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ZKkratky

APL: Akutni promyelocyticka leukemie

Aza-dC: 5-aza-2’-deoxycytidin

bFGF: “basic Fibroblast Growth Factor”, riistovy faktor pro fibroblasty

53BP1: vazebny protein 1 pro p53 naddorovy supresor

CTs: Chromozomalni teritoria

CENP-A: Varianta histonu H3 v centromerickych oblastech

DEPC: Diethylpyrokarbonat

DMSO: Dimethylsulfoxid

Dnmts: DNA methyltrasferazy

DSBs: “Double strand breaks”, dvoufetézcové zlomy

FISH: Fluorescen¢ni in situ hybridizace

FITC: Fluorescein isothiokyanat

GFP: “Green Fluorescein Protein”, zeleny fluorescencni protein

H3K9 (K4, K27, K36, K79): Histon H3 a jeho specifické modifikace na lysinech (K)
H3S10: Histon H3 a jeho specificka modifikace na serinu (S) v pozici 10

HAT: Histonov¢ acetyltransferazy

HDAC:s: Histonové deacetylazy

HDAC:: Inhibitory histonovych deacetylaz

hESCs: “human Embryonic Stem Cells”, lidské embryonalni kmenové bunky
HMTs: Histonové methyltrasferazy

HGPS: Hutchinson-Gilford Progeria Syndrom

HP1: Heterochromatinovy protein 1

HSA: “Homo Sapiens autosome”, obecné chromozomalni teritorium lidskych autozému
HSRs: Homogenné znacena oblast

ICD (IC): Interchromozomalni kompartment

LAPs: “Lamin Associated Polypeptides”, polypeptidy jejichz funkce je spojend s laminy
LCR: “Locus Control Region”, DNA oblast ovlivitujici lokusy z hlediska jejich transkripce
LIF: “Leukemia Inhibitory Factor”, leukemicky inhibi¢ni faktor

mel; me2; me3: monomethylace, dimethylace, trimethylace

Me: Methylace DNA

MeCP: Methyl CpG vazebny protein

MEF: Mysi embryonalni fibroblasty

MM: Mnohocetny myelom

NaBt: “Sodium butyrate”, butyrat sodny

PBS: Fosfatovy pufr

PcG: “Polycomb group” proteiny

PML: Promyelocyticka leukemicka téliska

PMA: Phorbol-12-myristat-13-acetat

Pol IT (RNAP II): Polymeraza I1

Rb1: Retinoblastomovy protein 1

RA: “all-trans retinoic acid”, kyselina retinova

RIDGE: “Regions of Increased Gene Expression”, oblast se zvySenou expresi gentl
SAGE: “Serial Analysis of Gene Expression”, nékolikandsobné analyza exprese genti
SC-35: “Nuclear speckles”, jaderné skvrny

SUMO: sumoylace

TEM: Transmisni elektronovy mikroskop

TSA: Trichostatin A

Xi: Inaktivni X chromozém
Xic: X inaktivaéni centrum



1. Uvod
1.1. Zakladni poznatky o struktufie genomu
I ptes fakt, Ze primarni struktura genomu fady organismii byla kompletn€ zmapovana,

jen malo je znamo o prostorovém uspotradani chromatinu v kontextu jadernych procest jako
je replikace, transkripce, sestfih a DNA reparace. Velkym pokrokem ve studiu struktury
chromatinu byl objev fluorescen¢ni in situ hybridizace (Pinkel et al., 1988; Lichter et
al.,, 1988; 1990), ktera v kombinaci s immunofluorescenci a konfokalni mikroskopii
umoziuje vizualizaci chromozomalnich teritorii, jejich jednotlivych domén i proteint
asociovanych s chromatinem. Pomoci zminénych technik je mozné ziskat reprodukovatelné
vysledky, které charakterizuji usporadani chromozomil v ramci interfaznich jader, jadernou
strukturu transkripéné aktivnich i neaktivnich lokusti nebo distribuci zajimavych proteind
v buikach.

Zasadnim poznatkem v biologii chromatinu je popis interfaznich chromozomalnich
teritorii a formulovani funkéniho modelu usporadani interfaznich jader (shrnuto v Cremer a
Cremer 2001; Lanctot et al., 2007). Bylo zjisténo, Ze interfazni chromozémy tvoii vzajemné
se nepiekryvajici teritoria (CTs), mezi kterymi se nachazi takzvany interchromatinovy
kompartment (IC), jehoz funkce je dulezita z hlediska transportu regula¢nich molekul
k cilovym mistim DNA (Cremer a Cremer 2001; Lanctot et al., 2007). Nedavno
byl vSak popsan autory Branco a Pombo (2006) kontroverzni model, ktery ptipousti
vzajemny prekryv teritorii chromozomi, coz je velice pravdépodobné piedevsim z hlediska
ptipadnych translokaci chromozomalnich domén. Navic, lokalni uspotfadani chromatinu,
jeho epigenetické modifikace a transkripce gend pravdépodobné ovliviiuji miru interakce
mezi jednotlivymi chromozomalnimi teritorii (Branco a Pombo 2006). Dalsim velice
zasadnim kritériem hodnoceni uspotfadani chromozomi je jejich radialni poloha v ramci
interfaznich jader. Vyznamny pftinos v této oblasti pfinesla lisabonska skupina, ktera jako
prvni publikovala vysledky o specifickém radidlnim uspofddani genli v interfaznim
jadie (Parreira et al., 1997; Neves et al., 1999). Vysledky experimentl této skupiny
vyznamné koreluji s pracemi Kozubek et al. (1997) a Kozubek et al. (2002).
Navic, analyza radidlnich poloh vsech lidskych chromozému byla publikovana soucasné
v Clancich Bartova et al. (2001) a Boyle et al. (2001). Ukézalo se, Ze radidlni
uspofadani chromozomii souvisi s genovou hustotou (Boyle et al., 2001) nebo
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genovou expresi (Croft et al., 1999; Kozubek et al., 2002). Jako velice zajimavé se rovnéz
jevi zmény v uspotradani chromozomadlnich domén béhem bunééné diferenciace. Z tohoto
divodu jsme se v rdmci nasi experimentalni skupiny zacali zabyvat aspekty tykajici se
diferencia¢né zavislych zmén na irovni chromatinu (Bartova et al., 2000a, 2000b, 2002;
Galiova et al., 2004, HarniCarova et al., 2006 and Bartova et al., 2008a).

Dals$im velice vyznamnym fenoménem struktury chromatinu je objev transkripcné
aktivnich gentl, které jsou lokalizovany na chromatinovych smyckéach vybihajicich mimo
vlastni kompaktni chromozomalni teritorium (Volpi et al., 2000; Mahy et al., 2002; Williams
et al., 2002). Zminény jev byl pozorovan prevazné u genii zodpovédnych za pluripotenci
embryonalnich kmenovych bun¢k a nebo u ontogeneticky vyznamnych lokusi. K témto
lokustim patii naptiklad gen Oct3/4 nebo skupina Hox gend (Chambeyron et al., 2004;
Wiblin et al., 2005; Bartova et al., 2008a). Na zakladé popsanych vysledi vSak neni
uplné jasné, zda usporadani chromozomadlnich teritorii je pfi¢inou nebo nasledkem
transkripcnich procestt (Chubb et al., 2003). Urcité snahy o objasnéni podstaty vztahu
mezi strukturou chromatinu a genovou expresi byly naznaceny v praci Kurz et al. (1996).
Zde bylo zjisténo, ze kodujici sekvence se preferencné vyskytuji na periferii ptislusného
chromozomalniho teritoria, zatimco anonymni DNA fragment byl umistén nahodn¢ v ramci
daného chromozému. Stejné tak transkripcné aktivni ANT2 (Xq24-q25) a ANT3 geny
(Xp22.3) byly umistény na periferii relevantniho teritoria, v porovnani s transkripcné
neaktivnim lokusem ANT2 (Dietzel et al.,, 1999). Navic bylo pozorovano, Ze oblasti
se zvySenym obsahem GC parti bazi maji vétsi variabilitu v rdmci chromozomalniho
teritoria nez AT bohatd mista (Tajbakhsh et al., 2000). Periferni lokalizace transkripéné
aktivniho genu c-myc v ramci daného chromozomalniho teritoria byla pozorovana i v naSich
experimentech (Harni¢arova et al., 2006). Navic jsme zjistili, Ze radialni distribuce c-myc
transkripcnich mist neni ovlivnéna diferenciacnimi procesy a transkripce a post-transkripéni
upravy probihaji v centralnich ¢éastech interfaznich jader (Harniarova et al., 2006).
V ptipadé ontogeneticky dilezitych genti, jako je B-globinovy klastr nebo gen Oct3/4,
jsme pozorovali umisténi téchto lokusii na chromatinovych smyckach, které opét vybihali
mimo vlastni teritorium daného chromozomu (Galiova et al., 2004; Bartova et al., 2008a).
Na druhou stranu existuji vSak prace, které ukazuji na moznost transportu transkripénich
faktori do vnitinich ¢asti chromozomalniho teritoria, coz ukazuje na fenomén takzvané
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“invaginace” interchromatinovych kanali do nitra interfaznich chromozému (Verschure et
al., 1999 a Mahy et al., 2002). Pohled na vzajemné interakce mezi expresi gentl a uréitym
strukturalnim seskupenim ovlivnila i prace Schiibeler et al. (2001), v niz bylo zjisténo,
ze umlceni genové exprese muze byt zprostifedkovano priblizenim lokusi k robustnim
oblastem heterochromatinu, jako jsou napiiklad centromery. Tento typ umlCeni genové
exprese, pfipominajici pozi¢ni PEV (“Position Effect Variegation™) efekt u Drosophily
melanogaster, je pravdépodobné spojeny s deacetylaci histonli v daném lokusu. Vliv
centromerického heterochromatinu na transkripcni aktivitu gentt byl rovnéz ovéten
v praci Bartova et al. (2002), kterd se zabyva hledanim zdkonitosti mezi strukturou
a funkci genomu u leukemickych bunék stimulovanych k myeloidni diferenciaci.
V tomto ptipadé bylo zjisténo, Ze centromericky heterochromatin a X chromozém
vyznamné ovliviiuji heterochromatinizaci a transkripéni inaktivaci vybranych lokusi.

Z hlediska regulace transkripéni aktivity genti a formovani euchromatinu a
heterochromatinu se do popfedi zdjmu rovnéz dostavaji studie feSici problematiku
epigenetickych modifikaci jak DNA, tak histont (Rice a Allis 2001; Lachner a Jenuwein
2002; Lachner et al., 2003; Martin a Zhang 2005; Jenuwein 2006; Kouzarides 2007).
Na zéklad¢ principti modelti kompartmentalizace intefdznich jader n€kolik strukturdlnich
studii sméfovalo k poznani jaderného uspotfadani specificky modifikovanych histonid
(Cremer et al., 2004; Zinner et al., 2006; 2007; Skalnikova et al., 2007). Bylo zjisténo,
ze histonovy kod vyznamné ovlivituje a nebo je alespon asociovan s kompartmentalizaci
genomu do odlisnych euchromatinovych a heterochromatinovych domén. Zakladni principy
kompartmentalizace je mozné pozorovat i v interfaznich distribucich epigenetickych
modifikaci chromatinu. Vyznamné experimenty byly v tomto sméru udélany videniskou
skupinou profesora Thomase Jenuweina, kterd kromé jiného zjistila, ze H3K9 dimethylace
(me2) pfedstavuje vyznamny epigeneticky znak centromerického heterochromatinu (Lachner
at al., 2003), zatimco H3K27 trimethylace (me3) se uplatiuje v procesech inaktivace
chromozomu X (Kohlmaier et al., 2004). Vyznamné zmény v epigenomu byly rovnéz
pozorovany po pusobeni inhibitord histonovych deacetylaz (HDAC1) (Taddei et al., 2001;
Gilchrist et al., 2004; Bartova et al., 2005a; 2007). Zjistilo se, ze histony umisténé na
jaderné periferii jsou vystaveny vétSim zménam v epigenetickych profilech nez histony
umisténé ve vnitini ¢asti interfaznich jader (Taddei et al., 2001; Bartova et al., 2005a).
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Rovnéz zésah do epigenomu pomoci HDACi ovlivituje jaderné usporadani klastrt
centromer (chromocentra popsana v Alcobia et al., 2000; 2003) a jejich asociaci s hlavnim
heterochromatickym proteinem 1 (HP1) (Taddei et al., 2001; Bartova et al., 2005a; 2007).

Snahou experimentt, jejichz vysledky jsou uvedeny v dalSich odstavcich
bylo proniknout do biologie chromatinu, ktera se vyznamné méni béhem jadernych a
nasledn¢ i bunéénych procest. Hledani asociaci mezi strukturou chromatinu, epigenetickymi
modifikacemi histond a transkripcni aktivitou diferenciaéné vyznamnych genti se rovnéz
zabyvala autorka této prace a vysledky jsou uvedeny a diskutovany v dalSich kapitolach a

ptilozenych publikacich.

2. Struktura a funkce chromatinu.
2.1. Historie studia organizace chromozémi a dalSich jadernych
kompartmenti

Bunécné jadro bylo popsano pied vice nez 150 lety, pfesto studium jeho struktury
je v popiedi zdjmu mnoha renomovanych biologickych laboratofi i v sou¢asnosti. Buné¢né
jadro predstavuje vysoce organizovanou strukturu, jejiz jednotlivé slozky zacaly byt
studovany jiz béhem 19. stoleti. K prvnim autorti, ktefi se zabyvali touto problematikou,
patii Matthias Schleiden (1804-1881) a Theodor Schwan (1810-1882), ktefi popsali
bunécéné jadro jako strukturu skladajici se ze smési prvki jako je dusik, uhlik, fosfor
a smés riznych minerali a nutricnich komponent. V t¢ dobé byla bunécénad biologie
otazkou filozofickych pohledt na Zivot a zivé systémy. Schleiden jako prvni poskytl dikaz
o bunééném déleni na modelu kvasinek, €ili spontanni de novo obnoveni bunéénych organel.
Teorie spontanniho mnozeni mikroorganismt byla nahrazena novou teorii Luise Pasteura
(1822-1892) o mnozeni mikroorganismi zodpovédnych za infek¢éni choroby. Prace Pasteura
byly jako prvni zalozeny na koncepci védeckych dilkazii, na rozdil od predeslych teorii,
vétSinou vytvorenych na zdkladé odhadtl a dedukcei. Je tieba si uvédomit, ze vSechny
zminéné teorie o spontannim dé€leni , tzv. “generatio spontanea” z 19. stoleti pfispély
k odhaleni vyznamu chromozomu jako nositeltl dédi¢né informace. Prvni teorie o dédi¢né
podstaté chromozomi byla vytvoifena v roce 1880 a spolecné s Darwinovou evoluéni

teorii pfestavovala nejvyznamnéjsi zlom v chapani podstaty lidského zivota. V roce 1873



Friedrich Anton Schneider (1831-1890) udé¢lal zajimavé zjisténi, ze béhem bunécného
déleni jadro podléhd nékolika specifickym zménam, které byly popsany jako nepiimé
bunécné déleni, Cili mitdéza. V roce 1882 Walter Flemming (1843-1906) popsal ve své
knize “Bunécna hmota, jadro a bunécné déleni” presny model déleni bun¢k a to z mnoha
aspektii. Flemming jako prvni pouzil termin chromatin a mitéza a déale pozoroval, ze
mitotické chromozémy se béhem bunécného déleni rozkladaji do dvou polovin. Flemming
vSak nedokazal vysvétlit pfesny vyznam tohoto jevu. V roce 1888 Wilhelm Waldeyer
(1836-1921) definitivné oznacil chromatinova vlakna za chromozémy. O dva roky pozdéji,
Emil Heuser (1851-1928) publikoval, ze chromatidy kazdého chromozomu se presné
odd¢luji na opacné poly jadra. Béhem 80. let 19. stoleti August Weismann (1834-1914)
jako prvni navrhl chromozomadlni teorii dédi¢nosti. Weismann rozliSoval mezi ideélni
a skuteCnou teorii, to je teoriemi, které poskytuji nejenom formalni pohled na vyznam
chromozému v jadre, ale objasiuji i jeji funkéni disledky. Weismann uvazoval, ze dédi¢ny
material je umistén praveé v jednotlivych chromozoémech, avsak v ¢ase, kdy publikoval svou
teorii dédi¢nosti (Weisman 1892a; 1892b), neznal praci J. G. Mendela (1822-1884), ktery
v roce 1856 zahdjil své experimenty s kiizenim rostlin. Mendel povazoval proménlivost
rostlin za dolozenou skute¢nost. Byl prvni, kdo udélal vyznamny diagnosticky ptevrat, kdy
nehodnotil organismus jako celek, ale rozlozil ho na jednotlivé znaky. Jednotlivé znaky,
chapal protikladné, jako dvé strany jedné mince. Hodnotil pfenos genetickych znaki jako
ptenos vloh. V predstavach Mendela se u potomka projevily vlohy pro jednotlivé znaky
matetské a otcovské rostliny. Mendelova diagnosticka metoda, pravdépodobné piedchtidce
dnesni biostatistiky, umoznila vyhodnoceni vysledkt sedmi pari znaki, vypozorovanych pti
ktizeni hrachu. Hodnoceni bylo zalozeno na principu dominance a recesivity protikladnych
parametrd. Mendelovym segregacnim pomérum vsak neodpovidala Weissmanova teorie
dédicnosti, kterd nepiedpokladala, ze ztrata chromozémi by mohla mit velky letalni vliv
na vyvoj organizmu, coz bylo objasnéno az pozdéji.

Prvni teorie, urcujici usporadani chromozémi v interfaznich jadrech vytvorili Carl
Rabl (1858-1917) a Theodor Boveri (1862-1915). Rabl piedpokladal existenci ptesného
poc¢tu chromozoému v bunéénych jadrech. Druhym piedpokladem byla piesna konformace

chromozomu v mitotickych bunkach. Povsiml si, ze chromozémy jsou pfesné polarizovany



na zacatku i na konci mitotického dé€leni. Zjistil, ze jisté chromozomalni oblasti se dotykaji
mitotickych vietének a klastruji na jedné stran¢ jadra, zatimco druhé konce chromozomii
se natahuji na opacny pdl bunécného jadra. Primarni konstrikce chromozomii, centromery,
nebyly vSak Rablem definovéany. Dalsi jeho vyznamna teorie se opét tykala chromozémi,
jejichz struktura je stabilni béhem vytvoreni jaderné matrix a trva béhem interfaze. Navic,
chromozoémy vytvareji ur¢ité domény, které jsou dilezité z hlediska jejich polarizace béhem
jednotlivych stadii mitézy. Rabl predpokladal, ze interfazni struktury chromozomii se
skladaji z primarnich vlaken, které dale vytvari sekundarni a tercidlni uspotradani, coz vede
k vytvoreni chromatinové sité, ktera se rozpind celym bunéénym jadrem. Rablovy teorie
pfesného poctu chromozémi a jejich konzervativni uspotadani v interfaznich jadrech se
z dnesniho pohledu jevi velmi pokrokové, avsak Rabl nepiedpokladal, ze kazdy chromozém
ma svou jedinecnou funkci v dédi¢nosti, kterou nesdili s jinym typem chromozému.
Velké obohaceni Rablovych teorii pfinesla pozorovani Theodora Boveri (1862-1915), ktery
poskytl ditkkaz o individualité jednotlivych chromozému. V jeho praci se poprvé objevuje
termin chromozomalni teritoria, jejichz vyznam z hlediska regulace bunécnych funkci je
v poptedi zajmu i souCasnych laboratofi, které se zabyvaji studiem struktury a funkce
chromatinu. V moderni terminologii se za chromozomalni teritoria povazuji interfazni
prot&jsky mitotickych chromozoémi. Novodoba cytogenetika vychazi z teorii Boveriho a
Suttona (Walter a Sutton 1877-1916), ktefi propojili své nazory s vyznamnymi poznatky
Johana Gregora Mendela, jehoz teorie dédi¢nosti vyznamné poukazuje na to, ze chromozoémy
jsou zakladnimi nositeli dédi¢né informace a tudiz Mendelovy a Boveri-Sutonovy teorie jsou
zakladnim stavebnim kamenem obecné genetiky a rovnéz dédi¢né molekularni architektury
bunécného jadra (Cremer et al.,, 2006). Teorie Boveriho a Suttona vysvétlila nejenom
Mendelovy zakony v cytologickych terminech, ale rovnéz poskytla ditkaz, ze dédi¢né znaky,
lokalizované na daném chromozému, se mohou pienaSet béhem mitézy do dcetfinnych
bun¢k, coz argumentuje proti moznosti piirozené vymeény jednotlivych segmenti mezi
homolognimi chromozémy (Boveri 1904). Boveri a Sutton prohlasovali, ze se chromozomy
odlisuji v haploidnim stavu obsahem dédi¢nych elementt. Navic, Sutton zdtraznil rozdily
v morfologii chromozému a v jejich chovani béhem mitézy. Predpoklad, ze morfologicky
rozdil mezi jednotlivymi chromozémy hraje dtilezitou ulohu ve vyvoji sam¢iho a samiciho
plodu byl popsdn Henkingem v roce 1891. Na zdkladé téchto pozorovani Boveri
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ve svych teorii shrnuje, Ze presny pocet chromozomt je diillezity pro optimalni ontogeneticky
vyvoj a piesnd kompozice individualnich chromozémti je nepostradatelna. Tyto zakonitosti
byly ptfedpovidany ve Weismannové chromozomalni teorii dédi¢nosti, ale jeden z nejlepsich
konceptt té doby byl poskytnut pouze Boverim v jeho “Teorii chromozomalni jedinecnosti”.
Velkym ptevratem ve zminénych teoriich byl objev nukleovych kyselin v bunééném jadie
(Kossel 1882; Miescher 1897; Watson a Crick 1953). Molekula DNA jako takova byla
objevena v roce 1869, kdy se Svycarskému Iékafi Miescherovi podatilo izolovat DNA
z bilych krvinek. Nedatilo se vSak vytvofit dostate¢né Cisty vzorek na to, aby DNA mohla
byt dale zkouména. Objev dvousroubovicové struktury DNA se datuje do roku 1952, kdy
o rok pozd¢ji James Watson a Francis Crick publikuji zavéry své prace. VSechny tyto objevy
a zakonitosti postavily zékladni stavebni kameny dneSnich teorii struktury chromatinu,
predevsim konceptu usporadani interfaznich chromozomalnich teritorii, ktery byly vytvoren
pozdéji na zakladé analyz pomoci elektronové a konfokalni mikroskopie (shrnuto v Cremer

a Cremer 2001; Lanctot et al., 2007; Misteli et al., 2004; Branco a Pombo 2006).

2.2. Usporadani chromatinu a dynamicka architektura bunécného jadra

Zahlavni soucast bunééného jadra je povazovana DNA, ktera spole¢né s histony tvori
komplex nazyvajici se chromatin. Zakladni stavebni jednotkou chromatinu je nukleozom,
ktery je tvofen oktamerem histond (H2A, H2B, H3 a H4) a je ovinuty DNA, pfiblizné
o velikosti 147 bp. Histony nukleozému mohou byt specificky epigeneticky modifikovany a
typ modifikace, jako je acetylace, methylace, ubiquitinace a fosforylace histonti a methylace
DNA, vyznamné ovlivitluje vytvafeni riznych chromatinovych domén (Jenuwein 2006;
Kouzarides 2007, Obr. 1). Zminéné modifikace tvoti takzvany histonovy kod, ktery se
uplatituje v regulaci funkci chromatinu, jako je transkripce nebo DNA reparace (Kouzarides
2007).

Sitka nukleozému je uvadéna v rozmezi 10-11 nm a mezi jednotlivymi nukleozémy
se vyskytuje takzvana “linkerova” oblast o velikosti 20 az 100 bp. VySe organizovanou
strukturou chromatinu je komplex nukleozomu, které se stdci do 30nm vlakna tak, aby
byla nasledné vytvotena dalsi struktura chromatinu, kterou predstavuji 60-130nm vlakna

chromonem. Za nejvice organizovanou strukturu chromatinu jsou povazovany metafazni
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A Methylace DNA
a epigenetické modifikace histonu

Obrazek 1

Priklad organizace chromatinu. Prevzato z http://www.actrec.gov.in/pi-webpages/
SanjayGupta/index.htm. DNA miize byt specificky methylovana v oblasti CpG ostrivvkit a
volné konce histonit mohou byt epigeneticky modifikovany, vyskytuji se zde predevsim
acetylace, fosforylace, methylace a ubiquitinace histonii.

chromozémy a interfazni chromozomalni teritoria (Obr. 1 a 2) (shrnuto v Adkins et al.,
2004; Gilbert et al., 2005). Z hlediska uspotadani chromatinu byly navrzeny rtizné modely,
kdy k nejcastéji zminovanym modelim patii takzvany solenoid o velikosti 30 nm, jehoz
struktura byla publikovana na zakladé studii pomoci elektronového mikroskopu (Finch a
Klug 1976). S vyuzitim elektronové tomografie bylo zji§téno, ze chromatin u zivych bun¢k
tvoti tak zvany “zig-zag” model (Horowitz et al., 1994; Rydberg et al., 1998), ve kterém
byly navic popsany rizné trovné staceni chromatinovych vlaken, napiiklad do struktur
o priméru 700 nm nebo 1400 nm v ptipad¢ chromatid metafaznich chromozémi (shrnuto
v Adkins et al. 2004; Gilbert at al., 2005).

Dulezitou vlastnosti chromatinu je jeho specifické usporadani v rameci interfaznich
jader. Napadnym rysem jaderné architektury je existence odliSnych strukturalnich a funkénich
kompartmenti. Zakladni model jaderné architektury popisuje formovani jednotlivych
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chromozémut do chromozomalnich teritorii, které jsou od sebe oddéleny interchromatinovym
kompartmentem, coz je soustava kanali nezbytnych pro transport regula¢nich molekul
k cilovym mistim DNA. Podle modelu chromozomalnich teritorii - interchromatinového

kompartmentu (CT-IC model) je vzajemny piekryv teritorii omezeny (Lanctdt et al., 2007;

Obr. 2).
Nuclear Interchromatin
speckle compartment
Chromosome Nuclear
territories

Nuclear
envelope

lamina

Chromosome
territories

Obrazek 2
Priklad kompartmentalizace chromozomalnich teritorii a interchromatinového prostoru. Na
obrazku je dale znazorneno umisteni riznych jadernych struktur, domeén a télisek, jako napriklad
promyelocyticka leukemicka téliska (PML bodies), Cajalovo telisko, jaderné skvrny a dalsi.
Prevzato z publikace Lanctot et al. (2007).
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Lamin B (zelené)
a chromocentra (modre)

Obrazek 3
llustrativni obrdzek
Teritorium chromozému 8 umisténi vybran)}ch
SEG SA (TRt struktur v interfaznim
jadré. Na obrazku jsou
znazornény jaderné
skvrny (SC35), jadérka,
c-myc gen, c-myc
transkript, c-MYC
protein, PML téliska a

Jadérko (Eervent) a distribuce laminu B.
PML téliska (Eervené) c-myc transkript (zelen€)
a ¢-MYC protein (zelené)

Na druhou stranu vzajemné prolinani (“intermingling”) chromozomalnich teritorii a
ptitomnost “transkripcnich tovaren” v oblasti piekryti chromozémi byly publikovany autory
Branco a Pombo (2006). Podle téchto autord, interakce mezi jednotlivymi chromozoémy
je asociovana s transkripéni aktivitou, coz ukazuje na fakt, ze exprese gent a lokalni
konformace chromatinu urc¢uji miru interakce mezi jednotlivymi chromozomalnimi teritorii.
Vzajemny vztah mezi chromozoémy muize byt bunééné specificky a muze ovliviiovat stabilitu
genomu, predevsim s ohledem na mozné translokace chromozomalnich domén (Branco
a Pombo 2006). Kompartmentalizace chromozomalnich teritorii je zachovana u riznych
bunécnych typid, nadorovych bunek i béhem bunécné diferenciace. K ndhodné fragmentaci
chromozomalnich teritorii a k jejich rozpadu dochazi az v rané fazi indukce programované
bunécné smrti apoptézou (Bartova et al., 2003a). Krom¢é kompartmentu chromozomalnich
teritorii, byly v ramci interfaznich jader charakterizovany i vyznamné struktury jako je
jaderna lamina, jadérka, promyelocyticka leukemicka (PML) téliska, Cajalova téliska nebo
jaderné skvrny, takzvané SC35 domény obsahujici faktory sestiihu (viz. ilustrativni Obr.
3). Vétsina téchto strukturalnich komponent obsahuje faktory, které jsou dilezité z hlediska
regulace jadernych procest jako je replikace, transkripce, sestiih a DNA reparace. Bylo
napfiiklad zjisténo, ze replikace probihd v takzvanych “replikacnich ohniscich,” stejné¢ jako
transkripce v “transkripcnich tovarnach” (Osborne et al., 2004). Transkripéni tovarny
(Obr. 4) jsou mistem koncentrace RNA polymerazy II (RNAP II), ktera je zodpovédna
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Chromozomalni teritorium

Cis- a trans-
asociace

Cis-interakce/
trans-interakce
Jaderné skvrny

Transkripéni
tovarny

Chromatinové

Z
§ smycky
]

Chromozomalni teritorium

Obrazek 4.

Priklad lokalizace traskripcnich tovaren, cis- a trans-interakci a umisténi jadernych skvrn
v interchromatinovém prostoru. Cis- a trans-iterakce predstavuji vliv genetickych elementi
(enhancery, LCR - “Locus Control Region”) a specifickych proteinii na transkripci. Prevzato
z publikace Fraser a Bickmore (2007).

za prepis mRNA genti. V praci Osborne et al. (2004) bylo publikovano, ze transkripéné
aktivni geny z riznych chromozomadlnich teritorii sdili shodnou “transkripéni tovarnu”,
ve které se vyskytuji ve formé vysoce dekondenzovaného chromatinu (Obr. 4). Béhem
post-transkripénich uprav bylo zjisténo, ze se faktory sestiihu rovnéz koncentruji
do specifickych domén, takzvanych jadernych skvrn (“nuclear speckles”). Regulace
transkripce a post-transkripéni upravy jsou pravdépodobné rovnéz zprostredkovany faktory,
které jsou obsazeny v PML téliscich, jejichz vyznam byl studovan v procesu DNA reparace.
Nemén¢ vyznamné se z hlediska jadernych funkei jevi prave “reparacni ohniska” (Soutoglou
et al., 2007; Soutoglou a Misteli 2007), které obsahuji fadu reparacné dalezitych proteind.
V devadesatych letech minulého stoleti skupina vedena P. Lichterem navrhla
model interchromozomalnich domén (ICD). Pivodni verze tohoto modelu naznacuje,
ze chromozomalni teritoria (CTs) tvori hladké struktury, které jsou od sebe oddé¢leny
interchromozomalni domémou (ICD). Tato prvni teorie v§ak neodpovida moznosti lokalizace
aktivnich genti na periferii CTs tak, jak to bylo pozorovano v experimentech Kurz et al.
(1996) nebo Bartova et al. (2002).
15



Umisténi genli na samém okraji chromozomalnich teritorii pravdépodobné umoziuje
funk¢éni interakci téchto gent s faktory obsazenymi v transkripénich tovarnach nebo
jadernych skvrnach. V dalSich studiich vSak bylo navrzeno, Ze chromozomalni teritoria
jsou uréitym zpusobem strukturovéna, a tudiz transkripéné aktivni geny mohou byt
rovnéz pozorovany ve vnitinich castech téchto teritorii (Verschure et al., 1999).
Na zaklad¢ zminénych pozorovani byl navrzen takzvany CT-IC model, ktery popisuje
teritoria chromozomu jako strukturu s fadou invaginaci tak, ze IC kompartment zasahuje i
do nitra teritorii interfaznich chromozému a tim zprostfedkovava jejich kontakt s jadernou
membranou (Cremer et al., 2006). Uspotadani chromatinu v jednotlivych teritoriich fesi
fada modeltl, z nichZ jednim je takzvany “Multiple Loop Model” (MLM) (Miinkel et al.,
1999), ve kterém série domén o velikosti chromatinovych smycek kolem 100 bp tvofi
rozety o velikosti 1 Mbp. Sousedni 1 Mbp chromatinové domény jsou spojeny spojovacim
chromatinem. Dal$i nazor na uspotfadani chromatinu je predstavovan “Giant Loop” modely,
kdy prvnim z téchto modelti byl “Random Walk/Giant Loop” (RW/GL) model, popsany
Sachsem v roce 1995. U tohoto modelu mé kazda chromatinova smycka (GL) velikost
nckolika Mb DNA a je oddélena od druhé GL v tom samém chromozomalnim teritoriu
pomoci 200 kbp spojovaci DNA (Sachs et al., 1995). Ovlivnéni velikosti GL a
spojovaci oblasti mezi nukleozémy determinuje uroven kondenzace chromatinu (Miinkel
et al,, 1999). Nekolik ¢lankii popisuje expanzi GL z relevantnich chromozomalnich
teritorii. Napiiklad Volpi et al. (2000) pozorovali, ze na geny bohaté sekvence hlavniho
histokompatibilitniho komplexu (MHC) jsou lokalizovany na chromatinovych smyckach,
které vybihaji mimo relevantni kompaktni chromozomalni teritorium. Lokalizace gent
na podobnych chromatinovych smyckach byla pozorovana i pro EDC (“Epidermal
Differentiation Complex™) klastr genti na lidském chromozomu 1 (Williamns et al.,
2002) a dale pro oblast 11p15.5 (Mahy et al., 2002) nebo Hox1 gen béhem diferenciace
embryonalnich kmenovych bun¢k (Chambeyron et al., 2004). Podobné umisténi gend na
velkych smyckach chromatinu jsme rovnéz pozorovali v nasi praci Bartova et al. (2008a)
pro gen Oct 3/4, ktery je zodpovédny za pluripotenci embryonélnich kmenovych bun¢k
(ESCs). Béhem diferenciace jak mySich (mESCs), tak lidskych (hESCs) embryonalnich
kmenovych bun¢k doslo k vyraznému snizeni exprese genu Oct3/4, coz bylo doprovazeno
zména v architektufe tohoto lokusu; u hESCs byl pozorovan na periferii odpovidajiciho
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chromozomalniho teritoria (Obr. 5). Na druhou stranu, vzdalenost genu Oct3/4 od
stiedu jadra se vyznamné nezménila béhem indukce diferenciace (Bartova et al., 2008a).
Je otazkou, zda vSechny chromozomalni oblasti jsou schopné tvofit GL a nebo jestli tato
vlastnost je charakteristickd pouze pro omezené mnozstvi gend, ptipadné urcité podoblasti
chromozomalnich teritorii. Z naSich experiment se ukazuje, ze pouze nékteré lokusy maji
schopnost tvotit GL a to pravdépodobné lokusy, které se uplatiiuji béhem vyvoje a nebo jsou
zodpovédné za pluripotenci hESCs. Tuto domnénku nam potvrzuje fakt, Zze protoonkogen
c-myc v zd&dném modelovém experimentalnim systému nevytvarel GL (Bartova et al., 2002;
HarniCarova et al., 2006; Bartova et al., 2008a; 2008b). V ptipad¢ neutrofilnich granulocyt
byl sice c-myc umistén v odlisném segmentu granulocytu (Bartova et al., 2001), ale
velikost chromatinové smycky byla zanedbatelna v porovnani se smyckami, které nesou
sekvence Oct3/4 u pluripotentnich hESCs (Obr. 5a). Utvoreni GL je pravdépodobné
ovlivnéno hustotou genti v dané oblasti, protoze GL tvofi pouze klastry gend. Navic
epigenetické modifikace histonti a lokalni struktura by mohly ovliviiovat miru dekondenzace
chromatinovych smyc¢ek (Mahy et al., 2005). To bylo podpoieno naSimi experimenty,
které ukazuji, ze naptiklad gen c-myc, mapovany v oblasti s nizkou transkripéni aktivitou
(anti-RIDGE) a v blizkosti telomer, neni nikdy umistén na velkych chromatinovych

smyckach (Bartova et al., 2002; HarniCarova et al., 2006; Bartova et al., 2008a, 2008b).

6 in hES cells ,
Obrazek 5

¢ 4 Distribuce genu Oct3/4
(Cervené) v ramci
teritoria chromozomu 6
(zelené) u  lidskych
embryonalnich
kmenovych bunek
e f (hESCs) (a-c) a hESCs
\ ' diferencovanych
kyselinou retinovou (d-f).
Jaderna topografie byla
rovnéz studovana pro gen
c-myc u pluripotentnich

/ HSA 6 in hES cells - RA differentiated

in hES cells RA differentiated

hESCs a béhem jejich

SIG2 ‘ diferenciace (g).
Publikovano v Bartova et
al. (2008a).
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Z hlediska jaderného uspotadani transkripéné aktivniho (euchromatinu) a neaktivniho
heterochromatinu ma sviij funkéni vyznam rovnéz i radidlnich jaderna distribuce jednotlivych
struktur genomu. Bylo zjisténo, Ze transkripcné aktivni geny, stejné jako oblasti s vysokou
transkripcni aktivitou (RIDGE - “Regions of Increased Gene Expression”), se vyskytuji
v jaderném stfedu, zatimco transkripéné neaktivni lokusy a anti-RIDGE sekvence jsou
umistény spise na jaderné periferii (Zink et al., 2004; Williams et al., 2006; Goetze et al.,
2007; Obr. 6). V praci Harnicarova et al. (2006) jsme rovnéz ukazali, Ze transkripty genu
c-myc asociuji s jadérky, které jsou umistény v jaderném stiedu, ve vzdalenosti kolem 40%
jaderného poloméru, coz je velmi centralni umisténi v porovnani s kdédujicimi sekvencemi
genu c-myc, které jsou umistény v pfiblizné¢ 70% jaderného poloméru. Navic zaddny z
lokust, studovanych v nasi laboratofi, nevykazoval tak centralni lokalizaci jako transkripty
c-myc (Harnic¢arova et al., 2006; Bartova et al., 2008b). Naptiklad gen TP53 patii mezi
geny, které jsou umistény ve velmi centralni oblasti interfazniho jadra, v ptiblizn¢ 45-50%
jaderného poloméru (Jirsova et al., 2001; Bartova et al. 2003b), avsak transkripce a RNA
procesy genu c-myc probihaji jesté centralnéji v ramci interaznich jader (HarniCarova et
al., 2006; Bartova et al., 2008b). Jak jiz bylo naznaceno, orientace RIDGE a anti-RIDGE
oblasti v bunécnych jadrech je velmi specifickd (Goetze et al., 2007), coz jsme potvrdili i
v nasich experimentech (Obr. 6). Vyznamné objevy v této oblasti byly ud€lany i na ptikladu
chromozomu 18 (HSA 18), ktery je charakteristicky malym obsahem genti, v porovnani
s genove bohatym chromozémem 19 (HSA 19). Oba dva chromozomy jsou charakteristické
podobnou velikosti v Mbp, ale pravdépodobné z diivodu odlisné genové hustoty je HSA 18
lokalizovan na jaderné periferii, zatimco HSA 19 je umistén blize ke sttedu bunécného jadra
(Croft et al., 1999). Zminénym vysledkiim odpovidaji i naSe stanoveni radialnich distribuci
vSech lidskych chromozému (Bartova et al., 2001) a rovnéz koresponduji s nasimi vysledky
tykajici se hustoty zastoupeni H3K9 acetylace na chromozémech 17, 18 a 19 (Obr. 7).
V tomto ptipadé, H3K9 acetylace, epigeneticky znak transkripéné aktivniho chromatinu,
byla siln¢ zastoupena na centralné lokalizovanych chromozémech jako je HSA 17 a HSA
19, zatimco chromozom 18, asociovany s jadernou periferii, byl spise deacetylovan (Obr. 7).
Nase srovnani rovnéz vychazi z faktu, ze radialni usporadani jednotlivych chromozomalnich
teritorii 1 jejich subdomén v rdmci interfaznich jader je konzervativni u riznych bunéénych

typt (Skalnikova et al., 2000) a béhem evoluce vyssich primati (Tanabe et al., 2002).
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Obrazek 6

(A) Distribuce RIDGE (cervené) a anti-RIDGE oblasti (zelené) v ramci interfaznich jader
bunek strevniho adenocarcinomu (HT29) (modre). (B) Jadend topografie RIDGEs (Cervené)
(a) a anti-RIDGE: s (cervené) (b) byla studovana v ramci chromozomalnich teritorii (zelené).
(C) Distribuce RIDGE a anti-RIDGE oblasti v teritoriu HSA 11 je uvedena na poslednim
panelu.
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Obrazek 7

ChIP-on-chip analyza H3K9 acetylace pro vybrané lidské chromozomy 17, 18 a 19 u
B-bunécné leukemické linie ARH77.

Jak jiz bylo uvedeno v ptredchézejicich odstavcich, dal§im vyznamnym fenoménem z
hlediska regulace transkripce je studium oblasti se zvySenou genovou expresi (RIDGEs) a
k nim opac¢nych oblasti se snizenou transkripéni aktivitou (anti-RIDGEs). V téchto ptipadech
bylo opét zjisténo, ze RIDGEs jsou lokalizovany spiSe centrdln¢ v ramci interfazniho
jadra, zatimco anti-RIDGEs byly c¢asto asociovany s jadernou periferii (Goetze et
al., 2007; Gierman et al., 2007). Rozdil mezi RIDGE a anti-RIDGE oblastmi
byl stanoven pomoci cDNA microarray technologii, jejichz vystupem, po vhodnych
statistickych upravach a normalizovani dat, jsou transkripcni mapy (Obr. 9A). Transkrip¢ni
mapy jsou vysledkem expresnich dat, kterd jsou méfena pomoci SAGE (“Serial
Analysis of Gene Expression”) postupl, coz znamena né€kolikandsobnou analyzu
genové exprese v celém genomu (Caron et al., 2001; Versteeg et al., 2003; Gierman et al.,
2007). RIDGEs a anti-RIDGEs dobte odpovidaji takzvanym genové bohatym (“gene-rich”)
a genové malo zastoupenym (“gene-poor”) oblastem (Kosak a Groudine 2004). Navic,
RIDGEs oblasti obsahuji fadu “housekeeping” genti, které¢ vykazuji stabilni transkripéni
aktivitu u vétSiny bunéénych typt (Lercher et al., 2002). Na druhou stranu bunééné
specifickd exprese vsak muze byt pozorovana v RIDGE oblastech (Versteeg et al., 2003).
Vysledky studii 3D-jaderné organizace interfaiznich RIDGE a anti-RIDGE oblasti, které
byly publikovany nedavno v paci Goetze et al. (2007), ukdzaly, ze RIDGE oblasti
jsou navic dekondenzovany a maji nepravidelny tvar v porovnani s vice kondezovanymi
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anti-RIDGEs. Tato pozorovani podporuji teorie kompartmentalizace interfaznich jader a
navic ukazuji, ze struktura chromatinu vyznamné ovlivituje genovou expresi a nebo naopak
(shrnuto v Lanctoét et al., 2007). Urcita pravidla existuji i mezi strukturou a funkci genomu
u buné¢k, které podléhaji specifické diferenciaci, pfi niz je transkripcni aktivita smeéfovana
do urcité specifické podmnoziny genti. Béhem diferenciacnich procest bylo prokdzano, ze
tyto lokusy podléhaji uréitym strukturalnim regulacim (shrnuto ve Francastel et al., 2000;

Bartova a Kozubek 2006).
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2.3. Zmény chromatinu ve vztahu k reparaci DNA

Dvoufetézcové zlomy (DSBs) v DNA, pokud nejsou opraveny, jsou hlavni hrozbou
neporusené a smysluplné genetické informace buiky. Chyby v repara¢nich mechanismech
tak mohou vést k translokacim chromozému, které jsou spojovany s patologickymi procesy
v buiikédch a nasledné v tkéanich.

O mechanismu, kterym dochdzi k translokacim chromozému v sav¢ich bunkach, se
vedly a vedou spory. Jednim z ptredpokladu je fakt, ze k translokaci miize dojit jen mezi
sousednimi chromozomalnimi teritorii (Kruhlak et al., 2006). Bylo zjisténo, ze indukce
DSBs je lokalné omezend, stejné jako pohyb vytvotenych volnych koncii DNA na delsi
jaderné vzdalenosti (Soutoglou et al., 2007). Indukce chromozomalnich zlomi pouze vede
ke zvySenému pohybu pieruseného useku DNA v omezenych oblastech, v ramci blizkych
chromozomalnich domén (Soutoglou et al., 2007).

DSBs tedy pravdépodobné nemohou migrovat k néjakym obecnym repara¢nim
tovarnam, ale u kazdého DSB se budou formovat vlastni ohniska opravy (Soutoglou
et al., 2007). Velice vhodnym markerem pro detekci DSBs je fosforylovany histon
v-H2AX, ktery je nezbytny pro déletrvajici udrzeni proteind zahrnutych v opravnych
procesech (Celeste et al., 2003). Naptiklad u vice nez 75 % pozorovanych bunck
doslo k akumulaci fosforylovaného histonu y-H2AX, coz bylo pozorovano ve
sledované oblasti zlomu béhem 5 minut po indukci DSBs (Soutoglou et al., 2007). Béhem
5 minut se u 75 % bunék nahromadil také dalsi faktor opravy MDCI1. Z tohoto diivodu pak
faktoru 53BP1 (vazebny protein 1 pro nadorovy supresor p53) trvala akumulace k mistim
zlomu ptiblizné 15 min (Soutoglou et al., 2007). Na zéklad¢ téchto experimentti byl shrnuto,
ze useky DSBs na riznych chromozémech patrné nejsou schopny volné difundovat jaddrem
sav¢i bunky, prinejmensim faktor KU80 se podili na omezeni pohybu koncti poruseného
chromozému (Soutoglou et al., 2007). K chybnému spojeni neopravenych zlomu tedy
bude dochézet v ramci jejich omezenych pohybovych moznosti, pfevazné mezi sousednimi
chromozémy. Z tohoto diivodu je ¢etnost chromozomalnich translokaci zavisla na stupni
vzajemné interakce mezi sousednimi chromozomalnimi teritorii tak, jak to bylo popsano
v praci Kozubek et al. (1997) a Branco a Pombo (2006). Diky omezené mobilité DSB useki
v ramci interfaznich jader dochézi ve vétsing piipadi k rychlé opraveé poskozenych mist, diive
nez k translokaci. Omezeni pohybu DSBs v sav¢ich bunkéch predstavuje pravdépodobné
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ochranny mechanismus, ktery brani nestabilit¢ genomu (Soutoglou et al., 2007). K myslence,
ze by se na udrzovani stability genomu mohla podilet i naptiklad PML téliska, vedlo
predev§im pozorovani asociace PML télisek s proteiny spojenymi s opravnymi procesy
jaderné DNA. Je zndmo, Ze pritomnost opravnych faktori v PML téliscich je zpravidla
ptechodna, dochazi k jejich dynamické vymeéné mezi télisky a nukleoplazmou. Navic je stale
predmétem vyzkumu, zda se tak déje skute¢né v reakci na poskozeni DNA. Velky vyznam
maji i cetné kontakty PML télisek s chromatinem, pfevazné s 30nm vlakny (Boisevert et al.,
2000), coz ptispiva k moznosti zapojeni PML télisek do opravnych procesti. Zminénymi jevy
1ze pravdépodobné vysvétlit i vzajemnou poziéni stabilitu, ktera byla pozorovana po nékolik
hodin u PML télisek v jadrech zivych bun¢k (Eskiw et al., 2004).

Indukce zlom v DNA vSak vede k destabilizaci a rozpadu PML télisek. Pivodni
pozorovani popisuji zvySovani poctu PML télisek po vyvolani jedno- a dvoufetézcovych
zlomu ionizujicim zéfenim (Xu et al., 2003). Obdobnd pozorovani provazela také ucinek
endonukledz v ¢asné fazi indukované apoptozy (Eskiw et al., 2004). V téchto pripadech bylo
zvySeni po¢tu PML télisek bezprostiednim disledkem bunécné odpovédi na poskozeni DNA
pomoci proapoptotickych ¢inidel jako je etoposid nebo doxorubicin. Ke zméné morfologie
PML télisek v blizkosti DSBs dochazi pravdépodobné v diisledku dekondenzace chromatinu
po indukci dvoutetézcovych zlomt (Kruhlak et al., 2006). Téliska také ztraci stfedovou
soumérnost a rozpadaji se na dcefinna, takzvand mikrotéliska, kterd jsou od rodi¢ovskych
biochemicky nerozliSitelna (Eskiw et al., 2004; Dellaire et al., 2006). V pribéhu procesu
oprav dochazi po ivodnim rychlém nartstu poctu PML télisek k dalSimu zvySovani jejich
poctu, mimo jiné i v mistech vzdalenych ptivodnim zlomtim. Zustava vSak otdzkou zda jde
o souvislost s globalnim pfeuspofadanim chromatinu v pozdni fazi reparace (Dellaire et al.,
2006). Pii mensim rozsahu poskozeni, respektive nizSich davkach ionizujiciho zafeni (< 5
Gy), dochazi po dob¢ potiebné k opravam poskozené DNA k navratu poctu PML télisek na
puvodni hodnoty. Po ozéafeni davkou vétsi jak 5 Gy, kdy dochazi k nevratnému
poskozeni DNA nad moznosti reparacniho systému builky, se jiz pocet PML télisek
k ptvodnim hodnotdm nevraci, coz by mohlo byt znakem starnuti bunck, ¢i indukce
apoptézy (Dellaire et al., 2000). Zvyseni poctu PML télisek po ozafeni bunck
jsme rovnéz pozorovali v  experimentech Krejéi et al. (2008), které ukazaly, ze
zména v po¢tu PML zasadné ovliviiuje jejich radidlni distribuci v interfaznich jadrech.
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2.4. Vybrané jaderné kompartmenty, které se podili na regulaci transkripce
a post-transkripcnich dpravach

Kromé¢ kompartmentd, jako jsou chromozomadlni teritoria a interchromatinovy
prostor, existuje fada jadernych proteinl, které hraji velice dilezitou ulohu z hlediska
regulace replikace, transkripce, sestfihu a DNA reparace (shrnuto v Cremer a Cremer 2001;
Lanctot et al., 2007). Mnoho proteind, které tyto funkce reguluji, akumuluji do specifickych
domén, coz velice siln€¢ podporuje teorii kompartmentalizace interfaznich jader (Spector
2003; Cremer a Cremer 2001; Lamond a Spector 2003; Lanctot et al., 2007). Regulace
transkripcni aktivity je rovnéz pfipisovana doménam, které jsou asociovany s chromatinem,
jsou to naptiklad “transkripéni tovarny”, “jaderné skvrny” a dalsi proteinové struktury
(shrnuto v Lamond a Spector 2003). K vyznamnym jadernym doméndm jsou casto
fazena PML téliska, kterd obsahuji fadu proteinti, zodpovédnych za regulaci transkripce,
potladeni rstu nadorovych bunck, indukci programované bunétné smrti apoptdzou
a obranu proti virim. Sav¢i bunéénd jadra obsahuji 10-30 sférickych struktur, které
se nazyvaji “PML nuclear bodies”, nékdy PODs, NDI0 nebo “Kremer bodies”
(Maul et al., 2000; Borden 2002). Tato téliska maji velikost 0.3-1 um a
nejvice jsou v nich zastoupeny proteiny PML a Spl100 (Dyck et al., 1994; Koken et al.,
1994). Zijem o tato téliska nastal s objevem translokace genu PML s receptorem pro
kyselinu retinovou RARa [t(15;17)] u akutni promyelocytické leukémie (APL). Z tohoto
davodu se PML téliska jevi jako vyznamné struktury, které by v budoucnu mohly mit velky
diagnosticky vyznam. Na druhou stranu studium PML proteinu je velice komplikované a to z
hlediska mnohocetnych variant tohoto proteinu, které vznikaji alternativnim sestfihem. Navic
nékteré varianty PML jsou jaderné a jiné cytoplazmatické, dale ovlivnéné post-translaénimi
modifikacemi typu sumoylace (SUMO), ktera ma sviij vyznam pii degradaci proteini
v proteazomu (Wang et al., 1998). Dale bylo zjisténo, ze PML téliska u bunék APL
pacientll jsou vyznamn¢ fragmentovana a prave terapie kyselinou retinovou umoziuje
obnovit fyziologicky profil PML télisek v krevnich buiikach pacienti (Weis et al., 1994).
Velice vyznamnym proteinem v PML téliskdch je nadorové-supresorovy protein p53,
jehoz fosforylace a acetylace, zprostfedkovana proteiny CBP a HIPK2, je asociovana
s poskozenim DNA a spusténim naslednych DNA reparacnich mechanismii (shrnuto
v Dellaire a Bazett-Jones 2004). Rovnéz objev transkripce virt v blizkosti PML

24



télisek a pfitomnost noveé vznikajici RNA na periferii téchto struktur ukazuje na vyznam
PML télisek v regulaci nékterych jadernych funkci, jako je naptiklad transkripce. Vyznam
PML domén v regulaci genové exprese byl popsan také pro klastr gent MHC (“Major
Histocompatibilty Complex”), ktery je mapovan na lidském chromozému 6. Bylo zjisténo,
ze skupina téchto genii vyznamné a nenahodné asociuje s PML télisky (Shiels et al., 2001).
Tato asociace je specificka predevsim pro tu ¢ast MHC, ktera ptiléha k centromerickému
heterochromatinu. Jinym pfikladem je transkripéné aktivni chromozém X, ktery opét
tésné piiléha k blizkym PML doménam, na rozdil od jeho transkripéné neaktivniho
homologu. Podobna asociace s PML télisky byla prokazana pro “Histone-Encoding Gene
Cluster” (HEGC), jehoz traskripce probiha v S-fazi, ve které ke zminéné asociaci
dochazi. Kolokalizace HEGC s PML t¢lisky nebyla v§ak pozorovana v GO a G1 fazich
bunééného cyklu. Na druhou stranu, vizualizace transkripti nékterych gent ukézala,
ze ne vSechny geny jsou regulovany faktory, které jsou obsazeny v PML doménach
(Wang et al., 2004). Néktera pozorovani spise naznacuji, ze PML téliska predstavuji ¢ast
néjakého funkéniho kompartmentu, avSak pravdépodobné piimo nereguluji transkripci.

V naSich experimentech jsme se rovnéz zabyvali studiem kompartmentu PML
télisek v ramci jednotlivych fazi bunécného cyklu, které je mozné urcit in situ pomoci
protilatky proti proteinu pKi-67. Zjistili jsme, ze pocet PML télisek se vyznamné zvySuje
v S-fazi bunécného cyklu, zatimco GO, G1 a G2-M faze jsou charakteristické daleko niz$im
poctem PML télisek (Krejéi et al., 2008; Obr. 8). Vzajemny prostorovy vztah mezi PML a

dal§imi jadernymi doménami je uveden na Obr. 9.

pKi-67 / PML / DNA

Obrazek 12

Kolokalizace proteinu pKi-67
(Cervené) a PML télisek (zelené)
v jednotlivych fazich bunécného
cyklu (GO, pozdni-G1, S, G2 aM).
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PML/c-MYC

ML1/CONTROL ML1/PMA ML1/PMA

U937/CONTROL U937/PMA U937/PMA

Obrazek 8
Asociace PML télisek (Cevene) s proteinem c-MYC (zelené) u dvou leukemickych linii ML1
a U937. Kolokalizace dvou studovanych domén byla pozorovana ojedinéele (viz Sipka).

Ramecek uvadi vzajemnou asociaci oblasti PML a c-MYC. Meéritko je 2 um. Prevzato z
Krejci et al. (2008).

PML /RNAP 11 PML /SC35
U937/ CONTROL U937/PMA  U937/CONTROL U937/PMA

SC35/RNAPII
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Obrazek 9
Vzdjemné vztahy mezi jadernou lokalizaci PML télisek (Cervené) a RNAP Il (zelene)
nebo mezi PML (zelené) a SC35 doménami (cevené) u leukemické bunécné linie U937
diferencované pomoci PMA do monocytii. V porovnani s kontrolou, PMA zvySovalo procento
asociace PML/RNAP Il a PML/SC35.
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2.5. Zména ve struktuife chromatinu béhem bunécné diferenciace a
apoptozy

Prvni prace na téma diferenciace a struktura chromatinu byla nasi skupinou
publikovana v roce 2000, kdy jsme se predevSim zaméfili na studium diferenciacnich
procesti u hematopoetickych bunék. Obecnym znakem vsech diferenciac¢nich drah, které
jsme studovali, byla repozice vétSiny centromer na jadernou periferii. I nékteré geny byly
reorganizovany v ramci interfaznich jader, ale repozice genl se s odstupem casu a na
zaklad¢ dalSich zjisténi jevi jako bunécné specifickd, ne vzdy asociovana se zménami
v expresi studovanych genti (Bartova et al., 2000a; 2000b; 2002; 2005b; 2008a; Harni¢arova
et al., 2006). V mnoha ptipadech je té¢zké posoudit, jestli zmény v radidlnich distribucich
ptimo souvisi s transkripcni aktivitou daného lokusu nebo naopak. Nekteti autofi, napriklad
Daniela Zink et al. (2004), vSak pficitaji velky vyznam lokalizaci transkripcné
aktivnich/neaktivnich genti v rdmci interfazniho jadra. Z fady experimenti je v§ak evidentni,
ze jaderné umisténi genl je dost robustni parametr. Navic v mnoha ptipadech se jako
al., 2006). Jiz zminénd lokalizace exprimujicich se genli na chromatinovych smyckach,
které vyCnivaji mimo vlastni kompaktni chromozoméni teritorium, je toho dikazem
(Williams et al., 2002; Volpi et al., 2000; Mahy et al., 2002; Wiblin et al., 2005; Bartova
et al.,, 2008a). Takto se chovaji geny, jejichz exprese je dulezitd z hlediska iniciace
diferenciacnich procesti, které probihaji béhem ontogenetického vyvoje. Rovnéz jsme
zjistili, ze utlumeni exprese diferenciaéné dilezitych genti muze byt zprosttedkovana
centromerickym heterochromatinem. Pokud jsou v bunice navozeny takové mechanismy,
které zpiusobi, Ze je lokus pfemistén do blizkosti chromocenter, tak to vede k
utlumeni exprese prislusného genu (Brown et al., 1999; 1997; Bartova et al., 2002).

V ptipadé studia diferenciacnich procest jsou velice zajimavym experimentalnim
modelem embryondlni kmenové bunky (ES), které jsou unikdtni svoji schopnosti
diferencovat do vSech tfi zarode¢nych listi (Obr. 10). Pivod téchto bun¢k je ve
vnitini bunééné mase blastocyty a jsou charakteristické schopnosti sebeobnovy.
Z tohoto divodu lidské embryondlni kmenové burnky piedstavuji slibny nastroj, vhodny
k 1écbé nékterych degenerativnich onemocnéni. Je vSak pravdou, ze in vitro kultivace
hES bun¢k neni plné optimalizovdna a to vede ke genomové nestabilité¢ téchto bunck.
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Obrazek 10
Schéma izolace a moznosti diferenciace pluripotentnich embryondlnich kmenovych bunék.
Prevzato z www.csa.com/discoveryguides/stemcell/overview.php.

Predevsim chromozémy 12, 17 a X jsou velmi senzitivni k riznym genomovym piestavbam
u hES bun¢k (Brimble et al., 2004; Cowan et al., 2004; Mitalipova et al., 2005; Baker
et al., 2007). Lidské embryonalni kmenové bunky vytvaieji in vitro kolonie (Obr. 11A),
které rostou ve spole¢né kultue s mySimi embryonalnimi fibroblasty (MEFs). MEF buiiky
produkuji fadu rastovych faktort, které jsou dilezité pro udrzeni pluripotence hES bun¢k
(Reubinoff et al., 2000). V naSich experimentech jsme pro udrzeni pluripotence hESCs
pouzivali MEF bunky v kombinaci s bFGF faktorem, zatimco diferenciace byla navozena
odstranénim bFGF a ptidanim kyseliny retinové. Po 4 dnech kultivace se vyznamné ménila
morfologie kolonii hESCs (Obr. 11B, C). Vysledkem diferencia¢nich experimenti byla
zména nejen v morfologii bunék, ale i celé hESC kolonie, ktera podléhala diferenciaci spise
do primitivniho endodermu (Obr. 11A). Zatimco u pluripotentni populace hES bunék se na
periferii kolonie vyskytuji spiSe buniky ektodermu a uvniti kolonie se spontanné vytvareji

bunky primitivniho endodermu (Dvorték et al., 2005).
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Pluripotentni hES buiiky se od diferencovanych 1isi i odlisnou expresi fady gend,
kdy nejzndméjsi je snizeni exprese genu Oct3/4 a lokusu Nanog (obr. 11B, C), ke které
dochazi béhem diferenciace indukované pomoci kyseliny retinové. V nasich experimentech
jsme rovnéz pozorovali snizené mnozstvi proteinu c-MYC, zatimco mnozstvi p53 a
nékterych epigenetickych modifikaci histonl se vyznamné neménilo béhem diferenciac¢nich
procest (Obr. 11B, D). Dilezitym znakem z hlediska rozpoznani mezi pluripotentnim
a diferencovanym stavem hESCs se ukazovaly zmény v nékterych epigenetickych

modifikacich histontl, jako je H3K9me3 (Obr. 12), ktera piechdzi z difizniho stavu na

fokalni distribuci béhem diferenciace hES bunék.

A hESCs hESCs/RA

hESCs hESCs
C RA

Yy * | OCT3/4 (45 kDa)
(- ____ | prolonged exposure

Lamin B (65 kDa)

Percentage

D MEFs__hESCs
PARP (120 kDa) C _RA C _RA
(80 kDa) H3K4me3
Total protein
level A el | [3K9me3
E el 113194 ¢

R 1131273

H3K79mel

CENP-A

Total protein
level

H3K4me3 H3K9me3 H3K9Ac H3K27me3 H3K79mel CENP-A

Obrazek 11

(4) Kolonie pluripotentnich lidskych embryondlnich kmenovych bunék (a) a hESCs
diferencovanych pomoci kyseliny retinové (b-c). Meéritko uvadi 4 um. (B) Analyzy pomoci
western blotii. U pluripotentnich a RA-diferencovanych hESCs bylo studovano mnoZstvi
proteinu Oct3/4, c-MYC, p53 a dale byly analyzovany lamin B a PARP pomoci western
blotu. (C) Real-time PCR pro geny Nanog a Oct3/4 u pluripotentnich a RA-diferencovanych
hESCs. (D-E) Stabilni H3K4, H3K9 a H3K27 trimethylace byla zjistena behem diferenciace
hES bunék; mirné snizeni bylo pozorovano pro H3K9 acetylaci a CENP-A. Dale jsme
zjistili zvySeni pro H3K79 monomethylaci (hvézdicka v panelu E) .
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Obrazek 12

Jaderny profil H3K9 trimethylace (H3K9me3) (zeleneé) u MEF bunék, pluripotentnich a
RA-diferencovanych hES bunék. Graf uvadi procento bunék s fokalni distribuci H3K9me3.
Umisteni H3K9me3 v blizkosti jadérek bylo ovéreno pomoci protilatky proti fibrilarinu.
Meritko predstavuje 1um.
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2.6. Epigenetické charakteristiky genomu

Jak jiz bylo zminéno v ptedchézejicim odstavci, epigenetické modifikace DNA a
histont hraji dtilezitou tlohu v regulaci jadernych funkci. Epigenetika predstavuje vyvojove
specifické zmény v genomu, ke kterym dochézi nezavisle na zménach v sekvencich DNA.
Za epigenetické znaky chromatinu je povazovana methylace DNA a methylace, acetylace,
fosforylace nebo ubiquitnace histonti. Naptiklad methylace H3K4, H3K36 a H3K79 jsou
povazovany za specificky znak transkripéné aktivniho chromatinu a jsou zodpoveédné
za dekondenzaci chromatinu a formovani chromatinovych smycek (Chambeyron a
Bickmore 2004). Euchromatin je také charakteristicky pfitomnosti acetylace histond,
ktera je zprostfedkovana enzymy, takzvanymi histonovymi acetyltrasferazami (HATs). Na
druhou stranu histonové deacetylazy (HDACs) maji schopnost eliminovat acetyl-skupinu
z N-terminalnich koncd histont (Obr. 13). Takto navozend deacetylace vede
k heterochromatinizaci, jejimz projevem je vysokd kondenzace chromatinu a dale

aktivace histonovych methyltrasferaz (HMTs), které zprostiedkovavaji methylaci H3K9,
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Obrazek 13

Schéma epigenetickych modifikaci histonii, jako je H3K9 acetylace a H3K4 methylace,
ktere jsou charakteristické pro transkripcné aktivni chromatin. Enzymy typu HATs a HDACs
jsou zodpovédné za regulaci acetylace histonii. Obrazek nukleozomu byl upraven podle
http://chemistry.gsu.edu/faculty/Zheng/.

31



H3K27 a H4K20 piedstavujici epigenetické znaky heterochromatinu (Kouzarides 2007).
Methylace H3K9 je jednou z nejvyznamnéjSich epigenetickych modifikaci histont,
za jejiz ptitomnost je v lidském genomu zodpovédna SUV39H1 histonova methyltrasferaza.
Methylace H3K9 se miize vyskytovat ve tfech podobach a to mono- (mel), di-
(me2) a tri-methylace (me3). Mnozstvi methyl-skupiny vyznamné determinuje, jaky typ
chromatinu bude vytvoten. To znamena, ze zminéné epigenetické znaky vyznamné rozhoduji
o formovani euchromatinu, fakultativniho nebo konstitutivniho heterochromatinu. H3K9
methylace navic predstavuje vazebné misto pro hlavni heterochromaticky protein HP1, coz
je spojeno s utlumenim exprese genti a naslednou heterochromatinizaci (Obr. 14). Utlumeni
exprese euchromatickych oblasti (genovych lokust) je navic zprosttedkovano korepresory,
jakym miize byt naptiklad nddorové supresorovy retinoblastomovy protein pRb1 (Obr. 14).

I kdyz methylace histonti byla objevena pied vice nez 45 lety, dlouhou dobu se
¢ekalo na objev enzymi, které jsou zodpoveédné za demethylaci histonti. Dfive se uvazovalo,
Ze pritomnost této epigenetické modifikace je ovlivnéna acetylaénimi procesy. V roce 2004
vSak byla objevena prvni histon demethylaza, nazvana LSD1 (Shi et al., 2004). Tento
enzym je zodpoveédny za demethylaci H3K4, coz vede k inaktivaci transkripce v daném
lokusu. AvsSak pokud LSDI1 tvofi komplex s receptorem pro androgeny, zptisobuje
to demethylaci H3K9, tedy aktivaci transkripce (Metzger et al., 2005). V dalSich
letech byly objeveny jesté¢ jiné demethylazy, napiiklad tfida Jumonji (Klose et al.,
2006; Klose a Zhang 2007; Kouzarides 2007). JHDM2A je napiiklad zodpovédna
za H3K9 demethylaci, zatimco JHDM1 ma schopnost ménit H3K36 dimethylaci na
nemodifikovany stav (Jenuwein 2006).

Velky vyznam z hlediska regulace transkripéné aktivniho/neaktivniho
heterochromatinu maji fosforylace a ubiquitinace histond. Bylo zjisténo, ze fosforylace
H3 na serinu 10 (H3S10) je asociovana s transkripni aktivitou a je zodpovédna
za dekondendenzaci chromozomu (Grant 2001; Johansen a Johansen 2006). Z dtivodu
velkého funkéniho vyznamu epigenetickych modifikaci histont, byla provedena fada studii,
které fesi interfazni i metafazni profily jednotlivych epigenetickych znaki. Bylo zjisténo, ze
stejné jako kompartmentalizace DNA struktur, logicky i histony a jejich specifické modifikace,
jsou zaclenény do ur¢itych kompartmentt. Napiiklad autoii Cremer et al. (2004) zjistili,
ze specifické epigenetické modifikace histont jsou klastrovany v rameci interfaznich jader,
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coz muze byt naptiklad odrazem akumulace transkripcné aktivniho chromatinu ve sttednich
¢astech bunécného jadra, zatimco heterochromatin je umistén spiSe na jaderné periferii a
okrajich jadérek (Crof et al., 1999; Sadoni et al., 1999). Ziner et al. (2006) a Sklanikova et al.
(2007) dale zjistili, ze existuji urcité vzajemné se neprekryvajici vrstvy v ramci interfaznich
jader, které ukazuji na to, ze interfizni chromatin a jeho epigenetické markery jsou
vyznamné kompartmentalizovany (Cremer a Cremer 2001; Lanctot et al., 2007). Jaderna
topografie histonovych modifikaci je rovnéz ovlivnéna ptitomnosti H3K9 trimethylace
v centromerickych a telomerickych oblastech chromozémii, za niz je zodpovédna histonova
methyltransferaza SUV39hl (Lachner et al., 2003; Garcia-Cao et al., 2004). Bylo napiiklad
zjisténo, ze u SUV39h1 deficientnich mysich bun¢k se vyskytuje pouze H3K9mel, coz je
spojeno s abnormalné se zkracujicimi telomerami, zatimco normalni telomery jsou H3K9
mono-, di- a tri-methylovany (Garcia-Cao, et al., 2004). Z totoho faktu vyplyva, ze distribuce
methylace H3K9 determinuje jadernou topografii samotnych interfaznich telomer. Zmény v
radidlnich distribucich telomer byly rovnéz popsany v praci Amrichova et al. (2003). Navic
napftiklad lokalizace centromer vyznamné koreluje s distribuci H3K9me3.

Zmény v jaderném usporadani epigenetickych modifikaci mohou byt navozeny
po pusobeni inhibitor enzymi, které jsou zodpovédné za tyto procesy. Tak napftiklad
HDAC inhibitory jako TSA nebo butyrat sodny meéni zastoupeni modifikaci histonti
hlavné v oblasti jaderné periferie (Gilchrist et al., 2004; Bartova et al., 2005a). Po ptisoben
TSA rovnéz zptsobuje redistribuci a zvétSeni chromocenter u embryonalnich nddorovych
bun¢k (Bartova et al., 2007; Obr. 15B). Tento jev se rovnéz odrazi ve zménéné jaderné
topografii vSech variant proteinu HP1 (HP1 a, B, y) (Bartova et al., 2007). Bylo zjisténo,
ze jak TSA, tak NaBt vyznamné méni distribuci vSech variant proteinu HP1. V piipadech
ovlivnéni bun¢k zminénymi HDACi byl tento jev doprovazen i zménami v hladinach

relevantnich proteinti (Bartova et al., 2005).
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Obrazek 14

Zakladni stavebni jednotkou chromatinu je nukleozom, ktery se sklada z oktameru histonii
H24, H2B, H3 a H4 a dvouretézcové DNA o velikosti 146 paru bazi. Z kazdého nukleozomu
vycnivaji N-termindlni konce jednotlivych histonii, které mohou byt specificky epigeneticky
modifikovany. Na obrdzku jsou uvedeny priklady nejcastejsich epigenetickych modifikaci
histonii transkripcné aktivniho a neaktivniho chromatinu a dulezité proteiny regulujici
modifikace histonii a nasledné genovou expresi. V obrazku jsou pouzity zkratky
H3K9Ac (acetylace); H3K4Me a H3K9Me (methylace histonii); HAT (histonové
acetyltransferazy), HDAC (histonové deacetyldazy); HMTs (histonové methyltransferdzy),
HP1 (heterochromatinovy protein 1); pRb (retinoblastomovy protein) a Me znamend DNA

methylace. Prevzato z Bartova et al. (2008c).
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Velky vyznam z hlediska epigenetiky ma methylace DNA, ktera byla popsana jako
jeden z prvnich epigeneckych znak chromatinu. To ukazuje na fakt, ze konstitutivni
heterochromatin je obecné tvofen methylovanou DNA. Paraleln¢ s touto modifikaci se
vyskytuje methylace H3K9, ktera rovnéz predstavuje vyznamny marker heterochromatinu.
DNA methylace byla popséna jako faktor, ktery ovliviiuje klastrovani centromer béhem
bunécné diferenciace (Brero et al., 2005). Kontroverzni se vSak jevi fakt, ze napiiklad na
geny bohaty lidsky chromozom 19 je silné DNA methylovan, v porovnani s chromozémem
18, na kterém je mapovano jen malo genti (Barbin et al., 1994; Caron et al., 2001). V tomto
ptipadé by se cekalo opacné zastoupeni DNA methylace na zminénych chromozoémech.
Dtvodem je specifické umisténi téchto chromozému v interfaznich jadrech (Croft et
al., 1999). Urcité objasnéni téchto zalezitosti pfinesli autofi Zinner et al. (2007), ktefi
publikovali shodnou H3K9 a H3K27 trimethylaci u obou chromozému 18 a 19, avSak velmi
zasadni byla pfitomnost trimethylace H3K4, vyznamn¢ zastoupena u chromozému 19.
Zminéné vysledky naznacuji, ze trimethylace H3K4 je zdsadnim epigenetickym znakem,
jehoz pfitomnost siln¢ koreluje s vyskytem GC-bohatych oblasti ve vnitinich Castech
bunéénych jader.

Epigenetické modifikace histoni a DNA methylace jsou rovnéz rozhodujici
z hlediska inaktivace chromozému X v genomu savci. Napiiklad davkova kompenzace
exprese genl na jednom ze samicich X chromozémi je velmi intenzivné studovanym
tématem bunécné biologie (Heard et al., 1997; 2001; Park a Kuroda, 2001). Inaktivni
chromozom X muze byt rozpoznan od jeho transkripéné aktivniho homologu tim, ze jsou
zde exprimovany pouze geny (Xis?), v takzvaném X inaktivacnim centru (Xic). Nekodujici
Xist RNA obklopuji cely chromozém X, coz zptsobuje jeho transkripéni utlumeni. Tento
proces je doprovazen mnoha zménami na urovni chromatinu, jako je pfitomnost varianty
histonu H2A, takzvané macroH2A, ptfitomnost DNA methylace, ¢i zvySena H3K27me3
(Hall a Lawrence 2003; Obr. 15A). H4K20mel a H3K27me3 (Obr. 15A) jsou navic silné
asociovany s Xist expresi, tudiz predstavuji hlavni znak iniciace inaktivace chromozému
X (Kohlmaier et al., 2004; Obr. 15A). Pro inaktivni X chromozom je dale charakteristicka
pozdni replikace, CpG methylace a H4 hypoacetylace (Czankovszki et al., 2001). Navic
H3K27 methylace a ubiquitinace H2A jsou asociovany s piechodnou aktivaci Polycomb
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chromozému X (Martin a Zhang 2005). 35
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Znazornéni jaderné distribuce vybranych modifikaci histonii a asociovanych proteinu jako
je HPI a dale struktury genomu, napriklad centromery, telomery, a transkripcné aktivni
a neaktivni X chromozomy u normalnich bunék (A, C) a bunék ovlivnenych HDACI, jako
je TSA (B, D). Panel A znazornuje epigenetické profily centromer, telomer a chromozomii
X u neovlivnénych bunék. Z technickych duvodu je uveden pouze jeden priklad H3K9me?2
v centromerické obasti (c¢islo 10). To samé plati pro telomerickou oblast, znazornénou
na panelu A (cisla 1 a 5). Panel B ukazuje jadernou redistribuci centromerickych klastrii
a proteinii HP1 u bunék ovlivnénych TSA. Panel C dokumentuje jadernou distribuci
H3K9 acetylace, H3K9 dimethylace a H3K4 dimethylace u neovlivnenych bunék. Panel D
ukazuje na distribuci H3K9 acetylace, H3K9 dimethylace, a H3K4 dimethylace u bunek
ovilivnenych TSA. Uvedené panely byly sestaveny na zakladé nasledujicich clanku: 1)
Barbin et al. (1994); 2) Bartova et al. (2005a); 3) Bartova et al. (2007); 4) Czankovszki
et al. (2001); 5) Garcia-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. (2003),
11) Lehnertz et al. (2003); 12) Minc et al. (1999); (2000),; (2001); 13) Rougeulle et al.
(2004); 14) napriklad Skanikova et al. (2007) nebo Keohane et al. (1996); 15) Taddei
et al. (2001). Prevzato z Bartova et al. (2008c).
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Obrazek 16
Ukazka distribuce methylace DNA (zelené) na jednotlivych metafaznich chromozomech
GO-lymfocytii periferni krve. Nejvyssi stupen methylace byl pozorovan v oblasti centromer a

telomer (Sipky).

2.7. Vliv proteini intermedidlnich filament na strukturu genomu a

epigenomu
Chromatin je vzdjemné spojen s jadernou slupkou, takzvanou laminou. Tato
vzajemnd interakce urCuje organizaci chromatinu vys$siho tadu. Jadernd slupka, kterd
odd¢luje jadro od cytoplasmy, se sklada z vnéjsi a vnitini jaderné membrany, které jsou
od sebe oddélené meziprostorem. Dilezita je rovnéz funkce jadernych port, které zajistuji
transport riznych molekul v obou smérech. VSechny zminéné jaderné komponenty jsou
dualezité predevsim z hlediska udrzeni tvaru bunééného jadra, kondenzace a usporadani
chromatinu (Schirmer a Foisner 2007). Za hlavni komponenty jaderné laminy jsou
povazovany laminy typu A a B, které tvoti podptirnou sit podél vnitini ¢asti jaderné membrany.
Bylo zjisténo, ze laminy typu A (lamin A a C) tvoii funk¢ni komplexy s polynukleozomy,
histony a DNA, bez ohledu na specificitu sekvenci (Dorner et al., 2007; Lattanzi et al.,
2007). Navic polypeptidy asociované s laminy (LAPs) hraji dalezitou tulohu z hlediska
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modifikaci histontll, organizace chromatinu a genové exprese (Shirmer a Foiser 2007).
Funk¢ni zavislost mezi histonovym kodem a laminy typu A byla poprvé navrzena v praci
Taniura et al. (1995), avSak vztah lamint k epigenetickym modifikacim histond byl popsan
teprve nedavno (Filesi et al., 2005; Scaffidi a Misteli, 2006; Shumaker et al., 2006; Lanttanzi
et al., 2007). Scaffidi a Misteli (2006) publikovali, Ze hlavni znaky heterochromatinu,
jako je methylace H3K9 a protein HP1 jsou redukovany u Hutchinson-Gilford Progeria
Syndromu (HGPS), coz je onemocnéni asociované s mutacemi v genu, ktery koduje laminy
A a C, vznikajici alternativnim sestiihem. Navic u bunék HGPS bylo zjisténo snizeni
H3K27me3 na inaktivnim chromozému X, zatimco pro laminopathie je charakteristicka
zvySena H4K20me3 (Shumaker et al., 2006). Dekondenzace heterochromatinu, zptisobena
absenci lamind typu A, je ¢asto doprovazena zménami v jaderném usporadani, coz vede
k disociaci proteinu HP1 a ke zménam v methylaci H3K9. Podobné¢ HDAC: zpiisobovaly
dekondenzaci chromatinu a redistribuci epigenetickych modifikaci histonit a HP1 proteint
(Bartova et al., 2005a; Taddei et al., 2001). Pisobeni HDACi u bun¢k deficientnich
na laminy typu A navic ukazalo, ze HDACi kompenzuji a nebo umociuji efekty
nepiitomnosti lamini typu A na strukturu chromatinu (Galiova et al., 2008). Tento jev
byl pozorovan na urovni kondenzace chromozomalnich teritorii a na ptikladu jaderné
redistribuce proteini HP1 (Galiova et al., 2008). Jak je zfejmé z Obr. 17, laminy typu A
i B jsou lokalizovany na jaderné periferii, ale jejich pfitomnost byla rovnéz zjisténa uvniti
bunécného jadra (Obr. 17C) (Constantinescu et al., 2006; Dorner et al., 2007). Tento jev
byl vysvétlen na zakladé pozorovani pomoci elektronového mikroskopu. Ukazalo se, zZe
invaginace ¢asti jaderné membrany do jaderného stfedu (Obr. 17C; Fricker et al., 1997) je
zodpovédna za pfitomnost laminti v tomto kompartmentu. Tyto experimenty naznacuji, ze
laminy vyskytujici se na jaderné periferii 1 uvniti bunééného jadra, hraji dilezitou ulohu
v regulaci struktury chromatinu. Navic existuje vyznamny vztah mezi laminopathiemi a
histonovym kédem (Filesi et al., 2005; Scaffidi a Misteli, 2006; Shumaker et al., 2006;

Lattanzi et al., 2007).

38



>

Lamin A/C . Lamin B
+ DNA . DNA
+
<
5| £ "
z(= ~
Sl .
(] b *
<
z .
— ‘ »
. . :
-+ =
= .
Z o
E - ]
= : g
<
%)
=] < .
< , i
z : : ;
B LMNA +/+ LMNA -/-
C TSA C TSA
Lamin A (74 kDa)
Lamin C (65 kDa)
Lamin B (65 kDa)
Total protein
level
C

Obrazek 17

(A) Distribuce laminu A/C a laminu B u normalnich (LMNA+/+) a lamin A/C deficientnich
(LMNA -/-) bunék. (B) Ty samé buniky byly testovany pomoci western blotii na pritomnost
nebo absenci laminu typu A a dadle byla testovana moznd apopticka fragmentace laminu
B po pusobeni TSA. (C) Porovnani pritomnosti laminu B v jaderném stredu (konfokadlni
mikroskopie) s invaginaci jaderné membrany (transmisni elektronovd mikroskopie; TEM).
Meritko predstavuje 1pm.
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2.8. Struktura chromatinu narodovych bunék

Nadorové bunky jsou charakteristické nekontrolovanou proliferaci, zménénou
diferenciaci a snizenou schopnosti indukovat apoptdézu. Na trovni genomu lze pozorovat
fadu chromozomadlnich piestaveb a aneuploidii, které jsou doprovazeny zménami
v epigenetickych modifikacich histontt i DNA. Podobné je mozné pozorovat zvySeni
poctu jadérek a PML télisek (Obr. 18). Nadorové bunky jsou charakteristické globalni
DNA hypomethylaci, kterd je doprovdzena hypermethylaci v promotorech nddorove
supresorovych genti (Weber et al., 2005). Zmény v celkové DNA methylaci u nadorovych
bun¢k byly poprvé popsany v publikacich Feinberg a Vogelstein (1983a; 1983b). To bylo
nasledné vztazeno k faktu, ze tyto zmény hraji dilezitou lohu v destabilizaci chromozdém,
coz je siln¢ spojeno s nadorovou transformaci bunék (Yoder et al., 1997; Deng et al., 2002).
V ¢asti naSich experimentli jsme se rovnéz zabyvali zménami ve struktufe chromatinu
nadorovych bunék. V praci Taslerova et al. (2003) a (2006) jsme zjistili, ze geny zahrnuté
v translokaci jsou umistény ve sttedni vzdalenosti jejich piivodnich sekvenci. Na druhou
stranu aneupoidie neméni radialni distribuci genetickych elementti (Koutna et al., 2000;
Finch et al., 2008). Radialni usporddani vybranych genovych lokusi se vSak ménilo
po ozafeni bunék gama zafenim. V tomto piipadé dochazelo dvé hodiny po ozareni
ke vzdjemnému pfiblizeni genti (naptiklad TP53), coz bylo po delSim ¢asovém intervalu
uvedeno do ptivodniho stavu (Jirsova et al., 2001; Bartova et al., 2003b). Mechanismy
strukturalni regulace odpovédi builkky na gama zafeni nejsou presné¢ znamy, kazdopadné
mély by byt vztazeny k reparacnim procesiim v DNA (Dolling et al., 1997). Je znamo, ze
reparacni procesy probihaji na urovni dvou sousednich dvoufetézcovych zlomd, pfevazné
v chromatinu o vysokém stupni dekondenzace (Falk et al., 2007). Navic, tento poSkozeny
chromatin je charakteristicky pfitomnosti H4KS5 acetylace a snizenou H3K9me?2. Pii studiu
chromatinu  poskozeného zafenim bylo zjisténo, ze fosforylovany histon y-H2AX je
dalezitym markerem pro rozpoznavani dvouietézcovych zlomia DNA (DSBs) (Karlsson a
Stenerlow 2004). Soucasné studie odhalily, Ze nejenom fosforylovany y-H2AX, ale také
protein 1, ktery vaze nadorovy supresor p53 (53BP1), kolokalizuji s radiaci indukovanymi
DSBs (DiTullio et al., 2002), coz bylo popsano jako na davce zavisly mechnismus (Markova
et al., 2007). VSechny tyto experimenty ukazuji, ze tvorba DSB hraje dilezitou ulohu
v regulaci stability genomu. V piipad¢ chybné reparace to vede k tvorbé prekancerdznich
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1ézi, k mutacim v nadorové supresorovych genech jako je TP53 a nasledné k nadorové
transformaci bun¢k (Halozonetis et al., 2008). Dtsledkem vzniku DSBs a jejich chybné
opravy je pravdépodobné vznik translokaci chromozému (Soutoglou a Misteli, 2007;
Abdel-Halim et al., 2004; 2006). Z vyse uvedenych divodi se zda byt velmi pravdépodobné,
ze vzajemna vzdalenost mezi jednotlivymi dvoufetézcovymi zlomy v ramci interfaznich
jader vede k zvysené Cetnosti vyskytu chromozomalnich translokaci (Kozubek et al., 1997;
Soutoglou et al., 2007). Z hlediska vzniku chromozomanich ptestaveb a jejich reparace je
dalezitd mobilita chromatinu, kdy pfedevsim lokalni difize a na druhou stranu imobilita
chromatinu rozhoduje o iniciaci opravnych procesti na urovni DNA, coz vyznamné ovliviiuje
stabilitu genomu (Soutoglou a Misteli, 2007; Soutoglou et al., 2007). Z hlediska translokaci
chromozomu byl popsan i jejich funkéni vyznam. U bun¢k mnohocetného myelomu bylo
naptiklad zjisténo, ze translokace gentt CCND1/IgH pravdépodobné zpiisobuje zvysSenou
expresi genu CCND1 (Pruneri et al., 2000). Na druhou stranu t(13;X) pravdépodobné
zpusobila snizenou expresi genu Rb1 u bun€k pacienta s diagnostikovanym retinoblastomem
(Bartova et al., 2003b). VSechna zminéna cytogenetickd pozorovani i studium radialnich
distribuci chromozémii vedou k zavéru, ze experimenty feSici tuto problematiku
jsou zasadni z hlediska jejich potenciadlnich aplikaci v klinické praxi. Napiiklad
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testovani vlivu cytostatik na histonovy kéd nebo na expresi genti pomoci Sirokospektralnich
genomovych analyz, jako jsou “array” technologie, vede k zlepSeni diagnostickych a
lécebnych postupti v klinické praxi. Problematika struktury chromatinu a epigenetickych
zmén u nadorovych bun€k je popsana v review piijatého do Casopisu “Cardiovascular

and Hematological Disorders-Drug Targets (Bartova et al., 2008d) .

2.9. Kvantitativni analyza struktur bunééného jadra

Velkou ulohu pfi studiu struktury chromatinu hraje kvantitativni analyza jadernych
elementt, at’ uz to jsou sekvence DNA nebo jednotlivé proteiny. Pro pfesnou analyzu obrazu
jenutné ziskat kvalitni data, kterd kvantitativni analyza dokdze vhodn¢ interpretovat. Velkym
pfinosem v tomto ohledu jsou fluorescencni in situ a in vivo metody, které v kombinaci
s konfokalni mikroskopii umoziuji studium dvou- a tfi-rozmérné fixovanych bun¢k. V
idedlnim ptipadé, pti vyuziti GFP konjugovanych vektord (GFP; “Green Fluorescence
Protein”), je mozné studovat vybrané¢ proteiny u zivych bunc¢k a timto zptisobem
analyzovat jejich dynamické zmény v Case (napiiklad Cheutin et al., 2003; Ondfej et al.,
2006). Vizualizace endogennich faktort in vivo nepodléha artefaktlim, které mohou nastat
b&hem fixace a zpracovani bunck pti FISH technice a nebo imunofluorescenénim barveni.
Na druhou stranu transfekce plasmidové DNA a exprese GFP pod silnym promotorem
jsou bunkami tolerovany jen s uréitymi obtizemi, coz se odrazi v zivotaschopnosti
transfekovanych bunck a v uspésnosti transfekce. Pti analyze takto zpracovanych vzorkd,
musi byt tolerovana jista divergence mezi jednotlivymi preparaty. Rovnéz musi byt
ptihlédnuto k rtiznorodosti jednotlivych jadernych struktur, které se 1i8i morfologii, objemem,
tvarem a usporadanim v jadie (Obr. 19 a 20). Vizualizace konkrétnich proteini pomoci
imunofluorescence vyzaduje nékolik zakladnich krokd, jako je fixace a permeablizace
bun¢k. Je znamo, ze nékteré jaderné kompartmenty jako Cajalova téliska nebo jaderné
skvrny jsou velmi tolerantni k fadé metodologickych pfistupi, zatimco pro RNAP II bylo
zjisténo, ze je velmi senzitivni k experimentalnim podminkam (Shiels et al., 2001). Rovnéz
RNA-FISH vyzaduje velmi peclivé zpracovani biologického materidlu (Levsky et al.,
2002; HarniCarova et al., 2006; Bartova et al., 2008b; Efroni et al., 2008). Vizualizace
chromozéml v ramci interfdznich jader nebo genli v rdmci chromozomalnich teritorii
pomoci DNA-FISH, je ovlivnéna denaturaci cilovych sekvenci DNA. Denaturace
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Obrazek 19

Ukazka zobrazeni vybranych centromer chromozomu 10 a 12 u bunek HaCaT a priklad vypoctu
radialni distribuce vybranych genetickych elementii. Prvni rovnice je nutna k vypoctu vzdailenosti
mezi homolognimi lokusy (SS), druha rovnice pocita uhel (coso) mezi lokusy a treti rovnice stanovuje
vzdalenost mezi tezistem jadra a lokusem (CS).

Obrazek 20

(A) Ukazka konfokalniho obrazu
chromozomalnich teritorii (zelené) a
v nich umisténych genii (Cervené).
(B) Analyza zminenych oblasti
genomu. (C) Softwarové urceni
tezisteé jednotlivych genetickych
elementii. (D) Priklad 3D-projekce
interfazniho jadra s RIDGE
(Cervené) a anti-RIDGE (zelené)
oblastmi u bunek HT29 (podle
Bartova a Kozubek 2006). (E)
3D-distribuce proteinii HP 1o
(Cervene) a HPIP (zelené). Prevzato
z Bartova et al. (2007). (F) Ukazka
3D-distribuce chromozomu 11
(zelené) a genu CCNDI (Cervené).
Prevzato z Bartova a Kozubek
(2006).

IANTI-RIDGE |
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DNA vyznamné ovliviiuje studované struktury chromatinu. V tomto piipadé je rovnéz
dilezita Gspeésnost hybridizace DNA sondy k cilovym mistim DNA. To je zasadni naptiklad
z hlediska prahovani chromozomalnich teritorii pfi analyze obrazu (Kozubek M. et al.,
1999; 2000). Existuji dva zakladni pristupy DNA fluorescenéni in situ hybridizace, bud’
se vyuziva 2D-fixace bun¢k v hypotonickém roztoku smési methanolu a kyseliny octové,
coz zpusobuje zvétseni poloméru jadra z divoda zplosténi bunék. Druhym ptistupem je
3D-fixace pomoci paraformaldehydu, ktera zajiStuje zachovani prostorového uspotradani
interfaznich jader (Kozubek S. et al., 2000). Na rozdil od DNA FISH techniky, vyzadujici
denatura¢ni krok, RNA-FISH a imunofluorescence u bun¢k fixovanych paraformaldehydem
zachovavaji trojrozmérnou strukturu interfaznich jader (Bartova et al., 2008b). Tyto metody
umoznuji studium ptesné radidlni distribuce vybranych jadernych struktur (Obr. 19 a 20).
Hodnoceni radidlnich vzdalenosti mezi t€zistém bunééného jadra a danym lokusem nebo
mezi jednotlivymi homolognimi a heterolognimi genetickymi elementy bylo zavedeno
v nasi laboratofi (Kozubek S. et al., 1997; Kozubek M. et al., 1999; Obr. 19). Ve spolupraci
s kolegy z Fakulty informatiky MU Brno byl vytvoien program FISH 2.0 ktery umoziuje
snimani a obrazovou analyzu jednotlivych genetickych elementd. Po spusténi programu
je mozné nastavit rezim snimani pomoci konfokalniho mikroskopu a déle stanovit pocet
konfokalnich fezi a vzdalenost v mikrometrech mezi jednotlivymi fezy. V dal§im moédu
je mozné nastavit intenzitu fluorescence a nebo prah fluorescence pozadi. Program FISH
umoznuje snimani biologickych objekt v nékolika rezimech a to 2D, 3D a snimani zivych
bun¢k exprimujicich GFP. Parametry pro analyzu obrazu miizeme piesné stanovit, miizeme
urcit prah pro analyzu bunécnych jader, intenzitu fluorescence studovanych struktur, dale
naptiklad plochu chromozomalnich teritorii. Program disponuje rovnéz moédem manualni
segmentace, kdy okraje jadra mohou byt vizualné€ stanovené experimentatorem. Hledani
bodi v ramci interfaznich jader probihd automaticky, s tim, ze nasledné probéhne manudlni
selekce vybranych bodi (Obr. 20). Informace o radidlnich distribucich jednotlivych
genetickych elementl jsou zapisovany do textového souboru a mohou byt exportovany do
vybraného statistického programu pro dalsi analyzu. Dal$im velmi pfinosnym programem pro
naSe experimenty je Acquiarium software, ktery predstavuje novou generace programu FISH
2.0 (autoti Pavel a Petr Matulovi, Fakulta Informatiky MU, Brno). Tento program umoziuje
ziskani velkého mnozstvi dat za velmi kratky Casovy interval. Pro prostorovou vizualizaci
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biologickych objekti rovnéz pouzivame ANDOR iQ software (ANDOR, Technology), ktery

byl zakoupen do nasi laboratofe spole¢né s novou kamerou s vysokym rozliSenim.

3. Metodicka cast
Uvedené metodiky byly z velké ¢asti samostatné zvladnuty autorkou disertacni
prace, kterd je predala nékolika zaméstnanciim a PGS studentd v Laboratofi molekularni

cytologie a cytometrie BFU v Brné.

3.1. Kultivace a diferenciace bunék

V préci a priloZzenych publikacich jsou uvedeny experimenty, které¢ se zabyvaji
biologii fady bunéénych linii i somatickych bunék. /n vitro byly studovany jak adherentni,
tak suspenzni bunécné linie, které byly kultivovany ve vhodnych médiich a dale pasazovany,
diferencovany a ovlivnény raznymi ¢inidly tak, jak je uvedeno v pfilozenych publikacich.
phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), interleukin 3 (IL-3) nebo dimethylsulfoxid (DMSO).
Pro kultivace suspenznich, pirevazné leukemickych nebo myelomovych linii, bylo pouzito
médium RPMI-1640 s 10 % (20 %) fetalniho teleciho séra. Adherentni linie se vétSinou
kultivovali v D-MEM s 10 % fetalniho teleciho séra. V poslednich dvou letech jsme
se v nasi laboratofi zacali zabyvat studiem struktury chromatinu lidskych embryonélnich
kmenovych bungk, které se kultivuji na vyzivné vrstvé mysich embryonalnich fibroblastt
(MEFs). Mysi embryonalni fibroblasty, izolované v nasi laboratofi z mysiho kmene ICR,
byly kultivovany v médiu D-MEM s 10 % fetalniho teleciho séra, 500 U/ml penicilinu,
5 mg/ml streptomycinu, na miskach pokrytych 0,1% Zzelatinou. Po dosazeni pozadované
hustoty buné¢k byl k fibroblasttiim pfidan mitomycin C (10 mg/ml, Sigma-Aldrich, Némecko)
po dobu 3 hodin. To bylo nutné k zastaveni proliferacni aktivity buné¢k. Poté nasledovalo
dikladné promyti roztokem PBS a na vrstvu MEF bunék byly vysety lidské ES bunky.
Kultivace lidskych ES bun¢k probihala v kompletnim médiu KO-DMEM (Invitrogen Gibco),
pro ES bunky obsahovalo 500 U/ml penicilinu, 5 mg/ml streptomycinu, 200 mM Glutamaxu
(Invitrogen Gibco), 200 mM NEEA (“non-essential amino acids, PAN), B-merkaptoetanolu
(Invitrogen Gibco) a KO-serum replacement (Invitrogen Gibco). Dale byl do média pfidan
bFGF o kone¢né koncentraci 10 ng/ml (“Fibroblast Growth Factor”, Invitrogen) a faktor hLIF
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o kone¢né koncentraci 12 ng/ml (“Leukaemia Inhibitory Factor”, Chemicon International),
které zabranuji diferenciaci hESCs. Je zndmo, ze LIF faktor se pouziva k udrzeni
pluripotence mysich embryonalnich kmenovych bunék (mESCs), ale kultivacni protokol
z laboratote Prof. D. Meltona (Harvard University) doporucuje pouziti LIF faktoru i u
hESCs. V piipad¢ kultivace hESCs je tfeba buiikdm vymeénovat médium kazdy den a k jejich
pasdzovani se pouziva bud’ 0,05% trypsin a nebo vypichovani kolonii kmenovych bunék.
Pro indukci diferenciace, byla k bunkam ptfiddna 2 uM kyselina retinova (“all-trans
retinoic acid”, RA, Sigma Aldrich) po dobu 4 dni. Ptfi kazdé vyméné kultiva¢niho
média byla RA znovu piiddna a 4. den byly bunky fixovany na kryci sklicka pro
DNA a RNA hybridizaci nebo byly lyzovany pro western bloty a izolaci RNA
v pfislusnych pufrech. Kultivace vSech bun¢k  probihala vzdy pii standardnich

podminkach, tj. pfi teplot¢ 37° C a ve zvlhcené atmosféfe s 5% obsahem CO,.

3.2. Imunofluorescen¢ni znaceni interfaznich jader
Pro 3D analyzy byly buiiky fixovany po dobu 10 minut pomoci 4% paraformaldehydu,
pak nasledovala permeabilizace bunék 8 minut roztokem 0,1% Tritonu X-100 v PBS a 12
minut v roztoku 0,1% saponinu (Sigma-Aldrich, Germany) pti pokojové teploté (PT). Poté
byly preparaty oplachnuty 2x po 15 minutach v PBS a inkubovany v 1% BSA piiblizné
1 hodinu, rovnéz pii pokojové teploté. Poté byl preparat proplachnut v PBS a byly
naneseny piislusné primarni protilatky nafedéné vétSinou v poméru 1:200 v 1% BSA.
Inkubace s primarnimi protiladtkami probihala pfes noc pii 4°C. Ptiklady nékterych
pouzitych protilatek jsou nasledujici: anti-HPla (klon 15.19s2; Upstate, USA), anti-HP1[3
(Upstate, USA anti-HP1y (klon 42s2, Upstate, USA), anti-SC35 (#ab11826 Abcam, Velka
Britanie), anti-CENP-A (#ab13939, Abcam, Velka Britanie), anti-PML (#ab6263, Abcam,
Velka Britanie), anti-TIFIf (C-16) (sc-19168, Santa Cruz, USA), anti-Oct-3/4 (C-10)
(sc-5279, Santa Cruz, USA) a dalsi. Po inkubaci s primarni protilatkou byly preparaty
promyty 2x po 5 minutach v PBS a inkubovany 1 hodinu pfi pokojové teploté s ptislusnou
sekundarni protilatkou konjugovanou s vhodnym fluorochromem (fedéni bylo vétsinou 1:200
v 1% BSA). Pouzily jsme nasledujici sekundarni protilatky: anti-rabbit [gG-FITC (#F9887,
Sigma, Némecko), donkey anti-goat IgG-FITC (#sc-2024, Santa Cruz, USA), Alexa Fluor
594 goat anti-mouse IgG (#A11005, Molecular Probes, Invitrogen, KRD Ltd., Ceska
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Republika). Nabarvené preparaty byly nakonec promyty 3x po 5 minutach v PBS a celkova
DNA byly obarvena TO-PRO-3 (R)-3 jodidem (0,04 ug/ml, Invitrogen, USA). VSechny

preparaty byly pozorovany, snimany a hodnoceny pomoci konfokéalniho mikroskopu.

3.3. Izolace DNA z BAC/PAC Kkloni a “nick” translace

DNA z BAC/PAC klonti byla izolovana pomoci QIAGEN Large Construct kitu.
Purifikované DNA fragmenty byly znaceny pomoci DIG- nebo BIOTIN-Nick Transla¢niho
Mixu (Roche, Germany). Podle protokolu, kazdy 20.-25. nukleotid byl modifikovan pomoci
DIGOXIGENIN-11-dUTP nebo BIOTIN-16-dUTP v nové syntetizované DNA. Velikost
fragmenti znatené DNA byla v rozmezi 200-500 nucleotidi. Pro “nick” translaci jsme
pouzili 1 ug DNA, ktera byla rozpusténa v destilované vodé o kone¢ném objemu 16 pl.
K tomuto objemu byly ptidany 4 ul DIG- nebo BIOTIN-Nick translaéniho mixu. Vzorky
byly inkubovany pii 15° C po dobu 90 min. Reakce byla zastavena ptidanim 1 ul 0,5M
EDTA a zahtatim na 65° C na 10 min. V dal$im kroku byla aplikovana lidska Cot-1 DNA
(Roche), pomoci niz je eliminovana hybridizace sond k repetitivnim elementim. V reakcich
jsme pouzili 120 ng DIG- nebo BIOTIN-znacené DNA, 6 pug Cot-1 DNA a “salmon sperm”
DNA, ktera byla pfidana pro ziskani celkového mnozstvi 20 ug DNA. Pak byla pfidana
1/10 objemu 3M octanu sodného a 2 objemy chlazené¢ho 96% ethanolu (-20° C). Inkubace
probihala pii -70° C, po dobu 30 min. Pak byly vzorky centrifugovany pii 12 000 rpm po
dobu 15 min a pelet byl pak oplachnut 400 pul 70% ethanolu (-20° C). Nasledné byl pelet

lyofilizovan a rozpustén ve 20 ul hybridiza¢niho pufru (Hybrizol VII, Oncor, USA).

3.4. Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Bunky byly fixovany stejnym zptsobem jako pii imunofluorescenénim barveni a
pak nasledovala jejich permeabilizace po dobu 15 minut v 0,1M HCI s 0,2% Tritonem
X-100 v PBS (pH 7.2), pak 10 minut v 0,IM roztoku Tris a 15 minut v 0,2%
saponinu (Sigma-Aldrich, Némecko). Déle byly buiiky oplachnuty v 1xPBS 3x2 minuty
a ekvilibrace probihala po dobu 20 minut ve 20% glycerolu. Sklicka s bunikami byla 3x

ponofena do tekutého dusiku a builky byly dehydratovany po 2 minutdch v ethanolové
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fadé. Cilova DNA byla denaturovana 15 minut v 50% formamidu pii teploté¢ 80° C.
Pak nasledovala dehydratace po 2 minutich v ethanolové fadé roztokti o koncentracich
70 %, 80 % a 96 % (-20° C). Denaturace sond probihala po dobu 10 minut pfi 75° C a
“annealing” byl 15-30 minut pii 37° C. Pfipravené denaturované DNA sondy byly naneseny
na preparaty a inkubovany ptes noc pii 37° C ve vlhké komtrce. Celochromozomové sondy
byly zakoupeny od firmy Cambio (Velka Britanie). Sondy pro jednotlivé genové lokusy byly
vétSinou pripraveny v nasi laboratofi z BAC a PAC klont podle Harnicarova et al. (2006).
Komer¢ni translokacni sondy pro geny PML/RARa (LPH 004) nebo lokusy BCR/ABL
byly dodany firmou Cytocell Technologies (Velka Britanie) nebo Oncor (USA). Komeréni
sondy byly denaturovany podle pfilozeného protokolu. V dalsi fazi experimenti byly
preparaty promyvany po dobu 15 minut v 50% roztoku formamidu a 8 minut v roztoku 0,1%
Tweenu ve 2xSSC pii 43° C ve vodni tfepaci lazni. Pak nasledovalo oplachnuti preparati
v 0,2% Igepalu, ktery byl rozpustény ve 4xSSC. Inkubace probihala 4 minuty pii pokojové
teploté. Timto krokem kon¢i postup promyvani sondy, kterd je pifimo fluorescenéné
znacend. Na nepfimo znacenou sondu, napfiiklad diogoxigeninem nebo biotinem, se pak
aplikuje pftislusna protilatka, kterd je konjugovana s fluorochromem, jako je naptiklad
FITC-Avidin (Roche, Némecko) nebo Rhodamin-anti-digoxygenin (Roche, Némecko).
Dalsim krokem DNA FISH techniky je inkubace bun€k s touto protildtkou po dobu 15
minut pfi 37° C ve vlhké komurce. Pfebyte¢na nenavazana protilatka se nasledné vymyje
3x po 4 minutach v roztoku 4xSSC pii 37° C ve vodni lazni. Dale se preparat omyje
ve 4xSSC po dobu 4 minut pii pokojové teploté. Bunééna jadra se obarvi bud DAPI
(0,2 pg/ml) v roztoku Vectashield (Vector Laboratories, USA) nebo pomoci TO-PRO-3
jodidu (0,04 pg/ml, Molecular Probes, Invitrogen). Analyza preparati byla opét provedna

konfokalni mikroskopii.

3.5. RNA-FISH

Jaderné lokalizace genovych traskriptli c-myc byla studovana v praci Harni¢arova
et al. (2006) a Bartova et al. (2008b) pomoci metody RNA-FISH (Levsky et al., 2002;
Wilsonet al., 2002). V téchto experimentech jsme pouzili biotinem znacenou 50-mer

oligonukleotidovou sondu, jejiz sekvence byly popsany v praci Levsky et al. (2002).
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Oligonukleotidové sondy byly cilené na tisek exonu II a exonu III genu c-myc a jejich
sekvence jsou uvedeny na webovych strankdch: http://singerlab.accom.yu.edu a rovnéz
publikovany v praci Harnicarova et al. (2006). Sekvence sond jsou nasledujici: 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’. (hvézdicka
znaci inkorporovany biotin). VSechny roztoky pro RNA-FISH byly pfipraveny v 2x
destilované vodé¢ s rozpusténym diethylpyrocarbonatem (DEPC) (Harni¢arova et al. 20006).
Buniky, které rostly na krycich sklech byly oplachnuty v 1x PBS-MgCl, (PBS-M) a dale
byly fixovany 10 min pii pokojové teplot¢ ve 4% formaldehydu, ktery byl smichan
s 10 % kyseliny octové, coz zvySovalo pravdépodobnost detekce jaderné RNA.
Permeabilizace byla provedena v 0,5% Tritonu X100 po dobu 5 min na ledu. Pak byla
bunécna jadra permeabilizovana v 0,1% saponinu, po dobu 10 min. Dale byly preparaty
oplachnuty 3x5 min in PBS-M a 5 min v 2xSSC pfi pokojové teploté. Nakonec byly bunky
permeabilizovany v 70% ethanolu pfes noc pti 4° C. Druhy den byly buiiky rehydratovany
10 min pii pokojové teplot¢ v PBS-M a dale denaturovany 10 min v 50% formamidu.
Nasledné probéhla hybridizace po dobu 4 hodin pti 37° C v 20 pl hybridiza¢ni smési,
ktera obsahovala: 10% dextran sulfat, 1 pg/ul tRNA v 2xSSC a 1 pmol/ul kazdého
oligonukleotidu konjugovaného s biotinem. Po hybridizaci byly bunky oplachnuty 3x5 min
v 4xSSC s 0,1% Tweenem 20, pfi pokojové teploté a 20 min v 4xSSC s 0,1% Tweenem
20 a 3% BSA pii PT. Nasledn¢ byl aplikovan FITC-konjugovany avidin (Oncor, USA)
po dobu 20 min pii PT. Nakonec byly buiniky proplachnuty 3x5 min v 4xSSC s 0,1%
Tweenem. TO-PRO-3 iodid (0,04 pg/ml), rozpustény v 2xSSC, byl pouzit k vizualizaci
interfaznich jader. K ovéteni RNA FISH vysledkl jsme pouzili ovlivnéni bunék RNazou A
(100 pg/ml), ktera byla ptidana ke kontrolnim bunkam 1 hodinu pted hybridizaci. Pak byly
bunky oplachnuty 3x15 min pti 42° C v 50% formamidu, ktery byl rozpustén ve 2xSSC
(pH 7,0). Dale byly preparaty oplachnuty v 0,1xSSC (pH 7,0), 3x15 min pii 60° C. V tomto
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ptipad¢ jsme nepozorovali zadné RNA-FISH signaly. Stejné jako po ptisopbeni 100 pg/ml

o-amanitinu, ktery je inhibitorem RNA polymerazy II.

3.6. Analyzy pomoci western bloti

Bunky byly lyzovany pomoci SDS lyza¢niho pufru (50 mM Tris-HCL, pH 7,5;
1% SDS; 10% glycerol) a poté sonikovany. Koncentrace proteind byla ur¢ena pomoci DC
Protein Assay kitu (Bio-Rad, Bio-Consult, Ceska, Republika) a k lyzatim byla piidana
smés bromofenolové modii (0,01 %) a 1 % B-merkaptoethanolu (pomér 1:1). Vzorek
se povaril 5 minut ve vod¢ a vzorky jadernych proteinii o stejném mnozstvi (10 pg)
a vhodné markery byly podrobeny SDS-PAGE na 12% polyakrylamidovém gelu. Po
pfeneseni proteini na PVDF membranu (Immobilon-P, Sigma-Aldrich, Némecko) byly
proteiny detekovany piislusnymi primarnimi a sekundarnimi protilatkami a vizualizovany
pomoci systému ECL-Plus reagent (Amersham Pharmacia Biotech, Ceska Republika) podle
ptilozeného navodu. V experimentech uvedenych v pfilohdch byly pouzity nésledujici
primarni protilatky: anti-HPla (klon 15.19s2; #05-689, Upstate, USA), anti-HP1[3
(#07-333, Upstate, USA), anti-HP1y (klon 42s2, #05-690, Upstate, USA), anti-SC35
(#ab11826, Abcam, Velka Britanie), anti-CENP-A (#ab13939, Abcam, Velka Britanie),
anti-PML (#ab6263, Abcam,Velka Britanie), anti-TIF1f (C-16) (sc-19168, Santa Cruz,
USA), anti-Oct-3/4 (C-10) (sc-5279, Santa Cruz, USA) a dalsi. Nasledné byly pouzity
sekundarni protilatky: anti-rabbit IgG (#A4914, Sigma, Ceska Republika), anti-goat IgG
(#A4174, Sigma, Ceska Republika), anti-mouse IgG (#A9044, Sigma, Ceska Republika) a

dalsi.

3.7. Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie byla vyuzita ke studiu zmén v bunééném cyklu, které byly
analyzovany predev§im behém diferenciace a také ke stanoveni rGznych specifickych
marker diferenciace, jako jsou povrchové antigeny na bunéénych membranach. Pro
stanoveni bunécného cyklu byly buiikky oplachnuty v PBS a fixovany po dobu 30 min
v 70% ethanolu (-20° C). Po opakovaném promyti v PBS byla buné¢na jadra znacena

propidium iodidem, ktery byl nafedény na koncentraci 10 pg/ml ve Vindelové roztoku

50



(1ImM Tris-Cl, pH 8,0; 1 mM NacCl; 0,1% Triton X-100; 10 pg/ml RNaza A). Inkubace
probihala pfiblizn¢ po dobu 30 min pii 37° C. Profil bunééného cyklu a udaj o expresi
povrchovych antigenti byl ziskan pomoci prutokového cytometru FACSCalibur (Becton
Dickinson), ktery je vybaveny argonovym laserem (488 nm). Pritokovy cytometr je ovladan
softwarem CellQuest a analyza dat byla provedena pomoci softwaru ModFit (Verity Software

House, Topsham, USA).

3.8. Analyza a zpracovani obrazu

Obrazy fluorescenéné¢ naznacenych bunéénych jader byly ziskdvany pomoci
konfokalniho systému, ktery se sklada z epifluorescenéniho mikroskopu Leica DMRXA
(Leica, Némecko), argon/kryptonového laseru (Innova 70, Coherent), akusticko-optického
filtru (AOTF, Brimrose) pro volbu vlnové délky a konfokalni jednotky (QLC 100; VisiTech
International, UK). Skenovaci systém je v nasi laboratofi fizen softwarem FISH 2.0 (Kozubek
etal., 1999), ktery je instalovany na pfipojeném pocitaci. Obrazy jsou digitalizovany pomoci
pln¢ programovatelné digitalni kamery CoolSnap CCD (Photometrix, Tucson, AZ). ZvétSeni
¢ocek objektivu je 100x, numericka apertura NA=1,3 a rozliSeni je 15 pixelti na mikrometr.
Adherentni buiiky byly v naSich experimentech vétSinou snimany ve 40 optickych fezech a
v ptipad¢ imunobarvenych bunék byla optimalizovana intenzita fluorescence u kontrolnich
vzorki, coz bylo pak pouzito k posouzeni intenzity fluorescence u bunék experimentalnich,
napiiklad ovlivnénych HDAC inhibitory nebo u bun¢k indukovanych k diferenciaci.
Suspenzni buniky byly ¢asto snimany v 70 a vice optickych fezech, kdy jednotliva vzdalenost
mezi fezy byla 0,1-0,3 um. Analyza obrazu byla provedena pomoci softwart FISH 2.0
a Andor 1Q a jaderné topografické parametry byly statisticky vyhodnocovany programem
SigmaPlot 8.0 (Jandel Scientific, California). U jader obarvenych imunofluorescen¢né
byly distribuce vybranych proteini studovany pomoci Andor iQ softwaru. V piipadé
hodnoceni radialnich distribuci jsme studovali vzdalenosti mezi jednotlivymi homolognimi
a heterolognimi genetickymi elementy a dale vzdalenost lokusti od tézist¢ bunécného
jadra (Kozubek et al., 2002; Obr. 29). Vzdalenosti kandidatnich lokusii byly normovany
na lokdlni jaderny polomér a byly pocitiny pramérné hodnoty. Jednotlivé udaje

byly exportovany do programu Sigma plot (8.0) a distribuce genetickych
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elementl v ramci interfaznich jader byla zaznamenéna do grafii. Na zavér byla provedena
statistickd analyza pomoci vybranych biostatistickych analyz, tak jak je uvedeno v praci

Harnicarova et al. (2006) nebo Krejc¢i et al. (2008).

3.9. Izolace RNA a RT-PCR

Exprese vybranych genii byla studovana pomoci semikvantitativni RT-PCR nebo
pomoci Real-Time PCR (Rotor Gene 6000, Corbett). RNA byla izolovana s vyuzitim
trizolu (Invitrogen) nebo podle Bartova et al. (2002). Piecisténi RNA bylo provedeno
pomoci kolonek “RNeasy mini spin columns” (QIAGEN). Ptipadnd kontaminujici DNA
byla odstanéna pomoci DNazy (QIAGEN). Komplementarni DNA byla syntetizovana z 1ug
celkové RNA za pomoci iScript cDNA kitu (Bio-Rad). Sekvence primert pro rtizné geny
jsou uvedeny v prilozenych publikacich. RT-PCR amplifika¢ni mix (20 ul) obsahoval 25
ng templatové cDNA, 2x SYBR Green I Master Mix (10 pl, Roche) a 200 nM kazdého
primeru. Amplifika¢ni reakce probihala za pouziti termalniho cykleru Rotor-Gene 6000.
Vetsinou jsme pouzivali nasledujici kroky: 10 min denaturace DNA pii 95° C a dale 40
cykla pti 95° C po 15 sec; annealing pii 53° C po dobu 15 sec a elongace pii 72°C po
dobu 20 sec. Analyza byla provedena pomoci detekéniho softwaru, ktery rovnéz ovlada
Rotor-Gene 6000. Za pouziti standardizovanych kiivek byla stanovena exprese studovaného

genu relativné k expresi vybraného “house keeping” genu, napiiklad HPRT1, GAPDH nebo

B-actinu. Vizualizace RT-PCR produktt byla provedena pomoci 2% agar6zového gelu.

3.10. Konven¢ni chromatinova immunoprecipitace (ChIP)

Histony byly fixovany s DNA pomoci paraformaldehydu po dobu 10 min pfi
37°C, tak, ze parafornaldehyd o koncentraci 1% byl pfidan ptimo do kultivaéniho média.
Bunky byly centrifugovany, umistény na led a oplachnuty studenym PBS, ktery
obsahoval inhibitory proteaz (ImM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 pg/ml aprotinin
and 1 pg/ml peptastatin A). Dalsi postup byl proveden piesné podle navodu, ktery
byl uvedeny v “ChIP assay” kitu (#17-295) firmy Upstate (USA). Bunéény lyzat byl
sonikovan tak, aby se ziskaly fragmenty DNA o velikosti 200-1000 bp, coz bylo

ovéieno na agar6zovém gelu. Pro imunoprecipitaci jsme pouzivali nasledujici protilatky:
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anti-acetyl H3K9, anti-dimethyl H3K9 a anti-trimethyl H3K9 (Upstate, USA). Po promyti
histon-DNA-immunokomplexti a pfidani 20 pul 5SM NaCl nésledovalo zahtati vzorkii na
65°C, coz uvolnilo vazbu histonii a DNA. DNA byla ze suspense izolovana pomoci QIAamp
DNA Mini kitu (QIAGEN #51304) a vzorek bez protilatky byl pouzit jako negativni
kontrola. Pro normovani ChIP-PCR vysledki byl pouzit lyzat vstupni DNA, ktera neprosla

imunoprecipitaci, takzvany “input”.

3.11. “ChIP-on-chip” analyza
Epigenetické modifikace histonti byly studovany pomoci “RefSeq Promoters array”
(NimbleGen, Systems, Inc., USA), ktery zahrnuje dobte chrakterizované geny podle RefSeq
databaze. Pouzivali jsme nasledujici array: “2006-07-18 HG18 RefSeq promoter, 2200 bp
upstream and 500 bp downstream”. V téchto experimentech ChIP-DNA a DNA z takzvaného
“inputu” byla izolovdna pomoci QIAamp DNA Mini kitu (#51304, QIAGEN) a koncentrace
vzorki byla kvantifikovana pomoci UV absorpce (260 nm). Optimalni koncentrace DNA
byla dosazena na zafizeni Speed-Vac a ChIP-DNA byla amplifikovana pomoci LM-PCR
(“Ligation Mediated PCR”). V tomto piipad¢ jsme pouzili “GenomePlex Complete Whole
Genome Amplification” kit (WGA2, Sigma, USA). V prvnim kroku byly pfidany 2 pl 1x
“Library Preparation Buffer” a potom 1 pl “Library Stabilization Solution”. Pak byly
vzorky kratce centrifugovany a umistény na termalni cykler zahtaty na teplotu 95° C.
Inkubace probihala po dobu 2 min, pak byly vzorky umistény na led. Na zavér, byl pfidan
1 pl “Library Preparation Enzyme” a vzorky byly inkubovany pii nasledujicich teplotach
a Casech: 16° C, 24° C, 37° C (20 min kazdy) a pak 75° C po dobu 5 min. Na zavér
byly vzorky uchovany pti 4° C pro dalsi zpracovani. Amplifikace probéhla v doporu¢eném
pufru, pii nasledujicich podminkach: pocatecni denaturace pti 95° C po dobu 3 min (14
cykl), nasledné 94° C po dobu 15 sec a “annealing/extenze” pfti teploté¢ 65° C po dobu
5 min. Pak byly vzorky piecistény pomoci PCR purifika¢niho kitu (#28104, QIAGEN) a
ChIP-DNA byla rozpusténa v deionizované vodé. DNA koncentrace byla kvantifikovana
pomoci UV absorpce. Pomér OD260/280 byl nejméné 1,8 a pomér OD260/230 m¢l
hodnotu nejméné 1,6. Takto pripravené vzorky byly analyzovany pomoci “RefSeq Promoters
arrays”. Statistickd vyznamnost vysledkl byla stanovena pomoci takzvané¢ho “FDR score”
(“False Discovery Rate score”). Vysledky jsou uvedeny naptiklad na Obr. 7.
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4. Zavér

Jak vyplyva z ptedchozich kapitol, vysledky nasi skupiny vyznamné piispély
k poznani zakonitosti mezi strukturou a funkci chromatinu. Rovnéz vyuziti cytometrie s
vysokym rozliSenim ptredstavuje podstatny prispévek k poznani struktury lidského genomu.
Nas vyzkum ma jednak teoreticky, ale i prakticky vyznam. Teoreticky vyznam spociva v
tom, ze bylo obecné piijato, ze vztahy mezi strukturou a funkcemi genomu jsou vzajemné
spjaté entity a hledani vzajemnych zakonitosti ma velky funkcéni vyznam. NaSe poznani
ukazuje na to, ze biochemické regulacni mechanismy #idi naptiklad expresi genli nebo
ze mechanismy reparace DNA jsou dulezité z hlediska fyziologického prubéhu riznych
bunéénych procesti. V tomto ohledu hraje struktura genomu opravdu zasadni funkei,
jejiz studium bude dale velkou vyzvou v biologii chromatinu. Jako velmi dulezité se
jevi experimenty odkryvajici dynamiku struktury chromatinu a asociovanych proteind.
Je evidentni, ze spojeni genetickych, biochemickych a molekularné-biologickych ptistupti
by mohlo vést k poznani vyznamu kompartmentalizace interfaznich jader v genové expresi
nebo reparaci DNA. Navic fakt, ze jaderna organizace je evolu¢né¢ konzervativni, ukazuje
na to, ze struktura chromatinu je opravdu zasadni z hlediska regulace vSech jadernych
a nasledné bunécénych procesi. Prakticky vyznam vztahu struktury a funkce genomu je
naptiklad v nadorové biologii, kdy pfedevs$im jadernd struktura riznych chromozomalnich
prestaveb nebo jejich amplifikaci je vyznamna z hlediska regulace exprese gent. Velka
pozornost je v soucasnosti vénovana repara¢nim mechanismtiim, u kterych bylo dokazéano,
ze praveé konformace okolniho chromatinu vyznamné limituje rozsah reparac¢nich procesu.

Velky pokrok v biologii chromatinu rovnéz piedstavuji rizné mikroskopické metody
a analyzy obrazu. V tomto sméru byla vyvinuta fada metod, které umoznuji kvantitativni
1 kvalitativni analyzu dat. Naptiklad automatizované snimani obrazu pomoci konfokalnich
mikroskopi a automatizovana analyza obrazu piispély k poznani jaderné kompartmentalizace
chromozomalnich teritorii a prostorové distribuce jednotlivych genetickych elementt
u riznych bunécnych typt a organismi. Uplatnéni statistickych metod rovnéz vyznamné
ptispélo k poznani zakonitosti ve struktufe chromatinu. V soucasné dobé¢ je kladen velky
daraz na pozorovani zivych systémi, kdy predevsim GFP technologie a FRAP technika
ptispé€ly k odhaleni dynamiky proteinti v ramci interfaznich jader. Jak je ukazéno v piedeslych
kapitolach, ukolem nasi skupiny je prispét k objasnéni podstaty biologie chromatinu.
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