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Complexity of Class 11 Genes - the Regulation of Transcription
Summary

The control of eucaryotic class Il genes transcription is unusually compli-
cated because it is the first stage of their expression in the cell. The assortment
of specific gene coding sequence as a process of selection of submission for ex-
pression genes particularly essential is. In this process, beside RNA polymerase
Il, the basic transcription initiation factors that form different initiation com-
plexes with enzyme and DNA take part, as well as other protein factors, often
tissue specific that interact with fragment of DNA located in the distant place of
the start of transcription. The formation of transcription complex, its compo-
nents and possible interaction are discussed. The control ofthis process are dis-
cussed on the example of contribution of protein kinases and phosphatases
modifying individual proteins, influencing the change of their mutual interac-
tions and, in consequence, differentiating transcription level of specific genes.

Key words:
RNA polymerase |l, transcription initiation factors, holoenzyme, phospho-
rylation and dephosphorylation, transcription initiation components.

1. Wstep

Odkrycie funkcji kwaséw nukleinowych przed prawie pie¢-
dziesieciu laty spowodowato gwattowny rozwdj nauk biologicz-
nych, a w jego rezultacie zwigzanych z nim dziedzin stosowa-
nych, takich jak: medycyna, farmacja, szeroko pojeta produkcja
zywnosci i przemystowe zastosowania agronomii, ogrodnictwa
i hodowli zwierzat. Wynikato to ze znaczenia odkrycia Watsona
i Cricka dla biologii polegajgcego na ustaleniu materialnej formy
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przenoszacej informacje genetyczng wraz ze wszystkimi wynikajgcymi z tego odkry-
cia konsekwencjami, takimi jak wszystkie procesy zwigzane z jej ekspresjg oraz me-
chanizmy jej przekazywania zaréwno do komérek potomnych, a takze w szczegdl-
nych przypadkach do innych komaérek. Przekazywanie informacji genetycznej do ko-
morek potomnych dotyczy catosci tej informacji, podczas gdy koordynowanie pro-
cesO6w zachodzacych w komaérce, poprzez odpowiednia modyfikacje ujawnianej fe-
notypowo cechy, jest zjawiskiem wielostopniowym i dotyczacym Scisle okreslonych
fragmentéw DNA.

Wielostopniowos¢ w bardzo ogoélnym ujeciu, polega na odwzorowaniu sekwen-
cji zasad z DNA na RNA w procesie transkrypcji. Nowo powstaly kwas, po przenie-
sieniu do cytoplazmy stuzy jako matryca do syntezy polipeptydow, a powstate biatko,
po wbudowaniu w struktury komdrkowe spetnia swojg funkcje umozliwiajgc tym sa-
mym wyrazenie informacji genetycznej w postaci cechy. Gtéwnym mechanizmem
pozwalajgcym tworzy¢ rézne fenotypy jest réznicujgca ekspresja gendw klasy 1
(geny klasy | odpowiadajg za synteze RNA rybosomalnego, natomiast geny klasy Il
syntetyzuja tRNA). Regulacja ekspresji genu moze nastapi¢ w kazdym stadium bio-
genezy mRNA lub w czasie translacji mRNA na biatko.

2. Podstawowe elementy regulacji ekspresji genu

Wiele dowodow wskazuje na to, ze poziom mRNA zalezy przede wszystkim od
inicjacji transkrypcji. Proces ten regulowany jest gtdwnie przez interakcje pomiedzy
sekwencyjnie specyficznymi elementami, ktére wystepuja, przy (ale czesto w roz-
nych odlegtosciach) miejscu inicjacji (okreslane jako elementy cis) oraz zespotem
biatek, z ktorych wiele wigze sie ze specyficznymi sekwencjami DNA (okreslane jako
elementy trans). Zaréwno czasowa jak i tkankowa regulacja transkrypcji jest zatem
uzalezniona od ilosci i dostepnosci réznych czynnikéw typu trans. Regulacja na po-
ziomie transkrypcji decyduje o wtasciwosciach komoérek, tkanek, narzadow i catlego
organizmu.

2.1. Podstawowe sktadniki ukitadu transkrypcyjnego

Transkrypcja jest enzymatyczng polimeryzacjg aktywowanych rybonukleotydow,
przebiegajacg w kolejnosci okreslonej przez sekwencje nukleotydow w matrycy
DNA. W wyniku polimeryzacji rybonukleozydo-5'-trifosforanéw (ATP, GTP, CTP, UTP)
powstaje fancuch polirybonukleotydowy. Proces ten katalizujg enzymy zwane poli-
merazami RNA zaleznymi od DNA (nukleotydylotransferaza NTPrRNA EC 2.7.7.6)
zwane potocznie polimerazami RNA. W jadrze komdérkowym organizmow eukario-
tycznych wyrdzniono trzy klasy, polimeraz, ktére odpowiadajg trzem klasom produ-
kowanych fancuchéw RNA. Polimeraza RNA | syntetyzuje rybosomalne RNA (rRNA)
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i wystepuje gtdéwnie w jaderku. Pozostate polimerazy wystepuja w nukleoplazmie
i odpowiadajg za synteze matrycowego RNA (mRNA) - polimeraza RNA Il i trans-
portujacego RNA (tRNA) - polimeraza RNA IIl.

2.2. Etapy transkrypcji

2.2.1. Inicjacja transkrypcji

Proces transkrypcji przebiega w trzech etapach: inicjacji, elongacji i terminacji.
Inicjacja procesu transkrypcji rozpoczyna sie, gdy czgsteczka polimerazy rozpozna
specyficzny odcinek DNA zwany promotorem (1). Region ten zawiera sekwencje,
ktére wigza polimeraze RNA i wyznaczajg pierwsza zasade transkryptu. Promotor
obejmuje réwniez sekwencje biorgce udziat w regulacji transkrypcji. Kompleks ini-
cjacyjny zawiera szereg specyficznych biatek inicjacyjnych, ktére wspomagaja od-
dziatywanie polimerazy z DNA. Peine ztozenie kompleksu inicjacyjnego destabilizu-
je DNA, prowadzgc do jego rozwiniecia. Od tego momentu enzym jest gotowy do
przytaczenia pierwszego nukleotydu. Transkrypcji podlega tylko jedna ni¢ rozple-
cionego DNA.

2.2.2. Elongacja RNA

Etap elongacji zaczyna sie po syntezie pierwszego wigzania fosfodiestrowego
(2). Do chwili, gdy enzym osiggnie sekwencje terminujgca rybonukleotydy przy-
taczane sa do nowo powstajgcego RNA, zgodnie z zasada komplementarnosci za-
sad, a polimeraza przesuwa sie¢ na matrycy DNA. Podczas elongacji niektére biatka
inicjacyjne sg usuwane, a kompleks transkrypcyjny zostaje wzbogacony o czynniki
(biatka) elongacyjne przyspieszajgce przylaczanie zasad. Matryca DNA ulega rozple-
ceniu, w wyniku dziatania przedniej czesci kompleksu transkrypcyjnego i zostaje
zwinieta po zakoriczeniu procesu.

2.2.3. Terminacja transkrypcji

Podczas terminacji rozpada sie kompleks transkrypcyjny, a powstaty RNA zostaje
uwolniony. U prokariota terminacja zachodzi w odpowiedzi na sekwencje DNA sy-
gnalizujace zakoriczenie transkrypcji. Organizmy eukariotyczne oprécz sekwencji
terminujacej posiadaja okreslone biatka terminujace, destabilizujace kompleks i usu-
wajgce transkrypt (3).
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Aktywacja transkrypcji genéw eukariotycznych w odpowiedzi na sygnaly zarGw-
no wewnatrz- jak i zewnatrzkomorkowe wymaga tworzenia wielosktadnikowych
komplekséw transkrypcyjnych. Podstawowa role odgrywaja w tym procesie biatka
specyficznie wigzgce sie z sekwencjami regulatorowymi gendéw i umozliwiajgce ini-
cjacje transkrypcji w miejscu startu syntezy RNA danego genu (4-10).

Element promotorowy stanowi minimalna sekwencja DNA, ktéra jest niezbedna
dla prawidtowej inicjacji transkrypcji przez polimeraze RNA w rekonstruowanych,
pozakomorkowych systemach. Najprostszym z tych elementdw, jest element TATA
zlokalizowany w poblizu pozycji od -30 do -25 oraz inicjator (Inr) bogaty w pirymi-
dyne, zlokalizowany w poblizu miejsca startu transkrypciji.

Doktadna transkrypcja, nawet z silnego promotora, wymaga oprocz polimerazy
RNA Il dodatkowych czynnikéw biatkowych (11). Obecnie dobrze poznano i scharak-
teryzowano 5 podstawowych biatkowych czynnikéw inicjacyjnych. Wyizolowano je
z komorek ludzkich, szczurzych, muszki owocowej, drozdzy oraz rzodkiewnika. Do
czynnikow tych zaliczamy: TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH (TFU - oznacza
czynnik transkrypcyjny polimerazy ).

2.3.1. Czynnik transkrypcyjny TFIID

Dotychczas najbardziej wnikliwie zostat poznany czynnik inicjujacy zwany TFIID,
znacznie poszerzajgc nasza wiedze o jego mechanizmie dziatania w procesie inicja-
cji i regulacji transkrypcji przez polimeraze RNA Il. Charakteryzuje sie unikatowg
wsrdd czynnikéw transkrypcyjnych zdolnoscig rozpoznawania specyficznych sek-
wencji w obrebie promotora (12 ). Sklada sie on z biatka TBP (TATA- box Binding Pro-
tein - biatko wiazace sie z sekwencjg TATA) i specyficznych gatunkowo i komorko-
wo biatek towarzyszacych (TAF's- TATA- box Associated Factors ) (13-17).

2.3.1.1. Rola TBP w inicjacji transkrypcji

Biatko to samoistnie i z duzym powinowactwem asocjuje z regionem TATA
i wspoétdziata ze wszystkimi polimerazami RNA. Domena N-koricowa TBP jest ga-
tunkowo specyficzna, natomiast domena C-koncowa o dtugosci okoto 180 ami-
nokwasow jest wysoce konserwatywna. Potwierdzone to zostato przez analize
sekwencji genéw homologicznych (18). W wyniku przeprowadzonej analizy kry-
stalograficznej wyjasniono role TBP w inicjacji transkrypcji. Sprecyzowano struk-
ture réznych komplekséw TBP, pochodzacych z roslin, z ré6znymi elementami
TATA (19-21). Struktury te wykazuja duze podobienstwo i reprezentujg ogoélny
indukowany mechanizm rozpoznania typu biatko-DNA (22). Pozwala to, na ziden-
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tyfikowanie ramki TATA w ujeciu strukturalnym jako sekwencji ztozonej z 8 par
zasad.

W latach dziewiecdziesigtych, opisano szczegoétowy model zachowawczego od-
cinka TBP, Tréjwymiarowa struktura TBP, przypomina siodto, co doktadnie odpo-
wiada biochemicznej funkcji TBP, jako biatka, ktére obejmuje DNA tworzac stabilng
platforme dla wigzania sie innych czynnikdw transkrypcyjnych. Wigzanie DNA jest
wspomagane przez wklesta cze$¢ ,siodta”, podczas gdy jego ,wypukta” czes¢ wigze
rézne sktadniki kompleksu transkrypcyjnego (23). TBP zawiera dwie prawie iden-
tyczne domeny, odpowiadajace dwém powtérzeniom znalezionym w zachowawczej
czesci TBP (24). W wigzaniu DNA posredniczg zakrzywione, antyrownolegte struktu-
ry typu (3, umozliwiajace duzej, wklestej powierzchni ,siodta” oplecenie nici DNA
wzdtuz malej bruzdy oraz kontakt z sekwencjg TATA. Koniec 5’ standardowej struk-
tury B DNA wchodzi pod wewnetrzng strone molekularnego ,siodta”, gdzie TBP
przeprowadza nagtg tranzycje do rzadko wystepujgcej, czesciowo rozwinietej formy
prawoskretnej, podwajnej helisy. Efekt ten jest wywotany wprowadzeniem dwoch, fe-
nyloalanin, ktére wklinowujg sie pomiedzy pierwsze zasady T:A i odsuwajg je od sie-
bie. Pézniej, rozszerzony mniejszy rowek wchodzi w kontakt z nierozwinietym DNA
znajdujgcym sie pod wewnetrzng strong molekularnego ,siodia”, pozwalajgc na
bezposrednie oddziatywanie pomiedzy tancuchami bialka, a brzegiem mniejszej
bruzdy w obrebie 6 par zasad. Drugi wielki skret, jest wywotany poprzez wprowa-
dzenie dwdch reszt fenyloalaniny pomiedzy dwie ostatnie zasady ramki TATA i tu
nastepuje ponowny nagty powrét do P- struktury. Ze wzgledu na to, ze DNA dazy do
utrzymania struktury typu p poza regionem TATA, parowanie zasad w rozwinietym
regionie TATA ciggle sie utrzymuje (25). Upakowanie DNA w strukture nukleosomu
zwigzane jest z owinieciem sie podwojnej helisy wokot oktameru histonowego.
Potozenie nukleosoméw (uzaleznione od sekwencji), jest skorelowane ze skréce-
niem sie sekwencji bogatych w pary A:T wzgledem mniejszej bruzdy (26,27), a upa-
kowanie ramki TATA w nukleosomach, prawdopodobnie powoduje ScisSniecie sie
mniejszej bruzdy uniemozliwiajgce wigzanie sie podjednostki TBP. Powstaty kom-
pleks preinicjacyjny staje sie aktywny po ztozeniu nukleosoméw (28); zrekombino-
wane drozdzowe TBP zapobiega represji transkrypcji przez nukleosom (29). W ten
sposo6b struktura krystaliczna kompleksu TBP-DNA wyjasnia mechanizm wzajemne-
go wykluczania sie upakowania czgsteczki DNA i transkrypcji. Aktywatory transkryp-
cji, jak sie wydaje, wigza sie do blizszych i dalszych elementéw wzmacniajacych, po-
Sredniczac w wigzaniu sie czynnikéw przebudowujgcych nukleosom z promotorem
genu podlegajacego ekspresji (30). Struktury biatka TBP Acanthamoeba zmienione
w wyniku punktowych mutacji wykazaty preferencje dla ustalonych poprzednio miejsc
wigzan (31). Oddzialywanie TBP z DNA jest silniejsze, gdy DNA jest skrecone wzdtuz
wiekszej bruzdy, natomiast, gdy DNA jest skrecone wzdtuz bruzdy mniejszej, wigza-
nie TBP do DNA jest hamowane (32).
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2.3.2. Czynnik inicjujacy TFIIA

Obecnosé TFIIA przy formowaniu kompleksu promotor-TBP jest nadal kontro-
wersyjna, zalezy ona od zrodta TBP, a takze od warunkéw wigzania. TFIIA jest hete-
rodimerem zbudowanym z dwéch fancuchéw zawierajgcych domeny struktury P-
i a-helisy. Uwaza sig, ze reakcje odtwarzane ze zrekombinowanym TBP nie wyma-
gaja TFIIA (33), podczas gdy reakcje z oczyszczonym TFIID sg stymulowane (34).
Przypuszcza sie, ze TFIIA spetnia funkcje antyrepresora - poprzez wigzanie sie do
kompleksu TBP promotor. TFIIA moze zwieksza¢ zdolno$¢ TBP do konkurowania
z niespecyficznymi biatkami wiazacymi sie z promotorem (35).

2.3.3. Czynnik inicjujacy TFIIB

Czynnik TFIIB wprowadzony jest do utworzonego na sekwencji promotorowej
kompleksu TFIID-IIA-DNA. Gtéwng rolg TFIIB, jest tworzenie pomostu pomiedzy
TFIID a kompleksem poi. RNA lI-TFIIF (36-38).

2.3.4. Czynnik inicjujacy TFIIF

TFIIF w przeciwienstwie do pozostatych czynnikéw transkrypcyjnych tworzy bar-
dzo stabilny kompleks z polimerazg RNA Il. Oddziatujgc z enzymem, TFIIF zwieksza
specyficznosé i wydajnos¢ transkrypciji, a takze wpltywa na poziom elongacji (39-41).
Istotna jest réwniez jego rola w zapobieganiu wigzania sie polimerazy do miejsc
niespecyficznych na DNA, podobnie jak czyni to bakteryjny czynnik g (42-45).

2.3.5. Czynnik inicjujacy TFIIE

Biatko TFIIE, jest heterotetramerycznym biatkiem o podjednostkach 34 kD i 56 kD
(46). Podjednostka o ciezarze 56 kD zawiera ,kieszen” podobng do wszystkich kinaz
z dodatkiem domeny palcéw cynkowych biorgcej udziat w wigzaniu DNA (47), za$
podjednostka 34 kD zawiera miejsca wigzania nukleotydéw. TFIIE bierze udziat w roz-
luznieniu promotora, a takze posredniczy w przylaczaniu sie TFIIF! (48).

2.3.6. Czynnik inicjujacy transkrypcje TFIIH
Czynnik TFIIH ztozony jest z 9 podjednostek o masach od 39 do 89 kD. Biatko to

posiada kilka aktywnosci katalitycznych wigczajac w to: wtasciwosci DNA- zaleznej
ATP-azy, DNA- zaleznej helikazy oraz seryno/ treoninowej kinazy (CDK7), dzieki kt6-
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rej TFIIH moze fosforylowa¢ C-kohcowg domene duzej podjednostki polimerazy
RNA [l (49-51).

2.3.7. Znaczenie innych podjednostek czynnika inicjujacego TFIID

Wymienione czynniki transkrypcyjne tworza z DNA i polimerazg RNA podstawo-
wy kompleks transkrypcyjny. Jest on zbudowany z jednoznacznie ustalonych pod-
jednostek z wyjatkiem TFIID, w ktérym obok TBP wystepuja TAF (TBP - associated
factors) (52,53). Podjednostki TAF o masach czasteczkowych w granicach od 20 do
250 kD sg filogenetycznie konserwatywnymi biatkami, ktére zlokalizowano u ludzi
(hTAFIIS), muszki owocowej (dTAFIIS) i u drozdzy, (yTAFIIS). Ich obecnosc¢ jest wy-
magana w przypadku transkrypcji {in vitro) uzaleznionej od aktywatoréw u ludzi
i muszki owocowej, jednak ich rola w aktywaciji transkrypcji in vitro, jak do tej pory,
nie jest jasna. Niewiele rowniez wiadomo na temat powigzan TBP i TAF wewnatrz
kompleksu TFIID. Na podstawie dotychczasowej wiedzy, wiemy, ze najwiekszy TAFII
(hTAFI1250, dTAF11250, yTAFII30) oddziatuje z gérng powierzchnig TBP i prawdo-
podobnie wigze pozostate TAF do TBP (54-58). Okazalo sie, ze hTAF11250 zapobiega
wigzaniu sekwencji TATA przez podjednostke TBP (59). Szeroka gama i sama natura
oddziaty/lyan TAF z innymi biatkami moze wywotywac rearanzacje roznych TAF,
a w konsekwencji zmiany konformacyjne wewnatrz czasteczki TFIID. Na podstawie
przeprov/adzonej analizy poréwnawczej wynikow biochemicznych i krystalograficz-
nych wysnuto hipoteze, ze wewnatrz czgsteczki TFIID istnieje struktura podobna
do oktaneru histonowego (60). Konsekwencjg takiego ukiladu, jest utrzymywanie
dodatnio natadowanych aminokwaséw, ktore oddziatujg z DNA w nukleosomie.
Wiazg one promotor i podobnie do histonéw owijajg DNA na swojej powierzchni.
Jednocze$nie moga one rowniez posredniczy¢ w oddziatywaniach pomiedzy biatkami
wewnatrr TFIID (61).

2.4. R»la majag”ch zdolnos¢ do indukcji czynnikéw inicjujacych transkrypcije

Podstawowy kompleks transkrypcyjny, wystepujacy we wszystkich komorkach,
aczkolwiek niezbedny w procesie syntezy RNA, kieruje transkrypcja na niskim i nie-
zmiennym poziomie. O majgcych zdolnos$¢ do indukcji i tkankowospecyficznej eks-
presji geiéw decydujg dodatkowe czynniki transkrypcyjne. Moga one dziata¢ jako
aktywatory lub represory transkrypcji, wigzac sie z obszarami regulatorowymi, cze-
sto znacznie oddalonymi od miejsca startu transkrypcji. Zwykle obszary regulatoro-
we gendv majg szereg miejsc wigzacych rézne czynniki transkrypcyjne i dopiero ich
wiasciwa kombinacja sprawia, ze gen ulega prawidtowej i peinej ekspresji (62,63).
Wiele réinych bodzcéw oddziatujgcych na ekspresje gendéw prowadzi do aktywacji
kinaz biatkowych. Sa one integralnym skiadnikiem holoenzymu odpowiedzialnego
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za transkrypcje, w ktérym rowniez wystepuje wiele domen podlegajacych specyficz-
nej fosforylacji, jest zatem prawdopodobne, ze aktywno$¢ czynnikéw transkrypcyj-
nych jest regulowana przez fosforylacje/defosforylacje. Fosforylacja samego czynni-
ka transkrypcyjnego lub biatek cytoplazmatycznych pozwala na przemieszczenie ich
do jadra. Powinowactwo jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych do DNA moze by¢
modulowane przez fosforylacje zaréwno pozytywnie, jak i negatywnie.

2.5. Formy polimerazy RNA Il i ich przemiany

Wszystkie geny kodujace biatka u eukariotow sg transkrybowane przez polime-
raze RNA 11 Istniejg trzy aktywnie transkrypcyjnie formy polimerazy RNA 1l (110, lIA,
IIB) r6znigce sie ciezarami najwiekszej podjednostki odpowiednio 240 kD, 220 kD,
180 kD. Wiadomo, ze sg one Scisle ze sobg powigzane: 1IB - powstaje w wyniku
proteolitycznego trawienia domeny C-konca formy HA (pozbawiona jest tandemowo
powtarzalnej multiheptapeptydowej sekwencji w domenie konhca karboksylowego
duzej podjednostki - CTD), natomiast 110 jest rezultatem fosforylacji C-konca for-
my A (64). Stwierdzono, ze forma IIA wigze sie z kompleksem preinicjacyjnym (65).
W przeprowadzonej analizie krystalograficznej drozdzowej polimerazy RNA 1l (66-68),
wykazano obecnosé wgtebienia o Srednicy 250 nm, utworzonego przez duze pod-
jednostki RPBI i RPB2, przez ktéry przewleczony moze by¢é DNA. Obserwowany
biatkowy ,palec” wystajacy na zewnatrz tej struktury, to domena konca karboksylo-
wego (CTD).

2.5.1. Rola CTD i jego modyfikac|le w czasie transkrypcji

2.5.1.1. Budowa korica CTD

Fragment C-koricowy (CTD - Carboxy Terminal Domain) najwiekszej podjednostki
polimerazy RNA 1, sklada sie z wielokrotnych powtérzen heptapeptydu
Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser (69). Sekwencja ta, moze byé powtérzona od 26 razy
u drozdzy do 52 razy u ludzi i, jak sie wydaje, jest zwigzana ze ztozonos$cig genomu.
Poniewaz 5 z 7 sktadnikéw tych powtérzen moze by¢ fosforylowanych, nic dziwnego,
ze fosforylacja domeny CTD jest centralnym punktem procesu regulacji transkrypcji.

2.5.1.2. Modyfikacje domeny C-konca w czasie transkrypcji

Podczas inicjacji syntezy RNA, domena CTD ulega hiperfosforylacji jedng grupa
fosforanowa na jedno powtdrzenie, ktéremu podlega gtdwnie seryna i w mniejszym
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Stopniu treonina. Do kompleksu preinicjacyjnego wchodzi nieufosforylowana forma
poi. RNA 11 (ll1A) (70), podczas gdy w elongacji bierze udziat forma ufosforylowana
poi. RNA Il (110) (71). W przeciwienhstwie do pozostalych eukariotycznych polimeraz
RNA, inicjacja transkrypcji przez polimeraze Il wymaga hydrolizy wigzan p-y w czgs-
teczce ATP. W punkcie tym nasuwa sie pytanie, w jaki sposob uzyskiwane jest ATP?
Okazuje sie, ze biatko TFIIH zawiera dwie, ATP- zalezne helikazy (ERCC2 i ERCC3)
(72) oraz kinaze specyficzng dla domeny CTD polimerazy RNA Il (73). Przypuszcza
sie, ze jedna z dwoéch wtasciwosci, helikazowych TFIIH musi odgrywaé decydujaca
role w inicjacji transkrypcji. W badaniach przeprowadzonych na drozdzach wykaza-
no, ze z dwoéch helikaz ERCC2 i ERCC3, jedynie ERCC3 posiada aktywnos¢ istotng
dla transkrypcji (74). Dlatego tez przyjmuje sie ERCC3, jako skiladnik energetyczny
kompleksu transkrypcyjnego.

2.5.1.3. Znaczenie modyfikacji (fosforylacji) domeny CTD w inicjacji i elongacji tran-
skrypcji

Domena konca karboksylowego duzej podjednostki polimerazy RNA 1l (dalej
zwana CTD), podlega fosforylacji w trakcie przejscia od inicjacji do elongacji. Oczy-
wista jes: zatem jej niezbednos$¢ dla zycia komaorki (75). Faktem jest réwniez, ze nie-
ktore reconstruowane systemy transkrypcyjne nie wymagaly obecnosci CTD dla
przeprov/adzenia transkrypcji. Okazuje sie, ze zapotrzebowanie na CTD jest zalez-
ne od typu promotora: na przyktad promotor murynowej reduktazy dihydrofoliano-
wej (Ad-ML) moze by¢ transkrybowany pod nieobecno$¢ CTD, natomiast promotor
murynovy DHFR jest uzalezniony od obecnosci CTD (76). W przypadku promotora
TATA, transkrypcja zachodzi bez CTD: stwierdzono, ze dodatek odpowiednika TATA
do CTD - zaleznego promotora reduktazy kwasu dihydrofoliowego (DHFR), znosi
jego uza eznienie od CTD. Za fosforylacje CTD in vitro odpowiedzialnych jest wiele
kinaz (77), niekoniecznie niezbednych in vivo. Zwazywszy, ze fosforylacja CTD za-
chodzi w pierwszych stadiach transkrypcji (inicjacji lub uwalniania promotora), mo-
zna przypuszczaé, ze odpowiednie kinazy sg integralng czescig kompleksu preini-
cjacyjnego (78). Wedtug Sheikhattara (79) aktywnos$¢ kinazowa TFIIH jest obecna w
cyklinozileznej kinazie cdk7 (MOI5). W komoérkach zwierzecych, cdk7 wraz z cy-
kling H oraz biatkiem aktywujacym MAT-1, stanowi czynnik zwany cdk- aktywujgca
kinazg (CAK). Cdk7, jest obecna podczas transkrypcji tylko, wtedy gdy wymagana
jest obecnos¢ CTD i to prawdopodobnie podczas uwalniania promotora. Stwierdze-
nia te sgjeszcze w trakcie badan, stad trudno jak na razie wyciaga¢ na ten temat
ostateczne whnioski.
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3. Aktywacja transkrypcji z poziomu podstawowego do wzbudzonego

3.1. Wplyw innych czynnikéw na transkrypcje

Aktywacja jest to zdolno$¢ do stymulowania transkrypcji powyzej podstawowe-
go poziomu. Zaréwno genetyczne jak i biochemiczne dowody wskazuja na obec-
nos¢ aktywatorow transkrypcyjnych, ktére posrednicza w tym procesie poprzez
tworzenie potaczeh pomiedzy domeng aktywatorowg a podstawowym kompleksem
transkrypcyjnym. Aktywatory transkrypcyjne zawieraja dwie funkcjonalne domeny:
domene wigzacg DNA, ktéra odpowiada za specyficznos¢ oraz domeny aktywatoro-
we, ktére oddziatujg z kompleksem preinicjacyjnym (80,81): bogate w proline, pro-
lamine oraz reszty kwasowe wystepujace u wszystkich organizméw.

Transkrypcja promotoréw wiasciwych dla polimerazy RNA |l jest procesem Scisle
kontrolowanym przez wiele negatywnych lub pozytywnych czynnikéw, takich jak: spe-
cyficzne dla okreslonych sekwencji aktywatory, represory i biatka zwigzane z chromatyng.
Ekspresja genu zwigzana jest z szeregiem sygnatéw zintegrowanych na promotorze
umozliwiajgcych odpowiedni poziom produkcji mRNA. Podstawowg funkcjg biatek ak-
tywujacych jest przyspieszenie sktadania kompleksu preinicjacyjnego (82) poprzez
zwiekszenie liczby specyficznych oddziatywan w trakcie tworzenia tego kompleksu.

3.2. Wplyw aktywatoréw na podjednostki TFIID

Wplyw aktywatoréw na TAFns, wywotuje zwiekszone zapotrzebowanie na TFIID
lub jego wieksza stabilizacje na promotorze (83). Jakkolwiek wptyw czynnikéw TAF
pochodzenia ludzkiego i z muszki owocowej na aktywacje transkrypcji jest dobrze
udokumentowany, to rola TAFns drozdzowego nie jest w petni poznana. Wedtug
Struhla i Greena aktywacja wielu genéw drozdzowych nie wymaga obecnos$ci TAFns
(84,85). Usuniecie TAFns z komérek drozdzowych nie miato zadnego wpltywu na
zdolnos¢ wielu aktywatoréw do stymulacji transkrypcji. Panuje przekonanie, ze TAFns
sg wymagane tam, gdzie ekspresji ulegajg geny, ktérych produkty sg wymagane
w zdarzeniach regulujgcych cykl komérkowy (86).

3.3. Wplyw aktywatoréw na TFIIA i TFIIB

Interakcje aktywatoréw z TFIIA i TFIIB, zapobiegajg ich dysocjacji utatwiajac w ten
sposo6b kolejne etapy procesu inicjacji. Otrzymany w wyniku hybrydyzacji aktywator
Gal4- VP16 wywotuje konformacyjne zmiany w TFIIB, ktore, jak sie uwaza, rozrywajg
oddziatywania pomiedzy koicami aminowym i karboksylowym TFIIB oraz wzmacniaja
przytaczanie sie TFIIF oraz polimerazy RNA Il do kompleksu preinicjacyjnego (87). Na-
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tomiast konformacyjne zmiany kompleksu TFIIA- TFIID, pod wplywem aktywatoréw
ograniczajg poziom aktywaciji (88). W sktad petnego kompleksu preinicjacyjnego wcho-
dza przynajmniej trzy biatkowe kinazy. Dwie z nich cdk7/MO015 z TFIIH oraz cdk8
z kompleksu: mediator/SRB biorg udziat w fosforylacji cdk, ktéra jest niezbedna w pro-
cesie elongacji. Dlatego tez zadaniem aktywatordwjest stymulacja fosforylacji CTD.

3.4. Wptyw aktywatorow na stopien fosforylacji CTD - udziat kinaz w tym
procesie

Aktywatory oddziatujg zaréwno z czynnikiem TFIIFI (89,90) jak i kompleksem:
mediator/SRB (91). Trzecia kinaza to TAFn250, ktéra jest specyficzna dla RAP74
(podjednostki TFIIF) (92). Przypuszcza sie, ze przy niektorych promotorach aktyw-
nos¢ tych kinaz moze by¢ wzmacniana w odpowiedzi na sygnaty pochodzace od ak-
tywatoréw. Fosforylacja domeny C-korica RAP74, oraz by¢ moze innych podstawo-
wych czynnikéw transkrypcyjnych, moze wywotaé pozniejsze zdarzenia, takie jak
uwolnienie czynnikéw biatkowych z kompleksu preinicjacyjnego lub potimerazy
RNA 1l z promotora. Odkrycie aktywnosci kinazowej u wielu podjednostek aparatu
transkrypcyjnego wskazuje, ze regulacja syntezy mRNA u eukariota wynika ze zto-
zonosci tego procesu, na ktory skladajg sie nie tylko oddziatywania typu: biatko-
-biatko, ale réwniez modyfikacje kowalencyjne.

4. Kompleks potimerazy RNA - holoenzym

Eukariota posiadajg stabilng jednostke zawierajgcg polimeraze RNA 1l oraz
wszystkie czynniki biatkowe wymagane do inicjacji transkrypcji z odpowiednich
promotoréw - holoenzym. Kompleksy te w skrocie nazwano RPCs {polymerase RNA
complexes). Obecnie nie jest mozliwy ujednolicony obraz wszystkich sktadnikéw
biatkowych wchodzacych w sktad izolowanych RPCs z drozdzy czy ssakow. Nie usta-
lono réwiiez,jaka ilos¢ ro6znych RPCs jest obecna w jgdrach eukariotéw (93). jednak
sam fakt izolacji komplekséw RPCs stawia przed badaczami mozliwos¢ rewizji po-
gladéw dotyczacych mechanizmu inicjacji transkrypcji oraz jej aktywacji (94). Nale-
zy doda¢ ze wszystkie oddziatywania typu biatko-DNA, na promotorze, byly identy-
fikowane przy uzyciu zrekombinowanych i wysoce oczyszczonych podstawowych
czynnikow biatkowych (95). W takich warunkach kompleks preinicjacyjny powstaje
w nastepujacej kolejnosci wigzania sie czynnikéw transkrypcyjnych do promotora:
TFID, TFIIA, TFIIB, TFIIF/ polimeraza RNA 11, TFIE i TFIIH (96-98) (rys. 1). Izolacja
stabilnyci RPCs zawierajgcych podstawowe czynniki biatkowe moze dowodzié, ze
niektére oddziatywania pomiedzy tymi czynnikami moga nie by¢ wazne dla tran-
skrypcji V kontekscie komplekséw holoenzymowych. Na przyktad izolowane droz-
dzowe R"Cs nie zawieraja TAFs (99,100).

BIOTECHNCLOGIA 3 i(58) 107-123 2002 117



Piotr Dullin i inni

IIH

Sekwencje wzmacniajace/™
CXDCXDOCXDOQOOOXXXXD0OC

PIC

NT Ps

Rozpad
kompleksu

Defosforylacja

Rys. 1. Tworzenie podstawowego kompleksu inicjacyjnego. Podjednostki TFD (TAF) uwzglednione
sg oddzielnie jako biatka tkankowospecyficzne.
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5. Wplyw fosforylaqgi na interakcje podstawowych czynnikéw transkrypcyjnych
z wzmachiaczami

Fosforylacja moze wptywac na interakcje domen transaktywacji z mechanizmem
transkrypcji (101). Przyktadem jest tutaj biatko c-jun, w ktérym w jednym zestawie
sekwencji fosforylacja negatywnie reguluje wigzanie DNA, podczas gdy w innym
zwieksza aktywnos¢ transaktywacyjng (102). Ponadto oprécz regulacji wigzania DNA
i funkcji transaktywacyjnych, fosforylacja moze tez regulowac translokacje jagdrowa
(103). Prawdopodobne jest, jak sie wydaje, ze fosforylacja bedzie tez wplywaé na
inne wiasciwosci czynnikdw transkrypcyjnych, takich jak interakcja biatko-biatko,
gdy sg one potgczone z sgsiadujgcymi miejscami w promotorze lub wzmachiaczu (en-
hancer). Na podstawie trojwymiarowej analizy strukturalnej wykazano, ze fosforyla-
cja moze wptywac na aktywnos¢ biatek transkrypcyjnych przez indukcje allosterycz-
nych zmian konformacyjnych, jak rowniez przez elektrostatyczne oddziatlywania od-
pychajace. Oba te mechanizmy oddzialujg w sposob istotny na regulacje transkrypciji.

6. Regulacja transkrypcji zwigzana z cyklem komoérkowym

Regulacja transkrypcji zachodzi w trakcie fosforylacji zaréwno czynnikéw tran-
skrypcji, jak i podjednostek polimeraz RNA. W najnowszych danych wskazuje sie, ze
u ssakow w chwili sktadania kompleksu preinicjacyjnego wzrasta aktywnos¢ rozma-
itych kinaz biatkowych. Transkrypcja regulowana cyklem komoérkowym jest nie-
zmiernie wazna dla poprawnego podziatu komérki, a zalezna od cyklu komérkowe-
go fosforylacja czynnikéw transkrypcji jest istotna. Na przyktad, Oct-1 jest fosforylo-
wany i regulowany w sposéb zalezny od cyklu komérkowego (104,105). W czasie
mitozy transkrypcja ulega znacznemu obnizeniu. Prawdopodobne jest, jak sie wyda-
je, ze w hamowaniu tym istotng role odgrywa fosforylacja; po pierwsze, fosforylacja
histonéw i upakowanie chromatyny moze uniemozliwi¢ dostep do aparatu tran-
skrypciji; po drugie, sugeruje sie, ze fosforylacja cykliny B/Cdc2 uniemozliwia se-
kwencyjnie specyficznym czynnikom transkrypcji kondensowanie chromatyny w trak-
cie mitozy (106-109). Kinazy biatkowe i fosfatazy odgrywaja pierwszoplanowa role
w regulacji transkrypcji i catego cyklu komérkowego (110). Stwierdzono, ze niekto6-
re geny zwigzane z drozdzowym aparatem transkrypcyjnym kodujg kinazy i fosfata-
zy biatkowe.

7. Podsumowanie i znaczenie regulacji ekspresji genéw w biotechnologii
jednym z przyszitych gtéwnych proceséw poznawczych bedzie poznanie etapow

pomiedzy receptorem na powierzchni komorki a docelowym czynnikiem transkryp-
cyjnym w jadrze. Na przyktad w drozdzach, w ktérych feromonowy szlak reakcji
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prowadzacy do indukcji genu zostatl poddany szczegéto/ej analizie, stwierdzono
istnienie co najmniej trzech kinaz biatkowych na szlakuod receptora i towarzy-
szacego mu biatka G do czynnika transkrypcyjnego. W konérkach kregowcéw szlak
kinazy biatka MAP/ERK moze obejmowac do pieciu kina/biatkowych. Innym waz-
nym zagadnieniem jest rola fosfataz w regulacji transkrypt/jnej u wyzszych eukario-
téow, W Swietle dotychczasowych badan nalezy pamietac,'e regulacja ekspresji ge-
now u eukariotéw zalezy nie tylko od struktury komplesu transkrypcyjnego, ale
takze od modyfikacji jego sktadnikow poprzez szereg sztkéw informacyjnych od-
powiedzi komérki na bodzce srodowiska oraz realizowar/ przez nig program roz-
wojowy.

Osiggniecia badan nad ekspresja gendéw i jej regulacj znalazly bardzo szybko
zastosowanie w biotechnologii. Gtéwne pole aplikacji tychbadan dotyczy tworzenia
organizméw transgenicznych z wprowadzonym obcym gnem. Aby ulegat on pra-
widtowej ekspresji, zgodnej z zyczeniem eksperymentatoa, musi by¢ odpowiednio
kontrolowany. Jest to przeprowadzane przez zastosowane wiasciwego promotora
czyli odcinka DNA znajdujacego sie przed sekwencjg koajgcg mRNA. W transfor-
macji organizmow eukariotycznych najczesciej stosowani sg tzw. promotory kon-
stytutywne - uruchamiajgce synteze RNA we wszystkich tlankach. Pod ich kontrolg
znajdujg sie wprowadzane geny selekcyjne i geny reporteowe. W przypadku roslin
najpopularniejszym, silnym promotorem jest promotor 3!S uzyskany z wirusa mo-
zaiki kalafiora o dtugosci okoto 350 pz. (111). Druga grup promotoréw to promo-
tory tkankowospecyficzne i majace zdolnos¢ do indukovania. Pod ich kontrolg
wprowadza sie geny, ktére majg podlegaé ekspresji tylkow okreslonych tkankach
lub w okreslonych stadiach rozwoju organizmu. Znajdujg<ie one pod kontrolg od-
powiednich elementéw typu trans (112). Podobnie w prypadku transgenicznych
zwierzat uzywa sie prawie wylgcznie specyficznych promitoréw (113). Zastosowa-
nie okreslonego promotora wymaga znajomosci nie tylko>zlakéw biochemicznych
syntezy okreslonych produktéw, ale tez mechanizmoéw rgulacji syntezy poszcze-
g6lnych enzymow danego szlaku, a do tego wiedza na teriat regulacji ekspresji ge-
noéw jest co najmniej przydatna.
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