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Zobaczyé gen, chromosom i genom
— czyli badania cytogenetyki molekularnej

Cytogenetyka

Cytogentyka jest to nauka o chromosomach. Przedmiotem badar klasycznej cyto-
genetyki jest przede wszystkim zachowanie sie chromosomoéw podczas podzialéw ko-
moérkowych i ich udzial w rekombincji genéw. Wspélczesna cytogenetyka molekularna
obejmuje takze lokalizacje genéw, ale jej gléwny nurt to badania struktury i funkcji chro-
mosomow réowniez w jadrze niedzielacym sie, w czasie interfazy cyklu komérkowego.
Chromosomy, struktury zbudowane z liniowej czasteczki DNA i bialek, wyodrebniaja
sie z chromatyny jadra komdrkowego w czasie podzialu mitotycznego lub mejotycznego.
Kazdy gatunek charakteryzuje sie okreslong liczba chromosoméw réznigcych sie wiel-
ko$cia i morfologia. Zesp6t chromosomdw danego gatunku - to genom. Genomowy
DNA sklada sie z sekwencji kodujacych - genéw — warunkujacych wszystkie wlasciwosci
organizmu oraz duzej ilosci sekwencji niekodujacych, ktérych funkcja nie jest jeszcze
w pelni poznana.

Dlaczego badamy chromosomy i zlokalizowane w nich geny? Robimy to, zeby zrozu-
mied funkcjonowanie organizmdéw i wykorzystac te wiedze w hodowli lepszych odmian
ro$lin, ras zwierzat oraz w wykrywaniu i zapobieganiu choréb u ludzi [27, 29].

Chromosomy zostaly wykryte w polowie XIX wieku przy okazji intensywnych badan
bakteriologicznych w poszukiwaniu mikroorganizméw chorobotwérczych, powodujacych
w tym czasie grozne epidemie. Barwniki stosowane do wykrywania bakterii barwity row-
niez struktury, ktére pojawialy sie w komédrkach w czasie podziatu. Wilhelm Waldeyer
w 1888 roku [32] nazwal je chromosomami. W nastepnych latach opracowano wiele
metod barwienia chromosoméw, ktére umozliwialy okreslenie ich liczby i morfologii dla
wielu gatunkéw roélinizwierzat. Az trudno uwierzyé, ze liczba chromosoméw czlowieka
zostala ustalona dopiero w 1956 roku [30]. Istotnym postepem w badaniach chromoso-
mdéw bylo wprowadzenie tzw. barwien réznicowych, w ktérych ujawniane sa poprzeczne
prazki wzdluz chromosomu [1]. Uktad prazkéw w chromosomach jest charakterystyczny
dla poszczegdlnych gatunkéw, a w obrebie genomu dla poszczegdlnych chromosomow.
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Analize wzoru prazkéw wykorzystuje sie miedzy innymi w diagnostyce medycznej, stata
sie ona podstawa dynamicznego rozwoju cytogenetyki czlowieka.

Rozwdj biologii molekularnej pozwolil na poznanie struktury, funkcji i sposobu
przekazywania genéw. Dynamiczny rozwdj badar molekularnych umozliwit opracowanie
szeregu metod inzynierii genetycznej. Jednak przelomowym momentem bylo poznanie
w ostatnich latach catkowitej sekwencji DNA genomu czlowieka oraz genomow niekto-
rych gatunkéw rosélin i zwierzat. Badania molekularne prowadzone na materiale gene-
tycznym izolowanym z tkanek, pojedynczych komérek lub frakcji organelli komérko-
wych, pozwalaja na poznanie struktury i funkcji poszczegdlnych gendéw, ale nie dostar-
czaja informacji o ich lokalizacji w jadrze i chromosomach. Polaczenie metod biologii
molekularnej z metodami cytogenetycznymi otworzylo nowe mozliwosci obserwacji
chromosoméw, lokalizacji w nich genéw i innych sekwencji DNA. Juz pod koniec lat 60.
opracowano metode hybrydyzacji kwaséw nukleinowych 7n situ, z wykorzystaniem radio-
aktywnie znakowanych sond [3]. Jednak prawdziwy rozkwit cytogenetyki molekularne;j
rozpoczal sie w latach 80. wraz z wprowadzeniem metody nieradioaktywnej znanej jako
FISH, od angielskiej nazwy Fluorescence In Situ Hybrydisation [14, 22]. Metoda ta
polega na laczeniu (hybrydyzacji) sondy molekularnej z komplementarnym DNA w chro-
mosomach lub jadrach interfazowych na preparatach mikroskopowych. Dzieki zna-
kowaniu sondy, najczesciej fluorochromami, miejsca hybrydyzacji moga by¢ identyfiko-
wane pod mikroskopem i lokalizowane w chromosomach. Ogromna zaleta tej metody
jest mozliwosc¢ stosowania kilku sond jednoczesnie, a problem ograniczonej liczby fluo-
rochroméw rozwiazuje sie, mieszajac w réznych proporcjach, jak w malarstwie farby,
sondy wyznakowane na rézne kolory. W ten sposéb otrzymuje sie wielobarwne obrazy
chromosoméw [19]. Ogromny postep w mikroskopii fluorescencyjnej, komputerowej
analizie obrazu i immunocytochemii, réwnoczes$nie z postepem w biologii molekularnej,
pozwolil na opracowanie wielu modyfikacji metody FISH, pozwalajacych na wykrywanie
coraz krétszych fragmentéw DNA i stosowaniu wiekszej liczby sond réwnoczesnie [9].

Metoda hybrydyzacji in situ umozliwia lokalizacje genéw w chromosomach i two-
rzenie map fizycznych, wykrywanie calych chromosoméw lub ich fragmentéw, jak
réwniez rozréznianie genomow rodzicielskich w komdérkach mieszaricéw. Wiasnie dzieki
tym metodom mozliwe jest wykrywanie zmian strukturalnych i rearanzacji chromoso-
mowych, ktére powstajg w komdrce spontanicznie lub w wyniku dzialania czynnikéw
srodowiskowych, zabiegéw hodowlanych albo biotechnologicznych. Metody te przyczy-
nily sie do renesansu badan cytogenetycznych, a cytogenetyka molekularna znalazla
szerokie zastosowanie w szeregu dziedzinach takich, jak diagnostyka medyczna czy
ulepszanie roslin i zwierzat. Szczegdlnie istotny wklad w poznanie struktury i funkcji
genomu maja badania chromosoméw organizméw modelowych takich, jak: drozdze,
muszka owocowa, mysz, a z ros$lin Arabidopsis i ryz, ktérych genomy sa calkowicie
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zsekwencjonowane. Poréwnawcze analizy tych genoméw z innymi organizmami pozwo-
lity lepiej zrozumied wiele proceséw zwiazanych z ewolucja gatunkéw oraz okreslicé prze-
miany chromosomowe, jakie zaszly w genomach poszczegdlnych organizméw.

Aby mdéc analizowad zmiany w genomach réznych gatunkéw nalezy poznaé strukture
i cechy charakterystyczne dla poszczegélnych chromosoméw. Chromosomy nie sa
struktura homogenna, poszczegdlne ich odcinki zawieraja rézne geny lub inne sek-
wencje DNA. Sa trzy typy sekwencji DNA wspélne dla wszystkich chromosoméw, decy-
dujace o ich prawidlowym funkcjonowaniu. Jako pierwsze przedstawié¢ mozna krétkie,
wielokrotnie powtérzone sekwencje na koricach chromosoméw, tworzace telomery.
Telomery, poza tym, ze zabezpieczaja konice chromosomdéw, sg swoistym zegarem ko-
morki, poniewaz, ulegajac skracaniu przy kazdym podziale komdrki, ograniczaja liczbe
podzialéw. Komdrki nowotworowe tym sie miedzy innymi réznig od komérek normal-
nych, ze posiadajg zdolnos¢ odbudowania telomeréw i tym samym stajg sie jakby nie-
$miertelne. Drugim niezbednym do funkcjonowania chromosomu odcinkiem jest tzw.
przewezenie pierwotne, zwane centromerem, zawiera ono specyficzne sekwencje DNA,
ktére w polaczeniu z odpowiednimi biatkami decydujg o prawidtowym rozdziale chromo-
soméw do jader potomnych w czasie podzialu. Trzecim typem sekwencji sg sekwencje
inicjacji replikacji DNA, procesu koniecznego dla podwojenia chromosomdw przed ich
rozdzieleniem w czasie podziatlu jadra [27].

Znacza cze$¢ chromosomu stanowia sekwencje DNA, ktére wystepuja w wielu tysia-
cach kopii, nie s3 to geny, a ich funkcja nie zawsze jest znana. Moga wystepowac tande-
mowo, w blokach albo jako rozproszone sekwencje wzdtuz calych chromosoméw. Geny
stanowia niewielki procent catkowitej zawarto§ci DNA genomu, czesto mniej niz 10% [23].

Lokalizacja genéw

W wyniku analizy genetycznej i molekularnej tworzone sa coraz dokladniejsze mapy
genetyczne chromosoméw dla wielu gatunkéw roslin i zwierzat. Mapy te sa wykonywa-
ne na podstawie czestotliwosci rekombinacji, jaka ma miejsce w mejozie, miedzy ge-
nami lub markerami molekularnymi, a odleglosci miedzy nimi sa podawane w jednost-
kach wzglednych. Odleglo$ci na mapach genetycznych réznia sie istotnie od odleglosci
rzeczywistych w chromosomach, co wynika miedzy innymi, z réznej ilosci i rozmiesz-
czenia sekwencji niekodujacych. Hybrydyzacja DNA-DNA 7n situpozwala na mapowanie
gendw bezposrednio w chromosomach i tworzenie fizycznych map chromosomdéw. Dzie-
ki mozliwoéci réwnoczesnego mapowania kilku sekwencji DNA, mozna obserwowacé
wzajemne ulozenie kilku gendéw lub gendw i innych sekwencji w tym samym chromoso-
mie.

Pierwszymi genami wyizolowanymi i czesto wykorzystywanymi w badaniach cyto-
genetycznych sg geny rybosomalnego RNA (rRNA) [20]. Sa to geny obecne w kazdej
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komorce i wystepuja w wielu powtérzeniach, a poniewaz wystepujg tandemowo, daja
duze sygnaly FISH, sa wiec dobrym markerem chromosoméw wykorzystywanym do ich
identyfikacji i wykrywania nieprawidlowosci [4, 5, 21]. Polozenie genéw rRNA w chro-
mosomach jest charakterystyczne dla danego gatunku. Analiza poréwnawcza lokalizacji
tych genéw u gatunkéw spokrewnionych moze dostarczy¢ informacji o przemianach
chromosomowych w ewolucji badanych gatunkéw [6].

Wiekszos¢ genéw kodujacych bialka jest obecna w genomie pojedynczo lub w kilku
kopiach i cze$ciej w odcinkach dystalnych chromosoméw niz przy centromerze. Lokali-
zacja tych gendw jest trudniejsza, gdyz ze wzgledu na krétkie sekwencje DNA sygnaly
FISH sa stabe, mimo to coraz wiecej genéw jest mapowanych w chromosomach roslin,
zwierzat, w tym czlowieka. Tworzenie fizycznych map chromosoméw czlowieka ma
szczegolne znaczenie ze wzgledu na brak map genetycznych. Znajomos$¢ lokalizacji ge-
noéw warunkujacych nieprawidlowy rozwaj, wzrost lub okreslone schorzenia jest wazna
w diagnostyce medycznej i terapii. Podobnie u roslin, znajomos¢ lokalizacji genéw jest
wazna w programach hodowlanych nowych odmian lub poprawiania istniejacych. W os-
tatnich latach wazna role odegrato mapowanie na drodze FISH obcych genéw wprowa-
dzonych do organizmu w wyniku transformacji. Okazalo sie, ze aktywnos¢ tych genéw
zalezy w znacznym stopniu tak od miejsca wlgczenia do chromosomu, jak i od liczby
kopii w chromosomie [24, 25].

Identyfikacja chromosomoéw

Identyfikacja chromosoméw jest podstawa w badaniach cytogenetycznych, szcze-
gblnie u gatunkéw z maltymi, licznymi i stabo zréznicowanymi chromosomami. Sygnaly
hybrydyzacji in situ z powtarzalnymi sekwencjami DNA moga dawac wzdr charakterys-
tyczny dla poszczegdlnych chromosoméw w genomie badanego gatunku. Jezeli zasto-
sowanie jednej sondy nie pozwala odréznic¢ wszystkich chromosoméw, stosuje sie mie-
szanine kilku sekwencji. I tak na przyklad sygnaly FISH otrzymane po zastosowaniu
dwdch powtarzalnych sekwencji DNA pozwalaja odrézni¢ 21 par chromosoméw heksa-
ploidalnej pszenicy [26], podobnie identyfikuje sie chromosomy u innych gatunkéw
[2, 11, 12]. Stosujac do hybrydyzacji in situ sekwencje DNA specyficzne dla chromoso-
mu, mozna identyfikowaé w genomie pary chromosoméw homologicznych tzn. pocho-
dzacych od ojca i matki, a nastepnie uporzadkowac je wedlug wielko$ci, tworzac kario-
gram. Znajomo$¢ kariogramu okres§lonego gatunku pozwala wykrywacianalizowac aber-
racje chromosomowe, ktére moga by¢ wywolane czynnikami fizycznymi lub chemicz-
nymi, zwanymi ogdlnie mutagenami, naleza do nich réwniez czynniki rakotworcze.
Aberracje chromosomowe moga dotyczy¢ zmiany liczby chromosoméw badz ich struk-
tury. Zmiany strukturalne polegaja na utracie, inwersji lub translokacji fragmentu
chromosomu, prowadzac do zmiany jego morfologii. Nieprawidtowo$ci w liczbie i struk-
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turze chromosomow czlowieka sa przyczyng wielu choréb nie tylko dziedzicznych, ale
i nabytych, w tym licznych nowotworéw. Konwencjonalne metody cytogenetyczne poz-
walaja tylko na okreslenie czestotliwosci aberracji chromosomowych, ktére w sposéb
istotny zmieniaja morfologie chromosomu, ale nie daja mozliwosci wykrycia niewielkich
zmian szczegdlnie u gatunkéw charakteryzujacych sie matymi chromosomami. Zastoso-
wanie do FISH specyficznych dla chromosomu sond pozwala wykryc¢ nawet niewielkie
ubytki lub powtérzenia w chromosomach, jak réwniez zidentyfikowaé, ktére chromo-
somy ulegly zmianom [7, 10]. U roslin wykorzystanie metody FISH do analizy chromo-
soméw ograniczone jest liczba sekwencji DNA dostepnych dla badanego gatunku. Sa
gatunki takie jak np. Arabidopsis lub ryz, dla ktérych dostepne sa klony BAC (sztuczne
chromosomy bakteryjne) zawierajace duze inserty genomowego DNA, ale dla wielu
gatunkéw nie sa znane zadne lub tylko nieliczne, specyficzne sekwencje DNA.

Dla chromosoméw czlowieka dostepne sa sondy DNA specyficzne dla kazdego chro-
mosomu lub jego fragmentu. DNA taki otrzymuje sie z izolowanych chromosoméw, nas-
tepnie amplifikuje i znakuje odpowiednim fluorochromem. Sonda taka uzyta do hybry-
dyzacji in situ taczy sie z DNA calego chromosomu, ,malujac” pare chromosoméw
homologicznych na jeden kolor. Stosujac mieszanine sond, mozemy w jednej reakcji po-
malowad nawet wszystkie chromosomy, kazdy na inny kolor. Jezeli w komdrce stwierdzi
sie tylko jeden lub wiecej niz dwa tak samo wybarwionych chromosoméw $wiadczy to
o nieprawidlowo$ci w liczbie chromosoméw. W komérkach niosgcych aberracje struktu-
ralne mozna stwierdzi¢ w jednym chromosomie kilka koloréw, co wskazuje na wymiane
lub translokacje fragmentéw chromosomdw. Niektére zmiany sa typowe dla okreslo-
nych schorzen lub typéw nowotwordw, co powoduje, ze metoda ta jest szeroko wyko-
rzystywana w diagnostyce medycznej [13, 31].

Przyczyna choroby moze byc¢ zmiana w chromosomie dotyczaca bardzo malego
odcinka, dlatego do wykrycia takich zmian stosuje sie sondy specyficzne dla Scisle
okreslonego regionu chromosomu. Sondy takie otrzymuje sie na drodze wycinania lase-
rem poszczegblnych fragmentéw chromosomu i ich fluorescencyjnego znakowania.
W wyniku FISH z mieszaning tak otrzymanych sond DNA, specyficznych dla danego
chromosomu, otrzymujemy wielobarwne prazkowanie tego chromosomu [31]. Uklad
tych prazkéw jest staly, niezaleznie od stopnia kondensacji chromosomu. Sledzac do-
kladnie uklad prazkéw mozna wykry¢ ubytki, inwersje lub zwielokrotnienie prazkéw.
W komérkach rakowych czesto wystepuja réwnoczeénie zmiany zaréwno liczby, jak
1 struktury chromosomdéw [33]. Podobne badania prowadzi sie réwniez w przypadku lu-
dzi narazonych na ryzyko dzialania czynnikéw kancerogennych, takich jak promie-
niowanie, metale ciezkie czy inne zwiazki powodujace uszkodzenia chromosomdéw.

Malowanie chromosoméw ro$linnych odbywa sie na nieco innej zasadzie. U wiek-
szo$ci roélin DNA otrzymane z izolowanego chromosomu zawiera duzg ilo§¢ sekwencji
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powtarzalnych i hybrydyzuje z wieloma innymi chromosomami. Ostatnio opracowano
metode, w ktérej stosunkowo male chromosomy Arabidopsis thaliana zostaly ,malowa-
ne” z uzyciem sondy zawierajacej ponad 100 znakowanych klonéw BAC [17]. W ten
sposéb wizualizowano piec par chromosomdéw na rézne kolory zaréwno w czasie podzia-
tu, jak i w jadrze interfazowym. Sondy specyficzne dla A. thaliana byly tez uzyte do ma-
lowania chromosoméw gatunkéw spokrewnionych, wykazujac w nich powtdrzenia i re-
aranzacje fragmentéw chromosoméw, ktére mialy miejsce w czasie ewolucji tych gatun-
kéw [16, 18, 34].

Alternatywna metoda identyfikacji chromosoméw jest CSCDM (Chromosome-
Specific Cytogenetic DNA Markers), polegajace na stosowaniu jako sondy klonéw za-
wierajacych inserty genomowego DNA. W wyniku hybrydyzacji otrzymuje sie wzoér
sygnalow FISH specyficzny dla poszczegélnych chromosoméw badanego gatunku,
umozliwiajacy ich identyfikacje. Metode te wykorzystano juz w analizie kariotypéw
wielu gatunkéw roslin [2, 11, 12].

Identyfikacja genomow

Wiekszos¢ gatunkow roslin jest allopoliploidami tzn., ze w ewolucji powstaly one
w wyniku krzyzowania dwéch gatunkdw, zawieraja wiec chromosomy réznego pocho-
dzenia. Przykladem moze by¢ pszenica, bawelna, banan, rzepak, tyton i wiele innych.
W programach hodowlanych réwniez wykorzystuje sie mieszance miedzygatunkowe
oraz linie ro$lin z chromosomem lub fragmentem chromosomu z korzystniejszymi gena-
mi pochodzacym od innego gatunku. Wykorzystujac do hybrydyzacji in situ calkowity
genomowy DNA jednego z rodzicielskich gatunkéw jako sonde, mozna wyréznic chro-
mosomy tego gatunku w genomie mieszarica. Metoda ta znana jako GISH ( Genomic In
Situ Hybridization) stosowana jest z powodzeniem od wielu lat do analizy genoméw wie-
lu gatunkow roslin. Badania te pozwolily na ustalenie gatunkéw ancestralnych dla wielu
allopoliploidéw oraz wykrycie translokacji miedzygenomowych w czasie ewolucji.
Dobrze udokumentowane zostaly translokacje miedzy genomami ancestralnymi u tyto-
niu ( Nicotiana tabacum) [15], owsa (rodzaj Avena) [8]iinnych. GISH dostarcza cennych
informacji o podobieristwach miedzy DNA pokrewnych gatunkéw i daje nowe mozliwo$-
ci w badaniach filogenetycznych i taksonomicznych.

W cytogenetyce czlowieka genomowy DNA izolowany z komérek normalnych i no-
wotworowych jest stosowany do poszukiwania duplikacji lub delecji w komérkach nowo-
tworowych. W tym celu odmiennie znakowane oba typy genomowego DNA sa réwno-
czesnie hybrydyzowane do chromosoméw prawidlowych komérek. Na podstawie inten-
sywnosci obu barw wnioskuje sie o typie nieprawidlowosci. Technika poréwnawczej
hybrydyzacji genomowej - CGH (Comperative Genomic Hybridization) wprowadzila
ogromny postep w ocenie przemian chromosomowych i diagnostyce medycznej [28].
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Podsumowanie

W badaniach cytogenetyki molekularnej, poza omawiana tu metoda FISH i jej réz-
nymi modyfikacjami, ogromna role odgrywaja inne techniki takie, jak pomiary zawar-
to$ci DNA z wykorzystaniem cytometru przeplywowego, sortowanie chromosoméw lub
wykorzystanie mikroskopii konfokalnej i analizy tréjwymiarowej. Dotychczasowe bada-
nia cytogenetyki molekularnej dotycza gléwnie lokalizacji DNA, a w badaniach ekspresji
genéw réwniez RNA. Ostatnio zainteresowania cytogenetykéw obejmuja réwniez biatka
wchodzace w sklad chromatyny jadrowej, a szczegdlnie bialka histonowe. Stwierdzenie,
ze w funkcjonowaniu genomu istotna role odgrywaja procesy epigenetyczne, takie jak
modyfikacje chromatyny, dato poczatek immunochemicznym metodom lokalizacji bialek
w polaczeniu z lokalizacja DNA (Immuno-FISH). Wyniki tych badari dostarczaja nowych
danych o regulacji funkcji genéw, strukturze chromatyny i roli sekwencji niekodujacych,
ale ciagle jednak pozostaje do wyjasnienia wiele kwestii podstawowych z zakresu cyto-
genetyki molekularnej. Jednym z waznych zagadnien jest tzw. architektura jadra inter-
fazowego. W okresie interfazy chromosomy nie sg widoczne, ale jadro komdérkowe jest
bardzo aktywne, w tym czasie pelni wszystkie najwazniejsze funkcje. Ciagle zbyt mato
wiemy o sposobie ulozenia chromosoméw w jadrze, ich wzajemnych oddzialywaniach
1wplywie na ekspresje genéw. Malowanie chromosoméw, lokalizacja specyficznych sek-
wencji w polaczeniu z obserwacja w mikroskopie konfokalnym i rekonstrukcja struktury
trojwymiarowej jadra pozwala na coraz glebszy wglad do wnetrza jadra komérkowego
i wyjadnianie procesow, jakie tam zachodza.
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Look at gene, chromosome and genome — molecular cytogenetic investigations

Cytogenetics is complementary to genetic and molecular analysis of genome structure and func-
tion. From the beginning it has been mainly used for identification of chromosomes and karyo-
type construction. Most significant for the progress in cytogenetics was development of chro-
mosome banding techniques and /n situhybridization, especially fluorescent in situhybridization
(FISH) and its different modifications which have become the most important techniques in mo-
lecular cytogenetics. FISH allows physical gene mapping and localization of different non-coding
DNA sequences on chromosomes and interphase nuclei. Repetitive DNA sequences can gene-
rate unique FISH-signal patterns on individual chromosomes valuable for karyotyping and
phylogenetic analysis. These studies have important implications for basic research and prac-
tical applications. The understanding of the structure, function, organization and evolution of
genomes enabled many new cytogenetic applications to both medicine and agriculture, particu-
larly in diagnosis and plant breeding.

Key words: chromosome, cytogenetics, DNA, FISH, genome research, chromosome aberra-
tions, evolution, molecular biology
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