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1. WSTEP

praktyce biotechnologicznej, jednym z podstawowych zadan jest otrzy-
mywanie stabilnie modyfikowanych roslin transgenicznych. Zazwyczaj
jednak, tylko znikoma cze$¢ transformowanych komodrek wykazuje stabil-
na i petna ekspresje obcych genéw (1); otrzymane po regeneracji rosliny traca
niejednokrotnie, w kolejnych pokolenigch potomnych, nowo nabyte cechy
(2,3). Na podstawie przeprowadzonych dotychczas doswiadczern mozna wyod-
rebni¢ trzy gtéwne aspekty badan nad zjawiskami lezacymi u podstaw efe-
ktywnosci stosowanych metod transformacji, a okreslanych mianem biologii
transferu genowego: 1) poznanie mechanizmow kontrolujgcych rozwoj i rege-
neracje roslin z komdrek transgenicznych, 2) umiejetne projektowanie wekto-
rowego DNA, uwzgledniajgce wiedze na temat specyfiki srodowiska genetycz-
nego transformowanej komorki (organizmu) oraz 3) badanie oddziatywan
biatek i kwaséw nukleinowych zachodzacych na poszczegbdlnych etapach
transformaciji.
We wszystkich poznanych procesach przechowywania, przekazywania
i ekspresji informacji genetycznej wystepujg specyficzne oddzicit)rwania kom-
plementarnych uktfadéw makroczasteczek — biatek i kwaséw nukieinowych
(4). Petna charakterystyka procesu transformacji genetycznej powinna zatem
zawieraC opis oddziatywan rekombinowanego DNA (rek-DNA) z biatkami, to-
warzyszacych transportowi rek-DNA przez btony biotogiczne do wnetrza jadra
lub innych organelli komérkowych (mitochondriéw i chloroplastow). Obu tym
zagadnieniom — transformacji (2,3,5-10) oraz kontaktom biatkaikwasy nu-
kleinowe (11-14) — traktowanym jako odrebne problemy badawcze, poswie-
cone jest bogate piSmiennictwo, jednak brakuje wcigz prob zebrania i omoé-
wienia dostepnych juz danych pod katem wyi'éznienia i scharakteryzowania
zdarzen decydujacych o efektywnosci procesu transformacji genetycznej (2).
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Podejmujac sie takiego zadania, autorzy musza bowiem braé¢ pod uwage tak
obszerne i skomplikowane kategorie zjawisk, jak: wzajemne oddziatywania bia-
tek i kwasow nukleinowych, transport makroczasteczek przez btony komérko-
we, procesy rekombinacji genetycznej i regulacji ekspresji genéw, a takze, za-
lezny od typu komorki, specyficzny metabolizm — czyli szereg dodatkowych
czynnikéw modyfikujacych przebieg badanych mechanizméw (2). Z tego wzgle-
du, w artykule przyjeto zatozenia porzadkujace, stanowigce teoretyczng ptasz-
czyzne dyskusji przedstawianych w pracy zagadnien. Do nich naleza:

1) wewnatrz- i zewnatrzkomérkowy transport kwasow nukleinowych,
w tym transport rek-DNA, oparty jest na mniej lub bardziej specyficznych
oddziatywaniach pomiedzy wyspecjatizowanymi domenami biatek transportu-
jacych i regionami czgsteczki przenoszonej,

2) specyficzne oddziatywania pomiedzy zdefiniowanymi regionami biatka
transportujagcego i receptora biatkowego umozliwiajg efektywny transport
przez biatkowe kompteksy w btonach biologicznych,

3) w transporcie kwasow nukleinowych uczestniczg podobne biatkowe efe-
menty strukturalne oraz

4) transport kwaséw nukleinowych i czesci biatek wykazuje wiele ceeh
wspolnych — mechanizmy komérkowego transportu makroczasteczek majg
charakter zintegrowany.

Charakterystyka oddziatywan pomiedzy biatkami i rek-DNA w systemach
transformacji bezposredniej i Agrobacterium tumejaciens zostata skonfronto-
wana z danymi dotyczacymi kontaktéw typu biatka:RNA, biatka:DNA i biat-
ka:biatka, a takze z wynikami badan przeprowadzonych nad mechanizmami
wewnatrzkomaérkowego transportu i eksportu makroczasteczek.

2. Oddziatywania biatka:rek-DNA
a efektywnosc¢ systeméw transformacji bezposredniej

w wiekszosci stosowanych metod transformacji bezposredniej (np. elektro-
poraeja, transformacja z uzyciem PEG/CaClz2, fuzja z liposomami) wprowadza
sie wektorowy DNA do Csrtoplazmy (5). Wstrzeliwanie rek-DNA do komoérek
lub protoplastow (ang. particie gun) pozwala na czesciowe ominiecie etapu
cytoplazmatycznego (6). Wreszcie, w metodzie mikroiniekcji wprowadza sie
rek-DNA bezposrednio do wnetrza jadra komérkowego (7). W praktyce, we
wszystkich tych przypadkach wektorowy DNA oddziatuje z r6znymi biatkami
na poszczegoblnych etapach transformacji, poprzedzajgcych integracje z geno-
mem gospodarza. W konsekwencji dochodzi do znacznego obnizenia efektyw-
nosci systemow transformacji bezposredniej (1-3,5-8). Aby otrzymac od Kilku
do kilkudziesieciu transgenicznych komorek i/lub kaluséw za pomocg metody
elektroporacji lub z uzyciem PEG, transformuje sie jednorazowo od Kilkuset
tysiecy do kilku milionéw protoplastéw (15,16). Capecchi (17) oraz Mirzayans
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i wspoét. (18) badali dynamike przejscia rek-DNA z cytoplazmy do jadra. Oka-
zalo sie, ze uzyskanie chocéby przejsciowej ekspresji obcych genéw po mikro-
iniekcji rek-DNA do cytoplazmy pojedynczych komoérek jest praktycznie nie-
mozliwe. Tymczasem przejsciowa ekspresja obcych genéw po mikroiniekcji do
jadra jest zjawiskiem typowym (7). Niestety, niewielka tylko czes¢ komorek
wbudowuje rek-DNA do genomu (2,6,7). Wspodiczynnik konwersji ekspresji
z przejsciowej na stabilna, dla komorek transformowanych za pomocg metody
particie gun, waha sie w granicach od ok. 1/80 do ok. 1/4000 (19,20). Zwie-
kszenie ilosci rek-DNA przypadajacego na transformowang komorke nie po-
woduje podwyzszenia czestosSci pojawiania sie transgenicznych kolonii poza
okresSlone, zalezne od rodzaju rek-DNA oraz typu komorki biorcy, plateau.
W przypadku mikroiniekcji rek-DNA do jadra, dla kolonii uzyskanych po re-
kombinacji nieuprawnionej, wartos¢ plateau oscyluje pomiedzy 0,005 a 0,2
transgenicznych kolonii/komoérke (7). Odpowiada to ok. 5 czgsteczkom linio-
wej lub 20-50 czasteczkom kolistej formy dwuniciowego DNA (dsDNA) wpro-
wadzonego do komoérki L myszy (21) oraz 500 liniowym czgsteczkom dsDNA,
przypadajacym na jedna zaptodniong komodrke jajowa myszy (22). Wyniki te
Swiadczg o tym, ze — podobnie jak w przypadku innych proceséw przebie-
gajacych w jadrze — efektywnos¢ transformacji genetycznej jest funkcjg wy-
dajnosci biatkowego aparatu jadrowego komorki biorcy. Wbudowany rek-DNA
ulega stosunkowo niewielkim rearanzacjom (5), tymczasem przed integracjg
obcy DNA narazony jest na atak licznych, zwigzanych z jadrem, aktywnosci
enzymatycznych. Prowadzi to do niepowtarzalnych i niemozliwych do przewi-
dzenia obrazéw integracji (5,8). Niewielka czes¢ tych oddziatywan daje w efe-
kcie oczekiwany wynik — stabilnie zrekombinowang komorke transgeniczna.
Najprawdopodobniej od przebiegu wczesnych oddziatywan na etapie jadrowym
zalezy tez stabilno$¢ integracji i ekspresji obcych genéw w kolejnych, poto-
mnych pokoleniach roslin transgenicznych (2,3). Wiele danych wskazuje na
wycinanie z genomu i dezaktywacje obcego DNA w roslinach potomnych po
transformacji oczyszczonym DNA (2,3,5).

Oddziatywania biatka:rek-DNA w systemie transformacji
Agrobacterium tumefaciens

Transformacja komoérki roslinnej przez A. tumefaciens to najlepiej poznany,
naturalny proces przenoszenia DNA ponad barierami pokrewieristwa. Kolejne
etapy interakcji bakteriairoslina prowadzace do transferu, integracji i ekspre-
sji genéw T-DNA w komadrce roslinnej w znacznym stopniu zostaty juz scha-
rakteryzowane (5,9,10). W tworzeniu i eksporcie infekcyjnej nici T-DNA od
poczatku uczestniczg biatka bakteryjne kodowane przez geny regionu vir pla-
zmidu Ti. Ich obecnos¢ jest warunkiem koniecznym do prawidtowego prze-
biegu procesu transfem T-DNA. Rozdziat ten poswiecono oméwieniu struktu-
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ralnych i funkcjonalnych cech oddziatywan biatka:T-DNA, prowadzacych do
infekcji komorki roslinnej.

3.1. Budowa i transport kompleksu T

Forma aktywng T-DNA jest ni¢ infekcyjna zbudowana na bazie jednoni-
ciowego T-DNA (ssT-DNA) i dwodch biatek bakteryjnych kodowanych przez
geny virD2 oraz virE2, zwana kompleksem T (10,23). Kontakt sekwencji T-
DNA z biatkiem VirD2 (47kDa) rozpoczyna sie na wczesnym etapie syntezy
nici infekcyjnej. VirD2 petni role specyficznej endonukleazy przecinajacej se-
kwencje brzegowe T-DNA (24,25). Funkcje te spetnia 50% czgsteczki od korica
aminowego. Region ten odpowiada réwniez za silny kontakt z 5’- koricem nici
infekcyjnej. Jest on odporny na dziatanie wysokiej temperatury (gotowanie
w roztworach detergentéw) i zwigzkéw denaturujgcych (np. fenolu). Oddzia-
tywanie VirD2 z T-DNA ma prawdopodobnie charakter wigzania kowalencyj-
nego (23). Mutanty delecyjne Aprobacterium pozbawione czesci sekwencji ami-
nokwasowej VirD2 od korica karboksylowego, nie sg zdolne do infekcji ko-
morek rosliny (26). Dlatego uwaiza sie, ze transport nici T-DNA odbywa sie
kierunkowo, od kornca 5’, dzieki asocjacji z VirD2. W przeprowadzonych ba-
daniach sekwencji aminokwasowej VirD2 z trzech szczepdéw Agrobacterium
typu nopalinowego, oktopinowego i agrocynopinowego, wykazano wysokg ho-
mologie sekwencji (do 85%), w regionie obejmujacym N-koricowg potowe bial-
ka. Wykazano rowniez, ze karboksylowe reszty czasteczek zawierajg sekwencje
0 identycznosci siegajacej 25%, przy czym najbardziej konserwatywny frag-
ment, to ostatnie 29-31 aminokwaséw (10). U wszystkich badanych VirD2
w rejonie tym wystepujg krétkie odcinki 4-5 aminokwaséw, zgodne z sekwen-
cja sygnatowa lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localizing sequence — NLS),
charakterystyczna dla wielu biatek jadrowych pochodzenia zwierzecego
(27,11). Aby stwierdzi¢, czy NLS petnig istotng role w transporcie kompleksu
T do jadra, zbadano udziat mutantéw delecyjnych i insercyjnych biatka VirD2
(100 koncowych par zasad) w indukcji tkanki nowotworowej. Po transformacji
nierozbrojonym szczepem Agrobacterium nie zaobserwowano wzrostu tkanki
nowotworowej (26,28). W kolejnych eksperymentach badano lokalizacje frag-
mentow restrykcyjnych oraz oligonukleotydéw, pokrywajgcych rozne regiony
sekwencji kodujacej VirD2 po fuzji z genem GUS ((i-glukuronidazy) in vitro
(29). Otrzymane wyniki potwierdzity zdolno$¢ VirD2 do przemieszczania sie
z cytoplazmy do jadra komoérkowego. Okazato sie, ze NLS VirD2 skiada sie
z dwoch czesci, z ktorych kazda niezaleznie przenosita GUS do jadra komoér-
kowego. Stwierdzono tez, ze obie NLS funkcjonuja z maksymalng wydajnoscia.

Biatko VirE2 (60,5 kDa) to drugi ze zidentyfikowanych komponentéw biat-
kowych kompleksu T. Wystepuje ono w komdrce w duzej liczbie kopii, stano-
wigc ok. 0,05% (ok. 1000 czasteczek) wszystkich biatek Agrobacterium (10).
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Jest to biatko o siln3nm powinowactwie do ssDNA, co jest typowga cechg rodziny
biatek ssb (biatek wiazgcych jednoniciowy DNA) (30). Podobnie jak inne ssb,
VirE2 wigze sie z nicig infekcyjng w sposob kooperatywny i niezalezny od
sekwencji nukiteotydowej DNA. Jedna czasteczka VirE2 obejmuje ok. 30 nu-
kleotydow, stad ni¢ T-DNA o przecietnej dtugosci moze by¢ z nim catkowicie
skompleksowana. In vitro, VirE2 zabezpiecza ssDNA przed degradacjg egzo-
i endonukieotityczng (31). Inna funkcja VirE2 polega na wymuszeniu, niezbed-
nej w transporcie przez pory jadrowe, konformacji kompleksu T. Nie zwigzany
z VirE2 ssDNA wystepuje w C)d:ozolu w postaci nieregularnej, zwinietej stru-
ktury. Asocjacja z VirE2 powoduje rozluznienie ssDNA poprzez czesciowe roz-
winiecie klebka. Prowadzi to do powstania kompleksu o $rednicy 2 nm; taka
struktura moze juz przejs¢ przez swiatto poru (31). Dla T-DNA o wielkosci
20kb, dtugos¢ kompleksu wynosi ok. 3600 nm, zas ciezar czasteczkowy siega
50x10® Da. Zestawienie tych parametrow z przecietnymi wymiarami poru ja-
drowego ($rednica kanatu poru — ok. 9-10 nm, ajego gltebokos¢ 60 nm (11)),
nasuneto badaczom watpliwosci co do efektywnosci transportu tej relatywnie
duzej czasteczki (10). W przeprowadzonych in vivo badaniach mutantéw de-
lecyjnych Agrobacterium, pozbawionych catej C-koncowej potowy VirD2, cze-
stos¢ indukcji tkanki nowotworowej w zainfekowanych roslinach stanowita 2%
czestosci indukcji charakterystycznej dla szczepu dzikiego (10). Duze rozmiary
kompleksu T oraz szczatkowa aktywnos¢ mutantdéw detecyjnych VirD2 suge-
rowaty, ze w transporcie kompleksu uczestniczg dodatkowe czynniki wspoma-
gajace. Istotnie, analiza sekwencji aminokwasowej VirE2, z A. tumefaciens typu
oktopinowego i nopalinowego (10,32), wykazata obecno$¢ dwdch odcinkéw
homologicznych z sekwencjg NLS. Poréwnanie sekwencji sygnatowych biatek
VirD2, VirE2 oraz nukleoptazminy przedstawiono na lys. 1. (10). W prowa-
dzonych dalej badaniach polegajacych na fuzji virE2 z sekwencjg kodujaca
GUS (10) potwierdzono postulowany udziat VirE2 w transporcie dojadrowym.
Aktywnos¢ NLS VirE2 jest co prawda znacznie stabsza od aktywnosci NLS
VirD2, pozwala ona jednak prawdopodobnie na staty kontakt kompleksu T
z odpowiednim elementem struktury poru, wchodzacym w skiad aktywnego
biatkowego aparatu transportujgcego. Hipoteza ta jest zgodna z wynikami eks-
perymentu, w ktéorym dzikie i transgeniczne — produkujaee biatko VirE2 —
rosliny tytoniu transformowano mutantami delecyjnymi Agrobacterium pozba-
wionymi regionu VvirE. Zanotowano brak lub tez ograniczong indukcje tkanki

Virg2 KLRPEDRYIQTEKYGRR (Reszty 228-244)
Virg2 KTKYGSDTEI/<LKSk (Reszty 296-310)
VirD2 KRPREDDDGEPSERKRER (Reszty 417-434)

nukleoplazmina  KRPAAJKKAGQAKKKKL

Rys. 1. Poréwnanie sekwencji sygnatowych NLS biatek VirD2, VirE2 oraz nukleoptazminy
(10). Kursywg oznaczono reszty konserwatywne.
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nowotworowej w roslinach dzikich. Rosliny transgeniczne wytwarzaty nato-
miast normalng (typu dzikiego) tkanke rakowa (10).

W podsumowaniu opisanych badan Zambiyski (10) proponuje schemat,
w ktérym do transportu nici T-DNA do jadra komérkowego wymagane jest
potaczone dziatanie biatek VirD2 i VirE2. Rola VirD2 polegataby na inicjacji
oraz na zapewnieniu kierunkowosci procesu transformacji, podczas gdy VirE2
warunkowatby jego ciggtos¢ i zamkniecie.

Interesujgcym zagadnieniem jest udziat bialek kompleksu w procesie in-
tegracji T-DNA z genomem gospodarza. Jest to proces w istotnym stopniu
zdeterminowany i powtarzalny, najprawdopodobniej zalezny od aktsrwnosci
zwigzanej z 5’-koncem T-DNA czasteczki VirD2 (33). W okoto 80% przypadkdw
zintegrowany z genomem T-DNA konczy sie w obrebie trzech pierwszych zasad
prawej sekwencji brzegowej. Mniej specyficznie wbudowuje sie koniec prze-
ciwlegly: T-DNA konczy sie atbo w obrebie lewej sekwencji brzegowej (60%
przypadkow), albo w rejonie obejmujgcym 90 nukleotydéw od 3’-konca cza-
steczki (33). Insercja T-DNA zachodzi w rdéznych rejonach chromosoméw ro-
slinnych, preferowane sg jednak sekwencje aktywnego transkrypcyjnie DNA
(34,35). Po transformacji oczyszczonym plazmidem Ti za pomocg metody
transformacji bezposredniej, typowy dla T-DNA obraz integracji nie zostaje
zachowany (36). Prawidtowy i typowy dla Agrobacterium przebieg rekombinacji
wymaga zatem uprzedniej obrobki T-DNA, polegajgcej na wycieciu T-DNA
z plazmidu Ti oraz asocjacji z odpowiednimi biatkami bakteryjnymi.

3.2. Udziat innych biatek w transporcie konnpleksu T

Biatka kodowane przez dwa najwieksze loci regionu wirulencji — virB oraz
uirD — to potencjalne skiladniki aparatu biatkowego, umozliwiajgcego przej-
Scie kompleksu T przez btone cytoplazmatyczng komarki bakteryjnej i roslin-
nej. Poznanie oddziatywan zachodzacych pomiedzy komponentami takiej stru-
ktury a biatkami kompleksu T pomoze prawdopodobnie w zrozumieniu mole-
kularnych mechanizmoéw regulujacych przejscie T-DNA przez pory jadrowe.

Po dokonaniu analizy sekwencji zasad potencjalnych, otwartych ramek
odczytu (ORF) regionu uirB okreslono sekwencje aminokwaséw w produktach
biatkowych. Na tej podstawie ustalono wiasciwosci fizyczne, lokalizacje wew-
natrzkomoérkowa oraz niektére prawdopodobne funkcje biatek VirB (10).
Aproksymacje te wsparte zostaty eksperymentami przeprowadzonymi w celu
wyizolowania poszczegoélnych biatek z odpowiednich frakcji komérkowych. Su-
maryczne wyniki tych badan przedstawiono w tab. 1.
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ORF

VirBI
VirB2
VirB3
VirB4
VirB5
VirB6
VirB7
VirB8
VirB9
VirB 10
VirB 11

Sekwencja
sygnatowa
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Tabela 1
Postulowana lokalizacja i funkcja biatek VirB (I0)

Region
transbtonowy
nie

Przypuszczalna Znana Przypuszczalna
lokalizacja lokalizacja funkcja
P/OM P S
IM - R
IM - R
C M C
IM P>M>C S
IM - R
oM - P
IM M R
P/OM M>P S/P
IM - R
C M>C A

Zaznaczono wystepowanie {+) lub brak (-) sekwencji sygnatowej, warunkujacej lokalizacje

w blonie komorkowej; zastosowane dla okreslenia lokalizacji biatek skrdty oznaczajg; P — pe-
riplazme, M — blone komérkowsa, IM — wewnetrzng blone komoérkowa, OM — zewnetrzng
btone komérkowa, C — eytoplazme; nie — brak potencjalnych regionéw transbtonowych; przy-

puszczalne funkcje opisano w tekscie.

Uogolniajgc, lokalizacja biatek VirB obejmuje btone komorkowsa i periplazme
Agrobacterium. Komponentom biatkowym przypisuje sie tu nastepujgce fun-
kcje: 1) receptorowag (R — VirB2/ VirB3/ VirB6/ VirB8/ VirB10), 2) zrodta

oM

Rys. 2. Model budowy kanatu btonowego umozliwiajgcego eksport kompleksu T do komérki
roslinnej (10, zmodyfikowano). Oznaczenia jak w tab. 1.
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energii — ATPaza (A — VirBll); moze jg petni¢ samo biatko R, 3) formowa-
nia kanatu w btonie komoérkowej (C — VirB4), 4) biatka transportujgcego —
elementu ruchomego uktadu — przeprowadzajgcego przez kanat kompleks T
(S — VirBl/ VirB5/ VirB9) oraz 5) receptora umozliwiajacego wigzanie z bto-
ng komorkowa komorki roslinnej (P — VirB7/ VirB9). Zaproponowany przez
Zambryski model budowy kanatu btonowego przedstawiono na lys. 2 (10).

4. Wymiana cytoplazmatyczno-jgqdrowa biatek
I kwasow nukleinowych

Wymiana kwaséw nukleinowych i biatek pomiedzy cytoplazmg a jagdrem
komérkowym to jeden z wazniejszych procesow zachodzgcych w komorce
eukariotycznej (11). Jego podstawg sg oddziatywania pomiedzy specyficznymi
domenami biatkowymi, sekwencjami zasad kwasow nukleinowych i struktu-
rami poréw jadrowych (11). Sekwencje sygnatowe (NLS), znajdowane w nie-
ktérych biatkach jadrowych, umozliwiajg przejscie do jadra r6znych, zasocjo-
wanych z nimi makroczasteczeJc (11), a nawet czagstek metali (37). Cechg
0goIng tych oddzialsrwan jest zaleznos¢ szybkosci transportu od ilosci doste-
pnych NLS, przypadajacych na czgsteczke przenoszong (38). Nadmiar synte-
tycznych peptydéw sygnatowych hamuje transport, prawdopodobnie na sku-
tek wysycenia miejsc receptorowych w obrebie poréw jgdrowych (39). Ponadto
proces wymiany cytoplazmatyczno-jagdrowej jest zalezny od nakiadu energii
(40). Zahamowanie syntezy ATP, podobnie jak obnizenie temperatury, np. do
0°C, blokuje transport. Wykazano tez, ze makroczasteczki niezdolne do aso-
cjacji z biatkiem transportujacym (typu NLS) nie przemieszczajg sie do wne-
trza jgdra komdrkowego (37).

4.1. Sekwencje sygnatowe biatek transportujgcych

Sekwencja NLS jest wysoce konserwatywnym elementem wystepujacym
w wielu biatkach snRNP i hnRNP (biatka wigzace odpowiednio maty jadrowy
RNA i heterogenny jadrowy RNA) pochodzenia zwierzecego i roslinnego (11,41-
43). Na podstawie przeprowadzonych ostatnio badan biatek VirD2 i VirE2
A. tumefaciens, przypuszcza sie, ze takze nizsze organizmy moga posiadac
biatka zawierajgce regiony homologiczne do NLS (10,27). Obok konserwatyw-
nej NLS typu nukleoplazminy (37) i antygenu T SV40 (44) o sekwencji Lys-
Arg/Lys-X-Arg/Lys, wystepujacej Zcizwyczaj jako element wiekszy — dwucze-
sciowy (45), w innych biatkach jadrowych zlokalizowano sekwencje sygnatowe
0 budowie mniej lub bardziej od niej odbiegajacej (39,43). W zwigzku z tym
uwaza sie, ze w ré6znych komoérkach wystepowaé moga charakterystyczne pod-
rodziny sekwencji sygnatowych. Rozpoznawanie r6znych NLS moze by¢ istotne
z punktu widzenia regulacji wymiany cytoplazmatyczno-jgdrowej podczas pro-
cesu wzrostu i réznicowania komorki. Otwarte pozostaje pytanie, czy rdzne
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NLS rozpoznawane sg przez odmienne receptory biatkowe, czy tez jeden re-
ceptor rozpoznaje wiekszg ilos¢ NLS oraz to, gdzie dochodzi do kontaktu
NLSireceptor. Najprawdopodobniej receptory zlokalizowane sg w obrebie po-
row jadrowych. Nie wyklucza sie tez cytoplazmatycznej lokalizacji biatek re-
ceptorowych.

Obok zmiennosci samej sekwencji NLS, wiele innych zjawisk wptywa na
jakos¢ transportu dojadrowego. Niektore biatka cytoplazmatyczne mogag
przej$¢ do jadra po uprzedniej aktywacji. Polega¢ ona moze na odwracalnej
modyfikacji sekwencji sygnatowej lub indukowanej zmianie struktury okre-
Slonych regionéw czasteczki biatka. Mechanizm pierwszy przypominatby mo-
dyfikacje biatka Ela adenowirusa (46). Natomiast drugi typ oddziatywan za-
ktada sie w przypadku dojgdrowego transportu snRNA U2, majacego miejsce
na wczesnych etapach rozwoju zarodkowego Xenopus. Asocjacja snRNA U2
z odpowiednim snRNP prowadzitaby do ekspozycji sekwencji sygnatowej. Uda-
to sie zidentyfikowac krotki odcinek RNA, odpowiedzialny za wigzanie snRNP
i transport snRNA U2 do jadra (47).

W przypadku niektérych biatek stwierdzono interesujacg zalezno$¢ pomie-
dzy stanem fizjologicznym komérki a lokalizacjg wewnatrzkomoérkowa. Pod-
jednostki katalityczna i regulatorowa zaleznej od cAMP kinazy biatkowej
u Dictiostelium discoideum, w wamnkach niskiego poziomu komorkowego
CcAMP, zlokalizowane sg w cytoplazmie. Przy podwyzszonym poziomie cAMP
podjednostka katalityczna przechodzi do jadra (48). Pewne wystepujace w ja-
drze komorkowym hnRNP, jak np. biatka A i B czlowieka, przechodzg do
jadra w sposob zalezny od aktywnosci transkrypcyjnej. Inhibicja polimerazy
RNA 1l powoduje akumulacje takich biatek w cytoplazmie. Co ciekawe, biatka
te nie posiadaja NLS (49).

Charakterystyczng cecha odrézniajacg NLS od innych sekwencji sygnato-
wych, Kierujacych transportem biatek do retikulum endoplazmatycznego (ER)
i mitochondriéw jest permanentne zwigzanie z resztg czasteczki biatka — po
wejsciu do jadra NLS nie zostaje usunieta (43). Ta swoista cecha NLS pozwala
biatkom na powr6t do jadra po zakonczeniu mitozy, pod koniec ktdrej RNP
usuwane sg do cytoplazmy (w cytoplazmie RNP pozostajg az do uformowania
sie nowej otoczki jadrowej) (49,50). Interesujace jest tez to, ze biatka wypo-
sazone w NLS (np. biatka C i U czlowieka), jak sie wydaje, sa na state zwig-
zane z jgdrem (42,49). Wspomniane juz biatka, ktore nie posiadajg NLS (A
i B), moga natomiast przechodzi¢ zaréwno do jadra, jak i z powrotem — do
cytoplazmy (ang. shutling proteins) (49). NLS determinuje prawdopodobnie
wytgcznie dojadrowy kierunek transportu, uniemozliwiajac ruch w strone
przeciwna.

4.2. Struktury odpowiedzialne za asocjacje RNP z kwasami nukleinowymi

Przeprowadzono szereg eksperymentéw w celu okreslenia strukturalnych
wymogow oddzial}rwah biatkaihnRNA. Polegaty one na sekwencjonowaniu, mu-
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tagenezie oraz kontrolowanym wigzaniu RNP ze zdegenerowanymi matrycami
hnRNA (13). Zidentyfikowano w ten sposéb kilka powszechnie wystepujacych
biatkowych motywow strukturalnych zaangazowanych w wigzanie hnRNA. Opi-
szemy dwa sposrdd nich: RBD (ang. RNA-binding domain) oraz RGG.

W pojedynczej czasteczce RNP znalez¢é mozna kilka domen wigzacych RNA
i co najmniej jedng odpowiedzialng za oddziatywania z biatkami.

RBD wystepuje w szerokim spektrum biatek jgdrowych, cytoplazmatycz-
nych i organellowych, izolowanych z komadrek zwierzecych, roslinnych i grzy-
bowych (zob. rys. 6) (51-54). W domenie tej wyrdzni¢ mozna dwie charaktery-
styczne sekwencje: RNPI i RNP2 (51). RNPI zawiera najbardziej konserwa-
t}rwny odcinek RBD o sekwencji aminokwasOw: Lys/Arg-Gly-Phe/Tyr-Gly/Ala-
Phe-Vat-X-Phe/TYr. RNP2 jest mniej konserwatywnym, bogatym w aminokwa-
sy aromatyczne i alifatyczne, heksapeptydem. W obrebie RBD wystepuje tez
pewna ilos¢ wysoce konserwatywnych pozycji aminokwasowych (51,52). Prze-
prowadzone za pomocg technik krystalograficznych oraz NMR analizy pozwolity
na okreslenie struktury przestrzennej RBD biatka Ul snRNP A. Struktura ta
sktada sie z dwdch a-helis i czterech odcinkéw typu (3-harmonijka: (31-a1-(32-
(33-a2-(34 (55,56). Na podstawie przeprowadzonych badan NMR w roztworze
okreslono tez wzajemne utozenie poszczegdlnych elementéw struktury RBD
biatka hnRNP C (57) (rys. 3).

Najwiekszg zmiennoscig sekwencji i dtugosci u wszystkich RBD odznacza
sie petla tgczaca odcinki (32 i (33. Jest to prawdopodobnie miejsce regulacji
specyficznosci wigzania hnRNA. RBD biatka Ul A wigze specyficznie i stabilnie
odcinek snRNA o strukturze ,,szpilki do wtoséw” (58). Wiazanie to nie wplywa
na zmiane konformacji snRNA. Podobnie, nie ulega zmianie ogélne uporzad-
kownie przestrzenne RBD. W badaniach interakcji RBD hnRNP C z prefero-

Rys. 3. Schemat budowy przestrzennej domeny
RBD (57, zmodyfikowano).
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wanym substratemm RNA — r(U)8 znéw przy uzyciu techniki NMR, okazato
sie, ze wiegkszo$¢ aminokwasOow bioragcych udziat w bezposrednim wigzaniu
RNA zlokalizowanych jest na odcinkach (3 oraz w prlegajacych do nich kon-
cowych fragmentach RBD (59). RBD jako cato$¢ tworzy swego rodzaju plat-
forme, na ktérej uktada sie ni¢ hnRNA. W konsekwencji, czasteczka hnRNA
zajmuje w kompleksie pozycje wyeksponowang, co umozliwia interakcje z in-
nymi czynnikami bialkowymi. Wiele biatek RNP, np. A2 i Bi oraz Cl i C2,
rozni sie miedzy sobg wytacznie obecnoscig krotkich peptydéw w pozycjach
odpowiednio od konca aminowego i karboksylowego RBD (60). Cho¢ faktyczna
rola tych modyfikacji nie jest znana, przypuszcza sie, ze podobnie jak w przy-
padku wielu znanych, specyficznych oddziatywan biatka:DNA, N-korcowy re-
gion domeny wigzgcej biatka tworzy kontakt z substratem poprzez zasadowe
reszty aminokwasowe, co prowadzi do réznych zmian strukturalnych w tym
rejonie (61,62).

Cecha biatek RNP, zwigzang z obecnoscig w czasteczce kilku RBD, jest
mozliwa plastycznos¢ struktury i funkcji. W przeprowadzonej analizie porow-
nawczej RBD rdznych biatek, pochodzacych z odmiennych zrédet, wykazano,
ze poszczegblne RBD ewoluowaly niezaleznie (63). Natomiast w badaniach
biofizycznych okazato sie, ze cechy odcinkéw dzielagcych RBD sprzyjajg ich
swobodnemu uporzadkowaniu przestrzennemu (64). Dzieki temu jedno biatko
moze jednoczes$nie oddziatywaé z odrebnymi, oddalonymi od siebie regionami
czagsteczki kwasu nukleinowego. Taka budowa pozwala przypuszczalnie na
tworzenie komplekséw z substratami o réznych wiasciwosciach struktural-
nych, w tym: ssRNA, ssDNA, dsRNA i dsDNA (zob. rozdz. 4.4).

Innym motywem RNP, zaangazowanym w kontakty z RNA, jest odcinek
RGG. Porownanie sekwencji réznych biatek pozwolito na ustalenie budowy
elementu zgodnego, zawierajgcego kilka powtérzonych odcinkéw RGG (zob.
lys. 5). Element ten cechuje silny tadunek dodatni (od +3 do +9) zwigzany
z obecnosciag reszt argininy. Oprécz udzialu w tworzeniu spiralnej struktury
opartej na skrecie (3, reszty Arg sa miejscem metylacji — mechanizmu re-
gulacji aktywnosci wigzacej wielu biatek (65,12).

Domeny dodatkowe stanowig osobng kategorie motywow RNP, reguluja-
cych kontakty biatko:biatko. Pelnig one wazng role w tworzeniu ztozonych
komplekséw RNP (kompleks RNP = RNP + RNA) (52). Struktura tych elemen-
tow jest bardzo zréznicowana: niektdére sposréd nich przypominajg budowa
czynniki transkrypcyjne, funkcjonujace w komérkach organizmoéw eukarioty-
cznych (66,67).

4.3. Budowa kompleksow RNP

Powstawanie i budowa komplekséw RNP to zagadnienia stabo jeszcze po-
znane. Przyjeto tutaj trzy ogdlne koncepcje. W pierwszej zakiada sie, ze wig-
zanie bialek jest niespecyficzne, a zatem niezalezne od sekwencji nukleoty-
dowej RNA. Budowa kompleksu jest podobna dla wszystkich hnRNA. W hi-
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potezie alternatywnej, opartej na nowszych badaniach, dopuszcza sie bardziej
aktywny i bezposredni udziat biatlek w tworzeniu komplekséw. Wiazanie biat-
ka zalezy od sekwencji RNA; poszczegoélne typy biatek cechuje odmienne po-
winowactwo do tych samych sekwencji. W trzeciej koncepcji zaklada sie
wspotistnienie obu typow oddziatywan (12). Pewne wskazéwki na temat fak-
tycznej budowy komplekséw RNP uzyskano w uktadach doswiadczalnych in
vitro, z uzyciem wzbogaconych frakcji hnRNP (68). Praktycznie, kazda czg-
steczka jednoniciowego RNA lub DNA, bez wzgledu na sekwencje, o dtugosci
co najmniej 700 nukleotydow tworzy kompleksy o podobnych wiasciwosciach
sedymentacyjnych. W warunkach wspotzawodnictwa o miejsce wiazace, co
przypomina Ssduacje in vivo, sktad zwigzanych z RNA biatek zalezy od sek-
wencji nukleotydowej (69). Podobny obraz uzyskano w badaniach oddziatywan
biatek z natywnymi transkryptami genéw chromosoméw politenicznych
u D. melanogaster (12,70). Wiegkszo$¢ loci wigze wszystkie rodzaje hnRNP,
jednak wzgledne ilosci poszczegolnych biatek zwigzanych z danym loci sg
r6zne. Analogiczne zaleznosci stwierdzono w badaniach przeprowadzonych
nad powstawaniem kompleksow snRNP.

W czasie dojrzewania i transportu mRNA do cytoplazmy (zob. lys. 4), utwo-
rzone w jadrze komérkowym kompleksy ulegaja silnym rearanzacjom. W zwiagzku
z pelniong funkcjg, niektére hnRNP muszg pozosta¢ w nukleoplazmie, inne
natomiast oscylujg pomiedzy jadrem a cytoplazma (ang. shutling proteins) (49).
Zréznicowanie strukturalne komplekséw RNP wynika w znacznej mierze z na-
tury kontaktéw pomiedzy poszczegolnymi sktadowymi biatkowymi. W przypad-
ku niedostepnosci miejsc preferowanych, oddziatywania pomiedzy réznymi
hnRNP pozwalajg na mniej specyficzne wigzanie alternatywnych sekwencji
RNA. Prawdopodobnie prowadzi to do catkowitego pokrycia sekwencji RNA
unikatowg kombinacjg odpowiednich biatek (12). Uogdlniajgc, wyrozni¢ mozna
nastepujgce, podstawowe determinanty budowy komplekséw RNP; 1) rézno-
rodnos¢ sekwencji zasad RNA, 2) preferencje w wiazaniu okreslonych sekwencji
RNA, 3) regulacje specyficznosci wigzania RNA poprzez wzajemne oddziatywa-
nia pomiedzy réznymi RNP, 4) wspoétzawodnictwo o0 miejsca wigzace na RNA
oraz 5) wzgledne stosunki ilosciowe poszczegdlnych RNP i RNA. Schemat hipo-
tetycznego modelu oddziatywann hnRNP:hnRNA, uwzgledniajacy prawdopodob-
ne funkcje bialek RNP oraz specyfike budowy komplekséw RNP przedstawiono
na rys. 4.

4.4. Plastycznos¢ struktury i funkcji biatkowych domen wigzacych
kwasy nukleinowe

Opisane wiasciwosci strukturalne po:w/alaja biatkom RNP na wiazanie
substratéw o zréznicowanych cechach budowy przestrzennej (por. rozdz. 4.2
- 4.3). Wiasciwosci te wynikajg jednak nie tylko z okre$lonej aranzacji domen
wigzacych w obrebie czasteczki biatka. Istotne znaczenie ma takze wyrazna
plastycznos$¢ struktury samych RBD. Kenan, Query i Keene (13) zauwazyli.
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ze rodzine domen RBD eeehuje duza zmiennosé, a Seista homologia z ele-
mentami RNPI i PAMP2 czesto nie jest wystarczajgcym kryterium przy ocenie
mozliwosci oddziatywania biatek z RNA. Biatka nie zawierajgce tych elemen-
téw, do tego celu wykorzystywa¢ mogg regiony o zblizonej do RBD budowle
przestrzennej. Obecnos¢ takich regionow stwierdzono, np. w niektérych biat-
kach rybosomalnych (56).

Podobne zréznicowanie obserwuje sie w biatkach typowo oddziatujgcych
z DNA. Do najpowszechniej spotykanych domen wigzacych dsDNA nalezy tzw.
palec cynkowy (71). W badaniach czynnika transkrypcyjnego TFIIIA z Xenopus
okazato sie, ze wihasciwosci tej domeny wykraczajg poza zaktadany wczesniej
schemat. TFHHA wigze sie zaréwno z sekwencjami genu 5S RNA (dsDNA), jak
i jego produktu (14). TFIHA bierze tez udziat w transporcie cytoptazmatycz-
no-jadrowym. Po translacji w cytoptazmie, biatko to przechodzi do jadra, skad
— po asocjacji z 5S RNA — migruje z powrotem do cytoptazmy (72). Nie
znany jest dotagd mechanizm przejscia TFIHA do i z jadra. Podobnie jak
w przypadku domen RBD, tak i tutaj strukturalna i funkcjonalna autonomia
poszczegdblnych (dziewieciu) palcéw cynkowych (kodowanych przez oddzielne
egzony) oraz obecno$¢ dodatkowych reszt aminokwaséw aromatycznych w do-
menie szostej, warunkujg funkcjonalng plastycznos¢ czasteczki biatka. Wia-
zanie sie TFIIIA z 5S RNA i funkcja(e) zwigzana z transportem wewnagtrz-
komoérkowym stuzg prawdopodobnie do regulacji ekspresji genéw 5S RNA
(14) (zob. rys. 4).

Kolejny wariant funkcji opisywanej domeny reprezentuje biatko p43. Przypo-
mina ono budowa TFIIIA (9 palcéw cynkowych) i wigze wytacznie 5S RNA (73).

W badaniach transportu kompleksu T A. tumefaciens (rozdz. 3) okazato
sie, ze niskospecyficzne oddziatywania typu ssb (VirE2) peinig wazne funkcje
ochronne, strukturalne i transportowe. Analogicznie, w transporcie ds rek-DNA
wazne, jak sie wydaje, jest tworzenie niskospecyficznych i kooperatywnych
kompleksow biatka:dsDNA. Podczas infekcji komorki przez retrowirusy (np.
HIV), informacja genetyczna patogena przechodzi do jgdra w postaci skomplek-
sowanej z biatkami liniowej czasteczki dsDNA. Powstanie takiego kompleksu
umozliwia tez proces integracji wirusa z genomem komoérkowym (74). Biatek

Rys. 4. Udziat biatek RNP w dojrzewaniu RNA i regutacji ekspresji genéw (model hipotetyczny).

1) oddziatywania pomiedzy RNP i czynnikami transkrypcyjnymi (TF) modyfikuja aktywnos$¢
transkrypcyjna; 2) z nowo powstatym RNA wiaza sie RNP; powstajg kompleksy RNP (zob. rozdz.
4.3.): 3) tworzenie sie komplekséw wywotuje zmiany w puli RNP i TF; modyfikacji ulega aktywnos¢
transkrypcyjna; 4) zaleznie od budowy kompleksow te same RNA przechodzg r6zne mozliwe drogi
dojrzewania: 5) powstate mRNA wigzg RNP z puti cytoptazmatycznej (mRNP); RNP z puli jadrowej
oddysocjowujg z kompleksu i wracajg do jadra; 6) budowa kompleksu mRNP decyduje o ewen-
tualnej modyfikacji aktyumosci translacyjnej; 7) powstajg rézne warianty tego samego biatka (tub
rézne produkty tego samego genu); 8) cze$¢ RNP i TF moze wigza¢ antysensowy RNA i uczest-
niczy¢ w zwrotnej, negatywnej regulacji ekspresji genow.
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wchodzacych w sktad omawianych kompleksow nie udato sie do tej pory zi-
dentyfikowaé. Stad na opis charakteru oddziatywan z dsDNA oraz klasyfikacje
biatkowych domen wiazacych, trzeba jeszcze poczekac¢. By¢ moze w skiad kom-
plekséw z ds DNA wchodzg biatka MC-DBP (ang. Multimeric Complex dsDNA-
Binding Proteins). Wystepujg one w komodrkach organizmoéw pro- i eukarioty-
cznych i uczestniczg w réznych procesach komdérkowych, takich jak replikacja
DNA, transkrypcja i przechowywanie DNA (75). Budowa biatek MC-DBP po-
zwala na niespecyficzne lub niskospecsrficzne wigzanie dsDNA. Jedynym wa-
runkiem powstania kompleksu jest zdolno$¢ sekwencji DNA do przyjecia stru-
ktury przestrzennej wymuszonej oddziatywaniem z tymi biatkami (75).

5. Integracja wewnagtrzkomorkowego
transportu makroczasteczek

Plastycznos¢ struktury i funkcji domen wigzacych oraz udziat w procesach
transportu kwasow nukleinowych, to cechy wyrdzniajgce omawianej w tym
artykule grupy biatek. Uzyskane w ostatnich badaniach wyuiki dowodza, ze
w transporcie makroczasteczek pomiedzy réznymi kompartmentami komor-

Rys. 5. Integracja wewngtrzkomdrkowego transportu makroczasteczek.

Objasnienia skrétow: BT — biatka towarzyszace, poi Il — polimeraza RNA Il, TF — czyn-
nik transkiypcyjny (biatko typu TFIIIA). W blonie komérki eukariotycznej zaznaczono, wystepu-
jacy tylko w komoérkach bakteryjnych, kompleks SEC. (Opis — zob. rozdz. 5).
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kowymi, w tym cytoplazmg a mitochondrium, ER i jadrem oraz w eksporcie
na zewnatrz komoérki réwniez uczestniczg podobne biatkowe elementy stru-
kturalne (lys. 5). Ellis i Reid (54) opisali jedno z biatek regulujgcych transport
do mitochondriéw u drozdzy. Na podstawie przeprowadzonej analizy sekwencji
genu biatka MTS!1 wykazali oni obecnos$¢ charakterystycznych elementéw wia-
zacych RNA — odcinka RGG i domeny RBD. Udziat biatka RNP w transporcie
do mitochondriow wskazuje na powigzania z transportem jagdrowym. Zasad-
nos¢ tego wniosku potwierdzajg wyniki rownolegte przeprowadzonych badan,
w ktorych MTSI (oznaczone tutaj symbolami: NOP3 i NPL3) zidentyfikowano
jako istotny element dojgdrowego transportu biatek (76). Ponadto Russell
i Tolleiwey (77) zauwazyli, ze biatko to jest niezbedne w procesie dojrzewania
rRNA, a takze, iz zlokalizowane jest w jadrze. W innych badaniach stwier-
dzono tez udziat RNP w transporcie bialek do ER (78) oraz w rozpoznawaniu
bialek transportowanych do jadra (79). Poréwnanie sekwencji domen RBD
i regionéw bogatych w odcinki RGG kilku biatek RNP, pochodzacych z rdz-
nych zrodet, przedstawiono na rys. 6.

Transport zalezny od grupy biatek SEC, u bakterii gramujemnych, opiera
sie prawdopodobnie na rozpoznawaniu trzeciorzedowej struktury eksporto-
wanego biatka przez elementy biatkowego kompleksu transportujacego. Peknig
one funkcje biatek towarzyszacych (ang. molecular chaperons) (89), a takze
wazng role w transporcie do mitochondriow i ER (90,91). Wykazano ponadto,
ze homologi biatek SEC zaangazowane sg w takie procesy jak: translokacja
DNA u bakterii gramujemnych [Haemophilus) (92) i gramdodatnich [Bacillus)
(93), uzyskanie kompetencji przez komérki Bacillus oraz eksport T-DNA z ko-
morki A. tumejaciens i do wnetrza komorki roslinnej (93,94).

Biatkom RNP przypisuje sie coraz czesciej funkcje analogiczne do biatek
towarzyszacych, polegajace na zapewnieniu czasteczkom RNA niezbednej
w procesach dojrzewania i transportu struktury przestrzennej (12). Alconada
i Cuezva (95) scharakteryzowali ostatnio motyw podjednostki a Fj ATPazy,
homologiczny z sekwencjami typowymi dla biatek towarzyszgcych i regulujacy
stabilnos¢ komérkowego mRNA. Autorzy przypuszczajg, ze ten konserwatywny
motyw strukturalny pozwala biatkom towarzyszgcym na wigzanie czasteczek
RNA i — poprzez wymuszenie okreslonych zmian konformacyjnych — na
regulacje proceséw ich dojrzewania.

Udziat RNP w transporcie biatek, za$ biatek towarzyszacych w dojrzewaniu
RNA, wskazujg na funkcjonalne powigzania i koewolucje komdrkowych sy-
steméw transportu makroczasteczek. Zestawienie bialek uczestniczacych
w transporcie kwasOw nukleinowych przedstawiono w tab. 2.
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Tabela 2
Udziat biatek rnp w wewnatrzkomorkowym transporcie kwaséw nukleinowych

Bia}ko_ Domeny Typ substratu Sekwencja Postulowany udzia’f Litera-
transportujace aktywne sygnatowa w transporcie tura
RNP: ssSRNA/DNA (51, 52,
hnRNP, snRNP ~ RGG, RBD dsRNA i dsDNA NLS C”™, C"ER 53, 55,
spRNP RGG, RBD ? 2, TZ C-n, JNC, CMER 81, 82)
typu VirE2 (ssb) RGG SSRNA/DNA NLS (10, 31)
wigzanie
typu VirD2 kowalen- sSDNA NLS C-xJ 10, 24,
cyjne 25)
sSRNA/DNA
typu MTSI RGG, RBD dsRNA ° C~, C->M, J->C (54)
dsDNA (?) )
biatka
MC-DBP (?) 9 dsDNA 9 CN, J>C (75)
palce 5S RNA
typu TFIIA cynkowe dsRNA ?,TZ (7 CNJ, J-~C (14, 71,
dsDNA 73)
YXXXXLX- RNA
towarzyszace -ERXAKL DNA 9 C"ER, C™"M (90, 91)
biatka
Objasnienia skrétow: C — cytoplazma, J — jadro, ER — retikulum endoplazmatyczne, M

— mitochondrium, TZ — transport zalezny od aktywnosci transkiypcyjnej, spRNP — shutling
proteins.

6. PODSUMOWANIE

w badaniach transformacji genetycznej szezeg6lne miejsee zajmuje analiza
naturalnyeh meehanizmdéw miedzykomadrkowej wymiany gendéw (gtdéwnie infekcji
Agrobacteriurh® oraz wewnatrz- i zewngtrzkomorkowego transportu makroczaste-
czek (wymiana cytoplazmatyczno-jagdrowa, transport makroczasteczek do orga-
nelli komérkowyeh, sekreeja biatek u bakterii). Zebrane dotychczas dane po-
zwalajg przypuszezaé, ze meehanizmy te sg ze sobag Sei$le powigzane i repre-
zentuja system kontrolujacy przebieg podstawowyeh proceséw komadrkowych,
takich jak: regulacja ekspresji genéw, komunikacja wewnatrzkomdérkowa, doj-
rzewanie RNA i zapewnienie wiasciwej (aktywnej) struktury przestrzennej ma-
kroczgsteezek. Uzyskane w prowadzonych badaniach podstawowych wyniki po-
winny wkrotce przyczyni¢ sie do podwyzszenia efektywnosci stosowanych dzi$
systeméw transformacji genetycznej, umozliwiajge: 1) bardziej wyrafinowane mo-
delowanie rek-DNA, dla kontrolowanego wykorzystania spec}dicznyeh komple-
kséw z biatkami (proby pdjscia w tym kierunku zostaty juz podjete i dotyex'3
konstrukcji tzw. sztucznych chromosoméw (96) oraz stosowania kompleksow
rek-DNA:biatka w terapii genowej (97)), a takze 2) seharakteryzowanie i wyizo-
lowanie typow (stadiéw roawojowych) komérek najbardziej podatnyeh na inte-
gratywng transformaeje, prowadzacg do stabilnej ekspresji obeyeh gendw.

biotechnologia 2 (29) 95
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Eeffectivity of plant genetic transfornnation systems
and proteins-nucleic acids interactions

Summary

Possible interactions between proteins and nucleic acids which might contribute to general
effectivity of plant genetic transformation systems are reviewed. Experimental data concerning
direct and A. tumefaciens - based plant genetic transformation systems are compared with data
obtained from research on nucleocytoplasmic exchange mechanisms of biopolimers. In that con-
text, mechanisms of hnRNA interactions with hnRNP appear to be of great importance. This
type of interactions is determined by conservative nucleic acids binding domains of many cellular
proteins e.g. RGG and RED. These proteins seem to play an important role in the integration
of many other cellular processes.
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