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Otoczka jadrowa

Nukleoplazme od cytoplazmy oddziela otoczka jadrowa, ktéra jest
dynamiczna struktura przystosowana do intensywnej wymiany ja-
drowo-cytoplazmatycznej. Odbywa sie ona przez kanaty w otocz-
ce, w ktérych zlokalizowane sa wyspecjalizowane struktury zwane
jadrowymi kompleksami porowymi.

Skfadniki DNA

Nosnik informacji genetycznej — DNA, jest zbudowany z nukleoty-
dow. Szkielet taricucha stanowi cukier — deoksyryboza pofgczona
z grupa fosforanowa. Trzeci sktadnik DNA stanowi jedna z 4 zasad:
dwadch purynowych (adeniny i guaniny) i 2 pirymidynowych (cyto-
zyny i tyminy). Sekwencja zasad decyduje o zapisie informacji ge-
netycznej. W dwuniciowej helisie zasady obu tancuchéw faczg sie
zgodnie z regufg komplementarnosci: adenina z tyming, a guanina
Z cytozyna.

Struktura DNA

tancuchy polinukleotydowe skrecone sg w prawoskretng, dwuni-
ciowa helise o $rednicy 2 nm. Jeden skret helisy o dtugosci 3,4 nm
zawiera 10 par nukleotydéw. Przestrzenny uktad helisy tworzy
bruzde wiekszg i mniejsza miedzy skreconymi taricuchami. Jest to
najczesciej wystepujaca forma przestrzenna DNA okreslana jako
DNA B. Plastycznos¢ DNA sprawia, ze moze on tworzy¢ lewoskret-
na helise zwana DNA Z, o nieco mniejszej srednicy i zygzakowatym
ksztatcie szkieletu fosforanowo-cukrowego. Niekiedy DNA formuje
sie w konfiguracje DNA A o najwiekszej srednicy.

Replikacja DNA

Powielanie DNA jest ztozonym, wieloetapowym, wieloenzymatycz-
nym procesem, w ktérym uczestnicza helikazy — enzymy rozplatajace
podwdjng helise, SSB — biatka stabilizujace jednoniciowy DNA, pry-
mazy — rozpoczynajace replikacje, biatka ruchomej obreczy, umoz-
liwiajgce polimerazie DNA polimeryzacje nukleotydéw w nowo po-
wstajacym fancuchu polinukleotydowym. W tym bardzo doktadnym
mechanizmie zdarzaja sie btedne sparowania nukleotyddw, ktére sa
korygowane podczas procesu zwanego redagowaniem.

Naprawa DNA

Mechanizmy naprawy DNA zapewniaja wiernos¢ replikacji oraz
stabilnos¢ genomu. Btedy w sekwencji DNA, wystepujgce bardzo
rzadko w czasie replikadji, s3 natychmiast usuwane przez aparat
replikacyjny. Nierozpoznane i nieusuniete defekty struktury DNA
prowadzg do powstania mutadji.

Sktad i struktura chromatyny
Czasteczka DNA w chromatynie, faczac sie z biatkiem, tworzy kom-
pleks — witdkno deoksyrybonukleoproteinowe (DNP). Gtownym

Stanistaw Orkisz, Hieronim Bartel

Organizacja i funkcjonowanie
jadra komérkowego

sktadnikiem biatkowym chromatyny sg 4 klasy histonow: H2A, H2B,
H3 i H4. Histon H1 rézni sie od histondéw rdzeniowych i petni inna
funkcje. Biatka niehistonowe (NHP) s3 zaangazowane w replikacje
i naprawe DNA oraz ekspresje gendw. Podstawowa strukturg chro-
matyny jest widkno nukleosomowe (nukleofilament) sktadajace sie
z nukleosomoéw oraz tzw. fgcznikowego DNA. Strukture wyzszego
rzedu chromatyny interfazalnej tworzy solenoid, powstaty w wy-
niku superspiralizacji wiékna nukleosomowego. W wyniku dalszej
kondensacji chromatyny powstajg duze petle liczace 60-100 kilo
par zasad (kpz), zakotwiczone w macierzy jgdrowej.

Przestrzen interchromatynowa

Przestrzen ograniczona otoczka jadrowa miedzy przylegajacymi
do niej i rozrzuconymi w nukleoplazmie skupieniami chromatyny
skondensowanej. Zawiera wiele struktur ziarnistych i widknistych
o rybonukleoproteinowym skfadzie oraz chromatyne rozproszong
(euchromatyne).

Pozajadrowe struktury RNP

Struktury RNP przestrzeni interchromatynowej s morfologicznym
wyktadnikiem transkrypgcji, metabolizmu i transportu kwaséw nu-
kleinowych oraz syntezy biatek. W strefie brzeznej chromatyny
skondensowanej wyrdznia sie wtdkna i ziarna perychromatyny od-
noszace sie do transkrypdji i formowania mRNA. Ponadto kontra-
stowanie preferencyjne z EDTA, réznicujace struktury zawierajace
DNA i RNA, pozwala uwidocznic¢ w przestrzeni interchromatynowej
widkna i ziarna interchromatyny, a takze niejednolitg grupe struktur
o niezupetnie poznanej biogenezie i funkcji — ciatka jadrowe.

Jaderko - struktura i funkcje

Jaderka sg aktywnymi domenami jadra komdérkowego zwigzanymi
z synteza prekursoréw rybosoméw. Podstawowe ich sktadniki to:
osrodki widkniste, gesty sktadnik wtdknisty, sktadnik ziarnisty, chro-
matyna zwiazana z jaderkiem oraz wakuole jaderkowe. Ze wzgle-
du na rozmieszczenie oraz proporcje skfadnikow jaderka mozna
wyrézni¢ kilka typow morfologiczno-czynnosciowych jaderek.
Wysoka aktywnos¢ transkrypcyjna reprezentuja jaderka gabczaste
i zwarte. Jaderka z segregacjg skfadnikéw oraz jaderka resztkowe sg
morfologicznym wyrazem zahamowania syntezy rRNA.

Transkrypcja RNA

Jest to proces przepisywania informacji zapisanej w kolejnosci nu-
kleotydow DNA na sekwencje nukleotydéw w taricuchu mRNA
lub rRNA. Transkrypcja jest procesem wieloetapowym, w wyniku
ktérego powstaje pierwotny transkrypt — pre-mRNA lub pre-rRNA.
W procesie dojrzewania RNA (ang. splicing) uczestnicza liczne biat-
ka oraz niskoczasteczkowe RNA.
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Struktura rDNA

Wspdlna jednostka transkrypcyjna genu rDNA zawiera 3 rodza-
je sekwendji nukleotydowych: sekwencje przepisywane i obecne
w dojrzatych rRNA, sekwencje rozdzielajgce poszczegdine jed-
nostki matrycowe w tandemach oraz sekwencje transkrybowane
i obecne w pierwotnym transkrypcie, ktére zostaja wyciete w cza-
sie dojrzewania pre-rRNA. Sekwencje regulujace funkcje rDNA lezg
w obrebie sekwendji nieprzepisywanych.

Morfologia rybosomowych komplekséw transkrypcyjnych
Aktywne geny rybosomowe widoczne s3 po zupetnym rozpro-
szeniu chromatyny w postaci ,choinek”. Czesto utozone sg parami

Jadro komérkowe - dane ogdlne

Jadro komdrkowe zostato opisane w koncu XVII w., ale do-
piero Robert Brown w 1831 r. nadal mu nazwe nucleus. Ja-
dro komérkowe jest przedzialem komorki eukariotycznej,
w ktérym jest zgromadzona prawie cala informacja gene-
tyczna (99% genomu jest zawarte w jadrze, reszte stanowi
mitochondrialny DNA). Dzieki temu jadro kontroluje naj-
wazniejsze funkcje komorki: replikacje DNA i proces trans-
krypcji. Wielkos$¢ jadra, jego ksztalt, a takze organizacja
materialu genetycznego zaleza przede wszystkim od stanu
czynnos$ciowego i typu komdrki. W komoérkach miodych,
intensywnie proliferujacych, o duzej aktywnoéci metabo-
licznej znajduja sie duze kuliste jadra z wyraznym jaderkiem
i chromatyng rozproszong. W komorkach dojrzatych jadra
przyjmuja mniej regularne ksztalty. W komérkach starych
o matej aktywnosci metabolicznej zmianom ksztattu jadra
towarzyszy kondensacja (karyopyknosis) lub fragmenta-
cja (karyorhexis) chromatyny. Zmiany te sa spostrzegane
takze w réznych stanach chorobowych. Ksztalt i wielkos¢
jadra zmieniajg si¢ réwniez w poszczegolnych fazach cyklu
komdrkowego. Kuliste i niewielkich rozmiaréw jadra, wi-
doczne w fazie G1, z chwilg przejécia w faze G2 zwickszaja
swoje rozmiary, przyjmujac mniej regularne ksztalty. Sred-
nica wiekszosci jader miesci sie w przedziale 3,5-20 pm. Ja-
dro jest stalym elementem wszystkich komoérek organizmu
z wyjatkiem dojrzatych krwinek czerwonych u ssakow i czto-
wieka oraz warstwy rogowej naskorka. Wiekszos¢ komorek
ma jedno jadro (monokariocyty). Rzadziej obserwuje sie ko-
morki dwujadrzaste (bikariocyty, np. hepatocyty) lub wielo-
jadrzaste (polikariocyty), ktorych przykladem sa osteoklasty.
Liczne badania struktury jadra dostarczaty wcigz nowych in-
formacji, ale obecnosé¢ duzych skupien chromatyny skonden-
sowanej, nawet w erze mikroskopii elektronowej, skutecznie
maskowala organizacje przestrzenng jadra komdrkowego.
Jeszcze w 1977 r. wyrézniano 4 elementy struktury jadra:
otoczke, heterochromatyne, jaderko oraz przestrzen miedzy
skupieniami chromatyny - interchromatyne. Wprowadze-
nie do badan ultrastruktury jadra wielu technik, takich jak:

rozdzielonymi przez sekwencje nieprzepisywane. Wtékna DNA s3g
gesto pokryte wzrastajagcymi w kierunku transkrypgji fancuchami
transkryptow, u podstawy ktérych znajduja sie czasteczki Pol i RNA.

Sktad i struktura RNA

Jednoniciowy pofatdowany przestrzennie RNA rézni sie od cza-
steczki DNA obecnoscig w swoim sktadzie rybozy zamiast deoksy-
rybozy oraz uracylu zamiast tyminy.

kontrastowanie z EDTA, autoradiografia wysokorozdziel-
cza, technika rozpraszania chromatyny do uwidocznienia
komplekséw transkrypcyjnych, metody ultracytochemicz-
ne, technika hybrydyzacji in situ, cytometria przeptywowa,
umozliwilo lokalizacje proceséw replikacji, transkrypcji, doj-
rzewania i transportu réznych typéw RNA w przestrzeni in-
terchromatynowej. Chociaz funkcja i znaczenie biologiczne
wielu struktur jadrowych sa wcigz nie do konica wyjasnione,
to w ultrastrukturze jadra interfazalnego mozna wyrdzni¢
strefy (domeny), ktérym przypisywane sg okreslone funkcje
(ryc. 1.1).

Sa to:
. otoczka jadrowa,
. macierz jadrowa,
. chromatyna skondensowana (heterochromatyna),
. chromatyna rozproszona (euchromatyna),
. jaderka,
. strefa perychromatyny:

a. ziarna perychromatyny,

b. wltdkna perychromatyny,
7. strefa interchromatyny:

a. ziarna interchromatyny,
b. wldkna interchromatyny,

8. ciatka jadrowe.

AN U1 v W N~

Otoczka jadrowa

Otoczka jadrowa jest dynamiczng i asymetryczng strukturg
oddzielajaca zawarto$¢ nukleoplazmy jadra komdrkowego
od cytoplazmy. Otoczka zanika w pdznej profazie, rozpada-
jac sie na pecherzyki, a odtworzeniu ulega z udziatem sia-
teczki sarkoplazmatycznej w telofazie. W przeciwienstwie do
blony komodrkowej przekazywanie i wymiana jadrowo-cy-
toplazmatyczna odbywa sie w $cisle okre§lonych miejscach
zwanych porami jgdrowymi (nukleoporami) z udzialem
zlozonych strukturalnie jgdrowych kompleksow porowych
(ang. NPC, nuclear pore complex). W obrebie otoczki jadro-
wej wyrodznia sie:
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Rycina 1.1 Budowa jadra komdrkowego
(zmodyfikowane wg B. Alberts).

1. wewnetrzng blone jadrowa od strony nukleoplazmy,

2. zewnetrzng (cytoplazmatyczng) blone jadrowa,

3. przestrzen okotojadrowa (perynuklearng), zawartg miedzy
obiema blonami, o szerokoéci ok. 40 nm,

4. pory jadrowe zawierajace jadrowe kompleksy porowe,

5. blaszke jadrowa (lamina), przylegajaca do wewnetrznej
powierzchni btony strukture bialkowa, wchodzaca w sklad
macierzy jadrowej (ang. nuclear matrix).

Blony wewnetrzna i zewnetrzna otoczki jadrowej wykazuja
asymetrie strukturalng i czynno$ciowa zwigzang z: obecno-
$cig rybosoméw na blonie zewnetrznej, jej bezposrednim
kontaktem z RER, zwigzkiem blony wewnetrznej z blaszka
jadrowa, réznorodnym sktadem biatkowym obu bton.

Otoczka jadrowa, stanowigc bariere miedzy jadrem a cy-
toplazma, wybiérczo i aktywnie uczestniczy w transporcie
RNA do cytoplazmy. W kierunku przeciwnym przenoszone
sg natomiast bialka strukturalne i czynnosciowe, m.in. enzy-
my (polimerazy), czynniki transkrypcyjne, niskoczasteczko-
we RNA.

Jadrowy kompleks porowy

Jadrowy kompleks porowy jest wyspecjalizowana struktura
osadzong w obrebie poru jadrowego o $rednicy 120-150 nm.
Liczba komplekséw porowych w otoczce jadra komérkowego
zalezy od wieku, aktywnosci metabolicznej oraz typu komor-
ki. Przecietnie w komoérkach eukariotycznych znajduje sie
10-20 poréw/mm?, co w hepatocytach stanowi 3000-7000

pory jadrowe

przestrzen
interchromatynowa

chromatyna
skondensowana

poréw. W otoczce jadrowej komorek o wysokiej aktywnosci
metabolicznej ich liczba moze sigga¢ az 50 mln.

Kazdy kompleks porowy (ryc. 1.2) jest zfozong cylindrycz-
ng strukturg biatkowg o ksztalcie oktagonalnym. Cylinder
ten tworzg 3 wspolosiowo ulozone pierscienie:

1. pierscien cytoplazmatyczny - od strony blaszki zewnetrz-
nej otoczki jadrowej,

2. pierscien jadrowy od strony nukleoplazmy,

3. kompleks 8 promieniscie wpuklajacych sie do kanatu seg-
mentéw (zragb podstawowy) przypominajacych szprychy
kota, tworzacych kompleks kanatu centralnego.

Jadrowy kompleks porowy jest zakotwiczony w otoczce jadro-
wej przez jedna z czterech podjednostek, z ktorych jest zbudo-
wana kazda ze szprych zrebu podstawowego. Utozenie pod-
jednostek sasiadujacych szprych sprawia, iz miedzy lezacymi
obok siebie szprychami a blong otoczki jadrowej powstaje
8 kanatéw peryferycznych (obwodowych) o $rednicy 10 nm.
Kanaly te przypuszczalnie s3 miejscem dyfuzji biernej jondéw
i czasteczek o niewielkiej $rednicy. W pierécieniu cytoplazma-
tycznym jest zakotwiczonych 8 filamentéw bialkowych o dtu-
gosci do 100 nm. Podobne filamenty zakotwiczone w pierscie-
niu wewnetrznym biegng promieniscie w kierunku pierécienia
koncowego, tworzac strukture o $rednicy 30-50 nm, przypo-
minajacg koszyk. W' strukturach jadrowego kompleksu po-
rowego zidentyfikowano kilkadziesiat polipeptydéw okresla-
nych mianem nukleoporyn. Biatka te odgrywaja istotna role
w jadrowo-cytoplazmatycznym przekazie informacji. Kanat
centralny jadrowego kompleksu porowego czesto, chociaz
nie zawsze, zawiera strukture okreslang mianem kompleksu
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podjednostka pierscienia
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(cytoplazmatycznego)
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wewnetrznego (jadrowego)

filamenty jadrowe

Rycina 1.2 Jadrowy kompleks porowy (zmodyfikowane wg B. Alberts).

kanatu centralnego lub transportera, czopu, a wczeéniej ziar-
nistoéci centralnej. Zmiennos¢ ultrastruktury tego kompleksu
sugeruje, iz reprezentuje on transportowana molekule (kargo)
przechodzaca przez jadrowy kompleks porowy.

Blaszka jadrowa

Blaszka jadrowa jest stala struktura o grubosci 10-100 nm
przylegajaca do nukleoplazmatycznej powierzchni otoczki
jadrowej, skladajaca sie z sieci delikatnych wldkienek biatko-
wych.

Fibryle blaszki jadrowej sa utworzone przez bialka kla-
sy lamin, stanowigce ok. 25-50% bialek otoczki. U ssakéw
wyrdznia si¢ 3 rodzaje lamin: A, B, C. Ze wzgledu na duze
podobienstwo skltadu aminokwasowego oraz struktury la-
min do filamentéw posrednich s3 one zaliczane do bialek
szkieletu jadra (ang. nuclear matrix). Biatka blaszki jadrowej
stanowia zrab dla otoczki jadrowe;j i porowego kompleksu ja-
drowego, nadajac odpowiedni ksztalt jadru komdrkowemu.
Laminy sg zaangazowane w proces fragmentacji i odbudo-
wy otoczki w czasie podzialu mitotycznego. Blaszka jadrowa
uczestniczy ponadto w organizacji strukturalnej chromatyny,
bedac miejscem umocowania petli chromatynowych. Lami-
ny, faczac sie z wewnetrzng blong otoczki jadrowej, okreslaja
takze ksztalt jadra.

Wymiana jadrowo-cytoplazmatyczna

Otoczka jadrowa pelni istotng role w selektywnej, dwukie-
runkowej wymianie jadrowo-cytoplazmatycznej. Kanaly

filamenty
cytoplazmatyczne

zewnetrzna
btona jadrowa

| otoczka
jadrowa

wewnetrzna
btona jadrowa

blaszka jadrowa

peryferyczne jadrowych komplekséw porowych w wyniku
nieselektywnej dyfuzji biernej umozliwiaja przemieszcza-
nie jonéw, metabolitow, protein ponizej 40 kDa. Transport
przez kanat centralny kompleksu poru ma charakter aktyw-
ny i stuzy przechodzeniu czastek wigkszych o charakterze
RNP, a takze polimeraz i lamin. Wigksze czgsteczki protein
wymagaja specyficznego przenoénika do transportu jadro-
wo-cytoplazmatycznego. Struktura kanatu centralnego unie-
mozliwia swobodne przechodzenie czasteczek niejadrowych.
Proteiny przemieszczajace si¢ przez pory jadrowe posiadaja
krétkie sekwencje sygnalowe aminokwasow (ang. NLS, nuc-
lear localization signals, oraz NES, nuclear export signals)
przyczepione do przenoszonych biatek (ryc. 1.3). Sygnaly
te s3 rozpoznawane przez bialka transportowe, zwane im-
portynami i eksportynami. Umozliwia to przemieszczenie
tych biatek przez kompleks porowy. NLS moze wystepowac
w dwoch postaciach. Podstawowe typy NLS sa rozpoznawane
przez importyne a. Przenosi ona biatko zawierajace podsta-
wowy typ NLS w polaczeniu z importyng 1. Rodzina biatek
importyny pl moze rozpoznawa¢ niektére NLS i transpor-
towac¢ je przez kompleks porowy samodzielnie. Kompleks
przenoszonego bialka z importyng w trakcie przemieszcza-
nia si¢ do jadra w obrebie kompleksu poru wchodzi w przej-
$ciowg interakcje z biatkami (zawierajacymi szereg powto-
rzen fenyloalanina-glicyna), zwanymi nukleoporynami FG.
W obrebie jadra zwigzanie formy Ran-GTP z importyng (1
doprowadza do zmian konformacyjnych, w wyniku ktérych
od importyny odlaczaja si¢ transportowane biatka (kargo).
Zmiana konformacji biatka Ran w zaleznosci od jego wig-
zania GTP lub GDP wplywa na sif¢ interakcji tego biatka
z transportowanym kompleksem. Importyny powracaja do
cytoplazmy, by uczestniczy¢ w kolejnej rundzie transportu.
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Rycina 1.3 Mechanizm wymiany jadrowo-cytoplazmatycznej (zmodyfikowane wg T. Sekimoto, Y. Yoneda). NLS (nuclear localizatin signal) — sygnat
lokalizacji jadrowej, NES (nuclear export signal) — sygnat eksportu jadrowego, Ran (RAs — related nuclear protein) — biatko regulujace oddziatywanie mie-
dzy receptorami transportu a biatkami transportowymi, RanGTP (GTP - binding protein Ran) — biatko Ran wigzace GTP, Ran GDP (GDP - binding protein

Ran) — biatko Ran wigzace GDP.

Réwniez wymiana w kierunku przeciwnym, z jadra do cy-
toplazmy, gtéwnie czastek RNP (RNA + biatko), odbywa sie¢
przez jadrowy kompleks porowy. Sekwencja sygnalowa eks-
portu jadrowego (NES), bogata w leucyne, jest rozpoznawa-
na przez CRM1/eksportynel. Czynnik CRM1 z rodziny im-
portyn, wigzac Ran-GTP, tworzy z przenoszonym biatkiem
trojcztonowy kompleks. Po przejsciu przez kompleks porowy
uwolnienie przenoszonego bialka nastepuje w wyniku kon-
wersji Ran-GTP do Ran-GDP. Niezaleznie od jadrowego
importu niektoére proteiny z rodziny importyn f, liczacej ok.
20 bialek, uczestnicza w transporcie w obu kierunkach.

Macierz jagdrowa

Nazwa macierzy jadrowej (matriks jadrowa, nukleoszkielet,
szkielet jadrowy; NM, nuclear matrix) jest okreslana po-
zachromatynowa struktura pozostata po trawieniu jadra ko-
morkowego buforami o wysokiej sile jonowej, niejonowymi
detergentami i nukleazami. Strukture biatkowej macierzy
jadrowej tworzg trzy elementy odpowiadajace okreslonym
domenom jadra komérkowego:

1. blaszka jadrowa z jadrowymi kompleksami porowymi, be-

daca pozostaloscig otoczki jadrowej,

N

. jaderka resztkowe,

. widknisto-ziarnista sie¢ pozajaderkowa znajdujaca sie
w przestrzeni interchromatynowej, tworzgca tzw. macierz
wewnetrzng (ang. internal matrix).

W

Funkcja macierzy jadrowe;j

Zaréwno ultrastruktura, jak i sklad chemiczny macierzy jg-
drowej zaleza od zastosowanej procedury ekstrakcji jader
komorkowych. W sktad macierzy jadrowej wchodzi ok. 98%
biatek oraz niewielkie ilosci kwaséw nukleinowych i fosfolipi-
dow. Macierz jadrowa tworza wldkienka o $rednicy 3-5 nm,
skladajace sie z charakterystycznych bialek zwanych matry-
nami. Wsréd niehistonowych biatek macierzy wyizolowano:
laminy, bialka Ag-NOR, aktyne, bialka rybonukleoprotein ja-
drowych. Poza wldknami, zwanymi takze matrycyna, struk-
ture macierzy tworza takze geste elektronowo ziarna o $red-
nicy 15 nm. Ziarna te sg kojarzone ze skladnikiem ziarnistym
jaderka, co sugeruje udzial macierzy jadrowej w wymianie
jadrowo-cytoplazmatycznej.

Macierz jadrowa jest dynamiczng strukturg uczestniczaca
aktywnie w metabolizmie jadra. Spo$réd najwazniejszych hi-
potetycznych funkcji macierzy nalezy wymieni¢:
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1. udziat w organizacji strukturalnej jadra oraz w tworzeniu
konfiguracji przestrzennej chromatyny,

2. odgrywanie roli w procesie replikacji DNA; z filamentami
macierzy sg zwiazane wieloenzymatyczne kompleksy re-
plikacyjne,

3. uczestnictwo w regulacji ekspresji gendw,

4. udziat w transkrypcji i dojrzewaniu pre-rRNA oraz hnR-
NA, a takze transporcie prekursoréw rybosoméw do cy-
toplazmy,

5. wigzanie hormonéw steroidowych przez struktury macie-
rzy jadrowej,

6. zaangazowanie w proces wirogenezy; fosforylacja bialek
wirusowych,

7. wigzanie karcynogenow.

Wyzej wymienione funkcje $wiadcza o kluczowym znacze-
niu tej struktury w aktywnosci metabolicznej jadra komor-
kowego.

Struktura kwaséw nukleinowych

Sktadniki DNA

U cztowieka, podobnie jak u innych organizméw, DNA jest
nosnikiem informacji genetycznej. Zawarto§¢ DNA wykazu-
je roznice gatunkowe i skorelowana jest z tacznag dlugoscia
chromosoméw, a nie ich liczbg. Kazdy chromosom buduje
jedna czasteczka DNA, co sprawia, ze liczba czasteczek DNA
jest réwna liczbie chromosoméw. W jego dlugim fancu-
chu zaprogramowana jest informacja dotyczaca wszystkich
wytworzonych przez komorke bialek. Czasteczka DNA jest
wysokoczasteczkowym polimerem (>108), w ktérym pod-
stawowymi jednostkami jego organizacji - monomerami,
sa deoksyrybonukleotydy, polaczone kowalencyjnymi fos-
fodiestrowymi wiazaniami. Dlatego czasteczke DNA mozna
nazwa¢ polinukleotydem. Struktura tej czasteczki jest przy-
stosowana do pelnienia funkcji przechowywania i przekazy-
wania informacji genetycznej. Kazdy z nukleotydéw skltada
sie z cukru deoksyrybozy, zasady zawierajacej azot oraz reszty
kwasu fosforowego (ryc. 1.4). W DNA wystepuja dwie zasa-
dy purynowe: adenina (A) i guanina (G), oraz dwie zasady
pirymidynowe: cytozyna (C) i tymina (T). Deoksyryboza
jest 5-weglowym cukrem, ktéry swoimi grupami hydroksy-
lowymi przy weglu 5’ i 3’ taczy sie z grupami fosforanowymi,
tworzac szkielet cukrowo-fosforanowy. Grupa 5’ fosforanowa
jednego nukleotydu wiaze si¢ z grupa 3" hydroksylowg nastep-
nego nukleotydu. Koniec 5’ jednego fancucha zwigzany jest
z konicem 3’ innego. Dlatego dwa komplementarne farcuchy
DNA podwdjnej helisy biegng w przeciwleglych kierunkach.
Deoksyryboza, taczac sie z zasada purynowa lub pirymidyno-
w3, tworzy nukleozyd. Nukleozyd wraz z przylaczona grupa
fosforanowa tworzy jeden z czterech nukleotydow (dA, dT,
dG, dC), rézniacych sie rodzajem zasady. Polaczone wigza-

niami kowalencyjnymi nukleotydy tworza dlugie fancuchy
o szkielecie cukrowo-fosforanowym. Ta pierwotna struktura
stabilizowana jest przez dwa typy niekowalencyjnych inter-
akeji. Jeden typ wigzan niekowalencyjnych dotyczy wigzan
wodorowych, ktdre utrzymujg fancuchy razem w strukturze
helisy. W kazdej nici polinukleotydowej zasady tworza pary:
adenina jednego tancucha tworzy dwa wigzania wodorowe
z tyming drugiego, a guanina z cytozyna polaczone s3 trzema
wigzaniami wodorowymi. Stabilizuje to strukture wewnetrz-
ng podwdjnego taricucha DNA, poniewaz ulozone tak zasady
odpychaja sie ze wzgledu na ich hydrofobowa nature. Wig-
zania wodorowe miedzy zasadami tatwo moga by¢ tworzone
i zrywane, pozwalajac na dokladna replikacje i naprawe DNA.
Taki sposob faczenia zasad nosi nazwe reguly komplemen-
tarno$ci. Laczenie komplementarnych par zasad umozliwia
najbardziej ekonomiczne pod wzgledem energetycznym ufor-
mowanie dwuniciowej helisy. Regula komplementarnosci za-
sad determinuje sekwencje nukleotydéw réwnoleglego tancu-
cha polinukleotydowego.

Formy przestrzenne DNA

Zgodnie z modelem zaproponowanym przez Watsona
i Cricka (1953 r.), czasteczka DNA jest ztozona z dwdch fan-
cuchéw polinukleotydowych polaczonych ze soba wigzania-
mi wodorowymi istniejagcymi miedzy parami komplementar-
nych zasad. Obydwa fancuchy DNA, biegnac w przeciwnych
kierunkach, wykazuja odwrotng polarnos¢, okreslang konca-
mi 3" i 5". Jezeli jeden fanicuch ma polarno$¢ 3'>5', to drugi
komplementarny do niego 5'-3’". Obydwa tancuchy polinu-
kleotydowe sa skrecone w dwuniciowa helise DNA, w ktorej
sparowane ze sobg zasady sa umieszczone wewnatrz helisy.
Szkielet cukrowo-fosforanowy znajduje si¢ natomiast na ze-
wnatrz czasteczki. Reguta komplementarnosci zasad wymu-
sza proporcje nukleotydéw purynowych i pirymidynowych.
Wynika z niej, Ze stosunek A do T i G do C wynosi 1:1 (regu-
a Chargafta). Stosunek sumy adeniny i tyminy do sumy gu-
aniny i cytozyny (A+T/G+C) jest wartoécig stalg i charakte-
rystyczng dla okreslonego gatunku. U czlowieka jest to 1,4:1.
Srednica helisy wynosi 2 nm. W dwdch taficuchach, skreco-
nych zgodnie z ruchem wskazéwek zegara, na jeden skret
helisy przypada 10 nukleotydéw. Poniewaz odleglos¢ miedzy
nukleotydami to 0,34 nm (odpowiednio do odlegtosci ami-
nokwasoéw w lancuchu polipeptydowym), mozna wyliczy¢
skok spirali DNA, ktéry wynosi 3,4 nm. Dlugo$¢ tancucha
polinukleotydowego w czasie ewolucji stopniowo sie zwiek-
szala, poczawszy od wirusow, przez bakterie, do wyzszych
roélin i zwierzat. U czlowieka DNA zawiera 5,6x10° poli-
nukleotydéw, co odpowiada dtugosci faicucha DNA réwnej
1,74 m. Uwzgledniajac konfiguracje przestrzenng czasteczki
DNA, mozna wyrdzni¢ cztery poziomy jej organizacji. Ko-
lejnos¢ nukleotydéw w tancuchu polinukleotydowym okresla
jego strukture pierwszorzedowa. Dwa lancuchy polaczone
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fosforan cukier zasada

rami -

® . X

szkielet cukrowo-fosforanowy

d szkielet cukrowo-fosforanowy

Rycina 1.4 Struktura DNA: a. Podstawowe skfadniki jednostki DNA. b. Ni¢ DNA. ¢. Dwuniciowy DNA. d. Dwuniciowa helisa DNA (zmodyfikowane

wg B. Alberts).

na zasadzie komplementarnosci wigzaniami wodorowymi
w podwojnej helisie tworza jego strukture drugorzedowa.
Strukture trzeciorzedowa czasteczka DNA przyjmuje dzie-
ki charakterystycznemu ulozeniu przestrzennemu helisy. Do
zaburzenia organizacji przestrzennej DNA dochodzi podczas
procesu denaturacji.

Plastycznos¢ DNA

Model struktury DNA zaproponowany przez Watsona
i Cricka, zgodnie z ktorym czasteczka DNA tworzy kon-
strukcje podwdjnej helisy, potwierdzil zgodnos¢ struktury
i funkcji na poziomie molekularnym. Czasteczka DNA moze
jednak wystepowaé w formie kolistej lub liniowej, a u nie-
ktorych wiruséw nawet w formie jednoniciowej. Podwdjna
helisa DNA moze ponadto wystepowaé w réznych formach

przestrzennych okreslanych jako DNA A, DNA B i DNA Z.
W najbardziej rozpowszechnionej formie przestrzennej, jaka
jest DNA B, podwdjna ni¢ DNA uformowana w prawoskret-
ng helise wytwarza dwie bruzdy okreslane jako rowek wiek-
szy i rowek mniejszy. Struktura DNA B jest forma typowa
dla roztwordw fizjologicznych. Jej konfiguracja przestrzen-
na odpowiada opisanej wyzej helisie. Struktura DNA Z jest
helisg lewoskretna, ktorej szkielet fosforanowo-cukrowy ma
charakterystyczny zygzakowaty ksztalt. Taka konfiguracje
helisa przyjmuje, gdy nukleotydy purynowe i pirymidyno-
we wystepuja w fancuchu DNA naprzemiennie. Helisa DNA
Z ma mniejsza $rednice w pordéwnaniu z forma DNA B.
Uklad szkieletu cukrowo-fosforanowego DNA Z sprawia,
ze w tej formie helisy mozna wyrdzni¢ tylko jeden rowek.
Konfiguracja DNA A jest rzadko wystepujaca forma alter-
natywna DNA o najwiekszej $rednicy helisy i najmniejszym
skoku jej uzwojenia.

7
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azy, az do wytworzenia odcinka jednoniciowego z wolnym
3" koficem. W nastepnym etapie jest on faczony z prawidto-
wym chromosomem homologicznym, ktéry stuzy jako ma-
tryca dla odtwarzanej nici.

Dopasowywanie pojedynczych nici DNA

W tym systemie biatka naprawcze wykorzystuja sekwencje
powtorzone w sgsiedztwie pekniecia do dopasowania i pota-
czenia dwoch fragmentéw DNA. Nici odcinkéw niehomolo-
gicznych miedzy peknieciami sg przemieszczane poza helise,
a nastepnie wycinane bezpowrotnie. Decyduje to o stosunko-
wo duzej wiernosci tego szlaku naprawy.

Rekombinacja niehomologiczna

Naprawa pekniecia helisy w tym szlaku odbywa si¢ z udzia-
fem kinazy bialkowej zaleznej od DNA (DNA-PK). En-
zym ten przyfacza sie do konca dwuniciowego DNA. Jedna
z dwoch podjednostek kinazy, o wlasciwo$ciach zaleznej od
ATP helikazy, zapewnia orientacje przestrzenna nici podczas
procesu ligacji. Druga podjednostka przeprowadza fosforyla-
cje biatek uczestniczacych w naprawie pekniecia helisy DNA.

Roéznorodnos¢ systeméw naprawczych oraz bialek enzy-
matycznych w nich uczestniczacych decyduje o skutecznosci
tych mechanizméw naprawy DNA. Trzeba bowiem pamietac,
ze kazde nienaprawione uszkodzenie DNA moze prowadzi¢
do utrwalonych zmian mutacyjnych i mie¢ zgubne nastep-
stwa dla komorki.

Organizacja strukturalna chromatyny

Chromatyna

Podwdjna helisa DNA w komorce eukariotycznej ma zmien-
ng dlugos¢, ktdra jest cechg gatunkowa. Czasteczka DNA wy-
stepuje w polaczeniu z histonami i bialkami niehistonowymi,
tworzac wiokno deoksyrybonukleinowe (DNP). Kompleks
DNA z biatkami tworzy ztozong strukture chromosomoéw
metafazowych, a takze wystepuje w chromatynie jadra inter-
fazalnego (grec. chroma - kolorowy). Polaczenie DNA z bial-
kami decyduje o wlasno$ciach konformacyjnych chromatyny
i stopniu upakowania DNA w chromosomach. W kazdym
chromosomie (u czlowieka jest ich 46), utworzonym z jednej
diugiej liniowej czasteczki DNA, biatka stanowiace polowe
masy chromatyny decyduja o jej upakowaniu w struktury
o réznym stopniu kondensacji. Poziom kondensacji chroma-
tyny zmienia sie w kolejnych fazach cyklu komérkowego, od
najbardziej skondensowanych chromosoméw metafazowych
do chromatyny rozproszonej, reprezentujacej zupelnie roz-
winiete wltdkna DNP w interfazie. Oprdocz bialek uczestni-

czacych w kondensacji DNA inne rodzaje biatek zwigzanych
z chromatyng sa zaangazowane w procesy ekspresji genow,
replikacji i naprawy DNA. Zmiany konformacyjne chroma-
tyny sa $cisle zwigzane z jej aktywno$cig matrycows, bowiem
w chromatynie zupelnie rozplecionej najlatwiejszy jest dostep
do DNA enzymoéw i innych biatek, niezbednych do ekspres;ji
gendw i replikacji DNA. W czasie przygotowania do mitozy
nastepuje stopniowa kondensacja wlékna nukleohistonowe-
go, osiagajaca najwyzszy stopien organizacji w chromosomie
mitotycznym.

Sktad chromatyny

W chromatynie, bedacej kompleksem DNA, histonéw i bia-
tek niehistonowych, wigkszos¢ biatek stanowig histony, cho-
ciaz w grupie bialek niehistonowych wyizolowano ponad
300 bialek zaréwno kwasnych, jak i zasadowych o réznej
masie czasteczkowej. Histony sg biatkami zasadowymi o sto-
sunkowo niskiej masie czasteczkowej wynoszacej 10-23 kDa.
Histony zawierajg duzo dodatnio naladowanych aminokwa-
séw — lizyny i argininy (stanowig 20-30% ich sekwencji),
oraz nieznaczne ilo$ci cystyny i cysteiny. Dodatnie fadunki
histonéw umozliwiajg ich silne, niekowalencyjne wigza-
nie z ujemnie naladowanymi resztami kwasu fosforowego
szkieletu cukrowo-fosforanowego DNA. Rézna zawarto$é
lizyny i argininy w histonach, a takze proporcje zawarto$ci
aminokwaséw kwasnych do zasadowych pozwolity wyrdz-
ni¢ 5 klas histonéw: H2A, H2B, H3, H4, H1. Cztery pierw-
sze sa okre$lane mianem histonéw rdzeniowych i wystepuja
w chromatynie w podobnych ilosciach. Histony nie wykazuja
swoistosci gatunkowej w odniesieniu do sekwencji amino-
kwasow. Okreslony organizm zwierzecy ma zazwyczaj kilka
rézniacych si¢ histonéw okreslonej klasy, ulegajacych eks-
presji w réznych tkankach. Cechuje je takze brak swoisto$ci
tkankowej. Ten wyrazny konserwatyzm sekwencji amino-
kwasowej histonéw dowodzi ich zasadniczej roli w organiza-
¢ji strukturalnej chromatyny. Histon H1 rdzni si¢ od innych
klas histonéw nie tylko najwieksza masa czasteczkowa, wy-
noszaca 23 kDa, ale réwniez duzg réznorodnoscig sekwencji,
zaréwno u réznych gatunkow, jak i w obrebie tego samego
gatunku. Ponadto histon HI najtatwiej mozna wyizolowa¢
z chromatyny, co $wiadczy o innej jego funkcji w poréwna-
niu z histonami rdzeniowymi. Bialka niehistonowe, ktérych
iloé¢ jest zmienna i odnoszona do aktywnosci metaboliczne;j,
cechuje duze zréznicowanie wlasnosci fizykochemicznych.
Grupa bialek niehistonowych obejmuje takze polipeptydy
specyficzne dla tkanki, gatunku czy stanu czynnos$ciowego
jadra. W tej grupie wyrdzni¢ mozna biatka enzymatyczne
- zwiazane z synteza i metabolizmem kwaséw nukleinowych,
oraz modyfikujace biatka jadrowe, biatka regulatorowe - za-
angazowane w proces transkrypcji, a takze bialka struktural-
ne — wchodzace w interakcje z DNA 1 histonami, niewykazu-
jace specyficzno$ci tkankowej i gatunkowej.
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Witdékno nukleosomowe (nukleofilament)

Dos$wiadczenia biochemiczne i badania ultrastrukturalne po-
zwolily wyizolowa¢ i uwidoczni¢ strukture chromatyny. Tra-
wienie preparatéw swoistymi nukleazami mikrokokowymi
hydrolizujacymi wigzania fosfodiestrowe w kwasie nukleino-
wym doprowadzito do wyizolowania krétkich fragmentow
(ok. 200 polinukleotydéw) DNA zwigzanych z biatkami oraz
taczacych je odcinkéw DNA pozbawionych biatka. Metoda
tagodnej izolacji chromatyny w ME mozna uwidoczni¢ pod-
stawowq strukture chromatyny przypominajaca sznur korali
(ryc. 1.6). Te koraliki polaczone z DNA, ktory jest nawiniety
na nie prawie dwukrotnie, sg kompleksami DNA oraz histo-
néw i nosza nazwe nukleosomow. Krotkie trawienie swo-
istymi nukleazami oddziela fragment helisy miedzy poszcze-
gélnymi nukleosomami, tzw. DNA lacznikowy. Nukleosom
zawiera dwuniciowy DNA o dlugosci ok. 200 par zasad, ktory
w postaci lewoskretnej helisy tworzy 2 zwoje wokdt oktameru
histonéw (H2A, H2B, H3, H4), okreélanych dlatego histona-
mi rdzeniowymi. Przy dalszym trawieniu nukleaza uzyskuje
sie kroétszy, ale silniej polaczony z histonowym oktamerem
fragment helisy o dlugosci ok. 146 par zasad. Tworzy on
razem z histonami rdzen nukleosomu. Rdzen nukleosomu
ma wysoce konserwatywny charakter, w przeciwienstwie do
tkankowo swoistego, facznikowego DNA o rdznej dlugosci
w chromatynie réznych tkanek, a nawet tej samej tkanki.
Szczegolowa analiza rentgenograficzna wykazala, ze nukleo-
som przyjmuje ksztalt sptaszczonego klinowato dysku o wy-
sokoéci 5,7 nm i $rednicy 11 nm. Na strukture te skladaja
sie tetramer ztozony z histonéw H3 i H4 oraz 2 dimery hi-
stonow H2A i H2B tworzace oktamer histonowy (ryc. 1.7b).

Rycina 1.6 Widkna nukleosomowe w prepa-
racie chromatyny rozproszonej metoda Millera
(materiat wiasny autora).

Na histony nawiniety jest lewoskretnie, superhelikalnie DNA
w formie B, tworzac 1,75 zwoju o $rednicy 11 nm, liczac
ok. 80 pnt (par polinukleotydéw) na jeden zwdj. Zwinigcie
DNA na rdzeniu histonowym we wldknie 10 nm powoduje
7-krotne skrécenie DNA w nukleofilamencie. Podstawowg
funkcja nukleosomu jest udzial w organizacji strukturalnej
chromatyny. Poza upakowywaniem DNA w jadrze nukle-
osomy uczestnicza w regulacji tak istotnych proceséw, jak
transkrypcja i replikacja. W wyniku replikacji i transkrypcji
zmienia sie struktura przestrzenna nukleosoméw. Proces ten
jest zwigzany z modyfikacjg histonéw, oddziatywaniem DNA
z czynnikami transkrypcyjnymi oraz kompleksami polime-
raz DNA i RNA. Wldkno nukleosomowe, zwane takze wlok-
nem 10 nm, stanowi drugi poziom organizacji chromatyny
(pierwszym jest podwdjna helisa DNA).

DNA facznikowy

Sa to krotkie odcinki podwdjnego tancucha DNA o grubosci
1,5 nm i dlugosci 20-95 polinukleotydéw, taczace poszcze-
golne nukleosomy i tworzace razem z nimi wtékno nukleo-
somowe (,sznur koralikéw” widoczny w ME) (ryc. 1.6).
Dlugos¢ DNA lacznikowego jest swoista dla réznych organi-
zmoéw i réznych typoéw komorek.

Histon H1

Z nukleosomem i DNA zwigzana jest swoista tkankowo cza-
steczka histonu H1. Polozona jest ona po tej samej stronie
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Rycina 1.7 Budowa strukturalna chromatyny: a. Podwdjna helisa DNA. b. Wtdkno nukleosomowe. ¢. Solenoid. d. Petle, domeny. e. Chromosom

(zmodyfikowane wg: B. Alberts).

nukleosomu, gdzie DNA rozpoczyna nawijanie na rdzen hi-
stonowy i opuszcza nukleosom. Wobec niepelnych dwdch
zwojow DNA wokot rdzenia histonowego nukleosomy wraz
z DNA facznikowym przyjmuja charakterystyczne, widoczne
na elektronogramach zygzakowate utozenie (ryc. 1.7b). Hi-
ston H1I, taczac si¢ z 10 parami nukleotydéow DNA ,wcho-
dzacego” i ,opuszczajacego” nukleosom, chroni dodatkowo
20 par nukleotydéw oraz czastke rdzeniowa przed trawie-
niem nukleazg. Struktura chromatyny zawierajaca czastke
rdzeniows, histon H1 i chronione przez niego 20 pnt nosi
nazwe chromatosomu.

Solenoid (wiékno 30 nm)

Wtékno 30 nm reprezentuje wyzszy stopienn upakowania
chromatyny. Znajduje sie zaréwno w jadrach interfazalnych,
jak i w chromosomach. Struktura wiékna 30 nm powstaje
w wyniku superspiralizacji podstawowego wiokna nukleoso-
mowego (nukleofilamentu), doprowadzajac do utworzenia
regularnej, pustej wewnatrz, helikalnej cewki, zwanej sole-
noidem (ryc. 1.7c). W solenoidzie o $rednicy 30 nm wtdékno
nukleosomowe jest zwiniete w lewoskretng helise, w ktorej
na jeden obroét przypada 6-8 nukleosoméw. Skok spirali so-
lenoidu wynosi 10 nm, podobnie jak $rednica jej wewnetrz-
nego otworu. Kluczowa role w zwigkszaniu stopnia upako-
wania wlékna nukleosomowego w solenoid odgrywa histon
H1, ktéry umozliwia odpowiednie zwiniecie chromatyny
w regularng strukture solenoidu. Splaszczone powierzchnie
nukleosoméw ukladajg sie rownolegle do dlugiej osi sole-

noidu. Dalsze 7-krotne pozorne skrocenie wtdkna 30 nm,
w poréwnaniu z wldknem nukleosomowym, powoduje, iz
stopien upakowania DNA w strukturze solenoidu wynosi 40.
W warunkach doswiadczalnych zamiast cylindrycznych sole-
noidéw wtdkna 30 nm mozna uzyskaé globularne struktury
okreslane jako superkoraliki (ang. superbeads), skladajace sie
z 12 ciasno upakowanych nukleosoméw.

Petle wtékien chromatynowych (domeny)

Wtékna chromatynowe o $rednicy 30 nm, podlegajac dalszej
kondensacji, moga tworzy¢ struktury chromatyny wyzszego
rzedu, okreslane mianem petli - domen. Petle s3 zakotwi-
czone w bialkowym rusztowaniu macierzy jadrowej (biatka
NHP) lub w blaszce jadrowej. Petle zawieraja 60-100 tys. po-
linukleotydéw, a ich dtugos¢ wynosi ok. 0,5 um. Obecnoé¢
petli w chromatynie interfazowej zwieksza jej wspdtczynnik
upakowania do ok. 1700. Najbardziej skondensowang forme
chromatyny reprezentuje chromosom metafazowy, w ktérym
przy zachowanej strukturze wtékna 30 nm wspdtczynnik
upakowania DNA wynosi ok. 10 000.

Strefa interchromatyny

W jadrze komérkowym mozna wyrézni¢ wiele struktural-
no-czynnosciowych domen. Ograniczona otoczka jadrowa
nukleoplazma tworzy wyraznie oddzielony strukturalnie od
cytoplazmy przedzial zwigzany z metabolizmem i replika-
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cja DNA, synteza i formowaniem RNA oraz synteza biatek.
Uwazana poczatkowo za strukture amorficzna, dzieki wpro-
wadzeniu mikroskopii elektronowej, nukleoplazma ujawnita
réznorodne struktury ziarniste i wtdkniste, ktore sa morfo-
logicznymi wykladnikami poszczegdlnych etapéw metaboli-
zmu i transportu kwaséw nukleinowych. W przestrzeni ogra-
niczonej otoczka jadrowa miedzy skupieniami chromatyny
skondensowanej, zwanej przestrzenig interchromatynowa
(IS), mozna oprocz jaderek wyrdznié:

m ziarna perychromatyny (PG),

m widkna perychromatyny (PF) zwigzane z obrzezami chro-

matyny skondensowanej (strefa perychromatyny),

® ziarna interchromatyny (IG),

m widkna interchromatyny (IF).

Najbardziej r6znorodng morfologicznie, o niewyja$nionej do
konica funkeji, grupg struktur tworzacych odrebng domene
strukturalno-czynnosciowa sa ciatka jadrowe (NB).

Ziarna perychromatyny

Ziarna perychromatyny sa najwyrazniejsza strukturg stre-
fy perychromatynowej, stanowiacej domene jadra zwigza-
ng z transkrypcja i formowaniem mRNA. Sg to regularne,
kuliste ziarna o wysokiej gestosci elektronowej i $rednicy
40-50 nm, zlokalizowane w strefie brzeznej skupien chro-
matyny skondensowanej (ryc. 1.8). Ziarna perychromatyny
sg najczesciej spotykane pojedynczo, chociaz w warunkach
eksperymentalnych, po zahamowaniu transportu mRNA,
dochodzi do ich nagromadzenia w jadrze. Pozwala to przy-
puszczaé, iz struktury te reprezentuja forme transportowa
pozajaderkowego mRNA. Po zastosowaniu techniki czescio-

Rycina 1.8 Struktura strefy perychromatyno-
wej: gruba strzatka — ziarna perychromatyny,
dwie cienkie strzatki — widkna perychroma-
tyny, Chr — chromatyna skondensowana
(przejasniona po zastosowaniu zwigzku che-
latujacego — EDTA), Nu — jaderko, IG - ziarna
interchromatyny (ME, autor S. Orkisz).

wego rozproszenia chromatyny mozna uwidoczni¢ zwiazek
PG z chromatynag, z ktdrg sa polaczone cienkim rybonukle-
oproteinowym wiéknem. W pozajaderkowych kompleksach
transkrypcyjnych, uzyskanych po zupelnym rozproszeniu
chromatyny, ziarna te s3 widoczne na koncach transkryptow.
Po rutynowym kontrastowaniu preparatéw ziarna perychro-
matyny majg wokoél wyrazne ,,halo”, pozwalajace odréznic je
od otaczajacej chromatyny. Sktadajg si¢ z cienkich widkien
utworzonych przez rybonukleoproteidy. Zwigzek niektérych
niskoczgsteczkowych RNA (U6snRNA) z ziarnami perychro-
matyny sprawia, iz postuluje si¢ udzial tych struktur w pro-
cesie sktadania mRNA.

Wtékna perychromatyny

Wtékna perychromatyny sa zlokalizowane w strefie brzeznej
chromatyny skondensowanej w postaci dobrze kontrastu-
jacych sie na tle przejasnionej w barwieniu preferencyjnym
z EDTA chromatyny. Widkienka sa nieregularnie zwinie-
te i majg $rednice 3-4 nm. Zawieraja heterogenny jadrowy
RNA, bedacy prekursorem mRNA (pre-mRNA). Po stymu-
lacji transkrypcji pozajaderkowego RNA tworzy sie wyrazna
strefa zageszczenia PF w postaci otoczki miedzy chromatyna
skondensowang a przestrzenia interchromatynowa. Zabloko-
wanie transkrypcji hnRNA powoduje znikanie PF w strefie
okotochromatynowej. Strefa brzezna miedzy chromatyna
skondensowang a przestrzenig interchromatynows jest wiec
poza jaderkiem najbardziej aktywna czynno$ciowo domeng
jadra. Intensywnos¢ syntezy pozajaderkowego, heterogenne-
go RNA zawartego we widknach perychromatyny jest cisle
skorelowana z szeroko$cig strefy zageszczen, odpowiadajacej
nagromadzeniu wldkien perychromatyny.
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Zastosowanie techniki autoradiografii na poziomie ME
oraz rozproszenia chromatyny do uwidocznienia komplek-
séw transkrypcyjnych pozwolilo ustali¢, iz wtdkna pery-
chromatyny reprezentuja czasteczki RNP przyczepione do
matrycy DNA w przebiegu transkrypcji (odpowiadajg poza-
jaderkowym kompleksom transkrypcyjnym).

Ultrastruktura pozajaderkowych komplekséw
transkrypcyjnych

Morfologia pozajaderkowych komplekséw transkrypcyjnych,
bedacych obrazem genéw hnRNA ,w czasie pracy’, rézni
sie wyraznie od aktywnych genéw jaderkowych (rDNA).
W przeciwienstwie do jaderkowych komplekséw transkryp-
cyjnych rozmieszczenie RNP (transkryptéw) przyczepionych
do osi DNA jest nieregularne (ryc. 1.9). Transkrypty nie maja
charakterystycznej wzrastajacej dlugosci, jak w aktywnych
genach rDNA, co nie pozwala na okreélenie kierunku trans-
krypcji. U podstawy transkryptow sa widoczne wyrazne cza-
steczki Pol IT RNA (ryc. 1.9a - strzalka), a obecne niekiedy na
koncach transkryptéw granule odpowiadaja wielkoscia GP
i reprezentujg prawdopodobnie zwinieta forme transportowa
pre-mRNA.

Wtékna interchromatyny

Widkna interchromatyny, wykryte najpézniej ze wszystkich
struktur RNP przestrzeni interchromatynowej, moga by¢
uwidocznione w kontrastowaniu preferencyjnym z EDTA
oraz po zastosowaniu autoradiografii wysokorozdzielczej. Re-
prezentuja morfologiczny wyktadnik transportu PF w nukleo-
plazmie i koresponduja z izolowanymi czasteczkami hnRNP
w czasie ich migracji w przestrzeni interchromatynowej.

__a-g-\l ----""’f‘5”"-{-’ }-‘;‘-‘-— - -?:L. Rl 4

Ziarna interchromatyny

Ziarna interchromatyny sa stalym skladnikiem przestrzeni
interchromatynowej jadra komérkowego. Wystepuja w po-
staci wiekszych lub mniejszych skupien o nieregularnym
ksztalcie ziaren o $rednicy 20-25 nm. Ziarna sa zbudowane
z delikatnie poskrecanych widkienek oraz pofaczone miedzy
sobg wldknami, przez co przypominaja luzng sie¢. Zwraca
uwage tendencja do skupiania si¢ IG w komérkach nowo-
tworowych oraz traktowanych réznymi zwigzkami (m.in.
karcynogenami), a takze w komoérkach zakazonych wirusa-
mi. Zmienia si¢ rdwniez ich rozmieszczenie w nukleoplazmie
podczas kondensacji i dekondensacji chromatyny. Mimo licz-
nych badan do$wiadczalnych ich funkcja pozostaje niewyjas-
niona. Ziarna interchromatyny zawieraja prawdopodobnie
RNA o powolnym metabolizmie, a takze klase niskoczastecz-
kowych RNA (snRNA). Obecno$¢ w IG biatek, wykrywanych
takze w sktadnikach jaderka (rybocharyny), wskazuje na
zwigzek metaboliczny tych struktur. Wséréd hipotetycznych
funkcji ziaren interchromatynowych, obok ich powigzania
z metabolizmem RNA, podkresla si¢ ich zwigzek z macierzg
jadrowa i znaczenie w tworzeniu architektury przestrzeni in-
terchromatynowe;j.

Ciatka jadrowe

Ciatka jadrowe sa niejednolitg grupa struktur przestrzeni in-
terchromatynowej o réznorodnej ultrastrukturze i wcigz nie-
znanej funkcji. Ich wielko$¢ waha si¢ w szerokich granicach,
od 0,2 do kilku um w zaleznoéci od ich budowy ultrastruk-
turalnej. Zazwyczaj sa zbudowane z delikatnej fibrylarne;
otoczki oraz zawartego wewnatrz ziarnistego rdzenia. W po-
wszechnie stosowanej klasyfikacji wyréznia sie 5 typéw mor-
fologicznych cialek jadrowych.

Rycina 1.9 Pozajaderkowe kompleksy trans-
krypcyjne: a. Ultrastruktura. b. Pozajaderkowy
kompleks transkrypcyjny uwidoczniony po
zupetnym rozproszeniu chromatyny technika
Millera (ME, autor S. Orkisz).
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Odrebng grupe cialek jadrowych stanowig tzw. cialka
zwiniete (ang. CB, coiled bodies) (odkryte przez Santiago
Ramony Cajala, laureata Nagrody Nobla z 1906 r.). Wykry-
to w nich: proteiny antygenu Sm, fibrylaryne, p80 koiline,
topoizomeraze I DNA oraz rézne skiadniki spliceosomow,
struktur zawierajacych pakiet matych jadrowych RNA (U1,
U2, U4, U5/U6) oraz bioracych udzial w skladaniu mRNA
(zob. podrozdz. Odczytywanie informacji genetycznej). Praw-
dopodobnie ciatka jadrowe sa wielofunkcyjnymi struktura-
mi zwigzanymi z magazynowaniem, degradacja lub trans-
portem skfadnikéw zwigzanych zaréwno z pre-mRNA, jak
i pre-rRNA.

Przestrzen interchromatynowa jest wiec ta domena jg-
dra komdrkowego, w ktdrej odbywa si¢ proces przetwa-
rzania, dojrzewania i skladania pre-mRNA oraz transport
pre-mRNA z miejsc syntezy przez przestrzen interchroma-
tynowa w kierunku kompleksu poréw jadrowych. Procesy
te majg swoje wykladniki ultrastrukturalne w postaci wyzej
opisanych struktur wtdknistych i ziarnistych przestrzeni in-
terchromatynowe;j.

Jaderko - struktura i funkcja

Jaderka sa nieoblonionymi strukturami jadra o sferycz-
nym ksztalcie, zajmujacymi zasadniczg cze¢$¢ nukleoplazmy,
zwlaszcza w komorkach syntetyzujacych duze iloéci biatka.
Sa wysoce dynamicznymi strukturami, zmieniajagcymi sie
w cyklu komérkowym. Zanikaja w profazie mitozy i od-
twarzaja sie w telofazie w miejscu przewezenia wtérnego,
stanowigcego swoisty region chromosomu, zwany okolica
jaderkotworczg lub NOR (ang. nucleolar organizing region).
Liczba obszaréw jaderkotwdrczych oraz ich rozmieszczenie
na chromosomie sg cechami charakterystycznymi dla kazde-
go gatunku. U czlowieka obszary jaderkotworcze sg zwigzane
z pigcioma parami chromosomoéw akrocentrycznych: trze-
ma z grupy D - 13, 14, 15 oraz 21 i 22 z grupy G. Poniewaz
zmiany w ultrastrukturze jaderka moga by¢ interpretowane
w odniesieniu do metabolizmu komérki, jaderko jest jednym
z najlepszych modeli badania zwigzku struktury i funkcji na
poziomie molekularnym. Jaderko jest miejscem biogenezy
rybosomow. Jest to ztozony proces, majacy swoje odzwiercie-
dlenie w jego organizacji ultrastrukturalne;j.

Skfadniki jaderka

W obrazach ME mozna wyrézni¢ 5 podstawowych skfadni-

kéw ultrastrukturalnych aktywnego transkrypcyjnie jaderka.

Sa to:

1. osrodki wldkniste (ang. FC - fibrillar centers),

2. gesty skladnik wléknisty (ang. DFC - dense fibrillar com-
ponent),

3. skladnik ziarnisty (ang. GC - granular component),

4. chromatyna zwiazana z jaderkiem (ang. NAC - nucleolar
associated chromatine),
5. wakuole jaderkowe (ang. NV — nucleoler vacuoles).

Trzy pierwsze z ww. sktadnikéw maja podstawowe znaczenie
dla funkcji jaderka ze wzgledu na zawarto$¢ RNP.

Osrodki wtdkniste

Osrodki wtdkniste sg interfazalnym odpowiednikiem NOR.
Nazwa tego skladnika podkresla jego centralne polozenie
w jaderku oraz jego widkienkowq nature. Osrodki sa utwo-
rzone bowiem z delikatnego, luznego materiatu wtokienko-
wego o niewielkiej gestosci elektronowej i otoczone najcze-
$ciej strefami gestego sktadnika widknistego. W osrodkach
wiodknistych zlokalizowane sg geny kodujace rRNA.

Gesty sktadnik wtdknisty (DFC)

Gesty sktadnik wtoknisty jest utworzony z widkien o $redni-
cy 4-5 nm i diugosci dochodzacej do 50 nm. Fibryle te sa
gesto upakowane w pasma czesto otaczajace o$rodki wiok-
niste, sugerujac zwigzek funkcjonalny miedzy tymi dwoma
strukturami jaderkowymi. DFC zawiera 45S pre-rRNA.

Sktadnik ziarnisty jaderka (GC)

Skladnik ziarnisty jaderka tworzg ziarna o $rednicy 15-20 nm
w postaci pol czesto wymieszanych z DFC. Wieksze powigk-
szenia ujawniaja wtdknistg nature ziaren jaderkowych, a po-
réwnawcze badania biochemiczne i ultrastrukturalne pozwo-
lity zlokalizowa¢ w nich 28S pre-rRNA. Z licznych badan
doswiadczalnych wynika, iz synteza pre-rRNA odbywa sie
miedzy chromatyng wewnatrzjagderkowa a DFC jaderka. Mi-
gracja zsyntetyzowanego de novo pre-rRNA ze strefy DFC do
GC jaderka wskazuje, iz DFC jest morfologicznym prekur-
sorem granul jaderkowych. Transformacja gestego sktadnika
wioknistego w sktadnik ziarnisty odzwierciedla zatem proces
dojrzewania pre-rRNA.

Typy strukturalno-czynnosciowe jaderek

Intensywnos¢ transkrypcji pre-rRNA ma swoéj wyraz nie tyl-

ko w proporcjach podstawowych sktadnikéw ultrastruktural-

nych jaderka, ale takze w ich rozmieszczeniu. Uwzgledniajac
te dwa kryteria, mozna wyrdzni¢ nastepujace typy jaderek:

1. jaderka uformowane w nukleoloneme (jaderka gabcza-
ste) — aktywne transkrypcyjne jaderka, w ktérych struk-
tury RNP tworzg luzng gabczasty strukture; spostrzegane
w wiekszosci komorek syntetyzujacych jaderkowy RNA;
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2. jaderka zwarte - cechuja sie jednolitym ciasnym uloze-
niem wiokien i ziaren jaderkowych, najczesciej wymiesza-
nych; sa aktywne transkrypcyjnie i najtatwiej je uwidocz-
ni¢ w jadrach mlodych, szybko rosnacych komérek;

3. jaderka zwarte z segregacja skltadnikow - ten typ jade-
rek jest morfologicznym wyrazem zahamowania syntezy
rRNA wywotanej réznymi czynnikami chemicznymi lub
fizycznymi; poszczegolne skladniki RNP jaderka tworza
wyraznie oddzielone od siebie strefy;

4. jaderka pierscieniowate — charakteryzuja si¢ obwodowym
rozmieszczeniem skladnikow RNP; nieliczne struktury
RNP sg widoczne w czeéci srodkowej jaderka; reprezentuja
zupelne zahamowanie syntezy RNA lub jej bardzo wolny
przebieg, ale stan ten moze by¢ odwracalny;

5. mikrojaderka (jaderka resztkowe) — sa morfologicznym
odzwierciedleniem zahamowania syntezy RNA; najcze-
$ciej widoczne w komorkach starych, degenerujacych.

Zwigzek struktury i funkeji jaderka podkreslajg charakte-
rystyczne zmiany morfologii widoczne w patologii jadra.
Nalezg do nich segregacja jaderkowa lub degranulacja wy-
wolane zahamowaniem transkrypcji lub dojrzewania rRNA.
Zaburzenia metabolizmu rRNA sg wywolywane przez rdz-
norodne czynniki fizyczne i chemiczne, np. promieniowanie
jonizujace, aktynomycyne D, szok hipertoniczny, niektore
leki.

Odczytywanie informacji genetycznej

W DNA jest zapisana zakodowana w sekwencji nukleoty-
doéw informacja dotyczaca bialek zaréwno strukturalnych,
jak i czynnos$ciowych, réznych klas RNA oraz sekwencji re-
gulacyjnych poszczegdlnych gendw. Ekspresja tej informacji
odbywa sie dwuetapowo. Pierwszy etap (po rozpleceniu he-
lisy) obejmuje przepisanie sekwencji nukleotydow DNA na
informacyjny RNA (ang. mRNA - messenger RNA), nosi
nazwe transkrypcji i odbywa sie w obszarze jadra komor-
kowego. W nastepnym etapie, odbywajacym sie w cytopla-
zmie, kolejnos¢ nukleotydéw mRNA zostaje przettumaczona
na sekwencje aminokwaséw w laficuchu polipeptydowym.
Ten proces nosi nazwe translacji i zachodzi na rybosomach
z udzialem tRNA, rRNA i bialek.

Transkrypcja RNA

Jest procesem enzymatycznej syntezy RNA odbywajacym sie
na matrycy DNA. DNA determinuje kolejno$¢ umiejscawia-
nia sie poszczegdlnych rybonukleotydéw w lancuchu poli-
nukleotydowym. Deoksyrybonukleotydom ATCG w DNA
odpowiadaja wiec w nici RNA rybonukleotydy UAGC. Za-
sadniczymi enzymami przeprowadzajacymi transkrypcje sa
polimerazy RNA:

m Pol I - zlokalizowana w jaderku, uczestniczy w transkryp-
cji sekwencji dla rRNA,

m PolIT - w nukleoplazmie, syntetyzuje pre-mRNA,

m Pol III - réwniez w nukleoplazmie, uczestniczy w trans-
krypcji pre-tRNA i 5 sSRNA.

W procesie transkrypcji obok polimeraz uczestniczy na po-
szczegllnych jej etapach wiele bialek pomocniczych. W wy-
niku transkrypcji powstaja diugie tanicuchy RNA, tzw. trans-
krypty. Transkrypty jako czasteczki prekursorowe podlegaja
modyfikacjom w procesie dojrzewania (ang. processing).

Etapy transkrypcji

W przebiegu transkrypcji wyrdznia sie kilka etapow:

I ETAP - wigzanie Pol przez matryce; do prawidtowego prze-
biegu procesu wigzania polimerazy z matryca niezbedne
sg dodatkowe biatka, zwigzane czynnikami transkryp-
cyjnymi (ang. TF, transcription factor). Stanowia one duza
grupe czynnikow biatkowych przypisanych do okreslonej
polimerazy (I, II lub IIT) oraz odpowiednio oznaczonych:
A, B, C, D; np. TFIIC. Polimeraza II syntetyzuje takze ni-
skoczasteczkowe RNA (snRNA) niezbedne do usuwania
introndéw z pierwotnych transkryptéw. W pierwotnym
transkrypcie pre-mRNA na konicu 5’ znajduje sie struktu-
ra, tzw. czapeczka, utworzona przez GTP.

IT ETAP - inicjacja transkrypcji — odbywa si¢ w miejscu
startu transkrypcji (ang. TSS, transcriptional start site),
przylegajacym do obszaru regulatorowego zwanego pro-
motorem. Jest to sekwencja sktadajaca si¢ z kilkudziesie-
ciu do ok. 200 nukleotydéw, zawierajaca charakterystycz-
na sekwencje TATA. Rdzen promotora zawiera miejsca
wigzania elementéw maszynerii transkrypcyjnej. Wyspe-
cjalizowane czynniki transkrypcyjne rdzenia promotora,
ulokowane w poblizu sekwencji TATA, indukujg tworze-
nie kompleksu preinicjacyjnego (ang. PIC, preinitiation
complex) (ryc. 1.10). W regulacji transkrypcji, jej szyb-
kos$ci oraz czasu trwania uczestnicza regiony regulacyjne
nasilajace ten proces, zwane wzmacniaczami (ang. enhan-
cers), oraz ostabiajace, zwane wyciszaczami (ang. silencer).
Aktywacja sekwencji wzmacniacza w wyniku interakeji
z czynnikami transkrypcyjnymi przemieszcza go w pobli-
ze rdzenia promotora, uruchamiajac transkrypcje.

IIT ETAP - to proces elongacji, czyli wydtuzania sie taricucha
polinukleotydowego, w czasie ktérego powstaja kolejne
wigzania fosfodwuestrowe miedzy nukleotydami.

IV ETAP - zakonczenie transkrypcji. Sygnatem do zakoncze-
nia transkrypcji sa charakterystyczne sekwencje AAUAAA
odczytywane przez polimeraze. 10-30 nukleotydéw za
nimi w kierunku konica 3’ znajduje si¢ miejsce poliadeny-
lacji, czyli miejsce przytaczenia sekwencji poli A.
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Rycina 1.10 Struktura i mechanizm dziatania
kompleksu transkrypcyjnego. TSS (transcriptio-
nal start site) — miejsce startu transkrypgji, PIC
(pre-initiation complex) — kompleks preinicja-
cyjny.

Dojrzewanie RNA - splicing RNA

Lancuch nowo zsyntetyzowanego informacyjnego RNA, tzw.
heterogennego RNA (hnRNA, ang. heterogeneous RNA),
w czasie transportu w nukleoplazmie podlega wielu modyfi-
kacjom. Pierwotna dtuga czasteczka pre-mRNA, powstata na
matrycy DNA, jest wierna kopiag zaréwno sekwencji ulega-
jacych ekspresji, czyli eksonow (sekwencji obecnych zardw-
no w DNA, jak i w dojrzalym mRNA), jak i intronéw, czyli
sekwencji obecnych w taicuchu DNA i pierwotnym trans-
krypcie, a wycinanych w procesie dojrzewania pre-mRNA.
W procesie dojrzewania RNA (ang. splicing) z pierwotnego
transkryptu sg usuwane introny, a polaczone eksony tworza
ciggla sekwencje mRNA. W komorkach eukariotycznych
w zlozony i precyzyjny proces usuwania intronéw i dojrze-
wanie RNA jest zaangazowanych bardzo wiele bialek oraz
niskoczasteczkowe RNA. Tworza one maszynerie zwang spli-
ceosomem, odnajdujaca miejsce ciecia faicucha pre-mRNA
oraz przeprowadzajacg wycinanie intronéw. Kompleks ma-
tych, jadrowych RNP (U1, U2, U4/U6 snRNP) rozpoznaje
i zbliza do siebie konce intronéw. Polaczone introny tworza
strukture przypominajaca lasso, ktdra jest wycinana i degra-
dowana. W koncowej fazie dojrzewania dochodzi do kowa-
lencyjnego polaczenia koncow eksonéw w ciagly tancuch
mRNA (ryc. 1.11). W czasie dojrzewania hnRNA zachodza
modyfikacje potranskrypcyjne obu koncéw pre-mRNA. Mo-
dyfikacja konca 5’ jest wieloetapowym procesem, w wyniku
ktérego do mRNA jest przylaczany metylowany oligonukle-
otyd, zwany kapturkiem lub czapeczka, z charakterystyczna
obecnoscig 7-metyloguanozyny. Na przeciwleglym 3’ koncu
pre-mRNA odbywa sie proces poliadenylacji, czyli przytacza-
nia sekwencji poliadenylowej o dtugo$ci 50-250 reszt adeny-
lowych. Sygnatem do tej modyfikacji jest sekwencja AAUAA
znajdujaca sie w regionie koncowym.

Modyfikacje potranskrypcyjne w procesie dojrzewania
pierwotnego transkryptu umozliwiaja jego przemieszczenie

indukcja

preinicjacyjnego (PIC)

wzmacniacz

‘ inicjacja
I elongacja

miejsce startu (TSS)

rdzen promotora

z jadra do cytoplazmy (ryc. 1.11) oraz odczytanie na ryboso-
mach zawartej w nim informacji genetyczne;j.

Redagowanie RNA

Przynajmniej niektdre transkrypty moga podlegaé proceso-
wi redagowania. Podczas tego procesu transkrypt traci albo
zwigksza liczbe nukleotydow. Proces ten postepuje od konica
3" w kierunku 5’. W jego wyniku moga powsta¢ nowe ramki
odczytu, obejmujace trojki nukleotydéw kodujace inne ami-
nokwasy, w zaleznosci od ktérego nukleotydu rozpocznie
sie proces odczytywania informacji. W redagowaniu RNA
uczestniczg krotkie, tzw. korygujace sekwencje RNA (ang.
guide RNA, gRNA). Redagowanie RNA jest jednym z mecha-
nizméw regulacji ekspresji gendw.

Biogeneza rybosoméw

Lokalizacja transkrypcji

Podstawowa funkcja jaderka jest zwigzana z synteza rRNA.
W tej powszechnie wystepujacej w komorkach eukariotycz-
nych organelli komérkowej odbywa sie transkrypcja pre-
kursoréw rRNA, ich dojrzewanie zwigzane z obrébka pier-
wotnych transkryptéw, tworzenie RNA jaderkowych oraz
pierwsze etapy transportu podjednostek rybosoméw do cy-
toplazmy. O duzym zapotrzebowaniu komorek eukariotycz-
nych $wiadczy liczba kopii genéw kodujacych rRNA (rDNA)
w jadrze, ktéra moze sigga¢ nawet do 10 000. W komorkach
watrobowych czlowieka znajduje sie kilkaset kopii genow
rRNA. Od chwili wykrycia strukturalnej ciagglo$ci miedzy
chromatyna wewnatrzjaderkowa a osrodkami wtoknisty-
mi obecno$¢ rDNA w tych strukturach jaderka jest dobrze
udokumentowana. Réwniez organizacja genéw kodujacych
rRNA jest dobrze poznana (ryc. 1.12).
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Rycina 1.11 Mechanizm dojrzewania mRNA: a. Pre-mRNA. b. Spliceosom odnajduje miejsca ciecia miedzy eksonem a intronem. ¢. Zblizanie kon-
cow i wycinanie intronu. d. Potgczenie eksondw w cigglym mRNA, usuniecie i degradacja intronu (zmodyfikowane wg B. Alberts).

Struktura rDNA

Na rycinie 1.12 przedstawiono strukture genu rDNA oraz
proces dojrzewania 45S prerybosomalnego prekursora dla
trzech sekwencji kodujacych rRNA (188, 5,8S oraz 285 RNA).
Wspolna jednostka transkrypcyjna rDNA zawiera 3 rodzaje
sekwencji nukleotydowych:

1. sekwencje transkrybowane i obecne w dojrzatym rRNA,

2. sekwencje nietranskrybowane (ang. NTS, non-transcribed
spacers) rozdzielajace poszczegélne jednostki transkryp-
cyjne w tandemach,

3. sekwencje transkrybowane i obecne w pierwotnym trans-
krypcie, ktére zostaja wyciete podczas wstepnej obrobki
w procesie dojrzewania; s3 to wewnetrzne sekwencje trans-
krybowane (ang. ITS, internal transcribed spacers) i ze-
wnetrzne sekwencje transkrybowane (ang. ETS, external
transcribed spacers).
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Rycina 1.12 Struktura genu rDNA (zmodyfikowane wg B. Alberts).

Sekwencje kodujace rRNA oraz ITS i ETS tworza jednostke
transkrypcyjna. W obrebie NTS sa zlokalizowane sekwen-
cje regulujace funkcje rDNA. Jak wspomniano, synteza
pre-rRNA odbywa si¢ miedzy chromatyna wewnatrzjaderko-
wa a DFC jaderka. Gesty sktadnik widknisty jaderka zawiera
45S pre-rRNA o dlugosci 14 kz. Z analizy cytochemicznej
DFC wynika, iz prekursorowa czasteczka rRNA odpowiada
jednostce transkrypcyjnej uwidocznionej po rozproszeniu
chromatyny (zob. dalej). W GC zawarty jest natomiast 28S
pre-rRNA. Skladnik DFC i GC jaderka reprezentuja wiec

kolejne stadia tworzenia prerybosomdw, odzwierciedlajac
w transformacji DFC w GC proces dojrzewania pre-rRNA.

Morfologia aktywnych genéw rybosomowych

Ze wzgledu na charakterystyczny wyglad przypominajacy
galezie choinki kompleksy transkrypcyjne reprezentujace ak-
tywne geny rybosomalne nazwano ,,choinkami” (ang. christ-
mas tree-like). Kompleksy te (ryc. 1.13 i 1.14):
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Rycina 1.13 Struktura rybosomowych kompleksow transkrypcyjnych.

granule koricowe

Rycina 1.14 Ultrastruktura jaderkowego kompleksu transkrypcyjnego po zupetnym rozproszeniu chromatyny (ME, autor S. Orkisz).

m czesto sg utozone tandemowo i przedzielone sekwencjami
nieprzepisywanymi,

m osig kompleksu jest widkno DNA, gesto pokryte wtokien-
kami prostopadle do niego ustawionymi i reprezentujacy-
mi transkrypty,

® u podstawy kazdego wzrastajacego transkryptu jest wi-
doczna czgsteczka Pol I RNA (strzatka na ryc. 1.14),

m transkrypty maja wzrastajaca dtugo$¢ w kierunku trans-
krypcji (od konca 5’ do 3'),

m koniec wolny kazdego transkryptu tworza granule konco-
we (terminal knob) reprezentujace zwiniety $wiezo powsta-
ty transkrypt.

Z wyzej przedstawionych obrazéw ultrastrukturalnych
»genow w czasie pracy” wynika, ze kazdy kompleks trans-
krypcyjny obejmuje fragment DNA z przyczepionym $wiezo
powstatym transkryptem w postaci fibryli oraz znajdujace si¢
u ich podstawy czasteczki polimerazy I RNA (zob. ryc. 1.14
- strzatka).

Jednostki transkrypcyjne zawieraja zaréwno sekwencje
nieobecne w dojrzalym rRNA, jak i wystepujace w nim (18S
rRNA, 5,85 rRNA i 28S rRNA). Po transkrypcji w czasie
dojrzewania pre-rRNA czasteczka 45S laczy sie z biatkami
rybosomowymi, tworzac kompleks RNP, z ktérego w wielu
nastepnych modyfikacjach potranskrypcyjnych w obszarze



Rozdziat 1

Organizacja i funkcjonowanie jadra komdérkowego

jadra powstaja podjednostki rybosoméw (mate 40S i duze
60S). Po ich przeniesieniu przez nukleopory do cytoplazmy
tworza rybosomy. Biogeneza rybosomoéw jest wiec bardzo
dobra ilustracjg zwigzkéw struktury i funkeji jaderka na po-
ziomie submikroskopowym.
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PYTANIA

1. Topoizomerazy podczas replikacji eukariotycznego DNA:

A. Katalizujg synteze starteréw (primer) na nici opoznione).

B. Usuwaja nieprawidtowo sparowane nukleotydy dzieki ak-
tywnosci 3' do 5' egzonukleazy.

C. Stabilizujg jednoniciowy DNA w obrebie widetek replikacyj-
nych.

D. Wycinaja i ponownie tagcza DNA przed widetkami replikacyj-
nymi, aby wyeliminowac superskrecenie.

E. Dodaja nukleotydy do wzrastajacej nici w kierunku 5' do 3.

2.Ktora z nizej wymienionych funkcji zwiazana jest z eukariotycz-
na polimeraza DNA podczas replikacji DNA?
A. Ciagta synteza 5' do 3' DNA na nici opdznione;.
B. Formowanie widetek replikacyjnych zalezne od energii.
C. Korygowanie nowo syntetyzowanego DNA.
D. Nieciagta synteza 5' do 3' DNA na nici opdznione;j.
E. Usuwanie starterow przy uzyciu aktywnosci 5' do 3' egzonu-
kleazy.

3. Nieprawidtowa naprawa niezgodnosci DNA moze skutkowac
rozwojem:
A. HNCC - Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer.
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B. Raka skory.

C. Oparzeniami stonecznymi.

D. Uszkodzeniami wywotanymi przez $wiatto UV.
E. Xeroderma pigmentosum.

4.U szesciolatka ptci meskiej wystepuje Swiattoczutos¢ i liczne
guzy skory. Ktéry z ponizszych typdw uszkodzenia DNA jest
najbardziej prawdopodobny w tych warunkach?

A. Uszkodzenie dwuniciowego DNA.
B. Dezaminacja cytozyn.

C. Niedopasowanie par zasad.

D. Dimery tyminy.

E. Depurynowany DNA.

5.Wskaz nieprawdziwe stwierdzenie dotyczace jaderka:

A. Zmienia swojg strukture w cyklu komdrkowym.

B. U cztowieka zwigzane jest zchromosomami akrocentryczny-
mi grupy G i D.

C. W osrodkach wtdknistych zawiera geny kodujace mRNA.

D. Najczesciej posiada takze sktadnik ziarnisty.

E. Obecnosc jaderek zwartych cechuje mtode, szybko rosnace
komorki.
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