowej fazie swego rozwoju. Poniewaz klasyfikowane sg one
zwykle jako interdyscyplinarny dziat nauk matematyczno-przyrodniczych, zatem
zaréwno interpretacja wynikow uzyskanych tymi technikami, jak i prognozowanie
trendow w ich rozwoju wymaga holistycznego podej$cia do problemu.

Oddziatywanie trp represora z DNA jest procesem w duzej mierze poznanym,
przy czym znacznie wiecej wiemy na temat charakterystyki strukturalnej tego od-
dziatywania. Nieco inaczej przedstawia sie ten problem od strony charakterystyki
dynamicznej; obecnie istnieje niewiele metod, pozwalajacych na efektywne badania
dynamiki makroczasteczek biologicznych z duzg rozdzielczos$cig przestrzenng -
nalezg tu rozmaite warianty metod jadrowego i elektronowego rezonansu mag-
netycznego;jednak wykazujg one szereg ograniczefi, np. wielko$¢ badanej czasteczki,
konieczno$¢ stosowania izotopéw czy znacznikéw itd.

Modelowanie molekularne stanowi nie tylko niezbedne narzedzie przy rozwig-
zywaniu struktury za pomoca spektroskopii NMR lub udoktadnianiu struktury roz-
wigzanej rentgenograficznie; moze tez stanowi¢ dogodne uzupetnienie innych badan
dynamiki bioczgsteczek, takich jak fluorymetria i dichroizm kotowy; wreszcie sta-
nowi niezalezng metode badawczg, przy pomocy ktérej mozna ilosciowo ijako$ciowo
dokonaé analizy zachowania sie modelowego uktadu, nasladujagcego uktad rzeczy-
wisty.

Naturalnie, zaufanie do wynikéw otrzymanych z symulacji powinno by¢ ogra-
niczone, ograniczenia te natomiast wyptywaja z wiedzy o stosowanej metodzie.
W konkretnym przypadku oddziatywania trp represora z DNA zasadniczym ogra-
niczeniem sa skale czasowe, jakie mozna bra¢ pod uwage przy uzyciu symulacji;
mianowicie w przypadku dynamiki molekularnej jest to obecnie skala 1 fs-10 ns;
wyklucza to symulacje takich proceséw, jak np. asocjacja kompleksu. Inne ogra-
niczenia, to niedoskonato$¢ modelu polegajagca nanieuwzglednianiu explicite efektéw
kwantowych, do jakich nalezy np. tworzenie sie i rozpad wigzan wodorowych.

Doskonalenie algorytméw matematycznych, fizycznych modeli struktury i dy-
namiki bioczasteczek oraz techniki komputerowej pozwoli jednakze w niedalekiej
przysztosci na zwiekszenie zaréwno skali czasowej symulowanych zjawisk, jak
inapowiekszenie symulowanych uktadéw. By¢ moze powszechnie stosowane bedzie
potgczenie metod mechaniki molekularnej i mechaniki kwantowej, a nawet dynamiki
molekularnej i dynamiki kwantowej (patrz [14]), co stworzy mozliwo$¢ modelowania
reakcji chemicznych, transferu protonéw i elektronéw, czy standw wzbudzonych
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w makroczasteczkach biologicznych. Duze nadzieje mozna tez wiaza¢ z rozwojem
nowych modeli fizycznych znanych juz zjawisk, co jest wynikiem nowatorskiej
interpretacji obowigzujacych praw fizyki i chemii. Wreszcie stosunkowo tatwa do
zrealizowania perspektywa dotyczy S$cistej integracji metody eksperymentalnej i
obliczeniowej, czego obiecujgcym przykitadem jest zastosowanie metod mechaniki
molekularnej i dynamiki molekularnej [23], oraz metody matematycznej (distance
geometry) [12] przy wyznaczaniu struktury za pomocg spektroskopii NMR.
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TRANSCRIPTIONAL ANTITERMINATION IN BACTERIOPHAGE X
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Streszczenie. Antyterminacja transkrypcji jest jednym ze sposobdw regulacji ekspresji genéw. Mecha-
nizm ten zostat po raz pierwszy wykryty u bakteriofaga X, jednak istnienie podobnych systemoéw
regulacyjnych wykazano pézniej zaréwno w operonach bakteryjnych, jak tez u wiruséw zakazajacych
komorki eukariotyczne (np. HIV). W tym artykule zwr6cono najwieksza uwage na mechanizmy
antyterminacji u bakteriofaga L aw szczeg6lnosci na role biatek kodowanych przez genom faga (N i Q)
i gospodarza, Escherichia coli (czynniki Nus oraz poszczeg6lne podjednostki polimerazy RNA).
Dyskutowane sg mechanizmy antyterminacji transkrypcji oraz znaczenie tego procesu w regulacji
ekspresji genéw.

Stowa kluczowe: Regulacja ekspresji genoéw, antyterminacja transkrypcji, polimeraza RNA Escherichia
coli, rozwoj bakteriofaga X, czynniki Nus.

Summary. Transcriptional antitermination is one of the strategies of gene expression regulation. This
mechanism was discovered for the first time in bacteriophage X, but subsequent studies led to demon-
stration of existence of similar systems in both bacterial operons and eukaryotic viruses (for example in
HIV). In this review, transcriptional antitermination in bacteriophage X, and particularly roles of proteins
encoded by the phage (N and Q) and its host, Escherichia coli, (Nus factors and RNA polymerase
subunits) is considered. The mechanisms of transcriptional antitermination and the role of this process
in regulation of gene expression are discussed.

Key words: Regulation of gene expression, transcriptional antitermination, Escherichia coli RNA
polymerase, bacteriophage X development, Nus factors.
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1. WSTEP

Zarébwno w komorkach prokariotycznych, jak i eukariotycznych ekspresja po-
szczegOlnych gendw regulowanajest na réznych poziomach, od inicjacji transkrypcji
do modyfikacji i regulacji stabilnosci biatek. Najczestszym iwydaje sig, ze dotychczas
najlepiej poznanym sposobem kontroli ekspresji genow jest regulacja czestosci ini-
cjacji transkrypcji z danych promotoréw. By¢é moze zwracanie szczeg6lnej uwagi
na modyfikacje aktywnos$ci poszczeg6lnych promotoréw u modelowych obiektow
badawczych spowodowalo, ze zjawisko antyterminacji transkrypcji zostato po raz
pierwszy opisane stosunkowo p6zno, bo w roku 1969 [36]. Obserwacja ta dotyczyta
regulacji ekspresji wczesnych genéw bakteriofaga X, potozonych za terminatorem
rRj. Najog6lniej rzecz ujmujac, antyterminacja transkrypcji polega na takiej mo-
dyfikacji polimerazy RNA przez rézne czynniki biatkowe, ze enzym ten przestaje
rozpoznawac sygnaty terminacji transkrypcji, dzieki czemu mozliwa staje sie eks-
presja genéw potozonych w rejonie za sekwencjg terminatora. P6Zniejsze badania
wykazaty, ze u bakteriofaga X oraz wiekszosci fagéw lambdoidalnych istniejg dwa
rézne mechanizmy antyterminacji transkrypcji. Okazato sie, ze ten sposéb regulacji
ekspresji gendow wystepuje takze w operonach rrn Escherichia coli zawierajgcych
geny kodujgce rybosomalne RNA [16, 23, 30] (mechanizmy regulacji transkrypcji
genéw kodujacych rRNA byly omawiane w niedawno opublikowanej pracy prze-
gladowej [6] i w tym artykule beda jedynie krotko poréwnane z antyterminacjg
transkrypcji u bakteriofaga X). R6znego rodzaju systemy antyterminacji transkrypcji
wykryto w réznych operonach nie tylké u E. coli, lecz takze w kilku innych
gatunkach bakterii, takich jak Bacillus subtilis, Klebsiellapneumoniae i Pseudomonas
aeruginosa [38]. Ponadto wykazano, ze antyterminacja transkrypcji jest jednym
ze sposobdéw regulacji ekspresji gendéw wirusa HIV, gdzie czynnikiem stymulujgcym
ten proces jest biatko Tat [17]. W tym artykule doktadniej omdwione zostang procesy
antyterminacji transkrypcji u bakteriofaga X, ktérych mechanizmy zostaty do tej
pory najlepiej poznane.

2. CYKL ROZWOJOWY BAKTERIOFAGA X
I ROLA ANTYTERMINACJI TRANSKRYPCJI

Po zakazeniu komérki Escherichia coli rozw6j bakteriofaga X moze przebiegaé
na dwa alternatywne sposoby. Rozwdj lityczny prowadzi do replikacji DNA wirusa,
ekspresji wiekszoscijego genéw (uproszczona mapa genetyczna faga Xprzedstawiona
jest na rysunku 1), utworzenia wirionéw potomnych oraz ich uwolnienia po lizie
komoérki gospodarza [14]. Alternatywnag drogg rozwojowgq jest cykl lizogeniczny
polegajacy na integracji DNA faga do genomu gospodarza i przejscie w stadium
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profaga, w ktorym materiat genetyczny bakteriofaga jest replikowany wraz z chro-
mosomem bakteryjnym, a ekspresja wiekszosci gendéw wirusa jest zahamowana
[12, 19, 47]. Wybdrjednej z dwu drég rozwojowych zalezy od stanu fizjologicznego
zakazanej komorki gospodarza (ktory z kolei jest odzwierciedleniem warunkdw
srodowiskowych) oraz od liczby fagéw zakazajacych komérke [I+, 34]. Cykl lityczny
jest preferowany w bogatych pozywkach (czyli w przypadku szybko rosngcych
komérek bakteryjnych), w stosunkowo wysokiej temperaturze (37-43°C) oraz w
wypadku zakazenia jednej komorki gospodarza przez niewielkg liczbe fagéw réow-
noczesnie. Z drugiej strony, wzrost bakterii w ubogich pozywkach (lub wrecz warunki
gtodowe), stosunkowo niska temperatura (20-30°C) oraz zakazenie jednej komorki
gospodarza wieloma fagami (5 lub wiecej) sprzyja przejsciu w stadium profaga.
Molekularne mechanizmy prowadzace do wyboru jednej z dwu alternatywnych
drog rozwojowych faga X byly przedmiotem kilku prac przegladowych [11, 34,
45], zatem w tym artykule zagadnienia te zostang przedstawione skrétowo, jedynie
w celu naswietlenia roli proceséw antyterminacji transkrypcji w cyklu zyciowym
bakteriofaga.

Gtéwnymi biatkami, od ktérych zalezy decyzja o wyborze jednej z dwu drég
rozwojowych, sg produkty gendéw cl i ero. Biatka te sg represorami transkrypcji
i wzajemny ich stosunek ilosciowy w zakazonej komdrce decyduje o wejsciu faga
w cykl lityczny badz lizogeniczny. Represor Cl negatywnie reguluje transkrypcje
z gtdwnych promotoréw cyklu litycznego (/?R i pE) uniemozliwiajac ekspresje wie-
kszosci gendéw faga. Jednoczes$nie Cl aktywuje ekspresje swojego witasnego genu
(przez stymulacje transkrypcji z promotorap M), co zapewnia stabilne utrzymywanie
sie profaga podczas cyklu lizogenicznego. Represor Cro jest natomiast negatywnym
regulatorem aktywno$ci promotora pM zapobiegajagc tym samym ekspresji genu
clistymulujgc rozwdj lityczny. Poniewaz gen ero znajduje sie pod kontrolg promotora
/7R, obydwa wyzej opisane represory dzialajg antagonistycznie i hamujg nawzajem
ekspresje genu "konkurenta" (rys. 1). W krotkim czasie po wprowadzeniu materiatu
genetycznego faga X do komoérki gospodarza rozpoczyna sie transkrypcja z dwoch
tzw. wczesnych promotoréw: /?RipL . Aktywnos$¢ promotora/;Rpozwala na ekspresje
genu cro (rys. 1). Czesto$¢ inicjacji transkrypcji z promotora pM jest natomiast
bardzo niewielka przy braku aktywacji przez biatko Cl, zatem ekspresja genu cl
we wczesnych etapach rozwoju faga jest uzalezniona od aktywnos$ci innego pro-
motora, zwanego pE. Promotor ten jest z kolei aktywowany przez biatko CllI, ktérego
gen lezy za genem cro (w tym samym operonie). Poniewaz promotor pE jest nie-
aktywny bez biatka CIl, poziom biatka Cl w fazie podejmowania decyzji "liza
czy lizogenizacja" jest zalezny bezposrednio od aktywnos$ci Cll. Wydaje sie zatem,
ze o wejSciu faga w cykl lityczny badZ lizogeniczny decyduje bezpo$rednio poziom
aktywatora CIl w zakazonej komoérce. Biatko to, oprécz pozytywnej regulacji eks-
presji genu cl, aktywuje dwa inne promotory: /7] i pag. Aktywno$¢ promotora pj
umozliwia ekspresje genu int, kodujgcego integraze - enzym niezbedny do re-
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kombinacji miejscowo-specyficznej pomiedzy genomem faga i chromosomem go-
spodarza i utworzenia profaga. Transkrypcja rozpoczynajgca sie z promotora /?aQ
prowadzi do powstania RNA antysensownego w stosunku do mRNA genu Q, unie-
mozliwiajgc posrednio ekspresje tzw. pdznych gendw faga (czyli gendéw gtowki
i ogonka oraz genéw kodujacych biatka niezbedne do lizy komérki gospodarza),
ktéra z oczywistych wzgledéw bytaby niekorzystna podczas cyklu lizogenicznego.

W jaki spos6b poziom biatka Cll moze by¢ regulowany w zalezno$ci od czynnikéw
Srodowiskowych i stanu fizjologicznego komoérki? Cll jest biatkiem bardzo nie-
stabilnym, degradowanym przez komdrkowg proteaze HfIB (zwang tez FtsH). We-
wnatrzkomorkowa aktywno$¢ tej proteazy spada wraz ze wzrostem stezenia
cyklicznego AMP (cAMP), nukleotydu produkowanego m.in. w odpowiedzi na
ubogie warunki wzrostowe bakterii. Zatem gtéd komdrek gospodarza powoduje
posrednio mniej wydajng degradacje CIlI faworyzujac cykl lizogeniczny. Biatko
Cll wykazuje tym mniejsza stabilno$¢, im wyzsza jest temperatura (w zakresie
od 20 do 42°C), czyli w podwyzszonej temperaturze prawdopodobieristwo cyklu
litycznego wzrasta. Aktywno$¢ proteazy HfIB jest takze hamowana przez produkt
fagowego genu clii (rys. 1). Im wiecej fagow zakaza jednoczesnie komorke go-
spodarza, tym wiecej kopii genu clii i wiecej biatka CIll znajduje sie w kom@rce.
Zatem w warunkach zakazenia jednej komorki E. coli wieloma fagami X aktywnos$¢
proteazy HfIB jest niska, co powoduje stabilizacje biatka CII i rozpoczecie cyklu
lizogenicznego.

Jak wspomniano wyzej, dobre warunki wzrostu komérek gospodarza, stosunkowo
wysoka temperatura oraz zakazenie jednej komorki jednym lub niewieloma fagami
dajg w rezultacie niski poziom biatka CIl w komorce i powodujg rozpoczecie cyklu
litycznego. Do wytworzenia fagoéw potomnych (podczas typowego cyklu litycznego

Rys. 1 Uproszczona mapa genetyczna bakteriofaga X wraz ze schematem regulacji na etapie decyzji "liza
czy lizogenizacja" oraz efektami systeméw antyterminacji zaleznych od biatek N i Q na transkrypcje
gtownych rejonéw genomu faga. W gornej czesci rysunku przedstawiona jest mapa genetyczna faga X
(dtugos$é liniowego genomu, ktory ulega cyrkularyzacji po wniknieciu do komorki Escherichia coli,
wynosi 48502 pary nukleotydéw) z uwzglednieniem najwazniejszych genéw. Zaznaczono rejony geno-
mu, w ktérych zlokalizowane sg geny kodujace biatka biorgce udziat w réznych procesach podczas cyklu
rozwojowego faga (morfogeneza gtéwki i ogonka, rekombinacja genetyczna, wczesna i p6zna regulacja
ekspresji gendw, replikacja DNA, liza komdrki gospodarza). Gtéwne transkrypty zaznaczone sg strzat-
kami, a potozenie gtéwnych terminatoréw oznaczono na odpowiednich transkryptach pionowymi kre-
skami. Skala umieszczona na samej gérze rysunku jest przedstawiona w tysigcach par nukleotydéw.
Odcinki genomu zaznaczone grubymi kreskami sg powiekszone w $rodkowej czesci rysunku (ta czes¢
schematu nie jest przedstawiona w skali). Przedstawiono promotory oraz regulacje ich aktywnosci;
aktywacje przez czynniki transkrypcyjne zaznaczono grubymi strzatkami, a represje oznaczono tepo
zakonczonymi liniami. Inhibicje aktywnos$ci biatek réwniez oznaczono tepo zakonczonymi liniami.
Dolna czes$¢ schematu obrazuje transkrypcje rejonéw genomu faga X przedstawionych w srodkowej czesci
rysunku podczas obecnosci systemow antyterminacyjnych zaleznych od biatek N i Q (+N i +Q) oraz przy
ich braku (-N i-Q). W dolnej czesci rysunku zaznaczono potozenie gtéwnych promotordw iterminatorow
transkrypcji oraz sekwencji nutL, nutR iqut. Dok}adniejszy opis mechanizmoéw regulacyjnych przedsta-
wionych na tym schemacie znajduje sie w tekscie.
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tworzy sie 100-200 fagow w jednej zakazonej komorce) konieczna jest ekspresja
wiekszosci genow wirusa. Jednakze polimeraza RNA rozpoczynajgca transkrypcje
z promotordw /?R i pL napotyka wkrotce na sekwencje terminatoréw, odpowiednio
rRI i rLR co powodowatoby bardzo wczesne zakonczenie transkrypcji. Wprawdzie
terminator fR] nalezy do stabych terminatoréw, zaleznych od funkcji biatka p,
ale czasteczki polimerazy RNA, ktére nie rozpoznaja tego sygnatu natrafiajg wkroétce
(po transkrypcji gendéw biatek replikacyjnych) na silny terminator /R9 (rys. 1). Co
prawda taka szybka terminacja transkrypcji jest korzystna podczas cyklu lizogeni-
cznego (prosze zwrdci¢ uwage, ze tuz po infekcji wczesna transkrypcja zawsze
rozpoczyna si¢ z promotoréw /?R i p* niezaleznie od tego, czy wybrany bedzie
rozw@j lityczny czy lizogeniczny), ale aby zapewni¢ petny cykl lityczny konieczne
jest umozliwienie ekspresji genéw zlokalizowanych za terminatorami rR], rR2,
i innymi, potozonymi bardziej dystalnie w stosunku do promotoréw. Ekspresja
tajest mozliwa dzieki mechanizmowi antyterminacji transkrypcji. Produkt fagowego
genu N, wraz z kilkoma biatkami komérkowymi, tworzy kompleks z polimerazg
RNA powodujac takg zmiane enzymu, ze przestaje on rozpoznawac sygnaly ter-
minacyjne (rys. 1). Kompleksy takie tworzg sie podczas transkrypcji w miejscach
zwanych nut (nutR i nutL), potozonych pomiedzy promotorami (pR i pL) a ter-
minatorami (rR] i rL1). Raz uformowany kompleks antyterminacyjny dziata nie
tylko w obszarze najblizszego terminatora, ale zapobiega takze zakoniczeniu trans-
krypcji nawet w rejonach terminatoréw oddalonych o kilka tysiecy par zasad od
miejsc nut. Ma to znaczenie nie tylko w umozliwieniu ekspresji wszystkich genéw
niezbednych w cyklu litycznym, ale takze np. w regulacji ekspresji genu int. Gen
ten koduje integraze, ktora jest niezbedna podczas cyklu lizogenicznego, ale aktyw-
no$¢ tego enzymu, powodujgcego integracje genomu faga z chromosomem go-
spodarza, bytaby niepozadana w trakcie rozwoju litycznego. Gdy wybrana zostaje
droga lizogeniczna, transkrypcja genu int odbywa sie z promotora/?j, aktywowanego
przez biatko CII i kofczy sie na terminatorze /j, potozonym tuz za genem int
(rys. 1). W tych warunkach transkrypcja z promotora /;, (a zatem takze ekspresja
genu N) jest zahamowana przez represor Cl. Umozliwia to efektywng produkcje
integrazy. Jednakze podczas rozwoju litycznego transkrypcja genu int mozliwa jest
takze z aktywnego w tych warunkach promotora pL. Mimo tego nie dochodzi do
efektywnej produkcji integrazy, gdyz utworzenie kompleksu antyterminacyjnego
w rejonie nutL powoduje, ze transkrypcja nie zatrzymuje sie na terminatorze fj,
a przechodzi dalej, w rejon zwany sib (rys. 1); po transkrypcji tego rejonu, powstaty
RNA tworzy strukture drugorzedowg rozpoznawang przez RNaze Ill, co doprowadza
do bardzo szybkiej degradacji mMRNA genu int. Taki mechanizm kontroli ekspresji
genu int zwany jest retroregulacja.

Obok systemu antyterminacji transkrypcji zaleznego od aktywnos$ci biatka N,
u bakteriofaga X istnieje drugi system antyterminacyjny, w ktérym gtéwng role
odgrywa produkt genu Q. Jest to rwniez biatko modyfikujgce aktywnos¢ polimerazy
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RNA w ten sposob, ze nie koiczy ona transkrypcji w rejonach terminatoréw. System
ten jest odpowiedzialny za umozliwienie transkrypcji tzw. péznych genéw faga,
czyli genéw kodujacych biatka kapsydu (gtdwki i ogonka) oraz biatka powodujace
lize komérki gospodarza. Transkrypcja ta rozpoczyna sie z promotora pR- i przy
barku biatka Q konhczy sie bardzo szybko na terminatorze rR-j. Biatko Q taczy
sie z sekwencjg DNA zwang qut (rys. 1) potozong w poblizu pR> co umozliwia
jego oddziatywanie z polimerazag RNA, a nastepnie antyterminacje transkrypcji.
Gen <jest transkrybowany z promotora /7R, zatem do wydajnej ekspresji wymaga
on wczes$niejszej antyterminacji zaleznej od biatka N (rys. 1). Poniewaz ekspresja
gendéw kodujacych biatka odpowiedzialne za lize komdérki gospodarza bytaby wy-
jatkowo niekorzystna podczas cyklu lizogenicznego, istnieje dodatkowe zabezpie-
czenie przed produkcjg biatka Q w tych warunkach. Aktywacja promotora pdq
przez biatko CIl prowadzi do wytworzenia RNA antysensownego do mRNA genu
Q, co zapobiega jego translacji.

Ponizej przedstawione zostang mechanizmy antyterminacji zalezne od biatek
N i Q oraz funkcje poszczegélnych biatek w kompleksach antyterminacyjnych.

3. ANTYTERMINACJA TRANSKRYPCJI ZALEZNA
OD BIALKA N

Biatko N jest jedynym biatkiem kodowanym przez genom faga niezbednym
w antyterminacji transkrypcji jego wczesnych operonéw. Do utworzenia kompleksu
antyterminacyjnego niezbedne sg jednakze biatka gospodarza zwane czynnikami
Nus oraz specyficzna struktura RNA. Ponizej omowiona jest rola poszczeg6lnych
tych czynnikoéw.

3.1. Kompleks antyterminacyjny i rejon nut

Do utworzenia specyficznego kompleksu antyterminacyjnego z polimerazg RNA
konieczne sg: biatko N oraz komdérkowe biatka NusA [46], NusB, Nusk i NusG
[27]. Kompleks taki moze byé ztozony tylko w obecnos$ci specyficznej struktury
RNA powstatej po transkrypcji rejonu nut (nutR lub nutL). W strukturze tej wyr6znia
sie dwa rejony, zwane "boxA" i "boxB" [8]. Odcinek RNA zwany "boxB" tworzy
strukture "szpilki do wtoséw", z ktérag bezposrednio oddziatuje biatko N [5]. Biatko
NusA prawdopodobnie posredniczy w kontaktowaniu sie biatka N z polimerazg
RNA, byé moze oddziatujgc takze z "boxB" [5, 10, 29]. Z rejonem "boxA" tgczy
sie biatko NusB [32], za$§ NusE oddziatuje réwnocze$nie z NusB i polimerazg
RNA [28, 29]. Dodatkowym czynnikiem stabilizujagcym kompleks antyterminacyjny
jest biatko NusG, oddziatujgce z polimerazag RNA [29, 43]. Sugeruje sie takze,
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Rys. 2. Kompleks antyterminacyjny tworzony z udziatem fagowego biatka N oraz czynnikéw komorko-

wych podczas transkrypcji rejonu nut. Oznaczono wszystkie biatka biorgce udziat w formowaniu

kompleksu, odcinek transkrybowanego DNA oraz fragment powstajacego w wyniku transkrypcji RNA

(zaznaczono konce 5’ i 3°) z rejonami zwanymi "boxA" i "boxB". Kierunek przesuwania sie polimerazy
RNA po matrycy DNA pokazany jest strzatka. Schemat nie jest przedstawiony w skali

ze elementem tego kompleksu moze by¢ takze biatko p, oddziatujgc bezposrednio
z NusG [13, 21, 22]. Kompleks antyterminacyjny formowany w rejonie nut jest
schematycznie przedstawiony na rysunku 2.

Wyzej opisany kompleks antyterminacyjny jest najwiekszym znanym prokario-
tyczym kompleksem transkrypcyjnym [37]. Raz utworzony kompletny kompleks
jest w stanie zapewni¢ antyterminacje nie tylko w obrebie najblizej potozonego
terminatora, lecz takze (posuwajac sie caty czas wraz z polimerazg RNA) w rejonach
terminatoréw (zaréwno stabych, jak i silnych) oddalonych od sekwencji nut o kilka
tysiecy par zasad [13, 27]. Wydaje sie, ze czynniki Nus sa niezbedne gtownie
do zapewnienia stabilnosci tego kompleksu, jako ze antyterminacja w niewielkich
odlegtosciach (od kilkudziesieciu do kilkuset par zasad) od miejsca nut mozliwa
jest in vitro w obecnosci jedynie biatek N i NusA [10, 46], a nawet samego biatka
N, jesli wystepuje ono w mieszaninie reakcyjnej w duzym stezeniu [10, 35].

3.2. Biatko N

Biatko N, jak wyzej opisano, jest czynnikiem absolutnie niezbednym do anty-
terminacji transkrypcji rozpoczynajacej sie z promotorow /?R i zaréwno in vivo
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jak i in vitro, oddziatujagc bezposrednio ze strukturg "boxB" RNA powstatego po
transkrypcji rejonéw nutR i mitL [5]. Biatko tojest kodowane przez gen N znajdujacy
sie pod kontrolg promotora pL. Jest ono biatkiem niestabilnym w komdrce E. coli,
degradowanym przez proteaze lon [15].

3.3. Biatka Nus

Do wydajnej antyterminacji transkrypcji zaleznej od biatka N niezbedne sg biatka
kodowane przez genom E. coli, zwane czynnikami Nus [13]. Zostaty one wykryte
przez izolacje mutantéw (zwanych nus) defektywnych w antyterminacji transkrypcji.
Mutacje nusC60, nusD026 i nusE71 okazaty sie allelami wcze$niej znanych gendw,
odpowiednio: rpoB (kodujgcego podjednostke 3polimerazy RNA), rho (kodujgcego
biatkowy czynnik terminacji transkrypcji - p) i rpsJ (kodujgcego rybosomalne biatko
SI0) [13, 43].

3.3.1. NusA

Czynnik NusA moze spetnia¢ dwie przeciwstawne funkcje w komoérkach E.
coli. Bierze on bowiem udziat w antyterminacji transkrypcji, ale jest rownoczesnie
biatkiem wzmagajgcym efektywnos$¢ terminacji transkrypcji w przypadku tych ope-
ronéw, gdzie nie wystepuje antyterminacja. NusA taczy sie z rdzeniem polimerazy
zaraz po rozpoczeciu transkrypcji i oddysocjowaniu czynnika a, powodujgc zmniej-
szenie szybkoSci elongacji transkrypcji oraz zapewniajac sprzezenie transkrypcji
z translacjg [9]. Mutanty wykazujgce brak funkcji nusA sg zywotne jedynie wtedy,
kiedy upos$ledzonajest rownocze$nie funkcja czynnika p [49]. Pierwszy wyizolowany
mutant w genie nusA (nusAl) wykazuje defektjedynie w antyterminacji transkrypcji
w podwyzszonej temperaturze, jednak zmutowane komorki rosng normalnie [7].

3.3.2. NusB

NusB jest biatkiem bezposrednio oddziatujgcym z rejonem "boxA" podczas anty-
terminacji transkrypcji [32]. Biatko to wydaje sie odgrywac role zarébwno w trans-
krypcji, jak i w translacji [7]. Oddziatuje ono bowiem bezposrednio z rybosomalnym
biatkiem SIO [28, 29] i mimo Ze nie jest statym sktadnikiem rybosomu, mutanty
nusB wykazujg zmniejszone tempo translacji [44].

3.3.3. Nusk

Mutacja okre$lana jako nusE71, ktéra powoduje zaburzenia antyterminacji trans-
krypcji w podwyzszonej temperaturze, okazata sie by¢ allelem genu rpsJ kodujacego
rybosomalne biatko S 10 [7]. Zatem podobnie jak biatko NusB, czynnik NusE (biatko
S10) peini role zaré6wno w transkrypcji, jak i w translacji. Podczas antyterminacji
transkrypcji oddziatuje ono z NusB oraz polimerazg RNA [29].
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3.3.4. NusG

Gen nusG zostat zidentyfikowany dzieki wyizolowaniu mutanta supremujgcego
defekt w antyterminacji transkrypcji spowodowany mutacjg nusAl [43]. NusG wy-
kazuje stabe oddziatywanie z rdzeniem polimerazy RNA [26] i zwieksza szybko$¢
elongacji transkrypcji [4]. Wykazano, ze biatko NusG oddziatuje z czynnikiem
terminacyjnym p ijest konieczne do efektywnej terminacji transkrypcji w rejonach
stabych, tzw. p-zaleznych, terminatorow [3, 21, 22, 42].

3.4. Polimeraza RNA

Do niedawna bardzo niewiele byto wiadomo o funkcji poszczeg6lnych pod-
jednostek polimerazy RNA w antyterminacji transkrypcji. Wyizolowanie mutantéw
supremujacych defekt antyterminacji spowodowany mutacjg nusAl i zmapowanie
tych supresorowych mutacji w genach rpoB i rpoC moze sugerowaé¢ oddziatywania
NusA z podjednostka @i/lub [3 polimerazy RNA [20, 40]. Ostatnio opublikowane
prace zwracajg jednak uwage na role podjednostki a w antyterminacji transkrypcji.
Okazuje sie, ze podjednostkag a moze oddziatywa¢ z nowo powstajagcym podczas
transkrypcji in vitro tancuchem RNA, a oddzialywania te sg znoszone przez biatko
NusA [24]. Ponadto wyizolowano mutanty w genie rpoA (kodujgcym podjednostke
a), ktére wptywajg na wydajno$¢ antyterminacji transkrypcji. Sg to mutanty: rpo-
AD305E, ktory zwieksza efektywnos¢ antyterminacji transkrypcji zaleznej od biatka
N i znosi negatywny efekt mutacji nusAl, nusB5 i nuse71 [39] i rpoA341, ktory
wywotuje obnizong wydajnos$¢ antyterminacji i poteguje efekty mutacji nusAl, nusB5
i nuse71, ktére w tym przypadku sg widoczne juz w 30°C badz w 37°C, a nie
tylko w 43°C [31]. Obydwie wyzej wspomniane mutacje powodujg zmiany po-
jedynczych aminokwasOéw w C-terminalnej domenie podjednostki a. Te wyniki
mogtyby sugerowaé bezposrednie oddziatywanie podjednostki a z czynnikami Nus.
Jednakze rezultaty innych eksperymentow, wykazujgce ze efekty mutacji nus mogga
by¢ czeSciowo supremowane takze przez delecje C-terminalnej domeny podjednostki
a [39] oraz ze zalezna od biatka N antyterminacja transkrypcji in vitro zachodzi
efektywnie w obecnosci polimerazy RNA pozbawionej C-terminalnej domeny pod-
jednostki a [25], wskazuja na inny mechanizm. Zaproponowano istnienie hipo-
tetycznego inhibitora antyterminacji transkrypcji, ktéry oddziatywatby z
podjednostka a polimerazy RNA [13, 39]. Mutant rpoA wykazujacy zwiekszong
wydajnos$¢ antyterminacji transkrypcji (r/70AD305E) odznaczatby sie zatem zmniej-
szonym powinowactwem podjednostki a do inhibitora, za§ mutacja w genie rpoA
zmniejszajgca efektywnos$¢ antyterminacji (rpoA341) powodowataby silniejsze od-
dziatywanie podjednostki a z inhibitorem [13, 31, 39].
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4. ANTYTERMINACJA TRANSKRYPCJI
W OPERONACH rrn

Mechanizm antyterminacji transkrypcji przypominajacy nieco proces zalezny od
biatka N zostat wykryty w operonach E. coli kodujagcych rRNA. Te same czynniki
Nus (NusA, NusB, Nust i NusG) sg niezbedne do efektywnej antyterminacji in
vitro w obu systemach [41]. Istniejg jednakze istotne rdznice pomiedzy nimi. Po
pierwsze, nie jest znany komdrkowy analog biatka N bakteriofaga X. Po drugie,
w odrdznieniu od miejsc nutR inutL, rejon liderowy powstajgcy podczas transkrypcji
operondéw rrn zawiera sekwencje bardzo przypominajacg "boxA", ale nie zawiera
"boxB" [2]. Po trzecie, antyterminacja w obrebie operonow rrn jest skutecznajedynie
w przypadku terminatoréw stabych, tzw. p-zaleznych, podczas gdy antyterminacja
z udziatem biatka N zachodzi w rejonach terminatoréw zaréwno stabych, jak i
silnych [1]. Ponadto wydaje sie, ze do skutecznej antyterminacji w operonach rrn
wymagany jest przynajmniej jeden dodatkowy, dotychczas niezidentyfikowany czyn-
nik [41]. Wyniki ostatnich doSwiadczen wskazujg, ze modyfikacja polimerazy RNA
z wykorzystaniem sekwencji "boxA" podczas transkrypcji operonéw rrn jest wy-
starczajgca do antyterminacji transkrypcji w rejonie pierwszego p-zaleznego ter-
minatora, jednakze w przeciwieAstwie do systemu zaleznego od biatka N, przejscie
transkrypcji przez rejon nastepnego terminatora wymaga dodatkowego "boxA" (po-
tozonego pomiedzy pierwszym terminatorem a nastepnym) i "odnowienia” kom-
pleksu antyterminacyjnego [33].

5. ANTYTERMINACJA TRANSKRYPCJI ZALEZNA OD
BIALKA Q

Drugim systemem antyterminacyjnym bakteriofaga X jest mechanizm zalezny
od funkcji biatka Q. Ostateczny efekt dziatania tego systemu jest analogiczny jak
w przypadku antyterminacji zaleznej od biatka N - nierozpoznawalnie przez zmo-
dyfikowang polimeraze RNA zaréwno stabych, jak i silnych terminatoréw odda-
lonych nawet kilka tysiecy par zasad od miejsca utworzenia kompleksu
antyterminacyjnego. Jednakze mechanizm dziatania biatka Q jest znaczaco rézny
od biatka N. Produkt genu Q wigze sie z sekwencjg DNA zwang qut [48], podczas
gdy, jak to opisano powyzej, biatko N oddziatuje zRNA w rejonie "boxB". Sekwencja
qut zlokalizowana jest tuz za promotorem [48]. Przy braku biatka Q transkrypcja
rozpoczynajaca sie z/;R>koniczy sie bardzo szybko, w odlegtosci zaledwie Kilkunastu
(16 lub 17) nukleotydéw od miejsca inicjacji, w rejonie terminatora rR-l [18]. W
przeciwienstwie do systemu zaleznego od biatka N, antyterminacja transkrypcji



48 G. WEGRZYN

stymulowana przez biatko Q wymaga tylko jednego dodatkowego czynnika biat-
kowego - NusA [18]. Proces ten moze sie zatem wydawac zblizony do mechanizmu
antyterminacji transkrypcji in vitro, w ktérym obok polimerazy RNA obecne bytly
jedynie biatka N i NusA lub tylko biatko N. Nalezy jednak pamieta¢, ze wspomniane
reakcje in vitro pozwalajg na antyterminacje jedynie na krotkich odcinkach, podczas
gdy modyfikacja polimerazy RNA przez biatka Q i NusA w rejonie sekwencji
qut powoduje powstanie trwatego kompleksu antyterminacyjnego.

Istnieje bardzo mato danych na temat roli poszczeg6lnych podjednostek poli-
merazy RNA w antyterminacji transkrypcji zaleznej od biatka Q. Ostatnio wykazano,
ze usuniecie C-terminalnej domeny podjednostki a znacznie obniza wydajnos¢ anty-
terminacji transkrypcji w rejonie  j in vitro [25]. Moze to sugerowac¢ oddziatywanie
badz biatka Q, bagdz czynnika NusA z ta podjednostka. Nalezy jednak przypomniec,
ze mimo iz niektére doSwiadczenia biochemiczne sugerujg oddziatywanie NusA
z podjednostkg a [24, 25], to istniejg dane zardwno genetyczne, jak i pochodzace
z eksperymentdw in vitro wskazujace na bezposredni kontakt biatka NusA z pod-
jednostkami [3i [3 [20, 25, 40].

6. UWAGI KONCOWE

Przedstawione w tym artykule procesy antyterminacji transkrypcji u bakteriofaga
X sg co prawda najlepiej poznanymi mechanizmami antyterminacyjnymi, niemniej
zarobwno w przypadku systemu zaleznego od biatka N, jak i systemu zaleznego
od biatka Q pozostaje wiele niewyjasnionych probleméw. Do najwazniejszych z
nich nalezy niewatpliwie pytanie, jakie zmiany zachodzace w strukturze polimerazy
RNA podczas jej modyfikacji w kompleksie antyterminacyjnym pozwalajg na kon-
tynuowanie transkrypcji przez rejony terminatorow. Na weryfikacje oczekuje takze
hipoteza zaktadajgca istnienie specyficznego ihnibitora antyterminacji transkrypcji
zaleznej od biatka N. Doktadniejsze zbadanie mechanizmdw antyterminacji trans-
krypcji wydaje sie mie¢ duze znaczenie, jako ze ten sposob regulacji ekspresji
genéw wystepuje nie tylko u bakteriofaga X, lecz takze odgrywa istotng role w
komérkach bakteryjnych oraz podczas rozwoju niektédrych wiruséw (np. HIV) za-
kazajagcych komoérki eukariotyczne.
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ACTIVATION OF TRANSCRIPTION IN ESCHERICHIA COLI
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Streszczenie. Regulacja inicjacji transkrypcji jest najczesciej wystepujgcym mechanizmem kontroli
ekspresji genéw zaréwno w komérkach prokariotycznych, jak i eukariotycznych. U bakterii, w przeci-
wienstwie do organizméw eukariotycznych, kontrola inicjacji transkrypcji polega najczesciej na represji
odpowiednich promotoréw. Ostatnie badania wykazaty jednak, ze pozytywna regulacja aktywnosci
promotoréw jest takze bardzo powszechna w komérkach prokariotycznych. Aktywacja transkrypcji z
poszczeg6lnych promotorow w komérkach Escherichia coli moze odbywac sie przez bezposredni
kontakt biatka aktywatorowego (wigzacego sie z DNA w poblizu promotora) z polimerazag RNA, dzieki
oddziatywaniom podjednostki a polimerazy RNA z sekwencjg DNA znajdujaca sie przed promotorem
(z tzw. elementem UP) albo przez dziatanie tzw. "wzmacniaczy" (enhancers) prokariotycznych.

Stowa kluczowe: Regulacja ekspresji gendw, aktywacja transkrypcji, polimeraza RNA, Escherichia coli

Summary. Regulation of transcription initiation is the most common type of gene expression control in
both prokaryotic and eukaryotic cells. In bacteria, contrary to eukaryotes, repression of particular
promoters is the most frequently found event in the control of transcription initiation. Recent investiga-
tions have shown, however, that positive regulation of promoter activity is also common in prokaryotic
cells. Transcription activation in Escherichia coli may be achieved by direct contact ofan activator protein
(bound to DNA close to the promoter) with RNA polymerase, due to interaction of the a subunit of RNA
polymerase with the DNA sequence located upstream of the promoter (so called UP element), or by the
action of prokaryotic enhancers.

Key words: Regulation of gene expression, transcription activation, RNA polymerase, Escherichia coli
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1. WSTEP

Regulacja ekspresji genow jest kluczowym zagadnieniem w biologii molekularnej
i biologii komorki w przypadku organizmoéw zaréwno prokariotycznych, jak i
eukariotycznych. U obu tych grup najczestszym sposobem kontroli ekspresji genoéw
mérkach Eukaryota rozpoczecie transkrypcji najczesciej uwarunkowane jest dzia-
taniem pozytywnego czynnika regulacyjnego - aktywatora [92]. U bakterii znacznie
czesciej dochodzi do negatywnej regulacji aktywno$ci promotora przez dziatanie
specyficznego biatka represorowego. Niemniej jednak badania ostatnich lat wy-
kazaty, ze aktywacja transkrypcji jest rowniez czestym mechanizmem kontroli eks-
presji genoéw prokariotycznych [1, 12, 13, 29]. Wsréd wszystkich organizmow,
zarowno prokariotycznych jak i eukariotycznych, procesy regulacji transkrypcji zo-
staty najlepiej poznane w komoérkach Escherichia coli [29]. Dlatego tez pozytywna
regulacja aktywnosci promotoréw bedzie w tym artykule omdéwiona wiasnie na
przyktadzie tej bakterii. W komoérkach prokariotycznych aktywacja transkrypcji moze
odbywac¢ sie na trzy sposoby:

(1) przez bezpos$rednie oddziatywanie specyficznego biatkowego aktywatora, kto-
ry wigze sie z DNA w poblizu promotora, z polimerazg RNA,

(2) dzieki oddziatywaniom podjednostki a polimerazy RNA z sekwencjg bogatg
w pary AT, potozong przed promotorem i zwang elementem UP oraz

(3) w wyniku aktywnosci tzw. "wzmacniaczy" (enhancers) prokariotycznych
[29].

Te trzy sposoby aktywacji transkrypcji zostang opisane ponizej.

Holoenzym polimerazy RNA Escherichia coli sktada sie z dimeru podjednostki
a, podjednostek 3 i (3 oraz jednego z czynnikow g (a0(33a) [36]. Czynnik o
niezbedny jest jedynie podczas inicjacji transkrypcji, natomiast wydtuzanie taficucha
polirybonukleotydowego na matrycy DNA katalizuje rdzen polimerazy ztozony z
dimeru podjednostki a oraz podjednostek (3i [3 (oc-,pp’) [69]. Do niedawna nie
wiedziano, ktore z tych podjednostek mogg kontaktowac sie bezposrednio z biatkami
aktywujgcymi. Ostatnie lata przyniosty wiele dowoddéw na to, ze liczne aktywatory
moga oddziatywa¢ badz z podjednostka a, badz z podjednostka ¢ 79 [29, 35, 36,
76]. Podjednostkg a jest ponadto odpowiedzialna za bezposredni kontakt z ele-
mentem UP [20, 29]. Podczas dziatania prokariotycznych "wzmacniaczy", bez-
posrednie oddziatywania zaobserwowano pomiedzy pozytywnymi regulatorami
transkrypcji a podjednostkg g'’4 [29]. Rola poszczeg6lnych podjednostek polimerazy
RNA w aktywacji transkrypcji bedzie réwniez dyskutowana w kolejnych rozdziatach
tego artykutu.
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2. PROMOTORY PROKARIOTYCZNE

Typowy promotor funkcjonujagcy w komdrce Escherichia coli sktada sie z dwéch
stosunkowo krétkich sekwencji DNA potozonych przed miejscem startu transkrypcji
[12]. Rejon zwany "TATA-box" (okreSlany réwniez jako "Pribnow-box" lub rejon
"-10") zlokalizowany jest okoto 10 par nukleotydéw przed miejscem +1, ozna-
czajacym punkt rozpoczecia transkrypcji. Sekwencja najwyzszej zgodnosci (con-
sensus) "TATA-box" obejmuje 6 nukleotydéw: 5’-TATAAT-3’. Odcinek zwany
rejonem "-35" potozony jest kilkanascie nukleotydéw przed "TATA-box" i takze
obejmuje kilka nukleotyddw o sekwencji consensus 5’-TTGACA-3\ Nalezy za-
uwazy¢, ze podane powyzej sekwencje dotycza promotoréw rozpoznawanych przez
holoenzym polimerazy RNA zawierajacy podjednostke o 7)) (czynnik a biorgcy udziat
w inicjacji transkrypcji wiekszo$ci gendw Escherichia coli). Inne czynniki a roz-
poznajg inne sekwencje w obrebie promotoréw. Ogdlnie przyjmuje sie, ze w przy-
padku wiekszosci promotordw istnieje zasada, iz sita promotora zalezy od zgodnosci
jego rejonéw "-10" i "-35" z odpowiednimi sekwencjami consensus [12].

W przeciwienstwie do promotoréw komorek eukariotycznych konstytutywna
transkrypcja rozpoczynajaca sie¢ z promotordw bakteryjnych nie wymaga dodat-
kowych czynnikéw poza holoenzymem polimerazy RNA i rejonami "-10" i "-35"
[28]. Niemniej jednak w regulacje czestosci inicjacji transkrypcji z wielu promotoréw
zaangazowane sg biatka regulatorowe. Sg to zardwno represory, negatywnie re-
gulujace aktywnos$é promotoréw, oraz aktywatory, stymulujgce inicjacje transkrypciji.
Niektére promotory nie wykazujg niemal zadnej aktywnosci bez udziatu specy-
ficznych biatek aktywatorowych.

3. AKTYWACJA TRANSKRYPCJI
PRZEZ ODDZIALYWANIE POLIMERAZY RNA
Z AKTYWATOREM ZWIAZANYM Z DNA W POBLIZU
PROMOTORA

Najczesciej wystepujacym sposobem aktywacji transkrypcji jest bezposrednie
oddziatywanie biatka aktywatorowego, ktore wigze sie ze specyficzng sekwencja
DNA w poblizu promotora, z polimerazg RNA. Takie oddziatywanie moze sty-
mulowaé wigzanie sie polimerazy RNA do promotora (KB), izomeryzacje, czyli
przejScie z kompleksu zamknietego do otwartego (kf) lub obydwa te procesy [1].
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Bakteryjne aktywatory transkrypcji wigzg sie najczesciej w niewielkiej odlegtosci
od sekwencji promotora (centrum wigzania aktywatora wystepuje okoto 60 nu-
kleotydow przed miejscem +1) lub wrecz w obrebie aktywatora (centrum wigzania
aktywatora wystepuje okoto 40 nukleotydéw przed miejscem +1 i pokrywa sie
czesciowo z rejonem "-35") [35, 36]. Do niedawna nie bytlo wiadomo, z jakimi
podjednostkami polimerazy RNA moga oddziatywac poszczegdlne aktywatory trans-
krypcji. Pierwsze doniesienia wskazujgce na miejsce kontaktu z biatkami akty-
watorowymi oparte byty na izolacji mutantow w genie rpoA, ktére wykazywaty
specyficzne defekty w aktywacji transkrypcji z niektérych promotoréw [35]. Gen
rpoA koduje podjednostke a polimerazy RNA, a wiekszo$¢ mutacji zaburzajacych
pozytywna kontrole inicjacji transkrypcji powoduje zmiany aminokwasowe w C-
terminalnej domenie tego biatka [20, 35, 36]. Potwierdzeniem przypuszczenia, ze
ten fragment podjednostki a moze odgrywac bardzo istotng role w kontakcie z
aktywatorami byty liczne doswiadczenia in vitro, w ktérych wykorzystano kompleksy
polimerazy RNA pozbawione fragmentu C-koncowej tej podjednostki [35, 36].

Wykazanie, ze podjednostkg a odgrywa istotng role w regulacji inicjacji trans-
krypcji byto sporym zaskoczeniem, jako ze poprzednio uwazano, iz ma ona znaczenie
jedynie w sktadaniu holoenzymu polimerazy RNA i utrzymywaniu integralnosci
tego kompleksu [76]. Tworzenie dimeru a-, jest bowiem pierwszym etapem montazu
kompleksu polimerazy RNA, przebiegajagcego wedtug nastepujacego schematu: 2oc-
>a2->o0c(3->aP(3,->aP(3,a [32]. Podjednostka a sktada sie z dwu niezaleznych do-
men: N-terminalnej (zwanej w skrécie aNTD) i C-terminalnej (zwanej w skrécie
aCTD) potaczonych linkerem ztozonym z co najmniej kilku aminokwasow [34,
42, 43, 44, 62]. Domena N-koricowa zostata pierwotnie uznana za petnigcg role
w dimeryzacji podjednostki a [34], za$ domenie C-terminalnej przypisano role
w aktywacji transkrypcji [35]. Jednakze poOzniej wykazano, ze aNTD moze takze
kontaktowaé sie z pozytywnymi regulatorami transkrypcji [13], za§ aCTD jest
zdolna do dimeryzacji [9].

Podjednostkg a skilada sie z 329 aminokwaséw, z czego na aNTD sktadajg
sie aminokwasy 1-235, a na aCTD aminokwasy 245-329 [20]. Poznano strukture
I1l-rzedowg aCTD [39]. W jej sktad wchodzg cztery a-helisy: HI (aminokwasy
264-273), H2 (aminokwasy 278-283), H3 (aminokwasy 286-292) i H4 (aminokwasy
297-309). Za oddziatywanie z aktywatorami transkrypcji odpowiedzialne sg gtéwnie
helisy HI i H4, ktére co prawda sg znacznie oddalone od siebie, jesli rozpatrywac
strukture I-rzedowg aCTD, jednak w strukturze przestrzennej znajdujg sie blisko
siebie [39].

Najlepiej zbadanym aktywatorem oddziatujacym zaCTD jest biatko CAP (zwane
tez CRP). Biatko to tworzy kompleks z cyklicznym AMP (cAMP) i w takiej postaci
(CAP-cAMP) jest w stanie aktywowaé ponad 100 r6znych promotorow w komérkach
E. coli [13]. Niespodziewanie okazato sie, ze wystepujg znaczace réznice w me-
chanizmie aktywacji réznych promotoréw przez CAP-cAMP, a zalezg one od miejsca
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wigzania sie tego aktywatora do DNA w poblizu promotora. Badania in vitro wy-
kazaty, ze aktywacja tych promotoréw, gdzie CAP-cAMP wigze sie przed sekwencjg
"-35" (czyli w okolicach rejonu -60), takich jak np. promotor lac P 1, jest absolutnie
uzalezniona od obecnosci aCTD, natomiast zalezna od CAP-cAMP aktywacja pro-
motoréw, w ktérych miejsce wigzania sie aktywatora zachodzi na rejon "-35", takich
jak promotor gal PI, moze odbywac¢ przy braku aCTD [35]. Na podstawie tych
danych zaproponowano podziatl promotorow aktywowanych przez CAP na dwie
klasy:
| - gdzie aktywator wigze sie przed promotorem i oddziatuje z aCTD i

Il - gdzie miejsce wigzania sie aktywatora pokrywa sie z rejonem "-35" i do
aktywacji nie jest wymagana obecnos¢ aCTD [36].

P6Zniej aktywatory dziatajgce w podobny sposdb jak CAP w rejonie promotora
laktozowego roéwniez zaczeto nazywac aktywatorami klasy | [12].

Wykryto wiele przyktadow oddziatywania réznych aktywatorow transkrypcji z
C-terminalng domeng podjednostki a (tab. 1). Tego typu oddziatywanie aktywatora
(zwigzanego z DNA w rejonie -60) z polimerazag RNA stymuluje wigzanie sie
tego enzymu z sekwencjg promotora (Kg) [13]. Pewne wyniki sugerowaly, ze w
przypadku promotorow klasy Il miejscem kontaktu biatka CAP z polimerazag RNA
moze byé podjednostka o7() [40, 47]. Jednakze ostatnio wykazano, ze w tym przy-
padku aktywator oddziatuje raczej zaréwno z aCTD, jak i z aNTD [4, 8, 64,
74, 101, 103]. Co ciekawe, podczas inicjacji transkrypcji z promotorow klasy Il
domena C-terminalna dziata jako inhibitor i oddziatywanie aktywatora z t3 domeng
ma na celu niwelowanie negatywnego wptywu aCTD [13]. Wiasciwa aktywacja
transkrypcji nastepuje natomiast podczas oddziatywania aktywatora z aNTD, przy
czym stymulowany jest proces izomeryzacji (k") bez wptywu na proces wigzania
sie polimerazy RNA do sekwencji promotora [13]. Ten mechanizm aktywacji ttu-
maczy takze, dlaczego zwigkszenie czestoSci inicjacji transkrypcji z promotoréw
klasy Il zachodzi efektywnie in vitro przy zastosowaniu polimerazy RNA pozba-
wionej aCTD, mimo ze CAP-cAMP oddziatuje podczas tego procesu z tg domena.
Oddziatywania te nie sg niezbedne do aktywacji, gdyz zapobiegajg jedynie ne-
gatywnym wptywom aCTD.

Mimo ze propozycja oddziatywania biatka CAP z podjednostkg a 70 podczas
aktywacji transkrypcji z promotora gal Pl [40, 47] spotkata sie z powaznymi za-
strzezeniami [13], okazato sie, ze podjednostka ta moze by¢ miejscem kontaktu
z innymi pozytywnymi regulatorami transkrypcji [46, 52, 86, 100]. Istniejg takze
doniesienia, ze niektére aktywatory moga prawdopodobnie oddziatywacjednoczes$nie
zaCTD ia70 [2, 15]. Zaproponowano réwniez istnienie potencjalnego aktywatora
mogacego kontaktowac sie jednoczes$nie z trzema miejscami na powierzchni po-
limerazy RNA: aCTD, aNTD i a70 [13].

Poczagtkowo wydawato sie, ze wszystkie aktywatory transkrypcji wigzgce sie
z DNA w okolicy -60 wymagaja kontaktu z aCTD, natomiast aktywatory wigzace
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Tabela 1. Oddziatywanie réznych podjednostek polimerazy RNA z aktywatorami transkrypcji zwigza-
nymi z DNA w poblizu aktywowanych promotoréw.

Aktywator

Ada
AraC
CAP(CRP)-cAMP

Cl (fag X)

Cll (fag X)
CysB

FIS
FIRD/FIhC
GalR

IHF

Lacl

MalT

MelR

MerR

MetR

Mor (fag Mu)
Ogr (fag P2)
OmpR

OxrA (FNR)
(S. typhimurium)

OxyR

p4 (fag 929)
Trp!

TyrR

5 (fag P4)

Promotor

Pada
ParaBAD, ParaE

Pcc(-41.5)

Pcc(-61.5)
gal P1

tac P1
PmelRcon
PML1

pPm (fag X)

PE, pi, pao (fag X)

PcysA
Padi

rrB P1

PfliA, PflnB, PfliL
lac P2

Pe (fag Mu)
Pl (fag X)
lac P2

PmalP

PmelAB
PmerTPCAD
PmetE

Pm (fag Mu)
PF (fag P2)
PompF, PompC

PpepT (Salmonella
typhimurium)

PkatG, PahpC, PoxyX
PA3 (fag () 29)

trp Pb (Ps. aeruginosa)

tyr P
pF (fag P2)

Podjednostka
polimerazy RNA

aCTD
aCTD

L,CTD iaNTD
aCTD
aCTDi aNTD;
a70 (?)
aCTD
aCTDi aNTD
aCTD

aCTD (?);
a’o;

aCTD
»OTO
»OTQ
aNTD (?)
aCTD
aCTD

aCTD
aCTD

aCTD
aCTD (?)
aCTD
aCTD ia7
aCTD (?)
aCTD ia7
aCTD
aCTD

aCTD (Salmonella
typhimurium)

aCTD
aCTD (B.subtilis)
aCTD
aCTD
aCTD
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sie z rejonem zachodzacym na sekwencje "-35", nie wymagajg C-koncowej domeny
podjednostki a [35, 36]. Okazato sie jednak, ze przynajmniej niektore biatka akty-
watorowe, ktorych miejsce wigzania sie z DNA zachodzi na rejon "-35", moga
stymulowac inicjacje transkrypcji przez bezposrednie oddziatywanie z aCTD [30,
67, 84, 98].

Pomimo poznania specyficznych rejonéw polimerazy RNA kontaktujacych sie
bezposrednio z ponad dwudziestoma aktywatorami transkrypcji (tab. 1), miejsca
kontaktu na powierzchni polimerazy RNA z wieloma pozytywnymi regulatorami
inicjacji transkrypcji nie zostaty dotad okreslone. Przyktadem moze by¢ chociazby
biatko DnaA, inicjator replikacji DNA bedacy jednocze$nie czynnikiem transkry-
pcyjnym [58]. Wykazano, ze DnaA aktywuje transkrypcje operonu nrd [5], genu
fliC [59], genu glpD [58], genu polA [72] oraz stymuluje inicjacje transkrypcji
zpromotora/?Rbakteriofaga A[99]. Umiejscowienie potencjalnych rejondw wigzania
sie biatka DnaA w okolicach aktywowanych promotoréw pozwala sgdzi¢, ze DnaA
moze oddziatywaé bezposrednio z polimerazg RNA. Dotychczas nie wiadomo
jednak, z ktérg podjednostkg polimerazy RNA kontaktuje sie DnaA. Lokalizacja
miejsc wigzania sie DnaA w rejonie promotordw operonu nrd i genow fliC, glpD
oraz polA sktania do przypuszczen, ze DnaA kontaktuje sie z podjednostkg a badz
a70 [58]. Natomiast potozenie potencjalnych miejsc wigzania sie DnaA jedynie
za promotorem /?R [88] mogtoby sugerowac¢ oddziatywania raczej z podjednostka
[3 Warto nadmienié, ze juz od dawna znane jest zjawisko allelo-specyficznej supresji
niektdrych mutacji w genie dnaA przez mutacje w genie rpoB, kodujagcym pod-
jednostke (@polimerazy RNA [3, 7]. Co prawda do tej pory nie sg znane aktywatory
transkrypcji mogace oddziatywac¢ z podjednostkg (3 jednakze proponuje sie, ze
zasadniczo jakakolwiek eksponowana na zewnatrz cze$¢ holoenzymu polimerazy
RNA moze potencjalnie stuzy¢ jako miejsce kontaktu z biatkami regulatorowymi
[64].

4. AKTYWACJA TRANSKRYPCJI PRZEZ ODDZIALYWANIE
PODJEDNOSTKI a POLIMERAZY RNA Z ELEMENTEM UP

Badania nad aktywnoscig promotora rrn P 1(z ktérego rozpoczyna sie transkrypcja
gendw kodujgcych rybosomalne RNA), doprowadzity do wykrycia trzeciego (oprécz

Notka do tabeli 1. Wiekszo$¢ zamieszczonych danych dotyczy biatek i promotoréw Escherichia
coli; w przypadku pochodzenia biatek lub promotoréw z innych gatunkéw bakterii lub z fagéw,
informacje te sg podane w nawiasach w odpowiednich rubrykach. Przedstawione sg jedynie te
aktywatory, co do ktérych istniejg dane genetyczne lub biochemiczne dokumentujgce lub sugerujace
bezposrednie oddziatywanie z konkretng podjednostkg polimerazy RNA. (?) oznacza, ze istniejg
przeciwstawne dane odnos$nie bezposredniego kontaktu pomiedzy poszczeg6lnymi biatkami albo
ze przypuszczenia o oddziatywaniu oparte sg na posrednich obserwacjach.
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sekwencji "-10" i "-35") rejonu DNA przed miejscem startu transkrypcji, z ktérym
bezposrednio oddziatuje polimeraza RNA [63,73,75]. Rejon ten nazwano elementem
UP. Obejmuje on sekwencje kilkunastu par AT zlokalizowanych przed rejonem
"-35", z ktorg specyficznie oddziatuje C-terminalna domena podjednostki a po-
limerazy RNA zwiekszajac kilkudziesieciokrotnie site promotora [9, 22, 60, 63,
73, 75]. W promotorze rrn Pl odcinek bogaty w pary AT obejmuje pozycje od
-40 do -60, ale do aktywacji wystarczajacy jest rejon od -47 do -57 [63]. Element
UP nie jest charakterystyczny jedynie dla promotora rrn Pl. Podobne sekwencje
(bogate w pary AT), ktére wyraznie zwiekszajg czestos¢ inicjacji transkrypcji, wy-
kryto w rejonach od -40 do -60 w kilku innych promotorach, takich jak: promotor
operonu ace [61], promotory gendw ada i aidB [48] czy promotor pL bakteriofaga
X [27]. We wszystkich tych przypadkach do aktywacji promotora niezbedne jest
oddziatywanie ocCTD z sekwencja elementu UP. Za wigzanie sie¢ aCTD do DNA
w rejonie elementu UP odpowiedzialne sg te same fragmenty tafAcucha polipep-
tydowego, ktore kontaktuja sie z biatkowymi aktywatorami transkrypcji, czyli helisy
HI i H4 [39]. Okazuje sie réwniez, ze przynajmniej w przypadku pewnych pro-
motoréw (takich jak np. promotor pM bakteriofaga X) podjednostka a polimerazy
RNA moze oddziatywaé niespecyficznie (tzn. niezaleznie od sekwencji DNA) z
rejonem DNA potozonym przed promotorem, aktywujgc transkrypcje kilkukrotnie
[86].

S. AKTYWACJA TRANSKRYPCJI
PRZEZ PROKARIOTYCZNE "WZMACNIACZE”

Dwa wyzej opisane systemy aktywacji transkrypcji w komdrkach prokarioty-
cznych dotyczyty oddziatywania polimerazy RNA z sekwencjami DNA lub biat-
kowymi aktywatorami zlokalizowanymi w bezposrednim sgsiedztwie promotorow.
Trzeci system obejmuje mechanizmy, w ktérych biatkowy aktywator taczy sie w
miejscu na tyle odlegtym od promotora, ze wyklucza to tego typu oddziatywania,
jak to opisano w rozdziale 3. Zatem ten mechanizm przypomina¢ moze funkcjo-
nowanie "wzmacniaczy" w komérkach eukariotycznych, stad nazwa prokariotyczne
"wzmacniacze".

Istniejg dwa rozne rodzaje aktywacji transkrypcji przez prokariotyczne "wzmac-
niacze", ale w obu przypadkach polimeraza RNA moze efektywnie tgczyé sie z
sekwencjg promotora nie mogac jednak rozpocza¢ transkrypcji [29]. Przyktadem
funkcjonowania pierwszego rodzaju "wzmacniaczy" jest regulacja transkrypcji ge-
néw zwigzanych z metabolizmem azotowym przez aktywator NtrC. Promotory tych
gendéw sg rozpoznawane przez holoenzym polimerazy RNA zawierajacy czynnik
O . Bez dziatania aktywatora, polimeraza RNA wigze sie w rejonie promotora,
lecz pozostaje nieaktywna transkrypcyjnie [33, 95]. W obrebie sekwencji "wzmac-
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niacza" tworzy sie oligomeryczny kompleks aktywatora, majacy m.in. aktywnos¢
ATPazy, potrzebnej do przeksztatcenia polimerazy RNA zwigzanej z promotorem
w forme aktywng, zdolng do wytworzenia kompleksu otwartego [66, 70, 96, 97].
Wymaga to bezposredniego kontaktu pomiedzy NtrC a polimerazg RNA, ktéry
staje sie mozliwy dzieki utworzeniu petli DNA pomiedzy miejscami wigzania sie
obu biatek [83]. Zaréwno doswiadczenia genetyczne, jak i dane biochemiczne
wskazuja, ze aktywator oddziatuje bezposrednio z podjednostka 054 polimerazy
RNA [50, 51, 95].

Drugi mechanizm dziatania "wzmacniaczy" w komérkach prokariotycznych do-
tyczy aktywacji transkrypcji p6Znych genow bakteriofaga T4. Promotory tych genéw
sg rozpoznawane przez rdzehA polimerazy RNA E. coli zwigzany ze specyficznym
czynnikiem g kodowanym przez gen 55 faga T4 [11]. Pomimo zwigzania sie z
sekwencjg promotora polimeraza RNA nie moze jednak rozpoczac transkrypcji i
wymaga specyficznej aktywacji. Aktywatorem w tym przypadku jest produkt fa-
gowego genu 45, ktory jest analogiem eukariotycznego biatka PCNA i bierze takze
udziat w replikacji DNA [90]. Produkt genu 45 zostaje zwigzany do DNA w rejonie
"wzmacniacza", znacznie oddalonym od promotora [79]. Poniewaz aktywacja trans-
krypcji z pdznych promotorow faga wymaga oddziatywania aktywatora z polimerazg
RNA iprzez to umozliwia utworzenie kompleksu otwartego, biatko kodowane przez
gen 45 posuwa sie wzdtuz nici DNA az do momentu bezpos$redniego kontaktu
z polimerazag RNA zwigzang w rejonie promotora [31, 78]. Nie wiadomo dotad,
z ktorg podjednostkg polimerazy RNA oddziatuje produkt genu 45 faga T4 podczas
aktywacji transkrypcji z péznych promotorow fagowych. Doswiadczenia in vitro
wskazujg jedynie, ze aktywacja ta zachodzi efektywnie przy braku C-terminalnej
domeny podjednostki a [91].

6. UWAGI KONCOWE

DosSwiadczenia ostatnich kilku lat pozwolity pozna¢ podstawy mechanizmow
aktywacji transkrypcji w komorkach prokariotycznych, przynajmniej w przypadku
kilku modelowych systeméw. Obok bezposredniego kontaktu polimerazy RNA z
biatkiem aktywatorowym zwigzanym z rejonem DNA blisko sgsiadujgcym z pro-
motorem, w aktywacji transkrypcji istotng role mogg odgrywaé oddziatywania po-
limerazy RNA z sekwencjg DNA zwang elementem UP oraz funkcjonowanie
prokariotycznych "wzmacniaczy". Wszystkie te mechanizmy zostaly przedstawione
schematycznie na rysunku 1 Warto zwrdci¢ uwage na bardzo istotng role, jaka
odgrywa podjednostka a polimerazy RNA w co najmniej dwoch z trzech znanych
rodzajow aktywacji transkrypcji w komérkach bakteryjnych. Podjednostkg ta byta
jeszcze do niedawna uwazana jedynie za element polimerazy RNA potrzebny do
ztozenia kompleksu holoenzymu. Wykrycie kilku pierwszych przypadkéw udziatu
podjednostki a w aktywacji niektérych promotoréw rozbudzito znacznie zain-
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Rys. 1. Mechanizmy aktywacji transkrypcji w komoérkach prokariotycznych. (a) Promotory ktére nie
podlegajg pozytywnej regulacji wymagaja jedynie rejonéw promotorowych “-10" i “-35"; podjednostka
a polimerazy RNA nie kontaktuje sie z DNA. (b) Pozytywna regulacja przez aktywatory (oznaczone
jako A) wigzace sie z DNA w okolicach -60 wymaga oddziatywania biatka aktywatorowego z C-termi-
nalng domeng (CTD) podjednostki a polimerazy RNA (miejsce kontaktu aktywatora z polimeraza RNA
zaznaczone jest matym zaczernionym koétkiem), (c) Aktywatory wigzace sie z DNA w rejonie pokrywa-
jacym sie czesciowo z sekwencja "-35" oddziatujg z C-terminalng (CTD) i N-terminalng (NTD) domeng
podjednostki a badZ tez z podjednostkg o 70; mozliwe jest oddziatywanie aktywatora tylko z jednym z
tych miejsc, z dwoma lub nawet réwnoczesne oddziatywanie z wszystkimi trzema, (d) Niektére
promotory zawierajg sekwencje DNA zwangelementem UP, z ktéra kontaktuje sie C-terminalna domena
podjednostki a, co prowadzi do aktywacji transkrypcji, (e) Jednym ze sposobow aktywacji transkrypcji
poprzez dziatanie prokariotycznych "wzmacniaczy" jest wytworzenie petli DNA i bezposrednie oddzia-
tywanie biatka aktywatorowego (zwigzanego z sekwencjg "wzmacniacza") z podjednostkg a 54 polime-
razy RNA. (0 Inny mechanizm dziatania prokariotycznych "wzmacniaczy" polega na zwigzaniu sie
biatka aktywatorowego z sekwencjg DNA znacznie oddalong od promotora, a nastepnie przemieszczanie
sie tego biatka wzdluz DNA (strzatka) az do momentu bezposredniego kontaktu z polimerazag RNA
zwigzang z promotorem. Schematy nie sg wykonane w skali
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teresowanie tym biatkiem i sktonito w 1992 roku Russo i Silhavy’ego do nazwania
podjednostki a "kopciuszkiem" wsrdd innych podjednostek polimerazy RNA [76].
Jak na "kopciuszka" przystato, podjednostkg a okazata sie godng zainteresowania.
Ostatnie doniesienia wskazujg, ze jest ona nie tylko miejscem kontaktu wielu akty-
watoréw transkrypcji i sama zwieksza aktywnos¢ niektérych promotoréw przez
oddziatywanie z elementem UP, ale takze odgrywa bardzo wazng role podczas
elongacji, terminacji i antyterminacji transkrypcji [21, 53, 54, 68, 80].
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Streszczenie: Ludzkie mitochondria zawierajg wtasny genom - matg kolista czasteczke DNA ztozong z
16569 par zasad i kodujacg 22 tRNA, 2 rRNA i 13 biatek zwigzanych z fosforylacjg oksydacyjng.
Mitochondria sg dziedziczone wytgcznie po matce. Znanych jest szereg chordéb dziedziczonych w sposéb
matczyny, dla ktérych stwierdzono juz obecno$¢ mutacji punktowych lub delecji w mitochondrialnym
DNA. Wiekszo$¢ takich DNA koegzystuje w komdrce z niezmutowanym DNA mitochondrialnym. W
populacji ludzkiej istniejg r6zne warianty sekwencji DNA mitochondrialnego.

Stowa kluczowe: mitochondrialny DNA, dziedziczenie matczyne, choroby mitochondrialne

Summary: Human mitochondria contain their own genome - a small circular DNA molecule composed
of 16569 base pairs which codes for 22 tRNAs, 2 rRNAs and 13 proteins linked with oxidative
phosphorylation. Mitochondria are maternally inherited. A number of diseases are known which are
transmitted by maternal inheritance and for which point mutations or deletions have been found in the
mitochondrial DNA. Most of these DNAs coexist in the cell with unmutated mitochondrial DNA. In the
human populations different variants of the mitochondrial DNA sequence are present.

Key words: mitochondrial DNA, maternal inheritance, mitochondrial diseases

W kazdej komdrce ludzkiego ciata znajdujg sie mitochondria, na ogét w jednej
komdrce jest ich kilkaset, a kazde mitochondrium zawiera 4-10 czasteczek kolistego
DNA o diugosci 16569 par zasad (pz). Na tej kolistej czasteczce zapisana jest
informacja o syntezie 13 biatek zwigzanych z fosforylacjg oksydacyjng, 22 klasach
tRNA i 2 klasach rRNA [1]. Mitochondria dziedziczone sg wytgcznie po matce,

*Praca finansowana z grantu KBN 4 PO5E02612.
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w czasie zaptodnienia mitochondria plemnika wnikajg wprawdzie do oocytu, ale
jest ich znikomo mato (okoto 50) w poréwnaniu z okoto 200000 mitochondriami
oocytu.

Olbrzymia wiekszos$¢ biatek obecnych w mitochondriach - zaréwno w cyto-
plazmie, jak i w btonach - kodowanych jest w genomie jadrowym, transkrypty
tych genéw ulegajg translacji w cytoplazmie, a powstajgce biatka sg importowane
do mitochondridw.

Znanych jest szereg chorob degeneracyjnych obejmujacych moézg, serce, miesnie,
nerki i gruczoty wydzielnicze, ktére sg zwigzane z mutacjami w mitochondrialnym
DNA. Najwcze$niej wykryto mutacje warunkujace dziedziczny zesp6t Lebera (Le-
ber s hereditary optic neuropathy - LHON) [22], padaczke miokloniczng z obe-
cnoscig wiokien szmatowatych (myoclonous epilepsy with ragged red fibers -
MERFF) [19, 23] i encefalopatie mitochondrialng z kwasicg mleczanowa i napadami
przypominajacymi udar mézgu (mitochondrial encepalopathy, lactic acidosis and
stroke-like épisodes - MELAS) [7]. Znane sa tez inne choroby i podejrzewa sie,
ze zmiany w mitochondrialnym DNA moga by¢ odpowiedzialne m.in. za procesy
starzenia.

Zmiany w mitochondrialnym DNA mogga by¢ takze wywotywane przez mutacje
w genach jadrowych - kodujacych biatka strukturalne mitochondriéw lub biatka
zwigzane z regulacjg ich funkcji. Znane sg tez zmiany w mitochondrialnym DNA
- a szczegOlnie delecje - ktore wystepujg sporadycznie u danego pacjenta, i nie
sg stwierdzane u jego rodziny (praca przeglagdowa [16]).

W niniejszej pracy chciatabym ograniczyé sie tylko do choréb wynikajacych
ze zmian w mitochondrialnym DNA dziedziczonych w sposéb matczyny. Ich ztozona
ekspresja, réznorodnos$¢ objawow wsrod tej samej rodziny i zmieniajgcy sie obraz
choroby u jednej osoby w czasie jej zycia powodujg, ze na typowe dla innych
chordéb genetycznych poszukiwanie korelacji genotyp-fenotyp naktada sie tu na
genetyke populacji - jako ze w komdrce obecnych jest wiele mitochondridw i
na 0got koegzystujg ze sobg DNA niosgce patogenng mutacje i DNA niezmutowane.
Diagnostyka molekularnych przyczyn chor6b mitochondrialnych musi wiec obej-
mowac nie tylko ustalenia obecnosci mutacji wywotujgcej chorobe, ale takze badania
stosunku zmutowanego do normalnego DNA mitochondrialnego.

Sam mitochondrialny DNA ma znacznie wyzsze tempo mutacji nizDNA jadrowy.
Przyjmuje sie, ze wynika to z braku systemoéw naprawy mitchondrialnego DNA,
z braku histonéw oraz z obecnos$ci duzej ilosci wolnych rodnikdéw. Mutacje po-
jawiajgce sie w mitochondrialnym DNA komorek linii ptciowej moga powodowac
choroby wystepujgce w rodzinie, za$ mutacje pojawiajgce sie w komérkach so-
matycznych moga by¢ zwigzane ze spadajaca z wiekiem wydolnoscig uktadu fo-
sforylacji oksydacyjnej [21].

Zmutowane czasteczki mtDNA powstajagce w komérkach linii ptciowej wspot-
istniejg z normalnymi niezmutowanymi formami mtDNA, jednak wydaje sie, ze



LUDZKI GENOM MITOCHONDRIALNY 71

Tabela 1L Geny mtDNA

Opis genu Symbole

Podjednostki oksydoreduktazy NADH-0 ND1, ND2, ND3, ND4L, ND4, ND5, ND6
(dehydrogenaza NADH) - 7 genoéw

apocytochrom b cytb

Podjednostki oksydazy C01, C02, C03

cytochromowej - 3 geny

Podjednostki syntazy ATP - 2 geny ATPase6, ATPase8
rRNA 12S, 16S
tRNA - 22 geny

w czasie powstawania gamety zenskiej istnieje waskie gardto, w ktérym liczba
czasteczek mitochondrialnego DNA wjednej komérce jest dos¢ mata [13]. Niedawno
stosujac myszy zawierajgce dwa rodzaje czasteczek mtDNA ustalono, ze taminimalna
ilos¢ wynosi okoto 200 czasteczek [9]. By¢ moze jest ona jeszcze nizsza - u krow
opisane sa przypadki catkowitej zmiany mitochondrialnego DNA w ciagu jednego
pokolenia [11]. Podczas dojrzewania pierwotnego oocytu liczba czgsteczek mtDNA
wzrasta okoto 1000 krotnie, i w czasie tej replikacji moze dochodzi¢ do przypadkowej
przewagi zmutowanych czasteczek DNA. Oocyt zawiera okoto 200000 kopii mito-
chondrialnego DNA, ktéry ulega replikacji dopiero wtedy, gdy zarodek osiggnie
stadium blastocysty.

Dla wielu choréb wynikajagcych z mutacji w mitochondrialnym DNA objawy
pojawiajg sie dopiero u dorostych, ttumaczy sie to nagromadzaniem sie defektywnych
czasteczek DNA w pewnych tkankach w miare rozwoju. Jednak choroby mito-
chondrialne wystepujg takze u dzieci. Waznym czynnikiem wydaje sie by¢ zapo-
trzebowanie poszczeg6lnych tkank na sprawnie dziatajaca fosforylacje oksydacyjna.
Proporcje odziedziczonych normalnych i defektywnych mitochondriow w danej
tkance uwaza sie w zasadzie za przypadkowe, ale nie musi to by¢ do konca prawdziwe.
Opisane powyzej myszy zawierajagce mieszanine dwoch typéw czasteczek normal-
nego mitochondrialnego DNA wykorzystano do zbadania segregacji i akumulacji
mtDNA w réznych tkankach. Wnioski z tej pracy [10] sa dos¢ zaskakujgce, poniewaz
w niektérych tkankach zachodzi dryf genetyczny, w innych natomiast wydaje sie
by¢ obecna selekcja preferujgca jeden z dwoéch typow mtDNA, ale preferencje
zalezg od tkanki. Praca ta jest bardzo nowa (ukazata sie w maju br.) i metodyka
W niej zastosowana powinna w przysztos$ci wyjasni¢, jak segregujg mitochondria.

Ustalanie, jakie sekwencje DNA mitochondrialnego sq normalne, a jakie zmu-
towane, wymaga przebadania DNA pewnej iloSci 0s6b zdrowych. Sekwencja mito-
chondrialnego DNA zostata ustalona juz w 1981 r. w grupie Fryderyka Sangera
[1], natomiast prace nad wariantami mitochondrialnymi prowadzone sg od wczesnych
lat osiemdziesigtych. W populacji ludzkiej mitochondrialny DNA byt badany gtéw-
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nie technikg polimorfizmu diugosci fragmentéw restrykcyjnych, rézne populacje
wykazujg pewne zréznicowanie, czesto dotyczace tzw. podstawien neutralnych w
sekwencji genéw kodujacych biatka - to znaczy zmiany sekwencji nie zmieniajg
kodowanego aminokwasu. Badania wykazujg brak rekombinacji pomiedzy mito-
chondrialnymi DNA - dane warianty albo wystepujg razem, albo ich nie ma. Na
badaniach tego typu opiera sie hipoteza mitochondrialnej Ewy - poniewaz naj-
wiekszg roznorodno$¢ mitochondrialnego DNA stwierdzono w Afryce, sugeruje
to, ze inne populacje wywedrowaty stamtad zabierajgc ze sobg tylko pewne warianty
mitochondrialnego DNA [21].

Badania takie sg nadal wazne, ukazuje sie wiele prac tego typu badajgcych
poszczegblne populacje [6, 15] szczegdlnie, ze nie wszystkie populacje, m. in.
np. polska, zostaty przebadane. Wigze sie to ze sprawg mutacji warunkujgcych
choroby - jezeli stwiedzi sig, ze chory ma nowg, nieznang zmiane w mitochon-
drialnym DNA powodujgcg podstawienie jednego aminokwasu przez drugi, czy
jest to polimorfizm, czy choroba [8]? Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, mozna
przeanalizowaé mitochonrialny DNA wszystkich spokrewnionych po linii zeAskiej
cztonkéw rodziny chorego, aby ustali¢ korelacje choroba/mutacja albo tez trzeba
co$ wiedzie¢ o typowym mtDNA w danej populacji.

W tabeli 2 podane sg przyktadowe mutacje mitochondrialnego DNA powodujace
szereg choréb. Jednak warto pamieta¢, ze wpltyw mutacji tego typu jest bardziej
skomplikowany do analizy niz mutacji w genach jadrowych. Wiekszo$¢ mutacji
wystepuje w formie heteroplazmatycznej, ponadto proporcje normalnych i zmu-
towanych DNA moga by¢ rézne w poszczegélnych tkankach. Istniejg mutacje pre-
dysponujgce, mutacje powodujace i cata gama mutacji, ktérych efekty mieszcza
sie miedzy tymi dwoma wariantami.

Znane sg mutacje zardwno w genach kodujacych biatka, jak tez rRNA i tRNA.
Do 1995 roku poznano 30 mutacji w tRNA, z ktdrych 11 dotyczyto tylko jednego
genu tRNALcu( UR) . Mutacje te powodujg rézne choroby, np. MELAS i cukrzyca
z gtuchotg wynikajgce z tej samej mutacji zamiany A na G w nukleotydzie 3243,
czy PEM (postepujgca encefalomiopatia) polegajgca na delecji jednego nukleotydu
w pozycji 3271 w tym samym genie [14]. Mutacja w genie 12S rRNA powoduje
wystepowanie gtuchoty, w dwéch rodowodach wystepowata ona albo samoistnie,
albo tez w wyniku dziatania antybiotykéw aminoglikozydowych [5].

Z tabeli 2 wynika szereg faktow, Swiadczacych o problemach w korelacjach
genotyp/fenotyp. Dang chorobe mogg wywotywa¢ muacje w réznych genach -
na przyktad LHON powodowana jest przez mutacje w 6 réznych podjednostkach
dehydrogenazy NADH, ale takze i w genie apocytochromu b [3]. Z drugiej strony
ta sama mutacja moze powodowac¢ 2 rdzne choroby - mutacje T->G w pozycji
8993 w podjednostce 6 genu syntazy ATP powoduje albo NARP, albo chorobe
0 znacznie ostrzejszym przebiegu - zesp6ét Leigha, za$ mutacja w tRNALui w
pozycji 3243 powoduje cukrzyce z gtuchotg lub MELAS. Wida¢, ze mutacje czesto
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Tabela 2. Wybrane mutacje punktowe w DNA mitochondrialnym, ktére powoduja choroby

Nazwa choroby Skrot Zmutowany Pozycja Zmiana
gen mutacji aminokwasu
ZespoOt Lebera LHON ND1 3394 Y->H
3460 A->T
4160 L->P
ND2 4917 D->N
Col 7444 Term->K
ND4 11778 R->H
ND5 13708 A->T
ND6 14484 M->V
cytb 15257 D->N
Zespot Leigha SNE ATPase 6 8993 L->R
Neuropatia obwodowa z ataksja NARP ATPasad 8993 . L->R

ibarwnikowym zwyrodnieniem siatkéwki

Cukrzyca insulinoniezalezna z gtuchota NIDDMD tRNALcu 3243 tRNA
Miopatiamitochondrialna MEM tRNAUu 3250 tRNA
Padaczka miokloniczna z obecnos'cig wtékien MERFF IRNALys 8344 tRNA
RRF MERFF/MELAS tRNALys 8356 tRNA
Encefalopatia mitochondrialna z kwasicg MELAS tRNA Lcu 3271 tRNA
mleczanowg i napadami przypominajacymi tRNA Lcu 3243 tRNA
udar mézgu

Stosowane skrdoty dla aminokwaséw: A - alanina, D - kwas asparaginowy, H - histydyna, | -
izoleucyna, K - lizyna, L - leucyna, M - metionina, N - asparagina, P - prolina, R - arginina, T -
treonina, Y - tyrozyna; dane wg [14 i 20]

nie sg jedyna przyczyng choroby i ze na efekty danej mutacji maja wptyw nieznane
jeszcze czynniki - najprawdopodobniej sekwencja samego DNA mitochondrialnego
i proporcje i dystrybucja do réznych tkanek zmutowanych czasteczek DNA, jak
i genotyp jadrowy. Zdolno$é do oddychania moze zmieni¢ sie skokowo - do 85%
zmutowanego DNA mitochondrialnego moze dawac nikte objawy, za$ wieksza
ilos¢ - bardzo ciezkie.

Warto jeszcze wspomnie¢ o innym typie mutacji - o delecjach. Dziedziczona
w sposdb matczyny cukrzyca z gluchotg zwigzana jest z delecjg i duplikacjg mito-
chondrialnego DNA, tak ze w komorce wspotistniejg czasteczki normalne, z delecjg
i z duplikacjg obejmujgcg znaczny obszar - az 10,4 kb [2]. Przyktadow takich
jest wiecej, uwaza sie, ze delecje wystepujg takze w czasie starzenia sie [17].
Uposledzenie funkcji mitochondriow os6b starszych - ale bez badania czestosci
delecji - wykazano doswiadczalnie, przenoszac mitochondria pobrane z komérek
0s6b w réznym wieku i przenoszac je do linii komdrkowej nie majgcej mito-
chondriow [12].

Ostatnio duze zainteresowanie wzbudzito stwiedzenie, ze u chorych na chorobe
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Alzheimera, ktérzy zapadajg na nig w wieku pdznym, wystepujg ze zwiekszong
czestoscig mutacje w genach dwoch podjednostek oksydazy cytochromowej - |
i 1l [4]. Od kilku lat juz wiadomo [21], ze pewne mutacje, m.in. w genie 12S
rRNA, tRNAGIn i ND1, wystepuja czesciej u chorych na chorobe Alzheimera oraz
u 0séb chorych na chorobe Parkinsona niz w przecietnej populacji, uwazane wiec
byty za mutacje w jaki$ sposob predysponujgce do tych chorob, jednak praca [4]
wykazuje silniejsze korelacje pomiedzy mutacjami w dwo6ch podjednostkach oksy-
dazy cytochromowej i chorobg Alzheimera. Niestety ze wzgledu na wiek pacjentéw
- po 60 roku zycia - badanie rodowod6w jest utrudnione

Badanie i diagnostyka chor6b mitochondrialnych rozwija sie bardzo szybko,
techniki diagnostyczne wykorzystujg zarowno metody biochemii i cytochemii, jak
i najnowsze metody biologii molekularnej, na ogét oparte na technikach PCR, ktére
umozliwiajg ustalenie, jaka mutacja zaszta i w jakiej czesci DNA w danej tkance.
Ciagle odkrywa sie nowe mutacje mitochondrialne, na przykiad niedawno ukazaty
sie doniesienia o nowej mutacji w tRNAL)S powodujgcej kardiomiopatie i utrate
stuchu (zmiana G na A w pozycji 8363) [18] oraz o mutacji A-G w pozycji 12320G
wtRNA  wystepujacej tylko w miesniach szkieletowych chorego [24]. Zwazywszy,
ze pierwszg mutacje w mtDNA zidentyfikowano zaledwie 9 lat temu, widaé, ze
wiele pozostato jeszcze do wyjasnienia.
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REGULACJA SYNTEZY CZYNNIKOW WIRULENCJI
W KOMORKACH SZCZEPOW
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

REGULATION OF VIRULENCE FACTORS GENE EXPRESSION
IN STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Kinga Jadwiga WOJCIK

Instytut Biologii Molekularnej Uniwersytetu Jagielloriskiego, Krakow

Streszczenie: Patogenno$¢ szczepow Staphylococcus aureus powodujacych wiele schorzen jest zwigzana
gtdwnie z produkcja toksyn. Synteze czynnikdw wirulencji i innych egzobiatek w komérkach gronkow-
céw kontroluje system globalnej regulacji agr oraz sar i xpr, ktére modulujg odpowiedz agr. Ekspresja
biatek sekrecyjnych ulega aktywacji przez system agr w posteksponencjalnej fazie wzrostu, a synteza
biatek powierzchniowych jest wtedy zahamowana. Locus agr zawiera dwie jednostki transkrypcyjne,
P2 iP3, z ktérych jedna koduje biatka klasycznego dwusktadnikowego systemu transdukcji sygnatu oraz
jego niskoczgsteczkowy aktywator, wydzielany z komérki do s'rodowiska. Operon P3 koduje czgsteczke
efektorowa systemu agr, RN Al ll, regulujacg ekspresje genéw na poziomie transkrypcji oraz na poziomie
translacji, w przypadku przynajmniej jednego lub dwdéch egzobiatek. Przedstawiony system regulacji
ekspresji genéw ma prawdopodobnie swoje odpowiedniki kontrolujgce procesy wzrostu i rozwoju
komoérek podlegajace autoindukcji w populacji innych rodzajéw bakterii. Poznanie mechanizméw
regulacji ekspresji genéw patogenno$ci moze przyczyni¢ sie do lepszego kontrolowania zakazen bakte-
ryjnych przez supresje wirulencji szczepow.

Stowa kluczowe: Staphylococcus aureus; agr; wirulencja bakterii

Summary: The pathogenesis of Staphylococcus aureus which cause a variety of diseases, involves
primarily the production and secretion of toxins. The synthesis of virulence factors and other exoproteins
by S.aureus is controled by a global regulatory system agr, and in addition by loci sar and xpr which
modulate agr response. Expression of secreted proteins is activated in postexponential growth phase,
when synthesis of surface proteins is rather inhibited. Locus agr contains two transcription units, driven
by promoters P2 and P3. P2 transcript encodes proteins of the classical bacterial two-component
transduction system and autocrine factor which activate agr response. P3 operon encodes RNAIII, which
is the effector of this system. RNAIII regulates target gene expression at transcriptional level and, by an
independent mechanism, stimulates translation of at least one or two of the exoproteins. This described
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regulatory system probably bas analogs in the other bacterial strains. Récognition of mechanisms of
virulence genes’ expression may help to control bacterial infections by suppression of their virulence.

Key words: Staphylococcus aureus; agr\ bacterial virulence

Po wniknieciu patogenéw do organizmu gospodarza oddziatujg na nie r6znorodne
nowe bodZzce Srodowiskowe, ktére wzbudzajg synteze czynnikéw wirulencji, po-
magajgcych drobnoustrojom w przezyciu w nowym Srodowisku. Poznanie drogi
inicjacji i kontroli syntezy czynnikow zjadliwos$ci jest niezbedne dla zrozumienia
poczatkdw powstania chordéb, a tym samym skutecznej walki z nimi, np. przez
zaprojektowanie efektywnych szczepionek i nowych srodkéw przeciwbakteryjnych.

W zwiagzku ze zwiekszajaca sie ciggle opornoscia na antybiotyki szczep6w bakterii
gramdodatnich, Staphylococcus aureus pozostaje nadal grozng dla cztowieka ba-
kterig patogenng, bedacag przyczyng wielu chorob, takich jak: zapalenie wsierdzia,
zapalenie stawoOw, zapalenie szpiku kostnego czy tez zesp6t szoku toksycznego.
Uwaza sie, ze patogennos¢ gronkowcow polega przede wszystkim na wytwarzaniu
i sekrecji toksyn, ktére uszkadzajg komdrki gospodarza lub nawet powoduja ich
lize i/lub interferujg z systemem odpornosci makroorganizmu. Liste wazniejszych
czynnikéw produkowanych przez gronkowce przedstawia tabela 1. Enterotoksyny,
toksyna epidermolityczna i TSST-1 majg witasnosci superantygendw. Wigzg sie
do biatek kompleksu zgodnos$ci tkankowej MHC klasy Il i stymulujg niespecyficzng
odpowiedz limfocytow T. Z drugiej strony, wydzielane przez patogen enzymy m.in.
lipazy, nukleazy, proteazy, hialuronidaza degradujg skiadniki tkanki. Wiele egzo-
biatek ulega sekrecji podczas posteksponencjalnej fazy wzrostu komorki [1]. Biatka
zwigzane ze $ciang komorkowa S. aureus reagujg ze specyficznymi czgsteczkami
gospodarza, czego konsekwencjg jest maskowanie powierzchni bakterii przed sy-
stemem odpornosci i/lub adhezja patogenu do tkanki gospodarza. Biatkami eks-
ponowanymi na komorkach gronkowcoéw sa: adhezyny kolagenu, fibrynogenu
(clumping factor), fibronektyny i scharakteryzowane niedawno biatko receptorowe
zdolne do wigzania kilku zewnatrzkomdrkowych biatek eukariotycznych: fibry-
nogenu, lamininy, plazminogenu,vitronektyny, trombospondyny isialoproteiny kosci
[7]. Zwigzane ze Sciang komdrki gronkowca biatko A ma zdolno$¢ wigzania frag-
mentéw Fc czasteczek immunoglobulin, interferujac z opsonofagocytozg mikro-
organizmdw, co sprawia, ze uwaza sie je za wazny czynnik wirulencji. Synteza
pewnych biatek powierzchniowych, np. biatka A, fibrynogenu lub biatka wigzacego
fibronektyne ulega represji w fazie posteksponencjalnej [1, 19].

Ekspresja czynnikéw wirulencji jest czesto regulowana przez systemy globalnej
regulacji, w ktorych te same czgsteczki regulatorowe kontrolujg aktywnos$c¢ licznych
genow i operonéw w odpowiedzi na réznorodne bodzce pochodzace ze srodowiska.
Do takich sygnatéw nalezg m.in. zmiany temperatury, osmotycznosci, pH, stezenia
jonow, poziomu tlenu, dostepnosci zelaza, brak czynnikéw odzywczych itp. Czynniki
te indukuja reorganizacje metabolizmu komérki, zahamowanie wzrostu, czyli przej-
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Tabela 1 Czynniki patogennos$ci szczep6w Staphylococcus aureus

Rodzaj czynnika Przyktady
Toksyny hemolizyny a*,p*,y i 5*
leukocydyna*

enterotoksyny A, B*, C, D\ E, F
toksyna epidermolityczna A*, B*
toksyna szoku toksycznego 1*

Enzymy proteazy: proteinaza serynowa*, metaloproteinaza*
nukleazy*
lipazy*
hialuronidaza*
staphylokinaza*
koagulaza’
Biatka powierzchniowe biatko wigzgce kolagen
biatko wigzgce fibrynogen
biatko wigzace fibronektyne*
biatko wigzace: laminine, plazminogen, vitronektyne,
trombospondyne, sialoproteine
biatko A’

Biatka, dla ktérych wykazano, ze pod koniec fazy logarytmicznej ich ekspresja ulega: indukcji (*),
zahamowaniu (*)

$cia komorki do fazy posteksponencjalnej. W tym czasie nastepuje szybka synteza
grupy biatek, z ktorych wiele ulega sekrecji. U bakterii patogennych wiele syn-
tetyzowanych wtedy egzobiatek stanowi czynniki wirulencji, toksyny i enzymy,
utatwiajgc im przezycie, namnozenie i rozprzestrzenianie w zainfekowanej tkance.
W tym samym czasie zahamowaniu ulega produkcja licznych biatek powierzch-
niowych, syntetyzowanych podczas fazy eksponencjalnej [15, 17].

Aktywacjagenéw nalezacych do réznych regulon6w odbywa sie za posrednictwem
dwusktadnikowego systemu transdukcji sygnatu, a biatka niezbedne w tym procesie
majg sekwencje konserwowane ewolucyjnie [22]. Typowy system transdukcji syg-
natu u bakterii sktada sie z receptora sygnatu, ktéry jest biatkiem btony i biatka
regulatorowego, obecnego w cytoplazmie. N-koniec biatka sensorowego potozony
na zewnatrz komérki lub tez peryplazmatycznie odpowiada na sygnat ze srodowiska.
Odbierany przez nie bodziec powoduje allosteryczng modyfikacje biatka, przeka-
zywang dojego konnca C. Nastepuje aktywacja kinazy histydynowej, ktéra fosforyluje
witasng specyficzng histydyne, po czym fosforan ulega przeniesieniu na kwas aspa-
raginowy N-konca cytoplazmatycznego biatka regulatorowego. Prowadzi to z kolei
do zmiany allosterycznej biatka regulatorowego wywotujacej konwersje domeny
C-koncowej w ten sposdb, ze wigzac sie z DNA moze ona bezposrednio wptywac
na transkrypcje genéw docelowych [8].
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W komorkach S. aureus wykryto i scharakteryzowano policistronowy system
globalnej regulacji ekspresji genéw wirulencji i syntezy innych egzobiatek, nazwany
agr (ang. accessory gene regulator) oraz dwa dodatkowe loci sar (ang. staphylococcus
accessory regulator) i xpr (ang. extracellularprotein regulator), ktére najprawdopo-
dobniej modulujg aktywnos$é locus agr [4, 25, 26].

Locus agr zawiera dwie rozbiezne jednostki transkrypcyjne, RNAII i RNAIII,
kontrolowane przez dwa lezgce obok siebie promotory P2 i P3 (rys. la) [13,23].
Operon o wielkosci ok. 3 kb kontrolowany przez promotor P2 skfada sie z czterech
gendow agrA, agrB, agrC i agrD, ktérych ekspresja jest niezbedna dla aktywacji
promotora P3 transkryptu RNAIII. RNAIII jest czgsteczkag regulacyjng systemu
agr. Ekspresja operonu P2 podlega autokatalitycznej aktywacji. Pl ulokowany przy
5’ kofncu agrA jest stabym promotorem konstytutywnym. Produkt genu agrA wy-
kazuje podobienstwo do biatka regulatorowego klasycznego dwusktadnikowego sy-
stemu transdukcji sygnatu. Natomiast biatko AgrC odpowiada transduktorowi
sygnatu kinazy histydynowej. Jest wiec ono receptorem dla zewnatrzkomérkowego
aktywatora. Jak wykazata Morfeld i wsp. [20], biatko AgrA nie oddziatuje bez-
posrednio z DNA regionu promotoréw P2-P3. Prawdopodobnie aktywuje ono inne
biatko majgce zdolnos$¢ regulacji aktywnosci tych promotoréw. Natomiast produkt
locus sar ma zdolno$¢ wigzania sie z DNA w regionie promotora P2 operonu,
kontrolujgc transkrypcje RNAII [9].

Poréwnujac agr i klasyczny system transdukcji sygnatu u bakterii Balaban i
Novick [2] stwierdzili, ze aktywacja agrjest zainicjowana przez sygnat pochodzacy
ze Srodowiska, ale generowany podczas wzrostu populacji bakterii. W toku badan
potwierdzajacych te hipoteze wyizolowano krétki peptyd, feromon. Sktada sie on

Rys. 1 Organizacja locus agr w komorkach szczep6w Stapliylococcus aureus (wg [24] zmodyfikowano):

strzatkami oznaczono gtéwne transkrypty RNAII i RNAIII oraz transkrypt z promotora Pl ; potozenie

gendw - prostokatami narysowanymi linig ciagta, a potencjalne ramki odczytu, ktérych produktow

translacji nie zidentyfikowano- linig przerywang; pionowe kreski wskazujg potozenie locus agr na mapie
chromosomu S. aureus
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z oSmiu aminokwas6w, w tym jednego cyklicznego bezwodnika, niezbednego dla
utrzymania jego aktywnosci i zapobiegania dimeryzacji czasteczki. Pordwnanie se-
kwencji aminokwasowej feromonu z hipotetyczng sekwencjg biatek kodowanych
przez agrB iagrD wykazato jego identyczno$¢ z fragmentem produktu genu agrD.
Feromon moze wiec powstawac¢ po obrobce duzego, 46-aminokwasowego peptydu
AgrD. Biatkiem uczestniczagcym w procesie obrobki jest najprawdopodobniej produkt
genu agrB, a receptorem dla peptydowego feromonu - AgrC. Stwierdzono takze,
ze system regulacji agr reaguje m. in. na wzrost gestosci komorek [10]. Peptydowy
feromon jest stopniowo akumulowany w $rodowisku podczas wzrostu komdérek.
Gdy jego stezenie przekroczy warto$¢ progowa, nastepuje gwattowna aktywacja
systemu agr. Nature tego zjawiska mozna wytlumaczy¢ w ten sposéb, ze do aktywacji
systemu moze by¢ niezbedne pobudzenie przez feromony wielu receptorow AgrC
lub tez ze wymagana jest oligomeryzacja zwigzanych w bionie receptorow. Model
aktywacji systemu regulatorowego agr przedstawiono na rysunku 2.

Operon P2 ulega w pewnym sensie podwdjnej autokatalitycznej aktywacji. Po
pierwsze koduje AgrD, swodj wewnetrzy aktywator w formie zmodyfikowanego
oktapeptydu, ktory jest ligandem dla receptora sygnatu, biatka sensorowego AgrC,
takze kodowanego przez ten sam operon. Po drugie, gtéwna funkcja syntetyzowanych
biatek operonu jest aktywacja swego wasnego promotora, a takze promotora P3.
Efektem tej podwodjnej aktywacji jest gwattowna ekspresja RNAIII.

RNAIII jest czasteczkg efektorowg odpowiedzi agr. Ma ona wielko$¢ 514 nu-
kleotydéw i zawiera 4 potencjalne ramki odczytu: pre-hld, hld, kodujaca peptyd
hemolizyne 5, ktérej ekspresja jest réwniez regulowana przez agr, pp19 i pp2l
(rys. Ib) [24]. Wszystkie one, z wyjatkiem pp 19, majg wiarygodne sekwencje Shi-

Rys. 2. Proponowany model aktywacji systemu regulatorowego agr ijego wptyw na synteze czynnikéw

wirulencji (wg [2] zmodyfikowano): aktywator produkowany i wydzielany przez bakterie (najprawdopo-

dobniej powstaje po obrébce AgrD, w ktérej udziat bierze AgrB), przytacza sie do btonowego biatka

receptorowego AgrC (podobnego do transduktora sygnatu w dwusktadnikowym systemie transdukcji

sygnatu), ktore z kolei fosforyluje biatko AgrA (podobne do biatka regulatorowego dwusktadnikowego

systemu transdukcji sygnatu); nastepuje aktywacja transkrypcji czasteczki RNAIII, ktora reguluje eks
presje egzobiatek
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ne-Dalgamo, wskazujgce na mozliwos¢ ich translacji. Jednakze inaktywacja kazdej
z tych potencjalnych ramek odczytu nie wptywa na regulacyjng funkcje RNAIII.
Swiadczy to o tym, ze sama czasteczka RNAIII, a nie ktéry$ z produktéw jej
translacji, jest efektorem regulujgcym ekspresje genéw. Natomiast insercja trans-
pozonu w regionie 3’ korica czasteczki RNAIIl hamuje aktywnos$¢ systemu agr.
Analiza komputerowa sekwencji czasteczki RNAIII wykazatajej wyrazng o$ symetrii
i parowanie 5’ i 3’ koncow [24]. Czasteczka RNAIII jest syntetyzowana w mid-
eksponencjalnej fazie wzrostu, aregulowane przez nig dodatnio geny ulegajg ekspresji
ok. 2 godz. p6Zniej, w fazie post-eksponencjalnej [3]. Sugeruje to, ze dla aktywacji
RNAIII wymagana jest jej potranskrypcyjna modyfikacja. Balaban i Novick [3]
nie zdotali jednak wykry¢ obrobki RNAIII, tj. jej zmian delecyjnych. Postulujg
oni konieczno$¢ istnieniaw komadrce wolno dziatajacego czynnika, ktory umozliwitby
przemiane strukturalng czasteczki do formy ulegajacej translacji. RNAIII, najpra-
wdopodobniej przy udziale czynnikéw biatkowych, dziata przede wszystkim na
inicjacje transkrypcji genu docelowego tworzgc wielofunkcyjne kompleksy nukleo-
proteinowe, wigzace sie z regionem promotorowym genéw. W posteksponencjalnej
fazie wzrostu komorki aktywacji ulegajg geny biatek sekrecyjnych, a represji geny
syntezy biatek powierzchniowych S.aureus.

Dodatkowo, czgsteczka RNAIII aktywuje translacje przynajmniej dwoch egzo-
biatek, a-toksyny i TSST-1 [21]. Translacja i transkrypcja sa wtedy regulowane
niezaleznie. Regulacja translacji nastepuje wprost przez interakcje czasteczki RNAIII
z transkryptem genu docelowego. Czgsteczka RNAIII zachowuje sie jak kodowany
in trans (tj. w zupetnie innym miejscu genomu) antysensowny RNA. Wigzanie
miedzy jej 5 kofAcem i 5° koAcem docelowego mRNA nastepuje w jego regionie
Shine-Dalgarno, tj. sekwencji wigzacej rybosom (rys. 3). Region ten w badanej
przez Morfeldt i wsp. [21] czasteczce mMRNA a-toksyny tworzy strukture szpilki
do witosow, uniemozliwiajgc wiagzanie rybosomu. Natomiast sparowanie go z czg-
steczkg RNAIII zapobiega tworzeniu tej struktury iudostepnia rybosomom sekwencje
SD. Efektorowa czasteczka RNAIII jest pierwszg poznang, ktéra dziatajagc na za-
sadzie antysensownego RNA stymuluje translacje genu.

Przedstawiony model regulacji wymaga istnienia dodatkowego czynnika, pra-
wdopodobnie hiatkowego, ktory przez reakcje z RNAIIl mogiby ja w razie potrzeby
unieczynnia¢ [24]. RNAIII jest czasteczka dtugo zyjaca, z 11/2 = 15 min. Przypuszcza
sie, ze dobrze funkcjonujacy system agr wymaga wysokiego stezenia RNAIII, ktorej
liczba kopii w posteksponencjalnej fazie wzrostu komorki wzrasta 40-krotnie. Pra-
wdopodobnie czagsteczka RNAIII ma niskg aktywnos¢.

Nie zauwazono znaczacych podobienstw miedzy sekwencjg biatek agr i innymi
poznanymi biatkami lub peptydami, wystepujacymi u bakterii. Jednakze poréwnanie
operonu P2 z operonem comAP zBacillussubtilis wykazuje uderzajace podobienstwo
organizacji (rys. 4). Operon comAP aktywowany w posteksponencjalnej fazie wzrostu
indukuje stan kompetencji, niezbedny dla pobrania egzogennego DNA [16]. Kom-
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Rys. 3. Model translacyjnej regulacji przez czasteczke RNAILl genu lila kodujgcego - toksyne (wg [21]
zmodyfikowano): pokazano wewnatrzczasteczkowe parowanie zasad w mRNA a-toksyny, ktére blokuje
sekwencje Shine-Dalgarno (SD) oraz interakcje mRNA lila z czasteczkg RNAI1I

petentne komdrki wytwarzaja biatka zdolne do wigzania i pobrania ze $rodowiska
czasteczek DNA, bez wzgledu na ich sekwencje nukleotydowa. Do komoérki wnika
jedna ni¢ DNA, podczas gdy druga ulega degradacji na zewnatrz komorki. Biatka
Com A i ComP tworzg dwusktadnikowy system transdukcji sygnatu. Biatko ComX
ulega obrébce do nonapeptydu, stanowigcego feromon, w ktérej uczestniczy ComQ.
Identyczno$é genetycznej organizacji loci com i agr moze oznaczaé¢ ich wspélne
pochodzenie. Wzajemnego kontaktu miedzy komorkami B. subtilis wymaga takze
inicjacja sporulacji [27]. Mozna przytoczy¢ wiele przykladow kontaktowania sie
pomiedzy komorkami w procesach wzrostu i rozwoju, m.in. takich jak: biosynteza
streptomycyny i sporulacja u Streptomyces, rozw6j kompetencji u Streptococcus
pneumoniae, bioluminscencja u Vibrio [6, 11, 12, 18]. Proces tworzenia ciatek
owocowych i sporulacji u Myxococcus xantus wymaga kilku réznych sygnatow
pochodzacych z zewnatrz komérki [14]. Podobnie, przekazanie plazmidu miedzy
komorkami szczepéw Enterococcusfaecalis indukowane jest przez peptydowe fe-
romony, produkowane w komorkach biorcy, gotowego przyja¢ plazmid [5]. Bardzo
prawdopodobne, ze opisany w S. aureus i B. subtilis modut regulacyjny agr i
com, wrazliwy m.in. na gestos¢, jest szeroko rozpowszechniony wsrod bakterii.

Poznanie mechanizméw ekspresji wirulencji moze okaza¢ sie przydatne do walki
z infekcjami bakteryjnymi. Balaban i Novick [2] stwierdzili, ze przeciwciata skie-
rowane przeciw peptydowemu aktywatorowi systemu agr (czyli feromonowi), blo-
kujg odpowiedZ agr. Ze zmutowanego szczepu S. aureus exp" wyizolowali takze
maty peptyd bedacy inhibitorem systemu agr, nazwany RIP (ang. RNAIIl inhibitory
peptide), ktéry wspoétzawodniczy z aktywatorem i moze by¢ jego mutacyjng po-
chodng. Otwierajg sie wiec nowe mozliwosci kontrolowania infekcji bakteryjnych
przez interferencje zekspresja wirulencji szczepow. Supresja wirulencji nie zabijataby
bakterii, ale raczej zapobiegataby ekspresji czynnikow patogennosci, interferowataby
ze zdolnoscia do ich osiedlania sie w tkance i produkcji toksyn. By¢ moze supresja
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Rys. 4. Poréwnanie operonu comAP kodujacego biatka biorace udziat w regulacji kompetencji komérek
Bacillus subtilis i agrP2 kodujacego biatka odpowiedzialne za aktywacje ekspresji czasteczki RNAIII
regulatorowego systemu agr w komérkach Staphylococcus aureus (wg [ 10] zmodyfikowano): prostokaty
okreslajg potozenie genéw, poziomymi strzatkami oznaczono transkrypty; geny coinQ i comX sa
niezbedne do produkcji feromonu kompetencji; geny comP i comA kodujg odpowiednio, kinaze
histydynowg i biatko regulatorowe dwusktadnikowego systemu transdukcji sygnatu; geny ag/B iag/D
sg odpowiedzialne za wytworzenie aktywatora systemu agr, a geny agiC iagrA koduja kolejno, biatko
podobne do kinazy histydynowej i do biatka regulatorowego dwusktadnikowego systemu transdukcji
sygnatu

wirulencji nie wytwarzataby tak silnej presji selekcyjnej, ktéra zwykle indukuje
powstanie nowych szczepow opornych na stosowane czynniki bakteriobojcze lub
bakteriostatyczne.

LITERATURA

[1] ARVIDSON SO. Extracellular enzymes Worn Staphylococcus aureus, [w] Easmon CF, Adlam
C [red.] Staphylococci and staphylococcal infections. London: Academic Press 1983: 745-808.

[21BALABAN N, NOVICK RP. Autocrine regulation of toxin synthesis by Staphylococcusaureus.
Proc Natl Acad Sci USA 1995; 92: 1619-1623.

[31BALABAN N, NOVICK RP. Translation of RNAIII, the Staphylococcus aureus agr regulatory
RNA molecule, can be activated by a 3’- end deletion. FEMS Microbiol Lett 1995; 133:
155-161.

[4] CHEUNG AL, PROJAN SJ. Cloning and sequencing ofsar A of Staphylococcus aureus, a gene
required for the expression of agr. J Bacteriol 1994; 176: 4168-4172.

[5] CLEWELLDB. Bacterial sex pheromone-induced plasmid transfer. Cell 1993; 73: 9-12.

[6] DUNNY GM, LEONARD BAB, HEDBERG PJ. Pheromone - inducible conjugation in
Enterococcusfaecalis: interbacterial and host-parasite chemical communication. J Bacteriol
1995; 177:871-876.

[7] FOSTER TJ, McDEVITT D. Surface-associated proteins of Staphylococcus aureus: Their
possible roles in virulence. FEMS Microbiol Lett 1994; 118: 199-206.

[8] GROSS R. Signal transduction and virulence regulation in human and animal pathogens.
FEMS Microbiol Rev 1993; 104: 301-326.



REGULACJA WIRULENCJI S. AUREUS 85

[91 HEINRICHS JH, BAYER MG, CHEUNG AL. Characterization of the sar locus and its
interaction with agr in Staphylococcus aureus. J Bacteriol 1996; 178: 418-423.

[10] JI G, BEAVIS RC, NOVICK RP. Cell density control of staphylococcal virulence mediated
by an octapeptide pheromone. Proc Natl Acad Sci USA 1995; 92: 12055-12059.

[11] KAISER D. Bacteria also vote. Science 1996; 272: 1598-1599.

[12] KAISER D, LOSICK R. How and why bacteria talk to each other. Cell 1993; 73: 873-885.

[13] KORNBLUM J, KREISWIRTH BN, PROJAN SJ, ROSS H, NOVICK RP. Agr: apolycistronic
locus regulating exoprotein synthesis in Staphylococcus aureus, [w] Novick RP [red.JMolecular
Biology of the Staphylococci. New York: VCH Publishers NY 1990: 373-402.

[14] KUSPA A,PLAMANN L, KAISER D. Identification of heat-stable A-factor from Myxococcus
xanthus. J Bacteriol 1992; 174: 3319-3326.

[15] LONG SR, STASKAWICZ BJ. Procaryotic plant parasites. Cell 1993; 73: 921-935.

[16] MAGNUSON R, SOLOMON J, GROSSMAN AD. Biochemical and genetic characterization
of acompetence pheromone from B.subtilis. Cell 1994; 77: 207-216.

[17] MEKALANOS JJ. Environmental signals controlling expression of virulence determinants in
bacteria. J Bacteriol 1992; 174: 1-7.

[18] MEL SF, MEKALANOS JJ. Modulation of horizontal gene transfer in pathogenic bacteria by
in vivo signals. Cell 1996; 87: 795-798.

[191 MORFELDT E, JANZON L, ARVIDSON S, LOFDAHL L. Cloning of achromosomal locus
(exp) which regulates the expression of several exoprotein genes. Mol Gen Genet 1988; 211:
435-440.

[20] MORFELDT E, PANOVA-SAPUNDIJIEVA |, GUSTAFSSON B, ARVIDSON S. Detection
ofthe response regulator AgrA in the cytosolic fraction o tStaphylococcusaureus by monoclonal
antibodies. FEMS Microbiol Lett 1996; 143: 195-201.

[21] MORFELDT E, TAYLOR D, von GABAIN A, ARVIDSON S. Activation of alpha-toxin
translation in Staphylococcus aureus by the trans-encoded antisense RNA, RNAIIl. EMBO J
1995; 18:4569-4577.

[22] NIXON BT, RONSON CW, AUSUBEL FM. Two-component regulatory systems responsive
to environmental stimuli share strongly conserved domains with the nitrogen assimilation
regulatory genes ntrB and ntrC. Proc Natl Acad Sci USA 1986; 83: 7850-7854.

[23] NOVICK RP, PROJAN SJ, KORNBLUM J, ROSS HF, JI G, KREISWIRTH B, VANDE-
NESCH F, MOGHAZEH S. The agr P2 operon: an autocatalytic sensory transduction system
in Staphylococcus aureus. Mol Gen Genet 1995; 248: 4467158.

[24] NOVICK RP, ROSS HF, PROJAN SJ, KORNBLUM J, KREISWIRTH B, MOGHAZEH S.
Synthesis of staphylococcal virulence factors is controlled by a regulatory RNA molecule.
EMBO J 1993; 12: 3967-3975.

[25] RESCEI P, KREISWIRTH B, OREILLY M, SCHLIEVERT P, GRUSS A, NOVICK RP.
Regulation of exoprotein gene expression in Staphylococcus aureus by agr. Mol Gen Genet
1986; 202:58-61.

[26] SMELTZER MS, HART ME, IANDOLO JJ. Phenotypic characterization of xpr, a global
regulator of extracellular virulence factors in Staphylococcus aureus. Infect Immun 1993; 61:
919-925.

[27] WALDBURGER C, GONZALEZ D, CHAMBLISS GH. Characterization of a new sporula-
tion factor in Bacillus subtilis. J Bacteriol 1993; 175: 6321-6327.

Otrzymano: -
Przyjeto: 24.06. 1997 r.
Adres autora: Al. Mickiewicza 3, 31-120 Krakow



http://rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 24, SUPLEMENT NR 8, 1997 (87-100)

ILOSCIOWE METODY ANALIZY OBRAZU
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APPLICATIONS OF COMPUTER-ASSISTED IMAGE ANALYSIS
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Streszczenie: W artykule oméwiono wybrane zastosowania komputerowej analizy obrazu w genetyce
molekularnej. Dokonano przegladu zastosowan analizy obrazu w badaniach wykorzystujacych: technike
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), poréwnawczg hybrydyzacje genoméw (CGH), elektrofo-
rezejader pojedynczych komérek (Comet assay) oraz iloSciowg ocene zawartos$ci substancji w prazkach
elektroforetycznych. W pracy przedstawiono podstawowe zatozenia stosowanych metod oraz przyktady
ich zastosowania w biologii i medycynie.

Stowa kluczowe: Analiza obrazu, FISH, poréwnawcza hybrydyzacja genomow

Summary. The paper reviews some applications of computer-assisted image analysis to molecular
genetics. The current status of image analysis in fluorescence in situ hybridization (FISH), comparative
genomic hybridization (CGH) and comet assay analysis is discussed. The limitations and advantages of
the presented methodology are considered.

Key words: Image analysis, FISH, comparative genomic hybridization

l. WSTEP

W genetyce molekularnej najczesciej obecnie stosowanymi metodami badaw-
czymi sa analizy biochemiczne. W wyniku stosowania takiego podej$cia meto-
dologicznego otrzymywane rezultaty sg najczesciej wypadkowa zréznicowanych
sygnatéw pochodzacych z wielu, czesto réznigcych sie pod wieloma wzgledami
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komérek. Konsekwencjg tego jest otrzymywanie wynikéw, ktdre nie odzwierciedlajg
stanu pojedynczej komorki, ajedynie prezentujg $rednia warto$é (niekiedy nie odpo-
wiadajgca zadnej realnie istniejacej komdrce) dla catej populacji. Z tego wzgledu
coraz wiekszym zainteresowaniem ws$rdd biologdw cieszg sie metody pozwalajgce
prowadzi¢ badania na pojedynczych komodrkach. W biologii komorki od dawna
postulowano konieczno$¢ tego typu badan przy uzyciu metod analizy iloSciowej
[32]. Jednak dopiero na przetomie lat 1980 i 1990, dzieki pojawieniu sie na rynku
stosunkowo tanich i szybkich komputeréw osobistych, kamer CCD oraz przetwor-
nikbw obrazu na zapis cyfrowy mozliwe stato sie stworzenie wydajnych i po-
wszechnie dostepnych systemow komputerowej analizy obrazu.

Obecnie takie systemy znajdujg zastosowanie w wielu dziedzinach biologii. Omad-
wienie zastosowan i zasady dziatania metod komputerowej analizy obrazu mozna
znalez¢ w wielu pracach przegladowych [1, 3, 26, 28, 33, 43]. Gtéwne Kierunki
wykorzystania tych metod do analizy obrazéw mikroskopowych dotyczg fotome-
trycznych oznaczen ilosci réznych skladnikow komorki [2, 5, 8, 9, 12, 13, 15,
39] oraz morfometrycznej analizy ksztattu [2, 6, 7, 16, 24, 30, 31].

W prezentowanym artykule przedstawionych zostanie kilka wybranych zasto-
sowanh komputerowej analizy obrazu do badan zwigzanych z genetyka molekularna.

Il. BUDOWA UKLADU DO ANLIZY OBRAZU

Stosowane w badaniach genetycznych systemy do analizy obrazu praktycznie
nie r6znig sie od tego typu uktadéw uzywanych do analizy obrazéw mikroskopowych
w biologii komérki. Podstawowym elementem takiego uktadu jest mikroskop fluo-
rescencyjny. W przypadku pracy z sygnatami o malej intensywnos$ci $wiecenia,
z jakimi najcze$ciej mamy do czynienia w badaniach genetycznych, najbardziej
przydatne sg mikroskopy z obiektywami imersyjnymi o maksymalnie duzej aperturze
numerycznej. Istotne jest réwniez, aby autofluorescencja olejku imersyjnego, jak
réwniez uktadu optycznego mikroskopu byly ograniczone do minimum. Jest to
szczegO6lnie wazne przy stosowaniu wysoko czutych kamer CCD ze zdolnoscig
do integracji obrazu, poniewaz moga one osiggna¢ optymalng czutos¢ tylko wtedy,
gdy Swiecenie tta jest zaniedbywalne [47]. Mikroskop powinien by¢ rowniez wy-
posazony w przynajmniej trzy zestawy filtréw fluorescencyjnych lub luster dichroi-
cznych do obserwacji w najcze$Sciej uzywanych zakresach dtugosci Swiatta
wzbudzenia i emisji; UWniebieski (np. DAPI), niebieski/zielony (np. fluoresceina),
zielony/czerwony (np. rodamina). Bardzo istotne jest, szczegdlnie przy badaniach
wymagajacych duzej rozdzielczosci, takich jak np. mapowanie genetyczne, aby
poszczeg6llne zestawy filtrow byty tak dopasowane mechanicznie i oprogramowane,
aby nie nastepowato zjawisko przesuwania sie obrazéw wzgledem siebie przy zmianie
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filtréw [17, 47]. Zjawisko to mozna réwniez wyeliminowaé przez zastosowanie
filtrow wielopasmowych, ktore sa w stanie przepuszczaé¢ jednocze$nie dwa lub
trzy pasma Swiatta wzbudzenia i emisji. Jednak ten typ filtrow wymaga stosowania
do analizy obrazu kamer kolorowych.

Kolejnym waznym elementem uktadu aparatury majacym wptyw najakos$¢ analizy
obrazu jest kamera. W zaleznos$ci od planowanego zastosowania oraz posiadanych
srodkow mozna uzywac stosunkowo tanich, ale charakteryzujgcych sie niskag czu-
toscig kamer CCD pracujacych w trybie konwencjonalnych kamer video. Ten typ
kamer nie jest oczywiscie wystarczajgco czuty do analizy obrazéw o niskiej in-
tensywnosci Swiecenia, jak np. obiekty barwione w analizie FISH lub CGH. Ponadto
charakterystyczny dla tego typu kamer jest maty zakres dynamiczny (z reguty 6-7
bitéw, tj. 64 do 128 poziomdw szarosci), co nie pozwala na poréwnywanie sygnatéw
znacznie od siebie roznigcych sie intensywnos$cig [49]. Istnieje jednak wiele udo-
skonalanych tego typu kamer charakteryzujacych sie lepszymi parametrami [49].
Alternatywe (pomijajac niektére udoskonalone kamery video) stanowiag duzo drozsze,
stosowane od dawna w astronomii, chtodzone kamery CCD pozwalajace na integracje
padajgcego Swiatta przez dtugi czas. Kamery tego typu charakteryzujg sie bardzo
wysoka czutoscig irozdzielczo$cig oraz wykazujg liniowos¢ w bardzo duzym zakresie
(12-16 bitéw, tj. 4096-65536 poziomoOw szarosci) [4, 44, 47, 49]. Ostatnio pojawity
sie na rynku kamery specjalnie projektowane do analizy obrazéw wielobarwnych
wykorzystywanych w analizach typu FISH lub CGH. Kamery te majg niezalezne
uktady do detekcji kazdego z koloréw podstawowych [47]. Przy stosowaniu tego
typu kamer nie jest konieczne uzywanie kosztownych, sterowanych komputerowo
urzadzen do automatycznej zmiany filtrow.

Pozostate elementy systemu analizy obrazu stanowia: przetwornik analogowo-
cyfrowy, komputer oraz oprogramowanie, tworzone czesto pod katem okre$lonego
zastosowania posiadanego systemu.

Il. HYBRYDYZACJA IN SITU Z ZASTOSOWANIEM
SOND ZNAKOWANYCH FLUORESCENCYJNIE

Jedng z technik genetycznych, w ktorych znalazta zastosowanie cytometria ob-
razowa, jest hybrydyzacja in situ, a szczegdlnie jej wersja oparta na uwidacznianiu
sond molekularnych za pomocg barwnikéw fluorescencyjnych (ang. fluorescence
insitu hybridization - FISH). Hybrydyzacja in situ pozwala na detekcje specyficznych
sekwencji nukleotydowych w morfologicznie nienaruszonych komérkach badz chro-
mosomach [52, 53]. Poczgtkowo w technice tej stosowano sondy radioaktywne.
Ten typ sond charakteryzuje sie duzg czuto$cig, ale ograniczong rozdzielczoscig
zwigzang z wielkoscig ziaren emulsji fotograficznej. Ponadto stosowanie tych metod
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uniemozliwiajednoczesne uzycie kilku r6znych sond. W praktyce duzo wydajniejsze
okazato sie stosowanie sond znakowanych fluorescencyjnie. Umozliwito to do-
ktadniejszg lokalizacje badanych sekwencji, jak réwniez stosowanie takich procedur
umozliwito jednoczesne Sledzenie losu kilku r6znie wyznakowanych sond. Ocenia
sie, ze lokalizacja sekwencji DNA z zastosowaniem sond nieizotopowych jest 20-
krotnie doktadniejsza niz metody tradycyjne [53]. Obecnie zastosowanie wysokiej
klasy mikroskopow i czutych kamer CCD oraz efektywnych programéw anali-
zujacych pozwolito na dalsze udoskonalenie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ.
Technika ta posiada 3 cechy decydujgce o jej uzytecznosci [47]:

(i) wysoka czutosé (1-5 kb), definiowana jako najkrétszy odcinek DNA mozliwy
do detekcji;

(i) wysoka rozdzielczo$¢ (komérki metafazowe 1-3 Mb, komérki interfazowe
50 kb, DNA halos 1 kb) definiowana jako najmniejsza odlegto$¢ w tysigcach par
zasad pomiedzy dwoma identyfikowanymi odcinkami DNA, ktére mogg by¢ zaob-
serwowane pod mikroskopem;

(iii) mozliwo$¢ réwnoczesnej identyfikacji wielu réznych sond (do 12).

FISH wydaje sie by¢ szczegdlnie uzyteczna w prognozowaniu i diagnozowaniu
chordb nowotworowych [14, 19,51]. Najprostszg metodg w okreslaniu niestabilnosci
genetycznej w komérkach nowotworowych jest identyfikacja niewtasciwej liczby
chromosoméw. Typowa analiza cytogenetyczna majgca na celu wykrycie tego typu
defektéw opiera sie na analizie kariotypu, a wiec wymaga wystepowania komaérek
w metafazie. Poniewaz otrzymanie odpowiedniej liczby komérek w tej fazie wymaga
prowadzenia hodowli in vitro, uzyteczno$¢ tego postepowania w przypadku diag-
nozowania nowotworéw jest praktycznie niewielka. Zastosowanie FISH umozliwia
natomiast przeprowadzenie tego typu analiz przy uzyciu komoérek bedacych w in-
terfazie [14].

Przyktadem nowotworéw, o ktérych wiadomo, ze charakteryzuja sie wystepo-
waniem trisomii chromosomu 8, sg biataczki szpikowe. Dysponujac sondami hybry-
dyzacyjnymi z powtarzalnymi sekwencjami DNA potozonymi w okolicy centromeru
mozemy okresli¢ liczbe kopii tego chromosomu nawet w komérkach interfazowych.
Poniewaz obszar centromerowy chromosomu pozostaje skondensowany przez caty
cykl komorkowy, dlatego sygnat hybrydyzacyjny jest widoczny jako wyrazne punkty
w obrebie jadra interfazowego. Podobne wyniki mozna otrzyma¢ w przypadku
niektérych biataczek limfatycznych (trisomia 12), raka jajnika (zmieniona liczba
kopii chromosomu 12), raka pecherza (zmieniona liczba kopii chromosomu 17)
[14, 50]. Badania takie pozwalajg réwniez na prognozowanie przezywalnosci np.
w przypadku trisomii chromosomu 7 w raku prostaty [14].

Poniewaz przyjmuje sie obecnie, ze mniej niz 3% zachorowan o podiozu ge-
netycznym jest spowodowanych zmiang dotyczacg jednego genu, konieczne wydaje
sie by¢ stosowanie metod pozwalajagcych na jednoczesne badanie zmian w kilku
roznych sekwencjach DNA. Najprostszym sposobem obserwowania kilku r6znych
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rodzajow sond jednocze$nie jest wyznakowanie ich réznymi barwnikami fluore-
scencyjnymi. Uzywajac odmiennie wyznakowanych sond specyficznych dla danego
chromosomu mozna obecnie w obrebie jednego preparatu odmiennie wybarwic
do 6 réznych chromosomdw. Konstruujac nastepnie obraz ztozony z kilku nie-
zaleznych obrazow cyfrowych, otrzymanych przy réznych zestawach filtrow wia-
$ciwych dla kazdego z uzytych barwnikéw fluorescencyjnych, mozna na jednym
preparacie obserwowac jednoczesnie kilka r6znych chromosomdw. Dla uzyskania
podobnego wyniku wystarczy uzycie mniejszej liczby fluorochromow, jezeli wy-
korzysta sie zjawisko powstawania nowej barwy w wyniku mieszania sie koloréw
podstawowych (rys. 1). Liczbe mozliwych kombinacji okre$la zalezno$é 2/(-U gdzie
n to liczba barwnikéw. W najprostszym przypadku, gdy n=2 mozemy otrzymaé
3 barwy. Gdy sonda | barwiona jest na czerwono, sonda Il na zielono, a sonda
Il na zielono i czerwono, w efekcie otrzymamy w obrazie ztozonym 3 kolory
przy 2 barwnikach, gdyz dla sondy Il w wyniku naktadania si¢ barwy czerwonej
i zielonej obserwujemy sygnat zotty. Jeszcze wiekszg mozliwos$¢ kombinacji mozemy
otrzymaé stosujac zmienione proporcje barwnikéw dla réznych sond (rys. 1). W
tym przypadku stosowanie 2 barwnikéw pozwala na identyfikacje 4 ré6znych chro-
mosomoOw. Rozroznienie pomiedzy chromosomami barwionymi przy réznych pro-
porcjach barwnikéw umozliwia komputerowe okreslenie zawartos$ci poszczegdinych
koloréw podstawowych w sygnale z analizowanego chromosomu [14].

Stosujac przedstawione techniki mozna réwniez okreslaé translokacje odcinkow
chromosomoéw, gdy na jednym chromosomie metafazowym pojawia sie sygnat od
sond specyficznych dlaréznych chromosomow [14,25,47,48, 51] oraz rownocze$nie
aneuploidii i amplifikacji okre$lonego genu [50].

IV. MAPOWANIE GENETYCZNE

Poniewaz istnieje mozliwos$¢ jednoczesnego iniezaleznego umiejscowienia okre-
$lonych sekwencji genetycznych za pomoca FISH, istnieje réwniez mozliwo$¢ ma-
powania genéw [18, 20, 45, 46]. O ile w przypadku chromosomoéw metafazowych
rozdzielczo$¢ tego mapowania nie jest zbyt duza i wynosi 2-3 Mb, to juz dla
jader interfazowych zbliza sie do 50 kb. Natomiast zastosowanie odpowiednich
technik rozciggajacych chromatyne powoduje zwiekszenie rozdzielczo$ci nawet do
1 kb [18, 47, 48].

Jedng z takich metod jest technika oparta na rozciggnieciu widkien DNA izo-
lowanych z komorek osadzonych w bloczkach agarowych [18]. Komorki zatopione
w bloczku agarowym i poddane dziataniu proteinazy K i RNAazy A sg umieszczane
na szkle pokrytym poli-L-lizyng. Agar jest nastepnie roztapiany termicznie, a DNA
jest rozciggane przy uzyciu drugiego szkietka i suszone. Na tak otrzymanych wdk-
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Rys. 1. Schemat barwienia réznicowego chromosoméw za pomocg sond molekularnych znakowanych
réznymi fluorochromami; znakowanie trzech (A) iczterech (B) typ6éw chromosomow przy uzyciu dwdéch
barwnikéw fluorescencyjnych (wg [14] zmodyfikowane)
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nach DNA Heiskanen i wsp. [18] mapowali potozenie dwé6ch klonéw cosmidow
dla onkogenu erbB-2 (CRC Neu 1- znakowany na zielono i CRC Neu4 - znakowany
na czerwono), o ktdrych wiadomo byto, ze nakladaja sie na siebie na obszarze
25 kh. Obszar ten byt widoczny na badanych wtdknach DNA jako obszar $wiecacy
na z6tto w wyniku natozenia sie sygnatu zielonego od Neul i czerwonego od
Neu4.

Jeszcze wyzszg rozdzielczo$¢ otrzymano dla 3 plazmiddéw o wielkoSci 4,2, 6
i 7 kb. W wyniku przeprowadzonej analizy zmapowano potozenie plazmidu 7 kb
pomiedzy plazmidami 4,2 i 6 kb. Wynikiem tym potwierdzono informacje otrzymane
na podstawie analizy mapy restrykcyjnej [18]. Tak wysoka rozdzielczo$¢ wydaje
sie juz umozliwia¢ do$¢ doktadne mapowanie pojedynczych gendw.

V. POROWNAWCZA HYBRYDYZACJA GENOMOW

Chociaz FISH jest bardzo efektywng metotg cytogenetyczng, jednak jej zasto-
sowanie jest ograniczone do identyfikowania znanych sekwencji genetycznych, dla
ktérych istnieja specyficzne sondy. W przypadku choréb nowotworowych, w ktérych
zmiany genetyczne komdrki s bardzo duze, czesto nie wiadomo, jakie zmiany
i w jakich genach powodujg patologie komorki. Pomimo zidentyfikowania wielu
specyficznych dla nowotworéw zmian w liczbie i organizacji chromosomow oraz
stwierdzenia zaburzen wystepowania onkogendw i antyonkogeno6w, dalecy jeszcze
jesteSmy od petnego okreslenia uktadéw genéw zwigzanych z rozwojem danego
rodzaju nowotworu. Powoduje to konieczno$¢ poszukiwania metod prostego ijed-
noczesnego obrazowania wielu réznic genetycznych (takich jak delecje czy am-
plifikacje genéw) miedzy komoérkami prawidtowymi i nowotworowymi. Tego typu
analiza stata sie mozliwa dzieki opracowaniu metod iloSciowej analizy poréwnawczej
hybrydyzacji genoméw (ang. comparative genomie hybridization - CGH) [23, 35,
50]. W doswiadczeniach tego typu izoluje sie catkowite DNA z komoérek pra-
widtowych i nowotworowych. Kazda z tak otrzymanych prébek jest znakowana
odmiennym fluorochromem. Odmiennie niz w przypadku FISH nie mamy tutaj
do czynienia ze S$ciSle okres$long sondg, lecz role sond odgrywa catkowity DNA
komoérek prawidtowych i nowotworowych. Nastepnie wyznakowane prébki miesza
sie ze sobg w stosunku 1.1 i hybrydyzuje z prawidtowymi chromosomami meta-
fazowymi (rys. 2). Jesli wyznakujemy DNA komoérek prawidtowych na czerwono,
a nowotworowych na zielono, a dane sekwencje wystepujg w takiej samej ilosci
w komorkach prawidtowych inowotworowych, tzn. dany region nie ulegt amplifikacji
ani delecji, to wynikiem hybrydyzacji z prawidtowymi chromosomami bedzie barwa
z0tta, powstata w skutek naktadania sie sygnatu pochodzacego od fragmentow wy-
znakowanych na zielono i czerwono. Dzieje sie tak dlatego, ze oba rodzaje sond
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DNA nowotworowy DNA prawidtowy
(zielony) (czerwony)
prawidiowy  amplifikacja delecja
(zotty) (zielony) (czerwony)

Rys. 2. Schemat metody poréwnawczej hybrydyzacji genoméw (CGH), opis w teks$cie

majg takie samo prawdopodobienstwo hybrydyzacji zchromosomami metafazowymi.
Jesli jednak w DNA komérek nowotworowych nastapita delecja jakiego$ fragmentu
genomu, nie wystgpi zabarwienie danego miejsca na kolor zielony, lecz jedynie
czerwony pochodzacy od DNA komérek prawidtowych. Przeciwnie, je$li dany frag-
ment genomu komdrki nowotworowej ulegt amplifikacji, to w zaleznosci od jej
stopnia w obserwowanym sygnale przewazat bedzie kolor zielony. Analize otrzy-
manego obrazu przeprowadza sie wykorzystujgc komputerowy pomiar stosunku
kolorow wzdtuz osi chromosomu. Na podstawie takiego profilu mozna sporzadzié
nastepnie mape regionéw wykazujacych delecje wzglednie amplifikacje. Mozliwos$¢
taka jest niezwykle uzyteczna w identyfikacji regionéw DNA, w ktdrych zmiany
sg zwigzane z powstawaniem nowotwordw. Analiza tego typu pozwala na zaob-
serwowanie zwiekszonej ilosci kopii danego fragmentu DNA o 50%, tzn. jedng
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dodatkowa kopie w prébce diploidalnej dla fragmentow o wielkosci co najmniej
2 Mb. Ale w przypadku amplifikacji rzedu 400% (tj. 8 dodatkowych kopii) mozna
zaobserwowac fragmenty o wielkosci 250 kb lub nawet 100 kb dla amplifikacji
1000% (tj. 20 dodatkowych kopii). W przypadku analizy delecji maksymalny stopien
utraty liczby kopii DNA moze oczywiscie wynie$¢ najwyzej 100% (tj. 2 kopie
DNA) i jest zauwazalny dla fragmentéw o wielkoSci 1 Mb. Natomiast utrata 1
kopii DNA moze by¢ zaobserwowana dla fragmentow o wielkosSci co najmniej
2 Mb [35].

Podsumowujgc, do zalet metody CGH mozna zaliczyé:

(i) brak koniecznosci posiadania specyficznych sond;

(i) brak koniecznosci posiadania dobrej jakosci preparatow metafazowych ba-
danych komdrek nowotworowych;

(iii) ze wzgledu na specyfike metody wykazujgcejjedynie duze rdznice genetyczne,
uzywany DNA komorek prawidtowych nie musi pochodzi¢ od pacjenta, ktérego
DNA jest poddawane analizie.

Te same cechy mogg by¢ oczywiscie uznane za wady tej metody. Prace nad
dalszym jej udoskonaleniem ciggle trwajg i prawdopodobnie juz niedtugo bedzie
istnie¢ mozliwo$¢ w petni automatycznej analizy CGH.

VI. ANALIZA USZKODZEN DNA W DRODZE
ELEKTROFOREZY JADER POJEDYNCZYCH KOMOREK

Kolejne zastosowanie cytometria obrazowa znalazta w pomiarach ilosci DNA
w jadrze komdrkowym (przy uzyciu barwnikéw wigzacych sie ilosciowo z DNA,
np. bisbensimide Hoechst 33258, DAPI) lub syntezy DNA (przy uzyciu bromo-
deoksyurydyny) [36, 37, 41, 42]. Obraz mikroskopowy tak wybarwionych jader
komorkowych przetwarza sie na obraz cyfrowy, a nastepnie poddaje sie segmentacji
na tto i analizowane obiekty. Nastepnie wartosci wszystkich pikseli w obrebie wy-
znakowanego jadra sa sumowane. Otrzymana warto$¢ liczbowa jest proporcjonalna
do intensywnos$ci $wiecenia danego obszaru obrazu, a zatem okres$la ilos¢ DNA
w jadrze komérkowym [11, 33]. Metoda ta szczeg6lnie czesto wykorzystywana
jest w badaniach komoérek nowotworowych, ktére bardzo czesto charakteryzujg
sie anomaliami w podstawowej ilosci DNA [8, 9, 21, 27, 29, 38, 40]. Praktycznie
takie samo podejscie metodyczne mozna zastosowaé przy analizie elektroforezy
jader pojedynczych komérek z wykorzystaniem tzw. metody kometkowej (ang.
Comet assay). Szczeg6towy opis tej metody wraz z mozliwosSciami zastosowania
mozna znalezé w artykule przegladowym P. Jatoszyniskiego i wsp. [22]. Metoda
ta stuzy do detekcji iloSci peknieg¢ DNA w pojedynczych komérkach. Zatopione
w zelu komoérki poddaje sie lizie w r6znych warunkach doswiadczalnych, a nastepnie
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Fot. 1. Zasada zastosowania komputerowych metod analizy obrazu do pomiaru zawartosci DNA w
poszczegblnych czesSciach kometki; cyfrowy obraz kometki (A), wyodrebniona do analizy: "gtowa
kometki" (B), "ogon" (C) i fragment "ogona" (D)

przeprowadza sie elektroforeze. Po wybarwieniu zelu odpowiednim barwnikiem
fluorescencyjnym obserwujemy charakterystyczny obraz komety. Glowa komety
odpowiada miejscu, gdzie przed liza znajdowato sie jadro komérki, natomiast
ogon pojawia sig, gdy DNA komarki ulegto zjakich$ przyczyn degradacji. Poniewaz
stopien degradacji DNA jest proporcjonalny do wielkoSci ogona, to analiza otrzy-
manych wynikéw polega na analizie ilosci DNA znajdujgcego sie w gtowie i ogonie
komety. Najprostszy sposob analizy polega na liczeniu kometek podzielonych na
okreslone kategorie morfologiczne uzaleznione od dtugo$ci ogona i wielko$ci gtowy.
Zastosowanie w tym przypadku komputerowej analizy obrazu znacznie zwieksza
mozliwo$¢ detekcji uszkodzeA DNA. Stosujac takie same zasady pomiaru jak w
przypadku analizy ilosci DNA mozemy w stosunkowo prosty sposéb oznaczy¢
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procentowga lub bezwzgledng zawarto$¢ DNA w poszczeg6lnych elementach komety
(fot. 1). Tego typu analiza znacznie utatwia interpretacje wynikOw oraz znacznie
rozszerza stosowalnosSc¢ tej metody.

VII. ILOSCIOWA ANALIZA ROZDZIALOW ELEKTRO-
FORETYCZNYCH BIALEK | KWASOW NUKLEINOWYCH

Interesujacg mozliwo$¢ wykorzystania uktadu do analizy obrazu stanowi wy-
korzystanie go w praktycznie niezmienionym ksztatcie do iloSciowej analizy zelow
z rozdziatow elektroforetycznych. Zasada takich pomiardw jest zblizona do wspo-
mnianej wczesniej analizy ilosci DNA w jadrach komdérkowych. Zastepujgc w po-
siadanym uktadzie do analizy obrazu mikroskop obiektywem mozemy otrzymaé
obraz cyfrowy dowolnego zelu elektroforetycznego i dokonaé prostej analizy po-
réwnawczej wykonujac profil gestosci optycznej poszczeg6lnych prazkdw. Jest to
tzw. analiza 1-D. Teoretycznie doktadniejszg analize mozna uzyskac¢ stosujgc pomiar
gestosci optycznej catego prazka, tj. sumujac wartosSci wszystkich pikseli obszaru
zdefiniowanego jako prazek (np. przez podanie wysokos$ci progu oddzielajgcego
tto od prazka) tak jak w przypadku analizy ilosci DNA (tzw. analiza 2-D) [10,
34]. W praktyce, gdy mamy do czynienia z do$¢ jednorodnymi prazkami, réznice
wynikéw otrzymanych tymi dwoma metodami nie sg istotne [10].

Najczesciej z uwagi na cene i prostote obstugi w uktadach do analizy zeli stosuje
se jako sensory zwykte kamery video. Poniewaz oferujg one ze wzgledu na wysoko$¢
wszelkiego rodzajow szumow stosunkowo maty zakres dynamiczny, to w przypadku
poréwnywania pragzkOw znacznie réznigcych sie od siebie moze dochodzi¢ do prze-
ktaman zwigzanych ze sptaszczeniem obserwowanych réznic. Jest to jednak tatwe
do zauwazenia nawet na zwyktym profilu, gdy obserwujemy obciete szczyty lub
brak sygnatu od stabszych prazkow, ktére sg widoczne na zelu. Pomimo tego zakres
stosowalnosci tej metody analizy iloSciowej prazkéw elektroforetycznych jest sto-
sunkowo duzy.

VIlIl. PODSUMOWANIE

Obserwowany w ostatnich latach gwattowny rozwdj metod komputerowej analizy
obrazu spowodowat préby ich zastosowania w genetyce molekularnej. Wykorzystanie
tych metod do analizy wynikéw otrzymanych technikami fluorescencyjnej hybry-
dyzacji in situ oraz poré6wnawczej hybrydyzacji genomow moze nie tylko dostarczy¢
wielu cennych informacji o genomie komorki, ale rowniez moze by¢ uzyteczng
metodg stosowang w prognozowaniu i diagnozowaniu wielu schorzen majacych
podtoze genetyczne. Obecnie prowadzone sg intensywne prace majgce na celu peing
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automatyzacje analizy obrazu bedgcg warunkiem powszechnego wprowadzenia me-
tod komputerowej analizy obrazu do praktyki klinicznej.
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NA AKTYWNOSC PROLIFERACYJINA
| EKSPRESJE GENOW W KOMORKACH ZWIERZECYCH*

THE EFFECT OF MECHANICAL FACTORS ON MITOTIC
ACTIVITY AND GENE EXPRESSION IN ANIMAL CELLS

Anna JURKIEWICZ, Jarostaw CZYZ
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Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw

Streszczenie: Zdolno$¢ do rejestrowania i przetwarzania bodzcéw mechanicznych oraz ich zamiany na
sygnat chemiczny wykazywana jest przez wiekszo$¢ typéw komorek zwierzecych. Reakcje komérek na
mechaniczne pobudzenie obejmowaé moga zaréwno zwiekszong aktywno$¢ proliferacyjna, jak i zmiany
ekspresji genéw w komorkach. Leza one u podstaw zmian adaptacyjnych tkanki w odpowiedzi na wzrost
jej obcigzenia mechanicznego obserwowanych m.in w mieéniu sercowym, tkance naczyniowej i kostnej.
W pracy przedstawiono w zarysie aktualny stan wiedzy na temat mechanizmdw percepcji bodzcow
mechanicznych przez komérki zwierzece oraz ich zamiany na sygnaty chemiczne. Omoéwiony zostat
réwniez wptyw czynnikéw mechanicznych na aktywno$¢ proliferacyjng i ekspresje genéw w komoérkach
oraz remodelling tkanki mies$nia sercowego

Stowa kluczowe: mechanodetekcja, btona komaérkowa, kanaty jonowe, cytoszkielet, transdukcja sygnatu,
ekspresja gendéw, proliferacja

Summary: The majority of normal animal cell types is capable of detecting mechanical stimuli and
translating these stimuli into chemical signals. Cells respond to applied mechanical load by a variety of
reactions, including increased mitotic activity and changes in gene expression. These reactions form the
base for the adaptive response of the whole tissue, as observed among others in heart muscle, vascular
and bone tissue. In this review we outlined the contemporary knowledge concerning the detection of
mechanical stimuli by animal cells and thereby activated signal transduction pathways. We also
discussed the effect of mechanical factors on cell mitotic activity and gene expression, and the
remodelling of the mechanically overloaded heart muscle.

*Praca finansowana z grantu KBN nr 4P05A 014 12.
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1. WSTEP

Zdolno$é komorek do reagowania na bodZce zewnetrzne jest powszechnym zja-
wiskiem biologicznym. Komérki w organizmie wielokomérkowym komunikuja sie
ze Srodowiskiem za posrednictwem receptoréw btonowych, ktére uaktywniajg ka-
skady wtérnych przekaznikéw prowadzace do reakcji catych komorek. Receptory
te mozna podzieli¢ na wrazliwe na czynniki chemiczne (np. receptory czynnikdéw
wzrostowych i hormonéw) oraz wrazliwe na czynniki mechaniczne (np. mecha-
nowrazliwe kanaty jonowe). Wiekszos¢ typéw komorek jest w stanie zarejestrowac
bodziec mechaniczny iprzetworzy¢ go nasygnat biochemiczny. Mechanizmy detekcji
bodzcow mechanicznych sg podobne u réznych typéw komorek, jednak odpowiedz
zalezy od fenotypu komorki, jej stanu funkcjonalnego i innych czynnikow. Sygnat
mechaniczny wywotuje reakcje fizjologiczne komérek, takie jak: zmiany ekspresji
gendw, intensywnos$ci syntezy biatek (np. biatek strukturalnych, kolagenu, prosta-
glandyn itp.) i szybkosci wzrostu.

Uwaza sie, ze istniejg dwa typy czynnikdw mechanicznych dziatajgcych na ko-
morki: powodujgce rozciaggniecie btony komérkowej (ang. strain) oraz wywotane
przeptywem ptynu nad komérkami (ang. shear stress). Postuluje sie, ze komorki
posiadajg odrebne systemy detekcyjne dla kazdego z typow czynnikéw mecha-
nicznych. Sygnaly mechaniczne typu strain odbierane sg i przetwarzane za pomocg
dwéch podstawowych systeméw: zwigzanego z mechanowrazliwymi kanatami jo-
nowymi i zwigzanego z cytoszkieletem, ktére w pewnych przypadkach moga ze
sobg wspdétdziata¢. Mechanizm dziatania sygnatu mechanicznego typu shear stress
na komorki pozostaje nie do koica poznany. Detekcja sygnatu mechanicznego zwig-
zanego z przeptywem ptynu nad komérkami zachodzié moze przez zmiany wia-
sciwosci fizycznych btony komorkowej rejestrowane przez cytoszkielet i biatka
btonowe. Obcigzenie wywotane przeptywem ptynu wywotywaé¢ moze zmiany wias-
nosci fizycznych btony, w tym jej ptynnosci, co stwierdzono na podstawie zwie-
kszonej przepuszczalno$ci btony dla niektérych barwnikéw fluorescencyjnych.

Zdolno$¢ komoérek do odbierania bodZzcéw mechanicznych i reagowania na te
bodzZce jest niezwykle waznym zjawiskiem lezagcym u podstaw reakcji adaptacyjnej
tkanek na zmienione warunki. Przykiadem takiej reakcji moze by¢ zwiekszona
mineralizacja kosci lub hipertrofia miesnia sercowego w odpowiedzi na wzrost
obcigzenia mechanicznego.
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W pracy omdwiono ogélne mechanizmy detekcji bodZcéw mechanicznych przez
komérki, szlaki reakcji na te bodzce oraz bardziej szczeg6towo przedstawiono
reakcje wybranych typow komérek.

2. MECHANIZMY DETEKCJI SYGNALOW
MECHANICZNYCH PRZEZ KOMORKI

2.1 Mechanowrazliwe kanaty jonowe i enzymy blonowe

Mechanizm przetwarzania sygnatu mechanicznego na sygnat chemiczny nie zostat
jak dotad dokladnie poznany. W procesie tym odgrywajg istotng role mechano-
wrazliwe kanaty jonowe [26, 27, 33]. Ich obecno$¢ stwierdzono u ponad 30 typdw
komérek Procaryota, roslin, grzyb6w i u wszystkich dotychczas badanych zwierzat
[5, 33, 39, 42, 58, 84]. Otwieranie mechanowrazliwych kanatéw jonowych moze
nastepowac bezposrednio w reakcji na zmiany naprezenia btony komodrkowej lub
posrednio - przez cytoszkielet [3, 27]. Doswiadczenia polegajgce na wbhudowywaniu
do liposomow sklonowanych biatek bakteryjnych mechanowrazliwych kanatow jo-
nowych i badaniu ich techmkgpatch-clamp [55] wykazaty, ze mozliwajest aktywacja
kanatéw jonowych pod wpltywem bodZca mechanicznego w liposomach, ktére z
zasady pozbawione sg cytoszkieletu [26, 74]. Wynik ten wskazuje, ze biatka kanatow
jonowych moga bezposrednio reagowac na zmiany naprezenia btony komérkowe;j.

Niektérzy autorzy sugeruja, ze w detekcji czynnika mechanicznego przez me-
chanowrazliwe kanaty jonowe moga uczestniczy¢ biatka cytoszkieletu. Biatka te
mogg przenosi¢ sygnat mechaniczny zarejestrowany na przyktad przez integryny
na kanaty jonowe [3, 79]. Jak dotad nie poznano, ktére biatka mogtyby byé od-
powiedzialne za interakcje miedzy mechanowrazliwymi kanatami jonowymi a cyto-
szkieletem. Sugeruje sie, ze funkcje te petnia spektryny i dystrofiny [27]. W
przenoszeniu bodZca mechanicznego z otoczenia komérki do mechanowrazliwych
kanatow jonowych moga uczestniczy¢ rdwniez biatka kontaktow zogniskowanych
(ang. focal contacts), ktére tgczg substancje miedzykomdrkowg z cytoszkieletem
(31

Wykazano, ze aktywacja mechanowrazliwych kanatdw jonowych prowadzi do
bardzo szybkiego (zachodzgcego w milisekundach) wzrostu stezenia wapnia we-
wnatrzkomorkowego z jego stezenia podstawowego (35-50 nM) do stezenia ponad
1000 nM [59]. Badania mechanizmu wplywu mechanicznej stymulacji komorek
na ich zachowanie dowiodty, ze wzrost wewngtrzkomorkowego stezenia jonow
wapnia, nastepujacy w wyniku aktywacji mechanowrazliwych kanatéw wapniowych
zalezny jest m. in. od cytoszkieletu aktynowego i fosfolipazy C. Monoalid - inhibitor
fosfolipazy C oraz cytochalazyna B - czynnik blokujacy polimeryzacje aktyny
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powodujg zanik reakcji komdérek endotelialnych na mechaniczng stymulacje [15].
Na tej podstawie zasugerowano mechanizm wptywu mechanicznej stymulacji ko-
mdrek na stezenie jondw wapnia w cytoplazmie. Deformacja komorek prowadzi
do aktywacji mechanowrazliwych kanatdw wapniowych. Etap ten zalezny jest od
architektury cytoszkieletu. Lokalny wzrost stezenia jonéw wapnia wywotuje akty-
wacje fosfolipazy C, ktora przez synteze inozytolotréjfosforanu (IP3) powoduje
uwolnienie jondw wapnia z zasobéw wewngatrzkomdrkowych i wzrost ich stezenia
w catej komédrce [15, 61].

Kanaty jonowe mogg by¢ rdwniez otwierane w wyniku bezposredniej aktywacji
przez sygnat mechaniczny niektérych enzymoéw btonowych, np. fosfolipazy C [25,
39]. W tym przypadku elementem bezpos$rednio rejestrujgcym bodziec mechaniczny
bytyby enzymy btonowe. Sygnat mechaniczny powoduje deformacje dwuwarstwy
lipidowej i zmiany konformacyjne niereceptorowych kinaz tyrozynowych, regu-
lowane przez biatka G. W efekcie aktywowane sg enzymy m. in. cyklaza adenylowa,
kinaza A [19], a przede wszystkim fosfolipaza C [15, 39]. W procesie tym naj-
prawdopodobniej réwniez zaangazowany jest cytoszkielet. Stwierdzono, ze cyto-
chalazyna B rozbijajgca filamenty aktynowe prowadzi do zahamowania S$ciezKi
przekazywania sygnatu opartej na fosfolipazie C, znoszac odpowiedZz komorki na
czynniki mechaniczne [15, 39]

2.2 Rola cytoszkieletu w detekcji sygnatu mechanicznego przez komorki

W ostatnich latach ukazaty sie prace, w ktorych sugeruje sie, ze cytoszkielet
oprécz roli w procesach otwierania mechanowrazliwych kanatéw jonowych moze
bezposrednio generowaé sygnat chemiczny w odpowiedzi na bodziec mechaniczny.
Wykazano, ze kontakty zogniskowane mogg by¢ reorganizowane pod wptywem
zadziatania sygnatu mechanicznego w przeciagu zaledwie kilku sekund lub minut
[3]. Na szczegdlng uwage zastugujg integryny oraz kompleksy biatkowe zwigzane
z kontaktami zogniskowanymi (ang.focal contacts), ze wzgledu na ich usytuowanie
w obrebie lub bezpos$redniej bliskosci btony komérkowej iich role w oddziatywaniu
komdrki z otoczeniem [35, 39, 40, 51, 59, 81]. W ich sktad wchodzi szereg
biatek zwigzanych z cytoszkieletem: biatek strukturalnych, takich jak: a-aktynina,
winkulina, talina, paksylina, tenzyna, biatka kapturkowe, aktyna, kortaktyna i ezryna
[6, 30, 31, 51], oraz biatek regulatorowych, takich jak: kinazy biatkowe pp"FAK
(ang.focal adhesion kinase) [30], pp60src, ILK (ang. integrin linked kinase) [28],
kinazy C [67], biatka G, antyportu Na+H+ [24, 62]. Postuluje sie, ze biatka te
moga uczestniczy¢ w transdukcji bodZzcow mechanicznych. Ich aktywnos$¢ bytaby
modulowana przez zmiany konformacyjne biatek strukturalnych spowodowane de-
formacjami cytoszkieletu po zadziataniu bodZzca mechanicznego [3]. Nalezy réwniez
pamietaé, ze biatka cytoszkieletu oddziatujg z biatkami btonowymi, takimi jak:
enzymy, kanaty jonowe i biatka transportowe. W kontaktach zogniskowanych i



WPLYW CZYNNIKOW MECHANICZNYCH 105

widknach naprezeniowych zlokalizowanych jest szereg biatek uczestniczacych w
kaskadach wtornych przekaznikéw [35, 40, 62, 70]. Co ciekawe, niektére kaskady,
np. zwigzane z kinazg FAK, sa aktywowane w wyniku aktywacji receptorow za-
rowno czynnikéow wzrostowych, jak i integryn [62]. Kaskada wtdérnych
przekaznikdéw, angazujaca biatka Grb, Sos, Ras, Raf i MAPK (ang. mitogen activated
protein kinase), moze by¢ uaktywniana zaréwno przez ufosforylowane biatko FAK,
jak i przez receptor epidermalnego czynnika wzrostowego (EGF, ang. epidermal
growthfactor) [70. 85]. Kaskady te moga uczestniczy¢ w reakcji komoérki na bodziec
mechaniczny. Ich aktywacja zachodzi¢ moze w wyniku deformacji niektérych biatek
w kompleksach zwigzanych z kontaktami zogniskowanymi. Pod wptywem bodzca
mechanicznego nastepuje wzrost ufosforylowania kinazy pp60src orazjej translokacja
do kontaktow zogniskowanych [3]. Tego typu reakcje stwierdzono m.in. w prze-
cigzonych mechanicznie kardiomiocytach. Bodziec mechaniczny powodowat przej-
sciowy wzrost ilosci pp60src we frakcji zwigzanej z cytoszkieletem po 4 godzinach
[45]. W tych samych komédrkach stwierdzono réwniez aktywacje innych kaskad
pod wptywem bodzca mechanicznego. Mechaniczne rozcigganie kardiomiocytow
wywotywato wzrost aktywnos$ci m.in. kinazy MAP, kinazy kinazy MAP, kinazy
S6 oraz kinazy Raf-1 [85].

Na podstawie doswiadczen wykonanych na komérkach $rédbtonka uwaza sie,
ze bodziec mechaniczny wykrywany przez integryny przekazywany jest nastepnie
do wnetrza komdrki za posrednictwem filamentéw aktynowych, mikrotubul i fi-
lamentow posrednich [71, 76]. Integryny moga posredniczy¢ w przenoszeniu bodzca
mechanicznego bezposrednio do jadra komdérkowego, wptywajac w ten sposob na
jego strukture i funkcje [38]. Witbkna cytoszkieletu tgcza sie ze strukturami cyto-
szkieletamymi macierzy jgdra komorki przez laminy jadrowe [10]. Na tej podstawie
sugeruje sie bezposredni wptyw bodZca mechanicznego rejestrowanego przez in-
tegryny najadro komorkowe. Pod wptywem czynnika mechanicznego nastepowac
moze reorganizacja macierzy jadrowej, wptywajgca na zmiany aktywno$ci wigzania
czynnikow transkrypcyjnych do DNA, a przez to na ekspresje genow [53, 63].

2.3 Mechanizmy detekcji przeptywu piynu nad komdrkami

Omédwione powyzej systemy mechanodetekcyjne - zwigzane z mechanowra-
zliwymi kanatami jonowymi oraz z uktadem integryn stuzag komérkom przede wszy-
stkim do rejestracji bodzcéw mechanicznych typu strain, powodowanych przez
rozciagniecie komorek. Istniejg réwniez inne systemy pozwalajgce na rejstracje
obcigzen wywotanych przeptywem ptynu nad komdérkami (shear stress).Tego typu
systemy badano gtéwnie na komoérkach Srédbtonka, ktére, z racji swej funkcji,
poddawane sg bodzcom zwiazanym z przeptywem krwi [13, 22].

Sugeruje sie, ze bodziec mechaniczny zwiazany z przeptywem ptynu nad ko-
mdrkami moze by¢ odbierany przez komdrki za posrednictwem zmian naprezenia
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i ptynnosci btony komoérkowej [25]. Sygnat taki moze by¢ nastepnie przekazywany
do innych rejonéw komorki. W procesie tym najprawdopodobniej zaangazowany
jest cytoszkielet, gdyz wykazano, iz przeptyw ptynu nad komérkami prowadzi do
reorganizacji cytoszkieletu aktynowego [23,68,76,77]. Stwierdzono réwniez zmiany
ksztattu komdérek w odpowiedzi na taki bodziec, co potwierdza udziat cytoszkieletu
w tych procesach. [13, 54, 68, 76, 77].

Zmiany wiasciwosci fizycznych btony komorkowej, w tym jej ptynnosci i na-
prezenia moga by¢é rowniez rejestrowane przez mechanowrazliwe enzymy btonowe,
takie jak fosfolipaza AO i C [15, 22, 39, 48]. W efekcie aktywacji fosfolipazy
A9 ; fosfolipidow btonowych uwalniany jest kwas arachidonowy, przeksztatcany
nastepnie w prostaglandyne 1? [48]. Z kolei aktywacja fosfolipazy C prowadzi
do wzrostu stezenia inozytolotréjfosforanu i Ca++ oraz wzrostu aktywnosci kinazy
C. Mozliwe jest, ze w reakcjach tych zaangazowane sg biatka G, aktywowane
juz w ciggu pierwszej sekundy od zadziatania czynnika mechanicznego [25]. W
doswiadczeniach z pobudzanymi przeptywem piynu komdrkami $rédbtonka wy-
kazano, ze inaktywacja biatek G przez toksyne krztuSca prowadzita do zahamowania
reakcji komorek na bodziec mechaniczny [25].

3. WCZESNA ODPOWIEDZ KOMORKI
NA BODZIEC MECHANICZNY

Transdukcja sygnatu mechanicznego przez btone komérkowa i jego zamiana
na sygnat chemiczny powoduje aktywacje kaskad wtoérnych przekaznikéw anga-
zujacych m.in. jony wapnia [1, 3, 7, 15, 36, 37, 57, 59, 82], fosfolipaze C [15,
39], biatka G [25], cyklaze adenylowg i guanylowg [39], kinaze biatkowg C [57].
Sygnat chemiczny generowany w komdrce przez bodziec mechaniczny przeka-
zywany jest do jadra komoérki, co prowadzi do zmian ekspresji niektérych gendéw.
Reakcjg komorki, zachodzacajuz w ciggu pierwszej godziny od zadziatania czynnika
mechanicznego jest zwykle wzrost ekspresji genéw wczesnej odpowiedzi (ang. Im-
mediate Early Genes, IEG) - czyli genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne (np.
c-myc, c-jun, c-fos, c-egr) [3, 13, 19, 75, 85]. Kinetyka zmian ekspresji tych genéw
jest podobna do obserwowanej w komorkach pobudzanych czynnikami wzrosto-
wymi, a poziom ich ekspresji zalezny jest od wielkosci obcigzenia (stopnia roz-
ciggniecia komoérek) [44]. W doswiadczeniach wykonanych technika northern biot
na pobudzanych mechanicznie kardiomiocytach wykazano wzrost poziomu mRNA
dla genow kodujacych kilka czynnikdw transkrypcyjnych, w tym sktadnikéw kom-
pleksu AP-1 (Fos i Jun). Ta podwyzszona ekspresja genow wczesnej odpowiedzi
byta przejSciowa. Wzrost ci$nienia krwi w komorach migénia sercowego kota po-
wodowat wzrost poziomu mRNA dla Fos i Egr-1 po 1 godzinie. Wysoki poziom
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mMRNA utrzymywatl sie przez 4 godziny, po czym osiagat poziom podstawowy
po 24 godzinach [66]. Z kolei w pobudzanych przeptywem ptynu komérkach $réd-
btonka wzrost ekspresji genu c-inyc obserwowano juz po Kilku minutach, a c-fos
i c-jun w ciagu 2 godzin [75].

Ciekawych danych dostarczyta analiza sekwencyjna regionéw promotorowych
genow aktywowanych w komdrce w odpowiedzi na bodziec mechaniczny. Elementy
promotoréw odpowiedzialne za reakcje na obcigzenie mechaniczne zostaty zlo-
kalizowane niedaleko SRE (ang. serum response element). Szczegétowo zbadano
element wrazliwy na obcigzenie promotora genu c-fos w kardiomiocytach, trans-
fekujac komorki genem skonstruowanym przez fuzje promotora c-fos i acetylo-
transferazy chloramfenikolu (CAT) [84]. Analizg delecyjng regionu C flankujgcego
wykazano, ze za reakcje komorki na bodziec mechaniczny odpowiedzialna jest
sekwencja potozona miedzy -227 oraz -404 parg zasad, zawierajgca SRE. Indukcja
c-fos przez rozciaganie komérek hamowana byta przez inhibitory kinazy C, co
sugeruje, ze ekspresja c-fos jest indukowana przez aktywacje tego biatka. Kinaza
ta aktywowana jest prawdopodobnie bezposrednio przez diacyloglicerol, co wy-
kazano stwierdzajac podniesiony poziom inozytolotréjfosforanu bezposrednio po
rozciggnieciu komoérek [84].

Podobne sekwencje DNA odpowiedzialne za reakcje komdrek na bodziec me-
chaniczny znaleziono w promotorze genu tafcucha B ptytkowego czynnika wzro-
stowego (PDGF, ang. platelet-derived growth factor) [64]. Sekwencje rdzenia -
GAGACC wykryto rowniez w promotorach innych genow, ktorych ekspresja akty-
wowana jest przez czynniki mechaniczne m.in. transformujgcego czynnika wzro-
stowego (TGF-[3, ang. transforming growth factor) i czynnika chemotaksji
monocytéw [13, 57].

Oprécz syntezy de novo istnieje rowniez mozliwo$¢ aktywacji i przemieszczania
w cytoplazmie gotowych czynnikéw transkrypcyjnych pod wptywem czynnika me-
chanicznego. Przyktadem tego mechanizmu jest aktywacja biatka nF-kB obser-
wowana w komorkach $rédbtonka pod wpltywem obcigzenia wywotanego
przeptywem plynu [13, 47]. Aktywowane czynniki transkrypcyjne wigzg sie do
promotordw gendéw kodujacych biatka nalezagce do pdznej odpowiedzi komérki
na zadziatanie czynnika mechanicznego. Do p6znej odpowiedzi komorki na bodziec
mechaniczny nalezy m.in. synteza biatek substancji miedzykomdrkowej, takich jak:
kolagen, fibronektyna czy lamininy. Mozliwe jest réwniez wydzielanie czynnikow
wzrostowych dziatajgcych nastepnie w drodze mechanizmu auto- lub parakrynnego
na sasiednie komdrki. BodZzce mechaniczne mogg réwniez pobudzi¢ komérki do
rozpoczecia syntezy DNA i proliferacji. Reakcje takg zaobserwowano w przypadku
wiekszosci typow badanych komorek.



108 A. JURKIEWICZ,J.CZYZ

4, WPLYW CZYNNIKOW MECHANICZNYCH
NA FIZJOLOGIE KOMOREK IN VITRO

4.1 Zmiany aktywnos$ci proliferacyjnej komdrek
pod wptywem bodZzcéw mechanicznych

P6zna reakcja komorek na bodziec mechaniczny obejmowaé moze zaré6wno zwie-
kszong ekspresje i sekrecje niektorych biatek, jak i wzrost aktywnosci mitotycznej
badanych komoérek. Wzrost intensywnosci syntezy DNA pod wptywem czynnikow
mechanicznych obserwowano miedzy innymi w przypadku fibroblastow [34], ko-
maorek miesni gtadkich [34, 80, 81], osteoblastow [16, 39, 60], komdrek nabton-
kowych [11] i $rodbtonkowych [3].

Curtis i Seehar [12] jako pierwsi zaobserwowali, ze cykliczne rozcigganie siatki
nylonowej, na ktérym hodowane byty fibroblasty zarodka kurczecia powodowato
znaczny wzrost ich aktywnos$ci mitotycznej. Bodzce mechaniczne o czestotliwosci
0,25,0,5 i 1Hz powodowaly okoto 2-krotny wzrost aktywnos$ci mitotycznej badanych
komoérek. Pozniejsze badania wptywu czynnikéw mechanicznych na aktywnos$¢ pro-
liferacyjng komorek réznych typdw pozwalajg zatozyé powszechno$¢ tego zjawiska.
Najczesciej stosowana strategig badania wptywu bodzcow mechanicznych na fi-
zjologie komorek w hodowli in vitro byto rozcigganie deformowalnych (najczesciej
silikonowych) podtozy z rosnacymi na nich komdrkami, a nastepnie okre$lanie
zmian aktywnosci mitotycznej i ekspresji genéw w komdrkach [1, 41, 60, 69,
81, 82]. Przy zastosowaniu tej techniki zaobserwowano wzrost aktywnos$ci mito-
tycznej m.in. komérek nabtonkowych [1 1] i osteoblastéw [60] pod wptywem bodzca
mechanicznego. W przypadku osteoblastéw wykazano, ze reakcja komoérek zalezy
od sity bodZzca. 1% rozciggniecie podtoza, na ktdrym rosty komoérki powodowato
ich najsilniejszg reakcje. Jednak wzrost sity bodzca przy zachowaniu tej samej
czestotliwosci wptywat hamujaco na reakcje komorek [60].

W przypadku niektérych typéw komdrek, np. mies$ni gtadkich, wykryto, ze ich
reakcja na bodziec mechaniczny ma charakter posredni i zwigzana jest z mecha-
nizmem parakrynnym [81]. Bodziec mechaniczny dziatajacy nate komérki powoduje
wzrost ekspresji i sekrecji ptytkowego czynnika wzrostowego (PDGF) do otoczenia.
Czynnik ten nastepnie pobudza wzrost komdrek. Wniosek ten potwierdzity do-
$wiadczenia z uzyciem przeciwciat przeciwko PDGF i receptorowi PDGF. Stwier-
dzono, ze ich dodanie do pozywki powodowalo prawie catkowity zanik reakcji
badanych komérek na bodziec mechaniczny. Takze czas reakcji komérek na bodziec
mechaniczny wskazuje na posredni, a nie bezposredni mechanizm reakcji. Najwiecej
komérek syntetyzujagcych DNA obserwowano dopiero po 36-48 godzinach od za-
dziatania bodzZca, podczas gdy dodanie czynnika wzrostowego powodowato wy-
stapienie maksymalnej reakcji juz po 12-18 godzinach. Wydtuzony czas reakcji
na bodziec mechaniczny w poréwnaniu z czasem reakcji na dodanie czynnika wzro-
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stowego ttumaczy sie tym, ze komorka w odpowiedzi na bodziec wydziela czynnik,
ktory nastepnie auto- lub parakrynnie wplywa na jej aktywno$¢ mitotyczng [81].

Innym przyktadem zaangazowania mechanizmu para- i autokrynnego w regulacji
odpowiedzi komérek na bodziec mechaniczny moze by¢ wydzielanie PDGF-AA
przez stymulowane mechanicznie komdrki miesni gtadkich [3, 78] oraz wydzielanie
angiotensyny Il przez kardiomiocyty [7, 8, 34]. Pobudzane mechanicznie fibroblasty
wydzielajg m. in. fibroblastyczny czynnik wzrostowy (aFGF, ang. acidicfibroblast
growthfator) icytokiny [34, 69], ktére powodujg wzrost miesnidwki gtadkiej naczyn
[34]. Z kolei endotelina 1produkowana przez komorki Srodbtonka [41, 57] wykazuje
silne dziatanie mitogenne na komdrki miesniowki gtadkiej naczynia [29] (tab. 1).

Dziatanie czynnik6w mechanicznych iczynnikéw wzrostowych na niektore typy
komérek moze sie wzajemnie uzupetniac. W przypadku komoérek $ciegna zaob-
serwowano, ze reakcja tych komérek na bodziec mechaniczny polegajaca na podjeciu
syntezy DNA i ekspresji cyklin jest znacznie silniejsza w obecnosci ptytkowego
czynnika wzrostowego niz pod jego nieobecno$¢ [3]. Sugeruje to, ze $ciezki trans-
dukcji sygnatu aktywowane przez bodzce mechaniczne i czynniki chemiczne moga
synergistycznie wptywac na reakcje komorek, takie jak: synteza DNA, proliferacja
i ekspresja niektérych gendéw [9, 62]. Wykazano jednocze$nie, ze komdrki hodowane
w warunkach pozbawionych zewnetrznych naprezen, np. na zelach kolagenowych,
tracity zdolno$¢ odpowiedzi na PDGF [50]. Oderwanie zelu, na ktérym rosty komérki,
od podtoza powodowato spadek poziomu autofosforylacji receptora PDGF pod
wptywem wigzania z ligandem. Zjawisko to mozna ttumaczyé wptywem naprezenia
btony na witasciwosci receptora lub synergistycznym dziataniem zaleznej od na-
prezenia btony kaskady wtornych przekaznikow, ktéra powoduje wzrost fosforylacji
receptora PDGF, wplywajgc w ten sposdb na jego aktywnos$¢ [50].

Dotychczas omoéwiony zostat wptyw zewnetrznego bodzca mechanicznego o
charakterze pulsacyjnym na zachowanie komoérek i ich fizjologie. Wykazano jednak,
ze réwniez statyczne rozciggniecie komorek wptywaé¢ moze na ich aktywnos$¢ mi-
totyczng [80]. Co ciekawe wigkszo$¢ typow prawidtowych komérek zwierzecych
przejawia spontaniczng kurczliwo$é, ktora, przez wptyw na naprezenie biony ko-
maorkowej i cytoszkieletu, moze aktywowac¢ sensory wrazliwe na bodziec mecha-
niczny [52].

Curtis i Seehar [12] zasugerowali, ze niektore zjawiska kontaktowe obserwowane
w hodowlach prawidtowych komorek zwierzecych in vitro, np. zalezno$¢ wzrostu
od przyczepienia lub kontaktowe zahamowanie wzrostu, moga wynika¢ z roli we-
wnatrzkomadrkowych naprezen w regulacji zachowania komorek. Naprezeniate mogg
by¢ wywotywane przez czynniki zewnetrzne, jak i przez spontaniczng aktywno$¢
skurczowa samej komorki.

Wptyw wewngtrzkomorkowych naprezeni na wiasciwosci komérek, w tym ich
aktywno$¢ mitotyczna, najlepiej obrazujg wyniki doSwiadczen opisane przez Mo-
chitate i wsp. [56]. Zaobserwowali oni, ze oderwanie zelu kolagenowego na ktérym
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Tabela 1 Reakcje wybranych typéw komoérek na bodzce mechaniczne

Typ komorek

Srodblonkowe

Kardiomiocyty

Osteoblasty

Fibroblasty

Komarki

Rodzaj reakc;ji

zmiana ksztattu
reorganizacja cytoszkieletu
wzrost aktywnosci mitotycznej
wzrost ekspresiji:
prostacykliny
PGI2
endoteliny-1
fibronektyny
lamininy
surfaktantu
TGF-p
IGF Iill
spadek ekspresji kolagenu

wzrost ekspresji:
biatek aparatu kurczliwego
(3-MHC
MLC
p-TM
troponin
a-aktyny
aFGF, TGF-p, ANF
angiotensyny Il (Ali)
receptora (Ali)

wzrost aktywnosci mitotycznej
wzrost ekspresiji:
kolagenu
fosfatazy alkalicznej
osteopontyny
osteocalcyny
pge?2
IGF |
odktadanie wapnia

wzrost aktywnos$ci mitotycznej
wzrost ekspresiji

kolagenu

elastyny

aFGF, cytokiny

wzrost aktywnosci mitotycznej

miesni gtadkich wzrost ekspresji:

kolagenu,
proteoglikanéw
PDGF

Referencje
[23, 57, 68]

[3]
[22]
[22, 41]
[29, 57]
[77]

(82]
(34]

(3]

[19, 84]

[34, 46, 66, 83]
[84]
8, 84]

[16, 39, 60]

(16]
[39]

(12]
(14]

[34, 69]
[34, 80, 81]

[3,81]

(81]
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rosty komorki, od podtoza szklanego, prowadzi do skurczu izotonicznego komdérek,
zmian w organizacji cytoszkieletu aktynowego i zahamowania wzrostu komdérek.
Wyniki te zostaly potwierdzone przez innych autoréw [32, 65].

W podobny sposéb komorki zachowywaty sie w hodowlach na nieadhezywnych
podtozach. W tych warunkach nastepowat spadek syntezy DNA i wzrost ekspresji
markeréw réznicowania [18, 72]. Ponadto zaobserwowano korelacje miedzy kur-
czliwoscig komdrek a ich aktywnosScig mitotyczng [43, 52]. Moze to sugerowac,
ze zmiany naprezenia btony komodrkowej i cytoszkieletu generowane przez aparat
kurczliwy samej komérki réwniez mogg wptywaé na jej fizjologie [3].

4.2 Wptyw czynnikdw mechanicznych na ekspresje gendéw przez komorki

Innym typem reakcji komdrek na zwiekszone obcigzenie mechaniczne jest wzrost
lub zahamowanie syntezy i sekrecji niektérych biatek (tab. 1). Wydzielanie przez
pobudzane mechanicznie komérki czynnikéw wzrostowych, np. PDGF, uczestni-
czacych nastepnie w auto- i parakrynnej regulacji aktywnosci mitotycznej komérek
wstepnie omowiono w poprzednim rozdziale. Szereg typow komorek reaguje na
bodziec mechaniczny wzrostem syntezy i sekrecji biatek substancji miedzykomor-
kowej. Wzrost syntezy kolagenu zaobserwowano miedzy innymi w osteoblastach
[16], komoérkach miesni gtadkich [3, 81] i fibroblastach [14]. Z kolei komorki
$rédbtonka zmniejszaja synteze kolagenu w odpowiedzi na rozcigganie [3]. Innym
typem odpowiedzi na bodziec mechaniczny jest wzrost syntezy proteoglikandw.
Reakcje takg zaobserwowano w przypadku komdrek miesni gtadkich, Sciegna i
chrzastki [3]. W przypadku fibroblastow stwierdzono réwniez wzrost sekrecji ela-
styny [14].

Wptyw mechanicznego obcigzenia na strukture tkanki kostnej badano na ko-
moérkach osteoblastycznych. Stwierdzono, ze komoérki te zwiekszaja odktadanie
wapnia oraz ekspresje zasadowej fosfatazy, osteopondyny i osteokalcyny [39]. Pro-
wadzi to do wzrostu gestosci tkanki kostnej. Co ciekawe, spadek obcigzenia me-
chanicznego tkanki kostnej powoduje zanik substancji miedzykomorkowej, co
sugeruje bardzo istotng role czynnikow mechanicznych w regulacji struktury tej
tkanki [39].

Podobny efekt dziatania czynnikédw mechanicznych zaobserwowano w przypadku
komoérek srodbtonka. Komorki te w odpowiedzi na bodziec mechaniczny podnoszg
ekspresje m.in. kolagenu 1V, fibronektyny i lamininy oraz endoteliny 1 [3, 23,
29, 34, 77], a komérki Srédbtonka ptuc wydzielajg surfaktant [82]. Stwierdzono
rowniez wydzielanie innych niebiatkowych substancji aktywnych w odpowiedzi
komorek srédbtonkowych na zadziatanie bodzca mechanicznego. Przyktadem moze
by¢ wydzielanie tlenku azotu [34], prostaglandyn [1, 22, 41] i prostacykliny [22].
Zwigzki te zaangazowane sg w procesie remodellingu naczynia pod wptywem zwie-
kszonego obcigzenia mechanicznego (tab. 1).
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5. WPLYW PRZECIAZENIA HEMODYNAMICZNEGO
NA HYPERTROFIE MIESNIA SERCOWEGO

Dobrze poznanym przyktadem dziatania czynnikéw mechanicznych na fizjologie
tkanki jest wptyw nadcisnienia tetniczego na hipertrofie miesnia sercowego. Kli-
nicznym objawem patologicznego obcigzenia miesnia sercowego jest wzrost jego
masy. Zjawisko to stanowi jedng z najpowazniejszych komplikacji zaburzen uktadu
krgzenia prowadzgcg do jego dysfunkcji [17, 49]. Wzrost masy miesnia sercowego
spowodowany jest przede wszystkim hipertrofig komorek, cho¢ postuluje sie rowniez
mozliwg role hiperplazji, czyli wzrostu liczby komorek [4, 73]. Przerost miesnia
sercowego prowadzi do jego niedotlenienia, co jest wynikiem zbyt matego rozrostu
naczyn krwionosnych zaopatrujgcych miesien i zwiekszenia drogi dyfuzji tlenu
z naczyn do komorek. W efekcie niedotlenienia powstajg lokalne obszary martwicze,
naciekane nastepnie przez fibroblasty i wypetniane kolagenem [7, 19, 34].

Wykazano, ze wzrost obcigzenia mechanicznego serca powoduje reakcje a-
daptacyjng tkanki polegajgcg m.in. na zmianach ekspresji niektérych genéw. Geny,
ktorych ekspresja sie zmienia pod wptywem zwiekszonego obcigzenia migénia ser-
cowego, mozna zaliczy¢ do dwdch podstawowych grup: geny wczesnej odpowiedzi
(ang. immediate early genes), ktérych ekspresja pobudzana jest bardzo szybko i
przejsciowo (por. rodziat 3) i genéw pdéznej odpowiedzi (ang. late response genes),
do ktdrych nalezg geny kodujace m.in. biatka tworzgce uktad kurczliwy komorki
mie$niowej [19, 84], a takze niektdre biatka regulatorowe, np. angiotensyna IlI,
receptor angiotensyny Il [7, 8], przedsionkowy czynnik natriuretyczny (ANF) [46,
66], czynniki wzrostowe [34]. Regulacja selektywnej aktywacji ekspresji tych genéw
zachodzi zaréwno na poziomie alternatywnego splicingu mRNA, jak i na poziomie
transkrypcji. Pod wptywem wzrostu obcigzenia mechanicznego nastepuje wzrost
ekspresji gendéw kodujgcych (3-ciezki tancuch miozyny (MHC) [19, 84], przed-
sionkowy lekki tancuch miozyny (MLC) [84], a-aktyne, troponine oraz [3-tro-
pomiozyne (TM). Zaobserwowano réwniez znaczny wzrost ekspresji formy V3
miozyny (homodimer (3) w poréwnaniu z formg VI-a [84].

Zwiegkszone obcigzenie mechaniczne powodowac¢ moze rdwniez spadek ekspresji
niektérych genéw. Przyktadem tego moze by¢ ekspresja zaleznej od Ca++ ATPazy
retikulum sarkoplazmatycznego (SERCA). Poziom mRNA tego biatka spadat sto-
pniowo w miare wzrostu obcigzenia mechanicznego. Efekt dziatania obcigzenia
mechanicznego jest tu podobny do dziatania czynnikéw wzrostowych [84].

Obok omowionej bezposredniej reakcji komorek serca na obcigzenie mechaniczne
istnieje réwniez uktad posredniej odpowiedzi, dziatajacej na komorkiprzez mecha-
nizm para- i autokrynny [2, 7, 8, 34]. Wykazano, ze jednym z podstawowych
czynnikdéw zaangazowanych w posrednig reakcje komorek miesnia sercowego na
bodziec mechaniczny jest angiotensyna Il. Wzrost obcigzenia mechanicznego kar-
diomiocytow w hodowli powoduje wzrost ekspresji i sekrecji tego biatka oraz jego
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receptora. Angiotensyna Il silnie pobudza hipertrofie komérek serca [4, 7, 8].
Wpiywa ona na wzrost ekspresji genu c-fos, jak réwniez na ekspresje gendéw
péznej odpowiedzi (a-aktyny szkieletowej, przedsionkowego czynnika natriurety-
cznego (ANF), transformujacego czynnika wzrostowego (TGF 8), endoteliny 1)
oraz podnosi poziom syntezy biatek mierzony intensywnosciag wbhudowywania feny-
loalaniny [84].

Zaangazowanie angiotensyny Il w procesach hypertrofii mie$nia sercowego pod
wptywem nadmiernego obcigzenia hemodynamicznego potwierdzity doSwiadczenia
z wykorzystaniem antagonisty receptora tego peptydu CV-11974 [84]. Czynnik
ten powodowat czeSciowe zahamowanie hypertroficznej reakcji kardiomiocytow
na mechaniczne pobudzanie w tym wzrostu ekspresji genu c-fos, aktywnosci kinazy
MAP, syntezy biatek i wbudowywania fenyloalaniny. Sugeruje sie, ze bodziec me-
chaniczny moze wptywac na fizjologie kardiomiocytéw w sposéb zaréwno bez-
posredni, jak posredni w drodze autokrynnej. Nastepowac to moze przez zwiekszong
synteze i sekrecje angiotensyny Il, ktéra nastepnie autokrynnie pobudza hypertrofie
komorek [4, 84]. Nie mozna wykluczy¢, ze inne typy komdrek obecnych w sercu
rowniez mogg reagowa¢ na mechaniczne pobudzanie wydzielaniem angiotensyny
Il, wywotujac w ten sposéb reakcje kardiomiocytow [4].

W reakcji hypertroficznej mie$nia sercowego w odpowiedzi na zwiekszenie ob-
cigzenia mechanicznego uczestniczg, oprécz kardiomiocytéw, réwniez inne typy
komdérek, a w szczegdblnosci fibroblasty [2, 4, 7, 34]. Komoérki te sg odpowiedzialne
m.in. za produkcje i utrzymywanie substancji miedzykomoérkowej. Wykazano, ze
w wyniku przecigzenia mie$nia sercowego dochodzi do wzrostu aktywnosci pro-
liferacyjnej oraz syntezy i wydzielania przez te komorki kolagenu [7, 20]. Ten
wzrost aktywnosci fibroblastow moze mie¢ podtoze fizjologiczne i by¢ odpowiedzia
na powstawanie lokalnych ognisk martwicy w mie$niu, w ktérych zabliZznianiu
komérki fibroblastyczne biorg udziat [7, 34]. Postuluje sie rowniez, ze komorki
te moga bezposrednio reagowa¢ na bodziec mechaniczny. Zobserwowano wzrost
aktywnos$ci mitotycznej oraz ekspresji niektérych gendéw, np. kolagenu, w fibro-
blastach hodowanych na rozcigganych podiozach [14]. Podobna reakcja moze mieé
miejsce w przecigzonym miesniu sercowym. Oprdcz tego komorki fibroblastyczne
reagowaé¢ moga w drodze parakrynnej na czynniki chemiczne wydzielane pod wpty-
wem mechanicznego pobudzenia przez inne komorki obecne w mies$niu sercowym
(np. kardiomiocyty). Fibroblasty migsnia sercowego majga receptory dla angiotensyny
Il, ktéra wydzielana jest m.in. przez kardiomiocyty w hodowli poddane mecha-
nicznemu rozciaganiu [2]. Dodanie angiotensyny Il do hodowli fibroblastéw miesnia
sercowego wywotuje reakcje komorek analogiczng do reakcji na bodziec mecha-
niczny, tzn. wzrost aktywnos$ci mitotycznej oraz ekspresji kolagenu, fibronektyny
i osteopondyny [2, 7]. Ponadto w przecigzonym migéniu sercowym stwierdzono
wzrost ekspresji innych czynnikéw wzrostowych m.in. transformujgcego czynnika
wzrostowego (TGF |3), fibroblastycznego czynnika wzrostowego (FGF) oraz insu-
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linopodobnych czynnikéw wzrostowych (IGF Ii Il), ktére rowniez moggq wptywac
na zachowanie fibroblastéw, pobudzajac ich wzrost i ekspresje gendw [34].

Patologiczny wzrost obcigzenia mechanicznego nastepujgcy na skutek nadcis-
nienia tetniczego prowadzi réwniez do reakcji adaptatywnej komdérek mieénia ser-
cowego polegajacej na wzroscie wydzielania do krwioobiegu peptydéw wazo-
aktywnych - przede wszystkim czynnikow natriuretycznych (ANF i BNF). Czynniki
te wptywajg na gospodarke wodng catego organizmu powodujgc m.in. spadek ci$-
nienia krwi, a przez to spadek obcigzenia miesnia sercowego [46, 83].

6. PODSUMOWANIE

Bodzce mechaniczne réznych typéw zaangazowane sg w bardzo wiele proceséw
biologicznych, zwigzanych przede wszystkim z adaptacyjng odpowiedzig tkanek
i narzagdéw. Zmiany obcigzenia mechanicznego komdrek wptywajg na fizjologie
komdrek przez aktywacje szeregu kaskad wtérnych przekaznikéw prowadzacych
do zmian ekspresji genow w komorkach, powodujgcych zmiany wiasciwosci catej
tkanki. Skutki patologicznego wzrostu obcigzenia mechanicznego komérek wcho-
dzgcych w skiad niektérych tkanek, np. miesnia sercowego lub kosci, czynig badania
nad mechanizmami i skutkami dziatania czynnikdw mechanicznych na komorki
niezwykle aktualnymi z punktu widzenia medycyny i patofizjologii. Dlatego nalezy
spodziewaé sie dalszej intensyfikacji badan w tej dziedzinie.
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Streszczenie: Cytometria przeptywowa jest metod:] powszechnie wykorzystywang w immunofenoty-
powaniu komdrek oraz analizie biatek, zardbwno powierzchniowych jak i wewnatrzkomoérkowych.
Ostatnie lata przyniosty pierwsze préby zastosowania tej metody w badaniu ekspresji genéw na poziomie
DNA i mRNA. W ponizszej pracy przedstawiono mozliwosci wykorzystania cytometrii w potgczeniu z
metodami amplifikacji in situ PCR i in situ RT-PCR oraz hybrydyzacji in situ ze znakowanymi sondami
oligonukleotydowymi, do oceny niewielkich nawet ilosci sekwencji nukleotydowych w komérkach.
Przyblizono tez stosowane w cytofluorymetrii techniki utrwalania i permeabilizacji bton komdérkowych.

Stowa kluczowe: cytometria przeptywowa, ekspresja genéw, utrwalanie i permeabilizacja bton, in situ
PCR, in situ RT-PCR, hybrydyzacja in situ, FISH

Summary: Flow cytometry is incommon use in immunophenotyping and surface and intracellular protein
analysis. Recently, the application of this method for studies of gene expression at DNA and RNA level
were tested. The possibilities of detection of rare nucleic acid sequences in cells by using the combination
of in situ PCR or RT-PCR and FISH followed by flow cytometry are presented. The methods of
membrane fixation and permeabilization are discussed as well.

Key words: flow cytometry, gene expression, membrane fixation and permeabilization, in situ PCR, in
situ RT-PCR, in situ hybridization, FISH
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ZASTOSOWANIE CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ
W BADANIU EKSPRESJI GENOW

Cytometria przeptywowa jest stosunkowo nowa metoda, jej znaczacy rozwdj
przypada na ostatnie 20 lat, podczas ktdrych cytometry wyprébowano w wirusologii,
mikrobiologii, farmakologii, toksykologii i biotechnologii. Najwiecej jednak za-
stosowan znalazty one w naukach medycznych: immunologii i onkologii.

Cytometria w badaniach ekspresji genow

Ekspresje genéw mozna bada¢ na ré6znym poziomie. Cytometry przeptywowe
najczesciej wykorzystuje sie do analizy antygendw ireceptoréw powierzchniowych,
a zatem do oceny ekspresji gendéw na ostatnim etapie, jakim jest biatko (rys.
1.

)Taka cytometryczng analize biatek - antygendéw na powierzchni komérki po-
wszechnie wykorzystuje sie w ocenie immunofenotypu [24]. Badania przeprowa-
dzone na komorkach limfoidalnych sg pomocne w diagnostyce i monitorowaniu
chordb rozrostowych uktadu krwiotworczego (zwitaszcza biataczek i chtoniakow),
u pacjentoéw po przeszczepach czy po leczeniu immunosupresyjnym [10, 14, 24].
Analiza zmian stosunku liczby limfocytow T CD4+do limfocytow T CD8+ pozwala
okresli¢ stadium AIDS, za$ ocena ekspresji receptoréw powierzchniowych na neu-
trofilach dostarcza informacji o zdolnosciach adhezyjnych, chemotaktycznych i
fagocytamych tych komoérek, a takze ukazuje, jaka role petnig poszczegdlne re-
ceptory w tak waznych dla organizmu procesach [5, 22].

Tylko niektére biatka produkowane przez komorke pojawiajg sie na jej powie-
rzchni. Wiekszo$¢ biatek pozostaje na terenie cytoplazmy ukryta pod btong ko-
moérkowa, ktora stanowi bariere ostaniajgcg wnetrze komorki przed $srodowiskiem
zewnetrznym, utrudniajgc tym samym reakcje antygen-przeciwciato ianalize biatek
wewnatrzkomérkowych. Aby utatwié przeciwciatom przenikanie przez btony na
teren cytoplazmy, Hallden i Andersson [1,7] zaproponowali, aby po utrwaleniu
komérek w 4% paraformaldehydzie (5 minut, temperatura pokojowa) zwiekszy¢
przepuszczalno$¢ ich bton przez potraktowanie ich tagodnym, niejonowym deter-
gentem (3-5 minut z 0,6% n-oktylo-(3-D-glukopiranozydem). Po permeabilizacji
komorki ptucze sie w PBS i poddaje w tazni lodowej inkubacji z odpowiednimi
przeciwciatami. W ten sposob analizowano ekspresje cytokin cytoplazmatycznych
I1-1[Boraz IFN-y w subpopulacjach leukocytéw [1, 15]. Paraformaldehyd uznawany
jest za najlepszy z utrwalaczy, bowiem nie tylko stabilizuje btony komérkowe,
ale takze zachowuje nie zmienione wewnatrzkomérkowe antygeny oraz morfologie
komorki, okre$lang w cytometrii przez parametry FSC i SSC. Uzywany do per-
meabilizacji bton n-oktylo-(3-D-glukopiranozyd jest tatwy do wyptukania, nie zmie-
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nia struktury biatek ani aktywnosci enzymow. Ponadto utrwalenie i permeabilizacja
bton nie mialy wplywu na wybarwione uprzednio antygeny powierzchniowe.

W przypadku niektérych cytokin okazywato sie jednak, ze sg one niewykrywalne
po uzyciu n-oktylo-(3-D-glukopiranozydu. Sander [16] zastosowat w takich przy-
padkach utrwalanie 4% paraformaldehydem, a nastepnie permeabilizacje w 0,1%
saponinie. Ten roslinny glikozyd prawdopodobnie wigcza sie do btony komdrkowej
w miejscu wystepowania cholesterolu, zwiekszajgc jej przepuszczalno$¢ w sposob
odwracalny, o czym $wiadczy koniecznos$¢ ciggtej obecnosci saponiny podczas in-
kubacji z przeciwciatami i ptukan. Dzieki tej metodzie zanalizowano lokalizacje
oraz kinetyke produkcji m.in. Il-la, 11-1(3, 11-2, 114, 11-6, TNFa, TNF(3, IFN-y.

Inng metode do wykrywania przy pomocy cytometru czynnika martwicy no-
wotworéw (TNF) produkowanego, ale nie uwalnianego przez komorki, zastosowat
Hsi [8]. Utrwalenie przeprowadzano w 0,5% paraformaldehydzie (5 minut, 4°C),
za$ do permeabilizacji uzyto 0,1% Triton-X-100 (5 minut, 4°C). Po wyptukaniu
komérek w PBS poddawano je dalszym procedurom barwienia.

We wspoétczesnej biologii stwierdzenie obecnosci lub braku biatka nie jest wy-
starczajace do zakorczenia badan nad ekspresjg genu. Analizujac rysunek 1 tatwo
zauwazy¢, ze nie zawsze brak biatka powodowany jest brakiem odpowiedniego
MRNA. Ztozony proces regulacji ekspresji gendw dziata na réznych etapach. Przy-
czyng zmniejszonej ilosci lub braku biatka na powierzchni komérki moga by¢ za-
burzenia transportu, biatko moze ulegaé na terenie cytoplazmy szybkiej degradacji
albo dochodzi do blokady miejsca inicjacji translacji lub do degradacji mRNA,
zanim translacja sie zacznie. Konieczna staje sie wiec analiza ekspresji genéw
na wczesniejszym etapie, jakim jest mRNA. Analize taka przeprowadza sie réwniez
w przypadkach, gdy koncowym etapem ekspresji genu jest RNA.

Obecnos¢ swoistej sekwencji nukleotydowej (zaréwno DNA, jak i RNA) wykrywa
sie metodami analogicznymi do metod detekcji biatek wewngtrzkomérkowych, przy
czym role przeciwciat petnig sondy oligonukleotydowe odpowiednio wyznakowane.
W reakcji hybrydyzacji wigza sie one swoiscie, na zasadzie komplementarnosci,
do analizowanego kwasu nukleinowego. Stosowane metody hybrydyzacji typu
Northern i Southern wymagajg wcze$niejszej ekstrakcji kwasdéw nukleinowych z
komorek. Informacje, jakich moga zatem dostarczy¢ dotyczg obecnosci lub braku
danej sekwencji w populacji oraz jej Sredniej ilosci w przeliczeniu na pojedynczg
komérke. Utracone zostato powigzanie tych danych z poszczeg6lnymi komérkami,
a wiec zmiana ilosci danej sekwencji w prébce moze oznaczaé zardwno zmianeg
poziomu ekspresji odpowiedniego genu, jak i zmiane ilosci komérek, w ktérych
do tej ekspresji dochodzi. Metodg nie majacg tej wady jest - przeprowadzana bez
ekstrakcji kwasow nukleinowych z komorki - hybrydyzacja z sondami znakowanymi
fluorescencyijnie, tzw. fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH). Przeprowadzana
moze by¢ na skrawkach tkankowych, rozmazach lub w zawiesinie, a jej efekt w
postaci emitowanej fluorescencji oceniany jest w mikroskopie fluorescencyjnym
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btonajadrowa btona komérkowa

Rys. 1 Mozliwe sposoby regulacji ekspresji genéw, strzatki oznaczajg mozliwe miejsca kontroli

lub w cytometrze. Jednak dotarcie do konkretnej sekwencji nukleotydowej znaj-
dujacej sie wewnatrz komoérki wymaga - podobnie jak w przypadku biatek cyto-
plazmatycznych - pokonania bariery, jakg jest btona komdrkowa, a czasem réwniez
i jadrowa. Sekwencje te sg jakby ukryte za zastong bton i w przypadku gdy ilo$¢
docelowych sekwencji w przeliczeniu na 1 komérke jest bardzo niska, cytometria
przeptywowa moze nie by¢ wystarczajgco czutg metoda do iloSciowej oceny produktu
hybrydyzacji. W takich probkach przed hybrydyzacjg przeprowadza sie reakcje
PCR in situ w celu zwigekszenia iloSci DNA lub RT-PCR in situ dla powielenia
sekwencji mMRNA. Przeprowadzenie reakcji amplifikacji i hybrydyzacji we wnetrzu
komorki wymaga odpowiedniego jej przygotowania.

Komorki poddawane sg utrwaleniu, a btony komdrkowe sg tak przygotowywane,
by staty sie przepuszczalne dla wolnych nukleotydéw, primeréw, enzymow i sond,
natomiast by nie pozwalaty produktom amplifikacji i hybrydyzacji wycieka¢ z ko-
morki.

Najczesciej stosowanym w takich przypadkach utrwalaczem jest zbuforowana
formalina, inne stosowane utrwalacze moga powodowaé zmniejszenie wydajnosci
hybrydyzacji lub degradacje kwasdw nukleinowych. Permeabilizacja bton polega
w tym przypadku na bardzo tagodnym trawieniu enzymami proteolitycznymi, np.
proteinazg K, trypsyng, pepsyng lub pronazg [3, 6].
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Nastepnie w komdrkach, ktore stajg sie miniprobéwkami, przeprowadza sig reakcje
amplifikacji. Krytycznym punktem doswiadczen z reakcjami PCR/RT-PCR in situ
jest utrzymanie produktow amplifikacji na miejscu reakcji, tzn. wewnatrz komorki.
Pewng bariere utrudniajaca dyfuzje amplifikantéw stanowi btona komérkowa (i ja-
drowa), a takze powstajgce w niewielkiej ilosci tzw. dtugie produkty PCR [6, 23].
Sa to fragmenty powstate z kopiowania oryginalnej matrycy, o dtugosci obejmujace;j
odcinek od primera do konca nici, a nie tylko odcinek pomiedzy dwoma primerami.
Te dtugie produkty tworzg sie¢, w ktdérej zakotwiczone zostajg pozostate produkty
amplifikacji. Po denaturacji, amplifikowang sekwencje hybrydyzuje sie ze swoistg
sondg znakowang duzg czasteczka digoksygeniny, dzieki czemu hybrydy nie dy-
fundujg z komorki i mozna je uwidoczni¢ przez reakcje ze znakowanym fluore-
scencyjnie przeciwciatem skierowanym przeciwko digoksygeninie [18].

Ostatnio zaproponowano, aby juz reakcje PCR przeprowadzaé¢ z uzyciem zna-
kowanego digoksygening jednego z deoksynukleotydéw, ktéry po wprowadzeniu
do amplifikowanego fragmentu kwasu nukleinowego spowoduje, ze produkt PCR
bedzie zbyt obtadowany, aby dyfundowa¢ z komdrki i pozostanie w jej wnetrzu
[12]. Kopie analizowanej sekwencji po denaturacji sg identyfikowane przez hy-
brydyzacje ze znakowang - np. biotynylowang - sondg oligonukleotydowag, hybrydy
za$ wykrywa sie dzieki awidynie powigzanej z fluorochromem i pomiarze fluo-
rescencji w cytometrze.

Dzieki zastosowaniu reakcji amplifikacji i hybrydyzacji in situ, przy pomocy
cytometru przeptywowego wykrywano mRNA dla 11-1 [13], GAPDH [11], a- i
y-aktyny [19] oraz mRNA histonowe [4, 21]. Prébowano takze wykorzystaé te
metode do identyfikacji mikroorganizméw, dzieki analizie charakterystycznych dla
poszczegdlnych taksonéw réznic w sekwencji 16S rRNA [20]. Ostatnie lata przy-
niosty pierwsze efekty préb uzycia cytometrii wraz PCR/RT-PCR oraz hybrydyzacja
in situ do diagnostyki i monitorowania pacjentéw z nowotworami, po przeszczepach
szpiku kostnego oraz z wirusowymi infekcjami [2, 12, 17]. Metoda ta moze by¢
takze pomocna w okresleniu nielicznych komoérek biataczkowych we krwi (MRD
- minimal residual disease) pozostatych u pacjenta po terapii [9].

W przypadku jednoczesnej analizy mRNA i DNA w obrebie jednej komorki
bardzo wazny jest dob6r odpowiednich primeréw i sond. Muszg by¢ one swoiste
dla analizowanych sekwencji. Po przepisaniu mMRNA na cDNA (przy uzyciu enzymu
odwrotnej transkryptazy) amplifikacje DNA icDNA mozna prowadzi¢ jednoczes$nie.
Primery i sondy uzywane do amplifikacji i detekcji cDNA sg zwykle tak dobierane,
ze wigzg sie w miejscu powstajgcym dopiero po procesie sktadania mRNA, np.
w regionie sklejenia 2 egzonéw. Gwarantuje to, ze wykrywana sondg sekwencja
wystepuje tylko w mRNA i cDNA, natomiast nie wystepuje w DNA i pierwotnym
transkrypcie RNA, gdzie jest rozdzielona przez intron [3]. Sondy oprécz spetniania
warunku swoisto$ci musza by¢ rozréznialne w cytometrze. Uzyskuje sie to przez
wyznakowanie fluorochromami emitujgcymi rézne kolory fluorescenciji.
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Rys. 2. Jednoczesna analiza swoistych sekwencji DNA i mRNA oraz biatka w obrebie jednej komaérki

Na rysunku 2 na przyktadzie analizy zainfekowanych wirusem HI1V-1leukocytow
zilustrowano mozliwos$¢ jednoczesnej detekcji swoistych sekwencji DNA i mRNA
oraz biatka, powigzanych z trzema kolorami fluorescencji. Komérki zainfekowane
zawierajg prowirusowe DNA, ktore wykrywa sie po amplifikacji przez hybrydyzacje
z biotynylowang sondg swoistg dla HIV-1. JeSli wirus jest w stanie utajenia nie
wykrywa sie jego mRNA. Przy wyjsciu ze stanu latencji jako jeden z pierwszych
transkrypcji ulega gen regulatorowy tat, gdyz jego produkt biatkowy jest niezbedny
do transkrypcji innych genéw wirusa. Obecno$¢é mRNA dla tat Swiadczy o ua-
ktywnieniu wirusa. Sekwencja ta wykrywana jest po reakcji RT-PCR in situ przez
hybrydyzacje z sondg oligonukleotydowg (znakowang rodaming), ktéra tgczy sie
komplementarnie do sekwencji powstatej po potaczeniu dwéch egzonéw tego genu.
Przeciwciata znakowane FITC umozliwiajg identyfikacje zaatakowanych przez wi-
rusa komdrek uktadu odpornosciowego [12].
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Podczas wykonywania takich cytometrycznych analiz wazne jest dobranie od-
powiednich kontroli. Przeprowadza sie m. in. amplifikacje bez dodanej polimerazy,
bez odpowiednich primeréw, w przypadku analizy mRNA takze bez odwrotnej
transkryptazy oraz hybrydyzacje z sondami niekomplementamymi. Dzigki temu
mozna okre$li¢ poziom swoistosci i czutosci metody. Aby potwierdzi¢ utrzymanie
produktow amplifikacji i hybrydyzacji wewnatrz komorki, czes¢ komorek oglada
sie pod mikroskopem fluorescencyjnym.

PODSUMOWANIE

Zastosowanie cytometrii przeptywowej do analizy ekspresji genéw jest kwestig
ostatnich kilkunastu lat. Obserwowany ciggly wzrost zainteresowania tg metoda
spowodowany jest jej niewatpliwymi zaletami: duza liczbg komorek analizowanych
w niezwykle krotkim czasie, mozliwoscig iloSciowej analizy kilku parametrow jed-
noczesnie iréznicowania na tej podstawie subpopulacji komérkowych, mozliwoscig
sortowania wybranych populacji komérkowych oraz wysokag czutoscig i powta-
rzalnosScig pomiarow. Mimo ograniczenia, jakim jest konieczno$¢ pracy z zawie-
sinami komorek, liczne osrodki badawcze podejmuja sie rozwigzania przy pomocy
tej metody wielu starych i nowych probleméw biologicznych i medycznych.
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