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Abstrakt

Bunécné jadro predstavuje komplexni bunéénou organelu. Jadro a jaderné procesy
jsou organizovany do jednotlivych funkéné a morfologicky oddélenych jadernych
subkompartment(l. Tato dizertacni prace se postupné zabyvd nékolika jadernymi
subkompartmenty neboli doménami: misty aktivni replikace, Polycomb télisky a jadernymi

inkluzemi tvofenymi inozin monofosfat dehydrogenazou 2 (IMPDH?2).

V prvni ¢asti prace jsme se soustfedili na zkoumani vztahu MCM komplexu
s predpokladanou DNA helikdzovou aktivitou k replikaci DNA. Imunofluorescencnim
znaCenim bunék extrahovanych pred fixaci a analyzou dat pomoci kros-korela¢ni funkce
jsme prokazali pritomnost MCM proteinli v mistech aktivni replikace. Nase vysledky

prispély k vyreSeni jedné casti tzv. MCM paradoxu.

Dale jsme studovali strukturni podstatu Polycomb télisek. Polycomb téliska byla na
zakladé fluorescencni mikroskopie povazovana za jaderny subkompartment tvofeny
nahromadénim Polycomb proteini v interchromatinovém prostoru. V nasi praci jsme
pomoci korelacni svételné a elektronové mikroskopie a experiment( vyuZivajicich zmén
makromolekularni preplnénosti vnitrniho prostredi buriky, takzvaného
makromolekularniho crowdingu, prokazali, Ze Polycomb téliska nepredstavuji jaderna
téliska, ale Ze odpovidaji spise chromatinové doméné. Nase vysledky ukazaly, Ze PcG téliska

predstavuji lokdlni nakupeni heterochromatinu.

V posledni ¢asti prace jsme se soustrfedili na studium inkluzi, nazyvanych Rods
a Rings, vytvarenych IMPDH2 proteinem po jeho inhibici. Mikroskopickymi pfistupy jsme
prokazali pfitomnost IMPDH2 v jadfe a zjistili jsme, Ze v experimentalnich podminkach tato
jaderna frakce vytvari jadernou Rod inkluzi. Detailné jsme popsali ultrastrukturu téchto

inkluzi stejné jako inkluzi tvofenych IMPDH2 proteinem v cytoplazmé.

Nase vysledky pfispély k hlubsSimu pochopeni organizace bunécného jadra
a v nékterych ohledech vyznamné zménily dosavadni pohled na strukturni podstatu

a slozeni zkoumanych jadernych subkompartmenta.

Klicova slova: organizace bunécného jadra, jaderné subkompartmenty, replikace
DNA, MCM proteiny, inozin monofosfat dehydrogenaza, Polycomb proteiny, Polycomb

télisko, korelacni svételna a elektronova mikroskopie
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Abstract

The cell nucleus is a complex cellular organelle. The nucleus and nuclear processes
are organized into functionally and morphologically separated nuclear subcompartments.
This thesis is particularly concerned with the three following nuclear subcompartments:
sites of DNA replication, Polycomb bodies and nuclear inclusions constituted of inosine

monophosphate dehydrogenase 2 (IMPDH2).

First, we examined the relationship between MCM proteins and DNA replication.
Using immunofluorescent labeling of cells extracted prior fixation and applying cross-
correlation function analysis, we showed that MCM proteins are present at the sites of
active DNA synthesis. Our results contributed to the solving of the first part of so-called

MCM paradox.

Second, we studied the structural basis of the Polycomb bodies. Based on
fluorescence microscopy studies, Polycomb bodies have been considered to be the nuclear
subcompartments formed by the accumulation of Polycomb proteins in the interchromatin
compartment. In our work, using correlative light electron microscopy and experimental
changes in macromolecular crowding, we clearly showed that a Polycomb body is a
chromosomal domain formed by an accumulation of heterochromatin structures, rather

than a typical nucleoplasmic body.

Third, we were interested in the inclusions composed of inhibited IMPDH2 protein.
Using microscopic methods, we showed the presence of IMPDH2 in the cell nucleus and its
ability to form nuclear inclusions. We described in details the ultrastructure of these

inclusions as well as the IMPDH2 inclusions in the cytoplasm.

Our results significantly contribute to the knowledge about the organization of the
cell nucleus and in many aspects they change the current view on the structural basis and

composition of some nuclear subcompartments.

Key words: organization of the cell nucleus, nuclear subcompartments, DNA
replication, MCM proteins, inosine monophosphate dehydrogenase, Polycomb proteins,

Polycomb body, correlative light electron microscopy
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Seznam pouzitych zkratek

5-FU
BrdU
CCF
CLEM
CMG
CSK pufr
DAPI
DA/DAPI
DMEM
EdU

FA

FS

HPF

5'-fluorouridin
5-bromo-2'-deoxyuridin
cross-correlation function, kros-korelacni funkce
correlative light and electron microscopy, korelacni svételna a el. mikroskopie
proteiny Cdc45 + MCM2-7 + GINS
cytoskeleton buffer, cytoskeletarni pufr
4',6-diamidin-2-fenylindol
Dystamycin A + DAPI
Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Eaglovo médium modifikované Dulbeccem
5-etynyl-2'-deoxyuridin
formaldehyd
freeze-substitution, mrazova substituce

high-pressure freezing, zamrazovani za vysokého tlaku

IMPDH 1/2  Inozin-5’-monofosfat dehydrogenaza 1/2

MCM

NDS

NFM

NGS

ORC

PBS

PBST

PRE

SB

TEM

minichromosome maintenance, protein udrzujici minichromozomy
normal donkey serum, normalni osli sérum

non-fat milk, odtu¢néné miéko

normal goat serum, normalni kozi sérum

origin recognition complex, komplex rozpoznavajici replikac¢ni pocatky
phosphate buffered saline, fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

PBS s 0,5 % Tween-20

Polycomb response element, DNA sekvence vazajici Polycomb proteiny
sample buffer, Laemmliho vzorkovy pufr

transmisni elektronova mikroskopie
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1. Uvod

Bunécné jadro je slozZitou a vysoce organizovanou bunécnou organelou ¢lenénou na
jednotlivé strukturné a funkéné oddélené oblasti. Tyto oblasti bunécného jadra jsou
nazyvany jadernymi subkompartmenty a navzajem se odliSuji svym makromolekularnim
slozenim. Jednotlivé subkompartmenty nejsou oddéleny biologickou membranou a vznikaji
po vzdjemné interakci makromolekul v makromolekuldarné preplnéném prostredi
bunécéného jadra. Jaderné subkompartmenty jsou obecné rozdélovany na chromatinové,
jejichz hlavni soucasti je molekula DNA s pridruzenymi faktory, a interchromatinové, jejichz
podstata je proteinové nebo ribonukleoproteinové povahy s malym nebo Zzadnym obsahem
DNA.

PFedkladana dizertaéni prace byla vypracovana na Ustavu bunééné biologie
a patologie 1. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze a zaméfuje se prevaziné na
organizaci a strukturu bunécného jadra. Zabyva se jeho nasledujicimi tremi
subkompartmenty: misty replikace, Polycomb télisky a experimentalné vyvolanou jadernou
IMPDH2 Rod inkluzi, vidy s hlavnim d{irazem kladenym na urceni strukturni podstaty téchto
jadernych subkompartment(, detaily jejich ultrastruktury a na jejich vztah k ostatnim
jadernym subkompartmentim. Pro feseni této prace bylo kromé dalSich metod bunécné
biologie vyuZito predevsim pokrocilych metod svételné a elektronové mikroskopie. Velmi
dllezitou ulohu také hraje poufZiti rlznych metod korela¢ni mikroskopie, GFP fuznich
proteinl a imunoznaceni pomoci protilatek.

Prvni kapitola Uvod poskytuje na celkem 19 stranach struény piehled znalosti
0 bunééném jadre s dlirazem na jeho kompartmentalizaci.

Druha kapitola Cile prdce na strané 33 definuje zakladni otazky reSené v této

dizertacni praci.
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V treti kapitole Materidl a metody jsou uvedeny na 22 strandch pouzité metody tak,
aby bylo na jejich zakladé moino pokusy nezdvisle zopakovat. Jedna se predevsim
o techniky kultivace bunék a jejich pripravy pro mikroskopii, metody svételné, elektronové
a korelaéni mikroskopie a metodu Western blot.

Ctvrtd kapitola uvadi, na celkem 51 stranach, vybrané Vysledky dosaiené b&hem
mého Ph. D. studia a publikované ve ctyrfech publikacich v impaktovanych ¢asopisech.
Kapitola je rozdélena do nékolika podkapitol. Kapitola 4.1 se zabyva MCM proteiny a jejich
lokalizaci v mistech probihajici replikace, kapitola 4.2 strukturni podstatou Polycomb
télisek, zkoumanou nékolika rliznymi pristupy a koneéné kapitola 4.3 se zabyva bunécnymi
R&R inkluzemi tvorenymi IMPDH2 proteinem, nami objevenou jadernou IMPDH2 inkluzi,
jakoz i ultrastrukturou cytoplazmatickych i jadernych IMPDH2 inkluzi.

Pata kapitola Diskuze postupné na 11 stranach jednotlivé ndmi dosazené vysledky
rozebira a dava do souvislosti s jinymi vysledky publikovanymi v odborné literature.

V Sesté kapitole Zdvérecnd diskuze jsou dosazené vysledky shrnuty a diskutovany
jako jeden celek.

V sedmé kapitole Zdvéry umisténé na 122. strané jsou v bodech vyjmenovany
dosazené vysledky.

Na konci prace je uveden prehled pouzité literatury a Uplny seznam publikaci autora

dizertacni prace.
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1.1. Bunécné jadro

Bunécné jadro je mikroskopicky nejvyraznéjsi organelou eukaryotickych bunék. Je
mistem uloZeni vétSiny bunécné DNA a tim vétSiny genetické informace obsazené v bunce.
Genetickd informace uloZena v jadre a jeji exprese jsou zodpovédné za morfologickou
a funkéni charakteristiku bunky samotné.

Bunécné jadro je od okolni cytoplazmy oddéleno dvojitou membranou zvanou
jaderna obalka. Cytoplazma a vnitini prostifedi jadra jsou navzajem propojeny pres tzv.
jaderné pdéry umoznujici selektivni transport vétsiny latek z cytoplazmy do jadra a naopak.
Selektivnost jadernych porl zplsobuje, Ze sloZzeni cytoplazmy a nukleoplazmy se zdsadné
odlisuje, a to jak v makromolekularnim, tak i iontovém slozZeni. V jadie tak vznika jedinec¢né

prostiedi umoznujici spravny pribéh specifickych jadernych procesu.

1.2. Vnitrni €lenéni jadra - subkompartmentalizace

Vnitfni prostfedi jddra neni homogenni. Bunééné jadro je naopak uspofadano do
mnoha prostorové oddélenych funkénich oblasti ¢i domén oznacovanych jako jaderné
subkompartmenty. Vnitini prostredi jadra neobsahuje Zadné redlné fyzikalni bariéry napf.
v podobé biologickych membran, presto se jaderné subkompartmenty od sebe vzdjemné
lisi jak chemickym sloZenim, tak funkci. DuleZitou roli pfi vytvareni a udrZovani
subkompartmentalizace jadra plni tzv. makromolekularni crowding - makromolekuldarné
preplnéné prostredi (Hancock, 2004; Hancock, 2004; Iborra, 2007). Makromolekularni
crowding je zakladni a nedilnou vlastnosti vSech bunék. Nahusténi bunéénych komponent
do omezeného prostoru vyraznym zplUsobem zvySuje asociacni konstanty
intermolekularnich interakci a v kone¢ném dlsledku muize vést k vzajemnému oddéleni

jednotlivych makromolekul zplisobenému jejich preferencni interakci (Hancock, 2004).
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NejdulezitéjSimi faktory podilejicimi se na tvorbé, udrzovani a tvarovani jadernych
subkompartmentll jsou koncentrace makromolekul a jejich vzdjemna afinita. Tyto
interakce jsou navic ovliviiovany kovalentnimi chemickymi modifikacemi zu¢astnénych
makromolekul, véetné DNA (lborra, 2007; Dundr and Misteli, 2010; Meldi and Brickner,

2011; Dundr, 2012).

1.2.1. Chromozomalni teritoria

DNA je v interfaznim jadre uloZena v tzv. chromozomalnich teritoriich (Obr. 1). To
znamena, Ze kazdy chromozom (tj. jedna molekula DNA) vyplfiuje konkrétni objem jadra
(Visser and Aten, 1999; Cremer and Cremer, 2001; Speicher and Carter, 2005;
Cremer and Cremer, 2010) a s jinymi chromozomy se do kontaktu dostava pouze na
rozhrani mezi jednotlivymi chromozomalnimi teritorii.

Rozmisténi chromozomalnich teritorii neni uplné ndhodné a nékteré chromozomy
spolu preferencné sousedi (Nagele et al., 1999; Parada et al., 2004). Byl rovnéz popsan
vzajemny kontakt jednotlivych vzddalenéjsich oblasti chromozom{ prostfednictvim
dlouhych smycek DNA. Tento nenahodny chromozomalni kontakt byl nazvan

»,chromosome kissing” fenomén (Cavalli, 2007).

1.2.2. Chromatin

DNA je v jadie uloZena ve formé tzv. chromatinu. Dvousroubovice DNA je ve vice
méné pravidelnych intervalech omotana kolem jadra tvofeného bazickymi
proteiny - histony. Kromé DNA a histon( obsahuje chromatin dalsi proteiny oznacované
jako nehistonové. Kazda z téchto tfi zakladnich slozek se podili na hmotnosti chromatinu

pfiblizné jednou tretinou.
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Histonové jadro je tvofeno osmi molekulami histon(, konkrétné dvéma od kazdého
ze Ctyr zdkladnich typa H2A, H2B, H3 a H4 (Finch et al., 1977; Dubochet and Noll, 1978).
Jednotka chromatinu tvorena 146 pary bazi DNA omotanych kolem heterooktameru
tvoreného histony se nazyva nukleozom (Kornberg and Thomas, 1974; Luger et al., 1997).
Usporadani DNA do takzvaného 10 nm vldkna, slozeného z DNA a nukleozom{, zdsadnim
zplUsobem zvySuje kompaktaci DNA.

Kromé zvySovani kompaktnosti ulozeni DNA ma chromatin dalsi velice daleZitou
ulohu, kterou je ovliviiovani genové exprese chemickymi modifikacemi histonovych koncl
vycCnivajicich ze zakladni struktury nukleozomu (Obr. 2). Histonové modifikace slouzi jako
znacky pro velké mnoiZstvi proteinl a jejich komplexd. Tyto proteiny nasledné rdznymi
mechanizmy reguluji genovou expresi. Zmény v genové expresi nepodminéné zménou
sekvence nukleotidd jsou souhrné oznacovany jako epigenetické (Xu and Zhu, 2010;

Gurard-Levin and Almouzni, 2014).

Obrazek €. 1: Chromozomalni teritoria

Chromozomalni teritoria vSech chromozom( vizualizovand v interfaznim jadre. (A) Kazdé
z chromozomalnich teritorii je zobrazeno jinou barvou (vzniklou vétsinou kombinaci nékolika
raznych fluorochrom). Obrazek predstavuje dekonvolvovany stfedni konfokalni fez jadrem. (B)
Rekonstrukce jednotlivych chromozomalnich teritorii z obr. A s vyznaéenymi Cisly chromozomd.

Cerné oblasti predstavuji jadérka. Zdroj obrazku: Speicher and Carter, 2005
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Obrazek ¢. 2: Nukleozom

Schématické znazornéni nukleozomu. (A) Tti po sobé jdouci nukleozomy spolu s dvousroubovici
DNA obtacejicim histonové jadro. (B) Polovina histonového oktameru sloZena z histonl H2A,
H2B, H3 a H4 se svymi N konci s vyznacenim mist moznych modifikaci. A—acetyl, C—karboxylovy
konec proteinu, E — kyselina glutamova, K — lyzin, M — metylova skupina, N — N konec proteinu,

P —fosfatova skupina, S — serin, Ub — ubiquitin. Zdroj obrazku: Marks et al., 2001

Chromatin jako celek muZe byt rozdélen do dvou zdkladnich typl a to na
transkripéné aktivni euchromatin obsahujici pfevdiné geny exprimované v dané bunce,
a neaktivni heterochromatin obsahujici hlavné geny umléené nebo nékteré nekddujici
oblasti DNA, prevazineé repetitivni sekvence. Nejtypictéjsi uloZeni heterochromatinu je na
vnitini  strané jaderné obalky (perinukledrni heterochromatin), kolem jadérka
(perinukleolarni  heterochromatin) nebo v nukleoplazmé ve formé nakupeni
heterochromatinu nazyvanych chromocentra (Mateos-Langerak et al., 2007). Euchromatin
je pak v jadre ulozen preferencné v oblasti mezi jadérkem a obalkou. V nékterych
specialnich typech bunék, jako jsou tycinky v sitnici oka nocnich savcl, vsak muaze byt

chromatin ulozen odlisSnym zptsobem (Solovei and Joffe, 2010).
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1.2.3. Interchromatinovy prostor

Kromé chromatinovych oblasti se v jadre nachazeji oblasti, které obsahuji malo
nebo Zadnou DNA. Tyto oblasti tvofi tzv. interchromatinovy prostor (Cremer et al., 2000;
Spector, 2001; Cremer et al., 2004; Misteli, 2008), ve kterém se nachazi jaderné

subkompartmenty jako jsou jaderna téliska nebo inkluze.

1.2.3.1. Jaderna téliska

Mezi nejvyraznéjsi struktury nachazejici se v bunééném jadie patfi tzv. jadernd
téliska (Matera et al., 2009; Dundr, 2012). Jadernd téliska jsou uloZena
v interchromatinovém prostoru, jsou v elektronovém mikroskopu morfologicky odlisitelna
od ostatnich struktur (Spector, 2001) a jsou pFevainé proteinové nebo
ribonukleoproteinové povahy (Spector, 2001; Matera et al., 2009). Jaderna téliska mohou
byt asociovana s konkrétnimi geny (Verschure et al., 2002), ale obecné obsahuji pouze malé
mnozstvi DNA. Mezi nejznaméjsi a nejlépe prostudovand jaderna téliska patfi: Cajalova
téliska, jaderné skvrny (speckles), ,paraspeckles”, téliska histonového lokusu (histone locus
bodies) nebo PML téliska (promyelocytic leukemia nuclear bodies) (Dundr and Misteli,
2010). Dalsi vyznamnou, i ve svételném mikroskopu viditelnou strukturou bunééného jadra
je jadérko. Ackoliv je nékterymi védci povazovano za specialni subkompartment bunééného
jadra, svou makromolekularni podstatou a umisténim do interchromatinového prostoru

patii také mezi jaderna téliska.

1.2.3.2. Jaderné inkluze

DalsSimi utvary, které je mozné nalézt v bunécném jadre jsou tzv. jaderné inkluze.
Jaderné inkluze jsou utvary tvorené nahromadénim specifické substance ¢asto v disledku

jejiho nadbytku nebo chybné lokalizace. Jedna se napfiklad o inkluze vznikajici jako
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disledek vysoké tvorby virioni nebo jejich ¢asti pfi  napadeni

bunky virem

(Moshe and Gorovits, 2012; Everett, 2013) nebo glykogenové a tukové jaderné inkluze jako

dlsledek chybného ukladani téchto bunécénych komponent (Leduc and Wilson, 1959).

1.3. Replikace DNA, MCM proteiny a MCM paradox

1.3.1. Replikace DNA

Replikace DNA patfi mezi zakladni bunécné procesy. Drive, nez dojde k rozdéleni

jedné materské bunky na dvé bunky dcefiné, musi byt jeji DNA zdvojena tak, aby kazda

z nové vznikajicich bunék obsahovala stejnou genetickou informaci. Proces zdvojeni DNA

do dvou shodnych kopii se nazyva replikace DNA (shrnuto v Masai et al.,, 2010). DNA

PML body

SAMES nuclear body

() —

o~
i Nuclear pore
fik complex

Paraspeckles
PcG body

Perinucleclar compartment

Cajal body

Chromosome
territory

Cleavage body

Heterochromatin
- mRNP

Nugclear lamina

Nuclear spackle
Nucleolus

OPT domain

Obrazek €. 3: Schématické znazornéni bunécného jadra

Schématické zobrazeni jedné ze soucasnych predstav prostorového usporadani

bunécného jadra. Zachycena jsou chromozomalni teritoria a rizna jaderna téliska. Zdroj

obrazku: Kumaran et al., 2008
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replikace probiha v tzv. S neboli syntetické fazi bunécéného cyklu. Té pfedchazi tzv. G1 faze.
Po S fazi bunika prochazi kratkou G2 fazi nasledovanou mitézou spojenou s rozpadem
jaderné obalky a jejim opétovnym formovanim. Burika je rozdélena na dvé buriky dcefiné
nachdzejici se opét v G1 fazi.

Replikace DNA zacina z mist, ktera jsou oznacovdna jako replikacni pocatky. Téch se
v kazdé savci burice nachazi nékolik desitek az stovek tisic. Ne vSechny jsou vsak aktivovany
v kazdém bunécném cyklu (Huberman and Riggs, 1966; Mechali, 2010). Béhem jednoho
bunécného cyklu je postupné aktivovana replikace z 30 000-50 000 replikacnich pocatk
(Huberman and Riggs, 1966; Mechali, 2010), pti¢emz zbyvajici replikacni pocatky nejsou
v daném bunécném cyklu aktivovany a jsou oznacCovany jako tzv. spici pocatky
(Mclntosh and Blow, 2012).

Proces replikace DNA je prisné regulovan. Je nutné zabezpecit, aby doslo ke zdvojeni
veskeré jaderné DNA a zaroven aby se kazda ¢ast DNA zkopirovala pouze jednou. Na
pocatku G1 faze naseda na replikaéni pocatky tzv. komplex rozpoznavajici pocatek (origin
recognition complex, ORC). Na ORC nasedaji dalsi proteiny, které dohromady tvofi na
chromatin pevné navdazany prereplikacni komplex (blize popsany niZe). Prereplikacni
komplex umoZniuje nasedani dalSich protein a nakonec i DNA polymeraz, které zahajuji
vlastni replikaci DNA (Blow and Ge, 2008; Gilbert, 2010; Mechali, 2010). Bez
prereplikaéniho komplexu navdzaného na DNA nemuzZe dojit k odstartovani replikace.

Po svém zahajeni se replikace Sifi ve formé replikacnich vidlicek (Obr. 4) na obé
strany od replikacniho pocatku. Postupujici replikace uvolfiuje neaktivované prereplikacni
komplexy z replikovanych usek( DNA. Béhem S faze tak postupné dojde k uvolnéni vSech
prereplikacnich komplext jak z aktivovanych, tak i spicich replikacnich pocatkl. Na

uvolnéné replikacni pocatky maze prereplikacni komplex nasednout opét az po probéhnuti
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Obrazek ¢. 4: Replikacni vidlicka

Schématicka predstava podoby replikacni vidlicky a proteinl Gcastnicich se procesu replikace.
Je zde také zobrazen CMG komplex skladajici se z Cdc45 proteinu, GINS proteinti a MCM2-7
komplexu, jehoZ presna lokalizace ve vztahu k replikacni vidlicce je stale predmétem diskuze.

Zdroj obrazku: Galal et al., 2012

mitozy, tj. na pocatku dalsi G1 faze. Timto mechanizmem je zajisténo, Ze Zzadna oblast DNA
neni replikovana vice nez jednou béhem bunécéného cyklu (Bell and Dutta, 2002; Forsburg,
2004; Blow and Ge, 2008; Gilbert, 2010; Mechali, 2010). Pokud dojde vlivem néjaké chyby
k predc¢asnému zastaveni replikace, je podle ziskanych vysledk( aktivovan nejblizsi spici
replikacni pocatek a misto se zastavenou replikaci je zreplikovano z tohoto, plivodné
spiciho, pocatku (Mechali, 2010; Tao et al., 2010). Tato skuteénost zajistuje, Ze je kazda
oblast DNA zreplikovdna nejméné jednou a tedy pravé jen jednou béhem kaidého

bunécného cyklu.

1.3.2. MCM proteiny a MCM paradox

Proteiny udrzujici minichromozomy (minichromosome maintenance proteins,
MCM proteiny) byly poprvé identifikovany pti hledani mutantl Saccharomyces cerevisiae
s defekty v udrZzovani minichromozom (Maine et al., 1984; Sinha et al., 1986; Gibson et al.,

1990; Forsburg, 2004). Proteiny patfici do MCM rodiny ndlezi k superrodiné AAA+ ATPaz
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a nachazeji se ve vsech eukaryotickych organizmech (Forsburg, 2004). MCM proteiny jsou
charakterizovany pfritomnosti 200 nukleotidovych par( dlouhou sekvenci nazyvanou MCM
box, kterd obsahuje dva konzervativni ATPazové motivy (Forsburg, 2004,
Bochman and Schwacha, 2009). Eukaryotickych MCM proteind je celkem Sest a nazyvaji se
MCM proteiny 2-7 (Forsburg, 2004). Obecné se predpokladd, Zze v Zivych bunkach jsou
proteiny MCM2-7 organizovany do heterohexamerniho komplexu se stechiometrii
1:1:1:1:1:1 (Chong et al., 1995; Davey et al., 2003; Costa and Onesti, 2009).

K navazani MCM2-7 komplext na chromatin dochazi v pozdnich fazich mitozy
a v pribéhu G1 faze (Hesketh et al., 2015). Na konci G1 faze je na chromatin navazano
znatné mnoistvi MCM2-7 komplext. Jejich mnoiZstvi 10-100x prevysSuje mnoZstvi
replikac¢nich pocatkd/prereplikacnich komplext (Krude et al., 1996; Dimitrova et al., 1999;
Prasanth et al., 2004; Takahashi et al., 2005; Das et al., 2014).

Navdzani MCM2-7 komplexi na chromatin je zprostfedkovano proteiny CDC6
a CDT1, které interaguji s ORC proteiny. VSechny proteiny dohromady pak tvofi tzv.
prereplikacéni komplex v misté replikaéniho pocatku (Blow and Ge, 2008; Gilbert, 2010;
Mechali, 2010). Cast navazanych MCM2-7 komplex( je aktivovana pomoci CDC7/DBF4
a S-CDK proteinQ predtim, nez je DNA polymerdzou zahdjena vlastni replikace z daného
replikacniho pocdtku (Bell and Dutta, 2002; Bell and Botchan, 2013; Sheu et al., 2014).
Tento proces v sobé zahrnuje také postupnou aktivaci Cdc45, GINS, Sld2, Sld3 a Dpb11
proteinl/proteinovych komplext. Cdc45 a GINS proteiny jsou spolu s MCM proteiny
zodpovédné za odvijeni DNA. V in vitro podminkach byla popsana jejich DNA helikazova
aktivita (Costa and Onesti, 2009). Cely komplex je pak nazyvan CMG komplex
(Gambus et al.,, 2006; Moyer et al.,, 2006; Costa and Onesti, 2009; llves et al., 2010;

Onesti and MacNeill, 2013). S probéhlou replikaci je MCM2-7 komplex (respektive cely
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CMG komplex) uvolnén z DNA a jeho opétovnému nasednuti az do pozdni mitézy brani
pfitomné proteiny CDK a geminin (McGarry and Kirschner, 1998; Nguyen et al., 2001;
Nishitani and Lygerou, 2002). Tento mechanizmus zajistuje, Ze DNA je replikovana béhem
bunécéného cyklu pouze jednou.

VysSe uvedeny proces vazani a aktivace MCM komplexu je spoleény pro vSechny
eukaryotické organizmy. Role MCM komplexu v pribéhu vlastni replikace vsak neni uplné
zfejma (Labib and Diffley, 2001). In vitro studie odhalily, Ze CMG komplex ma DNA
helikdzovou aktivitu (Gambus et al., 2006; Moyer et al., 2006; llves et al., 2010), a je
asociovan s replika¢ni vidlickou (Calzada et al.,, 2005; Pacek et al.,, 2006). Naopak
imunofluorescencni studie ukazuji, Ze MCM2-7 proteiny jsou uvolnény z DNA v mistech
aktivni replikace a jsou pritomny pouze na dosud nezreplikovaném chromatinu. Jako tzv.
MCM paradox byla pravé oznacena neschopnost detekovat MCM proteiny na DNA v misté
a Case aktivni replikace pomoci imunofluorescen¢ni mikroskopie spolu s pozorovanim, ze
pocet na chromatin vazanych MCM2-7 proteint na konci G1 faze mnohondsobné prevysuje
pocet replikacnich pocatka (Dimitrova et al., 1999; Edwards et al., 2002; Hyrien et al., 2003;

Takahashi et al., 2005; Das et al., 2014).

1.4. Genové umlcovani, Polycomb proteiny a Polycomb téliska

Polycomb proteiny (Polycomb group proteins, PcG proteins) jsou skupinou
konzervovanych, chromatin modifikujicich proteinli, které funguji jako transkripcni
represory. Jejich umlcujici funkce je zprostiedkovana histonovymi modifikacemi jako jsou
H3K27me3 a H2AK119Ub (Cao et al., 2002; Czermin et al., 2002; Cao and Zhang, 2004;

Cao et al., 2005; Niessen et al., 2009) a naslednym sbalenim (kompaktaci) chromatinu.
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1.4.1. Polycomb proteiny

Polycomb proteiny byly poprvé popsany u D. melanogaster, a to na zakladé
typického fenotypu, ktery zpuUsobuji jejich mutace. VétSinou se jedna o poruchy
segmentalniho ¢lenéni a vyvoje organizmu. Podle jednotlivych fenotyp( dostali i sva jména.
Samo slovo ,polycomb” vyjadfuje zmnoZeni organu podobného hrebenu (sex comb,
Obr. 5), ktery maji samecci na prednich nohach a slouzi jim k pridrzovani samicky pfi
kopulaci. U nékterych jedinct byly pozorovany zmény na tomto organu ve smyslu zmnozeni
poctu zubl hrebinku, zmnoZeni jejich celkového poctu, atypicka lokalizace na jinych nez
prednich koncetinach nebo naopak jeho chybéni. Pti hledani gent, které by mohly stat
v pozadi téchto fenotypovych zmén, byly nalezeny proteiny skupiny Polycomb a postupné
byla odhalovana jejich uloha, a to nejen v segmentdlnim usporadani organizmu
(Orlando and Paro, 1995). Mimo hmyz byly proteiny analogické k Polycomb protein(im
intenzivné zkoumany také u hadatka C. elegans, mysi, ¢lovéka nebo kvetoucich rostlin. Na
zadkladé ziskanych vysledkd se predpokladd, Ze se vyskytuji u vSiech mnohobunécnych
zivoCichll a vyssich rostlin (Hennig and Derkacheva, 2009). Typickym pfikladem genu
regulovanych Polycomb proteiny jsou Hox geny (Cao et al., 2005; Bantignies et al., 2011).
Polycomb proteiny vsak umlcuji expresi i mnoha dalSich gend, jejichZ proteinové produkty
se Ucastni bunécénych procesl jako je regulace bunécéného cyklu, bunécna diferenciace,
senescence nebo inaktivace X chromozomu (Sparmann and van Lohuizen, 2006). Polycomb
proteiny vykonavaji svoji umléujici funkci vazbou pfimo na regulacni DNA oblasti zvané
Polycomb response elementy (PREs), nebo do jejich blizkosti. Sekvence PREs vSak byly
doposud jasné definovany pouze u Drosophila melanogaster (Fauvarque and Dura, 1993;

Simon et al., 1993; Comet et al., 2011).
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Obrazek €. 5: Sex comb u samecka D. melanogaster

Samecci D. melanogaster maji na prednich koncetinach umistén hrebenu podobny orgdn
nazyvany sex comb. Mutace nékterych Polycomb proteind zplsobuji morfologické zmény,
zmnoZeni nebo naopak chybéni tohoto organu. Na zakladé zmén ve fenotypu byly plvodné
Polycomb proteiny objeveny a pojmenovany. Zdroj obrazku: Wikipedia, Licence: Creative
Commons

Polycomb proteiny tvofi minimalné dva funkéné oddélené, i kdyz v procesu

genového umlcovani uzce spolupracujici, komplexy (Martinez and Cavalli, 2006;

Enderle et al., 2011).

1.4.2. Polycomb represivni komplex 2

Polycomb proteiny nevykonavaiji svoji funkci jako samostatné proteiny, ale vytvareji
hetero-komplexy slozené vidy z nékolika Polycomb proteind (Orlando and Paro, 1995;
Lund and van Lohuizen, 2004; Vandamme et al., 2011). Funkce Polycomb represivniho
komplexu 2 (Polycomb repressive complex 2, PRC2) predchazi funkci Polycomb
represivniho komplexu 1 (Polycomb repressive complex 1, PRC1). Z tohoto dlivodu jej
uvadime jako prvni, ackoliv z historického dlivodu je oznac¢ovan dvojkou.

U D. melanogaster mezi PRC2 proteiny patfi: E(z) - Enhancer of zeste, Esc - extra sex

combs, Su(z)12 a NURF-55. PRC2 komplex v savcich burikach, téZ oznacovany jako Eed-Ezh2
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komplex, ma podobné slozeni. Je tvofen nasledujicimi homolognimi sav¢imi proteiny:
Suz12, Eed, Ezh1 nebo Ezh2 a RbAp48 proteinu (Obr. 6). PRC2 komplex je zodpovédny za
inicializaci genového umlcovani prostfednictvim trimetylace na lyzinu 27 histonu H3
(H3K27me3), znacky transkripéné neaktivniho chromatinu (Cao et al., 2002; Czermin et al.,

2002; Kuzmichev et al., 2002; Muller et al., 2002; Cao and Zhang, 2004).

1.4.3. Polycomb represivni komplex 1

Polycomb represivni komplex 1 (PRC1) naseda na trimetylaci lyzinu 27 histonu H3
vytvorenou PRC2 komplexem a monoubiquitinyluje lyzin 119 na histonu H2A (H2AK119Ub)
(Wang et al., 2004; Cao et al., 2005; Martin-Perez et al., 2010). Tato histonova modifikace
je pravdépodobné zodpovédna za kompaktaci chromatinu (Wang et al., 2004; Cao et al.,
2005; Martin-Perez et al.,, 2010). Schopnost PRC1 komplexu zplsobovat kompaktaci
chromatinu vsak byla prokazana pouze in vitro na izolovaném chromatinu (Francis et al.,
2004; Grau et al., 2011).

PRC1 komplex je tvoren, podobné jako v pfipadé PRC2 komplexu, nékolika rdznymi
proteiny. Ve srovnani se savCimi burikami je situace u D. melanogaster jednodussi a PRC1
komplex je tvoren ¢tyfmi proteiny: RING protein, Pc - Polycomb protein, PH - Polyhomeotic
a PSC - Posterior sex combs (Orlando and Paro, 1995). V savcich burikdch ma kazdy z téchto
proteinl nékolik homology, jak je ndzorné vidét na obr. 6. Konkrétné RING protein ma dva
savCi analogy: RING1a a RING1b, Pc ma 5 analogli: CBX2, 4, 6, 7 a 8, PH ma 3 analogy:
HPH1-3 a PSC ma celkem 6 savcich analogli PCGF1-6 z nichZ nékteré jsou znaméjsi pod
jinymi jmény, napt. PCGF2 je znaméjsi jako Mel18 a PCGF4 jako BMI1. Stejné tak proteiny
CBX2, 4 a 6 jsou znamy jako Polycomb protein 1-3 (Pc1-3) (Alkema et al., 1997;

Vandamme et al., 2011).
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PCGF1
RING1a Canonical PRC1 %gg EZH1 Core PRC2
RING1b PCGF4 EZH2
PCGF5
CBX2| ( giygq ) POOF PCGF6
CBx4
CBX6 CBX HPH HPH1
CBX7 HPH2
CBX8 HPH3
* Ubiguitination of H2AK119 * Methylation of H3K27
+ Binding to H3K27me3 + Chromatin compaction

* Chromatin compaction
+ Blocking RNA Pol 1l elongation

Obrazek €. 6: Savci PRC1 a PRC2 proteiny

Polycomb proteiny PRC1 a PRC2 komplexu se vsemi jejich (dosud znamymi) analogy. Zdroj
obrazku: Di Croce and Helin, 2013
Jednotlivé analogy existujici v savcéich bunkach se mohou v Polycomb komplexu
vzdjemné zastupovat. Rozdilné heterokoplexy pak vykonavaji rlzné funkce
(Vandamme et al.,, 2011). Existence mnoha analogickych proteini a mnoiZstvi jejich
vzajemnych kombinaci pfi tvorbé Polycomb komplext Cini studium Polycomb proteind

a jejich interakci v savcich burikach velice naro¢nym.

1.4.4. Svételna mikroskopie — mikroskopicky obraz PRC1 proteind,

Polycomb téliska

Polycomb proteiny PRC1 komplexu se nachazeji v jadre jako ,difuzni“ frakce
rovhomeérneé rozptylena v celém objemu bunécného jadra vyjma jadérek a jako takzvana
Polycomb téliska, tj. lokalni nahromadéni PRC1 protein( (Gunster et al., 1997; Satijn et al.,
1997; Schoorlemmer et al., 1997; Saurin et al., 1998).

Velikost a pocet Polycomb télisek se mezi jednotlivymi bunécnymi typy vyrazné lisi
(Sparmann and van Lohuizen, 2006). Velmi ndpadnad jsou Polycomb téliska u bunécéné linie
U-2 OS odvozené z osteosarkomu. Jedna se o nejpouzivanéjsi lidskou bunécnou linii pro

vyzkum Polycomb télisek a Polycomb protein( obecné.
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1.5. Bunécné ,Rods and Rings”“ inkluze tvorené enzymem
inozin-5’-mofosfat dehydrogenaza 2

1.5.1. Inozin-5’-mofosfat dehydrogenaza

Inozin-5’-mofosfat dehydrogenaza (Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase,
IMPDH) je klicovy enzym de novo tvorby nukleotidu guanosinu. IMPDH katalyzuje
NAD-zavislou oxidaci inozin-5-monofosfatu na xantozin-5-monofosfat (Obr. 7). Tato
reakce je prvnim a nejdlleZitéjSim krokem v tvorbé guanosin-trifosfatu (GTP)
z inozin-monofosfatu (IMP) (Magasanik et al., 1957; Hedstrom and Gan, 2006; Hedstrom,

2009).

1.5.2. Inhibice IMPDH pomoci specifickych inhibitort

Enzymatickd funkce IMPDH proteinu mlzZe byt specificky inhibovana pomoci
kompetitivnich nebo nekompetitivnich inhibitord. IMPDH inhibitord je v dnesni dobé
znamo velké mnoistvi a z dlvodu jejich klinické duleZitosti jsou stale hledany dalsi
(Sintchak and Nimmesgern, 2000; Yang et al., 2011; Petrelli et al., 2013).

Inhibice IMPDH proteinu vede ke snizeni bunééné koncentrace guanozinovych
nukleotidl, a tim ke snizeni proliferace eukaryotickych bunék (Markland et al., 2000).
Nejvyssi ucinek byl pozorovdn u T- a B-lymfocytl. Tyto buriky nemaji funkéni drahu
zodpovédnou za recyklaci guanozinu a jsou proto zavislé na jeho novotvorbé (Allison et al.,
1977; Allison and Eugui, 2000; Takebe et al., 2004).

IMPDH protein je ¢astym terapeutickym cilem v humanni mediciné, protoze IMPDH
inhibitory obecné vykazuji antivirové, antibakterialni, antiproliferativni a imunosupresivni
ucinky (Nair and Shu, 2007; Shu and Nair, 2008; Petrelli et al., 2013). Mezi nejznaméjsi
a nejcastéji klinicky pouzivané IMPDH inhibitory patfi ribavirin, kyselina mykofenolova

(MPA) a mizoribin (Matyugina et al., 2012). Kyselina mykofenolova, ¢astéji pouzivana jako
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|
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Obrazek €. 7: De novo biosyntéza purind

Metobolicka draha de novo biosyntézy purinovych nukleotid(. IMPDH enzym je zodpovédny za

pfeménu IMP na XMP. Zdroj obrdzku: Patton et al., 2011

jeji prekurzor mykofenolat mofetil, je predepisovana jako imunosupresivni Iék k prevenci
odhojovani transplantovanych orgdn( (Kaufman et al., 2004) nebo pfi lé¢bé systémového
lupus erythematodes (Merrill, 2012). Guanozinové analogy ribavirin a mizoribin jsou
naopak pouzivany k Ié¢bé mnoha onemocnéni zplsobenych RNA i DNA viry (Nair and Shu,
2007). Ribavirin pak ma nejdalezitéjsi klinické uplatnéni v kombinaci s interferonem a pfi

|éCbé virové hepatitidy typu C (Hofmann et al., 2008).

1.5.3. Zména lokalizace IMPDH2 proteinu po jeho inhibici

IMPDH proteiny jsou predmétem intenzivniho vyzkumu jiz mnoho desetileti. Avsak
teprve v neddvné dobé bylo zjisténo, Ze tento enzym po své inhibici vytvari cytoplazmatické
makromolekularni inkluze (Gunter et al., 2008; Carcamo et al., 2011; Thomas et al., 2012).
Diky svému tvaru byly tyto inkluze nazvany ,,Rods and Rings“ (R&R, Dellavance et al., 2009;
Seelig et al., 2011; Francescantonio et al., 2014). R&R inkluze byly puvodné objeveny

béhem rutinniho testovani lidskych sér pacientd s chronickou formou hepatitidy C na
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pfitomnost autoprotildtek (Carcamo et al., 2011; Keppeke et al., 2012; Carcamo et al.,
2014). Béhem tohoto testovani vyuzivajiciho imunofluorescencniho znaceni na sklickach
s Hep2 bunkami byl pozorovan zvlastni, dosud neznamy mikroskopicky obraz. Byly
pozorovany cytoplazmatické utvary jako jsou kruhy (Rings, ~2-5 um v praméru), tycky
(Rods, ~3-10 um dlouhych) a nebo inkluze ve tvaru osmicky, ucha jehly, zkrouceného kruhu,
elipsy a rdzné prohnuté tycky. Teprve pozdéji bylo prokazano, Ze proteinem tvoficim tyto
utvary je enzym IMPDH?2, ktery je ve velkém mnoiZstvi exprimovan hlavné v proliferujicich,
diferencujicich se nebo neoplastickych bunkach (Natsumeda et al.,, 1990; Konno et al.,
1991).

R&R inkluze byly po inhibici nalezeny u vSech dosud zkoumanych imortalizovanych
bunécnych linii (Hep2, Hela, CAL27, HCT116, THP-1 a 3T3) nebo primokultur (mysi primarni
kardiomyocyty) (Carcamo et al.,, 2011). Dile jsou R&R inkluze pfitomné také
u embryonadlnich kmenovych bunék a to i bez jakéhokoliv ovlivnéni. Navic je mozné je
pozorovat u vétSiny bunécnych linii v dobé bezprostfedné po rozmrazeni bunék z tekutého
dusiku (Carcamo et al., 2011).

Co se tyka R&R inkluzi a jejich vztahu k jinym bunéénym strukturam, dosud nebyla
nalezena Zadna kolokalizace mezi R&R inkluzemi a néjakou cytoplazmatickou strukturou,
jako napt. Golgiho aparat, centrozomy, GW téliska nebo primarni cilie (Carcamo et al.,
2011). Protoze R&R inkluze predstavuji velké bunécné struktury vldknitého charakteru, byl
zkouman také jejich vztah k cytoskeletalnim proteintim. Bylo vsak zjisténo, Ze R&R inkluze
neobsahuji ani aktin, tubulin nebo vimentin. Pfedpoklada se tedy, Ze R&R predstavuji nové
bunécné inkluze (Carcamo et al., 2011). ProtoZe se mohou vyskytovat i spontanné, tj. bez
inhibice IMPDH proteinu, predpokladame, Ze jejich vytvareni ma néjakou fyziologickou,

pravdépodobné regulacni funkci. Jejich funkce vSak neni dosud znama.
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2. Cile prace

Cilem této dizertacni prace bylo rozsitit nase znalosti o morfologii bunééného jadra
a jeho subkompartmentech za vyuziti modernich metod svételné a transmisni elektronové
mikroskopie a korelacnich technik. Konkrétné jsme se zabyvali tfemi rlznymi jadernymi
subkompartmenty: misty replikace DNA a vztahu MCM protein k tomuto
subkompartmentu, dale Polycomb télisky a jejich strukturni podstatou a konecéné inkluzemi

tvorenymi IMPDH2 proteinem.

Cile:
e Prokazat pritomnost MCM proteind v mistech replikace, a tak prispét

k vysvétleni tzv. MCM paradoxu

* Popsat ultrastrukturu Polycomb télisek

e Zjistit, zda je strukturni podstata Polycomb télisek proteinové nebo

chromatinové povahy

e Detailné charakterizovat R&R inkluze tvorené IMPDH2 proteinem po jeho

inhibici a popsat dynamiku jejich tvorby

e Popsat ultrastrukturu nové objevené jaderné IMPDH2 inkluze a porovnat ji

s cytoplazmatickymi R&R inkluzemi
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3. Material a metody

3.1. Bunécné kultury, kultivace bunék
V tabulce (Tab. 1) jsou vyjmenovany bunécné linie pouzité pfi reSeni této prace:

Tabulka ¢. 1: Pfehled pouzitych bunécnych linii a pfislusnych kultivacnich medii

U-2 OS - lidska linie odvozena z osteosarkomu; G+ médium.

Hela - lidska linie odvozena z karcinomu délozniho kréku; G+ médium.

Hep G2 - lidska linie odvozena z hepatokarcinomu, G+ médium

Hep2 - bunécna linie odvozena od Hela. Vice detaill Ize nalézt v (Chen, 1988; Lacroix,
2008); G- médium.

NIH 3T3 - mysi bunécéna linie odvozena z embryonalnich fibroblastl, G- médium

MH-22A - mysi bunécna linie odvozena z hepatokarcinomu, G+ médium

Vsechny vySe uvedené bunécné linie byly péstovany v médiu DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) se dvéma rliznymi koncentracemi glukdzy (vyznaceno u kazdé
bunécné linie): médium se snizenou koncentraci glukdzy (G-, koncentrace glukozy 1 g/l)
a médium s béZnou koncentraci glukdzy (G+, koncentrace glukdzy 4,5 g/, obé GIBCO, Life
Technologies, Praha, Ceskd Republika). Ostatni sloZeni obou médii bylo shodné. Médium
bylo obohaceno o fetaIni hovézi sérum (GIBCO) ve vysledné koncentraci 10% a o antibiotika
penicilin/streptomycin (PAA Laboraties, Pasching, Rakousko) v koncentraci 1:100 (1%).

Bunky byly péstovany v inkubatoru pfi 37°C v atmosfére obsahujici 5% CO,. Kazdy
tfeti den byly pasazovany do nové kultivaéni lahve (TPP, Trasadingen, Svycarsko) po

uvolnéni 0,25% roztokem trypsinu s EDTA (T4049, Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika).
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3.2. Priprava bunék pro svételnou mikroskopii

Bunky byly péstovany na kulatém mikroskopickém krycim sklicku o prdméru 12 mm
po dobu 1-3 dny. Pokud experiment zahrnoval plsobeni chemickych latek, pak o né bylo
médium obohaceno v uvedeném intervalu pred fixaci bunék (pro konkrétni latky popsano
nize, Kap. 3.3). Poté byly bunky fixovany 2-4% formaldehydem (FA) v PBS (phosphate
buffered saline) po dobu 10 min. Po nékolikandsobném oplachnuti v PBS nésledovala
permeabilizace pomoci 0,3 % roztoku Triton-X 100 v PBS 10 min. Takto ptipravena sklicka

byla imunofluorescencéné znacena, pripadné jinak barvena.

3.2.1.  Extrakce bunék pomoci CSK pufru

V pokusech s extrakci nenavazanych ¢i slabé vazanych bunécnych komponent byly
zivé bunky extrahovany pomoci CSK pufru (10mM Pipes KOH, pH 7.0, 100mM NaCl, 300mM
sachardza, 3mM MgClI2) (Fey et al., 1986) po dobu 5 min pred fixaci. Poté byly burnky

fixovany 2 % PFA v CSK pufru. Pfed imunoznacenim jiz buriky nebyly permeabilizovany.

3.3. Ovliviiovani bunék pred fixaci

3.3.1.  Kultivace bunék v hypertonickém médiu

Normalni kultivacni médium (~290 mOsmol) bylo upraveno pfidanim sachardzy,
sorbitolu nebo NaCl na hypertonicky roztok s dvojndsobnou osmolaritou (~580 mOsmol).
Bunky byly nasledné péstovany v takto upraveném médiu po dobu uvedenou nize a poté
ihned fixovany 4 % formaldehydem v PBS. V pfipadé experimentl dokumentujicich
reverzibilitu bylo hypertonické médium opét nahrazeno béZnym kultivaénim médiem

s normalni tonicitou.
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3.3.2.  Kultivace bunék v hypotonickém médiu

Zivé buriky byly po dobu 20 minut vystaveny ptsobeni hypotonického roztoku
sestdvajiciho z 0,075 mM KCl v 12 mM fosfatovém pufru (NazHPOs a KH2PO4) nebo

2x fedénému normalnimu médiu. Po 20 minutach byly burnky fixovany 4% FA v PBS.

3.3.3.  Inhibice IMPDH specifickymi inhibitory, Indukovani R&R inkluzi

Tvorba R&R inkluzi byla vyvolana specifickymi inhibitory IMPDH proteind, jako je
ribavirin (R9644) a kyselina mykofenolova (M5255, oba inhibitory byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich). Inhibitory byly pfidany do média v mnoZstvi odpovidajicimu cilové
koncentraci uvedené v kapitole Vysledky. V takto pripraveném médiu byly buriky péstovany

az do jejich zafixovani.

3.4. Imunofluorescencni znaceni

Pfed imunofluorescenénim znacenim byla v bunkach zablokovana mista pro
nespecifickou vazbu protilatek a to dvéma zakladnimi postupy. Permeabilizované bunky
byly inkubovany v PBS obsahujicim hovézi sérovy albumin (BSA, bovine serum albumin;
Sigma-Aldrich) v koncentraci 1,2% nebo BSA spolu s 5% normalnim kozim sérem (NGS,
normal goat serum; Sigma-Aldrich), pfipadné v kombinaci s 0,1% roztokem Tween-20
(Sigma-Aldrich). Poté bylo kryci sklicko s burikami inkubovdno jednu hodinu v roztoku
primdrni protildtky (protildtek) obsahujicim 1-1,2% BSA a ptipadné 0,1-0,5% Tween-20.
Vycet primarnich protilatek pouZitych v této praci je uveden v tab. 2. Po inkubaci s primarni
protilatkou byla sklicka opakované promyta roztokem PBS (minimalné 3x5 min). Nasledné
byl vzorek inkubovan jednu hodinu (pfipadné 45 minut) v roztoku PBS obsahujicim

odpovidajici fedénou sekunddrni protildtku (Jackson ImmunoResearch Laboratories,
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Nazev / Antigen | Host Vyrobee / Zdroj Kat. éislo / Publikace
Aktin My3i monoklonalni | AbCam ab3280

Bmi-1 Mysi monoklonalni | Merck —Millipore 03-637

Brdu Mysi monoklondlni | Sigma B8434

CBX 4 My3i monoklondlni | Merck —Millipore MAB11012

CBX 8 Kraligi Merck —Millipore 09-031

DMNA Mysi monoklonalni | Progen AC-30-10

Fibrillarin Kralici AbCam ab5821

GFP Kralici AbCam ab290

GFP Kralici AbCam abb556

Histone HAAc Kraligi Millipore 06-866

IMPDH2 Kralici Proteintech 12948-1-AP

IMPDHZ sérum Lidska Andrade, Luis Eduardo C. (Keppeke et al., 2012)
MCM2 (BM28) My5i monoklonalni | BD TransductionLaboratories | 610700

MCM3 Kraligi Rolf Knippers (Burkhart et al., 1995)
MCM7 Kraliéi Rolf Knippers (Burkhart et al., 1995)
Mouse 1gG1, kappa | My3i monoklonalni | AbCam ab18443

Ringla Kraligi AbCam ab32807

Tabulka €. 1: Seznam pouzitych primarnich protilatek

Suffolk, UK). Po sekunddrni protildtce byla sklicka opét nékolikrat promyta v PBS a vzorky
byly barveny fluorescencnimi barvickami (viz kap. 3.6) nebo pfimo zamontovany do

zalévaciho média na podloZzni skli¢ka (viz kap. 3.8.1).

3.4.1. Imunofluorescencni znaceni DNA

V pfipadé imunoznaceni protilatkou proti DNA (mysi monoklondlni protilatka
anti-DNA, Progen) byl protokol shodny s protokolem uvedenym vyse, pouze v kroku
permeabilizace bunék byl pouzit roztok Tritonu X-100 o vyssi koncentraci, tj. mezi 0,3-2 %.
Pouziti vyssi permeabilizace bunék bylo pouzito k docileni dobrého pronikani protilatky do

denznich chromatinovych struktur. Postupnym zvySovanim koncentrace Tritonu X-100 bylo
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zjisténo, Ze pro dobré pronikani protilatky do permeabilizované buriky je optimalni

koncentrace 2 % po dobu 5 minut.

3.5. Znaceni replikace a transkripce

3.5.1.  Znaceni replikace DNA

Replikace byla znacena pomoci Click iT Alexa 647 EdU Imaging Kit (Invitrogen,
Molecular Probes). EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine), analog tymidinu, byl pfidan do média
na 10-20 min ve findIni koncentraci 10 uM. Nasledné byly burnky kratce promyty v PBS
a okamzité fixovany nebo extrahovany pred fixaci. Po fixaci bylo provedeno imunoznaceni
tak, jak je popsano vyse. Po sekundarni protilatce byl navazany EdU vizualizovan konjugacni
reakci podle instrukci vyrobce kitu. Po vymyti nenavazanych reagencii byla sklicka barvena
DAPI podle standardnim protokolu.

V ,chase” experimentu byly bunky po 10 minutovém pulzu 10 uM EdU inkubovany

v béZzném médiu po dobu 90 min. Az poté byly fixovany.

3.5.2.  Znaceni transkripce

RNA transkripce byla sledovdana pomoci inkorporace 5’-fluorouridinu (5-FU,
Sigma-Aldrich). Do média byl pfidan 5-FU 15 minut pred fixaci. Takto oznacené transkripty
byly poté imunoznaceny protilatkou proti BrdU, ktera je zndma svoji zkfizenou reaktivitou

s 5-FU (Tab. 2) a umoznuje tedy provedeni tohoto imunoznadeni.

3.5.3.  Kontroly imunoznaceni

3.5.3.1. Vynechani primarni protilatky

U vSech experiment( pouZivajicich imunoznaceni pomoci protilatky jsme vidy

provedli negativni kontrolu spocivajici ve vynechani primarni protilatky. VSechny kroky
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imunoznaceni jsou pfi této kontrole shodné jako ve vlastnim experimentu, pouze v kroku
primarni protilatky je tato vynechdana a misto ni je aplikovan pouze roztok, ve kterém je
normalné protilatka redéna.

Takto provedeny experiment slouzi jako kontrola hned v nékolika aspektech. V prvni
fadé slouzi ke kontrole nespecifickych vazeb sekunddarni protilatky. Kazda protilatka se
mUlZe vazat nespecificky na podobné epitopy nebo na zakladé nespecifickych
elektrochemickych interakci. Kontrola pak slouzi k urceni sily signalu pozadi tvoreného
nespecificky navazanou sekundarni protilatkou. Virtualné, odectenim tohoto signalu od
signdlu z vlastniho experimentu dostaneme silu realného signalu pochazejiciho ze
specificky navazané primarni protilatky. V idedlnim pripadé by pozadi mélo byt nulové.
V redlnych experimentech nulového pozadi nelze dosahnout, Ize jej vSak Casto sniZit
zabranénim nespecifické vazby protilatky pomoci blokovani rznymi proteiny (BSA, rybi
Zelatina apod.) nebo jinymi protildtkami, které vsak nereaguji s Zadnym antigenem
nachazejicim se v burice a/nebo nemohou byt detekovany pouzitou sekundarni protilatkou
(NGS, odtucnéné mléko, apod.). A pravé dostatecnost tohoto blokovani (koncentrace, cas)
je také sledovana kontrolou s vynechanim primarni protilatky. Protoze se podminky lisi
experiment od experimentu (presny ¢as jednotlivych krokd, pfesna koncentrace a pH vSech
pouzitych roztokl, teplota v mistnosti, apod.) byla vySe uvedend kontrola provaddéna

prakticky u vSech imunodetekénich experimenta.

3.5.3.2. Kontrola pomoci protilatky stejného izotypu

V experimentech s MCM proteiny, kde byl nasnimany fluorescencni obraz
intenzivné analyzovan kros-korela¢ni funkci (CCF, viz dale, kap 3.7) jsme provedli mimo

kontroly s vynechanim primarni protilatky také kontrolu pomoci protilatky stejného izotypu
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(isotype control antibody). V experimentu byla primarni protildtka nahrazena jinou
protilatkou stejného izotypu (v tomto pripadé 1gG1, ab18443, AbCam), u které je vsak
prokdzano, Ze nereaguje s zddnym antigenem nachdazejicim se v lidskych burikach. Signal
ziskany pomoci této protilatky byl nasledné analyzovan shodnym zplsobem jako signadl
ziskany pomoci protilatky proti MCM2 proteinu. Na rozdil od této protilatky, signal ziskany

pfi kontrole nevykazoval Zadny pozitivni vrchol CCF kfivky (viz kap. 3.7).

3.6. Fluorescencni barveni

3.6.1. DAPI barveni

Ve vétsiné vzorkl byla barvena DNA pomoci DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol;
Sigma-Aldrich). Promyté vzorky po sekundarni protilatce byly umistény na roztok DAPI
v PBS na dobu od 5 do 10 minut. Poté byly buriky nékolikrat promyty pomoci PBS, 2x
v destilované vodé a zality do zalévaciho média. V experimentech, ve kterych DAPI barveni
slouzilo pouze k lokalizaci bunéénych jader bez nutnosti podrobné analyzy signalu bylo DAPI
barveni provedeno pouzitim zalévaciho média Mowiol obsahujiciho DAPI a barveni DNA

tedy probéhlo soucasné se zalitim.

3.6.1.1. DA/DAPI barveni

DA/DAPI barveni bylo provadéno v principu obdobnym zplsobem jako samotné
DAPI barveni s tim rozdilem, Ze wvlastnimu DAPI predchazela inkubace
s distamycinem A - HCI (Chemos, Regenstauf, Némecko). Distamycin A — HCl je latka vazajici
se, podobné jako DAPI, do malého Zlabku na DNA. Vysledné barveni se liSi od barveni
samotnym DAPI (diskutovano v kap. 5.2). Misto PBS pufru jsme pouZzili Mcllvaintv pufr o pH

7,0 (protokol je adaptovan z publikace Schweizer and Ambros, 1994).
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Nejdrive byly buriky vystaveny na 15 minut roztoku distamycinu A-HCl o koncentraci
0,2 mg/ml rozpusténém v Mcllvainovu pufru o pH 7. Poté byly buriky promyty v Mcllvainové
pufru a barveny pomoci DAPI o koncentraci 0,2 pg/ml po dobu 15 min a opét promyty

Cistym pufrem. Po promyti destilovanou vodou byly bunky zality do zalévaciho média.

3.6.2.  Barveni DNA pomoci DRAQ5

Zivé buriky byly po dobu 30 minut vystaveny médiu obsahujicimu fluorescenéni DNA
barvicku DRAQS (Biostatus Limited, Leicestershire, Velkd Britanie) v koncentraci 1:1000 t;j.

ve finalni koncentraci 5 uM. Poté byly promyty PBS a ihned fixovany 4 % formaldehydem.

3.7. Obrazova analyza — kros-korelaéni funkce

Kros-korelacni funkce (cross-correlation function, CCF, van Steensel et al., 1996)
byla vypoctena jako Pearsoniv korelacni koeficient (Pearson's correlation coefficient)
podle vzorce: cov(R(Ax),G)/(var(R(Ax)).var(G)), kde R a G odpovidaji intenzitam pixell
v zeleném a Cerveném kanale, zatimco proménlivy horizontalni posun byl aplikovan na
Cerveny kanal. Vypocet byl proveden pomoci softwaru Matlab (The Math Works, Natick,
USA).

Korelacni koeficient mGze nabyvat hodnot mezi -1 aZz +1. Hodnoty vyssi nez 0
vypovidaji o korelaci/kolokalizaci obou sledovanych signalt, hodnoty kolem 0 o ndhodném
rozdéleni sledovanych signald. Hodnoty pod 0 pak vypovidaji o ,anti-kolokalizaci”
sledovanych signald, tj. pokud se v dané oblasti nachazi jeden signal, druhy signal se zde

evvs

kolokalizace/anti-kolokalizace zkoumanych signald.
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3.8. Svételna mikroskopie

3.8.1. Zalévani vzorku

Po skonceni imunoznaceni nebo barveni (konciciho zpravidla v roztoku PBS pufru)
byly vzorky 2x promyty destilovanou vodou. Sklicka byla poté montovana na podloZni
sklicko pomoci Mowiolu (Sigma-Aldrich) obsahujiciho DABCO (Sigma-Aldrich) nebo

zalévaciho média ProLong (ProLong® Antifade, LifeTechnologies).

3.8.2.  Svételné mikroskopy

Vzorky byly pozorovany a snimany prfevaziné na konfokalnim mikroskopu Leica SP5
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Némecko) vybaveném olejovym objektivem 63x
PlanApochromat/1.4 NA a 40x/1,25 NA. Fluorescencni signal byl excitovan lasery: 405 nm
diodovy laser; 488 nm argonovy laser; 561 nm DPSS laser a 633 nm HeNe laser. Jednotlivé
signaly byly vidy snimany pomoci sekvencniho snimani jednotlivych kanall, aby bylo
v maximalni mozné mire zabranéno propagaci signal( mezi jednotlivymi kanaly.

Dale byly vzorky snimany na konfokalnim mikroskopu s rotujicim diskem (spinning
disc microscope) postaveném na Olympus I1X83 mikroskopu a vybaveném 100x/1,4NA
imerznim olejovym objektivem (Olympus, Tokio, Japonsko), CSU-X spinning disk jednotkou
(Yokogawa, Tokio, Japonsko) a kamerou Ixon Ultra EMCCD (Andor).

Pro pozorovani Zivych bunék byly oba uvedené mikroskopy vybaveny
zabudovanymi inkubatory (Leica, respektive Okolab).

V této praci byl také vyuzit epifluorescencni mikroskop Olympus AX 70 Provis
(Olympus), vybaveny suchymi objektivy 10x, 20x a 40x a imerznim objektivem 60x a 100x

PlanApochromat.
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3.9. Elektronova mikroskopie

3.9.1. Chemicka fixace, pre-embedding

Buniky narostlé na 12 mm kulatém krycim sklicku byly fixovany 15 minut 2 %
formaldehydem v 0,2 M PIPES, pH 7,2, pfipravenym bezprostiedné pred pouzitim
z paraformaldehydu. Fixované bunky byly permeabilizovany 0,1-0,2 % Tritonem X-100
v PBS po dobu 10 min. Po dikladném promyti v PBS byla moZna nespecifickd vazebna mista
protildtky blokovana 5% roztokem NGS v PBS po dobu 30 min. Po hodinové inkubaci
s primarni protildtkou a promyti v PBS nasledovala hodinova inkubace s odpovidajici
sekundarni protilatkou s navazanym nanozlatem o velikosti 0,8 nm (Nanogold, Aurion,
Wageningen, The Nederlands) v 1% roztoku BSA v PBS. Po nékolikandsobném promyti v PBS
byly vzorky postfixovany 2,5% glutaraldehydem v PBS, nasledovaném dikladnym promytim
ultraCistou vodou. Poté byly nanocastice zlata impregnovany stfibrenim inkubaci bunék se
Silver enhancement reagent (R-GENT SE-EM, Aurion) po dobu 23-30 min podle protokolu
vyrobce. Timto postupem byly plvodni, pro svoji malou velikost nedetekovatelné zlaté
Castice zménény na vétsi (~6-12nm velké) stfibrné castice. Poté byly buriky nékolikrat
promyty ve vodé, dehydratovany ve zvysujici se koncentraci etanolu (30%, 50%, 70%, 90%
a 100%) a prosyceny pryskyrici Araldite/Embed 812 (Epon 812, Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, USA). Veskeré predchazejici kroky byly provadény pfi pokojové teploté.
Polymerizace pryskyftici prosycenych vzork( probihala v peci pfi 60°C po dobu 3 dnu. Po
odstranéni sklicka byl povrch ztvrdlych blockd zredukovan na velikost mensi nez 1x1 mm
rucnim orezanim pomoci Ziletky a vzorky byly poté krajeny na ultramikrotomu Leica
Ultracut S (Leica) na fezy o tloustce priblizné 70 nm na diamantovém noZi (Diatom, Biel,

Svycarsko). Ultratenké fezy byly umistény na 3 mm niklové nebo médéné
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elektronmikroskopické sitky typu slot (s otvorem 2x1 mm) nebo typu mfizka. V obou

pripadech byly sitky potazené vrstvou formvaru a pouhlikovany.

3.9.1.1. Preembedding bunék extrahovanych pred fixaci

Cela procedura od kroku blokovani pred primarni protildtkou byla provedena jako
v kap. 3.9.1. Postup se liSil pouze v krocich fixace a permeabilizace, které po sobé
nasledovaly prakticky v opa¢ném poradi.

Buniky nebyly pfimo fixovany, ale nejdfive byly volné bunécné komponenty
extrahovany pomoci CSK pufru s obsahem Tritonu-100 o konec¢né koncentraci 0,1% (viz
imunofluorescencniznaceni, Kap. 3.2.1) po dobu 10 minut. Teprve poté byly bunky fixovany
30 minut 2 % formaldehydem v CSK pufru. Takto pripravené burnky byly jiz dostatecné

permeabilizovany a bylo mozno pfimo pfistoupit k imunoznaceni.

3.9.2.  Fyzikalni fixace, mrazova substituce

Pro mrazovou fyzikalni fixaci byla pouzita metoda zmrazeni za vysokého tlaku (high
pressure freezing, HPF) s ndslednou mrazovou substituci (freeze substitution, FS). Tato
metoda predstavuje v soucasnosti nejvhodnéjsi kompromis pro zachovani ultrastruktury
a zaroven antigenicity vzorku v elektronové mikroskopii.

Zmrazeni za vysokého tlaku bylo provadéno pomoci pfistroje EM PACT 2 high
pressure freezer (Leica) vybaveného systémem pro rychlé vkladani vzorku (rapid transfer
system, Leica EM RTS). Nasledna mrazova substituce byla provadéna v substitucnim
pristroji Leica freeze substitution apparatus (Leica EM AFS2) vybaveném robotickym
systémem (Leica EM FSP), ktery umozZnuje automatizované vymeény substitucnich

a zalévacich médii.
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Pro zmrazeni za vysokého tlaku byly pouzity buriky narostlé na kulatych safirovych
sklickach o priméru 1,4 mm (Leica) nebo buriky v suspenzi, které byly ziskany seSkrabanim
bunék z povrchu kultiva¢ni nddoby sterilni Skrabkou (firma TPP) nebo jejich uvolnénim
trypsinem (Sigma-Aldrich). Materidl byl zamrazen na médénych membranovych nosicich
firmy Leica (membrane carrier). Ty byly umistény do drzaku a po naplnéni zamrazovanym
materidlem zamrazeny za pouziti rapid transfer systému. Tésné pred umisténim do nosice
byly vzorky promyty v 20% roztoku BSA (frakce V, Sigma) v kultivacnim médiu nezavislém
na CO; (CO; independent medium, GIBCO, Invitrogen) s pridavkem 10 % fetalniho hovéziho
séra (FBS, GIBCO, Invitrogen). Vznikly roztok slouzi jako kryoprotektant a castecné
zabranuje poskozeni bunék béhem zmrazeni tim, Ze brani tvorbé velkych ledovych krystald.

Zmrazené vzorky byly preneseny v tekutém dusiku do pfistroje pro mrazovou
substituci, kde byly vloZzeny do substitu¢niho roztoku predchlazeného na -90°C. Substitucni
roztok obsahoval bezvody aceton a 0,1 % uranyl acetatu, ktery byl pfidan jako 10 % roztok
v metanolu. Mrazova substituce probihala pfi -90°C po dobu 48h. Poté zacala byt teplota
zvySovana z -90°C na -50°C rychlosti 5°C za hodinu. Pfi -50°C pokracovala substituce dalSich
24h. Poté byly vzorky promyty Cistym acetonem o teploté -50°C a prosyceny pryskyftici
Lowicryl HM20 monostep (Electron Microscopy Sciences) ve zvysujici se koncentraci HM20
v acetonu. Proces prosyceni pryskyfici probihal pfi teploté -50°C a to podle nasledujiciho
schématu: 2h v 25% HM20, 3h v 50% HM20, 3h v 75% HMZ20 a 4 a 8h ve 100% HM20.
Lowicryl byl pred pouzitim 5 minut probublavan plynnym dusikem pro odstranéni kysliku,
ktery by mohl narusit proces polymerizace. Béhem vsech predchazejicich kroka byl roztok
pravidelné promichavan.

Po prosyceni 100% pryskyfici byla zahajena polymerizace vzork(li UV svétlem.

Polymerizace probihala pti -50°C po dobu 26h. Poté byly vzorky po dobu 14 h prevadény
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na teplotu 20°C, tj. 5°C za 1 h, za stalého ozafovani UV svétlem, které pokracovalo jesté 24h
po dosazeni 20°C ke kone¢nému vytvrzeni blocka.

Po polymerizaci byly blocky vyrezany pomoci Ziletky z plastové zalévaci nadobky.
Jednotlivé blocky byly zbaveny médéného nosice ponofenim do tekutého dusiku
s naslednym odstranénim nosice Ziletkou. U vzorkd, u kterych bylo pouZito safirové sklicko,
bylo sklicko odstranéno opakovanim stejného postupu jako v pfipadé médéného nosice.
Takto pripravené blocky byly krajeny na ultramikrotomu nejcastéji na fezy silné priblizné

70 nm. V pripadé vzorkl uréenych pro tomografii byly pripraveny 200-240 nm silné fezy.

3.10. Imunoznaceni vzorku pro elektronovou mikroskopii

Ultratenké fezy umisténé na elektronmikroskopickych sitkach byly znadeny na
kapkdach obsahujicich pfislusné roztoky. Stejnym zplisobem byly i promyvany.

Nejprve byly umistény na blokujici roztok obsahujici 5 % NGS v PBS nasledovany
roztokem primarni protilatky v PBS, 1-2% BSA a 0,5 % Tween 20 po dobu jedné hodiny. Po
nékolikanasobném vymyti PBS pufrem byly vzorky znovu kratce blokovany v NGS v PBS a na
45 minut polozeny na roztok sekundarni protilatky (v 1% BSA v PBS) v komplexu s koloidnim
zlatem (Aurion). Imunokomplexy nesly zlaté kuli¢ky o priméru 10 nebo 15 nm. Po promyti
vzorkd v PBS a v destilované vodé byly vzorky ususeny a ptipraveny k mikroskopii nebo ke

kontrastovani solemi tézkych kov.

3.11. Korelacni svételna a elektronova mikroskopie (CLEM)

Jako korelacni svételna a elektronovéd mikroskopie (correlative light and electron
microscopy, CLEM) je oznacovana technika nebo kombinace technik, které v konec¢ném
disledku vedou k zobrazeni shodného mista vzorku jak ve svételné, tak elektronové

mikroskopii. Existuje celd rada CLEM technik, od jednoduchych aZ po velmi komplikované
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metody. V nasi praci jsme pouzili hned nékolik rlznych postupl korelaéni svételné

a elektronové mikroskopie.

3.11.1. CLEM na fezech

Rezy umisténé na elektronmikroskopickych sitkach typu slot nebo sitkach
opatfenych lokaliza¢ni mfizkou s koordinatami byly nejdfive na 20 minut vystaveny
blokujicimu roztoku sestavajicimu z 5 % normalniho koziho nebo osliho séra (NGS, NDS,
podle typu pouzité sekundarni protilatky). Poté byly inkubovany jednu hodinu s roztokem
primarni protilatky obsahujicim 1-2% BSA a 0,2% Tween-20 (obé chemikalie
ze Sigma-Aldrich). Po dlkladném nékolikandasobném promyti byly Fezy vystaveny
sekundarnim protilatkdm s navdzanym koloidnim zlatem a fluorochromem nebo pouze
s fluorochromem. Po promyti byly fezy ususeny a pozorovany nejdrive na fluorescencnim
mikroskopu Olympus AX 70 Provis. Po fluorescencni lokalizaci nami hledanych objekt(
a zmapovani okoli bunék tak, aby se nam nasledné podafilo najit stejnou oblast
v elektronovém mikroskopu za pomoci lokaliza¢ni mfizky nebo vyraznych orientacnich
bodu, skladG fezu nebo jinych markantl jsme zobrazili hledané objekty pfi rlznych

zvétsenich.

3.11.2. CLEM - Preembedding

Korela¢ni svételnd a elektronova mikroskopie vyuZivajici ve své
elektronmikroskopické ¢asti metodu znacdeni pred zalitim (preembedding) umoziuje
korelaci fluorescen¢niho a elektronmikroskopického obrazu nékolika zpusoby. Jednim
z nich je nasnimani signalu fluorescencniho proteinu jako je GFP, fuzovaného s proteinem
naseho zadjmu, v Zivych nebo fixovanych burikdch narostlych na lokaliza¢nim sklicku

a nasledné klasické imunoznaceni pouze pro elektronovou mikroskopii (Kap. 3.9.1). Druhou
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moznosti je pouZiti sekunddarni protilatky znacené jak fluorescencné, tak zlatem. V tomto
pripadé je fluorescencni signal sniman pred krokem zvétSeni zlatych Castic stfibfenim.

PFi zkoumani ultrastruktury Polycomb télisek metodou preembedding jsme pouZili
nasledujici postup: nejdfive jsme Polycomb téliska lokalizovali in vivo v linii U-2 OS bunék
stabilné exprimujicich BMI1-GFP fuzni protein. Zivé buriky, narostlé na lokalizaénim skli¢ku,
byly pozorovany konfokalnim mikroskopem Leica SP5 za poufZiti 40x/1,25 NA olejového
imerzniho objektivu a byly nasnimany soubory Z rezl pri velkém zvétseni. Nasledné byly
bunky zafixovany a pfipraveny pro elektronovou mikroskopii jak je popsano vyse
avkap. 3.9.1.

Po vytvrzeni block( byla odstranéna sklicka s lokalizacni mfizkou ponofenim do
tekutého dusiku. Po odstranéni sklicka zUstala lokaliza¢ni mrizka otisknuta do povrchu
blocku. Diky otisku mrizky bylo moZno nalézt bunky naseho zajmu v binokularnim
mikroskopu, ktery je souéasti ultramikrotomu. Ziletkou byla zredukovana horni plocha
blo¢ku na velikost 1x1 mm. Vzorek byl nasledné nakrdjen na ultratenké fezy o sile pfiblizné
70 nm na diamantovém noZi (Diatom). Rezy byly umist&ny na elektronmikroskopické sitky
typu slot a kontrastovany (viz kap. 3.12). Na takto pfipravenych fezech byla lokalizovana

oblast zajmu a nasnimdny elektronogramy pfi rizném zvétseni.

3.11.3. CLEM - Fyzikalni fixace pomoci HPF nasledovana FS

Tato metoda spociva v pouziti specialni molybdenové lokalizaéni mfizky (1,48 mm,
Leica) umisténé nad safirové sklicko s narostlymi burikami. Sklicko i mrizka jsou umistény
do specialniho nosice s otvorem 1,5 mm x 140 um, (Leica), ktery zaroven slouzi jako
platforma pro zamrazeni vzorku v HPF pfistroji. Sestava nosic¢-sklicko-mtizka se nazyva

,sendvic”.
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Sendvi¢ byl umistén do konfokdlniho mikroskopu vybaveného glycerolovym
objektivem NA 1,4 s velkou ohniskovou vzdalenosti (Leica). Mikroskopem byly nasnimany
soubory Z fezll vybranych bunék. Ty byly lokalizovany pomoci mfizky. Poté byly vzorky
zmrazeny za vysokého tlaku a ddle zpracovany jako bézné HPF vzorky (viz kap. 3.9.2). Rozdil
oproti konvenénim vzorkiim je, Ze po odstranéni safirového sklicka ze ztvrdlého blocku
zUstava lokalizacni mtizka uvéznéna v hloubce blo¢ku a umozZnuje opétovné lokalizovat
vybrané bunky. Na rozdil od mfizky otiSténé na povrchu vzorku pfi CLEM spojeném
s chemickou fixaci, mfizka zalita do hloubky vzorku ¢astecné perspektivné zkresluje celkovy
obraz. Zaroven se v jeji blizkosti silné lame svétlo a v kombinaci s médénym drzakem
vznikaji praci ztéZujici svételné odrazy. Mrizka tedy predstavuje pouze nepresné voditko
k hledani bunék naseho zajmu. Timto zplsobem lze tedy korelovat malé skupiny bunék
nebo bunky vykazujici vyrazné morfologické znaky. Rozmisténi jednotlivych (nepocetnych)
bunék nebo jejich tvarova odliSnost nam, kromé vlastni lokalizacni mfizky, poskytuje dalsi

voditko ke korelaci. Nami pouzity postup byl adaptovdan z prace (Verkade, 2008).

3.11.4. Korelace na svételné urovni

Jednd se o velice duleZitou metodu, umoznujici porovnat dva odpovidajici si
svételné signaly, které jsou od sebe oddéleny casové, kazdy ze signalQ byl ziskan jinou
metodou a/nebo na jiném pfistroji. Tato metoda ma mnoho spole¢nych prvkd s metodami
CLEM. V prvni radeé je k uspésné korelaci signal dulezZita schopnost opakované lokalizovat
stejné misto vzorku na stejném nebo jiném mikroskopu. To je umoZnéno pouZitim rlznych
lokalizacnich prostfedkd, v nasem pripadé kryciho sklicka nebo Petriho misky s lokalizaéni
mrizkou. Z biologického hlediska je v pripadé korelace dvou fluorescencnich signalli

dllezita skutecnost, Ze tato korelace se odehrava na urovni konkrétni buriky. Nejde tedy
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0 obecné porovnavani trendud ve vyvoji mikroskopického obrazu v ¢ase nebo po ovlivnéni,
pfipadné o jejich statistické zhodnoceni. Jde o stanoveni korelace konkrétnich obraz(i

v konkrétni burice.

3.11.4.1. Korelace GFP signalu s imunofluorescencnim signalem

Pro porovnani fluorescentniho signalu fuzniho proteinu s GFP se signdlem
poskytovanym protildtkou pfi imunofluorescenénim znaceni jsme provedli korelacni
experiment na bunkach péstovanych na Petriho misce se sklenénym dnem opatfenym
mftizkou (MatTek Corporation, Ashland, USA). To ndm mimo jiné umoznilo sledovat
BMI1-GFP signal jak v Zivych, tak ve fixovanych burikach imunoznacenych proti BMI1 a GFP
proteinu. Pomoci korelace téchto tfi signald jsme ukazali, Ze BMI1-GFP signal odpovida
signdlu ziskanému pomoci jedné nebo druhé protilatky. Vlastni postup korelacéni
mikroskopie byl nésledujici: U-2 OS bunky, stabilné exprimuijici fuzni protein BMI1-GFP,
péstované na Petriho misce se sklenénym dnem s lokalizacni mfizkou byly nasnimany zivé
konfokalnim mikroskopem Leica SP5 vybavenym inkubacéni komorou pfi teploté 37°C
v atmosféfe obsahujici 5 % CO.. Buriky byly nasledné zafixovany a imunofluorescencné
znaceny podle standardniho protokolu (Kap. 3.4). Po zaliti bunék do zalévaciho média byly

stejné bunky znovu snimany ve 3D pomoci konfokalniho mikroskopu.

3.12. Kontrastovani vzorkl pro EM

Ultratenké fezy byly umistény na elektronmikroskopickou sitku a vysuseny.
Nasledné byla sitka poloZena na kapku vodného roztoku uranyl acetatu o koncentraci 3 %
po dobu 5-10 minut v komdrce zamezujici pfistupu svétla. Rezy byly ve tmé promyty
v destilované vodé 3x5 minut a inkubovany 2-3 minuty v roztoku citratu olova (Reynold’s

Lead Citrate) v atmosfére se snizenym obsahem CO; ktera byla dosazena pritomnosti
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pevného NaOH v komlrce, a opét promyty 3x5 minut v destilované, prevarené a pred
okolni atmosférou chranéné vode.

Roztok uranyl acetatu byl vytvofen jednoduchym rozpusténim uranyl acetatu
v destilované vodé (3 % w/v). Po pll hodiné michani byl roztok opakované prefiltrovan pres
stfikackovy filtr 0,22 um.

Reynoldsliv roztok byl pfipraven z dusi¢nanu olovnatého, Pb(NOs), a citratu
sodného, Nas3(Ce¢HsO7) x 2H,0 podle nasledujiciho protokolu: 1,33g Pb(NOs3):
+ 1,76g Na3z(CeHs07) x 2H,0 byl rozpustén v necelych 50 ml destilované vody a michan
nejméné pll hodiny. Poté bylo pomalu pridano 0,8 ml 1N NaOH a vznikly roztok byl doplnén
do celkového objemu 50 ml destilovanou vodou a centrifugovan pri maximalnich otackach
pouzité centrifugy (~13 000 g). Supernatant byl prepipetovan do nové zkumavky

a uchovavan pfi 4°C. pH vysledného roztoku bylo 12.
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3.13. Pouzité elektronové mikroskopy

V nasi praci jsme pouZzivali 3 prozafovaci elektronové mikroskopy:

1) Zeiss 900 - Carl Zeiss, Jena, Némecko, urychlovaci napéti 80kV, wolframova
katoda, 1K CCD kamera KeenView.

2) Morgagni - FEI, Eindhoven, Nizozemi, urychlovaci napéti 100kV, wolframova
katoda, 1K CCD kamera Mega View llI.

3) Tecnai G2 Sphera - FEl, Eindhoven, Nizozemi, urychlovaci napéti 200kV, LaB6

katoda, kamera 2K Gatan Ultrascan 1000 CCD.

3.14. Elektronova tomografie

Elektronova tomografie byla vytvofena ze série snimk( ziskanych otd¢enim vzorku
kolem jedné osy v elektronovém mikroskopu FEI Tecnai G2 Sphera. Projekce byly
zaznamenany v rozpéti £65° s krokem 1°. Jednotlivé projekce byly defokusovany o hodnotu
-2 um pfi zvétsSeni 19 000x. Velikost pixelu dosazena v této konfiguraci byla 0,53 nm.

3D rekonstrukce tomografie byla vypocitdna metodou vazené zpétné projekce
v programu IMOD (Kremer et al., 1996) a post-rekonstrukéné uhlové filtrovana
(Kovacik et al., 2014) s cilem potlacit artefakty vyplyvajici z chybéjictho Uhlu néklonu

(missing wedge artefacts).

3.15. Kvantitativni analyza elektronmikroskopického znaceni

Pro kvantitativni urceni intenzity imunoznaceni vné nebo uvniti Polycomb téliska
jsme poufzili stereologické metody. Pres elektronogram byla digitdlné polozena mtizka
a s jeji pomoci byla urcena plocha, kterou v dané oblasti zaujima heterochromatin.

Nasledné byly s pomoci stejné mfizky spocitany i zlaté partikule nachazejici se na dané
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ploSe. Toto méreni bylo provedeno na celkem Sesti Polycomb téliscich. Ze vSech méreni pak

byl vypocitdn priimér a smérodatna odchylka.

3.16. Western blot

3.16.1. Priprava celobunécnych lyzata

Témeér konfluentni buriky narostlé v kultivacni lahvi nebo na Petriho misce byly
promyty PBS. Poté byl pfimo na buriky aplikovan 2x koncentrovany Laemmliho vzorkovy
pufr (Laemmli sample buffer, SB) spolu s inhibitory proteaz (Protease Inhibitor Cocktail Set
l1l, EDTA-fee, Merck-Millipore). V SB doslo k lyze bunék. Ziskané celobunécéné lyzaty byly
nékolikrdt protazeny injekéni jehlou o velikosti 27G, zahrfaty na 95°C po dobu 3 minut
a zchlazeny na ledu. Po zméreni koncentrace (viz 3.16.3) byly lyzaty bud’ pfimo nandseny

na gel nebo uchovany pfi -80°C pro pozdéjsi pouziti.

3.16.2. Priprava cytoplazmatické a jaderné bunécné frakce

Témeér konfluentni buriky byly uvolnény od povrchu kultivaéni nddoby pomoci 1 mM
roztoku EDTA v PBS zchlazeném na 4°C. Uvolnéné bunky byly centrifugovany pfi 2 000g pfi
4°C po dobu jedné minuty. Buriky byly nasledné resuspendovany v hypotonickém roztoku
sestdvajicim z 10 mM HEPES, 10 mM KCl, 0,21mM EDTA, 1 mM DTT (vSe Sigma-Aldrich)
a inhibitor( protedz (Merck-Millipore) a po dobu 15 min inkubovany na ledu. Poté byl
pfidan detergent Igepal-630 (Sigma-Aldrich) do vysledné koncentrace 0,6%. Roztok byl
dikladné vortexovan a zcentrifugovan pfi 13 000 otdckach pfi 4°C po dobu 30 sekund.
Vznikly supernatant predstavoval cytoplazmatickou frakci. K peletu byl pfidan hypotonicky
roztok a vzorek byl znovu centrifugovan. Vznikly pelet pfedstavoval jadernou frakei. Cistota

a celistvost jader byla vizualné zkontrolovana svételnym mikroskopem s fazovym
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kontrastem. Obé frakce, cytoplazmaticka a jadernad, byly nasledné lyzovany pomoci 2x SB
a zahraty na 95°C po dobu 3 min. Dalsi postup byl shodny s postupem popsanym v kap.

3.16.1.

3.16.3. Méfeni koncentrace proteint

Pro zméreni koncentrace proteini v lyzatech byla pouZita BCA metoda
(Bicinchoninic acid assay, Sigma-Aldrich). Pro kalibraci byly pouzZity roztoky BSA
o definované koncenraci (200, 400, 600, 800 a 1000 pg/ml). 5ul méreného roztoku bylo
smichano se 100 pl smeési kyseliny bicinchoninové (BCA) a siranu médnatého (CuSOa, obé
chemikalie od Sigma-Aldrich) a inkubovano po dobu 30 minut pfi 37°C. Poté byly zméreny
hodnoty absorbance pfi vinové délce 562 nm. Jako kontrolni vzorek slouzZila voda pfidana
misto vzorku k BCA smési. K méreni (zaroven i k vypoctu kalibrace) byl pouzit

BioPhotometer (Eppendorf, Praha, Ceska Republika).

3.16.4. Gelova elektroforéza

Proteinové lyzaty byly naneseny v poZzadovaném mnozstvi na polyakrylamidovy gel
o koncentraci od 8 do 12% spolu s predem barvenymi standardy molekularni hmotnosti
(PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific, Pardubice, Ceska Republika). Poté
byly proteiny rozdéleny pomoci elektrického proudu o napéti 100-180 V po dobu 60-90
minut. Putovani proteint rlznych velikosti bylo kontrolovano pribéziné béhem
experimentu pomoci barvenych proteinovych standardld. Celkova doba byla vidy
pfizpUsobena ocekavané velikosti sledovanych protein(.
Nasledné byly proteiny z gelu pfeneseny na nitrocelulézovou membranu (Protran, GE

Healthcare Life Sciences, Praha, Ceska Republika) pfi napéti 100 V po dobu jedné hodiny.
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3.16.5. Imunoznaceni na nitrocelul6zové membrané

Nitrocelulézova membrana s prenesenymi proteiny byla ptres noc blokovana v 5%
roztoku odtuénéného mléka (non-fat milk, NFM, Bio-Rad, Praha, Ceska Republika) v PBST
pufru (0,5% Tween 20 v PBS). Poté byla membrana inkubovéna 1-3h s primarni protilatkou
v 2,5% roztoku NFM a promyta 3x20min v PBST. Po promyti byla membrana inkubovana
1-2 h se sekundarni protilatkou s navazanou kfenovou peroxidazou v 2,5% roztoku NFM.
Nasledovalo promyti 3x20 min v PBST.

Detekce krenové peroxiddzy byla provedena chemiluminiscenénim detekénim
kitem (ECL detection kit, Thermo Scientific, Rockford, USA). Reakci vzniklé zareni bylo
zachyceno na rentgenové filmy (Foma Bohemia, Hradec Kralové, Ceska Republika) za
pouZiti riznych expozi¢nich c¢asu. Filmy pak byly vyvolany klasickym postupem za pouZiti
vyvojky a ustalovace rentgenovych filmG (obé chemikalie od Foma Bohemia, Hradec

Kralové, Ceska Republika).

3.16.6. Digitalizace a analyza dat

Vysledky z Western blotu zachycené na rentgenové filmy byly digitalizovany pomoci
skeneru Epson Perfection V700 flatbed scanner (Epson, Suwa, Japonsko). Filmy byly
skenovany v prichozim svétle s rozliSenim minimalné 1200 dpi. Ziskané vysledky byly

analyzovany pomoci softwaru Imagel (NIH, Bethesda, USA).
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4. Vysledky

V nasi praci jsme postupné zkoumali tfi jaderné subkompartmenty, pricemz hlavni
daraz byl kladen na zjisténi jejich morfologie at v normalnich, tak experimentalnich

podminkach.

4.1. Asociace MCM proteint s replikacnimi oblastmi

4.1.1. Vztah MCM proteinu k replikacnim oblastem

Prvnim studovanym subkompartmentem bylo misto replikace DNA v HelLa bunkach
a vztah MCM proteind k tomuto subkompartmentu. Na pocatku tohoto projektu jsme
testovali specificitu protildtek anti-MCM2, 3 a 7 pro imunofluorescencni lokalizaci.
Z dlivodu omezeného mnoizstvi krélic¢ich protilatek anti-MCM3 a 7 jsme nebyli schopni
provést kompletni sadu experiment( s kazdou z uvedenych protilatek. Proto jsme provedli
sérii kolokalizacnich experimentd, které ukazaly, Ze kazda z téchto tfi protilatek poskytuje
shodny mikroskopicky obraz (Obr. 8). Pro dalsi experimenty byla proto vybrana protilatka
anti-MCM2, ktera je monoklonalni a komercéné dostupna. Vysledky dosazené s touto
protilatkou lze vztahnout na cely hexamer MCM2-7, minimalné vSak na proteiny
MCM2,3a7.

Ve fixovanych a imunoznacenych Hela bunkach se MCM2 protein nachazi v celém
jadre s vyjimkou jadérek ve formé rovnomérné rozptylenych drobnych granul (Obr. 9, prvni
radek). Tento mikroskopicky obraz je tvofen jak volnym, tak na chromatin vazanym MCM2
proteinem. Ackoliv se vzdjemny pomér obou téchto forem béhem bunééného cyklu znaéné
méni, celkové mnozstvi proteinu zlstava shodné a diky mobilité nevazané formy se celkovy
obraz jevi ve viech fazich bunécného cyklu jako stejny (Obr. 9, prvni fadek). Proto jsme

pouzili potup, ktery ndm umoznil odstranit nenavazanou formu MCM?2 proteinu. Metoda
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je zaloZzena na aplikaci detergentu Triton-X-100 spolu se specidlnim pufrem. Takzvany
cytoskeletarni pufr (CSK) obsahuje jako hlavni osmoticky aktivni slozku sachardzu.
Sacharéza brani udriovdnim osmotického tlaku nadmérnému poskozeni bunéénych
struktur. Tato metoda se nazyva extrakce pred fixaci a detailné;jsi postup je uveden v oddilu
Material a metody (Kap. 3.2.1).

Pouziti extrakce pred fixaci ndm umoznilo odstranit volnou formu MCM2 proteinu
a tak vizualizovat pouze na chromatin pevné navdzany MCM2 protein. V G1 fazi vétsSina
bunééného MCM2 proteinu predstavuje na chromatin vazanou formu. Mikroskopicky
obraz vazaného MCM2, ktery je probihajici replikaci postupné uvolfiovan z chromatinu, se
vyznamné méni béhem S-faze bunécéného cyklu. Po kompletnim dokonceni replikace, v G2
fazi, se veskery MCM2 protein nachdzi ve volné formé. K jeho opétovnému navazani na
DNA dochazi az po probéhnuti mitdzy na pocatku G1 faze bunécného cyklu.

Z vyse uvedeného dlivodu bylo dllezité spolu s obrazem MCM2 proteinu zaroven
zjistovat, zda se dana bunka nachazi v S fazi a v jakém jejim stadiu. Bunky v S-fazi jsme
detekovali pomoci dvacetiminutové inkorporace EdU s jeho naslednou vizualizaci pomoci
fluorescencni préby. Signal ziskany pomoci EdU jsme srovndvali se signdly MCM protein(
na extrahovanych a fixovanych bunkach. Pro potfreby této studie jsme S-fazi rozdélili do Ctyr
po sobé jdoucich Usekd a to na velmi ¢asnou (very early, VE), ¢asnou (early, E), ¢asnou az
stfedni (early to mid, EM) a stfedni aZ pozdni (mid to late, ML). Buriky predstavujici kazdy
z téchto Casovych Usekl S faze a také bunky v G1 fazi jsou zobrazeny na obr. 10. Jednotlivé
faze byly uréeny charakteristickym replikacnim obrazem: v G1 fazi neni detekovatelny
zadny replikacni signal; VE S faze je charakterizovana nizkym poctem drobnych replikacnich
oblasti s prevazujici lokalizaci ve stfedu bunécného jadra; E S faze je charakterizovana

velkym poctem malych replikacnich oblasti roztrousenych napfi¢ celym objemem jadra
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s vyjimkou jadérek; EM S faze je pak charakterizovana velkym mnozstvim malych
replikacnich oblasti, které se vSak hlavné v okoli jadérka nebo v blizkosti jaderné membrany
shlukuji nebo vytvareji struktury podobné retizkim; kone¢né ML S faze je charakterizovana
velkymi replikaCnimi oblastmi v okoli jadérek a jaderné membrany. V nasi praci jsme
neanalyzovali buriiky v pozdni S fazi, protoze signdl vazanych MCM proteind v této fazi

bunécéného cyklu je velmi slaby aZ nedetekovatelny.
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Obrazek ¢. 8: Kolokalizace MCM2 a 7 proteinli na extrahovanych burfikich béhem bunécného

cyklu

(A) Vysoky stupen kolokalizace (Zluté) MCM7 proteinu (Cerveny kanal v prekryvu) a MCM2 proteinu
(zeleny kanal v prekryvu) v bunécénych jadrech. Zobrazeny jsou jak bunky v S fazi (buriky s pozitivnim
signalem EdU v modrém kanalu), tak bunky v G1 fazi (oznaceny hvézdickou). Obrazek ukazuje jeden
konfokalni fez. Porovnani signald MCM proteinl a EAU signalu ve vSech replikujicich bunkach jasné
ukazuje, Ze replikacni signal odpovidd MCM signalu. Mérka odpovida 10 pm.

(B) Vysoky stupen kolokalizace mezi proteiny MCM2 a 7 a replikaci byl potvrzen pomoci kros-
korelacni funkce na jednotlivych jadrech. Prvni radek predstavuje CCF ktivku kolokalizace
MCM2 a 7, druhy a treti radek pak CCF kfivku kolokalizace jednotlivych MCM protein( se signalem

EdU. Ve vsech pfipadech se jedna o vysoce pozitivni kolokalizaci signald.
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Obrazek €. 9: Vliv extrakce na jadernou architekturu

Uspofaddni neextrahovanych (prvni fadek) a extrahovanych (druhy fadek) bunécnych jader
(zobrazeny jsou stfedni konfokalni fezy jadrem). Signdly odpovidaji DAPI, H4Ac, MCM2 proteinu
a signalu DNA replikace (EdU). Ackoliv je jasné patrna kondenzace chromatinu zpUsobena extrakci
pred fixaci, nejvice patrny je efekt extrakce vidét v odmyti na chromatin nevazané frakce MCM2

proteinu. Extrakce nam umozZnila analyzovat na chromatin vazanou frakci MCM proteinli. Mérka

odpovida 10 um.

Obrazek €. 10: Dynamika na chromatin vazané formy MCM2 proteinu od pozdni G1 faze do
pozdni S faze bunécného cyklu

Legenda na nasledujici strané.
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Extrahované bunky byly rozdélény do péti skupin. Pozdni G1 faze (G1) bez replika¢niho signalu
a s velmiintenzivnim signadlem MCM2, velmi ¢asna S (VE), ¢asna S (E), pfechod mezi ¢asnou a stfedni
S (EM) a prechod mezi stfedni a pozdni S (ML). Reprezentativni signdl MCM2 proteinu je ukazan
v prvnim fadku a pak ve vSech prekryvech, kde je zobrazen cervené. EdU, DAPI a H4Ac signaly jsou
pak zobrazeny na pfislusné oznaceném radku a v prekryvech vidy o radek niZe jsou zobrazeny
v zelené barvé. Vsechny obrazky v jednotlivych sloupcich zobrazuji shodny konfokalni fez vedeny
stfedem bunécného jadra. Zatimco signal DAPI a H4Ac je relativné stabilni, mikroskopické obrazy
MCM2 a EdU se v prlibéhu bunécéného cyklu znacné méni. V prekryvech je ¢astecna kolokalizace
signall (zZluté) mezi MCM2 a EdU vidét pouze ve stfedni az pozdni S fazi a mezi MCM2 a H4Ac v G1
a rané S fazi. Naopak MCM2 a DAPI kolokalizuji ve vSech fazich bunécného cyklu, ackoliv
kolokalizace postupné klesa tak, jak klesa mnozstvi na chromatin vdzaného MCM2 proteinu béhem

postupujici S faze. Mérka odpovida 10 pum.

Zatimco se signdl DAPI nebo H4Ac, epigenetickou znackou aktivniho chromatinu,
v pribéhu S faze témér neméni, signdl na chromatin vazaného MCM2 postupné mizi.
Vzajemna kolokalizace MCM2 proteinu s replikaci DNA, DAPI nebo H4ac signalem je
zobrazena na jejich odpovidajicich prekryvech (Obr. 10). Vyrazny prekryv vazaného MCM2
proteinu s replikaci je jasné viditelny pouze v pozdnich stadiich S faze charakterizovanych
velkymi replikaénimi oblastmi. Tyto replikacni oblasti vSak ve skutec¢nosti sestavaji z velkého
mnozstvi malych replikacnich ohnisek nerozliSitelnych pomoci svételné mikroskopie
(Raska et al., 1989; Raska et al., 1991; Leonhardt et al., 2000; Koberna et al., 2005). Prekryv
signalll MCM2 proteinu se znacenim H4ac je vysoky na prechodu mezi G1 a S fazi. Na
zacCatku S faze kolokalizace mezi témito signaly rychle klesa. Tento vysledek potvrzuje fakt,
Ze transkripcéné aktivni oblasti chromatinu jsou replikovany drive nez oblasti umlcené.
Zmény jsou rovnéz patrné mezi signdly MCM2 a DAPI. Vysledky také ukazuji, Ze mnozstvi
na chromatin vazané frakce MCM2 proteinu béhem probihajici S faze klesa. Tyto zmény

jsme pozorovalii u proteinll MCM3 a 7. Neschopnost vizudlné prokdazat pfitomnost MCM2
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proteinu na chromatinu béhem replikace byla ve shodé s predchozimi vysledky
(Krude et al., 1996; Prasanth et al., 2004).

Abychom odhalili mozné jemnéjsi rozdily, které nemohou byt jednoduse rozlisitelné
pouhou vizualni analyzou obrazovych dat, analyzovali jsme ziskané fluorescenéni obrazky
pomoci kros-korelaéni funkce (CCF, van Steensel et al., 1996; Masata et al., 2005). Vysledky
CCF analyzy jsou zobrazeny v obr. 11. V pfipadé kfivek pro MCM2 protein a DAPI/H4Ac
matematické vysledky potvrzuji analyzu obrazovych dat pomoci barevného prekryvu
a pouhého zraku. V pripadé CCF krivek porovnavajicich kolokalizaci MCM2 a EdU signaly
jsme vsak ziskali prekvapivy vysledek. Na zakladé vizualni analyzy jsme predpokladali
antikolokalizaci mezi MCM2 a EdU signalem na pocatku S faze, tj. podobny vysledek, jaky
jsme ziskali pro MCM2 a H4Ac v prechodu mezi stfedni a pozdni S fazi (Cerna kiivka),
ukazujici ,,anti-kolokalizaci” obou signald v pozdni S fazi. CCF krivka kolokalizace MCM2
a EdU na pocatku S faze viak vykazovala jasna, i kdyzZ nizkd, pozitivni maxima (bilé Sipky
v obr. 11) uprostied negativnich hodnot. Tento vysledek znamen3, Ze ackoliv se na pocatku
S faze oba sledované signaly nachazeji prevainé v odliSnych mistech, mald ¢ast signalu
MCM2 proteinu kolokalizuje (v mezich rozliSeni svételného mikroskopu) s replikacnimi
oblastmi. Navic, tento typ CCF kfivky je patrny také na prechodu mezi ranou a stfedni S fazi,
zatimco je caste¢né maskovan u ML prechodu (Obr. 11). Toto maskovani kolokalizace
MCM2 a EdU je zpUsobeno pfitomnosti velkych replikacnich oblasti lokalizovanych do
heterochromatinu v pozdni S fazi.

Z dlivodu omezeného mnozstvi dostupnych protilatek proti proteinim MCM3 a 7
nebylo mozné provést veskeré experimenty jako s MCM2 proteinem, avSak provedené

experimenty jasné ukazuji obdobné vysledky pro vsechny sledované MCM proteiny.
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Nase vysledky jasné ukazuji, Ze mald, ale nezanedbatelnd frakce MCM protein(
zUstava asociovdna s replikacnimi oblastmi béhem celé S faze.

Abychom zjistili, zda je vySe zminovana frakce MCM2 proteinu asociovana pouze
s aktivnimi replikacnimi oblastmi, provedli jsme tzv. chase experiment, kdy znaceni
replikace 0 90 minut predchazelo fixaci buriky. Mikroskopicky obraz replikace tak odpovida

dobé 90 minut pred pozorovanym obrazem MCM2 proteinu. Sledovany byly buriky, které
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Obrazek ¢. 11: Kvantitativni analyza na chromatin vazaného MCM2 proteinu ve vztahu k DNA

replikaci a chromatinu

Analyza kolokalizace mezi MCM2 proteinem a signaly EdAU, DAPI a H4Ac je zobrazena pomoci CCF
krivek na odpovidajicich grafech. RGzné faze bunécéného cyklu jsou zobrazeny rlznymi odstiny sedé
(viz legenda v obrazku). Vétsina CCF kfivek odpovida vysledkim zobrazenym v obr. 9. CCF kfivky
navic ukazuji mala pozitivni maxima i v pfipadech, kdy pouha vizudlni analyza neni schopna odhalit
jasnou kolokalizaci (maxima jsou oznacena Sipkami). Tato pozitivni maxima na negativnim pozadi
ukazuji existenci frakce MCM protein(, ktera kolokalizuje s replikaénimi oblastmi dokonce i v rané
S fazi. CCF kfivky byly pocitany z nejméné péti bunék v kazdém zobrazeném stddiu S faze nebo v G1

fazi.
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Obrazek €. 12: Kvantitativni analyza na chromatin vazaného MCM2 proteinu ve vztahu k syntéze

DNA po 90 min pauze (chase experiment)

Buniky byly po 10 min inkubaci s EdU nékolikrdat promyty PBS a péstovany dalsich 90 min

v kultivaénim médiu bez EdU. Nasledné byly bunky fixovany.

Obrazek ukazuje CCF kfivku mezi MCM2 a EdU signalem v burice v ¢asné S fazi. V porovnani s obr. 12
je vidét, Ze puavodni pozitivni maximum po 90 min pauze prakticky vymizelo. Tento vysledek

ukazuje, Ze zbyvajici frakce MCM2 proteinu se v mistech dokoncené replikace nenachazi.

se v dobé inkorporace EdU nachazely v ¢asné S fazi. V této fazi bunécného cyklu, na rozdil
od stfedni nebo pozdni S, jsou replikacni oblasti dobfe prostorové oddéleny (Raska et al.,
1991; Leonhardt et al., 2000; Koberna et al., 2005). Po tomto chase experimentu pozitivni
maximum v CCF mezi MCM2 a EdU signalem prakticky vymizelo (Obr. 12). To ukazuje, Ze
zbyvajici MCM2 protein se z replikacnich oblasti uvolnil, jakmile byla v téchto oblastech
dokoncena replikace. Podobné vysledky byly ziskany pro proteiny MCM3 a 7 (vysledky

nejsou ukazany).

4.2. Polycomb téliska

Dalsim subkompartmentem bunécného jadra, kterym se zabyva tato dizertacni
prace, je Polycomb télisko. Tento jaderny subkompartment byl pdvodné identifikovan
fluorescencni mikroskopii a byl charakterizovan prostorovym nakupenim proteini PRC1
komplexu (Saurin et al., 1998). Ultrastrukturni podoba tohoto subkompartmentu vsak

nebyla zndma.
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Experimenty zabyvajici se Polycomb téliskem byly provedeny prevainé na bunécné
linii U-2 OS, protoZe tato bunécna linie obsahuje mnoZstvi rizné velkych Polycomb télisek
a predstavuje tak svym zplsobem modelovou linii pro jejich vyzkum (Saurin et al., 1998;
Voncken et al.,, 1999; Hernandez-Munoz et al., 2005). Navic se jednd o jednu
z nejprozkoumanéjsich, bunécénych linii viibec. V nasi praci jsme pouZili jak pavodni linii
U-2 OS bunék, tak bunécnou linii stabilné exprimujici fuzni protein BMI1-GFP (Hernandez-

Munoz et al., 2005).

4.2.1. Korelace signalu BMI1-GFP s imunofluorescenénim znacenim

Nejdfive jsme provedli kontrolni experimenty spocivajici v korelaci signalu
BMI1-GFP proteinu v Zivych burnkach se signalem imunofluorescencniho znaceni
provedeného po fixaci bunék, a to jak s pouzitim protilatky proti BMI1, tak proti GFP
proteinu (Obr. 13). Zjistili jsme, Ze v ramci rozliSeni svételné mikroskopie neni patrny zadny
vyznamny rozdil mezi GFP signdlem v Zivych bunkach a imunofluorescenénim signalem
jedné nebo druhé protilatky (Obr. 13 A) nebo GFP signalem pred a po fixaci bunék (Obr. 13
C). Provedli jsme téz analyzu signdlu u netransfekovanych U-2 OS bunék (vysledky nejsou
ukazany). Signaly z obou linii jsou srovnatelné a odpovidaji dfive publikovanym vysledkim
(Hernandez-Munoz et al., 2005). Difuzni signal BMI1 proteinu je rovhomérné rozprostien
v celé nukleoplazmé s vyjimkou jadérek, akumulovany signal vytvari rizné velka Polycomb
téliska. V jednotlivych bunkach se nachazi rozdilny pocet télisek, ktera se casto vyskytuji
v tésné blizkosti jadérek. Tato nase pozorovani jsou v souladu s dfive publikovanymi

vysledky (vysledky nejsou ukazany, Saurin et al., 1998; Hernandez-Munoz et al., 2005).
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Obrazek €. 13: Korelace GFP signdlu nasnimaného na buikach pired jejich fixaci se signalem
anti-BMI1, GFP nebo DNA z imunofluorescencniho znaceni a signdlem z barveni DAPI nebo

DA/DAPI

(A1) U-2 OS bunky exprimujici BMI1-GFP fuzni protein byly pozorovany in vivo na Petriho misce
s mtizkou. Oblast zajmu pti malém zvétSeni je umisténa v bilém obdélniku na obrazku Overview
phase. Jadro sledované bunky pfi vétsSim zvétSeni je zobrazeno pomoci diferencidlniho
interferencniho kontrastu (DIC) a fluorescence GFP (in vivo GFP). (Az) Stejna burika po fixaci
a imunoznaceni protilatkou proti BMI1 nebo GFP proteinu. Zobrazeny jsou maximalni projekce

konfokalnich fez(. Signal ziskany barvenim DAPI odpovida stfednimu konfokalnimu fezu jadrem.
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Mikroskopicky obraz GFP signalu z Zivych bunék odpovida obrazu imunofluorescencnich signali

BMI1 i GFP.

(B) Buriky znacené protilatkou proti GFP proteinu a barvené pomoci DA/DAPI. Polycomb téliska
(Sipky) se nachazeji v mistech s nejvyssi koncentraci chromatinu barveného pomoci DA/DAPI.

(C) Porovnani GFP signdlu v Zivych bunkach (in vivo GFP) se signdlem ziskanym pomoci
imunofluorescencniho znaceni protilatkou proti GFP proteinu a proti DNA. Srovnani signald
ukazuje, Ze se v Polycomb téliscich nachdzi zvySena akumulace DNA (Sipky). Mérky v A, B

odpovidaji 10 pm, v C5 pum.

4.2.1. Elektronova mikroskopie - fyzikalné fixované vzorky

Pro zobrazeni ultrastruktury Polycomb téliska v co nejvérnéjsi podobé jsme poufzili
metodu zamrazeni vzork( za vysokého tlaku nasledovaného mrazovou substituci. Takto
zpracované bunky maji dobfe zachované cytoplazmatické bunécné struktury a bunécné
membrany véetné jaderné obalky, ktera se u U-2 OS bunécné linie vyznacuje pfitomnosti
velkého mnozstvi cytoplazmatickych intranuklearnich invaginaci. Ty se u transformovanych
bunék nachdazeji ¢asto (Fricker et al., 1997). Fyzikalni fixace ndm také umoznila dobré
zachovani ultrastruktury bunécného jadra, pricemz se vyrazné liSila ultrastruktura
heterochromatinovych a euchromatinovych oblasti. Heterochromatinové oblasti jsou vice
elektron denzni neZ oblasti euchromatinové (Obr. 14). Heterochromatinové oblasti
u U-2 OS bunécné linie sestavaji z heterochromatinovych snopct silnych v priiméru nékolik
desitek az stovek nanometra. Nachazeji se napfic celou nukleoplazmou s urcitou preferenci
oblasti kolem jadérek a v blizkosti jaderné obalky. Ackoliv kontrast jadérek vici ostatni
nukleoplazmé nebyl ve srovnani s chemicky fixovanymi vzorky tak vyrazny, jadérka byla
jasné rozpoznatelnd. Dobfe zachovana antigenicita vzorku ndm zaroven umoznila
imunodetekci BMI1 proteinu na fezech. BMI1 signal byl lokalizovan témér vyhradné do

heterochromatinovych oblasti bunécného jadra. Imunoznaceni se nachdzelo v celém
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objemu heterochromatinovych snopcl s mirnou preferenci lokalizace blize k jejich
okrajlim. Stejné intenzivné byly na ultratenkém fezu znaéeny vSechny heterochromatinové
oblasti napfic¢ jadrem. PrfestoZe bylo analyzovano velké mnoiZstvi takto znacenych fez(,
véetné sériovych fezll, Zzadné lokdlni nahromadéni BMI1 signalu mimo snopce

heterochromatinu nebylo pozorovano (Obr. 14).

4.2.1. CLEM na fyzikalné fixovanych vzorcich

Ackoliv  BMI1-GFP signal v Zivych bunkach nebo imunofluorescencni signal
v bunkach fixovanych vytvarel jasna nakupeni v podobé Polycomb télisek, v burkach
fyzikalné fixovanych pro elektronovou mikroskopii a imunoznacenych na fezech, nebyla
nalezena Zadnd akumulace signalu odpovidajici Polycomb téliskiim. Proto jsme pouZzili
korelacni svételnou a elektronovou mikroskopii (CLEM) s cilem lokalizovat Polycomb téliska
za pomoci fluorescencniho signdlu nasnimaného v Zivych bunkach pred vlastnim
zpracovanim bunék pro elektronovou mikroskopii. Ve zkratce se jednd o lokalizaci bunék
naseho zajmu narostlych na safirovém sklicku pomoci lokaliza¢ni mfizky umisténé nad
bunky. Tento postup umozZnuje nalezeni shodnych bunék v obou typech mikroskopu.
Podrobny postup je popsan v kap. 3.11.3.

PouzZiti CLEM techniky a ziskani sériovych fezl bunkou nam nakonec umoznilo
lokalizovat a ultrastrukturné popsat Polycomb téliska. Imunoznaceni odpovidalo vyse
uvedenému obrazu (Obr. 14) a nachazelo se témér wvyhradné na snopcich
heterochromatinu (Obr. 15, 16, 17). V misté Polycomb téliska, lokalizovaného pomoci
fluorescencéniho obrazu, jsme pozorovali nahromadéni heterochromatinovych snopcl
v prostoru. Stereologicky urcend intenzita signdlu na heterochromatinu nalézajicim se vné

nebo uvnitf ,,Polycomb téliska“, vztazena na jednotku plochy heterochromatinu, vsak byla
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shodna (¢iselné 1 ku 1,05£0,24). Mnozstvi heterochromatinu na jednotku plochy jadra je

vSak v Polycomb télisku ptiblizné 3x vyssi.

Obrazek €. 14: Jadro U-2 OS buriky imunoznacené proti BMI1 proteinu

Na obrdazku je zachycena ultrastruktura bunécného jadra U-2 OS bunécné linie. Vzorky byly
zmrazeny za vysokého tlaku a kryosubstituovany. Veskeré heterochromatinové struktury
(elektrondenzni oblasti) jsou specificky imunoznaceny pomoci anti-BMI1 protilatky (15 nm zlaté
Castice). Mimo elektrondenzni oblasti chromatinu se signal prakticky nenachazi. Zkratky: nu —
jadérko; inv — invaginace jaderné obalky; cy — cytoplazma. Inzert — zvétSeny vyrez obrazku.

Mérka odpovida 1 um.
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Obrazek ¢. 15: Korelacni svételna a elektronova mikroskopie na fyzikalné fixovanych vzorcich

Obrazek na predchozi strané.

(A) Oblast zajmu spolu se zobrazenou korelacni mfizkou ve svételném mikroskopu pfi malém
zvétdeni. (B) Cast oblasti zajmu pfi vétdim zvétieni. Sledované dvé buriky jsou umistény do bilého
obdélniku. Buriky jsou zde zobrazeny v prekryvu fazového kontrastu s fluorescencnim signalem.
(B4, 2) Oblast vymezend obdéinikem v (B) pfi vétsim zvétseni. (B1) fazovy kontrast, (B,) in vivo
fluorescence BMI1-GFP proteinu. Bila a Zluta Sipka oznacuji dvé Polycomb téliska. (C)
Elektronogram stejnych bunék pfi malém zvétseni. (D) Oblast obsahujici Polycomb télisko
oznacené bilou Sipkou pFi velkém zvétieni. Cerné Sipky ukazuji na zachycené invaginace jaderné

obalky. (Inzert v D) Znaceni heterochromatinovych struktur lokalizovanych do jadérka. Jadérko

7 vz

neobsahuje zaddné znaceni proti BMI1 proteinu (15 nm zlaté ¢astice) Imunoznaceni proti BMI1
proteinu. he — heterochromatin, cy — cytoplazma, nu — jadérko. Mérky odpovidaji: A 50 um, B

25 pm, By, B3, C 10 pm a D 500 nm.

Nase vysledky jasné ukazuji, Ze ,Polycomb télisko” je tvoreno lokalnim
nahromadénim heterochromatinu. Nahromadéni heterochromatinu v prostoru dostacuje
na fluorescencni Urovni k vyvolani ,,dojmu” vyrazného nahromadéni Polycomb protein(.
Tuto skutecnost jsme prokazali imunofluorescencnim znacenim na fezu, které je ze své
podstaty dvourozmérnym znacenim. Imunoznaceni totiz probihda pouze na povrchu
ultratenkého tezu, kde muize dojit k vyvazani primarni protildtky na obnazeny epitop.
Sériové fezy byly znaceny primarni protilatkou proti BMI1 proteinu a sekundarni
protildtkou s navdzanym fluorochromem (Obr. 16 a 17). Jiz na tomto 2D znaceni je

z fluorescencniho signdlu zfetelné vidét lokalizaci Polycomb téliska.
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Obrazek €. 16: Piekryv fluorescencniho a elektronmikroskopického obrazu na stejném

ultratenkém fezu

Ultratenky fez byl znacen proti BMI1 proteinu s pouzitim fluorescenéni sekundarni protilatky.
Po nasnimani fluorescencniho signalu bylo stejné misto fezu zobrazeno pomoci elektronového
mikroskopu. V inzertu je zobrazen prekryv elektronogramu s plvodnim, neupravenym
fluorescenénim obrazem (inzert). Fluourescenc¢ni obraz odpovida rozmisténi heterochromatinu,
nejsilnéjsi signal je lokalizovan v oblasti Polycomb téliska (Zluta Sipka). Lidské oko vsak neni
schopno rozpoznat nevelké rozdily v intenzité fluorescenéniho signalu. Proto ve zvétSeném
obraze byl z fluorescencniho signdlu odstranén signal s nizkou intenzitou. Nejsilnéjsi signal

7 wve

odpovidd Polycomb télisku nachazejicimu se v blizkosti jaderné obalky (Zluta Sipka). V misté

Vv

Polycomb téliska se zaroven nachazi vyssi koncentrace heterochromatinovych snopcu.
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0,35t

Obrazek €. 17: Imunofluorescenéni znaceni BMI1 proteinu na ultratenkych fezech

Zluté Sipky oznacuji vzajemné si odpovidajici oblasti - umisténi Polycomb télisek na dvou
sériovych fezech. (A, B) Velké zvétseni, (A1, B1) malé zvétseni v elektronovém mikroskopu. (A,
B,) Stejné fezy znacené imunofluorescencné proti BMI1 proteinu. Zobrazené Polycomb télisko
odpovida télisku oznacenému Zlutou Sipkou na obr. 15 B,. Mérky v A a B odpovidaji 500 nm,

vAiaB;1um.
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4.2.2. CLEM na chemicky fixovanych vzorcich

Pro dalsi potvrzeni nasich nalez( jsme zvolili metodu elektronové mikroskopie, pfi
které je imunoznaceni provedeno pred zalitim bunék do pryskytice. Tento ptistup se nazyva
metoda pred zalitim - preembedding. Metoda se svym postupem podoba pripravé vzorku
pro imunofluorescen¢ni mikroskopii. V elektronmikroskopické metodé pred zalitim bylo na
fixovanych a Setrné permeabilizovanych bunkach provedeno imunoznaceni s naslednym
pouzitim sekundarni protilatky s nanozlatem. Zlaté castice byly nasledné zvétseny
stfibrfenim a vzniklé stribrné ¢astice jiz mély rozméry 6-12 nm, které umoznuji jejich detekci
v elektronové mikroskopii. Poté byly vzorky zality do pryskytice a po ztvrdnuti blocka
krajeny na ultramikrotomu na ultratenké fezy. Tato metoda byla pouzita za ucelem znaceni
Polycomb téliska v celém jeho objemu a po nakrdjeni v celém objemu fezu. Soucasné je
tfeba si uvédomit, Ze imunoznaceni pred zalitim probihd na chemicky fixovanych
a permeabilizovanych vzorcich ¢imz dochazi k jisté alteraci ultrastruktury, predevsim
z dlivodu slabé a relativné pomalé fixace vzorku nasledované permeabilizaci.

Pro nalezeni a identifikaci Polycomb télisek na takto pfipravenych vzorcich jsme
pouzili opét metodu korela¢ni svételné a elektronové mikroskopie (Kap. 3.11.2). a na
chemicky fixovanych vzorcich se nam podafilo lokalizovat Polycomb téliska (Obr. 18).
Zatimco prakticky cela nukleoplazma mimo jadérek byla v celém svém objemu mirné
znacCena proti BMI1 proteinu, v mistech Polycomb télisek bylo znaceni mnohem
intenzivnéjsi (Obr. 18). Pouziti korelacni svételné a elektronové mikroskopie nam umoznilo
prokazat, Ze mista s nahromadénim stfibrnych c¢astic odpovidaji fluorescen¢nim Polycomb
téliskm. Avsak slabé zachovald ultrastruktura bunécného jadra a predevsim pak absence

vyrazného rozdilu v kontrastu mezi hetero- a euchromatinem, jako dusledek pouzité
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Obrazek €. 18: CLEM na vzorcich znacenych technikou pfed zalitim

V Zivych U-2 OS burikach rostoucich na Petriho misce s mrizkou byl nasniman 3D signal BMI1-
GFP proteinu. (A) Prekryv fazového kontrastu a fluorescence BMI1-GFP. Zobrazen je jeden
opticky fez. (Inzert v A) Maximalni projekce vSech optickych fezl. (B) Stejna skupina bunék jako
v A zobrazena v elektronovém mikroskopu. (C) Sledovana burika ve vyssim rozliseni. Obrazek
zachycuje nahromadéni imunoznaceni v mistech odpovidajicich fluorescenénim Polycomb

téliskam. (D) Ctyfi po sobé nasledujici sériové fezy ukazujici tfi Polycomb téliska (réiznobarevné

Sipky v A-D).

metody, nam neumoznily blizsi popis vztahu Polycomb télisek k ostatnim slozkdm

7

bunécného jadra.

4.2.2.1. CLEM na vzorcich extrahovanych pred fixaci

Pro odstranéni difuzni frakce BMI1 proteinu jsme provedli extrakci pred fixaci
nasledovanou metodou znaceni pred zalitim (Obr. 19). Tato metoda nejenZze umoznuje

vyplaveni na chromatin nevdzanych proteini z jadra, ale zdroven pfi ni dochazi ke

kondenzaci chromatinovych struktur. Ackoliv jemna ultrastruktura je pfi tomto postupu
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znacné pozménéna, v pripadé lokalizace Polycomb télisek se tento postup ukazal byt
vyhodou, protoZze vznikld kondenzace chromatinu zvyraznila Polycomb téliska vuci
nukleoplazmé.

Pouziti extrakce pred fixaci (Kap. 3.9.1.1) spolu s CLEM technikou popsanou vyse
nam umoznilo lokalizovat Polycomb téliska do heterochromatinovych oblasti. Ve shodé

s naSimi predchozimi vysledky jsme ukazali, Ze Polycomb téliska jsou tvofena velkymi

Obrazek €. 19: CLEM bunék extrahovanych pred fixaci a znacenych pred zalitim

U-2 OS BMI1-GFP buriky byly po extrakci v CSK pufru a fixaci 2% FA snimany fluorescencnim
mikroskopem. Sipky ukazuji na dvé Polycomb téliska. (A) Piekryv fazového kontrastu
s fluorescencnim signalem BMI1-GFP. Obrazek zobrazuje jeden konfokalni fez. (B) Stejné buriky
jako v (A) jsou zobrazeny na fezu v elektronovém mikroskopu pfi malém zvétseni. (C) Struktury
odpovidajici fluorescenénim Polycomb téliskim (Sipky) ve tfech po sobé jdoucich fezech

znacenych protilatkou proti BMI1 proteinu metodou pred zalitim. Heterochromatin odpovidajici

Polycomb télisk(im je zde Uzce asociovan s jadérky.
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nakupenimi heterochromatinu, ¢asto lokalizovanymi do tésné blizkosti jadérek (Obr. 19).
Dale jsme zjistili, Ze po poufZiti extrakce, po niz dochazi vlivem pouzitého postupu ke
kondenzaci jadernych struktur, se Polycomb télisko stava tak kompaktnim udtvarem, ze
neumoznuje pronikani protilatek do svého nitra a z(istdva znaceno jen na svém povrchu.
Naopak, i tak denzni struktura, jakou je jadérko, bylo pfi pouziti této metody pro protilatky
volné prostupné a umoznovalo znaceni jadérkovych protein( v celém svém objemu (data

tykajici se jadérka nejsou ukazana).

4.2.3. Korelace BMI1 signalu s DNA

4.2.3.1. Korelace BMI1 signalu s DNA imunoznacenim

Elektronovou mikroskopii jsme ukazali, Ze v mistech Polycomb télisek se nachazi
zvySeny obsah DNA. Pro dalSi ovéreni této skutec¢nosti na urovni svételné mikroskopie jsme
provedli imunoznaceni anti-DNA protilatkou. Z divodu horsiho pronikani pouzité IgM
protilatky do chromatinovych struktur jsme pouzili permeabilizaci pomoci Tritonu-X 100
o vyssi koncentraci (podrobnéjsi postup v kap. 3.4.1). PouZitim imunoznaceni proti DNA
jsme jasné ukdzali, Ze mista s nejvy$sSim obsahem DNA v burice odpovidaji Polycomb

téliskdm imunofluorescencné znacenym proti GFP proteinu (Obr. 13 C, Obr. 20 Control).

4.2.3.2. Korelace BMI1 signalu s DA/DAPI barvenim

Dale jsme provedli barveni DNA metodou Distamycin A/DAPI. Obraz ziskany timto
barvenim je shodny s obrazem Polycomb protein(i (zde BMI1-GFP proteinem, obr. 13 B)
narozdil od klasického barveni pouze pomoci DAPI (Obr. 13 A, DAPI).

Porovnali jsme signaly ziskané imunoznacenim protilatkou proti DNA a DA/DAPI
barvenim. Na obr. 20 je vidét, Ze DNA a DA/DAPI signaly kolokalizuji a jejich obraz je

prakticky shodny se signalem télisek znacenych protilatkou proti BMI1. Nejvyssi DNA
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Control

Sucrose

Obrazek ¢. 20: Kolokalizace DNA a Polycomb télisek

(Control) V normalnich, neovlivnénych U-2 OS bunkach spolu kolokalizuji jak signaly BMI1-GFP
(GFP) a H3K27me3, tak fluorescenéni signaly ziskané imunoznacenim proti DNA nebo barvenim
metodou DA/DAPI. (Sucrose) V burikich vystavenych hypertonickému prostfedi dochazi ke
zméné lokalizace BMI1-GFP signdlu, ostatni tfi signdly vsak stdle kolokalizuji. Malé a velké Sipky

ukazuji vzdy na odpovidajici si mista v jednotlivych obrazcich.

i DA/DAPI signdl je lokalizovan v mistech Polycomb télisek. Vysledek jasné ukazuje, Ze
imunoznaceni DNA a DA/DAPI signal poskytuji vzajemné si odpovidajici vysledky. Z tohoto
dlvodu jsme pro uréeni mnozstvi DNA, a tim lokalizaci Polycomb télisek, ve vSech dalsich

experimentech pouZili jiZz pouze DA/DAPI barveni.

4.2.4. Zména lokalizace BMI1 proteinu vlivem hypertonického prostredi

Pro dalSi potvrzeni chromativé podstaty Polycomb téliska jsme provedli sérii
experiment( vyuZivajicich zmén tonicity vnéjsiho prostredi.

Pro studium chovani Polycomb télisek v hypertonickém prostfedi bylo pouzito
normalni kultivacni médium, jehoz tonicita vsak byla zvySena na dvojndsobek, a to pfidanim
sachardzy (Obr. 20), pfipadné dalSich osmoticky aktivnich latek (viz nize). Burniky byly v takto
upraveném médiu byly péstovany po rizné dlouhy casovy interval od 5 min do 2 h. Po

vystaveni bunék hypertonickému prostfedi dochazelo ke zménam v bunécném jadre,
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predeviim k vyrazné kondenzaci chromatinu s jasnym oddélenim a zvyraznénim
interchromatinového kompartmentu. Ackoliv v hypertonickém prostfedi dochazi k vyrazné
kompaktaci chromatinovych struktur, nedochazi zaroven s tim ke zménam architektury
bunééného jadra jako celku nebo k vziajemnému prostorovému preusporadani jeho
vnitfnich komponent (Hancock, 2004). Kondenzace chromatinu a jeho ,oddéleni” od
interchromatinového prostoru bylo vyraznéjsi s prodluzovanim inkubace v hypertonickém
prostiedi. Kondenzace chromatinu vedla ke zvyraznéni znaceni H3K27me3, které nadale
kolokalizovalo s taktéz zvyraznénym DA/DAPI barvenim (Obr. 20).

Naproti tomu jsme zjistili, Ze v burikach péstovanych v hypertonickém prostredi
dochazelo ke zméné lokalizace proteini skupiny PRC1 z heterochromatinu do
interchromatinového prostoru. Tato zména mUlZe byt sledovana i na Zivych bunkach
pomoci BMI1-GFP proteinu. K vymizeni Polycomb proteint z vétsiny Polycomb télisek
dochazi pfiblizné po 30-45 minutach. Po 60 minutdch inkubace bunék v hypertonickém
prostfedi jiz byly vSechny PRC1 proteiny prakticky ve vSech bunkach pfemistény do
interchromatinového prostoru (Obr. 21). Vlivem kondenzace chromatinu, a s tim
souvisejicim zmenSovanim jeho celkového objemu, dochazi po 30-60 minutdch inkubace
k oddéleni plivodné perinukledrniho heterochromatinu od jaderné obdlky a vytvoreni
nového interchromatinového prostoru na periferii bunééného jadra, tzv. perinuklearniho
lemu. Tento lem, stejné jako dalsi interchromatinovy prostor jadra, obsahoval proteiny
PRC1 skupiny a naopak neobsahoval detekovatelné mnozstvi DNA. Tento nové vznikly

jaderny kompartment je na obr. 21 C, D oznacen tenkou Sipkou.
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4.2.1. Chovani ostatnich proteinti PRC1 komplexu v hypertonickém prostredi

Pro zjisténi, zda se vyse uvedeny fenomén tyka vSech proteind PRC1 skupiny, jsme

provedli imunoznaceni proti nékolika dalsim PRC1 proteinim, jmenovité: RING1a, PHC1,

Control

Sucrose 20°

Sucrose 30°

Sucrose 60”

Obrazek €. 21: Vliv zvySené makromolekularni preplnénosti vnitiniho prostiedi buiky na

lokalizaci BMI1 proteinu

(A) U-2 OS buriky byly péstovany v izotonickém médiu. Jedno z Polycomb télisek je oznaceno
tlustou Sipkou. (B-D) Buriky byly inkubovany v médiu s 2x vyssi tonicitou vytvorenou pridanim
sacharézy do média. Bunky byly v tomto médiu péstovany 20 (B), 30 (C) nebo 60 minut (D).
Bunky byly imunoznaceny protilatkou proti BMI1 proteinu (BMI1), protilatkou proti histonu H3
nesoucimu trimetilaci na lyzinu 27 (H3K27me3) a barveny pomoci DA/DAPI (DA/DAPI).
V neovlivnénych burkach kolokalizuji vSechny tfi zobrazené signdly (tlusté Sipky). V burikach
vystavenych hypertonickému prostiedi dochazi ke zmizeni Polycomb télisek, pricemz dochazi
k presunu BMI1 signdlu do interchromatinového prostoru (BMI1 v B-D). ProdlouZena inkubace
bunék v hypertonickém médiu vede ke zformovani lemu podél jaderné obalky, ktery prakticky
neobsahuje DNA —obdoba interchromatinového prostoru (tenké Sipky). V burikach ovlivnénych
hypertonicitou se BMI1 signdl stéhuje do interchromatinového prostoru, ale H3K27me3

a DA/DAPI signaly, i pfes hypertonicitou zpGsobenou kondenzaci chromatinu, stale kolokalizuiji.
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CBX4 a CBX8 (Obr. 22). Vsechny sledované PRC1 proteiny byly vlivem hypertonického
prostfedi uvolnény z chromatinu a doslo ke zmizeni Polycomb télisek jako akumulaci téchto

proteind.

4.2.2. Porovnani in vivo BMI1-GFP signalu s imunofluorescenc¢nim BMI1
a GFP signalem a barvenim DA/DAPI pfed a po inkubaci bunék

v hypertonickém médiu

Pro sledovani probihajicich zmén v distribuci Polycomb protein( in vivo jsme pouZili
U-2 OS BMI1-GFP bunky a sledovali GFP signal a jeho zmény v Case. Nejdrive jsme ovéfili,
Ze v transfekovanych bunkach ma vystaveni hyperosmolarnimu prostredi stejny ucinek,
jako v burikach netransfekovanych (Obr. 23).

Buriky narostlé na Petriho misce s lokaliza¢ni mfizkou byly sledovany nejdfive in vivo
a nasledné byly stejné bunky zobrazeny po imunoznaceni. Tato korela¢ni metoda rdznych
fluorescencnich signalll ndm umoiznila sledovat zmény mikroskopického obrazu
v jednotlivych burikach. Zjisténi ziskana touto metodou jsou daleko cennéjsi ve srovnani
s podobnymi zjisténimi ucinénymi pouze z porovnavani obecnych/statistickych
charakteristik mikroskopickych obraz(i pfed a po ovlivnéni.

Na Zivych burikach jsme ukazali, Ze mikroskopicky obraz BMI1-GFP pred ovlivnénim
a po ném se zasadné odliSuji, a Ze zmény jsou shodné s nalezy v netransfekovanych
burikach. Zaroven nam pouziti GFP techniky umoznilo sledovat zmény v konkrétni bunce
a tim ukazat, Ze DA/DAPI signal v ovlivnénych burikdch odpovida BMI1 signalu pred
ovlivnénim. Pozorovali jsme, Ze chromatinové domény vytvarejici Polycomb téliska byly i po
uvolnéni BMI1 proteinu stale zachovany ve svém plvodnim umisténi (Obr. 23). Zaroven
jsme na obr. 23 ukazali, Ze BMI1-GFP signal odpovida signalu ziskanému po imunoznaceni

protilatkou proti BMI1 proteinu (nebo i GFP proteinu, Obr. 23 B, C a D).

Strana 80



4.2.3.  Vliv rGznych osmolarné aktivnich latek na zménu lokalizace BMI1

proteinu

Kladli jsme si otazku, zda je zména v lokalizaci Polycomb proteint skupiny PRC1

v hypertonickém prostredi vysledkem zvysené tonicity prostfedi nebo je zpUsobeno

RING1a DA/DAPI

Control

Sucrose

DA/DAPI
Control

Sucrose B8

DA/DAPI
Control

Sucrose

Obrazek ¢. 22: Rozpad Polycomb télisek v hypertonickém prostiedi detekovany

imunoznacenim rtiznych Polycomb proteinti PRC1 komplexu

U-2 OS bunky byly péstovany v normalnim médiu (Control) nebo v hypertonickém médiu
vytvoreném pridanim sacharézy po dobu 45 minut (Sucrose). Buriky byly imunoznacdeny proti
BMI1, RING1a, PHC1, CBX4 a CBX8 proteinu (vyznaceno v obrazku). VSechny vzorky byly barveny
pomoci DA/DAPI. V burikidch péstovanych v béiném médiu byly vsechny sledované PRC1
proteiny lokalizovany v Polycomb téliscich. V burikdch péstovanych v hypertonickém médiu
nakupeni PRC1 proteind zmizela, ackoliv vlastni téliska, jako lokalni nakupeni chromatinu,

zUstala zachovana.
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pritomnosti sachardzy samotné. K docileni hypertonicity prostfedi jsme tedy pouzili dvé
odlisné chemickeé latky: sorbitol, tj. alkohol odvozeny z glukézy, a NaCl.

Obr. 24 zachycuje bunky, které byly po dobu 30 minut vystaveny hypertonickému
prostiedi vytvofenému pridanim sachardzy, sorbitolu nebo NaCl do inkubacniho média. Ke

zméné lokalizace BMI1 proteinu doslo ve vSech pouZitych hypertonickych médiich. Zména

BMI1-GFP BMI1-GFP

In vivo A

F -DA/DAPI DA/DAPI

'

Obrazek €. 23: Vliv zvySené makromolekularni pfeplnénosti vnitiniho prostiedi buriky na

Polycomb téliska

(A-E) Korelace signalll v Zivych bunkach pfed a po ovlivnéni hypertonickym prostifedim se
signalem z imunofluorescence a DA/DAPI barveni na fixovanych burikach. Obrazky predstavuiji
maximalni projekce 3D konfokalnich fez(. (A) U-2 OS BMI1-GFP burky byly snimany in vivo za
fyziologickych podminek. Zluté Sipky ukazuji na néktera z Polycomb télisek. (B) Stejna burika
zobrazend po 30 minutach v hypertonickém prostredi. Vlivem hypertonicity nakupeni BMI1
proteinu v Polycomb téliscich mizi a BMI1 protein se nachazi prevainé v interchromatinovém
prostoru. Stejnd bunka po fixaci a imunoznaceni protilatkou proti GFP (C) a BMI1 proteinu (D)
a barvena pomoci DA/DAPI (E). Vysoky signal DA/DAPI se nachazi v mistech pGvodnich Polycomb
télisek (Zluté Sipky). (F-H) Obrazky predstavuji jeden stfedni konfokalni fez burikou: (F) prekryv
G a H, (G) BMI1 signal, (H) DA/DAPI signal. V inzertech v G a H je zachycen vyfez jadra pfi vétsim
zvétseni. Malé Sipky ukazuji do interchromatinového prostoru, zatimco velka Sipka ukazuje na

pavodni Polycomb télisko — chromatinovou doménu.
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DA/DAP|

Sucrose

Sorbitol

NaCl

Obrazek €. 24: Zména lokalizace BMI1 proteinu vyvolana riiznymi osmoticky aktivnimi latkami

U-2 OS bunky byly inkubovany po dobu 30 minut v hypertonickém médiu, které bylo vytvoreno
pridanim (A) sachardzy, (B) sorbitolu nebo (C) NaCl. Burniky byly nasledné imunoznacdeny proti
BMI1 proteinu a barveny DA/DAPI. Ke zméné lokalizace BMI1 proteinu doslo ve vSech pouzitych
hypertonickych médiich.

lokalizace PRC1 proteinll tedy nebyla zplsobena sachardzou, ale byla vysledkem vystaveni

bunék hypertonickému prostredi (Obr. 24). Zjistili jsme vsak, Ze sorbitol a NaCl vsak pUsobil

hyperkondenzaci chromatinu a vytvoreni perinukledrniho lemu rychleji nez sacharéza.

4.2.4. Reverzibilita zmény lokalizace Polycomb proteini

Dalsi nasi otazkou bylo, zda je zména lokalizace PRC1 proteini do
interchromatinového prostoru vlivem hypertonického prostiedi reverzibilni. Proto byly
bunky po vystaveni hypertonickému prostredi opét inkubovany v normalnim izotonickém
kultivacnim médiu. Korelac¢ni svételnou mikroskopii jsme zjistili, Ze po navratu bunék do
normalniho média dochdzelo k obnoveni plivodniho Polycomb obrazu a burky byly
schopné normalni proliferace (vysledky nejsou ukazany). V experimentu zobrazeném na
obr. 26 byly bunky po navratu mikroskopického obrazu Polycomb protein( do puvodni

podoby vystaveny opét hypertonickému prostfedi a nasledné zafixovany, imunoznaceny
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a barveny DA/DAPI. Diky DA/DAPI barveni a imunoznadeni protilatkou proti H3K27me3
jsme zjistili, Ze i po této opakované manipulaci zGstavalo umisténi chromatinovych domén
reprezentujicich plvodni Polycomb téliska shodné s jejich umisténim pred experimentem

(Obr. 26).

4.2.,5. Hypertonické prostredi a transkripce

ProtoZze Polycomb proteiny patfi mezi negativni regulatory transkripce a jejich
premisténi z chromatinu do interchromatinového prostoru jim prakticky znemoznuje
vykonavat jejich regulacni ulohu, zkoumali jsme, jaky efekt ma vystaveni bunék
hypertonickému prostfedi na bunécnou transkripci. RNA transkripce byla sledovana
pomoci inkorporace 5’-fluorouridinu (5-FU) do nové tvorenych molekul RNA. Inkorporace
5-FU trvala 15 minut. 5-FU byl nasledné detekovan pomoci protilatky proti BrdU (vice viz
kap. 3.5.2).

Po vystaveni bunék hypertonickému prostifedi doSlo k zastaveni transkripéni
aktivity. Po ndvratu bunék do normalniho prostiedi se transkripce rychle obnovila (Obr. 25).
Pokud jsme znacili transkripci jesté pred vystavenim bunék hypertonickému prostredi,
zGstaly vzniklé transkripty lokalizovany v misté plvodni transkripce (Obr. 25). Vlivem
hypertonického prostiedi tedy nedochazi k rozpadu jiz vytvofenych transkripcnich

subkompartmenta.

4.2.6. Chovani Polycomb télisek v hypertonickém prostredi se lisi od

chovani typickych jadernych télisek

Porovnali jsme chovani Polycomb télisek v hyper- a hypotonickém prostredi
s chovanim typického jaderného téliska jakym je Cajalovo télisko (Raska et al., 1990;

Raska et al., 1991). Bunky byly imunofluorescenc¢né znaceny proti BMI1 proteinu a coilinu,
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markeru Cajalovych télisek. Za normalnich podminek se v U-2 OS bunkach nachazi zpravidla
nékolik Cajalovych télisek a nékolik Polycomb télisek (Obr. 27 A). Pozorovali jsme, Ze po
vystaveni bunék hypertonickému prostiedi Cajalova téliska zUstavaji zachovdna, zatimco

nahromadéni Polycomb proteind v téliscich mizi. DA/DAPI signal zlstdva nejsilnéjsi

DA/DAPI

Control

FU + sucrose

FU => sucrose

FU => FU + sucrose

sucrose => FU

Obrazek €. 25: Vliv hypertonického prostiedi na RNA transkripci

Transkripce byla sledovéana pomoci inkorporace 5-fluorouridinu do nové tvofenych transkriptd.
(Control) U-2 OS buriky péstované v izotonickém prostiedi vykazuji normalni transkripéni obraz
(FU), zatimco burky vystavené hypertonickému prostfedi (FU + sucrose) nevykazuji
detekovatelnou transkripci. Pokud je vSak transkripce znacena pred vystavenim bunék
hyperosmolarnimu prostfedi (FU => sucrose, FU => FU + sucrose), nedochazi jeho vlivem
k rozpadu transkripénich oblasti a rozptyleni nasyntetizovanych RNA. Vystaveni bunék
hypertonickému prostredi nasledovaného izoosmolarnim médiem obsahujicim 5-FU (Sucrose =>
FU) ukazuje, Ze k obnové transkripce zastavené v hypertonickém prostfedi dochazi velmi rychle
po navratu bunék do normalniho izotonického média.

“+” vyjadfuje soucasnou expozici uvedenym latkdm; “=>" vyjadfuje postupnou expozici

uvedenym latkam. Mérky odpovidaji 7,5 nebo 10 pm (vyznaceno v jednotlivych obrazcich).
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v mistech puavodnich Polycomb télisek (Obr. 27 B). Pokud jsou burky vystaveny
hypotonickému prostiedi, Cajalova téliska se v dUsledku zménénych protein-protein
interakci rozpadaji, zatimco Polycomb téliska z(stdvaji zachovana v plvodnim umisténi
(Obr. 27 C a C1). Chovani Polycomb télisek se tedy zdsadné odliSuje od chovani typickych

jadernych télisek.

E B . C1 ]
P -
- 10" wash

Obrazek €. 26: Reverzibilita zmén vyvolanych inkubaci bunék v hypertonickém médiu

U-2 OS BMI1-GFP bunky byly péstovany na Petriho misce se sklenénym dnem opatfenym
mfizkou. (A) V Zivych bunkach péstovanych v normalnim médiu jsou jasné viditelné akumulace
BMI1-GFP signalu. (B) V burnikach vystavenych hypertonickému médiu dochazi k pfemisténi BMI1
proteinu do interchromatinového prostoru. (€1, C2) Buriky byly znovu péstovany v normainim
médiu po dobu 10 respektive 20 minut. Po této dobé doslo k Uplné obnové pulvodniho
mikroskopického obrazu BMI1 proteinu. (Di;, D;) Po opétovném vystaveni bunék
hypertonickému prostredi doslo znovu k premisténi BMI1 proteinu do interchromatinového
prostoru. Poté byly bunky fixovany a imunoznaceny protilatkou proti BMI1 proteinu a proti

H3K27me3 a barveny pomoci DA/DAPI.

Jedno z Polycomb télisek je na relevantnich obrdazcich oznaceno Sipkou. Mérka odpovida 10 pm.
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vrve

chybénim nékterych duleZitych Zivin normalné obsazenych v kultivacnim médiu, provedli
jsme obdobny experiment s 2x nafedénym normalnim médiem. Dosazené vysledky byly
shodné s pfedchozim experimentem s hypotonickym roztokem tvorenym KCl (data nejsou

ukazana). Zmény v lokalizaci protein( jsou tedy zpUsobeny snizenim tonicity prostredi.

4.2.7. Invivo DRAQ5 barveni uvoliuje BMI1 z chromatinu, ale Polycomb

téliska ve formé nahromadéni chromatinu zlstavaji zachovana

V hypertonickém prostfedi dochazi k uvolnéni PRC1 proteind z chromatinu.
Chromatinova doména nachazejici se v pivodnim umisténi Polycomb télisek v3ak zlstava
zachovana. Pricinou této pretrvavajici kondenzace vSak muze byt hypertonické prostredi,
které samo o sobé zpUsobuje kondenzaci chromatinovych struktur. Z tohoto divodu jsme
pouzili jiny pfistup, ktery ndm umoznil uvolnit vazbu PRC1 proteinli na chromatin, aniz
bychom manipulovali s mirou kondenzace chromatinu pomoci zmén v tonicité prostredi.
K uvolnéni BMI1 proteinu z chromatinu jsme pouzili barvicku DRAQS5, kterd je béiné
pouzivana ke zviditelnéni DNA in vivo (Martin et al., 2005; Edward, 2009). Je vSak znama
i svoji schopnosti uvolfovat na chromatin vazané proteiny z této vazby (Mari et al., 2010;
Richard et al., 2011).

Pro sledovani zmén zplsobenych barvickou DRAQS5 jsme pouzZili korelacni
fluorescen¢ni mikroskopii. Ta nam umozZnila sledovat stejné buriky pred a po puUsobeni
DRAQS in vivo (spolu se signdlem BMI1-GFP) a ddle po fixaci, imunoznaceni a barveni
pomoci DA/DAPI. Na Zivych burikach byl nejdfive zachycen signal BMI1-GFP, ktery byl znovu
nasniman 30 minut po pridani DRAQS5 barvicky do média. 30 minut po pfidani DRAQ5S
barvicky jsme pozorovali, Ze prakticky veSkery BMI1 protein byl uvolnén z chromatinu

a nachdzel se v interchromatinovém prostoru. (viz srovnani signald DRAQS5 a BMI1-GFP in
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vivo, Obr. 28). Po zafixovani byly buriky imunoznaceny proti BMI1 proteinu a barveny

pomoci DA/DAPI. Porovnanim signal DA/DAPI s BMI1-GFP z Zivych bunék pfed ovlivnénim

A coilin DA/DAPI

Control

Hypertonicity

Hypotonicity

Obrazek ¢. 27: Chovani Polycomb téliska v hypertonickém médiu se lisi od chovani typickych

jadernych télisek

U-2 OS buriky byly péstovany v normalnim kultivacnim médiu (A) nebo v hypertonickém (B)
a hypotonickém prostredi (C; C; — jeden opticky fez) a imunofluorescenéné znaceny protilatkou
proti Coilinu a BMI1 proteinu a barveny pomoci DA/DAPIL. (A) V burikdch péstovanych
v normalnim médiu BMI1 signal odpovida signalu DA/DAPI (tlusté Sipky) a Coilin je lokalizovan
do Cajalovych télisek (tenka Sipka v A). (B) V hypertonickém prostiedi Cajalova téliska zUstavaji
formovana (tenka Sipka v B), BMI1 protein je uvoliiovan z chromatinu do interchromatinového
prostoru, zatimco nakupeni chromatinu v mistech plvodnich Polycomb télisek zlstavaji
zachovana. (C) V hypotonickém prostiedi naopak dochdzi k uvolnéni Coilinu a rozpadu
Cajalovych télisek, zatimco BMI1 protein zUstava asociovan s chromatinem a Polycomb téliska
nadale existuji ve svém plvodni umisténi (tlusté Sipky v C1; C1 — zobrazuje jeden opticky fez z C).

Meérky, jak je vyznaceno v jednotlivych obrazcich, odpovidaji 7,5 nebo 10 um.
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jsme zjistili, Ze v mistech plvodnich Polycomb télisek se stale nachazi kondenzovany
chromatin, ackoliv PRC1 proteiny jsou prakticky pIné lokalizovany do interchromatinového

prostoru (Obr. 28).

4.2.8. Uvolnéni PRC1 protein( z chromatinu je spojeno se zménami

ve fosforylaci téchto proteinli

Abychom zjistili, zda je uvolnéni protein(i PRC1 komlexu z chromatinu spojeno se
zménou jejich velikosti nebo mnoZstvi, provedli jsme Western blot analyzu proteint PRC1
komplexu v ovlivnénych a neovlivnénych bunkach. Porovndnim bunéénych lyzatl
neovlivnénych a hypertonickému prostfedi vystavenych bunék jsme zjistili, Ze
v hypertonickém prostredi dochazi ke zméné v migraci BMI1 proteinu. V obou typech lyzatQ
byly zastoupeny ctyfi migraéni formy BMI1 proteinu (s velikostmi mezi 40 a 44 kDa).
V neovlivnénych bunkach vsak vyrazné previada nejmensi migracni forma BMI1 proteinu,

zatimco v bunkach vystavenych hypertonickému prostiedi prevliada forma nejvétsi

In vivo

Immuno

Obrazek €. 28: Uvolnéni BMI1 proteinu z chromatinu indukované pomoci DRAQ5S

(A) Neovlivnéné U-2 OS BMI1-GFP buriky. Zobrazen je BMI1-GFP signal. (Cervené Sipky) oznacuji
nékterd Polycomb téliska. (B-D) Buriky byly vystaveny DRAQ5 po dobu 30 min a pak
imunoznaceny protildtkou proti BMI1 (B) a barveny pomoci DA/DAPI (C). (D) Mikroskopicky
obraz fluorescence DRAQ5. (E) Prekryv signdlt BMI1 (€ervené) a DA/DAPI (zelené).
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(Obr. 29 A a B). Obdobné vysledky byly ziskany i pfi znac¢eni RING1a proteinu (Obr. 29 D).
TotoZzné zmény u BMI1 a RING1a proteinu byly pozorovany i v pokusech s bunécnou linii
HepG2 (Obr. 29 A).

Jiz dfive bylo prokdzano, Ze Polycomb proteiny mohou byt fosforylovany
(Voncken et al., 1999). Pomoci inkubace bunéénych lyzatl s alkalickou fosfatdzou jsme
ukazali, Ze zmény v migraci BMI1 a RING1a proteinu jsou zpUsobeny jejich fosforylaci. Po
inkubaci s alkalickou fosfatazou neni totiz pomalu migrujici forma témér detekovatelna jak

v normalnich, tak hypertonickym prostiedim ovlivnénych burikach (Obr. 29 C a D).

A 12% gel B
= 64.2kDa
8% gel
« 488 kDa
BMI1 m y | w— ~14kDa
£ 4371 kDa BMIT "_ g ~40 kDa
Hs1 H Ust Us U u Us?
C 10% gel D 12% gel
- + + o + o B !
pBMIT{ ; PRINGTa {| 5 W= L o @ 642k0a
BMI1— - s .. e~ RING76/'~ e
Us?1 Us?  Ust u u Us Us U u

Obrazek €. 29: Vystaveni bunék hypertonickému prostiedi vyvolava zmény ve fosforylaci BMI1

a RING1a proteini

(A) Western blot lyzatd ze dvou rlznych bunécnych linii, U-2 OS BMI1-GFP (U) a HepG2 (H),
imunoznaceny protilatkou proti BMI1 proteinu. Bunécné lyzaty inkubované v hypertonickém
prostfedi 30 minut jsou oznaceny s (jako sachardza), inkubované jednu hodinu jsou oznaceny
s1. (B) V neovlivnénych i ovlivnénych burkach jsou detekovatelné celkem ctyfi formy BMI1
proteinu (s velikosti mezi 40 a 44 kDa). Zatimco v neovlivnénych burikach vyrazné prevlada
nejrychleji putujici forma, v hypertonickym prostifedim ovlivnénych burikach prevlada naopak
forma putujici nejpomaleji. Tento rozdil je jesté patrnéjsi u HepG2 bunék (A). (C) Vystaveni
bunécénych lyzat( ucinku alkalické fosfatazy zvySuje elektromobilitu BMI1 proteinu. Tento
vysledek ukazuje, Ze zménu elektromobility BMI1 proteinu v ovlivnénych burikach zplsobuje
jeho zvysena fosforylace. (D) Stejny efekt je viditelny u RING1a proteinu. Zkratky: H — lyzaty
pfipravené z HepG2, U —z U-2 OS bunécné linie. Buriky byly vystaveny hypertonickému prostredi

30 min—s, 1 h—s1, + a - oznacuji pouziti/nepouziti alkalické fosfatazy na bunécéné lyzaty.
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4.3. IMPDH2 protein a jim tvorené ,Rods a Rings” inkluze

4.3.1. Zakladni analyza zmén v distribuci IMPDH2 proteinu po inhibici

specifickymi inhibitory

Dal$im nasim cilem bylo sledovat nitrobunéénou distribuci IMPDH2 proteinu jak
v neovlivnénych, tak inhibitory ovlivnénych bunkach s hlavnim zamérenim na jeho malo
prozkoumanou jadernou frakci. Distribuci IMPDH2 proteinu jsme studovali pomoci
skenovaciho konfokalniho mikroskopu na imunofluorescencné znacenych vzorcich (Obr.
30, 31, 32).

Tyto inicidlni experimenty byly dllezZité pro pozndni distribuce IMPDH2 proteinu jak
u kontrolnich bunék, tak i u bunék po inhibici IMPDH2 jeho specifickymi inhibitory, jako
jsou ribavirin nebo kyselina mykofenolova (MPA). V experimentech byly bunky ovliviiovany
rdznymi koncentracemi uvedenych latek. Pro dalsi experimenty byla pouZita minimalni
koncentrace inhibitoru, ktera vyvolavala tvorbu R&R inkluzi ve vétsiné bunék. Pro urceni
dynamiky tvorby IMPDH?2 inkluzi byly bunky také sledovany v rliznych ¢asovych intervalech
(1 min - 48 h) od podani inhibitoru.

Zjistili jsme, Ze minimalni koncentrace inhibitoru vedouci k vytvoreni typickych R&R
inkluzi byla 1 uM pro ribavirin a 0,5 uM pro MPA (Obr. 30). Ackoliv tyto uvedené
koncentrace vyvolavaly typicky R&R obraz ve vétsiné ovliviiovanych bunék, zbyvajici difuzni
cytoplazmaticky signal zlstaval stéle vysoky. Tento difuzni signal prakticky vymizel aZ pfi
koncentracich inhibitor(i kolem 4 uM v pfipadé ribavirinu nebo 2 uM v ptipadé MPA. Pfi
téchto koncentracich byl témér veskery bunéény IMPDH2 protein lokalizovan do R&R
inkluzi. Difuzni signdl jiz nebyl ve vétSiné bunék svételnou mikroskopii detekovatelny
(Obr. 30). Dalsi zvySovani koncentrace inhibitord nemélo na R&R jiz zadny fluorescencni

mikroskopii detekovatelny vliv. Z vySe uvedenych dlvodd jsme vsechny nasledujici
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experimenty s R&R inkluzemi provadéli za pouziti 4 uM ribavirinu. Nase vysledky také
ukazuji, Ze MPA je silnéjSim inhibitorem a zpUsobuje zménu v lokalizaci IMPDH2 proteinu
pfi nizSich molarnich koncentracich (Obr. 30 a 32).

Experimenty byly provedeny zejména na bunécné linii Hep2, protozZe tato bunécna
linie je pro vyzkum IMPDH protein( ¢asto pouzivana. R&R mikroskopicky obraz byl poprvé
nalezen a popsan pfi rutinnim testovani autoprotilatek na komercnich sklickach pravée
u Hep2 bunék, které jsou pro toto rutinni testovani nejcastéji pouzivany (Carcamo et al.,
2011; Keppeke et al., 2012). Imunofluorescencni experimenty jsme provadéli také na
dalsich lidskych (U-2 OS, HepG2) a mysich (MH22A, NIH 3T3) bunécnych liniich s obdobnymi
vysledky jako u Hep2 bunécné linie (Obr. 31).
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Obrazek ¢. 30: Koncentracni zavislost tvorby R&R inkluzi

Hep2 buriky byly ovliviiovany rliznymi koncentracemi (od 0,03 uM aZ po 4 uM) ribavirinu nebo
kyseliny mykofenolové, vidy po dobu jedné hodiny. Nasledné byly buriky imunoznaceny pomoci
anti-IMPDH2 protilatky a barveny pomoci DAPI. Koncentrace pfiblizné 2 uM v pripadé kyseliny
mykofenolové a priblizné 4 uM v pripadé ribavirinu byla dostatecna pro vytvoreni typickych R&R
inkluzi. Pfi nizsich koncentracich neni v R&R inkluzich lokalizovan vsechen detekovatelny IMPDH2
protein a naopak zvySovani koncentrace jiz nema na vysledny R&R obraz Zadny vyznamny vliv.

Mérky predstavuji 10 pm.
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Zjistili jsme, Ze tvorba R&R inkluzi predstavuje velice rychly proces. Jiz 1 minutu od
podani inhibitoru bylo v bunkach detekovatelné velké mnoZstvi malych Rod struktur
(Obr. 32), pricemz klesal difizni IMPDH2 signdl. S prodluzujicim se ¢asem inkubace dochazi
ke zvétSovani R&R inkluzi a zaroven snizovani jejich poctu. Priblizné po 1 h od pfidani
inhibitoru nabyvaji R&R inkluze svoji typickou podobu (Obr. 32). Inhibice delSinez 1 h (napf.
24h nebo 48h, v jednom kontrolnim experimentu dokonce 21 dn(, vysledky nejsou
ukdazany) jiz vzhled R&R inkluzi neovliviiuje, ackoliv se v Zivych bunkach da predpokladat

jista dynamika jak celych makrostruktur, tak jednotlivych molekul IMPDH?2.

Obrazek ¢. 31: R&R obraz indukovany pomoci ribavirinu v riiznych lidskych a mysich bunécnych

liniich

Lidské (U-2 OS a HepG2) a mysi (MH-22A a NIH 3T3) buriky byly po dobu jedné hodiny péstovany
v médiu obsahujicim 4 uM ribavirin. Ve vSech zkoumanych bunécénych liniich doslo plsobenim
ribavirinu k vytvoreni R&R inkluzi detekovatelnych anti-IMPDH2 protilatkou. Jadra byla barvena

pomoci DAPI. Mérka odpovida 20 pm.
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Obrazek ¢. 32: Casova zavislost tvorby R&R inkluzi

Hep2 bunky byly fixovany v rdznych casovych intervalech (1, 2, 5, 10, 20, 30 a 60 minut) po
pridani ribavirinu nebo kyseliny mykofenolové. Nasledné byly imunoznaceny proti IMPDH2
proteinu a barveny pomoci DAPI. V kontrolnich burkach byl IMPDH2 difizni a rovhomérné
rozloZen napfic¢ cytoplazmou. Jiz jednu minutu po pfidani specifického inhibitoru zacal IMPDH2
protein vytvaret detekovatelné cytoplazmatické Rod struktury, které se s pribyvajicim ¢asem
stavaly vétsSimi a delSimi, az po priblizné jedné hodiné od pridani inhibitoru doslo k vytvoreni

typického R&R obrazu. Mérky odpovidaji 10 um.

4.3.2. Lokalizace IMPDH2 proteinu v neovlivnénych burikach

Neovlivnéné nebo ribavirinem ovlivnéné Hep2 bunky byly imunofluorescencné
znaCeny IMPDH2 protilatkou a DNA byla obarvena fluorescencni barvickou DAPI, ktera
v téchto experimentech slouZila pro uréeni jaderné lokalizace proteinu (Obr. 33 a 34).
V ribavirinem neovlivnénych burikdch byl IMPDH2 protein rovhomérné rozptylen v celém
objemu cytoplazmy v podobé jemné zrnité fluorescence (Obr. 33).

Prekvapivym vysledkem bylo zjisténi IMPDH2 proteinu lokalizovaného do

bunécéného jadra (Obr. 33 D). Pfitomnost signalu v jadre byla dobre viditelna na kfivce
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intenzit fluorescenéniho signalu (Obr. 33 E). Ackoliv byl jaderny signal nizsi neZ ten
cytoplazmaticky, byl zaroven vyrazné vyssi nez pozadi mimo buriku (Obr. 33 E) nebo nez byl
signdl v jadfe v negativni kontrole s vynechanim primarni protilatky (vysledky nejsou
ukazany). Jaderny signal difuzni formy IMPDH2 byl preferencné lokalizovan do oblasti

s niz8§im znacenim DAPI, tj. do interchromatinového prostoru (Obr. 33 E a 36).

4.3.3. Zména lokalizace IMPDH2 proteinu v burikach ovlivnénych

ribavirinem

Po ovlivnéni bunék pomoci 4 uM ribavirinu dochazelo k rychlé zméné lokalizace
IMPDH2 proteinu (Obr. 34). Intenzitni plot ukazuje, Ze tvorba R&R inkluzi je spojena se
zménou lokalizace vétSiny bunécného IMPDH2 proteinu do vzniklych makromolekuldrnich
struktur - inkluzi. Fluorescencni signal tvofi vyrazna maxima a signal mimo R&R inkluze se
prakticky rovna signalu pozadi (Obr. 34 E). Zména lokalizace IMPDH2 proteinu se tyka i jeho
jaderné formy. Po jedné hodiné od pfridani inhibitoru je jiz pIné vytvorena jaderna Rod
inkluze. Inkluze jinych tvar( se v jadfe prakticky nevyskytuji. Jadernd Rod inkluze je obvykle
mensi neZ cytoplazmaticka a je lokalizovana prednostné do oblasti s nizsim DAPI znacenim
(Obr. 34, bila Sipka). Délka jaderné Rod inkluze kolisa mezi 1 az 4 um, nejcastéji mezi 2 az
2,5 um.

Abychom potvrdili jadernou lokalizaci Rod inkluzi, provedli jsme elektronovou
mikroskopii na ribavirinem ovlivnénych Hep2 bunkach. Znaceni IMPDH2 proteinu v celém
objemu sledované struktury bylo docileno metodou imunoznadeni pred zalitim, tzv.
preembeding metodou. Vysledky elektronové mikroskopie jasné ukdazaly, Ze jaderna
IMPDH2 inkluze lezi v prostoru bunécného jadra (Obr. 35). Pro detailnéjsi urceni kontextu
IMPDH2 jaderné inkluze a prostoru, ve kterém se nachazi, jsme poutzili elektronovou

tomografii 200 nm silného fezu (Obr. 35 B). Zjistili jsme, Ze jadernd Rod inkluze je
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preferencné lokalizovana do interchromatinového prostoru, coz ve svételné mikroskopii

odpovida lokalizaci do oblasti jadra nebarvené DAPI barvickou (Obr. 34 E a 36, ¢erné Sipky).

Orthogonal sections

Top view Side view

IMPDH2

it

DAPI

=1 IMPDH2

DAPI

C E

Obrazek €. 33: Imunofluorescencni lokalizace IMPDH2 proteinu v inhibitory neovlivnénych

Hep2 bunkach

Normalni Hep2 bunky bez jakéhokoliv ovlivnéni vykazuji mirné zrnity, prevazné cytoplazmaticky
IMPDH2 signal. (A-C) Maximalni Z projekce (pohled shora a ze strany) bunék fluorescentné
imunoznacenych IMPDH2 protildtkou (A) nebo DAPI (B). (C) Prekryv obou kanal(. (D)
Imunofluorescence IMPDH2 proteinu je v bunécném jadre vyrazné slabsi, ale nezanedbatelna.
Obrazek reprezentuje jeden opticky rez vedeny stfredem jadra a jemu odpovidajici ortogonalini
x-z a x-y fezy. (E) Intenzitni profily IMPDH2 a DAPI signalu podél zobrazené ¢ary (Inzerty v E)
ukazuiji, Ze ackoliv je signal IMPDH2 v jadre slabsi nez cytoplazmaticky, je vyrazné vyssi nez signal

mimo bunku, tj. nez signdl pozadi. Mérka odpovida 7,5 pm.
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Obrazek €. 34: Zména lokalizace ribavirinem inhibovaného IMPDH2 proteinu

Hep2 bunky byly fixovany a imunoznaceny protilatkou proti IMPDH2 proteinu a barveny DAPI
jednu hodinu od ptidani ribavirinu v koncentraci 4 pM. (A-C) Maximalni Z projekce (pohled shora
a ze strany). (A) IMPDH2 protein, (B) barveni DAPI a (C) prekryv obou signald. V ribavirinem
ovlivnénych burkach je IMPDH2 protein presunut do velkych makromolekularnich struktur
nazyvanych R&R inkluze. Vétsina téchto struktur je lokalizovana do cytoplazmy (bilé kratké
Sipky), avsak témér vzdy je jedna Rod inkluze detekovatelna i v bunééném jadre (bila Sipka). Na
rozdil od cytoplazmatickych inkluzi je tato nuklearni Rod inkluze mensi a pfiméjsi. (D) Jeden
opticky fez vedeny jadrem v misté lokalizace jaderné Rod struktury a odpovidajici ortogonalni x-
z a x-y fezy. (E) Intenzitni profily IMPDH2 a DAPI signdlu podél zobrazené ¢ary (Inzerty v E). Na
obrazku (D, E) je jasné vidét jadernou lokalizaci IMPDH2 Rod struktury. Zaroven je vidét
praktické vymizeni jak cytoplazmatického, tak jaderného difuzniho signadlu (E). Veskery
detekovatelny signal vychazi ze zformovanych R&R inkluzi a zbyvajici signal se rovna signalu

pozadi. Jaderna Rod struktura je lokalizovana v oblasti s nizkym signdlem DAPI, coz odpovida

interchromatinovému prostoru (€erné Sipky). Mérka odpovida 7,5 um.
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Obrazek €. 35: Elektronova mikroskopie jaderné Rod struktury

Jaderna Rod inkluze znacena protilatkou proti IMPDH2 proteinu v ribavirinem ovlivnénych Hep2
bunkach. Imunolokalizace byla provedena technikou imunoznaceni pred zalitim, kterd umoznuje
znaceni v celém objemu fezu (Sipky v A). Elektronova mikroskopie (A) s pouzitim elektronové
tomografie (B) poskytuje pfimy dikaz lokalizace IMPDH2 inkluze v jadfe. (B) Jeden x-y fez
vedeny v objemu elektronové tomografie jaderné Rod inkluze zachycujici jednotliva IMPDH2

vlakna, ze kterych je struktura sloZzena (kratké Sipky v B). Mérka odpovida 500 nm.

4.3.4. Western blot analyza cytoplazmatické a jaderné frakce IMPDH2

proteinu

Pro potvrzeni jaderné lokalizace IMPDH2 proteinu jsme provedli analyzu pomoci
Western blotu. Abychom zjistili, zda se mnoZstvi nebo elektromobilita IMPDH2 proteinu
méni v ribavirinem ovlivnénych bunkach, provedli jsme Western blot analyzu
celobunécnych lyzath ribavirinem ovlivnénych i neovlivnénych bunék (Obr. 37 A).

Koncetrace protein(i v bunécnych lyzatech byly zjistény BCA metodou (viz kap. 3.16.3). Do
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Obrazek €. 36: Intenzitni plot fluorescenc¢niho IMPDH2 a DAPI signalu v neovlivnénych Hep2

burikach

Neovlivnéné lidské Hep2 burky byly imunoznaceny proti IMPDH2 proteinu a barveny pomoci
DAPI. Obrazek ukazuje intenzitni profily fluorescence podél bilé ¢ary. Jaderny IMPDH2 signal je
preferencné lokalizovan do oblasti s nizkym DAPI signdlem. Maxima jaderného IMPDH2 signdlu

a jim odpovidajici DAPI signaly jsou oznaceny Sipkami. Mérka odpovidd 10 um.

kazdé drahy na gelu pak bylo vidy nandseno stejné mnoizstvi proteind. Zjistili jsme, Ze
IMPDH2 z neovlivnénych i ovlivnénych bunék putuje stejnou rychlosti. BEéhem inhibice
ribavirinem tedy pravdépodobné nedochazi k Zzadné detekovatelné posttranslacni
modifikaci IMPDH2 proteinu. Zaroven jsme zjistili, Ze po inhibici se nijak vyrazné neméni
ani mnoizstvi proteinu. KdyZz vsak byla data podrobena duikladnéjsi analyze (napft.

Ill

normalizovana vidi ,loading control”, barveni membrany pomoci barvicky amidova cern),
ukdzalo se, Ze v ribavirinem ovlivnénych bunkach, v porovnani s burikami neovlivnénymi,
mnozstvi IMPDH2 proteinu mirné (do 15 %), ale prokazatelné, stoupa (Obr. 37 A).

Provedli jsme Western blot analyzu cytoplazmatické a jaderné frakce u bunék

neovlivnénych i ovlivnénych inhibitorem (Obr. 37 B). Jako kontrolu spravného rozdéleni

bunécénych frakci jsme poufZili cytoplazmaticky protein, jednu z podjednotek ATPazy,
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ATP5B, a jaderny protein fibrillarin. Imunoznacenim jsme IMPDH2 protein detekovali jako
pruh o velikosti 55 kDa v obou bunécnych frakcich. Ackoliv je cytoplazmaticka frakce
IMPDH2 proteinu vyrazné vyssi, mnozstvi jaderné lokalizovaného IMPDH2 proteinu neni
zanedbatelné (Obr. 37 B). Zatimco vSak mnozZstvi proteinu lokalizovaného v cytoplazmé je
porovnatelné v ovlivnénych i neovlivnénych burnkach, mnozstvi jaderného proteinu je
priblizné 2x vyssi v burikach ribavirinem ovlivnénych (Obr. 37 B). Patnacti procentni narlst

v mnoZstvi proteinu u ovlivnénych bunék detekovatelny v pripadé celobunécénych lyzatl je
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Obrazek ¢. 37: Western blot analyza IMPDH2 proteinu véetné jeho rozdéleni do bunécnych

frakci

(A) Western blot celobunécnych lyzatl neovlivnénych a ribavirinem ovlivnénych Hep2 bunék.

Mnozstvi proteinll nanesené do jedné drahy nalevo od Zebfic¢ku bylo 20 pg, napravo 10 ug.

(B) Western blot cytoplazmatickych a jadernych frakci neovlivnénych nebo ribavirinem

ovlivnénych Hep2 bunék. Vzorky byly imunoznaéeny pomoci protilatek proti IMPDH2 proteinu,
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podjednotce ATPazy (ATP5B) a fibrillarinu. Celkové mnoZstvi proteinl v kaZzdé jamce odpovida
40 pg. Jako kontrola naneseného mnoistvi proteind byla membrana barvena amidovou Cerni.
Pozice a odpovidajici velikost hmotnostnich standard( v kDa je vyznacena po levé strané
obrazku. PouZité zkratky: - Ribavirin — neovlivnéné buriky, + Ribavirin — ribavirinem ovlivnéné

bunky, cyt — cytoplazmaticka a nuc — jaderna frakce.

tedy pravdépodobné zplsoben prevainé narlGstem mnoiZstvi jeho jaderné lokalizované

frakce.

4.3.5. Ultrastruktura R&R inkluzi

Pro urceni ultrastruktury R&R inkluzi jsme pouzili metodu fyzikalni fixace bunék
zamrazenim za vysokého tlaku (high pressure freezing, HPF) s naslednou kryosubstituci
(freeze substitution, FS) a zalitim do Lowicrylu. Tato metoda predstavuje v soucasné dobé
nejlepsi zplsob jak zachovat ultrastrukturu vzorku spolu s dobrym zachovanim antigenicity
pro nasledné imunoznaceni.

Ackoliv jsou R&R inkluze v poméru k bunce relativné velké, neni jejich nalezeni na
ultratenkém rezu jednoduché, protoze jejich kontrast se vyrazné nelisi od kontrastu
okolnich struktur. Proto jsme pro snazsi nalezeni R&R inkluzi v elektronovém mikroskopu
pouzili metodu korelaéni svételné a elektronové mikroskopie (CLEM) na tenkych fezech. Po
lokalizaci hledanych struktur pomoci imunofluorescenéniho znaceni zobrazeného
fluorescenénim mikroskopem (Obr. 38 A a inzert v 39 A) a bunécnych jader pomoci DAPI
znaceni (Obr. 38 B) bylo stejné misto vzorku studovano v elektronovém mikroskopu
(Obr. 38 C-G a 39 A-C). K presné identifikaci IMPDH2 makrostruktur ndm také v nékterych

pfipadech pomohlo imunoznaceni pomoci zlatych imunokomplexd (Obr. 39).
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Ultratenké tfezy byly umistény na lokalizacni mikroskopickou sitku s ciselnymi
koordindtami. Mfizka je ukdzana na prehledovém snimku v inzertu na obr. 38 C. Nejdfive

byly inkluze lokalizovany ve svételném mikroskopu a to na fezech imunofluorescencné

MPDH2

Obrazek €. 38: Korelacni svételna a elektronova mikroskopie R&R inkluzi

Legenda na nasledujici strané
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Ultrastruktura R&R inkluzi, zobrazenych pomoci fluorescenéniho imunoznaceni na ultratenkych
fezech. (A, B) Fluorescencni prehledové snimky oblasti ultratenkého fezu obsahujici hledané
R&R inkluze. (A) Imunofluorescenéni znaceni IMPDH2 proteinu a (B) DAPI barveni. (Sipky) Bilé
a zluté Sipky oznacuji na kazdém z obrazk(i odpovidajici struktury. (Bilé Sipky) Ring inkluze
v jedné z bunék, (Zluté Sipky) dvé casti (zachycené na tomto konkrétnim ultratenkém tfezu) Rod
inkluze v druhé bunce. (C) Pfehledovy elektronmikroskopicky snimek stejné oblasti, kterd byla
lokalizovana pomoci elektronmikroskopické sitky s koordinatami (Inzert v C). Oblast zdjmu se
nachazi v blizkosti pole E3 a je vyznacena ¢ervenym ¢tvercem s prerusovanym okrajem. (D-G)
Vétsi zvétSeni R&R inkluzi z elektronového mikroskopu. Nase vysledky ukazuji, Ze vnitini
struktura Rod i Ring inkluzi je podobna. R&R inklize jsou tvofeny podlouhlymi jemnymi vldkny,
ktera bézi navzajem vice méné paralelné (v pripadé Rod struktury rovnobézné s jeji dlouhou
osou, u Ring struktury podél jejiho obvodu) (Inzerty v E a G) Zvétsené fluorescencni obrazky
odpovidajicich struktur. Mérky odpovidaji: A-C =20 um, D, F ainzerty vEa G =5 um, E = 500

nmand G=1um.

znacenych pomoci IMPDH2 protilatky (Obr. 38 typické Rod nebo Ring inkluze, obr. 39
inkluze ve tvaru osmicky). Spolu s imunofluorescencnim signalem byl sledovan i signal DAPI
(Obr. 38 B) pro uréeni vzdjemného vztahu nalezené inkluze k bunéc¢nému jadru. Poté byla
pomoci koordinat nalezena stejna oblast fezu v elektronovém mikroskopu a studovana pfri
raznych zvétsenich (Obr. 38 C-G).

Elektronovou mikroskopii jsme ukazali, Ze R&R inkluze sestavaji z vlaken a Ze tato
vnitfni ultrastruktura je shodna pro vSechny tvarové modifikace R&R inkluzi. VIakna tvofrici
IMPDH2 inkluze jsou vici sobé témér paralelni, ackoliv v IMPDH2 makrostruktufe dochazi
k jejich vzajemnému nepravidelnému proplétani. Dale jsme pozorovali, Ze vlakna tvofici
Rod inkluzi (Zluté Sipky v obr. 38) jsou rovnobéina s jeji dlouhou osou, zatimco vlakna
vytvarejici Ring inkluzi (bilé Sipky v obr. 38) probihaji podél jejiho obvodu (Obr. 38 C-G).
Ukazali jsme také, Ze cytoplazmatické R&R inkluze jsou uloZzeny volné v cytoplazmé a nejsou

od cytozolu oddéleny biologickou membranou.
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4.3.6. Detailni ultrastruktura IMPDH2 inkluzi: elektronova tomografie

Pro urcCeni jemné struktury IMPDH2 inkluzi v 3D prostoru jsme provedli
elektronovou tomografii. Elektronova tomografie ndm umozZnila zobrazit wvnitini
ultrastrukturu inkluzi a vzajemné vztahy jednotlivych vldken v prostoru. V obr. 39 je
ukdzana elektronova tomografie inkluze ve tvaru osmicky lokalizované opét pomoci

imunofluorescenéniho znaceni na fezu (inzert v obr. 39 A). Pro tomografii byla vybrana

Obrazek €. 39: Ultrastruktura R&R inkluzi zobrazena pomoci elektronové tomografie

Elektronova tomografie centralni ¢asti IMPDH2 struktury ve tvaru osmicky. (A) Prehledovy
elektronmikroskopicky snimek oblasti obsahujici hledanou IMPDH2 strukturu spolu
s fluorescenénim obrazem stejné oblasti (inzert v A). (B) ukazuje vétsi zvétseni rekonstruované
oblasti s viditelnym imunoznacenim. (C) Obrazek predstavujici jeden X-Y fez ze stfedni Casti
elektrontomografické rekonstrukce zobrazuje jednotlivda IMPDH2 vldkna tvofici R&R inkluze.
(Inzert v C) zachycuje jedno z téchto vldken v detailu. Video zobrazujici cely rekonstruovany
objem je soucasti Supplemental material k ¢lanku (Juda et al., 2014). Mérky odpovidaji: A-C

200 nm, inzert v A5 pum, inzert v C 10 nm.
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centrdlni oblast kfizeni vldken (standardni TEM v obr. 39 A, B). Obr. 39 C reprezentuje jeden
fez z vytvorené tomografické rekonstrukce. Cely objem tomografické rekonstrukce je
zachycen na videu stahnutelném z portdlu vydavatele (Juda et al., 2014, Supplemental
material).

Pomoci elektronové tomografie jsme ukazali, Zze R&R inkluze jsou tvoreny témér
paralelnimi vlakny, ktera probihaji velice blizko jedno od druhého. Mezery mezi nimi jsou
maximalné 15 nm a v prostoru mezi vldkny se nenachazely ribozomy ani jiné
cytoplazmatické struktury, pouze elektron lucentni, vice méné homogenni hmota
(Obr. 39 B a C). Jednotliva vldkna maiji tloustku pfiblizné 8,6 nm a jsou tvofena shodnymi,

pravidelné se opakujicimi, podjednotkami, jejichz délka je 10,94 + 0,82 nm.

4.3.7. Tvorba R&R inkluzi v hypertonickém prostredi

Pro zjisténi vlivu zvySené makromolekuldrni preplnénosti vnitiniho prostredi buriky
(makromolekularniho crowdingu) na formovani R&R inkluzi byly Hep2 buriky po dobu 1 h
vystaveny hypertonickému prostredi vytvoreného pridanim sacharézy nebo NaCl do média.
Po jedné hodiné byly bunky fixovany, imunoznaceny a barveny DAPI (Obr. 40). Nase
vysledky ukazuji, Ze IMPDH2 protein ma schopnost tvorby inkluzi i bez plsobeni
specifickych inhibitord pouze vlivem zvyseného makromolekuldrniho crowdingu. Vysledky
svédc¢i o vysoké schopnosti IMPDH2 proteinu vytvaret bunééné makromolekularni inkluze

ve zménénych podminkach vnitiniho prostredi buriky.
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Control Sucrose NaCl

IMPDH2 A

Obrazek ¢. 40: Tvorba R&R inkluzi po vystaveni bunék hypertonickému prostiredi

Hep?2 bunky byly péstovany v normalnim médiu (A) nebo po dobu 1 h v 2x hypertonickém médiu
pfipraveném pfidanim sacharézy (B) nebo NaCl (C) k normalnimu médiu. Po inkubaci
v hypertonickém médiu byly bunky zafixovdny 4 % formaldehydem, imunoznaceny proti
IMPDH2 proteinu a barveny DAPL. Po hypertonickém ovlivnéni doslo k vytvoreni
makromolekuldrnich struktur podobnych tém, které se vytvareji po pridani specifického
inhibitoru. Nékteré z vytvorenych struktur jsou oznaceny Sipkami. (B a C). Mérky odpovidaji

10 um.
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5. Diskuze

5.1. MCM proteiny a DNA replikace

V posledni dobé doslo k velkému pokroku ve znalostech molekularniho
mechanizmu DNA replikace (Bochman and Schwacha, 2009; Costa and Onesti, 2009;
Mechali; Sheu et al., 2014; Yeeles et al., 2015). Nicméné celostni pohled na proces
replikace, hlavné co se prostorového a casového usporadani tyka, zatim chybi
(Tanaka and Araki, 2013). K tomuto faktu téz prispivd ohromné mnoZstvi doprovodnych
procesU a faktor(, které v sobé DNA replikace jako komplexni proces zahrnuje (Yeeles et al.,
2015). Komplexnost replikace v eukaryotickych organizmech ji ¢ini velmi narocnou pro
experimentalni studium.

V nasi praci jsme se zaméfili na hlubsi pochopeni takzvaného ,,MCM paradoxu®
(Dimitrova et al., 1999), ktery byl popsan v souvislosti s DNA replikaci. Jako MCM paradox
byla oznacena neschopnost detekovat MCM proteiny v misté replikace svételnou
mikroskopii (Dimitrova et al., 1999; Bochman and Schwacha, 2009; Das et al., 2014). Tento
paradox byl o to vyraznéjsi, Ze MCM2-7 komplex vykazuje in vitro DNA helikazovou aktivitu
a doposud neni znama Zadna jina eukaryotickd DNA helikaza, ktera by byla spojena s DNA
replikaci (Bell and Botchan, 2013).

Co se tyka helikazové aktivity MCM proteinU, predpoklada se, Ze MCM proteiny pini
funkci pti uvolnovani pnuti v DNA béhem replikace (Bochman and Schwacha, 2009;
Costa and Onesti, 2009; Bell and Botchan, 2013; Sheu et al., 2014). Existuji dva krajni
modely mozné vzajemné lokalizace MCM proteinu a probihajici replikace. Jeden lokalizuje
MCM proteiny pfimo do replikacni vidlicky, druhy pfedpoklada jejich plsobeni na velkou
vzddlenost (Aparicio et al., 1997; Ritzi et al, 1998; Claycomb et al., 2002;

Laskey and Madine, 2003; Calzada et al., 2005; Pacek et al., 2006). Pouzitim extrakce pred
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fixaci spolu s matematickou analyzou kolokalizace dvou fluorescencnich signal( vyuzivajici
kros-korelaéni funkci jsme prokdzali pfitomnost MCM proteind v misté replikace. BohuZel
nase vysledky jsou limitovany rozlisenim svételné mikroskopie, ktera se pohybuje v osach
XY okolo 200 nm. V minulosti byla pomoci elektronové mikroskopie urcena velikost
jednotlivych replikacnich ohnisek na pfiblizné 100 nm (Raska et al., 1989; Koberna et al.,
2005). Tato velikost je sice mensi nez je maximalni rozliSeni klasické svételné mikroskopie,
ale zaroven se primérna velikost fluorescencnich replikacnich oblasti pohybuje mezi
400-500 nm. Nase vysledky ukazuji, Ze MCM komplex neni od replikacni vidlicky lokalizovéan
ve vzdalenosti vétsi, nez je 200 nm a jsou tak v souladu s obéma vyse uvedenymi teoriemi

popisujicimi vzdalenost, na kterou uplatriuje svoji funkci DNA helikdza MCM2-7 komplexu.

5.2. Polycomb téliska

Polycomb téliska byla dosud popsana pouze na fluorescencni trovni, kde se jevi jako
mistni nahromadéni Polycomb proteinl skupiny PRC1 (Gunster et al., 1997; Satijn et al.,
1997; Voncken et al., 1999), a to jak pfi imunofluorescenénim znaceni na fixovanych
bunkach, tak v bunkach Zivych pti pouZiti fluorescentnich fuznich proteind. Nam se
s pomoci nékolika rznych CLEM technik podafilo popsat ultrastrukturu Polycomb téliska
na elektronmikroskopické urovni. Rlznymi metodami imunoznaceni pred zalitim se nam
podafilo jasné identifikovat Polycomb téliska. Ultrastruktura dosazend témito technikami
vsak plné neodpovidala situaci v Zivé burice z divodu kompaktace chromatinovych struktur
a dasich strukturnich zmén zpUsobenych pouZitym postupem. Pro co nejlepsi zachovani
ultrastruktury a antigenicity vzorku jsme proto pouzili metodu zmrazeni za vysokého tlaku
nasledovanou mrazovou substituci. Na takto zpracovanych vzorcich vSak nebylo snadné

Polycomb téliska lokalizovat. Proto jsme pro nalezeni Polycomb télisek pouzili korelacni
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techniku spojujici konfokdlni mikroskopii Zivych bunék s fyzikalni fixaci zmrazenim za
vysokého tlaku nasledovanou mrazovou substituci.

Ukazali jsme, Ze Polycomb téliska nejsou tvofena nahromadénim Polycomb
proteinl jako takovych. Jadernd téliska byla definovdna jako predevsim proteinové
elektronmikroskopicky detekovatelné oblasti lokalizované do interchromatinového
prostoru, liSici se svou strukturou a slozenim (Raska, 1995; Matera et al., 2009; Dundr,
2012). Polycomb téliska tedy nepredstavuji jadernd téliska, jak jsou definovana. Podle
nasich vysledkt Polycomb téliska predstavuji nahromadéni heterochromatinovych struktur
obsahujicich Polycomb proteiny v prostoru bunécného jadra. Heterochromatin obsazeny
v Polycomb téliscich se vSak morfologicky nelisi od jinych heterochromatinovych struktur
nachazejicich se jinde v bunécném jadre. Priciny prostorového nakupeni chromatinu
vytvarejiciho Polycomb télisko vSak nejsou znamy.

Po barveni bunék pomoci samotného DAPI se Polycomb téliska nachazeji spise
v oblastech s nizsim signalem. PoufZili jsme tedy barveni distamycinem A/DAPI (DA/DAPI),
které bylo pUvodné pouZivano pouze pro tzv. C pruhovani mitotickych chromozomii
(Schweizer and Ambros, 1994). Vysledky nasi prace v3ak ukazaly, Ze DA/DAPI signal vérné
odpovida lokalizaci Polycomb télisek v interfaznich burikdch a zdroven odpovidd realnému
obsahu DNA v barvenych oblastech. Dystamycin A je latka, ktera se vaze stejné jako DAPI
do malého Zlabku na dvousroubovici DNA (Baraldi et al., 2004). Mezi témito latkami tak
dochazi k jisté kompetici o misto. Neni Uplné jasné, jakym mechanizmem DA/DAPI barveni
umoziuje jadernou DNA lokalizovat vice kvantitativné nez samotné DAPI barveni, z naSich
vysledkl vsak jasné vyplyva, Ze DA/DAPI barveni Iépe odpovida skuteénému rozloZzeni DNA

v jadre, nez samotné DAPI barveni.
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Dalsim cilem nasi prace bylo pomoci zmén tonicity vnéjsiho prostfedi a souvisejicich
zmén makromolekuldrni pfeplnénosti vnitfniho prostfedi bunky (crowdingu) potvrdit
chromatinovou  podstatu  Polycomb  télisek.  Experimenty s  ovliviiovanim
makromolekuldrniho crowdingu predstavuji vhodny zplGsob k rozliSeni mezi
chromatinovymi a interchromatinovymi subkompartmenty bunééného jadra (Albiez et al.,
2006), ke studiu hyperkondenzace chromatinu (Robbins et al., 1970; Albiez et al., 2006;
Martin and Cardoso, 2010) nebo udrzovani entity jadernych télisek (Hancock, 2004).

Po vystaveni bunék hypertonickému prostredi vytvoreného pridanim sachardzy do
média dojde v burice k vyvolani mnoha zmén, mezi které patfi také zména lokalizace
Polycomb proteind nebo kondenzace chromatinu. Pro vylouéeni mozZnosti, Ze nami
pozorované zmeény souviseji s jedinecnymi vlastnostmi sachardzy pouzité k vyvolani
hypertonicity média jsme pouZzili také sorbitol a NaCl. Ukazali jsme, Ze zmény lokalizace
PRC1 proteinl nebo kondenzace chromatinu souviseji se samotnou hypertonicitou
prostfedi bez ohledu na to, jaké chemické latky je k jejimu dosazeni pouzito. V pripadé NaCl
vSak pozorované zmény probihaly rychleji. To mlze souviset s faktem, Ze r(izné latky
zpusobujici hypertonicitu prostredi plsobi na buriku jinym zplGsobem. Zatimco latky jako
sachardza nebo sorbitol nepronikaji pres biologické membrany a jejich hlavni ucinek
spociva v tonickém nasavani vody z buriky, soli jako NaCl se ve formé jednotlivych iontl
mohou dostavat pres bariéru tvorenou membranou skrze iontové kandly a jejich ucinek
muzZe poté byt komplexnéjsi (Richter et al., 2007).

Pomoci experimentl v podminkdch zménéné makromolekularni preplnénosti
prostiredi (crowdingu) jsme ukazali, Ze chovani Polycomb télisek neodpovida chovani
typickych jadernych télisek. Zatimco typicka jaderna téliska jako jsou PML téliska a jadérka

(Hancock, 2004; Hancock, 2004; Chen et al., 2008) nebo Cajalova téliska (Obr. 27) jsou
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zachovavana a vlivem hypertonického prostiedi udrzovana (Hancock, 2004), proteiny PRC1
komplexu jsou v tomto prostfedi uvoliovany z chromatinu a Polycomb téliska jako
nahromadéni Polycomb proteind mizi. NaSe vysledky vSak soucasné ukazuji, Ze
chromatinovd doména v mistech plivodnich Polycomb télisek zlstava zachovana, véetné
zachovani H3K27me3 histonové modifikace. Tato zjisténi tak jasné dokumentuji
chromatinovou podstatu Polycomb télisek.

Ukazali jsme také, Ze zmény vyvolané hypertonicitou prostredi jsou reverzibilni.
Obnoveni pGvodniho Polycomb obrazu po navratu bunék do izotonického prostredi a jejich
schopnost dlouhodobé prezivat a proliferovat bez detekovatelnych morfologickych zmén
je v souladu s publikovanymi vysledky, Ze vystaveni bunék hyperosmolarnimu prostredi na
omezeny Cas nezplsobuje zjevné trvalé poskozeni bunék (napf. Richter et al., 2007).

Uvolnéni PRC1 proteinl z chromatinu se sou¢asnym zachovanim kompaktace dané
chromatinové oblasti vyvolava otdzku, zda jsou Polycomb proteiny nezbytné pro udrzovani
kompaktace umlceného chromatinu. Protoze samo zvyseni makromolekularni preplnénosti
vnitiniho prosttedi buriky vyvolava kompaktaci chromatinovych struktur (Hancock, 2004)
a mohlo by tedy stat i za udrzovdnim kompaktace chromatinu v mistech pUvodnich
Polycomb télisek, provedli jsme experimenty vyuZivajici uvolnéni PRC1 protein(
z chromatinu pomoci barvicky DRAQ5 (Mari et al., 2010; Richard et al., 2011). Tato DNA
barvicka uvolfiuje na chromatin vazané proteiny do interchromatinového prostoru, aniz by
méla vliv na kondenzaci chromatinovych struktur. Skute¢nost, Ze BMI1 protein je barvickou
DRAQS5 uvolnovan z chromatinu jsme odhalili pfi vyzkumu Polycomb proteinli. Schopnost
DRAQS5 uvolnovat proteiny z chromatinu vsak byla popsana jiz drive v literatuie (Mari et al.,
2010; Richard et al., 2011). PGvodné slibna vitalni DNA barvicka, navic s fluorescenci na

pomezi ¢ervené a infraCervené oblasti, se ukazala byt nepouzZitelnou pro in vivo barveni
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z dlivodu jeji schopnosti uvolfiovat proteiny z chromatinu a zastavovat nékteré bunécné
procesy, coz v kone¢ném dusledku vede az ke smrti buriky (Richard et al., 2011). To vse Cini
DRAQS5 barvicku nepouzitelnou ke sledovani DNA v in vivo experimentech. V nasich
experimentech jsme naopak schopnosti DRAQS5 uvolfiovat proteiny z chromatinu vyuZzili.

Ukazali jsme, Ze kompaktace chromatinu v plvodnich Polycomb téliscich zlstava
zachovana i pfi uvolnéni PRC1 proteinl pomoci DRAQ5. Na rozdil od uvolnéni PRC1
proteinl z chromatinu pomoci plsobeni hypertonického prostiedi, pfi pouziti DRAQS
barvicky neni hyperkondenzace chromatinu v mistech plvodnich Polycomb télisek
udrZzovana zvySenou makromolekuldrni preplnénosti vnitfniho prostredi buriky. Ackoliv
neni zndmo, co udrZzuje tuto kompaktaci, nase vysledky naznacuji, ze pro udrzovani
kompaktace chromatinu v Polycomb télisku neni bezpodminecné nutna pritomnost
Polycomb protein( v dané oblasti. V této souvislosti je vhodné zminit, Ze ani pritomnost
H3K27me3 neni nezbytnd pro udrZovdni chromatinu v kompaktovaném stavu, jak bylo
ukazano v in vitro experimentech (Chandra et al., 2012).

Vystaveni bunék hypertonickému prostredi vede k vyraznym zménam v organizaci
bunécéného jadra a ke zvySeni makromolekularni prfeplnénosti bunééného prostredi. To
obecné vede k posilovani interakci mezi rGznymi makromolekulami (Minton, 2006;
Bancaud et al., 2009). Pomoci Western blot analyzy jsme zjistili, Ze uvolnéni BMI1 a RING1a
proteinu z vazby na chromatin je spojeno s jejich soucasnou fosforylaci. Vystaveni bunék
hypertonickému prostiedi tedy pravdépodobné nepredstavuje bezprostiedni pricinu
uvolnéni PRC1 proteinl z chromatinu. Pravdépodobnéjsi se jevi hypotéza, podle které jsou
proteiny uvolnovany v dasledku jejich hyperfosforylace, ktera je zplsobena regulacnimi
mechanizmy bunék. Jiz v minulosti bylo prokazano, ze fosforylace predstavuje obecny

bunéény mechanizmus uvolfiovani na chromatin vazanych protein(, véetné PRC1 protein(
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(Niessen et al., 2009). Fosforylace spojend s disociaci BMI1 proteinu z chromatinu byla navic
pozorovana v U-2 OS bunécné linii overexprimujici MAPK aktivovanou kindzu 3
(Voncken et al., 2005) nebo v bunkach nachazejicich se v mitéze (Voncken et al., 1999).
Podobnost morfologickych zmén chromatinu mezi hypertonickym ovlivnénim a mitézou
byla rovnéz ukazana skupinou profesora Robbinse (Pederson and Robbins, 1970;

Robbins et al., 1970).

5.3. IMPDH2 inkluze

Inhibice IMPDH proteinl je rutinné pouzivana v lidské mediciné (Petrelli et al.,
2013). Presto v této oblasti zlstava rada zakladnich biologickych procesd zatim
nevyjasnéna. S cilem prispét ke znalostem v této oblasti jsme pomoci mikroskopickych
a molekuldrné biologickych metod studovali zmény v distribuci IMPDH2 proteinu v bunce
po jeho inhibici specifickymi inhibitory. Zaméfrili jsme se také na uréeni ultrastruktury inkluzi
tvorenych inhibovanym IMPDH2 proteinem.

Zjistili jsme, Ze inkluze tvorené IMPDH2 proteinem po jeho inhibici jsou volné
uloZeny v cytoplazmé, tj. Ze nejsou obklopeny biologickou membranou. Jednotlivé R&R
inkluze jsou tvoreny dlouhymi, téméf paralelnimi vldkny. Prostory mezi vldkny jsou
maximalné 15 nm Siroké a jsou vyplnény elektron lucentni, homogenni hmotou, ktera
neobsahuje ribozomy nebo cytoplazmatické organely. Jednotlivda vldkna jsou Siroka
priblizné 9 nm a jsou tvorena podjednotkami o pfiblizné délce 11 nm. V minulosti byly
obdobné vlaknité inkluze s tvarem podobnym R&R inkluzim nalezeny pomoci monoklonalni
protilatky v savCich bunkach rozmrazenych bezprosttedné pred pokusem
(Willingham et al., 1987). Antigen rozeznavany touto protilatkou byl nazvan ,Nematin®,

protoZze nalezené struktury svym tvarem pripominaly Cervy. Antigen vsSak nebyl blize
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identifikovan a protozZe plivodni monoklondlni protilatka jiz neni k dispozici, miZzeme pouze
spekulovat, zda se v pfipadé antigenu ,Nematin“ jednalo o IMPDH2 protein.

Schopnost rlznych metabolickych enzymu vytvaret makromolekuldrni komplexy je
stale vice zdokumentovana (shrnuto v O'Connell et al., 2012). Schopnost tvorby téchto
makromolekuldrnich komplexd je navic fylogeneticky velmi dobfe zachovana. Podobné
komplexy a inkluze Ize nalézt mezi fylogeneticky velmi vzdalenymi organizmy, od bakterii,
pres Cervy a hmyz az k savcm (Ingerson-Mahar et al., 2010; Liu, 2010; Noree et al., 2010;
Carcamo et al.,, 2011; Chen et al., 2011; Liu, 2011). Ackoliv fylogenetické zachovani
schopnosti enzym vytvaret makromolekularni struktury zjevné naznacuje dualezZitou funkci
nebo regulacni schopnost spojenou s jejich vytvarenim, presny ucel tvorby téchto
komplex( neni dosud znam. Nékteré teorie pak predpokladaji, Zze u nékterych protein,
napriklad aktinu, schopnost tvorby dlouhych vldken béhem evoluce postupné prevazila
a pUvodni enzymaticka funkce prakticky zanikla, zatimco u jinych enzymatickd funkce
dominuje a az v posledni dobé je odhalovana jejich schopnost tvorby vlaknitych struktur
(O'Connell et al., 2012).

Nase vysledky ukazujici schopnost IMPDH2 proteinu tvofit inkluze pod vlivem
zvySené makromolekularni preplnénosti vnitfniho prostredi buriky jsou zaroven v souladu
s konceptem samoorganizace bunécnych struktur (Minton, 2006; Dundr and Misteli, 2010).
V bunkdch vystavenych hypertonickému prostredi doslo k vytvoreni inkluzi IMPDH2
proteinu velmi podobnych tém vytvorenych po pridani specifického IMPDH inhibitoru.
Tento fakt svédci o samoorganizacni schopnosti IMPDH2 proteinu, kterd neni zavisla na
inhibici pomoci specifickych IMPDH inhibitord. Jde o pfimou odpovéd na zménu
makromolekularni preplnénosti prostredi (Ellis, 2001). Samotné zvySeni makromolekularni

preplnénosti prostiedi je pak schopno vyvolat tvorbu IMPDH2 inkluzi.
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Casto se cytoplazmatické inkluze vytvéreji v burice, ve které doslo k vyraznému
zvySeni exprese urcitého proteinu oproti normalnimu stavu. Takto vytvofené akumulace
proteinu jsou na rozdil od R&R inkluzi vétSinou kulovitého tvaru a v nich nahromadény
protein nemad zpravidla vldknité usporadani (Kopito, 2000; Markossian and Kurganov,
2004). Pomoci Western blot analyzy jsme ukazali, Ze u IMPDH2 proteinu dochazi po inhibici
ribavirinem pouze k nevyraznému naristu jeho mnoizstvi v burnce. Zaroven se v pripadé
R&R inkluzi jedna o velmi organizované struktury s pravidelnym usporadanim jednotlivych
podjednotek. Tyto vysledky svédc¢i o tom, Ze tvorba inkluzi IMPDH2 proteinem je zjevné
zakladni a integralni vlastnosti tohoto proteinu a nejednd se pravdépodobné
o nahromadéni z jeho nadbytku.

Enzymaticka funkce IMPDH2 proteinu, tj. syntéza guanosinu, probiha v cytoplazmé.
Nase vysledky vsak ukazuji, Ze IMPDH2 protein je v nezanedbatelném mnoZstvi pfitomen
i v bunécném jadre. Navic tato jaderna frakce ma po inhibici specifickymi inhibitory
schopnost vytvaret makromolekuldrni Rod inkluze. Pfitomnost IMPDH proteint v jadre je
ve shodé s predchozimi imunoprecipitacnimi experimenty (McLean et al., 2004), které
ukazuji schopnost IMPDH proteind vdzat RNA a DNA. ProtoZe IMPDH proteiny maji
schopnost vazat prevazné jednoretézcové molekuly RNA nebo DNA, predpoklada se jejich
funkce v procesech replikace nebo transkripce DNA (Cornuel et al., 2002; McLean et al.,
2004; Kozhevnikova et al., 2012). Neni vSak znamo, jakym mechanizmem se IMPDH
proteiny dostavaji do jadra, nebot neobsahuji Zadny znamy jaderny lokalizaéni signal
(McLean et al., 2004). Byla vSak ukazana asociace IMPDH proteint s misty aktivni
transkripce v S. cerevisiae (Park and Ahn, 2010). IMPDH se pravdépodobné vaze

k transkripénimu komplexu pomoci fosforylace na serinu 2 C-termindlni domény RNA
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presnéji specifikovano, které izoformy se dané zjisténi tykd. Nicméné schopnost IMPDH
proteind fungovat jako DNA-vazajici transkripéni inhibitor je spiSe spojovdna s IMPDH1
izoenzymem (Kozhevnikova et al.,, 2012). Bylo také ukazano, Ze funkéni rozdily meazi
jednotlivymi izoenzymy IMPDH 1 a 2 vychazeji pouze z jejich koncové domény, ktera nema
enzymatickou funkci (Thomas et al., 2012). V nasi praci jsme ukazali, Ze zména lokalizace
IMPDH proteinu po jeho inhibici se tyka prevainé jeho IMPDH2 formy. Z experiment(
provedenych za pouZiti riznych protilatek jak proti IMPDH1 tak IMPDH2 proteinu vyplyva,
Ze jednotlivé nami pouzité protilatky vykazuji minimalni zkfizenou reaktivitu (vysledky
nejsou ukazany). Proto o téchto inkluzich hovotime jako o IMPDH2 inkluzich.

Ukazali jsme, Ze ultrastruktura IMPDH2 inkluzi je shodna u cytoplazmatickych Rods
i Rings, jakoz i jadernych Rod inkluzi. Jaderna inkluze je vSak pfiméjsi a témér nikdy se
nejednd o strukturu tvaru ,Ring“, coZ je pravdépodobné zplsobeno prostorovym
usporadanim molekularné preplnéného bunécného jadra. Skutecnost, Ze viilbec IMPDH2
inkluze v bunécném jadre vznikd, svédci pravdépodobné pro jistou dynamiku IMPDH2
proteinu uvnitf jadra. Ackoliv se prvni cytoplazmatické inkluze objevuji v pribéhu jedné
minuty po pfidaniinhibitoru do média, jaderna forma se objevuje vidy pozdéji. Je vSak madlo
pravdépodobné, Ze by toto Casové opozdéni tvorby jadernych struktur bylo zplsobeno
pomalym pronikanim inhibitoru do bunécného jadra, protoze se jedna o membranové
volné prostupnou chemickou latku (Petrelli et al., 2013). Pravdépodobnéjsi je, Ze jadernd
frakce IMPDH2 proteinu je docasné imobilizovana vazbou na DNA nebo RNA
(Kozhevnikova et al., 2012). Po jejim uvolnéni se IMPDH2 dostdva do nové tvorené inkluze,
kde z(stava jiz dlouhodobé imobilizovana.

Ackoliv funkce IMPDH proteinl v jadfe neni zatim definitivné objasnéna, zménou

lokalizace IMPDH2 proteinu do inkluzi je jeho normalni jadernd funkce prakticky
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znemoznéna. Funkce jaderné IMPDH2 se na zakladé nasich vysledkd z Western blot analyzy
jevi byt pro bunku duleZita, protoZe na pokles difuzni jaderné formy IMPDH2 proteinu
bunika reaguje jeho zvySenym importem do jddra. Mechanizmus tohoto jevu vSak neni
znam.

Vysledky dosazené béhem fFeSeni této dizertacni prdce rozsifuji nasSe znalosti
organizace bunécného jadra. Jednotlivé hlavni vysledky jsou diskutovany v nasledujici

kapitole.
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6. Zavérecna diskuze

Bunécné jadro je vysoce kompartmentalizovanou bunéénou organelou, ktera je
Clenéna do strukturné a funkéné oddélenych subkompartmentl. Jaderné
subkompartmenty svym sloZzenim vytvareji specifické mikroprostiedi vhodné pro v ném
probihajici procesy. Vyzkum jaderné kompartmentalizace je klicovy pro pochopeni proces(
probihajicich v bunééném jadre, jako jsou replikace DNA, opravy DNA, genova exprese
nebo jeji umlCovani zahrnujici vlastni transkripci nebo posttranskrip¢ni Upravy vcetné
sestrihu RNA. Bunécné jadro je bezpochyby nejslozitéjsi bunécnou organelou, coz zasadnim
zpUsobem ztéZzuje vyzkum jadra jako celku. Vyzkum jednotlivych jadernych
subkompartmentd, jejich struktury, sloZeni a funkce vSak postupné napomahaji odkryti
komplexni organizace a fungovani bunécného jadra.

V této praci byl nejvétsi dlraz kladen na morfologickou charakteristiku vybranych
jadernych subkompartmentl. Pouzitim modernich zobrazovacich metod, ale i dalsich
metod bunécné biologie, jsme Fesili otazky souvisejici s funkci MCM protein(i v procesu
replikace DNA, s odhalovanim strukturni podstaty Polycomb télisek nebo s charakterizaci
inkluzi vytvarenych IMPDH2 proteinem po jeho inhibici. Nase vysledky prispély k rozsireni
dosavadnich znalosti o existenci, struktufe a usporadani vybranych jadernych
subkompartment( a jejich vzajemném vztahu.

Nasim dullezitym vysledkem byl prikaz pritomnost MCM2-7 komplexu v mistech
replikace DNA. Funkce MCM proteinl jako DNA helikdzy byla na zakladé in vitro studii
predpokladana jiz od jejich objeveni (Tye, 1999; Forsburg, 2004; Bochman and Schwacha,
2009). Avsak aby MCM2-7 komplex mohl fungovat jako DNA helikaza béhem replikace DNA
in vivo, musi se nachazet v blizkosti replikacni vidlicky. Pfed zverejnénim nasi prace vsak

nebyl MCM2-7 komplex fluorescencni mikroskopii nikdy detekovan v mistech aktivni
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replikace. To vedlo k formulaci tzv. MCM paradoxu (Dimitrova et al., 1999; Das et al., 2014).
V nasi praci jsme fluorescentni mikroskopii spojenou s CCF analyzou na burkach
extrahovanych pred fixaci prokazali, Ze mala, aviak nezanedbatelna frakce MCM proteinu
zUstava asociovana s aktivni replikaci, a to prakticky po celou dobu S faze. Nase vysledky
dokladaji, ze MCM proteiny jsou pfitomny v blizkosti replikacni vidlicky a mohou tedy
fungovat jako predpokladana eukaryoticka DNA helikaza. V minulosti byla také vyslovena
hypotéza, podle které MCM2-7 komplex uplatiiuje svoji helikdzovou aktivitu na velkou
vzdalenost (Aparicio et al., 1997; Ritzi et al, 1998; Claycomb et al.,, 2002;
Laskey and Madine, 2003; Calzada et al., 2005; Pacek et al., 2006). Nase vysledky vsak
naznacuiji, Ze tato vzdalenost nepresahuje 200 nm.

Dalsim studovanym subkompartmentem bylo Polycomb télisko. Polycomb téliska
jsou nékterymi autory, spolu s dalSimi jadernymi Utvary, fazena mezi tzv. sirotci téliska,
¢imZ je minéno opomijené a mdlo prostudované jaderné subkompartmenty (Carmo-
Fonseca et al., 2010). Ackoliv nebyla zndma jejich ultrastruktura, Polycomb téliska byla
povaZovana za typicka jaderna téliska (Cavalli, 2007). Na zakladé téchto vysledkl byl
vytvoren model, ve kterém Polycomb télisko predstavuje nakupeni Polycomb proteind
v interchromatinovém prostoru a funguje jako tzv. umlcujici tovarna (Obr. 41 A,
Bantignies and Cavalli, 2011; Bantignies et al., 2011). Do téchto umlcujicich tovaren mély
byt podle tohoto modelu aktivné smérovany geny ve formé dlouhych smycéek DNA, aby zde
mohly byt transkripéné umlceny. Nase prace vyuZivajici korela¢ni svételnou a elektronovou
mikroskopii vSak ukdazala, Ze Polycomb téliska nejsou jadernymi télisky, ale jsou
chromatinovymi doménami tvorenymi nakupenim heterochromatinovych struktur
v urcitém prostoru bunécného jadra (Smigova et al.,, 2011). Tento vysledek byl navic

podpofen nasSimi experimenty vyuZivajicimi zmén makromolekularni preplnénosti
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prostifedi. Ukazali jsme, Ze chovani Polycomb télisek se vyznamné liSi od chovani typickych
jadernych télisek a Ze Polycomb téliska nepredstavuji subkompartment zaloZzeny na
proteinové bazi (Smigova et al., 2013). Na zakladé nasich vysledk( jsme sestavili model,
ktery pfedpoklada nahromadéni heterochromatinovych struktur s navazanymi Polycomb
proteiny v prostoru jadra (Obr. 41 B).

Pozdéji byl vytvoren dalsi model Polycomb téliska, ktery je modifikaci modelu
prvniho (Obr. 41 C; Cheutin and Cavalli, 2012). V tomto modelu se geny s navazanymi
Polycomb proteiny sbihaji ve formé smycek chromatinu v Polycomb téliscich a tim vznika
nahromadéni Polycomb proteind v prostoru (Cheutin and Cavalli, 2012). Tento model v3ak
neodpovida nasemu zjisténi, Zze Polycomb télisko je na DNA velmi bohaty subkompartment.
Priciny nahromadéni velkych svazk(l heterochromatinu v modelu B nebo tenkych smycek
gend v modelu C (Obr. 41 B a C) vsak stale zUstavaji neodhaleny.

Jedna z predpokladanych funkci Polycomb proteinli je také kompaktace jimi

umlcenych usek( DNA (Wang et al., 2004; Cao et al., 2005; Martin-Perez et al., 2010).

A B. Ml C

he <

Obrazek ¢. 41: Rlizné modely Polycomb téliska

(A) Polycomb télisko jako umlcujici tovarna je lokalizovano do interchromatinového prostoru
a geny, které maji byt umiceny, se k nému sbihaji ve formé dlouhych chromatinovych smycek.
(B) Polycomb télisko odpovidd nahromadéni heterochromatinovych struktur s navazanymi
Polycomb proteiny v prostoru. (C) Polycomb télisko jako nahromadéni jednotlivych Polycomb

proteiny umléenych gend. Zdroj obrazku: (Smigova et al., 2014)

Strana 120



Schopnost Polycomb proteinl kompaktovat izolované chromatinové vlakno byla prokazana
in vitro (Francis et al., 2004; Grau et al., 2011). Nase vysledky vSak ukazuji, Ze pro udrzovani
existujici chromatinové kompaktace jiz nejsou Polycomb proteiny z PRC1 komplexu
nezbytné.

Dale jsme pomoci korelacni svételné a elektronové mikroskopie popsali
ultrastrukturu bunécnych inkluzi tvorenych inhibovanym IMPDH2 proteinem (Juda et al.,
2014). Zaroven jsme mikroskopickymi metodami a Western blot analyzou |épe popsali
jadernou frakci IMPDH2 proteinu a objevili novou jadernou inkluzi tvofenou inhibovanym
IMPDH2 enzymem, lokalizovanou do interchromatinového prostoru jadra. Ukazali jsme, Ze
cytoplazmatické i jaderné inkluze maji shodnou ultrastrukturu a jsou tvoreny jednotlivymi
vlakny sloZzenymi z IMPDH2 proteinu. Schopnost vytvaret nové subkompartmenty typu
inkluzi s vlaknitym charakterem se ukazuje jako typicka pro stale vétsi pocet protein(
(O'Connell et al., 2012). Vyznam tvorby téchto makromolekularnich struktur vsak neni
Casto jasny. Otazkou zejména je, zda IMPDH2 inkluze funguji jen jako ulozisté inhibovaného
enzymu nebo se naopak jedna o vysoce aktivni subkompartment, jehoz ucelem je regulace
enzymatické funkce IMPDH2 proteinu podobné jako v pfipadé urat oxiddzy. Aktivita urat
oxidazy se totiz vytvarenim makromolekuldrnich struktur nékolikanasobné zvysuje

(Angermuller et al., 1987).
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7. Zavéry

* Robustni statistickou metodou vyuZivajici kros-korelacni funkci jsme analyzovali
imunofluorescencni vysledky lokalizace MCM2 proteinu a jejich vztah k replikacnim
ohnisklim béhem S faze. Ukazali jsme, Ze ackoliv vétSina detekovatelného signalu na
chromatin vazaného MCM2 proteinu neni lokalizovana v mistech aktivni replikace DNA,
existuje nezanedbatelna frakce MCM2 proteinu asociovana s aktivni replikaci po celou
dobu trvani S faze. Nas vysledek pfispiva k vysvétleni tzv. MCM paradoxu.

* Korela¢ni svételnou a elektronovou mikroskopii jsme urcili ultrastrukturu Polycomb
télisek. NaSe vysledky ukazuji, Ze Polycomb téliska nepredstavuji jaderna téliska
v interchromatinovém prostoru. Polycomb téliska jsou tvorfena prostorovym
nahromadénim heterochromatinovych struktur obsahujicich Polycomb proteiny.

e Pouzitim nékolika rdznych pfistupd vyuZivajicich zmén v makromolekularni
preplnénosti vnitiniho prostfedi burnky jsme potvrdili, Ze Polycomb téliska maji
chromatinovou a ne proteinovou podstatu.

e Detailné jsme v savcich bunkach popsali ultrastrukturu R&R inkluzi tvorenych IMPDH2
proteinem po jeho inhibici. Ukazali jsme, Ze R&R inkluze maji vlaknity charakter
s jednotlivymi vlakny obsahujicimi pravidelné se opakujici podjednotky IMPDH2.

¢ Vizualizovali jsme jadernou frakci IMPDH2 proteinu v savéich bunkach. Zjistili jsme, Ze
po inhibici IMPDH2 proteinu vytvari také tato jeho jaderna frakce dosud nepopsanou
jadernou Rod inkluzi, kterou jsme popsali a urcili jeji ultrastrukturu a zjistili jsme, Ze jeji

vnitfni usporadani je shodné s usporadanim cytoplasmatickych R&R inkluzi.
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