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Streszczenie: Nukleolina jest wielofunkcyjnym, biatkiem, w ktérym mozna wyrdzni¢ trzy domeny roz-
niace si¢ budowa i warunkujace rézne funkcje. Biatko to zlokalizowane jest glownie w jaderkach, ale
wystepuje rowniez w karioplazmie poza nimi, w cytoplazmie i btonie komérkowej oraz ma zdolnosé
przemieszczania si¢ mi¢dzy tymi przedziatami. Réznorodna lokalizacja przemawia za jego udzialem w
komorce w wielorakich procesach fizjologicznych, jak i patologicznych. Jednak gldwna funkcjq nukleoli-
ny jest udzial w obrobce rRNA od etapu transkrypcji rDNA po organizacj¢ czastek prerybosomowych.
Nukleolina uczestniczy w zmianach struktury chromatyny, wydtuzaniu pierwotnego transkryptu rRNA
i dojrzewaniu rybosomow. Wykazuje ona ponadto zdolnos¢ m.in. stabilizowania mRNA, formowania
struktury jaderek czy uczestniczenia w procesie apoptozy. Nukleolina odgrywa rol¢ w karcynogenezie
indukowanej wirusami ludzkiego brodawczaka oraz wptywa na bialka supresorowe i czynniki transkryp-
cyjne. Badania nad ekspresja nukleoliny w rakach sutka wykazatly jej zwiazek z typem histologicznym,
ekspresja receptora estrogenowego, fazami cyklu komdrkowego i obecnoscig przerzutow w wezlach
chlonnych. W ostatnich latach zwrdécono rowniez uwagg na rol¢ nukleoliny zlokalizowanej w obrebie
btony komorkowej we wnikaniu czastek wirusoéw do komarki. W infekcji wirusem HIV, moze stanowié
ona potencjalny cel terapeutyczny. Nukleolina wplywa réowniez na replikacj¢ wirusoéw hepatotropo-
wych. Istotna rol¢ nukleoliny w infekcjach wirusowych potwierdza rowniez fakt jej wspotwystgpowa-
nia z antygenami licznych wirusow. W pracy omoéwiono struktur¢ nukleoliny, regulacj¢ ekspresji i mody-
fikacje potranslacyjne oraz gldwne funkcje w komorce. Przedstawiono ponadto najnowsze poglady na
role nukleoliny w biologii nowotworéw oraz jej udzial w infekcjach wirusowych, szczegolnie w infekeji
wirusem HIV i wirusami hepatotropowymi.

Stowa kluczowe: nukleolina, jaderko, AgNOR, infekcja wirusowa, HIV, nowotwory.

Summary: Nucleolin is a multifunctional nucleolar protein that has three domains of different structure
and functions. This protein is located in nucleoli but is also detected in karyoplasm outside nucleoli, in
cytoplasm and in the cell membrane. It shuttles between these structures. Different localization of
nucleolin in a cell points to its involvement in different physiologic and pathologic processes. The main
function of nucleolin is participation in rRNA processing from rDNA transcription to assembly of
preribosomal particles. Nucleolin induces changes of chromatin structure, elongation of primary trans-
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cript of rRNA and ribosome maturation. It potentially can stabilize mRNA, play a role in formation of
nucleoli or apoptosis. Nucleolin is involved in human papilloma virus-induced carcinogenesis and influen-
ces suppressor proteins and transcription factors. Results of studies on expression of nucleolin in breast
cancers showed its relation to a histological type, estrogen receptor expression, cell cycle phases and
lymph nodes metastases. In last years the localization of nucleolin in the cell membrane brought interest
to its participation in viral infections. Nucleolin might be a therapeutic target in HIV infection. It also
influences the replication of hepatotrophic viruses. The essential role of nucleolin in viral infection is also
supported by its colocalization with many viral antigens. In the present study the structure, regulation of
expression and posttranslational modifications as well as main functions of nucleolin in a cell are discus-
sed. Moreover the latest data on the role of nucleolin in biology of cancers and in viral infections,
especially HIV and hepatotrophic viruses are presented.

Key words: nucleolin, nucleolus, AgNOR, viral infection, HIV, cancers.

WSTEP

Jaderko, chociaz nieoddzielone blong od pozostalej czgsci jadra komorkowego, jest
specyficzng strukturg wewnatrzjadrowa widoczna w mikroskopie $wietlnym w
komorkach interfazowych i zawierajaca charakterystyczne biatka [6,21]. W jego obrebie
mozna wyrdzni¢ trzy regiony o zroznicowanej gestosci: centra wiokniste, gesty sktadnik
wldknisty i sktadnik ziarnisty [6]. Centrum widkniste otaczaja pasma gestego skladnika
wioknistego, ktdry z kolei otoczony jest przez centra ziarniste [57,92]. Jaderko cechuje
si¢ duza dynamika morfologii w czasie cyklu komorkowego. Podczas profazy nastgpuje
rozproszenie skladnika widknistego i ziarnistego, w metafazie jaderko zanika i pojawia
si¢ ponownie w anafazie, za§ w poznej telofazie do petli chromatyny jaderkowej
dolaczane sa elementy wiokniste i ziarniste przysztego jaderka [21].

Jaderko jest przede wszystkim miejscem przemian rRNA (ang. Ribosomal Ribo-
nucleotide Acid — rybosomowy kwas rybonukleinowy), od etapu transkrypcji po
organizacj¢ czastek prerybosomowych. Geny rDNA (ang. Ribosomal Deoxyribo-
nucleotide Acid — kwas deoksyrybonukleinowy kodujacy geny rybosomowe)
zlokalizowane sa u czlowieka na chromosomach akrocentrycznych w postaci
powtarzajacych sie sekwencji. Zwiazane z nimi bialka, takie jak: nukleolina, biatko
B23, polimeraza RNA [, UBF (ang. Upstream Binding Factor) — jaderkowy
czynnik transkrypcji wigzacy si¢ powyzej miejsca startu — wykazuja zdolnos¢ redukeji
jondw srebra, wyznaczajac tzw. srebrochtonne organizatory jaderka — AgNOR (ang.
Argyrophilic Nucleolar Organizer Regions) [22], ktérych obszar odzwierciedla
poziom biogenezy rybosomow [18]. Transkrypcja rDNA zachodzi na granicy centrow
wioknistych i gestego sktadnika widknistego, podczas gdy pozostate etapy obrobki
rRNA maja miejsce gldwnie w skladniku ziarnistym [6,18,57,92]. Sktadniki biatkowe
jaderka badane sa od poczatku lat siedemdziesiatych ubieglego stulecia, a ich liczba
osiagneta juz ponad 500 dla ludzkich jaderek [55]. O réznorodnosci funkcji jaderka
moze réwniez $wiadczy¢ fakt, ze jedynie 39% jego bialek stanowi biatka rybosomowe
lub bierze udziat w biogenezie rybosomdw [79]. Do nich nalezy nukleolina stanowiaca
okoto 10% wszystkich biatek jaderka [30].
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NUKLEOLINA - STRUKTURA DOMENOWA

Nukleolina (biatko C23) zostala odkryta w 1973 roku przez Orricka i wsp. w
pracowni Harrisa Buscha [30], w jaderkach komorek watrobiaka Novikoffa i
prawidlowej watroby szczura. Jednoczesnie stwierdzono, Ze jest ona wraz z biatkiem
B23 glowna fosfoproteing jaderkowa wiazaca jony srebra po barwieniu preparatow
azotanem srebra [30]. Gen ludzkiej nukleoliny znajduje si¢ na ramieniu dlugim
chromosomu 2 (2q12) i sktada si¢ z 14 eksonow i 13 intronéw [85].

W czasteczce nukleoliny mozna wyr6ézni¢ trzy domeny, rozniace si¢ zarowno
sktadem aminokwaséw, jak i funkcja: N-koncowa, centralng oraz C-koncowa
[28,30,36]. Rzeczywista jej masa wynosi 100-110 kDa i jest wyzsza niz wartos¢
przewidywana z dtugosci czasteczki cDNA, co wynika z obecnosci aminokwasow
kwasnych i zasadowych zmieniajacych szybkos¢ migracji nukleoliny w zelu w
elektroforezie [86].

Region N-koncowy nukleoliny zawiera na przemian wystepujace ciagi sekwencji
aminokwasow kwasnych i zasadowych analogiczne do sekwencji w histonie H1, ktdre
odpowiadaja za zdolno$¢ nukleoliny do interakcji z tym histonem. Reszty kwasu
asparaginowego i glutaminowego N-konca decyduja o zdolnosci wiazania przez nia
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jonow srebra w reakcji z azotanem srebra, pozwalajacej uwidoczni¢ AgNOR. Domena
ta zawiera okoto potowy miejsc fosforylacji nukleoliny oraz sekwencj¢ odpowiadajaca
za lokalizacje jadrowa tego bialka — NLS (ang. Nuclear Localization Sequence).
Pomimo ze nukleolina jest konserwatywnym biatkiem, region N-koncowy charak-
teryzuje sie¢ duza zmiennoscia pomiedzy réznymi biatkami nukleolinopodobnymi u
réznych organizmow [30,86]. Domena N-koncowa wykazuje zdolno$¢ wiazania biatek
i uczestniczy w ich transporcie do jaderka. Oddziatywanie z biatkami zalezy od stanu
fosforylacji nukleoliny, nie wymaga jednak obecnosci kwasow nukleinowych [4].
Region centralny zawiera cztery odcinki, zwane domenami wiazacymi RNA —
RBD (ang. RNA Binding Domain) lub motywami rozpoznajacymi RNA — RRM
(ang. RNA Recognition Motif). RBD jest jednym z najczestszych motywow struk-
turalnych bialek spotykanych w naturze. Domena RBD sktada si¢ z 70-100
aminokwaséw o charakterystycznym uktadzie BaBBaB [23]. Odpowiada ona za
wiazanie przez nukleoling pierwotnego transkryptu rRNA (pre-rRNA). Wiazanie to
obejmuje dwa miejsca w obrebie pre-rRNA: NRE (ang. Nucleolin Recognition
Element) oraz ECM (ang. Evolutionary Conserved Motif). NRE to mata struktura
o budowie drugorzedowej typu ramie - petla (stem-loop structure), ktéra znajduje
si¢ w obrebie konca 5' zewngtrznych — ETS (ang. External Transcribed Spacer)
(u myszy) lub wewnetrznych — ITS (ang. Internal Transcribed Spacer) (u
cztowieka) odcinkéw transkrybowanych pre-rRNA. Najwazniejsza czgscia tej
struktury jest sekwencja (U/G)CCCG(A/G) w obrebie szczytowej petli o zmiennej
dlugosci 7-14 nukleotydow. Mutacja w obrebie reszt C lub G znosi interakcje
nukleoliny z pre-rRNA [48]. Ruchomos¢ tej struktury i tworzenie przez niesparowane
nukleotydy petli E ulatwia stereoskopowe oddzialywanie z nukleoling o najnizszej
energii [24]. ECM to krotka sekwencja (dtugosci 11 nukleotydéw) potozona w
odlegtosci 5 nukleotyddw ponizej miejsca wycinania 5'ETS, ktora bierze udziat w
pierwszym etapie dojrzewania pre-rRNA [29]. Podobnie, jak w przypadku NRE,
pojedyncza mutacja w ECM znosi interakcje z nukleolina [28]. Zaden pojedynczy
odcinek RBD nukleoliny samodzielnie nie jest w stanie wiaza¢ NRE rRNA, ale juz
dwa pierwsze RBD wystarczaja do interakcji z pre-rRNA [48]. Natomiast do
wigzania ECM wymagana jest obecnos¢ wszystkich czterech domen RBD.
Prawdopodobnie wigzanie przez nukleoling NRE i ECM zachodzi w ré6znym czasie,
a ich zwiazek z S'ETS potwierdza jej udzial w procesie wycinania ETS [28,29,92].
Cechg charakterystyczna domeny C-koncowej opisywanego biatka jest struktura
globularna i wystgpowanie powtarzajacej si¢ sekwencji Arg-Gly-Gly (RGG), a
czynnosciowo — zdolnos¢ wigzania kwaséw nukleinowych [70]. Aktywnosé ta
szczegdlnie widoczna jest w stosunku do rDNA, co sugeruje udziat nukleoliny w
procesie transkrypcji, replikacji i rekombinacji rDNA [37]. Region ten, wykazujacy
aktywnos¢ helikazy DNA, odpowiada za rozplatanie kwasow nukleinowych, a
jednoczesnie jest krytyczny dla oddziatywania pomiedzy dwoma czasteczkami
nukleoliny w procesie renaturacji DNA, przy czym dla tej funkcji wymagana jest
rowniez obecnos¢ domen RBD3 i RBD4. W procesie tym w pierwszym etapie
dochodzi do wiazania ssDNA przez sekwencje RGG, a nastgpnie oddzialywanie
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pomiedzy dwoma czasteczkami nukleoliny doprowadza do renaturacji kwasu
nukleinowego. Sekwencja RGG warunkuje rowniez zdolnos¢ odiaczania czasteczki
nukleoliny od DNA po zakonczeniu procesu renaturacji. Nukleolina zwigksza
szybkos¢ renaturacji DNA, rowniez w przypadku niezgodnosci pojedynczych
nukleotydow [36]. Domena C-koncowa uczestniczy takze w transporcie biatek do
jaderka [30,86] i odpowiada za lokalizacj¢ nukleoliny w jaderku wraz z zawartag w
obrebie N-konca sekwencja NLS [70].

LOKALIZACJA NUKLEOLINY W KOMORCE,
REGULACJA JEJ EKSPRESJI Il MODYFIKACJE POTRANSLACYJNE

W komorkach interfazowych nukleolina zlokalizowana jest gtownie w jaderkach,
w otoczeniu organizatorow jaderek w chromosomach oraz w nukleoplazmie
[12,30,31,57,59]. Obecnos¢ nukleoliny stwierdzono réwniez w cytoplazmie [57,92],
a takze na powierzchni komorki [38,42,43,67]. Badania immunofluorescencyjne i
immunomikroskopia elektronowa wykazaly jej obecnos¢ w obrebie centrow wioknis-
tych i gestego sktadnika wloknistego jaderka [30,57]. Nie stwierdzono natomiast
nukleoliny w dojrzatych rybosomach [23,72].

W jadrach komorek w profazie nukleolina pozostaje w jaderkach, w prometafazie
przemieszcza si¢ do cytoplazmy pozostajac w czesci zwigzana z obszarami
peryferyjnymi chromosoméw i zachowujac takie rozmieszczenie w metafazie. W
anafazie biatko to przemieszcza sie do ognisk jaderkowych — NDF (ang. Nucleolus-
Derived Foci), a we wczesnej telofazie nadal pozostaje w zwigzku z chromoso-
mami oraz ciatkami przedjaderkowymi [57]. Zawarto$¢ nukleoliny w obre¢bie
karioplazmy poza jaderkami w jadrach interfazowych jest 15-krotnie nizsza niz w
obrgbie jaderek w komorkach raka sutka [59], a w komorkach linii U2-OS stanowi
okoto 8,5% puli wewnatrzjadrowej nukleoliny [16].

Nukleolina jest biatkiem, ktore przemieszcza si¢ migdzy jaderkiem a nukleoplazma
[12] oraz pomigdzy jadrem a cytoplazma [42,62]. Tworzy ona kompleks z innymi
biatkami bioracymi udziat w obrobce rRNA (B23, fibrylaryna), ktérego stabilnosé¢
nie jest zalezna od aktywnosci transkrypcyjnej polimerazy RNA 1 [12], ale
zahamowanie syntezy rRNA powoduje przemieszczanie si¢ calego kompleksu wraz
z nukleoling do nukleoplazmy [62]. Stwierdzono rowniez, ze zmiana lokalizacji
nukleoliny pomigdzy jaderkiem a nukleoplazma zalezy od jej cyklicznej fosforylacji
[30], co réwniez wplywa na regulacje biogenezy rybosomow [53]. Przesunigcie
nukleoliny z jaderek do nukleoplazmy obserwowano po ekspozycji komorek na
promieniowanie jonizujace, szok cieplny i oksydacyjny oraz kamptotecyng, ktora
powodowala takze przemieszczenie nukleoliny do cytoplazmy. Relokalizacja nukleoliny
pod wptywem réznych czynnikdw stresowych byta Scisle zalezna od obecnosci bialtka
p53 [16]. Nukleolina obecna w cytoplazmie wystepuje w pecherzykowych
strukturach, ktore wspotuczestnicza w jej transporcie do blony komérkowej. Transport
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ten jest niezalezny od siateczki $rédplazmatycznej i aparatu Golgiego i wykorzystuje
mikrofilamenty aktynowe [42]. Lokalizacja blonowa stanowi 5% puli nukleoliny w
komoree [8] 1 ponizej 20% nukleoliny zawartej w cytoplazmie [42]. Ekspresja nukleoliny
w blonie komdrkowej zdaje si¢ by¢ zalezna od proliferacji, gdyz obserwowano znaczny
spadek jej ekspresji w komorkach zatrzymanych w cyklu komérkowym [51], a
jednoczesnie moze by¢ ona ograniczona do czesci blony komérkowej, np. czgsci apikalnej
komorek nablonka drég oddechowych [8]. Wystepujaca w blonie komdrkowej nukleolina
zlokalizowana jest po jej zewnetrznej stronie i prawdopodobnie rozni si¢ modyfikacjami
potranslacyjnymi od nukleoliny obecnej w jaderku [42].

Regulacja ekspresji nukleoliny zachodzi zardwno na poziomie transkrypcji, jak i
translacji. Fosfoproteina ta nalezy do duzej grupy bialek aktywowanych przed produkt
onkogenu c-myc. Mechanizm aktywacji polega na bezposrednim wplywie biatka
C-MYC na promotor genu nukleoliny [32]. W trakcie dojrzewania kardiomiocytow
szczura obserwowano znaczny spadek poziomu mRNA nukleoliny pomigdzy
komorkami embrionalnymi a dojrzalymi, co przemawia za rola nukleoliny przede
wszystkim w komorkach dzielacych si¢. Natomiast w czasie wzrostu komorek
(hipertrofia) po suplementacji surowicy w srodowisku jej pozbawionym, odnotowano
wyzsze stezenie nukleoliny w komorkach bez zmian poziomu mRNA. Wiazano to z
nasileniem translacji mRNA nukleoliny [5]. Zawarto$¢ tego biatka w komorce
podlega samoregulacji przez jego wiazanie z wlasnym mRNA hamujac translacje
w przypadku jego nadmiaru [50].

Nukleolina ulega licznym modyfikacjom potranslacyjnym, gléwnie fosforylacji i
defosforylacji. Podczas interfazy kinaza kazeinowa typu Il (CKII) fosforyluje reszty
seryny nukleoliny doprowadzajac do jej proteolizy [64] i zwigkszajac specyficznosé
jej oddziatywania z polimeraza RNA 1 i z rDNA [53]. Koreluje to rowniez z
aktywnoscig transkrypcji genéow rRNA [26,73]. Towarzyszy temu fosforylacja UBF,
co prowadzi do dalszego wzrostu aktywnosci kompleksu inicjacyjnego polimerazy
RNA I [53]. W czasie mitozy reszty treoniny i seryny czasteczki biatka ulegaja
fosforylacji przez kinaze p34¢<, co wiaze si¢ ze zmiana aktywnosci NLS i prze-
mieszczaniem nukleoliny w czasie cyklu komoérkowego [26,30]. Fosfoproteina ta
stanowi rowniez substrat dla kinazy biatkowej C-£ , ktdra po jej modyfikacji wpltywa
na przekazywanie sygnatu z powierzchni komorki do jadra [30].

Poza fosforylacja i defosforylacja nukleolina ulega réwniez ADP-rybozylacji [63]
i metylacji [70]. Reszty argininy domeny C-koncowej ulegaja monometylacji lub
asymetrycznej dimetylacji, co moze wplywa¢ na wiazanie RNA przez nukleoline,
jednak nie wplywa na jej lokalizacje¢ jaderkowa [70]. Stwierdzono, ze nukleolina
znajdujaca si¢ poza jadrem komérkowym podlega rowniez N- i O-glikozylacji [11].

Zawartos¢ nukleoliny zmienia si¢ z komodrce w czasie cyklu komdrkowego.
Gorcezyca i wsp. wykazali, ze stymulacja ludzkich limfocytow fitohemaglutyning
powoduje najwiekszy wzrost nukleoliny w jadrze komoérkowym miedzy fazami GO i
G1 [31]. W komorkach raka sutka zmiany jej poziomu w czasie cyklu komorkowego
zaleza od ekspresji receptora estrogenowego 0. — ER (ang. Estrogen Receptor o)
wykazujac staty wzrost w przypadku rakéw ER-dodatnich [58].
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FUNKCJE NUKLEOLINY W KOMORCE

Zasadnicza funkcja nukleoliny w komoéree jest udziat w biogenezie rybosoméw, o czym
swiadczy jej lokalizacja w obrebie centrow wioknistych i gestego skladnika widknistego
jaderek [30,57], oddziatywania z rDNA i rRNA [23,36,37,48] oraz prerybosomowymi
rybonukleoproteinami [8]. Udzial nukleoliny w procesie transkrypcji rDNA potwierdza
preferencyjne wigzanie z rDNA [37], jej zdolnos¢ do modulacji struktury chromatyny
przez oddzialywanie z histonem H1 [30,86] i rdzeniem nukleosomu [64] oraz wigksze
powinowactwo do jednoniciowego niz do dwuniciowego DNA [37.,48].

Nukleolina bierze udzial w usuwaniu histonu H1 przez oddzialywanie amino-
kwasow kwasnych jej N-konca z zasadowym regionem histonu H1 i aminokwasow
zasadowych tego samego konca nukleoliny z dwuniciowym DNA. Doprowadza to
do rozluznienia wigzan jonowych miedzy histonem H1 a odcinkiem lacznikowym
DNA (linker DNA), odtaczenia histonu i do dekondensacji chromatyny [30].
Tworzenie struktury nukleosomu obejmuje dwa etapy: umieszczenie tetrameru
H3-H4 na DNA, a nastgpnie umieszczenie dwoch dimerow H2A-H2B [2]. Poczat-
kowo uwazano, ze nukleolina nie jest w stanie dysocjowac rdzenia nukleosomu i
jej udzial w dekondensacji struktury chromatyny opiera si¢ jedynie na odtaczaniu
histonu H1. Badania przeprowadzone w ostatnich latach wskazuja na zdolno$¢
nukleoliny do destabilizacji nukleosomu, takze przez odtaczanie dimeru H2A-H2B
[64]. Nukleolina wiazac si¢ bezposrednio z dimerem H2A-H2B przyczynia si¢ do
jego dysocjacji, ale jednoczesnie moze utatwiaé¢ wiazanie nukleosomu z DNA [2].
Wplywajac na dynamike dimerow H2A-H2B bialko to destabilizuje oktamer rdzenia
nukleosomu i umozliwia ,,przejscie” polimerazy RNA II przez nukleosom [64].
Usuniecie ,,bariery” nukleosomu powoduje ufatwienie transkrypcji chromatyny i
sugeruje, aby zaliczy¢ nukleoling do bialek o aktywnosci FACT (ang. Facilitates
Chromatin Transcription) — utatwianie transkrypcji chromatyny. Nukleolina wplywa
zatem na oddzialywania histon - histon, jak i histon - DNA [2], a takze na przyla-
czanie / odlaczanie dimerow H2A-H2B, co moze by¢ przyczyna dwojakiego jej
dzialania: indukcji [2,53,75,87,92] lub hamowania transkrypcji rRNA [1,75]. Nukleolina
przez domeng N-koncowa przyczynia si¢ rowniez do zwigkszenia efektywnosci
remodelatorow chromatyny tworzac fizyczny pomost pomigdzy nukleosomem a
kompleksem remodelujacym [2,64].

Oddziatywanie nukleoliny z pre-rRNA jest przejsciowe i specyficzne i wydaje
si¢ pelni¢ wazna rolg w prawidlowym formowaniu jego struktury drugorzedowe;j.
Petla RNA lokalizuje si¢ pomigdzy dwoma powierzchniami struktury beta dwdch
RBD bialka za pomoca odcinka taczacego, przy czym pierwszy RBD — wigze RNA
od konca 3', a drugi RBD — od konca 5'. Interakcja tego typu jest charakterystyczna
réwniez dla innych bialek rozpoznajacych RNA [48]. Bardzo istotna role dla interakcji
z RNA odgrywa odcinek taczacy dwie domeny RBD1 i RBD2, ktéry zwigksza
tysiackrotnie powinowactwo nukleoliny do RNA [23]. Nukleolina uczestniczy w
pierwszym, zwanym tez wczesnym, rozcinaniu konca S'ETS w obrebie pre-rRNA
wiazac sie¢ wysoce specyficznie z NRE [48]. Oddziatywanie pomiedzy nukleoling a
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NRE, w ktorym uczestnicza dwie domeny RBD, warunkuje prawidlowa strukture
przestrzenna pre-rRNA. Usunigcie jednej domeny RDB obniza znacznie powino-
wactwo nukleoliny do odcinka NRE [23].

Nukleolina uczestniczy w procesie wydtuzania pre-rRNA poprzez wigzanie
kompleksu polimerazy RNA 1, jak rowniez wplywa na jego aktywnos¢ [53,75].
Wiazanie polimerazy RNA I zachodzi w obrgbie jej N-koncowego regionu [87], a
regulacja procesu transkrypcji rDNA zalezy nie tylko od poziomu nukleoliny, ale
réwniez od fosforylacji przez CKII prowadzacej do jej proteolizy [64]. Zablokowanie
proteolizy [87] lub usuniecie nukleoliny z komorek za pomocg RNAi (ang.
Interfering RNA) powoduje zahamowanie aktywnosci polimerazy RNA I [2] i
obnizenie transkrypcji rDNA [92]. Nukleolina bierze udziat w procesie dojrzewania
pre-rfRNA oraz przylacza inne czynniki w trakcie tworzenia sie¢ kompleksu bioracego
udziat w sktadaniu pre-rRNA (primary processing complex), wplywajac réwno-
czes$nie na szybkos¢ wycinania ETS. W pehieniu takiej funkcji przez nukleoling
nicodzowna jest obecnos¢ jej domen RBD i domeny N-koncowej [29]. Po zakon-
czeniu procesu transkrypcji nukleolina oddysocjowuje od pre-rRNA, co umozliwia
dalsze oddziatywania pomiedzy U3 malym jaderkowym RNA — snoRNA (ang. Small
Nucleolar RNA) i 18S rRNA. Nukleolina uczestniczac w wiazaniu U3 snoRNA
tworzy kompleks rybonukleoproteinowy [7].

Fosfoproteina ta wplywa na dojrzewanie podjednostki 40S rybosomow zapewniajac
prawidlowg strukture¢ drugorzedowa pre-rRNA i zapobiegajac jego degradacji. Po-
nadto wptywa réwniez na dalsze etapy dojrzewania pre-rRNA przez interakcje z
biatkami bioracymi w nim udziat (biatko B23, fibrylaryna) [70]. Wielorakos¢ jej funkcji
pozwala sadzié, ze jest ona elementem tzw. ,.chaperonu” (uktadu opiekunczego)
sktadania rybosomoéw u Eukaryota [74].

Nukleolina reguluje prawdopodobnie rowniez transkrypcje gendw zalezng od
polimerazy RNA II [35]. Stymuluje ona zalezng od niej transkrypcje¢ in vitro, ale
nie wykazano, aby nukleolina wigzala si¢ z genami transkrybowanymi przez te
polimeraze in vivo [73].

Nukleolina uczestniczy w procesie apoptozy, stanowiac receptor na powierzchni
makrofagow i monocytdw, rozpoznajacy polilaktozoaminoglikany, bedace czgscia
biatka CD43, wystepujacego na wchodzacych na droge apoptozy komdrkach linii T
Jurkat. Za oddzialywanie to odpowiada 2/3 C-konca czasteczki [38]. W komodrkach
apoptotycznych stwierdzono zjawisko oddziatywania nukleoliny z enzymem napraw-
czym — PARP-1 (ang. Poly(ADP-ribose) Polymerase-1) — polimeraza poli-ADP-
rybozy, co prowadzi do spadku poziomu nukleoliny w jadrze i blonie komoérkowej
oraz jej pojawiania si¢ w ciatkach apoptotycznych [63]. Jednoczesnie zdolnosé
nukleoliny do wigzania jonéw wapnia moze wptywac na zmiany struktury chromatyny
w czasie apoptozy [27].

Nukleolina wplywa takze na stabilnos¢ mRNA. Oddziatuje ona z nieulegajacym
translacji 3' koncem mRNA bcl-2 i stabilizuje go [82]. Badania wykorzystujace
komérki HL-60 wykazaly, ze ich ekspozycja na kwas transretinowy czy taksol
prowadzi do spadku ilosci nukleoliny w cytoplazmie, a nastepnie do destabilizacji
mRNA bcl-2, co moze skutkowaé wchodzeniem komorek na droge apoptozy
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[68,82]. Nukleolina réwniez stabilizuje mRNA gadd45 o [99]. Stwierdzono, ze biatko
to moze destabilizowaé¢ mRNA ulatwiajac jego degradacj¢ przez RNaze [93].

Wazng funkcja nukleoliny jest udzial w formowaniu jaderek. Wyciszenie ekspres;ji
nukleoliny za pomoca siRNA (ang. Small Interfering RNA) — matych czasteczek RNA
wyciszajacych translacj¢ — powoduje zmiane ksztaltu jaderek ze sferycznego na
nieregularny. Jednoczesnie obserwuje si¢ nieprawidlowe ulozenie chromosoméw w plytce
metafazalnej, co wynika z zaburzen wiazania kinetochoru z mikrotubulami. Zatem
nukleolina uczestniczy w interakcji kinetochoru i mikrotubul lub stabilizuje takie
oddziatywania [57]. Biatko to zdaje si¢ rowniez uczestniczy¢ w formowaniu jadra, gdyz
obserwowano powigkszenie jadra komérkowego w komorkach ze zmniejszona ekspresja
nukleoliny. Wykazano réwniez obecno$¢ mikrojader lub wielu jader w komérkach Hel.a
w przypadku obnizenia poziomu nukleoliny. Ponadto stwierdzono zaburzenia poszcze-
golnych komponentow jaderka. Osrodki wiokniste oraz gesty sktadnik wioknisty
znajdowaly sie w czgsci peryferyjnej sktadnika ziarnistego [92]. Struktura jaderka zalezy
takze od syntezy pre-rRNA. Jej zahamowanie prowadzito do rozpadu jaderek i przejscia
bialek jaderkowych (m.in. nukleoliny) do karioplazmy [44].
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Sposréd opisanych funkceji nukleoliny na uwage zastuguja:

¢ aktywnosc receptorowa —nukleolina na powierzchni komorek srodbtonka naczyn
guza oddzialuje z biatkami komérek nowotworowych odpowiedzialnymi za ich osie-
dlanie si¢ [14],

¢ funkcja przekaznika sygnatu — nukleolina posredniczy w przekazywaniu sygnatu
migdzy receptorem glikokortykosterydéw a jaderkiem [80],

¢ aktywacja ekspresji niektorych gendw — nukleolina wplywa na ekspresje genow
w czasie roznicowania komorek hematopoetycznych [90], aktywujac np. ekspre-
sj¢ CD34 1 bcl-2 w komdrkach CD34+ [33],

¢ regulujaca aktywno$¢ czynnikow transkrypeyjnych [96],

¢ funkcja biatka szoku termicznego [15,95],

¢ kataliza enzymatyczna — nukleolina wspdttworzy kompleks petniacy funkcje heli-
kazy DNA wiazac topoizomerazg I i heksamer antygenu T wirusa SV40 [81],

¢ funkcja transportowa — nukleolina bierze udzial w transporcie jadrowo-cytopla-
zmatycznym elementow rybosomow i czynnikow wzrostu [83].

NUKLEOLINA A NOWOTWORY ZEOSLIWE

Za poczatek badan nad ekspresja nukleoliny w nowotworach ztosliwych nalezy
uznaé potowe lat osiemdziesiatych ubieglego stulecia, gdy zastosowano wysrebrzanie
preparatéw histologicznych w celu uwidocznienia AgNOR. Nalezy pamigta¢ jednak,
ze metoda ta wykrywa oprocz nukleoliny inne biatka jaderkowe o zdolnosci redukcji
jonow srebra; wyniki sg uzaleznione Scisle od stosowanej metodyki, a ich niska
powtarzalnos¢ powoduje trudnosci interpretacyjne [71]. Niemniej stosujac oceng
parametrow AgNOR, takich jak: ich liczba i powierzchnia w komorce, stwierdzono
liczne korelacje migdzy szybkoscig proliferacji komorek a tempem przyrostu masy
guza [ 18], stopniem histologicznej ztosliwosci i przezyciem [71]. Wyniki sugerowaty
zwiazek nukleoliny z procesem transformacji nowotworowej, jednak w okoto 30%
przypadkow parametry AgNOR nie pozwalatly rozrdzni¢ nowotworow ztosliwych od
zmian tagodnych [18]. Wiele badan wskazuje na zwiazek nukleoliny z czynnikami
zaangazowanymi w proces karcynogenezy kazac sadzi¢, iz jest ona wiecej niz tylko
biernym uczestnikiem nowotworzenia.

Dowoddéw na aktywny udzial nukleoliny w procesie transformacji nowotworowej
dostarczyly wyniki doswiadczen nad karcynogeneza indukowana wirusem HPV 18
(ang. Human Papilloma Virus) — wirusem brodawczaka ludzkiego. Nukleolina
wiaze specyficznie sekwencje wzmacniajaca promotora genomu HPV18 powodujac
rozluznienie struktury chromatyny i aktywujac transkrypcje onkogenow E6 i E7
wirusa w fazie S cyklu komdrkowego zakazanych komoérek. Wykorzystujac linie
komorkowe zakazone wirusem HPV 18 wykazano, ze nukleolina wybiorczo kontroluje
proliferacj¢ tych komorek in vitro oraz warunkuje ekspresje onkogenow wirusa w
komorkach raka szyjki macicy i podtrzymuje ich proliferacje [35]. Ponadto
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stwierdzono oddziatywanie nukleoliny z forma nisko ufosforylowana biatka Rb w
fazie G1 cyklu komoérkowego. Ekspresja onkogenu £7 wirusa HPV 18 w komorkach
Hela powoduje utrat¢ ekspresji biatka Rb, co skutkuje rownomiernym rozmiesz-
czeniem nukleoliny w obrgbie jadra komorkowego w pordéwnaniu z lokalizacja
jaderkowa w komorkach niezakazonych wirusem. Zatem umiejscowienie wewnatrz-
jadrowe nukleoliny zalezy od biatka Rb i jego utrata w komorkach rakowych powo-
duje odmienne jej rozmieszczenie. Biatko Rb wplywa rownoczesnie na zdolnosé
nukleoliny do wigzania DNA, hamujac ja w sposob zalezny od jego ilosci. Oddzia-
tywanie bialka Rb i nukleoliny hamuje aktywacje¢ wirusa HPV 18, a jednoczesnie
Rb kontroluje zalezna od nukleoliny transkrypcje onkogendéw wirusa HPV18 [34].

Pod wplywem stresu mogacego prowadzi¢ do uszkodzenia DNA (promieniowanie
jonizujace, stres cieplny i oksydacyjny) obserwowano przejsciowe przemieszczanie si¢
nukleoliny z jaderka do nukleoplazmy. Zjawisku temu towarzyszy tworzenie kompleksu
z biatkiem p53 i mimo Ze tylko 5% nukleoliny uczestniczy w kompleksie, obecnosé
biatka p53 byla istotna w jej przemieszczaniu. Mobilizacja nukleoliny zalezna byta od
C-konca bialka p53, zatem nie byla zwigzana z jego aktywnoscig transkrypcyjng [16].
Obserwowano rowniez wzrost aktywnosci wiazania przez nia RNA po ekspozycji
komorek jajnika chomika (linia CHO) i fibroblastéw ptuc chomika (linia V-79) na
promieniowanie jonizujace lub czynnik alkilujacy. Czynniki te nie powodowaty wzrostu
poziomu nukleoliny w komorce, ale zwigkszaly jej zdolnos¢ do wigzania RNA. Wsrdd
potencjalnych ligandéw nukleoliny znajdowaly si¢ RNA peroksyredoksyny i peroksydazy
glutationu oraz bialka szoku termicznego o masie czasteczkowej 90 kDa, indukowane
przez stres oksydacyjny, co sugeruje jej udzial w regulacji potranskrypcyjnej szeregu
czynnikow odpowiedzi na uszkodzenie DNA [95].

Nukleolina oddziatuje z biatkiem p53 regulujac jego poziom w procesie translacji.
Wyniki badan wykazuja pewne rozbieznosci dotyczace funkcji nukleoliny w relacji
z biatkiem p53. W badaniach Saxena i wsp. [78] zaobserwowano spadek biatka
p53 przy hamowaniu ekspresji nukleoliny za pomoca siRNA w komdrkach linii
U2-08, co swiadczy, ze zmiany zawartosci nukleoliny powodowaly réwnorzedne
zmiany poziomu biatka p53. Nasilonej ekspresji nukleoliny towarzyszyt spadek biatka
Hdm?2 i wyciszenie jego aktywnos¢ jako ligazy ubikwityny, co w konsekwencji
prowadzito do spadku ubikwitynacji biatka p53 i1 wydtuzenia jego okresu pottrwania.
Jednoczesnie nukleolina zwigkszata ekspresje biatka p21°r™f co wskazuje, ze moze
ona hamowa¢ proliferacje w sposob zalezny od ekspresji p53 [78]. Natomiast
transfekcja komorek MCF-7 nukleoling redukowata poziom biatka p53 i jednoczes$nie
hamowala indukowany przez promieniowanie jonizujace wzrost translacji p53.
Nukleolina wiazac si¢ z regionem 5'UTR mRNA p53 (ang. 5S'UTR -
5'Untranslated Regions — sekwencje niekodujace konca 5') i stabilizujac jego
strukture ramig-petla hamowala translacj¢ p53. Zakazenie fibroblastow embrionéw
szczura (linia REF) retrowirusem zawierajacym nukleoling powodowato znaczne
zmiany morfologii (zaburzenia ksztaltu i wielkosci komdrek) oraz nasilato ich
proliferacj¢. Modulacja translacji p53 oraz onkogenny wplyw na komorki REF
pozwala uzna¢ nukleoline za biatko o funkcji onkogennej [89], jednak powyzsze dane
przedstawiaja odmienna role nukleoliny w komorkach prawidtowych i poddanych
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stresowi genotoksycznemu (promieniowanie jonizujace). Nukleolina wptywa rowniez
na translacje biatka GADD450., zwigkszajac stabilnos¢ jego mRNA. Bialko GADD45a
zaangazowane jest w stabilizacj¢ genomu, apoptozg i przezycie komorek, a jego
transkrypcja podlega stymulacji przez biatko p53 [99]. Ekspresja biatka GADD45a
jest regulowana negatywnie przez jadrowy czynnik kappa B — NF-xB (ang. Nuclear
Factor Kappa B), czynnik transkrypcyjny bioracy udziat w procesie karcynogenezy.
Inhibicja NF-kB powodowata wzrost stabilnosci mRNA gadd45 o poprzez jego
wiazanie z nukleoling [100].

Stwierdzono, ze nukleolina wigze czynniki transkrypcyjne z rodziny MYB (A-
MYB, C-MYB) niezaleznie od obecnosci kwaséw nukleinowych i innych biatek,
powodujac spadek ich aktywnosci transkrypcyjnej. Za oddziatywanie to odpowie-
dzialna jest zapewne pula jadrowa nukleoliny, gdyz biatka MYB wystepuja w obrebie
jadra poza jaderkami [96]. Biorac pod uwage fakt, z2 MYB moga dziata¢ zarowno
jako onkogeny, jak i supresory karcynogenezy [25], nie mozna wykluczy¢, iz obnizenie
ich aktywnosci przez oddzialywanie z nukleoling przyczynia si¢ do nowotworzenia.
Wykazano zwiagzek pomiedzy ekspresja receptora estrogenowego i ekspresja C-MYB
w rakach sutka. Wyciszenie ekspresji MYB prowadzito do zahamowania proliferacji
komorek ER-dodatniej linii MCF-7 [20]. Ograniczenie aktywnosci transkrypcyjnej
C-MYB przez nukleoline [96], a jednoczesnie jej dodatnia korelacja z receptorem
estrogenowym [59,60] moze $wiadczy¢ o jej udziale w zaleznej od estrogenow
karcynogenezie sutka.

Nukleolina oddziatuje z podjednostka katalityczna telomerazy — hTERT (ang.
Human Telomeric Reverse Transcriptase) zarbwno przez bezposrednia interakcje,
jak i poprzez hTERT RNA. Oddzialywanie to obejmuje dwa miejsca w czasteczce
nukleoliny (domen¢ RBDI1 oraz region obejmujacy domen¢ RBD4 i jej N-koniec) i
nie wplywa na aktywnos¢ katalityczng telomerazy jednakze powoduje przemiesz-
czenie kompleksu telomerazy i nukleoliny poza jaderka do nukleoplazmy [49].
Lokalizacja jaderkowa telomerazy w komorkach prawidlowych w poréwnaniu z
»~rozlang”, jadrowa w komoérkach nowotworowych sugeruje udziat zmiany jej
lokalizacji w procesie nowotworzenia [49,94]. Zdaje si¢ to potwierdza¢ lokalizacja
hTERT w nukleoplazmie w komorkach transformowanych, jak rowniez indukcja takiej
lokalizacji za pomoca onkogenu 7" wirusa SV40 [94].

Nukleolina bierze réwniez udzial w odpowiedzi transkrypcyjnej, w ktdrej posred-
niczy czynnik regulatorowy interferonu 2 — IRF-2 (ang Interferon Regulatory
Factor). Wiaze sie ona z acetylowang postacia biatka IRF-2 i nasila jego aktywno$¢
transkrypcyjna w komorkach NIH3T3 wiazac promotor genu H4. Zachodzi to jednak
tylko w komorkach proliferujacych i wskazuje na potencjalne dziatanie onkogenne
nukleoliny i regulacje¢ przez nig wzrostu komoérek [61].

Badania na komorkach przewleklej biataczki limfatycznej izolowanych z krwi
pacjentéw wykazaty znacznie wyzszy (26-krotnie) poziom nukleoliny w cytoplazmie
komorek biataczkowych w porownaniu z limfocytami osoéb zdrowych, jednakze
zawarto$¢ nukleoliny w jadrze byla poréwnywalna. Jednoczesnie stwierdzono
zwigkszong stabilno§¢ mRNA bcl-2, co powodowalo wyzsza ekspresje tego biatka
w komorkach biataczkowych. Réwnoczesnie przeprowadzone badania na linii raka
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sutka MCF-7 wykazaly, ze obnizenie stezenia nukleoliny za pomoca siRNA obnizato
stabilnos¢ mRNA i ekspresj¢ bcl-2 [69].

Wyniki badan wiasnych dotyczace ekspresji i lokalizacji nukleoliny w jadrach dwdch
najczestszych typdw naciekajacego raka sutka (przewodowego i zrazikowego) wykazaly
zwiazek tych parametrow z typem histologicznym nowotworu i obecnoscia przerzutow w
weztach chtonnych pachowych [60], ekspresja ER [59,60] oraz fazami cyklu komérkowego
[58]. Naciekajace raki przewodowe charakteryzuja si¢ wyzsza ekspresja wewnatrzjadrowa
nukleoliny w poréwnaniu z rakami zrazikowymi, a raki ER-dodatnie wyzsza niz raki ER-
ujemne [59,60]. Biorac pod uwage fakt, ze typ histologiczny oraz obecno$¢ ER sa
odpowiednio uznanym czynnikiem prognostycznym i predykcyjnym w raku sutka [9],
zaobserwowane roznice w ilosci nukleoliny mogg stanowi¢ wazny element biologii tych
nowotworéw. Dodatnia korelacja pomiedzy poziomem ER i nukleoliny moze mie¢ zwiazek
z ekspresja biatka C-MYC, ktora w badanym materiale korelowata z ekspresja jadrowa
nukleoliny, a jednoczesnie byta wyzsza w rakach przewodowych niz zrazikowych
(obserwacje wlasne autora, niepublikowane). Pozostaje to w zgodzie z danymi z
pismiennictwa wskazujacymi na obecnos¢ amplifikacji c-myc w rakach przewodowych i
jej brak w rakach zrazikowych [47] oraz na indukcje ekspresji nukleoliny przez produkt
tego genu [32]. Stwierdzono takze stymulujacy wplyw estrogenow na ekspresje c-myc i
na proliferacj¢ komdrek zalezna od MYC w liniach komorek rakowych [19]. Obecnosé
receptora estrogenowego w komorkach raka sutka wskazuje natomiast na potencjalng
zdolnos¢ komorek do reagowania na estrogeny, ktore stymuluja ich przechodzenie z fazy
Gl do fazy S cyklu komoérkowego aktywujac cykling D1 i biatko C-MYC [19]. W
badaniach wiasnych jadra komorkowe rakéw ER-dodatnich w fazach S i G2M cechowaly
si¢ wyzsza ekspresja nukleoliny w jadrze i w karioplazmie poza jaderkami niz jadra komorek
rakow ER-ujemnych [58]. Biorac pod uwage role estrogenéw w promocji cyklu
komdrkowego [19], wigkszy wzrost nukleoliny w jadrach komorek miedzy faza G1 1 S
mozna wigza¢ ze stymulujacym wplywem estrogenéw na jej ekspresje [58]. Wyniki
doswiadczen potwierdzity r6zna zawartos¢ nukleoliny w karioplazmie poza jaderkami w
rakach sutka w zaleznosci od obecnosci przerzutow do regionalnych weztéw chlonnych,
co sugeruje udzial tego biatka w procesie przerzutowania [60].

NUKLEOLINA A INFEKCJE WIRUSOWE

Czastki wirusow zakazajace komorki rozpoznaja antygeny jaderkowe i uzywaja
ich do przemieszczania si¢ do jaderka, co ulatwia replikacje wirusa, a jednoczesnie
przyczynia si¢ do zaburzen funkcji komorki gospodarza [13]. W przypadku
wigkszosci wirusow RNA to cytoplazma jest miejscem ich replikacji, stad zwigzek
z jaderkiem moze wydawac si¢ niejasny. Jednakze sekwestracja w obrgbie jaderka
bialek wirusa potrzebnych dla jego cyklu biologicznego w cytoplazmie moze prowadzi¢
do jego zaburzen. Przeprowadzone badania wykazaly, ze wiazanie przez czastki
wirusowe nukleoliny nasila jej przesuniecie z jaderek do cytoplazmy [39,40,41,62].
Mozna sadzi¢ zatem, iz mozliwos$¢ przemieszczania sie tego biatka migdzy jaderkiem,
jadrem a cytoplazma jest istotna dla replikacji wiruséw RNA [40] oraz ze lokalizacja
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nukleoliny poza jaderka moze zaburzaé biosynteze rybosoméw komorki gospodarza,
a preferowaé transkrypcje genomu wirusa [41].

Zakazenie wirusem HIV

Ligandy nukleoliny znajdujacej si¢ w blonie komorkowej, takie jak: midkina
[10.43,77] plejotrofina [76] czy laktoferyna [54], hamuja zakazenie wirusem HIV
blokujac wigzanie wirusa z receptorami na powierzchni komorek, stad moga by¢
rozpatrywane w dziataniach terapeutycznych. Dodana do hodowli komérkowej przed
ekspozycja na wirusa HIV midkina okazata si¢ skutecznym inhibitorem infekcji
dziatajac na wczesnym etapie zakazenia komorki, takze komorek CD4(-). Jej
powinowactwo do powierzchniowej nukleoliny byto niskie, ale oddziatywanie byto
bezposrednie i specyficzne [10]. Dziatanie hamujace ujawnialo si¢ przy stezeniu
100-krotnie wyzszym niz potrzebne do dziatania jako czynnik wzrostu, a stopien
inhibicji zalezny byt od jej ilosci. Oddziatywanie z midking zalezne bylo od domeny
RGG C-konca nukleoliny. Midkin a dziatata ochronnie zaréwno przeciwko typom
T-tropowym, jak i M-tropowym wirusa HIV [43]. Kolejny czynnik wzrostu -
plejotrofina, wykazujaca homologi¢ struktury z midking i pierwotnie wywotujaca efekt
mitogenny fibroblastow mysich, hamuje zakazenie komoérek wirusem HIV, wiazac
si¢ z powierzchniowa nukleoling zarowno na komorkach CD4+, jak i CDA4(-).
Podobnie, jak w przypadku midkiny, nukleolina stanowi receptor o niskim powino-
wactwie dla plejotrofiny, zas hamowanie zakazania komorek zalezne bylo od stgzenia
tego ligandu [76]. Kolejnym specyficznym inhibitorem wnikania wirusa HIV do
komorek jest pseudopeptyd HB-19, ktéry wiaze sie z nukleolina znajdujaca sie na
powierzchni limfocytow T i makrofagdw i tworzy z nia stabilny kompleks,
przemieszczajacy si¢ do cytoplazmy. Wiagzanie peptydu HB-19A zalezy od obecnosci
powtorzen RGG w domenie C-koncowej nukleoliny [67].

Limfocyty krwi obwodowej pacjentow zakazonych wirusem HIV wykazuja zaburzenia
modyfikacji potranslacyjnych nukleoliny. Nasilona fosforylacja doprowadza do fragmentacji
nukleoliny i jej przemieszczenia poza jaderko, a jednoczesnie obserwuje si¢ nasilong
lokalizacje blonowa nukleoliny w limfocytach ulegajacych apoptozie [26]. Nukleolina
tworzy kompleks z biatkami kodowanymi przez gen gag wirusa HIV-1. Jednoczesnie
zaobserwowano wilaczanie nukleoliny do czastek podobnych do wirionéw — VLP (ang.
Virion Like Particles) oraz wiazanie si¢ jej z odcinkiem ,,psi” RNA, odpowiedzialnym
za upakowanie kwasu nukleinowego do czastek wirusa. Obecnos¢ odcinka ,,psi” nasilata
wilaczanie nukleoliny do VLP. Mechanizm ten moze zabezpiecza¢ przed uwalnianiem
wiriondw pozbawionych RNA, przez to niezdolnych do replikacji [91].

Zakazenie wirusami hepatotropowymi

Zakazenie wirusami zapalenia watroby typu B, C i D niesie rozne, czgstokrotnie
wysokie ryzyko rozwoju przewleklego procesu zapalnego, powiktanego marskoscia
i rakiem watroby [3]. Liczne badania wykazaly udzial nukleoliny w procesie zakazania
komorki przez te wirusy i transporcie czastek wirusa do jaderka [39,40,41,42,66]
oraz ich replikacji [39,46,52,84,97].
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Wsrod biatek niestrukturalnych wirusa HCV na uwage zastuguje biatko NS5B
wykazujace aktywnos¢ RNA-zaleznej polimerazy RNA — RdRp (ang. RNA-
dependent RNA-polymerase) i odgrywajace gldwna role w replikacji RNA wirusa
[52]. Doswiadczenia wykazaly, ze zwiazanie bialka NS5B przez nukleoling powoduje
jej przemieszczenie z jaderek do obszarow okolojadrowych cytoplazmy, a jednoczes-
nie hamuje aktywnos¢ enzymatyczng biatka NS5B in vitro. Oddziatywanie z
nukleoling zalezne jest od dwdch sekwencji biatka NS5B, z ktoérych jedna jest
niezb¢dna do oligomeryzacji biatka, co warunkuje aktywnosci enzymatyczng RdRp
[39]. Sugeruje to, ze nukleolina moze by¢ elementem kompleksu replikacyjnego HCV.
Dalsze badania Shimakami i wsp. [84] wykazaly, ze wyciszenie endogenne;j
nukleoliny przez siRNA powodowalo zahamowanie replikacji HCV. Wykazano, ze
domena N-koncowa nukleoliny moze by¢ odpowiedzialna za stymulacje replikacji
HCV, podczas gdy RBD4 i domena C-koncowa tej fosfoproteiny moga by¢
odpowiedzialne za wiazanie bialka NS5B. Koncowy efekt oddzialywania nukleolina
- biatko NS5B zaleze¢ moze od relacji ilosciowych obu bialek. Nukleolina moze
wplywaé na stabilizacj¢ monomerycznej postaci biatka NS5B ulatwiajac tworzenie
kompleksu oligomerycznego i stymulowaé jego aktywnos¢ polimerazy RNA [84].
Wirus HCV wykorzystuje ,,wewnetrzne miejsce wejscia” wigzania rybosomow —
IRES (ang. Internal Ribosome Entry Site) w celu wykorzystania podjednostki 40S
rybosomow w czasie translacji. Spektrometria masowa podjednostki 40S zwiazanej
z wirusem HCV wykazata obecnos¢ nukleoliny, czego nie obserwowano w podjed-
nostce 40S pozbawionej wirusa. Swiadczy to o obecnosci nukleoliny w kompleksie
inicjujacym translacje zalezng od IRES [97]. W oddzialywaniu nukleoliny z RNA
wirusa odgrywa rolg jej domena N-koncowa, ktéra wydaje sie posredniczyé w
dalszych oddzialywaniach bialko-biatko, co wplywa na IRES-zalezna translacje.
Wydaje sig istnie¢ korelacja migdzy zdolnoscia wiazania RNA a stopniem inhibicji
translacji w mutantach pozbawionych domeny N-koncowej nukleoliny. Oddzialywanie
nukleoliny z niepodlegajacym translacji regionem 5' mRNA wirusa odgrywa role w
stymulacji IRES-zaleznej translacji, a jednoczesnie domeny RBD czasteczki nukleoliny
moga dziala¢ ochronnie na tworzacy sie kompleks preinicjacyjny, a w konsekwencji
stymulowa¢ zalezna od IRES translacje [46].

Antygen rdzeniowy wirusa HBV — HBcAg wspdtwystepuje z nukleoling w jaderkach,
a zdolnos¢ ta zalezy glownie od aminokwasu w pozycji 97 HBcAg. Wspotwystepowanie
antygenu rdzeniowego z nukleoling nie zalezy od innych czastek skladowych wirusa i
moze odpowiada¢ za transport biatek kapsydu. Badania przeprowadzone na linii Huh7
wykazaly, ze w przypadku obecnosci antygenu HBcAg i nukleoliny w tej samej lokalizacji,
komorki takie stawaly sie dwujadrowe lub apoptotyczne [66].

Wirus zapalenia watroby typu D jest wirusem satelitarnym wirusa typu B,
zwiekszajacym ryzyko rozwoju piorunujacego zapalenia watroby, marskosci watroby
i raka z komoérek watrobowych [88]. Jedynym bialkiem wirusa jest antygen D
(HDAg) wystepujacy jako tzw. maly i duzy HDAg (o masie czasteczkowe]
odpowiednio 24 i 27 kDa). Wigkszos¢ matego antygenu oraz czgsé wiekszego
wystepowata w kompleksie z nukleoling i bialkiem jaderkowym B23. Region N-
koncowy HDAg, wazny dla jego oligomeryzacji i dalszej replikacji genomu HDV,
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zawiera rowniez miejsca wigzania nukleoliny. Rola malego antygenu w replikacji
wirusa HDV 1 jego zwiazek z nukleoling sugeruje potencjalna rolg tego kompleksu
w replikacji, cho¢ jego aktywnos¢ nie zostala do tej pory okreslona. Oddzialywanie
z nukleoling moze stanowi¢ sposob na przedostawanie si¢ wirusa do jaderka lub do
miejsc transkrypcji [45]. Duzy antygen zawiera dwa miejsca wigzania nukleoliny,
co umozliwia jaderkowa lokalizacje tego bialka [41]. Mutacje sekwencji lokalizacji
jaderkowej — NoLS (ang. Nucleolar Localization Sequence) powodowaty zaburze-
nie wigzania nukleoliny i zapobiegaly wnikaniu wirusa do jadra [40].

Udzial nukleoliny w innych zakazeniach wirusowych

Nukleolina wydaje si¢ petni¢ rolg w zakazaniu komoérek réznymi wirusami od etapu
Nukleolina petni funkcje receptorowa dla wirusa Coxackie B [41] i wirusa paragrypy
typu 3 [8]. Biatko F (fusion) wirusa paragrypy typu 3 oddziatuje specyficznie z nukleoling
zlokalizowang w czgsci apikalnej komodrek nablonkowych linii A549, petniaca role
kofaktora wnikania wirusa do komorki. Zablokowanie powierzchniowej nukleoliny
ograniczalo znacznie wnikanie wirusa do komorek [8]. Wsrdd innych wirusow
wykazujacych tropizm do nabtonka drég oddechowych, wirus infekcyjnego zapalenia
oskrzeli [13], wirus grypy typu A [65] i wirus cigzkiego ostrego zespotu oddechowego
— SARS (ang. Severe Acute Respiratory Syndrome) [98] wykazywaly zwiazek z
nukleoling wystepujaca w jaderku. Nukleoproteina N wirusa infekcyjnego zapalenia
oskrzeli lokalizuje si¢ w jaderku, oddzialujac specyficznie z nukleoling i interakcja ta byta
nasilona dla formy ufosforylowanej biatka. Prawdopodobnie uczestniczy w nim domena
RDB nukleoliny. Komorki zakazone wirusem wykazywaly op6znienie w podziale komoérek
na skutek zaburzonej cytokinezy, co nalezy wiaza¢ z nasilong transkrypcja genomu wirusa
w czasie interfazy [13]. W procesie zakazenia komorek linii A549 wirusem grypy typu
A, jego gltowne bialko NS1 i nukleoling stwierdzano w obregbie jaderek, po 824
godzinach od zakazenia komorek. Dotychczas nie ustalono, czy jest to oddzialywanie
bezposrednie, czy z udzialem RNA, jak roéwniez nie wyjasniono jego roli biologiczne;.
Biorac natomiast pod uwage fakt, ze biatko NS1 jest najwazniejszym czynnikiem
regulujacym ekspresje genomu wirusa grypy typu A i hamujacym odpowiedz interferonu,
oddziatywanie z nukleoling moze by¢ waznym etapem regulujacym transkrypcje genomu
wirusa w zakazonej komorce [65]. Niestrukturalne biatko 3b wirusa SARS lokalizuje
si¢ w jaderkach fibroblastéw nerki malpy (linia COS-7). Podobnie, jak w przypadku
wirusa grypy, nieznana jest funkcja lokalizacji jaderkowej biatka 3b, ustalono jedynie
obecnos¢ dwoch sekwencji NoLS w obrebie jego konca C [98].

Przemieszczenie nukleoliny z jaderka do cytoplazmy obserwowano w zakazeniu
komorek wirusem poliomyelitis [40]. Jednoczesnie stwierdzono zwiazek nukleoliny
z 5' niekodujacym fragmentem genomu tego wirusa, co sugerowato jej wplyw na
jego replikacje [41] i zostato potwierdzone stymulujacym wpltywem nukleoliny na
zalezna od IRES translacje genomu wirusa [46]. Podobnie przemieszczenie nukleoliny
z jaderek do cytoplazmy obserwowano w zakazeniu komorek adenowirusem. Biatko
V laczace kapsyd wirusa z kompleksem bialek i DNA zawiera liczne miejsca
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oddziatywania z nukleoling w obrgbie jej C-konca. Jego wysoka ekspresja w komorce
korelowata ze stopniem przemieszczenia nukleoliny z jaderek. Stwierdzono, ze
powodowato to zaburzenie syntezy rRNA w komorce, co moze promowaé synteze
wirusowego mRNA [62]. Zaburzenia architektoniki jaderka obserwowano rowniez
w zakazeniu komorek wirusem herpes simplex typu 1 (HSV1). Gen rdzeniowy
UL24, istotny dla replikacji i reaktywacji latentnej formy wirusa w neuronach,
wspotwystepuje z nukleoling w jaderkach. Po 9 godzinach od zakazenia komorek
linii Vero obserwowano bardziej ,,rozlany” obraz nukleoliny w stosunku do jej
obecnosci w jednym lub dwodch agregatach w komoérkach kontrolnych. Moze to
sugerowa¢ wplyw wirusa na biogenez¢ rybosomow i ulatwiaé replikacje wlasnego
materialu genetycznego [56].

PODSUMOWANIE I IMPLIKACJE TERAPEUTYCZNE

Lokalizacja w réznych przedzialach komorki i réznorodnos¢ funkcji petnionych
przez nukleoling czyni ja wyjatkowym biatkiem, a jednoczesnie pozwala mysle¢ o
wykorzystaniu jej do celow diagnostycznych i terapeutycznych.

Dostgpnos¢ przeciwcial monoklonalnych przeciwko nukleolinie umozliwia
wykorzystanie jej jako alternatywnego i bardziej powtarzalnego markera jaderek w
stosunku do oceny AgNOR w diagnostyce nowotwordw ztosliwych [18,71]. Pozwala-
toby to na wprowadzenie dodatkowego parametru zwiazanego z potencjatem
proliferacyjnym komorki [31,60]. W przypadku terapii nowotwordw, zastosowanie
bogatych w glicyng¢ aptameréw doprowadzalo do zahamowania proliferacji komorek
linii nowotworowych, prawdopodobnie przez zdolno$¢ nukleoliny do wiazania
aptamerdéw oraz blokowania jej funkcji [17,87]. Moze to stanowi¢ alternatywna
terapie hamujaca proliferacje komdrek nowotworowych.

Obecnos¢ nukleoliny na powierzchni komorek pehniacej role receptora dla wirusa
HIV oraz istnienie naturalnych [10,43,76] i syntetycznych [67] ligandow ja blokuja-
cych moze stanowi¢ dodatkowa mozliwos¢ zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢
zakazenia HIV w organizmie. Natomiast oddziatywanie kluczowego dla replikacji
wirusa HCV biatka NS5B z nukleoling [39,46,84] pozwala mysle¢ o mozliwosci
blokowania tej interakcji jako strategii terapeutycznej w zakazeniach wirusem HCV.

7 uwagi na wielorako$¢ funkcji nukleoliny oraz jej kluczowe znaczenie w
komorkach, istotne wydaje si¢ opracowanie strategii terapeutycznych wykorzystu-
jacych lokalizacje nukleoliny w okreslonym przedziale komorkowym, co wydaje sie
mozliwe uwzgledniajac jej liczne modyfikacje potranslacyjne [11,30,63,64]. Pozwo-
liloby to na wybiorcze zablokowanie danej funkcji nukleoliny z zachowaniem
pozostatych, istotnych dla funkcjonowania komdrek prawidtowych.
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