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WYBRANE METODY BADANIA STRUKTURY
| FUNKCJI JADRA KOMORKOWEGO

SELECTED METHODS OF STUDYING
THE CELL NUCLEUS STRUCTURE AND FUNCTION

STANISEAW ORKISZ
Zaktad Anatomii Prawidtowej Katedry Nauk Podstawowych WAM, L6dz

Streszczenie'. W ostatnich dwudziestu latach osiggnieto istotny postep w zrozumieniu molekularnej
organizacji jadra komérkowego. W tym czasie wprowadzono szereg nowych metod uwidocznienia
struktur jadrowych. W pracy przedstawiono wybrane techniki badania jadra: barwienie regresywne z
EDTA, autoradiografie wysokorozdzielcza, technike czesciowej dekondensacji i zupetnego rozproszenia
chromatyny dla uwidocznienia komplekséw transkrypcyjnych, technike cAu-RNaza oraz metode wy-
krywania biatek argyrofilnych. Przedstawione metody zastosowane réwnolegle, dostarczajg uzupetnia-
jacych sie informacji i umozliwiajag badanie morfologii struktur rybonukleoproteidowych (RNP) w
miejscu transkrypcji oraz w czasie przetwarzania i wewnatrzjadrowego transportu.

Stowa kluczowe: jadro, autoradiografia wysokorozdzielcza, barwienie regresywne, dekondensacja,
kompleksy transkrypcyjne, argyrofilia, technika cAu-RNaza.

Summary: During the last twenty years much progress has been made in understanding the molecular
organisation of the cell nucleus. A number of new methods of nuclear structures visualization have been
developed for EM. In the review, the selected methods of the cell nucleus research are presented:
regressive  EDTA staining, high resolution autoradiography, mild loosening of the nuclear content,
spreading allowing the visualization of transcriptional complexes, RNase-gold technique and argyro-
philic proteins visualization. Presented methods used in paraleli provide complementary information and
make possible the study of morphology and composition of RNP structures at the site of transcription
and during intranuclear processing and transport.

Key words: nucleus, high resolution autoradiography, regressive staining, spreading, transcriptional
complexes, argyrophilia, gold method.

1. WSTEP

Od chwili uwidocznienia i opisania jadra komérkowego, zwanego poczatkowo
cytoblastus, a od 1831 r. dzieki Robertowi Brownowi - nucleus [37], lawinowo
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narasta ilos¢ informacji dotyczacych jego struktury i funkcji. Przez wiele lat mimo
szybkiego rozwoju mikroskopii elektronowej, organizacja jadra znana byta stabo
ze wzgledu na obecnos$¢ duzych skupien chromatyny skondensowanej. Te ostatnie
nie pozwalaty na rozréznienie zadnych struktur jadrowych z wyjatkiem otoczki
i jaderka. Jeszcze w 1977 r. Berezney i Coffey wyrdzniali jedynie cztery elementy
struktury jadra: otoczke, heterochromatyne, jaderko oraz przestrzen miedzy sku-
pieniami heterochromatyny - interchromatyne [8]. Ostatnie lata przyniosty znaczny
postep w badaniach organizacji strukturalnej i czynno$ciowej jadra komaérkowego.
Badania biochemiczne przeprowadzone na wyizolowanych frakcjach, pozwolity zna-
cznie wczesniej okresli¢ charakter, mase i wiasciwosci RNA zawartego w strukturach
jadra [3, 21, 24]. Intensywny rozw0j badan struktury jadra stat sie mozliwy z
chwilg wprowadzenia szeregu nowych technik badawczych, a zwiaszcza:

- barwienia regresywnego (preferencyjnego) z EDTA [9],

- autoradiografii wysokorozdzielczej [4,13],

- metody czeSciowej dekondensacji struktury chromatyny [48],

- techniki zupeinego rozproszenia chromatyny umozliwiajacej uwidocznienie
komplekséw transkrypcyjnych [39],

- metody ultracytochemiczne z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych oraz
ztota koloidalnego jako znacznika [53,65],

- techniki hybrydyzacji in situ [1].

Wprowadzenie oraz rozw0j tych technik umozliwit lokalizacje w jadrze tak istot-
nych procesow, jak: replikacja, transkrypcja, proces dojrzewania réznych typow
RNA oraz transport czasteczek rybonukleoproteinowych (RNP) w przestrzeni inter-
chromatynowej [19, 25]. Technikami immunocytochemicznymi oraz metodg hy-
brydyzacji uwidoczniono niskoczasteczkowe RNA (UsnRNA) zar6wno w
strukturach jaderka, jak rowniez w pozajagderkowych kompleksach rybonukleoprotei-
nowych - spliceosomach [59, 64]. Ich rola w obrobce pierwotnych transkryptow
pre-mRNA ipre-rRNAjest przedmiotem dyskusji do chwili obecnej [32,64]. Rozwoj
technik badawczych pozwolit uwidoczni¢ w przestrzeni interchromatynowej réz-
norodno$¢ struktur ziarnistych i wkoknistych. W chwili obecnej wjadrze wyrozniamy
nastepujace strefy (domeny) strukturalne, ktorym przypisywane sg okre$lone funkcje:

1) otoczka jadrowa,

2) chromatyna skondensowana,

3) jaderka,

4) strefa perichromatyny,

a) ziarna perichromatyny,
b) widkienka perichromatyny,

5) strefa interchromatyny,

a) ziarna interchromatyny,
b) widkienka interchromatyny,

6) ciatka jgdrowe.
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Rys. 1 Fragment jadra komorki watrobowej (zdjecie z mikroskopu elektronowego, barwienie preferen-
cyjne z EDTA): Nu - jaderko, PG - ziarnistosci perichromatyny, FP - widkienka perichromatyny,
Ch - chromatyna (pow. 21500 razy)

W niniejszym przegladzie wybrano metody pozwalajgce na uwidocznienie domen
strukturalnych jadra komorkowego. Liczni autorzy wyr6zniaja ponadto szereg
domen czynno$ciowych, ktérych funkcja i znaczenie biologiczne jest ciggle przed-
miotem kontrowersji w literaturze [15, 32, 50, 58].

2. BARWIENIE PREFERENCYJNE Z EDTA

Technika barwienia z EDTA zostala opracowana przez Bernharda [9] i miafa
przetomowe znaczenie dla badania struktury jgdra i réznicowania na jego obszarze
struktur zawierajagcych RNA i DNA. Metoda ta ma charakter barwienia regre-
sywnego, jest niespecyficzna, ale wybiorcza. EDTA jako zwigzek chelatujgcy od-
grywa role czynnika réznicujacego struktury jadrowe znane z zawartosci rybo- i
dezoksyrybonukleoproteidow (RNP i DNP). Metoda barwienia regresywnego jest
szczeg6lnie uzyteczna w przypadku nagromadzenia duzych skupiei chromatyny
w jadrze, bowiem na tle wyraZznie przejasnionej chromatyny dobrze uwidaczniajg
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sie struktury zawierajgce RNP, np. ziarna perichromatyny, ziarna interchromatyny
czy duze skupienia wiokien perichromatynowych (FP).

Zastuga techniki z EDTA jest mozliwo$¢ uwidocznienia intensywnosci trans-
krypcji pozajaderkowej, ktorej morfologicznym wyktadnikiem sg FP (rys. 1), wi-
doczne na preparatach w postaci wyraznej strefy zageszczen na obrzezach
przejasnionej chromatyny skondensowanej [21, 25, 42]. Technika ta nie tylko uwi-
dacznia, ale i roznicuje ziarnistosci interchromatynowe od ziaren chromatyny. Na-
tomiast w odniesieniu do jaderka, barwienie regresywne pozwala na lepsze
uwidocznienie jego sktadnikow rybonukleoproteinowych, po przejasnieniu chro-
matyny wewnatrzjgderkowej.

Mechanizm reakcji z EDTA nie jest do konca wyjasniony. Przypuszcza sie ze
barwienie przebiega kilkuetapowo [9]:

* W pierwszym etapie jony uranylu penetrujg szybko, przebarwiajac skrawek.
Lokujg sie one w szczegélnie duzym stezeniu w strukturach komérkowych za-
wierajagcych RNP i DNP.

* W drugim etapie nastepuje kompleksowanie z EDTA. Dziatanie chelatujgce
tego zwigzku, wspotzawodniczy z sitami, ktdre umozliwiaja pozostanie barwnika
w strukturach RNP.

« Struktury zawierajgce DNP tatwiej uwalniajg jony uranylu niz RNP; tworzace
sie rozpuszczalne chelaty sa szybko usuwane ze skrawkdw.

» Dokontrastowanie cytrynianem otowiu uwidacznia pola wybarwione uranylem,
nie zmieniajac ich lokalizaciji.

2.1. Przygotowanie roztworu EDTA

* Do 100 ml naczynia zawierajgcego 50 ml wody destylowanej doda¢ 7,44 g
EDTA, stale mieszajac,
* do wodnego roztworu EDTA dodawac¢ bardzo powoli 1N NaOH (do chwili,
gdy roztwdr stanie sie przezroczysty),
* po zmierzeniu pH, powoli doprowadzi¢ je przy pomocy 0,1 N NaOH do
wartosci 7,0,
*  uzupetni¢ zawarto$¢ naczynia wodg destylowang do 100 ml.
Roztwor nalezy przechowywaé w temperaturze 4°C iuzywac po czterech dniach
przechowywania; trwatos¢ roztworu wynosi Kilka miesiecy. Przed barwieniem, roz-
twor EDTA nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej.

2.2. Procedura

*  Skrawki nalezy kontrastowa¢ 5% roztworem wodnym octanu uranylu (2
min),



METODY BADANIA STRUKTURY |IFUNKCJI JADRA KOMORKOWEGO 5

*  ptuka¢ wodg podwdjnie destylowana,

*  zanurzy¢ w roztworze EDTA (20-30 min),

*  ptuka¢ wodg podwdjnie destylowana,

* wysuszyé w temperaturze 37°C (10-15 min),
*  kontrastowac cytrynianem otowiu (12 min),

*  ptuka¢ woda podwdjnie destylowana,

* wysuszy¢ w temperaturze 37°C (10-15 min).

Powyzsza procedura dotyczy skrawkow grubosci 80-100 nm, skrojonych z blo-

czkéw eponowych. Jej modyfikacje zwigzane sa z rodzajem badanego materiatu,
zastosowanym utrwalaniem i gruboscig skrawkdw.

3. AUTORADIOGRAFIA WYSOKOROZDZIELCZA
(MIKROAUTORADIOGRAFIA - ARW)

Autoradiografia jest technika pozwalajaca na wykrywanie i lokalizacje izotopéw
promieniotworczych w materiale biologicznym. Promieniowanie jonizujgce emi-
towane przez izotop powoduje redukcje bromku srebra (AgBr) zawartego w emulsji
fotograficznej pokrywajacej materiat biologiczny. Powstalty w wyniku dziatania ra-
dioizotopu obraz utajony, po przeprowadzeniu procedury fotograficznej zostaje
ujawniony w postaci ziaren metalicznego srebra [36, 57]. Z lokalizacji oraz dynamiki
przemieszczania wprowadzonych do materiatu biologicznego promieniotwérczych
zwigzkéw chemicznych mozna wnosié o ich metabolizmie w tkankach, w warunkach
zaréwno prawidtowych jak i patologicznych. Modyfikacja techniki autoradiografii
do badan w ME nosi nazwe autoradiografii wysokorozdzielczej (ARW) [4, 12,
47]. ARW jest jedng z lepszych technik pozwalajacych zlokalizowaé RNA przy
zastosowaniu 3H-urydyny badz DNA po wprowadzeniu do badanych komérek

H-tymidyny [12, 19, 24, 47]. Ograniczenie metody w badaniach ultrastmkturalnych
wigze sie z jej dtugotrwatosciag (czas ekspozycji nawet od 3 do 4 miesiecy) oraz
duzg pracochtonnoscia. Innym ograniczeniem jest wielko$¢é ziaren srebra, ktora
nawet w najlepszych autoradiogramach przekracza 40-50 nm. Ponadto ARW za-
stosowana z powodzeniem w przypadku komérek izolowanych lub hodowli stwarza
duze ktopoty w badaniach in vivo i nastepowej ocenie na poziomie molekularnym
[41]. Wiele czynnikbw ma wplyw na jako$é autoradiogramu. Jego czytelno$é i
wysoka jako$¢ zalezy od rodzaju materiatu biologicznego (izolowane komérki, skra-
wki, rozmaz), ale najbardziej istotnymi czynnikami sa: rodzaj emulsji fotograficznej
oraz zastosowany izotop.
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3.1. Emulsja fotograficzna

Emulsja jest najistotniejszym czynnikiem ograniczajacym zdolno$¢ rozdzielcza
ARW. Skiada sie ona z krysztaltdw AgBr zawieszonych w zelatynie. Stosunek
wagowy tych skiadnikow jest rézny; w emulsjach wykorzystywanych w autora-
diografii wysokorozdzielczej struktur jadra komoérkowego stosunek ten wynosi naj-
czesciej 1:4 na korzy$¢ AgBr [36, 57]. W technice ARW najcze$ciej stosowane
sg emulsje Kodak NTE oraz llford L4. Charakterystyke emulsji firmy Kodak przed-
stawiono w tabeli 1. Srednica krysztatdw emulsji Ilford L4, ktérej uzywa sie po-
wszechnie w badaniach metabolizmu jagdra komérkowego, wynosi 50-150 nm [13].
Emulsja ta oryginalnie zapakowana ma statg konsystencje i przed uzyciem powinna
by¢ uptynniona. W tym celu buteleczke z emulsjg umieszcza sie w ciemni w tazni
wodnej o temperaturze 43-45°C. Proces uptynniania emulsji trwa od 45 do 60
min. W tym czasie emulsje nalezy delikatnie miesza¢ szklang bagietka unikajac
gwattownych ruchéw. Takie postepowanie zapobiega powstaniu trudnych do usu-
niecia pecherzykdéw na powierzchni emulsji. Jezeli nie udato sie tego unikna¢, pro-
bujemy pecherzyki usuna¢ przez delikatne zanurzanie w emulsji szkietka
podstawowego. Grubo$¢ emulsji, w zaleznosci od stosowanej metody i potrzeb,
mozemy dowolnie regulowa¢ nie przekraczajgc rozcierczenia 1:10.

3.2. lzotopy stosowane w ARW

W autoradiografii ma zastosowanie wywotujace intensywnga jonizacje promie-
niowanie [3 lub w mniejszym stopniu promieniowanie a. Szczeg6lnie przydatne
w ARW sg izotopy emitujgce czastki [3 0 matej energii, charakteryzujgce sie sto-
sunkowo dtugim okresem potowicznego rozpadu [36]. Warto$¢ izotopéw stoso-
wanych w autoradiografii okre$lajg dwa parametry: energia maksymalna czasteczek
[B(E max) oraz ich maksymalna droga w emulsji (P max). Poréwnanie tych wartosci
dla najczesciej stosowanych radioizotopow zamieszczono w tabeli 2 [wg 36].

TABELA 1 Charakterystyka emulsji firmy Kodak

Typ Srednica ziaren Zastosowanie iwilasciwosci
(lim]
NTB 3 0,34 najwyzsza wrazliwos¢, rejestruje wszystkie roztadowane
czgsteczki
NTB 2 0,26 rejestruje Slad elektronu przy energii ponizej 0,2 MeV
NTB 0,29 rejestruje Slad przy energii ponizej 30 MeV

NTE 0,06 do ARW
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3.3. Zdolno$¢ rozdzielcza i wydaj- TABELA 2. 1zotopy najczesciej stosowane
nosé autoradiogramu w autoradiografii [wg 36]

)y . . Izoto
Zdolno$¢ rozdzielcza autoradiogramu P Emax [kev] Pmax [pm]

jest prawie stukrotnie gorsza niz mikrosko- 3" 18,6 3

pu elektronowego. Wynika to z ﬁa 2128 228
- istoty procesu fotograficznego wykry- 1313 608 775
wajacego promieniowanie, 32p 1710 2800

- rozproszenia promieniowania na dro-
dze od jego zrddta do miejsca powstawania
obrazu utajonego; rozproszenie zalezy od grubosci skrawka oraz Srednicy krysztatow
AgBr w emuls;ji.

Praktycznie, im mniejsza jest $rednica krysztatdow AgBr i im mniejsza energia
promieniowania, tym lepsza jest zdolno$¢ rozdzielcza autoradiogramu. Srednica
krysztatdbw AgBr w najczesciej stosowanej emulsji llforda L4 wynosi od 50 do
150 nm i jest dos¢ duza w stosunku do rozmiaréw wiekszosci struktur jadra ko-
mérkowego. Na rozdzielczos¢ wptywa rowniez gestosé upakowania krysztatéw two-
rzacych jedng warstwe w emulsji, jak tez sposéb wywotywania (patrz nizej).

Wydajnos$¢ autoradiogramu zwiazana jest z liczba ziaren powstajagcych w emulsji
pod wptywem rozpadu jadra atomowego w Zrddle promieniowania. Zalezy ona
od nastepujacych czynnikow [57]:

*  rodzaju izotopu,

* grubosci skrawka,

* emulsji (jezeli grubo$¢ emulsjijest mniejsza od zasiegu czastek, to wydajnos¢
autoradiogramu jest rowniez odpowiednio mniejsza),

*  czasu ekspozyciji,

* procedury fotograficznej.

3.4. Procedura fotograficzna

3.4.1. Wywotywanie

Opiera sie na chemicznej redukcji AgBr w Srodowisku zasadowym, w wyniku
ktorej powstajg ziarna metalicznego srebra. Katalizatorem reakcji wywotywania
jest metaliczne srebro. Badajgc wielko$¢ ziaren srebra po zastosowaniu wywotywacza
Kodak D 19b, wykazano zwiekszanie ich rozmiaréw podczas procesu wywotywania.
W rezultacie catkowicie wywotane ziarna sg od 3 do 4 razy wieksze niz krysztaty
utajone. Znacznie mniejsze ziarna uzyskuje sie stosujac wywotywacz phenidonowy
[13]. Bardzo dobre efekty (niewielkie ziarna srebra, duzg wydajnos¢ i powtarzalnos¢)
zapewnia technika LIGOP (ang. Loop-Interference-Gold-Latensification-Phenidon)
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opisana przez Bouteille i z powodzeniem wykorzystywana w badaniach RNP ja-
drowych [12, 17, 47], (patrz rozdziat 3.6).

3.4.2. Utrwalanie

Utrwalanie odbywa sie w obecnosci tiosiarczanu sodu i polega na tworzeniu
komplekséw miedzy kationami srebra krysztatdw AgBr oraz anionami z utrwalacza

[4, 57].

3.5. Ocena autoradiogramu

WS$rod podstawowych parametrow oceny autoradiogramow najwazniejszymi sg;
rozdzielczos¢, wydajnosé, wielkos¢ i ksztatt ziaren, gesto$é tta oraz czutos$¢ i spe-
cyficzno$¢ znakowania. Bardzo istotnym elementem interpretacji jest poréwnanie
liczby ziaren srebra nad badanymi strukturami oraz poza nimi (okres$lenie gestosci
tha). Gestos¢ tta opisywana jest liczbg ziaren srebra na jednostke powierzchni. W
prawidtowo wykonanym autoradiogramie liczba ta nie powinna by¢ wieksza niz
0,5 ziama/100 gm- [22], a wg niektdrych autoréw nawet 0,1/100 [irrT [57].

W skrawkach parafinowych lub mrozonych niespecyficzna aktywacja ziaren sre-
bra zachodzi¢ moze wzdtuz ostrza noza (w czasie skrawania) lub brzegéw tkanek.
W ARW ,efekt ostrza” (ang. edge artefact), wystepuje na brzegu medium zata-
piajacego. Zrodiem artefaktow w ARW jest takze zjawisko chemoautografii, za-
réowno pozytywnej, jak i negatywnej [22]. Chemiczng aktywacje krysztatow
utajonych (chemoautografie pozytywng) moga wywotywaé rézne wystepujace w
zywej tkance substancje redukujgce lub barwniki. Zanikanie obrazéw utajonych
moze z kolei zachodzi¢ nad tkankami utrwalonymi roztworami zawierajgcymi
0s04, Hg++, Mn04-, ktére przemieszczajg sie do emulsji w czasie ekspozycji
[22]. Oceny tla ARW nalezy dokonywaé¢ nad strukturami nie wyznakowanymi izo-
topem, odnoszac je do struktur, ktdre powinny specyficznie wbudowaé prekursor

(rys. 2).

3.6. Procedura ARW w badaniach RNP jadrowych
(zmodyfikowana wg [12 i 48])

3.6.1. Przygotowanie skrawkow

*  Skrawki (grubos¢ 0,7-0,8 pm, kolor ztoty) trzeba zebraé na siatki do ME i
kontrastowaé rutynowo,

* siatki umiescié na wspornikach o srednicy 2,5 mm; Srednica wspornikéw
powinna byé mniejsza niz $rednica siatek dla tatwiejszego ich zdejmowania
w ciemnosci (rys. 3a).
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Rys. 2. 1zolowane hepatocyty wyznakowane 5 min pulsem '3H urydyny, inkorporacje trytowanej urydyny
w obrebie DFC oraz na obrzezach chromatyny (strzatki), pow. 25000 razy

3.6.2. Przygotowanie emulsji

W pomieszczeniu, w ktérym przygotowuje sie emulsje, nalezy zapewni¢ tem-
perature 25-27°C oraz wilgotnos¢ ok. 50%. Wszystkie czynnosci opisane w pkt
3.6.2. i 3.6.3. wykonywa¢ w ciemnosci (Swiatlo czerwone):

* naczynie z emulsjg (po wyjeciu z loddéwki) pozostawi¢ na 30 min w tempe-
raturze 25-27°C,

* emulsje rozcienczy¢ woda podwojnie destylowang w stosunku 1:4 iogrze-
waé w tazni wodnej przez 60 min mieszajagc bagietka szklang co 15 min,

* naczynie z emulsjg pozostawi¢ w Swiattoszczelnym pudetku do nastepnego
dnia w temperaturze 4°C (stabilizacja emulsji),

*  po stabilizacji naczynie z emulsjg pozostawi¢ na 30 min w temperaturze
25 -27°C; nastepnie umiesci¢ w tazni wodnej,

*  kontrolowa¢ temperature kapieli tak, aby po pionowym ustawieniu zanurzo-
nej w emulsji petli (rys. 3b) tworzyta ona w jej oczku monolayer; Uwaga:
jezeli emulsja jest zbyt gesta (Scieka z pionowo ustawionej petli - rys. 3c),
nalezy ja podgrza¢ w kapieli wodnej,

* jezeli emulsja w obrebie petli peka, nalezy jg schtodzic.
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Rys. 3. Schemat czynnosci w czasie pokrywania skrawkéw emulsja: A - wsporniki z umieszczonymi
na nich siateczkami. B - zanurzanie petli w emulsji, C - sprawdzanie wasciwej grubosci emulsji,
D - pokrywanie siatek emulsja, E - umieszczanie siatek pokrytych emulsjg na szkietku podstawowym
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3.6.3. Pokrywanie siatek emulsjg (rys. 3d)

*  Zanurzy¢ petle w emulsji, ustawi¢ pionowo do momentu, gdy sptynie jej
nadmiar i w gdrnej czesci petli utworzy sie cienka warstwa.

*  Pokry¢ emulsjg umieszczone na wspornikach siateczki (por. pkt 1).

*  Zalecane jest delikatne chuchniecie na siatke w celu lepszego przyklejenia
emulsji i jej osuszenia. Pokryte emulsjg siatki przymocowaé do szkietka
podstawowego przy pomocy tasmy klejacej (rys. 3e).

*  Szkietka podstawowe z przymocowanymi do nich i oznakowanymi siatkami
przechowywac¢ w $wiattoszczelnym pudetku wypetnionym zelem silikono-
wym.

3.6.4. Ekspozycja od 6 tygodni do 6 miesiecy w temperaturze 4°C

3.6.5. Przygotowanie roztwordw

3.6.5.1. wywotywacz phenidonowy

*  Skiad:

kwas askorbinowy 12 9
phenidon 29
bromek potasu 4,8 g
weglan sodu 529
siarczan sodu kryst. 80 g
rodanek potasu 48 g
woda destylowana do 800 ml

* do cylindra o poj. 11wlaé 0,6 1wody podwadjnie destylowanej i rozpuscic¢
wymienione skfadniki wywotywacza w podanej kolejnosci,
* dla uzyskania koricowej objetosci roztworu uzupetni¢ cylinder woda do 800
ml;
Uwaga: unika¢ podgrzewania roztworu.
3.6.5.2. Utrwalacz

*  Skiad:
woda podwadjnie destylowana 700 ml
tiosiarczan sodu 210 mg,

*  roztwor przefiltrowac¢ (30 min po rozpuszczeniu) i rozdzieli¢ do 2 naczyn.
3.6.5.3. Kapiel zlotowa (ang. gold latensification bath)

*  Skiad:
kwas chloroztotowy 2% 2ml
woda podwdjnie destylowana 200 ml,

* doprowadzi¢ pH do 7,0 dodajgc 1M, a nastepnie 0,1 M NaOH,
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* w momencie uzyskania zadanej wartosci pH dodaé¢ 500 mg tiosiarczanu, a
nastepnie 600 mg bromku potasu.

3.6.6. Procedura fotograficzna

* naczyniado wywotywania (6 sztuk) bardzo doktadnie umy¢ (detergent, woda
biezaca i woda destylowana); umiesci¢ w tazni wodnej i wypetnic¢ przygoto-
wanymi roztworami,

* temperature roztwordw utrzymywacé w granicach 17-18°C,

* materiat umiesci¢ w kolejnych roztworach:

kapiel zlotowa (5 min),

woda podwdjnie destylowana (20-30 s),
wywotywacz phenidonowy (1 min),
utrwalacz | (zanurzy¢),
utrwalacz | (6 min),

woda podwéjnie destylowana (optukac 3 razy),

* po wykonaniu wymienionych czynnosci mozna wigczy¢ Swiatto,

* wyptuka¢ preparaty w fagodnym strumieniu wody biezacej, a nastepnie
krétko w wodzie destylowanej,

* wysuszyé w cieplarce w 37°C.

4. METODA CZESCIOWEJ DEKONDENSACJI
STRUKTURY CHROMATYNY

Jest to technika pozwalajgca oceni¢ aktywnos$¢ transkrypcyjng po czeSciowym
rozluznieniu chromatyny. Procedura zostata opracowana przez Puvion-Dutilleul i
Puvion [48]; stanowi ona pomost pomiedzy klasycznymi metodami mikroskopii
elektronowej, a zaproponowang przez Millera i Beatty metodg catkowitego roz-
praszania chromatyny (patrz rozdziat 5). W procedurze czesciowej dekondensacji,
zmiany strukturalne w molekularnym upakowaniu chromatyny wywotuje preparat
0 nazwie Photo-flo, stosowany jako zwigzek nawilzajgcy w fotografii, wspomagany
dziataniem medium o niskiej sile jonowej i wysokim pH.

W wyniku dziatania Foto-flo systemy btonowe komdérki ulegajg dezintegracji,
a cytoplazma redukcji do widocznych niekiedy fragmentdw cytoszkieletu. W jadrze,
po zniszczeniu otoczki jagdrowej, widoczne sg widkna chromatynowe o $rednicy
20-25 nm bhiegnace promieniscie w kierunku obwodu jadra oraz struktury rybonu-
kleoproteinowe (rys. 4). Metoda czeSciowej dekondensacji umozliwia uwidocznienie
kontaktu ziaren perichromatynowych z widknami chromatyny. Liczne ,,garbki” wi-
doczne na wtdknach chromatyny, odpowiadajg nukleosomom (rys. 4; strzatki). Zaletg
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Rys. 4. Jadro komérki watrobowej po czesciowej dekondensacji: na przebiegu wiékien chromatynowych
widoczne ,,garbki” (strzatki) odpowiadajace nukleosomom (pow. 64000 razy)

tej metody jest mozliwo$¢ oceny relacji pomiedzy RNP i chromatyng w czasie
transkrypcji oraz transportu i dojrzewania RNA.

4.1. Roztwory stosowane w metodzie czesciowej dekondensacji chromatyny

4.1.1. Photo-flo: 0,4% roztwér w wodzie destylowanej (pH 8,5-9,0)

4.1.2. For-flo: 1% formaldehyd przygotowany z paraformaldehydu + 0,4% roztwér
Photo-flo w stosunku 250 : 1z dodatkiem 1,7 g sacharozy na 50 ml roztworu

(pH 8,7-9,0).
4.1.3. H20 destylowana (pH 9,0)

Uwaga: pH obu roztwordow i wody destylowanej doprowadzi¢ do zgdanej wartosSci
przy pomocy buforu boranowego.

13
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4.2. Procedura

* do naczyn zawierajagcych hodowle komérek, po usunieciu medium hodowla-
nego, wlaé 4-5 ml roztworu Photo-flo (10 min),

* komorki tworzace cienkg warstwe zdrapac ze $cianki naczynia i przeniesé
do probdéwki wiréwkowej,

* wirowaé z szybkoscig 5500 obr./min (15 min),

* usungC supernatant i osad komérek zala¢ For-flo (45-60 min),

*  phuka¢ w roztworze wody destylowanej o pH 9,0 (30 min),

*  prébki odwodnié we wzrastajgcym szeregu alkoholowym i zatopi¢ w zywicy,

* kontrastowa¢ w sposéb rutynowy.

5. TECHNIKA CALKOWITEGO ROZPRASZANIA
CHROMATYNY

Technika catkowitego rozpraszania chromatyny, pozwalajgca uwidoczni¢ kom-
pleksy transkrypcyjne zostata opracowana przez Millera i Beatty [39]. Szczeg6lnie
korzystnym obiektem do badan tg metoda saq wielkie jadra komérkowe, z ktérych
stosunkowo tatwo przez zastosowanie szoku hypotonicznego wyizolowa¢ mozna
duze i liczne jaderka. Z tego wzgledu kompleksy transkrypcyjne najczesciej uwi-
daczniane byly w materiale pochodzacym z komérek owadéw [38], glonéw (Ace-
tabularia) lub z oocytow ptazéw [26, 39]. Na przyktad jadra oocytéw Xenopus
laevis osiggaja $rednice do 1200 pm i zawierajg 2x106jednostek transkrypcyjnych,
podczas gdy jadra ssakdw, np. hepatocytow o Srednicy zaledwie ok. 8 pm zawierajg
tylko 480-1100 takich jednostek [49]. Stosowane obecnie metody catkowitego roz-
praszania chromatyny sa modyfikacjami oryginalnej techniki Millera i Beatty, dla
rozmaitych narzadéw i tkanek [24, 49]. Stosunkowo najtatwiej uzyska¢ mozna
obrazy rozproszonej chromatyny z komorek izolowanych i hodowanych in vitro
(te modyfikacje metody opisano szczeg6towo w czesci 5.2). W takim przypadku
szok hypotoniczny oraz dziatanie detergentdw powodujg szybka dezintegracje bton
cytoplazmatycznych iotoczki jadrowej oraz oddzielenie biatek od DNA we widknach
nukleohistonowych. Z wielu stosowanych detergentéw, najlepsze wyniki osigga
sie po zastosowaniu preparatu o nazwie Joy zawierajgcego zaréwno jonowe, jak
i niejonowe detergenty. W mikroskopie elektronowym rozproszona chromatyna ma
wyglad licznych, krzyzujacych sie wtokien DNP. Na wiéknach tych mozna zauwazy¢
regularnie rozmieszczone koralikowate struktury - nukleosomy.

WSsrdd sieci wiokien nieaktywnych dos$é rzadko spotykane sa kompleksy trans-
krypcyjne. Wyréznia sie dwa odmienne morfologicznie typy tych kompleksow:

@ Reprezentujace geny jaderkowe, o wygladzie klasycznych ,,choinek” (ang.
Christmas tree) (rys. 5). W tym typie komplekséw jednostki transkrypcyjne czesto
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Rys. 5. Kompleks transkrypcyjny jaderkowy uwidoczniony po zupelnym rozproszeniu chromatyny
hepatocytu: duze strzatki wskazujg miejsce inicjacji i terminacji transkrypcji, krotkie - czasteczki
polimerazy | RNA u podstawy transkryptu (pow. 68000 razy)

utozone satandemowo iprzedzielone segmentami nieprzepisy wanymi. O$ kompleksu
stanowi witokno DNA, pokryte gesto transkryptami, ktdrych gesto$¢ rozmieszczenia
wzdiuz DNA odzwierciedla dynamike ekspresji genu; u podstawy kazdego trans-
kryptu widocznajest czasteczka Polimerazy | RNA. Na nici DNA wyraznie widoczny
jest punkt inicjacji i terminacji transkrypcji (rys. 5; strzatki). Wolne korice kazdego
transkryptu tworza granule koincowe (ang. terminal knobs), reprezentujgce najpra-
wdopodobniej zwiniety transkrypt.
2 Reprezentujace geny pozajaderkowe (tzw. pozajagderkowe kompleksy trans-

krypcyjne) o zupetnie odmiennej morfologii (rys. 6). W tym typie komplekséw

Rys. 6 Kompleks transkrypcyjny pozajaderkowy po zupetnym rozproszeniu chromatyny: strzatki wska-
zujg czgsteczki polimerazy Il RNA (pow. 62000 razy)
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transkrypty rozmieszczone sg na wioknie DNA nieregularnie, a ich grubos$¢ waha
sie od 3 do 25 nm i odpowiada zmiennej grubosci FP; diugos$é transkryptdw nie
ro$nie wraz z odlegtoscig od punktu inicjacji, ktéry czesto jest trudny do wykrycia
(tym samym trudny jest do okre$lenia kierunek transkrypcji). U podstawy kazdego
transkryptu widoczna jest czagsteczka polimerazy Il RNA, niekiedy na ich wolnych
koncach widoczne sg granule koincowe (odpowiadajgce wielkoscig ziarnom peri-
chromatynowym).

5.1. Roztwory stosowane w technice zupetnego rozproszenia
chromatyny jader komdrek izolowanych

5.1.1. Detergent Joy: 0,5% roztwdr w wodzie podwdjnie destylowanej.
(pH 8,7 -9,0).

5.1.2. 1% formaldehyd $wiezo przygotowany z paraformaldehydu
w roztworze sacharozy o stezeniu 0,1 M, (pH 9,0).

5.1.3. Woda podwaojnie destylowana (pH 9,0).
5.1.4. Photo-flo: 0,4% roztwor w buforze boranowym (pH 7,4);

Uwaga: roztwory 1, 2, 3 przygotowac przed kazdym doswiadczeniem i filtrowac
przy uzyciu 0,2 m filtru miliporowego; pH roztworéw 1, 2 i 3 doprowadzi¢ do
zadanej wartosci przy pomocy buforu boranowego.

5.2. Procedura rozproszenia chromatyny dla uwidocznienia komplekséw
transkrypcyjnych wg Millera i Beatty [39]
w modyfikacji Puvion-Dutilleul i wsp. [49].

Przed rozpoczeciem rozpraszania, przygotowac siateczki do ME pokrywajac je
grubg btonka weglowg oraz ptytki z pleksiglasu z otworami o $rednicy nieco wiekszej
od $rednicy siatek (rys. 7).

Uwaga: $rednica ptytek musi byé dostosowana do rozmiaréw naczyh wirdw-
kowych (por. pkt. D).

A. Do rozpraszania mozna wykorzysta¢ ptytke do oznaczania grup krwi z od-
powiednio oznakowanymi zagtebieniami.

W kolejnych zagtebieniach plytki umiescic:

0,025 ml wody podwojnie destylowanej,
0,025 ml wody podwdjnie destylowanej,
0,6 ml wody podwdjnie destylowanej.

Do zagtebienn a i b doda¢ 0,5% roztwdr detergentu Joy w ilosci:

0,125 ml,
0,175 ml.
B. Z naczynia Falcona usung¢ medium hodowlane

*  przeptuka¢ hodowle wodg podwdjnie destylowana,
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Rys. 7. Schemat plytki umieszczonej w probdwce wiréwkowej: na dnie dotka umieszczonajest siateczka,
a zagtebienie wypetnione jest zawiesing komérek

* dodac 0,2 ml 0,5% roztworu detergentu Joy,
* delikatnie manewrujac naczyniem, rozprowadzi¢ roztwor po hodowli,
* przy pomocy plastikowych ptytek usung¢ komorki ze Scianki naczynia,

* wymiesza¢ zawiesine komorek w roztworze detergentu przy uzyciu pipety.
C. Dwie krople zawiesiny komérek (pobrane pipeta Pasteura) umiesci¢ w dotku
a i delikatnie wymieszac

* po uptywie 2,5 min materiat z dotka a przenie$¢ do dotka b i pozostawi¢ na
5 min,

* z dotka c przenies¢ pipetg wode destylowang do dotka b na 5 min, w tym
czasie dwukrotnie wymiesza¢ jego zawarto$¢; Uwaga: czas traktowania
detergentem i woda destylowang powinien wynosi¢ doktadnie 10 min.

* po tym czasie doda¢ do dotka b 2 krople roztworu For-flo (aby zatrzymac
dziakanie detergentu i utrwali¢ materiat);
D. Umiesci¢ siatki w otworach phytki z plexiglasu

* do otworu z siatkg wpusci¢ dwie krople roztworu For-flo,

*  wypehnic¢ otwory zawiesing komérek.
E. Wirowa¢ zawiesing w 2800 g (15 min w temperaturze 12°C)

* po wirowaniu, otwér w plytce wypetnié roztworem For-flo, do uzyskania
menisku wypukiego,

* odwrdci¢ ptytke otworem do dotu, po czym z powierzchni kropli zdjgé¢
delikatnie siateczke.

F. Pluka¢ siatke w roztworze Photo-flo.

G. Suszy¢ siatki w temperaturze pokojowej (ok. 10 min).

H. Pokry¢ siatki platyng w napylarce (kat 6-10).
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6. METODY ULTRACYTOCHEMICZNE

6.1. TECHNIKA RNA-aza - ZLOTO KOLOIDALNE (cAu-RNaza)

U podstaw ultracytochemicznego wykrywania RNA tg technika, lezy reakcja
enzym-substrat, gwarantujgca wysoka specyficznos¢ reakcji [6]. Metoda umozliwia
uwidocznienie produktéw genéw kodujagcych rRNA (rDNA) i genéw pozajader-
kowych jedynie na powierzchni skrawka. Ws$r6d najwazniejszych zalet ztota ko-
loidalnego decydujacych o jego szerokim zastosowaniu w cytochemii nalezy
wymienic:

*  brak toksycznosci, tatwos$¢ w uzyciu [16, 65],

* mozliwos$¢ przygotowania szerokiego zakresu wielkoSci czgsteczek od 1do
150 nm [16, 63],

* zdolnos¢ do tworzenia stabilnych i aktywnych kompleksow z szerokg gama
zwigzkéw biologicznych [7, 28, 29, 63],

* niezmieniona aktywno$¢ biologiczna zaadsorbowanego biatka [29, 63],
*  wysoka gestos¢ elektronowa czasteczek ztota [28, 63],

* mozliwo$¢ uzyskania monodyspersji ztota oraz jednakowej wielkoSci i
ksztattu czasteczek [63, 65].

Ocene ilosciowg znakowania kompleksem cAu-RNaza przeprowadza sie wy-
liczajac tzw. gestos¢ znakowania, tj. liczbe czagsteczek ztota zlokalizowanych na
1pm2badanego sktadnika np. czesci widknistej (DFC) czy granularnej (GC) jaderka
[28, 43].

Procedura ta polega na trzech kolejnych reakcjach [63]:

1) redukcja HAuC ¥ zwigzkami o charakterze reduktordw; rodzaj uzytego re-
duktora oraz jego ilos¢ majg decydujacy wptyw na wielkos$é otrzymanych czasteczek
ztota (np. sol sodowa kwasu askorbinowego: 10-15 nm, cytrynian sodu: 15-150
nm),

2) adsorbcja RNazy na powierzchni ztota koloidalnego; najkorzystniejsze wa-
runki adsorpcji uzyskuje sie w pH zblizonym do punktu izoelektrycznego, ktdre
dla RNazy trzustkowej wynosi 8,5-9,0, do uzyskania zgdanego pH stosuje sie 0,1
M weglan potasu, RNaza zostaje zaadsorbowana na czgsteczkach ziota na zasadzie
sit elektrostatycznych Van der Waalsa i powoduje stabilizacje koloidu,

3) wirowanie (60000 g przez 45 min) i ponowne zawieszenie czasteczek kompleksu
cAu-RNaza w roztworze (ten etap jest konieczny dla uzyskania czystej frakcji
enzymu wyznakowanego ztotem i usuniecia nadmiaru enzymu wolnego).

Dodatkowsg stabilizacje kompleksu uzyskuje sie dodajgc 1% glikol polietylenowy
20000. Do reakcji sprzegania z enzymem mozna uzywac preparatow handlowych
ztota koloidalnego oznaczonych EM GC 10 (BioCell), o $rednicy 10 nm i stezeniu
0,1% w roztworze buforu Tris o pH 7,4.
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Tak wykonany kompleks cAu-RNaza, na zasadzie reakcji enzym-substrat, ujawnia
lokalizacje czgsteczek RNA na powierzchni skrawka (rys. 8).

6.1.2. Procedura

*  cienkie skrawki (0,5-0,6 (im) umiesci¢ na siatkach niklowych, inkubowa¢ na
kropli PBS (5 min, temperatura pokojowa),

* siatki przenie$¢ na krople roztworu cAu-RNaza i inkubowac przez 30 min
(temperatura pokojowa),

*  ptukaé intensywnie w dwdch naczyniach z wodg destylowana,
*  kontrastowac cytrynianem otowiu i octanem uranylu.

6.1.3. Kontrola reakcji

W celu sprawdzenia specyficznosci znakowania kompleksem cAu-RNaza:
* inkubowaé skrawki z nieznakowanym enzymem przez 30 min w temperatu-
rze pokojowej,
*  traktowac skrawki ztotem koloidalnym bez RNazy (30 min).

6.2. Wykrywanie biatek argyrofilnych w ME

Biatka argyrofilne (AgNOR proteins) stanowig grupe biatek zlokalizowanych
podczas mitozy w organizatorach jagderkowych (NOR). Zostaty one zidentyfikowane
dzieki ich zdolnosci do redukcji soli srebra w warunkach kwasnych, w ktorych
wiekszo$¢ innych biatek komérkowych pozostaje niezabarwiona [10, 30, 51, 52,

Rys. 8. Fragment jadra hepatocytu w 12 godzin po czesciowej hepatektomii, znakowanie kompleksem
cAu-RNaza, znacznik zlokalizowany gtéwnie w polu jaderka (Nu) oraz na obrzezu chromatyny skonden-
sowanej (strzatki): 1G - ziarnistosci interchromatynowe, Ch - chromatyna (pow. 92000 razy)
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62]. Biatka argyrofilne wykrywane sg réwniez w interfazie, a ich obecnosé jest
niezbedna do transkrypcji gendéw rybosomalnych [10, 46, 52, 61]. Najprawdopo-
dobniej omawiane biatka biorg udziat w dekondensacji rDNA i zwigzane sg z
procesem dojrzewania pre-rRNA [10, 40, 61]. Dowodow na wspdtiokalizacje rDNA
i biatek argyrofilnych dostarczono stosujgc mikroskopie konfokalng [31]. Réwniez
opisana ostatnio modyfikacja techniki srebrzenia z rownoczesnym barwieniem DNA
na skrawkach pétcienkich skfania do podobnego wniosku [11]. W badaniach ME
obecno$¢ depozytéw srebra stwierdzono w rozmaitych typach komdérek w obrebie
czesci wioknistych jaderka: centrum wiéknistego (FC) i gestej czesSci widknistej
(DFC) [5, 10, 30, 34]. W ostatnich latach liczni autorzy zwrécili uwage na korelacje
miedzy iloScig biatek AGNOR a stopniem zto$liwo$ci nowotworu, proponujac wy-
srebrzanie jako komplementarng metode diagnostyczng w onkologii [14, 34, 54,
56, 60, 62]. Mechanizm wysrebrzania przedstawiono na rysunku 9. Dekondensacja
wibdkna chromatynowego wigze sie ze zmiang lokalizacji histonu H 1 oraz jednego
z biatek - nukleoliny (N) za$ aktywacja transkrypcji z przemieszczeniem histonéw
H 2, H 3, H 4, polimerazy | oraz czterech czynnikow transkrypcyjnych. Despiralizacja
i transkrypcja rDNA zaleza najprawdopodobniej od fosforylacji nukleoliny [35,
40], za$ ufosforylowana nukleolina ma zdolno$¢ redukcji soli srebra. Niektorzy
autorzy w mechanizmie wysrebrzania podkreslajg role reakcji redoks [27,45]. Zgod-
nie z tym pogladem, w $rodowisku kwasnym (zwigzanym z obecnoscig grupy -SH
cysteiny) wodor po oddysocjowaniu elektronu staje sie reduktorem [45].

Rys. 9. Schemat hipotetycznego mechanizmu barwienia srebrem regionéw NOR, dekondensacja wtoékna
chromatynowego wigze sie ze zmiang lokalizacjii histonu H-I i nukleoliny (N), natomiast aktywacja
transkrypcji z przemieszczeniem histonéw H2 - H4, Polimerazy | (Pol. 1) i czynnikéw transkrypcyjnych,
aktywacja transkrypcji rDNA nastepuje w wyniku fosforylacji nukleoliny N/P, ktéra wigze srebro,

CK Il - kinaza kazeinowa Il
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Tabela 3. Czynniki wptywajace na reakcje srebrzenia

Barwienie Ag NOR
wzmochienie ostabienie
reakcji reakcji

Czynniki tkankowe
1. Materiat do badan

- rodzaj materiatu do badania biopsja, duze otorbione guzy,
cytologia materiat autopsyjny
- przechowywanie materiatu chtodzenie temperatura pokojowa
- miejscowe czynniki tkankowe probki witokna retikularne melanosomy
(argyrofilia niespecyficzna) tkanki martwicze

Czynniki metodyczne

2.Utrwalanie

- utrwalacz alkohol, utrwala  metale ciezkie (np.utrwalacze
-cze bazujgce na rteciowe)
alkoholu (Carnoy)

- poczatek utrwalania bezposrednio po pewnym czasie
po pobraniu
- czas <12 godz. <12 godz

3. Przygotowanie, barwienie
- grubos¢ skrawka <5 pm nieostre granice
depozytow srebra

- postfiksacja preinkubacja
w srebrze

- barwienie srebrem czas srebrzenia, - brudne naczynia
temp. otoczenia - przestarzate odczynniki
>25°C

4. Metody oceny

-jakosciowa zmienna grubos¢ ,postrzepione” AQNOR
skrawka rozluznienie AQNOR

- iloSciowa

6.2.1 Przygotowanie roztworéw do wysrebrzania

1) roztwdér A: 2% zelatyna w 1% kwasie mréwkowym,
2) roztwor B: 50% azotan srebra,
3) 5% tiosiarczan sodu.

6.2.2 Procedura

* tkanke utrwali¢ (do 0,5 mm ) w 1,6% aldehydzie glutarowym w buforze
fosforanowym, pH 7,2 (10 min w 4°C),

*  pluka¢ w buforze fosforanowym, pH 7,2 (4 x 1 min),
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* nawodni¢ w malejacych stezeniach alkoholu etylowego,
* ptukaé¢ w wodzie destylowanej,

*  barwi¢ probki w cieplarce (temperatura 37°C), w komorze wilgotnej przez
10-30 min w roztworze o skiadzie: 1 objeto$¢ roztworu A i 2 objetosci
roztworu B; Uwaga: roztwory A i B przygotowywac przed wykonaniem
reakcji wysrebrzania, miesza¢ bezposrednio przed barwieniem,

*  ptukaé materiat w wielu zmianach wody destylowanej (przynajmniej szescio-
krotnie),

*  zanurzy¢ prébki w 5% roztworze tiosiarczanu sodu (10 min),

*  ptukaé w wielu zmianach wody destylowanej,

* odwadnia¢ w szeregu alkoholowym, zatapia¢ w Eponie.

6.2.3. Analiza iloSciowa argyrofilii

W diagnostyce nowotwordw ilo$¢ biatek argyrofilnych mierzona jest roznymi
parametrami: liczbg depozytéw srebra, ich powierzchnig, czy wreszcie wskaznikiem
zawartosci AgNOR (ang. AgNOR content) badz tez indeksami AgNOR [20, 54,
66]. Wyniki analiz korelacji miedzy powyzszymi wskaznikami a stopniem histo-
logicznego zréznicowania nowotwordéw, ich zdolnoscig do przerzutdw i prognoza
sg niejednoznaczne i stanowig przedmiot dyskusji do chwili obecnej [14, 18, 34,
44, 54, 56, 60]. Poniewaz procedure wysrebrzania, chociaz stosunkowo prosta,
moze modyfikowa¢ szereg czynnikéw (tab. 3), podejmowane sg liczne proby stan-
daryzacji metody [2, 18, 20, 23, 44, 55]. Podczas pierwszych miedzynarodowych
warsztatow ,,AgNORy w onkologii” (Berlin 1993), pod auspicjami Europejskiego
Towarzystwa Patologéw powotano Committee on AQNOR Quantitation. Owocem
pracy Komitetu jest przewodnik, podejmujacy probe standaryzacji metod argyrofilii,
okre$lajacy przy wykorzystaniu metody Plotona doktadng procedure srebrzenia ma-
teriatu cytologicznego, skrawkéw mrozonych oraz histologicznych, utrwalanych
w alkoholu lub innych utrwalaczach na nim bazujacych [2]. Dla oceny liczby in-
terfazalnych AgNOROw zaproponowano (na poziomie mikroskopu $wietlnego) li-
czenie pojedynczych AgNORG6w (przy powiekszeniu 500) badZz komputerowg analize
obrazowa, pozwalajgcg precyzyjnie i powtarzalnie okresli¢ powierzchnie AQNOROw
w jadrze. W celu wyréwnania réznic barwliwosci w zaleznosci od rodzaju i sposobu
przygotowania materiatu, jak réwniez réznic w rozdzielczosci réznych systemow
analizy obrazu, powierzchnia AGNOR powinna by¢ odnoszona do wewnetrznego
standardu np. limfocytéw [20, 55].

W obrazach ME depozyty srebra widoczne sg zawsze w obrebie tych samych
struktur jadra i jagderka. W nukleoplazmie wyrazne depozyty odnajdujemy w ziar-
nisto$ciach interchromatynowych, natomiast w jaderku wysrebrzaniu ulegaja: gesty
sktadnik wioknisty (DFC) oraz centrum widkniste (FC). Komputerowa analiza obrazu
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Rys. 10. Jaderko komorki watrobowej z uwidocznionymi biatkami AGNOR pokrywajacymi pola gestego
sktadnika wioknistego oraz odpowiadajacy mu schemat komputerowy dla wyliczenia wspétczynnika
udziatu argyrofilii: Ag - depozyty srebra, Nu - jaderko (pow. 54000 razy)

umozliwia precyzyjny pomiar i wyliczenie wspétczynnika udziatu argyrofilii. Ob-
liczajac powierzchnie przekrojow jaderek (Snu)jak rowniez powierzchnie zajmowane
przez depozyty srebra(SAg), ze wzoru

u= SAYSnu

mozna wyliczy¢ wspotczynnik udziatu argyrofilii U (rys. 10). Metoda srebrowa
stanowi cenne uzupetnienie technik pozwalajacych uwidaczniaé i ocenia¢ aktywnos$é
transkrypcyjna komérek.

7. UWAGI KONCOWE

W badaniach ultrastrukturalnych jadra komdrkowego stoimy zawsze przed dy-
lematem wyboru metody, ktéra w danych warunkach doswiadczalnych bytaby do-
statecznie czuta i swoista. Nie mniej istotny jest wybdr odpowiedniego znacznika,
ktory umozliwiatby uwidocznienie ekspresji genéw. W tym konteks$cie zwrocono
uwage na szereg metod, z ktérych kazda niesie korzysci, ale i ograniczenia, np.
autoradiografia wysokorozdzielcza z uzyciem trytowanej urydyny umozliwia wy-
krycie miejsc transkrypcji. Nastepowa inkubacja w obecnos$ci zimnej urydyny po-
zwala $ledzi¢ przemieszczanie radioaktywnych czasteczek. Istotnym ograniczeniem
tej metody jest niska zdolnos$¢ rozdzielcza. Z kolei zastosowanie metod czeSciowego
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lub catkowitego rozproszenia chromatyny utatwia uwidocznienie relacji DNA i
struktur RNP oraz ocene morfologii komplekséw transkrypcyjnych na poziomie
molekularnym. Niestety, badanie matych jader o niewielkiej aktywnosci transkry-
pcyjnej tymi metodami jest technicznie trudne. Ocenie morfologicznych wyklad-
nikow aktywnosci transkrypcyjnej stuza techniki ultracytochemiczne: srebrzenie
AgNORGw i metoda cAu-RNaza. Pierwsza wykrywa wielofunkcyjne biatka Ag-
NOR, zaangazowane w proces dekondensacji i transkrypcji, druga pozwala wykry¢
powstate de novo czasteczki RNA na powierzchni skrawka. Reasumujac, mimo
pewnych ograniczen metodycznych, przedstawione techniki wiaSciwie dobrane i
stosowane réwnolegle, dostarczaja komplementarnych informacji dotyczacych stru-
ktury i funkcji jadra komorkowego.
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FUNKCJONALNA ORGANIZACJA OSLONKI
JADROWEJ

FUNCTIONAL ORGANIZATION OF THE NUCLEAR ENVELOPE

JACEK GODULA

Zaktad Zoologii Systematycznej i Zoogeografii, Instytut Zoologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakow

Streszczenie'. Ostonka jadrowa stanowi dynamiczng i asymetryczng bariere, oddzielajgcg genom komar-
ki od pozostatych jej skladnikéw. Tworzg jg dwie btony, rozdzielone przestrzenig woko6tjadrowa, oraz
struktury bedace cze$cig macierzy jadrowej: blaszka jadrowa i jadrowe kompleksy porowe. Blony
ostonki w wielu miejscach tacza sie ze soba, tworzac otwory, zwane porami jadrowymi. Blaszka jadrowa
sktada sie z sieci filamentéw posrednich zbudowanych z lamin jadrowych. Petni ona role podpory dla
bton ostonki, jest odpowiedzialna za organizacje chromosoméw interfazowych, uczestniczy w proce-
sach replikacji i transkrypcji DNA oraz stanowi miejsce zakotwiczenia filamentéw cytoszkieletu.
Jadrowe kompleksy porowe osadzone w porach ostonki jadrowej, sg ztozonymi kompleksami biatek,
zwanych nukleoporynami. Poprzez zlokalizowane w nich kanaly odbywa sig¢ transport jonéw (dyfuzja
bierna) oraz biatek i innych zwigzkéw wysokoczasteczkowych (transport aktywny). Podczas podziatu
jadra komdérkowego btony ostonki jadrowej rozpadaja sie na liczne pecherzyki, ktére ulegaja rozprosze-
niu w cytosolu. Réwnocze$nie nastepuje dezintegracja blaszki jadrowej oraz demontaz jadrowych
komplekséw porowych. Odbudowa ostonki jadrowej jest w zasadzie procesem odwrotnym do procesu
jej rozpadu.

Stowa kluczowe: ostonka jadrowa, blaszkajgdrowa, laminy, jadrowe kompleksy porowe, nukleoporyny.

Summary’The nuclear envelope is adynamic and asymmetrical barrier separating the genome from other
constituents of the cell. It consists of two membranes with the perinuclear space inbetween, as well as of
structures belonging to the nuclear matrix: nuclear lamina and nuclear pore complexes. At many sites
the membranes fuse to form openings called nuclear pores. The nuclear lamina is a meshwork of
intermediate filaments built of nuclear lamins. It supports the membranes, is responsible for the
organization of interphase chromosomes, participates in DNA replication and transcription and is an
anchorage site for cytoplasmic intermediate filaments. The nuclear pore complexes located in the pores
of the nuclear envelope are highly organized sets of proteins called nucleoporins. They form channels
serving for transport of ions (passive diffusion) as well as proteins and other macromolecular compounds
(active transport). During cell division, the membranes of the nuclear envelope undergo fragmentation
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into numerous vesicles dispersed in the cytosol and this process is accompanied by disintegration of the
nuclear lamina and nuclear pore complexes. The reconstitution of the nuclear envelope after cell division
is a reverse process.

Key words: nuclear envelope, nuclear lamina, lamins, nuclear pore complex, nucleoporins.

Powstanie ostonki jadrowej w toku ewolucji komoérki pozwolito na oddzielenie
od siebie dwdch tworzacych jg przedziatdbw: nukleoplazmy, z zawartym w niej
genomem, i cytoplazmy, w ktérej przebiegaja gtéwne procesy metaboliczne oraz
zlokalizowane sg dynamiczne elementy cytoszkieletu. Dzieki istotnym roznicom,
jakie istniejg miedzy obu przedziatami, ostonka jgdrowa jest strukturg asymetryczng
zarbwno w sensie strukturalnym, jak i funkcjonalnym. Asymetria strukturalna jest
zwigzana z:

1) réznicami w skladzie enzymatycznym miedzy obu btonami ostonki,

2) obecnoscig rybosomoéw wylgcznie na btonie zewnetrznej,

3) wystepowaniem w btonie wewnetrznej specyficznych biatek integralnych wig-
zacych ja z laminami blaszki jadrowej.

O asymetrii funkcjonalnej ostonki $wiadczy natomiast jej rola jako selektywnej
bariery, przez ktérg, z jadra do cytoplazmy, transportowane sg rozmaite klasy RNA
oraz podjednostki rybosomowe, natomiast z cytoplazmy do jadra przenoszone sg
biatka i niektére rybonukleoproteiny (np. snRNP).

Zgodnie z powszechnie przyjetg koncepcjg [30, 135] ostonke jgdrowg w jadrach
interfazowych tworza:

(1) dwie blony biegnace mniej wiecej réwnolegle do siebie: przylegajaca do
nukleoplazmy bltona jadrowa wewnetrzna oraz kontaktujgca sie bezpos$rednio z cy-
toplazma, btona jadrowa zewnetrzna;

(2) wystepujaca miedzy nimi przestrzen okotojgdrowa (perynukleama) szero-
kosci ok. 40 nm;

(3) pory jadrowe, w ktorych osadzone sg jadrowe kompleksy porowe;

(4) blaszka jadrowa - cienka wibknista warstwa, zbudowana z biatek zwanych
laminami jadrowymi, przylegajgca od strony nukleoplazmy do wewnetrznej btony
jadrowej. Blaszka jgdrowa wraz ze zwigzanymi z nig strukturalnie jadrowymi kom-
pleksami porowymi jest réwnocze$nie czescia macierzy jadrowej [17, 93].

Wspotczesnie, btony ostonki jadrowej uwazane sg za wyspecjalizowang czesé
systemu bton szorstkiej siateczki srédplazmatycznej. Wskazuje na to, obserwowany
czesto, bezposredni kontakt bton cystern siateczki z zewnetrzng btong jadrowa,
a takze morfologiczne, biochemiczne i funcjonalne podobienstwo miedzy tymi bto-
nami (obecnos¢ rybosomdw i niektérych enzymoéw, np. glukozo-6-fosfatazy, cy-
tochromu P450, cytochromu b5, 5’-nukleotydazy). Btonajgdrowa wewnetrzna rozni
sie w istotny sposéb od btony zewnetrznej. Wynika to gtéwnie ze zwigzku, jaki
tworzy ona z blaszka jadrowa. W komdrkach wyzszych Eukaryota, stwierdzono
w niej szereg specyficznych biatek integralnych [45], do ktorych nalezg m.in. biatka
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LAP [34, 38, 78, 132, 133] i otefina [98] (patrz podrozdz. ,Blaszka jadrowa”).
Badania in vitro sugerujg, ze biatka te wigza sie bezposrednio z laminami blaszki
jadrowej [34, 133], a niektére z nich réwniez z chromatyng [34, 137].

JADROWE KOMPLEKSY POROWE (JKP)

W wielu miejscach, btony ostonki jadrowej tacza sie ze sobg, w wyniku czego
powstajg okragte otwory, o Srednicy 120-150 nm, zwane porami jadrowymi. W
ich obrebie osadzone sg kompleksy biatkowe o niezwykle ztozonej strukturze zwane
jadrowymi kompleksami porowymi [6, 7, 49, 101, 102, 60, 61]. Fragmenty bion
ostonki jadrowej, bezposrednio otaczajace pory, tworzg wyspecjalizowane, odmienne
strukturalnie i biochemicznie, domeny. U wyzszych Eukaryotci stwierdzono w ich
obrebie obecno$¢ dwoch specyficznych biatek transbtonowych: gp 210 [46, 134]
i POM 121 [56]. Biafka te, jak przypuszcza sie, stuzg do zakotwiczenia JKP w
btonie ostonki jadrowej, a ponadto uczestnicza w procesie inicjacji (ang. nucleation)
montazu JKP [46,134]. Liczba JKP w jadrze komdrkowym oraz ich zageszczenie
na jednostke powierzchni ostonki jadrowej zalezg od typu komorki, jej wieku i
aktywnosci metabolicznej. W komoérkach somatycznych, np. w hepatocytach myszy,
catkowita liczba JKP w jadrze komoérkowym wynosi od 3000 do 7000, natomiast
w komoérkach o wysokim metabolizmie, takich jak oocyty X. laevis, moze dochodzi¢
do 40 milionow. Liczba JKP przypadajgca na 1 (im* powierzchni ostonki jagdrowej
w komorkach o niskim metabolizmie (np. limfocyty cztowieka, erytrocyty X. laevis)
wynosi od 3 do 4; w komdrkach bardziej aktywnych, takich jak oocyty ptazow,
50-60, podczas gdy u orzeskéw okoto 100 (Didinium nasutnm), a nawet 140 (Nassula
sp.) [111].

Kazdy JKP (rys. 1i 2) stanowi niezwykle ztozong strukture biatkowg o masie
(w przypadku komorek kregowcow) rdwnej okoto 125 MDa(tj. 125x106 Da) [112].
W przyblizeniu jest to struktura cylindryczna o oktagonalnym ksztalcie [60, 61,
69, 103, 112], $rednicy ok. 124 nm i wysokosci ok. 70 nm (wartosci te odnoszg
sie do JKP w jadrach oocytéw X. laevis [103]). W komérkach drozdzy JKP sg
nieco mniejsze: ich $rednica wynosi ok. 100 nm, natomiast masa réwna sie ok.
66 MDa [113]. JKP skiadajg sie z trzech oktagonalnych pierscieni [60, 102, 103]:

1) kompleksu szprych (ang. spoke complex), okreslanego tezjako zrgh podstawowy
(ang. basic framework), ztozonego z 8 szprych otaczajacych kanat centralny, w
ktorym czesto widoczna jest struktura, zwana kompleksem kanatu centralnego;

2) pierscienia cytoplazmatycznego (ang. cytoplasmic ring), o $rednicy 110 nm,
lezacego w plaszczyznie btony jadrowej wewnetrznej i przylegajacego do kompleksu
szprych od strony cytoplazmy oraz
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Rys. 1. Model przestrzenny jadrowego kompleksu porowego (przekréj podtuzny), czarnymi krazkami

zaznaczono lokalizacje zidentyfikowanych dotad nukleoporyn, BJW - btona jadrowa wewnetrzna, BJZ

- blonajadrowa zewnetrzna, FC - filament cytoplazmatyczny, FJ - filamentjadrowy, K- ,,koszyk”, PC

- pierscien cytoplazmatyczny, PJ - pierscien jadrowy, P - podjednostka szprychy zlokalizowana we

wnetrzu przestrzeni okotojadrowej; PT - pierscien terminalny; S- szprycha; kompleks kanatu centralnego

oraz kanaly peryferyczne zaznaczono odpowiednio: linig przerywang i gwiazdkami (wg Bastos i wsp.
[11] nieco zmienione)

3) pierscienia jgdrowego (ang. nuclear ring), o $rednicy 90-100 nm, zlokali-
zowanego w ptaszczyznie biony jadrowej wewnetrznej i przylegajacego do kom-
pleksu szprych od strony nukleoplazmy.

Wedtug modelu zaproponowanego przez Hinshaw [60,61 ] (rys. 2), kazda szprycha
zrebu podstawowego sktada sie z czterech podjednostek, z ktérych jedna, zwana
podjednostkg wnetrza przestrzeni okotojgdrowej (ang. lumenal subunit) (rys. 1 i
2), wnika do przestrzeni okotojgdrowej i stuzy do zakotwiczenia JKP w blonie
ostonki jagdrowej. W rezultacie, miedzy dwoma sgsiednimi szprychami i btong ostonki
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Rys. 2. Model przestrzenny kompleksu szprych JKP
widziany z géry: P - podjednostka szprychy zlokali-
zowana we wnetrzu przestrzeni okotojadrowej, S -
szprycha; kanat centralny i kompleks kanatu central-
nego zaznaczono odpowiednio: gwiazdka i linig
przerywana; strzatka wskazuje jeden z kanaléw
peryferycznych; (wg Hinshaw [60] nieco zmienione)

tworzy sie niewielki kanat o S$rednicy okoto 10 nm. W sumie, w obrebie JKP
powstaje osiem takich kanatéw, zwanych peryferycznymi (rys. 1i 2), ktére, zdaniem
Hinshaw [60,61] moga reprezentowac miejsca biernej dyfuzji jonéw i matych cza-
steczek o $rednicy ponizej 10 nm. Kanaty te, jak sugerujg inni autorzy [120, 130],
prawdopodobnie utatwiajg réwniez import z cytoplazmy biatek tworzacych we-
wnetrzng btone jadrowg. Odmienny poglad na temat lokalizacji tych kanatow wy-
razajg Akey i Rademacher [7]; ich zdaniem, sg one usytuowane miedzy dwoma
sgsiednimi szprychami a kompleksem kanatu centralnego.

Charakterystyczng cechg zardwno pierscienia cytoplazmatycznego, jak i jadro-
wego sg zakotwiczone w nich delikatne filamenty [49, 50, 69, 103]. Z pierscienia
cytoplazmatycznego wyrasta w gigb cytoplazmy 8 filamentéw, diugosci ok. 100
nm, ktére moga kurczy¢ sie przyjmujac ksztatt pateczek. Podobny system 8 fi-
lamentow o dlugosci 50-100 nm, wyrasta réwniez z pierscienia jagdrowego. Jednakze
w przeciwienstwie do filamentow pierscienia cytoplazmatycznego, ktérych konice
dystalne tkwig wolno w cytosolu, konce filamentéw jadrowych lgczg sie w nu-
kleoplazmie z tzw. z pierécieniem terminalnym, o $rednicy 30-50 nm, tworzac
charakterystyczny ,,koszyk” [49, 69] (rys. 1). Budowa molekularna filamentow JKP
nie jest do tej pory w petlni wyjasniona. Dzieki zastosowaniu metod immunolo-
gicznych zidentyfikowano w nich szereg biatek [11,71, 105, 127, 131], ktore zostang
szerzej omoéwione w podrozdziale ,,Nukleoporyny”. Niewiele réwniez wiadomo
na temat roli tych filamentéw w funkcjonowaniu JKP. Szereg faktow wskazuje,
iz s one zwigzane z transportem biatek do jadra i prawdopodobnie zawieraja
miejsca akceptorowe (ang. docking sites) z ktorymi biatka te wigzg sie, zanim
nastgpi ich translokacja do wnetrza jadra [10, 104] (patrz podrozdziat , Transport
przez JKP”). Zaktada sie, iz analogiczng funkcje petnig filamenty jadrowe podczas
eksportu materiatu z jadra do cytoplazmy [82].
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We wnetrzu kanatu centralnego JKP obserwuje sie czesto strukture, zwang kom-
pleksem kanatu centralnego (ang. central canal complex), zatyczka centralng (ang.
central plug) lub transporterem (rys. 1). Struktura ta przyjmuje rozmaitg postaé
w zaleznosci od zastosowanej techniki badawczej. Opinie na temat budowy, fun-
kcjonowania, a takze rzeczywistego istnienia tych komplekséw nie sg zgodne. Zda-
niem Pante i Aebi [100] kompleks kanatu centralnego moze dziata¢ jak zatyczka,
ktora jest wciggana (w celu zamkniecia kanatu) lub wysuwana z niego w stopriu
umozliwiajgcym przejscie okreslonej czasteczki biatka. Wedtug innych autorcw
[42,69], czesto obserwowany brak tego kompleksu, a takze jego zmienna morfologa,
sugeruja, iz prawdopodobnie reprezentuje on materiat biatkowy w trakcie transportu
przez JKP, a nie integralny skiadnik JKP. Z kolei badania Akeya [5] oraz Ake/a
i Radermachera [7] wskazujg, iz kompleks centralny jest statym sktadnikiem JKP,
ktéry przyjmuje szereg rozmaitych konfiguracji w czasie transportu biatek przez
kanat centralny.

NUKLEOPORYNY

W skfad JKP wchodzi ok. 100 r6znych polipeptydéw, zwanych nukleoporynani
(NUP) [10, 11, 32, 102, 114, 124a], z ktdrych czes¢ zostata zidentyfikowana a
ich epitopy zlokalizowane w okreslonych strukturach JKP [11, 103] (rys. 1). Nu-
kleoporyny wystepujace u kregowcéw mozna podzielié na dwie grupy: jedna z
nich tworzy rodzina glikoprotein, o masie czasteczkowej od 45 do 230 kDa, za-
wierajacych N-acetyloglukozamine potgczong z biatkiem wigzaniem O-glikozyco-
wym [11, 63, 103]; do tego typu nukleoporyn nalezg: p62, CAN/NUP214, NUP
153, POM 121. Drugg grupe nukleoporyn reprezentujg glikoproteiny nie zawierajgce
N-acetyloglukozaminy. W licznych eksperymentach in vitro wykazano, ze biatko
p62 ma zasadnicze znaczenie dla formowania sie i funkcji JKP [25, 33, 103] i
najprawdopodobniej jest zwigzane z kompleksem centralnym JKP [54]. Drugm
waznym biatkiem jest CAN/NUP 214. Biatko to wystepuje w filamentach cy o-
plazmatycznych JKP i przypuszczalnie petni role czynnika rozpoznajagcego kon-
pleksy biatko kariofilne-NLS-receptor przed ich translokacjg do wnetrza jadra [ 2,
42] (patrz podrozdziat , Transport przez JKP”). Ostatnio wykazano [12], Ze z
CAN/NUP 214 zwigzana jest inna nukleoporyna, NUP 84, ktéra prawdopodobue
wigze CAN/NUP214 z cytoplazma otaczajacg JKP. Biatko NUP 153 jest jed>ng
nukleoporyng stwierdzong dotad w , koszyku” JKP [24, 124]. Wystepuje ono naj-
prawdopodobniej w pierscieniu terminalnym icharakteryzuje sie obecnoscig czterech
palcow cynkowych (ang. zincfingers), ktore, jak wykazaty badania w warunkich
in vitro, zdolne sa do wigzania DNA. W zwiazku z tym, przypuszcza sie, iz biako
to moze uczestniczy¢ w organizacji chromatyny sasiadujgcej z JKP [11]. Wysuwene
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sq réwniez sugestie, ze NUP 153 petni funkcje stabilizujgca strukture "koszyka"
[69, 105].

Do nukleoporyn nie zawierajgcych N-acetyloglukozaminy nalezg: Tpr/p265 (Tpr,
ang. Translocated promoter region), NUP180, NUP107, NUP 155, gp210 i odkryta
ostatnio NUP84. Dwa pierwsze biatka, o niewyjasnionej dotad funkcji, sg sktadnikami
filamentéw cytoplazmatycznych JKP. Wilken i wsp. [131] sugeruja, ze NUP 180
jest odpowiedzialna za tworzenie tgcznikéw [22] miedzy cytoplazmatycznymi fi-
lamentami JKP a filamentami posrednimi cytoszkieletu, natomiast zdaniem Byrd
i wsp. [21], biatko to prawdopodobnie tworzy rdzen filamentéw cytoplazmatycznych
JKP. Nukleoporyna gp210 [46, 134] i wspomniana wyzej POM121 [56] naleza
do glikoprotein transbtonowych zlokalizowanych w btonie jgdrowej otaczajgcej JKP.
Biatka te, jak sie przypuszcza, stuzg do zakotwiczenia JKP w ostonce jadrowej,
a takze uczestnicza w inicjowaniu formowania JKP [46, 134].

Przed przystgpieniem komorki do podziatu liczba JKP przypadajgca na jednostke
powierzchni ostonki jadrowej prawie nie ulega zmianie, mimo ze powierzchnia
ta powieksza sie niemal dwukrotnie. Fakt ten wskazuje, iz JKP muszg tworzy¢
sie de novo [80]; mechanizm tego procesu nie zostat jednakze dotad wyjasniony.
Niewiele informacji istnieje rowniez na temat biosyntezy nukleoporyn. Wiadomo
m.in., ze glikozylacja tych biatek odbywa sie w cytosolu, gdzie stwierdzono obecnos¢
transferazy N-acetyloglukozaminowej [57] oraz ze gp 210 (a prawdopodobnie takze
inne nukleoporyny) sa syntetyzowane na polirybosomach siateczki srodplazmaty-
cznej i zewnetrznej blony jadrowej. Utworzone biatka, drogg dyfuzji bocznej prze-
mieszczajg sie do miejsc, gdzie odbywa sie montaz JKP [11].

TRANSPORT PRZEZ JKP

Ostonka jadrowa stanowi bariere zapewniajgca selektywnga, dwukierunkowg wy-
miane substancji miedzy wnetrzem jadra a cytoplazma. Wymiana ta odbywa sie
gtéwnie przez JKR (w drodze transportu biernego lub aktywnego) i zapewnia utrzy-
manie statej tgcznosci miedzy tymi dwoma przedziatami komérki [32, 67, 79, 91,
100, 103, 114]. Transport jonéw, nukleotyddw i biatek o niewielkiej masie, odbywa
sie w sposdb nieselektywny w drodze dyfuzji biernej przez osiem kanatéw zlo-
kalizowanych w obrebie JKP [60, 61] (patrz podrozdziat ,,Jadrowe kompleksy po-
rowe”). Do transportu czastek o wiekszej masie i $rednicy nie przekraczajacej 26
nm, np. podjednostek rybosomowych, czasteczek RNP, polimeraz DNA i RNA,
lamin [4], stuzy kanat centralny JKP, ktérego maksymalna $rednica wynosi okoto
26 nm. Transport przez ten kanat ma charakter aktywny i wymaga dostarczenia
energii, a takze obecnosci réznego typu czynnikow cytosolowych [36, 42, 64, 84].
Obecnie wiadomo, ze tzw. biatka kariofilne (biatka transportowane z cytoplazmy
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do jadra) zaopatrzone sg w krétkie sekwencje aminokwasowe, zwane sekwencjami
(lub sygnatami) lokalizacji jadrowej (NLS, ang. nuclear localization sequences lub
signals), ktére umozliwiajg dotarcie do JKP, a nastepnie wnikniecie do jadra ko-
maérkowego [29, 39, 119]. Sekwencje te, bogate w aminokwasy zasadowe (lizyna,
arginina), zlokalizowane sg zwykle na powierzchni biatek kariofilnych, dzieki czemu
sg tatwo rozpoznawane przez receptory cytosolu. Przyktadem biatek kariofilnych
sg nukleoplazmina i laminy jgdrowe.

Przypuszczalny mechanizm transportu biatek z cytoplazmy do jadra ztozony
jest wg Pante i Aebi [103] z Kkilku etapéw:

(1) zwigzanie biatka kariofilnego (przez NLS) z okre$lonym receptorem cyto-
solowym [2] (do receptoréw takich naleza np.: biatko p54/p56 [2] i przypuszczalnie
importyna wyizolowana z jaj X. laevis [53]); interakcja biatka kariofilnego z re-
ceptorem zwykle jest stabilizowana przez czynniki cytosolowe, do ktérych nalezy
np. biatko hsc 70 [66, 118];

(2) asocjacja powstatego kompleksu biatko kariofilne-NLS-receptor z peryfe-
ryjnymi elementami JKP (pierscieniem cytoplazmatycznym lub filamentami cyto-
plazmatycznymi [1, 42, 122]; przypuszcza sig, ze role miejsca zakotwiczajgcego
{docking site) transportowane biatko na filamentach cytoplazmatycznych peni
CAN/NUP214 [12];

(3) zwigzanie transportowanego kompleksu biatkowego z kompleksem cen-
tralnym JKP; prawdopodobnie w procesie tym istotng role odgrywa nukleoporyna
p62 (rys. 1);

(4) zamkniecie kanatu centralnego i wymagajacy energii proces translokacji kom-
pleksu biatkowego do wnetrza jadra [85,89];

(5) uwolnienie receptora i jego recyklizacja (powr6t do cytoplazmy) [2].

Kwestig niewyjasniong do korica jest pochodzenie energii zuzywanej w aktyw-
nym transporcie bialek do wnetrza jadra. Powszechnie akceptowany jest poglad,
ze translokacja biatka przez kanat centralny jest zalezna od hydrolizy ATP (obecnos$¢
tego kwasu zostata stwierdzona na nukleoplazmatycznej powierzchni ostonki ja-
drowej [128]). Tymczasem badania Melchior i wsp. [85] oraz Moore i Blobel
[89] dowiodty, ze w procesie tym jest wykorzystywany réwniez GTP. Udziat tego
zwigzku jako Zrdda energii potwierdzony zostat rowniez przez Pruschy [110], ktory
wykazat, ze w warunkach in vitro transport kalmoduliny do jadra nie wymaga
hydrolizy ATP.

Mechanizm transportu kwasow rybonukleinowych zjadra do cytoplazmy (zwykle
w postaci czasteczek RNP [31, 67]) jest generalnie podobny do mechanizmu importu
substancji z cytoplazmy. Wymaga on rowniez obecnosci sekwencji sygnatowych,
receptoréw i zrdédta energii [13, 26, 30, 68]. Badania nad transportem mRNA wy-
kazaty, ze:

- jest on zalezny od ATP [4];
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- sekwencjg sygnatowg jest najczesciej odcinek poli(A) zlokalizowany na koncu
3’ tancucha polinukleotydowego;

- koniec 57 jest z reguty tym koncem, ktéry pierwszy nawigzuje kontakt z JKP
[4, 82].

Transport tRNA nie wymaga obecnosci ATP; sekwencje sygnatowe zlokali-
zowane sg w tym zwigzku w petlach D i T; ponadto wykazano, ze jezeli G57
w petli D zostanie zastgpiony przez inng zasade, szybko$¢ transportu tego kwasu
maleje 20-krotnie [4].

Transport 5S rRNA zalezny jest od jego interakcji z czynnikiem transkrypcyjnym
TFIHIA lub z biatkiem rybosomowym L5 [55]. W przypadku, gdy biatka te ulegng
mutacji, ktdra uniemozliwia wigzanie sie ich z RNA, nastepuje zablokowanie trans-
portu kwasu do cytoplazmy. W czasteczkach snRNP, importowanych przez jadro
z cytoplazmy, sekwencje sygnatowe, jak wykazano, zlokalizowane sag w SNnRNA,
np. w U2snRNA, tworzy ja sekwencja AUNG (n = ok. 6) [4].

BLASZKA JADROWA

Blaszka jgdrowa jest istotnym elementem struktury jagdra komdrkowego odpo-
wiedzialnym za utrzymanie jego wilasciwej organizacji przestrzennej i prawidtowe
funkcjonowanie w cyklu komérkowym. W okresie interfazy blaszka jgdrowa petni
szereg waznych funkcji:

1. Stanowi podpore dla bton ostonki jadrowej [41,95,96] wptywajac rownoczesnie
na ksztalt jadra.

2. Stanowi miejsce przyczepu dla petli chromatynowych, przez co peini wazng
role w organizacji chromosomoéw interfazowych [19, 41, 44, 47, 48, 62, 95, 99,
125, 138].

3. Jest odpowiedzialna za wtasciwa organizacje JKP iich zakotwiczenie w btonach
ostonki jadrowej [3, 49].

4. Odgrywa role w procesach replikacji i transkrypcji DNA [65, 83, 87, 92];
badania nad laminami X. laevis wykazaty, ze jadra komorkowe pozbawione blaszki
jadrowej sg niezdolne do zainicjowania replikacji [83].

5. Stanowi miejsce zakotwiczenia filamentéw posrednich [35,40], co zapewnia
bezposredni kontakt jadra z btong komdrkowsa, wpltywa na ksztatt jadra [115] i
umozliwia przekazywanie sygnatéw z cytoplazmy do jego wnetrza [88, 93]; kontakt
miedzy laminami jadra a filamentami posrednimi cytoplazmy odbywa sig, najpra-
wdopodobniej, za posrednictwem JKP [40, 51, 70].

6. Jest Scisle zwigzana z rozpadem i rekonstrukcjg bton ostonki jadrowej podczas
podziatu jadra (patrz podrozdziat ,,Ostonka jagdrowa w czasie podziatu jadra ko-
maérkowego”).
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Blaszke jadrowg tworzy cienka warstwa grubosci od 30 do 100 nm, zbudowana
z sieci filamentéw o $rednicy 10 nm, przylegajgca od strony nukleoplazmy do
btony wewnetrznej ostonki jadrowej [27, 49, 81, 88, 95, 96, 123]. Grubos¢ blaszki
w obrebie jadrajest czesto zr6znicowana, przy czym najbardziej zgrubiate jej odcinki
zlokalizowane sg z reguty w sasiedztwie chromatyny [14]. Gtéwnym skfadnikiem
blaszki jagdrowej sg biatka, zwane laminami jadrowymi, nalezgce do rodziny biatek
filamentéw posrednich [37, 41, 45, 59, 65, 73, 86, 88, 107]. Laminy wystepuja
powszechnie w komdrkach eukariotycznych; oprocz kregowcéw stwierdzono je
m.in. w komérkach bruzdnic, drozdzy, roslin wyzszych [90]. W blaszce jadrowej
komorek kregowcow wyr6zniono laminy A, Bl, B2, B3 i C. Laminy Bl i B2
wystepuja wytacznie w komdrkach somatycznych, natomiast laminy B3 sg spe-
cyficzne dla plemnikdw.

Blaszka jadrowa jest Scisle zespolona z btong wewnetrzng ostonki jadrowej.
Za integracje obu tych struktur odpowiedzialne sg specyficzne biatka zlokalizowane
w wewnetrznej btonie jadrowej [8, 9, 34, 117, 132]. Do biatek tych, okreslanych
jako LAP (ang. lamin-associated proteins), nalezag m.in.: p55 [117], p58, zwane
tez LBR (ang. Lamin B Receptor) [8, 9, 132, 133, 136] oraz LAP 1A, 1B, 1C
i LAP2 [34]. Badania w warunkach in vitro wykazaty, ze N-terminalna domena
biatka p58 taczy sie z laming B, a takze z DNA, co wskazuje, ze biatko to wnika
w gigb nukleoplazmy [136].

Blaszka jadrowa jest strukturg dynamiczna. Swiadczy o tym nie tylko jej aktywny
udziat w procesie podziatu jadra komdrkowego (patrz podrozdziat ,,Ostonka jadrowa
w czasie podziatu jgdra komorkowego™), ale takze mobilno$¢ budujacych jg lamin
w czasie interfazy. Jak wykazano, laminy tworza na terenie nukleoplazmy niewielkie
skupienia (ang.foci) [77, 87, 116], ktére wystepuja najliczniej we wczesnej fazie
G] oraz w Srodkowej czeSci fazy S [18, 52, 87]. W fazie Gj skupienia te zawierajg
laminy A i C i najprawdopodobniej sg zaangazowane w reorganizacje chromatyny
[18, 52], natomiast w fazie S tworzg je gtéwnie laminy B zwigzane z replikacjg
DNA [87, 88]. Udziat lamin B w procesie replikacji potwierdza fakt wigzania
sie tych biatek z tzw. sekwencjami MAR (ang. Matrix-Attached Region) - spe-
cyficznymi sekwencjami nukleotydowymi uwazanymi za miejsca inicjujace repli-
kacje DNA [74, 75].

Wedtug niektdrych autoréw skupienia lamin w nukleoplazmie jader interfazowych
reprezentujg réwniez miejsca, w ktérych prawdopodobnie odbywa sie posttrans-
lacyjna modyfikacja tych biatek, poprzedzajgca wbudowywanie ich w blaszke jg-
drowg [18, 52, 88].
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OSEONKA JADROWA W CZASIE PODZIALU JADRA
KOMORKOWEGO

W stadium profazy, btony ostonki jadrowej w wiekszosci komorek eukarioty-
cznych ulegaja dezintegracji, przeksztatcajgc sie w liczne pecherzyki i niewielkie
cysterny. Struktury te sg morfologicznie nieodréznialne od elementéw siateczki
$rédplazmatycznej, ktora podobnie jak btony ostonki jadrowej ulega w tym okresie
rozpadowi [129]. Dezintegracja bton ostonki jadrowej (a takze cystern siateczki
$rédplazmatycznej) umozliwia przekazanie materiatu tworzgcego te struktury jadrom
i cytoplazmie komérek potomnych [129]. Proces rozpadu bton ostonki zwigzany
jest zdepolimeryzacjg filamentoéw blaszki jadrowej, ktdra zachodzi w wyniku hyper-
fosforylacji tworzacych ja lamin [97]. Za ten ostatni proces odpowiedzialna jest
kinaza biatkowa fazy M, zwana tez MPF (ang. M-phase-promoting factor), bedaca
kluczowym regulatorem cyklu komoérkowego [28, 94, 108]. Depolimeryzacja sktad-
nikéw blaszki jagdrowej pociaga za soba jej dezintegracje oraz demontaz JKP. W
wyniku rozpadu blaszki jadrowej, laminy A i C tracg kontakt z btonami ostonki
i sg uwalniane do cytosolu, natomiast laminy B pozostajg w $cistym zwigzku z
ich fragmentami [19, 43, 72].

Podczas péznej anafazy rozpoczyna sie proces odbudowy ostonki jadrowej; polega
on na wigzaniu sie lamin oraz elementéw siateczki srodplazmatycznej (pecherzykdw
i krétkich cystern) z powierzchnig ulegajacych dekondensacji chromosomow; réw-
noczesnie, w odtwarzajacg sie ostonke wbhudowywane zostajg JKP. Odbudowa blaszki
jadrowej jest procesem odwrotnym do procesu jej rozpadu i polega na defosforylacji
lamin, a nastepnie ich polimeryzacji w sie¢ filamentow [19, 47, 52].

Pomimo iz wiedza na temat mechanizmu rozpadu i rekonstrukcji ostonki jadrowej
znacznie wzbogacita sie w ostatnich latach, niektdre zagadnienia nadal budzg kon-
trowersje ws$rod badaczy. Jednym z takich zagadnien jest kolejno$¢, w jakiej for-
mowane s3g poszczegdlne skiadniki ostonki podczas jej odbudowy. Wyniki
niektdrych badan sugeruja, iz wigzanie si¢ elementéw btoniastych ostonki z po-
wierzchnig chromosomadw, a nastepnie ich fuzja w kompletng ostonke, poprzedzone
jest wigzaniem sie lamin z chromosomami [19, 47, 126]. Zgodnie z modelem za-
proponowanym przez Burke i Gerace [20], w pierwszym etapie, na powierzchni
chromosomow skupiajg sie laminy A i C, anastepnie laminy B (wraz z pozostajacymi
z nimi w kontakcie fragmentami siateczki $rédplazmatycznej). Inne obserwacje
[15,16, 23, 92] z kolei sugeruja, iz rekonstrukcja bton ostonki jadrowej moze za-
chodzi¢ przed rozpoczeciem repolimeryzacji blaszki jadrowej. Wyniki badan prze-
prowadzonych ostatnio przez Yang i wsp. [135] z zastosowaniem mikroskopii
konfokalnej, przemawiaja za pierwszg z koncepcji. Badania ich dowodzg, iz re-
konstrukcja ostonki jagdrowej rozpoczyna sie repolimeryzacjg lamin na powierzchni
chromosomdw, co zapewnia powstanie miejsc wigzacych dla biatek integralnych
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Rys. 3. Model przedstawiajacy zachowanie sie bia-
fek integralnych btony jadrowej wewnetrznej pod-
czas podziatu jadra komoérkowego: A - interfaza;
biatka integralne (BI) zwigzane sg z laminami (L)
blaszki jadrowej i petlami chromatyny (PCH); SS -
siateczka srodplazmatyczna; B - w wyniku dezinte-
gracji ostonki jadrowej, biatka integralne ulegajg
rozproszeniu w btonach siateczki $rodplazmatycz-
nej; C - pozna anafaza; proces odbudowy ostonki
jadrowej; biatka integralne zostaja wyselekcjonowa-
ne i droga dyfuzji, przez system bton siateczki $rod-
plazmatycznej, przemieszczajg sie na powierzchnie
dekondensujacych sie chromosomoéw (CH), gdzie
wigzg sie z laminami oraz chromatyng (wg Yang i
wsp. [135] nieco zmienione)

wchodzacych w skiad btony jadrowej
wewnetrznej (np. LAP1, LAP2,
p58/LBR).

Innym kontrowersyjnym zagadnie-
niem s losy biatek wchodzacych w
sktad bton ostonki jadrowej po ich roz-
padzie w czasie profazy dzielgcego sie
jadra. Wedtug [23, 76] biatka te aku-
mulowane sg wewnatrz rozmaitych sub-
populacji pecherzykow powstajacych w
rezultacie rozpadu bton ostonki. Pod-
czas rekonstrukcji jader potomnych, pe-
cherzyki te wigzag sie z powierzchnia
chromosomow inicjujgc odtworzenie
ostonek jadrowych. Za takim przebie-
giem zdarzen przemawiajg losy dwéch
badanych biatek: gp210ip58/LBR [23].
Biatka te, w wyniku rozpadu ostonki
jadrowej, sg segregowane do dwoch roz-
nych subpopulacji pecherzykéw. Pod-
czas rekonstrukcji ostonki jadrowej pe-
cherzyki te (wraz z zawartymi w nich
biatkami) wigzg sie w réznym czasie
z dekondensujacymi sie chromosoma-
mi: w anafazie, pecherzyki zawierajgce
biatko p58/LBR, natomiast podczas te-
lofazy i cytokinezy pecherzyki, ktére sg
no$nikami biatka p58/LBR. Z kolei, in-
ne dane [15, 135] wskazuja, ze biatka
bton ostonki jagdrowej nie gromadzg sie
w wyodrebnionych grupach pecherzy-
kéw pochodzacych z ich rozpadu, lecz
ulegaja rozproszeniu w blonach siate-
czki Srédplazmatycznej dzielacej sie ko-
morki (rys. 3B). Podczas odbudowy
ostonki, zostajg one wyselekcjonowane
sposrod innych biatek siateczki i prze-
mieszczone drogg dyfuzji do bion sia-
teczki zwigzanych juz z powierzchnig
dekondensujgcych sie chromosomow,
gdzie wigzg sie z laminami lub chro-
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matyng (rys. 3C). Powyzsze fakty sg wyraznym dowodem na to, iz btony ostonki
jadrowej, po ich degradacji w profazie, tracg swojg tozsamos¢ jako wyspecjalizowana
cze$¢ siateczki $rodplazmatycznej.

U wielu nizszych Eukaryota (np. niektdre pierwotniaki i glony), ostonkajagdrowa
podczas podziatu jadra nie ulega rozpadowi (tzw. mitoza zamknieta) [58, 111,
121]. W takim przypadku, po rozdzieleniu chromosomow potomnych, jadro ulega
przewezeniu w plaszczyznie réwnikowej, co w efekcie prowadzi do pekniecia
ostonki jadrowej na dwie czesci, z ktdrych kazda otacza jedno z dwodch jader
potomnych.
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MODELOWANIE DNA W JADRACH LIMFOCYTOW

DNA MODELLING IN THE NUCLEI OF LYMPHOCYTES

BARBARA PLYTYCZ

Zaktad Immunobiologii Ewolucyjnej Instytutu Zoologii UJ, Krakéw

Streszczenie: Limfocyty definiujemy jako komérki majace receptory specyficzne dla antygenéw, kodo-
wane przez ulegajace rearanzacji geny V(D)J. Receptory te sg z reguty heterodimerami zbudowanymi z
tancuchow a/(3 lub y/5 (w receptorach TcR limfocytéw T), badz H/L (w receptorach Ig limfocytéw B).
Kazdy tancuch sktada sie z dwoch lub wiekszej liczby (w fancuchach H) domen. Zewnetrzne domeny
heterodimeréw sa niezwykle zmienne dzieki specyficznemu dla limfocytéw procesowi somatycznej
rekombinacji genéw V-Ji V-D-J. Czeé¢ stata tancucha H receptora Ig kodowanajest przez liczne zespoty
genow (u ssakéw (i, 8, y, e i a), ulegajace rekombinacjom w ontogenezie limfocytéw B, co prowadzi
do zmiany klas immunoglobulin. Limfocyty z receptorami kodowanymi przez geny V(D)J wystepuja u
wszystkich kregowcéw zuchwowych. Nie udato sie jeszcze wykryé genéw V(D)J u bezzuchwowcow
(minog6w i $luzie), cho¢ majg one komdrki o morfologii limfocytéw i plazmocytow.

Stéwa kluczowe: limfocyty, receptory limfocytéw, rekombinacje somatyczne, immunoglobuliny, filoge-
neza odpornosci

Summary: The lymphocytes are defined as cells with antigen-specific receptors encoded by rearranged
V(D)J genes. The receptors are as a rule heterodimers consisting of a/p or y/8 chains (in T-lymphocyte
TcR receptors) and H/L chains (in B-lymphocyte Ig receptors), each chain consisting of two or more (H)
domains. The external domains of heterodimers are extremely variable due to the the lymphocyte-specific
process of somatic recombination of V-J and V-D-J genes. Constant parts of H chains of Ig are encoded
by several gene clusters (p, 5, y, e and a in mammals) which recombinate during the B lymphocyte
ontogeny leading to Ig class changes. The cells (lymphocytes) with VV(D)7-encoded receptors are present
in all jawed vertebrates. Attempts to find the cells with the rearranged V(D)Jgenes injawless vertebrates
(lampreys and catfish) failed so far despite the presence of cells with morphology of lymphocytes and
plasmocytes.

Key words: lymphocytes, lymphocyte receptors, somatic recombinations, immunoglobulins, phylogeny
of immunity

*Praca wykonana w ramach DS/1Z/Z1E/97
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Nowoczesna definicja limfocytow okresla je jako komérki o receptorach dla
antygenu. Receptory te sa kodowane drogag rearanzacji genéw V(D)J. Tak zde-
finiowane limfocyty wystepujg jedynie u kregowcow, u ktérych rekombinacje so-
matyczne genéw VJ lub VDJ zapewniajg praktycznie nieograniczong réznorodnos¢
receptoréw, a co za tym idzie - rozrdznianie nieograniczonej liczby antygendw
i specyfike reakcji odpornosciowych. Rekombinacje somatyczne warunkujgce po-
wstanie gendw dla receptoréw limfocytdw majg unikatowy charakter, dlatego proces
modelowania DNA na potrzeby uktadu odpornosciowego zdecydowatam sie nazywac
terminem ,rearanzacja genetyczna”. Receptory dla antygenéw kodowane w sposdb
»tradycyjny” sg natomiast bez watpienia rozpowszechnione u wszystkich zwierzat
wielokomérkowych, gdyz wiasnie dzieki nim komorki zerne potrafig rozpoznac
i usung¢ drobnoustroje oraz uszkodzone lub stare komorki wiasne, nie naruszajac
prawidtowych struktur danego organizmu [2, 47].

1. RODZAJE | FUNKCJE LIMFOCYTOW

Dany limfocyt ma tylko jeden rodzaj receptordw dla antygenu, jednakze ogromna
liczba potencjalnych konfiguracji receptoréw powoduje, ze praktycznie kazdy lim-
focyt moze miec receptory dla innego antygenu. W naszym organizmie limfocyty
kragzg w krwi i limfie miedzy wyspecjalizowanymi narzagdami limfatycznymi, a
takze zasiedlaja skore i jelito. W stanie spoczynku sa to niepozorne komoérki (z
duzym, homogennym jadrem i waskim rabkiem cytoplazmy), ktére po napotkaniu
swoistego antygenu i uzyskaniu dodatkowych sygnatow proliferujg, co prowadzi
do powstania klonu komoérek o identycznych receptorach. Czes$¢ z nich stanie sie
komaérkami pamieci immunologicznej, dzieki ktorym kolejna inwazja takiego samego
drobnoustroju bedzie wykryta i zwalczona szybciej, a cze$é limfocytéw potomnych
bedzie petni¢ funkcje wykonawcze.

Jesli aktywacji ulegnie limfocyt B (dojrzewajacy z reguty w szpiku) - komdrkami
wykonawczymi bedag duze plazmocyty o jadrach z charakterystycznie ,,szprycho-
wato” umieszczong chromatyng i obfitej cytoplazmie z bardzo rozbudowang szorstka
siateczka plazmatyczna, co jest morfologicznym wyktadnikiem syntezy biatek na
eksport. Biatkami tymi sg przeciwciata (immunoglobuliny, Ig), bedace rozpuszczalng
forma receptorow lg limfocytéw B, uczestniczace w tzw. odpornosci humoralnej.
Podczas pierwszej ,,potyczki” z antygenem, stezenie przeciwciat (zazwyczaj ciezkich
pentamerow klasy IgM) rosnie powoli i do$é szybko spada. W czasie inwazji wtdrnej
zawartos¢ przeciwciat w surowicy rosnie bardzo szybko i dtugo utrzymuje sie na
wysokim poziomie. Oprocz takiej zmiany iloSciowej zachodzi tez zmiana jakosSci
przeciwciat, gdyz zostajg wyselekcjonowane przeciwciata najlepiej dopasowane do
danego antygenu (co okre$la sie terminem ,,dojrzewania” przeciwciat). Co wiecej,
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przeciwciata uwalniane podczas odpowiedzi wtérnej naleza do ktdrejs zklas lzejszych
(1gG, IgE, czy IgA), co warunkuje ich zroznicowane funkcje.

Oprocz ,klasycznych” limfocytéw B, oznaczanych obecnie symbolem B2, wy-
kryto niedawno odmienng subpopulacje limfocytow B, dojrzewajacych w watrobie
ptodowej [4].

Druga populacja limfocytow to dojrzewajace z reguty w grasicy limfocyty T,
wyposazone w receptory TcR (T celi receptor) typu alfa/beta albo gamma/delta.
Méwigc w ogromnym uproszczeniu, funkcje wykonawcze limfocytéw T zalezg
od rodzaju koreceptoréw: limfocyty z koreceptorami CD8 stang sie komoérkami
cytotoksycznymi (Tc) lub supresyjnymi (Ts), a limfocyty o koreceptorach CD4,
og6lnie zwane limfocytami pomocniczymi Th (T helper), beda wspomaga¢ albo
odporno$¢ komaérkowa (Thl), albo humoralna (subpopulacje Th2) [38]. Obecnie
coraz wiecej uwagi poswieca sie tez szczeg6lnym limfocytom T dojrzewajacym
poza grasicg [1].

Obie populacje limfocytéw (B i T) wywodzg sie ze wspdlnych komoérek ma-
cierzystych limfocytow (rys. 1)

Takie informacje znajdziemy w kazdym nowoczesnym podreczniku immunologii
[np. 26, 49, 50]. Specjalistyczne czasopisma zawierajg natomiast morze artykutow
opisujacych wysitki uczonych prébujacych zrozumieé, co sprawia, ze komérka staje
sie albo limfocytem T, albo limfocytem B? Jakie sygnaly sg niezbedne do zmiany
klasy przeciwciat? Na ile uniwersalne sg zjawiska wykryte u myszy czy cztowieka?
Niniejsze opracowanie ma przyblizy¢ wspotczesny stan wiedzy o receptorach lim-
focytow pod katem potrzeb niespecjalistow, zainteresowanych biologig komoérki.

Komaorki macierzyste limfocytéow
I li

populacja: limfocyty B limfocyty T

subpopulacje: B1,B2 Th1,Th2, Tcls

Rys. 1. Ro6znicowanie sie limfocytéw

2. JAK JEST ZBUDOWANY RECEPTOR DLA ANTYGENU?

Reguig jest, ze receptor dla antygenu jest zakotwiczonym w btonie komorkowej
limfocytu heterodimerem zbudowanym z dwoch tancuchow biatkowych, z ktérych
kazdy sktada sie z co najmniej dwoch domen (rys. 2). Domena zewnetrzna, bedaca
czesScig zmienng receptora (kodowana przez geny VJ lub VDJ) odpowiedzialna
jest za wigzanie antygenu. Pozostala cze$¢ stata kodowana jest przez geny C (rys.
2).
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Rys. 2. Schemat budowy i kodowania (przez geny VDJC) receptoréw g i TcR, strzatka pokazuje miejsce
zakotwiczenia receptora w btonie cytoplazmatycznej

2.1. Receptory limfocytow T

Receptory limfocytow Tap skiadajg sie z dwudomenowych tancuchdéw alfa i
beta (TcRaP), a limfocytow Ty5 - z dwudomenowych fancuchéw gamma i delta
(TcRyd) (rys. 2).

2.2. Receptory limfocytow B

Receptory na limfocytach B sa immunoglobulinami (Ig) powierzchniowymi tych
komdrek. Sa one zbudowane z dwdéch identycznych tancuchéw ciezkich (H) za-
kotwiczonych w btonie komérkowej oraz przytgczonych do nich dwoch identycznych
taricuchdw lekkich (L). Schemat budowy takiej Y-ksztaltnej czasteczki opisuje wiec
wzor LH-HL (rys. 2). Jedno przeciwcialo ma dwa miejsca wigzace antygen, w
czesciach LH oddalonych od btony komorkowej.

U ssakow wystepujg tylko dwa rodzaje tancuchow lekkich IgL: kappa (k) lub
lambda (X). Dana komdrka produkuje wiec przeciwciata o strukturze kH-Hk albo
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ZH-HZ. Ssaki charakteryzuje natomiast wieksza liczba rozmaitych tancuchéw ciez-
kich Ig (IgH), na podstawie ktérych wyodrebniamy rézne klasy przeciwciat: IgM
(z tancuchami mi), IgG (gamma), IgD (delta), IgA (alfa), oraz IgE (epsilonf, ws$rod
Przeciwciata uwalniane przez plazmocyty sg nieco zmodyfikowanymi receptorami
tych komorek.

3. KODOWANIE RECEPTOROW LIMFOCYTOW

Cze$¢ wigzaca antygen kazdego receptora sktada sie z domen zewnetrznych
dwoch tancuchdw, z ktérych jedna jest kodowana przez trzy geny (VDJ), a druga
tylko przez dwa geny (VJ). Geny VDJ koduja cze$¢ zmienng tarcuchéw IgH, TcR(3
i TcR5, a geny VJ - cze$¢ zmienng tancuchdéw IgK, IgA, TcRa, TcRy (rys. 2).

Genetyczne podtoze réznorodnosci receptoréw dla antygendéw zostato odkryte
dzieki badaniom zespotu S. Tonegawy. Okazato sie, ze stosunkowo niewielka liczba
genéw VJ lub VDJ podlegajacych rekombinacjom somatycznym moze kodowac
ogromna liczbe receptoréw. Uczony ten uhonorowany zostat w roku 1987 nagroda
Nobla [57].

3.1. Istota rearanzacji genetycznej

W ogromnym uproszczeniu istote tego zjawiska przedstawia fikcyjny przyktad
(rys. 3).

W DNA linii zarodkowej jednego z chromosoméw (A) znajduje sie np. 10
genéw V (VI-V10) i 4 geny J (J1-J4). W DNA komorki, ktora stanie sie limfocytem,
jeden z gendw V potaczy sie z jednym z genow J. W naszym przykladzie w
jednej komorce (limfocyt 1) ,sklejg sie” geny V3 z 72, a w innej (limfocyt 2)
V9 z J3. Biatko V3J2 bedzie inne niz biatko V9J3.

Na innym chromosomie (B), w DNA linii zarodkowej znajduje sie zestaw 5
genéw V,3 geny D i 5 gendw 7. W DNA komorki, ktéra stanie sie limfocytem,
najpierw jeden z genoéw D sklei sie z jednym z genéw 7, a potem do takiego
zestawu DJ przyfaczy sie jeden z genéw V. Ze wzgledu na losowos¢ tych proceséw,
w jednej komorce powstanie kompleks np. Y2DI1J4, a w drugiej V5D2J2, co do-
prowadzi do powstania réznych biatek [29].

3.2. Genetyczne podtoze réznorodnosci receptoréw

Wyobrazmy sobie, ze na nici DNA mamy 100 réznych genéw V oraz 5 r6znych
genow 7. Dzieki ich rearanzacji genetycznej (polegajacej na losowym sklejeniu
sie jednego ze 100 genow Vzjednym jednym z 5 gendw 7), otrzymamy 100x5=500



54 B. PLYTYCZ

CHROMOSOM A:
DNA linii zarodkowej
-Vl-V2-V3-V4-V5-VG-V7-V8-V9-VlO-—J_l-JZ-JS-J4-

u li
DNA limfocytu 1: DNA limfocytu 2:
-V1-V2-V3J32-33-J4— --V1-V2-V3-V4-V5-V6-V7-V8-V9J33-J4-

CHROMOSOM B:

DNA linii zarodkowej:
- V1-V2-V3-V4-V5....D1-D2-D3—-J1-J2-33-J4-J5-

DNA limfocytu 1: DNA limfocytu 2:
-V1-V2-V3-V4-V5____ D1J4-J5- - V1-V2-V3-V4-V5.....D 1-D2J2-J3-J4-35-
li li-
--V1-V2D1J4-J5- - V1-V2-V3-V4-V5D2J32-33-J4-35--

Rys. 3. Istota procesu rearanzacji genetycznej

réznych odcinkow DNA (VJ). Tak wiec na podstawie 105 gendw syntetyzowanych
powstaje az 500 réznych biatek. Przy takim ,sklejaniu” materiatlu genetycznego
czesto dochodzi do pomytek na ,,ztgczach”, co zwieksza ré6znorodno$é. Moze tez
dojs¢ do wklejenia dodatkowych nowych (N) fragmentéw DNA, co jeszcze bardziej
zwigkszy liczbe tancuchéw zmiennych.

Podobnie, wyobrazmy sobie, ze fragment DNA kodujacy cze$¢ zmienng drugiego
z tancuchdw receptora zawiera np. 200 genéw V, 3 geny D i 10 genbéw J, co
daje az 200x3x10=6000 roznych biatek tylko w wyniku rearanzacji genetycznej,
oczywiscie rowniez w tym przypadku zachodzg pomyiki na ,,ztgczach” i wklejanie
nowych odcinkéw.

W rezultacie w danej komdrce funkcjonowaé bedzie heterodimer zbudowany
z jednego sposrdd (co najmniej) 500 tancuchow VJ, oraz jednego sposrod (co naj-
mniej) 6000 tancuchéw VDJ. Zatem dana komorka bedzie miata jeden sposrod
500x6000=3000000 (trzech milionéw!) réznych receptoréw. Jak juz podkreslono,
btedy na ,,ztgczach” i wklejanie nowych fragmentéw DNA zwielokrotnia te liczbe.
Liczba receptorow ulegnie dalszemu zwiekszeniu na skutek mutacji somatycznych.

Hunkapiller i Hood [25] wyliczyli, ze potencjalna liczba roznych receptoréw
Ig przekracza 1018, a liczba receptorow TcRa[3 teoretycznie moze przekroczyé
nawet 10!
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3.3. Rola rekombinaz RAG-1 i RAG-2

Informacje o najnowszych osiggnieciach w dziedzinie badania rekombinacji ge-
now V(D)J znalez¢ mozna w artykule M. Gellerta [14]. Rearanzacja genéw V(D)J
wymaga aktywnosci specyficznych dla limfocytow biatek - rekombinaz RAG-1
i RAG-2, ktore tng ni¢ DNA [35, 56, 60]. Myszy pozbawione gendw kodujgcych
RAG-1 lub RAG-2 (ang. recombination activating genes) majg kompletnie za-
blokowany rozwéj limfocytow T i B, co dowodzi, ze rearanzacja genetyczna jest
absolutnie niezbedna dla ich réznicowania [36, 37].

4, JAK KOMORKA STAJE SIE LIMFOCYTEM

W DNA kazdej komérki organizmu ssakéw znajdujag sie zestawy gendéw dla
wszystkich farncuchéw budujacych wszystkie rodzaje receptoréow limfocytéw: Ig
(IgH, IgA, IgK), TcRa[3 (TcRa, TcR|3) i TcRyS (TcRy i TcR8). Lokalizacje tych
genoéw na poszczegdlnych chromosomach cztowieka i myszy zobrazowano w tabeli
1 [20]. Limfocytem stanie sie jednak tylko ta komorka, w ktérej dokona sie udana
rearanzacja genéw V-D-J (dla IgH lub TcR[3 albo TcR8) oraz V-J (dla lgz. lub
IgK, albo TcRa lub TcRy). Jesli rearanzacja ta dotyczy genéw dla IgH/IgL - komorka
stanie sie limfocytem B z receptorami IgHK albo IgHA.. Rearanzacja genéw TcR
prowadzi do powstania limfocytu T, ktorym bedzie limfocyt z receptorami TcRa[3
lub TcRyS. Udana rearanzacja na jednym z chromosomow wyklucza rearanzacje
na chromosomie homologicznym, totez dany limfocyt bedzie miat tylko jeden rodzaj
danego fanicucha.

W obrebie kazdej linii komorkowej segmenty gendéw podlegajg rearanzacji w
okreslonym porzadku. W limfocytach B najpierw podlega temu procesowi IgH,
potem IgK, wreszcie Igz. W limfocytach T wczesniej TcR(3 niz TcRa [14, 29].

Nasuwa sie pytanie, co wyzwala w

komorce mechanizm rearanzacji gene- o ) ) ,
tveznei? Poniewas transkrvpcia niektd- TABELA 1 Lokalizacja genéw kodujacych tancu-
y J? ypc chy receptoréw limfocytéw cztowieka i myszy

rych genéw V-D-J zachodzi jeszcze [wg 20]
przed rearanzacjg [6], jedna z hipotez

S L p . tancuch (geny) Chromosom
Irpz?lcovx{anla Sklf dkom.orekjfvxf I-<|erunku crtowieka myszy
im ogytow’za tada, ze wiasnie tran_s- IgH (V-D-3-C) 1 -
krypcja genow linii zarodkowej lokalnie  jgx (V-3-0) 22 16
odstania struktury chromatynowe udo- 19K V-J-C) 2 6
stepniajac je dla dziatania rekombinaz 1CRa V-J-0 14 14
gpniajac | E “  TcRp V-D-J-C) 7 6
[52]. Udokumentowano tez, ze czynni- TcRy Ev-j-o 7 13
kiem niezbednym dla zainicjowania re- TCR8 V-D-J-C) 14 14

aranzacji genetycznej jest zwigzanie
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receptoréw dla jednej z cytokin - interleukiny 7 (IL-7) [7].

Rearanzacja genetyczna jest precyzyjnie regulowana. Pomimo ze te same biatka
RAG-1i RAG-2 funkcjonujg w komérkach réznicujacych sie w kierunku limfocytéw
B i T, to geny lg ulegajg petnej rearanzacji i ekspresji tylko w komérkach B,
a geny dla TcR tylko w komorkach T. Rearanzacja genéw TcR i dojrzewanie
limfocytow T odbywa sie gtdwnie (cho¢ nie wytacznie) w grasicy, totez w regulacji
tych procesdw uczestniczg zapewne czynniki kreujgce specyficzne mikrosrodowisko
tego narzadu [5, 66]. Wspoiczesny stan wiedzy o mikrosrodowisku, w ktédrym
dojrzewaja limfocyty B, podsumowata ostatnio D. Opstelten [41].

5. ZMIANA KLASY PRZECIWCIAL

Najnowsze informacje o ,,przetgczeniu” klas przeciwciat (ang. antibody class
switching) podsumowane zostaty w artykule J. Stavnezer [54]. Zmiana klasy prze-
ciwciata jest procesem specyficznym dla faincuchow ciezkich (H) limfocytow B,
podczas ktérego geny VDJ tych fafncuchéw potaczone poczatkowo z genami ko-
dujagcymi domeny state fancucha mi (Cp) (a wiec kodujgce immunoglobuliny IgM),
»Sklejajg sie” z genami kodujagcymi domeny state innego tancucha, np. gamma
(Cy), kodujac immunoglobuline 1gG (rys. 4). Najczesciej odbywa sie to przez ,wy-
petlenie” i delecje fragmentu DNA zawartego miedzy genami VDJ a genami dla
nowego taincucha ciezkiego (np. gamma) (rys. 4). Druga mozliwoscig jest potaczenie
gendéw VDJ z odpowiednimi genami C na chromosomie homologicznym.

-(VDJ)-C\i-CS-0Y-Cz-Ca-
i

-(VDJ)C\i-C&-Cy-Ce-Ca- IgM
JT

-(VDJ)€p-G%-Cy-Ct-Ca-
li
-(VDJ)Cy-Ce.-Ca- -* IgG

Rys. 4. Istota zmiany klasy przeciwciata z IgM na 1gG, geny podkreslone ulegaja ekspresji, a geny
przekreslone ulegajg delecji (dalsze objasnienia w tekscie)



MODELOWANIE DNA W JADRACH LIMFOCYTOW 57

Dany limfocyt B podejmuje zatem synteze innej niz dotgd czesci statej tancucha
ciezkiego, bez zmiany czesci zmiennej tego tafncucha oraz bez zadnych zmian w
tancuchu lekkim. W rezultacie powstajg immunoglobuliny o nie zmienionych miej-
scach wigzacych antygen, lecz nalezace do innej klasy. Zmiana klasy przeciwciat
z IgM (charakterystycznych dla wczesnych etap6w odpowiedzi pierwotnej) prowadzi
do pojawienia sie wyspecjalizowanych przeciwciat 1gG, IgE lub IgA.

Wiadomo, ze wsrdd wielu sygnatéw niezbednych dla zmiany klasy przeciwciat
kluczowsq role odgrywaja interleukiny. Na przyktad, czynnikiem wiaczajacym (ang.
switch factor) synteze IgA jest IL-4 [40], 1gGl - IL-5 [30, 31], a 1gG3 - IL-10
[51]. Jedna z hipotez zaktada, ze niezbednym warunkiem do zmiany klasy przeciwciat
jest dostepnos¢ odpowiedniego fragmentu DNA [53]. Hipoteza ta oparta jest na
obserwacji, ze przetgczenie w kierunku nowej klasy immunoglobulin (np. IgE)
jest poprzedzone pojawieniem sie RNA charakterystycznego dla IgE [9, 19, 54].

6. LIMFOCYTY W FILOGENEZIE ZWIERZAT

6.1. Brak limfocytow u bezkregowcéw

Poszukiwania gendw dla receptorow Ig i TcR ws$r6d przedstawicieli zwierzat
bezkregowych nie przyniosty rezultatdw. Immunobiolodzy o nastawieniu ewolu-
cyjnym sg wiec obecnie zgodni, ze niewielkie komorki o waskim rabku cytoplazmy
opisywane u przedstawicieli rozmaitych typéw bezkregowcéw jako limfocyty lub
komérki podobne do limfocytéw (ang. lymphocyte-like) nie majg z limfocytami
nic wspélnego, z wyjatkiem podobieristwa morfologicznego. Nalezy jednak pamietac,
ze bezkregowce, obejmujgce prawie 97% wspodtczesnych gatunkéw zwierzat, majg
znakomicie rozwiniete systemy odpornosciowe pomimo braku limfocytéw i prze-
ciwciat [47].

6.2. Kregowce: czy bezzuchwowce majg limfocyty?

U minogéw i S$luzie opisano komérki o morfologii limfocytow i komorek pla-
zmatycznych [28, 63, 64], jednak nie odnaleziono u nich narzagdu odpowiadajgcego
grasicy [65]. W surowicy opisano obecnos¢ biatek przypominajacych przeciwciata,
0 nietypowej budowie, a mianowicie o dwdéch réznych tancuchach ciezkich po-
taczonych z identycznymi tafncuchami lekkimi (a wiec o schemacie LH1-H2L)
[61]. Nie udato sie natomiast u oméwionych zwierzat wykry¢ odcinkow DNA
homologicznych do tych, jakie koduja receptory limfocytéw kregowcédw zuchwo-
wych ani genéw RAG [13]. Oczywiscie, nie stanowi to dowodu na brak takich
gendw, jednak wspéiczesny stan wiedzy nie upowaznia do stwierdzenia, ze komérki
bezzuchwowcéw o morfologii limfocytow sg homologiczne do limfocytéw zu-
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chwowcdw. W konsekwencji nie mozemy twierdzi¢, ze minogi i $luzice maja roz-
winieta adaptacyjng odpornos$¢ swoistg z udziatem limfocytow i przeciwciat. In-
tensywne badania odpornosci tej zagadkowej grupy zwierzat trwajg jednak nadal.

6.3. Kregowce: limfocyty wystepuja u wszystkich zuchwowcéw

Komérki o morfologii limfocytéw oraz plazmocytow, a takze krgzace w Krwi
i limfie przeciwciata, wykrywa sie u wszystkich badanych pod tym katem gatunkow
kregowcdw zuchwowych, a wiec u ryb [32], ptazéw [24], gaddw, ptakéw [27]
i ssakow [58]. U wszystkich wykryto tez geny kodujgce rekombinazy RAG-1 i
RAG-2 [3, 17], geny kodujace immunoglobuliny [15, 16, 34, 42, 45] oraz geny
dla receptorow TcR [8, 12, 43, 44, 48]. W tej sytuacji uwaga immunologéw-ewo-
lucjonistéw skupia sie na wykryciu elementéw specyficznych dla poszczegolnych
jednostek systematycznych.

7. RECEPTORY LIMFOCYTOW
U NIZSZYCH KREGOWCOW

7.1. Unikatowos¢ receptorow rekinow

Niezwykte przeciwciata wykryto u rekindw. Najbardziej unikatowe wsrdéd nich
sg rozpuszczalne receptory oznaczone symbolem NAR (ang. nurse shark new antigen
receptors) bedagce homodimerami dwdch tancuchow ciezkich H-H, pozbawionymi
taricuchéw lekkich [15]. Kazda z dwoch identycznych czesci zmiennych tych prze-
ciwciat jest w stanie samodzielnie ,,uchwyci¢” antygen [13], obalajac tym samym
dogmat, ze antygen musi by¢ ujety w ,,szczypce” utworzone przez czesci zmienne
tancucha H i L. Okazato sie wiec, ze taincuch L nie jest niezbedny do funkcjonowania
receptora. Przeciwciata pozbawione tancucha lekkiego znajduja sie tez w surowicy
niektérych ssakéw, a mianowicie u wielbtgdéw [18].

7.2. Rb6znorodnos¢ przeciwciat u nizszych kregowcow

Whrew weczes$niejszym pogladom, nizsze kregowce nie ustepujg ssakom pod
wzgledem liczby klas przeciwciat. Do niedawna sgdzono, ze filogenetycznie naj-
starsze sg przeciwciata IgM, obecne u wszystkich kregowcow. U poszczegdlnych
gatunkow wykrywano zazwyczaj jeszcze inne przeciwciata o mniejszej masie czga-
steczkowej, opisywane jako IgX, IgY, IgR [23, 39, 42]. Ostatnio okazato sie jednak,
ze ewolucyjnie najstarsze zuchwowce, a mianowicie ryby chrzestnoszkieletowe majg
ogromne bogactwo przeciwciat. Oprocz wspomnianych juz niezwyktych receptorow
NAR [15] maja tez przeciwciata NARC [16], bardziej klasyczne IgR/lIgX i filo-
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genetycznie wszechobecne IgM [59]. Zwraca tez uwage ogromny udzial mutacji
somatycznych w ksztattowaniu repertuaru immunoglobulin ryb [13]. Niewielki re-
pertuar przeciwciat i znikomy udziat mutacji somatycznych opisano natomiast u
ptaza bezogonowego - platanny (Xenopus laevis) [10, 11, 55, 62].

7.3. R6znorodnos¢ rozmieszczenia gendw V-D-J
w genomie kregowcow

Omowiony na poczatku zespo6t gendéw kodujacych receptory wystepuje nie tylko
u cztowieka, lecz takze u myszy, platanny (ptaza) i dorsza (ryby kostnoszkieletowej)
(rys. 5). Odmienny ukfad genow opisano u ptakéw i krélika. W tym przypadku
réznorodnos$é nielicznych funkcjonujacych genéw Ujest skutkiem konwersji z bardzo
licznymi pseudogenami ypsylon (T). Jak wiec wida¢, sposob kodowania receptorow
limfocytéw nie koreluje z pozycjg systematyczng zwierzecia [11].

Najbardziej odlegty od ,ludzkiego” sposéb kodowania receptoréw limfocytow
opisano u ryb chrzestnoszkieletowych, ktére majg liczne zespoty genéw V-DD-J-C,
z ktorych dana komdrka ,,wybiera” jeden, ulegajagcy nastepnie mutacjom soma-
tycznym. Jeszcze bardziej zaskakujace byto odkrycie, ze liczne rejony VDJ sg ,,skle-
jane” juz w DNA linii zarodkowej [15, 42] (rys. 5). Zjawisko to jest uznane za

SSAKI (mysz, cziowiek)
- V-V-V-V-V-V-1-y- V-V-V-V—D-D-D-D-D—J-J-J-J—C--

SSAKI (krdlik)
y...D.D.D.D.D._.J-J-3-3-J-—C

PTAKI (kura)
.- Yvpyvpvpippipij/ly...v__D.D.D...J... c

PLAZY (platanna)
...V-V-V-V-V-V-V-V-V-V-V-V-V— D-D-D— J-J-J— C

RYBY KOSTNOSZKIELETOWE (dorsz) o
LYY Y-Y-YLYLYLYLYLYLYLYLYLYL YL Y. .D.D.D g q

RYBY CHRZESTNOSZKIELETOWE (rekin)
...y-b-D-J-C- -y-D-D-J-C- -y-D-D-J-C VDD JC -

Rys. 5. Schemat rozmieszczenia genéw V, D, J i pseudogendw 4* (ypsylon) w genomie kilku gatunkoéw
kregowcéw (wg [11] zmienione)
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unikatowe wsréd kregowcéw, gdyz regula jest wystepowanie rearanzacji V(D)J
dopiero w ré6znicujacych sie w limfocyty komérkach somatycznych.

8. Pochodzenie limfocytow

Jak widzimy, limfocyty definiowane jako komoérki o receptorach kodowanych
przez geny V(D)J pojawity sie dopiero u przodkéw kregowcéw zuchwowych, a
by¢ moze nieco wczesniej, u przodkéw bezzuchwowcéw. Jako wyspecjalizowany
typ komérek majg zatem nie wiecej niz 400-500 min lat.

Pojawienie sie limfocytow musiato by¢ skorelowane z pojawieniem sie genéw
RAG [56] uruchamiajgcych mechanizm ,sklejania genéw” V(D)J, co warunkuje
rozmaitos¢ receptorow dla antygendéw. Pojawienie sie zjawiska rearanzacji gene-
tycznej stusznie zostalo nazwane przez Marchalonisa i Schlutera [33] ,,wielkim
wybuchem” (ang. big-bang) w ewolucji odpornosci.

Narzuca sie pytanie, ktére komorki wtoroustych bezkregowcow byty przodkami
limfocytéw? Szukajac odpowiedzi mozemy jedynie spekulowaé. W catym krélestwie
zwierzat komoérkami zaangazowanymi w reakcje obronne sg fagocyty. Sposrod
wspotczesnych limfocytow cechy najblizsze fagocytom maja tzw. limfocyty B,
pojawiajgce sie najwczesniej w ontogenezie i nie wymagajgce dla rozwiniecia swej
aktywnos$ci pomocy ze strony limfocytéw Th. Limfocyty Bl w odpowiednich wa-
runkach moga przeksztatca¢ sie w komérki przypominajagce makrofagi i wykazujace
wybitne wiasciwosci zerne [4, 21, 22]. By¢ moze wiasnie makrofagi przodkow
kregowcdow byty komdrkami, w ktorych dokonata sie pra-rearanzacja genoéw V(D)J,
pozwalajagca na pojawienie sie specyficznych receptoréw dla antygenéw [46]?

LITERATURA

[1] ABO T, WATANABE H, SATO K, IIAIT, MORODA T, TAKEDA K, SEKI S. Extrathymic
T cells stand at an intermediate phylogenetic position between natural killer cells and thymus-
derived T cells. Nat Immun 1995; 14: 173-187.

[2] BAYNE CJ. Phagocytosis and non-self recognition in invertebrates. BioScience 1990; 40:
723-731.

[3] BERNSTEIN RM, SCHLUTER SF, LAKE DF MARCHALONIS JJ. Evolutionary conserva-
tion and molecular cloning of the recombinase activating gene 1. Biochem Biophys Res Commun
1994; 205: 687-692.

[4] BORRELLO AM, PHIPPS RP The B/macrophage cell: an elusive link between CD5+ B
lymphocytes and macrophages. Immunol Today 1996; 17: 471—475.

[5] BREKELMANS P, VAN EWIJK W. Phenotypic characterization of murine thymic environ-
ments. Semin Immunol 1990; 2: 13-24.



MODELOWANIE DNA W JADRACH LIMFOCYTOW 61

[6] CANDEIAS S, HARDY RR, LI YS, STAERZ UD T cell receptor V beta 8.2 gene germ-line
transcription: anearly event of lymphocyte differentiation. EurJ Immunol 1994; 24: 3073-3081.

[71 CANDEIAS S, MUEGGE K, DURUM SK IL-7 receptor and VDJ recombination: trophic
versus mechanistic action. Immunity 1997; 6: 501-508.

[8] CHARLEMAGNE J. Phylogeny of theT-cell receptor. Dev Comp Immunol 1997; 21: 86-86.

[9] COFFMAN RL, LEBMAN DA, ROTHMAN PB Mechanism and regulation of immunoglo-
bulin isotype switching. Aclv Inununol 1993; 54: 229-270.

[10] DU PASQUIER L. Antibody diversity in lower vertebrates - why is it so restricted? Nature
1982; 296: 311-313.

[11] DU PASQUIER L. Origin and evolution of the vertebrate immune system. APMIS 1992; 100:
383-392.

[12] FELLAH JS, KERFOURN F. CHARLEMAGNE J. Evolution of T cell receptor genes.
Extensive diversity of VI3 families in the Mexican axolotl. J Immunol 1994; 153: 4539-4544.

[13] FLAJNIK M. Secreted antigen receptors in cartilaginous fish. Dev Comp Immunol 1997; 21:
82-83.

[14] GELLERT M. Recent advances in understanding V(D)J recombination. Adv Immunol 1997;
64: 39-64.

[15] GREENBERG AS, AVILA D, HUGHES M, HUGHES A, MCKINNEY EC, FLAINIK MF
A new antigen receptor gene family that undergoes rearrangement and extensive somatic
diversification in sharks. Nature 1995; 374: 168-173.

[16] GREENBERG AS, HUGHES AL, GUO J MCKINNEY EC, FLAJNIK MF. A novel
»chimeric” antibody class in cartilaginous fish: 1lgM may not be the primordial immunoglobulin.
Eur J Immunol 1996; 26: 1123-1129.

[17] GREENHALGH P, OLESEN CEM, STEINER LA. Characterization and expression of
recombination activating genes (RAG-1and RAG-2) in Xenopus laevis. J Immunol 1993; 151,
3100-3110.

[18] HAMERS-CASTERMAN C, ATARHOUCH T, MUYLDERMANS S, ROBINSON G,
HAMERS C, BAYJANA SONGA E, BENDAHMAN N, HAMERS R. Naturally occurring
antibodies devoid of light chains. Nature 1993; 363: 446-448.

[19] HARRIMAN W, VOLK H, DEFRANOUX N, WABL M Immunoglobulin class switching
recombination. Annu Rev Immunol 1993; 11: 361-384.

[20] HAY F. The generation of diversity, [w] Roitt I, BrostoffJ, Male D [red] Immunology. London,
Baltimore, Barcelona: Mosby, 1996: 6.2-6.14.

[21] HERZENBERG LA, KANTOR AB B-cell lineages exist in the mouse. Immunol Today 1993,
14: 79-83.

[22] HERZENBERG LA, KANTOR AB, HERZENBERG LA Layered evolution in the immune
system. Ann NY Acad Sei 1992; 651: 1-9.

[23] HORTON J, RATCLIFFE N. Evolution of immunity, [w] Roitt I, Brostoff J, Male D. [red]
Immunology. London, Baltimore, Barcelona: Mosby 1996: 15.1-15-22.

[24] HORTON JD. Amphibians, [w] Turner RJ [red.] Immunology. A Comparative Approach.
Chichester, New York: Wiley & Sons, 1994: 101-136.

[25] HUNKAPILLER T, HOOD L. Diversity of the immunoglobulin gene superfamily. Adv
Immunol 1989; 44: 1-65.

[26] JAKOBISIAK M [red] Immunologia. Warszawa: PWN 1996.

[27] JURD RD. Reptiles and birds, [w] Turner RJ [red.] Immunology. A Comparative Approach.
Chichester, New York: Wiley & Sons, 1994: 137-172.

[26] KILARSKI W, PLYTYCZ B. The presence of plasma cells in the lamprey (Agnatha). Dev
Comp Immunol 1981; 5: 361-366.

[29] LEWIS SM. The mechanism of V(D)J joining: lessons from molecular, immunological, and
comparative analyses. Adv Immunol 1994; 56: 27-150.



62 B. PLYTYCZ

[30] MANDLER R, CHU CC, PAUL WE, MAX EE, SNAPPER CM. Interleukin 4 induces S mu-S
gamma 1 DNA rearrangement in B cells activated with dextran-anti-lgD antibodies and
interleukin4: athree component model for Ig class switching. J Exp Med 1993; 178: 1577-1586.

[31] MANDLER R, FINKELMAN FD, LEVINE AD, SNAPPER CM. IL-4 induction of IgE class
switching by lipopolysaccharide-activated murine B cells occurs predominantly through sequ-
ential switching. J Immunol 1993; 150: 407/118.

[32] MANNING MaJ. Fishes, [w] Turner RJ [red.] Immunology. A Comparative Approach.
Chichester, New York: Wiley & Sons, 1994: 69-100.

[33] MARCHALONIS JJ, SCHLUTER SF. On the relevance of invertebrate recognition and
defence mechanisms to the emergence of the immune response to vertebrates. Scand J Immunol
1990; 32: 13-20.

[34] MATSUNAGA T, ANDERSSON E Evolution of vertebrate antibody genes. Fish & Shellfish
Immunol 1994; 4: 413-419.

[35] MCBLANE JF, VAN GENT DC, RAMSDEN DA, ROMEO C,, CUOMO CA, GELLERT
M., OETTINGER MA. Cleavage et a V(D)J recombination signal requires only RAGI and
RAG?2 proteins and occurs in two steps. Cell 1995; 83: 387-395.

[36] MOMBAERTS P, IACOMONI J, JOHNSON RS, HERRUP K, TONEGAWA S, PAPAIO-
ANNOU VE. RAG-1-deficient mice have no mature B and T lymphocytes. Cell 1992; 68:
869-877.

[37] MOMBAERTS P. Lymphocyte development and function in T-cell receptor and RAG-1
mutant mice. Int Rev Immunol 1995; 13: 43-63.

[38] MOSMANN TR, SAD S. The expanding universe of T-cell subsets: Thl, Th2 and more.
Immunol Today 1996, 17: 138-145.

[39] MUSSMANN R., DU PASQUIER L., HSU H Is Xenopus IgX an analog of IgA? Eur J
Immunol 1996, 26: 2823-2830.

[40] NAKAMURA M, KONDO S, SUGAI M, NAZAREA M, IMAMURA S, HONJO T. High
frequency class switching of an IgM-i- lymphoma clone CH12F3 to IgA-i- cells. Int Immunol.
1996; 8:193-201.

[41] OPSTELTEN D. B lymphocyte development and transcription regulation in vivo. Adv
Immunol 1996, 63: 197-268.

[42] PARHAM P. A boost to immunity from nurse sharks. Current Biol 1995; 5: 696-699.

[43] PARTULA S, DE GUERRA A, FELLAH JS, CHARLEMAGNE J. Structure and diversity of
the T cell antigen receptor R-chain in a teleost fish. J Immunol 1995; 155: 699-706.

[44] PARTULA S, FELLAH JS, DE GUERRA A, CHARLEMAGNE J. Identification of cDNA
clones encoding the T-cell receptor B chain in the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). CR
Acad Sei [D] (Paris) 1994; 317: 765-775.

[45] PILSTROM L, BENGTEN E Immunoglobulin in fish - genes, expression and structure. Fish
& Shellfish Immunol 1996; 6: 243-262.

[46] PLYTYCZ B, SELJELID R. B-l/macrophages as ,living fossils”. Immunology Today 1997:
w druku.

[47] PLYTYCZ B, SELJELID R. Evolution of phagocyte- and lymphocyte-mediated immunity.
Central-Eur J Immunol 1996; 21: 3-11.

[48] RAST JP, LITMAN GW T-cell receptor gene homologs are present in the most primitive
jawed vertebrates. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 9248-9252.

[49] ROITT I, BROSTOFF J, MALE D [red] Immunology. London, Baltimore, Barcelona: Moshy,
1996.

[50] ROITT I. Essential Immunology. London, Edinburgh: Blackwell Sci Publ, 1994.

[51] SHPARAGO N, ZELAZOWSKIP, LIN L, MCINTYRE TM, STUBER E, PECANHA LMT,
KEHRY MR, MOND JJ, MAX EE, SNAPPER CM. IL-10 selectively regulates murine Ig
isotype switching. Int Immunol 1996; 8: 781-790.



MODELOWANIE DNA W JADRACH LIMFOCYTOW 63

[52] SLECKMAN BP, GORMAN JR, ALT FW Accessibility control of antigen-receptor vari-
able-region gene assembly: role of cis-acting elements. Annu Rev Immunol 1996; 14: 4597481,

[53] SNAPPER CM, MARCU KB, ZELAZOWSKI P. The immunoglobulin class switch: beyond
»accessibility”. Immunity* 1997; 6: 217-223.

[54] STAVNEZER J. Antibody class switching. Adv Immunol 1996; 61: 79-146.

[55] STEWART SE, DU PASQUIER L, STEINER LA. Diversity of expressed V and J regions of
immunoglobulin light chains in Xenopus laevis. Eur J Immunol 1993; 23: 1980-1986.

[56] THOMPSON C.B. New insights into V(D)J recombination and its role in the evolution of the
immune system. Immunity’ 1995; 3: 531-539.

[57] TONEGAWA S. Nobel lecture in physiology or medicine - 1987. Somatic generation of
immune diversity. In Vitro Cell Dev Biol 1988; 24: 253-265.

[58] TURNER RJ. Mammals, [w] Turner RJ [red.] Immunology. A Comparative Approach.
Chichester, New York: Wiley & Sons, 1994: 173-214.

[59] WARR GW Evolution of the immunoglobulin genes. Dev Comp Immunol 1997; 21: 157.

[60] VAN GENT DC, MCBLANE JF, RAMSDEN DA, SADOFSKY MJ, HESSE JE, GELLERT
M. Initiation of V(D)J recombinations in acell-free system by RAG1 andRAG2 proteins. Curr
Top Microbiol Immunol 1996; 217: 1-10.

1611VARNER J NEAME P, LITMAN GW. A serum heterodimer from hagfish (Eptatretus stoutii)
exhibits structural similarity and partial sequence identity with immunoglobulin. Proc Natl Acad
Sei USA 1991; 88: 1746-1750.

[62] WILSON M, HSU E, MARCUZ A, COURTET M, DU PASQUIER L, STEINBERG C. What
limits affinity maturation of antibodies in Xenopus - the rate of somatic mutation or the ability
to select mutants? EMBO J 1992; 11: 4337/71347.

[63] ZAPATA A, FANGE R, MATTISSON A, VILLENA A Plasmacells in adult Atlantic hagfish,
Myxine glutinosa. Cell Tissue Res 1984; 235: 691-693.

[64] ZAPATA AG, ARDAVIN CF, GOMARIZ RP, LECETA J. Plasma cells in the ammocoetes
of Petromyzon marinus. Cell Tissue Res 1981; 221: 203-208.

[65] ZAPATA AG, TORROBA M, VICENTE A, VARAS A, SACEDON R, JIMENEZ E. The
relevance of cell microenvironments for the appearance of lympho-haemopoietic tissues in
primitive vertebrates. Histol Histopathol 1995; 10: 761-778.

[66] ZAPATA AG. Ontogeny of vertebrate lymphocytes. Dev Comp Immunol 1997; 21: 193.

Adres autora: R. Ingardena 6, 30-060 Krakéw



http://rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 24, SUPLEMENT NR 9, 1997 (65-79)

STRATEGIE GROMADZENIA rRNA
W KOMORKACH JAJOWYCH ZWIERZAT

STRATEGIES OF rRNA ACCUMULATION
IN ANIMAL EGG CELLS

JANUSZ KUBRAKIEWICZ
Zaktad Zoologii Ogolnej, Instytut Zoologiczny Uniwersytetu Wroctawskiego

Streszczenie. Szybkie tempo podziatéw mitotycznych oraz znaczne skrécenie okresu interfazy w poczat-
kowych etapach rozwoju zarodkowego powoduje ograniczenie lub catkowite zahamowanie transkrypcji
w komérkach wczesnego zarodka. Intensywna synteza biatek odbywa sie wiec na rybosomach i
matrycach mRNA zgromadzonych wczesniej - w okresie oogenezy. Tempo tworzenia i akumulacji
rybosoméw w komorce jajowej zalezy przede wszystkim od liczby zaangazowanych, aktywnych
transkrypcyjnie genéw rybosomalnych. W produkcji rybosoméw uczestniczy¢ moga komérki wspoma-
gajace; moze réwniez dochodzi¢ do amplifikacji genéw rybosomalnych w jadrze oocytu. Tempo
akumulacji rybosomoéw ma istotny wplyw na szybko$¢ wzrostu komérki jajowej i embriogenezy.

Stowa kluczowe: oogeneza, rybosomy, komérki odzywcze, amplifikacja rDNA.

Summary. High rate of mitotic divisions and significant shortening of interphase at the initial stages of
embryonic development result in limitation or even total inhibition of transcription in the cells of an early
embryo. Intense protein synthesis takes place on ribosomes and mRNA templates accumulated earlier
in the egg cell i.e. during oogenesis. Rate of ribosome synthesis and accumulation in the egg cell depends,
most of all, on the number of transcriptionally active ribosomal genes. Nurse cells can be engaged in
ribosome production; ribosomal genes can also be amplified in the oocyte nucleus. Rate of ribosome
accumulation seems to exert an influence on the rate of egg cell growth and embryogenesis.

Key words', oogenesis, ribosomes, nurse cells, rDNA amplification

WSTEP

Tworzone w czasie oogenezy komorki jajowe osiggajg zwykle duze rozmiary.
Znaczny iczesto dos¢ gwattowny wzrost objetosciowy tych komérek spowodowany ¢
jest m.in. gromadzeniem w ich cytoplazmie rybosoméw oraz substancji zapasowych,
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takich jak glikoproteidy, lipidy czy glikogen. Pierwsze etapy rozwoju zarodkowego
przebiegaja w izolacji od srodowiska zewnetrznego, totez zgromadzone w komarce
jajowej substancje zapasowe wykorzystywane sgjako materiat budulcowy lub ener-
getyczny. Moment zaptodnienia inicjuje serie podziatéw mitotycznych (tzw. bruzd-
kowanie), w wyniku ktorych powstaje wielokomorkowy zarodek. Komorki
wczesnego zarodka (=blastomery) charakteryzuje szybkie tempo podziatéw mito-
tycznych oraz znaczne skrdcenie okresu interfazy. Ze zwiekszong intensywnoscig
przebiega replikacja DNA, podczas gdy ograniczeniu lub catkowitemu zahamowaniu
ulega proces transkrypcji. Inaktywacja genow zygotycznych utrzymuje sie¢ do mo-
mentu zwolnienia tempa podziatdbw komorek zarodkowych. Na przyktad u ptazow
geny zygotyczne aktywowane sg w stadium tzw. S$redniej blastuli, u owadéw w
stadium blastodermy komérkowej. Jednocze$nie duze zapotrzebowanie na tworzone
de novo biatka (np. histony, tubuliny i in.) powoduje, Ze juz od pierwszych etapéw
rozwoju w blastomerach zachodzi intensywna translacja. Zahamowanie aktywnosci
transkrypcyjnej przy jednoczesnym zintensyfikowaniu translacji sprawia, ze synteza
biatka we wczesnych etapach rozwoju zarodkowego odbywac sie musi na matrycach
MRNA oraz rybosomach zgromadzonych w cytoplazmie komérki jajowej jeszcze
podczas oogenezy [9].

Do akumulacji rybosoméw dochodzi przede wszystkim we wczesnych stadiach
oogenezy (prewitelogeneza); liczba rybosoméw wyprodukowanych w tym okresie
jest olbrzymia, np. w oocycie zaby szponiastej, Xenopus laevis wynosi 101, a
u muszki owocowej, Drosophila melanogaster - 45 x 10 [15]. Wytworzenie
tak duzej liczby podjednostek rybosomalnych wymaga zwiekszonej syntezy spe-
cyficznych biatek rybosomalnych oraz trzech klas rybosomalnego RNA (5S, 18S
i 28S). Tempo tworzenia rybosoméw zalezy przede wszystkim od intensywnosci
syntezy ciezkich frakcji rRNA (18S, 28S). Synteza tych frakcji odbywa sie na
genach rybosomalnych (= rDNA) zawartych w tzw. organizatorze jaderkowym (ang.
Nucleolar Organizing Region-NOR) [53]. Pomimo iz geny rybosomalne wystepuja
w obrebie NOR w wielu kopiach, ich liczba jest zwykle zbyt mata, aby mozliwe
byto utworzenie tak znacznej liczby rybosomow na potrzeby wzrastajgcego oocytu.
W jajnikach wielu grup zwierzat dochodzi wiec do uruchomienia mechanizméw
intensyfikujacych synteze rRNA. U podstaw tych mechanizméw lezy zwielokrot-
nienie liczby aktywnych transkrypcyjnie gendw rybosomalnych. Okazato sie bowiem,
ze czynnikiem warunkujagcym wzrost tempa tworzenia rRNA jest liczba zaanga-
zowanych genéw rybosomalnych [15]. Duza r6znorodnos¢ strategii prowadzacych
do zwiekszenia liczby gendw rybosomalnych znajduje swe odzwierciedlenie zaréwno
w zroznicowaniu struktury jajnikéw, jak rowniez w specyficznych modyfikacjach
ich funkcji. Poza oocytami, w produkcje rybosomow zaangazowane by¢é moga ko-
moérki wspomagajace, zaréwno przeksztatcone komorki piciowe jak i wyspecjali-
zowane komorki somatyczne. Liczba gendéw rybosomalnych moze sie w nich
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zwiekszy¢ w wyniku poliploidyzacji, politenizacji czy selektywnemu namnozeniu
fragmentow organizatora jaderkowego (amplifikacja rDNA).

TWORZENIE RYBOSOMOW PRZY UDZIALE KOMOREK
ODZYWCZYCH

Podstawowym kryterium Kklasyfikacji jajnikow jest okres$lenie losu oraz wza-
jemnych relacji komérek piciowych. Na tej podstawie wyrdézniono dwa zasadnicze
typy jajnikal Jajnik panoistyczny to ten typ gonady zenskiej, w ktdrym wszystkie
komorki piciowe moga przeksztatci¢ sie w gamety (od gr. pan - wszystko). W
jajniku meroistycznym, natomiast, tylko czes¢ komorek piciowych réznicuje w ko-
moérki jajowe (gr. meros - cze$€), podczas gdy pozostate funkcjonujag jako tzw.
komérki odzywcze (= trofocyty). W jajniku meroistycznym podziaty mitotyczne
komorek gonialnych zakonczone sg niepetnymi cytokinezami. Wynikiem tego jest
utworzenie gron komorek piciowych potgczonych wzajemnie tzw. mostkami mie-
dzykomérkowymi. W obrebie poszczegdlnych gron komérki ulegaja zr6znicowaniu
na oocyt(y) oraz komoérki odzywcze. Wystepowanie jajnikow typu meroistycznego
stwierdzono ws$rod zwierzat bezkregowych m.in. u owadéw [10, 45], skorupiakéw
[1,26], pierscienic [2,19,20] czy niesporczakéw [5]. Badania prowadzone technikami
histochemicznymi i autoradiograficznymi (przede wszystkim na jajnikach owadow)
wykazaty, ze jedng z podstawowych funkcji komorek odzywczych jest produkcija
rRNA (rybosomoéw) [10]. Wytworzone w komérkach odzywczych rybosomy trans-
portowane sg do cytoplazmy wzrastajgcych oocytéw przez system mostkow mie-
dzykomérkowych. By zapewni¢ odpowiednie wzmocnienie aktywnos$ci trans-
krypcyjnej, w czasie réznicowania komoérek odzywczych dochodzi najczesciej do
gtebokich zmian ich genomu. W wyniku replikacji endomitotycznej genom tych
komérek ulega poliploidyzacji (badz rzadziej politenizacji) [10, 45] (rys. 1, 2).
Wzrostowi ploidii towarzyszy zwielokrotnienie organizatoréw jaderkowych, a co
za tym idzie liczby genow rybosomalnych. Na przyktad, w komérkach odzywczych
Drosophila melanogaster liczba tych genéw wzrasta ok. 1000-krotnie [15]. Stopien
poliploidyzacji komorek odzywczych moze by¢ bardzo rézny, nie zawsze jednak
odzwierciedla stopieh zwielokrotnienia organizatoréw jaderkowych. Fragmenty ge-
nomu zawierajgce rDNA ulegajg najczesciej niedoreplikowaniu (ang. underrepli-
cation) [15, 38], chociaz znane sg réwniez przypadki selektywnej nadreplikacji
organizatorow jaderkowych [18]. Niemniej jednak stwierdzono, ze u Drosophila

Wprowadzony w 1874 r. przez Brandta [8] podziat jajnikéw na panoistyczne i meroistyczne
dotyczyt gonad zenskich owadéw. Stosowanie tej klasyfikacji w szerszym zakresie wydaje sie jak
najbardziej uzasadnione.
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Rys. 1, 2. Komorki odzywcze w jajniku sieciarki, Semidalis aleurodiformis (Insecta, Neuroptera): 1 -

wyrazna fluorescencja DNA w poliploidalnych jadrach (N) komoérek odzywczych (Nc). F - jadra

komorek folikulamych; 00 - oocyt, skrawek zywicy akrylowej (Histocryl) barwiony odczynnikiem

DAPI (fluorescencja DNA - pow. 750x; 2 - charakterystyczny obraz elektronomikroskopowy poliploi
dalnego jadra(N) komorki odzywczej (pow. 21 600x)

poziom syntezy rRNA w poczagtkowych etapach oogenezy jest wprost proporcjonalny
do stopnia poliploidyzacji komérek odzywczych oraz do catkowitej liczby gendw
rybosomalnych zaangazowanych w synteze rRNA na potrzeby jednej komérki ja-
jowej. Co wiecej okazato sie, ze szybkos$¢ tworzenia rybosomoéw moze w istotny
spos6b wptywaé na tempo procesu oogenezy [15, 32]. Przyktadem takich zaleznosci
moze by¢ sytuacja opisywana u mutantow typu bobbed muszki owocowej. Mutacja
ta polega na delecji r6znej dtugosci fragmentéw organizatora jaderkowego. Czas
trwania oogenezy u osobnikéw zmutowanych zalezy od liczby pozostatych w ge-
nomie komorek odzywczych, aktywnych transkrypcyjnie gendéw rybosomalnych.
Na przyktad u mutantow zawierajgcych jedynie trzecig cze$¢ normalnego zestawu
genéw rRNA, oogeneza trwa ok. 200 godzin, podczas gdy w warunkach kontrolnych
dojrzata komdrka jajowa tworzona jest w ciggu 75 godzin. Warto zaznaczy¢, ze
jaja wyprodukowane przez samice bobbed zawierajg te samg ilos¢ rRNA co jaja
typu dzikiego [15, 33, 34].

Szczegbtowe dane dotyczace funkcjonowania komdérek odzywczych w jajnikach
meroistycznych pochodzg przede wszystkim z badan morfologicznych, genetycznych
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i molekularnych gonad zenskich owadéw [10, 15]. Podwyzszona ploidia, wzmozona
aktywnos$¢ transkrypcyjna jak réwniez obecno$¢ rozbudowanego aparatu jagderko-
wego w komoérkach odzywczych wystepujacych wjajnikach innych grup zwierzecych
(np. pierscienic czy skorupiakéw) pozwalajg sadzié, ze podobnie jak u owaddw,
komorki te zaangazowane sg przede wszystkim w masowg produkcje rybosomow
na rzecz tworzonych komdrek jajowych [1, 19, 20, 26].

ZWIELOKROTNIENIE KOPII GENOW
RYBOSOMALNYCH W JADRZE OOCYTU

W jajnikach meroistycznych liczba gendw bioragcych udziat w syntezie rRNA
znacznie wzrasta w wyniku ilosciowych zmian w genomie komérek odzywczych.
W wielu innych przypadkach (zaréwno w jajnikach panoistycznych, jak i meroi-
stycznych) zwiekszong produkcje rybosomoéw umozliwia zwielokrotnienie liczby
genéw rRNA w jadrze oocytu. Dochodzi do tego w drodze selektywnej replikacji
(= amplifikacji) fragmentéw genomu wchodzacych w skiad organizatora jaderko-
wego [6, 10, 13, 15]. Amplifikacja rDNA w jadrach oocytéw ma charakter poza-
chromosomowy. Szczeg6towa analiza ultrastrukturalna prowadzona technika
catkowitego rozproszenia chromatyny (ang. spreading technique) (technike te opi-
sano w rozdziale: ,,Wybrane metody badania struktury i funkcji jadra komorkowego”
w tym samym tomie PBK) pokazata, ze powstate w wyniku amplifikacji kopie
gendéw rybosomalnych zawarte sg w licznych, kolistych czgsteczkach rDNA, ktére
pozostajg poza strukturg chromosomow jaderkotwdérczych. Produkcja wielokrotnych
kopii kolistych czasteczek rDNA przebiega zgodnie z mechanizmem replikacyjnym
»toczacego sie kota” (w podobny sposéb ulegajg replikacji niektére wirusy). Me-
chanizm ten umozliwia szybkie namnozenie wybranego fragmentu genomu [53].

Zwielokrotnienie liczby genéw rybosomalnych w drodze amplifikacji rDNA pod-
czas oogenezy nie jest zjawiskiem powszechnym, chociaz opisane zostato u wielu
gatunkéw zwierzat nalezacych do réznych grup sytematycznych, zardbwno bezkre-
gowcow, jak i kregowcdw [6, 10, 15, 28, 37, 52]. Pomimo iz sens samego zjawiska
polegajacy na zwiekszonej produkcji rybosomow pozostaje wszedzie ten sam, to
jednak nawet blisko spokrewnione gatunki moga w istotny sposéb rézni¢ sie stopniem
zwielokrotnienia rDNA, dynamikag amplifikacji oraz aktywnoScig transkrypcyjna
zamplifikowanych gendw. Poziom zamplifikowania genoéw, wyrazony bezwzgled-
nym przyrostem ilosci rDNA (mierzonym w pg) czy tez stopniem zwielokrotnienia
tych gendéw w stosunku do wiasciwej dla danego gatunku ich liczby w genomie
haploidalnym, moze by¢ rozny. W oocytach zaby, Xenopus laevis, poziom ten
jest wysoki; w 30-35 pg zamplifikowanego rDNA zawartych jest ok. 2.5 x 10
6 gendéw rybosomalnych, co stanowi 1400-krotny przyrost w poréwnaniu z liczbg
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genow rybosomalnych wystepujacych w genomie haploidalnym tego gatunku [15].
U pstraga, Salmo irideus, iloS¢ zgromadzonego w oocytach rDNA wynosi 20 pg,
podczas gdy u niektérych ryb jesiotrowatych (Acipenseridae) przyrost IDNA w
czasie oogenezy okreslono jako 30-50-krotny [37]. Podobnie znaczny wzrost liczby
genow rybosomalnych wynikajacy z amplifikacji rDNA obserwowa¢ mozna w 0o-
cytach wielu gatunkéw owadoéw [13, 15, 28]. U chrzgszcza Dytiscus marginalis
ilos¢ wytworzonego rDNA osigga mase 67 pg (3 x 10 6 gendw rybosomalnych)[14,
45]. Znane sg jednak przyktady oocytdw, w ktorych stopien namnozenia rDNA
nie jest tak wysoki. U niektérych mieczakéw zwielokrotnienie liczby genéw ry-
bosomalnych jest bardzo niewielkie (np. 2-5-krotne u matzy) [22]. Podobnie niski
poziom amplifikacji wykazujg oocyty niektérych gatunkéw ssakow, np. u naczelnych
(pawian, cztowiek) stwierdzono jedynie 4-5-krotny przyrost ilosci rDNA [55, 56].

Tworzenie dodatkowych kopii rDNA u wiekszosci gatunkdéw rozpoczyna sie
w okresie premejotycznym; niejednokrotnie jeszcze w czasie proliferacji oogoniow.
Badania autoradiograficzne z zastosowaniem H3-tymidyny wykazaty, ze u wielu
gatunkow proces amplifikacji rDNA zachodzi najintensywniej we wczesnych etapach
profazy | podziatu mejotycznego (do stadium pachytenu) [13, 15]. Zwielokrotnieniu
liczby genow rybosomalnych w jadrach komérek gonialnych oraz wczesnoprofa-
zowych mejocytow towarzyszy czesto pojawianie sie zwartych struktur wewnatrz-
jadrowych. Kopie nowo utworzonego, zamplifikowanego rDNA pozostajg w bliskim
sgsiedztwie organizatoréw jaderkowych tworzac skondensowane, najczesciej nie-
aktywne transkrypcyjnie, skupienia materiatlu pozachromosomowego [13, 14, 15].
U niektérych owaddw (np. u chrzaszczy [13, 23, 24, 30] czy sieciarek [26]) struktury
te wystepujg w formie pojedynczych ciat o ksztatcie sferycznym (DNA body; Giar-
dina body) [13], podczas gdy u ryb (Acipenseridae) czy ptazow (Xenopus) tworza
potozone biegunowo czapy (DNA cap) [4, 14, 37]. Wzmozonej amplifikacji rDNA
nie zawsze towarzyszy pojawianie sie pojedynczych, skondensowanych struktur
zawierajacych zwielokrotnione geny. Na przyktad u ropuchy Bufo bufo zampli-
fikowane geny tworzg kilka drobnych skupien w obrebie jadra, podczas gdy u
zaby torbacza, Gastrotheca riobambae ciata rDNA w ogdle nie wystepuja [17].
Ro6znorodnos¢ zachowan struktur zawierajgcych produkty amplifikacji jest przy-
puszczalne wynikiem réznej dynamiki procesow zwigzanych z selektywnym na-
mnazaniem genow.

Inicjacja aktywnosci transkrypcyjnej na matrycach rDNA wymaga rozluznienia
struktur zawierajgcych zamplifikowane geny [21, 23, 41, 49, 50]. Juz w stadium
pachytenu czasteczki rDNA ulegajg stopniowej dekondensacji i czesciowemu roz-
proszeniu w kariolimfie jadra oocytu. Przeksztalcenia te inicjujg poczatkowo po-
wolng, a nastepnie coraz bardziej intensywng produkcje podjednostek rybo-
somalnych. Morfologicznym wyrazem syntezy rybosoméw zachodzacej na zwie-
lokrotnionych matrycach rDNA jest z reguty pojawienie sie w jadrze oocytu tzw.
jaderek wielokrotnych [6, 13, 15, 51] (rys. 3). Liczba tych struktur w obrebie
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Rys. 3. Jaderka wielokrotne (strzatki) w jadrze oocytu (ON) pos$niezka, Boreus hyemalis (Insecta,
Mecoptera): F - nabtonek folikulamy, skrawek pétcienki, preparat barwiony btekitem toluidyny, pH 4,8,
pow. 700x (dzigki uprzejmosci S.M. Bilinskiego);

Rys. 4, 5. Zamplifikowany rDNA z jader oocytéw sieciarki, Hemerobius spp. (Insecta; Neuroptera),
obraz ultrastrukturalny otrzymany technika catkowitego rozproszenia chromatyny (spreading technique)’,
4 - duzy fragment kolistej czasteczki rDNA z licznymi choinkami transkrypcyjnymi przedzielonymi
obszarami nietranskrybowanymi (pow. 24 000x); 5 - fragment rDNA zawierajacy jednostke transkry-
pcyjna (choinka) (ograniczony duzymi strzatkami), odcinki nieaktywne transkrypcyjnie przyjmuja

konfiguracje nukleosomalng - mate strzatki (pow.56 000x)
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jadra jest zwykle znaczna, np. w oocytach Xenopus laevis wynosi od 500 do 2500
[15]. W niektorych przypadkach amplifikacji rDNA oraz aktywacji zwielokrot-
nionych gendw nie towarzyszy pojawianie sie jaderek wielokrotnych, lecz w jadrze
oocytu obserwowa¢ mozna jedynie pojedyncze olbrzymie jaderko [4, 14]. Warto
zauwazyc¢, ze ze wzrostem aktywnosci transkrypcyjnej zamplifikowanych gendw
kodujacych rRNA wigze sie catkowite zahamowanie transkrypcji genéw ryboso-
malnych zawartych w chromosomach jaderkotwérczych [15], a w niektérych przy-
padkach (np. u owad6éw) réwniez w pozostatych obszarach genomu. W tej ostatniej
sytuacji materiat chromosomowy moze ulec czesSciowej kondensacji tworzgc wspolne
ciatlo wewnatrzjgdrowe tzw. kariosfere [45].

Strukture zamplifikowanych gendéw rybosomalnych oraz dynamike ich aktywnosci
transkrypcyjnej badano u wielu gatunkéw kregowcéw i bezkregowcow z zasto-
sowaniem techniki rozproszenia chromatyny [10, 15, 27, 39, 46-49]. Na elektro-
nowomikroskopowych obrazach uzyskanych ta technikg (rys. 4) zamplifikowany
rDNA ma postac kolistych czasteczek zawierajgcych odcinki genowe poprzedzielane
fragmentami nietranskrybowanymi [39]. Regiony nie ulegajace transkrypcji przyj-
muja konfiguracje nukleosomalna, podczas gdy o$ chromatynowa aktywnych genéw
jest gesto pokryta upakowanymi czasteczkami polimerazy 1 RNA. Od czasteczek
tych, bocznie w stosunku do dtugiej osi odcinka rDNA, odchodzg wiékienka nowo
syntetyzowanych tancuchdw pre-rRNA. Witokienka te zwiekszajg swa dtugosé zgod-
nie z kierunkiem zachodzacej transkrypcji przez co aktywne geny przyjmujg chara-
kterystyczny wyglad regularnych ,choinek transkrypcyjnych” (rys. 5). Uktad
»choinek” w poszczegdlnych kolistych czasteczkach rDNA ma charakter tandemowy;
odwrotny kierunek transkrypcji w obrebie tej samej czasteczki wykazano jedynie
w zamplifikowanych genach muchéwki, Tipula [10]. W badaniach ultrastruktu-
ralnych wykazano réwniez, ze czasteczki rDNA pochodzace z jednego jadra ko-
mérkowego mogg stanowi¢ populacje heterogenng. Poszczeg6lne czasteczki rDNA
réznig sie dtugoscia, liczbg genéw rybosomalnych oraz ich aktywnoscig transkry-
pcyjna. Ponadto okazato sig, ze nawet w obrebie tej samej czasteczki rDNA geny
moga ulegac transkrypcji niezaleznie iniejednoczes$nie. Powstate w wyniku aktywacji
transkrypcyjnej zamplifikowanych genow jaderka wielokrotne rdzni¢ sie wiec moga
»wydajnoscig” w produkcji rybosoméw [27, 39].

Pod koniec profazy | podziatu mejotycznego aktywno$¢ transkrypcyjna aparatu
jaderkowego (tj. wszystkich jaderek wielokrotnych) stopniowo ustaje. W wiekszosci
przypadkow losy zamplifikowanego rDNA oraz powstatych w wyniku jego aktyw-
nosci transkrypcyjnej jaderek nie sg znane. Wiadomo jedynie, ze u Xenopus laevis
w czasie rozpadu otoczki jagdrowej (metafaza | podziatlu mejotycznego) jaderka
wielokrotne wydostajg sie do cytoplazmy. Chociaz zawarty w nich rDNA nie ulega
ani replikacji, ani transkrypcji, same struktury jaderkowe pozostajg przez diuzszy
czas nienaruszone i ulegaja degradacji dopiero w okresie gastrulacji [11].
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INNE STRATEGIE

Zaréwno obecnos$¢ poliploidalnych komérek odzywczych, jak i amplifikacja
rDNA w jadrze oocytu wplywajg na tempo akumulacji rybosoméw w tworzacej
sie komarce jajowej przez znaczne zwiekszenie liczby genéw kodujacych rRNA.
Z badan porownawczych nad procesem oogenezy, zarOwno u zwierzat bezkre-
gowych jak iu kregowcéw, wynika, ze przebieg rybosomogenezy w czasie tworzenia
komorekjajowych zalezy od konstrukcji jajnika oraz od wzajemnych relacji pomiedzy
wzrastajgcymi oocytami a komérkami wspomagajagcymi. Réznorodne procesy pro-
wadzace do zwielokrotnienia genéw rybosomalnych ulega¢ mogg wzajemnej kom-
pensacji i modulacji. Najwiecej danych dotyczacych tego typu wspoitzaleznosci
zebrano analizujgc sposoby akumulacji rybosoméw podczas oogenezy u plazéw
bezogonowych, gadéw iowaddéw [28]. Najwszechstronniej zbadanym pod tym wzgle-
dem gatunkiem ptaza jest, wspomniana juz wczesniej wielokrotnie, afrykanska zaba
szponiasta, Xenopus laevis. W jadrach oogonidw i wczesnomejotycznych oocytéw
tego gatunku dochodzi do intensywnej amplifikacji rDNA. Transkrypcja zachodzgca
na namnozonych kopiach genéw rybosomalnych prowadzi do wytworzenia olbrzy-
miej liczby rybosomow [15]. Podobng taktyke gromadzenia rybosomow obserwo-
wano m.in u traszki, Triturus [40]. Nieco inny typ strategii rozwojowej przedstawia
poétnocnoamerykanska zaba, Ascaphus truei [28]. W czasie proliferacji oogonidow
w jajnikach tej zaby, trzem ostatnim podzialom mitotycznym nie towarzyszy cy-
tokineza. Powstajgce oocyty sgwiec osmiojadrowe. W poczatkowych etapach profazy
mejotycznej wszystkie jadra sg morfologicznie identyczne. Dopiero pod koniec
oogenezy siedem z nich degeneruje, a tylko jedno przeksztatca sie we wiasciwe
jadro komorki jajowej (tzw. pecherzyk zarodkowy). We wszystkich wczesnome-
jotycznych jadrach oocytu Ascaphus dochodzi do amplifikacji rDNA i wytworzenia
jaderek wielokrotnych, przy czym ilo$¢ zamplifikowanego rDNA w kazdym z jader
jest kilkukrotnie mniejsza od ilosci IDNA w jadrze oocytu Xenopus. Ze wzgledu
jednak na wielojagdrowy charakter oocytu Ascaphus catkowity poziom amplifikacji
poréwnywalny jest ze stopniem zwielokrotnienia genéw rybosomalnych u Xenopus.
Wielojadrowe oocyty opisano réwniez we wczesnych etapach oogenezy u potu-
dniowoamerykanskiej rzekotki torbacza, Flectonotus pygmaeus [28]. Wskutek wie-
lokrotnych podziatéw kariokinetycznych, do ktérych dochodzi woogoniach, powstaja
oocyty, z ktérych kazdy zawiera¢ moze do 2000 jader. Podobnie jak w przypadku
Ascaphus, w czasie profazy mejozy dochodzi do stopniowej degeneracji jader, a
oocyt przeksztatca sie w normalng jednojadrowg gamete. We wczesnych etapach
oogenezy przynajmniej cze$¢ z wielu jader oocytu namnaza swe geny rybosomalne
w procesie amplifikacji. Poziom amplifikacji w poszczeg6lnych jadrach jest niski,
jednakze catkowita zawarto$¢ zwielokrotnionego rDNA w oocycie Flectonotus prze-
wyzsza ilos¢ zgromadzonego DNA rybosomalnego w oocytach Xenopus.
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Szczeg6lng forme gromadzenia rybosoméw podczas oogenezy opisano u gadéw
[27, 34, 35, 43]. W czasie rozwoju jajnika u niektérych gatunkéw dochodzi do
wytworzenia specjalnego rodzaju powigzan pomiedzy rozwijajagcymi sie oocytami
aotaczajgcym je somatycznym nabtonkiem folikularnym. Powstaty system interakcji
miedzykomdrkowych oraz sposéb zaangazowania komoérek somatycznych w proces
gromadzenia rybosomOw majg charakter unikalny i zastuguja na specjalng uwage.
W jajnikach wielu gatunkéw jaszczurek oocyty pokrywa poczatkowo jednowarstwy
iniezr6znicowany,anastepnie wielowarstwowy nabtonek folikularny.We wczesnych
etapach wzrostu oocytow pewne komorki w obrebie tego nabtonka ulegajg fuzji
z oocytem, jednoczes$nie wzrastajac przyjmuja charakterystyczny gruszkowaty
ksztatt. Efektem tej niezwyklej, heterocelularnej fuzji jest utworzenie kanatéw cyto-
plazmatycznych pomiedzy oocytem a komdrkami somatycznymi [25, 36, 44]. W
badaniach autoradiograficznych i ultrastrukturalnych wykazano, ze komorki gru-
szkowate sa aktywne transkrypcyjnie; obecno$é w tych komédrkach duzego jadra
z rozbudowanym jaderkiem pozwala sadzi¢, ze biorg one czynny udziat w produkcji
rybosomow [7, 35, 36]. Utworzone rybosomy transportowane sg do cytoplazmy
oocytow przez miedzykomorkowe kanaly cytoplazmatyczne. W koricowych etapach
oogenezy cytoplazma komoérek gruszkowatych zostaje w catosci ,,wpompowana”
do cytoplazmy jaja. Pomimo ze genom tych komdrek w czasie r6znicowania nabtonka
nie ulega poliploidyzacji, to jednak ich liczebno$¢ w jajnikach niektorych gatunkow
(np. u jaszczurki zielonej, Lacerta viridis, kazdemu oocytowi towarzyszy ich ok.
10 000) powoduje, ze udziat komérek gruszkowatych w produkcji rybosomow
podczas oogenezy moze byé znaczny. Obecno$é komorek gruszkowatych oraz ich
zaangazowanie w procesach transkrypcyjnych nie wyklucza udziatu jagdra oocytu
w syntezie rybosomow. Nawet u gatunkdw, u ktorych liczba komdrek gruszkowatych
jest duza, wjadrze oocytu stwierdzono amplifikacje rDNA [35]. Wydaje siejednakze,
ze sam poziom amplifikacji moze zaleze¢ od stopnia udziatu (= liczby) komérek
gruszkowatych w produkcji rybosomow. | tak u Lacerta stwierdzono, ze poziom
amplifikacji jest niewielki (ok. 5-krotny), natomiast u zétwi, u ktérych komérki
gruszkowate w nabtonku folikularnym w ogéle nie wystepuja, amplifikacja rDNA
zachodzi z duza intensywnos$cig, a jagdro oocytu zawiera¢ moze ok. 200 jaderek
wielokrotnych [28]. Przedstawione powyzej obserwacje wskazuja, ze komorki gru-
szkowate w jajnikach gadéw petnig wobec oocytu funkcje odzywczg podobng do
tej, jaka spetniaja komarki odzywcze wjajnikach meroistycznych. Zasadnicza roznica
pomiedzy tymi typami komdrek wspomagajgcych polega na tym, ze w przeci-
wienstwie do komorek odzywczych, ktére sg przeksztatconymi komérkami picio-
wymi, komérki gruszkowate majg pochodzenie somatyczne. Udziat genomu komorek
somatycznych w procesie syntezy i kumulowania podjednostek rybosomalnych w
oocycie jest zjawiskiem niezwykle rzadkim. Do wyjatkowych przyktadéw tego typu
strategii rozwojowej nalezy, opisany powyzej, system syntezy rybosomdw podczas
oogenezy u niektérych gatunkéw gadéw. Poza gadami, zaangazowanie elementow
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pochodzenia somatycznego w masowa produkcje rybosoméw w jajniku opisano
jedynie u pewnych owadéw [10, 31]. U muchéwek z rodziny pryszczarkowatych
(Cecidomyidae) jajniki majg charakter meroistyczny. W porédwnaniu jednak z jaj-
nikami meroistycznymi innych grup owaddéw, ich rozwdj przebiega z pewnymi
modyfikacjami [29, 40]. Podzial mitotyczny macierzystej komorki gonialnej za-
koriczony jest niekompletng cytokineza. Powstaje zespét dwu komérek piciowych
potaczonych mostkiem miedzykomdérkowym. Jedna z komoérek przeksztatca sie w
oocyt, podczas gdy druga ulega fuzji z rézng liczbg mezodermalnych komoérek
somatycznych, tworzagc tym samym tzw. komore odzywczg. Komora odzywcza
ma wiec charakter heterokarionu, w jej skfad wchodzg bowiem zaréwno jadra po-
chodzenia somatycznego, jak i pojedyncze jadro komérki piciowej. Jadra soma-
tyczne przechodzg szereg cykli endomitotycznych i szybko stajg sie aktywne
transkrypcyjnie. Podobnie wiec jak u innych owadéw majacych jajnik meroistyczny
komora odzywcza u Cecidomyidae jest miejscem masowej produkcji rybosomow.
»Wspieranie” komérek piciowych w ich aktywnosci transkrypcyjnej (tworzeniu ry-
bosomdw) przezjgdra pochodzenia somatycznego jestjedng ze szczegdlnych strategii
stosowanych podczas oogenezy; ma onajednak dla tych owaddw specjalne znaczenie.
Wydaje sie bowiem, Ze ich organizatory jaderkowe zawierajg najnizszg liczbe ci-
stronéw rybosomalnych wsrdd wszystkich organizméw eukariotycznych, a szcze-
go6lny system ,,zwielokrotnienia” genéw umozliwia sprawny przebieg oogenezy [31].

Wszystkie przedstawione strategie gromadzenia rybosoméw w komoérce jajowej
polegajg w swej istocie na zwiekszaniu wydajnosci syntezy rRNA przez zwielo-
krotnienie liczby dostepnych cistrondw rybosomalnych. Znane sgjednakze przyktady
jajnikéw, w ktérych rozwo6j oocytow odbywa sie bez wspoétudziatu komoérek wspo-
magajacych (jajniki panoistyczne), a w jadrze oocytu nie dochodzi do amplifikacji
rDNA [12] lub poziom jej jest bardzo niski [22, 55, 56]. Okazuje sig, ze u niektorych
zwierzat ogdlna liczba gendéw kodujacych rRNA zawartych w organizatorach ja-
derkowych jest wystarczajaca, aby oogeneza przebiegata normalnie, bez koniecznosci
tworzenia dodatkowych matryc transkrypcyjnych. Do zwierzat takich nalezy m.in.
szarancza wedrowna, Locusta migratona [43]. W haploidalnym genomie tego ga-
tunku organizatory jaderkowe zawierajgq az 3300 kopii genéw rybosomalnych, na-
tomiast kazdy z rozwijajacych sie oocytéw ma ich 13200, gdyz oocyty w profazie
| podziatu mejotycznego majg 4C DNA. Tak duza ilo$¢ aktywnego transkrypcyjnie
rDNA umozliwia wtasciwg dynamike syntezy i gromadzenia rybosomoéw podczas
oogenezy. Brak jednak odpowiedzi na pytanie, jak zachowujg sie geny organizatora
jaderkowego w komorkach somatycznych Locustal Czy i w jaki sposob regulowana
jest ich aktywno$¢?

llos¢ i tempo gromadzenia rRNA w komorce jajowej jest niewatpliwie jednym
z najistotniejszych czynnikdw wptywajacych na proces tworzenia komorek jajowych.
Obserwacje przebiegu i dynamiki oogenezy u mutantéw (np. bobbed), jak réwniez
badania poréwnawcze nad blisko spokrewnionymi gatunkami, ktére réznig sie miedzy
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sobg taktyka gromadzenia rybosoméw, wyraznie wskazuja, ze zwielokrotnienie li-
czby cistronéw rybosomalnych poprzez poliploidyzacje genoméw komérek odzyw-
czych i/lub amplifikacje rDNA, moze w istotny sposdb przyczyniaé sie do
przy$pieszenia procesu oogenezy. Brak tego typu mechanizméw moze byé kom-
pensowany wysoka zawarto$cig kopii genéw rybosomalnych w natywnych orga-
nizatorach jaderkowych (np. u Locusta) lub przejawia sie wolniejszym przebiegiem
oogenezy. Spowolnienie procesu tworzenia komarki jajowej, wynikajgce z wolnego
tempa akumulacji rybosoméw, obserwowano u wspomnianych juz mutantéw bohbed.
Podobnie, wolniejszy przebieg oogenezy obserwowano u pluskwiakéw z rodzaju
Oncopeltus (brak amplifikacji rDNA) w poréwnaniu z bliskospokrewnionym ro-
dzajem Dysdercus (nadreplikacja organizatorow jaderkowych w komdrkach od-
zywczych) [23].

Wyniki badan poréwnawczych nad dynamika oogenezy i embriogenezy nie-
ktérych gatunkow ptazéw i owaddéw [15, 16, 23] sugeruja, ze liczba zgromadzonych
w komorce jajowej rybosoméw moze réwniez wpltywaé na tempo rozwoju za-
rodkowego. Poglad ten wydaje sie logicznie uzasadniony gdyz wieksza liczba zma-
gazynowanych w jaju rybosomow to mozliwo$¢ opOznienia ekspresji genéw
zygotycznych, atym samym mozliwo$¢ zwiekszenia tempa podziatow mitotycznych
komérek zarodkowych. Nasza wiedza w tym zakresie wydaje sie jednak bardzo
fragmentaryczna. Poza sugestiami i hipotezami wcigz brak peinych i konkretnych
danych eksperymentalnych i opisowych, ktére pozwolityby okresli¢ znaczenie r6z-
nych strategii gromadzenia rRNA podczas oogenezy w ogdlnej taktyce rozwojowej.
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MICROSATELLITE SEQUENCES IN PLANT GENOMES

TOMASZ SAKOWICZ
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Streszczenie: Sekwencje mikrosatelitame (nazywane takze mikrosatelitami, STR-ami, tj. krétkimi po-
wtdérzeniami tandemowymi lub SSR-ami, tj. prostymi powtérzeniami sekwencji) nalezg do grupy
powtarzajacych sie sekwencji DNA. Opisywane sg one jako powtérzenia krotkich jednostek o dtugosci
od 1do 6 par zasad (pz) i tworzg tandemowe szeregi sekwencji powszechnie wystepujace w DNA
wszystkich genomoéw eukariotycznych. Wykazano istotne réznice pomiedzy mikrosatelitami roslinnymi
i zwierzecymi. Mikrosatelity moga stuzy¢ jako wysoce informatywne markery genetyczne, ktére w
potaczeniu z uzyciem technologii PCR (tancuchowa reakcja polimerazy ang. Polymerase Chain Reac-
tion) umozliwiajg wykrywanie polimorfizmu sekwencji DNA. Sugeruje sie, ze jednym z gtéwnych jego
zrodet moze by¢ poslizg ( ang. slippage) DNA podczas replikacji przynoszacy w rezultacie zmiane
dtugosci elementdw sekwencji powtarzajacych sie. Wiekszos¢ loci mikrosatelitarnych u roélin wykazuje
wyzszy poziom polimorfizmu niz inne systemy markerowe, takie jak: RAPD (ang. Random Amplified
Polymorphic DNA)\ RFLP (ang. Restriction Fragment Length Polymorphism) czy SSCP (ang. Single-
Strand Conformation Polymorphism) i stad sg uznane za wygodne sondy molekularne w mapowaniach
genetycznych, analizie sprzezen oraz sg przydatne w genetyce populacyjnej, badaniach filogenetycznych
i ewolucyjnych, atakze w diagnostyce molekularnej chordéb genetycznych cztowieka.

Stowa kluczowe: Mikrosatelity, STR-y, polimorfizm, analiza genomdw roélin, markery genetyczne.

Summary: Microsatellite sequences (also called microsatellites, SRTs-short tandem repeats or SSRs-sim-
ple sequence repeats) are a group of repetitive DNA sequences. They are characterized by a short repeat
unit of 1to 6 bp and occur in tandem arrays widely distributed in the DNA of all eukariotic genomes.
Essential differences between plant and animal systems were demonstrated. Microsatellites can serve as
highly informative genetic markers, and in conjunction with the use of polymerase chain reaction (PCR)
technology enable the detection of length polymorphism. It is suggested that the major source of them
can be replication slippage resulting in length variation. Most of microsatellite loci in plants exhibit a
higher level of polymorphism than other marker systems (RFLP - Restriction Fragment Length
Polymorphism, RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA, SSCP - Single-Strand Conformation
Polymorphism). Besides being excelent molecular probes for genetic mapping and linkage analysis, they
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are found to be very useful for population genetic, phylogenetic and evolutionary studies and useful in
molecular diagnostics of human diseases.

Key words: Microsatellites, STRs, polymorphism, plant genome analysis, genetic markers.

WSTEP

Sekwencje mikrosatelitame nalezg do szerokiej i bardzo r6znorodnej grupy po-
wtarzajacych sie sekwencji DNA. Stanowig one istotny element genomu wszystkich
organizméw eukariotycznych. Kryteria uwzgledniajagce organizacje genomowg se-
kwencji powtarzalnych pozwalajg na rozréznienie sekwencji rozproszonych oraz
tandemowych, tj. takich, w ktérych jednostki powtarzajgce sie lezg bezposrednio
obok siebie. Te ostatnie byly poczatkowo izolowane jako niezalezne pasmo sa-
telitarne powstate po wirowaniu DNA w gradiencie gestosci chlorku cezu (CsCl).
Obecnie termin ,,satelitarny DNA” uzywany jest jako synonim terminu sekwencje
tandemowe, nawet je$li nie tworzg one odrebnej frakcji DNA w wymienionym
wyzej gradiencie.

Sekwencje tandemowe mogg by¢ identyfikowane kilkoma sposobami, m.in. za
pomoca enzymdw restrykcyjnych. Nature tych sekwencji ujawnia sie wéwczas m.in.
przez zastosowanie niekompletnej hydrolizy DNA wybranymi enzymami restry-
kcyjnymi. Wsréd produktéw trawien rozdzielanych w zelach agarozowych pojawia
sie ,,drabinka” oligomeréw bedacych wielokrotnosciami diugosci podstawowego
elementu powtarzajgcego sie. Wizualizacji dokonuje sie przy pomocy autoradiografii
po hybrydyzacji typu Southern.

Do omawianej grupy sekwencji zalicza sie réwniez sekwencje mikrosatelitarne,
okre$lane tez terminami: SSR (ang. Simple Sequence Repeats), STR (ang. Short
Tandem Repeats), SSM (ang. Simple Sequence M otif) lub jako mono-, dwu-, tréj-,
czteronukleotydowe powtérzenia. W ostatnich latach staty sie one powszechnie
stosowanymi markerami genetycznymi tworzonymi na podstawie selektywnej am-
plifikacji sekwencji DNA. Analizy prowadzone z ich uzyciem zrewolucjonizowaty
badania prowadzone na genomach ssakéw (gtéwnie cztowieka), poniewaz wysoki
polimorfizm tych sekwencji znalazt szerokie zastosowanie m.in. w diagnostyce
molekularnej choréb genetycznych (dystrofia miotoniczna, zesp6t tamliwego chro-
mosomu X, plagsawica Huntingtona, ataksjardzeniowa) [23]. Rowniez u ro$lin badania
z zastosowaniem mikrosatelitbw majg coraz istotniejsze znaczenie w analizach ge-
nomow [37].

Istnienie dwunukleotydowych powtoérzen poli CA 'poli GT udokumentowat po
raz pierwszy Hamada [14]. Systematyczne wzbogacanie baz danych sekwencji nu-
kleotydowych pozwala na bardziej precyzyjng ich analize, m.in. pod katem iden-
tyfikacji w nich STR-O6w. Istotne znaczenie mialy tu badania Webera [52] nad
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STR-ami genomu ludzkiego. Autor ten zaproponowal podstawowe metody wy-
krywania polimorfizmu (tj. réznic dtugosci) mikrosatelitbw. Obecnie polimorfizm
ujawniany jest najczesciej przy uzyciu reakcji PCR z zastosowaniem unikalnych
krotkich starterow, ktére oflankowujg i definiujg locus mikrosatelitarny. Produkty
amplifikacji uzyskane z réznych osobnikéw sg rozdzielane w zelach wysokiej roz-
dzielczosci celem wykazania polimorfizmu ich dtugosci. lzolacje i klonowanie ro-
Slinnych sekwencji mikrosatelitarnych po raz pierwszy wykonano na materiale z
drzew tropikalnych [7]. Cytowani wyzej autorzy wykryli i okreslili czestos¢, z
jaka wystepowaty w tych genomach bloki dwunukleotydowych powtérzen (AC)n
i (AG)n.

Pomimo ze sekwencyjne bazy danych sa wcigz wyraznie ubozsze w sekwencje
roslinne niz zwierzece, juz obecnie mozna wskaza¢ na istotne roznice zaréwno
iloSciowe, jak ijakoSciowe miedzy mikrosatelitami roslinnymi i zwierzecymi. R0z-
nice iloSciowe polegajg na wyraznie mniejszej liczbie STR (zw#aszcza dwunu-
kleotydowych) u roslin w poréwnaniu z genomami ssakdéw; ws$réd roznic
jakosciowych nalezy wymienic¢ zdecydowang przewage powtorzen o motywie AT/TA
u roslin, a CA/GT u ssakéw [36].

Sekwencje mikrosatelitame sg identyfikowane i charakteryzowane dwoma pod-
stawowymi metodami: albo za pomocag komputerowej analizy sekwencyjnych baz
danych albo przez screening bibliotek genomowych DNA z uzyciem oligonukleo-
tydowych sond o okreSlonym motywie sekwencyjnym. Wyniki uzyskane przy po-
mocy obu wymienionych technik obarczone sg pewnymi btedami (omdwionymi
w dalszej czesci artykutu), ale jednoznacznie wskazujg na obfito§¢ omawianych
sekwencji we wszystkich analizowanych genomach eukariotycznych oraz na ich
wysoki polimorfizm. Informacje o rzeczywistej organizacji genomowej i fizycznej
lokalizacji mikrosatelitbw w genomach roslinnych sg wcigz stosunkowo nieliczne
[4]. Wydaje sie jednak, ze kazdy motyw mikrosatelitarny ma charakterystyczny
i unikalny wzér zarowno w hybrydyzacji zelowej (Southern), jak i in situ, co moze
wskazywac na ich niezalezng amplifikacje irozmieszczenie. Na przyktad powtérzenia
typu (CA)nu buraka (Beta vulgaris) zlokalizowano w regionach centromeréw [42];
podobne obserwacje pochodzg z analiz genomu pomidora Lycopersicon esculentum
[6]. Na powtorzenia o motywie (AT)nnatrafiono w interkalamych pozycjach ramion
chromosomoéw zawierajgcych geny kodujgce rRNA [42]. Prace, w ktérych podjeto
probe lokalizacji STR w odniesieniu do regionéw sekwencji kodujacych wskazuja,
ze bloki mono-, dwu- i czteronukleotydowych powtdrzen potozone sg niemal wy-
facznie w obszarach niekodujgcych, w przeciwienstwie do mikrosatelitbw o mo-
tywach trojnukleotydowych, ktorych znaczna czes¢ lezy w regionach kodujgcych
[28,51].

Wyniki eksperymentow prowadzonych in vitro wyraznie wskazuja, ze zachodzacy
gtéwnie podczas replikacji tzw. ,poslizg” (ang. slippage) komplementarnych nici
DNA (szczegdlnie w obszarze dtugich polimeréw) moze by¢ podstawowym me-
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chanizmem odpowiedzialnym za powstawanie i rozprzestrzenianie sie w genomie
sekwencji mikrosatelitamych [41]. Waznych dowodéw na wystepowanie wspo-
mnianego zjawiska dostarczajg prace nad niestabilno$cig powtdrzen tréjnukleotydo-
wych, ktore wykazujag ,,sktonnos¢” do delecji lub ekspansji [16,17,38]. Procesy
te sg wynikiem przesunie¢ ramki odczytu, ktore zachodza witasnie w efekcie ,,po-
$lizgu” komplementarnych nici DNA [34]. Wykazano w badaniach modelowych
in vivo, ze w przypadku masowych ekspansji sekwencji trojnukleotydowych, ma-
jacych miejsce m.in. w dystrofii miotonicznej, obok mechanizmu ,,po$lizgu DNA,
dodatkowo zaangazowane sg inne, jak np. skokowe ekspansje replikacyjne. Mogg
one w nastepstwie prowadzi¢ do tworzenia nietypowych struktur DNA, jak le-
woskretny Z-DNA, tréjniciowy H-DNA, struktura petli czy struktura krzyzowa.
Kazda z wymienionych struktur moze powodowac zaburzenia w typowym przebiegu
replikacji [18,19,53].

Wspominana wcze$niej duza czesto$¢, z jaka sekwencje mikrosatelitame wy-
stepujg w genomach oraz ich wysoki polimorfizm czynig je przydatnymi markerami
w analizach genomu. Sekwencje te sg uzywane do mapowan genetycznych, analizy
sprzezen, okre$lania stopnia czystosci nasion ijakosci hybryddw. Wspotczesna diag-
nostyka molekularna, wykorzystywana w roslinnych programach hodowlanych, po-
stuguje sie w gtownej mierze wiasnie technikami amplifikacji DNA [9] z
wykorzystaniem m.in. omawianych sekwencji mikrosatelitamych.

CHARAKTERYSTYKA MIKROSATELITOW
ROSLINNYCH

Analizy mikrosatelitbw prowadzone sg z wykorzystaniem sekwencji nukleoty-
dowych zgromadzonych gtdwnie w bazach danych GenBank i EMBL oraz w oparciu
o tzw. biblioteki genomowych DNA tworzonych w wektorach fagowych [31,13]
czy plazmidowych [48]. Obiektem badan byty przede wszystkim genomy roslin
uprawnych o duzym znaczeniu gospodarczym. W tabeli 1 wymieniono gatunki
roslin, ktorych genomy analizowano pod katem obecnosci mikrosatelitow, podano
ich czeSciowg charakterystyke (motywy jednostek repetytywnych) oraz wskazano
metody identyfikacji tych sekwencji. Najbardziej kompleksowe wyniki badan pre-
zentowane sa w pracach Wanga i wsp., Lagercrantza i wsp. oraz Morgante i Olivieri
[odpowiednio 51,24,28]. Badaniami objeto ponad 5000 tysiecy par zasad (kpz),
w tym ponad 3000 kpz sekwencji jadrowych DNA i 0k.1500 kpz organellowych
DNA z ponad 50 gatunkéw. Znalazty sie wsrdd nich zaréwno rosliny jednoliscienne,
takie jak: jeczmien (Hordeum vulgare), ryz (Oryza sativa), kukurydza (Zea mays),
jak i dwuliscienne: groch ( Pisum sativum), rzodkiewnik ( Arabidopsis thaliana),
tyton ( Nicotiana tabacum), pomidor ( Lycopersicon esculentum). Whnioski sfor-
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TABELA 1 Rodlinne sekwencje mikrosatelitame

Gatunek Rodzaj motywu Metoda Literatura
identyfikacji
Arabidopsis thaliana AT, AG, TC, CA b.d. 5, 10
Beta vulgaris CA, CT, ATT, GTG, AT s.b. 29,42
Brassica napus GA, CA, GATA, GATA, GACA, GGAT, s.b. s.b. 22,34
CA, CT, GTG
Glycine max AT, ATT, AAT, TAA s.b. 2, 27, 40
Hordeum vulgare AT, TCT, CT, TG, CTT, TGC, ATTT,
GA, CA s.b. s.b 3.4, 32

Lycopersicon esculentum GA, GT, ATT, TGT, AGTG, AT,CAA, TAA sb.; b.d. 6, 45
Lycopersicon pennelli

Nicotiana tabacum AT, GA, CCA, CAA b.d. 45

Oryza sativa GA, GT, CGG, TTG, ATT, TCT CAG, TGG, s.h. 31
GATA, ATC, CTTT

Oryza sativa CGG, GAG, GA, CTT, CTG, ACG, TGG, AT b.d. 1

Phaseolus vulgaris GATA, GACA, CAC, CA S.h. 15

Phaseolus lunatus
Phaseolus acutifolius

Pinus strobus AC, AG, AAT, ATC, AAG, AT, GT,CT s.b. 13, 21

P. taeda, P. silvestris

Quercus macrocarpa GA, GT, CA s.b. 12,46
Solanum phureja TA, TC, CTT, AAG, AGA, AT, GAA s.b 45, 50

S. tuberosum

Triticum aestivum AC, AG, TCT, TTG, GT s.b. 11,26,39
Vitis vinifera GT, GA, CAC, GACA, GATA,CT s.b. 48

Zea mays CT, AG, AC, GA b.d.; s.b. 43,47

b.d. - baza danych EMBL i GenBank; s.b. - screening bibliotek genomowych; S.h. - hybrydyzacja
Southerna

mutowane w wymienionych publikacjach sg zbiezne i definiujg istotne cechy mi-
krosatelitow roslinnych. Nalezg do nich;

- duza czesto$¢ wystepowania;

- ogromna réznorodnos$¢ dotyczaca zaréwno liczby kopii w genomach (od 5x103
do 3x 105), dlugosci elementéw powtarzajacych (od kilku pz do ok. 50 pz), jak
i lokalizacji w chromosomach;

- bardzo wysoki poziom polimorfizmu proporcjonalny do dtugosci jednostki
elementarnej i liczby powtdrzen [54];

- niezwykle niska czesto§¢ STR organellowych w poréwnaniu z jagdrowymi
[36,51];

- wyrazna dominacja STR chloroplastowych nad mitochondrialnymi;

- dominacja motywow sekwencyjnych:

AT>A>AG>ATA>AAC>AGC>AC>TAT (dane dla blokdw powtdrzen co naj-
mniej 30-nukleotydowych);
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- wyrazna przewaga (>80%) blokéw o dtugosci 20740 pz;

- dominacja STR dwunukleotydowych (0,477 wszystkich zidentyfikowanych),
nad troj- (0,23), mono- (0,162) i czteronukleotydowymi (0,138) [51];

- uderzajacy deficyt (np. w poréwnaniu zgenomem ludzkim) sekwencji o motywie
GT, $rednio co 300, 110, 180 i 150 kpz odpowiednio w genomach: rzepaku, psze-
nicy, Swierka i tytoniu [51] (u cztowieka jeden blok S$rednio co 30 kpz).

Wydaje sig, ze réznice w rodzaju dominujacych motywdéw sekwencyjnych moga
mie¢ zwigzek z bardzo istotnymi r6znicami w poziomie i rodzaju metylacji genomow
zwierzecych iroslinnych [24]. Levison i Gutman [25] sugerujg, ze przewage motywu
GT u zwierzat mozna wyjasni¢ wysokim tempem tranzycji metylowanych C (wy-
stepujacych w dwunukleotydzie CG) do T i w rezultacie zwiekszeniem liczby mo-
tywow TG. U roslin metylacja C zachodzi nie tylko w specyficznym dla zwierzat
uktadzie CG, ale dodatkowo takze w CXG ( X - dowolny nukleotyd). Brak jednego
specyficznego uktadu u roslin moze ogranicza¢ obecnos¢ liczniejszych powtorzen
0 motywie GT.

Do kolejnych cech charakteryzujgcych STR roslinne naleza:

- wysoka S$rednia czestos¢ STR: u gatunkéw dwulisciennych (ok. trzykrotnie
wieksza niz u jednolisciennych) - odpowiednio jeden STR co 21 kpz i 65 kpz

51];
[ ] lokalizacja STR o motywach mono-, dwu- i czteronukleotydowych niemal
wytgcznie w regionach niekodujacych;

- czesta lokalizacja STR o powt6rzeniach trojnukleotydowych w obszarach se-
kwencji kodujacych (ok. 30%); reguta ta dotyczy niemal wytgcznie tréjnukleotydow
zawierajagcych nukleotydy C i G (np. u pszenicy w genach m.in. a-amylazy, a,
(8 %-gliadyny, MLV-gluteiny zlokalizowano powtdrzenia GCT, CAA, CAG [11]
czy TGC w genie dehydrogenazy alkoholowej [3];

- lokalizacja ok. 30% STR tréjnukleotydowych w obszarach sekwencji trans-
krybowanych, ale nie ulegajgcych translaciji;

- brak wyraznej zaleznosci miedzy rozmiarami genoméw a iloscig w nich  mi-
krosatelitéw; np. urzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) jeden STR co 42 kpz (genom
145 Mpz/C), u kukurydzy (Zeci mays) co 59 kpz (genom 2504 Mpz/C), u pszenicy
(Triticum aestivum) co 20 kpz (genom 15966 Mpz/C )[51];

- pozytywna korelacja miedzy % par GC w genomowym DNA a wielkoScig
frakcji STR zawierajagcych nukleotydy GC;

- lokalizacja znaczacej czeSci STR w zmetylowanych regionach genomu ,,wy-
ciszonych” transkrypcyjnie [44].

W genomach Eukaryota stwierdzono kilka kategorii sekwencji mikrosatelitamych,
w ktérych powtdrzenia tworzg jeden z czterech blokéw [28]:

- proste doktadne (ang. peifect) - z jednym motywem powtarzajacym sie;

- proste niedokladne (ang. imperfect) - jeden motyw sekwencyjny przerywany
inng  (przypadkowa) sekwencja;
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- zlozone doktadne (ang. compound perfect) - wewnatrz bloku powtdrzen o
okreslonym motywie pojawia sie doktadny blok o innym motywie;

- zlozone niedoktadne (ang. compound imperfect) - jw., lecz poprzedzielane
sekwencjami nie majagcymi charakteru sekwencji mikrosatelitamych.

Obecnie wiadomo, ze pewne motywy nukleotydowe (np. AT) przejawiajg wieksze
tendencje do tworzenia powtorzen dokladnych [10,28]. Przyktadem genomu szcze-
gélnie bogatego w bloki STR o strukturze ztozonej i niedoktadnej jest DNA pszenicy
(TAticum aestivum) [26].

Szczeg6lng uwage zwracajg takze istotne rdznice miedzy mikrosatelitami ro-
slinnymi a zwierzecymi (ludzkimi). Podstawowe z nich to: kilkakrotnie wieksza
czestos¢ wystepowania STR u zwierzat oraz fakt, ze dominujacym motywem po-
wtérzen u roslin jest AT/TA, podczas gdy u cztowieka AC/TG i GT/CA [36].

IDENTYFIKACJA SEKWENCJI MIKROSATELITARNYCH

Identyfikacji sekwencji mikrosatelitamych i ich p6Zniejszej charakterystyki do-
konuje sie na podstawie: komputerowych analiz sekwencji nukleotydowych zgro-
madzonych w bazach danych (GenBank, EMBL) [24,51] lub tzw. screeningu
bibliotek genomowych DNA [31,34]. Wyniki uzyskane z obu wymienionych zrédet
obarczone sg istotnymi btedami, a w wielu przypadkach ich poréwnanie jest utru-
dnione. Wynika to z kilku podstawowych powodéw. Do bankéw sekwencji trafiaja
gtéwnie sekwencje pochodzace z klonéw cDNA (sekwencje kodujace), a jak to
wczesniej zaznaczono, istotna cze$¢ wszystkich sekwencji repetytywnych zlokali-
zowana jest w nieaktywnych transkrypcyjnie obszarach chromatyny. Ponadto, mimo
znaczacego postepu w technikach sekwencjonowania kwaséw nukleinowych, procent
znanych sekwencji jadrowego DNA roslin jest wcigz niski. R6znice w danych
wynikajg rowniez z faktu, ze badacze stosujgjako kryteria poszukiwan mikrosatelitow
niejednakowe wielkosci n (ij. liczby powtorzen w bloku), co w zasadniczy sposéb
wptywa na ilos¢ wykrytych STR w analizowanym genomie. Dodatkowym utrud-
nieniem jest tworzenie przez powt6rzenia mono- i dwunukleotydowe ztozonych
uktadéw blokéw mikrosatelitamych. Czesto do identyfikacji STR stosowany jest
hybrydyzacyjny screening bibliotek genomowych z zastosowaniem sond oligonu-
kleotydowych o konkretnym motywie sekwencyjnym iokre$lonej dtugosci. W jednej
z licznych prac tego typu analizowano trzynascie STR o réznych motywach se-
kwencyjnych w genomie ryzu [31]. Na podstawie znajomos$ci rozmiar6w genomu,
dtugosci klonowanych w fagu fragmentow DNA (15 kpz) i liczby pozytywnych
sygnatéw hybrydyzacyjnych wyznaczono parametry charakteryzujace poszczeg6lne
mikrosatelity. Informujg one o $redniej odlegto$ci miedzy mikrosatelitami oraz ich
liczbie w genomie. Dane uzyskiwane w opisany powyzej spos6b czesto wyraznie
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odbiegajg od tych pochodzacych z bankéw sekwencji. Powoddw nalezy upatrywaé
m.in. w stosowaniu sond o réznych motywach sekwencyjnych i réznej ilosci po-
wtdrzen w blokach; odmiennych warunkach hybrydyzacji i tzw. ,,kapieli” posthy-
brydyzacyjnych, co w dramatyczny spos6b rzutuje na koficowy wynik. Ponadto
dwunukleotyd (AT)n uznawany za najpowszechniejszy z STR roslin (na podstawie
analiz baz danych) jest stosunkowo trudny do izolacji z bibliotek genomowych
ze wzgledu na swdj palindromowy charakter. Efektywnos¢ screeningu jest pod-
noszona przez stosowanie licznych technik wzbogacania bibliotek (przed lub po
ich konstrukcji) w sekwencje mikrosatelitame [20,30].

Standardowa metoda izolacji STR obejmuje kilka etapow, z ktérych pierwszym
jest tworzenie tzw. biblioteki fagowej lub plazmidowej (zwykle o matych wstawkach
dtugosci 200-500 pz, celem unikniecia p6zniejszych reklonowan). Fragmenty DNA
0 wspomnianej dtugosci generowane sg przez sonikacje badZ hydrolize wybranymi
restryktazami (najczeSciej Sau3A, Rsal, Haelll). Nastepnie wykonuje sie hybry-
dyzacyjny screening sondami oligonukleotydowymi, izolacje i sekwencjonowanie
DNA z klondw dajacych pozytywne sygnaly hybrydyzacyjne oraz projektuje sie
sekwencje starterowe (ang. primers) na podstawie znajomosci unikalnych sekwencji
flankujacych i przeprowadza analize PCR. Koncowym etapem jest identyfikacja
produktéw amplifikacji w zelach wysokiej rozdzielczosci.

ROZMIESZCZENIE STR W ODNIESIENIU
DO SEKWENCJI KODUJACYCH

Sekwencje mikrosatelitame wystepujg nie tylko w intronach i sekwencjach 5’
1 3’ flankujacych, ale réwniez w obszarach egzonéw [3,51]. Informacje na ten
temat w zdecydowanej wiekszosci pochodzg z genomdéw zwierzecych [8,49,52].
W tabeli 2 przedstawione jest porownanie danych pochodzacych z analiz wybranych
genomodw roslinnych i genomu krolika [49] dotyczacych rozmieszczenia powtdrzen
dwu- i tréjnukleotydowych. Pordéwnanie poszczeg6lnych wartosci sugeruje podo-
bienstwa miedzy analogicznymi parametrami w analizowanych genomach. Szcze-
gélng uwage zwraca wysoki procent powtorzen trojnukleotydowych w obszarze
egzondw i deficyt w tych samych regionach powtorzenr dwunukleotydowych. W
obszarze intronéw jest przeciwnie. Prezentowane wyniki mogg sugerowac¢ podo-
bienstwa co do ewolucyjnych tendencji w lokalizacji STR w obszarach sekwencji
kodujacych w genomach roslin i zwierzat.

CHLOROPLASTOWE SEKWENCJE MIKROSATELITARNE

DNA licznych genoméw chloroplastowych zostaty catkowicie zsekwencjono-
wane, stad dane pochodzace z ich analizy sg bardzo precyzyjne [37]. Wiadomo,
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TABELA 2. Poréwnanie rozmieszczenia mikrosatelitéw roslinnych i zwierzecych (na przyktadzie ge-
nomu krolika) w obszarach sekwencji kodujacych (wg [28,49])

Lokalizacja Powtorzenia
dwunukleotydowe tréjnukleotydowe
rosliny zwierzeta rosliny zwierzeta
5’ flanka 23 n 7 0
3’ flanka 8 4 2 0
Intron 22 23 6 3
Egzon 0 4 12 23
5" NTmRNA 2 1 8 7
3’ NTmRNA 13 n 3 6
Liczba sekw. 68 54 38 39

NT - sekwencje transkrybowane nie ulegajace translacji

ze sg to genomy wysoce konserwatywne i charakteryzujg sie znacznie mniejszym
tempem mutacji niz genomy jagdrowe. Og6lng prawidtowos$cig wszystkich genomow
chloroplastowych jest ich wyrazne ubdstwo w sekwencje mikrosatelitame w po-
réwnaniu z DNA jadrowy m. Analiza sekwencji zGenBanku ujawnia od 12 powtdrzen
(A)nuryzu (Oryza sativa) do 82 u porostnicy (Marchantiapolymorpha) w catkowicie
zsekwencjonowanych genomach chloroplastowych (Srednio jeden blok mikrosate-
litarny co 32 kpz). Bardzo nieliczne powtdérzenia motywu (AT)nkontrastujg wyraznie
zich liczbg wjadrowym DNA. Poza wymienionymi wyzej motywami sekwencyjnymi
w chloroplastowym DNA zidentyfikowano takze powt6rzenia ATC, AAG i AATT
[52].

Mikrosatelity stanowig obecnie, obok wczesniej scharakteryzowanych metod
RFLP i RAPD [9], jeden z gtéwnych sposobéw wykrywania polimorfizméw se-
kwencji DNA, ijako systemy markerowe odgrywaja coraz wiekszg role w badaniach
z zakresu genetyki i hodowli roslin oraz w diagnostyce molekularnej chorob ludzkich,
gdzie staty sie podstawowym narzedziem badawczym. Wysoka czuto$¢ i szybko$é
wymienionych technik czynig je coraz bardziej powszechnymi, a prace wyspe-
cjalizowanych firmy komercyjnych (obok tworzenia nowych, oryginalnych pro-
pozycji) idg m.in. w kierunku ich maksymalnego uproszczenia.
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Zaktad Zoologii Systematycznej, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski,
Krakow

Streszczenie: Jadra komoérek somatycznych i oocytéw zawieraja liczne, morfologicznie réznorodne
struktury (ciatka), w ktorych wystepuja mate jadrowe rybonukleoproteidy (snRNP) i inne czynniki
zwigzane z obrobka (,,dojrzewaniem”) RNA. Struktury te w literaturze znane sg jako coiled bodies,
speckles, spheres, snurposomes lub Binnenkérper. Pomimo stosunkowo dobrze poznanego sktadu, ich
funkcje pozostajg wcigz niejasne. Niniejszy artykut jest proba podsumowania i usystematyzowania
wiadomosci o wymienionych strukturach i ich roli w obrébce RNA. W tym Swietle przedyskutowana
zostanie funkcja tzw. jader dodatkowych (accessory nuclei) - organelli charakterystycznych dla oocy-
téw i mbodych zarodkoéw niektérych owadow.

Stowa kluczowe: coiled bodies, sfery, snurposomy, Binnenkérper, speckles, splicing, snRNP, jadra
dodatkowe

Summary: In the nuclei of somatic cells and developing oocytes numerous, morphologically varied
structures containing small nuclear ribonucleoproteins (SnRNPs) and other factors involved in RNA-pro-
cessing occur. They are often referred to as: coiled bodies, speckles, spheres, snurposomes or
Binnenkdrper. The composition of these structures is relatively well known, however, their function still
remains obscure. In this article we summarize the knowledge about these structures and their role in
RNA-processing. In the light of this the function of accessory nuclei, organelles specific for the oocytes
and embryos of some insects, will also be discussed.

Key words: coiled bodies, spheres, snurposomes, Binnenkdrper, speckles, splicing, snRNP, accessory
nuclei

WSTEP

W jadrze interfazowym wyrézni¢ mozna szereg strukturalnie i funkcjonalnie
odmiennych domen, wérdéd ktérych stosunkowo najlepiej poznano ostonke jadrowa,
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chromatyne oraz jaderko (poroéwnaj artykuty: ,Wybrane metody badania ultra-
struktury i funkcji jadra komérkowego” oraz ,,Funkcjonalna organizacja ostonki
jadrowej”, w tym samym numerze PBK). Znacznie mniej wiemy o innych domenach
jadra - widknach okotochromatynowych (ang. perichromatinfibrils), ziarnistosciach
okotochromatynowych (ang. perichromatin granules), ziarnistosciach miedzy-
chromatynowych (ang. interchromatin granules) i ciatach jadrowych (ang. nuclear
bodies) [14]. Te ostatnie tradycyjnie dzielone sg na dwie klasy: ciata jadrowe proste
(ang. simple nuclear bodies) i zwiniete (CB, ang. coiled nuclear bodies).

W ostatnich latach do badan nad skfadem domen jgdrowych uzyto przeciwciat
wystepujacych w surowicach pacjentéw chorych na choroby autoimmunizacyjne,
np. toczen rumieniowaty uogolniony (choroby te oraz mechanizmy ich powstawania
oméwiono w PBK [22]). Badania te pozwolity na wyrdznienie specyficznej klasy
struktur jagdrowych, ktérej cechg charakterystyczng jest podwyzszone stezenie czyn-
nikow odpowiedzialnych za obrobke (,,dojrzewanie”) RNA. Klasa ta obejmuje wy-
stepujace w komérkach somatycznych coiled bodies i speckles oraz znajdowane
w rozwijajacych sie oocytach sfery, snurposomy i Binnenkérper. Niniejszy artykut
jest proba podsumowania i usystematyzowania wiedzy na temat wymienionych
struktur i ich roli w procesie obrobki RNA.

1. CIALA JADROWE ZWINIETE (CB)

CB po raz pierwszy zostaty zaobserwowane przez hiszpanskiego cytologa, Ramon
y Cajala, w 1903 roku [16], a ich obecng nazwe zaproponowat Bernhard [39].
Srednica tych struktur wynosi 0,1-1 pm, a liczba (W komérkach somatycznych
ssakdw) od 1 do 10. Ultrastrukturalnie CB przypominajg czes¢ widknistg jaderka
i zbudowane sg ze zwinietych 50 nm wiokienek [43, 48]. Podobnie jak jaderko,
zawierajg one fibrylaryne i barwig sie metodg srebrowg (ang. AQNOR technique,
poréwnaj artykut Wybrane metody badania struktury i funkcji jadra komaérkowego
w tym samym numerze PBK) [42]. Biatkiem charakterystycznym i specyficznym
dla CB jest p80-koilina [4]. W omawianych strukturach wykazano réwniez obecno$¢
czynnikéw odpowiedzialnych za:

- splicing (Ul, U2, U4/U6, U5 snRNP i pomocniczy czynnik biatkowy U2AF),

- obrébke rRNA (U3 snRNP) i

- formowanie korica 3’ mRNA histonéw (U7 snRNP)(tab. 1).

Nie wykryto w nich natomiast: DNA, 5S rRNA, biatek jaderkowych: nukleoliny
(C23) i B23, polimerazy | RNA, poly (A+)RNA oraz niezbednego do splicingu
czynnika SC35 [5,19,20,21,25,40,42,47]. Innym, niedawno odkrytym biatkiem wy-
stepujagcym w CB jest pigpen [2,3].
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Tabela 1. Sktad CB, speckles, sfer, snurposoméw B i Binnenkorper, struktury homologiczne wg [29]
oznaczono * lub **; 1- wstepne badania [29,44] wskazujg na obecno$é¢ snRNP w BK

cB* BK* sfery (snurpo- spec/c/es**snurposomy B **
somy B+C)*
Ul + 1 + + +
u2 + 1 + + +
u4/ué6 + 1 + + +
us + 1 + + +
U2AF +
SC35 + + +
Fibrylaryna + +
u3 + 1
u7 + 1 +
Koilina/SPH-1  + + +
Literatura 2,3,5,19,20, 29,44 29,46,49,50 19,20, 29,50
21,25,29,42 21,40
2. SPECKLES

Barwienie jader komorek somatycznych ssakow przy pomocy przeciwciat przeciw
sktadnikom spliceosomdw (np. SC35 [26]) wykazuje obecnos¢ licznych jasno Swie-
cacych struktur (tzw. speckles) na tle stabo wybarwionej nukleoplazmy. Poza SC35
w speckles wystepuja takze Ul, U2, U4/U6 i U5 snRNP, natomiast stezenie U2AF
jest niskie [19,20](por. tab. 1). Przy pomocy mikroskopu elektronowego wykazano,
ze speckles to skupienia ziarnistosci miedzychromatynowych [21,40].

3. SFERY | SNURPOSOMY

Jadra oocytdw (= pecherzyki zarodkowe) ptazéw stanowig dogodny materiat
do badan nad transkrypcjg i obrébka RNA, poniewaz zawierajg duze i tatwe do
izolowania chromosomy szczoteczkowe. Juz pod koniec ubiegtego wieku w Scisle
okreSlonych miejscach (loci) tych chromosomow obserwowano charakterystyczne,
kuliste struktury, tzw. sfery (ang. sphereorganelles). Réwnoczesnie, w nukleoplazmie
znajdowano zaréwno wolne (nie kontaktujgce sie z chromosomami) sfery, jak i
mniejsze od nich, kuliste ziarnistosci. W ostatnich latach préba klasyfikacji wszy-
stkich tych struktur zostata podjeta przez Galla i wsp. [27,50]. Wyr6zniono trzy
typy granul i nazwano je snurposomami A, B i C (od angielskiej wymowy akronimu
SNRNP).
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1. Snurposomy A - $rednica od 1 do 4 pm, na preparatach mikroskopowych
majg wyglad czerwonych ciatek krwi, co jest zwigzane z mniejszg gestoscig ich
czesci centralnych; zawierajg U 1snRNA izwiazane z nimi biatka. Do chwili obecnej
snurposomy A stwierdzono jedynie w oocytach traszki Notophthalmus.

2. Snurposomy B - $rednica od 1 do 4 pm, strukturalnie jednorodne (ho-
mogenne), zbudowane z ziaren o $rednicy 20-30 nm, zawierajg odpowiedzialne
za splicing snRNP (Ul, U2, U4/U6 i U5), biatka specyficzne dla Ul i U2, czynnik
splicingu SC35 oraz biatka zwiazane z pre-mRNA (tab. 1). Wszystkie skiadniki
snurposoméw B znaleziono réwniez na petlach chromosoméw szczoteczkowych
ptazow.

3. Snurposomy C - $rednica od 1do 20 pm; zawierajg U7 snRNP [49]. Wewnatrz
snurposoméw C i/lub na ich powierzchni zazwyczaj obserwowane sg snurposomy
B [50]. Takie wiasnie ztozone, heterogenne i stosunkowo duze struktury opisywane
byty w klasycznej literaturze jako sfery. Miejsca przylegania sfer do chromosomoéw
szczoteczkowych (tzw. sphere organizers) zidentyfikowano ostatnio jako loci genéw
kodujacych histony [17,28]. U Xenopus laevis w sferach wystepuje réwniez biatko
wykazujgce pewng homologie z p80-koiling - SPH-1 [46]. Podstawowg réznicg
pomiedzy sferami a CB jest brak w sferach sktadnikéw charakterystycznych dla
jaderek, takich jak fibrylaryna i zwigzane z nig U3 snRNA [29].

4. BINNENKORPER (BK)

W pecherzykach zarodkowych owad6w czesto obserwowane sg duze, sferyczne
organelle, tzw. Binnenkérper (BK) lub endohodies [15,29,31]. Zazwyczaj struktury
te sg jednorodne, rzadziej zawierajg morfologicznie odmienng czes¢ centralng. Sy-
stematyczne badania nad BK w oocytach Swierszcza Acheta domesticus, przepro-
wadzone przez Galla i wsp., pozwolity stwierdzi¢, ze struktury te barwig sie
przeciwciatami przeciw fibrylarynie, ludzkiej p80-koilinie, i antygenowi Sm (co
Swiadczy o obecnosci snRNP [44]), nie zawierajg natomiast czynnikéw splicingu
z grupy SR (do ktérych nalezy np. biatko SC35). Tak wiec sktad BK, sfer z oocytow
ptazéw i CB komdrek somatycznych (patrz wyzej) wydaje sie by¢ niemal identyczny
(por. tab. 1)[29].

5. FUNKCJE DOMEN ZAWIERAJACYCH snRNP

Pomimo stosunkowo dobrze poznanego skfadu, funkcje wyzej opisanych struktur
pozostajg wcigz niejasne. W ostatnich latach sugerowano ich udziat w:

1) nukleologenezie, produkcji i transporcie sktadnikéw jaderka - (CB - [14,40],
BK - [31]),

2) dojrzewaniu rRNA - (CB, BK [29]),
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3) splicingu RNA - (speckles [40]),

4) obrébce mRNA histonéw - (sfery, snurposomy C, CB [25,49]),

5) produkcji snRNA - (CB [25]),

6) transporcie, magazynowaniu, dojrzewaniu lub degradacji SnRNA (CB [25,42]),

7) montowaniu, magazynowaniu i recyklingu czynnikéw splicingu (CB, speckles,
BK, sfery, snurposomy A, B i C, [5,21,27,29,40,47,50,51]).

W miejsce wymienionych, czesto wzajemnie sprzecznych koncepcji, w roku
1995, Gall i wsp. zaproponowali nowy integrujagcy model [29]. Wedtug tych autorow
CB (w komérkach somatycznych ssakéw), sfery (“snurposomy C+B, w oocytach
ptazédw) oraz BK (w oocytach owadow) sg strukturami homologicznymi. Stanowig
one rozmaicie morfologicznie uksztattowane formy uniwersalnej domeny jadrowej,
w ktorej odbywa sie skladanie (ang. assembly) komplekséw snRNP. Skiadane w
CB/sferach/BK kompleksy bytyby nastepnie sortowane i kierowane do tych rejonow
jadra, w ktorych odbywa sie obrébka lub splicing réznych typéw RNA (rys. 1).
W ten sposob odpowiednie klasy snRNP transportowane bytyby: do gestego wiok-
nistego sktadnika jaderka (U3 snRNP, rys. 1, strzatka 1), w sasiedztwo genow
kodujacych histony (U7 snRNP, rys. 1, strzatka Il) lub w rejon petli chromosoméw
szczoteczkowych (w oocytach ptazéw) i ziaren okotochromatynowych (w komorkach
somatycznych) (Ul, U2, U4/U6 i U5 snRNP, rys. , strzatka Ill). W tym ostatnim
przypadku snRNP mogtyby by¢ czasowo magazynowane w speckles (komoérki so-
matyczne) lub w snurposomach B (oocyty ptazéw) (rys.l, IV). Podstawowa zaletg
przedstawionego modelu jest podsumowanie i usystematyzowanie aktualnej wiedzy
o0 strukturach jgdrowych zawierajgcych snRNP. Trzeba jednak pamieta¢, ze model
ten (przynajmniej w pewnym stopniu) jest spekulatywny, a do jego potwierdzenia
(wzglednie zakwestionowania) potrzebne bedg zmudne badania hybrydocytochemi-
czne i ultrastrukturalne.

6. CZY JADRA DODATKOWE ZAWIERAJA STRUKTURY
HOMOLOGICZNE Z BK?

Jadra dodatkowe (AN, ang. accessory nuclei, niem. akzessorische Keme) po
raz pierwszy zostaty opisane przez Blochmana w ooplazmie (cytoplazmie oocytow)
owadow [13]. Do chwili obecnej organelle te, poza oocytami rozmaitych stawonogow
[np. 9,12,15,18,36,37,38,41 ], znaleziono w mtodych zarodkach owaddéw [53] inicieni
[30], a takze w specyficznych, towarzyszacych oocytom komdrkach odzywczych
[35]. Wspotczesne badania ultrastrukturalne pozwolity stwierdzi¢, ze AN otoczone
sq podwa0jng, poprzebijang porami ostonka, ktéra budowa przypomina ostonke ja-
drowa [6,7,32,33,53]. Wewnatrz AN wystepujg w przyblizeniu kuliste (Srednica
okoto 1-2 pm), elektronowo geste ciata, tzw. pseudojaderka (ang. pseudonucleoli),
zatopione w przejrzystej substancji podstawowej [6,18,32,37,45] (rys. 2). Pseu-
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Rys. 1 Model funkcjonowania CB/sfer/BK (wg [29], objasnienia w tekscie)

dojaderka zazwyczaj zbudowane sg z jednorodnego materiatu ziarnistego, rzadziej
sktadajg sie z 2 lub 3 morfologicznie odrebnych substancji lub zawierajg bardziej
zbitg cze$¢ rdzeniowg. Dos¢ liczne w latach 60 i 70 analizy histochemiczne wykazaty,
iz w pseudojaderkach zgromadzone sa biatka i RNA, nie stwierdzono w nich
natomiast DNA [18,23,32,33]. Jak wynika z badan mikroskopowo-elektronowych
AN powstajg drogg fatdowania lub pgczkowania ostonki jadrowej [6,7,33]. Naj-
prawdopodobniej w procesie tym biora udziat mikrotubule i laminy jadrowe [6,7].
Sporo uwagi po$wiecono w ostatnich latach rozmieszczeniu AN w obrebie ooplazmy.
W oocytach wszotéw [6,9] i muchdwek [38] struktury te zlokalizowane sg wokot
pecherzyka zarodkowego (=jadra oocytu) natomiast u btonkéwek [7,11,52] leza
prawie wytgcznie w cienkiej, powierzchniowej warstwie ooplazmy, tzw. periplazmie.
Badania ultrastrukturalne, immunocytochemiczne oraz eksperymentalne [1,11] su-
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Rys. 2. Jadro dodatkowe w periplazmie oocytu btonkéwki Chrysis ignita. Widoczna podwéjna otoczka
oraz pseudojaderka (pow. 30 000)

geruja, ze za charakterystyczne, peryferyczne rozmieszczenie AN bionkéwek od-

powiedzialne sg mikrotubule.

Funkcja AN nie zostata dotychczas wyjasniona, w kolejnych opracowaniach
sugerowano ich udziat w akumulacji materiatow zapasowych (zéttka) [32], syntezie
prekursorow oston jajowych [32], magazynowaniu bton cytoplazmatycznych [38]
lub w determinacji osi przod-tyt zarodka [7,10]. Zadna z powyzszych koncepcji
nie uzyskata ostatecznego potwierdzenia i nie zostata powszechnie zaakceptowana.

Ostatnie, niepublikowane badania naszego zespotu pozwolity wykaza¢ w obrebie
pseudojaderek obecno$é biatek srebrochtonnych organizatora jagderkowego (ang.
AgNOR proteins) oraz p80-koiliny. Tak wiec pseudojgderka i BK, opisywane w
jadrach oocytéw innych owaddw, wydajg sie by¢ strukturami homologicznymi.
Rownoczesnie, analiza ultrastrukturalna sugeruje, iz pod koniec oogenezy pseu-
dojaderka ulegajg rozproszeniu, a zawarty w nich materiat transportowany jest do
otaczajacej periplazmy [10].

W Swietle powyzszych obserwacji mozna zaproponowac nastepujacy scenariusz
wyjasniajacy funkcje AN w oocytach (i mtodych zarodkach) btonkéwek:

1 Powstajace przez fatldowanie otoczki jadrowej pecherzyka zarodkowego AN
zwierajg BK (opisywane w klasycznych pracach jako pseudojgderka).
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2. AN lokuja sie poblizu btony cytoplazmatycznej oocytu; pod koniec oogenezy
materiat zawarty w BK przedostaje sie do otaczajacej cytoplazmy (periplazmy).

3. W rezultacie, zasiedlajace periplazme jadra rozwijajagcego sie zarodka (tzw.
blastomery) znajdujg sie w $rodowisku bogatym w czynniki zwigzane z obrobka
RNA (przebieg wczesnych etapéw rozwoju zarodkowego owadow przedstawiono
m.in. w publikowanych w PBK artykutach [8,34]).

Za sugerowanym scenariuszem przemawiajg rowniez nastepujgce obserwacje:

(1) z badan nad oogenezg ptazéw wiadomo, ze czynniki zwigzane z obrdbka
RNA sg syntetyzowane i magazynowane w ooplazmie [24];

(2) jadra rozwijajacych sie zarodkéw owadow stajg sie aktywne transkrypcyjnie
dopiero po wwedrowaniu do periplazmy (w czasie tworzenia tzw. blastodermy
syncytialnej) i w tym wiasnie rejonie zarodka syntezy RNA sg niewatpliwie znacznie
bardziej intensywne niz w centralnie zlokalizowanej masie zo6ttka.

Dalsze badania powinny odpowiedzie¢ na nastepujace, intrygujace pytania: czy
funkcje AN innych owadéw (a takze skorupiakow i wijow) jest podobna? oraz
w jaki sposob czynniki zwigzane z obrobkag RNA transportowane sg do periplazmy
tych gatunkéw owadow, ktorych oocyty pozbawione sg AN?
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w krajowej placéwce naukowej, opublikowang w ostatnich dwéch latach w cza-
sopismie figurujagcym w Current Content badZz Medline.

Zgtoszenia wraz z

dwoma odbitkami nalezy kierowaé¢ do dnia 15 listopada

kazdego roku pod adresem Fundacji. Regulamin nagrody ponize;j.

Fundacja Biologii Komoérki i Biologii Molekularnej
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa
tel. 34-03-44, fax 3404470
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dorocznej nagrody Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

*

1. Raz w roku przyznawana bedzie jedna nagroda za wyrdzniajaca sie,
oryginalng prace z zakresu biologii komérki, indywidualng lub zespotowa,
wykonang wytacznie w krajowej placéwce naukowe.

2. Praca musi by¢ wydrukowana w czasopi$mie naukowym referowanym
w Current Content.
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dacji.
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9. Decyzja Komisji ogtaszana bedzie w "Postepach Biologii Komarki".
10. Nagroda wreczana bedzie w czasie jednej z konferencji naukowych z
zakresu biologii komorki.
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