Petr Heneberg

Chromozomova teritoria

Pod pojmem chromozom si fada lidi vétSinou piedstavi drobna téliska ve tva-
ru X nebo V, ktera nesou dédi¢nou informaci ve formé DNA a ktera lze obarvit
nékterym z vhodnych barviv. Takovou morfologii se vSak chromozomy vyzna-
Cuji jen béhem déleni jader, tedy po kratky casovy usek. Po vétsinu casu byvaji
despiralizovany v bunéé¢ném jadie ve formé dlouhych vlaken. Dlouho platil
predpoklad, Ze chromozomy jsou v jadie zna¢né rozvolnéné a umisténé vice-
méné nahodné, vyskytujici se jako zretelné ohranicena téliska jen béhem déle-
ni buriky. Pfedstava nahodného chaotického usporadani chromozomi v jadre
vSak byla béhem poslednich nékolika let do zakladu vyvracena.

Mikrolaser

Prvni pokusy naznacujici existenci chromo-
zomovych teritorif byly publikovany jiz
r. 1885 Carlem Rablem, ktery pfi mikrosko-
pickém zkoumani délicich se bunék mloka
skvrnitého (Salamandra salamandra) a ma-
carata jeskynniho (Proteus anguinus) zjistil,
Ze poloha chromozomi v anafazi odpovida
jejich umisténi v pozdéjsich fazich bunéc-
ného délenf a usoudil, Ze v interfazi musi
chromozomy zaujimat urcité specifické ob-
lasti. Vzapéti se podafilo prokézat, Ze se
telomery (koncové ¢asti chromozomi) vét-
§inou nachézeji v blizkosti jaderné mem-
brany (Boveri 1888, 1909), ale poté dlouhou
dobu nedoslo v této oblasti k vyraznéjsimu
pokroku. AZ na pielomu 70. a 80. let 20.
stol. bratfi Thomas a Christoph Cremerovi
provedli experiment za pouziti tehdy
nového unikatniho zafizeni — mikrolase-
ru, jimZ narusili strukturu ¢asti jaderné
DNA. Toto zafizeni bylo jiz tak pfesné, ze
porusilo DNA jen v urc¢ité oblasti jadra,
zatimco zbytek zustal netknut (viz obr. 1).
Pokud by DNA jednotlivych chromozomiu
byla v jadfe umisténa chaoticky a prople-
tena (jak tvrdil tehdejsi vétsinovy nazor),
ovlivnili by mikrolaserem vétsinu chro-
mozomu pfitomnych v jad¥e. Destrukce
DNA v ¢asti jadra vsak vedla k narugeni jen
nékterych z nich. Ziskané vysledky tedy
ukazovaly, Ze DNA jednotlivych chromo-
zomu zaujima v jadfe odlisné oblasti — teri-
toria. Teprve po nékolika desetiletich byly
tyto vysledky potvrzeny, a to tim, Ze rizné
chromozomy (pfesnéji jejich DNA) se spe-
cificky oznacily fluorescenénimi latkami
(vicebarevna fluorescen¢ni hybridizace in
vivo), coZz umoznilo dalsi vyzkum lokali-
zace chromozomu v interfdznim jadfe,
tedy v dob& mezi délenim buriky.

Jak vypada chromozomové teritorium?

Ve svétle nejnovéjsich poznatki se zd4, ze
jednotlivé chromozomy zaujimaji v jadte
bunky ur¢itou ohrani¢enou a pfedem da-
nou oblast — chromozomové teritorium. Za
pouziti fluorescen¢niho zna¢eni DNA in
vivo se podatilo prokazat, Ze chromozomo-
va teritoria jsou viceméné kulovitého tva-
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ru a maji pfibliZzné dva mikrometry v pri-
méru. Byla zjisténa u celé fady vyssich
eukaryot v&etné ¢lovéka a béznych labo-
ratornich zvitat. Naproti tomu chromozomy
nékterych nizsich eukaryot, tfeba kvasin-
ky Saccharomyces cerevisiae, jsou uspora-
dany ponékud volnéji.

Také vnitini uspotddéni chromozomo-
vych teritorii je do zna¢né miry pravidel-
né. Existuje zde sit kanalkt, které se Casto
vétvi a slouzi jako pFistupové cesty pro lat-
ky stimulujici, nebo naopak potlacujici
genovou expresi. Uspofddani chromozomu
neni v rdmci chromozomového teritoria
nédhodné. Chromozomova raménka byvaji
drZena daleko od sebe a oblasti bohaté na
geny byvaji oddéleny od tsekd na geny
chudych. Tento systém patrné prispiva ke
strukturnimu uspofaddani chromozomu
a soudi se, Ze by mohl napoméahat koordi-
nované regulaci jednotlivych shluki genti.

U rostlin, hmyzu a nékterych dalsich bez-
obratlych maji chromozomy tendenci byt
polarizovéany. To znamen4, Ze konce jejich
ramének (telomery) jsou na jednom okraji
buné¢ného jadra a centromera (oblast do-
teku chromatid) na konci opa¢ném. V sav-
¢ich burikéch je ale organizace chromozo-
mu ponékud komplexnéjsi (obr. 2). Kazdy
chromozom se v jadfe vyskytuje v pfedem
dané oblasti, kterou lze vyjadfit soufadni-
cemi vidi sttedu bunééného jadra. Nekteré
nachéazime pravidelné na okrajich jadra,
zatimco jiné jsou vZdy uvnitf. Protoze DNA
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1 Schematické zobrazen{ pokusu
vyuzivajictho mikrolaser a dokazujictho
existenci chromozomovych teritorii.

A —Paprsek UV zéafeni byl zaostfen

na oblast, jejiZz primér nepiesahuje 1 um,
coz je plocha vyrazné mensi, nez je
pramér jadra vétsiny savéich bunék.

UV zafeni tak poskodilo DNA jen v ¢asti
jadra. Na pozdéji zhotoveném chromozo-
movém preparatu bylo znatelné poskozeni
jen nékolika mélo chromozomt, z toho
vyplyva, Ze nejsou umistény nahodné.

B — Paprsek UV zafeni byl rozostien tak,
ze dopadal na plochu o primeéru 12 um,
tedy na plochu, kterou na preparatu
zabiralo témé¥ celé jddro ozafované
buriky. MnozZstvi energie dopadajictho na
jednotku plochy bylo samoziejmé fadové
nizsi, presto doslo k plosnému poskozeni
chromozomové sadky. Podle: T. Cremer
a Ch. Cremer (2006), orig. P. Heneberg

2 Vyvoj pfedstav o organizaci jadra.

A, B—Vr. 1952 byli schopni cytologové
v jadfe zaznamenat jen jadérko (J)

a nékolik oblasti bohatych heterochroma-
tinem, tzv. chromocentra (zde ¢erné
fetézce). Zbytek jadra obsahoval chroma-
tin s nejasnou organizaci, pficemz jedna
z hypotéz (A) tvrdila, Ze tuto masu téméf
kompletné tvoii euchromatin, druhéa pak
(B), Ze euchromatin tvoifi malé shluky,
které plavou ve velkém objemu jaderné
tekutiny (Pollister 1952). C — D. E. Co-
mings (1968) postuloval hypotézu tvrdici,
ze interfazni chromozomy jsou rozprost-
feny pifes viceméné celé jadro. Chromo-
zomy mély byt pfichyceny k membrané,
pficemz heterochromatin v krat$ich
intervalech nez euchromatin; homologni
chromozomy mély byt ukotveny blizko
sebe. D — O nékolik let pozdéji F. Vogel

a T. M. Schroeder (1974) ve tfech mode-
lech navrhli hypotetické uspofadani in-
terfaznich 30 nm chromatinovych vlaken.
Hypotéza ptedpokladala uchyceni vldken
k jadernym pélim a navrhovala tii
modely, jak by toto uspotddéni mohlo
vypadat. E — Jeden z novéjsich modelt
zahrnujic{ existenci chromozomovych
teritorif — model interchromozomalni
sité (Branco a Pombo 2006). Ten piedpo-
klada, ze chromatin jednotlivych chro-
mozomu nenf od sebe oddélen volnymi
prostory, piesto chromatinovym vlakntim
je umoznéno expandovat do teritorif sou-
sednich chromozomt. Orig. P. Heneberg
3 Frekvence vyskytu jednotlivych chro-
mozomalnich translokaci (pfesunu ¢asti
DNA) je vysoce specificka v zavislosti

na typu buiiky i jejim stati. Zde je zobra-
zena frekvence vyskytu nejcastéjsich
chromozomaélnich translokaci u pacienti
s akutni myeloidni leukemii, rozdélenych
do péti vékovych skupin. Velmi vyrazna
je napi. pfevaha translokaci zahrnujicich
oblasti 11923 u dét{ do jednoho roku
véku (n = 660 pacienti). Podle: M. Sakurai
a G.J. Swansbury (1984), orig. P. Heneberg

jednotlivych chromozomi neni oddélena
zadnymi pevnymi hranicemi, je pozice
jednotlivych chromozomovych teritorii
spise pravdépodobnostniho nez absolut-
niho razu a teritoria se mohou mirné lisit
polohou dokonce i mezi dvéma kopiemi
stejného chromozomu v jednom jadie. Po-
loha urcitého chromozomu se lisf mezi riiz-
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nymi typy bunék a tkdni a méni se i v pro-
cesu diferenciace a vyvoje. Napi. béhem
diferenciace mys$ich T bunék (buriky imu-
nitniho systému) se chromozom 6 pohy-
buje z pozice uvnitt jadra smérem k jeho
okraji. Fyziologicky vyznam téchto pravi-
delné se objevujicich zmén zistava zatim
nejasny. Négjaky dtvod vsak tyto zmény
ur¢ité budou mit, nebot ztstavaji velmi
stabilni v prib&hu evoluce a zéroveri jsou
velmi podobné u bunék, které maji spolec¢-
ny vyvojovy zaklad.

K ¢emu slouzi chromozomova teritoria?
Chromozomova teritoria zajistuji patrné
nékolik dialezitych funkci. Prozatim je asi
nejlépe prokazano (napi. Zirbel a kol. 1993),
7ze umoziuji oddéleni aktivnich a neak-
tivnich oblasti genomu. To znamena, Ze
prostorové oddéluji ty ¢asti chromozom,
v nichz dochazi k intenzivni transkripci
(pfepis DNA do RNA) od téch, kde je tran-
skripce minimalni a z pohledu buiky ne-
zadouci. Pro builku je tedy energeticky
méné naro¢né stimulovat nebo naopak
potlacit urc¢ity shluk genti. Asi nejznaméj-
$1m piikladem umisténi vice gent do jed-
né skupiny je jadérko — jaderné struktura
zahrnujici shluky gent kédujicich ribozo-
movou RNA. Jsou ale zndmy i jiné p¥ipa-
dy, napf. u nékterych krevnich bunék bylo
pozorovano shlukovéni rznych genti regu-
lovanych navzdjem podobnym zpisobem
poté, co byly buiiky aktivovany vnéjsim
podnétem.

Co organizuje chromozomy

v interfaznim jadre?

Odpovéd na tuto otdzku stale ¢eka na své
objasnéni. Existuji dvé hypotézy. Prvni tvr-
di, Ze v jadfe se nachdazi leseni sloZzené
z jadernych proteinti — ekvivalent dobfe
znamych a pro buitiku vysoce dtlezitych
aktinovych vlaken v cytoplazmé. Takové
leseni by dobte vysvétlovalo stabilitu polo-
hy jednotlivych chromozomt b&hem bu-
né¢ného cyklu. Obtiznéjsi je vysvétlit, jak
chromozom poznd, na jaké konkrétni mfis-
to se mé zatadit — je ale mozZné, Ze se polo-
ha chromozomu #idi tfeba pozici centrioly
(v zivocisnych burikach odpovida za orga-
nizaci mitotického vieténka), popt. jinych
mist s unikétni pozici v buiice. Inspiraci
pro takové hypotézy mohou byt neddvno
objevené vlastnosti nékterych bakteridlnich
proteind, které se ulozi na spravné misto
pouhym rozpoznanim zak¥iveni bunécné
membrany (Ramamurthi a Losick 2009).
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Druhéa hypotéza tvrdi, Ze se chromozo-
my rozmistuji v jadie podle profilu akti-
vity svych genti. Hypotéza pfedpoklada,
Ze mira exprese jednotlivych genti v dané
¢asti chromozomu totiz ovliviiuje struktu-
ru chromatinu, pfi¢emz neaktivni regiony
jsou vice spiralizovany, aktivni despirali-
zovany. V zavislosti na rozloZeni aktivnich
mist se pfedpokladd, Ze rtizné chromozo-
my by mohly zaujimat odli$ny tvar a ligit
se i v dalsich fyzikalnich vlastnostech. Pro-
toZe jadro je prostorové omezené, chromo-
zomy by se do né&j snazily naskladat tak, jak
je to pro né energeticky nejvyhodnéjsi,
shlukovala by se mista s vétsim nebo na-
opak mensim stupném spiralizace apod. Je
ale nutno podotknout, Ze obé tyto hypoté-
zy jsou dodnes velmi spekulativni.

Co na to jednotlivé geny?

Nyni se dostdvame na nizsi troveri orga-
nizace genomu, k jednotlivym gentim, tj.
zékladnim funkénim jednotkdm kazdého
genomu. U kvasinek je zndmo, Ze aktiva-
ce nékterych gent vede k jejich premisté-
ni bliZe jaderné membrané. V sav¢ich bui-
kach naopak nékteré geny putuji po své
aktivaci ke stfedu jadra. Také vime, Ze né-
které velmi intenzivné pfepisované oblasti
sav¢iho genomu, napf. geny lokusu MHC
t¥idy II (kéduji proteiny kli¢ové pro imu-
nitni systém organismu) se dostavaji z teri-
toria svého chromozomu ihned poté, co
jsou aktivovany. Na druhou stranu zname
mnoho gend, které po aktivaci svou pozici
neméni, ¢ili nejde o univerzalni mecha-
nismus aktivace genu, ale spiSe o jednu
z metod podpory jeho aktivity.

Podstatna je relativni pozice genu k ji-
nym gentim nebo sekvencim. Jeji zména
muZe prenést regulaéni elementy do bliz-
kosti urc¢itych genti. Jiz dlouho zname
nescetna pozorovani, ze takovy piesun
aktivniho genu vede k utlumeni exprese
ptivodné aktivniho genu. Ukazuje se, Ze
nemusi jit o pFenos v rdmci stejného chro-
mozomu, postacuje, kdyz se gen dostane
do blizkosti heterochromatinového bloku
na sousednim chromozomu. Dobrym pfi-
kladem jsou geny pro pachové receptory
umysi. Kazdy ¢ichovy neuron mysi expri-
muje jen jeden z pfibliZzné tisicovky moz-
nych ¢ichovych receptori. Ktery gen bude
exprimovan, urcuje asociace regula¢niho
elementu na jednom chromozomu s ge-
nem pro receptor na chromozomu jiném.
Existuji spekulace, Ze podobny mechanis-
mus se pouzivéd pro imprinting rodi¢ov-
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skych gend, tj. pro proces, kdy se rozhodu-
je, zda bude v organismu potlatena expre-
se alely genu pochézejici od matky, nebo
od otce. Jinou moZznosti ovlivnéni je pfesun
genu do blizkosti heterochromatinu.

Nadorové bujeni

Existence chromozomovych teritorii vy-
svétluje i jednu skutecnost, ktera zistavala
dlouhou dobu zédhadou, a sice pro¢ v orga-
nismu dochazi s vysokou frekvenci k chro-
mozomovym translokacim (pfenostim) mezi
stale stejnymi chromozomovymi tiseky. Po
zlomu v chromozomové DNA muze dojit
k translokaci odlomené ¢asti na jiny chro-
mozom. Pokud plati uvedené definice, mélo
by dochézet k translokacim mezi rizny-
mi chromozomy viceméné ndhodné. Vét-
§inou se pfenos DNA ale odehrava mezi
stéle stejnymi chromozomy nebo dokonce
mezi stejnymi ¢astmi chromozom?. V rdm-
ci jednoho druhu organismu a jednoho
typu bunék existuje vZzdy jen nékolik trans-
lokaci vyskytujicich se s vysokou frekven-
ci, a mnoho dal$ich, které se objevuji vel-
mi vzacné. Tyto pfesuny ¢asti DNA mivaji
Casto za nasledek zménu normélni buiky
v nddorovou. Znamym piikladem je fize
gent zvanych BCR a Abl, nachéazejicich se
pivodné na 9. a 22. chromozomu a spo-
jenych nésledkem reciproké translokace
mezi témito chromozomy, kterd vede ke
vzniku chronické myeloidni leukemie.

Jak translokace vznikne? V DNA doché-
zi s urcitou frekvenci k jedno- nebo dvou-
Fetézcovym zlomdm. Pokud neni{ dvoufe-
tézcovy zlom dostatecné rychle a spravné
opraven, maji nové vzniklé konce chro-
mozomu tendenci pfipojit se k jiné DNA
nachazejici se pobliZz. Spojeni s chromo-
zomem, jehoz teritorium je blizko, je pravdé-
podobné;jsi nez spojeni s chromozomem
na opac¢ném konci jadra.

V nedavné dobé byl popsan jesté jeden
nélez — v nddorovych burikach (vyjma na-
dort prostaty) se jednotlivé geny vétsinou
presouvaji k okraji jddra. Dtivod neni znam,
patrné jde o problém s replikaci v téchto
burikach — nadorové butiky mivaji nepravi-
delné zmnoZené sady chromozomu.

Existuji snahy o vyuziti existence chro-
mozomovych teritorii v preventivni medi-
ciné. Konkrétné identifikace zmén pozice
jednotlivych chromozomt nebo jejich ¢as-
ti jako signalu, Ze v daném genomu docha-
zi k nespravnému piepisu nékterych genti
a nasledné k manifestaci nemoci spoje-
nych s témito geny.
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