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KOORDYNACJA OSCYLACYJNEJ AKTYWNOŚCI SKURCZOWEJ 
W PLAŻ MODIUM ŚLUZO WCA PHYSARUM POLYCEPHALUM

COORDINATION OF THE OSCILLATING CONTRACTILE ACTIVITY 
IN PLASMODIUM OF PHYSARUM POLYCEPHALUM

Joanna KOŁODZIEJCZYK

Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa

Streszczenie. Przedstawiono rozwój poglądów na temat przestrzennej i czasowej 
organizacji i koordynacji procesów skurczowych w plazmodium śluzowca Physarum 
polycephalum. Omówiono próby wyjaśnienia źródła synchronizacji fazowej oscy
lacyjnej aktywności skurczowej w migrującym plazmodium, a także rolą strefy 
czołowej i sieci żył w wytwarzaniu siły napędowej oraz w sterowaniu lokomocją.

Summary. The evolution of vievs on the spatial and temporal organization and 
coordination of contractile activity in plasmodia of the slime mould, Physarum 
polycephalum is presented. The first attempts to explain the source of the phase 
synchronization of contraction oscillations in a migrating plasmodium are revie
wed. The role of the frontal zone and the vein’s network in generating the motive 
force and in steering locomotion is discussed.

WSTĘP

Wegetatywne stadium śluzowca Physarum polycephalum przybiera 
formę bezkomórkowej, wielojądrowej masy protoplazmy o powierzchni 
pokrytej błoną plazma tyczną i warstewką śluzu. Plazmodium zróżni
cowane jest pod względem morfologicznym i funkcjonalnym. Wyróżnić 
w nim można dwa główne obszary: front plazmodium, zwany też czołem, 
stanowiący gruby, przeważnie wachlarzowTaty płat ciągłej protoplazmy, 
oraz znajdującą się za tym obszarem .strefę anastomozujących zył plaz- 
modialnych [35, 49, 60]. Podział ten jest jednak dość względny, gdyż 
obszar zbudowany z ciągłej warstwy protoplazmy za frontalną krawę
dzią plazmodium nie jest jednolity, lecz poprzecinany siecią drobnych 
strumyków protoplazmatycznych. Strumyki płyną dość stałymi kanała-
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2 J. KOŁODZIEJCZYK

mi, 
nie 
Nie

które jednak nie są jeszcze żyłami plazmo dialnymi, gdyż ściany ich 
są całkowicie zróżnicowane i wyodrębnione od kanałów sąsiednich, 
tworzą więc one ażurowej sieci oddzielnych żył, jaka powstaje

w starszych częściach migrującego śluzowca, ale przejście między strefą 
kanałów czołowych i strefą sieci żył jest całkowicie płynne (rye. 1).

Fot M. CieslawsKa • •

Rys. 1. PI a z inodium Physarum polycephalum migrujące po pod
łożu agarowym

f — front plazm od i urn, ż — sieć źył

Plazmodium śluz owca ma zdolność ukierunkowanej migracji po pod
łożu. Bezpośrednią przyczyną lokomocji jest przepływ protoplazmy 
w plazmodium. Ruch protoplazmy w żyłach i na terenie strefy frontal
nej jest przykładem przepływu wahadłowego [25, 45, 46]. Polega on na 
przemieszczaniu się płynnej w stanie solu endoplazmy w kanałach two
rzonych przez zżelifikowane ściany żył, a cechą charakterystyczną tego 
ruchu są okresowe zmiany kierunku i prędkości przepływu (skierowa
nego z tylnych obszarów plazmodium ku jego frontowi i odwrotnie). 
Zmiany kierunku przepływu zachodzą regularnie w rytmie minutowym, 
ze średnią okresowością 1,47 min [18].

Uważa się powszechnie, że endoplazma płynąca w plazmodium sama 
zachowuje się biernie. Jej przepływ zachodzi wskutek różnic ciśnienia 
hydrostatycznego między poszczególnymi obszarami plazmodium, a wy
wołany jest rytmicznymi skurczami ektoplazmatycznych ścian żył [25, 
27]. W ścianach żył plazmodialnych znajduje się układ akt o miozyn owych
elementów kurczliwych, makro- i mikrofilamentów, których ułożenie
i wzajemne przesunięcia odpowiedzialne są za skurcze żył i przepływ 
protoplazmy w plazmodium śluzowca [4, 5, 28, 40, 52].
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K O O RDYNACJA O SCYLACYJNEJ AK TYW N O ŚCI 3

O RG A N IZA CJA  A PA R A TU  K U RCZLIW EGO CYTOPLAZM Y ŚLUZOW CA

Do lepszego poznania s truktury  i dynamiki sieci fibryl w plazmo- 
dium oraz do odkrycia molekularnej podstawy skurczu żył przyczyniły 
się w ogromnej mierze badania na poziomie mikroskopii elektronowej. 
Pierwszych obserwacji s truk tur fibrylarnych w ścianach żył plazmo- 
dialnych w mikroskopie elektronowym dokonał Wohlfarth-Bottermann 
[54]. W ścianach plazmodialnych żył wykryto obecność fibryl ułożonych 
okrężnie, radialnie i wzdłużnie [58] (ryc. 2). Sieć fibryl w plazmodiach

Rys. 2. S chem at s t ru k tu ry  pasm a plazm odialnego z k u l tu ry  hodow anej na  b ibule
filtracyjnej

S  — w a rs tw a  ś luzu , EK — śc ian a  ek to p la zm a ty czn a ,  EN — kanał en d o p la zm a ty czn y ,  F__ —
' » PP

f ib ry le  w  p rzek roju  p op rzeczn ym , F pd — f ib ry le  w  przekroju  p od łu żn ym , — w p u k len ia
p la zm a le m m y , B  — bibuła  f i l tra cy jn a  (podłoże), w g  W o h lfa r th -B o tterm a n n  [74]

składa <się z cienkich filamentów F-aktynowych o średnicy 60 -80 A. 
Mechanizm skurczu w ektoplazmie polega na zwiększonym zachodzeniu 
na siebie filamentów F-aktyny poprzez ślizganie się ich po oligomerycz- 
nych, dwubiegunowych cząsteczkach miozyny. Te właśnie przesunięcia 
mikrofilamentów powodują powstawanie różnic ciśnienia hydrostatycz
nego we wnętrzu żył, a co za tym idzie odpowiedzialne są za przepływy 
protoplazmy manifestujące się jej regularnym ruchem wahadłowym [4, 
5, 28, 40, 52], A więc przepływ protoplazmy jest zjawiskiem, u podstaw 
którego leżą mechanizmy biochemiczne bardzo podobne do tych, które 
wywołują skurcze mięśni.
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4 J. KOŁODZIEJCZYK

Cechą charakterystyczną plazmodialnego układu fibrylarnego jest 
jego niestały, labilny charakter, wypływający z efemerycznej s truk tury  
białek kurczliwych śluzowca. Zmienność aktyny plazmodialnej polega 
na jej dynamicznych zdolnościach do ulegania częstym i powtarzalnym 
przekształceniom: G ^F -ak ty n a . Związane to jest z rolą aktyny w ukła
dzie ruchowym śluzowca, która wymaga od tego białka nie tylko prze
kształcania energii chemicznej w pracę mechaniczną, a więc wytwarzania 
siły napędowej dla ruchu plazmodium, ale też przemieszczania się w ży
łach na duże odległości (do 10 cm), co możliwe jest tylko w formie glo- 
bularnej lub krótkołańcuchowej G-aktyny.

Przebieg agregacji i dezagregacji mikrofilamentów F-aktyny w ży
łach zmienia się podczas cyklu skurczowo-rozkurczowego, zgodnie z jego 
kolejnymi fazami, i jest związany z dynamiką pasma plazmodialnego. 
Przekształcenia globularnej G-aktyny w fibrylarną F-aktynę i odwrotnie 
związane są z cyklicznymi przemianami endoplazma — ektoplazma [12, 
19, 63], zachodzącymi w żyłach śluzowca. Polimeryzacja i depolimeryza- 
cja aktyny są podstawowymi zjawiskami w przemieszczaniu aparatu 
skurczowego i w lokomocji plazmodium.

METODY BADAŃ AKTYW NOŚCI SK U RCZO W EJ ŻYŁ ŚLUZOW CA

Wyizolowany z plazmodium odcinek żyły jest doskonałym materiałem 
do badań dynamicznych właściwości żelu cytoplazmatycznego — do 
mierzenia siły skurczowej wytwarzanej w badanym odcinku. Izolowany 
fragment żyły plazmodialnej, zawieszony w wilgotnym powietrzu na ra
mionach tensjometru, kurczy się i rozkurcza rytmicznie. Pozwala to 
na dokonanie dynamicznej charakterystyki pasma poprzez mierzenie 
skurczu izometrycznego i skurczu izotonicznego [26]. Pomiary w reżimie 
izometrycznym polegają na określaniu spontanicznych zmian naprężenia 
ścian żyły przy jej stałej długości (ryc. 3). Natomiast pomiary izoto-

Rys. 3. N aprężenie  izom etryczne pasm a śluzowca izolowanego z p lazm odium  i za
wieszonego na tensjom etrze  (wg Takeuchi, Yoneda, 1977)
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niczne opierają się na badaniu spontanicznych zmian długości pasma 
przy stałym naprężeniu badanego odcinka. Tak więc badania izolowanych 
fragmentów żył plazmodialnych wykazały okresowy charakter zmian 
naprężenia tych żył oraz ich długości, a także umożliwiły pomiar siły 
skurczu, którego maksymalną wartość oceniono na 50 g/cm2 [26], Stwier
dzono też ścisły związek między okresowymi, cyklicznymi zmianami 
stanu cytoplazmatycznej F-aktyny a fazą skurczu bądź rozkurczu izo- 
metrycznego [62].

Metodę tensjometryczną dostosowano także do badań in situ, bez 
izolowania żyły z macierzystego plazmodium. Wykazano w ten sposób, 
że w żyle przylegającej do podłoża wzdłuż głównej osi jej kanału za
chodzą okresowe zmiany naprężenia, oraz że skurcz izometryczny pasma 
ma charakter radialny, tzn. wyraża się w okresowych zmianach śred
nicy żyły, czyli w jej pulsacji. Współistnienie wzdłużnej i radialnej 
składowej skurczu zgodne jest z topografią układu fibrylarnego żyły 
plazmodialnej [57] (por. ryc. 2).

Oprócz badań tensjometrycznych, określających siłę skurczu pasm 
plazmodialnych, wyraźny obraz przebiegu kolejnych cykli skurczowo- 
-rozkurczowych żył daje też metoda fotometryczna. Opiera się cna na 
tym, że zmiany średnicy pulsującej żyły związane są z oscylacjami ja
sności jej wnętrza. Na odpowiednie sygnały świetlne reaguje fotoko
mórka połączona z rejestratorem. Fotokomórkę można przystosować bez
pośrednio do mikroskopu, lecz częściej rejestruje się za jej pomocą 
zmiany jasności wybranych pól na ekranie telewizyjnym [31] lub na 
ekranie projekcyjnym, po uprzednim sfilmowaniu badanego materiału 
[14]. Otrzymane w ten sposób krzywe pulsacji żyły obrazują wiernie 
kolejne cykle pulsacji, a przy zastosowaniu dodatkowej aparatury można 
jednocześnie na krzywych pulsacji rejestrować zmiany kierunku prze
pływu endoplazmy w żyle (ryc. 4) [31]. W przeciwieństwie do techniki

Rys. 4. K rzyw a pulsacji żyły p lazm odialnej w  n ienaruszonym  plazm odium , otrzy-
m ana  m etodą fo tom etryczną

p — przedni k ieru n ek  p rzep ływ u  en d o p la zm y  w  żyle ,  t — ty ln y  k ieru n ek  p rzep ływ u  e n d o 
p lazm y (wg K o łod z ie jczyk , G ręb eck iego  1982)

5
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6 J. KOŁODZIEJCZYK

tensjometrycznej, metodą fotometryczną nie rejestrujemy samego skur
czu, lecz jego wtórne następstwa — zmiany jasności obrazu wynikające 
ze zmian wymiarów geometrycznych żyły. Choć cykliczny przebieg 
otrzymanych krzywych odzwierciedla dokładnie rytmikę aktywności 
skurczowej, to ich amplitudy nie mogą być miarą siły skurczu. Trzeba 
też pamiętać, że rejestrowane zmiany grubości żyły mogą zależeć nie 
tylko od miejscowej aktywności skurczowej badanego odcinka, ale 
w pewnym stopniu także od ruchów endoplazmy, powodowanych skur
czami innych okolic plazmodium. Metoda fotometryczną ma też pewne 
zalety w porównaniu z tensjometryczną. 1. Nie wymaga oddzielenia ba
danego fragmentu od reszty plazmodium i od podłoża. 2. Sam proces
rejestracji nie może w niczym wpłynąć na przebieg rejestrowanego zja
wiska. 3. Gdy stosuje się ją do materiału uprzednio sfilmowanego, można 
powtarzać rejestracje w różnych punktach obrazu przy kolejnych pro
jekcjach i uzyskiwać synchroniczne zapisy skurczów zachodzących rów
nocześnie w rozmaitych okolicach plazmodium [14].

Do analizy cyklicznej aktywności skurczowej śluzowca metodą fo
tometryczną używano także spektrofotometru [41] oraz densytometru 
[6]. Na podobnej zasadzie oparta jest także metoda zapisu radialnej 
aktywności skurczowej żył in situ przy użyciu miniaturowych emiterów 
i czujników podczerwieni [42].

p l a z m o d i u m  Ś l u z o w c a  j a k o  u k ł a d  p o l i r y t m i c z n y

Przestrzenny przebieg procesów skurczowych w plazmodium śluzow
ca od dawna był tematem wielu badań. We wczesnych koncepcjach 
przyjmowano model wielorytmiczności śluzowca. Model ten obowiązywał 
przez blisko siedemdziesiąt lat, a poszczególne hipotezy oparte na jego 
założeniach w różny sposób interpretowały to zjawisko.

Pierwsze dane charakteryzujące migrujące plazmodium jako orga
nizm polirytmiczny zamieścił w swej pracy Hilton [17]. Według niego 
w plazmodium istnieje kilka głównych obszarów skurczowych, z których 
skurcze rozchodzą się po całym organizmie. W 1942 r. Lewis opisywał 
spontaniczne centra aktywne wzdłuż żył plazmodiów otrzymanych z izo
lowanych fragmentów protoplazmy [36], Seifriz [46, 47] obserwował 
w plazmodium trzy niezależne rytmiczne pulsacje i na obserwacji tej 
oparł przypuszczenie, że w plazmodium znajduje się wiele centrów skur
czowych, niezależnie od siebie wytwarzających rytmy pulsacji.

Kolejnym zwolennikiem hipotezy wielorytmiczności plazmodium ślu
zowca był Kamiya [23, 24], Na podstawie analizy dynamoplazmogramów, 
tzn. krzywych okresowego przebiegu zmian siły napędowej w czasie,
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twierdził, że ich pozornie dowolny i odbiegający od sinusoidy przebieg
można wyjaśnić nakładaniem się dwóch lub więcej oscylacji prostych. 
Świadczyć to miało według Kamiyi o istnieniu w  plazmodium licznych 
miejsc skurczowych. Opierając się na tych obserwacjach Kamiya wysu
nął hipotezę, według której plazmodium śluzowca jest układem poliryt- 
micznym, w którym istnieje wiele koegzystujących ze sobą ognisk po
budzenia skurczowego, będących źródłami rytmów o różnych okre
sach [25].

Koncepcja wielorytmiczności plazmodium Physarum polycephalum
sformułowana przez Kamiyę była w swych ogólnych zarysach powszech
nie przyjmowana przez wiele lat. Różni jej zwolennicy powielali ją, 
wprowadzając nieznaczne tylko zmiany. Na przykład Jahn i jego współ
pracownicy [20-22] przypisywali ogólną aktywność skurczową plazmo
dium wielokrotnej interakcji licznych oddzielnych centrów skurczowych. 
Te hipotetyczne aktywne regiony o zmiennym położeniu geometrycznym, 
będące źródłem lokalnych skurczów, nazywali „origins”. Powstawanie
tych centrów aktywnych wiązali z powstawaniem i hydrolizą ATP 
w plazmodium.

Powstała równolegle koncepcja Stewarta [48] opierała się na podob
nych założeniach, tylko w miejsce stosowanego przez poprzednich auto
rów pojęcia „origins” wprowadzała inne — „sources”.

Również w ostatnich latach hipoteza polirytmiczności przyjmowana 
była przez niektórych badaczy. Między innymi Durham i Ridgway [11] 
oraz Winfree [53] traktowali plazmodium jako populację luźno ze sobą 
powiązanych oscylatorów.

K O N C E PC JA  FALOW EGO C H A R A K TER U  AKTYW NOŚCI SKURCZOW EJ

Pewną liczbę zwolenników zdobyła sobie hipoteza o falowym cha
rakterze aktywności skurczowo-rozkurczowej w plazmodium. Seifriz [44, 
47], Kishimoto [30], Stewart [48] i Rhea [40] twierdzili, że kolejne skur
cze i rozkurcze rozprzestrzeniają się w plazmodium w formie fal pery- 
staltycznych. Rhea [40] uważał, że falowe rozchodzenie się skurczów 
i rozkurczów w plazmodium odbywa się w kierunku przeciwnym do 
migracji śluzowca, tzn. od strefy frontalnej ku tyłowi plazmodium. Zwo
lennikiem falowego rozprzestrzeniania się aktywności skurczowo-rozkur
czowej był także Baranowski [7], aczkolwiek wyniki jego eksperymen
tów wskazywały na niezgodny z hipotezą Rhea kierunek rozchodzenia 
się fali skurczowo-rozkurczowej. Według Baranowskiego, kierunek roz
przestrzeniania się tej fali w plazmodium jest najczęściej zgodny z kie
runkiem  lokomocji organizmu. Nie jest to jednak reguła bezwzględna,
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8 J. KOŁODZIEJCZYK

ponieważ obserwacje prowadzone na migrującym plazmodium wykaza
ły, że fronty falowych zmian grubości ciągłej warstwy protoplazmy mogą 
wykazywać różną orientację w stosunku do kierunku migracji, a prze
bieg falowania bywa zmienny [6, 8]. Zjawisko rozchodzenia się falowych 
zmian grubości w strefie frontalnej plazmodium obserwowali też Cieś- 
lawska i Grębecki [9]. Do tej pory nie zanotowano podobnych zmian fa
lowych w sieci żył plazmodialnych.

Można obecnie przypuszczać, że perystaltyka pojawia się w strefach 
granicznych między takimi obszarami plazmodium, które w sposób istot
ny różnią się między sobą częstotliwością oscylacji skurczowo-rozkur- 
czowych. Durham i Ridgway [11] sugerowali, że różnice takie mogą 
powstawać pod wpływem miejscowego działania bodźców zewnętrznych. 
Gradienty bodźców (chemicznych lub cieplnych) oddziałujące na plazmo
dium mogą powodować powstawanie fal skurczowo-rozkurczowych. Fale 
takie miały powstawać w najkorzystniej położonych w stosunku do stre
fy działania bodźca obszarach plazmodium, które zarazem charaktery
zowały się wyższą lokalną częstotliwością skurczowo-rozkurczową. Z tych 
obszarów fale miały rozprzestrzeniać się po całym organizmie.

Wyniki zgodne z koncepcją Durhama i Ridgwaya otrzymali też Hej- 
nowicz i Wohlfarth-Bottermann [16]. Kierunek rozchodzenia się obser
wowanych przez nich fal w plazmodium był przeciwny do kierunku 
oddziaływania czynnika przyciągającego, np. ciepła. Perystaltykę obser
wowali między dwoma obszarami śluzowca, poddanymi działaniu różnych 
temperatur. Obszary te cechowały się dwoma różnymi, lecz jednorodny
mi rytmami skurczowo-rozkurczowymi. Autorzy ci nie potwierdzili, ja
koby na terenie plazmodium istniały odrębne centra aktywności skurczo
wej.

p l a z m o d i u m  ś l u z o w c a  j a k o  u k ł a d  m o n o r y t m i c z n y

%

W latach sześćdziesiątych pojawiły się pierwsze głosy krytykujące 
traktowanie plazmodium śluzowca jako organizmu wielorytmicznego. 
Rozwój tensjometrycznych metod eksperymentalnych w zastosowaniu do 
śluzowca umożliwił przeciwstawienie się modelowi polirytmiczności plaz
modium. Wohlfarth-Bottermann [55] i Teplov [51] udowodnili, ze skurcz 
(a zarazem i oscylacje ciśnienia hydrostatycznego) zachodzi w każdym 
punkcie żyły, nie tylko w określonych centrach skurczowych. Również 
Korohoda i wsp. [33] twierdzili, że oscylatory rozmieszczone są w plaz
modium wzdłuż całej sieci żył, a nie w określonych rejonach organizmu. 
Na poparcie swej tezy przytaczali fakt, że wielkość siły napędowej 
przepływu jest niezależna od długości żył plazmodialnych, a rytmy
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okresowych zmian kierunku przepływu są oddzielne dla poszczególnych 
żył, nawet gdy są one ściśle ze sobą połączone [25],

Pod koniec lat siedemdziesiątych, w miarę dalszego rozwoju badań 
eksperymentalnych, zajmujących się plazmodium jako złożonym prze
strzennym układem skurczowo-rozkurczowym, zaczęło przybywać danych 
przeciwko traktowaniu śluzowca jako organizmu polirytmicznego. Ob
serwacje Nagai i wsp. [39] po raz pierwszy dowiodły, że w izolowanej 
z plazmodium żyle fazy cyklu skurczowo-rozkurczowego są wzdłuż niej 
zsynchronizowane. Wyniki wskazujące na istnienie synchronizacji ry t
mów skurczowo-rozkurczowych w prostym izolowanym paśmie plaz- 
modialnym otrzymali następnie niezależnie: Yoshimoto i Kamiya [66], 
Kruger i Wohlfarth-Bottermann [35], Wohlfarth-Bottermann [60, 61] oraz 
Achenbach i Wohlfarth-Bottermann [2]. Uzupełnieniem ich badań było 
uzyskanie przez Takeuchi i Yoneda [50] synchronizacji rytmów w dwóch 
pasmach połączonych poprzez wzajemną fuzję. Również eksperymenty
Moczoń i Grębeckiego [37, 38], przeprowadzone na izolowanych żyłach, 
wykazały, że dynamika profilów żył wskazuje na istnienie tego samego 
ogólnego rytmu skurczowo-rozkurczowego, a różne składowe skurczu 
żył (skurcze podłużne i okrężne) są zsynchronizowane w tym samym 
miejscu żyły.

Do ostatecznego odrzucenia hipotezy o polirytmiczności plazmodium 
śluzowca przyczyniły się wreszcie eksperymenty Grębeckiego i Cieślaw- 
skiej [14], przeprowadzone na całych, nie naruszonych migrujących plaz- 
modiach. Wyniki tych badań potwierdziły uzyskane przez innych autorów 
obserwacje na izolowanych żyłach i pozwoliły na sformułowanie hipo
tezy, traktującej migrujące plazmodium w zupełnie inny sposób niż 
obowiązujące dotychczas koncepcje polirytmiczne. Według hipotezy Grę
beckiego i Cieślawskiej [14], migrujące plazmodium jest „niedoskonale 
zsynchronizowanym monorytmicznym układem skurczowym”. Znaczy to, 
że na terenie całego plazmodium, oprócz wąskiej strefy frontalnej, prze
ważają oscylacje skurczowo-rozkurczowe o tej samej częstotliwości i fa
zie. A więc cały układ głównych żył plazmodialnych kurczy się jedno
cześnie, podczas gdy krawędź frontalna posuwa się naprzód [9, 10, 13, 
14], Ten punkt widzenia został następnie przyjęty i potwierdzony przez 
innych autorów [16, 29].

Przeważa zatem pogląd, że układ żył swobodnie migrującego ślu
zowca nie może zawierać żadnych uprzywilejowanych miejsc odgrywa
jących rolę aktywnych lokalnych centrów skurczowo-rozkurczowych. 
Koordynacja przepływu między głównymi żyłami ma więc przypusz
czalnie charakter monorytmiczny, a nie — jak sądzono dotychczas — 
polirytmiczny lub perystaltyczny.
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PRÓBY W Y JA ŚN IE N IA  ŹRÓDŁA SY N C H R O N IZA C JI FA ZO W EJ
O SCY LA CY JN EJ A K TY W N O ŚCI SK U RCZO W EJ

Przyjęcie modelu monorytmiczności plazmodium otworzyło nowy, nie 
rozwiązany dotychczas ostatecznie problem. Chodzi mianowicie o to, 
w jaki sposób osiągana jest w plazmodium synchronizacja fazowa oscy
lacyjnej aktywności skurczowej i jaka jest natura nieznanego czynnika 
regulacyjnego.

Pierwsze eksperymenty, których celem było wyjaśnienie tego proble
mu, wskazywały, że nieprzerwany wahadłowy przepływ endoplazmy 
jest niezbędnym i koniecznym warunkiem dla przenoszenia czynnika lub 
czynników powodujących synchronizację fazową aktywności skurczowej
[2, 3, 35, 50, 67, 68]. Natomiast badania na temat charakteru i sposobu 
działania czynnika synchronizacyjnego początkowo dopuszczały różne 
możliwe sposoby regulacji fazowej. Wohlfarth-Bottermann [59] sugero
wał, że fizjologiczny zegar oscylatora uzależniony jest od temperatury. 
Regulacja fazowa w jego eksperymentach podtrzymywana była przez 
wzrost temperatury w granicach fizjologicznych, tolerowanych przez ślu-
zowca (16-24°C). Achenbach i Wohlfarth-Bottermann [3] nie wykluczają
istnienia w plazmodium układu regulacyjnego o podstawach biochemicz
nych, wypowiadając się jednocześnie przeciwko możliwości regulacji 
synchronizacji skurczów przez bioelektryczną aktywność błony [2]. Auto
rzy ci dowiedli, że synchronizację wywołuje przepływ endoplazmy. Za
pewne nie chodzi tu jednak o przenoszenie chemicznego media łoi a, ale 
o zmiany ciśnienia hydrostatycznego wewnątrz żył. Prowadzi to do hi
potezy o mechanicznej regulacji synchronizacji skurczów, sformułowanej
w sposób najpełniejszy przez Kesslera [29], według którego zmiany na
prężenia ścian wywołane przepływem endoplazmy wpływałyby na wę
drówkę jonów wapniowych przez błony w plazmodium. Różnice w miej
scowym stężeniu wolnego wapnia powodowałyby zaś odpowiednią reak
cję aktomiozyny ektoplazmatycznej.

Wiele prac opublikowanych ostatnio przez zespół Wohlfartha-Botter- 
manna [34, 64] oraz przez badaczy japońskich [43] przemawia za kom
pleksowym charakterem regulacji aktywności skurczowej w plazmodium 
śluzowca. Do utrzymania skurczów oscylacyjnych w plazmodium ko
nieczne jest ATP, które powstaje w procesie glikolizy lub oddychania, 
lub też jednocześnie w obu tych procesach. Szybkość wytwarzania ATP 
zależy od tempa hydrolizowania tego związku przez kompleks białek
kurczliwych oraz od dostępności substratów dla metabolizmu energetycz
nego. Jednocześnie aktywność ATP-azy regulowana jest przez dynamicz
nie zmieniającą się organizację strukturalną białek, na którą z kolei 
oddziałuje poziom wolnego wapnia w plazmodium. Wapń wpływa na
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stan i funkcje białek kurczliwych bądź bezpośrednio, bądź też poprzez
cykliczne nukleotydy, kalmodulinę oraz białka kontrolujące fibryloge- 
nezę białek kurczliwych. Postuluje się więc, że aktywność ruchowa plaz
modium ma charakter oscylacyjny wskutek działania sprzężeń zwrot
nych między aparatem skurczowym, wapniowym układem regulacyjnym 
oraz metabolizmem energetycznym.

ROLA FRO N TU  PLA ZM O D IU M  W  BEHAW IORZE RUCHOW YM  ŚLUZOW CA

Istotnym zagadnieniem dla pełnego wyjaśnienia działania plazmo
dium jako oscylacyjnego układu skurczowego jest rola strefy frontalnej 
w czasowo-przestrzennej organizacji zjawisk skurczoVych u śluzowca. 
Front plasmodium jako obszar współdziałający z siecią żył, a zarazem 
najbardziej eksponowany na działanie bodźców zewnętrznych, wpływa
jących na zjawiska ruchowe w całym plazmodium, odgrywa niewątpli
wie bardzo istotną rolę w powstawaniu i rozprzestrzenianiu się aktyw
ności skurczowo-relaksacyjnej śluzowca. Brak jest jednak pełnego obrazu 
roli strefy frontalnej w tych zjawiskach.

Yoshimoto i Kamiya [66, 68] przypisali frontowi plazmodium funkcję 
aktywnej generacji zjawisk skurczowych oraz odpowiedzialność za wa
hadłowy przepływ strumienia endoplazmy. W związku z tym twierdzą, 
że pulsacje żył w sieci plazmodialnej są bierne, tzn. oscylacje średnicy 
żył nie są przyczyną, ale następstwem przypływów i odpływów endo
plazmy wywoływanych przez strefę czołową. Należałoby więc wyciągnąć 
stąd wniosek, że siła napędowa, odpowiedzialna za migrację całego plaz
modium, wytwarzana jest wyłącznie w jego froncie.

Takie stanowisko nie znalazło jednak potwierdzenia w późniejszych 
badaniach na izolowanych żyłach, w których pomimo przerwania kon
taktu ze strefą czołową utrzymują się synchroniczne rytm y skurczowo- 
-rozkurczowe i niezmieniony przepływ endoplazmy [1, 2, 35, 60, 61]. Także 
eksperymenty Kołodziejczyk i Grębeckiego [31], w których operacyjnie 
oddzielano żyłę główną plazmodium od jego frontu, całkowicie izolując 
obie te strefy, lecz pozostawiając je in situ (tzn. na pierwotnym podło
żu), udowodniły, że zachowanie łączności żyły z czołem w plazmodium 
nie jest niezbędne do utrzymania oscylacyjnej aktywności skurczowej 
żył. A więc pulsowanie żył plazmodialnych nie może być biernym efek
tem aktywności strefy frontalnej, jak sądzili Yoshimoto i Kamiya, ale 
jest ono przejawem aktywności skurczowej samych żył.

Przeciwko traktowaniu frontu jako głównego źródła siły napędowej 
w plazmodium przemawiają także eksperymenty Grębeckiego i Cieślaw- 
skiej [15], które wykazały, że szybsze tempo ruchu progresywnego wy
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kazują krawędzie frontalne, które połączone są z większą liczbą żył plaz- 
modialnych. Amputacja części połączeń czoła ze strefą żył zwalnia ruch 
przedniej krawędzi. Autorzy ci wykazali też, że segmenty frontalne, 
oddzielone od sieci żył, kontynuują migrację dopiero po częściowym od
budowaniu systemu żył. Wskazuje to, że siła napędowa lokomocji ślu- 
zowca powstaje w każdym miejscu, gdzie protoplazma jest zróżnico
wana na warstwy ektoplazmatyczną i endoplazmatyczną, tzn. zarówno 
w sieci żył, jak też w kanalikach wyodrębnionych na terenie strefy fron
talnej — poza przednią krawędzią czoła [15].

Odrzucając hipotezę przyznającą strefie czołowej plazmodium mo
nopol na wytwarzanie siły napędowej, nie można jednak odrzucać b a r
dziej umiarkowanego poglądu, że front jest strefą koordynującą rytmikę 
zjawisk skurczoworrozkurczowych, zachodzących na całym obszarze m i
grującego plazmodium. Wykazano, że choć np. oddzielenie żył od frontu 
nie wygasza ich pulsacji, to jednak powoduje zakłócenia w regularności 
ich cykli skurczowych oraz w regularności wahadłowych zmian prze
pływu endoplazmy [31]. Wiąże się to zapewne z tym, że front musi 
pełnić rolę strefy sterującej migracją całego plazmodium. Istotnie, eks
perymenty, w których oddziaływano na front migrującego plazmodium 
dodatnimi i ujemnymi bodźcami świetlnymi pozwoliły stwierdzić, że 
strefa frontalna silniej niż sieć żył reaguje na działanie bodźców, a reak
cja ta jest bardziej wybiórcza. Jednocześnie reakcja na bodźce nie ogra
nicza się jedynie do strefy bezpośrednio poddanej ich działaniu, a więc 
do czoła plazmodium, ale przenoszona jest na cały obszar śluzowca [32],

Tak więc strefa frontalna w migrującym plazmodium odgrywa nie
wątpliwie rolę sterującą w zjawiskach ruchowych, ale na obecnym etapie 
badań nie potrafimy jeszcze jej w pełni opisać i ocenić, w jakim stopniu 
i w jaki sposób front kontroluje i modeluje oscylacyjną kurczliwość żył 
w nienaruszonym plazmodium. Zagadnienie to wymaga dalszych badań.
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ENZYMY JĄDROWE KTÓRYCH AKTYWNOŚĆ WPŁYWA 
NA WBUDOWYWANIE PREKURSORÓW RNA IN VITRO

THE ACTIVITY OF NUCLEAR ENZYMES INLUENCING TH E INCORPORATION
OF RNA PRECU RSO RS IN VITRO

Jacek  W O JCIERO W SK I, H alina  ANTOSZ

Sam odzielna P racow nia  G enetyki Człowieka 
In s ty tu tu  Patologii Klinicznej A kadem ii M edycznej w  Lublinie

Streszczenie.  Izolowane ją d ra  kom órkow e s tanow ią  dobry  m odel do badan ia  r e a k 
cji t ran sk ry p c ji .  D ezoksyrybonukleopro te idy  jąd row e, s tanow iące  m atrycę  i poli- 
m erazy  RNA ka ta lizu jące  reakc ję , są endogenne. P re k u rso ry  RNA m ogą być jed n ak  
w b u d o w y w an e  także do innych  niż RNA kw asonierozpuszczalnych  produktów . 
W przeciw ieństw ie  do „czystych” rek o n s ty tu o w an y ch  uk ładów  transk rypcy jnych , 
w  izolowanych jąd rach  kom órkow ych  zn a jd u je  się wiele uk ładów  enzym atycznych, 
w p ływ ających  zarów no na  własności m atrycow e chrom atyny , ja k  też na ak tyw ność 
polim eraz  RNA. Na podstaw ie  danych  z p iśm iennic tw a przedstaw iono k ró tk ą  ch a 
ra k te ry s ty k ę  enzym ów  jądrow ych , k tó re  mogą mieć w p ływ  na  w budow yw an ie  r a 
d ioak tyw nych  nuk leozydotró jfosfo ranów  do RNA i innych  p roduk tów  in vitro. 
S u m m a ry .  The p rep a ra tio n s  of isolated cell nuclei ap p ea red  to be an  usefull model 
for investiga tion  of the  transcrip tion . N uclear deoxyribonucleopro te ins  serve as 
tem pla tes , RNA polym erases cata lysing  this reac tion  a re  also endogenous. On the 
o ther  hand  labelled r ibonucleosideriphosphates  could be inco rpo ra ted  no t only 
in to  ribonucleic  acid b u t  add itiona lly  in to  some d iffe ren t acid insoluble products  
in nuc lear  system. U nlike “p u re ” recons ti tu ted  system s of t ran sc r ip t io n  in isolated 
cell nuclei num erous  enzym es m odifying RNA polym erase  ac tiv ity  as well as ch ro 
m a tin  tem p la tes  a re  present. Short charac teris tics  of nuc lea r  enzym es influencing  
the  inco rpora tion  of rad ioac tive  nuc leoside tr iphosphates  into RNA and  o ther p ro 
ducts  a re  p resen ted  on th e  basis of l i te ra tu re  data.

S tosow ane sk ró ty

D TT — dw utio tre ito l
ddT T P  — 2’3’ dw udezoksy tym idyno tró jfosfo ran  
dsDNA — dw ułańcuchow y  DNA, 
ssDNA — jedno łańcuchow y DNA,
EDTA — k w as  e ty lenodw uam inoczterooctow y

2 — P o stęp y  B io l .  K om . 1/85
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NAD — d w u n u k leo ty d  n iko tynam idoaden inow y
NEM — N -ety lom ale im id
NMN — n u k leo ty d  n iko tynam idow y
pC M P — parach lo ro rtęc iobenzoesan
PM SF  — fenylom ety losu lfonylofluorek
SADM — S-adenozylom etion ina  
SDS — siarczan  dodecylanu  sodu.

Badania aktywności enzymów jądrowych przeprowadza się najczęściej 
w preparatach izolowanych jąder komórkowych. Badania histochemiczne 
na utrwalonych komórkach nie dają nigdy pewności prawidłowej loka
lizacji wykazywanej aktywności enzymatycznej. Badania aktywności en
zymów mogą być również wskaźnikiem czystości i natywności uzyska
nych preparatów. Na obecność domieszek cytozolowych wskazuje m. in. 
aktywność oksydazy cytochromowej (EC.1.9.3.1.), oksydoreduktazy cyto- 
chromowej (EC.1.6.2.1.), dehydrogenazy glukozo-6 fosforanu (EC.1.1.1.49.) 
[113, 138, 292]. Pewne wątpliwości budzi obecność śladowych aktywności 
heksokinazy, izomerazy glukozo-6 fosforanu i syntetazy NAD [61, 196]. 
Dehydrogenazy mleczanowa i bursztynianowa są uważane za wskaźnik 
zanieczyszczeń mitochondriami, a reduktaza cytochromu 2 wskazuje na 
zanieczyszczenie rybosomami [113]. ATP-azy, monoaminooksydaza, glu
kozo-6 fosfataza, cytochromy a, a3, b i c są charakterystyczne dla otoczki 
jądrowej, metylotransferaza SADM-RNA, syntetaza NAD (EC.6.3.5.1.) ra 
czej dla jąderek [150]. Nukleozydotrójfosfatazy są dość trwale związane 
ze strukturam i jąder komórkowych [71], Liczne enzymy jądrowe są 
zaangażowane w procesy regulacji stanu konformacji matryc i u trzy
mania ich integralności, w regulacji poziomu stężeń prekursorów RNA, 
w depolimeryzacji pierwotnych produktów transkrypcji i we wbudo
wywaniu prekursorów RNA do innych niż RNA produktów oraz w pro
cesach „dojrzewania” i transportu nowosyntetyzowanego RNA. Dlatego 
przy planowaniu doświadczeń w układzie izolowanych jąder komórko
wych należy wziąć pod uwagę obecność tych enzymów, ich aktywność 
w warunkach środowiska inkubacyjnego i możliwość zewnętrznego wpły
wania na tę aktywność.

il. PO LIM ERA ZY  RNA I (A), II  (B) i I I I  (C)

Liczne prace przeglądowe poświęcono głównym enzymom transkryp
cji _  polimerazom RNA [44, 169, 177, 213]. Masa cząsteczkowa poli- 
meraz RNA wynosi około 600 kD. Polimeraza jąderkowa (I) składa się 
z sześciu podjednostek polipeptydowych, nukleoplazmatyczna (II) z oś
miu, a III — z dziesięciu. Funkcje podjednostek nie są wystarczająco
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poznane. Liczba podjednostek (oprócz największych) jest zmienna i jest 
to prawdopodobnie przyczyną istnienia podtypów enzymu (w obrębie 
polimeraz RNA I, II i III) [66, 145, 285]. Różne polimerazy RNA zawie
rają w swoim składzie podjednostki identyczne i wykazujące pokrewień
stwo immunologiczne (zwłaszcza polimerazy RNA I i II) [36].

Własności polimeraz RNA izolowanych z komórek zależą od metody 
oczyszczania enzymu i wydaje się, że w kompleksach funkcjonalnych 
polimeraz in vivo znajdują się dodatkowe czynniki regulacyjne [58, 116, 
141]. Wydaje się, że regulacja aktywności jądrowych polimeraz RNA in 
vivo w dużym stopniu polega na modyfikacjach enzymu, głównie na jego 
fosforylacji, a nie na syntezie de novo [16, 143]. In vitro różne kinazy 
proteinowe mogą fosforylować różne podjednostki enzymu. W polime- 
razie RNA I fosforylowane są zwłaszcza podjednostki o masach cząstecz
kowych 194, 51 i 29 kD, a w polimerazie RNA II — podjednostki 214, 
50 i 21 kD [59]. Inne modyfikacje enzymu, jak np. metylacje, zmiany 
liczbowe podjednostek, przyłączanie dodatkowych czynników regulują
cych, mogą również odgrywać ważną rolę. Natomiast niespecyficzna me- 
tylacja polimerazy RNA in vivo dwumetylonitrozaminą i in vitro me- 
tylometanosiarczanem hamują silnie jej aktywność [106].

W izolowanych jądrach komórkowych (wątroba szczurza) liczba czą
steczek polimerazy RNA I oceniana jest na około 2 • 104, a polimerazy 
RNA II — od 0,5 • 103 do 1,5 • 103. Polimeraza RNA III dość szybko opusz
cza jądro komórkowe w czasie izolowania i inkubacji [166]. Większość 
wewnątrzjądrowych cząsteczek polimeraz RNA pozostaje silnie związana 
z matrycami (enzym „związany”), reszta stanowi enzym „wolny” [25, 
97, 259]. Część cząsteczek związanej polimerazy RNA aktywnie trans- 
krybuje matryce, jednak pewna liczba cząsteczek pozostaje nieaktywna 
transkrypcyjnie („silent” enzym) [229].

Aktywność polimerazy RNA I może być zahamowana niskimi stęże
niami aktynomycyn, pochodnymi akrydyny (proflawina lub akryflawina), 
dwumetylo-10,12-benzakrydyną (DMBAcr) lub toyoamycyną [88, 173, 
253], Aktynomycyna D w stężeniu około 1 pM hamuje głównie elongację 
nici RNA, powyżej 10 pM również inicjację. Także sole metali jedno- 
wartościowych w wyższych stężeniach, np. (NH4)2S 0 4 w stężeniach ponad 
160 mM [157], obecność jonów Cd2+, Ca2+, Co2+, Cu2f, Be2+ [192] i brak 
SADM w środowisku [97] hamują aktywność polimerazy RNA I. Do 
czynników hamujących aktywność polimerazy RNA II należy a-amanity- 
na [118], aflatoksyny [105], trójfosforan 3’dezoksyadenozyny [64] oraz 
jony Ag+, Cd2+, Cu2+ [192],

Polimeraza RNA III może być zahamowana wysokimi stężeniami 
u-amanityny (ponad 10_5M).

Oprócz wymienionych tu polimeraz RNA w jądrach komórkowych
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znajdować się może polimeraza RNA „starterowa” zaangażowana w re
plikacji, a być może również w transkrypcji DNA. W syntezie DNA 
wirusów Eukaryota [7, 76] i komórek wyższych Eukaryota [92, 280] wy
kazano obecność „starterów” RNA. Opisano polimerazę RNA „starterową” 
limfocytów ludzkich [263], W komórkach Eukaryota za syntezę iRNA 
może być odpowiedzialna również polimeraza RNA I [100]. Polimerazy 
RNA zależne od RNA są charakterystyczne raczej dla frakcji mikro- 
somów [114], nie można jednak wykluczyć ich obecności w preparatach 
jąder komórkowych [180].

2. PO LIM ERA ZY  DNA

Aktywność polimeraz DNA w preparatach izolowanych jąder komór
kowych może wpływać na wydajność obserwowanej reakcji transkrypcji, 
zwłaszcza synteza replikacyjna lub reperacyjna DNA mogą mieć wpływ 
hamujący na przebiegającą reakcję transkrypcji [33], Również obecność 
aktywnych reduktaz rybonukleotydów może powodować wbudowywa
nie prekursorów RNA do DNA [75, 267]. Dodatkowo w procesie repli
kacji może być syntetyzowany „starterowy” RNA, a efektywna repera
cja uszkodzeń może być niezbędna do przebiegu transkrypcji.

Polimerazom DNA Eukaryota poświęcono obszerne artykuły prze
glądowe [288,289]. Polimeraza DNA u (enzym Bolluma) o masie cząstecz
kowej 100-300 kD i o stałej sedymentacji 6,8-10,5 uważana jest często 
za enzym cytoplazmatyczny [219], in vivo jest jednak stale obecna w ją
drach komórkowych [20]. Polimeraza DNA u jest słabo związana z chro- 
matyną i wymywa się 0,14 M NaCl [84, 171], Jedynie w fazie S cyklu 
życiowego duża liczba cząsteczek polimerazy a pozostaje silnie związana
[48]. Zwłaszcza końcowy etap replikacji (łączenie pośredników o roz
miarach replikonów) jest prawdopodobnie bezwzględnie zależny od po
limerazy DNA a [300]. Istnieją dyskretne formy polimerazy a różniące 
się nieco masą cząsteczkową i własnościami [174, 303]. Enzym ten prze
prowadza reakcję polimeryzacji DNA in vitro z szybkością 30 nukleoty- 
dów, a in vivo — 60 nukleotydów na sekundę, opisano też liczne ko
mórkowe czynniki regulujące tę szybkość [123, 241].

Polimeraza DNA a nie może kopiować poli r(A)-oligo d(T), chociaż 
pewne podtypy enzymu nie stosują się do tej reguły (np. enzym z grasicy 
cielęcia i z komórek KB [837, 303]). Najprawdopodobniej pewne dodat
kowe czynniki regulacyjne, obecne w kompleksie replikacyjnym, hamują 
tę niespecyficzną reakcję [50].

Miejscem inicjacji dla polimerazy DNA a są zazwyczaj szersze luki 
(gaps) na jednej nici DNA, a nie nacięcia [82], Enzym nie ma aktywności 
egzonukleolitycznej, chociaż znane są wyjątki [46].
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Do czynników hamujących aktywność polimerazy DNA a można za
liczyć NaCl i KC1 powyżej stężenia 25 mM (a zwłaszcza powyżej 100 mM) 
i etanol [72], heparynę, czynniki blokujące grupy —SH, pH środowiska
bliskie 7 [80], afidikolinę, NEM i bromek etydyny [148], l-(3-D arabino- 
furanozylocytozyna blokuje inicjację, 2-dezoksyadenozyna elongację nici 
DNA. 9-(3-D arabinozyloadenina hamuje prawdopodobnie inicjację syn
tezy DNA w nowych replikonach [17]. ATP w wysokich stężeniach rów
nież hamuje replikację, 5 mM ATP hamuje syntezę DNA o 60% [260], 
Wydaje się, że poli(A) i poli(U) w stężeniach 100 ąg/ml hamują reakcję
replikacji [238], Polimeraza DNA a jest mało wrażliwa na ddTTP 
(zwłaszcza w systemie izolowanych jąder komórkowych [148, 281], na 
obecność fosforanów, a spermidyna nawet aktywuje jej aktywność [171].

Polimeraza DNA 3 (enzym Weissbacha) [287] o masie cząsteczkowej 
30-50 kD jest specyficznym enzymem jądrowym. Większość autorów 
uważa, że enzym ten funkcjonuje jako polimeraza reperacyjna [182],
chociaż jest możliwe, że odgrywa również rolę w replikacji [277]. Za 
wyłącznie reperacyjną funkcją polimerazy DNA (3 przemawia fakt, że 
ilość enzymu nie zmienia się w cyklu życiowym komórki. Aktywność 
polimerazy DNA fi jest hamowana silnie przez ddTTP i jony fosforano
we [148, 195, 297]. Enzym jest wrażliwy na obojętny odczyn środowiska 
i jest bardzo termolabilny [72], Afidikolina [195], NEM, bromek etydyny, 
NaCl w stężeniu 0,2 M, etanol, czynniki blokujące grupy —SH nie wpły
wają na aktywność enzymu, natomiast sole o stężeniu ponad 0,25 M, 
a dla pewnych komórek pCMB obniżają ją [186, 297],

Polimeraza DNA fi może wykorzystywać bardzo krótkie matryce DNA 
(5 nukleotydów w obecności jonów Mg2 ) [279]. Szybkość polimeryzacji
dla tego enzymu jest bardzo mała, około 2,5 nukleotydów na sekundę, 
Znane są też białka regulujące aktywność tego enzymu [187].

Polimeraza DNA 5 ma również aktywność 3’-5’ egzonukleazy. Jest to 
aktywność hamowana wybiórczo 6-merkaptopuryną i 5’AMP [39].

Polimerazy RDNA mogą kopiować poli r(A)d(T)6—10, ale w odróżnie
niu od odwrotnych transkryptaz nie mogą używać matryc RNA. Wy
daje się, że są to enzymy raczej cytoplazmatyczne, chociaż mogą być 
obecne w błonie jądrowej, a nawet w jąderkach komórkowych [302], Po
nadto zanieczyszczenia cytoplazmatyczne w preparatach jąder komór
kowych mogą być powodem aktywności polimeraz RDNA w tych pre
paratach. Polimerazy RDNA są stymulowane obecnością kationów jed-
nowartościowych i jonów fosforanowych, wymagają obecności DTT, ale 
nie są hamowane przez 0,5% Triton X100. Pewne enzymy tego typu są 
bardziej zbliżone do odwrotnej transkryptazy wirusów onkogennych, np. 
polimeraza N3 z komórek czerniaka [89]. Najlepiej poznanym enzymem
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z grupy polimeraz RDNA jest polimeraza y, specyficzny enzym mito-
chondrialny (enzym Fridlendera) [86].

Pewną odmianą polimerazy RDNA jest polimeraza DNA III [159]. 
Enzym ten nie jest wrażliwy na etanol (10%) i bardziej od innych poli
meraz RDNA jest hamowany jonami metali jednowartościowych.

Odwrotna transkryptaza (rewertaza) jest enzymem, który katalizuje 
reakcję syntezy DNA na matrycy RNA; jest specyficzna dla wirusów 
onkogennych. Tym niemniej komórki (zwłaszcza ich frakcja rnikroso- 
malna) mogą wykazywać aktywność odwrotnej transkryptazy zależnej 
od obecności endogennych wirusów. Wirusy te mogą pełnić ważną fizjo
logicznie rolę w różnicowaniu i embriogenezie, i dlatego w pewnych przy
najmniej typach komórek można spodziewać się aktywności odwrotnej 
transkryptazy. Publikowane były liczne prace przeglądowe na temat 
własności tego enzymu [12, 254, 272]. Ogólnie biorąc, odwrotna trans
kryptaza wirusów grupy leukemia-sarkoma ptaków składa się z podjed- 
nostek a i (3 o masach cząsteczkowych odpowiednio 65-70 kD i 95-100 kD. 
Enzym wirusów onkogennych ssaków jest zbliżony do podjednostki u. 
W komórkach zakażonych wirusem enzym istnieje głównie w formie 
wysokomolekularnej, natomiast w czystych preparatach wirusów i w ko
mórkach po traktowaniu 0,5 M KC1 lub Tritonem X I 00 w formie nisko- 
molekularnej. Enzym może używać jako matrycy DNA, RNA lub ho- 
morybopolinukleotydów, ma aktywność rybonukleazy H i endonukleazy, 
może również przeprowadzać reakcję „rozwijania” (unwinding) i piro- 
fosforolizy [176], nie wykazuje żadnej aktywności egzonukleolitycznej. 
Aktywność odwrotnej transkryptazy może być zahamowana kofeiną [239], 
a aktywność RN-azy H tego enzymu — NaF w stężeniu 10 mM [284]. 
Zastanawiające jest, że polimerazy DNA a i P wykazują podobieństwo 
chromatograficzne i immunologiczne do odwrotnej transkryptazy, zwłasz
cza endogennych wirusów [183]. Ponieważ rewertazy funkcjonalnie zbli
żone są do polimeraz RDNA, można więc założyć pewne pokrewieństwo 
wszystkich polimeraz DNA komórki. Różnice mogłyby polegać na akty
wacji przez proteolizę [212], fosforylację [214], przez zmianę proporcji 
polipeptydów wchodzących w skład kompleksu [110] lub przez obecność 
dodatkowych polipeptydów stymulujących [156].

3. N U K LEO ZY D O TRA N SFERA ZY  NIE U ŻY W A JĄ C E M ATRYC

Enzymy te nie mogą odtwarzać ani syntetyzować określonych sek
wencji nukleotydów i przenoszą pojedyncze reszty dezoksyrybonukleo- 
tydowe i rybonukleotydowe na różne substraty. Niekiedy enzymy są 
zdolne do przyłączania kolejnych reszt nukleotydowych tworząc homo-
polimery. Substratami, na które przenoszone są reszty nukleotydowe

0
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i które pełnią rolę startera są zazwyczaj —3’OH grupy RNA i DNA.
Enzymy tego typu znajdują się w jądrach komórkowych i skutkiem ich 
działania może być wbudowanie znakowanych nukleozydofosforanów 
w nierozpuszczalne w kwasach produkty. Produkty te niekiedy bez wy
starczających dowodów są określane jako homopolimery. •

Najważniejszymi enzymami syntetyzującymi homopolimery są poli(A) 
polimerazy, które po ukończonej syntezie łańcucha RNA używają go 
jako startera do poliadenylacji. Reakcja ta ma znaczenie w dojrzewaniu 
większości klas mRNA. Jądrowa polimeraza poli(A) istnieje w formie 
enzymu związanego z chromatyną i w formie wolnego „enzymu’’ Enzym 
związany syntetyzuje homopolimer o długości około 200 reszt nukleoty- 
dowych, enzym „wolny” dobudowuje jedynie 10 do 20 reszt [215, 221]. 
Jedynie forma „związana” enzymu jest hamowana przez trójfosforan 
kordycepiny [217]. Polimeraza poli(A) jest zasadniczo enzymem wewnątrz- 
jądrowym [119], ale w cytoplazmie, zwłaszcza we frakcji mikrosomalnej, 
znaleziono enzymy podobne do „wolnych” polimeraz poli(A) jądrowych 
[181]. Enzym wymaga ATP jako substratu, ale obecność innych trój- 
fosforanów nukleozydów hamuje jego aktywność [2]. Enzym jest akty
wowany jonami Mg2f lub Mn2+, jak również przez dwubutyrylo-cAMP, 
natomiast EDTA, AcD bromek etydyny i DNA-aza niewiele wpływają 
na jego aktywność. Inhibitorami poli(A) polimerazy są trójfosforan kor
dycepiny w stężeniach 2 [xg/ml, pirofosforany, kwas jodooctowy (5 mM) 
i (NH4)2S04 [216]. Małe stężenia cAMP (1,5 mg/100 g wagi ciała) niewie
le hamują syntezę oligo(A) (40-60 nukleotydów) [151].

Liczne prace dotyczące polimeraz poli(A) i poliadenylacji są zebrane 
w wielu publikacjach [2, 35, 119, 215]. Opisano również enzym synte
tyzujący polimer ppp5’(A2’p)nA [43, 225].

Wydaje się, że istnieją również polimerazy poli(U), poli(G) i poli(C) 
[32, 112]. Enzymy te są mniej specyficzne dla jąder komórkowych. Nie 
można wykluczyć, że polimerazy RNA Eukaryota, podobnie jak poli
merazy RNA bakteryjne, mogą syntetyzować homopolimery w warun
kach zahamowanej elongacji RNA [70].

Nukleozydotransferazy przenoszące pojedyncze reszty nukleotydowe 
na startery RNA stanowią ważną klasę enzymów dojrzewania i mody
fikacji posttranskrypcyjnych. GTP-RNA guanylylotransferaza bierze 
udział w tworzeniu „kapturków” mRNA i hnRNA [129, 226, 231, 271], 
adenylylo- i cytydylylotransferazy biorą udział w tworzeniu i odtwa
rzaniu 3’CCA trypletu tRNA, znane są też transferazy przenoszące resz
ty  rybonukleotydowe na startery  DNA [142].

Najważniejszym enzymem przenoszącym reszty tymidynofosforanowe 
na —3’OH krańcową pozycję startera DNA jest transferaza krańcowa 
(CE.2.7.7.31) z jąder komórkowych grasicy cielęcej i komórek limfoidal-
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nych typu T [62, 96]. Enzym ten może przenosić także reszty innych 
dezoksyrybonukleotydów, a nawet w pewnych warunkach rybonukleo- 
tydów [218]. Modyfikacje enzymu, jak np. fosforylacja, mogą być odpo
wiedzialne za jego heterogenność [45], Starterem enzymu jest głównie 
ssDNA, ale także dsDNA lub dezoksynukleoproteid chromatyny [218]. 
Sztucznymi starterami są d(A)i2-i8d(T)6 i poli(A)d(T)l2- 18. Inhibitorami 
transferazy krańcowej są sterptoligidyna (10~:!M), siarczan proflawiny, 
nadmiar ATP i NEM [67]. Aktynomycyna, u-amanityna i EDTA nie
mają wpływu na jej aktywność [67, 184]. Znane są nukleozydotransfe- 
razy przenoszące reszty nukleotydowe na substraty inne niż kwasy n u 
kleinowe, np. na dwuglicerydy [301] lub amid kwasu nikotynowego [40].

4. LIGAZY PO LIN U K LEO TY D O W E (LIGAZY DNA I RN A) (EC.6.5.1.1.)

Ligazy DNA są zaangażowane głównie w replikacji DNA (ligaza 1) 
[237], w procesach reperacji związanych z nacinaniem nici DNA (liga
za II) i prawdopodobnie również w regulacji stanu nadspiralności DNA, 
głównie jako czynnik relaksujący. W obecności AMP ligaza może w y
twarzać nacięcia, czyli może działać jak enzym nacinający [236, 237].

Ligazy łączą wiązaniem estrowym grupy —3’OH z grupami 5’P— 
łańcucha polinukleotydowego. Aktywność ligazy DNA w izolowanych 
jądrach komórkowych może mieć znaczenie dla efektywności reinicjacji 
syntezy RNA ze względu na jej wpływ na konformację matryc, a także 
dla specyficzności inicjacji przez usuwanie powstających ,,nacięć”. Ak
tywność ligaz RNA jest warunkiem prawidłowego ,,dojrzewania” pro
duktów transkrypcji, a być może również ich transportu do środowiska.

Ligazy DNA są specyficzne dla jądra komórkowego i występują jako 
wielkocząsteczkowe białka (ligaza DNA I — 170-200 kD, stała sedy
mentacji — 5,5-8,5 S) lub mniejsze białka (ligaza DNA II — 85-90 kD, 
stała sedymentacji —• 4-6 S) [255]. Wysuwane są jednak przypuszczenia, 
że istnieje tylko jedna ligaza DNA [256].

Ligazy DNA są bardzo wrażliwe na zmiany pH, na obecność EDTA, 
jonów Ca2 oraz na denaturację termiczną. W temperaturze poniżej 25°C 
aktywność ligaz ulega odwracalnemu obniżeniu [264], Ligazy są wraż
liwe na NEM i na pCMB, ligaza DNA II jest częściowo hamowana przez 
PMSF [255], nie są natomiast hamowane przez bromek etydyny i aktyno- 
mycynę D. Enzym wymaga obecności jonów Mg2 (10-20 mM) i jest 
stymulowany jonami metali jednowartościowych (150 mM). ATP jest 
kofaktorem. Obszerną literaturę dotyczącą ligaz DNA można znaleźć 
w licznych pracach przeglądowych i doświadczalnych [235, 264, 306]. 
Ligazy RNA są zaangażowane w „dojrzewaniu” prekursorów mRNA,
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głównie w usuwaniu sekwencji intronowych (splicing) [165]. Ligaza tRNA 
stanowi wyjątek wśród enzymów Eukaryota, gdyż łączy wiązaniem estro
wym grupy —3’p i 5’OH— [137].

5. ENZYMY U SU W A JĄ C E LO K A LN E U SZK O D ZEN IA  H ELISY  DNA
BEZ NACINANIA ŁAŃCUCHA

Enzymy te rozpoznają uszkodzenia (dimery pirymidynowe, metylo- 
wane zasady) i usuwają je. W usuwaniu dimerów pirymidynowych zaan
gażowane są fotoliazy specyficzne głównie dla dsDNA, ale rozpoznające 
również uszkodzenia w ssDNA. Masa cząsteczkowa tych enzymów wy
nosi około 40 kD, optymalne pH — 7,2. Aktywność fotoliaz jest hamo
wana przez fosforany [246].

Metylowane zasady lub uracyl są rozpoznawane i usuwane przez N- 
-glikozydazy (EC.3.2.1.20 i EC.3.2.1.21.) [200]. Wśród tych enzymów szcze
gólnie aktywne są N-glikozydazy urydylowe [41, 250]. Skutkiem ich dzia
łania jest powstawanie miejsc apurynowych lub apirymidynowych, które 
są usuwane w procesach naprawczych typu wycinania i zastępowania 
(cut and patch) połączonych z nacięciem łańcucha DNA. Jednak sposób 
działania N-glikozydaz wskazuje na ich niezależność od mechanizmu wy
cinania, co więcej, istnieje inna jeszcze możliwość reperacji miejsc apu
rynowych nie uwarunkowana nacinaniem nici DNA, mianowicie przez 
akcję „insertaz” [65],

Opisane tu enzymy są istotne dla przebiegu procesu transkrypcji, po
nieważ utrzymują stan natywności matryc, zwłaszcza usuwając powsta
jące spontanicznie miejsca apurynowe.

6. ENZYMY M O D Y FIK U JĄ C E DNA

Najważniejszą modyfikacją DNA jest metylacja. Podnoszone jest zna
czenie metylacji w procesach regulacji ekspresji genowy w różnicowaniu, 
embriogenezie, karcinogenczie, a także w regulacji transkrypcji. Przegląd 
literatury dotyczącej metylaz DNA i metylacji znajduje się w licznych 
publikacjach [1, 55, 266], Zachowanie aktywności enzymów modyfiku
jących DNA w układach transkrypcyjnych in vitro może mieć znaczenie 
dla ich prawidłowego funkcjonowania. Metylazy DNA są enzymami ją
drowymi i metylacja zachodzi w jądrach komórkowych in vitro [266], 
W przeciwieństwie do nieswoistych czynników metylujących reakcja en
zymatyczna jest zależna od obecności SADM i hamowana jest analo
giem — S-adenozylohomocysteiną [55] i jest wysoce specyficzna. U Euka
ryota metylacja DNA ogranicza się wyłącznie do cytozyny w obrębie 
dwunukleotydu 5’—C™GP—3’ [34]. Podobnie jest metylowana nić komple
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mentarna. Powoduje to konieczność uzupełniania grup metylowych
w nowo syntetyzowanej nici DNA bezpośrednio po zakończeniu fazy S 
cyklu życiowego. Metylazy wymagają istnienia s truk tur superspiralnych 
w DNA, są hamowane poliaminami, wyższymi stężeniami mocznika, de
tergentami (0,2% Triton X100 hamuje je częściowo, 0,1% dezoksycholan 
kompletnie), 5-azacytydyną [56, 57, 227]. NaCl w stężeniu niższym niż 
50 mM powoduje agregację enzymu, w wyższym niż 200 mM — jego 
dysocjację z chromatyny. Jądra komórkowe nie zawierają restryktaz, 
jednak metylacja DNA ma wyraźny wpływ na jego wrażliwość na nu- 
kleolizę [132]. Opisano również demetylację DNA w komórkach my
sich [94].

Inną modyfikacją jest fosforylacja 5’OH— grupy DNA. Reakcję tę 
przeprowadzają kinazy polinukleotydowe (ATP zależne DNA kinazy) 
niekiedy wysoce specyficzne [251]. Siarczany, np. dekstranu, hamują tę 
reakcję [202].

7. ENZYMY M O D Y FIK U JĄ C E RNA

Modyfikacje łańcucha polirybonukleotydowego odbywają się już 
w czasie jego elongacji. Obecność i aktywność eznymów modyfikujących 
może mieć znaczenie dla inicjacji syntezy RNA (metylacje pierwszych 
nukleotydów), jak również dla elongacji, terminacji, dojrzewania i trans
portu. Podobnie jak dla DNA, modyfikacje RNA polegają głównie na 
przenoszeniu reszt fosforanowych i na metylacjach. Modyfikacje RNA 
są głównie związane z procesami „dojrzewania” mRNA, ale także tRNA. 
Kinazy polinukleotydowe (EC.2.7.1.78) przenoszą reszty fosforanowe na 
5’OH— grupy RNA i oligonukleotydów [266], są ATP zależne, ale nie
kiedy mogą przenosić reszty fosforanowe z GTP, CTP i UTP [296]. Opi
sano również fosforylazy polinukleotydowe i RNA trójfosfatazy [234, 
271]. Pewne enzymy z tej grupy wykazują wysoką specyficzność i są 
zaangażowane w dojrzewaniu hnRNA i prekursorów mRNA [222].

Metylazy RNA zależne od SADM wykazują dużą specyficzność wobec 
substratów. Znane są metylazy tRNA [131], rRNA [194, 168] i mRNA. 
Dla mRNA specyficzne enzymy metylują guaninę „kapturka” (cap) praw
dopodobnie przed rozpoczęciem elongacji nici polinukleotydowej [128]. 
Inne metylazy są odpowiedzialne za metylację pierwszego nukleotydu 
mRNA w pozycji 2’C rybozy. Oba enzymy są hamowane sinefunginą 
[206]. Metylacja drugiego nukleotydu odbywa się już prawdopodobnie 
na terenie cytoplazmy [47]. Metylacje „wewnętrzne” w regionie —3’OH 
mRNA i hnRNA (do 15 grup metylowych, głównie NtimA i 5mC [14]) są
katalizowane przez odrębny enzym hamowany cykloleucyną lub S-tu- 
bericynylohomocysteiną [69].
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8. B IA ŁK A  D ESTA B ILIZU JĄ C E H E L ISĘ  DNA

Wszystkie enzymy „nacinające” jedną nić podwójnie łańcuchowego
DNA, w tym  zwłaszcza endonukleazy jądrowe, powodują relaksację su- 
perspiralnej helisy. Wydaje się jednak, że in vivo regulacja „pulsacji” 
(breathing) i rotacja wzajemna łańcuchów helisy DNA (swivell) odgry
wają ważną rolę w inicjacji i elongacji zarówno replikacji, jak i trans
krypcji, i odbywają się w specyficznych regionach DNA [103]. Do spe
cyficznych enzymów relaksujących można zaliczyć topoizomerazy typu I 
[11, 274], topoizomerazy typu II (NC enzymy — „nicking-closing” enzy
my), ATP zależne DN-azy [87], a być może również DNA ligazy dzia
łające jako AMP zależne endonukleazy [236]. Topoizomerazy I (Eukaryo
ta) mogą relaksować całkowicie zarówno dodatnio, jak i ujemnie nadspi- 
ralizowany DNA [11], [207]. Topoizomerazy typu II, oprócz tworzenia 
nacięć, mogą również zamykać te nacięcia, pozostając przy tym kowa
lencyjnie związane z DNA (przez tyrozynę topoizomerazy do —3’OH 
grupy w nacięciu). Białko enzymu nie ulega oderwaniu w 100 mM KOH, 
100 mM HC1 i w 4 M chlorowodorku guanidyny [90, 262].

Wśród bardzo wielu białek wiążących się z DNA (DNA binding pro
teins) jedynie pewne typy silnie wiążące się z jednołańcuchowym DNA 
(tworzące kompleksy w obecności fenolu i SDS-u) mogą odpowiadać 
NC-enzymom [74]. Pewne typy białek in vivo silnie związane z DNA 
również mogą być odnoszone do topoizomeraz [144], Nacięcia zabloko
wane NC-enzymami są rozmieszczone nieprzypadkowo i mogą być m iej
scami inicjacji zarówno replikacji, jak transkrypcji [286, 290], Dotych
czas nie zostało wystarczająco wyjaśnione, jaki jest mechanizm powsta
wania struktur nadspiralnych w Eukaryota. Nie stwierdzono tu enzymów 
typu bakteryjnych „gyraz”, chociaż kwas nalidiksinowy wpływa ham u
jąco na replikację DNA Eukaryota [18]. Być może rolę gyrazy odgrywają 
pewne czynniki przejściowo występujące w kompleksach topoizomera
zy II; rolę taką pełnić mogą ATP-azy zależne od DNA (m. in. antygen T 
wirusa SV40) [91].

Oprócz enzymów bezpośrednio zmieniających konformację helisy DNA 
istnieją prawdopodobnie liczne białka (z grupy białek wiążących się 
z DNA) utrwalające uzyskany stan nadspiralności i ułatwiające przesu
wanie się polimeraz RNA i DNA [73]. Białka te są niekiedy bardziej 
specyficzne jedynie dla określonego stanu chromatyny, np. białka IIMG 
(high mobility group) są prawdopodobnie niespecyficznymi stabilizato
rami aktywnej euchromatyny [175]. Inni autorzy uważają, że rolę tę 
pełnią inne białka chromatyny, jak PSj lub A24 [122, 283]. Trudno jest 
obecnie określić, jaką rolę odgrywają tzw. białka ściśle związane z chro- 
matyną (tightly bound). Stanowią one niejednorodną grupę białek i w
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pracach różnych autorów mogą oznaczać zarówno NC-enzymy, jak też
białka wykazujące powinowactwo do DNA. Wydaje się jednak, że nie są 
one charakterystyczne dla transkrybowanej chromatyny [185], Topoizo- 
merazy wprowadzają zmiany konformacji konieczne do tworzenia nukleo- 
somów [90]. Również białka nukleosomu — histony H2A, H2B, H3 i H4 
[140], a także międzynukleosomowe — histon HI [160] i białko A24 [95]
utrwalają strukturę helisy i wyższe struktury  nadspiralne. W warunkach 
izolowania i inkubacji in vitro jąder komórkowych może dochodzić do 
u traty  histonów, zwłaszcza histonu HI [107], i słabo związanych białek 
utrwalających aktywny stan matryc. Nie dotyczy to ściśle związanych 
białek i topoizomeraz chromatyny, jednak stosowane detergenty, wyso
kie stężenia soli, polisacharydów lub heparyny mogą powodować uszko
dzenie ich funkcji.

9. D N-azy JĄ D RO W E

DN-azy jądrowe in vivo są zaangażowane w procesy reperacji i w re
gulację konformacji DNA. In vitro, nawet w niskich temperaturach 
skutkiem ich działania jest depolimeryzacja matryc i utrata jądrowego 
DNA, zwłaszcza w izolowanych jądrach komórkowych in vitro [29]. Na 
autolityczne działanie DN-az najbardziej narażony jest aktywnie trans- 
krybowany „metaboliczny” DNA jąder komórkowych. Depolimeryzacja 
tego DNA powodować może spadek specyficzności inicjacji transkrypcji, 
obniżenie syntezy polirybonukleotydów i podwyższenie syntezy oligory-
bonukleotydów [68, 198].

Relaksacja nadspiralnego DNA przez endodezoksyrybonukleazy „na
cinające” może być odpowiedzialna za zaburzenie inicjacji transkrypcji 
w preparatach izolowanych jąder komórkowych, ale zahamowanie aktyw
ności dezoksyrybonukleaz jądrowych, zwłaszcza zaangażowanych w re
peracji DNA, może prowadzić do nagromadzenia się uszkodzeń DNA 
(np. miejsc apurynowych).

Główna endodezoksyrybonukleaza jądrowa (endonukleaza I) jest po
dobna ze względu na swoje własności do DN-azy trzustkowej [139, 154], 
Enzymy tego typu izolowane z różnych tkanek różnią się nieco własno
ściami, ogólnie jednak są specyficzne raczej dla dsDNA, a skutkiem ich 
działania jest depolimeryzacja DNA do oligodezoksynukleotydów zakoń
czonych —3’OH i 5’P— [178]. Endonukleazy I mogą być zależne od obec
ności jonów Ca2 '̂ i Mg2+ (Ca2+, Mg2+ endonukleaza) [198], od jonów 
Mg2+ lub Mn2+ [124, 178]. Pewne dezoksyendonukleazy tej grupy mogą 
depolimeryzować również rybohomopolimery, zwłaszcza poli(A), poli(U) 
i poli(C), inne nie mają tej własności [53]. Endodezoksyrybonukleaza ją-
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der komórkowych wątroby szczurzej jest hamowana przez NaF w stę
żeniu 3 mM wyższymi stężeniami soli metali jednowartościowych (50% 
inhibicji w obecności KC1 w stężeniu 55 mM), pirofosforanami (w stęże
niu 8 mM), heparyną (22 ng/ml) i siarczanem polidekstranu (1,3 ng/ml), 
jonami fosforanowymi (40 mM), EDTA, tRNA i polirybonukleotydami 
[53, 149, 23]. Enzym z jąder komórkowych Physariam polycephalum  
jest hamowany NaCl i KC1 w stężeniach od 100 mM, pCMB (10 mM), ale 
jest niewrażliwy na azydek sodu [282].

Endonukleazy specyficzne dla dsDNA są aktywne w depolimeryzacji 
DNA w autolizie w różnicowaniu końcowym. Enzymy depolimeryzujące 
homopolimery mogą odgrywać rolę w „dojrzewaniu” RNA.

Jądrowe endodezoksyrybonukleazy specyficzne głównie dla ssDNA 
obejmują enzymy zaangażowane w reperacji, a także enzymy „nacina
jące”, które rozpoznają i wprowadzają nacięcia w destabilizowaną struk
turę nadspiralnego DNA [111, 205] i mogą być zaangażowane w inicjacji 
transkrypcji [276], a także w elongacji replikacji DNA (tworzenie odcin
ków zdolnych do rotacji „swivell”) [282]. W wyniku depolimeryzacji DNA 
powstają zazwyczaj 5’P— oligonukleotydy. EDTA i 2-merkaptoetanol 
hamują ich aktywność (endonukleaza «) [111]. Specyficzność ssDNA en- 
donukleaz jest względna i zależy od stężenia soli, zwłaszcza wysokie 
stężenia soli metali jednowartościowych blokują aktywność ssDNA endo- 
nukleaz wobec dsDNA [247], ssDNA specyficzne endonukleazy nie są 
wrażliwe na wysokie stężenia soli [278]. Ze względu na regulację aktyw
ności dezoksyendonukleaz w chromatynie in vitro jest ważne stwierdze
nie faktu istnienia specyficznych inhibitorów tych enzymów [120, 248].

Możliwość rozpoznawania małych zaburzeń struktury  helisy DNA, 
połączona ze zdolnością tworzenia „nacięć”, jest charakterystyczna dla 
endonukleaz reperacyjnych (korrendonukleaz). Znane są enzymy Euka
ryota korygujące błędy replikacji polimeraz DNA [208]. Korrendonuklea- 
zy typu I (endonukleaza II wprowadzająca nacięcia w pobliżu miejsc 
apurynowych, apirymidynowych i alkilowanych zasad [134]) oraz korren-
donukleazy typu II (UV-endonukleazy), wprowadzające nacięcia w po
bliżu dimerów pirymidynowych, wiązań poprzecznych DNA, uszkodzeń 
po napromieniowaniu y i po działaniu makromycyny [15]. Korrendonu- 
kleazy II tworzą nacięcia zakończone grupami — 3’OH i 5’P— w pobliżu 
dimeru [31]. Korrendonukleaza APu/APi wprowadza nacięcia w ten spo
sób, że miejsce apurynowe pozostaje przy —3’OH końcu [167]. Enzym 
ma masę cząsteczkową 24-40 kD, jest stymulowany jonami Mg21 i Mn2+, 
wymaga pH 7,5-9, hamowany jest jonami Ca21', NaCl, EDTA, tRNA, 
adeniną, hypoksantyną, adenozyną, AMP oraz NAD [149], nie jest wraż
liwy na kofeinę, NADII, ADP, ATP, uracyl, cytozynę [125, 167, 258]. 
APu/APi endonukleazy błony jądrowej są stymulowane Tritonem X100,
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nukleoplazmy raczej inhibowane [257]. Kwaśne DN-azy jądrowe są spe
cyficzne dla ssDNA, dają w wyniku depolimeryzacji DNA — 3’P oligo- 
nukleotydy. Enzymy te, aktywne przy pH 4,9-5,1, są hamowane w obec
ności jonów Mg2+, Mn2ł, SOJ", CH2JCOO~. Opisano tkankowe inhibitory
kwaśnych DN-az jądrowych [158].

Egzodezoksynukleazy jądrowe są specyficzne dla dsDNA lub ssDNA. 
Część tych enzymów jest zaangażowana w procesach reperacji uszkodzeń 
DNA (korregzonukleazy). Egzodezoksynukleaza III depolimeryzuje ssDNA 
i dsDNA w kierunku 3’-5’ dając w wyniku 5’P dezoksynukleotydy [134]. 
Egzodezoksynukleaza IV jest dsDNA specyficzną korregzonukleazą za
angażowaną w wycinaniu dimerów pirymidynowych w kierunku 5’-3’, 
dając w wyniku 5’P dezoksynukleotydy [162]. Podobny enzym został 
opisany w komórkach drożdży (egzonukleaza I drożdży) [273]. Korregzo- 
nukleaza ssDNA specyficzna depolimeryzuje DNA w kierunku 3-5’. Zna
ny jest też enzym typu egzodezoksynukleazy (DN-aza V Eukaryota), de- 
polimeryzujący dsDNA w obu kierunkach (3’-5’ i 5’-3’ od nacięcia) [188]. 
Pewne polimerazy DNA mogą wykazywać aktywność ssDNA egzonu-
kleaz [17].

10. R N -azy JĄ D RO W E

Endorybonukleazy jądrowe pełnią prawdopodobnie rolę przy dojrze
waniu prekursorowych drobin mRNA, tRNA i rRNA [85], Zahamowanie 
aktywności RN-az jądrowych zabezpiecza nowo syntetyzowane produkty 
przed depolimeryzacją hamuje jednak jego „dojrzewanie” , a być może
nawet elongację transkrypcji.

Jąderka komórkowe zawierają specyficzne endorybonukleazy zaan
gażowane w dojrzewaniu prekursorów rRNA [63]. Enzymy te przy braku 
białek prerybosomów (a sytuacja taka może mieć miejsce w izolowanych 
jądrach komórkowych) niszczą kompletnie prekursor rRNA [295]. En- 
donukleaza jąderkowa A rozkłada RNA do 5’P  oligorybonuklcotydów,
endonukleaza B — do 5’ rybonukleozydofosforanów [152]. W dojrzewa
niu prekursorów tRNA są zaangażowane liczne endorybonukleazy. 
U Eukaryota stwierdzono m. in. enzymy analogiczne do RN-az P 4 i P2 
Prokaryota (usuwających 3’ i 5’ końcowe nukleotydy prekursora tRNA) 
[6]. Opisano też enzymy odpowiedzialne prawdopodobnie za wycinanie 
sekwencji intronowych w prekursorowych tRNA [199].

Główne endonukleazy nukleoplazmy są zaangażowane w dojrzewaniu
prekursorów mRNA w rozpadzie pierwotnego transkryptu  [153]. Rybo- 
nukleazy D (RN-azy ds) analogiczne do ds RN-azy III z Escherichia coli 
biorą prawdopodobnie udział w dojrzewaniu prekursorów mRNA, usu
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wając połowę struktur palindromowych [211]. Istnienie RN-az D w ją
drach komórkowych budzi pewne wątpliwości, są to enzymy spotykane 
raczej we frakcji rybosomów [26]. Wydaje się jednak, że występują rów
nież w jądrach komórkowych w zestawie białek hnRNP [210] lub w nu- 
kleoplaźmie. RN-azy D są inaktywowane bromkiem etydyny w stę
żeniu 10_5M.

Endonukleazy aktywowane ppp{A2’p)nA są częściowo specyficzne dla 
sekwencji UpAp i UpN i mogą być zaangażowane w regulacji proliferacji 
komórek [299]. Pewna grupa endorybonukleaz jądrowych depolimeryzuje 
specyficznie rybohomopolimery. Z tych enzymów poli(A) endorybonu- 
kleaza (endorybonukleaza IV) może brać udział w dojrzewaniu mRNA 
[224]. Enzym ten (EC.3.1.4.9) jest najbardziej aktywny w pil 7,5-8,0 
w sile jonowej 20-300 mM, aktywują go jony Mg2f, może również de- 
polimeryzować inne homopolimery i RNA [191]. Pewne enzymy z tej 
grupy preferują raczej poli(U) lub poli(C) [295].

Egzorybonukleazy jądrowe również biorą udział w dojrzewaniu pre- 
kursorowych RNA. Najbardziej charakterystycznym enzymem tej grupy 
jest egzonukleaza 3’-5’, depolimeryzująca poli(A) i poliadenylowany 
mRNA [155, 223]; jest ona silnie inhibowana już w 200 mM NaCl Rów
nież obecność 2’-0 metylowanych nukleotydów hamuje aktywność egzo- 
rybonukleaz [243].

Rybonukleazy hybrydowe (RN-azy U) usuwają polirybonukleotydy 
z hybrydów RNA-DNA (EC.3.1.4.34). Znane są dwie główne RN-azy H: 
wysokocząsteczkowa (80 kD) RN-aza HI, zaangażowana w syntezie DNA, 
usuwa prawdopodobnie starterowe oligorybonukleotydy z fragmentów 
Okazaki [37, 38], oraz RN-aza H2 o masie cząsteczkowej 30 kD ma być 
zaangażowana w terminacji syntezy RNA [130]. RN-azy H są hamowane 
SADM, nie są natomiast wrażliwe na u-amanitynę, AcD, fosforany i pi- 
rofosforany oraz pCMB. Specyfika ich działania zależy w dużym stopniu 
od rodzaju jonów dwuwartościowych [220, 240].

Oprócz rybonukleaz w preparatach jąder komórkowych znajdować 
się mogą inhibitory tych enzymów pochodzące z cytozolu [24, 230], jak 
również specyficzne dla jąder komórkowych [233].

11. K IN A ZY  B IA ŁK O W E

Fosforylacja białek niehistonowych chromatyny może zmieniać kon
formację nukleosomów i wpływać na aktywność matrycową [98, 161]. 
Zwłaszcza fosforylacja białek HMG-14 i HMG-17 może mieć znaczenie 
w regulacji transkrypcji [8, 275]. Podobne znaczenie może mieć fosfo
rylacja podjednostek polimeraz RNA [30, 59, 242]. Natomiast fosforyla-
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cja białek matriks jądrowej może odgrywać rolę w inicjacji syntezy
DNA [5].

Enzymy fosforylujące białka jądrowe są zazwyczaj dzielone na kinazy 
zależne i niezależne od cyklicznego AMP. cAMP zależne kinazy są słabo 
związane z chromatyną i mogą być ekstrahowane 0,3 M NaCl [164]. Wąt
pliwe jest czy są to enzymy jądrowe [79, 232], chociaż wydaje się pewne, 
że są obecne w jądrach komórek grasicy [179], cAMP zależne kinazy są 
specyficzne dla histonów, ale mogą również fosforylować pewne białka 
niehistonowre, podjednostki polimeraz RNA i białka hnRNP [109, 294]. 
Kinazy histonów fosforylują histony III i H5 (np. histon H1B w N-koń- 
cowej treoninie), wpływając bardzo silnie na dekondensację chromatyny 
[4, 28]. Natomiast defosforylacja histonów zwiększa kondensację chroma
tyny, zwłaszcza defosforylacja histonu H5 w erytrocytach przekształca go 
w  superrepresor [245]. Kinazy histonów, zwłaszcza specyficzne dla histo
nu 114, są niekiedy zależne od cGMP [163].

Fosforylacja histonów HI i H3 wydaje się ściśle uzależniona od cyklu 
życiowego komórki, natomiast fosforylacja histonów H2A i H5 nie [28]. 
Są jednak doniesienia, że fosforylacja histonów jest słabo skorelowana 
z cyklem życiowym komórek [203],

Fosforylacja jest stymulowana 5 ąM cAMP i merkaptoetanolem [52]. 
Wydaje się, że istnieje cały złożony system regulujący fosforylację i de- 
fosforylację histonów. W skład tego systemu obok cAMP wchodziłyby 
glukagon i insulina [249], a także wewnątrzjądrowe białko kalmodulina 
(CDR) i jądrowe inhibitory kinaz zależnych i niezależnych od cAMP [79, 
232, 298] oraz poliaminy [190]. Interesująca jest ścisła zależność między 
blokowaniem defosforylacji histonów przez ClHgPhS03 lub 50 mM siar
czyn sodowy, a ich silnym wpływem hamującym na proteolizę histonów 
[99], Natomiast jednooctan lub NEM hamują znacznie silniej proteolizę 
niż defosforylację histonów.

Kinazy białkowe niezależne od cAMP stanowią heterogenną grupę 
enzymów o różnej specyficzności substratowej [78, 135], przenoszą grupy 
fosforanowe z ATP, dATP lub GTP na białka kwaśne (NHP lub kazeinę) 
[13]. Opisywane są najczęściej dwie kinazy niezależne od cAMP: I i II 
(Aj i A2 lub NI i Nil) [51]. Enzymy te są silnie związane z chromatyną 
jądrową, fosforylują białka w grupach —OH seryny i treoniny [79]. 
Stałe sedymentacji są odpowiednio 3,6 i 10,8s, optymalne pH 6,0-6,5 i 7,0- 
7,5, są termolabilne, zależne od obecności jonów Mg2+ lub Ca2 , stymu
lowane obecnością polianionów [10, 190]. Kinazy niezależne od cAMP 
nie są wrażliwe na jodooctan, ale są hamowane przez jony metali jedno- 
wartościowych, NEM, pCMB, ADP, adeninę, kordycepinę, 6-rnerkapto- 
purynę i tubericydynę [3, 98],
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12. PO LIM ER A ZY  POLI(ADP-RYBOZY)

Zahamowanie poliryboadenylacji białek jądrowych w układzie in vitro 
(brak NAD) może prowadzić do wzrostu aktywności endodezoksyrybo- 
nukleaz, zwłaszcza zależnych od Ca2+ i Mg2f [305]. Nadmierna poli(ADP) 
rybozylacja histonów może jednak prowadzić do kondensacji chromatyny 
i do obniżenia własności matrycowych [209],

Polimerazy poli(ADP rybozy) są białkami silnie związanymi z chro- 
matyną (nie dysocjują w 1 M NaCl), rozmieszczonymi głównie w regio
nach międzynukleosomowych [193], Katalizują tworzenie wiązań gliko- 
zydowych między l ’C rybozy i 2’OH rybozy z NAD. Wydaje się, że 
osobne enzymy przeprowadzają ADP-rybozylację i elongację nici poli
meru (ADPR) [269], chociaż — być może — obie reakcje katalizuje 
jedno białko [252]. Zazwyczaj do białek przyłączane są krótkie (1-3 resz
ty) łańcuchy poli(ADPR) [19]. Masa cząsteczkowa enzymu izolowanego 
z komórek raka wysiękowego Ehrlicha wynosi 130 kD, pi — 9,4 [146].

Opisana jest reakcja poliadenylacji zależna od DNA i histonu oraz 
poliadenylacja zależna od obecności jonów Mg2f. W tym ostatnim przy
padku tworzone są dłuższe (do 12 reszt) łańcuchy poli(ADPR) [252]. S ty
mulujący DNA powinien zawierać jednołańcuchowe „napięcia”. DNA 
pełni rolę stabilizatora konformacji enzymu i nie jest substratem podlega
jącym poliryboadenylacji [19], Reakcja przebiega w obecności jonów 
Mg21 (do 20 mM) i DTT (0,5 mM). Poliaminy stymulują jej prze
bieg. Optymalne pH 7,8, temperatura około 27°C [127, 291], EDTA nie
wiele hamuje aktywność poli(ADPR) polimerazy, natomiast nikotynamid, 
tymidyna i sama ADP-ryboza są inhibitorami [146]. Substratami jądro
wymi poli(ADP) rybozylacji są głównie histony 111, H2B, H2A, ale nie 
H3 i H4, a także białka HMG-1 i HMG-14 [93, 291]. Jeszcze bardziej 
selektywnie są (ADP)rybozylowane białka niehistonowe [121], Również 
białka enzymatyczne jąder komórkowych, m. in. endodezoksynukleaza 
Ca2+ i Mg2f_ zależna ulegają poli(ADP) rybozylacji [305]. Rola ADP-ry- 
bozylacji białek jądrowych w procesach reperacji DNA była postulowana 
najwcześniej. Przegląd literatury dotyczący tego problemu zawarty jest 
w wielu publikacjach [201, 304]. Rozważana jest również możliwość za
angażowania tej modyfikacji białek w replikacji DNA [21] i w  różnico
waniu komórek [201, 204]. Enzymami rozkładającymi poli(ADP) rybozę 
są fosfodwuesterazy i glikohydrolazy, opisano też komórkowe inhibitory 
poli(ADPR) polimeraz.

13. A CETY LO TRA N SFERA ZY  BIA ŁEK  JĄDROW YCH

Acetylacja histonów H3 i H4 zmienia konformację nukleosomów 
w kierunku takiej dekondensacji chromatyny, która zwiększa jej aktyw-

3 — P o s tę p y  B iol.  Kom . 1/85
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ność matrycową [102, 293], Histony heterochromatyny nie są acetylowa- 
ne [102]. Acetylacja histonów HI jest prawdopodobnie związana ze zmia
nami konformacji chromatyny w cyklu życiowym komórki [228], W ją
drach komórkowych istnieje układ deacetylujący histony [115]. 15 mM 
maślan sodowy i inne alifatyczne kwasy karboksylowe hamują deacety- 
lację histonów (literatura do tego zagadnienia jest zebrana m. in. w  pra
cy Hallecka i Gurleya [102]). Po zastosowaniu inhibitorów obserwowana 
jest hyperacetylacja histonów połączona z utrzymaniem wysokiej aktyw 
ności matrycowej i z zahamowaniem syntezy DNA. Istnieją również spe
cyficzne acetylotransferazy białek niehistonowych [126].

Wszystkie te spostrzeżenia wskazują, że utrzymanie stanu acetylacji 
białek niehistonowych i histonów w czasie izolowania i inkubacji in vitro 
preparatów izolowanych jąder komórkowych może mieć bardzo duże 
znaczenie w badaniach reakcji transkrypcji. Acetylotransferazy białek 
jądrowych stanowią grupę enzymów o różnej specyficzności. Acetylazy 
histonów (EC.2.3.1.48) są heterogenne: acetylaza A (80 kD) ma dość niską 
specyficzność, acetyluje głównie histon H3, acetylaza B (90 kD) jest 
specyficzna dla histonów HI i H4, acetylaza DB jest specyficzna dla hi
stonów H3 i H4 a także H2A i H2B [27, 197], Ogólnie enzymy przenoszą 
reszty acetylowe z acetylokoenzymu A na e-NH2 grupy lizyny i seryny 
histonów argininowych H3 i H4 [293]. Reakcja jest hamowana cysteiną 
i jonami Me2+, stymulowana poliaminami [22, 60].

14. M ETY LO TRA N SFERA ZY  BIA ŁEK  JĄ D RO W Y CH

Metylacja histonów wydaje się reakcją podobną do acetylacji. Podle
gają jej głównie histony argininowe H3 i H4, przy czym reszty metylowe 
pochodzące z SAM są wprowadzane głównie w pozycję e-N lizyny [81, 
244, 294]. Poliamidy hamują tę reakcję [54].

Metylazy histonów stanowią heterogenną grupę enzymów (metylazy 
I, II i III) [133]. Metylacja histonów odgrywa prawdopodobnie ważniej
szą rolę w replikacji DNA niż w regulacji transkrypcji [81].

15. PRO TEA ZY

Proteoliza w układzie izolowanych jąder komórkowych jest prawdo
podobnie główną przyczyną rozpadu i niestabilności zawiesiny jąder ko
mórkowych i uszkodzenia matryc. Dlatego proteazy jądrowe powinny 
być jak najskuteczniej hamowane w układach in vitro. Przeglądy lite
ra tury  dotyczące tych enzymów były publikowane w polskim piśmien
nictwie [170].
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Proteaza serynowa (proteaza A) jest enzymem działającym w wyso
kich stężeniach soli (2M NaCl i 5 M mocznik) i w niskich temperaturach, 
chociaż optymalne stężenie soli wynosi 0,5 M. Optymalne pil wynosi 
8,0-9,0 [42]. W jądrze komórkowym istnieją prawdopodobnie różne pro- 
teazy serynowe — enzym o masie cząsteczkowej 24 kD (optymalne pH 
8,5) i enzym o masie cząsteczkowej 16 kD (optymalne pH 7,8). Proteazy 
te są silnie związane z chromatyną i nie są wrażliwe na czynniki bloku
jące grupy —SH ani na EDTA. Inhibitorami proteaz serynowych są 1 mM 
PMSF i 1 mM dwuizopropylofluorofosforan i czynniki alkilujące. Karbo- 
benzoksy-fenyloalanino-chlorometyloketon i paranitrofenyloaceton w stę
żeniu 10 mM hamują ją odwracalnie. Fizjologiczna rola tej proteazy nie 
jest znana, wydaje się, że jej aktywność jest niska w chromatynie nie
aktywnej transkrypcyjnie (erytrocyty ptasie) [42].

Proteaza tiolowa (proteaza B) jest dość specyficzna dla zasadowych 
białek histonów i rybosomów jądrowych. Jej masa cząsteczkowa wynosi 
około 40 kD, zakres pH 4,4-7,8 przy optymalnym pH 5,5. Do optymalnej 
aktywności wymaga: 1 mM EDTA i 2 mM DTT [265]. Inhibitorami pro
teazy tiolowej są E64 (mieszanina izomerów optycznych N/N-(DS-trans-
karboksyoksirankarbonyl/L-leucylo/agmatyny)), NEM, jodoacetamid (1 
mM), pCMB, inhibitor sojowy trypsyny, Triton X100 (0,5% obniża ak
tywność proteazy tiolowej o 70%) [104, 265].

Opisano również inne proteazy chromatyny, np. wysokomolckularna 
proteaza Bonnera o masie cząsteczkowej 200 kD [49].

16. FO SFO TR A N SFER A ZY  I FO SFA TA ZY  JĄ D RO W E

W publikacjach przed 1970 r. przypisywano jądrom komórkowym, 
zwłaszcza izolowanym z komórek grasicy, zdolność syntezy ATP, a na
wet zdolność do oksydatywnej fosforylacji [136], Obecnie wydaje się to 
mniej pewne. Również obecność kinazy kreatynowej (EC.2.7.3,2) wydaje 
się ograniczona do pewnych tylko typów komórek [77, 189]. Fosfatazy 
nukleozydotrójfosforanów, zwłaszcza ATP-azy są powszechnie obecne 
w jądrach komórkowych. ATP-azy są zależne od jonów Mg2+ i Ca2+, być 
może są to dwa odrębne enzymy [270]. Jony HCO^, CO2 - , N a f i K+ 
aktywują ATP-azy, jony Ba2+, Ni2+, 2 n 2+ — 2,4-dwunitrofenol (dla Mg2+ 
zależnej ATP-azy), F~, CNS~, J ~ , CIO^ i pCMB hamują aktywność 
ATP-az [117, 270]. Stosowanie antybiotyków nystatyny i amfoterycyny B 
w preparatach izolowanych jąder komórkowych podwyższa aktywność 
ATP-az [9]. Jądra  komórkowe zawierają ATP-azy zależne od DNA [101], 
częściowo omawiane łącznie z białkami destabilizującymi helisę DNA. 
Opisano również dwufosfatazę nukleozydotrójfosforanów z chromatyny 
jądrowej [108] i dUTP-azę w komórkach HeLa [172].
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Obecność aktywnych fosfataz nukleotydów w preparatach jąder ko
mórkowych może wywierać duży wpływ na stabilność substratów reakcji 
transkrypcji i być jedną z głównych przyczyn nieliniowego wbudowy
wania prekursorów RNA w tym układzie.

17. INNE ENZYMY

Jądra komórkowe mogą zawierać wiele innych układów enzymatycz
nych, m. in. enzymy glikolizy obecne zwłaszcza w jądrach komórkowych 
izolowanych w środowisku niewodnym [147], enzymy zaangażowane 
w translacji, reduktazy rybonukleotydowe odwracalnie hamowane EDTA 
hydroksymocznikiem lub 2-azydocytydyną [75], reduktazę GDP [267] 
i enzymy przeprowadzające dezoksynukleozydofosforany w rybonukleo- 
zydofosforany (dCTP) [261]. Aktywność tych enzymów może mieć zna
czenie wobec stosowania znakowanych nukleozydotrójfosforanów jako 
prekursorów syntezy RNA i DNA.

W izolowanych jądrach komórkowych stwierdzono również obecność 
NADPH zależnej reduktazy cytochromu P-450, fosforylazy NAD, NAD- 
-azy hydrolizującej wiązanie nikotynamid — ryboza w NAD i NADP. 
Wynikiem reakcji jest utworzenie swobodnej ADP-rybozy [268].

Obecność aktywnych fosfataz w preparatach jąder komórkowych mo
że wywierać duży wpływ na stabilność substratów reakcji i być jedną 
z głównych przyczyn nieliniowego wbudowywania prekursorów RNA 
w tym układzie.
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AKTYWNA TRANSKRYPCYJNIE CHROMATYNA *. I. BIAŁKA 
NIEHISTONOWE AKTYWNEJ TRANSKRYPCYJNIE CHROMATYNY

TR A N SC R IPT IO N A LL Y  ACTIVE CH RO M A TIN  *. I. NON-HISTONE 
PR O TEIN S OF TR A N SC R IPTIO N A LL Y  ACTIVE CHROM ATIN

Zofia K ILIA N SK A

Z akład  Biochemii S t ru k tu r  K om órkow ych,
In s ty tu t  Biochemii i Biofizyki, UL, Łódź

%

Streszczenie .  A r ty k u ł  obe jm uje  przegląd  p iśm ienn ic tw a na  te m a t  w ykorzystan ia  
nuk leaz  w e frak c jo n o w an iu  ch ro m aty n y  oraz roli b ia łek  n ieh istonow ych w  u trz y 
m an iu  s t ru k tu ry  ak ty w n e j  t ran sk ry p cy jn ie  chrom atyny .

S u m m a r y .  This p ap er  p resen ts  the  rev iew  of the  d a ta  concerning ch rom atin  f ra c 
t iona tion  by  nucleases an d  role of non-h is tone  p ro te ins  in  the  m ain tenance  of
tran sc r ip t io n a l ly  active  ch rom atin  s truc tu re .

W STĘP

Większość chromatynowego DNA (około -90°/o) wraz z zasadowymi 
białkami chromatyny jest zorganizowana w regularne podjednostki — 
nukleosomy. Powtarzające się podjednostki chromatyny zawierają rdzeń 
nukleosomalny, tj. oktamer podwójnych cząsteczek histonów H2A, H2B, 
H3 i H4 z nawiniętym nań DNA o długości około 140 par zasad oraz 
międzynukleosomalny odcinek DNA o zmiennej długości (od 15 do 100 
par zasad) zasocjowany z histonem HI [9, 45, 78, 83].

Wiadomo jest, że strukturę nukleosomalną wykazuje zarówno aktyw
na, jak i nieaktywna transkrypcyjnie chromatyna [62, 63, 75, 88].

Nie wyklucza się, że nukleosomy są strukturam i dynamicznymi i pod
legają odwracalnym konformacyjnym zmianom [99] dla potrzeb trans
krypcji czy replikacji DNA komórek. Lokalne rozwijanie nukleosomów

* P ra c a  w y k o n an a  w  ram ach  p rob lem u  rządow ego PR-6 n r  2103.
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bądź ich okresowe znikanie mogą zabezpieczać właściwy przebieg trans
krypcji [51, 75, 99],

Wyższy poziom organizacji DNA, prowadzący do cytologicznego roz
różnienia obrazu, tzw. luźnej, „rzadkiej optycznie” euchromatyny i zbi
tej, „gęstej optycznie” heterochromatyny nie znajduje pełnego odbicia 
w aktywnej i nieaktywnej matrycowo chromatynie, bowiem większość 
euchromatyny okazuje się transkrypcyjnie nieaktywna, podobnie jak 
heterochromatyna [86]. Transkrypcyjnie aktywna chromatyna stanowi 
średnio 10-20% całości chromatyny [111]. W regionach aktywnej chro
matyny DNA jest szczególnie wrażliwy na działanie takich nukleaz, jak 
DNA-aza I, DNA-aza II i mikrokokalna nukleaza.

1. N UKLEAZY W BA D A N IA CH  A K TY W N EJ T R A N SK R Y PC Y JN IE
CHROM ATYNY

Wyodrębnienie i charakterystyka aktywnej matrycowo części chro
matyny wydaje się niezwykle istotne dla poznania pełnego obrazu funk
cji aparatu genetycznego. Różne rozwiązania metodyczne były i są sto
sowane do wyizolowania aktywnej transkrypcyjnie chromatyny. Począt
kowo wykorzystywano mechaniczną degradację chromatyny (homogeni
zacja, ultradźwięki) z następczym jej rozdziałem w toku różnicowego 
wirowania bądź chromatografii kolumnowej. Arnold i Young [5] soniko- 
waną chromatynę wątroby szczura (96 W, 0°C, 8 s. 0,5 mg DNA/ml, 
2 mM 2-merkaptoetanol — 10 mM TrisCl, pH 8,0) rozdzielali na trans
krypcyjnie aktywną i nieaktywną na podstawie rozpuszczalności w 1,5
mM roztworze Mg2f. Magnezorozpuszczalna frakcja chromatyny tej 
tkanki, stanowiąca 20-25% chromatyny, była wzbogacona w białka 
(głównie niehistonowe) i RNA (6-krotnie) oraz wykazywała 2-krotnie 
wyższą aktywność matrycową w syntezie RNA in vitro w zestawieniu 
z magnezonierozpuszczalną chromatyną. Metody otrzymywania aktywnej 
chromatyny, opierające się na dezintegracji chromatyny ultradźwiękami, 
są krytykowane [82] z uwagi na możliwość zniszczenia natywnej s truk
tury  chromatyny. Bhorjee i Adler [11] w bogato udokumentowanej 
pracy, opartej na trawieniu jąder komórkowych komórek HeLa za po
mocą mikrokokalnej nukleazy oraz analizie w mikroskopie elektrono
wym, stwierdzają, że łagodna sonikacja (40 W, 0°C, 45 s) nie narusza 
podjednostkowej s truktury  chromatyny.

W początkach lat siedemdziesiątych rozpoczęto stosowanie enzymów 
nukleolitycznych jako „łagodnych narzędzi” do frakcjonowania aktywnej 
transkrypcyjnie chromatyny [45, 83, 84, 85]. Enzymy nukleolityczne 
DNA-aza I, DNA-aza II i mikrokokalna nukleaza) odegrały istotną rolę 
w opracowaniu modelu podjednostkowej s truktury  chromatyny [25, 45,
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60, 85] oraz są niezwykle pomocne w badaniach wyższego poziomu orga
nizacji chromatyny [26, 47, 96] i s truktur subnukleosomalnych [6, 7, 16]. 
Mechanizm ataku tych nukleaz jest różny, niemniej wspólną ich cechą 
jest selektywne nadtrawianie DNA aktywnej transkrypcyjnie chroma
tyny.

DNA-aza I (dezoksyrybonukleaza trzustkowa, 5’-oligonukleotydo- 
hydrolaza dezoksyrybonukleinianu, EC 3.1.4.5) czyni wiele napięć na ca
łej dostępnej długości cząsteczki DNA, wycinając fragmenty 10-nu- 
kleotydowe w obydwu niciach, nie w miejscach naprzeciwległych, lecz 
przesuniętych w stosunku do siebie o dwa nukleotydy. Atak DNA-azy I 
na DNA nukleosomów powoduje charakterystyczne pasmowanie produk
tów trawienia w żelu poliakryloamidowym w postaci „drabinki” [25]. 
Pionierskie prace Berkowitza i Doty’ego [10], grupy Weintrauba [106], 
Garela i Axela [30] dostarczyły dowodów tkankowospecyficznego tra
wienia aktywnych fragmentów chromatyny przez DNA-azę I. Trawienie 
jąder komórkowych erytrocytów kurczęcia za pomocą DNAazy I (1-2 mg
DNA w 1 ml 10 mM NaCl — 3 mM MgCl2 — 10 mM TrisCl, pH 7,4; 
1-10 [xg białka enzymatycznego, 37°C, 5 min), uwalniające 10-15% ją
drowego DNA, pozwala otrzymać zmienione konformacyjnie nukleosomy 
wzbogacone w geny kodujące globinę [106, 108], Gen globiny w tych 
warunkach jest usuwany wybiórczo w erytrocycie, ale nie w jajowodzie 
kurczęcia, natomiast DNA-aza I preferencyjnie uwalnia gen białka jaja 
kurzego z jąder komórkowych jajowodu, ale nie z erytrocytu [106],

Ograniczone trawienie DNA-azą I degraduje te sekwencje DNA, któ
re są przewidziane do transkrypcji w  danym typie komórek [27]. Na 
podstawie wieloletnich prac z pracowni Weintrauba [43, 106-110] i An
dersona [13, 14], można sądzić, że DNA-aza I uwalnia selektywnie zarów
no segmenty chromatyny, zawierające geny aktualnie transkrybowane 
z wysoką szybkością, jak i geny transkrybowane od czasu do czasu, geny 
czynne w określonym stadium życia komórki oraz geny potencjalnie 
aktywne [31]. Czuła metoda immunofluorescencyjna potwierdziła te spo
strzeżenia [15, 23, 77], Przeciwciała przeciwko frakcji tzw. IiMG-podob- 
nych (HMG-like) białek niehistonowych chromatyny Drosophila mela- 
nogaster wytrawionej DNA-azą I, znakowane immunofluorescencyjnie, 
selektywnie barwią te obszary chromosomów Drosophila, które mają 
bądź straciły aktywność pufową, a tym samym są bądź były aktywne 
transkrypcyjnie [77].

Wrażliwość chromatyny na atak DNA-azy I wydaje się rozciągać 
poza kodujące odcinki genu, co podtrzymuje pogląd, że są one również 
istotne dla zachowania aktywności matrycowej [51]. Zwraca się wiele 
uwagi na obecność w chromatynie nadwrażliwych miejsc na DNA-azę I 
(DN-ase I hypersensitive sites) zlokalizowanych w 5’ (czasami 3’)-regio-
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nach różnych aktywnych genów [24]. Miejsca te są tkankowospecyficzne 
i pojawiają się na określonych etapach różnicowania komórkowego [107]. 
Lokalizację obszarów wzmożonego ataku DNA-azy I opisano po raz 
pierwszy dzięki zastosowaniu techniki Southerna [97] do analizy produk
tów łagodnego trawienia tym enzymem jąder komórkowych Drosophila, 
wykorzystując specyficzne klony X DNA [112]. Pracochłonna technika 
identyfikacji nadwrażliwych miejsc działania DNA-azy I pozwoliła na 
ich usytuowanie m. in. w  obrębie 5’końców genów kodujących wysoko- 
[113] i niskocząsteczkowe [55] białka szoku cieplnego oraz histony [90] 
u Drosophila, genów globiny erytrocytów kurczęcia [43, 79]. Nie ulega 
wątpliwości, ze względu na brak wzmożonej wrażliwości na DNA-azę I 
preparatów nagiego DNA, że struktura chromatyny sama w sobie wa
runkuje zwiększoną aktywność tej nukleazy w określonych jej regio
nach.

DNA-aza II (3’-nukleotydylohydrolaza dezoksyrybonukleinianu, EC 
3.1.4.6) atakuje cząsteczkę DNA w chromatynie w miejscach odległych 
od siebie o 100 par zasad (lub ich wielokrotności). Miejsce działania tego 
enzymu znajduje się wewnątrz rdzenia nukleosomu. Uwalnianie przez 
DNA-azę II odcinków o długości 100 p ar  zasad jest charakterystyczne 
dla natywnej chromatyny; w przypadku trawienia mononukleosomów nie
uzyskuje się tej regularności.

Najczęściej stosowana metoda, wykorzystująca DNA-azę II do wyod
rębniania aktywnej chromatyny, pochodzi z laboratorium Bonnera [40, 
41]. Technika ta oparta jest na selektywnym trawieniu chromatyny za 
pomocą DNA-azy II (0,5 mg DNA/ml w 25 mM roztworze octanu sodu, 
pH 6,6, 100 jednostek enzymu/ml, 24°C, 5 min) i oddzieleniu frakcji 
nieaktywnej przez wytrącenie roztworem zawierającym 2 mM Mg21'. 
DNA aktywnej chromatyny jest wzbogacony w sekwencje kodujące 
mRNA [41]. Frakcja aktywnej chromatyny ,,S2” wątroby szczura (około 
11% jądrowego DNA) wykazuje 7-krotnie wyższą aktywność matrycową 
w porównaniu z nieaktywną frakcją PI. Magnezorozpuszczalna chroma- 
tyna wątroby zawiera blisko 3-krotnie więcej białek niehistonowych, 
około 2 razy mniej histonów (brak histonu HI oraz zmniejszenie ilości 
histonu H4). Nukleosomy aktywnej frakcji chromatyny sedymentują pod
czas wirowania w gradiencie sacharozy przy 14S, podczas gdy nukleosomy 
magnezonierozpuszczalnej frakcji P I przy 11S. Potraktowanie frakcji 
nukleosomów sedymentujących przy 14S za pomocą RNA-azy znosi róż
nice w charakterystyce sedymentacyjnej tej frakcji sugerując, że za 
wyższą wartość współczynnika S odpowiadają łańcuchy nowo tworzone
go RNA. Według Gottesfelda i Butlera [42] magnezorozpuszczalna frakcja 
chromatyny, uwolniona przez atak DNA-azy II, jest bardziej wrażliwa 
na DNA-azę I niż niefrakcjonowana chromatyna. Jednakże technika 
wyodrębniania aktywnej chromatyny z użyciem DNA-azy II/Mg2+, wciąż
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stasowana w różnych modyfikacjach, nie daje pełnego oddzielenia aktyw
nych sekwencji DNA. Rozbieżności w jej odtworzeniu tłumaczy się tym, 
że DNA-aza II, podobnie jak mikrokokalna nukleaza, trawi tylko aktyw
nie transkrybowane geny [14]. Pracownia Tsaneva [33] proponuje, aby 
podczas frakcjonowania chromatyny techniką DNAaza II/Mg2+ zastąpić 
25 mM roztworem EDTA, pH 6,6, 25 mM roztwór octanu sodu, który 
ma właściwości precypitowania chromatyny, z wyjątkiem jej roztworów 
intensywnie rozdrobnionych, wpływając przez to na aktywność działania 
nukleazy oraz wyniki frakcjonowania.

Mikrokokalna nukleaza (EC 3.1.4.7) atakuje łącznikowy DNA chro
matyny, doprowadzając w czasie łagodnego trawienia do powstania frag
mentów zawierających około 200 par zasad (lub ich wielokrotności). 
W określonych warunkach trawienia enzym ten uwalnia monomer nu- 
kleosomalny, tzw. „chromatosom”, jednostkę zawierającą 160-170 par 
zasad oraz pięć frakcji histonowych [95, 96]. Wydłużone działanie mi- 
krokokalnej nukleazy doprowadza do wytworzenia segmentów DNA
0 długości około 140 par zasad, odpowiadających rozmiarem łańcuchowi 
DNA rdzenia nukleosomalnego. Nukleaza ta preferencyjnie działa na 
regiony międzynukleosomalne tych fragmentów chromatyny, które za
wierają aktualnie transkrybowane sekwencje DNA [75, 111].

W często cytowanej technice Taty i Bakera [98] jądra komórkowe 
poddaje się wyjątkowo łagodnemu trawieniu mikrokokalną nukleazą (np.
3-5 mg DNA w 1 ml 100 mM NaCl — 0,25 mM CaCl2 — 8% glicerol —
1 mM ditiotreitol — 10 mM TrisCl, pH 8,0; wątroba kurczęcia czy ża
by — 0,2 jedn., 90 s; jajowód kurczęcia — 0,1 jedn., 90 s; erytrocyt 
kurczęcia — 0,35 jedn., 180 s), prowadzącemu do uwolnienia 6-15% 
DNA aktywnej chromatyny (frakcja P2). Nukleozowrażliwą część chroma
tyny charakteryzuje obecność bogatej ilościowo frakcji nowo utworzo
nego, szybkoznakującego się RNA oraz większość aktywności polimerazy 
RNA (około 85%). Frakcja P2 jest 10-15 razy bardziej podatna na atak 
DNAazy I w porównaniu z Pj i S, uznanymi za frakcje transkrypcyjnie 
nieaktywne.

Frakcjonowanie jąder komórkowych z udziałem mikrokokalnej nu 
kleazy, w licznych modyfikacjach dotyczących ilości enzymu, stężenia 
jonów, pH środowiska itd., znalazło zastosowanie do wyodrębnienia ak
tywnej chromatyny różnych tkanek [13, 21, 22, 67, 98].

2. B IA ŁK A  N1EHISTONOW E ZASO CJO W A N E Z AKTYW NĄ
T R A N S K R Y P C Y JN IE  CHROM ATYNĄ

Pierwsze badania chemiczne eu- i heterochromatyny (limfocyty, wą
troba szczura) wskazywały na około 2-krotne wzbogacenie euchromatyny 
w białka niehistonowe w porównaniu z heterochromatyną, przy prawie
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takiej samej ilości histonów [28, 103]. Preparaty  aktywnej transkryp-
cyjnie chromatyny, otrzymywane przez enzymatyczne frakcjonowanie 
chromatyny, budzące najwięcej zaufania, cechuje również znacznie wyż
sza zawartość białek niehistonowych (a także RNA) w zestawieniu z ma- 
trycowo nieaktywną frakcją [22, 29]. Wśród tych wyników zaskoczeniem 
wydają się dane analizy chemicznej eu- i heterochromatyny wątroby 
szczura (wyizolowanej z zastosowaniem sonikacji), uzyskane przez Mon- 
tagnę i wsp. [80]. Autorzy ci w euchromatynie tej tkanki, wykazującej 
7-9 razy wyższą aktywność matrycową w stosunku do heterochromatyny, 
obserwowali nieomal identyczną ilość białek niehistonowych, a różnice 
w odmiennej puli całości białek chromatyny dotyczyły 1,5-krotnie więk
szej ilości histonów w heterochromatynie.

2.1. B IA Ł K A  IIMG

Skąpe dotąd piśmiennictwo o białkach niehistonowych aktywnej 
transkrypcyjnie chromatyny obejmuje w głównej mierze dane na temat 
białek o wysokiej ruchliwości elektroforetycznej (high mobility group; 
tzw. białka HMG). Reprezentują one grupę niskocząsteczkowych białek 
(m.cz. 8 000-29 000), powszechnie występujących w jądrach komórko
wych organizmów 4 królestw Eukaryota (zwierzęta, rośliny, grzyby 
i pierwotniaki). Sygnalne informacje o białkach podobnych do HMG 
wśród Prokaryota dotyczą przede wszystkim E. coli [76]. Białka HMG 
cechuje nietypowy skład aminokwasowy (około 30% aminokwasów kwaś
nych i 25% aminokwasów zasadowych, znaczny odsetek proliny, tj.
5-14%). Białka te można łatwo wymyć z jąder komórkowych za pomocą
0,35M roztworu NaCl lub 0,75M roztworu kwasu nadchlorowego. Sto
sunek białek HMG do DNA w jądrze komórkowym wynosi średnio 
0,03 : 1,0 [36, 102]. Wytrącalność białek HMG za pomocą kwasu trójchlo- 
rooctowego (TCA) oraz szybkość ich uwalniania z chromatyny stała się 
podstawą do ich podziału na dwie grupy: niskocząsteczkowe — HMG-14 
i HMG-17 (smali) i wysokocząsteczkowe — HMG-1 i HMG-2 (large). 
Odmienna rozpuszczalność w roztworach TCA służy do ich prostego roz
działu. Białka HMG-1 i HMG-2 rozpuszczają się w 2%, a nie ulegają 
solubilizacji w 10% roztworze TCA. Z kolei białka HMG-14 i HMG-17 
rozpuszczają się w 10%, a nie są rozpuszczalne w 20% roztworze TCA
[111]. Wśród dobrze scharakteryzowanych białek HMG gruczołów jądro
wych pstrąga, białko HMG-T jest odpowiednikiem HMG-1 i HMG-2, 
białko zaś H6 — HMG-14 i HMG-17 grasicy cielęcia [102, 105]. Do bia
łek HMG zalicza się również ubikwitynę, niskocząsteczkowy polipeptyd 
(m.cz. 8 400) odpowiadający białku HMG-20 grasicy cielęcia [34] bądź 
białku S gruczołów jądrowych pstrąga [104], a występujący powszech-
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nie w przyrodzie [por. 59]. Przegląd piśmiennictwa na temat tej cieka
wej grupy białek znajdzie czytelnik w ostatnich nielicznych krajowych 
opracowaniach [44, 49, 59].

Rozmieszczenie białek IIMG w chromatynie nie wydaje się przypad
kowe. Preferencyjne wiązanie się białek HMG z aktywnymi fragmenta
mi chromatyny stwierdzono wykorzystując do frakcjonowania jąder 
komórkowych trzy omawiane już tu nukleazy. W 1977 r. Goodwin i wsp. 
[37] wykazali obecność wszystkich 4 grup HMG w nukleosomach grasicy 
cielęcia i królika po trawieniu jąder tej tkanki mikrokokalną nukleazą 
i późniejszej filtracji na Bio-Gel A-5m.

Koronnego dowodu na zasocjowanie białek HMG-14 i IIMG-17 z trans
krypcyjnie aktywnymi sekwencjami DNA chromatyny dostarczyły po
równawcze doświadczenia grupy Weintrauba [108], potwierdzone przez 
Gazita i wsp. [32], a dotyczące wrażliwości na DNA-azę I genów globiny 
w jądrach erytrocytów kurczęcia przed ich ekstrakcją i po niej za po
mocą 0,35 M roztworu NaCl. Chromatyna erytrocytów, pozbawiona skład
ników wymywanych 0,35 M (lub 0,4 M) roztworem NaCl (czyli stężenie 
NaCl, które usuwa HMG), traci zdolność selektywnej degradacji genów 
globinowych przez DNA-azę I (rys. 1).

Odbudowa kompleksu chromatynowego przez rekonstytucję chroma
tyny erytrocytów, pozbawionej frakcji wymywanej 0,35 M roztworem 
NaCl (tzw. 0,35 M NaCl ekstrakt), z „0,35 M NaCl ekstraktem” tejże 
chromatyny bądź z eluatem „0,35 M NaCl ekstraktu” chromatyny, otrzy
manym za pomocą 10% roztworu TC A, przywraca podatność preferen
cyjnego trawienia przez DNA-azę I genów globiny w odtworzonym pro
dukcie. Białka HMG-14 i HMG-17, wyodrębnione z mózgu kurczęcia, 
mogą nadawać wrażliwość na DNAazę I w odniesieniu do genów globiny 
w chromatynie erytrocytów kurczęcia, pozbawionej frakcji usuwanej 
0,35 M roztworem NaCl, ale tej właściwości nie mają niskocząsteczkowe 
białka HMG erytrocytów w produkcie rekonstytucji z chromatyną móz
gu pozbawioną „0,35 M NaCl ekstraktu” (rys. 2).

Wyniki te dowodzą, że same białka HMG-14 i HMG-17 nie stanowią 
czynników wystarczających do podtrzymania aktywności matrycowej 
chromatyny oraz jej podatności na DNA-azę I. Nie ulega wątpliwości, 
że dla zachowania takiej aktywności jest istotna interakcja HMG-14 
i HMG-17 z innymi składnikami chromatyny, które nadają specyficzność 
bądź regulują strukturę aktywnego nukleosomu. Takie elementy specy
ficzności utrzym ują się w wyizolowanych nukleosomach. Białka HMG-14
i HMG-17 erytrocytów „rozpoznają” nukleosomy wzbogacone w aktyw
nie transkrybowane sekwencje genu globiny, nawet w obecności 10-20- 
-krotnego nadmiaru nieaktywnych nukleosomów [91, 109]. Według Alba- 
nese i wsp. (2) pewne strukturalne uwarunkowania aktywnego nukleoso-
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mu, odgrywające rolę w jego interakcji z białkami HMG-14 i HMG-17, 
pozostają nawet po usunięciu związanych z nim białek HMG. Grupa 
Weintrauba [108] wysunęła hipotezę, według której komórki ptaków 
zawierają tzw.-receptor aktywnych genów (receptor factor) nie usuwany 
za pomocą 0,35 M roztworu NaCl, potrzebny dla właściwego związania 
białek HMG podczas rekonstrukcji. Ten receptor ma prawdopodobnie 
cechy unikalne aktywnych nukleosomów, niezbędne dla wiązania białek 
HMG. W warunkach in vitro pełna wrażliwość na DNA-azę I jest osią
gana przy związaniu 1 mola HMG-14 i HMG-17 przez około 20 cząste-

Rys. 1. R ekonsty tuc ja  wrażliw ości na  DNA-azę I genu globiny e ry trocy tów  k u r 
częcia w  obecności n iskocząsteczkow ych b ia łek  HMG [108]. C h rom atynę  e k s t r a 
how ano 0,35 M roz tw orem  NaCl i podzielono na  k ilka  porcji. J e d n ą  porcję  re k o n 
sty tuow ano bezpośrednio  z „0,35 M NaCl e k s t r a k te m ” ch ro m aty n y  (A); d rugą  p o r
cję rekons ty tuow ano  z e lua tem  „0,35 M NaCl e k s t r a k tu ” ch ro m aty n y  o trzym anym  
za pomocą 10% roz tw oru  TCA (O ); trzecią  porcję  rek o n s tru o w an o  z „0,35 M NaCl 
e k s t ra k te m ” ch ro m aty n y  traw io n y m  uprzednio  t ry p sy n ą  (O); czw artą  porcję t r a 
wiono bezpośrednio DNA-azą I (A). K ażda porc ja  była t raw io n a  D N A -azą I do 
uw olnienia 10-15°/o DNA. DNA oczyszczano i hybrydyzow ano  z g lobinow ym  cDNA. 
P róby  kontro lne: ■ — ją d ra  kom órkow e e ry trocy tów  traw ione  s ta fy lokokow ą n u -  
kleazą do 35°/o uw olnionego DNA (brak p re fe rency jnego  traw ien ia )  i •  — ją d ra  
kom órkow e e ry trocy tów  traw ione  DNA-azą I do 10% uwolnionego DNA (znaczna

u t ra ta  sekw encji DNA kodu jących  globinę)
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czek rdzeniowych, co odpowiada warunkom występującym w jądrze ko
mórkowym [109]. Białka HMG-1 i HMG-2 nie okazują wpływu na uwal
nianie aktywnych genów przez DNA-azę I.

Rys. 2. R ekonsty tuc ja  w rażliw ości na  DNA-azę I ją d e r  kom órkow ych  e ry tro cy 
tów  kurczęcia  w  obecności „0,35 M NaCl e k s t r a k tu ” ją d e r  kom órkow ych  mózgu 
kurczęcia  [108]. „0,35 M NaCl e k s t r a k t” ch ro m aty n y  m ózgu rekons ty tuow ano  z chro- 
m a ty n ą  e ry trocy tów  pozbaw ioną „0,35 M NaCl e k s t r a k tu ” ( • ,  ■ )  oraz „0,35 M NaCl 
e k s t r a k t” ch ro m a ty n y  e ry trocy tów  rek o n s ty tu o w an o  z ch ro m aty n ą  mózgu pozba
w ianą  „0,35 M NaCl e k s t r a k tu ” (O, □)• K ółka  p rzed s taw ia ją  stopień hybrydyzacji

z cDNA globiny; k w a d ra ty  — z cDNA a lb u m in y  ja ja  kurzego

W 1983 r. Reeves i Chang [89] przedstawili wyniki świadczące o braku 
korelacji między obecnością białek HMG-14 i HMG-17 a wrażliwością 
na DNA-azę I jąder komórkowych grasicy cielęcia oraz komórek erytro- 
leukemicznych Frienda. W produkcie zrekonstytuowanej chromatyny 
obydwu tkanek, pozbawionej frakcji wymywanej 0,35 M roztworem 
NaCl z wyizolowanymi białkami HMG bądź z eluatem „0,35 M NaCl 
ekstraktu” chromatyny, otrzymanym za pomocą 10°/» roztworu TCA, 
niskocząsteczkowe białka HMG nie uczulały utworzonego kompleksu na
DNA-azę I. Z kolei pełen ekstrakt chromatyny, uzyskany za pomocą 
0,35 M roztworu NaCl, po rekonstytucji z chromatyną pozbawioną 
„0,35 M NaCl ekstraktu” dawał pozytywne wyniki w doświadczeniach 
z DNA-azą I. Rozbieżność rezultatów tych badań oraz grupy Weintrauba 
[108] może być związana z pewnymi różnicami białek HMG ptaków i ssa
ków. Reeves i Chang [89] zwracają uwagę na preferencyjne właściwości 
wiązania białek HMG-14 i HMG-17 z jednołańcuchowymi kwasami nu
kleinowymi (DNA i RNA). Chromatynę komórek myszy i grasicy cie
lęcia cechuje wysoka zawartość jądrowego RNA, być może więc oddzia
ływania typu HMG-RNA zmieniają tak dalece właściwości tych białek, 
że czynią je nieaktywnymi w próbach rekonstytucyjnych. Może być
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również, że w komórkach ssaków, obok białek HMG-14 i HMG-17, jest 
potrzebny inny czynnik do odtworzenia podatności na DNA-azę I ak tyw 
nych genów.

Lokalizacja białek HMG w aktywnych nukleosomach stanowi wciąż 
otwarty problem. Cząsteczki rdzenia nukleosomalnego, chromatosom 
bądź DNA międzynukleosomalny mogą być miejscami wiążącymi te
białka.

Wyjątkowo proste rozwiązanie metodyczne z pracowni Olinsa [71], 
a polegające na miareczkowaniu rdzeni nukleosomalnych erytrocytów 
kurczęcia białkiem HMG-14 (stosunek molowy HMG-14 do rdzeni odpo
wiednio: 0,0; 0,44; 0,87; 1,74; 2,62) i analizie wytworzonych kompleksów 
w żelu poliakryloamidowym, udowodniło obecność dwóch miejsc wią
żących białka HMG-14 w cząsteczce rdzenia. Charakterystyka elektro- 
foretyczna nowo utworzonych kompleksów sugeruje różne sposoby wią
zania: jeden funkcjonujący przy stechiometrycznej ilości HMG-14, drugi 
zaś przy więcej niż dwóch cząsteczkach białka HMG-14 na jedną czą
steczkę rdzenia. Analogiczne wyniki otrzymano przy tworzeniu komplek
sów rdzeni z mieszaniną białek HMG-14 i HMG-17 w stosunku 1 : 1. 
Wydaje się, z uwagi na znaczną homologię struktury  I-rzędowej białek 
HMG-14 i HMG-17 [102], że obydwa białka mogą wiązać się w tych 
samych miejscach w nukleosomie, bądź mogą się wzajemnie zastępować. 
Nie udało się jeszcze zlokalizować [71] miejsc wiążących w rdzeniach 
nukleosomalnych dla białek HMG-1, HMG-2 oraz IlMG-2a (tzn. HMG-E).

W tym samym czasie Albright i wsp. [3] opisali zarówno wśród nie
jednorodnej populacji mononukleosomów (MI — MV, DNA długości od 
140 do 220 par zasad) uwolnionych podczas trawienia nukleolitycznego 
jąder komórkowych grasicy cielęcia, jak i w produktach rekonstytucji 
nukleosomów pozbawionych histonu HI oraz białek HMG-14 i HMG-17 
z wyizolowanym białkiem HMG i histonem HI, grupę tzw. nukleosomów 
MV, mających niezależne miejsca wiązania dla dwóch cząsteczek HMG-14 
(lub HMG-17) i jedno dla cząsteczki histonu 111. Miejsce wiązania hi
stonu HI (czy H5) znajduje się w obrębie chromatosomu (od 140 do 
166 pary zasad), w którym DNA nawijając się na rdzeń wykonuje dwa 
pełne obroty.

Mardian i wsp. [71] analizując produkty trawienia przez DNA-azę I 
oktameru histonowego, występującego w kompleksie utworzonym przez 
łańcuch polinukleotydowy poli/dA-dT i białko HMG-14, stwierdzili, że 
miejsce wiązania HMG znajduje się na końcach nici polinukleotydowej, 
nawiniętej na pojedynczy oktamer. Nieprzypadkowa, odwracalna aso
cjacja białek HMG-14 i IIMG-17 z nukleosomami zawierającymi sekwen
cje genów aktywnych została udowodniona przez Sandeena i wsp. [91]. 
W zrekonstytuowanych rdzeniach nukleosomalnych, zawierających DNA
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o długości 140 par zasad, obserwowano 2-10-krotnie wyższe powinowac
two HMG-14 i HMG-17 do nukleosomów niż do nagiego DNA, co nie
zbicie dowodzi znaczenia konformacji kompleksu chromatynowego dla 
zachowania jego funkcji. W przeprowadzonych eksperymentach (elek
troforeza bądź ultrawirowanie w gradiencie sacharozy produktów rekon- 
stytucji kompleksów HMG znakowanych 125J  z DNA i cząsteczkami rdze
niowymi) występowało zjawisko współzawodnictwa rdzeni nukleosomal- 
nych o białka HMG-14 i HMG-17. Zmiana kolejności dodawania składni
ków podczas rekonstytucji nukleosomów ani obniżenie stężenia soli (od 
0,075 do 0,025 M NaCl, bufor fosforanowy, pH 7,0) w mieszaninie reak
cyjnej nie wpływały na przyłączenie białek HMG do cząsteczek rdzenio
wych. Wiązanie HMG-14/1IMG-17 z rdzeniem nukleosomalnym erytro
cytów odbywa się (przynajmniej częściowo) przez 10-20 par zasad koń
ców DNA, co zostało poparte analizą krzywych topnienia kontrolnych 
rdzeni nukleosomalnych oraz zasocjowanych z białkami HMG-14/HMG-17. 
Wyniki te zostały uzupełnione przez trawienie otrzymanych komplek
sów za pomocą DNA-azy I. Miejsca ataku enzymu przy obydwu końcach 
DNA rdzenia związanego z białkami HMG (10, 20, 130 para zasad) są 
częściowo chronione przed nukleolizą przez białka HMG, czego nie ob
serwowano w przypadku DNA kontrolnych rdzeni nukleosomalnych (bez 
HMG).

W pracowni Bradbury’ego [114] zaprezentowano, w wyniku badań 
elektroforetycznych i analizy krzywych topnienia nukleosomów komórek 
HeLa związanych z białkiem HMG-17, dalsze dowody popierające zaso- 
cjowanie białka HMG-17/HMG-14 z DNA rdzenia nukleosomalnego (koń
cowe 20-25 par zasad). Cząsteczki rdzenia nukleosomalnego charaktery
zuje dwufazowy profil krzywych topnienia. Pierwsza faza, tzw. przed- 
topnieniowa (premelt, temperatura 60°C) jest wynikiem topnienia 40 par 
zasad obydwu końców DNA rdzeniowego. Druga, główna faza, występu
jąca przy 74°C, jest związana z topnieniem centralnej części DNA rdze
niowego (około 100 par zasad), połączonej z oktamerem histonów.
Przyłączenie HMG-17 do mononukleosomów powoduje w pierwszej ko
lejności zmiany w obrębie początkowego regionu krzywej topnienia. Aso
cjacja jednej cząsteczki HMG-17 z nukleosomem zmniejsza region przed- 
topnieniowy o 50%, związanie zaś następnej cząsteczki eliminuje go 
całkowicie. Można oczekiwać, że w przypadku struk tur dwu- i trójnu- 
kleosomalnych istnieje możliwość przyłączenia dodatkowych cząsteczek 
HMG-17 przez łącznikowy DNA [114].

Usytuowanie białek HMG-14 i HMG-17 na końcach DNA rdzeniowego, 
zabezpieczające go przed atakiem DNA-azy I, może być przyczyną różnic 
konformacyjnych między końcowymi i centralnymi fragmentami nici 
DNA związanej z rdzeniem. Region C-końcowy cząsteczki HMG-14/
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/HMG-17, oddziałujący kwasowo, pozostaje zasocjowany z histonami, 
częściowo neutralizując ich dodatni ładunek, co w konsekwencji może 
prowadzić do ujawnienia miejsc nukleolitycznych w sąsiadującym seg
mencie DNA. Sekwencje oddziałujące z DNA znajdują się w zasadowym 
fragmencie cząsteczki HMG-17, między 15 i 40 resztą aminokwasową [1], 
a ugrupowanie 5 aminokwasów, tj. Arg-Arg-Ser-Ala-Arg wydaje się speł
niać w nim istotną rolę [102],

Równolegle opublikowano prace dokumentujące obecność białek 
HMG-14 i HMG-17 we fragmentach chromatyny o długości odpowiada
jącej DNA około 160 par zasad, czyli jednostce określanej jako chroma- 
tosom [38, 92]. Zmiany konformacyjne, którym podlegają nukleosomy 
aktywnej chromatyny, wiążą się z podwyższonym poziomem acetylacji 
białek chromatyny oraz brakiem lub znacznym spadkiem zawartości hi- 
stonu HI [16, 19, 38, 52, 61]. Nieobecność histonu HI w nukleosomach 
zawierających białka HMG oraz DNA dłuższa niż 146 par zasad sugeruje, 
że in vivo niskocząsteczkowe białka HMG mogą wymieniać histon HI
[71]. Goodwin i wsp. [38] postulują, że w aktywnej chromatynie zachodzi 
związanie N-końcowego, zasadowego fragmentu białka HMG-14/HMG-17 
(zamiana histonu HI) z 10-20 parami zasad DNA, C-końcowy zaś region 
tego białka oddziałuje z samym rdzeniem, osłabiając interakcje DNA-hi- 
stony w tej części nukleosomu. Wymiana histonu HI w chromatosomie 
przez białka HMG-14 i HMG-17 wydaje się możliwa, z uwagi na dużą 
homologię struktury  I-rzędowej wymienionych białek. Zastąpienie hi
stonu HI w aktywnych nukleosomach przez białka HMG-14 i HMG-17 
może zapobiegać interakcji między cząsteczkami histonu HI sąsiadują
cych nukleosomów, prowadząc do relaksacji solenoidowej s truk tury  chro
matyny [26, 101], a co za tym idzie do zwiększonej jej dostępności dla 
RNA polimerazy czy enzymów nukleolitycznych. Zaproponowany przez 
Goodwina i Mathewa [39] model interakcji białka HMG-14 (HMG-17) 
z nukleosomem łączy dotychczasowe koncepcje na ten temat (rys. 3). 
Zgodnie z nim, białka HMG-14 i HMG-17 wiążą się z nukleosomem w 2

Rys. 3. Model in te rakc ji  b ia łek  HMG-14 (i HMG-17) z ch rom atosom em  [39];
n u m ery  1-16 odpow iada ją  pozycjom a ta k u  D N A -azy I
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miejscach, przy każdym końcu DNA rdzenia, i przykrywają bądź wcho
dzą w interakcję z łącznikowym DNA.

Sasi i wsp. [92] — na podstawie analizy krzywych topnienia oraz 
wykresów dichroizmu kołowego natywnej i pozbawionej histonu H1-H5 
chromatyny erytrocytów kurczęcia, skompleksowanej z białkiem HMG- 
-17 — zlokalizowali miejsca wiązania tego białka HMG w międzynukleo- 
somalnym odcinku DNA, bezpośrednio przyległym do rdzenia. Niskoczą- 
steczkowe białka HMG, w opinii tych badaczy, wpływają na stabilizację 
i kondensację s truktury  chromatyny.

Ostatnie prace z laboratorium Varshavskyego [8, 64] wnoszą nowe 
dane na temat lokalizacji niskocząsteczkowych białek HMG w chroma- 
tynie. Metoda elektroforetycznego rozdziału cząsteczek subnukleosomal- 
nych i nukleosomalnych z jąder komórkowych komórek HeLa, połączona 
z identyfikacją sekwencji DNA techniką Southerna [97], udokumento
wała, że znaczna część białek HMG-14 i HMG-17 jest związana z nieak
tywnymi regionami chromatyny tej tkanki [64], potwierdzając doniesienie 
Mathewa i wsp. [117] o obecności niskocząsteczkowych białek HMG 
w segmentach chromatyny, wzbogaconych w satelitarny DNA. Również 
praca z cytowanego tu laboratorium wskazuje na brak preferencyjnego 
wiązania białek HMG-14 i HMG-17 z fragmentami chromatyny zawiera
jącymi geny reduktazy diihydrofolianu komórek L5178Y-R (8). Trudności 
w stwierdzeniu takiego wiązania wynikają prawdopodobnie z nielicznych 
kopii tego genu (około 350) w komórce. Badacze rozważają możliwość, 
że takie wiązanie białek HMG-14 i HMG-17 istnieje in vivo, a niszczy 
je proces izolowania, trawienia oraz frakcjonowania chromatyny.

Limitowane trawienie jąder komórkowych gruczołów jądrowych 
pstrąga za pomocą mikrokokalnej nukleazy (10 mM NaCl — 3 mM 
MgCl2 — 1 mM CaCl2 — 10 mM TrisCl, pH 7,4) uwalnia w supematancie 
znaczne ilości białka HMG-T i ubikwityny [61]. Liza osadu w hipotonicz- 
nym 1 mM roztworze EDTA, połączona z wprowadzeniem 0,1 M roz
tworu NaCl do dalszego frakcjonowania chromatyny, pozwala otrzymać 
dwie populacje nukleosomów wzbogaconych w transkrybowane sekwen
cje DNA, tj. MN1 i MN2 — odpowiednio rozpuszczalnych i nierozpusz
czalnych w 0,1 M roztworze NaCl. Mononukleosomy MN1 i MN2 [69] 
były heterogenne zarówno pod względem obecnego w nich DNA, jak 
i składników białkowych. Mononukleosomy MN1 zawierały histony rdze
niowe, niewiele histonu HI (lub brak), białko H6 (I cząsteczka/nukleosom) 
i DNA o długości około 150 par zasad, natomiast mononukleosomy MN2
wykazywały obecność histonów rdzeniowych i histonu HI, niewielkiej 
ilości białka H6 oraz niejednorodnego DNA od 140 do 190 par zasad 
(średnio 177). Kontynuacja tych badań [48] doprowadziła do dokładniej
szego poznania składu mononukleosomów MN1 i MN2. Okazało się, że
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w obrębie MN1 i MN2 znajdują się 4 główne składniki, odpowiednio A, 
B, C, D i A', B', C', D' o zmiennej długości DNA (w MN1 od 100 do 155, 
w MN2 od 125 do 220 par zasad) oraz różnym molowym stosunku histo
nów rdzeniowych, histonu HI i białka H6. Składnik C nukleosomów 
MN1 wydaje się ciekawy ze względu na wysoką zawartość białka H6, 
porównywalną z ilością histonów rdzeniowych. W nukleosomach MN1, 
zawierających komponent C, dwie lub trzy cząsteczki białka H6 są za- 
socjowane z rdzeniem nukleosomalnym i DNA długości około 145 par 
zasad. Nukleosomy zawierające białko H6 charakteryzują się obecnością 
bogato acetylowanych form histonu H4.

Trawienie DN-azą II jąder komórkowych gruczołów jądrowych pstrą
ga (około 5-16% uwolnionego DNA) z następczym frakcjonowaniem chro
matyny za pomocą 2 mM roztworu MgCl2 prowadzi do pojawienia się 
w magnezorozpuszczalnej frakcji chromatyny nukleosomów MN3. Te 
jednostki zawierają DNA długości 180 par zasad, histony rdzeniowe oraz 
białka typu HMG — H6, HMG-T i ubikwitynę [68]. Próby zlokalizowania 
białek HMG pstrąga w nukleosomie potwierdziły preferencyjne związa
nie białka H6 z rdzeniem nukleosomalnym, białka zaś HMG-T ubikwi- 
tyny z DNA odcinków łącznikowych przylegających do rdzenia [65, 68].

Dogodna technika frakcjonowania chromatyny na domeny o odmien
nej wrażliwości na mikrokokalną nukleazę i rozpuszczalności w roztwo
rach NaCl (50, 100, 200 i 400 mM) pozwala wyodrębnić fragmenty chro
matyny wymywane niskimi stężeniami NaCl (50 i 100 mM), wzbogacone 
w aktywne geny [19]. Rozdział białka HMG-17/HMG-14 wśród opisy
wanych frakcji grasicy cielęcia wykazał, że z aktywnymi domenami 
chromatyny wiąże się około 48% niskocząsteczkowych białek HMG. Ana
logiczny sposób frakcjonowania jąder komórkowych gruczołów jądro
wych pstrąga [61] dostarcza aktywnej chromatyny bogatej w białka 
HMG-T, ubikwitynę oraz acetylowane formy histonu H4. W aktywnej 
chromatynie tej tkanki brak jest histonu III, a białko H6 występuje 
w niewielkiej ilości. Natomiast w nieaktywnej transkrypcyjnie chroma
tynie tkanki gruczołowej występuje około 50 i 25% odpowiednio białka
HMG-T i H6.

Trawienie mikrokokalną nukleazą, DNA-azą I bądź DNA-azą II chro
matyny guza Ehrlicha i komórek L myszy (5-10% uwolnionego DNA) 
prowadzi do otrzymania struktur subnukleosomalnych, tzw. SN2 i SN3, 
w których cząsteczki białek HMG-E i HMG-G (odpowiedniki HMG-14 
i HMG-17) są zasocjowane z niskocząsteczkowymi odcinkami DNA (25- 
30 par zasad), wolnymi od histonów [6,7]. Techniką hybrydyzacji (z pre 
mRNA) udowodniono, że DNA pochodzący z tych fragmentów chroma
tyny jest 3-krotnie wzbogacony w aktywnie transkrybowane sekwencje. 
Kompleksy białek HMG-E i HMG-G z krótkimi odcinkami DNA nie są
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artefektami i występują w natywnej chromatynie [7]. Utrwalenie chro-
m atyny formaldehydem przed trawieniem nukleazą i późniejsza analiza 
elektroforetyczna produktów trawienia takiej oraz kontrolnej chroma
tyny  pozwoliła zaobserwować subnukleosomy SN2 i SN3 w obydwu 
porównywanych preparatach. Ponadto wolny DNA (znakowany 32P), do
dany do chromatyny przed enzymatycznym frakcjonowaniem, nie zostaje 
włączony w tworzenie subnukleosomów, na co wskazuje brak piętna 
izotopowego w elektroferogramach produktów trawienia chromatyny 
w miejscach odpowiadających cząstkom SN2 i SN3.

Przedstawione rezultaty sugerują, że subnukleosomy znajdują się 
w domenach chromatyny szczególnie wrażliwych na działanie mikroko- 
kalnej nukleazy. Uważa się, że subnukleosomy SN2 i SN3 mogą być 
związane z pewną grupą nukleosomów przejściowo rozwiniętych, a tym 
samym dostępnych dla polimerazy RNA czy DNA.

Zagadnieniem nadal otwartym jest obecność białek HM-1 i HMG-2 
w aktywnej transkrypcyjnie chromatynie. Zasocjowanie wysoko- 
cząsteczkowych białek HMG z aktywną chromatyną erytrocytów kaczki, 
uwolnioną przez DNA-azę I, opisał po raz pierwszy Vidali i wsp. [100] 
w 1977 r. Nieco później z laboratorium Johnsa [73] i Rilla [52] doniesiono
0 występowaniu białek HMG-1 i HMG-2 w aktywnej frakcji chromaty
ny płodowej grasicy myszy selektywnie trawionej przez DNA-azę I [66] 
oraz we frakcji chromatyny grasicy cielęcia i szpiczaka myszy w ytra
wionych przez mikrokokalną nukleazę. Podstawową trudność w ustaleniu 
lokalizacji HMG-1 i HMG-2 w domenach aktywnej chromatyny stanowi 
łatwość wymywania się tych białek z jąder komórkowych nawet na eta
pie ich oczyszczania [3], Panuje pogląd, że związanie HMG-1 i HMG-2 
z nukleosomami jest słabe i przejściowe. Mathew i wsp. [73] we frakcji 
chromatyny uwalnianej przez mikrokokalną nukleazę obserwowali wy
stępowanie dwóch populacji białek HMG-1 i HMG-2. Jedna z nich wiąże 
się luźno z chromatyną i jest bardzo wrażliwa na nukleazy, a druga — 
mocniej zasocjowana z nukleosomami. Odmienność w obrębie białek 
HMG-1 i HMG-2 uzasadnia ich mikroniejednorodność w toku ogniskowa
nia izoelektrycznego [81], Nukleosomy zawierające tę grupę białek HMG 
najczęściej są pozbawione histonu HI. Jackson i wsp. [52] sugerują, że 
in vivo zachodzić może podstawienie histonu HI białkami HMG-1
1 HMG-2, które dzięki oddziaływaniom elektrostatycznym utrzymują 
chromatynę w stanie rozproszonym. Wysokocząsteczkowe białka HMG 
różnych tkanek oraz HMG-T gruczołów jądrowych pstrąga są uwalniane 
z chromatyny w początkowym etapie trawienia mikrokokalną nukleazą, 
co sugeruje ich usytuowanie w jej międzynukleosomalnych odcinkach. 
Możliwość zamiany histonu HI w łącznikowych regionach przez HMG-T 
i ubikwitynę (czy białka HMG-1 i HMG-2) może prowadzić do utrzy
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mania tych regionów w rozciągniętej formie, ponieważ brak histonu III 
utrudnia utworzenie solenoidowej struktury chromatyny. Lokalizacja 
białka HMG-T w odcinkach międzynukleosomalnych chromatyny zosta
ła potwierdzona immunofluorescencyjnie [87]. Na podstawie elektrofore- 
tycznych i sedymentacyjnych badań kompleksów cząsteczek nukleoso- 
małnych erytrocytów kurczęcia (długości DNA 140 i 180 par zasad) 
z białkami HMG wykazano, że dwie cząsteczki białek I4MG-14/HMG-17 
wiążą się z rdzeniem nukleosomalnym, a jedna cząsteczka HMG-1 lub 
IIMG-2 asocjuje z 40 parami zasad łącznikowego DNA [93].

Ciekawe spostrzeżenia opisali Marekov i Beltchev [72], którzy obser
wowali, że kompleks chromatyny grasicy cielęcia po usunięciu histonu 
H I ulega łatwiej trawieniu mikrokokalną nukleazą aniżeli chromatyna 
tej tkanki, pozbawiona histonu HI oraz białek HMG-1 i HMG-2. Produkt 
rekonstytucji chromatyny, bez histonu HI, z wysokocząsteczkowymi biał
kami HMG osiągał wrażliwość nukleazową analogiczną do tej, k tórą ce
chowała się chromatyna po usunięciu histonu HI. Białka HMG-1 i HMG-2 
okazywały ponadto wpływ na wzrost nukleolizy nagiego DNA. Wyniki 
te sugerują, że białka HMG-1 i HMG-2 mogą powodować konformacyjne 
zmiany chromatynowego DNA poprzez destabilizację jego struktury, czy
niąc go bardziej podatnym na nukleolizę. Destabilizacja podwójnej helisy 
DNA przez wysokocząsteczkowe białka HMG w 25 mM roztworze NaCl 
została wcześniej opisana przez Javaheriana i wsp. [53]. Obecność białka 
HMG-1 hamuje hydrolizę jednoniciowego DNA przez nukleazę Sx [94]. 
Jego wysokie powinowactwo do jednoniciowego DNA [12, 50] oraz ochro
na jednoniciowego DNA przed nukleazami może mieć znaczenie biolo
giczne.

Na odmienną konformację aktywnej chromatyny wpływa również 
ubikwityna — białko analogiczne do HMG-20. Ubikwityna tworzy z hi
stonem H2A rozgałęzioną cząsteczkę w kształcie litery Y, nazywaną 
białkiem A24 lub semihistonem II2A (uII2A) [8, 34, 35 por. 59]. F rak
cjonowanie chromatyny techniką DNA-aza II/Mg2 [40] i późniejsza 
analiza elektroforetyczna frakcji ubogich (PI i P2) oraz wzbogaconych 
(S2) w aktywnie transkrybowane sekwencje DNA pomogło zlokalizować 
wolne białko HMG-20 we frakcji S2, natomiast białko A24 wraz z histo- 
nami rdzeniowymi w nieaktywnych matrycowo frakcjach P I i P2. Łat
wość uwalniania białka HMG-20 z cząsteczek A24 może mieć istotne 
znaczenie dla zmian konformacyjnych chromatyny. Interakcja HMG-20 
z histonem H2A może wpływać na obniżenie aktywności transkrypcyjnej 
chromatyny, rozszczepienie zaś białka A24 z odłączeniem HMG-20 — na 
jej relaksację oraz zwiększoną dostępność polimerazy RNA w procesie 
jej transkrypcji [35]. Rozwój techniki mapowania wariantów nukleoso- 
mów w chromatynie, oparty na dwukierunkowej elektroforezie (niskojo-
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nowa elektroforeza kompleksu dezoksyrybonukleinowego w pierwszym
kierunku, połączona z elektroforezą DNA i białek w drugim kierunku 
oraz precyzyjną identyfikacją DNA po elektroforetycznym transferze na 
bibułę DBM — diazobenzyloksymetyl — metodą hybrydyzacji), przyczy
nił się do zlokalizowania białka A24 w odmiennych subfrakcjach chro
matyny [8, 64] różnych komórek. W komórkach HeLa oraz komórkach 
szczura 14B białko A24 jest zasocjowane z mononukleosomami nieaktyw
nej transkrypcyjnie chromatyny [64], w przypadku zaś Drosophila — 
z mononukleosomami aktywnej transkrypcyjnie chromatyny [cyt. wg 8]. 
Z kolei mononukleosomy komórek L5178Y myszy są praktycznie pozba
wione białka A24. Barsoum i wsp. [8] nie wykluczają, że in vivo białko 
A24 jest obecne w tych komórkach, a proces izolowania chromatyny 
niszczy je.

2.2. IN N E  B IA Ł K A  NIEHISTONOW E

Dotychczasowe piśmiennictwo na temat białek niehistonowych ak
tywnej transkrypcyjnie chromatyny dotyczy głównie białek z grupy 
HMG. Z kolei ilość białek HMG, tj. 106 cząsteczek w jądrze komórko
wym [36], nie wydaje się pokrywać całości białek niehistonowych, w y
krywanych w tej części chromatyny [29], Jackson i wsp. [52] podali, że 
we frakcji aktywnej chromatyny S szpiczaka myszy zostaje uwalniane 
za pomocą mikrokokalnej nukleazy (przy 17% wytrawionego DNA) oko
ło 30 białek niehistonowych. Jak dotąd, autorzy zajęli się charakterysty
ką dwóch polipeptydów odpowiadających białkom HMG-1 i HMG-2.

Analiza elektroforetyczna magnezorozpuszczalnej (S2) i magnezonie- 
rozpuszczalnej (PI) frakcji chromatyny wątroby szczura wykazała wiele 
ilościowych i jakościowych różnic w obrazie ich białek niehistonowych. 
Gottesfeld i wsp. [40, 41] zwracają uwagę na bogato reprezentowane we 
frakcji S2 dwa polipeptydy o m.cz. około 38 000.

Frakcja o m.cz. około 40 000 jest głównym składnikiem białek nie
histonowych czterech tkanek embrionalnych kurczęcia (erytrocyty, mózg, 
skóra i mięśnie) magnezorozpuszczalnej części chromatyny [4]. Ilościowo 
różna zawartość komponentu o m.cz. 40 000 w tkankach o odmiennej 
aktywności transkrypcyjnej i różnym stopniu zróżnicowania (umiarko
wana w erytrocytach, wysoka w mózgu) sugeruje, że może on być skład
nikiem strukturalnym  aktywnej chromatyny.

Uwolnioną przez mikrokokalną nukleazę aktywną, tzw. SP frakcję 
chromatyny komórek erytroleukemicznych Frienda, cechuje również ilo
ściowo bogaty składnik o m.cz. około 40 000 [22], Skład chemiczny frak
cji SP (wartości stosunku białka niehistonowe/histony około 3; RNA/ 
/DNA =  1,15) oraz obecność polipeptydów o m.cz. 40 000 przemawia za 
bardzo dużym wzbogaceniem jej w jądrowe rybonukleoproteiny. Jednak
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że rybonukleoproteinowy komponent nie wydaje się być uwalniany z in 
nych fragmentów chromatyny w czasie enzymatycznego frakcjonowania, 
gdyż wirowanie frakcji SP przez 60% roztwór sacharozy (90 min., 
lfoOOOxg) nie zmienia jej profilu elektroforetycznego, ani właściwości 
metabolicznych.

Karavanov i wsp. [54] porównując produkty trawienia jąder komór
kowych śledziony myszy przez mikrokokalną nukleazę i DNA-azę I pod
dali wnikliwej analizie główny polipeptyd uwalniany przez obie nukleazy. 
Okazało się nim białko niehistonowe PS-i o m.cz. 25 500 z argininą jako 
N-końcowym aminokwasem. W składzie aminokwasowym białka P S 4 
zwraca uwagę wysoki odsetek glicyny (16,5 mol%); wartość stosunku 
aminokwasów kwaśnych do zasadowych wynosi około 1,7.

Z obszernych badań z laboratorium Kruha [20, 58] wynika, że bardzo 
łagodne trawienie mikrokokalną nukleazą jąder komórek IITC (2-4% 
uwalnianego DNA) usuwa niewielkie fragmenty chromatyny, znacznie 
wzbogacone w sekwencje DNA, kodujące poli/A2+/RNA. Atak nukleazy 
nie wydaje się przypadkowy. Działanie nukleazy jest zlokalizowane głów
nie w monomerach i dimerach nukleosomalnych. W tych niewielkich 
fragmentach chromatyny stwierdzono obecność białek niehistonowych, 
tzw. fosfoprotein oraz aktywność kinazy proteinowej.

Frakcja białek niehistonowych o m.cz. 57 00-59 000 oraz 80 000, bliżej 
niescharakteryzowane, towarzyszyły białkom HMG-1 i HMG-2 w aktyw 
nej transkrypcyjnie chromatynie erytrocytów kaczki [100], otrzymanej
techniką DNA-aza II/Mg2+.

Pierwsze dane o białkach niehistonowych aktywnej transkrypcyjnie 
chromatyny prymitywnych organizmów eukariotycznych, Physarum po- 
lycephalum, pochodzą z pracowni Toczki [17, 18]. Trawienie jąder ko
mórkowych tego śluzowca za pomocą DNA-azy I uwalnia preferencyjnie 
trzy białka niehistonowe o m.cz. 49 000, 46 000 i 18 700. Białka te wy
stępują również w nukleosomach izolowanych z aktywnej transkrypcyj
nie chromatyny tego organizmu. Polipeptydy o m.cz. 49 000 i 46 000, 
podobnie jak histony rdzenia nukleosomalnego, cechuje wysoki stopień 
acetylacji [18].

Białka niehistonowe magnezorozpuszczalnej chromatyny gruczołów 
mlecznych szczura, wybitnie wzbogaconej w RNA, charakteryzowała 
obecność siedmiu polipeptydów o m.cz. powyżej 40 000. W elektrofero- 
gramach magnezonierozpuszczalnej frakcji chromatyny tej tkanki obser
wowano tylko jeden komponent w analogicznym regionie żelu [46].

Przedstawione tu prace dotyczą charakterystyki elektroforetycznej 
białek niehistonowych (obok histonów) w warunkach selektywnego tra 
wienia aktywnych genów jąder komórkowych różnych tkanek przez 
enzymy nukleolityczne. W pracowni Kłyszejko-Stefanowicz [57] podjęto
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próby rozdziału na hydroksyapatycie tzw. frakcji SP, uwolnionej przez 
mikrokokalną nukleazę, a pochodzącej z tkanek o różnej aktywności 
genetycznej (wątroba, erytrocyt kurczęcia) po usunięciu DNA (poprzez 
stosowanie mieszaniny glikol polietylenowy — dekstran T500). Analiza 
porównawcza trzech grup białek niehistonowych, tj. NHCP1, NIICP2 
i NHCP3, wyodrębnionych z frakcji SP obydwu tkanek, wskazuje na 
ilościowe i jakościowe różnice w ich rozdziale. Komórki wątroby o ak
tywnym  genomie znacznie łatwiej uwalniają większą ilość białek niehi
stonowych podczas nukleolizy niż erytrocyty reprezentujące tzw. genom 
milczący (silent). W aktywnej transkrypcyjnie chromatynie wątroby ku r
częcia stwierdzono specyficzne polipeptydy o m.cz. 13 000, 23 000, 29 000 
i 33 000 (NHCP1), 23 000, 33 000, 45 000 i 110 000 (NHCP2) oraz 38 000 
i 41 000 (NHCP3); natomiast w analogicznej frakcji erytrocytów — po
lipeptydy 59 000 (NHCP1), 92 000 (NIICP2) oraz 63 000 i 75 000 (NHCP3).

Porównanie trzech grup białek niehistonowych aktywnej chromatyny 
nowotworu Kirkmana-Robbins i odnośnikowej tkanki prawidłowej — 
wątroby chomika syryjskiego [56, 70j — zwraca uwagę na duże ilościowe 
różnice w białku NHCP2 (przewaga polipeptydów o m.cz. 53 000 i 62 000 
w tkance nowotworowej, a o m.cz. 41 000 — w wątrobie). Polipeptydy 
o m.cz. 81 000 (NHCP1) i 39 000 (NHCP2) wydają się preferencyjnie 
związane z frakcją SP wątrobiaka Kirkmana-Robbins, natomiast 21 000, 
35 000 i 37 000 (NHCP1), 70 000, 112 000, 141 000 i 157 000 (NHCP2) oraz 
30 000-33 000 (NHCP3) — z odpowiadającą frakcją chromatyny tkanki 
prawidłowej.

Zdolność wiązania białek niehistonowych przez ograniczoną populację 
nukleosomów wydaje się istotnym czynnikiem warunkującym powsta
wanie funkcjonalnie i strukturalnie odmiennych regionów chromatyny. 
Inne czynniki, takie jak modyfikacje białek chromatyny czy metylacja 
DNA, również przyczyniają się do utrzymania aktywnych domen chro
matyny. Zagadnienie to jest przedmiotem kolejnego przeglądowego opra
cowania.

P rag n ę  gorąco podziękow ać prof. dr hab. L. K łyszejko-S tefanow icz  za cenne 
uw agi w  czasie op racow yw an ia  tego a r ty k u łu .

L ITER A TU R A

[1] ABERCOMB1E B. D., K N EA LE G. G., CRANE-ROBINSON C., BRAD
BURY E. M., GOODW IN G. H., W A LK ER J. M., JO H N S E. W., S tudies on 
the  confo rm ationa l p roperties  of the  h igh -m obili ty -g roup  chrom osom al p ro te in  
HMG-17 an d  its in te rac t io n  w ith  DNA, Eur. J . Biochem., 84: H73-177, 1978.

[2] A LBA N ESE J., W EIN TRA U B  H., E lec trophore tic  sep a ra t io n  of a class of

http://rcin.org.pl



74 Z. K IL IA N S K A

nucleosomes enriched  in HMG-14 an d  17 and  actively  tran sc r ib ed  globin 
genes, Nuci. Acids Res., 8: 2787-2805, 1980.

[3] A LBRIG H T S. C., W ISEM AN J. M., LA N G E R. A., GARRARD W. T., S u 
bun it  s t ru c tu re s  of d iffe ren t e lec trophoretic  form s of nucleosomes, J .  Biol.
Chem., 255: 3673-3684, 1980.

[4] ALBRECHT J., H EM M IN K I K., P ro te in  composition of ch rom atin  subfrac tions  
p repared  from  chick em bryos, Biochim. Biophys. Acta, 475: 152-159, 1977.

[5] ARNOLD E. A., YOUNG K. E., H eterogeneity  of chrom atin : F rac tio n a tio n  
of sonicated ra t  liver ch rom atin  by p a r t ia l  p rec ip ita tion  w ith  Mg*+, Arch. 
Biochem. Biophys., 164: 73-89, 1974.

[6] BAKAYEV V. V., BAKAYEVA T. G., SCHM ATCHENKO V. V., G EO RG IEV
G. P., N on-h is tone proteins in m ononucleosom es and  subnucleosom es, Eur. 
J. Biochem., 91: 291-301, 1978.

[7] BAKAYEV V. V., SCHM A TCH EN K O  V. V., GEORGIEV G. P., Subnucleo- 
some partic les  contain ing  high m obility  g roup  pro te ins H M G -E and  H M G -G  
originate  from  tran sc r ip t io n a lly  active chrom atin , Nucl. Acids Res., 7: 1525- 
1539, 1979.

[8] BARSOUM J., LEVINGER L., VARSHAVSKY A., On the  ch rom atin  s t ru c 
tu re  of the  am plified , tran sc r ip tio n a lly  active gene for d ihydrofo la te  reduc tase
in mouse cells, J. Biol. Chem., 257: 5274-5282, 1982.

[9] BELLARD H., GANNON F., CHAM BON P., Nucleosome s tru c tu re ,  Cold 
Spring  H arb o r  Symp. Q uant. Biol., 42: 779-791, 1978.

[10] BERKOW ITZ E. M., DOTY P., Chem ical and  physical p roperties  of f ra c 
tiona ted  chrom atin , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72: 3328-3332, 1975.

[11] B H O R JEE J. S., ADLER L., N uclear shearing  and  ch rom atin  s truc tu re ,  Cell
Biol. Int. Rep., 6: 1065-1076, 1982.

[12] BIDNEY D. L., REECK G. R., Purif ica tion  from  cu ltu red  hepa tom a cells
of tw o nonhis tone  ch rom atin  pro te ins w ith  p re fe ren tia l  a ff in ity  for s ingle
s tran d ed  DNA, Biochem. Biophys. Res. Commun., 85: 1211-1218, 1978.

[13] BLOOM K. S., ANDERSON J. N., F rac tiona tion  of hen oviduct ch rom atin  
into transcr ip tiona lly  active a n d  inactive  regions a f te r  selective micrococcal
nuclease digestion, Cell, 15: 141-150, 1978.

[14] BLOOM K. S., ANDERSON J. N., C onform ation  of ovalbum in  and globin
genes in  ch rom atin  du ring  d iffe ren tia l  gene expression, J. Biol. Chem., 254: 
10532-10539, 1979.

[15] C A RTW RIG H T I. L., ABM AYR S. M., FLE1SCHMANN G., LO W EN H A U PT 
K., ELGIN S. C. R., KEENE M. A., HOW ARD G. C., C h rom atin  s tru c tu re  and  
gene activ ity : the  role of nonhis tone  chrom osom al proteins, CRC Critical 
Reviews in B iochem istry , 13: 1-86, 1983.

[16] CHAN P. K., LIEW  C. C., Iden tif ica to in  of nonhistone ch rom atin  pro teins 
in ch rom atin  subun its  (or mononucleosomes) devoid of histone I i i ,  Can. J.
Biochem., 57: 666-672, 1979.

[17] CZUPRYN M., TOCZKO K., Isolation and  susceptib ility  to nucleases of t r a n s 
crip tionally  active  and  inactive  ch rom atin  frac tions from  P h ysa ru m  p o ly 
cephalum,  Acta Biochim. Polon., 27: 143-152, 1980.

[18] CZUPRYN M., TOCZKO K., N on-histone pro teins p re fe ren tia lly  associated 
w ith  transcr ip tiona lly  active  ch rom atin  of P h y sa ru m  polycephalum , Acta 
Biochim. Polon., 29: 17-25, 1982.

[19] DAVIE J. R., SAUNDERS C. A., Chem ical com position of nucleosom es am ong

http://rcin.org.pl



A K T Y W N A  CHROMATYNA, CZ. I 75

dom ains of calf thym us ch rom atin  d iffering  in micrococcal nuclease accessi
b ili ty  an d  solubility  properties , J. Biol. Chem., 256: 12574-12580, 1981.

[20] D EFER  N., K IT Z IS  A., LEVY F., TICH O N ICK Y  L„ SABATIER M-M., K RU H
J., P resence  of non-h is tone  proteins in nucleosomes, Eur. J. Biochem., 88: 
583-591, 1978.

[21] D IM ITR IA D IS G. J., TA TA  J. R., Subnuclear  frac tiona tion  by mild m icro-
coccal-nuclease t re a tm e n t  of nuclei of d iffe ren t tran sc r ip tiona l activ ities  
caused  a p a r t i t ion  of expressed  and  non-expressed  genes, Biochem. J., 187: 
467-477, 1980.

[22] D JO N D JU R O V  L. P., IVANOVA E. C., TSANEV R., Two ch rom atin  fractions
w ith  d iffe ren t m etabolic  p roperties  of non-h is tone  pro teins of new ly  sy n th e 
sized RNA, Eur. J. Biochem., 97: 133-139, 1979.

[23] ELG IN  S. C. R., SERUNIAN L. A., SILVER L. M., D is tr ibu tion  p a t te rn s  of 
D rosophila  non-h is tone  chrom osom al proteins, Cold Spring  H arb . Symp. 
Q uan t. Biol., vol. XLII, 839-850, 1978.

[24] ELGIN S. C. R., DNAase I — hypersensitive  sites of chrom atin , Cell, 27: 
413-415, 1981.

[25] FE LSE N FE L D  G., C hrom atin , N ature , 211: 115-122, 1978.
[26] F IN C H  J. T., KLUG A., Solenoidal m odel for su p e rs tru c tu re  in chrom atin , 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 73: 1897-1901, 1976.
[27] F L IN T  S. J., W EIN TRA U B H., An a l te red  su b u n it  configuration  associated

w ith  the  ac tive ly  tran sc r ib ed  DNA of in teg ra ted  adenovirus  genes, Cell, 12: 
783-792, 1977.

[28] FR E N S T E R  J. H., N uclear polyanions as derepressors  of synthesis of r ibo 
nucleic  acids, N atu re , 206: 680-683, 1965.

[29] G A B R IE L L I F., HANCOCK R., FA B ER  A. J., C harac te riza tion  of a ch ro 
m a tin  frac tion  bearing  pulse-labelled  RNA, Eur. J . Biochem., 120: 363-369, 
1981.

[30] G A REL A., A X EL R., Selective digestion of transcr ip tiona lly  active ova lbu 
m in  genes from  oviduct nuclei, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 73: 3966-3970, 
1976.

[31] G A R EL A., ZOLAN M., A X EL R., Genes tran sc r ib ed  a t d iverse ra te s  have
a s im ila r  conform ation  in chrom atin , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74: 4867-
4871, 1977.

[32] G A ZIT  B., PA N ET A., CEDAR H., R econstruction  of a deoxyribonuclease
I-sensitive  s tru c tu re  on active  genes, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 1787- 
1790, 1980.

[33] G EO RG IEV A  E. I., PA SH EV  I. G., TSA N EV  R. G., D istribu tion  of high 
m obili ty  group and  o ther acid-soluble  pro te ins  in frac tiona ted  chrom atin , 
Biochim. Biophys. Acta, 652: 240-244, 1981.

[34] G O L D K N O PF I. L., BUSCH H., Isopeptide linkage betw een  non-h is tone  and
histone 2A polypeptides of chrom osom al con juga te -p ro te in  A24, Froc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 74: 864-868, 1977.

[35] G O L D K N O P F  I. L., FREN CH  M. F., DASKAL Y., BUSCH H., A reciprocal
re la t io n sh ip  betw een  contents  of free  ub iqu it in  and  pro te in  A24, its con
ju g a te  w ith  histone 2A in ch rom atin  frac tions  ob ta ined  by the DNase II, 
M g+ +  procedure , Biochem. Biopchys, Res. Commun., 84: 786-793, 1978.

[36] GOODW IN G. H., SANDERS C., JO H N S  E. W., A new  group  of ch ro m atin -  
assoc ia ted  pro te ins w ith  a high conten t of acidic and  basic am ino  acids, Eur. 
J . Biochem., 38: 14-19, 1973.

http://rcin.org.pl



76 Z. K IL IA Ń S K A

[37] GOODWIN G. H., W OODHEAD L., JO H N S E. W., The presence of h igh
m obility  g roup  non-h is tone  ch rom atin  pro te ins  in isolated nucleoscm es, FE B S 
Lett., 73: 85-88, 1977.

[38] GOODW IN H. G., M A TH EW  C. G. P., W R IG H T C. A., VENKOV C., JO H N S
E. W., Analysis of the  high m obility  g roup  p ro te ins  associated  w ith  sa l t - so 
lub le  nucleosome, Nucl. Acids Res., 7: 1815-1835, 1979.

[39] GOODW IN G. H., M A TH EW  C. P. G., Role in gene s tru c tu re  and  func tion
Tw] The HM G chrom osom al pro te ins, red  E. W. Johns, A cadem ic Press , L o n 
don—T oronto  1982, 193-221.

[40] G O TTESFELD  J . M., GARRARD W. T., BA G I G., W ILSON R. F., BONNER
J., P a r t ia l  purif ica tion  of th e  tem p la te -ac t iv e  fraction  of ch rom atin : A p r e 
l im in ary  reports ,  Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 71: 2193-2197, 1974.

[41] G O TTESFELD  J. M„ M U R PH Y  R. F.. BONNER J., S tru c tu re  of t r a n s c r ip 
tiona lly  ac tive  chrom atin , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72: 4404-4408, 1975.

[42] G O TTESFELD  J. M., BU TTLER D. J. G.. S tru c tu re  of t ra rsc n 'p t io n a l ly -
active  ch rom atin  subunits , Nucl. Acids Res., 9: 3155-3173, 1977.

[43] GROUDINE W„ W EIN TRA U B H„ A ctivation  of globin genes du ring  chicken
developm ent, Cell, 24: 393-401, 1981.

[44] GROBNER S., W łaściwości i fu n k c ja  b ia łek  n ieh istonow ych o w ysokiej r u 
chliwości e lek tro fore tycznej, Post. Biochem., 28: 487-501, 1982.

r45] H EW ISH  D. R., BURGOYNE L. A., C h rom atin  subs truc tu re ,  Biochem. B io
phys. Res. Commun., 52: 504-510, 1973.

[46] HIRO SE M., A N A B U K I K., M A K I M., HASEGAW A K., CHIBA H„ C h a 
rac te riza tion  of ch rom atin  subfrac tions  en riched  in RNA fro m  lac ta t in g
m a m m ary  g land  of the  ra t ,  Agric. Biol. Chem., 44: 2391-2397, 1930.

[47] HOZIER J., RENZ M., N EH LS P., The chrom osom e fiber: evidence for a n
ordered  su p e rs tru c tu re  of nucleosomes, Chrom osom a, 62: 301-317, 1977.

[48] HU TCH EO N  T., D IX O N  G. H., LEVY-W ILSON B., T ransc r ip tiona lly  active
m ononucleosom es from  t ro u t  testis  a re  heterogenous in  composition, J. Biol. 
Chem., 255: 681-685, 1980.

[49] HUBNER H., KONONOW ICZ A. K., Postępy  w  poznaniu  s t ru k tu ry  m a te r ia łu
genetycznego u E uk ary o ta  I. S t ru k tu ra  ch rom atyny , Post. Biol. Kom., 9:
133-148, 1982.

[50] ISACKSON P. J., F ISH B A C K  J. L., B1DNEY D. L., REECK G. R., P re fe re n 
tia l  a ff in ity  of high m olecu lar w eigh t high m obility  g roup  non -h is t^ne  ch ro 
m a tin  pro te ins  for s ing le -s tranded  DNA, J. Biol. Chem., 254: 5569-5572,
1979.

[51] IG O -K EM EN ES T., H O RZ W., ZACHAU H. G., C hrom atin , A nn  Rev. Bio
chem., 51: 89-121, 1982.

[52] JA C K SO N  J. B., PO LLO C K  J. M., R IL L  R. L., C h rom atin  frac tiona tion
procedure  th a t  yields nucleosom es conta in ing  near-s to ich iom etr ic  am ounts  
of high m obility  g roup  nonhis tone  chrom osom al pro te ins, B iochem istry , 18: 
3739-3748, 1979.

[53] JA V A H ER IA N  K., SA D EG H I M., L IU  L. F., N onhistone p ro te ins  HMG-1 and
HM G-2 unw ind  DNA double helix, Nucl. Acids Res., 6: 3569-3580, 1979.

[54] KARAVANOV A. A., CZESTKOV W. W., A FA N A SJE V  B. N., C h a rak te r i-
s tika  biełka w ysw obożdajem ogo iz ch rom atina  ja d e r  selezienki myszy w  usło- 
w iach ograniczennogo gidroliza DNKazoj I i m ikrokokow oj nukleazoj, Mol. 
bioł., (Moskwa), 15: 220-233, (1981.

[55] KEENE M. A., CORCES V., LO W EN H A U PT K., ELG IN  S. C. R., DNAase I

http://rcin.org.pl



A K T Y W N A  CHROMATYNA, CZ. I 77

hypersensitive  sites of the  ch ro m atin  for Drosophila m elanogaster  ch rom atin  
occur a t  the  5’ends of regions of transcrip tion , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78: 
143-146, 1981.

[56] K IL IA N S K A  Z., L IP IŃ S K A  A., K R A JE W SK A  W. M., K Ł Y SZ E JK O -ST E FA -
NOW ICZ L., D is tr ibu tion  of ch rom atin  pro te ins  be tw een  fractions of h am ste r  
l iver ch rom atin  d iffering  in th e ir  susceptib ility  to micrococcal nuclease, M o- 
lec. Biol. Rep., 8: 203-211, 1982.

[57] K IL IA Ń SK A  Z., K Ł Y SZ E JK O -ST E FA N O W IC Z  L ,  D istr ibu tion  of non-h is tone
pro te ins  be tw een  m icrococcal nuclease  sensitive an d  nuclease  res is tan t  ch ro 
m a tin  from  chicken cells w ith  ac tive  an d  inactive  genomes, Cell Biochem. 
Funct., 4: 78-84, 1984. .

[58] K IT Z IS  A., LEIB O V ITC H  S-A., LEIB O V ITC H  M-P., TICH O N ICK Y  L., H A -
REL J., K R U H  J., The sm all ch ro m atin  fragm en ts  re leased  by micrococcal 
nuclease  from  h epa tom a  tissue cu ltu red  cell nucle i a re  s trongly  en riched  
in coding DNA sequences an d  a re  re la ted  to an  ac tive ly  tran sc r ib ed  single
s t ra n d e d  DNA frac tion , Biochim. Biophys. Acta, 697: 60-70, 1982.

[59] K Ł Y SZ E JK O -ST E FA N O W IC Z  L., N iejednorodność i specyficzność b ia 
łek n iehistonow ych, Post. Biochem., 25: 287-350, 1979.

[60] K O R N BERG  R. D., C h ro m atin  s truc tu re :  A repea ting  un it  of histone a n d  
DNA, Science, 184: 868-871, 1974.

[61] K U E H L  L., LYNESS T., DIXON G. H., LEV Y -W ILSO N  B., D is tr ibu tion  of
high m obility  g roup  pro te ins  am ong  dom ains of t ro u t  testis  ch rom atin  d iffe 
r in g  in  th e ir  suscep tib ility  to m icrococcal nuclease, J. Biol. Chem., 255: 
1090-1095, 1980.

[62] KUO M. T., SA H A SRA B U D D H E C. G., SAUDERS G. F., P resence  of m essen 
ger specifying sequences in  the  DNA of ch rom atin  subunits , Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 73: 1572-1575, 1976.

[63] LACY E., A X E L  R., A nalysis  of DNA of iso la ted  ch rom atin  subunits , Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 72: 3978-3982, 1975.

[64] LEV IN G ER L., BARSOUM  J., V A RSH A V SK Y  A., T w o-d im ensional h y b r i 
d ization  m app ing  of nucleosom es: com parison  of DNA a n d  p ro te in  p a tte rn s ,  
J . Mol. Biol., 146: 287-304, 1981.

[65] LEV Y -W ILSO N  B., W ONG N. C. W., DIXON G. H., Selective association
of trou t-spec if ic  H6 p ro te in  w ith  ch ro m atin  regions susceptib le  to DNase I 
an d  D N A ase II: possible location of H M G -T  in  th e  spacer region be tw een  
core nucleosom es, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74: 2810-2814, 1977.

[66] LEV Y -W ILSO N  B., D IX O N  G., A s tu d y  of the  localization of hign m obility
group  pro te ins  in  ch rom atin , Can. J .  Biochem., 56: 480-491, 1978.

[67] LEV Y -W ILSO N  B., D IX O N  G. H., P a r t ia l  pu rif ica tion  of tran sc r ip t io n a lly  
ac tive  nucleosom es f ro m  t ro u t  testis  cells, Nucl. Acids Res., 5: 4155-4163,
1978.

[68] LEV Y -W ILSO N  B., CONNOR W., DIXON G., A subse t  of t ro u t  testis  nuc leo 
somes en riched  in  t ran sc r ib ed  DNA sequence conta ins  high m obility  g roup  
as m a jo r  s t ru c tu ra l  com ponents, J . Biol. Chem., 254: 609-620, 1979.

[69] LEV Y -W ILSO N  B., D IX O N  G. H., L im ited  action  of m icrococcal nuclease
to t ro u t  testis  nucle i genera tes  tw o  m ononucleosom e subse ts  en riched  in  
t ran sc r ib ed  DNA sequences, Proc. N atl. Acad. Sci. USA, 76: 1682-1686, 1979.

[70] L IP IŃ S K A  A., K IL IA N S K A  Z., K R A JE W S K A  W. M., K Ł Y S Z E JK O -S T E F A -
N OW ICZ L., C hrom atin  p ro te ins  associa ted  w ith  m icrococcal nuc lease-sen -

http://rcin.org.pl



78 Z. K IL IA Ń S K A

sitive and  nuc lease -re s is tan t  ch rom atin  of K irk m an -R o b b in s  hepa tom a  an d  
ham ste r  liver, Mol. Biol. Rep., 10: 31-39, 1984.

[71] M ARDIAN J. K. W., PATON A. E., BUNNICK G. J., O LIN S D. E., N ucleo-
some cores have tw o specific b inding  sites for non-h is tone  chrom osom al 
pro teins HM G 14 an d  HMG '17, Science, 209: 1534-1536, 1980.

[72] MAREKOV L. N., BELTCHEV B. G., In fluence  of h igh -m ob ili ty -g roup  n o n 
histone chrom osom al p ro te in  1 and  2 on the  digestion of ch rom atin  w ith  
micrococcal nuclease, Arch. Biochem. Biophys., 219: 261-267, 1982.

[73] M ATHEW  C. G. P., GOODW IN G. H., JO H N S  E. W., S tud ies  on th e  asso 
ciation  of the  high m obility  g roup  non-h is tone  ch rom atin  p ro te ins  w ith  iso
la ted  nucleosomes, Nucl. Acids Res., 6: 167-179, 1979.

[74] M ATHEW  C. G. P., GOODW IN G. H., IG O -K EM EN ES T., JO H N S  E. W.,
The p ro te in  composition of ra t  sa te lli te  chrom atin , FEBS Lett., 125: 25-29,
1981.

[75] M ATHIS D., OUDET P., CHAM BON P., S tru c tu re  of t ran sc r ib in g  ch rom atin , 
Progr. Nucl. Acids Res. & Mol. Biol., 24: H-54, 1980.

[76] MAYES E. L. V., Species and  tissue specificity, [w] The HM G chrom osom al
proteins, red. E. W. Johns, A cadem ic Press  L ondon—Toronto  1982, 9-40.

[77] MAYFIELD J. E., SERUNIAN L. A., SILVER L. M., ELGIN S. C. R., A p ro 
tein  re leased  by DNase I digestion of Drosophila nuclei is p re fe ren tia l ly  asso
ciated  w ith  puffs, Cell, 14: 539-544, 1978. •

[78] M cGHEE J. D., FELSEN FELD  G., Nucleosome s tru c tu re ,  Ann. Rev. Biochem.,
49: 1115-1156, 1980.

[79] McGHEE J. D., WOOD W. I., DOLAN M., ENGEL J. D., FELSEN FELD  G.,
A 200 base pa ir  region a t  the  5’end of the  chicken a d u l t  (3-globm gene is 
accessible to nuclease digestion, Cell, 27: 45-55, 1981.

[80] M ONTAGNA R. A., RODRIGUEZ L. V., BECKER F. F., A com p araP v e  s tudy
of the non-h is tone  pro te ins of r a t  liver euch rom atin  an d  he terochrom atin , 
Arch. Biochem. Biophys., 179: 617-624, 1977.

[81] NICOLAS R. H., GOODWIN G. H., Isolation and  analysis , [w] The HM G 
chrom osom al proteins, red. E. W. Johns, Acad. P ress L ondon—Toronto  1982,
41-68.

[82] NOLL M., THOM AS J. O., KORNBERG R. D., P re p a ra t io n  of na tive  chro
m atin  and  dam age caused by shearing, Science, 187: 1203-1206, 1975.

[83] NOLL M., Nuclease digestion as a key  to ch rom atin  s tru c tu re ,  Life Sci. Res.
Rep., 4: 239-252, 1976.

[84] OLINS A. L., OLINS D. E., Sphero id  ch rom atin  units  (v bodies), Science, 183:
330-332, 1974.

[85] OLINS A. L., CARLSON R. D., W RIG H T E. B ,  OLINS D. E., C hrom atin  
v bodies: isolation, subfrac tion  and physical charac te risa tion , Nucl. Acids 
Res., 3: 3271-3291, 1976.

[86] PEDERSON P., C h rom atin  s tru c tu re  and  gene tran sc r ip t io n :  Nucleosomes 
pe rm it  a new  synthesis, In tern . Rev. Cytol., 55: 1-22, 1978.

[87] PETER S E. H., LEVY-W ILSON B„ DIXON G. H., Evidence for the  location 
of high m obility  g roup  p ro te in  T in the  in te rnuc leosom al l inker ieg ions of 
t ro u t  testis  chrom atin , J. Biol. Chem., 254: 3358-3363, 1979.

[88] R A M A K R ISH A N  N., PA T IL  M. S., PRA D H A N  D. S., C harac te r iza tion  of 
subun its  of tran sc r ip t io n a lly  active  & inactive  ch ro m atin  of Yoshida ascites 
tu m o r  cells: com parison & tran sc r ip tio n  functions, Ind ian  J. Biochem Biophys., 
20: 1-7, 1983.

http://rcin.org.pl



A K T Y W N A  CHROMATYNA, CZ. I 79

[89] REEVES R., CHANG D., Investigation  of the  possible functions for glyco- 
sy la tion  in the high m obility  g roup  proteins, J. Biol. Chem., 258: 679-687, 
1983.

[90] SAM AL B., WORCEL A., LOUIS C., SCHEDL P., C h rom atin  s tru c tu re  of 
the  histone genes of D. m elanogaster , Cell, 23: 401-409, 1981.

[91] SANDEEN G., WOOD W. J., FELSEN FELD  G., In te rac tion  of high m obility
pro te ins  HMG 14 and  HMG 17 w ith  nucleosomes, Nucleic Acids Res., 8: 
3757-3777, 1980.

[92] SA SI R., HUVOS P. E., FA SM A N  G. D., A conform ational s tudy  of the 
b ind ing  of a high m obility  group pro te in  w ith  chrom atin , J. Biol. Chem., 257: 
1448-1454, 1982.

[93] SCHROTER H., BODE J., The b inding  sites for large and  small h igh-m obi- 
l i ty -g roup  (HMG) proteins, Eur. J. Biochem., 127: 429-436, 1982.

[94] SH A STR I K., ISACKSON P. J., F ISH B A C K  J. L., LAND M. D., REECK G.
R., Influence of nonhistone ch rom atin  p ro te in  HMG-1 on the enzym atic  
digestion of purified  DNA, Nucl. Acids Res., 10: 5059-5072, 1982.

[95] SIM PSO N  R. T., S tru c tu re  of ch rom atin  conta in ing  ex tensive ly  ace ty la ted  
H3 and  H4, Cell. 13: 691-699, 1978.

[96] SIM PSO N  R. T., S tru c tu re  of the chrom atosom e, a ch rom atin  partic le  con
ta in ing  160 base pairs  of DNA and all the  histones, Biochemistry, 17: 5524- 
5531, 1978.

[97] SOUTHERN E. M., Detection of specific sequences am ong  DNA fragm ents  
sep a ra ted  by gel e lectrophoresis , J. Mol. Biol., 98: 503-517, 1975.

[98] TATA J. R., BAKER B., Enzym atic  f rac tiona tion  of nuclei: polynucleosomes 
an d  RNA polym erase  II as endogenous tran sc r ip t io n a l  complexes, J. Mol. 
Biol., 118: 249-272, 1978.

[99] TSANEV R., T i 'anscrip tionally  active  chrom atin , Molec. Biol. Rep., 9: 9-17, 
1983.

[100] VIDALI G., BOFFA L. C., A L L FR E Y  V. G., Selective re lease  of chrom oso
m al pro te ins  during  lim ited  DNAase 1 digestion of av ian  e ry th rocy te  chro
m atin , Cell, 12: 409-415, 1977.

[101] V ILLEPO N TEA U X  B., LA SK Y  L., HARRY I., L ysine-r ich  histones and  the
selective digestion of the  globine gene of av ian  red  blood cells, B iochemistry, 
17: 5532-5535, 1978.

[102] W A LK ER  J. M., P r im a ry  s tru c tu re ,  [w] The HMG chrom osom al proteins,
red  E. W. Johns, Academic Press, L ondon—Toronto  (1982, 69-87.

[103] W ARNECKE P., K RU SE K., H A RBERS E., Isolation and  characteriza tion
of nonhistone p ro te ins  from  euchrom atic  and  he te rochrom atic  deoxyribo- 
nucleopro te in  of r a t  liver, Biochim. Biophys. Acta, 331: 295-304, 1973.

[104] W ATSON D. C., LEVY-W ILSON B., DIXON G. H., F ree  ub iqu it in  is a n o n 
histone p ro te in  of t ro u t  testis  ch rom atin , N a tu re , 276: 196-198, 1978.

[105] W ATSON D. C., WONG N. C. W., DIXON G. H., The com plete am inoacid
sequence of a t ro u t- te s t is  non-h is tone  protein , H6, localized in a subset of 
nucleosom es and  its s im ila r ity  to ca lf- thym us non-h is tone  proteins HMG-14 
an d  HMG-17, Eur. J. Biochem., 95: 193-202, 1979.

[106] W EINTRAUB H., GROUDINE M., T ransc r ip tiona lly  active  and  inactive con
fo rm ations  of chrom osom al subunits , Science, 193: 848-853, 1976.

[107] W EINTRAUB H., LA R SEN  A., GROUDINE M., u-g lobin-gene sw itching d u 
r ing  the developm ent of chicken em bryos: Expression  and  chrom osom e s t ru c 
tu re ,  Cell, 24: 333-344, 1981.

http://rcin.org.pl



80 Z. K IL IA Ń S K A

[108] W EISBROD S., W EINTRAUB H., Isolation of a subclass of n u c lea r  p ro te ins
responsib le  for conferring  a DNAase I-sensitive  s tru c tu re  on glcbin ch ro 
m atin , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 630-634, 1979.

[109] W EISBROD S., GROUDINE M., W EINTRAUB H., In te rac tion  of HM G 44
an d  17 w ith  ac tive ly  t ran sc r ib ed  genes, Cell, 19: 289-301, 1980.

[110] W EISBROD S., W EINTRAUB H., Iso la tion  of actively  t ran sc r ib ed  nucleo-
somes using im m obilized HM G 14 an d  HM G 17 a n d  an  analysis  of a-g lobin
chrom atin , Cell, 23: 391-400, 1981.

[111] W EISBROD S., Active chrom atin , N ature , 297: 289-295, 1982.
[112] WU C., BINGHAM  P. M., L IV A K  K. J., H ILM G REN  R., EL G IN  S. C. R.,

The ch ro m atin  s t ru c tu re  of specific genes: I Evidence for h igher o rder 
dom ains of defined  DNA sequence, Cell, 16: 797-806, 1979.

[1H3] WU C., The 5’ends of D rosophila  h ea t  shock genes in  ch ro m atin  a re  h y p e r 
sensitive to DNAase I, N a tu re , 286: 854-860, 1980.

[114] YAU P., IM AI B. S., TH O RN E A. W., GOODWIN G. H., BRADBURY E. M.,
Effect of HM G pro te in  17 on the  th e rm a l  s tab ili ty  of contro l a n d  ace ty la ted
H eLa oligonucleosomes, Nucl. Acids Res., 11: 2651-2664, 1983.

A dres  autorki: ul. Banacha 12/16, 90-237 Łódź.
O trzym ano: 10 lipca 1984.
Przyjęto: 24 lipca 1984.

http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  BIOLOGII KOMÓRKI TOM 12, NR 1, 1985 (81-98)

AKTYWNA TRANSKRYPCYJNIE CHROMATYNA *.
II. MODYFIKACJE SKŁADNIKÓW AKTYWNEJ TRANSKRYPCYJNIE

CHROMATYNY

TR A N SC R IPT IO N A L L Y  ACTIVE CH RO M A TIN *. II. M ODIFICATIONS 
OF TR A N SC R IPTIO N A LLY  ACTIVE CHROM ATIN COM PONENTS

Zofia K IL IA N SK A

Z ak ład  Biochemii S t ru k tu r  K om órkow ych,
In s ty tu t  Biochemii i Biofizyki UL, Łódź

Streszczenie .  A r ty k u ł  p rzedstaw ia  przegląd  p iśm ienn ic tw a dotyczącego roli m ody
fikacji  b ia łek  ch ro m aty n y  i m e ty lac ji  DNA w  u trzy m an iu  s t ru k tu ry  ak tyw nej 
t ra n sk ry p c y jn ie  ch rom atyny .

S u m m a r y .  The p ap e r  p resen ts  the  rev iew  of the  d a ta  concern ing  role of ch ro m a
tin  p ro te in  m odifications an d  DNA m ethy la tion  in the  m a in tenance  of t ra n sc r ip 
tiona lly  ac tive  ch ro m atin  s truc tu re .

M O D Y FIK A C JE  BIA ŁEK  CHROM ATYNY I DNA

Uorganizowanie nukleosomów względem DNA (phasing) pozostaje 
skorelowane z aktywnością transkrypcyjną komórek. Powtarzające się 
krótsze podjednostki chromatyny cechuje wyższa aktywność w syntezie 
RNA (46). Długość DNA nukleosomów transkrypcyjnie aktywniejszych
jąder komórkowych wątroby kurczęcia wynosi 200 par zasad, natomiast 
w nukleosomach nieaktywnych erytrocytów — 212 par zasad (50).

Berkowitz i Riggs (14) sugerują możliwość występowania w jądrze 
komórkowym kilku populacji nukleosomów różniących się długością DNA 
i aktywnością matrycową. W aktywnej transkrypcyjnie chromatynie wą
troby szczura, uwolnionej przez mikrokokalną nukleazę i wydzielonej 
w toku gradientowego wirowania w sacharozie (tzw. frakcja ,,A”, wzbo-

* P ra c a  w y k o n an a  w  ram ach  p rob lem u rządow ego R P-6  n r  2103.
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gacona 10-15-krotnie w aktywne geny i zawierająca wysoki odsetek 
sekwencji AT), są obecne nukleosomy z DNA o długości 183 par zasad. 
Natomiast frakcję chromatyny z nietranskrybowanymi sekwencjami cha
rakteryzują nukleosomy z DNA odpowiadającym 219 parom zasad (14).

Jakkolwiek z dotychczasowych badań wynika, że nie ma istotnych 
różnic w rozmiarach nukleosomów chromatyny o odmiennej aktywności 
genowej, to ich przyczyna wydaje się być zakodowana w jakichś sub
telnych aspektach architektury aparatu genetycznego. Postsyntetyczne 
modyfikacje białek chromatyny, obecność wariantów histonów, różnice 
w zawartości histonu HI, wiązanie się nukleosomów z białkami HMG, 
zmienna gatunkowo długość łącznikowego DNA oraz metylacja DNA 
skupiają najwięcej uwagi badaczy poszukujących przyczyn utrzymania 
części chromatyny w stanie wzmożonej aktywności transkrypcyjnej. Rola 
wariantów histonów w strukturze i funkcji chromatyny jest niejasna. 
Jednakże pojawienie się w ściśle określonym etapie różnicowania spe
cyficznych zmian w podfrakcjach histonów sugeruje, że są one istotne 
dla tego procesu (23). Transkrypcyjnie aktywne makrojądro Tetrahy- 
mena ma odmienne warianty histonów w porównaniu z nieaktywnym 
mikrojądrem tego organizmu (6). Na strukturalną i funkcjonalną niejed
norodność nukleosomów mają wpływ, obok wariantów histonów (zapew
niających istnienie teoretycznie 378 form oktamerów), również białka 
zasocjowane z DNA (ich modyfikacje), a także sam DNA [1].

Modyfikacje (głównie acetylacja i fosforylacja) nie tylko histonów 
rdzeniowych, ale również histonu HI oraz białek niehistonowych mogą 
czynić fragmenty genomu komórek bardziej dostępnymi procesowi trans
krypcji.

1. A C ETY LA CJA

Już w 1964 r. Allfrey [2] doniósł, że histony aktywnej transkrypcyj
nie chromatyny włączają (3H)-octan 4-6 razy intensywniej niż histony 
heterochromatyny. Zmiana struk tury  rdzenia nukleosomalnego po hiper- 
acetylacji histonów wywołuje 2-10-krotny wzrost degradacji DNA przez 
DNA-azę I (53, 75, 76, 85). W chromatynie drożdży, którą cechuje nie
zwykle wysoka aktywność matrycowa (przynajmniej 40% chromatyny 
występuje w  postaci aktywnej transkrypcyjnie), jest obecne około 63% 
zacetylowanych form (di-, tri-, tetra-) histonu H4 [29].

W przypadku dojrzałej spermy Arbacia lixula [87] czy mikro jądra 
Tetrahymena pyriformis [35], gdzie nie zachodzi biosynteza RNA, hi
stony występują tylko w formie nieacetylowanej. Podczas dojrzewania 
erytrocytów ptaków, postępującej kondensacji kompleksu chromatyno- 
wego towarzyszy spadek szybkości i stopnia acetylacji histonów H2B,
H3 i H4 [72].
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Dotychczas przedstawiono wiele dowodów na to, że aktywna trans
krypcyjnie chromatyna, podatna na atak nukleaz tkanek prawidłowych 
i nowotworowych, zawiera histony o znacznie wyższym stopniu acety- 
lacji w porównaniu z częścią transkrypcyjnie nieaktywną [26, 27, 42, 
54, 85].

Histony są modyfikowane poprzez acetylację dwoma sposobami. Je 
den z nich jest związany ze stałą acetylacją grupy aminowej N-końcowej 
seryny w histonach HI, H2A i H4 (z nieznacznym obrotem grupy acety- 
lowej). Drugi obejmuje enzymatyczne przeniesienie reszt acetylowych 
(wysoki obrót grupy acetylowej) z acetylo-CoA na e-aminową grupę li
zyny wszystkich histonów rdzeniowych [3]. Acetylacja zobojętnia do
datni ładunek cząsteczek lizyny w łańcuchach histonów i może prowadzić 
do zmniejszenia elektrostatycznych oddziaływań z ujemnie naładowany
mi grupami fosforanowymi DNA [4], Zlokalizowanie miejsc acetylacji 
w obrębie zasadowej części łańcuchów histonowych, a także odwracalność 
procesu acetylacji in vivo sugeruje, że ta modyfikacja może odgrywać 
istotną rolę w modulacji interakcji DNA-histony. Pełen potencjał acety
lacji histonów nie jest wykorzystywany, tzn. tylko część reszt lizynowych 
jest modyfikowana w zależności od lokalnego „wyrównoważenia” aktyw
ności acetylazy i deacetylazy. Taka sytuacja sprzyja wewnętrznej nie
jednorodności histonów, np. w histonach H3 i H4 może występować 1, 2 
bądź 3 i 4 (hiperacetylacja) reszty acetylolizyny, bądź w ogóle histony 
te nie ulegają acetylacji. Różny stopień zobojętnienia ładunków dodat
nich przez acetylację reszt lizyny w obrębie cząsteczek histonów powoduje 
ich odmienne zachowanie się podczas elektroforezy w żelu poliakryloami- 
dowym lub w toku chromatografii jonowymiennej [26, 87, 92].

Frakcjonowanie jąder komórkowych różnych tkanek za pomocą nu
kleaz dostarczyło rezultatów świadczących o tym, że aktywna trans
krypcyjnie chromatyna cechuje się obecnością multiacetylowanych form 
histonu H4 [26], histonów H3 i H4 [76, 85]. Wyższy stopień acetylacji, 
a właściwie hiperacetylacji histonów udaje się łatwo obserwować w auto- 
radioelektroferogramach tych białek, jeśli ich izolowanie przebiegało 
w obecności maślanu sodu [17, 19, 54, 70, 86] — inhibitora deacetylazy. 
Histony wyodrębnione z nukleazowrażliwej chromatyny ,,1SF” komórek 
wątrobiaka HTC, znakowanych in vivo (3H)-octanem, wykazują wyższą 
specyficzną aktywność (1,2-1,6 razy) niż analogiczne białka frakcji nie
aktywnej, tzw. ,,2SF”. Stopień włączania radioaktywnego octanu w obec
ności maślanu (0-1 godz.) rośnie w histonie H4 około 40°/o. Nelson i wsp. 
[54] opublikowali wyniki świadczące, że ilość nukleosomalnej frakcji 
„1SF” uwalnianej przez mikrokokalną nukleazę z komórek traktowanych 
maślanem sodu (6 mM) pozostaje w ścisłej korelacji z czasem ekspozycji 
hodowli na ten inhibitor. Jądra komórkowe komórek HTC, po ich uprzed
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niej inkubacji z maślanem w czasie 0,4 i 14 godz., poddane trawieniu 
nukleazą (0,5 jedn./50 pg DNA, 10 min) uwalniają odpowiednio 6, 12 
i 17% frakcji nukleosomalnej. Wydłużona ekspozycja komórek HTC na 
działanie maślanu powoduje, że większa część histonów ulega hiperace- 
tylacji. Szybki obrót grup acetylowych przez enzymatyczną acetylację 
i deacetylację jest chyba istotnym czynnikiem warunkującym lokalne 
zmiany konformacyjne fragmentów chromatyny.

Transkrypcyjnie nieaktywna chromatyna komórek guza Ehrlicha m y
szy, zawierająca satelitarny DNA (wyodrębniona po trawieniu res tryk
cyjną nukleazą Bsp i rozfrakcjonowana na Bio-Gel A 50 m), wykazuje 
znikomą ilość hiperacetylowanych histonów [60].

Sygnalne informacje o roli hiperacetylowanych histonów w procesie 
dojrzewania gruczołów jądrowych pstrąga w późniejszej zamianie histo
nów na protaminy w spermatydach wymagają dalszych wyjaśnień [22].

Wiele kontrowersji wobec dotychczas przedstawionych prac na temat 
korelacji podwyższonej acetylacji histonów i wzmożonej aktywności ge
nowej chromatyny wniosły ostatnie wyniki Yukioka i wsp. [94]. Badacze 
japońscy nie znaleźli istotnych różnic w stopniu acetylacji histonów 
uwolnionej przez mikrokokalną nukleazę chromatyny wątroby szczura 
wzbogaconej w RNA polimerazę II (tzw. chromatin-RNA polymerase II 
complex) oraz niefrakcjonowanej chromatyny. Ich zdaniem acetylacja 
histonów nie odgrywa prawdopodobnie bezpośredniej roli w ułatwieniu 
transkrypcji chromatyny. W tym  miejscu należy zacytować wypowiedź 
Tsaneva [84], że acetylacja histonów nie wydaje się czynnikiem dosta
tecznym w utrzymaniu aktywnej konformacji chromatyny.

Również McGhee i wsp. [47] pomimo obserwacji, że acetylowana chro
matyna komórek HeLa wykazuje nieco mniej skondensowaną strukturę 
niż jej odpowiednik nieacetylowany, wnioskują, że hiperacetylacja hi
stonów nie jest czynnikiem zapobiegającym tworzeniu się s truk tu ry  so-
lenoidowej chromatyny.

Zgodnie z wynikami przedstawionymi przez Hallecka i Gurley’a [36],
stopień acetylacji zależy od metody ich ekstrakcji.

Acetylacja histonów może prowadzić do destabilizacji s truk tu ry  ak
tywnej chromatyny, a wraz z brakiem histonu HI może ujawniać w niej 
miejsca wiązania dla białek HMG-14 i HMG-17 oraz polimerazy RNA. 
In vitro zarówno acetylowane, jak i kontrolne nukleosomy komórek 
HeLa mają dwa miejsca wiązania dla białek HMG-14/HMG-17 [93]. Po
nieważ udział białek HMG-14 i HMG-17 wydaje się dostatecznie udo
wodniony w utrzymywaniu aktywnej s truk tury  chromatyny rozpozna
wanej przez DNA-azę I, jest więc uzasadnione poszukiwanie związku 
między obecnością tych białek a stopniem acetylacji histonów w aktyw
nych nukleosomach. Pierwsze doświadczenia wykazały, że trawienie DNA-
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-azą I jąder komórek erytroleukemicznych Frienda uwalnia do super-
natantu czynniki będące inhibitorami deacetylazy histonowej [66]. Próby 
ich identyfikacji na podstawie rozpuszczalności w 10-procentowym roz
tworze TCA, analizy w żelu poliakryloamidowym oraz składu amino- 
kwasowego pozwoliły stwierdzić w supernatancie obecność białek HMG- 
-14 i HMG-17. Reeves i Candido [67] zaobserwowali, że obydwa te białka 
razem bądź oddzielnie mogą in vitro częściowo hamować aktywność 
deacetylazy histonowej. Białka HMG-1, HMG-2, histon HI, białko H6 
czy polilizyna nie okazywały inhibitorowego wpływu na aktywność de
acetylazy. Trawienie za pomocą trypsyny mieszaniny białek HMG-14 
i HMG-17 przed wprowadzeniem do układu analizującego aktywność 
deacetylazy znosi praktycznie zupełnie ich inhibitorowe działanie. Goto
wanie mieszaniny białek HMG-14 i HMG-17 nie wpływa na ich inhibi-

S

torowe właściwości w stosunku do deacetylazy. Hamowanie (do 46%) 
deacetylazy histonowej przez egzogenne niskocząsteczkowe białka HMG 
miało również miejsce w przypadku jąder komórkowych, pochodzących 
z komórek leukemicznych, znakowanych in vivo (3H)-octanem (w celu 
wykluczenia niespecyficznej interakcji znakowanych (3H)-octanem histo
nów z chromatyną). Deacetylazy są bardzo aktywne w transkrypcyjnie 
nieaktywnej chromatynie, w której znajdują się głównie histony nieace- 
tylowane [37], Ciekawa wydaje się hipoteza, że asocjacja białek HMG-14 
i HMG-17 z deacetylazą zmniejsza jej aktywność w aktywnej chroma
tynie, obecne zaś w niej histony osiągają wysoki stopień acetylacji [67]. 
Hamowanie deacetylacji wydaje się uzależnione od typu białka HMG, 
jego stężenia oraz źródła enzymu [3]. Uwalnianie (3H)-octanu z histonu 
H4 grasicy cielęcia w obecności homologicznego białka HMG-14 jest ha
mowane w około 60%, podczas gdy białko HMG-17 tej tkanki nie wpły
wa na stopień deacetylacji. Podobne wyniki otrzymywano z HMG-14 
i HMG-17 erytrocytów kaczki. Z kolei aktywność deacetylazy histonowej 
erytrocytów kaczki jest represowana przez białko HMG-17 homologiczne 
i grasicy cielęcia w około 35-40%, przez homologiczne zaś białko HMG-14 
w 60% [3],

Poszukiwanie inhibitora deacetylazy histonowej w gruczole jądrowym 
koguta zakończyło się niepowodzeniem [48], Ekstrakcja 0,35 M roztwo
rem NaCl frakcji uwolnionej przez DNA-azę I z jąder komórkowych tej 
tkanki i następcza filtracja otrzymanego ekstraktu w żelu Sepharose 6B 
pozwoliły natomiast wykryć niskocząsteczkowy komponent stymulujący 
aktywność deacetylazy in vitro. Składnik ten o m.cz. około 9000 okazał 
się termostabilny, odporny na działanie proteaz, a jego skład aminokwa-
sowy przypominał ubikwitynę. Wolna ubikwityna, wyodrębniona z gru
czołu jądrowego koguta, stymuluje również aktywność deacety
lazy in vitro. Wiadomo, że ubikwityna występuje w chromatynie

http://rcin.org.pl



86 Z. K IL IA Ń S K A

w dwóch formach: związana kowalencyjnie z histonem H2A (lub H2B)
i w stanie wolnym. Wolna ubikwityna jest zlokalizowana we fragmen
tach aktywnej genetycznie chromatyny [10, 34]. Mezquita i wsp. [48] 
rozważają możliwość, że ubikwityna in vivo może stymulować deacety- 
lację histonów, podobnie iak w eksperymentach in vitro, i być odpo
wiedzialna za wysoki obrót grup acetylowych histonów rdzeniowych 
niewielkiej (10-15%) części nukleosomów. Większość acetylowanych hi
stonów (40% histonów H3 i H4) podlega deacetylacji z szybkością mniej
szą około 10 razy [24].

Białka HMG, podobnie jak histony, ulegają acetylacji. Miejsca ace- 
tylacji w białkach HMG znajdują się w zasadowym N-końcowym odcin
ku łańcuchów, gdzie jednocześnie są najbardziej prawdopodobne miejsca 
wiązania z DNA [78-80]. Białka HMG-1 i HMG-2 grasicy cielęcia i ery
trocytów kaczki zawierają 2-3% acetylowanej lizyny [78], W białku 
HMG-1 lizyna w pozycji 2 i 11 ulega acetylacji.

Analiza włączania (3H)-octanu bez maślanu sodu w białka HMG-14 
i HMG-17 erytrocytów kaczki wskazała na jedno miejsce acetylacji 
w obydwu białkach, tj. lizynę w pozycji 2 N-końcowej części łańcucha. 
Natomiast obecność inhibitora deacetylazy, tzn. maślanu o stężeniu 10 mM, 
ujawniła dodatkowe miejsca acetylacji, ti. lizynę w pozycji 4 w białku 
HMG-14 oraz w pozycjach 4 i 10 w białku HMG-17 [80]. Odmienność 
wzorów acetylacji białek HMG-14 i HMG-17, istotnych dla podtrzymania 
wrażliwości chromatyny na DNA-azę I, w obecności i bez inhibitora de
acetylazy zwraca uwagę na łatwość ich enzymatycznej deacetylacji. Ster
ner i wsp. [79] uważają, że deacetylacja białek HMG i histonów (np. hi
stonu H4) zachodzi przy udziale tego samego enzymu. Usytuowanie miejsc 
acetylacji w białkach HMG, podobnie jak w histonach rdzeniowych, 
w N-końcowej części ich cząsteczki sugeruje, że acetylacja i deacetylacja 
tych białek odgrywają rolę w interakcjach HMG-DNA. W związku z tym, 
że acetylacja białek niehistonowych jest bardzo mało poznana, nie można 
wykluczyć możliwości, że ta modyfikacja wpływa na wewnętrzną struk
turę cząsteczek HMG przez osłabienie oddziaływań między zasadowymi 
i kwasowymi regionami samej cząsteczki bądź pary cząsteczek HMG [5].

2. FO SFO R Y LA C JA

Fosforylacja histonów i białek niehistonowych jest typem modyfi
kacji, która może również zmieniać ich oddziaływania z DNA w kom
pleksie chromatynowym [5, 7, 84, 89]. Według Tsaneva [84] na regulację 
aktywności genów wpływa w znacznym stopniu fosforylacja histonów 
HI (seryna w pozycji 37) oraz I12A. Fosforylacja histonu HI zmniejsza 
jego powinowactwo do DNA [31].
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Fosforylacja histonu HI wydaje się czynnikiem warunkującym roz
miary włókien chromatyny i jej dostępność dla nukleaz. Aktywne nu- 
kleosomy regenerującej wątroby zawierają niewielką ilość histonu HI, 
ale o wysokim stopniu włączanego radioaktywnego fosforu [41]. Wysokie 
piętno 32P było również wykrywane w histonie H2A opisywanych nu- 
kleosomów.

Paulson i Taylor [61, 83] zwracają uwagę na trudny do wytłumaczenia 
fakt intensywnej fosforylacji histonów HI (Ser-38) i H3 (Ser-10) oraz 
białka HMG-14 przez endogenną kinazę metafazowych chromosomów 
komórek HeLa. Wysoki stopień fosforylacji tych białek, którego rolę 
wiąże się ze strukturalnym i zmianami w aktywnej chromatynie, zdaniem 
cytowanych badaczy może stanowić wyłącznik procesu transkrypcji pod
czas mitozy.

Saffer i Glazer [73, 74] badali poziom fosforylacji białek HMG ekstra
howanych 2-procentowym roztworem TCA z jąder komórkowych kilku 
tkanek nowotworowych. Autoradiograficzna identyfikacja rozdzielonych 
elektroforetycznych białek HMG, pozwoliła odnaleźć piętno 32P związane 
wyłącznie z białkami HMG-14 i HMG-17. Stopień włączania izotopu w te 
białka był zbliżony do obserwowanego w histonie HI. Białka HMG-1 
i HMG-2 w tych warunkach nie ulegały fosforylacji. W toku dalszych
eksperymentów [74] otrzymano wyniki przemawiające za tym, że fosfo-

#

rylacja białek HMG-14 i HMG-17 pozostaje skorelowana ze wzrostem 
komórek, ale nie wykazuje związku z syntezą DNA. Inkorporacja ra 
dioaktywnego fosforu w białka HMG-14 i HMG-17 komórek nowotwo
rowych HT-29 i L1210 była wyższa około 60% w logarytmicznej fazie 
wzrostu komórek w porównaniu z fazą plateau, natomiast utrzymywała 
się na stałym poziomie w komórkach zsynchronizowanych. Maślan sodu 
(7,5 mM) obniża o 30-35% fosforylację niskocząsteczkowych białek HMG
a także ich biosyntezę. Łagodne trawienie mikrokokalną nukleazą jąder 
komórkowych guza Ehrlicha (3% uwolnionego DNA) prowadzi do poja
wienia się w nukleazowrażliwej frakcji chromatyny znacznych ilości bia
łek HMG-14 i HMG-17 znakowanych 32P.

Arfmann i wsp. [8] udowodnili, że wszystkie cztery grupy białek 
HMG erytrocytów kurczęcia mogą być substratami dla jądrowej i cyto- 
plazmatycznej kinazy proteinowej. Jednakże ilość włączonego izotopu 
fosforu w te białka jest odmienna dla obydwu kinaz. Kinaza cytoplazma- 
tyczna fosforyluje w rozległym stopniu białka HMG-1 i HMG-2, podczas 
gdy enzym jądrowy cechuje wysokie powinowactwo z białkiem HMG-17. 
Z porównawczych badań fosforylacji białek HMG interfazowych i meta
fazowych komórek jajnika chomika chińskiego (CHO) wynika, że białko 
IIMG-17 jest głównym akceptorem grup fosforanowych w komórkach 
interfazowych. Przejście komórek w stan mitozy powoduje obniżenie
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fosforylacji białka HMG-17 do połowy wartości obserwowanej w inter
fazie, natomiast włączanie 32P w inne białka HMG w metafazie wzrasta.

W zsynchronizowanych komórkach IleLa fosforylacja białka HMG-14 
była 7-krotnie wyższa w fazie G2 niż G1( włączanie zaś radioaktywnego 
fosforanu w białko HMG-17 było najwyższe w fazie S [15]. Fosforylacja 
białka HMG-14 może mieć istotne znaczenie dla wydarzeń, które na
stępują po fazie G2, tj. w kondensacji chromatyny. Białka HMG-1 
i HMG-2 komórek HeLa nie ulegają fosforylacji.

Porównawcze wyniki fosforylacji histonów rdzeniowych grasicy cie
lęcia (bez DNA) oraz histonów w chromatynie przez cAMP-zależną ki- 
nazę dokumentują istotę konformacji chromatyny dla modyfikacji jej 
składników [83], Izotop fosforu jest głównie włączany w histon H2B 
(Ser 32 i Ser 36), a w mniejszym stopniu w histony H3 (Ser 10) i H4 
(prawdopodobnie Ser 47), wolnych od DNA histonów rdzeniowych. Fosfo
rylacja histonów kompleksu chromatynowego (czy nukleosomu) dotyczy 
histonów H3 (Ser 10) oraz HI (Ser 38).

W 1983 r. podano lokalizację miejsca fosforylacji białka HMG-14 
grasicy cielęcia przez cGMP-zależną kinazę płuc wołu [59]. Jest nim 
reszta seryny w pozycji 6 (i być może w pozycji 7) N-końcowego frag
mentu łańcucha tego białka.

Sporo dyskusji wniosły ostatnio [25, 74] rezultaty Levy-Wilsona [44], 
który doniósł, że działanie maślanu sodu jest powodem wzmożonej hi- 
peracetylacji histonów oraz podwyższonej wrażliwości na DNA-azę I 
chromatyny komórek HeLa, a także wpływa na hiperfosforylację białek 
HMG-14 i HMG-17 tych komórek. W sprzeczności z tym pozostają nieco 
później opublikowane wyniki Saffera i Glazera [74]. Badacze ci zako
munikowali, że maślan sodu powoduje około 70 i 90°/o spadek fosfory
lacji białek HMG-14, HMG-17 oraz histonu HI komórek guza Ehrlicha, 
natomiast obniżenie stopnia fosforylacji odpowiednio 30-35 i 50% w przy
padku HMG-17 i HMG-14 oraz histonu HI komórek HT-29.

Fosforylacja białek chromatyny wpływa na rozluźnienie ich oddzia
ływań z DNA, a także może prowadzić do osłabienia interakcji między 
ufosforylowanymi histonami, co może być istotnym czynnikiem w „otwar
ciu” nukleosomów podczas transkrypcji.

3. A D P-R Y B O ZY LA C JA

Niewiele jest danych dotyczących innych modyfikacji białek chro
matyny, tj. ADP-rybozylacji, metylacji i glikozylacji oraz ich udziału 
w utrzymaniu aktywnej transkrypcyjnie chromatyny. Chromosomalny 
enzym poli(ADP-rybozo)polimeraza z substratu (1-NAD+ uwalnia amid
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nikotynowy i katalizuje transfer reszt 2'(5" fosforybozo)5"AMP na miej
sca akceptorowe (głównie y-karboksylowa grupa kwasu glutaminowego) 
białek jądrowych zwierząt i roślin [45, 62, 63, 90], Histon HI jest głów
nym in vitro i in vivo akceptorem ADP-rybozy [63, 91], chociaż ta mo
dyfikacja dotyczy również histonów rdzeniowych (w największym stop
niu H2B) [32] oraz wielu białek niehistonowych, głównie z grupy HMG 
oraz białka A24 [9, 32, 58, 62]. Enzym przenoszący ADP-rybozę jest 
zlokalizowany w łącznikowych fragmentach chromatyny [33, 51]. Roz
dział aktywności (ADP-rybozo)polimerazy między aktywną i inertną 
transkrypcyjnie chromatynę jest odmienny. Jego aktywność jest niska 
w nieaktywnej transkrypcyjnie chromatynie komórek IleLa [51]. Levy- 
-Wilson [43] stwierdził, że aktywność poli(ADP-rybozo)polimerazy jest 
związana głównie z nukleazowrażliwą chromatyną gruczołów jądrowych 
pstrąga, w której białka H6 i HMG-T ulegają selektywnej ADP-rybozy- 
lacji. Wzrost stężenia NAD powoduje, że polimer ADP-rybozy, kowalen
cyjnie włączany w cząsteczkę białkową, może osiągać znaczną długość 
[45, 62]. Wykrycie łańcucha homopolimeru ADP-rybozy o długości 15-16 
jednostek, połączonego krzyżowo z dwiema cząsteczkami histonu HI, 
może mieć znaczenie w utrzymaniu zmienionej s truktury  chromatyny 
[9, 20, 28]. Reakcja ADP-rybozylacji histonu HI pozwala na jego kowa
lencyjne wiązanie zarówno z sąsiadującymi nukleosomami, jak i innymi 
cząsteczkami histonu HI. Dimer cząsteczek histonu HI może podlegać 
przejściowej ADP-rybozylacji, powodując lokalną kondensację bądź de- 
kondensację fragmentów chromatyny w zależności od ich biologicznej
aktywności [20, 63].

Najwyższa endogenna aktywność poli(ADP-rybozo)polimerazy w chro- 
matynie trzustki szczura jest związana głównie z odcinkami chromatyny 
odpowiadającym okresowi identyczności 4-5 nukleosomów [9], Porów
nanie stopnia ADP-rybozylacji w zależności od złożoności architektury 
chromatyny, oparte na analizie autoradiogramów histonów izolowanych 
z fragmentów chromatyny o okresie identyczności 1-14 nukleosomów 
inkubowanych z (32P)-NAD, udowodniło, że ta kowalencyjna modyfika
cja przebiega wyłącznie z cząsteczkami histonu HI. Histony rdzeniowe 
i ich warianty nie ulegają ADP-rybozylacji.

Oczyszczona poli(ADP-rybozo)polimeraza grasicy cielęcia jest zdolna 
modyfikować histony HI, H5 oraz białka HMG erytrocytów kurczęcia 
[62], Wydłużona inkubacja histonu HI z enzymem i znakowanym NAD 
(30 min) prowadzi do powstania zmodyfikowanych, wolnowędrujących 
form histonu HI. Modyfikacja ta jest uzależniona od stężenia NAD. Po
jawienie się licznych pochodnych histonu HI po ADP-rybozylacji, w obec
ności wysokich stężeń NAD, może wynikać ze znacznej długości łańcucha 
ADP-rybozy (który może być liniowy lub rozgałęziony) przyłączonego
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do białka, występowania licznych miejsc znakowania w białku bądź agre
gacji cząsteczek ADP-rybozylowanego histonu HI. Włączanie ADP- ry- 
bozy w cząsteczkę histonu H5 zachodzi w niewielkim stopniu i wymaga 
wysokiego stężenia NAD. Egzogenny enzym katalizuje tworzenie połą
czeń ADP-rybozy z białkami HMG-1 i HMG-2 intensywniej niż w przy
padku białek HMG-14 i HMG-17. Na poziomie nukleosomu czy chroma
tyny tworzenie kompleksów ADP-rybozylowanych białek może być zależ
ne od lokalnego stężenia NAD, dostępności (ADP-rybozo)polimerazy 
i samych białek. Poirier i wsp. [63] wyrażają opinię, że ADP-rybozylacja 
białek chromatyny może ułatwiać transkrypcję, zapobiegając tworzeniu
struktury  chromatyny o wyższej rzędowości.

Tanuma i Johnson [81] donieśli o ADP-rybozylacji 4 grup białek 
HMG oraz histonu HI przez endogenną polimerazę w hodowli komórek 
C3H nowotworu gruczołu piersiowego myszy. In vivo tylko 0,03% czą
steczek białek HMG zawiera ADP-(rybozę)n. Inhibitor (ADP-rybozo)po- 
limerazy, 3-aminobenzydyna obniża aktywność endogennego enzymu 
w przypadku histonu III oraz białek HMG. Jednakże ADP-rybozylacja 
białek HMG-14 i HMG-17, istotnych dla utrzymania aktywnej formy 
chromatyny, jest efektywniej redukowana przez 3-aminobenzydynę.

4. M ETY LA CJA  I G LIK O ZY LA CJA

Metylacja białek chromatyny dotyczy najczęściej modyfikacji reszty 
lizyny w przypadku histonów H3 i H4, natomiast reszt argininy w biał
kach HMG [16, 18]. Wprowadzenie reszty metylowej podwyższa dodatni
ładunek białek chromatyny.

ADP-rybozylacja białek pozajądrowych może zachodzić na resztach 
argininy. Dotychczas nie wiadomo, czy mogą być w ten sposób modyfi
kowane reszty argininy białek jądrowych; cząsteczki argininy w biał
kach HMG są raczej metylowane. Allfrey [5] sugeruje, że metylacja 
może blokować modyfikacje innych typów na resztach argininowych.

Dla pełniejszego poznania obrazu architektury aktywnych domen 
chromatyny przyczynić się mogą rozpoczęte w laboratorium Reevesa 
[68, 69] prace nad glikozylacją białek HMG-14 i HMG-17 komórek erytro- 
leukemicznych Frienda i grasicy cielęcia. Kowalencyjne przyłączenie 
reszt cukrowych do łańcuchów niskocząsteczkowych białek HMG może 
prowadzić do selektywnej interakcji z matriks jądrową, co może mieć 
znaczenie w powstawaniu zmian konformacyjnych chromatyny [69]. Tra
wienie za pomocą glikozydaz ((l-galaktozydaza, a-mannozydaza, |3N-ace- 
tyloglukozoaminidaza) znakowanych trytem kompleksów białek HMG 
z matriks jądrową znacznie zmniejsza siłę wiązania białek HMG z tą 
istotną substrukturą jądra komórkowego.
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Rezultaty tych badań wydają się ważne wobec licznych dowodów, 
że prawie cały nowo utworzony RNA a także nowo replikowany DNA 
[12, 13] są związane z matriks jądrową. Transkrypcyjnie aktywny gen 
albuminy jaja kurzego jest również preferencyjnie zasocjowany z matriks 
jądrową jajowodu kurczęcia, podczas gdy takie wiązanie nie występuje 
w komórkach wątroby kurczęcia, gdzie gen ten nie jest aktywny [71].

Wiele uwagi [30, 56, 65] skupia się na zależności między metylacją 
DNA a występowaniem zmodyfikowanych zasad we frakcjach chroma
tyny, różniących się aktywnością matrycową. Wśród organizmów euka
riotycznych, cytozyna wydaje się jedyną zasadą DNA ulegającą metylacji 
(do 5-metylocytozyny). Sekwencje CpG są głównymi miejscami mety
lacji. Neveh-Many i Cedar [52] po przebadaniu wielu tkanek zwierzę
cych ustalili, że około 70% sekwencji CpG podlega metylacji, podczas 
gdy 30-40% umetylowanych CpG znajduje się w chromatynie wrażliwej 
na DNAazę I, a tylko 20-30% sekwencji CpG w DNA, komplementarnym 
do mRNA, zostaje umetylowana. Metylowany DNA pozostaje selektyw
nie związany z cząsteczkami rdzeniowymi nukleazoopornej chromatyny 
[77], Z kolei najwyższa aktywność DNA metylotransferazy jest związana 
z łącznikowym DNA skondensowanej chromatyny [30].

Z pracowni Weintrauba [88] pochodzą wyniki oparte na skompliko
wanym mapowaniu genów a globiny kurczęcia, poddanych działaniu 
endonukleaz Msp i Hpa II, hybrydyzowanych z rekombinantami klo
nów X, świadczące o tym, że pewne domeny chromatyny o niewielkim 
stopniu umetylowania (lub bez 5-metylocytozyny) są jednocześnie aktyw
nie transkrybowane i wrażliwe na atak DNAazy I, a także są zasocjowane 
z białkami HMG-14 i HMG-17 oraz polimerazą RNA II. Embrionalny 
gen |3 globiny (nie podlegający ekspresji) w dojrzałych erytrocytach ku r
częcia zostaje umetylowany, nie wiąże polimerazy RNA II, a ponadto 
traci nadwrażliwość na DNA-azę I oraz powinowactwo do wiązania bia
łek HMG.

Poznanie mechanizmu zależności między obniżoną metylacją DNA 
aktywnych domen chromatyny i jego aktywnością matrycową wymaga 
dalszych doświadczeń. • Na obecnym etapie badań trudno ustalić, czy 
białka HMG rozpoznają nukleosomy zawierające niemetylowany (bądź
0 niskiej metylacji) DNA, czy też ich obecność zapobiega metylacji.

W świetle przedstawionych danych należałoby oczekiwać, że zaha
mowanie metylacji DNA powinno uaktywnić represowane geny. W 1981 r. 
Mohandas i wsp. [49] wykazali, że w hodowli hybryd komórek mysich
1 ludzkich w środowisku zawierającym 5-azacytydynę (analog cytydyny, 
który po włączeniu w cząsteczkę DNA nie ulega metylacji z uwagi na 
zamianę węgla w pozycji 5 pierścienia na azot) następuje reaktywacja
nieczynnego chromosomu X.
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W transkrypcyjnie aktywnym makrojądrze Tetrahymena thermophi- 
lia znany jest przypadek metylacji adeniny w DNA (do 6-metyloadeniny). 
Z kolei nieaktywne mikrojądro tego organizmu charakteryzuje obecność 
tylko 5-metylocytozyny. DNA umetylowany w pozycji 6-adeniny jest 
selektywnie trawiony przez nukleazy. Wydaje się, że modyfikacje od
miennych zasad DNA, mające miejsce w aktywnym i inertnym materiale 
genetycznym Tetrahymena, kryją w sobie różnice w stabilności sparo
wanych zasad [64]. Para 6-metyloadenina — tymina, typowa dla ma- 
krojądra ulega łatwiej denaturacji niż jej odpowiednik niemetylowany, 
podczas gdy 5-metylocytozyna — guanina, charakterystyczna dla nie
aktywnego mikrojądra, jest bardziej stabilna niż metylowana para za
sad w makrojądrze.

Należy wspomnieć, dla pełniejszego zobrazowania czynników wywo
łujących relaksację s truktury  chromatyny, o konsekwencjach przejścia 
prawoskrętnej formy B-DNA w lewoskrętną z-DNA. Nietrwała postać 
z-DNA, łatwo konwertująca w formę B, może być stabilizowana przez 
wiązanie związków zasadowych, takich jak spermina czy spermidyna, oraz
przez obecność 5-metylocytozyny [11]. Według Felsenfelda [11, 55], DNA 
w formie B stabilizuje strukturę nukleosomów, jego przejście zaś w po
stać z-DNA zapobiega ich tworzeniu. Selektywna demetylacja z-DNA 
w chromatynie destabilizuje go, prowadząc do napięć, które mogą być 
przyczyną lokalnego rozwijania podwójnej helisy, produkując odcinki 
jednoniciowego DNA o wybitnej, nukleazowej wrażliwości [57],

Larsen i Weintraub [40] stwierdzili, że nadwrażliwość na DNA-azę I 
pewnych aktywnych domen chromatyny erytrocytów kurczęcia jest wy
nikiem obecności jednołańcuchowych fragmentów DNA, pozbawionych 
nukleosomów, wykazujących jednocześnie wysoką podatność na atak 
nukleazy S1( preferencyjnie trawiącej jednoniciowy DNA. Na uwagę 
zasługuje sugestia, że nukleazonadwrażliwe miejsca w chromatynie mogą 
reprezentować regiony specyficznych interakcji z białkami regulatoro
wymi. Selektywne wiązanie niektórych białek niehistonowych z jedno- 
niciowym DNA może prowadzić do ich interakcji z aktywnymi nukleoso
mami [38, 39].

Należy również podkreślić, że DNA aktywnej transkrypcyjnie chro
matyny jest bardziej wrażliwy na promieniowanie jonizujące niż DNA 
niefrakcjonowanej chromatyny bądź satelitarne DNA komórek myszy
L929 [21],

UW AGI KOŃCOW E

Zaangażowanie licznych czynników w utrzymaniu architektury ak
tywnej transkrypcyjnie chromatyny, niepełne i często kontrowersyjne 
wyniki na ten temat wciąż utrudniają sformułowanie precyzyjnych wnio
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sków. Niemniej wydaje się, że postsyntetyczne modyfikacje białek chro
matyny oraz różna długość nukleosomalnego DNA są głównym źródłem 
mikroniejednorodności nukleosomów. Z kolei mikroniejednorodność nu- 
kleosomów oraz zdolność do wiązania pewnych białek niehistonowych 
(np. HMG czy polimerazy RNA) może wpływać na strukturę  różnych 
domen chromatyny, prowadząc do powstawania funkcjonalnie odmien
nych stanów chromatyny. Również brak metylacji (bądź tylko nieznaczna 
metylacja) DNA specyficznych fragmentów genomu może stanowić do
datkowy mechanizm wspomagający utrzymanie konformacji aktywnych 
fragmentów chromatyny.

S k ład am  najserdeczn ie jsze  podziękow anie  prof. d r  hab. L. K łysze jko-S tefano- 
w icz za k ry tyczne  uw ag i w  czasie p isan ia  tej pracy.
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PRZYPUSZCZALNE MECHANIZMY DZIAŁANIA NIEKTÓRYCH
PRODUKTÓW WIRUSOWYCH GENÓW „ONC”

TH E C O N JE C TU R A L M ECHANISM S OF ACTING SOME PRODUCTS OF VIRAL
GENES „ONC”

Zofia M onika R U PN IEW SK A

Streszczenie .  Dzięki b ad an io m  re tro w iru só w  i w ykorzys tan iu  m etod transfekc ji  
w y k ry to  dotychczas około 24 pro toonkogenów  kom órkow ych. Tw orzą  ono s t ru k tu 
ra ln ie  i czynnościowo he te rogenną  grupę. Obecnie sugeru je  się, że wiele w irusow ych  
onkogenów  pochodzi z p raw id łow ych  genów kom órkow ych, k tó re  reg u lu ją  podziały 
i różn icow anie  kom órek . Dotyczy to zwłaszcza genów dla czynników  w zrostu  lub 
ich recep torów .

S u m m a r y .  Tw o dosen ce llu lar  proto-oncogenes have been described to da te  th ro u g h  
the  s tudy  of re tro v iru se s  an d  the  use of gene tran s fe r .  They  fo rm  a s tru c tu ra l ly  
an d  func tiona lly  heterogeneous group. For some tim e, the re  w as speculation  th a t  
m a n y  v ira l  oncogenes a re  derived  from  n o rm a l ce llu lar genes th a t  regu la te  cellu 
la r  division a n d  d ifferen tia tion . These include genes for g row th  factors  or the ir
receptors .

W STĘP

Geny one retrowirusów, tzw. onkogeny, czy v-onc (viral-one) są 
genami bezpośrednio zapoczątkowującymi i utrzymującymi transforma
cję, ponieważ wszystkie zakażone komórki w ciągu kilku dni ulegają
transformacji, a ponadto fenotyp transformowanych komórek zakażo
nych wirusami, które mają np. wrażliwe na temperaturę v-onc, jest także 
czuły na tem peraturę [105, 108]. U zwierząt doświadczalnych transfor
mujące retrowirusy po krótkim okresie utajenia wywołują białaczki, 
chłoniaki i mięsaki [99], stąd ich nazwa wirusów „ostrych” białaczek, 
chłoniaków i mięsaków. Jako jedni z pierwszych Stehelin i wsp. [98] 
wykazali, że transformujący gen sre wirusa mięsaka drobiu Rousa (Rous 
sarcoma virus, w skrócie RSV) nie jest w istocie genem wirusowym, ale

http://rcin.org.pl



100 Z. M. R U P N IE W SK A

pochodzi z genomu drobiu. Ten komórkowy gen one, czy c-one (cellular- 
-onc), będący być może potencjalnym onkogenem komórkowym — pro- 
to-onkogenem, jest prawidłowym genem komórkowym i integralną czę
ścią genomu drobiu. A zatem v-onc są, jak się wydaje, autostopowiczami 
(,,hitch-hiker”) zabranymi przez wirusa podczas jego podróży przez ge
ny komórki. Retrowirusy umożliwiają więc badania genomu komórko
wego na obecność protoonkogenów.

Dzięki nowoczesnym metodom badawczym, takim jak klonowanie 
molekularne i porównywanie prototypów komórkowych z v-onc, stwier
dzono odpowiednie homologie, chociaż jest wiele różnic między kore
spondującymi c-one a v-onc. Te ostatnie w większości są hybrydami 
i stanowią połączenie wirusowego genu, najczęściej genu gag (kodującego 
białka wnętrza wirionu) z c-one. Mają one ogólną strukturę gag-x, a de
finiuje je hybrydowy produkt białkowy [29], Pierwszy hybrydowy v-onc 
został w ykryty w transformującym retrowirusie mielocytomatozy pta
ków szczepu MC 29 (avian MC 29 myelocytomatosis virus, w skrócie 
MC 29) [67]. Hybryda ta składa się z części 5’ wirusowego genu gag 
i części 3' komórkowego genu myc.  W przypadku v-onc, które nie są 
hybrydami z innym wirusowym genem, lecz w większości pochodzą 
z sekwencji komórkowych, jak np. sre RSV, istnieją także różnice. Róż
nice te dotyczą rozproszonych punktowych mutacji obejmujących 1-2°/o 
sekwencji [60, 101]. Tak więc c-sre i v-src nie są izogeniczne, co zgadza 
się z inną pracą opisującą różnice między produktami białkowymi c-sre 
i v-src [97], Duesberg [29] nie bez racji pyta, czy istotnie transformujące 
geny retrowirusów występują w prawidłowych komórkach?

W tabeli 1 [wg 58] przedstawiono 24 onkogeny wykryte bezpośrednio 
w różnych retrowirusach lub metodą transfekcji * oraz podano ich właś
ciwości.

Geny te są opisane trzema inicjałami w zależności od zwierzęcia lub 
nowotworu, z których je po raz pierwszy wyizolowano. Niektóre z genów 
one wywołują różne typy nowotworów, jak np. gen rryyc MC 29, który 
powoduje mielocytomatozę, mięsaki i raki, podczas gdy inne geny one 
zbliżone do genów sre RSV lub m yb  wirusa mieloblastozy ptaków (avian 
myeloblastosis virus, w skrócie AMV) wywołują zwykle nowotwory jed
nego typu. Ponadto gen m yc  jest znany z tego, że wchodzi w  związki 
aż z czterema różnymi szczepami retrowirusów ptaków (MC 29, NH 2,

* T ran sfek c ja  polega na  przeniesieniu  badanego, biologicznie ak tyw nego  e u 
kario tycznego DNA w  DNA kom órek-b iorców . Do b a d a ń  tran s fo rm u jący ch  genów  
zarów no w irusow ych, jak  i kom órkow ych, jako biorcy zwykle służą kom órk i NIH 
3T3. J e s t  to linia p raw id łow ych  f ib rob las tów  myszy, k tó re  pod w p ły w em  t r a n s 
form ującego DNA u lega ją  konw ers ji  now otw orow ej, tw orząc  ch arak te ry s tyczne  
ogniska w  jednow ars tw ow ej hodowli.
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CM II, OK 10) [11]. Co więcej, istnieją szczątkowe homologie między
genami m yc  i m yh  a antygenem E l A adenowirusów, które należą do 
nowotworowych wirusów DNA [79]. Mięsak kotów, wywołany przez 
wirusa szczepu Parodi-Irgensa (Parodi-Irgens felline sarcoma virus, 
w skrócie PI-FeSV), ma onkogen sis, o którym z wcześniejszych prac 
było wiadomo, że jest genem wirusa mięsaka małpy wełnistej (simian 
sarcoma virus, w skrócie SSV) [5]. Natomiast inny wirus mięsaka kotów 
(Hardy-Zuckerman 2-feline sarcoma virus, w skrócie HZ.2-FeSV) nosi 
gen abl pierwotnie opisany jako część genomu wirusa białaczki myszy 
Abelsona (Abelson murine leukemia virus, w skrócie A-MLV) [4].

Przedstawione w tab. 1 onkogeny retrowirusów można podzielić na 
kilka grup:

1. Pierwszą grupę stanowią onkogeny od src do raf, przy czym fps 
i fes  są homologiczne, chociaż wyizolowane z różnych gatunków [39, 41]. 
V-fps wyizolowano z wirusa mięsaka drobiu Fujinami, a v-fes  — 
z wirusa mięsaka kotów Snyder-Theilina. W komórkach człowieka wy
stępuje gen fps/fes  [41]. Onkogeny te albo kodują białko o aktywności 
fosfokinazy tyrozynowej, albo wykazują podobieństwa strukturalne, cho
ciaż ich produkty nie posiadają aktywności enzymatycznej. Badania sek
wencji nukleotydowych, zwłaszcza w częściach kodujących fosfokinazy 
białkowe, ujawniły duże podobieństwa między yes, fps  i abl [18, 40, 44, 
56, 93], co sugeruje, że odpowiadające im c-one pochodzą od wspólnego 
przodka. Pomimo homologii strukturalnych, podobieństwa czynnościowe 
onkogenów z tej grupy są problematyczne. Kodowane przez prototypy 
komórkowe one produkty są rozmieszczone w różnych miejscach w ko
mórce (w błonie komórkowej, w cytoplazmie, w błonach cytoplazmatycz- 
nych) [cyt. wg 58], Wszystkie te onkogeny są w jakimś stopniu związane 
z genem kodującym podjednostki cyklazy adenilanowej [3]. W procesie 
ewolucji mogą rozwijać się odmienne właściwości czynnościowe różnych 
członków tej grupy, tak że próby połączenia wszystkich tych genów 
w jeden typ czynności transformujących są obecnie nieusprawiedliwione.

2. Rodzina genów ras. W przypadkach trzech genów ras człowieka — 
Ha-ras 1, Ki-ras 2 i N-ras (ten ostatni został wykryty metodą transfek- 
cji w mięsakach, chłoniakach, w linii komórkowej HL-60 wyprowadzonej 
z białaczki promielocytowej, w linii SK-N-SH wyprowadzonej ze zło
śliwego nerwiaka i w raku okrężnicy) |[42, 63, 68, 69, 94, 95, 96], 
zasada, że homologie strukturalne implikują niekiedy analogie czynno
ściowe wydaje się uzasadniona. Chociaż geny te różnią się w całości 
sekwencji, to kodowane przez nie białka mają prawie w 90% identyczną 
sekwencję aminokwasów [24, cyt. wg 58, 94, 95, 96, 106].

3. Geny myc  i myb.
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4. Należy wyróżnić również dużą grupę genów, które nie wykazują
homologii z innymi genami.

Geny m am  [59] i neu  [73] nie zostały jeszcze wyizolowane klonowa
niem molekularnym. Została wprawdzie odkryta, ale jeszcze niecałkowi
cie scharakteryzowana grupa innych genów, które mogą wykazywać 
właściwości onkogenów; są to geny erhA, ets i mil. Wykryto je razem 
z onkogenami erhB, m yh  i m yc  odpowiednio w genomach: wirusa ery- 
troblastozy ptaków (avian erythroblastosis virus, w skrócie AEV), szcze
pów E 26 i MH 2. Geny int 1 i int 2 są zmienione przez prowirusa DNA 
guza sutka myszy, a geny ML VI 1 i ML VI 2 — przez prowirusa DNA 
białaczki myszy. Te ostatnie cztery geny mogą być aktywowane w po
dobny sposób, w jaki wirus leukozy ptaków (avian leukosis virus, w skró
cie ALV) wywołuje aktywację genów myc,  lub erhB [34, 45, 79] z na
stępowym rozwojem chłoniaków B komórkowych lub erytroblastozy.

Należałoby postawić pytanie, jakie są właściwości białek kodowa
nych przez v-OTic i transformujących komórki. Jak dotychczas nie znamy 
czynności większości tych białek, jednakże nagromadzone w ciągu ostat
niego roku dane pozwalają podzielić je na kilka grup.

ONKOGENY K O D U JĄ C E FO SFO K IN A Z Y  TYROZYNOW E
#

Kaskadowe układy fosforylacji — defosforylacji stanowią główny 
mechanizm regulujący prawie wszystkie procesy komórkowe. Układy te 
składają się z kinaz białkowych zależnych od cyklicznego AMP i fosfataz 
białkowych. Jeśli więc v-onc koduje enzym o aktywności kinazy biał
kowej, to łatwy do przewidzenia będzie jego wpływ na wzrost i różni
cowanie komórek.

Przedstawicielem grupy onkogenów kodujących fosfokinazy tyrozy- 
nowe jest v-src wyizolowany z RSV. Koduje on fosfoproteinę 60 Kd, 
tzw. pp 60 v-src (w odróżnieniu od pp 60 c-src). Oba enzymy katalizują 
przenoszenie grup fosforanowych na rodniki tyrozyny białek [47], 
Fosfokinaza tyrozynowa v-src w komórkach stransformowanych przez 
RSV występuje pod postacią kompleksu złożonego z trzech cząsteczek, 
przy czym dwie inne cząsteczki 50 Kd i 90 Kd zabezpieczają transport 
kompleksu przez błony plazmatyczne w nieaktywnej postaci. Po dyso- 
cjacji kompleksu uwolniona aktywna fosfokinaza może już fosforylować 
rodniki tyrozyny [6, 17]. Wówczas lokalizuje się na wewnętrznej po
wierzchni błony komórkowej [36, 92]. Dokładne zależności między zdol
nością fosforylacji tyrozyny a właściwościami transformacyjnymi pro
duktu v-src nie są ostatecznie ustalone, a o powiązaniu tych dwu zjawisk 
dowiedziano się z badań mutantów z delecją rejonu cmc. W komórkach
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stransformowanych przez RSV ilość tyrozyny, która uległa fosforylacji,
wzrasta 5-10-krotnie w porównaniu z komórkami prawidłowymi, chociaż 
w bezjądrowych komórkach krwi ilość ufosforylowanej tyrozyny jest 
także podwyższona [76]. Pp 60 v-src może wpływać na wiele białek 
komórkowych, których rodniki tyrozyny ulegają fosforylacji. Dotychczas 
jednak nie ustalono, które z tych białek pod wpływem pp 60 v-src są 
odpowiedzialne za transformację komórki. Być może białkiem tym jest 
winkulina [48, 84] (130 Kd), chociaż nie jest wykluczone, że ważną rolę 
odgrywa również fosforylacja enzymów cyklu glikolitycznego: enolazy 
(46 Kd), fosfogliceromutazy (28 Kd) i dehydrogenazy mleczanowej 
(35 Kd) [16], Według niektórych autorów [2, 10, 15, 31, 77, 78, 87] przed
miotem działania pp 60 v-src wydają się białka błony komórkowej o sto
sunkowo niskim ciężarze cząsteczkowym od 34 do 39 Kd. Istnieje kore
lacja między fosforylacją enolazy i fosfogliceromutazy a modyfikacją 
transportu heksoz, który jest charakterystyczny dla komórek nowotwo
rowych [15]. Wiele danych wskazuje na związek między fosforylacją 
winkuliny a transformacją komórki. Winkulina jest szczególnie bogata 
w przyczepy dla mikrofilamentów, co ułatwia jej adherencję do we
wnętrznej powierzchni błony. Wykazano korelację między obecnością 
winkuliny a prawidłowym rozmieszczeniem aktyny w mikrofilamentach 
komórkowych, a także występowaniem fibronektyny na powierzchni ko
mórki. Fosforylacja rodników tyrozyny w winkulinie może modyfikować 
jej czynność, zmieniać adherencję z następowym rozproszeniem mikro
filamentów w komórce, z przypadkowym rozmieszczeniem aktyny w mi
krofilamentach i utratą fibronektyny z powierzchni komórki, przy czym 
zmiany te charakteryzują stransformowane komórki [48], Podobne zmia
ny obserwuje się po dokomórkowym podaniu czystego pp 60 v-src [62]. 
Obecność pp 60 src w stransformowanych komórkach koreluje zwłaszcza 
z utratą fibronektyny z powierzchni komórki.

Jak wynika z tab. 1, produkty sześciu innych genów v-onc, jak: v-yes,
v-/ps//es, v-abl, v-ros, v-fgr  wykazują również aktywność zbliżoną do 
fosfokinazy tyrozynowej. Wirusowe fosfokinazy tyrozynowe, poza pp 60 
v-src, są białkami mieszanymi kodowanymi przez hybrydy będące połą
czeniem wirusowego genu gag i przynajmniej części korespondującego 
c-onc. Nie jest więc pewnym czy działają one w podobny sposób jak pp 
60 v-src,. którego gen jest w większości pochodzenia komórkowego. Wy
kazano jednak, że mają one zdolność fosforylacji winkuliny [cyt. wg 61].

Teoria pochodzenia onkogenów transformujących retrowirusów z pra
widłowych genów komórkowych, które regulują podziały i różnicowanie, 
znalazła potwierdzenie w odkryciach grupy Waterfielda i wsp. [28], 
Autorzy ci wykazali, że jeden z dotychczas mniej znanych v-onc, a mia
nowicie v-erbB  AEV, który u drobiu wywołuje erytroleukemia, a rzadziej
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mięsaki i raki, pochodzi z genu komórkowego, kodującego receptor dla
czynnika wzrostu naskórka (epidermal growth factor, w skrócie EGF), 
lub przynajmniej z genu bardzo zbliżonego do genu dla tego receptora.

Komórkowy gen dla receptora EGF jest doskonałym kandydatem na 
onkogen, ponieważ jego produkt ma wspólną, z co najmniej siedmioma 
produktami innych onkogenów wirusowych (których przedstawicielem 
jest v-src RSV) aktywność fosfokinazy tyrozynowej. Autorzy z grupy 
Waterfielda rozszczepili oczyszczoną cząsteczkę receptora, która jest gli- 
koproteidem 175 Kd, na mniejsze peptydy i w czternasu z nich ustalili 
sekwencję aminokwasów. Sekwencja v-erbB  szczepu AEV-H została opu
blikowana przez Yamamoto i wsp. [111], przy czym wykazano, że za
wiera ona segment znamiennie podobny do v-src i innych onkogenów 
kodujących białka o aktywności fosfokinazy tyrozynowej. Pomimo to 
przynajmniej trzy różne laboratoria nie zdołały wykazać aktywności 
fosfokinazy tyrozynowej produktu onkogenu erbB, podobnie jak onkoge- 
nu mos [74] i fms [43].

Grupa Waterfielda metodą komputerową ustaliła podobieństwo mię
dzy sześcioma peptydami receptora EGF a segmentami białka kodowane
go przez v-erbB. W tych sześciu peptydach 74 z 83 aminokwasów było 
wspólnych z sekwencją produktu erbB, cztery zaś inne aminokwasy uleg
ły zmianom konserwacyjnym.

Sugestię, że erbB pochodzi z genu kodującego receptor dla EGF po
twierdza także odkrycie, że u człowieka zarówno komórkowy odpowied
nik v-erbB, jak i gen dla receptora EGF znajduje się w podobnej pozycji 
na długich ramionach chromosomu 7 [cyt. wg 64]. Nie jest jednak w y
kluczone, że na chromosomie 7 jest zlokalizowana cała rodzina genów 
o podobnej strukturze i konieczne są dalsze badania, czy onkogen erbB 
pochodzi z genu dla receptora EGF, czy z innego genu komórkowego 
o bardzo podobnej strukturze.

Nie wykazano natomiast podobieństw między sekwencją aminokwa
sów tworzących osiem innych peptydów receptora dla EGF a produktem 
erbB. Nie stanowi to jednak zaskoczenia, ponieważ białko dla receptora 
EGF jest znacznie większe niż produkt onkogenu erbB. Produkt onko
genu erbB składa się z 604 aminokwasów, podczas gdy białko osiowe 
receptora EGF składa się z około 1250 aminokwasów (na węglowodany 
przypada 37 Kd całej cząsteczki receptora, na białko zaś około 138 Kd).
Grupa Waterfielda sądzi, że onkogen erbB w zasadzie odpowiada okro
jonemu genowi komórkowemu. Receptor EGF składa się z trzech części: 
pierwsza wystaje poza komórkę i ma miejsce wiążące EGF, druga osa
dzona jest w błonie komórkowej i trzecia wystająca do cytoplazmy, 
przy czym właśnie część cytoplazmatyczna receptora wykazuje aktyw 
ność fosfokinazy tyrozynowej [12]. Sekwencje kodowane przez onkogen
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erbB  odpowiadają części błonowej i cytoplazmatycznej receptora EGF.
Natomiast AEV nie nabywa segmentu genu kodującego zewnątrzkomór- 
kową część receptora, która ma miejsce wiążące EGF. W warunkach pra
widłowych sygnał do podziałów komórkowych pojawia się, gdy po
wierzchniowy receptor zwiąże EGF, chociaż mechanizm tego zjawiska 
nie jest jeszcze znany. Nasuwają się więc co najmniej dwa pytania: 
w jaki sposób komórka jest stymulowana do podziałów przez produkt 
onkogenu erbB, który nie ma miejsca wiążącego EGF oraz dlaczego ten 
produkt nie wykazuje aktywności fosfokinazy tyrozynowej (o ile oczywiś
cie nie wynika to z niedoskonałości metod badawczych). Być może klucz 
do rozwiązania obu tych problemów stanowi niedawne odkrycie przez Ta- 
m ura i wsp. [102], że proteolityczne działanie trypsyny aktywuje fosfo- 
kinazę tyrozynową w receptorze insuliny, a zatem okrojenie wierzchołka 
receptora EGF mogłoby powodować jego aktywację i stanowić sygnał 
do bezustannych podziałów komórki. Chociaż AEV ma inny onkogen 
erbA, to badania delecyjnych mutantów wirusów wykazały, że sam erbB 
może transformować odpowiednie komórki docelowe.

Odkrycie związku między genem dla receptora EGF i erbB  stanowi 
niewątpliwy bodziec do badań receptorów dla innych czynników wzrostu, 
zwłaszcza tych, które mają aktywność fosfokinazy tyrozynowej, jak re
ceptory dla płytkowo pochodnego czynnika wzrostu, insuliny i 1-czynnika 
wzrostu podobnego do insuliny (insulin-like growth factor-1). Być może 
inne onkogeny wirusowe, zwłaszcza wykazujące strukturalne podobień
stwa do onkogenów kodujących fosfokinazy tyrozynowe, pochodzą z ge
nów dla tych receptorów.

ONKOGEN S IS  I INNE ONKOGENY K O D U JĄ C E CZY N N IK I W ZROSTU

Od czasu gdy latem 1983 r. dwa ośrodki badawcze (grupa Waterfielda 
[107] i grupa Doolittla [27]) niezależnie od siebie wykryły homologię sek
wencji między jednym z dwu peptydów tworzących płytkowo pochodny 
czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor-II, w skrócie PDGF-II), 
a białkiem kodowanym przez onkogen sis transformującego SSV, rozważa 
się możliwości, że cały szereg v-onc pochodzi z komórkowych genów ko
dujących czynniki wzrostu.

Wydaje się, że większość komórkowych genów, z których pochodzą 
onkogeny wirusowe, powstała u ewolucyjnie wczesnych wielokomórko
wych zwierząt jako wewnątrzkomórkowe regulatory wzrostu komórki
[72]. W miarę jednak jak organizmy stawały się bardziej złożone, dalsze 
wykorzystywanie wewnątrzkomórkowych czynników wzrostu, które za
pewniały poszczególnym komórkom pewną autonomię, nie było celowe.
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U wyższych kręgowców te wewnątrzkomórkowe czynniki wzrostu są
prawdopodobnie wypierane przez liczne pozakomórkowe czynniki wzro
stu o charakterze endokrynowym i parakrynowym, takie jak: hormon 
wzrostu, insulina, EGF, PDGF. W tym aspekcie szczególnie interesująca 
wydaje się homologia między sekwencjami produktu v-sżs a PDGF-II. 
Sugeruje się też [72], że albo gen dla komórkowych czynników wzrostu 
działa także jako wewnątrzkomórkowy regulator wzrostu, albo współ
czesne geny dla pozakomórkowych czynników wzrostu pochodzą z wcze
śniejszego genu dla wewnątrzkomórkowych czynników wzrostu.

Onkogen sis [19], o czym już wspomniano, występuje co najmniej 
w dwu retrowirusach, a mianowicie w SSV i szczepie PI-FeSV. Produk
tem wirusowego onkogenu jest białko 28 Kd — p 28 v-sis [23], prawdo
podobnie jednak nieco odmienne od PDGF-II, co przypuszcza się na 
podstawie różnych sekwencji nukleotydowych w części 5' korespondują
cych c-sis i v-sis [52], przy czym c-sis należy do unikalnych genów 
w genomie człowieka [19]. Obecnie nie dysponujemy jeszcze żadnymi 
danymi dotyczącymi czynności p 28 v-sis, ale dzięki porównawczym ba
daniom sekwencji stwierdzono znamienną homologię, rzędu 87%, między 
p 28 v-sis a PDGF-II. Wynik ten sugeruje, że v-sis powstał wskutek 
włączenia przez retrowirus części genu wytwarzającego PDGF [27, 82], 
Obserwowane różnice sekwencji mogą wynikać z dewiacji zachodzących
podczas ewolucji między genem małpy, który stanowi punkt wyjścia, 
a ludzkim genem dla PDGF-II, z którym v-sis jest porównywany. Pro
duktem tych genów jest prawdopodobnie białko globularne, rozpuszczalne 
w wodzie i nie wiążące się z błoną plazmatyczną [27]. Magazynem PDGF 
u człowieka są ziarenka alfa płytek krwi [53, 110], skąd jest on uwal
niany podczas krzepnięcia krwi. PDGF jest głównym polipeptydowym 
czynnikiem wzrostu, występującym w surowicy. Stymuluje on podziały 
komórek mezenchymalnych, mających receptory dla PDGF, jak np. fi- 
broblasty, a także komórki neurogleju [46], Podobnie jak receptor dla 
EGF [12], również receptor dla PDGF wykazuje aktywność fosfokinazy
tyrozynowej [30], czym zresztą przypomina aktywność enzymatyczną pro
duktów rodziny genów src. Nowotwory człowieka wykazujące ekspresję 
genu sis są mięsakami i glejakami [32] wychodzącymi z komórek wraż
liwych na PDGF. Istnienie podobieństw w sposobie działania między 
PDGF a innymi czynnikami wzrostu, jak np. EGF lub czynniki wzrostu 
mięsaka (sarcoma growth factors wytwarzane przez komórki, które zo
stały stransformowane przez onkogenne retrowirusy [20, 54]), sugeruje, 
że onkogen sis uczestniczy w transformacji za pomocą mechanizmu od
miennego od dotychczas opisanych dla onkogenów. Mianowicie onkogen 
sis, o czym już wspomniano, prawdopodobnie działa przez wytwarzany 
w nadmiarze lub nieprawidłowy jakościowo czynnik wzrostu, k tóry z ko
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lei wpływa na układ komórkowych kinaz białkowych. Czynnik typu 
PDGF-II istotnie jest wytwarzany przez komórki, które uległy transfor
macji pod wpływem SSV (transformującym genem SSV jest sis) [22]. 
A zatem niektóre onkogeny mogą stymulować podziały komórkowe albo 
poprzez kodowanie komponentu wspólnego z czynnikiem wzrostu, albo 
kodując nieprawidłowy receptor dla czynnika wzrostu, pozbawiony sek
wencji kontrolującej, jak np. w przypadku w-erbB.

Nie jest jednak wykluczone, że inne aktywności onkogenów wytwa
rzających czynniki wzrostu mają również decydujące znaczenie dla roz
woju nowotworów. Wykazano, że np. we wczesnym okresie odpowiedzi 
na PDGF występuje indukcja genu m yc  w limfocytach [55], która być 
może zależy od uaktywnienia fosfokinazy tyrozynowej w następstwie 
wiązania się PDGF ze swoim receptorem.

Należy jeszcze wspomnieć o genie Blym,  który jest transformującym
genem chłoniaków torebki Fabrycjusza u drobiu. Wydaje się, że produkt
tego genu, przynajmniej częściowo homologiczny z mitogennym pepty-
dem surowicy — transferryną [37] działa w sposób analogiczny jak czyn
niki wzrostu.

MYC — GEN „U N IE ŚM IE R T E L N IA JĄ C Y ” („IM M O RTA LIZIN G ”) „IN V IT R O ”
LIN IE  KOM ÓRK OW E

Onkogen myc  występuje w kilku leukemogennych retrowirusach pta
ków (szczepy: MC 29, CM II, NH 2, OK 10). Produktem myc jest białko 
około 48 Kd, znajdujące się w jądrze komórki. Jedyną znaną właściwoś
cią biochemiczną produktu m yc  jest zdolność wiązania się z DNA [1, 
26], można więc przypuszczać, że odgrywa on rolę w regulacji ekspresji 
DNA. Ta niezwykła dla produktu onkogenu właściwość różni go dość 
istotnie od produktów takich onkogenów jak src i ras, które działają 
raczej na poziomie błony komórkowej (tab. 1).

Nieprawidłową ekspresję m yc  obserwowano w nowotworach wystę
pujących u tak różnych organizmów, jak ptaki domowe, myszy i ludzie. 
Jeśli więc onkogen ten ma jakieś znaczenie w procesie nowotworowym, 
to nie jest to rola specyficzna. Wydaje się, że aktywacja samego c-m yc  
nie wystarcza dla wywołania pełnej transformacji nowotworowej. Tak 
np. w przypadku transformacji ,,in vitro” komórek NIH 3T3 (linia ko
mórkowa wyprowadzona z prawidłowych fibroblastów myszy i mająca 
wysoką zdolność integracji DNA podczas transfekcji) m yc  nie jest właści
wym genem transformującym [14]. Później wykryto, że transformacja 
zależy od genu B lym  [37], co ujawniło udział dwu genów. Współdziałanie 
m yc  i B lym  zostało potwierdzone w ludzkich chłoniakach Burkitta [25]. 
W linii białaczkowej IIL-60 występuje kooperacja między m yc  i N-ras
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[13, 68]. Niedawno wykazano, że c-myc  pośredniczy w „unieśmiertelnia
n iu” fibroblastów, nie wpływając na ich fenotyp i dopiero drugi gen, 
z rodziny genów ras, powoduje przynajmniej „in vitro” zakończenie złoś
liwej transformacji [57, 70, 86], Wstępne doświadczenia z m yc  i innymi 
„unieśmiertelniającymi” genami sugerują, że działają one poprzez indu
kowanie transkrypcji genów, które w warunkach prawidłowych są mil
czące [cyt. wg 83]. W transformacji fibroblastów, a także w niektórych 
nowotworach uczestniczą więc dwie uzupełniające się grupy genów 
(tab. 2).

T A B E L A  2

Uzupełniające się geny, które uczestniczą w transformacji fibroblastów
[wg 61]

Grupa I — geny „unieśmiertelniające” Grupa II — geny „transformujące”

— wirus polioma: antygen wielki T — wirus polioma: antygen śred
(large T antigen) ni T (middle

T antigen)
— adenowirus 12: El A — adenowirus 12: E1B
— wirus Epsteina-Barr: antygen

EBNA? (Epstein-Barr virus
nuclear antigen)

— c- mycuf
— N -ras
— c-Ki-ras 2
— c-Ha-ras 1
— Blym

Doświadczenia za pomocą transfekcji, w których do hodowli fibrobla
stów wprowadzano kombinację dwu genów, sugerują, że czynność onko- 
genna m yc  różni się od czynności ras, ale jest podobna do czynności on
kogenów transformujących wirusów DNA, jak np. rejonu E l A adenowi- 
rusa typu 12 i wielkiego T wirusa polioma [57, 86], Onkogeny te,
w przeciwieństwie do onkogenów transformujących retrowirusów, są 
pochodzenia prawdziwie wirusowego. Działają „unieśmiertelniające” na 
komórki bez pełnego procesu transformacji i wpływają na aktywację 
innych genów, które w warunkach prawidłowych są milczące. Wykazano, 
że także fragmenty DNA wirusa Epsteina-Barr „unieśmiertelniają” ko
mórki epitelialne [38], Co więcej, zarówno produkt myc,  antygen wiel
ki T wirusa polioma i El A adenowirusa wiążą się ze zrębem jądra [1, 
26, 33, 50]. Istnieje także pewna homologia sekwencji między m yc  
a E l A [79]. Natomiast produkty rodziny genów ras i antygen średni T 
są związane z wewnętrzną powierzchnią błony komórkowej [49, 91, 109].
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Takie rozmieszczenie zgadza się z położeniem witalnych miejsc docelo
wych dla działania onkogenu, które w jednych komórkach znajdują się 
w jądrze, a w innych w pobliżu błony plazma tycznej. Być może oba 
miejsca docelowe, dla wystąpienia pełnej transformacji, muszą zostać 
uaktywnione przez produkty onkogenów [58].

Nie jest jednak wykluczone, że do powstania komórki nowotworowej 
konieczne jest jeszcze dodatkowe działanie odmienne od typu aktywności 
genów m yc  i ras. Jednakże poszukiwania onkogenu dostarczającego ak
tywności trzeciego typu wymagają nowych prób biologicznych. Najbar
dziej zachęcająca wydaje się perspektywa istnienia wielu genów włączo
nych w proces onkogenezy, przy czym uaktywnienie każdego z nich od
powiadałoby kolejnemu etapowi onkogenazy [58].

R O D ZIN A  GENÓW „R A S”, M A JĄ C A  ZDOLNOŚĆ W W A RU N K A CH  IN VITRO 
TR A N SFO R M O W A N IA  K O M Ó REK  Z CIĄ G ŁY CH  „U N IEŚM IER TELN IO N Y C H ”

L IN II

Rodzina genów ras składa się ze spokrewnionych ze sobą genów [21, 
51, 65, 71, 88, 89], które najpierw zostały wykryte w  dwu transfor
mujących retrowirusach, a mianowicie w wirusie mięsaka myszy Har- 
vey’a (Harvey murine sarcoma virus, w skrócie HaMSV) i w wirusie 
mięsaka myszy Kirstena (Kirsten murine sarcoma virus, w skrócie 
KiMSV); były to odpowiednio v-Ha-ras i v-Ki-ras. Trzeci gen wirusowy 
v-bas został wyizolowany z innego wariantu wirusa mięsaka myszy 
i jest analogiczny do v-IIa-ras. Te v-onc  koresponują z czterema ge
nami człowieka, z których dwa są aktywne — c-Ha-ras 1 i c-Ki-ras 
fi [9], a dwa inne, c-Ha-ras 2 i c-Ki-ras 1, stanowią pseudogeny i są 
nieczynne [9, 66]. Trzeci gen N-ras został w ykryty  metodą transfekeji 
w komórkach nowotworowych i występuje tylko w genomie człowieka, 
natomiast nie jest znany jego odpowiednik wirusowy. W genomie czło
wieka gen c-Ha-ras 1 występuje na chromosomie 11 w prążku p l3  [21, 
65, 71], c-Ki-ras 2 zaś znajduje się na chromosomie 12 [71, 89]. Chromo
somy 11 i 12 mają podobny wzór prążkowy, a także są homologiczne 
genetycznie i przypuszcza się, że w odległej przeszłości powstały przez 
podwojenie [85]. Natomiast gen N-ras leży na chromosomie 1 [cyt. wg 58].

Produktami zarówno komórkowych, jak i wirusowych genów ras są 
białka około 21 Kd (p 21) spokrewnione immunologicznie [35]. Ich rola 
fizjologiczna nie jest znana. W komórce znajdują się one przy wewnętrz
nej powierzchni błony komórkowej (endoproteiny) [74], ale nie wykazują 
aktywności fosfokinazy tyrozynowej. Jedyną znaną czynnością p 21 jest 
zdolność wiązania nukleotydów guaninowych [74].

Istnienie odmiennych rejonów między rodnikami 164 i 184 [94, 103] 
sugeruje, że rejon ten może być modyfikowany zależnie od czynności
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komórek, dzięki rozszczepieniu proteolitycznemu, które zachodzi przy 
jednym z dwudziestu aminokwasów końca C terminalnego, co może wią
zać się albo z uwolnieniem aktywnego czynnika działającego niezależnie 
od reszty cząsteczki, albo modyfikować strukturę C terminalną cząstecz
ki, co z kolei pozwoli na jej interakcję z różnymi substratami [94]. Można 
więc przypuszczać, że różne komórki wytwarzają odmienne produkty ras, 
które są odpowiedzialne za ich odmienne czynności.

Jak się wydaje, transformujące działanie produktów komórkowych 
onkogenów ras (onkogenów uzyskanych z nowotworów człowieka) zależy 
od zmian strukturalnych. I tak w linii komórkowej T 24 (lub ekwiwa
lentu EJ), wyprowadzonej z raka pęcherza moczowego człowieka, onko- 
gen powstaje wskutek prostej punktowej mutacji. Mutacja ta zmienia 
c-Ha-ras 1 w silny onkogen, który w transfekcji transformuje komórki 
NIH 3T3. Natomiast prawidłowy gen c-Ila-ras 1 nie ma zdolności trans
formowania komórek NIH 3T3. Związana z mutacją transwersja G do T 
powoduje, że glicyna występująca w prawidłowo kodowanym p 21 jako 
12 rodnik zostaje zastąpiona przez walinę [7, 80, 81, 100, 104]. W innej
wersji aktywacji, Ha-ras 1 koduje w tej pozycji rodnik asparaginy
[90]. Nieprawidłowość dotyczącą 12 rodnika p 21 wykryto w linii SW 480 
wyprowadzonej z raka okrężnicy, gdzie glicyna zostaje zastąpiona przez 
walinę, oraz w linii Calu-1 wyprowadzonej z raka płuc, gdzie 12 glicynę 
zastępuje cysteina [8], przy czym w tych dwu liniach komórkowych wy
stępuje onkogen Ki-ras 2. Podobne zmiany obejmujące 12 rodnik stwier
dzono w produktach różnych v-ras [24, 81, 106]. Jak wynika z tab. 3,

T A B E L A  3

Mutacje genów ras [wg 61]

Gen
I

Mutacja p 21 Linia nowotworowa, lub wirus

Ha-ras 1

Ha-ras 1

f

12 glicyna -> 12 walina

12 glicyna 12 asparagina

T 24 (EJ, rak pęcherza mo
czowego)
mutacja prawidłowego genu 
podczas pasażowania na
NIH 3T3

Ki-ras 2 
Ki-ras 2

12 glicyna -> 12 walina 
12 glicyna -> 12 cysteina

SW 480 (rak okrężnicy) 
Calu-1 (rak płuc)

v-Ha-ras (szczury) 
v-Ha-ras (myszy) 
v-Ki-ras

12 glicyna -> 12 arginina 
12 glicyna -* 12 lizyna 
12 glicyna -* 12 seryna

wirus Harvey’a 
Balb-MSV 

wirus Kirstena
Ha-ras 1 
N-ras

61 glutamina -> 61 leucyna 
61 glutamina -> 61 lizyna

HS 242 (rak płuc)
SK-N-SH (złośliwy nerwiak)

>
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zastąpienie 12 glicyny jest najważniejszą zmianą modyfikującą. Ponadto 
w większości przypadków zmutowane białko różni się od prawidłowego 
migracją w elektroforezie. Inne wyniki pochodzą z badań onkogenu Ha- 
-ras 1, występującego w linii HS 242 raka płuc, gdzie mutacja zmienia 
61 aminokwas p 21. W tej mutacji glutamina zostaje zastąpiona leucyną
[112]. Również w linii SK-N-SH wyprowadzonej ze złośliwego nerwiaka, 
mutacja genu N-ras powoduje zastąpienie 61 glutaminy lizyną [103]. 
Wyniki te sugerują, że kodowane specyficzne rodniki 12 i 61 reprezen
tują krytyczne miejsca, które w przypadku mutacji są często kreowane 
na onkogenne allele. Wydaje się, że inne miejsce punktowej mutacji 
może inaktywować te geny.

Jak  wcześniej powiedziano, onkogen z rodziny ras jest zdolny do 
transformacji nowotworowej komórek z ciągłych „unieśmiertelnionych” 
linii, jak np. NIH 3T3. Ciągły wzrost komórek w hodowli wywołują 
bądź onkogeny wirusów — polioma (antygen wielki T) i adenowirusa 
(ElA), bądź onkogen myc. Dopiero współdziałając z onkogenem wirusów 
DNA lub zmienioną formą komórkowego genu m yc  albo onkogenu myc  
MC 29, ras może indukować onkogenezę. Pojedynczy onkogen ras, jak 
np. Ha-ras, nie transformuje fibroblastów oddalonych zaledwie o kilka 
generacji od fibroblastów zarodka szczurzego [58], Powstanie komórki 
nowotworowej w tkance wymaga, jak się wydaje, daleko rozleglejszej 
aktywacji niż uczynnienie pojedynczego onkogenu komórkowego. Onko- 
geneza jest wieloetapowym procesem, aktywacja zaś takiego onkogenu 
jak Ha-ras stanowi pojedyncze, odosobnione zdarzenie i być może repre
zentuje tylko jedną ze składowych wieloetąpowego procesu.

W pracy niniejszej przedstawiono zaledwie kilka mechanizmów dzia
łania produktów onkogenów, które również wiążą się z wieloma niewia
domymi. Większość mechanizmów działania tych produktów jest wciąż 
jeszcze nieznana.

f  •
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