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ZM IAN Y W JĄ D R A C H  K O M Ó RK O W Y C H  
W Y W OŁAN E SZO K IE M  TER M IC Z N Y M

Ekspozycja kom órek n a  podw yższoną tem peraturę (43-48°C) przyczynia się do 
w zrostu ogólnej m asy białek, k tó re  w spółizolują się z jąd ram i kom órkow ym i. 
G łów ny fizjologiczny efekt szoku cieplnego w jąd rach  kom órkow ych to ham ow anie 
replikacji i napraw y D N A , a  także syntezy i dojrzew ania R N A . Stw ierdzono, że 
indukow any szokiem wzrost masy białek pozostaje w korelacji ze zm ianam i w ult- 
ra struk tu rze  i składzie polipeptydow ym  szkieletu jądrow ego -  m atriks jądrow ej.

W ST ĘP

Organizm y prokariotyczne i eukariotyczne w odpowiedzi na  wzrost 
tem peratury  (5-10% ) powyżej wartości fizjologicznej syntetyzują białka 
szoku termicznego (ang. heat shock proteins; hsp) [17, 44, 45, 53, 62, 64], 
Białka te stanow ią produkt ekspresji genów opisywanych również symbolem 
hsp, k tóre udało się zidentyfikować, sklonować oraz scharakteryzow ać [10, 
11, 29, 57, 70], Okazało się, że geny hsp podlegają aktywacji również przez 
inne czynniki stresogenne. Ich stale wydłużająca się lista obejm uje związki 
chem iczne, czynniki niefizjologiczne, trucizny, inhibitory  enzymów , itd. 
Należą do nich m. in. etanol, analogi am inokwasów, purom ycyna, m etale 
ciężkie, czynniki chelatujące jony dwuwartościowe, arseniany, jodoacetam id, 
nadtlenek wodoru, anionorodniki ponadtlenkow e, inhibitory fosforylacji 
oksydacyjnej, hydroksyloamina, salicylan sodu, jonofory [1, 44]. W kom órkach 
niestresow anych obecne są białka o podobnej strukturze pierwszorzędowej, 
opisyw ane jak o  hsc (ang. heat shock cognate). Potencjalne możliwości 
stosow ania podwyższonej tem peratury -  hiperterm ii w m edycynie pow oduje 
duże zainteresowanie efektami, jaki ten czynnik wywołuje w m etabolizm ie, 
u ltrastruk turze i w funkcjonow aniu organelli kom órkowych.



W PŁY W  SZ O K U  T E R M IC Z N E G O  NA K O M Ó R K I

Białka kodow ane przez geny aktywowane szokiem termicznym -  hsp 
stanow ią zespół ok. 50 polipeptydów [39, 49], Przyjm ując jako  kryterium  
m asę cząsteczkową (m.cz.) wyróżnia się wśród nich trzy rodziny: niskocząs- 
teczkowe hsp 20-30 (18-30 kDa), średniocząsteczkowe hsp 60-70 (56-78 kDa) 
i wysokocząsteczkowe hsp 100 (80-100 kDa). Powyższy podział nie jest 
idealny, zidentyfikowano bowiem białka hsp nie mieszczące się w powyższej 
klasyfikacji [39], Funkcje większości białek indukow anych hiperterm ią 
poznano dzięki badaniom  ich izoform konstytutywnych -  hsc [49]. W praw id
łowych kom órkach białka hsc70 występują w większości przedziałów kom ór
kowych, tj. w cytosolu, m itochondriach, aparacie G olgiego, endoplaz- 
matycznym retikulum (ER). W  wyniku zadziałania podwyższonej tem peratury 
białka tej rodziny ulegają translokacji do jąd ra  kom órkow ego, gdzie ulegają 
nagrom adzaniu  [28, 56, 67], W cześniejsze prace sugerowały w ybiórczą 
lokalizację białka hsp70 w jąderku  [41]. Dotyczyły one jednak krótkotrw ałej 
ekspozycji kom órek na hiperterm ię (1-3 godz.). Dłuższe działanie szoku 
term icznego (kom órki HeLa; 24 godz.), który jest jednocześnie czynnikiem 
stabilizującym szkielet jądrow y [3, 23, 30], powoduje nagrom adzanie hsp70 
w m atriks jądrow ej [31, 36, 58], Przeciwciała rozpoznające białka hsp70 
reagują krzyżowo z polipeptydami o m.cz. ok. 70 kD a wielu nawet odległych 
ewolucyjnie organizmów, co potwierdza ich daleko posuniętą konserwatywność
[24], Członkowie rodziny hsp 80-100 przeważają w cytosolu, choć spotyka 
się je w endoplazm atycznym  retikulum  [39], M ogą tworzyć kom pleksy 
z tubuliną , w im entyną, aktyną, kalm oduliną oraz n iektórym i kinazam i 
białkowymi (por. rys. 1). Ponadto  przedstaw iono wyniki wskazujące, że 
zew nątrzkom órkow e receptory horm onów  wchodzą w interakcje z hsp90, 
a następnie w połączeniu z hsp70 i hsp56 form ują „transportosom ” prze
noszący receptor między cytoplazm ą a jądrem  kom órkow ym  [49], Wciąż 
słabo poznane niskocząsteczkowe białka hsp najszerzej opisano u drożdży 
i roślin [39], U roślin lokalizują się głównie w cytosolu, choć opisano je 
również w m itochondriach, chloroplastach i endoplazm atycznym  retikulum  
[12, 19, 27], U zwierząt opisano je w kom pleksach z aktyną [34].

W e l c h  i S u h a n  [67] na  podstawie obszernych analiz w m ikroskopie 
elektronowym  fibroblastów  szczura, kontrolnych i poddanych działaniu 
tem peratury  42-43°C przez 3 godz., opisali następujące zmiany wywołane 
tym czynnikiem:

-  niszczenie i fragm entację aparatu  Golgiego, łagodne nabrzm iew anie 
siateczki E R , nagrom adzanie w obszarze okołojądrow ym  elem entów bło 
niastych,



Rys. 1. Rozmieszczenie białek szoku term icznego w kom órce (wg S c h l e s i n g e r a  [49]; za 
zgodą A utora). G łów ne b iałka  asocjujące z różnym i organellam i kom órkow ym i u jęto w ram ki. 
N a  schemacie zaznaczono: J -  jąd ro  kom órkow e; E R  -  endoplazm atyczne retikulum ; elem enty 
cytoszkieletu: M f -  m ikrofilam enty; M l -  m ikrotubule; I f  -  filam enty pośrednie; M  -  m ito 
chondria; CV -  opłaszczone pęcherzyki; L -  lizosom; Ub -  ubikw ityna; BIP -  izoform a hsp70; 

białko wiążące łańcuch ciężki im m unoglobulin

-  nabrzm iew anie m itochondriów  z gęstym upakow aniem  grzebieni, 
czemu towarzyszy powiększenie przestrzeni między grzebieniami,

-  załam anie i dezorganizacja ciągłości cytoszkieletu, związane głównie 
z agregacją filam entów pośrednich oraz filam entów aktynowych w okół jąder 
kom órkow ych,

-  pojawianie się wewnątrz jąder kom órkow ych pałeczkowatych tworów , 
reorganizacja sieci włókien w jąderkach.

Zm iany ultrastruktury  i funkcjonow ania kom órek stresowanych podw yż
szoną tem peraturą m ogą przebiegać dw om a toram i, tj.:

1) przez ograniczenie rozpuszczalności wielu białek (głównie jądrow ych)
i ich agregacji m. in. na elementach szkieletu jądrowego [24, 55, 66]. W ytrącone
i zagregowane białka o zmienionej konformacji tracą częściowo lub całkowicie 
swoją aktywność biologiczną. Z kolei funkcje szkieletu jądrow ego, zwanego 
również matriks lub macierzą jądrową, którem u przypisuje się pierwszoplanową 
rolę w m etabolizmie jądrow ym  oraz w utrzym aniu architektury jąd ra  kom ór
kowego [4-6, 13, 14, 22, 32] ulegają zakłóceniu wskutek agregacji na  jego 
powierzchni białek indukow anych szokiem termicznym [20, 62, 64];



2) przez zmniejszenie biosyntezy białek prawidłowych, a indukcję ekspresji 
genów szoku termicznego, których produkty białkowe m ają zdolność przy
w racania właściwej konform acji uszkodzonych podwyższoną tem peraturą 
polipeptydom  [48, 49],

A ktualnie uznaje się, że główne działanie hsp wiąże się z pełnieniem 
przez nie funkcji tzw. „m olekularnych przyzwoitek” (ang. molecular cha
perones) [2, 40, 49], W odgrywaniu tej roli wykorzystują one zdolność 
tw orzenia kom pleksów zarów no z białkam i występującymi w kom órkach 
w w arunkach Fizjologicznych, jak i pojawiających się po zadziałaniu stre
su. Polipeptyd będący w takim  kompleksie jest chroniony przed zm ianą 
konform acji, a także nieodw racalną denaturacją. Dysocjacja utworzonego 
kom pleksu zachodzi bądź przez przyłączenie ATP, bądź pod wpływem 
nieznanego białka. Eksperymenty in vitro, w których zdenaturow ane biał
ka renaturow ano w obecności białek hsp oraz liczne doświadczenia gene
tyczne z wykorzystaniem drożdży i bakterii, potwierdziły koncepcję funk
cjonow ania hsp jako  „m olekularnych przyzwoitek” [40, 49]. Cząsteczki 
hsp funkcjonują jak o  enzymy, które uczestniczą w szlakach m etabolicz
nych aktyw ow anych podw yższoną tem peratu rą  [39], W przypadku en
zymów cyklu glikolitycznego kom órek stresowanych hiperterm ią dochodzi 
do  w zrostu ich aktyw ności, dzięki czemu m ogą one korzystać z bez
tlenowego pozyskiwania ATP. D oniesiono również o zwiększonej aktyw 
ności enzym ów  zw iązanych z A T P-zależną ubikw itynacją białek [26]. 
Umożliwia to usuwanie zdenaturow anych białek z kom órek stresowanych 
tem peraturą. Opisano przykłady niektórych enzymów w kom órkach po 
hiperterm ii, k tórych aktywność jest regulow ana tym czynnikiem stresogen- 
nym, m . in. enzymów zaangażow anych w zwijanie łańcuchów  polipep- 
tydowych, np. izom eraza cis/trans peptydyloprolilowa [6, 9], czy ich fos- 
forylację [21].

Stosunkowo m ało wrażliwe na łagodny stres termiczny, pom im o pewnych 
zmian w ultrastrukturze, są m ikrotubule, siateczka śródplazm atyczna, aparat 
Golgiego i pęcherzyki wydzielnicze [49, 67]. Również drogi przenoszenia 
sygnału są niezbyt wrażliwe na hiperterm ię, co potw ierdzono badając cykl 
inozytolotrifosforanow y oraz efekt różnych stężeń jonów  C a2+ i ATP, 
a także różne wartości pH  [49], Podwyższona tem peratura okazuje silny 
wpływ na strukturę, replikację i transkrypcję D N A , stopień upakow ania 
chrom atyny, modyFikację histonów , składanie i dojrzewanie prekursorów  
m R N A  i rR N A , tworzenie rybosom ów [20].

Niniejszy artykuł dotyczy zm ian w u ltrastrukturze i składzie polipep- 
tydowym jąder, a głównie ich struktur szkieletowych w kom órkach poddanych 
hiperterm ii, k tóre okazują wpływ n a  m etabolizm  kom órkowy.



W PŁY W  SZ O K U  T E R M IC Z N E G O  NA JĄ D R A  K O M Ó R K O W E

Z  licznych badań wynika, żc ekspozycja kom órek ssaków na stres 
termiczny przyczynia się do  zwiększonej asocjacji białek z frakcją jąder 
kom órkow ych, na co wskazuje wyższy stosunek b iałko/D N A  [24, 46-48, 
60]. Po raz pierwszy zjawisko to  odnotow ano we frakcji chrom atyny 
wydzielonej z kom órek jajn ika chom ika chińskiego (CHO; ang. chinese 
hamster ovary) [54] oraz kom órek raka szyjki macicy -  H eLa [46], poddanych 
działaniu szoku termicznego, w której obserwowano zwiększony poziom 
białek niehistonowych.

W a r t e r s  i wsp. [66] donieśli, że ilość białek ekstrahow anych zbuforo- 
wanym 2 M roztw orem  NaCl z jąder kom órek CH O eksponow anych na 
hiperterm ię (45°C, 30 min) obniżała się o połowę, natom iast zawartość 
białek związanych z D N A  i z m atriks jądrow ą wzrosła odpow iednio 2,2
i 3,4 razy (tab. 1).

T a b e l a  1

Porów nanie wewnątrzjądrow ej zaw artości białek w kom órkach  C H O  kontro lnych  
i poddanych hiperterm ii [66]

R odzaj białek jądrow ych K om órki kontro lne K om órki poddaw ane szokowi

Białka rozpuszczalne 0,794 ±  0,024 0,399 ± 0 ,0 5 0

B iałka związane z D N A 0,076 ± 0 ,0 2 0 0,166 ± 0 ,0 4 8

B iałka m atriks jądrow ej 0,129 ± 0 ,0 2 0 0,434 ±  0,049

K om órki znakow ano m ieszaniną 3H-aminokwasów. Jąd ra  otrzym ane z kom órek kontrolnych 
lub poddanych hiperterm ii (45°C, 30 min) ekstrahow ano zbuforow anym  2 M roztw orem  N aC l 
(b iałka  rozpuszczalne). D N A  usuw ano z pozostałości jąd row ej przez traw ienie D N azą  I 
i pon o w n ą  ekstrakcję zbuforow anym  2 M roztw orem  N aC l (b iałka  zw iązane z D N A ). 
Pozostałość jąd ro w ą  trak tow ano  jak o  m atriks jądrow ą. W yniki przedstaw iono jak o  stosunek 
radioaktyw ności poszczególnych frakcji d o  całkowitej radioaktyw ności jąd e r kom órkow ych.

W zrost wartości stosunku białko/D N A  zależy od wysokości tem peratury, 
czasu ekspozycji na jej działanie i wynika ze zwiększenia m asy białek 
w jądrach  kom órkow ych. Bezpośrednio po zadziałaniu podwyższonej tem 
peratury  w różnych przedziałach czasu, tj. 43°C/15 m in; 44°C/15 min; 
45°C/7,5 m in; 45°C/10 m in i 45°C/15 m in zaobserw ow ano w jąd rach  
kom órek C H O  wzrost m asy białek odpowiednio 1,37; 1,64; 1,58; 2,02 i 2,30 
razy w porów naniu z wartościam i kontrolnym i [20].

Białka pojawiające się w jądrach  kom órek H eLa indukow anych szokiem 
termicznym zostały nazwane dodatkow ym i i opisane symbolem H IE N P  
(ang. heat induced excess nuclear proteins) [24], W a r t e r s  i B r i z g y s  [64]



oszacowali, że aż ok. 70% białek obecnych w jądrach  kom órkow ych po 
hiperterm ii ulega asocjacji z m atriks jądrow ą. Pojawienie się białek 11IENP 
wydaje się być spowodowane adsorpcją oraz agregacją poprzednio rozpusz
czalnych polipeptydów na elementach bardziej nierozpuszczalnych -  DN A
i białkach struk tur szkieletowych oraz przemieszczaniem białek z cytoplazmy 
do  jąder kom órkowych (ok. 30%). Podjęto próbę charakterystyki na drodze 
elektroforezy dwuwym iarowej w żelu poliakrylam idow ym  białek frakcji 
jądrow ych wydzielonych z kom órek kontro lnych i poddanych szokowi 
termicznemu. Stwierdzono, że istotnym i ilościowo składnikam i H IE N P  są 
członkowie rodziny hsp70. T a rodzina białek reprezentuje składniki po
chodzenia cytoplazmatycznego; obecność w jądrze spowodowana jest migracją 
jej członków z cytoplazmy. Oprócz hsp w skład H IE N P wchodzą polipeptydy
0 m.cz. 130, 95, 75, 58, 53, 46, 37, 28 i 26 kD a.

Za pom ocą różnicowej kalorym etrii skaningowej (DSC; ang. differential 
scanning calorimetry) wykazano, że białka jądrow e, których denaturacja 
następuje w przedziale tem peratury 42-60°C, ulegają ekstrakcji podczas 
wydzielania z kom órek kontrolnych [8]. Okazało się, że większość term o- 
labilnych polipeptydów pozostaje w tej strukturze, gdy kom órki ulegają 
stresowi. Przypuszcza się, że zmniejszenie rozpuszczalności białek podczas 
hipertermii jest wynikiem ich denaturacji. Konsekwencją wzrostu oddziaływań 
międzycząsteczkowych w tak  zmienionych polipeptydach jest ich agregacja
1 tw orzenie nierozpuszczalnych kom pleksów . B iałka H IE N P  w wyniku 
asocjacji z m atriks jądrow ą ograniczają ruchy superskręconej cząsteczki 
D N A . Ich obecność ham uje syntezę D N A  oraz m echanizm napraw y jego 
uszkodzeń powstałych w wyniku działania prom ieniowania jonizującego czy 
UV. Polipeptydy te ograniczają proces transkrypcji, a także wydarzenia 
potranskrypcyjne i wywołują zmiany w lokalizacji polimeraz D N A .

C harakterystyka i dalsza identyfikacja białek, k tórych ilość rośnie 
podczas szoku termicznego, jest niezbędna do zrozum ienia złożonych m e
chanizm ów odpowiedzi kom órkowej na ten typ stresu oraz procesu śmierci 
kom órek nim indukowanej. D o polipeptydów, które zm ieniają swoją roz
puszczalność pod wpływem hiperterm ii należą m .in. polim erazy D N A
i R N A , białka kom pleksu replikacyjnego, hnR N P i p roduk t genu c-myc 
[24, 25],

M eta b o lizm  w  jąd rach  k o m ó rk o w y ch  p o d d a n y ch  
d zia łan iu  p o d w yższon ej tem peratury

M atriks jądrow a stanowi fizyczną podporę utrzym ującą D N A  w postaci 
upakow anej; s truk tu ra ta  zawiera zespół enzymów niezbędnych do jego



replikacji, napraw y i ekspresji [13]. W puli D N A  jądrow ego m ożna wyróżnić 
dwie frakcje: 1) główną, stanowiącą około 75% ekstrahowanego z izolowanych 
jąder za pom ocą zbuforowanego 0,2 mM  roztw oru M gC l2 oraz 2) zasoc- 
jow aną ze szkieletem jądrow ym , stanowiącą 25%  całości jądrow ego DN A . 
Tę ostatnią m ożna dalej rozdzielić na frakcję rozpuszczalną w zbuforowanym
2 M roztworze NaCl oraz resztkową, reprezentującą ok. 1% całości jądrowego 
D N A , ściśle związaną ze struk turą opisywaną jako  m atriks jąd row a 111 [6],

Szok termiczny wpływa na biosyntezę D N A  -  m . in. na  tworzenie 
nowych replikonów , przyłączanie nukleotydów  do  rosnącego łańcucha 
D N A , jego dojrzewanie, a także wiązanie maszynerii replikacji D N A  (ang. 
clusterosome) do chrom osom u [65]. Zaobserw owano różnice we wrażliwości 
poszczególnych etapów replikacji na hipertermię. E tap elongacji łańcucha 
D N A  wydaje się być oporny na podwyższoną tem peraturę (43,5°C) i nie 
dochodzi do  jego ham ow ania naw et przy inkubacji w czasie 60 min. 
Zaobserw ow ano, że wiązanie histonów do powstającego D N A  zachodzi 
szybciej w tem peraturze 42°C niż 37°C. K ażdy z tych etapów  wydaje się 
być związany z m atriks jądrow ą i okazuje odm ienną wrażliwość na hiperter
mię. Podwyższona tem peratura najsilniej ham uje wiązanie „clusterosom ów ” 
do  chrom osom u i dojrzewanie nowo syntetyzowanego łańcucha w ostatecz
ną postać D N A . Zaham owanie wiązania „clusterosom ów” do D N A  jest 
czynnikiem w arunkującym  tworzenie nowych replikonów i ograniczającym 
sem ikonserwatywną replikację. Podczas ekspozycji na tem peraturę 43°C (lub 
wyższą) aktywność dojrzewania zmniejsza się przynajmniej o 50% lub jest 
zaham ow ana. N atom iast w czasie inkubacji w tem peraturze 45°C dojrze
wanie D N A  w ogóle nie zachodzi, a ilość wyznakowanego D N A  zw iąza
nego z m atriks jądrow ą wzrasta. Powyższe w arunki hiperterm ii blokują 
dojrzewanie D N A  przy aktywnej elongacji jego łańcucha, co wskazuje na 
oddzielenie aktywności tych dwóch etapów . N a podkreślenie zasługuje 
obserwacja, że przeniesienie kom órek inkubowanych uprzednio w podwyż
szonej tem peraturze (45°C, 30 min) do tem peratury 37°C doprow adza do 
przywrócenia dojrzewania powstającego łańcucha D N A , jednak  wydajność 
tego procesu jest znacznie niższa. Zachodzi on 35-45 razy wolniej niż 
w kontroli [65],

W  poszukiwaniu wyjaśnienia molekularnych podstaw ham owania replikacji 
D N A  wywołanej hipertermią podjęto analizę aktywności enzymów związanych 
z tym procesem, tj. polimerazy D N A  a i fi oraz topoizom erazy II, białek 
wykazujących zdolność do asocjacji ze szkieletem jądrow ym  [66]. Szok 
termiczny zmniejsza aktywność wymienionych enzymów w kom órce, przy 
czym polim eraza D N A  fi okazała się bardziej nań wrażliwa niż a.

Aktywność polimerazy D N A  a. i fi w  jądrach  kom órek C H O , które 
poddano hipertermii (45,5°C; 0-30 min), po ich wydzieleniu, pozostaje 
w logarytmicznej zależności od czasu działania czynnika stresogennego



i okazała się niższa niż w przypadku wartości uzyskiwanych dla tych 
enzymów w całych kom órkach indukowanych szokiem w analogicznym 
czasie. Stopień u traty  aktywności tych enzymów, niższy w przypadku całych 
kom órek, wynika zapewne z faktu słabej zdolności usuwania przez ekstrakcję 
polimeraz z jąder indukowanych termicznie, w których dochodzi do ogólnego 
wzrostu białek, w tym enzymatycznych. Zbliżoną tendencję opisano w przypad
ku topoizom erazy, aczkolwiek enzym ten okazał się bardziej term ostabilny. 
Oszacowano, że inaktywacja (w temp. 45,5°C) w 50% aktywności D N A  
polimerazy a. i [i wymagała odpowiednio 10 i 15 m in., podczas gdy czas 
potrzebny do analogicznego spadku aktywności topoizom erazy wynosił 
30 m in [66].

M i l l s  i M e y n [33] wskazali, że hiperterm ia wespół z prom ieniow a
niem jonizującym  przyczynia się do podwyższenia poziom u uszkodzeń 
D N A , przy czym nadwrażliwość wynika z zaburzeń napraw y D N A . A u 
torzy ci zaobserwowali korelację między wzrostem ilości białka a zaha
mowaniem naprawy D N A  w kom órkach C H O  poddanych działaniu p o d 
wyższonej tem peratu ry . W ykorzystując ten sam  m odel dośw iadczalny  

kom órki C H O  -  w laboratorium  W a r  t e r  s a [63] podjęto poszukiw a
nia związku między przyrostem  m asy białek a zaburzeniam i w procesie 
napraw y pojedynczych pęknięć D N A  w kom órkach poddanych hiperter- 
mii [43, 44 i 45°C]. Przy ocenie zdolności naprawczych kom órek wy
brano jako  param etr czas półtrw ania uszkodzeń indukowanych określoną 
daw ką (10 Gy) prom ieniowania X. W yniki przeprow adzonych ekspery
m entów  wykazały, że pod wpływem podwyższonej tem peratu ry  m aleje 
zdolność napraw y pojedynczych pęknięć D N A  oszacow ana w zrostem  
okresu półtrw ania uszkodzeń. H am ow anie napraw y D N A  pozostaw ało 
w ścisłej korelacji z przyrostem ilości białek współizolowanych z m atriks 
jądrow ą, przy czym wymagany był progowy, około dw ukrotny wzrost do 
zapoczątkow ania ham owania. T aką korelację potwierdziła ponad to  zbliżo
na kinetyka pow rotu  do wartości kontrolnych zdolności napraw czych
i m asy białek jądrow ych. O szacowana zależność między wzrostem  m asy 
białek m atriks jądrow ej a hamowaniem naprawy D N A  sugeruje, że obec
ność dodatkow ych białek w tej istotnej strukturze, stanowiącej rusztow a
nie d la zorganizow ania D N A  w dom eny struk tu ra lne  i funkcjonalne, 
odpow iada za upośledzenie napraw y D N A , wywołane szokiem term icz
nym. Jak dotąd rozpatruje się dwie możliwości wyjaśniające wpływ w zro
stu ilości białek nukleoszkieletu na zaburzenia napraw y D N A  [63]: 1) b ia
łka H IE N P  m ogą ograniczać aktyw ność enzymów reperacyjnych przez 
utrudnienie dostępności uszkodzeń bądź przez agregację tych enzymów na 
elem entach szkieletu jądrow ego; 2) zwiększona ilość białek (np. histonów) 
związanych z m atriks jądrow ą m oże zmieniać konform ację D N A  i struk 
turę chrom atyny.



N a uwagę zasługują badania zmierzające do wyjaśnienia wpływu hiper- 
termii na proces transkrypcji. W doświadczeniach F i s c h e r a  i wsp. [15] 
w ykorzystano jako  m odel zapłodnione ja ja  Drosophila melanogaster. B ada
cze ci wykazali, że dwie duże podjednostki polimerazy RN A 11 o m.cz. 215
i 140 kD a w kom órkach kontrolnych są związane z „rozpuszczalną frakcją” 
jądrow ą, natom iast w kom órkach eksponowanych na podwyższoną tem 
peraturę (37°C, 15 min) większość cząsteczek białka enzymatycznego asoc- 
juje z m atriks jądrow ą. W dalszych eksperym entach podjęto analizę aktyw 
ności polimerazowej enzymu. W tym celu wykorzystano m etodę transkrypcji 
in vilro (z32P -U T P ) w obecności (lub bez) inhibitora polim erazy R N A  II
-  a-am anityny. Okazało się, że wraz z czasem ekspozycji kom órek na 
podwyższoną tem peraturę spada aktywność polim erazowa, a po 2 godz. 
inkubacji w tem peraturze 37°C proces transkrypcji ulega blokow aniu. 
A socjacja polim erazy R N A  II z m atriks jąd row ą nie wydaje się być 
przypadkow a, gdyż zidentyfikowano w niej obecność dużych podjednostek 
(215 i 140 kD a), co wskazuje na związanie z tą s truk tu rą holoenzym u, a nie 
zdenaturow anych podjednostek. In terakcja polimerazy R N A  II ze skład
nikami szkieletu jądrow ego praw dopodobnie zwiększa „ochronę” enzymu 
przed wpływem hipertermii. A ktualnie uważa się, że ten typ stresu przy
czynia się do „przestaw ienia” transkrypcji. Większość typowych szlaków 
transkrypcji zatrzym uje się, zaś włączają się nowe, np. transkrypcji ulegają 
geny hsp.

O statnio przedstaw iono dowody wskazujące, że pierw otny transkrypt 
m R N A  wiąże się z m atriks jądrow ą, a kompleksy rybonukleoproteinow e 
budują jej sieć wewnętrzną [71], Wiele badań wskazuje, że wieloenzymatyczne 
kom pleksy prow adzące biosyntezę pre-rR N A  oraz zespół zdarzeń tow arzy
szących jego dojrzewaniu (ang. processing) są bezpośrednio zasocjowane 
z elem entami m atriks jądrow ej. Stąd wysoce praw dopodobne wydają się 
sugestie, że szok termiczny przyczynia się do  w zrostu zawartości białek 
jądrow ych, które m ogą wiązać się z m aszynerią enzym atyczną i ham ować 
dojrzewanie RNA [59],

C o s s  i W a c h s b e r g e r  [58] przedstawili wyniki badań nad lokalizacją 
białek C kom pleksu hnR N P  zaangażowanych w proces dojrzewania pre- 
-m R N A  i wiążących hnR N P  do m atriks jądrow ej. Białka C dołączają się 
do polipirymidynowego 3’ końca intronów , udostępniając w ten sposób 
sekwencje pierw otnego transk ryp tu  w konform acji um ożliwiającej jego 
składanie (ang. splicing), co wskazuje na pełnienie przez nie funkcji m olekular
nej opiekunki [16], Z a pom ocą m onoklonalnych przeciwciał (4F4), skoniu- 
gowanych ze złotem (tzw. technika immunozłocenia), zlokalizow ano białka 
C w m atriks jądrowej kom órek C H O  stresowanych i kontrolnych. Pozytywną 
reakcję immunozłocenia obserwowano głównie w sieci włókien m atriks 
jądrow ej i resztkowym  jąderku , zarów no w prepara tach  pochodzących



z kom órek poddaw anych szokowi termicznemu, jak  i kontrolnych. Ponadto  
w m ateriale jądrow ym  po hiperterm ii w ykazano w zrost intensywności 
lluorescencji przeciwciał skierowanych przeciw białkom  C. N a tej podstawie 
przypuszcza się, że podw yższona tem peratu ra  wpływa na wzrost i/lub 
stabilizację wiązania białek C kom pleksu hnR N P w jąderku i włóknach 
m atriks jądrow ej. Nagrom adzenie białek C w miejscach syntezy rR N A  
m oże ham ować proces dojrzewania pre-rR N A  oraz jego transport [58],

H iperterm ia ham uje składanie pre-m R N A  i w ten sposób blokuje 
m atrycę w syntezie nieprawidłowych białek, k tóre mogłyby być szkodliwe 
dla kom órki [16]. Szok termiczny (podwyższona temp. przez 1-2 godz.) 
prow adzi in vitro do  inaktywacji sk ładania prc-m R N A  w ekstrak tach  
jądrow ych kom órek H eLa. W takich w arunkach struk tura cząstek róż
nych U -snR N P, które są składnikam i spliceosomów, ulega zm ianom . N a 
podstaw ie badań  im m unologicznych stw ierdzono, że cząstki U -snR N P , 
k tóre uczestniczą w dojrzewaniu pre-m RN A  tw orzą w nukleoplazm ie sia
teczkę połączoną z włóknami m atriks jądrowej [50]. W wyniku działania 
podwyższonej tem peratury układ sieci tworzonej przez cząstki U -snR N P 
ulega rozproszeniu. O statn io  opublikow ane wyniki badań  ujawniły, że 
szok (45°C, 10 m in) prowadzi do znacznej inaktywacji składania in vitro 
pre-m R N A  fi globiny oraz podstawowego czynnika transkrypcyjnego Spl
i prawie całkowicie blokuje dojrzewanie pre-m RN A  Sp4. W ykazano, że 
blokowanie składania prekursorowej cząstki m R N A  w ekstraktach kom ó
rek poddanych działaniu podwyższonej tem peratury (45°C, 10 m in) jest 
wynikiem oddysocjowania białek M z kom pleksu hnR N P i silnego zwią
zania z m atriks jądrow ą. Białka te m ogą pełnić funkcję „m olekularnej 
opiekunki” , wiążąc się do hom orybopolim erów  poli(G) i poli(A), w ten 
sposób zmieniać konform ację pre-m RN A . Proces ten jest odw racalny po 
6 godzinach inkubacji w tem peraturze 37°C. Przypuszcza się, że om aw ia
ne antygeny m ogą stanow ić włączniki i/lub wyłączniki sk ładania pre- 
-m R N A  [16].

L e e  i wsp. [25] wykazali, że hiperterm ia powoduje uwalnianie nowosyn- 
tetyzowanych białek z polisomów i ich nagromadzenie w jądrze komórkowym. 
A naliza elektroforetyczna i autoradiograficzna białek kom órek C H O  zna
kowanych przez 2 min. [35S]-metioniną, a następnie poddanych działaniu 
podwyższonej tem peratury (45,5°C, 10 m in), dostarczyła wyników świad
czących, że w jądrach  kom órek tak  traktow anych znajduje się ok. 10 razy 
więcej radioaktyw nych polipeptydów  niż w kontrolnych. H ydrofobow e 
regiony now osyntetyzow anych białek są eksponow ane na pow ierzchni. 
Polipeptydy te charakteryzują się szerokim zakresem m as cząsteczkowych, 
znaczną ich część stanow ią składniki niskocząsteczkowe, zbudow ane z ok. 
10-100 reszt aminokwasowych (m.cz. 1-14 kDa). N agrom adzone białka 
związane z m atriks jądrow ą m ogą oddziaływać na proces replikacji D N A ,



jego naprawę i transkrypcję. Na podkreślenie zasługują obserwacje, że 
inhibitory translacji (cykloheksymid, purom ycyna czy histydynol) ograniczają 
biosyntezę potencjalnie cytotoksycznych białek i stanowią czynnik ochraniający 
przed podwyższoną tem peraturą [51, 52].

Przywrócenie poziom u prawidłowej syntezy D N A , R N A  i białek, zaha
m owanej przez hipertermię, wymaga rozbicia kom pleksów przez nią in
dukowanych [20]. Zmniejszenie zawartości białek jądrowych w czasie inkubacji 
w tem peraturze 37°C początkow o przebiega bardzo szybko, natom iast 
w m iarę zbliżania się do wartości kontrolnej znacznie słabnie. W ykazano 
liniową zależność między procesem zmniejszania poziom u białek do wartości 
125% kontroli a odzyskaniem pełnej sprawności kom órek w syntezie RNA
i białek. W ydaje się, że opisana zależność dla replikacji D N A  m a charakter 
w prost proporcjonalny, co potw ierdzono w szerokim zakresie oddziaływania 
na kom órki szoku termicznego (w czasie od 30 m in do 60 godz.) pow o
dującego jej blok. Zgodnie z wcześniejszymi obserwacjami przedstawionym i 
przez badaczy [61, 68] replikacja D N A  jest bardziej wrażliwa na hiperterm ię 
niż synteza R N A  i białek. Wzrost poziomu białek jądrowych nagromadzonych 
w różnych substrukturach jądra komórkowego może być przyczyną odmiennej 
wrażliwości syntezy D N A  i RN A  na szok termiczny. P onadto  pojawienie 
się dodatkow ych białek jądrow ych wpływa na stopień skręcenia D N A . 
W ydaje się, że podczas transkrypcji D N A  charakteryzuje niższy poziom 
relaksacji niż podczas replikacji, co może tłumaczyć odm ienna wrażliwość 
om awianych procesów na stres termiczny.

Pozostaje otw artym  pytanie, czy istnieje związek między czasem wyma
ganym do wznowienia pełnej syntezy D N A , R N A  i białka a okresem, 
w którym  dochodzi do odzyskania prawidłowej struktury  m atriks jądrow ej 
zmienionej hipertermią? N a uwagę zasługują wyniki ostatnio prezentowanych 
eksperym entów [59], w których stwierdzono, że w 20 godz. po zastosow aniu 
szoku (45°C, 20 min) poziom  syntezy R N A  stanowi tylko 8% wartości 
obserwowanej w kontroli. Okazało się, że w tych w arunkach u ltrastruk tu ra  
m atriks jądrow ej aż w 90% przypom ina analogiczną struk turę kom órek 
niestresowanych. N a tej podstawie m ożna wnioskować, że przywrócenie 
praw idłow ej postaci szkieletu jądrow ego następuje przed wznowieniem 
pełnej syntezy RNA. Jednak nie m ożna wykluczyć, że transkrypq'a określonych 
podklas R N A  (pre-rR N A , pre-rR N A , czy snR N A ) jest nieodzow na do 
pow rotu prawidłowej struktury matriks jądrowej, zmienionej przez hipertermię. 
Integralność szkieletu jądrow ego jest uzależniona od obecności R N A , co 
potw ierdzają wyniki licznych badań [3, 18, por. 23],

Zm iany w metabolizmie jądrow ym  indukowane podwyższoną tem peraturą 
znajdują odzwierciedlenie w składzie chemicznym i obrazach u ltrastruk tu ry  
m atriks jądrow ej [55, 58].



Zmiany w ultrastrukturzc i składzie chemicznym 
matriks jądrowej wywołane hipertermią

M atriks stanowi szkielet jąder kom órkowych, który pozostaje w tej 
strukturze po ich ekstrakcji solami, detergentam i oraz trawieniu nukleazam i 
[4-6, por. 22, 23], T a  definicja m a charak ter operacyjny i jest stosow ana 
dla resztkowej, pozachrom atynowej infrastruktury jąd ra  kom órek inter- 
fazowych. W jej skład wchodzą: 1) resztkow a o toczka jąd ro w a (ang. 
residual envelope) nazyw ana również warstw ą peryferyczną, zbudow ana 
z blaszki i porów  otoczki jądrow ej; 2) resztkowe jąderko (a), zwane również 
m atriks jąderkow ą; 3) sieć włóknisto-ziarnisla (ang. internal m atrix) łącząca 
powyższe elementy strukturalne (rys. ,2a).

U ltrastruk tu ra i skład chemiczny m atriks jądrowej w znacznym stopniu 
zależą od sposobu jej wydzielenia, tj. 1) kolejności ekstrakcji jąder kom ór
kowych; 2) sposobu usunięcia histonów  (N aC l, LIS, siarczan am onu, 
polianiony: siarczan dekstranu-heparyna); 3) stosowania detergentów  wymy
wających lipidy (dezoksycholan sodu, N onidet N P .-40, T riton X-100, Tween 
40, saponina); 4) enzymów nukleolitycznych (D N aza I, m ik rokokalna  
nukleaza, R N aza A, restrykazy) oraz 5) obecności jonów  dwuwartościowych 
[5, 6, por. 23, 37, 38], D o istotnych różnic w składzie chemicznym preparatów  
m atriks jądrow ej przyczyniają się: eliminacja w sposobie ich izolowania, 
traw ienia R N azą, blokow anie grup tiolowych, umożliwienie pow stania 
wewnątrzcząsteczkowych połączeń białek poprzez m ostki disiarczkowe oraz 
stabilizacja term iczna [por. 23, 32],

Różnice w ultrastrukturze m atriks jądrowej kom órek poddanych działaniu 
podwyższonej tem peratury jako  pierwsi odnotowali W a r  t e r  s i wsp. [62]. 
Analiza preparatów  m atriks jąder kom órek H eL a kontrolnych i poddanych 
hiperterm ii, zarówno w klasycznym m ikroskopie elektronowym  jak  i skanin
gowym, ujawniła znaczne różnice głównie dotyczące sieci w łóknisto-ziarnistej 
oraz warstwy peryferycznej.

Badania m atriks kom órek erytroleukemicznych myszy (ang. mouse eryt- 
hroleukemia cells-, M EL), wydzielonej z jąd er stabilizow anych in vitro 
w tem peraturze 37°C, oraz kom órek poddaw anych szokowi term icznem u in 
vivo (43°C, 15 m in) sugerują, że natura stabilizacji in vitro jest odm ienna 
od tej wywołanej stresem in vivo [31].

W a c h s b e r g e r  i C o s s  [58, 59] w badaniach ultrastruktury  m atriks 
jądrow ej wykorzystali hodowle synchronicznych kom órek CH O, zatrzym ane 
w fazie G j (co pozwoliło wyeliminować zmiany wynikające z różnic w fazach 
cyklu kom órkowego). W preparatach nukleoszkieletu kom órek C H O , przy
gotow anych techniką zatapiania bez żywicy (ang. resinless section), po 
usunięciu rozpuszczalnych w detergencie Triton X-100 elementów cytoszkieletu,



Rys. 2. U ltras tru k tu ra  m atriks jądrow ej kom órek C H O  w fazie G ,;  a  -  kon tro la ; b  -  po  
działaniu szoku term icznego (45“C, 30 m in wg W a c h s b e r g e r a  i C o s s a  [59]; za  zgodą 
A utorów . N a  fotografiach  zaznaczono: resztkowe jąd erk a  (nu), blaszkę jąd row ą (1), w łókna 

sieci m atriks jądrow ej (i), cytoplazm atyczne filam enty pośrednie (IF)



blon cytoplazmatycznych i jądrowych, wyróżnia się blaszkę jądrow ą, natom iast 
wnętrze wypełniają cienkie, miejscami zespolone włókna m atriks jądrow ej 
tw orzące struk tu ry  przypom inające „p laster m iodu” (ang. honeycomb). 
Z kolei chrom atyna występuje w postaci elektronow o gęstych nitek pow ią
zanych z włóknam i m atriks i blaszką jądrow ą.

Usunięcie z jąder kom órek C H O  chrom atyny poprzez trak tow an ie  
D N azą I i siarczanem am onu zmienia obraz włókien m atriks jądrow ej; stają 
się cieńsze i luźniej powiązane (rys. 2a). Silnie u tkana wewnętrzna struk tu ra  
nukleoszkieletu po takim  działaniu jest mniej upakow ana i wykazuje słabiej 
zarysow aną sieć. W dalszych doświadczeniach cytowani badacze [59] an a
lizowali param etry m orfologiczne m atriks jądrowej przez pom iar liczby tzw. 
zespoleń włókien (ang. anastomosing fibers) przypadających na jednostkę 
powierzchni szkieletu jądrow ego i pom iar długości włókien między punktam i 
zespoleń wewnątrz tej struktury jądrow ej. D la opisywanych preparatów  
nukleoszkieletu kom órek C H O  średnia liczba włókien zespolonych na 
powierzchni 1,62 /im 2 wynosiła 41,9 +  7,4, natom iast średnia długość między 
punktam i zespolenia -  0,133 ±  0,01 //m. W strukturze m atriks jądrow ej 
obserwow ano resztkowe jąderka w postaci elektronow o gęstych ciał, od 
których rozpościerały się w łókna m atriks jądrow ej dochodzące do blaszki. 
W ew nątrz jąderek opisano regiony o odmiennej gęstości elektronowej.

N atom iast w m atriks wydzielonej z jąder kom órek poddanych szokowi 
(43°C, 60 m in) odnotow ano szereg zmian (rys. 2b). Nukleoszkielet pozostaje 
otoczony blaszką, a jego w łókna tw orzą sieć o wyższym stopniu zespolenia 
w porów naniu  z p repara tam i kontrolnym i [59], A naliza porów naw cza 
długości włókien ujawniła, że w preparatach m atriks jądrow ej poddanych 
działaniu hipertermii ulegają one średnio dwukrotnemu skróceniu. Jednocześnie 
zaobserw ow ano 2,5-krotny wzrost gęstości sieci włókien tej struktury . Do 
badań włączono technikę densytom etrii kom puterow ej, k tó ra  w ykazała 
wzrost gęstości elektronow ej w struk tu rach  szkieletowych izolow anych 
z jąd er poddaw anych działaniu podwyższonej tem peratury . O trzym ane 
rezultaty wskazują, że gęstość nukleoszkieletu zależy zarów no od czasu 
trw ania stresu termicznego, jak  i wysokości tem peratury stosowanej podczas 
eksperym entów [58],

H iperterm ia powoduje również zmiany w u ltrastrukturze jąderek  [58, 
59], Cechuje je więcej wolnych przestrzeni niż analogiczne struk tury  w pre
paratach  nie poddaw anych stresowi termicznemu, a ponad to  zdolność do 
agregacji z otaczającym je m ateriałem  peryferycznym. Obecnie uważa się, 
że szok termiczny prow adzi do u tra ty  lub przemieszczenia m ateriału  ze 
składnika włóknistego jąderek i nagrom adzenie w składniku ziarnistym. Te 
zm iany m orfologiczne m ogą być rezultatem  blokow ania lub spow olnienia 
syntezy pre-rR N A  i/lub dojrzewania powstałego transkryptu spowodowanego 
zwiększeniem zaw artości białek C kom pleksu hnR N P  w jąd erk u  i we



włóknach m atriks jądrowej [58], Podwyższona ilość białek m oże także 
wpływać na utratę zdolności jądcrek do ich dezintegracji po działaniu 
podwyższonej tem peratury w obecności czynników m itotycznych.

U ltrastrukturalne zmiany w jądrach  kom órkowych indukow ane przez 
hiperterm ię, u podstaw  których leży zwiększony poziom białek związanych 
z m atriks jądrow ą, wpływają na procesy jądrow e i m ogą prowadzić do 
pow stania defektów. Z kolei, jeśli powstałe uszkodzenia nie ulegną na
prawie, wówczas stają się cytotoksyczne i najczęściej prow adzą do śmierci 
kom órki. O kazało się, że zmiany w ultrastrukturze szkieletu jądrow ego 
kom órek C H O  są odwracalne, jeżeli kom órki w określonych w arunkach 
stresu wykazują wskaźnik przeżywalności odpow iadający wartości 0,3 (lub 
wyższej) [59], W skaźnik ten określa liczbę kom órek, z pierwotnie w prow a
dzonych do podłoża 5000/cm2, k tóre po szoku termicznym w czasie in
kubacji (37°C, 10-12 dni) tw orzą kolonię złożoną z co najmniej 50 kom ó
rek. U ltrastruk turę nukleoszkieletu kom órek po działaniu podwyższonej 
tem peratury (45°C, 20 m in), a następnie inkubowanych (37°C, 30 min), 
cechuje silniejsze utkanie sieci jego włókien oraz wyższa gęstość elektronow a 
ciałek jądrow ych. W kom órkach tak traktow anych liczba punktów  ze
spolenia włókien m atriks jądrow ej na określonej powierzchni stanowi 170% 
wartości charakterystycznej dla kom órek kontrolnych, natom iast długość 
włókien -  zaledwie 30% tej obserwowanej w kom órkach niestresowanych. 
O kazało się, że w 20 godz. po działaniu stresu obraz m atriks jądrow ej 
w m ikroskopie elektronow ym  przypom ina w znacznym  stopniu  (90% ) 
u ltrastrukturę kontrolną. D ługość włókien i liczba punktów  zespolenia tych 
w łókien odpow iada wartościom charakterystycznym  dla kom órek niestreso
wanych. W skaźnik przeżywalności kom órek w opisywanych w arunkach 
stresu wynosił około 0,3 +  0,03.

W a c h s b e r g e r  i C o s s  [59] ocenili, że po osiągnięciu przez kom órki 
wskaźnika przeżywalności poniżej 0,01 zmiany w u ltrastrukturze m atriks 
jądrow ej okazały się nieodwracalne. W szkielecie jądrow ym  wydzielonym 
z kom órek inkubowanych (37°C, 30 min) i poddanych szokowi termicznemu 
(45°C, 30 m in) liczba punktów  zespolenia włókien wzrosła o 182 +  15%, 
a długość włókien zespolonych uległa skróceniu o 65 +  4%  w porów naniu 
z kontrolą. U ltrastruk tu ra  m atriks jądrowej po 24 godz. od działania 
czynnika stresu (45°C, 30 min) znacznie zmieniła się w porów naniu do 
analogicznej struktury  kom órek niestresowanych. W traktow anych w powyż
szych w arunkach kom órkach  sieć włókien szkieletu jądrow ego cechuje 
niejednolite rozmieszczenie oraz form ow anie agregatów, natom iast ciałka 
jądrow e podlegają fragmentacji i wykazują wyższą gęstość elektronową. 
O pisane w arunki hiperterm ii ham ują proces napraw y uszkodzeń w u ltra
strukturze szkieletu jądrow ego. Okazało się, że zmiany w ultrastruk turze



m atriks jądrow ej, obserwowane w 20 godz. po inkubacji (45°C, 30 m in) 
pojaw iają się wcześniej i m ożna je  zidentyfikow ać już w 2 godz. po 
działaniu stresu.

T a b e l a  2

Zm iany ilościowe wśród białek jader i m alriks jądrow ej kom órek H eL a poddanych hiperterm ii
(45°C, 30 min) [55]

G ru p a
Białka hsp lub 

pasm a białkowe 
m.cz. [kDa]

W zględny wzrost zawartości 
białek pod wpływem hiperterm ii M etoda

detekcji
jąd ro  kom órkow e m atriks jąd row a

A 146 1,5 2,5 CB“
120 1,4 2,2 CB
108 1,4 3,1 CB
97 1,7 2,6 CB
90 1,6 4,6 CB
76 1,4 3,0 CB
47 1,5 2,2 CB

B 30 1,3 1,7 CB
hsp-70 3,5 4,5 hsp-70; IBb
hip-27 3,7 2,9 hsp-27; IB

90 1,8 1,7 antyM J; IB
72 1,3 1,3 an ty  M J; IB

C 28 1,0 1,8 CB
26 1,0 1,7 CB

T opo I 0,9 10,1 to p o  I; IB
T opo I 0,8 8,2 topo  II; IB

57 1,0 1,3 an ty  M J; IB

D 43 1,1 1,0 CB
38 1,1 1,1 CB
34 1,1 1,2 CB
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 an ty  M J; IB

W zględna zaw artość indywidualnych pasm  białkowych uzyskana techniką skaningowej 
densytom etrii laserowej po  rozdziale białek jądrow ych i m atriks jądrow ej w żelu poliak- 
rylam idowym  zawierającym  SDS i wybarwieniu błękitem  brylantow ym  Coom assie (CB) lub 
im m unodetekcji antygenów  techniką W estern biot (IB) w obecności przeciwciał skierowanych 
przeciw ko hsp -  27, hsp -  70, topoizom erazie I i II (topo I i topo  II) lub białkom  m atriks 
jądrow ej (anty M J). Gęstość optyczną każdego polipeptydu frakcji jądrow ej czy m atriks 
jądrow ej, wydzielonych z kom órek H eL a poddanych hiperterm ii, porów nano  z analogicznym  
pasm em  kom órek kontrolnych, w których zaw artość przyjęto jak o  1,0.



W połowie lat osiemdziesiątych W a r t e r s  i wsp. [62] poddali szerokiej 
analizie elektroforetycznej białka matriks jądrowej kontrolnych i stresowanych 
podwyższoną tem peraturą (45°C, 30 min) kom órek HeLa. Białka tej struktury 
kom órek kontrolnych cechowała obecność głównych składników  o m.cz. 45, 
47, 55, 57, 59 i 65 kD a. Z kolei szok termiczny przyczyniał się do istotnego 
wzrostu zawartości polipeptydów tej struktury  o m.cz. 28,5, 38,5, 60, 66, 
81, 88 i 100 kD a, a w ocenie densytometrycznej wyrażał się wartościam i 
odpowiednio 1,5, 1,9, 1,5, 1,3, 1,7, 2,2 i 1,7 razy wyższymi dla kom órek 
stresowanych w porów naniu z kontrolnym i.

Zm iany w składzie polipeptydowym kilku składników  m atriks jądrowej 
kom órek poddaw anych hipertermii (HeLa, BM K, CHO) odnotow ano w li
teraturze przedm iotu wielokrotnie [24, 35-38, 42, 43, 64, 69],

N a podkreślenie zasługują ostatnio opublikow ane wyniki eksperym en
tów zespołu R o t i - R o t i [55] dotyczące porównawczej analizy białek 
jądrow ych i tych zasocjowanych z m atriks jądrow ą kom órek H eL a eks
ponow anych na podwyższoną tem peraturę (45°C) w czasie (0-75 min). 
W toku  badań oszacowano ilościowe zmiany składników tych struk tu r 
poprzez skaningową densytom etrię laserową białek wybarwionych błękitem 
brylantow ym  Coomassie (po rozdziale m etodą SDS-PA GE) oraz detekcję 
antygenów (techniką W estern biot) w obecności przeciwciał skierowanych 
przeciwko polipeptydom  m atriks jądrow ej (anty M J) bądź komercyjnie 
dostępnych przeciwciał (an ty-topo  I, an ty-topo  II, anty-hsp27 i anty- 
-hsp70). W nikliwa ocena ilościowa elektroferogram ów  analizowanych b ia
łek doprow adziła do ich podziału na cztery grupy. W grupie opisywanej 
jak o  A znalazły się składniki, których wzrost obserw owano po działaniu 
podwyższonej tem peratury, zarów no w niefrakcjonowanych jądrach , jak  
i m atriks jądrow ej, choć w tej ostatniej znacznie wyższy (por. tab. 2). Do 
grupy B zakwalifikowano polipeptydy, w których zmiany ilościowe były 
porównyw alne w jądrach  i m atriks jądrowej. Objęto w tej grupie m. in. 
hsp27 i hsp70 oraz białka o m.cz. 72 i 90 kD a, rozpoznaw ane przez 
przeciwciała anty M J. Z kolei do grupy C zaszeregowano białka, których 
ilość w niefrakcjonowanych jądrach  była zbliżona do tej w jądrach  kom ó
rek kontrolnych (niestresowanych), zaś znacząco w zrastała w ich szkiele
cie. Zaskoczeniem jest ponad 10- i 8-krotny wzrost enzymów związanych 
z topologią i m etabolizm em  D N A , tj'. topoizom erazy I i II. W śród człon
ków grupy D znalazły się polipeptydy, których ilość zarów no w jądrach  
jak  i m atriks jądrow ej praktycznie nie zmienia się pod wpływem szoku 
termicznego.

Z przedstawionych danych wynika, że większość białek wzbogacających 
ją d ra  kom órkow e oraz ich struktury szkieletowe wskutek agregacji bądź 
zmniejszenia ich rozpuszczalności zakłóca zarówno skład chemiczny, ultra- 
strukturę, jak  i podstawowe procesy, tj. replikację, procesy napraw y D N A ,



m etabolizm  RNA. Te zakłócenia są m. in. przyczyną indukowanej termicznie 
cytotoksyczności [7, 24, 25, 31, 51, 52, 62, 66],

W nikliwe analizy wykazały logarytm iczną zależność między wywołanym 
hiperterm ią (45°C) wzrostem ilości białek w m atriks jądrow ej a śmiercią 
kom órek H eLa [62]. Okazało się, że wzrost o 15% zawartości białek 
zasocjowanych ze szkieletem jądrow ym  nie przyczynia się do  śmierci tych 
kom órek, ale ich 35% wzrost zwiększa jej praw dopodobieństw o do około 
63% .
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CH A N G ES IN C E LL  N U C L E I IN D U C E D  BY H E A T  SH O C K

Exposure o f  cells to  hypertherm ic tem peratures (43° to  48°C) results in  an  increase o f 
the to ta l pro tein  m ass which coisolates with the nuclei. P rom inent physiological effect o f heat- 
-shock on nuclear structure is inhibition of D N A  replication and repair, and also R N A  
synthesis and processing. H eat-shock-induced p ro te in  m ass increase has been show n to 
corre late  w ith u ltra stru ctu ra l changes and polypeptide com position  o f nuclear skeleton
-  nuclear m atrix.
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