1. Nové replikovana DNA lidské burnky HeLa zna¢ena modifikova-
nym nukleotidem. Bunééné jadro v pozdni fazi S bunééného cyklu je
naruseno pusobenim detergentu. Z obrazku je patrna pavodni aku-
mulace DNA v nékolika stech jadernych replikacnich center i rozvi-
nuta DNA po uvolnéni proteinovych sloZzek chromatinu ptiisobenim
detergentu. Linearni znacené useky jsou zvlasté patrné vné jadra
a odpovidaji pIné natazené dvojSroubovici DNA. Timto zpiisobem lze
méfit délku replikonu a rychlost replikaéni vidlicky (za laskavé po-
skytnuti obrazku dékuji Dr. J. Malinskému). Méfitko 10 pm.
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2. Vysledek fluorescenéni hybridizace in situ (FISH) v diploidni lid-
ské burice se sondami specifickymi pro lidsky chromozom 1. V jadru
jsou patrna dvé chromozomalni teritoria. (Za laskavé poskytnuti ob-
razku dékuji Dr. I. Mel¢akovi.)
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Bunéecne jadro
Jalk vyrobit protein
a nezamotat se

IVAN RASKA

Bunééné jadro popsal pred vice nez 150 lety R. Brown.
Dnes se o néj zajimaji védecké laboratore po celém
svété. Zajem samoziejmé prameni z toho, Ze jsou
v jadre uloZeni nositelé dédicné informace, chromo-
zomy. Zaroveri je vyzkum jadra zajimavy proto, Ze je
postaven pred nékolik zdsadnich problémii. Zijeme
v éfe genomiky, poradi nuldeotidil v jednotlivych lid-
skych chromozomech je jiZ v podstaté stanoveno a na
zdkladé této znalosti miiZzeme urcit detailni uspora-
dani genti. Vime vSak stdle velmi mdlo o tom, jak jsou
chromozomy v jadre organizovdany. Vijznam genomi-
ky je nezastupitelny, soucasné je vSak nutné si uve-
domit, Ze jaderné procesy neprobthaji ve zkumavce,
ale v ramci jaderné architektury, ktera se vyvijela po
miliony let.

Jak je mozné, Ze jsou asi 2 m DNA v lidské burice
poskladany do jadra o priméru 10 pm? Navic DNA
musi byt nejen uskladnéna, ale béhem bunééného
cyklu i zdvojena (replikovana) pravé jen jednou, a to
pod bedlivym dohledem mechanizmti zarucujicich
jeji bezchybné uchovani. Poskladat DNA do jadra je
jako ulozZit 2000 km dvoumilimetrového ,vlasce“ do
béZného obyvaciho pokoje v paneldaku. Lidsk4 soma-
ticka bunka vS8ak obsahuje 23 parti chromozomu
s raznym mnoZstvim DNA (chromozomy maji riiznou
velikost). V obyvacim pokoji je tedy uloZeno 46 vice
¢i méné rozmotanych obrovskych ,Spulek” vldkna!
Z vlastni zkuS8enosti vim, Ze rozplést n€kolik metrt

3. Obraz chromozomalniho teritoria ziskany jinym zplisobem nez
na obr. 2. Do kultivaéniho média synchronizované bunééné kultury
je po dobu celé faze S (bunéény cyklus viz obr. 7) pfidavan modifiko-
vany nukleotid, bromodeoxyuridin (BrdU), ktery je DNA-polymera-
zou zaélenén do DNA misto deoxythymidinu. Nepouzity BrdU je po-
sléze vymyt a bunééna kultura projde 5 bunéénymi cykly, béhem
nichZ se chromozomy obsahujici znaéenou DNA nahodné oddéluji.
Po 5 cyklech bunééné jadro obvykle obsahuje jen jeden nebo dva
chromozomy znaéené BrdU. V imunofluorescenénim obraze s proti-
latkou proti BrdU vykazuiji teritoria jemnou strukturu v podobé sub-
chromozomalnich domén. (Za laskavé poskytnuti obrazku — konfo-
kalniho fezu — dékuji Mgr. M. Eltsovovi a Mgr. V. Ctrnacté.)

4. Jadérko znacené protilatkou proti bilkoviné fibrilarinu (€ervené)
a Cajalovo télisko znacené protilatkou proti proteinu p80-coilinu (ze-
lené). Cajalovo télisko také obsahuje fibrilarin (signal v Cajalové té-
lisku je nazloutly; kdyby zde fibrilarin nebyl obsazen, signal by mél
vyluéné zelenou barvu). To svéd¢i o tom, Ze Cajalova téliska plni
i obdobnou ulohu jako jadérko. (Za laskavé poskytnuti obrazku dé-
kuji sleéné L. Tomsikové a sleéné S. Rysavé.)

5. Soucasné znaceni jadernych skvrn protilatkou proti bilkoviné SC35
(Gervené) a Cajalova téliska protilatkou proti proteinu p80-coilinu (ze-
lené). SC35 je zkratka dulezitého sestfihového proteinu SR. Cajalo-
vo télisko faktor SC35 neobsahuje. (Za laskavé poskytnuti obrazku
dékuji panu J. Fisherovi.)

6. Fluorescenéni obraz jadra, v némz byla detegovana Cajalova té-
liska (Sipky) a téliska PML.

POTIZE PRI STUDIU JADERNYCH PROCESU

Vétsina faktor(, které provadéji a reguluji procesy repli-
kace, transkripce a vyzravani RNA, neni dostatecné je-
dinecna. Napf. skladba transkripéni masinerie prepisu-
jici geny aktinu a myozinu ¢i jinych gent je éasto
v prvnim pfiblizeni identicka. Svym zplsobem lze Fici,
ze jedinecnost je dana predevsim poradim nukleotidt
v genu, respektive prislusné RNA.

K pochopeni jadernych funkci se pouzivalo tfi riznych
metodik v podstaté neprovazanych védnich disciplin.
Biochemici a molekularni biologové se zabyvali mecha-
nizmy biochemickych reakci, které analyzovali v bezbu-
néénych podminkach in vitro. Genetici se snazili izolo-
vat mutanty ovliviujici jadernou funkci a analyzou vy-
sledného fenotypu odvozovali funkci daného proteinu
Ci proteint in vivo. A koneéné strukturni biologové véet-
né morfologli popisovali, at na molekularni ¢i jaderné
urovni, strukturni zmény za rtiznych podminek a odvo-
zovali funkci jadernych makromolekul ¢i kompartmen-
ta. Casteéné jiz v 80. letech a naplno teprve v letech 90.
se vSechny tfi védni discipliny propojily a molekularné-
bunééni biologové riizné pfistupy kombinuji. To v§e bylo
doprovazeno rozsahlym pokrokem v pristrojovém vyba-
veni a metodach, jako jsou napf. konfokalni mikrosko-
pie (viz Vesmir 74, 508, 1995/9) a neizotopova hybridiza-
ce in situ. A v tomto pozitivhim smyslu prosly v 90. le-
tech nase védomosti o strukture a funkci jadra ,,velkym
treskem*. I. R.

zamotaného rybarského vlasce je svizelné, bunécné
jadro to vSak musi zvladnout velmi rychle. Pokoj (ja-
dro) je vlascem (DNA) doslova preplnén, nebot je
v komplexu s proteiny, jimZ ve srovnani s vlascem
prislusi asi dvojnasobny objem. Vysledny nukleopro-
teinovy komplex, zvany téZ chromatin, sidm o sobé
zabira desitky kubickych metri prostoru obyvaciho
pokoje (viz Vesmir 77, 390, 1998/7). Jak je vubec
v tak sloZitém prostredi organizovan prepis urcité-
ho genu? A jak je to s navazujicimi jadernymi pro-
cesy genové exprese, zahrnujicimi vyzravani a ipravy
molekul RNA (viz ramecek na této strané)?

Genova exprese

Pripomenme si zde zékladni etapy vyjadfeni genu
(genové exprese) v jadie. Jeho prvni trovni je tran-
skripce — syntéza RNA podle predlohy DNA. Vysled-
kem je tzv. primarni transkript. Transkripce se
Ucastni nékolik desitek bilkovin v tzv. transkripto-
zomovém komplexu a ovliviiuje ho mimo jiné rada
,haveésti® na samotné molekule DNA, napriklad pro-
motorova sekvence, na kterou nasedd RNA-polyme-
raza, a ruzné dalsi regulac¢ni oblasti. Tyto tiseky zpra-
vidla nejsou soucasti prepisované sekvence DNA.
Dalsi stupen genové exprese predstavuje vyzravani
primarniho transkriptu spojené s jeho upravami.
Cast informace obsaZené v sekvenci vyzralé mRNA
je v cytoplazmé preloZena do sekvence aminokyse-
lin v polypeptidovém retézci. (Podrobnéji se genovou
expresi zabyva tabulka na s. 570-571.)

Podé&kovani autora: Clanek je spole¢nym dilem pracovnikti Labora-
tofe bunééné biologie, Ustavu experimentalni mediciny AV CR
a Laboratofe genové exprese 3. Lékarské fakulty UK, kterym vzda-
vam dik. Mimo to chci pod€kovat prof. K. Raskovi, dr. K. Kobernovi,
dr. J. Malinskému a dr. D. Starikovi za pripominky k ¢lanku, dr. J.
Malinskému a panu J. Fischerovi za tipravu obrazkti. Cast mikro-
skopické dokumentace jsme zpracovali na konfok4lnim mikrosko-
pu UK v Plzni, zde patfi dik prof. J. Reischigovi a firmé Olympus.
Vznik ¢lanku byl podporen granty Wellcome Trust 049949/Z/97/
Z/JMW /JPS/CG, Grantové agentury Ceské republiky 302/99/0587
a 304/00/1481 a MSMT VS 96129.

]
Prof. RNDr. lvan Raska, DrSc., (*1945) viz Vesmir 79, 24, 2000/1
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7. Jednotlivé faze
bunééného ¢éi lépe
jaderného cyklu euka-
ryont. Na zakladé
optického pozorovani Ize
rozlisit fazi mitézy, kdy
matefské jadro dava
vzniknout dvéma novym
jadram, a interfazi, udobi
mezi dvéma mitézami.
Interfaze byva dale
rozdélovana na obdobi
pred pocatkem replikace
DNA, tzv. fazi G1, obdobi

replikace, ozna¢ované B
jako faze S, a obdobi mezi %
replikaci a mitézou, zvané (&)

G2. Na konec faze M
obvykle navazuje déleni

buriky.

bunéény
cyklus
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Genova exprese samozrfejmé zahrnuje i ndvazné
kroky, predevsim transport mRNA do cytoplazmy,
upravy syntetizované bilkoviny a jeji nasmeérovani do
cilového ptisobisté (at jiZz uvnitf ¢i vné buriky), které
je ¢asto doprovazeno jeji chemickou modifikaci, nap¥.
glykosylaci nebo vystépenim smérovacich signalt (viz
Vesmir 79, 24, 2000). MnozZina pritomnych protei-
nu a druh jejich modifikace uréuji funkéni uspora-
dani prislusného bunééného kompartmentu (obr. 9).

Clenéni (kompartmentace) bunééného jadra

Bunécné jadro predstavovalo jeSté pred patnacti lety
pro fadu biologtl uitvar, kde ,v mofi chromatinu pla-
ve jadérko®. Zcela odliSny obraz jadra vSak ziskava-
me dneSnimi imunocytochemickymi nebo hybridizac-
nimi pristupy (viz ramecek na této strane€) pri detekci

JADRO V RUKOU BIOLOGU

V soucéasné dobé ovladla svételnou mikroskopii fluores-
cenéni imunocytochemie, respektive fluorescencéni hyb-
ridizace in situ (FISH). V imunocytochemii vyuzivame vy-
soké vazebné sily protilatky vicéi antigenu, zpravidla pro-
teinu. Misto, na néz se tato ,,primarni“ protilatka vaze,
detegujeme sekundarni protilatkou (j. protilatkou proti
protilatce) s kovalentné navazanym fluorochromem
(napf. fluoresceinem, rhodaminem nebo v sou¢asné
dobé hojné vyuzivanymi cyaninovymi fluorochromy). Ve
FISH misto primarni protilatky pouzivame sondu nukleo-
vé kyseliny, v niz je sekvence nukleotidd v délce zpravi-
dla nékolik desitek az stovek nukleotidii komplementar-
ni k sekvenci DNA ¢i RNA, kterou chceme v burice dete-
govat. V podstaté ve FISH probiha obdobna reakce jako
pFi vazbé antiparalelnich fetézcli v dvojSroubovici DNA.
Sonda ovSem musi obsahovat specifickou znacku, mo-
difikovany nukleotid, vii¢i kterému mame k dispozici pro-
tilatku s navazanym fluorochromem. Samozremé Ize sou-
c¢asné pouzit imunocytochemii a FISH (viz obrazové pfi-
lohy na s. 562 a 569). Ve fluorescenénim mikroskopu
osvitime preparat dlouhovinnym UV-svétlem, a tim pfi-
méjeme fluorochromy, aby vyzarily svétlo ve viditelné
oblasti spektra. Protoze riizné fluorochromy vyzafuji ve
vymezenych vinovych délkach, I1ze sou¢asné detegovat
nékolik riznych antigent ¢i sekvenci nukleovych kyse-
lin (nap¥. v €ervené, zlutozelené ci fialové barvé). Imu-
nocytochemické a FISH pfistupy zpravidla (nastésti ne
vzdy, viz nékteré dokumentované obrazky replikace
a transkripce ¢i pouziti hybridnich proteinti GFP) vypo-
vidaji o rovnovazné distribuci makromolekul. Studuje-
me-li néjaky bunéény proces, detegujeme v ramci toho-
to procesu jeho nejpomalejsi kroky. Tfeba pf¥i rychlosti
eukaryontni RNA-polymerazy radové asi 1000 nukleoti-
di za minutu mazZe prepsani delSich gent (napf. gen
dystrofinu) trvat desitky minut, ba i hodin (viz téz ¢lanek
E. Draberové, Vesmir 79, 438, 2000/8). I. R.
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jadernych bilkovin, genti nebo RNA. Mnoho téchto
makromolekul je lokalizovano do zfetelné odliSitelnych
jadernych oblasti ¢i domén. Jadro je tedy strukturné
¢lenéno — kompartmentovano (obr. 8 a 10).

Chromatinové struktury do zna¢né miry zapliuji
jadro. Zbyvajici prostor jadra se nazyva interchro-
matinovy prostor ¢i interchromozomalni systém
kanala. RNA je syntetizovana na povrchu chromati-
novych struktur a po ukoncéeni syntézy je uvolriova-
na do interchromatinového prostoru. V ném se také
sestavuji multienzymové komplexy, zajistujici napft.
transkripci (transkriptozomy) ¢i sestfih (spliceozo-
my).

V interchromatinovém prostoru se odehrava me-
tabolizmus RNA a nachazime v ném radu jadernych
télisek a domén - predevsim jadérko (obr. 4); dale
pak Cajalova téliska, téliska PML (promyelocytic
leukemia), jaderné skvrny (obr. 4, 5 a 6) a nékolik
dalSich. S vyjimkou jadérka dosud nezname pres-
nou funkci Zddného z nich.

DNA, chromatin a chromozomy

DNA je v bunééném jadre pritomna v komplexu
s bazickymi proteiny histony a nehistonovymi bilko-
vinami ve formé chromatinu. Vzhledem k své délce
je v chromatinu posklddana hierarchickym zptso-
bem (viz Vesmir 77, 390, 1998/7). Nejvice je kon-
denzovana v mitotickém chromozomu. Interfazni
chromatinova struktura je naopak vice ¢i méné roz-
volnéna (bunécny cyklus a pojmy s nim spojené vy-
svétluje obr. 7). Detailné zndme pouze nejnizsi stu-
pen interfazni hierarchie, tzv. nukleozomalni uspo-
radani chromatinu neboli 10nm chromatinové vlak-
no. Vném jsou zhruba dveé otoc¢ky dvojSroubovice
DNA svinuty do nukleozomu, obsahujiciho histony.
Svinutim 10nm vldkna vznika vldkno 30nm. Jeho
existence je obecné akceptovana, jeho presna struk-
tura v8ak neni znama. Otézkou zlistava zptsob po-
skladani 30nm vlakna do chromatinovych struktur
vy8§ich radt1, chromozomalnich smyéek anebo chro-
monemovych vlaken, a¢ se v u€ebnicich pravidelné
setkavame s raznymi spekulativnimi schématy. Vime
vSak, Ze chromatinové struktury jednotlivych chro-
mozomu nejsou navzajem promichany a vytvareji
uvnitf jddra oddélena chromozomalni teritoria (obr.
2 a 3). Existuje rovnéZ rada poznatkti o tom, Ze vza-
jemné usporadani chromozomalnich teritorii v jadre
neni zcela nahodné a Ze transkripcni aktivity jsou
lokalizovany na povrch chromozomadlnich teritorif
(resp. na povrch subchromozomalnich domén; obr.
2 a3).

Aby urcity gen mohl byt pfepsan RNA-polymera-
zou, musi mit polymeraza k sekvenci DNA pristup,
kompaktnost chromatinové struktury musi byt na-
ruSena. Presny zptisob a rozsah rozvolnéni chroma-
tinu vSak neni v béZné (napf. lidské) burice znam.
(Vyjimku tvori napf. Stétkovité chromozomy ve va-
jickach obojzivelnikti. Hledat vSak plnou analogii
mezi specialnimi pripady a diploidni somatickou sav-
¢i bunitkou mutiZe byt zavadéjici.)

V nejbliZsi dobé patrné dojde ke zvratu v poznani
vy$§ich rada organizace chromatinu, resp. chromo-
zomu. Naznacuje to napr. nedavny objev rozsahlé
rodiny proteintt SMC (Structural Maintenance of
Chromozomes), které se podileji na utvareni jak mi-
totickych chromozomi, tak interfazniho chromati-
nu a také na metabolizmu DNA vcéetné jejich oprav.
Obrovského pokroku bylo dosaZeno ve strukturnim
popisu lokalniho usporadani chromatinu na trovni
10nm vlakna. Mluvi se o remodelaci chromatinu, at
jiz ve smyslu aktivace nebo represe transkripce, ¢i -
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8. a—Zjednodusené schéma jadra s interfaznimi chromozomy (chromozomalnimi teritorii)
a nejznaméjsimi kompartmenty interchromatinového prostoru. b — Detail jednoho chromo-
zomalniho teritoria, v némz je znazornéno rozlozeni ¢asné a pozdné se replikujici DNA. ¢ —
Casné a pozdné se replikujici sekvence DNA v pruzich R a G mitotického (tj. maximalné
,Sbaleného*“) chromozomu. d — Model vys§siho uspofadani interfazniho chromozomu na
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bazi chromozomalnich smyéek. e — Model vyssiho usporadani interfazniho chromozomu
na zakladé euchromatinizovaného chromonemového viakna (viz rovnéz obr. 18).

feceno trochu jinak - o aktivnim vlivu struktury
chromatinu na genovou expresi, pricemzZ nejdisku-
tovanéjSimi dé&ji jsou dnes acetylace a deacetylace
histonu, popr. metylace a demetylace DNA. DNA-po-
lymeraza, RNA-polymerazy a cela paleta regula¢nich
proteinti jsou cilové nasmérovany genové specific-
kymi regulatory a vyvolavaji lokalni zménu v uspora-
dani chromatinu, ktera se projevuje dvoji mozZnosti
funkce, bud transkripci, nebo replikaci (obr. 8 a 10).
Chybné nasmérovani téchto a jinych enzymu a regu-
laénich faktort vede k neZadoucim zménam bunéc-
ného metabolizmu.

Genom c¢lovéka obsahuje fadové 100 000 genti.
Jejich délka ¢ini jen nékolik mélo procent celkové
délky DNA v genomu. Navic se v diferencované burice
exprimuje jen ¢ast genu. Cytogenetici vypracovali
detailni mapy mitotickych chromozomt pomoci cy-
tochemickych pruhovacich metod (obr. 8; viz rovnéz
Vesmir 70, 326, 1991/6). Modifikovanym barvenim
podle Giemsy vznikaji na mitotickém chromozomu
rovnobézné G-pruhy, kolmé k delsi chromozomalni
ose. Pfi jiném barveni vznikaji komplementarni
R-pruhy. Zatimco R-pruhy odpovidaji v interfazi spi-
§e rozvolnéné&jsimu chromatinu (euchromatinu)
a jsou v nich umistény geny, G-pruhy odpovidaji

9. Znac€na cast obsahu ¢lanku je obsazena v tomto schématu, které
popisuje dva vybrané pfiklady nového jaderného usporadani mak-
romolekul souvisejici s podstatou jaderné kompartmentace (viz rov-
néz obr. 10). Pozadavek pro interakci, a tudiz zabudovani makromo-
lekuly do néjaké jaderné struktury, nezavisi jen na strukturnim moti-
vu pro interakci, ale také na sile interakci ostatnich ¢asti makromo-
lekuly, jez jsou zprostfedkovany jinymi strukturnimi motivy. V tomto
pfipadé se muize stat, Ze je makromolekula na zakladé dvou struktur-
nich motivii kompartmentovana do dvou raznych struktur. Panel a
ukazuje zakladni fyziologicky stav usporadani jadernych slozek ve
dvou riznych kompartmentech. Panel b znazoriiuje nové usporada-
ni makromolekuly zpisobené pfitomnosti jiné (napf. nové syntetizo-
vané) makromolekuly s vyssi vazebnou afinitou. Panel c je pfikla-
dem obmény strukturniho motivu, napf. fosforylaci ¢i defosforylaci
pomoci proteinkinaz a fosforylaz. V tomto pfipadé je vysledkem stejné
usporadani jako v pfedchozim pfipadé. Za daleZitou povazuji tu sku-
tecnost, ze interakce v daném komplexu makromolekul mohou byt
fizeny faktory, které jsou vyvazany v jiné, prostorové ,vzdalené“ struk-
tufe (kompartmentu). Jinymi slovy to znamena regulaci na dalku! Ten-
to regulacni aspekt nelze vhodnym zpisobem postihnout v podmin-
kach in vitro, kde jsme schopni analyzovat do detailli jeden proces,
ale nemiZeme dost dobfe zaroven sledovat i dal$i proces, odehrava-
jici se na jiné strukture. Potfebujeme k tomu kontext celého jadra,
resp. celé buriky. To jen podtrhuje dileZitost molekularni bunééné
biologie. (Ze spolec¢né prace s dr. I. Meléakem.)

v interfazi kondenzovanéj$imu, transkripéné neak-
tivnimu chromatinu - heterochromatinu - a jsou
v nich lokalizovany hlavné nekédujici sekvence DNA.
V mitotickém chromozomu se stridaji ¢asti, které
jsou v interfazi aktivni a neaktivni. V interfazi se
v ramci jednoho chromozomalniho teritoria aktivni
a neaktivni ¢asti genomu prostoroveé oddéluji. Aktivni
oblasti chromozomalniho teritoria se nachazeji spi-
Se ,uvnitf* jadra, neaktivni na jeho periferii. Tento
nalez ma zasadni vyznam, nebot svéd¢i o pohybu
a reorganizaci interfazniho teritoria vzhledem
k usporddani chromozomu mitotického. V tomto

A A4
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10. Zjednodusené schéma dokumentujici vztah mezi genomem (ge-
novou expresi) a jadernou kompartmentaci. Domnivam se, Ze za kom-
partmentaci je odpovédna geneticka informace a jeji exprese, a to
prostiednictvim specifickych strukturnich motivi v jadernych sloz-
kach (proteinech, RNA ¢i DNA; viz obr. 8). Kompartmentace ovliviiu-
je genetickou informaci (genovou expresi) skrze prostorové premis-
téni potfebnych faktor. Genova exprese zpétné moduluje kompart-
mentaci. Nicméné kompartmentace muzZe byt ovlivnéna i prostied-
nictvim jinych strukturnich motivd. Vnéjsi podnéty (nap¥. pokusy
s umélou infekei, viry, hormony, inhibitory transkripce, tepelny $ok)
ovliviiuji jak genovou expresi, tak kompartmentaci a mohou spustit
jiné drahy v interakcich. Vysledkem je jak pozménéna genova expre-
se, tak kompartmentace. Tyto nové drahy jsou doprovazeny mensi-
mi, ale ¢asto i zcela zasadnimi zménami v jaderné architekture (viz
napf. obr. 23). (Ze spole¢né prace s dr. |. Meléakem.)

ohledu také neni struktura teritoria homogenni, je
slozena ze subchromozomalnich domén (obr. 3)
a svédd¢i o ¢astecném rozvolnéni chromatinovych
struktur. Néktefi autofi mluvi dokonce o doménach
s velikosti 400 aZ 800 nm, z nichZ je teritorium vy-
tvareno. Objem interfazniho chromozomu je pfitom
zavisly na poctu jeho aktivnich gent, tj. na zvySeni
povrchu teritoria ¢ili na rozsahu rozvolnéni (eu-
chromatinizace) chromatinu. Cim je pocet aktivnich
gentl vyS$§i, tim vétsi prostor teritorium zaujima. Kla-
sickym prikladem je srovnani aktivniho a inaktivniho
X-chromozomu v lidské burice Zenského pohlavi (viz
rovnéz obr. 18).

Usporadani chromatinu je dualezité z hlediska re-
plikace DNA. Vznikaji pri ni dvé dvojSroubovice, kaz-
da se sklada z jednoho retézce ptivodniho a jednoho
nove syntetizovaného (obr. 11). Miliardy nukleotidt
lidské DNA jsou béhem nékolika malo hodin vérné
zdvojeny. JestliZe si predstavim vySe uvedenou ana-
logii s vlascem, je to pro mne néco nemyslitelného.
Pred zahajenim vlastni replikace nejprve vznikaji
prereplika¢ni komplexy. Vlastni replika¢ni komplex
zahrnuje desitky dalSich proteinti, od DNA-polyme-
raz az po enzymy, které prestfihnou a znovu spoji
vlakna DNA. Ty také alespon zcCasti resi, jak by se
mohly bezchybné prostorové oddélit dceriné retézce
DNA. Konec¢ny vysledek se projevi aZ béhem mitézy

11. Schéma replikaéni vidlicky vznikajici pfi syntéze DNA
nové ///

rodicovska
\ dvojsroubovice DNA
syntetizované

fetézce N <

_—
smér pohybu
replikaéni vidlicky
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oddé€lenim dcetfinych DNA do dvou identickych chro-
matid.

DNA-polymerazy eukaryontni bunky zaclenuji do
nove vznikajiciho fetézce DNA radoveé jen asi 1000
nukleotidt za minutu. Je proto nutné, aby syntéza
DNA probihala sou¢asn€ na mnoha mistech kazdé-
ho chromozomu. Vznikaji stovky aZ tisice replikac-
nich jednotek, replikonu. Aktivita replikonu je ukon-
¢ena v okamziku, kdy replikacni vidlicka narazi na
vedlejsi aktivni replikon, popr. na jiZ duplikovany
usek DNA nebo na tisek DNA, ktery ma byt repliko-
van pozdé&ji. Na bunééné urovni vznikaji replika¢ni
domény ¢i ohniska (obr. 1, 14-16), pricemz kazdé
z nich obsahuje jeden nebo nékolik, zpravidla sou-
sedicich replikont. Replikony jsou dlouhé v priméru
100 000 nukleotidti, ale pripousti se existence
i replikont mnohonasobné delSich. Nékteri autori
spekuluji, Ze replika¢ni ohniska odpovidaji vySe po-
psanym subchromozomalnim doménam. Za duleZi-
ty nalez povaZuji skutecnost, Ze na pocatku faze
S bunécného cyklu se jako prvni zac¢inaji replikovat
predevsim sekvence genu aktivnich v predchézejici
fazi G1. To je snad usnadnéno rozvolnénou struk-
turou chromatinu a faktory, které jsou pritomny
v transkriptozomu a souc¢asné hraji tilohu pfri repli-
kaci. V pozdni fazi S se replikuji sekvence, které tvori
G-pruhy mitotického chromozomu.

Subchromozomalni domény nas privadéji k dalsi-
mu biologickému problému. Regula¢ni sekvence
genu totiZ nestaci k zajisténi jeho exprese, ktera vy-
Zaduje pritomnost mnohem delSich specifickych tise-
kit DNA. Ukazuje se, Ze chromatin je organizovan
do nezavislych jednotek genové aktivity usporada-
nych do mensSich ¢i vétSich subchromozomalnich
domén a vymezenych specifickymi hrani¢nimi ele-
menty. Ty izoluji gen od vlivu sousednich sekvenci
DNA. Nejpropracovanéj$i modely této vyssi funkéni
organizace chromatinu jsou jednak locus control re-
gion (LCR) u savcu, jednak special chromatin structu-
res (scs a scs’) u drozofily (obr. 17).

Na tomto misté€ je vhodné se zminit o modelu eu-
chromatinizovanych chromonemovych vliken,
ktera obsahuji genové tiseky lokalizované do R-pru-
hti. Na dlouhé sekvence obsahujici aktivni geny (fa-
dové miliony nukleotid, ¢ili mnoZstvi DNA obsaZe-
né v jednotlivych pruzich mitotického chromozomu)
jsou navazany regula¢ni faktory (v€éetné€ napr. ace-
tyltransferaz). Vazba téchto faktorta pak vede k roz-
volnéni lokalni chromatinové struktury, k euchro-
matinizaci. Ta dale indukuje rozvolniovaci aktivitu
i v sousednim chromatinu obsahujicim neaktivni
geny a euchromatinizace se $ifi po délce DNA odpo-
vidajici v mitéze R-pruhu. Takova interpretace je
patrna z obr. 18a a 18b a ukazuje rovnéZ na primy
vliv zmén lokalni struktury chromatinu (na urovni
10nm vlakna) na chromatinové struktury radua vys-
Sich.

Jak by se mohlo zdat, pro Zivot burky je dalezZita
jen ta mala ¢ast genomu, ktera obsahuje geny. Ja-
kou funkci ale hraji zbylé sekvence lidské DNA, skla-
dajici se z mnohonasobné se opakujicich identickych
¢i skoro identickych kratSich ¢i delSich useku, ne-
funkénich duplikovanych gent apod.? V poslednich
letech jiz bylo prokéazano, Ze neaktivni heterochro-
matin sam o sobé hraje dileZitou tilohu v genové ex-
presi. JestliZze je aktivni gen, ktery se ptivodné na-
chazi v euchromatinu, premistén do heterochroma-
tinové oblasti, jeho exprese je potlacena. Tento vliv
polohy genu v ramci chromozomu (chromatinu) na
jeho expresi je nejrozsahleji propracovan u drozofily
a v mensi mire i u savcll. Napf. transkripéni regu-



12. Dynamika jadra dokumentovana metodou FRAP
(Fluorescence recovery after photobleaching).

V tomto pripadé byla v buiice exprimujici hybridni
protein fibrilarin-GFP osvétlena ¢ast jadérka silnym
laserovym zdrojem svétla (a; Sipka), takZe v osvicené
oblasti se okamzité vysviti (vybéli) pfitomné
fluorochromy (b). Po velmi kratké dobé (fadové
vtefinach, maximalné desitkach vtefin) vSak zaéne
vybélena ¢ast jadérka opét fluoreskovat (c). Jiné
hybridni proteiny GFP (véetné nové syntetizovanych
bilkovin) putuji do vybélené ¢asti jadérka a nahrazuji
proteiny pavodni. V podobném uspofadani Ize
provadét duleZitou metodu FLIP (Fluorescence Loss
In Photobleaching). (Za laskavé poskytnuti obrazku
dékuiji dr. J. Malinskému a dr. D. Stankovi.)

Méfitko 10 pm.

lator Ikaros se uplatiiuje b€hem diferenciace lymfoid-
nich bunék. Zatimco sledované aktivni geny jsou
soucasti euchromatinu, pohyb gent jadrem do he-
terochromatinové oblasti, v niZ je pritomen Ikaros,
je doprovazen inaktivaci (umléenim) gent (obr. 21).
Z uvedeného vyplyva dalsi aktivni lloha chromati-
nu: nejen umoznit regulovanou genovou expresi pro-
stfednictvim euchromatinu, ale téZ — prostrednictvim
heterochromatinu - zamezit nechténym interakcim.

Jadérko

Biosyntéza ribozomt1 se odehrava v jadérku, které
se vytvaii v mistech odpovidajicich v mitéze chromo-
zomalnim organizatorim jadérka (nucleolar organi-
zer regions — NOR), tedy tém oblastem DNA, kde jsou
umistény geny pro ribozomalni DNA (rDNA). V lidské
diploidni burice se v organizatorech 10 chromozo-
mu vyskytuje asi 400 genu a kazdy organizator ob-
sahuje mnoho genu usporadanych za sebou. Ne vzdy
jsou vS8echny organizatory v interfazi aktivni
a i n€kolik aktivnich organizatorti muze byt soucasti
jediného jadérka. V lidské burice nachazime zpravi-
dla jedno az tri jadérka. Transkripcni aktivita zjev-
né vede k vytvoreni stabilné fungujiciho jadérka
v interfazi. Pri mitéze se transkripce utlumuje, ja-
dérko se rozpada do malych télisek, ktera po mitéze
ihned splynou v misté organizatoru a vytvori nové
funkéni jadérko. Nékteré slozky jadérka, napi. RNA-
polymeraza I, ztastavaji béhem mitézy asociovany
s organizatorem na chromozomu. To vSe svéd¢i
o tom, Ze burika je dobrym hospodarem. VyuZije ¢asti
rozpadlych jadérek a je schopna okamZité po mitéze
zacit s vyrobou ribozomu. Vysoce ekonomicky se
ostatné bunka chova i v pripadé€ syntézy RNA mimo
jadérko.

Tvorba ribozomu je komplexni proces zahrnujici
transkripci (obr. 19 a 20) 45S prekurzorické rRNA,
jeji vyzravani, modifikaci a rovnéZ asociaci rRNA
s ribozomalnimi proteiny a 5S rRNA, ktera se syn-
tetizuje mimo jadérko (podrobné na s. 570-571).
Vyzravani rRNA se ui¢astni mnoho proteinovych fak-
tortt a snRNA v komplexu, jemuzZ se rika proceso-
zom. Zminéné snRNA jsou vzhledem k své lokaliza-
ci nazyvany malé jadérkové RNA (snoRNA) a obsahuji
funkéné dulezité sekvence.

Ac¢ byla funkce jadérka v biosyntéze ribozomu po-
psana na pocatku 60. let, dosud neni znamo, jakym
zptiisobem jsou ribozomalni ¢astice dopravovany
z jadérka do cytoplazmy. Mezi dalsi mozné funkce
jadérka lze zahrnout:

B Ucast v jaderném importu a exportu, vcetné ex-
portu a degradace mRNA;

B Ucast v biosyntéze SRP (Signal Recognition Par-
ticle — viz Vesmir 79, 24, 2000) a telomerni RNA (te-
lomery jsou konce chromozomu; v interfazi jsou te-
lomerni sekvence soucasti heterochromatinu);

B hromadéni dulezitych makromolekul (napft. fak-
tora regulujicich bunéény cyklus), coZ jim zabraru-
je plnit jejich funkce;

B Gcast na vyzravani nékterych snRNA a tRNA.

Syntéza RNA mimo jadérko a jeji sestfih

Transkripce probiha na povrchu chromatinovych
struktur v perichromatinové oblasti interchroma-
tinového prostoru. VétSina primarnich transkripta
obsahuje introny, které musi byt vystriZzeny pred
transportem RNA do cytoplazmy, pricemz vystfiZe-
né introny jsou zpravidla rychle rozloZeny. K sestrihu
dochazi ¢asto soubéZné s transkripci, jesté kdyzZ je
syntetizovana RNA spojena s mistem transkripce. Je
v8ak znamo, Ze ¢ast prekurzorickych RNA obsahuje
introny i polyadenylovany konec, jenz ale vznika az
po ukonceni syntézy primarniho transkriptu. Nékteré
molekuly RNA proto musi byt sestfihany aZ po tran-
skripci. Prekurzoricka RNA se v téchto pripadech
uvolniuje z mista transkripce a je sestfiZzena na jiném
misté interchromatinového prostoru.

Sledujeme-li obraz FISH (viz rAmecek o metodice
na s. 564) specifické RNA, véetné specifického ozna-
¢eni intron-exonovych a exon-exonovych spojeni,
pozorujeme signal bud ve formé teréiku, v podstaté
velmi podobny signalu genu, nebo ve formé& prota-
Zeného signalu neboli jaderné cesticky (obr. 22). Sle-
dujeme-li distribuci transkripénich a sestfihovych
faktoru, je moZzné fluorescenéni signal v interchro-
matinovém prostoru rozdélit do dvou kategorii. Prv-
ni neni vyrazny a odpovida spiSe difuznimu signalu
s misty fokalni akumulace. Druhy odpovida v sav¢ich
burikdch nahromadéni faktort v asi 10 az 50 fluo-
rescencné intenzivnich jadernych skvrnach (obr. 5).
Rada téchto faktord, ale ne vsechny (obr. 5), jsou
obsaZeny rovnéz v n€kolika Cajalovych téliskach
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13. Obraz Cajalova téliska
(tmavé) a asociovaného

-
svétlejSiho GEM oznaéeného i

Sipkou. V tomto pfipadé
nebyla pouzita fluorescence,
ale imunocytochemicky -
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poskytnuti obrazku dékuji &
dr. 1. Mel&akovi.) v =
Méfitko 10 pm. -

il -1'..

g ™

http://www.cts.cuni.cz/vesmir ® VESMIR 79, ¥ijen 2000 567




GCACR)

GRANTOVA AGENTURA CR PREDSTAVUJE

(v lidské burice zpravidla v jednom aZ péti). Ta maji
prameér mensi neZ mikrometr a byvaji nékdy asocio-
vana s jadernymi skvrnami a jadérky.

Jak 1ze tyto obrazy interpretovat? Signal mRNA ve
formé terciku prislusi zpravidla genu s relativné ma-
lou transkripéni aktivitou, pricemZ mmnoZstvi uvol-
néné RNA z mista transkripce, at jiZ sestfiZzené ¢i ne,
je pod detekéni schopnosti FISH. Je moZné na né&j
také nahliZet jako na praveé aktivovany gen (obr. 22b).
V pripadé jadernych cesticek zjevné jde o gen s vySsi
aktivitou, pricemz RNA nebyla viibec sestfiZena, nebo
byla sestfiZzena jen zcasti, nebot cesticky obsahuji
jak exony, tak introny.

Jaderné skvrny

Primarni roli jadernych skvrn v transkripci lze vy-
loucit, nebot transkripéni signal je v nich pfiliS niz-
ky. Jaderné skvrny slouZi jako zasobarny faktort,
které jsou rekrutovany aktivnimi geny nachézejici-
mi se v blizkosti skvrn. Nicméné cesti¢ky vytvorené
nesestfiZzenou mRNA vedou od genu k témto skvr-
nam (obr. 22e), které tak v sestfihu mohou hrat ak-
tivni roli. Jak ale potom vysvétlit nizky transkrip¢ni
signal ve skvrnach? Imunocytochemii a metodou
FISH (viz ramecek na s. 564) detegujeme nejpoma-
lejdi kroky v ramci néjakého procesu. A jednim
z takovych procesu je pravé transkripce. Na rozdil
od zdkladniho sestfihu muiZe byt regulovany (¢i al-
ternativni) sestfih zpomaleny, a navic mtiZe byt pro-
storové oddélen od sestrihu probihajiciho béhem
transkripce. Pozorovatelny transkripéni signal ve
skvrnach proto nemutiZe byt vyrazny. Jaderné skvr-
ny se jevi nejen jako zasobarny transkrip¢nich a se-
stfihovych faktora a jako moZna mista regenerace
¢i tvorby transkripénich a sestfihovych komplexd,
ale také jako mista aktivniho sestrihu ¢asti prekur-
zorickych mRNA.

Cajalova téliska

O Cajalovych téliskach se soudi, Ze jsou mistem tvor-
by transkrip¢nich i sestfihovych komplext. Hraji
snad také roli v jejich recyklaci a nitrojaderném
transportu. Uplatrnuji se v mistech transkripce spe-
cifickych genti, napf. genti pro nékteré snRNA a rov-
néZ aktivnich histonovych genti. Obsahuji fadu ja-
dérkovych slozek (obr. 4) a plni zjevné i jistou tlohu
spolu s jadérkem, s nimzZ se ¢asto spéjeji.

Jadro jako dynamicka organela

Z uvedeného zatim nevyplyva dynamicky charakter
jadra. SpiSe se muZe zdat, Ze v jadre existuji stabil-
ni oblasti, i kdyZ v rdmci né&jakého rovnovazného
rozmisténi makromolekul. Opak je pravdou. Dyna-
mika jadra je iZasna. Pohyb na trovni kompartmen-
t ¢i subkompartmenttl potvrzuji ¢etné experimen-
ty (obr. 18). Rychlost pohybu chromatinu, mérena
napf. pohybem centromery, je mezi jednim a deseti
mikrometry za hodinu. Také inhibitory syntézy RNA
vyvolaji rozsdhlé zmény struktury jadra ve velmi krat-
ké dobé (obr. 23). Zména polohy genu v jadre je ve
specifickych pfipadech mikroskopicky registrovana
jiZ 5 minut po jeho aktivaci.

Velmi rychla je v jadre i zAaména identickych mak-
romolekul (obr. 12). Napr. histony, které jsou
soucasti nukleozomu, jsou v chromatinu stabilné
zabudovany, ale histon tvorici spojeni mezi dvéma
nukleozomy setrvavd na misté radové jen nékolik
vterin, neZ je nahrazen stejnym typem histonu. Jak
je to s pohybem makromolekul v interchromatino-
vém prostoru? Soucasné poznatky hovofi spiSe
o difuzi (obr. 24), ale pfedevsim v souvislosti se za-
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14. Fluorescenéni obraz replikace (zelené) a transkripce (€ervené)
v kultivované lidské bunice v ¢asné fazi S. Obraz se sklada z velkého
poctu zelenych a €ervenych domén a vyjimeéné je vidét prekryv ve
formé domén zlutych. Snimek svédéi o tom, Zze na replikované sek-
venci DNA dochazi k utlumu transkripéni aktivity. PovS§imnéte si, ze
transkripéni signal v jadérku (tmavé skvrny bez fluorescenéniho sig-
nalu) neni detegovan. Je to zpisobeno fixaci bunék a nedostupnosti
BrU pro protilatku. Pfi pouziti jiné fixace Ize v jadérku zaznamenat
vysoky transkripéni signal (viz obr. 19 a 20). (S laskavym svolenim
Springer-Verlag pretiS§téno z Chromozoma 108, 325-335, 1999.)

15. Posun replikaéniho signalu v éase. VétSina replikacnich domén
vykazuje bud zelenou, nebo €ervenou barvu, Zluta barva neni tak ¢as-
ta. To znamena, ze replikaéni domény odpovidajici dvéma ¢asoveé od-
délenym pulzdm jiz zpravidla nekolokalizuji. (S laskavym svolenim
Springer-Verlag preti§téno z Chromozoma 108, 325-335, 1999.)

16. Detekce replikacni aktivity (podobné jako na obr. 14 a 15)
v natazenych viaknech DNA po rozbiti buriky i jadra. Obrazek doku-
mentuje smér replikace (od zelené k ¢ervené) a rychlost replikace
(délkou znaéenych usekii DNA). Rychlost replikaéni vidlicky je
v rozmezi 0,21 az 0,55 pm za minutu. (Za laskavé poskytnuti obrazku
dékuji dr. J. Malinskému.)

17. Polytenni chromozom octomilky (Drosophila melanogaster) je pf¥i-
tomen v obfich burikach slinnych zlaz. Vznika mnohonasobnou dupli-
kaci DNA, vysledkem je nékolik set dvojSroubovic DNA uloZzenych
paralelné jedna vedle druhé. Na snimku vyznacuje hraniéni domény
(zelené) protilatka proti proteinu BEAF, ktery se vaze na sekvence
scs’. Soucasné byl mapovan sestfihovy faktor SC35 (¢ervené). (Za
laskavé poskytnuti obrazku dékuji Mgr. M. Eltsovovi.) Méfitko 5 ym.
18. Uméle vytvorené obfi subchromozomalni domény v bunééné li-
nii kfecka, ¢itajici 90 milionti pard nukleotid (90 Mbp) v dvojsrou-
bovici DNA, v jeji kondenzované (a) a euchromatinizované formé (b).
Domeéna se sklada ze stovek duplikovanych identickych gent dihy-
drofolatreduktazy s vmezefenymi tseky obsahujicimi opakujici se
vazebné sekvence pro represor lakt6zy. Represor vykazuje viuci této
sekvenci vysokou vazebnou silu. Té je vyuzito na snimku a, kdy bunky
byly transfektovany konstruktem, ktery exprimuje hybridni protein
sloZzeny z represoru laktézy a GFP (green fluorescent protein; nic-
méné je zde fluorescence uméle dokumentovana ¢ervené). Vazbou
hybridniho proteinu na vazebnou sekvenci mizeme tuto doménu
pozorovat. Pfistupy vyuzivajici hybridni proteiny s GFP pat#i
v poslednich letech mezi rozsifené pristupy molekularni bunécné bio-
logie, nebot hybridni protein fluoreskuje a Ize pozorovat i Zivé bui-
ky. Obraz (a) pfedstavuje detekci obfi subchromozomaini heterochro-
matinové domény o priméru asi jeden mikrometr a nachazejici se
pobliz jaderného obalu. V obraze (b) byl pro transfekci pouzit podob-
ny GFP-konstrukt, ktery navic obsahoval kédujici sekvenci pro akti-
vaéni doménu velmi silného aktivatoru transkripce, faktoru VP16.
Tim byla euchromatinizovana chromozomalni doména, ktera vyka-
zuje délku 25 az 40 pm s tloustkou chromonemového viakna okolo
100 nm. Po euchromatinizaci odpovida velikost domény nékolika
chromozomalnim teritoriim (je zajimavé srovnani jeji velikosti
s obrazem domény v (a)!). K euchromatinizaci doslo i nezavisle na
aktivni transkripci, tj. i v pfipadé podani inhibitoru syntézy RNA. Ak-
tivaéni doména v hybridnim proteinu vazaném na DNA sama o sobé
vyvola masivni zapojeni faktord uéastnicich se prestavby chromati-
nu, véetné transkripéniho aparatu, a lokalni zmény ve vy$$im hierar-
chickém usporadani chromatinu se rozsifi na celou 90 Mbp subchro-
mozomalni doménu. Cytochemicky byla v (a) i (b) dobarvena (zele-
nomodie) DNA. (PretiSténo z J. Cell Biol. 145, 1341-1354, 1999; za
laskavé poskytnuti obrazkd dékuji Dr. A. Belmontovi a za laskavy
souhlas s jejich pouzitim The Rockefeller University Press). Méfitko
5 pm.

budovavanim makromolekul na urc¢ita mista (tj. do
urcitého kompartmentu), ¢i naopak s jejich uvolrio-
vanim jde zjevné o pochody vyZadujici energii.

Bunécéné jadro a nemoc

Zmény ve strukture bunécéného jadra jsou asocio-
vany s bezpoctem onemocnéni, ktera ¢asto souvise-
ji se zménou chromatinu. Uvedu jen dva priklady
souvisejici s jadernymi kompartmenty v interchro-
matinovém prostoru, Cajalovymi télisky a télisky
PML.

23. Inhibitor syntézy RNA (v tomto pf¥ipadé a-amanitin) vyvola velmi
rychle zménu uspofadani jadra (b) ve srovnani s normalnim stavem
(a). Dokumentovana je zména jadernych skvrn (mapovan byl faktor
SC35), které se zvétsi a zakulati. Zaroven se snizi celkovy nukleo-
plazmaticky signal. (S laskavym svolenim Springer-Verlag pretisté-
no z Chromozoma 108, 325-335, 1999.)

24. Pohyb mRNA skladajici se ze dvou exon a jednoho intronu. Po
mikroinjekci je RNA signal v jadfe viceméné homogenni. Po nékoli-
ka minutach se mikroinjikovana RNA akumuluje v jadernych skvr-
nach, jak je v obrazku dokumentovano zlutou barvou (c). Pohyb
v interchromatinovém prostoru zjevné odpovida difuzi. RNA byla
detegovana c¢ervené (a) a jaderné skvrny zelené (b). Kombinace obou
signala je patrna jako Zluta barva na snimku c. (Za laskavé poskyt-
nuti obrazku dékuiji dr. I. Meléakovi.)
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19. Detekce replikace (zelené), rRNA (Cervené) a transkripénich mist
(modfe) v jadérku v ¢asné fazi S bunééného cyklu. Replikaéni signal neni
v jadérku detegovatelny, nebot rDNA je replikovana v pozdéjsi etapé
faze S. Transkripéni mista ¢asteéné odpovidaji mistiim distribuce rRNA
(fialové). (Za laskavé poskytnuti obrazku dékuji Mgr. A. Plissovi.)

20. Pohyb rRNA v jadérku. Kratkym pulsem BrUTP byla znacena transkrip-
ce (Gervené) a 20 minut nato deteovany transkripty a GFP-fibrilarin (zele-
né). Pokud je detekce provedena bezprostifedné po znaceni transkripce,
oba signaly se prekryvaiji. Z pozorovani vyplyva pohyb rRNA (viz zvétSeny
detail jadérka) viici doménam obsahujicim GFP-fibrilarin, v nichZ dochazi
k syntéze rRNA. (Za laskavé poskytnuti obrazku dékuiji dr. D. Starikovi.)
21. a—Lokalizace lokusu CD4 (zelené) v bunécné linii T-lymfocyt, v nichz
je gen CD24 aktivni. Cervené je znac¢ena y-satelitni DNA. b — Lokalizace
téhoz lokusu v bunécné linii B-lymfocyt(, v nichz je neaktivni a je asocio-
van s heterochromatinovou y-satelitni DNA (Zluté) prostrednictvim fakto-
ru lkaros. (Pretisténo ze Science 280, 547-553, 1998; dékuji za laskavé
poskytnuti obrazku Dr. A. Fischerové a dr. K. Brownové a za laskavy sou-
hlas s jejich otisténim The American Association for the Advancement of
Science.) ¢ - Schéma souvislosti aktivace i represe genu CD4 s pohybem
genu vuci heterochromatinu. Méfitko v obr. 21a—-21b odpovida 2 ym.

BN

Obr. 22

22. Pfiklad mapovani specifického genu i jeho transkriptd a putovani
transkript k jadernym skvrnam v lidskych burikach. Gen je v bunécné
linii pfitomen ve dvou kopiich pouze na jednom ze dvou chromozomi 1.
Geny jsou aktivné transkribovany a alternativnim sestfihem se tvofi
nékolik mRNA kédujicich raizné proteiny.

a—Mapovanim genu je ziskan obraz dvou blizkych fluorescenénich bodii.
Je-li buiika v G2 fazi, miZzeme pozorovat dvé dvojice fluorescencnich
bodu. MéfFitko 5 pm.

b, c — Dva pfiklady mapovani genu (éervené) a mRNA (zelené).

b — Zde je signal RNA ve formé teréiku velice podobny obrazu genti a miize
napt. odpovidat aktivaci genu po probéhlé mitéze. Méfitko 5 pm.

c - Velka vétSina RNA signall (zelené) ma tvar ,,cesti¢ky“. VS§imnéte si,
Ze jeden z genl (Cervené) je v cestiGce polarné orientovan, druhy gen

21c
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gen

aktivni gen
v euchromatinu

"

R

heterochromatin

se nachazi uvnitf cesticky. Oba geny jsou transkripéné aktivni. Mé-
fitko 2 pm.

d — Mapovani RNA-signalu (¢ervené) vicéi jadernym skvrnam (zele-
né; pouzita byla protilatka SC35) svédéi o podobné lokalizaci konce
cesti¢ky se skvrnou. PovS§imnéte si fokélniho signalu faktoru SC35
na opa¢ném konci cesticky (je zvyraznén p¥i pouziti ,,vrstevnicové-
ho* filtru v konfokalnim mikroskopu a ukazuje na néj bila Sipka). Tento
lokalni signal svédéi o sestfihu RNA jesté béhem transkripce. Méfit-
ko 2 pm.

e — Soucasné mapovani gentl (Eervené; malé Sipky), transkripta (ze-
lené) a jadernych skvrn (fialové; delsi Sipka). Transkripty putuji od
genu ke skvrnam. (PretiSténo z Mol. Biol. Cell. 11, 497-510, 2000
s laskavym souhlasem The American Society for Cell Biology.)
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Existuje korelace mezi spinalni svalovou dystrofii
(SSD) a strukturou Cajalovych télisek. V nékterych
bunécénych typech jsou Cajalova téliska asociovana
s dalSim typem télisek, zvanych GEM (Gemini of Ca-
jal bodies; obr. 13). U pacientti je v Cajalovych té-
liskach pfitomen protein SMN1, ktery je pri¢inou
svalové dystrofie. Jeho mutace zpusobuji chybu
v biogenezi snRNP a sestrih prekurzorickych mRNA
se stane nefunk¢énim. Je-li s Cajalovym téliskem aso-
ciovano télisko GEM, je SMN1 protein u dystriofie
specifickou zna¢kou tohoto téliska. Stoji jist€ za po-
zornost, Ze znacné procento dédi¢nych onemocnéni
ma podstatu pravé v chybném sestrihu.

Téliska PML jsou ve srovnani s Cajalovymi télisky
mens$i a ¢asto jich na jadro lidské buriky pfipada vice
neZz deset (obr. 6). Nékdy se vyskytuji ve spojeni
s Cajalovymi télisky. Jednou z jejich specifickych
bilkovin je protein PML. U promyelocytarni leukemie
se v souvislosti s translokaci chromozomu tato té-
liska rozpadaji. Béhem translokace se v sekvenci
DNA spoji gen kédujici protein PML a gen pro re-
ceptor kyseliny retinové (RAR) - vznikne hybridni
protein PML-RAR. Stac¢i burikdm podat kyselinu reti-
novou a téliska PML se opét vytvori.

Bunécné jadro v novém miléniu
Jesteé pred 10 lety bylo studium bunéc¢ného jadra té-

meér vyluéné popisné. Dnes se preneslo na moleku-
larni Groven a existuji predpoklady pro to, Ze se nase
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védomosti o struktufe chromatinu vyssich radua
a funkeci jadernych kompartmentu v blizké budouc-
nosti vyznamneé prohloubi. Molekularni bunééna bio-
logie uz prinesla detailni poznatky o replikaci DNA,
syntéze a vyzravani RNA, a také o transportu makro-
molekul mezi jadrem a cytoplazmou (skrze neustale
vytiZzené jaderné péry se v jedné burice prepravi sem
a tam milion makromolekul za minutu). Vysledky pra-
ci z poslednich let svédéii o pokroku v poznani struk-
turné-funkéni organizace opravnych mechanizmu
DNA a jaderné degradace RNA i proteint. Snad také
po mnoha letech usili zodpovime otazku, zda existu-
je ¢i neexistuje jaderna ,matrix“ nebo néjaka forma
jaderného skeletu, jak jej zname v cytoplazmé.
Jadro je vysoce dynamicka organela, pro niZ jsou
typické jeji kompartmenty, at jiZ ve smyslu jednotli-
vych chromozomalnich teritorii ¢i kompartmenta in-
terchromatinového prostoru. Rozdéleni na kompart-
menty je pro metabolizmus jadra ,ekonomicky* vy-
hodné a umozZiuje predbéZnou tvorbu makromoleku-
larnich komplexti, které pak provadéji slozité proce-
sy replikace, transkripce i vyzravani RNA. Jadro ne-
1ze povazovat za ,chromozomy a jadérka plovouci
v jaderné Staveé“. Je to naopak organizovana organe-
la s prisn€ regulovanou vysokou funkéni prizptisobi-
vosti struktury. Hlubsi porozuméni funkci bunééné-
ho jadra a znalost kompletni sekvence lidského ge-
nomu otviraji plné€ nové perspektivy pro genovou te-
rapii a prispéji k revoluci v lidské medicing. mi



