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annuus, Pisum sativum, Spinacia oleracea, Oscillatona agardlii [49], Phaseolus vulgaris [17]
oraz nasionach Allium altaicum [12].

Nie ustalono ostatecznie subkomoérkowego miejsca syntezyACh wtkankach roslinnych.
W wierzchotkach korzeni Phaseolus aureus synteza tego zwigzku zachodzi przypuszczalnie
w btonach retikulum endoplazmatycznego [30]. U Phaseolus vulgaris najwyzszag aktywnos¢
ATCh wykryto w cytozolu (57% catkowitej aktywnosci), co moze sugerowac, ze przy-
najmniej u tego gatunku fasoli, podobnie jak u zwierzat [27], synteza ACh zachodzi w
cytozolu [16, 17]. ATCh izolowana z tkanek ros$linnych ma podobne witasciwosci mo-
lekularne i biochemiczne jak enzym oczyszczany z komorek nerwowych [58]. Jednakze u
roslin moze funkcjonowac specyficzny mechanizm kontroli syntezy ACh.

Z danych uzyskanych przez Hartmanna i wsp. [16] oraz Jaffego [30] wynika, ze
zaréwno wigczanie radioaktywnych prekursoréw doACh [16], jak i tempo syntezy A Ch w
izolowanych cysternach retikulum endoplazmatycznego [30], kontrolowane sg przez fito-
chrom (P). Wykazano, ze naswietlanie roslin R podwyzsza, a FR obniza zawarto$¢ ACh w
wierzchotkach korzeni Phaseolus aureus [29], w kallusie dwugatunkowego mieszanca mchu
[18], w tkankach Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Sinapis alba, Cucurbita pepo, Helian-
thus annuus, Spinacia oleracea, Amaranthus canolathus [19], Pinus silvestris [33] oraz
Avena sativa [60], Rowniez Swiatto biate podwyzsza tempo syntezy ACh w siewkachyfvc/ia
[59] oraz zawarto$¢ tej substancji w lisciach Phaseolus aureus [37]. U Lenina gibba G3
wyzszy poziom ACh wykryto w roslinach rosngcych przy tzw. diugim fotoperiodzie w
poréwnaniu do roslin hodowanych przy krotkim fotoperiodzie [26]. Jak dotad jedynie
Satter i wsp. [47] nie potwierdzili udziatu P w regulacji syntezy ACh w lisciach Albizzia
julibrissin.

DEGRADACJA ACh

W komoérkach nerwowych A Ch rozktadana jest przez AChE (EC 3.1.1.7). Ponadto w
komérkach nienerwowych zwigzek ten moze by¢ hydrolizowany przez pseudocholino-
esteraze lub tzw. butyrylocholinoestcraze (EC 3.1.1.18) [40]. Réwniez w ros$linach wykryto
enzym rozkiadajacyACh. Aktywnos$¢ cholinoesterazowg stwierdzono w tkankach ponad
100 [9,17, 38], ajej brak w tkankach 60 gatunkow roslin [17], Obecno$S¢AChE wykryto we
wszystkich organach siewek fasoli [10], W komérkach korzeni fasoli aktywno$¢ AChE
stwierdzono w $cianach komoérkowych [10]. W komdrkach warstwy aleuronowej ziarnia-
kow pszenicy [66] oraz w komorkach koleoptyli owsa [60] obecno$¢ enzymu zlokalizowano
po zewnetrznej stronie btony komorkowej. Aktywno$¢ztC/if zostata rowniez stwierdzona
na powierzchni pellikuli powlekajgcej znamiona stupka Pharbitis nil [2] oraz w chloroplas-
tach lisci grochu [44]. Molekularna i biochemiczng charakterystyke cholinoesteraz roslin
przedstawiono w poprzedniej pracy [57],

RECEPTORY ACh

Jak dotad nie uzyskano bezposrednich dowodéw potwierdzajacych istnienie AChR u
roslin. Fluck iJaffe [8] zaktadali, ze roslinnezt ChR moga mie¢ dwojakiego typu wiasciwosci
biochemiczne. Moga one wykazywa¢ witasciwosci nieenzymatycznego biatka regulato-
rowego kontrolujgcego np. przepuszczalnos¢ bton. W drugim przypadku roslinne AChR
moga by¢ powiazane z enzymami regulujacymi przebieg okreslonych przemian metabo-
licznych. We wstepnych badaniach prowadzonych na ekstraktach korzeni fasoli Jaffe [cyt.
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RYS. 1. Obecnos¢ aktywnosci acetylocholinoesterazy (AChE), acetylotransferazy cholinowej (ATCh) oraz
frakcji wigzacych [ C]-acetylocholing (ACh) w ekstraktach izolowanych ze $cian komérkowych hypokotyli fa-
soli (na podstawie [17])

za 8] wykazat obecnos$¢é miejsc wigzacych. Hartmann iwsp. [cyt. za 17] stwierdzili wysokie
powinowactwom!Ch do biatek frakcji scian komérkowych Phaseolus vulgans. W badanym
ekstrakcie wykryto rdwniez aktywno$¢ AChE i ATCh (rys. 1) [17] oraz obecno$¢ ACh
[19]. Jednakze ani Jaffe, ani Hartmann i wsp. nie przeprowadzili biochemicznej charakte-
rystyki "miejsc wigzacych" A Ch.

Uzycie agonistow (muskaryna, nikotyna) i antagonistéw (atropina, d-tubokuraryna)
ACh dostarczyto posrednich dowodéw na istnieniem!ChR u roslin.

Atropina podwyzszata poziom ATP w pakach fasoli [32] i aktywnos$¢ kinazy cholinowej
[20], znosita stymulacyjny wpltyw R iACh na zmiane wzorca wzrostu siewek Vigna [25],
przeciwdziatata stymulowanemu/!Ch kurczeniu sie komorek perycyklu korzeni fasoli [51],
znosita stymulowane IAA kwitnienie Lenina gibba G3 [24] oraz hamowata wigczanie 32Pj
do czasteczek fosfolipidow hypokotyli fasoli [21], Z drugiej strony atropina w niewielkim
stopniu redukowata stymulowang gibereling elongacje hypokotyli ogérka [67] oraz nie
wywierata wptywu na stymulowane auksyng wydtuzanie segmentéw koleoptyli owsa [7],
na synteze sanoparyny wtkankach jeczmienia [48] i na kietkowanie fotoblastycznych nasion
Rumex obtusifolius i Cucumis anguria [36]. Ponadto stwierdzono, ze d-tubokuraryna
hamuje stymulowane R pobieranie [14C]-octanu sodowego przez izolowane wierzchotki
korzeni fasoli [31], natomiast nikotyna indukuje morfogeneze korzeni w kallusie tytoniu
[41]. Muskaryna i atropina w stezeniu rownym lub wyzszym od 1 nM hamowata do 50%
tempo fotoredukcji NADP+ i niecyklicznej fosforylacji w chloroplastach grochu [43].
D-tubokuraryna znacznie stabiej hamowata obydwa wymienione procesy. Muskaryna,
podobnie jak mIC/j, stymulowata odpowiednio 15- i 2-krotnie wyptyw Na+ i K+ z chloro-
plastéw, natomiast atropina i d-tubokuraryna w niewielkim stopniu wptywaty na transport
obu kationéw przez btony wspomnianych organelli komdérkowych [43]. Z drugiej strony
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d-tubokuraryna bardzo silnie hamowata stymulowanyACh wyptyw Na+ z chloroplastéw.
Roshchina [43] przypuszcza, ze w btonach chloroplastow grochu wystepujg AChR re-
gulujace przepuszczalnos¢ ich bton dla jonéw. Istnienie AChR w roslinach postulowali
réwniez Raineri i Modenesi [42]. Autorzy ci sugerowali, ze, ACh mogta regulowa¢ prze-
puszczalnos$¢ bton u praorganizmoéw, z ktérych nastepnie powstaty najprymitywniejsze
rosliny i zwierzeta.

WPLYWACh NA PROCESY
ZWIAZANE Z PRZEPUSZCZALNOSCIA BLON

Egzogenna ACh wplywa u roslin na wiele proceséw indukowanych zmianami przepu-
szczalnosci bton dla jonéw [17, 54, 56]. Pierwszym zjawiskiem, ktérego przebieg mody-
fikowata ACh, byt tzw. efekt Tanady [28].

EFEKT TANADY

R stymuluje przyleganie wierzchotkéw korzeni do ujemnie natadowanych powierzchni
szklanych, natomiast FR odwraca efekt R powodujac ich uwalnianie do srodowiska [65].
ACh w stezeniu 0,1 mM, nasladujac dziatanie R, powodowata wigzanie si¢ izolowanych
wierzchotkOw korzeni fasoli ze szktem [28]. Atropina i AMO-1618 (retardant wzrostu)
podawane w ciemnos$ci dziataly podobnie do R i ACh. Z drugiej strony obie te
substancje, a takze paraoksan (insektycyd) i CCC (retardant wzrostu) zastosowane row-
nolegle z R czesciowo znosity efekt tej dtugosci Swiatta [28, 29], Eseryna podwyzszata
wrazliwos¢ tkanek na dziatanie R iACh oraz podobnie jak A Ch hamowata stymulowane
FR uwalnianie korzeni do $rodowiska inkubacyjnego [29],

Przy uzyciu chromatografii bibutowej oraz réznych biotestéw Jaffe [28, 29] wykazal, ze
wbadanych wierzchotkach korzeni fasoli obecnajest endogenna ACh. Ponadto stwierdzit,
ze R stymuluje, a FR hamuje synteze ACh w tkankach korzeni ijej uwalnianie do $rodo-
wiska. W siewkach fasoli, poza wptywem na efekt Tanady, ACh oddziatywata na trzy inne
regulowane przez P procesy. Podobnie jak R substancja ta hamowata powstawanie korzeni
wtérnych oraz stymulowata wyptyw H  do $rodowiska i indukowata powstawanie dodat-
nich potencjatéw powierzchniowych wtkankach tychze korzeni [28,29]. W 1970 roku Jaffe
[28] opublikowat nastepujacy model dziatania ACh na procesy zachodzace w wierzcho-
tkach korzeni fasoli (rys. 2).

W modelu tym Jaffe proponowat, ze powstawaniu pod wptywem R aktywnej formy P,
zwanej Pfr [64, 65] towarzyszy wzrost tempa syntezy ACh. Podwyzszenie poziomu ACh w
tkankach stymuluje wyptyw H+ z komorek korzeni, co powoduje powstawanie na ich
powierzchni dodatnich potencjatéw, ktére sg przyczyng przylegania badanych organéw do
szkta. Wzrost zawartosci endogennej ACh prowadzi réwniez, wedtug Jaffego, do zaha-
mowania powstawania korzeni wtérnych. Odwrotnie, naswietlanie korzeni FR stymuluje
powstawanie formy fitochromu, zwanej Pr [64, 65], ktora podwyzszajac tempo rozktadu
ACh wpltywa na uwalnianie omawianych organoéw ze szkia oraz na ich normalng organo-
geneze [28].
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Poza Jaffem rowniez inni autorzy potwierdzili udziat P w kontroli przebiegu efektu
Tanady [65]. Jednakze nie udato sie potwierdzi¢ ro\i ACh jako regulatora w kontroli tego
procesu. Wykazano, ze jony sodowe, w stezeniu nizszym od ACh, nasladuja dziatanie/?. Z
drugiej strony jony potasowe, podobnie jak FR stymulujg uwalnianie wierzchotkéw korzeni
ze szkia [30].

WPLYW ACh NA RUCHY LISCI

Nyktynastyczne ruchy lisci Mimosa pudica, Albizziajulibrissin i Samanea samen kon-
trolowane sg przez P [65]. Swiatto wplywajac na szybkie zmiany przepuszczalnoéci bton
dla jonéw w tkankach poduszeczki podlisciowej stymuluje wzrost turgoru w komoérkach
motorycznych poduszeczki. Jest to przyczyna ruchu lisci [65]. Opierajgc sie na podo-
bieristwie wspomnianych proceséw do szybkich zmian transportu jonéw, ktére zachodzg
w komoérkach nerwowych, Toriyama i Jaffe [52] zasugerowali mozliwo$¢ udziatu ACh w
regulacji ruchéw lisci mimozy. Badania przeprowadzone przez Satter i wsp. [47] zaprze-
czylty mozliwosci uczestnictwa ACh w regulacji ruchéw lisci u Mimosa pudica, Albizzia
julibrissin, Samanea samen iPhaseolus multiflorus. Przy uzyciu biotestu autorzy ci wykazali
brak réznic wzawartoscig Ch w tkankach blaszek lisciowych i poduszeczek podlisciowych
wymienionych roslin. Ponadto wykryli brak zmian poziomu ACh w tkankach poduszeczek
podczas regulowanych przez P ruchach lisci. Rowniez podawanie egzogennej A Ch (od 10
MM do 1 mM) nie wywierato zadnego wptywu na ruchy lisci Samanea tak w ciemnosci, jak
i podczas ich naswietlania R lub FR [47]. Wyniki przeciwstawne do opisanych uzyskali
Kumaraval i wsp. [34], Wykazali oni, ze zawarto$¢"Ch w ztozonych (w ciemnosci) listkach
Samanea samen jest wyzsza niz w otwartych (na Swietle).

WPLYWAIC/i na przepuszczalno$é bton dla jonoéw

Jaffe [28] jako pierwszy zaproponowat, ze pierwotny mechanizm dziatania ACh w
roslinach polega na regulacji przepuszczalnosci bton dlajonéw. Autor ten wykazat, ze. ACh
stymuluje wyptyw H + z komoérek izolowanych wierzchotkéw korzeni [28]. Greppin i wsp.
[11] opisali indukcyjny wptyw omawianej substancji na powstawanie potencjatéw bio-
elektrycznych wkomaorkach lisci szpinaku. Natomiast Hartmann [13,14] stwierdzit, ze. ACh
nie wplywa na zmiany potencjatow powierzchniowych izolowanych hypokotyli fasoli.
Jednakze, wraz ze wzrostem jej stezenia w $rodowisku ACh hamowata stymulowana
Swiattem niebieskim hyperpolaryzacje wspomnianych potencjatow, jak réwniez obnizata
tempo pobierania K+ przez badane tkanki [14]. Wcze$niej Jaffe [29] oraz Evans [7]
postulowali wptywat Ch na btonowy transport Ca" +. Tretyn [53] wykryt, ze ACh podobnie
jak/? podwyzsza tempo pobierania 45Ca“+ przez wycinki etiolowanych koleoptyli owsa.
Roshchina [43] przeprowadzita badania nad wptywem ACh, jej agonistow i antagonistow
na transport Na+ i K+ w izolowanych chloroplastach lisci grochu. Autorka przypuszcza,
ze stymulowany przez ACh wyptyw jonéw sodowych i potasowych do $rodowiska kontro-
lowanyjest przez obecne w btonach chloroplastowy! ChR. Na mozliwo$é udziatuA ChR w
regulacji przepuszczalnosci bton dla jonéw wskazywato wczesniej kilku autorow [24,
26, 42].
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korzeni / R korzeni
wtérnych ’ FR / wtérnych
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Obnizenie przepuszczalnosci Podwyzszenie przepuszczalnosci
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potencjaldbw bioelektrycznych

Uwalnianie z negatywnie

natadowanej powierzchni Przywieranie do negatywnie
natadowanej powierzchni

RYS. 2. Wptyw acetylocholiny na procesy zachodzace w wierzchotkach korzeni fasoli (opis w tekscie); prze-
rywang linig zaznaczone zostaty przypuszczalne miejsca hamujacego dziatania eseryny, atropiny \ACIiE na
rézne etapy proponowanego taricucha zdarzen (na podstawie [28])

WPLYW mC/i NA METABOLIZM FOSFOLIPIDOW

U zwierzat mC/t reguluje przepuszczalno$é bton dla jondw w postaci dwu odmiennych
procesow. W komérkach nerwowych miCh taczac sie z receptorami stymuluje aktywnos$¢
kanatéw jonowych [5]. W komoérkach nienerwowych miCh podwyzsza przepuszczalnosé
bton dla jonéw aktywujac enzymy zwigzane z rozpadem fosfolipidow btonowych [23].
Enzymy te stymuluja powstawanie diacyloglicerolu {DAG) i 1,4,5-trifosforanu inozytolu
(IP3), ktére petnig funkcje drugich przekaznikéw [35, 39]. Fluck i Jaffe [8] jako pierwsi
zasugerowali wptyw ACh na metabolizm fosfolipidow u roslin. Hartmann i wsjy [21]
wykazali, ze w warunkach tlenowych 10-uM roztwér ACh hamuje wigczanie Pi do
czgsteczek fosfolipidow izolowanych z wycinkéw etiolowanych hypokotyli fasoli. W warun-
kach beztlenowych A Ch i atropina dziatalty stymulujagco na badany proces [21]. Szcze-
gotowe badania wykazatly, ze w warunkach tlenowych ACh hamuje wigczanie Pi do
frakcji fosfolipidéw zawierajgcych fosfatydyloetanoloamine (PE) i fosfatydylocholine
(PC), a stymuluje jego witaczanie do frakcji wzbogaconej w fosfatydyloinozytol (PI) [17].
Badania przeprowadzone przez Hartmanna i wsp. [20-22] potwierdzity podobienstwo
metabolizmu fosfolipidéw u roslin i zwierzat.
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PODSUMOWANIE DOTYCHCZASOWYCH BADAN

Dane na temat dziatania>4C/i w komarkach roslinnych sg kontrowersyjne. Brak wptywu
egzogennej A Ch na metabolizm, wzrost i rozwo6j roslin mozna ttumaczy¢ stabg jej pene-
tracjg do wnetrza tkanek roslinnych [54], Tempo pobierania A Ch przez wycinki etiolowa-
nych hypokotyli fasoli regulowane jest przez R i odczyn roztworu inkubacyjnego [15].
Doswiadczenia z uzyciem ACH nalezy prowadzi¢ w kontrolowanych warunkach $wietlnych
i w pH zapewniajacych maksymalne jej pobieranie ze srodowiska. W wiekszosci badan,
poza dotyczacymi wpltywu A Ch na synteze ATP oraz metabolizm izolowanych mito-
chondridéw i chloroplastéw, aby wykaza¢ wptyw tego zwigzku na badany proces, uzywano
jego wysokich stezen [54], Stosowana w tak wysokich stezeniach A Ch moze niespecyficznie
oddziatywacé na procesy zachodzgce wroslinach. Z tego zatozenia wyszli Hartmann i Gupta
[17] proponujac kolejny model dziatania A Ch w roslinach (rys. 3).

Autorzy ci [17] zakladaja, ze egzogenna ACh ulega rozktadowi przez zewnatrzko-
moérkowg AChE. Mozna jednakze przypuszczaé, ze podanie wysokich stezert ACh lub
zahamowanie aktywnosci AChE (np. przez eseryne lub R) prowadzi do przedostania sig
egzogennej A Ch do wnetrza komérki i do zainicjowania w niej tych samych proceséw, ktére
kontrolowane sg przez endogenng A Ch. Ponadto w modelu tym nie okre$lono, w jaki
sposéb endogenna ACh wplywa na kontrolowane przez nig przemiany metaboliczne.
Autorzy nie uwzglednili réwniez mozliwosci istnieniav4ChR u roslin.

PROTOPLASTY JAKO MODEL DO BADANIA MECHANIZMU
DZIALANIA A Ch W ROSLINACH

Z dokonanego przegladu literatury wynika, ze ACh moze nasladowa¢ dziatanie R w
regulacji fotomorfogenezy roslin [17]. Wptyw tej substancji na procesy zachodzgce w
roslinach moze dotyczy¢ kontroli przepuszczalnosci bton dla K+, Na+ iCa2+.

Uwzgledniajac te spostrzezenia postanowiono zbada¢ oddziatywanie ACh na pecz-
nienie protoplastéw izolowanych z etiolowanych lisci pszenicy. Pecznienie wspomnianych
protoplastéw kontrolowane jest przez P [3]. W izotonicznym roztworze sorbitolu 1-minu-
towy impuls R powoduje wzrost objetosci protoplastéw. Stymulacyjne dziatanie R na ten
proces ujawnia sie jedynie w Srodowisku zawierajagcym Ca2 ijest znoszone 3-minutowym
impulsem FR. Protoplasty zaczynaja pecznie¢ natychmiast po ich naswietleniu R i osiagaja
swojg maksymalng objeto$¢ kilkanascie minut po przeniesieniu do ciemnosci [3].

Podobnie jak R, rowniez jonofor Ca2+ (A 23187) oraz agonista zwierzecych kanatow
wapniowych - Bay K 8644 stymuluja pecznienie protoplastéw inkubowanych w ciemnosci
w roztworze sorbitolu zawierajgcym Ca2+ [3, 61]. Z drugiej strony, blokery kanatoéw
wapniowych: La3+, werapamil [5] oraz nifedypina [61], jak réwniez Li+ [4] (inhibitor
rozktadu fosfolipidéw btonowych [39]) i inhibitory kalmoduliny (Tretyn i Kendrick, dane
niepubl.) znoszg stymulacyjny wptyw R na omawiany proces. Ponadto ustalono, ze w
kontrolowanym przez P pecznieniu protoplastdw pszenicy moze réwniez uczestniczy¢
biatko G [4] (Gp, biatko wigzgce GTP [23, 39]) oraz kinaza biatkowa C [4].



MECHANIZM DZIALANIA ACETYLOCHOLINY W ROSLINACH 105

WPLYW A CH NA PECZNIENIE PROTOPLASTOW PSZENICY

Protoplasty umieszczone w roztworze sorbitolu zawierajgcym 0,5 mM Ca2+ lub 0, 1
mM K lub 0,1 mM Na+ nie zmieniaty objetosci wwyniku ich naswietlenia 3-minutowym
impulsem FR [62, 63]. Uprzednio naswietlone FR protoplasty poddane dziataniu ACh
peczniaty wciemnosci do podobnej objetosci jak po naswietleniu” [62], W przeciwienstwie
do pecznienia kontrolowanego przez P [3, 61] ACh wykazywala swojg aktywnos$é¢ w
obecnosci nie tylko Ca“+, lecz rowniez K+ i Na+ [62, 63]. Maksymalne pecznienie
protoplastéw odnotowano w 1 uM roztworze ACh [62]. Dodanie do $rodowiska zawiera-
jacego AC/t eseryny (inhibitora AChE [57]) podwyzszato efektywno$¢ dziatania ACh na
badany proces. W $rodowisku zawierajacym eseryne, w obecnosci Ca“+ protoplasty
osiggaty maksymalng objetos¢ w0,1 uM roztworze A Ch [62],

Specyficzno$é¢ wptywu ACh na pecznienie etiolowanych protoplastéw lisci pszenicy
badano stosujac kilka pochodnych choliny. Protoplasty inkubowane w $srodowisku, zawie-
rajacym jeden z trzech stosowanych jonéw oraz 1 uM choliny lub propionylocholiny, lub
butyrylocholiny, nie zmieniaty swych objetosci. Poza ACh jedynie karbamylocholina (kar-
bachol) stymulowata pecznienie protoplastéw [62, 63].

W przeprowadzonych doswiadczeniach stwierdzono, ze ACh wykazuje aktywnos$¢ w
stezeniach nizszych od 1 pM. Efekt jej dziatania obserwowano kilkanascie minut po
dodaniu A Ch do kapieli zawierajacej protoplasty, ktérych pecznienie poza tg substancja
stymulowane byto jedynie przez karbamylocholing. Na tej podstawie uwaza sie, ze ACh
specyficznie indukuje pecznienie protoplastow pszenicy [62],

MECHANIZM DZIALANIA AC/t NAPROTOPLASTY

Stosujac substancje blokujgce dziatanie A Ch u zwierzat [5, 6, 23] badano mechanizm
wptywu>4C/t na pecznienie etiolowanych protoplastéw pszenicy. Nifedypina i La3+ prze-
ciwdziataty zaleznemu od Ca2+ i stymulowanemu przez ACh pecznieniu protoplastéw
[62], Podobnie dziataty: Li+ [63], inhibitory kalmoduliny [62, 63] oraz GDP-B-S (inhibi-
tor Gp) [Bossen, dane niepubl.]. Wszystkie wymienione substancje, z wyjatkiem inhibito-
row kalmoduliny, nie wywieraty zadnego wptywu na zalezne od K+/Na i indukowane
przeze!Ch pecznienie protoplastéow [62,63].

WPLYW AGONISTOW | ANTAGONISTOW AChR NA PROTOPLASTY

W celu sprawdzenia mozliwosci udziatu AChR w kontroli pecznienia protoplastéw
zbadano wptyw agonistéw oraz antagonistow”! ChR na ten proces. Doswiadczenia prowa-
dzono w Srodowisku zawierajagcym Ca2+, K+ lub Na+ oraz jeden z badanych zwigzkéw.

Nikotyna (agonista tiAChR) we wszystkich badanych stezeniach stymulowata pecz-
nienie protoplastow w kapieli zawierajagcej K+ lub Na+. Optymalne stezenie nikotyny
wynosito 0,1 pM. Protoplasty inkubowane w srodowisku zawierajagcym Ca" + i traktowane
nikotyng nie zmieniaty swojej objetosci [63], Wyniki przeciwstawne do opisanych uzyskano
w doswiadczeniach, w ktérych zastosowano muskaryne (agonista niAChR). Substancja ta
stymulowala pecznienie protoplastow w obecnosci Ca2+, nie wywierajgc zadnego wptywu
na objeto$¢ protoplastow inkubowanych w roztworze K+ lub Na+ [63].
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RYS. 3. Model Hartmanna i Gupty ilustrujagcy mechanizm dziatania acetylocholiny w komdrkach roslinnych:
fotokonkonwersji fitochromu (zA-doPfr) towarzyszy wigzanie sie powstajacej aktywnej formy Pfrzjej pod-
btonowymi receptorami; powstaty kompleksAy-receptor stymuluje wzrost aktywnosci ATCh, co prowadzi do
podwyzszenia poziomu/tCh w komorce; po osiagnieciu okreslonego, wewnatrzkomaérkowego stezenia/lC/i
stymuluje procesy oddechowe i rozktad fosfolipidéw btonowych, ktére regulujac aktywnos$¢ kanatéw wapnio-
wych wptywajg na wzrost komorki i na szereg proceséw fizjologicznych (na podstawie [17])

Wptyw antagonistow AChR na protoplasty rowniez zalezat od sktadu jonowego kapieli.
Atropina (antagonista mAChR) w stezeniu od 1 do 10 pM, w Srodowisku zawierajagcym
K lub Na , nie wptywata na stymulowane ACh pecznienie protoplastéw. Z drugiej
strony, zwigzek ten w obecnosci Ca2+ znosit stymulacyjny wptyw ACh [63]. D-tubokura-
ryna (antagonista nAChR) w kapieli zawierajacej Ca2+ tylko nieznacznie hamowata
pecznienie protoplastéw, natomiast catkowicie blokowata wptyw ACh na badany proces w
srodowisku zawierajgcym K+ lubNa+ [63].

LOKALIZACJA AChR W PROTOPLASTACH PSZENICY

Wyniki doswiadczenh przeprowadzonych z uzyciem agonistow i antagonistbw AChR na
proces pecznienia sugerowaty mozliwos¢ istnienia receptorow ACh w protoplastach etio-
lowanych lisci pszenicy. Ich wstepng lokalizacje przeprowadzono stosujgc wyznakowang
fluoresceing a-bungarotoksyne (FITC-BTx). Bungarotoksyna to biatkowa toksyna izolo-
wana z jadu kobry (Bungarus multicinctns) specyficznie tgczgca sie¢ znAChR (tworzgcych
kanat jonowy dla K+ i Na+) powodujac utrate ich fizjologicznych wiasciwosci [5].

BTx catkowicie blokowata zaleznag odK +/Na+ istymulowang ACh zmiane objetosci
protoplastow. Badana toksyna nie wywierata zadnego wptywu na indukowane A Ch pecz-
nienie protoplastow inkubowanych w kapieli zawierajgcej Ca2+ (Tretyn i Kendrick, w
przygotowaniu do druku).
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Stosujac procedure wykrywania /AChR, opisang wczes$niej dla komérek zwierzecych
[45], badano ich wystepowanie w protoplastach pszenicy. Inkubacja etiolowanych proto-
plastow w roztworze FITC-BTx (1 gg/cm3) spowodowata wyznakowanie sie badanych
komoérek uzyta toksyna. Wyznakowaniu ulegty wszystkie protoplasty, a fluorescencje kom-
pleksu FITC-BTx obserwowano gtéwnie na ich powierzchni. Preinkubacja protoplastow z
niewyznakowang BTx blokowata wigzanie sie¢ FITC-BTx z badanymi komdrkami (Tretyn i
Kendrick, w przygotowaniu do druku). Przedstawione dane sg pierwszymi bezposrednimi
dowodami potwierdzajgcymi mozliwos$é wystepowania A ChR w komaérkach roslinnych.

POROWNANIE DZIALANIA P \ACh NA PECZNIENIE PROTOPLASTOW

ACh wplywa na wzrost i rozwdj roslin podobnie jak R [8,17]. Wyniki badan prowadzo-
nych na protoplastach izolowanych z etiolowanych lisci pszenicy czesciowo potwierdzity
te mozliwos¢. Jednakze uzyskano szereg danych zaprzeczajacych mozliwosci podobnego
oddziatywania A Ch i P na pecznienie wymienionych protoplastéw.

Podsumowujac wyniki wspomnianych badan mozna stwierdzi¢, ze:

1) FR odwraca indukcyjny wptyw R, lecz traci swojg aktywnos$¢ po uprzednim potrak-
towaniu protoplastow A Ch [62].

2) Podczas gdy R wykazuje aktywnos$¢ w srodowisku zawierajgcym Ca" +,ACh indukuje
pecznienie w $rodowisku zawierajacym Ca" + lub Na+, lub K [61-63].

3) Zaréwno atropina, jak i d-tubokuraryna, hamujace odpowiednio Ca" +-i K+/Na + -
-zalezne i indukowane przez ACh pecznienie protoplastow nie znosity stymulacyjnego
wplywu R na badany proces [63].

4) Nifedypina, La™ +, Li+ [3-4, 62-63] oraz GDP-R3-S (Bossen, dane niepubl.) hamo-
waly zalezne od Ca"+ i stymulowane R lub ACh pecznienie protoplastow. Zaden z
wymienionych zwiazkéw nie blokowat pecznienia protoplastéw inkubowanych w $rodo-
wisku zawierajgcym K+ lub Na+, a stymulowanego A Ch [63].

5) BTx hamowata wzrost objetosci protoplastow w Srodowisku zawierajacym A Ch oraz
K+/Na+ i byla bez wptywu na indukowane przez R i ACh pecznienie protoplastow w
Srodowisku z Ca"+ (Tretyn i Kendrick, w przygotowaniu do druku).

ZAKONCZENIE

Wyniki badann prowadzonych na protoplastach lisci pszenicy zostaty podsumowane na
zatagczonym rysunku (rys. 4) [56].

Przedstawiony model dziataniaA Ch na pgcznienie protoplastéw sprawdzono na innym,
regulowanym przez P i zaleznym od Ca2+ systemie roélinnym: rozwijaniu sie lisci etiolo-
wanych siewek traw [68]. Wykazano, ze R indukuje rozwijanie sie wycinkéw etiolowanych
lisci pszenicy (z ktérych izolowano réwniez protoplasty) jedynie w obecnosci Ca2+.ACh
stymulowata ten proces w kapieli zawierajacej Ca" +,jak i K lub Na + [55]. Po przebada-
niu wplywu agonistow i antagonistow AChR, nifedypiny, La3+, Li+ i chlorpromazyny
(inhibitora kalmoduliny) okazato sig, ze podobnie jak w przypadku protoplastéw A Ch
moze regulowac rozwijanie sie wycinkéw lisci pszenicy poprzez wptyw na dwa odmienne
typy receptorow: /AChR iniAChR [55].
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RYS. 4. Hipotetyczny schemat dziatania acetylocholiny na proces pecznienia protoplastéw pszenicy: ACh sty-
muluje pecznienie przez AChR\ zaktada sie, ze w btonach protoplastéw funkcjonuja dwa typy receptoréw:
tiAChRi tnAChR kontrolujacych odpowiednio (przez aktywacje kanatéw jonowych) ich przepuszczalnos¢ dla
K /Na iCa“ ;dziatanie tnAChR jest zalezne, a tiAChR niezalezne od metabolizmu fosfolipidéw btonowych
(P1, fosfatydyloinozytol; IP3 trifosforan inozytolu) oraz biatka wigzacego GTP (Gp). Podobienistwo pomiedzy
dziataniem AChR poprzez tnAChR oraz R poprzez .P na pecznienie protoplastow polega na tym, ze w obu
przypadkach istnieje wspdélny taricuch transdukcji sygnatu prowadzacy do podobnej odpowiedzi fizjologicznej;
[+ ]1- oznacza stymulujacy, natomiast [-] - hamujacy wptyw zaznaczonych substancji na proponowany taricuch
zdarzen (tubokurara = d-tubokuraryna; wewnatrzkomérkowe magazyny = struktury gromadzace Ca2+; ER,
wakuole, mitochondria) (na podstawie [56])
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Streszczenie. Zasadnicza podstawg opornosci komdrek nowotworowych na cytostatyki jest ich heterogennos¢,
zwigzana z wysoka czestotliwoscig spontanicznych mutacji. Leki przeciwnowotworowe dziatajg gtownie jako
czynnik selekcji pozytywnej niszczac komérki niezmutowane. Zmiang najczesciej wystepujaca w materiale
genetycznym opornej komoérki jest amplifikacja genu enzymu docelowego dla danego cytostatyku. Innymi
mechanizmami opornos$ci majacymi podtoze genetyczne sa: zaburzenia transportu leku do wnetrza komorki lub
nadmierne jego usuwanie, zmniejszenie powinowactwa biatek wewnatrzkomoérkowych wigzacych lek, brak
metabolizmu leku niezbednego do jego aktywacji, wzrost aktywnosci enzymoéw reparacyjnych, wzrost aktywnosci
transferaz glutationu.

Summary. The main reason of cancer cells resistance to cytostatic drugs is their heterogeneity connected with
high frequency of spontaneous mutations in these cells. Cytostatic drugs act mainly as positive selection factors
killing unmutated cells. Amplification of genes coding for target enzyme of a drug is the most frequent genetic
change in resistant cells. Decreased drug influx to the cell or increased efflux, altered drug binding to intracellular
proteins, lack of its intracellular activation, increased activity of DNA repair enzymes, increased activity of
glutathione transferases are the other mechanisms of drug resistance based upon genetic changes in neoplastic
cells.

Badania opornosci komoérek nowotworowych na cytostatyki rozwinety sie znacznie w
ciggu ostatnich lat w nastepstwie spostrzezenia, ze zjawisko to jest gtéwng przyczyna
niepowodzen chemioterapii u pacjentow z chorobami nowotworowymi [9]. W ostatnim
czasie uwaga badaczy zwrdcita sie ku genetycznemu podtozu tego zjawiska.
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ZWIAZEK MIEDZY GENETYCZNA NIESTABILNOSCIA
KOMOREK NOWOTWOROWYCH
A NABYTA OPORNOSCIA NA CYTOSTATYKI

Matematyczny model powigzan miedzy wrazliwoscig danej populacji komérek na
cytostatyki a czesto$cig spontanicznych mutacji zachodzacych w niej zostat przedstawiony
po raz pierwszy przez Goldie i Coldman [25], a nastepnie potwierdzony irozszerzony przez
inne grupy badaczy [44,52]. Na podstawie tego modelu opracowano teorie o roli genetycz-
nej niestabilnosci komoérek w rozwoju opornosci na cytostatyki [18, 26], Wedtug tej teorii
zasadniczg podstawa nabytej opornosci komérek nowotworowych na cytostatyki jest ich
heterogennos¢, zwigzana z wysoka czestoscig mutacji w komorkach nowotworowych w
poréwnaniu z normalnymi. Jest ona zintegrowana z samym procesem transformacji nowot-
worowej, w Kktorej trakcie rozluzniajg sie ograniczenia dziatajace w kierunku ochrony
normalnej komoérki przed ekspresjg fenotypowej r6znorodnosci. Informacja powodujaca
wytworzenie opornosci na cytostatyki zawarta jest w genomie prawidtowej komorki, ale
zdolnos¢ ekspresji tej informacji jest zahamowana. W czasie nowotworowej transformacji
komorki zostajg uwolnione od mechanizméw hamujacych i wykazujg wysoki stopien
spontanicznych mutacji warunkujacych powstawanie ré6znorodnych nowych cech, m.in.
opornosci na cytostatyki [18, 56]. Leki przeciwnowotworowe dziatatyby tu jedynie jako
czynnik selekcji pozytywnej, zabijajagcy komoérki, w ktorych mutacja nie zaszta. Wiekszos¢
cytostatykow dziata ponadto jako czynniki mutagenne, zwiekszajac w ten sposob czestosé
przypadkowych zmian takze w zakresie opornosci [26]. Potwierdzenie faktu spontaniczne-
go powstawania opornosci komorek na cytostatyki znalez¢ mozna w wielu opracowaniach,
m.in. dotyczacych linii opornych na leki alkilujace [59].

ZABURZENIA WIERNOSCI REPLIKACJI DNA

Utrata przez komérki nowotworowe wiernego przekazywania informacji genetycznej
oraz jej ekspresji zwigzana jest prawdopodobnie z zaburzeniem prawidtowego mechaniz-
mu zapewniajacego wiernos¢ replikacji DNA. W zdrowych komdérkach mechanizm ten
polega na zatrzymywaniu konserwatywnego tancucha DNA w komérkach macierzystych
danych linii. Nowozsyntetyzowane taricuchy DNA, mogace zawiera¢ nieprawidtowe sek-
wencje wynikajace z btednego kopiowania, przekazywane sg zré6znicowanym komérkom
potomnym i nie stanowia Zrédta klonéw komoérkowych z btedng informacjg genetyczna.
Ta preferencyjna retencja "nieSmiertelnego” tancucha DNA w komdrkach macierzystych
utracona zostaje podczas transformacji nowotworowej, w czego nastepstwie linia komérek
macierzystych zyskuje znacznie zwiekszong zdolno$¢ do akumulowania btedéw kodu
genetycznego [14].
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AMPLIFIKACJA DNAJAKO MECHANIZM OPORNOSCI
NA CYTOSTATYKI

Jedna z najczesciej spotykanych zmian warunkujacych wytworzenie cechy opornosci
jest zwielokrotnienie (amplifikacja) genéw kodujacych poszczegélne biatka, bedace naj-
czesciej enzymami blokowanymi przez cytostatyk [4,22]. Stopien wytworzonej w ten sposéb
opornosci jest najczesciej skorelowany ze stopniem amplifikacji, czyli z liczba nowopows-
tatych kopii genu [58]. Spotyka sie roéwniez oporno$¢ powstatg wskutek zwigkszonej
ekspresji genu, bez jego amplifikacji [41, 70].

Amplifikacja genu jest cechg, ktéra moze powsta¢ samoistnie wtrakcie replikacji nawet
w zdrowych komérkach. W prawidtowych warunkach srodowiska wewnetrznego i zewne-
trznego, dzieki istnieniu mechanizméw zabezpieczajacych, zamplifikowane sekwencje
DNA sg wycinane i kolejne pokolenia komérkowe nie dziedziczg tej cechy. W warunkach
selektywnych (np. obecnos$¢ cytostatyku lub hormonu w podtozu) cecha ta moze by¢
preferencyjnie zachowywana i w kolejnych pokoleniach moga pojawia¢ sie komérki o coraz
wiekszym stopniu amplifikacji danego genu [74],

Komo6rki nowotworowe wykazujg genetyczna niestabilnos$¢, sa wiec zdolne réwniez do
bardziej intensywnej niz w komorkach prawidtowych spontanicznej amplifikacji ré6znych
genow [26], aczkolwiek niektére badania nie potwierdzajg zachodzenia spontanicznej
amplifikacji genéw opornosci w liniach komdérek nowotworowych rosngcych w nieselek-
tywnych warunkach [87]. Obecnos$¢ w srodowisku cytostatyku o coraz bardziej wzrastajg-
cym stezeniu badz kolejne przerywane ekspozycje na dany cytostatyk stanowia czynnik
selekcji korzystnej dla komoérek o coraz wiekszym stopniu amplifikacji genu "odpowie-
dzialnego" za opornos¢ na ten cytostatyk [60].

MECHANIZMY AMPLIFIKACIJI DNA

Amplifikacja DNA w komérkach opornych zalezy gtéwnie od dwéch mechanizmoéw:

= niesymetrycznej wymiany chromatyd siostrzanych (SCE) [87] oraz

= nieproporcjonalnej replikacji [73].

Wiadomo, ze niektére cytostatyki, dziatajgc jako mutageny, zwigkszajg czesto$¢ wymian
chromatyd siostrzanych. Jesli nawet niewielka ich cze$¢ zachodzi niesymetrycznie w
poblizu locus genu odpowiedzialnego za dany typ opornos$ci, moze to spowodowaé pod-
wojenie liczby kopii danego genu w jednym z chromosoméw homologicznych, a brak w
drugim [30]. Mechanizm ten uwazany jest jednak za wtérny w stosunku do juz istniejgcej
amplifik cji spowodowanej nieproporcjonalng replikacja.

Teoria nieproporcjonalnej replikacji powstata na podstawie modelu amplifikacji DNA
wirusowego [46] i DNA muszki owocowej Drosophila melanogaster [85], tzw. onion skin
model, w ktérym poszczeg6lne kopie zamplifikowanych odcinkéw DNA uktadaja sie obok
siebie analogicznie do uktadu tusek cebuli [30]. Amplifikacja genéw u Drosophila polega
na rozwojowo kontrolowanym procesie, ktéry powoduje powtarzanie replikacji (overrepli-
cation) niewielkich odcinkéw genomu [85]. Teoria ta, w zastosowaniu do komérek ssakow
hodowanych w srodowisku zawierajgcym cytostatyk, zaktada, ze miejsca inicjacji replikacji
zostajg catkowicie zablokowane przez inhibitory syntezy DNA lub $rodki czasowo prze-
rywajagce ciggtos¢ nici DNA. Czynnikami tymi mogg by¢ cytostatyki badz srodki wspo-
magajace, bedace réwniez inhibitorami, jak np. hydroksymocznik (HU). Ta blokada
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powoduje zaburzenie systemu kontroli replikacji DNA i indukcje ponownej replikacji w
ciggu tego samego cyklu komérkowego [30, 49]. Analogiczne zjawisko obserwuje sie w
przypadku wirusa SV40 zintegrowanego z genomem komérki.

Do czynnikéw, ktore w ten sposob inicjujg lub wspomagajg amplifikacje, nalezg m.in.
metotreksat (MTX) [75], arabinozyd cytozyny (ARA-C) [73], hydroksymocznik (HU) [49],
promieniowanie ultrafioletowe [73], promieniowanie gamma [77], ester forbolu (TPA) [8],
hormony stymulujace wzrost oraz naskdrkowy czynnik wzrostu (epidermal growth factor
= EGF) [8].

Teoria ta nie ttumaczyjednak catego mechanizmu amplifikacji w komérkach opornych.
Ponadto udowodniono, ze niektdre zwyzej wymienionych czynnikéw (np. HU) nie blokuja
catkowicie miejsc replikacji DNA (DNA-grow/ng points) oraz ze nadmierna replikacja
(overreplication) nie zachodzi w pojedynczym cyklu komérkowym ssakéw [30]. Inny model
dziatania czynnikéw sprzyjajacych amplifikacji podaje Hahn [30]: cytostatyki dziatajg
analogicznie do mutagenéw, powodujac powstanie wielu aberacji chromosomalnych [75].
Po mitozie nieprawidtowe fragmenty chromosomu zawierajace dany (odpowiedzialny za
opornos¢) gen moga przypadkowo segregowac z niezmienionym chromosomem zawiera-
jacym dany gen, co w rezultacie daje komorke z trzema zamiast z dwiema kopiami genu.
Niektdre geny zlokalizowane w obrebie fragmentow chromosomowych wyindukowanych
przez cytostatyk moga by¢ zachowywane w sposéb niestaly i czesto amplifikowane moga
tez p6zniej by¢ na state wbudowywane w obreb genomu [43]. Selektywne warunki $rodo-
wiska dziatajac nastepnie korzystnie dla komorek z wiecej nizjedng kopig genu wzmagaja
stopien jego amplifikacji.

MORFOLOGICZNE WYKLADNIKI AMPLIFIKACJI DNA NA POZIOMIE
CHROMOSOMALNYM

Amplifikacja genéw moze byé¢ dostrzegana jedynie na poziomie submikroskopowym
[74], moze tez mie¢ swdj morfologiczny wyktadnik w postaci widocznych w mikroskopie
zmian w strukturze chromatyny. Zamplifikowane sekwencje moga wystepowac¢ w obrebie
chromosomoéw lub pozachromosomalnie [73, 75]. Lokalizacja struktur zamplifikowanych
wobrebie chromosomu nie zawsze pokrywa sie z pierwotng lokalizacjg danego genu, moga
one znajdowac sie na zupetnie innych chromosomach niz pierwotny, i to bez widocznej w
mikroskopie jakiejkolwiek translokacji dotyczacej innego fragmentu danego "matczynego”
chromosomu [74], Morfologicznym odpowiednikiem sekwencji zamplifikowanych w ob-
rebie chromosomu sg najczesciej regiony barwiace sie jednorodnie (HSR = homogene-
ously staining regions), czyli regiony, ktére nie majag poprzecznego prazkowania
charakterystycznego dla chromosoméw wybarwianych jedna z rutynowo stosowanych
technik prazkowych (rys. la). Innymi $rédchromosomalnymi odpowiednikami amplifi-
kacji genéw sg np. tzw. regiony o nieprawidtowym prazkowaniu (ABR = abnormally
banding regions) [10].

Pozachromosomalng postacig sekwencji zamplifikowanych sg mate, acentryczne, jed-
norodne, najczesciej podwdjne odcinki chromatyny (DMs = double minute chromo-
somes), replikujace w cyklu komérkowym [5, 7] (rys. Ib). DMs replikuja tylko jeden raz
podczas fazy S, proporcjonalnie do chromosomoéw, natomiast nie ulegajg analogicznemu
rozdziatowi w anafazie [7]. Ze wzgledu na to, ze DMs nie majg centromeréw i nie
przytaczaja sie do nici wrzeciona podziatowego, moga by¢ w trakcie mitozy rozdzielane
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RYS. 1. Cytologiczne wyktadniki amplifikacji DNA: a) regiony barwigce si¢ jednorodnie {homogeneously stai-
ningregions = HSR); fragment mitozy (materiat wiasny); b) acentryczne, podwdjne niewielkie odcinki chro-
matyny potozone pozachromosomalnie {double minute chromosomes = DMs) (materiat wiasny)

nierébwnomiernie do komdrek potomnych, moga rowniez podlega¢ mikronukleacji tworzac
materiat pozajadrowy, ktdry moze byc¢ szybko tracony w nieselcktywnych warunkach
srodowiska [7, 74], Wedtug niektorych autoréw obie morfologiczne formy amplifikacji
moga w pewnych warunkach (np. pasaz przez zwierzeta, hodowla ze statg obecnosciag lub
brakiem cytostatyku w podtozu) przechodzi¢ w siebie nawzajem [5], wedtug innych wew-
natrzchromosomowe sekwencje zamplifikowane nie moga by¢ prekursorami elementéw
pozachromosomowych [90], ktére powstajg niezaleznie w selektywnych warunkach $ro-
dowiska, poprzez amplifikacje mniejszych pozachromosomowych elementéw. HSR sg
charakterystyczne dla linii komoérkowych o stalej opornos$ci utrzymujacej sie nawet w
Srodowisku nieselektywnym [10,12, 33], ZW za$ dla opornosci niestatej, utrzymujacej sie
jedynie w obecnosci cytostatyku w srodowisku [5].

Stosujac metode hybrydyzacji in situ [32] wykazano, ze HSR iDM stanowig rzeczywiscie
cytologiczne odzwierciedlenie zamplifikowanych sekwencji DNA [89].

Obecnos¢ tych struktur stwierdzono nie tylko w liniach komérek opornych hodowanych
invitro [23, 33], lecz rowniez w komorkach pacjentdéw cechujacych sie opornoscig na dany
lek [15, 35].

AMPLIFIKACJA ONKOGENOW W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH

Amplifikacja genéw w komdérkach nowotworowych moze byé nie tylko wyrazem ich
opornosci na cytostatyki, lecz réwniez zjawiskiem nieroztgcznie zwigzanym z samym
procesem transformacji nowotworowej, obecnym od poczatku lub pojawiajgcym sie w
trakcie rozwoju nowotworu [50]. W wielu nowotworach, nigdy nie eksponowanych na
dziatanie cytostatykoéw, stwierdza sie réwniez obecnos¢ sekwencji zamplifikowanych, przy
czym amplifikacja dotyczy tutaj genéw odpowiedzialnych prawdopodobnie za transfor-
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macje nowotworowa lub progresje nowotworu, czyli onkogenéw [1]. Przyktadem moze tu
by¢ amplifikacja onkogenu N-myc w ludzkich neuroblastomach [13], czy N-ras - w raku
sutka [28].

METODY WYKRYWANIA I IDENTYFIKACJI SEKWENCIJI
ZAMPLIFIKOWANYCH NA POZIOMIE MOLEKULARNYM

Wykrycie sekwencji zamplifikowanych, gdy maja one cytogenetyczne odzwierciedlenie
w postaci HSR lub DM, nie sprawia wiekszych trudnosci. Natomiast ujawnienie sekwencji
zawierajgcych niewielka liczbe kopii genu jest bardziej skomplikowane. W takich przypad-
kach znajduje zastosowanie opracowana przez Roninsona [63] metoda renaturacji w zelu
(in-gel renatiiration). Polega ona na denaturacji DNA in situ i nastepnie powtarzanych
kilkakrotnie procesach renaturacji i denaturacji znakowanych i nieznakowanych fragmen-
tow restrykcyjnych rozdzielonych w zelu agarozowym. Sekwencje zamplifikowane ujaw-
niajg sie w postaci licznych nowych prazkéw nieobecnych w prawidtowym diploidalnym
DNA. Metoda ta pozwala nie tylko na wykrycie sekwencji obecnych nawet w mniej niz 15
kopiach lub na potwierdzenie obecnosci struktur zamplifikowanych, przewidywanej na
podstawie badan cytogenetycznych. Mozna réwniez dzieki niej okresli¢ wielkos¢ i struk-
ture zamplifikowanej sekwencji [50] bez zadnej uprzedniej wiedzy ojej naturze.

Identyfikacja takiej sekwencji mozliwa jest przy zastosowaniu techniki hybrydyzacji
DNA metoda Southern [84] (Southern blot hybridization). W przypadku analizowania
komorek opornych, stosuje sie znakowane sondy DNA odpowiadajace "genom opornosci”.

Podejmuje sie takze proby identyfikacji genu o wysokim stopniu amplifikacji, nawet gdy
nie wykazuje on homologii (nie hybrydyzuje) z zadng z dostepnych sond DNA. W takiej
sytuacji stosuje sie metode klonowania DNA, opracowang przez Maniatisa i wsp. [48],
ktéra w przypadku analizy struktur zamplifikowanych jest znacznie ufatwiona poprzez
zwiegkszong juz a priori liczbe kopii badanego genu [50].

Natomiast w celu wykrywania sekwencji o bardzo niskim stopniu amplifikacji, niewy-
krywalnym metoda denaturacji w zelu (jedynie kilka kopii genu) i w celu wykrywania
zwiekszonej ekspresji genu "opornosci” (wyrazonej wzrostem transkryptu) bez jego ampli-
fikacji, zastosowano niedawno opracowang metode taricuchowej reakcji polimerazy (poli-
tnerase chain reaction = PCR) [41, 72].

INNE MECHANIZMY OPORNOSCI
KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Amplifikacja genéw enzymoéw docelowych dla indywidualnych cytostatykéw (lub zwie-
kszona ich ekspresja bez amplifikacji) jest najczesciej spotykanym, ale nie jedynym
mechanizmem opornosci. Zmiany ekspresji genéw stanowig rowniez podtoze innych
mechanizmoéw, takich jak:

« zaburzenie transportu leku do wnetrza komorki lub nadmierne jego usuwanie [24,
53,71],

= zmniejszenie powinowactwa biatek wewnatrzkomoérkowych wigzacych lek [79],
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= brak metabolizmu leku, niezbednego do jego aktywacji [19, 36], zmiana ta moze
zaleze¢ od mutacji genu kodujacego enzym aktywujacy lek; gen taki, w odréznieniu od
omoéwionych wyzej "gendw opornosci”, okreslic mozna jako "gen wrazliwosci" na dany
cytostatyk [36],

= wzrost aktywnosci enzyméw reparacyjnych - w przypadku lekéw alkilujgcych [45],

= wzrost aktywnosci transferaz glutationu i innych enzyméw o dziataniu detoksykacyj-
nym [47, 91],

= zmiany aktywnosci topoizomerazy Il [38, 67],

* inne.

Podtozem opornosci przeciw danemu cytostatykowi moze by¢ jednoczesnie kilka me-
chanizmow, przy czym kazdy z nich uwarunkowany jest zwiekszeniem ekspresji odpowied-
nich genéw, co nawet bez ich amplifikacji wystarcza do zapewnienia niskiego stopnia
opornosci [58]. Natomiast opornos$¢ wysokiego stopnia skojarzona jest przewaznie ze
zwiekszeniem liczby kopii danego genu.

PRZYKLADY MECHANIZMOW OPORNOSCI KOMOREK
NOWOTWOROWYCH NA POSZCZEGOLNE CYTOSTATYKI

Ponizej przedstawiono kilka przyktad6éw proceséw zachodzacych w komdérkach nowot-
worowych, prowadzacych do ich opornosci na dany cytostatyk lub grupe cytostatykow.
Lista ta nie jest oczywiscie kompletna; nie uwzglednia wszystkich grup lekéw przeciwno-
wotworowych ani wszystkich mechanizméw prowadzacych do wytworzenia opornosci.

METOTREKSAT

Metotreksat (MTX) stanowi bardzo dobry obiekt do badania nabytej opornosci komo-
rek na cytostatyki ze wzgledu na stosunkowo prosty i od dawna znany mechanizm dziatania
oraz niewielka ilos¢ zmian metabolicznych, ktorym podlega we wnetrzu komorki (poliglu-
taminacja) [9].

Gtownym efektem dziatania MTX jest zahamowanie enzymu reduktazy dwuhydrofolia-
nowej (DHFR), przez co zostaje zaburzona reakcja tworzenia tetrahydrofolianu z dwuhy-
drofolianu, a co za tym idzie réwniez synteza puryn (rys. 2). Zwiekszenie aktywnosci DHFR,
np. wskutek amplifikacji, pozwala na przetamanie bloku spowodowanego przez MTX i
kontynuacje wymienionych proceséw metabolicznych.

Amplifikacja genu DHFR jest dawno juz poznanym mechanizmem opornosci na MTX
wystepujacym zaréwno w ludzkich [9, 54, 86] i zwierzecych [10, 11, 75] liniach komérko-
wych, jak i w komdrkach pacjentéw opornych na leczenie tym lekiem [15, 35, 89], MTX
dziata tu prawdopodobnie nie tylko jako czynnik selekgcji, ale i czynnik nasilajacy amplifi-
kacje poprzez czasowe przerywanie ciggtosci nici DNA w fazie S [49], Stopiert amplifikacji
genu DHFR byt w kazdym przeanalizowanym pod tym katem przypadku proporcjonalny
do wzrostu aktywnosci enzymu [9, 54, 86, 92],

Cytologicznym wyrazem tej amplifikacji moze by¢ obecno$¢ zarbwno HSR, jak i DM
[73]. Gen DHFR zlokalizowany jest u cztowieka na chromosomie 5 [2]. W niektérych
przypadkach linii opornych stwierdzono obecno$¢ HSR w obrebie tego wiasnie chromo-
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somu [86], podczas gdy w innych HSR zlokalizowany byt w innym miejscu genomu [92], co
zgodne jest z uprzednio wspomnianym spostrzezeniem Schimke [74] o zmiennej lokalizacji
HSR, niekoniecznie zwigzanej z pierwotng lokalizacjg zwielokrotnionego genu.
Podobnym mechanizmem charakteryzuje sie réwniez opornoé¢ na wiele innych cyto-
statykéw, np. 5-fluorouracyl [68], dezoksykoformicyne (pentostatyne) [93], PALA (albi-
zyne) [4]. Enzymami, ktérych geny ulegaja amplifikacji, sg tu odpowiednio: syntetaza
tymidylanowa, dezaminaza adenozyny i transkarbamylaza asparaginianowa.

Rys. 2. Schemat metabolizmu folianéwz uwzglednieniem punktéw uchwytu metotreksatu (M TX) i cisplatyny
(CP); legenda: S-AM = S-adenozylo-metionina, dTMP = tymidynomonofosforan, FHr - dwuhydrofolian,
FHa = tetrahydrofolian, DIIFR = reduktaza dwuhydrofolianowa, ST = syntetaza tymidylanowa; czarne két-
ko wskazuje punkty uchwytu MTX, kwadrat - punkty uchwytu CP (wg [70])

Innymi mechanizmami opornosci na MTX, wystepujacymi jednak rzadziej niz amplifi-
kacja DNA, sg:

1) nieprawidtowy, zmniejszony transport MTX do wnetrza komorki zalezny od zabu-
rzenia indywidualnego mechanizmu transportu folianéw przez btonge komérkowa [81] inie
powodujacy krzyzowej opornosci na inne cytostatyki [53];

2) obecnos¢ nieprawidtowych czagsteczek DHFR, wykazujgcych zmniejszone powino-
wactwo do MTX [79];

3) zaburzenie wewnatrzkomoérkowego metabolizmu M T X wyrazajace sie zmniejszonym
tworzeniem poliglutaminianébw MTX [17,19];

4) wzrost endogennej produkcji metioniny zalezny od zwiekszenia puli tetrahydrofolia-
néw (rys. 3) [71].

Jednym z mechanizméw dziatania M TX jest hamowanie aktywnego transportu metio-
niny i innych aminokwasow do komorki. Komérki nowotworowe majg wieksze od komaorek
prawidtowych zapotrzebowanie na metionine [34], Stajg sie one oporne na MTX unieza-
lezniajac sie od doptywu egzogennej metioniny przez zwigkszenie jej endogennego wyt-
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warzania. W przypadku tego typu opornosci stwierdza sie réwniez wzrost aktywnosci
DHFR, zalezny jednak tylko od zwigkszania ekspresji genu DHFR, bez jego amplifikacji
[71]. Natomiast aktywnos$¢ syntetazy tymidylanowej ulega obnizeniu (rys. 3). Komorki takie
wykazujg krzyzowga opornos$¢ na cis-platyne [88] zalezng od wspd6lnego punktu uchwytu dla
MTX i cis-platyny, jakim jest cykl syntetazy tymidylanowej.

INNE ANTYMETABOLITY

Opornos¢ na tioguanine (TG) zwigzana jest z brakiem prawidtowej aktywacji tego leku
spowodowanym mutacjg genu kodujacego enzym aktywujacy TG (fosforybozylotransfera-
za: hypoksantyna-guanina = HGPRT) [36, 95]. Opornos$¢ na 5-fluorouracyl (5-FU) i
5-fiuorodezoksyurydyne (5-FUdR) zalezy od amplifikacji genu syntetazy tymidylanowej -
enzymu docelowego dla tych cytostatykow (rys. 2) [70].

Uniezaleznienie sie komdrek od dostawy aminokwasow egzogennych poprzez zwie-
kszong produkcje wiasng stanowi jeden z mechanizméw opornosci przeciwko tym wszys-
tkim antymetabolitom, ktére podobnie jak MTX hamujg zalezny od pompy sodowej
transport aminokwaséw do komorki [70].

LEKI ALKILUJACE

Zasadniczym mechanizmem dziatania lekéw alkilujacych jest przytaczanie sie do tan-
cucha DNA [20] i powodowanie powstawania nieprawidtowych wigzan pomiedzy zasada-
mi w obrebie pojedynczego taricucha, pomiedzy dwoma tancuchami lub pomiedzy DNA
a biatkiem [10, 69]. Takie zaburzenia w strukturze DNA sprzyjajg powstawaniu aberracji
chromosomalnych, ktére moga by¢ letalne dla komérki [83].

Gtéwny mechanizm spontanicznej i nabytej opornosci na te leki polega na szybkiej
naprawie nieprawidtowych potaczen przez zwiekszenie aktywnosci enzymoéw reparacyj-
nych [69]. W badaniach nad monofunkcyjnymi lekami alkilujacymi udowodniono, ze
opornos$¢ te mozna zredukowaé stosujgc inhibitory syntezy biatek, natomiast inhibitory
syntezy DNA nie odgrywaja tu roli [83]. Swiadczytoby to o roli zwiekszonej transkrypcji,
translacji albo wrecz o udziale czynnikéw epigenetycznych, a nie amplifikacji genéw w
powstawaniu tego typu opornosci, przynajmniej na niektére z lekéw alkilujacych. Nato-
miast w badaniach linii opornych na chlorozotocyne, jeden z chloroetylonitrozomocz-
nikéw, stwierdzono wystepowanie cytogenetycznych wyktadnikéw amplifikacji DNA w
postaci HSR [33], co jest sprzeczne z powyzszym wnioskiem. Prawdopodobnie wiec oba
mechanizmy odgrywaja role w powstawaniu opornosci, zmieniajac sie w zaleznosci od
stosowanego leku lub rodzaju badanych komorek.

W badaniach nad innymi pochodnymi chloroetylonitrozomocznika [69] zidentyfikowa-
no enzym reparacyjny, ktérego zwiekszona aktywnos$¢ odgrywata role w opornosci komé-
rek na te leki. Byla nim metylotransferaza-06-metvloguaninanowa, ktéra wypiera grupy
chloroetylowe z potaczen z guaning w pozycji 0*. Wigzanie z guaning w pozycji 05i
tworzenie krzyzowych wigzan pomiedzy tarnicuchami DNA jest jednym z mechanizmoéw
dziatania tej grupy lekow [61].

Jednym z najsilniej dziatajacych lekéw alkilujacych jest cisplatyna, ktéra oprécz two-
rzenia réznego typu potaczen z DNA [20, 64], zmieniajacych sie w zaleznosci od rodzaju
nowotworu [69], ma réwniez inne mechanizmy dziatania; m.in. zaburza aktywny transport
metioniny do komorki [29, 78]. Mechanizm opornosci komoérek nowotworowych na cis-
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platyne réwniez nie jest jednorodny. Wiekszo$¢ komorek reaguje wzrostem aktywnosci
enzyméw naprawczych [20], w innych stwierdzono wzrost poziomu glutationu (GSH) [31,
37,51] badz wzrost zaleznej od folianéw endogennej produkcji metioniny [78] lub nawet -
w poézniejszym okresie rozwoju opornosci - zaburzenia w transporcie aminokwasow
prowadzace do uniezaleznienia si¢ od cisplatyny [78].

Opornoé¢ na cisplatyne rozwija sie szybko [64], ale rzadko, zwiaszcza w liniach nowot-
woréw ludzkich, wystepuje jako stata opornos¢ na jeden cytostatyk [23]. Nie stwierdzono
krzyzowej opornosci z innymi srodkami alkilujgcymi, natomiast czesto wystepuje ona dla
antymetabolitow kwasu foliowego i fluoropirymidyn [71,88], Wsp6lnym punktem uchwytu,
oprocz transportu aminokwasow przez btone komdrkowsa [71], okazaty sie tu enzymy cyklu
syntetazy tymidylanowej (rys. 2), ktérych zwiekszona aktywno$¢ odpowiada za niektdre
przynajmniej przypadki opornosci na te leki [70].

Wzrost ekspresji samej syntetazy tymidylanowej w powigzaniu lub nie z amplifikacja jej
genu stwierdzono tez w wielu komoérkach opornych jedynie na cisplatyne [41, 72],

W niektérych liniach komérkowych opornych na cisplatyne stwierdzono wzrost pozio-
mu glutationu [31, 37, 51], ktéry reagujac z czasteczka cisplatyny potgczonag jednym
wigzaniem z DNA (monoadduct) zapobiega tworzeniu trwalszych potgczen (diadducts) i
przyspiesza likwidacje juz istniejgcych wiagzan [51]. Obnizenie poziomu glutationu zmniej-
szyto stopien opornosci w tych liniach az do catkowitego jej zniesienia [31, 37]. Zjawiska
tego nie stwierdzono w innych liniach o wysokim poziomie GSH [3], cechujacych sie
prawdopodobnie innym mechanizmem opornosci.

W rozwoju opornosci na niektére inne $rodki alkilujgce (melfalan, mitomycyna C)
odgrywa role zmniejszenie przepuszczalnosci btony komérkowej dla tych lekéw [70].
Mechanizm ten nie jest jednak prawdopodobnie odpowiedzialny za zaden z tych typéw
opornosci na cisplatyne [78].

W badaniach invitro otrzymywano komoérki wykazujace jednoczesng opornos$é na kilka
lekéw alkilujacych [76] poprzez fuzje komérek opornych na poszczegélne leki. W bada-
niach na zwierzetach laboratoryjnych nie potwierdzono jednak istnienia takiego mecha-
nizmu powstawania opornosci wielolekowej, przynajmniej dla lekéw alkilujacych.

ANTRACYKLINY

Dziatanie antracyklin wynika z ich wbudowywania sie w taricuch DNA, co powoduje
ztamania i nieprawidtowe potaczenia wjego obrebie i w rezultacie blokuje synteze DNA,
RNA i biatek [42], Wiekszo$¢ swych dziatan antracykliny wywierajg po przeksztatceniu
przez mikrosomalng reduktaze P450 w forme aktywng - wolne rodniki semichinonu [55].

Opornos¢ na antracykliny wystepuje przewaznie w potaczeniu z opornoscia na szereg
innych lekéw i uwarunkowana jest gtownie aktywnym usuwaniem lekéw z komorki [58].
Ten typ opornosci, okreslany jako opornos¢ wielolekowa, omoéwiony zostanie w Il czesci
artykutu. Stwierdzono réwniez istnienie indywidualnego dla antracyklin mechanizmu ak-
tywnego wydalania potgczonego z syntezg specyficznej glikoproteiny btonowej i amplifi-
kacja okreslonych sekwencji DNA, réznych od genéw opornosci wielolekowej [82, 94]. W
komorkach, ktdre rozwinety tego typu oporno$¢, stwierdza sie czesto istnienie cytologicz-
nych wyktadnikéw amplifikacji w postaci HSR lubDM [82], W innych komérkach opornos¢
zwigzana jest ze zmniejszeniem biernego wchianiania antracyklin do komérki [94] lub
zmniejszeniem ich wiazania ze strukturami wewnatrzkomoérkowymi. Jeszcze inny mecha-
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nizm opornosci na antracykliny zwigzany jest z ich dziataniem poprzez wolne rodniki - w
liniach opornych defekt reduktazy P450 moze zahamowaé aktywacje antracyklin itworze-
nie nadtlenkéw [42, 55, 80].

W innych badaniach wykazano natomiast, ze za indywidualng opornos$¢ na antracykliny
odpowiedzialna jest gtownie aktywna reparacja DNA [94], Ponadto stwierdza sie wyjs-
ciowe roznice w indukcji uszkodzenn DNA oraz zmienione proporcje pomiedzy bardziej
(w liniach wrazliwych) lub mniej (w liniach opornych) rozpowszechnionymi letalnymi
uszkodzeniami DNA [94], Przewaga jednych mechanizméw opornosci nad innymi obser-
wowana w poszczegblnych badaniach moze byé spowodowana réznymi warunkami pows-
tawania opornosci, wyjsciowymi cechami komorek lu8 wreszcie réznymi warunkami
przeprowadzania eksperymentu.

PODSUMOWANIE. PROBY PRZELAMYWANIA OPORNOSCI
KOMOREK NOWOTWOROWYCH NA CYTOSTATYKI

Bezposrednim dowodem genetycznego podtoza opornosci komoérek nowotworowych
na cytostatyki jest mozliwos¢ przekazania fenotypu opornosci poprzez transfekcje sek-
wencji DNA uwazanych za "geny opornosci”" z komoérek opornych do wrazliwych. Takie
eksperymenty przeprowadzono po raz pierwszy ze zamplifikowanymi genami DHFR [6,
16]. Komaorki wrazliwe, ktére wbudowaty zwielokrotniony gen DHFR, zdolne byty do jego
ekspresji w postaci nadmiernej produkcji DHFR prowadzacej do przetamania bloku
spowodowanego przez MTX. Wszczepione DNA replikowato w kazdym cyklu komérko-
wym i fenotyp opornosci stat sie statg cecha tych komorek.

Niejako odwrdceniem tego procesu jest transfekcja "genu wrazliwosci”, czyli genu
kodujgcego enzym niezbedny do aktywacji cytostatyku, z komoérek wrazliwych do opornych
i w ten sposOb "uwrazliwienie" tych komérek na dziatajacy lek. Przyktadem moze tu by¢
transfekcja genu HGPRT do komoérek opornych na 6-tioguanine {6-TG) [36]. Badania
takie przeprowadzono jak dotychczas tylko in vitro uzyskujac bardzo dobre efekty. By¢
moze metoda ta okaze sie rowniez skuteczna w terapii pacjentow opornych na 6-TG.

Jest to jeden tylko z przyktadow przetamywania opornosci komérek nowotworowych
na leki cytostatyczne. Inne proby, ktorych stosowanie oparto na mechanizmie powstawania
danego typu opornosci, obejmujg m.in.:

= zastepowanie danego leku innymi lekami z danej grupy, majacymi inny mechanizm
transportu, np. trimetreksat (TMQ) zamiast MTX [53] lub idarubicyny zamiast doksorubi-

cyny [94];
= podawanie substancji ufatwiajacych transport leku przez btone komoérkowsa, np.

wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, ktére utatwiajg bierng dyfuzje antracyklin do
wnetrza komoérki [94];

= w przypadku zwiekszonego wydalania leku z komérki stosowanie lekéw blokujacych
kanaty wapniowe; np. werapamilu [27,66] czy nifedypiny [57] lub inhibitoréw kalmoduliny
[65];
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= podawanie lekéw dziatajacych synergistycznie, np. ¥gczne stosowanie cisplatyny i
5-fluorouracylu; cisplatyna zwieksza pule wewnatrzkomoérkowa folianéw, co z kolei wzma-
ga cytotoksycznos$¢ FU [70, 78];

= w przypadku opornosci zwigzanej z wysokim poziomem GSH (np. oporno$¢ na
cisplatyne) obnizanie tego poziomu przez stosowanie inhibitoréw enzyméw cyklu glutatio-
nu [37, 91].

Wiekszo$¢ prob przetamywania opornosci stosowana jest dotychczas in vitro lub na
zwierzetach doswiadczalnych. Jedynie czes$¢ z nich sprawdzita sie juz w praktyce klinicznej
[94] wptywajac na zwiekszenie skutecznosci terapii.

Waznym problemem przed podjeciem decyzji o zastosowaniu danego schematu lecze-
nia jest rowniez okres$lenie a priori opornosci lub wrazliwosci komorek nowotworowych
pacjenta na dany lek. Badania te przeprowadza¢ mozna ré6znymi metodami, przy czym
najbardziej uniwersalng z nich jest test tworzenia kolonii komérek nowotworowych (hu-
man tumor clonogenic assay) przydatny zwiaszcza do oceny chemioopornosci [40, 59].
Mniej czasochtonng metoda jest badanie zywotnosci komérek po zadziataniu cytostatyku
np. kolorymetrycznym testem MTT (bromek tetrazolu) lub badanie wbudowywania zna-
kowanej tymidyny czy urydyny w komoérkach poddanych dziataniu cytostatyku [21]. W
specyficznych testach opornosci lub wrazliwosci na poszczeg6lne cytostatyki wykorzystaé
mozna ich mechanizm dziatania, np. oceniajac wrazliwos$¢ na leki alkilujace mozna badac
aktywnos$¢ enzyméw reparacyjnych [45] (np. G metylotransferazy - w przypadku chloro-
etylonitrozomocznikéw). W przypadku lekéw uszkadzajgcych tancuch DNA mozna, ok-
reslajgc stopien tworzenia nieprawidtowych potaczen iich rodzaj, oceniac¢ cytotoksycznos¢
tych lekéw w stosunku do danych komoérek [69, 94], W przypadku cisplatyny, oprécz wyzej
wymienionych stosowanych metod, okre$la¢ mozna réwniez aktywnos$¢ enzymoéw cyklu
syntetazy tymidylanowej albo wykorzystywanie egzogennej metioniny przez komorki no-
wotworowe [70].

Testem oceniajacym skuteczno$¢ wielu réznych grup cytostatykéw jest okreslenie
wyjsciowego poziomu glutationu (GSH) w komoérkach nowotworowych [47]. Do wykry-
wania opornosci na poszczeg6lne cytostatyki zwigzanej z amplifikacjg "genéw opornosci”
lub jedynie z ich zwigkszong ekspresja zastosowano juz w niektérych osrodkach wspom-
niane wyzej metody genetyki molekularnej - renaturacji w zelu [50,63] i reakcji tancucho-
wej polimerazy [71]. Ta druga metoda pozwala na wczesne wykrywanie rozwijajgcej sie
opornosci, co daje szanse szybkiej zmiany stosowanych lekéw i unikniecia dtugiej, nieefek-
tywnej chemioterapii [72].

Niektdére z powyzej przedstawionych testéw znajdujg zastosowanie w praktyce klinicz-
nej. Jednak dopiero znajac doktadnie wszystkie mechanizmy opornosci komorek nowot-
worowych mozna bedzie z prawie catkowitg pewnoscig ustala¢ indywidualna, skuteczng
terapie dla kazdego pacjenta i modyfikowac ja w razie wytworzenia opornosci na doty-
chczas stosowane leki.
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GENETYCZNE ASPEKTY OPORNOSCI KOMOREK
NOWOTWOROWYCH NA CYTOSTATYKI
M. OPORNOSC WIELOLEKOWA

CANCER CELL RESISTANCE TO CYTOSTATIC DRUGS.
GENETIC ASPECTS. Il. MULTIDRUG RESISTANCE

Olga HAUS

Katedra i Zaktad Patofizjologii Akademii Medycznej we Wroctawiu

Streszczenie. Oporno$¢wielolekowa (MDR) jest réwnoczesng opornoscia komérek nowotworowych na antracyk-
liny, akrydyny, podofilotoksyny, alkaloidy Vinca rosea, kolchicyne i aktynomycyne D. Gtdwnym mechanizmem
MDR jest aktywne usuwanie lekdw z komorki przy pomocy btonowego biatka transportowego -P-glikoproteiny,
kodowanej przez gen mdr 1. Podwyzszong ekspresje mdr 1, a w czesci przypadkéw réwniez jego amplifikacje
stwierdza sie wwielu komérkach opornych na leki zgrupy A/DR. Blokery kanatéw wapniowych (np. werapamil),
inhibitory kalmoduliny iwiele innych substancji znosza ten typ opornosci wielolekowej poprzez kompetencyjne
taczenie sie z -P-glikoproteing i blokowanie usuwania cytostatykow.

Summary. Multidrug resistance (MDR) is a simultaneous resistance of cancer cells to anthracyclines, acridines,
podophyllotoxins, Vinca alkaloids, colchicine and actinomycin D. The principal mechanism of MDR is an active
efflux of cytostatic drugs from the cells assurred by a membrane transport protein -P-glycoprotein coded by a
gene mdr 1. The overexpression of mdr 1 and in some cases also its amplification in many MDR cells was found.
Calcium channel blockers (e.g. Verapamil), calmodulin inhibitors and other drugs overcome this type of MDR
by a competetive binding to -P-glycoprotein and blocking the extrusion of cytostatics.

ISTOTA OPORNOSCI WIELOLEKOWE]

Powaznym problemem Kklinicznym ograniczajacym znacznie mozliwosci lecznicze w
onkologii jest powstawanie opornosci krzyzowej na rézne cytostatyki, przy czym najbar-
dziej niekorzystnym zjawiskiem z klinicznego punktu widzenia jest tzw. opornos$¢ wielole-
kowa {multidrugresistance = MDR). Opornos$¢ wielolekowa jest rownoczesng opornoscia
komérek nowotworowych na antracykliny, akrydyny, podofilotoksyny, alkaloidy Vinca
rosea, kolchicyne i aktynomycyne D [17,91,102]. Sporadycznie obserwowana jest rowniez
opornos$¢ krzyzowa komérek MDR na leki alkilujace [35, 38] i uboczna wrazliwo$¢ na
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substancje aktywne btonowo [35]. Komdrki MDR nie sg natomiast oporne na metotreksat,
arabinozyd cytozyny czy deksametazon [1,90]. Leki nalezgce inienalezgce do grupy MDR
przedstawiono w tabeli 1.

TABELA 1 Leki, na ktére komérki MDR sag oporne lub wrazliwe [38, 90, 91,102]

Oporne Wrazliwe
Alkaloidy Vinca rosea: metotreksat (MTX)
winkrystyna (VCR) tioguanina (TG)
winblastyna (VBL) cytarabin a (ARA-C)
Podofilotoksyny:
tenipozyd (L/V/-26) cyklofosfamid
etopozyd (VP-16) nitrozomoczniki:
Aktynomycyna D karmustyna (BCNU)

lomustyna (CCNU)
Antracykliny:

doksorubicyna bleomycyna
daunorubicyna deksametazon
Mitramycyna

Kolchicyna

Okazyjnie: leki alkilujace:
chlormetyna
mitomycyna C

Zjawisko opornosci wielolekowej przeanalizowali wwarunkach laboratoryjnych po raz
pierwszy Biedler i Riehm w 1970 r. Inkubujac komérki nowotworowe myszy i chomika
syryjskiego w srodowisku o wzrastajgcym stezeniu aktynomycyny D spowodowali powsta-
wanie opornosci nie tylko na ten lek, ale réwniez na wiele innych, m.in. na winblastyne i
daunorubicyne [15].

MDR powstaje z reguty wskutek selekcji w Srodowisku zawierajacym tylkojeden z lekéw
grupy MDR ijest najsilniej wyrazona w stosunku do leku indukujacego [91]. W niektorych
przypadkach jednak fenotyp opornosci wielolekowej uzyskano poprzez indukcje lekiem
spoza tej grupy [92].

Obecnos$¢ cytostatyku w $Srodowisku otaczajgcym komorke nie zawsze jest jednak
niezbedna do wytworzenia MDR. Obserwowane sg spontaniczne mutacje o niskiej czestos-
ci (2x10™ komoérek) dajagce fenotyp MDR [104]. Ponadto komérki nowotworowe wywo-
dzace sie z niektorych narzadéw, takich jak: nerki, nadnercza, jelito grube, watroba, a takze
prawidtowe komorki tych narzaddéw cechujg sie wystepujacg juz a priori opornoscig
wielolekowsg [50].

Leki, przeciwko ktérym >vytwarzana jest MDR, sg substancjami o r6znych mechaniz-
mach dziatania, r6znej budowie i wtasciwosciach chemicznych. Jedyng ich wspdlng cechg
jest wielko$¢ czasteczki oraz jej hydrofobowy charakter [91, 102], Mechanizm MDR nie
moze wiec by¢ zwiazany tak, jak w opornosci na pojedyncze cytostatyki, ze zmienionym
dziataniem enzymow docelowych, ré6znych dla lekéw w obrebie grupy MDR. Nie powiodty
sie rowniez proby udowodnienia mozliwosci powstawania MDR in vivo poprzez sponta-
niczng fuzje komoérek nowotworowych opornych na pojedyncze cytostatyki, aczkolwiek w
badaniach in vitrc hybrydy komoérkowe wykazywaty wieksze spektrum opornosci niz obie
"komorki ro  »ciel ikie" razem [110].
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Mechanizm MDR musi by¢ zatem wspoélny dla wszystkich lekéw, zwigzany ze wspélnym
punktem uchwytu. Jednym z takich "punktéw wspélnych", w ktérym jednakowe wiasciwosci
fizykochemiczne mogg odgrywac role, jest transport przez btone komérkowa.

ZABURZENIE TRANSPORTU LEKOW PRZEZ BLONE KOMORKOWA JAKO
MECHANIZM MDR

Ling i wsp. pierwsi wykazali zwigzek MDR ze zmniejszong akumulacjg lekéw w
komarce [6, 74]. Pdzniejsze badania potwierdzity poglad, ze stopien opornosci jest odw-
rotnie proporcjonalny do stopnia gromadzenia leku w komadrce [41, 45,128, 69]. Zmniej-
szenie gromadzenia leku prébowano wigza¢ poczatkowo jedynie ze zmniejszonym jego
transportem do wnetrza komoérki [73] lub ze zmienionym wewnatrzkomérkowym wigza-
niem leku [10], ale w szeregu badarn nad wewnatrzkomérkowsg farmakokinetyka lekéw
MDR wykazano, ze przyczynajest tu gtdwnie zwiekszenie wydalania leku [20,55, 70,129].
Transport ten jest aktywny, niezalezny od stezenia leku po obu stronach btony komaérkowej
[41, 128], wymaga wiec naktadu energii. Udowodniono, ze wydalanie lekéw z komorki
moze ulec zahamowaniu wskutek dziatania inhibitorow proceséw uwalniania jak np.
2-deoksyglukozy [7,128]. Wprowadzenie tych substancji do Srodowiska sprowadza stopien
akumulacji leku w komérkach opornych do wartosci spotkanych w odpowiednich komar-
kach wrazliwych.

Zmieniony transport btonowy komérek opornych spowodowany jest zmienionymi wias-
ciwosciami ich plazmolemmy w stosunku do komérek wrazliwych. Najbardziej charakte-
rystyczna, najczesciej powtarzajaca sie cecha btony komérkowej komoérek MDR jest
zwiekszona ekspresja glikoproteiny o masie czgsteczkowej 170 kDa, nazwanej P-glikopro-
teing (permeability glycoprotein = P-gp) [29, 64, 68, 74]. Ekspresja P-gp skojarzona jest z
podwyzszonym poziomem m-RNA dla tego biatka - transkryptu o wielkosci 4,5 kb [111].

P-GLIKOPROTEINA

Stosujac przeciwciata monoklonalne przeciw P-glikoproteinie [55, 67, 129] i technike
immunofluorescencji lub Western biot wykazano, ze poziom P-gp koreluje ze stopniem
MDR w wielu zwierzecych [125] i ludzkich [20, 36, 65, 69] liniach komd&rkowych i jest
odwrotnie proporcjonalny do stopnia akumulacji lekéw w komorce [68, 74], Wzrost
ekspresji P-gp zostat réwniez stwierdzony w badaniach klinicznych, np. w komérkach raka
jajnika [13], biataczek [4, 67, 76, 126] i szpiczaka [39] pobranych od pacjentéw opornych
na chemioterapie. Wysoki poziom P-gp stwierdzono réwniez w nieleczonym uprzednio
raku jajnika [126, 127] i ptuc [13]. Ze wzgledu na dobro tych pacjentéw leczenie prowa-
dzono od poczatku lekami spoza grupy MDR, a wigc niemozliwa byla ocena zgodnosci
klinicznej ze stopniem laboratoryjnie stwierdzonej opornosci na leki.

Niewielka ilos¢ czasteczek P-gp obecna jest w btonach komérkowych wszystkich dotad
przebadanych prawidtowych tkanek i narzadéw [111]. Natomiast wysoka ekspresje P-gp
bez uprzedniego kontaktu z cytostatykami stwierdzono tylko w niektérych zdrowych
narzadach i nowotworach wywodzacych sie z nich (tab. 2). W badaniach laboratoryjnych
wykazano, ze komérki tych tkanek cechuja sie pierwotna opornoscia wielolekowg (tzw.
naturalng albo wewnetrzng opornosciag) [38, 42].Poczatkowo sugerowano, ze P-gp dziata
jedynie posrednio jako pompa wyptukujaca leki z komérki albo element zwiekszajacy
przepuszczalnosé (permeability) plazmolemmy [96]. Nowsze badania, przeprowadzone z
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uzyciem znakowanych analogéw winblastyny (3H-VBL) i wyciggéw z bton komérkowych
wykazaty, ze czasteczki lekéw moga wigzac sie bezposrednio zP-gp zaréwno w komorkach
opornych, jak i wrazliwych, przy czym stopien wigzania jest wiekszy w komérkach MDR
[63, 64, 67]. Przytaczanie lekéw do czasteczki P-gp odbywa sie z reguty na zasadzie
konkurencji o miejsce wigzania. Biorg w niej udziat nie tylko cytostatyki z grupy MDR, ale
réwniez inne leki - blokery kanatéw wapniowych, np. Verapamil [28], chinidyna [29].

TABELA 2. Wysoka pierwotna ekspresja mdr 1 (wysoki poziom P-glikoproteiny i4,5 kb mRNA) w prawidto-
wych tkankach (wg malejacej ekspresji) i w nieleczonych nowotworach [35, 37, 90]

Prawidtowa tkanka Nowotwér

Nadnercza guz chromochtonny nadnerczy
Nerki rak nerki

Watroba rak watroby

Okreznica rak okreznicy

Ptuca

Trzustka

Jelito cienkie

tozysko

Endometrium w czasie cigzy gruczolakorak macicy

RODZINA BIALEK P-gp

W procesie ewolucji P-glikoproteina jest biatkiem przekazywanym w wysoce konser-
watywny sposob, wykazujacym homologie w zakresie wielkosci i budowy czgsteczki oraz
immunologicznej reaktywnosci w obrebie wszystkich gatunkéw - od bakterii do cztowieka
[38]. U wyzszych eukariontéw P-glikoproteina tworzy niewielka rodzine wysoce homolo-
gicznych biatek [38]. Ich masa czgsteczkowa wyznaczona na podstawie ruchliwosci elek-
troforetycznej waha sie od 130 do 230 kDa [47].

Zwiekszong ekspresje catej tej grupy biatek stwierdzono w komdrkach opornych, przy
czym ilosciowe proporcje poszczegélnych biatek zmieniajag sie od komorki do komorki [47].
Najlepiej poznane jest wyzej wspomniane biatko o m. cz. 170 kDa, nieco mniej P-gp o m.
cz. 180 kDa, majgca podobne podstawowe witasciwosci [82]. Prawdopodobnie cata rodzina
P-gp odgrywa zamiennie role w opornosci [82]. Réwnolegte powstawanie bialek o r6znej
m. cz., aczkolwiek o bardzo podobnej strukturze moze by¢ ttumaczone przez kodowanie
ich przez niewielka rodzine homologicznych genéw [47,101] oraz rekombinacje genéw lub
przez modyfikacje potranskrypcyjne [82]. Z drugiej strony tak duza heterogenno$¢ moze
wynikaé z alternatywnych potranslacyjnych modyfikacji matej grupy biatek lub podstawo-
wego peptydu [82].

STRUKTURA | MECHANIZM DZIALANIA CZASTECZKI P-GLIKOPROTEINY

Podstawowa czgsteczka P-gp, ktérej strukture wydedukowano z analizy petnej sekwen-
cji c-DNA P-glikoprotein wyizolowanych z ludzkich [24] i zwierzecych [46, 48] komorek
opornych, ma mase ok. 140 kDa i sktada sie z ok. 1280 aminokwaséw. Dane te uzyskano
takze przez analize struktury nie glikozylowanej postaci P-gp [35].

Czasteczka P-gp zbudowana jest z dwoch prawie identycznych podjednostek tworza-
cych "kanat" w btonie komérkowej. W kazdej potowie wyrd6zni¢ mozna region nydrofobowy
konczacy sie atomem azotu (N-koniec) iregion hydrofilny zakoriczony grupg karboksylowa
[35]. Kazdy z regionéw hydrofobowych tworzy 6 transmembranowych struktur ztozonych
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z 2 podjednostek. W obrebie regionéw hydrofilnych zlokalizowanych po stronie wewne-
trznej btony komérkowej znajduja sie "fatdy" wigzace nukleotydy (ATP lub GTP). Ponadto
na najbardziej zewnetrznej N-koricowej petli znajduja sie potencjalne miejsca glikozylacji
(rys. 1) [30].

RYS. 1. Schemat budowy czasteczki P-glikoproteiny ¢ - potencjalne miejsca glikozylacji, NTP - nukleozydo-
trifosforan (wg [78])

Sekwencje homologiczne do petli wiazacych nukleotydy znaleziono réwniez w wielu
biatkach biorgcych udziat w systemach transportowych bakterii. Inne elementy budowy
czgsteczki P-gp sg rowniez, cho¢ nie w tym samym stopniu, podobne do struktury biatek
bakteryjnych [2, 48]. Najwieksze jest podobienstwo do biatka transportowego bakterii
hemolitycznych Hly-B [46], Z powyzszych danych wynika, ze P-gfj jest prawdopodobnie
cztonkiem homologicznej grupy aktywnie transportujacych biatek zwigzanych z btona
komorkowa,.

NIEKTORE WEASCIWOSCI BIOCHEMICZNE

P-gp moze by¢ glikozylowana, fosforylowana [54], moze wigza¢ ATP [30]. Glikozylacja
N-konca nie jest jednak niezbedna do MDR [73], Zmiany w zakresie stopnia fosforylacji
reszt serynowych i treoninowych moga natomiast modyfikowac funkcje P-gp, ale nie zostato
to jeszcze w petni udokumentowane [38].

Aktywne wigzanie sie z czgsteczkami leku oraz aktywne wydalanie leku wymaga naktadu
energii, ktérg czasteczka P-gp czerpie z bezposredniego wigzania sie z ATP lub innymi
troj fosforanami nukleozydéw. Udowodniono, ze wydalanie 'H-VBL z pecherzykéw bto-
nowych komérek MDR wymaga obecnosci ATP [61]. Prawdopodobnie rowniez stopien
wigzania leku oraz ilo$¢ zwigzanych czasteczek zalezy od energii z ATP. W badaniach z
zastosowaniem nierozpuszczalnych homologéw ATP lub uktadéw bez ATP stwierdzono
gwattowny spadek wigzania VCR do P-gp [86].

MECHANIZM DZIALANIA P-gp

Na podstawie dotychczas poznanych witasciwosci biochemicznych P-gp oraz jej podo-
bienstwa z biatkami transportowymi bakterii rozpatrywaé¢ mozna dwa alternatywne modele
dziatania P-gp\
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1. Analogicznie do modelu Hly-B [2, 48] zaktada sig istnienie biatek posredniczacych,
tj. nosnikéw biatkowych o szerokim spektrum rozpoznawania lekéw. W uktadzie tym leki
nalezace do réznych grup wiazatyby sie z r6znymi biatkami nosnikowymi ijako kompleksy
lek-nosnik rywalizowaty o ten sam niespecyficzny system transportowy P-gp [46]. Zjawisko
opornosci krzyzowej odzwierciedlatby tu fakt, ze ilo$¢ biatka transportujacego (P-gp)
bytaby limitowana dla catego procesu transportu [35,45]. Taki mechanizm maégtby rowniez
ttumaczy¢ wystepujacy w pewnych doswiadczeniach brak korelacji pomiedzy wzglednym
stopniem opornosci krzyzowej dla danego leku a jego wzgledng zdolnosScig do kompetycji
w transporcie innego leku. W przedstawionym modelu rozbiezno$¢ mogtaby wynikaé z
faktu, ze ilosci poszczegdlnych specyficznych biatek nosnikowych moga byc¢ rézne [45] (rys
2a).

2. Leki mogtyby by¢ transportowane na zewnatrz komérki poprzez bezposrednie
wigzanie z P-gp udowodnione w szeregu doswiadczen [22, 29, 107]. W tym ukitadzie P-gp
musiataby mie¢ wiecej niz jedno miejsce wigzania leku, zeby wyjasni¢ wspomniany wyzej
brak korelacji [28, 29] (rys. 2b).

Obie te hipotezy maja stabe strony: nie wykazano dotad istnienia biatek posrednicza-
cych wprocesie usuwania lekéw z komorki (model 1), z kolei bezposrednie wigzanie lekéw
zP-gp (model 2) wprzeprowadzanych doswiadczeniach nie byto skojarzone z ich aktywnym
usuwaniem [28,29,107]. Ponadto brak jest jeszcze bezposredniego dowodu, ze biatko P-gp
jest biatkiem transportujacym. Przeprowadzenie takiego dowodu wymagatoby wbudowa-
nia P-gp do pecherzykéw btonowych w uktadzie doswiadczalnym i wykazania, ze nowow-
budowane czgsteczki transportujg lek [91].

RODZINA GENOW P-GLIKOPROTEINY

Poréwnanie sekwencji c-DNA P-glikoprotein i DNA klonowanego za pomoca zampli-
fikowanych sekwencji obecnych w genomie komérek opornych wykazato, ze P-gp ko-
dowane jest przez rodzine trzech genow, z ktérych kazdy moze kodowaé kompletng
czasteczke P-gp [37, 52, 101, 115, 124], Ogdlna struktura kazdej z 3 form jest jednakowa,
aczkolwiek istniejag miedzy nimi drobne réznice, ktére by¢ moze odzwierciedlajg réznice
w funkgcji tych gendw.

Cztowiek i prawdopodobnie inne naczelne majg dwie izoformy genu P-gp: mdr 1 imdr
3 [37], wg innych Zrédet mdr 1 imdr 2 [101]; gryzonie maja trzy. Analiza 3’ korica kazdej
z izoform wykazata, ze aczkolwiek region ten rézni sie pomiedzy izoformami genéw w
obrebie gatunku, jest on jednak zachowany w konserwatywny sposéb w homologicznych
izoformach w gatunkach r6znych [35,101]. Kazdy z genéw mdr 1, 2 i 3 moze wystepowac
w kilku wariantach réznigcych sie m.in. miejscami rozpoczynania transkrypcji [122] lub
réznymi miejscami poliadenylacji [37]. Uzycie kazdego wariantu pozwala komérce na
regulacje ekspresji kazdej z form P-gp i moze wptywac na ekspresje MDR. W przeprowa-
dzonych dotychczas badaniach nad transfekcjg genéw mdr wykazano, ze u cztowieka
jedynie klasa mdr 1 wptywa na powstawanie fenotypu MDR, czego dotychczas nie udato
sie wykaza¢ dlamdr 2 i3 [50,112].

GEN mdr 1

Najlepiej poznanym genem z rodziny mdr jest mdr 1 kodujacy P-gp o m. cz. 170 kDa. W
identyfikacji tego genu zastosowano dwa podejscia:
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nosniki
biatkowe

btona
komérkowa

btona
komadérkowa

RYS. 2. Mechanizm dziatania czasteczki P-glikoproteiny: a - model 1 uwzgledniajacy istnienie no$nikéw bia-
tkowych: OVD - czgsteczki réznych lekéw cytostatycznych, J - receptor P-glikoproteinowy dla no$nikéw
biatkowych, b - model 2, uwzgledniajacy bezposrednie wiazania lekéw do P-glikoproteiny: V - czasteczki le-
kéw cytostatycznych,*3 - receptor P-glikoproteinowy dla czasteczek lekéw, ¢ - zapobieganie wydalaniu lekéw
z komorki przez werapamil i inne podobnie dziatajace substancje V - lek cytostatyczny, T - werapamil, 2 - re-
ceptor P-glikoproteinowy wspolny dla cytostatykéw, blokerow kanatéw wapniowych, inhibitoréw kalmoduliny
itd. (wg [91] zmodyfikowane)
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= Z jednej strony analizowano catkowite DNA wyekstrahowane z wysoce opornych
komérek MDR (linia komoérek KB - wielolekowo opornego wariantu linii HelLa) i stwier-
dzono w nim obecno$¢ jednorodnego DNA o wysokiej masie czasteczkowej, nieobecnego
w odpowiednich liniach komoérek wrazliwych [112]. Na podstawie analogii z komorkami
opornymi na pojedyncze cytostatyki, w ktérych najczesciej dochodzi do amplifikacji genu
odpowiedzialnego za opornos$¢ i na podstawie obserwacji materiatu chromosomowego
typudouble minutes (DMs) (czes¢ | pracy) oraz zauwazenia faktu, ze hodowanie komérek
w Srodowisku o zwiekszajacym sie stezeniu leku powoduje powstawanie komorek o coraz
wiekszym stopniu MDR (analogicznie do zjawiska opisywanego w | czes$ci pracy), posta-
wiono hipoteze, ze wysokoczasteczkowy DNA odpowiada zamplifikowanej sekwencji
odpowiedzialnej za MDR [90]. Stosujac technike renaturacji w zelu [99] sklonowano te
zamplifikowane sekwencje. Jedna z nich hybrydyzowata z 4,5 kb mRNA, ktéry znajdowano
w komaorkach opornych w iloSciach proporcjonalnych do stopnia opornosci [49].

= Z drugiej strony stosujgc przeciwciata monoklonalne przeciw P-gp sklonowano
komplementarny DNA (cDNA) kodujacy P-gp w komérkach MDR chomika [67,95,111],
ktory rowniez hybrydyzowat z 4,5 kb mRNA oraz z otrzymang w technice renaturacji w
zelu sekwencjg [123]. Obie te prawie identyczne sekwencje nazwano poézniej genem mdr
1

CHROMOSOMOWA LOKALIZACJA mdr 1.

Do zlokalizowania genu mdr 1 zastosowano sondy genowe zbudowane z cDNA odpo-
wiadajgcego niezmiennej czesci czgsteczki P-gp chomika icztowieka. Wszystkie dotychczas
przeprowadzone badania potwierdzajg lokalizacje na ramieniu ditugim chromosomu 7
cztowieka [14, 23, 119], aczkolwiek wedtug jednych danych jest to region 7g36 [14], wg
innych, w ktérych hybrydyzacje in situ prowadzono na preparatach chromosomoéw z
czesciowg delecja dtugiego ramienia chromosomu 7 (7q), region pomiedzy 7q21 a 7933
[119]. POzniejsze badania wyznaczyly doktadng lokalizacje genu w regionie 7921, 1, w
poblizu genu dla mukowiscydozy [23]. Dotychczas nie znaleziono powigzan funkcjonal-
nych miedzy tymi dwoma genami.

ZMIANY CHROMOSOMOWE W KOMORKACH MDR

Zmiany te odpowiadajg z reguty amplifikacji genéw mdr. Przy znacznym stopniu
amplifikacji w komérkach wystepujg chromosomy z regionami barwigcymi sie jednorodnie
(HSR = homogeneously staining regions) albo tzw. podw6jne mate chromosomy (DMs =
double minutes, patrz cz. I).

Poza zmianami zwigzanymi z amplifikacjg gendw mdr nie znaleziono dotychczas zad-
nych aberracji chromosomowych specyficznych dla MDR, chociaz najnowsze dane wska-
Zujg na powstawanie réznych swoistych anomalii chromosomowych w zaleznosci od leku
uzytego do indukcji fenotypu MDR [117], jak rOowniez na zwigzek swoistych zmian cytoge-
netycznych ze zjawiskiem odwrotnym do opornosci - wrazliwosci komérek na leki [108].

EKSPRESJA GENU mdr 1W KOMORKACH MDR

Wzrost ekspresji genu mdr 1 stwierdzono w wielu ludzkich [16,101,102,121] i zwierze-
cych [33, 49, 95, 111, 114] liniach komérek MDR jak réwniez u pacjentdw opornych na
chemioterapie [18,59]. Stopien ekspresji korelowat z reguty z zawartoscig P-gp w badanych
komérkach jak i ze stopniem opornosci na leki z grupy MDR. Stwierdzono, ze przy
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opornosci nizszego stopnia wystepuje jedynie zwiekszenie ekspresji genu mdr 1 (bez jego
amplifikacji) w postaci wzrostu ilosci jego transkryptu (4,5 kb mRNA) lub produktu (170
kDa P-gp) [16, 22, 102]. Natomiast wyzsze stopnie opornosci zwigzane sa z amplifikacja
mdr 1, przy czym jej stopien (liczba kopii genu) koreluje ze stopniem MDR [20, 90]. Przy
hodowli komérek w $rodowisku o wzrastajgcym stezeniu cytostatyku z grupy MDR -
obserwowano najpierw pojawienie sie DMs , a p6zniej w liniach, ktore byty trwale oporne
na wysokie stezenia leku, zastepowanie DMs przez HSR [33].

PRZENOSZENIE OPORNOSCI

Bezposrednim dowodem przemawiajagcym za przyczynowg rolg mdr 1 w powstawaniu
opornosci wielolekowej jest przeniesienie fenotypu MDR z komérek opornych na komérki
wrazliwe poprzez transfekcje tych ostatnich sekwencjami DNA zawierajacymi gen mdr 1
[50, 51, 102, 121]. W kazdym z takich doswiadczerh pojawity sie¢ w komérkach biorcy
objawy ekspresji mdr 1 w postaci podwyzszonego poziomu mdr 1 mRNA, 170 kDa P-gp
oraz petna lub czesciowa ekspresja fenotypu MDR (wzrost wydalania lekéw z komorki,
obnizenia kumulacji lekéw itd.) [57].

EKSPRESJA GENU mdr 1W PRAWIDLOWYCH TKANKACH I NIELECZONYCH
NOWOTWORACH

Zwiekszong ekspresje mdr 1 wyrazajaca sie m.in. oméwionym wzrostem poziomu P-gp
stwierdzono w wielu prawidtowych tkankach i narzagdach petnigcych funkcje detoksyka-
cyjne [59, 90, 91] oraz w nieleczonych uprzednio nowotworach wywodzgcych sie z tych
tkanek [42, 59, 66, 91] (tab. 2), z reguty pierwotnie opornych na leki z grupy MDR.
Zauwazono, ze nowotwory te zachowujg wysoki poziom 4,5 kb mRNA, charakterystyczny
dla macierzystych tkanek. Dane te sugerujg, ze naturalna (wewnetrzna, pierwotna) opor-
nos¢ na leki przynajmniej w czesci zalezy od przetrwatej ekspresji genu, ktérego funkcja w
prawidtowych tkankach polega na usuwaniu z komoérek substancji toksycznych [91].

EKSPRESJA mdr 1W STANACH FIZJOLOGICZNYCH | PRZEDNOWOTWOROWYCH

Gwattowne zwiekszenie ekspresji mdr 1 (mdr 1 mRNA) zaobserwowano u myszy w
obrebie komoérek wydzielajgcych nabtonka macicy w czasie cigzy [3] oraz wregenerujacych
po czgsciowym wycieciu narzagdu komoérkach watroby szczura [118]. W pierwszym przy-
padku ekspresja mdr 1 uzalezniona byta od wydzielania estrogenéw i progesteronu.
Wiadomo, ze gruczolakorak endometrium jest oporny na leczenie, co moze wynikaé¢ z
hormonalnie regulowanego juz a priori wysokiego poziomu ekspresji mdr 1 [3]. W drugim
przypadku wzrost poziomu mdr 1 RNA byt jedynie przejsciowy i powrdcit do normy po
ok. 120 godz. [11]. Jednakze bardzo wysoki, utrzymujacy sie trwale poziom mdr 1 zaobser-
wowano w przednowotworowych guzkach watroby szczura po podaniu karcinogenu (ini-
cjacja procesu nowotworowego) i nastepowej czesciowej hepatektomii [118].

PRAWIDLOWA FUNKCJA GENU mdr 1

Na podstawie zwiekszonej ekspresji mdr 1 w tkankach cechujgcych sie gtownie funk-
cjami wydzielniczymi i odtruwajacymi wnioskowa¢ mozna o ogdélnej roli biatkowego
produktu mdr 1 P-gp w transporcie czasteczek w organizmie, a nie tylko w transporcie
lekow.
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Niskiego stopnia ekspresje mdr 1 stwierdzono we wszystkich dotychczas przebadanych
tkankach i narzadach [100]. Fakt ten tacznie z bardzo szerokim spektrum substancji, ktére
moga by¢ transportowane przez system mdr, sugeruje, ze mégtby on petni¢ w komorce
analogiczng funkcje, jakg ma uktad immunologiczny wobec catego organizmu, a ekspresja
genoéw mdr jest czeScig programowej odpowiedzi komoérki na uszkodzenie toksyczne [31,
91,100,118].

mdr 1A CHEMICZNA KARCINOGENEZA

Jak wyzej wspomniano, w przednowotworowych zmianach powstatych po zadziataniu
karcinogenu wystepowata wysoka ekspresjamdr 1 [118]. Ponadto fenotyp MDR w niekté-
rych liniach komoérkowych skojarzony jest ze zmianami biochemicznymi podobnymi do
zmian w normalnych komdérkach powstajgcych podczas ekspozycji na karcinogeny che-
miczne [31]. To podobieristwo potwierdza hipoteze, ze system mdr moze obejmowac
skoordynowane mechanizmy obrony komérkowej, a ponadto pozwala przypuszcza¢é, ze
naturalna pierwotna opornos$¢ wyindukowanych przez karcinogen nowotworéw moze by¢
wiasnie zwigzana z przewlektg ekspozycja na karcinogen [84],

ROZBIEZNOSCI MIEDZY MDR A EKSPRESJA mdr 1

W powyzszych rozwazaniach przedstawiono jedynie jeden z mozliwych mechanizmow
opornosci wielolekowej uwazany w chwili obecnej za najbardziej prawdopodobny. Istnieje
jednak wiele dowodoéw wskazujacych, ze wzrost ekspresji mdr 1 nie zawsze jest skorelowany
z opornoscig wielolekowa, jak réwniez wiele argumentéw przemawia za udziatem w
powstawaniu MDR zupetnie innych mechanizméw. W szeregu badan laboratoryjnych nie
wykazano zaleznosci lub jedynie czesciowg zalezno$¢ pomiedzy stopniem opornosci wie-
lolekowej mierzonym przezywalnoscig komoérek, zmniejszong kumulacja leku lub zwigk-
szonym ich usuwaniem a stopniem ekspresji mdr 1 [20, 36, 98]. W innych nie wykazano
zwigzku miedzy MDR a stopniem akumulacji leku [9,34,114] czy czynnym jego usuwaniem
[113] lub tez zwigzek ten byt obecny w powigzaniu ze zmienionym rozmieszczeniem leku
pomiedzy jadrem a cytoplazma [69] lub ze zmniejszonym wigzaniem leku do organelli
komorkowych [10,11].

Niektore linie komorkowe z tzw. atypowag opornoscig wielolekowa reprezentowaty cate
spektrum opornosci charakterystycznej dlaMDR z wyjatkiem opornosci na alkaloidy Vinca
rosea nie wykazujac zmian ani w akumulacji lekéw, ani w ekspresji mdr 1. W komaérkach
tych linii stwierdzono natomiast zmieniong aktywnos¢ topoizomerazy Il [130, 131]. Inne
linie wykazywaty r6zne spektrum opornosci w zaleznosci od leku uzytego do indukcji MDR
[12]. Réwniez w niektérych badaniach Klinicznych na duzych seriach przypadkéw nie
wykazano korelacji [80, 85] lub jedynie stabg [79] miedzy opornoscig komérek nowotwo-
rowych na leki a ekspresjg genu mdr 1.

W czesci powyzej przedstawionych badan laboratoryjnych i klinicznych wyniki mogty
dotyczy¢ mechanizmu opornosci tylko na jeden lek z grupy MDR [10, 11, 114], przy
indywidualnej opornosci na ktéry mozna rozpatrywac wiele mechanizméw nie zwigzanych
zmdr 1.

W innych badaniach [18,79,80,85] sami autorzy rozwazajg czuto$¢ metod stosowanych
do wykrywania ekspresji mdr 1 i wyrazajg poglad, ze nawet bardzo staba ekspresja lub
niewielkie zmniejszenie akumulacji leku, ktére w warunkach laboratoryjnych moga nie
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mie¢ wiekszego znaczenia - w warunkach klinicznych moga catkowicie wystarcza¢ do
wytworzenia opornosci skutecznie ograniczajacej mozliwosci leczenia.

INNE MECHANIZMY OPORNOSCI WIELOLEKOWE]

Za stusznoscig wigzania MDR z uktadem mdr 1 P-gp i zmniejszong akumulacja leku
przemawia fakt, ze w zadnej dotychczas przebadanej linii komoérek wrazliwych nie stwier-
dzono zmian w ekspresji mdr 1 ani zmniejszenia akumulacji leku [102]. Niemniej jednak
mechanizmem tym nie mozna wyjasni¢ wszystkich przypadkéw MDR [9, 83, 114] jak
rowniez duzego bogactwa cech skladajacych sie na fenotyp komérek MDR [8, 58, 97, 94,
114, 120] m.in. zmienionego metabolizmu glukozy [128], podwyzszonej aktywnosci trans-
feraz glutationu [75] czy zmian w spoczynkowych, btonowych potencjatach komoérek [32].
Ztozonos¢ tego fenotypu nie mogta by¢ wyjasniona jednym tylko, stosunkowo prostym
mechanizmem.

Prawdopodobnie wiec MDR jest uzalezniona gtéwnie od ekspresji mdr 1, lecz moga
wchodzi¢ w gre réwniez inne mechanizmy, z ktérych najbardziej prawdopodobne to:

= zmniejszony transport lekéw do wnetrza komérki [19, 69, [116],

= zmniejszone wigzanie leku do organelli komérkowych [10,11],

< zmienione rozmieszczenie leku pomiedzy jadrem komérkowym a cytoplazmag na
korzys¢ cytoplazmy [59,69, 77],

= zmiany w rozktadzie komorek w cyklu komérkowym (zmniejszenie frakcji prolifera-
cyjnej) [114],

« zmiany metabolizmu Ca ijego rozmieszczenia w komérce [77,97],

= zmiany w uktadzie naprawczym DNA [114],

« zmieniona aktywnos$¢ topoizomerazy Il [105, 130, 131],

= zwigkszona aktywno$¢ enzyméw detoksykacyjnych, gtdwnie S-transferaz glutationu
[5,36,71, 75,109].

Wszystkie te mechanizmy mogtyby by¢ zaangazowane jednoczes$nie lub naprzemiennie
w powstawanie fenotypu MDR przynajmniej w niektérych przypadkach. Udowodnienie
tych zaleznosci wymaga jednak dalszych badan. Istnienie wymienionych mechanizméw w
komérkach MDR nie wyklucza jednak dziatania uktadu: mdr 1P-gp - obnizona akumulacja
leku jako jednego z podstawowych mechanizméw MDR, ktorego dziatanie i wspétzalez-
nosci potwierdzono w wielu omoéwionych juz badaniach. Dowody te wskazujg na mozli-
wos$¢ zastosowania dotychczas posiadanych wiadomosci w praktyce klinicznej, w
diagnostyce i leczeniu nowotworéw opornych na chemioterapie.

WYKRYWANIE KOMOREK OPORNYCH

Wykrywanie komorek opornych w materiale pobranym od pacjentéw mozna przynaj-
mniej w czesci przypadkoéw oprze¢ na okresleniu stopnia amplifikacji lub ekspresji genu
mdr 1. Badania takie bytyjuz stosowane i wykazaty duzg zgodno$¢ z kliniczng podatnoscia
na leczenie [18, 43, 78]. Badaniem o wiekszej czutosci niz immunofluorescencyjna ocena
poziomu P-gp przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych [67, 78] jest okreSlanie poziomu
mdr 1 mRNA metodg Northern biot [91], natomiast ilosciowo doktadniejsza ocene P-gp
zapewnia zastosowanie przeciwciat monoklonalnych w cytofluorometrii przeptywowej
albo technice Western biot [39]. Przydatno$¢ badania stopnia akumulacji leku w komérkach
nowotworowych metodami radioizotopowymi albo z zastosowaniem cytofluorometrii
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przeptywowej zostata rowniez udowodniona, a pierwsze proby zastosowaniajej w praktyce
juz podjete [106].

PRZELAMYWANIE OPORNOSCI WIELOLEKOWE]J

W przypadkach, w ktérych udowodniono zalezno$¢ fenotypu MDR od uktadu mdr 1
P-gp, celowe jest stosowanie srodkéw mogacych wptywaé hamujgco na dziatanie tego
uktadu. Najbardziej logiczng metodg byloby zastosowanie przeciwciat monoklonalnych
przeciw P-gp. Takie przeciwciata mogg uszkadza¢ pompe P-glikoproteinowag [21, 55], a w
potaczeniu z toksynami - niszczy¢ cate komoérki oporne [40]. Na przeszkodzie stoi jednak
brak informacji, w jakim stopniu przeciwciata te moga atakowa¢ komoérki prawidtowe
cechujace sie wysokim poziomem P-gp [91].

Inng metodg mogtoby by¢ zastosowanie nieswoistych substancji o charakterze lipofil-
nym (np. erytromycyna) [60] lub czynnikéw aktywnych btonowo (np. walinomycyna) [34].
Podstawg takiego podejscia, ktore nie znalazto jeszcze odzwierciedlenia w praktyce, sa
szczegblne wiasciwosci btony komérek MDR: roznice w sktadzie lipidéw i potencjatow
btonowych w poréwnaniu z komérkami wrazliwymi.

Najbardziej jednak rozpowszechnionym sposobem jest poszukiwanie substancji, ktore
by w drodze konkurencji z czgsteczkami lekéw wysycaty wiazania w uktadzie transporto-
wym P-gp (rys. 2) nie pozwalajgc na usuwanie lekéw z komorki. Do tak dziatajacych
substancji naleza wspomniane juz blokery kanatéw wapniowych, np. werapamil (VRP) [77,
przeglad - 4], rezerpina [93], chinidyna [77, 103], inhibitory kalmoduliny [88, 103], cyklo-
sporyna A [26,87], niektdre analogi cytostatykow, ktdre nie maja dziatania onkostatyczne-
go i nie konkuruja o wiazanie z docelowymi strukturami DNA [26], oraz wiele innych jak
amniodaron, tamoxifen.

W badaniach laboratoryjnych VRP okazat sie bardzo skuteczny. Mechanizm tego
dziatania w MDR nie jest jeszcze doktadnie poznany, wiadomo jednak, ze nie polega on
na blokowaniu kanatéw wapniowych [54,62,72], lecz na innych mechanizmach, takich jak
hamowanie wigzania lekéw do P-gp [56] lub zmiana stopnia jej fosforylacji [38].

Badania in vivo na zwierzetach [63] (przeglad [35]) wykazaty znaczng poprawe reak-
tywnosci nowotworu na cytostatyki zgrupy MDR po dodaniu VRP oraz przedtuzenie czasu
przezycia zwierzat. Nieliczne dotychczas préby kliniczne sg ograniczone ze wzgledu na
kardiotoksyczno$¢ skutecznych dawek VRP [53, 89]. Obiecujace sg préby zastosowania
mniej kardiotoksycznego odpowiednika VRP - Norverapamilu [81] lub wzmaganie dziata-
nia VRP przez réwnoczesne dziatanie przeciwciat monoklonalnych przeciw P-gp [21].
Natomiast w przypadkach, w ktoérych nie stwierdza sie ekspresji P-gp, werapamil nie znosi
opornosci, co $wiadczy o innym mechanizmie powstawania MDR w tych przypadkach [9,
25] i koniecznosci zastosowania innej strategii leczenia.

Z problemem kardiotoksycznosci spotykaja sie rowniez badania nad chinidyng [77,
103]. By¢ moze bardziej whasciwy bedzie tu jej mniej toksyczny odpowiednik - chinina.

Obiecujace byto odkrycie, ze cyklosporyna A dziata réwniez hamujaco na pompe
P-glikoproteinowa, zwilaszcza ze ten lek, nawet w duzych dawkach, nie ma dziatania
toksycznego [70, 87]. Jednakze jego dziatanie immunodepresyjne nie jest pozgdane w
chorobach nowotworowych, ktére czesto kojarzag sie z uposledzeniem funkcji uktadu
odpornosciowego.
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W opracowanym ostatnio modelu "modulatorow" P-glikoproteiny stwierdzono, ze dla
wigzania z czasteczka P-gp niezbedny jest odpowiedni uktad pier$cieni aromatycznych i
podstawowego atomu azotu [93]. Idealnym wiec modulatorem MDR bylaby substancja
spetniajagca warunek odpowiedniej budowy chemicznej, stabo wigzaca sie z biatkami
osocza, stabo toksyczna dla prawidtowych tkanek i osiggajgca in vivo stezenie efektywne
takie jak wwarunkach invitro. Odkrycie takiej substancji rozwigzatoby by¢ moze problem
opornosci MDR zaleznej od mdr 1 i umozliwito skuteczne leczenie cytostatyczne przynaj-
mniej u czesci pacjentdw z chorobami nowotworowymi.
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UDZIAL KALMODULINY W PROCESACH REGULACIJI
PROLIFERACIJI KOMOREK*

CALMODULIN IS INVOLVED IN REGULATION
OF CELL PROLIFERATION PROCESSES

Beata WOJICIAK

Zaktad Biologii Komoérki, Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Streszczenie. Kalmodulina - powszechnie wystepujace w komoérkach Eucariota biatko wiagzace wapn, jest
regulatorem wielu proceséw zaleznych od jonéw wapnia. Kalmodulina w kompleksie z jonami Ca"+ odgrywa
wazng role w regulacji cyklu komoérkowego, szczeg6lnie w poéznej fazie G\ oraz w czasie opuszczania przez
komorki fazy stacjonarnej GO0. Podczas mitozy kompleksy kalmodulina-wapnh wraz z biatkami regulacyjnymi
mikrotubul i mikrofilamentéw wptywaja na funkcjonowanie wrzeciona podziatowego i filamentéw akto-
miozynowych w bruzdzie podziatowej. W artykule tym przedstawiono dane wskazujace na udziat kalmoduliny w
regulacji proliferacji komoérek.

Summary. Calmodulin -the ubiquitous intracellular Ca"+-binding protein mediates many of the Ca"+-rcgulated
events in the eucariotic cell. This protein has been proposed to play an important role in the regulation of the
cell cycle, especially in the Gi/S transition and during reentry of stationary (GO0) cells into the cell cycle.
Calmodulin - Ca complexes have also been reported to regulate the function of the mitotic spindle and
actomyosin filaments during mitosis either by direct or indirect interaction with cytoskelcton-binding proteins.

Wykaz stosowanych skrétéow. CaM - kalmodulina, M T - mikrotubule, MF - mikrofilamenty, cAMP - cykliczny
adenozynomonofosforan, GO0 (ang. Gap 0) - faza stacjonarna, G\ (ang. Gap 1) - faza przerwy pierwszej, Gz -
faza przerwy drugiej, S (ang. synthesis) - faza syntezy DNA.

WSTEP

Badania ostatnich lat potwierdzity hipoteze o roli jonow wapnia w regulacji aktywnosci
podziatowej komorek. Juz w latach siedemdziesigtych JF Whitefield [58], Rubin [38]
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wykazali, ze aktywno$¢ podziatowa wielu typow komorek prawidtowych uwarunkowana
jest obecnoscig w pozywce jondw wapnia w Scisle okreslonym stezeniu. Obnizenie tego
stezenia ponizej wartosci krytycznej prowadzi do zahamowania wzrostu komorek prawi-
dtowych w fazie G\/S cyklu komérkowego [9,17, 56]. W przypadku komérek transformo-
wanych nowotworowo nawet drastyczne zmniejszenie stezenia jondéw wapnia w pozywce
tempa proliferacji ani nie zatrzymuje, ani nie ogranicza w istotnym stopniu. Jest to
prawdopodobnie zwigzane z utrzymywaniem przez te komérki kilkakrotnie wyzszego niz
w komorkach prawidtowych stezenia wolnych jonéw Ca2+ w cytoplazmie [24, 37, 56].

Wzrost stezenia jonow wapnia w cytoplazmie komorek jest jedng z najwczesniej wykry-
wanych zmian zachodzacych w nastepstwie dziatania czynnikéw mitogennych na komorki
pozostajgce przez diuzszy czas w fazie GO [4, 28]. W ztozonym systemie reakcji metabo-
licznych jony Ca2+, podobnie jak cAMP, cGMP, trifosforan inozytolu i diacyloglicerol
petnig funkcje przekaznikéw Il. rzedu. W cytoplazmie wapr wigzanyjest specyficznie przez
niskoczasteczkowe, kwasne biatka [4, 21, 32]. Stanowig one grupe efektoréw przenosza-
cych dziatanie jonéw wapniowych na systemy docelowe w komarce [4, 24],

W ostatnich latach pojawity sie prace zaktadajgce, ze biatka uczestniczgce w przetwa-
rzaniu sygnatdw mitogennych i regulujace poziom wolnego wapnia w cytoplazmie moga
by¢ regulatorami cyklu komoérkowego [37, 44, 59]. Pierwszym ws$r6d proponowanych
biatek tej klasy okazata sie kalmodulina. O przypisywaniu jej specjalnej roli decyduja
nastepujgce cechy:

= Kalmodulina wystepuje we wszystkich komoérkach Eucariota i stanowi 0,1-1%
catkowitej ilosci biatek komorkowych [36, 56].

= Jest gtdwnym receptorem dlajonow wapnia w komérkach mieéni gtadkich i komor-
kach niemiesniowych [14].

= Wigze jony wapnia z wysokim powinowactwem, wigzanie to jest warunkiem jej
aktywnosci [52, 56].

= Jest regulatorem wielu kluczowych proceséw metabolicznych skorelowanych z
aktywnoscig podziatowa komérek, np.:

- reguluje metabolizm cyklicznych nukleotydéw [14, 15, 61, 62],

- wptywa na poziom fosforylacji biatek aktywujac kinazy biatkowe zalezne od Ca2+ [14,
20, 47, 56],

- reguluje poziom wolnego wapnia w cytoplazmie [14, 56].

« Poziom kalmoduliny podlega wahaniom w zaleznosci od fazy cyklu komdérkowego i
aktywnosci podziatowej komorek [9, 11, 56]. Komorki transformowane zawierajg 2-10-
krotnie wiecej kalmoduliny niz komorki prawidtowe [10,13, 24, 54].

W niniejszym atrykule oprocz krétkiej charakterystyki budowy i funkcji kalmoduliny,
przedstawiono argumenty przemawiajgce za przyjeciem hipotezy o udziale tego biatka w
regulacji cyklu komérkowego oraz oméwiono niektére z pogladéw na temat mechanizmu
takiej regulacji.

BUDOWA KALMODULINY

Kalmodulinajest biatkiem o masie czgsteczkowej 17 kDa, kwasnym, o pi 4,3, termosta-
bilnym. Zbudowana jest ze 148 reszt aminokwasowych tworzgcych jeden taricuch polipep-
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tydowy o duzej zawartosci asparaginy, glutaminy i fenyloalaniny [14, 52]. Brak tryptofanu,
cysteiny i hydroksyproliny przyczynia sie do duzej "gietkosci" czgsteczki. Kalmodulina
wykazuje brak specyficznosci tkankowej i gatunkowej oraz wysoki procent homologii z
innymi biatkami wigzacymi wapn, w szczeg6lnosci z troponing C z mieéni szkieletowych
kregowcow (70% homologii) i parwalbuminami z miesni ryb [14, 24, 52], Badania krysta-
lograficzne ujawnity istnienie w obrebie czasteczki kalmoduliny czterech domen wigzgcych
jony wapnia o Kd = 10-6M (rys. 1). Ich struktura, opisana po raz pierwszy dla parwalbu-
miny, nazywana jest powszechnie EF-hand, poniewaz uklad przestrzenny odcinkéw heli-
kalnych w obrebie domeny przypomina ukiad palca wskazujacego i kciuka prawej reki
ustawionych prostopadle wzgledem siebie [31]. Podobng konformacje regionéw wigzacych
jony wapniowe zidentyfikowano w wiekszosci poznanych dotad bialek tej grupy [24].
Domena EF-hand, zwana takze "helisa-petla-helisa" (ang. helix-loop-helix), zbudowana
jest z ok. 30 aminokwaséw tworzacych dwa odcinki o konformacji helikalnej wzajemnie do
siebie prostopadte, potaczone petlg zawierajaca 12 reszt aminokwasowych [52], Po zwia-
zaniu jonow wapnia czgsteczka kalmoduliny przechodzi szereg zmian konformacyjnych
prowadzacych do wzrostu zawartosci struktur helikalnych taricucha polipeptydowego i
eksponowania regionéw hydrofobowych czgsteczki rozpoznawanych przez biatka wigzace
kalmoduline i inhibitory tych oddziatywan [14, 52].

RYS. 1. Schemat budowy przestrzennej czasteczki kalmoduliny; konformacja taricucha polipeptydowego w
obrebie domen wiazacych jony wapnia (jony wapnia zaznaczono jako czarne kétka) nazywana jest EF-hand ze
wzgledu na utozenie odcinkéw helikalnych przypominajace uktad palca wskazujacego i kciuka prawej reki us-

tawionych prostopadle wzgledem siebie (wg [48])
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LOKALIZACIA KALMODULINY

Badania nad rozmieszczeniem kalmoduliny w komérkach wykazaty, ze 50-90% zawar-
tosci tego biatka znajduje sie w cytoplazmie podstawowej, a pozostata czes¢ niemal we
wszystkich strukturach subkomérkowych [39,54]. Szczegdlnie duzo jej wystepuje wjadrze,
w rejonie otoczki jadrowej i wobszarach zdekondensowanej chromatyny oraz w mitochon-
driach [2, 23, 39, 46]. Zaobserwowano, ze w cytoplazmie podstawowej znakowana fluo-
rescencyjnie kalmodulina "dekoruje" mikrotubule i filamenty aktomiozynowe (55, 63).
Zjawisko to jest szczeg6lnie dobrze widoczne podczas mitozy (poréwnaj ponizej rozdziat:
Mechanizm dziatania kalmoduliny). Wbrew oczekiwaniom wielu autor6w rozmieszczenie
kalmoduliny w komorce nie ulega widocznym zmianom ani pod wpltywem stymulacji
hormonalnej, ani w wyniku transformacji nowotworowej [10, 56]. Jedynie w niektérych
typach komoérek transformowanych zaobserwowano niewielki przyrost ilosci wolnej kal-
moduliny w cytoplazmie podstawowej w stosunku do kalmoduliny zwigzanej ze strukturami
subkomérkowymi [56].

KALMODULINA JAKO BIALKO WPLYWAIJACE NA PRZEBIEG
CYKLU KOMORKOWEGO

W wyniku przeprowadzonych badan opisano wiele zjawisk wskazujacych na udziat
kalmoduliny, w sposéb posredni lub bezposredni, w regulacji proliferacji komoérek.

= Inhibitory specyficzne dla kalmoduliny zatrzymujg wzrost komoérek w fazie G\IS
cyklu komérkowego lub w metafazie mitozy. Lipofilne zwiazki z grupy fenotiazyn (chloro-
promazyna, trifluoroperazyna) oraz naftalenosulfonamidéw (znane jako zwiagzki W) sa
powszechnie wykorzystywane jako inhibitory kalmoduliny [12, 36, 56]. Chafouleas [12] i
Rasmussen [44] wykazali, ze nawet krotkotrwate dziatanie tych zwigzkéw na komorki w
hodowli in vitro prowadzi do zaburzen cyklu komérkowego analogicznych do tych, ktore
powstajg w wyniku obnizenia stezenia jonéw wapnia w pozywce. Hodowane w obecnosci
inhibitorow kalmoduliny komérki chomika CHO Ki [11,12], szczurze komorki WISH [56]
oraz mysie komorki C127 [44] zatrzymywaly wzrost w fazie G\IS lub w metafazie mitozy i
dopiero usuniecie inhibitora z pozywki przywracato im zdolno$¢ do podejmowania syntezy
DNA. Podobne wyniki otrzymat Boynton i Kleine pracujac na komorkach epitelialnych
watroby T51B oraz preneoplastycznych fibroblastach mysich BALB 3T3 [5, 26]. Komorki
te utrzymywano przez 2 tygodnie w hodowli in vitro w pozywece zawierajacej niskie stezenie
jonéw wapnia. W takich warunkach komorki nie podejmowaty syntezy DNA az do chwili,
gdy uzupetniono brak jonéw wapnia w pozywece. Jesli wraz zjonami wapnia podawano do
hodowli inhibitory kalmoduliny lub przeciwciata anty-CaA/, stymulacja wzrostu komérek
nie nastepowata. Inkubacja komorek T51B i BALB 3T3 z czynnikami wywotujacymi wzrost
nowotworowy: estrami forbolu, sacharyna lub luminalem takze nie wywotywata stymulacji
wzrostu, gdy pozywke wzbogacono uprzednio w zwigzki blokujgce aktywnos¢ kalmoduliny.
Powyzsze doswiadczenia pozwalajg na wyrdznienie co najmniej dwéch momentoéw w cyklu
komoérkowym, w ktérych kalmodulina petni istotng funkcje regulacyjna: przejscie komérek
z fazy G\ cyklu komérkowego do fazy S oraz metafaza.
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= Zawarto$¢ kalmoduliny zmienia sie¢ w sposob skokowy w tych momentach cyklu
komoérkowego, ktére uwaza sig¢ za krytyczne dla regulacji wzrostu komoérek. Kalmodulina
stanowi 0,1-1% catkowitej ilosci biatek w komodrkach Eucanota. Jak wykazaty badania
przeprowadzone przez J. Chafouleasa, A. Meansa i D. Rasmussena [12, 44, 56] poziom
kalmoduliny podlega pewnym charakterystycznym zmianom podczas kolejnych faz cyklu
komorkowego. Jako model do doswiadczen wybrano komoérki jajnika chomika CHO Ki
ze wzgledu na stosunkowo krétki czas generacji itatwos¢ przeprowadzania synchronizacji
tych komorek. Wykazano, ze bezposrednio po mitozie poziom kalmoduliny wynosi 70
ng/10 komoérek i utrzymywat statg wartos¢ prawie przez caty czas trwania fazy G\. Pod
koniec tej fazy, bezposrednio przed rozpoczeciem syntezy DNA, zaobserwowano podwo-
jenie ilosci wewnatrzkomorkowej kalmoduliny. Poziom ten utrzymywat sie do fazy G2 (rys.
2A). Kolejne doswiadczenia wykazaty, ze skokowy przyrost ilosci kalmoduliny wynika z
selektywnej syntezy de novo tego biatka pod koniec fazy Gi [11, 42], Podobny efekt
zaobserwowano w komaérkach regenerujacej watroby szczura i w mysich komérkach Cl 27;
wzrost poziomu kalmoduliny zawsze poprzedzat synteze DNA, niezaleznie od diugosci
trwania fazy G\. Opro6cz opisanych zmian J. Chafouleas [11, 12] zaobserwowat takze
dwukrotny spadek poziomu kalmoduliny w komérkach opuszczajgcych faze GO i rozpo-
czynajacych cykl komérkowy. Komoérki CHO Ki utrzymywano w hodowli w duzej gestosci
przez 140 godzin (faza GO0). W ciagu pierwszej godziny po przeniesieniu komoérek do
hodowli 0 mniejszej gestosci poziom kalmoduliny obnizat si¢ dwukrotnie, aby po 4 godzi-
nach wréci¢ do poprzedniego poziomu. Po 8 godzinach komdrki podejmowaty synteze
DNA (rys. 2B). Poniewaz spadek zawartosci kalmoduliny w komorkach poprzedzony byt
spadkiem poziomu mRNA dla CaM, zmiane te wigzano ze skréceniem czasu zycia tego
MRNA [12]. Inni autorzy sugerowali, ze kalmodulina, jak wiele innych biatek, podlega
ubikwitynizacji, poniewaz stwierdzono istnienie komplekséw, w ktérych CaM jest zwigzana
kowalencyjnie z ubikwityng [3].

Na podstawie powyzszych obserwacji J. Chafouleas i C. Rasmussen [12, 37] wysuneli
przypuszczenie, ze skokowe zmiany poziomu kalmoduliny sg elementem sygnatu decydu-
jacego o inicjacji syntezy DNA przez komorki lub progresji z fazy GO do fazy G1 cyklu
komoérkowego. Zgodne z tym przypuszczeniem sg wyniki doswiadczen, w ktérych stoso-
wano inhibitory kalmoduliny w dawkach unieczynniajacych potowe zawartosci tego biatka.
Wykazano, ze jesli komérkom CHO Ki bedacym po mitozie poda sie w takiej dawce
inhibitor, sygnat podwojenia ilosci kalmoduliny nie wystepuje i komorki zatrzymuja wzrost
w fazie G\/S [12, 36]. Stwierdzono takze podobne zahamowanie progresji komérek CHO
Ki z fazy GO do Gi [11,12].

= Wykazano, ze istnieje liniowa zalezno$¢ miedzy stezeniem kalmoduliny w komérkach
a czasem trwania fazy Gi. A. Means i C. Rasmussen [37, 44] przeprowadzili badania na
klonalnych mysich liniach komérkowych przejawiajacych zdolno$¢ do nadprodukcji kal-
moduliny lub wykazujgcych zahamowanie jej syntezy. Linie takie uzyskano przy uzyciu
metod inzynierii genetycznej w wyniku transfekcji mysich komérek C127 episomalnymi
wektorami wirusa BPV (bovine papilloma virus). Otrzymano nastgpujace typy komorek:

- komorki BPV z genomem zawierajagcym jedynie kopie wektora,

- komérki CM, do ktérych wprowadzono minigen kalmoduliny z promotorem (wyka-
zujace nadprodukcje kalmoduliny),



152 B. WOICIAK

RYS 2. Poziom kalmoduliny w komérkach chomika CHO Ki (wg [12]): A - podczas kolejnych faz cyklu ko-
moérkowego, B - podczas przejscia komoérek z fazy stacjonarnej G0 do fazy G\

- komoérki MCM zawierajgce minigen kalmoduliny z promotorem zastapionym przez
promotor dla ludzkiej metalothioneiny Il; w tych komérkach synteza kalmoduliny byta
uruchamiana przez metale ciezkie;

- komérki AS produkujace antisense mMRNA dla kalmoduliny, wykazujace bardzo niski
poziom syntezy tego biatka;

- komorki PV, w ktorych gen kalmoduliny zastgpiono genem innego biatka wigzgcego
wapn - parwalbuminy.
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W przypadku komérek CM, produkujacych 2-4-krotnie wiecej kalmoduliny niz komér-
ki BPV lub C127, zaobserwowano skrocenie cyklu komérkowego wywotane skréceniem
fazy G\. C. Rasmussen i A. Means poréwnujac parametry cyklu komérkowego i poziom
kalmoduliny w szesciu klonalnych liniach komérkowych przenoszacych minigen CaM oraz
komérkach C127 wykazali, ze istnieje liniowa zalezno$¢ miedzy wewnatrzkomérkowym
stezeniem kalmoduliny a szybkoscig przechodzenia komoérek przez faze G\ (wsp. korelacji
r = 0,994). Wynik ten potwierdzity takze doswiadczenia wykonane na komérkach linii
MCM. Aktywacja promotora metalothioneiny Il przez wzbogacenie pozywki wjony Zn2+
wywotywata najpierw przejsciowy wzrost poziomu mRNA dla CaM, a nastepnie ponad
dwukrotny wzrost stezenia CaM w cytoplazmie. W efekcie tego, podobnie jak w poprzed-
nim przypadku, zaobserwowano wzrost tempa proliferacji komorek. W komorkach AS,
zawierajacych antisense cDNA dla CaM, produkcja CaM spadta do 40% wartosci kontrol-
nej, co, jak nalezato oczekiwa¢, spowodowato 50-procentowy spadek tempa wbudowy-
wania znakowanej tymidyny i catkowite zahamowanie proliferacji. Dalsze szczegétowe
badania wykazaty, ze wzrost tych komoérek zostat zatrzymany w metafazie podczas mitozy
lub w fazie Gi/S. Mozna przypuszczac, ze obserwowane efekty regulacyjne sa specyficzne
dla kalmoduliny, poniewaz w komérkach PV, wykazujacych nadprodukcje innego biatka
wigzacego wapn - parwalbuminy, nie dostrzezono zadnej z wymienionych zmian.

MECHANIZM DZIALANIA KALMODULINY

W $wietle przedstawionych faktéw uzasadnione wydaje sie zatozenie, ze kalmodulina
jest biatkiem regulatorowym cyklu komoérkowego, odgrywajacym szczegllng role przy
przejsciu komorek z fazy GO do Gi, Gi do S oraz w metafazie podczas mitozy. Trudno jest
jednoznacznie odpowiedzie¢ na pytanie, jaki jest mechanizm tej regulacji, poniewaz
kalmodulina jest biatkiem wielofunkcyjnym mogacym jednoczes$nie wptywaé na przebieg
wielu kluczowych proces6w metabolicznych (tab. 1). Przypuszcza sig, ze regulacyjne
dziatanie kalmoduliny w metafazie polega najej oddziatywaniu z cytoszkieletem komérki,
a w szczegolnosci z uktadem mikrotubul [19, 29, 51, 59, 60]. Potwierdzeniem tego sa
obserwacje C. Keitha [29], ktéry wykazat, ze wprowadzenie do komoérek PtK2w prometa-
fazie dodatkowej ilosci komplekséw kalmodulina-wapnh wywotuje wzmozong depolime-
ryzacje mikrotubul, zaburzenia w ruchu chromosomoéw i znaczne op6znienie anafazy.
Poniewaz podawanie CaM lub buforu bez jonéw wapnia nie powodowato zadnych zmian,
wywnioskowano, ze kalmodulina zwieksza wrazliwo$¢ mikrotubul na dziatanie jonéw
wapniowych. Do podobnego wniosku doprowadzity badania M. Marcuma [36] nad
przebiegiem procesu polimeryzacji mikrotubul izolowanych z tkanki mézgowej bydia w
buforach Ca2+/EGTA. W obecnosci jonow Ca2+ wstezeniu 0,3 pM proces polimeryzacji
przebiegat z maksymalng szybkoscig i osiggat faze plateau po 10 minutach. Dodanie
oczyszczonej kalmoduliny do tego ukitadu rozpoczynato proces szybkiej depolimeryzacji
MT. Stan taki osiagano wprawdzie takze przez zwiekszenie stezenia jondw wapnia bez
obecnosci kalmoduliny, ale wymagana ilos¢ jonéw Ca2+ przekraczata znacznie zakres
stezen spotykany w komoérkach (10’3 M). Na podstawie tych wynikéw mozna oczekiwac,
ze wtych miejscach w komoérce, gdzie znajduja sie najwigksze skupienia kalmoduliny, moze
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TABELA 1. Udziat kalmoduliny w procesach zwigzanych z regulacjg aktywnosci podziatowej komorek (opis
mechanizmu dziatania kalmoduliny zamieszczono w tekscie)

Proces Rola kalmoduliny Pismiennictwo
Regulacja stezenia wolnych aktywuje ATP-aze zalezng od Caz+ i Mgt+ 26,45

jonoéw wapnia w cytoplazmie reguluje uwalnianie jonéw Ca z siateczki 26

$rédplazmatycznej

Regulacja metabolizmu cAMP aktywuje cyklaze adenylowa 14, 15,61
icGMP i 3’5’ fosfodiesteraze 62
Powstawanie prekursoréw aktywuje fosfolipaze A2 14
prostaglandyn

Ekspresja genow cyklu komérkowego aktywuje ekspresje gendw. 37,44

cdc28 u drozdzy, MPF X Xenopus
laevis, c-myc w komérkach C127

Inicjacja syntezy DNA depolimeryzuje MT 9, 18,19, 53
Translacja biatek aktywuje czynnik inicjujacy translacje elF-2 60
aktywuje syntetaze aminoacylo tRNA 60
aktywuje kinaze biatka rybosomalnego S6 8, 41
Kondensacja chromatyny aktywuje kinaze fosforylujaca histony Hi, H3 9,60
Ruch chromosomoéw depolimeryzuje MT wrzeciona 19, 20, 29,47,51,59,60

kariokinetycznego
Skurcz MF w bruzdzie podziatowej  aktywuje kinaze lekkich taricuchéw miozyny 1,60

zachodzi¢ proces depolimeryzacji mikrotubul. W dzielgcej sie komérce, podczas metafazy,
bedzie to np. obszar centrioli i kinetochoréw chromosomoéw [29, 51].

Kalmodulina moze wptywac na proces polimeryzacji mikrotubul na dwa sposoby. Moze
taczy¢ sie z biatkami regulacyjnymi mikrotubul: MAP-2 i STOPs i zmienia¢ ich powino-
wactwo do tubuliny [50, 55] (rys. 3) lub dziata¢ posrednio poprzez aktywacje kinazy
biatkowej, ktorej substratami sg m.in. biatka M AP-2 i tubulina [20, 47], Kalmodulina jako
aktywator kinazy lekkich tancuchéw miozyny moze takze uczestniczy¢ w regulacji funkcji
filamentéw aktomiozynowych [1, 14], Korzystajac z tych obserwacji J. Whitefield [60]
zaproponowat nastepujgcy model dziatania kalmoduliny w metafazie i anafazie podczas
mitozy (rys. 4):

1. W okolicy biegunéw komérki dochodzi do lokalnego wzrostu stezenia jonéw wapnia
uwolnionych z pecherzykoéw siateczki srédplazmatycznej [30].

2. Aktywowana przez jony wapnia kalmodulina wigze sie z biatkami regulacyjnymi
mikrotubul i aktywuje kinaze biatkowg zalezng od Ca“+, fosforylujgca te biatka oraz
tubuline.

3. Rozpoczyna sie proces depolimeryzacji mikrotubul taczacych kinetochory chromo-
somow z biegunami komorki. Uwolnione jednostki tubuliny zostaja zwigzane na koncach
wydtuzajacych sie mikrotubul miedzybiegunowych. Rownoczesnie kompleksy kalmoduli-
na-wapn aktywuja ATP-aze dyneinowa, co prowadzi do przesuwania sie wzgledem siebie
mikrotubul miedzybiegunowych [43].

4. W okolicy podbtonowej dochodzi do lokalnego wzrostu stezenia jonow wapnia.
Kompleksy kalmodulina-wapn aktywujg kinaze lekkich tancuchéw miozyny, co zapoczat-
kowuje skurcz mikrofilamentéw w bruzdzie podziatowej [1, 60].

Korzystajgc z przedstawionego modelu mozna w uproszczony sposob wyjasni¢ przy-
czyny zahamowania pod wptywem inhibitoréw kalmoduliny wzrostu komoérek podczas
przejécia z metafazy do anafazy w mitozie. Wiadomo jednak, ze proces ten jest o wiele
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bardziej ztozony, poniewaz wraz z kalmoduling w regulacji funkcji wrzeciona kariokine-
tycznego uczestniczy wiele innych czynnikéw m.in. cykliczne nukleotydy i aktywowane
przez nie kinazy biatkowe.

Mechanizm dziatania kalmoduliny w fazie GO\G\ i G\\S nie jest dotad doktadnie
poznany. Proponowane sg co najmniej cztery drogi wptywu kalmoduliny na proces syntezy
DNA. Sg to :

1° aktywacja zaleznych od wapnia kinaz biatkowych,

2° regulacja stezenia wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie,

3° wptyw na stopien spolimeryzowania mikrotubul,

4° regulacja metabolizmu cyklicznych nukleotydéw.

Kalmodulinajest aktywatorem wielu kinaz biatkowych zaleznych od wapnia m.in. kinazy
NAD, lekkiego tancucha miozyny [1,14], B-tubuliny [20, 47], kinazy fosforylazy glikogeno-
wej [14], jadrowej kinazy biatkowej [2, 49, 60]. Dowiedziono takze, ze kalmodulina moze

RYS. 3. Schemat dziatania kalmoduliny na biatka cytoszkieletu (wg [50]), CaM - kalmodulina

w sposob posredni wptywaé na aktywnos¢ kinaz zaleznych od cAMP i cGMP regulujac
poziom cyklicznych nukleotydéw w komorce [61]. Jak wiadomo, fosforylacja i defosfory-
lacja enzyméw Kkluczowych za posrednictwem kinaz i fosfataz biatkowych jest jednym z
uniwersalnych sposob6w regulacji przebiegu wielu proceséw metabolicznych. W czasie
cyklu komérkowego réwniez obserwuje sie okresowe zmiany w fosforylacji specyficznych
biatek np. biatek rybosomalnych [57,60], jadrowej laminy B [7, 57], biatek niehistonowych
[57] i histonéw Hi i H3[57, 60], wimentyny i wielu biatek o nieznanej funkcji [37, 57]. W
ostatnich latach pojawity sie doniesienia o udziale kalmoduliny w procesie fosforylacji
histonéw Hi i H3zapoczatkowujacej kondensacje chromatyny [9, 60]. Wedtug A. Meansa
i C. Rasmussena [37, 44] kalmodulina moze petni¢ istotng role w regulacji ekspresji
niektérych genéw cyklu komdérkowego, np. genu cdc28 u drozdzy, MPF uXenopus laevis,
genu c-myc w mysich komdrkach C127. Autorzy ci zauwazyli, ze komorki wykazujace
nadprodukcje kalmoduliny majg 2-3-krotnie wyzszy poziom mRNA dla produktu genu
c-myc niz komorki grupy kontrolnej. J. Whitefield [60] w pracy posSwigconej czynnikom
regulacyjnym cyklu komoérkowego wspomina takze o udziale kalmoduliny w regulacji
translacji biatek. Proponowany mechanizm tej regulacji polegatby na aktywowaniu przez
kalmoduline fosfatazy zaleznej od wapnia, ktora z kolei aktywowataby czynnik inicjujacy
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RYS. 4. Uproszczony model dziatania kalmoduliny w anafazie podczas mitozy komoérek zwierzecych (wg [60]),
wzrost stezenia jondw wapnia w okolicy biegunéw komérki prowadzi do powstawania komplekséw kalmoduli-
na-wapn, ktére wywotujg skracanie sie mikrotubul tgczacych kinetochory chromosoméw z biegunami komor-
ki, aktywowana w tym samym czasie ATP-aza dyneinowa powoduje rozsuwanie sie wzgledem siebie
mikrotubul miedzybiegunowych, lokalny wzrost stezenia jonéw wapnia w okolicy podbtonowej indukuje
skurcz pasa mikrofilamentéw w bruzdzie podziatowej, CaM - kalmodulina, C - chromosom, M T - mikrotu-
bule

translacje elF-2 oraz syntetazy aminoacylo-tRNA. Kalmodulina ma ponadto zdolnosé
uczynniania kinazy fosforylujacej i aktywujacej biatko rybosomalne S6 [8, 41].

Jony wapnia, jak wspomniano we Wstepie, sg regulatorami wielu proceséw skorelowa-
nych z aktywnoscig proliferacyjng komérek. Kalmodulina reguluje stezenie wolnych jonow
wapnia w komdrkach na dwa sposoby:

< Aktywuje ATP-aze zalezng od jonéw Ca2+ i Mg2+ [45, 26].
= Uczestniczy w procesie uwalniania jondw wapnia z siateczki $rédplazmatycznej w
odpowiedzi na czynniki mitogenne [26].

A. Boynton i Hill [26] wykazali, ze inhibitory kalmoduliny hamujg wyptywjonéw wapnia
z siateczki srédplazmatycznej w komdrkach fibroblastycznych C3H i komérkach watroby
szczura poddanych uprzednio dziataniu mitogenéw. Poniewaz inhibitory w stosowanym
przez nich zakresie stezeri nie zmienialy aktywnosci ATP-azy zaleznej od Ca2+ i Mg" +
oraz kinaz biatkowych A i C, wysunieto przypuszczenie, ze kalmodulina uczestniczy w
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mechanizmie sprzegajacym receptory Ins 1, 4, 5-P3 z kanatami wapniowymi siateczki
sroédplazmatycznej. Wedtug tej koncepcji w komérkach, w ktérych poziom kalmoduliny
jest wyzszy, jak np. w komérkach transformowanych nowotworowo, podwyzszona aktyw-
nos¢ proliferacyjna mogtaby by¢ skutkiem defektywnej mobilizacji jonéw wapnia z prze-
dziatéw wewnatrzkomoérkowych.

Inng z proponowanych drog regulacji prroliferacji komorek przez kalmoduline jest
kontrola stopnia spolimeryzowania elementéw cytoszkieletu, a zwtaszcza mikrotubul [16,
18, 53]. Wedtug wielu autoréw sygnat depolimeryzacji mikrotubul wywotany przez wzrost
stezenia CaM moze zapoczatkowac synteze DNA [9,18,19,53]. Badania przeprowadzone
przez Crossina wykazaty, ze zwigzki wywotujgce depolimeryzacje mikrotubul w mysich
komérkach fibroblastycznych 3T3 indukujg synteze DNA w analogiczny sposéb jak czyn-
niki wzrostowe. Efektowi temu przeciwdziatano podajac srodki stabilizujgce mikrotubule.
Zgodnie z tg hipoteza, wzrost poziomu kalmoduliny w fazie G\/S wywotywatby fale
depolimeryzacji mikrotubul, wzrost stezenia dimeréw tubuliny, co w efekcie bytoby sy-
gnatem do rozpoczecia syntezy DNA. Przypuszczenie to zostato czesciowo potwierdzone
przez Ben-Ze’eva, ktéry zaobserwowal, ze pod koniec fazy Gi wzrasta w komérkach
poziom dimeréw tubuliny [9].

Cykliczne nukleotydy wraz z jonami wapnia stanowig grupe przekaznikéw Il rzedu
uczestniczacych w transdukcji sygnatéw mitogennych [4]. Ich poziom podlega skokowym
zmianom w czasie cyklu komérkowego [60]. Przypuszcza sig, ze kalmodulina mogtaby by¢
jednym z biatek odpowiedzialnych za indukcje takich zmian. Dowiedziono, ze jest ona
aktywatorem dwéch enzymoéw o przeciwstawnych funkcjach: 3'5’fosfodiesterazy i cyklazy
adenylanowej [14, 15, 61, 62], Mozna wiec oczekiwa¢, ze drobne zmiany w aktywnosci
kalmoduliny beda decydowac o rozpoczeciu i zakoniczeniu procesu syntezy cCAMP oraz o
kinetyce rozktadu cAMP, a przez to okresla¢ skokowy charakter sygnatu. Powyzej wymie-
nione cztery koncepcje dotyczace mechanizmu regulacji wzrostu komorek prawidtowych
przez kalmoduline sg obecnie najczesciej dyskutowane w literaturze.

Komorki nowotworowe wykazujg zaburzenia w gospodarce wapniowej wyrazajace sie
podwyzszonym poziomem jonow wapnia oraz biatek wigzacych wapn, a takze pojawieniem
sie nowych jakosciowo biatek tej grupy [24,33,36,64]. Obecnie duze zainteresowanie budzi
onkomodulina - biatko znajdowane w tkankach nowotworowych oraz w mysim i ludzkim
tozysku. Do tej pory zidentyfikowano ja w85% mysich, szczurzych i ludzkich nowotworéw
i linii komoérek transformowanych [7,34, 35]. Jest to biatko o masie czasteczkowej 12 kDa
i pi 3,9, majace, podobnie jak parwalbumina, dwa miejsca wigzania jonéw wapnia w
czasteczce [34, 35]. Wedlug MacManusa onkomodulina moze byé uwazana za biatko
pokrewne kalmodulinie pod wzgledem funkcji. Wykazano, ze onkomodulina podobnie jak
kalmodulina aktywuje 3’5’fosfodiesteraze oraz stymuluje proliferacje komérek hodowa-
nych w pozywkach zawierajacych niskie stezenie jondw wapnia [22, 34, 35]. Poznanie
funkcji onkomoduliny uwazanej przez niektérych autoréw za biatko znacznikowe komérek
nowotworowych moze okazac sie istotne dla opracowywania nowych metod terapii nowot-
worow.
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REGULACJA EKSPRESJI GENOW EUKARYOTOW
GENE REGULATION INEUKARYOTES

Antoni HORST

Zaktad Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk

Streszczenie. Przedstawiono poglady na regulacje ekspresji gendw eukaiyotéw. Omoéwiono wpltyw obrotu meta-
bolicznego mMRNA na jego przezycie, w tym role nie ulegajacych translacji fragmentéw 5’ i 3’ czeSci kodujacej
oraz poli (A). Z kolei przedstawiono role biatek regulatorowych w ekspresji genéw eukaryotéw wraz z omo-
wieniem poszczeg6lnych motywow struktury tych biatek (struktura helix-tum-helix, "palce cynkowe" i leucine
zipper) warunkujacych specyficzne taczenie sig ich z DNA. Omoéwiono réwniez najwazniejsze czynniki trans-
krypcji bioragce wraz z enzymami udziat w tworzeniu kompleksu inicjacyjnego. Szczeg6lng uwage zwrécono na
mechanizm terminacji transkrypcji, bedacy w poréwnaniu z terminacjg transkrypcji prokaryotéw procesem
bardzo ztozonym i niezupetnie jeszcze wyjasnionym. Poza tym omoéwiono specyficzne mechanizmy regulacji
ekspresji genéw histonéw, majacych wswyni 3’ nie ulegajacym translacji koncu petle odpowiedzialng za regulacje
ich ekspresji; nastepnie autoregulacyjny mechanizm ekspresji genéw tubulin. Na szczeg6lng uwage zastuguje
potranskrypcyjna regulacja ekspresji genu omdéwiona na przyktadzie ekspresji genéw ferrytyny i receptora
transferryny, ktérych skordynowana regulacja ekspresji genéw warunkuje adekwatne dostarczanie do komérek
zelaza lub jego magazynowanie w postaci ferrytyny. Wreszcie przedstawiono mechanizmy regulacji ekspresji
genoéw receptoréw hormonéw sterydowych oraz regulacje ekspresji poprzez interakcje biatek regulatorowych.

Summary. Views on gene regulation of eukaryotes were discussed. Turnover of particular mMRNA fragments (5’
and 3’ untranslated fragments, coding sequences and poli (A)) are principal elements of the life span of MRNAs.
Regulatory proteins with their motifs binding specific sites of DNA (helix-tum-helix, zinc-finger and leucine
zipper) are the next important elements of gene regulatory mechanisms, responsible for finding proper sites of
activated genes. The role of transcription factors and enzymes engaged in the preinitiation complex are
discussed. Special interest have been payed to the termination of transcription which contrary to prokaiyotes in
eukaryotes is very complex and not fully cleared up. Discussed are also specific mechanisms of histone genes
regulation (with a loop of nucleotides within the 3’ untranslated region responsible for their regulation), the
autoregulated instability of tubulin mMRNA’s, the cis-trans models for post-transcriptional coordination of gene
regulation of ferritin and transferrin receptor responsible for adequate supply of Fe into cells and gene
regulatory mechanisms of steroid hormone receptors.

Wykaz skrétow. APA i nastepne tego samego szeregu - biatka aktywujace transkrypcje, ATF = activator
transcription factor - aktywuje transkrypcje z promotorem E4 adenowirusa, C/EBP - biatko taczace sie ze
swoistym miejscem DNA (zawiera leucine zipper), CP\, CPr - biatka taczace sie z sekwencja CCAAT (Ci -
ludzkiej globiny a i gtéwnego p6znego promotora adenowirusa, Cz-y fibrynogenu i promotora adenowirusa
inicjujacego replikacje), CRE - cAMP responsive element DNA, CREB - biatko wigzace si¢ z CRE, CTE/NFA -
czynnik aktywujacy transkrypcje i replikacje, wystepujacy blisko N-terniinalnego korica biatka regulatorowego,
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NF-1 - biatko jadrowe, wigzace CCAAT adenowirusa, aktywujace replikacje, NF-Al, NF-A2 - biatka wigzace
oktamerowe sekwencje promotora tancucha ciezkiego immunoglobulin (IgH), EGF = epidermal growth factor,
GAL - gen produkujacy enzym rozktadajacy galaktoze, GALa - biatko wigzace sie¢ z DNA. aktywujace gen
GAL, GALm - inhibitor miejsc aktywnych GALa, blokujacy synteze z genu GAL, UASG = upstream activating
sequence D N A- miejsce wigzania GAL4zDNA ,GGV4-biatkodrozdzy wigzagce DNA (zawiera leucine zipper),
aktywator transkrypcji, GM/CSF - czynnik umozliwiajacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw,
HAP2/HAP3- kompleks biatek drozdzy wiazacy sekwencje CCAAT, HRE = hormone regulatory element DN A

IRE = iron responsive element - element DNA wigzacy zelazo, IRE-BP = IRE-bindingprotein - biatko wigzace
element IRE, SRE = sterol regulatory element - oktamerowa sekwencja promotora wiazaca biatka regulatorowe
receptora hormonéw sterydowych, TRE-HRE zalezny od hormonéw tarczycy, /up90-biatko szoku termicznego
(90 Da), MATa2 - biatko drozdzy wigzace wybidrczo gen i powodujace supresje jego transkrypcji, OC7-1 i
nastepne tego szeregu - biatka wiazace sie z oktamerami sekwencji DNA o charakterze "homeodomen", Sp1 -
biatko wigzace sekwencje GC, zawierajace "palce cynkowe" i inne regiony o powinowactwie do DNA, aktywujace
polimeraze RNA II, SRF = serum response factor - biatko surowicy krwi aktywujace transkrypcje, PABP =

poli(A)bindingprotein - biatko tgczace sie z poli(A), odpowiedzialne za stabilizacje mMRNA, TF = transcription
factor - biatko aktywujace transkrypcje, TFIIA do TFIIF - czynniki transkrypcji biorgce udziat w tworzeniu
kompleksu inicjacyjnego z udziatem polimerazy RNA 11, TF111A—ezynnik transkrypcji gen6w5S RNA z udziatem
polimerazy RNA 111, TfR -receptor transferryny, TFIIS (inna nazwaSil) - czynnik elongacji, wiazacy polimeraze
RNA Il, UPE = upstream promotor element - sekwencja DNA, poprzedzajagca promotor, USF = upstream
sequence factor - biatko wigzace sekwencje poprzedzajaca UPE w tworzeniu kompleksu inicjacyjnego, VP16 -

biatko wirusa opryszczki

WPROWADZENIE

Ekspresja gendw nalezy do najbardziej podstawowego zagadnienia wspoétczesnej bio-
logii - od tego zalezy bowiem funkcjonowanie kazdego zywego organizmu, gdyz mimo
obecnosci prawidtowych genéw, bez ich uruchomienia w odpowiednim czasie i miejscu w
organizmie, zycie danego organizmu nie moze toczy¢ sie prawidtowo. Totez wyjasnienie
regulacji ekspresji genéw (ich uruchomienie oraz hamowanie w zaleznosci od potrzeb
organizmu, wzglednie ich stata, tzw. konstytutywna czynno$¢) nalezy do najpilniejszych
zadan wspotczesnej biologii molekularnej. Ostatnio réwniez w tej dziedzinie wystapit
znaczny postep, jednak jest on jeszcze zawsze niedostateczny.

Regulacja ekspresji genéw prokaryotéw, opierajaca sie przede wszystkim na mechaniz-
mie transkrypcji, zostata juz w znacznej mierze poznana [76]. Punkiem zwrotnym w
badaniach tego problemu u eukaryotéw byto okreslenie sekwencji DNA, majacych istotne
znaczenie w regulacji ekspresji oraz poznanie czynnikbw wchodzacych w interakcje z
odpowiednimi sekwencjami DNA [5], Do cis aktywnych elementéw regulacji ekspresji
genéw eukaryotéw nalezg elementy promotora, okres$lajagce zaréwno poziom aktywacji
genu, jak rowniez doktadne miejsca inicjacji transkrypcji wraz z elementami poprzedzaja-
cymi promotora oraz oddalonymi elementami wspomagajacymi (enhancer), ktére moga
zar6bwno wspomagac¢ dziatanie czynnikéw regulacyjnych, jak i modulowaé ich czynnos¢
[54]. Badania biochemiczne nad tymi czynnikami doprowadzity do skonstruowania ukta-
déw bezkomoérkowych (in vitro), w ktérych izolowane geny ulegajg regulowanej trans-
krypcji, co pozwala na identyfikacje oraz scharakteryzowanie czynnikéw bioracych udziat
w tych procesach. Badania na nieoczyszczonych ekstraktach komoérek Hela, zawieraja-
cych elementy promotora oraz wszystkie czynniki transkrypcji, pozwolity na wierne odt-
worzenie procesu transkrypcji jak w prawidtowej komoérce. Jednak poézniejsze badania
wykazaly, ze dodatek czynnikdw tgczacych sie z oddalonymi elementami wspomagajgcymi
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promotora oraz czynnikoéw trans, tj, ogélnoustrojowych [64] i tkankowo-swoistych [31,65),
powoduje przyspieszenie transkrypcji, co sugeruje, ze czynniki te pobudzajg transkrypcje
poprzez ulatwienie czynnosciowej interakcji z elementami promotora (brak tych czynni-
kéw limituje wielko$¢ transkrypcji). Nastepne badania wykazaly, ze proces powstania
kompleksu preinicjacyjnego jest wieloetapowy [22].

Regulacja ekspresji genéw moze wystepowac na kazdym poziomie transkrypcji i trans-
lacji. Obecnie przyjmuje sie, ze gtdbwny mechanizm regulacji ekspresji genow eukaryotow
polega, podobnie jak u prokaryotéw, na regulacji transkrypcji.

Transkrypcja genow przez polimeraze RNA 1l obejmuje trzy gtowne stadia:

1° inicjacje,

2° elongacje,

3° terminacje transkryptu.

Wiasciwy transkrybowany gen poprzedza region bogaty w pary AT, tj. TATAAA lub
ATAAA (tzw. TATA box), wystepujacy ok. 28 pz przed nim oraz miejsce startu, odpowia-
dajgce miejscu CAP mRNA. Sekwencje wystepujace przed miejscem startu transkrypcji,
stanowigce jego bezposredni region kontrolny, okreslamyjako promotor. Niejest to jednak
reguta. Istniejgbowiempromotorynie majace regionu TATA. Wreszcie wystepujg rowniez
sekwencje regulujace z mniejszej lub wiekszej odlegtosci od wiasciwego promotora, kto-
rych dziatanie jest niezalezne od ich orientacji i pozycji w stosunku do genu, o dziataniu
potegujacym lub hamujacym transkrypcje, okreslane jako czynniki potegujace (enhancer).
Zawierajg one zazwyczaj sekwencje GC lub CCAAT. W badaniach regulacji ekspresji
genéw eukaryotéw mozna wyrézni¢ dwa Kierunki, jeden zalezny od struktury DNA i w
konsekwencji od struktury transkryptu, drugi zalezny od czynnikéw wykonujacych czyn-
nosc¢ transkrypcji i obrébki pierwotnego transkryptu (ré6zne enzymy i czynniki wptywajgce
na te procesy). Regulacja transkrypcji moze odbywa¢ sie na nastepujacych poziomach:

= transkrypcji specyficznych regionéw DNA przez interakcje z elementami cis itrans,

= usuwania intronéw w procesie sktadania (splicing) pierwotnych iranskryptéw,

= modyfikacji koricow 5’ i 3’ pierwotnych transkryptow,

e transportu mRNA do cytoplazmy,

= potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genu,

= translacji.

Istotne znaczenie w utrzymywaniu statego, wiasciwego dla danej komoérki ijej czynnosci
poziomu mMRNA ma obrét metaboliczny mRNA. W procesie tym decydujaca role maja:

- komérkowe i pozakomérkowe sygnaty pobudzajace degradacje mRNA,;

- poszczegoblne fragmenty struktury mRNA;

- enzymy (rybonukleazy) oraz

- czynniki trans wptywajgce na interakcje enzyméw nukleolitycznych z mRNA.

Szybkos$¢ obrotu metabolicznego mRNA wynosi od kilku minut do kilku godzin i dni.
Na przyktad pétokres zycia mRNA interferonu, c-myc, c-fos, GM-CSF wynosi zaledwie 30
minut. Z kolei poziom mRNA genéw odpowiedzialnych za ciggto$¢ proceséw zyciowych
(house keepinggenes) jest staty dzieki ich nieprzerwanej syntezie, zas regulacja ich poziomu
polega na regulacji wielkosci ich rozpadu, w ktérym role odgrywajg takie czynniki, jak:
kinaza tymidynowa, reduktaza dihydrofolianowa, syntaza tymidylanowa, histony i inne.
mMRNA tych genéw podlega dodatkowej potranskrypcyjnej kontroli. Inny rodzaj regulacji
odbywa sie poprzez bodzce tkankowe (np. mMRNA globiny).
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REGULACJA EKSPRESJI GENU
PRZEZ OBROT METABOLICZNY mRNA

Stabilizacja lub destabilizacja mMRNA gra istotng role w utrzymywaniu odpowiedniego
poziomu mRNA, stanowigc tym samym wazny element regulacji ekspresji genu. Dopiero
niedawno podjeto szczegétowe badania nad trwatoscig mMRNA. Nieoczekiwanie okazato
sie, ze proces rozkladu mRNA zalezy w duzej mierze od jego struktury (rys. 1) oraz
wewnatrz- i zewnatrzkomdérkowych czynnikéw pobudzajgcych jego degradacje [78, 81].

RYS. 1. Schemat mRNA: zakreskowane czesci od koncéw 5’ i 3’ nie ulegaja translacji, start i stop oznaczaja
poczatek i koniec translacji

ROLA 5’ NIEKODUJACEGO FRAGMENTU mRNA

Pierwsze spostrzezenia dotyczyly badan nad komoérkowym protoonkogenem c-myc,
kodujacym biatko wptywajace na prawidtowa proliferacje komérek. Potokres trwania
mMRNA c-myc wynosi ok. 10 minut. Badania przeprowadzone w nowotworowych komor-
kach weztéw chtonnych (komoérki B) wykazaty, ze mRNA c-myc ma obciety niekodujacy
fragment 5’ przy prawidtowych odcinkach kodujacych, 3’ niekodujacych i poli(A). Zsyn-
tetyzowane biatko byto prawidtowe, a pétokres trwania jego mMRNA byt przedtuzony,
bedac 3-5 razy bardziej stabilnym. Obecnos$¢ stabilnego mRNA c-myc o przedtuzonym
dziataniu mogta by¢ przyczyna zwigkszonej ilosci biatka pobudzajgcego proliferacje i tym
samym prowadzi¢ do procesu nowotworowego [81]. Poniewaz oprocz niekodujgcego
fragmentu 5’ obcieciu ulegat réwniez pierwszy kodujacy ekson uwaza sie, ze sekwencje
odpowiadajgce za trwatos¢ mMRNA c-myc sg zlokalizowane witasnie w tym eksonie [27, 73,
77].

ROLA 3’ NIEKODUJACEGO FRAGMENTU mRNA

Badania przeprowadzone na onkogenie fos wskazaty, ze sekwencje odpowiadajace za
trwato$¢ jego mMRNA sg zlokalizowane w niekodujagcym fragmencie 3° mMRNA. mRNA
onkogenu wirusowego v-fos jest bardziej stabilny, anizeli mMRNA jego protoonkogenu
c-fos. Porownanie mRNA v-fos i c-fos wykazato, ze r6znig sie one jedynie niekodujagcym
fragmentem 3’, podczas gdy pozostate sg identyczne. Niekodujacy fragment 3’ mRNA c-fos
przytaczony do fragmentu 5’ mMRNA v-fos spowodowat u tego ostatniego skrdcenie pot-
trwania do potowy, a nawet jednej trzeciej. Stad wniosek, ze 67 pz niekodujacych odcinka
3’ odgrywaja role w obrocie metabolicznym mRNA [60,78], co zostato potwierdzone w
przypadku delecji niekodujacego fragmentu 3’, powodujacej zwiekszong stabilnos$¢ tego
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mRNA [60,78]. Najbardziej przekonujacego dowodu na role niekodujgcego fragmentu 3’
mMRNA dostarczyty badania Treissmana [92], ktéry dokonat fuzji 3’ sekwencji c-fos
mMRNA z 5’ fragmentem mRNA R globiny, czego nastepstwem byto skrécenie potokresu
trwania mRNA R globiny z normalnych ok. 7 godzin do ok. 30 min, tj. normalnego okresu
péttrwania mRNA c-fos. Degradacja c-fos mRNA jest prawdopodobnie uzalezniona od
wiecej nizjednego strukturowego elementu, poniewaz usuniecie sekwencji bogatych w AU
nie wptyneto na zwiekszenie stabilnosci [6].

Badania sekwencji w obrebie niekodujacego fragmentu 3’ niestabilnych mRNA wyka-
zaty obecnosc jednej lub kilku sekwencji bogatych wAU:AUUUA [7]- obecno$é jednej
sekwencji AUU U A jest prawdopodobnie niewystarczajgca, gdyz sekwencja taka znajduje
sie rowniez wniekodujacym fragmencie 3’ mRNA R globiny, bedagcym mimo tego stabilnym
MRNA. Stad sugestia, ze destabilizujacy efekt wymienionej sekwencji AU jest prawdopo-
dobnie tylko czynnikiem modulujacym, wspoétdziatajgcym z biatkiem tworzacym kompleks
z poli(A) [8,78]. Badania komoérek biorgcych udziat w procesach zapalnych wykazaty, ze
sekwencje 50-60 nukleotydéw bogatych w AU w niekodujacym fragmencie 3° mRNA
biatek ulegajacych specyficznej ekspresji w stanach zapalnych sg zwigzane ze stabilnoscig
tych mRNA [11, 87].

Nowsze badania nad mRNA o krétkim okresie przezycia wykazaty, ze sekwencje
AUUUA tworzg bardzo stabilne kompleksy biatko-RNA oporne na dziatanie czynnikéw
denaturujgcych. Przyjmuje sie, ze biatko wystepujgce wtych kompleksach stanowi znacznik
szybkiej cytoplazmatycznej degradacji tego mRNA [53].

Wreszcie najbardziej przekonujgcym naturalnym dowodem roli niekodujgcego frag-
mentu 3’ MRNA sa badania tancuchéw B globiny i d globiny, z ktérych 3 globina wystepuje
w przewazajacej ilosci w poréownaniu do matych ilosci & globiny. Stwierdzono, ze ich
mMmRNA (region kodujacy i niekodujacy fragment 5°) praktycznie nie r6znig sig, natomiast
istotne r6znice wystepuja w niekodujacym regionie 3’. Jednocze$nie wykazano, ze mRNA
o globiny ulega okoto 4-krotnie szybszemu rozpadowi niz (3 globiny. Dane te sugeruja, ze
zroznicowany rozpad oraz ilosci wystepowania B i d globin zalezg od ich niekodujacych
fragmentéw 3’ [81].

WPLYW FRAGMENTU POLI(A) mMRNA NA TRWALOSC mRNA

Od dawna sugerowano, ze fragment ten chroni mRNA przed atakiem rybonukleaz,
jednak dopiero ostatnio badania z odcinaniem tego fragmentu od znanych mRNA o dtugim
okresie potrwania wykazaty, ze zabieg ten powodowat radykalne skrocenie okresu poét-
trwania mRNA. Dla przyktadu tak skrécony mRNA wprowadzony do normalnych komé-
rek wykazywat okres pottrwania od 4 do 8 godzin, podczas gdy niezmieniony mRNA w tych
samych komaérkach wykazywat p6tokres trwania 60 godz. [81].

Obecnie uwaza sie, ze fragment poli(A) samodzielnie nie ochrania mRNA przed
trawieniem przez rybonukleazy, lecz odbywa sie to dzieki jego potgczeniu ze swoistym
biatkiem wiazacym poli(A) PABP (poty(A)-bindingprotein). Biatko PABP, wykryte nieza-
leznie przez Blobela i Brawermana, wiaze sie z poli(A) ze 100-krotnie wiekszym powino-
wactwem anizeli do jakiegokolwiek innego fragmentu mRNA [81]. Biatko PABP nie jest
jedynym biatkiem tworzgcym kompleks z mRNA, wiadomo bowiem, ze mRNA nie wys-
tepuje w postaci wolnej, lecz w postaci kompleksu z szeregiem biatek jako rybonukleopro-
teid (MRNP), powodujac jego stabilizacje. Przeprowadzone badania z mRNA
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pozbawionym tego biatka wykazaty, ze traci on swojg stabilno$¢ mimo obecnosci poli(A),
ktérg odzyskuje po dodaniu oczyszczonego biatka PABP. Powstaje pytanie, dlaczego
PABP w réwnym stopniu nie stabilizuje wszystkich mRNA? Ross sugeruje, ze wybidrcza
trwatos¢ poszczegdlnych mRNA zalezy prawdopodobnie od wspétdziatania catego kom-
pleksu mMRNA [81].

WPLYW KODUJACEGO FRAGMENTU mRNA NA JEGO TRWALOSC

Badania nad tym fragmentem mRNA przeprowadzono gtéwnie na mRNA histonow.
Insercje zmutowanych genéw histondw mRNA ze skr6conym lub przedtuzonym fragmen-
tem kodujacym prowadzg wskutek przesuniecia sygnatéw "stop” mRNA do tworzenia
zmienionych polirybosomoéw, niezdolnych do syntezy prawidtowych czasteczek histonow
[55]. Zmutowane mRNA o zmienionym fragmencie kodujgcym miaty co najmniej dwukrot-
nie dluzszy okres przezycia, co ttumaczy sie tym, ze odpowiednie RN-azy szybciej "rozpoz-
najg" prawidtowe mRNA ije degradujg od korica 3’ - stad zmiana miejsca "stop” moze w
istotny spos6b wptywaé na przebieg degradacji mRNA [55].

ROLA BIALEK REGULATOROWYCH W EKSPRESJI GENOW
EUKARYOTOW

Obrét metaboliczny mRNA mozliwy jest jedynie dzieki dziataniu catego uktadu enzy-
mow i r6znego rodzaju czynnikow biatkowych ukierunkowujacych dziatanie tych enzymoéw
oraz modulujgcych ich czynnos$¢. Zagadnienia te zostaly dotad najlepiej poznane na
uktadach prokaryotow, totez zanim przejde do omawiania biatek regulatorowych euka-
ryotéow, omowie najpierw mechanizmy dziatania biatek regulatorowych ekspresji genéw
prokaryotow.

Do badan nad regulacjg ekspresji genéw nadaje sie szczeg6lnie fag lambda, badany w
tym wzgledzie od przeszto 30 lat [75]. Po wstrzyknieciu DNA wirusowego do komorki
bakteryjnej lub zwierzecej nastepuje: albo ekspresja wszystkich gendw'wirusowych, czego
nastepstwem jest replikacja wirusa i w nastepstwie liza lub rozsadzenie komorki (bakteryj-
nej lub zwierzecej), albo tez geny wirusowe zostajg zahamowane, a jego DNA zostaje
wbudowany jako inertny materiat do DNA komdérkowego. W specyficznych warunkach,
kiedy dojdzie do uszkodzenia aparatu genetycznego komérki (napromienianie promienia-
mi pozafioletowymi, jonizujacymi, zadziatanie mutagenami chemicznymi itp.), inertny
DNA wirusa ulega aktywacji poprzez zniesienie represji, czego nastepstwem jest ekspresja
gendéw wirusowych, powodujaca replikacje wirusa z nastepczym uszkodzeniem komorki.
Aktywacja gendéw wirusowych wystepuje w tym ostatnim przypadku z powodu uszkodzenia
aparatu genetycznego komoérki niezdolnego do produkowania represora. Tak wiec pierw-
szym biatkiem wykrytym w procesie regulacji ekspresji genu jest represor, produkowany
przez aparat genetyczny zakazonej komorki na podstawie kodu zawartego w genomie
wirusa.

Podstawowgjednostka biatkowg represora lambda jest monomer o ksztatcie zblizonym
do hantli, majacy na obydwu koricach zwiniete w postaci kul domeny podobnej wielkosci.
Dwa monomery tacza sie tworzac dimer zdolny do taczenia sie z DNA wirusa. Schemat
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RYS. 2. Schemat aktywacji (genu represora) isupresji (genéw litycznych) faga lambda: (przerysowane za [76])

operatora lambda przedstawiono na rysunku 2. Jak na nim przedstawiono, dwa dimery
represora tgczg sie z DNA operatora lambda w miejscach oznaczonych Orl i Or2,
liczacych po 17 pz. Umownie na schemacie po prawej stronie operatora O rl wystepujg
geny lityczne faga lambda, warunkujgce namnazanie czgstek wirusa poprzedzone przez
promotor stanowigcy miejsce, do ktérego przytgcza sie polimeraza RN A. Z kolei po prawej
stronie operatora O r3 wystepuje gen kodujacy represor lambda, poprzedzony réwniez
sekwencjg promotora. Promotor genéw litycznych nalezy do "silnych"”, podczas gdy pro-
motor represora jest "staby". Przy braku represora polimeraza RNA tgczy sie z promoto-
rem genow litycznych. W przeciwienstwie do tego potgczenia dwdch czasteczek represora
(w miejscu O rl i0r2) ze wzgledu na obecno$¢ miejsca aktywujgcego represor w miejscu
O r2 odgrywajgcego w tym wypadku role aktywatora, nastepuje przytgczenie polimerazy
RNA do promotora genu represora, czego nastepstwem jest synteza represora hamujace-
go geny lityczne wirusa. Istnieje prawdopodobnie niewielka réznica w sekwencji wymie-
nionych promotoréw, z ktérych jeden (w tym wypadku lewy) dzieki obecnosci miejsca
aktywujacego taczy sie z polimerazg RNA, czego nastepstwem jest synteza represora,
hamujacego geny lityczne wirusa [75, 76], podczas gdy aktywacja genow litycznych dzieki
"silnemu" promotorowi wystepuje natychmiast, jak tylko wystapi brak represora. Promotor
gendw eukaryotéw jest znacznie bardziej skomplikowany i rozciaga sie prawdopodobnie
na znaczna dtugos¢ DNA obejmujac szereg krotkich (10 do 20 pz) sekwencji zarowno
poprzedzajacych, jak i nastepujacych po miejscu startu transkrypcji, tgczacych sie z
szeregiem biatek, stanowiacych czynniki transkrypcji [95], Czynniki te taczg sie swoiscie z
elementami transkrypcji, chociaz sg rowuiez dane wskazujace, ze ten sam czynnik trans-
krypcji moze tgczy¢ sie z roznymi elementami transkrypcji, jak rowniez te same elementy
transkrypcji moga taczy¢ sie z r6znymi czynnikami transkrypcji [95], prowadzac do pow-
stania kompleksu inicjacyjnego transkrypcji.
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CISELEMENTY WIAZACE CZYNNIKI TRANSKRYPCJI

O ile u prokaryotow cis elementy wystepujg od 10 do 35 pz od miejsca startu transkryp-
cji, to u eukaryotéw elementy te moga wystepowac na znacznej przestrzeni i to zarébwno
przed, jak i po miejscu startu transkrypcji [62, 95]. Elementy te, wigzac specyficzne dla
danej sekwencji czynniki transkrypcji, moga powodowac zaréwno aktywacje, jak isupresje
transkrypcji danego genu [62]. Cis elementy poprzez wigzanie r6znych czynnikéw trans-
krypcji (hormony, czynniki wzrostu, dziatanie temperatury) mogg w zréznicowany sposéb
wptywac na aktywacje tych samych genow [62], Czesciowo lub catkowicie naktadajgce sie
na siebie miejsca wigzania czynnikéw transkrypcji moga powodowaé aktywacje lub su-
presje, wzglednie tez oddziatywac synergistycznie na proces transkrypcji. Wreszcie niek-
tore geny dla aktywacji transkrypcji moga wymagac¢ kilku miejsc inicjacji, z ktérych kazde
jest kontrolowane przez zestawy r6znych czynnikéw transkrypcji [62].

Sposrod réznych czynnikéw transkrypcji najlepiej poznane sg czynniki wspotdziatajace
z polimerazg RNA Il (por. podrozdziat: Enzymy w regulacji ekspresji genow eukaryotow
str. 179). Biatka te cechuje dos¢ znaczna r6znorodnosé, jak i pewne zamieszanie nomen-
klaturowe. Dotad nie jest pewne, czy czynniki TF (transcription factor) sg tylko podobne,
czy wrecz identyczne z poszczegdlnymi czynnikami podanymi tam w nawiasach (str. 180).
Symbol Il oznacza wspétdziatanie z polimerazag RNA 11, przez niektérych zreszta ozna-
czanajako polimeraza RNA B. Sposo6b, wjaki transkrypcja jest regulowana przez promo-
tor, zalezy od sekwencji promotora i obecnosci odpowiednich czynnikéw transkrypcji
mogacych wptywaé zarbwno dodatnio, jak i ujemnie na przebieg tego procesu. Swoista
aktywnos$¢ czynnikéw transkrypcji zalezy od ich wzajemnego powinowactwa, poniewaz
koncowa reakcja tworzenia kompleksu inicjacyjnego polega wiasnie na wzajemnym tgcze-
niu sie czynnikdw transkrypcji z polimeraza RNA 11 [38,49,58,83,95]. Poza tym aktywnos¢
czynnikéw transkrypcji jest kontrolowana przez szereg dodatkowych reakcji, takich jak:
fosforylacja, interakcja z biatkami regulatorowymi, hormonami, jonami metali itp. [62, 95)

Powstawanie kompleksu inicjacyjnego jest procesem bardzo ztozonym i do konca
jeszcze nie wyjasnionym. Jednym z najlepiej poznanych w tym zakresie jest tworzenie
kompleksu inicjacyjnego z péznego promotora adenowirusa 2, przedstawionego na rysun-
ku 3 (za Saltzmanem i Weinmannem [83]). A z kolei Wasylyk [95] przedstawia tworzenie
kompleksu inicjacyjnego w postaci tgczenia szeregu czynnikéw transkrypcji (tzw. en-
hancer) z odpowiadajacymi im elementami transkrypcji zarébwno poprzedzajacymi, jak i
nastepujacymi po miejscu startu transkrypcji (to ostatnie ttumaczy wystepowanie enhancer
nawet w intronach wiasciwego genu), przy czym wiasciwy kompleks inicjacyjny powstaje
w wyniku interakcji odpowiednich czynnikéw transkrypcji z polimeraza RNA Il1. W ten
sposéb wiasciwy kompleks inicjacyjny z polimerazg RNA Il bylby pewnego rodzaju
konserwatywnym kompleksem wystepujagcym w wielu reakcjach transkrypcji z r6znych
genow, natomiast czynniki transkrypcji rodzaju enhancer odpowiadatyby tkankowo swois-
tym czynnikom [25, 34].

Tkankowo-swoiste czynniki transkrypcji zostaty najlepiej poznane na przyktadzie akty-
wacji genow immunoglobulin taricucha ciezkiego IgH i lekkiego IgK (kappa), ktorych
ekspresja jest ograniczona do limfoidalnej linii komérkowej B. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze r6zne komorki ukiadu limfoidalnego majg sekwencje typu enhancer dla
komérek B, hamowane przez odpowiednie czynniki w komérkach niespecyficznych dla
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*sarkozyl = lauroil kwasu N-metyloaminooctowego
RYS. 3. Schemat inicjacji transkrypcji z p6Znego promotora adenowirusa 2 (przerysowano za Saltzmanem i
Weinmannem [83]), zblizony model inicjacji transkrypcji podaja Mermelstein, Flores i Reinberg [58], objas-
nienia znakéw: UPE, USF, TF dla biatek: A,B,D,E,F, Sil = TEIIS patrz Wykaz skrétéw, Pol-RNA Il - poli-
meraza RNA 11

ekspresji IgH. Natomiast w komorkach B wystepujg liczne czynniki wzmacniajgce, prowa-
dzace do indukcji transkrypcji genéw podczas réznicowania komoérek pre-B. Geny immu-
noglobulin nalezg do szczegdlnie skomplikowanych, zawierajac czesci zmienne V, czesci
odpowiedzialne za r6znorodno$¢ D (D - diversity), czesci taczace/ (/-joining) oraz szereg
genéw statych C (C - constant). W trakcie ekspresji genéw IgH dochodzi do aktywacji
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gendéw dla wymienionych czes$ci, a ponadto przy zachowaniu czesci zmiennej do przyta-
czania (S - switch) czesci statych od do réznych Cy itd. Wykazano, ze przed kazdym
elementem genu V wystepuje tkankowo-swoisty enhancer. Dalsze badania wykazaty, ze
centralny subfragment enhancer IgH jest aktywny w wielu nielimfoidalnych komérkach i
dopiero jego oskrzydlajgce sekwencje sg tkankowo-swoiste powodujac jego peing akty-
wacje [95]. Dane te zostaty potwierdzone eksperymentalnie poprzez izolacje biatek stymu-
lujacych ekspresje dojrzatego (po rearanzacji) genu IgH. Biatka te wprowadzone do mysich
fibroblastéw powodowaty ekspresje uprzednio do nich wprowadzonego dojrzatego genu
IgH [95].

Promotor IgH ma poprzedzajaca konserwatywna sekwencje oktamerowa, heptamero-
wa oraz sekwencje bogatg w pirymidyny. Z tego najwazniejsza jest sekwencja oktamerowa,
ktorej mutacja powoduje dramatyczne zmniejszenie aktywnosci promotora. Biatka wia-
zgce sie z sekwencjg oktamerowg zostaty oczyszczone, oznaczone NF-Al i NF-A2, przy
czym NF-A1 wystepuje we wszystkich komérkach, podczas gdy NF-A2 tylko w komérkach
B [95]. W przeciwienstwie do tego gen IgKzdaje sie mie¢ tylko jeden komdérkowo-swoisty
czynnik indukujacy transkrypcje [95],

Niezaleznie od czynnikéw aktywujacych wykazano réwniez obecnosé czynnikéw hamu-
jacych transkrypcje genu IgH. W komérkach hybrydowych szpiczaka produkujacego IgH
z fibroblastami lub komérkami T, transkrypcja genu IgH jest zahamowana, co wskazuje na
obecnos¢ w tych komoérkach czynnika hamujgcego transkrypcje. Dalsze badania w tym
kierunku pozwalajg sugerowaé, ze represory te wchodza w interakcje zenhancer IgH [95]

CHARAKTERYSTYKA WIAZANIA BIALEK REGULATOROWYCH Z DNA

Interakcja biatek regulatorowych wymaga spetnienia warunku specyficznego rozpoz-
nania sekwencji DNA na podstawie fizyko-chemicznej interakcji pomiedzy biatkiem a
sekwencjag DNA. Na elementy rozpoznawania DNA sktadajg sie 4 pary zasad: A-T, T-A,
C-G i G-C. Swoisty ukiad tych par stwarza komplementarng powierzchnie dla interakcji z
biatkiem. Gtéwnymi wigzaniami sg wigzania wodorowe, totez miejsca donorowe iakcep-
torowe tych wigzan stanowia gtéwna site wigzania biatek regulatorowych z DNA, a kazda
zmiana struktury biatka, jak i sekwencji DNA, powoduje zaktocenie (zmniejszenie) sity
wigzania az do catkowitej utraty wigzania. Oprécz wigzania wodorowego, rowniez inne
wigzania mogga przyczyni¢ sie do rozpoznawania sekwencji DNA, sg tc przede wszystkim
oddziatywania hydrofobowe (gtéwnie z grupa metylowa tyminy) oraz interakcje jonowe
zasadowych reszt aminokwasowych. Niematg role odgrywa réwniez gietko$¢ oraz konfor-
macja DNA [4],

Szczegdblng role w regulacji ekspresji genu przez biatka odgrywa zajecie specyficznych
miejsc DNA. Na to ma wplyw nie tylko powinowactwo witasciwego miejsca wigzania, ale
réwniez liczba czasteczek wolnego biatka regulatorowego oraz powinowactwo do alterna-
tywnych miejsc wspotzawodniczgcych o dane biatko regulatorowe [4], Niezaleznie moga
tez wystepowac rzekome miejsca wigzania {pseudosites), ktérych liczba zalezy prawdopo-
dobnie od wielkosci DNA (im wieksza czgsteczka DNA, tym wieksza moze by¢ liczba
sekwencji przypadkowo zgodnych z sekwencjg witasciwg dla danego genu [4]).
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SWOISTE STRUKTURY (MOTYWY) BIALEK REGULATOROWYCH
EUKARYOTOW

Ostatnio wykryto szczegotowe uksztattowania fragmentow biatek regulatorowych umo-
zliwiajacych wigzanie zodpowiednimi fragmentami DNA. Jako pierwszg wykryto strukture
zwang helisa-skret-helisa (helix-tum-helix) w krystalicznej strukturze aktywatorowych i
supresorowych biatek regulatorowych szeregu bakterii [45,75,90]. Struktura ta sktada sie
z dwéch helis a, przedzielonych strukturg B, z ktorych jedna jest helisg rozpoznajaca,
znajdujaca sie w rowku wiekszym DNA, o swoistej sekwencji aminokwaséw umozliwiajacej
swoiste interakcje z DNA, natomiast druga z nich przyjmuje pozycje poprzeczng w
stosunku do tej pierwszej tworzac szereg niespecyficznych kontaktow z DNA (rys. 4a).
Mimo znacznej réznicy aminokwasOw uczestniczacych w tej strukturze, uderzajaca jest jej
stata (konserwatywna) geometria [90]. W ten sposéb interakcja biatka regulatorowego (na
przyktadzie wigzania represora faga lambda) odbywa sie dzieki wystajgcym helisom a,
pasujacym do wiekszego rowka DNA, a ktorych catos¢ pasuje jak gwint do Sruby dzieki
swoistej geometrii helis lezacych w poprzek i wzdtuz wiekszego rowka DNA.

U eukaryotéw, biatka majace strukture helisa-skret-helisa, wykryto najpierw u drozofili
we wczesnym okresie rozwoju. Biatka te majg wysoce konserwatywng "homeodomeneg",
ztozongz ok. 60 reszt aminokwasowych, z sekwencjami podobnymi do tych, jakie wystepuja
w prokaryotycznych biatkach zawierajgcych struktury helisa-skret-helisa [90], Struktury te
wykazano w ponad 80 réznych biatkach eukaryotéw (od drozdzy poczawszy, na cztowieku
skonczywszy). Do najlepiej poznanych biatek tego typu nalezy biatko drozdzy pod nazwa
M ATa2, ktore wigzac sie z operatorem okreslonego genu, powoduje supresje jego trans-
krypcji. Niezwykle duze a2 operatory maja na obydwu koncach wysoce konserwatywne
sekwencje. Odpowiednio do tego a.2 dimery biatka regulatorowego wchodzg w wybiorczg
interakcje z DNA z obydwoma koricami operatora (bez taczenia sie z cze$cia centralnag
operatora). Biatko MATa2 ma, podobnie jak biatko prokaryotéw, dwie domeny, C-termi-
nalngwchodzacg w interakcje zDNA operatora i N-terminalng nie wchodzaca w interakcje
z DNA, lecz utatwiajaca dimeryzacje tego biatka [90].

Biatko TFIIIA (czynnik transkrypcji 111A) niezbedne do prawidtowej inicjacji trans-
krypcji genéw 5S RN A uXenopus przez polimeraze RNA Ill, o m. cz. 40 kDa, wchodzi w
interakcje z regionem 50 pz w obrebie genu 5S RNA (wewnetrzny region kontrolny genu
5S RN A). Biatko to wystepuje w duzych ilosciach wjajnikach jako kompleks 7S z5S RNA,
taczac sie zarowno z DNA, jak i RNA [72], Nastepnie wykazano, ze pod wpltywem
czynnikéw chelatujacych (DTT, EDTA) biatko to traci stabilnos¢, co wskazuje, ze jakis
metal brat udziat w wigzaniu z DNA i RNA [61]. Wreszcie wykazano, ze biatko to zawiera
duze ilosci reszt histydynowych icysternowych oraz cynk niezbedny dla transkrypcji genow
5S RNA [45, 72]. Dalsza analiza (za pomocg przedituzonej proteolizy) wykazata, ze biatko
to zawiera periodycznie uporzadkowane mate domeny, o m. cz. 3 kDa z jednym atomem
cynku [45]. W catosci biatko to zawiera 7-11 atoméw cynku w 9 powtarzajacych sie
podjednostkach z ok. 30 resztami aminokwasowymi - w catoéci biatko to sktada sie z 344
reszt aminokwasowych [45, 90]. Pary histydyny i cysteiny wystepujg w czteroSciennej
koordynacji z atomem cynku, za$ reszty aminokwasowe pomiedzy wigzaniami koordyna-
cyjnymi wystepujg w postaci "palcow” (finger) [90] (rys. 4b). Struktury "palca cynkowego"
lub podobne wystepuja w wielkiej liczbie biatek wigzacych DNA z pewng lub prawdopo-
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RYS. 4. Charakterystyczne fragmenty (motywy) biatek wigzacych DNA: a - helisa-skret-helisa, b - "cynkowy
palec” C2H?2, ¢ - "cynkowy palec” Ca d - leucine zipper (przerysowane za K. Struhlem [90])

dobng obecnoscig atomow cynku [45]. Czes$¢ tych biatek odgrywa role aktywujacg trans-
krypcje, inne za$ biorg udziat w procesach rozwojowych lub determinacji ptci [90],

Istnieje réwniez odmiana "palca cynkowego”, w ktdrej zamiast reszt histydynowych i
cysternowych wystepuja4 reszty cysteinowe (rys. 4c). Ten rodzaj biatek wykryto wczynniku
transkrypcyjnym GAL4 oraz w receptorach sterydowych dla estrogenu, progesteronu,
glukokortykoid6éw oraz receptoréw hormonéw tarczycowych ssakow 145, 90].

Jak z powyzszego wynika, istniejg zasadniczo dwa rodzaje "palcéw cynkowych”. Jedne
biorg udziat w transkrypcji przez polimeraze RNA I, wystepujac réwniez w TFII1A -
podobnym "palcu cynkowym" obecnym w czynniku transkrypcyjnym Spl iinnych biatkach
regulatorowych u wyzszych i nizszych eukaryotéw [62]. Czynnik transkrypcyjny Spl ssa-
kéw, taczacy sie selektywnie zew elementami GC zawiera trzy tandemowe "palce cynkowe"
uswego konca COOH [62]. Drugi rodzaj "palcéw cynkowych" reprezentujg biatka wigzace
receptory hormondéw sterydowych. W tych ostatnich wystepujg zazwyczaj "palce cynkowe"
ztozone z 2 par cystein w przeciwienstwie do reszt cystein-histydyn typowych dla Spl [62],
Rola cynku w aktywacji genu jest najlepiej zbadana w przypadku receptora glukokortykoi-
du szczura, gdzie wykazano, ze utrata reszt cysteiny powoduje utrate czynnosci [62].

Nie rozwigzany do korica jest problem, wjaki sposob "palce cynkowe" wigzg sie z DNA.
Rola "palcéw cynkowych" w powigzaniu z DNA wydaje sie by¢ czysto strukturalna. Pod
tym wzgledem majg one wyzszo$¢ nad wiazaniem dwusiarczkowym w utrzymywaniu dwoch
czesci biatka, poniewaz nie ulegaja redukcji w redukujacej atmosferze komoérki. Charak-
terystyczng cechg cynku w poréwnaniu z Fe lub Cu jest niemoznos$¢ wytworzenia poten-
cjatu redoks, ktéry mogtby prowadzié¢ do powstawania wolnych rodnikéw uszkadzajgcych
DNA Ilub RNA, a nawet biatka [45]. Ogodlnie przyjmuje sie, ze poszczeg6lne "palce
cynkowe" nie wchodzg w bezposrednig reakcje z DNA, lecz tworzg charakterystyczng
konfiguracje, ktora moze taczyc sie z czynnosciowo waznym regionem DNA. Badania genu
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5S RNA DN-aza I lub Il wykazaty regularng periodyczno$¢ struktury DNA, oznaczong w
niekodujacym tancuchu krétkich odcinkéw wystepowania 5 lub 6 guanin (G). Okazato sieg,
ze w miejscu wigzania czynnika transkrypcji Spl promotora wirusa SV40, transkrybowa-
nego przez polimeraze RNA |Il, wystepuje krétka sekwencja 5 pz guaniny, co moze
wskazywac réwniez w tym przypadku na obecnos$¢ "palcoéw cynkowych" [45]. "Palec cynko-
wy" Cys-Cys ...Cys-Cys tgczy sie prawdopodobnie tylko zDNA, natomiast Cys-Cys...His-His
moze wigza¢ zarbwno DNA, jak i RNA [45].

Biatka "palcow cynkowych" cechuje wielka r6znorodnos$¢ wigzania r6znych sekwencji
DNA. Mimo obecnos$ci konserwatywnych reszt aminokwasowych nadajgcych wiasciwa
strukture "palcom cynkowym" w przypadkach swoistych sekwencji DNA dla wigzania
receptoréw nieznacznie rézniacych sie struktur estrogendw i progesteronu, wigzania z
DNA byty zalezne od niekonserwatywnych reszt aminokwasowych. Dane te dowodzg, ze
w wigzaniu specyficznych receptoréw rola "palcéw cynkowych" nie jest jedyna [62].

Ostatnio wykryto nowag klase biatek zawierajgcych w swej strukturze motywy wigzania
zDNA, tzw. leucine zipper- struktury przypominajacej zamek btyskawiczny, w ktérym role
zachodzacych na siebie zabkéw wystepujacych w przeciwlegtych helisach spetniajg reszty
leucyny [90, 94]. Motyw ten zidentyfikowano najpierw w aktywatorze transkrypcji dla
miejsca GCN4 drozdzy, nastepnie w biatkach produktach onkogenéw jun, fos i myc oraz
innych. Leucine zipper sktada sie z 4 lub 5 reszt leucyny, oddzielonych resztami innych
aminokwaso6w, wystepujacymi na co drugim skrecie a helisy. Zaktada sie, ze reszty leucyny
tacza po dwie helisy a poprzez zachodzenie na siebie, tworzac w rezultacie strukture
dimerowg (rys. 4d). Na tej samej zasadzie GCN4 ijun wigza sie jako dimery ze swymi
miejscami docelowymi (targetsites), a fos ijun mogga tworzy¢ heterodimery zDNA. Leucine
zipper tworzy dimer pomiedzy dwoma a helisami z wylgczeniem DNA, nie bedac bezpos-
rednio zaangazowanym w interakcji z DNA. W interakcje z DNA (1, 47] wchodzg praw-
dopodobnie sekwencje poza wiasciwym dimerem.

Struktury leucine zipper wystepuja rowniez w biatkach zawierajacych inne, wyzej omé-
wione motywy, jak "palec cynkowy" lub "homeodomeny" w procesie rozwojowym - stad
sugestia, ze by¢ moze leucine zipper wystepuja gtéwnie jako czynniki dimeryzujace rézne
biatka, wigzace sie z odpowiednimi domenami z DNA dla aktywacji genow.

Biatka majgce typowe motywy tgczenia sie z DNA opisano réwniez w innych organel-
lach komoérkowych. Na przyktad w biatkach L7/L12 rybosoméw wystepuje struktura
helisa-skret-helisa analogiczna do tej, jaka wystepuje w biatku regulatorowym wigzacym
sie z DNA. Biatko o tym motywie spetnia prawdopodobnie role czynnika wigzgcego RNA
z rybosomem [80].

Dimeryzacja podjednostek biatek, jak wykazano na przyktadach C/EBP i GCN4, jest
bardzo trwata i wystepuje gtoéwnie w przypadku palindromicznych sekwencji [1]. Struktury
leucine zipper wystepuja szczegblnie w wioknistych strukturach (kreatyny, lamininy i mio-
zyny). Zasadowe domeny leucine zipper GCN4, Fos, Jun i C/EBP stanowig nowg klase
biatek wigzacych sie z DNA, a zastgpienie (mutacja) reszt leucyny przez inne hydrofobowe
aminokwasy powoduje zanik dimeryzacji oraz wiazania sie z DNA [1, 46, 70, 86].

Na szczegdlng uwage zastuguje tworzenie heterodimerdw, w ktérych jeden z jego
elementoéw, np. zasadowy region: Fos, Jun lub GCN4, rozpoznaje to samo miejsce DNA,
natomiast drugi z jego elementéw, np. C/EBP, rozpoznaje catkowicie inne miejsce [1].
Pozostaje do wyjasnienia, jaki to ma wplyw na aktywacje transkrypcji? Przyktadem nowej
czynnosci heterodimeru moze byé heterodimer Myc/MycD bedacy aktywatorem trans-
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krypcji fibroblastéw powodujac ich konwersje do myoblastéw, a w dalszej konsekwencji
do aktywacji miesniowo-swoistych genéw [1]. Tym samym heterodimery moga stanowi¢
kombinowane modele regulacji ekspresji genéw [1]. Inny rodzaj wspoétdziatania wystepuje
w przypadku tworzenia homodimeréw - takim klasycznym przyktadem jest homodimer
Jun/Fos stanowigcy stymulator transkrypcji gendéw reagujacych na biatko Ap-1 [14, 68].
Wreszcie nalezy tez zaznaczyé¢, ze struktury leucine-zipper wystepuja nie tylko w biatkach
taczacych sie z DNA iaktywujacych transkrypcje, ale réwniez w innych biatkach, zwtaszcza
w regionach sgsiadujacych z ich transmembranalnymi regionami, w tym w biatkach ka-
natéw potasowych K+ [57] oraz biatkach silnie zwinietych.

Nastepne ugrupowanie w biatkach taczace sie z DNA stanowi tzw. homeodomena
obejmujaca ok. 60 reszt aminokwasowych [62]. Homeodomeny zostaty wykryte w segmen-
tach embrionalnych muszki owocowej Drosophila jako regulatory aktywacji embriogenezy,
nastepnie w komorkach kregowcéw. Region homeodomeny jest spokrewniony z ugrupo-
waniem helisa-skret-helisa, zawierajacym gtéwnie zasadowe i hydrofobowe reszty aminok-
wasow, tgczace sie z ugrupowaniami DNA bogatymi w pary zasad A-T i wptywajace na
aktywacje transkrypcji. U eukaryotow ugrupowania te wigza sie z oktamerami OCT-1,
OCT-2 i podobnymi wystepujagcymi gtéwnie w szeregu komoérek limfoidalnych. Wykazano
je rdbwniez w genie histonu H2B [62].

Trzecig grupe domen biatek wigzacych sie z DNA stanowig biatka C/EBP i podobne,
wykazujace w swej strukturze obecnos¢ leucine-zipper. Biatka te s odpowiedzialne gtéwnie
za dimeryzacje biatek regulatorowych, miedzy innymi C/EBP, Jun, Fos i innych, stabilizo-
wanych hydrofobowymi interakcjami pomiedzy przylegajacymi do siebie, alfa-helikalnymi
regionami dwéch podjednostek, zawierajacych reszty leucynowe [62], W przypadku regio-
nu bogatego w reszty leucynowe biatka Myc, regiony te powodujg tetrameryzacje i nas-
tepcza transformacje pierwotnych komoérek [62].

Czynnik transkrypcyjno-replikacyjny CTF/FN-I stanowi zgrupowanie zasadowych ami-
nokwasoéw silnie wiazacych sie z DNA, bez obecnosci "palcéw cynkowych”, homeodomeny
ileucine zipper. Poza tym znane sg domeny biatek wigzacych DNA, nie majacych zadnego
z wyzej opisanych ugrupowan - do nich nalezg AP-2 i SRF (serum response factor). Stad
przyjmuje sig, ze liczba znanych ugrupowan biatek wigzacych sie z DNA daleka jest jeszcze
od catkowitej [62].

CHARAKTERYSTYKA DOMEN BIALEK AKTYWUJACYCH TRANSKRYPCIJE

Na wstepie nalezy podkreslié, ze domeny aktywujgce transkrypcje sa catkowicie od-
dzielone od domen wigzacych DNA. Zagadnienia te zostaty najpierw poznane na przy-
ktadzie biatka regulatorowego GAL4 u prokaryotéw, aktywujacego gen GAL. Totez
najpierw omoéwig, jak przedstawia sie sprawa aktywacji genu, na tym przyktadzie. Biatko
regulatorowe G AL4, aktywujace geny GAL (rozktadajace galaktoze), wykryto u drozdzy.
G ALA4 jest dimerem sktadajacym sie z jednej wiekszej i drugiej mniejszej domeny. GAL4
taczy sie w odlegtosci 250 pz przed genem GAL czterema swoistymi fragmentami z DNA
w miejscu okreslonym UASG (upstream activatingsequence). Miejsce to bedace typowym
enhancer ma 4 miejsca wigzania GAL4, kazde po 17 pz. Wykazano, ze przemieszczenie
miejsca wigzania GAL4 750 pz przed genem GAL nie wptywa w istotny sposéb na
zmniejszenie jego aktywnosci. Zjawisko to ttumaczy sie tym, ze pomiedzy miejscem
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UASG a miejscem startu transkrypcji moze utworzy¢ sie petla, dzieki ktérej nastepuje
przyblizenie miejsca wigzania GAL4 z DNA do miejsca startu transkrypcji [75, 76].

Mutanty biatka GAL4 przyczynity sie do poznania jego funkcjonalnej struktury. Oka-
zato sie, ze mutant G AL4 pozbawiony wiekszej domeny wigze sie z DNA, ale nie aktywuje
genu, natomiast pozbawiony mniejszej domeny nie tgczy sie z DNA. Z kolei domena
wieksza GAL4 zhybrydyzowana z domeng mniejszg pochodzenia bakteryjnego (spokrew-
niona z biatkiem represorowym) normalnie aktywuje gen GAL. Podobnie domena wigzgca
DNA (miejsce UASG) zhybrydyzowana z komérka drozdzowg réwniez aktywuje gen
GAL. Dane te dowodza, ze obydwie domeny wieksza i mniejsza biatka G AL4 wystepuja
oddzielnie i sg gatunkowo nieswoiste [75,76].

Wielkos¢ transkrypcji aktywowanej przez GAL4 zalezy od obecnosci obydwu aktywu-
jacych regionéw w obrebie wiekszej domeny: brak obydwu regionéw aktywujacych powo-
duje brak syntezy, obecno$¢ tylko jednego regionu, obojetne ktérego z nich, powoduje
bardzo znaczne zmniejszenie syntezy (ok. 20%). Obecnos$¢ obydwu regionéw aktywujacych
przy braku ok. 80% pozostatej czeSci biatka GAL4 powoduje zmniejszenie syntezy do
okoto potowy i wreszcie zastgpienie obydwu aktywujacych regionbw domeny wigkszej
krotkim tancuchem aminokwasowym z 15 reszt aminokwasowych przytaczonych do czesci
wigzacej DNA powoduje bardzo znaczne zmniejszenie syntezy (do ok. 20%), podobnie jak
brak jednego z regionéw aktywujacych [75, 76]. Miejscami aktywujacymi transkrypcje (u
drozdzy) sg krotkie kwasne regiony biatka o minimalnej homologii sekwencji aminokwa-
séw. Kwasne regiony GCN4 i GAL4 mimo réznic w sekwencji aminokwasow jednakowo
stymulujg proces transkrypcji. Sugeruje sie, ze kwasne regiony aktywujace transkrypcje
przedstawiajg sie jako krotkie amfipatyczne struktury wchodzace w interakcje z innymi
biatkami uczestniczacymi w procesie transkrypcji [90]. Nowsze badania wykazaty, ze dla
aktywacji represora wystarcza jedna reszta kwasu glutaminowego [10], przy czym glutami-
niany sg bardziej aktywne niz asparaginiany.

Istotne znaczenie regionéw aktywujacych domeny wiekszej G AL4 wyjasniono za po-
mocg zsyntetyzowanego krotkiego tancucha kwasnych aminokwaséw (ztozonego gtownie
z reszt kwasu glutaminowego). Aminokwasy te tworzyty helise z ujemnymi taricuchami na
jej powierzchni. W ten spos6b zsyntetyzowany tancuch potgczony z miejscem wigzania
GAL4 z DNA powodowat aktywacje genu. Lancuch zsyntetyzowany z tych samych ami-
nokwasoOw, ale tak ze w utworzonej helisie ujemne tadunki byty catkowicie beztadne, po
potaczeniu z czescig wigzaca DNA nie powodowat aktywacji genu [75, 76].

Najbardziej przekonujacym dowodem funkcji krotkich kwasowych odcinkéw byto wia-
czenie ich do r6znych biatek tworzacych kompleks inicjacyjny. Sugeruje sie, ze kwasne
regiony biatek regulatorowych stanowig ogélny mechanizm aktywacji transkrypcji rowniez
w komérkach eukaryotycznych - przykitadem tego jest kwasny region biatka GAL4 akty-
wujacy transkrypcje z r6znych promotoréw komorek ssakéw [43, 96]. Rowniez aktywacja
transkrypcji w komérkach drozdzy, obok biatka onkogenu jun lub receptora glukokorty-
koidu przez kwasny fragment tych biatek, wymaga jednoczesnie obecnosci fragmentu
wigzacego DNA (85, 89]. Dane te zdajg sie wskazywaé, ze kwasny fragment biatek
regulatorowych stanowi staty element transkrypcyjny utatwiajgcy wchodzenie w interakcje
z biatkiem tgczacym sie z sekwencjg TATA ipolimerazg RNA Il [62]. W ten spos6b biatko
regulatorowe spetnia dwie istotne funkcje: taczac sie ze specyficznym miejscem DNA
powoduje zréznicowang ekspresje wilasciwego genu, a jednocze$nie poprzez swojg wias-
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ciwos$é taczenia sie komponentami tworzacymi kompleks inicjacyjny uaktywnia trans-
krypcje tego genu [90].

Biatko G AL4 aktywuje gen syntezy enzymu rozktadajgcego galaktoze jedynie w obec-
nosci galaktozy w $rodowisku komoérkowym. W nieobecnoséci galaktozy inhibitor GAL80
blokuje miejsca aktywne GALA hamujgc tym samym synteze enzymu rozktadajgcego
galaktoze. Z kolei pojawienie sie galaktozy w $rodowisku komérkowym znosi blok GAL4
przez GAL80, umozliwiajac synteze enzymu degradujacego galaktoze [75, 76].

Ciekawych wynikoéw dostarczyty badania z insercjg do inhibitora GAL80 sekwencji
kwasowej G A L 4- okazato sig, ze tak zmieniony inhibitor staje sie aktywatorem genu GAL,
pod warunkiem ze inhibitor GAL80 z wszczepionym regionem kwasowym GAL4 jest
potaczony zjego domeng mniejszg, wchodzgca w interakcje z UASG [51].

Zmiana miejsca wigzania GAL4 z drozdzy w stosunku do TATA box nie powoduje
zahamowania aktywacji transkrypcji, jednak im blizejf TATA box (w ramach 34 pz)
nastepuje tagczenie GAL4, tym wydajniejsza jest transkrypcja [82].

Delecyjna analiza czynnika transkrypcyjnego Spl wykazata obecnos$¢ czterech nieza-
leznych regionéw aktywacji transkrypcji, wszystkie poza regionami "palcéw cynkowych",
wigzacych DNA. Dwie z tych domen najsilniej aktywujace transkrypcje wykazywaty obec-
nos$¢ ok. 25% glutaminy i tylko nieznaczng ilo$¢ natadowanych reszt aminokwasowych.
Trzecia domena, lezgca blisko "palca cynkowego", ok. 30 reszt aminokwasowych, zawierata
reszty dodatnio natadowane iwreszcie ostatnig, czwartg stanowito ok. 30 reszt aminokwa-
sowych od konca COOH [62]. Tak wiec do kwasowej domeny aktywujacej transkrypcje
doszta nowa, glutaminowa. Rychto tez obecnos¢ tej domeny wykazano w szeregu biatek
aktywujacych transkrypcje (OCT-1, OCT-2, AP-2, Jun) iw licznych zaburzeh embrional-
nych u drozofili, (takich jak antennapedia, ultrabithorax itp.) [62].

Trzeci rodzaj domeny aktywujacej transkrypcje wykryto w czynniku CTF/NF-1. W tym
wypadku byt to region bogaty w proline (20-30%) zlokalizowany w okolicy C-terminalnej
tego biatka. Obecnos$¢ tej domeny wykazano w licznych biatkach aktywujacych trans-
krypcje, takich jak AP-2, Jun, OCT-2, SRF [62].

Dawniejsze teorie aktywacji genu duza role przypisywaty zmianom konformacji DNA
w miejscu gczenia sie czynnika TATA box z sekwencjg TATA. Obecnie poglad ten ulega
zachwianiu i og6lnie przyjmuje sig, ze ten motyw dostepnosci genéw do polimerazy RNA
odgrywa mniejszg role [33].

Stale jeszcze znaczng role w aktywacji transkrypcji zdaje sie odgrywaé metylacja DNA.
Wiekszos¢ tkankowo-swoistych gendw jest metylowanych, dzieki czemu staja sie one
nieaktywne, gdyz metylacja powoduje lokalng konfiguracje chromatyny uniemozliwiajaca
dostep odpowiednich enzymoOw i czynnikOw transkrypcji [13]. Sadzi sie, ze metylacja
stanowi ogdlny niespecyficzny mechanizm hamowania genéw, przy czym reguta ta zdaje
sie nie dotyczy¢ genéw "domowych" (housekeeping), ulegajacych konstytutywnej ekspresji
niezaleznie od ich metylacji [13]. Przypuszcza sig, ze aktywacja metylowanych tkankowo-
swoistych genéw odbywa sie w ten sposob, ze najpierw nastepuje ich "rozpoznawanie", po
czym nastepuje proces demetylacji, ktéry trwa dopéty, dopdéki istnieje tkankowe zapotrze-
bowanie na produkt tych genéw. Innymi stowy demetylowane geny tkankowo-swoiste sg
stale dostepne dla procesu transkrypcji [23].

Na podstawie badan aktywacji genéw sugeruje sie, ze wszystkie trzy aktywujace domeny
(tj. kwasowa, bogata wglutamine lub proline) stanowig domeny dziatajgce dopiero poprzez
kontakt z innymi biatkami. Takim biatkiem moze by¢ czynnik TFIID wigzacy TATA box.
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Sugeruje sie, ze interakcja tych czynnikéw moze odbywac sig¢ poprzez C-terminalne regiony
treoniny lub seryny z najwieksza podjednostka polimerazy RNA Il. Okolica ta bogata w
niespecyficzne sity wigzagce moze powodowac przytaczenie polimerazy RNA 1l i dopiero
fosforylacja grup hydroksylowych moze jg uwalniaé, pozwalajac na inicjacje transkrypcji i
elongacje [62].

Mechanizmy aktywacji genéw cechuje do$¢ duza réznorodnos¢. | tak pojedynczy region
aktywujacy moze aktywowac rézne geny, kazdy o Scisle okreslonej sekwencji DNA. Row-
niez aktywacja pojedynczego genu moze odbywac sie w ten sposob, ze biatko aktywujace
ma kilkaregionow taczacych sie z pojedynczymi elementami promotora powodujgc zmiane
konformacji umozliwiajacej dostep polimerazy RNA Il i w nastepstwie transkrypcje [75,
76].

Szczegdblne znaczenie w regulacji ekspresji genow eukaryotéw, jesli uwzgledni sie udziat
w tym procesie wielu elementéw DNA, ma kooperacyjne wigzanie poszczegélnych elemen-
tow regulacji [75,76]. Przeprowadzone badania regulacji ekspresji genéw GALI i GALIO
drozdzy, ulegajacych po tysiackro¢ zwiekszeniu syntezy tych enzymoéw w obecnos$ci galak-
tozy w pozywece, wykazaty, ze indukcja ich aktywacji wymaga obecnosci krotkiej poprze-
dzajacej sekwencji DNA (okreslonej jako UASG = upstream activatingsequence, G - dla
enzymu rozktadajacego galaktoze) oraz biatka aktywatorowego (GAL 4). Biatko GAL4
wigze sie in vivo i in vitro z 4 specyficznymi miejscami UASG. Wykazano, ze miejsce
czwarte UAS nie moze spetnia¢ samodzielnie zadania aktywatorowego, mimo ze spetnia
ono wazng role w UASG. Wigzanie dwéch miejsc GAL4 o stabym powinowactwie do
UASG wykazuje prawdopodobnie efekt synergistyczny, podczas gdy wigzanie dwéch
pozostatych miejsc o silnym powinowactwie do UASG efekt addytywny [30]. Powyzsze
badania wskazujga, ze synergistyczne efekty wigzania GAL4 dowodzg jedynie kooperacji,
gdyz aktywnos¢ gendw G AL jest w zasadzie proporcjonalna do liczby zwigzanych czgste-
czek GAL4 [30].

Znaczenie biatka wigzacego pentanukleotyd CCAAT, ktéry stanowi sekwencje DNA
zazwyczaj znacznie poprzedzajaca miejsce startu transkrypcji genéw eukaryotéw (nalezg-
cg do typu enhancer) w ludzkich komoérkach, nie jest jednakowe. Badania przeprowadzone
na komérkach HelLa, wykazaty obecnos$¢ trzech réznych biatek: CP1 - o duzym powino-
wactwie do wigzania sie zsekwencjg CCAAT promotora ludzkiej globiny a oraz gtbwnego
p6éznego promotora adenowirusa, CP2 - o duzym powinowactwie do szczurzego promo-
tora tancucha fibrynogenu oraz biatka jadrowego NF-1, wigzacego sie z tg sama sekwencja
CCAAT adenowirusa, niezbednego do inicjacji jego replikacji [15]. Biatka sktadajgce sie
z réznych podjednostek majg kazde wlasne miejsce wigzania z DNA. W przypadku CP1
dwie rézne podjednostki tworza stabilny kompleks przy braku miejsca wigzania z DNA, a
co wiecej obydwie te podjednostki wystepujg w kompleksie CP1-DNA [15]. Dalsze badania
wykazaly, ze CP1 ma te same wiasciwosci, co biatka drozdzy tworzace kompleks
HAP2/HAP3 i moga dziata¢ naprzemiennie z CP1, za$ hybrydy tych biatek ztozone z
komérek ludzkich i drozdzy zatrzymuja zdolnos$¢ rozpoznawania elementow CCAAT [16].

Dziatanie aktywatoréw transkrypcji najlepiej scharakteryzowat Ptashne [75] w sposéb
nastepujacy:

= Aktywujace regiony oraz miejsca wigzania biatek regulatorowych z DNA moga by¢
tatwo zastgpione (wymienione) przez inne biatka.

« O ile miejscawigzania zDNA biatek regulatorowych sg $cisle okreslone i umozliwiajg
wybranie odpowiedniego miejsca DNA, czyli odpowiedniego genu, o tyle regiony aktywu-
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jace sa mato specyficzne, odznaczajg sie przewaga reszt kwasowych o tadunku ujemnym i
specyficzng strukturg alfa helisy.

= Biatka regulatorowe wydajg sie by¢ uniwersalne, czego dowodem jest to, ze biatka
regulatorowe drozdzy moga spetnia¢ funkcje regulatorowe u tak réznych gatunkoéw, jak
ssaki, owady, a nawet rosliny, o ile tylko majg odpowiednie miejsce wigzace DNA (i
odwrotnie).

< Kazdy z dotad poznanych aktywatorow moze dziata¢ kooperacyjnie zwiekszajac
stymulacje odpowiedniego genu z odpowiednim miejscem wigzania DNA.

« Sile dziatania aktywatorow odpowiadajg zazwyczaj wieksze odcinki wigzaniaz DNA.

= Aktywatory o silnym dziataniu znajdujg sie zazwyczaj pod kontrolg odpowiednich
represorow, ktérych odblokowanie odbywa sie gtéwnie przez sprzezenie zwrotne wraz z
zapotrzebowaniem odpowiednich tkanek na produkt danych gendw.

Regiony DNA ulegajace transkrypcji charakteryzujg sie czesto brakiem nukleosomow,
wrazliwoscig na dezoksyrybonukleazy oraz obecnoscig biatek niehistonowych zwigzanych
zDNA. Przeprowadzone badania wskazuja, ze utworzenie i stabilizacja kompleksu inicja-
cyjnego z sekwencyjnie specyficznymi czynnikami transkrypcji moze w sposob kompety-
cyjny usuwac histony oraz hamowac¢ tworzenie nukleosomow. Istniejg rowniez dowody, ze
przebieg tworzenia kompleksu inicjacyjnego moze w pewnym stopniu zaleze¢ réwniez od
biatek zrebu jadra komoérkowego {nuclear matrix) [62].

RODZINY CZYNNIKOW TRANSKRYPCIJI

W miare poznawania coraz wigkszej liczby czynnikow transkrypcji okazato sie, ze wiele
z nich mawspolne cechy, co oznacza, ze nalezg one do rodzin wigzacych sie z takimi samymi
sekwencjami DNA. Tak na przykiad biatka nalezace do rodziny AP-1, wydzielone z
oczyszczonych ekstraktéw jadrowych przy uzyciu chromatografii powinowactwa do sek-
wencji TGACTCA, obejmuja grupe biatek kodowanych przez c-jun, junB, junD, fos i fra-1
[62]. Biatko c-jun okazato sie nawet identyczne z biatkiem p39, wykrytym uprzednio w
ekstraktach komérkowych z Fos, a c-Jun i Fos syntetyzowane razem in vitro tworza
heterodimery wigzace AP-1 [62]. Najlepsze wyobrazenia o cechach poszczegélnych czyn-
nikoéw transkrypcji daje zestawienie zamieszczone w tabeli 1.

Pozostaje jednak szereg nierozwigzanych probleméw [54, 75]. Przyjmujac, ze biatka
aktywatorowe wchodzg w interakcje z innymi biatkami zaangazowanymi w procesie trans-
krypcji - powstaje pytanie, z jakimi biatkami, a mianowicie czy z polimerazg RNA I, czy
tez z innymi biatkami o posredniej funkcji. Istnieja pewne dane, ze jest to biatko uniwer-
salne, wystepujgce uréznych, moze nawet uwszystkich ssakéw. Nierozwigzany jest rowniez
problem swoistosci wymienionej interakcji. Zazwyczaj w interakcje wchodza biatka o
specyficznych strukturach, podczas gdy w tym wypadku role aktywujaca spetniajg rézne
biatka, byle tylko miaty na swej powierzchni tadunek ujemny lub region bogaty wglutamine
lub proline. Liczba przebadanych pod tym wzgledem biatek jest jeszcze zbyt mata dla
wysuniecia ogélnych wnioskoéw.
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TABELA 1. Czynniki transkrypcji (tabela opracowana na podstawie PJ Mitchell i RTjian [62])
Czynnik Sekwencja DNA Cechy czynnika
GR GGTACANITGTTCT receptor hormonu glukokortykoidu, nalezacego do rodziny
sterydowej (hormondw steiydowych, tarczycy i kwasu retynowego);
wolny receptor jest zwigzany z biatkiem hsp90 w cytoplazmie;domena
wigzaca DNA ma "palec cynkowy"; m. cz. 87, 5 kDa

SPI GGGCGG m. cz. 80 kDa; O-glikozylowany; wyznacza prawdopodobnie start
translacji, ma kilka domen aktywujacych, najsilniejsza o duzej
zawartosci glutaminy, 3 "palce cynkowe" typu C2H2

CTF/NF-1 GCCAAT m. cz. > 55 kDa; zréznicowane splicing CTF z alternatywnymi
domenami aktywujacymi transkrypcje, bogatymi w proling; domena
wiazaca DNA wystarcza dla replikacji

c-Jun TGAC/GTCA cztonek rodziny biatek wiazacych biatko AP-1; c-Jun moze tworzy¢
heterodimery wigzac sie poprzez leucine-zipper z biatkiem Fos lub
innymi biatkami rodziny AP-1; m. cz. 36 kDa

C/EBP TGTGGAAAG pierwsze opisane biatka zawierajace leucine-fipper dla dimeryzacji,
wigzace DNA

AP-2 CCCCAGGC in vitro: hamowanie wigzania i aktywnosci transkrypcyjnej przez
T antygen SV40, indukuje cAMP; m. cz. 48 kDa

CREB TGACGTCA miejsce wigzania indukuje cAMP; fosforylacja powoduje dimeiyzacje,

wigzanie DNA, aktywnos$¢ transkrypcyjng in vitro; region zawierajacy
zasadowe leucine-zipper jest w 61% identyczny z domeng wigzaca
c-Jun ; m. cz. 35 kDa
OCT-1 ATTTGCAT powszechne w komoérkach ssakéw; niektére swoistosci wigzania
in vitro jak OCT-2 na oktamerowe sekwencje histonu H2B
i promotory genu Igtc; m. cz. 76 kDa
OCT-2 ATTTGCAT wystepuje gtéwnie w limfocytach T i B, aktywuje geny Ig
poprzez wigzanie oktamerowe, ma leucine-fApper; m. cz. 51 kDa
SRF GATGTCCATATTAGGACATC wiaze SRE, posredniczace w reakcji surowicy, EGF i insuliny,
dimeryzacja bez leucine-fipper lub homeodomeny m. cz. 51,6 kDa

ENZYMY W REGULACJI EKSPRESJI GENOW EUKARYOTOW

Podstawowym enzymem jest polimeraza RNA Il. Wptyw na ten proces ma szereg
dalszych enzyméw, gtéwnie egzo- i endonukleaz, a wiec przede wszystkim enzymy degra-
dujagce mRNA oraz czynniki modulujace ich specyfike i Kinetyke. Aktualnie brak jest
konkretnych danych o naturze tych czynnikéw: czy istnieje specyficzna nukleaza degradu-
jaca mMRNA oraz o naturze czynnikéw modulujacych ich czynno$é. Wiadomo np., ze
degradacja reowirusowego mRNA pozbawionego "CAP" odbywa sie przez odpowiednig
egzonukleaze od konca 5’ w kierunku 3’, natomiast in vitro degradacja mRNA odbywa sie
od konca 3’ w kierunku 5.

Pierwszym ogniwem regulacji ekspresji genoéw jest promotor sktadajacy sie z szeregu
mniej lub wiecej wyraznie okreslonych sekwencji DNA rozciggajacych sie na znacznej
dtugosci DNA zaréwno poprzedzajacych, jak i nastepujgcych po miejscu startu transkryp-
cji [4, 9]. Przyjmuje sie, ze sekwencje -40 do + 30 stanowig miejsca interakcji z czynnikami
transkrypcji, decydujgcymi o prawidtowym i skutecznym starcie transkrypcji przez polime-
raze RNA 11 [95]. TATA box nie jest obligatoryjnym elementem promotora, szczegdlnie
genow warunkujacych przezycie (tzw. house-keepinggenes) oraz niektérych wirusow.

Na elementy poprzedzajace transkrypcje sktadajg sie wtasciwe elementy transkrypcji,
stanowigce krotkie sekwencje (10- 20), wchodzace w interakcje z czynnikami transkrypcji,
bedacymi przewaznie biatkami. Na 0og6t czynniki transkrypcji wchodzg w interakcje okres-
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long sekwencjg. Znane sg jednak przypadki, gdzie jeden i ten sam czynnik wigze sie z
catkowicie r6znymi sekwencjami DNA albo r6zne czynniki tgczg sie z tym samym lub
zblizonym fragmentem DNA.

Wazna role modulacyjng, oprécz swoistosci promotora, odgrywajg czynniki transkryp-
cji A, B, D, E, F i Sil (transcription factors TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF i Sil).
Wyzej wymienione stanowig prawdopodobnie tylko cze$¢ znanych lub domniemanych
czynnikow transkrypcji. Ponizej podaje charakterystyke najwazniejszych czynnikéw trans-
krypcji (w nawiasach przypuszczalne czynniki o podobnej strukturze i dziataniu [83]).

TFIIA - m. cz. 82 kDa (AB - 25,6-35 kDa, STF - 43 kDa), wszystkie one wigzg sie we
wczesnym okresie aktywacji transkrypcji z preinicjacyjnym kompleksem (STF zawiera
ponadto aktyne).

TFIIB - 28 kDa (CB1, BTF3 - 27 kDa, a - 35 kDa) - wiazg sie z pdézniejszym okresem
tworzenia kompleksu preinicjacyjnego (TBFIIB tworzy kompleks z TFIIE i F\ BTF3
wchodzi w interakcje z polimerazg RNA 11).

TFIID - 120-140 kDa (DB,BTFI) wiazac sie zregionem TATA box, stanowi najwczes-
niejszy okres tworzenia sie preinicjacyjnego kompleksu.

Dalsze badania wykazaty, ze TFIID stanowi niejako "tarcze", do ktorej dotaczajg sie
dalsze czynniki stymulujace tworzenie sie preinicjacyjnego kompleksu. Takim typowym
czynnikiem jest ATF (activator transcription factor) wigzacy sie z licznymi elementami
promotora ienhancer, aktywujacy transkrypcje z promotorem E4 adenowirusa. Wykazano
kooperacje pomiedzy TFIID a ATF, co z kolei utatwia rozpoznanie promotora przez
polimeraze RNA |1l przy wspo6tudziale czynnikéw transkrypcji TFIIB i TFIIE. Réznica
polega jednak na tym, ze TFIID wraz z TFIIB i TFIIE sg stale w interakcji z polimeraza
RNA 11, podczas gdy ATF ulega dysocjacji z chwilg utworzenia gotowego kompleksu
preinicjacyjnego, stanowigc jedynie przejsciowy czynnik aktywujacy transkrypcje [35,39 ].

TFIIE - 60 kDa (CBII,BTFIT) wigze sie w pdzniejszym okresie tworzenia sie¢ kompleksu
preinicjacyjnego z polimerazg RNA II.

TFIIF - 90 kDa (RAP 30-30 kDa iRAP 74 - 74 kDa; By- 250 kDa, BTF3 - 27 kDa)
- odgrywa role w przejsSciu inicjacji welongacje, wiaze sie w pézniejszym okresie tworzenia
kompleksu preinicjacyjnego, nastepnie wigze polimeraze RNA Il i stymuluje elongacje
transkrypcji.

Sil - 38 kDa (RAP 38 - 38 kDa) wptywa na elongacje transkrypcji oraz na przejscie
transkrypcji przez przerwe inicjacyjna, wiagze sie z polimerazg RNA 1I.

Spos6b taczenia sie polimerazy RNA 11 z kompleksem inicjacyjnym nie jest tez jeszcze
ostatecznie rozstrzygniety. Przypuszcza sie dwa podstawowe mechanizmy: polimeraza
RNA Il tgczy sie z UAS (upstream activation site), co umozliwia interakcje z czynnikiem
TATA box, albo tez najpierw nastepuje interakcja UAS z czynnikiem TATA box, po czym
ten kompleks taczy sie z polimerazg RNA 11 [33]. W pierwszym przypadku pod wptywem
interakcji UAS zpolimeraza RNA Il nastepowataby zmiana konformacji polimerazy RNA
Il umozliwiajgca interakcje z czynnikiem TATA box, natomiast w drugim zmiana konfor-
macji czynnika TATA box umozliwiataby interakcje z polimeraza RNA 11

Wymienione czynniki transkrypcji tworza z polimeraza RN A 1l kompleks preinicjacyjny
wraz z mRNA. Kompleks ten musi by¢ utworzony przed dodaniem heparyny, bedacej
inhibitorem inicjacji transkrypcji, natomiast z chwilg jego utworzenia dodatek heparyny
juz nie powoduje zahamowania transkrypcji. Nie oznacza to jednak, ze inicjacja trans-
krypcji moze wystapic¢ tylko w obecnosci wszystkich wymienionych jej czynnikéw, ani tez,
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ze heparyna moze taczy¢ sie réwniez z innymi nieznanymi czynnikami [83]. Schemat
inicjacji transkrypcji przedstawiono na rysunku 3.

Tworzenie kompleksu preinicjacyjnego nie wymaga ATP, jednak do samej inicjacji jest
potrzebna jego obecnosé. Przeprowadzone badania wykazaty, ze aktywnie transkrybujgca
eukaryotyczna polimeraza RNA 1l jest wysoce ufosforylowana w swojej powtarzajacej sie
domenie konca C-terminalnego (Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser), nieobecnej w innych za-
rowno eukaryotycznych, jak i prokaryotycznych polimerazach RNA [17]. Czynno$¢ Kinazy
powodujacej fosforylacje polimerazy RNA, jak i innych czynnikéw bioracych udziat w
procesie transkrypcji, obserwuje sie rowniez w procesie regulacji ekspresji genu.

Wazng role w procesie tworzenia preinicjacyjnego kompleksu zdajg sie odgrywac
rowniez biatka wigzace sie (USF = upstream sequence factor) z sekwencja poprzedzajaca
UPE (upstream promotor element) (por. rys. 3) lub GAL4. Wykazano, ze obydwa te biatka
wchodzg w interakcje z TFIID. Ponadto biatka wigzace UPE moga wchodzi¢ w interakcje
z polimeraza RNA 11 [83],

ELONGACIJA TRANSKRYPCIJI

Z chwilg rozpoczecia transkrypcji, pod wptywem szeregu strukturowych zmian powo-
dujacych zmiane stabilnosci i wrazliwosci kompleksu inicjacyjnego, nastepuje elongacja
transkrypcji [83]. W miare tworzenia kolejnych wigzan fosfodiestrowych kompleks inicja-
cyjny staje sie coraz bardziej stabilny i silnie zwigzany z mRNA [83]. Do czynnikdéw
regulujacych elongacje transkrypcji naleza Sil (zwany takze TFIIS) oraz topoizomeraza.
Czynnik elongacji Sil jest biatkiem o m. cz. 38 kDa, wyodrebnionym z komérek nowotwo-
rowych ptynu otrzewnej myszy lub grasicy cielecej, umozliwiajacy przekraczanie przerw
matrycowego RNA [83]. Sil wchodzi wbezposrednig interakcje z najwiekszg podjednostka
polimerazy RNA Il. Poniewaz gen Sil wystepuje w pojedynczej kopii na haploidalny
genom, czynnik ten moze w sposéb réznicowy wpltywac¢ na transkrypcje lub dojrzewanie
(processing) mMRNA [37]. Aktywnos$¢ topoizomerazowa potrzebna jest w procesie elongacji
dla umozliwienia rotacyjnego przebiegu polimerazy RNA Il wzdtuz DNA. Elongacja
nastepuje prawdopodobnie dzieki dodatniemu superzwinieciu (supercoiling) poprzedza-
jacemu polimeraze iujemnemu superzwinigciu poza nia [83]. In vivo zar6wno inicjacja, jak
i elongacja transkrypcji musi odbywac sie w obecnosci nukleosomoéw, ktére jak sie wydaje
nie stanowia przeszkody w odbywaniu sie tych proceséw.

TERMINACJA TRANSKRYPCIJI

Terminacja transkrypcji eukaryotéw przedstawia stosunkowo mato poznany problem i
dopiero nowsze badania wykazaty, ze proces ten moze by¢ sterowany przez odpowiednie
sekwencje i tzw. przerywniki transkrypcji. Przypuszczalnie niektére stadia procesu dojrze-
wania mMRNA, dodanie struktury cap (7MeGppp) do konca 5’, wycinanie intronéw oraz
wystgpienie endonukleolitycznego procesu w miejscu 3’ z dodaniem poli(A) odbywa sie
juz podczas transkrypcji [74], U prokaryotéw terminacja transkrypcji jest bardzo prosta,
gdyz nastepuje po dojsciu polimerazy do miejsca odpowiedniej sekwencji terminujacej
[74].

Proudfoot [74] rozwaza trzy mozliwosci terminacji transkrypcji:

1° Terminacja moze wystgpi¢ poza normalnym 3’ koricem poli(A), do czego niezbedny
jest proces przeksztatcania konca 3.

2° snRNA i mRNA histonéw majg odrebny mechanizm terminacji transkrypcji.
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3° Terminacja moze wystgpi¢ w obrebie genu, zwykle stosunkowo wcze$nie po inicjacji
transkrypcji.

Trudno$¢ okreslenia terminacji transkrypcji polega przede wszystkim na krétkim zywo-
cie pierwotnego transkryptu, ktory juz podczas transkrypcji ulega przemianom (dojrzewa-
niu). Stad jedyng mozliwos¢ przedstawia tzw. nuclear run- off lubrun onprocedure (obydwa
okreslenia oznaczajg ten sam proces). Technika tego badania obejmuje oczyszczony
preparatjagder komérkowych, aktywnie transkrybujacy endogenny lub transfekowany obcy
gen w S$rodowisku zawierajacym radioaktywne rybonukleotydowe prekursory [74], Po
krotkiej inkubacji, radioaktywne prekursory ulegaja wbudowaniu do powstajgcego (nas-
cent) transkryptu. Po krotkiej inkubacji, pozwalajacej na wigczenie ok. 100 nukleotydéw
do powstajgcego transkryptu, przerywa sie proces inkubacji i nastepnie po oczyszczeniu
jadrowego RNA, ten ostatni hybrydyzuje sie z fragmentami DNA (w szczegélnosci z
koricami 3’): W tej technice fragmenty DNA w obrebie pierwotnego transkryptu daja
znaczgace sygnaty, podczas gdy fragmenty spoza pierwotnego transkryptu dajg tylko sygnaty
wielkosci tlta. Znaczna liczba gendw zostata tg technika przebadana, wykazujac silne
sygnaty terminacji wystepujace znacznie poza koncem 3’ mRNA. Na przyktad dla ludzkiej
i mysiej a globiny region odpowiedzialny za terminacje wystepuje 100-300 pz poza poli
(A), dla mysiej 3 globiny 600-1800 pz poza poli(A), dla B globiny kréliczej 1000-1700 pz
poza poli(A), dla mysiej a amylazy 2000-4000 pz poza poli(A), dla owalbuminy kurczecia
800-1000 pz poza poli(A). Tak wielki zakres wystepujacy w przypadku genu a amylazy
kroliczej lub genéw R globin wskazuje na przypadkowe miejsce wystepowania sygnatu
terminacji transkrypcji [74].

Dopiero badania sekwencji r6znych genéw, zwiaszcza w przypadku zmiany terminacji
lub ekspresji, wykazaty, jaki rodzaj sekwencji powoduje prawidtowg terminacje. W przy-
padku mutanta a 2 globiny u chorego z a talasemig pojedynczg zmiana sygnatu poli(A) z
AATAAA na AATAAG nie tylko wptywala na zahamowanie dotgczenia poli (A), lecz
rowniez zwiekszata poziom transkrypcji poza regionem 3’ genu, w ktérym normalnie
nastepuje przytaczenie poli(A) [74], W ten sposob wykazano, ze istnieje zwigzek pomiedzy
przytaczeniem poli(A) a terminacjg transkrypcji. Podobnie przedstawia sie sprawa z
genem R globiny, gdzie terminacja transkrypcji wystepuje w regionie oddalonym o przeszto
1000. pz. Z kolei region ten samodzielnie nie powoduje terminacji, o czym przekonano si¢
przenoszac go do genu EIA adenowirusa. Terminacja transkrypcji wystepuje w tym
wypadku dopiero wtenczas, kiedy przeniesiono jednoczesnie region poli(A) i region
odpowiedzialny za terminacje transkrypcji. Réwniez w tym przypadku zmiana sekwencji
AATAAA wstrzymuje proces terminacji transkrypcji [74]. Badania te zostaty potwier-
dzone nawirusach, gdzie okazato sie, ze dla prawidtowej terminacji transkrypcji potrzebne
sg dwie oddzielne sekwencje (AATAAA iregion bogaty w GT bezposrednio po miejscu
rozerwania taricucha, w ktéorym powinien by¢ przytaczony poli(A)). Stad kazda mutacja
jednego lub drugiego regionu powodowata zaburzenia terminacji z jednoczesng akumu-
lacjg jadrowego RNA [74]. Stad wniosek, ze dla terminacji transkrypcji niezbedny jest
sygnat poli(A).

W zwigzku z powyzszym wysunieto szereg koncepcji co do mechanizmu terminacji
transkrypcji. Jeden z tych modeli zaktada, ze polimeraza RNA Il zawiera w sobie swoisty
czynnik elongacji, ktory umozliwia przebieg transkrypcji wzdtuz genu az do napotkania
sygnatu poli(A), czego nastgpstwem jest uwolnienie jej od matrycy RNA. W braku tego
czynnika lub jego zahamowania, terminacja transkrypcji moze wystepowac¢ poza wiasci-
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wym koricem danego genu. Z kolei w alternatywnym modelu, zdaniem Proudfoota bardziej
atrakcyjnym, zaktada sie bardziej bezposredni udziat dojrzewania korica 3’ w procesie
terminacji transkrypcji; skoro tylko polimeraza RNA 1l przekroczy miejsce poli(A), sam
proces przytaczenia poli(A) moze spowodowac uwalnianie powstajacego transkryptu od
matrycy RNA, czyli od mRNA [74]. W tym przypadku polimeraza RNA 1l moze konty-
nuowacé transkrypcje, jednak nowo powstaty koniec 5’ nie ostoniety strukturg cap, ulega
degradacji od 5’ do 3’ przez odpowiednie egzonukleazy [74], Opierajac sie na podobiens-
twie dziatania czynnika p (rho) prokaryotéw sugeruje sie, ze réwniez u eukaryotow
catkowite rozwiniecie matrycy DNA jest gtéwnym czynnikiem powodujacym odtaczenie
polimerazy RNA Il od matrycy z jednoczesng degradacjg rosnacego transkryptu [2, 74].
Jednym z czynnikéw mogacych wptywacé na heterogennos$¢ terminacji transkrypcji moze
by¢ staby sygnat dla poli(A), nastepnie oskrzydlajgce sekwencje regionu 3’ i wreszcie jaki$
czynnik biatkowy, ktory wigzac sie zmatrycg DNA w miejscu CAAT blokuje bezposrednio
przesuniecie polimerazy RNA |l odpowiedzialnej za elongacje transkryptu, czego naste-
pstwem jest terminacja transkrypcji. Obecnos¢ takiego biatka wykazano analizujac termi-
nacje transkrypcji gtéwnego biatka fazy péznej adenowirusa, biatka SV40 poli(A). Jego
transkrypcja rozpoczyna sie blisko miejsca CAAT gtdwnego péznego promotora, ktore,
jak wykazano, wiaze blizej nieznany swoisty czynnik biatkowy. Delecja sekwencji bliskich
CAAT powoduje przejscie transkrypcji poza ten region. Dane te dowodzg, ze terminacja
transkrypcji wymaga obecnosci funkcjonalnego miejsca poli(A) oraz miejsca CAAT wig-
zacego wymienione swoiste biatko. W innym przypadku wykazano, ze dla efektywnej
terminacji transkrypcji niezbedne sa- wydajne miejsce poli(A) oraz silne miejsce przerwy
w oskrzydlajacej 3’ czeSci genu. W czesci genu oskrzydlajacej koniec 3’ stwierdzono
obecnos$¢ licznych przerw, z ktérych kazda moze by¢ miejscem terminacji transkrypcji [74].

MECHANIZMY TERMINACJI TRANSKRYPCJI GENOW snRNA | HISTONOW

Geny snRNA i histonéw ulegajg transkrypcji przez polimeraze RNA 1l jednak nie
posiadajg one intronéw ani tez sekwencji poli(A). Stad mechanizmy ich transkrypcji musza
by¢ r6zne. W przypadku snRNA wykazano, ze bezposrednio poza sekwencjg koncowej
petli o ksztatcie spinki do wtosow wystepuje sekwencja zgodna we wszystkich snRNA.
Delecja tej sekwencji powoduje przedtuzenie transkrypcji poza koniec 3’. Za pomoca
analizy nuclear run-off wykazano, ze w przypadku Ul snRNA terminacja wystepuje do-
ktadnie w miejscu 3’, przy czym nie wyklucza sie obecnosci swoistego czynnika biatkowego,
sprzezonego z polimerazg RNA Il wjego promotorze. Czynnik ten, napotykajgc wymie-
niona, zgodna we wszystkich sSnRNA sekwencje, powoduje zatrzymanie transkrypcji [74].
W przypadku histonéw utworzenie konca 3’ odbywa sie droga endonukleolityczna w
miejscu 3’ przedtuzonego prekursora RNA z jednoczesnym posrednictwem kompleksu
biatkowego U7 snRNA [74], Pary zasad U7 RNA z ich sygnatem dla rozszczepienia
CAAGAAAGA zostaty wykazane we wszystkich koncach 3° mRNA histonéw. Analiza
nuclear run- off wykazata, ze dla prawidtowej terminacji transkrypcji 3’ histonéw niezbed-
ny jest udziat trzech oddzielnych sekwencji, z tego jedna w obrebie regionu kodujacego
oraz dwie dalsze w oskrzydlajgcym fragmencie konica 3’ [74].
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TERMINACJA TRANSKRYPCJI W OBREBIE GENU

W policistronicznych genach prokaryotéw, dzieki zréznicowanej terminacji transkryp-
cji, mozliwe jest zr6znicowane wykorzystanie tego samego kodu genetycznego. Geny
eukaryotéw, bedac w zasadzie monocistroniczne, moga produkowa¢ rézne biatka na
zasadzie alternatywnego wycinania (splicing) intronéw, jak réwniez poprzez wielorakie
miejsca poli(A). Przyktadéw terminacji w obrebie genéw opisano dotad kilka. Do najbar-
dziej przekonujacych nalezy transkrypcja genéw czesci statych tancuchéw ciezkich mysich
immunoglobulin p i & Terminacja transkrypcji pomiedzy eksonami u i & w niektérych
wczesnych stadiach rozwojowych komérek B powoduje brak syntezy tancuchow &, nato-
miast w pozniejszym stadium rozwojowym komorek B, kiedy brak jest terminacji trans-
krypcji pomiedzy p i d, obydwa tancuchy sg transkrybowane.

W wielu genach transkrypcja przez polimeraze RNA 11 konhczy sie tuz po starcie, dzieki
czemu powstajg krétkie 5’ terminalne tancuchy RNA bez okreslonej funkcji. Znaczenie
tego zjawiska jest niejasne, jak i mechanizmu jego powstania. Sugeruje sie mozliwos¢ zbyt
wielkiej liczby promotoréw z wysokim poziomem polimerazy RNA 11, czego nastepstwem
moze by¢ wzgledny niedob6r czynnikéw elongacji i stad skrocone transkrypty tych gendéw.
Inny mechanizm moze polegac na niesprawnym mechanizmie ostaniajagcym koniec 5’ (czyli
tzw. cap), czego nastepstwem jest powstawanie nadmiernych ilosci nieostonietych trans-
kryptow, ulegajgcych rozpadowi. Wreszcie sprawa moze mie¢ charakter regulacyjny.
Wykazano bowiem, ze w przypadku genéw hsp 70 (genéw szoku cieplnego) zjawisko
"krétkich" RNA z chwilg zaistnienia szoku cieplnego natychmiast zanika - stad sugeruje
sie, ze mechanizm ten moze utatwia¢ natychmiastowa petna transkrypcje z chwilg zaistnie-
nia takiej potrzeby [74].

REGULACJA EKSPRESJI GENOW HISTONOW

Stezenie mMRNA histonéw w ciggu jednego cyklu komérkowego zmienia sie 30-50-krot-
nie, ulegajac zmianom réwnolegle do zmian syntezy DNA. Zmiany te wymagajg specyficz-
nych mechanizméw kontrolnych i jak wykazaty badania, odbywa sie to gtéwnie poprzez
mechanizm potranskrypcyjny.

Geny histonéw réznig sie od pozostatych genéw eukaryotéw:

= brakiem introndw,

= brakiem na koncu 3’ mRNA poli(A) i obecnoscig na korncu 3’ 6 zasad, z ktérych 4
tworza petle,

= wystepowaniem gendéw histonéw w skupieniu (cluster).

Jest znamienne, ze geny pozostatych histonéw w skupieniu, nie sprzezone z synteza
DNA nie maja tych wiasciwosci [55]. mRNA gendéw histonéw maja na swym koricu 5’
strukture ostaniajacg (cap), po czym krotki odcinek nie ulegajacy translacji (40-75 nukleo-
tydow), zas na koncu 3’ wymieniong strukture ztozong z 6 nukleotydow, z ktérych 4 tworzg
typowa dla nich petle, odgrywajaca decydujaca role w ich potranskrypcyjnej regulacji
stezenia [55]. O poziomie mMRNA histonéw, podobnie jak pozostatych mRNA, decyduja:
wielkos$é transkrypcji i szybkos$¢ rozpadu. Wystepowanie genéw histonéw w skupieniu nie
wptywa na regulacje transkrypcji, gdyz transfekowany do komérek L myszy pojedynczy gen
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H 4 wykazywat nadal wiasciwg regulacje ekspresji [55]. Szybkos$¢ rozpadu mRNA histonéw
zalezy od ich struktury, obecnosci nukleaz oraz sygnatow regulujacych aktywnos¢ nukleaz.

W degradacji mRNA histonéw decydujaca role odgrywa struktura konca 3’ w postaci
petli. Zastgpienie sekwencji poli(A) mMRNA globiny 30 nukleotydami mRNA histonéw na
jego koncu 3’ zrownuje stabilnos¢ tak zmienionego mMRNA globiny ze stabilnoscig mRNA
histonow [55]. Sugeruje sie tez obecnos¢ specyficznych nukleaz - dotad jednak nie udo-
wodnionych. Najwazniejsza w regulowanej reakcji degradacji mMRNA histondwjest sprawa
sygnatéw indukujacych proces degradacji. Do$¢ prawdopodobny wydaje sie mechanizm
autoregulacyjny, polegajacy na nadmiarze niezwigzanych z DNA oktameréw histonéw
(H2A, H2B, H3 i H4) w jadrze lub cytoplazmie, prowadzacy do aktywacji enzymow
degradujacych mRNA histonéw. W ten sposdb zwiekszona synteza DNA wigze wymie-
nione oktamery histonéw, powodujgc jednoczes$nie stabilizacje mMRNA histonéw; nato-
miast zatrzymanie syntezy DNA, powoduje zwiekszong pule niezwigzanych oktameréw,
indukujac degradacje tego mRNA [55].

AUTOREGULACYJINA NIESTABILNOSC mRNA TUBULINY

Autoregulacyjny charakter mRNA nie ogranicza sie do mRNA histonéw, lecz obejmuje
rowniez szereg innych, jak mRNA limfokin, cytokin i protoonkogenéw, w ktérych sekwen-
cje odpowiedzialne za niestabilno$¢ MRNA sg zlokalizowane w krétkim (ok. 100 zasad)
fragmencie nie ulegajacym translacji na koncu 3’. Do tej grupy dochodzi ostatnio mMRNA
a i Btubulin [18]. Alfa ibeta tubuliny tworzg struktury komérkowe znane jako mikrotubule,
ktorych gtéwne zadanie w mitozie polega na umozliwieniu segregacji chromosomow
poprzez przycigganie ich do biegunéw dzielgcej sie komorki.

Najpierw wykazano, ze kolchicyna powoduje catkowity rozpad mikrotubul, ze zwiegk-
szeniem stezenia niezasocjowanych podjednostek tubulin. W nastepstwie tego stwierdzono
5-10-krotne zmniejszenie syntezy a i 3 tubulin. Z kolei pod wptywem winblastyny, powo-
dujacej nie tylko rozpad mikrotubul, ale jednocze$nie precypitacje tubulin, nastepowato
znaczne zwiekszenie syntezy tubulin [18]. Juz w tych badaniach wykazano, ze zmianom
syntezy towarzyszyto odpowiednio zwigkszenie lub zmniejszenie stezenia mRNA tubulin.
Szereg dalszych eksperymentow wykazywat, ze mechanizm autoregulacyjny tubulin nie
zalezy od procesow odbywajacych sie w jadrze komorkowym, lecz od zmian stabilnosci
cytoplazmatycznego mRNA [18]. Nastepnie wykazano, ze procesom autoregulacyjnym
podlegajg jedynie mRNA tubulin zwigzanych z polisomami. Badania przeprowadzone z
inhibitorem translacji - cykloheksimidem, powodujacym blok elongacji i tym samym
zatrzymanie mRNA tubulin w sktadzie polisoméw - wykazaty zwiekszong niestabilnos¢
tychmRNA [71]. Te badania doprowadzity do wniosku, zejedynie mRNA tubulin zwigzany
zpolisomami ulegat destabilizacji, natomiast wolny nie. Z kolei badania z wprowadzeniem
kodonéw powodujgcych przedwczesng terminacje translacji konczacej sie przed 42. kodo-
nem zapobiegato autoregulacji [71]. Badania te doprowadzity do wniosku, ze na to, aby
mRNA tubulin ulegat autoregulacji, muszg by¢ one zwigzane z rybosomami, a ich translacja
musi przekroczy¢ 41. kodon od korica 3’ ]97].

Wreszcie dalsze badania doprowadzity do wykrycia konca 3’ bedgcego in statu nascendi
mMRNA & tubuliny o skladzie: Met-Arg-Glu-lle [18], odpowiedzialnego za mechanizm
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autoregulacyjny. W ten sposob zostat opisany nowy mechanizm autoregulacyjny oparty na
okreslonej sekwencji MRNA, zwigzany ponadto z rybosomem i rozpoznawany juz in statu
nascendi [18]. Podobng sekwencje wykazano réwniez na koricu 3' mRNA a tubuliny.

POTRANSKRYPCYJNA CIS-TRANS REGULACJA EKSPRESIJI
GENU

Obecnie najlepiej poznanym modelem jest regulacja ekspresji genéw ferrytyny i recep-
tora transferryny. Najpierw wykryto w niekodujgcym fragmencie 3° mRNA receptora
transferryny obecno$¢ petli, powodujacych w obecnoséci zelaza gwattowng degradacje tego
MRNA [66]. Podobna strukture wykryto w niekodujacym 5’ fragmencie mRNA ferrytyny
[12], kontrolujacej jego translacje.

Aby zrozumie¢ mechanizm regulacji genéw ferrytyny i receptora transferryny, ko-
nieczne jest zapoznanie sie z udziatem wymienionych substancji w krazeniu zelaza (rys. 5).
Nowsze badania wykazaty, ze wiekszo$¢ komérek wchiania zelazo w postaci dwuzelazowej
transferryny w drodze endocytozy. Dzieki odpowiednim enzymom zelazo w endosomach
ulega uwolnieniu przechodzac do cytosolu, gdzie zostaje wbudowane do réznych zwigz-
kéw, gtéwnie enzyméw uzytkujacych zelazo do swych czynnosci oraz poprzez hem do
globiny. Nadmiar niezuzytego zelaza ulega zwigzaniu z ferrytyng. Ferrytyna stanowi sfe-
ryczne, wewnatrz "puste” biatko sktadajace sie z 24 podjednostek kodowanych przez dwa
wysoce homologiczne geny H i L [44].

Z chwilg pojawienia sie tlenu i zelaza w atmosferze ziemskiej, zywe organizmy zaczety
inkorporowac zelazo i uzywac jego zwigzkoéw na swe potrzeby. Ze wzgledu na toksycznos¢
hydroksy-rodnikéw, powstajacych podczas utleniania jonu zelazawego na trudno rozpusz-
czalny jon zelazowy, musiaty wyksztatci¢ sie odpowiednie mechanizmy odtruwajace. U
wyzszych organizmow role odtruwacza petni uktad receptor transferryny (TjfRj-ferrytyna.
Niedobor zelaza w komérce stymuluje synteze receptoréw transferryny przenoszacych
zelazo do miejsc syntezy zwigzkéw zuzywajacych zelazo do swych czynnosci. Z kolei
nadmiar zelaza w komorce wywotuje efekt odwrotny, tj. zahamowanie syntezy TfR z
jednoczesnym pobudzeniem syntezy ferrytyny, wiazacej zelazo w nietoksycznej postaci
[44]. Jak si¢ przekonano, zwigkszenie syntezy zar6wno TfR, jak i ferrytyny wymaga obec-
nosci zwiekszonej ilosci odpowiedniego mMRNA (42, 44,56]. Z kolei, zmniejszenie syntezy
tych biatek jest spowodowane zmniejszong iloscig odpowiednich mRNA.

Istotne zagadnienie stanowi mechanizm powodujacy z jednej strony zwiekszong ilos¢
odpowiedniego mMRNA, z drugiej jego zmniejszenie odpowiednio do zapotrzebowania
organizmu. Jak przedstawiono na rysunku 6, mechanizm ten w gtéwnej mierze zalezy od
obecnosciwmRNA TfR iferrytyny cis-aktywnych, zblizonych w swej strukturze elementéw
RNA #taczacych sie z TfR lub ferrytyng. Elementy te okresla sie jako "elementy reagujace
na zelazo" (IRE = iron responsive elements). Elementy IRE wchodza w interakcje z tym
samym biatkiem (IRE-binding protein = IRE-BP). IRE ferrytyny znajduje sie w postaci
pojedynczej petli w5’ niekodujacym fragmencie jego mRNA, natomiast szereg elementow
IRE TfR - w postaci kilku petli w niekodujgcym fragmencie 3’ tegoz mRNA [42, 44, 56].

Jak przedstawiono na rysunku 6, zwigzanie IRE mRNA ferrytyny z IRE-BP powoduje
zablokowanie translacji i tym samym zmniejszenie syntezy ferrytyny, natomiast wolny IRE
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RYS. 5. Krazenie zelaza w organizmach wyzszych

umozliwia normalna translacje mMRNA ferrytyny, czyli zwiekszenie ilosci ferrytyny. Z kolei
wolne IRE mRNA TfR, wystepujace w jego niekodujgcym 3’ fragmencie, prowadzi do
szybkiej degradacji teqgoz mMRNA z powodu braku dziatania ochraniajgcego i tym samym
do zmniejszenia ilosci TfR. Przeciwnie zwigzanie IRE mRNA TfR zIRE-BP ochrania go,
umozliwiajgc jego translacje i tym samym zwigkszenie ilosci TfR [44]. Istotne znaczenie w
tym procesie ma zmienne powinowactwo IRE-BP do IRE mRNA ferrytyny i IRE mRNA
TfR. Niedobdr zelaza w komorce powoduje wysokie powinowactwo do IRE, ktérego
lokalizacja w 3’ niekodujacym fragmencie TfR powoduje jego synteze, natomiast lokaliza-
cja w 5 niekodujgcym fragmencie mRNA ferrytyny powoduje zablokowanie syntezy
ferrytyny. Z kolei nadmiar zelaza w komorce powodujgc obnizone powinowactwo IRE-BP,
znajdujacego sie we fragmencie 5’ mRNA ferrytyny, umozliwiajego translacje i zwiekszong
synteze ferrytyny, za$ brak wigzaniazIRE mRNA TfR , powodujacjego rozpad, zmniejsza
synteze TfR [44]. Istota zmiany powinowactwa IRE-BP do IRE nie zostata dotad jednoz-
nacznie wyjasniona.

Przyktad potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genu zastuguje na szczegdlna uwage,
gdyz wtym wypadku do wystgpienia wptywu danego biatka (IRE-BP) na regulacje ekspresji
genu niepotrzebna jest jego regulowana synteza, a jedynie zmiana powinowactwa w
stosunku do regulowanych substancji.

RECEPTORY HORMONOW STERYDOWYCH W REGULACII
EKSPRESJI GENU

Szczeg6lnie duzo w dziedzinie regulacji ekspresji gendw eukaryotéw wniosty badania
receptoréw hormondw sterydowych, ktérych aktywnos$¢ pojawia sie dzieki wigzaniu ze
specyficznymi Ugandami. W obrebie receptora hormondéw sterydowych rozréznia sie trzy
zasadnicze domeny:
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Niedobd6r Fe w komdérce — »wysokie powinowactwo IRE-BP
Nadmiar E w komdérce —»niskie powinowactwo IRE-BP

RYS. 6. Schemat koordynacyjnej ekspresji genéw ferrytyny i receptora transferryny - objasnienia w tekscie
(przerysowane za [44], czeSciowo zmienione)

= N-terminalny koniec spetniajacy role aktywatora transkrypcji,

= cze$¢ Srodkowa, stuzaca wiazaniu z DNA i

= C-terminalny koniec, wigzacy poszczegdélne hormony [95].

Spontaniczne mutanty receptoréw hormondw sterydowych sa rzadkie. Wiekszo$¢ zna-
nych mutantéw wykazano w hodowlach komorkowych, szczegdlnie w chtoniakach mysich
ztozonych z komérek T oraz ludzkich komoérek biataczek limfoblastycznych, ktére w
obecnosci prawidtowych receptoréw reaguja na podanie glukokortykoidéw zahamowa-
niem wzrostu i liza komérek. Stad na zasadzie opornosci na dziatanie glukokortykoidéw
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mozna wydzieli¢ komérki o zmutowanym receptorze. Sposréd wielu takich mutantow
wyodrebniono cztery zasadnicze grupy:

r~- brak receptora,

nt~- defekt w przechodzeniu do jadra komérkowego (nuclear transfer deficient),

ntl - zwiekszone przechodzenie do jadra komérkowego (increased nuclear transfer),

actl- o labilnej aktywacji (activation labile) [28].

Fenotyp f jest najczesciej wykrywany i cechuje sie brakiem lub niedostatecznym
wigzaniem hormonu - przyczyng tego jest brak ekspresji wlasciwego genu (odpowiedni
MRNA jest niewykrywalny) [29]. Przyczyna tego zaburzenia jest nieznana - dotad nie
wykryto wigkszych delecji lub przegrupowan [69], Warianty nt~ wykazujg stabsze wigzanie
hormonu w jadrze komorkowym oraz stabsze powinowactwo do DNA w przeciwienstwie
do wariantu nt' wykazujgcego zwiekszone wigzanie do jagder komérkowych oraz nadmierne
powinowactwo do DNA. Roéwniez w tych przypadkach, mimo pewnych zmian elektrofe-
retycznych w zelu poliakryloamidowym, nie wykazano wiekszych delecji lub przegrupowan
[63]. Stad przypuszcza sie, ze w wariantach /if oraz/ii* zmiany te moga by¢ spowodowane
zaburzeniami splicing [29], Ostatnio wykazano, ze w przypadku wariantu nt~ u myszy w
pozycji 484 domeny wigzacej DNA, zamiast argininy wystepuje histydyna. Substytucja ta
jest prawdopodobnie przyczyng zaburzen wiazania tego receptora z DNA [21], Warianty
act sa bardzo labilne i wykazuja podobne cechy, jak kowalencyjnie zwigzany hormon
niezdolny do dysocjacji pod wptywem aktywacji [24].

Receptory glukokortykoidéw sg bardzo wrazliwe na dziatanie enzyméw proteolitycz-
nych. Przeprowadzone badania pozwolity na wyodrebnienie trzech domen, z ktérych jedna
stuzy wigzaniu hormonoéw sterydowych, druga wigzaniu zDNA iwreszcie trzecia okreslona
jako modulujaca ma dos¢ szeroki zakres dziatania. Brak tej domeny powoduje przede
wszystkim nadmierne wiazanie sig tych receptoréw z DNA, przy czym nie jest to wiazanie
wynikajgce ze swoistego powinowactwa. To nieprawidtowe wigzanie uniemozliwia dostgp
prawidtowych receptoréw do DNA, czego nastepstwem jest zmniejszona aktywacja genéw
produkujacych te receptory. Dalsze badania nad wprowadzeniem modulujacej domeny do
komérek r~ sugerujg, ze domena ta pozwala na specyficzng dyskryminacje pomiedzy
specyficznymi a niespecyficznymi miejscami wigzania sie do DNA. Wreszcie wykazano, ze
pasmo ok. 100 reszt aminokwasowych domeny modulujgcej jest odpowiedzialne za jej
wpltyw na proces aktywacji genéw produkujacych receptory hormonéw sterydowych [28],

Badania szeregu delecji receptora glukokortykoidéw w obrebie domeny wiazacej hor-
mon wykazaly bardzo ciekawe zjawisko aktywacji genu bez udzialu hormonu. Deleeje
receptora az do 180 C-terminalnej reszty aminokwasowej znosity reakcje biologiczng na
hormon, natomiast dalsze deleeje w kierunku C-terminalnego korica receptora powodo-
waly aktywacje genu réwniez w nieobecnosci hormonu. "Obcinanie" czasteczki receptora
z obydwu koncéw (C- i N-terminalnego) powodowato statg konstytutywna aktywacje genu
[28, 63]. Badania te sugeruja, ze region receptora wigzacy hormon w stanie niezwigzanym
powoduje represje funkcji receptora, a z kolei zwigzanie z hormonem sterydowym na
skutek zmian konformacyjnych czasteczki prowadzi do odstoniecia domeny aktywujacej
transkrypcje [28, 95].

Poziom cholesterolu w komérkach ssakéw jest miedzy innymi regulowany przez re-
presje transkrypcji genu receptora LDL (low density lipoprotein) warunkujacego wchta-
nianie cholesterolu oraz enzyméw syntezy cholesterolu. Kluczowg role w hamowaniu
syntezy (represji) wymienionych genéw jest sekwencja promotorowa 57CE (sterol regulatory
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element), wigzaca sie z biatkami regulujagcymi receptory LDL i hormonéw sterydowych.
Sposrod biatek tgczacych sie z SRE wyodrebniono biatko zawierajgce siedem wysoce
konserwatywnych "palcéw cynkowych", o cechach zblizonych do biatek wiazacych sig¢ z
kwasami nukleinowymi pochodzenia retrowirusowego, co nadaje temu biatku charakter
biatka kontrolujacego transkrypcje w sprzezeniu z poziomem cholesterolu w komorce [79],

W przypadku hormonoéw sterydowych wykazano dziatanie synergistyczne spowodo-
wane taczeniem sie hormonéw w kilku miejscach SRE. Synergistyczne dziatanie moze
wynika¢ z kooperacji czynnikow cis i trans poprzez interakcje biatko-biatko, jak to wys-
tepuje w przypadku represora A [75], wzglednie tez dwa aktywatory (hormony) wigzg sie z
SRE niezaleznie ze swymi elementami cis, ktore z kolei tgczg sie pomiedzy sobg trzecim
biatkiem umozliwiajagcym kooperacje [75, 93].

Receptory hormonéw sterydowych zostaty zidentyfikowane w bardzo licznych genach
[3] (przyktadowo: ludzki gen metalotioneiny, kréliczy uteroglobiny, kurzej witelogeniny Il
i innych). Zasieg miejsc wigzacych czysty receptor hormonéw sterydowych okreslony jako
HRE {hormone regulatory element) wynosi od 2700 pz przed miejscem startu transkrypcji
(dla genu receptora uteroglobiny krélika) do 100 pz poza miejscem startu transkrypcji dla
genu receptora ludzkiego hormonu wzrostu, za$ dla genu receptora progesteronu krélika
nawet 1000 pz poza miejscem startu transkrypcji [3]. Ze wzgledu na tak szeroki zakres
wigzania HRE, czynniki wigzace sie z tym elementem zalicza sie do kategorii enhancer.

Swoisto$¢ wigzania receptoréw z odpowiednimi hormonami jest bardzo wysoka. Wyni-
ka to z badan receptoréw hormonéw minimalnie réznigcych sie. W przypadku receptora
dla estrogenu i glukokortykoidu wysoce konserwatywny odcinek aminokwasOw receptora
wynosi 66 reszt aminokwasowych w domenie C-terminalnej. Region ten zawiera dwa
subregiony CI i Cll analogiczne do "palcéw cynkowych" czynnika transkrypcji TFIIIA, z
tego N-terminalny koniec Cl stanowi o specyficznosci elementu odpowiedzialnego za
rozpoznawanie hormonu. W tym 3 ostatnie reszty aminokwasowe, blizsze C-terminalnego
konca, sg decydujgcymi dla rozpoznania estrogenu [48, 52, 91].

Analiza receptorow hormonéw sterydowych wykazata, ze nie tylko one, lecz ponad to
jeszcze receptory hormonoéw tarczycy i retionoidéw nalezg do tej samej rodziny, co
znakomicie utatwia koordynacyjne dziatanie w okresie tworzenia narzadéw, jak i pézniej
w homeostazie organizmu poprzez wigzanie odpowiednich ligandéw [26]. Receptory te
stanowig czynniki transkrypcji, ktére moga zaréwno aktywowac transkrypcje odpowied-
nich gendw, jak i powodowac¢ ich represje. Na przyktadzie hormondw sterydowych widac,
jak przebiega ich wzajemna gra prowadzac do ostatecznego fizjologicznego efektu. | tak:
ekspresja genu reportera receptora progesteronu ulega zahamowaniu w przypadku ko-
ekspresji gendw produkujacych estrogeny - ten efekt zahamowania mozna znie$¢ przez
anti-estrogeny [42, 91]. Aktywacja gendw receptora estrogendéw zostaje zahamowana
wskutek aktywacji genu receptora glukokortykoidéw i wreszcie jednoczesna aktywacja
genow receptorow progesteronu iglukokortykoidoéw zostaje zahamowana przez aktywacje
genu receptora estrogenow [48, 59, 91].

Nowoczesna biologia molekularna wykazata, ze aktywacja komoérek o pokrewnym lub
uzupetniajgcym dziataniu odbywa sie nie tylko przez anatomiczne sasiedztwo, ale réwniez
aktywacje genow. Takim typowym przyktadem jest przysadka mézgowa, w ktorej wystepuje
piec¢ fenotypowo réznych komoérek, wiaczajgc w to komoérki produkujace zaréwno hormon
wzrostu, jak i prolaktyne. Badania przeprowadzone na przysadce szczura wykazaly, ze
aktywacja genéw hormonu wzrostu i prolaktyny odbywa sie przez wspoélny tkankowo-
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swoisty aktywator transkrypcji, okre$lony jako Pit-1. Dane te sugerujg, ze w toku rozwoju
ten sam aktywator moze uaktywnic¢ geny r6znych komorek produkujacych swoiste dla tych
komérek produkty [67]. Jednoczes$nie receptory hormondéw moga wywiera¢ réwniez pod-
wojne dziatanie. | tak wykazano, ze receptory hormonéw tarczycy w obecnosci hormonu
tarczycy dziatajg na specyficzne, zalezne od hormonoéw tarczycy elementy DNA (okre$lone
jako TRE) powodujac aktywacje transkrypcji, natomiast w nieobecnosci hormonéw tarc-
zycy dziatajg na TRE jako represory transkrypcji [32],

Badania przeprowadzone z produktem v-erb-A onkogenu, wystepujacego pod wply-
wem ekspresji wirusa ptasiej erytroblastozy lub wirusa biataczki mysiej Moloneya wykazaty
identycznos¢ komaérkowego homologu tego onkogenu z receptorem hormondéw tarczycy.
Onkogen ten blokuje réznicowanie komoérek erytroidalnych. Mutacje biatka v-erb-A
powodowaty utrate jego powinowactwa do hormonoéw tarczycy, jednak bez utraty zdolnos-
ci wigzania sie z DNA. Stad ekspresja zmutowanego onkogenu v-erb-A prowadzi do braku
wigzania hormonéw tarczycy. Dzieki tym badaniom wykazano, ze biatko v-erb-A jest
antagonistg receptora hormonu tarczycy, bedac przyktadem dominujgcego negatywnego
onkogenu [20, 40, 41, 84],

REGULACIJA TRANSKRYPCIJI POPRZEZ INTERAKCIE BIALEK

Nie wszystkie czynniki regulujgce ekspresje gendéw dziatajg poprzez bezposrednie
wigzanie z DNA. Szereg wspétczesnych badan dowiodto, ze interakcja niektoérych czynni-
kow transkrypcji z promotorem odbywa sie poprzez interakcje biatko-biatko. Do tej grupy
naleza przede wszystkim niektére onkogeny, regulujgce transkrypcje bez bezposredniego
taczenia sie w sposob specyficzny z DNA (np. fos, myc, AIA i inne). Onkogeny v-fos lub
v-myc moga aktywowac transkrypcje drozdzy po fuzji zdomeng wigzacag DNA bakteryjne-
go represora lexA, co sugeruje, ze majg one transkrypcyjna aktywnos$¢ rowniez u wyzszych
organizméw. Fos wigze sie z miejscem rozpoznawania DNA biatka AP-1prawdopodobnie
poprzez interakcje biatko-biatko. Stad ekspresja fos w komoérkach ssakéw odbywa sie
poprzez interakcje z domeng AP-1 wigzaca DNA [95].

Typowym przykitadem dziatania kompleksoéw biatkowych na proces transkrypcji przed-
stawiajg receptory hormonéw sterydowych, ulegajgcych transformacji pod wptywem wig-
zania z wkasciwym hormonem. Nieaktywny czynnik transkrypcji wystepuje w cytoplazmie
w postaci zwigzanej z biatkiem szoku termicznego hsp90. Pod wptywem potaczenia hor-
monu, kompleks receptora z hsp90 dysocjuje, po czym receptor tgczy sie z wihasciwym
miejscem DNA (zaleznym od rodzaju liganda), powodujac aktywacje lub represje trans-
krypcji. Represyjny charakter kompleksu receptora z hsp90 polega na wiazaniu miejsca
wigzania sterydu receptora [62],

Wiele sposrod biatek wirusowych o charakterze aktywatoréw lub represoréw trans-
krypcji dziata bez bezpo$redniego wigzania sie zpromotorami DNA. Trans-aktywacja tych
czynnikéw odbywa sie zazwyczaj poprzez interakcje biatko-biatko z czynnikami wigzacymi
sie z DNA. Przyktadowo biatko E1A adenowirusa 2 dziata jako czynnik trans za posred-
nictwem czynnika TFI1D WbATF. Transaktywacyjna czynnos¢ E1A zostata zlokalizowana
na odcinku 49 reszt aminokwasowych obecnych w wiekszej podjednostce tego biatka
powstatego w drodze zréznicowanego splicing [50, 62], Réwniez transaktywujace efekty
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biatka wirusa opryszczki VP16 sg zalezne od dwodch réznych elementéw cis promotora.
VP16 nie ma domeny wigzacej DNA, ma natomiast bardzo silng domene kwasowg akty-
wujacg transkrypcje (na C-terminalnym korcu) - stad dla swego dziatania potrzebuje
potaczenia z biatkiem wigzacym sie z DNA [62]. ELA moze powodowacé represje niekto-
rych wirusowych lub komoérkowych elementéw enhancera poprzez domene niezalezng od
domeny aktywujacej. Wreszcie antygen wiekszy T wirusa SV40 moze powodowaé zaré6wno
aktywacje, jak i represje transkrypcji przez dwa niezalezne mechanizmy:

1° Steryczny blok inicjacji z wczesnego promotora SV40 poprzez wigzanie z DNA
powoduje zastoniecie miejsca inicjacji transkrypcji.

2° Antygen T moze tworzy¢ kompleks z komérkowym czynnikiem transkrypcji AP-2
hamujac w ten spos6b wigzanie AP-2 z elementem enhancera SV40 o istotnym znaczeniu
dla wczesnej transkrypcji [62].

W przypadku nieobecnosci sekwencji TATA inicjacja transkrypcji rozpoczyna sie od
dotad blizej nieokreslonych sekwencji kontrolnych. W przypadku terminalnej transferazy
dezoksyrybonukleotydylowej wykazano obecnos¢ elementu 17 pz zabezpieczajacego wias-
ciwe miejsce inicjacji transkrypcji zaréwno in vitro, jak i in vivo. Element ten nazwano
"inicjatorem" [88].

Ostatnio wykazano, ze regulacja ekspresji genu eukaryotéw i to w sensie zaréwno
aktywacji, jak i hamowania moze odbywac sie rowniez poprzez splicing [5]. Dotad badania
w tym zakresie przeprowadzono gtéwnie na ros$linach i niektérych owadach. Powiazanie
aktywacji lub inaktywacji procesu transkrypcji, ktérego czescig sktadowsg jest splicing
wydaje sie oczywiste. Sposob, w jaki te dwa procesy sie zazebiajg, polega na obecnosci
odpowiednich biatek sterujacych tymi procesami [5]. Sadzi sie, ze wptyw procesu splicing
na aktywacje lub inaktywacje genow eukaryotow jest dos¢ znaczny.

REGULACJA AKTYWNOSCI CZYNNIKOW TRANSKRYPCJI PRZEZ POTRANSLACYJINE
MODYFIKACIJE

Przyjmuje sig, ze biatka (wzglednie ich sktadowe) sa stale obecne w komérce i dopiero
dzieki odpowiednim bodZzcom nastepuje ich aktywacja (poprzez cAMP, jony wapnia lub
inne czynniki posredniczace). Poniewaz wiekszo$¢ czynnikéw bioracych udziat w procesie
transkrypcji jest fosfoproteinami, sugeruje sie, ze regulacyjna funkcja tych biatek polega
na fosforylacji-defosforylacji [62], Niezaleznie, rowniez glikozylacja moze by¢ elementem
regulujacym. Typowym przyktadem aktywacji poprzez glikozylacje jest czynnik Spl z
komérek Hela, ktory procz fosforylacji ulega rowniez glikozylacji, przytaczajac na jedna
czgsteczke 10 O-zwigzanych N-acetyloglikozamin [62].

ROLA rRNA W SYNTEZIE BIALEK

Obok transkrypcji, translacja stanowi niewatpliwie réwniez wazny czynnik regulacji
ekspresji genéw. Dotad gtéwng role w tym procesie przypisywano biatkom rybosoméw.
Obecnie, zwtaszcza po wykryciu enzymatycznej funkcji kwasoéw rybonukleinowych, réw-
niez wazna role, a moze nawet wazniejsza, przypisuje sie mato dotagd poznanej funkcji
rRNA. Tymczasem nowsze badania wykazaty, ze rRNA odgrywa decydujaca role we
wszystkich procesach translacji, a wiec w inicjacji, elongacji i terminacji translacji, nas-
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tepnie w asocjacji podjednostek rybosoméw, dekodacji, czyli prawidtowym odczytywaniu
kodu genetycznego, w czynnosci transferazy peptydylowej oraz translokacji syntetyzujace-
go sie tancucha peptydowego z miejsca A do P rybosoméw. Mutacje rRNA, jak wykazaty
odpowiednie badania, prowadzg do szeregu zaburzen translacji i tym samym do zaburzen
ekspresji gendw ( w pozycji 19 literatury zamieszczono obszerny przeglad roli rRNA i
zaburzen translacji, spowodowanych mutacjami rRNA, ktérych tutaj blizej nie moge
omawiac). Inny rodzaj zaburzen ekspresji genéw moze wynikac z alternatywnych translacji
z powodu inicjacji translacji z innych miejsc mRNA, anizeli inicjacji od kornca 5 mRNA.
Jak wiadomo, kodonem rozpoznawanym przez podjednostke 40S rybosomow jest AUG.
Tymczasem nowsze badania wykazaty, ze inicjacja translacji moze wystgpi¢ réwniez z
kodonow AUG wystepujacych w dalszych regionach zaréwno komoérkowych, jak i wiruso-
wych mRNA, powodujac synteze roznych biatek, zwtaszcza ze wybor dalszych kodonéw
AUG moze spowodowaé zmiany ram odczytu i tym samym wielorakie wykorzystanie tego
samego kodu genetycznego do syntezy réznych biatek [36]. Dane te sugerujg, ze powsze-
chnie dotad uznawany dos$¢ prosty model dziatania kodu genetycznego DN A-* RN A-*
biatko; moze ulec znacznym zmianom, co w konsekwencji moze znacznie zwigkszyc¢ liczbe
syntetyzowanych biatek w organizmie, nizby to wynikato z obecnie powszechnie przyjetego
modelu, w ktérym liczba biatek jest ograniczona do liczby trypletow wystepujacych w tej
czesci DNA, ktoéra koduje synteze biatek.

Zagadnien wielorakiej potranslacyjnej regulacji ekspresji gendw syntezy hemu nie
poruszam, jako przekraczajacych ramy niniejszego opracowania.
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