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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Praca jest podsumowaniem aktualnej wiedzy na temat organizacji DNA oraz struktury chro-
matyny w jadrze ludzkiego plemnika. Przedstawiono poglady i hipotezy dotyczace okreslone;j
1 nieprzypadkowe;j lokalizacji chromosoméw w jadrze plemnika. Centralny element architektu-
ry wewnatrzjadrowej plemnika stanowia indywidualne terytoria chromosomowe. W ich obrg-
bie chromosomy przybieraja konfiguracje ,,szpilki do wtos6w” z centromerami skierowanymi
do wnetrza jadra plemnika oraz telomerami skierowanymi peryferyjnie. Funkcjonalne znacze-
nie tej swoistej topologii pozostaje do wyjasnienia.

topologia chromosoméw ¢ chromosomy plemnikowe

Summary

The article provides a summary of the present knowledge on the organization and chromatin stru-
cture in the nucleus of the human sperm cell. The study also presents views and hypotheses on
the defined, non-random localization of chromosomes in the sperm nucleus. The individual chro-
mosome territories constitute the central element of the intranuclear architecture. Within these
territories, the chromosomes take on the configuration of “hairpin” extendines, with their cen-
tromeres towards the interior of the sperm nucleus and the telomeres directed towards the perip-
hery. The functional purpose of this specific topology remains to be explained.
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Wykaz skrotow:

CT - terytorium chromosomu (chromosome territory); Da - daltony; FISH - fluorescencyjna

hybrydyzacja in situ (fluorescent hybridization in situ); H - histony (histones); P1, P2 - protamina
1i2 (protamine 1 and 2); Ser - seryna (Serine); Thr - treonina (Threonine); TP - biatka

przejSciowe (transition proteins); CDY - acetylotransferaza kodowana przez gen zlokalizowany na
chromosomie Y; CRE - czynnik transkrypcyjny zalezny od cAMP (cAMP-response element);

CK2 - kinaza biatkowa Il niezalezna od cAMP (Ca?'/cAMP-independent protein kinase II);

Camk4 - kinaza biatkowa IV zalezna od kalmoduliny (Ca2*/calmodulin-dependent protein kinase IV);
CENP-A - centromerowe biatko A (centromere protein A); H1LS1 - wariant histonu swoisty

dla spermatyd (histone H1-like protein in spermatids); HP1f - biatko HP1[ zasocjowane

z heterochromatyna (heterochromatin protein 1p); MAR - rejon potaczenia DNA z macierza jadrowg
(matrix associated region); PKA - kinaza biatkowa A zalezna od cAMP (cAMP-dependent protein
kinase A); RS - reszty arginino-serynowe; SRPK1 - kinaza biatkowa 1 SR (serynowo-argininowa) (SR
protein kinase 1); TLF - czynnik transkrypcji podobny do czynnika TBP wigzgcego sie z kasetg TATA

(TBP-like factor).

1. Wstep

Dzigki rozwojowi technik mikroskopowych i metodologii
badan in vivo, w ciggu ostatnich 10 lat dokonat sig istotny
postep w poznawaniu wewnatrzjadrowej organizacji genomu
w komérce somatycznej, w stadium interfazy. Wykazano,
ze w tak dynamicznej i aktywnej funkcjonalnie strukturze,
jaka jest interfazowe jadro komorki somatycznej, chromo-
somy zajmujg okreslone obszary (tzw. terytoria, CT — chro-
mosome territory), a topologia wewnatrzjadrowa (zamien-
nie: architektura wewnatrzjadrowa) odgrywa integralnag rolg
w utrzymaniu i regulacji funkcji genomu [17,21,24,76].
Bodaj najbardziej fascynujaca i intrygujaca wtasciwoscia
jadra komérki diploidalnej jest zdolnos¢ przemiany w ha-
ploidalne jadro plemnika. Plemniki tradycyjnie sa uwaza-
ne za swoistych ,,dorgczycieli”, ktérych jedyna funkcja jest
dostarczenie zygocie genomu ojcowskiego. Poglad ten wy-
nika z obserwacji, ze w gtéwce plemnika znajduje si¢ duze
jadro komoérkowe a cytoplazmatyczna czeS¢ komorki jest
ekstremalnie zredukowana i nie wykazuje wigkszosci, lub
nawet zadnych funkcji metabolicznych, typowych dla ko-
morek somatycznych. W ostatnich kilku latach, ze wzgle-
du na odkrycie w plemniku nowych czasteczek, takich jak
RNA i biatka, poglad ten ewoluuje i obecnie przewaza opi-
nia, ze plemnik jest rowniez nosnikiem czasteczek krytycz-
nych dla wczesnego rozwoju embrionu [1]. Plemnik jest
przyktadem jednego z najbardziej zréznicowanych typéw
komorek a chromatyna haploidalnego genomu plemnika
rézni si¢ w istotny sposéb od komérki somatycznej skta-
dem chemicznym, struktura i funkcja. Plemnik jest koico-
wym produktem spermatogenezy, ktéra zaczyna si¢ w ko-
morkach nabtonka gametogenicznego (spermatogoniach),
majacych chromatyne typu somatycznego. Niektére ze
spermatogonii przechodza podziaty mejotyczne, w wyni-
ku ktérych réznicuja si¢ spermatocyty 11 Il rzedu, transfor-
mujace si¢ w haploidalne okragte spermatydy. Nastgpnie
podczas spermiogenezy, tj. haploidalnego etapu dojrzewa-
nia plemnika, okraglte spermatydy przechodza faze¢ elon-
gacji. W tym okresie nastgpuje wigkszos¢ biochemicznych
i morfologicznych przemian, prowadzacych do uksztatto-
wania jadra komdrkowego plemnika, w ktérym chromatyna
jest zorganizowana w transkrypcyjnie nieaktywna, maksy-
malnie skondensowana konformacje. Finalnie uksztaito-
wane jadro plemnika, o wymiarach okoto 8 um dlugosci
i 3 um szerokosci, stanowi tylko 5% objetosci jadra diplo-
idalnej komorki somatycznej [83]. Przemiana ta jest przede

wszystkim wynikiem zastgpienia histonéw przez protami-
ny, w konsekwencji czego DNA w chromatynie plemnika
nie jest superhelikalnie skrecony. Po fuzji plemnika z ko-
morka jajowa (oocytem), przed pierwszym podziatem mi-
totycznym zygoty, zachodzi proces odwrotny. Zatem zwia-
zek migdzy konformacja chromatyny typu somatycznego
i konformacja plemnikowa wyraza si¢ zdolnoscia do dwu-
kierunkowej przemiany obu strukturalnych typéw chroma-
tyny. Nie jest catkowicie wyjasnione, czemu ma stuzy¢ tak
radykalna zmiana konformacji i w rezultacie swoista budo-
wa chromatyny plemnika. Sugeruje sig, ze swoista budowa
chromatyny plemnika umozliwia spetnienie funkcji, jaka
plemniki odgrywaja w procesie zaptodnienia:
(i) transport i ochrona ojcowskiej informacji genetycz-
nej podczas przejscia przez zenskie drogi rozrodcze,
a nastgpnie przez osltonke przejrzysta (zona pellucida)
komoérki jajowej oraz
(ii) zabezpieczenie chromatyny plemnika przed uszko-
dzeniami fizyko-chemicznymi.

Nie mozna jednak wykluczy¢ alternatywnej, wielce intry-
gujacej mozliwosci, ze przemiana chromatyny typu soma-
tycznego na plemnikowy moze réwniez stuzy¢ takiemu
przeprogramowaniu genomu, ktéry zapewnia odpowied-
nim genom z chromosomoéw ojcowskich ekspresje na najw-
czesniejszych etapach embriogenezy. Trzeba podkreslic, ze
w przeciwienistwie do jadra komdrki somatycznej, ktérego
funkcje sa lepiej poznane, w wypadku plemnikéw zalez-
nosci migdzy organizacja chromatyny a funkcja plemni-
ka sa znacznie stabiej wyjasnione, a odkrywanie tajem-
nic wewnatrzjadrowej architektury plemnika jest dopiero
w trakcie badan. Ostatnie lata wykazaty, ze architektura
jadra plemnika jest swoista i dobrze okreslona, natomiast
jej znaczenie wcigz pozostaje do wyjasnienia [58,92,93].
Wydaje sig to istotne, szczegdlnie w kontekscie hipotezy,
ze w jadrze somatycznej komorki diploidalnej architektura
wewnatrzjadrowa jest jedna z integralnych czgsci epigene-
tycznych mechanizméw przestrzennych [17,19].

Przedstawiona praca podsumowuje biezaca wiedzg na te-
mat wewnatrzjadrowej architektury plemnika.

2. STRUKTURA CHROMATYNY PLEMNIKA

Swoista struktura chromatyny dojrzatego plemnika jest
zwiazana z odwracalnym stanem ,,uspienia” genomu, w kt6-
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rym nie zachodzi ani replikacja, ani transkrypcja. Pod tym
wzgledem jadro plemnika oferuje unikatowy model do po-
réwnania organizacji genomu aktywnego w przeciwien-
stwie do nieaktywnego.

2.1. Czasteczki budujace chromatyne plemnika

Wedlug powszechnie uznawanego modelu dotyczacego
budowy chromatyny komoérek somatycznych, podstawo-
wa jednostke struktury tworza nukleosomy, czyli odcinki
DNA o dtugosci 200 pz owinigte prawie dwukrotnie wo-
kot oktameru histonowego. Z kolei 6 nukleosoméw owi-
nigtych jeden obok drugiego tworza skret, budujac w ten
spos6b konfiguracje widkna solenoidu o §rednicy okoto
30 nm. Widékna solenoidu w postaci petli (tzw. domen)
sg zwigzane z macierza jadrowa. Ostatnim stopniem kon-
densacji petli solenoidowych sa chromosomy mitotyczne
w stadium metafazy [18,21,36,77].

W chromatynie plemnika, w poréwnaniu z DNA komé-
rek somatycznych, znaczacych réznic nie ma jedynie na
poziomie podwdjnej helisy DNA. W chromatynie dojrza-
tego plemnika nukleosomy zastgpione sa kompleksami
DNA-protaminy, ktére nie sa (lub sa w minimalnym stop-
niu) superhelikalnie skrecone. W poréwnaniu z histonami,
protaminy sa bialkami o polowg mniejszymi z dwukrot-
nie wigksza zawartoScia reszt argininy (50-70%) i cystei-
ny. W pierwszym modelu Balhorna z 1982 roku [4] suge-
rowano, ze protaminy uktadaja si¢ wzdtuz waskiego rowka
podwdjnej helisy DNA wiazac si¢ z nim poprzez centralna
domeng, a wyeksponowane dtugie tancuchy reszt argini-
ny neutralizuja ujemny tadunek fosfodiestrowego szkiele-
tu DNA. W ten sposdb polianionowy DNA ulega prze-
ksztalceniu w neutralny polimer. Stabilnos$¢ tego uktadu
dodatkowo wzmacniaja mostki dwusiarczkowe reszt cy-
steiny [12,77].

Konsekwencja odmiennej charakterystyki molekularne;j
kompleksu DNA-protaminy w plemnikach sg réznice na
wszystkich poziomach organizacji chromatyny/chromoso-
mow w poréwnaniu z komérkami somatycznymi [S8].

2.2. Bialka przejsSciowe

Spektakularna przemiana chromatyny somatycznej w plem-
nikowa jest kilkuetapowym procesem, ktéry zachodzi w ha-
ploidalnej fazie spermatogenezy, podczas przemiany okrg-
gtych i podtuznych spermatyd w plemniki. Wstgpem do
zamiany somatycznych histonéw przez protaminy jest roz-
luZnienie struktury nukleosomu, poprzedzone acetylacja
histonu H4 [55] oraz ubikwitynacja histonéw H2B i H3
[40]. Doktadny mechanizm tej relaksacji nie jest pozna-
ny, jednak znamienne wydaje sig to, iz acetylotransferaza
CDY (kodowana na chromosomie Y i katalizujaca acety-
lacje histonéw) jest enzymem swoistym jadrowo, obecnym
w jadrach spermatyd w okresie hiperacetylacji histonu H4
[44]. W chromatynie okragtych spermatyd okoto 90% hi-
stonéw zostaje zastapionych przez tzw. biatka przejscio-
we TP (transition proteins), z ktérych najlepiej sa scharak-
teryzowane TP1 (okoto 50%) i TP2 (okoto 40%). Biatko
TP1, zbudowane z 54 aminokwaséw, jest bogate w argini-
ne, lizyng i seryne [54]. Wykazano, ze TP1 bierze udziat
w procesie naprawy DNA [14]. Dwukrotnie wigksze biatko
TP2 zawiera na karboksylowym koricu aminokwasy zasa-

dowe, a na koicu aminowym dwa palce cynkowe. W TP2
zaréwno seryna Ser109 jak i treonina Thr101 sa potencjal-
nymi miejscami fosforylacji poprzez cAMP-zalezng kinaze
biatkowa A (enzym PKA). Wtasnie fosforylacja TP2 jest
zwiazana z mniejsza kondensacja DNA, utatwiajaca przy-
laczenie protamin [54].

Wraz z oddysocjowaniem wigkszosci histonéw, pojawie-
niem si¢ bialek TP, zanikiem struktury nukleosoméw i elon-
gacja okraglych spermatyd, ustaje w spermatydach aktyw-
nos¢ transkrypeyjna. Zahamowanie transkrypcji moze by¢
zwiazane z przytaczaniem sig biatek TP do niezmetylowa-
nych wysp CpG, wystepujacych w aktywnie transkrybo-
wanych genach.

2.3. Protaminy

W wydtuzonych spermatydach biatka przejsciowe TP zo-
staja zastapione protaminami [3]. Protaminy sa matymi
zasadowymi biatkami o masie czasteczkowej 400012000
Da. Sa dwa typy protamin: protamina 1 (P1) wystgpujaca
u prawie wszystkich ssakéw [68] oraz protamina 2 (P2),
obecna u czlowieka i u kilku innych gatunkow [8,53,64].
Ilos¢ protaminy P2 jest gatunkowo rézna: 67% u cztowie-
ka, 43% u chomika, 34% u myszy [9]. Ludzka protami-
na P1 (57 aminokwaséw) wykazuje okoto 50% homologii
do P2 [53]. Ewolucyjnie, protaminy wywodza si¢ z histo-
nu H1 [47,61]. Roznia si¢ jednak od H1 mata zawartoscia
lizyny i ponad 50% zawarto$cia argininy, odpowiedzial-
nej za duza zdolnos¢ do tworzenia wigzan hydrofobowych
z grupami guanidynowymi DNA [66]. Pojedyncze kopie
gendw ludzkich protamin P1, P2, a takze biatka TP2, sa
zlokalizowane w wielogenowym locus 16p13.13, tworzac
pojedyncza domeng 28.5 kpz. Geny te zawieraja jeden in-
tron, elementy kasety TATA oraz CRE (cAMP-response
element). Transkrypcja genéw protamin zachodzi z haplo-
idalnego genomu w okraglych spermatydach, a 2—8 dni
pozniej ten mRNA ulega translacji. Wkrétce po syntezie
protaminy ulegaja fosforylacji. Protamina P2 ulega fosfo-
rylacji poprzez kinazg Camk4 (Ca*/calmodulin-depen-
dent protein kinase IV) lub poprzez kinaze¢ CK2 (cAMP-
and Ca?*-independent kinase IT) [88]. Natomiast wszystkie
protaminy P1 zawieraja krétka domeng (RS) bogata w ar-
gining i seryng, ktéra ulega fosforylacji z udzialem enzy-
mu SRPKI1 (SR protein kinase 1) [62]. Sugeruje sig, iz
w wydtuzonych spermatydach fosforylacja protamin jest
niezbgdna do ich okresowej asocjacji z receptorem lami-
ny B, tj. biatkiem wewngtrznej btony jadrowej. Ostateczne
wbudowanie protamin do chromatyny plemnika jest po-
przedzone ich defosforylacja [59]. W rezultacie, w chro-
matynie wydtuzonych spermatyd biatka przejsciowe TP
Sg zastapione protaminami.

Protaminy wiaza si¢ wzdluz fosfodiestrowego szkieletu
DNA, niezaleznie od sekwencji nukleotydéw. Jedna cza-
steczka protaminy wiaze si¢ do jednego skrgtu DNA (okoto
11 pz DNA). Mechanizm, dzigki ktéremu protaminy uczest-
nicza w tym procesie, stanowi dotad przedmiot dyskusji,
stwierdzono bowiem, ze w warunkach in vitro protaminy
moga wiazac si¢ z DNA w szerszym rowku [5,25,67,82],
zaréwno w szerszym jak i wezszym rowku [20], wzgled-
nie elektrostatycznie do powierzchni DNA [10]. Ze wzgle-
du na wyniki uzyskane ze spektroskopii Ramana przewaza
jednak opinia, ze w chromatynie plemnika protaminy wia-
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73 si¢ z DNA w szerszym rowku [5]. Protaminy (a takze
inne polikationy testowane w badaniach in vitro) przyta-
czajac si¢ do DNA powoduja zwijanie si¢ czasteczki DNA
w szerokie, koncentryczne krggi, tym samym tworzac po-
sta¢ przypominajaca szpulke nici. Naktadajace si¢ na siebie
kregi ulegaja silnej kondensacji i powstaje struktura toroi-
du zawierajaca okoto 50 kpz DNA [38,39]. Jadro plemnika
ma okoto 50 000 toroidéw [13]. Doswiadczenia in vitro nad
kondensacja i dekondensacja DNA wykazaty, ze formowa-
nie toroidu i jego stabilnos¢ zalezy od liczby domen biat-
kowych bogatych w reszty argininowe. Kondensacja DNA
w toroid zachodzi, gdy 90% tadunkéw wzdtuz czasteczki
DNA ulegnie zneutralizowaniu. Natomiast na modelu do-
Swiadczalnym dekondensacja DNA poprzez oddysocjowa-
nie biatek postgpowata w takim tempie, Zze odlaczenie pro-
tamin od genomu plemnika (1,5x10° pz) wymagatoby okoto
6 lat. Jednak in vivo dekondensacja chromatyny plemnika
w cytoplazmie komorki jajowej trwa od 6—10 min, co po-
twierdza hipoteze, ze po zaptodnieniu protaminy musza
by¢ aktywnie usuwane z DNA [13].

2.4. Warianty histonéw

Niezwykty sktad chromatyny plemnika, ktory jest wyni-
kiem proceséw zachodzacych podczas spermato- i sper-
miogenezy, kryje w sobie jeszcze jedna swoista cechg:
w dojrzatym ludzkim plemniku 10-15% DNA pozostaje
zwigzane z histonami. Nukleosomy w plemniku sa Scislej
upakowane niz w komérkach somatycznych i zawieraja
warianty jadrowe histonéw. Pewne ilosci swoistych jadro-
wo wariantéw histonéw pojawiaja si¢ juz w spermatogo-
niach, stad sugeruje si¢, ze moga by¢ niezbedne w proce-
sach unikatowych dla mejozy. Wigkszos¢ tych wariantow
jest syntetyzowana i inkorporowana do chromatyny w sper-
matocytach podczas mejozy [22,28,42].

Liczba wszystkich wariantéw histonéw wystgpujacych

w meskich komoérkach germinalnych jest niezwykle

duza w poréwnaniu z komérkami somatycznymi [16,46].

Warianty te wyrdznia od ich odpowiednikéw somatycz-

nych wiele cech:

(i) réznice w sekwencjach aminokwaséw (czgsto tacznie
z réznicami strukturalnymi),

(i) brak koordynacji replikacji DNA z synteza mRNA dla
wariantéw histonow,

(iii) brak na koricu 3’ transkryptéw struktury ,.stem-loop”
przy jednoczesnej obecnosci dtugiego taiicucha poly-
A oraz

(iv) wystgpowanie genéw pojedynczo (a nie w grupach,
tzw. clusters) i mozliwa obecnos¢ intronéw [42].

Obecnos¢ wariantéw histonéw umozliwia utrzymanie
struktury nukleosomu i tym samym postmejotyczna eks-
presje gendw z haploidalnego genomu w okragtych sper-
matydach. Jednoczesnie warianty te petnia sygnatlowa role
na poszczegdlnych etapach wymiany histonéw na protami-
ny. Pierwsze wymiany histonéw somatycznych na warian-
ty gonadowe zachodza juz w diploidalnych spermatogo-
niach, w ktérych histon H3 zostaje zastapiony przez wariant
TH3. Opisano jeszcze dwa inne warianty histonu H3: wa-
riant H3.3A obecny w chromatynie do etapu réznicowa-
nia wydtuzonych spermatyd, oraz wariant H3.3B zwiazany
z euchromatyna spermatocytéw, co sugeruje jego wptyw
na regulacj¢ aktywnosci transkrypcyjnej [11]. Znamienny

natomiast wydaje si¢ fakt, iz obecny w centromerach chro-
mosoméw komorek somatycznych wariant histonu H3, tj.
CENP-A (centromere protein A) nie jest zastgpowany in-
nym wariantem w trakcie spermiogenezy [42].

W spermatocytach, w stadium preleptotenowym mejo-
zy, histon H2A ulega wymianie na TH2A a histon H2B —
TH2B [42]. Wewnatrzjadrowa lokalizacja TH2A jest na
tyle charakterystyczna, ze sugeruje jego asocjacj¢ ze swo-
istymi domenami chromatynowymi [93]. Nastgpnie, w pa-
chytenie, somatyczne histony H1A i H1B zast¢gpowane sa
przez wariant H1t. Z kolei w okragtych spermatydach, po-
jawia si¢ wariant H1t2. Wystepuje on w regionie formowa-
nia akrosomu, ktdry jest jednoczes$nie miejscem inicjacji
kondensacji chromatyny. H1t2 ze wzgledu na swe wyso-
ce selektywne wewnatrzjadrowe rozmieszczenie wydaje
si¢ réwnie istotny w reorganizacji chromatyny jak prota-
miny [49,79]. Swoisty jedynie dla wydtuzonych sperma-
tyd jest wariant HILS1 (histone H1-like protein in sper-
matids). Wewnatrzjadrowa lokalizacja tego wariantu jest
taka sama jak TP2 i protaminy 1 (P1), co wskazuje na
jego bezposredni zwiazek z kondensacja chromatyny [90].
Natomiast odpowiednikiem somatycznego histonu H4 jest
gonadowy histon H4.

We wczesnych okraglych spermatydach liczba histonéw
zastapionych przez ich warianty przekracza 50%, ale na-
dal zachowana pozostaje struktura nukleosomu i aktyw-
nos¢ transkrypcyjna. Aktywnos¢ transkrypcyjna ustaje
wraz z oddysocjowaniem histonu H1t i wigkszosci hi-
stonéw (a takze ich wariantéw) i pojawieniem si¢ biatek
przejsciowych TP.

Skoro jednak, mimo tak radykalnej przebudowy struktu-
ry i sktadu chromatyny, w dojrzalym plemniku pozostaje
okoto 15% histonéw tworzacych strukture nukleosoméw,
powstaje pytanie zaréwno o ich szczegdétowa lokalizacje,
jak i znaczenie tego faktu. Wykazano, ze w plemniku re-
giony telomerowe wszystkich chromosoméw maja struk-
turg¢ nukleosomoéw. Charakterystyczna cecha tych nukleo-
soméw jest obecnos¢ wariantu histonu spH2B [29,89,93].
Stwierdzono, ze obecne w DNA plemnika domeny, ktére
wykazuja wrazliwos$¢ na dziatanie nukleaz (egzo- i endo-
gennych) zawieraja histony i umiejscowione sg peryferyjnie
[65]. Badania nad struktura chromatyny plemnikowej, w re-
gionie rodziny genéw B-globiny, wykazaty, ze geny &-glo-
biny i y-globiny, ulegajace ekspresji we wczesnym okresie
rozwoju embrionalnego sa wzbogacone w histony, natomiast
geny d-globiny oraz B-globiny (ekspresja w p6Zniejszym
rozwoju) w protaminy [26]. Podlegajace ojcowskiemu pigt-
nowaniu allele genu /GF-2 réwniez maja w chromatynie
plemnika zachowana strukturg nukleosomu [6].

W zwiazku z obecnoscig histonéw w chromatynie plemni-
ka nasuwa si¢ intrygujaca sugestia, ze nukleosomy w chro-
matynie plemnika sa wyznacznikiem genow, ktére ulega-
ja transkrypcji na poczatkowym etapie rozwoju zarodka.
Zatem histony w chromatynie plemnika mogtyby by¢ zwig-
zane z epigenetyczng kontrolg zréznicowanej ekspresji ge-
néw podczas rozwoju embrionalnego. Alternatywng moz-
liwoscia jest zatozenie, ze histony w chromatynie plemnika
sq zwiazane ze wszystkimi sekwencjami DNA kodujacy-
mi biatka. Obydwie wspomniane mozliwosci pozostaja na
razie w sferze hipotez.
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3. MoDEL STRUKTURY CHROMATYNY PLEMNIKA

Przedstawiony nizej model, nazwany ,,the donut-loop mo-
del”, stanowi prébe opisania, w jaki sposéb w plemniku
u ssakéw czasteczka DNA uczestniczy w budowie chro-
matyny [83]. Model ten nie opisuje sekwencji proceséw
molekularnych, ale jest podsumowaniem aktualnych po-
gladéw na temat organizacji struktury chromatyny plem-
nika. Jednoczesnie model ,.,donut-loop” odpowiada takiej
wizji chromatyny plemnika, w ktérej struktura odgrywa
bezposrednia role w funkcji plemnika.

Na pierwszym poziomie struktury chromosoméw plemni-
kowych, DNA jest zorganizowany na catej dlugosci w po-
staci wypetlonych domen (loop domains) o dtugosci oko-
to 50 kpz [7,52,83,86]. Domeny te sa komérkowo swoiste
i ulegaja zmianom w trakcie spermatogenezy [43,60].
Wielkos¢ tych domen jest prawie dwukrotnie mniejsza
w poréwnaniu ze Srednig wielkoscia domen w jadrach ko-
morek somatycznych, przy czym to zmniejszenie nie wy-
daje si¢ wynikaé bezposrednio z haploidalnosci genomu
plemnika [86]. Kazda z domen DNA w chromosomach
plemnika ma u swej podstawy specyficzne sekwencje na-
zwane MARs (matrix attachment regions), poprzez ktére
DNA wiaze si¢ z macierza jadrowa, petniaca funkcjg we-
wnatrzjadrowego szkieletu [41,44,51,69,84].

Wiadomo, ze w przypadku jader komorek somatycznych
domeny stanowiace petle widkien solenoidéw wystepuja
zaréwno w chromosomach interfazowych, jak i w chromo-
somach mitotycznych; sa one strukturami dynamicznymi,
zmieniajacymi si¢ wraz z funkcjonalnymi zmianami w ja-
drze komérkowym [15,27,78,81]. W komdrkach somatycz-
nych domeny sa zwigzane z macierza jadrowa w sposéb
korelujacy z funkcja DNA [35,63,76].

Model ,,donut-loop” zaktada, ze podczas spermiogenezy
pojedyncza domena DNA faczac si¢ z protaminami tworzy
jeden toroid [83]. Znajdujace si¢ pomigdzy toroidami sek-
wencje MAR tworza odcinki tacznikowe (toroid linker re-
gions). Odcinki tacznikowe migdzy toroidami nie sa zwia-
zane z protaminami i pozostaja niezmienione w trakcie
spermiogenezy [43,72]. Istnieja przestanki wskazujace na
mozliwos¢, ze wtasnie te tacznikowe odcinki DNA pozo-
staja zwigzane z histonami (wariantami) i maja zachowana
strukture nukleosomoéw [72,74], podobnie jak regiony sub-
telomerowe chromosoméw plemnika [29,89,93].

Opisana w modelu ,,donut loop” strukturalna organiza-
cja plemnikowego DNA jest stata i niezwigzana z duza
zmiennoscig morfologii plemnikéw, obserwowana w stan-
dardowej analizie nasienia [2]. Sugerowano, ze taka or-
ganizacja DNA jest niezbgdna do rozpoczecia prawidio-
wej embriogenezy, bowiem jak si¢ przypuszcza, miejsca
wigzania DNA z macierzg jadrowa sa miejscami inicjacji
transkrypcji i replikacji. Zatem po zaptodnieniu, domeny
petityby role funkcjonalnych podjednostek [57,75,85].
Wprowadzono nawet pojecie ,,tréjwymiarowego kodu ge-
netycznego” dla podkreslenia, ze oprécz informacji gene-
tycznej zawartej w sekwencjach DNA, rowniez struktural-
na organizacja haploidalnego genomu plemnika dostarcza
waznych informacji epigenetycznych [75]. W doswiadcze-
niach, w ktérych wprowadzano do mysich oocytéw (za po-
Srednictwem mikromanipulacji) jadra komérkowe plemni-

kéw po uprzednim wyptukaniu z nich protamin wykazano,
ze nienaruszona integralnos$¢ macierzy jadrowej i zwiaza-
nych z niag domen DNA byta niezb¢dnym, ale jednoczes-
nie wystarczajacym czynnikiem do wyksztatcenia prawid-
towych chromosoméw mitotycznych [57,75].

Na podstawie modelu ,,donut-loop” nie mozna stwierdzi¢,
w jaki spos6b nukleoprotaminowe toroidy oddzielone tacz-
nikowymi odcinkami tworza struktury wyzszego rzgdu
i ksztattuja chromosomy.

Mudrak i wsp. [58] zaproponowali model struktur chro-
mosomoOw plemnika organizacyjnie wyzszych w stosunku
do ,,donut-loop”. Model ten powstal na podstawie analizy
obrazéw tréjkolorowego FISH (fluorescencyjna hybrydyza-
cja in situ) z uzyciem sond malujacych ramiona krétkie (p)
oraz diugie (q) indywidualnych chromosoméw w jadrach
plemnikéw, poddawanych stopniowo wzrastajacej dekon-
densacji. Zaobserwowano, ze zaréwno ramiona p, jak i q
sg zbudowane z widkien chromatyny o szerokosci okoto
1000 nm kazde. Wi6kno 1000 nm jest ztozone z dwéch po-
taczonych globularnych struktur (2x500 nm), tworzacych
rowek wzdtuz dtugosci widékna. Przyjmujac wymiary to-
roidu jako 25x60-100 nm, w modelu zaktada sig, ze kaz-
da z globularnych struktur miataby by¢ utworzona przez
100-200 toroidéw, co odpowiadatoby 3—5 Mpz DNA.

Model zaproponowany przez Mudrak i wsp. opisuje struktu-
ry wigksze anizeli 300 nm, zatem brak jest ogniwa, ktdre 13-

czytoby go bezposrednio z modelem ,,donut-loop” [58].

4. WEWNATRZJADROWA ARCHITEKTURA PLEMNIKA

Osia hipotezy dotyczacej architektury wewnatrzjadrowej
plemnika jest zalozenie, ze kazdy chromosom zajmuje in-
dywidualny obszar, tzw. terytorium chromosomowe (chro-
mosome territory — CT), ktérego umiejscowienie w jadrze
komoérkowym jest okreslone i nieprzypadkowe [33,92,94].
Zalozenie to wynika z analizy sygnaléw uzyskiwanych me-
toda FISH po zastosowaniu sond malujacych (cate) ramio-
na chromosoméw i sond centromerowych. Tym sposobem
wykazano, m.in. prefencyjna lokalizacje chromosomoéw 2,
5, 6,1 18 u cztowieka w tzw. bazalnej czg¢sci jadra plemnika
(tj. sasiadujacej z witka) a chromosoméw 1, 71 X w tzw.
czesci apikalnej (tj. sasiadujacej z akrosomem) [48,93]. Sa
dowody, ze chromosomy w ludzkim plemniku zajmuja réw-
niez okreslong pozycje radialna: np. chromosomy 61 7 bar-
dziej peryferyjna a 16 oraz X wewnetrzna [93]. Natomiast
dla chromosomu 13 obserwowano raczej przypadkowa lo-
kalizacje [34]. Jednak w badaniach, w ktérych analizowa-
no wewnatrzjadrowe umiejscowienie pigciu chromosoméw
akrocentrycznych jednoczesnie, wykazano, ze ich centrome-
ry skupiaja si¢ w okreslonym obszarze zajmujacym okoto
8% objetosci jadra plemnika. Subakrosomowa lokalizacje
chromosomu X potwierdzono réwniez w jadrach komér-
kowych plemnikéw u torbaczy i stekowcéw [30,31,87].
W zwiazku z tym, ze jest to jednoczes$nie umiejscowienie
bliskie miejsca pierwszego kontaktu plemnika z cytopla-
zma komorki jajowej po raz pierwszy zwrdcono uwage, ze
umiejscowienie chromosoméw moze mie¢ znaczenie funk-
cjonalne [48,80]. Wewnatrzjadrowa pozycja chromosomu
w plemniku mogtaby okresla¢ kiedy i ktére domeny po-
szczegblnych chromosoméw ulegaja dekondensaciji i prze-
budowie poprzedzajacej ekspresje genomu ojcowskiego. Co
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ciekawe, w badaniach na plemnikach §win zaobserwowa-
no, ze wewnatrzjadrowe umiejscowienie m.in. chromoso-
mow X 1Y (analizowano réwniez chromosomy 5 i 13) ule-
ga w trakcie spermatogenezy repozycji i w konsekwencji
w plemniku jest odmienna od tej w spermatocytach [23].
Z wigkszosci badan wynika, ze w jadrze ludzkiego plemni-
ka terytoria chromosomowe maja wydluzony ksztatt i leza
réwnolegle do dluzszej osi plemnika [58]. Jedynie teryto-
rium chromosomu 13 wykazywato zaréwno wydtuzony jak
i okragly ksztatt. Zaréwno terytoria [58] jak i chromatyna
[33,84] poszczegdlnych chromosomoéw sa kilkakrotnie (4—
6-krotnie) silniej skondensowane w poréwnaniu z chromo-
somami w stadium metafazy.

Stwierdzono, iz heterochromatyna centromeréw chromoso-
moéw plemnika tworzy skondensowane zgrupowanie w wy-
odrebnionym, centralnym regionie jadra plemnika, ktéry
to region nazwano chromocentrum [92]. Chromocentrum
wyodrebnia si¢ podczas spermiogenezy i jest strukturg uni-
katowa dla haploidalnych spermatyd. Czynniki odpowie-
dzialne za formowanie chromocentrum nie sg jeszcze znane.
Wiadomo jednak, ze z heterochromatyna chromocentrum,
zaréwno w spermatydach jak i w dojrzatym plemniku, za-
socjowane jest biatko HP1 (heterochromatin protein 1)
[37]. Jednym z czynnikéw, ktéremu przypisuje si¢ istotna
rolg w organizacji chromocentrum w okragtych sperma-
tydach, jest czynnik TLF (TBP-like factor), biatko, ktére
wchodzi w interakcje z czynnikami transkrypcyjnymi wia-
zacymi si¢ do sekwencji TATA [50]. W zwiazku z tym, ze
chromocentrum ma okres§lona pozycj¢ wewnatrzjadrowa,
nasuwa si¢ przypuszczenie, ze poprzez heterochromatyne
centromeréw moze mie¢ ono bezposredni kontakt z ma-
cierza jadrowa. Jednak bezposrednio takich asocjacji do-
tad nie przedstawiono [58].

W przeciwienistwie do centromerdw, telomery chromoso-
moéw umiejscowiajg si¢ w poblizu wewngetrznej blony jadra
komérkowego plemnika, tworzac dimery i tetrametry [71].
Wykazano, ze dimery powstaja w wyniku swoistej interak-
cji telomeréw ramion krétkich (p) i dtugich (q) tego same-
go chromosomu, co oznacza, ze chromosomy tworza pet-
le, przybierajac konformacjg ,,szpilki do wtoséw” (hairpin).
Dimery telomeréw sa zakotwiczone do wewnetrznej czesci
btony jadrowej [29,33]. Zdolnos¢ telomeréw do asocjacji
wynika z obecnosci swoistych struktur chromatyny zloka-
lizowanych na koricach ramion p oraz q. Przypuszczalnie
w genomie ojcowskim wiasnie telomery jako pierwsze maja
bezposredni kontakt z cytoplazma komorki jajowej, a opi-
sana wyzej konformacja jest niezbgdna do prawidtowej de-
kondensacji chromatyny w przedjadrzu meskim, co jest wa-
runkiem prawidtowego rozwoju zygoty [71]. Trzeba w tym
miejscu podkreslié, iz juz z wezesniejszych badan wiadomo,
ze chronologia i charakterystyka aktywacji genéw w zygo-
cie zalezy bardziej od zmian struktury chromatyny niz od
aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych [70].

Przedstawiona wyzej topologia chromosoméw w jadrze
ludzkiego plemnika dotyczy prawdopodobnie wszystkich
chromosoméw, trzeba jednak zaznaczy¢, iz w przypadku
chromosomoéw akrocentrycznych i matych metacentrycz-
nych danych doswiadczalnych jest niewiele.

Tlustracje hipotez dotyczacych zaréwno chromocentrum
i peryferyjnej lokalizacji telomeréw chromosoméw plem-
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Ryc. 1. llustracja hipotez dotyczacych architektury wewnatrzjadrowej
w jadrze ludzkiego plemnika: model chromocentrum oraz
“donut-loop model”[58, 83, 92]. Szczegdty w tekscie (rozdz. 3i4)

nika [92], budowy wiékien chromatyny [58] jak i modelu
,.,donut-loop” [83] stanowi ryc. 1.

Badania dotyczace architektury wewnatrzjadrowej plem-
nikéw u innych gatunkéw sa nieliczne, wskazuja jednak,
ze podstawowe zasady organizacji sa podobne u wszyst-
kich ssakow [24,30,31,56,58]. Natomiast w plemnikach
ptakéw nie stwierdzono $cisle okreslonej lokalizacji chro-
mosomow; stad pojawitly si¢ nawet spekulacje, iz ta r6zni-
ca w stosunku do ludzkich plemnikéw mogtaby by¢ cecha
dywergencji ptakow i ssakow [71].

Trzeba réwniez pamigtaé, ze stosowane dotychczas proce-
dury badawcze do analizy topologii chromosoméw plem-
nikowych wymagaty wczesniejszego utrwalania plemni-
kéw i ich nieznacznej dekondensacji. Cho¢ wykazano, ze
procedury te nie powinny zmieniaé topologii chromoso-
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moéw [58], jednak ksztattujac nasze wyobrazenie o archi-
tekturze wewnatrzjadrowej in vivo, na podstawie uzyska-
nych wynikéw, trzeba zachowac ostroznos¢.

Pobsumowanie

Jadro komoérkowe dojrzatego ludzkiego plemnika stano-
wi unikatowy model do poréwnania wewnatrzjadrowej
organizacji aktywnego diploidalnego genomu w stosun-
ku do haploidalnego genomu nieaktywnego. Podstawowa
jednostka strukturalng haploidalnego genomu plemnika
sa nukleoprotaminowe toroidy. Chromatyna w plemniku
jest wysoce skondensowana i upakowana w 23 nukleo-
protaminowe chromosomy, w ktérych nie zachodzi ani re-
plikacja, ani transkrypcja. W architekturze wewnatrzja-
drowej plemnika centralnym elementem, analogicznym
do komérek diploidalnych, jest organizacja chromaty-
ny indywidualnych chromosoméw w postaci wyodreb-
nionych obszaréw, tzw. terytoriow (CT). W plemniku,

PismiennicTwo

terytoria maja okreslone, nieprzypadkowe wewnatrzja-
drowe umiejscowienie. Chromosomy w obrgbie swego
terytorium wykazuja swoista konfiguracje ,,szpilki do
wloséw”. Centromery chromosoméw plemnika sa skie-
rowane do wngtrza jadra, gdzie grupuja si¢ tworzac wy-
odregbniony obszar zwany ,,chromocentrum”. Natomiast
telomery ramion p oraz g tego samego chromosomu two-
rza dimery umiejscowione peryferyjnie. Sugeruje sig, ze
telomery moga by¢ pierwsza struktura genomu ojcow-
skiego uczestniczaca w wydarzeniach podczas formowa-
nia si¢ meskiego przedjadrza, na najwczesniejszych eta-
pach rozwoju zarodka.

Cho¢ implikacje do przedstawionej w niniejszym przegla-
dzie topologii chromosoméw nie s jeszcze wyjasnione,
obecnie przewaza poglad, iz prawdopodobnie przestrzenna
organizacja haploidalnego meskiego genomu zawiera waz-
ne epigenetyczne informacje, krytyczne zaréwno dla funk-
cji plemnika jak i dla wezesnego rozwoju zarodka.

[1] Ainsworth C.: The secret life of sperm. Nature, 2005; 436: 770771

[2] Ankem M.K., Mayer E., Ward W.S., Cummings K.B., Barone J.G.:
Novel assay for determining DNA organization in human spermatozoa:
implications for male factor infertility. Urology, 2002; 59: 575-578

[3] Aoki V., Carrell D.T.: Human protamines and the developing sperma-
tids: their structure, function, expression and relationship with male
infertility. Asian J. Androl., 2003; 5: 315-324

[4] Balhorn R.: A model for the structure of chromatin in mammalian
sperm. J. Cell Biol., 1982; 93: 298-305

[5] Balhorn R., Cosman M., Thornton K.: Protamine mediated conden-
sation of DNA in mammalian sperm. The Male Gamete: From Basic
Science to Clinical Application. C. Gagnon, Ed. (Cache River Press,
Vienna, IL, 1999) pp. 55-70

[6] Banerjee S., Smallwood A.: Chromatin modification of imprinted
H19 gene in mammalian spermatozoa. Mol. Reprod. Dev., 1998; 50:
474-484

[7] Barone J.G., De Lara J., Cummings K.B., Ward W.S.: DNA organi-
zation in human spermatozoa. J. Androl.; 1994; 15: 139-144

[8] Bellve A., McKay D., Renaux B.S., Dixon G.H.: Purification and cha-
racterization of mouse protamines P1 and P2. Amino acid sequence
of P2. Biochemistry, 1988; 27: 2890-2897

[9] Bench G.S., Friz A.M., Corzett M.H., Morse D.H., Balhorn R.: DNA
and total protamine masses in individual sperm from fertile mamma-
lian subjects. Cytometry, 1996; 23: 263-271

[10] Bianchi F., Rousseaux-Prevost R., Bailly C., Rousseaux J.: Interaction
of human P1 and P2 protamines with DNA. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 1994; 201: 1197-1204

[11] Bramlage B., Kosciessa U., Doenecke D.: Differential expression of
the murine histone genes H3.3A and H3.3B. Differentiation, 1997; 62:
13-20

[12] Braun R.E.: Packaging paternal chromosomes with protamine. Nat.
Genet., 2001; 28: 10-12

[13] Brewer L.R., Corzett M., Balhorn R.: Protamine-induced condensa-
tion and decondensation of the same DNA molecule. Science, 1999;
286: 120-123

[14] Caron N., Veilleux S., Boissonneault G.: Stimulation of DNA repair by
the spermatidal TP1 protein. Mol. Reprod. Dev., 2001; 58: 437443

[15] Chambeyron S., Bickmore W.A.: Does looping and clustering in the
nucleus regulate gene expression? Curr. Opin. Cell Biol., 2004; 16:
256-262

[16] Churikov D., Zalenskaya I.A., Zalensky A.O.: Male germline-speci-
fic histones in mouse and man. Cytogenet. Genome Res., 2004; 105:
203-214

[17] Claussen U.: Chromosomics. Cytogenet. Genome Res., 2005; 111:
101-106

[18] Cremer T., Cremer C.: Chromosome territories, nuclear architecture
and gene regulation in mammalian cells. Nat. Rev. Genet., 2001; 2:
292-301

[19] Cremer T., Kupper K., Dietzel S., Fakan S.: Higher order chromatin
architecture in the cell nucleus: on the way from structure to function.
Biol. Cell., 2004; 96: 555-567

[20] D’auria G., Paolillo L., Sartorio R., Wurzburger S.: Structure and fun-
ction of protamines and nuclear magnetic resonance investigation of
the interaction of cupleines with mononucleotides. Biochem. Biophys.
Acta, 1993; 1162: 209-216

[21] Dehghani H., Dellaire G., Bazett-Jones D.P.: Organization of chroma-
tin in the interphase mammalian cell. Micron, 2005; 36: 95-108

[22] Doenecke D., Drabent B., Bode C., Bramlage B., Franke K., Gavenis
K., Kosciessa U., Witt O.: Histone gene expression and chromatin
structure during spermatogenesis. Adv. Exp. Med. Biol., 1997; 424:
37-48

[23] Foster H.A., Abeydeera L.R., Griffin D.K., Bridger J.M.: Non-ran-
dom chromosome positioning in mammalian sperm nuclei, with mi-
gration of the sex chromosomes during late spermatogenesis. J. Cell
Sci., 2005; 118: 1811-1820

[24] Foster H.A., Bridger J.M.: The genome and the nucleus: a marriage
made by evolution. Genome organization and nuclear architecture.
Chromosoma, 2005; 114: 212-229

[25] Fuentes-Mascorro G., Serrano H., Rosado A.: Sperm chromatin. Arch.
Androl., 2000; 45: 215-225

[26] Gardiner-Garden M., Ballesteros M., Gordon M., Tam P.P.: Histone-
and protamine-DNA association: conservation of different patterns
within the beta-globin domain in human sperm. Mol. Cell Biol., 1998;
18: 3350-3356

[27] Gasser S.M.: Visualizing chromatin dynamics in interphase nuclei.
Science, 2002; 296: 1412—-1416

[28] Gatewood J.M., Cook G.R., Balhorn R., Bradbury E.M., Schmid C.W.:
Sequence- specific packaging of DNA in human sperm chromatin.
Science, 1987; 236: 962-964

[29] Gineitis A.A., Zalenskaya I.A., Yau P.M., Bradbury E.M., Zalensky
A.O.: Human sperm telomere-binding complex involves histone H2B
and secures telomere membrane attachment. J. Cell. Biol., 2000; 151:
1591-1598

[30] Greaves LK., Rens W., Ferguson-Smith M.A., Griffin D., Marshall-
Graves J.A.: Conservation of chromosome arrangement and posi-
tion of the X in mammalian sperm suggest functional significance.
Chromosome Res., 2003, 11: 503-512

[31] Greaves 1.K., Svartman M., Wakefield M., Taggart D., De Leo
A., Ferguson-Smith M.A., Rens M.A., O’Brien P.C., Voullaire L.,
Westerman M., Greaves J.A.: Chromosomal painting detects non-
random chromosome arrangement in dasyurid marsupial sperm.
Chromosome Res., 2001, 9: 251-259

[32] Gurevitch M., Amiel A., Ben-Zion M., Fejgin M., Bartoov B.:
Acrocentric centromere organization within the chromocenter of the
human sperm nucleus. Mol. Reprod. Deyv., 2001, 60: 507-516

349



Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 343-351

[33] Haaf T., Ward D.C.: Higher order nuclear structure in mammalian
sperm revealed by in situ hybridization and extended chromatin fi-
bers. Exp. Cell Res., 1995; 219: 604-611

[34] Hazzouri M., Rousseaux S., Mongelard F., Usson Y., Pelletier R., Faure
A K., Vourc’h C., Sele B.: Genome organization in the human sperm
nucleus studies by FISH and confocal microscopy. Mol. Reprod. Dev.,
20005 55: 307-315

[35] Heng H.H., Goetze S., Ye C.J., Liu G., Stevens J.B., Bremer S.W.,
Wykes S.M., Bode J., Krawetz S.A.: Chromatin loops are selectively
anchored using scaffold/matrix-attachment regions. J. Cell Sci., 2004;
117: 999-1008

[36] Horn P.J., Peterson C.L.: Chromatin higher order folding: wrapping
up transcription. Science, 2002; 297: 1824-1827

[37] Hoyer-Fender S., Singh P.B., Motzkus D.: The murine heterochroma-
tin protein M31 is associated with the chromocenter in round sperma-
tids and is a component of mature spermatozoa. Exp. Cell Res., 2000,
254, 72-79

[38] Hud N.V., Allen M.J., Downing K.H., Lee J., Balhorn R.: Identyfication
of the elementary packing unit of DNA in mammalian sperm cells by
atomic force microscopy. Biochem. Biophys. Res. Commun., 1993;
193: 1347-1354

[39] Hud N.V,, Vilfan I.D.: Toroidal DNA condensates: unraveling the fine
structure and the role of nucleation in determining size. Annu. Rev.
Biophys. Biomol. Struct., 2005; 34: 295-318

[40] Jason L.J., Moore S.C., Lewis J.D., Lindsey G., Ausio J.: Histone ubi-
quitination: a tagging tail unfold? Bioessays, 2002; 24: 166—174

[41] Kalandadze A.G., Bushara S.A., Vassetzky Y.S.Jr., Razin S.V.:
Characterization of DNA pattern in the site of permanent attachment
to the nuclear matrix located in the vicinity of replication origin.
Biochem. Biophys. Res. Commun., 1990; 168: 9-15

[42] Kimmins S., Sassone-Corsi P.: Chromatin remodelling and epigene-
tic features of germ cells. Nature, 2005; 434: 583-589

[43] Klaus A.V., McCarrey J.R., Farkas A., Ward W.S.: Changes in DNA
loop domain structure during spermatogenesis and embryogenesis in
the Syrian golden hamster. Biol. Reprod., 2001; 64: 1297-1306

[44] Kramer J.A., Krawetz S.A.: Nuclear matrix interactions within the
sperm genome. J. Biol. Chem., 1996; 271: 11619-11622

[45] Lahn B.T., Tang Z.L., Zhou J., Barndt R.J., Parvinen M., Allis C.D,
Page D.C.: Previously uncharacterized histone acetyltransferases im-
plicated in mammalian spermatogenesis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
2002; 99, 8707-8712

[46] Lewis J.D., Abbott D.W., Ausio J.: A haploid affair: core histone
transitions during spermatogenesis. Biochem. Cell Biol., 2003; 81:
131-140

[47] Lewis J.D., Sapera N., Song Y., Zamora M.J., Chiva M., Ausio J.:
Histone H1 and the origin of protamines. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
2004; 101: 4148-4152

[48] Luetjens C.M., Payne C., Schatten G.: Non-random chromosome po-
sitioning in human sperm and sex chromosome anomalies following
intracytoplasmic sperm injection. Lancet, 1999; 353: 1240

[49] Martianov I., Brancorsini S., Catena R., Gansmuller A., Kotaja N.,
Parvinen M., Sassone-Corsi P., Davidson I.: Polar nuclear localiza-
tion of HIT2, a histone H1 variant, required for spermatid elongation
and DNA condensation during spermiogenesis. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 2005; 102: 2808-2813

[50] Martianov 1., Brancorsini S., Gansmuuler A., Parvinen M., Davidson
1., Sassone-Corsi P.: Distinct functions of TBP and TLF/TRF2 during
spermatogenesis: requirement of TLF for heterochromatic chromocen-
ter formation in haploid round spermatids. Development, 2002, 129:
945-955

[51] Martins R.P., Ostermeier G.C., Krawetz S.A.: Nuclear matrix inte-
ractions at the human protamine domain: a working model of poten-
tiation. J. Biol. Chem., 2004; 279: 51862-51868

[52] McCarthy S., Ward W.S.: Functional aspects of mammalian sperm
chromatin. Hum. Fertil., 1999; 2: 56-60

[53] McKay D.J., Renaux B.S., Dixon G.H.: Human sperm protamines.
Amino-acid sequences of two forms of protamine P2. Eur. J. Biochem.,
1986; 156: 5-8

[54] Meistrich M.L., Mohapatra B., Shirley C.R., Zhao M.: Roles of trans-
ition nuclear proteins in spermiogenesis. Chromosoma, 2003; 111:
483488

[55] Meistrich M.L., Trostle-Weige P.K., Lin R., Bhatnagar Y.M., Allis
C.D.: Highly acetylated H4 is associated with histone displacement
in rat spermatids. Mol. Reprod. Dev., 1992; 31: 170-181

[56] Meyer-Ficca M., Muller-Navia J., Scherthan H.: Clustering of pericen-
tromeres initiates in step 9 of spermiogenesis of the rat (Rattus nor-
vegicus) and contributes to a well defined genome architecture in the
sperm nucleus. J. Cell Sci., 1998, 111: 1363—-1370

[57] Mohar 1., Szczygiel M.A., Yanagimachi R., Ward W.S.: Sperm nucle-
ar halos can transform into normal chromosomes after injection into
oocytes. Mol. Reprod. Dev., 2002: 62: 416-420

[58] Mudrak O., Tomilin N., Zalensky A.: Chromosome architecture in
the decondensing human sperm nucleus. J. Cell Sci., 2005; 118:
4541-4550

[59] Mylonis 1., Drosou V., Brancorsini S., Nikolakaki E., Sassone-Corsi
P., Giannakourost T.: Temporal association of protamine 1 with the
inner nuclear membrane protein lamin B receptor during spermioge-
nesis. J. Biol. Chem., 2004; 279: 11626-11631

[60] Nadel B., de Lara J., Finkernagel S.W., Ward W.S.: Cell-specific orga-
nization of the 5S ribosomal RNA gene cluster DNA loop domains in
spermatozoa and somatic cells. Biol. Reprod., 1995; 53: 12221228

[61] Oliva R., Dixon G.H.: Vertebrate protamine genes and the histone-to-
protamine replacement reaction. Progr. Nucleic Acid Res. Mol. Biol.,
1991; 40: 25-94

[62] Papoutsopoulou S., Nikolakaki E., Chalepakis G., Kruft V., Chevaillier
P., Giannakouros T.: SR protein-specific kinase 1 is highly expressed
in testis and phosphorylates protamine 1. Nucleic Acids Res., 1999;
27: 2972-2980

[63] Pienta K.J., Getzenberg R.H., Coffey D.S.: Cell structure and DNA
organization. Crit. Rev. Eukaryot. Gene Expr., 1991; 1: 355-385

[64] Pirhonen A., Valtonen P., Linnala-Kankuunen A., Heiskanen M.L.,
Maenpaa P.H.: Primary structures of two protamine 2 variants (St2a
and St2b) from stallion spermatozoa. Biochim. Biophys. Acta, 1990;
1039: 177-180

[65] Pittoggii C., Renzi L., Zaccagnini G., Cimini D., Degrassi F., Giordano
R., Magnano A.R., Lorenzini R., Lavia P., Spadafora C.: A fraction
of mouse sperm chromatin is organized in nucleosomal hypersens-
itive domains enriched in retroposon DNA. J. Cell Sci., 1999; 112:
3537-3548

[66] Pogany G.C., Corzett M., Weston S., Balhorn R.: DNA and protein
content of mouse sperm. Exp. Cell Res., 1981; 136: 127-136

[67] Prieto M.C., Maki A.H., Balhorn R.: Analysis of DNA-protamine in-
teractions by optical detection of magnetic resonance. Biochemistry,
1997; 36: 11944-11951

[68] Queralt R., Adroer R., Oliva R., Winkfein R.J., Retief J.D., Dixon
G.H.: Evolution of protamine P1 genes in mammals. J. Mol. Evol.,
1995; 40: 601-607

[69] Schmid C., Heng H.H., Rubin C., Ye C.J., Krawetz S.A.: Sperm nuc-
lear matrix association of the prm1—prm2—tnp2 domain is indepen-
dent of Alu methylation. Mol. Hum. Reprod., 2001; 7: 903-911

[70] Schultz R.M., Worrad D.M.: Role of chromatin structure in zygotic
gene activation in the mammalian embryo. Semin. Cell Biol., 1995;
6: 201-208

[71] Solovei 1.V, Joffe B.J., Hori T., Thomson P., Mizuno S., Macgregor
H.C.: Unordered arrangement of chromosomes in the nuclei of chi-
cken spermatozoa. Chromosoma, 1998; 107: 184—188

[72] Solov’eva L., Svetlova M., Bodinski D., Zalensky A.O.: Nature of te-
lomere dimmers and chromosome looping in human spermatozoa.
Chromosome Res., 2004; 12: 817-823

[73] Sotolongo B., Huang T.T., Isenberger E., Ward W.S.: An endogeno-
us nuclease in hamster, mouse, and human spermatozoa cleaves DNA
into loop-sized fragments. J. Androl., 2005; 26: 272-280

[74] Sotolongo B., Lino E., Ward W.S.: Ability of hamster spermatozoa to
digest their own DNA. Biol. Reprod., 2003; 69: 2029-2035

[75] Sotolongo B., Ward W.S.: DNA loop domain organization: the three
dimensional code. J. Cell Biochem. Suppl., 2000; Suppl. 35: 23-26

[76] Sumer H., Craig J.M., Sibson M., Choo K.H.: A rapid method of ge-
nomic array analysis of scaffold/matrix attachment regions (S/MARs)
identifies a 2.5-Mb region of enhanced scaffold/matrix attachment at
a human neocentromere. Genome Res., 2003; 13: 17371743

[77] Szczygiet M., Kurpisz M.: Struktura plemnikowego DNA ssakow.
Post. Biol. Kom., 1996; 23: 211-219

[78] Taddei A., Hediger F., Neuman F.R., Gasser S.M.: The function of
nuclear architecture: a genetic approach. Annu. Rev. Genet., 2004;
38:305-345

[79] Tanaka H., Iguchi N., Isotani A., Kitamura K., Toyama Y., Matsuoka
Y., Onishi M., Masai K., Maekawa M., Toshimori K., Okabe M.,
Nishimune Y.: HANP1/H1T2, a novel histone H1-like protein invol-
ved in nuclear formation and sperm fertility. Mol. Cell Biol., 2005;
25: 7107-7119

350



Wiland E. i wsp. - Topologia chromosoméw w jadrze komérkowym...

[80] Terada Y., Luetjens C.M., Sutovsky P., Schatten G.: Atypical deconden-
sation of the sperm nucleus, delayed replication of the male genome,
and sex chromosome positioning following intracytoplasmic human
sperm injection (ICSI) into golden hamster eggs: Does ICSI itself in-
troduce chromosomal anomalies? Fertil. Steril., 2000; 74: 454—460

[81] van Driel R., Fransz P.: Nuclear architecture and genome functioning
in plants and animals: what can we learn from both? Exp. Cell Res.,
2004; 296: 86-90

[82] Vilfan 1.D., Conwell C.C., Hud N.V.: Formation of native-mamma-
lian sperm cell chromatin with folded bull protamine. J. Biol. Chem.,
2004; 279: 20088-20095

[83] Ward M.A., Ward W.S.: A model for the function of sperm DNA de-
gradation. Reprod. Fertil. Dev., 2004; 16: 547-554

[84] Ward W.S.: Deoxyribonuclei acid loop domain tertiary structure in
mammalian spermatozoa. Biol. Reprod., 1993; 48: 1193-1201

[85] Ward W.S., Coffey D.S.: DNA packaging and organization in mam-
malian spermatozoa: comparison with somatic cells. Biol. Reprod.,
1991; 44: 569-574

[86] Ward W.S., Kishikawa H., Akutsu H., Yanagimachi H., Yanagimachi
R.: Further evidence that sperm nuclear proteins are necessary for
embriogenesis. Zygote, 2000; 8: 51-56

[87] Ward W.S., Partin A.W., Coffey D.S.: DNA loop domains in mamma-
lian spermatozoa. Chromosoma, 1989; 98: 153-159

[88] Watson J.M., Meyne J., Marshall Graves J.A.: Ordered tandem ar-
rangement of chromosomes in sperm heads of monotreme mammals.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996; 93: 10200-10205

[89] Wu J., Ribar T., Cummings D.E., Kimberly A.B., McKnight G.C.,
Means A.R.: Spermiogenesis and exchange of basic nuclear proteins
are impaired in male germ cells lacking Camk4. Nat. Genet., 2000;
25:448-452

[90] Wykes S.M., Krawetz A.: The structural organization of sperm chro-
matin. J. Biol. Chem., 2003; 278: 29471-29477

[91] Yan W., Ma L., Burns K.H., Matzuk M.M.: HILS1 is a spermatid-spe-
cific linker histone H1-like protein implicated in chromatin remode-
ling during spermiogenesis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2003; 100:
10546-10551

[92] Zalenskaya I.A., Bradbury E.M., Zalensky A.O.: Chromatin struc-
ture of telomere domain in human sperm. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 2000; 279: 213-218

[93] Zalenskaya I.A., Zalensky A.O.: Non-random positioning of chromoso-
mes in human sperm nuclei. Chromosome Res., 2004; 12: 163-173

[94] Zalensky A.O., Siino J.S., Gineitis A.A., Zalenskaya I.A., Tomilin
N.V., Yau P., Bradbury E.M.: Human testis/sperm specific histone H2B
(hTSH2B). Molecular cloning and characterization. J. Biol. Chem.,
2002; 277: 43474-43480

351




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (None)
  /CalRGBProfile (Belinea 101901_111914 cool)
  /CalCMYKProfile ()
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Preserve
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 300
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 300
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /ENU ()
    /POL ()
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (sRGB IEC61966-2.1)
      /DestinationProfileSelector /DocumentRGB
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 6
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /UseDocumentProfile
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


