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ZMIANY W JADRACH KOMORKOWYCH
WYWOLANE SZOKIEM TERMICZNYM

Ekspozycja komdrek na podwyzszong temperature (43-48°C) przyczynia sie do
wzrostu ogélnej masy biatek, ktére wspotizoluja sie z jadrami komdérkowymi.
Gtowny fizjologiczny efekt szoku cieplnego w jadrach komérkowych to hamowanie
replikacji i naprawy DNA, a takze syntezy i dojrzewania RNA. Stwierdzono, ze
indukowany szokiem wzrost masy bialek pozostaje w korelacji ze zmianami w ult-
rastrukturze i sktadzie polipeptydowym szkieletu jgdrowego - matriks jadrowej.

WSTEP

Organizmy prokariotyczne i eukariotyczne w odpowiedzi na wzrost
temperatury (5-10%) powyzej wartosci fizjologicznej syntetyzuja biatka
szoku termicznego (ang. heat shock proteins; hsp) [17, 44, 45, 53, 62, 64],
Biatka te stanowig produkt ekspresji genéw opisywanych réwniez symbolem
hsp, ktdre udato sie zidentyfikowac¢, sklonowa¢ oraz scharakteryzowac [10,
11, 29, 57, 70], Okazato sig, ze geny hsp podlegajg aktywacji rdwniez przez
inne czynniki stresogenne. Ich stale wydtuzajgca sie lista obejmuje zwigzki
chemiczne, czynniki niefizjologiczne, trucizny, inhibitory enzymow, itd.
Nalezg do nich m. in. etanol, analogi aminokwaséw, puromycyna, metale
ciezkie, czynniki chelatujace jony dwuwarto$ciowe, arseniany, jodoacetamid,
nadtlenek wodoru, anionorodniki ponadtlenkowe, inhibitory fosforylacji
oksydacyjnej, hydroksyloamina, salicylan sodu, jonofory [1, 44]. W komorkach
niestresowanych obecne sa biatka o podobnej strukturze pierwszorzedowej,
opisywane jako hsc (ang. heat shock cognate). Potencjalne mozliwosci
stosowania podwyzszonej temperatury - hipertermii w medycynie powoduje
duze zainteresowanie efektami, jaki ten czynnik wywotuje w metabolizmie,
ultrastrukturze i w funkcjonowaniu organelli komdrkowych.



WPLYW SZOKU TERMICZNEGO NA KOMORKI

Biatka kodowane przez geny aktywowane szokiem termicznym - hsp
stanowig zesp6t ok. 50 polipeptydow [39, 49], Przyjmujac jako Kkryterium
mase czasteczkowg (m.cz.) wyrdznia sie wsrod nich trzy rodziny: niskoczas-
teczkowe hsp 20-30 (18-30 kDa), srednioczasteczkowe hsp 60-70 (56-78 kDa)
i wysokoczasteczkowe hsp 100 (80-100 kDa). Powyzszy podzial nie jest
idealny, zidentyfikowano bowiem biatka hsp nie mieszczgce sie w powyzszej
klasyfikacji [39], Funkcje wiekszosci biatek indukowanych hipertermia
poznano dzieki badaniom ich izoform konstytutywnych - hsc [49]. W prawid-
towych komorkach biatka hsc70 wystepuja w wiekszosci przedziatéw komor-
kowych, tj. w cytosolu, mitochondriach, aparacie Golgiego, endoplaz-
matycznym retikulum (ER). W wyniku zadziatania podwyzszonej temperatury
biatka tej rodziny ulegajg translokacji do jadra komdrkowego, gdzie ulegaja
nagromadzaniu [28, 56, 67], Wczesniejsze prace sugerowaty wybiorczg
lokalizacje biatka hsp70 w jaderku [41]. Dotyczyty one jednak krotkotrwatej
ekspozycji komdrek na hipertermie (1-3 godz.). Diuzsze dziatanie szoku
termicznego (komorki Hela; 24 godz.), ktory jest jednocze$nie czynnikiem
stabilizujgcym szkielet jgdrowy [3, 23, 30], powoduje nagromadzanie hsp70
w matriks jadrowej [31, 36, 58], Przeciwciata rozpoznajgce biatka hsp70
reaguja krzyzowo z polipeptydami o m.cz. ok. 70 kDa wielu nawet odlegtych
ewolucyjnie organizméw, co potwierdza ich daleko posunietg konserwatywnos$¢
[24], Cztonkowie rodziny hsp 80-100 przewazajg w cytosolu, cho¢ spotyka
sie je w endoplazmatycznym retikulum [39], Moga tworzy¢ kompleksy
z tubuling, wimentyng, aktyna, kalmoduling oraz niektorymi kinazami
biatkowymi (por. rys. 1). Ponadto przedstawiono wyniki wskazujace, ze
zewnatrzkomorkowe receptory hormonéw wchodzg w interakcje z hsp90,
a nastepnie w potgczeniu z hsp70 i hsp56 formujg ,transportosom” prze-
noszacy receptor miedzy cytoplazmg a jadrem komorkowym [49], Wcigz
stabo poznane niskoczasteczkowe biatka hsp najszerzej opisano u drozdzy
i roslin [39], U roslin lokalizujg sie gtownie w cytosolu, cho¢ opisano je
rowniez w mitochondriach, chloroplastach i endoplazmatycznym retikulum
[12, 19, 27], U zwierzat opisano je w kompleksach z aktyng [34].

Welch i Suhan [67] na podstawie obszernych analiz w mikroskopie
elektronowym fibroblastéw szczura, kontrolnych i poddanych dziataniu
temperatury 42-43°C przez 3 godz., opisali nastepujgce zmiany wywotane
tym czynnikiem:

- niszczenie i fragmentacje aparatu Golgiego, tagodne nabrzmiewanie
siateczki ER, nagromadzanie w obszarze okotojgdrowym elementéw bto-
niastych,



Rys. 1. Rozmieszczenie biatek szoku termicznego w komdrce (wg Schlesingera [49]; za

zgodg Autora). Gtowne biatka asocjujgce z ré6znymi organellami komoérkowymi ujeto w ramki.

Na schemacie zaznaczono: J - jadro komdrkowe; ER - endoplazmatyczne retikulum; elementy

cytoszkieletu: Mf - mikrofilamenty; M1 - mikrotubule; If - filamenty po$rednie; M - mito-

chondria; CV - optaszczone pecherzyki; L - lizosom; Ub - ubikwityna; BIP - izoforma hsp70;
biatko wigzgce tancuch ciezki immunoglobulin

- nabrzmiewanie mitochondriow 2z gestym upakowaniem grzebieni,
czemu towarzyszy powiekszenie przestrzeni miedzy grzebieniami,

- zalamanie i dezorganizacja ciggtosci cytoszkieletu, zwigzane gtdwnie
z agregacja filamentow posrednich oraz filamentow aktynowych wokot jader
komérkowych,

- pojawianie sie wewnatrz jagder komorkowych pateczkowatych tworéw,
reorganizacja sieci wiokien w jaderkach.

Zmiany ultrastruktury i funkcjonowania komaérek stresowanych podwyz-
szong temperaturg moga przebiega¢ dwoma torami, tj.:

1) przez ograniczenie rozpuszczalnosci wielu biatek (gtdwnie jadrowych)
i ich agregacji m. in. na elementach szkieletu jgdrowego [24, 55, 66]. Wytracone
i zagregowane biatka o zmienionej konformacji tracg czesciowo lub catkowicie
swoja aktywno$é biologiczng. Z kolei funkcje szkieletu jadrowego, zwanego
rébwniez matriks lub macierzg jadrowa, ktéremu przypisuje sie pierwszoplanowg
role w metabolizmie jagdrowym oraz w utrzymaniu architektury jadra komar-
kowego [4-6, 13, 14, 22, 32] ulegajg zaktoceniu wskutek agregacji na jego
powierzchni biatek indukowanych szokiem termicznym [20, 62, 64];



2) przez zmniejszenie biosyntezy biatek prawidtowych, a indukcje ekspresji
genow szoku termicznego, ktérych produkty biatkowe majg zdolno$¢ przy-
wracania wiasciwej konformacji uszkodzonych podwyzszona temperaturg
polipeptydom [48, 49],

Aktualnie uznaje sie, ze gtowne dziatanie hsp wigze sie z petnieniem
przez nie funkcji tzw. ,molekularnych przyzwoitek” (ang. molecular cha-
perones) [2, 40, 49], W odgrywaniu tej roli wykorzystuja one zdolnos¢
tworzenia komplekséw zarowno z biatkami wystepujgcymi w komaorkach
w warunkach Fizjologicznych, jak i pojawiajagcych sie po zadziataniu stre-
su. Polipeptyd bedacy w takim kompleksie jest chroniony przed zmiang
konformacji, a takze nieodwracalng denaturacjg. Dysocjacja utworzonego
kompleksu zachodzi badz przez przylgczenie ATP, badz pod wplywem
nieznanego biatka. Eksperymenty in vitro, w ktorych zdenaturowane biat-
ka renaturowano w obecnos$ci biatek hsp oraz liczne doSwiadczenia gene-
tyczne z wykorzystaniem drozdzy i bakterii, potwierdzity koncepcje funk-
cjonowania hsp jako ,molekularnych przyzwoitek” [40, 49]. Czasteczki
hsp funkcjonujg jako enzymy, ktore uczestniczag w szlakach metabolicz-
nych aktywowanych podwyzszong temperaturg [39], W przypadku en-
zymodw cyklu glikolitycznego komérek stresowanych hipertermiag dochodzi
do wzrostu ich aktywnosci, dzieki czemu mogag one korzysta¢ z bez-
tlenowego pozyskiwania ATP. Doniesiono rowniez o zwiekszonej aktyw-
nosci enzymoéw zwigzanych z ATP-zalezng ubikwitynacjg biatek [26].
Umozliwia to usuwanie zdenaturowanych biatek z komorek stresowanych
temperaturg. Opisano przyktady niektérych enzyméw w komorkach po
hipertermii, ktérych aktywnos$¢ jest regulowana tym czynnikiem stresogen-
nym, m. in. enzymdéw zaangazowanych w zwijanie fancuchdéw polipep-
tydowych, np. izomeraza cis/trans peptydyloprolilowa [6, 9], czy ich fos-
forylacje [21].

Stosunkowo mato wrazliwe na tagodny stres termiczny, pomimo pewnych
zmian w ultrastrukturze, sg mikrotubule, siateczka srédplazmatyczna, aparat
Golgiego i pecherzyki wydzielnicze [49, 67]. Réwniez drogi przenoszenia
sygnatu sg niezbyt wrazliwe na hipertermig, co potwierdzono badajgc cykl
inozytolotrifosforanowy oraz efekt réznych stezen jonéw Ca2+ i ATP,
a takze rdzne wartosci pH [49], Podwyzszona temperatura okazuje silny
wptyw na strukture, replikacje i transkrypcje DNA, stopien upakowania
chromatyny, modyFikacje histonow, skitadanie i dojrzewanie prekursorow
MRNA i rRNA, tworzenie rybosomdw [20].

Niniejszy artykut dotyczy zmian w ultrastrukturze i sktadzie polipep-
tydowym jader, a gtdwnie ich struktur szkieletowych w komdrkach poddanych
hipertermii, ktdre okazujg wptyw na metabolizm komdrkowy.



WPLYW SZOKU TERMICZNEGO NA JADRA KOMORKOWE

Z licznych badan wynika, zc ekspozycja komoérek ssakdw na stres
termiczny przyczynia sie do zwiekszonej asocjacji biatek z frakcjg jader
komorkowych, na co wskazuje wyzszy stosunek biatko/DNA [24, 46-48,
60]. Po raz pierwszy zjawisko to odnotowano we frakcji chromatyny
wydzielonej z komdrek jajnika chomika chinskiego (CHO; ang. chinese
hamster ovary) [54] oraz komdrek raka szyjki macicy - HelLa [46], poddanych
dziataniu szoku termicznego, w ktérej obserwowano zwiekszony poziom
biatek niehistonowych.

Warters i wsp. [66] doniesli, ze ilos¢ biatek ekstrahowanych zbuforo-
wanym 2 M roztworem NaCl z jader komoérek CHO eksponowanych na
hipertermie (45°C, 30 min) obnizata sie o potowe, natomiast zawartos¢
biatek zwigzanych z DNA i z matriks jagdrowg wzrosta odpowiednio 2,2
i 3,4 razy (tab. 1).

Tabela 1

Poréwnanie wewnatrzjadrowej zawarto$ci biatek w komérkach CHO kontrolnych
i poddanych hipertermii [66]

Rodzaj biatek jadrowych Komérki kontrolne Komoarki poddawane szokowi
Biatka rozpuszczalne 0,794 + 0,024 0,399 £0,050
Biatka zwigzane z DNA 0,076 +0,020 0,166 +0,048
Biatka matriks jadrowej 0,129 0,020 0,434 + 0,049

Komérki znakowano mieszaning 3H-aminokwas6w. Jadra otrzymane z komdérek kontrolnych
lub poddanych hipertermii (45°C, 30 min) ekstrahowano zbuforowanym 2 M roztworem NaCl
(biatka rozpuszczalne). DNA usuwano z pozostatoSci jadrowej przez trawienie DNazg |
i ponowng ekstrakcje zbuforowanym 2 M roztworem NaCl (biatka zwigzane z DNA).
Pozostato$¢ jadrowga traktowano jako matriks jadrowag. Wyniki przedstawiono jako stosunek
radioaktywnosci poszczegélnych frakcji do catkowitej radioaktywnos$ci jader komérkowych.

W zrost wartosci stosunku biatko/DNA zalezy od wysokosSci temperatury,
czasu ekspozycji na jej dziatanie i wynika ze zwiekszenia masy biatek
w jadrach komorkowych. Bezposrednio po zadziataniu podwyzszonej tem-
peratury w roznych przedziatach czasu, tj. 43°C/15 min; 44°C/15 min;
45°C/7,5 min; 45°C/10 min i 45°C/15 min zaobserwowano w jadrach
komoérek CHO wzrost masy biatek odpowiednio 1,37; 1,64; 1,58; 2,02 i 2,30
razy w porownaniu z wartosciami kontrolnymi [20].

Biatka pojawiajgce sie w jgdrach komorek Hela indukowanych szokiem
termicznym zostaly nazwane dodatkowymi i opisane symbolem HIENP
(ang. heat induced excess nuclear proteins) [24], Warters i Brizgys [64]



oszacowali, ze az ok. 70% biatek obecnych w jadrach komdrkowych po
hipertermii ulega asocjacji z matriks jagdrowga. Pojawienie sie biatek 11IENP
wydaje sie by¢ spowodowane adsorpcjg oraz agregacjg poprzednio rozpusz-
czalnych polipeptydéw na elementach bardziej nierozpuszczalnych - DNA
i biatkach struktur szkieletowych oraz przemieszczaniem biatek z cytoplazmy
do jader komoérkowych (ok. 30%). Podjeto prébe charakterystyki na drodze
elektroforezy dwuwymiarowej w zelu poliakrylamidowym biatek frakcji
jadrowych wydzielonych z komdrek kontrolnych i poddanych szokowi
termicznemu. Stwierdzono, ze istotnymi ilosciowo skiadnikami HIENP sg
cztonkowie rodziny hsp70. Ta rodzina biatek reprezentuje sktadniki po-
chodzenia cytoplazmatycznego; obecno$¢ w jadrze spowodowana jest migracjg
jej cztonkdw z cytoplazmy. Oprocz hsp w sktad HIENP wchodzg polipeptydy
0 m.cz. 130, 95, 75, 58, 53, 46, 37, 28 i 26 kDa.

Za pomocg roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC; ang. differential
scanning calorimetry) wykazano, ze biatka jgdrowe, ktorych denaturacja
nastepuje w przedziale temperatury 42-60°C, ulegajg ekstrakcji podczas
wydzielania z komdrek kontrolnych [8]. Okazato sie, ze wiekszos¢ termo-
labilnych polipeptydow pozostaje w tej strukturze, gdy komorki ulegaja
stresowi. Przypuszcza sie, ze zmniejszenie rozpuszczalno$ci biatek podczas
hipertermii jest wynikiem ich denaturacji. Konsekwencjg wzrostu oddziatywan
miedzyczasteczkowych w tak zmienionych polipeptydach jest ich agregacja
1 tworzenie nierozpuszczalnych kompleksow. Biatka HIENP w wyniku
asocjacji z matriks jadrowga ograniczajg ruchy superskreconej czasteczki
DNA. Ich obecno$¢ hamuje synteze DNA oraz mechanizm naprawy jego
uszkodzenn powstatych w wyniku dziatania promieniowania jonizujgcego czy
UV. Polipeptydy te ograniczajag proces transkrypcji, a takze wydarzenia
potranskrypcyjne i wywotujg zmiany w lokalizacji polimeraz DNA.

Charakterystyka i dalsza identyfikacja biatek, ktérych ilo$¢ rosnie
podczas szoku termicznego, jest niezbedna do zrozumienia ztozonych me-
chanizmow odpowiedzi komdrkowej na ten typ stresu oraz procesu $mierci
komorek nim indukowanej. Do polipeptydéw, ktdre zmieniajg swojg roz-
puszczalno$¢ pod wpltywem hipertermii nalezg m.in. polimerazy DNA
i RNA, biatka kompleksu replikacyjnego, hnRNP i produkt genu c-myc
[24, 25],

Metabolizm w jagdrach komoérkowych poddanych
dziataniu podwyzszonej temperatury

Matriks jadrowa stanowi fizyczng podpore utrzymujacg DNA w postaci
upakowanej; struktura ta zawiera zespO0t enzymow niezbednych do jego



replikacji, naprawy i ekspresji [13]. W puli DNA jagdrowego mozna wyrdznic
dwie frakcje: 1) gtdbwng, stanowigca okoto 75% ekstrahowanego z izolowanych
jader za pomocag zbuforowanego 0,2 mM roztworu MgCI2 oraz 2) zasoc-
jowang ze szkieletem jgdrowym, stanowigcg 25% catosci jadrowego DNA.
Te ostatnig mozna dalej rozdzieli¢ na frakcje rozpuszczalng w zbuforowanym
2 M roztworze NaCl oraz resztkowg, reprezentujgca ok. 1% catosci jadrowego
DNA, Scisle zwiazang ze strukturg opisywang jako matriks jadrowa 111 [6],

Szok termiczny wplywa na biosynteze DNA - m. in. na tworzenie
nowych replikonow, przytagczanie nukleotydow do rosngcego tancucha
DNA, jego dojrzewanie, a takze wigzanie maszynerii replikacji DNA (ang.
clusterosome) do chromosomu [65]. Zaobserwowano rdznice we wrazliwosci
poszczegblnych etapdw replikacji na hipertermie. Etap elongacji tancucha
DNA wydaje sie by¢ oporny na podwyzszong temperature (43,5°C) i nie
dochodzi do jego hamowania nawet przy inkubacji w czasie 60 min.
Zaobserwowano, ze wigzanie histondw do powstajgcego DNA zachodzi
szybciej w temperaturze 42°C niz 37°C. Kazdy z tych etapow wydaje sie
by¢ zwigzany z matriks jadrowga i okazuje odmienng wrazliwo$¢ na hiperter-
mie. Podwyzszona temperatura najsilniej hamuje wigzanie ,,clusterosoméw”
do chromosomu i dojrzewanie nowo syntetyzowanego taricucha w ostatecz-
ng posta¢ DNA. Zahamowanie wigzania ,clusterosoméw” do DNA jest
czynnikiem warunkujgcym tworzenie nowych replikonéw i ograniczajagcym
semikonserwatywng replikacje. Podczas ekspozycji na temperature 43°C (lub
wyzszg) aktywno$¢ dojrzewania zmniejsza sie przynajmniej o 50% lub jest
zahamowana. Natomiast w czasie inkubacji w temperaturze 45°C dojrze-
wanie DNA w ogo6le nie zachodzi, a iloS§¢ wyznakowanego DNA zwigza-
nego z matriks jgdrowga wzrasta. Powyzsze warunki hipertermii blokujg
dojrzewanie DNA przy aktywnej elongacji jego tancucha, co wskazuje na
oddzielenie aktywnos$ci tych dwdch etapéw. Na podkreSlenie zastuguje
obserwacja, ze przeniesienie komorek inkubowanych uprzednio w podwyz-
szonej temperaturze (45°C, 30 min) do temperatury 37°C doprowadza do
przywrécenia dojrzewania powstajgcego taficucha DNA, jednak wydajnos$é
tego procesu jest znacznie nizsza. Zachodzi on 35-45 razy wolniej niz
w kontroli [65],

W poszukiwaniu wyjasnienia molekularnych podstaw hamowania replikacji
DNA wywotanej hipertermig podjeto analize aktywnosci enzyméw zwigzanych
z tym procesem, tj. polimerazy DNA a i fi oraz topoizomerazy Il, biatek
wykazujgcych zdolno$¢ do asocjacji ze szkieletem jadrowym [66]. Szok
termiczny zmniejsza aktywno$¢ wymienionych enzyméw w komérce, przy
czym polimeraza DNA fi okazata sie bardziej nan wrazliwa niz a.

Aktywno$¢ polimerazy DNA a i fi w jagdrach komdrek CHO, ktére
poddano hipertermii (45,5°C; 0-30 min), po ich wydzieleniu, pozostaje
w logarytmicznej zaleznoSci od czasu dziatania czynnika stresogennego



i okazala sie nizsza niz w przypadku wartosci uzyskiwanych dla tych
enzymdw w catych komédrkach indukowanych szokiem w analogicznym
czasie. Stopien utraty aktywnosci tych enzymow, nizszy w przypadku catych
komorek, wynika zapewne z faktu stabej zdolnos$ci usuwania przez ekstrakcje
polimeraz z jader indukowanych termicznie, w ktérych dochodzi do ogélnego
wzrostu biatek, w tym enzymatycznych. Zblizona tendencje opisano w przypad-
ku topoizomerazy, aczkolwiek enzym ten okazat sie bardziej termostabilny.
Oszacowano, ze inaktywacja (w temp. 45,5°C) w 50% aktywnosci DNA
polimerazy a i [i wymagata odpowiednio 10 i 15 min., podczas gdy czas
potrzebny do analogicznego spadku aktywnos$ci topoizomerazy wynosit
30 min [66].

Mills i Meyn [33] wskazali, ze hipertermia wesp6t z promieniowa-
niem jonizujgcym przyczynia sie do podwyzszenia poziomu uszkodzen
DNA, przy czym nadwrazliwo$¢ wynika z zaburzen naprawy DNA. Au-
torzy ci zaobserwowali korelacje miedzy wzrostem ilosci biatka a zaha-
mowaniem naprawy DNA w komorkach CHO poddanych dziataniu pod-
wyzszonej temperatury. Wykorzystujagc ten sam model dosSwiadczalny

komorki CHO - w laboratorium W ar tersa [63] podjeto poszukiwa-
nia zwigzku miedzy przyrostem masy biatek a zaburzeniami w procesie
naprawy pojedynczych pekniec DNA w komérkach poddanych hiperter-
mii [43, 44 i 45°C]. Przy ocenie zdolnosSci naprawczych komaérek wy-
brano jako parametr czas poOttrwania uszkodzenn indukowanych okreslong
dawka (10 Gy) promieniowania X. Wyniki przeprowadzonych ekspery-
mentow wykazaty, ze pod wplywem podwyzszonej temperatury maleje
zdolno$¢ naprawy pojedynczych peknie¢c DNA oszacowana wzrostem
okresu potrwania uszkodzen. Hamowanie naprawy DNA pozostawato
w Scistej korelacji z przyrostem ilosci biatek wspotizolowanych z matriks
jadrowa, przy czym wymagany byt progowy, okoto dwukrotny wzrost do
zapoczatkowania hamowania. Taka korelacje potwierdzita ponadto zblizo-
na kinetyka powrotu do wartosci kontrolnych zdolnosSci naprawczych
i masy biatek jadrowych. Oszacowana zalezno$¢ miedzy wzrostem masy
biatek matriks jagdrowej a hamowaniem naprawy DNA sugeruje, ze obec-
no$¢ dodatkowych biatek w tej istotnej strukturze, stanowiacej rusztowa-
nie dla zorganizowania DNA w domeny strukturalne i funkcjonalne,
odpowiada za upoSledzenie naprawy DNA, wywotane szokiem termicz-
nym. Jak dotad rozpatruje sie dwie mozliwosci wyjasniajgce wpltyw wzro-
stu ilosci biatek nukleoszkieletu na zaburzenia naprawy DNA [63]: 1) bia-
tka HIENP moga ogranicza¢ aktywno$¢ enzyméw reperacyjnych przez
utrudnienie dostepnosci uszkodzen bagdZz przez agregacje tych enzymow na
elementach szkieletu jadrowego; 2) zwiekszona ilos¢ biatek (np. histonow)
zwigzanych z matriks jagdrowg moze zmienia¢ konformacje DNA i struk-
ture chromatyny.



Na uwage zastugujg badania zmierzajagce do wyjasnienia wptywu hiper-
termii na proces transkrypcji. W dosSwiadczeniach Fischera i wsp. [15]
wykorzystano jako model zaptodnione jaja Drosophila melanogaster. Bada-
cze ci wykazali, ze dwie duze podjednostki polimerazy RNA 11 o m.cz. 215
i 140 kDa w komorkach kontrolnych sg zwiagzane z ,rozpuszczalng frakcjg”
jadrowa, natomiast w komorkach eksponowanych na podwyzszong tem-
perature (37°C, 15 min) wiekszo$¢ czgsteczek biatka enzymatycznego asoc-
juje z matriks jadrowg. W dalszych eksperymentach podjeto analize aktyw-
nosci polimerazowej enzymu. W tym celu wykorzystano metode transkrypcji
in vilro (z32P-UTP) w obecnosci (lub bez) inhibitora polimerazy RNA 1l
- a-amanityny. Okazato sig, ze wraz z czasem ekspozycji komdrek na
podwyzszong temperature spada aktywno$¢ polimerazowa, a po 2 godz.
inkubacji w temperaturze 37°C proces transkrypcji ulega blokowaniu.
Asocjacja polimerazy RNA 1l z matriks jagdrowg nie wydaje sie by¢
przypadkowa, gdyz zidentyfikowano w niej obecno$¢ duzych podjednostek
(215 i 140 kDa), co wskazuje na zwigzanie z tg strukturg holoenzymu, a nie
zdenaturowanych podjednostek. Interakcja polimerazy RNA 1l ze sktad-
nikami szkieletu jadrowego prawdopodobnie zwieksza ,ochrone” enzymu
przed wpltywem hipertermii. Aktualnie uwaza sie, ze ten typ stresu przy-
czynia sie do ,przestawienia” transkrypcji. Wiekszo$¢ typowych szlakéw
transkrypcji zatrzymuje sie, za$ witaczajg sie nowe, np. transkrypcji ulegajg
geny hsp.

Ostatnio przedstawiono dowody wskazujgce, ze pierwotny transkrypt
MRNA wigze sie z matriks jadrowg, a kompleksy rybonukleoproteinowe
buduja jej sie¢c wewnetrzng [71], Wiele badan wskazuje, ze wieloenzymatyczne
kompleksy prowadzace biosynteze pre-rRNA oraz zespét zdarzen towarzy-
szagcych jego dojrzewaniu (ang. processing) sg bezposrednio zasocjowane
z elementami matriks jadrowej. Stad wysoce prawdopodobne wydajg sie
sugestie, ze szok termiczny przyczynia sie do wzrostu zawartosci biatek
jadrowych, ktére mogg wigzaé¢ sie z maszynerig enzymatyczng i hamowadé
dojrzewanie RNA [59],

Coss i Wachsberger [58] przedstawili wyniki badan nad lokalizacjg
biatek C kompleksu hnRNP zaangazowanych w proces dojrzewania pre-
-mRNA i wigzagcych hnRNP do matriks jagdrowej. Biatka C dotgczajg sie
do polipirymidynowego 3’ kofica intronéw, udostepniajgc w ten sposéb
sekwencje pierwotnego transkryptu w konformacji umozliwiajagcej jego
sktadanie (ang. splicing), co wskazuje na petnienie przez nie funkcji molekular-
nej opiekunki [16], Za pomocg monoklonalnych przeciwciat (4F4), skoniu-
gowanych ze ziotem (tzw. technika immunozitocenia), zlokalizowano biatka
C w matriks jadrowej komdérek CHO stresowanych i kontrolnych. Pozytywng
reakcje immunoztocenia obserwowano gtownie w sieci widkien matriks
jadrowej i resztkowym jaderku, zardwno w preparatach pochodzacych



z komoérek poddawanych szokowi termicznemu, jak i kontrolnych. Ponadto
w materiale jgdrowym po hipertermii wykazano wzrost intensywnosci
lluorescencji przeciwciat skierowanych przeciw biatkom C. Na tej podstawie
przypuszcza sig, ze podwyzszona temperatura wpltywa na wzrost i/lub
stabilizacje wigzania biatek C kompleksu hnRNP w jaderku i widknach
matriks jgdrowej. Nagromadzenie biatek C w miejscach syntezy rRNA
moze hamowac proces dojrzewania pre-rRNA oraz jego transport [58],

Hipertermia hamuje sktadanie pre-mRNA i w ten spos6b blokuje
matryce w syntezie nieprawidtowych biatek, ktére mogtyby byé szkodliwe
dla komdrki [16]. Szok termiczny (podwyzszona temp. przez 1-2 godz.)
prowadzi in vitro do inaktywacji sktadania prc-mRNA w ekstraktach
jadrowych komoérek HelLa. W takich warunkach struktura czastek roz-
nych U-snRNP, ktére sa skiadnikami spliceosoméw, ulega zmianom. Na
podstawie badan immunologicznych stwierdzono, ze czastki U-snRNP,
ktére uczestniczg w dojrzewaniu pre-mRNA tworzg w nukleoplazmie sia-
teczke potgczong z widknami matriks jadrowej [50]. W wyniku dziatania
podwyzszonej temperatury uktad sieci tworzonej przez czastki U-snRNP
ulega rozproszeniu. Ostatnio opublikowane wyniki badarn ujawnity, ze
szok (45°C, 10 min) prowadzi do znacznej inaktywacji sktadania in vitro
pre-mRNA fi globiny oraz podstawowego czynnika transkrypcyjnego Spl
i prawie catkowicie blokuje dojrzewanie pre-mRNA Sp4. Wykazano, ze
blokowanie sktadania prekursorowej czastki mRNA w ekstraktach komg-
rek poddanych dziataniu podwyzszonej temperatury (45°C, 10 min) jest
wynikiem oddysocjowania biatek M z kompleksu hnRNP i silnego zwig-
zania z matriks jgdrowg. Biatka te moga petni¢ funkcje ,,molekularnej
opiekunki”, wigzac sie do homorybopolimeréw poli(G) i poli(A), w ten
sposéb zmieniaé konformacje pre-mRNA. Proces ten jest odwracalny po
6 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C. Przypuszcza sig, ze omawia-
ne antygeny moga stanowi¢ wigczniki i/lub wytaczniki sktadania pre-
-mRNA [16].

Lee i wsp. [25] wykazali, ze hipertermia powoduje uwalnianie nowosyn-
tetyzowanych biatek z polisoméw i ich nagromadzenie w jagdrze komdorkowym.
Analiza elektroforetyczna i autoradiograficzna biatek komoérek CHO zna-
kowanych przez 2 min. [35S]-metioning, a nastepnie poddanych dziataniu
podwyzszonej temperatury (45,5°C, 10 min), dostarczyta wynikéow Swiad-
czacych, ze w jadrach komorek tak traktowanych znajduje sie ok. 10 razy
wiecej radioaktywnych polipeptydéw niz w kontrolnych. Hydrofobowe
regiony nowosyntetyzowanych biatek sg eksponowane na powierzchni.
Polipeptydy te charakteryzujg sie szerokim zakresem mas czgsteczkowych,
znaczng ich cze$¢ stanowig sktadniki niskoczasteczkowe, zbudowane z ok.
10-100 reszt aminokwasowych (m.cz. 1-14 kDa). Nagromadzone biatka
zwigzane z matriks jagdrowag moga oddziatywa¢ na proces replikacji DNA,



jego naprawe i transkrypcje. Na podkreSlenie zastugujg obserwacje, ze
inhibitory translacji (cykloheksymid, puromycyna czy histydynol) ograniczajg
biosynteze potencjalnie cytotoksycznych biatek i stanowig czynnik ochraniajacy
przed podwyzszong temperaturg [51, 52].

Przywrécenie poziomu prawidtowej syntezy DNA, RNA i biatek, zaha-
mowanej przez hipertermie, wymaga rozbicia komplekséw przez nig in-
dukowanych [20]. Zmniejszenie zawarto$ci biatek jadrowych w czasie inkubacji
w temperaturze 37°C poczatkowo przebiega bardzo szybko, natomiast
w miare zblizania sie do wartosci kontrolnej znacznie stabnie. Wykazano
liniowg zalezno$¢ miedzy procesem zmniejszania poziomu biatek do wartosci
125% kontroli a odzyskaniem peinej sprawnosci komoérek w syntezie RNA
i biatek. Wydaje sie, ze opisana zaleznos$¢ dla replikacji DNA ma charakter
wprost proporcjonalny, co potwierdzono w szerokim zakresie oddziatywania
na komorki szoku termicznego (w czasie od 30 min do 60 godz.) powo-
dujacego jej blok. Zgodnie z wcze$niejszymi obserwacjami przedstawionymi
przez badaczy [61, 68] replikacja DNA jest bardziej wrazliwa na hipertermie
niz synteza RNA i biatek. Wzrost poziomu biatek jadrowych nagromadzonych
w roznych substrukturach jadra komdrkowego moze byé przyczyng odmiennej
wrazliwosci syntezy DNA i RNA na szok termiczny. Ponadto pojawienie
sie dodatkowych biatek jadrowych wplywa na stopien skrecenia DNA.
Wydaje sie, ze podczas transkrypcji DNA charakteryzuje nizszy poziom
relaksacji niz podczas replikacji, co moze ttlumaczy¢ odmienna wrazliwo$¢
omawianych proces6w na stres termiczny.

Pozostaje otwartym pytanie, czy istnieje zwigzek miedzy czasem wyma-
ganym do wznowienia peinej syntezy DNA, RNA i biatka a okresem,
w ktéorym dochodzi do odzyskania prawidtowej struktury matriks jagdrowej
zmienionej hipertermig? Na uwage zastugujg wyniki ostatnio prezentowanych
eksperymentow [59], w ktorych stwierdzono, ze w 20 godz. po zastosowaniu
szoku (45°C, 20 min) poziom syntezy RNA stanowi tylko 8% wartosci
obserwowanej w kontroli. Okazato sie, ze w tych warunkach ultrastruktura
matriks jadrowej az w 90% przypomina analogiczng strukture komorek
niestresowanych. Na tej podstawie mozna wnioskowaé, ze przywrdcenie
prawidtowej postaci szkieletu jagdrowego nastepuje przed wznowieniem
peinej syntezy RNA. Jednak nie mozna wykluczy¢, ze transkrypq'a okreslonych
podklas RNA (pre-rRNA, pre-rRNA, czy snRNA) jest nieodzowna do
powrotu prawidtowej struktury matriks jadrowej, zmienionej przez hipertermie.
Integralnos$¢ szkieletu jagdrowego jest uzalezniona od obecnosci RNA, co
potwierdzajg wyniki licznych badan [3, 18, por. 23],

Zmiany w metabolizmie jadrowym indukowane podwyzszong temperaturg
znajdujg odzwierciedlenie w skiadzie chemicznym i obrazach ultrastruktury
matriks jadrowej [55, 58].



Zmiany w ultrastrukturzc i skfadzie chemicznym
matriks jagdrowej wywotane hipertermig

Matriks stanowi szkielet jader komorkowych, ktéry pozostaje w tej
strukturze po ich ekstrakcji solami, detergentami oraz trawieniu nukleazami
[4-6, por. 22, 23], Ta definicja ma charakter operacyjny i jest stosowana
dla resztkowej, pozachromatynowej infrastruktury jadra komdrek inter-
fazowych. W jej skiad wchodzg: 1) resztkowa otoczka jgdrowa (ang.
residual envelope) nazywana rowniez warstwg peryferyczng, zbudowana
z blaszki i porow otoczki jadrowej; 2) resztkowe jaderko (a), zwane rowniez
matriks jgderkowag; 3) sie¢ widknisto-ziarnisla (ang. internal matrix) tgczaca
powyzsze elementy strukturalne (rys. ,2a).

Ultrastruktura i sktad chemiczny matriks jgdrowej w znacznym stopniu
zalezg od sposobu jej wydzielenia, tj. 1) kolejnosci ekstrakcji jader komor-
kowych; 2) sposobu usunigcia histonéw (NaCl, LIS, siarczan amonu,
polianiony: siarczan dekstranu-heparyna); 3) stosowania detergentéw wymy-
wajacych lipidy (dezoksycholan sodu, Nonidet NP.-40, Triton X-100, Tween
40, saponina); 4) enzymdw nukleolitycznych (DNaza |, mikrokokalna
nukleaza, RNaza A, restrykazy) oraz 5) obecnosci jonéw dwuwarto$ciowych
[5, 6, por. 23, 37, 38], Do istotnych réznic w sktadzie chemicznym preparatow
matriks jadrowej przyczyniajg sie: eliminacja w sposobie ich izolowania,
trawienia RNazg, blokowanie grup tiolowych, umozliwienie powstania
wewnatrzczasteczkowych potaczen biatek poprzez mostki disiarczkowe oraz
stabilizacja termiczna [por. 23, 32],

Rdznice w ultrastrukturze matriks jadrowej komorek poddanych dziataniu
podwyzszonej temperatury jako pierwsi odnotowali W ar ter s i wsp. [62].
Analiza preparatow matriks jader komoérek HelLa kontrolnych i poddanych
hipertermii, zarowno w klasycznym mikroskopie elektronowym jak i skanin-
gowym, ujawnita znaczne roznice gtéwnie dotyczace sieci widknisto-ziarnistej
oraz warstwy peryferycznej.

Badania matriks komorek erytroleukemicznych myszy (ang. mouse eryt-
hroleukemia cells, MEL), wydzielonej z jader stabilizowanych in vitro
w temperaturze 37°C, oraz komdrek poddawanych szokowi termicznemu in
vivo (43°C, 15 min) sugeruja, ze natura stabilizacji in vitro jest odmienna
od tej wywotanej stresem in vivo [31].

Wachsberger i Coss [58, 59] w badaniach ultrastruktury matriks
jadrowej wykorzystali hodowle synchronicznych komérek CHO, zatrzymane
w fazie Gj (co pozwolito wyeliminowa¢ zmiany wynikajace z r6znic w fazach
cyklu komoérkowego). W preparatach nukleoszkieletu komérek CHO, przy-
gotowanych technikg zatapiania bez zywicy (ang. resinless section), po
usunieciu rozpuszczalnych w detergencie Triton X-100 elementéw cytoszkieletu,



Rys. 2. Ultrastruktura matriks jadrowej komérek CHO w fazie G,; a - kontrola; b - po

dziataniu szoku termicznego (45“C, 30 min wg Wachsbergera i Cossa [59]; za zgoda

Autoréw. Na fotografiach zaznaczono: resztkowe jaderka (nu), blaszke jadrowa (1), wiokna
sieci matriks jadrowej (i), cytoplazmatyczne filamenty pos$rednie (IF)



blon cytoplazmatycznych ijadrowych, wyrdznia sie blaszke jadrowg, natomiast
wnetrze wypetniajg cienkie, miejscami zespolone wiokna matriks jagdrowej
tworzace struktury przypominajagce ,plaster miodu” (ang. honeycomb).
Z kolei chromatyna wystepuje w postaci elektronowo gestych nitek powig-
zanych z wi6knami matriks i blaszka jadrowa.

Usuniecie z jader komdrek CHO chromatyny poprzez traktowanie
DNazg | i siarczanem amonu zmienia obraz widkien matriks jagdrowej; staja
sie ciefisze i luzniej powigzane (rys. 2a). Silnie utkana wewnetrzna struktura
nukleoszkieletu po takim dziataniu jest mniej upakowana i wykazuje stabiej
zarysowang sie¢c. W dalszych doswiadczeniach cytowani badacze [59] ana-
lizowali parametry morfologiczne matriks jadrowej przez pomiar liczby tzw.
zespolen widkien (ang. anastomosing fibers) przypadajgcych na jednostke
powierzchni szkieletu jgdrowego i pomiar diugosci wtokien miedzy punktami
zespolen wewnatrz tej struktury jadrowej. Dla opisywanych preparatow
nukleoszkieletu komdérek CHO S$rednia liczba wiokien zespolonych na
powierzchni 1,62 /im2wynosita 41,9 + 7,4, natomiast $rednia dtugo$¢ miedzy
punktami zespolenia - 0,133 + 0,01 //m. W strukturze matriks jadrowej
obserwowano resztkowe jaderka w postaci elektronowo gestych ciat, od
ktorych rozposcieraty sie widkna matriks jadrowej dochodzace do blaszki.
Wewnatrz jaderek opisano regiony o odmiennej gestosci elektronowej.

Natomiast w matriks wydzielonej z jader komdrek poddanych szokowi
(43°C, 60 min) odnotowano szereg zmian (rys. 2b). Nukleoszkielet pozostaje
otoczony blaszka, a jego widkna tworzg sie¢ o wyzszym stopniu zespolenia
w porownaniu z preparatami kontrolnymi [59], Analiza poréwnawcza
dtugosci witokien ujawnita, ze w preparatach matriks jadrowej poddanych
dziataniu hipertermii ulegajg one $rednio dwukrotnemu skrdceniu. Jednoczesnie
zaobserwowano 2,5-krotny wzrost gestosci sieci witokien tej struktury. Do
badan witgczono technike densytometrii komputerowej, ktéra wykazata
wzrost gestosci elektronowej w strukturach szkieletowych izolowanych
z jader poddawanych dziataniu podwyzszonej temperatury. Otrzymane
rezultaty wskazujg, ze gestos¢ nukleoszkieletu zalezy zaréwno od czasu
trwania stresu termicznego, jak i wysokosci temperatury stosowanej podczas
eksperymentow [58],

Hipertermia powoduje rowniez zmiany w ultrastrukturze jaderek [58,
59], Cechuje je wiecej wolnych przestrzeni niz analogiczne struktury w pre-
paratach nie poddawanych stresowi termicznemu, a ponadto zdolno$¢ do
agregacji z otaczajagcym je materiatem peryferycznym. Obecnie uwaza sie,
ze szok termiczny prowadzi do utraty lub przemieszczenia materiatu ze
sktadnika wi6knistego jaderek i nagromadzenie w skitadniku ziarnistym. Te
zmiany morfologiczne moga by¢ rezultatem blokowania lub spowolnienia
syntezy pre-rRNA i/lub dojrzewania powstatego transkryptu spowodowanego
zwiekszeniem zawartosci biatek C kompleksu hnRNP w jaderku i we



witoknach matriks jgdrowej [58], Podwyzszona ilos¢ biatek moze takze
wptywaé na utrate zdolnoSci jadcrek do ich dezintegracji po dziataniu
podwyzszonej temperatury w obecnos$ci czynnikow mitotycznych.

Ultrastrukturalne zmiany w jadrach komodrkowych indukowane przez
hipertermie, u podstaw ktorych lezy zwiekszony poziom biatek zwigzanych
z matriks jadrowga, wptywaja na procesy jadrowe i mogag prowadzi¢ do
powstania defektow. Z kolei, jeSli powstate uszkodzenia nie ulegng na-
prawie, wlOwczas stajg sie cytotoksyczne i najczesciej prowadzg do S$mierci
komorki. Okazato sig, ze zmiany w ultrastrukturze szkieletu jadrowego
komérek CHO sa odwracalne, jezeli komoérki w okre$lonych warunkach
stresu wykazujg wskaznik przezywalnosci odpowiadajgcy wartosci 0,3 (lub
wyzszej) [59], Wskaznik ten okresla liczbe komdrek, z pierwotnie wprowa-
dzonych do podioza 5000/cm2 ktdre po szoku termicznym w czasie in-
kubacji (37°C, 10-12 dni) tworzg kolonie ztozong z co najmniej 50 komoé-
rek. Ultrastrukture nukleoszkieletu komdrek po dziataniu podwyzszonej
temperatury (45°C, 20 min), a nastepnie inkubowanych (37°C, 30 min),
cechuje silniejsze utkanie sieci jego wtokien oraz wyzsza gestos¢ elektronowa
ciatek jadrowych. W komédrkach tak traktowanych liczba punktow ze-
spolenia widkien matriks jagdrowej na okre$lonej powierzchni stanowi 170%
wartosci charakterystycznej dla komdrek kontrolnych, natomiast diugosc
widkien - zaledwie 30% tej obserwowanej w komdrkach niestresowanych.
Okazato sie, ze w 20 godz. po dzialaniu stresu obraz matriks jadrowej
w mikroskopie elektronowym przypomina w znacznym stopniu (90%)
ultrastrukture kontrolng. Diugos$¢ widkien i liczba punktdw zespolenia tych
wiokien odpowiada wartoSciom charakterystycznym dla komorek niestreso-
wanych. Wskaznik przezywalnosci komdrek w opisywanych warunkach
stresu wynosit okoto 0,3 + 0,03.

Wachsberger i Coss [59] ocenili, ze po osiagnieciu przez komarki
wskaznika przezywalnosci ponizej 0,01 zmiany w ultrastrukturze matriks
jadrowej okazaty sie nieodwracalne. W szkielecie jadrowym wydzielonym
z komérek inkubowanych (37°C, 30 min) i poddanych szokowi termicznemu
(45°C, 30 min) liczba punktéw zespolenia wibkien wzrosta o 182 + 15%,
a diugosé wiokien zespolonych ulegta skroceniu o 65+ 4% w porownaniu
z kontrolg. Ultrastruktura matriks jadrowej po 24 godz. od dziatania
czynnika stresu (45°C, 30 min) znacznie zmienita sie¢ w porownaniu do
analogicznej struktury komaérek niestresowanych. W traktowanych w powyz-
szych warunkach komdrkach sie¢ witokien szkieletu jadrowego cechuje
niejednolite rozmieszczenie oraz formowanie agregatéw, natomiast ciatka
jadrowe podlegajg fragmentacji i wykazujg wyzszg gesto$¢ elektronowa.
Opisane warunki hipertermii hamujg proces naprawy uszkodzen w ultra-
strukturze szkieletu jagdrowego. Okazato sie, ze zmiany w ultrastrukturze



matriks jadrowej, obserwowane w 20 godz. po inkubacji (45°C, 30 min)
pojawiajg sie wczesniej i mozna je zidentyfikowaé¢ juz w 2 godz. po
dziataniu stresu.

Tabela 2

Zmiany iloSciowe wéréd biatek jader i malriks jadrowej komdrek HelLa poddanych hipertermii
(45°C, 30 min) [55]

Biatka hsp lub Wzgledny wzrost zawartosci Metoda
Grupa pasma biatkowe biatek pod wplywem hipertermii detekoj
m.cz. [kDa] jadro komérkowe  matriks jadrowa

A 146 15 25 CcB*“
120 1,4 2,2 CcB

108 1,4 31 CB

97 1,7 2,6 cB

90 1,6 4,6 CB

76 1,4 3,0 cB

47 1,5 2,2 CcB

B 30 13 17 cB
hsp-70 3,5 45 hsp-70; IBb

hip-27 3,7 29 hsp-27; 1B

90 1,8 1,7 antyMJ; IB

72 1,3 13 anty MJ; IB

o 28 1,0 1,8 CcB
26 1,0 1,7 CB

Topo | 0,9 10,1 topo I; 1B

Topo | 0.8 8,2 topo II; IB

57 1,0 13 anty MJ; 1B

D 43 1,1 1,0 CB
38 1,1 11 CB

34 11 1,2 CcB

22 1,0 1,2 CB

20 0,9 0,8 CB

17 0,9 1,0 CB

15 0,8 0,9 CB

47 1,0 1,0 anty MJ; IB

Wzgledna zawarto$¢ indywidualnych pasm biatkowych uzyskana technikg skaningowej
densytometrii laserowej po rozdziale biatek jadrowych i matriks jadrowej w zelu poliak-
rylamidowym zawierajgcym SDS i wybarwieniu biekitem brylantowym Coomassie (CB) lub
immunodetekcji antygenéw technikg Western biot (IB) w obecnosci przeciwciat skierowanych
przeciwko hsp - 27, hsp - 70, topoizomerazie | i Il (topo | i topo Il) lub biatkom matriks
jadrowej (anty MJ). Gestos¢ optyczng kazdego polipeptydu frakcji jadrowej czy matriks
jadrowej, wydzielonych z komérek HelLa poddanych hipertermii, por6wnano z analogicznym
pasmem komdrek kontrolnych, w ktérych zawarto$¢ przyjeto jako 1,0.



W potowie lat osiemdziesigtych Warters i wsp. [62] poddali szerokiej
analizie elektroforetycznej biatka matriks jadrowej kontrolnych i stresowanych
podwyzszong temperaturg (45°C, 30 min) komorek Hela. Biatka tej struktury
komorek kontrolnych cechowata obecnos$¢ gtéwnych sktadnikéw o m.cz. 45,
47, 55, 57, 59 i 65 kDa. Z kolei szok termiczny przyczyniat sie do istotnego
wzrostu zawartosci polipeptydéw tej struktury o m.cz. 28,5, 38,5, 60, 66,
81, 88 i 100 kDa, a w ocenie densytometrycznej wyrazat sie wartosciami
odpowiednio 1,5, 1,9, 15, 1,3, 1,7, 2,2 i 1,7 razy wyzszymi dla komorek
stresowanych w poréwnaniu z kontrolnymi.

Zmiany w skiadzie polipeptydowym Kkilku skitadnikdw matriks jagdrowej
komorek poddawanych hipertermii (HeLa, BMK, CHO) odnotowano w li-
teraturze przedmiotu wielokrotnie [24, 35-38, 42, 43, 64, 69],

Na podkreslenie zastugujg ostatnio opublikowane wyniki eksperymen-
tow zespolu R oti-Roti [55] dotyczace poréwnawczej analizy biatek
jadrowych i tych zasocjowanych z matriks jadrowa komdrek HelLa eks-
ponowanych na podwyzszong temperature (45°C) w czasie (0-75 min).
W toku badan oszacowano ilosciowe zmiany sktadnikow tych struktur
poprzez skaningowg densytometrie laserowg biatek wybarwionych biekitem
brylantowym Coomassie (po rozdziale metodg SDS-PAGE) oraz detekcje
antygendw (technikg Western biot) w obecnosci przeciwciat skierowanych
przeciwko polipeptydom matriks jadrowej (anty MJ) badZz komercyjnie
dostepnych przeciwciat (anty-topo |1, anty-topo II, anty-hsp27 i anty-
-hsp70). Whnikliwa ocena iloSciowa elektroferogramow analizowanych bia-
tek doprowadzita do ich podziatu na cztery grupy. W grupie opisywanej
jako A znalazty sie skiadniki, ktérych wzrost obserwowano po dziataniu
podwyzszonej temperatury, zarobwno w niefrakcjonowanych jadrach, jak
i matriks jagdrowej, cho¢ w tej ostatniej znacznie wyzszy (por. tab. 2). Do
grupy B zakwalifikowano polipeptydy, w ktérych zmiany iloSciowe byly
pordwnywalne w jadrach i matriks jadrowej. Objeto w tej grupie m. in.
hsp27 i hsp70 oraz biatka o m.cz. 72 i 90 kDa, rozpoznawane przez
przeciwciata anty MJ. Z kolei do grupy C zaszeregowano biatka, ktorych
ilos¢ w niefrakcjonowanych jadrach byla zblizona do tej w jagdrach komd-
rek kontrolnych (niestresowanych), za$ znaczaco wzrastata w ich szkiele-
cie. Zaskoczeniem jest ponad 10- i 8-krotny wzrost enzymdéw zwigzanych
z topologig i metabolizmem DNA, tj. topoizomerazy | i Il. W$réd czion-
kow grupy D =znalazty sie polipeptydy, ktérych ilos¢ zardwno w jadrach
jak i matriks jadrowej praktycznie nie zmienia sie pod wpltywem szoku
termicznego.

Z przedstawionych danych wynika, ze wiekszo$¢ biatek wzbogacajgcych
jadra komorkowe oraz ich struktury szkieletowe wskutek agregacji badz
zmniejszenia ich rozpuszczalno$ci zaktdca zaréwno sktad chemiczny, ultra-
strukture, jak i podstawowe procesy, tj. replikacje, procesy naprawy DNA,



metabolizm RNA. Te zaklocenia sg m. in. przyczyng indukowanej termicznie
cytotoksycznosci [7, 24, 25, 31, 51, 52, 62, 66],

Whnikliwe analizy wykazaty logarytmiczng zalezno$¢ miedzy wywotanym
hipertermig (45°C) wzrostem ilosci biatek w matriks jadrowej a S$miercig
komdrek HelLa [62]. Okazato sie, ze wzrost o 15% zawartosci biatek
zasocjowanych ze szkieletem jadrowym nie przyczynia si¢ do $mierci tych
komorek, ale ich 35% wzrost zwieksza jej prawdopodobienistwo do okoto
63%.
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CHANGES IN CELL NUCLEI INDUCED BY HEAT SHOCK

Exposure of cells to hyperthermic temperatures (43° to 48°C) results in an increase of
the total protein mass which coisolates with the nuclei. Prominent physiological effect of heat-
-shock on nuclear structure is inhibition of DNA replication and repair, and also RNA
synthesis and processing. Heat-shock-induced protein mass increase has been shown to
correlate with ultrastructural changes and polypeptide composition of nuclear skeleton
- nuclear matrix.



