Postepy Hig Med Dosw. (online), 2006; 60: 331-342 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2006.02.13
Accepted:  2006.05.18
Published: 2006.06.30

Review

Topologia chromosomow w jadrze komérkowym.
Diploidalna komérka somatyczna. Czes¢ 1

Topology of chromosomes in somatic cells. Part 1

Marta Zegato, Ewa Wiland, Maciej Kurpisz

Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Jadro komoérkowe stanowi wysoce skompartmentalizowana strukture, w ktérej chromosomy zaj-
muja okreslone miejsce w stadium interfazy, zwane terytoriami chromosomowymi (CT). Terytoria
chromosomowe razem z przestrzeniami mi¢dzychromosomowymi (IC) oraz macierza jadrowa
i nukleoplazma tworza wewnatrzjadrowa architekturg. Istnieje zwiazek migdzy wewnatrzjadro-
wa architekturg a prawidtowym funkcjonowaniem genomu.

W pracy podsumowano stan wiedzy o topologii chromosoméw w jadrach komoérek somatycz-
nych. Wiadomo, ze wielko$¢ i umiejscowienie terytoriow chromosomowych jest tkankowo swo-
ista, zalezy od fazy cyklu komérkowego, wielkosci chromosomoéw oraz liczby genéw aktywnie
transkrybowanych. Przedstawiono wzajemna zaleznosS¢ pomiedzy aktywnoscia transkrypcyjna,
poziomem organizacji chromatyny a umiejscowieniem domen chromatynowych w obrebie tery-
torium chromosomowego. Zwrécono uwage na tendencje do asocjacji regiondw heterochroma-
tynowych oraz telomeréw i wptyw tego zjawiska na organizacj¢ wewnatrzjadrowej architektury.
Czes$¢ przedstawionych wynikow badan wskazuje na bezposredni udziat sktadnikéw macierzy
jadrowej i wewnetrznej blony jadrowej w utrzymaniu okreslonej pozycji przez terytoria chromo-
somowe. Opisano réwniez rolg¢ struktur ziarnistych (IGC), znajdujacych si¢ w macierzy jadro-
wej, w procesach zachodzacych w jadrze komoérkowym zwigzanych z topologia chromosoméw.
Zwrbécono uwage na wptyw procesu réznicowania si¢ réznych typéw komérek na lokalizacje
chromosoméw oraz przedstawiono obraz topologii chromosomoéw u odlegltych ewolucyjnie ga-
tunkow.

Wzajemne umiejscowienie chromosomdéw stanowi prawdopodobnie jeden z waznych czynnikéw
epigenetycznych wplywajacych na prawidtowe funkcjonowanie genomu. Wyzsze poziomy orga-
nizacji chromatyny i jej modyfikacje tworzace unikatowy dla kazdego typu komérki wzoér (tzw.
kod epigenetyczny), odgrywaja znaczaca rolg¢ w ekspresji genéw i moga wskazywac na gtéwna
rolg przestrzennej organizacji genomu.

terytorium chromosomu  przestrzei migdzyterytorialna * architektura wewnatrzjadrowa ¢
lokalizacja chromosomow ¢ aktywnos¢ transkrypcyjna ¢ fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

Summary

The interphase cell nucleus is a highly compartmentalized structure in which chromosomes are
located in separate, defined places called chromosome territories (CTs). Chromosome territories
with interchromatin compartments (ICs) and the nuclear matrix determine the nuclear architec-
ture. There is a connection between nuclear architecture and genome function.

The topology of the chromosomes in the nuclei of somatic cells is summarized here. It is known
that the size and location of chromosome territories are tissue specific and depend on the cell cyc-
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le and the size of the chromosomes and the density of the genes which are actively transcribed.
The correlation between transcriptional activity, the level of chromatin structure, and the loca-
tion of the chromatin domains is outlined. The tendency of the heterochromatin regions and the
telomeres to associate and the influence of this on the nuclear architecture is highlighted. Some
studies are focused on the indirect role of the elements of the nuclear matrix and the inner-nuc-
lear membrane in maintaining the correct locations of chromosome territories. The role of in-
terchromatin granule clusters (IGCs), which are located in the nuclear matrix and which remain
active in nuclear processes connected with chromosome topology, is further described. The in-
fluence of cell differentiation on chromosome location is pointed out. The topology of chromo-
somes in evolutionarily distinct species is also mentioned in this review.

The reciprocal location of the chromosome territories is probably one of the important epige-
netical factors influencing correct genome function. The high level of the organization of chro-
matin and chromatin modifications create the unique epigenetic pattern of a particular cell type.
This seems to indicate a critical role of the spatial genomic organization in regulating gene ex-
pression.
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(embryonic stem cells); FISH - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (fluorescent hybridization

in situ); GFP - biatko zielonej fluorescencji (green fluorescent protein); GISH - genomowa
hybrydyzacja in situ (genomic hybridization in situ); HAT - acetylotransferaza histonowa (histone
acetylotranspherase); HDA - deacetylaza histonowa (histone deacetylase);

HMT - metylotransferaza histonowa (histone methyl transpherase); HP1 - biatko oddziatujace
z heterochromatyng (heterochromatin protein 1); IC/ICD - przestrzen miedzyterytorialna
(interchromatin compartment/interchromosome domain compartment); IGCs - struktury ziarniste
(interchromatin granule clusters); MAR - rejon potaczenia DNA z macierza jadrowa (matrix
associated region); NLS - sygnat lokalizacji jgdrowej (nuclear localization signal);

NOR - obszar jaderkotwérczy (nucleolar organizer region); OPT - struktury jadrowe zawierajgce
czynniki transkrypcyjne (Oct1/PTF/transcription); PML - ciatka biataczki promielocytowej
(promyelocytic leukaemia bodies); SNAPc - kompleks biatkowy aktywujgcy SnRNA
(snRNA-activating protein complex); snRNPs - mate jagdrowe rybonukleoproteiny (small nuclear
ribonucleoproteins); TBP - biatko wiazace TATA (TATA binding protein).

Wstep

W ostatnich latach wprowadzono pojecie architektury we-
wnatrzjadrowej, na ktéra sktadaja si¢ wszystkie elemen-
ty budujace jadro komérkowe. Sa to: material genetyczny
w postaci chromatyny, jaderka, blona jadrowa stanowia-
ca zewngtrzng barierg oddzielajaca jadro komérkowe od
cytoplazmy, nukleoplazma (karioplazma), macierz jadro-
wa budujaca nukleoszkielet, oraz struktury ziarniste, takie
jak: struktury SC-35 (splicing compartment), ciatka Cajala,
ciatka PML (promyelocytic leukaemia bodies) i transkryp-
cyjne struktury jadrowe OPT, stanowiace skupienia bialek
i komplekséw biatkowych, niezbgdne w regulacji ekspre-

sji genu. Architektura wewnatrzjadrowa charakteryzuje si¢
okreslonym sposobem organizacji, a jej poszczegdlne ele-
menty stanowia strukturalna i funkcjonalna calos¢. W sta-
dium interfazy, w jadrze diploidalnej komérki somatyczne;j
kazdy chromosom zajmuje wyodrebniony fizycznie obszar,
tzw. terytorium chromosomowe (CT). Wielkos$¢ terytorium
chromosomu zalezy od rozmiaru chromosomu, ale jest jed-
noczesnie struktura dynamiczna zmieniajaca si¢ wraz z ak-
tywnoscia genomu. Migdzy terytoriami chromosomowymi
znajduje si¢ przestrzen mig¢dzyterytorialna (IC/ICD), umoz-
liwiajaca kontakt migdzy sasiednimi terytoriami chromo-
somoéw. Przestrzent migdzyterytorialna zawiera kompleksy
biatkowe niezbgdne m.in. do proceséw transkrypcji i skta-
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dania RNA, do ktérej wypgtlaja si¢ domeny zdekondenso-
wanej chromatyny aktywnej transkrypcyjnie. Architekturze
wewnatrzjadrowej przypisuje si¢ funkcje nadrzednego ele-
mentu regulujacego mechanizmy epigenetyczne, co wpty-
wa na prawidtowe funkcjonowanie genomu.

Rys HISTORYCZNY

Poczatki badani nad komérkami siggaja wiekéw XVII
i XVIII, kiedy to van Leeuvenhoek dokonat pierwszej ob-
serwacji komorki stosujac pierwowzor mikroskopu. W II
potowie XIX w. wynaleziono mikroskop swietlny i po-
twierdzono istnienie komérki (Hooke), jadra komérko-
wego (Brown) oraz opisano proces mitozy (von Mohl)
[4,21,26,63]. Nastgpnie w 1865 r. Mendel sformutowat
prawa dziedziczenia, a Fleming zaobserwowat istnienie
chromosomoéw [4,26]. Samo pojecie ,,chromosom” po raz
pierwszy zostato uzyte pod koniec XIX w. przez Waldeyera.
W tym samym czasie Hertwig i Boveri opisali zjawisko me-
jozy [4,21,26]. Przetom wiekéw XIX i XX stanowil okres
intensyfikacji badan nad chromosomami. Jako pierwsi Rébl
(1895) i Boveri (1909) zaobserwowali, ze poszczegdlne
chromosomy zajmuja okreslone miejsce w jadrze komor-
kowym roslin (Rdbl) oraz w jajach glisty Ascaris (Boveri)
w trakcie podziatu komérkowego [21,54,56,63,67,73,75].
Ribl i Boveri przedstawili hipotezg méwiaca o bieguno-
wosci jadra interfazowego, tzn. o wystgpowaniu na jednym
biegunie centromeréw chromosomdw, a na przeciwnym te-
lomeréw (tzw. konfiguracja Ribla) [21,28,44]. P6Zniejsze
badania potwierdzity konfiguracj¢ Rébla w jadrach komo-
rek drozdzy 1 muszki owocowej (Drosophila) [63,67,73], ale
nie u cztowieka [21,54,63]. Natomiast u cztowieka chromo-
somy uktadaja si¢ radialnie, tzn. umiejscowiaja si¢ w cen-
trum lub w poblizu wewngtrznej btony jadra komérkowego
[8,21,22,28,67,73]. Wynalezienie wirdwek wysokoobroto-
wych w latach 20. XX w. umozliwito opracowanie i za-
stosowanie technik frakcjonowania organelli z rozbitych
komorek [21]. W 1934 r. McClintock zidentyfikowata ob-
szary jaderkotworcze w kukurydzy [63]. Lata 50. stanowi-
ty okres wielkich odkry¢ — Avery udowodnit, ze DNA jest
nos$nikiem informacji genetycznej, Watson i Crick ustali-
li strukture DNA, wynaleziono mikroskop elektronowy
i przeprowadzono pierwsze obserwacje struktury chro-
matyny [21,28]. Opisano przestrzenna organizacj¢ chro-
matyny piciowej, obecnie nazywanej ciatkiem Barra (Barr
i Bertram 1949, Klinger 1958) [28]. Na poczatku lat 70.
dzigki rozwojowi mikroskopii elektronowej i powiazaniu
jej z technikami biochemicznymi dokonano znaczacego
postepu w zrozumieniu sposobu organizacji chromatyny.
Analiza ochrony DNA przed nukleaza wykazata nukleo-
somowa strukture chromatyny, a analizy biochemiczne ist-
nienie histonéw [19,21,28,43]. Wkrétce potem przedsta-
wiono model widkna solenoidu o Srednicy 30 nm, cho¢
mechanizm jego powstawania do dzi$ pozostaje niepew-
ny [22,46]. W latach 70. wykazano niszczacy wptyw UV
na struktur¢ DNA niektérych fragmentéw chromosoméw
[21,63]. Wprowadzone do badar nad DNA radioaktyw-
ne znakowanie wykazato, ze organizacja genomu zacho-
dzi w interfazie [21,22]. Przetom lat 70/80 ub.w. wykazat
zwigzek aktywnosci transkrypcyjnej ze stopniem konden-
sacji chromatyny. Kolejne modyfikacje technik badawczych
oraz nowe technologie (przede wszystkim techniki mikro-
skopowe oraz techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH) opracowane w latach 80. ub.w. do wykrywania spe-

cyficznych sekwencji DNA i RNA) umozliwity wizualiza-
cj¢ poszczegdlnych chromosoméw zajmujacych w jadrze
komérek u cztowieka nieprzypadkowa (specyficzng) pozy-
cje [3,5,6,7,8,13,20,21,28,36,54,63,67,73,75]. Na poczatku
lat 90. wprowadzono pojecie terytorium chromosomowe-
go (CT), jako miejsca swoistej lokalizacji chromosoméw
w strukturze architektury wewnatrzjadrowej, w stadium in-
terfazy [21,22]. Pierwszy komputerowy model terytorium
chromosomu opublikowano w roku 1995 [21]. Kierunek
prowadzonych badan zmierza do poznania zwiazku archi-
tektury wewnatrzjadrowej z prawidlowym funkcjonowa-
niem genomu. Wydaje si¢ bowiem, ze oprécz kodu epige-
netycznego, architektura wewnatrzjadrowa odgrywa istotna
rolg w regulacji ekspresji genéw.

ORGANIZACJA CHROMATYNY W LUDZKICH KOMORKACH
DIPLOIDALNYCH

W jadrze ludzkiej komoérki diploidalnej, w stadium interfazy

wykazuje si¢ kilka pozioméw organizacji chromatyny:

(i) widékno nukleosomowe o srednicy 10 nm,

(i1)) widkno solenoidowe o §rednicy 30 nm,

(iii) chromatyne interfazowa o Srednicy 240-300 nm
oraz

(iv) chromosom metafazalny o Srednicy 800 nm
[15,41,46,64,73].

Pierwszym poziomem organizacji chromatyny (i) jest
wiékno nukleosomowe zbudowane z nukleosoméw oraz
tzw. tacznikowego DNA znajdujacego si¢ migdzy nukleo-
somami. Nukleosom stanowi podstawowa powtarzajaca
si¢ jednostke strukturalng chromatyny. Zbudowany jest
z rdzenia histonowego, na ktéry nawinigta jest 1,75-krot-
nie ni¢ B-DNA o dlugosci 146 pz tworzac lewoskret-
na superhelis¢ (tzw. chromatosom). Rdzeii nukleoso-
mu jest zbudowany z 8 zasadowych biatek histonowych
[(H32 - H42)(H2A - H2B)2] o masie 206-265 kDa, ktérych
tadunki dodatnie sa zrownowazone przez ujemne tadunki
fosforanéw nici DNA. Pomigdzy nukleosomami znajduja
si¢ odcinki nici DNA o dlugosci 10-100 pz, tzw. taczniko-
wy DNA (linker DNA). Na granicy nukleosom—tacznikowy
DNA, histon H1 spina ni¢ DNA wchodzaca i wychodza-
cg z nukleosomu. Dtugos¢ tacznikowego DNA jest tkan-
kowo swoista i zalezy od dwéch parametréw. Pierwszym
parametrem jest nierownomierne rozmieszczenie nukleo-
soméw wzdtuz nici chromatynowej, wynikajace z wystg-
powania wariantéw sekwencyjnych histonéw ulegajacych
modyfikacjom potranslacyjnym (gtéwnie fosforylacji i ace-
tylacji) zmieniajacym sumaryczny tadunek histonéw, co
wplywa na oddziatywanie histonéw z DNA i innymi bial-
kami [29,34,56,66] oraz wynikajace z réznic w sekwen-
cjach DNA nawinigtego na rdzen nukleosomu. Drugim
parametrem jest wystgpowanie réznych wariantéw histo-
nu H1 (Hla — Hle, Hlo, H1t, H5) [33]. Rozmieszczenie
nukleosomoéw wzdtuz widékna nukleosomowego wpltywa
na dostgpnos¢ czynnikéw transkrypcyjnych do sekwencji
regulatorowych w DNA, co stanowi jeden z elementéw
kontroli ekspresji gendéw [5,13,21,22,23,29,30,34,41,57,66,
67,75]. Wt6kno nukleosomowe zwane jest takze wtéknem
10 nm ze wzgledu na grubos¢ ~11 nm i charakteryzuje si¢
wspotczynnikiem upakowania wynoszacym ~6 (wspot-
czynnik upakowania okresla stosunek dlugosci wyprosto-
wanej czasteczki DNA do dtugosci struktury, powstatej
w wyniku upakowania tej czasteczki).

333



Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 331-342

Drugim poziomem organizacji chromatyny (ii) jest tzw.
widkno solenoidowe powstajace na skutek upakowania
widkna nukleosomowego 10 nm we wiékno o Srednicy
~30 nm, o wspdétczynniku upakowania wynoszacym ~40
[39,41,46,63,64,67]. Modelem powszechnie uznanym jest
struktura wtékna solenoidowego charakteryzujaca sig cy-
lindrycznym pustym centrum, stanowiacym o$ soleno-
idu, wokét ktérego utozone sa rownolegle nukleosomy
[39,41,46,63,64,67]. Nukleosomy we witdknie solenoidowym
sq stabilizowane przez histon H1 oraz zasadowe N-korico-
we czeSci histonéw rdzenia nukleosomu. Catos¢ tworzy
lewoskretna helisg. Widkna solenoidowe moga tworzyc
widkienka wyzszego rzedu, tj. witékna chromatyny inter-
fazowej o grubosci ~240 nm (iii), stanowiace kolejny po-
ziom organizacji chromatyny [46]. Elementem powtarzal-
nym tworzacym witékna chromatyny interfazowej jest 6 petli
(domen) chromatynowych upakowanych wokét biatek ma-
cierzy jadrowej tworzacych tzw. rozetki o wielkosci nawet
do 10 Mpz. Petle (domeny) o wielko$ci Srednio 40-100 kpz
umozliwiaja interakcje migdzy odlegtymi regionami chro-
mosomoéw [39,46]. Petle potaczone sa z macierza jadrowa
(nuclear matrix) i stanowia jednostki czynnosciowe chro-
matyny, w ktérych procesy transkrypcji i syntezy DNA za-
chodza niezaleznie od innych petli [39,41,46,62,63]. Wt6kna
chromatyny interfazowej o Srednicy ~240 nm, umozliwia-
ja upakowanie genomu ~1700 razy [46].

Najwyzszy poziom upakowania chromatyny (iv) (okoto
10000-12000 razy) wykazuja chromosomy w stadium meta-
fazy o grubosci wiékna 700-800 nm [39,41,46,56,63,64,67].
W chromosomach metafazalnych wyréznia si¢ struktu-
re centromeru, ktéra dzieli chromosom na ramiona p i q,
a zakonczenia ramion o sekwencji 5’-TTAGGG-3’ nosza
nazwg telomeréw [22,23,46]. Kazdy chromosom zawiera
czagsteczke DNA o dtugosci 55-250 Mpz. Ni¢ DNA o diu-
gosci okoto 2 m jest upakowana w jadrze komérkowym
o Srednicy 5-10 pm.

KoNDENSACIA CHROMATYNY

Ze wzgledu na stopient kondensacji wyrdznia si¢ hetero-
chromatyng konstytutywna i fakultatywna oraz euchroma-
tyne [6,9,13,21,22,23,34,41,46,60,67,73].

Heterochromatyna konstytutywna zawiera sekwencje DNA
niezawierajace gendw, tj. sekwencje wielokrotnie powto-
rzone (minisatelity, mikrosatelity, sekwencje telomero-
we i1 powtorzenia tandemowe) oraz DNA centromerowy.
Konstytutywna heterochromatyna charakteryzuje si¢ wy-
sokim stopniem kondensacji, zblizonym do wspétczynnika
upakowania chromosomu metafazowego [13,21,22,23,29,
34,46,60,63,66,73]. Jej dekondensacja wystepuje tylko pod-
czas replikacji w p6Znym okresie fazy S cyklu komérkowe-
go [13,63]. Kondensacja konstytutywnej heterochromaty-
ny wynika z modyfikacji nici DNA, tj. metylacji cytozyny
w obrebie wysp CpG oraz potranslacyjnych modyfikacji
histonéw rdzenia nukleosomu [33,34,66]. Nukleosomy sa
bardzo Scisle upakowane i stabilizowane poprzez wyspe-
cjalizowane biatka niehistonowe, gtéwnie biatko HP1 (he-
terochromatin protein 1 — HP1), ktére rozpoznaje swoi-
Scie metylowana lizyng 9 histonu H3 (H3K9) [6,45,46].
Metylacja jest przeprowadzana przez obecne w komorce
metylotransferazy (histone methyl transpherase — HMT)
oraz biatka z rodziny Su(var) i powoduje, ze konstytu-

tywna heterochromatyna jest nieaktywna transkrypcyjnie
wskutek zmniejszenia powinowactwa DNA do czynnikéw
transkrypcyjnych [29,33,34,66].

Fakultatywna heterochromatyna zawiera geny tkankowo
swoiste, tzn. geny ulegajace ekspresji w okreslonych ty-
pach komérek na réznych etapach cyklu komérkowego
[21,22,29,33,34,63,66]. Czgsto obserwowana jest w okoto-
centromerowych regionach chromosomu [21-22,52,56,63].
Cecha charakterystyczng fakultatywnej heterochromatyny
jest zdolno$¢ do rozluZniania struktury 1 wykazywania ak-
tywnosci transkrypcyjnej w zaleznosci od typu komoérek
bedacych miejscem ekspresji danego genu oraz od fazy
cyklu komoérkowego [34,66]. DNA wystgpuje w postaci
heterochromatyny, kiedy geny wykazuja brak aktywnosci
transkrypcyjnej [46,63]. W nieaktywnej heterochromaty-
nie pewne aminokwasy histonéw rdzenia nukleosomu sa
zmetylowane, obecne jest biatko HP1 (ale w mniejszych
ilosciach niz w przypadku konstytutywnej heterochroma-
tyny) [34]. W okresie aktywnosci transkrypcyjnej chroma-
tyny, reszty lizyn znajdujace si¢ w wewnetrznej czgsci ok-
tameru histonéw (gtéwnie histonéw H3 i H4, mniej H2A
i H2B) ulegaja acetylacji za posrednictwem odwracalnych
reakcji katalizowanych przez acetylotransferazy (histone
acetylotranspherase — HAT) i deacetylazy (histone dea-
cetylase — HDA) [34]. Acetylacja prowadzi do neutraliza-
¢ji dodatnich tadunkéw reszt lizynowych, przez co zasa-
dowos¢ histonéw obniza sig, oddziatywanie z DNA staje
si¢ stabsze i skutkuje rozluznieniem struktury chromaty-
ny. Dzigki temu czynniki transkrypcyjne maja dostgp do
DNA [21,22,29,34,41,56].

Euchromatyna jest zbudowana z aktywnie transkrybo-
wanych sekwencji DNA w kazdym typie komérek (sa to
sekwencje zwane housekeeping genes) i stanowi postac
chromatyny o najnizszym stopniu kondensacji [6,22,23,3
4,41,46,63,66]. Staby stopien kondensacji chromatyny jest
wynikiem braku metylacji reszt lizyny 9 histonu H3 (H3K9)
przy jednoczesnym wysokim poziomie ich acetylacji oraz
metylacji reszt lizyny 4 histonu H3 (H3K4) [34,66].

Réznice struktury poszczegdlnych chromosomoéw, giéwnie
stosunek liczby par GC do AT, umozliwily opracowanie
technik barwienia prazkowego pozwalajacych na wizuali-
zacje tych réznic [13,41,46,63]. Po takim barwieniu kazdy
chromosom ma charakterystyczny dla siebie wzér prazko-
wy, staty dla danego gatunku. Regiony chromosomu bogate
w pary AT sa widoczne jako ciemne prazki G (G-TG) (bar-
wienie roztworem Giemzy), jasne prazki R (R-BG/R-BA)
(reverse) oraz Swiecace prazki Q (Q-FQ) (barwienie fluo-
rochromem kwinakryna) [13,21,22]. Wymienione prazki
koresponduja z fakultatywna heterochromatyna, zawieraja
mato genéw (giéwnie geny tkankowo swoiste) i replikuja
w péZnym okresie fazy S cyklu komérkowego [13,64,67].
Natomiast regionom euchromatynowym odpowiadaja bo-
gate w pary GC i replikujace we wczesnym okresie fazy
S jasne prazki G (ciemne prazki R, nie§wiecace prazki
Q) [13,41,63,64]. Podklase ciemnych prazkéw R stanowia
prazki T zawierajace najwigksza liczbg genéw. Prazki T
obejmuja obszary chromosoméw o wielkosci 100-300 kpz
potozone w sasiedztwie telomerdw.

Do technik barwienia prazkowego naleza takze techni-
ki ujawniajace swoiste obszary w chromosomie [46]. Sa
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to: prazki C i prazki Ag-NOR [21,22,44-46,63]. Prazki C
(C-BG) wykorzystuje si¢ do ujawnienia miejsc na chro-
mosomie, zawierajacych heterochromatyng konstytutyw-
na [46]. Prazki C ulegaja replikacji najpdzniej i sq umiej-
scowione gléwnie w obrgbie centromeréw oraz niektérych
fragmentach chromosomoéw (np. region Yq12) [46]. Z kolei
prazki Ag-NOR (Ag-I) sa uwidoczniane w miejscach wy-
stgpowania aktywnych obszaréw jaderkotwodrczych (nuc-
leolar organiser region — NOR), tzn. w obszarach satelitéw
chromosomoéw akrocentrycznych [16,46,63]. Wybarwienie
tych regionéw uzyskuje si¢ stosujac azotan srebra, ktéry
w nastgpstwie chemicznej redukcji do postaci metaliczne-
go srebra wybarwia swoiste biatka zwiazane z aktywnym
transkrypcyjnie rDNA, dajac prazki Ag-1[16].

ARCHITEKTURA WEWNATRZJADROWA

W latach 80. ub.w. badania przeprowadzone przez Cremera
1 wsp. (1982, 1988) wskazywaly na zajmowanie przez
poszczegblne chromosomy okreslonego obszaru w ja-
drze komérkowym, w stadium interfazy [21,22,23,63].
Opracowanie technik genomowej hybrydyzacji in situ (ge-
nomic hybridization in situ — GISH) z uzyciem izotopéw
(Manuelidis 1985), nieizotopowych analogéw zasad (BrdU,
CldU, 1dU) oraz fluorochroméw (fluorescent hybridiza-
tion in situ — FISH) pozwolito na uwidocznienie tych ob-
szaréw [21,22,63]. Wysunigto przypuszczenie o kompart-
mentalizacji jadra komérkowego opartej na wystgpowaniu
obszaréw chromosomowych i wolnych przestrzeni migdzy
nimi [21,22]. Co wigcej, wykazano wystgpowanie réznic
w ksztalcie 1 umiejscowieniu poszczegdlnych obszaréw
w jadrze komérkowym, w zaleznosci od gatunku organi-
zmu oraz rodzaju komérek. Potwierdzono wystgpowanie
konfiguracji Ribla u zb6z, drozdzy i Drosophila, a za-
przeczono przybieraniu jej przez chromosomy cztowieka
[21,22,23,63]. W roku 1985 Blobel wysunat hipoteze moé-
wiaca o tym, ze przestrzeni zajmowana przez chromosom
w jadrze komérkowym pelni podstawowa funkcje w pra-
widtowej ekspresji genomu [50]. W latach 80. XX w. po-
stulowano determinujaca rolg rozmiaru chromosomu w to-
pologii chromosoméw w jadrze komérkowym. Sugerowano
centralng lokalizacj¢ matych i peryferyjna duzych chromo-
somoéw [21,22,63]. Badania w latach 90. nie potwierdzity,
ale tez i nie zaprzeczyly tej teorii [50]. Na przetomie lat
80/90 XX wieku Manuelidis wykazata, ze kazda domena
chromatyny zajmuje okreslona przestrzen w jadrze komor-
kowym i ulega replikacji w Scisle okreslonym czasie fazy
S stadium interfazy [46]. Pod koniec lat 80. i w latach 90.
zaobserwowano, ze chromosomy majace centromery oto-
czone ciemnymi prazkami G (pézno replikujace) umiej-
scowiaja si¢ w poblizu wewngtrznej blony jadra komor-
kowego. Jednak centromery, wokot ktérych obserwuje sig
jasne prazki G (wczesnie replikujace), umiejscowiaja si¢
wokot jaderka lub pozostaja rozproszone w nukleoplazmie
[3,13,46,63]. Jest to zgodne z obserwowang tendencja kon-
stytutywnej heterochromatyny do asocjacji z btona jadrowa
(tym samym lokalizacji na peryferium jadra komérkowe-
go) 1 centralnej lokalizacji chromatyny aktywnej o duzej
liczbie gendéw [3,13,21,22,23,44,45,54,63,73].

TeryTORIUM CHROMOSOMU | MODEL CT-IC

Na poczatku lat 90. ub.w. zaczeto postugiwac si¢ okresle-
niem ,,terytorium chromosomu”, do dzi$ rozumianym jako
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Ryc. 1. Schemat modelu terytoriéw chromosomowych na
przekroju jadra komérkowego ssakéw w stadium interfazy;
(T — terytorium chromosomu (chromosome territory);
IC/ICD — przestrzen miedzyterytorialna (interchromatin
compartment/interchromosome domain compartment);
snRNP — mate jadrowe rybonukleoproteiny (small
nuclear ribonucleoproteins); ciatko PML — ciatko biataczki
promielocytowej (promyelocytic leukemia body); struktury
OPT — struktury jadrowe zawierajace czynniki transkrypcyjne
(Oct1/PTF/transcription)

fizycznie wyodrgbniony obszar w jadrze komorek diploi-
dalnych zajmowany przez chromosom, charakteryzujacy
si¢ okreslona lokalizacja [21,22]. Wykazano, ze terytoria
chromosoméw homologicznych nie sasiaduja ze soba [8].
Przestrzefi migdzy terytoriami chromosomowymi (chromo-
some territory — CT) nazwano przestrzenig miedzyterytorial-
na (interchromatin compartment — IC = interchromosome
domain compartment — ICD), a jej istnienie potwierdzono
pod koniec lat 90. [11,12,58]. W roku 1993 Cremer i wsp.
zaproponowali model przestrzennej organizacji jadra komoér-
kowego w stadium interfazy, tzw. model CT — IC [21,22].
Model ten zaktada, ze na architektur¢ jadra komérkowego
skladaja si¢ terytoria chromosomoéw o regularnej, gtadkiej
powierzchni i przestrzenie migdzyterytorialne niewnikaja-
ce w glab terytoriéw chromosomowych [21]. Na podsta-
wie badan z uzyciem mikroskopu elektronowego o wyso-
kiej rozdzielczosci (potowa lat 90.) pierwotny model CT-IC
uzupetniono o dane wskazujace na przenikanie przestrzeni
migdzyterytorialnych IC w glab terytoriéw CT [21,22,55,63].
Obecnie przypuszcza sig, ze terytorium chromosomu przy-
pomina swym wygladem gabke, poprzecinang siecia kanali-
kéw przestrzeni miedzyterytorialnych (IC), do ktérych prze-
nikaja wypetlone domeny chromatynowe o wielkosci okoto
100 kpz—1 Mpz [14,21,22,54,72,75]. Swiadczy to o dyna-
mice wzajemnie przenikajacych si¢ terytoriéw chromaty-
nowych i przestrzeni migdzyterytorialnych.

Przypuszcza sig, ze poziom organizacji p¢tli widkien chro-
matyny penetrujacych kanaty mi¢dzyterytorialne (IC) nie
jest wyzszy niz wtékno solenoidowe. Pgtle chromatyny
zawierajace hiperacetylowane histony (euchromatyna)
wykazuja tendencj¢ do skupiania si¢ wokot tzw. struktur
ziarnistych SC-35 (splicing compartment — SC, zamien-
nie: speckles) [49,52,61-63]. Struktury SC-35 znajduja si¢
w kanalikach przestrzeni migdzyterytorialnych i wchodza
w sktad macierzy jadrowej. Zawieraja biatka i kompleksy
niezbgdne do transkrypcji, replikacji i sktadania RNA [21,
28,49,52,55,61,62,63,75]. Liczba struktur ziarnistych SC-35
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o Srednicy 0,5-3 um w jadrze komérkowym waha si¢ od
20 do 50 1 nie przekracza 5% objetosci jadra komdrkowe-
go. Sugeruje sig, ze struktury SC-35 moga by¢ zaangazo-
wane w dojrzewanie i eksport mRNA [12,49,52,61,62,63].
Rozgalgzienia obszaréw migdzyterytorialnych na przestrze-
ni jadra komérkowego rozciagaja si¢ od poréw jadrowych,
przez terytoria chromosomoéw, az do postaci coraz mniej-
szych kanalikéw penetrujacych obszary migdzy domena-
mi chromatyny o wielkosci ~100 kpz—1 Mpz wypetlaja-
cymi si¢ do przestrzeni migdzyterytorialnych [21,54,55].
Poczatkowo przypuszczano, ze ze wzgledu na rozmiary
kanalikéw penetrujacych terytoria chromosomowe, do we-
wnetrznych schowanych fragmentéw terytorium dotrzec
moga jedynie pojedyncze biatka i mate kompleksy na za-
sadzie wolnej dyfuzji [21,31]. Natomiast czasteczki oraz
kompleksy o wigkszych rozmiarach zostaja unieruchomio-
ne i nie przemieszczaja si¢ dalej, co zostato poparte bada-
niami z zastosowaniem mikroiniekcji czasteczek dekstra-
nu o réznej wielkosci potaczonych z fluorochromem FITC
[21,31]. W 2003 r. wykazano, ze w zaleznosci od dynamiki
terytoriéw chromosomowych i przestrzeni migdzyteryto-
rialnych oraz wtasciwosci fizyko-chemicznych wigkszych
czasteczek 1 komplekséw biatkowych mozliwy jest petny
dostep wigkszych komplekséw biatkowych do wewngtrz-
nych fragmentéw terytoriéow chromosomowych [71].

Pozycja terytoriéw chromosomowych w jadrze komoérko-
wym jest ustalana podczas mitozy w stadium telofazy po
odbudowaniu btony jadrowej i towarzyszy komdrce w cza-
sie kolejnego cyklu komérkowego [22,32,59]. Laboratorium
Bickmore (2004) wykazalo, ze lokalizacja chromosoméw
w komorce potomne;j jest zblizona do lokalizacji w komor-
ce matczynej [69]. Przypuszcza sig, ze by¢ moze istnieje
pewien rodzaj pamigci komérkowej zwiazanej ze zmiana-
mi informacji epigenetycznej w czasie mitozy i dzigki temu
terytoria poszczegdlnych chromosoméw zajmuja okreslo-
ne miejsce wzgledem siebie i wobec elementéw jadra ko-
morkowego podczas kolejnych podzialéw komérkowych
[7,69]. Dane z drugiej potowy lat 90. ub.w. sugeruja wptyw
ruchéw chromatyny na topologi¢ chromosoméw komorki
potomnej [69]. Po wejsciu komérki w fazg G1 chromaty-
na ulega dekondensacji [41,46,64,69]. RozluZnione widkna
chromatynowe sa poddawane nieznacznym ruchom dyfu-
zyjnym [17,47]. Ograniczona mozliwos¢ ruchéw chroma-
tyny wynika z 4 gtéwnych elementow:
(i) podwyzszonej objgtosci zdekondensowanej chroma-
tyny w stosunku do objgtosci jadra komérkowego,
(i) asocjacji chromatyny (zaréwno nici DNA jak i histo-
néw rdzeniowych) z lamina — elementem sktadowym
wewngtrznej strony blony jadrowej,
(iii) asocjacji chromatyny z macierza jadrowa oraz
(iv) skupiania si¢ chromosoméw akrocentrycznych (u czto-
wieka sa to chromosomy 13, 14, 15, 21 i 22), zawiera-
jacych geny rRNA (NORYy) i tworzenia jaderka [50].

Ponadto przypuszcza sig, ze oddziatywanie elementéw
macierzy i blony jadrowej z chromatyna petni istotna role
w utrzymywaniu okreslonej lokalizacji chromosoméw po-
tomnych [39,41,45,46,56,62,63,67,69].

MACIERZ JADROWA A TOPOLOGIA JADRA KOMORKOWEGO

Macierz jadrowa stanowi szkielet podtrzymujacy skiadniki
jadra komérkowego [39,41,46,56,62,63,64,67]. Zbudowana

jest gtéwnie z filamentéw o Srednicy 3-5 nm, w sktad kt6-
rych wchodza bialka strukturalne (laminy A, B, C, ma-
tryny, biatko jaderkowe B23, biatka Ag-NOR i inne) oraz
struktury ziarniste (interchromatin granule clusters — IGCs:
SC-35, ciatka Cajala, ciatka PML i struktury OPT), za-
wierajace biatka niehistonowe [18,28,35,52,60,62,63,73].
Najwazniejszym elementem macierzy jadrowej laczacym
si¢ z chromatyna sa laminy tworzace posrednie filamenty
laminowe [28,52,54]. Rejony potaczenia DNA z macierza
jadrowa (matrix associated regions — MARSs) stanowig od-
cinki DNA o dtugosci okoto 250 pz bogate w dinukleotydy
AT znajdujace si¢ na petlach chromatyny [39,41,46,56,62-
64,67]. Cialka Cajala sa to dynamiczne struktury o wiel-
kosci 0,2-2 pm w zaleznosci od typu komorek i fazy cy-
klu komérkowego [18,62,63]. Oprocz wielu biatek (m.in.
koilina i fibryllaryna), w sktad cialek Cajala wchodza réw-
niez enzymy (telomeraza RNA), czynniki transkrypcyjne
(TFIF, TFIIH), biatka wazne w podziatach komérkowych
(NPAT, kompleksy cdk2/cyklina E), biatka zwiazane ze
stresem (p53) oraz biatka niezbgedne w dojrzewaniu ma-
tych jadrowych rybonukleoprotein (small nuclear ribonuc-
leoproteins — snRNP) [18,35,62,63]. Mate jadrowe rybonu-
kleoproteiny stanowia grupe biatek Scisle zwiazanych ze
sktadaniem i dojrzewaniem czasteczek RNA i sa umiejsco-
wione w miejscach aktywnej transkrypcji [18,35]. W po-
blizu ciatek Cajala wystegpuja ciatka PML (promyelocytic
leukaemia bodies — PML; wcze$niej: domeny jadrowe 10 —
ND10), bedace miejscem gromadzenia si¢ biatek bioracych
udziatl w regulacji transkrypcji, kontroli apoptozy i odpo-
wiedzi na uszkodzenia DNA oraz pojawienie si¢ wirusow
[18,62,63]. W sktad struktur OPT wchodza: czynnik tran-
skrypcyjny swoisty dla promotora Octl o Srednicy okoto
1-1,5 um umiejscowiony w poblizu jaderka, czynnik tran-
skrypcyjny wiazacy PSE (PSE binding transcription factor
— PTF), zwany rowniez kompleksem biatkowym aktywuja-
cym snRNA (snRNA-activating protein complex — SNAPc)
oraz czynniki transkrypcyjne, takie jak polimeraza Il RNA
(RNA pol II) i biatko wiazace TATA (TATA binding pro-
tein — TBP) [62,63]. Obecnos¢ struktur ziarnistych pro-
wadzi do wyodregbnienia w jadrze komérkowym miejsc
o podwyzszonej aktywnosci transkrypcyjnej. Wszystkie
typy struktur ziarnistych (IGC) sa umiejscowione w miej-
scach aktywnej transkrypcji i stanowig integralny element
macierzy jadrowej [18,28,52,61,62,63].

Jednym z integralnych biatek wewngtrznej blony jadrowe;j
jest emeryna typu II [10]. Mutacje genu emeryny II, zloka-
lizowanego na chromosomie X, powoduja brak emeryny,
co wywoluje dystrofi¢ mig§niowa Emery-Dreifuss. Badania
przeprowadzone w 2001 r., ktérych celem byto ukazanie
zwigzku lokalizacji chromosoméw z brakiem emeryny typu
11 wykazaty, ze w przypadku braku tego biatka lokalizacja
chromosomow nie zmienia si¢ [10]. Wydaje sig, ze eme-
ryna stanowi jeden z nielicznych przyktadéw biatek nie-
wplywajacych na lokalizacje chromosoméw [10]. Wsréd
czynnikéw bioracych udziat w utrzymaniu lokalizacji chro-
mosoméw, a tym samym wewnatrzjadrowej architektury,
postuluje si¢ Scisty udzial czasteczek RNA i snRNA oraz
biatek snRNP [10,28,35].

Liczne doniesienia wskazuja, ze w poblizu btony jadrowe;j
jest umiejscowiona konstytutywna heterochromatyna, kt6-
ra wykazuje zdolnos¢ do asocjacji z btona jadrowa, dzig-
ki czemu przy btonie jadrowej nie obserwuje si¢ wolnych
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przestrzeni migdzyterytorialnych [6,8,12,21,23,58,63].
Liczne badania wykazaly, ze sekwencja DNA zawiera wie-
le miejsc wigzania biatek odpowiedzialnych za oddziaty-
wanie ze soba sasiednich rejonéw heterochromatynowych.
Przypuszcza sig, ze dzigki temu konstytutywna heterochro-
matyna ma tendencje¢ do skupiania si¢ i tworzenia obsza-
réw o wysokim stopniu kondensacji [13,21-23,45,46,63,67].
Rowniez regiony chromosomoéw zawierajace ciemne prazki
G, majace strukture heterochromatyny fakultatywnej, po-
twierdzaja lokalizacj¢ heterochromatyny w poblizu blo-
ny jadrowej [13,21,23,46]. W 2001 r. przeprowadzono ba-
dania poréwnujace lokalizacj¢ sekwencji a-satelitarnych
znajdujacych sie¢ w ciemnych prazkach G prawidlowego
chromosomu 11 cztowieka z lokalizacja dlugiego ramie-
nia chromosomu 11 pozbawionego wigkszosci tych sek-
wencji na skutek translokacji t(11;14)(q13.3;q32.33) [13].
Wykazano, ze peryferyjna lokalizacj¢ w poblizu btony
jadrowej przyjmowaty prawidlowe chromosomy 11, na-
tomiast w przypadku translokacji t(11;14) nieprawidtowe
chromosomy nie asocjowaly z heterochromatyna znajdu-
jaca si¢ przy btonie jadrowej [13].

Badania z korca lat 90. ub.w. wykazaty, ze telomery maja
tendencj¢ do skupiania si¢ i oddzialywania z macierzg ja-
drowa [3,24,51]. Tendencja telomeréw do skupiania si¢
jest zmienna w czasie cyklu komérkowego, a najwyzsza
w stadium interfazy, co wskazuje na zré6znicowana dyna-
mike tego zjawiska [24]. Do asocjacji telomeréw docho-
dzi pomigdzy chromosomami niehomologicznymi, a ilo$¢
skupisk nie zalezy od liczby powtérzen TTAGGG male-
jacych w trakcie kolejnych cykli komérkowych [24,51].
Sugeruje sig, ze asocjacja telomeréw jest kolejnym czyn-
nikiem stabilizujacych pozycje chromosoméw w jadrze
komoérkowym.

Pomimo wielu doniesieni o udziale macierzy jadrowej oraz
btony jadrowej w ksztattowaniu i stabilizacji architektu-
ry wewnatrzjadrowej, nie ma jednoznacznego dowodu po-
twierdzajacego szczeg6towa role tych struktur w organiza-
¢ji jadra komérkowego.

LiczBA GENOW A TOPOLOGIA CHROMOSOMOW

Pod koniec lat 90. laboratorium Bickmore poddato ana-
lizie lokalizacje chromosoméw 18 i 19 w ludzkich fibro-
blastach [23]. Chromosomy 18 i 19 naleza do grupy chro-
mosomoéw matych o zblizonej wielkosci (odpowiednio
86 Mpz i 72 Mpz), przy czym chromosom 18 zawiera
mato genéw aktywnie transkrybowanych w przeciwien-
stwie do chromosomu 19 o duzej liczbie aktywnych ge-
néw [23,68]. Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty
peryferyjna lokalizacje chromosomu 18, natomiast chro-
mosom 19 umiejscowil si¢ w centrum jadra komdérkowe-
2o [23]. Postawiono hipotezg o lokalizacji chromosoméw
w zaleznosci od liczby genéw.

Kolejne doniesienia zdaja si¢ potwierdzac tg sugestig.
Peryferyjna lokalizacje wykazano dla chromosoméw 2,
3,4,7,8, 11, 13, 18 o niskiej liczbie genéw oraz central-
na lokalizacje dla chromosoméw zawierajacych duzo ge-
néw, tj. dla chromosoméw 1, 16, 17, 19 i 22 [10,23,44].
W roku 2003 potwierdzono peryferyjna lokalizacj¢ chro-
mosoméw 3, 8, 91 13 w ludzkich limfocytach znajduja-
cych si¢ w fazie GO [3]. Natomiast grupa Cremera zwré-

cila uwage na zwiazek lokalizacji wewnatrzjadrowej nie
tylko z liczba genéw, ale réwniez z rozmiarami chromo-
soméw [8]. Wykazano, ze w limfocytach chromosomy
matle, ale bogate w geny umiejscowiaja si¢ we wngtrzu
jadra komérkowego (chromosomy: 16, 17, 19, 22), nato-
miast mate chromosomy ubogie w geny przyjmuja loka-
lizacje¢ peryferyjna (chromosomy: 13, 18, Y) [8]. Co wig-
cej, duze chromosomy (2, 3, 4) wykazuja tendencje do
lokalizacji peryferyjnej [8]. Chromosomy 18 i 19 podda-
no analizie réwniez ze wzgledu na rézna zawarto$¢ par
zasad GC (chromosom 18 — mato, chromosom 19 — duzo)
w komorkach o r6znym ksztalcie jadra (fibroblasty i am-
niocyty — ptaskie, elipsoidalne; limfocyty — sferyczne) [8].
Wykazano, ze domeny zawierajace duzo par GC (euchro-
matyna) preferuja umiejscowienie centralne w jadrze ko-
moérkowym, niezaleznie od jego ksztattu [8]. Co ciekawe,
ten sam sposéb lokalizacji chromosoméw 18 i 19 wykaza-
no u naczelnych, matp Starego Swiata i ptakoéw [2,8,28,68].
Zaleznos¢ lokalizacji chromosoméw od zawartoSci genéw
wykazano réwniez u kurczaka majacego 39 par chromo-
soméw [8,28]. Zaobserwowano, ze 9 par makrochromoso-
mow ubogich w geny umiejscawia si¢ na peryferium jadra
komorek krwi, natomiast 30 par mikrochromosoméw o du-
zej zawartosci gendw (stanowiacych 50% wszystkich ge-
néw) preferuje centralng cz¢s$¢ jadra komdrkowego [8,28].
Sugeruje sig, ze lokalizacja chromosoméw w centrum ja-
dra komérkowego sprzyja ochronie genéw aktywnie tran-
skrybowanych przed negatywnym wptywem srodowiska
zewngtrznego [8].

AKTYWNOSC TRANSKRYPCYJNA A LOKALIZACJA GENOW

W miarg postgpu badar nad architekturag wewnatrzjadrowa
zauwazono, ze proces transkrypcji zachodzi w kanatach prze-
strzeni mig¢dzyterytorialnych [12,28,60]. Podstawe dla tego
twierdzenia stanowi tendencja nowo powstatych czasteczek
RNA do gromadzenia si¢ przy powierzchni chromosoméw
[12]. Sugeruje to, ze geny aktywnie transkrybowane znajduja
si¢ na powierzchni terytorium chromosoméw lub na petlach
widkien chromatynowych penetrujacych wolne przestrzenie
(IC), w ktérych znajduja sig¢ kompleksy czynnikéw niezbed-
nych do regulacji ekspresji genéw [12,21,22,28,40,41,42,44,
52,58,59,60,61,62,63,73]. Przyktad stanowia regiony chro-
mosoméw o duzej liczbie genéw aktywnie transkrybowa-
nych we wszystkich typach komérek (ciemne prazki R):
11q13, 11p15, 16p13.3 oraz fragmenty chromosoméw 21
122 [75]. We wszystkich przypadkach odnotowano lokali-
zacje genow aktywnych na powierzchni terytoriéw chromo-
somowych, nawet po zahamowaniu transkrypcji za pomoca
aktynomycyny D (ActD) [75]. Podobna zaleznos$¢ zaob-
serwowano w fibroblastach i mioblastach genéw dystrofi-
ny, B-miozyny i B-globiny. Przyktadami sa geny dystrofiny
(DMD:; Xp21.2), hemoglobiny (HBB; 11p15.5) i cigzkiego
taricucha -miozyny migsnia sercowego (MYH7; 14q12),
a takze genéw z nalozonym imprintingiem, tj. insulino-
podobnego czynnika wzrostu (/GF2; 11p15.5) oraz genu
SNRPN (15q11.2) [3,75]. Réwniez fragment 1p36.3 za-
wierajacy liczne geny i bogaty w pary zasad GC wykazu-
je tendencje do lokalizacji na peryferium terytorium chro-
mosomu 1 [60]. Regiony chromosoméw o bardzo duzej
liczbie genéw moga ulega¢ wypetleniu do przestrzeni mig-
dzyterytorialnych. Przyktadem jest locus gléwnego ukta-
du zgodnosci tkankowej MHC (major histocompatibility
complex — MHC) na chromosomie 6 (6p21.3) u cztowie-
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Tabela 1. Lokalizacja chromosomow w jadrze ludzkiej komdrki somatycznej wzgledem wielkosci chromosoméw i liczby genéw

Liczba genow Lokalizacja
Chromosom Grupa Pi$miennictwo
mato duzo centrum  peryferium  losowa
1 A X X [3,10,23,44]
2 A X X [3,8,10,23,44]
3 A X X [3,8,10,23,44]
4 B X X [3,8,10,23,44]
5 B X [10]
6 C X [74]
7 C X X [10,50]
8 C X X [3,50]
9 C X X (3%,10]
10 C X [10]
1 C X X (13,28]
12 C x* X [3*%,10,38,74]
13 D X X [8,10,50]
14 D X (50]
15 D X (501
16 E X X [8,10,38,50]
17 E X X [8,10,23,44]
18 E X X [8,10,23]
19 F X X [8,10,23,44,68]
20 F X X [8,10]
21 G X [10,50]
2 G X x* X [8%,10,23,44]
X X X X* [8,10%,25,28,50*,63]
Y X X [8]

* dotyczy tylko pozydji literaturowej oznaczonej gwiazdka.

ka, umiejscowionego obok zidentyfikowanych 224 loci in-
nych genéw (prazki T) [72,75]. Badania przeprowadzone
na fibroblastach i limfoblastach B stymulowanych interfe-
ronem Y (IFN-Yy) potwierdzity, ze 80% genéw MHC klasy
IL, III i I umiejscawia si¢ na petli chromatyny penetrujace;j
przestrzen IC [72]. Podobne obserwacje dotycza loci kom-
pleksu EDC (epidermal differentiation complex — EDC;
1g21) w keratynocytach, loci genu o-globiny (16p.13.3)
oraz loci genéw ERBB2 (17q21.2) ulegajacych wypetle-
niu podczas nadekspresji w liniach komérek nowotworo-
wych raka piersi [60,75].

Z kolei dla genéw tkankowo swoistych badZ o dlugo-
trwaltym braku aktywnosci oraz rejonéw chromosoméw
o niewielkiej liczbie genéw (ciemne prazki G pézZno re-
plikujace) wykazano lokalizacje we wngtrzu chromoso-
mow z dala od wolnych przestrzeni IC, gdzie chromatyna
jest bardziej skondensowana i tym samym dostgp czyn-
nikéw i komplekséw transkrypcyjnych jest ograniczony

[21,28,54,63,73]. Nalezy jednak zaznaczy¢, Ze nie stano-
wi to reguty. Wykazano bowiem, ze wyst¢puja takze geny
aktywne znajdujace si¢ we wngtrzu chromosoméw, czego
przyktadem jest region 11p13 o wielkosci okoto 1 Mpz, za-
wierajacy oprécz odcinkéw migdzygenowego DNA o wiel-
kosci okoto 300 kpz, duza liczbg genéw, ktérych ekspresja
regulowana jest przez ubikwitynacje (RCN, PAXNEB) lub
jest tkankowo swoista (WT'1, PAX6) [45,54]. Gen RCN ko-
duje retikulokalbing 1, ktdra jest biatkiem znajdujacym sig
we wnetrzu siateczki wewnatrzplazmatycznej 1 bioracym
udziat w regulacji wigzania jondw wapnia. Gen PAXNEB
koduje biatko biorace udzial w procesie elongacji i stano-
wiace homolog elongacyjnego biatka 4 u Saccharomyces
cerevisiae. Gen WT1 (Wilms tumour) zawiera sekwen-
cje czynnika transkrypcyjnego odgrywajacego gtéwna
role w prawidlowym rozwoju uktadu moczowo-ptciowe-
go. Natomiast gen PAX6 (paired box gene 6) koduje biat-
ko zawierajace domeny niezbedne w regulacji transkryp-
cji gendw podczas rozwoju komérek uktadu nerwowego
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oraz oczu. Region 11p13 umiejscawia si¢ wewnatrz teryto-
rium chromosomu 11, a ekspresja genéw RCN i PAXNEB
w ludzkich limfoblastach przy jednoczesnym braku aktyw-
nosci genéw WT1 i PAX6, nie powoduje przemieszczenia
si¢ tych genéw w kierunku powierzchni terytorium chro-
mosomu [45,54]. Sasiedni region 11p14 badany w miobla-
stach i fibroblastach zawiera sekwencje nietranskrybowane
i umiejscawia si¢ zaréwno w centrum, jak i na peryferium
terytorium chromosomu 11 [60].

Badania genéw ANT2 (Xq24-q26) i ANT3 (Xp22.32) wy-
kazaty réznice w ich lokalizacji na przestrzeni teryto-
rium chromosomowego w zaleznosci od chromosomu X,
na ktérym si¢ znajduja [25]. Na powierzchni terytorium
chromosomu Xa (active) umiejscawiaja si¢ geny ANT2
i ANT3 aktywne transkrypcyjnie. Podobna lokalizacj¢ na
powierzchni terytorium chromosomu Xi (inactive) wyka-
zuje gen ANT3 aktywny transkrypcyjnie réwniez na tym
chromosomie [25]. Natomiast we wnetrzu terytorium chro-
mosomu Xi jest zlokalizowany gen ANT2 nieaktywny tran-
skrypcyjnie [25,28].

Chromosom X jest ciekawym przykladem ze wzgledu na
r6zna wielkos¢ terytoriéw chromosomowych w zaleznosci
od aktywnosci transkrypcyjnej [8,25,28,63]. Nieaktywny
chromosom Xi umiejscawia si¢ na peryferium jadra ko-
morkowego i tworzy skondensowang strukture, tzw. ciat-
ko Barra. Jest zbudowany z heterochromatyny charaktery-
zujacej si¢ metylacja wysp CpG, hipoacetylacja histonéw
H3 i H4 oraz obecnos$cia wariantu histonu H2A — makro
H2A.1. 85% genéw znajdujacych si¢ na chromosomie Xi nie
wykazuje aktywnosci transkrypcyjnej [8,25,63]. Aktywny
chromosom Xa réwniez umiejscawia si¢ na peryferium ja-
dra komérkowego, przy czym jego terytorium jest wigksze
niz terytorium chromosomu Xi [25,28,63].

ToPoLOGIA CHROMOSOMOW A PROCES ROZNICOWANIA KOMOREK

Badania nad zwiazkiem lokalizacji poszczegdlnych chro-
mosoméw z procesem réznicowania komorek obejmuja
kilka ostatnich lat. Przeksztalcaniu komdrek totipotencjal-
nych w rézne typy komorek funkcjonalnych tkankowo to-
warzysza istotne zmiany w architekturze wewnatrzjadrowej.
Zaobserwowano, ze w procesie réznicowania lokalizacja
poszczegdlnych terytoriow chromosomowych moze ulec
calkowitemu przegrupowaniu. Wiadomo, ze zaréwno or-
ganizacja chromatyny, jak i jej modyfikacje — tworzace
unikatowy dla danego typu komérki wzér epigenetyczny,
wplywaja na poziom aktywnosci transkrypcyjnej. Wiaze
si¢ to z ekspresja okreslonych gendw, przy czym czes¢ ge-
néw nieistotna dla petnionych przez komoérke funkcji, zo-
staje wyciszona [3,5,44,48,70].

Analiza aktywnos$ci genéw Rag i 7dT w réznicujacych
si¢ limfocytach T i tymocytach wykazatla, ze wraz z po-
stgpem procesu dojrzewania komérek regiony chromaty-
ny zawierajace loci tych gendw przemieszczaja si¢ w kie-
runku heterochromatyny umiejscowionej na peryferium
jadra komoérkowego i ulegaja wyciszeniu [28]. Co wig-
cej, taki sam los dotyczy loci genéw CD4 i CDS8, ktore sa
umiejscowione w poblizu heterochromatyny centromero-
wej. Mozna zatem wysunaé wniosek, ze dynamiczne prze-
mieszczanie si¢ regiondw chromatyny, zawierajacych geny
o réznym poziomie aktywnosci transkrypcyjnej w strong

chromatyny o réznym poziomie kondensacji jest jednym
z mechanizmoéw regulujacych ekspresje gendw w danym
typie komérek [1,28].

Kolejne doniesienia wskazuja na zmiang lokalizacji chro-
mosomu 11 podczas réznicowania si¢ ludzkich komoérek
czerwonego szpiku kostnego [28]. Chromosom 11 przesu-
wa si¢ w strong peryferium jadra komdrkowego, przy czym
pozycja domeny chromatynowej zawierajacej loci genéw
B-globin pozostaje niezmieniona [28]. Foster i wsp. wy-
kazali brak zmiany lokalizacji chromosoméw $wini pod-
czas adipocyto- i miogenezy [27,28].

W roku 2004 Kuroda i wsp. przeprowadzili badania nad
zmiang lokalizacji chromosoméw 12 i 16 podczas rézni-
cowania si¢ adipocytéw (komorki ttuszczowe) cztowieka
[38]. Wynik wykazal brak zmian w radialnej lokalizacji
chromosomoéw, przy czym w dojrzatych adipocytach tery-
toria chromosoméw 12 i 16 powigkszyty si¢ i zblizyty do
siebie [38]. Przypuszcza sig, ze bliskie wzajemne potozenie
terytoriéw tych chromosoméw moze zwigkszaé prawdopo-
dobienstwo wystgpienia translokacji t(12;16)(q13.3;p11.2)
zwiazanej z wystapieniem tluszczako-migsaka myksoido-
wego [38]. Nie jest to jedyne doniesienie taczace wystgpo-
wanie translokacji ze zmiang w lokalizacji chromosomow.
Parada i Misteli [54] donosza, ze zjawisko to zaobserwo-
wano w nastgpujacych zaburzeniach: t(9;22) a fuzja ge-
néw BCR i ABL (tzw. chromosom Filadelfia) — wywotu-
je przewlekta biataczke mieloidalna [37]; t(15;17) a fuzja
gendéw PML i RARo — skutkuje pojawieniem si¢ biatacz-
ki promielocytowej oraz fuzja genéw RET i H4 majacych
loci na chromosomie 10, indukuje rozwéj nowotworu tar-
czycy [37,54]. Mozna wysuna¢ wniosek, ze prawdopodo-
bieistwo wystapienia translokacji migdzy sasiadujacymi
chromosomami prowadzi do wystapienia zmian nowotwo-
rowych w komdrkach somatycznych czgsciej niz w wypad-
ku chromosoméw odlegtych od siebie [37,38,54].

Interesujace doniesienia dotycza genu cLys na chromo-
somie 1 kodujacego lizozym u kurczaka (Gallus gallus
domesticus) [65]. Poziom ekspresji genu lizozymu jest
najnizszy w prekursorowych komérkach granulocytéw
1 makrofagéw, przy czym w dojrzatych makrofagach jest
on najwyzszy. Badania przeprowadzone przez Stadlera
i wsp. wykazaly przesunigcie zlokalizowanej wewnatrz te-
rytorium chromosomu 1 domeny zawierajacej locus cLys
oraz centromeru chromosomu 1 w strong powierzchni te-
rytorium chromosomowego [65]. Co wigcej, analiza poto-
zonych obok siebie genéw cLys i cGas41 w proerytrobla-
stach, w ktérych geny te nie ulegaja ekspresji, wykazata
przesunigcie loci obu gendw w strong powierzchni tery-
torium chromosomu 1. Sugeruje to wplyw (oprécz ak-
tywnosci transkrypcyjnej) innych czynnikéw na lokaliza-
cj¢ gendw [28,65].

W roku 2005 laboratorium Bickmore jako pierwsze pod-
dato analizie topologi¢ chromosoméw w ludzkich macie-
rzystych komoérkach embrionalnych (embryonic stem cells
— ES) i wykazalo istnienie radialnej lokalizacji chromoso-
mow na tym etapie rozwoju organizmu [7,74]. W komor-
kach ES chromosom 18 wykazuje tendencj¢ do peryferyj-
nej lokalizacji, a chromosom 19 umiejscawia si¢ centralnie,
co odpowiada topologii w zréznicowanych komérkach
dojrzatego organizmu [23]. W jadrze embrionalnych ko-
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morek macierzystych ES w poréwnaniu z dojrzatymi ko-
morkami krétkie rami¢ chromosomu 12 (12p), na ktérym
sg umiejscowione geny biorace udzial w regulacji proce-
su réznicowania si¢ komérek macierzystych (NANOG —
utrzymanie zdolnos$ci do pluripotencji, STELLA i GDF3 —
regulacja procesu réznicowania si¢) wykazuje tendencj¢ do
bardziej centralnej lokalizacji [74]. Natomiast miedzy ko-
moérkami ES i komérkami réznicujacymi si¢ w limfocyty
nie wykazano réznic w umiejscowieniu ramienia p chro-
mosomu 6 (6p), zawierajacego loci genéw OCT4 i MHC
klasy II. Interesujaca wydaje si¢ réznica w lokalizacji cen-
tromeréw chromosomoéw [74]. W komorkach zréznicowa-
nych, centromery preferuja peryferium jadra komérkowego
oraz okolice jaderka, natomiast w komérkach embrional-
nych sa umiejscowione w centrum jadra komérkowego.
Przypuszczalnie wynika to z r6znic w lokalizacji konsty-
tutywnej heterochromatyny, z ktéra asocjuja centromery
[7,33,34,45,46]. Umiejscowienie heterochromatyny jest na-
stepstwem modyfikacji chromatyny. Zatem réznice loka-
lizacji centromeréw wynikaja z réznic we wzorze mody-
fikacji chromatyny na poziomie komérek embrionalnych,
co jest zwigzane z mechanizmami regulacji ekspresji ge-
néw w réznicujacych si¢ komoérkach [34,74].

Grupa Bickmore analizowata ekspresj¢ genow Hoxb
w embrionalnych komdérkach macierzystych u myszy
(Mus musculus) [14]. Geny Hoxb ulegaja okresowej eks-
presji w zarodkach myszy i odgrywaja role we wzorze
ukierunkowania przéd—tyt embrionu. Zaobserwowano, ze
wraz z pojawieniem si¢ aktywnosci transkrypcyjnej geno-
mu zarodka, na skutek rozluZnienia struktury chromaty-
ny (acetylacja reszt lizyny 9 histonu 3 H3K9 i metylacja
reszt lizyny 4 histonu 3 H3K4), domena zawierajaca locus
Hoxb wypetla si¢ do przestrzeni mig¢dzyterytorialnych IC
i jest aktywnie transkrybowana [14]. Przypuszczano, ze
wlasnie zmiana przestrzennej informacji epigenetycznej
jest czynnikiem powodujacym wypetlanie si¢ locus Hoxb
[14]. Jednak po przeprowadzeniu doswiadczerh majacych
na celu wypetlenie locus Hoxb za pomoca kwasu retino-
wego do przestrzeni migdzyterytorialnych w komédrkach
macierzystych jeszcze niezréznicowanych wykazano, ze
rowniez sztucznie indukowane wypgtlenie chromatyny
bez zmian wzoru modyfikacji powoduje aktywacj¢ ge-
néw locus Hoxb [14].

Najbardziej interesujacy przyklad na przegrupowanie si¢
terytoriéw chromosomowych w procesie réznicowania
komorek stanowi proces spermatogenezy, w ktérym z di-
ploidalnych komoérek gametogenicznych powstaja haploi-
dalne plemniki charakteryzujace si¢ brakiem aktywnosci
genomu [16,27,28,39,74]. Powstaniu plemnikéw towarzy-
szy reorganizacja struktury chromatyny, dajaca struktu-
r¢ maksymalnie upakowang z minimalna iloscia cytopla-
zmy. Badania dotyczace spermatogenezy u Swin wykazaty
wyrazna zmiang peryferyjnej lokalizacji chromosoméw X
i Y w spermatocytach I i I rzgdu oraz w spermatydach
na lokalizacje centralng w dojrzatych plemnikach [27,28].
Niektoére autosomy nie zmienilty swojej lokalizacji, a czg$¢
przesungta si¢ w kierunku wewnetrznej blony jadra komor-
kowego [16,27,28]. Sugeruje sig, ze charakterystyczna to-
pologia chromosoméw w plemnikach (Wiland E. i wsp.
. Jopologia chromosoméw w jadrze komérkowym. Plemnik.
Czes¢ 2”) wpltywa na prawidtowy rozwéj zarodka po za-
ptodnieniu [16,27,39].

ToPoLOGIA CHROMOSOMOW A EWOLUCJA

Sposéb organizacji jader komoérkowych réznych gatunkéw
roslin i zwierzat, wskazuje, ze istnieja uniwersalne zasady
organizacji architektury wewnatrzjadrowej nawet dla od-
legtych ewolucyjnie od siebie organizméw. Wiadomo, ze
ssaki, ptaki i gady wywodza si¢ od wspdlnego przodka,
a ich drogi rozeszly si¢ okoto 350 mln lat temu [28,68].
Oprécz cztowieka i roslin do tej pory zanalizowano topo-
logie jadra komérkowego w stadium interfazy u: naczel-
nych, malp Starego Swiata, matp Nowego Swiata, myszy,
Swini, torbaczy i stekowcéw, ptakow, gadow, mundzakow
chiriskich i japoriskich, pasozytéw, owadow, jamochtonéw
oraz drozdzy i bakterii. Zaobserwowano, ze w kazdym
przypadku istnieja mniej lub bardziej wyodrebnione tery-
toria chromosome (CT) [2,22,28,59,68]. U roslin (w tym
u pszenicy, owsa, zyta i jgczmienia), u drozdzy i Drosophila
obserwuje si¢ konfiguracje Ribla [19,21,54,63,75]. U jamo-
chtonéw (przedstawiciel: Hydra vulgaris) majacych 15 par
chromosomow istnieje okreslona lokalizacja poszczegdl-
nych chromosomoéw i jest to konfiguracja radialna [2,28].
Moze to §wiadczy¢ o uksztattowaniu sig terytoriéw prze-
szto 600 mln lat temu [2].

Jednak poréwnujac homologiczne pod wzgledem liczby
gendw oraz rozmiaréw chromosomy u czlowieka i myszy
czy $wini, nie wykazano podobieristw w topologii chro-
mosoméw. By¢é moze u myszy lokalizacja nieaktywnych
gendw w sasiedztwie centromeréw jest jednym ze sposo-
bow wyciszania genéw [28]. Przypuszcza sig, ze okoto
30—40 mln lat temu, podczas ewolucji, ustalily si¢ rézni-
ce w strukturze chromosoméw u cztowieka i naczelnych
wyzszego rzedu, przy czym u kazdej z tych grup sposéb
lokalizacji homologicznych chromosoméw jest zblizony
[68]. Wykazaty to poréwnawcze badania umiejscowienia
chromosoméw 18 i 19 w limfocytach cztowieka z umiej-
scowieniem ich homologéw u matp Starego i Nowego
Swiata [23,68]. Dodatkowo potwierdzono hipotezg¢ mo-
wiaca o zwiazku lokalizacji chromosoméw w jadrze ko-
morkowym, w zaleznosci od liczby genéw oraz ich pozio-
mu aktywnosci transkrypcyjnej [23,68].

PobpsumowaNIE

Od czasu rozpoczgcia badan nad jadrem komérkowym sta-
nowiacym zasadnicze organellum komérkowe mingto prze-
szto 100 lat. Rozwéj kolejnych technik badawczych umoz-
liwil poznanie funkcji i znaczenia proceséw zachodzacych
w jadrze komoérkowym. Jednak dopiero w ostatnich 20 la-
tach wykazano istnienie kompartmentéw wewnatrz jadra
komérkowego tworzacych architekture wewnatrzjadrowa
i istotnym stalo si¢ poznanie i zrozumienie zasad rzadza-
cych organizacja jadra komérkowego. Dzi§ wiadomo, ze
w jadrze komérkowym w stadium interfazy zaréwno u ro-
§lin jak i zwierzat, znajduja si¢ wyodregbnione terytoria
chromosoméw (CT), ktérych wielkos¢ i lokalizacja zale-
zy od liczby gendw, ich aktywnosci transkrypcyjnej, wiel-
kosci chromosomu oraz fazy cyklu komérkowego i rodza-
ju komoérek. Ponadto coraz wigcej dowoddw przemawia
za istnieniem zwiazku migdzy topologia chromosoméw
a prawidlowym funkcjonowaniem genomu. Udowadnia
sig, ze architektura wewnatrzjadrowa odgrywa znaczaca
role w epigenezie i stanowi jeden z elementéw regulacji
ekspresji genow.
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