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Zkratky
APL: Akutní promyelocytická leukemie

Aza-dC: 5-aza-2�-deoxycytidin 

bFGF: �basic Fibroblast Growth Factor�, r�sto�ý faktor pro � broblasty

5�BP1: �azebný protein 1 pro p5� nádoro�ý supresor

CTs: Chromozomální teritoria

CENP-A: Varianta histonu H� � centromerických oblastech

DEPC: Diethylpyrokarbonát

DMSO: Dimethylsulfoxid

Dnmts: DNA methyltrasferázy

DSBs: �Double strand breaks�, d�ou�et�zco�! zlomy

FISH: Fluorescen"ní in situ hybridizace

FITC: Fluorescein isothiokyanát

GFP: �Green Fluorescein Protein�, zelený � uorescen"ní protein

H��9 (�4, �27, ��6, �79): Histon H� a jeho speci� ck! modi� kace na lysinech (�)

H�S10: Histon H� a jeho speci� cká modi� kace na serinu (S) � pozici 10

HAT: Histono�! acetyltransferázy

HDACs: Histono�! deacetylázy

HDACi: Inhibitory histono�ých deacetyláz

hESCs: �human Embryonic Stem Cells�,  lidsk! embryonální kmeno�! bu�ky

HMTs: Histono�! methyltrasferázy

HGPS: Hutchinson-Gilford Pro�eria Syndrom 

HP1: Heterochromatino�ý protein 1

HSA: �Homo Sapiens autosome�, obecn� chromozomální teritorium lidských autozóm�

HSRs: Homo�enn� zna"ená oblast 

ICD (IC): Interchromozomální  kompartment 

LAPs: �Lamin Associated Polypeptides�, polypeptidy jejich� funkce je spojená s laminy

LCR: �Locus Control Re�ion�, DNA oblast o�li��ující lokusy z hlediska jejich transkripce

LIF: �Leukemia Inhibitory Factor�, leukemický inhibi"ní faktor

me1� me2� me�: monomethylace,  dimethylace, trimethylace

Me: Methylace DNA

MeCP: Methyl CpG �azebný protein

MEF: My�í embryonální � broblasty

MM:  Mnoho"etný myelom

NaBt: �Sodium butyrate�,  butyrát sodný

PBS: Fosfáto�ý pufr

PcG: �Polycomb �roup� proteiny

PML: Promyelocytická leukemická t�líska

PMA: Phorbol-12-myristát-1�-acetát

Pol II (RNAP II): Polymeráza II

Rb1: Retinoblastomo�ý protein 1

RA: �all-trans retinoic acid�, kyselina retino�á

RIDGE: �Re�ions of Increased Gene Expression�, oblast se z�ý�enou expresí �en�

SAGE: �Serial Analysis of Gene Expression�, n�kolikanásobná analýza exprese �en�

SC-�5: �Nuclear speckles�, jadern! sk�rny

SUMO: sumoylace

TEM: Transmisní elektrono�ý mikroskop

TSA: Trichostatin A

Xi: Inakti�ní X chromozóm

Xic: X inakti�a"ní centrum
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1. Úvod
1.1. Základní poznatky  o struktu�� g�nomu
           I p��s fakt, �� p�imá�ní st�uktu�a g�nomu �ady o�ganism� �yla kompl�tn! "mapována, 

j�n málo j� "námo o p�osto�ovém uspo�ádání ch�omatinu v kont�xtu jad��ných p�oc�s� jako 

j� ��plikac�, t�ansk�ipc�, s�st�ih a DNA ��pa�ac�. V�lkým pok�ok�m v� studiu st�uktu�y 

ch�omatinu �yl o�j�v # uo��sc�n$ní in situ hy��idi"ac� (Pink�l �t al., 1988; Licht�� �t 

al., 1988; 1990), kt��á v kom�inaci s immuno# uo��sc�ncí a konfokální mik�oskopií 

umo��uj� vi"uali"aci ch�omo"omálních t��ito�ií, j�jich j�dnotlivých domén i p�ot�in� 

asociovaných s ch�omatin�m. Pomocí "mín!ných t�chnik j� mo�né "ískat ��p�odukovat�lné 

výsl�dky, kt��é cha�akt��i"ují  uspo�ádání ch�omo"�m� v �ámci int��fá"ních jad��, jad��nou 

st�uktu�u t�ansk�ip$n! aktivních i n�aktivních lokus� n��o dist�i�uci "ajímavých p�ot�in�                         

v  �u�kách.  

  Zásadním po"natk�m v �iologii ch�omatinu j� popis int��fá"ních ch�omo"omálních 

t��ito�ií a fo�mulování funk$ního mod�lu uspo�ádání int��fá"ních jad�� (sh�nuto v C��m�� a 

C��m�� 2001; Lanctôt �t al., 2007). Bylo "ji�t!no, �� int��fá"ní ch�omo"�my tvo�í  v"áj�mn! 

s� n�p��k�ývající  t��ito�ia (CTs), m�"i kt��ými s� nachá"í tak"vaný int��ch�omatinový 

kompa�tm�nt (IC), j�ho� funkc� j� d�l��itá " hl�diska t�anspo�tu ��gula$ních mol�kul 

k cílovým míst�m DNA (C��m�� a C��m�� 2001; Lanctôt �t al., 2007). N�dávno 

�yl v�ak popsán auto�y B�anco a Pom�o (2006) kont�ov��"ní mod�l, kt��ý p�ipou�tí 

v"áj�mný p��k�yv t��ito�ií ch�omo"�m�, co� j� v�lic� p�avd!podo�né p��d�v�ím " hl�diska 

p�ípadných t�anslokací ch�omo"omálních domén. Navíc, lokální uspo�ádání ch�omatinu, 

j�ho �pig�n�tické modi� kac� a t�ansk�ipc� g�n� p�avd!podo�n! ovliv�ují mí�u int��akc� 

m�"i j�dnotlivými ch�omo"omálními t��ito�ii (B�anco a Pom�o 2006). Dal�ím v�lic� 

"ásadním k�ité�i�m hodnoc�ní uspo�ádání ch�omo"�m� j� j�jich �adiální poloha v �ámci 

int��fá"ních jad��. Vý"namný p�ínos v této o�lasti p�in�sla lisa�onská skupina, kt��á jako 

p�vní pu�likovala výsl�dky o sp�ci� ckém �adiálním uspo�ádání g�n� v int��fá"ním 

jád�� (Pa���i�a �t al., 1997; N�v�s �t al., 1999). Výsl�dky �xp��im�nt� této skupiny 

vý"namn! ko��lují s p�ac�mi  �o"u��k �t al. (1997) a �o"u��k �t al. (2002). 

Navíc, analý"a �adiálních poloh v��ch lidských ch�omo"�m� �yla pu�likována sou$asn! 

v $láncích Bá�tová �t al. (2001) a Boyl� �t al. (2001). Uká"alo s�, �� �adiální 

uspo�ádání ch�omo"�m� souvisí s g�novou hustotou (Boyl� �t al., 2001) n��o 
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genovou expresí  (Croft et al., 1999; Kozubek  et al., 2002). Jako velice zajímavé se rovn�� 

jeví zm�n� v uspo��d�ní chromozom�lních domén b�hem bun��né diferenciace. ! tohoto 

d"vodu jsme se v r�mci na#í experiment�lní skupin� za�ali zabývat aspekt� týkající se 

diferencia�n� z�vislých zm�n na úrovni chromatinu  (B�rtov� et al., 2000a, 2000b, 2002; 

Galiov� et al., 2004, Harni�arov� et al., 2006 and B�rtov� et al., 2008a).

        Dal#ím velice významným fenoménem struktur� chromatinu je objev transkrip�n� 

aktivních gen", které jsou lokalizov�n� na chromatinových sm��k�ch v�bíhajících mimo 

vlastní kompaktní chromozom�lní teritorium (Volpi et al., 2000; Mah� et al., 2002; Williams 

et al., 2002). !mín�ný jev b�l pozorov�n p�ev��n� u gen" zodpov�dných za pluripotenci 

embr�on�lních kmenových bun�k a nebo u ontogenetick� významných lokus". K t�mto 

lokus"m pat�í nap�íklad  gen Oct3/4 nebo skupina Hox gen" (Chambe�ron et al., 2004; 

Wiblin et al., 2005; B�rtov� et al., 2008a). Na z�klad� popsaných výsled" v#ak není 

úpln� jasné, zda uspo��d�ní chromozom�lních  teritorií je p�í�inou nebo n�sledkem  

transkrip�ních proces" (Chubb et al., 2003). Ur�ité snah� o objasn�ní podstat� vztahu 

mezi strukturou chromatinu a genovou expresí b�l� nazna�en� v pr�ci Kurz et al. (1996). 

!de b�lo zji#t�no, �e kódující sekvence se preferen�n� v�sk�tují na periferii p�íslu#ného 

chromozom�lního teritoria, zatímco anon�mní DNA fragment b�l umíst�n n�hodn� v r�mci 

daného chromozómu. Stejn� tak transkrip�n� aktivní ANT2 (Xq24-q25) a ANT3 gen� 

(Xp22.3) b�l� umíst�n� na periferii relevantního teritoria, v porovn�ní s transkrip�n� 

neaktivním lokusem ANT2 (Dietzel et al., 1999). Navíc b�lo pozorov�no, �e oblasti 

se zvý#eným obsahem GC p�r" bazí  mají v�t#í variabilitu v r�mci chromozom�lního 

teritoria ne� AT bohat� místa (Tajbakhsh et al., 2000). Periferní lokalizace transkrip�n� 

aktivního genu c-m�c v r�mci daného chromozom�lního teritoria b�la pozorov�na i v na#ich 

experimentech (Harni�arov� et al., 2006). Navíc jsme zjistili, �e radi�lní distribuce c-m�c 

transkrip�ních míst není ovlivn�n� diferencia�ními proces� a transkripce a post-transkrip�ní 

úprav� probíhají v centr�lních ��stech interf�zních jader (Harni�arov� et al., 2006).                  

V p�ípad� ontogenetick� d"le�itých gen", jako je b-globinový klastr nebo gen Oct3/4, 

jsme pozorovali umíst�ní  t�chto lokus" na chromatinových sm��k�ch, které op�t  v�bíhali 

mimo vlastní teritorium daného chromozómu (Galiov� et al., 2004; B�rtov� et al., 2008a). 

Na druhou stranu existují v#ak pr�ce, které ukazují na mo�nost transportu transkrip�ních 

faktor" do vnit�ních ��stí chromozom�lního teritoria, co� ukazuje na  fenomén takzvané 
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�invaginace� interchromatinových kanál� �o nitra interfázních chromozóm� (Verschure et 

al., 1999 a Mahy et al., 2002). Pohle� na  vzájemné interakce mezi expresí gen� a ur�itým 

strukturálním  seskupením  ovlivnila i práce �chübeler et al. (2001), v ní� bylo zji�t!no, 

�e uml�ení genové exprese mu�e být zprost"e�kováno p"iblí�ením lokus� k robustním 

oblastem heterochromatinu, jako jsou nap"íkla� centromery. #ento typ uml�ení genové 

exprese, p"ipomínající pozi�ní PEV  (�Position Effect Variegation�) efekt u Drosophily 

melanogaster, je prav�!po�obn! spojený s �eacetylací histon� v �aném lokusu. Vliv 

centromerického heterochromatinu na transkrip�ní aktivitu gen� byl rovn!� ov!"en                                                            

v  práci Bártová et al. (2002), která se zabývá hle�áním zákonitostí mezi strukturou 

a funkcí genomu u leukemických bun!k stimulovaných k myeloi�ní �iferenciaci. 

V tomto p"ípa�! bylo zji�t!no, �e centromerický heterochromatin a X chromozóm 

významn! ovliv�ují heterochromatinizaci a transkrip�ní inaktivaci vybraných lokus�. 

  � hle�iska regulace transkrip�ní aktivity gen� a formování euchromatinu a 

heterochromatinu se �o pop"e�í zájmu rovn!� �ostávají stu�ie "e�ící problematiku 

epigenetických mo�i� kací jak �NA, tak histon� (Rice a Allis 2001; Lachner a Jenuwein 

2002; Lachner et al., 2003; Martin a �hang 2005; Jenuwein 2006; Kouzari�es 2007).             

Na zákla�! princip� mo�el� kompartmentalizace intefázních ja�er n!kolik strukturálních 

stu�ií sm!"ovalo k poznání ja�erného uspo"á�ání speci� cky mo�i� kovaných histon� 

(Cremer et al., 2004; �inner et al., 2006; 2007; �kalníková et al., 2007). Bylo zji�t!no, 

�e  histonový kó� významn! ovliv�uje a nebo je alespo� asociován s kompartmentalizací 

genomu �o o�li�ných euchromatinových a heterochromatinových �omén. �ákla�ní principy 

kompartmentalizace je mo�né pozorovat i v interfázních �istribucích epigenetických 

mo�i� kací chromatinu. Významné experimenty byly v tomto sm!ru u�!lány ví�e�skou 

skupinou profesora #homase Jenuweina, která krom! jiného zjistila, �e H3K9 �imethylace 

(me2) p"e�stavuje významný epigenetický znak centromerického heterochromatinu (Lachner 

at al., 2003), zatímco H3K27 trimethylace (me3) se uplat�uje v procesech inaktivace 

chromozómu X (Kohlmaier et al., 2004). Významné zm!ny v epigenomu byly rovn!� 

pozorovány po p�sobení inhibitor� histonových �eacetyláz (H�ACi) (#a��ei et al., 2001; 

Gilchrist et al., 2004; Bártová et al., 2005a; 2007). �jistilo se, �e histony umíst!né na 

ja�erné periferii jsou vystaveny v!t�ím zm!nám v epigenetických pro� lech ne� histony 

umíst!né ve vnit"ní �ásti interfázních ja�er (#a��ei et al., 2001;  Bártová et al., 2005a).
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Rovn��� zásah� do� epigenomu� pomocí� HDACi� ovliv�u�e� �aderné� uspo�ádání�  lastr!�

centromer�"chromocentra�popsaná�v�Alcobia�et�al.,�2000;�2003)�a��e�ich�asociaci�s�hlavním�

heterochromatic ým�proteinem�1�"HP1)��"Taddei�et�al.,�2001;�Bártová�et�al.,�2005a;�2007).�

�� � Snahou��experiment!,��e�ich���výsled y��sou�uvedeny��v�dal�ích�odstavcích�

bylo� proni nout� do� biologie� chromatinu,�  terá� se� významn�� m�ní� b�hem� �aderných� a�

následn��i�bun�#ných�proces!.�Hledání�asociací�mezi�stru turou�chromatinu,�epigenetic ými�

modi$� acemi�histon!��a�trans rip#ní�a tivitou�di%erencia#n��významných�gen!�se�rovn���

zabývala�autor a�této�práce�a�výsled y��sou�uvedeny�a�dis utovány�v�dal�ích� apitolách��a�

p�ilo�ených�publi acích.���������������������������������������

����������������������

2. Struktura a funkce chromatinu.                                              

2.1. Historie studia organizace chromozóm� a da��ích jaderných 

kompartment�

�� Bun�#né��ádro�bylo�popsáno�p�ed�více�ne��150�lety,�p�esto�studium��eho�stru tury�

�e�v�pop�edí�zá�mu�mnoha�renomovaných�biologic ých�laborato�í�i�v�sou#asnosti.�Bun�#né�

�ádro� p�edstavu�e� vysoce� organizovanou� stru turu,� �e�í�� �ednotlivé� � slo� y� za#aly� být�

studovány� �i��b�hem�19.� století.�K�prvním�autor!,� te�í�se�zabývali� touto�problemati ou,�

pat�í� Matthias� Schleiden� "1804-1881)� a� Theodor� Schwan� "1810-1882),�  te�í� popsali�

bun�#né� �ádro� �a o� stru turu� s láda�ící� se� ze� sm�si� prv !� �a o� �e� dusí ,� uhlí ,� %os%or�

a� sm�s� r!zných� � minerál!� a� nutri#ních�  omponent.� V� té� dob�� byla� bun�#ná� biologie�

otáz ou�$�lozo$�c ých�pohled!�na��ivot�a��ivé�systémy.�Schleiden��a o�první�pos ytl�d! az��������������������������������������������������

o�bun�#ném�d�lení�na�modelu� vasine ,�#ili�spontánní�de novo�obnovení�bun�#ných�organel.��

Teorie�spontánního�mno�ení�mi roorganism!�byla�nahrazena�novou�teorií�Luise�Pasteura�

"1822-1892)�o�mno�ení�mi roorganism!�zodpov�dných�za�in%e #ní�choroby.�Práce�Pasteura�

byly� �a o�první� zalo�eny�na� oncepci�v�dec ých�d! az!,�na� rozdíl� od�p�ede�lých� teorií,�

v�t�inou� vytvo�ených� na� � zá lad�� odhad!� a� dedu cí.� Je� t�eba� si� uv�domit,� �e� v�echny�

zmín�né� teorie� o� spontánním� d�lení� ,� tzv.� �generatio spontanea�� z� 19.� století� p�isp�ly��������������

 �odhalení�významu�chromozóm!��a o�nositel!�d�di#né�in%ormace.�První�teorie�o�d�di#né�

podstat�� chromozóm!� byla� vytvo�ena� v� roce� 1880� a� spole#n�� s� Darwinovou� evolu#ní�

teorií�p�estavovala�ne�významn���í�zlom�v�chápání�podstaty�lids ého��ivota.�V�roce�1873
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Friedrich Anton Schneider (1831-1890) ud��a� zajímavé zji�t�ní, �e ��hem �un��ného 

d��ení j�dro pod�éh� n�ko�ika speci! ck"m zm�n�m, které �y�y  pops�ny jako nep#ímé 

�un��né d��ení, �i�i mit$za. V roce 1882 Wa�ter F�emming (1843-1906) popsa� ve své 

knize �Bun��n� hmota, j�dro a �un��né d��ení� p#esn" mode� d��ení �un�k a to z mnoha 

aspekt%. F�emming jako první pou�i� termín chromatin a mit$za a d��e pozorova�, �e 

mitotické chromoz$my se  ��hem �un��ného d��ení rozk��dají do dvou po�ovin. F�emming 

v�ak nedok�za� vysv�t�it p#esn" v"znam tohoto jevu. V roce 1888 Wi�he�m Wa�deyer  

(1836-1921) de! nitivn� ozna�i�  chromatinov� v��kna za chromoz$my. & dva roky pozd�ji, 

Emi� Heuser (1851-1928) pu��ikova�, �e chromatidy ka�dého chromoz$mu se p#esn� 

odd��ují na opa�né p$�y j�dra. B�hem 80. �et 19. sto�etí August Weismann (1834-1914) 

jako první navrh� chromozom��ní teorii d�di�nosti. Weismann roz�i�ova� mezi ide��ní 

a skute�nou teorií, to je teoriemi, které poskytují nejenom form��ní poh�ed na v"znam 

chromoz$m% v j�d#e, a�e o�jas'ují i její funk�ní d%s�edky. Weismann uva�ova�, �e d�di�n" 

materi�� je umíst�n pr�v� v jednot�iv"ch chromoz$mech, av�ak v �ase, kdy pu��ikova� svou 

teorii d�di�nosti  (Weisman 1892a* 1892�), nezna� pr�ci J. G. Mende�a (1822-1884), kter"                

v roce 1856 zah�ji� své experimenty s k#í�ením rost�in. Mende� pova�ova� prom�n�ivost 

rost�in za do�o�enou skute�nost. By� první, kdo ud��a� v"znamn" diagnostick" p#evrat, kdy  

nehodnoti� organismus jako ce�ek, a�e roz�o�i� ho na jednot�ivé znaky. Jednot�ivé znaky, 

ch�pa� protik�adn�, jako dv� strany jedné mince. Hodnoti� p#enos genetick"ch znak% jako 

p#enos v�oh. V p#edstav�ch Mende�a se u potomka projevi�y v�ohy pro jednot�ivé znaky 

mate#ské a otcovské rost�iny. Mende�ova diagnostick� metoda, pravd�podo�n� p#edch%dce 

dne�ní �iostatistiky, umo�ni�a  vyhodnocení v"s�edk% sedmi p�r% znak%, vypozorovan"ch p#i 

k#í�ení hrachu. Hodnocení �y�o za�o�eno  na principu dominance a recesivity protik�adn"ch 

parametr%. Mende�ov"m segrega�ním pom�r%m v�ak neodpovída�a Weissmanova teorie 

d�di�nosti, kter� nep#edpok��da�a, �e ztr�ta chromoz$m%  �y moh�a mít ve�k" �et��ní v�iv   

na v"voj organizmu, co� �y�o o�jasn�no a� pozd�ji.

  První teorie, ur�ující uspo#�d�ní chromoz$m% v interf�zních j�drech vytvo#i�i Car� 

Ra�� (1858-1917) a Theodor Boveri (1862-1915). Ra�� p#edpok��da� existenci p#esného 

po�tu chromoz$m% v �un��n"ch j�drech. Druh"m p#edpok�adem �y�a p#esn�  konformace 

chromoz$m% v mitotick"ch �u'k�ch. Pov�im� si, �e chromoz$my jsou p#esn� po�arizov�ny
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na za��tku i na konci mitotického d��ení. Zjisti�, �e jisté ch�omozom��ní ob�asti se dotýkají 

mitotických v!etének a k�ast�ují na jedné st�an� j�d�a, zatímco d�uhé konce ch�omoz"m# 

se natahují na o$a�ný $"� bun��ného j�d�a. P�im��ní konst�ikce ch�omoz"m#, cent�ome�y,   

neby�y v�ak Rab�em de% nov�ny. &a��í jeho významn� teo�ie se o$�t týka�a ch�omoz"m#, 

jejich� st�uktu�a je stabi�ní b�hem vytvo!ení jade�né mat�ix a t�v� b�hem inte�f�ze. Navíc, 

ch�omoz"my vytv�!ejí u��ité domény, kte�é jsou d#�e�ité z h�ediska jejich $o�a�izace b�hem 

jednot�ivých st�dií mit"zy. Rab� $!ed$ok��da�, �e inte�f�zní st�uktu�y ch�omoz"m# se 

sk��dají z $�im��ních v��ken, kte�é d��e vytv�!í sekund��ní a te�ci��ní us$o!�d�ní, co� vede 

k vytvo!ení ch�omatinové sít�, kte�� se �oz$ín� ce�ým bun��ným j�d�em. Rab�ovy teo�ie 

$!esného $o�tu ch�omoz"m# a jejich konze�vativní us$o!�d�ní v inte�f�zních j�d�ech se

z dne�ního $oh�edu jeví ve�mi $ok�okové, av�ak  Rab� ne$!ed$ok��da�, �e  ka�dý ch�omoz"m 

m� svou jedine�nou funkci v d�di�nosti, kte�ou nesdí�í s jiným ty$em ch�omoz"mu. 

Ve�ké obohacení Rab�ových teo�ií $!ines�a $ozo�ov�ní Theodo�a Bove�i (1862-1915), kte�ý 

$oskyt� d#kaz o individua�it� jednot�ivých ch�omoz"m#. V jeho $��ci se $o$�vé objevuje 

te�mín ch�omozom��ní te�ito�ia, jejich� význam z h�ediska �egu�ace bun��ných funkcí je 

v $o$!edí z�jmu i sou�asných �abo�ato!í, kte�é se zabývají studiem st�uktu�y a funkce 

ch�omatinu. V mode�ní te�mino�ogii se za ch�omozom��ní te�ito�ia $ova�ují inte�f�zní 

$�ot�j�ky mitotických ch�omoz"m#. Novodob� cytogenetika vych�zí z teo�ií Bove�iho a 

Suttona (Wa�te� a Sutton 1877-1916), kte!í $�o$oji�i své n�zo�y s významnými $oznatky 

Johana G�ego�a Mende�a, jeho� teo�ie d�di�nosti významn� $oukazuje na to, �e ch�omoz"my 

jsou z�k�adními nosite�i d�di�né info�mace a tudí� Mende�ovy a Bove�i-Sutonovy teo�ie  jsou 

z�k�adním stavebním kamenem obecné genetiky a �ovn�� d�di�né mo�eku���ní a�chitektu�y 

bun��ného j�d�a (C�eme�  et a�., 2006). Teo�ie Bove�iho a Suttona vysv�t�i�a nejenom 

Mende�ovy z�kony v cyto�ogických te�mínech, a�e �ovn�� $oskyt�a d#kaz, �e d�di�né znaky, 

�oka�izované na daném ch�omoz"mu, se mohou $!en��et b�hem mit"zy do dce!inných 

bun�k, co� a�gumentuje $�oti mo�nosti $!i�ozené vým�ny jednot�ivých segment# mezi 

homo�ogními ch�omoz"my (Bove�i 1904). Bove�i a Sutton $�oh�a�ova�i, �e se ch�omoz"my 

od�i�ují v ha$�oidním stavu obsahem d�di�ných e�ement#. Navíc, Sutton zd#�azni� �ozdí�y 

v mo�fo�ogii ch�omoz"m# a v jejich chov�ní b�hem mit"zy. P!ed$ok�ad, �e mo�fo�ogický 

�ozdí� mezi jednot�ivými ch�omoz"my h�aje d#�e�itou ú�ohu ve vývoji sam�ího a sami�ího 

$�odu by� $o$s�n Henkingem v �oce 1891. Na z�k�ad� t�chto $ozo�ov�ní Bove�i 
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ve svých teorií shrnuje, �e ��esný �o�et chro�ozó�� je !�le�itý �ro o�ti�ální ontogenetický 

vývoj a ��esná ko��ozice in!ivi!uálních chro�ozó�� je ne�ostra!atelná. Tyto zákonitosti 

byly ��e!�oví!ány ve Weis�annov" chro�ozo�ální teorii !"!i�nosti, ale je!en z nejle�#ích 

konce�t� té !oby byl �oskytnut �ouze Boveri� v jeho �Teorii chro�ozo�ální je!ine�nosti�. 

Velký� ��evrate� ve z�ín"ných teoriích byl objev nukleových kyselin v bun"�né� já!�e 

(Kossel 1882; Miescher 1897; Watson a Crick 1953). Molekula DNA jako taková byla 

objevena v roce 1869, k!y se #výcarské�u léka�i Miescherovi �o!a�ilo izolovat DNA             

z bílých krvinek. Ne!a�ilo se v#ak vytvo�it !ostate�n" �istý vzorek na to, aby DNA �ohla 

být !ále zkou�ána. Objev !vou#roubovicové struktury DNA se !atuje !o roku 1952, k!y       

o rok �oz!"ji Ja�es Watson a Francis Crick �ublikují záv"ry své �ráce. V#echny tyto objevy 

a zákonitosti �ostavily zákla!ní stavební ka�eny !ne#ních teorií struktury chro�atinu, 

��e!ev#í� konce�tu us�o�á!ání interfázních chro�ozo�álních teritorií, který byly vytvo�en 

�oz!"ji na zákla!" analýz �o�ocí elektronové a konfokální �ikrosko�ie (shrnuto v Cre�er 

a Cre�er 2001; Lanctôt et al., 2007; Misteli et al., 2004; Branco a Po�bo 2006).

     

2.2. Uspo��d�ní chromatinu a dynamick� architektura bun��n�ho j�dra

  Za hlavní sou�ást bun"�ného já!ra je �ova�ována DNA, která s�ole�n" s histony tvo�í 

ko��lex nazývající se chro�atin. Zákla!ní stavební je!notkou chro�atinu je nukleozó�, 

který je tvo�en okta�ere� histon� (H2A, H2B, H3 a H4) a je ovinutý  DNA, ��ibli�n"           

o velikosti 147 b�. Histony nukleozó�u �ohou být s�eci� cky e�igeneticky �o!i� kovány a 

ty� �o!i� kace, jako je acetylace, �ethylace, ubi�uitinace a fosforylace histon� a �ethylace 

DNA, význa�n" ovliv�uje vytvá�ení r�zných  chro�atinových !o�én (Jenu�ein 2006; 

Kouzari!es 2007, Obr. 1). Z�ín"né �o!i� kace tvo�í takzvaný histonový kó!, který se 

u�lat�uje v regulaci funkcí chro�atinu, jako je transkri�ce nebo DNA re�arace (Kouzari!es 

2007).                   

          �í�ka nukleozó�u je uvá!"na v roz�ezí 10-11 n� a �ezi je!notlivý�i nukleozó�y 

se vyskytuje takzvaná �linkerová� oblast o velikosti  20 a� 100 b�. Vý#e organizovanou 

strukturou chro�atinu je ko��lex nukleozó��, které se stá�í !o 30n�  vlákna tak, aby 

byla násle!n" vytvo�ena !al#í struktura chro�atinu, kterou ��e!stavují 60-130n� vlákna 

chro�one�. Za nejvíce organizovanou strukturu chro�atinu jsou �ova�ovány �etafázní 
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                       Obrázek 1

P��klad organizace chromatinu. P�evzato z http://www.actrec.gov.in/pi-webpages/

SanjayGupta/index.htm. DNA m��e b�t speci� cky methylov!na v oblasti CpG ostr�vk� a 

volné konce histon� mohou b�t  epigeneticky modi� kov!ny; vyskytuj� se zde p�edev��m 

acetylace, fosforylace, methylace a ubiquitinace histon�.

chromozómy a interfázní chromozomální teritoria  (Obr. 1 a 2) (shrnuto v Adkins et al., 

2004; Gilbert et al., 2005). Z hlediska uspo�ádání chromatinu byly navr�eny r�zn� modely, 

kdy k nej�ast�ji zmi!ovan"m model�m pat�í takzvan" solenoid o velikosti 30 nm, jeho� 

struktura byla publikována na základ�  studií pomocí elektronov�ho mikroskopu (Finch a 

Klug 1976). S vyu�itím elektronov� tomogra# e bylo zji$t�no, �e chromatin u �iv"ch bun�k 

tvo�í tak zvan" �zig-zag� model (Horowitz et al., 1994; Rydberg et al., 1998), ve kter�m 

byly navíc popsány r�zn� úrovn� stá�ení chromatinov"ch vláken, nap�íklad do struktur          

o pr�m�ru  700 nm nebo 1400 nm  v p�ípad� chromatid metafázních chromozóm� (shrnuto 

v Adkins  et al. 2004; Gilbert at al., 2005).

  D�le�itou vlastností chromatinu je jeho speci# ck� uspo�ádání v rámci interfázních 

jader.  Nápadn"m rysem jadern� architektury je existence odli$n"ch strukturálních a funk�ních 

kompartment�. Základní model jadern� architektury popisuje formování jednotliv"ch 
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chromozóm��do�chromozomálních�teritorií,�které�jsou�od�sebe�odd�len��interchromatinovým�

kompartmentem,� co�� je� soustava� kanál�� nezb�tných� pro� transport� re�ula ních� molekul�

k�cílovým�míst�m�!NA.�Podle�modelu�chromozomálních� teritorií� -� interchromatinového�

kompartmentu�(CT-IC�model)�je�vzájemný�p"ekr�v��teritorií��omezený�(#anctôt��et�al.,�2007;�

Obr.�2).�

Obrázek 2

P��klad kompartmentalizace chromozomáln�ch teritori� a interchromatinového prostoru. Na 

obrázku je dále znázorn�no um�st�n� r�zn�ch jadern�ch struktur, domén a t�l�sek, jako nap��klad 

promyelocytická leukemická t�l�ska (PML bodies), Cajalovo t�l�sko, jaderné skvrny a dal��. 

P�evzato z publikace Lanctôt et al. (2007). 

������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������13



  Na druhou stranu vzájemné prolínání (�intermingling�) chromozomálních teritorií a 

p�ítomnost �trans�rip�ních továren� v o�lasti p�e�rytí chromozóm� �yly pu�li�ovány autory 

�ranco a Pom�o (2006). Podle t!chto autor�" intera�ce mezi jednotlivými chromozómy 

je asociována s trans�rip�ní a�tivitou" co# u�azuje na $a�t" #e exprese gen� a lo�ální 

�on$ormace chromatinu ur�ují míru intera�ce mezi jednotlivými chromozomálními teritorii. 

Vzájemný vztah mezi chromozómy m�#e �ýt �un!�n! speci% c�ý a mu#e ovliv&ovat sta�ilitu 

genomu" p�edev'ím s ohledem na mo#né translo�ace chromozomálních domén (�ranco 

a Pom�o 2006). Kompartmentalizace chromozomálních teritorií je zachována u r�zných 

�un!�ných typ�" nádorových �un!� i �!hem �un!�né di$erenciace. K náhodné $ragmentaci 

chromozomálních teritorií a � jejich rozpadu dochází a# v rané $ázi indu�ce programované 

�un!�né smrti apoptózou (�ártová et al." 2003a). Krom! �ompartmentu chromozomálních 

teritorií" �yly v rámci inter$ázních jader chara�terizovány i významné stru�tury ja�o je 

jaderná lamina" jadér�a" promyelocytic�á leu�emic�á (PML) t!lís�a" Cajalova t!lís�a ne�o 

jaderné s�vrny" ta�zvané SC35 domény o�sahující $a�tory sest�ihu (viz. ilustrativní O�r. 

3). V!t'ina t!chto stru�turálních �omponent o�sahuje $a�tory" �teré jsou d�le#ité z hledis�a 

regulace jaderných proces� ja�o je repli�ace" trans�ripce" sest�ih a DNA reparace. �ylo 

nap�í�lad zji't!no" #e repli�ace pro�íhá v ta�zvaných �repli�a�ních ohniscích"� stejn! ja�o 

trans�ripce v �trans�rip�ních továrnách� (Os�orne  et al." 2004). Trans�rip�ní továrny 

(O�r. 4) jsou místem �oncentrace RNA polymerázy II (RNAP II)" �terá je zodpov!dná  
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Obrázek 3

Ilustrativní obrázek 

umíst�ní v�braných 

struktur v interfázním 

jádr�. Na obrázku jsou 

znázorn�n� jaderné 

skvrn� (SC35),  jadérka, 

c-m�c gen, c-m�c 

transkript, c-MYC 

protein, PML t�líska a 

distribuce laminu B.



Obrázek 4. 

P��klad lokalizace traskrip���ch továre�, cis- a tra�s-i�terakc� a um�st��� �ader�ých skvr� 

v i�terchromati�ovém prostoru. Cis- a tra�s-iterakce p�edstavu�� vliv ge�etických eleme�t! 

"e�ha�cery, LCR - �Locus Co�trol Regio��) a speci# ckých protei�! �a tra�skripci. P�evzato 

z pu$likace Fraser a Bickmore "2007).

za p��pis mRNA g�n�� V práci Osborn� �t al� (2004) bylo publikováno, �� transkrip�n! 

aktivn" g�ny z r�zných chromozomáln"ch t�ritori" sd"l" shodnou �transkrip�n" továrnu�, 

v� kt�ré s� vyskytuj" v� form! vysoc� d�kond�nzovaného chromatinu (Obr� 4)� B!h�m 

post-transkrip�n"ch úprav bylo zji�t!no, �� s� faktory s�st�ihu  rovn!� konc�ntruj"                        

do sp�ci# ckých domén, takzvaných jad�rných skvrn (�nucl�ar sp�ckl�s�)� R�gulac� 

transkripc� a post-transkrip�n" úpravy jsou pravd!podobn! rovn!� zprost��dkovány faktory, 

kt�ré jsou obsa��ny v $ML t!l"sc"ch, j�jich� význam byl studován v proc�su DNA r�parac��  

N�mén! významné s� z hl�diska jad�rných funkc" j�v" práv! �r�para�n" ohniska� (Soutoglou 

�t al�, 2007; Soutoglou a Mist�li 2007), kt�ré obsahuj" �adu r�para�n! d�l��itých prot�in��    

  V d�vad�sátých l�t�ch minulého stol�t" skupina v�d�ná $� Licht�r�m navrhla 

mod�l int�rchromozomáln"ch domén (ICD)� $�vodn" v�rz� tohoto mod�lu nazna�uj�, 

�� chromozomáln" t�ritoria (CTs) tvo�" hladké struktury, kt�ré jsou od s�b� odd!l�ny 

int�rchromozomáln" domémou (ICD)� Tato prvn" t�ori� v�ak n�odpov"dá mo�nosti lokalizac� 

aktivn"ch g�n� na p�rif�rii CTs tak, jak to bylo pozorováno v �xp�rim�nt�ch Kurz �t al� 

(1996) n�bo Bártová �t al�  (2002)� 
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  Umíst��í ge�� �� s�mém okr�ji chromozomál�ích teritorií pr�vd�podob�� umo��uje 

!u�k"�í i�ter�kci t�chto ge�� s !�ktor# obs��e�ými v tr��skrip"�ích továr�ách �ebo 

j�der�ých skvr�ách. V d�l�ích studiích v��k b#lo ��vr�e�o, �e chromozomál�í teritori� 

jsou ur"itým zp�sobem strukturová��, � tudí� tr��skrip"�� �ktiv�í ge�# mohou být 

rov��� pozorová�# ve v�it$�ích "ástech t�chto teritorií %Verschure  et �l., 1999).                                            

N� zákl�d� zmí���ých pozorová�í b#l ��vr�e� t�kzv��ý CT-IC model, který popisuje 

teritori� chromozóm� j�ko strukturu s $�dou i�v�gi��cí t�k, �e IC komp�rtme�t z�s�huje i 

do �itr� teritorií i�ter!áz�ích chromozóm� � tím zprost$edkovává jejich ko�t�kt s j�der�ou 

membrá�ou %Cremer  et �l., 2006). Uspo$ádá�í chrom�ti�u v jed�otlivých teritoriích $e�í 

$�d� model�, z �ich� jed�ím je t�kzv��ý �Multiple Loop Model� %MLM) %Mü�kel et �l., 

1999), ve kterém série domé� o velikosti chrom�ti�ových sm#"ek kolem 100 bp tvo$í 

rozet# o velikosti 1 Mbp.  Soused�í 1 Mbp chrom�ti�ové domé�# jsou spoje�# spojov�cím 

chrom�ti�em. D�l�í �ázor �� uspo$ádá�í chrom�ti�u je p$edst�vová� �Gi��t Loop� model#, 

kd# prv�ím z t�chto model� b#l �R��dom W�lk/Gi��t Loop� %RW/GL) model, pops��ý 

S�chsem v roce 1995. U tohoto modelu má k��dá chrom�ti�ová sm#"k� %GL) velikost  

��kolik� Mb DNA � je odd�le�� od druhé GL v tom s�mém chromozomál�ím teritoriu 

pomocí 200 kbp spojov�cí DNA %S�chs et �l., 1995). Ovliv���í velikosti GL � 

spojov�cí obl�sti mezi �ukleozóm# determi�uje úrove� ko�de�z�ce chrom�ti�u %Mü�kel 

et �l., 1999). N�kolik "lá�k� popisuje exp��zi GL z relev��t�ích chromozomál�ích 

teritorií. N�p$íkl�d Volpi et �l. %2000) pozorov�li, �e �� ge�# boh�té sekve�ce hl�v�ího 

histokomp�tibilit�ího komplexu %MHC) jsou lok�lizová�# �� chrom�ti�ových sm#"kách, 

které v#bíh�jí mimo relev��t�í komp�kt�í chromozomál�í teritorium. Lok�liz�ce ge�� 

�� podob�ých chrom�ti�ových sm#"kách b#l� pozorová�� i pro EDC %�Epiderm�l 

Di!!ere�ti�tio� Complex�) kl�str ge�� �� lidském chromozomu 1 %Willi�m�s et �l., 

2002) � dále pro obl�st 11p15.5 %M�h# et �l., 2002) �ebo Hox1 ge� b�hem di!ere�ci�ce 

embr#o�ál�ích kme�ových bu��k %Ch�mbe#ro� et �l., 2004). Podob�é umíst��í ge�� �� 

velkých sm#"kách chrom�ti�u jsme rov��� pozorov�li v ���í práci Bártová et �l. %2008�) 

pro ge� Oct 3/4, který je zodpov�d�ý z� pluripote�ci embr#o�ál�ích kme�ových bu��k 

%ESCs). B�hem di!ere�ci�ce j�k m#�ích %mESCs), t�k lidských %hESCs) embr#o�ál�ích 

kme�ových bu��k do�lo k výr�z�ému s�í�e�í exprese ge�u Oct3/4, co� b#lo doprováze�o 

zm��� v �rchitektu$e tohoto lokusu; u hESCs b#l pozorová� �� peri!erii odpovíd�jícího  
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chromozomálního teritoria (Obr. 5). Na druhou stranu, vzdálenost genu Oct3/4 od 

st�edu �ádra se významn� nezm�nila b�hem indu�ce diferenciace (Bártová et al., 2008a).                       

Je otáz�ou, zda v�echny chromozomální oblasti �sou schopné tvo�it GL a nebo �estli tato 

vlastnost �e chara�teristic�á pouze pro omezené mno�ství gen�, p�ípadn� ur!ité podoblasti 

chromozomálních teritorií. " na�ich experiment�  se u�azu�e, �e pouze n��teré lo�usy ma�í 

schopnost tvo�it GL a to pravd�podobn� lo�usy, �teré se uplat#u�í b�hem vývo�e a nebo �sou 

zodpov�dné za pluripotenci h$SCs. Tuto domn�n�u nám potvrzu�e fa�t, �e protoon�ogen 

c-myc v �ádném modelovém experimentálním systému nevytvá�el GL (Bártová et al., 2002; 

Harni!arová et al., 2006; Bártová et al., 2008a; 2008b). V p�ípad� neutro% lních granulocyt� 

byl sice c-myc umíst�n v odli�ném segmentu granulocytu (Bártová et al., 200&), ale 

veli�ost chromatinové smy!�y byla zanedbatelná v porovnání se smy!�ami, �teré nesou 

se�vence Oct3/4 u pluripotentních h$SCs (Obr. 5a). Utvo�ení GL �e pravd�podobn� 

ovlivn�no hustotou gen� v dané oblasti, proto�e GL tvo�í pouze �lastry gen�. Navíc 

epigenetic�é modi% �ace histon� a lo�ální stru�tura by mohly ovliv#ovat míru de�ondenzace 

chromatinových smy!e� (Mahy et al., 2005). To bylo podpo�eno na�imi experimenty, 

�teré u�azu�í, �e nap�í�lad gen c-myc, mapovaný v oblasti s níz�ou trans�rip!ní a�tivitou 

(anti-RIDG$) a v blíz�osti telomer, není ni�dy umíst�n na vel�ých chromatinových 

smy!�ách (Bártová et al., 2002; Harni!arová et al., 2006; Bártová et al., 2008a, 2008b).  
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Obrázek 5

Distribuce genu Oct3/4  
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  Z hlediska jaderného uspo��d�ní transkrip�n� akti�ního (euchromatinu) a neakti�ního 

heterochromatinu m� s��j !unk�ní �ýznam ro�n�" i radi�lních jadern� distri#uce jednotli�ých 

struktur genomu. Bylo zji�t�no, "e transkrip�n� akti�ní geny, stejn� jako o#lasti s �ysokou 

transkrip�ní akti�itou (RIDGE - �Regions o! Increased Gene Expression�), se �yskytují 

� jaderném st�edu, zatímco  transkrip�n� neakti�ní lokusy a anti-RIDGE sek�ence jsou 

umíst�ny spí�e na jaderné peri!erii (Zink et al., 2004; Williams et al., 2006; Goetze et al., 

2007; O#r. 6). V pr�ci Harni�aro�� et al. (2006) jsme ro�n�" uk�zali, "e transkripty genu 

c-myc asociují s jadérky, které jsou umíst�ny � jaderném st�edu, �e �zd�lenosti kolem 40% 

jaderného polom�ru, co" je �elmi centr�lní umíst�ní � poro�n�ní s kódujícími sek�encemi 

genu c-myc, které jsou umíst�ny � p�i#li"n� 70% jaderného polom�ru. Na�íc "�dný z 

lokus�, studo�aných � na�í la#orato�i, ne�ykazo�al tak centr�lní lokalizaci jako transkripty 

c-myc  (Harni�aro�� et al., 2006; B�rto�� et al., 2008#). Nap�íklad gen TP53 pat�í mezi 

geny, které jsou umíst�ny �e �elmi centr�lní o#lasti inter!�zního j�dra, � p�i#li"n� 45-50% 

jaderného polom�ru (Jirso�� et al., 2001; B�rto�� et al. 2003#), a��ak transkripce  a RNA 

procesy genu c-myc pro#íhají je�t� centr�ln�ji � r�mci inter�zních jader (Harni�aro�� et 

al., 2006; B�rto�� et al., 2008#). Jak ji" #ylo nazna�eno, orientace RIDGE a anti-RIDGE 

o#lastí � #un��ných j�drech je �elmi speci$ ck� (Goetze  et al., 2007), co"  jsme pot�rdili i 

� na�ich experimentech (O#r. 6). Významné o#je�y � této o#lasti #yly ud�l�ny i na p�íkladu 

chromozómu 18 (H&A 18), který je charakteristický malým o#sahem gen�, � poro�n�ní         

s geno�� #ohatým chromozómem 19 (H&A 19). O#a d�a chromozómy jsou charakteristické 

podo#nou �elikostí � M#p, ale pra�d�podo#n� z d��odu odli�né geno�é hustoty je H&A 18 

lokalizo��n na jaderné peri!erii, zatímco H&A 19 je umíst�n #lí"e ke st�edu #un��ného j�dra 

(Cro!t et al., 1999). Zmín�ným �ýsledk�m odpo�ídají i na�e stano�ení radi�lních distri#ucí 

��ech lidských chromozóm� (B�rto�� et al., 2001) a ro�n�" korespondují  s na�imi �ýsledky 

týkající se hustoty zastoupení H3K9 acetylace na chromozómech 17, 18 a 19 (O#r. 7).            

V tomto p�ípad�, H3K9 acetylace, epigenetický znak transkrip�n� akti�ního chromatinu, 

#yla siln� zastoupena na centr�ln� lokalizo�aných chromozómech  jako je H&A 17 a H&A 

19, zatímco chromozóm 18, asocio�aný s jadernou peri!erií, #yl  spí�e deacetylo��n (O#r. 7). 

Na�e sro�n�ní ro�n�" �ych�zí z !aktu, "e radi�lní uspo��d�ní jednotli�ých chromozom�lních 

teritorií i jejich su#domén � r�mci inter!�zních jader je konzer�ati�ní u r�zných #un��ných 

typ� (&kalníko�� et al., 2000) a #�hem e�oluce �y��ích prim�t� (Tana#e et al., 2002).
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Obrázek 6

(A) Distribuce RIDGE (�er�en�) � �nti-RIDGE obl�stí (zelen�) � rámci interfázních j�der 

bun�k st�e�ního �denoc�rcinomu (�T29) (mod�e). (B) J�dená topogr�! e RIDGEs (�er�en�) 

(�) � �nti-RIDGEs (�er�en�) (b) b"l� studo�án� � rámci chromozomálních teritorií (zelen�). 

(C) Distribuce RIDGE � �nti-RIDGE obl�stí � teritoriu �SA 11 je u�eden� n� posledním 

p�nelu.         
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 Jak ji� �ylo uvedeno v p�ed�házejí�í�h odstav�í�h, dal�ím významným fenoménem z 

hlediska regula�e transkrip�e  je studium  o�lastí  se zvý�enou genovou expresí (RIDGEs) a  

k nim opa�ný�h o�lastí se sní�enou transkrip�ní aktivitou (anti�RIDGEs). V t!�hto p�ípade�h 

�ylo op!t zji�t!no, �e RIDGEs jsou lokalizovány spí�e �entráln! v rám�i interfázního 

jádra, zatím�o anti�RIDGEs �yly �asto aso�iovány s jadernou periferií (Goetze et 

al., "007; Gierman et al., "007). Rozdíl mezi RIDGE a anti�RIDGE o�lastmi 

�yl stanoven pomo�í �DNA mi�roarray te�hnologií, jeji�h� výstupem, po vhodný�h  

statisti�ký�h úpravá�h a normalizování dat, jsou transkrip�ní mapy (O�r. 9A). Transkrip�ní 

mapy jsou výsledkem expresní�h dat, která jsou m!�ena pomo�í SAGE (�Serial  

Analysis of Gene Expression�) postup#, �o� znamená n!kolikanáso�nou analýzu  

genové exprese v �elém genomu ($aron et al., "001; Versteeg et al., "003; Gierman et al., 

"007). RIDGEs a anti�RIDGEs do��e odpovídají takzvaným genov! �ohatým (�gene�ri�h�) 

a genov! málo zastoupeným (�gene�poor�) o�lastem (Kosak a Groudine "004). Naví�, 

RIDGEs o�lasti o�sahují �adu �housekeeping� gen#, které vykazují sta�ilní transkrip�ní 

aktivitu u v!t�iny �un!�ný�h typ# (Ler�her et al., "00"). Na druhou stranu �un!�n! 

spe�i% �ká exprese v�ak m#�e �ýt pozorována v RIDGE o�laste�h (Versteeg et al., "003). 

Výsledky studií 3D�jaderné organiza�e interfázní�h RIDGE a anti�RIDGE o�lastí, které 

�yly pu�likovány nedávno  v pá�i Goetze et al. ("007), ukázaly, �e  RIDGE o�lasti 

jsou naví� dekondenzovány a mají nepravidelný tvar v porovnání s ví�e kondezovanými  

  "0

Obrázek 7

ChIP-on-chip analýza H3K9 acetylace pro vybrané lidské chromozómy 17, 18 a 19 u 

B-bun��né leukemické linie �RH77.



anti-RIDGEs. Tato pozorování podporují teorie kompartmentalizace interfázních jader a 

navíc ukazují, �e struktura chromatinu v�znamn� ovliv�uje �enovou expresi a nebo naopak 

(shrnuto v Lanctôt et al., 2007). Ur�itá pravidla existují i mezi strukturou a funkcí �enomu 

u bun�k, kter! podl!hají speci" ck! diferenciaci, p#i ní� je transkrip�ní aktivita sm�#ována 

do ur�it! speci" ck! podmno�in$ �en%. &�hem diferencia�ních proces% b$lo prokázáno, �e 

t$to lokus$ podl!hají ur�it�m strukturálním re�ulacím (shrnuto ve Francastel et al., 2000; 

&ártová a Kozubek 2006). 
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2.3. Zm��y chromati�u ve vztahu k reparaci DNA

  Dvou��t��cové �lomy (DSBs) v DNA, pokud n�jsou oprav�ny, jsou hlavní hro�bou 

n�poru��né a smysluplné g�n�tické informac� bu�ky� Chyby v r�para!ních m�chanism�ch 

tak mohou vést k translokacím chromo�"m#, kt�ré jsou spojov$ny s patologickými proc�sy 

v bu�k$ch a n$sl�dn� v tk$ních�

     O m�chanismu, kt�rým doch$�í k translokacím chromo�"m# v sav!ích bu�k$ch, s�  

v�dly a v�dou spory� J�dním � p��dpoklad# j� fakt, %� k translokaci m#%� dojít j�n m��i 

sous�dními chromo�om$lními t�ritorii (&ruhlak �t al�, 2006)� Bylo �ji�t�no, %� indukc� 

DSBs j� lok$ln� om���n$, st�jn� jako pohyb vytvo��ných volných konc# DNA na d�l�í 

jad�rné v�d$l�nosti (Soutoglou �t al�, 2007)� Indukc� chromo�om$lních �lom# pou�� v�d� 

k� �vý��nému pohybu p��ru��ného ús�ku DNA v om���ných oblast�ch, v r$mci blí�kých 

chromo�om$lních domén (Soutoglou �t al�, 2007)�

     DSBs t�dy pravd�podobn� n�mohou migrovat k n�jakým ob�cným r�para!ním 

tov$rn$m, al� u ka%dého DSB s� budou formovat vlastní ohniska opravy (Soutoglou 

�t al�, 2007)� V�lic� vhodným mark�r�m pro d�t�kci DSBs j� fosforylovaný histon  

g-H2AX, kt�rý j� n��bytný pro dél�trvající udr%�ní prot�in# �ahrnutých v opravných 

proc�s�ch (C�l�st� �t al�, 2003)� Nap�íklad u víc� n�% 75 % po�orovaných bun�k 

do�lo k akumulaci fosforylovaného histonu g-H2AX, co% bylo po�orov$no v� 

sl�dované oblasti �lomu b�h�m 5 minut po indukci DSBs (Soutoglou �t al�, 2007)� B�h�m 

5 minut s� u 75 % bun�k nahromadil také dal�í faktor opravy MDC1� Z tohoto d#vodu pak 

faktoru 53BP1 (va��bný prot�in 1 pro n$dorový supr�sor p53) trvala akumulac� k míst#m 

�lom# p�ibli%n� 15 min (Soutoglou �t al�, 2007)� Na �$klad� t�chto �xp�rim�nt# byl shrnuto, 

%� ús�ky DSBs na r#�ných chromo�"m�ch patrn� n�jsou schopny voln� difundovat j$dr�m 

sav!í bu�ky, p�in�jm�n�ím faktor &U80 s� podílí na om���ní pohybu konc# poru��ného 

chromo�"mu (Soutoglou �t al�, 2007)� & chybnému spoj�ní n�oprav�ných �lom# t�dy 

bud� doch$��t v r$mci j�jich om���ných pohybových mo%ností, p��v$%n� m��i sous�dními 

chromo�"my� Z tohoto d#vodu j� !�tnost chromo�om$lních translokací �$visl$ na stupni 

v�$j�mné int�rakc� m��i sous�dními chromo�om$lními t�ritorii tak, jak to bylo pops$no          

v pr$ci &o�ub�k �t al� (1997) a Branco a Pombo (2006)�  Díky om���né mobilit� DSB ús�k#    

v r$mci int�rf$�ních jad�r doch$�í v� v�t�in� p�ípad#  k rychlé oprav� po�ko��ných míst, d�ív� 

n�% k translokaci� Om���ní pohybu DSBs v sav!ích bu�k$ch p��dstavuj� pravd�podobn� 
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ochranný mechanismus, který brání nestabilit� �enomu (Souto�lou et al., 2007). K my�lence, 

�e by se na u�r�ování stability �enomu mohla po�ílet i nap�íkla� �ML t�líska, ve�lo 

p�e�ev�ím pozorování asociace �ML t�lísek s proteiny spojenými s opravnými procesy 

ja�erné DNA. Je známo, �e p�ítomnost opravných faktor! v �ML t�líscích je zpravi�la 

p�echo�ná, �ochází k jejich �ynamické vým�n� mezi t�lísky a nukleoplazmou. Navíc je stále 

p�e�m�tem výzkumu, z�a se tak ��je skute"n� v reakci na po�kození DNA. #elký význam 

mají i "etné kontakty �ML t�lísek s chromatinem, p�evá�n� s 30nm vlákny (Boisevert et al., 

2000), co� p�ispívá k mo�nosti zapojení �ML t�lísek �o opravných proces!. Zmín�nými jevy 

lze prav��po�obn� vysv�tlit i vzájemnou pozi"ní stabilitu, která byla pozorována po n�kolik 

ho�in u �ML t�lísek v já�rech �ivých bun�k (Eskiw et al., 2004). 

          In�ukce zlom! v DNA v�ak ve�e k �estabilizaci a rozpa�u �ML t�lísek. �!vo�ní 

pozorování popisují zvy�ování po"tu �ML t�lísek po vyvolání je�no- a �vou�et�zcových 

zlom! ionizujícím zá�ením (Xu et al., 2003). Ob�obná pozorování provázela také ú"inek 

en�onukleáz v "asné fázi in�ukované apoptózy (Eskiw et al., 2004). # t�chto p�ípa�ech bylo 

zvý�ení po"tu �ML t�lísek bezprost�e�ním �!sle�kem bun�"né o�pov��i na  po�kození DNA  

pomocí proapoptotických "ini�el jako je etoposi� nebo �oxorubicin. Ke zm�n� morfolo�ie 

�ML t�lísek v blízkosti DSBs �ochází prav��po�obn� v �!sle�ku �ekon�enzace chromatinu 

po in�ukci �vou�et�zcových zlom! (Kruhlak et al., 2006). T�líska  také ztrácí st�e�ovou 

soum�rnost a rozpa�ají se na �ce�inná, takzvaná mikrot�líska, která jsou o� ro�i"ovských 

biochemicky nerozli�itelná (Eskiw et al., 2004; Dellaire et al., 2006). # pr!b�hu procesu 

oprav  �ochází po úvo�ním rychlém nár!stu po"tu �ML t�lísek k �al�ímu zvy�ovaní jejich 

po"tu, mimo jiné i v místech vz�álených p!vo�ním zlom!m. Z!stává v�ak otázkou z�a j�e 

o souvislost s �lobálním p�euspo�á�áním  chromatinu v poz�ní fázi reparace (Dellaire et al., 

2006). ��i men�ím rozsahu po�kození, respektive ni��ích �ávkách ionizujícího zá�ení (< 5 

Gy), �ochází po �ob� pot�ebné k opravám po�kozené DNA k návratu po"tu �ML t�lísek na 

p!vo�ní ho�noty.  �o ozá�ení �ávkou v�t�í jak 5 Gy, k�y �ochází k nevratnému 

po�kození DNA na� mo�nosti repara"ního systému bu$ky, se ji� po"et �ML t�lísek 

k p!vo�ním ho�notám nevrací, co� by mohlo být znakem stárnutí bun�k, "i in�ukce 

apoptózy (Dellaire et al., 2006).   Zvý�ení po"tu �ML t�lísek po ozá�ení bun�k 

jsme rovn�� pozorovali v  experimentech Krej"í et al. (200%), které ukázaly, �e 

zm�na v po"tu �ML zása�n� ovliv$uje jejich ra�iální �istribuci v interfázních já�rech. 
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2.4. Vybrané jaderné kompartmenty, které se podílí na regulaci transkripce 

a post-transkrip�níc� úpravác�

  Krom� �ompartment�� ja�o jsou chromozomální teritoria a interchromatinový 

prostor� existuje �a�a ja�erných protein�� �teré hrají velice ��le!itou "lohu z hle�is�a 

regulace repli�ace� trans�ripce� sest�ihu a DNA reparace (shrnuto v Cremer a Cremer 2001; 

Lanctôt et al.� 2007). Mnoho protein�� �teré tyto fun�ce regulují� a�umulují �o speci# c�ých 

�omén� co! velice siln� po�poruje teorii �ompartmentalizace interfázních ja�er ($pector 

2003; Cremer a Cremer 2001; Lamon� a $pector 2003; Lanctôt et al.� 2007). Regulace 

trans�rip%ní a�tivity je rovn�! p�ipisována �oménám� �teré jsou asociovány s chromatinem� 

jsou to nap�í�la�  &trans�rip%ní továrny�� &ja�erné s�vrny� a �al�í proteinové stru�tury 

(shrnuto v Lamon� a $pector 2003). K významným ja�erným �oménám jsou %asto 

�azena PML t�lís�a� �terá obsahují �a�u protein�� zo�pov��ných za regulaci trans�ripce� 

potla%ení r�stu ná�orových bun��� in�u�ci programované bun�%né smrti apoptózou 

a obranu proti vir�m. $av%í bun�%ná já�ra obsahují 10-30 sféric�ých stru�tur� �teré 

se nazývají  &PML nuclear bo�ies�� n���y PODs� ND10 nebo &Kremer bo�ies� 

(Maul et al.� 2000; Bor�en 2002). Tato t�lís�a mají veli�ost  0.3-1 mm  a 

nejvíce jsou v nich zastoupeny proteiny PML a  $p100 (Dyc� et al.� 1994; Ko�en et al.� 

1994). Zájem o tato t�lís�a nastal s objevem translo�ace genu PML s receptorem pro 

�yselinu retinovou  RARa  [t(15;17)] u a�utní promyelocytic�é leu�émie (APL). Z tohoto 

��vo�u  se PML t�lís�a jeví ja�o významné stru�tury� �teré by v bu�oucnu mohly mít vel�ý 

�iagnostic�ý význam. Na �ruhou stranu stu�ium PML proteinu je velice �ompli�ované a to z 

hle�is�a mnoho%etných variant tohoto proteinu� �teré vzni�ají alternativním sest�ihem. Navíc 

n��teré varianty PML jsou ja�erné a jiné cytoplazmatic�é� �ále ovlivn�né post-transla%ními 

mo�i# �acemi typu sumoylace ($UMO)� �terá má sv�j význam p�i �egra�aci protein� 

v proteazomu  (Wang et al.� 1998). Dále bylo zji�t�no� !e PML t�lís�a u bun�� APL 

pacient� jsou významn� fragmentována a práv� terapie �yselinou retinovou umo!�uje 

obnovit fyziologic�ý pro# l PML t�líse� v �revních bu��ách pacient� (Weis et al.� 1994). 

�elice významným proteinem v PML t�lís�ách je ná�orov�-supresorový protein p53� 

jeho! fosforylace a acetylace� zprost�e��ovaná proteiny CBP a HIPK2� je asociována 

s po��ozením DNA a spu�t�ním násle�ných DNA repara%ních mechanism� (shrnuto 

v Dellaire a Bazett-Jones 2004). Rovn�! objev  trans�ripce vir� v blíz�osti PML
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t��ísek a p�ít�mn�st  n�v� vznikající  RNA na periferii t�cht� struktur ukazuje na význam 

PML t��ísek v regu�aci n�kterých jaderných funkcí, jak� je nap�ík�ad transkripce. Význam 

PML d�mén v regu�aci gen�vé exprese by� p�psán také pr� k�astr gen� M�C (�Maj�r 

�ist�c�mpatibi�ty C�mp�ex�), který je map�ván na �idském chr�m�zómu 6.  By�� zji�t�n�, 

!e skupina t�cht� gen� významn� a nenáh�dn� as�ciuje s PML t��ísky ("hie�s et a�., 2001). 

Tat� as�ciace je speci# cká p�edev�ím pr� tu $ást M�C, která p�i�éhá k centr�merickému 

heter�chr�matinu.  %iným p�ík�adem je transkrip$n� aktivní chr�m�zóm X, který �p�t 

t�sn� p�i�éhá k b�ízkým PML d�ménám, na r�zdí� �d jeh� transkrip$n� neaktivníh� 

h�m���gu. P�d�bná as�ciace s PML t��ísky by�a pr�kázána pr� ��ist�ne-Enc�ding Gene 

C�uster� (�EGC), jeh�! traskripce pr�bíhá v "-fázi, ve které ke zmín�né as�ciaci 

d�chází. K���ka�izace �EGC s PML t��ísky neby�a v�ak p�z�r�vána v G0 a G1 fázích 

bun�$néh� cyk�u. Na druh�u stranu, vizua�izace transkript� n�kterých gen� ukáza�a, 

!e ne v�echny geny js�u regu��vány fakt�ry, které js�u �bsa!eny v PML d�ménách 

(Wang et a�., 2004). N�která p�z�r�vání spí�e nazna$ují, !e PML t��íska p�edstavují $ást 

n�jakéh� funk$níh� k�mpartmentu, av�ak pravd�p�d�bn� p�ím� neregu�ují transkripci. 

  V na�ich experimentech jsme se r�vn�!  zabýva�i studiem k�mpartmentu PML 

t��ísek v rámci jedn�t�ivých fází bun�$néh� cyk�u, které je m�!né ur$it in situ p�m�cí  

pr�ti�átky pr�ti pr�teinu pKi-67. Zjisti�i jsme, !e p�$et PML t��ísek se významn� zvy�uje      

v "-fázi bun�$néh� cyk�u, zatímc� G0, G1 a G2-M fáze js�u charakteristické da�ek� ni!�ím 

p�$tem PML t��ísek (Krej$í et a�., 2008; Obr. 8). Vzájemný pr�st�r�vý vztah mezi PML a 

da��ími jadernými d�ménami je uveden na Obr. 9.

 

Obrázek 12

Kolokalizace proteinu pKi-67  

(�er�en�� a PML t�lísek (zelen�� 

� jednotli�ých fázích bun��ného 

cyklu (G0, pozdní-G1, S, G2 a M�.
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Obrázek 8

Asociace PML t��ísek (�e�en�) s proteinem c-MYC (ze�en�) u d�ou �eukemických �inií ML1 

a U937. Ko�oka�izace d�ou studo�aných domén by�a pozoro�ána ojedin��e (�iz �ipka). 

Ráme�ek u�ádí �zájemnou asociaci ob�astí PML a c-MYC. M��ítko je � mm. P�e�zato z 

Krej�í et a�. (�008). 

Obrázek 9

Vzájemné �ztahy mezi jadernou �oka�izací PML t��ísek (�er�en�) a RNAP II (ze�en�) 

nebo mezi PML  (ze�en�) a SC35 doménami (�e�en�) u �eukemické bun��né �inie U937 

diferenco�ané pomocí PMA do monocyt�. V poro�nání s kontro�ou� PMA z�y�o�a�o procento 

asociace PML/RNAP II a PML/SC35.
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2. 5. Zm��a ve struktu�e  �hromati�u b�hem bu����� difere��ia�e a 

apoptózy

  První práce na téma diferenciace a struktura chromatinu byla na�í skupinou 

publikována v roce 2000, kdy jsme se p�edev�ím �am��ili na studium diferencia�ních 

proces� u hematopoetick�ch bun�k. Obecn�m �nakem v�ech diferencia�ních drah, které 

jsme studovali, byla repo�ice v�t�iny centromer na jadernou periferii. I n�které geny byly 

reorgani�ovány v rámci interfá�ních jader, ale repo�ice gen� se s odstupem �asu a na 

�áklad� dal�ích �ji�t�ní jeví jako bun��n� speci! cká, ne v"dy asociovaná se �m�nami                                  

v e#presi studovan�ch  gen� (Bártová et al., 2000a; 2000b; 2002; 2005b; 2008a;  Harni�arová 

et al., 2006). V mnoha p�ípadech je t�"ké posoudit, jestli �m�ny v radiálních distribucích 

p�ímo souvisí s transkrip�ní aktivitou daného lokusu nebo naopak. N�kte�í auto�i, nap�íklad 

Daniela Zink et al. (2004), v�ak p�i�ítají velk� v��nam lokali�aci transkrip�n� 

aktivních/neaktivních gen� v  rámci interfá�ního jádra. Z �ady e#periment� je v�ak evidentní, 

"e jaderné umíst�ní gen� je dost robustní parametr. Navíc v mnoha p�ípadech se jako 

�ásadn�j�í jeví umíst�ní gen� v  chromo�omálním teritoriu (Kur� et al., 1996; Harni�arová et 

al., 2006). Ji" �mín�ná lokali�ace e#primujících se gen� na chromatinov�ch smy�kách, 

které vy�nívají mimo vlastní kompaktní chromo�omání teritorium, je toho d�ka�em 

(Williams et al., 2002; Volpi et al., 2000; Mahy et al., 2002; Wiblin et al., 2005; Bártová 

et al., 2008a). Takto se chovají geny, jejich" e#prese je d�le"itá � hlediska iniciace 

diferencia�ních proces�, které probíhají b�hem ontogenetického v�voje. Rovn�" jsme 

�jistili, "e utlumení e#prese diferencia�n� d�le"it�ch gen� m�"e b�t �prost�edkována 

centromerick�m heterochromatinem. Pokud jsou v bu$ce navo�eny takové mechanismy, 

které �p�sobí, "e je lokus p�emíst�n do blí�kosti chromocenter, tak to vede k 

utlumení e#prese p�íslu�ného genu (Bro%n et al., 1999; 1997; Bártová et al., 2002). 

  V p�ípad� studia diferencia�ních proces� jsou velice �ajímav�m e#perimentálním 

modelem embryonální kmenové bu$ky (ES), které  jsou unikátní svojí schopností 

diferencovat do v�ech t�í �árode�n�ch list� (Obr. 10). P�vod t�chto bun�k je ve 

vnit�ní bun��né mase blastocyty a  jsou  charakteristické schopností sebeobnovy.                                               

Z tohoto d�vodu lidské embryonální kmenové bu$ky p�edstavují slibn� nástroj, vhodn� 

k lé�b� n�kter�ch degenerativních onemocn�ní. Je v�ak pravdou, "e in vitro kultivace 

hES bun�k není pln� optimali�ována a to vede ke genomové nestabilit� t�chto bun�k.
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Obrázek 10

Schéma izolace a mo��osti difere�ciace pluripote�t�ích embryo�ál�ích kme�ových bu��k� 

P�evzato z  ����csa�com/discoveryguides/stemcell/overvie��php�

P��d�v�ím chromozómy 12, 17 a X jsou v�lmi s�nzitivní k r�zn�m g�nomov�m p��stavbám  

u hES bun�k �Brimbl� �t al., 2004; Cowan �t al., 2004; Mitalipova �t al., 2005; Bak�r 

�t al., 2007).  Lidské �mbryonální km�nové bu!ky vytvá��jí i� vitro koloni� �Obr. 11A), 

kt�ré rostou v� spol��né kultu�� s my�ími �mbryonálními � broblasty �ME�s). ME� bu!ky 

produkují �adu r�stov�ch faktor�, kt�ré jsou d�l��ité pro udr��ní pluripot�nc� hES bun�k 

���ubinoff �t al., 2000). V na�ich �xp�rim�nt�ch jsm� pro udr��ní pluripot�nc� hESCs 

pou�ívali ME� bu!ky v kombinaci s b�G� faktor�m, zatímco dif�r�nciac� byla navoz�na 

odstran�ním b�G� a p�idáním kys�liny r�tinové. Po 4 dn�ch kultivac� s� v�znamn� m�nila 

morfologi� kolonií hESCs �Obr. 11B, C). V�sl�dk�m dif�r�ncia�ních �xp�rim�nt� byla 

zm�na n�j�n v morfologii bun�k, al� i c�lé hESC koloni�, kt�rá podléhala dif�r�nciaci spí�� 

do primitivního �ndod�rmu �Obr. 11A).  Zatímco u pluripot�ntní populac� hES bun�k s� na 

p�rif�rii  koloni� vyskytují spí�� bu!ky �ktod�rmu a uvnit� koloni� s� spontánn� vytvá��jí 

bu!ky primitivního �ndod�rmu �Dvo�ák �t al., 2005). 
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  Pluripotentní hES bu��y se od diferencovaných li�í i odli�nou expresí �ady �en�� 

�dy nejznám!j�í je sní"ení exprese �enu #ct3/4 a lo�usu Nano� (obr. 11B� C)� �e �teré 

dochází b!hem  diferenciace indu�ované pomocí �yseliny retinové. V na�ich experimentech 

jsme rovn!" pozorovali sní"ené mno"ství proteinu c-MYC� zatímco mno"ství p53 a 

n!�terých epi�enetic�ých modi$ �ací histon� se významn! nem!nilo b!hem diferencia%ních 

proces� (#br. 11B� &). &�le"itým zna�em z hledis�a rozpoznání mezi pluripotentním 

a diferencovaným stavem hESCs se u�azovaly zm!ny v n!�terých epi�enetic�ých 

modi$ �acích histon�� ja�o je H3K9me3 (#br. 12)� �terá p�echází z difúzního stavu na 

fo�ální distribuci b!hem diferenciace hES bun!�.

Obrázek 11

(A) Kolonie pluripotentních lidských embryonálních kmenových bun�k (�) � hESCs 

diferencov�ných pomocí kyseliny retinové (b-c).  M��ítko uvádí  � mm. (B) An�lýzy pomocí 

western blot�. � pluripotentních � RA-diferencov�ných hESCs bylo studováno mno�ství  

protein� �ct3/�, c-MYC, p53 � dále byly �n�lyzovány l�min B � PARP pomocí western 

blot�. (C) Re�l-time PCR pro geny N�nog � �ct3/� u pluripotentních � RA-diferencov�ných 

hESCs. (D-E) St�bilní H3K�, H3K9 � H3K27 trimethyl�ce byl� zji�t�n� b�hem diferenci�ce 

hES bun�k; mírné sní�ení bylo pozorováno pro H3K9 �cetyl�ci � CENP-A. Dále jsme 

zjistili zvý�ení pro H3K79 monomethyl�ci (hv�zdi�k� v p�nelu E) .
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Obrázek 12

Jaderný pro� � H3K9 trimethy�ace (H3K9me3) (ze�en�) � MEF b�n�k, p��ripotentních a 

RA-diferencovaných hES b�n�k. Graf �vádí procento b�n�k s foká�ní distrib�cí H3K9me3. 

Umíst�ní H3K9me3 v b�ízkosti jadérek by�o ov��eno pomocí proti�átky proti � bri�arin�. 

M��ítko p�edstav�je �mm.  
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2.6. Epigenetické charakteristiky genomu

  Jak ji� �ylo zmín�no � p��dcház�jícím odsta�ci, �pig�n�tické modi! kac� "NA a 

histon# h$ají d#l��itou úlohu � $�gulaci jad�$ných funkcí. Epig�n�tika p��dsta�uj� �ý�ojo�� 

sp�ci! cké zm�ny � g�nomu, k� kt�$ým dochází n�zá�isl� na zm�nách � s�k��ncích "NA. 

Za �pig�n�tické znaky ch$omatinu j� po�a�o�ána m�thylac� "NA a m�thylac�, ac�tylac�, 

fosfo$ylac� n��o u�iquitnac� histon#. Nap�íklad m�thylac� H3K4, H3K36 a H3K79 jsou 

po�a�o�ány za sp�ci! cký znak t$ansk$ip%n� akti�ního ch$omatinu a jsou zodpo��dné 

za d�kond�nzaci ch$omatinu a fo$mo�ání ch$omatino�ých smy%�k &Cham��y$on a 

Bickmo$� 2004). Euch$omatin j� také cha$akt�$istický p�ítomností ac�tylac� histon#, 

kt�$á j� zp$ost��dko�ána �nzymy, takz�anými histono�ými ac�tylt$asf�$ázami &HATs). Na 

d$uhou st$anu histono�é d�ac�tylázy &H"ACs) mají schopnost �limino�at ac�tyl-skupinu 

z N-t�$minálních konc# histon# &O�$. 13). Takto na�oz�ná d�ac�tylac� ��d�                                                  

k h�t�$och$omatinizaci, j�jím� p$oj���m j� �ysoká kond�nzac� ch$omatinu a dál� 

akti�ac� histono�ých m�thylt$asf�$áz &HMTs), kt�$é zp$ost��dko�á�ají m�thylaci H3K9,

  

Obrázek 13

Schéma epigenetických modi� kac� histon�� jako je H3K9 acetylace a H3K4 methylace� 

které jsou charakteristické pro transkrip�n� akti!n� chromatin. Enzymy typu HATs a HDACs 

jsou zodpo!�dné za regulaci acetylace histon�. Obrázek nukleozómu byl upra!en podle 

http://chemistry.gsu.edu/faculty/Zheng/.
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H3K27 a H4K20 p��dstavující �pig�n�tické znaky h�t�rochromatinu (Kouzarid�s 2007). 

M�thylac� H3K9 j� j�dnou z n�jvýznamn�j�ích �pig�n�tických modi� kací histon�!                   

za j�jí" p�ítomnost j� v lidském g�nomu zodpov�dn# SUV39H1 histonov# m�thyltrasf�r#za. 

M�thylac� H3K9 s� m�"� vyskytovat v� t��ch podob#ch a to mono- (m�1)! di- 

(m�2) a tri-m�thylac� (m�3). Mno"ství m�thyl-skupiny významn� d�t�rminuj�! jaký typ 

chromatinu bud� vytvo��n. To znam�n#! "� zmín�né �pig�n�tické znaky významn� rozhodují                           

o formov#ní �uchromatinu! fakultativního n�bo konstitutivního h�t�rochromatinu. H3K9 

m�thylac� navíc p��dstavuj� vaz�bné místo pro hlavní h�t�rochromatický prot�in HP1! co" 

j� spoj�no s utlum�ním �xpr�s� g�n� a n#sl�dnou h�t�rochromatinizací (Obr. 14). Utlum�ní 

�xpr�s� �uchromatických oblastí (g�nových lokus�) j� navíc zprost��dkov#no kor�pr�sory! 

jakým m�"� být nap�íklad n#dorov� supr�sorový r�tinoblastomový prot�in pRb1 (Obr. 14). 

  I kdy" m�thylac� histon� byla obj�v�na p��d víc� n�" 45 l�ty! dlouhou dobu s� 

$�kalo na obj�v �nzym�! kt�ré jsou zodpov�dné za d�m�thylaci histon�. %�ív� s� uva"ovalo! 

"� p�ítomnost této �pig�n�tické modi� kac� j� ovlivn�na ac�tyla$ními proc�sy. V roc� 2004  

v�ak byla obj�v�na první histon d�m�thyl#za! nazvan# LS%1 (Shi �t al.! 2004). T�nto 

�nzym j� zodpov�dný za d�m�thylaci H3K4! co" v�d� k inaktivaci transkripc� v daném 

lokusu.  Av�ak pokud LS%1 tvo�í kompl�x s r�c�ptor�m pro androg�ny! zp�sobuj� 

to  d�m�thylaci H3K9! t�dy aktivaci transkripc� (M�tzg�r �t al.! 2005). V dal�ích 

l�t�ch byly obj�v�ny j��t� jiné d�m�thyl#zy! nap�íklad t�ída Jumonji (Klos� �t al.! 

2006; Klos� a Zhang  2007; Kouzarid�s 2007). JH%M2A j� nap�íklad zodpov�dn# 

za H3K9 d�m�thylaci! zatímco JH%M1 m# schopnost m�nit H3K36 dim�thylaci na 

n�modi� kovaný stav (J�nuw�in 2006).   

  V�lký význam z hl�diska r�gulac� transkrip$n� aktivního/n�aktivního 

h�t�rochromatinu mají fosforylac� a ubiquitinac� histon�. Bylo zji�t�no! "� fosforylac� 

H3 na s�rinu 10 (H3S10) j� asociov#na s transkrip$ní aktivitou a j� zodpov�dn#                                       

za d�kond�nd�nzaci chromozóm� (Grant 2001; Johans�n a Johans�n 2006).  Z d�vodu 

v�lkého funk$ního významu �pig�n�tických modi� kací histon�! byla prov�d�na �ada studií! 

kt�ré ���í int�rf#zní i m�taf#zní pro� ly j�dnotlivých �pig�n�tických znak�. Bylo zji�t�no! "� 

st�jn� jako kompartm�ntalizac� %NA struktur! logicky i histony a j�jich sp�ci� cké modi� kac�! 

jsou za$l�n�ny do ur$itých kompartm�nt�. Nap�íklad auto�i Cr�m�r �t al. (2004) zjistili! 

"� sp�ci� cké �pig�n�tické modi� kac� histon� jsou klastrov#ny v r#mci int�rf#zních jad�r! 
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co��m����být�nap��klad�odraz�m�akumulac��transkrip n!�akti"n�ho�chromatinu�"��st��dn�ch�

 ást�ch�bun! ného� jádra,�zat�mco�h�t�rochromatin� j��um�st!n�sp����na� jad�rné�p�rif�rii�a�

okraj�ch�jadér�k�(Crof��t�al.,�1999;�Sadoni��t�al.,�1999).�Zin�r��t�al.�(2006)�a�Sklan�ko"á��t�al.�

(2007)�dál��zjistili,�����xistuj��ur ité�"záj�mn!�s��n�p��krý"aj�c��"rst"y�"�rámci�int�rfázn�ch�

jad�r,� kt�ré� ukazuj�� na� to,� ��� int�rfázn�� chromatin� a� j�ho� �pig�n�tické� mark�ry� jsou�

"ýznamn!�kompartm�ntalizo"ány�(Cr�m�r�a�Cr�m�r�2001;�Lanctôt��t�al.,�2007).�Jad�rná�

topogra#��� histono"ých� modi#�kac�� j�� ro"n!�� o"li"n!na� p��tomnost�� � $3K9� trim�thylac����������

"�c�ntrom�rických�a�t�lom�rických�oblast�ch�chromozóm�,�za�n���j��zodpo"!dná�histono"á�

m�thyltransf�ráza�SUV39h1�(Lachn�r��t�al.,�2003;�Garcia-Cao��t�al.,�2004).�Bylo�nap��klad�

zji�t!no,����u�SUV39h1�d�#�ci�ntn�ch�my��ch�bun!k�s��"yskytuj��pouz��$3K9m�1,�co��j��

spoj�no�s�abnormáln!�s��zkracuj�c�mi�t�lom�rami,�zat�mco�normáln��t�lom�ry�jsou�$3K9�

mono-,�di-�a�tri-m�thylo"ány�(Garcia-Cao,��t�al.,�2004).�Z�totoho�faktu�"yplý"á,����distribuc��

m�thylac��$3K9�d�t�rminuj���jad�rnou�topogra#�i�samotných�int�rfázn�ch�t�lom�r.�Zm!ny�"�

radiáln�ch�distribuc�ch�t�lom�r�byly�ro"n!��popsány�"�práci�Amricho"á��t�al.�(2003).��Na"�c�

nap��klad�lokalizac��c�ntrom�r�"ýznamn!�kor�luj��s�distribuc��$3K9m�3.�

�� Zm!ny� "� jad�rném� uspo�ádán�� �pig�n�tických� modi#�kac�� mohou� být� na"oz�ny�

po� p�sob�n�� inhibitor�� �nzym�,� kt�ré� jsou� zodpo"!dné� za� tyto� proc�sy.� Tak� nap��klad�

$DAC� inhibitory� jako� TSA� n�bo� butyrát� sodný� m!n�� zastoup�n�� modi#�kac�� histon��

hla"n!�"�oblasti�jad�rné�p�rif�ri��(Gilchrist��t�al.,�2004;�Bárto"á���t�al.,�2005a).�Po�p�sob�n

TSA�ro"n!��zp�sobuj��r�distribuci�a�z"!t��n��chromoc�nt�r�u��mbryonáln�ch�nádoro"ých�

bun!k� (Bárto"á� �t� al.,� 2007;�Obr.� 15B).�T�nto� j�"� s�� ro"n!�� odrá��� "�� zm!n!né� jad�rné�

topogra#�i�"��ch�"ariant�prot�inu��$P1�($P1�a, b, g)�(Bárto"á��t�al.,�2007).�Bylo�zji�t!no,�

���jak�TSA,�tak�NaBt�"ýznamn!�m!n��distribuci�"��ch�"ariant��prot�inu��$P1.��V��p��pad�ch��

o"li"n!n�� bun!k� zm�n!nými� $DACi� byl� t�nto� j�"� dopro"áz�n� i� zm!nami� "� hladinách�

r�l�"antn�ch�prot�in��(Bárto"á��t�al.,�2005).�
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Obrázek 14

Základní stavební jednotkou chromatinu je nukleozóm, který se skládá z oktameru histon� 

�2A, �2B, �3 a �4 a dvou�et�zcov� DNA o velikosti 146 pár� bazí. Z ka�d�ho nukleozómu 

v!"nívají N#terminální konce jednotlivých histon�, kter� mohou být speci$ ck! epi%enetick! 

modi$ kován!. Na obrázku jsou uveden! p�íklad! nej"ast�j�ích epi%enetických modi$ kací 

histon� transkrip"n� aktivního a neaktivního chromatinu a d�le�it� protein! re%ulující 

modi$ kace histon� a následn� %enovou expresi. V obrázku jsou pou�it! zkratk!  

�3K9Ac (acet!lace); �3K4Me a �3K9Me (meth!lace histon�); �AT (histonov� 

acet!ltransferáz!), �DAC (histonov� deacet!láz!); �MTs (histonov� meth!ltransferáz!); 

�P1 (heterochromatinový protein 1); pRb (retinoblastomový protein) a Me znamená DNA 

meth!lace. P�evzato z Bártová et al. (2008c).
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Velký význam z hlediska epigenetiky má methylace DNA, která byla popsána jako 

jeden z prvních epigeneckých znak� chromatin�. To �kaz�je na fakt, �e konstit�tivní 

heterochromatin je obecn� tvo�en methylovano� DNA. �araleln� s to�to modi! kací se 

vyskyt�je methylace "3K9, která rovn�� p�edstav�je významný marker heterochromatin�. 

DNA methylace byla popsána jako faktor, který ovliv#�je klastrování centromer b�hem 

b�n�$n% diferenciace (Brero et al., 2005). Kontroverzní se v�ak jeví fakt, �e nap�íklad na 

geny bohatý lidský chromozóm 19 je siln� DNA methylován, v porovnání s chromozómem 

18,  na kter%m je mapováno jen málo gen� (Barbin et al., 1994; Caron et al., 2001). V tomto 

p�ípad� by se $ekalo opa$n% zasto�pení DNA methylace na zmín�ných chromozómech. 

D�vodem je speci! ck% �míst�ní t�chto chromozóm� v interfázních jádrech (Croft et 

al., 1999). Ur$it% objasn�ní t�chto zále�itostí p�inesli a�to�i  Zinner et al. (2007), kte�í 

p�blikovali shodno� "3K9 a "3K27 trimethylaci � obo� chromozóm� 18 a 19, av�ak velmi 

zásadní byla p�ítomnost trimethylace "3K4, významn� zasto�pena � chromozóm� 19. 

Zmín�n% výsledky nazna$�jí, �e trimethylace "3K4 je zásadním epigenetickým znakem, 

jeho� p�ítomnost siln� korel�je s výskytem GC-bohatých oblastí ve vnit�ních $ástech 

b�n�$ných jader. 

  Epigenetick% modi! kace histon� a DNA methylace jso� rovn�� rozhod�jící                     

z hlediska inaktivace chromozóm� X v genom� savc�. Nap�íklad dávková kompenzace 

exprese gen� na jednom ze sami$ích X chromozóm� je velmi intenzivn� st�dovaným 

t%matem b�n�$n% biologie ("eard et al., 1997; 2001; �ark a K�roda, 2001). Inaktivní  

chromozóm  X m��e být rozpoznán od jeho transkrip$n� aktivního homolog� tím, �e jso� 

zde exprimovány po�ze geny (Xist), v takzvan%m X inaktiva$ním centr� (Xic). Nekód�jící 

Xist RNA obklop�jí celý chromozóm X, co� zp�sob�je jeho transkrip$ní �tl�mení. Tento 

proces je doprovázen mnoha zm�nami na úrovni chromatin�, jako je p�ítomnost varianty 

histon� "2A, takzvan% macro"2A, p�ítomnost DNA methylace, $i zvý�ená "3K27me3  

("all a Lawrence 2003; Obr. 15A). "4K20me1 a "3K27me3  (Obr. 15A) jso� navíc siln� 

asociovány s Xist expresí, t�dí� p�edstav�jí hlavní znak iniciace inaktivace chromozóm� 

X (Kohlmaier et al., 2004; Obr. 15A). �ro inaktivní X chromozóm je dále charakteristická 

pozdní replikace, CpG methylace a "4 hypoacetylace (Czankovszki et al., 2001). Navíc 

"3K27 methylace a �biq�itinace "2A jso� asociovány s p�echodno� aktivací Polycomb 

group proteinových komplex� (�cG), co� p�edstav�je první inicia$ní krok v inaktivaci 

chromozóm� X (Martin a Zhang 2005).                                                                               35



Obrázek 15

Znázorn�n� jaderné distribuce vybraných modi� �ac� histon� a asociovaných �rotein� ja�o 

je HP1  a dále  stru�tury genomu, na�!��lad centromery, telomery, a trans�ri�"n� a�tivn� 

a nea�tivn� # chromozómy u normáln�ch bun��  (A, C) a bun�� ovlivn�ných HDACi, ja�o 

je TSA (B, D).  Panel A znázor$uje  e�igenetic�é �ro� ly centromer, telomer a  chromozóm�   

# u neovlivn�ných bun��.  Z technic�ých d�vod� je uveden �ouze jeden �!��lad  H%K9me2 

v centromeric�é obasti  ("�slo 10).  To samé �lat� �ro telomeric�ou oblast, znázorn�nou 

na �anelu A ("�sla 1 a 5). Panel B u�azuje jadernou redistribuci centromeric�ých �lastr� 

a �rotein� HP1 u bun�� ovlivn�ných  TSA.  Panel C do�umentuje  jadernou  distribuci 

H%K9 acetylace, H%K9 dimethylace a H%K4 dimethylace u neovlivn�ných bun��. Panel D 

u�azuje na distribuci H%K9 acetylace, H%K9 dimethylace, a H%K4 dimethylace u  bun�� 

ovlivn�ných TSA. Uvedené �anely byly sestaveny na zá�lad� následuj�c�ch "lán��:  1) 

Barbin et al. (1994); 2) Bártová et al. (2005a); %) Bártová et al. (2007); 4) Czan�ovsz�i 

et al. (2001); 5) Garc�a-Cao et al. (2004); 6) Gilchrist et al. (2004); 7) Khalil a Driscoll 

(2006); 8) Kohlmaier et al. (2004); 9) Kourmouli et al. (2004); 10) Lachner et al. (200%); 

11) Lehnertz et al. (200%); 12) Minc et al. (1999); (2000); (2001); 1%) Rouqeulle et al. 

(2004); 14) na�!��lad S�an��ová  et  al. (2007)  nebo  Keohane  et  al. (1996);  15)  Taddei  

et al. (2001). P!evzato z Bártová et al. (2008c). 
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2.7. Vliv protein� inter�ediálních � l��ent n� strukturu geno�u � 

epigeno�u

  Chromatin je vzájemn� �pojen � jadernou �lupkou, takzvanou laminou. Tato 

vzájemná interakce ur�uje or�anizaci chromatinu vy��ího �ádu. �aderná �lupka, která 

odd�luje jádro od cytopla�my, �e �kládá z vn�j�í a vnit�ní jaderné membrány, které j�ou 

od �ebe odd�lené mezipro�torem. D!le"itá je rovn�" #unkce jaderných pór!, které zaji�$ují 

tran�port r!zných molekul v obou �m�rech. %�echny zmín�né jaderné komponenty j�ou 

d!le"ité p�edev�ím z hledi�ka udr"ení tvaru bun��ného jádra, kondenzace a u�po�ádání 

chromatinu (Schirmer a Foi�ner 2007). Za hlavní komponenty jaderné laminy j�ou 

pova"ovány laminy typu A a B, které tvo�í podp!rnou �ít podél vnit�ní �á�ti jaderné membrány.  

Bylo zji�t�no, "e laminy typu A (lamin A a C)  tvo�í #unk�ní komplexy � polynukleozómy, 

hi�tony a DNA, bez ohledu na �peci& citu �ekvencí (Dorner et al., 2007' Lattanzi et al., 

2007). Navíc polypeptidy a�ociované � laminy (LAP�) hrají d!le"itou  úlohu z hledi�ka  
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Obrázek 16

Ukázka distribuce methylace DNA (zelen�� na jednotlivých metafázních chromozómech 

G0-lymfocyt� �eriferní krve. Nejvy��í stu�e� methylace byl �ozorován v oblasti centromer a 

telomer (�i�ky�. 



modi��kací� histon��� organizace� chromatinu� a� genové� exprese� (Shirmer� a� Foiser� 2007).�

Funk�ní�z�vislost�mezi�histonovým�kódem�a�laminy�typu�A�byla�poprvé�navr ena�v�pr�ci�

!aniura�et�al.�(1995)��av�ak�vztah�lamin��k�epigenetickým�modi��kacím�histon��byl�pops�n�

teprve�ned�vno�(Filesi�et�al.��2005;�Scaf��di�a�Misteli��2006;�Shumaker�et�al.��2006;�Lanttanzi�

et� al.�� 2007).� Scaf��di� a� Misteli� (2006)� publikovali��  e� hlavní� znaky� heterochromatinu��

jako� je� �methylace�H3K9�a�protein�HP1� jsou� redukov�ny�u�Hutchinson-Gilford�Progeria�

Syndromu�(HGPS)��co �je�onemocn"ní�asociované�s�mutacemi�v�genu��který�kóduje�laminy�

A� a� #�� vznikající� alternativním� sest$ihem.� %avíc� u� bun"k� HGPS� bylo� zji�t"no� sní ení�

H3K27me3� na� inaktivním� chromozómu�X�� zatímco� pro� laminopathie� je� charakteristick��

zvý�en��H4K20me3�(Shumaker�et�al.��2006).�Dekondenzace�heterochromatinu��zp�soben��

absencí� lamin�� typu�A�� je� �asto�doprov�zena�zm"nami�v� jaderném�uspo$�d�ní�� co �vede�

k�disociaci�proteinu�HP1�a�ke�zm"n�m�v�methylaci�H3K9.�Podobn"�HDA#i�zp�sobovaly�

dekondenzaci�chromatinu�a�redistribuci�epigenetických�modi��kací�histon��a�HP1�protein��

(B�rtov�� et� al.�� 2005a;� !addei� et� al.�� 2001).� P�sobení� HDA#i� u� bun"k� de��cientních��������������������

na� laminy� typu� A� � navíc� uk�zalo��  e� HDA#i� kompenzují� a� nebo� umoc&ují� efekty�

nep$ítomnosti� lamin�� typu�A�na� strukturu� chromatinu� (Galiov�� et� al.�� 200').� !ento� jev�

byl� pozorov�n� na� úrovni� kondenzace� chromozom�lních� teritorií� a� na� p$íkladu� jaderné�

redistribuce�protein��HP1��(Galiov��et�al.��200').�Jak�je�z$ejmé�z�Obr.�17��laminy�typu�A�

i�B�jsou�lokalizov�ny�na�jaderné�periferii��ale�jejich�p$ítomnost�byla�rovn" �zji�t"na�uvnit$�

bun"�ného� j�dra� (Obr.�17#)� (#onstantinescu�et�al.��2006;�Dorner�et�al.��2007).�!ento� jev�

byl� vysv"tlen� na� z�klad"� pozorov�ní� pomocí� elektronového�mikroskopu.�Uk�zalo� se��  e�

invaginace���stí�jaderné�membr�ny�do�jaderného�st$edu�(Obr.�17#;�Fricker�et�al.��1997)�je�

zodpov"dn��za�p$ítomnost�lamin��v�tomto�kompartmentu.�!yto�experimenty�nazna�ují�� e�

laminy�vyskytující� se�na� jaderné�periferii� i�uvnit$�bun"�ného� j�dra��hrají�d�le itou�úlohu�

v� regulaci� struktury� chromatinu.�%avíc� existuje� významný� vztah�mezi� laminopathiemi� a�

histonovým� kódem� (Filesi� et� al.�� 2005;� Scaf��di� a�Misteli�� 2006;� Shumaker� et� al.�� 2006;�

Lattanzi�et�al.��2007).

�������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������3'



Obrázek 17

(A) Distribuce laminu A/C a laminu B u normálních (LMNA+/+) a lamin A/C de� cientních 

(LMNA �/�) bun��. (B) Ty samé bu��y byly testo�ány pomocí western blot! na p"ítomnost  

nebo absenci lamin! typu A a dále byla testo�ána mo#ná apoptic�á $ragmentace laminu 

B po p!sobení TSA. (C) Poro�nání p"ítomnosti laminu B � jaderném st"edu (�on$o�ální 

mi�ros�opie) s in�aginací jaderné membrány (transmisní ele�trono�á mi�ros�opie; TEM). 

M�"ít�o p"edsta�uje 1mm.
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2.8.  Struktura chromatinu národových bun�k

  Nádorové bu��y jsou chara�teristic�é ne�ontrolovanou proliferací, zm�n�nou 

diferenciací a sní�enou schopností indu�ovat apopt�zu. Na úrovni genomu lze pozorovat 

�adu chromozomálních p�estaveb a aneuploidií, �teré jsou doprovázeny zm�nami                                       

v epigenetic�!ch modi" �acích histon# i $NA. Podobn� je mo�né pozorovat zv!�ení 

po%tu jadére� a P&L t�líse� (Obr. 18). Nádorové bu��y jsou chara�teristic�é globální 

$NA hypomethylací, �terá je doprovázena hypermethylací v promotorech nádorov� 

supresorov!ch gen# (Weber et al., 2005). Zm�ny v cel�ové $NA methylaci u nádorov!ch 

bun�� byly poprvé popsány v publi�acích Feinberg a Vogelstein (1983a; 1983b). To  bylo 

následn� vzta�eno � fa�tu, �e tyto zm�ny hrají d#le�itou úlohu v destabilizaci  chromoz�m#, 

co� je siln� spojeno s nádorovou transformací bun�� (Yoder et al., 1997; $eng et al., 2002). 

 V %ásti na�ich experiment#  jsme se  rovn�� zab!vali zm�nami ve stru�tu�e chromatinu 

nádorov!ch bun��. V práci Taslerová et al. (2003) a (2006) jsme zjistili, �e geny zahrnuté 

v translo�aci jsou umíst�ny ve st�ední vzdálenosti jejich p#vodních se�vencí. Na druhou 

stranu aneupoidie nem�ní radiální distribuci genetic�!ch element# (Koutná et al., 2000; 

Finch et al., 2008). Radiální uspo�ádání vybran!ch genov!ch lo�us# se v�a� m�nilo 

po ozá�ení bun�� gama zá�ením. V tomto p�ípad� docházelo dv� hodiny po ozá�ení                                                    

�e vzájemnému  p�iblí�ení gen# (nap�í�lad TP53), co� bylo po del�ím %asovém intervalu 

uvedeno do p#vodního stavu (Jirsová et al., 2001; Bártová et al., 2003b). &echanismy 

stru�turální regulace odpov�di bu��y na gama zá�ení nejsou p�esn� známy, �a�dopádn� 

m�ly by b!t vzta�eny � repara%ním proces#m v $NA ($olling et al., 1997). Je známo, �e 

repara%ní procesy probíhají na úrovni dvou sousedních dvou�et�zcov!ch zlom#, p�evá�n� 

v chromatinu o vyso�ém stupni de�ondenzace (Fal� et al., 2007). Navíc, tento po��ozen! 

chromatin je chara�teristic�! p�ítomností H4K5 acetylace a sní�enou H3K9me2. P�i studiu 

chromatinu  po��ozeného zá�ením bylo zji�t�no, �e fosforylovan! histon g-H2AX je 

d#le�it!m mar�erem pro rozpoznávání dvou�et�zcov!ch zlom# $NA ($SBs) (Karlsson a 

Stenerlöw 2004). Sou%asné studie odhalily, �e nejenom fosforylovan! g-H2AX, ale ta�é 

protein 1, �ter! vá�e nádorov! supresor p53 (53BP1), �olo�alizují s radiací indu�ovan!mi 

$SBs ($iTullio et al., 2002), co� bylo popsáno  ja�o na dávce závisl! mechnismus (&ar�ová 

et al., 2007). V�echny tyto experimenty u�azují, �e tvorba $SB hraje d#le�itou úlohu              

v regulaci stability genomu. V p�ípad� chybné reparace to vede � tvorb� pre�ancer�zních 
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Obrázek 18

Distribuce vybraných struktur 

bun��n�ho jádra u  normální 

a nádorov� bu�ky� Byly vybrány 

následující struktury: jad�rka, 

PML t�líska, obecn� proto 

-onkogeny, obecn� lokusy, 

onkoproteiny a speci� cký protein 

B!CA1� P"ev#ato # Bártová et al� 

(2008d)�

lézí, k mutacím v nádorov� �upre�orových genech jako je TP53 a ná�ledn� k nádorové 

tran�formaci bun�k (Halozoneti� et al., 2008). D��ledkem vzniku D�B� a jejich chybné 

opravy je pravd�podobn� vznik tran�lokací chromozóm� (�outoglou a Mi�teli, 2007; 

Abdel-Halim et al., 2004; 2006).  Z vý�e uvedených d�vod� �e zdá být velmi pravd�podobné, 

�e vzájemná vzdáleno�t mezi jednotlivými dvou�et�zcovými zlomy v rámci interfázních 

jader vede k zvý�ené !etno�ti vý�kytu chromozomálních tran�lokací ("ozubek et al., 1997; 

�outoglou et al., 2007). Z hledi�ka vzniku chromozománích p�e�taveb a jejich reparace je 

d�le�itá mobilita chromatinu, kdy p�edev�ím lokální difúze a na druhou �tranu imobilita 

chromatinu rozhoduje o iniciaci opravných proce�� na úrovni DNA, co� významn� ovliv#uje 

�tabilitu genomu (�outoglou a Mi�teli, 2007; �outoglou et al., 2007). Z hledi�ka tran�lokací 

chromozóm� byl pop�án i jejich funk!ní význam. $ bun�k mnoho!etného myelomu bylo 

nap�íklad zji�t�no, �e tran�lokace gen� CCND1/IgH pravd�podobn� zp��obuje zvý�enou 

expre�i genu CCND1 (Pruneri et al., 2000). Na druhou �tranu t(13;X) pravd�podobn� 

zp��obila �ní�enou expre�i genu Rb1 u bun�k pacienta � diagno�tikovaným retinobla�tomem 

(Bártová et al., 2003b). V�echna zmín�ná cytogenetická pozorování i �tudium radiálních 

di�tribucí chromozóm� vedou k záv�ru, �e experimenty �e�ící tuto problematiku 

j�ou zá�adní z hledi�ka jejich potenciálních aplikací v klinické praxi. Nap�íklad 
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testování vlivu cytostatik na histonový kód nebo na expresi gen� po�ocí �irokospektrálních 

geno�ových analýz, jako jsou �array� technologie, vede k zlep�ení diagnostických a 

lé�ebných postup� v klinické praxi� Proble�atika struktury chro�atinu a epigenetických 

z��n u nádorových bun�k je popsána v revie� p!ijatého do �asopisu �"ardiovascular 

and He�atological Disorders-Drug Targets (Bártová et al�, 2008d) �  

2.9. Kvantitativní analýza struktur bun��n�ho jádra

  Velkou úlohu p!i studiu struktury chro�atinu hraje kvantitativní analýza jaderných 

ele�ent�, a� u� to jsou sekvence D�A nebo jednotlivé proteiny� Pro p!esnou analýzu obrazu 

je nutné získat kvalitní data, která kvantitativní analýza doká�e vhodn�  interpretovat� Velký� 

p!ínose� v to�to ohledu jsou � uorescen�ní in situ a in vivo �etody, které v ko�binaci 

s konfokální �ikroskopií u�o��ují studiu� dvou- a t!í-roz��rn� � xovaných bun�k� V 

ideální� p!ípad�, p!i vyu�ití �FP konjugovaných vektor� (�FP; ��reen Fluorescence 

Protein�),  je �o�né studovat vybrané  proteiny u �ivých bun�k a tí�to zp�sobe� 

analyzovat jejich dyna�ické z��ny v �ase (nap!íklad "heutin et al�, 2003;  Ond!ej et al�, 

2006)� Vizualizace endogenních faktor�  in vivo nepodléhá artefakt��, které �ohou nastat 

b�he� � xace a zpracování bun�k p!i FISH technice a nebo i�uno� uorescen�ní� barvení� 

�a druhou stranu transfekce plas�idové D�A a exprese �FP pod silný� pro�otore� 

jsou bu�ka�i tolerovány jen s ur�itý�i obtí�e�i, co� se odrá�í v �ivotaschopnosti 

transfekovaných bun�k a v úsp��nosti transfekce� P!i analýze takto zpracovaných vzork�, 

�usí být tolerována jistá divergence �ezi jednotlivý�i preparáty� Rovn�� �usí být 

p!ihlédnuto k r�znorodosti jednotlivých jaderných struktur, které se li�í �orfologií, obje�e�, 

tvare� a uspo!ádání� v jád!e (Obr� 19 a 20)� Vizualizace konkrétních protein� po�ocí 

i�uno� uorescence vy�aduje n�kolik základních krok�, jako je � xace a per�eablizace 

bun�k� Je zná�o, �e n�které jaderné ko�part�enty jako "ajalova t�líska nebo jaderné 

skvrny jsou vel�i tolerantní k !ad� �etodologických p!ístup�, zatí�co pro R�AP II bylo 

zji�t�no, �e je vel�i senzitivní k experi�entální� pod�ínká� (Shiels et al�, 2001)� Rovn�� 

R�A-FISH vy�aduje vel�i pe�livé zpracování biologického �ateriálu (Levsky et al�, 

2002; Harni�arová et al�, 2006; Bártová et al�, 2008b; Efroni et al�, 2008)� Vizualizace 

chro�ozó�� v rá�ci interfázních jader nebo gen� v rá�ci chro�ozo�álních teritorií 

po�ocí D�A-FISH, je ovlivn�na  denaturací  cílových sekvencí D�A� Denaturace 
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Obrázek 19

Ukázka zobrazení vybraných centromer chromozóm� �0 a �2 u bun�k �aCaT a p�ík�ad výpo!tu 

rad"á�ní d"str"buce vybraných genet"ckých e�ement�. První rovn"ce  je nutná k výpo!tu vzdá�enost" 

mez" homo�ogním" �okusy (SS), druhá rovn"ce  po!ítá úhe� (cosa) mez" �okusy a t�etí rovn"ce stanovuje 

vzdá�enost mez" t��"�t�m jádra a �okusem (CS).

 

Obrázek 20

(A) Ukázka konfoká�ního obrazu 

chromozomá�ních ter"tor"í (ze�en�) a 

v n"ch umíst�ných gen� (!erven�). 

(B) Ana�ýza zmín�ných ob�astí 

genomu. (C) Softwarové ur!ení 

t��"�t� jednot�"vých genet"ckých 

e�ement�. (D) P�ík�ad 3D-projekce 

"nterfázního jádra s RIDGE 

(!erven�) a ant"-RIDGE (ze�en�) 

ob�astm" u bun�k �T29 (pod�e 

Bártová a Kozubek 2006). (E) 

3D-d"str"buce prote"n� �P�a  

(!erven�) a �P�b  (ze�en�). P�evzato 

z Bártová et a�. (2007). (F) Ukázka 

3D-d"str"buce chromozómu �� 

(ze�en�) a genu CCND� (!erven�). 

P�evzato z Bártová a Kozubek 

(2006).
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DNA významn� �vliv��je st�d�vané str�kt�ry chr�matin�. V t�mt� p��pad� je r�vn�! 

d"le!it# úsp��n�st hybridizace DNA s�ndy k c�l�vým m�st"m DNA. T� je z#sadn� nap��klad 

z hlediska prah�v#n� chr�m�z�m#ln�ch terit�ri� p�i analýze �braz� (K�z�bek M. et al., 

1999; 2000). Exist�j� dva z#kladn� p��st�py DNA $ ��rescen%n� in situ hybridizace, b�� 

se vy�!�v# 2D�� xace b�n�k v hyp�t�nickém r�zt�k� sm�si methan�l� a kyseliny �ct�vé, 

c�! zp"s�b�je zv�t�en� p�l�m�r� j#dra z d"v�d" zpl��t�n� b�n�k. Dr�hým p��st�pem je 

�D�� xace p�m�c� paraf�rmaldehyd�, kter# zaji���je zach�v#n� pr�st�r�véh� �sp��#d#n� 

interf#zn�ch jader (K�z�bek �. et al., 2000). Na r�zd�l �d DNA FI�H techniky, vy!ad�j�c� 

denat�ra%n� kr�k, RNA�FI�H a im�n�$ ��rescence � b�n�k � x�vaných paraf�rmaldehydem 

zach�v#vaj� tr�jr�zm�rn�� str�kt�r� interf#zn�ch jader (B#rt�v# et al., 2008b).  Tyt� met�dy 

�m�!��j� st�di�m p�esné radi#ln� distrib�ce vybraných jaderných str�kt�r (Obr. 19 a 20). 

H�dn�cen� radi#ln�ch vzd#len�st� mezi t�!i�t�m b�n�%néh� j#dra a daným l�k�sem neb� 

mezi jedn�tlivými h�m�l�gn�mi a heter�l�gn�mi genetickými elementy byl� zaveden�           

v na�� lab�rat��i (K�z�bek �. et al., 1997; K�z�bek M. et al., 1999; Obr. 19). Ve sp�l�pr#ci 

s k�legy z Fak�lty inf�rmatiky MU Brn� byl vytv��en pr�gram FI�H 2.0 který �m�!��je 

sn�m#n� a �braz�v�� analýz� jedn�tlivých genetických element". P� sp��t�n� pr�gram� 

je m�!né nastavit re!im sn�m#n� p�m�c� k�nf�k#ln�h� mikr�sk�p� a d#le stan�vit p�%et 

k�nf�k#ln�ch �ez" a vzd#len�st v mikr�metrech mezi jedn�tlivými �ezy. V dal��m mód� 

je m�!né nastavit intenzit� $ ��rescence a neb� pr#h $ ��rescence p�zad�. Pr�gram FI�H 

�m�!��je sn�m#n� bi�l�gických �bjekt" v n�k�lika re!imech a t� 2D, �D a sn�m#n� !ivých 

b�n�k exprim�j�c�ch GFP. Parametry pr� analýz� �braz� m"!eme p�esn� stan�vit, m"!eme 

�r%it pr#h pr� analýz� b�n�%ných jader, intenzit� $ ��rescence st�d�vaných str�kt�r, d#le 

nap��klad pl�ch� chr�m�z�m#ln�ch terit�ri�. Pr�gram disp�n�je r�vn�! módem man�#ln� 

segmentace, kdy �kraje j#dra  m�h�� být viz�#ln� stan�vené experiment#t�rem. Hled#n� 

b�d" v r#mci interf#zn�ch jader pr�b�h# a�t�maticky, s t�m, !e n#sledn� pr�b�hne man�#ln� 

selekce vybraných b�d" (Obr. 20). Inf�rmace � radi#ln�ch distrib�c�ch jedn�tlivých 

genetických element" js�� zapis�v#ny d� text�véh� s��b�r� a m�h�� být exp�rt�v#ny d� 

vybranéh� statistickéh� pr�gram� pr� dal�� analýz�. Dal��m velmi p��n�sným pr�gramem pr� 

na�e experimenty je Acq�iari�m s�ftware, který p�edstav�je n�v�� generace pr�gram� FI�H 

2.0  (a�t��i Pavel a Petr Mat�l�vi, Fak�lta Inf�rmatiky MU, Brn�). Tent� pr�gram �m�!��je 

z�sk#n� velkéh� mn�!stv� dat za velmi kr#tký %as�vý interval. Pr� pr�st�r�v�� viz�alizaci 
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biologických objekt� �ovn�� �ou�íváme ANDOR iQ softwa�e (ANDOR, Technology), kte�ý 

byl zakou�en do na�í labo�ato�e s�ole!n� s novou kame�ou s vysokým �ozli�ením" 

3. Metodická �á�t

  Uvedené metodiky byly z velké !ásti samostatn� zvládnuty auto�kou dise�ta!ní 

��áce, kte�á je ��edala n�kolika zam�stnanc�m a PGS student� v Labo�ato�i molekulá�ní 

cytologie a cytomet�ie BFÚ v B�n�" 

3.1. Kultivace a diferenciace bun�k

  V ��áci a ��ilo�ených �ublikacích jsou uvedeny ex�e�imenty, kte�é se zabývají 

biologií �ady bun�!ných linií i somatických bun�k" In vitro byly studovány jak adhe�entní, 

tak sus�enzní bun�!né linie, kte�é byly kultivovány ve vhodných médiích a dále �asá�ovány, 

dife�encovány a ovlivn�ny ��znými !inidly tak, jak je uvedeno v ��ilo�ených �ublikacích" 

V�t�inou jsme jako dife�encia!ní !inidlo �ou�ívali kyselinu all-trans �etinovou (RA), 

�ho�bol-12-my�istát-13-acetát (PMA), inte�leukin 3 (IL-3) nebo dimethylsulfoxid (DMSO)" 

P�o kultivace sus�enzních, ��evá�n� leukemických nebo myelomových linií, bylo �ou�ito 

médium RPMI-1640 s 10 % (20 %) fetálního telecího sé�a" Adhe�entní linie se v�t�inou 

kultivovali v D-MEM s 10 % fetálního telecího sé�a" V �osledních dvou letech jsme 

se v na�í labo�ato�i za!ali zabývat studiem st�uktu�y ch�omatinu lidských emb�yonálních 

kmenových bun�k, kte�é se kultivují na vý�ivné v�stv� my�ích emb�yonálních � b�oblast� 

(MEFs)" My�í emb�yonální � b�oblasty, izolované v na�í labo�ato�i z my�ího kmene I�R, 

byly kultivovány v médiu D-MEM s 10 % fetálního telecího sé�a, 500 U/ml �enicilinu, 

5 mg/ml st�e�tomycinu, na miskách �ok�ytých 0,1% �elatinou" Po dosa�ení �o�adované 

hustoty bun�k byl k � b�oblast�m ��idán mitomycin � (10 mg/ml, Sigma-Ald�ich, N�mecko) 

�o dobu 3 hodin" To bylo nutné k zastavení ��olife�a!ní aktivity bun�k" Poté následovalo 

d�kladné ��omytí �oztokem PBS a na v�stvu MEF bun�k byly vysety lidské ES bu�ky" 

�ultivace lidských ES bun�k ��obíhala v kom�letním médiu �O-DMEM (Invit�ogen Gibco), 

��o ES bu�ky obsahovalo 500 U/ml �enicilinu, 5 mg/ml st�e�tomycinu, 200 mM Glutamaxu 

(Invit�ogen Gibco),  200 mM NEEA (�non-essential amino acids, PAN), ß-me�ka�toetanolu 

(Invit�ogen Gibco) a �O-se�um �e�lacement (Invit�ogen Gibco)" Dále byl do média ��idán 

bFGF o kone!né koncent�aci 10 ng/ml  (�Fib�oblast G�owth Facto��, Invit�ogen) a fakto� hLIF
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o kone�n� koncentraci 12 ng/ml (�Leukaemia Inhibitory Factor�, Chemicon International), 

kter� zabra�u�í diferenciaci hESCs. Je známo, �e LIF faktor se �ou�ívá k udr�ení 

�luri�otence my�ích embryonálních kmenových bun!k (mESCs),  ale kultiva�ní �rotokol 

z laborato"e #rof. D. Meltona (Harvard University) do�oru�u�e �ou�ití LIF faktoru i u 

hESCs. V �"í�ad! kultivace hESCs �e t"eba bu�kám vym!�ovat m�dium ka�dý den a k �e�ich 

�asá�ování se �ou�ívá bu$ %,%5& try�sin a nebo vy�ichování kolonií kmenových bun!k. 

#ro indukci diferenciace, byla k bu�kám �"idána 2 mM kyselina retinová (�all-trans 

retinoic acid�, RA, Sigma Aldrich) �o dobu 4 dní. #"i ka�d� vým!n! kultiva�ního 

m�dia byla RA znovu �"idána a 4. den byly bu�ky � �ovány na krycí sklí�ka �ro 

DNA a RNA hybridizaci nebo byly lyzovány �ro western bloty a izolaci RNA 

v �"íslu�ných �ufrech. Kultivace v�ech bun!k  �robíhala v�dy �"i standardních 

�odmínkách, t�. �"i  te�lot! 37° C a ve zvlh�en� atmosf�"e s 5& obsahem CO2. 

3.2. Imuno� uo�escen�n� zna�en�  inte�fázn�ch jade�

  #ro 3D analýzy byly bu�ky � �ovány �o dobu 1% minut �omocí  4& �araformaldehydu, 

�ak  následovala �ermeabilizace bun!k 8 minut roztokem %,1& Tritonu X-1%% v #BS a 12 

minut v roztoku %,1& sa�oninu (Sigma-Aldrich, Germany) �"i �oko�ov� te�lot! (#T). #ot� 

byly �re�aráty o�láchnuty 2� �o  15 minutách v #BS a inkubovány v 1& BSA �"ibli�n! 

1 hodinu, rovn!� �"i �oko�ov� te�lot!. #ot� byl �re�arát  �ro�láchnut v #BS a byly 

naneseny �"íslu�n� �rimární �rotilátky na"ed!n� v!t�inou v �om!ru 1:2%% v 1& BSA. 

Inkubace  s �rimárními �rotilátkami �robíhala �"es noc �"i 4°C. #"íklady n!kterých 

�ou�itých �rotilátek �sou následu�ící: anti-H#1a (klon 15.19s2; U�state, USA), anti-H#1b 

(U�state, USA  anti-H#1g  (klon 42s2, U�state, USA), anti-SC35 (#ab11826 Abcam, Velká 

Británie), anti-CEN#-A (#ab13939, Abcam, Velká Británie), anti-#ML (#ab6263, Abcam, 

Velká Británie), anti-TIF1b (C-16) (sc-19168, Santa Cruz, USA), anti-Oct-3/4 (C-1%) 

(sc-5279, Santa Cruz, USA) a dal�í. #o inkubaci s �rimární �rotilátkou byly �re�aráty  

�romyty 2� �o 5 minutách v #BS a inkubovány 1 hodinu �"i �oko�ov� te�lot! s �"íslu�nou 

sekundární �rotilátkou kon�ugovanou s vhodným � uorochromem ("ed!ní bylo v!t�inou 1:2%% 

v 1& BSA). #ou�ily �sme následu�ící sekundární �rotilátky: anti-rabbit IgG-FITC (#F9887, 

Sigma, N!mecko), donkey anti-goat IgG-FITC (#sc-2%24, Santa Cruz, USA), Ale�a Fluor 

594 goat anti-mouse IgG (#A11%%5, Molecular #robes, Invitrogen, KRD Ltd., �eská 
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Republika). Nabarvené preparáty byly nakonec promyty 3x po 5 minutách v PBS a celková 

DNA byly obarvena TO-PRO-3 (R)-3 jodidem (0,04 µg/ml, Invitrogen, USA). V�echny 

preparáty byly pozorovány, snímány a hodnoceny pomocí  konfokálního mikroskopu. 

3.3.  Izolace DNA z BAC/PAC klon� a �nick� translace

  DNA z BAC/PAC klon�  byla izolována pomocí  �IAGEN Large Construct kitu. 

Puri� kované DNA fragmenty byly zna�eny pomocí DIG- nebo BIOTIN-Nick Transla�ního 

�ixu (Roche, Germany). Podle protokolu, ka�d   20.-25. nukleotid byl modi� kován pomocí 

DIGOXIGENIN-11-dUTP nebo BIOTIN-16-dUTP v nov! syntetizované DNA. Velikost 

fragment� zna�ené DNA byla v rozmezí 200-500 nucleotid�. Pro "nick� translaci jsme 

pou�ili 1 mg DNA, která byla rozpu�t!ná v destilované vod! o kone�ném objemu 16 ml.        

K tomuto objemu byly p�idány 4 ml DIG- nebo BIOTIN-Nick transla�ního mixu. Vzorky 

byly inkubovány p�i 15° C po dobu 90 min. Reakce byla zastavena p�idáním 1 ml 0,5� 

EDTA a zah�átím na 65° C na 10 min. V dal�ím kroku byla aplikována lidská Cot-1 DNA 

(Roche), pomocí ní� je eliminována  hybridizace sond k repetitivním element�m. V reakcích 

jsme pou�ili 120 ng  DIG- nebo BIOTIN-zna�ené DNA, 6 mg Cot-1 DNA a "salmon sperm� 

DNA, která byla p�idáná pro získání celkového mno�ství 20 mg DNA.  Pak byla p�idána 

1/10 objemu 3� octanu sodného a 2 objemy chlazeného 96% ethanolu (-20° C). Inkubace 

probíhala p�i -70° C, po dobu 30 min. Pak byly vzorky centrifugovány p�i 12 000 rpm po 

dobu 15 min a pelet byl pak opláchnut 400  ml  70% ethanolu (-20° C). Následn! byl pelet 

lyo� lizován a rozpu�t!n ve 20 ml hybridiza�ního pufru (Hybrizol VII, Oncor, USA).

3.4. Fluorescen�n� in situ hybridizace (FISH)

  Bu�ky byly � xovány stejn m zp�sobem jako p�i imuno� uorescen�ním barvení a 

pak následovala jejich permeabilizace po dobu 15 minut v 0,1� HCl s 0,2% Tritonem 

X-100 v PBS (pH 7.2), pak 10 minut v 0,1� roztoku Tris a 15 minut v 0,2% 

saponinu (Sigma-Aldrich, N!mecko). Dále byly bu�ky opláchnuty v 1xPBS 3x2 minuty 

a ekvilibrace probíhala po dobu 20 minut ve 20% glycerolu. Sklí�ka s bu�kami byla 3x 

pono�ena do tekutého dusíku a bu�ky byly dehydratovány po 2 minutách v ethanolové 
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��d�� Cílová DNA byl� den�turován� 15 minut v 50% form�midu p�i teplot� 80° C� 

P�k následov�l� dehydr�t�ce po 2 minutách v eth�nolové ��d� roztok� o koncentr�cích

�0 %, 80 % � 96 % (-20° C)� Den�tur�ce sond probíh�l� po dobu 10 minut p�i �5° C � 

��nne�ling� byl 15-30 minut p�i 3�° C� P�ipr�vené den�turov�né DNA sondy byly n�neseny 

n� prep�ráty � inkubovány p�es noc p�i 3�° C ve vlhké kom�rce� Celochromozomové sondy 

byly z�koupeny od ! rmy C�mbio ("elká Británie)� Sondy pro jednotlivé genové lokusy byly 

v�t�inou p�ipr�veny v n��í l�bor�to�i z BAC � PAC klon� podle H�rni#�rová et �l� (2006)�  

$omer#ní tr�nslok�#ní sondy pro geny PML/RARa (LPH 004) nebo lokusy BCR/ABL 

byly dodány ! rmou Cytocell Technologies ("elká Británie) nebo Oncor (USA)� $omer#ní 

sondy byly den�turovány podle p�ilo�eného protokolu� " d�l�í fázi e�periment� byly 

prep�ráty promývány po dobu 15 minut v 50% roztoku form�midu � 8 minut v roztoku 0,1% 

Tweenu ve 2�SSC p�i 43° C ve vodní t�ep�cí lázni� P�k  následov�lo opláchnutí prep�rát�                      

v 0,2% Igep�lu, který byl rozpu�t�ný ve 4�SSC� Inkub�ce probíh�l� 4 minuty p�i pokojové 

teplot�� Tímto krokem kon#í postup promývání sondy, která je p�ímo � uorescen#n� 

zn�#ená� N� nep�ímo zn�#enou sondu, n�p�íkl�d diogo�igeninem nebo biotinem, se p�k 

�plikuje  p�íslu�ná protilátk�, která je konjugov�ná s � uorochromem, j�ko je n�p�íkl�d 

�ITC-Avidin (Roche, N�mecko) nebo Rhod�min-�nti-digo�ygenin (Roche, N�mecko)� 

D�l�ím krokem DNA �ISH techniky je inkub�ce bun�k s touto protilátkou po dobu 15 

minut p�i 3�° C ve vlhké kom�rce� P�ebyte#ná nen�váz�ná protilátk�  se následn� vymyje 

3� po 4 minutách v roztoku 4�SSC p�i 3�° C ve vodní lázni� Dále se prep�rát omyje 

ve 4�SSC po dobu 4 minut p�i pokojové teplot�� Bun�#ná jádr� se ob�rví bu� DAPI 

(0,2 �g/ml) v roztoku "ect�shield ("ector L�bor�tories, USA) nebo pomocí TO-PRO-3 

jodidu (0,04 �g/ml, Molecul�r Probes, Invitrogen)� An�lýz� prep�rát� byl� op�t provedn�    

konfokální mikroskopií�

3.5. RNA-FISH

  J�derná lok�liz�ce genových tr�skript� c-myc byl� studován� v práci H�rni#�rová 

et �l� (2006) � Bártová et �l� (2008b) pomocí metody RNA-�ISH (Levsky et �l�, 2002; 

Wilsonet �l�, 2002)� " t�chto e�perimentech jsme pou�ili biotinem zn�#enou 50-mer 

oligonukleotidovou sondu,  její� sekvence byly popsány v práci Levsky et �l� (2002)� 
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Oligonukleotidové sondy byly cílené na úsek exonu II a exonu III  genu c-myc a jejich 

sekvence jsou uvedeny na webových stránkách: http://singerlab.aecom.yu.edu a rovn�� 

publikovány v práci �arni�arová et al. �2006). Sekvence sond  jsou následující: 1) 5�-TCG 

T*AG TCG AGG T*CA TAG TTC CT*G TTG GTG AAG CT*A ACG TT*G AGG GGC 

AT-3�; 2) 5�-CCA CAT* ACA GTC CTG GAT* GAT GAT GTT TT*T GAT GAA GGT* 

CTC GTC GT*C CG-3�; 3) 5�-TGA CCT* TTT GCC AGG AGC CT*G CCT CTT TT*C 

CAC AGA AAC AAC AT*C GAT* TT-3�; 4) 5�-CTG GT*G CAT TTT CGG T*TG TTG 

CTG AT*C TGT CTC AGG ACT* CTG ACA CT*G TC-3�; 5) 5�-GGC CTT* TTC ATT* 

GTT TT*C CAA CTC CGG GAT* CTG GT*C ACG CAG GGC AAA AA-3�. �hv�zdi�ka 

zna�í inkorporovaný biotin). V�echny roztoky pro RNA-FIS� byly p�ipraveny v 2x 

destilované vod� s rozpu�t�ným diethylpyrocarbonatem �!EPC) ��arni�arová et al. 2006). 

 Bu"ky# které rostly na krycích sklech byly opláchnuty v 1x PBS-MgCl2 �PBS-M) a dále 

byly $ xovány 10 min p�i pokojové teplot� ve  4% formaldehydu# který byl smíchán

s 10 % kyseliny octové# co� zvy�ovalo pravd�podobnost detekce jaderné RNA. 

Permeabilizace byla provedena v 0#5% Tritonu X100 po dobu 5 min na ledu. Pak byla 

bun��ná jádra permeabilizována v 0#1% saponinu# po dobu 10 min. !ále byly preparáty 

opláchnuty 3x5 min in PBS-M a 5 min v 2xSSC p�i pokojové teplot�. Nakonec byly bu"ky 

permeabilizovány v 70% ethanolu p�es noc p�i 4° C. !ruhý den byly bu"ky rehydratovány 

10 min p�i pokojové teplot� v PBS-M a dále denaturovány 10 min v 50% formamidu. 

Následn� prob�hla hybridizace po dobu 4 hodin p�i  37° C v  20 ml  hybridiza�ní sm�si# 

která obsahovala: 10% dextran sulfát# 1 mg/ml tRNA v 2xSSC a 1 pmol/ml ka�dého 

oligonukleotidu konjugovaného s biotinem. Po hybridizaci byly bu"ky opláchnuty 3x5 min 

v 4xSSC s 0#1% Tweenem 20# p�i pokojové teplot� a 20 min v 4xSSC s 0#1% Tweenem 

20 a 3% BSA p�i PT. Následn� byl aplikován FITC-konjugovaný avidin �Oncor# USA) 

po dobu 20 min p�i PT. Nakonec byly bu"ky propláchnuty 3x5 min v 4xSSC s 0#1% 

Tweenem.  TO-PRO-3 iodid �0#04  mg/ml)# rozpu�t�ný v 2xSSC# byl pou�it k vizualizaci 

interfázních jader. K ov��ení RNA FIS� výsledk� jsme pou�ili ovlivn�ní bun�k RNázou A 

�100  mg/ml)# která byla p�idána ke kontrolním bu"kám 1 hodinu p�ed hybridizací. Pak byly 

bu"ky opláchnuty 3x15 min p�i 42° C v 50% formamidu# který byl rozpu�t�n ve 2xSSC 

�p�  7#0). !ále byly preparáty opláchnuty v 0#1xSSC �p� 7#0)# 3x15 min p�i 60° C. V tomto              
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p��pad��jsme�nepozorovali���dné�RNA-FISH�sign�ly.�Stejn��jako�po�p sop!en���100��mg/ml���

a-amanitinu,�který�je��inhi!itorem��RNA�polymer�zy�II.

3.6. Analýzy pomocí western blot�

�� Bu�ky� !yly� lyzov�ny� � pomo��� SDS� lyza�n�ho� pu�ru� (50�mM�Tris-HCl,� pH� 7,5;�

1%�SDS;�10%�gly�erol)�a�poté�sonikov�ny.�Kon�entra�e�protein �!yla�ur�ena�pomo���DC�

Protein�Assay� kitu� (Bio-Rad,�Bio-Consult,��esk�,� Repu!lika)� a� k� lyz�t m� !yla� p�id�na�

sm�s� !romo�enolové� mod�i� (0,01�%)� a� 1�%� b-merkaptoethanolu� (pom�r� 1:1).�Vzorek�

se� pova�il� 5� minut� ve� vod�� a� vzorky� jaderný�h� protein � o� stejném� mno�stv�� (10� µg)�

a� vhodné� markery� !yly� podro!eny� SDS-PAGE� na� 12%� polyakrylamidovém� gelu.� Po�

p�enesen�� protein � � na�PVDF�mem!r�nu� (Immo!ilon-P,� Sigma-Aldri�h,� N�me�ko)� !yly�

proteiny�detekov�ny�p��slu�nými�prim�rn�mi�a�sekund�rn�mi�protil�tkami�a�vizualizov�ny�

pomo���systému�ECL-Plus�reagent�(Amersham�Pharma�ia�Biote�h,��esk��Repu!lika)�podle�

p�ilo�eného� n�vodu.�V� experimente�h� uvedený�h� v� p��loh��h� !yly� pou�ity� n�sleduj����

prim�rn�� protil�tky:� anti-HP1a� � (klon� 15.19s2;� #05-689,� Upstate,� USA),� anti-HP1b��

(#07-333,� Upstate,� USA),� anti-HP1g� � (klon� 42s2,� #05-690,� Upstate,� USA),� anti-SC35�

(#a!11826,� A!�am,�Velk�� Brit�nie),� anti-CENP-A� (#a!13939,� A!�am,�Velk�� Brit�nie),�

anti-PML� (#a!6263,� A!�am,Velk�� Brit�nie),� anti-TIF1b� (C-16)� (s�-19168,� Santa� Cruz,�

USA),� anti-O�t-3/4� (C-10)� (s�-5279,� Santa�Cruz,�USA)� a� dal��.� N�sledn�� !yly� pou�ity�

sekund�rn�� protil�tky:� anti-ra!!it� IgG� (#A4914,� Sigma,��esk��Repu!lika),� anti-goat� IgG�

(#A4174,�Sigma,��esk��Repu!lika),�anti-mouse�IgG�(#A9044,�Sigma,��esk��Repu!lika)�a�

dal��.�

3.7. Pr�toková cytometrie

�� Pr tokov���ytometrie�!yla�vyu�ita�ke� studiu� zm�n�v�!un��ném��yklu,�které�!yly�

analyzov�ny� p�edev��m� !eh�m� di�eren�ia�e� a� také� ke� stanoven�� r zný�h� spe�i���ký�h�

marker � di�eren�ia�e,� jako� jsou� povr�hové� antigeny� na� !un��ný�h� mem!r�n��h.� Pro�

stanoven�� !un��ného� �yklu� !yly� !u�ky� opl��hnuty� v� PBS� a� ��xov�ny� po� do!u� 30� min�

v�70%� ethanolu� (-20��C).�Po� opakovaném� promyt�� v� �PBS� !yla� !un��n�� j�dra� zna�ena�

propidium� iodidem,� který� !yl� na�ed�ný� na� kon�entra�i� 10� mg/ml� ve�Vindelov�� roztoku�
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(1mM Tris-Cl, pH 8,0; 1 mM NaCl; 0,1% Triton X-100; 10 µg/ml RNaza A). Inkubace 

probíhala p�ibli�n� po �obu 30 min p�i 37° C. Pro� l bun��n!ho cyklu a ú�aj o expresi 

povrchových antigen" byl získ#n pomocí pr"tokov!ho cytometru FACSCalibur (Becton 

Dickinson), který je vybavený  argonovým laserem (488 nm). Pr"tokový cytometr je ovl#�#n  

softwarem CellQuest a analýza �at byla prove�ena pomocí softwaru Mo�Fit (Verity Software 

House, Topsham, USA).

3.8. Analýza a zpracování obrazu

  Obrazy � uorescen�n� nazna�ených bun��ných ja�er byly získ#v#ny pomocí 

konfok#lního syst!mu, který se skl#�# z epi� uorescen�ního mikroskopu �eica DMRXA 

(�eica, N�mecko), argon/kryptonov!ho laseru (Innova 70, Coherent), akusticko-optick!ho 

� ltru (AOTF, Brimrose) pro volbu vlnov! �!lky a konfok#lní je�notky (Q�C 100; VisiTech 

International, UK). Skenovací syst!m je v na�í laborato�i �ízen softwarem FISH 2.0 (Kozubek 

et al., 1999), který  je instalovaný na p�ipojen!m po�íta�i. Obrazy jsou �igitalizov#ny pomocí 

pln� programovateln! �igit#lní kamery CoolSnap CCD (Photometrix, Tucson, AZ).  Zv�t�ení 

�o�ek objektivu je 100x, numerick# apertura NA=1,3 a rozli�ení je 15 pixel" na mikrometr. 

A�herentní bu�ky byly v na�ich experimentech v�t�inou sním#ny ve 40 optických �ezech a 

v p�ípa�� imunobarvených bun�k byla optimalizov#na intenzita � uorescence u kontrolních 

vzork", co� bylo pak  pou�ito k posouzení intenzity � uorescence u bun�k experiment#lních, 

nap�íkla� ovlivn�ných HDAC inhibitory nebo u bun�k in�ukovaných k �iferenciaci. 

Suspenzní bu�ky byly �asto sním#ny v 70 a více optických �ezech, k�y je�notliv# vz�#lenost 

mezi �ezy byla 0,1-0,3 mm. Analýza obrazu byla prove�ena pomocí softwar" FISH 2.0  

a An�or iQ a ja�ern� topogra� ck! parametry byly statisticky vyho�nocov#ny programem 

SigmaPlot 8.0 (Jan�el Scienti� c, California). U ja�er obarvených imuno� uorescen�n� 

byly �istribuce vybraných protein" stu�ov#ny pomocí An�or iQ softwaru. V p�ípa�� 

ho�nocení ra�i#lních �istribucí jsme stu�ovali vz�#lenosti mezi je�notlivými homologními 

a heterologními genetickými elementy a �#le vz�#lenost lokus" o� t��i�t� bun��n!ho 

j#�ra (Kozubek et al., 2002; Obr. 29). Vz�#lenosti kan�i�#tních lokus" byly normov#ny 

na lok#lní ja�erný polom�r a byly po�ít#ny pr"m�rn! ho�noty. Je�notliv! ú�aje 

byly exportov#ny �o programu Sigma plot (8.0) a �istribuce genetických   
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element��v�rámci�interfázních�jader�byla�zaznamenána�do�graf�.�Na�záv�r�byla��rovedena�

statistická� analýza��omocí�vybraných�biostatistických�analýz,� tak� jak� je�uvedeno�v��ráci��

Harni�arová�et�al.��2006)�nebo�Krej�í�et�al.��2008).

3.9. Izolace RNA a RT-PCR

�� Ex�rese� vybraných�gen��byla� studována��omocí� semikvantitativní�RT-PCR� nebo�

�omocí�Real-Time�PCR� �Rotor�Gene� 6000,�Corbett).�RNA� � byla� izolována� � s� vyu�itím�

trizolu� ��nvitrogen)� nebo� �odle� Bártová� et� al.� �2002).� P�e�i�t�ní� RNA� bylo� �rovedeno�

�omocí�kolonek��RNeasy�mini� s�in� columns�� �Q�AGEN).�P�í�adná�kontaminující�DNA��

byla�odstan�na��omocí�DNázy��Q�AGEN).�Kom�lementární�DNA�byla�syntetizována�z�1mg�

celkové�RNA�za��omoci��iScri�t�cDNA�kitu��Bio-Rad).�Sekvence��rimer���ro�r�zné�geny�

jsou�uvedeny�v���ilo�ených��ublikacích.�RT-PCR�am�li��ka�ní�mix� �20�ml)�obsahoval�25�

ng� tem�látové� cDNA,�2x�SYBR�Green� ��Master�Mix� �10�ml,�Roche)�a�200�nM�ka�dého�

�rimeru.�Am�li��ka�ní� reakce� �robíhala� za� �ou�ití� termálního� cykleru�Rotor-Gene� 6000.�

Vet�inou�jsme��ou�ívali�následující�kroky:�10�min�denaturace�DNA���i� �95°�C�a�dále�40�

cykl����i�95°�C� �o�15� sec;� annealing���i�53°�C� �o�dobu�15� sec� a� elongace���i�72°C� �o�

dobu� 20� sec.�Analýza� byla� �rovedena� �omocí� detek�ního� softwaru,� který� rovn��� ovládá�

Rotor-Gene�6000.��Za��ou�ití�standardizovaných�k�ivek�byla�stanovena�ex�rese�studovaného�

genu�relativn��k�ex�resi�vybraného��house�kee�ing��genu,�na��íklad�HPRT1,�GAPDH�nebo��

b-actinu.�Vizualizace�RT-PCR��rodukt��byla���rovedena��omocí�2%�agarózového�gelu.�

3.10. Konven�n� chromatinová immunoprecipitace (ChIP)��

�� Histony� byly� ��xovány� s� DNA� �omocí� �araformaldehydu� �o� dobu� 10� min� ��i�

37°C,�tak,��e��arafornaldehyd�o�koncentraci�1%�byl���idán���ímo�do�kultiva�ního�média.�

Bu�ky� byly� centrifugovány,� umíst�ny� na� led� a� o�láchnuty� studeným� PBS,� který�

obsahoval� inhibitory� �roteáz� �1mM� �henylmethylsulfonyl� ��uoride,� 1� mg/ml� a�rotinin�

and� 1� mg/ml� �e�tastatin� A).� Dal�í� �ostu�� byl� �roveden� ��esn�� �odle� návodu,� který�

byl� uvedený� v� �Ch�P� assay�� kitu� �#17-295)� ��rmy� U�state� �USA).� Bun��ný� lyzát� byl�

sonikován� tak,� aby� se� získaly� fragmenty� DNA� o� velikosti� 200-1000� b�,� co�� bylo�

ov��eno�na�agarózovém�gelu.�Pro� imuno�reci�itaci� jsme��ou�ívali�následující��rotilátky:

��
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anti-acetyl H3K9, anti-dimethyl H3K9 a anti-trimethyl H3K9 (Upstate, USA). Po promytí 

histon-DNA-immunokomplex� a p�id�ní 20 ml 5M NaCl n�sledovalo zah��tí vzork� na 

65°C, co� uvolnilo vaz�u histon� a DNA. DNA �yla ze suspense izolov�na pomocí QIAamp 

DNA Mini kitu (QIAGEN #51304) a vzorek �ez protil�tky �yl pou�it jako negativní 

kontrola. Pro normov�ní ChIP-PCR výsledk� �yl pou�it lyz�t vstupní DNA, kter� nepro�la 

imunoprecipitací, takzvaný �input�. 

3.11. �ChIP-on-chip� analýza 

  Epigenetické modi� kace histon� �yly studov�ny pomocí �Re�Seq Promoters array� 

(Nim�leGen, Systems, Inc., USA), který zahrnuje do��e chrakterizované geny podle Re�Seq 

data��ze.  Pou�ívali jsme n�sledující array: �2006-07-18_HG18_Re�Seq_promoter, 2200 �p 

upstream and 500 �p downstream�. V t�chto experimentech ChIP-DNA a DNA z takzvaného 

�inputu� �yla izolov�na pomocí QIAamp DNA Mini kitu (#51304, QIAGEN) a koncentrace 

vzork� �yla kvanti� kov�na pomocí UV a�sorpce (260 nm). �ptim�lní koncentrace DNA 

�yla dosa�ena na za�ízení Speed-Vac a ChIP-DNA �yla ampli� kov�na pomocí LM-PCR 

(�Ligation Mediated PCR�). V tomto p�ípad� jsme pou�ili �GenomePlex Complete Whole 

Genome Ampli� cation� kit (WGA2, Sigma, USA). V prvním kroku �yly p�id�ny 2 ml 1x 

�Li�rary Preparation Bu��er� a potom 1  ml �Li�rary Sta�ilization Solution�.  Pak �yly 

vzorky kr�tce centri�ugov�ny a umíst�ny na term�lní cykler zah��tý na teplotu 95° C. 

Inku�ace pro�íhala po do�u 2 min, pak �yly vzorky umíst�ny na led. Na z�v�r, �yl p�id�n 

1  ml �Li�rary Preparation Enzyme� a vzorky �yly inku�ov�ny p�i n�sledujících teplot�ch 

a �asech: 16° C, 24° C, 37° C (20 min ka�dý) a pak  75° C po do�u 5 min. Na z�v�r 

�yly vzorky uchov�ny p�i  4° C pro dal�í zpracov�ní. Ampli� kace pro��hla v doporu�eném 

pu�ru, p�i n�sledujících podmínk�ch: po��te�ní denaturace p�i  95° C po do�u  3 min (14 

cykl�), n�sledn� 94° C po do�u 15 sec a �annealing�extenze� p�i teplot� 65° C po do�u 

5 min. Pak �yly vzorky p�e�i�t�ny pomocí PCR puri� ka�ního kitu (#28104, QIAGEN) a 

ChIP-DNA �yla rozpu�t�na v deionizované vod�. DNA koncentrace �yla kvanti� kov�na 

pomocí  UV a�sorpce.  Pom�r �D260�280 �yl nejmén� 1,8 a pom�r �D260�230 m�l 

hodnotu nejmén� 1,6. Takto p�ipravené vzorky �yly analyzov�ny pomocí �Re�Seq Promoters 

arrays�. Statistick� významnost výsledk� �yla stanovena pomocí takzvaného �FDR score� 

(�False Discovery Rate score�). Výsledky jsou uvedeny nap�íklad na ��r. 7.
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4. Záv��

  Jak vyplývá z p��dchozích kapitol, výsl�dky na�í skupiny významn� p�isp�ly               

k poznání zákonitostí m�zi st�uktu�ou a funkcí ch�omatinu. Rovn�� vyu�ití cytom�t�i� s 

vysokým �ozli��ním p��dstavu�� podstatný p�ísp�v�k k poznání st�uktu�y lidského g�nomu. 

Ná� výzkum má ��dnak t�o��tický, al� i p�aktický význam. T�o��tický význam spo!ívá v 

tom,  �� "ylo o"�cn� p�i�ato, �� vztahy m�zi st�uktu�ou a funkc�mi g�nomu �sou vzá��mn� 

sp�até �ntity a hl�dání vzá��mných zákonitostí má v�lký funk!ní význam. Na�� poznání 

ukazu�� na to, �� "ioch�mické ��gula!ní m�chanismy �ídí nap�íklad �xp��si g�n# n�"o 

��   m�chanismy ��pa�ac� $NA �sou d#l��ité z hl�diska fyziologického p�#"�hu �#zných 

"un�!ných p�oc�s#. V tomto ohl�du h�a�� st�uktu�a g�nomu op�avdu zásadní funkci, 

���í� studium "ud� dál� v�lkou výzvou v "iologii ch�omatinu. Jako v�lmi d#l��ité s� 

��ví �xp��im�nty odk�ýva�ící dynamiku st�uktu�y ch�omatinu a asociovaných p�ot�in#.                   

J� �vid�ntní, �� spo��ní g�n�tických, "ioch�mických a mol�kulá�n�-"iologických p�ístup# 

"y mohlo vést k poznání významu kompa�tm�ntalizac� int��fázních �ad�� v g�nové �xp��si 

n�"o ��pa�aci $NA. Navíc fakt, �� �ad��ná o�ganizac� �� �volu!n� konz��vativní, ukazu�� 

na to, �� st�uktu�a ch�omatinu �� op�avdu zásadní z hl�diska ��gulac� v��ch �ad��ných 

a násl�dn� "un�!ných p�oc�s#. P�aktický význam vztahu st�uktu�y a funkc� g�nomu  �� 

nap�íklad v nádo�ové "iologii, kdy p��d�v�ím �ad��ná st�uktu�a �#zných ch�omozomálních 

p��stav�" n�"o ���ich ampli% kací �� významná z hl�diska ��gulac� �xp��s� g�n#. V�lká 

pozo�nost �� v sou!asnosti v�nována ��pa�a!ním m�chanism#m, u kt��ých "ylo dokázáno, 

�� p�áv� konfo�mac� okolního ch�omatinu významn� limitu�� �ozsah ��pa�a!ních p�oc�s#.

  V�lký pok�ok v "iologii ch�omatinu �ovn�� p��dstavu�í �#zné mik�oskopické m�tody 

a  analýzy o"�azu. V tomto sm��u "yla vyvinuta �ada m�tod, kt��é umo�&u�í kvantitativní 

i kvalitativní analýzu dat. Nap�íklad automatizované snímaní o"�azu pomocí konfokálních 

mik�oskop# a automatizovaná analýza o"�azu p�isp�ly k poznání �ad��né kompa�tm�ntalizac� 

ch�omozomálních t��ito�ií a p�osto�ové dist�i"uc� ��dnotlivých g�n�tických �l�m�nt#                

u �#zných "un�!ných typ# a o�ganism#. 'platn�ní statistických m�tod �ovn�� významn� 

p�isp�lo k poznání zákonitostí v� st�uktu�� ch�omatinu. V sou!asné do"� �� klad�n v�lký 

d#�az na pozo�ování �ivých systém#, kdy p��d�v�ím GFP t�chnologi� a FRAP t�chnika 

p�isp�ly k odhal�ní dynamiky p�ot�in# v �ámci int��fázních �ad��. Jak �� ukázáno v  p��d��lých 

kapitolách, úkol�m na�í skupiny ��  p�isp�t k o"�asn�ní podstaty "iologi� ch�omatinu.

                                                                                                                                             54



5. Seznam pou��té l�teratury

1. Abdel-Halim HI, Imam SA, Badr FM, Natarajan AT, Mullenders LH, Boei JJ. 

Ionizing radiation-induced instant pairing of heterochromatin of homologous chromosomes 

in human cells. Cytogenet. Genome Res. 2004, 104:193-199.

2. Abdel-Halim HI, Mullenders LH, Boei JJ. Pairing of heterochromatin in response to 

cellular stress. Exp. Cell Res. 2006, 312:1961-1969. 

3. Adkins NL, Watts M, Georgel PT. To the 30-nm chromatin � ber and beyond. 

Biochim. Biophys. Acta. 2004, 16��:12-23.

4. Alcobia I, Dilao R and Parreira L. Spatial associations of centromeres in the nuclei 

of hematopoietic cells: evidence for cell-type-speci� c organizational patterns. Blood. 2000, 

95:1608-1615.

5. Alcobia I, Quina AS, Neves H, Clode N and Parreira L. The spatial organization 

of centromeric heterochromatin during normal human lymphopoiesis: evidence for 

ontogenically determined spatial patterns. Exp. Cell Res. 2003, 290:358-369.

6. Amrichová J, Luká�ová E, Kozubek S and Kozubek M. Nuclear and territorial 

topography of chromosome telomeres in human lymphocytes. Exp. Cell Res. 2003, 289: 

11-26.

�. Baker DE, Harrison NJ, Maltby E, Smith K, Moore HD, Shaw PJ, Heath PR, Holden 

H, Andrews PW. Adaptation to culture of human embryonic stem cells and oncogenesis in 

vivo. Nat. Biotechnol. 200�, 25:20�-215.

8. Barbin A, Montpellier C, Kokalj-Vokac N, Gibaud A, Niveleau A, Malfoy B, 

Dutrillaux B, Bourgeois CA. New sites of methylcytosine-rich DNA detected on metaphase 

chromosomes. Hum. Genet. 1994, 94:684-692.

9. Bártová E, Kozubek S, Kozubek M, Jirsová P, Luká�ová E, Skalníková M, 

Buchní�ková K. The in� uence of the cell cycle, differentiation and irradiation on the nuclear 

location of the abl, bcr and c-myc genes in human leukemic cells. Leuk. Res. 2000a, 24: 

233-241.

10. Bártová E, Kozubek S, Kozubek M, Jirsová P, Luká�ová E, Skalníková M, 

Cafourková A, Koutná I. Nuclear topography of the c-myc gene in human leukemic cells. 

Gene. 2000b, 244:1-11.  

                                                                                                                                                 55



11. Bártová E, Kozubek S, Jirsová P, Kozubek M, Luká�ová E, Skalníková M, 

Cafourková A, Koutná I, Paseková R. Higher-order chromatin structure of human 

granulocytes. Chromosoma. 2001,110:360-370.

12. Bártová E, Kozubek S, Jirsová P, Kozubek M, Gajová H, Luká�ová E, Skalníková 

M, Ga�ová A, Koutná I, Hausmann M. �uclear structure and gene activity in human 

differentiated cells. J. Struct Biol. 2002, 139:76-89.

13. Bártová E., Jirsová P., Fojtová M, Sou�ek K., Kozubek S. Chromosomal territory 

segmentation in a�o�totic cells. Cell Mol. Life Sci. 2003a, 60:979-990.

14. Bártová E., Kozubek S., Gajová H., Jirsová P., �l�vová J., Taslerová R., Koutná I., 

Kozubek M. Cytogenetics and cytology of retinoblastomas. J. Cancer Res. Clin. Oncol.,  

2003b,129:89-99.

15. Bártová E, Pacherník J, Harni�arová A, Kova!ík A, Kova!íková M, Hofmanová 

J, Skalníková M, Kozubek M, Kozubek S. �uclear levels and �atterns of histone H3 

modi" cation and HP1 �roteins after inhibition of histone deacetylases. J. Cell Sci. 2005a, 

118:5035-5046.

16. Bártová E, Harni�arová A, Pacherník J, Kozubek S. �uclear to�ogra�hy and 

e#�ression of the BCR/ABL fusion gene and its �rotein level in$ uenced by cell differentiation 

and R�A interference. Leuk. Res. 2005b, 29:901-913. 11.

17. Bártová E., Kozubek S. �uclear architecture in the light of gene e#�ression and cell 

differentiation studies. Biol. Cell.  2006, 98:323-336.

18. Bártová E, Pacherník J, Kozubík A, Kozubek S. %ifferentiation-s�eci" c association 

of HP1al�ha and HP1beta with chromocentres is correlated with clustering of TIF1beta at 

these sites. Histochem. Cell Biol. 2007,127:375-388.

19. Bártová E, Krej�í J, Harni�arová A, Kozubek S.  %ifferentiation of human embryonic 

stem cells induces condensation of chromosome territories and formation of heterochromatin 

�rotein 1 foci. %ifferentiation. 2008a, 76:24-32.  

20. Bártová E, Harni�arová A, Krej�í J, Stra�ák L, Kozubek S. Single-cell c-myc gene 

e#�ression in relationshi� to nuclear domains. Chromosome Res. 2008b, 16:325-343. 

21.       Bártová E, Krej�í J, Harni�arová A, Galiová G, Kozubek S. Histone Modi" cations 

and �uclear Architecture: A Review. J. Histochem. Cytochem.  2008c, 56:711-721.

                                                                                                                                               56



22.  Bártová E, Krej�� J, Hájek R, Harni�arová  A, Kozubek S. Chromatin Structure and 

Epigenetics of Tumour Cells: a Review, Submitted 2008d.

23. Boisvert FM, Hendzel MJ, Bazett-Jones DP. Promyelocytic leukemia (PML) nuclear 

bodies are protein structures that do not accumulate RNA. J. Cell Biol. 2000, 148:283-92.

24. Borden KL. Pondering the promyelocytic leukemia protein (PML) puzzle: possible 

functions for PML nuclear bodies. Mol. Cell. Biol. 2002, 22:5259-69. Review.

25. Boyle S, Gilchrist S, Bridger JM, Mahy NL, Ellis JA, Bickmore WA. The spatial 

organization of human chromosomes within the nuclei of normal and emerin-mutant cells. 

Hum. Mol. Genet. 2001,10:211-219.

26. Branco MR, Pombo A. Intermingling of chromosome territories in interphase 

suggests role in translocations and transcription-dependent associations. PLoS Biol. 2006, 

4:e138.

27. Brero A, Easwaran HP, Nowak D, Grunewald I, Cremer T, Leonhardt H, Cardoso 

MC. Methyl CpG-binding proteins induce large-scale chromatin reorganization during 

terminal differentiation. J. Cell Biol. 2005, 169:733-743. 

28. Brimble SN, Zeng X, Weiler DA, Luo Y, Liu Y, Lyons IG, Freed WJ, Robins AJ, Rao 

MS, Schulz TC. Karyotypic stability, genotyping, differentiation, feeder-free maintenance, 

and gene expression sampling in three human embryonic stem cell lines derived prior to 

2001. Stem Cells Dev. 2004, 13:585-597. 

29. Brown KE, Baxter J, Graf D, Merkenschlage M and Fisher AG. Dynamic 

repositioning of genes in the nucleus of lymphocytes preparing for cell division. Mol. Cell  

1999, 3:207-217. 

30. Brown KE, Guest SS, Smale ST, Hahm K, Merkenschlager M and Fisher 

AG. Association of transcriptionally silent genes with Ikaros complexes at centromeric 

heterochromatin. Cell. 1997, 91:845-854. 

31. Caron H, van Schai, B, van der Mee M, Baas F, Riggins G, van Sluis P, Hermus MC, 

van Asperen R, Boon K, Voute PA, Heisterkamp S, van Kampen A, Versteeg R.  The human 

transcriptome map: clustering of highly expressed genes in chromosomal domains. Science.  

2001, 29:1289-1292. 

                                                                                                                                             57



32. Celeste A, Fernandez-Capetillo O, Kruhlak MJ, Pilch DR, Staudt DW, Lee A, 

Bonner RF, Bonner WM, Nussenzweig A. Histone H2AX phosphorylation is dispensable 

for the initial recognition of DNA breaks. Nat. Cell Biol. 2003, 5:675-679. 

33. Constantinescu D, Gray HL, Sammak PJ, Schatten GP, Csoka AB. Lamin A/C 

expression is a marker of mouse and human embryonic stem cell differentiation. Stem Cells. 

2006, 24(1):177-85. Erratum in: Stem Cells. 2006, 24:474. 

34. Cowan CA, Klimanskaya I, McMahon J, Atienza J, Witmyer J, Zucker JP, Wang S, 

Morton CC, McMahon AP, Powers D, Melton DA. Derivation of embryonic stem-cell lines 

from human blastocysts. N. Engl. J. Med. 2004, 350:1353-1356. 

35. Cremer M, Zinner R, Stein S, Albiez H, Wagler B, Cremer C, Cremer T. Three 

dimensional analysis of histone methylation patterns in normal and tumor cell nuclei. Eur. 

J. Histochem. 2004, 48:15-28. 

36. Cremer T, Cremer C. Chromosome territories, nuclear architecture and gene 

regulation in mammalian cells. Nat. Rev. Genet. 2001, 2:292-301.

37. Cremer T, Cremer M, Dietzel S, Müller S, Solovei I, Fakan S. Chromosome 

territories. A functional nuclear landscape. Curr. Opin. Cell. Biol. 2006, 18:307-316. 

38. Croft JA, Bridger JM, Boyle S, Perry P, Teague P, Bickmore WA. Differences in 

the localization and morphology of chromosomes in the human nucleus J. Cell Biol. 1999, 

145:1119-1131.

39. Csankovszki G, Nagy A, Jaenisch R. Synergism of Xist RNA, DNA methylation, 

and histone hypoacetylation in maintaining X chromosome inactivation. J. Cell Biol. 2001, 

153:773-784.

40. Dellaire G, Bazett-Jones DP. PML nuclear bodies: dynamic sensors of DNA damage 

and cellular stress. Bioessays. 2004, 26:963-977. 

41. Dellaire G, Ching RW, Ahmed K, Jalali F, Tse KC, Bristow RG, Bazett-Jones DP. 

Promyelocytic leukemia nuclear bodies behave as DNA damage sensors whose response to 

DNA double-strand breaks is regulated by NBS1 and the kinases ATM, Chk2, and ATR. J. 

Cell Biol. 2006, 175:55-66.

42. Deng G, Peng E, Gum J, Terdiman J, Sleisenger M, Kim YS. Methylation of  

hMLH1 promoter correlates with the gene silencing withregion-speci� c manner in colorectal 

cancer correlates with the gene silencing withregion-speci� c manner in colorectal cancer. 

  58



Br. J. Cancer. 2002, 86:574-579.

43. Dietzel, S., Schiebel, K., Little, G., Edelmann, P., Rappold, G.A., Eils, R., Cremer, C. 

and  Cremer, T. The 3D positioning of ANT2 and ANT3 genes within female X chromosome 

territories correlates with gene activity. Exp. Cell Res. 1999, 252:363-375.

44. DiTullio RA Jr, Mochan TA, Venere M, Bartkova J, Sehested M, Bartek J, 

Halazonetis TD. 53BP1 functions in an ATM-dependent checkpoint pathway that is 

constitutively activated in human cancer. Nat. Cell Biol. 2002, 4:998-1002. Erratum in: Nat. 

Cell Biol. 2003, 5:84.

45. Dolling JA, Boreham DR, Brown DL, Raaphorst GP, Mitchel RE. Rearrangement 

of human cell homologous chromosome domains in response to ionizing radiation. Int. J. 

Radiat. Biol. 1997, 72:303-311.

46. Dorner D, Gotzmann J, Foisner R. Nucleoplasmic lamins and their interaction 

partners, LAP2alpha, Rb, and BAF, in transcriptional regulation. FEBS J. 2007, 

274:1362-1373.

47. Dorner D, Gotzmann J, Foisner R. Nucleoplasmic lamins and their interaction 

partners, LAP2alpha, Rb, and BAF, in transcriptional regulation. FEBS J. 2007, 

274:1362-1373.

48. Dvo��k P, Dvo��kov� D, Koskov� S, Vodinsk� M, Najvirtov� M, Kreka� D, Hampl 

A. Expression and potential role of � broblast growth factor 2 and its receptors in human 

embryonic stem cells. Stem Cells. 2005, 23:1200-1211. 

49. Dyck JA, Maul GG, Miller �H Jr, Chen JD, Kakizuka A, Evans RM. A novel 

macromolecular structure is a target of the promyelocyte-retinoic acid receptor oncoprotein. 

Cell. 1994, 76:333-343.

50. Efroni S, Duttagupta R, Cheng J, Dehghani H, Hoeppner DJ, Dash C, Bazett-Jones 

DP, Le Grice S, McKay RD, Buetow KH, Gingeras TR, Misteli T, Meshorer E. Global 

transcription in pluripotent embryonic stem cells. Cell Stem Cell. 2008, 2:437-47.

51. Eskiw CH, Dellaire G, Bazett-Jones DP. Chromatin contributes to structural integrity 

of promyelocytic leukemia bodies through a SUMO-1-independent mechanism. J. Biol. 

Chem. 2004, 279:9577-9585. 

52. Falk M, Luk��ov� E, Gabrielov� B, Ond�ej V, Kozubek S. Chromatin dynamics 

during DSB repair. Biochim. Biophys. Acta. 2007, 1773:1534-1545. 

                                                                                                                                                59



53. Feinberg AP, Vogelstein B. Hypomethylation distinguishes genes of some human 

cancers from their normal counterparts. Nature. 1983a, 301:89-92.

54.    Feinberg AP, Vogelstein B.Hypomethylation of ras oncogenes in primary human 

cancers. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1983b, 111:47-54.

55. Filesi I, Gullotta F, Lattanzi G, D�Apice MR, Capanni C, Nardone AM, Columbaro 

M, Scarano G, Mattioli E, Sabatelli P, Maraldi NM, Biocca S, Novelli G. Alterations of 

nuclear envelope and chromatin organization in mandibuloacral dysplasia, a rare form of 

laminopathy. Physiol. Genomics 2005, 23:150-158.

56. Finch JT, Klug A. Solenoidal model for superstructure in chromatin. Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA. 1976, 73:1897-901.

57. Finch KA, Fonseka G, Ioannou D, Hickson N, Barclay Z, Chatzimeletiou K, 

Mantzouratou A, Handyside A, Delhanty J, Grif� n DK. Nuclear organisation in totipotent 

human nuclei and its relationship to chromosomal abnormality. J. Cell Sci. 2008, 

121:655-663. 

58. Francastel C, Schubeler D, Martin DI, Groudine M.  Nuclear compartmentalization 

and gene activity. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2000, 1:137-143.

59.       Fraser P, Bickmore �. Nuclear organization of the genome and the potential for gene 

regulation. Nature. 2007, 24:447:413-417. 

60.      Fricker M, Hollinshead M, �hite N, Vaux D.  Interphase nuclei of many mammalian 

cell types contain deep, dynamic, tubular membrane-bound invaginations of the nuclear 

envelope. J. Cell Biol. 1997, 136:531-544.

61. Galiová G, Bártová E, Ra�ka I, Krej�� J, Kozubek S. Chromatin changes induced by 

lamin A/C de� ciency and the histone deacetylase inhibitor trichostatin A. Eur. J. Cell. Biol. 

2008, 87:291-303.

62. Galiová G, Bártová E. Kozubek S. Nuclear topography of beta-like globin gene 

cluster in IL-3-stimulated human leukemic K-562 cells. Blood Cells Mol. Dis. 2004, 

33:4-14.

63. Garc�a-Cao M, O�Sullivan R, Peters AH, Jenuwein T, Blasco MA. Epigenetic 

regulation of telomere length in mammalian cells by the Suv39H1 and SUV39H2 histone 

methyltransferases. Nat. Genet. 2004, 36:94-99.

                                                                                                                                              60 



64. Gierman HJ, Indemans MH, Koster J, Goetze S, Seppen J, Geerts D, van Driel R, 

Versteeg R. Domain-wide regulation of gene expression in the human genome.  Genome 

Res. 2007, 17:1286-1295. 

65. Gilbert N, Gilchrist S, Bickmore WA. Chromatin organization in the mammalian 

nucleus. Int. Rev. Cytol. 2005, 242:283-336.

66. Gilchrist S, Gilbert N, Perry P, Bickmore WA. Nuclear organization of centromeric 

domains is not perturbed by inhibition of histone deacetylases. Chromosome Res. 2004, 

12:505-516.

67. Goetze S, Mateos-Langerak J, Gierman HJ, de Leeuw W, Giromus O, Indemans 

MH, Koster J, Ondrej V, Versteeg R, van Driel R. The three-dimensional structure of 

human interphase chromosomes is related to the transcriptome map. Mol. Cell Biol. 2007, 

27:4475-4487.

68. Grant PA.  A tale of histone modi� cations. Genome Biology. 2001, 2:reviewes 

0003.1-0003.6.

69. Halazonetis TD, Gorgoulis VG, Bartek J. An oncogene-induced DNA damage model 

for cancer development. Science. 2008, 319:1352-1355. 

70. Hall LL, Lawrence JB. The cell biology of a novel chromoz�mal RNA: chromosome 

painting by XIST/Xist RNA initiates a remodeling cascade. Semin. Cell Dev. Biol. 

2003,14:369-378. 

71. Harni�arov� A, Kozubek S, Pacherník J, Krej�í J, B�rtov� E. Distinct nuclear 

arrangement of active and inactive c-myc genes in control and differentiated colon carcinoma 

cells. Exp. Cell Res. 2006, 312:4019-4035. 

72. Heard E, Clerc P, Avner P. X-chromoz�me inactivation in mammals. Annu. Rev. 

Genet. 1997, 31:571-610.

73. Heard E, Rougeulle C, Arnaud D, Avner P, Allis CD, Spector DL. Methylation of 

histone H3 at Lys-9 is an early mark on the X chromosome during X inactivation. Cell. 

2001, 107:727-738.

74. Horowitz RA, Agard DA, Sedat JW, Woodcock CL. The three-dimensional 

architecture of chromatin in situ: electron tomography reveals � bers composed of a 

continuously variable zig-zag nucleosomal ribbon. J. Cell Biol. 1994, 125:1-10.

75. Chaly N, Munro SB. Centromeres reposition to the nuclear periphery during L6E9 

                                                                                                                                                61 



myogenesis in vitro. Exp. Cell Res. 1996, 223:274-278.

76. Chambeyron S, Bickmore WA.  Chromatin decondensation and nuclear  

reorganization of the HoxB locus upon induction of transcription. Genes Dev. 2004, 

18:1119-1130.

77. Cheutin T, McNairn AJ, Jenuwein T, Gilbert DM, Singh PB, Misteli T.    Maintenance 

of stable heterochromatin domains by dynamic HP1 binding. Science. 2003, 299:721-725.

78. Chubb JR, Bickmore WA. Considering nuclear compartmentalization in the light of 

nuclear dynamics. Cell. 2003, 112:403-406.

79. Jenuwein T. (2006) The epigenetic magic of histone lysine methylation. FEBS J. 

2006, 273:3121-3135.

80. Jirsová P, Kozubek S, Bártová E, Kozubek M, Luká�ová E, Cafourková A,                                                                                                                               

Koutná I,  Skalníková M. Spatial distribution of selected genetic loci in nuclei of human 

leukemia cells after irradiation. Radiat. Res. 2001, 155:311-319.

81. Johansen KM, Johansen J. Regulation of chromatin structure by histone H3S10 

phosphorylation. Chromosome Res. 2006, 14:393-404.

82. Karlsson KH, Stenerlöw B. Focus formation of DNA repair proteins in normal and 

repair-de� cient cells irradiated with high-LET ions. Radiat Res. 2004, 161:517-527.

83. Keohane AM, ��Neill LP, Belyaev ND, Lavender JS, Turner BM. X-Inactivation 

and histone H4 acetylation in embryonic stem cells. Dev. Biol. 1996, 180:618-630.

84. Khalil AM, Driscoll DJ. Histone H3 lysine 4 dimethylation is enriched on the 

inactive sex chromosomes in male meiosis but absent on the inactive X in female somatic 

cells. Cytogenet. Genome Res. 2006, 112:11-15.

85. Klose RJ, Yamane K, Bae Y, Zhang D, Erdjument-Bromage H, Tempst P, Wong J, 

Zhang Y. The transcriptional repressor JHDM3A demethylates trimethyl histone H3 lysine 

9 and lysine 36. Nature. 2006, 442:312-316. 

86. Klose RJ, Zhang Y. Regulation of histone methylation by demethylimination and 

demethylation. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2007, 8:307-318. 

87. Kohlmaier A, Savarese F, Lachner M, Martens J, Jenuwein T, Wutz A. A 

chromosomal memory triggered by Xist regulates histone methylation in X inactivation. 

PLoS Biol. 2004, 2:E171.                                                                                                                                                

                                                                                                                                               62



88. Koken MH, Puvion-Dutilleul F, Guillemin MC, Viron A, Linares-Cruz G, Stuurman 

N, de Jong L, Szostecki C, Calvo F, Chomienne C, et al. The t(15;17) translocation alters a 

nuclear body in a retinoic acid-reversible fashion. EMBO J. 1994, 13:1073-1083.

89. Kosak ST, Groudine M. Gene order and dynamic domains. Science. 2004, 

306:644-647.

90. Kossel A. Zur chemie des zellkerns. Hoppe-Seylers zeitschrift fur physiologische 

chemie. 1882, 7:7-22.

91. Kourmouli N, Jeppesen P, Mahadevhaiah S, Burgoyne P, Wu R Gilbert DM, 

Bongiorni S, Prantera G, Fanti L, Pimpinelli S, Shi W, Fundele R, Singh PB. Heterochromatin  

and tri-methylated lysine 20 of histone H4 in animals. J. Cell Sci. 2004, 117:2491-2501. 

92. Koutná, I. Kozubek, S., �aloud�k, J., Kozubek, M., Luká�ová, E., Matula, P., 

Bártová, E., Skaln�ková, M., Cafourková, A. and Jirsová, P. Topography of genetic loci 

in tissue samples: towards new diagnostic tool using interphase FISH and high-resolution 

image analysis techniques. Anal. Cell Pathol.  2000, 20:173-185.

93. Kouzarides T. Chromatin modi� cations and their function. Cell. 2007, 128: 

693-705.

94.  Kozubek M, Kozubek S, Luká�ová E, Mare�ková A, Bártová E, Skaln�ková M, 

Jergová A. High-resolution cytometry of FISH dots in interphase cell nuclei. Cytometry. 

1999, 36:279-293.

95. Kozubek M, Matula P. An ef� cient algorithm for measurement and correction of 

chromatic aberrations in � uorescence microscopy. J. Microsc. 2000, 200:206-217.

96.      Kozubek S, Luká�ová E, R�znar L, Kozubek M, Li�ková A, Govorun RD, Krasavin 

EA, Horneck G. Distribution of ABL and BCR genes in cell nuclei of normal and irradiated 

lymphocytes. Blood. 1997, 89:4537-4545.

97. Kozubek, S., Luká�ová, E., Amrichová, J., Kozubek, M., Li�ková, A. and �lotová, J.  

In� uence of cell � xation on chromatin topography. Anal. Biochem. 2000, 282:29-38.

98. Kozubek S, Luká�ová E, Jirsová P, Koutná I, Kozubek M, Ga!ová A, Bártová E, Falk 

M, Paseková R. 3D Structure of the human genome: order in randomness. Chromosoma. 

2002, 111:321-331. 

99. Kre"�� J, Harni�arová A, K#rová J, $hl�%ová R, Kozubek S, Legartová S, Há"ek R, 

Bártová E. Nuclear organization of PML bodies in leukaemic and multiple myeloma cells.

                                                                                                                                                63



Leuk. Res. 2008,  [Epub ahead of print].

100. Kruhlak MJ, Celeste A, Dellaire G, Fernandez-Capetillo O, Müller WG, McNally 

JG, Bazett-Jones DP, Nussenzweig A. Changes in chromatin structure and mobility in living 

cells at sites of DNA double-strand breaks. J. Cell Biol. 2006, 172:823-834.

101. Kurz A, Lampel S, Nickolenko JE, Bradl J, Benner A, Zirbel RM, Cremer T, 

Lichter P.  Active and inactive genes localize preferentially in the periphery of chromosome 

territories. J. Cell Biol. 1996, 135:1195-1205. 

102. Lachner M, Jenuwein T. The many faces of histone lysine methylation. Curr. Opin. 

Cell Biol. 2002, 14:286-298.

103. Lachner M, O�Sullivan RJ, Jenuwein T. An epigenetic road map for  histone lysine 

methylation. J. Cell Sci. 2003, 116:2117-2124. 

104. Lamond AI, Spector DL. Nuclear speckles: a model for nuclear organelles. Nat. Rev. 

Mol. Cell Biol. 2003, 4:605-612. Review.

105. Lanctôt C, Cheutin T, Cremer M, Cavalli G, Cremer T.  Dynamic genome 

architecture in the nuclear space: regulation of gene expression in three dimensions. Nat. 

Rev. Genet. 2007, 8:104-115.

106. Lattanzi  G, Columbaro M, Mattioli E, Cenni V, Camozzi D,, Wehner M, 

Santi S, Riccio M, Del Coco R, Maraldi NM, Squarzoni S, Foisner R, Capanni C. 

Pre-Lamin A processing is linked to heterochromatin organization. J. Cell Biochem. 2007, 

102:1149-1159. 

107. Lehnertz B, Ueda Y, Derijck AA, Braunschweig U, Perez-Burgos L, Kubicek S, 

Chen T, Li E, Jenuwein T, Peters AH. Suv39h-mediated histone H3 lysine 9 methylation 

directs DNA methylation to major satellite repeats at pericentric heterochromatin. Curr. 

Biol. 2003, 13:1192-1200.

108. Lercher, M.J., Urrutia, A.O. and Hurst, L.D. Clustering of housekeeping genes 

provides a uni� ed model of gene order in the human genome. Nat. Genet. 2002, 31: 

180-183. 

109. Levsky JM, Shenoy SM, Pezo RC, Singer RH. Single-cell gene expression pro� ling. 

Science 297, 2002:836-840.

110. Lichter P, Cremer T, Tang CJ, Watkins PC, Manuelidis L, Ward DC. Rapid detection 

of human chromosome 21 aberrations by in situ hybridization. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 

                                                                                                                                             64



1988, 85:9664-9668. 

111.      Lichter P, Ledbetter SA, Ledbetter DH, Ward DC. Fluorescence in situ hybridization 

with Alu and L1 polymerase chain reaction probes for rapid characterization of human 

chromosomes in hybrid cell lines. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1990, 87:6634-6638.

112. Mahy NL, Perry PE, Bickmore WA. Gene density and transcription in� uence the 

localization of chromatin outside of chromosome territories detectable by F�SH. J. Cell Biol.  

2002, 159:753-763.

113. Marková E, Schultz N, Belyaev �Y. Kinetics and dose-response of residual 

53BP1/gamma-H2AX foci: co-localization, relationship with DSB repair and clonogenic 

survival. �nt. J. Radiat. Biol. 2007, 83:319-329.

114. Martin C, Zhang Y. The diverse functions of histone lysine methylation. Nat. Rev. 

Mol. Cell Biol. 2005, 6:838-849. 

115. Maul GG, Negorev D, Bell P, �shov AM. Review: properties and assembly 

mechanisms of ND10, PML bodies, or PODs. J. Struct. Biol. 2000, 129:278-287. Review.

116. Metzger E, Wissmann M, Yin N, Müller JM, Schneider R, Peters AH, Günther 

T, Buettner R, Schüle R. LSD1 demethylates repressive histone marks to promote 

androgen-receptor-dependent transcription. Nature. 2005, 437:436-439. 

117.   Miescher F. Chemischezusammensetzung der eiterzelle.  Medicinish-chemische 

utersuchungen (Hoppe-Seyer F, ed.) 1871, 441-460.

118.   Miescher F. Die histochemischen und physiologischen arbeiten von Friedrich 

Miescher. Leipzig F.C.W. Vogel, 1897. 

119.      Minc E, Allory Y, Courvalin JC, Buendia B. �mmunolocalization of HP1 proteins in 

metaphasic mammalian chromosomes. Methods Cell Sci. 2001, 23:171-174.

120. Minc E, Allory Y, Worman HJ, Courvalin JC, Buendia B. Localization and 

phosphorylation of HP1 proteins during the cell cycle in mammalian cells. Chromosoma  

1999, 108:220-234.

121. Minc E, Courvalin JC, Buendia B. HP1gamma associates with euchromatin and 

heterochromatin in mammalian nuclei and chromozómes. Cytogenet. Cell Genet. 2000, 90: 

279-284.

122. Misteli T. Spatial positioning; a new dimension in genome function. Cell. 2004,  

119: 153-156.

                                                                                                                                            65



123. Mitalipova MM, Rao RR, Hoyer DM, Johnson JA, Meisner LF, Jones KL, Dalton S, 

Stice SL. Preserving the genetic integrity of human embryonic stem cells. Nat. Biotechnol. 

2005, 23:19-20.                                                                                                                                               

124. Montpellier C, Burgeois CA, Kokalj-Vokac N, Muleris M, Niveleau A, Reynaud C, 

Gibaud A, Malfoy B, Dutrillaux B. Detection of methylcytosine-rich heterochromatin on 

banded chromosomes. Application to cells with various status of DNA methylation. Cancer 

Genet. Cytogenet. 1994, 78:87-93.                                                                                                                         

125. Münkel C, Eils R, Dietzel S, Zink D, Mehring C, Wedemann G, Cremer T, 

Langowski J. Compartmentalization of interphase chromosomes observed in simulation and 

experiment. J. Mol Biol. 1999, 285:1053-1065.

126. Neves H, Ramos C, da Silva MG, Parreira A and Parreira L. The nuclear topography 

of ABL, BCR, PML, and RARalpha genes: evidence for gene proximity in speci� c phases 

of the cell cycle and stages of hematopoietic differentiation. Blood.1999, 93:1197-1207. 

127. �nd�ej V, Kozubek S, Luk��ov� E, Falk M, Matula P, Matula P, Kozubek M. 

Directional motion of foreign plasmid DNA to nuclear HP1 foci. Chromosome Res. 

2006,14:505-514. 

128. �sborne CS, Chakalova L, Brown KE, Carter D, Horton A, Debrand E, Goyenechea 

B, Mitchell JA, Lopes S, Reik W, Fraser P. Active genes dynamically colocalize to shared 

sites of ongoing transcription. Nat. Genet. 2004, 36:1065-1071. 

129. Park Y, Kuroda MI. Epigenetic aspects of X-chromosome dosage compensation. 

Science. 2001, 293:1083-1085.

130. Parreira L, Telhada M, Ramos C, Hernandez R, Neves H, Carmo-Fonseca M. 

The spatial distribution of human immunoglobulin genes within the nucleus: evidence for 

gene topography independent of cell type and transcriptional activity. Hum. Genet. 1997, 

100:588-594.

131. Pinkel D, Landegent J, Collins C, Fuscoe J, Segraves R, Lucas J, Gray J. 

Fluorescence in situ hybridization with human chromosome-speci� c libraries: detection 

of trisomy 21 and translocations of chromosome 4. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1988, 

85:9138-9142.

132. Pruneri G, Fabris S, Baldini L, Carboni N, Zagano S, Colombi MA, Ciceri G, Lombardi 

L, Rocchi M, Buffa R, Maiolo AT, Neri A. Immunohistochemical analysis of cyclin D1 

                                                                                                                                              66



shows deregulated expression in multiple myeloma with the t(11;14). Am. J. Pathol. 2000, 

156:1505-1513.

133. Reubinoff BE, Pera MF, Fong CY, Trounson A, Bongso A. Embryonic stem cell  

lines from human blastocysts: somatic differentiation in vitro. Nat. Biotechnol. 2000, 18: 

399-404.

134. Rice JC, Allis CD. Histone methylation versus histone acetylation: new insightsinto 

epigenetic regulation. Curr. Opin. Cell Biol. 2001, 13:263-273.

135. Rougeulle C, Chaumeil J, Sarma K, Allis CD, Reinberg D, Avner P, Heard E. 

Differential histone H3 Lys-9 and Lys-27 methylation pro� les on the � chromosome. Mol. 

Cell Biol.  2004, 24:5475-5484.

136. Rydberg B, Holley WR, Mian IS, Chatterjee A. Chromatin conformation in living 

cells: support for a zig-zag model of the 30 nm chromatin � ber. J. Mol. Biol. 1998,  

284:71-84.

137. Sadoni N, Langer S, Fauth C, Bernardi G, Cremer T, Turner BM, Zink D.  Nuclear 

organization of mammalian genomes. Polar chromosome territories build up functionally 

distinct higher order compartments. J. Cell Biol. 1999, 146:1211-1226. 

138. Sachs RK, van den Engh G, Trask B, Yokota H, Hearst JE. A random-walk/giant-loop 

model for interphase chromosomes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1995, 92:2710-4.

139.    Scaf� di P, Misteli T. Lamin A-dependent nuclear defects in human aging. Science. 

2006, 312:1059-1063. 

140. Shi Y, Lan F, Matson C, Mulligan P, Whetstine JR, Cole PA, Casero RA, Shi Y. 

Histone demethylation mediated by the nuclear amine oxidase homolog LSD1. Cell. 2004, 

119:941-953. 

141. Shiels C, Islam SA, Vatcheva R, Sasieni P, Sternberg MJ, Freemont PS, Sheer D. 

PML bodies associate speci� cally with the MHC gene cluster in interphase nuclei. J. Cell 

Sci. 2001, 114(Pt 20):3705-3716. 

142. Shumaker DK, Dechat T, Kohlmaier A, Adam SA, Bozovsky MR, Erdos MR, 

Eriksson M, Goldman AE, Khuon S, Collins FS, Jenuwein T, Goldman RD. Mutant nuclear 

lamin A leads to progressive alterations of epigenetic control in premature aging. Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA. 2006, 103:8703-8708. 

143. Schirmer EC, Foisner R. Proteins that associate with lamins: many faces, many 

                                                                                                                                            67



functions. Exp. Cell Res. 2007, 313:2167-2179.

144. Schübeler D, Groudine M, Bender MA.The murine beta-globin locus control region 

regulates the rate of transcription but not the hyperacetylation of histones at the active genes. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2001, 98:11432-11437. 

145. Skalníková M, Bártová E, Ulman V, Matula P, Svoboda D, Harni�arová A, �ozubek 

M, �ozubek S. Distinct patterns of histone methylation and acetylation in human interphase 

nuclei. Physiol. Res. 2007, 56:797-806.

146. Skalníková M, �ozubek S, Luká�ová E, Bártová E, Jirsová P, Cafourková A, �outná 

I, �ozubek M. Spatial arrangement of genes, centromeres and chromosomes in human 

blood cell nuclei and its changes during the cell cycle, differentiation and after irradiation. 

Chromosome Res. 2000, 8:487-499.

147. Smith �P, Byron M, O�Connell BC, Tam R, Schorl C, Guney I, Hall LL, Agrawal 

P, Sedivy JM, Lawrence JB. c-Myc localization within the nucleus: evidence for association 

with the PML nuclear body. J. Cell Biochem. 2004, 93:1282-1296. 

148. Soutoglou E, Dorn JF, Sengupta �, Jasin M, Nussenzweig A, Ried T, Danuser   G, 

Misteli T. Positional stability of single double-strand breaks in mammalian cells. Nat. Cell 

Biol. 2007, 9:675-682. 

149. Soutoglou E, Misteli T. Mobility and immobility of chromatin in transcription and 

genome stability. Curr. Opin. Genet. Dev. 2007, 17:435-442. 

150. Spector DL. The dynamics of chromosome organization and gene regulation. Annu. 

Rev. Biochem. 2003, 72:573-608.

151. Stra�ák L, Bártová E, Harni�arová A, Galiova G, �rej�í J, �ozubek S.  Histone 

acetylation dictates the nuclear architecture. Submitted 2008.

152. Taddei A, Maison C, Roche D, Almouzni G. Reversible disruption of pericentric 

heterochromatin and centromere function by inhibiting deacetylases. Nat. Cell Biol. 2001, 

3:114-120.

153. Tajbakhsh J, Luz H, Born� eth H, Lampel S, Cremer C, Lichter P.  Spatial distribution 

of GC- and AT-rich DNA se�uences within human chromosome territories. Exp. Cell Res. 

2000, 255:229-237.

154. Tanabe H, Müller S, Neusser M, von Hase, J, Calcagno E, Cremer M, Solovei I, 

                                                                       68 



Cremer C, Cremer T. Evolutionary conservation of chromosome territory arrangements in 

cell nuclei from higher primates. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2002,  99:4424-4429.

155. Taniura H, Glass C, Gerace L.  A chromatin binding site in the tail domain of 

nuclear lamins that interacts with core histones. J. Cell Biol. 1995, 131:33-44.

156. Taslerová R, Kozubek S, Bártová E, Gajdu�ková P, Kodet R, Kozubek M. 

Localization of genetic elements of intact and derivative chromosome 11 and 22 territories 

in nuclei of Ewing sarcoma cells. J. Struct. Biol. 2006, 155:493-504. 

157. Taslerová R, Kozubek S, Luká�ová E, Jirsová P, Bártová E, Kozubek M. Arrangement 

of chromozóme 11 and 22 territories, EWSR1 and FLI1 genes, and other genetic elements 

of these chromozómes in human lymphocytes and Ewing sarcoma cells. Hum. Genet. 2003, 

112:143-155. 

158. Verschure PJ, van Der Kraan I, Manders EM, van Driel R. Spatial relationship 

between transcription sites and chromosome territories. J. Cell Biol. 1999, 147:13-24.

 159.    Versteeg R, van Schaik BD, van Batenburg MF, Roos M, Monajemi R, Caron H, 

Bussemaker HJ, van Kampen AH. The human transcriptome map reveals extremes in gene 

density, intron length, GC content, and repeat pattern for domains of highly and weakly 

expressed genes. Genome Res. 2003, 13:1998-2004.

160. Volpi EV, Chevret E, Jones T, Vatcheva R, Williamson J, Beck S, Campbell 

RD, Goldsworthy M, Powis SH, Ragoussis J, Trowsdale J, Sheer D.  Large-scale 

chromatin organization of the major histocompatibility complex and other regions of 

human chromosome 6 and its response to interferon in interphase nuclei. J. Cell Sci. 2000, 

113:1565-1576.

161. Wang J, Shiels C, Sasieni P, Wu PJ, Islam SA, Freemont PS, Sheer D. Promyelocytic 

leukemia nuclear bodies associate with transcriptionally active genomic regions. J. Cell 

Biol. 2004, 164:515-526.

162. Wang ZG, Delva L, Gaboli M, Rivi R, Giorgio M, Cordon-Cardo C, Grosveld F, 

Pandol�  PP. Role of PML in cell growth and the retinoic acid pathway. Science. 1998, 

279:1547-1551.

163. Watson JD, Crick FH. Genetical implications of the structure of deoxyribonucleic 

acid. Nature. 1953, 171:964-967.

164. Weber M, Davies JJ, Wittig D, �akeley EJ, Haase M, Lam WL, Schübeler 

  69



D. Chromosome-wide and promoter-speci� c ana�yses identify sites of differentia� DNA 

methy�ation in norma� and transformed human ce��s. Nat. Genet. 2005, 37:853-862.

165. Weis K, Rambaud S, Lavau C, Jansen J, Carva�ho T, Carmo-Fonseca M, Lamond 

A, Dejean A.  Retinoic acid regu�ates aberrant nuc�ear �oca�ization of PML-RAR a�pha in 

acute promye�ocytic �eukaemia ce��s. Ce��. 1994, 76:345-356. 

166.      Weismann A. Das Keimp�asma. Eine Theorie der Vererbung,  1892a.

167.    Weismann A. Aufsätze über Vererbung und verwandte bio�ogische Fragen, 1892b.

168. Wib�in AE, Cui W, C�ark AJ, Bickmore WA. Distinctive nuc�ear organisation of 

centromeres and regions invo�ved in p�uripotency in human embryonic stem ce��s. J. Ce�� 

Sci. 2005, 118:3861-3868. 

169.    Wi��iams RR, Broad S, Sheer D, Ragoussis J. Subchromosoma� positioning of the 

epiderma� differentiation comp�ex (EDC) in keratinocyte and �ymphob�ast interphase nuc�ei. 

Exp Ce�� Res. 2002, 272:163-175.

170. Wi��iams RR, Azuara V, Perry P, Sauer S, Dvorkina M, Jorgensen H, Roix 

J,  McQueen P, Miste�i T, Merkensch�ager M, Fisher AG. Neura� induction promotes 

�arge-sca�e chromatin reorganisation of the Mash1 �ocus. J. Ce�� Sci. 2006, 119:132-140.

171. Xu ZX, Timanova-Atanasova A, Zhao RX, Chang KS. PML co�oca�izes with and 

stabi�izes the DNA damage response protein TopBP1. Mo�. Ce�� Bio�. 2003, 23:4247-4256.

172. Yoder JA, Wa�sh CP, Bestor TH. Cytosine methy�ation and the eco�ogy of 

intragenomic parasites.Trends Genet. 1997, 13(8):335-340. Review. 

173. Zink D, Amara� MD, Eng�mann A, Lang S, C�arke LA, Rudo�ph C, A�t F, 

Luther K, Braz C, Sadoni N, Rosenecker J, Schinde�hauer D. Transcription-dependent 

spatia� arrangements of CFTR and adjacent genes in human ce�� nuc�ei. J. Ce�� Bio�. 

2004,166:815-825.

174. Zinner R, A�biez H, Wa�ter J, Peters AH, Cremer T, Cremer M. Histone �ysine 

methy�ation patterns in human ce�� types are arranged in distinct three-dimensiona� nuc�ear 

zones. Histochem. Ce�� Bio�. 2006, 125:3-19. 

175. Zinner R, Te��er K, Versteeg R, Cremer T, Cremer M. Biochemistry meets nuc�ear 

architecture: Mu�tico�or immuno-FISH for co-�oca�ization ana�ysis of chromosome segments 

and differentia��y expressed gene �oci with various histone methy�ations. Adv. Enzyme 

Regu�. 2007, 47:223-241.

  70


