Tato práce je zaměřena na využití technologie cDNA microarray ke sledování změn genové exprese a následné aplikaci této metody ke sledování epigenetických regulačních mechanismů změn genové exprese.

Komplexní mapování změn genové exprese je umožněno využitím technologie cDNA microarray založené na mikročipech nesoucí na svém povrchu až desítky tisíc fragmentů cDNA a umožňující tak získat celkový pohled na expresní profil zkoumaného vzorku. V této práci jsme monitorovali expresní profil buněční linie HL-60, která vykazuje některé vlastnosti maligních leukemických buněk a exprimuje širokou škálu onkogenů (h1-17), vykazuje karyotypické abnormality a karyotypické podobnosti s blasty pacientů s akutní promyelocytickou leukémií.  HL-60 buněčná linie byla srovnávána s granulocyty vydiferencovaných z HL-60 pomocí DMSO a také z granulocyty, získaných z periferní krve zdravých dárců. 

Z cDNA microarray experimentů bylo zjištěno …..

Z dat získaných analýzou jsme vybrali oblast pro další xperimenty, zkoumající topografické parametry genetického lokusu v interfázním jádře. 

Mnoho prací se zabívá studiem topografických parametrů chromosomálních teritorií, chromosomálních oblastí nebo dokonce samotných genů v interfázním jádře (Cremer, Kozubek, …).  Tyto studie ukazují, že aktivita genetických lokusů také závisí na architektuře chromstinu v jádře. Oblasti s geny vyznačující se vysoukou expresí se nacházejí nejčastěji ve středu jaderného objemu (Kozubek, Cremer). Umlčené geny se většinou nacházeji v blízkosti jaderné periferie (v oblasti centromer a jaderné laminy) nebo na periferii jadérka uvnitř jádra (Cremer, ten kluk, Kozubek). Umlčené oblasty se vyznačují vysokou kondenzací chromatinu (tvobou heterochromatinu), který zabraňuje přístupu transkripčních faktorů k samotnému genu. Heterochormatické oblasti se nenacházejí pouze jenom na periferii jádra a jadérka, ale i v objemu chromosomálních teritorii. V těhto oblastech může, společně s proteiny proteinového lešení, sloužit jako konstrukce architektury chromosomálních teritorií. Díky tomu jsou geny, které specifický typ buňky potřebuje exprimovat, vastavena k interakci s transkripčními faktory na okraji chromosomálních domén (Cremer). I jaderné proteiny, jako jsou transkripční, replikační faktory nebo proteiny spliceosomu, se v inerfázním jádře koncentrují do ohnisek, zvaných jaderné kompartmenty. V oblastech jaderných kompartmentů se nachází v místě, kde dochází k největší aktivitě daného procesu. 

Před objevením faktu, že rozbalený chromosom v interfázním jádře vyváří samostatná, ohraničená teritoria, byl pohled na celkový průběh a regulaci genové exprese omezen pouze na změnu koncentrace různých transkripčních faktorů, aktivátorů či inhibitorů exprese daného genu. Ale také jaderná architektura má významný vliv na regulaci exprese. Jaderná architektura a topografická organizace chromosomálních teritorií, chromosomálních domén a samotných genů je specifická pro každý typ buňky a jejím hlavním úkolem je pravděpodobně aktivace specifických tkáňových genů (Francastel 2000).

Právě během diferenciace, přeměně jednoho typu buňky na druhý, dochází k nejvýraznějším změnám v architektuře jádra. Nejvýraznějším důkazem tohoto tvrzení je změna jaderné architektury během neutrofilní granulopoézy, kde se s velkého kulatého jádra vytváří segmentované jádro, ve kterém jsou laloky spojené tenkými filamenty. Pouze několik málo studií se zabývalo změnou topografických parametrů chromosomálních teritorií, chromosomálních oblastí nebo genů v v průběhu granulopoézy (Bártová,….).  

Během diferenciace se objem jádra i jadérka zmenšují (3-3). Chromatin v jádře je vysoce kondenzovaný a umístěný u jaderné periferie (B7- Edwards 1994). Chromatin je vysoce kondenzovaný v oblasti jaderné periferie. Ale i přes vysokou kondenzaci chromatinu neutrofily vykazují expresi genů (31 - 33). 

(cDNA experimenty, nějaké oblasti, charakterizace). 

Velikost kondenzovaných chromosomálních teritorií nekoreluje s velikostí mitotických chromosomů. Velké chromosomy vytvářejí chromosomální teritoria velikostně srovnatelná s chromosomálními teritorii malých chromosomů. Geny, které se během kondenzace dostávají k jaderné periferii bývají následně umlčeny. To bylo prokázáno sledováním několika protoonkogenů (c-myc, Abl, Bcr), s vysokou aktivitou u leukemických buněk, a proteinu p53 během diferenciace HL-60 do graulocytů (Bártová). 

Některé studie ukazují, že distribuce chromosomálních teritorií je v lalocích neutrofilů pravděpodobně náhodná (). Pouze chromosomy s vysokým obsahem heterochromatinu a oblastí s umlčenými geny, chromosomy Y a inaktivovaný chromosom Xi, se přednostně nalézají v terminálních lalocích nebo v paličkovitém výběžku. Výběžek, který obsahuje pouze chromatin z Y nebo Xi chromosomu, je umístěn také na terminálním laloku. Distribuce chromosomálních teritorií od středu jádra není, oproti rozmístění chromosomů v lalocích, náhodná. Většina chromosomálních teritorií je situována do oblasti jaderné periferie, s výjimkou chromosomu 19 (Bártová). 

To byl jeden z důvodů, proč jsme si pro FISH experimenty vybrali právě oblast na chromosomu 19. Chromosom 19 je relativně malý a během granulopoézy nepodléhá tak výrazné kondenzaci jako větší chromosomy. Dále je to chromosom velmi bohatý na geny a je umístěn ve středí oblasti jádra ().

Z cDNA microarray experimentů jsme vybrali oblast s nízkou změnou exprese v porovnání buněčné linie HL-60 a granulocytů (vydiferencovaných z HL-60 pomocí DMSO). Podle teoretických předpokladů a studií zabývajících se umlčení genů během granulopoézy (Bártová) by u takové oblasti nemělo dojít k výraznému posunu směrem k okraji jádra. Samotný chromosom také nevykazuje výrazný posun: u HL-60 se průměrná hodnota těžiště chromosomálního teritoria nachází v 53% jaderného poloměru (Koutná), zatímco u neutrofilů se průměrná hodnota těžiště posouvá a 4% blíže k jaderné periferii (Bártová).

Pomocí našich experimentů bylo zjištěno, že u genetickém lokusu (RP11-137E22) vykazující mírnou downregulaci během diferenciace do granulocytů, dochází k posunu průměrné hodnoty těžiště signálu o 3,6% blíže ke kraji jádra. Naopak genetický lokus (RP11-815E8), který nevykazuje výraznou změnu regulace se během diferenciace do granulocytů posouvá o 4,6% blíže ke středu jádra. 

Genetický lokus RP11-137E22, i když se vyskytuje blízko druhému zkoumanému genetickému lokusu, vykazuje širší rozsah distribuce než genetický lokus RP11-815E8. To by mohlo být zapříčiněno tím, že se genetický lokus RP11-137E22 může nacházet na chromosomální smyčce a má větší rozsah pohybu v interchromosomálním prostoru a také je snáze přístupná transkripčním faktorům. RP11-815E8 vykazuje menší pohyblivost, což může být způsobeno tím, že se genetický lokus nachází na povrchu chromatinu s vyšší jadernou architekturou, chromosomální doméně. Genetický lokus by tedy měl vykazovat vyšší hodnotu transkripce než lokus RP11-815E8. Což koreluje s výsledky získanými v cDNA microarray analýze.

 Vzdálenost mezi průměrnými hodnotami těžiště signálu obou genetických lokusů je u 
HL-60 větší než u diferencovaných granulocytů. To potvrzuje fakt, že během diferenciace dochází ke kondenzaci chromatinu. 

Pomocí průměrné hodnoty distribuce všech ohnisek (RP11-815E8 a  RP11-137E22) jsme porovnali změnu topografického parametru genetického lokusu 19p13.3 (5,6 - 6,9 Mbp) mezi HL-60 a granulocyty vydiferencovanými pomocí DMSO. V této oblast nedochází během diferenciace skoro k žádnému posunu. Tyto vysledky plně korelují z hodnotami míry exprese získanými z cDNA microarray.

 Hodnoty se mírně liší s průměrnými hodnotami pro chromosom 19 pro HL-60 a neutrofily, které byli získány v literatuře (Koutná, Bártová); Hodnota sledované oblasti je u HL-60 buněčné linie o 2% blíže jaderné periferii, což je dáno tím, že se námi sledované oblasti nenachází ve středové oblasti, ale blízko telomer krátkého raménka. U granulocytů je naopak zaznamenán posun sledované oblasti o 2% ke středu jadrného poloměru. Tento rozdíl je způsoben tím, že pomocí diferenciačních činitel nelze dosáhnout plnou diferenciaci do plně segmentovaného a funkčního neutrofilu, který se nalézá v lidské periferní krvi.

V dalších experimentech jsme sledovali distribuci umlčených a aktivních genových oblastí. Umlčené oblasti byly prezentovány heterochromatinem, na jehož tvorbě se z velké míry podílí heterochromatický protein 1 (HP1). Aktivní genové oblasti jsme vyzualizovali pomocí protilátky vůči RNA Polymerase II (RNAP2), která je součástí transkripčních továren nalézajících se v oblastech aktivní transkripce genů. Distribuci aktivních a inaktivních genových oblastí jsme sledovali u HL-60 buněčné linie, granulocytů diferencovaných pomocí DMSO a granulocytů z periferní krve zdravých dárců. 

Interfázní jádra HL-60, které vykazují vysokou metabolickou a proliferační aktivitu, obsahují vysokou koncentraci malých transkripčních továren rovnoměrně rozprostřených po celém jádře. Také obsahuje několik větších ohnisek nacházejících se na periferii jádra nebo v okolí výskytu RNAP2 kolem jadérek. Okolí výskytu je u RNAP2 blíže specifikováno, protože v blízkém okolí jadérek se RNAP2 nevyskytuje. Většími ohnisky mohou být OPT domény, které byly pozorovány na periferii jadérka (Pombo), nebo PML tělíska.

Jádra obsahují heterogenní ohniska heterochromatinu rozprostřené po celém objemu buňky. Vyšší koncentraci jsme zaznamenali v blízkosti jaderné periferie a v oblasti jadérek. Tato výsledky korelují s literaturou. HP1 jsme dokonce nalezli i uvnitř jadérek. Je známo, že HP1 protein má v jádře mnoho různých funkcí a interaguje s mnoha jadernými proteiny (). Ale jeho funkce v jadérku je zatím neznámá. 

U neutrofilů diferencovaných z HL-60 pomocí DMSO oba sledované proteiny vytvářejí tzv. falešné proteinové laloky, což jsou místa s vysokou koncentrací proteinů vylévající se z oblasti chromatinu ven z jádra. K vylévání proteinů dochází v oblastech teminálních laloků nebo ve střední oblasti středových laloků. To by mohlo být způsobeno tím, že vyplavování přes celý objem jaderné periferie brání ribosomy, které jsou u granulocytů lokalizovány do oblasti mezi laloky (OlinsA).   

Uvnitř jádra se HP1 vyskytuje v malých ohniscích, ve velkých ohniscích pouze v oblasti jadérka. V oblastech mezi laloky, spojené filamenty, se HP1prakticky nevyskytuje. RNAP2 se v ohniscích v jaderném objemu prakticky nevyskytuje. 

U neutrofilů z periferní krve zdravých dárců se HP1 prakticky nevyskytuje. Tento závěr koreluje s mnoha autory (Olins, Inženýrka). Ohniska tohoto proteinu se nachází v cytoplazmě. Olins at. al. Uvádí, že by mohlo docházet u uvolňování tohoto proteinů do neutrofilních granulí. Ale proteinová MALDI-TOF analýza (citace, článek má eva) neutrofilních granulí HP1 protein nenalezla.

Naopak RNAP2 vytváří velká výrazná ohniska rovnoměrně rozprostřená po celém laloku. Na jádrech lze, oproti diferencovaným neutrofilům, pozorovat silnou kondenzaci chromatinu směrem k periferii jádra.

Ze získaných informací lze usoudit, že během neutrofilní granulopoézy dochází k vylévání jaderných proteinů ven z neutrofilu. Jaderné proteiny nejprve mizí z oblasti budoucí segmentace laloků. Lokalizace ribosomu mezi laloky by mohla být vysvětlena tím, že kondenzace chromatinu, která podle pozorování mnoha skupin (Paní inženýrka, Olins) není závislá na přítomnosti heterochromatického proteinu, nezabraňuje pouze přístupu transkripčního faktoru k genovému lokusu, ale také brání transportu RNA ven z jádra. K transportu by mohlo docházet pouze v oblastech mezi laloky. Chromatin se pravděpodobně kondenzuje směrem k jaderné periferii proto, že je taková struktura mnohem dynamičtější při přechodu přes kapiláry, ale také i proto, že v případě potřeby lze danou chromosomální oblast rozbalit do relativně volného prostoru ve vnitřním objemu jádra. (Teorie pouze) 

Cílem této práce bylo porovnat hodnoty genové exprese získané pomocí cDNA microarray s topografickými parametry získané FISH experimenty a s dalšími regulačními mechanismy genové exprese (s oblastmi výskytu aktivních a umlčených genů) u leukemických buněk a granulocytů a přispět tak k objasnění struktury chromatinu vyššího řádu a k pochopení molekulárně biologických dějů na úrovni buněčného jádra. U posledního bodu jsem dosáhl pouze polovičního výsledku, protože se nám nepodařilo optimalizovat ImunoFISH metodu pro neutrofily. Na základě našich experimentálních výsledků jsme došli k následujícím závěrům.

cDNA microarray je nová a velmi slibná metoda, kterou lze také použít pro výběr oblastí  ke nebo dokonce k samotnému sledování epigenetických regulací uvnitř jádra. 

