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WPROWADZENIE

W siódmym suplemencie Postępów Biologii Komórki znajdą Państwo sześć ar
tykułów napisanych przez wykładowców konferencji zatytułowanej "Mechanizmy 
regulacji ekspresji genów eukariotycznych" zorganizowanej przez Zarząd Główny 
Polskiego Towarzystwa Anatomicznego, Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa 
Histochemików i Cytochemików oraz Redakcji Postępów Biologii Komórki. Za
gadnienia poruszone w artykułach stanowią tylko mały wycinek wiedzy na ten 
temat i odzwierciedlają przede wszystkim zainteresowania badawcze autorów. Po
niższy zbiór artykułów nie powinien zatem być traktowany jako próba całościowego 
przedstawienia problemu regulacji ekpresji genów eukariotycznych, a jedynie jako 
omówienie fragmentu tego zagadnienia.

Poziom ekspresji genów u Eukaryota to nie tylko problem regulacji transkrypcji, 
ale również regulacji dojrzewania, transportu i stabilności mRNA, a także syntezy, 
modyfikacji potranslacyjnych, stabilności i degradacji białek. I choć inicjacja trans
krypcji jest niewątpliwie kluczowym etapem, na którym dokonuje się regulacja 
ekspresji genów, to należy pamiętać o tym, że obecność i aktywność białek w 
poszczególnych typach komórek i okresach życia organizmu to efekt wieloetapowego 
i złożonego procesu. W procesie tym ważna jest nie tylko szybkość i ilość tworzonego 
transkryptu, dojrzewanie mRNA i synteza łańcucha białkowego, ale i tempo de
gradacji każdej z tych substancji. Stosowane przez autorów słowo "ekspresja" należy 
więc traktować odpowiednio szeroko, nie tylko jako ekspresję genu związaną z 
pojawianiem się określonego transkryptu, ale jako sumę wspomnianych powyżej 
procesów. Ponadto określenie to jest odnoszone również do sytuacji in vitro i od
powiada np. syntezie gromadzących się w probówce produktów określonego genu.

Zbiór artykułów otwiera praca Andrzeja Jerzmanowskiego, w której autor 
opisuje, w jaki sposób struktura chromatyny może determinować ekspresję nie
których genów. Następnie Jan Fronk przedstawia wpływ metylacji DNA na aktyw
ność transkrypcyjną niektórych obszarów genomu. Monika Puzianowska-Kuźnicka 
w swoim artykule opisuje jeden z popularnych modeli do wybranych badań regulacji 
transkrypcji -  Xenopus laevis. Jacek Kuźnicki i Wiesława Leśniak przedstawiają 
niektóre mechanizmy regulacyjne odpowiedzialne za komórkowo specyficzną eks
presję genów. Artykuł Bożeny Kamińskiej dotyczy czynników transkrypcyjnych, 
których aktywacja ulega zmianie w odpowiedzi na bodźce zewnątrzkomórkowe. 
Zeszyt zamyka artykuł Ewy Bartnik i Roberta Kucharskiego, w którym omawiają 
oni udział Białka Wiążącego TATA-box w aktywności eukariotycznej polimerazy 
RNA.

W październiku 1996 r.
Jerzy Kawiak, Jacek Kuźnicki
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STRUKTURA CHROMATYNY 
A REGULACJA EKSPRESJI GENÓW

CH RO M A TIN STRUCTURE 
AND TH E REGULATION OF GENE EX PRESSIO N

ANDRZEJ JERZMANOWSKI

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

Streszczenie. Obecność nukleosomów w rejonach DNA zawierających sekwencje regulatorowe promo
torów genów stanowi przeszkodę dla transkrypcji in vitro. Genetyczna i biochemiczna analiza mechani
zmu transkrypcji in vivo wskazuje, że integralnym składnikiem aparatu transkrypcyjnego są wielkie 
kompleksy białkowe zdolne do reorganizacji strukturalnej nukleosomów. Dotychczasowe dane o funkcji 
histonu HI w regulacji transkrypcji wskazują, że nie pełni on roli globalnego represora transkrypcji 
bierze natomiast udział w specyficznej regulacji niektórych genów.

Stówa kluczowe: nukleosomy, transkrypcja

Summary. The presence of nucleosomes on DNA containing the regulatory sequences of gene promoters 
impedes transcription in the in vitro systems. Genetic and biochemical analysis of the mechanism of 
cellular transcription indicates that the transcriptional apparatus contains, as its integral element, the large 
multiprotein complexes capable of inducing the structural reorganization of nucleosomes. Available data 
on the transcriptional role of histone H1 indicate that it is not a global transcriptional repressor but it may 
specifically regulate certain types of genes.

Key words: nucleosomes, transcription

ARCHITEKTURA CHROMATYNY

W 1994 r. minęło dwadzieścia lat od odkrycia nukleosomu (rys. 1), podstawowej 
jednostki strukturalnej chromosomów eukariotycznych [8]. Odkrycie to, datujące 
się jeszcze sprzed "ery biologii molekularnej", było punktem zwrotnym w badaniach
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4 A. JERZMANOWSKI

chromatyny. Skomplikowane i na ogół niezbyt jasne modele przedstawiające or
ganizację DNA i histonów w chromosomach ustąpiły miejsca prostemu i zrozu
miałemu obrazowi identycznych paciorków na sznurku. Paciorkami są oczywiście 
nukleosomy, z których każdy w rzeczywistości składa się z liczącego około 200 
par zasad odcinka DNA owiniętego blisko dwukrotnie wokół białkowego rdzenia 
utworzonego przez osiem cząsteczek histonów. W skład białkowego oktameru wcho
dzą po dwie cząsteczki każdego z czterech rodzajów histonów: H2A, H2B, H3 
i H4, zwanych histonami rdzeniowymi. DNA i oktamer histonowy tworzą cząstkę 
rdzeniową nukleosomu. Kompletny nukleosom zawiera jeszcze jedną cząsteczkę 
białka zaliczanego do rodziny histonów. Jest to cząsteczka histonu HI, zwanego 
też histonem łącznikowym (ang. linker histone), ponieważ oddziałuje także z DNA 
łączącym cząstki rdzeniowe sąsiadujących nukleosomów. Ułożenie HI w stosunku 
do DNA jest zupełnie inne niż ułożenie histonów rdzeniowych. Leży on na zewnątrz 
cząstki rdzeniowej w miejscu, w którym heliks DNA wchodzi i schodzi z powierzchni 
białkowego rdzenia. Takie ułożenie czyni z HI kluczowy element stabilizujący 
pozycję końców DNA na powierzchni oktameru histonowego. Regularność budowy 
nukleosomowych cząstek rdzeniowych umożliwiła uzyskanie preparatów krysta
licznych nadających się do rentgenograficznej analizy strukturalnej. Dzięki temu 
wiemy dziś, że rdzeń histonowy jest trójczęściowy i składa się z dwóch heterodimerów 
H2A-H2B przylegających z przeciwległych stron do centralnego tetrameru (H3- 
H4)2 zbudowanego z dwóch heterodimerów H3-H4. DNA może się owijać wokół 
szpulki, jaką tworzy histonowy oktamer dzięki charakterystycznemu ukształtowaniu 
powierzchni kompleksu białkowego (rys. 1). Znajdują się na niej miejsca silnie 
wiążące DNA, a także regularnie rozmieszczone rowki i bruzdy ułatwiające ścisłe 
przyleganie podwójnego heliksu do powierzchni białka. Powstawanie regularnej 
struktury rdzenia białkowego związane jest ze zdolnością cząsteczek histonów rdze
niowych do tworzenia heterodimerów. Histony zawdzięczają ją motywowi zwanemu 
"zwinięciem histonowym" (ang. histone fold), który umożliwia dwóm cząsteczkom 
tworzącym heterodimer ścisłe dopasowanie do siebie, podobne do dopasowania 
dwóch dłoni w uścisku. Zwinięcie histonowe jest bardzo chrakterystycznym i kon
serwowanym ewolucyjnie motywem przestrzennym. Występuje w cząsteczkach hi
stonów pochodzących z różnych organizmów i różniących się od siebie znacznie 
strukturą pierwszorzędową. O znaczeniu ewolucyjnym tego motywu przestrzennego 
świadczy fakt, że zidentyfikowano go również w histonopodobnych białkach ar- 
chebakterii. Być może jest to jeden z najstarszych i najbardziej podstawowych 
motywów umożliwiających dimeryzację cząsteczek białek zasadowych i tworzenie 
struktur służących do organizacji przestrzennej DNA [1].

Motyw zwinięcia histonowego nie występuje jednak w cząsteczce histonu HI. 
Wbrew swojej nazwie zatem, HI nie należy do tej samej prastarej rodziny białkowej 
co histony rdzeniowe. Globulama część HI zawiera za to domenę przestrzenną, 
która jest uderzająco podobna do domeny wiążącej się z DNA czynnika trans-

http://rcin.org.pl



NUKLEOSOM Y W  TRANSKRYPCJI 5

Rys. 1 Schemat ułożenia DNA na powierzchni cząstki rdzeniowej nukleosomu: gwiazdki oznaczają 
mutacje w cząsteczkach histonów rdzeniowych powodujące zniesienie efektów mutacji w genach 

Swi/Snf, na rysunku oznaczone zostały N- i C-końcowe fragmenty cząsteczek histonów (wg [21])

krypcyjnego HNF-3 [12]. W cząsteczkach obu białek jest to wiązka trzech odcinków 
a-helikalnych przytwierdzonych do antyrównolegle przebiegających łańcuchów po
trójnej (3-kartki. Nie wykluczone, że HI jest bliżej spokrewniony z czynnikami 
transkrypcyjnymi niż z typowymi histonami.

Zarówno cząsteczki histonów rdzeniowych, jak i cząsteczka H I, oprócz części 
globulamej mają jeszcze słabo zestrukturalizowane "ogony". W histonach rdze
niowych ogon stanowi N-końcowy fragment cząsteczki. W HI zarówno N-, jak 
i C-końcowe fragmenty peptydowe tworzą niezestrukturalizowane ogony. Ułożenie 
histonowych ogonów w stosunku do DNA, podobnie jak ich funkcja w chromatynie, 
są wciąż słabo poznane.

W środowisku komórkowym, to jest w warunkach fizjologicznego, zewnątrzko-
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6 A. JERZMANOWSKI

mórkowego stężenia soli, chromatyna nie występuje w postaci rozciągniętego 
włókna nukleosomowego (paciorków na sznurku), lecz w postaci mniej lub bardziej 
regularnych pałeczkowatych struktur o grubości około 30 nm, czyli około trzykrotnie 
grubszych niż średnica nukleosomu. Również w warunkach in vitro wzrost stężenia 
soli w roztworze powoduje kondensację preparatów chromatyny. Spośród kilku 
modeli tłumaczących budowę i właściwości włókna 30 nm, najszerzej akceptowany 
jest wciąż model "solenoidu" [Thoma i wsp. 16]. Według tego modelu włókno 
o grubości 30 nm powstaje na skutek spiralizacji podstawowego włókna nukleo
somowego w regularną pustą w środku cewkę (solenoid), w której na jeden skok 
spirali przypada 6 nukleosomów. Jednak postulowana przez autorów stałość pa
rametrów solenoidu (grubość, skok spirali, liczba nukleosomów na skręt) jest trudna 
do pogodzenia z wieloma danymi doświadczalnymi [20].

Większość chromatyny jądrowej występuje w postaci włókna 30 nm. W czasie 
mitozy, a także w silnie skondensowanych obszarach chromatyny interfazowej (hete- 
rochromatynie) pojawiają się struktury jeszcze bardziej upakowane. Maksymalna 
kondensacja osiągana jest w czasie mitozy, kiedy chromatyna przybiera postać 
widocznych pod mikroskopem świetlnym chromosomów metafazowych. Współ
czynnik upakowania DNA (stosunek całkowitej długości DNA do długości chro
mosomu) wynosi wtedy około 10 000.

Przebieg kondensacji podstawowego włókna nukleosomowego pozostaje wciąż 
niewyjaśniony. W szczególności nie wiadomo, jak ułożony jest we włóknie 30 
nm histon HI, a także jaka jest rola tego histonu w procesie powstawania struktur 
jeszcze bardziej upakowanych.

Obraz architektury chromatyny nie byłby pełny, gdyby nie wspomnieć o czyn
nikach decydujących o jej lokalnej różnorodności. Mimo iż zbudowane według 
tej samej zasady, nukleosomy nie są identyczne. Co do histonów, po pierwsze 
u większości organizmów wykazują one znaczną zmienność niealleliczną, np. u 
ssaków w jednej komórce może występować 6-9 różnych wariantów sekwencyjnych 
histonu HI, po drugie ulegają w komórce różnorodnym modyfikacjom. Wydaje 
się, że rozkład w chromatynie zarówno wariantów sekwencyjnych, jak i mody
fikowanych form histonów jest nierównomierny. Co do DNA, różne jego sekwencje 
różnią się znacznie podatnością na zginanie. Zbyt duża sztywność podwójnego 
heliksu znacznie utrudnia owijanie się DNA wokół oktameru histonowego. Z 
drugiej strony, niektóre naturalnie występujące sekwencje DNA wykazują wyraźną 
preferencję do formowania nukleosomu. Zwykle, sekwencje takie stabilizują nu- 
kleosom w konkretnym miejscu DNA. Przejawem lokalnej różnorodności struktu
ralnej włókna nukleosomowego jest także zmienna długość łącznikowego DNA. 
W tej samej chromatynie cząstki rdzeniowe sąsiadujących nukleosomów mogą się 
znajdować dalej lub bliżej siebie [21].
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NUKLEOSOM Y W TRANSKRYPCJI 7

FUNKCJA CHROMATYNY

U bakterii, których DNA występuje również w postaci kompleksu nukleopro- 
teinowego, nie wykryto histonów ani regularnych struktur analogicznych do nu
kleosomów. Rodzi to pytanie o funkcje nukleosomów w komórce eukariotycznej.

Każda z komórek organizmu ludzkiego zawiera DNA długości około 2 metrów. 
Upakowanie takiej ilości materiału genetycznego w jądrze komórkowym o średnicy 
3,4-20 |im  nie jest sprawą trywialną. Chodzi tu przy tym o upakowanie umożliwiające 
nie tylko transkrypcję wybranych genów, lecz i replikację całości DNA oraz pre
cyzyjny podział materiału genetycznego w trakcie mitozy i mejozy. Wprawdzie 
nie wszystkie eukarionty zawierają w swoich komórkach aż tyle DNA co komórki 
ludzkie, jednak zawartość DNA w komórkach organizmów eukariotycznych jest 
ogólnie znacznie wyższa niż w komórkach bakterii. Trudno oprzeć się wrażeniu, 
że powstanie regularnej struktury nukleosomowej było istotnym, jeśli nie najważ
niejszym elementem adaptacji ewolucyjnej na poziomie molekularnym, która umo
żliwiła kiedyś eukariontom skokowe zwiększenie zawartości DNA. Wśród biologów 
zajmujących się chromosomami nikt wprawdzie nie kwestionuje znaczenia powyższej 
korelacji, mało kto jednak uważa, że rozwiązuje ona całkowicie problem funkcji 
chromatyny (nie bez znaczenia jest tu fakt, że wnioski dotyczące adaptacyjnego 
znaczenia przeszłych wydarzeń ewolucyjnych trudno jest na ogół zweryfikować 
doświadczalnie). Problem, który można analizować doświadczalnie i który stawia 
sobie dziś większość z nas, od lat zajmujących się chromatyną, dotyczy znaczenia 
tej struktury w regulacji procesu transkrypcji.

TRANSKRYPCJA W KOMÓRCE EUKARIOTYCZNEJ

Badania prowadzone od kilku dziesiątków lat odsłoniły już wiele tajemnic trans
krypcji w komórkach eukariotycznych. Wiemy przede wszystkim, że w bezko- 
mórkowych układach do transkrypcji in vitro oczyszczone do stanu homogenności 
czynniki tran skry pcyjne są w stanie prawidłowo rozpoznawać i wiązać się z od
powiednimi sekwencjami wzmacniającymi (enhancerami) DNA promotorów euka
riotycznych i stymulować specyficzną transkrypcję przez polimerazę RNA II (poi 
II). Co decyduje o specyficzności transkrypcji in vivo, w jądrze komórkowym, 
gdzie matrycą jest chromatyna, a nie nagi DNA? Fakt że konserwowany ewolucyjnie, 
skomplikowany proces, jakim jest transkrypcj a eukariotyczna, można z zachowaniem 
pełnej specyficzności odtworzyć w probówce zawierającej nagi DNA, przekonywał 
jeszcze do niedawna, że o specyficzności, a także o regulacji procesu transkrypcji 
decydują te same czynniki, które działają in vitro, czyli przede wszystkim białkowe 
aktywatory i czynniki transkrypcyjne oddziałujące ze składnikami kompleksu po-
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8 A. JERZMANOWSKI

pleksu polimerazy II. Jednak dzisiaj coraz więcej danych genetycznych i bioche
micznych wskazuje, że dodatkowy, ważny wpływ regulatorowy na przebieg procesu 
transkrypcji mają elementy strukturalne chromatyny.

Minimalny zestaw wymagany do wiernej transkrypcji in vitro zawiera czynniki 
transkrypcyjne: TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH, polimerazę II i w przypadku 
niektórych układów in vitro, czynnik TFIIA (rys. 2). In vitro, pierwszym etapem 
inicjacji transkrypcji jest przyłączenie się TFIID do elementu TATA w DNA. TFIID 
jest w istocie wieloskładnikowym kompleksem białkowym złożonym z wiążącego 
się z sekwencją TATA białka TBP (ang. TATA Binding Protein) i około 10 czynników 
określanych skrótem TAF (ang. TBP Associated Factor) zasocjowanych z TBP. 
U większości badanych pod tym względem organizmów (wyjątkiem są drożdże) 
kompleks TBP-czynniki TAF jest wyjątkowo stabilny. Przypuszczalnie właśnie w 
tej postaci TBP rozpoznaje sekwencję TATA i wiąże się z nią in vivo. Doświadczenia 
in vitro wskazują, że pozostające w kompleksie z TBP czynniki TAF są głównymi 
elementami, z którymi oddziałują domeny aktywujące specyficznych aktywatorów 
związanych z sekwencjami regulatorowymi enhancerów (rys. 2) [17]. Aktywatory 
te stymulują także tworzenie się kompleksu między TFIID, TFIIA i sekwencją 
TATA. Utworzenie kompleksu między TBP i zasocjowanymi z nim białkami a 
sekwencją TATA oraz dołączenie aktywatorów do sekwencji regulatorowych en
hancerów uznać można za dwa kluczowe wydarzenia w inicjacji transkrypcji. Trze
cim, nie mniej ważnym, jest pojawienie się w miejscu startu transkrypcji holoenzymu

Rys. 2. Schemat inicjacji transkrypcji u eukariontów (wg [15]): TATA -  sekwencja TATA w DNA, 
TBP -  białko wiążące się z TATA (ang. TATA binding protein), TAF -  czynniki określane tym skró
tem (ang. TBP Associated Factor) , czynnikitranskrypcyjne II: A, B, E, F, H (TFU), poili -  polimera-

za DNA II

http://rcin.org.pl



NUKLEOSOM Y W TRANSKRYPCJI 9

polimerazy II. Holoenzym poi II podobnie jak TFIID jest wieloskładnikowym kom
pleksem białkowym. Zawiera większość spośród tak zwanych podstawowych czyn
ników transkrypcyjnych (TFIIB, TFIIF, TFIIH, TFIIE), zidentyfikowanych swego 
czasu dzięki zastosowaniu układu do transkrypcji in vitro. Oprócz nich zawiera 
jednak wiele dodatkowych białek, przede wszystkim z rodziny Srb (oznaczanych 
indeksem od 2 do 11), a także G a lii, Sin4, Rgrl (rys. 2), których nie udało się 
wykryć wyłącznie za pomocą badań nad transkrypcją in vitro. Zidentyfikowano 
je dopiero dzięki analizie mutacji powodujących różnorodne zakłócenia transkrypcji 
u drożdży. Analiza tego rodzaju mutantów doprowadziła też do wykazania, że 
polimeraza II jest w istocie częścią ogromnego, wieloskładnikowego kompleksu, 
którego białka, np. z grupy Srb, mogą być celem specyficznych oddziaływań akty
watorów transkrypcji [15].

TRANSKRYPCJA A HISTONY RDZENIOWE

Stwierdzono in vitro, że połączenie matrycowego DNA z histonami w chro- 
matynie poważnie ogranicza dostęp białkowych regulatorów transkrypcji do pro
motorów [15]. Represja spowodowana istnieniem chromatyny dotyka wprawdzie 
genów wszystkich rodzajów, jednak jej zakres może się różnić w zależności od 
pozycji, jaką zajmują nukleosomy w stosunku do promotorów, a także od zdolności 
TBP i aktywatorów do rozpoznawania i wiązania się z DNA pozostającym w kom
pleksie z histonami. Wyniki, które otrzymano w ostatnich latach, wskazują, że 
w komórkach eukariotycznych występują czynniki, które są zdolne do zmiany stru
ktury nukleosomów i ułatwiania transkrypcji na matrycach chromatynowych in 
vitro. Klasycznym już przykładem takiego białka jest kompleks SWI/SNF (nazwa 
wymawiana switch/sniff). Pierwsze informacje o tym, że w bezkomórkowych ekstra
ktach używanych do przeprowadzania transkrypcji in vitro występuje aktywność 
specyficznie zmieniająca strukturę chromatyny, pochodziły z laboratorium C. Wu 
w USA, w którym zajmowano się badaniem transkrypcji genów szoku cieplnego. 
Okazało się, że dodanie czynnika tran skry pcyjnego zwanego GAGA do matrycy 
nukleosomowej zawierającej rozpoznawaną przez ten czynnik sekwencję DNA pro
wadzi, w obecności ekstraktu z komórek, do zmian w strukturze chromatyny. Wykryta 
aktywność była zależna od egzogennego źródła energii, obserwowano ją  bowiem 
wyłącznie w obecności ATP. Niedługo później w laboratoriach C. Petersona i J. 
Workmana w USA zidentyfikowano u drożdży białka, które mogły być odpowie
dzialne za typ aktywności opisany przez Wu i jego współpracowników [15].

Jeszcze zanim za pomocą metod biochemicznych wykazano istnienie aktywności 
reorganizującej nukleosomy, genetycy zajmujący się drożdżami mieli powody przy
puszczać, że białka kodowane przez geny Swi/Snf mają wiele wspólnego z trans
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krypcją i z histonami. W grupie kilkunastu białek kodowanych przez geny rodziny 
Swi/Snf znajdowała się zależna od DNA ATPaza. Wyłączenie któregokolwiek z 
genów Swi/Snf (operacja możliwa do przeprowadzenia u drożdży) powodowało 
zahamowanie transkrypcji wielu innych genów. Efekt ten był odwracany przez 
mutacje w genach histonów rdzeniowych (rys. 1). Nasunęło to przypuszczenie, 
że brak sprawnych białek SWI/SNF uniemożliwia neutralizację represji wynikającej 
z odziaływań DNA-histony rdzeniowe. Podobieństwo efektów fenotypowych bę
dących następstwem zakłócenia różnych genów Swi/Snf stanowiło mocną przesłankę, 
że produkty tych genów współdziałają ze sobą, prawdopodobnie jako wielobiałkowy 
kompleks. Dzisiaj wiemy, że białka SWI/SNF (jest ich kilkanaście) są składnikami 
kolejnego wielkiego kompleksu współpracującego z aparatem transkrypcyjnym. 
Kompleks wykazuje aktywność zależną od DNA ATPazy i w obecności ATP jest 
w stanie dokonywać reorganizacji struktury nukleosomów in vitro, która ułatwia 
wiązanie aktywatorów transkrypcji oraz TBP do odpowiednich sekwencji DNA 
znajdujących się w obrębie nukleosomów [3].

In vivo, kompleks SWI/SNF jest niezbędny do transkrypcji tylko niektórych 
genów. Nie jest on niezbędny do wzrostu komórek. Mimo istniejących wcześniej 
przesłanek (jedno z białek z rodziny SNF okazało sie identyczne z białkiem G3 
wchodzącym w skład czynnika transkrypcyjnego TFIIF) większość badaczy zaj
mujących się chromatyną i transkrypcją była zaskoczona dokonanym w 1996 r. 
przez Younga i wsp. odkryciem, że kompleks SWI/SNF jest integralną częścią 
holoenzymu poi II i nadaje mu zdolność do reorganizacji nukleosomów [9]). Obe
cność kompleksu SWI/SNF w holoenzymie poi II rozwiązuje problem transportu 
białek SWI/SNF do odpowiednich promotorów. Pojawia się jednak nowa zagadka. 
Trudno wątpić, że holoenzym poi II bierze udział w transkrypcji wszystkich genów 
jądrowych. Jeżeli kompleks SWI/SNF jest jego integralnym składnikiem, dlaczego 
mutacje w SW/ZSTi/zakłócają transkrypcję tylko niektórych, nie zaś wszystkich genów? 
Być może częściowej odpowiedzi na to pytanie dostarczają ostatnie doniesienia 
o wykryciu kolejnych kompleksów białkowych, takich jak NURF (.Nucleosome 
Remodelling Factor) z Drosophila, zdolnych dokonywać reorganizacji nukleosomów 
in vitro [9]. Czyżby różne geny wymagały różnych czynników rozluźniających 
nukleosomy?

Dodanie nowych elementów do i tak już niezmiernie złożonego obrazu trans
krypcji eukariotycznej obciąża wprawdzie dodatkowo pamięć, rozwiązuje jednak 
niejasną do tej pory kwestię inicjacji transkrypcji na DNA ściśle owiniętym wokół 
histonowego rdzenia nukleosomu.

Nie wspominam tu szerzej o białkach o funkcji antagonistycznej w stosunku 
do funkcji białek SWI/SNF i ich analogów. Białka należące do rodziny Polycomb 
u Drosophila, a także białka rodziny SIR u drożdży działają jako silne represory 
transkrypcji, ponieważ indukują stabilne struktury heterochromatynowe. W przy
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padku białek SIR wydaje się, że istotne znaczenie dla ich funkcji ma oddziaływanie 
z niezestrukturalizowanymi fragmentami (ogonami) histonów rdzeniowych [10].

TRANSKRYPCJA A HISTON HI

Nie wszystkie właściwości chromatyny wynikają z oddziaływań DNA - histony 
rdzeniowe. Jest jeszcze histon HI. Czy odgrywa on jakąś rolę w modulacji trans
krypcji? Wiele za tym przemawia.

Na poparcie tezy o istotnej roli HI w regulacji genów przytacza się zwykle 
następujące argumenty:

1) In vitro HI wywiera wyraźny wpływ na proces zależnej od stężenia soli 
kondensacji i agregacji chromatyny (każdy kto pracował z chromatyną wie, że 
im mniej w niej HI, tym trudniej wytrąca się ona w punkcie krytycznym dla 
agregacji, tj. w 0,14 M roztworze chlorku sodu).

2) HI łączy się z DNA w sposób kooperatywny. Raz zainicjowany proces od
kładania HI może więc przybierać charakter lawinowy obejmując znaczne obszary 
DNA.

3) HI występuje w chromatynie w postaci co najmniej kilku wariantów se
kwencyjnych, przy czym wydaje się, że rozkład wariantów nie jest całkowicie 
przypadkowy. Przynajmniej niektóre warianty różnią się powinowactwem do DNA 
i zdolnością do agregacji chromatyny in vitro.

4) HI ulega licznym modyfikacjom potranslacyjnym. Cykliczna fosforylacja i 
defosforylalcja HI w trakcie cyklu komórkowego (z maksimum fosforylacji przy
padającym w metafazie mitozy) jest jednym z najbardziej spektakularnych, a jed
nocześnie tajemniczych zjawisk molekularnych zachodzących w trakcie podziałów 
komórkowych [4, 6, 19].

5) W początkowych etapach rozwoju u zwierząt następuje wymiana wczesnych 
(zarodkowych) wariantów HI na późne (dorosłe). Udokumentowano to szczególnie 
dobrze u szkarłupni (jeżowiec) i płazów (Xenopus).

6) Różnicowanie niektórych tkanek skorelowane jest w czasie z wymianą wa
riantów HI. Klasycznym przykładem jest dojrzewanie jądrzastych erytrocytów u 
ptaków, w trakcie którego typowy somatyczny HI zastępowany jest przez inny, 
bardziej zasadowy wariant zwany histonem H5 [19].

Dodany do układu do transkrypcji in vitro HI działa zwykle jako represor. 
Jednak nie łatwo jest ustalić, czy efekt ten odzwierciedla rzeczywistą funkcję HI 
in vivo. Po pierwsze dlatego, że bardzo trudno jest uzyskać zrekonstytuowaną in 
vitro chromatynę, w której HI byłby prawidłowo ułożony (z kolei układy do re- 
konstytucji zawierające bezkomórkowe ekstrakty z oocytów Xenopus lub zarodków 
Drosophila, które umożliwiają odtworzenie w miarę natywnej chromatyny, zawierają
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także dziesiątki dodatkowych czynników białkowych o nieznanej funkcji.) Po drugie 
dlatego, że efekty HI w układach in vitro obserwuje sie zwykle dla stężeń tego 
białka znacznie przekraczających jego stężenie fizjologiczne. Mimo tych zastrzeżeń, 
jako roboczą hipotezę przyjmuje się na ogół, że HI jest generalnym represorem 
transkrypcji. Niestety, nie ma żadnych danych o tym, czy HI "postrzegany jest" 
w podobny sposób przez komórkową maszynerię transkrypcyjną. Gdyby obecność 
HI była dla systemu transkrypcyjnego zawadą (np. na skutek utrzymywania nu
kleosomów w postaci skondensowanego włókna 30 nm lub struktur jeszcze wyższego 
rzędu), której usunięcie wymaga dodatkowych czynników, HI mógłby być do
skonałym podłożem dla skutecznego systemu regulacji. Na przykład warianty silniej 
kondensujące chromatynę wprowadzane byłyby wtedy, gdy wymogi rozwoju lub 
różnicowania dyktowałyby konieczność rozszerzenia lub wzmocnienia represji. W 
myśl takiego scenariusza obecność takich, a nie innych wariantów HI decydowałaby 
o skali globalnej represji w komórce, a tym samym w dużej mierze o globalnym 
profilu transkrypcji. Można by sobie także wyobrazić, że różne rejony chromatyny 
są w różnym stopniu wysycone H I . Wiadomo, że w nukleosomach oprócz głównego 
miejsca wiązania H 1 istnieje jeszcze co najmniej jedno miejsce dodatkowe. Ponieważ 
w chromatynie na jeden nukleosom przypada średnio jedna cząsteczka H I, większe 
stężenie HI w pewnych rejonach musiałoby być zrekompensowane przez jego brak 
w innych. Pomijając mechanizm zapewniający takie zróżnicowanie, miałoby ono 
z pewnością duży wpływ na całkowity obraz transkrypcji. Zupełnie przeciwny pogląd 
zakłada, że obecność HI nie jest poważną przeszkodą dla transkrypcji i regulacja 
na tym poziomie nie odgrywa zasadniczej roli w decydowaniu o globalnej aktywności 
genów. Oczywiście, nie wyklucza to udziału HI w regulacji transkrypcji poje
dynczych genów.

Kwestia jest daleka od rozstrzygnięcia. Brak typowego HI u drożdży (jest to 
kolejna zagadka, która wciąż czeka na wyjaśnienie) uniemożliwia analizę feno- 
typową mutantów z defektem HI, jak to było możliwe w przypadku histonów 
rdzeniowych. Ciekawe wyniki przynoszą publikowane w ciągu ostatnich lat badania 
nad liniami transgenicznymi [13, 14] i całymi transgenicznymi organizmami [11], 
w których dokonano trwałych zmian w składzie lub ilości histonu HI. Na razie 
wyniki tych badań przyjmuje się jako dowód, że H 1 nie jest regulatorem decydującym 
o globalnym profilu transkrypcji. Potwierdzają one natomiast wnioski płynące 
z wielu doświadczeń in vitro [2, 7, 5, 18], że transkrypcja niektórych genów może 
być w wysoce specyficzny sposób regulowana przez HI. Czy HI może mieć jeszcze 
inną, nieznaną dotąd funkcję? Na to pytanie wciąż nie ma odpowiedzi.

Udział struktur chromatynowych w regulacji ekspresji genów analizowany jest 
obecnie najintensywniej w czołowych ośrodkach badań nad transkrypcją, w których 
dawniej nie przywiązywano większej wagi do histonów. Dla nikogo nie ulega dziś 
wątpliwości, że właśnie na poziomie chromatyny rozgrywa się wiele zdarzeń do
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tyczących regulacji transkrypcji, które są istotne dla prawidłowego przebiegu rozwoju 
organizmu i różnicowania komórek.
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UDZIAŁ METYLACH DNA W REGULOWANIU 
TRANSKRYPCJI U EUKARIONTÓW

TH E RO LE OF DN A M ETH Y LA TIO N  IN TH E REGULATION 
OF TRAN SCRIPTIO N  IN EU KARYO TES

JAN FRONK 

Instytut Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego

Streszcznie: W DNA wyższych eukariontów od 5 do 30% reszt cytozynowych ulega metylacji. Metylacja 
cytozyny jest mutagenna i prowadzi do deficytu dinukleotydu CpG. Niezmetylowane wyspy CpG 
towarzyszą genom podstawowego metabolizmu. Poziom zmetylowania wielu genów zmienia się w 
czasie różnicowania organizmu i jest odwrotnie proporcjonalny do ich aktywności transkrypcyjnej. 
Liczne białka oddziałujące z DNA są wrażliwe na jego metylację. Zmetylowanie DNA może wpływać 
na strukturę chromatyny.

Słowa kluczowe: impriting molekularny, 5-metylocytozyna, mutageneza, różnicowanie, wyspy CpG

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

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

WPROWADZENIE

W każdej chwili życia komórki wyrażana jest tylko część informacji genetycznej, 
zapisanej w jej genoforze w tysiącach genów. Dotyczy to zarówno najprostszych 
organizmów jednokomórkowych (prokariontów i niektórych eukariontów), jak i 
poszczególnych komórek organizmów tkankowych. W komórkach samodzielnych 
wybiórcza ekspresja informacji genetycznej jest podstawowym mechanizmem za
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pewniającym dostosowanie metabolizmu do zmieniających się warunków zewnę
trznych. Cały genom komórki jest potencjalnie aktywny, a o transkrypcji poszcze
gólnych genów, lub jej braku, decydują niemal wyłącznie lokalne i krótkotrwałe 
oddziaływania białek regulatorowych z drobnocząsteczkowymi Ugandami i obsza
rami regulatorowymi DNA położonymi w sąsiedztwie danego genu.

W komórkach stanowiących część organizmu sytuacja jest znacznie bardziej 
złożona, bowiem obok konieczności reagowania na chwilowe zmiany parametrów 
otoczenia każda komórka realizuje także długoterminowy program rozwojowy, pod
porządkowany nadrzędnemu celowi, jakim jest wytworzenie złożonego organizmu 
wielokomórkowego. Jak wiadomo, poza nielicznymi wyjątkami (komórki niektórych 
nicieni, układu immunologicznego) różnicowanie komórek organizmów tkankowych 
odbywa się przy zachowaniu niezmienionego w stosunku do zygoty zapisu gene
tycznego. Tak więc muszą istnieć mechanizmy nadrzędne nad zapisem genetycznym, 
powodujące w trakcie rozwoju osobnika selektywne wyłączanie znacznych części 
genomu poszczególnych komórek, przy zachowaniu pozostałej części w postaci 
aktywnej, lub potencjalnie aktywnej. Poznanie takich mechanizmów epigenety- 
cznych jest istotne nie tylko dla zrozumienia wielu podstawowych problemów szeroko 
rozumianej biologii molekularnej i biologii rozwoju, ale także powinno ułatwić 
zapobieganie lub skuteczne leczenie chorób, których podłożem jest "niezgodna z 
planem" ekspresja informacji genetycznej -  chorób nowotworowych i zaburzeń 
rozwojowych.

Epigenetyczne mechanizmy regulatorowe muszą spełniać kilka podstawowych 
warunków, by mogły kierować procesami różnicowania komórek. Po pierwsze, 
wytworzone modyfikacje genoforu muszą być stabilne w czasie życia komórki, 
ale także w trakcie podziałów muszą ulegać powieleniu i wiernemu przekazaniu 
komórkom potomnym. Po wtóre, modyfikacje takie nie mogą być nieodwracalne, 
bowiem pozbawiłoby to procesy rozwojowe jakiejkolwiek plastyczności. Po trzecie 
wreszcie, złożona odpowiedź różnicującej komórki musi być reakcją na stosunkowo 
prosty bodziec; gdyby nie było tego rodzaju narastającej złożoności w ciągu:
bodziec pierwotny O odpowiedź I rzędu O odpowiedź II rzędu O O O .......
wszelkie procesy rozwojowe byłyby niemożliwe.

Dwie cechy genoforu komórek eukariotycznych wyczerpują podane wyżej wy
mogi: sposób upakowania DNA w struktury nukleoproteinowe [1] i metylacja zasad 
w DNA. W dalszej części pracy skoncentruję się tylko na tym drugim zjawisku, 
ale nie należy zapominać, że obie te cechy mogą być, i najprawdopodobniej są, 
w złożony sposób ze sobą powiązane. O powiązaniach tych wspomnę w przedostatnim 
paragrafie artykułu. "Jak metylacja DNA może wpływać na transkrypcję".
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METYLACJA DNA EUKARIONTÓW

Obok czterech podstawowych zasad w DNA eukariontów odnajduje się także 
5-metylocytozynę i w znacznie mniejszych ilościach niekiedy także 6-metyloadeninę. 
Dalej terminu metylacja DNA będę używać tylko dla określenia metylacji cytozyny 
w pozycji 5; *C będzie oznaczać 5-metylocytozynę.

Zmetylowana cytozyna stanowi około 5% całości cytozyny w DNA kręgowców, 
od 6% do około 40% w DNA roślin kwiatowych, natomiast w poszczególnych 
gatunkach pozostałych grup taksonomicznych jej zawartość jest zróżnicowana i 
wynosi od zera do około 5% [2]. Metylacji ulegają głównie cytozyny w palin- 
dromowym układzie 5’CpG3’, u roślin także 5’CpNpG3’ i, w mniejszym stopniu, 
w innych sekwencjach [3]. Enzym dokonujący tej modyfikacji wykazuje znaczny 
konserwatyzm ewolucyjny nie tylko w obrębie eukariontów, ale też jest wyraźnie 
homologiczny z metylotransferazami bakteryjnymi [4,5]. Sugeruje to, że zdolność 
do metylacji DNA była bardzo wczesną ewolucyjnie cechą, którą niektóre gatunki 
utraciły. Donorem grupy metylowej jest S-adenozylometionina. Wszystkie zbadane 
metylotransferazy wykazują bardzo silną aktywność w stosunku do DNA hemi- 

* r  r
metylowanego , co zapewnia podtrzymanie wzoru metylacji DNA po jego

replikacji [6].

METYLACJA DNA JEST MUTAGENNA

Grupa metylowa w pozycji piątej cytozyny zwiększa około dwudziestokrotnie 
łatwość dezaminacji cytozyny z wytworzeniem tyminy [7], w wyniku czego powstaje 
obszar niesparowany w DNA, którego replikacja, o ile nie zostanie poprzedzona
naprawą, prowadzi do utrwalenia mutacji (tranzycji C:G —> T:A):

CpG dezaminacją TpG replikacja TpG CpG
GpC* * GpC*metylacja> ApC GpC*

Istnieje wprawdzie wyspecjalizowany układ naprawczy [8], preferencyjnie wy- 
TpG

cinający T z obszaru * ale jego wydajność nie jest wystarczająca dla za- 
GpC

pobieżenia mutagenezie według opisanego scenariusza. Stwierdzono, że ponad 30% 
mutacji punktowych w chorobach nowotworowych i genetycznych człowieka jest 
wynikiem takich właśnie mutacji [7,9,10].
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WYSPY CpG

*CpG . TpG
Tendencja układu * do mutowania w kierunku r  ma interesującą kon-

GpC ApG
sekwencję ewolucyjną: w genomach organizmów intensywnie metylujących DNA 
(np. ssaków) częstość dinukleotydu 5’CpG3’ jest około pięciokrotnie mniejsza niż 
losowa, a częstości dinukleotydów TpG i CpA są odpowiednio wyższe ([2,11]. 
Co ciekawe, rozmieszczenie stosunkowo nielicznych dinukleotydów CpG nie jest 
przypadkowe: średnio co 100 000 par zasad występują w genomie tzw. wyspy 
CpG [10,12], odcinki o długości około 1000 par zasad, bogate w pary GC (ponad 
50%, przy średniej dla całego genomu ok. 44%), w których zawartość dinukleotydu 
CpG jest zbliżona do losowej (ok. 6-7%). Wyspy CpG bardzo często pokrywają 
się z rejonem końca 5’ genów, zwłaszcza kodujących enzymy podstawowego me
tabolizmu (housekeeping genes). Wyspy CpG charakteryzują się wyjątkowo niskim 
poziomem metylacji, co chociaż częściowo może tłumaczyć fakt ich istnienia -  
po prostu przy braku metylacji nie było presji mutacyjnej prowadzącej do eliminacji 
dinukleotydu CpG. Warto tu jeszcze raz podkreślić, że -  uwzględniając wysoką 
zawartość par GC w wyspach -  częstość występowania w nich dinukleotydu CpG 
nie przekracza losowej.

W pozostałych 99% genomu dinukleotyd CpG występuje stosunkowo regularnie, 
przy czym w większości (60-90%) przypadków zawiera zmetylowaną cytozynę. 
Wynika z tego prosty wniosek: skoro rozproszone dinukleotydy CpG są w dużym 
stopniu zmetylowane (także w linii komórek generatywnych), metylacja cytozyny 
sprzyja jej przekształceniu w tyminę, a mimo to nie nastąpiła w ewolucji eliminacja 
tych dinukleotydów -  oznacza to, że ich istnienie w tych miejscach genomu jest 
konieczne dlapoprawnego funkcjonowania komórki. Liczne obserwacje potwierdzają 
słuszność tego rozumowania.

Setki prac dokumentują korelację stopnia zmetylowania genów, zwłaszcza ich 
regionów 5’, z intensywnością ich transkrypcji [2,13,14]. W ogromnej większości 
przypadków geny nieaktywne transkrypcyjnie są silniej zmetylowane. Należy tu 
podkreślić, że tylko w stosunkowo nielicznych przypadkach szczegółowo śledzono 
kinetykę zmian aktywności transkrypcyjnej i metylacji w trakcie różnicowania; w 
tych przypadkach masowa metylacja DNA następowała najczęściej bezpośrednio 
po ustaniu transkrypcji, natomiast rozpoczęcie transkrypcji genów uprzednio nie
aktywnych było poprzedzane ich demetylacją.

PRAWDOPODOBNE FUNKCJE METYLACJI DNA
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W komórkach samic ssaków nieaktywna kopia chromosomu X jest silnie zme- 
ty lowana, kopia aktywna -  znacznie słabiej [15,16]. Podanie dzielącym się komórkom 
inhibitorów metylacji DNA (np. 5-azacytydyny) prowadzi do demetylacji DNA 
i równoległego uaktywnienia transkrypcji genów normalnie w komórkach tego typu 
nieaktywnych [17,18,19]; uaktywnieniu ulega m.in. uprzednio nieaktywna kopia 
chromosomu X [20]. Podobnie, aktywność transkrypcyjna DNA sztucznie wpro
wadzonego do komórek jest uzależniona od tego, czy wprowadzony DNA był, 
czy nie był, zmetylowany [21-23].

Metylacja DNA leży zapewne u podstaw zjawiska tzw. imprintingu molekularnego 
(molecular imprinting; nie sądzę, by termin ten należało spolszczać, posługując 
się wprowadzonym przez etologów terminem "wpajanie") -  zróżnicowania aktyw
ności transkrypcyjnej matczynych i ojcowskich alleli genów somatycznych [24,25]. 
Zjawisku temu podlega m.in. kilka genów, których mutacje powodują u ludzi poważne 
zaburzenia rozwoju.

Usunięcie genu kodującego metylotransferazę DNA z genomu myszy prowadzi 
do zaburzeń rozwojowych, powodujących w efekcie obumarcie zarodka [26]. Co 
ciekawe, wyizolowane totipotentne komórki wczesnego zarodka w hodowli in vitro 
nie wykazują żadnych widocznych zaburzeń, mimo bardzo niskiego poziomu me
tylacji DNA.

Obniżenie zawartości w pokarmie związków uczestniczących w procesach me
tylacji (witaminy B I2, metioniny, choliny, kwasu foliowego) prowadzi do obniżenia 
ogólnego poziomu metylacji DNA i zmiany wzoru metylacji i jednocześnie znacząco 
zwiększa częstość nowotworów wątroby [27]. W bardzo wielu nowotworach ogólny 
poziom metylacji DNA jest obniżony [9,10], co być może ma związek z pod
wyższonym poziomem transkrypcji wielu onkogenów i ogólnym "odróżnicowaniem" 
komórek. Zgodnie z tymi obserwacjami, substancje hamujące metylację DNA są 
kancerogenami. Szczep myszy, dziedzicznie podatnych na nowotworzenie, wykazuje 
brak metylacji jednego miejsca w onkogenie ras, które u myszy "normalnych" 
jest zmetylowane [28]. W spontanicznych przypadkach glejaka siatkówki (retinob
lastoma) niekiedy nie dochodzi do mutacji w genie Rb (który jest antyonkogenem), 
a tylko do podwyższonej jego metylacji i w konsekwencji do silnego osłabienia 
transkrypcji [29]. Metylacja DNA hamuje zdolność transposonów roślinnych do 
przemieszczania w genomie [30] i rekombinację somatyczną genów immunoglobulin 
[31].

U roślin wprowadzone sztucznie do genoforu odcinki DNA ulegają stopniowej 
metylacji i inaktywacji transkrypcyjnej [18,32]; proces ten zachodzi wydajnie w 
przypadku wprowadzenia kilku kopii obcej sekwencji nukleotydowej lub gdy wy
kazuje ona znaczące podobieństwo do sekwencji własnych komórki. Zjawisko to 
stanowić może poważne utrudnienie przy próbach konstruowania roślin transge- 
nicznych.
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W literaturze powszechny jest obecnie pogląd, że pierwotnym ewolucyjnie za
daniem metylacji DNA była obrona przed transformacją komórek przez obcy DNA 
(pasożytów komórkowych, komórek wchłoniętych w wyniku fagocytozy) [33,34].

JAK METYLACJA DNA MOŻE WPŁYWAĆ 
NA TRANSKRYPCJĘ

Mimo obszernie udokumentowanych związków między aktywnością transkry- 
pcyjną a stopniem zmetylowania odcinka DNA stosunkowo mało wiadomo o me
chanizmach tej zależności. Jeszcze mniej wiadomo o przyczynach, powodujących 
wybiórczą metylację i demetylację poszczególnych reszt cytozyny.

Postulowano trzy główne mechanizmy wpływu metylacji DNA na transkrypcję: 
bezpośrednie blokowanie oddziaływań czynników transkrypcyjnych z DNA, istnienie 
białek preferencyjnie wiążących zmetylowany DNA i uniemożliwiających tym sa
mym wiązanie czynników tranmskrypcyjnych i przyjmowanie przez zmetylowany 
DNA zwartej struktury chromatynowej. Znaleziono dowody doświadczalne na po
parcie każdej z powyższych hipotez.

Metylacja C w rozpoznawanej przez białko cMyc sekwencji CACGTG unie
możliwia jego wiązanie [35]; podobnie, metylacja osłabia wiązanie z DNA wielu 
innych czynników transkrypcyjnych [2,36,37].

Znaleziono szereg białek preferencyjnie wiążących zmetylowany DNA [38-40]. 
Dwa z nich, najlepiej scharakteryzowane, mają bardzo różne wymagania: MCP1 
wiąże odcinki DNA zawierające przynajmniej 12 par dinukleotydów *CpG [41], 
MCP2 do wiązania wystarcza obecność jednej pary *CpG [42]. Związanie MCP1 
z rejonem promotora genu hamuje transkrypcję, przy czym in vivo efekt ten jest 
wypadkową dwóch parametrów: liczby zmetylowanych CpG (a co za tym idzie, 
zapewne także siły związania i być może także liczby cząsteczek MCP1) i siły 
promotora; obecność silnego enhancera może przeważyć i doprowadzić do trans
krypcji słabo zmetylowanego obszaru. Przy dużej gęstości metylacji do transkrypcji 
nie dochodzi.

Warto podkreślić, że oparte na stosunkowo licznych doniesieniach [38,43] do
mniemanie, jakoby histony HI wykazywały znaczną preferencję wiązania zme
tylowanego DNA nie są powszechnie akceptowane [44,45].

Szereg obserwacji i eksperymentów wskazuje na rolę struktury chromatyny w 
regulowaniu transkrypcji przez metylację DNA [1,19,46]. DNA heterochromatyny 
jest znacznie silniej zmetylowany, niż w euchromatynie. W wielu przypadkach 
hamujący efekt metylacji ujawnia się dopiero po utworzeniu chromatyny na DNA. 
Chromatyna tworząca się na zmetylowanym DNA jest znacznie bardziej zwarta,
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niż na DNA niezmetylowanym [21,31], przy czym wpływ metylacji rozciąga się 
także na stosunkowo dużą odległość na przyległe obszary niezmetylowane 
[22,23,47].

Nie należy także lekceważyć następujących, powszechnie znanych faktów: po
szczególne pętle chromatynowe zachowują topologiczną niezależność i wykazują 
silną negatywną superhelikalność, która zwykle jest ustabilizowana w wyniku zwią
zania DNA z rdzeniem nukleosomów, ale niekiedy przejawia się nieskompenso- 
wanym ujemnym naprężeniem torsyjnym; w genomie eukariontów występują 
lokalnie obszary bogate w naprzemiennie ułożone nukleotydy purynowe i piry
midynowe (PuPy)n, m.in (CpG)n; pod wpływem silnych ujemnych naprężeń tor- 
syjnych takie sekwencje mogą przyjmować strukturę Z, co dramatycznie obniża 
naprężenie torsyjne; przejściu DNA ze struktury B w Z sprzyja metylacja cytozyny; 
obniżenie ujemnego naprężenia torsyjnego utrudnia rozplecenie podwójnego heliksu 
DNA, a zatem utrudnia inicjację transkrypcji. W tym kontekście dużego znaczenia 
nabiera obserwacja, że metylacja DNA hamuje aktywność topoizomerazy II i, za
leżnie od położenia zmetylowanej cytozyny, może hamować lub stymulować aktyw
ność topoizomerazy I [48].

Charakter czynników i bodźców decydujących in vivo o metylacji/demetylacji 
poszczególnych zasad pozostaje nieznany. W kilku przypadkach udało się natomiast 
zidentyfikować odcinki DNA, których obecność powoduje specyficzną metylację 
lub demetylację obszarów przyległych [49-52].

Przy obecnym stanie wiedzy wyłaniający się ogólny model udziału metylacji 
DNA w regulowaniu aktywności transkrypcyjnej w różnicujących komórkach przed
stawia się następująco:

Przejścia oznaczone x miałyby charakter zmian wtórnych, stabilizujących obszar 
genoforu w stanie nie sprzyjającym transkrypcji. Model ten nie uwzględnia przypadku 
stosunkowo nielicznych genów, które wykazują wysoką aktywność transkrypcyjną 
w stanie zmetylowanym.

Powyższe rozważania dotyczą fazy rozwoju, w której następuje wzrost spe
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cjalizacji komórek. Jest oczywiste, że w którymś momencie cyklu życiowego musi 
nastąpić "odróżnicowanie" skrajnie wyspecjalizowanych komórek rozrodczych (o 
silnie zmetylowanym genoforze) i wytworzenie totipotentnych komórek wczesnego 
zarodka. Istotnie, taka faza "wymazania" (ang. erasure) z niemal kompletną de- 
metylacją DNA następuje na etapie moruli i utrzymuje się we wczesnej blastuli, 
po czym dochodzi do masowej metylacji, a następnie selektywnej demetylacji genów 
specyficznych tkankowo [10,53]. W późniejszych fazach rozwoju dochodzi do po
nownej metylacji niektórych genów [54].

Omawiane dotychczas wnioski na temat roli metylacji DNA wysnuto na podstawie 
wyników badań komórek ssaków i -  w znacznie mniejszym stopniu -  roślin kwia
towych. Jak zauważył jeden z najbardziej zasłużonych badaczy metylacji DNA, 
Adrian Bird, mimo intensywnej pracy wielu ośrodków postęp w tej dziedzinie 
jest raczej skromny, gdyż tak się złożyło, że najpopularniejsze i najdogodniejsze 
do analiz i manipulacji genetycznych obiekty doświadczalne -  Drosophila sp., Cae- 
norhahditis sp., Saccharomyces sp., (i Dictyostelium sp., [55] dopisek JF) -  mają 
niezmetylowany DNA [56].

METYLACJA DNA U NIŻSZYCH EUKARIONTÓW

Trudno się zatem dziwić, że równolegle z badaniami metylacji DNA u zaawan
sowanych ewolucyjnie organizmów o bardzo dużym genomie, złożonych procesach 
rozwojowych i stosunkowo słabo poznanej genetyce -  ssaków i roślin kwiatowych 
-  prowadzone są poszukiwania prostszych eukariontów, które mogłyby stanowić 
dogodniejszy obiekt do badania tego zjawiska. Przypomnę, że zdolność do me- 
tylowania DNA była zapewne pierwotną cechą charakterystyczną dla wszystkich 
Eukariontów, można zatem przypuszczać, że podstawowe mechanizmy tego procesu 
są wspólne dla wszystkich komórek eukariotycznych, u których nie został on w 
trakcie ewolucji utracony.

Metylację DNA stwierdzono w komórkach nielicznych gatunków należących 
do wielu dużych grup taksonomicznych, m.in. grzybów [57], śluzowców [58-60], 
orzęsków [61,62], owadów [63,64], szkarłupni [65,66], mszaków [67]. W kilku 
przypadkach stwierdzono korelację zmian średniego poziomu zmetylowania całego 
DNA, niekiedy także poszczególnych genów, z procesami różnicowania [62,68]. 
W komórkach podstawczaka Coprinus cinereus metylacja DNA zapewne ucze
stniczy, podobnie jak u roślin kwiatowych, w wyłączaniu transkrypcji powtarzających 
się sekwencji nukleotydowych [69]. Jak dotąd brak dokładniejszych danych do
tyczących regulacji procesu metylacji DNA i sposobów, w jaki mogłaby ona ucze
stniczyć w regulowaniu transkrypcji u tych organizmów, ale można mieć nadzieję,
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że dalsze ich badania ułatwią zrozumienie roli metylacji DNA także w procesach 
różnicowania bliższych nam ze względów praktycznych ssaków i roślin kwiatowych.
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XENOPUS LAEVIS JAKO MODEL 
DO FUNKCJONALNYCH BADAŃ REGULACJI 

TRANSKRYPCJI

XE N O P U S LAEVIS  AS A M O D EL FO R FU N CTIO N A L STUDIES 
O F TR A N SCRIPTIO N  REG U LA TIO N

MONIKA PUZI ANO W S KA-KUŹNICKA

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

Streszczenie: U podstawy procesów biologicznych zachodzących w żywym organizmie leżą zmiany na 
poziomie molekularnym. Wielkim zainteresowaniem cieszy się badanie regulacji transkrypcji genów. 
Jednym z popularnych zwierząt doświadczalnych, stosowanym do badań regulacji transkrypcji jest żaba 
Xenopus laevis. Do badań wykorzystuje się różne etapy rozwojowe tego zwierzęcia. Oocyty używane 
są do produkcji rekombinowanych czynników transkrypcyjnych (jak również ich mutantów), do badań 
wpływu chromatyny, modyfikacji DNA oraz działania czynników zewnętrznych (takich jak temperatura, 
hormony) na transkrypcję, do badania zjawiska "maskowania" RN A. Iniekcje doembrionalne dostarczają 
informacji na temat regulacji translacji mRNA pochodzenia matczynego i zygotycznego, zmian w 
składzie chromatyny zachodzących podczas wczesnych etapów rozwoju organizmu oraz na temat 
biologicznej funkcji badanych czynników transkrypcyjnych. Nowo opracowany system doświadczalny 
-  żaby transgeniczne -  może służyć jako bardzo dokładnie kontrolowany system do badań czynników 
transkrypcyjnych i promotorów. Liczne opisane wyżej zastosowania, w połączeniu z łatwością hodowli 
Xenopus laevis powodują, że zwierzę to ponownie staje się coraz bardziej popularnym modelem do badań 
regulacji transkrypcji in vivo.

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

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

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

WSTĘP

Procesy biologiczne, obserwowane w żyjącym organizmie są wynikiem zmian 
zachodzących na poziomie supramolekulamym. Ostateczny efekt biologiczny po
wstaje na skutek złożonego procesu regulacji na poziomie transkrypcji, dojrzewania 
mRNA (dołączanie sekwencji poli-A, różnicowe wycinanie intronów), transportu 
mRNA z jądra do cytoplazmy, "maskowania" mRNA w cytoplazmie, oporności 
mRNA na trawienie enzymatyczne, translacji i potranslacyjnych modyfikacji białek. 
Transkrypcja na poziomie podstawowym może być aktywowana lub hamowana. 
Dany gen może ulegać ekspresji przez cały czas lub tylko na pewnym etapie życia 
osobniczego, we wszystkich komórkach organizmu lub jedynie w określonej grupie 
komórek, tkance lub narządzie. Ponadto zmianę ekspresji genu mogą wywoływać 
czynniki wewnętrzne lub zewnętrzne. W procesie regulacji transkrypcji biorą udział 
białka zwane czynnikami transkrypcyjnymi (mogą to być czynniki powszechnie 
występujące jak i specyficzne, np. tkankowo) oraz niebiałkowe cząsteczki.

Badania regulacji transkrypcji przeprowadzane są w systemach in vitro i in vivo, 
przy czym ten ostatni jest bardziej zbliżony do stanu fizjologicznego. Celem po
niższego opracowania jest przedstawienie doskonałego modelu zwierzęcego, słu
żącego do badań czynników transkrypcyjnych i regulacji transkrypcji, jakim jest 
żaba Xenopus laevis. Do badań wykorzystuje się różne, opisane poniżej etapy roz
wojowe tego zwierzęcia.

OOCYTY

Dojrzałe oocyty Xenopus laevis (rys. 1) uzyskuje się poprzez operacyjne wycięcie 
części lub całości jajnika z jamy brzusznej dorosłej samicy. Oocyty pokryte są 
warstwą komórek folikulamych, które usuwa się poprzez inkubację w roztworze 
kolagenazy (mg/ml). Tak przygotowane oocyty gotowe są do iniekcji, choć zaleca 
się odczekanie przynajmniej trzech godzin przed rozpoczęciem doświadczenia.
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Utrzymanie oocytów przy życiu nie 
wymaga specjalistycznego sprzętu: 
przechowuje się je w buforze zawie
rającym mieszaninę antybiotyków (np. 
penicylinę ze streptomycyną) najczę
ściej w temperaturze 18°C lub w tem
peraturze pokojowej. Olbrzymią zaletą 
oocytów w porównaniu z innymi sy
stemami badawczymi in vivo, np. ho
dowlami komórkowymi, jest ich wiel
kość: mają one około 1 mm średnicy, 
a samo jądro komórkowe mierzy około 
0,2 mm. Jądra oocytów mogą być rę
cznie wyjmowane z wnętrza komórki. 
Ilość poszczególnych czynników trans
krypcyjnych uzyskanych z jednego oo- 
cytu przekracza co najmniej stokrotnie 
ilość tychże czynników uzyskiwanych 
z jednej hodowanej komórki hodowanej 
in vitro. Efektywność pojedynczej mi- 
kroiniekcji mRNA lub DNA przekracza 
znacznie efektywność transfekcji ho
dowli komórkowych.

W celu wyprodukowania dużej ilości czynników transkrypcyjnych, do cytoplazmy 
zdrowych oocytów wstrzykuje się mRNA zsyntetyzowany in vitro. Oocyty mają 
bardzo wydajny aparat translacyjny: wstrzyknięty mRNA (w zależności od potrzeb 
od 100 pg do 50 ng/oocyt) ulega szybkiej translacji, a ilość nowo wyprodukowanego 
białka osiąga plateau już po 6 godzinach. Oocyt jest olbrzymią komórką euka
riotyczną: białka w nim wytworzone ulegają prawidłowym modyfikacjom, stają 
się więc białkami funkcjonalnie czynnymi. Ekstrakt białkowy zawierający wypro
dukowane białko może być użyty do badań interakcji białek z kwasami nukleinowymi 
(testy opóźnienia migracji w żelu "gel mobility shifts”, 'footprinting"), do badań 
interakcji białek z innymi białkami (ko-immunoprecypitacja), mechanizmów re
gulacji transkrypcji przez dany czynnik tran skry pcyjny (rys. 2) lub do badań regulacji 
transkrypcji z danego promotora. Aby wykonać dwa ostatnie rodzaje doświadczeń, 
z reguły potrzebna jest podwójna iniekcja (rys. 2). Najczęściej jako pierwsze wstrzy
kuje się do cytoplazmy mRNA kodujący dany czynnik transkrypcyjny. Białka wy
tw orzone na m atrycy tego mRNA, jako białka jądrow e, m ają sekwencje 
odpowiedzialne za ich transport do jądra komórkowego. Przy pomocy drugiej iniekcji 
do jądra wprowadza się gen reporterowy (lub DNA zawierający badany promotor). 
Po kilku-kilkunasto-godzinnej inkubacji, ze zdrowych oocytów izoluje się całkowity

Rys. 1. Dojrzałe oocyty Xenopus laevis 
(etap rozwojowy 6)
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Iniekcja mRNA do 
cytoplazmy

Miejsce startu 
transkrypcji

Wyznakowane 
cDNA o znanej 
długości

|  Odwrotna transkrypcja 

-----------------------  RNA*
Znakowany
specyficzny
antysensowny
starter

Iniekcja wektora 
reporterowego 
do jądra oocytu

Próby
kontrolne

Próby
badane

Rys. 2. Schemat przedstawiający badanie regulacji transkrypcji in vivo przez rekombinowane 
czynniki transkrypcyjne, z wykorzystaniem systemu oocytamego Xenopus laevis
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RNA, w którym znajduje się również transkrypt z wprowadzanego genu repor- 
terowego. Dla uwidocznienia jedynie tego specyficznego RNA, dokonuje się od
wrotnej transkrypcji z wykorzystaniem znakowanego startera, specyficznego jedynie 
dla tego RNA. Produkt reakcji zawierający znakowany, specyficzny, jednoniciowy 
cDNA rozdzielany jest na żelu sekwencyjnym, a intensywność prążków kontrolnych 
i badanych mierzona jest przy pomocy densytometru [9].

Zakres przydatności systemu oocytamego powiększa się znacznie, jeśli badaniom 
poddaje się mutanty delecyjne lub punktowe [10] danego czynnika transkrypcyjnego 
(poszukiwanie domen lub poszczególnych aminokwasów odpowiedzialnych za 
szczególne funkcje, np. za wiązanie DNA, aktywację transkrypcji, wiązanie ligandu 
itd.). Mutanty punktowe i delecyjne danego promotora pozwalają z kolei na iden-

Replikacja DNA 
organizacja 
w chromatynę

2 godziny

Zahamowanie transkrypcji 
podstawowej wektora 

reporterowego

Organizacja 
w chromatynę

5-6 godzin

Kys. 3. scnemat przedstawiający proces strukturalnej organizacji wstrzykniętego do oocytu Xenopus 
laevis reporterowego DNA; wydajność i szybkość tego procesu zależy od tego, czy wstrzyknięto DNA

jedno- czy dwuniciowy

Czynna transkrypcja 
podstawowa wektora 

reporterowego
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tyfikację sekwencji, z którymi wiążą się poszczególne czynniki transkrypcyjne, 
oraz fragmentów promotora koniecznych do aktywacji i hamowania transkrypcji.

System oocytamy wykorzystywany jest również do badań wpływu chromatyny 
na transkrypcję. Reporterowy DNA pozbawiony jakichkolwiek białek, a wstrzyk
nięty do jądra oocytu ulega organizacji w chromatynę. Wydajność tego procesu 
zależy od tego, czy wstrzyknięto DNA jedno- czy dwuniciowy [1] (rys. 3). Dwu- 
niciowy DNA ulega organizacji w chromatynę powoli i niewydajnie, co umożliwia 
czynnikom transkrypcyjnym dostęp do promotora. Efektem tego jest wysoki poziom 
transkrypcji podstawowej. Tak więc DNA dwuniciowy powinien być używany do 
badań hamowania transkrypcji (łatwa do zaobserwowania różnica pomiędzy wysokim 
poziomem transkrypcji podstawowej a stanem zahamowania transkrypcji). Przy
kładem może być badanie hamowania transkrypcji genu zawierającego TRE, se
kwencję, z którą wiąże się heterodimer receptora hormonu tarczycy i receptora 
X kwasu retinowego (TR/RXR) [15]. Heterodimer ten wiąże się z DNA nawet 
w nieobecności hormonu tarczycy. Struktura receptora hormonu tarczycy w takiej 
sytuacji pozwala na dołączenie się czynników supresorowych, takich jak SMRT 
[2] lub N-CoR [4], i w efekcie zahamowanie transkrypcji [3] genu docelowego.

Replikacja DNA (synteza komplementarnej nici) znakomicie przyśpiesza i zwię
ksza wydajność organizacji w chromatynę [1]. W efekcie transkrypcja podstawowa 
z wprowadzonego promotora ulega zahamowaniu. Użycie jednoniciowego DNA 
reporterowego jest więc zalecane do badań aktywacji transkrypcji pod wpływem 
danego czynnika (różnica pomiędzy niskim poziomem transkrypcji podstawowej 
a stanem akty wacji jest znacznie łatwiejsza do zauważenia i zmierzenia). Przykładem 
może być ponownie heterodimer TR/RXR. Dołączenie się cząsteczki hormonu tar
czycy do TR zmienia jego strukturę przestrzenną [6,14], co powoduje uwolnienie 
czynników supresorowych i dołączenie się czynników aktywujących transkrypcję. 
W efekcie zahamowana transkrypcja genu docelowego nie tylko powraca do stanu 
podstawowego, ale ulega dalszej aktywacji ponad poziom podstawowy.

ZARODKI ŻABY
Zarodki Xenopus laevis, powszechnie wykorzystywane do badań mechanizmów 

wczesnej embriogenezy, stanowią również idealny model do badań funkcji in vivo 
wielu białek, w tym czynników transkrypcyjnych. Owulacja u samicy Xenopus 
laevis indukowana jest poprzez podskórne podanie 300-500 jednostek ludzkiej 
gonadotropiny 12-16 godzin przed rozpoczęciem doświadczenia. Jaja uzyskuje się 
przez "wyciśnięcie" ich z ciała samicy (która po 1-2 miesiącach "odpoczynku" 
może być ponownie użyta do badań), po czym natychmiast zapładnia się je spermą 
uzyskaną ze zmacerowanych jąder. mRNA lub/i DNA wstrzykuje się do zarodka 
w momencie pojawienia się pierwszej bruzdy podziałowej (rys. 4), najlepiej do 
obydwu przyszłych komórek. Ilość mRNA nie powinna przekroczyć 1 ng (większe
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ilości są toksyczne dla zarodka, który 
z reguły nie przeżywa etapu gastrulacji).
Wadą tego modelu, głównie w bada
niach fenotypowych, jest mozaikowa 
ekspresja białka (po iniekcjach mRNA 
i DNA), jak również krótki okres eks
presji (do 48 godzin po iniekcjach mR
NA). Z drugiej strony okres ten jest z 
reguły wystarczający do wykonania 
większości doświadczeń. Białka wy
tworzone w zarodkach mogą być wyko- 
rzy s ty w a n e  do tak ich  sam ych 
doświadczeń, jakie uprzednio opisano 
w rozdziale o oocytach.

Dodatkową zaletą tego modelu jest 
możliwość śledzenia wpływu badanych 
czynników transkrypcyjnych na akty
wację genów endogennych [11], np. ba
danie wpływu heterodimerów receptora
hormonu tarczycy z receptorem X kwa-

/1Trr» i  ̂ • Rys. 4. Zarodki albinosa Xenopus laevis podczas
su retinowego (TR/RXR) na aktywację pierwszego podziału komórkowego
genów znanych jako geny regulowane 
przez hormon tarczycy, takich jak gen
stromielizyny-3 [8], hedgehog [13], NFI [9]. Ponadto, prawidłowy rozwój embrio
nalny może być zaburzony poprzez ekspresję danego białka. Ciągła obserwacja 
zarodka rozwijającego się poza organizmem matki, umożliwia ocenę, jakie struktury 
anatomiczne rozwijają się nieprawidłowo (rys. 5). Pochodzenie poszczególnych 
tkanek i narządów z określonych komórek wczesnego zarodka Xenopus laevis jest 
dokładnie znane, co umożliwia dodatkowe zawężenie zakresu działania wyinduko- 
wanego czynnika poprzez iniekcję kodującego go mRNA (lub DNA) do jednej 
z komórek powstałej po kilku podziałach.

Dodatkowe informacje o zmianach aktywacji genów endogennych, miejsca i 
zakresu ich ekspresji pod wpływem wy indukowanego czynnika transkrypcyjnego 
uzyskuje się wykonując badania immunohistochemiczne i hybrydyzację in situ.

ŻABY TRANSGENICZNE

Niedoskonałość iniekcji mRNA lub DNA do zarodków (krótka i mozaikowa 
ekspresja) stała się przyczyną poszukiwań lepszego systemu, którego ostatecznym 
celem było osiągnięcie stabilnej ekspresji danego genu/białka w określonej tkance/ 
narządzie. System taki do badań na ssakach znany był i udoskonalany od wielu
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lat. W efekcie -  tworzenie myszy 
transgenicznych zarówno mających 
dodatkow e kopie danego genu 
("transgenic mouse"), jak i pozba
wionych danego genu ("knock-out") 
stało się powszechną metodą badań 
funkcji genów i białek.

Xenopus laevis ma jednak nieza
przeczalną przewagę nad modelem 
mysim: cały rozwój embrionalny, aż 
do osiągnięcia postaci dorosłej, od
bywa się się poza organizmem mat
ki. P onad to , w czesny zarodek  
Xenopus laevis jest wielokrotnie 
większy niż zarodek mysi i można 
go obserwować nawet gołym okiem. 
Cechy te umożliwiają ciągłą obser
wację rozwijającego się zarodka bez 
konieczności zabijania zarówno je
go, jak i matki, jeśli konieczne jest 
zbadanie wczesnych faz rozwojo
wych [7]. Dotychczas nie udało się 
uzyskać żaby transgenicznej "knock
out", głównie dlatego, że Xenopus 
laevis jest organizmem pseudotetra- 
ploidalnym.

Transgenizacja żab również oka
zała się zadaniem trudnym. Pierwsza 
praca, w której opisano technikę wy-

Rys. 5. Trzydniowe zarodki Xenopus laevis: A 
-  zarodki kontrolne; B -  zarodki nastrzyknięte 
mRNA receptora hormonu tarczycy TRa i kwa
su retinowego RXRa, przetrzymywane w bufo
rze bez hormonu; zgodnie z proponowanym 
mechanizmem działania TR zmiany fenotypowe 
spowodowane są zahamowaniem trans- krypcji 
podstawowej genów regulowanych przez hor
mon tarczycy; C -  zarodki jak w B, przetrzymy
wane w obecności 100 nM hormonu tarczycy 
(T3); prawie wszystkie zarodki umierają przed 
ukończeniem 3 dnia życia, pojedyncze przeży
wają do 5 dni; obserwowany fenotyp powstaje 
na skutek aktywacji genów regulowanych 

przez hormon tarczycy
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Jądra komórek spermy 
Xenopus laevis

Ekstrakt białkowy 
jaj Xenopus laevis

Badany DNA

Enzym restrykcyjny 
1-2 jednostki

Inkubacja w temperaturze 
pokojowej

Obrzmienie jądra, 
dekondensacja chromatyny, 

włączenie egzogennego DNA 
do DNA genomowego

Przeszczepienie jądra komórek spermy 
do jaja Xenopus laevis

Brak podziałów jądra Prawidłowy podział Mnogie lub nieprawidłowe
(brak jądra) (1 jądro) podziały (mnogie jądra)
Rys. 6. Schemat doświadczenia prowadzącego do wytworzenia transgenicznego zarodka

Xenopus laevis
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twarzania żab transgenicznych, opublikowana została dopiero w 1994 roku [5]. 
W metodzie tej jądra komórek hodowli tkankowych Xenopus laevis, które uległy 
transfekcji danym genem, wykorzystano do zapłodnienia dojrzałego jaja (metodą 
mikroiniekcji). Odkrywcy tej metody poszli dalej, opracowując metodę mikroiniekcji 
jądra komórki spermy do jaja. W nowej metodzie wykorzystuje się materiał ge
netyczny męskiej komórki rozrodczej, co jest bardziej "fizjologiczne" (rys. 6). Eg
zogenny DNA, który ma być włączony do genomu, składa się z promotora i DNA 
kodującego białko. Celem doświadczenia może być zarówno badanie funkcji białka, 
które jest "skierowane" przez odpowiedni promotor albo do wszystkich komórek 
organizmu (np. promotor CMV), albo do wybranych komórek przy pomocy spe
cyficznego promotora (np. promotora jelitowego białka wiążącego kwasy tłusz
czowe [12], którego ekspresję obserwuje się jedynie w nabłonku jelitowym), jak 
i badanie danego promotora, który wówczas przyłącza się do genu reporterowego, 
np. GFP ("green fluorescent protein") lub B-galaktozydazy. Końce liniowego, dwu- 
niciowego DNA trawione są enzymem restrykcyjnym, pozostawiającym lepkie końce 
5’. Jądra komórek spermy inkubuje się z ekstraktem białkowym z jaj Xenopus 
laevis, co doprowadza do ich obrzęku i dekondensacji chromatyny. Do mieszaniny 
tej dodaje się oczyszczony egzogenny DNA i 1-2 jednostki enzymu restrykcyjnego, 
użytego uprzednio do przygotowania końców DNA. DNA genomowy trawiony 
jest przez enzym i w miejsce to włącza się DNA egzogenny. Następnie jądro komórki 
spermy w drodze mikroiniekcji przenoszone jest do komórki jajowej. Jeśli nie ob
serwuje się podziałów komórkowych, jajo nie otrzymało męskiego przedjądrza lub 
było ono bardzo uszkodzone. Prawidłowy podział na dwie komórki oznacza, że 
jajo zapłodnione zostało jednym przedjądrzem, natomiast mnogie lub nieprawidłowe 
podziały oznaczają, że do jaja przeszczepiono więcej niż jedno przedjądrze. Metoda 
ta umożliwia wyprodukowanie od kilkudziesięciu do kilkuset zarodków transge
nicznych podczas jednego doświadczenia.

Żaby transgeniczne będą stanowić coraz bardziej popularny model do funkcjo
nalnych badań różnych białek, m.in. czynników transkrypcyjnych, jak i regulacji 
i specyficzności danych promotorów. Przykładem są prowadzone aktualnie prace 
z wykorzystaniem dominującego-negatywnego mutanta receptora hormonu tarczycy 
TRB. Mutant ten wiąże się z TRE w elementach regulatorowych genów docelowych, 
jednak dodanie hormonu tarczycy nie powoduje oczekiwanej aktywacji tych genów. 
Wśród wielu genów regulowanych przez hormon tarczycy i jego receptory znajduje 
się również sam gen TR (który w związku z tym podlega autoregulacji). W trakcie 
metamorfozy postaci larwalnej (kijanki) w postać dorosłą, geny docelowe hormonu 
tarczycy powinny ulec dramatycznej aktywacji. Nieaktywny dominujący-negatywny 
mutant teoretycznie powinien uniemożliwić tę aktywację, a w efekcie uniemożliwić 
proces metamorfozy. Powyższe doświadczenie jest przykładem, w jaki sposób ba
dania fenotypowe mogą potwierdzić opracowany in vitro model działania danego
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czynnika transkrypcyjnego. Pozwalają one również stwierdzić, jaka jest fizjologiczna 
rola danego czynnika.

PODSUMOWANIE

Dla zrozumienia procesów biologicznych zachodzących w żywym organizmie 
eukariotycznym konieczne jest poznanie przyczyn tych procesów, czyli zmian za
chodzących na poziomie molekularnym. W tym celu wciąż poszukuje się systemów 
doświadczalnych, stosunkowo łatwo kontrolowanych i łatwych do manipulacji.

W powyższym opracowaniu przedstawiono zastosowania i liczne zalety modelu 
zwierzęcego Xenopus laevis, służącego między innymi do badań czynników trans- 
krypcyjnych i procesów regulujących transkrypcję w systemie in vivo. Dodatkową 
wartość modelu stanowi łatwość hodowli zwierząt znajdujących się na każdym 
etapie rozwoju, wielkość oocytów i zarodka, łatwość manipulacji (np. mikroiniekcji) 
i możliwość ciągłej obserwacji nawet bez użycia mikroskopu. Cechy te, jak również 
nowo wprowadzane zastosowania (m. in. żaby transgeniczne) powodują, że choć 
organizm Xenopus laevis jest wykorzystywany od wielu lat, jego popularność 
jako modelu do badań różnych aspektów transkrypcji nadal rośnie.
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MECHANIZMY KOMÓRKOWO-SPECYFICZNEJ 
EKSPRESJI GENÓW -  BADANIA ODCINKÓW 

PROMOTOROWYCH*

M ECH A N ISM S OF CELL-SPECIFIC G EN E EX PRESSIO N  
PRO M O TO R STUDIES

JACEK KUŹNICKI, WIESŁAWA LEŚNIAK 

Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa

Streszczenie: Pytanie, w jaki sposób komórka eukariotyczna może dać początek organizmowi zbudowa
nemu z wielu wyspecjalizowanych tkanek i komórek, z których większość ma podobną informację 
genetyczną, ale wykorzystuje ją wysoce selektywnie wywołując ekspresję tylko niektórych genów, 
stanowi centralny problem współczesnej biologii. W artykule niniejszym omówiono niektóre aspekty 
regulacji ekspresji genów na poziomie transkrypcji, zarówno czynniki konieczne dla transkrypcji 
podstawowej, jak i mechanizmy, dzięki którym poziom transkrypcji może być modulowany w odpowie
dzi na sygnał zewnętrzny lub zmiany w organizmie wywołane dojrzewaniem, starzeniem się czy też 
chorobą. Zaprezentowano techniki doświadczalne umożliwiające wykazanie interakcji pomiędzy DNA 
i białkowymi czynnikami wpływającymi na proces transkrypcji, określenie miejsca tej interakcji i jej 
wpływu na poziom transkrypcji. Poznane dotychczas mechanizmy regulacji ekspresji genów omówiono 
na przykładzie immunoglobulin, globin i kalbindyny-D9k. Przedstawiono również wyniki własne 
dotyczące komórkowo-specyficznej ekspresji genów białek wiążących wapń: kalcykliny i kalretininy.

Słowa kluczowe: transkrypcja, promotor, czynniki transkrypcyjne, komórkowo specyficzna ekspresja 
genów, kalbindyna-D9k, kalcyklina, kalretinina.

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

*Praca została napisana i część wyników wykonana dzięki dofinansowaniu z grantu KBN 6P 04A  
01211
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detect the interaction between DNA and protein factors affecting transcription, to map the site of the 
interaction and evaluate its effect on the transcription rate have been presented. Possible mechanisms 
involved in the regulation of the expression of immunoglobulin, globin and calbindin-D9k genes have 
been described. The results from the authors’ laboratory concerning the cell-specific expression of genes 
of two calcium binding proteins: calcyclin and calretinin are also presented.

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

PODSTAWY REGULACJI EKSPRESJI GENÓW

W latach sześćdziesiątych François Jacob i Jacques Monod przeprowadzili kluczo
we doświadczenia, dzięki którym stało się możliwe poznanie regulacji genów u 
Prokaryota. Od tego czasu badania tego typu były kontynuowane przez wielu badaczy 
i zostały rozszerzone na geny organizmów eukariotycznych. Istnieje wiele podo
bieństw między mechanizmami regulacji ekspresji genów u Prokaryota i Eukaryota, 
u tych ostatnich są one jednak znacznie bardziej skomplikowane. Dość przypomnieć, 
że z pojedynczej komórki zawierającej określony zestaw genów powstaje w procesie 
rozwoju wielokomórkowy organizm zbudowany ze zróżnicowanych tkanek i komó
rek. Co determinuje aktywację tych, a nie innych genów w różnicujących się komór
kach? Jakie mechanizmy decydują o aktywności genów w odpowiedzi na zmiany w 
środowisku, zmiany w wyniku dojrzewania i starzenia się, zmiany chorobowe? Jakie 
mechanizmy wyłączają aktywne wcześniej geny? Odpowiedzi na te pytania są głów
nym problemem biologii molekularnej Eukaryota [24, 31], a zrozumienie mechaniz
mów, dzięki którym specyficzne geny stają się aktywne w odpowiednim czasie i w 
odpowiednim miejscu w organizmie, jest nie tylko problemem o znaczeniu poznaw
czym, ale również o ogromnym potencjale zastosowań praktycznych.

POZIOMY REGULACJI EKSPRESJI GENÓW

Geny eukariotyczne poddane są regulacji na większej liczbie poziomów niż geny 
bakteryjne. Głównym mechanizmem regulacji ekspresji genów jest proces transkryp
cji w jądrze komórkowym [6]. Regulacja ekspresji genów na poziomie transkrypcji 
dokonuje się najczęściej na poziomie inicjacji transkrypcji, rzadziej dotyczy zmiany 
miejsca startu lub zakończenia transkrypcji. Dodatkowe poziomy regulacji ekspresji 
genów to: obróbka RNA w jądrze (dodawanie czapeczki lub sekwencji poliA), a także 
różnicowe wycinanie intronów i łączenie eksonów z utworzeniem dojrzałego mRNA 
(ang. splicing), transport mRNA z jądra do cytoplazmy, stabilizacja mRNA w cyto- 
plazmie i poziom translacji w cytoplazmie. Powstanie białka jest więc ukoronowa
niem  w ieloetapow ego procesu, a jego  ilość wynikiem  skom plikowanej i
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wielopoziomowej regulacji na poszczególnych etapach jego tworzenia. Efekt końco
wy ekspresji genu, czyli funkcjonalne białko jest osiągnięty dopiero po, często 
koniecznej dla osiągnięcia pełnej aktywności, modyfikacji potranslacyjnej. Jest to 
następny proces potencjalnie podlegający regulacji. Szybkość transportu białka do 
miejsca działania i szybkość jego rozkładu to procesy, które mogą również podlegać 
regulacji, tak więc ostateczny dla organizmu efekt ekspresji genów może być jeszcze 
kilkakrotnie modyfikowany po zakończeniu translacji. Pokazuje to, jak skompliko
waną maszynerię stanowią mechanizmy regulacyjne, określające fenotyp poszczegól
nych komórek Eukaryota.

ELEMENTY REGULACJI TRANSKRYPCJI

W komórkach eukariotycznych w transkrypcji uczestniczą kompleksy trzech po- 
limeraz RNA. RNA-polimeraza I prowadzi zasadniczo transkrypcję rybosomalnego 
RNA, RNA-polimeraza II -  genów kodujących białka, a RNA-polimeraza III -  
genów tRNA. Podstawowy kompleks RNA-polimerazy II składa się z wielojedno- 
stkowej polimerazy oraz dodatkowych składników (czynników transkrypcyjnych), m. 
in. TBP (białka wiążącego TATA-box) oraz TFIIB. Kompleks RNA-polimerazy II 
wiąże się z odpowiednimi sekwencjami DNA rejonu promotora znajdującego się 
blisko miejsca inicjacji transkrypcji (a ta poprzedza rejon kodujący białko). Promoto
rem nazywamy odcinek DNA zlokalizowany najczęściej powyżej startu transkrypcji. 
Typowy promotor zawiera rejon bogaty w zasady A-T, zwany TATA-box (będący 
miejscem związania kompleksu polimerazy) i jeden lub wiele elementów zwanych 
ogólnie UPE (ang. upstreampromotor elements) zbudowanych z kilku/kilkunastu par 
zasad, które mogą zmieniać poziom transkrypcji (rys. 1). Przykładem UPE jest tzw. 
CCAAT-box, występujący w wielu promotorach. Nie wszystkie promotory mają 
TATA-box [24].

Elementy regulujące transkrypcję (ang. response elements) mogą zwiększać 
aktywność transkrypcyjną i są wówczas określane jako sekwencje aktywatora lub 
wzmacniacza (ang. enhancer) [26]. Sekwencje te znajdują się w różnych odległo
ściach od miejsca inicjacji transkrypcji i mogą działać w obu orientacjach. Nie 
wszystkie wzmacniacze podlegają regulacji. Te, które są regulowane, można podzielić 
na dwie kategorie: takie, które reagują na zmiany środowiska, tzw. wzmacniacze 
indukowalne (reagujące na szok cieplny, ekspozycję wobec metali ciężkich, infekcje 
wirusowe, czynniki wzrostowe czy steroidy) [24] i tzw. wzmacniacze czasowe lub 
tkankowo-specyficzne, które są aktywne tylko w określonym czasie w trakcie rozwoju 
lub tylko w określonych tkankach.

Inne elementy genu mogą działać hamująco na transkrypcję i wtedy są często 
określane jako elementy represorowe lub wyciszające (ang. silencer) [15]. Aktywność 
transkrypcyjna w danych wamnkach jest więc efektem obecności pozytywnych i
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Rys. 1. Schemat podstawowego kompleksu polimerazy RNA oraz czynników transkrypcyjnych 
związanych z sekwencjami wzmacniacza w odcinku promotorowym genu

negatywnych elementów promotorowych i jest regulowana przez specyficzne czyn
niki transkrypcyjne, czyli białka wiążące się z regulatorowymi sekwencjami DNA. 
Białka te mogą działać pojedynczo, częściej jednak działają w kombinacji z innymi, 
modyfikując podstawową aktywność transkrypcyjną [14, 25]. Większość czynników 
regulujących transkrypcję nie działa na zasadzie całkowitego włączenia albo całko
witego wyłączenia (represji) genu. Maksymalna lub całkowicie zahamowana trans
krypcja (lub aktywność pośrednia) jest efektem skoordynowanej interakcji czynników 
transkrypcyjnych działających między sobą synergistycznie lub antagonistycznie w 
zależności od ich względnego stężenia, regulacyjnych modyfikacji (np. fosforylacji) 
i fizycznego połączenia z DNA. Aczkolwiek aktywacja genu czasami wymaga 
syntezy nowego białka, najczęściej następuje ona na skutek modyfikacji już istnieją
cych czynników transkrypcyjnych. Modyfikacja taka może zwiększyć powinowactwo 
czynnika wobec DNA lub może zmienić konformację czynnika, który już jest zwią
zany z elementem regulatorowym i w ten sposób zmienić powinowactwo tego białka 
wobec innych białek regulatorowych.

Czynniki transkrypcyjne mogą działać dopiero wtedy, gdy chromatyna jest gotowa 
do transkrypcji (ang. primed). Polega to na "rozkręceniu" chromatyny regulowanym 
prawdopodobnie przez tzw. LCR, lokalne regiony kontrolne (ang. locus control 
regions) i wiążące się z nimi czynniki białkowe, co zapoczątkowuje reorganizację 
chromatyny i często demetylację DNA w części promotorowej [1, 4, 7, 28]. Chociaż 
"priming" chromatyny musi poprzedzać aktywację transkrypcji, to jednak nie musi 
poprzedzać pojawienia się tkankowo-specyficznych czynników transkrypcyjnych. 
Czynniki te mogą dawać sygnał do zmiany organizacji chromatyny [7, 27]. Ponadto, 
np. do demetylacji odpowiedniego rejonu promotora immunoglobulin potrzebny jest 
specyficzny wzmacniacz. Świadczy to, że tkankowo-specyficzne elementy regulato
rowe DNA i białka z nimi oddziałujące odgrywają również rolę w regulowaniu 
modyfikacji DNA [23].
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PODSTAWOWE METODY BADANIA REGULACJI 
EKSPRESJI GENÓW

Rozwój badań nad regulacją ekspresji genów stał się możliwy dzięki doskonaleniu 
technik doświadczalnych. Obecnie dysponujemy całą gamą technik badawczych 
dostarczających informacji zarówno o molekularnych, jak i funkcjonalnych aspektach 
interakcji pomiędzy DNA i białkami regulatorowymi w warunkach in vivo, jak też in
vitro.

Najprostszym testem pozwalającym stwierdzić istnienie oddziaływania pomiędzy 
interesującym nas odcinkiem promotorowego DNA a białkowymi czynnikami, które 
mogą brać udział w regulacji ekspresji, jest test opóźnienia migracji DNA w żelu 
(ang. gel mobility shift assay). W metodzie tej wykorzystuje się różnice szybkości 
poruszania się kompleksu DNA-białko i niezwiązanego DNA w żelu natywnym . 
Jeżeli fragment DNA wyznakowany bądź radioaktywnie, bądź przy użyciu innych 
znaczników, a następnie inkubowany z białkiem utworzy z nim kompleks, to po 
rozdziale na żelu autoradiogram (lub inna metoda detekcji) wykaże obecność wolne
go DNA (sondy) oraz poruszającego się wolniej prążka odpowiadającego komplekso
wi D N A -białko (rys. 2). Jako frakcji białkowej używać można zarówno 
oczyszczonych białek, jak i ekstraktów jądrowych lub komórkowych. Wszelkie 
niespecyficzne oddziaływania są eliminowane poprzez dodanie do mieszaniny inku- 
bacyjnej nadmiaru niespecyficznego DNA, najczęściej polimem dldC lub dAdT. 
Powstający kompleks jest wynikiem specyficznego oddziaływania białka z rozpozna
waną przez to białko sekwencją nukleotydową obecną w użytym do doświadczenia 
fragmencie DNA.

Metodą umożliwiającą dokładne określenie sekwencji DNA uczestniczących 
bezpośrednio w wiązaniu czynników białkowych jest tzw. metoda "footprinting". 
Polega ona na trawieniu DNA, przy czym reakcja przebiega równolegle w próbie 
zawierającej tylko DNA oraz w próbie zawierającej również oczyszczone białko lub 
ekstrakt białkowy. Związanie się białka chroni odcinek DNA przed trawieniem 
DNazą lub działaniem czynników chemicznych. W rezultacie na żelu sekwencyjnym, 
zamiast "drabinki" charakterystycznej dla prób zawierających wyłącznie DNA, ob
serwuje się wygaszanie sygnału w rejonach DNA związanych z białkiem. Odczytanie 
w równoległej próbie sekwencji DNA umożliwia określenie sekwencji nukleotydów 
znajdujących się w rejonie wiążącym białko. Podobnie jak w poprzedniej metodzie, 
użycie do doświadczeń ekstraktów różnych typów komórek pozwala określić, które 
odcinki DNA oddziałują z powszechnie występującymi czynnikami białkowymi, a 
które wiążą czynniki tkankowo-specyficzne, czy też śledzić różnice pojawiające się 
np. na różnych etapach różnicowania.

Informacje uzyskane przy zastosowaniu wyżej omówionych metod mogą być 
rozszerzone za pomocą techniki"South-western biot” będącej modyfikacją klasycznej 
metody hybrydyzacji Southema i polegającej na hybrydyzacji znakowanego DNA na
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Rys. 2. Test opóźnienia migracji DNA w żelu z zastosowaniem odcinka (-744,-568) promotora 
kalcykliny i białek ekstraktu jądrowego komórek raka wysiękowego Ehrlicha. Zaznaczono pozycję 

sondy (znakowanego DNA) i kompleksów białko-DNA: 1 -  bez dodatków; 2 -  ze specyficznym 
kompetytorem; 3 -  z niespecyficznym kompetytorem

nośniku zawierającym elektroforetycznie rozdzielone ekstrakty białkowe. Metoda ta 
pozwala na określenie masy cząsteczkowej białka wiążącego się z DNA, jak również 
porównanie jego poziomu w różnych tkankach.

Metodą pozwalającą na preparatywne oczyszczenie czynników transkrypcyjnych 
oddziałujących z badanym odcinkiem DNA jest chromatografia powinowactwa 
DNA-białko. Fragment DNA, w formie najczęściej homooligomeru uzyskanego w 
wyniku działania ligazy, sprzęga się kowalencyjnie z nośnikiem, którym mogą być 
dostępne komercyjnie złoża. Warunkiem umożliwiającym związanie do nośnika jest 
istnienie tzw. lepkiego końca 5’ i obecność w nim guaniny. Białka związane z 
unieruchomionym DNA wymywa się następnie zwiększając stężenie soli. Wprowa
dzenie nowych technik badawczych, takich jak np. BIA (ang. real-time Biomolecular 
Interaction Analysis), znacznie ułatwi badania oddziaływań między białkami a DNA 
i umożliwi jednoczesne uzyskiwanie danych jakościowych i ilościowych oraz izolo
wanie poszukiwanych czynników.

Określeniu funkcjonalnego znaczenia poszczególnych odcinków promotora dla 
ekspresji badanego genu służy metoda transfekcji komórek plazmidem zawierającym 
promotor sprzężony z tzw. genem reporterowym, tj. sekwencją kodującą enzym, 
którego aktywność w transfekowanych tkankach będzie następnie miarą poziomu 
ekspresji genu, a więc aktywności promotora. Najpowszechniej stosuje się w tej 
metodzie acylotransferazę chloramfenikolu (CAT) lub lucyferazę, a więc enzymy
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katalizujące reakcje, których produkty oznacza się stosunkowo prostą metodą, a 
równocześnie unika problemu, jaki mogłaby stanowić aktywność endogennego enzy
mu. Porównując aktywność produktu genu reporterowego w komórkach transfeko- 
wanych plazmidami zawierającymi odcinki promotora o różnej długości uzyskuje się 
informacje o tym, jaki odcinek promotora jest niezbędny dla podstawowej transkry
pcji, które zaś odcinki mają potencjalną zdolność aktywacji lub hamowania transkry
pcji. Cennych informacji o sekwencjach promotora, które mogą być istotne dla 
komórkowo-specyficznej ekspresji, dostarcza porównanie efektów transfekcji tymi 
samymi plazmidami dwóch typów komórek różniących się poziomem ekspresji 
badanego genu. Stopniowe skracanie odcinka promotorowego w kierunku 3’ prowa
dzi najczęściej do uzyskania jednakowej ekspresji genu w obu typach komórek. 
Oznacza to, że na skutek kolejnej delecji usunięty został fragment promotora odpo
wiedzialny za inhibicję ekspresji w jednym lub jej aktywację w drugim typie komórek. 
Podwójna transfekcja komórek plazmidem zawierającym promotor i gen reporterowy 
oraz drugim plazmidem zawierającym sekwencję kodującą wiążący się z promotorem 
czynnik transkrypcyjny stanowi doskonały test funkcjonalny, umożliwiający obser
wację wpływu tego czynnika na aktywność promotora w wamnkach in vivo.

Metoda "transkrypcji in vitro" umożliwia natomiast badanie ekspresji genu w 
układzie, którego skład można w dużej mierze kontrolować. DNA zawierający 
odcinek promotorowy i np. część kodującą znanego genu inkubuje się z ekstraktami 
jądrowymi zawierającymi m.in. aktywny kompleks polimerazy RNA. Do takiego 
układu można dodawać oczyszczone białka regulujące, czy też używać ekstraktów 
białkowych pozbawionych pewnego składnika uzyskując tą drogą bezpośrednie in
formacje o wpływie wprowadzonej zmiany na aktywność promotora. Mieszaninę taką 
uzupełnia się zestawem 4 nukleotydów, z których jeden jest znakowany, a następnie 
mierzy ilość produktu reakcji, czyli znakowanego mRNA o długości odpowiadającej 
długości części kodującej plazmidu.

Użycie plazmidów DNA zawierających badany odcinek promotorowy i gen repor
terowy "do produkcji" myszy transgenicznych, czyli zwierząt, które we wszystkich 
komórkach mają wbudowany w genom dodatkowy odcinek DNA, stanowi doskonałą, 
acz drogą i czasochłonną metodę identyfikacji elementów DNA odpowiedzialnych za 
komórkowo-specyficzną ekspresję. Stwierdzono np., że odcinek promotorowy o 
długości 1.1 kpz genu a-l-tubuliny zawiera wystarczającą informację do ekspresji 
6-galaktozydazy w myszach transgenicznych w takim samym momencie okresu 
embrionalnego i tylko w neuronach, czyli tak jak genu a-l-tubuliny [11].

REGULACJA TRANSKRYPCJI IMMUNOGLOBULIN, 
GLOBIN I KALBINDYNY-D9k

Istnieją dwa główne modele, według których dokonuje się regulacja inicjacji 
transkrypcji. Według pierwszego białka regulatorowe występują w sposób restrykcyj
ny, tzn. tylko w niektórych komórkach i reagują tylko z genami należącymi do jednej
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rodziny genów aktywnych tkankowo specyficznie. Kontrola różnicowania mięśni 
szkieletowych przez rodzinę czynników transkrypcyjnych MyoD jest tego przykła
dem. Ekspresja białek MyoD jest ograniczona do linii komórek mięśni szkieletowych 
i ektopowa ekspresja in vitro i in vivo wystarcza do transformacji większości linii 
komórkowych w komórki mięśni szkieletowych. Ta właściwość miogenicznej kon
wersji w wyniku działania dominującego master-genu wydaje się być unikatowa dla 
komórek macierzystych mięśni szkieletowych. Natomiast, np. w wątrobie, płucach, 
tarczycy występuje drugi typ regulacji transkrypcji determinującej specyficzność 
komórkową. W tkankach tych występują te same czynniki transkrypcyjne, a specyfi
czna ekspresja dokonuje się w wyniku ich kombinowanego działania. Są to oddziały
wania pomiędzy czynnikami wiążącymi się z DNA lub interakcja pomiędzy 
czynnikiem wiążącym się z DNA a czynnikiem nie wiążącym się z DNA, kowalen
cyjna modyfikacja czynnika (najczęściej fosforylacja), która wywołuje zmiany w 
preferencji wobec DNA lub powinowactwie wobec innych białek. A zatem ważnymi 
determinantami specyficzności tych systemów są interakcje wyższego rzędu typu 
białko-białko i białko-DNA [2].

Dobrze scharakteryzowanymi genami o tkankowo-specyficznej ekspresji są geny 
dojrzałych immunoglobulin [23]. Białka te pojawiają się nie tylko w limfocytach B, 
na określonym etapie różnicowania się komórek limfoidalnych. W regulacji ekspresji 
genów immunoglobulin biorą udział co najmniej trzy różne elementy. Są to: specyfi
czny wzmacniacz dla limfocytów B, element aktywowany w komórkach limfoidal
nych, a także sekwencje biorące udział w komórkowo-specyficznej kontroli 
potranskrypcyjnej. Elementy wzmacniaczy specyficznych dla limfocytów B są zlo
kalizowane wewnątrz intronów łańcuchów ciężkich oraz lekkich łańcuchów typu 
kappa. Jeden z czynników wiążących się z genem lekkiego łańcucha kappa (NFkB), 
który wydawał się występować tylko w limfocytach B, znaleziono w wielu komór
kach, ale w formie nieaktywnej. Dopiero aktywacja tego czynnika transkrypcyjnego 
umożliwia jego specyficzne wiązanie się ze wzmacniaczem genu lekkiego łańcucha 
kappa i aktywację transkrypcji. Jest to zatem rozwiązanie, w którym czynniki komór
kowego różnicowania przekształcają odpowiednie zestawy nieaktywnych czynników 
transkrypcyjnych w formy aktywne.

Badanie regulacji genu globiny dostarczyło użytecznego paradygmatu komórko
wo-specyficznej i rozwojowej kontroli transkrypcji u wyższych Eukaryota. Central
nym problemem jest to, w jaki sposób geny poszczególnych izoform globiny są 
selektywnie aktywowane w rozwijających się komórkach erytroidalnych i indywidu
alnie programowane tak, aby pojawić się tylko w specyficznym okresie rozwojowym. 
Zestaw (ang. cluster) B-genów globiny zawiera geny kodujące te izoformy oraz, w 
kierunku 5’, pięć miejsc o wysokiej wrażliwości na DNazę (tzw. HS), z czego cztery 
obecne są tylko w chromatynie pochodzącej z tkanek lub komórek erytroidalnych 
[27]. Miejsca te tworzą razem tzw. lokalny rejon kontrolny (LCR). Działanie LCR 
polega prawdopodobnie na tym, że wygina się on, by móc fizycznie oddziaływać z 
promotorem genu poszczególnych izoform globiny lub ich 3’-wzmacniaczami. Dwa
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modele autonomiczny i kompetycyjny mogą tłumaczyć działanie LCR w programie 
ekspresji genów globiny w trakcie rozwoju organizmu. W piewszym modelu LCR 
może tworzyć odpowiednie warunki w chromatynie do dalszej ekspresji genów 
globiny, z których każdy regulowany jest autonomicznie. W drugim modelu kolejna 
aktywacja poszczególnych genów może być uzyskana przez kompetycję o LCR przez 
te geny, w taki sposób, że w danym momencie na pojedynczym chromosomie możliwa 
jest interakcja LCR tylko z jednym z genów globiny. Według tego modelu pojedyncze 
geny globiny leżące w pozycji cis współzawodniczą kolejno ze sobą o LCR. Wynik 
tego współzawodnictwa zależy nie tylko od tego, jaki zestaw czynników transkrypcyj
nych oddziałuje z promotorem, ale również od tego, jakie czynniki są związane z 
LCR (rys. 3). Stwierdzono, że ekspresja dwóch embrionalnych genów globiny jest 
regulowana autonomicznie, pozostałe geny globiny są regulowane kompetycyjnie. Na 
przykład wyłączenie płodowego genu globiny y dokonuje się na skutek kompetycji z 
genem izoformy B typowej dla osobników dorosłych.

Co najmniej dziewięć genów białek S 100 występuje obok siebie na chromosomie 
lq21 [29], ale każde z tych białek występuje w innego typu komórkach i ich geny 
mogą być indukowane przez różne czynniki. Przykładowo białko SlOOa występuje 
w komórkach mięśni, MRP8/MRP14 (kalgranulina A i B) w granulocytach i mono- 
cytach, kalcyklina w komórkach nabłonkowych i w fibroblastach, a poziom kalwa- 
skuliny zwiększa się w nowotworowych komórkach metastatycznych. Geny

Rys. 3. Mechanizm regulacji genów globiny: 1 -  organizacja kompleksu genów B-globiny u człowieka; 
2 -  w fazie płodowej interakcja LCR z genem y-globiny uniemożliwia jednoczesną transkrypcję genu 
B-globiny; 3 -  u dorosłego osobnika interakcja LCR z genem y-globiny wyklucza transkrypcję y-globiny
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niektórych białek S I00, np. kalbindyny-D9k (białka obecnego w nabłonku jelita), 
białka SI OOP (łożysko), białka SI 006 (komórki gleju) są zlokalizowane na innych 
chromosomach. Geny białek S100 są zatem idealnym materiałem do poszukiwania 
odpowiedzi na następujące pytania: Jaki jest mechanizm(y) i jakie czynniki transkry
pcyjne biorą udział w procesach regulacji transkrypcji? Które sekwencje promotora 
są odpowiedzialne za komórkowo-specyficzną ekspresję poszczególnych białek 
SI 00?

Gen kalbindyny-D9k ulega ekspresji głównie w zróżnicowanych komórkach na
błonkowych dwunastnicy i jest to gen modelowy w badaniu molekularnych mecha
nizmów specyficznie jelitowej transkrypcji. W genie tym zidentyfikowano jedno 
miejsce wrażliwe na DNAzę (miejsce HS4) blisko promotora, a drugie (miejsce H S1) 
3,5 kpz powyżej miejsca startu transkrypcji [21]. Do HS4 wiążą się jelitowy czynnik 
transkrypcyjny Cdx-2 oraz powszechnie występujące czynniki transkrypcyjne i te, 
które występują w dużej ilości w wątrobie.

Analizowano różne plazmidy zawierające fragmenty 5 ’ -genu kalbindyny-D9k oraz 
gen reporterowy wprowadzając je do dwóch typów komórek: komórek wykazujących 
naturalną ekspresję kalbindyny-D9k (Caco-2) oraz komórek HeLa, które nie wyka
zują obecności transkryptu tego genu [21]. Region od -117 do +20 pz kierował 
ekspresją genu reporterowego w jednakowy sposób w obu typach komórek i ten 
poziom uznano jako 100% (rys. 4). Wydłużenie odcinka w kierunku 5’ z jednej strony 
zmniejszyło poziom transkrypcji, a z drugiej ujawniło zróżnicowaną aktywność 
plazmidów w badanych komórkach. W komórkach HeLa zaobserwowano ponad 
20-krotną represję transkrypcji, a w komórkach pochodzenia jelitowego nie większą 
niż 3-krotną represję. Wydłużenie plazmidów powyżej -2254 pz (do -4400) powodo
wało ponad 24-krotny wzrost transkrypcji w komórkach pochodzenia jelitowego i 
żadnej zmiany w komórkach HeLa. Ta analiza delecyjna wskazuje, że istnieją dwa 
rejony determinujące specyficznie jelitową transkrypcję: jeden od -117 do +20 pz, a 
drugi pomiędzy -466 a 4,4 kpz powyżej miejsca startu transkrypcji. Ten drugi rejon 
wydaje się działać jako rejon supresorowy w komórkach nie wykazujących naturalnej 
ekspresji kalbindyny-D9k, natomiast w komórkach pochodzenia jelitowego ujawnia 
obecność pozytywnych i negatywnych elementów regulatorowych.

Stosując metodę "footprinting" wykazano, że czynnik Cdx-2 wiązał się z rejonem 
A (od -40 do -23 pz) promotora pokrywającym się częściowo z TATA-box. Transfe- 
kcja komórek dwoma plazmidami, z których jeden zawierał miejsce A połączone z 
genem reporterowym, a drugi był wektorem ekspresyjnym kodującym czynnik Cdx-2, 
powodowała znaczne hamowanie aktywności genu reporterowego w komórkach 
HeLa, w przeciwieństwie do komórek pochodzeniajelitowego. Do pozostałych miejsc 
zidentyfikowanych metodą "footprinting" wiązały się inne czynniki transkrypcyjne: 
do miejsca B i D -  czynnik C/EBP, który jest obecny w ekstraktach jelitowych i 
wątrobowych, do miejsca C -  czynnik HNF-1 obecny m.in. w ekstraktach wątroby, 
do miejsca E -  czynnik HNF-4 (wątrobowy), a do miejsca G -  czynnik NF-1 
występujący powszechnie. Powyższe wyniki wskazują, że gen kalbindyny-D9k za-
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Caco-2 HeLa

% %

243 5

40 6

69 25

100 100
Rys. 4. Schematyczne przedstawienie plazmidów użytych do transfekcji i względna aktywność CAT w 
transfekowanych komórkach Caco-2 i HeLa. Liczbami oznaczono długość (pz) odcinków promotora 
genu kalbindyny-D9k w kolejnych plazmidach. W procentach wyrażono względną aktywność CAT 
przyjmując za 100% aktywność w komórkach transfekowanych plazmidem zawierającym najkrótszy 

(-117, +20) odcinek promotora (według [26], zmodyfikowane)

wiera rejon podstawowego promotora (od -117 do +20), który działa zarówno w 
komórkach wykazujących ekspresję tego białka, jak i takich, w których nie ma żadnej 
ekspresji. Specyficznie jelitowa ekspresja kalbindyny-D9k dokonuje się dzięki se
kwencjom zlokalizowanym powyżej tego odcinka DNA. Zidentyfikowano czynniki 
transkrypcyjne wiążące się z badaną częścią genu kalbindyny-D9k. Szczególnie 
interesujący jest fakt, że są to czynniki występujące w jelicie i wątrobie. Jeden z nich 
(Cdx-2) pojawia się tylko w jelicie różnych gatunków zwierząt. Promotor kalbindy- 
ny-D9k zawiera zatem wyspecjalizowany TATA-box, który współpracując z otacza
jącymi sekwencjami determinuje jelitowo specyficzną transkrypcję. Nie jest to 
pierwszy przypadek, gdy TATA-box bierze udział w regulacji komórkowo-specyfi
cznej transkrypcji. Na przykład czynnik GATA-1 wiąże się z TATA-box genu 
B-globiny kury.

REGULACJA TRANSKRYPCJI KALCYKLINY 
I KALRETININY -  BADANIA WŁASNE

Kalcyklina jest białkiem wiążącym wapń z grupy białek S 100, które charakteryzują 
się obecnością dwóch domen typu "E F -h a n d Wiąże z różnym powinowactwem dwa 
jony wapnia, czemu towarzyszy zmiana konformacyjna powodująca ekspozycję 
domen hydrofobowych [16]. Tak jak w przypadku innych białek S 100 fizjologiczna 
rola kalcykliny nie została dotąd zdefiniowana. W badaniach biochemicznych wyka
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zano zdolność kalcykliny do wiązania się z dehydrogenazą aldehydu 3-fosfoglice- 
rynowego [9] i z białkami grupy anneksyn [9,37], jednak funkcjonalne znaczenie tych 
interakcji nie jest znane. Histologicznie wykazano, że kalcyklina jest obecna w 
różnych narządach, ale jej występowanie ograniczone jest do komórek nabłonkowych 
i fibroblastów [17]. W komórkach hodowanych in vitro zmiany poziomu ekspresji 
kalcykliny mogą być indukowane przez różne czynniki zewnętrzne. Wiadomo, że do 
czynników takich należą: surowica, nabłonkowy czynnik wzrostowy (EGF), czynnik 
wzrostowy z płytek krwi (PDGF) [3], czynnik wzrostowy komórek nerwowych 
(NGF) [22], estry forbolu [12],kwasretinowy [32]. Zmiany ekspresji kalcykliny mogą 
też być indukowane transformacją komórek genem H-ras [5]. Tak więc w żywych 
organizmach kalcyklina jest białkiem komórkowo i tkankowo specyficznym, którego 
ekspresja podlega ścisłej regulacji. Wydaje się zatem, że poznanie mechanizmu 
aktywacji genu kalcykliny może pomóc wyjaśnić fizjologiczną funkcję tego białka.

Znany jest fragment genu kalcykliny o długości 1371 par zasad w kierunku 5’ od 
miejsca inicjacji transkrypcji. Odcinek ten zawiera typową sekwencję TATA (poz -29 
pz), sekwencję zbliżoną do sekwencji wzmacniacza transkrypcji (podobną do tzw. 
składnika C2 S V40 enhancera) (poz. od -164 do -144 pz) oraz prawdopodobnie drugą 
taką sekwencję w poz. -935, a także odcinki bogate w zasady GC, typowe dla 
elementów wiążących czynnik transkrypcyjny SP-1 [8]. Stwierdzono brak typowych 
sekwencji najwyższej zgodności typu AP-1, NFkB, czy elementu odpowiedzi na 
surowicę (SRE) -  pomimo akty wacj i transkrypcji pod wpływem surowicy; znaleziono 
natomiast 4 potencjalne sekwencje typu AP-2 [12].

Zbadano także funkcjonalne znaczenie poszczególnych odcinków promotora genu 
kalcykliny i stwierdzono, że element konieczny do stymulacji przez surowicę znajduje 
się w odcinku od -42 do -32 pz [10]. Usunięcie sekwencji domniemanego wzmacnia
cza transkrypcji (-164 do -144 pz) powoduje, zgodnie z oczekiwaniem, spadek 
ekspresji genu. Prawdopodobnie odcinek pomiędzy -1371 i -1194 pz zawiera element 
regulacji negatywnej (element supresorowy), gdyż ekspresja genu zawierającego 
promotor o długości 1371 pzjest niższa niż genu o promotorze długości 1194 pz [8].

Podjęte przez nas badania 5’-odcinka genu kalcykliny mają na celu wyjaśnienie 
mechanizmu tkankowo i komórkowo specyficznej ekspresji tego białka, a w szcze
gólności określenie, które odcinki promotora są odpowiedzialne za komórkowo- 
-specyficzną ekspresję, jakie czynniki białkowe wpływają na podstawową i induko
waną ekspresję tego genu i czy są one komórkowo-/tkankowo-specyficzne. W pier
wszym etapie badań, posługując się metodą opóźnienia migracji DNA w żelu, 
zbadano interakcje zachodzące pomiędzy DNA promotora a białkami jądrowymi z 
tkanek o różnym poziomie ekspresji kalcykliny. Stwierdzono istnienie jakościowych 
różnic w wiązaniu się z promotorowym DNA białek z ekstraktów jądrowych pocho
dzących z tkanek o wysokiej (komórki raka Ehrlicha) i niskiej (wątroba, płuca, nerki) 
ekspresji kalcykliny. Obserwacje te potwierdzono metodą hybrydyzacji South-wes
tern blot, wykazując różnice mas cząsteczkowych białek z ekstraktów komórek raka 
Ehrlicha i wątroby wiążących się z tym samym odcinkiem DNA genu kalcykliny. Z
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kolei użycie oligonukleotydów kompetycyjnych wiążących niektóre znane czynniki 
transkrypcyjne, i stwierdzony brak kompetycji z promotorowym DNA, pozwoliło 
wykluczyć zaangażowanie tych czynników w regulacji ekspresji kalcykliny [33]. 
Identyfikacja białek oddziałujących z odcinkiem promotorowym genu kalcykliny 
będzie prawdopodobnie możliwa poprzez określenie metodą 'footprinting" rozpo
znawanych przez nie sekwencji nukleotydów i równoległe zastosowanie chromato
grafii powinowactwa dla oczyszczenia niektórych czynników. Końcowym etapem 
będzie zastosowanie metod pozwalających na zbadanie wpływu tych czynników na 
aktywność promotora in vitro.

Kalretinina należy do białek wiążących wapń, charakteryzujących się obecnością 
sześciu motywów "EF-hand" i wykazuje wysoką homologię do kalbindyny-D28k 
[36]. Kalretinina ma masę cząsteczkową około 31,5 kDa i wiąże 4 lub 5 jonów wapnia, 
czemu towarzyszy zmiana konformacji i wyeksponowanie domen hydrofobowych 
[18, 19, 34, 35]. Sugeruje to, że kalretinina jest zależnym od wapnia sensorem 
działającym podobnie jak kalmodulina. Sugestię tę potwierdzają wyniki badań, w 
których transfekowane komórki PC 12, w których zachodziła ektopowa ekspresja 
kalretininy nie były bardziej oporne na wysokie stężenie jonów wapnia od komórek 
nie zawierających kalretininy [20]. Kalretinina jest białkiem tkankowo i komórkowo 
specyficznym. Jej ekspresja zachodzi w komórkach nerwowych w czasie rozwoju i 
w pewnych obszarach mózgu zwierząt dorosłych [13,36]. Specyficzne występowanie 
kalretininy sugeruje ścisłą regulację ekspresji tego białka. Z biblioteki genomowej 
myszy wyizolowano i następnie zsekwencjonowano odcinek DNA o długości 1486 
pz, w którym na końcu 3’ znajdowały się sekwencje CAAT, TATA-box i fragment 
pierwszego eksonu kodującego kalretininę [30]. Badano następnie funkcję delecyj- 
nych plazmidów zawierających fragmenty promotora genu kalretininy i gen reporte- 
rowy lucyferazę. Plazmidami tymi transfekowano embrionalne komórki mózgu 
hodowane in vitro, których część wykazywała ekspresję kalretininy. Wykazano, że 
fragment zawierający 1486 pz reguluje transkrypcję na wysokim poziomie i tylko w 
neuronach, czyli z zachowaniem specyficzności komórkowej. Wysoką i neuronowo- 
specyficzną transkrypcję obserwowano również z plazmidami zawierającymi frag
ment około 900 pz powyżej miejsca startu transkrypcji. Te i inne wyniki wskazują, że 
odcinek proksymalny badanego fragmentu DNA zawiera promotor i rejon wyciszacza 
ograniczającego ekspresję do neuronów, środkowa cześć zawierająca rejon wzmac
niacza jest potrzebna do maksymalnej ekspresji, a część dystalna zawiera dodatkowe 
elementy wzmacniające [30]. Badania te są kontynuowane m. in. z użyciem krótkich 
odcinków DNA, które wiążą różne białka w zależności od tego, czy badano ekstrakty 
jądrowe z mózgu czy z tkanek nie zawierających kalretininy.
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PODSUMOWANIE

Zrozumienie mechanizmów, dzięki którym specyficzne geny stają się aktywne w 
odpowiednim czasie i w odpowiednim miejscu w organizmie, jest problemem o 
dużym znaczeniu poznawczym i o ogromnym potencjale zastosowań praktycznych. 
Znaczenie badań regulacji ekspresji genów to między innymi stworzenie podstaw do 
genetycznego "screeningu" genów odpowiedzialnych za zwiększoną predyspozycję 
do różnych chorób. Badania takie otwierają możliwości do genetycznych interwencji 
i stosowania leków specyficznych wobec promotorów genów odpowiedzialnych ze 
predystynowanie do tych chorób. Leki działające napoziomie transkrypcji, szczepion
ki w postaci DNA ("immunizacja" genetyczna), czy metody umożliwiające wprowa
dzanie genów do wybranych tkanek organizmu w celach terapeutycznych (terapia 
genowa) to przyszłość, ale prawdopodobnie bliższa niż nam się obecnie wydaje.
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Streszczenie: Specyficzność regulacji ekspresji genów zależy od współdziałania szeregu czynników 
transkrypcyjnych. Aktywacja transkrypcjna danego genu jest często wypadkową działania czynników 
pozytywnych i negatywnych zaangażowanych w jego regulację. Ekspresja genów w komórce jest ciągle 
modulowana przez liczne bodźce zewnątrzkomórkowe. Ważnym szlakiem wewnątrzkomórkowego 
przekazywania różnych bodźców od aktywowanych receptorów błonowych do jądra komórkowego są 
kaskady sekwencyjnie aktywowanych kinaz białkowych. Regulują one ekspresję genów poprzez fosfo- 
rylację czynników transkrypcyjnych w dwojaki sposób. Pierwszy mechanizm polega na tym, że nie
aktywne czynniki transkrypcyjne, znajdujące się w cytoplazmie, są aktywowane przez fosforylację i 
przemieszczają się do jądra. Drugi mechanizm polega na przemieszczaniu się aktywnych kinaz białko
wych do jądra i fosforylacji docelowych czynników transkrypcyjnych. Fosforylacja czynników trans
krypcyjnych jest podstawowym mechanizmem prowadzącym do integracji informacji przekazywanych 
w komórce i regulującym ekspresję genów. Indukowalne czynniki transkrypcyjne pełnią zatem rolę 
detektora określonych zmian w komórce i zależnie od sposobu aktywacji wpływają na poziom ekspresji 
docelowych genów.

Słowa kluczowe: czynniki transkrypcyjne, fosforylacja białek, kinazy MAP, przekaźnictwo komórkowe, 
AP-1,NFkB.

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

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

WSTĘP

Komórki eukariotyczne reagują na zmiany w środowisku włączając i wyłączając 
odpowiednie zestawy genów. Wielokomórkowe organizmy eukariotyczne wymagają 
dodatkowych mechanizmów regulacyjnych umożliwiających poszczególnym ko
mórkom pełnienie wyspecjalizowanych funkcji. Przepływ informacji (w postaci: 
hormonów peptydowych, neurotransmiterów, czynników wzrostowych) ze środo
wiska zewnętrznego do wnętrza komórki odbywa się za pośrednictwem swoistych 
receptorów błonowych. Oddziaływanie bodźców zewnątrzkomórkowych z recep
torami powoduje powstawanie określonych związków wewnątrzkomórkowych zwa
nych wtórnymi przekaźnikami. Indukują one kaskadę następujących po sobie reakcji 
regulujących rozliczne funkcje komórki oraz zmieniających ekspresję genów, co 
prowadzi do długotrwałej zmiany w funkcjonowaniu komórki [16, 27].

PRZEKAZYWANIE SYGNAŁU OD AKTYWOWANYCH 
RECEPTORÓW BŁONOWYCH DO JĄDRA KOMÓRKOWEGO

Istotnym elementem działania wtórnych przekaźników jest ich zdolność do 
aktywowania kaskady swoistych kinaz białkowych. W poszczególnych komórkach 
istnieje szereg równoległych szlaków przekaźnictwa sygnału, które w pewnych sy
tuacjach mogą się zazębiać i oddziaływać poprzez wspólny szlak, którym jest 
przekaźnictwo za pośrednictwem tzw. kinaz MAP (ang. mitogen activated protein 
kinases) [1, 15, 17, 25, 30, 37]. Mechanizm aktywacji kinaz MAP przedstawiono 
na rysunku 1. Kaskada kinaz MAP pozwala na aktywowanie przez fosforyzację 
kolejnych kinaz białkowych należących do rodziny kinaz MAP [1 ,7 , 15]. Chara
kterystyczną cechą tego szlaku jest fakt, że w przeciwieństwie do innych kinaz 
białkowych działających w asocjacji z błoną komórkową takich jak kinazy receptorów 
czynników wzrostowych lub kinaza C, niektóre kinazy MAP mogą się przemieszczać 
do jądra komórkowego. Po aktywacji komórki kinazy: MapK (ang. mitogen ativated 
protein kinase), RSK (ang. ribosomal S6 kinase) i JNK (ang. Jun N-terminal kinase) 
przemieszczają się z cytoplazmy do jądra komórkowego [5]. Aktywacja kinaz 
białkowych MAP prowadzi do aktywacji transkrypcji szeregu genów, w tym genów
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Rys. 1. Schemat aktywacji kaskady kinaz MAP podczas przekazywania sygnału od błony do jądra 
komórkowego. Po związaniu się cytokin z receptorami i ich aktywacji dochodzi do autofosforylacji 
receptorów czynników wzrostu lub cytoplazmatycznych kinaz tyrozynowych z rodziny Src. Z ufosfo- 
rylowaną tyrozyną łączą się białka GRB2-Sos, które oddziałują następnie z białkiem Ras. Aktywacja 
białka Ras powoduje stymulację kinazy seryno-treoninowej Raf 1, która z kolei fosforyluje MEK-kinazę 
kinazy MAP. Substratem MEK są MAP kinazy (Erki i Erk2), których substratami są inne kinazy: Rsk 
(kinaza 90 kDa rybosomalnej podjednostki S6) i MAPKAPK2 (kinaza 2 aktywowana przez kinazę 
MAP). Także aktywacja receptorów 7TM (7 domen transbłonowych), powiązanych z białkami G 
prowadzi do aktywacji kaskady kinaz MAP. Aktywowane kinazy MAP przemieszczają się do jądra 
komórkowego, gdzie powodują indukcję czynnika transkrypcyjnego AP-1 złożonego z białek Fos i Jun

kodujących indukowalne czynniki transkrypcyjne, takie jak AP-1 (ang. activator 
protein-1), c-Myc, STAT (ang. signal transducers and activators o f transcription) 
[6, 28, 33, 36]. W ten sposób kinazy MAP mogą pośredniczyć w przekazywaniu 
sygnału od błony komórkowej do jądra komórkowego. Indukowane przez nie czynniki 
transkrypcyjne oddziałują na ekspresję innych genów.
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ROLA INDUKOWALNYCH CZYNNIKÓW 
TRANSKRYPCYJNYCH W REGULACJI EKSPRESJI GENÓW

Aktywacja transkrypcji genów eukariotycznych w odpowiedzi na sygnały zewną- 
trzkomórkowe wymaga tworzenia wieloskładnikowych kompleksów transkrypcyj
nych w obrębie sekwencji regulatorowych genów. Kluczową rolę odgrywają w 
tym procesie białka specyficznie wiążące się z sekwencjami regulatorowymi genów 
i umożliwiające inicjację transkrypcji w miejscu startu syntezy mRNA danego genu 
[31, 34].

Podstawowy kompleks transkrypcyjny, występujący we wszystkich komórkach, 
aczkolwiek niezbędny w procesie syntezy RNA, kieruje transkrypcją na niskim 
i niezmiennym poziomie. O indukowalnej i tkankowo-specyficznej ekspresji genów 
decydują indukowalne czynniki transkrypcyjne. Mogą one działać jako aktywatory 
lub represory transkrypcji wiążąc się z obszarami regulatorowymi, często znacznie 
oddalonymi od miejsca startu transkrypcji. Zwykle obszary regulatorowe genów 
mają szereg miejsc wiążących różne czynniki transkrypcyjne i dopiero właściwa 
kombinacja tych czynników sprawia, że gen ulega ekspresji [11, 12].

Przyjmuje się, że mechanizm regulacji transkrypcji przez indukowalne czynniki 
transkrypcyjne polega na ich oddziaływaniu ze składnikami podstawowego kom
pleksu inicjującego transkrypcje [34, ]. Na przykład wykazano, że istnieje bez
pośrednie oddziaływanie czynnika AP-1 z białkiem TBP (ang. TATA- box binding 
protein) -  białkiem wiążącym się z sekwencją TATA, kluczowym składnikiem 
wymaganym do transkrypcji genów przez RNA polimerazę II [24]. Rola akty
watorów transkrypcji nie ogranicza się tylko do procesu inicjacji transkrypcji genu. 
Wykazano bowiem, że ciągła obecność czynników transkrypcyjnych jest niezbędna, 
aby transkrypcja genu mogła zachodzić prawidłowo. Są one bowiem wymagane 
do reinicjacji procesu i utrzymaniu kompleksu transkrypcyjnego w promotorze okre
ślonego genu [14]. Oznacza to w praktyce, że ekspresja danego genu trwa tak 
długo, jak długo określona kombinacja czynników transkrypcyjnych zajmuje miej
sca regulatorowe i oddziałuje z podstawowym kompleksem transkrypcyjnym.

REGULACJA INDUKOWALNYCH CZYNNIKÓW 
TRANSKRYPCYJNYCH PRZEZ FOSFORYLACJĘ

Indukowalne czynniki transkrypcyjne są białkami jądrowymi mającymi dwie 
podstawowe aktywności: zdolność wiązania się z DNA i aktywowania transkrypcji. 
Zazwyczaj są one nieaktywne lub nieobecne w komórkach spoczynkowych i dopiero 
w warunkach pobudzenia komórki dochodzi do ich aktywacji.

Stosunkowo prosto ulegają aktywacji czynniki transkrypcyjne, które znajdują 
się w cytoplazmie jako nieaktywne kompleksy. Niektóre z nich jak np. czynnik
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NFkB będący dimerem białek p65-p50, związany jest z inhibitorem IkB. Ten swoisty 
inhibitor uniemożliwia przemieszczenie się czynnika NFkB do jądra [3, 4]. Pra
wdopodobnie inhibitor maskuje sygnał lokalizacji jądrowej, który umożliwiłby prze
mieszczenie się białka NFkB do jądra komórkowego. W wyniku fosforylacji 
inhibitora i jego degradacji dochodzi do uwolnienia aktywnego NFkB (rys. 2).

Niektóre czynniki transkrypcyjne funkcjonują jako dimery, w których aktywność 
każdego ze składników regulowana jest przez odrębny szlak przekaźnictwa. Re
gulacja aktywności czynnika transkrypcyjnego AP-1 jest dobrym przykładem ilu
strującym  złożoność i wielostopniowość procesu aktywacji indukowalnych 
czynników transkrypcyjnych. Czynnik AP-1 jest dimerem składającym się z białek 
rodziny Fos (c-Fos, FosB, Fral i 2) i rodziny Jun (c-Jun, JunB, JunD) [2, 24]. 
W wyniku pobudzenia komórki zostaje uruchomiona kaskada kinaz MAP [17, 25]. 
Należące do tej rodziny kinazy ERKI i 2 (ang. extracellularly regulated kinases), 
będące ostatnim ogniwem łańcucha kinaz MAP, przemieszczają się do jądra ko
mórkowego [5]. Tam fosforylują grupę czynników tworzących tzw. kompleks po
trójny (ang. ternary complex) [8, 9]. W jego skład wchodzą: białko TCF i dwie 
cząsteczki SRF (ang. serum responsive factor). TCF jest trwale związany ze swoistą 
sekwencją w promotorze genu c-fos. Fosforylacja TCF ułatwia jego oddziaływanie 
z białkami SRF [13]. Równolegle inne kinazy JNK/SAPK (ang. stress activated 
protein kinase) fosforylują kompleks związany z promotorem genu c-jun. Kompleks 
ten złożony z białek c-Jun i ATF2 (ang. activatory transcription factor) po ufo- 
sforylowaniu indukuje transkrypcję genu c-jun. Zsyntetyzowane w cytoplazmie biał
ka c-Fos i c-Jun przemieszczają się z powrotem do jądra komórkowego, gdzie 
tworzą dimer i już jako kompleks AP-1 wiążą się z DNA [2, 25]. Dodatkowo 
przedmiotem regulacji przez fosforylację jest także zdolność aktywowania trans
krypcji przez czynnik AP-1. Aby kompleks AP-1 mógł wydajnie aktywować trans
krypcję innych genów, zarówno białko c-Fos jak i c-Jun jest fosforylowane przez 
swoiste kinazy, odpowiednio FRK (ang. Fos regulating kinase) i JNK (rys. 3) 
[26, 29, 35].

INTEGRACJA INFORMACJI NA POZIOMIE 
CZYNNIKÓW TRANSKRYPCYJNYCH W JĄDRZE 

KOMÓRKOWYM

Przedstawiony powyżej opis aktywacji czynnika transkrypcyjnego AP-1 jest do
skonałym przykładem, jak dochodzi do konwergencji różnych szlaków przekaźnictwa 
komórkowego. Odrębne kinazy MAP odpowiedzialne są za zwiększenie ilości kom
pleksu AP-1, inne zaś za podwyższenie jego aktywności specyficznej. Ta wielo
stopniowa regulacja wynika z faktu, że czynnik AP-1 jest uniwersalnym jądrowym 
przekaźnikiem informacji indukowanym przez szereg różnych bodźców.
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Rys. 2. Schemat aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB przez cytokiny. Interleukina 1 lub TNF 
(czynnik nekrozy nowotworu) wiążą się z receptorem, co aktywuje jeszcze niezidentyfikowaną kinazę 
inhibitora IkB. Kinaza fosforyluje inhibitor, co powoduje jego odszczepienie się od NFkB. Uwolniony 

NFkB przemieszcza do jądra komórkowego i wiąże się z promotorem docelowych genów

Przedstawiony powyżej schemat dobrze ilustruje tezę, że aby doszło do indukcji 
jednego (co prawda ważnego) czynnika transkrypcyjnego musi dojść do równo
ległego pobudzenia kilku kaskad następujących po sobie reakcji. Każda z tych
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Rys. 3. Regulacja aktywności czynnika transkrypcyjnego AP-1 przez kinazy MAP. Trzy różne typy kinaz 
MAP są zaagażowane w regulację syntezy czynnika AP-1 i jego aktywności. Kinazy Erk indukują 
ekpresję genu c-fos poprzez fosforylację białka TCF związanego z promotorem c-fos. Kinazy JNK 
fosforylują białko c-Jun, które w kompleksie z czynnikiem ATF2 zwiększa syntezę c-jun mRNA, co 
prowadzi do wzrostu ilości białka c-Jun. Nowopowstałe białka c-Fos i c-Jun tworzą funkcjonalny czynnik 

transkrypcyjny AP-1, którego zdolność do aktywowania transkrypcji jest regulowana przez kinazy
JNK i FRK

kaskad uruchamiana jest przez inne wtórne przekaźniki, które z kolei powstają 
pod wpływem działających na komórkę bodźców zewnątrzkomórkowych. W ten 
sposób na poziomie czynnika transkrypcyjnego dochodzi do integracji informacji 
przekazywanych w komórce i indukcja określonego czynnika transkrypcyjnego jest 
wypadkową działania różnych bodźców. Zróżnicowana odpowiedź komórkowa, w 
postaci ekspresji określonego zestawu genów, na te same często bodźce w różnych 
komórkach, zależy od rodzaju komórek i może powstawać w dwojaki sposób. Po 
pierwsze docelowe dla czyników transkrypcyjnych elementy genów mogą być do
stępne w określonym stanie chromatyny lub niedostępne w skondensowanej chro
m atynie. Po drugie indukowalne czynniki mogą w spółdziałać z różnymi 
tkankowo-specyficznymi czynnikami transkrypcyjny mi i w zależności od kombinacji 
regulować ekspresję genów [12].

TEST OPÓŹNIENIA MIGRACJI ELEKTROFORETYCZNEJ 
W ŻELU JAKO METODA OCENY AKTYWNOŚCI 

CZYNNIKÓW TRANSKRYPCYJNYCH

Wymienione powyżej przykłady regulacji aktywności czynników transkrypcyj
nych wskazują, że stosowane do niedawna powszechnie metody badania ekspresji 
genów kodujących czynniki transkrypcyjne, mogą być zawodne. Dotyczy to zwła

http://rcin.org.pl



62 B. KAM IŃSKA

szcza czynników wieloskładnikowych takich jak AP-1 czy na przykład NFAT (ang. 
nuclear factor o f activated T cells). NFAT jest kompleksem zbudowanym z czynnika 
NFATp, którego jądrowa lokalizacja jest regulowana przez defosforylację, oraz 
czynnika AP-1 [24].

W badaniach własnych nad rolą czynnika AP-1 w procesach plastyczności neu- 
ronalnej i neurodegeneracji stosowaliśmy głównie test opóźnienia migracji elektro- 
foretycznej w żelu, czyli metodę EMS A (ang. electrophoretic mobility shift assay). 
Metoda ta polega na odtworzeniu in vitro wiązania funkcjonalnego kompleksu biał
kowego z fragmentem DNA zawierającym sekwencję ropoznawaną przez ten kom
pleks. Wspomniana technika ma tę wyższość nad innymi metodami (.Northern i 
Western blotting), że pozwala określać ilość funkcjonalnego kompleksu transkry- 
pcyjnego w komórce oraz jego zdolność wiązania się z DNA. Jest ona szczególnie 
użyteczna do badania czynników transkrypcyjnych działających jako wieloskład
nikowe kompleksy (rys. 4 A). Metoda ta nie pozwala niestety oceniać, jak zmienia 
się w trakcie aktywacji czynnika jego zdolność do stymulowania eskpresji genów.

Badania nasze, jak też wielu innych autorów wykazały, że do indukcji czynnika 
AP-1 i genów kodujących jego składniki, dochodzi w komórkach stymulowanych 
do proliferacji, różnicowania [2] i programowanej śmierci komórek [18, 22], a 
także po aktywacji komórek zróżnicowanych, nieproliferujących, takich jak neurony 
[19, 20, 23] czy makrofagi [21]. Dzięki opracowaniu modyfikacji metody EMS A 
możliwa stała się identyfikacja składników funkcjonalnego kompleksu transkry- 
pcyjnego. Po zastosowaniu przeciwciał swoiście rozpoznających poszczególne białka 
z rodzin Fos i Jun, mogliśmy zidentyfikować składniki kompleksu AP-1 w różnych 
sytuacjach fizjologicznych. Stwierdziliśmy, że chociaż kompleks AP-1 jest indu
kowany w wielu sytuacjach, czasami pozornie przeciwstawnych: jak stymulacja 
proliferacji i śmierci komórek, jego skład białkowy nie jest wówczas taki sam 
(rys. 4). Na przykład skład kompleksu AP-1 występującego w komórkach pro- 
liferujących jest inny niż w komórkach apoptotycznych [18 i dane niepublikowane]. 
Z kolei w doświadczeniach nad fizjologiczną stymulacją wzrokową, zaobserwo
waliśmy następująca z upływem czasu po stymulacji, wymianę składników kom
pleksu AP-1. W krótkim czasie po stymulacji w komórkach dominowały kompleksy 
zawierające białka c-Fos, JunB i c-Jun. Wraz z upływem czasu (6 godzin) w kom
pleksach AP-1 występowały białka FosB i JunD (rys. 4 C) [20]. Obserwowano 
in vitro, że poszczególne białka Fos i Jun mają trochę inne właściwości, więc 
utworzony przez różne kombinacje białek kompleks AP-1 będzie obdarzony od
miennymi właściwościami [2, 10, 24, 32]. Skład kompleksu determinuje jego zdol
ność do wiązania się z określonym promotorem oraz jego aktywność transkrypcyjną. 
Na przykład wykazano, że białka c-Fos i c-Jun, ale nie inne białka z tej rodziny, 
oddziałują z białkami TBP ułatwiając tworzenie kompleksu, który inicjuje trans
krypcję.
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Rys. 4. Schemat metody EMS A (A) i przykłady składu kompleksu AP-1 w różnych sytuacjach 
fizjologicznych: stymulacja wzrokowa, apoptoza; B -  skład kompleksu AP-1 w korze wzrokowej mózgu 
szczurów kontrolnych oraz szczurów trzymanych w ciemności i wystawionych na światło na 2 lub 6 
godzin; C -  skład kompleksu AP-1 w komórkach glejaka C6 przed i w 24 h po indukcji apoptozy przez

cyklosporynę A
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sowanych uczestnictwem w Sympozjum prosimy o kontakt z Biurem Organizacyjnym 
pod adresem:

Fast PLK Sp. z o.o.
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TBP -  STRUKTURA, FUNKCJE ORAZ INTERAKCJE 
Z INNYMI CZYNNIKAMI TRANSKRYPCYJNYMI

TB P -  STRUCTURE, FUNCTIONS AND INTERACTIO NS 
W ITH  OTHER TRA N SCRIPTIO N  FACTORS

ROBERT KUCHARSKI, EWA BARTNIK

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

Streszczenie: TBP -  białko wiążące się z sekwencją TATA (TATA-box binding protein) bierze udział w 
transkrypcji przeprowadzanej przez wszystkie jądrowe eukariotyczne polimerazy RNA. W artykule 
omówiono działanie tego czynnika przy transkrypcji przez polimerazę RNA II.

Słowa kluczowe: TBP, polimeraza RNA II, transkrypcja

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

Key words: TBP, RNA polymerase II, transcription

WSTĘP

TBP (TATA-box binding protein, zwany też TFIID i TBF) jest jednym z naj
intensywniej badanych czynników transkrypcyjnych. Przyczyniają się do tego nie
zwykłe właściwości charakteryzujące to stosunkowo niewielkie, monomeryczne 
białko. TBP był początkowo utożsamiany z czynnikiem TFIID oczyszczanym z 
ekstraktów drożdżowych i ludzkich komórek HeLa, niezbędnym do rekonstrukcji 
układów transkrypcyjnych in vitro i oddziałującym z sekwencjami TATA promo
torów eukariotycznych genów transkrybowanych przez polimerazę RNA II (RNA- 
PII). Wkrótce TBP okazał się być białkiem niezbędnym do inicjacji transkrypcji 
przez wszystkie trzy polimerazy RNA oraz uniwersalnym składnikiem kompleksów
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transkrypcyjnych oddziałujących z różnymi elementami regulatorowymi obecnymi 
w eukariotycznych promotorach. TBP występuje powszechnie w komórkach Eu- 
karyota, a niedawno geny kodujące homologiczne białka zostały sklonowane z 
trzech gatunków Archaea, co pozwoliło na stwierdzenie istnienia konserwowanych 
elementów w strukturze aparatów transkrypcyjnych dwóch odległych ewolucyjnie 
grup organizmów.

Mimo swojej niewielkiej masy cząsteczkowej białko to może być zaangażowane 
w bardzo dużą ilość oddziaływań z innymi makrocząsteczkami. TBP ma bardzo 
duże powinowactwo do DNA, w szczególności do sekwencji najwyższej zgodności 
5’- TATAt/aAt/aA-3’, występującej w elementach TATA-box, choć również może 
wiązać się z innymi sekwencjami. Ponadto TBP może uczestniczyć w licznych 
interakcjach z innymi białkami, w tym białkami ulegającymi ścisłej asocjacji (TAF 
-  TBP associated factors) i tworzącymi z TBP wielopodjednostkowe kompleksy 
biorące udział w rozpoznawaniu sekwencji promotorowych, z innymi ogólnymi 
czynnikami transkrypcyjnymi biorącymi udział w czasie inicjacji transkrypcji w 
tworzeniu kompleksów preinicjacyjnych (PIC -  preinitiation complexes) oraz z 
wieloma białkami modulującymi aktywność transkrypcyjną genów, w tym z re- 
presorami oraz z szeregiem aktywatorów i białek wspomagających aktywację [20]. 
Jednoczesny udział w rozpoznawaniu rdzeniowych sekwencji promotorowych oraz 
w oddziaływaniach z białkami biorącymi udział w tworzeniu i regulacji powstawania 
kompleksu preinicjacyjnego powoduje, ze TBP należy traktować jako kluczowy 
składnik maszynerii transkrypcyjnej występującej we wszystkich komórkach euka
riotycznych.

STRUKTURA TBP

Po raz pierwszy gen kodujący TBP został sklonowany z drożdży niezależnie 
przez kilka zespołów [20, 23]. Do chwili obecnej poznano sekwencje TBP z wielu 
organizmów. TBP jest białkiem o długości 191-353 reszt aminokwasowych o masie 
cząsteczkowej 22-38 kDa i punkcie izoelektrycznym 9-10. W białku można wyróżnić 
dwie domeny charakteryzujące się różnym tempem ewolucji: silnie konserwowaną 
ewolucyjnie domenę C-końcową o stosunkowo stałej długości 180 aminokwasów 
i N-końcową domenę o wysokiej zmienności zarówno pod względem sekwencji, 
jak i długości. Międzygatunkowe homologie w domenie C-końcowej wynoszą 80- 
95%. W domenie tej można wyróżnić dwa proste powtórzenia sekwencji (DR, 
direct repeats) o znaczącej homologii do bakteryjnych czynników a  i obszar łą
cznikowy zawierający wiele reszt aminokwasów zasadowych (BR, basie repeat). 
TBP ma także motywy, które można odnaleźć w białku c-myc oraz IHF (Integration 
Host Factor) [15, 23, 24, 25] (rys. 1)
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Rys. 1. Schemat struktury TBP Saccharomyces cerevisiae: 1-60 -  domena N-końcowa, 61-240 -  do
mena C-końcowa; DR -  proste powtórzenia sekwencji aminokwasowej; BR -  region bogaty w reszty

aminokwasów zasadowych; myc -  region homologii z białkiem c-myc; a -  region homologii 
z bakteryjnym czynnikiem sigma

Dwuczęściowa struktura białka wskazywała na odmienne funkcje pełnione przez 
obie domeny. Domenie C-końcowej przypisywano pierwotnie rolę w wiązaniu DNA, 
natomiast różnice międzygatunkowe w funkcjonowaniu TBP próbowano przypisać 
specyficznym sekwencjom domen N-terminalnych. Stosując hybrydowe cząsteczki 
TBP wykazano jednak, że np. funkcjonalne różnice między TBP ludzkim i droż- 
dżowym mapują się w obszarze domeny C-terminalnej [17, 23]. W wyniku analizy 
funkcjonalnej cząsteczek TBP mających różne mutacje stwierdzono, że domena 
C-terminalna odpowiedzialna jest jednocześnie za rozpoznawanie sekwencji DNA, 
jak również za interakcje z ogólnymi czynnikami transkrypcyjnymi i białkami regu
latorowymi. Rola domeny N-terminalnej nie jest jasna i może nie być taka sama 
u wszystkich organizmów; u drożdży nie wydaje się być niezbędna [17], a u 
człowieka jest odpowiedzialna za aktywację transkrypcji przez czynnik transkry- 
pcyjny Spl [40].

Uzyskanie kryształów TBP Arabidopsis thaliana i Saccharomyces cerevisiae 
pozwoliło na ustalenie III-rzędowej struktury białka [6,36]. Region cząsteczki odpo
wiadający domenie C-terminalnej TBP ma dwuboczną symetrię, co potwierdza 
przewidywania wynikające z analizy sekwencji aminokwasowej. TBP przypomina 
swoją strukturą siodło, którego wewnętrzna, wklęsła strona zbudowana jest z anty- 
równoległych łańcuchów struktury ß mogących opasywać cząsteczkę DNA. W eks
ponowanej na zewnątrz wypukłej części dominują heliksy (X, których reszty 
aminokwasowe mogą brać udział w oddziaływaniach z innymi składnikami kom
pleksów transkrypcyjnych (rys. 2).

Związanie TBP z DNA powoduje duże zmiany topologiczne w strukturze kwasu 
nukleinowego, co wykazano badaniem krystalograficznym kompleksów TBP droż
dży i Arabidopsis z fragmentem DNA zawierającym sekwencje TATA [30]. TBP 
oddziałuje z DNA wzdłuż całej wklęsłości zawartej między strzemionami powodując 
dwukrotne zgięcie cząsteczki z sumaryczną zmianą kąta biegu heliksu o 100° oraz 
częściowe rozwinięcie heliksu DNA prowadzące do powiększenia małego rowka 
oddziałującego z wklęsłą powierzchnią TBP. Sekwencja TATA-box oddziałuje z 
drugą połową domeny C-terminalnej odpowiadającej drugiemu prostemu powtó-
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Rys. 2. Struktura III-rzędowa domeny C-terminalnej TBP S. cerevisiae: S -  łańcuchy (5, H -  heliksy a

rżeniu, TBP w czasie wiązania się z DNA ulega jedynie nieznacznym zmianom 
konformacyjnym polegającym na przesunięciu obu subdomen C-końcowych wzglę
dem siebie. Zmiany topologiczne zachodzące w obrębie kompleksu TBP-DNA są 
najprawdopodobniej sygnałem umożliwiającym powstanie kompleksu preinicjacyj- 
nego.

FUNKCJE TBP W PROCESIE INICJACJI TRANSKRYPCJI

Transkrypcja genów kodujących białka prowadzona przez polimerazę RNA II 
zależna jest od obecności w promotorze elementu inicjatorowego lub sekwencji 
TATA decydujących o rekrutacji do promotora kompleksu TFIID oraz mającego 
powinowactwo do polimerazy RNA II czynnika TFIIB. W przypadku promotorów 
zawierających sekwencję TATA-box, występującą najczęściej w rejonie około 30 
nukleotydów przed punktem startu transkrypcji, TFIID (lub TBP) wiąże się w pier
wszej kolejności z DNA w obrębie sekwencji TATA. Przy współudziale czynnika 
TFIIA zaś tworzy kompleks DA. Następnie przyłączany jest czynnik TFIIB będący 
łącznikiem między kompleksem DA oraz polimerazą RNA II. Do kompleksu DAB 
rekrutowana jest następnie polimeraza RNA II w połączeniu z czynnikiem TFF. 
Po przyłączeniu TFIIH i TFIIE powstaje pełny kompleks preinicjacyjny, który ulega 
następnie aktywacji w reakcji wymagającej obecności ATP [12].
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Mimo że in vitro w reakcji transkrypcji na poziomie podstawowym TFIID można 
zastąpić preparatem oczyszczonego do homogenności TBP, w pełni funkcjonalny 
i odpowiadający za aktywację kompleks preinicjacyjny musi zawierać TBP w po
wiązaniu z czynnikami TAFn (TBP associated proteins dla polimerazy RNA II 
). Najlepiej scharakteryzowane są kompleksy TFIID Drosophila oraz człowieka, 
w przypadku których oczyszczono poszczególne składniki i sklonowano znaczną 
ilość kodujących je genów [18]. TFIID Drosophila składa się oprócz TBP z 8 
peptydów (T A F jj  250, 150, 110, 80, 40, 30oc i 30(3). Ludzki TFIID ma dodatkowe 
składniki TAFn 55, 30 i 18 [9, 26, 34]. Szkielet kompleksu tworzy TAFn 250, 
a pozostałe podjednostki warunkują odpowiedź TFIID na aktywację przez różne 
czynniki transkrypcyjne [8,51]. Niejasna jest forma występowania TBP w komórkach 
drożdży, gdyż przy zastosowaniu standardowych technik chromatograficznych nie 
udawało się przez dłuższy czas wyizolować kompleksów TBP z TAF. Dopiero 
przy zastosowaniu technik chromatografii powinowactwa udało się oczyścić i scha
rakteryzować dwa różne kompleksy TBP z TAF. Jeden nich miał aktywność czynnika 
transkrypcyjnego dla polimerazy III, drugi zaś zawierał TBP i 9 peptydów, z których 
T A F jj  145 wiązał się z TBP i wykazywał znaczącą homologię do TAFn 250 
Drosophila, natomiast TAFn 90 był homologiczny z TAFn 80. Oczyszczony kom
pleks funkcjonował w teście na aktywację transkrypcji [42]. Gdy porównano TAFn 
150 z Drosophila z innymi białkami, okazało się, że białko to jest homologiczne 
ze znanym drożdżowym białkiem kodowanym przez gen TSM-1. Oba białka wykazują 
również silne podobieństwo funkcjonalne, gdyż wiążą się z TBP i T A F jj  250 
z Drosophila [48]. Ze względu na znaczące homologię drożdżowych TAF z TAF 
Metazoa istnieje duże prawdopodobieństwo, że mogą one pełnić analogiczne fun
kcje zarówno w procesie tworzenia kompleksu inicjacyjnego, jak też i w procesie 
aktywacji transkrypcji. Jednak ostatnio sugeruje się, że być może u drożdży czynniki 
T A F jj  nie są niezbędne do aktywacji in vitro, ponieważ brak sześciu różnych TAFów, 
choć jest letalny, nie wpływa na aktywację transkrypcji [5]. Być może TAFn są 
niezbędne do aktywacji transkrypcji tylko pewnych genów.

Istnieją dowody na to, że w komórkach drożdży wszystkie, z wyjątkiem TBP, 
składniki kompleksu preinicjacyjnego związane są z polimerazą RNA II w formie 
holoenzymu, zawierającego dodatkowo kompleks białek pełniących funkcje w cza
sie aktywacji transkrypcji, zwany mediatorem. Fakt ten wskazuje na istnienie al
ternatywnej drogi tworzenia kompleksu preinicjacyjnego, w którym, analogicznie 
jak w drodze klasycznej, pierwszym etapem jest wiązanie TBP z sekwencją TATA- 
-box, a następnie rekrutacja przez TBP holoenzymu polimerazy RNA II zawie
rającego pozostałe elementy niezbędne do rozpoczęcia transkrypcji [32, 45]. Obie 
drogi tworzenia kompleksu preinicjacyjnego przedstawiono na rysunku 3.

W promotorach genów kodujących białka transkrybowanych przez polimerazę 
RNA II i nie zawierających sekwencji TATA-box elementem określającym spe
cyficzność polimerazy jest również czynnik TFIID, jednak wchodzący w jego skład
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Rys. 3. Alternatywne drogi składania kompleksu preinicjacyjnego na promotorach genów transkrybowa- 
nych przez polimerazę RNA II i zawierających sekwencję TATA-box: a -  model sekwencyjny, 

b -  model holoenzymu RNAPII, Inr -  sekwencja inicjatorowa

TBP nie pełni funkcji głównego elementu rozpoznającego sekwencje promotorowe. 
Istnieje kilka modeli opisujących mechanizm rekrutacji TFIID do tego typu pro
motorów. Rekrutacja może następować przez pośrednie lub bezpośrednie oddzia
ływanie TAF wchodzących w skład TFIID z inicjatorem, sekwencją najwyższej 
zgodności 5’-RRCARRRRR-3’ zachodzącą na punkt startu transkrypcji. Przy bez
pośrednim oddziaływaniu rolę tę pełni TAFn 150 mający znaczne powinowactwo 
do zawierającej inicjator sekwencji znajdującej się w rejonie -1-+38 w stosunku 
do punktu startu transkrypcji [48, 49]. W pośrednim oddziaływaniu TAF wcho
dzących w skład TFIID (np. TAFjj 150) z regionem otaczającym punkt startu trans
krypcji mogą pośredniczyć białka wiążące się do sekwencji inicjatorowych (IBP 
-  initiator binding proteins). Opisane do tej pory białka o charakterze IBP, m.in. 
specyficzne białko TFII-I, aktywatory transkrypcyjne YY1, HIP1 i USF oraz po- 
limeraza RNA II nie wiążą się z sekwencją najwyższej zgodności inicjatora, wciąż 
pozostaje więc otwarty problem istnienia uniwersalnego czynnika transkrypcyjnego 
rozpoznającego specyficznie sekwencje inicjatorowe [27, 49]. Inny model zakłada 
rekrutację TFIID poprzez oddziaływanie TAF z czynnikiem transkrypcyjnym wią
żącym się ze specyficzną sekwencją regulatorową znajdującą się przed punktem 
startu transkrypcji, bez wiązania TBP do sekwencji promotorowych [41]. Mimo 
istnienia mechanizmów rekrutacji TFIID do sekwencji promotorowych zachodzących 
z pominięciem etapu wiązania TBP do DNA nie można wykluczyć istnienia wtórnych
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Rys. 4. Struktura kompleksu TFIID

oddziaływań TBP z sekwencjami leżącymi przed punktem startu transkrypcji. Od
działywania te mogą mieć charakter nieswoisty lub być wynikiem zmiany powi
nowactwa TBP do DNA następującej po związaniu TBP z TAF i innymi czynnikami 
transkrypcyjnymi. Wyniki przeprowadzonych in vitro testów kinetyki wiązania TBP 
z różnymi sekwencjami DNA oraz analiza wpływu sekwencji znajdującej się w 
regionie -30 na efekt aktywacji transkrypcji przez czynnik Spl wskazują na istnienie 
wspomnianych powyżej oddziaływań [52, 55]. Na rysunku 4 przedstawiono budowę 
TFIID.

AKTYWACJA TRANSKRYPCJI GENÓW KODUJĄCYCH 
BIAŁKA

Mechanizmy aktywacji transkrypcji najintensywniej analizowane są w układach 
transkrypcyjnych dla genów kodujących białka i transkrybowanych przez polimerazę 
RNA II. Uzyskanie transkrypcji na poziomie podstawowym in vitro wymaga obe
cności matrycy zawierającej sekwencję TATA-box lub inicjatora, kilku ogólnych
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czynników transkrypcyjnych: TFIIB, TBP, TFIIF, TFIIE i TFIIH oraz polimerazy 
RNA II, ATP oraz trifosforanów rybonukleozydów [2]. Zwiększenie aktywności 
tran skry pcyjnej ponad poziom podstawowy wymaga obecności odpowiedniego ze
stawu elementów regulatorowych działających w układzie in cis, czyli sekwencji 
znajdujących się bezpośrednio w pobliżu rdzeniowych sekwencji promotorowych, 
sekwencji znajdujących się w pewnej odległości od minimalnego promotora (UAS, 
upstream activating sequences) i sekwencji działających niezależnie od położenia 
i orientacji względem miejsca startu transkrypcji zawartych w sekwencjach wzmac
niających (enhancerach) oraz elementów działających w układzie in trans, czyli 
odpowiedniego zestawu białek regulatorowych oddziałujących bezpośrednio z se
kwencjami regulatorowymi wspomagającymi aktywację, określanych często mianem 
koaktywatorów lub mediatorów.

Białka regulatorowe, których związanie z sekwencjami regulatorowymi, takimi 
jak UAS lub sekwencje wzmacniające (enhancery), powoduje zwiększenie aktyw
ności transkrypcyjnej regulowanego genu, zbudowane są zazwyczaj z domeny wią
żącej się z DNA oraz domeny aktywującej (AD), a ponadto białka działające w 
formie homo- lub heterooligomerycznej zawierają domenę multimeryżującą. Domena 
wiążąca się z DNA odpowiedzialna jest za rozpoznawanie sekwencji regulato
rowych, natomiast domeny aktywujące zaangażowane są w procesy interakcji między 
poszczególnymi elementami trans-regulatorowymi. Wśród wielu białek regulato
rowych można stwierdzić występowanie charakterystycznych motywów zarówno 
w sekwencjach domen oddziałujących z DNA (np. palce cynkowe, heliks-skręt-heliks 
lub domena homeobox), aktywujących (np. kwaśne, bogate w reszty glutaminy 
lub proliny) oraz multimeryzujących (np. suwak leucynowy) [53].

Mimo że mechanizm aktywacji transkrypcji nie został do chwili obecnej pre
cyzyjnie scharakteryzowany, niewątpliwie największe znaczenie mają w tym procesie 
bezpośrednie oddziaływania między białkami regulatorowymi a składnikami ma
szynerii transkrypcyjnej wiążącej się z rdzeniowymi sekwencjami promotorowymi 
otaczającymi punkt startu transkrypcji.

W procesie akty wacji transkrypcji zaangażowane są niektóre podstawowe czynniki 
transkrypcyjne. Domeny aktywujące białek regulatorowych mogą w procesie akty
wacji transkrypcji oddziaływać z podstawowymi czynnikami transkrypcyjnymi, w 
tym przede wszystkim z regionem bogatym w reszty aminokwasów zasadowych 
domeny C-terminalnej TBP [20], czynnikami transkrypcyjnymi TFIIA [43], TFIIB 
[11, 33], TFIIF [29], TFIIH [54] oraz z CTD -  domeną C-końcową polimerazy 
RNA II [16].

Większość aktywatorów wymaga do swego działania udziału dodatkowych białek, 
tzw. koaktywatorów lub mediatorów, które pierwotnie zostały zidentyfikowane jako 
elementy TFIID [41, 47]. Koaktywatory można podzielić na dwie grupy: białka 
ściśle związane z TBP (TAF), tworzące z nim stabilny kompleks TFIID oraz ko
aktywatory niezależne od TAF.
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Wykazano, że niektóre TAF uczestniczą w procesie aktywacji transkrypcji. Do
meny białek regulatorowych człowieka, Drosophila i drożdży mogą oddziaływać 
z poszczególnymi TAF [9, 46]. Istnieją dane, że w komórkach mogą występować 
subpopulacje TFIID zawierające większość rdzeniowych TAF, natomiast różniące 
się między sobą obecnością lub brakiem niektórych TAF.

Oprócz białek ściśle zasocjowanych z TBP wiele koaktywatorów daje się wy
izolować jako osobne białka lub składniki większych kompleksów. Opisano szereg 
przykładów białek izolowanych z komórek ssaków, które są niezbędne do aktywacji 
i które nie są elementami kompleksu TFIID: np. ACF i PCI [28].

U drożdży do tej pory scharakteryzowano 4 kompleksy białkowe, których skład
nikom  m ożna przypisać rolę m ediatorów , kom pleks Sw i/Snf, kom pleks 
Ada2/Ada3/Gcn5, mediator oraz kompleks Spt.

Pierwszy wymieniony kompleks Swi/Snf zawiera szereg scharakteryzowanych 
białek jak Swil/Adr6, Swi2/Snf2, Swi3m Snf5, Snf oraz co najmniej cztery do
datkowe peptydy [4]. Mutacje w genach kodujących poszczególne składniki kom
pleksu Swi/Snf wykazywały u drożdży podobny fenotyp charakteryzujący się 
obniżeniem transkrypcji aktywowanej wielu genów m.in. HO, INOl, ADH1, ADH2, 
SUC2, GALI I GALIO [38]. Podobne kompleksy zidentyfikowano u człowieka 
i Drosophila [39]. W doświadczeniach genetycznych wykazano, że kompleks ten 
jest związany z procesem aktywacji transkrypcji, z jednej strony przez oddziaływanie 
i przemodelowywanie związane z DNA zależną aktywnością ATPazy, z drugiej 
strony przez umożliwienie czynnikom transkrypcyjnym, takim jak Gal4, GR oraz 
TBP, wiązanie się z nukleosomami i aktywację transkrypcji [39].

Nazwę mediatora przypisano wielopodjednostkowemu kompleksowi zasocjowa- 
nemu z C-terminalną domeną polimerazy RNA II. Zawiera on białka Srb oraz 
inne komponenty, takie jak G all, Sug 1 oraz TFIIF [1]. Białka Srb zostały zi
dentyfikowane jako supresory delecji siedmioamiokwasowych powtórzeń wystę
pujących w C-terminalnej domenie polimerazy RNA II. Należą do nich tworzące 
parę kinaza/cyklina białka SrblO i Srbl 1, które są niezbędne w procesie aktywacji 
transkrypcji przez galaktozę, koaktywatory transkrypcji Srb2 i Srb5 oraz białka 
Srb4 i Srb6 istotne dla podstawowych funkcji komórki [37]. Wielu składnikom 
mediatora przypisano rolę w procesie aktywacji transkrypcji zależnej od określonych 
typów aktywatorów, np. Gal 1 jest istotny w aktywacji Rap i Gal4 [22].

Białka kompleksu Ada2/Ada3/Gcn5 zostały zidentyfikowane w warunkach wy
sokiej ekspresji w komórkach drożdży hybrydowego aktywatora Gal4-VP16, co 
powodowało zahamowanie wzrostu, prawdopodobnie w wyniku tworzenia nieaktyw
nych kompleksów między domeną aktywującą V16 a przypuszczalnym koakty- 
watorem. Poszukując mutacji znoszących ten efekt znaleziono szereg genów 
supresorowych. Stwierdzono, że produkty trzech genów Ada2, Ada3 i Gcn5 tworzą 
kompleks i są związane z aktywacją transkrypcji przez m.in. Gcn4, ale nie Gal4 
[25].
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Geny SPT  zostały zidentyfikowane jako supresory mutacji wywołanych przez 
insercje transpozonu Ty. Analizą genetyczną wykazano, że produkt genu SPT3 
oddziałuje z TBP i może być składnikiem wielobiałkowego kompleksu, w którego 
skład mogą wchodzić również produkty genów SPT7 i SPT8 [14].

Przykładowe drogi aktywacji prowadzonej przez wybrane białka aktywatorowe 
przedstawiono na rysunku 5.

Warto także pamiętać, że oprócz aktywatorów w komórce znajduje się też szereg 
czynników represorowych, które mogą oddziaływać bezpośrednio z TBP.

Mimo nagromadzenia bardzo dużej ilości danych wciąż nieznany jest dokładny 
mechanizm działania aktywatorów i koaktywatorów transkrypcji. Aktywność trans- 
krypcyjna danego promotora jest najprawdopodobniej sumarycznym wynikiem sze
regu różnorodnych bezpośrednich i pośrednich interakcji pomiędzy poszczególnymi 
elementami kompleksów transkrypcyjnych [13]. Jest prawdopodobne, że nie istnieje 
jeden uniwersalny mechanizm tego procesu. Najprostszym wytłumaczeniem dzia
łania aktywatorów może być zwiększanie tempa tworzenia kompleksu preinicja- 
cyjnego przez przyciąganie podstawowych czynników transkrypcyjnych [10], wpływ 
na zmianę aktywności lub powinowactwa podstawowych czynników transkrypcyj
nych i zwiększanie ilości aktywnych pośrednich kompleksów preinicjacyjnych [2]. 
Możliwe jest też wywołanie zmian konformacyjnych w matrycy, w wyniku których 
ułatwione jest przechodzenie kompleksu preinicjacyjnego w kompleks otwarty i 
zmiana ilości czynników niezbędnych do rozpoczęcia procesu elongacji [44, 50], 
kompetycyjne współzawodnictwo z represorem o miejsce wiązania z podstawowym 
czynnikiem transkrypcyjnym (np. TBP lub TFIIB) oraz przeciwdziałanie tworzeniu 
nieproduktywnych kompleksów, jak również likwidacja negatywnego oddziały
wania chromatyny [19].

Ponieważ wiele aktywatorów i koaktywatorów oddziałuje z TBP i opisanych 
jest wiele mutacji powodujących obniżenie siły oddziaływań, co daje zniesienie 
efektu aktywacji, TBP jest prawdopodobnie jednym z najważniejszych odbiorców 
sygnałów regulatorowych. Niezależnie od modelu tworzenia kompleksu preinicja
cyjnego etap wiązania TBP z sekwencjami -25/30 promotora jest jednym z pierwszych 
i najistotniejszych etapów w tworzeniu aktywnego kompleksu preinicjacyjnego [3]. 
Tempo asocjacji i dysocjacji TBP z DNA jest bardzo wolne, stąd tworzenie kompleksu 
TBP-DNA może być etapem limitującym w procesie rekrutacji podstawowych czyn
ników transkrypcyjnych wchodzących w skład kompleksu preinicjacyjnego. Od
działywania aktywator-TBP mogą prowadzić do przesunięcia równowagi w stronę 
asocjacji subkompleksu preinicjacyjnego TBP/DNA i zwiększać tym samym wy
dajność tran skry pcyjną promotora. Doświadczenia przeprowadzone z hybrydowymi 
czynnikami transkrypcyjnymi wykazały, że obecność domeny aktywującej można 
zastąpić połączeniem aktywatora z TBP za pomocą wiązania kowalencyjnego lub 
za pośrednictwem domen dimeryzujących. W wyniku takiego połączenia białko 
hybrydowe (lub heterodimer) powoduje zwiększenie poziomu transkrypcji tak jak
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Rys. 5. Udział podstawowych czynników transkrypcyjnych i koaktywatorów w procesie aktywacji 
zależnej od wybranych białek regulatorowych: Zta, Gal4, VP16, Gcn4, Spl i NTF1. Odcienie szarego 

odpowiadają bezpośrednim interakcjom między aktywatorami a pozostałymi składnikami
występującymi

to ma miejsce podczas prawidłowej aktywacji [7,31]. Białka hybrydowe rozpoznające 
jednocześnie dwie sekwencje regulatorowe (TATA-box oraz sekwencję specyficzną) 
mają zwiększone powinowactwo do DNA, co pozwala na przyspieszenie etapu 
wiązania TBP z matrycą. Aktywacja może być wynikiem kooperatywnego od
działywania dwóch białek, w wyniku którego ich siła wiązania do DNA jest dużo 
wyższa niż suma sił wiązania przy oddziaływaniach niezależnych. Efektem jest 
w tym przypadku wyraźnie zwiększona ilość aktywnych kompleksów preinicja- 
cyjnych w obrębie danego promotora [21]. Dodatkowe powinowactwo aktywatorów 
do podstawowych czynników transkrypcyjnych może ułatwić przyciąganie kolejnych 
elementów kompleksu preinicjacyjnego lub stabilizować strukturę tego kompleksu.

Niewątpliwie wiele czasu będzie jeszcze potrzebne, aby wyjaśnić do końca wszy
stkie szczegóły dotyczące procesów zachodzących w czasie inicjacji transkrypcji 
w komórkach eukariotycznych. Priorytetowe wydają się w tej chwili badania pro
wadzone nad klonowaniem i analizą strukturalną poszczególnych elementów wcho
dzących w skład maszynerii transkrypcyjnych genów transkrybowanych przez różne
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polimerazy RNA w komórkach różnych organizmów oraz prowadzoną różnymi 
technikami in vitro i in vivo analizą funkcjonalnych korelacji między poszcze
gólnymi składnikami kompleksów transkrypcyjnych.
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