Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie

Studijni program: Molekularni a bunécna biologie, genetika a virologie

o
i

‘\:.
28

X

A~
= 5
-II
—I’

ko

B

D
-
RS

=C

5

I

e
e
&

Mgr. Martina Oravcova

Transkrip¢ni faktory CSL a jejich role v kvasince
Schizosaccharomyces pombe

Transcription factors CSL and their role in the yeast
Schizosaccharomyces pombe

Dizerta¢ni prace

Skolitel: RNDr. Martin Pievorovsky, Ph.D.
Konzultant: Doc. RNDr. Franti$ek Puta, CSc.

Praha, 2014



r

Prohlaseni:

ProhlaSuji, Ze jsem zavéreCnou praci zpracovala samostatné a Zze jsem uvedla
vSechny pouzité informaéni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd Cast

nebyla ptedloZena k ziskéani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 14. 7. 2014

Martina Oravcova



Podékovani

Studium proteini CSL a jejich funkci v kvasince Schizosaccharomyces pombe je
tymovym projektem. Piestoze jsem vétSinu experimenti uvedenych v této praci
provadéla sama, prace obsahuje i vysledky dalSich ¢lent tymu, které piispivaji
k lepsimu pochopeni prace. Experimenty provedené ostatnimi poskytly predbézné
vysledky, z nichz vychazi moje vlastni experimenty, a u nckterych z nich jsem

asistovala alespon v roli supervizora.

Rada bych pode€kovala mému Skoliteli RNDr. Martinu Prevorovskému, Ph.D. za
odborné vedeni, trpélivy pfistup a podporu. Dale dékuji Doc. RNDr. FrantiSku
Pitovi, CSc. a vedoucimu laboratofe Doc. RNDr. Petru Folkovi, CSc. za cenné rady.
Dékuji také soucasnym i byvalym clenim Laboratofe regulace genové exprese za

vytvoreni pratelské atmosféry.

Tato prace byla podporovana Grantovou agenturou Univerzity Karlovy v Praze,
granty ¢. 92009 a 640413, a projektem SVV Univerzity Karlovy v Praze. Finan¢ni
podporu poskytla také Grantova agentura CR (grant P305/12/P040) a Ministerstvo
Skolstvi, mladeze a télovychovy (vyzkumné projekty MSM0021620858 a LC07032).

De¢kuji rovnéz za finance poskytnuté Fondem mobility Univerzity Karlovy v Praze.

Nejvice bych chtéla pod€kovat mé rodin€ a predev§im Tomasovi za divéru, lasku a

podporu po celou dobu.



Obsah

POACKOVANT ...ttt e et e e e e e s e e s aa e e e ne e e eneeeanes 3
ODISAN ..t bt 4
Seznam pouzitych ZKIratek.........cccciiiiiiiiiiiiiiiiie e 8
ADSTFAKL ... 10
ADSIIACT ... 11
UIVOU ottt 12
CHLE PIACE ..ottt b et b bttt b e n e nne s 13
1. Literarni prehled . ... 14
1.1. Signalni draha NOtCh.......ccccoiiiiiiiiiii 14
1.2, PrOtEINY CSL oottt et ste e reene e 16
1.2.1.Fylogeneze rodiny proteinll CSL..........cccoovviiiiiiiiiiiiiii e, 16
1.2.2.Struktura proteinll CSL.........ccoiiiiiiiiiiiieiic e 18
1.2.2.1. Nestrukturované N-konce proteini CSL.........cccocoeiiiiiniciiniiniennen, 21
1.2.3.VazDa NA DINA ..o 21

1.3. Proteiny CSL S. POMDE .....ooviiiiiieiece e 23
1.3.1.Kvasinka Schizosaccharomyces pOmMbe...........ccccovevveiieieeieciie e, 23
1.3.2.CDFLL @ CBOFL2 ..o 23

1.4. Bunéény cyklus S. pombe a jeho regulace ..o 26
1.4.1.Synchronizace bunék v ur€ité fazi bunééného cyklu..........ccooiiriiiiinnn, 27
1.4.2.Metody experimentalniho monitorovani pribéhu bunééného cyklu......... 28

2. Materidl @ MEOAY.......cccviiiiiiiiiiici e 30
2.1. Mikroorganismy a jejich KUItIVaCe..........ccceevviiieiiieiie e 30
2.1.1.Escherichia coli — kultivace a transformace...........cccoceeenereniiininnienenn, 30
2.1.2.SchizosaccharomyCes POMDE........ccoiiieiiriiiseseee e 30



2.1.2.1. Kultivace, transformace a exprese proteini ...........cocevvrivrrieeiisinennn, 30

2.1.2.2. KFiZeni @ SPOTUIACE ........ccvviiiiiiiiiiiic i 31
2.1.2.3. SYNCAIONIZACE. .....cuviiieeiiieie ettt nre s 32
2.2. Techniky manipulace S Proteiny ........cccccceviveiiiieeiieeieese e 34
2.2.1.Ptiprava bun€Cnych lyZatl.........ccoooviiiiiiiiiiii e 34
2.2. 1.1 NAUIVAT LYZAL .o 34
2.2.1.2. Métfeni koncentrace proteinu..........ccovvevvereereeienineniesieseeseese e 34
2.2.1.3. Denaturovany eXtrakt ..........ccccveiiiieiieiinieseese e 34
2.2.2.SDS-polyakrylamidova elektroforéza proteinti (SDS-PAGE) .................. 35
2.2.3.Western blot a imunodetekee ..o 35
2.2.4. Aktivita B-galaktosidazy — ONPG aSSaY .......cccocveervimiiieiiciieesie s 36
2.2.5.Chromatinové imunoprecipitace (ChIP)..........cccooiiiiiiiie 36
2.3. Techniky manipulace s nukleovymi Kyselinami ...........cccccoocvvirininiinininnnnnn, 38
2.3.1.1zolace a purifikace DINA .........ooiiiiieie e 38
2.3.1.1.Izolace chromozomalni DNA S. pOMDE .......ccccoiiiiiinininieieeee 38
2.3.1.2.1zolace plasmidové DNA z E. COli .....coovviiiiiiiiiicc, 39
2.3.1.3. Purifikace DNA ..o, 40
2.3.2.Enzymy modifikKujici DNA .......cooiiiiie et 40
2.3.3.1z0lace a purifikace RNA .......c.ooiiiiee e 40
2.3.4.Reverzni transSKIiPCe ......ccveivieiirieiiieie ettt 40
2.3.5.Agarozova elektroforéza DNA ..........cccooiiiiiiiiiiieiece e 41
2.3.6.PCR a kvantitativni PCR ..........cccooiiiiiiiii e 41
2.3.6. 1. PCR ..o 41
2.3.6.2. QPCR...coecee s 42
2.3.7.PlaSMIAY ....ccuviiiiiiii et 43



2.3.8.DNA IMICTOAITAY ....eenveenveiuieiteeiesieesteestesseesieeseesseesbeebesseesreesbesseesseesaesseesseas 45

2.3.9.EMSA (Electrophoretic Mobility Shift ASSay) .......ccccocevvvevviveiieiieienin, 45
2.3.10. PrUtOKOVA CYLOMELTIC .vvvvvvveeiiiiieiiiieesiiiessiieessiiee sttt e st e e 47
2.4, IMIKIOSKOPIE . vecveiiieeie ettt et te et e esna e teanaenres 47
2.5. Bioinformatické nastroje a SOftware ..........cccocvvvviiiiiiiiciic i 48
2.5.1.Databdze a WebOVE NASLIOJE .....evvviivieiiiiciiiceeeee e 48
2.5.2.S0TtWAT€......coiiiiiii 48
3. VYSIEAKY .o 49
3.1. Lokalizace proteinit CSL a jejich mutantnich variant............cccoceiiiiiinnns 49
3.1.1.Mutantni varianty proteinti Cbfl11 a Cbfl2 .........ccccvviiiiiiiiiiiiiin, 49
3.1.1.1. Priprava konstruktu Cbf12(395-465) a jeho lokalizace...................... 51

3.2. Vazba proteinu Cbf12 na DNA INVITIO ....cccooviiiiiiiieecee e, 53
3.3. Proteiny CSL reguluji expresi reportéroveého genu...........ccocevvvviiveniiinnnnn, 56

3.3.1.Vazba Cbf11 na CSL-responzivni element reportérového plasmidu in vivo

................................................................................................................. 58

3.4. Exprese proteinu Cbfll zavisi na kultiva¢nich.........cccccovvviieviiniiiiieniiienn, 61
3.5. Vazba proteini CSL na DNA IN VIVO .....ccooiiiiiiiiiiciie e 63
3.5.1.Lokalizace vazby Cbf12 in vivo v ramci vybranych sekvenci .................. 67
3.5.1.1. Lokalizace vazby Cbf12 in VItrO ........c.cccoovviiieiiic e, 69

3.6. Vazba proteini CSL na DNA iNVIVO Il ....ocooiiiiiiiiiiicccee, 74

3.7. Cbfll reguluje genovou expresi béhem S faze/cytokineze bunécného cyklu 77

3.8. Vliv Cbfll na vazbu Cbf12 na DNA IN VIVO .....c.ccooviviiiiiiciieeeeeee, 83
A, DISKUSE ...ttt e 86
4.1. Proteiny CSL S. pombe jsou transkripni faktory ..........cccccvevrvriniininniiniennnn, 86

4.1.1.VIliv N-konce proteini CSL na subcelularni lokalizaci a vazbu na DNA . 86



4.1.2.Regulace genové exprese proteiny CSL ..o 88

4.2. Vliv kultiva¢nich podminek na expresi proteinu Cbfll ..........cccccovveivinnn, 90
4.3. Hledani cilovych gent proteinii CSL .........ccccviiiiiiiiiiiiie e 91
4.3.1.Role Cbfll v prabéhu bunééného cyklu .......ccocvvvvveiviiiiieiicc e 93

4.4, Antagonismus proteinltl CSL .......cociiiiiiiiiiiiiiiiie e 95
4.5. Dalsi funkce paralogli CSL v S. POMDE.......cccoviiiiiiiieiee e, 97
4.6. Funkce proteinti CSL v 1i$i Metazoa a S. pOMDe .........cccoovviiiiiiiiieicee, 98

TN 1 4 LE 1 PSS PR SRR 99
B. SEZNAM HEEIALUIY .....cveiiiiieeee et 101
7. PTHIONY cetieee et 114



Seznam pouzitych zkratek

bp
BCIP
BSA
BTD
bHLH
CBF1
CTD
DAPI
DBM
DSL
DTT
ECL
EDTA

EGF
EMM
EMSA
FACS
EGFP

HA
HEPES

HERP

HES
ChipP
LB
LAG-1
MAP
MPF
NBT

base pair/ par bazi

bromo-chloro-indolyl phosphate/ bromo-chloro-indolyl fosfat
bovine serum albumin/ hovézi sérovy albumin

beta-trefoil domain/ beta-trojlistkova doména

basic Helix-loop-Helix/ bazicky Helix-smyc¢ka-Helix
C-promoter binding factor 1/ faktor 1 vazici promotor C
carboxy-terminal domain/C-terminalni doména
4',6-diamidino-2-phenylindole/ 4',6-diamidin-2-fenylindol
DNA-binding mutant/ DNA-vazebny mutant
Delta/Serrate/LAG-2

dithiothreitol

enhanced chemiluminescence/ zesilena chemiluminiscence
ethylenediaminetetraacetic acid/ etylendiamintetraoctova
kyselina

epidermal growth factor/ epidermalni ristovy faktor
Edinburgh minimal media/ Edinburské minimalni médium
electrophoretic mobility shift assay

fluorescence-assisted cell sorter/ pritokovy cytometr
enhanced green fluorescent protein/ vylepseny zeleny
fluorescenéni protein

hemaglutinin
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid/
4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
HES-related repressor protein/ represorovy protein pribuzny s
HES

Hairy/Enhancer of Split

chromatin immunoprecipitation/chromatinova imunoprecipitace
lysogeny broth/ lysogenni medium

lin-12 and glp-1

mitogen-activated protein/ mitogenem aktivovany protein
mitosis promoting factor/ mitézu podporujici faktor

nitroblue tetrazolium



NICD

NLS
NTD
OD
ORF
ONPG
PCR
PEG
PEST

gPCR

RT-gPCR

RAM
RBP-Jx

RBP-L
RHR
rpm
RSA
SDS
Su(H)
sSDNA
TAP
TAE
TBE
TCA
WT
YES

Notch intracellular domain/ intracelularni doména receptoru
Notch

nuclear localization signal/ jaderny lokaliza¢ni signal
amino-terminal domain/ N-terminalni doména

optical density/ opticka denzita

open reading frame/ otevieny ¢teci rdmec
ortho-nitrophenyl-B-galactoside/ ortho-nitrofenyl-B-galaktosid
polymerase chain reaction/ polymerazova fetézova reakce
polyethylene glycol/ polyetylenglykol

proline (P), glutamic acid (E), serine (S), threonine (T)/ prolin,
kyselina glutamova, serin, threonin

quantitative polymerase chain reaction/ kvantitativni
polymerazova fetézova reakce

reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction/
reverzni transkripce-kvantitativni polymerazova fetézova
reakce

RBP-J associate molecule/ molekula asociovana s RBP-J
recombination signal binding protein Jk/ protein vazici
rekombinacni signalni sekvenci Jk

RBP-Jk-like/ podobny RBP-Jx

Rel homology region/ oblast homologni s Rel

revolutions per minute/ otd¢ky za minutu

random spore analysis/ analyza nahodné vybranych spor
sodium dodecyl suphate/ dodecylsiran sodny

Suppressor of Hairless

salmon sperm DNA/ DNA z lososiho mli¢i

tandem affinity purification/ tandemova afinitni purifikace
tris-acetate-EDTA/ tris-acetat-EDTA

tris-borate-EDTA/ tris-borat-EDTA

trichloroacetic acid/ trichloroctova kyselina

wild type/ divoky typ

yeast extract, supplements/ kvasni¢ny extrakt se suplementy



Abstrakt

Proteiny rodiny CSL (CBF1/RBP-Jk/Suppressor of Hairless/[LAG-1) pisobi
Vv organismech fiSe Metazoa jako efektory signalni drdhy Notch. V ramci této
signalizace funguji jako represory nebo aktivatory transkripce genli a ovliviuji
mnoho vyvojovych procesti. Metazoalni proteiny CSL mohou regulovat expresi genti
také nezavisle na Notch. Funkce proteint CSL nezédvislé na Notch by mohly byt
evolu¢né piivodni a pro buiiku a organismus mohou byt neméné dulezité jako funkce
dependentni na Notch. Pfitomnost proteini CSL byla zjiSténa i u néckterych
organismu fiSe Fungi, které postradaji komponenty signalni drédhy Notch a vétSinu
znamych metazodlnich interak¢nich partnert proteinit CSL.

Paralogy CSL poltivé kvasinky Schizosaccharomyces pombe, cbfll a cbfl2, jsou
neesencialni geny kodujici proteiny lokalizované v jadie bunky. Oba se
antagonistickym zptisobem zapojuji do regulace procest jako napiiklad koordinace
jaderného a bunécného déleni a prichodu bunéénym cyklem, udrzovani ploidie,
adhezivity bun¢k a dalSich. V této praci jsme prokézali, Ze oba paralogy CSL maji
schopnost sekvenéné specificky vazat kanonicky CSL-responzivni element DNA in
vitro a Cbf11 také in vivo. Oba proteiny mohou aktivovat genovou expresi in vivo, a
vykonavat tak funkci transkripénich faktord. Pomoci metody ChIP-chip jsme
analyzovali vazbu proteint CSL v ramci celého genomu S. pombe in vivo. Zjistili
jsme, ze se proteiny CSL vazi jak v intergenovych, tak i v koédujicich oblastech. Dale
jsme studovali dynamiku vazby Cbf11 na DNA v priubéhu bunééného cyklu a zjistili
jsme, ze Cbfll se v S fazi/cytokinezi vaze do promotorti nekolika periodicky
exprimovanych genii a pfimo reguluje jejich expresi. Produkty téchto genl

regulovanych proteinem Cbfl1 se Gi€astni prevence katastrofické mitozy.

Kli¢ova slova: proteiny CSL, Schizosaccharomyces pombe, transkripéni faktor,

vazba na DNA, bunéény cyklus, regulace exprese gent
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Abstract

Proteins of the CSL family (CBF1/RBP-Jx/Suppressor of Hairless/LAG-1) act as
effectors of the Notch signalling pathway in metazoan organisms. They function as
repressors or activators of gene transcription in the framework of this pathway and
influence many developmental processes. Metazoan CSL proteins can regulate gene
expression Notch-independently as well. Notch-independent functions of CSL
proteins might be evolutionarily ancestral and in cells and organisms may be
important equally as Notch-dependent functions. Presence of CSL proteins was
identified in several fungal species, organisms lacking the Notch signalling pathway
components and most of known metazoan interacting partners of CSL proteins.

CSL paralogs of the fission yeast Schizosaccharomyces pombe, cbfll and cbfl2, are
non-essential genes encoding proteins localized in the nucleus of the cell. They exert
antagonistic effects on regulation of processes like coordination of nuclear and
cellular division and cell cycle progression, ploidy maintenance, cell adhesion and
other. In this study, we have proved that both CSL paralogs are able to
sequence-specifically bind the CSL-response element DNA in vitro and Cbfll in
vivo as well. Both proteins could activate gene expression in vivo and perform the
function of transcription factors. Using the ChIP-chip method, we have analysed the
binding of CSL proteins in the whole genome of S.pombe in vivo. We have
discovered that CSL proteins bind to intergenic as well as coding regions. Next, we
have studied the dynamics of Cbfl1 binding to DNA during the cell cycle and we
have discovered that Cbfll binds S phase/cytokinesis-specifically the promoter
regions of a subset of periodically expressed genes and directly regulates their
expression. The products of these genes regulated by Cbfl1 are important to prevent

catastrophic mitosis.

Key words: CSL proteins, Schizosaccharomyces pombe, transcription factor, DNA

binding, cell cycle, gene expression regulation
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Uvod

Studium signalni drahy Notch a transkripénich faktord CSL patii k vyznamnym
tématiim bunécné biologie a mediciny. Porozuméni mezibunéénym interakcim, které
signalni draha Notch zprosttedkovava, je nezbytné pro pochopeni ontogeneze a jejich
abnormalit, 1 pro hledani cilti pifi 1écbé lidskych onemocnéni, naptiklad rakoviny
(Lai, 2004; Weng a Aster, 2004). Funkce proteintt CSL v metazoalnich organismech
neni dosud uspokojivé objasnéna, predevsim funkce v regulaci transkripce nezavislé
na Notch (Beres et al., 2006; Masui et al., 2007).

Proteiny rodiny CSL jsou evolu¢né stars$i nez drdha Notch. Zatimco draha Notch
vznikla v pribéhu evoluce fise Metazoa (Bilateria), proteiny CSL byly objeveny
v organismech fiSe Fungi, kterd se v evoluci oddélila diive (Gazave et al., 2009;
Prevorovsky et al., 2007; Hedges, 2002). Studium proteini CSL v houbovych
organismech, kde chybi kromé drahy Notch i vétSina ostatnich dosud popsanych
metazoalnich interakénich partnerii, nabizi moznost zkoumat proteiny CSL bez
kontextu signalizace Notch, coZ milize pfispét k poznani jejich funkei nezavislych na
Notch v Metazoa.

V Laboratofi regulace genové exprese na Katedie bunécéné biologie studujeme
proteiny CSL poltivé kvasinky Schizosaccharomyces pombe. Tato jednobunééna
kvasinka je vyuZivana jako model eukaryotickych organismt, pro jehoZ studium bylo
vyvinuto mnoho molekularné-genetickych nastroji, které umoziuji relativné
snadnou manipulaci genomu. V této praci jsme se zabyvali roli proteind Cbfll a
Cbfl12 S. pombe jako transkripénich faktord regulujicich expresi gent, na urovni
celého genomu jsme zkoumali jejich vazbu na DNA in vivo a také in vitro, a snazili
se identifikovat CSL-responzivni geny. Studovali jsme také ulohu proteind CSL

V ramci buné¢ného cyklu S. pombe.
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Cile prace

Zjistit, zda proteiny CSL kvasinky Schizosaccharomyces pombe funguji jako
transkrip¢ni faktory.

Identifikovat mista vazby proteintt CSL v genomu S. pombe.

Popsat dynamiku vazby proteinu Cbfll na DNA v ramci buné¢ného cyklu
S. pombe.
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1. Literarni prehled

1.1. Signalni draha Notch

Draha Notch je evolu¢né vysoce konzervovany mechanismus signalizace operujici
mezi sousednimi burikami v metazodlnich organismech. Piestoze je intracelularni
pfenos signalu drdhou Notch pozoruhodné jednoduchy a nezahrnuje zédnou
amplifikaci signalu, je tato signalizace nepostradatelnd pfi embryonalnim vyvoji,
specifikaci riznych typi bunék a tkdni a pifi dalSich vyvojovych procesech
(Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Tanigaki a Honjo, 2007). Poruchy v draze Notch
vedou k mnoha zavaznym onemocnénim véetné rakoviny (Radtke a Raj, 2003).
Receptor Notch je transmembranovy protein, jehoz extraceluldrni Cast, sestavajici
z210-36 repetic EGF, je pies linker spojena sc¢asti transmembranovou a
intracelularni. Pocet repetic EGF se 1i§i mezi organismy i mezi paralogy téhoz
organismu. Intraceluldrni ¢ast proteinu Notch (NICD) se skldda z RAM domény,
Sesti ankyrinovych repetic a C-termindlni PEST domény. Obsahuje dva jaderné
lokaliza¢ni signaly (NLS; Lubman et al., 2004; Bray, 2006). K zahajeni signalizace
dochdzi vné buniky, kdyZ se na extracelularni ¢ast receptoru Notch navéaze ligand
DSL (ortology Delta, Serrate, Lag-2) pfitomny na membrané sousedni bunky. Po
navazani ligandu dojde ke dvéma naslednym proteolytickym S$tépenim receptoru.
Prvni $tépeni odstrafiuje extracelularni Cast receptoru, vysledkem druhého Stépeni je
uvolnéni NICD (Kopan a llagan, 2009; Espinoza et al., 2013). Diky NLS se
intracelularni Cast translokuje do bunécného jadra, kde spolu s DNA-vazebnym
proteinem CSL a koaktivatorem Mastermind vytvofi ternarni komplex. Ten spole¢né
s dalsimi koaktivatory spusti transkripci cilovych gend (Petcherski a Kimble, 2000;
Wu et al., 2000; Nam et al., 2006; Wilson a Kovall, 2006; Kurooka a Honjo, 2000;
Obr. 1.1). Nasledné je NICD fosforylovana, ubiquitinylovana a degradovana, coz
vede k disociaci komplexu (Fryer et al., 2002). Bez pfitomnosti NICD interaguje
protein CSL s korepresory a reprimuje transkripci gent (Kao et al., 1998; Oswald et
al., 2005; Hsieh et al., 1999; Zhou et al., 2000; Obr. 1.2). Mezi cile drahy Notch patii
predevsim geny kodujici proteiny rodiny HES (Hairy/Enhancer of Split) a HERP
(HES-related repressor protein), coz jsou represory transkripce typu helix-loop-helix
(bHIH; Bailey a Posakony, 1995; Iso et al., 2002).
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Drahu Notch je mozné regulovat na n¢kolika Grovnich, napf. zménami v hladinach
mRNA ligandu a receptoru, zménou lokalizace proteind v buiice nebo jejich
posttranslaénimi modifikacemi (Bray, 2006).

Kromé¢ popsané signalizace skrze proteiny CSL mulze draha Notch fungovat i

nezavisle na nich (Arias et al., 2002).

|

|
Delta %

Notch q;
| e @m
ADAM10 or Y-secretase !
TACE (S3 cleavage) \
(S2 cleavage)
Nica &
T t Vo T t
arget genes arget genes
— repressed = active
N/ NN M7 V7N N/N

LES]E
@CO-R

Obr. 1.1 Schéma signalni drahy Notch. Pfevzato z Bray, 2006. Mam — Mastermind,

CoR — korepresorovy komplex.
CSL |Mam HAT complexes
~ p300
Nicd GCNS5/PCAF
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Target genes Dom

HDACs CtBP repressed |CtBP
é'll\RBA SHARP/ Gro SKIP |Mam
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: Target genes
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N/ LN/ NN NN INVNTNTN N/ NZNNT/N
CSL CDK8
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&i;oteasome
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Obr. 1.2. Dynamika komplext proteinu CSL v jadfe buiky ovliviiujici transkripci
genu. Prevzato z Bray, 2006.
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1.2. Proteiny CSL
Jak vyplyva z textu kapitoly 1.1., proteiny CSL (CBF1/RBP-Jik/Su(H)/LAG-1) hraji

klicovou roli efektoru signalni drahy Notch. Na zakladé kontextu a interakce
s koregulatorovymi komplexy reprimuji nebo aktivuji transkripci cilovych geni. Je
vSak zndmo, Ze proteiny CSL maji také funkce nezavislé na signalizaci Notch, které
nejsou dosud plné objasnény (Koelzer a Klein, 2003; Barolo et al., 2000; Beres et al.,
2006; Johnson a MacDonald, 2011). Navic bylo prokazano, Ze proteiny CSL se
vyskytuji u evolu¢né starSich organismiti, u nichz neni signalni draha Notch pfitomna

(Ptevorovsky et al., 2007).

1.2.1. Fylogeneze rodiny proteini CSL

Po dlouhou dobu byly proteiny CSL povazovany za regulatory Cist€ metazoalni
(Artavanis-Tsakonas et al., 1999), posléze vSak byly objeveny i u né€kolika druhd
houbovych organismti, konkrétn¢ v oddélenich Ascomycota (pododdéleni
Taphrinomycotina), Zygomycota a Basidiomycota. Pickvapivé Zzadny zastupce
rodiny CSL nebyl identifikovan v pododdéleni Saccharomycotina (vcetné
Saccharomyces cerevisiae). U organismi vS§ech téchto houbovych taxont signalizace
Notch chybi.

Nélezy proteini CSL v téchto organismech podporuji hypotézu, ze gen CSL se
objevil v evoluci nezavisle na signalizaci Notch, a to u spole¢ného ptredka zivocicht
a hub. Tim lze vysvétlit skutecnost, ze se proteiny CSL nevyskytuji u rostlin a
protozoi, které se odd¢lily v evoluci diive (Pievorovsky et al., 2007; Hedges, 2002).
Typicky se v genomu houbovych organismi vyskytuji dva paralogy proteini CSL,
pfiCemz kazdy ndlezi do jedné ze dvou tfid, F1 nebo F2 (Obr. 1.3). Existuji i
vyjimky, kdy bylo v jednom organismu nalezeno vice paralogi CSL, naptiklad 7
v genomu Rhizopus oryzae (Ptevorovsky et al., 2007).

Metazoalni proteiny CSL tvoii koherentni skupinu, ve které 1ze rovnéZ identifikovat
dvé podskupiny — RBP-Jk a RBP-L. Oba proteiny funguji u obratlovct jako
transkripcni reguléatory, ale 1isi se spektrem jejich interakénich partnerd, signaly, na
které odpovidaji, expresi a také DNA-vazebnymi preferencemi in vivo. Signalizace
Notch se ucastni pouze protein RBP-Jk, zatimco RBP-L se podili na vyvoji
pankreatu a jeho funkce nesouvisi s Notch (Beres et al., 2006; Minoguchi et al.,

1997). Fungalni proteiny z tfid F1 a F2 mohou fungovat v analogickém uspofadani,
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tj. mohou se lisit jejich cilové geny nebo mohou reagovat odlisné na signaly

Z prostiedi.

Class F1
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— Ro_F2_b
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——
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Obr. 1.3 Fylogeneticky strom proteini CSL znasledujicich organismu.
Schizosaccharomyces pombe (Sp), S. octosporus (So), S.japonicus (Sj) a S.
cryophilus (Sc) patii do pododdéleni Taphrinomycotina. Coprinus cinereus (Cc),
Cryptococcus neoformans (Cn), Laccaria bicolor (Lb), Malassezia globosa (Mg),
Melampsora laricispopulina (M), Phanerochaete chrysosporium (Pc), Ustilago
maydis (Um), Postia placenta (Pp) nalezi do oddéleni Basidiomycota. Zygomycota
zastupuje Rhizopus oryzae (Ro) a Phycomyces blakesleeanus (Pb). Metazoalni
sekvence pochazeji z ¢loveka (Hs), mysi (Mm), Danio rerio (Dr), Xenopus laevis
(XI), Ciona intestinalis (Ci), Halocynthia roretzi (Hr), Drosophila melanogaster
(Dm) and Caenorhabditis elegans (Ce). Paralogy jsou oznacené malymi pismeny,
jednotlivé tfidy proteini CSL barevné (F1 modra, F2 rizova, M hnéda). Méftitko
zobrazuje pocet aminokyselinovych zamén na pozici. Pfevzato z Pievorovsky et al.,
2011.
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1.2.2. Struktura proteini CSL

Proteiny CSL u metazoi jsou evolu¢né velmi konzervované (Obr. 1.4); mezi
proteinem lidskym a D. melanogaster je 84% sekvencni identita (Kovall a
Hendrickson, 2004). Terciarni struktura proteini CSL byla urCena na zakladé
krystalovych struktur metazoalnich proteint, at uz v komplexech s DNA nebo
s dal$imi interak¢nimi partnery (Kovall a Hendrickson, 2004; Nam et al., 2006;
Wilson a Kovall, 2006; Friedmann et al., 2008). Protein je slozen ze tii jasné
odlisenych domén, N-terminalni domény (NTD), C-termindlni domény (CTD) a
mezi nimi vlozené beta-trefoil domény (BTD; Obr. 1.5). NTD a CTD jsou tvoieny
hlavn¢ B-listy a strukturné jsou podobné RHR-N a RHR-C doménam proteinové
rodiny Rel. Zatimco u proteinii Rel zprostiedkovavaji kontakt s DNA ob¢é domény
(Ghosh et al., 1995), u proteintt CSL se doména CTD vubec na DNA nevaze (Kovall
a Hendrickson, 2004). Bez vazby interak¢nich partneri je CTD neuspofadana a je
pravdépodobné, Ze po navazani koaktivatord stabilizuje ternarni komplex (Kovall a
Hendrickson, 2004). Spekuluje se také, ze se GiCastni funkci nezavislych na Notch
(Tang a Kadesch, 2001).

Doména BTD, ktera také prispiva ke kontaktim s DNA (viz 1.2.3.), sestava pievazné
z B-listd a strukturné ptipomina otevieny B-barel. Jeji soucasti je dlouhy B-list C4,
ktery tvoifi centrdlni organizacni strukturu a spojuje vSechny tfi domény. Navic
N-terminalni helix al je soucasti CTD, takZe vyslednd doménové architektura je
pomémné komplexni se specifickymi kontakty mezi doménami (Kovall a
Hendrickson, 2004). Jelikoz struktura B-barelu domény BTD postrada vicko (chybi
B2 a BB3), doslo u proteini CSL k vytvofeni hydrofobni kapsy. Na N-konci
intracelularni ¢asti receptoru Notch byl identifikovan nepolarni peptidovy motiv,
ktery interaguje s touto hydrofobni kapsou (Hsieh a Hayward, 1995; Kovall a
Hendrickson, 2004). V BTD jsou vsak i dal§i mista a struktury, kam se vazi
interakéni partneti, zejména korepresory, u kterych se nevyskytuje identifikovany
nepolarni peptidovy motiv (Kao et al., 1998; Hsieh et al., 1999; Johnson et al., 2010;
Kurth et al., 2011).
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Obr. 1.4 Sekven¢ni konzervovanost proteinu CSL mapovana na povrch molekuly
proteinu CSL LAG-1. Podobnost je ilustrovana pomoci barevného gradientu, kde
tmavé Cervend predstavuje absolutni identitu a bild nekonzervovanou oblast. Misto
kontaktu s DNA a hydrofobni kapsa (oznacena Sipkou) jsou vysoce konzervované.
Upraveno a pievzato z Kovall a Hendrickson, 2004.

BTD H RHR-C | -

Obr. 1.5 Model proteinu rodiny CSL LAG-1 C. elegans v komplexu s DNA.
Znazornény jsou jednotlivé domény a také CSL-vazebny motiv. Pfevzato z Kovall a
Hendrickson, 2004.

Z fylogenetické studie (Obr. 1.3) lze vycist, Ze mira divergence je u fungdlnich
proteini vyss§i nez u proteini metazoalnich. Nicméné také u fungalnich proteini CSL
byly identifikovany domény NTD a BTD a je zachovan i linker BC4, coz naznacuje,
ze usporadani domén je konzervované (Obr. 1.6; Prevorovsky et al., 2007). Doména
CTD je u metazoi méné konzervovana v porovnani s NTD a BTD. U fungalnich
proteinii je konzervovanost jesté niz§i a CTD byla rozpoznana jen u nékolika
proteini (viz Obr. 1.6). Sekvence BTD domény, které u metazoi vytvaii mista
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slouzici K interakci s koregulatory, nejsou u houbovych proteinti zachovany.
Nicméné potencial vytvofit hydrofobni kapsu, kterd u metazoi interaguje
s nepolarnim peptidovym motivem interaktord, zustal zachovan (Pievorovsky et al.,
2007).

—— RN @E — RHRC - LAG-1

T e, ——— SPCC1223.13
_— SPCC736.08
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Obr. 1.6 Organizace domén fungalnich proteini CSL. Cerna linka znazortiuje
sekvenci proteinu a barevné jsou vyznaceny domény — NTD zelené¢, BTD cervené a
CTD 7Zluté (svétle zlutd oznacuje nizkou signifikanci). Pro srovnani je nakreslena
struktura proteinu LAG-1 C. elegans. Houbové proteiny jsou z organismi S. pombe,
S. japonicus, R. oryzae, C. cinereus, C. neoformans, P. chrysosporium, U. maydis.
Pfevzato z Pievorovsky et al., 2007.

Kromé tfi definovanych domén jsou na koncich proteinti CSL oblasti, které jsou
malo konzervované a jejichz prostorové uspotradani neni znamé (Wilson a Kovall,
2006; Nam et al., 2006). U houbovych proteini jsou tyto oblasti vyrazné
prodlouZené, zejména na N-konci proteinu, a i u blizce pfibuznych druhii velmi
divergované. V téchto castech proteinli nebyly nalezeny Z4dné domény a ani
sekundarni struktury (Prevorovsky et al., 2007; Pievorovsky et al., 2011). Piesto jsou
tyto oblasti ziejmé dulezité pro funkci proteinti CSL, jinak by pravdépodobné byly

v evoluci ztraceny (Warringer a Blomberg, 2006).
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1.2.2.1. Nestrukturované N-konce proteinii CSL

N-terminalni konce fungalnich proteini CSL jsou oblasti s malou komplexitou,
pravdépodobné postradajici stabilni strukturu (Pievorovsky et al., 2011).
Neusporadané oblasti jsou velmi ¢asto piistupné mnoha interakcim diky konformacni
flexibilité¢, a mohou slouzit jako mista fosforylace a proteolyzy (lakoucheva et al.,
2004; Tompa et al.,, 2007). Také jsou spojovany s regulaénimi procesy jako
transkripce, pienos signalt, kontrola bunééného cyklu nebo diferenciace (Vavouri et
al., 2009; Gsponer et al., 2008; Dunker et al., 2008; Ward et al., 2004).

V sekvencich N-konci proteini CSL bylo v porovnani s jadrem proteinu (NTD a
BTD) a C-koncovou oblasti nalezeno in silico vyssi zastoupeni aminokyseliny serin,
ktera muize slouzit jako substrat pro protein kinazy. Stejné tak jsou N-konce
nabohaceny o motivy PEST, coz jsou sekvence bohaté na aminokyseliny prolin,
kyselinu glutamovou, serin a threonin (Prevorovsky et al., 2011). Motivy PEST jsou
Vv zavislosti na podminkach signalem pro degradaci proteint (Rechsteiner a Rogers,
1996), preferenéné jsou situovany v neuspoiadanych oblastech a souvisi
s regula¢nimi procesy (Singh et al., 2006).

V N-terminalni ¢asti proteini CSL se tedy nachazeji dva typy regulacnich motiva a
tudiz se N-konce proteinii potencionalné mohou podilet na regulaci funkce CSL.
Navic diky predikované neuspofadanosti mohou interagovat s Sirokym spektrem

partnerli, a mohou integrovat signaly z riznych signalnich drah.

1.2.3. Vazba na DNA

Casti domén NTD a BTD vytvéieji elektropozitivni povrch, ktery specificky
interaguje s DNA. Doména NTD se vaze do velkého zlabku DNA a doména BTD do
malého Zlabku (Kovall a Hendrickson, 2004). Doména CTD se na DNA nevaze, ale
pfesto je pro vazbu nezbytnd, protoze stabilizuje terciarni uspofadani, a neptimo tak
ptispiva k vazbé na DNA (Chung et al., 1994; Roehl et al., 1996; Nam et al., 2003).
Kombinace vazby do malého a velkého zlabku DNA pfispiva k té€snosti vazby a ke
specificité. Protein se vSak vaze na DNA také pomoci sekvenéné nespecifickych
vazeb, pticemz zabird usek dlouhy 11 bp. Navazani proteinu zplsobi lokalni zmény
v konformaci DNA, které vedou k rozSifeni velkého Zzlabku a cCaste¢né i1 Zlabku

malého. Celkovée vsak DNA zistava v konformaci B (Kovall a Hendrickson, 2004).
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Zastupce rodiny CSL, protein LAG-1, se specificky vaze na sekvenci

(Obr. 1.7; Kovall a Hendrickson, 2004). NTD vaze sekvenci 5'-GGGA-3' zminéného
vazebného elementu, a to aminokyselinovymi zbytky Arg234, Lys368 a GIn226.
BTD se vaze zbytky GIn401 a Ser400.

Kromé kanonického vazebného motivu GTG®/AGAA jsou znamy dalsi motivy, které
proteiny CSL rozpoznavaji: TGGGAAA, TGGGAAAGAA nebo CATGGGAA
(Barolo et al., 2000; Dou et al., 1994; Lam a Bresnick, 1998; Lee et al., 2000; Morel
a Schweisguth, 2000; Oswald et al., 1998; Shirakata et al., 1996; Tun et al., 1994).

P NH2-Arg399
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Obr. 1.7 Schématické znazornéni vSech interakci proteinu LAG-1 s DNA.
Specifické interakce bazi DNA s NTD jsou oznaceny Cervené, s BTD zelen€. Ostatni
interakce jsou sekvencné nespecifické. Interakce pres vodikové nebo solné mistky je
zakreslena Sipkou, Van der Waalsovy interakce koleCkem. Pfevzato z Kovall a
Hendrickson, 2004.

Bylo ukéazano, ze mysi protein RBP-Jk se na DNA vaze jako monomer (Chung et al.,
1994), ale zda se, Ze svoji roli hraje také kooperativni vazba proteini CSL s jinymi

faktory a ze zalezi na presné architektufe vazebnych mist (Miyatsuka et al., 2007).
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V sekvencich fungalnich proteinii byly nalezeny vSechny aminokyseliny, které jsou
nutné k sekvencné specifické vazbé metazoalnich proteintt CSL na DNA, absolutné

konzervované (Pfevorovsky et al., 2007).

1.3. Proteiny CSL S. pombe

1.3.1. Kvasinka Schizosaccharomyces pombe

Poltiva kvasinka Schizosaccharomyces pombe patii k popularnim modelovym
organismtim. Jednobunécnd houba pattici do oddéleni Ascomycota je vyuzivana
zejména ke studiu bunééného cyklu a jeho regulace, replikace a oprav DNA,
chromatinové architektury a dynamiky, bunécného ristu a polarity, a také ke studiu
genové exprese (Egel, 2004; Rhind et al., 2011). Z fylogenetickych a molekularnich
dat vyplyva, Ze kvasinka S.pombe patii do evoluéné star$i vétve oddéleni
Ascomycota a ma blize ke spole¢nému predku hub a metazoi nez rod Saccharomyces
(Sipiczki, 1989). Nekteré dalsi charakteristiky, jako naptiklad vyss$i pocet gend
S introny, delSi intergenové oblasti, rozsifené a odliSné fungujici centromerické
oblasti, ukazuji vét§i podobnost s vyS§imi eukaryoty neZz s pucici kvasinkou
S. cerevisiae (Kaufer a Potashkin, 2000; Wood et al., 2002)

Genom S.pombe byl sekvenovan a sestava z 12,5 Mb unikatnich sekvenci
distribuovanych na tfi chromozomy. Déle se v genomu vyskytuji repetitivni sekvence
ribozomalni DNA, centromerické a telomerické oblasti a celkova velikost genomu je
tedy 13,8 Mb. Kvasinka nese zhruba 5000 gent kodujicich proteinové produkty
(Wood et al., 2002).

1.3.2. Cbfll a Cbf12

V S. pombe byly identifikovany dva paralogy proteini CSL pojmenované Cbfl1
(SPCC736.08) a Cbfl2 (SPCC1223.13). Protein Cbfl1 nalezi do tfidy F1, zatimco
Cbf12 do tiidy F2 (Prevorovsky et al.,, 2007). Geny CSL jsou u S.pombe
neesencialni a jejich produkty lokalizuji do jadra bunky. Protein Cbfll je
exprimovan konstantn€ béhem vSech fazi rstu bunécné kultury, v ptipadé Cbfl2
dochazi ke zvyseni hladiny mRNA ve stacionarni fazi rdstu (Pievorovsky et al.,
2009). Exprese Cbfl2 se zvysSuje také v meidze a za podminek ionizujiciho zafeni

(Prevorovsky et al., 2009; Watson et al., 2004).
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V sekvencich obou proteinid Cbfl1 a Cbfl2 jsou zachovany aminokyselinové zbytky,
které jsou u metazoalnich proteinii potfebné pro vazbu DNA. Bylo ovéteno, Ze
protein Cbfll sekvencné specificky rozpoznava kanonicky CSL-vazebny element
GTG®/AGAA in vitro a vaze se na n& pfimo. Vazba Cbfl2 na DNA nebyla
detekovana. Pomoci hmotnostni spektrometrie bylo v proteinu Cbf12 identifikovano
19 fosforyla¢nich mist, z toho 16 v N-terminalni ¢asti proteinu. Vazba na kanonicky
CSL-vazebny element byla detekovana pouze pro Cbfl2(A1-394), jemuz chybi
prevazna vétSina N-koncové nestrukturované ¢asti proteinu a obsahuje jen 6 z 19
doposud nalezenych fosforylacnich mist. N-konec proteinu zifejm& negativné
ovliviiuje vazbu na DNA. Vazba Cbfl2(A1-394) je sekvencné specificka, ale
kanonicky CSL-vazebny motiv DNA vaze s nizsi afinitou nez Cbfl1 (Pievorovsky et
al., 2009; Ptackova, 2010; Prevorovsky et al., 2011).

Bunky s deleci genu cbfll nebo cbfl2 jsou viabilni, a zatimco deletanti chfl2
vykazuji normalni bunéfnou morfologii, buniky s deleci cbfll maji zménény tvar
(Hayles et al., 2013; Kim et al., 2010; Decottignies et al., 2003). Ektopicka
nadprodukce obou proteini vede k mirnému prodlouzeni buné¢k oproti kontrole a
fitness bunék je lehce snizena (Vachon et al., 2013). Delece cbfll se projevuje také
zhorSenim rastu na pevnych mediich v 19°C a 25°C v porovnani s butkkami WT nebo
Acbfl2 (tzv. chladova senzitivita). Kultivaci bunék s jednotlivymi delecemi a deleci
dvojitou ve 30°C se zjistilo, ze zatimco Achf12 rostou srovnatelné jako WT, buniky
Acbf11 rostou pomaleji. Protein Cbfll ovliviiuje také morfologii celych kolonii. U
kolonii bun&k Achf11 a Acbfil Acbf12 kultivovanych na bohatém mediu byla na
povrchu kolonii zaznamenana vrstva extracelularniho materidlu, ktera obsahuje
hydrofobni a reflexni slou€eniny (tzv. fenotyp ,,shiny*). Zmény byly pozorovany i ve
tvaru kolonii. Bunky Acbf12 a WT tvofi pravidelné kruhové kolonie, zatimco u
bunék Acbfil a Acbfll Acbfl2 se objevuji defekty a tvarové nepravidelnosti
(Prevorovsky et al., 2009).

Neékteré procesy reguluji proteiny CSL antagonistickym zpisobem. Napiiklad
adhezivitu bun¢k k podkladu a k dalsim bunkam, tzv. flokulaci. Flokulace je
definovana jako reverzibilni agregace bunck do makroskopicky viditelnych ttvarh
(Straver et al., 1993). Flokulovaly buriky s deleci cbfll nebo nadprodukci Chfl2 a
kombinaci obojiho byl efekt dale potencovan. Protein Cbfll tedy proces flokulace

ovlivituje negativné a Cbf12 pozitivné (Prevorovsky et al., 2009). Zda se, Ze zejména

vvvvvv
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ptimo aktivuje transkripci genti potfebnych pro flokulaci, zejména dominantniho
flokulinu Gsf2 (Kwon et al.,, 2012). Sam Cbfl2 je regulovan RNA-vazebnym
proteinem Zfsl, ktery negativné ovliviiuje akumulaci mRNA cbfl2, a brani tak
spusténi flokulace jako nasledku nadprodukce Cbf12 (Wells et al., 2012).

Mutanti v genech CSL vykazuji fenotypy spojené s prichodem bunky bunécnym
cyklem. Za normalnich podminek se vétSina bunék v exponencialné rostouci kultute
nachazi v G2 fazi bunécného cyklu. Pokud se pomoci pritokové cytometrie (FACS)
méii obsah DNA v téchto buiikach, je detekovdna unimodalni distribuce s maximem
v 2C v pripad¢ haploidnich bun¢k a 4C u bunék diploidnich (Sazer a Sherwood,
1990). Haploidni bunky nesouci deleci cbfll nebo Acbfll Acbfl2 vsak obsahuji i
frakci bun¢k sobsahem DNA vétSim nez 2C. Tato frakce se objevuje 1 pfi
nadprodukci Cbf12, a tudiz oba proteiny jsou zahrnuty do udrzovani ploidie genomu
a pusobi protichidné (Pievorovsky et al., 2009). Dale byly v téchto bunkach (dcbf11,
Acbf11 Acbf12, nadprodukce Cbfl2) pozorovany defekty septace jako naptiklad
tvorba vicecetnych sept v jedné buiice, aberantni struktura septa nebo pseudohyfalni
rast (Prevorovsky et al., 2009; Vachon et al., 2013). Souhrnné¢ se tyto defekty
oznacuji jako fenotyp sep (Grallert et al., 1999). S deleci cbfll je spojen i tzv.
fenotyp cut (cell untimely torn; Hirano et al., 1986), kdy jesté pted rozdélenim jadra
a dokoncenim mitézy dojde k pfedcasnému vytvotfeni septa skrze jadro. U bun€k
s nadprodukei cbfl2 se fenotyp cut témét nevyskytoval (Prevorovsky et al., 2009).
Také délka bun€k pied mitdézou, coz je u S. pombe charakteristicky znak, je zkracena
v piipadé deletantti cbfll (Pfevorovsky, Oravcova, publikace v ptiprave).

Pro oba geny CSL bylo do dne$ni doby identifikovdno nékolik epistatickych
interakci. Dokumentovana byla synteticka negativni interakce delece cbfll
s delecemi genti kohezinového komplexu (esol, mis4), ktery udrzuje spojené
sesterské chromatidy od replikace DNA do separace chromatid na pomezi metafaze a
anafaze mitotického déleni (Chen et al., 2012). Delece cbfl2 interaguje pozitivné i
negativné s delecemi genti kodujicich proteiny modifikujici histony (setl, swdil,
prwl), remodelujici chromatin (fft3), Gcastnici se meidzy (rem, dad3), oprav DNA
(rad2) a transkripce (rpal2; vsechny interakce dle Ryan et al., 2012).

Fyzicka interakce byla popsana pro protein Zfsl, ktery interaguje s mMRNA cbfl12
(Wells et al., 2012). V piipadé Cbfl1 bylo identifikovano vice nez 300 potencialnich
interaktori ucastnicich se zejména kontroly transkripce, Uprav RNA a remodelace

chromatinu (Pancaldi et al., 2012).
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Vyse popsané fenotypy souvisejici s manipulacemi v genech cbfll a cbfl2 jsou
shrnuty v Obr. 1.8.
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Obr. 1.8 Schéma fungovani proteini Cbfll a Cbfl2 v S. pombe. Pievzato a
upraveno z Prevorovsky et al., 20009.

1.4. Bunéény cyklus S. pombe a jeho regulace

Bunky S. pombe jsou haploidni béhem ptevazné ¢asti jejich Zivotniho cyklu a mnozi
se asexualn¢ mitotickym d€lenim. Vysledkem pii¢ného pifehradecného de€leni jsou
dvé identické dcefiné bunky. Bunéény cyklus se rozdéluje do ctyt fazi — G1, S, G2,
M. Na rozdil od S. cerevisiae travi buiika S. pombe zhruba 70% doby trvani cyklu v
G2 fazi. Typickym znakem je tzv. uzaviena mitéza. Behem M féze, kdy dochézi ke
kondenzaci chromozomt, jejich separaci a formovani dvou oddélenych jader,
zOstava jaderna membrana intaktni. Faze Gl je u bunék WT za standardnich
kultiva¢nich podminek velmi kratka, faze G2 je predevsim rlistova. Béhem S faze se
replikuje geneticka informace (Gomez a Forsburg, 2004; Forsburg a Rhind, 2006).
Dalsi zvlastnosti tohoto modelového organismu je také to, Ze jaderny a bunécny
cyklus neprobihaji synchronné. Po mitéze vstoupi jadra do G1 faze dalSiho
bunééného cyklu a teprve na pomezi G1/S se zafind formovat délici septum.
K cytokinezi dojde az béhem S faze a oddélené bunky se jiz nachazeji v rané G2 fazi
(Gomez a Forsburg, 2004).

V podminkéach hladovéni na glukozu ptejdou haploidni buiiky z mitotického cyklu

do stacionarni faze, piicemz mitoticky cyklus opousti v G2 fazi. Pokud kultura trpi
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nedostatkem dusiku, vstupuje do klidového stavu (quiescence) z G1 (Costello et al.,
1986). Alternativné mohou bunky zahdjit proces sexualni diferenciace, je-li
k dispozici partner opac¢ného parovaciho typu (plus/minus). V tom piipadé dojde ke
konjugaci a fazi jader. Vznikla diploidni buiika vétSinou ihned projde meidzou,
pficemz vytvoii viecko obsahujici ¢tyfi dormantni haploidni spory. Ke konjugaci
dochazi zejména za nedostatku zdroji dusiku (Egel, 2004).

Progrese bunéénym cyklem je velmi ptisné regulovana. Majoritni kontrolni bod lezi
na pomezi fazi G2/M a brani vstupu do mitézy pied dokoncenim replikace DNA.
Vstup do mitézy zavisi na aktivite¢ komplexu MPF (mitosis promoting factor).
Komplex se sklada z katalytické kinazové podjednotky kodované genem cdc2
(cyklin-dependentni kinaza Cdkl) a regula¢ni podjednotky cyklin B (Nurse, 1990).
Cyklin B je kodovan genem cdcl3 (Hagan et al., 1988). Aktivita komplexu MPF
kolisad v pribéhu bunécného cyklu. Beéhem interfaze je komplex fosforylovan
kinazami Weel a Mikl, a tak udrzovan neaktivni (Gould a Nurse, 1989). Kdyz
buiika splni vSechny ptedpoklady pro vstup do mitdzy, fosfataza Cdc25 odstrani
fosfaty z komplexu MPF, tim ho aktivuje a bunka vstoupi do M faze (Forsburg a
Nurse, 1991; Nurse, 1990; Perry a Kornbluth, 2007). Aktivita Cdc2 je vyzadovana
také pro zacatek replikace DNA v S fazi a nefunkéni Cdc2 vede K zastaveni
buné¢ného cyklu v G1/S i G2/M (Forsburg a Nurse, 1991).

1.4.1. Synchronizace bunék v urcité fazi bunééného cyklu

Buriky S. pombe koordinuji rist a prichod bunéénym cyklem. Béhem exponencialni
faze ristu kultury maji dcefiné buiiky po cytokinezi stejnou velikost a pied vstupem
do dal$iho bunécného déleni ji zdvojnasobi. Buiiky se prodluzuji apikdlné a délka
bunky presné koreluje s jednotlivymi fazemi bunééného cyklu (Gémez a Forsburg,
2004; Forsburg a Rhind, 2006). Synchronizace bunék v konkrétni fazi bunétného
cyklu je uziteCnym néstrojem pro studium exprese gent a funkei proteinti v riznych
fazich cyklu. Synchronizace probiha na zakladé dvou odlisnych principti — selekce
nebo indukce tj. zastaveni v dané fazi cyklu.

Selekce v tomto piipad¢ znamend vybér bunék uniformni velikosti, které se tudiz
nachdzeji ve stejné fazi bunéfného cyklu. Tohoto principu vyuzivaji metody
centrifugacni elutriace (Creanor a Mitchison, 1979) a centrifugace v lakt6zovém

gradientu (Edwards a Carr, 1997). Vyhodou obou metod je, Ze buiky maji jen velmi
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malo naruSenou fyziologii, nicméné obé metody vyzaduji naro¢né vybaveni a
vytézek bunék nachazejicich se v pozadované fazi bunééného cyklu je maly. Navic
mutanty, které zptisobuji zménu délky bun€k ¢i heterogenitu v morfologii bun¢k, je
obtizné témito metodami synchronizovat, protoze spoléhaji na selekci na zaklad¢
velikosti bun¢k (Walker, 1999).

Metody indukované synchronizace zahrnuji blokovani bunék v urcitych bodech
bunécného cyklu. K tomu Ize vyuzit mutanty v genech fidicich prichod cyklem,
chemické latky nebo hladovéni kultury na dusik. Teplotné€ senzitivni mutanty tzv.
cdc genu (cell division cycle) v nepermisivni teploté zastavi prichod cyklem v jeho
ur¢ité fazi, a po navratu do teploty permisivni bunky prochdzi néaslednymi fazemi
cyklu synchronné (Nurse, 1975; Nurse et al., 1976; Fantes a Nurse, 1978). Casto se
pouzivaji mutanty v genech cdcl0 a cdc22 pro blok v G1 fazi (lino a Yamamoto,
1997; Dickinson, 1981), cdc21 pro S fazi (Nasmyth a Nurse, 1981), cdc25 pro G2
(Millar et al., 1992) a nuc2 pro zastaveni v anafazi M faze (Hirano et al., 1988). Pii
pouziti chemickych latek k blokovani bunééného cyklu pozorujeme synchronizovany
prichod néslednymi fazemi cyklu po odmyti dané chemikalie. Hydroxyurea inhibuje
replikaci DNA a zpisobuje zastaveni cyklu na pocatku S faze (Slater, 1973; Enoch et
al., 1992). Na rozdil od S. cerevisiae je pouziti mikrotubulovych jedt jako naptiklad
thiabendazol, benomyl nebo nocodazol pro blokovani cyklu v mitéze u S. pombe
problematické. Blokovani v M fézi neni pfili§ efektivni a nékteré latky blokuji buiky
uz v G2fazi a zabranuji vstupu do mitézy (Alfa et al., 1990). Nevyhodou
indukovaného zastaveni bunééného cyklu je vyraznéjsi zasah do fyziologie bunék.
Synchronizace bun¢k 1ze dosahnout také hladovénim bunééné kultury na dusik, které
zastavi buiiky v G1 fazi. Popsana byla také metoda synchronizace pomoci feromonu
(P faktor), ale ta je vyuzitelna jen v ptipadé specifického genetického pozadi bun¢k
(Stern a Nurse, 1997). Oba zptisoby synchronizace vSak ovliviiuji mnoho aspekti

metabolismu bunky.

1.4.2. Metody experimentialniho monitorovani priibéhu bunééného
cyklu

Overit, ze se bunky nachdzeji v pozadované fazi bunétného cyklu, 1ze kombinaci

nekolika pfistupt. Etapa bunécného cyklu mize byt ur€ena morfologii jadra nebo i

déliciho vieténka, obsahu DNA v butikach, pfitomnosti septa.
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Pomoci fluorescenéni mikroskopie lze dobie pozorovat jadernou morfologii. Tvar,
pozice a pocet jader v bunice jsou dobrym indikatorem faze bunééného cyklu. Krome
jadra lze pomoci fluorescencnich barviv a proteinli vizualizovat také naptiklad
septum a mikrotubuly (Toda et al., 1981). Stanoveni obsahu DNA pomoci pritokové
cytometrie patii ke klasickym metoddm monitorovani prichodu bunéénym cyklem
(Carlson et al., 1997; Knutsen et al., 2011).

Pribéh synchroniza¢niho experimentu lze Vredlném case sledovat pomoci tzv.
septa¢niho indexu kultury. Stanoveni frakce bun¢k s kompletnim septem, ale pred
zacatkem invaginace plasmatické membrany, urcuje miru synchronicity. Vyskyt
septa mize byt také pouzit jako morfologicky ukazatel S faze diky vzajemnému
posunu jaderného a bunétného cyklu (viz 1.4; Forsburg a Rhind, 2006; Gémez a
Forsburg, 2004). Kromé septa¢niho indexu Ize stanovit také binuklearni index, coz je

pocet bungk, které prosly mitdzou, ale jesté se u nich nevytvotilo septum (Knutsen et
al., 2011).
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2. Material a metody

2.1. Mikroorganismy a jejich kultivace

2.1.1. Escherichia coli — kultivace a transformace

Bakterialni bunky jsme kultivovali v tekutém mediu LB (10 g/l pepton, 5 g/l
kvasni¢ni extrakt, 5 g/l NaCl) nebo v mediu super LB (20 g/l pepton, 10 g/l kvasni¢ni
extrakt, 5 g/l NaCl) pii 37°C. Pevna media jsme pfipravili z Zivného agaru ¢. 2
(Imuna, 40 g/l). Pokud bylo potieba ptidat ampicilin (Biotika), jeho vysledna
koncentrace byla 100 pg/ml.

Transformace bunék plasmidy jsme provedli elektroporaci pomoci pfistroje Gene
Pulser Apparatus (Biorad) pii nastaveni hodnot kapacitance 25 F, napéti 2,5 kV a
odporu 200 Q. Pro dlouhodobé uchovavani transformovanych bunck jsme ptipravili
glycerolové konzervy s vyslednou koncentraci glycerolu 15% (Sigma) a skladovali v
-80°C.

Tab. 2.1 Pouzity kmen E. coli.

Kmen DH5a F $80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl

hsdR17(r«’, mk") phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl X

2.1.2. Schizosaccharomyces pombe

2.1.2.1. Kultivace, transformace a exprese proteini

Kmeny S. pombe (Tab. 2.2) jsme kultivovali v bohatém mediu YES (0,5% kvasniéni
extrakt, 3% glukéza, 0,025% SP suplementy (Formedium)) nebo v minimalnim
mediu EMM (12,3 g/l EMM broth without dextrose (Formedium), 2% gluko6za).
Pevna media jsme vytvofili pifidanim 2% (YES) nebo 3% (EMM) agaru (Oxoid).
Podle potfeby jsme do medii pfiddavali aminokyseliny, baze a vitaminy
Vv nasledujicich koncentracich: L-leucin, L-adenin a L-uracil 0,2 mg/ml, thiamin

5 pg/ml. Do medii jsme vzdy pfidavali také ampicilin (Biotika, 100 pg/ml).
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Antibiotika pro Ucely selekce jsme pridavali v mnozstvi: G418 (Sigma) 100 pg/ml a
ClonNAT (Werner Bioagents) 90 ug/ml. Standardn¢ jsme bunky kultivovali pii 30°C
a optickou denzitu kultury méfili na piistroji Spekol 20 pii A =595 nm.

Pro dlouhodobé skladovéani kvasinkovych kment jsme bunky uchovavali v 30%
glycerolu (Sigma) v -80°C. Pfed kazdym experimentem jsme bunky rozmrazili
cerstve bez ne¢kolikandsobného pasazovani na pevnych mediich.

Transformaci bunék S. pombe plasmidy jsme provadéli lithium acetdtovou metodou
upravenou podle (Bahler et al., 1998; Morita a Takegawa, 2004; Van Driessche et
al., 2005). Recipientni bunky jsme resuspendovali v reakéni smési 74 pul 50%
PEG-4000 (Sigma), 7 ul 1 M LiAc (Sigma), 7 ul 10x TE (100 mM Tris-HCI, 10 mM
EDTA, pH 7,5) a pfidali 1-5 ul plasmidové DNA (>100 ng) a 2 ul cerstvé
denaturované ssDNA (salmon sperm DNA, 10 mg/ml). Smés jsme inkubovali 60 min
ve 30°C, poté 15 min ve 42°C, nechali vychladnout na pokojovou teplotu a vyseli na
selekéni EMM plotnu. Nartst transformovanych bunék 1ze o¢ekavat po 3-5 dnech
inkubace v piislusné teploté.

Expresi gent kodujicich znacené proteiny jsme indukovali z plasmidi fady pREP
(Craven et al., 1998; 2.3.7.). Tyto plasmidy obsahuji promotor genu nmtl, ktery je
regulovatelny pfitomnosti thiaminu v kultivaénim mediu (Maundrell, 1990). Exprese
proteind pod timto promotorem se spousti v podminkéach bez thiaminu. Pro dosazeni
reproducibilni exprese proteini jsme postupovali tak, ze jsme medium s thiaminem
zaockovali buiikami prekultivovanymi na pevném mediu s thiaminem. Bunky jsme
Vv tekutém mediu kultivovali po né€kolik generaci do dosaZzeni rané exponencialni faze
(ODsgs = 0,3). Poté jsme alikvot kultury potiebny k natedéni do kone¢ného objemu
na ODsgs = 0,05-0,07 dvakrat promyli mediem bez thiaminu (centrifugace 3 000 rpm,
2 min, pokojova teplota) a resuspendovali do vysledného objemu media bez
thiaminu. Bunky jsme sbirali po 20-22 hod, jelikoZ tato doba je nutna

k metabolizovani zbyvajiciho intracelularniho thiaminu buiikami.

2.1.2.2. KtiZeni a sporulace

Kiizeni kmend S. pombe s odlisnym parovacim typem jsme provadéli na pevném
mediu ME (3% malt extrakt (Oxoid), 2% agar, L-adenin, L-uracil, L-leucin,
ampicilin; pH upraveno pomoci NaOH na 5,5). Oba kmeny jsme ve vysoké

koncentraci bun¢k smisili ptimo na plotné a inkubovali v teploté nizsi nez 30°C. Pii
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vyssi teploté je konjugace siln¢ redukovana. Po 2-3 dnech inkubace jsou formovana
viecka, v pripad¢ nékterych mutantnich kmend pozdéji.

Geneticka analyza produkti kiizeni je mozna dvéma zpusoby. Prvnim z nich je
tetradova analyza, kdy se pomoci mikromanipulatoru (Singer Instruments) separuji
jednotliva viecka, inkubuji se 5 hod ve 37°C (nebo pies noc ve 20°C), aby sténa
viecek praskla a uvolnily se jednotlivé spory. Ty se opét pomoci mikromanipulatoru
prostorové odd¢€li a inkubuji ve vhodné teploté, aby vykliCily a utvoiily kolonie.
Kolonii s pozadovanym genotypem identifikujeme kultivaci na selek¢énich plotnach.
Druhym zplsobem genetické analyzy je analyza nahodnych spor (RSA), ktera
umoznuje ziskani vétstho mnozstvi spor. Biomasu po 3-5 dnech kiizeni
resuspendujeme do 300 pl enzymu B-glukuronidazy (Sigma, 100x koncentrovany
roztok) a inkubujeme ptes noc ve 37°C. Enzym rozstépi bunécnou sténu
vegetativnich bun¢k nebo sténu viecek, pouze spory zlstanou intaktni. Na selek¢éni
plotnu pak vysivame zhruba 100 spor (mnozstvi vysetych spor upravujeme podle
ocekavané frekvence vzniku pozadovanych produkti meidzy).

Parovaci typ kiiZzencli jsme ovéfovali pomoci colony PCR (2.3.6.1.) s vyuzitim
primerd mtl, mm a mp (pfevzato a upraveno z Alessio et al., 2003; viz Tab. 7.1 v

ptiloze).

2.1.2.3. Synchronizace

Zastaveni v urCit¢ fazi bunééného cyklu a synchronizovany prichod bunék
bunécnym cyklem jsme provadéli pomoci termosenzitivni alely genu cdc25 (Fantes,
1979). V permisivni teploté 25°C jsou bunky cdc25-22 mirné prodlouzené oproti
WT, ale v restriktivni teploté 36°C zastavi bunéény cyklus v pozdni G2 fazi (Millar
et al.,, 1992). Bunky kultivované v permisivni teploté na ODsgs = 0,3-0,4 jsme
synchronizovali 4 hod ve 36°C, aby se vzhledem k délce bunécného cyklu vsechny
buniky dostaly do G2 faze. Nasledn¢ jsme v ledové 1azni kulturu rychle zchladili na
25°C a dale kultivovali vtéto teploté. Rapidni ochlazeni kultury je pro
synchronizovany prichod bunéénym cyklem zéasadni. V intervalech 10-30 min od
zchlazeni jsme odebirali alikvoty buné¢k a pomoci mikroskopie monitorovali prichod
bunéénym cyklem sledovanim septa¢niho indexu (SI), ktery piedstavuje procento
buné¢k se septem. Pokud se v buiice objevi septum, je za normalnich podminek jadro
bunky uz v S fazi dalsiho bunééného cyklu (Gomez a Forsburg, 2004), a vyskyt septa
tedy koreluje s S fazi bunécného cyklu. Vrchol septace 1ze oc¢ekavat po 90-120 min
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od zchlazeni. Touto metodou lze dobie pozorovat prichod dvéma za sebou jdoucimi

cykly, poté uz se synchronicita kultury ztréci.

Tab. 2.2 Pouzité kmeny S. pombe.

leul-32 ade6-M216

Kmen Genotyp Zdroj
PN559 h™ura4-D18 leul-32 ade6-M216 (Decottignies et al.,
2003)
JB23 h™ cdc25-22 Jiirg Béhler
JB32 h* Jiirg Bahler
CBF11KO | h Acbf11::kanR ura4-D18 leul-32 ade6-M216 | (Prevorovsky et al.,
2009)
MPO03 h™ Acbf12::natR ura4-D18 leul-32 ade6-M216 | (Prevorovsky et al.,
2009)
MPO06 h* Acbfl1::kanR ura4-D18 leul-32 ade6-M210 | (Pievorovsky et al.,
2009)
MPQ9 h™  Acbfll::kanR  Acbf12::natR  ura4-D18 | (Prevorovsky et al.,
leul-32 ade6-M210 2009)
MP15 h”  cbfll-ctap4::natR ura4-D18 leul-32 | (Oravcova et al.,
ade6-M216 2013)
MP17 h™ cbfl2-ctap4::natR  ura4-D18 leul-32 | (Prevorovsky et al.,
ade6-M216 2011)
MP19 h* cbfl1-ctap4::natR Dr. Pfevorovsky,
nepublikovano
MP20 h* cbfl2-ctap4::natR (Ptevorovsky et al.,
2011; JB796)
MP25 h* Acbf11::kanR Acbf12::natR Dr. Pievorovsky,
nepublikovéno
MP26 h* cbf11-3HA::natMX6 Dr. Pievorovsky,
nepublikovéno
MP27 h* cbf12-3HA::natMX6 (Ptevorovsky et al.,
2011)
MP61 h™ Acbfl1::kanR cdc25-22 Dr. Pfevorovsky,
nepublikovéano
MP63 h™ cbfl1-ctap4::natR cdc25-22 Dr. Pievorovsky,
nepublikovéano
MaP36 h* cbfl2-ctap4::natR Acbfll::-kanR ura4-D18 | tato prace
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2.2. Techniky manipulace s proteiny

2.2.1. Priprava bunécnych lyzati

2.2.1.1. Nativni lyzat

Pti ptipravé nativniho bunécného extraktu postupujeme tak, ze bunécnou kulturu
zchladime na ledu a promyjeme STOP pufrem (150 mM NaCl, 50 mM NaF, 25 mM
HEPES, 1 mM NaNs, pH 8) pifi 5 000 rpm, 3 min, 4°C. Nasledné¢ bunky
resuspendované v 40 ul lyza¢niho pufru LB (25 mM HEPES, 0,1 mM EDTA,
150 mM KCI, 0,1 % Triton X-100, 25% glycerol, 1 M urea, pH 7,6), 2 mM DTT a
smési proteazovych inhibitort FY (Serva, 1/100 objemu lyza¢niho pufru) rozbijeme
sklenénymi kulickami (Sigma, 425-600 pm) v homogenizatoru FastPrep24 (MP
biomedicals) pti nastaveni pfistroje na rychlost 5,5 po dobu 3x 20 s. Do smési
pfiddme 600 ul LB+FY+DTT (snizenim objemu lze vysledny bunécny lyzat
zakoncentrovat) a odstranime sklenéné kulicky. Kulicek se zbavime tak, Ze dno
zkumavky propichneme jehlou o priméru menSim nez je rozmér kulicek a
centrifugovanim (1 000 rpm, 2min, 4°C) bunéény homogenizat pfemistime do nové
zkumavky. Homogenizat centrifugujeme 20000 g, 20 min, 4°C. Supernatant

predstavujici nativni lyzat 1ze skladovat v -80°C.

2.2.1.2. Méreni koncentrace proteinu

Koncentraci proteinli v nativnich extraktech jsme stanovovali spektrofotometricky
pii 750 nm s vyuzitim kitu DC Protein Assay (Bio-Rad). Postupovali jsme podle
protokolu doporuceného vyrobcem pro vzorky obsahujici detergenty. Kalibra¢ni
kiivku standardu jsme konstruovali pro kazdé méfeni koncentrace proteint. Jako
standard jsme pouzili BSA (Bio-Rad, 2 mg/ml) v rozsahu 0,2 — 1,5 mg/ml a vzorky
jsme méfili 10x tfedéné. Smés vody a pufru LB (2.2.1.1.) jsme pfipravili jako

,,blank*.

2.2.1.3. Denaturovany extrakt

Bunécnou kulturu sklidime centrifugaci (3 000 rpm, 5 min, 4°C) a buiiky promyjeme
ve STOP pufru (2.2.1.1.; 6 000 rpm, 5 min, 4°C). Sediment bunék resuspendujeme
do 100 pl cerstvé pripravené smeési 1,85 M NaOH a 7% B-merkaptoethanolu a
vortexujeme 2 min pii 4°C. Poté ptidame 100 pl 50% trichloroctové kyseliny (TCA)

a inkubujeme 5 min na ledu. Smés centrifugujeme (12 000 rpm, 2 min, 0°C),
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supernatant odstranime, sediment resuspendujeme do 500 pl 1 M Tris a opét
centrifugujeme. Sediment rozpustime do 100 pl 2x Laemmli pufru (0,112 M Tris, pH
6,8, 12% glycerol (v/v), 3,42% SDS, 0,002% bromfenolovd modf) o teploté 80°C.
Pti této teploté inkubujeme vzorek 20 min, zchladime na ledu a centrifugujeme pfi

pokojové teploté 12 000 rpm, 3 min. Supernatant lze skladovat v -80°C.

2.2.2. SDS-polyakrylamidova elektroforéza proteini (SDS-PAGE)

Separaci  proteinlt v denaturujicich podminkdch jsme provadéli v 7,5%
akrylamidovém gelu na aparatufe Mini-Protean 3 (Bio-Rad) v Tris-glycinovém
pufrovém systému. Do proteinovych vzorkil jsme pfed nanesenim na gel ptidali DTT
na vyslednou koncentraci 60 mM, v ptfipad€ nativnich lyzatd i Laemmli pufr
(2.2.1.3.), a vzorky denaturovali 10 min pii 95°C. Po inkubaci jsme centrifugaci
odstranili pfipadné srazeniny. Jako standard molekulovych velikosti jsme pouzili
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, #SM0671). Gely jsme
barvili v roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad) podle instrukci vyrobce.

Jako odbarvovaci roztok jsme pouzili smés kyseliny octové (7%) a methanolu (5%).

2.2.3. Western blot a imunodetekce

Proteiny separované dle velikosti jsme =z gelu pienesli na nitrocelulézovou
membranu (Bio-Rad) s vyuzitim Mini Trans-Blot systému (Bio-Rad) pti 100 V po
dobu 2 hod. Povrch membrany jsme poté blokovali inkubaci v 3% odtuénéném
mléku (Bio-Rad). Déle jsme blot inkubovali s primarni a pfislusnou sekundéarni
protilatkou (Tab. 2.3 a Tab. 2.4). Signal jsme na membrané vyvijeli bud’ pomoci
reakce alkalické fosfatazy (substraty BCIP a NBT, Bio-Rad), nebo s vyuzitim ECL
Western Blotting Detection Reagents (Amersham) podle protokolu od vyrobce.

Tab. 2.3 Pouzité primarni protilatky.

Protilatka Redéni | Vyrobce

anti-GFP antibody (Alkaline Phosphatase) | 1:2 000 | Abcam, ab6661

HiseTag antibody 1:1 000 | Novagen, 70796

HA.11 clone 16B12 monoclonal antibody | 1:1 000 | Covance, MMS-101P

TAP Tag Antibody 1:1 000 | Thermo Scientific, CAB1001
TAP-tag Antibody 1:1 000 | GenScript, A00683
Monoclonal anti-PSTAIR 1:8 000 | Sigma, P7962
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Tab. 2.4 Pouzité sekundarni protilatky.

Protilatka Redéni | Vyrobce

goat anti-mouse 1gG-HRP 1:2 000 | Santa Cruz Biotechnology, sc-2031
goat anti-rabbit 19gG-HRP 1:2 000 | Santa Cruz Biotechnology, sc-2030
goat anti-mouse IgG-AP | 1:2 000 | Bio-Rad, 170-6520

conjugate
goat anti-rabbit 1gG-AP | 1:2 000 | Bio-Rad, 170-6518
conjugate

2.2.4. Aktivita p-galaktosidazy — ONPG assay

Kmeny nesouci plasmidy, ze kterych se exprimuje reportérovy gen kodujici enzym
[-galaktosidazu, jsme kultivovali v minimdlnim mediu s pfislusnymi suplementy do
sttedni exponencialni faze a sklizeli centrifugaci (4 000 rpm, 3 min, 20°C). Buiky
jsme promyli Z-pufrem (60 mM Na;HPO,4.12H,0; 40 mM NaH,PO,4.2H,0, 10 mM
KCI, 1 mM MgS0,.7H,0; pH 7) a do Z-pufru také resuspendovali. Ptidali jsme 1 ul
B-merkaptoethanolu na 300 pl bunééné suspenze a sklenéné kulicky (Sigma, 425-600
um). Na piistroji FastPrep24 (MP biomedicals) jsme bunky rozbili pii rychlosti 5,5
po dobu 3x 20s. V supernatantu jsme zméfili koncentraci proteinii pomoci piistroje
NanoDrop2000 (Thermo Scientific). Supernatant jsme podle potfeby nafedili, aby
celkova koncentrace proteini v bunééném lyzatu byla mezi jednotlivymi vzorky
srovnatelna. K lyzatu jsme pfidali Cerstvé ptipraveny roztok ortho-nitrophenyl-p-D-
galactosidu (ONPG, Sigma) na kone¢nou koncentraci 0,47 mg/ml a reakci
inkubovali za stalého tfepani ve 30°C. Reakci jsme zastavili pfidanim 250 pul 1 M
Na,COs, centrifugovali 13 000 g, 3 min pfi pokojové teploté, abychom odstranili
bunécnou debris, a aktivitu B-galaktosiddzy stanovili spektrofotometricky pii 420
nm. Pfed prvnim méfenim je nutné stanovit takovou koncentraci bunéénych lyzath
v reakci a dobu inkubace, abychom se pohybovali v linearnim rozsahu reakce a

nikoli uz v oblasti saturace.

2.2.5. Chromatinova imunoprecipitace (ChIP)

Pro ChIP jsme kultivovali kmeny S. pombe ve vhodném mediu v objemu 50 ml na
ODsgs = 0,6, coz odpovida 1,2x10” bunék/ml. Vazbu proteinti na DNA jsme fixovali
pfidanim formaldehydu na vyslednou koncentraci 1% po dobu 30 min a reakci jsme
zastavili pfidanim 0,125 M glycinu a inkubaci 10 min. Bunky jsme proplachli
destilovanou vodou (3 000 rpm, 3 min, pokojova teplota) a v pfipad¢ potieby
skladovali v -80°C po dobu maximaln¢ dvou meésici. Bunény pelet jsme
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resuspendovali do 400 pl lyza¢niho pufru LB2 (50 mM HEPES, 1 mM EDTA, 150
mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,1% deoxycholat sodny, pH 7,6) s Cerstvé piidanym
koktejlem proteazovych inhibitorit FY (Serva, 1/100 objemu). Za pomoci sklenénych
kuli¢ek (Sigma, 425-600 um) jsme bunky rozbili na FastPrep24 (MP biomedicals)
pti rychlosti 5,5 a intervalu 13 s. Pocet rozbijecich cykll je tfeba optimalizovat tak,
aby bylo rozbito cca 70% bunék. Mnozstvi nerozbitych bunék jsme pocitali na
Biirkerové komurce. Po rozbiti bun¢k jsme odstranili sklenéné kulicky (2.2.1.1.),
lyzat centrifugovali (20 000 g, 10 min, 4°C) a promyli 600 ul LB2+FY. Poté jsme
sediment resuspendovali do 300 pul LB2+FY a sonikovali v sonikaéni 1azni Bioruptor
(Diagenode) pii teploté 4°C a nastaveni 20x (30 s zapnuto, 30 s vypnuto) na vysoky
vykon tak, aby se vysledné fragmenty DNA velikostné pohybovaly okolo 200 bp.
Sonikovany materidl jsme centrifugovali (20 000 g, 10 min, 4°C) a odebrali
supernatant predstavujici solubilni chromatin. Na spektrofotometru NanoDrop2000
(Thermo Scientific) jsme zméfili koncentraci proteini proti vodé a podle potireby
upravili koncentraci mezi jednotlivymi vzorky pomoci LB2+FY. Do samotné
precipitace jsme pouzili 100-150 pl solubilniho chromatinu o celkové koncentraci
proteinu 75-100 mg/ml doplnéného do objemu 200 pl roztokem LB2+FY. Alikvot
30 ul jsme odebrali jako input. Vlastni imunoprecipitace se odliSuje pro proteiny
znaCené HA a TAP tagem. V piipadé¢ HA tagu se postup méni také podle pouzité
matrice.

Pokud jsme jako matrici pouzili protein A sepharosu (GE Healthcare, kat. €.
17-5280-01), postup imunoprecipitace byl nasledujici: 15 upl alikvot protein A
sepharosy 3x promyté v LB2 pufru s 0,5 mg/ml BSA jsme inkubovali s chromatinem
1 hod, 4°C za stalého michéani, abychom se zbavili materidlu, ktery se vaze na matrici
nespecificky. Matrici jsme odstranili a chromatin inkubovali s2,5 ug anti-HA
protilatky (Abcam, ab9110) 1 hod, 4°C. Nasledn¢ jsme ptidali 20 pl promyté protein
A sepharosy a inkubovali 3 hod pti 4°C.

Pii pouziti magnetickych kulicek protein A dynabeads (Invitrogen, kat.c. 100.02D),
jsme nejprve inkubovali lyzat s anti-HA protilatkou 4 hod, 4°C a nasledn¢ 30 min
s 35 ul magnetickych kuli¢ek 3x promytych LB2 pufrem.

V piipadé TAP tagu staCilo smichat lyzat s 30 pl IgG dynabeads magnetickymi
kulickami (Invitrogen, kat. ¢. 110.41) 3x promytymi v 0,5% BSA v LB2 pufru a

inkubovat pii 4°C pies noc.
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K izolaci precipitovaného materidlu Ize také pouzit dva odlisné zplsoby. V prvnim
pfipad¢ jsme matrici promyvali postupné dvakrat LB2 pufrem, dvakrat lysis500
pufrem (50 mM HEPES, 1 mM EDTA, 500 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,1%
deoxycholat sodny, pH 7,6), dvakrat LiClI/NP-40 pufrem (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, 250 mM LiCl, 1% Nonidet P-40, 1% deoxycholat sodny, pH 8), a jednou TE
pufrem (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8). Nakonec jsme precipitovany
material z matrice eluovali dvakrat do 100 pl eluéniho pufru (50 mM Tris-HCI, 10
mM EDTA, 1% SDS, pH 8), vzdy s inkubaci 10 min ptfi 95°C. Do inputu jsme
ptidali 170 ul TES pufru (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1% SDS, pH 8) a dale
zpracovavali stejné jako IP.

Nésledovalo odstranéni vazby mezi DNA a proteiny (pfes noc pii 65°C), inkubace
s RNazou A (1 hod, 37°C; Thermo Scientific) a Proteindzou K (2 hod, 55°C; Roche).
Samotnou DNA jsme pak izolovali pomoci fenol-chloroformové extrakce a
precipitace acetatem sodnym a ethanolem v piitomnosti glykogenu.

Rychlejsi metodu izolace precipitované DNA piedstavuje pouziti Chelexu 100
(Bio-Rad, kat. ¢. 142-1253). Matrici jsme Sestkrat promyli IP pufrem (50 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0,5% Nonidet P-40, pH
7,5) a resuspendovali do 10% Chelexu 100. Inkubovali jsme 10 min pii 95°C, dale
s Proteindzou K (30 min, 55°C, 1 000 rpm) a znovu 10 min, 95°C. Centrifugovali
12 000 rpm, 1 min pii pokojové teploté a v supernatantu byla precipitovana DNA.
Mnozstvi a Cistotu izolované DNA jsme stanovili spektrofotometricky
(NanoDrop2000; Thermo Scientific) a dale analyzovali pomoci qPCR (viz 2.3.6.2)
nebo DNA microarray (viz 2.3.8).

2.3. Techniky manipulace s nukleovymi kyselinami

2.3.1. Izolace a purifikace DNA

2.3.1.1. Izolace chromozomalni DNA S. pombe

Protokol jsme upravili na zakladé prace (Hoffman a Winston, 1987). Bunky narostlé
do saturace jsme sklidili centrifugaci (3 000 rpm, 3 min, 4°C) a pelet promyli
destilovanou vodou. K buikam jsme pfidali 200 pl lyza¢niho roztoku (2% Triton
X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8), 200 ul
smési fenol:chloroform:izoamylalkohol (25:24:1, pH 7,9) a 0,3 g sklenénych kulicek
(Sigma, 425-600 um). Bunky jsme drtili ve FastPrep24 (MP biomedicals) 2x 20 sec
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pfi rychlosti 5. Pridali jsme 200 pl TE pufru (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8),
centrifugovali a odebrali vodnou fazi. K té jsme ptidali 1 ml 96% ethanolu a
centrifugovali. Pelet jsme resuspendovali v 400 ul TE pufru, pfidali 3 ul RNazy A
(Thermo Scientific) a inkubovali 5 min ve 37°C. Poté jsme DNA precipitovali
pomoci 10 pul 4 M acetatu amonného a 1 ml 96% ethanolu. Precipitovanou DNA
jsme rozpustili do vody a koncentraci stanovili na NanoDrop2000
(ThermoScientific).

Metodu rychlé izolace chromozomalni DNA pro ucely PCR jsme pievzali z prace
(Looke et al., 2011). Takto izolovanou DNA jsme pouzivali jako alternativu misto

celych bunék pro colony PCR.

2.3.1.2. Izolace plasmidové DNA z E. coli

Pokud jsme potiebovali izolovat mnozstvi plasmidu z vétSiho objemu kultury,
vyuzili jsme metodu alkalické lyze podle (Birnboim a Doly, 1979). Bakterialni
kulturu kultivovanou v pfislusném mediu jsme centrifugovali (4 400 rpm, 10 min,
4°C), sediment resuspendovali v X ml roztoku I (25 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM
EDTA-NaOH, 1% glukoza), a pfidali 2X ml roztoku II (1% SDS, 0,2 M NaOH).
Inkubovali jsme 5 min v pokojové teploté, aby buinky zlyzovaly. Nasledné jsme
ptidali 1,5X ml roztoku III (3 M octan draselny, 2 M kys. octova; pH 4,8-5,4) a
inkubovali 15 min. Objem X jsme volili podle vychoziho objemu bakterialni kultury:
0,5-1 ml pti 10 ml kultury, 2-4 ml pii 50 ml kultury a 4-8 ml pti 200 ml kultury.
Smés jsme centrifugovali, supernatant jsme smisili s 0,6 objemu isopropanolu a opét
centrifugovali. Sediment jsme rozpustili ve vod¢, ptidali stejny objem 10 M LiCl,
inkubovali 20 min v -80°C a precipitované proteiny odstranili centrifugaci (15 000
rpm, 5 min, 4°C). Plasmidovou DNA ze supernatantu jsme vysrdZeli stejnym
objemem 96% ethanolu.

Z kultury do objemu 2 ml jsme plasmidy izolovali pomoci kitu NucleoSpin Plasmid
(Macherey-Nagel). Tento kit jsme pouzivali i pro purifikaci plasmidové DNA pred
sekvenaci.

Izolované plasmidy jsme vZzdy ovétfovali restrikénim $tépenim a elektroforetickou

analyzou.
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2.3.1.3. Purifikace DNA

Fragmenty DNA jsme z agarozového gelu izolovali pomoci kitu NucleoSpin Extract
(Macherey-Nagel). Tento kit jsme pouzivali také pro piecistovani fragmentia DNA
po PCR reakci a dalSich enzymatickych reakcich.

K purifikaci DNA jsme alternativn¢ pouzivali postup precipitace DNA pomoci 3 M
octanu sodného a 96% ethanolu. V ptipadé malého mnozstvi DNA v reakci nebo
kratkych fragmenti DNA jsme jako koprecipitans ptidali glykogen ve vysledné
koncentraci 0,05-1 pg/pl.

2.3.2. Enzymy modifikujici DNA

Enzymy uvedené v Tab. 2.5 jsme pouzivali podle pokynl vyrobce. Klonovani
fragmentti DNA do vektorti jsme provadéli s vyuzitim T4 DNA ligazy.
Radioaktivné znacené DNA proby jsme piipravili pomoci T4 polynukleotid kinazy a
y-*2P-ATP (4500 Ci/mmol, 10 pCi/ul). Volné radioaktivni nukleotidy jsme odstranili
purifikaci na kolonce NICK Columns (G-50 DNA Grade, Amersham).

Tab. 2.5 Pouzité enzymy modifikujici DNA.

Enzym Vyrobce
restrikéni endonukleazy
Ndel, Smal, EcoRlI, Hindlll | Thermo Scientific
T4 DNA ligaza Thermo Scientific
T4 polynukleotid kinaza Thermo Scientific

2.3.3. lzolace a purifikace RNA

Celkovou RNA jsme z bungk S. pombe izolovali kitem MasterPure™ Yeast RNA
Purification Kit (Epicentre Biotechnologies) podle instrukci vyrobce. Optimalnimu
mnozstvi bunék pro izolaci odpovida 1-1,5 ml kultury. Cistotu a koncentraci

izolované RNA jsme stanovili na NanoDrop2000 (Thermo Scientific).

2.3.4. Reverzni transkripce

Reverzni transkripci jsme provadéli s vyuzitim kitu RevertAid™ First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific) dle pokyni vyrobce. Do reakce jsme vlozili 2 pg
RNA a jako primery jsme pouzili ndhodné hexanukleotidy. Ze vzorku s nejvys$sim

mnozstvim izolované RNA jsme ptipravovali ,,no RT* kontrolu, tj. reakci bez ptidani
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reverzni transkriptazy. Tato kontrola ukazuje na pfitomnost kontaminujici DNA ve

vzorku.

2.3.5. Agarozova elektroforéza DNA

Fragmenty DNA jsme separovali na 1-2,5% agarozovém gelu (SeaKem LE Agarose,
Cambrex) v 1x TAE pufrovém systému (40 mM Tris, 20 mM Kkys. octova, 2 mM
EDTA, pH 8,5). Aplikovali jsme napéti 3-10 V/cm. Gely jsme barvili v ethidium
bromidu (ca 0,5 pg/ml) a fotografovali v prochazejicim UV zateni.

Do vzorki jsme piidavali vzorkovy pufr 6x Orange Loading Dye (Thermo Scientific,
kat. €. R0631) nebo 6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific, kat. ¢. R0611). Jako
standardy velikosti a mnozstvi fragmenti DNA jsme nanaseli GeneRuler'™ DNA
Ladder Mix (Thermo Scientific, kat. & SM0331), GeneRuler ™ 50 bp DNA Ladder
(Thermo Scientific, kat. & SM0371) nebo GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific, kat. ¢. SM0311).

2.3.6. PCR a kvantitativni PCR

2.3.6.1. PCR

Do PCR reakci jsme piidavali primery (viz ptilohy Tab. 7.1) ve vysledné koncentraci
0,5-1 uM a Mg** jsme pouzivali v koncentraci 2,5-3 mM. V piipadé ov&fovéni
primerti pro qPCR jsme primery dodavali v koncentraci 0,3 uM a 4 mM Mg2+.
Enzym Taq DNA polymerase (Thermo Scientific) jsme piidavali do reakci dle
instrukci vyrobce. PCR reakce jsme inkubovali v pfistroji Peltier PTC-200 gradient
thermal cycler (MJ Research) nebo Veriti cycler (Applied Biosystems). Pouzité
programy jsou uvedené v Tab. 2.6.

PCR produkty vloZené do vektort jsme sekvenovali, abychom vylouc¢ili pfitomnost

mutaci.

Tab. 2.6 Piehled pouzitych programt PCR.

Program PCR Aplikace

95°C 5 min, CDbf12(395-465) z genomické
25/35x (94°C 30 sec, 53°C 30 sec, 72°C 1 min), | DNA (25 cykli); colony PCR (35
72°C 5 min cykla); 3.1.1.1.

95°C 1 min, ovefovani primert (30 cykll);
30/35x (95°C 15 sec, 60°C 30 sec, 72°C 20 sec), | ptiprava prob na EMSA (35
72°C 2 min cykli; 3.5.1.1.)
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95°C 5 min, ovéteni nepiitomnosti cbfll (3.8.)
35x (94°C 30 sec, 54°C 30 sec, 72°C 1 min),
72°C 5 min

95°C 5 min, uréeni parovaciho typu
35x (94°C 30 sec, 53°C 30 sec, 72°C 1 min),
72°C 5 min

2.3.6.2. gPCR

Reakce kvantitativni PCR jsme poustéli na piistroji Light Cycler LC480 (Roche)
v 384 jamkovych destickach. Reakce o objemu 10 pl se skladaly z MESA GREEN
gPCR Master Mix Plus for SYBR® Assay No Rox (Eurogentec), primert
Vv koncentraci 0,3 uM, templatové DNA a vody. V ptipadé DNA z chromatinové
imunoprecipitace jsme do reakci déavali celkem 20 ng, v pfipadé cDNA jsme
pridavali 0,01 pl zreakce reverzni transkripce (2.3.4.). VSechny reakce jsme
provadéli v triplikatech.

Program pfistroje jsme volili nasledujici: 95°C 5 min, 40x (95°C 15 sec, 60°C 30
sec, 72°C 20 sec).

Primery uvedené v ptiloze v Tab. 7.1 jsme vzdy testovali nejprve na genomické
DNA v koncentracich v rozsahu 5-6 fadi. U¢innost amplifikace pro dany par
primerQ stanovenou na zaklad¢ standardni kiivky jsme poté pouzivali ve vypoctech.
Pokud jsme jako templat pouzivali cDNA, stanovili jsme ucinnost amplifikace paru
primert také na tomto templatu. Pouze pary primert s G¢innosti v rozmezi 95-105%
jsme pouzivali pro dal§i méteni.

Relativni kvantitu konkrétniho useku DNA nebo cDNA jsme stanovili komparativni

metodou AACp s korekci ucinnosti (Pfaffl, 2001). Postupovali jsme podle nasledujici

rovnice:
— Cp -
EREF REF
EGEIL,S‘pGeuX _\
relativni kvantita = C
~ E. - Prer 7]
F
E. Cbey 1B

— Cirl
V dané rovnici E pfedstavuje Gi€innost amplifikace paru primerd, Cp (crossing point)
relativni miru koncentrace amplifikované DNA ve vzorku, REF (reference)
endogenni kontrolu. Do ¢4sti A se dosadi hodnoty pro testovany par primerti (GenX),

do casti B hodnoty kontrolniho paru primert (Ctrl, tzv. kalibrétor).
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Vysledky chromatinové imunoprecipitace jsme vyjadiili bud’ jako % inputu (ACp,

pouzita pouze c¢ast A rovnice, kde REF = input) nebo jako nabohaceni vuci

kontrolnimu tuseku (AACp, REF = pfislusny input). Pfi méfeni exprese genli jsme

vyuzili jen ¢ast A rovnice, kde REF ptedstavuje actl.

2.3.7. Plasmidy

V této praci jsme pouzivali nasledujici vektory (Obr. 2.1, Obr. 2.2) a plasmidy (Tab.

2.7).

lacZa ATG
M13R 5 Hnldlll WI S.cll i-IHI &ial

CAG GAA ACA GCT ATG AC|C ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
Grc TGT _CGA TAC TGGTAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

TT CGG CTT AAG ACG
Ava |
PaeR7 |
EcoRV B?(l NT" Xhol Ndllxbll Apal
A@Th (X‘AT(‘ACACTG!G!!GX!&TCGAG(‘AT@AHCT ABAG!!Q&:MT TCA|CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGBC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA
A
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT TA CAAT TCA|CTQ GCC GTC GTT TTA CJAA CQGT CGT GAC TGA GAA AAC
\TQ\CT‘CA&ATAA QTTA AGT [GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Obr. 2.1 Vektor pCR®2.1 z kitu TA Cloning (Invitrogen).
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Obr. 2.2 Vektory série pREP41/42 pro thiaminem kontrolovanou expresi N-koncové
znacenych proteinti v S. pombe (Craven et al., 1998).

Tab. 2.7 Plasmidy vytvotfené nebo pouzité v této praci.

Jméno | Vektor Popis Zdroj/metoda klonovani
pJR10 | pREP42EGFPN | Cbf11 cDNA, bez intronu | (Oravcova et al., 2013)
pMP66 | pREP4A2EGFPN | Cbf11DBM (R318H) (Oravcova et al., 2013)
pMTO02 | pREP4A2EGFPN | Cbfl11(A1-172) (Oravcova et al., 2013)
pMP34 | pREP42EGFPN | Cbf12 (Prevorovsky et al., 2009)
pMT15 | pREP42EGFPN | Cbf12DBM (R644H) (Oravcova et al., 2013)
PMP67 | pREP42EGFPN | Cbfl12(A1-394) (Oravcova et al., 2013)
pMTO04 | pREP4A2EGFPN | Cbf12(A1-465) (Oravcova et al., 2013)
pMaP05 | pREP42EGFPN | Cbf12(395-465) Ndel/Smal
pMaP04 | pCR2.1 Cbf12(395-465) TA cloning (Invitrogen)
pMaP01 | pPREPA2MHN | Cbf12(A1-394) (Prevorovsky et al., 2011)
pJRO7 | pREP41HAN Cbf11 cDNA, bez intronu | (Oravcova et al., 2013)
pMP64 | pPREPA1HAN Cbf11DBM (R318H) (Oravcova et al., 2013)
pMP31 | pREP41HAN Cbf12 (Oravcova et al., 2013)
pMT09 | pREP41IHAN Cbf12DBM (R644H) (Oravcova et al., 2013)
PMP74 | pREP42EGFPN | B-galaktosidazovy (Oravcova et al., 2013)

reportér pod kontrolou

minimalniho promotoru

se 3 elementy RBP

(sense-sense-antisense)
pMP88 | pREP42EGFPN | B-galaktosidazovy (Oravcova et al., 2013)

reportér pod kontrolou
minimalniho  promotoru
se 3 elementy DEL2
(sense-sense-sense)
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2.3.8. DNA microarray

Chromatinovou imunoprecipitaci néasledovanou kvantifikaci na DNA microarray
(ChlIP-chip) jsme vyuzili k hledani vazebnych mist proteint CSL v genomu S. pombe
in vivo. Precipitovany material DNA (viz 2.2.5) jsme amplifikovali pomoci random
PCR (Bernstein et al., 2004). 500 ng amplifikované DNA z inputu a IP jsme oznadili
inkorporaci Cy-3 nebo Cy-5 dCTP s vyuzitim kitu DNA Bioprime labelling system
(Invitrogen) a purifikovali na kolonce (Invitrogen, PureLink PCR purification Kit).
Hybridizaci a promyvani microarray jsme provedli podle doporuceni vyrobce.
Pouzili jsme 4x44K S. pombe Genome ChIP-on-chip Microarray (Agilent). Jedna
microarray obsahuje 44 tisic prob dlouhych 60 nukleotidd, které pokryvaji cca 85%
nerepetitivniho genomu S. pombe, pii¢emz proby jsou od sebe vzdaleny piiblizné
290 bp. Abychom ziskali intenzitu fluorescen¢niho signalu vSech prob, scanovali
jsme microarray na scaneru GenePix 4000B srozliSenim Sum. Naslednou
normalizaci a analyzu dat jsme provadéli ve statistickém prostiedi R
(www.R-project.org). Pro jednotlivé proby jsme spocitali pomér IP/input a pomér
signalti namapovali na genom. Hledani signifikantnich signalii vazby proteini CSL
na DNA jsme provedli pomoci programu ChIPOTle (Buck et al., 2005) s nastavenim
peak height cutoff 1, window 800 bp, step size 200 bp.

2.3.9. EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

Pro sledovani interakce proteinu a DNA in vitro jsme pouzivali nativni lyzaty
zbunék S.pombe (viz 2.2.1.1). Dvoufetézcové DNA proby jsme nechali
nasyntetizovat nebo pfipravili pomoci PCR amplifikace a precipitace v pfitomnosti
glykogenu. Nasledn& jsme je terminalnd oznagili pomoci y-2P-ATP (viz 2.3.2).
Pouzité proby jsou uvedeny v Tab. 2.8.

Reakéni smés jsme pfipravili ze 2 ng radioaktivné znacené proby, shift pufru
(25 mM HEPES, 34 mM KCI, 5 mM MgCl,, pH 7,6) a 20 ng sonikované ssDNA
(salmon sperm DNA). Smés jsme pfidali k nativnimu lyzatu (az 230 pg), pfipadné
jsme dodali neznaeny kompetitor (az 1 pg) a inkubovali 20 min na ledu. Takto
pfipravené vzorky jsme separovali na nativnim 5% polyakrylamidovém gelu v 0,5X
TBE pufru (44,5 mM Tris, 44,5 mM kys.borita, 1 mM EDTA, pH 8) pii 3 W po dobu
nekolika hodin. Gely jsme vizualizovali pomoci expozi¢ni kazety Kodak K (Kodak)

a pristroje Molecular Imager PharosFX (Bio-Rad).
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Pro supershiftové experimenty jsme pfipravili nativni lyzaty bez DTT a ty jsme po

dobu 1 hod inkubovali na ledu s1 pg protilatky anti-GFP (Invitrogen, kat. ¢.
A-11120) nebo s 1 ug protilatky anti-TAP (GenScript, A00683). Poté jsme pridali

reak¢ni smés a inkubovali 20 min pred separaci na gelu.

Tab. 2.8 Sekvence DNA prob pouzitych v experimentech EMSA. Sekvence jsou
uvedené v5’- 3’sméru, F — forward, R — reverse. U prob ze sekvenci
identifikovanych metodou ChIP-chip, které jsme ziskali pomoci PCR, jsou v tabulce
uvedeny kombinace primert (Tab. 7.1) pouzitych pro PCR.

Préoba

Sekvence

Popis

RBP-F

ACAAGGGCCGTGGGAAATTTCCTAAGCCTC

mysi promotor
RBP-Jk (Oswald et
al., 1998)

RBP-R

GAGGCTTAGGAAATTTCCCACGGCCCTTGT

mysi promotor
RBP-Jk (Oswald et
al., 1998)

DEL-F

ATAATCCGGGCCCAACAAACAGAAACGGCC

odvozeno z KSHV
proby,  mutované
misto pro proteiny
CSL (Ptevorovsky
et al., 2009)

DEL-R

GGCCGTTTCTGTTTGTTGGGCCCGGATTAT

odvozeno z KSHV
proby,  mutované
misto pro proteiny
CSL (Ptevorovsky
et al., 2009)

DEL2-F

CTAGACAAGGGCCCCAGCAAATTTCCTAAG
CCTC

odvozeno z RBP
proby, mutované
misto pro proteiny
CSL, Nhel ptesahy

DEL2-R

CTAGGAGGCTTAGGAAATTTGCTGGGGCCC
TTGT

odvozeno z RBP
proby, mutované
misto pro proteiny
CSL, Nhel ptesahy

C1450.16¢-F

ACAAATGTTTTTTCCCACGGATGTAATCGT

promotor genu
ptll”

C1450.16¢-R

ACGATTACATCCGTGGGAAAAAACATTTGT

promotor genu
ptl1”

ste6-F

CGATTACATCCGTGGGAAAAAACATTTGTT

promotor genu
ste6 ™

ste6-R

AACAAATGTTTTTTCCCACGGATGTAATCG

promotor genu
ste6 ™

c1739.08-F

ACACCACCGTCTTCCCACAATTTGAATGGG

promotor genu
SPCC1739.08c
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c1739.08-R CCCATTCAAATTGTGGGAAGACGGTGGTGT | Promotor genu
SPCC1739.08c

c1f8.02c-F CATCAATCTTAGTGGGAACATAAGAAGTTA | Promotor genu
SPAC1F8.02c

c1f8.02c-R TAACTTCTTATGTTCCCACTAAGATTGATG | Promotor genu
SPAC1F8.02c

amplikon C mp100, mp101

amplikon D map37, map38

amplikon C-D | mp100, map38

amplikon J mp108, mp109

amplikon K map74, map75

amplikon J-K | mp108, map75

amplikon O map55, map56

amplikon P mapl13, mapl4

amplikon O-P | map55, map14

2.3.10. Priitokova cytometrie

Ptiprava bunék na mikroskopii probihala podle (Sazer a Sherwood, 1990). Buiky

jsme fixovali 70% ethanolem, rehydratovali v 50 mM citratu sodném a inkubovali

s RN4zou A (Thermo Scientific). Nakonec jsme pfidali propidium jodid na finalni

koncentraci 2 pg/ml a pfed mefenim buiiky sonikovali 3 min ve vodni 14zni Teson 10

(Tesla). Obsah DNA jsme méfili na pfistroji Becton Dickinson LSR II vzdy na

10 000 buikach pro kazdy vzorek. Data jsme analyzovali pomoci softwaru DiVa

(BD Biosciences) nebo WinMDI 2.9 (The Scripps Research Institute).

2.4. Mikroskopie

Zivé buiiky exprimujici proteiny znadené EGFP jsme imobilizovali na skli¢ku slabou

vrstvou agardézového gelu a pozorovali pod fluorescenénim mikroskopem Olympus

IX81 s vyuzitim cell*R 2.6 softwaru (Olympus).
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2.5. Bioinformatické nastroje a software

2.5.1. Databaze a webové nastroje

Sekvence S. pombe jsme ziskali z databaze Pombase (www.pombase.org; Wood et
al., 2011; Wood et al., 2002).

Primery pro PCR a gPCR jsme navrhovali spomoci PrimerQuest a Oligo
Analyzer 3.1 (IDT SciTools). Unikatni vyskyt sekvence primeru jsme ovéfovali
pomoci algoritmu BLAST (NCBI).

Alignmenty sekvenci, zejména pii kontrole plasmidii sekvenaci, jsme vytvareli
Vv nastroji ClustalW2 (Larkin et al., 2007).

Pro vypocet molekulové hmotnosti useku DNA jsme zvolili nastroj

DNA/RNA/Protein Molecular Weight Calculator (Current Protocols).

2.5.2. Software

In silico klonovani a manipulace DNA jsme provadéli v programu Clone Manager 9
(Scientific and Educational Software).

Pro navrhovéni primert, vyhledavani kratSich usekt v sekvencich a piekladu do
sekvence aminokyselin jsme vyuZili Gene Runner 3.05 (Hastings Software, Inc.).
Sekvena¢ni  chromatogramy jsme prohlizeli v programu Chromas Lite
(Technelysium Pty Ltd).

Gely snimané pomoci Molecular Imager PharosFX (Bio-Rad) jsme zobrazovali v
softwaru Quantity One 4.6.5 (Bio-Rad) a denzitometrické vyhodnoceni radioaktivné

znacenych geld jsme provedli v programu Image Quant TL (GE Life Sciences).
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3. Vysledky

3.1. Lokalizace proteinii CSL a jejich mutantnich variant

N-terminalni ¢ast proteini CSL v S. pombe ma zfejmé funkéni vyznam. Tento usek
proteinu pravdépodobné postrada stabilni terciarni strukturu, obsahuje nékolik
potencialnich regulacnich motivli,, napiiklad fosforylacni mista, a negativné
ovlivituje vazbu na DNA in vitro v pfipad¢ proteinu Cbfl2 (Pievorovsky et al.,
2011). Abychom zjistili vice informaci o roli této N-koncové ¢asti, vytvofili jsme
nékolik delec¢nich variant proteinit Cbfl1 a Cbfl2. Zkoumali jsme také dalsi varianty

proteini CSL.

3.1.1. Mutantni varianty proteinti Cbfl1 a Cbf12

Delecni varianty genti kodujicich proteiny Cbfl1 a Cbfl12, jimz byla odstranéna cela
N-terminalni ¢ast pied RHR-N doménou, vytvoril Mgr. Mikolas Teska v ramci svého
diplomového projektu (Cbfl11(A1-172) a Cbfl12(A1-465); Teska, 2012). Zkraceninu
Cbf12(A1-394), které je ponechana mensSina N-termindlni casti proteinu, jsem
pfipravila béhem magisterského studia (Ptackova, 2010). Dr. Pfevorovsky a Mgr.
Teska provedli pfipravu proteinii Cbfl1 a Cbf12 s bodovou mutaci v DNA vazebné
doméné (DBM), ktera zplsobuje ztratu schopnosti proteinu vazat se na DNA. Tato
mutace je analogickd mutaci v mysim proteinu rodiny CSL (RBP-Jx) a jde o zdménu
argininu za histidin v konzervované BTD doméné (Chung et al., 1994). V piipadé
Cbfl11 je zaména na pozici R318H a pro Cbfl2 jde o R644H (Teska, 2012). Schéma
konstruktli je znadzornéno na Obr. 3.1.

Aby bylo mozZzné vizualizovat lokalizaci proteinli v bufice, vloZzili jsme vSechny
konstrukty proteini CSL do vektoru pREP42EGFPN (Craven et al., 1998) pro
N-termindlni znaceni fluorescencni znackou EGFP. Exprese genti z téchto plasmidil
je fizena stfedné silnym promotorem nmtl, regulovatelnym pfitomnosti thiaminu

v mediu. Produkce proteinti byla ovéfena pomoci western blotu (Obr. 3.2).
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613 aa
—— DR — Cbf11

R318H

Cbf11(DBM)
DA — Cbf11(A1-172)

963 aa

DS — Cbf12

RG44H

GRS Cbi12(DBM)

— DR — Cbf12(A1-394)
DR — Cbf12(A1-465)

Obr. 3.1 Schématické zobrazeni mutantnich variant proteini CSL. Zelené je
vyznac¢ena amino-termindlni RHR-N doména (Rel homology region), Cervené beta
trefoil doména (BTD). Zakreslena je také pozice bodové mutace v doméné¢ BTD
ovlivitujici DNA-vazebnou aktivitu. Schéma vytvotil Dr. Martin Pfevorovsky.
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Obr. 3.2 Ovéfeni produkce N-koncové EGFP-tagovanych proteintt western blotem.
Bunééné lyzaty byly déleny na 7,5% polyakrylamidovém gelu. Western blot
s protilatkou anti-PSTAIRE detekujici Cdc2 slouzi jako kontrola nanasky.

Dr. Pievorovsky prokazal, Ze proteiny Cbfll a Cbfl2 o plné délce se vyskytuji
Vv bunééném jadie (Prevorovsky et al., 2009). Abychom zjistili, zda je bunécna
lokalizace ovlivnéna odstranénim N-termindlni ¢asti, provedli jsme mikroskopické
pozorovani EGFP-tagovanych proteini CSL. Jak je patrné z Obr. 3.3, u proteint
Cbfl11(A1-172) a Cbf12(A1-465) vedla delece N-terminalni ¢asti k lokalizaci v celé
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buiice véetn¢ jadra. Zajimavé je, ze protein Cbfl12(A1-394), kde je ponechana ¢ast
N-termindlni sekvence, zlstava lokalizovan pouze v jadre.
Bodovéa mutace v DNA vazebné doméné¢ nema vliv na stabilitu (viz Obr. 3.2) ani na

lokalizaci proteinu v burice (Obr. 3.3).

Cbf11 Cbf11(DBM)  Cbf11(A1-172) Cbf12 Cbf12(DBM) Cbf12(A1-394) Cbf12(A1-465)
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Obr. 3.3 Lokalizace EGFP-tagovanych variant proteini CSL v bunice. V hornim
panelu je zobrazena fluorescence EGFP, ve stiednim panelu Nomarského
diferencialni interferencni kontrast (DIC). V grafech dolniho panelu je vynesena
intenzita fluorescenéniho signalu EGFP v podélné ose bunky, ktera je v hornim
panelu oznafena *. M¢fitko piedstavuje 10 pm. Provedeni experimentu Dr.
Pievorovsky a Mgr. Teska.

3.1.1.1. Priprava konstruktu Cbf12(395-465) a jeho lokalizace

Usek proteinu Cbf12 mezi aminokyselinami 395-465 vyznamné ovliviiuje lokalizaci
proteinu Cbfl2 v bunce. Ztoho davodu jsme se rozhodli piipravit konstrukt
EGFP-Cbf12(395-465) a ovéfit, Ze tato sekvence je sama o sobé& dostateéna pro
jadernou lokalizaci a zfejmé obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal.

Z genomické DNA S. pombe jsme metodou PCR namnozili pozadovany usek Cbf12
s pomoci primerd, kde jsou na okraje sekvence komplementarni k tiseku Cbfl2
vloZzena restrikéni mista Ndel (forward primer) a Smal (reverse primer). Reverse
primer musi pied sekvenci pro budouci restrikéni misto Smal obsahovat terminacni
kodon, a je také tieba zachovat ¢teci ramec v celém vysledném konstruktu tak, aby
translaci vznikl fazni produkt EGFP-Cbf12(395-465).

Produkt PCR odpovidajici velikosti jsme klonovali do vektoru pCR2.1 pomoci TA
cloning kitu a T4 DNA ligazy. Produkty ligace jsme transformovali bakterie E.coli a

v nékolika nezavislych koloniich jsme provedli ovéfeni pfitomnosti inzertu pomoci
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colony PCR. Z pozitivnich kolonii jsme vyizolovali plasmid a sekvenaci vyloucili
vyskyt mutaci v inzertu Cbf12(395-465). Plasmid jsme oznacili pMaP04.

Cilovy vektor pREP42EGFP a plasmid pMaP04 obsahujici inzert Cbf12(395-465)
jsme Stépili restrik¢nimi endonukleazami Ndel a Smal. Pozadované fragmenty jsme
extrahovali z agar6zového gelu a ligovali T4 DNA ligazou. Produkty ligace jsme
vlozili do bunék E.coli a inzert Cbf12(395-465) opét ovéfili pomoci colony PCR,
sekvenace a také restrikéné pomoci endonukleaz EcoRI a Hindlll (Obr. 3.4).
Vysledny plasmid pREP42EGFP-Cbf12(395-465) nese oznaceni pMaP05. Plasmid
pMaP05 jsme vnesli do bunék S. pombe (dcbfi1 Achf12) a produkci N-koncové

znaCeného proteinu Cbf12(395-465) jsme ovéfili western blotem. Zaroven jsme

provedli mikroskopii fluorescen¢ni znacky EGFP, abychom ur¢ili lokalizaci tohoto
proteinu (Obr. 3.4).
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Obr. 3.4 (A) Restrikéni ovéfeni plasmidu pMaP05. Oc¢ekavané velikosti fragmentt
po Stépeni endonukleazou EcoRI byly 8019 bp a 1200 bp, po $tépeni enzymem
Hindlll 6438 bp, 1758 bp a 1023 bp. Fragmenty DNA jsme separovali na 1%
agarézovém gelu, jako standard velikosti jsme pouzili GeneRuler™ DNA Ladder
Mix (Thermo Scientific). (B) Ovéteni produkce EGFP-Cbf12(395-465) western
blotem. 7,5% polyakrylamidovy gel, detekce anti-PSTAIRE protilatkou pouzita jako
kontrola nanasky. (C) Lokalizace EGFP-Cbf12(395-465) v buiice (horni panel);
Nomarského diferencialni interferenéni kontrast (DIC; stfedni panel). Intenzita
signdlu EGFP v podélné¢ ose bunky oznacené Vv hornim panelu * (dolni panel).
Meéritko predstavuje 10 um.
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3.2. Vazba proteinu Cbf12 na DNA in vitro

Pro protein Cbfll jsme prokazali pfimou a specifickou vazbu na kanonicky
CSL-responzivni element (proba RBP) in vitro. V ptipadé Cbf12 o plné délce se toto
nepodafilo a vazbu na DNA jsme pozorovali pouze pro deleCni mutantu
Cbf12(A1-394). Vazbu na sekvence z genomu S.pombe jsme zkoumali pouze
nepfimou metodou pomoci neznacené¢ho kompetitoru (Prevorovsky et al., 2009;
Ptackova, 2010). Proto jsme testovali vazbu zkraceniny Cbfl2 na useky
z promotorovych oblasti vybranych gent S. pombe, které jsou piimo radioaktivné

znacené y-?P (Obr. 3.5).

A
RBP ACAAGGGCCGTGGGAAATTTCCTAAGCCTC
DEL ATAATCCGGGCeccaAcAAACAGAAACGGCC
c1450.16c  ACAAATGTTTTTTCCCACGGATGTAATCGT
c1739.08 ACACCACCGTCTTCCCACAATTTGAATGGG
ste6 CGATTACATCCGTGGGAAAAAACATTTGTT
c1f8.02¢ CATCAATCTTAGTGGGAACATAAGAAGTTA
B
RBP €1450.16¢ €1739.08 RBP DEL ste6 c1f8.02c  prdba
— — —100x — —100x — — 100x — — —100x — —100x — — 100x kompetitor

- | | | | HisMyc-Cbf12(A1-394)

= | |
P e (T ey m—

WB: anti-His

Obr. 3.5 Vazba Cbf12(A1-394) na useky z promotorovych oblasti gent S. pombe
obsahujicich CSL-responzivni element. (A) Sekvence prob pouzitych v experimentu
EMSA v orientaci 5’-3". Tu¢né je vyznaen CSL-vazebny element, u proby DEL
jsou malymi pismeny zaznamenany mutace. (B) ZvySujici se mnozstvi lyzatu
z bunek Acbf11 Acbf12 exprimujicich zkraceninu Cbf12 z plasmidu bylo inkubovano
s radioaktivné znaCenymi proébami a S neznacenym kompetitorem (ve stondsobném
nadbytku oproti zna¢ené probg). Na proby RBP, ¢1450.16¢ a ste6 se protein vaze, na
proby ¢1739.08 a c118.02 nikoli. Préba DEL, kterd obsahuje mutované kanonické
CSL-vazebné misto je pouzita jako kontrolni. Symbolem * je oznacen nespecificky
signal, ktery je pfitomny také ve sloupci bez bunééného lyzatu, symbol 4 oznacuje
specificky signal vazby Cbfl12(A1-394). w = jamky, p = volna radioaktivni proba.
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(C) Overteni produkce proteinu Cbf12(A1-394) z plasmidu. Jako kontrola je pouzit
lyzét z bun¢k Achf11 Acbf12.

Aminokyselinové  zbytky = metazoalnich  proteint CSL  nutné  pro
sekven¢né-specifickou vazbu na DNA jsou plné konzervovany jak u Cbfll, tak i u
Cbf12 (Kovall a Hendrickson, 2004; Pievorovsky et al., 2007). Davodi, proé¢
nedetekujeme vazbu Cbf12 na DNA, mize byt vice. Jednim z moznych vysvétleni
muze byt, Ze stavajici podminky in vitro jsou pro vazbu proteinu Cbf12 o plné délce
suboptimalni.

Abychom tuto moznost potvrdili nebo vyvratili, testovali jsme vazbu Cbf12 na DNA
za pouziti zvySeného mnozstvi bunééného lyzatu (2,7x vice nez obvykle) z bunck
Achf11 Achf12 produkujicich z plasmidu Cbfl2 o plné délce. V takto upraveném
experimentu jsme signal vazby Cbfl2 na probu RBP obsahujici kanonicky
CSL-responzivni element detekovali, jak je patrné z Obr. 3.6 (sloupec 5). Tato vazba
je kompetovatelnd nadbytkem neznacené proby RBP, nikoli v§ak nadbytkem proby
DEL2, jejiz CSL-vazebny element je mutovany. Proba DEL2 je odvozena od proby
RBP, zatimco proba DEL pouzita v Obr. 3.5 je neptibuzna probé RBP (Prevorovsky
et al., 2009). Mutace CSL elementu jsou u obou prob, DEL i DELZ2, stejné. V ptipadé
proteinu Chf12 se tedy také jedna o sekvencné specifickou vazbu na DNA, ktera ma
v§ak v porovnani svazbou CDbfll nizsi afinitu k probé RBP (vazba Cbfll je
kompetovatelna neznaenym kompetitorem v nadbytku 5x - 20x, zatimco vazba
Cbf12 100 - 500x).

S cilem ujistit se, Ze jde skute¢né o vazbu celého proteinu Cbf12 a ne pouze produktu
jeho proteolytického S$tépeni, provedli jsme supershift s proteiny Cbfl2 a
Cbf12(A1-394), obéma znafenymi na N-konci EGFP-tagem (Obr. 3.7). V piipadé
Cbf12(A1-394) jsme detekovali celkem tii signaly rizné intenzity, coz mlize odrazet
posttranslacni modifikace nebo produkty proteolyzy (sloupce 6, 7, 8 Obr. 3.7). Po
pfidani anti-GFP  protilatky se sice nevytvofil supershiftovy komplex
protein:DNA:protilatka, ale doslo k zablokovani tvorby nejvétsStho komplexu
protein:DNA. Pfidani irelevantni anti-TAP protilatky nemélo na formovani
komplext zadny vliv. Z toho vyplyva, ze majoritni komplex protein:DNA vyZzaduje
ptritomnost N-konce proteinu EGFP-Cbf12(A1-394).

Ve sloupcich slyzaty zbun€k Acbfll Acbf12 nadprodukujicich Cbfl2 lze

identifikovat n€kolik signalti, které vSak nejsou jasné ohranicené (jde spise o tzv.
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,»smir, sloupce 3, 4, 5 Obr. 3.7). Intenzita téchto signali je také reproducibilné

snizena po pridani anti-GFP protilatky, z ¢ehoz 1ze usoudit, ze N-konec proteinu

EGFP-CDbf12 je v téchto komplexech piitomen.

A
RBP ACAAGGGCCGTGGGAAATTTCCTAAGCCTC
DEL2 ACAAGGGCCc c aG cAAATTTCCTAAGCCTC
L
xO
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Obr. 3.6 Slaba, avsak sekvencné specificka vazba proteinu Cbf12 o plné délce byla
detekovana pro probu RBP. (A) Sekvence prob RBP a DEL2 se zvyraznénym
CSL-vazebnym mistem, resp. jeho mutacemi. (B) Vazba Cbfl2 je kompetovatelna
nadbytkem neznacené proby RBP (sloupce 6, 7) na rozdil od kompetice mutovanou
probou DEL2 (sloupce 8, 9). Lyzat zbunc¢k Achfil Acbfl2 nadprodukujicich
HisMyc-Cbf12(A1-394), je pfidan v mnozstvi 84,6 pg/ reakci pro srovnani (sloupec
3). Ostatni lyzaty jsou v mnozstvi 230 pg/reakci. Zadny signal vazby neni
pozorovan pro Cbfl12DBM (sloupec 4). w o0znaéuje jamky, p volnou probu. (C)
Western blot HA-tagovanych variant proteini CSL v¢etné kontroly nanasky (7,5%

polyakrylamidovy gel).
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Obr. 3.7 (A) Supershift EGFP-tagovanych variant proteinu Cbf12. Pro Cbf12 o plné
délce a zkraceninu Cbfl12(A1-394) se po piidani anti-GFP protilatky blokuje tvorba
komplexu proteinu a DNA (sloupce 4, 7). Piidani irelevantni anti-TAP protilatky
nema zadny efekt (sloupce 5, 8). V grafu je zobrazeno denzitometrické vyhodnoceni
jednotlivych signald. w = jamky, p = volna préoba. (B) Ovéieni produkce proteinti
zna¢enych EGFP. Jako kontrola nanasky slouzi detekce protilatkou anti-PSTAIRE
(7,5% polyakrylamidovy gel).

3.3. Proteiny CSL reguluji expresi reportérového genu

Skutec¢nost, ze proteiny Cbfl1 a Cbf12 mohou aktivovat expresi reportérového genu,
byla zatim pozorovana pouze Vv heterolognim systému S. cerevisiae (Pievorovsky et
al., 2009). Dosud neni znamo, zda proteiny CSL aktivuji expresi také v autolognim
systému S. pombe. Abychom toto mohli testovat, vytvotil Dr. Pfevorovsky plasmidy,

ve kterych je reportérovy gen lacZ, kodujici [B-galaktosidazu, pod kontrolou
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minimalniho promotoru (tzv. TATA box). Pied tento promotor jsou vloZeny tii kopie
proby RBP nebo tfi kopie proby DEL2, obsahujici kanonické, resp. mutované
CSL-responzivni misto. Kopie proby RBP jsou v plasmidu v orientaci sense, sense,

antisense, kopie proby DEL2 jsou vSechny v orientaci sense (Obr. 3.8).

3x RBP RGal )

3x DEL2 RGal )

RBP ACAAGGGCCGTGGGAAATTTCCTAAGCCTC

[T RN RRRRRRE RN
DEL2 ACAAGGGCCccaGCAAATTTCCTAAGCCTC

Obr. 3.8 Schématické zobrazeni reportérovych plasmidd. Reportérovy gen pro
EGFP-B-galaktosidazu je fizen minimalnim promotorem, kterému piedchézeji tii
kopie proby RBP nebo DEL2. Sekvence prob RBP a DEL2 je uvedena v dolnim
panelu. Tu¢né je vyznafeno kanonické CSL-responzivni misto a jeho mutace
Vv piipad¢ préby DEL2.

M¢fenim aktivity enzymu [-galaktosidazy pomoci ONPG assay jsme sledovali
aktivaci exprese reportérového genu. Pokud je enzym exprimovan, §tépi molekulu
ONPG (orto-nitrofenyl-p-galactopyranosid) na galaktézu a orto-nitrofenol, ktery
absorbuje pii vinové délce 420 nm. Aktivita enzymu se stanovi spektrofotometricky.

Reportérovym plasmidem s probou RBP jsme transformovali buinky kmene WT a
V bunééném lyzatu jsme pozorovali silnou aktivitu [-galaktosidazy. Dale jsme
analyzovali kmeny s jednoduchymi delecemi genti CSL a také dvojitého deletanta.
Zjistili jsme, ze aktivace reportérového genu je plné zavisla na Cbfll. V nativni
koncentraci a za danych kultiva¢nich podminek tedy pouze protein Cbfll, nikoli
CDbf12, aktivuje expresi reportéru (Obr. 3.9 A).

Pokud jsme vsak v kmeni Acbf11 Acbf12 produkovali HA-tagované proteiny CSL
z plasmidu a zvysili tak jejich hladinu v buiice, oba proteiny CSL aktivovali produkci
enzymu [B-galaktosidazy z reportéru s probou RBP. Sila aktivace exprese vsak byla
znatelné¢ mensi v ptipadé Cbfl2 v porovnani s Cbfll. Kdyz jsme v kmeni Acbf11
Acbf12  exprimovali mutantni varianty proteini CSL (DBM), k aktivaci
reportérového genu nedochéazelo (Obr. 3.9 B).
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Obr. 3.9 (A) Aktivita B-galaktosidazy z reportérového plasmidu s probou RBP
v bunikach WT a v bunikach nesoucich deleci gentt CSL. (B) Aktivita B-galaktosidazy
v bunkach Acbfi1 Acbfi2 nesoucich reportérovy plasmid s probou RBP a plasmid
s ptisluSnym proteinem CSL. Grafy (A, B) pfedstavuji primér ze tfi biologickych
opakovani + smérodatnd odchylka. (C) Produkce N-terminalné¢ HA-tagovanych
proteini  exprimovanych  zplasmidu ovéfena  western blotem  (7,5%
polyakrylamidovy gel).

3.3.1. Vazba Cbfll na CSL-responzivni element reportérového
plasmidu in vivo

Abychom ovéiili, ze se proteiny CSL fyzicky véazi na promotorovy usek
reportérového plasmidu obsahujiciho CSL-vazebny element, provedli jsme
chromatinovou imunoprecipitaci (ChlIP). K precipitaci jsme vyuzili bunky, které maji
v chromozomu na 3’- konci genu pro protein Cbfl1l a Cbf12 pfipojenou sekvenci
zna¢ky TAP. Produkce fuznich proteint je tedy fizena pfirozenym promotorem.

Nejprve jsme potvrdili, Ze oba kmeny aktivuji expresi reportérového genu S probou

RBP podobné& jako kmen WT (aktivace zavisi na Cbfl1, viz Obr. 3.9 A). Zadnou
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aktivaci jsme podle ocekavani nepozorovali v pfipadé reportéru s probou DEL2
(Obr. 3.10 A).

Vysledky experimentu ChIP jsou v souladu s vysledky studie s reportérovymi
plasmidy. Silnou vazbu Cbfll in vivo jsme detekovali na reportér s probou RBP,
zatimcO na reportér S probou DEL2, obsahujici mutovany CSL-vazebny element, Se
protein nevazal. Zadnou vazbu Cbf11 jsme v p¥itomnosti RBP i DEL2 reportérového
plasmidu nepozorovali na kontrolni genomicky lokus (chrl_1928274-1928359; Obr.
3.10 C). Kontrolni lokus pfedstavuje tsek, kde nebyla detekovana vazba proteint
CSL in vivo (viz 3.5). Pro Cbf12 jsme vazbu na reportérovy plasmid nezaznamenali
(Obr. 3.10 C), coz také koreluje s vysledky méteni aktivity f-galaktosidazy.

Ackoli pii nadprodukei proteini CSL dokézal také protein Cbfl2 do urcité miry
aktivovat transkripci (viz Obr. 3.9 B), nebyli jsme schopni ziskat signal vazby Cbf12
na CSL-vazebny element v reportéru S probou RBP. Nutno podotknout, ze ChIP
signaly z bun¢k nadprodukujicich N-terminalné¢ HA-tagované proteiny CSL byly

obecné oproti o¢ekavani velmi nizké (Obr. 3.10 D).
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Obr. 3.10 (A) Aktivita B-galaktosidazy v kmenech produkujicich z chromozomu
C-terminalné znacené proteiny Cbf11-TAP nebo Cbfl2-TAP. Oba kmeny vykazuji
aktivaci reportéru s probou RBP podobné jako kmen WT, zatimco z reportéru
obsahujiciho mutovanou probu DEL2 neni exprese aktivovana. (B) Western blot
ovéteni exprese fuznich proteini CSL pouzitych v (A), 7,5% polyakrylamidovy gel.
Detekce anti-PSTAIRE protilatkou jako kontrola nanasky (C) Chromatinova
imunoprecipitace z kmenti popsanych v bodech (A) a (B). Cbfl1 se siln¢ vaze na
promotor reportéru s probou RBP, nikoli na promotor reportéru s prébou DEL2 nebo
chromozomalni kontrolni lokus. Cbf12 nebyl detekovan ani na jedné ze sekvenci.
Sloupce grafu predstavuji primérné hodnoty + smérodatnd odchylka z nejméné tii
biologickych opakovani. (D) Chromatinova imuprecipitace z kmend popsanych
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v Obr. 3.9 (B), (C) nadprodukujici N-terminaln¢ HA-znacené proteiny CSL z
plasmidu. Graf zobrazuje primérné hodnoty + smérodatna odchylka ze tii
biologickych opakovani.

3.4. Exprese proteinu Cbfl1 zavisi na kultiva¢nich

podminkach

Dr. Ptevorovsky sledoval zmény v expresi vSech genii pomoci metody DNA
microarray v kmeni Acbf11. Geni se zménénou expresi V porovnani s WT bylo
podstatné mén¢, pokud byly bunky kultivovany v minimalnim mediu EMM, nez
Vv pripad¢ kultivace v bohatém mediu YES (Pfevorovsky, nepublikované vysledky).
Z toho usuzujeme, Ze aktivita Cbfl1 mlZe byt zavisla na ristovych podminkach.

Abychom tuto hypotézu ovéfili, kultivovali jsme buniky WT v mediu EMM a YES. Z
exponencialné rostoucich bunék jsme pripravili extrakt a provedli experiment EMSA
s probou RBP. Pozorovali jsme vyrazné snizeni DNA-vazebné aktivity proteinu
Cbfll v minimalnim mediu EMM. Pomoci kment S chromozomalné¢ TAP- nebo
HA-znacenou alelou cbfll jsme testovali hladinu proteinu Cbfll také western
blotem. V souladu s vysledky experimentu EMSA jsme zaznamenali v buiikach
kultivovanych v EMM dramaticky pokles hladiny proteinu Cbfll (Obr. 3.11). Na
western blotech jsme detekovali nékolik izoforem Cbfl11 a jejich relativni zastoupeni

se liSilo u bunék kultivovanych v EMM a YES.
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Obr. 3.11 Vliv kultivace v mediu EMM nebo YES na vazbu proteinu Cbfll na
probu RBP. DNA-vazebna aktivita Cbfl1 je o 40-60% nizsi pii kultivaci v mediu
EMM vV porovnani s komplexnim mediem YES. (A) Sloupec 1: bez lyzatu, sloupec
2: extrakt z Acbfll Acbfi2 bunek; sloupce 3-4: WT,; sloupce 5-6: exprese
chromozomalné znaGeného proteinu Cbfl1-TAP. Sipky oznaduji pozici komplexu
Cbf11:DNA. E = EMM; Y = YES; w = jamky; p = volna proba. Sloupcovy graf
zobrazuje denzitometrickou kvantifikaci signald v odpovidajicich sloupcich. (B)
Sloupec 1: bez lyzatu, sloupce 2-3: lyzat z Achbf11 Acbf12, sloupce 4-5: WT; sloupce
6-7: exprese chromozomalné HA-tagované verze Cbfll. (C, D) Western blot
extraktli pouzitych v panelu A, resp. B. Mnozstvi proteinu Cbfll je sniZeno
v extraktech z bunék kultivovanych v mediu EMM v porovnani s YES. Detekce
anti-PSTAIRE protilatkou pouzita jako kontrola nanasky (7,5% gel).
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3.5. Vazba proteinii CSL na DNA in vivo

Doposud provedené experimenty potvrdily, ze proteiny CSL S. pombe funguji jako
transkripéni faktory. Cilovd mista v genomu, kam se tyto proteiny vazi, vSak
prozatim nejsou objasnéna.

Ve spolupraci s laboratofi prof. Bdhlera v Londyné jsme zkoumali vazbu proteinii
Cbfll a Cbfl2 na DNA in vivo v ramci celého genomu. Vyuzili jsme techniku
chromatinové imunoprecipitace nasledované kvantifikaci na microarray (Agilent),
tzv. ChIP-chip. Pro imunoprecipitaci jsme pouzili kmeny s TAP-tagovanymi
proteiny CSL v kombinaci sIgG sepharosou, a také HA-tagované proteiny
precipitované pomoci a-HA protilaitky a protein A sepharosy. Exprese geni
kédujicich C-termindlné znacené fuzni proteiny CSL byla fizena pfirozenym
promotorem. V piipadé TAP-tagovanych proteinil se nepodafilo identifikovat signaly
vazby proteini CSL, zfejm¢ kvili pfiliSnému mnozstvi nespecifit. Nepomohla ani
dvoukrokova purifikace proteini pomoci IgG sepharosy a kalmodulinovych kuli¢ek
— vytézek precipitovaného materidlu byl velmi maly, pfestoze jsme tfikrat zvysili
vstupni mnozstvi bun€k. Nadale jsme tedy pracovali pouze s proteiny znaCenymi HA
epitopem a provedli jsme celkem dvé biologicka opakovani ChIP-chip. Jak je patrné
z Obr. 3.12, specifické signaly vazby na DNA jsme ziskali v pfipadé obou proteind
CSL, nicméné pro Cbfll bylo signalu méné. Ziskana data jsme analyzovali pomoci
nastroje ChIPOTle (Buck et al., 2005) a identifikovali iseky, kam by se proteiny
CSL mohly vazat. V ramci identifikovanych mist jsme nasli 58 usekd, kam jsme

v obou biologickych opakovanich detekovali vazbu obou proteinit CSL.
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Obr. 3.12 (A) Signaly vazby HA-tagovanych proteint CSL in vivo ziskanych
metodou ChlP-chip (data z jednoho biologického opakovani). Na ose y je vynesen
pomér precipitovaného materidlu k celkové DNA (IP/input, logz) pro jednotlivé
proby na sklicku pro microarray pokryvajici chromozomy S. pombe. (B) Pozice mist
na chromozomech, kam se pravdépodobné vazi oba proteiny CSL. Modie je
vyznacena pozice centromer.

Mezi kandidatnimi lokusy se nevyskytuji pouze sekvence z regulacnich oblasti gent,
které jsme studovali doposud (Ptackova, 2010; Pievorovsky et al., 2011), ale také

sekvence z kodujicich tsekl. VSechny kandidatni sekvence navic neobsahuji
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definovany CSL-vazebny element. Ukazalo se také, Ze zejména vazba Cbfl2
koreluje s vyskytem pocatku replikace (ori; analyzoval Dr. Pfevorovsky).

Pro nezavislé ovéteni vazby proteini CSL in vivo chromatinovou imunoprecipitaci a
naslednou kvantifikaci pomoci qPCR jsme vybrali 9 sekvenci pro Cbfl2 a 4
sekvence pro Cbfll. Vybirali jsme ze seznamu identifikovanych vazebnych usek
sefazenych sestupné podle sily signalu ziskaného metodou ChIP-chip. Cislice
Vv oznaCeni vybranych sekvenci oznaCuje pozici v seznamu vazebnych sekvenci.
Lokusy Cbf12 1 a Cbfl2 2 se vyskytuji také v seznamu sekvenci pro Cbfll, a sice
na 1. resp. 15. misté. Proto jsme pro vSechny vybrané sekvence ovétovali vazbu
proteinu Cbfll i Cbfl2. Vybrani kandidati odrazi variabilitu sekvenci — viz Tab. 3.1
a priloha Obr. 7.1.

Tab. 3.1 Sekvence identifikované metodou ChIP-chip vybrané pro nezavislé ovéteni.
Cislice v oznageni sekvence oznatuje pofadi v seznamu ChIP-chip podle poméru
[P/input. chr = chromozom; zaCatek a konec = koordinaty sekvence; ORFI
upstream/ORF2 downstream = nejblizsi otevieny Cteci ramec pied/za sekvenci (mtze
se vyskytovat vramci sekvence); element = pocet CSL-vazebnych elementt

v sekvenci definovanych jako GTG"/cGAA; ori/ORF =

replikace/otevieného ¢teciho ramce v sekvenci.

pritomnost pocatku

Sekvence Cbf12

ORF1 ORF2 délka
oznaceni | chr |zacatek |konec upstream downstream (bp) |element |ori|ORF
Cbhf12_1 13991000 | 3993800 | SPAPB15E9.02¢ | SPAPB15E9.02¢ | 2800 2|V |V
Cbf12_2 1|4455400 | 4458400 | SPAC9E9.09c SPAC9E9.10c 3000 2|V
Cbhf12_3 1|1077400 | 1079000 | SPAC1A6.04c SPAC1A6.05c 1600
Cbf12_4 214442000 | 4444200 | SPNCRNA.117 SPBC8E4.02c 2200 1|v |V
Cbf12_5 1| 238000| 240400 |pri03 SPAC806.04c 2400 v
Cbf12_6 1|1150000 | 1151000 | SPAC56F8.13 SPAC56F8.14c | 1000 1 v
Cbf12_7 2| 841200| 842600 |SPBC36.02c SPBC36.03c 1400 3|V
Chf12_9 211454800 | 1456000 | SPBC32H8.02c |SPBC32H8.03 | 1200 1
Cbf12_11| 11954600 | 1955800 | SPAC3H1.10 SPAC3H1.11 1200 v
Sekvence Cbfll
Cbhf11_3 2 14451000 | 4453200 | SPBP4G3.02 SPBP4G3.03 2200 v | v
Cbf11_5 311396000 | 1397400 | SPCC1281.06¢c | SPCC1281.07¢c | 1400 3|V
Chf11_8 23814200 | 3815400 | SPBTRNATYR.04 | SPBC21C3.11 1200 v
Cbf11 21| 1|1253000|1254200 |SPAC56E4.04c |SPAC56E4.05 1200 1
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Vzhledem krozliseni metody ChIP-chip s danym typem microarray, které cini
290 bp, ptesahuje délka kandidatnich sekvenci 1 000 bp. Primery pro gPCR jsme
proto navrhli na stiedy vybranych sekvenci, kde je signal ChIP-chip nejvyssi.
Navrhli jsme také dva kontrolni pary primert na sekvence, kde nebyla metodou
ChIP-chip detekovana vazba proteint CSL (kontrola 1: chr2_2409606-2409739;
kontrola 2: chrl_1928274-1928359; viz Obr. 7.1).

Vysledky ChIP-qPCR ukazuji, ze nabohaceni vazby Cbf12 in vivo oproti kontrolnim
usektum jsme ziskali ve vSech 9 pifipadech, i kdyZ pro Cbfl2_1, Cbfl2 2 a Cbfl12 5
je nabohaceni mensi nez 10x. Naopak pro Cbfll jsme vazbu detekovali jenom pro
sekvence Cbf11_5 a Cbfl1_21, pro ostatni je nabohaceni vazby oproti kontrole méné
nez 2x. V pfipadé sekvence Cbfll 5 jsme dokonce vySsi vazbu pozorovali pro

Cbf12 (Obr. 3.13).
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Obr. 3.13 Ovefeni sekvenci, kam se pravdépodobné vazi proteiny CSL in vivo,
metodou ChIP-gPCR. Amplifikovany byly stfedy vybranych sekvenci a mira
nabohaceni centralnich usekl je vyjadiena jako procento signalu celkové DNA
(input). Signaly jsou ukazany pro netagovany kmen WT a také chromozomalné
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HA-znacené proteiny Cbfll a Cbfl2. Oblasti bez ChlIP-chip signalu slouzi jako
kontroly. Priimér ze dvou biologickych opakovani + smérodatna odchylka.

3.5.1. Lokalizace vazby Cbf12 in vivo v ramci vybranych sekvenci

V dalsich experimentech jsme se soustfedili pfedevsim na vazbu proteinu Cbf12,
jelikoz pro Cbfll se nam nepodafilo spolehlivé ovéfit vazbu na sekvence ziskané
metodou ChIP-chip. Ovéfenim centralnich tsektt kandidatnich sekvenci jsme
neziskali Uplny ptehled, kam pifesn¢ a popiipad¢é kolikrat se protein Cbfl2 vaze
v ramci daného lokusu. Zaméfili jsme se tedy na presnéjsi lokalizaci vazby proteinu
Cbf12. Jelikoz ne vSechny lokusy obsahuji kanonicky CSL-vazebny element a
optimalni vazebna sekvence Cbfl2 neni znama (viz 3.2), navrhli jsme amplikony
podél danych lokusu a také piilehlych oblasti. Testovanim vazby Cbfl2 na tyto
amplikony mtizeme rozlisit, zda se Cbf12 vaze in vivo i na jina mista v ramci lokusu
nez je centralni usek. Pro dalsi testovani jsme vybrali 3 kandidaty verifikované
ChIP-gPCR, kde bylo nabohaceni centralniho tseku viaci kontrolnimu tseku
nejvyssi, tj. sekvence Cbfl2_3, Cbfl2_7, Cbfl2_9. Pomoci ChIP-qPCR jsme poté
sledovali vazbu Cbf12-HA v ramci vybranych sekvenci (Obr. 3.14).
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Obr. 3.14 (A, D, G) Zobrazeni ChIP-chip signalti vazby proteinu Cbfl12 na DNA in
vivo. Svislé usecky ohrani¢uji lokus identifikovany programem ChIPOTle (Buck et
al., 2005); pomér signalu IP/input > 1). Use¢ky oznatené pismeny A-S predstavuji
amplikony navrzené podél danych sekvenci. Pismenem E je udana pozice
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CSL-responzivniho elementu. V oranzovém grafu (B, E, H) je vynesen ChIP-gPCR
signal vazby Cbfl2 na jednotlivych amplikonech jako procento celkové DNA
(input). Hodnoty po normalizaci na kontrolni lokus (kontrola 2), kde nebyla
detekovana vazba proteinit CSL pomoci ChIP-chip (viz Obr. 7.1), jsou zobrazeny
v modrém grafu (C, F, I). Praimér ze dvou biologickych opakovani + smérodatné
odchylky.

3.5.1.1. Lokalizace vazby Cbf12 in vitro

Useky s nejvyssim nabohacenim vazby Cbfl2 v ramci sekvenci identifikovanych
metodou ChlP-chip jsme dale pouzili na ovéfeni vazby in vitro pomoci metody
EMSA. Doposud jsme in vitro testovali sekvence z promotora S. pombe vytipované
predikei in silico a na tyto sekvence jsme pozorovali vazbu Cbf12 po odstranéni jeho
N-terminalni ¢asti (Cbf12(A1-394)), a to pouze s nizsi afinitou nez v piipadé Cbfl1
(Ptackova, 2010; Prevorovsky et al., 2011). Je mozné, ze tyto sekvence nebyly
optimalni pro vazbu Cbf12, a proto jsme testovali vazbu Cbfl2 na sekvence ziskané
celogenomovym ptistupem.

Pro testovani vazby in vitro jsme pro sekvenci Cbfl12 3 pouzili tseky C a D, pro
Cbf12 7 tseky J, K a pro Cbfl12 9 useky oznacené O a P (Obr. 3.14). Abychom
S vetsi presnosti zjistili, kam se protein Cbfl2 véazZe, pfipravili jsme proby
odpovidajici jednotlivym tsekiim (C, D, J, K, O, P) a také proby pokryvajici oba
sousedici useky vcetné sekvence mezi nimi (C-D, J-K, O-P). Pokud bychom totiz
detekovali vazbu na sekvenci pokryvajici oba sousedici tseky, ale nikoli na tseky
samotné, znamenalo by to, Ze se protein Cbfl2 vaZe na sekvenci mezi tyto useky.
Proby jsme ptipravili pomoci PCR z chromozomalni DNA kmene WT a nasledné
precipitovali produkt PCR v pfitomnosti glykogenu. Mnozstvi DNA odpovidajici
5 uM jsme radioaktivné oznadili y-*°P.

Nejprve jsme pro experiment EMSA pouzili extrakty zkmend Achfil Acbfl2,
Acbf11, Acbf12, WT. Vazbu proteintt CSL jsme ovéfili na probé RBP (Obr. 3.15 A),
abychom se ujistili o kvalité¢ lyzatd. V souladu s ocekavanim jsme signal vazby
pozorovali v piipadé lyzati z bunek Acbf12 a WT; jedna se tedy o vazbu proteinu
Cbfll. Vazbu proteinu Cbfl2 jsme na probu RBP detekovali jen pii jeho
nadprodukci a vyssim mnozstvi lyzatu v experimentu (viz 3.2).

V lyzatech jsme testovali vazbu proteini CSL na proby ze sekvenci Cbfl2_3,
Cbf12_7 a Cbf12_9 (Obr. 3.15 B, C, D).
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Obr. 3.15 (A) Experiment EMSA s probou RBP a lyzaty z kmene WT a kment
s deleci jednoho nebo obou gentt CSL. w = jamky; p = volna proba. (B, C, D) Vazba
proteintt CSL z lyzata z panelu (A) na proby ze sekvenci Cbf12 3 (B), Cbfl12 7 (C)
a Cbfl2_9 (D). Pozice volnych prob na jednotlivych obrazcich neni proporéni (doba
separace na 5% polyakrylamidovém gelu se pro jednotlivé proby lisi).

Pro zadny lyzat a zadnou probu ze sekvenci S. pombe jsme nedetekovali signal, ktery
by odpovidal komplexu protein CSL:DNA (sloupce 2, 3, 4, 5 Obr. 3.15). Posun
signalu ve sloupcich 2-5 oproti sloupci bez lyzatu (sloupec 1) v piipadé dlouhych
prob C-D, J-K, O-P mize byt zplsoben vytvorenim nukleozomu nebo navinutim
DNA na jiné proteiny.

Rozhodli jsme se dale pouzit lyzaty z bunék Achf11 Achf12 nadprodukujicich proteiny
CSL z plasmidu (Obr. 3.16).
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Obr. 3.16 (A) Western blot ovéreni nadprodukce HA-tagovanych proteini Cbfl1 a
Cbf12. (B, C, D) Test vazby HA-tagovanych proteini CSL nadprodukovanych
z plasmidu v bunkach Achfi1 Acbf12 na proby ze sekvenci Cbf12 3 (B), Cbfl2 7
(C), Cbf12_9 (D). Pozice signalli volné proby nejsou vzajemné porovnatelné, protoze
doba separace se lisi. Pro déleni byl pouzit 5% polyakrylamidovy gel.

Pro Zadnou probu jsme nezaznamenali posun signdlu ve sloupcich s lyzaty obsahujici
proteiny CSL (sloupce 2, 4 v Obr. 3.16) vuci sloupci s prazdnym vektorem (sloupec
3 Obr. 3.16). Dlouhé proby mohou tvotit nukleozomy, diky nimZ je signal na gelu
vySe ve sloupcich s lyzaty (sloupce 2, 3, 4 Obr. 3.16) oproti sloupci bez lyzatu
(sloupec 1 Obr. 3.16).

V ptipadé proteinu Cbfl2 ma jeho N-terminalni ¢ast negativni vliv na vazbu na DNA
(Prevorovsky et al., 2011). Z tohoto divodu jsme pro experiment EMSA pouzili
lyzdt zbun€k Achbfll Acbfi2 exprimujicich z plasmidu fuzni protein
His-Cbf12(A1-394). Vazbu jsme testovali pouze na probé oznacené pismenem J ze
sekvence Cbfl12_7, protoze pii ChIP-qPCR ovéfeni jsme pro tento usek naméfili
nejvyssi nabohaceni vazby Cbf12 oproti kontrolnimu useku (viz Obr. 3.14). Ani

tentokrat jsme nedetekovali signal nalezici komplexu protein CSL:DNA (Obr. 3.17).
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Z provedenych experimentli vyplyvd, ze protein Cbfl2 se nepodafilo detailnéji

lokalizovat pfi jeho vazbé na DNA in vitro.
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Obr. 3.17 (A) Potvrzeni produkce His-Cbf12(A1-394) v bunikach Acbf11 Acbf12. (B)
Vazba Cbf12(A1-394) na tsek J ze sekvence Cbfl2_7 in vitro. Vlevo vzorky déleny
na 5% polyakrylamidovém gelu, vpravo na 4%.

3.6. Vazba proteini CSL na DNA in vivo Il

Pomoci metody ChIP-chip jsme pro Cbfll ziskali v porovnani s Cbfl2 méné
kandidatnich mist, kam se pravdépodobné vazi proteiny CSL in vivo a na vybrané
sekvence se nam nepodafilo vazbu Cbfll ovéfit metodou ChIP-gPCR. Rozhodli
jsme se proto, Ze budeme pokraCovat v mapovani cilovych mist proteint CSL
v ramci celého genomu S. pombe jinou metodou.

Dr. Pfevorovsky provedl v laboratofi Prof. Bihlera chromatinovou imunoprecipitaci
chromozomalné¢ TAP-tagovanych proteini Cbfll a Cbfl2 nasledovanou
sekvenovanim precipitovaného materialu (ChIP-seq). Pro experiment byly pouzity
buiiky kultivované v mediu YES. Jelikoz §lo o nesynchronizované kultury, vétSina
bunék se nachazela v G2 fazi bunécného cyklu, protoze G2 faze predstavuje u

S. pombe 70-80% doby trvani bunécného cyklu (Gomez a Forsburg, 2004).
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Z analyzy dat vyplynulo, Ze vazebnd mista proteini CSL se vyskytuji v
intergenovych i kodujicich oblastech geni. ChlIP-seq signaly vyskytujici se
vV promotorovych oblastech genti jsme nalezli ve 120 genech pro Cbfl1 a 379 genech
pro Cbfl2. Seznamy lokusti vazanych obéma proteiny se ¢asteéné piekryvaji (Obr.
3.18).

A
CbfI1TAP  ChiP-seq  Cbf12TAP CbfITTAP  promotor  Cbf12TAP
p=9.2e-174 p=1.5e-75

Obr. 3.18 Schéma zobrazujici Casteény piekryv mist s ChlP-seq signalem vazby
proteini Cbfl1 a Cbf12. V diagramu (A) jsou uvedena vSechna mista identifikovana
v kodujicich i intergenovych oblastech, (B) mista v promotorovych oblastech gent
(analyzoval Dr. Pfevorovsky).

Nékolik gend, do jejichz promotorovych oblasti se podle ChlP-seq vazi proteiny
CSL in vivo, jsme ovéfili nezavisle metodou ChIP-gPCR. Pro Cbfl1 jsme vybrali
geny cut6, Icfl, Icf2 a SPCC1281.06¢. Produkty téchto gent se ucastni lipidového
metabolismu (Saitoh et al., 1996; Fujita et al., 2007; Wood et al., 2002). Pro Cbf12
jsme vybrali oblast DNA kodujici ribozomalni RNA a geny cbf12, mei2 a atfl (Obr.
3.19). Protein Mei2 je RNA-vazebny protein tcastnici se meiozy a Atfl plisobi jako
transkrip¢ni faktor pti odpovédi na stres (Yamashita et al., 1998 ; Chen et al., 2003).

Metoda ChIP-seq poskytuje rozliSeni na jednotlivé nukleotidy, a proto jsme méli
presnou piedstavu o tom, kde je vrchol signdlu vazby proteint CSL. Pary primert
pro qPCR jsme umistili tak, aby vysledny amplikon obsahoval stfed tohoto vrcholu.

V genomu S. pombe se vyskytuje priblizn¢ 150 repetic rDNA, pfic¢emz V soucasné
dobé je znama kompletni sekvence tii repetic a dvou dalSich ¢asteéné. Dvé
Z kompletnich repetic se nachazeji na levém raménku chromozomu 3 a jedna na
pravém. Primery pro ovéfeni vazby proteinit CSL na rDNA jsme navrhli na oblast
absolutné konzervovanou mezi sekvenovanymi rDNA repeticemi. Jako kontrolu pro
vSechny geny jsme vyuzili usek, kde nebyl detekovan signal vazby CSL proteint
metodou ChIP-chip ani ChlIP-seq (kontrola 2, viz 3.5). Jak vyplyva z Obr. 3.20,
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nabohaceni signdlu ChIP viic¢i kontrolnimu tseku jsme naméfili na vSech testovanych

sekvencich. Vysledky ChIP-qPCR dobie koreluji s ChIP-seq.
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Obr. 3.19 Zobrazeni pokryti promotori vybranych gent signalem ChIP-seq pro
proteiny Cbfl1-TAP, Cbfl2-TAP a WT. Na ose y je vyneseno pokryti mist
jednotlivymi sekvena¢nimi ¢tenimi (RPM = reads per million per nucleotide). Nad
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osou x je obdélnikem zobrazena kodujici oblast. V pripadé rDNA predstavuji ¢erné
obdélniky geny rRNA a ovélem je zndzornén pocatek replikace (ori).
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Obr. 3.20 ChIP-gPCR ovéfeni vazby proteini Cbfl1-TAP, Cbf12-TAP in vivo na
vybrané promotorové oblasti genii. Kmen WT slouzi jako kontrola. Amplikony pro
gPCR lezi pod vrcholem signalu vazby proteini CSL detekovanym metodou
ChIP-seq. V piipadé rDNA lokusu je signal vyssi, protoze je detekovano vice kopii
repetic rDNA. Vlevo je ChIP-gPCR signal vynesen jako procento celkové DNA
(input), vpravo po normalizaci na kontrolni tisek. Prumér ze dvou biologickych
opakovani + smérodatné odchylky.

3.7. Cbfl1 reguluje genovou expresi béhem

S faze/cytokineze bunééného cyklu

Pokud jsou v bunikach manipulovany hladiny proteini CSL (delece cbfll nebo
nadprodukce Cbfl2), objevuji se defekty bunécného cyklu jako porucha septace a
koordinace jaderného a bunécného déleni (fenotyp cut; Prevorovsky et al., 2009).
Podle vysledkit DNA microarray proteiny CSL reguluji expresi gent periodicky
exprimovanych béhem bunééného cyklu (Pievorovsky, Oravcova et al., publikace
v piiprave). Rozhodli jsme se proto testovat, zda je tato regulace zptisobena vazbou

proteini CSL pouze v urcité fazi bunééného cyklu.
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Abychom postihli zmény na celém genomu, provedli jsme ChIP-seq z bun¢k
synchronizovanych v S fazi/cytokinezi pomoci termosenzitivni mutanty v genu
cdc25-22. V nepermisivni teploté tato mutace pusobi zastaveni buné¢ného cyklu
v G2 fazi. Po piemisténi kultury zpét do permisivni teploty projdou bunky
synchronné bunécnym cyklem (tzv. block/release experiment).

U vétsiny mist, na nichz jsme technikou ChIP-seq identifikovali vazbu proteinu
Cbfl11 v nesynchronizovanych bunkach, jsme detekovali vazbu i v buiikach v S fazi,
navic Casto siln€jsi. Nicméné jsme nasli i mista, kde jsme vazbu Cbfll detekovali
pouze Vv buiikach v S fazi/cytokinezi. Naopak pro Cbfl2 jsme identifikovali mista,
kam se protein v S fazi, na rozdil od nesynchronizovanych bun¢k, nevazal
(Ptevorovsky, Oravcova et al., publikace v pfiprave). Déle jsme se vSak soustiedili
na protein Cbfl1.

Abychom blize prozkoumali dynamiku vazby proteinu Cbfll béhem bunécéného
cyklu, zablokovali jsme bunky v G2 fazi pomoci alely cdc25-22 a po opé&tovném
spusténi bunééného cyklu jsme v casovych intervalech analyzovali buiikky pomoci
ChIP-gPCR. Vazbu Cbfll jsme méfili na 4 promotorech s S fazné¢ specifickym
ChlP-seq signalem. Jde o geny bio2 a vhtl, které se ucastni biosyntézy a transportu
biotinu (vitamin H; Stolz, 2003; Phalip et al., 1999), a geny stresové odpovédi zwfl a
gst2 (Nogae a Johnston, 1990; Cho et al., 2002; viz Obr. 3.21). Exprese téchto geni
je regulovana proteinem Cbfll — hladina vhtl a bio2 je snizena v kmeni Acbf11,
zatimco hladiny zwfl a gst2 jsou zvySeny (Tab. 3.2). Geny vhtl a gst2 navic patfi
mezi periodicky exprimované geny (Oliva et al., 2005; Peng et al., 2005; Rustici et
al., 2007; Marguerat et al., 2006). Gen bio2 byl jako periodicky exprimovany
oznacen v jedné studii (Oliva et al., 2005). Do analyzy jsme zahrnuli také gen cut6,
do jehoz promotoru se Cbfl1 detekovatelné vaze i v nesynchronizovanych bunkach
(viz Obr. 3.19) a pozitivné reguluje jeho expresi. Ve studii (Peng et al., 2005) byl
cuté zarazen mezi periodicky exprimované geny. Jako negativni kontrolu jsme
pouzili usek bez vazby proteini CSL oznaceny jako kontrola 2
(chrl_1928274-1928359) a navrhli jsme jesSté dalsi kontrolni lokus (kontrola 3:
chrl_499187-499310).
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Obr. 3.21 Signal ChlP-seq pro Cbfl1 v promotorech nékolika vybranych geni. Data
ze dvou biologickych opakovani (slouc¢ena sekvenacni ¢teni) z nesynchronizovanych
(n/s) bun¢k a bunc¢k v S fazi bunécného cyklu. Osa y predstavuje pokryti mist
jednotlivymi sekvena¢nimi ¢étenimi (RPM = reads per million per nucleotide). Nad
0osou X je zobrazena anotace genu, kde obdélnik predstavuje kodujici oblast. Pro
kontroly 2, 3 je zobrazen signal ChIP-seq z bun¢k Cbf11-TAP a WT v S fazi.

Tab. 3.2 Ptehled gend vybranych pro zkoumani dynamiky vazby Cbfll v prib&éhu
buné¢ného cyklu. Periodicita byla uréena podle (Marguerat et al., 2006).

regulace
gen jméno | Popis proteinem | periodicita
Cbfl11
SPCC1235.02 |hio2 biotin syntaza pozitivni | x
SPCC965.07c | gst2 glutathion S-transferaza negativni | v
SPAC1B3.16¢c |vhtl vitamin H transportér pozitivni | v
gluko6za-6-fosfat
SPAC3A12.18 |zwfl 1-dehydrogenaza (predikce)  |negativni | x
SPAC56E4.04c | cutb acetyl-CoA/biotin karboxylaza | pozitivni | x

Jak je ukazano v Obr. 3.22, Cbfl1 se vaze do promotort vSech péti gend, ale ne na

kontrolni lokusy. Promotory genti zwfl a gst2 jsou vazany slabé, zatimco do

promotoru vhtl, bio2 a cut6 se Cbfll vaze silné. Maximum signalu vazby Cbfll
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http://www.pombase.org/spombe/result/SPCC1235.02
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http://www.pombase.org/spombe/result/SPAC3A12.18

Vv Case se shoduje s vrcholem kifivky septacniho indexu. Za normalnich podminek
koreluje tvorba septa s S fazi bunééného cyklu, coz znamena, ze Cbfll interaguje
s DNA v S fazi a/nebo v cytokinezi.

U vybranych genti jsme také méfili hladiny mRNA, abychom zjistili, jak Cbfl1 tyto
geny reguluje. mRNA gent jsme stanovili pomoci RT-gPCR v bunkach Achf11 a
WT, které synchronné prochazely dvéma bunéénymi cykly (Obr. 3.23). Expresi gent
jsme normalizovali na expresi genu actl, ktera je stabilni v pribéhu buné¢ného cyklu
(Woolcock et al., 2011). Jako kontrolu s cyklujici expresi jsme zvolili gen cdc22,
jehoz exprese kulminuje na rozhrani G1/S (Fernandez Sarabia et al., 1993).

Hladina mRNA genti zwfl a gst2 byla zvysena v bunikach Acbf11 zastavenych v G2
fazi, poté v pribchu bunééného cyklu klesala na troven buncék WT a nebylo patrné
periodické chovani exprese. Naproti tomu exprese bio2 a vhtl je v bunikach WT
periodicka s vrcholem v S fazi nebo v rané G2 fazi. Také pro gen cut6 je patrny
naznak cyklujici hladiny mRNA. Pokud se vSak v buiikach deletuje cbfll, hladina
mRNA vhtl, bio2 a cut6 je snizena a periodicita exprese je ztracena. Exprese
samotného Cbfll zistdva b&hem bunééného cyklu beze zmény. Kromé sledovani
septa¢niho indexu jsme k monitorovani prichodu bunéénym cyklem pouzili také
priatokovou cytometrii, pficemz jsme méfili obsah DNA v jednotlivych ¢asovych

bodech (Obr. 3.24).
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Obr. 3.22 Bunky exprimujici TAP-tagovany Cbfl1 byly synchronizovany pomoci
termosenzitivni alely genu cdc25-22. Po 30 min intervalech od pfemisténi do
permisivni teploty byly odebirany alikvoty, buiiky byly fixovany formaldehydem a
vazba Cbfll analyzovana pomoci ChIP-gPCR. Do vsSech péti studovanych
promotorovych oblasti se Cbfl1 vaze. Na kontrolni useky vazba detekovana nebyla.
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Maximum vazby Cbfll koreluje s vyskytem septa. Septacni index (SI) vyjadiuje
procento bun¢k se septem, mitoticky index (MI) ilustruje procento dvoujadernych
bun¢k ptred vytvorenim septa.
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Obr. 3.23 Profil exprese geni bio2, gst2, vhtl, zwfl, cut6, cdc22 a cbfll v pribehu
bunécného cyklu. WT a Achf11 bunky byly synchronizovany pomoci cdc25-22 a
alikvoty bun¢k odebirany po 30 min intervalech. Exprese gend byla stanovena
pomoci RT-qPCR. Gen cdc22 byl pouzit jako cyklujici kontrola, protoze je
periodicky exprimovan a maximum exprese se vyskytuje na rozhrani fazi G1/S.
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Exprese samotné¢ho genu cbfll ve WT buikach se v pribéhu bunééného cyklu
neméni (posledni panel).
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Obr. 3.24 Monitorovani pruchodu bunék Cbfll-TAP, Acbfil a WT bunécnym
cyklem pomoci pratokové cytometrie. Sledovan obsah DNA jako fluorescence
propidium jodidu. V ¢ase 0 min jsou bunky zastaveny v G2 fazi s duplikovanym
haploidnim genomem (2C). Obsah DNA osciluje mezi 2C a 4C diky vzajemnému
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posunu jaderného a bunééného cyklu, kdy jadra bun¢k pred cytokinezi jsou uz
v S fazi dal$iho cyklu. Procento bunc¢k s obsahem DNA 2C a 4C je vyneseno
v grafech. (A) Buniky Cbfl1-TAP pouzité na sledovani vazby Cbfll na DNA, (B)
bunky WT a Acbfll synchronizované pro sledovani exprese genti v prubc¢hu
bunécného cyklu.

3.8. Vliv Cbf1l na vazbu Cbfl12 na DNA in vivo

Proteiny Cbfl1 a Cbfl2 antagonisticky ovliviiuji nékolik procest v buiice a plisobi
také na sebe navzijem (Pievorovsky et al.,, 2009 a nepublikovana data).
Mechanismus vzajemného ovlivitovani proteint CSL neni dosud znamy.
Antagonismus proteini CSL se mtize projevovat kompetici o interakéni partnery,
proteiny zajist'ujici posttranslaéni modifikace nebo vazebna mista na DNA. Rozhodli
jsme se detailnéji prozkoumat vliv interakce obou proteinli na urovni vazby na DNA.
Zaznamenali jsme totiz fenotyp spojeny s deleci cbfll, piestoze se na piislusny lokus
vaze in vivo protein Cbf12. V populaci bunék Acbf11 se vyskytuji klony s rizné
velkym chromozomem III pravdépodobné kvili riznému poctu kopii rDNA. Lze
dedukovat, ze delece cbfll ma ziejm¢ vliv na stabilitu repetic rDNA. V kmeni
s deleci cbf12 jsme tento fenotyp nepozorovali (Pfevorovsky, nepublikovana data).
Toto zjisténi je prekvapivé, nebot’ silnou vazbu na lokus rDNA jsme diive detekovali
v ptipadé proteinu Cbfl2 a nikoli Cbf1l (Obr. 3.19). Polozili jsme si tedy otazku,
zda se zméni sila vazby proteinu Cbf12 na DNA v nepfitomnosti Cbfl1.

Provedli jsme proto chromatinovou imunoprecipitaci proteinu Cbf12-TAP z kment
Cbf12TAP Acbf11, cbf12TAP a WT. Kmen cbf12TAP Acbf11 jsme piipravili kiizenim
a nepfitomnost cbfll jsme ovéfili pomoci PCR.

Pomoci qPCR jsme analyzovali vazbu Cbfl12-TAP na rDNA, ale také vSechny
ostatni dosud testované lokusy s vyskytem vazby Cbfl2. Jako kontrolni lokus jsme
pouzili kontrolu 2 (chrl 1928274-1928359). Pro rDNA lokus neni tato kontrola
vhodna, protoze se narozdil od rDNA vyskytuje v genomu pouze V jedné kopii.
V zavislosti na genotypu se ale méni pocet kopii rDNA, a pokud chceme sledovat
zménu vazby Cbf12, je potieba kontrolni usek, jehoz pocet kopii se také méni spolu
s poctem kopii rDNA. Kontrolu pro rDNA jsme tedy umistili do rDNA lokusu tam,
kde neni podle ChIP-seq signal vazby proteinii CSL (Obr. 3.25).
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Obr. 3.25 ChIP-seq signal vazby proteini Cbfll a Cbfl2 na rDNA repetici na
pravém raménku chromozomu 3. Pozice usekl pouzitych pro qPCR jsou zobrazeny
vodorovnymi useckami. RFBs — bariéry replikace (replication forks barrier),
ars3001 — pocatek replikace (autonomously replicating sequence).

Jak ilustruje obrazek Obr. 3.26, vazba proteinu Cbfl2 na DNA in vivo zGstava
Vv pritomnosti 1 absenci Cbfll beze zmény. Protein Cbfl1 tedy na danych lokusech
vazbu Cbf12 na DNA neovliviiuje.
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Obr. 3.26 Analyza vazby proteinu Cbf12 in vivo v kmenech s/bez cbfll. Ve dvou
mensich grafech jsou zvlast’ vyneseny hodnoty pro rDNA lokus. Ve vsech grafech je
zobrazen priamér ze dvou biologickych opakovani + smérodatné odchylky, v grafech
s daty pro rDNA jsou vyneseny technické replikaty s pfislusSnymi kontrolami.
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4. Diskuse

4.1. Proteiny CSL S. pombe jsou transkripcni faktory
Transkripcni faktory rodiny CSL patii mezi klicové regulatory vyvoje metazoalnich
organismu. V zavislosti na kontextu funguji jako aktivatory nebo represory genové
exprese v ramci signalni drahy Notch, mohou vSak fungovat i mimo tuto signalizaci
(Pursglove a Mackay, 2005; Bray, 2006; Ehebauer et al., 2006; Minoguchi et al.,
1997; Barolo et al., 2000). V nasich piedchozich studiich jsme identifikovali proteiny
patiici do rodiny CSL u nékolika druhl organismu z fiSe Fungi (Pfevorovsky et al.,
2007; Prevorovsky et al., 2011).

V poltivé kvasince Schizosaccharomyces pombe jsme zkoumali paralogy Cbfll a
Cbf12. Oba proteiny se antagonisticky uplatiiuji v koordinaci procestt buné¢ného
cyklu a adheze bunék. U obou byla prokazana schopnost aktivovat genovou expresi
V heterolognim reportérovém systému S. cerevisiae. Pro Cbfll byla pozorovana
sekvencné-specifickd DNA-vazebna aktivita in vitro, velmi podobna jako u
metazoalnich proteini CSL (Pfevorovsky et al., 2009). Navzdory tomu nebylo

doposud jasné, zda proteiny Cbfl1 a Cbf12 funguji jako transkripéni faktory.

4.1.1. Vliv N-konce proteini CSL na subcelularni lokalizaci a vazbu
na DNA

Nase piedchozi studie ukazaly, Ze dlouhé N-koncové ¢asti proteini CSL S. pombe,
nachazejici se pred definovanymi doménami, vykazuji nizkou miru sekvenéni
komplexity, jsou nejspiSe strukturné neuspoiadané a jsou v nich nabohaceny
regula¢ni motivy, jako napiiklad sekvence PEST nebo fosforylacni mista. S cilem
zjistit funkci téchto cCasti proteind jsme zkonstruovali mutantni varianty gent
produkujicich proteiny CSL, které jsou zkracené z N-konce; v piipadé Cbfll jsme
odstranili usek 1-172 aminokyselin, v piipadé Cbfl2 usek 1-465 aminokyselin.
Studii DNA-vazebnych vlastnosti mutantnich variant protein CSL in vitro jsme
ukazali, Ze odstranéni celé N-terminalni Casti proteinu ptisobi neschopnost proteinii
Cbfll a Cbfl2 vazat kanonicky CSL-vazebny motiv DNA. V rdmci konstrukce
N-terminaln¢ zkracenych proteini CSL byl odstranén i helix al, ktery je vSak podle
krystalografickych dat metazoalniho proteinu LAG-1 soucasti CTD (Kovall a
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Hendrickson, 2004). Odstranéni helixu al tak mohlo zptsobit naruseni terciarniho
uspotadani proteini CSL a nemoznost vazby na DNA (Teska, 2012). Odebrani
N-terminalni ¢asti vSak nevyvolalo nestabilitu a degradaci proteinti, jelikoZ metodou
western blot jsme detekovali proteiny odpovidajici molekulové hmotnosti a
V mnozstvi srovnatelném s ostatnimi variantami CSL (Teska, 2012; Obr. 3.2) a
zkracené proteiny jsou tedy intaktni.

Proteiny CSL plné délky jsou oba lokalizovany v jadie bunky (Pievorovsky et al.,
2009). Odstranéni kompletni N-terminalni ¢asti proteinu vyustilo v dramatickou
zménu lokalizace a proteiny Cbfl1(A1-172) a Cbfl2(A1-465) byly rozptyleny
rovnomérné v celé bunce. Prekvapivé bylo, ze pokud jsme protein Cbfl2 zkratili
pouze o aminokyseliny 1-394, a tudiz ¢ast N-konce byla ponechana, protein si
zachoval svoji jadernou lokalizaci. Samotny konstrukt Cbfl12(395-465) byl také
akumulovan pievazné v jadie bunky (Obr. 3.3, Obr. 3.4). Z uvedeného vyvozujeme,
ze nejvetsi podil na jaderné lokalizaci proteini CSL ma N-terminalni ¢ast proteind,
v piipad¢ Cbfl2 je lokalizace podminéna zejména isekem mezi aminokyselinovymi
zbytky 395-465. Tento tisek Cbf12 neni konzervovan mezi paralogy CSL S. pombe,
ani mezi dalSimi fungalnimi proteiny CSL (Ptrevorovsky et al., 2011). Vzhledem
K tomu, Ze odstranéni N-terminalni sekvence vedlo k rovnomérné celobunécéné
lokalizaci (v€etné jadra), na jaderné lokalizaci nejspiSe participuji i1 dalSi Casti
proteini CSL. Pomoci bioinformatickych nastroju PredictProtein (Rost et al., 2004),
NLStradamus (Nguyen Ba et al., 2009) a cNLS Mapper (Kosugi et al., 2009) jsme
vyhledéavali potencialni jaderné lokalizac¢ni signaly (NLS) v sekvencich Cbfll a
Cbf12. Nalezli jsme jediny monopartitni NLS v N-koncové sekvenci Cbfll mezi
aminokyselinami 121-130 (analyzoval Dr. Pifevorovsky).

Cbf11 in vitro specificky rozpoznava kanonicky CSL-vazebny element v probé RBP
odvozené z promotoru mySiho genu RBP-Jk a vazZe se na néj pifimo. V piipadé¢ Cbf12
o plné délce jsme v pifedchozich experimentech vazbu na kanonicky
CSL-responzivni element nezaznamenali. DNA-vazebnou aktivitu jsme pozorovali
pro Cbf12(A1-394), avsak s niz$i afinitou nez v ptipadé Cbfll (Prevorovsky et al.,
2009; Ptackova, 2010). Vedle metazoalnich sekvenci jsme prokazali vazbu
Cbf12(A1-394) in vitro také na sekvence odvozené z promotorovych oblasti gent
S. pombe obsahujici CSL-vazebny element (Obr. 3.5). Divodi, pro¢ se nam
nepodafilo detekovat vazbu nezkraceného Chfl2 na DNA, mohlo byt vice. Pomoci

hmotnostni spektrometrie bylo v proteinu Cbfl2 identifikovano 19 mist fosforylace,
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z toho 16 v N-terminalni ¢asti proteinu. Zkracena varianta Cbf12(A1-394) obsahuje
pouze 6 z 19 doposud identifikovanych mist fosforylace. Dale bylo zjisténo, Ze
V nativnich extraktech se kromé proteinu Cbfl2 o plné délce objevuji 1 kratsi
fragmenty. Pfitomnost fragmentace naznacuje, ze je protein proteolyticky Stépen (viz
napiiklad Obr. 3.2). Zebii&ek fragmentii proteinu Cbfl2 jsme pozorovali pro proteiny
znacené na N-konci, a je proto nepravdépodobné, ze by se dalsi fragmenty
objevovaly diky wvyuziti alternativnich pocatk translace. Vylouéit miZeme i
alternativni sestiih, protoze transkript cbfl2 neobsahuje intron. Ze srovnani dat
pro C- a N-koncové znacené proteiny Cbfl2 vyplynulo, ze mista ptredpokladaného
Stépeni se nachazi v N-terminalni ¢asti proteinu. Formulovali jsme proto hypotézu,
ze N-konec proteinu Cbf12 ziejmé negativné ovliviiuje vazbu na DNA a in vivo je
vyzadovana proteolyza Cbf12, aby byl protein schopen vazby na DNA (Pievorovsky
et al., 2011). V uvahu pfipada i moznost, Ze podminky experimentu in vitro nejsou
pro vazbu intaktniho Cbfl2 plné vyhovujici. Z tohoto divodu jsme zvysili mnozstvi
Cbf12 vreakci experimentu EMSA a skuteéné jsme na probu RBP detekovali
sekvencné specifickou vazbu Cbfl2. Nasledujicimi experimenty jsme potvrdili, Ze
detekované komplexy proteinu Cbf12 a DNA obsahuji N-koncovou oblast proteinu
Cbf12 (Obr. 3.6, Obr. 3.7). Detekovany signal tudiz odpovida bud’” Cbfl2 o plné
délce nebo jeho €asti vzniklé proteolytickym Stépenim, avSak s intaktni N-terminalni
oblasti. Z toho vyplyva, ze je Cbfl2 o plné délce schopen vazby na DNA in vitro a
davod proteolyzy proteinu zlstava zatim nejasny.

V porovnani s Cbfl1 ma Cbfl2 k probé RBP nizkou afinitu. Na viné¢ mohou byt
podminky nastavené v nasich experimentech EMSA in vitro, nicméné ani dalSimi
metodami se nepodafilo detekovat vazbu Cbf12 na tento element in vivo (viz 4.1.2.).
Z vysledkd vyplyva, Ze oba proteiny CSL S. pombe, Cbf1l i Cbf12, jsou schopny
specificky rozpoznavat kanonicky CSL-responzivni element na DNA in vitro,

k detekci vazby Cbf12 je vSak tieba vys$si mnozstvi proteinu.

4.1.2. Regulace genové exprese proteiny CSL

Pomoci reportérového genu kodujiciho enzym EGFP-B-galaktosiddzu jsme sledovali
regulaci genové exprese a zjistili jsme, ze protein Cbfll v nativnich podminkach
expresi reportérového genu aktivuje (Obr. 3.9). S vyuzitim ChIP-gPCR jsme in vivo

dokumentovali fyzickou pfitomnost proteinu Cbfll v promotorové oblasti
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reportérového genu, ktera obsahovala CSL-vazebny element (proba RBP), zatimco
do promotoru s mutovanym elementem se Cbfll nevazal (proba DEL2; Obr. 3.10
C). Z téchto vysledkii miizeme vyvodit, Ze za podminek fyziologické koncentrace se
Cbf11 chova jako sekvencné-specificky DNA-vazebny aktivator transkripce. Protein
Cbf12 spoustél expresi reportéru, pouze pokud byl Cbfl2 nadprodukovan, a i tak
exprese reportéru nedosahovala takové miry jako v ptipadé Cbfll (Obr. 3.9 B).
Pfesto muzeme vyvodit, ze protein Cbfl2 je schopen fungovat jako aktivator
transkripce. Zvoleny reportérovy systém neumoziuje testovat represi transkripce, a
tudiz nemtzeme vyloucit moznost, ze Cbfl2 muize za uritych podminek zastavat
roli represoru. Povazujeme to vSak za méné pravdépodobné, jelikoz data z dalSich
experimentt, napiiklad microarray, naznacuji funkci Cbfl2 jako aktivatoru
transkripce.

Pti testovani vazby nadprodukovanych HA-tagovanych proteinti CSL na prébu RBP
V promotorové oblasti reportéru in vivo jsme oproti o¢ekavani ziskali metodou ChIP
pouze velmi slabé signaly (Obr. 3.10 D). Slaby signal jsme detekovali i pfi
nadprodukci Cbfll, u kterého jsme pii nativni koncentraci Cbfl1 vazbu in vivo na
prébu RBP v reportérovém plasmidu metodou ChIP potvrdili (Obr. 3.10 C). Na
zaklad¢ experimentu s nadprodukovanymi proteiny CSL tedy neni mozné vyvozovat
zadné zavéry o vazbé Cbfl2 na promotorovou oblast reportéru in vivo. Neuspéch
imunoprecipitace nadprodukovanych proteint CSL muze byt zplsoben napiiklad
proteolyzou N-konct zna¢enych HA-tagem, ptestoze jsme nadprodukované proteiny
CSL prostiednictvim této znacky detekovali pomoci western blotu (Obr. 3.9 C).
Hemaglutininovy epitop také nemusi byt, tak jak byl ndmi k proteinm CSL
pfipojen, piistupny pro vazbu anti-HA protilatky v kontextu nativniho chromatinu,
na rozdil od denaturujicich podminek western blotu.

CSL-responzivni element v probé RBP, pfitomny V regulacni oblasti reportérového
plasmidu, mtze predstavovat misto, které Cbf12 vaze s nizkou afinitou. To muze byt
dtivod, pro¢ se na probu RBP Cbf12 ve fyziologické koncentraci vaze in vitro slab¢ a
in vivo nedochazi k aktivaci transkripce reportéru. Dal§i moznosti je, Zze navzdory
schopnosti vazby na DNA muze byt Cbf12 in vivo v kontaktu s DNA neptimo jako
soucast proteinového komplexu, ktery obsahuje jiny DNA-vazebny protein (Gordan
et al., 2009). Pokud by se tento DNA-vazebny interakcni partner vazal na jiny nez
kanonicky CSL-responzivni element, nemohli bychom tuto vazbu testovat pomoci

stavajiciho reportérového plasmidu. Popsané moznosti chovani proteini CSL,
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zejména Cbf12, se vzdjemné nepopiraji a mohou se rizné¢ uplatitovat na konkrétnich
endogennich cilovych lokusech proteinit CSL v genomu S. pombe in vivo.

Diky mutantnim variantam Cbfl1DBM a Cbf12DBM, které nejsou schopny vazby
na DNA (Teska, 2012), jsme zjistili, Ze vazebné aktivity metazoalnich a fungalnich
proteini zavisi na stejnych aminokyselinovych zbytcich v doméné¢ BTD. Lze tedy
predpokladat, Ze mechanismus vazby na DNA je u téchto evolucné vzdalenych
organismii  konzervovany. DBM varianty proteini CSL nedokazou indukovat
transkripci reportérového genu, a tudiz vazba na prébu RBP reportérového plasmidu
je zde nutnou podminkou pro regulaci genové exprese. Nevime vsak, je-li vazba na
DNA nutnd pro vSechny funkce proteinti CSL, napiiklad v regulaci bunééného cyklu
nebo adhezivity. Na zodpovézeni téchto otdzek dobie poslouzi vytvoren¢ DBM
varianty proteinii CSL, u nichz je kompromitovana vazba na DNA, avSak bunéc¢na
lokalizace a stabilita proteinu jsou srovnatelné s nemutovanymi proteiny CSL.

Nase vysledky potvrzuji, ze proteiny Cbfl1 a Cbf12 S. pombe jsou schopné fungovat
jako transkripéni faktory a jsou pravem zafazeny do rodiny CSL. Zaroven naSe data
podporuji hypotézu o evolucnim pivodu rodiny CSL u spoleéného predka fisi

Metazoa a Fungi (Pievorovsky et al., 2007; Gazave et al., 2009).

4.2. Vliv kultiva¢nich podminek na expresi proteinu Cbfl1

Pomoci expresni microarray bylo zjisténo, Ze podminky kultivace maji vliv na
expresi genl. V pfipadé kultivace exponencialné rostoucich bunék Acbfll
V minimalnim mediu EMM byla pfi porovnani s buitkami WT zjiSténa alesponl 2x
vyssi exprese u 17 gentl, zatimco pii kultivaci v bohatém mediu YES u 125 gent
(Ptevorovsky, Oravcova et al., publikace v piipraveé). SouCasné jsme zjistili, Ze
hladina samotného proteinu Cbfll je vyrazné niz§i, pokud se bunky kultivuji
vmediu EMM. Cbfll jsme detekovali ve vice izoformach, jejichZ relativni
zastoupeni se lisilo podle pouzitého media (Obr. 3.11). Pfitomnost n€¢kolika izoforem
mize naznacovat, ze v zavislosti na typu media mohou byt regulovany napiiklad
posttransla¢ni modifikace proteinu Cbfl1 nebo se mize ménit vyuziti alternativnich
pocatku translace. Primarni transkript genu cbfll obsahuje kratky intron, a proto by
mohlo dochézet k alternativnimu sestfihu transkriptu, avSak tento proces neni u
S. pombe piili§ znamy (Awan et al., 2013). Rozdil mezi kultiva¢nimi médii jsme

pozorovali také u n€kterych fenotypi zavisejicich na nepfitomnosti Cbfl1l. U bun&k
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Acbf11 byla zjisténa heterogenita ve velikosti a tvaru bunék, defekty septace a
fenotyp cut (Pievorovsky et al., 2009). Pokud se bunky Acbf11 kultivuji v mediu
YES, byla u exponencialn¢ rostoucich bunék navic pozorovana dekondenzovana,
fragmentovana nebo nerovnomeérné segregovana DNA. Pii kultivaci v EMM se vSak
objevovalo jenom velmi malo defektll v bunééné morfologii nebo stavu DNA, a také
frekvence vyskytu fenotypu cut byla v tomto mediu vyrazné snizena (Pfevorovsky,
nepublikovano). Komplexni medium YES zalozené na kvasni¢ném extraktu neni na
rozdil od media EMM piesné definovano a obé media se odliSuji mimo jiné obsahem
zivin a vitamini (Moreno et al., 1991). Je mozné, ze podminky jako naptiklad zdroj
dusiku, mnozstvi glukézy, osmolarita, pH a dalsi, nebo jejich kombinace, mohou
ovliviiovat roli Cbfl1 pfi regulaci udalosti buné¢ného cyklu.

Kultivaci v EMM se prodluzuje generac¢ni doba bunék WT oproti kultivaci v YES
zhruba o 30 minut. Tento rozdil muze buinkam kultivovanym v mediu EMM
poskytnout vice prostoru k vypotadani se s problémy vzniklymi v pribéhu
buné&¢ného cyklu. Dostupnost Zivin ma velky vliv na rist a déleni bun¢k (Fantes a
Nurse, 1977; Pluskal et al., 2011). Medium EMM obsahuje niz$i koncentraci glukozy
nez YES. Z téchto divoda jsme provadéli experimenty s kultivaci v mediu YES ve
snizené teplote, nebo pii nizs§i koncentraci glukdzy. Snizeni teploty kultivace v mediu
YES nebo mnozstvi glukézy v YES zptsobuje u bunék WT prodlouZeni genera¢ni
doby, u bun€k Achf11 vSak nebyla pozorovana zména v délce generacni doby ani
snizeni frekvence vyskytu fenotypu cut. DalSi experimenty taktéZz nepotvrdily vliv
pH kultiva¢niho média na defekty spojené s absenci Cbfll (Ptevorovsky, Zach,
nepublikovdno). Z dosavadnich experimenti tedy zatim vyplyvd jen to, Ze
pfitomnost proteinu Cbfll je za nekterych ristovych podminek (napf. minimalni
medium) pro buiiku patrné¢ méné diileZita nez za podminek jinych (bohaté komplexni

médium).

4.3. Hledani cilovych gent proteini CSL

S cilem identifikovat responzivni geny transkripénich faktor CSL jsme hledali mista
vazby proteinti Cbfll a Cbfl2 in vivo, a to v celém genomu S. pombe metodou
ChIP-chip. Identifikovali jsme heterogenni mnozinu vazebnych mist. Vedle mist
lokalizovanych v intergenovych oblastech jsme vazbu proteinit CSL detekovali také

v ramei kodujicich sekvenci. Kanonicky CSL-responzivni element GTG/cGAA,
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ktery je svysokou afinitou rozpoznavan proteinem Cbfll, nebyl na vSech
identifikovanych mistech vazby proteini Cbf11 a Cbf12 ptitomen. Pro ovéfeni vazby
pomoci metody ChIP-gPCR jsme proto vybrali sekvence tak, abychom postihli
vSechny typy lokusii identifikovanych metodou ChIP-chip. Zatimco v piipadé Cbf12
jsme potvrdili, ze se protein na vybrané sekvence z genomu S. pombe in vivo vaze,
pro Cbfl1 se nepodafilo vazbu spolehlivé reprodukovat (Obr. 3.13). Vazbu Cbfl2 in
Vivo jsme poté presnéji lokalizovali v ramci tii lokusu (Obr. 3.14). Kanonicky
CSL-vazebny element a také sekvence odvozené zdosud testovanych
promotorovych oblasti genti S. pombe, mohou piedstavovat nizkoafinni cile pro
vazbu Cbfl2. Sekvence vytipované na zakladé celogenomovych metod mohou byt
misty, ke kterym se Cbf12 vaze s vyssi afinitou. Z toho ditvodu jsme testovali vazbu
Cbf12 in vitro metodou EMSA na ty sekvence, u nichz jsme metodou ChIP-chip
identifikovali nejsilnéjsi vazbu. Pomoci metody EMSA se vSak vazbu Cbfl2 ani
Cbfl1 na sekvence identifikované technikou ChIP-chip detekovat nepodafilo, a to
ani pii nadprodukei proteinit CSL (Obr. 3.15, Obr. 3.16, Obr. 3.17). Aby bylo mozné
detekovat vazbu proteinu Cbfl2 a poptipadé identifikovat idealni vazebny element,
bylo by zfejmé nutné podminky in vitro experimentl dale optimalizovat. Obtize
muze zptusobovat i délka radioaktivnich prob, jelikoz doposud jsme vazbu proteinti
CSL testovali pouze na kratkych 30 bp probach, zatimco proby ze sekvenci
nalezenych metodou ChIP se délkou pohybuji v rozmezi 87 — 425 bp. Optimalizovat
by bylo vhodné také mnozstvi proteini CSL v experimentu EMSA, minimalné
Vv ptipad¢ proteinu Cbfl2. Jak ukézaly pokusy s probou RBP, koncentrace lyzatu
obsahujiciho Cbf12 ma pro detekci vazby Cbf12 in vitro kli¢ovy vyznam (viz 4.1.1).
V hledani vazebnych mist proteini CSL jsme pokracovali metodou ChIP-seq.
Podobné jako v pfipadé¢ ChIP-chip jsme vazbu proteini CSL detekovali jak
Vv intergenovych, tak 1 v kodujicich oblastech. Pro Cbfll byla mira u¢innosti
precipitace celkové nizsi nez pro Cbf12. To mize byt nasledek slabé nebo transientni
vazby proteinu Cbfll na DNA, alternativné miize byt DNA-vazebna aktivita
proteinu omezena na ur¢itou fazi bunécného cyklu. Mezi mnozinou lokust, na které
se vaze protein Cbfll, a mnozinou lokusli vdzanymi proteinem Cbfl2 byl nalezen
maly, avSak signifikantni ptekryv. Jelikoz se pomoci ChIP-seq z exponencialné
rostoucich bunc¢k nesynchronizovanych v konkrétni fazi bunééného cyklu méfi
primérny signal vazby v populaci asynchronnich bunék, neni mozné rozlisit, zda se

oba proteiny CSL na stejny promotor vazi ve stejném Case a v téze buiice, nebo zda
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se vazi v bunkach nachézejicich se v odlisnych fazich bunééného cyklu. Vazbu
proteint Cbfl1 a Cbfl2 in vivo na nékolika vybranych promotorovych oblastech
jsme nezavisle ovéfili pomoci ChIP-qPCR. Pro Cbfl2 byla publikovana vazebna
mista identifikovana metodou ChIP-chip (Kwon et al., 2012), ktera se signifikantné
prekryvaji s misty, kterd jsme nasli pomoci ChIP-seq (analyzoval Dr. Pievorovsky).
Vazbu Cbfll in vivo jsme pozorovali v promotorovych oblastech nékolika gent
metabolismu lipida (Obr. 3.19, Obr. 3.20). Exprese téchto gent je snizena v bunkach
Acbf11 v porovnani s WT. Navic buriky s deleci cbfll produkuji na povrch kolonii
silnou vrstvu hydrofobniho materidlu, kterd zpisobuje tzv. fenotyp ,,shiny*
(Prevorovsky et al., 2009). Tato pozorovani indikuji, ze protein Cbfll
pravdépodobné piisobi jako pfimy transkripéni regulator té€chto geni a nejspise hraje
roli v metabolismu lipidd.

Porovnanim dat expresnich microarray a ChIP-seq se zjistilo, Zze pouze u malé ¢asti
gend, jejichz exprese se méni pti absenci nebo naopak nadprodukei proteintt CSL, se
proteiny CSL do promotorové oblasti takovych genl vazi. To naznacuje, Ze mnohé
zmény Vv hladindch transkriptii genli jsou zpisobeny nepiimo, napiiklad skrze
regulaéni kaskady podobné jako u metazoalnich proteinit CSL (Iso et al., 2003).
V souladu stouto hypotézou zahrnuji cile vazby proteint CSL geny kodujici
regulatory jako naptiklad transkripéni faktory, RNA-vazebné proteiny, kindzy a
fosfatdzy. Nékteré z téchto cilti hraji roli v regulaci bunééného cyklu a mohly by tedy
zodpovidat za fenotypy pozorované pii manipulaci s geny CSL (Pfevorovsky,

Oravcova et al., publikace v ptiprave).

4.3.1. Role Cbfll v priibéhu bunééného cyklu

V odpovédi na manipulaci s hladinami proteini CSL jsou reprimovany nebo
indukovany geny, které v piipadé bunék WT S. pombe vykazuji periodickou expresi
Vv pribehu bunééného cyklu. Jde naptiklad o gen cgsl kodujici regulacni podjednotku
protein kindzy A, ktera za podminek nedostatku glukézy inhibuje katalytickou
podjednotku Pkal (Gupta et al.,, 2011). Dalsim ptikladem je gen srkl, jehoz
proteinovy produkt je kindza aktivovana stresovou MAP kindzou Styl, ktera
negativné reguluje piechod G2/M mitotického cyklu (Smith et al., 2002; Lopez-
Avilés et al., 2005). Celkem se jedna o 81 periodicky exprimovanych genti. Jak jsme

zjistili technikou ChlP-seq, do promotori nékterych z téchto genu se vazi proteiny
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CSL (Prevorovsky, Oravcova et al., publikace v piiprave). Testovali jsme, zda je
vazba proteinu Cbfl1 omezena na urcitou fazi bunééného cyklu. Pro testovani jsme
vybrali geny, jejichz exprese je ovlivnéna deleci cbfll, pficemz nékteré z vybranych
genll jsou fazeny ke genlim exprimovanym periodicky v prubéhu bunécného cyklu
(Marguerat et al., 2006). Pomoci ChIP-gPCR a RT-gPCR jsme s vyuzitim
synchronizace prostiednictvim termosenzitivni mutanty v genu cdc25 zjistili, Ze
Cbfl1 funguje jako aktivator specificky pro S fazi a/nebo cytokinezi, piicemz
expresi n€kolika periodicky exprimovanych genti reguluje pravdépodobné skrze
pfimou vazbu do jejich promotorovych oblasti (Obr. 3.22, Obr. 3.23). Ze ziskanych
dat nelze rozlisit, zda se Cbfll uplatiiuje v S fazi nebo cytokinezi, jelikoz oba
procesy V pouzitych kultiva¢nich podminkach ¢asové koreluji (Nasmyth et al., 1979;
Carlson et al., 1999; Gomez a Forsburg, 2004). Synchronizace bunééné kultury skrze
termosenzitivni mutaci v genu cdc25 zastavuje bunéény cyklus v G2 fazi. Pro
zkoumani role Cbfl1l v S fazi by bylo vhodnéjsi blokovat kulturu v G1 fazi cyklu.
Z tohoto diivodu jsme z nékolika zdroju ziskali kmeny s riznymi termosenzitivnimi
mutacemi v genu cdc10. Gen cdcl0 patii mezi geny ,.startu®, coz je kontrolni bod,
ktery reguluje ptechod mezi G1 a S fazi (Aves et al., 1985; Lowndes et al., 1992).
Pomoci téchto mutant jsme zastavili progresi bunéénym cyklem v restriktivni teplotg,
ale buniky zneznamého divodu po pfemisténi do teploty permisivni, 1 pfes
opakované pokusy, nepokracovaly v prichodu cyklem. Zamysleny experiment jsme
tedy nemohli provést.

Synchronnost priichodu bunénym cyklem jsme monitorovali s vyuzitim pratokové
cytometrie (FACS). Zde je tfeba poznamenat, ze obsah DNA v haploidnich bunikach
osciluje béhem cyklu mezi 2C a 4C, jelikoz po rozdéleni jader v mitéze prob&hne
duplikace DNA (S faze), a teprve poté je dokoncena cytokineze, pii niz dojde
Kk separaci dcetfinych buné¢k. Zjistili jsme, ze FACS profil bun¢k Achf711 a WT se lisi.
V pribéhu synchronniho postupu fazemi bunécného cyklu nartista u Achf11 frakce
bunék s obsahem DNA vys$§im nez 4C (Obr. 3.24). To muze byt zplisobeno defekty
v septaci a oddé€leni dcefinych bunék nebo problémy s integritou genomu, kterou
jsme Vv téchto bunkach pozorovali (viz 4.2.).

Protein Cbfl1 je béhem bunécného cyklu exprimovan konstitutivné, ackoli expresi
neékterych gent aktivuje pouze v konkrétni fazi bunéného cyklu. Podobna
charakteristika byla popsana i u dalSich transkrip¢nich faktort, naptiklad Sepl. Ten

reguluje expresi periodicky exprimovanych genti nutnych pro septaci, napt. cdcl5,
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ale sam periodicky exprimovany neni (Fankhauser et al., 1995; Rustici et al., 2004).
Specifita proteinu Cbfll ke konkrétnim promotorim v uréitém case muze byt
regulovana pomoci dalSich faktordi, napfiklad prostfednictvim posttranslac¢nich
modifikaci. Jak uz bylo uvedeno vyse, Cbfl1 se vyskytuje ve vice izoformach, které
mohou odrazet modifikace proteinu (4.2.). Exprese responzivnich gend, které Cbfl1
aktivuje béhem S faze/cytokineze, mize byt reprimovana v dalSich fazich bunécného
cyklu jinymi proteiny, nebo mista vazby Cbfll v jejich promotorovych oblastech
mohou byt mimo S fazi/cytokinezi blokovana.

Zjistili jsme, ze Cbfll rozpoznava kanonicky CSL-vazebny element v promotoru
genu cuté a pozitivné reguluje expresi tohoto genu. Produktem genu cut6 je
acetyl-CoA/biotin karboxylaza, enzym tucastnici se biosyntézy mastnych kyselin,
ktery se rovnéz angazuje v koordinaci jaderného a bunééné¢ho déleni. Mutace v genu
Cut6 totiz zpisobuje aberantni mitéozu vedouci k fenotypu cut (Saitoh et al., 1996).
Pro funkci proteinu Cut6 je jako kofaktor nezbytny biotin. Geny pro syntazu biotinu
a membranovy transportér biotinu (bio2 a vhtl) jsou, jak jsme ukazali, aktivovany
proteinem Cbfl1, ktery se vaze do jejich promotord, pficemZ vazebny profil Cbfl1
Vv pribéhu bunééného cyklu je podobny jako v ptipadé promotoru genu cuté (Obr.
3.22, Obr. 3.23). Je mozné, ze v bunkach Achfi1 je snizena hladina biotinu, coz
negativné ovliviiuje funkci Cut6. Pfedpokladame proto, Ze fenotyp cut pozorovany
v burikach s deleci cbfll je alespon Casteéné zpisobeny zménami v expresi genl
bio2, vhtl a cut6 a aktivité jejich proteinovych produktti. Mechanismus této regulace
jsme zatim plné neobjasnili. Shrneme-li, proteiny CSL reguluji transkripci periodicky

exprimovanych gentl, z nichZ nékteré jsou diileZité pro priichod bunéénym cyklem.

4.4. Antagonismus proteini CSL

Nejvice fenotypovych zmén pozorovanych pii manipulaci s geny CSL S. pombe je
asociovano s deleci cbfll a nadprodukci cbfl2. Analyza téchto fenotypti naznacuje,
ze proteiny Cbfl1l a Cbfl2 funguji antagonistickym zpisobem (Ptevorovsky et al.,
2009).

Protichiidné puasobeni proteini Cbfll a Cbfl2 lze pozorovat uz na udrovni
transkriptomu. V piipadé nadprodukce cbfll bylo nalezeno velmi malo gena se
zménénou expresi v porovnani s kontrolnimi buikami transformovanymi tzv.

prazdnym plasmidem. Stejné tak se exprese meénila u malého poctu gend,
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srovnavame-li deletanty cbfl2 a bunky divokého typu. Vysledky expresnich
microarray z bunék s deleci cbf12 nebo nadprodukci cbfll jsou v souladu s faktem,
ze v ptipad¢ takto manipulovanych bun€k jsme nalezli velmi malo nebo zadné
fenotypové projevy. Naopak mnoho genii vykazuje zménu exprese, pokud je
deletovan gen cbfll nebo nadprodukovan cbfl2. Navic je mezi geny, jejichz exprese
je vbunkach s nadprodukci Cbfl2 nebo absenci Cbfll zvySena vici prislusné
kontrole, signifikantni ptekryv (Pfevorovsky, Oravcova et al., publikace v piiprave).
Jak je zminéno vySe, mezi misty identifikovanymi metodou ChIP-seq, na ktera se
vazi proteiny Cbfll a Cbfl2 in vivo, je maly avsak signifikantni piekryv (viz. 4.3;
Prevorovsky, Oravcova et al., publikace v pfipravé). Spolecny set cilovych gent je
v souladu s hypotézou antagonistické regulace transkripce.

Pomoci TAP purifikace proteini CSL a hmotnostni spektrometrie koprecipitovanych
proteini jsme identifikovali jejich potencidlni interakéni partnery. Mnoziny
interaktort Cbfll a Cbfl2 se vyznamné piekryvaji, avSak proteiny CSL spolu
neinteraguji. To naznacuje, Ze paralogy CSL mohou kompetovat o stejné proteiny
resp. proteinové komplexy. Mechanismus antagonistické regulace vSak zUstava
doposud neznamy. Na zaklad¢é popsanych fenotypii a expresnich dat predpokladame,
ze v daném okamziku ptevladne jeden z paralogi CSL. Zda je tato dominance
zplisobena vzajemné neslucitelnou vazbou proteinli CSL na DNA, posttranslacnimi
modifikacemi jednoho nebo obou paralogii, naptiklad v zavislosti na ristovych
podminkach, kompetici o proteinové partnery nebo jinym regulacnim mechanismem,
bude pfedmétem dalSich experimenti. V pilotnim experimentu jsme testovali vliv
proteinu Cbf11 na vazbu Cbf12 na DNA in vivo. Na testovanych lokusech jsme vSak
nezaznamenali zménu vazby Cbf12 v pfitomnosti oproti absenci Cbfl1 (Obr. 3.26).
Delece chfll vSak ma zfejmé vliv na Cbfl2 na Grovni proteinu i mRNA. Nativni
protein Cbf12 je pravdépodobné proteolyzovan (viz 4.1.1) a delece cbfll zpisobila
stabilizaci proteinu Cbf12 o plné délce. V bunkach Acbf11 je hladina mRNA cbfl12
vy$§i v porovnani s buitkami WT (Tvartizkova, Dané€k, nepublikovano).

Vétsinu fenotypu, které jsme u bunék pozorovali, jsou spojené s deleci cbfll nebo
nadprodukci cbfl2. Fenotypy dvojitého deletanta se velmi podobaji fenotypiim
v kmeni Acbhf11, s vyjimkou adhezivity, a je tedy pravdépodobné, Ze defekty pfi
nadprodukci cbfl2 zpusobuje protein Cbfll. Ztoho divodu by v dalsich
experimentech bylo vhodné zkoumat vazbu proteinu Cbfll na DNA za soucasné

nadprodukce Cbfl2 pomoci ChIP-qPCR a také hladinu proteinu Cbfll a jeho
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posttranslaéni modifikace pomoci techniky western blot. Jelikoz paralogy CSL
castecné sdili interakéni partnery, nadprodukce Cbf12 mutze zplsobit jejich vyvazani,
a tedy nedostatek pro interakci s Cbfl1. P#i planovani modifikovaného experimentu
je tfeba zohlednit, Ze fenotypy asociované s Cbfl1 se lisi v zavislosti na kultivaénim
mediu. Nadprodukce Cbf12 dosahujeme expresi z plasmidii pREP41/42 nesouci také
geny leu2 nebo ura4 (Obr. 2.2), slouzici pro udrzeni plasmidu v buiikach, které jsou
na leucin nebo uracil dependentni. Bunky s takovymi plasmidy je nutno kultivovat
vV minimalnim mediu EMM bez leucinu/uracilu. V minimalnim mediu EMM je v8ak
redukovan vyskyt fenotypovych projevi souvisejicich s neptitomnosti Cbfl1, a sice
defekty v bunétné a jaderné morfologii a také fenotyp cut. Ztoho divodu nelze
protein Cbf12 jednoduse nadprodukovat z plasmidi fady pREP41/42 v minimalnim
mediu EMM a je tieba volit jiny pfistup k nadprodukci Cbf12. Alternativou by bylo
pouziti plasmidii nesoucich geny pro rezistenci na antibiotika, kterd by bylo mozné
piidat do media YES (Ahn et al., 2013). Bylo by také mozné piimo v genomu
S. pombe nahradit pfirozeny promotor genu cbfl2 arteficialné regulovatelnym
promotorem, naptiklad promotorem genu urgl, ktery spousti expresi fizeného genu

Vv piitomnosti uracilu (Watt et al., 2008).

4.5. Dalsi funkce paraloga CSL v S. pombe
Potvrdili jsme, Ze proteiny CSL S.pombe, Cbfll a Cbfl2, vykonavaji funkci

transkripcnich faktord. Neékteré z cilovych genii regulovanych proteiny CSL jsou
nezbytné pro progresi bunénym cyklem a pfedchazeni katastrofické mitoze.
Ukézalo se také, Ze proteiny CSL ziejm¢ hraji duilezitou roli v odpovédi na
oxidativni stres. V bunikach manipulovanych v genech CSL microarray studie
odhalily zménu v expresi genti obecné stresové odpovédi, tzv. CESR gend, a také
genl, jejichz produkty se Ucastni odpovédi na oxidativni stres. Napiiklad cttl,
kodujici katalazu (Mutoh et al., 1999), nebo gst2, jehoz produktem je enzym
glutathion-S-transferaza (Cho et al., 2002; Pievorovsky, nepublikovano). Dale jsme
zjistil, Ze bunky Acbhf11 vykazuji zvySenou odolnost na peroxid vodiku (Pfevorovsky,
Tvartzkovd, nepublikovano). Konkrétni uloha paralogi CSL v podminkéach
oxidativniho stresu je v souc¢asné dob¢ v laboratofi intenzivné studovana.

Proteiny CSL jsou nejspiSe zapojeny také do udrzovani integrity DNA a regulace

struktury chromatinu. Mezi interakénimi partnery proteintt CSL byl nalezen protein
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Sapl, coz je esencialni DNA-vazebny protein ucastnici se replikace DNA, udrzovani
integrity a segregace chromozomd, stability rDNA (Mejia-Ramirez et al., 2005;
Zaratiegui et al., 2011; De Lahondés et al., 2003; Noguchi a Noguchi, 2007). Pro
protein Rebl, ktery méa podobné funkce jako Sapl, bylo ukdzéno, ze ovliviiuje
jadernou organizaci na dlouhé vzdalenosti prostfednictvim chromatinovych interakci
(Singh et al., 2010; Jakociunas et al., 2013). Podobna funkce byla navrzena i pro
protein Sapl, a také pro sav¢i CSL (Bastia a Singh, 2011; Lake et al., 2014).
Fenotypové analyzy ukazaly funk¢éni propojeni Cbfl1 a Rebl, a také zménu ve vazbé
Sapl a Rebl na DNA v neptitomnosti Cbfl1 (Pfevorovsky, nepublikovano).

Z uveden¢ho vyplyva, ze proteiny CSL jsou v bunikach S. pombe zapojeny do mnoha
regulacnich procesti a vyvazend hladina proteind Cbfll a Cbfl2 brani vzniku

pleiotropnich defekti.

4.6. Funkce proteinti CSL v FiSi Metazoa a S. pombe

U proteini CSL S. pombe je zachovano uspofadani domén jako u metazoalnich
proteinti a oblasti proteinu, zodpovédné za vazbu na DNA metazoalnich proteint,
jsou u proteint S. pombe vysoce konzervovany (Pfevorovsky et al., 2007). Prokazali
jsme, zZe kvasinkové proteiny CSL jsou schopné sekvencné-specifické vazby na DNA
a mechanismus vazby je svelkou pravdépodobnosti zachovany mezi Fungi a
Metazoa (Teska, 2012; Oravcova et al., 2013). Pfinesli jsme diikazy, ze paralogy
Cbfll a Cbfl2 jsou transkripénimi faktory a zfejmé funguji jako aktivatory
transkripce gent. Spektrum procest, které proteiny CSL S. pombe ovliviuji, je
pomérné Siroké, podobné jako u metazoalnich proteinti. To ziejmé souvisi s faktem,
Ze mezi responzivnimi geny kvasinkovych paralogh CSL bylo nalezeno mnoho
regulacnich genti kodujicich dalsi transkripéni faktory, kindzy a fosfatdzy a dalsi.
Z uvedenych charakteristik vyplyvd mozZnost, Ze mezi proteiny CSL fiS§i Fungi a
Metazoa je zachovana také jista funkéni podobnost. Proteiny CSL kvasinky S. pombe
by tedy mohly slouzit jako model, zejména pro dosud nejasné funkce proteinia CSL

nezavislé na signalizaci Notch v mnohobunécnych organismech.
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5.Shrnuti

V ramci této dizertacni prace jsme ucinili ndsledujici prioritni nalezy:

e Proteiny CSL S.pombe jsou lokalizovany do jadra buiky; pro jadernou
lokalizaci proteinii je potfeba nestrukturovana N-terminalni ¢ast. V piipadé
proteinu Cbfl2 je za jadernou lokalizaci majoritné zodpovédny usek mezi

aminokyselinami 395-465.

e Oba proteiny CSL S. pombe maji schopnost aktivovat transkripci gent in Vvivo.
V ptipadé reportéru s CSL-vazebnym elementem v promotorové oblasti je vazba

na DNA nutnou podminkou k aktivaci genové exprese.

e CDbf11 funguje jako transkrip¢ni aktivator specificky pro S fazi a/nebo cytokinezi
regulujici expresi nékolika periodicky exprimovanych genti. Nékteré z téchto
genu fidi progresi bunénym cyklem a uplatituji se v prevenci katastrofické
mitozy. Protein Cbfl1 se pravdépodobné pifimo véaze do jejich promotorovych

oblasti in vivo.

e Cbfll 1 Cbfl2 jsou schopny specificky rozpoznavat CSL-vazebny element na
DNA in vitro. Vazba Cbf12 je detekovana pii 2,7x vyS$i koncentraci proteinu ve

srovnani s Cbf11.

e DNA-vazebna aktivita metazodalnich a fungélnich proteinit CSL pravdépodobné
zavisi na stejnych aminokyselinovych zbytcich. V pfipad€ jedné aminokyseliny
(arginin na pozici 318 proteinu Cbfll a 644 proteinu Cbfl2, které jsou
analogické argininu 218 proteinu RBP-Jk) jsme tuto =zavislost ovéfili

experimentalné

e Proteiny CSL S. pombe vazi in vivo heterogenni skupinu cilovych lokusii. Mista

vazby se nachézeji v intergenovych i1 kodujicich usecich DNA.
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Vazbu Cbf12 in vivo jsme blize lokalizovali v ramci tii lokust identifikovanych
technikou ChlIP-chip. Dalsi upfesnéni mista vazby Cbfl2 in vitro na tyto

sekvence pomoci metody EMSA se nepodafilo.
Vazba proteinu Cbfll byla in vivo detekovana v promotoru geni metabolismu
lipida cut6, Icfl, I1cf2 a SPCC1281.06¢. Protein Cbfl12 se vaze do oblasti rDNA,

do svého vlastniho promotoru a do promotoru gent atfl a mei2.

Neptitomnost proteinu Cbfl1 nema in vivo vliv na vazbu proteinu Cbfl2 na

DNA na mistech, ktera jsme testovali.

Exprese Cbfl1 je v prib&hu bunééného cyklu konstantni.

Slozeni kultivaénich medii ma vliv na expresi proteinu Cbf11. Uloha Cbfl1 je za

nékterych kultiva¢nich podminek zfejmé pro buitky méné diilezita.
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7. P¥ilohy

Seznam piiloh:

A.l  Seznam primeri pouzitych v této praci (Tab. 7.1).

A.2  Mista vazby Cbfl1 nebo Cbfl2 na usecich genomu S. pombe identifikovana
metodou ChIP-chip a vybrana pro nezavislé ovéteni pomoci ChIP-gPCR
(Obr. 7.1).
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Tab. 7.1 Ptehled pouzitych primerd. Primery jsme navrhovali pomoci nastroji
Primer Quest, Oligo Analyzer 3.1 (IDT SciTools) a softwaru Gene Runner 3.04
(Hastings Software). Syntézu jsme objednavali u firmy KRD. fw — forward primer,
rev — reverse primer.

Primer | Sekvence 5-3” Pouziti
map120 | AAACATATGGACGGAGGATCCA | konstrukce Cbf12(395-465), fw
TGATTCC
mapl05 | ACCCGGGCTATGACAAAACATA | konstrukce Cbf12(395-465), rev
CTGAATCC
map92 | AGAGAAAGAATGCTGAGTAGA | reportéroveé plasmidy,
ChIP-gPCR, fw
map93 | TACAAATCCCACTGGCTATA reportérové plasmidy,
ChIP-gPCR, rev
mp86 AAGCAAAGACAAAACGATCA kontrola 1, ChIP-gPCR, fw
mp87 AAACTGGCGTAACTTTTCAA kontrola 1, ChIP-gPCR, rev
mp88 AGCTGCTAGACACCTTCAAA kontrola 2, ChIP-qPCR, fw
mp89 CCTACGGTCAAGAGAAAACT kontrola 2, ChIP-gPCR, rev
map78 | CGGTAAATTGATACGCCC kontrola 3, ChIP-gPCR, fw
map79 | GACATCCCGACAATACATC kontrola 3, ChIP-qPCR, rev
map0l | TGATGATGGTATGGGAGTTT Cbf12_1, ChIP-gPCR, fw
map02 | CGTTCATTTTCGCTACTTTG Cbf12_1, ChIP-gPCR, rev
mp84 TCGCCATAAAGCAGAGAATA Cbf12_2, ChIP-gPCR, fw
mp85 TTCATTTGCTTTGCTCAACT Cbf12_2, ChIP-gPCR, rev
mp100 | AGTATCCGCTCAAAAGTTTG %’ﬂ 2_3 (sek €), ChIP-gPCR,
mp101 | GCGAAAATTTTCTTGCTCTT Cbf12_3 (usek C), ChIP-gPCR,
rev
map09 | GAACATTCTGCTCGGTACCT Cbf12_4, ChIP-gPCR, fw
mapl0 | TGCTTCCACTTCCATTAAAC Cbf12_4, ChIP-gPCR, rev
mapll | GCGATTGTTTGATTTGTTTG Cbf12_5, ChIP-gPCR, fw
mapl2 | CGAAAAGAACGATAGCAATG Cbf12_5, ChIP-gPCR, rev
mpl06 | ATATGTGCTTGCCGGATT Cbf12_6, ChIP-gPCR, fw
mpl07 | TCCACTCTTCTTTCCCTTTC Cbf12_6, ChIP-gPCR, rev
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mp108 | GCATGAACAAAACCTAAACG Cbf12_7 (usek J), ChIP-gPCR, fw
mp109 | AATCTCCCTTCTCGTTCCTT S\?Ifl 2_7 (usek J), ChIP-gPCR,
mapl3 | AATGATATGCGGTTGTTGTT %f 12_9 (usek P), ChIP-gPCR,
mapl4 | ACTCTTTTCACCTCCGATTC Cbf12_9 (usek P), ChIP-qPCR,
mapl5 | GAGAGAGAAAGCGCAAATTT rcel:)/flz_ll, ChIP-gPCR, fw

mapl6 | GCTGGACAGGCAATTACTTT Cbf12_11, ChIP-gPCR, rev
map29 | ACTACATAACTAGGATTTCGCA | Cbfll_3, ChIP-gPCR, fw

map30 | TCTCATATTTGCTCTTTGCATC | Cbfll_3, ChIP-gPCR, rev

mapl7 | TAAAGTAGCCCTCCACCAAT Cbf11_5, ChIP-qPCR, fw

mapl8 | GCCGTTATCAATGAGTCTGT Cbf11_5, ChIP-qPCR, rev

map2l | GCAAAGAATTGGGAGTGTATC | Cbfll_8, ChIP-gPCR, fw

map22 | CGCAAAATGTTATCAATTGG Cbf11_8, ChIP-qPCR, rev

mapl9 | CACGCATCCAACTTTTCTAA Cbf11_21, ChIP-gPCR, fw

map20 | ACCCACGAACAACCTACC Cbf11_21, ChIP-qPCR, rev
map67 | CCACAATCTTGACAGAATCC Cbf12_3, Gsek A, ChIP-qPCR, fw
map68 | CCCACTATTACTCCAGTTGC Cbf12_3, Gisek A, ChIP-qPCR, rev
map35 | CCACAAGAAAGGATGGGA Cbf12_3, Gisek B, ChIP-gPCR, fw
map36 | GACCAGCGGTAGTATAGAAG Cbf12_3, Gisek B, ChIP-gPCR, rev
map37 | TCTATTCGCCGTCATTCG Cbf12_3, Gsek D, ChIP-qPCR, fw
map38 | AACTTGGAAGGTTAGCCC Cbf12_3, Gisek D, ChIP-qPCR, rev
map69 | GTGGAGTACATTTAGGCTCG Cbf12_3, Gsek F, ChIP-gPCR, fw
map70 | TTTCCTCGCATACACGTC Cbf12_3, Gisek F, ChIP-gPCR, rev
map7l | TGACCACCATCGTAACAG Cbf12_3, Gisek G, ChIP-qPCR, fw
map72 | GGCTATTCATACCGATTGC Cbf12_3, Gisek G, ChIP-qPCR, rev
map43 | TGCCTTATTGTCGCTGAT Cbf12_7, Gsek H, ChIP-qPCR, fw
map44 | GACACGATGTTGTTTGCC Cbf12_7, Gisek H, ChIP-qPCR, rev
map73 | GCTGCATATACCTACTCCAC Cbf12_7, Gsek I, ChIP-gPCR, fw
map46 | TACTGCGATCCACCATTC Cbf12_7, Gisek I, ChIP-gPCR, rev
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map74 | CGAGAGGCGTTTCCATAA Cbf12_7, tsek K, ChIP-qPCR, fw
map75 | CGTCCTTCAATCCTACATCC Cbf12 7, usek K, ChIP-gPCR, rev
map49 | AGCAACGCTAGTACAGTC Cbf12 7, usek L, ChIP-gPCR, fw
map50 | TCGTAAAGAACCACACACC Cbfl12_7,usek L, ChIP-gPCR, rev
map51 | CATCATTGACTATGGATGCT Cbf12_7, tsek M, ChIP-gPCR, fw
map52 | GTGTCTCCCACATTCCTAT S\?/f 12_7, usek M, ChIP-gPCR,
map53 | TAGCGTAATCTAGTGGACTG Cbf12 9, usek N, ChIP-qPCR, fw
map54 | CATTTTAACACACCACCCTC Cbf12 9, usek N, ChIP-qPCR, rev
map55 | GTCTCTTCTCCATCCCTCTA Cbfl12_ 9, usek O, ChIP-qPCR, fw
map56 | CGTAGCAGTGGATAGCAA Cbfl12 9, usek O, ChIP-qPCR, rev
mapS7 | ACTCATCTTTCACCCACC Cbf12 9, usek Q, ChIP-gPCR, fw
map58 | CCTCATTTCGTCACAATCG Cbf12 9, usek Q, ChIP-qPCR, rev
map59 | CCTTTCCCACCAGAATAGAG Cbf12_9, usek R, ChIP-qPCR, fw
map60 | TCCCTAGTAACCCATCCA Cbfl12 9, usek R, ChIP-gPCR, rev
map6l | CCTTCTCAAACTTGCTTCC Cbf12 9, usek S, ChIP-qPCR, fw
map62 | GATGGAGGATCGAAATGAGT Cbf12 9, usek S, ChIP-qPCR, rev
map96 | TTGCTACAGGAAGAGGAAG cut6”, ChIP-gPCR, fw

map97 | TAGAAAAGTTGGATGCGTG cuté”, ChIP-gPCR, rev

map98 | CATTTCCTTGCCAATCTGT Icf1™, ChIP-gqPCR, fw

map99 | GTGTTTAGCGAGCATTATGT Icf1*, ChIP-gPCR, rev

mapl00 | GTGGGTACTGTCACAAAAT Icf2*, ChIP-gPCR, fw

mapl01l | GCAACCGAATAGCAAGTC Icf2*, ChIP-gqPCR, rev

mapl02 | CTAAGATGACGGACAAGCA SPCC1281.06¢c, ChlP-gPCR, fw
mapl03 | CGTAAACCCTAACCTAAGTTG SPCC1281.06c, ChIP-gPCR, rev
map76 | AAACCAAACACTTGAGCC rDNA, ChIP-gPCR, fw

map77 | GGGTGTAAAGATGAGTCTGG rDNA, ChIP-gPCR, rev

mapl42 | GGTTTTACCACTTTGTTTGATA kontrola rDNA, ChIP-gPCR, fw

mapl43

TAGTCCTACCTGATTTGAGG

kontrola rDNA, ChIP-gPCR, rev
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map82 | CTTCGCAAGCTCAAAAGTC cbf12¥, ChIP-gPCR, fw
map83 | GTGACATTCGAGACTCACTT cbf12¥, ChIP-gPCR, rev
map84 | CGACCGATTTCTTTGTTCC mei2*, ChIP-gPCR, fw
map85 | ACTGTTAGGCATTTACTGTG mei2*, ChIP-gPCR, rev
map90 | GTATCGTCTTGCTCGGTT atf1*, ChIP-gPCR, fw
map91 | CCACACTTCCACCTGTTT atf1*, ChIP-gPCR, rev
map132 | ATCGCTTACATCCATCTTTT bio2*, ChIP-gPCR, fw
map133 | TGCTTATTCCAACTTTCAGC bio2*, ChIP-gPCR, rev
map134 | CGTATTACTGAGTGCTTATGT gst2*, ChIP-qPCR, fw
map135 | TGATTCACTGTAAAAACCCAC | gst2¥, ChIP-gPCR, rev
map136 | CTCGTCAAATCACGGTATCT vht1*, ChIP-gPCR, fw
map137 | CTATTTCTGAGCGAAGTTTATTC | vhtl*, ChIP-GPCR, rev
map138 | AAGGTTGAAATGGCGTC Zwfl®, ChIP-gPCR, fw
map139 | AAAGCGGGTAGAATGTTG ZwfL®, ChIP-gPCR, rev
map144 | ATCTTCCCGCTACAATACC bio2*, RT-qPCR, fw
map145 | GTGCTTCCTTTAGCCTTTG bio2*, RT-qPCR, rev
mapl46 | TGGAAGAGTACCTACTTTAGTT | gst2*, RT-gPCR, fw
mapl47 | CAGGGTCATCAAAGGATAATG | gst2*, RT-gPCR, rev
map148 | GTCGCTTAGCTCGTTTATTC vhtl*, RT-qPCR, fw
map149 | CGCTTACCAACATTCATCTC vhtl*, RT-qPCR, rev
map150 | TGGATATTGGCAAGGTAGAG Zwil®, RT-gPCR, fw
map151 | CTGGCTGAACACGGATTA Zwil®, RT-qPCR, rev
map152 | TTCTTCTCCAGGCTCTTATC cuté”, RT-qPCR, fw
map153 | CAATCCACCATCAGTCAAAG cuté”, RT-qPCR, rev
map154 | CGAGCAATGGACCTTCTT cdc22*, RT-gPCR, fw
map155 | CACGGTTCTCCTTCTCATAC cdc22*, RT-gPCR, rev
map175 | AACCCATCAGCGAAGAATA cbfl1*, RT-gPCR, fw
map176 | CCAGAGAAAGCCGTAAGT cbf11*, RT-gPCR, rev
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mpl37 | TCCTCATGCTATCATGCGTCTT actl®, RT-qPCR, fw
mpl138 | CCACGCTCCATGAGAATCTTC actl®, RT-gPCR, rev
detekce parovaciho typu,
mtl AGAAGAGAGAGTAGTTGAAG univerzalni rev
mp GGTAGTCATCGGTCTTCC detekce parovaciho typu, h, fw
mm TACGTTCAGTAGACGTAGTG detekce parovaciho typu, h', fw
cbfl1 ovéteni KO - sekvence
mp27 TATGCTGGACTATAGTGGGC ORF, fw
mp28 GATACAGCAACTCCTCCCG cbfl1 ovéefeni KO, univerzalni rev
ovetovaci primer pro KanM X6
kan-rev | AATGCTGGTCGCTATACTGC delece, fw
A2
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Obr. 7.1 ChlP-chip signaly vazby proteini Cbfl1 a Cbfl12 do genomu S. pombe. Na
0se X je znazornéna anotace lokusu, E = CSL-responzivni DNA vazebny element, O
= pocatek replikace. Kratka ¢erné ptimka nad osou x zobrazuje pozici amplikonu pod

vrcholem vazby pouzitého na nezavislé ovéfeni vazby proteinit CSL pomoci ChIP-
gPCR (Obr. 3.13).
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